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Ozet

Amag: Kistik fibroz (KF) hastalari, cogu biyofilm olusturan so-
lunum sistemi patojenleriyle karsi karsiyadir ve bu durum tera-
potik midahalelerde sik sik basarisizliklara neden olmaktadir.
Bu calismada, KF hastalarinin solunum epiteliyle Pseudomonas
aeruginosa arasindaki etkilesim sonucu bakteride ortaya ¢ikan
fenotipik degisikliklerin arastiriimasi amaclanmistir.
Yontemler: P aeruginosa'nin fenotipik ozelliklerinden biyofilm
olusumu, adezyon ve ureme hizinin in vitro arastirmasi, nor-
mal ve KF'li bronsiyal (BEAS-2B ve IB3-1) ve trakeal (1HAEo-
ve CFTE290-) epitel hiicrelerinde yapilmistir. Deneylerde yesil
floresan protein eksprese eden bir sus olan P aeruginosa PAO1
kullanilmistir.

Bulgular: P aeruginosa’nin KF'li bronsiyal epitele adezyonu-
nun, normal bronsiyal epitele kiyasla azaldigi ve KF'li bronsiyal
epitelde biyofilm olusturmasinin arttigi saptanmistir. Ayrica, P
aeruginosa’nin KF'li bronsiyal epitelde morfolojik degisikliklere
neden oldugu belirlenmistir.

Sonuglar: Bulgularimiz, KF’li solunum epitelindeki degisikliklerin,
KF hastalarindaki infeksiyonlarda bakteriyel fenotipik 6zellikleri
dogrudan etkiledigini ve bu fenotipik degisikliklerin infeksiyonla-
rin tedavisi sirasinda antimikrobik ajanlara yanit alinamamasinin
ana belirleyicisi olabilecegini distindiirmektedir.
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Abstract

Objective: Cystic fibrosis (CF) patients are exposed to respira-
tory system pathogens mostly forming biofilms, and therefore
therapeutic interventions frequently fail. In this study, we aimed
to investigate the resulting phenotypic changes in Pseudomo-
nas aeruginosa due to interaction between bacteria and respi-
ratory epithelium of CF patients.

Methods: In vitro investigation of some phenotypic character-
istics of P aeruginosa such as biofilm formation, adhesion, and
its growth rate was made in normal and CF bronchial (BEAS-2B
and IB3-1) and tracheal (1THAEo- and CFTE290-) epithelium. P
aeruginosa PAO1, a green fluorescent protein expressing strain,
was used in the experiments.

Results: Adhesion of P aeruginosa to CF bronchial epithelium
had decreased and biofilm formation had increased in CF bron-
chial epithelium compared to normal bronchial epithelium.
Moreover, P aeruginosa was found to be the cause of morpho-
logical changes in the CF bronchial epithelium.

Conclusions: Our findings support that the changes in respi-
ratory epithelium with CF directly affect bacterial phenotypic
characteristics in infected CF patients, and these phenotypic
changes may be the major determinant of unresponsiveness to
antimicrobial agents during treatment of infections.
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Giris

Mukosiliyer klirens (MCC), akcigerlerde mikroorganizma-
lara karsi dogustan gelen énemli bir savunma mekanizmasi
bilesenidir (1,2). MCC'nin temel yapisini, solunum yolu epi-
telinin ylizeyini kaplayan hava yolu ylizey sivisinin (ASL) bi-
lesimi ve hacmi belirler. ASL, yapiskan bir mukus tabakasi ve
perisiliyer sivi tabakasi (PCL) olmak tzere iki farkli katmandan
olusur. PCL, epitelin mukus tabakasini fiziksel olarak ayirir ve
mukus boslugunu artiran disilik yapiskanlikta bir ortam sag-
lar (3). Kistik fibroz (KF), sindirim, solunum, endokrin ve diger
bircok sistemle iligkili, yiksek mortalite hizina sahip otozo-
mal resesif bir genetik hastaliktir (4). KF'deki baslica eksiklik,
KF transmembran iletkenlik dizenleyicisi (KFTR)'ndeki fonk-
siyon bozuklugudur. KFTR, ekzokrin epitel hlicrelerinin apikal
membranlarinda bulunan cAMP ile indliklenen klor kanali yo-
luyla klor salinimini diizenlemektedir. Klor salinimindaki bo-
zukluklar, hizla sodyum emilimine neden olmakta; buna bagl
olarak azalan PCL hacmi, MCC'ye zarar vermektedir (3,5,6).
iyon degisimindeki bozukluklar, salgi ve endositoz yolaklarin-
daki organellerin pH’sini de etkilemektedir (7,8). KF'de Golgi
cihazindaki yliksek pH, misin transferaz aktivitesini etkileye-
rek, proteinlerin ve glikolipidlerin glikozilasyon profillerinde
farkhliklara neden olmaktadir. Siyaliltransferazlarin optimum
pH degeri, fukoziltransferaz ve siilfotransferazinkinden daha
disilk oldugu igin, hiicrelerin ylizey yapilarinda asiyalo-fukoz
ve sulfat glikozilasyonu artmaktadir (9-11). Hicrenin boyle
kritik degisikliklere ugrayan yulzey yapilar, cesitli bakteriler
icin reseptor gorevi de yapmaktadir.

Mukus yapilarindaki degisiklikler, hava yolunda mukus ti-
kanmalarina ve hipoksik kosullarin olusmasina neden olmak-
tadir (12). Bu anaerop kosullar, bakterileri biyofilm olusumuna
tesvik etmektedir. KF hastalarinin balgaminda biyofilm olus-
masini kolaylastiran ramnolipidler de saptanmistir (13,14).
Biyofilm olusumunun kronik infeksiyonlarda ciddi bir prob-
lem oldugu iyi bilinmektedir (15). Biyofilmler, mikroorganiz-
malar tarafindan olusturulan ve altinda mikroorganizmalarin
cogaldigi ve topluluk olusturabildigi koruyucu bir katmandir.
Polimerik maddelerden olusan bu matriks icinde mikroorga-
nizma, ureme hizina ve gen transkripsiyonuna gore degisti-
rilmis bir fenotip gostermektedir (16). Mikroorganizmalarin
biyofilm yapisi, fagositozu zorlagtirarak (17), antibiyotiklerin
etki gostermesini dnlemekte (18) ve olumsuz ¢evre kosulla-
rina adaptasyonu saglamaktadir (19). Patojen mikroorganiz-
malar, KF hastalarinin solunum yollarinda cocukluk donemin-
de kolonize olur ve akut ataklarla birlikte hayat boyu siren
kronik seyirli infeksiyonlara neden olur. Cogu KF hastasi solu-
num yolu infeksiyonlarindan hayatlarini kaybetmektedir (20).
En sik izole edilen KF patojenleri, Haemophilus influenzae,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ve Burk-
holderia cepacia kompleksi (BCC)'dir. Bu patojenlerin preva-
lansi, bebeklikten yetiskinlige dogru zamanla degismektedir.
H. influenzae ve S. aureus, gocukluk caginda; P aeruginosa,
eriskin donemde daha sik karsilasilan; BCC ise 6miir boyun-
ca gorilen etyolojik ajanlardir (21).

KF hastalarinda P aeruginosa’'nin neden oldugu kronik
infeksiyonlar, pulmoner fonksiyonlari azaltirken, mortalite ve
morbiditeyi artirmaktadir. Bununla birlikte, P aeruginosa’nin
KF hastalarinda en sik izole edilen patojen olmasinin ve ¢o-

gunun biyofilm olusturmasinin nedeni tam olarak belirlene-
memistir. Bu ¢alismada, KF hastalarinin akciger infeksiyonla-
rinda, bakterinin, fenotipik yapisina gore mi secildiginin; yok-
sa infeksiyon olustururken mi fenotipik degisiklige ugradigi-
nin, arastirilmasi amaclanmistir. KF’li solunum epitelindeki P
aeruginosa infeksiyonunun olusmasini ve persiste etmesini
daha iyi anlamak icin P aeruginosa'nin KF'li ve saghkh solu-
num epitelinde in vitro biyofilm olusturmasi, yapi degisimi,
hiicreye adezyon kapasitesi gibi fenotipik 6zellikleri ve (ireme
hizi arastinimistir.

Yontemler

Epitel hiicreleri ve mikroorganizmalar: Bu calismada
KF'li ve saglikh bireylerin bronsiyal ve trakeal epitel hiicre-
leri kullanilmistir. Normal insan bronsiyal epitel hucreleri
(BEAS-2B) Dr. Sekhar Reddy (lllinois Universitesi, Chicago,
IL, ABD)'den temin edilmis; hticreler %10 fetal sigir serumu
iceren Dulbecco’nun modifiye Eagle besiyeri (DMEM®, Merck
KGaA, Darmstadt, Almanya)’'nde Uretilmistir. KF’li bronsiyal
epitel hiicreleri olarak IB3-1 (ATCC® CRL-2777™), American
Type Culture Collection (ATCC)’'dan alinmistir ve %5 fetal sigir
serumu iceren LHC-8 bazal besiyerinde (Invitrogen, NY, ABD)
Uretilmistir. Normal (1HAEo-) ve KF'li (CFTE290-) trakeal epi-
tel hiicreleri, Dr. Dieter Gruenert (California Pasifik Tip Mer-
kezi Arastirma Enstitlisli, San Francisco, CA, ABD)'den temin
edilmistir. Hiicreler, %10 fetal sigir serumu iceren DMEM®'de
Uretilmigtir. Tim hiicreler 37°C'de %5 CO,’li ortamda inkibe
edilmistir.

Yesil floresan protein (GFP) eksprese eden mukoid ve
hareketli bir sus olan P aeruginosa PAO1, Dr. Erik P Lillehoj
(Maryland Universitesi Tip Fakultesi Pediyatri Bolimu, Balti-
more, MA, ABD)'den temin edilmistir.

Adezyon testleri: Hicre yuzey degisikliklerinin P
auruginosa’'nin normal ve KF'li solunum yolu epiteline olan
adezyonuna etkisini gostermek igin, kalitatif ve kantitatif
adezyon testleri yapiimistir.

Kalitatif adezyon testinde hiicreler 9 cm?’lik doku kuilti-
ri plaklarina ekilmis ve konfliians gosterinceye kadar inklbe
edilmistir. Son konsantrasyonu 10’ CFU/ml olacak sekilde bir
bakteri siispansiyonu hazirlanmis ve bu bakteri slispansiyo-
nunun 1 ml’si tim plagi kaplamis olan hiicrelerle 37°C’'de 2.5
saat inklibe edilmistir. Her bir plak fosfat tamponlu tuzlu su
(PBS) ile t¢ kez yikanmis, tUzerlerine Mounting Medium (Daco,
Copenhagen, Danimarka) damlatilarak lamelle kapatildiktan
sonra floresan mikroskop (Olympus, Tokyo, Japonya)’la ince-
lenerek fotograflanmistir.

Kantitatif adezyon testinde hiicreler 24 kuyucuklu kulttr
plaklarina (Costar, Cambridge, MA, ABD) 1 ml besiyeri/kuyu-
cuk icerisinde 0.5x10°% hiicre/cm? olacak sekilde ekilmistir. Hiic-
re kiltarG besiyeri igerisinde son konsantrasyonu 107 CFU/
ml olacak sekilde P aeruginosa slispansiyonu hazirlanmis ve
kuyucuklara 1 ml suspansiyon eklenerek hicrelerle 2.5 saat
inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi, hiicreler PBS ile {i¢ defa
yikanmis; 50 mM Tris-HCI (pH 7.4) ve %1 nonident P-40 iceren
200 pl buzda sodutulmus lizis tamponuyla parcalanmistir. Her
lizattaki protein konsantrasyonu, bikinkoninik asid yontemiy-
le Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, ABD) kullanilarak belirlenirken, kalan 100 pl li-



24 Klimik Dergisi 2019; 32(1): 22-8

zat, 96 kuyucuklu floresan plakta florometrik olarak okutulmus
ve floresans Unitesi belirlenmistir (ex 485 nm/em 530 nm).
Adezyon gosteren bakteri, 1 mg hiicre proteini basina diisen
floresans Unitesi olacak sekilde standardize edilmistir.

Ureme ve biyofilm olusturma hizlarini belirleme yoénte-
mi:Normal (BEAS-2B ve THAEo-) ve KF’li (IB3-1 ve CFTE290-)
solunum epiteli hiicreleri 24’IG plagin birer kuyucuguna eki-
lerek 37°C'de %5 CO, igceren ortamda 72 saat inkiibe edilmis-
tir. Inklibasyon sonrasi stipernatanlar baska bir 24 kuyucuklu
plaga alinmistir. Hucrelerin lizerine tekrar taze besiyeri eklen-
dikten sonra, her bir kuyucuga hticrelerin Uretildigi besiyeri
icinde hazirlanmig 10%/ml bakteri slispansiyonundan 500 pl
eklenmistir. Florometre, 37°C’de inkliibasyonda 485-535 nm
dalga boyunda 16 saat slreyle 30 dakikada bir kinetik mod-
da okuma yapacak sekilde ayarlanmistir. Okuma sonrasinda
plak, biyofilm olusumunu belirlemek icin 48 saat inklibasyon-
da birakilmistir. Ureme hizlari icin 0., 6., 8., 12. ve 16. saatler-
deki floresans degerleri karsilastiriimistir.

Biyofilm olusturma hizlarn igin inkibasyon sonrasinda
kuyucuklarin ici bosaltilmis ve iki kez yikanmistir. Havada ku-
rutulduktan sonra her bir kuyucuga 200 pl %1 kristal viyole
eklenerek boyanmasi icin 15 dakika beklenmistir. igerik bo-
saltilmis ve iki kez PBS ile yikanarak kuyucuklar igcinde kalan
kristal viyole uzaklastinlmistir. Havada kurutulduktan sonra,
etanol-aseton (80/20)'la ¢ozdiirlilmustir. Multiskan™ FC Mic-
roplate Photometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
ABD) kullanilarak 595 nm dalga boyunda okunmus ve optik
dansitesi 1'den biiylk olan izolatlarin biyofilm olusturdugu
kabul edilmistir.

Her calisma, her bir 6rnek en az li¢ kez kullanilarak en az
uc kez tekrar edilmistir.

Istatistiksel analiz: Biyofilm olusumu, deney ve kontrol
grup ortalamalari, tek yonli ANOVA kullanilarak; adezyon
degerleri, ttestiyle degerlendirilmistir. Istatistiksel olarak
p<0.05 olan degerler anlamli olarak kabul edilmistir. Verile-
rin analizinde Prism version 5.03 for Windows (GraphPad
Software, La Jolla, CA, ABD) programi kullaniimig ve prog-
ram Ozelligi olarak p<0.05 altinda olan veriler, p<0.01 veya
p<0.001 seklinde belirtilmistir.

Bulgular

Pseudomonas aeruginosa’nin normal ve KF'li epite-
le adezyonu: P aeruginosa’'nin, KF'li bronsiyal (IB3-1) epitel
hiicrelerine adezyonu, normal (BEAS-B2) epitel hticrelerin-
den daha az olmustur (p<0.05). P aeruginosa’nin, KF'li trakeal
(CFTE 290-) epitel hticrelerine adezyonu da normal trakeal
(THAEo-) hucrelerden daha az olmustur; ancak bu istatistik-
sel olarak anlamli bulunmamistir (Sekil 1). IB3-1 hicreleriyle
inkiibe edilen bakterilerde comak yapisinda uzama seklinde
morfolojik degisiklikler gozlenmistir (Resim 1).

Pseudomonas aeruginosa’nin normal ve KF’'li epitelde-
ki iireme hizlari: Ureme hizlar 16 saat sureyle hucrelerin ve
hicre supernatanlarinin varliginda belirlenmistir. Hicrelerin
treme hizlarinin 6., 8., 12. ve16. saatlerde degerlendirilmesi
sonucunda, kontrol, normal ve KF’li hiicre gruplari arasinda
anlamli bir fark bulunmamistir (Sekil 2).

Normal ve KF'li epitelin Pseudomonas aeruginosa’nin
biyofilm olusturmasina etkisi: P aeruginosa’nin biyofilm
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Sekil 1. Pseudomonas aeruginosa’'nin normal ve kistik fibrozlu (KF'li)
bronsiyal ve trakeal epitel hlcrelerine adezyonu.

*KF'li bronsiyal epitele adezyonun, normal bronsiyal hiicrelere kiyas-
la anlamli olarak azaldigi goriliyor (p<0.05).

Resim 1. Normal (BEAS-2B ve 1HAEo-) ve kistik fibrozlu (KF'li) (IB3-1
ve CFTE 290-) epitel hiicreleriyle 24 saat inkiibasyon sonrasi Pseu-
domonas aeruginosa'nin floresan mikroskopideki gorintisu. KF'li
bronsiyal (IB3-1) hiicrelerle olan inkiibasyonunda uzamis ve genisle-
mis comak sekli goruluyor.

olusturmasi Uzerine, normal (1HAEo-) ve KF'li (CFTE290-)
trakeal hticrelerin etkisi Sekil 3'te; normal (BEAS-2B) ve KF'li
(IB3-1) bronsiyal hiicrelerin etkisi ise Sekil 4'te gosterilmistir.
P aeruginosa’nin KF'li hiicrelerle inkiibasyonu sonrasinda bi-
yofilm olusturmasi, normal bronsiyal hiicrelerle (p<0.001) ve
besiyeri kontrolliyle karsilastirildiginda (p<0.05) anlamli mik-
tarda artis gostermistir.

irdeleme
P aeruginosa solunum yollarinda yaygin bulunan bir bak-
teri olarak dustlinulse de, KF'li hastalarin yasamlarini tehdit
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Sekil 2. Pseudomonas aeruginosa’'nin normal (BEAS-2B) ve kistik fibrozlu (KF'li) (IB3-1) bronsiyal ve normal (1HAEo-) ve KF'li (CFTE290-)
trakeal hiicrelerle (A) ve hiicrelerin siipernatanlariyla (B) reme hizi.
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Sekil 3. Pseudomonas aeruginosa’'nin normal (1HAEo-) ve kistik fibrozlu (CFTE290-) trakeal hiicrelerle (A) ve hiicrelerin siipernatanlariyla (B)
inkibasyon sonrasi biyofilm olusturmasi.
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Sekil 4. Pseudomonas aeruginosa’'nin normal (BEAS-2B) ve kistik fibrozlu (KF'li) (IB3-1) bronsiyal hiicrelerle (A) ve hiicrelerin siipernatanlariy-
la (B) inklibasyon sonrasi biyofilm olusturmasi. KF'li hiicrelerle inkiibasyon sonrasinda *normal bronsiyal hiicrelerle ve *besiyeri kontrollyle

karsilastirildiginda biyofilm olusumunun anlamli olarak arttigi goriliyor (p<0.05).
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eden infeksiyonlara yol agmaktadir (20). Klinik calismalarda,
KF'li hastalarin kronik akciger infeksiyonu sirasinda, baslan-
gicta infeksiyon olusturan P aeruginosa suslarinin, KF'li ak-
cigere adapte olarak, mikro-evrimle gecirdikleri genetik ve
fenotipik degisimi sonucunda, motilite kaybi, mukoid yapi ka-
zanma, antibiyotik direnci ve virlilans genlerinde iglev kaybi
gibi farklilagsmalar gosterdigi bildirilmistir (22-25).

Calismamizda, P aeruginosa’nin lreme hizi, normal ve
KF'li trakeal ve bronsiyal hiicrelerle veya slipernatanlariyla et-
kilenmemistir. P aeruginosa’nin KF'li bronsiyal epitel hiicrele-
rine adezyonu, normal brong epiteline adezyonundan daha az
iken; normal ve KF'li trakeal hiicreler arasinda adezyon yoniin-
den herhangi bir fark saptanmamistir. Biyofilm olusumu, nor-
mal hiicrelere oranla, yalnizca bronsiyal KF'li hiicrelerde daha
yuksekken, her iki hiicre stipernatanlarinda bir fark saptanma-
mistir. Buna ek olarak, P aeruginosa’'nin KF'li bronsiyal hic-
relerle inklibasyonu sonrasinda, yapisinda degisme ve uzama
gorurken; biyofilm sonuglarina benzer bir sekilde, diger hic-
relerle veya sUpernatanlariyla karsilastirildiginda, herhangi bir
yap! degisikligi gorilmemistir. Elde ettigimiz adezyonda azal-
ma, hicre morfolojisinde degisme ve biyofilm olusumunda
artma gibi bulgular, KF’li bronsiyal hiicrelerde hiicre ylizey de-
gisiklikleri sonucu olusan birtakim faktorlerin, P aeruginosa’da
fenotipik degisikliklere neden oldugunu ve ancak bu faktorlerin
¢OzUinlr olmadigini disundirmektedir.

Sodyum absorpsiyonu sirasinda, su submukozaya cekile-
rek solunum yollarinda dehidratasyon olusmaktadir. Ayrica,
bu degisiklikler sekresyonun siilfat ve fukoz konsantrasyonlari-
nin artisina da destek olmaktadir. Anormal glikoproteinler ice-
ren musin salgisinin viskoelastik yapisinin bozulmasi ve ekzok-
rin kanallarin mukusla ttkanmis olmasi nedeniyle mukosiliyer
disfonksiyon gelismektedir. Hiicre yiizeyinin mukus kompozis-
yonundaki degisiklikler, KF hastalarinda solunum sisteminin
patojenlerle kolonizasyonunu etkileyebilmektedir (26).

GalNAc1-4Gal, cesitli asiyalillenmis glikolipidler icinde
bulunan bir disakariddir ve hem piluslar hem de flagellum-
lar icin reseptor olarak tanimlanmistir. Bunlardan biri olan
asiyalo-GM1, KF'li solunum yolu epitel hicrelerinin yuzeyi
tzerinde bol miktarda bulunmaktadir (27-29). Bazi ¢alisma-
larda P aeruginosa’nin normal hticrelere gore, KF'li hiicrelere
daha fazla adezyon gosterdigi bildirilirken (27), bazi ¢alisma-
larda tam aksine adezyonun azaldigi bildirilmistir (30). Bu,
KF’li epitel hiicresindeki anormal fonksiyon veya siyaliltrans-
feraz enzimlerinin dagihmiyla iligkili olabilmekte ve KFTR gen
aktarimiyla kismen duzeltilebilmektedir (30). Bazi arastirma-
cilar KFTR'nin P aeruginosa lipopolisakaridi i¢in bir reseptor
oldugunu ileri surmustir. In vitro verilere gore P aeruginosa
KFTR’den yoksun akciger epitel hiicrelerine normal epitel
hiicrelerine gore daha az adezyon goéstermektedir (31,32).
Dahasi, P aeruginosa'nin farkh hiicrelere adezyon kabiliye-
tini, glikolipidlerden siyalik asidi pargalayan bir enzim olan
noraminidaz tretmesi de etkilemektedir (27). KF’li hiicrelerin-
deki siyalilasyonun farkliliklari, bakterinin epitele olan adez-
yonunu etkileyebilmektedir.

KF infeksiyonlarinda biyofilmin roli (zerine olan artan
ilgiye ragmen, farkl tiirlere ait biyofilmlerin tlrler arasi etki-
lesimleri halen anlasilamamistir (33). Biyofilm olusumu, KF
ve diger solunum yollari hastaliklarinda kronik infeksiyonla-

rin ilerlemesine katkida bulunan 6nemli bir bakteriyel vir(-
lans 6zelligi olarak ele alinmakta ve giderek daha fazla tanin-
maktadir. Biyofilm olusumunun bakterileri, dogal bagisiklik
savunmalarindan korumasinin yani sira, gesitli antibiyotik
bilesiklerin etkilerinden de korudugu distnilmektedir (34).
KF hastalarinin balgamlarindan izole edilen P aeruginosa’nin
in vivo biyofilm olusturmasinin, bakterinin antibiyotik diren-
cinde 1000 kathk bir artis ve konak savunma faktorlerinden
kacinma yetenekleri gibi morfolojik ve fizyolojik 6zelliklere
katki sagladigi dustinulmektedir (35-38).

P aeruginosa, terminal elektron alicisi olarak nitrat (NO_.
) veya nitrit (NO,.) kullanarak, anaerop kosullar altinda bile
yeterli enerjiyi Gretebilmektedir (39,40). KF'li hastalarin solu-
num yollarindaki anormallikler sonucu oksijen potansiyelinin
oldukga dusik olmasi (12) ve hastanin solunum yollarinda
biylik miktarda NO, ve NO, bulunmasi (41,42) kronik P ae-
ruginosa infeksiyonuna asiri duyarliginin 6nemli nedenlerin-
dendir. Anaerop kosullar altinda lireyen, P aeruginosa PAO1
suslar antibiyotik tedavisine daha direncli hale gelmektedir
(43). Anaerop solunum sirasinda P aeruginosa’da spesifik ola-
rak, pyosyanin (44) ve elastaz (45) uretiminin dismesi, algi-
nat salgisinin artmasi (12), nitrik oksid (NO) tretimi (40,46,47)
ve biyofilm olusumunun artmasi (48,49) ortaya ¢ikmaktadir.
Kronik anaerop infeksiyonu bulunan hastalardan izole edilen
R aeruginosa izolatlari, lasR geninde mutasyona sahip ve ko-
lonize KF hastalarindan veya KF'nin olmadigi pediyatrik has-
talardan daha az elastaz aktivitesine sahiptir (50,51).

Normal P aeruginosa PAO1 suslari anaerop solunum es-
nasinda uzamis olduklari ve uzama kusurlu mutantlarin ¢cok
zayif biyofilm olusturduklar gosterilmistir. Hiicrenin uzama
(veya filamantasyon) gdstermesinin, yiksek tireme sicakhgin-
da (52) ve belirli antibiyotiklerin (53) ve UV isinlarinin varhgin-
da meydana geldigi bildirilmistir (54). Hlicrenin uzamasi, mik-
roorganizmanin NO cevabina yanit olarak da gelisebilmektedir.
Yapilan ¢alismalar, anaerop ortamda treyen P aeruginosa’nin,
aerop kosullarda treyen bakterilere kiyasla, belirgin bir sekilde
biyofilm olusturdugunu ve bu biyofilm yapinin aerop kosullar-
da Urettigi biyofilmden daha dayanikli oldugunu gostermistir
(48,49). Bu gozlemin klinik 6neminin olabilecedi; kronik KF
hastalarinin solunum yolunun, anormal derecede kalinlastigi
ve viskdz mukusun hava yolu epitelinin Ustinl kapladigi igin
anaerop ortamin olustugu 6ne surilmuastdr (12).

Tim bu bulgular, KF'li epitelin P aeruginosa suslari i¢in
fenotipik seciciligi olmadigini, ancak KF'li epitelin epitel yu-
zey belirleyicilerindeki yapisal degisikliklerle genetik farklilik-
larin indiiklenmesinin, P aeruginosa’nin biyofilm olusturma-
sinda ve KF'li bronsiyal epitele adezyonunda 6nemli etkileri
oldugunu desteklemektedir. Sonug olarak, bulgularimiz, KF’li
epiteldeki degisikliklerin bakterinin fenotipik 6zelliklerini dog-
rudan etkileyebilecegini; bu fenotipik degisikliklerin infeksi-
yonlarin tedavisindeki basarisizliginin ana belirleyicisi olabi-
lecegini desteklemektedir.
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