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OZET

Pseudomonas aeruginosa’ da rhl ve las sistemi olmak iizere iki “quorum sensing” [¢cogunlugu algilama, ( CA )] sistemi ta-
mmlanmustir. Rhl ve las sistemlerinin kullandiklar: sinyal molekiilleri (las: 3- oxo-C12-HSL; rhl: C4- HSL), “reporter stra-
in” olarak kullanilan bakteriler (rhl icin Chromobacterium violaceum; las i¢cin Agrobacterium tumefaciens) ile gosterilmek-
tedir. CA sistemlerin in gosterilmesinde mikro AHL, kuyucuktan yayilim, ince tabaka kromotografisi, zimografi gibi yontem-
ler kullanilabilir.

Bu ¢alismada, yara yerinden izole edilen iki klinik (K1, K2) P. aeruginosa susu ile standart ATCC 27853 susunda CA sistem-
lerinin gosterilmesi igin, mikro AHL ve kuyucuktan yayilim yontemlerinin karsilastiriimasi amaclanmistir.

Sonug olarak her iki yontemin sonuglart biribirine paralel bulunmustur. Mikro AHL yontemi daha uzun siirede sonug verme-
sine karsin, kuyucuktan yayilim yontemine gore daha kolay uygulanabilmesi ve daha net sonu¢ vermesi, yinelenmesinin ko-
layligi gibi nedenler ile CA sistemlerinin belirlenmesinde daha pratik bir yontem olarak tercih edilebilir.

Anahtar kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, ¢cogunlugu algilama, agillenmis 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.

GIRIS Pseudomonas aeruginosa'da tanimlanan iki sistem

. . . . o ile caligan hiicreden hiicreye sinyal iletiminin

Bakteriler pH, osmolarite, besin azlig1, antibiyo- B . L
i ) . ekstraselliiler virulans faktorlerinin ekspresyonunu
tik madde varligi v.b. degisen mikrocevre kosul- o .
(elastaz, alkalen proteaz, piyosiyanin, ramnolipid

larina gesitli mekanizmalar ile uyum saglayabilir- gibi) dizenledigi gosterilmigtir. Birincil sistem

ler. Bu uyum saglamada olduk¢a 6nemli olan po- olan “las sistemi”, Las I (“3- oxo-C12-HSL™ nin
pulasyon yogunlugunu iletisim sinyalleri ile be- sentezinden sorumlu autoinducer sentaz geni ) ve
lirleyip degisen yogunluga gore davramslarini de- Las R (*“ transcriptional activator” proteinini kod-
gistirirler ki, bu cogunlugu algilama (quorum layan gen) olmak iizere iki bilesenden olugmak-
sensing) (CA) olarak adlandirilmaktadir (1, 2). tadir. Las B elastazin ekspresyonunu diizenledigi
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icin las sistemi olarak adlandirilan bu sistem;
Las A proteaz, alkalen proteaz, biyofilm olusumu-
nu ve eksotoksin A gibi cesitli hiicredisi enzim-
lerin sentezlenmesini diizenler. “rhl sistemi” ise;
rhl I ( C4- HSL, “autoinducer sentaz”) ve rhl R
(“transcriptonal activator” proteinin kodlayan gen)
" den olugmaktadir. Rhl AB operonunun ekspres-
yonunu kontrol eden rhl sistemi; ramnolipid iire-
timi icin “rhamnosyltransferase” 1n sentezlenme-
sini diizenlemesinin yani sira Las A/B elastaz, pi-
yosiyanin, siyanid ve alkalen proteazin optimal

miktarda tiretimi icin gereklidir (3).

Las sistemini (3- oxo-C12-HSL) gostermek igin
“reporter strain” (gosterge susu) olarak Agrobac-
terium tumefaciens ve rhl sistemini goriintiilemek
(C4- HSL) icin ise Chromobacterium violaceum
kullanilmaktadir. Bu iki toprak bakterisinin kolo-
nileri, ilgili sinyal molekiillerinin (AHL molekiil-
leri) varliginda mavi- yesil renk almaktadir. Co-
gunlugu algilama sistemlerinin varligl; mikro
AHL, kuyucuktan yayilim (difiizyon), ince taba-
ka kromotografisi, zimografi yontemleri ile gos-
terilmektedir (4.,5,6).

Bu calismada mikro AHL ve kuyucuktan yayi-
Iim yontemleri, yara orneklerinden ayristirilmig
iki klinik ( K1, K2) sus ile ATCC 27853 susun-
da, gentamisinin minimum inhibitor konsantras-
yonlaria (MIK) karsi olusan cogunlugu algilama
yantlart degerlendirilirken, laboratuvarda kolay
uygulanabilirlik, az malzeme kullanimi, yinelene-
bilirlik, gerekli zaman, degerlendirmede kolaylik
gibi kriterler yoniinden karsilastirilmigtir.

GEREC ve YONTEM
Suslarin MIK degerlerinin belirlenmesi

Yara yerinden ayrigtirllmig iki klinik ( K1, K2)
sug ile ATCC 27853 susu calismada kullanilmis-
tir. Her sus icin gentamisinin MiK degerleri mik-
rodilusyon yontemi ile NCCLS ( yeni adi ile
CLSI) 'e gore belirlenmistir (7).
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Mikro AHL yontemi Ile “Quorum Sensing”

yamtlarinin Degerlendirilmesi

ELISA mikro plaklarinin her kuyucuguna esit
miktarlarda Louria Bertani Agar (LBA) dagitilip
oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Mac
Farland (MF) 0.5' e esit bulaniklikta hazirlanan
Chromobacterium violaceum ve Agrobacterium tu-
mefaciens ( reporter strain) ile gentamisinin mik-
rodilusyon yontemi ile belirlenen MIK, 1/2 X
MIK, /4 X MIK, 1/8 X MIK, 1/16 X MIK,
1/32 X MIK konsantrasyonlar1 ile karsilagmis
K1, K2 ve ATCC 27853 suslarindan ve kontrol
olarak da antibiyotik ile karsilasmamis suslardan
esit miktarlarda dagitilarak 30 °C' de 48 saat in-
kube edilmigtir. “Acillenmis homoserin lakton”
(AHL) varligi makroskobik olarak degerlendirilip
“mavi- yesil” renk goriilmesi pozitif olarak kabul
edilmigtir  (Sekil: 1.A.) (4).

Kuyucuktan yayihm (Diffuzyon) yontemi Iile

“Quorum Sensing” yanmitlarinin degerlendirilmesi

Onceden 1sitilmig LBA iceren Petri kutulari, iki-
ye boliinerek bir tarafina MF 0. 5' e esit bula-
nikta hazirlanan C. violaceum, diger tarafina da
aym sekilde hazirlanan A. tumefaciens bakterileri-
nin siispansiyonlarindan esit miktarda yayma eki-
mi yapimustir. Her iki boliime de 3' er kuyucuk
hazirlanmigtir. Her bir cukura gentamisinin belir-
lenen MIK, 12 X MIK, 1/4 X MIK, 1/8 X
MIK, 1/16 X MIK, 1/32 X MIK konsantrasyon-
lant ile karsilagsmig K1, K2 ve ATCC 27853 sus-
larindan; kontrol olarak da antibiyotik ile karsi-
lagsmamis suglardan esit miktarda konmus, 30°C'
de 18 saat inkiibe edilmistir. “Mavi-yesil” renk
olusumu AHL varligi acisindan pozitif olarak de-
gerlendirilmigtir. (Sekil: 1.B.) (5).

Biitiin calismalarda her ornek 3' er kez degerlen-

dirilmis ve her deney 3' er kez yinelenmisgtir.



Cogunlugu algilama yanmitlarinin gosterilmesinde iki yontemin karsilagtirilmasi

Sekil 1: A. Mikro AHL Plagi: MiK ve sub-MIK konsantrasyonlar1 ile karsilasan suslar, soldan saga pre -MIK, MIK, 1/2 X MIK, 1/4 X
MiK, ...1/32 X MIK konsantrasyonlarinda ve her &rnek (antibiyotik + sus) 3' er sira (1, 2, 3) caligtlmak iizere “reporter strain” ler ile
karsilagtirilir. Bu yontemde Agrobacterium tumefaciens bir plak, Choromobacterium violaceum igin ayri bir plak kullanilmigtir. Her deney 3

kez yinelenmistir.

B. Kuyucuktan Yayilim Plaklari: Her petri plagindaki besiyeri, karsi tarafa yayilimi engellemek icin, ortadan ikiye kesilmistir. Besiyerinin
her iki tarafina yine her 6rnek (antibiyotik + sus) icin 3'er kuyucuk ( 1, 2, 3) hazirlanmistir. Besiyerinin soluna Agrobacterium tumefaci-
ens, sagina Choromobacterium violaceum siiriilmiis ve gentamisinin MIK, 12 X MIK, 1/4 X MIK, ...1/32 X MIK konsantrasyonlari ile
kargilasan suglar kuyucuklarin igine pipetlenmistir. Her deney 3 kez yinelenmistir

(Dikkat: Sub- MIK: Subminimal inhibitor konsantrasyon; iki doz arasinda gecen zamanla, MIK' ten itibaren ters orantili olarak azalan an-
tibiyotik konsantrasyonunu temsil eder. MiK' i olusturan konsantrasyonun yaris1 1/2 X MIK; dortte biri 1/4 X MIK; ... seklinde devam
eder).
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BULGULAR

Incelenen suslarda gentamisin varliginda belirle-
nen MIK degerleri; ATCC 27853 ve KI susla-
rinda 4 pug / mL, K2 susunda ise 0,25 ug / mL
olarak belirlenmigtir (Tablo 1).

Tablo 1: Caligilan suslarm gentamisin varliginda belirlenen MIK

degerleri
MIK degerleri [ ATCC 27853 K1 K2
Gentamisin 4 pug / ml 4 ug / mL 025 pg / mL

K2 susunda sadece las sisteminin, ATCC 27853
susunda ise sadece rhl sisteminin calistifi gozle-
nirken, K1 susunda las ve rhl sisteminin calisti-
&1 goriilmiistiir ( Tablo 2 ).

Tablo 2: Caligilan suslarda (S: ATCC 27853; K1: Klinik 1; K2:
Klinik 2) c¢ogunlugu algilama iligkilerinin mikro AHL ve kuyu-
cuktan yayilim yontemleri ile degerlendirilmesi

MIK | 172X | 174 X | 1/8 X |1/16 X | 1/32 X [Kontrol
MiK | MIK | MIK | MIK | MiK

S |K|K|S|K|K|S |K|K]|S|K|K|S|K|K]|S |K|K|S |K|K

112 112 112 112 112 112 112
Y4 Ed Ed B B2 B B Bd B B B o B B B B B B B R
1
D |+|+]-[+]+ - [+ -
M| - ++ -+ ]
2

1: Chromobacterium violaceum 026 (kisa zincirli
AHL, rhl sistemi); 2: Agrobacterium tumefaciens
136 (3- oxo-C12-HSL, las sistemi); M: Mikro
AHL; D: Yayilim; Kontrol: Antibiyotik uygulanma-

yan bakterilerden alinan sonuglar.

AHL degerlendirmelerinde, yayilim yontemi ile
mikro AHL yontemlerinin sonuglari, her 3 calisma-
da da paralel bulunmustur.

TARTISMA

Salgiladigr bir¢ok ekstraselliiler enzimin kontroli,
hiicreler arasi iletisim sinyalleri ile saglandigi igin,
cogunlugu algilama (CA) sistemlerinin ¢oziimiinde
tizerinde en ¢ok calisilan bakterilerden biri de P.
aeruginosa' dir. Iletisim sinyallerinin goriintiilenme-
si mikrocevre kosullarinda P. aeruginosa' nin dav-
raniglart hakkinda 6nemli ipuclart verir. Bu ipugla-
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r1 bu bakterinin tanist ve infeksiyonun sagaltiminda
onemli acilimlar saglayabilir (8).

P.aeruginosa' nin CA sistemlerinin yanitlarini gos-
termek icin kullanilan yontemlerden biri mikro
AHL, biri de kuyucuktan yayilim (difiizyon) yonte-
midir. Bu caligmada, laboratuvarda kolay uygulana-
bilirlik, malzeme kullanimi, yinelenebilirlik, deneyin
sonuclanmast i¢in gerekli zaman, degerlendirmede
kolaylik kriterleri yoniinden bu iki yontem karsilag-
tirtlmigtir. Bu amagla yaradan izole edilen iki kli-
nik sus ve ATCC 27853 P. aeruginosa suslarinin;
gentamisinin MIK ve sub-MIK yogunluklarinda CA
yanitlart incelenmistir.

Yinelenen deneylerde mikro AHL yonteminin, ku-
yucuktan yayilim yontemine kiyasla daha uzun sii-
rede sonuclanmasina ragmen, daha kolay uygulana-
bilir ve daha az malzeme ile uygulanabilir olmasi
sebebiyle, CA sistemlerinin belirlenmesinde daha
pratik bir yontem olarak tercih edilebilecegini dii-
stinmekteyiz.
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