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OZET

ERITROMISININ SUB-MINIMUM iNHiBITOR KONSANTRASYONLARININ
Bordetella pertussis TOHAMA — I UZERINDEKI /N VITRO ETKIiLERI

Berfin EROGLU

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dah
Damgsman: Dr. Ogr. Uyesi Burcu Emine TEFON OZTURK
Haziran 2023; 66 sayfa

Bogmaca, Bordetella pertussis bakterisinin neden oldugu, yiiksek oranda bulasici,
ozellikle bebeklerde 6liime neden olan akut bir solunum yolu hastaligidir. Her ne kadar
cocukluk cagi hastaligi olarak bilinse de ergen ve yetiskinlerde de siklikla goriilmektedir.
Diinya genelinde bogmacaya karsi yapilan asilama kampanyalari dahilinde yaygin
asilamaya ragmen halen vaka sayilarmin yiiksek oldugu gériilmektedir. Ozellikle zaman
icinde bakterinin viriilans faktorlerine ait genlerinde meydana gelen degisimlerin asilarin
etkinliklerinin azalmasina ve vaka sayilarinin artmasina énemli derecede katki sagladig
diistiniilmektedir.

Makrolid grubu antibiyotikler bogmaca hastaligi tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Antibiyotiklerin siirekli kullaniminda bakterilerin antibiyotiklere kars1
direng gelistirdigi, hatta diisiik dozlarda kullanimlarinda s6z konusu bakterinin viriilans
genlerinin ekspresyon seviyelerinde degisikliklere sebep olabildigi bilinmektedir. Ancak
B. pertussis icin antibiyotiklerin sub-minimum inhibisyon konsatrasyonlarmin (sub-
MIK) bakterinin viriilans &zelliklerine ve gen ekspresyon seviyelerine etkisi ile ilgili
detayli calisma bulunmamaktadir. Yapilan bu calismada eritromisin antibiyotiginin
minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) belirlenerek antibiyotigin sub-MIK
konsantrasyonlarinin B. pertussis bakterisinin biiyliime kapasitesi, biyofilm olusturma
kapasitesi, pertussis toksin (ptxS1) ve pertaktin (prn) genlerinin ekspresyon seviyesine
olan etkileri incelenmistir. Calisma sonunda eritromisinin 1/2, 1/4 ve 1/8 MIK dozlarinin
bakteri hiicresinin biiyiimesini yiiksek oranda engelledigi goriilmiistiir. Antibiyotigin
1/16, 1/32 ve 1/64 sub-MIK konsantrasyonlarinda ise B. pertussis’in biiyiime kapasitesi
kontrole gore anlamli derecede azalmistir. Eritromisinin 1/2, 1/4 ve 1/8 MIK dozlarinda
¢ok az bilyiime oldugu i¢in biyofilm ve ekspresyon analizlerine 1/16, 1/32 ve 1/64 MIK
konsantrasyonlarinda devam edilmistir. Eritromisinin sub-MIK konsantrasyonlarinda
biyofilm olusturabilme kapasitesinin antibiyotik miktarina paralel olarak anlaml
derecede azaldigi goriilmiistiir. Benzer sekilde ptxS1 ve prn genlerinin ekspresyon
seviyeleri kontrole gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalmustir. Tlging bir sekilde
ptxS1 ve prn genlerinin ekspresyon seviyelerinde 1/32 sub-MIK konsantrasyonunun
ekspresyon seviyesinin diger sub-MIK konsantrasyonlarmdan daha yiiksek oldugu
goriilmistiir. Ancak aralarinda istatistiksel olarak anlaml bir fark yoktur.



Bu tez calismasi antibiyotiklerin sub-MIK’lerinin B. pertussis hiicrelerine olan
etkilerinin arastirilmasi agisindan eritromisin 6zelinde gergeklestirilen ilk ¢aligmadir ve
elde edilen bu sonuglar bilimsel agidan olduk¢a onemlidir. Ayrica bogmaca tedavisinde
yaygin olarak kullanilan eritromisin antibiyotiginin sub-MIK dozlarmin B. pertussis’e
olan etkilerinin belirlenmesi agisindan bir baslangi¢ olan bu ¢alisma antibiyotigin klinikte
kullaniminin ilgili bakteriye olan etkilerinin daha detayli incelenmesi agisindan ileride
yapilacak ¢alismalara yol gosterecektir.
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JURI: Dr. Ogr. Uyesi Burcu Emine TEFON OZTURK
Prof. Dr. Meral Dilara OGUNC

Dog. Dr. Siimeyra GURKOK



ABSTRACT

IN VITRO ACTIVITY OF SUB-MINIMUM INHIBITOR CONCENTRATIONS
OF ERYTHROMYCIN ON Bordetella pertussis TOHAMA — |

Berfin EROGLU
MSc Thesis in Biology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Burcu Emine TEFON OZTURK
June 2023; 66 pages

Whooping cough (pertussis) is an acute respiratory disease caused by Bordetella
pertussis that leads to death, especially in infants. Although it is known as a childhood
disease, it is also common in adolescents and adults. Vaccination campaigns against
pertussis have reduced the number of cases over time. However, despite widespread
vaccination, the number of cases remains high today. Changes in the genes of the
bacterium’s virulence factors, in particular, have contributed significantly to the increase
in the number of cases over time by reducing the effectiveness of vaccines.

Macrolide group antibiotics are widely used in the treatment of pertussis. It is
known that bacteria develop resistance to antibiotics when high doses of antibiotics are
used and that the use of low doses can lead to changes in the expression of virulence genes
of the bacteria in question. However, there are no detailed studies on the effects of sub-
minimum inhibitory concentrations (sub-MIC) of antibiotics on gene expression and
virulence of B. pertussis. In this study, the minimum inhibitory concentration (MIC) of
erythromycin was determined and the effects of sub-MIC concentrations on growth
capacity, biofilm-forming capacity, pertussis toxin (ptxS1), and pertactin (prn) gene
expression of B. pertussis were investigated. It was found that 1/2, 1/4, and 1/8 MIC doses
of erythromycin significantly inhibited the growth of B. pertussis. The growth capacity
of B. pertussis was significantly decreased at 1/16, 1/32, and 1/64 sub-MIC
concentrations of erythromycin compared to the control. There was no significant growth
at 1/2, 1/4, and 1/8MIC doses of erythromycin. Therefore, biofilm, and gene expression
analyses were continued at 1/16, 1/32, and 1/64MIC concentrations. The ability of B.
pertussis to form biofilms in sub-MICs decreased significantly in parallel with the
erythromycin dose. Expression levels of ptxS1 and prn genes were also statistically
significantly decreased at sub-MIC concentrations compared with controls. Interestingly,
the expression levels of ptxS1 and prn were higher at 1/32 sub-MIC then at than the other
sub-MICs. However, there is no statistically significant difference between them.

This thesis is the first study to investigate the effects of sub-MICs of antibiotics
on B. pertussis cells, and these results are important from a scientific point of wiev.
Expression levels of ptxS1 and prn genes were also statistically significantly decreased at
sub-MIC concentrations compared with controls.

KEYWORDS: Biofilm, Bordetella pertussis, Erythromycin, Pertactin, Pertussis,
Pertussis toxin
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ONSOZ

Bogmaca hastaligi 1414’1l yillardan giiniimiize kadar gelmis akut bir solunum
yolu hastaligidir. Cocukluk ¢agi hastalig1 olarak bilinen bogmaca 6zellikle asilanmamis
bebeklerde 6liime sebep olmaktadir. Ancak son yillarda bu hastaligin yetiskinlerde de
oldukca sik goriildiigli ancak semptomlarinin grip ve nezle gibi list solunum yollari
hastaliklarina ait semptomlarla karigtirllmasit nedeniyle vakalarin gozden kagirildig
diistiniilmektedir. Zaman igerisinde yayginlasan asilamalar neticesinde vaka sayilarinin
ozellikle ¢cocukluk ¢aginda dnemli derecede azaldig1 goriilmektedir. Ancak gilinlimiizde
yiiksek asilama oranlarina ragmen bogmaca hastaligi goriilmeye devam etmektedir.
Ozellikle son zamanlarda artan vaka sayilar1 oldukca endise vericidir.

Bogmaca hastaliginin etiyolojik ajani olan B. pertussis’in zaman igerisinde
klinikte kullanilan antibiyotiklere diren¢ kazandig bilinmektedir. Ayrica tedavi sirasinda
kullanilan antibiyotiklerin sub-MIiK dozlarinin bakterilerin gen ekspresyonunda
degisiklik yapabilecegi, bakterilerin viriilans faktorlerini farkl yollar ile etkileyebilecegi
bilinmektedir. Dolayisiyla bogmaca hastaliginda kullanilan antibiyotiklerin MIK lerinin
belirlenerek sub-MiK konsantrasyonlarinin B. pertussis iizerine etkilerinin incelenmesi
oldukg¢a &nemlidir. Ancak antibiyotiklerin sub-MIK konsantrasyonlarinin B. pertussis
tizerindeki etkilerine yonelik yayinlar olduk¢a azdir ve bu konu ile alakali olarak giincel
calismalar bulunmamaktadir.

Bu tez c¢aligmasinda bogmaca hastaligi tedavisinde klinikte yaygin olarak
kullanilan eritromisin antibiyotiginin sub-MIK konsantrasyonlarmin B. pertussis
lizerindeki etkilerinin incelenmesi amaclanmistir. Bu tez calismasi ozellikle sub-MIiK
konsantrasyonunda antibiyotik varhiginda B. pertussis’in biyofilm ve viriilans gen
ekspresyon kapasitesinin incelenmesi agisindan alaninda bir ilktir.

Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda bilgi ve deneyimi ile bana her konuda destek
ve yol gosterici olan sevgili danismanim Sayin Dr. Ogr. Uyesi Burcu Emine TEFON
OZTURK’e (Akdeniz Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii), ¢alismalarim
sirasinda laboratuvarini bize agan ve bana her konuda destek olan sayin Dog. Dr. Aysun
OZCELIK’e, calismalarim sirasinda her zaman yanimda olan, tiim &grenim siirem
boyunca destegini esirgemeyen, biitlin sorularima yilmadan cevap veren canim
laboratuvar arkadasim Uzman Biyolog Eda DELIK e, yiiksek lisans hayatimin bana
kazandirdigi degerli molekiiler mikrobiyoloji laboratuvari yiiksek lisans 6grencileri
Fikriye Mehtap SEN ve Yasemin GAY A’ya tesekkiir ederim. Her animda yanimda olan
arkadaslarrm Uzman Biyolog Mertcan GULBEN ve Ayse ACAR’a, c¢alismalarim
sirasinda higbir sorumu cevapsiz birakmayan degerli hocam Dr. M. Cihan AYDEMIR e,
enerji doniisiim laboratuvari calisanlar1 Dr. Cagdas KIZIL, Ali ihsan KOMUR ve Berkay
SUNGUR ’a tesekkiir ederim. Bu tez calismasinin ger¢eklesmesi i¢cin maddi olanak sunan
Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne (Proje No:
FYL-2021- 5610) ve Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu’na (TUBITAK)
(Proje No: 1217656) tesekkiir ederim. Ayrica her konuda destek¢im olan, biitiin zor
anlarimda yanimda kalarak devam etmemi saglayan annem Zeynep Sosun EROGLU,
babam Hiiseyin EROGLU, canim kardesim Oykii Ela EROGLU’na ve teyzem Songiil
SAHIN’e ¢ok tesekkiir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

ng :Mikrogram
um  :Mikrometre
be :Baz ¢ifti
dak  :Dakika

kDa :Kilo dalton

mg  :Miligram
mL  :Mililitre
S :Saniye
sa :Saat

°C :Santigrat

Kisaltmalar

aP :Aseliiler bogmaca asis1

B. pertussis  : Bordetella pertussis

CR3 : Lokosit integrin kompleman reseptorii 3

DTP : Karma difteri, tetanoz ve tam hiicreli bogmaca asisi
DTaP : Karma difteri, tetanoz ve aseliiler bogmaca asisi
prn  : Pertaktin geni

PT  :Pertussis toksin

ptxS1 : Pertussis toksin S1 alt birimi geni

RGD : Arg-Gly-Asp tripeptit motifi

rpoB : RNA polimeraz B alt birimi geni

WP : Tam hiicreli bogmaca asis1
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GIRIS B. EROGLU

1. GIRIS

Bogmaca hastaligi Bordetella pertussis isimli bakterinin neden oldugu, ilk defa
orta c¢aglarda kaydedilmis, tiim yas gruplarini etkileyebilen, 6liime neden olabilen ¢ok
bulasici ve akut bir solunum sistemi hastaligidir (Souder ve Long 2015; Nieves ve
Heininger 2016b). Literatiirde bulunan birgok kaynakta hastaligin ilk defa 1414 yillarinda
Fransa’da basladigi sdylense de yedinci yiizyilda Cin’de Yuanfang Chao tarafindan “100
giinliik Oksiirik” adi ile bahsedilmistir (Guiso 2009; Liang vd. 2016). Ancak o
donemlerde ortak bir tibbi terminoloji olmadigindan ve hastalik farkli bolgelerde farkli
isimler aldigindan ilk goriilmeye basladigi tarih net olarak s6ylenememektedir, yine de
hastaligin ilk defa tanimlanmasinin orta ¢aga kadar uzandig: disiiniilmektedir (Kuchar
vd. 2016). i1k tanimlandig1 zamanlarda tedavisi olmayan ve dliimciil bir hastalik olarak
bilinen bogmacanin ancak 18. yy. da bulasici ve daha ¢ok ¢ocuklari etkileyen bir hastalik
oldugu fark edilmistir (Kuchar vd. 2016). B. pertussis nedenli ilk bogmaca salgin1 1578
yilinda Fransa’da kaydedilmistir (Yarmohammadi vd. 2015). Hastalik 1679 yilinda
Sydenham tarafindan siddetli oksiiriik anlamina gelen “pertussis (bogmaca)” olarak
tanimlanmistir (Mattoo ve Cherry 2005). Daha sonrasinda hastalik sirasinda ard arda
olusan Oksiirlikten sonra, hastanin yeterli oksijen almaya c¢alisirken aldig1 derin nefesler
sirasinda ortaya ¢ikan whoop sesinden dolay1 “whooping cough” olarak adlandirilmigtir
(Decker ve Edwards 2021). B. pertussis’in ilk olarak goriintiilenmesi 1900 yilinda Jules
Bordet’in bogmaca olan kizinin balgamindan kokobasilleri goriintiillemesi sonucu
gerceklesmistir, ancak Jules Bordet o donemde mevcut olan besiyerlerinde goriintiiledigi
bakteri hiicrelerini biiyiitememistir (Kilgore vd. 2016). Ardindan 1906 yilinda Bordet ve
Gengou trettikleri besiyeri sayesinde bogmaca hastaligina neden olan B. pertussis’i Jules
Bordet'in oglunun balgamindan izole ederek, morfolojisini ve virlilans Ozelliklerini
tanimlamiglardir (Cherry 1996; Lynfield ve Schaffner 2014). O yillarda bogmaca
hastaligr ¢ocuk Oliimlerinin baslica nedenlerinden biri olarak kabul edilmekteydi ve
Amerika Birlesik Devletleri’nin 1910 yilinda yayinladiklar istatistiklere gore bogmaca
hastaligina yakalanan her 10 ¢ocuktan biri hayatin1 kaybetmekteydi (Dauer 1943). 1930
yilinda Londra’da yapilan bagka bir ¢alismada ise tiim yas kategorilerinde gerceklesen
Olimlerin %]1,8'ine, 10 yasin altindaki ¢ocuklarda gerceklesen Sliimlerin ise %13'line
bogmaca hastaliginin neden oldugu gosterilmistir (Stocks ve Kam 1932). Diinya Saglik
Orgiitii’ne (DSO) gore 2018 yilinda diinya capinda 151.000'den fazla bogmaca vakasi
gergeklesmistir (WHO 2023).

Bogmaca klinik olarak 7-14 giinliik bir inkiibasyon siiresini takiben belirti
gostermeye baslayan, tekrarlayan (rekiirent) siddetli 6kstiriikle karakteristik, 6 hafta kadar
siirebilen bir hastaliktir ve 3 evreden olusmaktadir (Sekil 1.1) (Ozcengiz 2005; Hong
2010). Ilk evre olan ve bir iki hafta kadar siiren kataral fazda soguk alginligina benzeyen
burun akintisi, gdzlerde sulanma, hapsirma, kizariklik gibi bulgular goriilmektedir ve ates
genel olarak 38.5 °C’den daha disiiktiir (Kline vd. 2013). Hastaligin bulas1 6zellikle
damlacik yolu ve hasta kisiyle dogrudan temas ile olup, en fazla erken kataral evrede
goriilmektedir (Ozcengiz 2005; Hong 2010). B. pertussis, yakin mesafeden kontamine
damlaciklara maruz kalmis duyarli kisilerde %100’e yakin hastalik yaratma potansiyeline
sahiptir (Hong 2010; Otar vd. 2014a). Kataral evrede goriilen hafif Oksiiriiklerin
siddetlenerek spazmodik hale donligmesi sonucunda hastaligin 2. evresi olan paroksismal
evre baslamaktadir (Ozcengiz 2005). Paroksismal evrenin ortalarma dogru bogmaca ile
karakterize hale gelmis olan bogmaca oksiiriigii goriilmektedir; hasta art arda 5 — 10 kez



GIRiS B. EROGLU

bogulur gibi kesik kesik oksiirmenin ardindan yar1 kapali solunum yoluna aniden hava
dolmast ile 6tmeye benzer bogmaca sesini olugturmaktadir (Gregory 2006; Scanlon vd.
2015). Bu oksiiriik ozellikle akcigerlerde olusan mukus sonucunda daha da
siddetlenmektedir, yapilan ¢aligmalarda bogmaca sonucu 6len bebeklerin akcigerlerinin
mukus, bakteri ve inflamatuar hiicre karisimi ile tikali oldugu goriilmiistiir (Smith ve
Vyas 2000; Paddock vd. 2008; Scanlon vd. 2015). Paroksismal evrenin ardindan 6ksiiriik
ve kusmalarin sayisinin ve siddetinin azaldigi, hastanin kademeli olarak normale dondiigi
konvalesan evre goriilmektedir (Fry vd. 2021).

Kulucka Kataral evre Paroksismal evre Konvalesan evre
donemi
_ Burun akintist Oksiiriik + bogmaca ile
Asemptomatik ve karakterize dtme sesi
hafif okstirik lenfositoz
5% kusma
=
=
2, 1%100
: ———————————————————————————————————————————————————————————
=
-
= -—
— Seroloji/agiz s1visi
PZR
7-10 1-2 3-8 6-12
Giin Hafta Hafta Hafta

Sekil 1.1. Bogmaca hastalig1 evreleri ve laboratuvar tami tekniklerinin nispi tanisal
duyarliliklart (PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu) (Fry vd. 2021)

B. pertussis’in insanlari enfekte etmesine ve konagin akcigerlerine yerlesmesine
olanak saglayan bir¢ok viriilans faktorii bulunmaktadir. Biyofilm olusturma, 6zellikle
enfeksiyonun ilk asamalarinda B. pertussis hiicrelerinin akcigerde kolonize olmalari
acisindan olduk¢a 6nemlidir (Cattelan vd. 2016). Biyofilmler canli veya hareketsiz bir
yiizeye yapistirilmis, bakterinin kendi iirettigi polimer bir matriks igerisinde bulunan
bakteri hiicre topluluklarindan olusmaktadir (Bosch vd. 2000). Biyofilm igerisinde
biliylimiis ve sivi ortamda biyofilm olusturmadan biiylimiis bakteri hiicreleri arasinda
bliyiik farkliliklar bulunmaktadir (De Gouw vd. 2014). Zaman igerisinde planktonik
hiicrelerin neden oldugu bakteriyel enfeksiyonlarin yerini biyofilm yasam tarzina sahip
bakterilerin neden oldugu kronik bakteriyel enfeksiyonlar almistir (Fux vd. 2005).
Bakterilerin olusturdugu biyofilm bakterinin konak igerisinde meydana gelen
saldirilardan korunmasi ve canli kalmasi acisindan pek ¢ok fayda saglamaktadir (Davey
ve O'toole 2000). Bu yapilar, bakterinin gevresel etkilere direng gelistirmesini,
antimikrobiyal ajanlardan ve konagin bagisiklik sisteminden korunmasini saglayarak
enfeksiyonun devam etmesine katkida bulunmaktadir (Serra vd. 2011). Biyofilm ayn
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zamanda bakterilerin, tedavi sirasinda uygulanan antibiyotige diren¢ kazanmalarini
saglayacak kadar uzun siire antibiyotige maruz kalmalarin1 saglayarak antibiyotik
direncinin yayilmasini saglayabilmektedir (Fux vd. 2005). Ayrica geleneksel yontemler
biyofilm olusturan bakterilerde antibiyotik direnclerini tam olarak belirleyemedigi i¢in,
biyofilm olusturan bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde basarisizliklara
neden olmaktadir (Fux vd. 2005). Dolayisiyla bakterilerin biyofilm olusturabilme
kabiliyetlerinin arastirilmasi oldukca 6nemlidir.

Bogmaca hastaligimin tedavisinde makrolid grubu antibiyotikler o6zellikle de
eritromisin yaygin olarak kullanilmaktadir (Kilgore vd. 2016). Hastaligin siddetini
azaltmada ve B. pertussis'in biiyiimesini inhibe etmede etkili olan bu antibiyotik bakteri
hiicrelerinin  nazofarinksten eliminasyonunu saglayarak hastaligin bulasiciligini
azaltmaktadir (Karli vd. 2013). Eritromisin, eritromisin A {ireten Streptomyces
erythreus’dan izole edilmektedir ve bakteriyel ribozomun 50S alt birimindeki 23S
ribozomal RNA molekiiliine baglanarak protein sentezini inhibe etmektedir (Weber vd.
1985; Farzam vd. 2022). Insanlarda 50S alt birimin yerine 40S ve 60S ribozomal alt
birimlerin bulunmasi eritromisinin insanlardaki protein sentezini inhibe etmesini
engellemektedir (Tenson vd. 2003; Liang ve Han 2013). Bakteriler, 23S rRNA
modifikasyonu sayesinde eritromisinin ribozoma baglanmasini engelleyerek eritromisine
kars1 direng kazanabilmektedirler (Varaldo vd. 2009). Antibiyotiklerin Kklinik tedavi
sirasinda etkili olabilmesi i¢in, hastaya verilen antibiyotik dozlarmin tedavisi igin
kullanildig1 bakteriye karst olan MIK degerinden daha yiiksek olmasi gerekmektedir.
Hastaya uygulanan antibiyotik dozlari zamanla azalarak sub-MIK konsantrasyonlara
inmektedir (Bal 2022). Ogzellikle bakterilerin 6lmedigi bu diisiikk antibiyotik
konsantrasyonlarinin bakterilerin morfolojisini, konak hiicreye tutunma yeteneklerini,
biyofilm olusturabilme kabiliyetlerini, patojenitelerini ve viriilans faktorlerinin gen
transkripsiyonunu etkiledigi bilinmektedir (Piatti 1994; Sato vd. 2018). Bu nedenle
klinikte kullanilan antibiyotiklerin sub-MIK konsantrasyonlarmin bakteriler izerindeki
etkilerinin ~ arastirilmasi olduk¢a  Onemlidir. Antibiyotiklerin sub-MiK
konsantrasyonlarinin B. pertussis bakterisinin viriilans 6zelliklerini nasil etkiledigine dair
yeterli ¢alisma bulunmamasi da bu alanda yapilacak olan ¢alismalari1 6nemli kilmaktadir.

Gergeklestirilen bu tez calismasinda eritromisin antibiyotiginin sub-MIK
konsantrasyonlarinin B. pertussis hiicrelerinin biiylime kapasitesi, biyofilm olusturabilme
kapasitesi, onemli viriilans faktorlerinden olan ptxS1 ve prn genlerinin ekspresyon
seviyeleri iizerine etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. B. pertussis ve Bogmaca

Bogmaca hastaligi, aerobik, Gram negatif bir kokobasil olan B. pertussis
bakterisinin neden oldugu ozellikle bebeklerde oliime sebep olan ve genel olarak
cocukluk cagi hastalig1 olarak tanimlanan akut bir solunum yolu hastaligidir (Sekil 2.1)
(Mattoo ve Cherry 2005; Nieves ve Heininger 2016a). Hastalik s6z konusu bakterinin
insan solunum sistemindeki trake ve bronslarin epitel yiizeylerine tutunup hizla
cogalmasiyla meydana gelmektedir (Turan 2004; Mattoo ve Cherry 2005; Oztiirk 2020).
Ozellikle ergen ve yetiskin insanlar B. pertussis’in bir numarali tasiyicilaridir ve

bakterinin bebeklere ve asilanmamis ¢ocuklara bulagsmasinda ¢ok Onemli rol
oynamaktadirlar (Otsuka vd. 2012).

Sekil 2.1. B. pertussis gram boyama sonucu (100X)
2.2. Bogmaca Hastahiginin Tedavisi

Bogmaca hastaliginin tedavisi igin sinirh sayida ilag mevcuttur ve genel olarak
makrolid grubu antibiyotikler kullanilmaktadir (Kilgore vd. 2016). Ancak antibiyotikler
genel olarak tedavi degil hastaligin bulasmasini Onlemek amaciyla verilmektedir
(Altunaiji  2007). Bogmaca hastaliginin tedavisinde antibiyotiklerin etkinligi,
antibiyotiklerin verilmeye basladigi hastalik evresine baglidir. Antibiyotiklerin bogmaca
semptomlarini tedavi etmesi ve B. pertussis'i yok etmesi i¢in en uygun zaman hastaligin
ilk 3 haftasi olan kataral evredir (Kilgore vd. 2016). Antibiyotikler hastalik evrelerinin



KAYNAK TARAMASI B. EROGLU

sonlarma dogru kullanildiginda hastalik semptomlarini azaltma olasilig1 erken evrelerde
kullanilmasina gore daha diisiiktiir (Tiwari 2005).

Bogmacanin tedavisinde genel olarak makrolid grubu antibiyotikler
kullanilmaktadir. Makrolid grubu antibiyotiklerden eritromisin 20. yiizyilin son 30
yilinda bogmaca tedavisi i¢in birincil olarak tercih edilen antibiyotik olmustur (Tiwari
2005). 7 — 10 giinliik eritromisin tedavisinin ardindan solunum yollarinda ¢ok az da olsa
bakteri hiicreleri saptanabildiginden dolay1 genel olarak B. pertussis hiicrelerinin solunum
yolundan eliminasyonu i¢in 14 giinliik eritromisin tedavisi onerilmektedir (Preston ve
Kerr 2001). Eritromisin her ne kadar hastaligin siddetini azaltmada etkili olsa da
hastalarin yaklasik %30’unda meydana getirdigi karin kramplari, bulanti, kusma gibi
gastrointestinal yan etkiler nedeniyle zayif tolere edilmektedir (Tolman vd. 1974;
Langley vd. 2004). Eritromisinin neden oldugu bu yan etkilerden &tiirii bilim insanlari
yeni antibiyotik arastirmalarina yonelmis, bu ¢alismalar sonucunda roksitromisin,
diritromisin, spiramisin, klaritromisin ve azitromisin gibi yeni antibiyotiklerin
tretilmesine  yonelmislerdir (Jeli¢ ve Antolovic 2016). Yeni gelistirilen bu
antibiyotiklerden azitromisin ve klaritromisinin eritromisine kiyasla daha az yan etkiye
sahip oldugu, bogmacay1 6nlemede ve tedavi etmede en az eritromisin kadar etkili oldugu
gdsterilmistir (von Konig). Ozellikle azitromisin bogmaca vakalarinda en yaygin regete
edilen bu makrolid 3 ilagtan yenidoganlar (1 ayliktan kiigiik bebekler) i¢in Onerilen tek
antibiyotiktir (Tiwari 2005). Makrolid grubu antibiyotiklerin tolere edilemedigi veya
hastada alerji olusturdugu durumlarda bogmaca tedavisinde antimetabolit antibiyotik
grubundan trimetoprim/siilfametoksazol (TMP/STX) alternatif olarak kullanilmaktadir
(Kline vd. 2013). Klinikte kullanilan diger antibiyotikler arasinda sefalosporin, ampisilin,
tetrasiklin, florokinolonlarin ve kloramfenikolun bogmacaya kars1 yeterli derecede etkili
olmadigi, ek olarak kloramfenikol, tetrasiklin ve florokinolonlarin ¢ocuklar {izerinde yan
etkilerinin oldugu bilinmektedir (Kilgore vd. 2016).

2.3.B. pertussis Viriilans Faktorleri

Bakteriler hastaliga sebep olabilmek ve immiin sistemden kagmak icin ¢esitli
viriilans faktorleri tiretmektedirler. Bogmaca hastaligina neden olan B. pertussis de
konakg1 hiicrelere tutunabilmek, konak savunmasindan kagmak ve konakg¢inin solunum
yollarma zarar verebilmek icin kendi viriilans faktorlerini iiretmektedir. Bu viriilans
faktorleri adezinler ve toksinler olarak 2 gruba ayrilmaktadir. Bu viriilans faktorlerinin
cogu diizenleyici BvgA ve sensor protein BvgS'den olusan iki bilesenli bir sinyal iletim
sistemi tarafindan kontrol edilmektedir (Lacey 1960; Locht 1999; Guiso 2009).

B. pertussis bulundugu ortamdaki degisiklikleri algilamak ve degisikliklere
hiicresel yanit vermek i¢in BVG sistemi olarak da adlandirilan iki bilesenli bir sinyal
iletim sistemini kullanmaktadir (Uhl ve Miller 1996). BV G sistemi, uzun bir siire boyunca
iki fazli (Bvg (+) ve Bvg (-)) olarak bilinmesine ragmen yapilan arastirmalar sonucunda
sistemin dogrudan veya dolayli yoldan yiizlerce geni diizenledigi, Bvg (+), Bvg (-) ve
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Bvg (i) olmak tizere en az ii¢ farkli fenotipik faza neden oldugunu anlasilmistir (Cotter
ve Jones 2003; Cummings vd. 2006; Bone vd. 2017).

BvgA, DNA'ya baglanan bir yanit diizenleyicidir. BvgS ise stoplazmik alana bagli
biiyiik bir periplazmik alan iceren 135 kDa'lik ortamdaki degisiklikleri algilayabilen bir
i¢ zar proteinidir (Locht vd. 2001; Mattoo ve Cherry 2005). 37 °C’de ve standart biiyiime
kosullar1 altinda BvgS otofosforilasyona ugramakta ve fosfat grubu BvgA'nin amino —
terminal alanina transfer edilmektedir (Locht vd. 2001; Moon vd. 2021). Fosforile edilmis
BvgA (BvgA~P) viriilans gen promotdrlerine baglanarak viriilansla aktive olan genleri
(vags) aktiflestirmektedir (Decker vd. 2012; Moon vd. 2021). B. pertussis’in
modiilasyonsuz ortamda verdigi bu tepki Bvg (+) olarak da adlandirilmaktadir (Chen vd.
2020). Hiicre Bvg (+) moduna gectiginde ilk olarak erken vag’lar olarak da bilinen
flament6z hemaglutinin ve fimbriya gibi adezin genleri, BvgA~P diizeyi artmaya devam
ettikge ge¢ vag’lar olarak da bilinen adenilat siklaz toksin ve pertussis toksin gibi toksin
genleri aktiflesmektedir (Scarlato vd. 1991; Moon vd. 2017). BvgA~P dimerleri ayni
zamanda hiicre i¢i yanit sisteminin yanit diizenleyicisi (RisA) ile birlikte c-di-GMP'nin
GMP'ye  doniistiiriilmesini  saglayarak virlilans baskilanmis  genlerinin  (vrg)
aktivasyonunda rol oynayan 32 kDa'lik sitoplazmik baskilayici bir protein olan BvgR ’nin
promotor bolgesini aktive etmektedir. BVgR promotor bdlgesinin aktivasyonu sonucunda
c-di-GMP GMP'ye doniistiigii i¢in ortamdaki c-di-GMP miktar1 6nemli olgtide diser,
dolayisiyla RisA aktivasyonu azalir ve vrg’ler sentezlenemez. Sonug olarak vrg’ler Bvg
(+) modunda bastirilmistir (Locht vd. 2001; Mattoo ve Cherry 2005).

Diisiik sicaklik, yiiksek konsantrasyonlarda magnezyum siilfat veya nikotinik asit
varhigr gibi durumlarda BvgS otofosforilasyona ugramamakta ve BvgA~P dimerleri
olusmamaktadir (Mattoo ve Cherry 2005). Olusan bu faz Bvg (-) modu veya fenotipik
modiilasyon olarak da adlandirilmaktadir (Chen vd. 2020). Bvg (-) modunda BvgA
fosfororillenmedigi i¢in vag’ler sessizdir, 6te yandan BvgR aktive edilemedigi i¢in
vrg’ler sentezlenmektedir (Scarlato vd. 1991; Moon ve vd. 2017) (Sekil 2.2). Bvg (-)
modu Ozellikle besin miktarinin yeterli olmadigi ortamlarda bakterilerin hayatta
kalmasini saglamaktadir. Son yapilan ¢aligmalar Bvg (-) modunda piruvat dehidrogenaz,
seker ve amino asit tasiyicilari, yag asidi ve lipid metabolizmasi, glikolat/glioksilat
kullanim yolu ve fenilasetik asit bozunmasi gibi ¢esitli metabolik yollarda gorev alan
bircok genin Onemli derecede eskprese edildigini ve 200'den fazla yenivrg
tanimlanabilecegini gostermistir (Moon ve vd. 2017).

BVG sisteminin yeterince indiiklenemedigi ve yeterince BvgA~P dimerlerinin
olusmadig ara faz Bvg (i) olarak adlandirilmaktadir (Decker vd. 2012). Hiicre Bvg (i)
moduna gectigi zaman flament6z hemaglutinin gibi erken vag’lar ve B. pertussis'te
tanimlanan ilk Bvg(i) faz proteinlerinden biri olan Bvg ara faz proteini A (BipA)
sentezlenmektedir (Sekil 2.2) (Mattoo ve Cherry 2005; Ramkissoon 2021). Pertussis
toksin gibi gec vag’ler ve vrg’ler Bvg (i) modunda sessizdir. Bu ara faz, bakteriler diisiik
konsantrasyonlarda modiilasyonlara maruz kaldiginda veya Bvg (-) modundan Bvg (+)
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moduna gegis sirasinda meydana gelmektedir (Mattoo ve Cherry 2005; Ramkissoon
2021). Enfeksiyonun ilk asamalarinda veya bakterilerin aerosol yoluyla bulagmasi
asamasinda goriilmektedir.

B. pertussis

@ Sideroforlar

¢ Pertussis Toksin

® Adenilat Siklaz Toksin D Kapsil

© Tip III SSE
+o— Tip I Salg Sistemi
§ Pertaktin
0/‘ Tip IV Salg: Sistemi
[ FHA
BipA \ﬂ; Siderofor Tasiyicilar
N s Eoan @y, Tip I1I Salg: Sistemi
V\ Fimbriya

Sekil 2.2. B. pertussis’de BvgA sistemi (Hoffman 2017)
2.3. Pertaktin (Prn)

Pertaktin (Prn), tutunmada ve kolonizasyonda rol alarak akciger epitel hiicrelerine
baglanmaya aracilik eden, ototransporter ailesinden, 69 - kDa'lik fimbriyal olmayan bir
dis zar proteinidir (Otsuka vd. 2012; Turan 2004; Tefon 2012). X — 1s1n1 yapisina bakildig
zaman protein kivriminin V seklinde bir kesite sahip 16 iplikli paralel bir beta
sarmalindan olustugu goriilmektedir ve bu sarmal yapis1 bugiine kadar bilinen en biiyiik
beta sarmalidir (Emsley vd. 1996). Sadece B. pertussis’e 6zgii bir viriilans faktori
degildir, ayn1 zamanda B. bronchiseptica (68 — kDa) ve B. parapertussis n,’de de (70 —
kDa) bulunmaktadir ve bu ii¢ bakteride bulunan Prn esas olarak igerdikleri prolin
bakimindan zengin bélgelerin sayisindan dolayir farklilik gostermektedir (Mattoo ve
Cherry 2005).

Prn yapisinda bulunan, dkaryotlarda ligand — reseptor etkilesimlerinde yer alan
Arg-Gly-Asp (RGD) tripeptit motifi sayesinde hem bakterinin insan solunum yolundaki
epitel hiicrelerine baglanabilmesini saglayan bir adezin olarak, hem de toplanma,
biyofilm olusumu, toksisite, yapisma ve istila gibi viriilans fonksiyonlarinda islev
gormektedir (Mattoo ve Cherry 2005; Inatsuka vd. 2010; De Gouw vd. 2011; Otsuka vd.
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2012).
2.4. Filamentoz Hemaggliitinin (FHA)

Filament6z hemaggliitinin (FHA), B. pertussis ve B. bronchiseptica'daki fhaB
geni tarafindan kodlanan 220 kDa’lik yiizey ve sekresyon proteinidir (Asgarian-Omran
vd. 2015; Dorji vd. 2018). Bakteri hiicresi icerisinde ilk olarak yaklasik 375 kDa'lik 6ncii
FhaB olarak sentezlenir (Kajava vd. 2001). FhaB’nin N terminalinde yer alan
genisletilmis sinyal peptit bolgesi, FhaB’nin dis membran lizerinde yer degistirmesini
saglamaktadir (Chevalier vd. 2004). Dis membran iizerinde yer alan FhaB, N ve C
terminal uglarinda gergeklesen degisimler sonunda serin proteaz (SphB1) araciligt ile
olgun FHA olarak hiicre disina sentezlenir (Nash ve Cotter 2019).

FHA, 16kosit integrin kompleman reseptorii 3 (CR3) ile etkilesime giren RGD
dizisi, N terminal glikozaminoglikan baglanma bdlgesi ve karbonhidrat baglanma bolgesi
olmak {iizere konak hiicreleri ile etkilesime girmesini saglayan en az 3 farkli baglanma
bolgesi icermektedir (Melvin vd. 2014; Scheller ve Cotter 2015; Jurnecka vd. 2018).
Olgun bir FHA bakterilerin konagin solunum mukozal hiicrelerine baglanmasinda ve
bakteriyel kolonizasyonda rol oynayan en etkili viriilans faktorlerinden biridir ve hiicresiz
bogmaca asilariinin birincil bilesenidir (Romero vd. 2016; Jurnecka vd. 2018). Ayni
zamanda sahip oldugu C — terminal tip | ve N — terminal tip II alanlar1 iki ana immiin
baskin bolge sayesinde yliksek oranda immiinojeniktir (Dorji vd. 2018).

2.5. Fimbriya (Fim)

Fimbriya (Fim) tip 1 pili ailesine ait, B. pertussis’in konak solunum yolu
hiicrelerine ilk baglanmasinda ve bakteri kolonizasyonunda etkili, bakterinin dis zarindan
uzanan uzun ve ince ipliksi yapilardir (De Gouw vd. 2011; Scheller ve Cotter 2015; Dorji
vd. 2018). Fim2 veya Fim3 adi verilen iki ana alt birimden ve FimD ad1 verilen kiigiik bir
alt birimden olusmaktadir (Alexander vd. 2012; Scheller ve Cotter 2015). B. pertussis
suslarinda bulunan fimbriyalar sadece Fim2, sadece Fim3 veya her iki fimbriyal alt
serotipi igerebilmektedir (Gorringe ve Vaughan 2014). Yapilan ¢aligmalar sadece Fim3
iceren B. pertussis suslarinda sadece Fim2 igeren B. pertussis suslarindan daha az
miktarda fimbriya bulundugunu, her iki serotipi igeren B. pertussis suslarinda ise sadece

Fim2 veya Fim3 igeren suslardan daha fazla miktarda fimbriya bulundugunu gostermistir
(Ashworth vd. 1982).

Genel olarak fimbriyal alt birimler solunum yollarinda bulunan heparin siilfat,
dekstran siilfat ve kondroitin siilfati tanimaktadir (Hazenbos vd. 1995). Fim2 solunum
yolunda bulunan epitel hiicrelere baglanmada rol oynayan H1 ve H2 olarak adlandirilan,
heparin gibi siilfatlanmis sekerlere baglanma aktivitesine sahip 2 bolge igermektedir
(Geuijen vd. 1998). Ayn1 zamanda Fim3’de de antijenik olarak farkli benzer bolgeler
oldugu bilinmektedir (Geuijen vd. 1998). FimD ise solunum yolunda bulunan heparin
stilfat ve integrin ¢ok gec antijen — 5 (VLA — 5) olmak iizere iki liganda baglanmaktadir
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(Hazenbos vd. 1995). FimD’nin VLA — 5 ligandina baglanmasi ayn1 zamanda FHA igin
bir ligand olan CR3’iu aktive ederek bakterilerin solunum yolunda tutunmasini
arttirmaktadir (Hazenbos vd. 1995; Dorji vd. 2018).

Fim ayn1 zamanda FimD ile birlikte ¢alisarak fimbriyanin dis membran {izerine
sentezlenmesini saglayan, FimB ve FimC olarak adlandirilan 2 ek fimbriyal saperon
proteinine sahiptir (Guiso, 2015; Scheller ve Cotter, 2015). FimC dis membran iizerinde
yer alan ayrilmaz bir dis zar proteinidir (Smith vd. 2001). FimB ise FimD, Fim2 ve
Fim3’i FimC’ye yonlendirmede ve ayni zamanda FimC igerisinde fimbriyal alt
birimlerin sentezlenen zincire aktarilmasini saglayarak fimbriya sentezlenmesi sirasinda
islev gormektedir (Sekil 2.3) (Melvin vd. 2014; Scheller ve Cotter, 2015).

E FimD

Fim2,
Fim3

ID1s Zar

Sekil 2.3. Dis zar tizerinde fimbriya sentezlenmesi (Scheller ve Cotter 2015)
2.6. Trakeal Kolonizasyon Faktorii (Tcf)

Trakeal kolonizasyon faktorii (Tcf) tcfA geni tarafindan kodlanan, Bordetella
tirleri arasinda yalnizca B. pertussis tarafindan iiretilen hem hiicre ile iliskili hem de
salgilanmis formlarda kodlanabilen 60 kDa’lik bir proteindir (Kerr ve Matthews 2000;
Dorji vd. 2018). Tcf’de Prn, FHA, ve serum direng proteini gibi bir adezyon molekiilii
olarak islev gormektedir (Dorji vd. 2018). N terminal kisminda yiiksek oranda (%16,5)
prolin igerigine sahip ve diger adezyon molekiillerine benzer RGD dizileri yer almaktadir
(Finn ve Stevens 1995; Locht 1999). Tcf’nin C terminal alani ise, B. pertussis’ler
tarafindan sentezlenen Oncli pertaktinlerin C terminal alanina %350 benzerlik
gostermektedir (Kerr ve Matthews 2000; Smith vd. 2001). Tcf iiretmeyen B. pertussis
susu ile yapilan bir ¢alismada, Tcf iretmeyen B. pertussis’lerin fare trakeasinda
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gerceklestirdikleri bakteriyel kolonizasyonun kontrole gére 10 kat daha az oldugunu
gostermislerdir (Finn ve Stevens 1995).

2.7. Serum Direnc Proteini (BrkA)

Serum direng proteini (BrkA), brk lokusu tarafindan kodlanan, B. pertussis’in
insan serumu tarafindan oldiiriilmesine karsi direng gelistirmesini saglayan bir proteindir
(Smith  2001; Dorji vd. 2018). B. pertussis disinda B. parapertussis ve B.
bronchiseptica'da oldugu bilimektedir, ancak B. avium’da BrkA bulunmamaktadir (Linz
vd. 2016). BrkA, klasik kompleman yolu yardimiyla B. pertussis hiicrelerini dogustan
gelen bagisiklik, kazanilmis bagisiklik ve bazi antimikrobiyal ajanlar tarafindan
parcalanmaktan korumaktadir (Persson vd. 1991; Fernandez ve Weiss 1994; Fernandez
ve Weiss 1996; Fernandez ve Weiss 1998). Aym1 zamanda konagm solunum yolu
hiicrelerine yapismayi saglayan BrkA’nin i¢erdigi bazi diziler Prn ve Tcf ile benzerlik
gostermektedir (Fernandez ve Weiss 1994; Fernandez ve Weiss 1996). BrkA heniiz higbir
hiicresiz bogmaca asisina dahil edilmemistir (Dorji vd. 2018). Ancak yapilan ¢alismalar
pertussis toksin, FHA ve BrkA igeren ii¢ bilesenli asilarin fareleri B. pertussis Tohama —
| susuna kars1 korumada ticari asilar kadar etkili oldugunu, ancak tek basina BrkA ile
bagisiklamanin bakteri kolonizasyonuna kars1 herhangi bir etkisi olmadigini gostermistir
(Marr vd. 2008).

2.8. Pertussis Toksin (PT)

Pertussis toksin (PT), Bordetella tiirlerinden sadece B. pertussis’de bulunan, ptxA
ve ptxE genleri tarafindan kodlanan 117 kDa’lik bir A — B toksinidir (Mattoo ve Cherry
2005; Locht ve Antoine 2021). Bu toksin, enzimatik aktiviteye sahip S1 alt biriminin
olusturdugu A protomeri ile S2, S3, S4 ve S5 alt birimlerinin olusturdugu ve toksinin
hedef hiicrelere girigini saglayan B oligomerinin birlesmesi ile olusmaktadir (Sekil
2.4)(Locht ve vd. 2011). B oligomeri, PT’nin hedef hiicre membrani {izerinde yer alan
reseptorlere baglanmasini saglar ve reseptor aracili endositoz ile toksin hiicre i¢ine alinir
(Teter 2019). Hiicre icine alinan toksin ilk olarak golgi aygitina ardindan endoplazmik
retikuluma tasinir (Sekil 2.5) (Ernst vd. 2018). Endoplazmik retikuluma gelene kadar
bozulmadan tasinan toksin endoplazmik retikuluma geldiginde, S1 alt birimi B
oligomerinden ayrilarak diizensiz hale gecer ve sitozole salinir (Teter 2019; Hoonakker
2021). S1 alt birimi sitozole gegtikten sonra tekrardan katlanarak ADP — ribozilasyonu
yoluyla GTP baglayici bir protein olan Gj proteinini inaktif hale getirir (Ernst vd. 2018;
Hoonakker 2021). G; proteinleri inaktif hale geldikleri i¢in hedef enzimleri olan adenilat
siklazi (AC) inhibe edemezler ve ATP’nin cAMP’ye doniisiimii durdurulamaz
(Mangmool ve Kurose 2011; Hoonakker 2021). Sonug olarak hiicre igerisinde asir1
miktarda CAMP birikmis olur (Locht ve vd. 2011).

PT’nin ADP - riboziltransferaz aktivitesi sonucunda hiicrelerde asir1 miktarda
CAMP birikmesi birgok hiicresel yolagin bozulmasi, lipoliz, I16kositoz, lenfosit ve nétrofil
gociinlin engellenmesi, ekzokrin bezlerin asir1 salgi yapmasi, histamin duyarliligi ve
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pankreas adacik hiicrelerinin uyarilmasi gibi bir¢ok biyolojik etkiye neden olmaktadir
(De Gouw vd. 2011; Carbonetti 2015). Yapilan hayvan ¢alismalari, PT’nin fagositlerin,
noétrofil, lenfosit ve makrofajlarin enfeksiyon bolgesine gociinii engelleyerek erken
inflamasyonu Onledigini, B. pertussis patogenezinin olusumuna katki sagladigini
gostermistir (Carbonetti vd. 2003). Dolayisiyla PT bogmaca hastaliginin gelismesinde
onemli bir role sahiptir ve giinlimiizde mevcut olan tiim hiicresiz (aseliiler) bogmaca
asilarina dahil edilmistir (Ausar vd. 2020).

A Protomer

B Oligomer

Sekil 2.4. PT’nin yapisal goriiniisii (a) ve (b) (Mangmool ve Kurose 2011; Teter 2019)

O Pertussis Toksin
+~ Membran reseptorii

) b)
Kontrolsiiz cAMP
- -~
AC

Endozom cAMP
sentezi
S Golgi @
Aygiti )
/ \
S1 Alt Birimi
Endoplazmik
Retikulum

~ B
Oligomeri
Sitozol

Sekil 2.5. PT’nin konak hiicre igerisine girisi ve ADP — riboziltransferaz aktivitesi (Teter
2019)
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2.9. Adenilat Siklaz Toksin (AST)

Adenilat siklaz toksin (AST), cyaA tarafindan ifade edilen, RTX (toksin i¢inde
tekrar eden) ailesinin bir iiyesi olan, B. pertussis’in yani sira B. parapertussis ve B.
bronchiseptica gibi memelileri enfekte eden tiim Bordetella alt tiirleri tarafindan tiretilen
immiinomodiilatér bir toksindir (Carbonetti 2010; Eby vd. 2013). RTX ailesinin bir
gostergesi olan glisin ve aspartik asit bakimindan zengin bdlgelerin 41 tekrarini igeren ve
1300 amino asitten olusan C terminal alan1 ve adenilat siklaz aktivitesine sahip 400 amino
asit kalintisindan olusan bir N terminal alanindan olusmaktadir (Smith vd. 2001; Vojtova
vd. 2006; Eby vd. 2013). Diger RTX ailesi iiyeleri ile benzerlik gosteren C terminal alani,
toksinin hedef hiicrelerde yer alan CR3 reseptorlerine baglanarak toksinin hedef hiicrelere
tutunmasini ve konak hiicrelerinin hiicre zar tizerinde katyon segici gozenekler olusturarak
toksinin sitozole ge¢mesine aracilik etmektedir (Ladant ve Ullmann 1999; El-Azami-El-
Idrissi vd. 2003). AST sitozole girdikten sonra toksinin N terminal alam1 Ca?* baglayic1 bir
protein olan kalmodulin (CaM) tarafindan aktive edilir ve hiicre icerisinde yer alan ATP
cAMP’ye dontstirtlir (Vojtova vd. 2006; Fiser vd. 2012). AST, meydana getirdigi ani
cAMP artis1 ile bakterilerin makrofajlar ve notrofiller tarafindan oksidatif patlatilmasini ve
miyeloid fagositlerin bakterisidal aktivitelerini engellemektedir (Fiser vd. 2012; Hasan vd.
2018). Sonug olarak, konagin hiicresel zar gecirgenligini bozmasi ile iyon dengesine
miidahale etmesi ve hedef hiicre icerisindeki cAMP seviyesini yiikselterek hiicresel sinyal
yollarm1 bozmasi olmak tizere 2 farkli bakteriyel toksin stratejisini birlestirerek konagin
hiicre fizyolojisine zarar vermektedir (Vojtova vd. 2006).

2.10. Dermonekrotik Toksin (DNT)

Dermonekrotik toksin (DNT), Bordetella tiirleri tarafindan sentezlenen, 1464 amino
asitten olusan ve bvg lokusu tarafindan diizenlenen 160 kDa’lik bir toksindir (Pullinger vd.
1996; Smith vd. 2001). Oldiiriicii toksin olarak da bilinen DNT, hedef hiicre reseptérlerine
baglanmada gérev alan N — terminal alan1 ve enzimatik aktiviteye sahip bir C terminal tek
zincirli polipeptitten olusan bir proteindir (Matsuzawa vd. 2004). ilk olarak 56 °C’de inaktif
hale geldigi i¢in 1siya dayaniksiz toksin olarak adlandirilan bu toksin daha sonrasinda
farelerin deri altina enjekte edildiginde karakteristik bir yara biraktigi igin DNT olarak
adlandirilmistir (Dorji vd. 2018). Bu toksin hiicre disina salgilanmasi i¢in gerekli olan sinyal
dizilerinden yoksundur, dolayisiyla bakterilerin sitoplazmasinda bulunmaktadir ve bu
nedenle saflastirilmasi oldukga zordur (Cowell vd. 1979; Melvin vd. 2014). DNT’nin
bakteri stoplazmasinda bulunmasi ayni zamanda enfeksiyon sirasinda bakterilerin hayatta
kalmasini kolaylastirarak dolayli olarak patogeneze katilir (Melvin vd. 2014). DNT bir¢ok
toksinden farkli olarak hiicre farklilagmasi, aktin iskeletinin diizenlenmesi, belirli temel
genlerin transkripsiyonu gibi olaylardan sorumlu Rho ailesi GTPaz enzimlerini aktive
etmektedir (Masuda vd. 2000; Horiguchi 2001). GTPaz aktivasyonu hiicre farklilagmasinin
bozulmasina ve sitokinez inhibisyonu gibi etkilere yol agmaktadir (Horiguchi 2001). DNT
ayn1 zamanda osteoblastik farklilasmayi, DNA ve protein sentezini inhibe edebilmektedir
(Horiguchi 2001). B. bronchiseptica'nin tirettigi DNT nin domuzlarda bronkopnémoni ve
konka atrofisi gibi hastaliklara katkida bulundugu bilinse de farelerde yapilan deneylerde
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DNT bulundurmayan mutant B. pertussis’in ve DNT bulunduran B. pertussis’in viriilans
yetenedi agisindan herhangi bir farklilk gostermedigi goriilmustiir (Weiss ve Goodwin

1989; Brockmeier vd. 2002).
2.11. Trakeal Sitotoksin (TCT)

Trakeal sitotoksin (TCT), bakteri hiicre duvarina yapisal sertlik saglayan muramil
peptit ailesinden gelen ve bakteri hiicre duvari peptidoglikaninin bir bileseni olan 921 kDa'lik
bir disakarit — tetrapeptiddir ve B. pertussis’te BvgAS’den bagimsiz bilinen tek viriilans
faktoradiir (Luker vd. 1993; Smith vd. 2001). Biitiin Gram negatif bakteriler peptidoglikan
tabakaya sahiptir ancak ¢ogu Gram negatif bakteri bu molekiili geri doniistiirse de
Bordetella ve Neisseria TCT’yi muramil peptitleri seklinde hiicre disina salmaktadir
(Humann ve Lenz 2009; Smith vd. 2001). TCT konakg1 hiicrelerinde interlokin — 1 {iretimini
indiiklemektedir (Heiss vd. 1993). interlokin — 1 konake1 hiicre nitrik oksit sentazi aktive
ederek ve konak hiicrelerinde asir1 miktarda nitrik oksit birikimine neden olur (Heiss vd.
1994). Nitrik oksit, demire bagimli enzimleri yok ederek, konak hiicrelerde DNA sentezinin
ve mitokondriyal fonksiyonlarm inhibe edilmesine neden olur (Heiss vd. 1993). TCT aym
zamanda akcigerlerde bulunan siliyer epitel hiicrelerini yok ederek konagin akcigerlerde
olusan mukusu atmasini engeller ve bogmaca hastaliinin karakterize Okstirigiiniin
olusmasina katkida bulunur (Luker vd. 1995).

2.12. Lipooligosakkarit (LOS)

Lipopolisakkarit tabakasi (LPS), biitin Gram negatif bakterilerde bulunan bir
cekirdek oligosakarit, bir lipit A pargast ve O — antijen olarak bilinen uzun bir polisakaritten
olusan bir tabakadir (Peppler 1984; Smith vd. 2001; Raetz ve Whitfield 2002). B.
pertussis’de bulunan lipoporisakkaritler, diger Gram negatif bakterilerde bulunan LPS’den
daha kiigiik olmas1 ve O — antijen igermemesi nedeniyle lipooligosakkarit (LOS) olarak da
adlandiriimaktadir (Allen vd. 1998; Fedele vd. 2008). LOS tabakasi genel olarak giiglii bir
endotoksin iglevine sahiptir (Caroff vd. 2000; Caroff vd. 2001). LOS, trakeal sitotoksine
benzer sekilde nitrik oksit iiretimini indiikleyerek konagin solunum yollarinda bulunan siliyer
hiicrelerini yok edebilmektedir (Flak ve Goldman 1999). Ayni zamanda yapilan ¢aligmalar
B. pertussis’te bulunan LOS’un yiiksek oranda korundugunu, asi Oncesi ve as1 sonrasi
donemde izole edilen klinik izolatlarda LOS yapisinda degisiklik olmadigini gostermistir
(AlBitar-Nehme vd. 2013; Wang vd. 2020). LOS hem yiiksek oranda korunmasi hem de
giiclii bir adjuvan aktiviteye sahip olmasi dolayisiyla ileride yapilacak genis spektrumlu
bogmaca asilari i¢in olduk¢a 6nemlidir (Geurtsen vd. 2006; Wang vd. 2020).

Bordetella cinsinde farkli lipopolisakkarit yapilart bulunmaktadir. B. pertussis
tirliniin aksine B. parapertussis ve bazi B. bronchiseptica suslarinda O — antijeni
bulunmaktadir (Geurtsen vd. 2006; Goebel vd. 2008). B. parapertussis’in sahip oldugu O —
antijeninin konak antikorlarmin bakteri yiizeyine baglanmasini engelledigi bilinmektedir
(Wolfe vd. 2007). ilging bir sekilde yapilan caligmalar B. parapertussis suslarinda
insanlardan ve koyunlardan izole edilen suslarin farkli LPS yapilarina sahip oldugunu
gostermistir (van den Akker 1998). Bu durum Bordetella tiirlerinde tiir 6zgiilliigiiniin yiiksek
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oldugunu ve enfekte edecekleri konaga uygun LOS tabakaya sahip olabileceklerini
gostermekedir (van den Akker 1998; Novikov vd. 2019).

2.13. Bakteriyel Biyofilmler

Bakteriler dogada planktonik hiicreler ve mikrobiyal kiimeler olusturan
(biyofilmler) hiicreler olmak tizere 2 farkli yasam tarzi sergilemektedirler. Biyofilm
kelimesi asil olarak biyomateryal anlamina gelmektedir ve herhangi bir ylizeye baglh
olmayan kiimelenmis bakteriler de biyofilmler olarak kabul edilmektedir (Costerton ve
Geesey 1978; McCoy vd. 1981; Flemming vd. 2021). Biyofilmler igerisinde tek bir
bakteri tiirii bulunabildigi gibi birden fazla tiirde bulunabilmektedir. Biyofilm icerisinde
birden fazla tiir bulunmasi topluluk tyelerinin gelismis metabolik aktivitesi, biyofilm
yapisinda degisiklikler, artan hiicre sayisi, biyofilm kiitlesi ve antimikrobiyal tolerans ile
iliskilendirilmistir (Sadiq vd. 2021).

Bakteriyel biyofilmlerin olusumu tiir ¢esitliligi nedeniyle degisiklik gosterse de
genellikle birbirine benzeyen ¢ok adimli bir siiregtir (Sekil 2.6). Genel olarak 5 adimh
ilerleyen bu siiregte ilk olarak bakterilerin geri d6iisiimlii bir sekilde ylizeye tutunmasi ile
baslamaktadir. Bu adimda Brownian hareketi, sedimantasyon, kemotaksis veya
koveksiyon ile taginan bakteri hiicreleri yilizeye tutunur ve ardindan geri doniisiimsiiz
baglanma adimi gelmektedir (Palmer vd. 2007). ikinci adim olan geri déniisiimsiiz
baglanma bakteriyel hiicre ylizeyinin hidrofobikligi, kovalent bag, hidrojen bagi, iyonik
bag ve dipol-dipol etkilesimleri yoluyla gergeklesmektedir (Zhao vd. 2023). Bu asamada
bakterilerde kamg1 sentezinde dolayisiyla kamg¢i1 yapilarinda azalma, devam eden siiregte
biyofilm matriks bilesenlerinin iiretimi gerceklesmektedir (Sauer vd. 2022). Bu asama
ayni zamanda biyofilmdeki bakterilerin ila¢ direnci gostermesi ile iliskilendirilmistir
(Gupta vd. 2013). Hiicre dis1 polimerik maddelerin (HDPM) salgilanmasi ile birlikte
biyofilm olusumunun 3. adimi olan olgunlagma adimi baglamaktadir. HDPM, biyofilmin
icyapisint ve biyofilm olusumunu, yiizey tutunmasini, hiicreler arasindaki karsilikli
tanimayi, sinyal iletim sistemini ve genetik bilgi alis verisini etkileyebilmektedir (Costa
vd. 2018). Dordiincii adimda matriks igerisinde bulunan bakteri sayisi artarak kiigiik
mikrobiyal koloniler ve ti¢ boyutlu yapilar olusmaktadir. Bu asamada olusturulan matriks
ile yabanct maddelerin biyofilm igerisine girisi engellenmektedir (Zhao vd. 2023).
Matriks bilesenlerinin azalmasi ve bozunmast ile birlikte biyofilm yapisinin dagildig: 4.
adim gergeklesmektedir (Sauer vd. 2022). Bu asamadan sonra serbest kalan bakteri
hiicreleri baska yiizeylere tutunarak tekrardan biyofilm olusturabilmektedir (Zhao vd.
2023).
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Sekil 2.6. Bakteriyel biyofilm olusum asamalar1 (Sauer vd. 2022)

Tiim bakteriyel enfeksiyonlarin yaklasik %65'inin bakteriyel biyofilmlerle iligkili
oldugu tahmin edilmektedir (Lewis 2001). Bakteriyel biyofilmler, dezenfektanlara,
antibiyotiklere ve konagin immiin sistemine karsi direng¢li oldugu bilinmektedir (Hoiby
vd. 2011). B. pertussis hiicrelerininde biyofilm yasam tarzina sahip oldugu bilinmektedir
(Sekil 2.7). Biyofilm olusumu, B. pertussis’in konagin akcigerlerinde kolonizasyonunu,
kalicigin1 ve virlilans 6zelliklerinin artmasini saglamaktadir. Bu durum 6zellikle yeni
dogan asilanmamis bebeklerde bogmacanin bulasimi arttirmaktadir (Serra vd. 2011;
Cattelan vd. 2016; Cattelan vd. 2017). Ayrica giiniimiizde dolasimda olan B. pertussis
suslarinin biyofilm olusturma yeteneginin as1 calismalarinda kullanilan standart sus
Tohama — I’den daha iyi oldugu bilinmektedir (Arnal vd. 2015; Dorji vd. 2016; Cattelan
vd. 2017). Gergeklestirilen fare calismalarinda B. pertussis’in hem burun hem de
akcigerde epitelinde kiimeler ve makrokoloniler seklinde biyofilm olusturdugu
gosterilmistir (Cattelan vd. 2016). Ayrica B. pertussis’te artan biyofilm olusumunun
farelerin burnunda ve akcigerlerinde daha yiiksek bakteriyel kolonizasyona neden oldugu
gosterilmistir (Cattelan vd. 2017). Son yapilan calismalar BipA ile asilanmis farelerin
akcigerlerindeki B. pertussis Kkolonizasyonunun agilanmamis farelere gére Onemli
derecede azaldigini gdstermistir. Bu durum biyofilm proteinlerinin ve 6zellikle BipA'nin
gelecekteki bogmaca asilari i¢in bir alternatif olabilecegini gostermistir (De Gouw vd.
2014).
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Sekil 2.7. B. pertussis’te biyofilm olusumu (Mishra vd. 2005)

2.14. Bogmaca ve As1

[lk bogmaca asisi, 1914 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD)
ruhsatlanmig, 6ldiriilmiis B. pertussis hiicrelerinden olusan bir tam hiicre asisidir (WP)
(Klein 2014). O dénemde bogmaca asilar1 korunmadan ziyade tedavi amagh kullanildigi
icin ilk bogmaca asisinin etkileri hakkinda tam olarak bir sey sdylemek miimkiin degildir
(Kuchar vd. 2016). Ardindan 1932’de Pearl Kendrick ve Grace Elderlin, Jules Bordet ve
Octave Gengou tarafindan bulunan B. pertussis besiyerini gelistirerek bakterinin daha
hizli kiiltiirlenmesini, dolayisiyla bogmaca tanisinin daha kolay anlagilmasi saglanmistir
(Kuchar vd. 2016). Kendrick ve Eldering 1934 — 1935 yillari arasinda wP ‘nin etkinligini
anlamak i¢in yaptiklar1 calismalarinda bogmaca asisinin etkinlik oranini %89 olarak
belirtmislerdir (Kendrick ve Eldering 1936). 1943'te Amerikan Pediatri Akademisi’nin
WP’nin rutin kullanim igin onaylamasinin ardindan tarihte ilk kez 1948 yilinda ABD’de
bogmaca vaka sayist 100.000'in altina diigmiistiir (Clark 2014). Cogu WP bogmacadan
korunmada oldukga etkilidir ancak iiretilen her tam hiicreli bogmaca asis1 beklenilen
giiclii korumayr saglayamamistir. 1985 ve 1998 yillar1 arasinda yalnizca Kanada'da
kullanilan ABD lisansli Connaught Laboratories tarafindan iiretilen bir difteri, tam hiicre
bogmaca ve tetanoz toksoid asis1 (DTP) yalnizca %49 — 61 arasinda etkinlik
saglayabilmis, bu durum 1990’hh yillarda Kanada’da bogmaca hastaliginin 6nemli
derecede yeniden artmasina neden olmustur (De Serres vd. 1996; Bentsi-Enchill vd.
1997; Ntezayabo vd. 2003). Benzer sekilde 1993’1 yillarda ABD’de biiyiik oranda DTP
ile asilanmis bir popiilasyonda bogmaca salgini meydana gelmis ve meydana gelen
salginda DTP asilarina dogrudan bir suglama yapilmamis olmasina ragmen asilarin
%72'sinin Connaught Laboratories tarafindan iiretildigi belirtilmistir (Christie vd. 1994).
DTP asilarinin ¢ogunun oldukea etkili olmasina ragmen, bazi lisanslt asilarin bu sekilde
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zaylf koruma ile iligkilendirilmesi tim DTP asilarinin koruma kapasitesi ile ilgili
kamuoyunda endise yaratmistir (Klein 2014).

wP’nin yaygin olarak kullanilmasinin ardindan vaka sayilarmin énemli derecede
azalmasi ile birlikte wP’nin yan etkileri ile ilgili korkular olusmaya baslamistir (Klein
2014; Kuchar vd. 2016). wP, asilamanin ardindan ates, mide bulantisi, as1 yerinde sisme,
agr1 ve hiperirritasyon gibi yaygin yan etkiler gostermekteydi (CDC 1996). wP olmus
cocuklarda seyrek olarak siirekli aglama, konviilsiyon ve tiim uzuv sismesi gibi siddetli
sistemik yan etkiler, nadiren de akut ensefalopati goriilebilmekteydi (Guris vd. 1997;
Klein 2014). Bu durum wP’nin giivenilirligine kars1 bir endise olusturmustur. Olusan bu
endise sonucunda Japonya ve Isve¢’te bogmaca asilama programlar1 askiya alinmus,
Italya, Birlesik Krallik, Avustralya, irlanda, Bati Almanya ve Rusya gibi iilkelerde ise
bogmaca asisinin kabulii 6nemli derecede azalmistir (Sato vd. 1984; Romanus vd. 1987;
Cherry vd. 1988; Gangarosa vd. 1998). Sonug olarak wP’ye karsi olusan bu yaygin endise
yeni bogmaca asilarinin gelistirilmesi amaciyla ¢alismalar yapilmasina neden olmustur.

Ik aseliiler bogmaca asis1 (aP) 1981 yilinda Sato ve meslektaslar1 tarafindan
Japonya’da gelistirilen, formaldehitle islenmis B. pertussis’in 6nemli viriilans faktorleri
olan FHA ve PT’yi iceren bir asiyd: (Sato vd. 1984). Bunu takip eden yillarda isveg,
italya, Almanya ve Senegal gibi iilkelerde de aP denemeleri yapilmis, yapilan bu
denemelerde aP’lerde yer alan PT daha zararsiz formu ile degistirilmis, PT ve FHA’ya ek
olarak agilara Prn, tip 2 ve tip 3 Fim antijenleri eklenmistir (Guiso vd. 2020; Colak ve
Tefon Oztiirk 2022). 1990’1 yillarin ortalarinda Isveg’te iki bilesenli (PT ve FHA),
Italyan ii¢ bilesenli (PT, FHA, Prn) (Acelluvax) ve bes bilesenli (PT, FHA, Prn, Fim 2 ve
3) asilarin karsilagtirildigi bir ¢alismada, bes bilesenli aP’lerin ii¢ bilesenli aP’lerden
onemli 6l¢iide daha 1yi koruma sagladigini ve aP’lerin etkinliginin bilesen sayisina bagh
oldugunu gostermistir (Olin vd. 1997). Ayrica yapilan ¢alismalar sonucunda gelistirilen
tim difteri, tetanoz ve aseliiler bogmaca asilar1 (DTaP) yapilarinda LOS i¢ermedikleri
icin tam hiicreleri bogmaca asilarinda goriilen ciddi yan etkiler bu asilarda
goriilmemektedir (Cherry 2013). Dolayistyla bu agilar, 3000'den fazla antijen iceren DTP
asilarina kiyasla ¢ok daha az antijen (PT, FHA, Prn, Fim 2 ve 3 olmak {izere en fazla 5
antijen) icermelerine ragmen diinya ¢apinda yaygin olarak kullanilmaya baslanmigtir
(Cherry 2013).

Genel olarak iilkemizde gerceklesen asilama uygulamalarinin kdkeni Osmanli
Doénemine dayanmaktadir (Akdeniz ve Kavukcu, 2016). Zaman igerisinde bulasici
hastaliklar ile miicadele amaciyla hifzissihhalarin kurulmasi ile birlikte as1 calismalari
hizlanmigtir. Tiirkiye’de kullamilan ilk bogmaca asis1 Refik Saydam Hifzissihha
Enstitlisti’'nde 1937 yilinda iiretilmistir (Tiiziin ve Erkmen, 2022). 1968 yilindan itibaren
difteri/tam hiicreli bogmaca/tetanoz (DBT) karma asis1 uygulanmaya baglanmis ve uzun
yillar boyunca as1 ve asilama dozlariyla ilgili olarak bir degisiklik yapilmamustir (Ozmert
2008; Kurugo6l 2011). 1974 yilinda baslatilan Genisletilmis Bagisiklama Programi (GBP)
ve Ulusal As1 Kampanyasi (1985) ile birlikte asilama oran1 hizla artarak 2005 yilinda tilke
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genelinde %90’a kadar ulagmustir (Dilli vd. 2008). Yiiksek asilama oranlari ile birlikte
1970°de 100.000°de 21 vaka olan bogmaca insidanst 2001 yilinda 100.000’de 0.27
vakaya kadar indirilmistir (Coplii vd. 2005). Ancak yiiksek oranda agilamaya ve bogmaca
insidansindaki diisiise ragmen 1997, 2000 ve 2004 yillarinda bogmaca vakalarinda ani
artiglar ve bogmaca salginlari meydana geldigi kaydedilmistir (Sekil 2.8)(Kurugdol 2011).
Tam hiicreleri bogmaca asis1 genel olarak bogmaca vaka sayisinda azalma saglamis
olmasima ragmen diger iilkelerde de oldugu gibi yan etkileri sebebi ile 2009 yilindan
itibaren difteri, bogmaca, tetanoz, inaktif polio, Hemofilus influenza tip b’den olusan 5°li
karma aP asis1 (DaBT — IPA — Hib) uygulanmaya baslanmistir (Otar vd. 2014b).
Ulkemizde kullanilan bu as1 2011 yilina kadar 2, 4 ve 6. aylarda ilk asilama, 18. ayda ise
pekistirme dozu olmak tizere 4 doz halinde uygulanmistir (Kurugdl 2011; Tezer 2016).
Ancak yiiksek agilama oranlarina ragmen bogmaca hastaliginin gériilmeye devam etmesi
ve vaka sayilarinda meydana gelen artis sonucunda Saglik Bakanligi 2010 yilinda
ilkogretim 1. Simiflara uygulanmak tizere 1 doz daha aseliiler bogmaca asis1 (DaBT —
IPA) eklemistir (Sekil 2.9)(Kurugél 2011).
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Sekil 2.8. 1986 ve 2005 yillar1 arasinda Tiirkiye’de goriilen bogmaca vakalar1 ve agilama
insidansi (Dilli vd. 2008)
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T.C. Saglhk Bakanhg Cocukluk Donemi Asi Takvimi, 2020

Hepatit B
BCG (Verem)
DaBT-iPA-Hib
KPA*

KKK iD= | 1 I
DaBT-iPA

ora [ 1]

Td
Hepatit A

Sucicegi
*01.01.2019 tarihinden itibaren dogan bebeklere 2., 4. ve 12. aylarda uygulanacaktir.
**25.09.2019 tarihli BDK karariyla salgin riski olan bélgelerde 9. - 11. ayda ilave bir doz Kizam ik igeren agi (K veya KKK) uygulanacaktir.
***11 Temmuz 2016 tarihinde doganlardan baslamak {izere, 48. ayina girmis olan tiim Cocuklara uygulanacaktir. 1 Temmuz 2016 tarihinden 6nce dogmusg ve halen ilkdgretime
baslamamis olan gocuklarin KKK ikinci dozu ve DaBT-IPA agisi ise 2020-2021, 2021-2022 ve 2022-2023 egitim ve 6gretim donemlerinde, ilkagretim 1. sinifta, okul agilamalari
seklinde uygulanacaktir.

DaBT-iPA-Hib: Difteri, Aseliiler Bogmaca, Tetanoz, inaktif Polio, Hemofilus Influenza Tip b Asisi (Besli Karma As)
KPA: Konjiige Pnémokok Asisi

KKK: Kizamik, Kizamikgik, Kabakulak Asisi
DaBT-IPA: Difteri, Aseliiler Bogmaca, Tetanoz, inaktif Polio Asisi (Dortlii Karma Asi)
OPA: Oral Polio Asisi (Cocuk Felci Asisi)

Td: Eriskin Tipi Difteri-Tetanoz Asisi

R: Rapel (Pekistirme) ID: ilave Doz
Asl takvimindeki tim asilar Ucretsizdir.

Sekil 2.9. Cocukluk donemi as1 takvimi (Anonim 1)
2.14 Bogmacanin Yeniden Yiikselisi

Son yillarda bogmaca karst asilama diinya capinda yaygin bir sekilde devam
etmektedir. DSO’ye gére 2018 yilinda kiiresel hedef popiilasyonun %86'st DTP ile
agtlanmigtir (WHO 2023). Ancak yiiksek asilama oranlarina ragmen bogmaca hastaligi
diinya ¢apinda siklikla goriilmeye devam etmektedir (Sekil 2.10) (Tan vd. 2005; Bento
vd. 2018; Yasui vd. 2018; Colak ve Tefon Oztiirk 2022). 2018 yilinda 30 Avrupa Ulkesi
tarafindan toplamda 35.627 bogmaca vakasi oldugu bildirilmistir (ECDC 2020). Diinyada
oldugu gibi iilkemizde de yliksek asilamaya ragmen bogmaca vakalart goriilmeye devam
etmekte ve 3 — 4 yil araliklarla bogmaca salginlari meydana getirmektedir (Sekil 2.11)
(Yigit vd. 2020).
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— Kiiresel kapsam, DIP igeren ag1, 1. doz, Ulusal Bagigiklama Programi kapsanuna iliskin DSO/UNICEF tahminleri
— Kiiresel kapsam, DTP igeren asi, 3. dox, Ulusal Baggiklama Programi kapsamina iligkin DSO/UNICEF tahminleri
— Bildirilen vaka sayisi, bogmaca, kiircscl

Sekil 2.10. Diinya genelinde bogmaca vaka sayilari ve asilama insidans1 (WHO 2023)
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— Tiirkiye kapsaim, DTP iceren agi, 1. doz., idari kapsam

== Tiirkive kapsami, DTP iceren agi, 3. doz, idari kapsam

— Tiirkiye kapsaim, DTP iceren agi, 3. doz, resmi kapsam

— Tiitkive kapsamui. DTP igeren as, 1. doz, resmi kapsam

— Tiirkiye kapsam, VTP igeven agi. | doz. Ulusal Baiagiklama Program kapsamma iliskin DSO/UNICEF tahminkeri
Tiikive kapsamu, DTP igeren asi, 3. doz, Ulusal Bagisiklama Programi kapsamina iligkin DSOUNICEF tahminleri

~ Bildirilen vaka sayisi, bogmaca, Tiirkiye

Sekil 2.11. Tirkiye genelinde bogmaca vaka sayilar1 ve asilama insidans1 (WHO 2023)

Bogmaca hastaliginin yeniden artisinin nedenleri arasinda; son yillarda artan
caligmalar ile bogmacanin daha taninir hale gelmesi ve farkindaligin artmasi, polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) gibi yeni laboratuvar teshis yontemlerinin gelistirilmesi, aP
astlarimin koruyuculuk saglamada wP asilart kadar basarili olamamasi, dolayisiyla
popiilasyonda bogmacaya karst bagisikligin yeterli derecede gelismemesi ve B.
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pertussis'te gerceklesen genetik degisiklikler gibi nedenler yer almaktadir (Cherry 2013).
Hem DTaP hem de DTP ile asilanan ¢ocuklarda asinin {igiincii ve dordiincii dozundan
sonra olusan antikor sayis1 hizla azalmaktadir (Guerra vd. 2009). Ayrica DTP ile agilanan
cocuklarda, hastaliktan korunmaya ek olarak bakteri kolonizasyonunu ve bulagsmasini
engelleyen T helper (Th) 1 ve Thl7 hiicresel yamit uyarilirken, DTaP ile asilanan
¢ocuklarda Th2’nin baskin oldugu hiicresel yanit uyarilmaktadir (Kapil ve Merkel 2019).
Bebek babunlar ile yapilan bir ¢alismada B. pertussis ile enfekte olmus ve WP ile
asilanmis babunlarda gii¢lii Th1 ve Th17 tliretiminin oldugu, aP ile asilanmis babunlarda
ise bunun aksine Th1/Th2 {iretiminin yiiksek oldugu gosterilmistir (Warfel vd. 2014).
Arastirmacilar dogal enfeksiyondan farkli gelisen bu immiin yanitin B. pertussis
kolonizasyonunu veya bulagmasini Onlemede basarisiz oldugundan aP asilarinin
bogmaca vakalarinin yeniden artmasina neden olmus olabilecegini belirtmislerdir
(Warfel vd. 2014).

aP asilariin etkinligini etkileyen bir baska sebep ise B. pertussis’in genomunda
meydana gelen degisikliklerdir. Evrimsel siiregte basta Prn olmak tizere agida bulunan
antijenleri genomunda bulundurmayan B. pertussis suslarinin olustugu goriilmiistiir
(Barkoff ve He 2019). Amerika Birlesik Devletleri’nde 2010 yilinda %14 olan Prn
icermeyen B. pertussis suslar1 2012'de %85'e kadar yiikselmistir (Breakwell vd. 2016).
Benzer sekilde diinyanin pek ¢ok yerinde Prn bulundurmayan B. pertussis suslarinin
neden oldugu bogmaca salginlart meydana gelmistir (Lam vd. 2014; Pawloski vd. 2014;
Theofiles vd. 2014; Safarchi vd. 2016). Yapilan ¢alismalar B. pertussis’in dinamik bir
bakteri oldugunu ve genomik olarak degismeye devam ettigini gostermistir (King vd.
2010).

Gilinlimiizde ytiksek asilama oranlarina ragmen meydana gelen yiiksek bogmaca
vakalarin1 6nlemek amaciyla farkli stratejiler gelistirilmektedir. Bu caligmalardan bir
tanesi gliniimiizde kullanilan aP asilarmin gelistirilmesidir (Dewan vd. 2020).
Giliniimiizde kullanilan aP asilarinin farkli adjuvanlar ile gelistirilmesi, asilarda var olan
antijenlere yenilerinin eklenmesi, canli zayiflatilmis asilarin gelistirilmesi ve dis zar
vezikiil asilarinin gelistirilmesi olmak iizere 4 ana strateji lizerinde c¢aligsmalar
yaptlmaktadir (Dewan vd. 2020). Yeni bogmaca asilarinin gelistirilmesine ek olarak
ergenlerin ve yetigkinlerin asilanmasi, annlerin asilanmasi ve yeni dogan bebekler ile
etkilesimde olan herkesin (hane halkinin) asilanmasina (koza stratejisi) yonelik
calismalar yapilmaktadir (Van Rie ve Hethcote 2004; Zasztowt-Sternicka vd. 2021).

Bogmaca vakalarindaki artisin bir diger sebebi ise antibiyotik direngli B. pertussis
suglarinin zaman igerisinde artis gostermesidir. Yapilan caligmalar eritromisin gibi
klinikte yaygin olarak kullanilan antibiyotiklerin B. pertussis’e karsi etkinliginin 6nemli
derecede diistiiglinii, eritromisin direncli suslarin salginlara neden oldugunu gostermistir
(Yang vd. 2015; Lonnqvist vd. 2018; Li vd. 2019; Yao vd. 2020; Feng vd. 2021).
Antibiyotiklerin etkinligi baslica hedef patojen (uygulanan antibiyotige kars1 duyarli olup
olmamasi, biyofilm olusturmasi vb.), hastanin viicut sistemi ve uygulanan antibiyotik
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konsantrasyonu olmak iizere bir¢ok faktdrden etkilenmektedir (Li vd. 2017). Ozellikle
antibiyotiklerin yeterli dozlarda kullanilmamasi veya dozlar arasindaki siirenin dogru
ayarlanmamas1 sonucunda bakterilerin antibiyotiklerin 6ldiiriicii olmayan sub-MIK
konsantrasyonlarina maruz kalmasi antibiyotiklere kars1 direng gelistirmelerine neden
olabilmektedir (Gullberg vd. 2011; Goneau vd. 2020). Antibiyotiklere kars1 gelisen bu
direncin bir kez ortaya ¢iktiktan sonra hizli bir sekilde yayilabildigi, hastane gibi
antibiyotiklerin yaygin kullanildig1 ortamlarda antibiyotik direngli bakterilerin salginlara
sebep olabildigi bilinmektedir (Dewan vd. 2018). Ayrica sub-MIiK antibiyotikler
rekombinasyon, mutasyon ve yatay gen transferi oranlarini artirarak bakterilerde genetik
degisiklige de sebep olabilmektedir (Andersson ve Hughes 2014). Bu nedenle
antibiyotiklerin sub-MiK konsantrasyonlarinin bakteriler iizerindeki etkisinin anlasiimasi
i¢in ¢aligmalar yapilmasi olduk¢a 6nemlidir. Bu tiir ¢aligmalara ek olarak antibiyotik
kullaniminin yalnizca tedavi amagli degil ayn1 zamanda antibiyotik direng gelisimini en
aza indiricek sekilde optimize edilmesi, yeni antibiyotik kullanim stratejilerinin
gelistirilmesi gerekmektedir (Li vd. 2017). Ayrica genis spektrumlu antibiyotiklerin
aksine hedef bakteriye etki edecek dolayisiyla genis spektrumlu antibiyotiklere gore daha
diisiik direng gelisimine neden olan dar spektrumlu yeni antibiyotiklerin gelistirilmesi
gerekmektedir (Canton vd. 2013).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Kullanmilan Bakteri Susu ve Biiyiime Kosullar:

Deneyler sirasinda Bordetella pertussis Tohama — | susu kullanilmigtir. B.
pertussis hiicreleri Akdeniz Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji Boliimii hocalarindan Prof.
Dr. Meral Dilara Ogiing tarafindan Akdeniz Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler
Mikrobiyoloji Laboratuvarina temin edilmistir ve alt kiltiirler olusturulmustur.
Olusturulan alt kiiltiirlerden daha sonraki deneylerde kullanilmak iizere -80 stoklar1
alinmistir. Bakteri hiicreleri kendilerine 6zgii besiyerleri olan Morse Bray s1vi besiyerinde
(Morse ve Bray 1969) ve modifiye edilmis Cohen — Wheeler agar (Sato ve Arai 1972)
besiyerinde 37 °C’de biiyiitilmislerdir (EK — 1 ve EK — 2).

3.2 Eritromisin Antibiyotiginin Hazirlanmasi

Eritromisin antibiyotiginin ana stogu Bannatyne ve Cheung (1982)’un
calismalarinda belirtildigi sekilde hazirlanmustir. Ilk olarak 2 mg/mL eritromisin %30’ luk
etanol igerisinde ¢ozdiiriilerek bir ana stok hazirlanmistir. Ara stoklar, hazirlanan ana
stogun steril distile su ile seyreltilmesiyle hazirlanmistir.

3.3. Eritromisin Antibiyotiginin MiK ve sub-MIiK Degerlerinin Belirlenmesi

Eritromisin antibiyotiginin MIK degerinin belirlenebilmesi igin siv1 diliisyon
yontemi kullanilmuistir (Hoppe ve ark. 1989). Ilk asamada genis eritromisin
konsantrasyonu arali§inda bakteri kiiltiirleri olusturulmustur. Antibiyotik i¢eren bakteri
kiiltirleri olusturulurken ilk olarak yeni biyiitiilmiis B. pertussis Tohama — | hiicreleri
salin (%0.85’lik NaCl ¢ozeltisi) igerisinde 0.5 McFarland’a ayarlanmistir. Ardindan
igerisinde belirli oranlarda (0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1 ve 5 ug/mL) eritromisin bulunan
18 mL MB besiyerine hazirlanan bakteri soliisyonundan 2 mL eklenerek son hacim 20
mL’ye tamamlanmistir. Pozitif kontrol olarak eritromisin icermeyen B. pertussis kiiltiiri,
negatif kontrol olarak bakteri icermeyen MB besiyeri kullanilmistir. Olusturulan bakteri
kiiltiirleri 37 °C’de 150 rpm’de 96 sa inkiibe edilmistir. Dort giinliik inkiibasyon siiresinin
ardindan tiim kiilttirlerin 600 nm’de (OD 600) spektrofotometrik dl¢timleri yapilmistir.

Deneylerin 2. asamasinda, 96 sa inkiibe edilmis kiiltiirlerde bakteri biiylimesi
goriilen en biiylik antibiyotik konsantrasyonu (0.1 pg/mL) ile biiylime goriilmeyen en
kiiciik antibiyotik konsantrasyonu (0.5 pg/mL) belirlenmistir. Ardindan belirlenen
eritromisin degerlerine gore eritromisin konsantrasyon araligi daraltilarak yeni
antibiyotik konsantrasyonlar1 (0.1, 0.2, 0.3, 0.4 ve 0.5 pg/mL) ile siv1 diliisyon deneyi
tekrarlanmistir. Hazirlanan yeni kiiltiirler 37 °C’de 150 rpm’de 96 sa inkiibe edilmistir.
Deney sonunda bakteri biiyiimesi goriilmeyen en diisiik eritromisin konsantrasyonu MiK
olarak belirlenmistir. Belirlenen MIK degerinin 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 ve 1/64
kosantrasyonlar1 biiyiime egrisi deneylerinde sub-MIK olarak kullanilmistir. Tiim
deneyler 3 tekrarli yapilmistir.
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3.4.Sub - MIK Konsantrasyonlarda Eritromisin Varh@nda B. pertussis
Hiicrelerinin Biiyiime Hizinin Belirlenmesi

B. pertussis Tohama — | hiicrelerinin biiylime egrileri spektrofotometrik yontem
kullanilarak gergeklestirilmistir (Nikbin vd. 2018). Deneyler sirasinda ilk olarak yeni
biiyiitiilmis B. pertussis hiicreleri MB besiyeri i¢erisinde OD600’de 0.05’e ayarlanmustir.
0OD600°de 0.05’e ayarlanmis bakteri kiiltiirleri igerisine son konsantrasyon 1/2, 1/4, 1/8,
1/16, 1/32 ve 1/64 MIK olacak sekilde eritromisin eklenmistir. Pozitif kontrol olarak
eritromisin icermeyen besiyerinde biiyiitiilmiis bakteri hiicreleri kullanilmistir. Sub-MIK
konsantrasyonlarda eritromisin i¢eren bakteri kiiltiirleri 150 rpm ve 37 °C’de inkiibe
edilmistir. Her 12 sa’de bir kiiltiirlerin OD600’de absorbans degerleri alinarak biiyiime
egrileri olusturulmustur. Deneyler tiim kiiltiirlerden 3 tekrarli olacak sekilde
gerceklestirilmistir.

3.5.Sub - MIK Konsantrasyonlarda Eritromisin Varhginda B. pertussis
Hiicrelerinin Biyofilm Olusturma Kapasitesinin Belirlenmesi

B. pertussis hiicrelerinin biyofilm olusturma kapasiteleri belirlenirken 96 kuyulu
hiicre kiiltiirii plagi yontemi kullanilmistir (Conover vd. 2010). Deneyler sirasinda ilk
olarak B. pertussis hiicreleri MB besiyeri igerisinde OD600°de 0.1°¢ ayarlanmuistir.
Hazirlanan bakteri soliisyonu iizerine son konsantrasyon 1/16, 1/32 ve 1/64 MIK olacak
sekilde eritromisin eklenmis ve drnekler 96 kuyulu hiicre kiiltiirii plagina kuyucuk basina
200 pL olacak sekilde yerlestirilmistir. Hazirlanan hiicre kiiltiirii plag: statik kosullarda
37 °C’de 96 sa inkiibe edilmistir. Deneyler sirasinda eritromisin igermeyen B. pertussis
ornegi pozitif kontrol, bakteri icermeyen MB besiyeri ise negatif kontrol olarak
kullanilmustir. Inkiibasyon sonunda plakalar igerisinde yer alan drnekler dokiilerek distile
su ile iyice yikanmistir ve 37 °C’de 25 dak kurumaya birakilmistir. Plakalarin
kurumasinin ardindan her bir kuyucuga 200 puL %0.1°lik kristal viyole ¢ozeltisi eklenmis
ve olusan biyofilmler 30 dak boyunca boyanmistir. Boyama isleminin sonunda fazla
boyanin gitmesi amaciyla plakalar distile su ile iyice yikanmistir. Ardindan kuyucuklara
200 pL %95’lik etil alkol eklenerek boyanan biyofilmler ¢ozdiiriilmiis ve 590 nm’de
absorbans degerleri alinmistir. Deneyler 3 tekrarli olacak sekilde gergeklestirilmistir.

3.6.Sub — MIK Konsantrasyonlarda Eritromisin Varhginda B. pertussis
Hiicrelerinin Pertussis Toksin ve Pertaktin Gen Ekspresyon Seviyelerinin
Belirlenmesi

3.6.1. Sub-mik konsantrasyonlarda eritromisin varhginda biiyiitiillen B. pertussis
hiicrelerinden toplam RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

B. pertussis hiicrelerinden toplam RNA izole edilmesi igin ilk olarak sub-MIK
konsantrasyonlarda eritromisin igeren B. pertussis kiiltiirleri MB besiyeri icerisinde 37
°C’de biiyiitilmistiir. Ardindan toplam RNA ticari olarak satin alinan RNA izolasyon
kitindeki (Zymo Research, ABD) iiretici talimatlarina uygun olarak izole edilmisdir. Bu
baglamda ilk olarak B. pertussis igin belirlenen sub-MIK eritromisin miktarlarina gore
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antibiyotikli MB sivi  besiyerleri hazirlanmistir. Ardindan OD600’de bakteri
konsantrasyonlar1 0.05’e ayarlanarak antibiyotikli besiyerlerine eklenmis ve 37 °C’de 48
— 60 sa inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan oOrnekler bakteri hiicrelerinin
¢oktiiriilmesi amaciyla 4000 rpm’de 10 dak santrifiij edilmistir. Santrifiij sonucunda elde
edilen pelletler iizerine 600 pL trizol (TRI reaktifi) eklenmis ve pellet pipetaj ile reaktif
igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Ardindan ornekler 14.500 rpm’de 1 dak santrifiijlenmistir.
Santrifiij sonucunda olusan siipernatantlar ayri bir yere alinarak iizerlerine hacimleri
kadar (600 uL) etanol eklenmistir ve yavasea alt — iist yapilarak karistirilmistir. Etanol ile
karigtirilan Ornekler spin kolonlara alinmig ve 14.500 rpm’de 30 s santrifiijlenmistir.
Santrifiij ardindan kolonun altinda kalan kisim atilmistir. Santrifiij asamasinin ardindan
gDNA kirliligini 6nlemek amaciyla DNaz asamasi uygulanmistir. DNaz asamasi
uygulanirken ilk olarak kolonlar {izerine 400 pL etanol eklenmis RNA yikama tamponu
(wash buffer ) eklenerek 14.500 rpm’de 30 s santriflij edilmistir. Santrifiij sonunda
kolonlarin altinda kalan kisimlar atilmistir. Ardindan kolonlar tizerine 80 uLL DNaz — 1 (5
uL) ve DNA 6ziimseme tamponu (75 pL) (DNA Digestion Buffer) karigimi eklenmistir
ve Ornekler 15 dak inkiibe edilmistir. On bes dak’lik inkiibasyonun ardindan 6rnekler
tizerine etanol eklenmis 400 pL Direct — zoITM 6n yikama tamponu eklenerek 14.500
rpm’de 30 s santrifiij edilmistir, bu asama 2 kere tekrarlanmistir. Santriflij sonunda
kolonlarin altinda kalan kisimlar atilmistir, kolonlar iizerine 700 pnL. RNA yikama
tamponu eklenerek ornekler 14.500 rpm’de 2 dak santrifiij edilmistir. Santrifiij
asamasindan sonra kolonlar isimlendirilmesi yapilmis steril DNaz — Rnaz icermeyen
eppendorflar ilizerine alinmistir. Son olarak RNA’lar1 kolonlardan almak amaciyla
orneklerin bulundugu kolonlar iizerine 100 uLL RNaz — DNaz igermeyen su eklenmis, 1
dak bekletilmis ve 14.500 rpm’de 1 dak santrifiij edilmistir.

Izole edilen toplam RNA’larin miktar tayinleri ve saflik analizleri
spektrofotometrik analizler (NanoDrop olgiimleri) ve %]1°lik jel elektroforezi ile
gerceklestirilmistir.

Izole edilen toplam RNA’lar ticari olarak satin alinmis cDNA sentez kiti (Jena
Biosciences, Germany) kullanilarak cDNA’ya cevrilmistir. Orneklerin cDNA’ya
cevrilmesi amaciyla TUP — 1 ve TUP — 2 olmak iizere 2 farkli reaksiyon karigimi
hazirlanmstir. {1k olarak izole edilen RNA, DNaz — RNaz igermeyen su ve 0.5 uL primer
TUP — 1 igerisinde karistirilmistir. Hazirlanan karisim 65 °C’de 5 dak ardindan 4 °C’de
1 dak olacak sekilde PZR cihazinda inkiibe edilmistir. inkiibsayon sirasinda 2. karisim
hazirlanmustir. Ikinci karisim (TUP — 2) hazirlanirken 4 L SCRIPT RT tamamlama
tamponu, 1 pL dNTP karisimi, 1 pL DTT stok soliisyonu, 0.5 pL RNaz inhibitérii, 0.5
pnL SCRIPT reverse transkriptaz karistirllmigtir ve tizeri 10 pL olacak sekilde RNaz
icermeyen su ile tamamlanmistir. ik hazirlanan TUP — 1 PZR cihazindan ¢iktiktan sonra
TUP — 1 ve TUP — 2 karistirilarak 42 °C’de 10 dak, 50 °C’de 60 dak ve 70 °C’de 10 dak
olacak sekilde yeniden PZR cihazina konulmustur. PZR cihazindan ¢ikan cDNA’lar -20
°C’de saklanmistir.
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3.6.2. Gerg¢ek zamanh PZR analizleri ile pertussis toksine ve pertaktine ait genlerin
gen ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi

Gergek zamanli PZR analizleri (RT — PCR) QuantiNova SYBR Green PCR Kit
(Qiagen, Hilden, Almanya) RT — PCR kiti kullanilarak, RotorGene Q 5plex HRM
(Qiagen, Hilden, Almanya) cihazinda kitte yer alan talimatlara uygun sekilde
gerceklestirilmistir.

Deneyler sirasinda kullanilan pertussis toksin (ptxS1) ve pertaktin (prn) genlerine
ait primerler Cizelge 3.1’de gosterilmistir. Referans gen olarak RNA polimeraz B altbirim
(rpoB) kullanilmistir (Cizelge 3.1). Deneyler sirasinda kullanilan PZR karigimlari Cizelge
3.2’ye gore hazirlanmistir ve Cizelge 3.3’de yer alan kosullara uygun olarak
gerceklestirilmistir. Ayrica PZR analizleri sirasinda PZR sonucunda hedef gen bélgesinin
cogaltiginin dogrulanmasi, kullanilan primerlerin nonspesifik baglanma yapmadiginin
gbozlemlenebilmesi icin  her reaksiyon sonucunda erime egrisi analizleri
gerceklestirilmistir. Erime egrisi analizleri, RT — PCR Kkiti protokoliine uygun olarak
sicaklik 60 °C’den 95 °C’ye her 5 s’de 1 °C arttirilarak gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.1. RT — PCR analizleri sirasinda kullanilan primerler

Primer ve PZR Uriin
Primere Ait Gen Biiyiikliigii
Bolgesinin Ad1 Primerlere Ait Oligoniikleotid Sekanslar Kaynak
Forward (ileri) primer: 93 be Bibova vd. 2013
RNA polimeraz B 5’-GCTGGGACCCGAGGAAATCA-3’ (Modifiye
altbirim (rpoB) edilmistir)

Revers (geri) primer:

5’-GCGCCAATGTAGACGATGC-3’

Forward (ileri) primer: 112 bg Bibova vd. 2013
Pertussis toksin ~ 5’-TTCCAGAACGGATTCACGGC-3’ (Modifiye
(ptxS1) edilmistir)

Reverse (geri) primer:

5’-TGCTGCTGGTGGAGACGAA-3’

Forward (ileri) primer: 73 bg Hasan vd. 2014
Pertaktin (prn) 5’-TGCCGACTGGAACAACCA-3’
Revers (geri) primer:

5’-GTCGGAGCCCTGGATATGG-3’
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Cizelge 3.2. RT — PCR karisimlarinin hazirlanmasi

Reaksiyon Bilesenleri Miktar

2X SYBR Green PZR Master Mix 10 uL
Ileri Primer 1 uL
Geri Primer 1 uL
Hedef cDNA 1 ulL
RNaz — DNaz icermeyen Su 7 uL
Toplam 20 ul

Cizelge 3.3. RT — PCR kosullar

Sicakhik Siire Dongii
PZR baslangig 95°C 2 dak 1
aktivasyon adimi1
Denatiirasyon 95 °C 5S 40 dongii
Baglanma ve Uzama 60 °C 10s

3.7. istatistiksel Analizler

Biitiin deneyler birbirinden bagimsiz 3 tekrar olacak sekilde gerceklestirilmistir
ve tim veriler bu 3 tekrarin ortalama + standart sapmasi seklinde ifade edilmistir.
Orneklerin istatistiksel olarak karsilastirilmalar1 i¢in tek yonlii varyans analizi
kullanilmistir (IBM SPSS yazilim programi versiyon 22) (SPSS, ABD). Ayrica ¢oklu
karsilastirmalarda farkliliklarin hangi gruplar arasinda oldugunu belirlemek amaciyla
tamamlayict Post — Hoc analizi olarak Tukey testi kullanilmigtir. P degeri < 0.05 olanlar
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Eritromisin Antibiyotiginin sub-MiK Degerlerinin Belirlenmesi

Eritromisin antibiyotiginin B. pertussis’e karst MiK degeri belirlenirken ilk olarak
genis aralikli antbiyotik konsantrasyonlar1 olusturulmustur. Bu amagla ilk asamada son
konsantrasyon 0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1 ve 5 pg/mL’lik eritromisin i¢eren B. pertussis
kiiltiirleri olusturulmustur. Deneylerin ilk agsamasi sonucunda bakteri biiyltimesi goriilen
en yiiksek eritromisin konsantrasyonu 0.1 pg/mL, bakteri biiyiimesi goriilmeyen en diistik
eritromisin konsantrasyonu ise 0.5 pg/mL bulunmustur ve MIK aralig1 0.1. — 0.5 pg/mL
olarak belirlenmistir. Deneylerin ikinci asamasinda bulunan MIK aralig1 genisletilerek
0.1, 0.2, 0.3, 0.4 ve 0.5 pg/mL’lik eritromisin igeren kiltlirler olusturulmustur.
Gergeklestirilen inkiibasyonun ardindan bakteri bliytimesi goriilen en yiiksek eritromisin
konsantrasyonu 0.1 pg/mL, bakteri biiylimesi goriilmeyen en disiik eritromisin
konsantrasyonu ise 0.2 pg/mL bulunmustur. Sonu¢ olarak B. pertussis Tohama — |
susunda eritromisin antibiyotiginin MiK degeri 0.2 ng/mL olarak belirlenmistir.

4.2.Sub - MIK Konsantrasyonlarda Eritromisin Varhgnda B. pertussis
Hiicrelerinin Biiyiime Hizinin Belirlenmesi

Sub-MIK konsantrasyonlarda eritromisin varhginda biiyiitiilen B. pertussis
Tohama — | susunun biiyiime egrisi Sekil 4.1 *de gosterilmistir. Kiiltiirlerdeki eritromisin
konsantrasyonlarinin  artisgina  paralel olarak bakteri biiylimesinin yavagladigi
gozlemlenmistir (p < 0.05). Kiiltiirler arasinda en fazla lireme eritromisin igermeyen
ortamda biiyiitiilen kontrolde, ardindan sirasiyla 1/64, 1/32 ve 1/16 MIK eritromisin
konsantrasyonlarinda gériilmistiir ve istatistiksel olarak birbirinden farklidir (p < 0.05).
Sub-MIK konsantrasyonlarmdan 1/64 degeri kontrole gok yakin absorbans degerleri
vermistir ancak 12. sa’de alinan 6l¢iim disinda kontrolden istatistiksel olarak anlamli
derecede farklidir (p < 0.05). 1/2, 1/4 ve 1/8 MIK konsantrasyonlarinda eritromisin igeren
B. pertussis hiicrelerinde deneylere devam edebilmek i¢in yeterli biiyiime
goriilmediginden bu tez kapsaminda diger deneylerde kullanilmak tizere B. pertussis
Tohama — | susu igin eritromisinin sub-MiK degerleri 1/64, 1/32 ve 1/16 MIK olarak
belirlenmistir.
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Sekil 4.1. Sub-MIK konsantrasyonlarda eritromisinin B. pertussis Tohama — | susunun
biliylime kapasitesine etkisi (Kontrol: Eritromisin igermeyen ortamda biiyiitiilen B.
pertussis hiicreleri, E: Eritromisin)

43.Sub - MIK Konsantrasyonlarda Eritromisin Varhginda B. pertussis
Hiicrelerinin Biyofilm Olusturma Kapasitesinin Belirlenmesi

Sub-MIK konsantrasyonlarda eritromisin varliginda B. pertussis hiicrelerinin
biyofilm olusturma kapasitesi Sekil 4.2°de gosterilmistir. En yiiksek miktarda biyofilm
olusumu kontrolde goriilmiistiir ve eritromisin i¢eren diger tiim 6rneklerden istatistiksel
olarak anlamli derecede farkhidir (p < 0.05). Sub-MIK oranlarda eritromisin igeren
ornekler kendi aralarinda karsilagtirildigi zaman eritromisin miktar1 arttikca biyofilm

miktarinda azalma oldugu goriilmiistiir ve istatistiksel olarak birbirinden farkhidir (p <
0.05).
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Sekil 4.2. Sub-MIK konsantrasyonlarda eritromisinin B. pertussis Tohama — | susunun
biyofilm olusturma kapasitesine etkisi (Kontrol: Eritromisin igermeyen ortamda
biiytitillen B. pertussis hiicreleri, E: Eritromisin, iist simgelerde yer her bir harf
istatistiksel olarak anlamli farklilig1 ifade etmektedir (p < 0.05))

44 Sub - MIK Konsantrasyonlarda Eritromisin Varhginda B. pertussis
Hiicrelerinin Pertussis Toksin ve Pertaktin Gen Ekspresyon Seviyelerinin
Belirlenmesi

4.4.1 Sub-MIiK Kkonsantrasyonlarda eritromisin varhiginda biiyiitiilen B. pertussis
hiicrelerinden toplam RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

Sub-MIK kosantrasyonlarda eritromisin igeren B. pertussis drneklerinden izole
edilen toplam RNA’larin miktar tayinleri ve saflik analizleri Cizelge 4.1’de, agaroz jel
elektroforezi sonuglar1 ise Sekil 4.3’te gosterilmistir. Izole edilen RNA’larin saflik
degerlerinin istenilen aralikta oldugu goriilmiistiir. Saflik degerleri analiz edilen RNA
ornekleri cDNA’ya ¢evrilmistir.

Cizelge 4.1. B. pertussis Tohama — | hiicrelerinden izole edilen toplam RNA miktarlari

RNA Miktari 0D260/280 0D260/230
(ng/pL)

Kontrol 145.20 1.73 2.08
1/16 Eritromisin 279.86 1.78 2.13
1/32 Eritromisin 214.79 1.82 2.14
1/64 Eritromisin 151.34 1.69 1.97
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Sekil 4.3. Sub-MIK konsantrasyonlarda eritromisin varliginda biiyiitiilen B. pertussis
orneklerinden izole edilen toplam RNA’larin agaroz jel elektroforezi sonucu (M: DNA
Merdiveni, E: Eritromisin, K: Antibiyotik icermeyen ortamda biiylitiilmiis B. pertussis
hiicrelerinden izole edilen RNA (kontrol))

4.4.2. Gergek zamanh PZR analizleri ile pertussis toksine ve pertaktine ait genlerin
ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi

RT — PCR analizleri sirasinda kullanilan genlere ait primerlerin standart egrileri
Sekil 4.4’te, 1s1ma ve jel elektroforezi goriintileri ise Sekil 4.5, 4.6 ve 4.7°de
gosterilmistir. Standart egriler B. pertussis hiicrelerinden elde edilen cDNA’larin seri
seyreltmesi ile olusturulmustur. Olusturulan standart egriler yardimi ile deneyler sirasinda
kullanilan primerlerin reaksiyon verimliligi ve duyarliligi hesaplanmigtir. Reaksiyon
verimliligi hesaplanirken E = (10°V¢8™ _ 1) x 100 denklemi kullanilmistir (Tiirkanoglu
Ozgelik vd. 2019). Deneyler sirasinda kullanilan tiim primerlerin egri egiminin -3.6 - -3.1
arasinda oldugu, reaksiyon verimliliklerinin %90 - %110 arasinda oldugu ve egrilerin R?
degerlerinin 0.98’den biiyilk oldugu gosterilmistir ve bu primerler ile RT — PCR
deneylerine devam edilmistir. Ayrica PZR analizleri sirasinda 6rnekler hazirlanirken

standart egrilerde orta noktaya denk gelen cDNA konsantrasyonu kullanilmigtir
(Tiirkanoglu Ozgelik vd. 2019).
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Sekil 4.4. RT — PCR deneylerinde kullanilan B. pertussis’e ait genlerin standart egrileri
(a: ptxS1, b: rpoB, c: prn)
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Sekil 4.5. RT — PCR deneylerinde kullanilan rpoB genine ait primerin standart egrisinin
amplifikasyon egrisi (a) ve jel elektroforezi sonucu (b) (M: DNA Merdiveni, NTC:
Negatif kontrol (kalip cDNA kullanilmayan))
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Sekil 4.6. RT — PCR deneylerinde kullanilan ptxS1 genine ait primerin standart egrisinin
amplifikasyon egrisi (a) ve jel elektroforezi sonucu (b) (M: DNA Merdiveni, NTC:
Negatif kontrol (kalip cDNA kullanilmayan))
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Sekil 4.7. RT — PCR deneylerinde kullanilan prn genine ait primerin standart egrisinin
amplifikasyon egrisi (a) ve jel elektroforezi sonucu (b) (M: DNA Merdiveni, NTC:
Negatif kontrol (kalip cDNA kullanilmayan))
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Sekil 4.8. RT — PCR deneylerinde kullanilan B. pertussis’e ait genlerin egrime egrisi
analizleri (a: ptxS1, b: rpoB, c: prn)

Primerlerin standart egrileri olusturulurken ayni zamanda her reaksiyonun
sonunda primerlere ait erime egrisi analizleri gerceklestirilmistir (Sekil 4.8).
Gergeklestirilen erime egrisi analizleri sonucunda primerlere ait erime egrilerinde tek bir
tepe noktas1 goriilmesi, primerlerin tek bir gen bolgesini ¢ogalttigini ve cDNA tizerinde
hedef gen bolgesi disinda baska bir bolgeyi ¢ogaltmadigini géstermistir.
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Sekil 4.9. ptxS1 genine ait 6rneklerin RT — PCR amplifikasyon egrisi (a) ve erime egrisi
sonucu (b)
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Sekil 4.10. prn genine ait 6rneklerin RT — PCR amplifikasyon egrisi (a) ve erime egrisi
sonucu (b)
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Sekil 4.11. RT — PCR Orneklerinin jel elektroforezi sonucu (S1: Kontrol, S2: 1/16
eritromisin, S3: 1/32 eritromisin, S4: 1/64 eritromsin, M: DNA Merdiveni, NTC: Negatif
kontrol (kalip cDNA kullanilmayan))

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

ptxS1
AACt Kat
ptxS1 Ortalama  rpoB Ortalama ACt (ptxS1 ACr— Degisimi
Cr Cr (ptxS1 Cr— Ortalama (224¢y)
rpoB Cy) Kontrol ACr)

Kontrol 19.6+0.51 17.6+0.59 2.0£1.08 0£0.15 1£0.10
1/16 Eritromisin 21.6+1.50 20.4+0.73 1.3+0.82 1.940.57 0.3£0.11
1/32 Eritromisin 19.2+0.69 18.5+0.41 0.6+1.05 1.3+0.18 0.420.06
1/64 Eritromisin 19.1£2.25 17.840.55 1.4£1.72 2.0+0.49 0.3+0.08

prn
ACt AACt Kat
prn Ortalama Cr+  rpoB Ortalama  (prn Cr- rpoB (prn AC1— Degisimi
Cr Cy) Ortalama (2-%8¢yp)
Kontrol ACy)

Kontrol 20.842.02 18.2+1.92 2.6+0.13 0£0.08 1£0.06
1/16 Eritromisin 24.0+0.21 19.7+0.09 4.24+0.13 3.5+0.33 0.1£0.02
1/32 Eritromisin 19.4+1.44 17.1£0.66 2.3+0.86 1.5+£1.03 0.4+0.21
1/64 Eritromisin 21.6+0.99 17.2+0.87 4.4+0.35 3.6+0.44 0.1£0.03
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a) ptxS1 b) prn
1,2
% 1,2 a — a
! a 1 T
E 1 >
208 é 08
% 06 b Z 08 ]
5 04 b b > 04
m (LG
g 02 I_’_I Z 02 b b
%0 2 o0
KONTROL  1/16E 1/32E 1/64E - KONTROL  1/16E 1/32E 1/64E
ERITROMISIN KONSANTRASYONLARI ERITROMISIN KONSANTRASYONLARI

Sekil 4.12. Sub-MIK konsantrasyonlarda eritromisin varliginda biiyiitiilen B. pertussis
hiicrelerinde ptxS1 (a) ve prn (a) genlerinin ekspresyon seviyesi (E: Eritromisin, st
simgelerde yer her bir harf istatistiksel olarak anlamli farkliligi ifade etmektedir (p <
0.05))

Eritromisinin  sub-MIK  konsantrasyonlarinda biiyiitilmiis B. pertussis
hiicrelerinin RT — PCR amplifikasyon egrileri Sekil 4.9 ve 4.10°da, RT — PCR
orneklerinin jel elektroforezleri Sekil 4.11°de, ptxS1 ve prn genlerinin kat degisimlerinin
hesaplanmas1 Cizelge 4.2°’de ve ptxS1 ve prn ekspresyon seviyeleri Sekil 4.12°de
gdsterilmistir. Sub-MIK eritromisin konsantrasyonlarinda biiyiimiis B. pertussis
hiicrelerinde ptxS1 geninde biitiin sub-MIiK konsantrasyonlarinin ekspresyon seviyesini
kontrole gore énemli derecede diisiirdiigii gézlemlenmistir (p < 0.05). ilging bir sekilde
sub-MIK konsantrasyonlar arasinda ptxS1 geninin ekspresyon seviyesinin 1/32 MIiK
konsantrasyonunun diger sub-MIK konsantrasyonlara gore daha yiiksek oldugu ancak
aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadifi gdzlemlenmistir. Sub-MIK
konsantrasyonlarda eritromisin varliginda prn geninin ekspresyon seviyesinde ise benzer
sekilde eritromisin bulunan orneklerde ekspresyon seviyesinin azaldigi gosterilmistir.
ptxS1 geninin ekspresyon seviyesi ile benzer olarak 1/32 MIK konsantrasyonunda
eritromisin varliginda pertaktin geninin ekspresyon seviyesinin diger sub-MIK
degerlerden daha yiiksek oldugu, ancak diger sub-MIiK degerleri ile aralarinda anlaml
bir farklilik olmadigi gortilmustiir (p > 0.05).
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5. TARTISMA

Antibiyotikler  bakteri kaynakli  enfeksiyonlarin  tedavisinde  siklikla
kullanilmaktadir. Eritromisin, uzun zamandir bogmaca hastalig1 tedavisinde yaygin
olarak kullanilan bir antibiyotiktir (Lin vd. 2021). Ancak eritromisinin B. pertussis’in
biyofilm olusumu ve gen ekspresyonu iizerine etkileri ile ilgili yeterli calisma
bulunmamaktadir. Brett vd. 1998 yilinda yaptiklari ¢calismada 88 B. pertussis susunda
eritromisin i¢in MIK araliginm 0.12-0.5 mg/L, minimal bakterisidal konsantrasyonun
(MBK) ise 0.5 mg/L oldugunu bildirmistir. Wu vd. (2022) 2017'den 2019'a kadar Cinli
cocuklardan izole edilen 311 B. pertussis izolat1 arasinda, izole ettikleri 265 B. pertussis
izolatinn eritromisine kars1 direngli oldugunu (MIK > 256 mg/L), geriye kalan 46 izolatin
ise MiK degerlerinin 0.094 ile 0.25 mg/L arasinda oldugunu géstermistir. Bu calismada
kullanilan B. pertussis susunun her ne kadar B. pertussis i¢in belirli bir CLSI standardi
olmasa da literatiirde bulunan diger calismalara kiyasla eritromisine karsi direngli
olmadig1, MIK degerinin 0.2 pg/mL oldugu goriilmiistiir. Benzer sekilde Lonnqvist vd.
(2018) izole ettikleri B. pertussis suslarinda eritromisin antibiyotiginin MIK araligmin
0.016 — 0.25 pg/mL oldugunu, ayrica izole ettikleri higbir B. pertussis susunda antibiyotik
direnci gérmediklerini belirtmistir. Bu ¢alismadan farkli olarak Yamaguchi vd. (2020) B.
pertussis Tohama — | susunda eritromisinin MIK degerinin 0.064 pg/mL oldugunu
belirtmistir. Ayrica izole ettikleri klinik susun Japonya’daki makrolid direncine
(Eritromisin MIK: >256 pg/mL, Klaritromisin: >256 pug/mL) sahip ilk B. pertussis susu
oldugunu rapor etmistir. Dorji vd. (2016) ise hem referans sus olarak kullandiklar1 B.
pertussis Tohama — I’in hem de Avustralya’dan izole edilen 21 klinik B. pertussis
izolatinin 5 pg eritromisine duyarlt oldugunu gostermistir.

Glinlimiizde antibiyotiklerin asir1  ve bilingsiz  kullanimi  bakterilerin
antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmalarina neden olmustur. 1994 yilindan itibaren
diinyanin pek c¢ok bolgesinde makrolidlere karsi direngli B. pertussis suslari
tanimlanmistir (Lonnqvist vd. 2018). Yang vd. (2015) 1970'lerden 2014'e kadar toplanan
B. pertussis izolatlar1 ile yaptiklari ¢alismalarinda 1970°li yillarda eritromisin
antibiyotiginin MIK araligiin 0.064 — 0.25 ug/mL oldugunu, disk difiizyon yonteminde
ise bakteriler %100 duyarli iken 2013 — 2014 yillar1 arasinda MIK araligmin 0.064 —>256
pg/mL oldugunu ve disk difiizyon yonteminde bakterilerin eritromisine olan
duyarhiliklarinin %8.1°e diistiigiinii gostermistir. Ayrica 1970’li yillarda sirasiyla 0.094
ve 0.25 pg/mL olan MIK50 ve MIK90 degerlerinin ikisinin de 2013 — 2014 yillart
arasinda >256 pg/mL degerine yiikseldigini belirtmislerdir. Son yapilan calismalar
eritromisine direng kazanmis B. pertussis bakterilerinin salginlara neden oldugunu
gostermistir (Li vd. 2019; Yao vd. 2020; Feng vd. 2021). Li vd. (2019) izole edilen B.
pertussis suslarinda en yaygin gorillen genotipin ptxAl/ptxC1l/ptxP1/prnl/fim2—
1/fim3A/tcfA2 oldugunu ve bu genotipe sahip bakterilerin eritromisine oldukga direngli
(MIK > 256 mg/L) oldugunu belirtmistir. Yao vd. (2020) Cin’de eritromisine direngli
genomik varyasyona sahip B. pertussis suslarinin 11 — 12 y1l 6nce ortaya ¢iktigini ve
antibiyotiklerin yanlis kullanilmasinin bu suslarin  yayilmasint kolaylastirdigini
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belirtmistir. Feng vd. (2021) Cin’de 2008 yilindan 6nce ¢ok az miktarda makrolide
direngli B. pertussis suslari izole edilirken 2008 yilindan itibaren bu miktarin keskin bir
sekilde arttigin1 ve izole edilen suslardan %350'den fazlasinin makrolidlere direngli
oldugunu belirtmistir. Ayrica B. pertussis suslarinda goriilen bu dirence eritromisin
direnci saglayan iki mekanizmadan (bakterinin metilaz (erm) genlerine sahip olmasi veya
eritromisinin baglanmasini 6nleyen yapisal degisikliklere yol acan 23S rRNA genindeki
mutasyonlar) ikincisi olan 23S rRNA genindeki mutasyonlarin neden oldugunu
belirtmistirlerdir.

Wu vd. (2022) Cin’de eritromisine direngli B. pertussis ptxP1 susunun baskin
oldugunu, c¢ogu ptxP3 susunun eritromisine duyarliligi korudugunu ancak iki
ptxP3 sugsunun 23S rRNA geninin V alanindaki A2047G mutasyonu sonucunda
eritromisine diren¢ kazanarak Cin'de dogrulanmis ilk eritromisin direngli ptxP3 izolati
oldugunu belirtmislerdir.

Antibiyotiklerin ~ sub-MIK  konsantrasyonlarinin  bakterilerin  biiyiime
kapasitelerine etkisinin anlasilmasi olduk¢a 6nemlidir. Ancak literatiirde eritromisin
antibiyotiginin sub-MIK konsantrasyonlarmin B. pertussis’in biiyiime kapasitesini nasil
etkiledigine dair ¢alisma bulunmamaktadir. B. pertussis bakterisi iizerinde diger
antibiyotikler ile yapilan ¢alismalara bakildiginda Hewlett vd. (1983) klorpromazinin B.
pertussis iizerine etkilerini inceledikleri calismalarinda 8 pg/mL klorpromazinin (MIK)
B. pertussis hiicrelerinin biiyiimesini tamamen engelledigini, 4 ug/mL klorpromazinin
(MIK/2) bakteri hiicrelerinin bilyiimesini azalttigini ve 2 pg/mL Klorpromazinin (MiK/4)
bakteri bilylimesi iizerine belirgin bir etkisinin olmadigini géstermistir. Ayrica logaritmik
bliylime asamasinda olan bakteri hiicrelerinin antibiyotik etkilerine daha direncli
oldugunu, bakteriler logaritmik biiylime asamasindayken kiiltiirlere eklenen 6.4 pg/mL
klorpromazinin bakteri biiyiimesini etkilemedigini belirtmistir. Literatiirde bulunan diger
calismalara bakildig1 zaman Sun vd. (2020) sub-MIK konsantrasyonlarinda seftazidimin
(CAZ) Escherichia coli iizerindeki etkisini arastirdiklar1 ¢alismada 1/2 sub-MIK
konsantrasyonunda CAZ'm bakteriyel biiyiimeyi engelleyebilecegini, 1/4 ve 1/8 sub-MiK
konsantrasyonlarinda CAZ'n ise bakteri biiylimesi tizerinde higbir etkisinin olmadigini
belirtmistir. Giimiis vd. (2018) sub-MIK konsantrasyonlarda siprofloksasin (CIP),
nitrofurantoin (NIT) ve trimetoprim — siilfametoksazoliin (SXT) iiropatojenik bir E. coli
susundaki etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda 1/2 sub-MIK konsantrasyonunda SXT
ve CIP igeren ortamlarda bakteri biiyiimesinin kontrole gére anlamli derecede azaldigini
ancak 1/2 sub-MIK konsantrasyonunda NIT igeren ortamdaki bakteri biiyiimesinin
kontrol ile anlaml1 olarak farkli olmadigini belirtmistir. ilging bir sekilde Zhou vd. (2017)
tobramisinin sub-MIK konsantrasyonlarin1 arastirdiklar1 calismalarinda 1/6 (0.05
mg/mL) sub-MiK konsantrasyonunda tobramisinin Geobacter sulfurreducens PCA
susunun biiyiimesini kontrole gore dnemli dl¢iide arttirdigini bildirmistir. 0.3 mg/L (MIK)
tobramisinin ise bakteri biiylimesini inhibe ettigini belirtmislerdir. Reeks vd. (2005)
Klortetrasiklin (CTC) ve klortetrasiklin — siilfametazin (CTC + SMZ) antibiyotiklerinin
sub-MIK konsantrasyonlarini arastirdiklari calismada Mannheimia
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haemolytica bakterisinde CTC’nin D80 klinik susunda 1/2 ve 1/4, D152 klinik susunda
ise 1/2, 1/4 ve 1/8 sub-MIK konsantrasyonlarmnin bakteri biiyiimesini inhibe ettigini
bildirmigdir. Haemophilus somnus bakterisinde ise kullanilan 3 susta da (ATCC 700025,
klinik suslar Hs — 91 and 2336) CTC ve CTC + SMZ’nin 1/8 ve 1/16 sub-MIK
konsantrasyonlarinda biiylimenin inhibe edildigini belirtmislerdir. Shun-Mei vd. (2018)
Pseudomonas aeruginosa ve E. coli ile yaptiklar1 ¢alismalarinda levofloksasin ve
siprofloksasin antibiyotiklerinin 1/2 ve 1/4 sub-MIK konsantrasyonlarmda E. coli
SM10Apir(pUCP24T) susunun biiylimesinin énemli derecede bozuldugunu, 1/8, 1/16 ve
1/32 gibi sub-MIK konsantrasyonlarda ise bakteri biiyiimesinin ¢ok az degistigini
belirtmistir. Bu nedenle calismalarinda bakteri biiyiimesinin ¢ok etkilenmedigi 1/8, 1/16
ve 1/32 sub-MIK konsantrasyonlarii sub-MIK olarak kullanmislardir. Bu calismada da
1/2, 1/4 ve 1/8 sub-MiK konsanrasyonlarinda B. pertussis hiicrelerinde yeterli bakteri
biliylimesi goriilmedigi i¢in diger deneylerde kullanilmak {izere 1/16, 1/32 ve 1/64
eritromisin konsantrasyonlar1 sub-MIK olarak belirlenmistir.

Bakteriyel biyofilmler bakterilerin konagin immiin sisteminden kagmasi ve direng
kazanmasi agisindan gelistirdikleri Stratejilerden biridir (Rather vd. 2021). Ozellikle
bakterilerde antibiyotik direncinin gelismesine katki saglamasi sebebiyle mikrobiyal
enfeksiyonlarin tedavi edilmesini gii¢lestirmektedirler (Fux vd. 2005; Serra vd. 2011). Bu
nedenle bakterilerin antibiyotiklerin sub-MIK dozlarinda biyofilm olusturabilme
kapasitelerinin incelenmesi olduk¢a onemlidir. Ancak literatiirde antibiyotiklerin sub-
MIK konsantrasyonlarmin B. pertussis hiicrelerinin biyofilm olusturma kapasitesini nasil
etkiledigine dair calisma bulunmamaktadir. Dorji vd. (2016) B. pertussis klinik
izolatlarinin biyofilm olusturma potansiyellerini karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda suslarin
tiretmis oldugu biyofilm miktarlarin1 biyofilmlerin absorbans degerlerine gore biyofilm
tretimi yok, zayif biyofilm, orta ve giiclii biyofilm olmak iizere 4 farkli sekilde
smiflandirmigtir.  Yapilan bu ¢alismada ise eritromisin miktar1 arttik¢a biyofilm
miktarlariin anlamli derecede azalmasina ragmen Dorji vd. (2016) siiflandirilmasina
gbre eritromisinin biitiin sub-MIK konsantrasyonlarinda gii¢lii biyofilm {iretimi
gerceklesmistir (Absorbans > 1.204). Benzer sekilde bir¢ok ¢alisma antibiyotiklerin sub-
MIK konsantrasyonlarinda bakterilerde biyofilm iiretiminin devam ettigini gdstermistir.
Ornegin Zhao vd. (2015) eritromisinin sub-MIK konsantrasyonlarida Streptococcus
suis’in biyofilm olusturabilme kapasitesini inceledikleri ¢alismalarinda S. suis’in biitiin
sub-MIK  konsantrasyonlarinda  biyofilm olusturdugunu, 1/2 ve 1/4 MIK
konsantrasyonlarinda olusturulan biyofilm miktarinda kontrole gore anlamli derecede
azalma olurken 1/8 ve 1/16 MIK dozlarinda kontrole gére anlamli derecede bir azalma
olmadigmi gostermistir. Sun vd. (2020) sub-MIK konsantrasyonlarda seftazidim (CAZ)
ile yaptiklar caligmada E. coli bakterisinin biyofilm olusturma kapasitesinin CAZ miktari
arttikga azaldigini gostermistir, ancak 1/32 sub-MIK konsantrasyonunda CAZ varliginda
iretilen biyofilm ile kontrol arasinda anlamli olarak fark olmadigini belirtmistir. Ayrica
sub-MIK  konsantrasyonlarda  biyofilm  miktarmin  azalmasmm,  sub-MIK
konsantrasyonlarda CAZ’mn stres proteinleri olarak da bilinen E. coli 1s1 sok proteini
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genini (ibpA) asagi yonde ekspresyonuna sebep olmast ve hiicre dist indol
konsantrasyonunun artmasi sonucunda gergeklesmis olabilecegini belirtmistir.

Sub-MIK konsantrasyonlarda antibiyotik varliginda bakterilerde biyofilm
olusturma kapasitesi her zaman azalma gdstermeyebilir. Ornegin Nagasawa vd. (2020)
basitrasinin sub-MIK konsantrasyonlarinin S. mutans iizerindeki etkilerini arastirdiklari
calismalarinda UA159 WT susunda biyofilm olusturma kapasitesinin basitrasinin 1/2 ile
1/32 sub-MIK konsantrasyonlar1 arasinda 6nemli derecede arttigmi, 1/8 sub-MIK
konsantrasyonunda ise en yiliksek seviyeye ulastigini bildirmistir. Benzer sekilde
Rafaque vd. (2020) siprofloksasinin sub-MIK konsantrasyonlar1 altinda iiropatojenik E.
coli suslarmin biyofilm olusturma kapasitelerini inceledikleri ¢alismalarinda sub-MIK
konsantrasyonlarda siprofloksasinin biyofilm olusturma kapasitesini 6nemli Olgiide
arttirdigini belirtmistir. Tezel vd. (2016) sub-MIK konsantrasyonlarda antibiyotik
varliginda Salmonella enterica subsp. enterica serovar Infantis’in (Salmonella Infantis)
biyofilm tiretimini inceledikleri ¢aligmalarinda gentamisin, kanamisin ve streptomisin
antibiyotiklerinin sub-MIK konsantrasyonlarmin DMC 12 susunun biyofilm iiretimini
onemli Ol¢iide azaltirken nalidiksik asit, neomisin, spektinomisin ve tetrasiklin
antibiyotiklerinin sub-MIK konsantrasyonlarinin ise biyofilm iiretimini indiikledigini
bildirmistir. Ayrica biyofilm {retiminin antibiyotik miktar1 ile paralel olarak
azalmadigini, streptomisin antibiyotigi kullamldigindal/4 sub-MIK konsantrasyonunda
iiretilen biyofilm miktarinin 1/128 sub-MIK konsantrasyonundan diisiik iken, nalidiksik
asit kullamldiginda 1/8 sub-MIK konsantrasyonunda iiretilen biyofilm miktarinin
1/128’den daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Benzer sekilde Liu vd. (2020)
norfloksasinin sub-MIK konsantrasyonlarmm S. suis iizerine etkilerini arastirdiklart
caligmalarinda  sub-MIK konsantrasyonlarda norfloksasinin biyofilm olusumunu
destekledigini, 6zellikle 1/4 sub-MIiK konsantrasyonlarda norfloksasinin biitiin suslarda
biyofilm olusumunu kontrole gore anlamli derecede arttirdigini gostermistir. Yapilan
caligmalar sub-MIK konsantrasyonlarda antibiyotik varliginda bakterilerde gergeklesen
bu biyofilm olusumunun direng — nodiilasyon — hiicre boliinmesi (Resistance — nodulation
— celldivision (RND)) siiper ailesinden AdeABC, AdeFGH ve AdelJK gibi sinyal yollari,
tip VI salgilama sistemi, CpXRA sistemi ve hiicre i¢i sinyal iletiminde gorev alan Al — 2
(LuxS) sistemi gibi sistemlere dayandigini bildirmistir (Ahmed vd. 2009; Jones vd. 2013;
Hathroubi vd. 2015; Sato vd. 2018).

Bakterilerin antibiyotiklerin sub-MIK konsantrasyonlarma maruz kalmalari
enfeksiyon agisindan oldukg¢a 6nemli viriilans genlerinin ekspresyon seviyelerini farkli
sekilde etkileyebilmektedir. Dolayisiyla antibiyotiklerin sub-MIK konsantrasyonlarinin
viriilans genlerin ekspresyon seviyelerine olan etkilerinin incelenmesi olduk¢a dnemlidir.
Ancak literatiirde sub-MIK konsantrasyonlarda antibiyotik varliginda B. pertussis
hiicrelerinin viriilans gen ekspresyon seviyelerinin nasil etkilendigine dair bir ¢aligma
bulunmamaktadir. Literatiirde bulunan eritromisin ile yapilan diger ¢aligmalara bakildig:
zaman Wu vd. (2019) Staphylococcus epidermidis ile yaptiklar1 calismalarinda
eritromisinin sub-MIK konsantrasyonlarmin biyofilm olusumunun 6. ve 24. sa’lerinde
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icaA’nin ekspresyon seviyesinin kontrole gore anlamli derecede azaldigini gostermistir.
Yapilan bu tez calismasinda da sub-MIK konsantrasyonlarda eritromisin varliginda B.
pertussis hiicrelerinde ptxS1 ve prn genlerinin ekspresyon seviyelerinin kontrole gore
anlaml  derecede azaldigr goriilmiistir. Ancak bakteri hiicrelerine sub-MIK
konsantrasyonlarda antibiyotik uygulanmasi gen ekspresyon seviyelerinde her zaman
azalma meydana getirmemektedir. Ornegin Liu vd. (2020) norfloksasin ile yaptiklari
calismalarinda norfloksasinin 1/4 sub-MIK konsantrasyonunda S. suis’in kapsiiler
polisakkarit (cps), hiicre dis1 faktor (ef), suilisin (sly), fibrinojen baglayici protein (fbps),
glutamat dehidrojenaj (gdh) ve gliserol fosfat deoksijenaz (gapdh) viriilans genlerinin
ekpsresyon seviyelerinde azalma olurken muramidaz salinan proteinin (mrp) ekspresyon
seviyesinde artig oldugunu gostermistir. Ayrica mrp geninin ekspresyon seviyesinde
meydana gelen bu artisin biyofilm miktarinda ve kalict enfeksiyon miktarinda artisa
sebep olabilecegini belirtmislerdir. Navidifar vd. (2019) Acinetobacter baumannii ile
yaptiklari calismalarinda sub-MIK konsantrasyonlarda tigesiklin varliginda ATCC 19606
ve AB13 suslarinda g¢ekirdek algilama (quorum sensing) genlerinden biri olan abal’nin
ekspresyon seviyesinin antibiyotik miktar1 arttikca azaldigini, AB32 susunda ise
antibiyotik miktar1 arttikca ekspresyon seviyesinin arttigin1 bildirmistir. Ayrica
meropenem antibiyotiginin sub-MiK konsantrasyonlarinda AB10, AB32, AB55 ve
ATCC 19606 suslarinda ekpresyon seviyesine bakilan biitiin genlerde kontrole gore
onemli derecede artis oldugunu belirtmislerdir. Sub-MIK konsantrasyonlarda
antibiyotige maruz kalan bakterilerde gen ekspresyon seviyeleri her zaman antibiyotik
miktar1 ile orantili olarak azalmayabilir. Ornegin Yang vd. (2017) antibiyotiklerin sub-
MIK konsantrasyonlarinin S. aureus iizerine etkilerini arastirdiklari calismalarinda
berberin, enrofloksasin ve kolistin stilfat antibiyotiklerinin sub-MIK
konsantrasyonlarinda g¢alisilan biitiin S. aureus’ta biyofilm ile ilgili genlerin ekspresyon
seviyesinin antibiyotik miktar1 arttik¢a azaldigini en yiiksek ekspresyon seviylerinin ise
1/16 ve 1/32 sub-MIK konsantrasyonlarda oldugunu gdstermistir. Ancak asetil izovaleril
tilosin tartaratin sub-MIK konsantrasyonlarinda tiim genlerin ekspresyon seviyesinin
antibiyotik miktar1 ile orantili sekilde arttigin1 ve en yliksek ekspresyon seviyesinin 1/2
sub-MIK  konsantrasyonlarinda  oldugunu  bildirmislerdir. ~ Ayrica  kanamisin
antibiyotiginin  sub-MIiK  konsantrasyonlarinda  viriilans  genlerin  ekspresyon
seviyelerinde doza bagl olarak bir artig veya azalis olmadigini, en yiiksek ekspresyon
seviyelerinin fnbA geninde 1/8, rbf ve cidA geninde 1/4, eno geninde ise 1/16 sub-MIK
konsantrasyonunda oldugunu belirtmislerdir.

Bakterilerin farkli siirelerde sub-MIK konsantrasyonlarda antibiyotiklere maruz
kalmasi gen ekspresyon miktarlarmi farkli sekilde etkileyebilmektedir. Ornegin Zarandi
vd. (2017) seftazidim, vankomisinin ve klindamisinin 1/2 sub-MIK konsantrasyonlarinin
Clostridium difficile bakterisi lizerindeki etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda bakteri
hiicrelerinin  antibiyotikli ortamda inkiibe edilmelerinin 24. sa’de c¢alisilan 3
antibiyotiginde sub-MIiK konsantrasyonlarmin ATCC 9689 ve Kklinik izolatta slpA
geninin ekspresyon seviyesini azalttigini ancak inkiibasyonun 48. sa’de ekspresyon
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seviyelerinin 24. sa’ten farkl1 oldugunu ve seftazidimin 1/2 sub-MIiK konsantrasyonunda
ekspresyon seviyesinin her iki susta da 24. sa’e gore Onemli derecede arttigini
gostermistir.  Shi vd. (2019) P. aeruginosa ile yaptiklari ¢alismalarinda siprofloksasinin
1/2 sub-MIK konsantrasyonunda ¢alisilan tiim quorum sensing genlerinde sirasiyla 1, 3
ve 5 giinliik inkiibasyonun ardindan gen ekspresyon seviyelerinde artis oldugunu ancak
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigimi géstermistir. Gerber vd. (2008) Clostridium
difficile ile yaptiklar1 calismalarinda bakteri hiicrelerinin sub-MIiK konsantrasyonlarda
vankomisin, metronidazol ve linezolidin varliginda toksin genleri tcdA ve tcdB'nin
ekspresyon seviyelerinin bakteriyel biiylimenin iistsel fazinda iken kontrole gére anlaml
derecede arttigini, bakteriyel biiylimenin duragan fazinda ise ekspresyon miktarmin
azalarak antibiyotik igermeyen kontrol ile ayn1 seviyeye ulagtigini ve bu seviyede sabit
kaldigmi gostermistir. Ayrica klindamisin antibiyotiginin sub-MIiK konsantrasyonunun
ise diger antibiyotiklerden farkli olarak toksin genlerinin ekspresyon seviyelerinde artiga
yol agmadigim  bildirmislerdir.  Sonug¢  olarak  antibiyotiklerin  sub-MIK
konsantrasyonlarinin toksin artisina veya daha erken salinmasina neden olmasinin
tamamen spesifik oldugunu bakteri hiicresinin dengesiz bir hale gelmesinden
kaynaklanan stres durumu ile agiklanamayacagini belirtmislerdir.
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6. SONUCLAR

B. pertussis Gram negatif, aerobik ve yavas biiyiiyen bir bakteridir. Ozellikle diger
Bordetella tiirlerinde bulunmayan PT igermesi ve bogmaca hastaligina neden olmasi ile
taninmaktadir. B. pertussis’in neden oldugu bogmaca, 6zellikle yeni dogmus bebeklerde
Oliime neden olabilen akut bir solunum yolu hastaligidir. Gelistirilen agilama programlari
sayesinde agilamanin yayginlagsmasi ve asilanan birey sayisinin artmasi sonucunda vaka
say1st ciddi oranlarda azalmistir. Ancak bogmaca yiiksek asilamaya ragmen 3 — 4 yilda
bir epidemiler meydana getirerek ciddi bir halk sagligi sorunu olmaya devam etmektedir.
Son yillarda yapilan ¢aligmalar bogmacanin ¢ocuk dliimlerinin ilk 10 nedeni arasinda yer
aldiginm1 gostermistir.

Bogmacanin tedavisinde eritromisin gibi makrolid grubu antibiyotikler yaygin
olarak kullanilmaktadir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar bakteri hiicrelerinin uygulanmasi
gereken doz yerine sub-MIK konsantrasyonlarda antibiyotige maruz kalmalarmin
virillans Ozelliklerini farkli sekilde etkileyebilecegini gostermistir. Dolayisiyla
antibiyotiklerin sub-MIK konsantrasyonlarmin bakteriler iizerine etkileri yaygin olarak
aragtirilmigtir.  Ancak klinikte yaygin olarak kullamlan antibiyotiklerin sub-MIK
konsantrasyonlarinin  B. pertussis iizerindeki etkilerine iliskin yeterli ¢alisma
bulunmamaktadir. B. pertussis bakterisinin tek konaginin insan olmasi bu ¢alismalarin
Onemini arttirmaktadir. Bu tez calismasinda bogmaca hastaliginin tedavisinde yaygin
olarak kullanilan eritromisinin sub-MIK konsantrasyonlarinin B. pertussis hiicrelerinin
biiylime kapasitesine, biyofilm olusturabilme kapasitesine, ptxS1 ve prn genlerinin
ekspresyon seviyelerine etkileri arastirilmustir. Ozellikle bu tez ¢alismasi sub-MIK
konsantrasyonlarda antibiyotiklerin B. pertussis hiicrelerinin biyofilm olusturabilme
kapasitesine ve viriilans genlerinin ekspresyon seviyelerine etkilerinin incelendigi ilk
calisma olmas1 sebebiyle bilimsel agidan oldukg¢a kiymetlidir.

Bu tez calismasi sonucunda eritromisinin B. pertussis hiicrelerindeki MIK degeri
0.2 pg/mL bulunmustur. Sub-MIK konsantrasyonlarin B. pertussis’in biiyiime kapasitesi
tizerine etkileri arastirilirken 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 ve 1/64 sub-MIK
konsantrasyonlarda  eritromisin  kullamlmistir.  1/2, 1/4 ve 1/8 sub-MIK
konsantrasyonlarda eritromisinin bakteri hiicrelerinin biiylimesini ciddi derecede inhibe
ettigi goriilmiistiir. 1/16, 1/32 ve 1/64 sub-MIK konsantrasyonlarinin ise bakteriyel
bliylimeyi antibiyotik icermeyen kontrole gore anlamli derecede azalttig1 gosterilmistir.
Bu nedenle biyofilm olusturma kapasitesi ve viriilans genlerinin ekspresyon seviyeleri
deneylerinde yeterli miktarda bakteriyel biiyiimenin gorildiigi 1/16, 1/32 ve 1/64 sub-
MIK eritromisin konsantrasyonlar1 kullanilmustir.

Biyofilm olusturma kapasitesi deneyi sonucunda sub-MIK konsantrasyonlarda
eritromisin varliginin biyofilm miktariin kontrole gore anlamli derecede azaldigi ve
antibiyotik miktar1 arttik¢a biyofilm miktarinda azalma oldugu gosterilmistir. Ancak sub-
MIK konsantrasyonlarda antibiyotik varliginda biyofilm miktarinin kontrole gére anlamli
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derecede azalmasina ragmen flretilen biyofilm miktarinin yiliksek seviyelerde olmasi
dikkat cekicidir (Absorbans > 1.204). Biyofilm deneyi ile benzer sekilde sub-MIK
konsantrasyonlarda eritromisin varliginda B. pertussis’in viriilans genleri ptxS1 ve
prn’nin ekspresyon seviyeleri kontrole gore anlamli derecede azalmistir.

Sonug olarak gergeklestirilen bu tez calismasi sub-MIiK konsantrasyonlarda
eritromisinin B. pertussis’in biiyiime, biyofilm olusturabilme yetenegini, ptxS1 ve prn
genlerinin ekspresyon seviyelerini azalttigi gostermistir. Bulunan bu sonuglar ileride
gergeklestirilecek yeni antbiyotik kullanim stratejilerinin gelistirilmesi agisindan bir 6ncii
niteligindedir. Gergeklestirilen bu ¢alisma sub-MiK konsantrasyonlarda eritromisinin B.
pertussis’in diger viriilans genlerinin ekspresyon seviyelerini nasil etkiledigi, hangi
molekiiler mekanizmalar ile etki ettigi arastirilarak daha kapsamli hale getirilebilir.
Ayrica daha fazla sus ve daha fazla antibiyotik dahil edilerek bogmacanin klinik
tedavisinin daha etkili hale getirilmasi agisindan daha detayli bilgiler elde edilebilir.
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8. EKLER

EK — 1 B. pertussis icin Morse Bray sivi besiyerinin hazirlanmasi (Morse ve Bray
1969)

Soliisyon A
Kimyasallar Miktar
Kasamino asit 10 g/L
Tris 6 g/L
Glutamik asit 0.2 g/L
NaCl 2.5g/L
KH2PO4 0.5 g/L
Nisasta 159g/L
MgCl,.6H,0 0.4 g/L
CaClz 0.013 g/L

Soliisyon A i¢in tartilan kimyasallar 600 mL distile su i¢erisinde ¢oziilmiistiir. Hazirlanan
karigimin pH’s1 HCI ile 7.4'e ayarlanmis, ardindan besiyerinin hacmi distile su ile 975
mL'ye tamamlanmis ve karigim otoklavlanmustir.

Soliisyon B
Kimyasallar Miktar
L-Prolin 120 mg/mL
Glutatyon 100 mg/mL
L-Sistein 40 mg/mL
FeS04.7H20 10 mg/mL
Askorbik Asit 20 mg/mL
Nikotinik Asit 4 mg/mL
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Soliisyon B i¢in tartilan kimyasallar 10 mL distile su icerisinde ¢ozdiiriilmiistiir, ardindan
distile su ile hacim 25 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan karigim 0.22 pm’lik siringa ucu
filtreden gecirilerek steril edilmistir ve otoklavlanmis soliisyon A ile karistirilmigtir.

EK — 2 B. pertussis i¢in Modifiye Cohen Wheeler kat1 besiyerinin hazirlanmasi

(Sato ve Arai 1972)

Kimyasallar Miktar
Bakteriyolojik Agar 25 g/L
NaCl 2.5g/L
KH2PO4 0.5 g/L
MgCl2.6H20 0.4 g/L
Maya Oziitii 2g/L
Kasamino asit 10 g/L
CaClz (%1) 1 mL/L
FeS04.7H20 (%0.5) 2 mL/L
L-Sistein (%1) 2.5 mL/L
CuS04.5H,0 (%0.5) 1 mL/L
Aktif Komiir 4 g/L

Tartilan kimyasallar distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir, ardindan pH NaOH ile 7.3’e
ayarlanmistir. Hazirlanan karisim otoklavlanarak steril edilmis ve petri kaplaria

dokiilmiistiir.
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