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Deneysel Mikrocevre Modelleme Caligmast:
Pseudomonas aeruginosa’nin
Farkl Hiicre Dizilerinde Cogunlugu
Algilama ve Biyofilm Yanitlar

Experimental Microenvironment Modeling Study:
Quorum Sensing and Biofilm Responses of
Pseudomonas aeruginosa in Different Cell Lines

OZET Amag: Pseudomonas aeruginosa, mikrogevre kosullarina “uygun” patoloji gosterebilir. Biyo-
film olusturabilmesi, 6nemli patojenite kriterlerinden biridir. Bu galismada, aminoglikozit uygula-
malarimin P. aeruginosa’da biyofilm yapimini uyarip uyarmadig1 ve uyarim varsa cogunlugu algilama
ile ilgisi sorgulanmigtir. Gereg ve Yontemler: Farkli hiicre dizileri (VERO, HEp-2, RD), klinikten
izole edilen iki P. aeruginosa kokeni (K1, K2) ve ATCC 27853 P. aeruginosa kokeni ile enfekte edil-
mistir (“multiplicity of infection” m.0.i 50:1). Daha sonra sirasiyla supra-minimum inhibitér konsan-
trasyonu (MiK), MIK ve %50 MIK yogunluklarda gentamisin, netilmisin ve amikasin ile
karsilagtirildiktan sonra, hiicreler patlatilarak bakteriler alinmug, biyofilm ve ¢ogunlugu algilama
(CA) yamitlar1 degerlendirilmistir. Bulgular: VERO ve HEp- 2 hiicre dizilerinde, ii¢ P. aeruginosa
kokeninde, her ii¢ antibiyotigin supra-MiK, MiK ve %50 MIK yogunluklarinda las ve rhl GA sistem-
lerinin ¢aligtig1 goriildi. Bundan farkli olarak RD hiicre dizisinde, ATCC 27853 P. aeruginosa koke-
ninin; diger hiicre dizilerinde (VERO, HEp-2) yapilan deneylerin bulgularina paralel olarak her iki
CA sisteminin ¢ahistig1 goriiliirken, K1 ve K2 kokenlerinin gentamisin yogunluklarinin etkisinde CA
sistemlerinin ¢aligmadig: belirlendi. Ayni hiicre dizisinde amikasin yogunluklarinin etkisinde K2
kokeninin sadece rhl CA sistemi ¢alisirken, K1 kdokeninin sadece las sisteminin ¢aligtig1 ve netilmi-
sin etkisinde iki kokenin de CA sistemlerinin ¢alistig1 gosterildi. Sonug: P. aeruginosa fakli mikro-
cevre kosullarinda farkli davranabilmektedir. Farkli hiicre dizilerinde ii¢ P. aeruginosa kokeni igin,
antibiyotiklerin tiim yogunluklarinda biyofilm olusumu belirlenmistir. Epitel hiicrelerinde, kas hiic-
relerinden farkli CA yaniti saptanmistir. P. aeruginosanin uyum yetenegini gosteren bu karsilastir-
mali modelleme, P. aeruginosa’ya karsi klinik tedavilerde bagar1 saglayacak antibiyotiklerin
gelistirilebilmesinde kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Pseudomonas aeruginosa; gogunlugu algilama; hiicre dizisi; biyofilmler

ABSTRACT Objective: Pseudomonas aeruginosa may show adaptive pathogenicity according to
microenvironment conditions. Biofilm formation is an important virulence characteristic. In this
study, effect of aminoglycoside treatment on biofilm formation and its relation with quorum sens-
ing (QS) in P. aeruginosa were questioned. Material and Methods: Three different cell lines (VE-
RO; HEp-2, RD) were infected with P. aeruginosa [multiplicity of infection (m.o.i): 50:1] and were
treated with three different aminoglycosides in supra-MIC (minimum inhibitory concentration),
MIC, 50% MIC concentrations. Following antibiotic treatments, QS responses were determined by
micro AHL method and biofilm formation was evaluated spectrophotometrically. Results: Three
aminoglycosides stimulated biofilm formation in P. aeruginosa in each cell line. In VERO and HEp-
2 cell lines, QS systems of ATCC 27853, C1 and C2 strains were active under all antibiotic concen-
trations. In RD cell line, las and rhl systems of P. aeruginosa ATCC 27853 were active; however, las
and rhl systems of C1 and C2 strains were not active under gentamicin effect. las system of C1 and
rhl system of C2 were active under amikacin effect, and all QS systems of C1 and C2 worked un-
der netilmicin effect. Conclusion: P. aeruginosa may “behave” in different patterns in different mi-
croenvironments. For three P. aeruginosa strains, biofilm formation was detected in all cell lines.
In epithelial cell lines, QS response was different from the response in muscle cell line. This com-
parative modeling may be useful for the development of new antimicrobials against P. aeruginosa.
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or kogullar altinda canl kalabilen ve firsat¢i
Z patojen olan Pseudomonas aeruginosa; kistik

fibrozis, yanik enfeksiyonu ve HIV hastalan
gibi immiin sistemi baskilanmis hastalarda ciddi, te-
davisi zor enfeksiyonlara neden olabilir."? P. aeru-
ginosa, bulundugu mikrogevre kosullarina ¢ok iyi
uyum gosterir ve bulundugu ortamda “gogunlugu al-
gilama (CA) (quorum sensing)” sistemlerini kullana-

rak patojenite 6zelliklerini diizenleyebilir.?

P. aeruginosa’da tanimlanan; birbiriyle iligkili
“las”, “rhl” ve “kinolon” olmak tizere ti¢ CA sistemi
vardir.*

Sinyal molekiilii olarak uzun zincirli AHL (3-
0x0-C12-HSL-L)’yi kullanan “Ias sistemi”; biyofilm
olusumunu ve Las B elastaz, Las A proteaz, ekzo-
toksin A gibi diger hiicre dis1 viriilans faktor-
lerinin en uygun diizeyde iiretimini kontrol eder.
Rhl AB operonunun yapimini kontrol eden “rhl
sistemi” ise, rhamnolipid iiretimi i¢in gerekli olan
“rhamnosyltransferase” enziminin sentezlemesini
ve Las B elastaz, Las A proteaz, piyosiyanin, siyanid
ve alkalen proteazin iiretimini diizenler; haberles-
me molekili olarak da kisa zincirli AHL’yi (C4-
HSL) kullanir.>”

P. aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisinde
kullanilan antibiyotiklerin, bakteri tizerindeki
“gercek etkileri” ni saptamak amaciyla cesitli kli-
nik suglarin in vitro ve ex vivo mikrocevrelerde si-
nanmasi ve degisen mikrogevreye adaptasyonda
etkin olan patojenite 6zelliklerini diizenleyen CA
sistemlerinin belirlenmesi, klinik basar1 agisindan
yol gosterici olabilir.

I GEREC VE YONTEMLER

SUSLAR

Klinik 6rneklerden izole edilen iki P. aeruginosa ve
standart P. aeruginosa ATCC 27853 suslar1 kulla-
nilmistir. CA yanitlarimi gostermek icin rhl sistemi-
nin ¢alistigini gosteren sus olan Choromobacterium
violaceum (CV026) ve las sisteminin ¢aligtigini gos-
teren sus olan Agrobacterium tumafaciens (A136)
suglar1 kullanilmigtir.

ANTIBIYOTIKLER

Caligmada aminoglikozid grubu antibiyotiklerden
amikasin, gentamisin ve netilmisin kullanilmigtir.
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HUCRE DIZILERi

Farklh mikrogevre yanmitini degerlendirmek icin
epitelyal hiicre dizileri olan insan kokenli, kaynak
organ Hela bulasi olan HEp-2 hiicreleri; Afrika ye-
sil maymun bobrek kokenli VERO hiicreleri ve in-
san kas kokenli rabdomiyosarkom dokusundan elde
edilen RD hiicreleri kullanilmagtir.

HUCRE KULTURU YONTEMI

HEp-2, VERO ve RD hiicre dizileri RPMI 1640 me-
dium, %2 fetal bovin serum (FBS), %1 L-glutamin,
%] penisilin-streptomisin eklenerek %5 CO,li etiiv-
de 37°C’de inkiibe edilerek, ertesi giin tripsinizasyon
sonras1 pasajlanmigtir. Pasajlanan hiicreler 96'lik
plaktaki kuyucuklar: %80 yogunlukta (8 x 10* hiic-
re/kuyucuk) kaplayacak sekilde dagitilmistir.

MIKRO DILUSYON YONTEMi iLE
MIK'LERIN BELIRLENMESI

Her sus i¢in gentamisin, amikasin ve netilmisin an-
tibiyotiklerinin minimum inhibitér konsantrasyonu
(MIK) degerleri, mikrodilusyon yontemi ile katyon
eklenmis Mueller Hinton Broth (MHB) besiyerinde
saptanmigtir. Bakteriler McFarland 0.5 (1.5 x 108
hiicre/mL)’e esit bulaniklikta hazirlanmigtir. ELISA
mikro plaklarindaki kuyucuklara 6nce MHB besi-
yerinden esit miktarlarda dagitilip, daha sonra anti-
biyotiklerin iki kat diliisyonlar1 ve son olarak da
bakteri stispansiyonu dagitilmistir. Plaklar 18 saat
37°C’de inkiibe edildikten sonra 450 nm’de spektro-
fotometrik olarak degerlendirilmistir.?

ENFEKSIYON MODELI

P. aeruginosa ATCC 27853, K1 ve K2 suslan
McFarland 0.5 (1.5 x 108 hiicre/mL) bulanikliginda
hazirlanmis, “multiplicity of infection (m.o.1)” 50:1
olacak sekilde sulandirilarak hiicrelere esit oranlar-
da dagitilmigtir.® Hiicreler bakteri siispansiyonlar:
ile 37°C’de 2 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra
hiicre i¢ine girmeyen bakterileri ortamdan uzak-
lastirmak i¢in ti¢ kez PBS ile hiicreler yikanmigtir.

Enfekte hiicrelere antibiyotiklerin (gentami-
sin, amikasin ve netilmisin) her sus icin farkli olan
supra-MIK (MIK’ten bir énceki antibiyotik yogun-
lugu), MiK ve %50 MiK yogunluklar eklenerek 18
saat 37°C’de inkiibe edilmistir.” inkiibasyon siiresi
sonunda kuyucuklardaki antibiyotik diliisyonlar
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ile kargilagtirilmis enfekte hiicreler, hiicre i¢indeki
bakterileri elde etmek i¢in distile su ile patlatilmas,
patlatilan hiicrelerden toplanan bakteriler santri-
fiijlenerek ayrilmistir.

COGUNLUGU ALGILAMA YANITLARI

Ayrnstirilan bakterilerin CA yanitlar: “mikro AHL”
yontemi ile degerlendirilmistir. Bu ¢alisma i¢in ha-
zirhiklar su sekilde yapilmistir: Tki ayr1 ELISA mik-
ro plaginin her kuyucuguna esit miktarda Luria
Bertani Agar (LBA) dagitilip oda sicakliginda 2 sa-
at kurumaya birakilmistir. Hazirlanan bu iki ayn
mikroplaktan birine, Luria Bertani Broth (LBB)’da
30°C’de inkiibe edilip, McFarland 0.5 bulanikligin-
da ayarlanan C. violaceum (CV026) stispansiyonu
rhl sistemini goriintiilemek icin ve digerine de A.
tumafaciens (A136) stispansiyonu las sistemini gos-
termek icin ekilmistir. Santrifiijden sonra toplanan
bakteriler ise paralel olarak iki ayr1 plaga ekilmistir.
AHL varlig1 37°C’de 36 saat inkiibe edildikten son-
ra makroskobik olarak degerlendirilmis ve her iki
plakta da “mavi-yesil” renk goriilmesi pozitif ola-

rak kabul edilmigtir.!%!!

BIYOFIiLM DEGERLENDIRILMESI

Hiicre plaklarina egit miktarlarda MHB eklenerek
37°C’de 18 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
sonunda Once spektrofotometrede 620 nm dalga
boyunda okutularak koloni sayim1 yapilmas, taki-
ben biyofilm olusumu, kristal viyole boyama yon-
temi ile belirlenmistir. Her bir kuyucuga esit
miktarlarda %1’lik kristal viyole boyas1 dagitilip,
30 dakika oda sicakliginda kurumaya birakilmigtir.
Daha sonra baglanmayan kristal viyole boyasini
uzaklastirmak i¢in ii¢ kez distile su ile yikanip,
9%95’lik etanol dagitilarak 30 dakika oda sicakligin-
da bekletilmistir. Plaklar, daha iyi sonug verdigini
belirledigimiz 492 nm’de degerlendirilip, absor-
bansin iki kat olarak belirlendigi ¢ukurlar, biyo-
film olusumu y6niinden pozitif kabul edilmigtir.'>!3
Deneysel modelleme i¢in kullanilan yontemlerin
6zeti Tablo 1°de verilmistir.

I BULGULAR

VERO; RD ve HEp-2 olmak iizere ti¢ farkli hiicre
dizisinde yapilan ¢aligmada; antibiyotiklerin (gen-
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TABLO 1: Deneysel modellemenin akis semasi.

ELISA plaklarina alinan hiicreler inkiibasyon siresi sonunda
%80 hicre ile kaplanacak sekilde hazirlandi
(8X10* hiicre/ kuyucuk)

'

Deneyde kullanilacak olan bakteriler
McFarland 0.5 bulanikliginda hazirlandi

'

Hicreler hazirlanan iki klinik P. aeruginosa (K1 ve K2) ve

standart ATCC 27853 P. aeruginosa suslarinin siispansiyonlari ile
enfekte edilip (m.o.i 50: 1), 2 saat 37°C’de inkibe edildi.

;

Hiicre disindaki bakterileri uzaklastirmak igin 3 kez PBS ile yikandi.

'

Antibiyotiklerin (gentamisin, amikasin, netilmisin) diliisyonlari
(supra-MiK, MIK, %50 MK) eklenip, 18 saat 37°C'de inkiibe edildi ve
slirenin sonunda hiicreler distile su ile patlatildi, hicre disina ¢ikan
bakteriler santrifiijlenerek toplandi.

/N

Biyofilm olusumu
kristal viyole
boyama yontemi ile

Koloni sayimi,
620 nm'de
okutularak spektrofometrik

Gogunlugu algilama
degerlendiriimesi
mikro AHL yontemi ile

degerlendirildi. degerlendirildi. degerlendirildi.

tamisin, amikasin ve netilmisin) supra—MiK; MIiK
ve %50 MIK yogunluklari ile karsilasan K1, K2 ve
P. aeruginosa ATCC 27853 suglarinda biyofilm
olustugu gozlendi.

VERO ve HEp-2 hiicre dizilerinde yapilan ¢a-
lismalarda ise ii¢ P. aeruginosa susunda her ii¢ an-
tibiyotigin supra-MIK, MIK ve %50 MIK
yogunluklarinda, las ve rhl CA sistemlerinin ¢alig-
t1g1 gozlendi. Bu iki hiicre dizisinde elde edilen CA
yanitlar1 ayn1 bulundu.

RD hiicre dizisinde, diger hiicre dizilerinden
farkli olarak, K1 ve K2 suglarinin gentamisin et-
kisinde CA sistemlerinin ¢aligmadig: belirlendi.
Amikasin etkisinde K2 susunun sadece rhl CA sis-
temi ¢aligirken, K1 susunun sadece rhl sisteminin
calistig1 gosterildi. P. aeruginosa ATCC 27853 su-
sunun ise; diger hiicre dizilerinde (VERO, HEp-
2) yapilan deneylerin bulgularina paralel olarak
her iki CA sisteminin de ¢alistig1 belirlendi (Tab-
lo 2).
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TABLO 2: Antibiyotiklerin (gentamisin, amikasin ve netilmisin) supra-MiK, MiK ve %50 MiK yogunluklarinda
ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa, K1 ve K2 suglarinin RD hiicre dizisinde cogunlugu algilama yanitlari.

Gentamisin

Suslar CA Supra-MiK MK %50 MiK
ATCC CV026 + + +

A136 + + +
K1 CVv026

A136
K2 Cv026

A136

Amikasin Netilmisin
Supra-MiK MK %50 MiK Supra-MiK  MiK %50 MiK
+ + + + + +
+ + + + + +
+ + + + + +

+ + +
+ + +
+ + + + + +

CV026: Choromobacterium violaceum (rhl sisteminin galistigini gdsteren sus); A136: Agrobacterium tumafaciens (las sisteminin galistigini gosteren sus). ATCC: standart ATCC 27853
Pseudomonas aeruginosa. K1 ve K2: Klinikten izole edilen Pseudomonas aeruginosa suslari. GA: Gogunlugu algilama sistemleri.

I TARTISMA

Bilimsel ¢aligmalar ancak pratige aktarildiklarinda
verimli ve tamamlanmis sayilabilirler. Bir temel bi-
lim laboratuvar tezgahinda molekiiler ve/veya hiic-
resel diizeyde baglayan bir ¢aligma, hasta yatagina
kadar ulagir veya hasta yatagindan laboratuvar
tezgihina dogru bir yol izler. Gegen on yillar igin-
de klinik ve temel arastirmalar arasinda 6nemli
engeller dogmus, bilimsel verilerin kargilikl: ak-
tarimi sorun olmustur. Tibba aktarim arastirma-
lar1 bu boslugu asacak bir koprii gorevini
istlenecektir. Klinik problemin tanimlanmasi;
arastirma hipotezinin olusturulmasi; in vitro so-
nugclar; in vivo sonuglar; ige yarar bilginin tanim-
lanmasi; rastgele klinik denemelerin yapilmasi;
endiistri ve toplumla paylasim; pratige aktarim
seklinde tanimlanabilecek basamaklar i¢inde “de-
neysel modelleme ¢aligmalar1” 6nemli bir asama-
dir."* Bu noktada olusturulacak bilgi havuzlari,
deneysel hayvan modellerinin gelistirilmesinde ve
bir sonraki agamada da tibba aktarimda yol goste-
rici olabilir.

Farkli yerlerden izole edilen P. aeruginosa sus-
larinda, CA sistemleri (las, rhl) ile {iretimi kontrol
edildigi bilinen alkalen proteaz, elastaz, biyofilm
olusumu, ... gibi patojenite yanitlarinin farkl ola-
bildigi gosterilmistir.'>">'8 Las/Rhl sistemlerine
bagli patojenite yanitlarinin farkli olabilmesi, mik-
rogevrenin bakteri tizerindeki etkisinin bir goster-
gesi olabilir."”” Ayrica, las ve rhl sistemleri degisen
mikrogevreye uyum amaciyla hem birbiriyle ilis-
kili hem de birbirinden bagimsiz ¢caligabilmektedir.
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Daha 6nce yaptigimiz bir ¢aligmada in vitro kosul-
larda farkli anatomik bolgelerden izole edilen P. ae-
ruginosa suslarinin, farkli antibiyotiklerin etkisi
altinda farkli CA sistemlerinin (las/rhl) calistigini
gostermistik.?

Bu caligmada ex vivo mikrogevre etkisini sorgu-
lamak igin 3 farkli hiicre dizisi kullandik. Calisma-
mizda kullandigimiz 3 hiicre dizisi de adheran hiicre
dizileri olup farkh mikrogevreleri temsil ederler: Sira-
siyla RD hiicreleri insan kokenli olup rabdomiyosar-
dokusundan elde edil-

mistir. HEp-2 hiicreleri, insan kokenli bir epitelyal

kom gelismis kas

hiicre hatt1 olup kaynak organ HeLa bulagidir.”! VE-
RO hiicreleri; Afrika yesil maymun kokenli bobrek
epitelyal hiicreleridir.> Cahigmalarin sonucunda; her
tic mikrogevrede, klinik ve standart ATCC 27853 P.
aeruginosa suslarimin aminoglikozidlerin (gentamisin,
amikasin ve netilmisin) supra-MIK, MIK ve %50 MIK
yogunluklarinin etkisi altinda iken biyofilm olustur-
dugu goriilmiistiir. Bakterinin bulundugu mikrogev-
reye uyumunda etkin olan ve bu amagla patojenite
ozelliklerini diizenleyen las ve rhl CA sistemlerinin
VERO ve HEp- 2 hiicre dizilerinde, {i¢ P. aeruginosa
susunda da test edilen antibiyotiklerin farkli yogun-
luklarinda ¢alistigy belirlenmistir. RD hiicre dizisin-
de ise; P. aeruginosa ATCC 27853 susunda iig
antibiyotigin etkisinde, K1 ve K2 suslarinda da sade-
ce netilmisin etkisinde her iki CA sisteminin ¢aligti-
g1; K1 ve K2 suglarinin gentamisin etkisinde iki CA
sisteminin de ¢alismadig1 belirlenmistir. Tlging olarak,
sadece amikasin etkisinde K1 sugunun rhl sisteminin,
K2 susunun da las sisteminin ¢alistig1 goriilmistiir.

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2009;29(3)
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Ayn1 hiicre dizisinde (mikrogevrede); amikasinin
farkli yogunluklarinda klinik P. aeruginosa suslarinin
farkh CA sistemleri farkh ¢aligmaktadir. Bu bulgu; in
vitro kogsullarda gosterdigimiz P. aeruginosa suglari-
nin, farkli antibiyotiklerin etkisi altinda farkli CA sis-
temlerinin (las/rhl) caligmasinin ex vivo mikro-
cevrede de meydana geldigini gostermektedir.”’ Bu
sonuglar literatiirde, antibiyotiklerin etkisi altinday-
ken CA sistemlerinin birbirlerini etkiledigini goste-
ren ¢aligmalarla uyumlu goriinmektedir.%

Bundan sonraki c¢aligmalarda farkli m.o.i
degerlerinde (10:1; 5:1; 3:1;... gibi) ve farkli za-
man dilimlerinde degerlendirmeler yaparak bu
modelleme daha da ileriye taginabilir. Sonug olarak
P. aeruginosa’nin antibiyotiklere kars1 davranisla-
rinin degerlendirilebilecegi deneysel mikrogevre-
ler; hem bu bakterinin farkli mikrocevrelerde
degisebilen davraniglarinin ¢éziimlenmesinde hem
de uygulanacak antibiyotiklerin konak ve bakteri
tizerindeki etkilerini degerlendirmede yardimci

[ SONUC

Epitel hiicreleri ayni canl tiiriinden koken almasa
da (VERO: Afrika yesil maymun kokenli, HEp-2:
insan kokenli), epitel hiicrelerinde kas hiicrelerin-
den (RD) farkl bir CA yanit1 ortaya ¢ikmistir. {1-
ging olan, her {i¢ hiicre dizisinde biyofilm yanit-
larinin ortak oldugudur. Bu sonuglara bakarak,
farkli mikrogevre kosullarinin CA yanit1 iizerine
etkili olabildigini s6yleyebiliriz.

CA yamit1 P. aeruginosanin viriilans 6zel-
liklerinin bir boélimiinii kontrol etmektedir.
Ancak bu boliimiiyle bile, farkli bakteri sayilari-
nin kullanilacag: (farkli m.o.i degerleri ile) in vi-
vo deneysel hiicre dizisi caligmalarinin bir
sonraki agamada, hayvan deneylerine aktarilabil-
mesi ile klinikte goriilen akut ve/veya kronik en-
feksiyonlarin tanisinda ve tedavisinde ¢ok dnemli
yol gosterici olacak (multiple predictive marker)
¢oklu kestirim gostergesi eldesi miimkiin olabi-

and Rhl quorum-sensing systems. J Bacteriol
2007;189(13):4827-36.

Wagner VE, Li LL, Isabella VM, Iglewski BH.
Analysis of the hierarchy of quorum-sensing

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2009;29(3)

on of N-acyl homoserine lactones by Gram-
negative bacteria isolated from contact lens
wearers. Clic Exoper. Ophthal 2001;29(3):
150-2.

olabilir. lir.
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