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ÖZET 

ERİTROMİSİNİN SUB-MİNİMUM İNHİBİTÖR KONSANTRASYONLARININ 

Bordetella pertussis TOHAMA – I ÜZERİNDEKİ İN VİTRO ETKİLERİ 

 

 

Berfin EROĞLU 

 

Yüksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dalı 

Danışman: Dr. Öğr. Üyesi Burcu Emine TEFON ÖZTÜRK 

Haziran 2023; 66 sayfa 

Boğmaca, Bordetella pertussis bakterisinin neden olduğu, yüksek oranda bulaşıcı, 

özellikle bebeklerde ölüme neden olan akut bir solunum yolu hastalığıdır. Her ne kadar 

çocukluk çağı hastalığı olarak bilinse de ergen ve yetişkinlerde de sıklıkla görülmektedir.  

Dünya genelinde boğmacaya karşı yapılan aşılama kampanyaları dâhilinde yaygın 

aşılamaya rağmen halen vaka sayılarının yüksek olduğu görülmektedir. Özellikle zaman 

içinde bakterinin virülans faktörlerine ait genlerinde meydana gelen değişimlerin aşıların 

etkinliklerinin azalmasına ve vaka sayılarının artmasına önemli derecede katkı sağladığı 

düşünülmektedir.  

Makrolid grubu antibiyotikler boğmaca hastalığı tedavisinde yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Antibiyotiklerin sürekli kullanımında bakterilerin antibiyotiklere karşı 

direnç geliştirdiği, hatta düşük dozlarda kullanımlarında söz konusu bakterinin virülans 

genlerinin ekspresyon seviyelerinde değişikliklere sebep olabildiği bilinmektedir. Ancak 

B. pertussis için antibiyotiklerin sub-minimum inhibisyon konsatrasyonlarının (sub-

MİK) bakterinin virülans özelliklerine ve gen ekspresyon seviyelerine etkisi ile ilgili 

detaylı çalışma bulunmamaktadır. Yapılan bu çalışmada eritromisin antibiyotiğinin 

minimum inhibisyon konsantrasyonu (MİK) belirlenerek antibiyotiğin sub-MİK 

konsantrasyonlarının B. pertussis bakterisinin büyüme kapasitesi, biyofilm oluşturma 

kapasitesi, pertussis toksin (ptxS1) ve pertaktin (prn) genlerinin ekspresyon seviyesine 

olan etkileri incelenmiştir. Çalışma sonunda eritromisinin 1/2, 1/4 ve 1/8 MİK dozlarının 

bakteri hücresinin büyümesini yüksek oranda engellediği görülmüştür. Antibiyotiğin 

1/16, 1/32 ve 1/64 sub-MİK konsantrasyonlarında ise B. pertussis’in büyüme kapasitesi 

kontrole göre anlamlı derecede azalmıştır. Eritromisinin 1/2, 1/4 ve 1/8 MİK dozlarında 

çok az büyüme olduğu için biyofilm ve ekspresyon analizlerine 1/16, 1/32 ve 1/64 MİK 

konsantrasyonlarında devam edilmiştir. Eritromisinin sub-MİK konsantrasyonlarında 

biyofilm oluşturabilme kapasitesinin antibiyotik miktarına paralel olarak anlamlı 

derecede azaldığı görülmüştür. Benzer şekilde ptxS1 ve prn genlerinin ekspresyon 

seviyeleri kontrole göre istatistiksel olarak anlamlı derecede azalmıştır. İlginç bir şekilde 

ptxS1 ve prn genlerinin ekspresyon seviyelerinde 1/32 sub-MİK konsantrasyonunun 

ekspresyon seviyesinin diğer sub-MİK konsantrasyonlarından daha yüksek olduğu 

görülmüştür. Ancak aralarında istatistiksel olarak anlamlı bir fark yoktur.  
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Bu tez çalışması antibiyotiklerin sub-MİK’lerinin B. pertussis hücrelerine olan 

etkilerinin araştırılması açısından eritromisin özelinde gerçekleştirilen ilk çalışmadır ve 

elde edilen bu sonuçlar bilimsel açıdan oldukça önemlidir. Ayrıca boğmaca tedavisinde 

yaygın olarak kullanılan eritromisin antibiyotiğinin sub-MİK dozlarının B. pertussis’e 

olan etkilerinin belirlenmesi açısından bir başlangıç olan bu çalışma antibiyotiğin klinikte 

kullanımının ilgili bakteriye olan etkilerinin daha detaylı incelenmesi açısından ileride 

yapılacak çalışmalara yol gösterecektir. 

ANAHTAR KELİMELER: Biyofilm, Boğmaca, Bordetella pertussis, Eritromisin, 

Pertaktin, Pertussis toksin 

JÜRİ: Dr. Öğr. Üyesi Burcu Emine TEFON ÖZTÜRK 

 Prof. Dr. Meral Dilara ÖĞÜNÇ 

 Doç. Dr. Sümeyra GÜRKÖK 
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ABSTRACT 

IN VITRO ACTIVITY OF SUB-MINIMUM INHIBITOR CONCENTRATIONS 

OF ERYTHROMYCIN ON Bordetella pertussis TOHAMA – I 

Berfin EROĞLU 

MSc Thesis in Biology 

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Burcu Emine TEFON ÖZTÜRK 

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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ÖNSÖZ 

Boğmaca hastalığı 1414’lü yıllardan günümüze kadar gelmiş akut bir solunum 

yolu hastalığıdır. Çocukluk çağı hastalığı olarak bilinen boğmaca özellikle aşılanmamış 

bebeklerde ölüme sebep olmaktadır. Ancak son yıllarda bu hastalığın yetişkinlerde de 

oldukça sık görüldüğü ancak semptomlarının grip ve nezle gibi üst solunum yolları 

hastalıklarına ait semptomlarla karıştırılması nedeniyle vakaların gözden kaçırıldığı 

düşünülmektedir. Zaman içerisinde yaygınlaşan aşılamalar neticesinde vaka sayılarının 

özellikle çocukluk çağında önemli derecede azaldığı görülmektedir. Ancak günümüzde 

yüksek aşılama oranlarına rağmen boğmaca hastalığı görülmeye devam etmektedir. 

Özellikle son zamanlarda artan vaka sayıları oldukça endişe vericidir.  

Boğmaca hastalığının etiyolojik ajanı olan B. pertussis’in zaman içerisinde 

klinikte kullanılan antibiyotiklere direnç kazandığı bilinmektedir. Ayrıca tedavi sırasında 

kullanılan antibiyotiklerin sub-MİK dozlarının bakterilerin gen ekspresyonunda 

değişiklik yapabileceği, bakterilerin virülans faktörlerini farklı yollar ile etkileyebileceği 

bilinmektedir. Dolayısıyla boğmaca hastalığında kullanılan antibiyotiklerin MİK’lerinin 

belirlenerek sub-MİK konsantrasyonlarının B. pertussis üzerine etkilerinin incelenmesi 

oldukça önemlidir. Ancak antibiyotiklerin sub-MİK konsantrasyonlarının B. pertussis 

üzerindeki etkilerine yönelik yayınlar oldukça azdır ve bu konu ile alakalı olarak güncel 

çalışmalar bulunmamaktadır. 

Bu tez çalışmasında boğmaca hastalığı tedavisinde klinikte yaygın olarak 

kullanılan eritromisin antibiyotiğinin sub-MİK konsantrasyonlarının B. pertussis 

üzerindeki etkilerinin incelenmesi amaçlanmıştır. Bu tez çalışması özellikle sub-MİK 

konsantrasyonunda antibiyotik varlığında B. pertussis’in biyofilm ve virülans gen 

ekspresyon kapasitesinin incelenmesi açısından alanında bir ilktir.  

Gerçekleştirilen bu tez çalışmasında bilgi ve deneyimi ile bana her konuda destek 

ve yol gösterici olan sevgili danışmanım Sayın Dr. Öğr. Üyesi Burcu Emine TEFON 
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sırasında laboratuvarını bize açan ve bana her konuda destek olan sayın Doç. Dr. Aysun 

ÖZÇELİK’e, çalışmalarım sırasında her zaman yanımda olan, tüm öğrenim sürem 

boyunca desteğini esirgemeyen, bütün sorularıma yılmadan cevap veren canım 

laboratuvar arkadaşım Uzman Biyolog Eda DELİK’e, yüksek lisans hayatımın bana 

kazandırdığı değerli moleküler mikrobiyoloji laboratuvarı yüksek lisans öğrencileri 

Fikriye Mehtap ŞEN ve Yasemin GAYA’ya teşekkür ederim. Her anımda yanımda olan 

arkadaşlarım Uzman Biyolog Mertcan GÜLBEN ve Ayşe ACAR’a, çalışmalarım 

sırasında hiçbir sorumu cevapsız bırakmayan değerli hocam Dr. M. Cihan AYDEMİR’e, 

enerji dönüşüm laboratuvarı çalışanları Dr. Çağdaş KIZIL, Ali İhsan KÖMÜR ve Berkay 

SUNGUR’a teşekkür ederim. Bu tez çalışmasının gerçekleşmesi için maddi olanak sunan 
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SİMGELER VE KISALTMALAR 

Simgeler 

 

µg :Mikrogram 

µm :Mikrometre 

bç :Baz çifti 

dak :Dakika 

kDa :Kilo dalton 

mg :Miligram 

mL :Mililitre 

s :Saniye 

sa :Saat 

°C :Santigrat 

Kısaltmalar 

aP :Aselüler boğmaca aşısı 

B. pertussis : Bordetella pertussis 

CR3 : Lökosit integrin kompleman reseptörü 3 

DTP : Karma difteri, tetanoz ve tam hücreli boğmaca aşısı 

DTaP : Karma difteri, tetanoz ve aselüler boğmaca aşısı 

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 hücreli boğmaca aşısı 
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1. GİRİŞ 

Boğmaca hastalığı Bordetella pertussis isimli bakterinin neden olduğu, ilk defa 

orta çağlarda kaydedilmiş, tüm yaş gruplarını etkileyebilen, ölüme neden olabilen çok 

bulaşıcı ve akut bir solunum sistemi hastalığıdır (Souder ve Long 2015; Nieves ve 

Heininger 2016b). Literatürde bulunan birçok kaynakta hastalığın ilk defa 1414 yıllarında 

Fransa’da başladığı söylense de yedinci yüzyılda Çin’de Yuanfang Chao tarafından “100 

günlük öksürük” adı ile bahsedilmiştir (Guiso 2009; Liang vd. 2016). Ancak o 

dönemlerde ortak bir tıbbi terminoloji olmadığından ve hastalık farklı bölgelerde farklı 

isimler aldığından ilk görülmeye başladığı tarih net olarak söylenememektedir, yine de 

hastalığın ilk defa tanımlanmasının orta çağa kadar uzandığı düşünülmektedir (Kuchar 

vd. 2016). İlk tanımlandığı zamanlarda tedavisi olmayan ve ölümcül bir hastalık olarak 

bilinen boğmacanın ancak 18. yy. da bulaşıcı ve daha çok çocukları etkileyen bir hastalık 

olduğu fark edilmiştir (Kuchar vd. 2016). B. pertussis nedenli ilk boğmaca salgını 1578 

yılında Fransa’da kaydedilmiştir (Yarmohammadi vd. 2015). Hastalık 1679 yılında 

Sydenham tarafından şiddetli öksürük anlamına gelen “pertussis (boğmaca)” olarak 

tanımlanmıştır (Mattoo ve Cherry 2005). Daha sonrasında hastalık sırasında ard arda 

oluşan öksürükten sonra, hastanın yeterli oksijen almaya çalışırken aldığı derin nefesler 

sırasında ortaya çıkan whoop sesinden dolayı “whooping cough” olarak adlandırılmıştır 

(Decker ve Edwards 2021). B. pertussis’in ilk olarak görüntülenmesi 1900 yılında Jules 

Bordet’in boğmaca olan kızının balgamından kokobasilleri görüntülemesi sonucu 

gerçekleşmiştir, ancak Jules Bordet o dönemde mevcut olan besiyerlerinde görüntülediği 

bakteri hücrelerini büyütememiştir (Kilgore vd. 2016). Ardından 1906 yılında Bordet ve 

Gengou ürettikleri besiyeri sayesinde boğmaca hastalığına neden olan B. pertussis’i Jules 

Bordet'in oğlunun balgamından izole ederek, morfolojisini ve virülans özelliklerini 

tanımlamışlardır (Cherry 1996; Lynfield ve Schaffner 2014). O yıllarda boğmaca 

hastalığı çocuk ölümlerinin başlıca nedenlerinden biri olarak kabul edilmekteydi ve 

Amerika Birleşik Devletleri’nin 1910 yılında yayınladıkları istatistiklere göre boğmaca 

hastalığına yakalanan her 10 çocuktan biri hayatını kaybetmekteydi (Dauer 1943). 1930 

yılında Londra’da yapılan başka bir çalışmada ise tüm yaş kategorilerinde gerçekleşen 

ölümlerin %1,8'ine, 10 yaşın altındaki çocuklarda gerçekleşen ölümlerin ise %13'üne 

boğmaca hastalığının neden olduğu gösterilmiştir (Stocks ve Kam 1932). Dünya Sağlık 

Örgütü’ne (DSÖ) göre 2018 yılında dünya çapında 151.000'den fazla boğmaca vakası 

gerçekleşmiştir (WHO 2023). 

Boğmaca klinik olarak 7–14 günlük bir inkübasyon süresini takiben belirti 

göstermeye başlayan, tekrarlayan (rekürent) şiddetli öksürükle karakteristik, 6 hafta kadar 

sürebilen bir hastalıktır ve 3 evreden oluşmaktadır (Şekil 1.1) (Özcengiz 2005; Hong 

2010). İlk evre olan ve bir iki hafta kadar süren kataral fazda soğuk algınlığına benzeyen 

burun akıntısı, gözlerde sulanma, hapşırma, kızarıklık gibi bulgular görülmektedir ve ateş 

genel olarak 38.5 ˚C’den daha düşüktür (Kline vd. 2013). Hastalığın bulaşı özellikle 

damlacık yolu ve hasta kişiyle doğrudan temas ile olup, en fazla erken kataral evrede 

görülmektedir (Özcengiz 2005; Hong 2010). B. pertussis, yakın mesafeden kontamine 

damlacıklara maruz kalmış duyarlı kişilerde %100’e yakın hastalık yaratma potansiyeline 

sahiptir (Hong 2010; Otar vd. 2014a). Kataral evrede görülen hafif öksürüklerin 

şiddetlenerek spazmodik hale dönüşmesi sonucunda hastalığın 2. evresi olan paroksismal 

evre başlamaktadır (Özcengiz 2005). Paroksismal evrenin ortalarına doğru boğmaca ile 

karakterize hale gelmiş olan boğmaca öksürüğü görülmektedir; hasta art arda 5 – 10 kez 
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boğulur gibi kesik kesik öksürmenin ardından yarı kapalı solunum yoluna aniden hava 

dolması ile ötmeye benzer boğmaca sesini oluşturmaktadır (Gregory 2006; Scanlon vd. 

2015). Bu öksürük özellikle akciğerlerde oluşan mukus sonucunda daha da 

şiddetlenmektedir, yapılan çalışmalarda boğmaca sonucu ölen bebeklerin akciğerlerinin 

mukus, bakteri ve inflamatuar hücre karışımı ile tıkalı olduğu görülmüştür (Smith ve 

Vyas 2000; Paddock vd. 2008; Scanlon vd. 2015). Paroksismal evrenin ardından öksürük 

ve kusmaların sayısının ve şiddetinin azaldığı, hastanın kademeli olarak normale döndüğü 

konvalesan evre görülmektedir (Fry vd. 2021). 

Şekil 1.1. Boğmaca hastalığı evreleri ve laboratuvar tanı tekniklerinin nispi tanısal 

duyarlılıkları (PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu) (Fry vd. 2021) 

B. pertussis’in insanları enfekte etmesine ve konağın akciğerlerine yerleşmesine 

olanak sağlayan birçok virülans faktörü bulunmaktadır. Biyofilm oluşturma, özellikle 

enfeksiyonun ilk aşamalarında B. pertussis hücrelerinin akciğerde kolonize olmaları 

açısından oldukça önemlidir (Cattelan vd. 2016).   Biyofilmler canlı veya hareketsiz bir 

yüzeye yapıştırılmış, bakterinin kendi ürettiği polimer bir matriks içerisinde bulunan 

bakteri hücre topluluklarından oluşmaktadır (Bosch vd. 2000). Biyofilm içerisinde 

büyümüş ve sıvı ortamda biyofilm oluşturmadan büyümüş bakteri hücreleri arasında 

büyük farklılıklar bulunmaktadır (De Gouw vd. 2014). Zaman içerisinde planktonik 

hücrelerin neden olduğu bakteriyel enfeksiyonların yerini biyofilm yaşam tarzına sahip 

bakterilerin neden olduğu kronik bakteriyel enfeksiyonlar almıştır (Fux vd. 2005). 

Bakterilerin oluşturduğu biyofilm bakterinin konak içerisinde meydana gelen 

saldırılardan korunması ve canlı kalması açısından pek çok fayda sağlamaktadır (Davey 

ve O'toole 2000). Bu yapılar, bakterinin çevresel etkilere direnç geliştirmesini, 

antimikrobiyal ajanlardan ve konağın bağışıklık sisteminden korunmasını sağlayarak 

enfeksiyonun devam etmesine katkıda bulunmaktadır (Serra vd. 2011). Biyofilm aynı 
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zamanda bakterilerin, tedavi sırasında uygulanan antibiyotiğe direnç kazanmalarını 

sağlayacak kadar uzun süre antibiyotiğe maruz kalmalarını sağlayarak antibiyotik 

direncinin yayılmasını sağlayabilmektedir (Fux vd. 2005). Ayrıca geleneksel yöntemler 

biyofilm oluşturan bakterilerde antibiyotik dirençlerini tam olarak belirleyemediği için, 

biyofilm oluşturan bakterilerin neden olduğu enfeksiyonların tedavisinde başarısızlıklara 

neden olmaktadır (Fux vd. 2005). Dolayısıyla bakterilerin biyofilm oluşturabilme 

kabiliyetlerinin araştırılması oldukça önemlidir. 

Boğmaca hastalığının tedavisinde makrolid grubu antibiyotikler özellikle de 

eritromisin yaygın olarak kullanılmaktadır (Kilgore vd. 2016).  Hastalığın şiddetini 

azaltmada ve B. pertussis'in büyümesini inhibe etmede etkili olan bu antibiyotik bakteri 

hücrelerinin nazofarinksten eliminasyonunu sağlayarak hastalığın bulaşıcılığını 

azaltmaktadır (Karli vd. 2013). Eritromisin, eritromisin A üreten Streptomyces 

erythreus’dan izole edilmektedir ve bakteriyel ribozomun 50S alt birimindeki 23S 

ribozomal RNA molekülüne bağlanarak protein sentezini inhibe etmektedir (Weber vd. 

1985; Farzam vd. 2022).  İnsanlarda 50S alt birimin yerine 40S ve 60S ribozomal alt 

birimlerin bulunması eritromisinin insanlardaki protein sentezini inhibe etmesini 

engellemektedir (Tenson vd. 2003; Liang ve Han 2013). Bakteriler, 23S rRNA 

modifikasyonu sayesinde eritromisinin ribozoma bağlanmasını engelleyerek eritromisine 

karşı direnç kazanabilmektedirler (Varaldo vd. 2009). Antibiyotiklerin klinik tedavi 

sırasında etkili olabilmesi için, hastaya verilen antibiyotik dozlarının tedavisi için 

kullanıldığı bakteriye karşı olan MİK değerinden daha yüksek olması gerekmektedir. 

Hastaya uygulanan antibiyotik dozları zamanla azalarak sub-MİK konsantrasyonlara 

inmektedir (Bal 2022). Özellikle bakterilerin ölmediği bu düşük antibiyotik 

konsantrasyonlarının bakterilerin morfolojisini, konak hücreye tutunma yeteneklerini, 

biyofilm oluşturabilme kabiliyetlerini, patojenitelerini ve virülans faktörlerinin gen 

transkripsiyonunu etkilediği bilinmektedir (Piatti 1994; Sato vd. 2018). Bu nedenle 

klinikte kullanılan antibiyotiklerin sub-MİK konsantrasyonlarının bakteriler üzerindeki 

etkilerinin araştırılması oldukça önemlidir. Antibiyotiklerin sub-MİK 

konsantrasyonlarının B. pertussis bakterisinin virülans özelliklerini nasıl etkilediğine dair 

yeterli çalışma bulunmaması da bu alanda yapılacak olan çalışmaları önemli kılmaktadır. 

Gerçekleştirilen bu tez çalışmasında eritromisin antibiyotiğinin sub-MİK 

konsantrasyonlarının B. pertussis hücrelerinin büyüme kapasitesi, biyofilm oluşturabilme 

kapasitesi, önemli virülans faktörlerinden olan ptxS1 ve prn genlerinin ekspresyon 

seviyeleri üzerine etkilerinin araştırılması amaçlanmıştır.
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2. KAYNAK TARAMASI 

2.1. B. pertussis ve Boğmaca 

Boğmaca hastalığı, aerobik, Gram negatif bir kokobasil olan B. pertussis 

bakterisinin neden olduğu özellikle bebeklerde ölüme sebep olan ve genel olarak 

çocukluk çağı hastalığı olarak tanımlanan akut bir solunum yolu hastalığıdır (Şekil 2.1) 

(Mattoo ve Cherry 2005; Nieves ve Heininger 2016a). Hastalık söz konusu bakterinin 

insan solunum sistemindeki trake ve bronşların epitel yüzeylerine tutunup hızla 

çoğalmasıyla meydana gelmektedir (Turan 2004; Mattoo ve Cherry 2005; Öztürk 2020). 

Özellikle ergen ve yetişkin insanlar B. pertussis’in bir numaralı taşıyıcılarıdır ve 

bakterinin bebeklere ve aşılanmamış çocuklara bulaşmasında çok önemli rol 

oynamaktadırlar (Otsuka vd. 2012). 

 

Şekil 2.1. B. pertussis gram boyama sonucu (100X)  

2.2. Boğmaca Hastalığının Tedavisi 

Boğmaca hastalığının tedavisi için sınırlı sayıda ilaç mevcuttur ve genel olarak 

makrolid grubu antibiyotikler kullanılmaktadır (Kilgore vd. 2016). Ancak antibiyotikler 

genel olarak tedavi değil hastalığın bulaşmasını önlemek amacıyla verilmektedir 

(Altunaiji 2007). Boğmaca hastalığının tedavisinde antibiyotiklerin etkinliği, 

antibiyotiklerin verilmeye başladığı hastalık evresine bağlıdır. Antibiyotiklerin boğmaca 

semptomlarını tedavi etmesi ve B. pertussis'i yok etmesi için en uygun zaman hastalığın 

ilk 3 haftası olan kataral evredir (Kilgore vd. 2016). Antibiyotikler hastalık evrelerinin 
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sonlarına doğru kullanıldığında hastalık semptomlarını azaltma olasılığı erken evrelerde 

kullanılmasına göre daha düşüktür (Tiwari 2005).  

Boğmacanın tedavisinde genel olarak makrolid grubu antibiyotikler 

kullanılmaktadır. Makrolid grubu antibiyotiklerden eritromisin 20. yüzyılın son 30 

yılında boğmaca tedavisi için birincil olarak tercih edilen antibiyotik olmuştur (Tiwari 

2005). 7 – 10 günlük eritromisin tedavisinin ardından solunum yollarında çok az da olsa 

bakteri hücreleri saptanabildiğinden dolayı genel olarak B. pertussis hücrelerinin solunum 

yolundan eliminasyonu için 14 günlük eritromisin tedavisi önerilmektedir (Preston ve 

Kerr 2001). Eritromisin her ne kadar hastalığın şiddetini azaltmada etkili olsa da 

hastaların yaklaşık %30’unda meydana getirdiği karın krampları, bulantı, kusma gibi 

gastrointestinal yan etkiler nedeniyle zayıf tolere edilmektedir (Tolman vd. 1974; 

Langley vd. 2004). Eritromisinin neden olduğu bu yan etkilerden ötürü bilim insanları 

yeni antibiyotik araştırmalarına yönelmiş, bu çalışmalar sonucunda roksitromisin, 

diritromisin, spiramisin, klaritromisin ve azitromisin gibi yeni antibiyotiklerin 

üretilmesine yönelmişlerdir (Jelić ve Antolović 2016). Yeni geliştirilen bu 

antibiyotiklerden azitromisin ve klaritromisinin eritromisine kıyasla daha az yan etkiye 

sahip olduğu, boğmacayı önlemede ve tedavi etmede en az eritromisin kadar etkili olduğu 

gösterilmiştir (von König). Özellikle azitromisin boğmaca vakalarında en yaygın reçete 

edilen bu makrolid 3 ilaçtan yenidoğanlar (1 aylıktan küçük bebekler) için önerilen tek 

antibiyotiktir (Tiwari 2005). Makrolid grubu antibiyotiklerin tolere edilemediği veya 

hastada alerji oluşturduğu durumlarda boğmaca tedavisinde antimetabolit antibiyotik 

grubundan trimetoprim/sülfametoksazol (TMP/STX) alternatif olarak kullanılmaktadır 

(Kline vd. 2013). Klinikte kullanılan diğer antibiyotikler arasında sefalosporin, ampisilin, 

tetrasiklin, florokinolonların ve kloramfenikolun boğmacaya karşı yeterli derecede etkili 

olmadığı, ek olarak kloramfenikol, tetrasiklin ve florokinolonların çocuklar üzerinde yan 

etkilerinin olduğu bilinmektedir (Kilgore vd. 2016). 

2.3.B. pertussis Virülans Faktörleri 

Bakteriler hastalığa sebep olabilmek ve immün sistemden kaçmak için çeşitli 

virülans faktörleri üretmektedirler. Boğmaca hastalığına neden olan B. pertussis de 

konakçı hücrelere tutunabilmek, konak savunmasından kaçmak ve konakçının solunum 

yollarına zarar verebilmek için kendi virülans faktörlerini üretmektedir. Bu virülans 

faktörleri adezinler ve toksinler olarak 2 gruba ayrılmaktadır. Bu virülans faktörlerinin 

çoğu düzenleyici BvgA ve sensör protein BvgS'den oluşan iki bileşenli bir sinyal iletim 

sistemi tarafından kontrol edilmektedir (Lacey 1960; Locht 1999; Guiso 2009).  

B. pertussis bulunduğu ortamdaki değişiklikleri algılamak ve değişikliklere 

hücresel yanıt vermek için BVG sistemi olarak da adlandırılan iki bileşenli bir sinyal 

iletim sistemini kullanmaktadır (Uhl ve Miller 1996). BVG sistemi, uzun bir süre boyunca 

iki fazlı (Bvg (+) ve Bvg (-)) olarak bilinmesine rağmen yapılan araştırmalar sonucunda 

sistemin doğrudan veya dolaylı yoldan yüzlerce geni düzenlediği, Bvg (+), Bvg (-) ve 
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Bvg (i) olmak üzere en az üç farklı fenotipik faza neden olduğunu anlaşılmıştır (Cotter 

ve Jones 2003; Cummings vd. 2006; Bone vd. 2017). 

BvgA, DNA'ya bağlanan bir yanıt düzenleyicidir. BvgS ise stoplazmik alana bağlı 

büyük bir periplazmik alan içeren 135 kDa'lık ortamdaki değişiklikleri algılayabilen bir 

iç zar proteinidir (Locht vd. 2001; Mattoo ve Cherry 2005). 37 °C’de ve standart büyüme 

koşulları altında BvgS otofosforilasyona uğramakta ve fosfat grubu BvgA'nın amino – 

terminal alanına transfer edilmektedir (Locht vd. 2001; Moon vd. 2021). Fosforile edilmiş 

BvgA (BvgA∼P) virülans gen promotörlerine bağlanarak virülansla aktive olan genleri  

(vags) aktifleştirmektedir (Decker vd. 2012; Moon vd. 2021). B. pertussis’in 

modülasyonsuz ortamda verdiği bu tepki Bvg (+) olarak da adlandırılmaktadır (Chen vd. 

2020). Hücre Bvg (+) moduna geçtiğinde ilk olarak erken vag’lar olarak da bilinen 

flamentöz hemaglutinin ve fimbriya gibi adezin genleri, BvgA∼P düzeyi artmaya devam 

ettikçe geç vag’lar olarak da bilinen adenilat siklaz toksin ve pertussis toksin gibi toksin 

genleri aktifleşmektedir (Scarlato vd. 1991; Moon vd. 2017). BvgA∼P dimerleri aynı 

zamanda hücre içi yanıt sisteminin yanıt düzenleyicisi (RisA) ile birlikte c-di-GMP'nin 

GMP'ye dönüştürülmesini sağlayarak virülans baskılanmış genlerinin (vrg) 

aktivasyonunda rol oynayan 32 kDa'lık sitoplazmik baskılayıcı bir protein olan BvgR’nin 

promotör bölgesini aktive etmektedir. BvgR promotör bölgesinin aktivasyonu sonucunda 

c-di-GMP GMP'ye dönüştüğü için ortamdaki c-di-GMP miktarı önemli ölçüde düşer, 

dolayısıyla RisA aktivasyonu azalır ve vrg’ler sentezlenemez. Sonuç olarak vrg’ler Bvg 

(+) modunda bastırılmıştır (Locht vd. 2001; Mattoo ve Cherry 2005).    

Düşük sıcaklık, yüksek konsantrasyonlarda magnezyum sülfat veya nikotinik asit 

varlığı gibi durumlarda BvgS otofosforilasyona uğramamakta ve BvgA∼P dimerleri 

oluşmamaktadır (Mattoo ve Cherry 2005). Oluşan bu faz Bvg (˗) modu veya fenotipik 

modülasyon olarak da adlandırılmaktadır (Chen vd. 2020). Bvg (˗) modunda BvgA 

fosfororillenmediği için vag’ler sessizdir, öte yandan BvgR aktive edilemediği için 

vrg’ler sentezlenmektedir (Scarlato vd. 1991; Moon ve vd. 2017) (Şekil 2.2). Bvg (˗) 

modu özellikle besin miktarının yeterli olmadığı ortamlarda bakterilerin hayatta 

kalmasını sağlamaktadır. Son yapılan çalışmalar Bvg (˗) modunda piruvat dehidrogenaz, 

şeker ve amino asit taşıyıcıları, yağ asidi ve lipid metabolizması, glikolat/glioksilat 

kullanım yolu ve fenilasetik asit bozunması gibi çeşitli metabolik yollarda görev alan 

birçok genin önemli derecede eskprese edildiğini ve 200'den fazla yeni vrg 

tanımlanabileceğini göstermiştir (Moon ve vd. 2017). 

BVG sisteminin yeterince indüklenemediği ve yeterince BvgA∼P dimerlerinin 

oluşmadığı ara faz Bvg (i) olarak adlandırılmaktadır (Decker vd. 2012). Hücre Bvg (i) 

moduna geçtiği zaman flamentöz hemaglutinin gibi erken vag’lar ve B. pertussis'te 

tanımlanan ilk Bvg(i) faz proteinlerinden biri olan Bvg ara faz proteini A (BipA) 

sentezlenmektedir (Şekil 2.2) (Mattoo ve Cherry 2005; Ramkissoon 2021). Pertussis 

toksin gibi geç vag’ler ve vrg’ler Bvg (i) modunda sessizdir. Bu ara faz, bakteriler düşük 

konsantrasyonlarda modülasyonlara maruz kaldığında veya Bvg (˗) modundan Bvg (+) 
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moduna geçiş sırasında meydana gelmektedir (Mattoo ve Cherry 2005; Ramkissoon 

2021). Enfeksiyonun ilk aşamalarında veya bakterilerin aerosol yoluyla bulaşması 

aşamasında görülmektedir. 

 

Şekil 2.2. B. pertussis’de BvgA sistemi (Hoffman 2017)  

2.3. Pertaktin (Prn) 

Pertaktin (Prn), tutunmada ve kolonizasyonda rol alarak akciğer epitel hücrelerine 

bağlanmaya aracılık eden, ototransporter ailesinden, 69 - kDa'lık fimbriyal olmayan bir 

dış zar proteinidir (Otsuka vd. 2012; Turan 2004; Tefon 2012). X – ışını yapısına bakıldığı 

zaman protein kıvrımının V şeklinde bir kesite sahip 16 iplikli paralel bir beta 

sarmalından oluştuğu görülmektedir ve bu sarmal yapısı bugüne kadar bilinen en büyük 

beta sarmalıdır (Emsley vd. 1996). Sadece B. pertussis’e özgü bir virülans faktörü 

değildir, aynı zamanda B. bronchiseptica (68 – kDa) ve B. parapertussis hu’de de (70 – 

kDa) bulunmaktadır ve bu üç bakteride bulunan Prn esas olarak içerdikleri prolin 

bakımından zengin bölgelerin sayısından dolayı farklılık göstermektedir (Mattoo ve 

Cherry 2005). 

Prn yapısında bulunan, ökaryotlarda ligand – reseptör etkileşimlerinde yer alan 

Arg-Gly-Asp (RGD) tripeptit motifi sayesinde hem bakterinin insan solunum yolundaki 

epitel hücrelerine bağlanabilmesini sağlayan bir adezin olarak, hem de toplanma, 

biyofilm oluşumu, toksisite, yapışma ve istila gibi virülans fonksiyonlarında işlev 

görmektedir (Mattoo ve Cherry 2005; Inatsuka vd. 2010; De Gouw vd. 2011; Otsuka vd. 
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2012). 

2.4. Filamentöz Hemagglütinin (FHA) 

Filamentöz hemagglütinin (FHA), B. pertussis ve B. bronchiseptica'daki fhaB 

geni tarafından kodlanan 220 kDa’lık yüzey ve sekresyon proteinidir (Asgarian‐Omran 

vd. 2015; Dorji vd. 2018). Bakteri hücresi içerisinde ilk olarak yaklaşık 375 kDa'lık öncü 

FhaB olarak sentezlenir (Kajava vd. 2001). FhaB’nin N terminalinde yer alan 

genişletilmiş sinyal peptit bölgesi, FhaB’nin dış membran üzerinde yer değiştirmesini 

sağlamaktadır (Chevalier vd. 2004). Dış membran üzerinde yer alan FhaB, N ve C 

terminal uçlarında gerçekleşen değişimler sonunda serin proteaz (SphB1) aracılığı ile 

olgun FHA olarak hücre dışına sentezlenir (Nash ve Cotter 2019). 

FHA, lökosit integrin kompleman reseptörü 3 (CR3) ile etkileşime giren RGD 

dizisi, N terminal glikozaminoglikan bağlanma bölgesi ve karbonhidrat bağlanma bölgesi 

olmak üzere konak hücreleri ile etkileşime girmesini sağlayan en az 3 farklı bağlanma 

bölgesi içermektedir (Melvin vd. 2014; Scheller ve Cotter 2015; Jurnecka vd. 2018). 

Olgun bir FHA bakterilerin konağın solunum mukozal hücrelerine bağlanmasında ve 

bakteriyel kolonizasyonda rol oynayan en etkili virülans faktörlerinden biridir ve hücresiz 

boğmaca aşılarınının birincil bileşenidir (Romero vd. 2016; Jurnecka vd. 2018). Aynı 

zamanda sahip olduğu C – terminal tip I ve N – terminal tip II alanları iki ana immün 

baskın bölge sayesinde yüksek oranda immünojeniktir (Dorji vd. 2018). 

2.5. Fimbriya (Fim) 

Fimbriya (Fim) tip 1 pili ailesine ait, B. pertussis’in konak solunum yolu 

hücrelerine ilk bağlanmasında ve bakteri kolonizasyonunda etkili, bakterinin dış zarından 

uzanan uzun ve ince ipliksi yapılardır (De Gouw vd. 2011; Scheller ve Cotter 2015; Dorji 

vd. 2018). Fim2 veya Fim3 adı verilen iki ana alt birimden ve FimD adı verilen küçük bir 

alt birimden oluşmaktadır (Alexander vd. 2012; Scheller ve Cotter 2015). B. pertussis 

suşlarında bulunan fimbriyalar sadece Fim2, sadece Fim3 veya her iki fimbriyal alt 

serotipi içerebilmektedir (Gorringe ve Vaughan 2014). Yapılan çalışmalar sadece Fim3 

içeren B. pertussis suşlarında sadece Fim2 içeren B. pertussis suşlarından daha az 

miktarda fimbriya bulunduğunu, her iki serotipi içeren B. pertussis suşlarında ise sadece 

Fim2 veya Fim3 içeren suşlardan daha fazla miktarda fimbriya bulunduğunu göstermiştir 

(Ashworth vd. 1982). 

Genel olarak fimbriyal alt birimler solunum yollarında bulunan heparin sülfat, 

dekstran sülfat ve kondroitin sülfatı tanımaktadır (Hazenbos vd. 1995). Fim2 solunum 

yolunda bulunan epitel hücrelere bağlanmada rol oynayan H1 ve H2 olarak adlandırılan, 

heparin gibi sülfatlanmış şekerlere bağlanma aktivitesine sahip 2 bölge içermektedir 

(Geuijen vd. 1998). Aynı zamanda Fim3’de de antijenik olarak farklı benzer bölgeler 

olduğu bilinmektedir (Geuijen vd. 1998). FimD ise solunum yolunda bulunan heparin 

sülfat ve integrin çok geç antijen – 5 (VLA – 5) olmak üzere iki liganda bağlanmaktadır 
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(Hazenbos vd. 1995). FimD’nin VLA – 5 ligandına bağlanması aynı zamanda FHA için 

bir ligand olan CR3’ü aktive ederek bakterilerin solunum yolunda tutunmasını 

arttırmaktadır (Hazenbos vd. 1995; Dorji vd. 2018). 

Fim aynı zamanda FimD ile birlikte çalışarak fimbriyanın dış membran üzerine 

sentezlenmesini sağlayan, FimB ve FimC olarak adlandırılan 2 ek fimbriyal şaperon 

proteinine sahiptir (Guiso, 2015; Scheller ve Cotter, 2015). FimC dış membran üzerinde 

yer alan ayrılmaz bir dış zar proteinidir (Smith vd. 2001). FimB ise FimD, Fim2 ve 

Fim3’ü FimC’ye yönlendirmede ve aynı zamanda FimC içerisinde fimbriyal alt 

birimlerin sentezlenen zincire aktarılmasını sağlayarak fimbriya sentezlenmesi sırasında 

işlev görmektedir (Şekil 2.3) (Melvin vd. 2014; Scheller ve Cotter, 2015). 

 

Şekil 2.3. Dış zar üzerinde fimbriya sentezlenmesi (Scheller ve Cotter 2015)  

2.6. Trakeal Kolonizasyon Faktörü (Tcf) 

Trakeal kolonizasyon faktörü (Tcf) tcfA geni tarafından kodlanan, Bordetella 

türleri arasında yalnızca B. pertussis tarafından üretilen hem hücre ile ilişkili hem de 

salgılanmış formlarda kodlanabilen 60 kDa’lık bir proteindir (Kerr ve Matthews 2000; 

Dorji vd. 2018). Tcf’de Prn, FHA, ve serum direnç proteini gibi bir adezyon molekülü 

olarak işlev görmektedir (Dorji vd. 2018). N terminal kısmında yüksek oranda (%16,5) 

prolin içeriğine sahip ve diğer adezyon moleküllerine benzer RGD dizileri yer almaktadır 

(Finn ve Stevens 1995; Locht 1999). Tcf’nin C terminal alanı ise, B. pertussis’ler 

tarafından sentezlenen öncü pertaktinlerin C terminal alanına %50 benzerlik 

göstermektedir (Kerr ve Matthews 2000; Smith vd. 2001). Tcf üretmeyen B. pertussis 

suşu ile yapılan bir çalışmada, Tcf üretmeyen B. pertussis’lerin fare trakeasında 
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gerçekleştirdikleri bakteriyel kolonizasyonun kontrole göre 10 kat daha az olduğunu 

göstermişlerdir (Finn ve Stevens 1995). 

2.7. Serum Direnç Proteini (BrkA) 

Serum direnç proteini (BrkA), brk lokusu tarafından kodlanan, B. pertussis’in 

insan serumu tarafından öldürülmesine karşı direnç geliştirmesini sağlayan bir proteindir 

(Smith 2001; Dorji vd. 2018). B. pertussis dışında B. parapertussis ve B. 

bronchiseptica'da olduğu bilimektedir, ancak B. avium’da BrkA bulunmamaktadır (Linz 

vd. 2016). BrkA, klasik kompleman yolu yardımıyla B. pertussis hücrelerini doğuştan 

gelen bağışıklık, kazanılmış bağışıklık ve bazı antimikrobiyal ajanlar tarafından 

parçalanmaktan korumaktadır (Persson vd. 1991; Fernandez ve Weiss 1994; Fernandez 

ve Weiss 1996; Fernandez ve Weiss 1998). Aynı zamanda konağın solunum yolu 

hücrelerine yapışmayı sağlayan BrkA’nın içerdiği bazı diziler Prn ve Tcf ile benzerlik 

göstermektedir (Fernandez ve Weiss 1994; Fernandez ve Weiss 1996). BrkA henüz hiçbir 

hücresiz boğmaca aşısına dâhil edilmemiştir (Dorji vd. 2018). Ancak yapılan çalışmalar 

pertussis toksin, FHA ve BrkA içeren üç bileşenli aşıların fareleri B. pertussis Tohama – 

I suşuna karşı korumada ticari aşılar kadar etkili olduğunu, ancak tek başına BrkA ile 

bağışıklamanın bakteri kolonizasyonuna karşı herhangi bir etkisi olmadığını göstermiştir 

(Marr vd. 2008).  

2.8. Pertussis Toksin (PT) 

Pertussis toksin (PT), Bordetella türlerinden sadece B. pertussis’de bulunan, ptxA 

ve ptxE genleri tarafından kodlanan 117 kDa’lık bir A – B toksinidir (Mattoo ve Cherry 

2005; Locht ve Antoine 2021). Bu toksin, enzimatik aktiviteye sahip S1 alt biriminin 

oluşturduğu A protomeri ile S2, S3, S4 ve S5 alt birimlerinin oluşturduğu ve toksinin 

hedef hücrelere girişini sağlayan B oligomerinin birleşmesi ile oluşmaktadır (Şekil 

2.4)(Locht ve vd. 2011). B oligomeri, PT’nin hedef hücre membranı üzerinde yer alan 

reseptörlere bağlanmasını sağlar ve reseptör aracılı endositoz ile toksin hücre içine alınır 

(Teter 2019). Hücre içine alınan toksin ilk olarak golgi aygıtına ardından endoplazmik 

retikuluma taşınır (Şekil 2.5) (Ernst vd. 2018). Endoplazmik retikuluma gelene kadar 

bozulmadan taşınan toksin endoplazmik retikuluma geldiğinde, S1 alt birimi B 

oligomerinden ayrılarak düzensiz hale geçer ve sitozole salınır (Teter 2019; Hoonakker 

2021). S1 alt birimi sitozole geçtikten sonra tekrardan katlanarak ADP – ribozilasyonu 

yoluyla GTP bağlayıcı bir protein olan Gi proteinini inaktif hale getirir (Ernst vd. 2018; 

Hoonakker 2021). Gi proteinleri inaktif hale geldikleri için hedef enzimleri olan adenilat 

siklazı (AC) inhibe edemezler ve ATP’nin cAMP’ye dönüşümü durdurulamaz 

(Mangmool ve Kurose 2011; Hoonakker 2021). Sonuç olarak hücre içerisinde aşırı 

miktarda cAMP birikmiş olur (Locht ve vd. 2011).  

PT’nin ADP – riboziltransferaz aktivitesi sonucunda hücrelerde aşırı miktarda 

cAMP birikmesi birçok hücresel yolağın bozulması, lipoliz, lökositoz, lenfosit ve nötrofil 

göçünün engellenmesi, ekzokrin bezlerin aşırı salgı yapması, histamin duyarlılığı ve 
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pankreas adacık hücrelerinin uyarılması gibi birçok biyolojik etkiye neden olmaktadır 

(De Gouw vd. 2011; Carbonetti 2015). Yapılan hayvan çalışmaları, PT’nin fagositlerin, 

nötrofil, lenfosit ve makrofajların enfeksiyon bölgesine göçünü engelleyerek erken 

inflamasyonu önlediğini, B. pertussis patogenezinin oluşumuna katkı sağladığını 

göstermiştir (Carbonetti vd. 2003). Dolayısıyla PT boğmaca hastalığının gelişmesinde 

önemli bir role sahiptir ve günümüzde mevcut olan tüm hücresiz (aselüler) boğmaca 

aşılarına dâhil edilmiştir (Ausar vd. 2020). 

 

Şekil 2.4. PT’nin yapısal görünüşü (a) ve (b) (Mangmool ve Kurose 2011; Teter 2019)  

 

 

Şekil 2.5. PT’nin konak hücre içerisine girişi ve ADP – riboziltransferaz aktivitesi (Teter 

2019) 
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2.9. Adenilat Siklaz Toksin (AST) 

Adenilat siklaz toksin (AST), cyaA tarafından ifade edilen, RTX (toksin içinde 

tekrar eden) ailesinin bir üyesi olan, B. pertussis’in yanı sıra B. parapertussis ve B. 

bronchiseptica gibi memelileri enfekte eden tüm Bordetella alt türleri tarafından üretilen 

immünomodülatör bir toksindir (Carbonetti 2010; Eby vd. 2013). RTX ailesinin bir 

göstergesi olan glisin ve aspartik asit bakımından zengin bölgelerin 41 tekrarını içeren ve 

1300 amino asitten oluşan C terminal alanı ve adenilat siklaz aktivitesine sahip 400 amino 

asit kalıntısından oluşan bir N terminal alanından oluşmaktadır (Smith vd. 2001; Vojtova 

vd. 2006; Eby vd. 2013). Diğer RTX ailesi üyeleri ile benzerlik gösteren C terminal alanı, 

toksinin hedef hücrelerde yer alan CR3 reseptörlerine bağlanarak toksinin hedef hücrelere 

tutunmasını ve konak hücrelerinin hücre zarı üzerinde katyon seçici gözenekler oluşturarak 

toksinin sitozole geçmesine aracılık etmektedir (Ladant ve Ullmann 1999; El-Azami-El-

Idrissi vd. 2003). AST sitozole girdikten sonra toksinin N terminal alanı Ca2+ bağlayıcı bir 

protein olan kalmodulin (CaM) tarafından aktive edilir ve hücre içerisinde yer alan ATP 

cAMP’ye dönüştürülür (Vojtova vd. 2006; Fiser vd. 2012). AST, meydana getirdiği ani 

cAMP artışı ile bakterilerin makrofajlar ve nötrofiller tarafından oksidatif patlatılmasını ve 

miyeloid fagositlerin bakterisidal aktivitelerini engellemektedir (Fiser vd. 2012; Hasan vd. 

2018). Sonuç olarak, konağın hücresel zar geçirgenliğini bozması ile iyon dengesine 

müdahale etmesi ve hedef hücre içerisindeki cAMP seviyesini yükselterek hücresel sinyal 

yollarını bozması olmak üzere 2 farklı bakteriyel toksin stratejisini birleştirerek konağın 

hücre fizyolojisine zarar vermektedir (Vojtova vd. 2006). 

2.10. Dermonekrotik Toksin (DNT) 

Dermonekrotik toksin (DNT), Bordetella türleri tarafından sentezlenen, 1464 amino 

asitten oluşan ve bvg lokusu tarafından düzenlenen 160 kDa’lık bir toksindir (Pullinger vd. 

1996; Smith vd. 2001). Öldürücü toksin olarak da bilinen DNT, hedef hücre reseptörlerine 

bağlanmada görev alan N – terminal alanı ve enzimatik aktiviteye sahip bir C terminal tek 

zincirli polipeptitten oluşan bir proteindir (Matsuzawa vd. 2004). İlk olarak 56 °C’de inaktif 

hale geldiği için ısıya dayanıksız toksin olarak adlandırılan bu toksin daha sonrasında 

farelerin deri altına enjekte edildiğinde karakteristik bir yara bıraktığı için DNT olarak 

adlandırılmıştır (Dorji vd. 2018). Bu toksin hücre dışına salgılanması için gerekli olan sinyal 

dizilerinden yoksundur, dolayısıyla bakterilerin sitoplazmasında bulunmaktadır ve bu 

nedenle saflaştırılması oldukça zordur (Cowell vd. 1979; Melvin vd. 2014). DNT’nin 

bakteri stoplazmasında bulunması aynı zamanda enfeksiyon sırasında bakterilerin hayatta 

kalmasını kolaylaştırarak dolaylı olarak patogeneze katılır (Melvin vd. 2014). DNT birçok 

toksinden farklı olarak hücre farklılaşması, aktin iskeletinin düzenlenmesi, belirli temel 

genlerin transkripsiyonu gibi olaylardan sorumlu Rho ailesi GTPaz enzimlerini aktive 

etmektedir (Masuda vd. 2000; Horiguchi 2001). GTPaz aktivasyonu hücre farklılaşmasının 

bozulmasına ve sitokinez inhibisyonu gibi etkilere yol açmaktadır (Horiguchi 2001).  DNT 

aynı zamanda osteoblastik farklılaşmayı, DNA ve protein sentezini inhibe edebilmektedir 

(Horiguchi 2001). B. bronchiseptica'nın ürettiği DNT’nin domuzlarda bronkopnömoni ve 

konka atrofisi gibi hastalıklara katkıda bulunduğu bilinse de farelerde yapılan deneylerde 
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DNT bulundurmayan mutant B. pertussis’in ve DNT bulunduran B. pertussis’in virülans 

yeteneği açısından herhangi bir farklılık göstermediği görülmüştür (Weiss ve Goodwin 

1989; Brockmeier vd. 2002). 

2.11. Trakeal Sitotoksin (TCT) 

Trakeal sitotoksin (TCT), bakteri hücre duvarına yapısal sertlik sağlayan muramil 

peptit ailesinden gelen ve bakteri hücre duvarı peptidoglikanının bir bileşeni olan 921 kDa'lık 

bir disakarit – tetrapeptiddir ve B. pertussis’te BvgAS’den bağımsız bilinen tek virülans 

faktörüdür (Luker vd. 1993; Smith vd. 2001). Bütün Gram negatif bakteriler peptidoglikan 

tabakaya sahiptir ancak çoğu Gram negatif bakteri bu molekülü geri dönüştürse de 

Bordetella ve Neisseria TCT’yi muramil peptitleri şeklinde hücre dışına salmaktadır 

(Humann ve Lenz 2009; Smith vd. 2001). TCT konakçı hücrelerinde interlökin – 1 üretimini 

indüklemektedir (Heiss vd. 1993). İnterlökin – 1 konakçı hücre nitrik oksit sentazı aktive 

ederek ve konak hücrelerinde aşırı miktarda nitrik oksit birikimine neden olur (Heiss vd. 

1994). Nitrik oksit, demire bağımlı enzimleri yok ederek, konak hücrelerde DNA sentezinin 

ve mitokondriyal fonksiyonların inhibe edilmesine neden olur (Heiss vd. 1993). TCT aynı 

zamanda akciğerlerde bulunan siliyer epitel hücrelerini yok ederek konağın akciğerlerde 

oluşan mukusu atmasını engeller ve boğmaca hastalığının karakterize öksürüğünün 

oluşmasına katkıda bulunur (Luker vd. 1995). 

2.12. Lipooligosakkarit (LOS) 

Lipopolisakkarit tabakası (LPS), bütün Gram negatif bakterilerde bulunan bir 

çekirdek oligosakarit, bir lipit A parçası ve O – antijen olarak bilinen uzun bir polisakaritten 

oluşan bir tabakadır (Peppler 1984; Smith vd. 2001; Raetz ve Whitfield 2002). B. 

pertussis’de bulunan lipoporisakkaritler, diğer Gram negatif bakterilerde bulunan LPS’den 

daha küçük olması ve O – antijen içermemesi nedeniyle lipooligosakkarit (LOS) olarak da 

adlandırılmaktadır (Allen vd. 1998; Fedele vd. 2008). LOS tabakası genel olarak güçlü bir 

endotoksin işlevine sahiptir (Caroff vd. 2000; Caroff vd. 2001). LOS, trakeal sitotoksine 

benzer şekilde nitrik oksit üretimini indükleyerek konağın solunum yollarında bulunan siliyer 

hücrelerini yok edebilmektedir (Flak ve Goldman 1999). Aynı zamanda yapılan çalışmalar 

B. pertussis’te bulunan LOS’un yüksek oranda korunduğunu, aşı öncesi ve aşı sonrası 

dönemde izole edilen klinik izolatlarda LOS yapısında değişiklik olmadığını göstermiştir 

(AlBitar-Nehme vd. 2013; Wang vd. 2020). LOS hem yüksek oranda korunması hem de 

güçlü bir adjuvan aktiviteye sahip olması dolayısıyla ileride yapılacak geniş spektrumlu 

boğmaca aşıları için oldukça önemlidir (Geurtsen vd. 2006; Wang vd. 2020). 

Bordetella cinsinde farklı lipopolisakkarit yapıları bulunmaktadır. B. pertussis 

türünün aksine B. parapertussis ve bazı B. bronchiseptica suşlarında O – antijeni 

bulunmaktadır (Geurtsen vd. 2006; Goebel vd. 2008). B. parapertussis’in sahip olduğu O – 

antijeninin konak antikorlarının bakteri yüzeyine bağlanmasını engellediği bilinmektedir 

(Wolfe vd. 2007). İlginç bir şekilde yapılan çalışmalar B. parapertussis suşlarında 

insanlardan ve koyunlardan izole edilen suşların farklı LPS yapılarına sahip olduğunu 

göstermiştir (van den Akker 1998). Bu durum Bordetella türlerinde tür özgüllüğünün yüksek 
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olduğunu ve enfekte edecekleri konağa uygun LOS tabakaya sahip olabileceklerini 

göstermekedir (van den Akker 1998; Novikov vd. 2019).   

2.13. Bakteriyel Biyofilmler 

Bakteriler doğada planktonik hücreler ve mikrobiyal kümeler oluşturan 

(biyofilmler) hücreler olmak üzere 2 farklı yaşam tarzı sergilemektedirler. Biyofilm 

kelimesi asıl olarak biyomateryal anlamına gelmektedir ve herhangi bir yüzeye bağlı 

olmayan kümelenmiş bakteriler de biyofilmler olarak kabul edilmektedir (Costerton ve 

Geesey 1978; McCoy vd. 1981; Flemming vd. 2021). Biyofilmler içerisinde tek bir 

bakteri türü bulunabildiği gibi birden fazla türde bulunabilmektedir. Biyofilm içerisinde 

birden fazla tür bulunması topluluk üyelerinin gelişmiş metabolik aktivitesi, biyofilm 

yapısında değişiklikler, artan hücre sayısı, biyofilm kütlesi ve antimikrobiyal tolerans ile 

ilişkilendirilmiştir (Sadiq vd. 2021). 

Bakteriyel biyofilmlerin oluşumu tür çeşitliliği nedeniyle değişiklik gösterse de 

genellikle birbirine benzeyen çok adımlı bir süreçtir (Şekil 2.6). Genel olarak 5 adımlı 

ilerleyen bu süreçte ilk olarak bakterilerin geri döüşümlü bir şekilde yüzeye tutunması ile 

başlamaktadır. Bu adımda Brownian hareketi, sedimantasyon, kemotaksis veya 

koveksiyon ile taşınan bakteri hücreleri yüzeye tutunur ve ardından geri dönüşümsüz 

bağlanma adımı gelmektedir (Palmer vd. 2007). İkinci adım olan geri dönüşümsüz 

bağlanma bakteriyel hücre yüzeyinin hidrofobikliği, kovalent bağ, hidrojen bağı, iyonik 

bağ ve dipol-dipol etkileşimleri yoluyla gerçekleşmektedir (Zhao vd. 2023). Bu aşamada 

bakterilerde kamçı sentezinde dolayısıyla kamçı yapılarında azalma, devam eden süreçte 

biyofilm matriks bileşenlerinin üretimi gerçekleşmektedir (Sauer vd. 2022). Bu aşama 

aynı zamanda biyofilmdeki bakterilerin ilaç direnci göstermesi ile ilişkilendirilmiştir 

(Gupta vd. 2013). Hücre dışı polimerik maddelerin (HDPM) salgılanması ile birlikte 

biyofilm oluşumunun 3. adımı olan olgunlaşma adımı başlamaktadır. HDPM, biyofilmin 

içyapısını ve biyofilm oluşumunu, yüzey tutunmasını, hücreler arasındaki karşılıklı 

tanımayı, sinyal iletim sistemini ve genetik bilgi alış verişini etkileyebilmektedir (Costa 

vd. 2018). Dördüncü adımda matriks içerisinde bulunan bakteri sayısı artarak küçük 

mikrobiyal koloniler ve üç boyutlu yapılar oluşmaktadır. Bu aşamada oluşturulan matriks 

ile yabancı maddelerin biyofilm içerisine girişi engellenmektedir (Zhao vd. 2023). 

Matriks bileşenlerinin azalması ve bozunması ile birlikte biyofilm yapısının dağıldığı 4. 

adım gerçekleşmektedir (Sauer vd. 2022). Bu aşamadan sonra serbest kalan bakteri 

hücreleri başka yüzeylere tutunarak tekrardan biyofilm oluşturabilmektedir (Zhao vd. 

2023). 
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Şekil 2.6. Bakteriyel biyofilm oluşum aşamaları (Sauer vd. 2022) 

Tüm bakteriyel enfeksiyonların yaklaşık %65'inin bakteriyel biyofilmlerle ilişkili 

olduğu tahmin edilmektedir (Lewis 2001). Bakteriyel biyofilmler, dezenfektanlara, 

antibiyotiklere ve konağın immün sistemine karşı dirençli olduğu bilinmektedir (Høiby 

vd. 2011). B. pertussis hücrelerininde biyofilm yaşam tarzına sahip olduğu bilinmektedir 

(Şekil 2.7). Biyofilm oluşumu, B. pertussis’in konağın akciğerlerinde kolonizasyonunu, 

kalıcığını ve virülans özelliklerinin artmasını sağlamaktadır. Bu durum özellikle yeni 

doğan aşılanmamış bebeklerde boğmacanın bulaşını arttırmaktadır (Serra vd. 2011; 

Cattelan vd. 2016; Cattelan vd. 2017). Ayrıca günümüzde dolaşımda olan B. pertussis 

suşlarının biyofilm oluşturma yeteneğinin aşı çalışmalarında kullanılan standart suş 

Tohama – I’den daha iyi olduğu bilinmektedir (Arnal vd. 2015; Dorji vd. 2016; Cattelan 

vd. 2017). Gerçekleştirilen fare çalışmalarında B. pertussis’in hem burun hem de 

akciğerde epitelinde kümeler ve makrokoloniler şeklinde biyofilm oluşturduğu 

gösterilmiştir (Cattelan vd. 2016). Ayrıca B. pertussis’te artan biyofilm oluşumunun 

farelerin burnunda ve akciğerlerinde daha yüksek bakteriyel kolonizasyona neden olduğu 

gösterilmiştir (Cattelan vd. 2017). Son yapılan çalışmalar BipA ile aşılanmış farelerin 

akciğerlerindeki B. pertussis kolonizasyonunun aşılanmamış farelere göre önemli 

derecede azaldığını göstermiştir. Bu durum biyofilm proteinlerinin ve özellikle BipA'nın 

gelecekteki boğmaca aşıları için bir alternatif olabileceğini göstermiştir (De Gouw vd. 

2014). 
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Şekil 2.7. B. pertussis’te biyofilm oluşumu (Mishra vd. 2005) 

2.14. Boğmaca ve Aşı 

İlk boğmaca aşısı, 1914 yılında Amerika Birleşik Devletleri’nde (ABD) 

ruhsatlanmış, öldürülmüş B. pertussis hücrelerinden oluşan bir tam hücre aşısıdır (wP) 

(Klein 2014). O dönemde boğmaca aşıları korunmadan ziyade tedavi amaçlı kullanıldığı 

için ilk boğmaca aşısının etkileri hakkında tam olarak bir şey söylemek mümkün değildir 

(Kuchar vd. 2016). Ardından 1932’de Pearl Kendrick ve Grace Elderlin, Jules Bordet ve 

Octave Gengou tarafından bulunan B. pertussis besiyerini geliştirerek bakterinin daha 

hızlı kültürlenmesini, dolayısıyla boğmaca tanısının daha kolay anlaşılması sağlanmıştır 

(Kuchar vd. 2016). Kendrick ve Eldering 1934 – 1935 yılları arasında wP ‘nin etkinliğini 

anlamak için yaptıkları çalışmalarında boğmaca aşısının etkinlik oranını %89 olarak 

belirtmişlerdir (Kendrick ve Eldering 1936). 1943'te Amerikan Pediatri Akademisi’nin 

wP’nin rutin kullanım için onaylamasının ardından tarihte ilk kez 1948 yılında ABD’de 

boğmaca vaka sayısı 100.000'in altına düşmüştür (Clark 2014). Çoğu wP boğmacadan 

korunmada oldukça etkilidir ancak üretilen her tam hücreli boğmaca aşısı beklenilen 

güçlü korumayı sağlayamamıştır. 1985 ve 1998 yılları arasında yalnızca Kanada'da 

kullanılan ABD lisanslı Connaught Laboratories tarafından üretilen bir difteri, tam hücre 

boğmaca ve tetanoz toksoid aşısı (DTP) yalnızca %49 – 61 arasında etkinlik 

sağlayabilmiş, bu durum 1990’lı yıllarda Kanada’da boğmaca hastalığının önemli 

derecede yeniden artmasına neden olmuştur (De Serres vd. 1996; Bentsi-Enchill vd. 

1997; Ntezayabo vd. 2003). Benzer şekilde 1993’lü yıllarda ABD’de büyük oranda DTP 

ile aşılanmış bir popülasyonda boğmaca salgını meydana gelmiş ve meydana gelen 

salgında DTP aşılarına doğrudan bir suçlama yapılmamış olmasına rağmen aşıların 

%72'sinin Connaught Laboratories tarafından üretildiği belirtilmiştir (Christie vd. 1994). 

DTP aşılarının çoğunun oldukça etkili olmasına rağmen, bazı lisanslı aşıların bu şekilde 
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zayıf koruma ile ilişkilendirilmesi tüm DTP aşılarının koruma kapasitesi ile ilgili 

kamuoyunda endişe yaratmıştır (Klein 2014). 

wP’nin yaygın olarak kullanılmasının ardından vaka sayılarının önemli derecede 

azalması ile birlikte wP’nin yan etkileri ile ilgili korkular oluşmaya başlamıştır (Klein 

2014; Kuchar vd. 2016). wP, aşılamanın ardından ateş, mide bulantısı, aşı yerinde şişme, 

ağrı ve hiperirritasyon gibi yaygın yan etkiler göstermekteydi (CDC 1996). wP olmuş 

çocuklarda seyrek olarak sürekli ağlama, konvülsiyon ve tüm uzuv şişmesi gibi şiddetli 

sistemik yan etkiler, nadiren de akut ensefalopati görülebilmekteydi (Guris vd. 1997; 

Klein 2014). Bu durum wP’nin güvenilirliğine karşı bir endişe oluşturmuştur. Oluşan bu 

endişe sonucunda Japonya ve İsveç’te boğmaca aşılama programları askıya alınmış, 

İtalya, Birleşik Krallık, Avustralya, İrlanda, Batı Almanya ve Rusya gibi ülkelerde ise 

boğmaca aşısının kabulü önemli derecede azalmıştır (Sato vd. 1984; Romanus vd. 1987; 

Cherry vd. 1988; Gangarosa vd. 1998). Sonuç olarak wP’ye karşı oluşan bu yaygın endişe 

yeni boğmaca aşılarının geliştirilmesi amacıyla çalışmalar yapılmasına neden olmuştur. 

İlk aselüler boğmaca aşısı (aP) 1981 yılında Sato ve meslektaşları tarafından 

Japonya’da geliştirilen, formaldehitle işlenmiş B. pertussis’in önemli virülans faktörleri 

olan FHA ve PT’yi içeren bir aşıydı (Sato vd. 1984). Bunu takip eden yıllarda İsveç, 

İtalya, Almanya ve Senegal gibi ülkelerde de aP denemeleri yapılmış, yapılan bu 

denemelerde aP’lerde yer alan PT daha zararsız formu ile değiştirilmiş, PT ve FHA’ya ek 

olarak aşılara Prn, tip 2 ve tip 3 Fim antijenleri eklenmiştir (Guiso vd. 2020; Çolak ve 

Tefon Öztürk 2022). 1990’lı yılların ortalarında İsveç’te iki bileşenli (PT ve FHA), 

İtalyan üç bileşenli (PT, FHA, Prn) (Acelluvax) ve beş bileşenli (PT, FHA, Prn, Fim 2 ve 

3) aşıların karşılaştırıldığı bir çalışmada, beş bileşenli aP’lerin üç bileşenli aP’lerden 

önemli ölçüde daha iyi koruma sağladığını ve aP’lerin etkinliğinin bileşen sayısına bağlı 

olduğunu göstermiştir (Olin vd. 1997). Ayrıca yapılan çalışmalar sonucunda geliştirilen 

tüm difteri, tetanoz ve aselüler boğmaca aşıları (DTaP) yapılarında LOS içermedikleri 

için tam hücreleri boğmaca aşılarında görülen ciddi yan etkiler bu aşılarda 

görülmemektedir (Cherry 2013). Dolayısıyla bu aşılar, 3000'den fazla antijen içeren DTP 

aşılarına kıyasla çok daha az antijen (PT, FHA, Prn, Fim 2 ve 3 olmak üzere en fazla 5 

antijen) içermelerine rağmen dünya çapında yaygın olarak kullanılmaya başlanmıştır 

(Cherry 2013). 

Genel olarak ülkemizde gerçekleşen aşılama uygulamalarının kökeni Osmanlı 

Dönemine dayanmaktadır (Akdeniz ve Kavukcu, 2016). Zaman içerisinde bulaşıcı 

hastalıklar ile mücadele amacıyla hıfzıssıhhaların kurulması ile birlikte aşı çalışmaları 

hızlanmıştır. Türkiye’de kullanılan ilk boğmaca aşısı Refik Saydam Hıfzıssıhha 

Enstitüsü’nde 1937 yılında üretilmiştir (Tüzün ve Erkmen, 2022). 1968 yılından itibaren 

difteri/tam hücreli boğmaca/tetanoz (DBT) karma aşısı uygulanmaya başlanmış ve uzun 

yıllar boyunca aşı ve aşılama dozlarıyla ilgili olarak bir değişiklik yapılmamıştır (Özmert 

2008; Kurugöl 2011). 1974 yılında başlatılan Genişletilmiş Bağışıklama Programı (GBP) 

ve Ulusal Aşı Kampanyası (1985) ile birlikte aşılama oranı hızla artarak 2005 yılında ülke 
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genelinde %90’a kadar ulaşmıştır (Dilli vd. 2008). Yüksek aşılama oranları ile birlikte 

1970’de 100.000’de 21 vaka olan boğmaca insidansı 2001 yılında 100.000’de 0.27 

vakaya kadar indirilmiştir (Cöplü vd. 2005). Ancak yüksek oranda aşılamaya ve boğmaca 

insidansındaki düşüşe rağmen 1997, 2000 ve 2004 yıllarında boğmaca vakalarında ani 

artışlar ve boğmaca salgınları meydana geldiği kaydedilmiştir (Şekil 2.8)(Kurugöl 2011). 

Tam hücreleri boğmaca aşısı genel olarak boğmaca vaka sayısında azalma sağlamış 

olmasına rağmen diğer ülkelerde de olduğu gibi yan etkileri sebebi ile 2009 yılından 

itibaren difteri, boğmaca, tetanoz, inaktif polio, Hemofilus influenza tip b’den oluşan 5’li 

karma aP aşısı (DaBT – İPA – Hib) uygulanmaya başlanmıştır (Otar vd. 2014b). 

Ülkemizde kullanılan bu aşı 2011 yılına kadar 2, 4 ve 6. aylarda ilk aşılama, 18. ayda ise 

pekiştirme dozu olmak üzere 4 doz halinde uygulanmıştır (Kurugöl 2011; Tezer 2016). 

Ancak yüksek aşılama oranlarına rağmen boğmaca hastalığının görülmeye devam etmesi 

ve vaka sayılarında meydana gelen artış sonucunda Sağlık Bakanlığı 2010 yılında 

ilköğretim 1. Sınıflara uygulanmak üzere 1 doz daha aselüler boğmaca aşısı (DaBT – 

İPA) eklemiştir (Şekil 2.9)(Kurugöl 2011).  

 

Şekil 2.8. 1986 ve 2005 yılları arasında Türkiye’de görülen boğmaca vakaları ve aşılama 

insidansı (Dilli vd. 2008) 
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Şekil 2.9. Çocukluk dönemi aşı takvimi (Anonim 1) 

2.14 Boğmacanın Yeniden Yükselişi 

Son yıllarda boğmaca karşı aşılama dünya çapında yaygın bir şekilde devam 

etmektedir. DSÖ’ye göre 2018 yılında küresel hedef popülasyonun %86'sı DTP ile 

aşılanmıştır (WHO 2023). Ancak yüksek aşılama oranlarına rağmen boğmaca hastalığı 

dünya çapında sıklıkla görülmeye devam etmektedir (Şekil 2.10) (Tan vd. 2005; Bento 

vd. 2018; Yasui vd. 2018; Çolak ve Tefon Öztürk 2022). 2018 yılında 30 Avrupa Ülkesi 

tarafından toplamda 35.627 boğmaca vakası olduğu bildirilmiştir (ECDC 2020). Dünyada 

olduğu gibi ülkemizde de yüksek aşılamaya rağmen boğmaca vakaları görülmeye devam 

etmekte ve 3 – 4 yıl aralıklarla boğmaca salgınları meydana getirmektedir (Şekil 2.11) 

(Yiğit vd. 2020).  
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Şekil 2.10. Dünya genelinde boğmaca vaka sayıları ve aşılama insidansı (WHO 2023) 

 

Şekil 2.11. Türkiye genelinde boğmaca vaka sayıları ve aşılama insidansı (WHO 2023) 

Boğmaca hastalığının yeniden artışının nedenleri arasında; son yıllarda artan 

çalışmalar ile boğmacanın daha tanınır hale gelmesi ve farkındalığın artması, polimeraz 

zincir reaksiyonu (PZR) gibi yeni laboratuvar teşhiş yöntemlerinin geliştirilmesi, aP 

aşılarının koruyuculuk sağlamada wP aşıları kadar başarılı olamaması, dolayısıyla 

popülasyonda boğmacaya karşı bağışıklığın yeterli derecede gelişmemesi ve B. 
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pertussis'te gerçekleşen genetik değişiklikler gibi nedenler yer almaktadır (Cherry 2013). 

Hem DTaP hem de DTP ile aşılanan çocuklarda aşının üçüncü ve dördüncü dozundan 

sonra oluşan antikor sayısı hızla azalmaktadır (Guerra vd. 2009). Ayrıca DTP ile aşılanan 

çocuklarda, hastalıktan korunmaya ek olarak bakteri kolonizasyonunu ve bulaşmasını 

engelleyen T helper (Th) 1 ve Th17 hücresel yanıt uyarılırken, DTaP ile aşılanan 

çocuklarda Th2’nin baskın olduğu hücresel yanıt uyarılmaktadır (Kapil ve Merkel 2019). 

Bebek babunlar ile yapılan bir çalışmada B. pertussis ile enfekte olmuş ve wP ile 

aşılanmış babunlarda güçlü Th1 ve Th17 üretiminin olduğu, aP ile aşılanmış babunlarda 

ise bunun aksine Th1/Th2 üretiminin yüksek olduğu gösterilmiştir (Warfel vd. 2014). 

Araştırmacılar doğal enfeksiyondan farklı gelişen bu immün yanıtın B. pertussis 

kolonizasyonunu veya bulaşmasını önlemede başarısız olduğundan aP aşılarının 

boğmaca vakalarının yeniden artmasına neden olmuş olabileceğini belirtmişlerdir 

(Warfel vd. 2014).  

aP aşılarının etkinliğini etkileyen bir başka sebep ise B. pertussis’in genomunda 

meydana gelen değişikliklerdir. Evrimsel süreçte başta Prn olmak üzere aşıda bulunan 

antijenleri genomunda bulundurmayan B. pertussis suşlarının oluştuğu görülmüştür 

(Barkoff ve He 2019). Amerika Birleşik Devletleri’nde 2010 yılında %14 olan Prn 

içermeyen B. pertussis suşları 2012'de %85'e kadar yükselmiştir (Breakwell vd. 2016). 

Benzer şekilde dünyanın pek çok yerinde Prn bulundurmayan B. pertussis suşlarının 

neden olduğu boğmaca salgınları meydana gelmiştir (Lam vd. 2014; Pawloski vd. 2014; 

Theofiles vd. 2014; Safarchi vd. 2016). Yapılan çalışmalar B. pertussis’in dinamik bir 

bakteri olduğunu ve genomik olarak değişmeye devam ettiğini göstermiştir (King vd. 

2010). 

Günümüzde yüksek aşılama oranlarına rağmen meydana gelen yüksek boğmaca 

vakalarını önlemek amacıyla farklı stratejiler geliştirilmektedir. Bu çalışmalardan bir 

tanesi günümüzde kullanılan aP aşılarının geliştirilmesidir (Dewan vd. 2020). 

Günümüzde kullanılan aP aşılarının farklı adjuvanlar ile geliştirilmesi, aşılarda var olan 

antijenlere yenilerinin eklenmesi, canlı zayıflatılmış aşıların geliştirilmesi ve dış zar 

vezikül aşılarının geliştirilmesi olmak üzere 4 ana strateji üzerinde çalışmalar 

yapılmaktadır (Dewan vd. 2020). Yeni boğmaca aşılarının geliştirilmesine ek olarak 

ergenlerin ve yetişkinlerin aşılanması, annlerin aşılanması ve yeni doğan bebekler ile 

etkileşimde olan herkesin (hane halkının) aşılanmasına (koza stratejisi) yönelik 

çalışmalar yapılmaktadır (Van Rie ve Hethcote 2004; Zasztowt-Sternicka vd. 2021). 

Boğmaca vakalarındaki artışın bir diğer sebebi ise antibiyotik dirençli B. pertussis 

suşlarının zaman içerisinde artış göstermesidir. Yapılan çalışmalar eritromisin gibi 

klinikte yaygın olarak kullanılan antibiyotiklerin B. pertussis’e karşı etkinliğinin önemli 

derecede düştüğünü, eritromisin dirençli suşların salgınlara neden olduğunu göstermiştir 

(Yang vd. 2015; Lönnqvist vd. 2018; Li vd. 2019; Yao vd. 2020; Feng vd. 2021). 

Antibiyotiklerin etkinliği başlıca hedef patojen (uygulanan antibiyotiğe karşı duyarlı olup 

olmaması, biyofilm oluşturması vb.), hastanın vücut sistemi ve uygulanan antibiyotik 
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konsantrasyonu olmak üzere birçok faktörden etkilenmektedir (Li vd. 2017).  Özellikle 

antibiyotiklerin yeterli dozlarda kullanılmaması veya dozlar arasındaki sürenin doğru 

ayarlanmaması sonucunda bakterilerin antibiyotiklerin öldürücü olmayan sub-MİK 

konsantrasyonlarına maruz kalması antibiyotiklere karşı direnç geliştirmelerine neden 

olabilmektedir (Gullberg vd. 2011; Goneau vd. 2020). Antibiyotiklere karşı gelişen bu 

direncin bir kez ortaya çıktıktan sonra hızlı bir şekilde yayılabildiği, hastane gibi 

antibiyotiklerin yaygın kullanıldığı ortamlarda antibiyotik dirençli bakterilerin salgınlara 

sebep olabildiği bilinmektedir (Dewan vd. 2018). Ayrıca sub-MİK antibiyotikler 

rekombinasyon, mutasyon ve yatay gen transferi oranlarını artırarak bakterilerde genetik 

değişikliğe de sebep olabilmektedir (Andersson ve Hughes 2014). Bu nedenle 

antibiyotiklerin sub-MİK konsantrasyonlarının bakteriler üzerindeki etkisinin anlaşılması 

için çalışmalar yapılması oldukça önemlidir. Bu tür çalışmalara ek olarak antibiyotik 

kullanımının yalnızca tedavi amaçlı değil aynı zamanda antibiyotik direnç gelişimini en 

aza indiricek şekilde optimize edilmesi, yeni antibiyotik kullanım stratejilerinin 

geliştirilmesi gerekmektedir (Li vd. 2017). Ayrıca geniş spektrumlu antibiyotiklerin 

aksine hedef bakteriye etki edecek dolayısıyla geniş spektrumlu antibiyotiklere göre daha 

düşük direnç gelişimine neden olan dar spektrumlu yeni antibiyotiklerin geliştirilmesi 

gerekmektedir (Cantón vd. 2013). 
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1 Kullanılan Bakteri Suşu ve Büyüme Koşulları 

Deneyler sırasında Bordetella pertussis Tohama – I suşu kullanılmıştır. B. 

pertussis hücreleri Akdeniz Üniversitesi Tıbbi Mikrobiyoloji Bölümü hocalarından Prof. 

Dr. Meral Dilara Öğünç tarafından Akdeniz Üniversitesi Fen Fakültesi Moleküler 

Mikrobiyoloji Laboratuvarına temin edilmiştir ve alt kültürler oluşturulmuştur. 

Oluşturulan alt kültürlerden daha sonraki deneylerde kullanılmak üzere -80 stokları 

alınmıştır. Bakteri hücreleri kendilerine özgü besiyerleri olan Morse Bray sıvı besiyerinde 

(Morse ve Bray 1969) ve modifiye edilmiş Cohen – Wheeler agar (Sato ve Arai 1972) 

besiyerinde 37 °C’de büyütülmüşlerdir (EK – 1 ve EK – 2). 

3.2 Eritromisin Antibiyotiğinin Hazırlanması 

Eritromisin antibiyotiğinin ana stoğu Bannatyne ve Cheung (1982)’un 

çalışmalarında belirtildiği şekilde hazırlanmıştır. İlk olarak 2 mg/mL eritromisin %30’luk 

etanol içerisinde çözdürülerek bir ana stok hazırlanmıştır. Ara stoklar, hazırlanan ana 

stoğun steril distile su ile seyreltilmesiyle hazırlanmıştır.  

3.3. Eritromisin Antibiyotiğinin MİK ve sub-MİK Değerlerinin Belirlenmesi 

Eritromisin antibiyotiğinin MİK değerinin belirlenebilmesi için sıvı dilüsyon 

yöntemi kullanılmıştır (Hoppe ve ark. 1989). İlk aşamada geniş eritromisin 

konsantrasyonu aralığında bakteri kültürleri oluşturulmuştur. Antibiyotik içeren bakteri 

kültürleri oluşturulurken ilk olarak yeni büyütülmüş B. pertussis Tohama – I hücreleri 

salin (%0.85’lik NaCI çözeltisi) içerisinde 0.5 McFarland’a ayarlanmıştır. Ardından 

içerisinde belirli oranlarda (0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1 ve 5 µg/mL) eritromisin bulunan 

18 mL MB besiyerine hazırlanan bakteri solüsyonundan 2 mL eklenerek son hacim 20 

mL’ye tamamlanmıştır. Pozitif kontrol olarak eritromisin içermeyen B. pertussis kültürü, 

negatif kontrol olarak bakteri içermeyen MB besiyeri kullanılmıştır. Oluşturulan bakteri 

kültürleri 37 °C’de 150 rpm’de 96 sa inkübe edilmiştir. Dört günlük inkübasyon süresinin 

ardından tüm kültürlerin 600 nm’de (OD 600) spektrofotometrik ölçümleri yapılmıştır. 

Deneylerin 2. aşamasında, 96 sa inkübe edilmiş kültürlerde bakteri büyümesi 

görülen en büyük antibiyotik konsantrasyonu (0.1 µg/mL) ile büyüme görülmeyen en 

küçük antibiyotik konsantrasyonu (0.5 µg/mL) belirlenmiştir. Ardından belirlenen 

eritromisin değerlerine göre eritromisin konsantrasyon aralığı daraltılarak yeni 

antibiyotik konsantrasyonları (0.1, 0.2, 0.3, 0.4 ve 0.5 µg/mL) ile sıvı dilüsyon deneyi 

tekrarlanmıştır. Hazırlanan yeni kültürler 37 °C’de 150 rpm’de 96 sa inkübe edilmiştir. 

Deney sonunda bakteri büyümesi görülmeyen en düşük eritromisin konsantrasyonu MİK 

olarak belirlenmiştir. Belirlenen MİK değerinin 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 ve 1/64 

kosantrasyonları büyüme eğrisi deneylerinde sub-MİK olarak kullanılmıştır. Tüm 

deneyler 3 tekrarlı yapılmıştır. 
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3.4. Sub – MİK Konsantrasyonlarda Eritromisin Varlığında B. pertussis 

Hücrelerinin Büyüme Hızının Belirlenmesi 

B. pertussis Tohama – I hücrelerinin büyüme eğrileri spektrofotometrik yöntem 

kullanılarak gerçekleştirilmiştir (Nikbin vd. 2018). Deneyler sırasında ilk olarak yeni 

büyütülmüş B. pertussis hücreleri MB besiyeri içerisinde OD600’de 0.05’e ayarlanmıştır. 

OD600’de 0.05’e ayarlanmış bakteri kültürleri içerisine son konsantrasyon 1/2, 1/4, 1/8, 

1/16, 1/32 ve 1/64 MİK olacak şekilde eritromisin eklenmiştir. Pozitif kontrol olarak 

eritromisin içermeyen besiyerinde büyütülmüş bakteri hücreleri kullanılmıştır. Sub-MİK 

konsantrasyonlarda eritromisin içeren bakteri kültürleri 150 rpm ve 37 °C’de inkübe 

edilmiştir. Her 12 sa’de bir kültürlerin OD600’de absorbans değerleri alınarak büyüme 

eğrileri oluşturulmuştur. Deneyler tüm kültürlerden 3 tekrarlı olacak şekilde 

gerçekleştirilmiştir. 

3.5. Sub – MİK Konsantrasyonlarda Eritromisin Varlığında B. pertussis 

Hücrelerinin Biyofilm Oluşturma Kapasitesinin Belirlenmesi 

B. pertussis hücrelerinin biyofilm oluşturma kapasiteleri belirlenirken 96 kuyulu 

hücre kültürü plağı yöntemi kullanılmıştır (Conover vd. 2010). Deneyler sırasında ilk 

olarak B. pertussis hücreleri MB besiyeri içerisinde OD600’de 0.1’e ayarlanmıştır. 

Hazırlanan bakteri solüsyonu üzerine son konsantrasyon 1/16, 1/32 ve 1/64 MİK olacak 

şekilde eritromisin eklenmiş ve örnekler 96 kuyulu hücre kültürü plağına kuyucuk başına 

200 µL olacak şekilde yerleştirilmiştir. Hazırlanan hücre kültürü plağı statik koşullarda 

37 °C’de 96 sa inkübe edilmiştir. Deneyler sırasında eritromisin içermeyen B. pertussis 

örneği pozitif kontrol, bakteri içermeyen MB besiyeri ise negatif kontrol olarak 

kullanılmıştır. İnkübasyon sonunda plakalar içerisinde yer alan örnekler dökülerek distile 

su ile iyice yıkanmıştır ve 37 °C’de 25 dak kurumaya bırakılmıştır. Plakaların 

kurumasının ardından her bir kuyucuğa 200 µL %0.1’lik kristal viyole çözeltisi eklenmiş 

ve oluşan biyofilmler 30 dak boyunca boyanmıştır. Boyama işleminin sonunda fazla 

boyanın gitmesi amacıyla plakalar distile su ile iyice yıkanmıştır. Ardından kuyucuklara 

200 µL %95’lik etil alkol eklenerek boyanan biyofilmler çözdürülmüş ve 590 nm’de 

absorbans değerleri alınmıştır. Deneyler 3 tekrarlı olacak şekilde gerçekleştirilmiştir. 

3.6. Sub – MİK Konsantrasyonlarda Eritromisin Varlığında B. pertussis 

Hücrelerinin Pertussis Toksin ve Pertaktin Gen Ekspresyon Seviyelerinin 

Belirlenmesi 

3.6.1. Sub-mik konsantrasyonlarda eritromisin varlığında büyütülen B. pertussis 

hücrelerinden toplam RNA izolasyonu ve cDNA sentezi 

B. pertussis hücrelerinden toplam RNA izole edilmesi için ilk olarak sub-MİK 

konsantrasyonlarda eritromisin içeren B. pertussis kültürleri MB besiyeri içerisinde 37 

°C’de büyütülmüştür. Ardından toplam RNA ticari olarak satın alınan RNA izolasyon 

kitindeki (Zymo Research, ABD) üretici talimatlarına uygun olarak izole edilmişdir. Bu 

bağlamda ilk olarak B. pertussis için belirlenen sub-MİK eritromisin miktarlarına göre 
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antibiyotikli MB sıvı besiyerleri hazırlanmıştır. Ardından OD600’de bakteri 

konsantrasyonları 0.05’e ayarlanarak antibiyotikli besiyerlerine eklenmiş ve 37 °C’de 48 

– 60 sa inkübe edilmiştir. İnkübasyonun ardından örnekler bakteri hücrelerinin 

çöktürülmesi amacıyla 4000 rpm’de 10 dak santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonucunda elde 

edilen pelletler üzerine 600 µL trizol (TRI reaktifi) eklenmiş ve pellet pipetaj ile reaktif 

içerisinde çözdürülmüştür. Ardından örnekler 14.500 rpm’de 1 dak santrifüjlenmiştir. 

Santrifüj sonucunda oluşan süpernatantlar ayrı bir yere alınarak üzerlerine hacimleri 

kadar (600 µL) etanol eklenmiştir ve yavaşça alt – üst yapılarak karıştırılmıştır. Etanol ile 

karıştırılan örnekler spin kolonlara alınmış ve 14.500 rpm’de 30 s santrifüjlenmiştir. 

Santrifüj ardından kolonun altında kalan kısım atılmıştır. Santrifüj aşamasının ardından 

gDNA kirliliğini önlemek amacıyla DNaz aşaması uygulanmıştır. DNaz aşaması 

uygulanırken ilk olarak kolonlar üzerine 400 µL etanol eklenmiş RNA yıkama tamponu 

(wash buffer ) eklenerek 14.500 rpm’de 30 s santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonunda 

kolonların altında kalan kısımlar atılmıştır. Ardından kolonlar üzerine 80 µL DNaz – 1 (5 

µL) ve DNA özümseme tamponu (75 µL) (DNA Digestion Buffer) karışımı eklenmiştir 

ve örnekler 15 dak inkübe edilmiştir. On beş dak’lık inkübasyonun ardından örnekler 

üzerine etanol eklenmiş 400 µL Direct – zolTM ön yıkama tamponu eklenerek 14.500 

rpm’de 30 s santrifüj edilmiştir, bu aşama 2 kere tekrarlanmıştır. Santrifüj sonunda 

kolonların altında kalan kısımlar atılmıştır, kolonlar üzerine 700 µL RNA yıkama 

tamponu eklenerek örnekler 14.500 rpm’de 2 dak santrifüj edilmiştir. Santrifüj 

aşamasından sonra kolonlar isimlendirilmesi yapılmış steril DNaz – Rnaz içermeyen 

eppendorflar üzerine alınmıştır. Son olarak RNA’ları kolonlardan almak amacıyla 

örneklerin bulunduğu kolonlar üzerine 100 µL RNaz – DNaz içermeyen su eklenmiş, 1 

dak bekletilmiş ve 14.500 rpm’de 1 dak santrifüj edilmiştir. 

İzole edilen toplam RNA’ların miktar tayinleri ve saflık analizleri 

spektrofotometrik analizler (NanoDrop ölçümleri) ve %1’lik jel elektroforezi ile 

gerçekleştirilmiştir.  

İzole edilen toplam RNA’lar ticari olarak satın alınmış cDNA sentez kiti (Jena 

Biosciences, Germany) kullanılarak cDNA’ya çevrilmiştir. Örneklerin cDNA’ya 

çevrilmesi amacıyla TÜP – 1 ve TÜP – 2 olmak üzere 2 farklı reaksiyon karışımı 

hazırlanmıştır. İlk olarak izole edilen RNA, DNaz – RNaz içermeyen su ve 0.5 µL primer 

TÜP – 1 içerisinde karıştırılmıştır. Hazırlanan karışım 65 °C’de 5 dak ardından 4 °C’de 

1 dak olacak şekilde PZR cihazında inkübe edilmiştir. İnkübsayon sırasında 2. karışım 

hazırlanmıştır. İkinci karışım (TÜP – 2) hazırlanırken 4 µL SCRIPT RT tamamlama 

tamponu, 1 µL dNTP karışımı, 1 µL DTT stok solüsyonu, 0.5 µL RNaz inhibitörü, 0.5 

µL SCRIPT reverse transkriptaz karıştırılmıştır ve üzeri 10 µL olacak şekilde RNaz 

içermeyen su ile tamamlanmıştır. İlk hazırlanan TÜP – 1 PZR cihazından çıktıktan sonra 

TÜP – 1 ve TÜP – 2 karıştırılarak 42 °C’de 10 dak, 50 °C’de 60 dak ve 70 °C’de 10 dak 

olacak şekilde yeniden PZR cihazına konulmuştur. PZR cihazından çıkan cDNA’lar -20 

°C’de saklanmıştır. 
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3.6.2. Gerçek zamanlı PZR analizleri ile pertussis toksine ve pertaktine ait genlerin 

gen ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi 

Gerçek zamanlı PZR analizleri (RT – PCR) QuantiNova SYBR Green PCR Kit 

(Qiagen, Hilden, Almanya) RT – PCR kiti kullanılarak, RotorGene Q 5plex HRM 

(Qiagen, Hilden, Almanya) cihazında kitte yer alan talimatlara uygun şekilde 

gerçekleştirilmiştir.  

Deneyler sırasında kullanılan pertussis toksin (ptxS1) ve pertaktin (prn) genlerine 

ait primerler Çizelge 3.1’de gösterilmiştir. Referans gen olarak RNA polimeraz B altbirim 

(rpoB) kullanılmıştır (Çizelge 3.1). Deneyler sırasında kullanılan PZR karışımları Çizelge 

3.2’ye göre hazırlanmıştır ve Çizelge 3.3’de yer alan koşullara uygun olarak 

gerçekleştirilmiştir. Ayrıca PZR analizleri sırasında PZR sonucunda hedef gen bölgesinin 

çoğaltığının doğrulanması, kullanılan primerlerin nonspesifik bağlanma yapmadığının 

gözlemlenebilmesi için her reaksiyon sonucunda erime eğrisi analizleri 

gerçekleştirilmiştir. Erime eğrisi analizleri, RT – PCR kiti protokolüne uygun olarak 

sıcaklık 60 °C’den 95 °C’ye her 5 s’de 1 °C arttırılarak gerçekleştirilmiştir. 

Çizelge 3.1. RT – PCR analizleri sırasında kullanılan primerler 

Primer ve 

Primere Ait Gen 

Bölgesinin Adı 

 

Primerlere Ait Oligonükleotid Sekanslar 

PZR Ürün 

Büyüklüğü 

 

Kaynak 

 

RNA polimeraz B 

altbirim (rpoB) 

Forward (ileri) primer: 

5’-GCTGGGACCCGAGGAAATCA-3’ 

Revers (geri) primer: 

5’-GCGCCAATGTAGACGATGC-3’ 

93 bç Bibova vd. 2013 

(Modifiye 

edilmiştir) 

 

Pertussis toksin 

(ptxS1) 

Forward (ileri) primer: 

5’-TTCCAGAACGGATTCACGGC-3’ 

Reverse (geri) primer: 

5’-TGCTGCTGGTGGAGACGAA-3’ 

112 bç Bibova vd. 2013 

(Modifiye 

edilmiştir) 

 

Pertaktin (prn) 

Forward (ileri) primer: 

5’-TGCCGACTGGAACAACCA-3’ 

Revers (geri) primer: 

5’-GTCGGAGCCCTGGATATGG-3’ 

73 bç Hasan vd. 2014 
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Çizelge 3.2. RT – PCR karışımlarının hazırlanması 

Reaksiyon Bileşenleri Miktar 

2X SYBR Green PZR Master Mix 10 µL 

İleri Primer 1 µL 

Geri Primer 1 µL 

Hedef cDNA 1 µL 

RNaz – DNaz İçermeyen Su 7 µL 

Toplam 20 µl 

 

Çizelge 3.3. RT – PCR koşulları 

 Sıcaklık Süre Döngü 

PZR başlangıç 

aktivasyon adımı 

95 °C 2 dak 1 

Denatürasyon 95 °C 5 s 40 döngü 

Bağlanma ve Uzama 60 °C 10 s 

 

3.7. İstatistiksel Analizler 

Bütün deneyler birbirinden bağımsız 3 tekrar olacak şekilde gerçekleştirilmiştir 

ve tüm veriler bu 3 tekrarın ortalama ± standart sapması şeklinde ifade edilmiştir. 

Örneklerin istatistiksel olarak karşılaştırılmaları için tek yönlü varyans analizi 

kullanılmıştır (IBM SPSS yazılım programı versiyon 22) (SPSS, ABD). Ayrıca çoklu 

karşılaştırmalarda farklılıkların hangi gruplar arasında olduğunu belirlemek amacıyla 

tamamlayıcı Post – Hoc analizi olarak Tukey testi kullanılmıştır. P değeri < 0.05 olanlar 

istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. 
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4. BULGULAR  

4.1. Eritromisin Antibiyotiğinin sub-MİK Değerlerinin Belirlenmesi 

Eritromisin antibiyotiğinin B. pertussis’e karşı MİK değeri belirlenirken ilk olarak 

geniş aralıklı antbiyotik konsantrasyonları oluşturulmuştur. Bu amaçla ilk aşamada son 

konsantrasyon 0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1 ve 5 µg/mL’lik eritromisin içeren B. pertussis 

kültürleri oluşturulmuştur. Deneylerin ilk aşaması sonucunda bakteri büyümesi görülen 

en yüksek eritromisin konsantrasyonu 0.1 µg/mL, bakteri büyümesi görülmeyen en düşük 

eritromisin konsantrasyonu ise 0.5 µg/mL bulunmuştur ve MİK aralığı 0.1. – 0.5 µg/mL 

olarak belirlenmiştir. Deneylerin ikinci aşamasında bulunan MİK aralığı genişletilerek 

0.1, 0.2, 0.3, 0.4 ve 0.5 µg/mL’lik eritromisin içeren kültürler oluşturulmuştur. 

Gerçekleştirilen inkübasyonun ardından bakteri büyümesi görülen en yüksek eritromisin 

konsantrasyonu 0.1 µg/mL, bakteri büyümesi görülmeyen en düşük eritromisin 

konsantrasyonu ise 0.2 µg/mL bulunmuştur. Sonuç olarak B. pertussis Tohama – I 

suşunda eritromisin antibiyotiğinin MİK değeri 0.2 µg/mL olarak belirlenmiştir. 

4.2. Sub – MİK Konsantrasyonlarda Eritromisin Varlığında B. pertussis 

Hücrelerinin Büyüme Hızının Belirlenmesi 

Sub-MİK konsantrasyonlarda eritromisin varlığında büyütülen B. pertussis 

Tohama – I suşunun büyüme eğrisi Şekil 4.1 ’de gösterilmiştir. Kültürlerdeki eritromisin 

konsantrasyonlarının artışına paralel olarak bakteri büyümesinin yavaşladığı 

gözlemlenmiştir (p < 0.05). Kültürler arasında en fazla üreme eritromisin içermeyen 

ortamda büyütülen kontrolde, ardından sırasıyla 1/64, 1/32 ve 1/16 MİK eritromisin 

konsantrasyonlarında görülmüştür ve istatistiksel olarak birbirinden farklıdır (p < 0.05). 

Sub-MİK konsantrasyonlarından 1/64 değeri kontrole çok yakın absorbans değerleri 

vermiştir ancak 12. sa’de alınan ölçüm dışında kontrolden istatistiksel olarak anlamlı 

derecede farklıdır (p < 0.05). 1/2, 1/4 ve 1/8 MİK konsantrasyonlarında eritromisin içeren 

B. pertussis hücrelerinde deneylere devam edebilmek için yeterli büyüme 

görülmediğinden bu tez kapsamında diğer deneylerde kullanılmak üzere B. pertussis 

Tohama – I suşu için eritromisinin sub-MİK değerleri 1/64, 1/32 ve 1/16 MİK olarak 

belirlenmiştir. 
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Şekil 4.1. Sub-MİK konsantrasyonlarda eritromisinin B. pertussis Tohama – I suşunun 

büyüme kapasitesine etkisi (Kontrol: Eritromisin içermeyen ortamda büyütülen B. 

pertussis hücreleri, E: Eritromisin) 

4.3. Sub – MİK Konsantrasyonlarda Eritromisin Varlığında B. pertussis 

Hücrelerinin Biyofilm Oluşturma Kapasitesinin Belirlenmesi 

Sub-MİK konsantrasyonlarda eritromisin varlığında B. pertussis hücrelerinin 

biyofilm oluşturma kapasitesi Şekil 4.2’de gösterilmiştir. En yüksek miktarda biyofilm 

oluşumu kontrolde görülmüştür ve eritromisin içeren diğer tüm örneklerden istatistiksel 

olarak anlamlı derecede farklıdır (p < 0.05). Sub-MİK oranlarda eritromisin içeren 

örnekler kendi aralarında karşılaştırıldığı zaman eritromisin miktarı arttıkça biyofilm 

miktarında azalma olduğu görülmüştür ve istatistiksel olarak birbirinden farklıdır (p < 

0.05).  

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

1

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

A
B

S
O

R
B

A
N

S
 (

O
D

6
0

0
)

ZAMAN (SAAT)

Kontrol 1/2 E 1/4 E 1/8 E 1/16 E 1/32 E 1/64 E



 

BULGULAR                 B. EROĞLU 

 

30 

 

 

Şekil 4.2. Sub-MİK konsantrasyonlarda eritromisinin B. pertussis Tohama – I suşunun 

biyofilm oluşturma kapasitesine etkisi (Kontrol: Eritromisin içermeyen ortamda 

büyütülen B. pertussis hücreleri, E: Eritromisin, üst simgelerde yer her bir harf 

istatistiksel olarak anlamlı farklılığı ifade etmektedir (p < 0.05)) 

4.4 Sub – MİK Konsantrasyonlarda Eritromisin Varlığında B. pertussis 

Hücrelerinin Pertussis Toksin ve Pertaktin Gen Ekspresyon Seviyelerinin 

Belirlenmesi 

4.4.1 Sub-MİK konsantrasyonlarda eritromisin varlığında büyütülen B. pertussis 

hücrelerinden toplam RNA izolasyonu ve cDNA sentezi 

Sub-MİK kosantrasyonlarda eritromisin içeren B. pertussis örneklerinden izole 

edilen toplam RNA’ların miktar tayinleri ve saflık analizleri Çizelge 4.1’de, agaroz jel 

elektroforezi sonuçları ise Şekil 4.3’te gösterilmiştir. İzole edilen RNA’ların saflık 

değerlerinin istenilen aralıkta olduğu görülmüştür. Saflık değerleri analiz edilen RNA 

örnekleri cDNA’ya çevrilmiştir. 

Çizelge 4.1. B. pertussis Tohama – I hücrelerinden izole edilen toplam RNA miktarları 

 RNA Miktarı 

(ng/µL) 

OD260/280 OD260/230 

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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Şekil 4.3. Sub-MİK konsantrasyonlarda eritromisin varlığında büyütülen B. pertussis 

örneklerinden izole edilen toplam RNA’ların agaroz jel elektroforezi sonucu (M: DNA 

Merdiveni, E: Eritromisin, K: Antibiyotik içermeyen ortamda büyütülmüş B. pertussis 

hücrelerinden izole edilen RNA (kontrol)) 

4.4.2. Gerçek zamanlı PZR analizleri ile pertussis toksine ve pertaktine ait genlerin 

ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi 

RT – PCR analizleri sırasında kullanılan genlere ait primerlerin standart eğrileri 

Şekil 4.4’te, ışıma ve jel elektroforezi görüntüleri ise Şekil 4.5, 4.6 ve 4.7’de 

gösterilmiştir. Standart eğriler B. pertussis hücrelerinden elde edilen cDNA’ların seri 

seyreltmesi ile oluşturulmuştur. Oluşturulan standart eğriler yardımı ile deneyler sırasında 

kullanılan primerlerin reaksiyon verimliliği ve duyarlılığı hesaplanmıştır. Reaksiyon 

verimliliği hesaplanırken E = (10-1/eğim – 1) × 100 denklemi kullanılmıştır (Türkanoǧlu 

Özçelik vd. 2019). Deneyler sırasında kullanılan tüm primerlerin eğri eğiminin -3.6 - -3.1 

arasında olduğu, reaksiyon verimliliklerinin %90 - %110 arasında olduğu ve eğrilerin R2 

değerlerinin 0.98’den büyük olduğu gösterilmiştir ve bu primerler ile RT – PCR 

deneylerine devam edilmiştir. Ayrıca PZR analizleri sırasında örnekler hazırlanırken 

standart eğrilerde orta noktaya denk gelen cDNA konsantrasyonu kullanılmıştır 

(Türkanoǧlu Özçelik vd. 2019). 
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Şekil 4.4. RT – PCR deneylerinde kullanılan B. pertussis’e ait genlerin standart eğrileri 

(a: ptxS1, b: rpoB, c: prn) 
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Şekil 4.5. RT – PCR deneylerinde kullanılan rpoB genine ait primerin standart eğrisinin 

amplifikasyon eğrisi (a) ve jel elektroforezi sonucu (b) (M: DNA Merdiveni, NTC: 

Negatif kontrol (kalıp cDNA kullanılmayan)) 



 

BULGULAR                 B. EROĞLU 

 

34 

 

  

Şekil 4.6. RT – PCR deneylerinde kullanılan ptxS1 genine ait primerin standart eğrisinin 

amplifikasyon eğrisi (a) ve jel elektroforezi sonucu (b) (M: DNA Merdiveni, NTC: 

Negatif kontrol (kalıp cDNA kullanılmayan)) 
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Şekil 4.7. RT – PCR deneylerinde kullanılan prn genine ait primerin standart eğrisinin 

amplifikasyon eğrisi (a) ve jel elektroforezi sonucu (b) (M: DNA Merdiveni, NTC: 

Negatif kontrol (kalıp cDNA kullanılmayan)) 
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Şekil 4.8. RT – PCR deneylerinde kullanılan B. pertussis’e ait genlerin eğrime eğrisi 

analizleri (a: ptxS1, b: rpoB, c: prn) 

Primerlerin standart eğrileri oluşturulurken aynı zamanda her reaksiyonun 

sonunda primerlere ait erime eğrisi analizleri gerçekleştirilmiştir (Şekil 4.8). 

Gerçekleştirilen erime eğrisi analizleri sonucunda primerlere ait erime eğrilerinde tek bir 

tepe noktası görülmesi, primerlerin tek bir gen bölgesini çoğalttığını ve cDNA üzerinde 

hedef gen bölgesi dışında başka bir bölgeyi çoğaltmadığını göstermiştir. 
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Şekil 4.9. ptxS1 genine ait örneklerin RT – PCR amplifikasyon eğrisi (a) ve erime eğrisi 

sonucu (b) 

 

Şekil 4.10. prn genine ait örneklerin RT – PCR amplifikasyon eğrisi (a) ve erime eğrisi 

sonucu (b) 
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Şekil 4.11. RT – PCR örneklerinin jel elektroforezi sonucu (S1: Kontrol, S2: 1/16 

eritromisin, S3: 1/32 eritromisin, S4: 1/64 eritromsin, M: DNA Merdiveni, NTC: Negatif 

kontrol (kalıp cDNA kullanılmayan)) 

Çizelge 4.2. Sub-MİK eritromisin varlığında ptxS1 ve prn genlerinin kat değişimlerinin 

hesaplanması 

ptxS1 

  

ptxS1 Ortalama 

CT 

 

rpoB Ortalama 

CT 

 

ΔCT 

(ptxS1 CT – 

rpoB CT) 

ΔΔCT 

(ptxS1 ΔCT – 

Ortalama 

Kontrol ΔCT) 

Kat 

Değişimi 

(2- ΔΔ𝐂𝐓) 

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 1.9±0.57 0.3±0.11 

1/32 Eritromisin 19.2±0.69 18.5±0.41 0.6±1.05 1.3±0.18 0.4±0.06 

1/64 Eritromisin 19.1±2.25 17.8±0.55 1.4±1.72 2.0±0.49 0.3±0.08 

prn 

  

prn Ortalama CT 

 

rpoB Ortalama 

CT 

ΔCT 

(prn CT – rpoB 

CT) 

ΔΔCT 

(prn ΔCT – 

Ortalama 

Kontrol ΔCT) 

Kat 

Değişimi 

(2- ΔΔ𝐂𝐓) 

Kontrol 20.8±2.02 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 4.2±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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Şekil 4.12. Sub-MİK konsantrasyonlarda eritromisin varlığında büyütülen B. pertussis 

hücrelerinde ptxS1 (a) ve prn (a) genlerinin ekspresyon seviyesi (E: Eritromisin, üst 

simgelerde yer her bir harf istatistiksel olarak anlamlı farklılığı ifade etmektedir (p < 

0.05)) 

Eritromisinin sub-MİK konsantrasyonlarında büyütülmüş B. pertussis 

hücrelerinin RT – PCR amplifikasyon eğrileri Şekil 4.9 ve 4.10’da, RT – PCR 

örneklerinin jel elektroforezleri Şekil 4.11’de, ptxS1 ve prn genlerinin kat değişimlerinin 

hesaplanması Çizelge 4.2’de ve ptxS1 ve prn ekspresyon seviyeleri Şekil 4.12’de 

gösterilmiştir. Sub-MİK eritromisin konsantrasyonlarında büyümüş B. pertussis 

hücrelerinde ptxS1 geninde bütün sub-MİK konsantrasyonlarının ekspresyon seviyesini 

kontrole göre önemli derecede düşürdüğü gözlemlenmiştir (p < 0.05). İlginç bir şekilde 

sub-MİK konsantrasyonlar arasında ptxS1 geninin ekspresyon seviyesinin 1/32 MİK 

konsantrasyonunun diğer sub-MİK konsantrasyonlara göre daha yüksek olduğu ancak 

aralarında istatistiksel olarak anlamlı bir fark olmadığı gözlemlenmiştir. Sub-MİK 

konsantrasyonlarda eritromisin varlığında prn geninin ekspresyon seviyesinde ise benzer 

şekilde eritromisin bulunan örneklerde ekspresyon seviyesinin azaldığı gösterilmiştir. 

ptxS1 geninin ekspresyon seviyesi ile benzer olarak 1/32 MİK konsantrasyonunda 

eritromisin varlığında pertaktin geninin ekspresyon seviyesinin diğer sub-MİK 

değerlerden daha yüksek olduğu, ancak diğer sub-MİK değerleri ile aralarında anlamlı 

bir farklılık olmadığı görülmüştür (p > 0.05).
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5. TARTIŞMA  

Antibiyotikler bakteri kaynaklı enfeksiyonların tedavisinde sıklıkla 

kullanılmaktadır. Eritromisin, uzun zamandır boğmaca hastalığı tedavisinde yaygın 

olarak kullanılan bir antibiyotiktir (Lin vd. 2021). Ancak eritromisinin B. pertussis’in 

biyofilm oluşumu ve gen ekspresyonu üzerine etkileri ile ilgili yeterli çalışma 

bulunmamaktadır. Brett vd. 1998 yılında yaptıkları çalışmada 88 B. pertussis suşunda 

eritromisin için MİK aralığının 0.12–0.5 mg/L, minimal bakterisidal konsantrasyonun 

(MBK) ise 0.5 mg/L olduğunu bildirmiştir. Wu vd. (2022) 2017'den 2019'a kadar Çinli 

çocuklardan izole edilen 311 B. pertussis izolatı arasında, izole ettikleri 265 B. pertussis 

izolatının eritromisine karşı dirençli olduğunu (MİK > 256 mg/L), geriye kalan 46 izolatın 

ise MİK değerlerinin 0.094 ile 0.25 mg/L arasında olduğunu göstermiştir. Bu çalışmada 

kullanılan B. pertussis suşunun her ne kadar B. pertussis için belirli bir CLSI standardı 

olmasa da literatürde bulunan diğer çalışmalara kıyasla eritromisine karşı dirençli 

olmadığı, MİK değerinin 0.2 µg/mL olduğu görülmüştür. Benzer şekilde Lönnqvist vd. 

(2018) izole ettikleri B. pertussis suşlarında eritromisin antibiyotiğinin MİK aralığının 

0.016 – 0.25 µg/mL olduğunu, ayrıca izole ettikleri hiçbir B. pertussis suşunda antibiyotik 

direnci görmediklerini belirtmiştir. Bu çalışmadan farklı olarak Yamaguchi vd. (2020) B. 

pertussis Tohama – I suşunda eritromisinin MİK değerinin 0.064 µg/mL olduğunu 

belirtmiştir. Ayrıca izole ettikleri klinik suşun Japonya’daki makrolid direncine 

(Eritromisin MİK: >256 µg/mL, Klaritromisin: >256 µg/mL) sahip ilk B. pertussis suşu 

olduğunu rapor etmiştir. Dorji vd. (2016) ise hem referans suş olarak kullandıkları B. 

pertussis Tohama – I’in hem de Avustralya’dan izole edilen 21 klinik B. pertussis 

izolatının 5 μg eritromisine duyarlı olduğunu göstermiştir. 

Günümüzde antibiyotiklerin aşırı ve bilinçsiz kullanımı bakterilerin 

antibiyotiklere karşı direnç kazanmalarına neden olmuştur. 1994 yılından itibaren 

dünyanın pek çok bölgesinde makrolidlere karşı dirençli B. pertussis suşları 

tanımlanmıştır (Lönnqvist vd. 2018). Yang vd. (2015) 1970'lerden 2014'e kadar toplanan 

B. pertussis izolatları ile yaptıkları çalışmalarında 1970’li yıllarda eritromisin 

antibiyotiğinin MİK aralığının 0.064 – 0.25 µg/mL olduğunu, disk difüzyon yönteminde 

ise bakteriler %100 duyarlı iken 2013 – 2014 yılları arasında MİK aralığının 0.064 – >256 

µg/mL olduğunu ve disk difüzyon yönteminde bakterilerin eritromisine olan 

duyarlılıklarının %8.1’e düştüğünü göstermiştir. Ayrıca 1970’li yıllarda sırasıyla 0.094 

ve 0.25 µg/mL olan MİK50 ve MİK90 değerlerinin ikisinin de 2013 – 2014 yılları 

arasında >256 µg/mL değerine yükseldiğini belirtmişlerdir. Son yapılan çalışmalar 

eritromisine direnç kazanmış B. pertussis bakterilerinin salgınlara neden olduğunu 

göstermiştir (Li vd. 2019; Yao vd. 2020; Feng vd. 2021). Li vd. (2019) izole edilen B. 

pertussis suşlarında en yaygın görülen genotipin ptxA1/ptxC1/ptxP1/prn1/fim2–

1/fim3A/tcfA2 olduğunu ve bu genotipe sahip bakterilerin eritromisine oldukça dirençli 

(MİK > 256 mg/L) olduğunu belirtmiştir. Yao vd. (2020) Çin’de eritromisine dirençli 

genomik varyasyona sahip B. pertussis suşlarının 11 – 12 yıl önce ortaya çıktığını ve 

antibiyotiklerin yanlış kullanılmasının bu suşların yayılmasını kolaylaştırdığını 
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belirtmiştir. Feng vd. (2021) Çin’de 2008 yılından önce çok az miktarda makrolide 

dirençli B. pertussis suşları izole edilirken 2008 yılından itibaren bu miktarın keskin bir 

şekilde arttığını ve izole edilen suşlardan %50'den fazlasının makrolidlere dirençli 

olduğunu belirtmiştir. Ayrıca B. pertussis suşlarında görülen bu dirence eritromisin 

direnci sağlayan iki mekanizmadan (bakterinin metilaz (erm) genlerine sahip olması veya 

eritromisinin bağlanmasını önleyen yapısal değişikliklere yol açan 23S rRNA genindeki 

mutasyonlar) ikincisi olan 23S rRNA genindeki mutasyonların neden olduğunu 

belirtmiştirlerdir. 

Wu vd. (2022) Çin’de eritromisine dirençli B. pertussis ptxP1 suşunun baskın 

olduğunu, çoğu ptxP3 suşunun eritromisine duyarlılığı koruduğunu ancak iki 

ptxP3 suşunun 23S rRNA geninin V alanındaki A2047G mutasyonu sonucunda 

eritromisine direnç kazanarak Çin'de doğrulanmış ilk eritromisin dirençli ptxP3 izolatı 

olduğunu belirtmişlerdir. 

Antibiyotiklerin sub-MİK konsantrasyonlarının bakterilerin büyüme 

kapasitelerine etkisinin anlaşılması oldukça önemlidir. Ancak literatürde eritromisin 

antibiyotiğinin sub-MİK konsantrasyonlarının B. pertussis’in büyüme kapasitesini nasıl 

etkilediğine dair çalışma bulunmamaktadır. B. pertussis bakterisi üzerinde diğer 

antibiyotikler ile yapılan çalışmalara bakıldığında Hewlett vd. (1983) klorpromazinin B. 

pertussis üzerine etkilerini inceledikleri çalışmalarında 8 µg/mL klorpromazinin (MİK) 

B. pertussis hücrelerinin büyümesini tamamen engellediğini, 4 µg/mL klorpromazinin 

(MİK/2) bakteri hücrelerinin büyümesini azalttığını ve 2 µg/mL klorpromazinin (MİK/4) 

bakteri büyümesi üzerine belirgin bir etkisinin olmadığını göstermiştir. Ayrıca logaritmik 

büyüme aşamasında olan bakteri hücrelerinin antibiyotik etkilerine daha dirençli 

olduğunu, bakteriler logaritmik büyüme aşamasındayken kültürlere eklenen 6.4 µg/mL 

klorpromazinin bakteri büyümesini etkilemediğini belirtmiştir. Literatürde bulunan diğer 

çalışmalara bakıldığı zaman Sun vd. (2020) sub-MİK konsantrasyonlarında seftazidimin 

(CAZ) Escherichia coli üzerindeki etkisini araştırdıkları çalışmada 1/2 sub-MİK 

konsantrasyonunda CAZ'ın bakteriyel büyümeyi engelleyebileceğini, 1/4 ve 1/8 sub-MİK 

konsantrasyonlarında CAZ'ın ise bakteri büyümesi üzerinde hiçbir etkisinin olmadığını 

belirtmiştir. Gümüş vd. (2018) sub-MİK konsantrasyonlarda siprofloksasin (CIP), 

nitrofurantoin (NIT) ve trimetoprim – sülfametoksazolün (SXT) üropatojenik bir E. coli 

suşundaki etkilerini araştırdıkları çalışmalarında 1/2 sub-MİK konsantrasyonunda SXT 

ve CIP içeren ortamlarda bakteri büyümesinin kontrole göre anlamlı derecede azaldığını 

ancak 1/2 sub-MİK konsantrasyonunda NIT içeren ortamdaki bakteri büyümesinin 

kontrol ile anlamlı olarak farklı olmadığını belirtmiştir.  İlginç bir şekilde Zhou vd. (2017) 

tobramisinin sub-MİK konsantrasyonlarını araştırdıkları çalışmalarında 1/6 (0.05 

mg/mL) sub-MİK konsantrasyonunda tobramisinin Geobacter sulfurreducens PCA 

suşunun büyümesini kontrole göre önemli ölçüde arttırdığını bildirmiştir. 0.3 mg/L (MİK) 

tobramisinin ise bakteri büyümesini inhibe ettiğini belirtmişlerdir. Reeks vd. (2005) 

klortetrasiklin (CTC) ve klortetrasiklin – sülfametazin (CTC + SMZ) antibiyotiklerinin 

sub-MİK konsantrasyonlarını araştırdıkları çalışmada Mannheimia 
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haemolytica bakterisinde CTC’nin D80 klinik suşunda 1/2 ve 1/4, D152 klinik suşunda 

ise 1/2, 1/4 ve 1/8 sub-MİK konsantrasyonlarının bakteri büyümesini inhibe ettiğini 

bildirmişdir. Haemophilus somnus bakterisinde ise kullanılan 3 suşta da (ATCC 700025, 
klinik suşlar Hs – 91 and 2336) CTC ve CTC + SMZ’nin 1/8 ve 1/16 sub-MİK 

konsantrasyonlarında büyümenin inhibe edildiğini belirtmişlerdir. Shun-Mei vd. (2018) 

Pseudomonas aeruginosa ve E. coli ile yaptıkları çalışmalarında levofloksasin ve 

siprofloksasin antibiyotiklerinin 1/2 ve 1/4 sub-MİK konsantrasyonlarında E. coli 

SM10λpir(pUCP24T) suşunun büyümesinin önemli derecede bozulduğunu, 1/8, 1/16 ve 

1/32 gibi sub-MİK konsantrasyonlarda ise bakteri büyümesinin çok az değiştiğini 

belirtmiştir. Bu nedenle çalışmalarında bakteri büyümesinin çok etkilenmediği 1/8, 1/16 

ve 1/32 sub-MİK konsantrasyonlarını sub-MİK olarak kullanmışlardır. Bu çalışmada da 

1/2, 1/4 ve 1/8 sub-MİK konsanrasyonlarında B. pertussis hücrelerinde yeterli bakteri 

büyümesi görülmediği için diğer deneylerde kullanılmak üzere 1/16, 1/32 ve 1/64 

eritromisin konsantrasyonları sub-MİK olarak belirlenmiştir. 

Bakteriyel biyofilmler bakterilerin konağın immün sisteminden kaçması ve direnç 

kazanması açısından geliştirdikleri stratejilerden biridir (Rather vd. 2021). Özellikle 

bakterilerde antibiyotik direncinin gelişmesine katkı sağlaması sebebiyle mikrobiyal 

enfeksiyonların tedavi edilmesini güçleştirmektedirler (Fux vd. 2005; Serra vd. 2011). Bu 

nedenle bakterilerin antibiyotiklerin sub-MİK dozlarında biyofilm oluşturabilme 

kapasitelerinin incelenmesi oldukça önemlidir. Ancak literatürde antibiyotiklerin sub-

MİK konsantrasyonlarının B. pertussis hücrelerinin biyofilm oluşturma kapasitesini nasıl 

etkilediğine dair çalışma bulunmamaktadır. Dorji vd. (2016) B. pertussis klinik 

izolatlarının biyofilm oluşturma potansiyellerini karşılaştırdıkları çalışmalarında suşların 

üretmiş olduğu biyofilm miktarlarını biyofilmlerin absorbans değerlerine göre biyofilm 

üretimi yok, zayıf biyofilm, orta ve güçlü biyofilm olmak üzere 4 farklı şekilde 

sınıflandırmıştır. Yapılan bu çalışmada ise eritromisin miktarı arttıkça biyofilm 

miktarlarının anlamlı derecede azalmasına rağmen Dorji vd. (2016) sınıflandırılmasına 

göre eritromisinin bütün sub-MİK konsantrasyonlarında güçlü biyofilm üretimi 

gerçekleşmiştir (Absorbans > 1.204). Benzer şekilde birçok çalışma antibiyotiklerin sub-

MİK konsantrasyonlarında bakterilerde biyofilm üretiminin devam ettiğini göstermiştir. 

Örneğin Zhao vd. (2015) eritromisinin sub-MİK konsantrasyonlarında Streptococcus 

suis’in biyofilm oluşturabilme kapasitesini inceledikleri çalışmalarında S. suis’in bütün 

sub-MİK konsantrasyonlarında biyofilm oluşturduğunu, 1/2 ve 1/4 MİK 

konsantrasyonlarında oluşturulan biyofilm miktarında kontrole göre anlamlı derecede 

azalma olurken 1/8 ve 1/16 MİK dozlarında kontrole göre anlamlı derecede bir azalma 

olmadığını göstermiştir. Sun vd. (2020) sub-MİK konsantrasyonlarda seftazidim (CAZ) 

ile yaptıkları çalışmada E. coli bakterisinin biyofilm oluşturma kapasitesinin CAZ miktarı 

arttıkça azaldığını göstermiştir, ancak 1/32 sub-MİK konsantrasyonunda CAZ varlığında 

üretilen biyofilm ile kontrol arasında anlamlı olarak fark olmadığını belirtmiştir. Ayrıca 

sub-MİK konsantrasyonlarda biyofilm miktarının azalmasının, sub-MİK 

konsantrasyonlarda CAZ’ın stres proteinleri olarak da bilinen E. coli ısı şok proteini 
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genini (ibpA) aşağı yönde ekspresyonuna sebep olması ve hücre dışı indol 

konsantrasyonunun artması sonucunda gerçekleşmiş olabileceğini belirtmiştir.  

Sub-MİK konsantrasyonlarda antibiyotik varlığında bakterilerde biyofilm 

oluşturma kapasitesi her zaman azalma göstermeyebilir. Örneğin Nagasawa vd. (2020)  

basitrasinin sub-MİK konsantrasyonlarının S. mutans üzerindeki etkilerini araştırdıkları 

çalışmalarında UA159 WT suşunda biyofilm oluşturma kapasitesinin basitrasinin 1/2 ile 

1/32 sub-MİK konsantrasyonları arasında önemli derecede arttığını, 1/8 sub-MİK 

konsantrasyonunda ise en yüksek seviyeye ulaştığını bildirmiştir.  Benzer şekilde 

Rafaque vd. (2020) siprofloksasinin sub-MİK konsantrasyonları altında üropatojenik E. 

coli suşlarının biyofilm oluşturma kapasitelerini inceledikleri çalışmalarında sub-MİK 

konsantrasyonlarda siprofloksasinin biyofilm oluşturma kapasitesini önemli ölçüde 

arttırdığını belirtmiştir. Tezel vd. (2016) sub-MİK konsantrasyonlarda antibiyotik 

varlığında Salmonella enterica subsp. enterica serovar Infantis’in (Salmonella Infantis) 

biyofilm üretimini inceledikleri çalışmalarında gentamisin, kanamisin ve streptomisin 

antibiyotiklerinin sub-MİK konsantrasyonlarının DMC 12 suşunun biyofilm üretimini 

önemli ölçüde azaltırken nalidiksik asit, neomisin, spektinomisin ve tetrasiklin 

antibiyotiklerinin sub-MİK konsantrasyonlarının ise biyofilm üretimini indüklediğini 

bildirmiştir. Ayrıca biyofilm üretiminin antibiyotik miktarı ile paralel olarak 

azalmadığını, streptomisin antibiyotiği kullanıldığında1/4 sub-MİK konsantrasyonunda 

üretilen biyofilm miktarının 1/128 sub-MİK konsantrasyonundan düşük iken, nalidiksik 

asit kullanıldığında 1/8 sub-MİK konsantrasyonunda üretilen biyofilm miktarının 

1/128’den daha yüksek olduğunu belirtmişlerdir. Benzer şekilde Liu vd. (2020) 

norfloksasinin sub-MİK konsantrasyonlarının S. suis üzerine etkilerini araştırdıkları 

çalışmalarında sub-MİK konsantrasyonlarda norfloksasinin biyofilm oluşumunu 

desteklediğini, özellikle 1/4 sub-MİK konsantrasyonlarda norfloksasinin bütün suşlarda 

biyofilm oluşumunu kontrole göre anlamlı derecede arttırdığını göstermiştir. Yapılan 

çalışmalar sub-MİK konsantrasyonlarda antibiyotik varlığında bakterilerde gerçekleşen 

bu biyofilm oluşumunun direnç – nodülasyon – hücre bölünmesi (Resistance – nodulation 

– celldivision (RND)) süper ailesinden AdeABC, AdeFGH ve AdeIJK gibi sinyal yolları, 

tip VI salgılama sistemi, CpxRA sistemi ve hücre içi sinyal iletiminde görev alan AI – 2 

(LuxS) sistemi gibi sistemlere dayandığını bildirmiştir (Ahmed vd. 2009; Jones vd. 2013; 

Hathroubi vd. 2015; Sato vd. 2018). 

Bakterilerin antibiyotiklerin sub-MİK konsantrasyonlarına maruz kalmaları 

enfeksiyon açısından oldukça önemli virülans genlerinin ekspresyon seviyelerini farklı 

şekilde etkileyebilmektedir. Dolayısıyla antibiyotiklerin sub-MİK konsantrasyonlarının 

virülans genlerin ekspresyon seviyelerine olan etkilerinin incelenmesi oldukça önemlidir. 

Ancak literatürde sub-MİK konsantrasyonlarda antibiyotik varlığında B. pertussis 

hücrelerinin virülans gen ekspresyon seviyelerinin nasıl etkilendiğine dair bir çalışma 

bulunmamaktadır. Literatürde bulunan eritromisin ile yapılan diğer çalışmalara bakıldığı 

zaman Wu vd. (2019) Staphylococcus epidermidis ile yaptıkları çalışmalarında 

eritromisinin sub-MİK konsantrasyonlarının biyofilm oluşumunun 6. ve 24. sa’lerinde 
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icaA’nın ekspresyon seviyesinin kontrole göre anlamlı derecede azaldığını göstermiştir. 

Yapılan bu tez çalışmasında da sub-MİK konsantrasyonlarda eritromisin varlığında B. 

pertussis hücrelerinde ptxS1 ve prn genlerinin ekspresyon seviyelerinin kontrole göre 

anlamlı derecede azaldığı görülmüştür. Ancak bakteri hücrelerine sub-MİK 

konsantrasyonlarda antibiyotik uygulanması gen ekspresyon seviyelerinde her zaman 

azalma meydana getirmemektedir. Örneğin Liu vd. (2020) norfloksasin ile yaptıkları 

çalışmalarında norfloksasinin 1/4 sub-MİK konsantrasyonunda S. suis’in kapsüler 

polisakkarit (cps), hücre dışı faktör (ef), suilisin (sly), fibrinojen bağlayıcı protein (fbps), 

glutamat dehidrojenaj (gdh) ve gliserol fosfat deoksijenaz (gapdh) virülans genlerinin 

ekpsresyon seviyelerinde azalma olurken muramidaz salınan proteinin (mrp) ekspresyon 

seviyesinde artış olduğunu göstermiştir. Ayrıca mrp geninin ekspresyon seviyesinde 

meydana gelen bu artışın biyofilm miktarında ve kalıcı enfeksiyon miktarında artışa 

sebep olabileceğini belirtmişlerdir. Navidifar vd. (2019) Acinetobacter baumannii ile 

yaptıkları çalışmalarında sub-MİK konsantrasyonlarda tigesiklin varlığında ATCC 19606 

ve AB13 suşlarında çekirdek algılama (quorum sensing) genlerinden biri olan abaI’nın 

ekspresyon seviyesinin antibiyotik miktarı arttıkça azaldığını, AB32 suşunda ise 

antibiyotik miktarı arttıkça ekspresyon seviyesinin arttığını bildirmiştir. Ayrıca 

meropenem antibiyotiğinin sub-MİK konsantrasyonlarında AB10, AB32, AB55 ve 

ATCC 19606 suşlarında ekpresyon seviyesine bakılan bütün genlerde kontrole göre 

önemli derecede artış olduğunu belirtmişlerdir. Sub-MİK konsantrasyonlarda 

antibiyotiğe maruz kalan bakterilerde gen ekspresyon seviyeleri her zaman antibiyotik 

miktarı ile orantılı olarak azalmayabilir. Örneğin Yang vd. (2017) antibiyotiklerin sub-

MİK konsantrasyonlarının S. aureus üzerine etkilerini araştırdıkları çalışmalarında 

berberin, enrofloksasin ve kolistin sülfat antibiyotiklerinin sub-MİK 

konsantrasyonlarında çalışılan bütün S. aureus’ta biyofilm ile ilgili genlerin ekspresyon 

seviyesinin antibiyotik miktarı arttıkça azaldığını en yüksek ekspresyon seviylerinin ise 

1/16 ve 1/32 sub-MİK konsantrasyonlarda olduğunu göstermiştir. Ancak asetil izovaleril 

tilosin tartaratın sub-MİK konsantrasyonlarında tüm genlerin ekspresyon seviyesinin 

antibiyotik miktarı ile orantılı şekilde arttığını ve en yüksek ekspresyon seviyesinin 1/2 

sub-MİK konsantrasyonlarında olduğunu bildirmişlerdir. Ayrıca kanamisin 

antibiyotiğinin sub-MİK konsantrasyonlarında virülans genlerin ekspresyon 

seviyelerinde doza bağlı olarak bir artış veya azalış olmadığını, en yüksek ekspresyon 

seviyelerinin fnbA geninde 1/8, rbf ve cidA geninde 1/4, eno geninde ise 1/16 sub-MİK 

konsantrasyonunda olduğunu belirtmişlerdir.  

Bakterilerin farklı sürelerde sub-MİK konsantrasyonlarda antibiyotiklere maruz 

kalması gen ekspresyon miktarlarını farklı şekilde etkileyebilmektedir. Örneğin Zarandi 

vd. (2017) seftazidim, vankomisinin ve klindamisinin 1/2 sub-MİK konsantrasyonlarının 

Clostridium difficile bakterisi üzerindeki etkilerini araştırdıkları çalışmalarında bakteri 

hücrelerinin antibiyotikli ortamda inkübe edilmelerinin 24. sa’de çalışılan 3 

antibiyotiğinde sub-MİK konsantrasyonlarının ATCC 9689 ve klinik izolatta slpA 

geninin ekspresyon seviyesini azalttığını ancak inkübasyonun 48. sa’de ekspresyon 



 

TARTIŞMA                 B. EROĞLU 

 

45 

 

seviyelerinin 24. sa’ten farklı olduğunu ve seftazidimin 1/2 sub-MİK konsantrasyonunda 

ekspresyon seviyesinin her iki suşta da 24. sa’e göre önemli derecede arttığını 

göstermiştir.   Shi vd. (2019) P. aeruginosa ile yaptıkları çalışmalarında siprofloksasinin 

1/2 sub-MİK konsantrasyonunda çalışılan tüm quorum sensing genlerinde sırasıyla 1, 3 

ve 5 günlük inkübasyonun ardından gen ekspresyon seviyelerinde artış olduğunu ancak 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark olmadığını göstermiştir. Gerber vd. (2008) Clostridium 

difficile ile yaptıkları çalışmalarında bakteri hücrelerinin sub-MİK konsantrasyonlarda 

vankomisin, metronidazol ve linezolidin varlığında toksin genleri tcdA ve tcdB'nin 

ekspresyon seviyelerinin bakteriyel büyümenin üstsel fazında iken kontrole göre anlamlı 

derecede arttığını, bakteriyel büyümenin durağan fazında ise ekspresyon miktarının 

azalarak antibiyotik içermeyen kontrol ile aynı seviyeye ulaştığını ve bu seviyede sabit 

kaldığını göstermiştir. Ayrıca klindamisin antibiyotiğinin sub-MİK konsantrasyonunun 

ise diğer antibiyotiklerden farklı olarak toksin genlerinin ekspresyon seviyelerinde artışa 

yol açmadığını bildirmişlerdir. Sonuç olarak antibiyotiklerin sub-MİK 

konsantrasyonlarının toksin artışına veya daha erken salınmasına neden olmasının 

tamamen spesifik olduğunu bakteri hücresinin dengesiz bir hale gelmesinden 

kaynaklanan stres durumu ile açıklanamayacağını belirtmişlerdir.
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6. SONUÇLAR 

B. pertussis Gram negatif, aerobik ve yavaş büyüyen bir bakteridir. Özellikle diğer 

Bordetella türlerinde bulunmayan PT içermesi ve boğmaca hastalığına neden olması ile 

tanınmaktadır.  B. pertussis’in neden olduğu boğmaca, özellikle yeni doğmuş bebeklerde 

ölüme neden olabilen akut bir solunum yolu hastalığıdır. Geliştirilen aşılama programları 

sayesinde aşılamanın yaygınlaşması ve aşılanan birey sayısının artması sonucunda vaka 

sayısı ciddi oranlarda azalmıştır. Ancak boğmaca yüksek aşılamaya rağmen 3 – 4 yılda 

bir epidemiler meydana getirerek ciddi bir halk sağlığı sorunu olmaya devam etmektedir.  

Son yıllarda yapılan çalışmalar boğmacanın çocuk ölümlerinin ilk 10 nedeni arasında yer 

aldığını göstermiştir.  

Boğmacanın tedavisinde eritromisin gibi makrolid grubu antibiyotikler yaygın 

olarak kullanılmaktadır. Son yıllarda yapılan çalışmalar bakteri hücrelerinin uygulanması 

gereken doz yerine sub-MİK konsantrasyonlarda antibiyotiğe maruz kalmalarının 

virülans özelliklerini farklı şekilde etkileyebileceğini göstermiştir. Dolayısıyla 

antibiyotiklerin sub-MİK konsantrasyonlarının bakteriler üzerine etkileri yaygın olarak 

araştırılmıştır. Ancak klinikte yaygın olarak kullanılan antibiyotiklerin sub-MİK 

konsantrasyonlarının B. pertussis üzerindeki etkilerine ilişkin yeterli çalışma 

bulunmamaktadır. B. pertussis bakterisinin tek konağının insan olması bu çalışmaların 

önemini arttırmaktadır. Bu tez çalışmasında boğmaca hastalığının tedavisinde yaygın 

olarak kullanılan eritromisinin sub-MİK konsantrasyonlarının B. pertussis hücrelerinin 

büyüme kapasitesine, biyofilm oluşturabilme kapasitesine, ptxS1 ve prn genlerinin 

ekspresyon seviyelerine etkileri araştırılmıştır. Özellikle bu tez çalışması sub-MİK 

konsantrasyonlarda antibiyotiklerin B. pertussis hücrelerinin biyofilm oluşturabilme 

kapasitesine ve virülans genlerinin ekspresyon seviyelerine etkilerinin incelendiği ilk 

çalışma olması sebebiyle bilimsel açıdan oldukça kıymetlidir. 

Bu tez çalışması sonucunda eritromisinin B. pertussis hücrelerindeki MİK değeri 

0.2 µg/mL bulunmuştur. Sub-MİK konsantrasyonların B. pertussis’in büyüme kapasitesi 

üzerine etkileri araştırılırken 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 ve 1/64 sub-MİK 

konsantrasyonlarda eritromisin kullanılmıştır. 1/2, 1/4 ve 1/8 sub-MİK 

konsantrasyonlarda eritromisinin bakteri hücrelerinin büyümesini ciddi derecede inhibe 

ettiği görülmüştür. 1/16, 1/32 ve 1/64 sub-MİK konsantrasyonlarının ise bakteriyel 

büyümeyi antibiyotik içermeyen kontrole göre anlamlı derecede azalttığı gösterilmiştir. 

Bu nedenle biyofilm oluşturma kapasitesi ve virülans genlerinin ekspresyon seviyeleri 

deneylerinde yeterli miktarda bakteriyel büyümenin görüldüğü 1/16, 1/32 ve 1/64 sub-

MİK eritromisin konsantrasyonları kullanılmıştır. 

Biyofilm oluşturma kapasitesi deneyi sonucunda sub-MİK konsantrasyonlarda 

eritromisin varlığının biyofilm miktarının kontrole göre anlamlı derecede azaldığı ve 

antibiyotik miktarı arttıkça biyofilm miktarında azalma olduğu gösterilmiştir. Ancak sub-

MİK konsantrasyonlarda antibiyotik varlığında biyofilm miktarının kontrole göre anlamlı 



 
SONUÇ LAR                B. EROĞLU 

 

47 

 

derecede azalmasına rağmen üretilen biyofilm miktarının yüksek seviyelerde olması 

dikkat çekicidir (Absorbans > 1.204). Biyofilm deneyi ile benzer şekilde sub-MİK 

konsantrasyonlarda eritromisin varlığında B. pertussis’in virülans genleri ptxS1 ve 

prn’nin ekspresyon seviyeleri kontrole göre anlamlı derecede azalmıştır. 

Sonuç olarak gerçekleştirilen bu tez çalışması sub-MİK konsantrasyonlarda 

eritromisinin B. pertussis’in büyüme, biyofilm oluşturabilme yeteneğini, ptxS1 ve prn 

genlerinin ekspresyon seviyelerini azalttığı göstermiştir. Bulunan bu sonuçlar ileride 

gerçekleştirilecek yeni antbiyotik kullanım stratejilerinin geliştirilmesi açısından bir öncü 

niteliğindedir. Gerçekleştirilen bu çalışma sub-MİK konsantrasyonlarda eritromisinin B. 

pertussis’in diğer virülans genlerinin ekspresyon seviyelerini nasıl etkilediği, hangi 

moleküler mekanizmalar ile etki ettiği araştırılarak daha kapsamlı hale getirilebilir. 

Ayrıca daha fazla suş ve daha fazla antibiyotik dahil edilerek boğmacanın klinik 

tedavisinin daha etkili hale getirilmasi açısından daha detaylı bilgiler elde edilebilir.
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8. EKLER  

EK – 1 B. pertussis için Morse Bray sıvı besiyerinin hazırlanması (Morse ve Bray 

1969) 

 

Solüsyon A 

Kimyasallar Miktar 

Kasamino asit 10 g/L 

Tris 6 g/L 

Glutamik asit 0.2 g/L 

NaCI 2.5 g/L 

KH2PO4 0.5 g/L 

Nişasta 1.5 g/L 

MgCI2.6H2O 0.4 g/L 

CaCI2 0.013 g/L 

 

Solüsyon A için tartılan kimyasallar 600 mL distile su içerisinde çözülmüştür. Hazırlanan 

karışımın pH’sı HCI ile 7.4'e ayarlanmış, ardından besiyerinin hacmi distile su ile 975 

mL'ye tamamlanmış ve karışım otoklavlanmıştır. 

Solüsyon B 

Kimyasallar Miktar 

L-Prolin 120 mg/mL 

Glutatyon 100 mg/mL 

L-Sistein 40 mg/mL 

FeSO4.7H2O 10 mg/mL 

Askorbik Asit 20 mg/mL 

Nikotinik Asit 4 mg/mL 
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Solüsyon B için tartılan kimyasallar 10 mL distile su içerisinde çözdürülmüştür, ardından 

distile su ile hacim 25 mL’ye tamamlanmıştır. Hazırlanan karışım 0.22 µm’lik şırınga ucu 

filtreden geçirilerek steril edilmiştir ve otoklavlanmış solüsyon A ile karıştırılmıştır. 

 

EK – 2 B. pertussis için Modifiye Cohen Wheeler katı besiyerinin hazırlanması 

(Sato ve Arai 1972) 

Kimyasallar Miktar 

Bakteriyolojik Agar 25 g/L 

NaCI 2.5 g/L 

KH2PO4 0.5 g/L 

MgCI2.6H2O 0.4 g/L 

Maya Özütü 2 g/L 

Kasamino asit 10 g/L 

CaCI2 (%1) 1 mL/L 

FeSO4.7H2O (%0.5) 2 mL/L 

L-Sistein (%1) 2.5 mL/L 

CuSO4.5H2O (%0.5) 1 mL/L 

Aktif Kömür 4 g/L 

 

Tartılan kimyasallar distile su içerisinde çözdürülmüştür, ardından pH NaOH ile 7.3’e 

ayarlanmıştır. Hazırlanan karışım otoklavlanarak steril edilmiş ve petri kaplarına 

dökülmüştür.
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