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M. PNEUMONIAENİN İNSAN ALVEOLER MAKROFAJLARINA TUTUNMASI 
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ÖZET 

Hemadsorbsiyon pozitif (HA+) ve cam yüzeylere 
tutunabilen MP129 M. pneumoniae suşu ile bu özel-
likleri göstermeyen M. pneumoniae FH suşunun in-
san alveoler makrofajlarına tutunmaları ELISA yönte-
mi ile araştırılmıştır. HA+ M. pneumoniae suşlarının 
hemadsorbsiyon negatif (HA-) olanlara göre makro-
fajlara daha fazla bağlandıkları ve opsonizasyonun 
tutunmayı olumlu yönde etkilediği tespit edilmiştir. 
Bu çalışmada, M. pneumoniae infeksiyonundan ko-
runmada alveoler makrofajların bir savunma aracı ol-
duğu ve aderans ve fagositoz çalışmalarında ELI-
SA'nın daha kolay ve basit bir teknik olduğu sonucu-
na varılmıştır. 

Anahtar kelimeler: Aderans, Mycoplasma pneumo-
niae, insan alveoler makrofajları, ELISA. 

Mycoplasma pneumoniae solunum yolu patojeni 
olarak özellikleri iyi belirlenmiş bir mikoplazma türü-
dür. Özellikle 5-20 yaşlar arasında görülen atipik pnö-
moninin en önemli etkenlerinden birisi olmasının ya-
nısıra hastanede yatmakta olan, özellikle çocuk ve 
genç erişkin hastaların %25'inde de pnömoniye neden 
olmaktadır (1). M. pneumoniae'mn meydana getirdiği 
infeksiyon, kişinin yaşı ve immün sisteminin etkinliği 
ile ilişkilidir (2). 

M. pneumoniae'nın neden olduğu solunum yolu 
infeksiyonlarının patogenezinde, bu bakterinin epitel 
hücrelerine tutunma özelliği en önemli rolü oynamak-
tadır (3,4). M. pneumoniae suşlarının in vitro koşullar-
da sıvı besiyeri içinde pasajlarının yapılmasıyla virü-

SUMMARY 

Adherence of Mycoplasma pneumoniae to human 
alveolar macrophages 

Attachment to alveoler macrophages of M. pneumo-
niae MI29 strain which is HA positive andglass-adhe-
ring and M. pneumoniae FH strain which does not 
show these features was investigated by ELISA. 

İt was determined that the glass-adhering and HA pozi-
tive M. pneumoniae Mİ29 strain was attached more to hu-
man alveoler macrophages when compared with the non 
glass-adhering and HA negative M. pneumoniae FH strain 
and the treatment of the bacteria with normal human se-
rum was enhanced the attachment of both strain. 

İn this study, it was concluded that the human alveoler 
macrophages may elicit a protective response against M. 
pneumoniae infection, and ELISA is easy and simple 
method in adherence and phagocytosis studies. 

Key words: Adherence, Mycoplasma pneumoniae, 
human alveolar macrophages,ELISA. 

lansları kaybolur ve bu suşlar artık trakea epitel hücre-
lerine tutunamazlar (5). 

Virülan M. pneumoniae suşları ayrıca eritrositlere 
ve mononükleer hücrelere; cam ve plastik gibi inert 
yüzeylere de bağlanabilmektedir (6). Eritrositlere olan 
tutunma hemadsorbsiyon (HA) şeklinde tespit edil-
mekte (7) ve bu aktivite patojenitenin ve solunum yo-
lu epiteline tutunmanın bir indikatörü olarak kullanıl-
maktadır (8). 

Eritrositler ve solunum yolu epiteline tutunma me-
kanizmaları birbirine benzemektedir (8, 9, 10, 11). 
Oysa mononükleer hücreler üzerindeki M. pneumoni-
ae bağlanma bölgelerinin solunum yolu epitel hücre-
lerinden farklı olduğu saptanmış ve M. pneumoni-
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ae'nın bu hücrelere tutunmasının infeksiyona karşı ko-
ruyucu bir yanıtın ortaya çıkmasına neden olduğuna 
ilişkin bazı kanıtlar elde edilmiştir (4). 

Makrofajlar, mikroorganizmalarla ilk önce ve en 
çok ilişki içinde olan fagositer hücrelerdir. Bu hücre-
lerin antibakteriyel etkileri önce bakteriye tutunmakla 
başlamakta, fagositoz ve bakterinin parçalanmasıyla 
devam etmektedir (12). M. pneumoniae için de alve-
oler makrofajlar ilk karşılaştıkları hücrelerdir. Bu ne-
denle özellikle M. pneumoniae olmak üzere birçok 
mikoplazma türünün fagositik hücrelere tutunması ile 
ilgili yapılmış birçok çalışma sonucunda bu olayda 
görev alan adezinler tespit edilmiş, olayın kinetik 
özellikleri gösterilmiş; tutunma üzerine opsoninlerin 
ve antikorların etkisi incelenmiştir (6, 13, 14, 1 5, 16). 

Bu çalışmada, insanlarda üst ve alt solunum yolla-
rında infeksiyon oluşturan M. pneumoniae'nın insan 
alveoler makrofajlarına tutunmasının ELISA yöntemiy-
le gösterilmesi amaçlanmıştır. 

GEREÇ VE YÖNTEM 
Bu çalışmada, hemadsorbsiyon pozitif olan ve cam 

yüzeylere tutunan M129 ve bu özellikleri taşımayan 
M. pneumonia FH suşları kullanıldı. Bakteriler, 50 ml 
sıvı Channok besiyeri bulunan Roux şişelerinde 
37°C'de, besiyerinin rengi kırmızıdan sarıya dönünce-
ye kadar ortalama 7 gün inkübe edilerek üretildi. Cam 
yüzeyine tutunmayan bakteriler direkt olarak santrifüj 
tüpüne alındı. Cam yüzeye tutunan bakteriler ise, ste-
ril bir hücre kazıyıcısı ile kazınarak 5ml 0.25M NaCI 
içine konuldu. Her iki bakteri süspansiyonu 20 dakika 
boyunca, 4°C'de ve 18.000 devirde santrifüj edildi. 
Çökeltiler üç kez 0.2 M NaCI ile yıkandılar. M. pne-
umoniae süspansiyonlarının protein içerikleri, stan-
dart olarak sığır serum albuminin kullanıldığı Bradford 
yöntemiyle tespit edildi (15). 

insan alveoler makrofajları, başka herhangi bir has-
talığı ve enfeksiyonu olmayan ancak öksürük ve he-
moptizisi bulunan bir hastadan bronkoskopi ile alınan 
bronkoalveoler lavaj sıvısından elde edildi. BAL sıvısı 
örnekleri 4°C'de, 5 dakika süreyle 1.000 devirde sant-
rifüj edildi. Hücreler fosfat tamponlu su (PBS; Ph: 7.2) 
solusyonu ile iki kez yıkandı. Thoma lamında hücre 
sayısı değerlendirildi. 

Daha önce tanımlanan bir modifiye ELISA yöntemi 
kullanılarak M. pneumoniae'nın insan alveoler mak-
rofajlarına tutunması gösterildi (17). Düz tabanlı, 96 
kuyucuklu mikroplaklarda her kuyucuğa 2-5x104 hüc-
re konularak 37°C'de 1 saat boyunca tutularak; mak-
rofajların plastik yüzeyi tek tabakalı hücre topluluğu 

şeklinde kaplanmaları sağlandı. Bu süre sonunda ku-
yucuklar iki kez PBS ile yıkandı. Kuyucuklara, PBS 
içinde 5-80 mg arasında protein içeriği olan M. pne-
umoniae süspansiyonu ve %1 sığır serum albumin ek-
lendi. 30 dakika ve 4°C'de inkubasyondan sonra, tek 
tabakalı (monolayer) kuyucuklar tutunmayan bakteri-
lerin uzaklaştırılması amacıyla PBS ile yıkandı. %10 at 
serumu içeren PBS içinde 1:100 oranında sulandırıl-
mış anti M. pneumoniae antikorları her kuyucuğa ek-
lendi. 37°C'de 1 saat inkübasyondan sonra kuyucuk-
lar PBS ile 5 kez yıkandı ve her kuyucuğa %10 at se-
rumu içeren PBS içinde 1:1000 oranında sulandırılmış 
alkalen fosfataz ile işaretli 100 ml anti tavşan immung-
lobulin konarak 37C'de 1 saat inkübe edildi. PBS ile 5 
kez yıkama işleminden sonra 100 ml substrat (p-nit-
rophenyl phosphate) her kuyucuğa eklendi. Rengin 
ortaya çıkması için 15-30 dakika beklendikten sonra 
405 nm dalga boyunda ELISA okuyucusunda plaklar 
okutuldu. 

Bu çalışmada, 
1- Makrofaj içeren M. pneumoniae proteini içer-

meyen ve anti-M.pneumoniae yerine anti-fare 
IgG, 

2- Makrofaj içeren ancak anti M. pneumoniae ye-
rine anti mouse IgG, 

3- Makrofaj içeren ancak M. pneumoniae antijeni 
yerine protein olarak başka bir antijenden olu-
şan kontroller kullanılmıştır. 

M. pneumoniae'nın opsonizasyonunun incelen-
mesi için (100pg protein/ml'in 100pl'si) PBS ile sulan-
dırılmış olan bakteri süspansiyonu %0.01 MgCI2 ve 
%0.01 CaCl2 içeren ortama, 100 ml sulandırılmamış 
normal insan serumu konularak 37°C'de 30 dakika in-
kübe edildi. Opsonize olan bakteriler iki kez PBS ile 
yıkandı. Santrifüjden sonra dipte kalan bakteri çökelti-
si 200 ml PBS-MgCa ile sulandırıldı ve opsonize olan 
bakterilerin makrofajlara tutunma özellikleri ELISA ile 
araştırıldı (18). 

BULGULAR 
Bu çalışmada cam yüzeylere tutunan ve HA+ olan 

M. pneumoniae suşlarının insan alveoler makrofajları-
na, cam yüzeylere tutunmayan ve HA- olan suşlardan 
daha fazla oranda tutundukları ELISA yöntemiyle tes-
pit edilmiştir. Şekil 1'de ELISA ile elde edilen aderans 
özellikleri gösterilmiştir. 

Şekil 1'de görüldüğü gibi HA+ ve cam yüzeylere 
tutunma özelliği gösteren M. pneumoniae suşlarının 
insan alveoler makrofajlarına tutunmalarının, HA- ve 
cam yüzeylere tutunma özelliği olmayan M. pne-
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umoniae suşlarına oranla daha fazla olduğu belirlen-
miştir. 

Opsonize edilen ve edilmeyen M. pneumorıiae 
suşlarının insan alveoler makrofajlarına tutunmaları 
karşılaştırılmış, her iki fenotipin tutunmalarının arttığı 
tespit edilmiştir. Bu sonuçlar Şekil 2'de gösterilmiştir. 

TARTIŞMA 
M. pneumoııiae, büyük çocuk ve genç yetişkinler-

deki trakeobronşit ve pnömoninin en önemli nedenle-
rindendir. Bu bakteri, membranında bulunan protein 
yapısındaki birkaç adezini sayesinde hücrelere tutuna-
bilmektedir. Bu proteinlere sahip olmayan M. pne-
umorıiae suşlarının ise bu özelliğe sahip olmadıkları 
belirlenmiştir (6,19,20). Solunum yolu epitel hücrele-
rine tutunmanın infeksiyon patogenezi açısından öne-
mi büyüktür. Epitel hücrelerinin yanısıra, M. pneumo-
rıiae eritrosit ve fagositer hücrelere de tutunmaktadır. 
Eritrositlere bağlanma HA şeklinde belirlenmektedir. 
HA+ ve HA- kolonilerin genetik yapıları karşılaştırıldı-
ğında, HA+ olanların epitel hücrelerine tutunmadan 
sorumlu birkaç proteini kodlayan gen bölgelerine sa-
hip oldukları, HA- suşlarda ise bu bölgelerin olmadığı 
saptanmıştır(21, 22). Bu nedenle HA+ özellik ve cam 
yüzeye tutunma, M. pneumoniae suşunun patojenite-
sinin değerlendirilmesinde indikatör olarak kullanıl-
maktadır. 

M. pneumoniae'nın epitel hücreleri, eritrositler, fa-
gositer hücrelere ve bazı inert yüzeylere tutunmasını in-
celeyen çalışmalarda elektron mikroskobu, radyoaktif 
madde ile işaretleme ve sonucunda salınımın araştırıl-
ması, çeşitli boyama ve kimyasal yöntemler kullanıl-

Kuyucuk başına mikrogram olarak 
düşen bakteri protein miktarı 

Şekil 1. M. pneumoniae suşlarının alveoler makrofajlara tutun-
masının ELISA ile gösterilmesi 

mıştır. Bu sayede, tutunmadan sorumlu adezinlerin var-
lığı belirlenmiş, yapıları ortaya konulmuş; bu olay üze-
rine opsonin ve antikorların etkileri saptanmıştır(8, 18). 

Athamna ve ark (15). M. pneumoniae'nın insan al-
veoler makrofajlarına tutunma özelliklerini ELISA ve 
elektron mikroskop yöntemleri kullanarak araştırmış-
lar, cama tutunma özelliği bulunan M. pneumoniae 
suşlarının cama tutunmayanlarınkine oranla daha faz-
la tutunduklarını, opsonizasyonun tutunmayı arttırdı-
ğını, dextran-sulfate gibi bazı sülfat bileşiklerinin bu 
tutunmayı inhibe ettiğini ve tutunmada sialik asit'in 
önemli olduğunu tespit etmişlerdir. 

Krause ve Baseman (16) virülan MP 129-25C M. 
pneumoniae suşunun hamster trakea epitel hücreleri-
ne tutunmasını araştırdıkları çalışmalarında Hoechst 
floresan boya, I125 işaretleme, sodyum dodesil sülfat 
poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) yöntemleri 
kullanarak, tutunmadan sorumlu P1, P2, P4 ve HMW 
3 proteinlerini göstermişlerdir. 

Çalışmamızda, HA+ ve HA- iki M. pneumoniae fe-
notipinin insan alveoler makrofajlara tutunma özellik-
leri ELISA ile araştırılmış ve HA+ özellik gösteren suşla-
rın makrofajlara daha fazla oranda bağlandığı tespit 
edilmiştir. Opsonizasyonun ise HA özelliklerine göre 
değişmeksizin, her iki suştada tutunmayı artırdığı görül-
müştür. Virülan M. pneumoniae infeksiyonlarından ko-
runmada akciğer makrofajlarının önemli bir görev üst-
lendikleri, bu çalışmada elde edilen sonuçlarla gösteril-
miştir. Ayrıca modifiye edilerek uygulanan ELISA yön-
teminin, aderans ve fagositozun araştırıldığı çalışmalar-
da daha karışık yöntemlerin yerine kullanılabilecek al-
ternatif bir yöntem olabileceği kanısına varılmıştır. 

0.8 

c 
in 0 , 6 
o 

< °'5 
ı/> 3 0.4 
w 
m 0,3 e 
§ 0,2 

5 0,1 

o 

Seruırısuz (1) ve serumlu (2) ortamda, cam yüzeylere tutunamayan ve 
HA negatif FH suşu (35 mikrogram) ; serumsuz(3) ve serumlu (4) 
ortamda cam yüzeylere tulunabilen ve HA pozitif MP 129 su$u(35 
mikrogram) 

Şekil 2. insan serumu ile opsonizasyonun M. pneumoniae'nın 
makrofajlara tutunması üzerine olan etkisi 
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