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OZET

AZITROMISININ SUB-MINIMUM iNHIBITOR KONSANTRASYONLARININ
Bordetella pertussis TOHAMA-I UZERINDEKI IN VITRO ETKILERI

Eda DELIK
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dah
Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Burcu Emine TEFON OZTURK
HAZIRAN 2023; 66 sayfa

Bordetella pertussis bogmaca hastaliginin ana etkenidir ve bilindigi kadariyla
insandan baska konagi yoktur. Bu bakteri enfekte ettigi konagin akcigerleri ve hava
yollarina yerlesir ve yiiksek bulasiciliga sahiptir. Hastaligin neden oldugu oksijen
eksikligi beyinde hasara yol agabilir ve 6zellikle bir yasin altindaki bebeklerde bu durum
oliimciil olabilmektedir. Genel olarak ¢ocukluk ¢agi hastaligi olarak tanimlanir ancak
ergen ve yetiskinlerde de hafif semptomlarla siirekli olan o6ksiiriik belirtileriyle yaygin
olarak ortaya cikabilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii’niin (DSO) verilerine gére 2018
yilinda diinya ¢apinda 151,000’den fazla bogmaca vakasi oldugu kaydedilmistir. 1974
yilinda baslatilan Genisletilmis Bagisiklama Programi (GBP) ve 1980’11 yillarda baslayan
Ulusal As1 Kampanyasi ile hastaligin sikligi énemli 6l¢iide azaltilmistir. Ancak son
yillarda yapilan c¢aligmalar yaygin asilamaya ragmen bogmaca vakalarinin yeniden
arttigini géstermektedir.

Bogmacayla miicadelede antibiyotikler yaygin olarak kullanilir ve klinikte
makrolid tipi antibiyotikler en ¢ok tercih edilen antibiyotik grubu olmaktadir. Bu tez
calismasinda da makrolid grubu antibiyotiklerden olan azitromisinin B. pertussis
Tohama-I susuna kars1 sub-MiK dozlar1 belirlenmistir ve bu dozlarin bakterinin biiyiime
hizina, biyofilm olusturma kabiliyetine ve iki 6nemli viriilans faktorlerinden olan ptxS1
ve prn genlerinin ekspresyonuna olan etkisi arastirilmistir. Azitromisinin MiK degeri sivi
diliisyon yéntemiyle 0.08 pug/ml olarak belirlenmistir ve MiK’in 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32
ve 1/64 oranlarinin bakterinin biiylime hizina olan etkisi aragtirilmigtir. Bakteri hiicreleri
antibiyotigin 1/2, 1/4 ve 1/8 sub-MIK dozlarm tolere edemediginden hiicre biiyiimesi
deneyler i¢in yetersiz kalmistir. Bu nedenle Tohama-1 igin azitromisinin sub-MiK dozlar1
1/16, 1/32 ve 1/64 olarak belirlenmistir. Bu dozlarin bakterinin biyofilm olusturabilme
yetenegine olan etkisi 96’11 hiicre kiiltiirii plagi kullanilarak belirlenmistir. Gen
ekspresyonlarina olan etkisi ise gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)
ile analiz edilmistir. Bakterilerin antibiyotik dozunun artmasina paralel olarak biyofilm
olusturabilme yetenekleri azalmistir. Ancak ptxS1 ve prn ekspresyon seviyelerinin artisi
veya azalis1 antibiyotik dozunun artisiyla paralellik gdstermemistir. MIK/32 azitromisin
konsantrasyonunda her iki genin de ekspresyon seviyelerinin kontrole gore arttigi
goriilmiistiir. MIK/16 ve MIK/64 ise ptxS1 ekspresyonunu kontrole gore azaltirken prn
ekspresyonunu arttirmistir. Fakat antibiyotik dozlarinin genlerin ekspresyonu iizerindeki



etkilerinin kontrolle kiyaslandiginda istatiksel olarak Onemli olmadigi bulunmustur
(p>0.05). Literatiirde sub-MIK antibiyotik dozlarmin B. pertussis hiicrelerine olan
etkileriyle ilgili yeterli ve yaygm calismalar mevcut degildir. Bu galisma sub-MIK
antibiyotik dozlariin B. pertussis’e karsi etkilerinin belirlenmesi agisindan azitromisin
ozelinde gerceklestirilen ilk calismadir. Ayrica azitromisinin bogmaca tedavisinde yaygin
olarak kullanilmasi g6z Oniine alindiginda, bu c¢alismadan elde edilen sonuglar
antibiyotigin bakteri hiicresine olan etkilerinin belirlenmesi ve bakteri-konak hiicre
iliskisindeki roliiniin anlasilabilmesi acisindan daha sonra yapilacak olan ¢alismalar i¢in
onem arz etmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Azitromisin, Biyofilm, Bogmaca, Bordetella pertussis,
Biiytime egrisi, Gen ekspresyonu, Pertaktin, Pertussis toksin.
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ABSTRACT

IN VITRO EFFECTS OF SUB-MINIMUM INHIBITORY CONCENTRATIONS
OF AZITHROMYCIN ON Bordetella pertussis TOHAMA-I

Eda DELIK
MSc Thesis in Biology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Burcu Emine TEFON OZTURK
JUNE 2023; 66 pages

Bordetella pertussis is the primary causative agent of whooping cough (pertussis)
and is known to infect only humans. This bacterium colonizes the lungs and respiratory
tract of the infected host and exhibits high contagiousness. The lack of oxygen caused by
the disease can lead to brain damage that can be fatal, especially in infants under one year
of age. Although whooping cough is primarily known as a childhood disease, it can also
occur in adolescents and adults with mild symptoms such as a persistent cough.
According to the World Health Organization (WHO), there were over 151,000 reported
cases of pertussis worldwide in 2018. Despite widespread vaccination efforts, recent
studies indicate a resurgence in pertussis cases.

Antibiotics, particularly macrolide antibiotics, are commonly used in the clinic to
control pertussis. This thesis study focused on azithromycin, a macrolide antibiotic, and
aimed to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) dose against the B.
pertussis Tohama-I strain. Additionally, the study investigated the effects of the sub-MIC
doses on bacterial growth rate, biofilm formation capacity, and expression of two critical
virulence factors: ptxS1 and prn genes. The minimum inhibitory concentration (MIC) of
azithromycin was determined to be 0.08 pg/ml using the broth dilution method.
Subsequently, the effects of MIC ratios of 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, and 1/64 on bacterial
growth rate were investigated. However, due to insufficent cell growth, the experiments
could not be performed for sub-MIC doses of 1/2, 1/4, and 1/8. Therefore, the sub-MIC
doses of azithromycin against the Tohama-1 strain were set at 1/16, 1/32, and 1/64. To
evaluate the effects of these doses on bacterial biofilm formation, a 96-well cell culture
plate was used. In addition, gene expression was analyzed using real-time polymerase
chain reaction (RT-PCR). The ability of bacteria to form biofilms decreased
proportionally with increasing antibiotic dose. However, the expression levels of ptxS1
and prn genes did not exhibit a direct correlation with the escalating antibiotic dose.
Specifically, it was observed that the expression levels of both genes increased at
azithromycin concentration of MIC/32 compared with control. Conversely, at MIC/16
and MIC/64, the expression of ptxS1 decreased, whereas the expression of prn increased
compared with the control. Nevertheless, the effects of antibiotic doses on gene
expression were statistically insignificant compared to control (p>0.05).



There are not adequate and widespread studies on the effects of sub-MIC
antibiotic doses on B. pertussis in the literature. The present study is the first to
specifically address the effects of sub-MIC antibiotic doses using azithromycin against B.
pertussis. Considering the widespread use of azithromycin for pertussis treatment, the
results of this study will provide valuable insight into the effects of the antibiotic on
bacterial cells and improve our understanding of the relationship between bacteria and
host cells.

KEYWORDS: Azithromycin, Biofilm, Bordetella pertussis, Gene expression, Growth
curve, Pertactin, Pertussis toxin, Whooping cough.

COMMITTEE: Asst. Prof. Dr. Burcu Emine TEFON OZTURK
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ONSOZ

Cocukluk cagi donemi, insanlarin bulagici hastaliklara en sik yakalandiklari
donemdir. Bu hastaliklar genellikle agiz, burun, gz salgilari, solunum yolu
damlaciklariyla bulasabilmektedir. Bogmaca, c¢ocukluk c¢agi donemlerinde goriilen
bulasic1 hastaliklardan biridir. Bu hastalik, insandan insana hava yoluyla bulasan,
genellikle bir yasin altindaki bebeklerde daha sik goriilen, birgok komplikasyonlara
(zatiirre, havale gibi) sebebiyet veren ve Ozellikle bebeklerde hayati tehlike yaratan
sadece insan patojeni olan B. pertussis’in neden oldugu bakteriyel akut solunum yolu
hastaligidir. Hastaligin tedavisinde antibiyotikler yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak
B. pertussis’in antibiyotik duyarlilig1 i¢in yapilan ¢alismalar olduk¢a sinirlidir ve bu
bakterinin antibiyotik duyarliligi i¢in kabul edilmis standartlar yoktur. Ayrica
antibiyotiklerin B. pertussis'e kars: etkilerine iligkin raporlar farklilik gostermektedir ve
bogmaca tedavisinde yaygin olarak kullanilan azitromisin antibiyotiginin sub-minimum
inhibitdr konsantrasyonlarinin (sub-MIK) B. pertussis hiicrelerine olan etkilerine iliskin
bir ¢alisma bulunmamaktadir. Antibiyotiklerin sub-MIK dozlar1 bakteri hiicrelerinin
tiremesini, morfolojisini, viriilansini, gen ekspresyonlarini ve dolayisiyla ilgili
antibiyotige kars1 direng gelistirebilmesini etkileyen dozlardir. Antimikrobiyal ajanlarin
sub-MIK degerlerinin bakteri hiicrelerine olan etkilerinin belirlenmesi tedavide en uygun
dozun saptanmasini saglayan yeni terapoOtik stratejilerin gelistirilebilmesi agisindan
olduk¢a 6nem arz etmektedir.

Bu tez calismasinda klinikte bogmaca hastaligina kars1 yaygin olarak kullanilan
azitromisin antibiyotiginin sub-MIK dozlarmin hastaligin ana etkeni olan B. pertussis
hiicrelerine olan etkisinin arastirilmas1 amaglanmistir. Bu baglamda sub-MiK dozlardaki
azitromisinin B. pertussis’in biiyiime hizina, biyofilm olusturabilme kapasitesine ve
enfekte ettigi konakta bogmacanin olusmasinda etkili rol alan viriilans faktorlerinden
pertussis toksin ile pertaktin genlerinin ekspresyonlarina olan etkisi belirlenmistir. Elde
edilen sonuglar gostermektedir ki azitromisinin sub-MIK dozlar1 B. pertussis’in biiyiime
ve biyofilm olusturabilme kapasitesinde anlamli derecede yavaglama saglayabilmektedir.
ptxS1 ve prn genlerinin ekspresyon seviyelerine olan etkisi incelendiginde ise; her iki
genin de MIK/32 antibiyotik dozunda kontrole gére daha fazla ifade edilmesi, MiK/16 ve
MIK/64 dozlarda ise ptxS1’in kontrole gére daha az ekspre edilirken prn’nin daha fazla
ifade edilmesi azitromisinin sub-MIK dozlarmin B. pertussis hiicreleri iizerinde farkli
etkilerinin oldugunu gostermektedir.

Azitromisin antibiyotigi 6zelinde gerceklestirilen bu tez calismasi, sub-MIK
dozlarin B. pertussis’e olan etkilerinin incelenmesi agisindan ilk ¢aligma niteligindedir.
B. pertussis, laboratuvar kosullar1 altinda g¢alisilmasi olduk¢a zahmetli, biiyiikk sabir
gerektiren hassas bakteri hiicreleridir. Bu son derece kiigiik hiicrelerin nazi ile gegen tez
calismamin bilyiik bir asamasi Akdeniz Universitesi Biyoloji Boliimii Molekiiler
Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda, RT-PCR analizleri ise Akdeniz Universitesi Gida ve
Tarimsal Arastirmalar Merkezi Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir. Calismalarini
biiyilik bir zevkle, ilgiyle, merakla ve yeni tecriibeler edinerek tamamladigim tezim i¢in
calisma olanagi saglayan, tez konumun belirlenmesinde ve ¢alismalarimin her
asamasinda ilgi, destek ve yardimlarini esirgemeyen, bilgi birikimi ve tecriibeleriyle beni
yonlendiren, dgrencisi olmaktan gurur duydugum degerli Akademik Danigman Hocam
Saym Dr. Ogr. Uyesi Burcu Emine TEFON OZTURK’e (Akdeniz Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii) sonsuz tesekkiirlerimi sunmay1 bir bor¢ bilirim. Ayrica



degerli hocam Saym Dog. Dr. Aysun OZCELiK’e (Akdeniz Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii) ozellikle gen ekspresyonlart analizleri
sirasindaki ilgi ve desteklerinden 6tiirti sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Bana sadece bu tez ¢alismamda degil tiim 6grenim siirem boyunca destek olan,
her zorlugun istesinden birlikte geldigimiz, kardesim olarak da nitelendirebilecegim
degerli arkadasim Uzman Biyolog Berfin EROGLU’na, tezim siiresince bana olan
destekleri ve dostluklarindan 6tiirii Molekiiler Mikrobiyoloji Laboratuvari yiiksek lisans
ogrencileri Fikriye Mehtap SEN ve Yasemin GAYA’ya, bana bu ¢aligmanin dostlugunu
kazandirdigi Ayse ACAR’a, sohbetiyle farkli fikir ve bakis agilariyla bana katkilarindan
dolayr Uzman Biyolog Mertcan GULBEN’e, sadece tez calismam icin olmamakla
beraber genel olarak benden yardimlarini esirgemeyen giiler yiizlii, yardimsever ve 1yi
niyetli kisiligiyle tecriibelerini benle her zaman paylasan Dr. M. Cihan AYDEMIR’e
tesekkiir ederim. Ayrica paha bi¢ilmez desteklerinden 6tiirii Biyomiihendis Ahmet Bugra
OZDEMIR e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Bu ¢alismay1 maddi olarak destekleyen Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi (Proje kodu: FYL-2021-5606) ve kismen destekleyen
TUBITAK-KBAG’a (proje kodu: 121Z656), ayrica bursiyer olarak destegini gordiigiim
TUBITAK 2210-A program kodlu Genel Yurt I¢i Yiiksek Lisans Burs Programina
tesekkiirlerimi sunarim.

Son olarak, bu giinlere gelebilmemdeki en biiyiik destek¢ilerim olan, benden sevgi
ve desteklerini higbir zaman eksik etmeyen, hayattaki en biiyiik sansim olan ailem, annem
Nimet DELIK, babam Ahmet DELIK, abim Onur DELIK ve kardesim Ela DELIK’e
tesekkiir etmeyi bir borg bilirim. Iyi ki varsimiz ve iyi ki benimlesiniz. Bu yiiksek lisans
tez ¢calismamu size ve sevdiklerimize ithaf ediyorum.
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AKADEMIiK BEYAN

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Azitromisinin sub-minimum inhibité-
konsantrasyonlarimin Bordetella pertussis Tohama-I lizerindeki in vitro etkileri™ adl bu
aligmanin, akademik kurallar ve etik degerlere uygun olarak yazildigin belirtir, bu tez
¢aligmasinda bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagini gosterdigimi beyan ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler
ug : Mikrogram
ml : Mililitre
pg/ml : Bir ml soliisyonda pg cinsinden bulunan madde miktari
mg : Miligram
I . Litre
mg/I : Bir litre sollisyonda mg cinsinden bulunan madde miktar1
um : Mikrometre
ul : Mikrolitre
nm : Nanometre
ml > Mililitre
mm : Milimetre
mM : Milimolar
M : Molar
: Ondalik ayraci (nokta)
°C : Santigrat derece
+ : Standart sapma
% : Yiizde
/ : Bolme
<> : Kiictiktiir, Biiyiiktiir
Kisaltmalar
16S rRNA : 16S ribozomal RNA
23S rRNA : 23S ribozomal RNA
AST / CyaA . Adenilat siklaz toksin

Xi



ABD
ADP
aP
ATP
be

B. pertussis
BPZE1
BrkA
Bvg
CAmMp
cDNA
CLSI
CR3
CRD
Ct

DB
dH>0
DMV
DNaz
DNT
DSO
DTaP
DTaP-IPV-Hib

DTP3
DTwP
eDNA

: Amerika Birlesik Devleti

: Adenozin difosfat

: Aseliiler bogmaca asist

: Adenozin trifosfat

: Baz cifti

: Bordetella pertussis

: Canli, zayiflatilmis Bordetella pertussis susu
: Serum direng proteini

: Bordetella viriilans gen sistemi

: Siklik adenozin monofosfat

: Komplementer DNA

: Clinical and Laboratory Standards Institute
: Kompleman reseptor 3

: C-tipi karbonhidrat tanima alani

: Dongii esigi (Treshold Cycle)

: Difteri, Bogmaca Asisi

: Distile su

: D1s membran vezikiil

: Deoksiriboniikleaz

: Dermonekrotik toksin

: Diinya Saglik Orgiitii

: Difteri, tetanoz ve aseliiler bogmaca asisi

: Difteri, tetenoz, aseliiler bogmaca - Inaktive polioviris -

Haemophilus b kombinasyon asis1

: Difteri, Tetanos, Tam Hiicreli Bogmaca Asisi ile 3 kez Asilanma
: Difteri, Tetanos, Tam Hiicreli Bogmaca Asisi

: Cevresel DNA (environmental DNA)

Xii
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GIRIS E. DELIK

1. GIRIS

Bordetella pertussis, aerobik, spor olusturamayan, Gram negatif, insan patojeni
bir kokobasildir (Wood ve Mclntyre 2008). insan solunum sisteminde trake ve bronslarin
epitel ylizeylerine tutunarak hizla ¢gogalmaktadir ve bir akut solunum yolu hastaligi olan
bogmaca hastaligina (pertussis) neden olmaktadir (Turan 2004; Mattoo ve Cherry 2005;
Oztiirk 2020). Bu hastalik herhangi bir yasta ortaya ¢iksa da diinya ¢apinda dzellikle yeni
doganlar olmak lizere bir yasin altindaki ¢ocuklarda 6liime neden olan ilk on enfeksiyon
hastalig1 arasinda yer almaktadir (Oksiiz vd. 2017; Abu-Raya 2020).

Diinya genelinde uygulanan agilama programlariyla 6zellikle bebek ve infantlarda
goriilme sikliginda 6nemli 6lgiide bir azalma saglansa da hastalik yiiksek asilama oranina
sahip iilkelerde bile halen goriilmektedir (Oksiiz vd. 2017; Macina ve Evans 2021).
Bogmacaya kars1 ilk asilama genellikle yeni doganlarda ikinci ayin sonunda baglamakta
ve bir¢ok tilkede yasamin ilk yilinda ii¢ doz difteri-tetanoz-bogmaca (DTP3) asisinin %85
oraninda uygulanmasi tamamlanmaktadir. Ayrica ¢ogu {ilkenin ulusal bagisiklama
programlarinda okul oncesinde ve ergenlikte olmak iizere birer tane gii¢lendirici doz
uygulanmaktadir (Macina ve Evans 2021). Ancak yapilan yaygin asilamalara ragmen
bogmaca vakalarinin 3-4 yilda bir artis gostererek kiiresel olarak devam ettigi
goriilmektedir (Kurugol 2011; Yasui vd. 2018; Bento vd. 2019). Bu hastaligin ergen ve
yetigskinlerde teshisi hafif semptomlu solunum yolu hastaligi ile karistirildigi icin
yeterince taninamamaktadir. Toplum yiiksek asilanma oranina sahip de olsa zamanla as1
bagisikligi azaldigindan eger ergen ve eriskinlerde asilama yapilmazsa bu durum
bogmacaya karst korunmasiz yetiskinlerden olusan bir popiilasyona yol acarak
enfeksiyon icin rezervuar olusturmaktadir (Cagney vd. 2005). Ayrica asilama oraninin
yiiksek oldugu birgok iilkede bile bildirilen bogmaca vakalarmin sikligi, bebek ve okul
oncesi ¢ocuklardan ergenlerle yetiskinlere dogru kaymistir (Esposito ve Principi 2016;
Macina ve Evans 2021). Ergen ve yetiskinler arasinda bogmaca kaynakli hafif enfeksiyon
riskinin artmasi, hastaligin bebeklerde ortaya ¢ikmasinin baslica nedeni olarak kabul
edilmektedir (Esposito ve Principi 2016). Hastaligin epidemiler seklinde ve eriskinlerde
de yaygin olarak goriilmeye baslanmasiyla, bogmaca bagisikligi, asilarda kullanilan B.
pertussis suslarmin antijenik O6zellikleriyle genetik ve yapisal komponentlerinin
polimorfizm yoniinden arastirilmasiyla ilgili ¢alismalar hiz kazanmaistir.

Bogmaca gibi bir¢ok bakteriyel enfeksiyon kaynakli hastaliklarin tedavisinde ve
salginlarin  6nlenmesinde antibiyotikler kullanilmaktadir. Ancak bilindigi iizere
antibiyotiklerin yaygin kullanimi1 bakteri hiicrelerinin antibiyotiklere karst direng
gelisimini arttirabilmektedir. Artan bu antibiyotik direnci giiniimiizde halk saglhigini tehdit
eden en biiyiik sorunlardan biri olarak kabul edilmektedir. Bilindigi {izere bakterilerin
cevresel alanlarda maruz kaldiklar1 antibiyotik dozlar1 daha diisiikken klinikte
karsilagtiklar1  antibiyotik  dozlar1 ¢ok daha  yiiksektir (Sandegren 2019).
Antimikrobiyallerin hem tibbi hem de tarimsal amaglarla fazla miktarlarda kullanilmasi
bakterilerin minimum inhibitdér konsantrasyonundan (MIK) daha diisiik dozlardaki
antibiyotiklere (sub-MiK) siirekli ve siklikla maruz kalmasina neden olmaktadir (Liu vd.
2021) (Sekil 1.1). MIK, bakteri biiyiimesini engelleyen en diisiik antibiyotik
konsantrasyonudur (Kowalska-Krochmal ve Dudek-Wicher 2021). Sub-MIK dozlar ise
bakteri tiremesinin durdurulmasi {lizerine etkileri olmayan ancak halen bakterilerin gesitli
biyokimyasal ve yiizey yapilar1 iizerine etkilerinin oldugu konsantrasyon olarak
tanimlanmaktadir (Demir vd. 2007). Antibiyotiklerin sub-MIK degerlerinin belirlenmesi
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bakteri ile konag1 arasindaki etkilesimleri netlestirilmek i¢in 6nemlidir (Giimiis vd. 2018).
Ciinkii sub-MIK dozlar bakterinin konak hiicre ile temasmi etkileyebilmekte ve
bakterinin viriilans faktorlerine (fagositoz ve patojenite ile ilgili enzimlerin iiretimi gibi)
miidahale edebilmektedir (Soto vd. 2006). Antibiyotiklerin sub-MIK dozlar1 dogada
direngli bakterilerin se¢ilmesinde olduk¢a 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu dozlar
fenotipik ve genotipik degisimlere 6zellikle bakteriyel viriilansta, biyofilm olusumunda,
gen ekspresyonunda, quorum algilama ve gen transferlerinde degisikliklere neden
olabilmektedir. Ayrica sinyal molekiilleri olarak oto-indiikleticilerin rollerini taklit
ederek antibiyotige direngli bakteri suslarinin ortaya c¢ikisini hizlandirabilmektedir
(Andersson ve Hughes 2014; Liu vd. 2021). Sub-MIK dozlarin bakteri viriilans genleri
iizerindeki etkileriyle ilgili gergeklestirilen bir¢ok calisma vardir ve bu genlerin
ifadelerindeki degisimleriyle ilgili raporlar bildirilmistir (Subrt vd. 2011; Otto vd. 2013;
Dhabaan vd. 2016). Bu nedenle sub-MiK’lerin bakteri viriilansina olan etkilerinin
belirlenmesi, ilgili patojene karsi yeni tedavi stratejilerinin gelistirilebilecek olmasi
acisindan 6nemlidir. Bu baglamda hedef bakteriye karsi daha etkili alternatif trtinler
gelistirilebilir, ayrica antibiyotikleri daha etkili ve dogru kullanma yontemleri
belirlenerek belki de antimikrobiyal direncin azaltilmasi saglanabilir (Liu vd. 2021).

insan ilaca Hayvancihk Bitki iiretimi Su iirinleri
terapdtik kullanim . . . - e a1 etistiriciligi
Direncli bakteri (Terdpatik veva biiviime tegviki kullanimi) ' gL
(Dogrudan temas)

=S BHEHEH) - : .
™ Fg ™™ |ggEgEH =~ o= w %
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- Lo
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Sekil 1.1. Antibiyotiklerin klinik, tarim, ilag endiistrisi, su kaynaklari ve triinleri
arasindaki dongiisii bakterilerin siirekli sub-MIK dozlardaki antibiyotiklere maruz
kalmasina neden olmaktadir (Andersson ve Hughes 2014)

Bogmaca hastaliginin goriildiigii tiim yas gruplari i¢in yaygin olarak makrolid
grubu antibiyotiklerden olan eritromisin kullamlmaktadir. Ancak hipertrofik pilor
stenozu, kardiyak aritmisi ve ishal gibi yan etkilerinin olmasi kullanimiyla ilgili soru
isaretleri olustururken, uyumu ve etkinliginin sinirli oldugu ile ilgili bildiriler de
mevcuttur (Langley vd. 2004; Patole vd. 2005; von Konig 2005; Munoz 2006). Bu
nedenle azitromisin ve klaritromisin gibi diger makrolid grubu antibiyotiklerin de
bogmaca tedavisinde siklikla kullanildig1 bilinmektedir (Aoyama vd. 1996; Langley vd.
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2004; von Konig 2005; Tapisiz ve Karli 2013). Bu tez calismasinda kullanilan
azitromisin, bakterinin protein sentezini engelleyen, biyofilm olusumunu azaltan énemli
antimikrobiyal etkilere sahip bir antibiyotiktir (Parnham vd. 2014). Eritromisinin
intolerans, farmakokinetik ve sinirli antimikrobiyal spektrumu gibi bazi eksiklerinin
iistesinden gelebilmek icin bir amino grubunun eritromisin halkasina eklenmesiyle
tiiretilen yar1 sentetik 15 tiyeli lakton halkali bir antibiyotiktir (Sekil 1.2). Bu antibiyotigin
lakton halkasina eklenen nitrojen dogrudan ribozoma baglanmay1 etkilemez,
antibiyotigin yeni temaslarini indiikler, lakton halkasinin konformasyonunu degistirerek
cift bagli ribozom inhibisyonunu saglamaktadir. Azitromisinin ribozoma birinci
baglanma bolgesi 23S rRNA’nin 4. ve 5. alanlartyla etkilesmektedir. Ikinci baglanma
bolgesi 23S rRNA’nin 2. alan1 ve makrolid direncinde rol oynayan 2 ribozomal protein
(L4 ve L22) ile etkilesime girmektedir (Schliinzen vd. 2003; Jeli¢ ve Antolovi¢ 2016).

Sekil 1.2. Azitromisin antibiyotiginin kimyasal yapis1 (Mutak 2007)

Bogmaca her ne kadar antibiyotikle tedavi edilebilen bir hastalik olsa da B.
pertussis’in hayatta kalabilmesi i¢in gelistirdigi birtakim stratejiler bu antibiyotiklerin
etkinligini azaltabilmektedir. Konak hiicredeki varligini devam ettirebilmek igin tirettigi
biyofilm bu stratejilerden biridir. Bakterinin enfekte ettigi konakta hayatta kalabilmek ve
basarili bir enfeksiyon olusturabilmek icin biyofilm olusturmasi gerekmektedir.
Olusturulan bu biyofilmin B. pertussis’in konagin bagisiklik sisteminde hayatta
kalabilmesinde ve nazofarenkste kalici olmasinda oldukga etkili oldugu bildirilmistir
(Fullen vd. 2020). Bakteriyel biyofilmler bir yilizeye veya birbirine bagli olan bir matrikse
gbémiilii bakteri topluluklaridir. Protein (fibrin vb.), polisakarit (aljinat vb.) ve niikleik asit
(eDNA vb.) gibi maddelerden olusmaktadir (Vestby vd. 2020). Biyofilm igine gémiilii
olan bakteriler degismis gen ifadesi ve protein tiretimi gibi ¢esitli metabolik stratejiler ile
olumsuz ¢evre kosullarina ve besin sinirlamalarina uyum saglayabilmektedir (Donlan ve
Costerton 2002; Hall-Stoodley ve Stoodley 2009). Bu adaptasyonlar, antibiyotiklerin
hiicre i¢cindeki hedeflerinin etkisiz hale getirilmesi, antimikrobiyallerin bozdugu hiicresel
fonksiyonlarin azaltilmasi ya da gerceklestirilememesiyle saglanabilmekte ve bakteriler
antimikrobiyal tedaviye karsi daha direncli hale gelebilmektedir (Vestby vd. 2020).
Bakterinin konakta olusturdugu biyofilm enfeksiyonu sirasinda dogal ve edinilmis
konak¢1 bagisikliklar1 es zamanli olarak aktive edilebilir ancak bu tepkiler patojenin
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ortadan tamamen kaldirilmasinda etkili olamayip doku hasarina neden olabilmektedir
(Moser vd. 2017). Biyofilm matriksine gémiilii bakteri hiicrelerinin antimikrobiyallere
olan toleransi biyofilm olusturmayan bakterilerle kiyaslandiginda 100-1000 kat oraninda
daha fazla olmaktadir ve bu yliksek tolerans antimikrobiyal tedaviyi engelleyebilmektedir
(Dieltjens vd. 2020; Yousefpour vd. 2021). Bu nedenle biyofilmlerin etkili rol aldig
hastaliklar genellikle yavas gelisen, bagisiklik sistemi tarafindan etkin sekilde
engellenemeyen ve antibiyotik tedavilerine olumlu yanitlar veremeyen kalici
enfeksiyonlar olmaktadir (Vestby vd. 2020).

Bogmaca asilamayla Onlenebilen ve c¢esitli antimikrobiyal ajanlarla tedavi
edilebilen bir hastaliktir. Ancak hala ¢ocukluk ¢aginda en yaygin 6liim nedenlerinden
biridir. (Hon vd. 2022). Ayrica bu hastaligin nedeni olan B. pertussis'in antibiyotiklere
olan direnci ve dolasimda olan suslariyla as1 suslarindaki varyasyonlar veya spesifik
varyantlarin yayilmasiyla ilgili caligmalar yeterli degildir. Ayn1 zamanda antibiyotiklerin
sub-MIK degerlerinin B. pertussis’e olan etkisiyle ilgili su anda mevcut ¢alisma
bulunmamaktadir. Gergeklestirilen bu tez calismasinda, bogmaca tedavisinde yaygin
olarak kullanilan azitromisin antibiyotiginin B. pertussis’in standart susu Tohama-1’e
kars1 MIK degeri arastirilmistir. Daha sonra antibiyotigin sub-MIiK dozlar1 belirlenmistir
ve bu dozlarin bakterinin biiylime hizina, biyofilm olusturabilme kapasitesine olan
etkisiyle bakteriye dnemli viriilans 6zellikler kazandiran ptxS1 ve prn gen ekspresyonlari
iizerindeki etkisinin belirlenmesi amaglanmustir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1 Bordetella

Betaproteobakteri sinifina ait olan Bordetella cinsleri Gram negatif, 0.2 ila 0.7 um
boyutlarinda zorunlu aerobik olan kiigiik kokobasillerdir (Weiss 2006; Rivera vd. 2020).
Solunum yollarinda kolonizasyon yetenekleriyle bronsiyal ve pulmoner enfeksiyonlara
neden olabildiklerinden insan ve hayvan sagliginda birincil Oneme sahip
mikroorganizmalardandir (Hamidou Soumana vd. 2017). Giiniimiizde son tanimlanan B.
atropi (Tran vd. 2022) tiirii ile beraber toplam on yedi tiirii mevcuttur (Sekil 2.1.); B.
ansorpii, B. avium, B. bronchialis, B. bronchiseptica, B. flabilis, B. hinzii, B. holmesii, B.
muralis, B. parapertussis, B. pertussis, B. petrii, B. pseudohinzii, B. sputigena, B.
trematumu, B. tumbae, B. tumulicola (NCBI).

B, bronchiseptica (U04948)
| B. parapertussis (U04848)
r B. pertussis (U04850)
0.002 L—— B holmesy (U04820)
| — B hinzii (AF177667)
L 8 m= {ahinzy B-5

7

I B. trematum (AJ127 7798)
! B. avium (AF1 77668)
— B. Habiis (EL082162)
] — B. bronchialis (ERDB2135)
b— B sputigena (KFB01814)

; B. petrii (AJ249861)
| ‘B. ansorpii’ (AY534190)
E— B. tunulicola (LCO53850)

—1 — B muralis (LCO53647)
e— B fumbae (LCO53656)

Sekil 2.1. Bordetella tiirlerinin 16S rRNA gen dizilerine dayali filogenetik iliskileri
(Ivanov vd. 2016)

Bu tiirlerden B. pertussis, B. parapertussis, B. bronchiseptica insan ve
hayvanlarda solunum yolu enfeksiyonlariyla iliskilendirilen ve en ¢ok incelenen tiirler
olarak bilinmektedir (Mattoo vd. 2001; Hamidou Soumana vd. 2017; Belcher vd. 2021).
Bu tiirlerin en iyi biiyiime sicakliklar1 35-37 °C ve DNA’larindaki GC mol igerikleri %65-
68 arasindadir (Gerlach vd. 2001). Cinse ait diger tiirlerden farkli olarak bu {ig¢ tiirlin
genetik ¢esitliligi smirlidir ve birbirleriyle yakindan iliskilidirler. Kan igermeyen
peptonlu agarda biiyiime, nitrat1 indirgeme, tireaz aktivitesi gibi fenotipik farkliliklarla da
birbirlerinden ayirt edilebilmektedirler (Gerlach vd. 2001).

Filogenetik analizler, insan ve hayvan patojeni olan Bordetella tiirlerinin toprak
ve sudaki atalarindan evrimlestigini ileri stirmektedir (Taylor-Mulneix vd. 2017). Hemen
hemen her yerde bulunabilen B. bronchiseptica, kopek, domuz, at, tavsan gibi birgok
memeliyi ve insanlar1 enfekte edebilmektedir (Woolfrey ve Moody 1991; Belcher vd.
2021) (Cizelge 2.1). Son zamanlarda yapilan ¢aligsmalar Dictyostelium discoideum tiiriine
ait amip hiicrelerini enfekte ettigi ve bu hiicrelerin i¢inde kalarak yasam dongiisiinden
yararlandigini ve amip sporlariyla ¢evreye yayildigini bildirmistir (Taylor-Mulneix vd.
2017). Amiplerin sindirim mekanizmalar1 6zellikle memeli fagositik hiicrelerinin
bakterisidal mekanizmalartyla benzerlik gostermektedir (Belcher vd. 2021). B.
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bronchiseptica’nin amip ile olan etkilesiminin Bordetella tiirlerinin dkaryotik hiicrelere
adaptasyonun baslangici olabilecegi tahmin edilmektedir. Amip hiicrelerine adaptasyon
ve bu hiicreleri g¢evresel nis olarak kullanabilme yeteneginin gelistirilebilmesiyle
Bordetella’nin su ve topraktan solunum yolu patojeni olmaya dogru evrimlesebildigi
varsayllmaktadir (Taylor-Mulneix vd. 2017).

Cizelge 2.1. Bordetella tiirlerinin iliskili olduklar1 konak¢i organizmalar ve neden
olduklar1 hastaliklar (Rivera vd. 2020)

Bordetella tiirleri Konaklar Hastaliklar

B. pertussis Sadece insan Bogmaca

B. parapertussis Insana 06zgii soy, koyuna | Insanlarda bogmaca benzeri
0zgli soy hastalik, koyunlarda pndmoni

B. bronchiseptica | Cesitli memeliler, fare, at, | Cesitli solunum yolu hastaliklari,
koyun, domuz, kedi, kopek, | klinik olarak asemptomatik ila
tavsan, insan akut  pnomoni,  kopeklerde
Oksiiriik, domuzlarda rinit

B. avium Kiimes hayvanlar1 ve yabani | Solunum yollar1 rahatsizlig1
kuslar

B. hinzii Kiimes hayvanlari; | Kanatli hayvanlarda solunum
bagisikligi baskilanmis | yolu hastaligi, insanlarda
insanlar septisemi

B. pseudohinzii Insan Orta kulak iltihab1

B. holmesii Insan Bogmaca benzeri enfeksiyon,

bakteriyemi

B. trematumu Bagisikligi baskilanmis | Yara enfeksiyonu, cilt hastaligi
insanlar

B. petrii Bagisikligi baskilanmis | Yara ve kulak enfeksiyonu
insanlar

Bakteri hiicreleri zamanla yeni konakgilara uyum saglayarak 6zellesebilir ve o
konaga 6zgii olarak sinirlanabilmektedir. B. pertussis tiirleri de tek bir konakla sinirlanan
ve sadece insanlarda kolonize olabilen bakterilerdir. Bu tiire ait bilinen hayvan veya gevre
rezervuart bulunmadigindan bulas yolunun solunum damlaciklar1 araciligiyla
gergeklestigi bilinmektedir (Mattoo ve Cherry 2005). Ayrica B. parapertussis ile B.
bronchiseptica’ya benzer bir tiirden evrimlestigi tahmin edilmektedir (Taylor-Mulneix
vd. 2017; Belcher vd. 2021; Chen vd. 2021) (Sekil 2.2). Evrimlestikleri tiir ¢evrede
hayatta kalabilir ve bircok memeli tiiriinii enfekte edebilirken, B. pertussis ve B.
parapertussis genomlarindaki biiyiik degisiklik nedeniyle konakg¢ilarinin disinda hayatta
kalma yeteneklerini ve amip iginde de hayatta kalma yeteneklerini kaybetmistir (Sekil
2.3). Ancak konagin solunum epitelinde ve fagositik hiicrelerinde kisith zamanda hayatta
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kalabilme yeteneklerinin evrimsel bir kalint1 olabilecegi belirtilmektedir (Belcher vd.
2021).

.' i,
B. bronchiseptica “*' Konak uyarlamas:

L#

B. pertussis

*Genom boyutu

5338 kb

*Genis arahich memeli
patojeni

Sekil 2.2. B. bronchiseptica‘dan B. pertussis'in evrimi (Guiso 2015)
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Sekil 2.3. Bakterilerin ¢evresel mikroorganizmalardan insana spesifik patojenlere evrimi
a) amiplerin besin kaynagi olarak kullandiklar1 g¢evresel bakteriler; b) bakterilerin
zamanla sindirilmeye diren¢ ve yeni Okaryotik konakei ile etkilesime girme yetenegi
gelistirmesi; €) hayvan patojenlerine evrimlesen ve amiplerle etkilesime girip bunlari
kullanabilen bakterilerin gelisimi; d) belirli bir konaga adapte olan bakteriyel patojenler
predasyona direnme ve daha diisiik Okaryotlarla etkilesime girme yeteneklerini
kaybederler (Taylor-Mulneix vd. 2017)

2.2 Bordetella pertussis

Borget ve Gengou 1906 yillinda bogmaca olan ¢ocuklarin balgamlarindan izole
ettikleri bakteri hiicrelerini Bordetella pertussis olarak isimlendirmistir (Cherry 1996).
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Yalnizca insanlar igin patojenik olan bu bakteri, kii¢iik, zor tireyen, Gram negatif ve spor
olusturamayan bir aerobik kokobasildir (Fry vd. 2021) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. B. pertussis'in gram boyama goriintiisii

B. pertussis laboratuvar kosullarinda oldukga zor tiremektedir ve nisasta, kan veya
aktif karbonun bulundugu 6zel zengin besiyeri ortamlarina ihtiya¢ duyan bir bakteridir
(Rowatt 1957; Holt 1962; Guiso 2015). Genellikle %33 oraninda kan bulunduran Borget
Gengou 6zel kat1 besiyerlerinde c¢ogaltilan bu hiicreler 3-5 giin inkiibasyondan sonra
seffaf, diiz, kiiclik koloniler olusturmaktadir (Sekil 2.5a). Metabolik aktivitelerinde
ozellikle nikotinik asit, sistein, glutamik asit, ve prolin gibi aminoasitlerle, magnezyum
stilfat, glutatyon demir tuzu gibi tireme faktorlerine ihtiyag duymaktadir. Bu amagla
hazirlanan Modifiye Cohen-Wheeler kati besiyerinin yanmisira (Sekil 2.5b) iireme
faktorlerini iceren Modifiye Morse Bray veya Stainer Scholte sivi besiyerleri gibi 6zel
olarak hazirlanmis sentetik besiyerleriyle de tiremeleri saglanabilmektedir (Lane 1970;
Turan 2004; Weiss 2006).

Sekil 2.5. B. pertussis hiicrelerinin a) Borget Gengou ve b) Cohen-Wheeler kati
besiyerlerindeki morfolojisi (Mughal vd. 2011)
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B. pertussis olduk¢a yavas biiyiiyen, optimum kosullar saglandiginda ikiye
katlanma siiresi 4 saat olan bir mikroorganizmadir. Yalnizca insan solunum yolundan
izole edilebilir ve bogmacanin ilk zamanlarinda tek veya ¢ift olarak hiicre disinda
balgamda da bulunur (Dindar Kafes 2011). Ayrica hastadan ilk izole edildiginde
kapsiilliidiir. Laboratuvar kosullarinda, sentetik besiyerlerinde tretilirken kapsiiliinii
kaybederek 4 ayr1 fazda karakterize edilen ¢esitli degisimlere ugrayip antijenik yonden
fakirlesebilmektedir (Tarhan 1994; Guiso 2015). Faz-1 suslar1 kapsiillii ve viriilanttir,
konaktan yeni izole edilmis ve patojenik 6zelliktedir. Standart nutrient agarda tireyemez
ve gesitli viriilans faktorlerini eksprese etmektedir (Guiso 2015). Hiicrelerin uzun siire
pasajlanmasiyla ylizey antijenleri kaybolmaya baslar, II, III ve I'V. fazlarda yeni suslar
olusmaktadir. Faz-II ve III suslar ara sekillerdir ancak Faz-1V antijenik yonden oldukca
fakirlesmis sus 6zelligini tasimaktadir (Tarhan 1994; Dindar Kafes 2011). Bordet Gengou
besiyeri lizerinde koloni rengi gridir, hemoliz gdostermez ve nutrient agarda biiylime
yetenegi kazanabilmektedir (Guiso 2015)

B. pertussis hiicreleri, konak savunmasina Kkarsi ¢esitli virulans faktorleri
iiretebilen bakteri tiirleridir. Virulans faktorlerinin cogu proteindir (Barkoff vd. 2021; Fry
vd. 2021). Cevresel etkilere bagl olarak, bu proteinlerin yapisal genleri transkripsiyonel
seviyede kontrol edilmektedir. Virulans genler diisiik 1sida, nikotinik asit ve MgSO4
varliginda ifade edilmezken, 37 °C’de, nikotinik asit ve MgSO4 bulunmayan ortamda
ifade edilebilmektedir. Bu geriye donebilen fizyolojik adaptasyon, “fenotipik
modiilasyon” olarak adlandirilmaktadir (Lacey 1960; Villalba vd. 2022). Fenotipik
modiilasyon sicaklik veya ortamda bazi uyarici ajanlarin varligr ya da yoklugu gibi
cevresel kosullara baghdir. Ayrica bakterinin enfekte ettigi konagin bagisiklik
sisteminden kagma ve konaktaki kalicilifinda etkili olan stratejilerden biridir (Villalba
vd. 2022). Ancak bazi durumlarda, kosullar optimum seviyede olmasina ragmen
Bordetella hiicrelerinin virulans faktorlerini kaybettigi goriiliir, bu durum ise “faz
varyasyonu” olarak isimlendirilmektedir (Locht 1999). Hastalik sirasinda filamentoz
hemaggliitinin (Fha), fimbriya (Fim) bakterinin trakedeki silli epitelyum hiicrelerine
tutunmasii saglarken, pertaktin (Prn), serum diren¢ proteini (BrkA) ve trakeal
kolonizasyon faktorii (Tcf) ototransporterlar olarak gorev almaktadir. Silli epitelyum
hiicrelerinin ve alveolar makrofajlarin zarar gérmesinden ve bdylece lenfositoza sebep
olan toksinler, pertussis toksini (Pt), adenilat siklaz (CyaA), trakeal sitotoksin (Tct) ve
lipooligosakkarit tabakadir (LOS). Kisacas1 B. pertussis hiicreye tutunmak, konagin
korunma mekanizmasindan kagmak ve konagin solunum yoluna zarar vermek i¢in gerekli
donanima sahip bir mikroorganizmadir (Guiso 2009).

2.3 B. pertussis’in Viriilans Faktorleri

Cok yonli biyolojik etkinligi olan B. pertussis, konak savunmasindan kagmak,
solunum sistemine baglanmak ve konagin zarar gormesine neden olabilecek Onemli
birgok viriilans faktorlerini igermektedir (Sekil 2.6). Bakterinin virulans faktorlerinin
cogu proteindir, temelde adezinler ve toksinler olarak iki grupta siniflandirilabilmektedir
(Barkoff vd. 2021; Fry vd. 2021). Adezinlerden bazilar1 giiniimiizde iretilen hiicresiz
bogmaca asilarinin bilesenlerindendir (Fha, Prn, Fim). Toksinlerin ¢ogu bogmaca toksini,
adenilat siklaz toksini ve dermonekrotik toksin gibi proteinlerdir. Protein olmayan
toksinler, peptidoglikanin bir parcast olan trakeal sitotoksin ve lipooligosakkarit
endotoksinidir (Barkoff vd. 2021).
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Sekil 2.6. B. pertussis'in viriilans faktorleri (Anonim)
2.3.1 Adezinler
2.3.1.1 Filamentoz hemagliitinin (Fha)

Filament6z (ipliksi) yapidaki bu protein 2x50 nm boyutunda ve yaklasik 220 kDa
molekiil agirhiginda bir yiizey proteinidir (Turan 2004; De Gouw vd. 2011). Toksik
Ozelligi yoktur ancak konagin bronsiyal epitel hiicrelerine tutunmada rol oynar ve tim
solunum yolunun kolonizasyonunda gorev alan ana faktorlerden oldugu bilinmektedir
(Saedi vd. 2021). Fha, FhaB olarak isimlendirilen 367 kDa molekiil agirliginda oldukga
uzun oncii bir proteinden tiiretilir ve hiicre digina salinmasi FhaC olarak isimlendirilen
dis zar proteinine baglidir (Lambert-Buisine vd. 1998; Clantin vd. 2007). FhaB’nin
islenebilmesi i¢in bulundurmus oldugu sinyal dizisi (Cys24 Ve Cyss1) ¢ikarilir ve bir salgi
sistemi (TPS) ile dis bakteri zarindan salinmaktadir. TPS’nin dis membran bileseni olan
FhaC yardimci proteinin periplazmik polipeptit tasimayla iliskili alam1 (POTRA) ile
FhaB'nin  N-terminal bolgesi etkilesime girerek hiicre zarindan disa salinim
baslatilmaktadir (Clantin vd. 2007). Daha sonra FhaB, serin proteaz alani barindiran bir
ototransporter protein olan SphBI1 tarafindan 230 kDa'llk olgun Fha proteinine
islenmektedir (Coutte vd. 2001). Olgun Fha, konak¢i hiicreler iizerinde bulunan
reseptorlerin taninmasindan sorumlu ii¢ farkli baglanma alan1 igermektedir. i1k bolge N-
terminal glikozaminoglikan baglanma alanidir ve epitel hiicrelerini salgilayan mukus
lizerindeki siilfatlanmis sekerlere baglanabilmeyi saglamaktadir. Ikinci alan, arjinin-
glisin-aspartat (RGD) motifidir ve makrofajlarla siliyer hiicreler {izerindeki fagositozu
uyaran kompleman reseptdr 3 (CR3) integrinlerine baglanmaktadir. Ugiincii alan ise
karbonhidrat tanima alanidir (CRD) ve solunum epitel hiicreleriyle makrofajlara
yapismada rol oynamaktadir (Ishibashi vd. 1994).

10
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B. pertussis enfeksiyonuna karsi korumada Fha’ya karsi olusturulan antikorlar
onemli rol oynamaktadir. Bu proteinin yapisal genlerinde meydana gelen mutasyonlar
bakterinin kolonizasyon yetenegini azaltabilmektedir. Giiniimiizde fha geni Escherichia
coli hiicrelerinde klonlanip eksprese edilebilmektedir ve aseliiler (hiicresiz) bogmaca
asilarinda saf Fha proteinleri yer almaktadir (Turan 2004; Dewan vd. 2020; Saedi vd.
2021). Ancak son zamanlarda yapilan ¢alismalarda hiicresiz bogmaca asilarinin 6nemli
bileseni olan Fha’nin ifade edilmedigi B. pertussis izolatlar1 tanimlanmistir (Saedi vd.
2021; Safarchi vd. 2021).

2.3.1.2 Fimbriya (Fim)

Fimbriyalar ipliksi, polimerik yapidaki yapiskan yiizey proteinleridir ve ¢ogu
patojenik bakteriler gibi B. pertussis hiicreleri tarafindan da iiretilmektedir. Bu protein
Mindr ve major alt birimler igermektedir (Mattoo vd. 2001). Major alt birimler fim2 ve
fim3 kromozom lokuslarinda ifade edilen sirasiyla 22.5 kDa molekiil agirhiginda Fim2 ile
22 kDa molekiil agirligindaki Fim3 proteinleridir. Minor alt birim FimD ise 40 kDa
molekiil agirligindadir (Mattoo vd. 2001). Major alt birimler 13 nm uzunlugunda ve iki
sarmal doniislii tekrar birimleri seklinde gruplasip fimbriyanin uzun ve filamentli yapisini
olusturmaktadir (Smith vd. 2001). Ayrica patojen organizmanin konak epitel hiicrelerinin
dis matriksine baglanmasinda etkili iki heparin baglanma bolgesi i¢ermektedir (De Gouw
vd. 2011). Minér alt birim FimD ise ug tarafta konumlanmaktadir (Steven vd. 1986; Smith
vd. 2001) ve bu alt birimde heparine baglanmada aracilik edebilmektedir (Gorringe ve
Vaughan 2014). Ayrica FimB ve FimC proteinleriyle beraber saperon protein gorevi
goriip fimbriyanin olusumu ile hiicre disina saliniminda etkili olmaktadir (Willems vd.
1992).

Fimbriya, humoral immun yamitin saglanmasinda ve patojenin trakeal
kolonizasyonunu arttirarak ilgili bolgede kalict kolonizasyonunun saglamasinda
onemlidir (Matto vd. 2000; Dewan vd. 2020) ve bu nedenle 6nemli antijenlerdendir.
Giliniimlizde bogmaca asilarinin bir komponenti olarak kullanilmaktadir ve mevcut
aseliiler asilarin igerigine dahil edilmistir (Dewan vd. 2020; Saedi vd. 2021).

2.3.1.3 Pertaktin (Prn)

Mikroorganizmanin akciger epitel hiicrelerine tutunmasinda goérev alan bir dis
membran proteinidir (Turan 2004; Dewan vd. 2020; Colak ve Tefon Oztiirk 2022). P.93
ad1 verilen 93.478 kDa molekiil agirligina sahip iki proteolik boliinme geciren bir 6ncii
olarak sentezlenmektedir (Emsley vd. 1996). Proteolik boliinme P.30 olarak adlandirilan
30 kDa molekiil agirligina sahip C-terminal alaniyla 34 amino asit sinyal peptidinin
bdliinmesi siireglerini kapsamaktadir. Pertaktin, sinyal peptidi tarafindan periplazmaya
taginir ve P.30 ise hiicre dis membraninda konumlanarak pertaktinin hiicre yiizeyine
dogru konumlanmasinda etkili olmaktadir (Emsley vd. 1996; Locht 1999; Junker vd.
2006). B. bronchiseptica'da 68 kDa, B. pertussis'te 69 kDa ve B. parapertussisny
hiicrelerinde 70 kDa molekiil agirliginda {retilen bu protein bakterinin konaga
baglanabilmesi igin RGD motiflerini bulundurmaktadir (Boursaux-Eude ve Guiso 2000;
Mattoo ve Cherry 2005; Otsuka vd. 2012). RGD motifi sayesinde bakterinin insan
solunum yolundaki epitel hiicrelere baglanabilmesini saglayan adezin olarak islev
gormektedir.

11
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Prn, B. pertussis enfeksiyonlarina karsi koruyucu bagisiklik kazanmada 6nemli
olan proteinlerdendir ve B. pertussis genomunda oldukc¢a fazla ¢eside sahiptir.
Cesitliliginin fazla olmasi tam hiicre asilarindaki etkinligin azalmasina neden olmaktadir,
ancak Prn gesitliligi dikkate alinarak aseliiler pertussis asilar1 tretilmektedir (Dindar
Kafes 2011; Dewan vd. 2020; Saedi vd. 2021). Prn eksikligi olan bir¢ok B. pertussis
izolatlar1 tanimlanmistir (Leite vd. 2021; Ma vd. 2021). Bu geninin ifade edilemedigi
suslarin asiya karsi evrimi salgin artisina neden olan faktorlerdendir ve Avustralya’da Prn
ifade edemeyen sus oraninin 2008-2012 yillar1 arasinda %10'dan %80'e ¢iktig1
belirtilmistir (Lam vd. 2014). B. pertussis izolatlarindaki Prn eksikliginin bogmacanin
yeniden dirilisinde etkili oldugu belirtilmektedir (Jayasundara vd. 2020; Ma vd. 2021).

2.3.1.4 Serum direnc proteini (BrkA)

Serum direng proteinleri B. pertussis hiicrelerinin dogustan kazanilmis mukozal
ylizeylerdeki savunma sistemlerine ve adaptif bagisiklik savunmalarina karsi direng
gosterebilmesini saglayan, ayrica trakeal hiicrelere yapigsmasinda da rol alan onemli
virtilans faktorlerindendir (Fernandez ve Weiss 1996; Oliver ve Fernandez 2001). Bakteri
genomundaki brk lokusunda kodlanmaktadir. Oncelikle 103 kDa molekiil agirliginda
oncii protein olarak sentezlenir ve 73-kDa N-terminal alaniyla 30-kDa C-terminal alanina
proteolitik olarak islenmektedir. Ayrica Prn ile benzer homolojiyi tasiyan bu proteinde
iki RGD dizisi bulundurmaktadir (Shannon ve Fernandez 1999; Marr vd. 2008). BrkA,
giiniimiizde bogmacaya kars1 tiretilen asilarda bulunmaz, ancak gelistirilen asilar igin
Onerilen yeni ag1 antijenleri arasindadir (Marr vd. 2008; Luu vd. 2020).

2.3.1.5 Trakeal kolonizasyon faktorii (Tcf)

Bu protein sadece B. pertussis hiicrelerinde ifade edilebilmektedir, B.
parapertussis ve B. bronchiseptica’da ifade edilebilen bir protein degildir. (Finn ve
Stevens 1995; Belcher vd. 2021). B. pertussis hiicrelerinin ozellikle trake
kolonizasyonunda etkili rol almaktadir. Proteolik boliinmeler gegirebilen bir 6ncii olarak
sentezlendikten sonra 60 kDa molekiil agirliginda bir protein olarak salgilanmaktadir. Tcf
de Prn, Fha ve BrkA ile benzer sekilde prolin agisindan zengin birkag bélge bulundurur
ve bir RGD dizisi igermektedir (Locht 1999). C-terminal bdlgesinin 30 kDa’lik alan1 Prn
onciisiiniin C-terminal 30 kDa’lik alan1 ile %50 homoloji gostermektedir. Ayrica BrkA
da Tcf'ninkiyle homolog olan 6nemli bir C-terminal alan1 igermektedir (Kerr ve Matthews
2000; Smith vd. 2001).

Bogmaca hastalig ile miicadelede primer enfeksiyon sonrasinda antikor gelisimi
Tcf proteinine kars1 yavastir. Ancak viicudun s6z konusu patojenle ikinci karsilagsmasinda
antikor gelisimi hizlica artmaktadir. Gilinlimiizde bogmacaya kars1 gelistirilen aseliiler
bogmaca asilar i¢inde Tcf bulunmamaktadir. Ancak B. pertussis’in hizli ve spesifik
tespiti i¢in bir biyobelirteg olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Burnham-Marusich vd.
2020).

2.3.2 Toksinler
2.3.2.1 Pertussis toksini (Pt)

Pertussis toksin sadece B. pertussis hiicreleri tarafindan tiretilip salgilanmaktadir.
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B. bronchiseptica genomunda bu toksine ait operon bolgesi bulunmasina ragmen B.
pertussis operonuna gore tek niikleotid polimorfizmi igeren aktif olmayan bir pt
promotorii nedeniyle ifade edilememektedir (Chen vd. 2021). B. pertussis’in, B.
bronchiseptica benzeri bir atadan evrimlestigi disiiniildiigiinde Bordetella tiirleri
arasinda sadece bu tiiriin bogmaca toksini liretmesinin insan patojeni olarak evrimlesmis
olmas1 ve bu konak hiicrede hayatta kalabilmek icin gelistirdigi bir strateji olabilecegi
bildirilmistir (Chen vd. 2021). B. pertussis B. bronchiseptica’nin aksine konak hiicrenin
fagositozuna karsi hayatta kalmak i¢in gerekli olan genlerin ¢ogunu kaybetmistir. Bu
nedenle bakterinin fagositik hiicrelerin alimint ve aktivasyonunu sinirlayabilmek
amaciyla bu toksini iirettigi belirtilmektedir (Belcher vd. 2021).

Pt, hem ekstraseliiler siviya salgilanabilen hemde bakteri hiicresine baglanabilen
protein yapidaki bir toksindir (Locht 1999; Turan 2004). Konakta immiin yanit
olusmasina, lenfositoza ve pankreasin Ozellesmis adacik hiicrelerinin aktivasyonuna
neden olmaktadir (Dallar 2020). Bu toksin katalitik aktiviteden sorumlu A alt birimi (S1)
ve hiicre yiizeyine baglanabilmeyi saglayan B oligomeri olarak iki farkli alan i¢eren bir
A-B toksinidir. B oligomeri S2, S3, S4 ve S5 olmak tizere 4 alt birim igermektedir (Burns
2021). Bu toksin bakterinin patogenezinden sorumlu viriilans 6zelliklerinin basinda
gelmektedir (Burns 2021). Konak hiicrede birgok hiicresel fonksiyonun islemesini
engellemektedir. Ayrica adenilat siklazin inaktivasyonunu saglayan GTP baglayan
diizenleyici proteinlerin (G proteinlerinin) islevini engelleyerek inaktif hale getirmektedir
(Gregg ve Merkel 2019). Boylece adenilat siklaz geri doniisiimsiiz olarak aktif hale
gelmektedir. Hiicre igerisinde ATP nin cAMP’ye doniisiimii durdurulamadigindan hiicre
icerisinde asir1 diizeyde cAMP birikmesine neden olmaktadir (Gregg ve Merkel 2019).

Bogmaca hastaliginin sistemik semptomlarinin ana nedenlerinden olan Pt
solunum yolu enfeksiyonlarina sebebiyet veren epitel hasarlar yaratmaktadir. B.
pertussis’in solunum sistemindeki silli epitel hiicrelerine tutunmasini kolaylastirarak
mukozay1 zedelemektedir. Bu toksin giinlimiizde bogmacaya kars1 liretilen asilarin ana
antijenidir (Locht ve Antoine 2021). Hastalik ile miicadelede gelistirilen asilarin etkinlik
gostergesi olarak kullanilmaktadir. Hastalig1 geciren bireylerde ve asilananlarda antikor
gelisimini artirmaktadir (Dindar Kafes 2011).

2.3.2.2 Adenilat siklaz toksin (CyaA)

Bakterinin konak hiicrelerinde kolonize olmasinda Kritik rol alan bu toksin, cyaA
geni tarafindan sentezlenen 220 kDa molekiil agirliginda hiicre yiizeyinde bulunan bir
proteindir (Leusch vd. 1990; Mattoo ve Cherry 2005). Konak hiicre tarafindan bakterinin
fagositozu sirasinda salgilanarak fagositik etkinligin azaltilmasi ve enfeksiyonun
baslamasina yardime1 olmaktadir (Vojtova vd. 2006). Uzun ve birden fazla fonksiyona
sahip bu toksin, katalitik ve hemolitik islevleri gerceklestirebilecegi iki kisimdan
olusmaktadir. Katalitik kism1 hedef hiicrenin kalmodulini (kalsiyum baglayici haberci
protein) ile aktive olur ve hiicre i¢inde cAMP iiretimini indiiklemektedir (Ladant 2021;
Belcher vd. 2021). Hemolitik kisim ise hedef hiicreye baglanabilmeyi ve toksin
endositozunun gergeklesmesini saglamaktadir (Ladant ve Ullman 1999; Kerr ve
Matthews 2000).

CyaA patojenin solunum yolundaki kolonizasyonunu kolaylagtirmak ig¢in
oncelikle dogustan gelen bagisikligi hedefleyerek bakterinin makrofaj ve nétrofillere
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kars1 daha da direngli olmasini saglamaktadir (Ladant 2021). Brons salgilarinin artmasina
ve silli epitel hiicre yikimima eslik etmektedir. Ayrica Pt ile birlikte konaga ait
notrofillerin ve monositlerin patojen hiicreyle miicadele etmesini baskilamaktadir (Dindar
Kafes 2011). CyaA immiinojenik 6zellikli bir proteindir ve bogmacaya kars1 koruyucu
bir bagisiklik tepkisi olusturabilir. Ancak gilinlimiizde iiretilen aseliiler bogmaca asilarin
iceriginde bulunmamaktadir (De Gouw vd. 2011; Knuutila vd. 2021).

2.3.2.3 Trakeal sitotoksin (Tct)

B. pertussis hiicrelerinin ¢ogaldig1 bolgede ekstraselliiler sivida bulunan, 921 Da
molekiil agirhiginda disakkarid-tetrapeptid yapisindaki bu molekiil, bakterinin hiicre
duvarindan salinan bir ekzotoksindir (Kessie vd. 2021). Bakterinin peptidoglikan
tabakasini yeniden sekillendirmesi sirasinda tretilmektedir (Belcher vd. 2021). Konak
savunmasina kars1 bakterinin daha direncli olmasinda 6nemli etkileri vardir. Ozellikle
solunum yolu epitel hiicreleri i¢in toksiktir. Konagin siliyer epitelinin tahrip edilmesiyle
iliskilendirilmistir ve bu nedenle mukosiliyer temizleme mekanizmasin1 engellemede
etkili olmaktadir (Kessie vd. 2021). Trakedeki kirpikli hiicrelerin zarar gérmesinden
sorumlu bu toksinin bogmacaya 6zgii Oksiiriige neden olan etmenler arasinda oldugu
belirtilmektedir (Mielcarek vd. 2006). Konakta nitrik oksit ve monositlerden salgilanan
interkolin-1 (IL-1) tretimini arttirip trakeal silli epitel hiicrelerinde lezyonlara neden
olarak ateslenmeyi arttirmaktadir (Cundell vd. 1994; Magalhaes vd. 2005). Gram negatif
bakteri tiirlerinin ¢ogu bu toksini hiicre igerisinde geri doniistiirmektedir. Ancak B.
pertussis bu toksini tekrardan sitoplazmaya aktarmayarak serbest birakmaktadir. Boylece
konak hiicrenin iist solunum yollarindaki silli hiicreler i¢in nitrik oksit sentazin asiri
ekspresyonunu indiikleyerek hiicre hasarina neden olmaktadir. (Belcher vd. 2021; Kessie
vd. 2021).

Tct immunojenik etki yaratmayan oldukga kiigtik bir molekiildiir (Dindar Kafes
2011) ve glinlimiizde tretilen aseliiler bogmaca asilarin igeriginde bulunmamaktadir.
Canli zayiflatilmis Bordetella hiicreleri kullanilarak gelistirilen bogmaca asilarinda
genetik olarak hedeflenen viriilans faktorlerindendir (Mielcarek vd. 2006; Fedele vd.
2011).

2.3.2.4 Dermonekrotik toksin (DNT)

Bazi hayvanlar icin 6ldiiriicii etkiye sahip oldugundan 6liimciil toksin olarak da
adlandirilan DNT, 160 kDa molekiil agirliginda, 1stya dayaniksiz, 1.464 amino asitten
olusan tek zincirli bir polipeptittir (Iida ve Okonogi 1971; Cowell vd. 1979; Teruya vd.
2020). Bu toksinin N-terminalindeki 30-amino asit bdlgesi heniiz bilinmeyen bir
reseptorle hedef hiicreye baglanmadan sorumludur. C terminalindeki 300 amino asitlik
bolge ise protein polimerizasyonunda etkili olan ve farkli proteinler arasinda kovalent
capraz bag olusumunu saglayan transglutaminaz aktivitesine sahip enzimatik olarak aktif
bir alan tagimaktadir. Bu bolge poliaminasyon ya da deamidasyonla hiicre i¢i sinyal iletim
yolaklarinda gorevli olan Rho (Ras homoloji) ailesinin kiiciik GTPazlarimi aktive
etmektedir (Teruya vd. 2020; Belcher vd. 2021). Rho GTPazlar hiicre i¢i sinyal iletimi,
hiicrelerdeki ¢cogalma, hareket, farklilagma ve hiicre 6liimii fonksiyonlarini diizenlemekte
gorevlidir. GTPazin siirekli olarak aktif kalmasi konak hiicredeki Rho bagimli
gerceklesen olaylarin siirekli ifade edilmesine neden olmaktadir. Ayrica Ras genlerinde
stirekli aktivasyona neden olan mutasyonlarin insanlardaki kanserlerin %30’unda
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goriildigi belirtilmektedir (Matsuzawa vd. 2004; Telkoparan ve Tazebay 2011).

Saf DNT farelere damar yoluyla enjekte edildiginde 6liime neden olmaktadir
(Locht vd. 2001), ancak bogmaca patogenizindeki rolii heniiz net olarak bilinmemektedir
(Stanek vd. 2020). Yapilan ¢alismalarda bogmacanin neden oldugu komplikasyonlardan
biri olan ensefalopatiye DNT'nin neden olabilecegi belirtilmektedir (Teruya vd. 2020).
Glniimiizde {retilen aseliller bogmaca asilarinda DNT bulunmamaktadir ve yeni
gelistirilen bazi canli zayiflatilmis bogmaca asilarinda DNT geni silinmis hiicreler
kullanilmaktadir (Locht 2021).

2.3.2.5 Lipooligosakkarit tabaka (LOS)

Tim Gram negatif bakteriler gibi Bordetella tiirleri de dis membranlarinda
lipopolisakkarit tabaka bulundurmaktadir. Ancak B. pertussis hiicrelerinin LPS tabakasi
lipooligosakkarit (LOS) olarak degismistir (Belcher vd. 2021) ve diger Gram negatif
bakterilerinkine gore farkli yapi ve isleve sahiptir. LPS'lerinde O- zinciri (O- antijeni)
bulundurmadigindan yapisal olarak LOS tabakasi olusturmaktadir (Ucieklak vd. 2021).
Bu tabaka yapisal olarak Tip-1 ile Tip-2 olmak iizere iki farkli polisakkarit, Lipid-A ve
Lipid-X olarak da iki farkli lipid bolgesi bulundurmaktadir (Weiss ve Hewlett 1986).
Islevsel acidan degerlendirildiginde mindr lipid olan Lipid-X, endotoksin aktivitesi
gostermektedir. Lipid-A, patojenite ve toksisite a¢isindan diisiik aktiviteye sahiptir.
Polisakkarit bolge ise IL-1 salgilanmasini uyarmaktadir (Weiss ve Hewlett 1986; De
Gouw vd. 2011).

LOS, Tct ile birlikte insan solunum yolu epitelinin bakteri hiicresi tarafindan
kolonizasyonunda etkili rol oynamaktadir (Kessie vd. 2021). Konak hiicrede makrofaj
aktivasyonu ile tiimor nekroz faktorii iiretimini uyarmaktadir (Watanabe vd. 1990).
Giliniimilizde iiretilen aseliiler bogmaca asilarinda LOS bulunmaz ancak tam hiicre
asilarinda bulunmaktadir ve asilama sonrasi olusabilen ateslenme iltihap gibi olumsuz
reaksiyonlarin nedeni oldugu ileri siiriilmektedir (Cherry vd. 1988; Dindar Kafes 2011).
Ayrica LOS vyapisi ¢esitli B. pertussis izolatlarinda yiiksek oranda korunmaktadir.
Asilama Oncesiyle sonrasi donemlerde izolatlarda LOS yapisinin degismedigini ve bu
nedenle genis spektrumlu bogmaca 6nleyici aseliiler as1 gelistirebilmek i¢in ideal bir
antijen olabilecegi belirtilmektedir (Wang vd. 2020).

2.4 Bordetella viriilans gen (Bvg) Sistemi

B. pertussis virulans proteinlerinin ekspresyonu gevresel uyaranlara tepki olarak
diizenlenmektedir ve bu tepkiden bvgAS lokusu tarafindan kodlanan iki diizenleyici
protein olan BvgA ile BvgS sorumludur (Moon vd. 2017; Ifill vd. 2021). BvgS biiyiik
(134 kDa) i¢ zar sensor proteinidir ve ¢evresel degisiklerin algilanmasinda etkilidir. BvgA
ise DNA’ya baglanan tipik bir yanit diizenleyici proteindir (Colak ve Tefon Oztiirk 2022).
bvgAS lokusu olumlu veya olumsuz ¢evresel degisikliklere gore bu iki proteinin ifadesini
diizenlemektedir. Hiicrenin cevresel degisikliklere karsi olusturdugu bu tepkiler Bvg
sistemi tarafindan kontrol edilen farkli ii¢ fenotipik faza neden olmaktadir (Bvg®, Bvg-
ve Bvg') (Fry vd. 2021). Ayrica bu sistemler, sensor proteinlerindeki histidinlerle tepki
diizenleyici proteinler iizerindeki aspartik asit kalintilar1 arasinda fosforil gruplarini
transfer ederek gerekli tepkilerin olugsmasini saglamaktadir (Cotter ve Jones 2003;
Belcher vd. 2020).
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BvgAS’n fosfor yayilimi MgSO4 veya nikotinik asitin yeterli konsantrasyonlarda
bulunmadig1 37 °C'deki biiylime kosullar1 altinda aktive edilmektedir (Ifill vd. 2021). Bu
kosullarda biiyiitiilen B. pertussis hiicreleri faza 6zgii bakteriler olarak Bvg® seklinde
nitelendirilmektedir. Bvg* faz durumunda transkripsiyonel aktivasyonu tetikleyen BvgA,
BvgS tarafindan fosforile edilmektedir (Chen ve Stibitz 2019). BvgA B. pertussis’in
viriilansla aktiflesen genlerinin (vag) promotor bolgelerine baglanarak bir¢ok viriilans
faktoriin transkripsiyonunu arttirmaktadir (Moon vd. 2017; Belcher vd. 2020). vag’larin
aktiflesmesiyle Fha, Fim, Prn, Tcf ve BrkA gibi adezinlerle CyaA, DNT ve Pt gibi
toksinlerin tiretimi artmaktadir (Chen ve Stibitz 2019). Virulansla baskilanmis genlerin
(vrg) transkripsiyonu ise bastirilmaktadir (Cotter ve Jones 2003; Chen vd. 2020). Ancak
gerceklesen bu degisiklikler sirasinda tiim promotorler ayni anda aktif olmayip, fha gibi
baz1 genler erken ifade edilirken, pt ve cyaA gibi diger genler daha sonra aktive
edilmektedir (Veal-Carr ve Stibitz 2005). Nikotinik asit ya da MgSO4 konsantrasyonun
yliksek oldugu durumlarda, BvgA'nin fosforilasyonu durdurularak vag’larin
transkripsiyonu  engellenmektedir. Bu durum Bvg- faz durumu olarak
nitelendirilmektedir. Bvg- fazinda fosforile edilmis BvgA seviyeleri ve dolayisiyla onun
transkripsiyonel aktive edici aktivitesi diisiiktiir. Bu nedenle, Bvg- faz durumunda vag’lar
BvgAS tarafindan etkinlestirilemeyip vrg’ler ifade edilmektedir. vrg’lerin BvgA
diizenlemesi BvgR baskilayict protein tarafindan kontrol edilmektedir (Chen ve Stibitz
2019). Ayrica Bvg- fazinda metabolik yollarda rol oynayan bazi genlerin ekspresyon
seviyeleri artmaktadir ve bu fazin bakterinin konakta hayatta kalmasi, kaliciligi ve
bulasmasinda olas1 bir roliiniin olabilecegi diisiiniilmektedir (Moon vd. 2017). Bvg'
fazinda ise BvgAS sistemi kismen aktiftir ve bu sistem tarafindan bastirilmis fenotipler
yoktur. fhaB ve fim gibi bvg ile aktive olan viriilans genlerinin bazilar1 eksprese
edilmektedir. Bu agamanin, konaklar arasinda hastaligin bulagmasinda rol oynadigi
diistiniilmektedir (Vergara-Irigaray vd. 2004; Wong vd. 2019).

2.5 B. pertussis ve Biyofilm

Bakteriyel biyofilmler bir yiizeye veya birbirine bagl olan bir matrikse gomiilii
polimerik yapidaki mikrobiyal topluluklardir (Flemming ve Wingender 2010). Hiicreleri
birbirine baglayan polisakkarit, protein ve niikleik asitler ile mikrobiyal iireme ig¢in
gerekli besinleri icermektedir (Vestby vd. 2020). Pek ¢ok bakteri enfekte ettigi konakta
biyofilm olusturarak antimikrobiyal ajanlara ve konagin bagisiklik sistemine karst daha
direngli olmaktadir (Vestby vd. 2020; Yousefpour vd. 2021). Bakterilerin biyofilm
olusturma siireci genel kapsamda fenotipik olarak c¢esitli asamalar1 igeren sirali ve
oldukga diizenlenmis bir siiregtir (Rumbaugh ve Sauer 2020).

Biyofilm olusumu bakterilerin hiicre-substrat ve hiicre-hiicre etkilesimlerini
kurma yeteneklerine baglidir. Bu etkilesimlerin saglanabilmesi igin bakterilerin ¢ogu
fimbria, Tip IV pili, dis zar proteinleri veya ekzopolimerler gibi yiizeyle iligkili yapilarini
kullanmaktadir (Serra vd. 2011). B. pertussis enfekte ettigi konagin solunum yolundaki
epitel hiicreler ile etkilesimlerin saglanabilmesi ve dolayisiyla bakteriyel baglanmanin
gerceklesebilmesi igin Fha, Prn ve Fim gibi adezinler tiretmektedir.

Biyofilm olusumu genel olarak planktonik hiicrelerin bir yiizeye baglanmasiyla
baslamaktadir. Mishra vd. (2005)’ye gore B. pertussis hiicrelerinde ilk baglanma Bvg’den
bagimsizdir ancak Bosch vd. (2006) bu adimin Bvg’ye bagl oldugunu bildirmistir. Bu
nedenle BvgAS'nin biyofilm gelisiminin hem baglanma hem de olgunlagsma asamalarinda
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rol oynadig belirtilmektedir. Ayrica biyofilm olusumunu destekleyen farkli diizenleyici
mekanizmalarinda ((p)ppGpp, c-di-GMP veya BpsR gibi) oldugu bildirilmistir (Cattelan
vd. 2016). B. pertussis’te Fha ilk yiizey baglanmasinda onemlidir ve Bordetella
polisakkarit (Bps), eDNA ve Fha makrokolonilerin ve ii¢ boyutlu yapilarin olusumunu ve
kararliligin1 desteklemektedir. Fim ve CyaA da B. pertussis biyofilm gelisimine katkida
bulunmaktadir ancak kesin mekanizmasi heniiz bilinmemektedir (Sekil 2.7) (Cattelan vd.
2016).

Planktonik hiicreler

Baglanma e Olgunlasma
Diizenleme: BvgAS Diizenleme: BvgAS, BpsR, (p)ppGpp, ci-di-GMP
Faktérler: Flagella, Bps polisakkarit, Faktorler: Fha, Bps polisakkarit, eDNA, Fim,
Fha, Fim, CyaA CyaA

Sekil 2.7. Bordetella biyofilm olusumunun ¢esitli asamalarinda farkli faktorlerin rolleri
(Cattelan vd. 2016)

2.6 Bogmaca

Bogmaca, insan patojeni B. pertussis'in neden oldugu hava yoluyla bulasan, son
derece bulasici akut solunum yolu hastalifidir (Warfel vd. 2012). Genel olarak ¢cocukluk
cag1 hastalig1 olarak tanimlanan bu hastaligin son zamanlarda yetiskin bireylerde de
goriilmeye baslandig: bildirilmistir. Hastalik hasta kisiyle dogrudan temas sonucu ve
ozellikle damlacik yolu ile bulasmaktadir (Fry vd. 2021; Yeshanew vd. 2022) (Sekil 2.8).
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1- B. pertussis hiicrelerinin 2- Bakterilerin Fha, Fim ve
aerosollerle bulasmasi Prn araciligiyla siliyver epitel

—— / hiicrelerine yapismasi

3- Bakterilerin
cogalmasi ve mukus
{ salgisin artmasi

:
5- Pt ve CyaA gibi diger {/ 3
toksinlerin salgilanmasi 4 Tet ve LOS ile
siliyer epitel
* hiicrelerinin yikim

Enflamatuvar reaksiyon
Hiperlenfositoz...

Sekil 2.8. B. pertussis ile enfekte olan konakta bogmaca hastaliginin olusma asamalari
(Guiso 2015)

Hastaligin enfeksiyonu kataral, paroksismal ve konvalesan olarak her biri yaklasik
en az iki hafta siiren {i¢ evreden olusmaktadir (Hon vd. 2022) (Sekil 2.9). Bakterinin
enfekte ettigi konakta ortalama yedi-on giinliik kulugka siiresinden sonra kataral evre
baslamaktadir. Bu déonem ve paroksismal evrenin erken donemleri hastaligin bulagma
olasiliginin en yiiksek oldugu zamanlardir (Tazehkand 2020; Hon vd. 2022) ve ates
genellikle hafif veya normaldir. Ayrica iist solunum yolu enfeksiyonuna benzer sekilde
nezle, gozlerde sulanma, kizariklik ve hapsirma gibi belirtilerde goriilmeye baslamaktadir
(Yeshanew vd. 2022).

Kataral evreyi paroksismal evre takip eder. Bogmaca hastalig1 igin karakteristik
bulgular olan genellikle geceleri gerceklesen siddetli okstiriik nobetleri bu donemde
olmaktadir. Bogulurcasina siddetlenen ve artan oksiiriikle beraber sesli ve derin i¢ cekme
gerceklesmektedir (Choi vd. 2022). Oksiiriik ndbetinden sonra yapiskan mukoid balgam
cikarilmasiyla hasta rahatlamaktadir. Ancak Oksiiriik sonrasi balgamin farenksi
uyarmasindan  dolayr  kusma  gerceklesebilmektedir ve bu  bogmacanin
belirleyicilerindendir (Otar vd. 2014; Yeshanew vd. 2022). Hastaligin bu asamasinda ates
hafiftir veya yoktur. Bu donem ortalama iki veya alt1 hafta siirebilmektedir (Fry vd. 2021).

Konvalesan donem kataral evredeki ksiiriik ndbetlerinin sikliginin ve siddetinin
azalmasiyla baglayan, hastaligin son evresidir (Yeshanew vd. 2022). Bu donemde hasta
birey normale donmeye baglamaktadir, kusma ve Oksiiriik giderek azalmakta ve istah
artmaktadir. Ancak bir yasin altindaki ¢ocuklarda veya bagisikligi baskilanmis ve
astlanmamis kisilerde kataral evredeki Oksiiriik nobetleri sik olmayan araliklarla
goriilmeye devam edebilmektedir. Ayrica basit solunum yolu enfeksiyonlart oksiiriik
ndbetlerini yenileyebilmektedir (Otar vd. 2014; Hon vd. 2022).
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Sekil 2.9. Bogmacanin farkli evreleri, bu evrelere gore kullanilacak biyolojik tanilar ve
hastaligin klinik seyrine kars1 giinliik oksiiriik nobetlerinin sikliginin sematik gdsterimi
(Guiso 2015)

Diinya genelinde bebekler ve kiiciik ¢ocuklar bogmacaya bagli morbidite ve
mortaliteye en duyarli kesim olmaya devam etmektedir (Sekil 2.10) (Yeshanew vd.
2022). Bogmacaya yakalanan her 200 bebekten yaklasik 1’1, genellikle akcigerlerde
beyaz kan hiicrelerinin birikmesinden kaynaklanan pulmoner hipertansiyondan
Olmektedir (Jog vd. 2022). Bogmacanin bireyde olusturabilecegi ciddi yan
etkileri arasinda pnomoni, ensefalopati, orta kulak iltihabi ve beyin kanamalar1 yer
almaktadir (Dorji vd. 2016; Choi vd. 2022). Daha 6nce asilanan ya da enfekte olan birey
veya ergenlerde Kklinik bulgular asemptomiktir, ana belirti ise inat¢1 Okstriktir.
Yenidoganlarda ve bebeklerde de tipik olmayan hastalik gelisebilmektedir, genel olarak
oglirme, kandaki oksijen eksikliginden dolay1 deride meydana gelen morarma (siyanoz),
apne, kalp hizinin normalden daha yavas olmasindan kaynaklanan bradikardi ataklari
genel klinik bulgular olmaktadir (Di Mattia vd. 2019).
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Sekil 2.10. ABD'de 1990'dan 2019'a kadar yas gruplarina goére bildirilen bogmaca
oranlar1. 1 yasin altindaki bebekler bildirilen en yiiksek bogmaca oranina sahip yas grubu
olmaya devam etmektedir (CDC)

2.7 Bogmaca Tedavisi

Bogmaca antibiyotik tedavisi olan bir hastaliktir ve B. pertussis genel olarak
makrolidler, penisilinler, ketolidler, kinolonlar, tetrasiklinler, kloramfenikol ve
trimetoprim-siilfametoksazol (TMP-SMX) olmak iizere pek ¢ok antibiyotige duyarli,
sefalosporinlerin ¢oguna ise direnglidir (von Koénig 2005). Klinikte ise makrolid grubu
antibiyotikler (eritromisin, azitromisin, klaritromisin) ve trimetoprim/siilfametoksazol
(TMP-SMX) bogmacanin tedavisinde en sik tercih edilen antimikrobiyallerdendir
(Cimolai 2021).

Makrolid antibiyotikler bogmacadan konunmak i¢in kemoprofilaksi ajanlari
olarak onerilmektedir. 1 ayliktan biiyiik bebekler, cocuklar ve yetiskinler i¢in eritromisin
veya klaritromisin, yenidoganlarda ise azitromisin tercih edilen makrolidlerdendir (Salim
vd. 2015). Bu ajanlar ribozomun 50S alt birimine baglanarak bakteri protein sentezini
inhibe etmektedir ve hastaligin erken déneminde kullanildiginda daha etkili olduklar
belirtilmektedir (Wang vd. 2014). Eritromisin B. pertussis enfeksiyonuna karsi en yaygin
kullanilan makrolid grubu antibiyotiklerdendir. Bu antibiyotigin 7-10 giinliik tedavi
siirecinden sonra bakterileri {ist solunum yolundan arindirabildigi (von Koénig 2005),
hastaligin siddetini ve bulagsmasini azaltmada etkili oldugu bildirilmistir (Pichichero vd.
2003).

Azitromisin, lakton halkasina bir nitrojen atomu dahil edilerek eritromisinden
tiretilen yar1 sentetik bir makroliddir (Schliinzen vd., 2003; Bakheit vd., 2014).
Eritromisine kiyasla hastalarda daha az yan etkiye sahiptir dolayisiyla daha iyi tolere
edilebilmektedir. Gastrik asite daha direnglidir ve daha uzun yar1 6mre sahiptir (Peters
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vd., 1992; Tiwari vd., 2005). Ayrica bu antibiyotigin 3 ila 5 giinliik tedavi siirecinin 14
giinliik eritromisin tedavisi kadar etkili oldugu bildirilmistir (Aoyama vd. 1996; Langley
vd. 2004; von Konig 2005). Benzer sekilde klaritromisinde eritromisinden tiiretilen yar1
sentetik bir makroliddir ve bu antibiyotigin 7 giinlilk tedavi siirecinin 14 giinliik
eritromisin tedavisi kadar etkili oldugu bildirilmistir (Aoyama vd. 1996; Lebel ve Mehra
2001). Bu nedenle bogmaca tedavisinde azitromisin veya klaritromisin gibi daha yeni
makrolidlerin eritromisine gore daha etkili olmalar1 ve hastalarda daha az yan etkiler
yaratmalarindan otiirti  B. pertussis enfeksiyonunun tedavisinde standart olarak
eritromisinin yerini alabilecekleri bildirilmistir (von Konig 2005).

TMP-SMX makrolid ajanlarin tolere edilemedigi hastalar olan genellikle 2 aydan
kiiglik ¢ocuklar i¢in Onerilen bir antibiyotiktir (Graham 2006; Otar vd. 2014) ve bu
antibiyotigin etkili bir sekilde B. pertussis’i nazofarinksten arindirabildigi bildirilmistir
(Graham 2006). TMP-SMX, bir antimetabolittir, bakterilerin niikleik asit sentezini
engeller (Saran ve Karahan 2010). Trimetoprim, folik asit sentezinde gorevli dihidrofolat
rediiktaz enzimini, siilfonamidler ise tetrahidropiteroik asit sentetaz enzimini inhibe
etmektedir. Bu iki ajanin bir arada kullanimiyla bakteri i¢in gerekli olan biyokimyasal
aktiviteler iki ayrt noktadan engellendigi i¢in, bakteride piirin sentezi iyice
bozuldugundan daha giiglii antimikrobiyal etki saglanabilmektedir (Saran ve Karahan
2010). Bu iki ilacin etkilesmesi potansiyalizasyon seklindedir. Yani bir arada
kullanildiklarinda olusturduklar1 toplam etki miktari, bireysel etkilerinin toplamindan
daha fazla olmaktadir.

2.8 Bogmacaya Kars1 Asillama ve Bagisikhik

Cesitli hastaliklara karst uygulanan asilama calismalariyla giiniimiizde birgok
enfeksiyon hastalik kontrol altina alinabilmis ve sorun olmaktan ¢ikmistir. Ancak uzun
zamandir bogmacaya karsi gelistirilen ve uygulanan asilar olmasina ragmen bu hastalik
hala epidemiler olusturmaktadir. Bu hastaliga karsi yapilan asilama orani ile bogmaca
vakalar1 arasinda ters iliski oldugu bildirilmektedir (Sekil 2.11). Yaygin asilama
programlar1 ve yiiksek as1 kapsamlarina ragmen 2 ile 5 yilda bir insan sagligini tehdit
edecek vaka sayilara ulasabilen bu hastalik diinya genelinde yaygin bir enfeksiyon
olmaya devam etmektedir (Dorji vd. 2016; Di Camillo vd. 2021; Jog vd. 2022). Hastaligin
yeniden ortaya ¢ikis nedenleri arasinda; yapilan bogmaca asilarinin  zamanla
koruyuculugunu yitirmesi, gelismis tan1 yontemleri ile birlikte hastaligin farkindaliginin
artmasi, B. pertussis’de meydana gelen mutasyonlar sonucunda bakterinin genetik
varyantlarinin ortaya ¢ikmasi, spesifik varyantlarin yayilmasi, enfekte kisilerin ve
temaslilarinin etkili olarak tedavi edilememesi ve as1 reddinin yer aldig1 diisiiniilmektedir
(Mooi vd. 2009; Nguyen vd 2020; Belcher vd 2021). Ayrica B. pertussis'in dolagimdaki
susuyla as1 calismalarinda kullanilan suslarimin viriilans faktorlerindeki farklilik ve
onceleri hastaliga kars1 tam hiicre bogmaca asist (DTwP) kullanilirken hiicresiz bogmaca
agilarinin (DTaP) kullanilmaya baglanmasinin da vakalarda artisa sebebiyet verebildigi
diisiiniilmektedir (Sekil 2.12) (Della ve Benevides 2015). Diinya Saglik Orgiitii’niin
tahminlerine gore 2018 yilinda yaklagtk 89.000 bogmaca vakasimin Oliimle
sonuc¢landirildigi bildirilmistir. Vakalarin yaklasik %95°1 gelismekte olan {ilkelerde
kaydedilmistir. Son zamanlarda ABD, Avustralya, Kanada, Avrupa ve Asya tilkelerinde
yaygin salginlar oldugu bildirilmistir (WHO 2019; Di Camillo vd. 2021, Jog vd. 2022).
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Sekil 2.11. 19802018 yillar1 arasinda bogmacanin kiiresel yillik bildirilen vakalar1 ve as1
kapsami. Situnlar, kiiresel olarak rapor edilen bogmaca vakalarinin sayisini
gostermektedir. Asilama kapsami icin, mavi ¢izgi resmi kapsamni, kirmiz1 ¢izgi DSO-
UNICEF tahminlerini géstermektedir (Jog vd. 2022)
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Sekil 2.12. ABD'de 1922'den 2019'a kadar bildirilen bogmaca vakalarinin sayisi.
1980'lerde bogmaca vakalar1 kademeli olarak artmaya baslamistir ve 2019'a kadar tilke
capinda 18.000'den fazla vaka bildirilmistir (DTP: Difteri, Tetanos, Tam Hiicreli
Bogmaca Asisi, DTaP: Difteri, Tetanos, Aseliiler Bogmaca Asisi, Tdap: Ergenler icin
Tetanos, Difteri, Aseliiler Bogmaca Asisi) (CDC)
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Bogmacaya karsi ¢ocuklarin bagisiklamast bebeklikte baslamaktadir. B.
pertussis’in antijenlerinden elde edilen aseliiler bogmaca asisi ile inaktive edilmis B.
pertussis hiicrelerini igeren tam hiicreli (seliiler) bogmaca asist olarak iki tip asi
bulunmaktadir (Zerbo vd. 2019; Lin vd. 2020). Giiniimiizde ¢ogu gelismis tilkede aseliiler
bogmaca asilarinin kullanimi yayginken bazi az gelismis iilkelerse tam hiicreli bogmaca
asisint kullanmaktadir (Decker ve Edwards 2021).

Tam hiicreli bogmaca asis1 (wP) 1914°1i yillarda gelistirilmeye baslanmistir ve
1940’11 y1llarda tetanos ve difteri toksoidleriyle kombine edilerek DTwP (difteri, tetanoz
ve tam hiicreli bogmaca) asis1 seklinde hastaligi onleyebilmek amaciyla kullanilmaya
baslanmistir (Kuchar vd. 2016; Guiso vd. 2020). wP asilar genel olarak bakterinin saf
kiiltliriiniin elde edilip ¢cogaltilmasinin ardindan ¢esitli kimyasal maddeler (formalin vb.)
veya 1styla inaktive edilip kismen detoksifiye edilmesiyle olusturulmaktadir. Bu asilar
bogmacanin kontrol altina alinmasi ve iy1 bir immiinizasyon saglanabilmesi acisindan
oldukea etkili olmustur. Kullanima baslandig1 zamandan itibaren bogmaca hastalig1 i¢in
bildirilen vaka ve 6liimlerin sayis1 dnemli 6l¢iide azalmistir (Guiso vd. 2020). Asilama
sonunda B. pertussis’in antijenlerine kars1 antikor olusumu etkili bir sekilde artmaktadir.
Ancak bakterinin konaktaki kolonizasyonunu ve bulasmasii Onleyebilmede etkili
olabilecek mukozal antikorlarin uyarilmasinda basarisiz olabildigi ile ilgili bildiriler
mevcuttur (Solans vd. 2018; Dubois ve Locht 2021). Ayrica her ne kadar immiin sistemi
uyarip bogmacaya kars1 uzun siireli koruma saglayabiliyor olsa da bu asilarin insan
saglhig1 tizerinde olumsuz yan etkileri oldugu rapor edilmistir. As1 igerigindeki toksik
madde miktarinin (6zellikle endotoksin aktivitesi olan lipooligosakkarit tabaka) fazla
olmasindan kaynakli ¢esitli lokal (agr1, kizariklik, kabarma) ve sistemik (istahsizlik, ates,
uyuklama, sinir) reaksiyonlar olusmaktadir. Bunlara ek olarak nadiren de olsa 6liim ve
ensefalomiyete de neden oldugu rapor edilmistir (Crowcroft ve Pebody 2006; Kuchar vd.
2016). Agir yan etkilerinden oOtiirii wP asilar birgok gelismis lilkede kullanimdan
kaldirilmistir ve 1970 yilindan itibaren aseliiler bogmaca asisi1 ¢aligmalarina baslanmistir
(Guiso vd. 2020).

Aseliiler bogmaca asis1 (aP) 1990’11 yillarda tetanos ve difteri toksoidleriyle
kombine edilerek DTaP (difteri, tetanoz ve aseliiler bogmaca) asis1 seklinde tanitilmistir
(Kuchar vd. 2016). aP’nin temeli B. pertussis’in ¢esitli viriilans faktorlerinin
kombinasyonuna dayanmaktadir. Bakteri hiicresinin tamamini igermeyen selektif
immiinojenik proteinlerinin saflastirilmasiyla hazirlanmaktadir. Su anda lisanslh ¢ocuk ve
yetigskin aP asilarinda Pt, Prn, Fha, Fim2 ve Fim3 olmak {izere en fazla bes viriilans
faktoriin kombinasyonuyla aP agilar {iretilebilmektedir (Queenan vd. 2019; Dewan vd.
2020). aP asilar hastalar tarafindan wP asilara gére daha iyi tolere edilebilmektedir ve yan
etkileri wP agsilar kadar olumsuz sonuglar dogurmamaktadir. Ancak bogmacaya karsi
uzun siireli bir koruma saglanamamaktadir (Olin vd. 2003; Kuchar vd. 2016; Jog vd.
2022) ve aP asilardaki uzun siireli koruyuculuk eksikligi glinlimiizde hala tizerinde
calisilan bir konudur (Decker ve Edwards 2021).

2.9 Bogmacaya Kars1 Yeni As1 Stratejileri

Bogmacaya kars1 ilk baglarda wP asilarmin kullanilmasi olast bogmaca
salginlarina kars1 korunma saglayabilmistir ve donemin bogmaca salginlarinin da kontrol
altina alinabilmesini saglamistir (Guiso vd. 2020). Ancak asilamadan kaynakl1 6liimlerin,
cesitli olumsuz yan etkilerin gézlemlenmesinden dolay:r aP as1 ¢alismalar1 yayginlik

23



KAYNAK TARAMASI E. DELIK

kazanmistir. aP asilar bogmacaya karsi koruyucu olabilmistir fakat bakterinin konaktaki
kolonizasyonu ve bulasmaya karst koruyuculugu wP asilara oranla daha az olmustur
(Dewan vd. 2020). Bu nedenlerden 6tiirli bogmacaya karsi kullanilan her iki as1 tipi i¢inde
uzun vadeli daha iyi ve etkili korumay1 amaclayan yeni as1 stratejileri gelistirilmektedir.

Dis membran vezikiil (DMV) asilar1 bogmacayla miicadele kapsaminda son
zamanlarin popiiler as1 stratejileri arasinda yer almaktadir. DMV ler bakteri zarlarindan
elde edilen ve yapilarinda patojene ait immiin sistemi uyarici ¢esitli proteinler barindiran,
replikatif olmayan kiiresel vezikiillerdir (Gerritzen vd. 2017). B. pertussis’e ait DMV’ler
karakterize edilerek, etkili mukozal adjuvan viriilans faktorleri olan Pt, Prn, Fim, Fha ve
CyaA dahil 43 proteinin tanimlamasi yapilmistir (Roberts vd. 2008; Dubois ve Locht
2021). Yiiksek oranda immiinojenik olan DMV agilarinin aP asilarina gore daha giiglii
ve daha uzun siireli bagisiklik olusturabilecegi bildirilmistir (Cecil vd. 2019; Zurita vd.
2019; Dewan vd. 2020).

Bogmaca solunum yoluyla bulasan bir hastaliktir ve mukozal bagisikligi uyaran
nazal olarak uygulanan asilarin, sistemik bagisiklig1 ortaya ¢ikaran asilardan daha etkili
olabilecegi distliniildiigiinden, burundan uygulanan canli zayiflatilmis bogmaca as1
calismalar stirdiiriilmektedir. Su anda klinik deney asamasinda yer alan ve DNT ile Tct
aktivitesi olmayan canli zayiflatilmis bogmaca asis1 (BPZE1) gelistirilmistir. BPZE1’in
farelerde bogmacaya karsi koruma saglayabildigi, insan olmayan primatlarda da
(babunlar) B. pertussis enfeksiyonuna karst giivenli ve koruyucu oldugu gosterilmistir.
Ayrica bagisikligi baskilanan hayvanlarda da iyi bir giivenlik profili gosterebilmistir
(Locht vd. 2017; Debrie vd. 2019; Dubois ve Locht 2021).

2.10 Tiirkiye’de Bogmaca

Diinya genelinde oldugu gibi Tirkiye’de de asilama programlarina ragmen
bogmaca halen tiim yas gruplarimi etkilemeye devam etmekte ve Oliimle sonuglanan
vakalara sebebiyet verebilmektedir. Ornegin iilkemizde 2008-2012 tarihleri arasinda
bogmaca tanisi ile hastaneye yatirilan hastalarin genel septomlarini degerlendirmek igin
yapilan bir ¢calismada, degerlendirilen 40 hastanin %80 ninin asis1z oldugu ve 36 giinliik
erkek bebek ile 2.5 aylik bir kiz bebegin hayatini kaybettigi bildirilmistir (Karli vd. 2013).
2012 yilinda ates, kalp ¢arpintisi ve ¢esitli solunum semptomlar1 nedeniyle hastaneye
yatirilan yeni dogan erkek bebek ve annesinden alinan nazofarinks ornekleri sonucuna
gbre bogmaca teshisi koyulmustur. 19 giinliik yeni dogan bebek hastaneye yatisinin 4.
giiniinde bogmaca nedeniyle hayatin1 kaybetmistir (Akbas vd. 2012).

1937 yilindan itibaren iilkemizde bogmacaya kars1 agilama yapilmaktadir. 1968
yilinda DTwP, 2007 yilindan itibaren de aseliiler asilar olarak DTaP seklinde
uygulanmaya devam etmektedir (Ozmert 2008; Kurugsl 2009; Kilic vd. 2019).
Gilinlimiizde kullanilan bu asi, DTaP-IPV-Hib kombine asisi seklinde temin edilip
uygulanmaktadir. Ulkemizde bogmacaya karsi uygulanan primer as1 semasi 2., 4., 6. ve
18.- 24. (rapel) aylarda uygulanmaktadir. Ikinci rapel dozlarin okulda yapilmasindan
dolay1 kiigiik cocuklar bes doz bogmaca asis1 olmaktadir. Ancak gerceklestirilen yaygin
asilamalara ragmen bu hastalik icin bildirilen vakalar 3-4 yilda bir artis gostermektedir
(Sekil 2.13.).
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Sekil 2.13. DSO verilerine gére 1980- 2019 yillar1 arasinda Tiirkiye’de bildirilen
bogmaca vaka sayilar1 (WHO)

Gelismis tlkelerde bogmacaya yakalanan bebeklerin enfekte olmasinin ana
sorumlusunun ergen ve yetiskin kesim oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle birgok
iilkede ergenler ve yetiskinlerde asilanmaktadir (Ozmert 2008; Kara Elitok vd. 2020).
Tiirkiye’de ise bogmaca asis1 ergen ve yetiskinler igin yapilmamaktadir. Ulkemizde
sadece erigkin tipi difteri-tetanoz (dT) asis1 Ulusal Bagisiklama Programi’na dahil
edilmistir ve devlet tarafindan karsilanmaktadir. Ergenler i¢cin bogmaca asis1 (Tdap)
iilkemizde ruhsathdir, saglik calisanlar1 tarafindan ergenlere tavsiye edilebilmektedir ve
as1 maliyeti aileler tarafindan veya saglik sigortasiyla karsilanmaktadir (Kara Elitok vd.
2020). Ancak gergeklestirilen bir calismada iilkemizdeki aile hekimleri ve ¢ocuk
doktorlarmin, bu konu ile ilgili bilgi eksikliginin oldugu, ¢ocukluk ¢aginda yapilan asinin
yeterli olduguna ve bogmacanin ergenlerde goriilmedigine inanmasindan o6tiirii Tdap’1
onermedigi belirtilmistir (Kara Elitok vd. 2020). Birgok iilkenin ergen ve yetiskinlerde
bogmaca vakalarinin artisiyla ilgili sunulan veriler géz 6niine alindiginda Tiirkiye’de
ergen ve yetiskinlerin bogmacaya kars1 agilanmamasi son derece endise vericidir (Xu vd.
2019; Kara Elitok vd. 2020). Vaka artiglarinin bir diger nedeni olarak da ailelerin as1 reddi
en yaygin sebeplerden biri olarak belirtilmektedir (Ozceylan vd. 2020). Tiirkiye’de 2020
yilinda hamileler arasinda yapilan bir ¢alismada asilama kabul oranlarinin ¢ok diisiik
oldugu belirtilmistir (Yakut vd. 2020) ve Tiirkiye’de hamile kadinlara bogmaca asist
yapilmamaktadir (Erik vd. 2021). Ancak son zamanlarda yapilan ¢aligmalar hamilelik
sirasinda  yapilan asilamanin hem annenin hem de bebegin bogmacaya karsi
Koruyuculugunun oldugunu ve as1 i¢in kiigiik olan bebegin de plasental antikor iletimiyle
korunabildigini belirtmektedir (Healy vd. 2013; Yakut vd. 2020). 2017 yilina ait verilere
gore Avrupa’da difteri, tetanoz ve bogmacaya kars1 %92, ABD’de de ise %91 oraninda
asilama ile bagisiklama calismalar1 yapilabilmistir. Ulkemizde ise 2016 yilinda %98
oraninda olan bagisiklama oran1 2017 yilinda %96’ya diismiistiir (Ozceylan vd. 2020).
Ayrica DSO verilerine gore Tiirkiye’deki bogmaca as1 oranlar1 2015 yilindan itibaren
azalmaktadir (Sekil 2.14).
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Sekil 2.14. DSO verilerine gére 2000- 2019 yillar1 arasinda Tiirkiye’de bogmacaya kars1
gerceklestirilen asilama oranlar1 (WHO)
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Kullanilan Bakteri Susu

Bu calismada B. pertussis’in standart susu Tohama-I kullanilmistir. Bakteri
hiicresi Prof. Dr. Meral Dilara Ogiing (Akdeniz Universitesi, Antalya, Tiirkiye) tarafindan
saglanmistir. Sato ve Arai, (1972) ¢alismalarinda belirttigi gibi bakteriler kendilerine
Ozgii bir besiyeri olan modifiye edilmis Cohen-Wheeler (CW) agar besiyerinde (EK) 4
giin biiyiitiilmiistiir. Ardindan ¢alisma boyunca alt kiiltiirleri 10 pasaji agsmayacak sekilde
hazirlanmig ve gerekli ise yeni bir stoga gecilmistir. Ayrica bakterinin -80 °C de
saklanmak tizere gliserollii stoklar1 yapilmistir (Thalen vd. 2008).

3.2. Azitromisinin MIiK Degerinin Belirlenmesi

Azitromisinin  MIK degerinin belirlenmesi igin sivi diliisyon ydntemi
kullanilmistir (Hoppe vd. 1989). Yeni biiyiitiilmiis bakteri hiicreleri steril %0.85’1ik NaCl
soliisyonu (Merck, Almanya) icerisinde Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii
standartlarina gore hazirlanan 0.5 McFarland bulanikliga ayarlanmistir (CLSI 2006).
Bakteri kiiltiirleri 100 mI’lik erlenlerde 20 ml’lik hacimlerde hazirlanmistir. Oncelikle
kiiltiirlerin 20 ml’deki son antibiyotik konsantrasyonunun belirlenen degerlerde
olabilmesi i¢in antibiyotik ara stoklari hazirlanmstir. Erlenlere 17.6 ml Morse-Bray (MB)
sivi besiyeri (EK), 400 ul antibiyotik ve 2 ml 0.5 McFarland yogunlugunda bakteri
aktarilmistir. Kontrol grubu iginse 18 ml MB sivi besiyeri ve 2 ml 0.5 McFarland
yogunlugunda bakteri aktarilarak Labwit ZWRY 240 Sogutmal1 Calkalamali Inkiibatorde
150 rpm’de 37 °C’de 96 saat inkiibe edilmistir.

Antibiyotigin MIK degerinin belirlenmesi 2 asamada gerceklestirilmistir. Ilk
asamada genis antibiyotik konsantrasyon araliginda (0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1 ve 5
ug/ml) kiltirler olusturulmustur. Kiiltlirler Sogutmali ¢alkalamali inkiibatorde 150
rpm’de 37 °C’de 96 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan iireme
gozlemlenen en yliksek antibiyotik konsantrasyonuyla lireme gozlemlenmeyen en diisiik
antibiyotik konsantrasyonunun oldugu doz araligi B. pertussis hiicreleri igin azitromisin
MIK araligi olarak belirlenmistir. Belirlenen MIK aralima gére antibiyotik
konsantrasyon araligi daraltilarak (0.05, 0.06, 0.07, 0.08, 0.09 ve 0.1 ug/ml) yeni bakteri
kiiltiirleri olusturulmustur. Kiiltiirler Sogutmali ¢alkalamali inkiibatérde 150 rpm’de 37
°C’de 96 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda iireme gdzlemlenmeyen en diisiik
antibiyotikli kiiltiiriin konsantrasyon degeri MIK olarak belirlenmistir. Deneyin bu
asamasi 3 tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

3.3. Azitromisinin Sub-MiK Dozlarimin B. pertussis’in Biiyiime Hizina Etkisinin
Belirlenmesi

Azitromisinin B. pertussis hiicreleri icin belirlenen MiK degerinin 1/2, 1/4, 1/8,
1/16, 1/32 ve 1/64 oranlarinda sub-MIK ’lerini igeren bakteri kiiltiirleri hazirlanmustir ve
biiyiime egrileri olusturulmustur (Nikbin vd. 2018). ilk olarak yeni biiyiitiilen taze B.
pertussis hiicreleri MB sivi besiyerine aktarilmistir. Soif Uv 510 Optical Instruments
Spektrofotometre cihazinda ODgoo’de bakteri konsantrasyonlart 0.05’e (yaklagtk 107
cfu/ml bakteri) ayarlanmigtir. Bakteri kiiltiirleri 25 ml hacimlerde ve 100 ml’lik erlenlerde
olusturulmustur. Pozitif kontrol olarak antibiyotik eklenmemis B. pertussis kiiltiirleri
hazirlanmistir. Hazirlanan kiiltiirler 150 rpm’de 37 °C’de 5 giin boyunca inkiibe edilerek
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12 saatte bir ODeoo degerleri Olgiilmiistiir. Deneyin bu asamasi 3 tekrarli olarak
gerceklestirilmis ve biiylime egrileri Microsoft Excel programinda olusturulmustur.

3.4. Azitromisinin Sub-MIK Dozlarimn B. pertussis’in Biyofilm Olusturma
Kapasitesi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

B. pertussis’in biyofilm olusturma kapasitesi belirlenirken 96 kuyulu hiicre
kiiltiirii plagi yontemi kullamlmistir (Conover vd. 2010). Oncelikle taze B. pertussis
hiicrelerinin konsantrasyonu MB besiyerinde ODsoo’de 0.1 hiicre konsantrasyonuna
ayarlanmistir. Hiicre kiiltiirii plagma (LP SPA, italya) MB besiyerinde azitromisinin
belirlenen sub-MiK lerini iceren 200 ul antibiyotikli bakteri soliisyonlar1 eklenmistir.
Negatif kontrol olarak B. pertussis icermeyen MB ve pozitif kontrol olarak da MB
besiyerinde antibiyotiksiz B. pertussis kiiltiirleri hazirlanarak her kuyucuga 200 pl
aktarilmistir. Ardindan 96 kuyulu plaklar 37 °C’de statik kosullarda 96 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun ardindan plak igindeki besiyerleri dokiilerek steril distile su
(dH20) ile iyice yikanmustir. Daha sonra 37 °C’de 25 dak kurumaya birakilmistir.
Ardindan her bir kuyucuk %0.1°lik taze hazirlanan kristal viyole (Merck, Almanya) ile
oda sicakliginda 30 dak boyanmistir. Boyamanin ardindan plaklar dH2O ile 4 kere iyice
yikanmistir ve 200 pl %95°lik etil alkolle tiim kuyucuklar tek tek ¢ozdiiriilerek 590 nm’de
Olctimler yapilmistir. Deneyin bu asamasi 3 kere tekrar edilmistir.

3.5. Azitromisinin Sub-MIK Dozlarimin B. pertussis’in Gen Ekspresyonlarina
Etkisinin Belirlenmesi

3.5.1. B. pertussis hiicrelerinden toplam RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

Azitromisinin belirlenen sub-MiK dozlarinin B. pertussis’in ptxS1 ve prn
genlerinin ekspresyonlarma olan etkisinin belirlenmesi i¢in antibiyotigin sub-MIK
dozlarin1 igeren sivi bakteri kiiltiirleri hazirlanmistir. Oncelikle taze B. pertussis
hiicrelerinin  konsantrasyonlari MB besiyerinde ODsgoo’de  0.05°e¢  ayarlanmustir.
Antibiyotikli bakteri kiiltiirleri igin 25 ml’deki son konsantrasyonlarinin belirlenen sub-
MiK lerde olmas igin antibiyotik ara stoklar1 hazirlanmis ve 100’liik erlenlere 500 pl
aktarilmigtir. Pozitif kontrol olarak antibiyotik eklenmemis B. pertussis kiiltiirleri
hazirlanmistir. Hazirlanan kiltiirler 150 rpm’de 37 °C’de 48-60 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresinin ardindan her bir bakteri kiiltiirii 15°lik steril santrifiij tiiplere
(Greiner Bio-One GmbH, Almanya) alinmistir ve 4000 rpm’de 10 dak Rotorlu MSE
Mistral 2000 santrifiij cihazinda bakteri hiicreleri ¢oktiiriilmiistiir. Ardindan besiyeri
dokiilerek santrifiij tiiplerinin dibinde kalan bakteri hiicreleri i¢in toplam RNA
izolasyonlar1 gergeklestirilmistir. RNA izolasyonlar1 ticari olarak satin alinmig RNA
izolasyon kitindeki (Zymo Research, ABD) talimatlara uygun olarak gergeklestirilmistir.
Coktiiriilen bakteri hiicrelerinin iizerine 600 ul trizol (TRI reaktifi) eklenerek bu
solisyonun iginde bakteriler ¢ozdiiriilmiistiir. Ardindan 14.500 rpm’de 1 dak santrifiij
edilmistir. Stipernatantlar steril eppendorf tiipe alinarak iizerine 600 pl etanol
aktarilmistir. Tlip yavasca alt list yapilarak soliisyonlarin iyice karistirilmasi saglanmaistir.
Karigimlar spin kolonlara alinarak 14.500 rpm’de 30 s santrifiijlenerek RNA’larin kolona
tutunmasi saglanmistir. Bu asamadan sonra kitin talimatlarina uygun olarak DNaz-1
asamasi ortamda bulunabilecek olas1t gDNA molekiillerinin uzaklastirilabilmesi amaciyla
gerceklestirilmigtir. Bu asama igin 400 pul etanol eklenmis RNA yikama tamponu (wash
buffer) kolonlara eklenerek 14.500 rpm’de 30 s santrifiijlenmistir. Ardindan ayr bir tiipte
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5 ul DNaz-1 ve 75 ul DNA 6ziimseme tamponu (digestion buffer) karistirilip kolona
eklenmistir ve 15 dak bekletilmistir. Daha sonra 400 pl etanol eklenmis Direct-zol RNA
on yikama tamponu (pre-wash buffer) eklenerek 14.500 rpm’de 30 s santrifiijlenmistir
(bu asama 2 kere tekrar edilmistir). 700 ul RNA yikama tamponu (wash-buffer) eklenerek
14.500 rpm’de 2 dak santrifiij edilmis ve Kolonun alt kismindaki soliisyon atilmuistir.
Ardindan kolon steril DNaz-RNaz igermeyen yeni bir eppendorfa alinarak kolon igerisine
100 pl DNaz-RNaz igermeyen su eklenmistir ve 1 dak bekletildikten sonra santrifiij
edilerek RNA’nin eppendorfa aktarilmasi saglanmistir.

Izole edilmis toplam RNA'larin kalitatif ve kantitatif analizi %1’lik agaroz jel
elektroforezi ve spektrofotometre ile gerceklestirilmistir. Elde edilen toplam RNA’larin
NanoDrop (Thermo Scientific, ABD) dlgiimleriyle saflik ve miktar tayinleri yapilmistir.
Tris (Sigma Aldrich, ABD), etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) (Sigma Aldrich, ABD)
ve glasiyel asetik asit (Merck Millipore, Almanya) ile TAE tamponu hazirlanarak %1’lik
agaroz (Sigma Aldrich, ABD) jel elektroforezleri gergeklestirilmistir. Elektroforez
sonrasinda jel, etidyum bromiir (EtBr) (Sigma Aldrich, ABD) ile boyanmistir ve DPR
Minibis Pro Bio Jel Gériintileme Sistemi (DNR Bio-Imaging Systems, Israil) ile
goriintiilenmistir.

Jel goriintiilemeleri yapilan toplam RNA’lardan cDNA sentezi gergeklestirilmistir
ve bu islem ticari olarak satin alinmis cDNA sentez kitindeki (Jena Bioscience, Almanya)
talimatlara uygun olarak yapilmistir. Bu asama i¢in iki ayr1 PCR tiipii hazirlanmistir. Tiip-
1, RNaz i¢cermeyen su, RNA ve primerleri (toplam hacim 10 pL), tiip-2 ise reverse
transkriptaz, RNaz inhibitor, DTT stok soliisyonu, dNTP, tampon soliisyon ve RNaz
icermeyen suyu (toplam hacim 10 pL) igerecek sekilde hazirlanmistir. Tiip-1 65 °C’de 5
dak ve 4 °C’de 1 dak olacak sekilde Biorad T100 Thermal Cycler (Biorad, ABD) PCR
cihazinda inkiibe edilmistir. Ardindan tiip-1 tiip-2 ile karistirilip 42 °C’de 10 dak, 50
°C’de 60 dak ve 70 °C’de 10 dak olacak sekilde PCR cihazina yerlestirilmistir. Ardindan
sentezlenen cDNA’lar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.5.2. Spesifik primerlerin ozgiilliik testi icin geleneksel polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) analizleri

B. pertussis’in ptxS1 ve prn gen ekspresyonlarinin belirlenmesi i¢in tasarlanan
primerler ile referans gen (housekeeping gen) olarak kullanilan RNA polimeraz B
altbirim (rpoB) geni igin tasarlanan primerler (Sentebiolab, Tiirkiye) Cizelge 3.1°de
gosterilmektedir.

pt geni i¢in S1 alt birimine ait ptxS1 geninin 112 bg'lik bir fragmanini amplifiye
etmek i¢in primer tasarimi yapilmustir. prn geni i¢in 1098189-1098261 genom
pozisyonuna ait 73 b¢’lik bir fragmanini amplifiye etmek i¢in primer tasarimi yapilmistir.
Referans gen rpoB genine ait primerler 93 bg’lik bir fragmani amplifiye etmek icin
tasarlanmustir. Primer dizileri hedef genlerin 6zgilinliigilinii saglamak i¢in NCBI BLAST
( //blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi ) veri bankasindan kontrol edilerek dogrulanmustir.
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Cizelge 3.1. Hedef gen bolgeleri i¢in sentezlenen primerler ve amplikon boyutlari

Gen Primerler Amplikon Boyutu (b¢)  Referanslar
Ileri primer:
ptxS1  5-TTCCAGAACGGATTCACGGC -3’ 112 Bibova vd.
Geri primer: 2013
5’-TGCTGCTGGTGGAGACGAA -3’ (modifiye)
Tleri primer:
prn 5’- TGCCGACTGGAACAACCA-3’ 73 Hasan vd.
Geri primer: 2014

5’- GTCGGAGCCCTGGATATGG-3’
Tleri primer:

rpoB  5°- GCTGGGACCCGAGGAAATCA-3’ 93 Bibova vd.
Geri primer: 2013
5’- GCGCCAATGTAGACGATGC-3’ (modifiye)

Ilgili gen bolgeleri igin sentezlenen primerler geleneksel PCR ile amplifiye
edilmigtir. PCR i¢in sentezlenen cDNA’lar kullanilmistir ve reaksiyon karigimlari Cizelge
3.2°de belirtildigi gibi hazirlanmistir. Biorad T100 Thermal Cycler (Biorad, ABD)
cihazinda Cizelge 3.3’te belirtilen PCR kosullariyla reaksiyonlar gergeklestirilmistir.
Boylelikle sentezlenen cDNA’larla spesifik primerlerin aktivitesi kontrol edilmistir.

Cizelge 3.2. Geleneksel PCR igin hazirlanan reaksiyon karisimi

Karisim Reaktifi Kullanilan Miktar
Niikleaz igermeyen dH.O 17,5 ul
Taq Tampon Soliisyonu (10X) 2,5ul
MgCl2 (25 mM) 2,5u
cDNA 0,5 ul
dNTP karisimi (10 mM) 0,5 ul
Ileri Primer (10 pM) 0,5 ul
Geri Primer (10 uM) 0,5l
Taq polimeraz enzimi 0,5 ul
Toplam 25 ul

Cizelge 3.3. Hedef gen bolgelerinin gogaltilabilmesi i¢in ayarlanan geleneksel PCR
kosullar1

PCR Asamasi Sicakhik Siire

[k denatiirasyon 95 °C 10 dak

Denatiirasyon 95 °C 1 dak
Primer yapigmast 55 °C 30s .
Uzama 72 °C 1 dak 30 dongi

Son Uzama 72 °C 10 dak

30



MATERYAL VE METOT E. DELIK

PCR’nin tamamlanmasindan sonra TAE tamponu hazirlanarak %3’lik agaroz
(Sigma Aldrich, ABD) jel elektroforezleri gerceklestirilmistir. Elektroforez sonrasinda jel
EtBr (Sigma Aldrich, ABD) ile boyanmistir ve DPR Minibis Pro Bio Jel Gorilintiileme
Sistemi ile goriintiilenmistir.

3.5.3. Gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu analizleri (RT-PCR)

B. pertussis’e onemli viriilans O6zellikler kazandiran ptxS1 ve prn genlerinin
ekspresyon seviyelerinin analizi i¢in RT-PCR gergeklestirilmistir. RT-PCR analizleri
QuantiNova SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Hilden, Almanya) ile kit protokoliine uygun
olarak gerceklestirilmistir. Referans gen olarak rpoB kullanilmistir ve ilgili gen
bolgelerine ait sentezlenen primerler Cizelge 3.1°de gosterilmektedir.

RT-PCR deneylerinde primer ve cDNA’nin optimum konsantrasyonlarini
belirleyebilmek i¢in cDNA’nin seri seyreltmeleri yapilarak standart egriler ¢izilmistir.
Bunun i¢in ¢cDNA 1/10, 1/100, 1/1000, 1/100000, 1/1000000 oraninda seyreltilerek
standart egriler olusturulmustur. Ayrica gerceklestirilen reaksiyonlar sirasinda ortamda
olabilecek olas1 niikleik asit kontaminasyonunun kontrolii i¢in sablonsuz kontrol (NT)
olarak cDNA igermeyen reaksiyon tiipleri negatif kontrol hazirlanmistir. NT kontrolii ile
ortamda fazladan niikleik asit kirliligi olup olmadig1 ayrica primer dimer olusumlari
kontrol edilmesi amaglanmistir. RT-PCR karisgimlar1 Cizelge 3.4’te belirtildigi gibi
hazirlanmistir. Cizelge 3.5°te belirtilen RT-PCR kosullariyla reaksiyonlar RotorGene Q
5plex HRM (Qiagen, Hilden, Almanya) cihazinda gerceklestirilmistir. Her bir gen
bolgesine ait RT-PCR analizleri ii¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.4. RT-PCR i¢in hazirlanan reaksiyon karisimi

Karisim Reaktifi Kullanilan Miktar
Niikleaz igermeyen dH,O 7 ul
2X SYBR Green PCR master mix 10 ul
cDNA 1pul
Ileri Primer (10 pM) 1 ul
Geri Primer (10 uM) 1ul
Toplam 20 pul

Cizelge 3.5. Hedef gen bolgelerinin ¢ogaltilabilmesi i¢in ayarlanan RT-PCR kosullari

PCR Asamasi Sicakhik Siire
[k denatiirasyon 95 °C 2 dak
Denatiirasyon 95 °C 5S
40 dongii
Baglanma/Uzama 60 °C 10s

Gergeklestirilen reaksiyonlar sonucunda sadece hedef gen bdlgesinin iiriin olarak
olustugunu dogrulamak amaciyla her amplifikasyon reaksiyonunun sonunda erime egrisi
analizleri yapilmistir. Erime egrisi analizi i¢in sicaklik 60 °C’den 95 °C’ye her 5 saniyede
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1 °C artacak sekilde ayarlanmistir. Reaksiyon sonunda cDNA konsantrasyonunun
logaritmasina karsilik Ct degerleri kullanilarak bir standart egri ¢izilmistir ve reaksiyon
verimliligi katsayis1 (E=(10-Y51°P%-1) x100) hesaplanmistir. Elde edilen veriler RotorGene
Q 5plex HRM cihazinin yazilimi (versiyon 2.0.3) kullanilarak analiz edilmistir. Hedef
genlerin ekspresyon seviyeleri de referans gen olarak kullanilan rpoB ekspresyon
seviyelerine gdre normallestirilmistir. Gen ifadelerindeki kat degisimleri 2" yontemi
ile asagida belirtildigi gibi hesaplanarak antibiyotikli ortamda biiyiitiilen kiiltiirlerin
ekspresyon seviyeleri antibiyotiksiz kiiltiirlerle karsilagtirilmistir.

2-AACt — [(Cthedef gen - Cthousekeeping gen)0rnek - (Cthedef gen — Cthousekeeping gen)KONtrol]

3.6. istatistiksel Analizler

Bakterilerin bitylime egrisi i¢in belirli araliklarla 6lgiilen ODgoo degerleri RT-PCR
degerlendirmelerinde azitromisinin sub-MIK dozlar1 olan ve olmayan ptxS1 ve prn
genlerinin nispi ekspresyon seviyeleri, ayrica azitromisinin sub-MIK dozlarinin biyofilm
olusumuna olan etkileri {ic bagimsiz degerlendirmelerin ortalama + standart Sapmasi
olarak sunulmustur. Calismalar sonucunda elde edilen verilerin istatistiksel analizleri tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak gergeklestirilmistir (IBM SPSS 22 (SPSS,
ABD)) ve ¢oklu Kkarsilagtirmalar i¢in Tukey'nin post-hoc testi kullanilarak
karsilagtirilmistir.  Yapilan analizler sonucunda p<0.05 farkliliklar1 olan ikili
karsilastirmalar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

32



BULGULAR E. DELIK

4. BULGULAR
4.1 Azitromisinin MiK Degerinin Belirlenmesi

Calismada oncelikle azitromisinin genis antibiyotik konsantrasyonu araliklarinda
MIK degeri belirlenmistir. [Tk asamada 0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5 ve 1 pg/ml’lik dozlarda
antibiyotik igeren siv1 bakteri kiiltiirleri hazirlanmis ve 96 saatlik inkiibasyon siiresinin
ardindan bakteri liremesinin olmadig1 en diisiikk antibiyotik konsantrasyonu 0.1 pg/ml,
bakteri {liremesinin goriildiigii en yiiksek konsantrasyon ise 0.05 pg/ml olarak
belirlenmistir. Bu nedenle ilk asamada Tohama-| hiicreleri i¢in azitromisinin MiK aralig
0.05-0.1 pg/ml olarak belirlenmistir.

Ikinci asamada, belirlenen MiK araliginin genisletilmesiyle 0.05, 0.06, 0.07, 0.08,
0.09 ve 0.1 pg/ml antibiyotik konsantrasyonlarinda bakteri kiiltiirleri hazirlanmustir.
Inkiibasyon siiresinin ardindan bakteri iiremesinin olmadig1 en diisiik konsantrasyonunun
0.08 pg/ml oldugu gozlemlenmistir. Bu nedenle, bu tez c¢alismasi kapsaminda B.
pertussis’in standart susu Tohama-I’in azitromisin antibiyotigi icin MiK degeri 0.08
pug/ml olarak belirlenmistir.

4.2 Azitromisinin Sub-MIiK Dozlarimn B. pertussis’in Bilyiime Hizina Etkisinin
Belirlenmesi

Azitromisin igin belirlenen MIK degerinin 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 ve 1/64
oranlaridaki sub-MIK dozlarmin bakterinin biiyiime hizina olan etkileriyle ilgili olarak
elde edilen veriler Sekil 4.1’de gosterilmektedir. Bakterilerin en yiiksek hiicre
konsantrasyonuna 48. saatte ulastiklar1 gbzlemlenmistir. Daha sonra hiicre
konsantrasyonlarinda hafif azalma ve duraganlagsma olmustur.

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

ABSORBANS (OD600)

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
ZAMAN (S)

—&— Kontrol 12 A=—d—1/4 A=>—=1/8 A 1/16 A 1/32 A =—+—1/64 A

Sekil 4.1. Sub-MIK degerlerde azitromisinin Tohama-l susunun biiyiime hizina olan
etkisi. Veriler {i¢ tekrarin ortalama absorbans =+ standart sapmasi olarak ifade edilmistir
(Kontrol: Antibiyotiksiz bakteri kiiltiirii, A: Azitromisin)
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Absorbans degerlerine gore en yliksek biiylime orani antibiyotiksiz bakteri
kiiltiiriinde gozlemlenmistir. Antibiyotikli ortamlardaki biiyimeler incelendiginde, sub-
MIK degerlerin bakterinin biiyiimesini belirgin sekilde yavaslattigi gdzlemlenmistir.
Antibiyotigin 1/2, 1/4 ve 1/8 sub-MiK dozlar1 bakteriler tarafindan tolere edilememistir
ve deneysel acidan yeterli bakteri konsantrasyonlarina ulagilamamistir (p<0.05). 1/16,
1/32 ve 1/64 sub-MiK’lerde ise devam edecek olan deneyler i¢in de yeterli bakteri
konsantrasyonlaria ulasiimistir. Ayrica sub-MiK dozlardaki biiyiime oranlar1 istatiksel
acidan birbirlerinden ve kontrolden anlamli derecede farkli olmustur (p<0.05). Bakteriler
1/16, 1/32 ve 1/64 sub-MiK ’lerde anlamli derecede biiyiiyebildiklerinden bu tez ¢alismasi
kapsaminda Tohama-| igin azitromisinin sub-MIiK’leri olarak kabul edilmistir. Bu
nedenle antibiyotigin B. pertussis’in biyofilm olusturabilme yetenegi ile gen
ekspresyonlarina olan etkisinin belirlenmesi igin bu konsantrasyonlar kullanilmustir.

4.3 Azitromisinin Sub-MiK Dozlarimn B. pertussis’in Biyofilm Olusturma
Kapasitesi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Azitromisinin belirlenen sub-MIK degerlerinin B. pertussis Tohama-I’in biyofilm
olusturma kapasitesine olan etkileri Sekil 4.2°de gosterilmistir. En yiiksek biyofilm
olusturabilme yetenegi antibiyotik igermeyen pozitif kiiltiirde goriilmiistiir (p<0.05).

1,34
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Kontrol 1/64 A 1/32 A 1/16 A

Sekil 4.2. Azitromisinin sub-MiK’lerinin Tohama-I’in biyofilm olusturabilme
kapasitesine olan etkisi. Veriler ii¢ tekrarin ortalama absorbans =+ standart sapmasi olarak
ifade edilmistir (Kontrol: Antibiyotiksiz bakteri hiicreleri, A: Azitromisin, {ist simgelerde
yer alan farkli harfler istatistiksel agidan anlaml farklilig1 temsil etmektedir (p <0.05))

Sub-MiK lerin Tohama-I hiicrelerinin biyofilm olusturabilme kapasitesi iizerine
etkileri incelendiginde antibiyotik konsantrasyonun artigina paralel olarak bakterilerin
biyofilm olusturabilme yeteneginde azalma oldugu goriilmistiir. Azitromisinin 1/16 sub-
MIK dozu biyofilm olusumunu kontrole goére dnemli derecede inhibe etmistir (p <0.05).
Ancak 1/16 ile 1/32 sub-MIK’ler ve 1/32 ile 1/64 sub-MIK lerde bakteri hiicrelerinin
biyofilm iiretebilme yetenekleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark olmamistir
(p>0.05).
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4.4 Azitromisinin Sub-MIK Dozlarimn B. pertussis’in Gen Ekspresyonlarina
Etkisinin Belirlenmesi

4.4.1. B. pertussis hiicrelerinden toplam RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

Sub-MiK dozlardaki azitromisin varhginda B. pertussis’in énemli viriilans
faktorlerine ait prn ve ptxS1 genlerinin nispi ekspresyon seviyelerinin belirlenebilmesi
icin RNA izolasyonlar1 gerceklestirilmistir. izole edilen RNA 6rneklerinin agoroz jel
goriintiileri Sekil 4.3.°te gosterilmektedir. Ayrica spektrofotometrik 6l¢lim degerleri ve
konsantrasyonlar1 Cizelge 4.1° de gosterilmektedir.

K 1/16A 1/32A 1/64A

1500 bg 23S RNA
1000 b 16S RNA
200 b

55 RNA

Sekil 4.3. Azitromisin varliginda ve yoklugunda biiyiitillen B. pertussis Tohama-I
susundan izole edilen RNA’larin agaroz jel goriintiisi (M: DNA Merdiveni, K:
Antibiyotiksiz ortamda biiyiitiilen bakteri hiicreleri, A: Azitromisin)

Cizelge 4.1. izole edilen RNA &rneklerinin absorbans degerleri ve konsantrasyonlari

RNA Ornekleri ADb260/Ab280 ADb260/Ab230 | Konsantrasyon (ng/pl)
Kontrol Tohama-I 1,73 2,08 145,20

1/16 A 1,75 2,10 407,60

1/32 A 1,78 2,14 247,56

1/64 A 1,78 2,06 172,31

(Kontrol: Antibiyotiksiz ortamda biiyiitilen bakteri hiicreleri, A: Azitromisin, Ab:
Absorbans)

Izolasyonu gergeklestirilen RNA’lardan cDNA sentezi yapilarak RT-PCR
calismalarinda kullanilmak tizere -20 °C’de muhafaza edilmistir.
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4.4.2. Spesifik primerlerin 6zgiilliik testi icin geleneksel polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) analizleri

RT-PCR analizleri yapilmadan dnce sentezlenen cDNA’larla prn, ptxS1 ve rpoB
genleri i¢in hazirlanan primerlerin 6zgiilliik testleri geleneksel PCR analizleriyle kontrol
edilmigtir. PCR sonuglarina ait %3’lik agoroz jel gorlintisii Sekil 4.4.°te
gosterilmektedir.

prcSI{112bg)  rpeB (93 bg) (73 be)

M K 1164 1824 1644 E L1464 10324 1/644 E 11464 1324 10644

300 b

200 by
100 be

Sekil 4.4. Spesifik primerler i¢in ¢cDNA’larla gergeklestirilen PCR’ye ait agaroz jel
goriintiisii (M: DNA Merdiveni, K: Antibiyotiksiz ortamda biiyiitiilen bakteri hiicreleri,
A: Azitromisin, ptxS1: pertussis toksin S1 alt birimi, rpoB: RNA polimeraz B altbirim,
prn: pertaktin)

Sentezlenen primerlerin sadece hedef gen bolgelerini ¢ogalttiklarr goriilmiistiir.
Bu baglamda RT-PCR analizleri asamasina gegilmistir.

4.4.3. Gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu analizleri (RT-PCR)
4.4.3.1. rpoB gen ifadesi bulgular:

RT-PCR sonuglarina gore, erime egrisinde standartlar ayn1 Tm derecesinde tepe
noktasi vermistir (Sekil 4.5b). Ayrica RT-PCR analizlerinde olusturulan standartlarin
egiminin -3.6 < egim < -3.1 araliginda, R? degerinin ise 0.98°den biiyiik veya esit olmasi
gereklidir. rpoB icin olusturulan standart grafigin R? degeri 0.97 ve egimi -3.12’dir (Sekil
4.5¢). Elde edilen PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezinde 93 bg biiyiikligiinde
beklenen iiriinii amplifiye ettigi gdzlenmistir (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.5. rpoB geni i¢in olusturulan standartlara ait RT-PCR verileri; a) standartlarin
gercek zamanli amplifikasyon egrileri; b) standartlarin erime egrileri; €) standart egri

1000 be

S3 S4 S5 S6 87

M S1 S2

Sekil 4.6. rpoB geni RT-PCR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii (M: DNA Merdiveni, S:

Standart)

4.4.3.2. ptxS1 gen ifadesi bulgular:

RT-PCR sonuglarina gore, erime egrisinde standartlar ayn1 Tm derecesinde tepe
noktas1 vermistir (Sekil 4.7b.). Olusturulan standart grafigin R? degeri 0.98"den biiyiik
(0.99) ve egimi -3.6 < egim < -3.1 araligindadir (-3.19) (Sekil 4.7c.). Elde edilen PCR
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driinlerinin agaroz jel elektroforezinde 112 baz ¢ifti uzunlugunda beklenen {iriini

amplifiye edilebildigi gézlenmistir (Sekil 4.8.).

Concentration

a
e ——
B e
35
100 ///
HA
4 s
10 1f—
g / ;/
2 15 /
©o10 v AR
£ rd
= 420 /
10-25 Y 4‘,‘
Threshold] | 7
1000 /
5 10 15 20 2 30 35 40
Cycle
¢ 22
18
16+
— 14
o
12 4
10
8 — — — -4
1d 10 1 1d 16

Sekil 4.7. ptxS1 geni i¢in olusturulan standartlara ait RT-PCR verileri; a) standartlarin
gercek zamanli amplifikasyon egrileri; b) standartlarin erime egrileri; €) standart egri

1000 bg

200 bg
112 bg

Sekil 4.8. ptxS1 geni RT-PCR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii (M: DNA Merdiveni, S:

Standart)

4.4.3.3. prn gen ifadesi bulgular

RT- PCR sonuglarina gore, erime egrisinde standartlar ayn1 Tm derecesinde tepe
noktas1 vermistir (Sekil 4.9b.). Olusturulan standart grafigin R? degeri 0.98 den biiyiik
(0.99) ve egimi -3.6 < egim < -3.1 araligindadir (-3.15) (Sekil 4.9c.). Elde edilen PCR
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driinlerinin agaroz jel elektroforezinde 73 baz c¢ifti uzunlugunda beklenen {iriini
amplifiye edilebildigi gézlenmistir (Sekil 4.10.).

a »* — wb
10 /'/‘1-—’ y |
7 /
3
10™° / { T \
2 / e, o\ »
g // . 3 \\ /
N
/ N 7
L~ o —
V\ME
10

Sekil 4.9. prn geni i¢in olusturulan standartlara ait RT-PCR verileri; a) standartlarin
gercek zamanli amplifikasyon egrileri; b) standartlarin erime egrileri; €) standart egri

M S1 S2 83 S4 S5 S6 87

1000 bg

200 bg
92 be

Sekil 4.10. prn geni RT-PCR iriinlerinin agaroz jel gortintiisii (M: DNA Merdiveni, S:
Standart)
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4.4.3.4. Azitromisinin sub-MiK dozlarmmn ptxS1 ve prn ekspresyonlarina etkisinin
belirlenmesi

Azitromisin antibiyotiginin sub-MIK dozlarinda biiyiitiilen B. pertussis
hiicrelerinin ptxS1 ve prn gen ekspresyonlarinin belirlenebilmesi i¢in RT-PCR analizleri
yapilmistir (Sekil 4.11. ve 4.12.).

Norm . Fluoro

Threshold

= Tneshoﬁv
5

Norm. Fluoro

95

Sekil 4.11. Antibiyotikli/antibiyotiksiz ortamda biiytitiilen bakteri hiicrelerinin ptxS1 ve
prn gen ekspresyonlarinin RT-PCR analizleri; a) ptxS1 ve rpoB’ye ait gergek zamanli
amplifikasyon egrileri; b) ptxS1 ve rpoB’ye ait erime egrileri; C) prn ve rpoB’ye ait ger¢ek
zamanli amplifikasyon egrileri; d) prn ve rpoB’ye ait erime egrileri
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1poB (95 bg) xS (112 be)

M K 16A 32A 64A NI K 16A 32A 64A NT K 16A 32A 64A NT

500 bg

100 bg

Sekil 4.12. Antibiyotikli/antibiyotiksiz ortamda biiyiitiilen bakteri hiicrelerinin rpoB,
ptxS1 ve prn genlerine ait RT-PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi (M: DNA
Merdiveni, K: Antibiyotiksiz ortamda biiyiitiilen bakteri hiicreleri, A: Azitromisin, NT:
sablonsuz kontrol, rpoB: RNA polimeraz B altbirim, ptxS1: pertussis toksin S1 alt birimi,
prn: pertaktin)

RT-PCR analizleri sonucu elde edilen Ct degerleriyle yapilan hesaplamalarda
(Cizelge 4.2), sub-MiK dozlardaki azitromisinin ptxS1 ve prn gen ekspresyonlarina olan
etkisinin degisken oldugu goézlemlenmistir. Gen ifadeleri antibiyotik dozunun artisina
paralel olarak bir artis veya azalis gostermemistir (Sekil 4.13.).

Cizelge 4.2. Sub-MIK azitromisin varliginda ptxS1 ve prn genlerinin ekspresyonlaridaki
kat degisimlerinin hesaplanmasi

Ct Ct ACt AACt 2 anct
(ptxSlortct) (rpoBortct) (ptxSlct—rpoBct) (Act— Kct)  (Kat degisim)
K 19.6+0.51 17.6+0.59 2.0+1.08 0£0.15 1+0.10
1/16 A 20.6+0.21  18.3%1.19 2.2+0.98 0.2+0.16 0.9+0.10
1/36 A 19.5+0.47 17.8+0.36 1.7+£0.83 -0.3+0.27 1.3+0.23
1/64 A 22.1+0.99  19.3+0.48 2.8+1.46 0.7+£0.55 0.6:0.21
Ct Ct ACt AACt 2 anct
(ptxSlortct) (rpoBortct) (ptxSlci—rpoBct) (Act— Kct)  (Kat degisim)
K 20.8€2.02  18.2+1.92 2.6£0.13 0£0.08 1£0.06
1/16 A 22.1+0.48  20.0+0.06 2.1+0.45 -0.5+0.35 1.5+0.36
1/36 A 18.7+1.98  16.9+1.48 1.7+0.51 -0.94+0.42 1.9+0.54
1/64 A 21.4+1.71  19.3£1.09 2.2+0.66 -0.4+0.57 1.4+0.59
(K: Kontrol (antibiyotiksiz ortamda biiyiitiilen bakteri), A: Azitromisin)
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ptxS1 prn
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KONTROL 1/16A 1/32A 1/64A KONTROL 1/16A 1/32A 1/64A

Sekil 4.13. Azitromisinin sub-MIK dozlarinmn B. pertussis Tohama-I’in gen
ekspresyonlarina olan etkisi. Veriler gen ekspresyonunun ortalama =+ standart sapmasi
olarak ifade edilmistir (Kontrol: Antibiyotiksiz bakteri hiicreleri, A: Azitromisin, st
simgelerde yer alan farkli harfler istatistiksel agidan anlamli farklilig1 temsil etmektedir
(p <0.05))

Sub-MIK dozlarin gen ekspresyonlarma olan etkileri incelendiginde; ptxS1
ekspresyonu MIK/32’de artmistir. Ancak bu artis kontrol ve MiK/16’ya gore istatiksel
acidan anlamli bir artis degildir (p>0.05). MIK/16 ile MIK/64 ptxS1’in ekspresyonunu
azaltmistir. Fakat bu iki sub-MIK degerlerdeki azalislarin kontrolden anlamli bir farki
olmamistir (p>0.05). prn ekspresyonu ise azitromisinin tiim sub-MIK’lerinde artis
gostermistir. Ancak bu artislarda istatistiksel olarak anlamli bir artis degildir (p>0.05).
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5. TARTISMA

B. pertussis bogmaca olarak bilinen akut solunum yolu hastaliginin ana etkeni
olan bir patojendir. Diger bakteriyel enfeksiyon hastaliklarinin tedavilerinde oldugu gibi
bu hastaligin tedavisinde de antibiyotik kullanilmaktadir. Bulasic1 hastaliklar hala diinya
genelindeki Oliimlerin 6nde gelen sebeplerindendir ve bu hastaliklarin tedavisi igin
tiretilen antibiyotiklerin etkisi zamanla mikroorganizmalarin antibiyotiklere gelistirdigi
direngle giderek azalmaktadir. Son zamanlarda ¢esitli bakteri tiirlerinin klinikte kullanilan
antibiyotiklere karsi artan direng sikligi halk sagligini tehdit eden bir sorun haline
gelmistir. Ancak B. pertussis’in antibiyotik direncine iligkin literatiirde yeterli ¢caligma
bulunmamaktadir ve su anda B. pertussis'in tespit yontemleri veya gesitli antibiyotik
direng testlerinin sonuglar1 i¢in kabul edilmis uluslararasi standartlar yoktur (Lin vd.
2021; Zhang vd. 2022). Ayrica antibiyotiklerin sub-MIK degerlerinin B. pertussis iizerine
olan etkisiyle ilgili herhangi bir ¢alisma mevcut degildir. Bu tez ¢alismasi1 B. pertussis
hiicrelerinin bliylime hizi, biyofilm olusturabilme kapasitesi, Onemli viriilans
faktorlerinden olan ptxS1 ve prn genlerinin ekspresyonlarini sub-MIK dozlarda
azitromisin varliginda arastiran ilk ¢aligmadir.

Calismada oncelikle B. pertussis’in standart susu Tohama-I’in azitromisine karsi
MIK degeri arastirilmistir ve bu ¢alismada 0.08 pg/ml olarak belirlenmistir. Yamaguchi
vd. (2020) Japonya’da makrolidlere direngli B. pertussis izolasyonuna iliskin ilk rapor
niteligindeki caligmalarinda referans sus olarak kullandiklar1 Tohama-1’in azitromisin
icin MIK degerinin 0.064 pg/ml oldugunu bildirmistir. Fry vd. (2010) Birlesik Krallik
icindeki cografi olarak farkli yerlerden temin ettikleri B. pertussis izolatlariyla
antimikrobiyal duyarlilik ¢alismalar1 yaparak tiim izolatlar i¢in azitromisin MIK lerinin
0.064 pg/ml’den disiik oldugunu bildirmistir. Benzer sekilde Lonnqgvist vd. (2018) B.
pertussis suslarmin Finlandiya’daki yayginligini ve antimikrobiyal duyarliliklarini
belirlemek igin elli B. pertussis izolati ile antimikrobiyal duyarlilik testi yapmustir.
Izolatlarm azitromisin igin MIK degerinin 0.016-0.19 pg/ml arasinda oldugunu
belirterek azitromisine direngli hi¢bir izolat tanimlamamislardir. Ancak Wang vd. (2013)
Cin’de bogmaca hastasi ¢ocuklardan izole ettikleri dort B. pertussis susunun makrolidlere
direncli olduklarini bildirerek azitromisin, eritromisin ve klaritromisin icin MIK
degerlerinin 256 mg/1'den yiiksek oldugunu bildirmistir. Guo vd. (2018) Tianjin’deki B.
pertussis izolatlarinin antibiyotiklere duyarliliklarin1 arastirdiklar1 ¢alismalarinda
azitromisine karsi diren¢ oraninin %94.4 oldugunu bildirmistir. Li vd. (2019) Cin’de
bogmaca hastalarindan izole edilen B. pertussis izolatlarinin antibiyotiklere olan
duyarlhiliklarini arastirdiklar1 ¢alismalarinda 83 izolatin azitromisine direngli oldugunu
bildirmistir. Wu vd. (2019) bogmacali ¢ocuklarin klinik ozelliklerini arastirdiklari
calismalarinda 36 B. pertussis izolatindan 26’smin azitromisin ve eritromisine direngli
oldugunu (MIK >256 mg/l) bildirmistir. Mi vd. (2021) makrolidlerin ve B-laktamlarin B.
pertussis’e karsi bakterisidal etkisini arastirdiklari ¢alismalarinda, kullandiklart 125
izolatin 78’inin eritromisin ve azitromisine karsi direncli oldugunu belirterek MIK
degerlerinin 256 mg/l'den yiiksek oldugunu bildirmistir. Zhang vd. (2022) Bat1 Cin'deki
58 B. pertussis klinik izolatinin makrolid direncini ve molekiiler &zelliklerini
arastirdiklar1 calismalarinda 46 izolatin azitromisine direngli oldugunu bildirmistir.
Benzer sekilde Hua vd. (2019) antibiyotiklerin in vitro aktivitelerini ve klinik etkilerini
degerlendirdikleri ¢aligmada kullandiklar1 126 B. pertussis susundan 95’nin eritromisin
ve azitromisine kars1 direngli (MIK >256 mg/l) oldugunu, antibiyotik tedavisi gérmemis

43



TARTISMA E. DELIK

dort hastada makrolide direngli B. pertussis izolati tespit edildigini bildirmistir.
Eritromisin ve azitromisin gibi makrolidler bogmaca tedavisi i¢in tercih edilen birincil
antibiyotiklerdir. Ancak literatiir incelemeleri gostermektedir ki bu antibiyotiklere karsi
Ozellikle son zamanlarda direngli B. pertussis suslarimin tanimlanmasi artis
gostermektedir. Bu nedenle bogmaca suslarinda antibiyotik direncinin dikkatle izlenmesi
halk saglig1 agisindan olduk¢a dnem arz etmektedir.

Antibiyotiklere karst direng bogmacanin yeniden ortaya ¢ikmasinda etkili olan
nedenlerden biridir (Wang vd. 2021). Bakteri hiicrelerinin sub-MIK seviyelerde
antibiyotiklere maruz kalmasi, ilgili antibiyotige kars1 direng¢ gelistirmelerinde etkili
olmaktadir (Liu vd. 2021). Sub-MIK antibiyotik ortamlarinda, normalde antibiyotige
duyarli olan bakteri suslar1 biliylimeye devam edebilmektedir. Bakterinin bu
konsantrasyonlardaki biiylimesi, ilgili antibiyotige kars1 gelisen antibiyotik direncinin
onemli bir yonii olabilmektedir. Bu tez calismasinda azitromisin antibiyotiginin 1/16,
1/32 ve 1/64 sub-MiK lerinde B. pertussis hiicrelerinin antibiyotik dozlarini tolere ederek
biiyiiyebildikleri gdzlemlenmistir. Literatiirde sub-MIK antibiyotik dozlarinin B.
pertussis hiicrelerinin biiyiime hiz1 tizerindeki etkilerine iliskin yeterli ve giincel
calismalar mevcut degildir. 1983 yilinda Hewlett vd., klorpromazinin Bordetella tiirleri
i¢in MIK degerini arastirmistir ve antibiyotigin 1/2 ve 1/4 sub-MIiK'lerinin B. pertussis
biliyimesini yavaslattigini bildirmislerdir. Literatiirde B. pertussis ile ilgili ¢alismalar
daha nadirken antibiyotiklerin sub-MiK dozlarmnin bakteri iiremesi iizerindeki etkilerini
arastiran farkl1 birgok bakteri ile yapilan ¢alismalar vardir. Ornegin, Khayyat vd. (2021)
Proteus mirabilis’in  sub-MIK dozlarda metronidazol varliginda anti-viriilans
aktivitelerini degerlendirmistir ve 1/2 ve 1/4 sub-MIK lerin bakteri biiyiimesi iizerinde
herhangi bir etkisinin olmadigin1 bildirmistir. Reeks vd. (2005) klortetrasiklin ve
Klortetrasiklin-siilfametazin’in Mannheimia haemolytica ve Haemophilus somnus
suslariin biiylime hizina olan etkisini arastirdiklar ¢caligmalarinda, antibiyotiklerin sub-
MIK seviyelerinin izolatlarn biiyiimesini belirgin sekilde bozdugunu belirtmislerdir.
Chadha (2021) amoksisilinin sub-MiK'lerinin kommensal bir E. coli susunun ¢esitli
fizyolojik tepkileri ve viriilans belirleyicileri lizerindeki etkilerini inceledigi ¢alismasinda
1/2 ve 1/4 sub-MiK seviyelerin bakteri biiyiime kinetigini dnemli dlciide degistirdigini,
1/8 sub-MIK seviyelerdeyse biiyiime profilinin kontrole benzer oldugunu bildirmistir.
Dong vd. (2019) siprofloksasinin sub-MiK dozlarinda E. coli klinik izolatlarinin biyofilm
olusumu ve viriilans faktorleri tlizerindeki etkisini degerlendirdikleri ¢alismalarinda 3/4
sub-MIK te bakteri iiremesinin olmadigini ve olusturduklari biiyiime egrisine gore, 1/4
sub-MiK dozun hiicreler iizerinde ihmal edilebilir etkilere sahip oldugunu belirterek diger
caligmalar1 i¢in bu konsantrasyonu sectiklerini belirtmislerdir. Chadha ve Khullar (2021)
nalidiksik asidin sub-MiK'lerinin E. coli’nin bilyiime hizi, bakteriyel hareketlilik,
biyofilm olusumu ve dis zar proteinlerinin ekspresyonu lizerindeki etkilerini aragtirdiklar:
caligmalarinda 1/2 sub-MIK’in biiyiime kinetigini dnemli derecede etkiledigini 1/4 ve 1/8
sub-MIK’in biiyiime kinetiginde kontrole gére énemli bir degisiklik gostermedigini
bildirmistir. Feng vd. (2021) sub-MIK dozlardaki seftazidimin iiropatojenik E. coli’nin
patojenitesine olan etkilerini arastirdiklar1 calismalarinda 1/2 sub-MIK’in bakteri
iiremesini etkiledigini, 1/4 ve 1/8 sub-MiK’lerdeyse bakteri biiyiimesinin kontrol
grubuyla higbir farklilik gdstermedigini, bu nedenle diger ¢aligmalarinda 1/4 sub-MiK
degerle ¢alistiklarini belirtmislerdir. Benzer sekilde bu tez ¢alismasinda da B. pertussis
hiicreleri 1/2, 1/4 ve 1/8 sub-MIiK’leri tolere edememis ve deneysel agidan yeterli
konsantrasyonlara ulasamamistir. Bu nedenle B. pertussis hiicreleri i¢in azitromisinin
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sub-MIK dozlar1 1/16, 1/32 ve 1/64 olarak belirlenmistir ve bu dozlarin bakteri
hiicrelerinin biyofilm olusturabilme kapasitesi ile gen ekspresyonlarina olan etkileri
arastirilmistir.

Antibiyotiklerin  sub-MIK dozlar1 bakteri fizyolojisinde ve ~davranisinda
degisikliklere neden olarak bakteriyel viriilansin diizenlenmesini etkilemektedir (Ranieri
vd. 2018). Sub-MiK lerin bakteriyel viriilans1 diizenlemesi gesitli yasam siireclerini
icermektedir ve biyofilm olusumunun uyarilmasi veya inhibe edilmesi bu siireclerden
biridir (Liu vd. 2021). Bu tez ¢alismasinda azitromisinin sub-MIK degerleri B.
pertussis’in  biyofilm olusturabilme kapasitesini kontrole gore Onemli derecede
azaltmistir. Antibiyotigin 1/16 ile 1/32 sub-MIK ’lerinde ve 1/32 ile 1/64 sub-MiK ’lerinde
bakterinin biyofilm {iretebilme yetenekleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
olmamistir (p>0.05). Antibiyotiklerin sub-MIK dozlarmimn B. pertussis hiicrelerinin
biyofilm olusturabilme kapasitesi iizerine olan etkileriyle ilgili heniiz mevcut bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Ancak farkli bircok bakteri tiirleriyle gerceklestirilen caligsmalar
mevcuttur ve antibiyotiklerin sub-MIK dozlarmin cesitli bakteri tiirlerinin biyofilm
olusturabilme kapasitelerine olan etkileri arastirilmistir. Ornegin, Bahari vd. (2017) sub-
MIK dozlardaki azitromisin, gentamisin ve kurkuminin Pseudomonas aeruginosa
hiicrelerine etkileriyle ilgili yaptiklar1 calismada, 1/4 ve 1/16 sub-MIK lerin bakterinin
biyofilm olusturma kapasitesini énemli derecede azalttigin1 ve antibiyotik dozunun
miktarindaki artisa paralel olarak biyofilm olusumunda azalma oldugunu bildirmistir. Sun
vd. (2020) sub-MIK dozlardaki seftazidimin E. coli’nin biyofilm olusturabilme
kabiliyetine olan etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, 1/2 ve 1/16 sub-MIK dozlar
arasindaki seftadizimin doza bagl bir sekilde E. coli’nin biyofilm olusumunu azalttigini
bildirmislerdir. Khayyat vd. (2021) metronidazoliin P. mirabilis’in anti-viriilans
aktiviteleri iizerine etkisini degerlendirdikleri calismalarinda 1/2 ve 1/4 sub-MIK
degerlerin P. mirabilis’in biiylimesi tizerinde 6nemli bir etkisinin olmadigini ancak
bakterinin biyofilm olusumunu 6nemli derecede azalttigini bildirmistir. Feng vd. (2021)
sub-MIK dozlardaki seftazidimin iiropatojenik E. coli’nin patojenitesine olan etkilerini
arastirdiklar1 calismalarinda 1/4 sub-MIK degerde antibiyotigin biyofilm olusumunu
onemli 6l¢iide engelleyebildigini bildirmistir.

Antibiyotiklerin  sub-MIK  dozlar1  bakterilerin  biyofilm  olusturabilme
yeteneklerinin azalmasinda her zaman etkili degildir. Baz1 calismalar sub-MiK dozlarinin
cesitli bakteri tiirlerinde biyofilm olusumunu indiikledigini bildirmistir. Ornegin, Liu vd.
(2020) sub-MiK dozdaki norfloksasinin Streptococcus suis’in biyofilm olusumuna ve
viriilans gen ekspresyonuna etkisini inceledikleri calismada, antibiyotigin 1/4 sub-MIK
dozunda bakterinin daha fazla biyofilm olusturdugunu ve bu dozdaki biyofilmlerin daha
fazla canli bakteri i¢erdigini bildirmistir. Yousefpour vd. (2021) P. aeruginosa klinik
izolatlarinin  gentamisinin sub-MiK dozlarinda biyofilm olusturabilme kapasitesini
degerlendirdikleri ¢alismada, 1/2 ve 1/4 sub-MIK’te izolatlarin %31.3"iniin biyofilm
olusturabilme yeteneginde dnemli derecede artis oldugunu bildirmislerdir. Bernardi vd.
(2021) penisilin G, amoksisilin, doksisiklin, fosfomisin, tetrasiklin ve vankomisin sub-
MIK dozlarinda Enterococcus faecalis izolatlarinin biyofilm olusturma yeteneklerini
arastirmustir  ve  antibiyotiklerin sub-MIiK dozlarinda bakterilerin  olusturdugu
biyofilmlerin %50'den fazla arttigin1 bildirmiglerdir. Chadha (2021) amoksisilinin sub-
MiK'lerinin kommensal bir E. coli susunun cesitli fizyolojik tepkileri ve viriilans
belirleyicileri iizerindeki etkilerini inceledigi ¢alismasinda, bakterinin 1/4 ve 1/8 sub-
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MiK lerde kontrolle benzer veya daha zayif biyofilm olusturdugunu bildirmistir. Ancak
1/2 sub-MiK’in E. coli hiicrelerinde gii¢lii biyofilm olusumuna neden oldugunu ve
bakterinin biyofilm olusumunu destekledigini belirtmistir.

Antimikrobiyal ajanlarin sub-MIK dozlar1 bakterilerde genetik degisikliklere yol
acabilmektedir. Bu dozlar bakteriyel stresle ilgili genlerin ekspresyonunu etkileyerek
bakterinin antibiyotik direnci gelistirebilmesine neden olabilmektedir (da Silva Ribeiro
vd. 2020). Ayrica mutasyon, rekombinasyon ve yanal gen transferi dahil olmak iizere
direncin kazanilmasi veya iiretilmesi ile ilgili siiregleri etkilemektedirler (Andersson ve
Hughes 2012; Chow vd. 2015; Martinez 2009). Bu nedenle sub-MIK dozlarin
bakterilerin gen ekspresyonlarina olan etkilerinin arastirilmast 6nemlidir. Ancak B.
pertussis’in sub-MIK antibiyotik dozlarinda gen ifadelerine ydnelik heniiz mevcut bir
calisma bulunmamaktadir. Bu tez calismasinda ise azitromisinin sub-MIiK dozlarinda B.
pertussis’e 6nemli viriilans 6zellikler kazandiran Pt ve Prn’e ait ptxS1 ve prn genlerinin
ekspresyon seviyeleri arastirilmistir. Elde edilen verilere gore bu genlerin ekspresyonlari
antibiyotik dozundaki artisa paralel olarak artis veya azalis gdstermemistir. MIK/32
azitromisin, MiK/16 ve MIiK/64 azitromisine gére her iki genin de ekspresyonunu
kontrole gore arttirmigtir. Ancak bu artis istatiksel olarak kontrolden farkli olmamistir
(p>0.05). Ayrica MiK/16 ve MiK/64 prn ekspresyonunda kontrole gore artisa neden
olurken ptxS1 ekspresyonunda ise azalmaya neden olmustur, fakat bu artis ve azalmalar
istatiksel agidan anlamli olmamaistir (p>0.05).

Bu tez calismasiyla benzer olarak antibiyotiklerin sub-MiK lerinin bircok bakteri
tirtiniin viriilans faktorlerine olan etkisiyle ilgili yapilan ¢alismalar mevcuttur ve sub-
MiK lerin gen ekspresyonunu arttirabilecegi veya azaltabilecegi bildirilmistir. Ornegin
Sadredinamin vd. (2022) sub-MiK azitromisin ve siprofloksasin dozlarmin Shigella
serogruplarinda c¢esitli viriilans faktorleri {izerine etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada,
serotip 4a'da icsA geninin ekspresyon seviyesinin arttigin1 Ve diger virF yolundaki
genlerin ise ekspresyonunda azalma oldugunu bildirmistir. Shahsavan vd. (2022),
siprofloksasin ve azitromisinin sub-MiK dozlarmin Shigella flexneri ve E. coli iizerindeki
etkilerini degerlendirdikleri ¢alismalarinda siprofloksasinin tiim dozlarinda virF geninin
ortalama ekspresyonunun hem S. flexneri hem de E. coli'de arttigini, azitromisinin sub-
MiK'lerindeyse azaldigim bildirmistir. Davarzani vd. (2021) P. aeruginosa'nin sub-
MiK lerdeki gentamisin varliginda aljinat iiretimi ve biyofilm olusumunda yer alan
genlerinin ekspresyonlarini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, bazi suslarda sub-MIK’lerde
(1/2 ve 1/4) aljinat ve biyofilm kodlayan genlerinin ekspresyon seviyelerinde dnemli
olglide azalma oldugunu bazi suslarda ise artis oldugunu bildirmistir. Atshan vd. (2021)
daptomisin ve tigesiklin sub-MiK'lerinin S. aureus’un biyofilm yapisma faktorleri ve
ekzoprotein ifadeleri iizerindeki etkisini arastirdiklar1 caligmalarinda, spesifik olarak
caligtiklar1 genlerin ekspresyon seviyelerinde bazi suslarda artis bazilarindaysa azalma
oldugunu bildirmistir. Dong vd. (2019) siprofloksasinin sub-MiK lerinin E. coli klinik
izolatlarinin biyofilm  olusumu ve  virlilans  faktorleri  {izerindeki etkisini
degerlendirdikleri calismalarinda, 1/4 sub-MIK ’te viriilans ve biyofilm olusum genlerinin
ekspresyon seviyelerinin kontrole gore daha diisiik oldugunu bildirmislerdir. Chadha
(2021) amoksisilinin sub-MiK'lerinin kommensal bir E. coli susunun g¢esitli fizyolojik
tepkileri ve viriilans belirleyicileri iizerindeki etkilerini inceledigi ¢alismasinda, 1/2 sub-
MiK te bakterinin hiicre yapisma kabiliyetlerini arttiran ve bdylece bagirsak mikrokiiresi
icinde kolonizasyon ve hayatta kalma yetenegini artiran bir dis zar proteinin ekspresyon
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seviyesinde artig oldugunu bildirmistir. Chadha ve Khullar (2021) nalidiksik asidin sub-
MiK 'lerinin E. coli’nin biiyiime hiz1, bakteriyel hareketlilik, biyofilm olusumu ve dis zar
proteinlerinin ekspresyonu iizerindeki etkilerini arastirdiklart ¢alismalarinda 1/2 sub-
MIiK in dis zar protein ekspresyonunu farkl sekillerde diizenledigini ve molekiil agirhig:
26.12 kDa (P26) olan bir proteinin kontrole gore asir1 eksprese edildigini bildirmislerdir.
Feng vd. (2021) sub-MiK dozlardaki seftazidiminin iiropatojenik E. coli’nin
patojenitesine olan etkilerini arastirdiklar1 calismalarinda, 1/4 sub-MiK’in bakterinin
viriilans1 ve biyofilm olusumu i¢in 6nemli olan adezyon genlerinin, motilite genlerinin,
toksin geninin ve sinyal molekiilii sentez genlerinin ekspresyon seviyelerinde azalmay1
sagladigini bildirmistir. Ancak indol-sentez geni thaA'nin ekspresyonunda artisa neden
oldugunu belirtmislerdir. Liu vd. (2020) sub-MIK dozdaki norfloksasinin S. suis’in
biyofilm olusumuna ve viriilans gen ekspresyonuna etkisini inceledikleri ¢calismada, 1/4
sub-MIK ’te viriilans genlerden cps, ef, sly, gdh ve gapdh’nin ekspresyon seviyesinde artis
olurken mrp gen ifadesinde azalma oldugunu belirterek antibiyotigin sub-MIK
degerlerinin bakterinin viriilans gen ekspresyonunu etkiledigini bildirmislerdir.

Antibiyotikler bakteriyel enfeksiyonlar1 tedavi etmede Onemli tedavi
yontemlerindendir. Ancak son zamanlarda ¢esitli antibiyotiklere karsi bakteriyel direng
oranlarinin arttigiyla ilgili calismalarin yayginlik kazanmasi halk sagligini tehdit etmesi
acisindan olduk¢a onemlidir. Bu soruna ¢dziim yollart bulabilmek i¢in yeni terapotik
stratejiler gelistirmek gereklidir ve yeni terapotik stratejilerin 6nemli 6zelliklerinden biri
de bakterilerin viriilans faktorlerini hedeflemektir (Aleanizy vd. 2021).
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6. SONUCLAR

Bu ¢aligma son yillarda artan vaka sayilariyla yeniden yiikselise gecen bogmaca
hastaliginin etkeni B. pertussis’in sub-MIK antibiyotik dozlarindaki biiyiime hizi,
biyofilm olusumu, bogmacanin olusabilmesinde onemli etkileri olan ptxS1 ve prn
genlerinin ekspresyon seviyelerine olan etkisinin arastirilmast agisindan ilk calisma
niteligindedir ve Onemlidir. Azitromisin Ozelinde gerceklestirilen bu calismada B.
pertussis hiicrelerinin, antibiyotigin sub-MIK’lerinde biiyiime hizinin yavasladig,
biyofilm olusturabilme kapasitesinin azaldigi goriilmiistiir. Ayrica bu antibiyotigin
MIK/32 dozu ptxS1 ve prn genlerinin ekspresyon seviyelerinde artisa neden olurken
MIK/16 ve MIK/64 dozlarinda ptxS1 geninin ekspresyon seviyesini azaltip prn’in
ekspresyon seviyesinde artisa neden oldugu gozlemlenmistir. Daha 6nceki ¢aligmalar
antibiyotiklerin sub-MiK dozlarinin gesitli enfeksiyonlara karsi konakgi savunmasina
yardim edecek antimikrobiyal etkiyi saglayabildigini bildirmistir. Bu konsantrasyonlarin,
bakteri hiicre duvarinda degisiklik, mikrobiyal yapigsmada ve biyofilm olusturabilme
yeteneginde azalma, fagositik aktivitenin artis1 ve bakteriyel toksinlerin saliniminin
azalmasinda etkili oldugu gosterilmistir. B. pertussis enfeksiyonlarina karsi kullanilan
antibiyotiklerin sub-MIiK dozlarmin B. pertussis’in biyofilm olusumu iizerine etkilerinin
arastirilmasiyla beraber biyofilm olusumu ile iligkili sistemlerinin arastirilarak daha 1yi
anlasilmasi, ayrica hastalik yapmada etkili olan viriilans genlerinin sub-MiK antibiyotik
dozlarindaki ekspresyon seviyelerindeki degisiminin daha ayrintili arastirilmasi yeni
tedavi yaklasimlarinin bulunmasina olanak saglayacak ve bogmacayla miicadelede farkl
secenekler sunabilecektir.

Sonug olarak azitromisin gibi B. pertussis enfeksiyonlarina yonelik kullanilan
antimikrobiyallerin doz araliklarinin degerlendirilmesi klinik uygulamalarda gerek
bakteriyel direncin olusabilmesi gerekse bakteriye karst etkili bir strateji
olusturulabilmesi acisindan onem arz etmektedir. Bu tez c¢alismasi ise bu amagla
gergeklestirilmis Onciil bir calismadir. Ayrica daha sonra gergeklestirilecek bilimsel
calismalar icin klavuz olarak kullanilabilecektir. Antimikrobiyal ajanlarm sub-MIK
dozlarmin bogmacanin tedavi siirecine olan etkileri hakkinda yeterli bilgi saglayabilmek
amaciyla bu tez calismasinda elde edilen sonuglarin daha fazla sayida izolatin dahil
edildigi genis olcekli calismalarla desteklenmesi gerekmektedir. Ayrica sub-MIK
ortamlarda biiyliyen B. pertussis’in biyofilm tiretim siirecinde 6nemli rol alan sistemlerle
viriilans faktorlerinin ekspresyon diizenlerinin molekiiler yontemlerle arastirilmasi
tedavide yeni gen hedeflerinin belirlenmesini, tedavi stratejilerini ve basarisin1 olumlu
yonde etkileyebilecegini ve etkin tedavi yaklasiminin planlanmasi agisindan 6nemli
olacagini diisiinmekteyiz.
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8. EKLER
KULTUR MEDYALARININ HAZIRLANMASI
Modifiye Cohen-Wheeler Agar Besiyeri (pH 7,2- 7,5) (1000ml)

Kimyasallar ve Soliisyonlar Kullanilan Miktar

Bacto- Agar 25 g
NaCl 259
K2HPO4 0549
MgCl..6H.0 0449
Maya Ekstrakti 29
Kasamino asit 109
(%1) CaCl. 0,25 ml
(%0,5) FeS04.7H20 0,5 mi
(%1) L-Sistein 0,625 ml
(%0,5) CuS04.5H20 0,25 ml
(%26) NaOH pH ayar1 igin
Aktif Komiir 49

Tim kimyasallar1 ve soliisyonlar1 karistirip pH ayar1 yaptiktan sonra 121 °C’de 45 dk

otoklavlanmistir (Sato ve Arai 1972).

Modifiye Morse Bray Sivi Besiyeri (pH 7,4) (1000 ml)

A Cozeltisi
Kimyasallar Kullanilan Miktar
Kasamino asit 10 g/L
Trizma Base 6 g/L
Na glutamat 0,2 g/L
NaCl 2,5¢g/L
K2HPO4 0,59/L
COziiniir nisasta 1,50/L
MgCl2.6H20 0,4 g/L
CaCl, 0,013 g/L

Tiim kimyasallar dH20 igerisinde karigtirilip HCI ile pH ayar1 yapildiktan sonra 121

°C’de 20 dk otoklavlanmuistir.
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B Cozeltisi

Kimyasallar Kullanilan Miktar
L-Prolin 120 mg/mi
Glutatyon 100 mg/mi
L-Sistein 40 mg/ml
FeS04.7H20 10 mg/ml
Askorbik asit 20 mg/ml
Nikotinik asit 4 mg/ml

Tim kimyasallar dH>O icerisinde karistiritlip siringa ucu filtre ile steril edilmistir.
Ardindan steril edilen A ¢ozeltisiyle B ¢ozeltisi karistirilmistir (Morse ve Bray 1969).
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