GIRIS

Toprak, su, bitki, hayvan ve insanlardan izole edilebilen Pseudomonas
aeruginosa, nonfermentatif, oksidaz testi pozitif, hareketli gram negatif basildir.
P.aeruginosa onemli bir firsatct patojendir. Konagin savunma mekanizmasi
zayifladigr zaman akciger enfeksiyonlari, yara ve idrar yolu enfeksiyonlaria
neden olmaktadir. Nosokomiyal patojenlerin basta gelenlerindendir. Hastane
enfeksiyonlarinin yaklagik %10’unu olusturmaktadir. Nosokomiyal pnomoni,
iriner sistem enfeksiyonlari, yara yeri enfeksiyonlar1 ve bakteriyemilerin en sik
sebeplerindendir. Cok diisiik oranlarda saglikli kisilerin deri, burun mukozasi,

bogaz ve digkilarinda kolonizasyon gozlenebilir (1,2,3).

Patojenik ve nonpatojenik suslar arasindaki temel farklilik, patojenik
suslarin virulans faktorleri tiretebilme kapasiteleridir. P.aeruginosa’nin, adezinler,
cesitli pigmentler, eksoenzim S, eksotoksin A olmak iizere hiicre dis1 enzimleri,
elastaz, proteaz gibi elastolitik aktivite gosteren enzimleri ve daha bir¢ok iyi
bilinen virulans faktorlerine son zamanlarda biofilm olusturabilme yetenegi ve

alginat iiretim yetenegi gibi yenileri eklenmistir (4,5).

Biofilm; mikroplar tarafindan olusturulan, herhangi bir yiizeye ya da
birbirlerine  yapismalarin1  saglayan ve  biiyiime oranlart ve  gen
transkripsiyonlarina bagli olarak farkli fenotip gosterebilen ve olusturan
mikroorganizmanin ic¢inde gomiilii olarak bulundugu ekstraselliiler polimerik
maddeden (EPS) olusmus matriks olarak tanimlanmaktadir. Biofilm olusturabilme
kabiliyetinin; bakteriyel adherans ve antibiyotik - fagositoza kars1 direncte 6nemli
rolleri oldugunun bilinmesinin yaninda, bakterilerin bir topluluk olusturarak yeni
gen modiilasyonlariyla ortama adapte olabilme yetenegi kazanmalarinin kesfiyle
beraber tibbi Onemleri daha da artmistir. Biofilmlerin halen giiniimiizde dogal
kapak endokarditi, osteomyelit, kronik bakteriyel prostatit, orta kulak
enfeksiyonlari, tibbi implant enfeksiyonlar1 ve oOzellikle kistik fibrozis
hastalarinda gozlenen kronik akciger enfeksiyonlariyla iligkili oldugu

bilinmektedir. Olusan biofilmin, genetik olarak planktonik 6zdeslerine gore 10-



1000 kat daha direngli olmas1 ve tedavi sonrasi relaps oranmnin yiiksek olmasi,
biofilm olusturan bakterilerin sebep oldugu enfeksiyonlarin 6nemini bir kat daha

arttirmaktadir (2,3).

Biofilm yapisinin biiyiik bir kismui hidrate sekildedir. Biofilm bakterilerinin
salgiladig ekstraseliiler substans madde (EPS) ise toplam organik karbonun %50-
90’11 icermektedir. Alginat, EPS polisakkaritlerinin major komponenti olup, -
1,4-glikozit baglar ile birbirine baglanmis olan D-mannuronat ve L-glukuronat’in
kismen O-asetillenmis lineer kopolimeridir. Alginat iiretimi ile birlikte bakterinin
etrafinda vizkoz bir jel olusur. Biofilm olusturan suslarda alginat asir1 iiretiminin
bakteriye sagladig1 avantajlar konusunda kesin bilgiler olmamakla beraber ortak
gorlis; alginatin bakteri adezyonunu kolaylastirdigi, enflamasyon alaninda

bakteriyi serbest radikallerden ve makrofajlardan korudugu yoniindedir.

Bu calismada, cesitli viicut Orneklerinden soyutlanan P.aeruginosa
suglarinin, farkli siirelerde biofilm olusturma ve alginat iiretme yeteneklerinin,
farkli yontemler kullanilarak arastirilmasi, bu yeteneklerin antibakteriyel madde
varligindaki degisimlerinin ortaya konmasi, biofilm olusturma ve alginat

tiretiminin antibakteriyel madde direncine katkisinin arastirilmasi amaglanmistir.



GENEL BIiLGILER

Pseudomonodaceae ailesindeki Pseudomonas cinsinde, suda ve toprakta
yasayan, gram negatif, nonfermantatif, aerobik basillerin bulundugu cesitli tiirler
yer almaktadir. Bu tiirler arasinda en siklikla izole edilen insan patojeni

P.aeruginosa’dir (1).

P.aeruginosa toprak, su, bitkiler, hayvanlar ve insanlardan izole edilebilir.
Besin maddelerine karsi olan gereksinimlerinin en alt diizeyde olmasi, damitilmis
su ve kimyasal dezenfektanlarda dahi varligini siirdiirebilmesi, 1s1 gibi degisik
cevre kosullarina olan uyumu P. aeruginosa’nin ¢evresel basarisini ve basarili bir
firsatg1 patojen olmasimi aciklamaktadir (1,2,3). P.aeruginosa nemli ortamlari
sever. Viicutta Ozellikle nemli olan perineum, aksilla ve kulak gibi ortamlarda
bulunur. Hastane ortaminda da solunum araglari, kataterler, temizlik ¢ozeltileri,
lavabolar, hasta yataklari, carsaflar gibi nemli ortamlarda siklikla bulunur.
Hastane disinda ise yiizme havuzlari, saunalar ve kontakt lens soliisyonlarindan
siklikla izole edilir. P.aeruginosa insan normal florasinin bir iiyesi olarak
bulunabilir ve saglikli insanlarda ¢ok nadir hastalik olusturur. Firsat¢1 bir patojen

olan P.aeruginosa hastane enfeksiyonlarinin baslica etkenlerindendir (1-7).

GORUNUM VE BOYANMA OZELLIKLERI

Pseudomonodaceae ailesindeki bakteriler morfolojik olarak, gram negatif,
spor olusturmayan, diiz veya hafif kivrimli ince ¢omak seklindedirler. Genellikle
0,5-0,8 pm eninde, 1,5-3,0 um boyundadirlar. Bu standartlara uymayan birkag
istisna vardir. Pseudomonaslar geleneksel olarak kisa comaklar seklinde
bulunurken, bazilar1 ¢cok kisa, P.putida ve P.syringea gibi bazi tiirler de cok uzun
olabilir. Pseudomonaslar bir ucta tek kirpik veya daha nadir olarak bir ucta birden
fazla kirpikle hareketlidirler. P.aeruginosa’da bir ugta tek kirpik bulunur.
Burkholderia mallei ise kirpiksiz ve hareketsizdir (1,2,4).



UREME VE BIYOKIMYASAL OZELLIKLERI

P.aeruginosa zorunlu aerop bir bakteridir. Klinik mikrobiyoloji
laboratuarlarinda sik kullanilan adi besiyerlerinde kolaylikla iirediklerinden
izolasyonlar1 oldukca basittir. Optimal iireme 1s1s1 37 'C olmasina ragmen 42 "C
‘de de iireyebilir. %5 koyun kanli agarda kolonileri basik, uglar1 tilylenmis gibi
veya R koloni seklinde olan beta hemolitik koloniler yapar. Kiiltiirlerinde tatlimsi
meyve ya da trimetilamin kokusuna benzer 6zel aromatik koku olusturur. Bu
ozellik 2-aminoasetofenon’a baghdir. Mc Conkey agarda mavi-yesil koloniler

olusturur (1-4,7).

P.aeruginosa karbonhidratlar1 fermente etmez. Glikoz, ksiloz gibi sekerlere
oksidatif etki gosterirken maltoz ve laktozu etkilemez. Oksidaz, L-arginin
dihidrolaz ve sitrati pozitiftir. L-lizin dekarboksilaz ve L-ornitin dekarboksilazi
negatiftir. H,S yapmaz, nitrattan gaz yapar, katalazi pozitiftir. P.aeruginosa
kokenlerinin ¢ogu mavi-yesil bir ekstraselliller pigment olan piyosiyanin
salgilayarak, iiredikleri ortamlar1 bu renklere boyarlar. Bu pigment yalniz aerop
ortamda olusur ve uzun dalga boylu Ultraviole 1s1ginda (wood lambasi ile)
fluoresan verir. Piyosiyanin’i baska hicbir bakteri olusturamadigindan,
goriilmesinin 6nemli tanisal degeri vardir. P.aeruginosa’min bazi kokenleri,
piyoverdin —fluorescein-(yesil), piyorubin (kirmizi), piyomelanin (kahverengi)

olmak iizere bagka pigmentler de olusturabilir (1,2,7).

ANTIJENIK YAPI

Epidemiyolojik amaglar i¢in P.aeruginosa'nin cesitli suslarini gruplara
ayirmada lipopolisakkarit (LPS) yapisinda, somatik (O) antijenleri kullanilir.
Uzun siire kaynatma ve otoklavlama yontemiyle hazirlanan 6lii  bakteri
siispansiyonlarinin antijen olarak tavsanlara verilmesi ile hazirlanan 0zgiin
antiserumlar kullanilarak, lam aglutinasyon yontemiyle tiplendirmeler yapilmistir.
Iki yaygin serotiplendirme semasindan biri Fisher-Devlin-Gnabasik sistemidir ve
7 tipi vardir. Digeri uluslararas: antijen tiplendirme sistemi (IATS)'dir ve toplam
17 farkl tip gosterir (1,2). Pseudomonaslarda ayrica H antijenleri, 1siya duyarl

antijenler ve pilus antijenleri de saptanmistir (1,2,3).



VIRULANS VE PATOJENITE OZELLIKLERI

Patojen mikroorganizmalar, hiicresel ve/veya hiimoral konak bariyer
sistemini agarak, bir baska tiirde cogalma veya canliligim siirdiirebilme
kapasitesine sahip canlilar olarak tanimlanabilir. P.aeruginosa esas olarak firsatgi
bir patojen olarak kabul edilir. Patojenik ve nonpatojenik suslar arasindaki temel
farklilik, patojenik suslarin virulans faktorleri {iiretebilme kapasiteleridir.

P.aeruginosa cesitli virulans faktorlerine sahiptir.

Adezinler

P.aeruginosa’nin  konak hiicrelerine yapisabilme 6zelligi, konagin
akcigerlerinde, yanmis veya yaralanmis dokularinda kolonize olarak hastalik
olusturabilmeleri i¢in ¢cok onemlidir. P.aeruginosa’nin piluslar1 ve tutunucu hiicre
yiizeyi yapilar1 (nonpilus adezinler) olmak iizere iki protein adezini vardir (1-3,5).
Bunlar yiizeye yapismadan sorumludurlar. Deney hayvanlariyla yapilan
caligmalarda, yapigsmay1 etkileyen mutasyonlarin virulansi azalttigi gosterilmistir.
P.aeruginosa piluslart N.gonorrhoeae ve V.cholerae Tcp pilusuna benzeyen tip 4
pilustur (1,2). P.aeruginosa piluslar1 asialo GM1‘e baglanmay: tercih eder.
Pseudomonas tarafindan iiretilen ndraminidaz, GM1’den sialik asit kalintilarini
yok ederek, piluslarin yapismasi icin uygun ortam yaratir. P.aeruginosa piluslari
epitel hiicreye tutunmayi saglar, miisine tutunmaz. Non pilus adezinlerin bir
boliimii, hem epitele hem de miisine tutunmayi, digerleri ise yalnizca miisine

tutunmayi saglar.

Pigment iiretimi

Piyosyanin ¢oziinebilir fenazin tiirevi bir pigmenttir ve klinik kokenlerin
yarisindan fazlasi tarafindan iiretilir. Piyosyanin’in in-vitro kosullarda epitel
dokuya zarar verdigi gosterilmistir. Piyosyanin, NADH bagimli oksijenin
siiperokside veya hidrojen perokside doniisiimiinii katalize eder ve boylece
ozellikle oksijenden zengin akciger gibi organlarda ciddi doku harabiyetinde
onemli rol oynar. Diger bir hiicre dis1 pigment olan piyoverdinin virulansla ilgili

herhangi bir rolii yoktur (1,2,7). Piyosyanin ve piyoverdin’in siderefor



fonksiyonlar1 da vardir. P.aeruginosa ¢ogalabilmek i¢in demire gereksinim duyar
ve transferrin, ferritin gibi viicut proteinleri ile demir i¢in yarigir. Kisitli demir
iceren ortamlarda, piyosyanin ve piyoverdin demir iyonlar1 ile selasyon yapar ve
membran i¢indeki reseptor proteinlere baglanarak demirin hiicre i¢ine alinmasini

saglar (5).

Ekzoenzim S

Ekzoenzim S, diger protein ekzotoksinler gibi bir adenozindifosfat ribozil
transferazdir. Saf ekzoenzim S fareler igin toksiktir ve doku kiiltiirlerinde
hiicrelere sitopatik etki goOsterir. Deneysel yanik olusturulmus fare modelinde,
ekzoenzim S’i kodlayan genin bozulmasiyla LDsy’nin 30°dan 105°e ¢iktigi
gozlenmistir. P.aeruginosa enfeksiyonlarinda ekzoenzim S, kanda bakterinin

kendisinden Once tespit edilebilir (1,2,3,5).

Ekzotoksin A

Ekzotoksin A, 613 aminoasitten olusan tek bir polipeptid zincirdir. Difteri
toksiniyle tamamen ayni mekanizmaya sahip bir eksotoksindir. Sentezi demir
tarafindan diizenlenir, demir diizeyinin diistiigii durumlarda eksotoksin A liretimi
en st diizeydedir. Ekzotoksin A’nin lokal doku hasarinda ve bakteriyel

invazyonda rolii vardir (1,2,3,5,8).

Lipopolisakkarit

P.aeruginosa lipopolisakkaridi lipit A, organizmanin biyolojik etkisini
diizenler, endotoksin olusumunu saglayarak sepsise neden olur. Pseudomonas
lipopolisakkaritleri biyolojik olarak diger gram negatif bakteri LPS den daha
zayiftr (1,2,3).



Elastolitik Aktivite

Elastin akcigerlerdeki proteinin yaklasik %30’unu olusturan ve bu organa
elastikiyet kazandiran bir proteindir. Pseudomonas aeruginosa LasA
(staphylolysin veya LasA proteaz) ve LasB (elastaz) isimli iki elastolitik proteazin
uyumlu caligmasi ile elastolitik aktivite gosterir. Her iki enzim de ¢inko bagimli
metalloendopeptidazdir. Lokal doku hasar1 ve bunun sonucunda inflamatuar
reaksiyona sebep olarak, organizmanin yayilmasina yardimci olurlar. Bu
aktiviteye Ekzoenzim S’in protein sentez inhibisyonunun da katkisi vardir

(1,2,3,5,9).

Fosfolipaz C

En oOnemli fonksiyonu, akciger enfeksiyonu sirasinda, major akciger
surfaktan1 olan fosfotidil kolinin enzimatik parcalanmasidir. Pseudomonaslarin
akciger epitellerine adezyonunu kolaylastirir ve sitotoksik aktivite gostererek

lokal doku hasarina sebep olur (3,5,10).

Sitotoksin

Cogu oOkaryotik hiicreye toksiktir. Lokositlere sitopatik etkisi sebebiyle
lokosidin olarak adlandirilir. Hiicre membranlarina etki eder, polimorf niiveli
lokositlerin fonksiyonunu bozar, deney hayvanlarinda damar hasarina neden olur

(1,2).

Alginat Uretimi

P.aeruginosa’ya ait 0zgiin virulans faktorlerinden bir tanesi de alginattir.
Hiicre dis1 mukoid bir madde olan alginat, B-1,4-glikozit baglar1 ile birbirine
baglanmis olan D-mannuronat ve L-glukuronat’in kismen O-asetillenmis lineer
kopolimeridir (Sekil-1). Alginat iiretimi ile birlikte bakterinin etrafinda vizkoz bir
jel olusur. Alginat iireten bakterilerin olusturdugu koloniler, alginat iiretmeyen
kolonilerden parlak (mukoid) goriintiileri ile kolaylikla ayirt edilir (11-14). In-
vivo ortamda alginat iretme kabiliyetinde olan bakteriler zengin in-vitro
ortamlarda bu yeteneklerini hizla kaybedebilirler. Akcigerlerde bakteriyi saran

alginat tabakas1 ve bakteri mikrokolonileri bir adezin gorevi gorebilir ve olasilikla



bakterinin fagositozla yutulmasini engeller. Alginatin, bakterinin enfeksiyon
olusturmadaki bir diger rolii ise konagin savunma sisteminden kagmaya yardim
etmesidir. Dolayisiyla alginatin virulans oOzellikleri saldir1 ve savunma amacli

olmak iizere iki yonliidiir (3,11-13,15-18).

COOH H
N/ H / toon
OH OH 0 H OH
H H
H H H
D-MANNURONAT L-GLUKURONAT

Sekil-1 Alginat yapisi (kaynak18’den diizenlenmistir)

Alginat Sentezi

Alginat Onciili  guanosine difosfat (GDP)-mannuronik asittir. GDP-
mannuronik asit sentezi i¢in algA, algC ve algD genlerinin kodladig1 enzimlere
ihtiya¢c duyulur. AlgC geninin kodladigi fosfomannomutaz (PMM) ve
fosfoglukomutaz (PGM), alginat biyosentezi boyunca mannoz 6-fosfatin mannoz
1-fosfata doniisiimiinii, geri doniisimlii olarak katalizler. PMM/PGM’nin
kristalizasyon ¢alismalar1 sonucunda bu enzimlerin kalp seklinde dort domainden
olustugu ve aktif bolgelerinde Mg*** icerdikleri gosterilmisti. PMM ve PGM
lipopolisakkarit ve alginat sentezleri sirasinda substrat olarak glukoz ve mannozu
kullanabilir. AlgD geninin kodladigt GDP-mannoz dehidrogenaz, alginat iireten
mukoid suslarda, GDP-mannozun GDP-mannuronik aside doniisiimiinii

katalizleyen hiz kisitlayic1 enzimdir (11,19).

GDP-mannuronik asit sentezlendikten sonra polimerize olur ve alg8 ve

algd4 gen irlinlerinin kombine kullanimiyla i¢ membrana tasinir.



Polimerizasyondan sonra mannuronat rezidiilerinin bir kismi Cs-epimeraz (algG)
vasitastyla glukuronata epimerize olur. Yapir modeline gore algG periplazmik
aralik icerisinde direkt olarak algK ile etkilesime girerek, biiylimekte olan alginat
polimerlerini alginat liyazin yikimindan korur. Alginat liyazin gorevi tam olarak
anlasilmamakla beraber son zamanlarda yapilan calismalar, mukoid suslarda
polimerizasyon sirasinda kisa oligomerler temin ettigi ve alginati hizla yikabilme
yetenegine sahip oldugunu gostermistir (19,20,21). Epimerizasyondan sonra
mannuronat kalintilarinin bir kismi1 algF, algJ ve algL gen iiriinleriyle O, ve/veya
O3 pozisyonlarina asetillenir (Sekil-2). Bu reaksiyon sirasinda asetil vericisinin ne
oldugu halen bilinmemektedir. O-asetilasyon sonrasinda kopolimer, dis membran

proteini algE boyunca hiicre disina taginir (11,22,23).
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Sekil-2 Alginat sentezi (kaynak 11’den diizenlenmistir).



Biofilm

Elektron mikroskobisinin yaygin olarak kullanilmaya baslanmasindan 6nce,
bakterilerin sivilarin igerisinde serbest bir sekilde tek olarak bulundugu, yani
planktonik yapida oldugu diistiniilmekteyken, yirminci yiizyilin ikinci yarisindan
itibaren  yapilan  calismalarla  bunun tam  aksi ortaya  konarak,
mikroorganizmalarin canliliklarini siirdiirebilmek i¢in kati yiizeylere gereksinim
duydugu ispatlanmis ve 1slak ylizeylerde olusan mukoid yapidaki bakterilerin
fenotipik olarak planktonik yapidaki bakterilerden farkli oldugu gosterilmistir. Bu
farkliliktan yola c¢ikarak bu mukoid yapilara, canli tabakalar anlamina gelen

‘biofilm’ denilmistir (24-28).

Bu donemden sonra cesitli arastirmacilar biofilmi farkli sekillerde

tanimlamiglardir:

Donlan ve ark. gore (28) biofilm, mikrobiyal hiicrelerin doniisiimsiiz olarak
polisakkarit matriks ve yiizey ile baglanti kurmasi ve bu yapida iireyip gelismesi
sonucu makroskobik olarak opak yapida, ortalama 100-500 um yiikseklikte,

kosullara gore degisen en ve boyda, kaygan, piiriizsiiz, yapidir.

Watnick ve Kolter (29) biofilmi, cansiz ya da canlh bir yiizeye tutunmus
bircok bakterinin, salgiladiklar1 miikoz yap1 icerisinde bir araya gelerek

olusturduklar1 ‘mikroplar sehri’ olarak tanimlamislardir.

Biofilm Yapist

Biofilm, bir yiizey iizerinde mikroorganizma kolonileri ve onlarin iirettikleri
hiicre dis1 polisakkaritler (EPS), proteinler (glukozaminoglukanlar, GAGQG),
cevreden absorblanan organik ve inorganik maddelerin olusturdugu bir tabakadir.
Matriks icinde kan pihtisi, kristaller, toprak, metal artiklari bulunabilir bu yiizden
biofilmin rengi bulundugu yere gore degisir. Biofilmin temel birimleri
mikrokolonilerdir. Mikrokoloniler bir veya birka¢ tiirde bakteri hiicresinden
olusabilir. EPS toplam organik karbonun %50-90’1m1 barindirarak ana maddeyi

olusturur. EPS kimyasal ve fiziksel olarak degiskenlik gosterse de oncelikli olarak
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polisakkaritten olusur ve polisakkaritlerden bir kismu dogal bir kismu da anyonik
yapidadir (25,28-30). Uronik asitlerin (D-glucuronic, D-galacturonic ve
mannuronic) ve ketal baglantili piruvatlarin bu yapiya anyonik 6zellikler kattigi
bildirilmistir (31). Biofilm gram pozitif bakterilerden olusmussa EPS katyonik
yapt gosterir ve ana yapi teikoik asit ve proteinden olusur (32). EPS polisakkarit

disinda niikleik asit, protein ve diger substanslar1 da icermektedir.

Biofilm Olusumu

Biofilm ii¢ boyutlu olarak EPS ile cevrelenmis su kanallar1 ve ¢ok kath
bakteri tabakalarindan olugsmustur (30-33). Biofilmin bu ii¢ boyutlu olusumu ilkel
dolasim sistemine benzer. Mikrokoloniler arasina yayilmis bu su kanallar1 oksijen
ve besin gibi yasamsal substanslart tasimakla beraber, metabolik atiklarin
uzaklastirilma isleminde de rol alir (Sekil-3). Biofilmlerde fiziksel ve biyolojik
yap1 coklu intrensek ve ekstrensek faktorler ile diizenlenir. Fiziksel yap1 daha ¢ok
EPS ile iliskilidir. EPS jel ya da viskoelastik davranis sergileyebilir ve bu fazlara
geciste protein, Ca iyonlari, polisakkaritler rol alir (30-32). Biofilm igerisinde
bakteriler, oksijen kullanimi ve antibakteriyel diren¢ agisindan tabakali bir
yerlesim gosterir. Tabakali yapinin altinda kalan hiicreler digerlerine nazaran daha
stabildir. EPS yapisinin %93’ii sudur, bu yapida hidrofilik ve hidrofobik kisimlar
aynt anda bulunur. Konak¢i ve cevreden kaynaklanan partikiillerin biofilm
olusumuna katilmasiyla, canli sistemlerde zaman igerisinde eritrosit ve fibrin

katilim ile besince daha zengin ve daha kararli biofilm olusumu goriiliir (34,35).
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Sekil-3 Biofilm mimarisi ( 35 numarali kaynaktan diizenlenmistir).

Biofilmin Onemi

Biofilm olusumu tiim dogal ortamlar ic¢in genel bir davramstir.
Viicudumuzda, endiistriyel su sistemlerinde, gida maddeleri {iretim
ekipmanlarinda ve tibbi cihazlarda biofilm olusabilir (36,37). Biofilm olusumu

kimi zaman insan saglig1 acisindan faydali olabilirken, ¢cogu zaman da zararhdir.

Insan saglig acisindan faydali biofilmler

Icme ve kullanma sularinin kalitesi biofilmlerdeki mikrobiyal metabolizma
ile saglanir. Biofilmlerdeki bakteriler sudaki toksik bilesenlerin pek ¢ogunu
parcalar ve boylece su kirliligini azaltir. Bu davranig, atik su aritma amaciyla

endiistriyel boyutta kullanilmaktadir (38).

Viicut icerisinde bazi1 dokular {izerinde kolonize olabilen mikroorganizmalar
viicudumuzu patojenlere karsi korurlar. Ornegin mide-barsak kanali laktik asit
bakterileri tarafindan kolonize olmustur. Olusan bu biofilm viicudumuzun dogal

mikroflorasi olup, bu bolgede patojenlerin kolonizasyonunu engeller (39).
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Insan saghigi acisindan zararl biofilmler
Insan sagligina zararl biofilmler; canli doku yiizeyinde olusan biofilmler,
viicuda implante edilen biomalzemelerin yiizeyinde olusan biofilmler ve viicut

disinda olusan biofilmler olarak siniflandirilir.

Canli dokularda olusan biofilmler, patojen mikroorganizmalarin canh
dokuya tutunmasi veya normal flora elemanlarinin patojen hale ge¢mesi seklinde
goriilir. Doku veya organ islevlerini yerine getirmek {iizere insan viicuduna
implante edilen cihazlarin uzun siire kullanimini etkileyen nedenlerin basinda,
biomalzemeden kaynaklanabilecek enfeksiyon olasiligi ve doku hiicrelerinin
biomalzeme ile biitiinlesememesi gelmektedir. Bu enfeksiyonlarin nedeni,
bakterilerin malzeme yiizeyine kolaylikla uyum saglayip tiremeleri ve kolonize

olmalaridir (40).

Klinik arastirmalar mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarda
birka¢ susun hakim oldugunu gostermistir. Staphylococcus epidermidis ve
Staphylococcus aureus biomalzeme ylizeyinde en ¢ok karsilasilan bakterilerdir.
Bunun yam sira P.aeruginosa, Escherichia coli, Proteus mirabilis, beta hemolitik

streptokoklar, enterekoklar ve Candida albicans 6rnek verilebilir (35,41).

Biofilmler su ve petrol dagitim sistemlerinde, sogutma sistemlerinde,
filtrasyon sistemlerinde, gemi yiizeyinde ve dogadaki pek cok yiizeyde
bulunabilir. Viicut icerisindeki biofilmler zengin besin kaynaklarina sahiptirler
fakat dis ortamda gelisen biofilmler genelde besin degeri bakimindan fakir

kosullarla kars1 karsiya kalirlar (42).

Biofilm olusum basamaklari

Mikrobiyal biofilm olusumu, tipki spor olusumu gibi, bakteriyel yasam
dongiisiiniin bir parcasidir (26). Diger gelisim siiregleri gibi biofilm olusumu da,
birbirinden farkli ve iyi diizenlenmis basamaklara ihtiya¢c duymaktadir. Belirgin

molekiiler mekanizmalar, organizmadan organizmaya farklilik gosterse de,
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biofilm olusum basamaklar1 genis yelpazede birbirine benzemektedir. Bu

basamaklar;

1- Tutunma yiizeyinin olusumu
2- Oncii bakterinin tutunmasi
3- Miikoz yap1 olusumu

4- Ikincil kolonizasyon

5- Olgun biofilm‘dir (29,37).

Biofilm olusumu dinamik bir siirectir. Ortamda mevcut olan organik ve
inorganik molekiiller yiizeye diffuzyonla veya tirbulan akisla taginirlar ve yiizeyde
birikirler. Yiizeye absorblanan bu maddelerden 6zellikle organik olanlar malzeme
yiizeyine  bakterilerin  yapismasint  kolaylastiir.  Bir  biomalzemenin
implantasyonundan sonra ilk olay tiikiiriik, mukus, serum veya kan gibi
biomalzemeyi c¢evreleyen farkli viicut sivilarindaki cesitli molekiillerin yiizey
tizerinde birikerek hazirlayict film olusturmalaridir. Biomalzemeler yiizey
ozelliklerine gore farkli maddeler absorblayacaklarindan, aym bolgeye implante
edilen degisik biomalzemeler {iizerinde olusacak hazirlayici filmlerde farkli
olacaktir. Bu asamadan sonra implantasyonun yapildig1 bolgedeki doku hiicreleri
ve mikroorganizmalar arasinda yiizeye tutunma yaris1 baglar. Bu yaris doku
hiicreleri tarafindan kazanilirsa, malzeme doku ile biitiinlesir ve dolayisiyla
implantin uzun siireli kullanimi miimkiin olur. Tersi durumda, yani yaris
mikroorganizmalar tarafindan kazanildiginda ise enfeksiyon gelisir. Insan
viicudunda albiimin, fibronektin, kollagen gibi proteinler, reseptor gorevi gorerek

bakteri yapismasinda c¢ok etkindirler (28,40).

Biofilm gelismesinde ikinci basamak, sivi ya da hava icerisinde aktif ya da
pasif difiizyonla tasinan bakterilerin hazirlayici film tabakaya yapismalaridir.
Aktif tasinim bakterilerin flagella ve pili gibi hiicre uzantilar1 vasitasiyla veya bazi
bakterilerin amipsi hareketleriyle gerceklesir. Tutunma, yiizeyin ve bakterilerin
fizikokimyasal Ozelliklerine baglidir. Bu tutunma isleminde Van-der Waals

kuvvetleri, elektrostatik kuvvetler ve hidrojen baglar1 olmak iizere iic temel
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fizikokimyasal kuvvet rol oynar. Yapilan ¢alismalarda ¢ogu hiicrenin negatif yiik
tasidig1 ve bunun da sivi akisi ile sarj olunan yiizeye yapismayi kolaylastirdigi
bulunmustur. Fimbria ve pilus gibi yapilar sahip olduklar1 hidrofobik aminoasit

kalintilar1 sayesinde hidrofobisiteyi arttirarak yapismay1 kolaylastirir (42-44).

Bakteriler yiizeye tutunduktan sonra, hazirlayict film tabaka ile bakteri
arasinda protein-reseptor etkilesimleri ile zamana bagli olarak spesifik geri
doniisiimsiiz yapisma gerceklesir. Bakterilerin iirettigi basta glukoz, fruktoz,
galaktoz, mannoz gibi polisakkaritler de yiizeye baglanarak hiicre kiimelesmesine
ve mikrokolonilerin olugmasina yardimci olur. Sicaklik, besi ortami, katyon
dengesi gibi cevresel kosullar da uygunsa bakteri iiremesiyle birlikte EPS iiretimi
gerceklesir (sekil-4). Organik maddeler, o©lii hiicreler ve minerallerin de

katilimiyla biofilm yapisi olusur (42-45).

YAPISMA “BUYUME KOPMA

Sekil-4 Biofilm olusum basamaklar1 (http://www.erc.montana.edu, internet

sitesinden).

15



Biofilm Genetigi

Genetik adaptasyon; hayati devam ettirme ve uyumun vazgecilmez bir
unsurudur ve genlerde birbirini takip eden mutasyon ve rekombinasyonlar ile yeni
genetik materyal kazanarak veya mevcut olan materyalin diizenlenmesi ile
saglanabilir. Bakteriyel gen ekspresyonundaki esneklik, hizli degisen cevresel
kosullarda yasama izin verir ve bakteri 6zellikli adaptasyon saglayarak neredeyse
diinya iizerinde her yerde yasayabilme ozelliklerine kavusur. Bir¢cok patojen ve
kommensal bakteri, ¢cevresel yasam ve canli hiicre arasinda gegis gosterebilme
yetenegindedir ve besin elde edebilmek i¢in en az primer ve sekonder immun
defans kadar hizli hareket ederek uyum gostermek zorundadir. Bu uyumun en
giizel orneklerinden birisi, sistematize gen ekspresyonu vasitasiyla bazi sesil
bakterilerin ekzopolimer iiretebilme yetenegi kazanarak biofilm olusturmalaridir

(34,46).

Bakteriyel biofilmlerin 6nemli ve her zaman var olan etkileri cesitli
arastirmacilar tarafindan ¢alisilmakla beraber, son yillarda ilgi 6zellikle bakteriyel
biofilm olusumu arkasindaki diizenleyici mekanizmalar ve kemoteropatik
ajanlarin 6zgiil etki bolgelerinin gosterilmesine kaymistir. Biofilm gelisimi ve gen
regiilasyonu arasindaki iligkiyi agiklamaya yonelik bir¢cok direkt hedef gen,
proteomik ve genomik temelli caligmalar yapilmig fakat biofilm ici gen
ekspresyonu heterojenite gosterdigi ve bir¢ok etken tarafindan regiile edildigi icin
celiskili sonuclar elde edilmistir (47-50). Biofilm detaylarinin diizenlenme siireci
dinamik ve siklik bir siiregtir. Cevresel sartlar biofilm formasyonu ic¢in gerekli

genlerin ekspresyonunu tetikler.
Biofilm yapis1 ve regiilasyon basamaklarini agiklamaya yonelik yapilan

molekiiler ¢calismalar sonucunda, biofilm olusumunda rol aldig: diisiiniilen bir¢ok

gen tanimlanmustir (46).
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Biofilm olusumunun, planktonik Ozdeslerine gore bakteriye sagladigi

avantajlar birka¢ baglik altinda incelenebilir:

1-Savunma

Biofilmler tiikiiriigiin yikama fonksiyonu ve kan akimi gibi fiziksel giiclere
ve fagositoza direncglidirler. Fagositoz ic¢in biofilm ilizerine saldiri, aslinda cevre
dokuya biofilmin kendisinden daha fazla zarar verir. Biofilmler, genetik
esdegerleri olan planktonik bakterileri 6ldiirmek icin gerekli antimikrobiyel dozun
10-1000 katinm tolore edebilir (35). Yasayan canlilarda biofilmi eradike edebilmek
olaganiistii zordur. Dogal kalp kapagi endokarditi, dental hastaliklar, orta kulak
iltihaplar1, medikal alet iligkili hastaliklar, kronik akciger hastaliklar1 biofilmlerle
iliskili hastaliklardir. Biofilmlerin bu antimikrobiyel direnci, birkag¢ biofilme 6zgii

ozellikten kaynaklanir (51,52,53) (Sekil-5). Bunlar;

1-1. Kisith Antimikrobiyel Penetrasyon
Biofilmi cevreleyen EPS etkin bariyer olusturarak, kimyasal reaktiflerin,

biosidlerin, fagosite edici ajanlarin penetrasyonunu kisitlar.

Biofilm direncindeki diffiizyon kisitlanmasinin roliinii arastiran bir¢ok
caligmalarinin verileri ¢eliskilidir. Genel goriis birligi, P.aeruginosa biofilmlerinin
aminoglikozidlerin penetrasyonunu geciktirirken ciprofloksasin, ofloksasin gibi
kinolon grubu antibiyotiklerin penetrasyonunu geciktirmedigi yoniindedir (54-56).
Diger taraftan genel olarak anlasilmistir ki, penetrasyon kisitlamasi baslangicta
biofilm direncine neden olsa da, uzun donem kullanimda bu pek miimkiin
olmamaktadir; ¢iinkii ilag molekiillerinin etkinligi, polisakkarit matrikste reaktif
bolgelere baglanmasina baglidir. Bu aktif bolgeler doymaya devam ettikge,
antibiyotigin 6ldiirme islemi devam eder. Bagka bir deyisle, doz artimi yapilarak

biofilm penetrasyon kisitlamasinin 6niine gegmek miimkiin olabilmektedir (57).
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1-11. Biiyiime Hizt ve Metabolik Aktivitedeki Fizyolojik Farklilik

Biofilm i¢indeki bakteriyel yogunluklar farklilik gosterir, sonu¢ olarak
perilerdeki bakteriler besinlere ve oksijene ic¢ taraftaki bakterilere oranla daha
rahat ulasabilmektedir. Besin ve oksijen alimindaki bu farklilik, bakteri i¢indeki
metabolik aktivitede de farklilik yaratir bu da populasyon icindeki heterojeniteyi
saglamaktadir. Bircok antibiyotik primer olarak metabolik aktif hiicrelere
saldirdigindan dolayr biofilm popiilasyonundaki bu heterojenite antibiyotik
duyarhiliginda da farkliliklar yaratabilmektedir. Bu durum, yavas iireyen

bakterilerin biofilm duyarliligim azaltmaktadir (58,59).

Fleurosan problar ve reportor genler kullanilarak yapilan ¢alismalar, biiyiime
hizindaki bu farkliligin biofilm direncine katkida bulundugunu, fakat biofilm-
planktonik hiicre arasindaki diren¢ farkliligini agiklayamayacagini gostermistir.
Az biiyliyen ve hic biiylimeyen bakteriler artmis biofilm rezistansina sebep olur

fakat bu durum bir diren¢ mekanizmasi degildir (60,61,62).

Oksijen azligr bazi antibiyotiklerin, antibakteriyel etkinligini azalttigindan
dolayi, oksijene ulasabilirlik biofilmdeki antibakteriyel direncgle iliskilidir.
Yapilan calismalarda P.aeruginosa biofilmlerinin kati anaerobik sartlarda,
anaerobik biofilm olusturacak gen {iriinleri sergilediklerini gostermistir. Bu
durum, oksijen alim kisitlanmasinin fizyolojik ve fenotipik degisiklikler
olusturarak antibiyotik direncini arttirdigimin kanitidir. Cesitli antibiyotiklerle
yapilan diren¢ calismalarinda oksijen kisithh olan bolgelerde antibiyotik

etkinliginin azaldig1 gosterilmistir (63-65).

I-1I1. Biofilme Ozgiil Fenotip

Bakteriler yiizeye tutunduktan sonra birgok fizyolojik ve metabolik
degisiklikler gosterirler. Ornegin AlgC eksopolisakkarit alginat sentezi icin
gerekli bir gendir ve yapismadan onbes dakika sonra up-regiile olur (66). Benzer
sekilde yapismadan sonra P.aeruginosa’daki flagella sentezini inhibe eden
alternatif sigma faktorii de eksprese olur, bu da yapismadan sonra flagellaya gerek

olmadigim1 gosterir (67). Pseudomonas putida’da yapilan c¢alismalarda,
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yapismadan alt1 saat sonra flageller biosentetik genler fleN ve flgG down-regiile

olmus, pili biosentez genleri pilC, pilR ve pilK up-regiile olmustur (68).

Biofilm gelisim regiilasyonundaki en belirgin degisiklikler, oksidatif hasara
direng, eksopolisakkarit {iretimi ve metabolizmada kullanilan proteinlerde

gozlenmistir (64).

Aminoasit metabolizmast ve TCA dongiisiinde gorevli proteinler, biofilm
gelisiminin olgun evrelerinde up-regiile olurlar, bu da biofilmin karbon
metabolizmasinda gidecegi degisiklikleri gosterir. Bununla beraber antibiyotik
duyarhiligmm etkileyen genler de up-regiile olur, Ornegin P.aeruginosa
biofilmlerinde hiicre dis1 membran lipopolisakkarit yapisina etki ederek,
aminoglikozid duyarliliginin azalmasina sebep olan tolA geni, yapismadan sonra

up-regiile olur (69).

Biofilm bakterileri, planktonik bakterilerle karsilastirildiklarinda farkli gen
ve protein sentezlerler. Biofilme 0zgiil fenotipin indiiksiyonu, antimikrobiyellere

diren¢ gelisiminde kritik rol oynayan mekanizmalarin agiga ¢ikmasina yol agar.

1- IV. Inat¢1 Fenotipik Varyantlar

Yapilan caligmalarda P.aeruginosa biofilm hiicrelerinin biiylik kisminin
antibiyotiklerin diisiik konsantrasyonlariyla etkin olarak oldiiriildiigiinii fakat
dozun ileri derecede arttirilmasinin bile sag kalan bakterileri 6ldiirmeye yetmedigi
gosterilmistir.  Bu durum, biofilm hiicrelerinin ‘inat¢1  varyant’ olarak
isimlendirilen kiiciik bir kisminin, biofilm toplulugu icerisindeki artmis direngten

sorumlu oldugu seklinde yorumlanmaktadir (62,70).

1-V. Quorum Sensing

Quorum sensing, biofilm i¢i bakterilerin birbirleriyle haberleserek virulans
faktorleri iiretim 6zelliklerinin diizenlenmesini saglayan bir ‘cogunlugu algilama’
yetenegidir. Acyl-Homoserine-Lactone (AHL) sistemi bir grup Gram negatif

bakteride, otoindiikleyici-2 sistemi Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerde,
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peptid baglantili sistem ise Gram pozitif bakterilerde hiicre-hiicre arasi iletisimde
kullanilmaktadir. P.aeruginosa quorum sensing sistemiyle ekstraseliiler virulans
faktorleri, stasyonel faz sigma faktorii ve biofilm farklilasmasini kontrol edebilir.
Bununla beraber antibiyotik direncinde quorum sensing’in rolii tam olarak belli

degildir.

L

BIOFILM TOLERANS MEKANIZMALARI

MIKROCEVRE Al

Sekil-5 Biofilm diren¢ mekanizmalari. (http://www.erc.montana.edu,

internet sitesinden)

2-Kolonizasyon
Biofilm  formasyonu, bakterilerin hedef bolgelerinde kalabilme

mekanizmalaridir.
Viicut besinden zengin, su dengesi, oksijen eldesi ve 1s1 bakimindan goreceli

olarak duragandir. Viicut, bakterilerin yasayabilmesi i¢in bu denli uygun bir ortam

oldugu i¢in, bakteriler biofilm formuna doniisiip o bolgede kalabilmek i¢in temel
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olarak giidiilenirr MSCRAMM; olarak ifade edilen bakteriyel yiizey proteinleri
(clumbing faktor A-B, fibronektin binding faktdr A-B, kollagen binding protein),
fibronektin, fibrinojen, vitronektin ve elastin gibi viicut ekstraseliiler matriks

proteinlerine baglanirlar (71).

Biofilm formasyonu bir kez olustuktan sonra, bircok adezin ve motilite
faktorlerinin iiretimi baskilanir. Pili ve flagella gibi adezinlerin ana rollerinin
baslangic baglanma oldugu diisiiniilmektedir. Bastanbasa bakildigi zaman bakteri

adezinleri etkileyici bir sirayla tiretilir ve baglanma gergeklesir (34,46).

Biofilm formasyonlarinda karbon katabolizmasina sebep olan gen
regiilasyonlar1 kritik rol oynar. EPS iiretimi ve biofilm gelisimi glukoz ve diger
kolay kullanilabilen karbon kaynaklarinin bollugunda artar. Ne zaman besin
kaynag tiikenmeye baslarsa bakteri koparak planktonik faza gecer ve daha uygun
bolge arayisi igerisine girer. Olasilikla, besin azalmasi daha iyi bir ortam
bulunmasi i¢in bakteriyi tetiklemektedir. Glukoz basit bir sekilde substrat rolii
oynayarak EPS sentezini arttirabilir fakat siklikla karmasik mekanizmalarla, EPS

sentezini transkripsiyonel seviyedeki regiilasyonlarla arttirir (32,35,46).

3-Toplu Yasam ve Avantajlar

Biofilm bakterileri ve ¢ok hiicreli organizmalar arasinda bir¢ok benzerlik
vardir. Biofilm bakterileri kendi cevrelerini hissedebilirler ve bu onlara kendi
metabolik aktivitelerini buna gore ayarlama olanagi saglar. Bu bakteriler
bulunduklar1 ortamda elde edilebilir maddeleri maksimum oranda kullanirlar ve
boylece tehlikeli sartlardan kendilerini koruyabilirler. Bakteriler biofilm icerisinde
cogaldikca, biofilm i¢i gen ekspresyon degisiklikleri meydana gelerek fenotipik
heterojenite saglanir, bu da biofilm icinde tipki ¢ok hiicreli organizmalarda
gozlenen hiicresel farklilasma gibi 6zellesmeyi ve is boliimiinii saglar. Daha ileri
giderek biofilmler quorum sensing sistemi igerisinde oto-inducing sinyalleri
kullanarak tipki ¢ok hiicreli organizmalarda goézlenen programlanmis hiicre
Olimiine benzer bir siire¢ gosterebilirler (72,73). Biitiin bu benzerliklere ragmen

cok hiicreli organizmalar ve biofilm bakterileri arasinda temel farkliliklar vardir.
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Bakteriler cevresel oOzelliklere ve sartlara uyum gosterip degisikliklere tepki
verebilirken, bu degisiklikler kalici degildir. bakteriyel hiicreler farklilasma
gostermektense, degisen c¢evre sartlarina uyum saglayip, sag kalimlarini

arttirabilmek i¢in gen ekspresyon uyumlarini yaparlar (74).

4-Gen Transferi

Biofilmler ekstrakromozomal DNA (plazmid) degisimi i¢in ideal yapilardir.
Konjugasyon biofilm hiicrelerinde, planktonik hiicrelere gore daha fazla goriiliir.
Yapilan calismalar sonucunda konjugasyona hazir plazmid iceren bakterilerin
biofilm olusturmaya daha yatkin olduklar1 6ne siiriilmektedir. Verici hiicrelerden
alic1 hiicrelere aktarilan DNA yapisinda patojenite, toksijenite, antibiyotik ve
dezenfektan direncini kodlayan genler olabilir ve dolayisiyla biofilmler

antibiyotiklere kars1 gelisen direncin yayilmasinda ¢ok onemli rol oynayabilirler
(35,46).
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GEREC VE YONTEM

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Uygulama Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuarina Aralik 2000-Mayis 2005 tarihleri arasinda
endotrakeal aspirat orneklerinden etken olarak soyutlanan 57 P.aeruginosa susu ve
ayni tarihler arasinda trakea disinda cesitli klinik 6rneklerden (kan, balgam,
bogaz, yara, idrar, batin i¢i sivis1 gibi) soyutlanan 91 P.aeruginosa susu olmak
tizere toplam 148 P.aeruginosa susu calisma kapsamina alindi. Standart koken

olarak P.aeruginosa ATCC 27853 kullanildi.

Suslarin tamimlanmasi geleneksel yontemler ile yapildi. Suslar; sekerlere
olan etki, oksidaz, katalaz, arginin dihidrolaz test pozitiflikleri, piyosiyanin,
piyoverdin pigment olusumu gibi biyokimyasal ¢zelliklerine gore tanimlandi.
Nonfermantatif, oksidaz testi olumlu, lizin ve ornitin dekarboksilaz testleri
olumsuz, H,S olusturmayan, metil kirmizis1 ve Voges Proskauer (VP) testleri
negatif, Mueller Hinton Agar’da pigment olusturan suslar P.aeruginosa olarak
tanimland1  (1-4). Tim suslarin disk diffiisyon yontemi ile antibiyotik

duyarlhliklar1 CLSI standartlarina gore test edildi ( 75,76).

BIOFILM OLUSUMUNUN ARASTIRILMASI

Bakterilerde biofilm olusumu mikroplate yontemi ile arastirildi (77, 78).

Kanli agarda bir gece inkiibasyondan sonra elde edilmis suslarin taze
kiiltiirlerinden, bulanmiklik 0.5 McFarland olacak sekilde %1 glukozlu Luria
Bertoni (LB) besiyeri iceren tiiplere alinarak siispansiyon hazirlandi. Hazirlanan
her sus ii¢ kuyucuga olmak iizere, hazirlanan siispansiyonlarin 200’er mikrolitresi,
96 kuyucuklu mikroplate icerisine dagitildi. Negatif kontrol olarak bakteri
icermeyen %1 glukozlu LB besiyeri kullanildi. Ayni islemler ikinci bir mikroplate
icin de uyguland1 ve boylece 24 ve 48 saatlik iki grup elde edildi. Mikroplate’ler
37°C de aerop ortamda inkiibe edildi. 24. ve 48. saatlerin sonunda mikroplateler
etiivden cikartilarak 3 kez distile su ile yikandi ve kuyucuklara, hazirlanan % 0,1

Kiristal viole soliisyonundan 200 pl dagitilarak 15 dakika oda sicakliginda inkiibe
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edildi. Inkiibasyon sonunda mikroplateler distile su ile tekrar ii¢ kez yikandi ve
kurutma kagidina ters ¢evrilerek kurutuldu. Kuyucuklarin cidarinda gozle goriiniir
bir film tabakasinin olusmasi “biofilm pozitif® olarak degerlendirildi. Hava ile
temas eden kisimda halka seklinde olusan tabaka dikkate alinmadi. Makroskobik
olarak yapilan bu degerlendirmenin ardindan kuyucuk cidarinda tutulan film
tabaka, 200 pul %95’lik ethanol ilavesiyle 10 dakika ¢ozdiiriilerek, 540nm’de
“ELISA Pasteur Diagnostic Reader” ile okutuldu (Sekil-6).

Tiim islemler kristal viole yerine safranin soliisyonu kullanilarak tekrarlandi.
Farkli olarak c¢ozdiirme islemi %50’lik asetik asit ile yapildi ve 470 nm.’de
“ELISA Pasteur Diagnostic Reader” ile okutuldu (Sekil-7). Sonuclar,
P.aeruginosa ATCC 27853’den elde edilen absorbans degeri ile karsilagtirilarak

yorumlandi.

Sekil 6: Biofilm olusumunun kristal viole kullanilarak degerlendirilmesi

*Her sus li¢ kuyucukta denenmistir.
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Sekil 7: Biofilm olugsmunun safranin kullanilarak degerlendirilmesi

*Her sus ti¢ kuyucukta denenmistir.

CALISILAN ANTIBIYOTIKLERIN Sub MiK DOZLARINDA BIOFILM
OLUSUMUNUN ARASTIRILMASI

P.aeruginosa ATCC 27853’ iin olusturdugu biofilm miktar1 esas alinarak, bu
degerin %100’1 ve iizerinde biofilm olusturan 6 sus ve %50-%100’1 arasinda
biofilm olusturan 4 sus olmak iizere toplam 10 P.aeruginosa susu bu amacla test
edildi. Bu suslarin minimum inhibitor konsantrasyon (MIK) degerleri standart
broth diliisyon yontemi kullanilarak arastirildi (75,76).

Sub mik dozlarda biofilm olusumu Yassien ve ark. tarif ettigi yonteme gore
arastirlldr (79). Kullanilan her antibiyotik i¢in bir seri tiip hazirlandi ve her
dizideki ilk tiipler disindaki tiim tiiplere, 500 pl triptik soy broth (TSB) dagitilarak
siralandi.  Kinolon grubu antibiyotiklerden ciprofloksasin, moksifloksasin ve

levofloksasin; levofloksasin NaOH, ciprofloksasin ve moksifloksasin fosfat
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tampon soliisyonunda olmak iizere, son konsantrasyonu 512 pg/ml olacak sekilde
cozdiiriildii. Hazirlanan bu antibiyotik soliisyonlarinin 1000’er pl’si birinci sira
tiiplere dagitildi. Ikinci tiipten baslayarak her seferinde 3-5 kez emip birakmak
suretiyle karistirarak, tiipten tiipe 500 pl aktarmak suretiyle, son konsantrasyon
0,0625 pg/ml olacak sekilde c¢ift kat sulandirimlar yapildi. Sondan bir 6nceki
tiipten 500 pl disar1 atildi. Son tiiplere, antibiyotiksiz sartlarda biofilm olusumunu
gozleyebilmek acisindan antibiyotik eklenmedi. Calisma kapsamina alinan 10
P.aeruginosa susu, bir gece Oncesinden kanli agarda hazirlanan taze
kiiltiirlerinden, bulaniklik 0,5 McFarland olacak sekilde TSB iceren tiiplere
alinarak siispansiyon hazirlandi. Bu siispansiyon, konsantrasyonu 1,5x10° CFU/ml
olacak sekilde diliie edildi ve elde edilen karistmin 500 pl’si, cesitli
konsantrasyonlarda antibiyotik icermesi saglanmis olan tiiplere dagitildi. 24 ve 48
saatlik gruplar elde edebilmek acisindan, her sus icin tiim islemler ikiser kez
tekrarlandi. Hazirlanan tiim tiiplerin 200 pl’si, mikroplate kullanarak biofilm
Olciimlerinin yapilmasi amaciyla, 96 kuyucuklu mikroplate icerisine alindi ve
37°C de aerop ortamda inkiibe edildi. 24. ve 48. saatlerin sonunda mikroplateler
etiivden ¢ikartildi. Uremenin oldugu MIK/2, MiK/4 ve MiK/8 konsantrasyonlarda
antibiyotik iceren kuyucuklardaki biofilm olusumlari, daha 6nce tanimlandigi
sekilde kristal viole kullanilarak arastirildi ve bu konsantrasyonlardaki biofilm

olusum oranlar1, kendi aralarinda ve antibiyotiklerle olan iliskisi karsilagtirildi.

CALISILAN  ANTIBIYOTIKLERIN  BIOFILM  OLUSTURMUS
BAKTERILER UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI (BIOFiLM
INHIBITOR KONSANTRASYON-BIK-)

Biofilm olusturmus bakteriler iizerine, kinolon grubu antibiyotiklerden
ciprofloksasin, moksifloksasin ve levofloksasin’in ¢esitli konsantrasyonlarinin

etkileri asagida tamimlandig: sekilde arastirildi.

P.aeruginosa ATCC 27853’ iin olusturdugu biofilm miktar1 esas alinarak,
bu degerin %100’1 ve iizerinde biofilm olusturan 6 sus ve %50-%100’ii arasinda
biofilm olusturan 4 sus olmak iizere toplam 10 P.aeruginosa susu bu amacla test

edildi. 24 ve 48 saatlik gruplar olusturularak, 10 P.aeruginosa susunun biofilm
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olusturmalar1 saglandi. 3 farkli antibiyotigin calisilabilmesi i¢in, her sus 3 sira
kuyucuga konularak daha Once tanimlandigi sekilde biofilm olusturuldu. Siire
sonunda mikroplateler etiivden ¢ikartilarak 3 kez distile su ile yikandi. Calisilan
antibiyotiklerin seri diliisyonla elde edilen farkli konsantrasyonlar1 (512 pg/ml-
0,0625 pg/ml), 200°er pl olacak sekilde kuyucuklara dagitildi ve mikroplateler
37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda mikroplateler 3 kez distile su
ile yikanarak antibiyotikler uzaklastirildi. Tiim kuyucuklara 200’er ul taze LB
broth konularak 6 saat calkalayicida inkiibe edildi ve her kuyucuk iceriginin 10
ul’si alinarak kanli agara ekim yapildi. 37°C’de 24 saat inkiibasyon sonunda
iireyen koloniler sayilarak yorumlandi ve BIK degerleri bulundu (79,80). Bu
degerler her bir sus ve antibiyotik icin, MIK degerleriyle karsilastirilarak

yorumlandi.

ALGINAT URETIMININ ARASTIRILMASI
Calisma kapsamina dahil edilen 148 P.aeruginosa susunun alginat iiretim
oranlar1 karbazol testi kullanilarak, {ironik asit degerlerinin Olciilmesi esasina gore

arastirildi.

Kanli agarda bir gece inkiibasyondan sonra elde edilen P.aeruginosa
suslarinin taze kiiltiirleri LB besiyerine alindi ve 37 ‘C’de 24 saat iiremeleri icin
bekletildi. Bu siirenin sonunda bulamiklik 0,5 McFarland olacak sekilde
siispansiyonlar hazirland1 ve alginat Ol¢limii bu siispansiyonlardan elde edilen
siipernatant kismindan calisildi (81). Alginat iiretimi iironik asitin karbazol borat
ile verdigi reaksiyon temelinde, mikroplate’de tanimlanan yontem tiipe
uyarlanarak arastirildi (82). Hazirlanan siipernatantin 200 pl’si, 25 mM olacak
sekilde siilfiirik asit icerisinde cozdiiriilen sodyum tetraborat’in 800 pl’si ile
karigtirilarak calkalandi ve 100 'C’ye ayarlanmis Pasteur firininda 10 dakika
1s1t1ildi. Siire sonunda firindan ¢ikartilan tiipler, 15 dakika oda 1sisinda sogumalari
saglandiktan sonra, %0.125 olacak sekilde etanol igerisinde c¢ozdiiriilen
karbazoliin 200 pl’si tiiplere eklenerek tekrar Pasteur firininda 100 ‘C’de 10
dakika 1sitildi. Siire sonunda firindan ¢ikartilan tiipler, 15 dakika oda 1sisinda

beklenerek sogumalar1 saglandiktan sonra, tiip iceriklerinin 200 pl’si alinarak 96
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kuyucuklu steril mikroplate igerisine yerlestirildi ve 550 nm.’de mikroplate
okuyucu kullanilarak absorbans Olciimii yapildi. Sonuglar, ticari alginat
kullanilarak hazirlanan standart egri temel alinarak, pug/ml cinsinden hesaplandi ve

bu degerler ATCC 27853 den elde edilen degerlerle karsilastirilarak yorumlandi.

Standart alginat egrisi hazirlama:

Standart ticari alginat (Fluka 05550), 0,125-100 pg/ml araliklarinda
sulandirilarak, her bir sulandirrmin 200 pl’si alind1 ve daha 6nceden tarif edildigi
sekilde alginat Ol¢timleri yapildi. 550 nm’de elde edilen absorbas degerleri

kullanilarak standart egri elde edildi.

Calisilan  Antibiyotiklerin  sub MIK dozlarinda alginat  iiretiminin
arastirilmasi:
Calisilan antibiyotiklerin (ciprofloksasin, moksifloksasin, levofloksasin)

alginat iiretimine etkileri asagida tanimlandig sekilde ¢alisildr .

Kullanilan her antibiyotik icin bir seri tiip hazirland1 ve her dizideki ilk
tiipler disindaki tiim tiiplere 500 pl MHB dagitilarak siralandi. Ciprofloksasin,
moksifloksasin ve levofloksasin, uygun coziiciilerde, son konsantrasyonu 512
ug/ml olacak sekilde c¢ozdiiriildii. Hazirlanan bu antibiyotik soliisyonlarinin
1000’er pul’si birinci sira tiiplere dagitildi ve ikinci tiipten baslayarak her seferinde
3-5 kez emip birakmak siiretiyle karistirarak, tiipten tiipe 500 pl aktarmak
siiretiyle seri diliisyon yapildi. Daha once biofilm olusturdugu saptanan ve MIK
degerleri ¢alisilmis olan 10 P.aeruginosa susu, bir gece oncesinden kanli agarda
hazirlanan taze kiiltiirlerinden, bulaniklik 0,5 McFarland olacak sekilde MHB
iceren tiiplere alinarak siispansiyon hazirland1 ve bu siispansiyonun 500 pl’si,
konsantrasyonu 1,5x10° CFU/ml olacak sekilde diliie edilerek tiiplere dagitildi.
Antibiyotiksiz ortamda biofilm olusturan bakterilerin alginat iiretimini gozlemek
amaciyla her sus i¢in hazirlanan siispansiyonun 1000 pl’si ayri bir tiipe alindi.
Kontrol amaciyla her sus i¢in tiim islemler iicer kez tekrarlandi. Ayrica negatif

kontrol olarak, igerisinde bakteri siispansiyonu yerine serum fizyolojik kullanilan
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tiipler hazirlandi. Hazirlanan tiim tiipler 37°Cde aerop ortamda inkiibe edildi. Siire
sonunda tiipler etiivden c¢ikartilarak MHB icerisindeki bakteri siispansiyonundan
alginat iretimi, daha Once tanimlandig1 sekilde saptandi (81,82,83). MIiK/2,
MIK/4, MIK/8 konsantrasyonlarda alginat iiretimi, antibiyotiksiz kosullardaki

alginat iiretimi ile karsilastirildi.

ISTATISTIKSEL YONTEM

SPSS 11,0 versiyonu kullanarak; calismanin genel verilerinin
degerlendirilmesinde ki-kare, yontemlerin uyumu i¢in spearman ve kappa uyum
analiz testleri; antibiyotiklerin biofilm olusumuna ve alginat iiretimine etkilerinin
degerlendirilmesinde ise Kruskal-Wallis, Bonferroni ve Wilcoxon w analiz testleri

kullanilmistir (p<0,05 anlamli olarak kabul edilmistir).
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BULGULAR

Calisma kapsamina cesitli klinik 6rneklerden soyutlanan 148 P.aeruginosa
susu dahil edildi. Bu suslarin 57 tanesi trakeal aspirat orneklerinden (%38,5), 31
tanesi idrar orneklerinden (%?20,9), 29 tanesi yara oOrneklerinden (%19,6), 11
tanesi balgam orneklerinden (%7,4) ve kalan 17 tanesi de (%11,4) cesitli klinik
orneklerden (kan, siiriintii, goz, vb.) izole edildi. Kontrol susu olarak P.aeruginosa

ATCC 27853 kullanilda.

BIOFILM OLUSUMU

Calisilan suslarin biofilm olusturma durumlari, kristal viole ve safranin
olmak iizere iki farkli boyar madde kullanilarak, 24 ve 48 saatlik Ol¢ctimler
yapilarak degerlendirildi. Sonuclar, kontrol susu olarak kullanilan P.aeruginosa
ATCC 27853 den elde edilen absorbans degeri esas alinarak, diger suslardan elde

edilen absorbans degerlerinin bu degere oranlanmasi seklinde yorumlandi.

Kristal viole kullanilarak yapilan 24 saatlik biofilm Ol¢iimleri sonrasinda,
suslarin 58 tanesi (%40), ATCC 27853’den elde edilen absorbansin %50’si ve
altinda, 23 tanesi (%15,9), %50-%100’1i arasinda, 32 tanesi (%21,4), %100-
%150’si arasinda, 18 tanesi (%12,1), %150-%200’{i arasinda, 17 tanesi de
(%11,4), %200’ iinden yiiksek absorbans verdi (Tablo-1, Sekil-8).
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Tablo 1: Kristal viole kullanilarak yapilan 24 saatlik biofilm absorbans
Olctimlerinin, P.aeruginosa ATCC 27853 e gore oranlar1 (%)

ATCC’ye gore Biofilm iireten sus Biofilm iireten
% orani sayisl suslarin yiizdesi (%)
0-25 42 29,3
26-50 16 10,7
51-75 9 6,0
76-100 14 9,3
101-125 19 12,5
126-150 13 8,7
151-175 13 8,7
176-200 5 3.4
201-225 5 3.4
226> 12 8,0
Toplam 148 100,0
.
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Sekil 8: Kristal viole kullanilarak yapilan 24 saatlik biofilm absorbans

Olciimlerinin, P.aeruginosa ATCC 27853’e gore oranlari (%) (x= P.aeruginosa
ATCC 27853 e gore yiizdelik oranlari, y=sus sayis1)
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Safranin kullanilarak yapilan 24 saatlik biofilm Ol¢iimleri sonrasinda,
suslarin 42 tanesi (%?29), P.aeruginosa ATCC 27853’den elde edilen absorbansin
%50’si ve altinda, 19 tanesi (%11), %50-%100’1i arasinda, 25 tanesi (%17),
%100-%150’si arasinda, 14 tanesi (%9), %150-%200’ti arasinda, 17 tanesi
(%11), %200-%250’si arasinda, 11 tanesi (%8), %250-%300’1i arasinda ve 20
tanesi de (%13), %300’tinden yiiksek absorbans verdi (Tablo 2, Sekil 9).

Tablo 2: Safranin kullanilarak yapilan 24 saatlik biofilm absorbans dl¢iimlerinin,
P.aeruginosa ATCC 27853’e gore oranlar1 (%)

ATCC’ye gore Biofilm iireten sus Biofilm iireten
% orani sayisl suslarin yiizdesi (%)

0-25 23 18,7
26-50 19 12,6
51-75 12 6,0
76-100 7 4,7
101-125 14 9,3
126-150 11 7.4
151-175 6 4,0
176-200 8 5.3
201-225 8 53
226> 40 26,7
Toplam 148 100,0
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Sekil 9: Safranin kullanilarak yapilan 24 saatlik biofilm absorbans 6l¢iimlerinin,
P.aeruginosa ATCC 27853’e gore oranlari (%) (x= P.aeruginosa ATCC 27853’e gore
oranlari, y=sus sayist).

Safranin ve kristal viole kullanilarak yapilan 24 saatlik biofilm ol¢iimleri,
istatistiksel olarak yapilan korelasyon testleriyle birbirleriyle uyumlu bulundu

(% safranin 24 saat= 23,61 + 1,37 X % kristal viole24 saat “r2=0.7”) (Sekil 10).

Sekil 10: 24 saatlik biofilm 6l¢iimlerinin karsilastirmali regresyon egrisi (x= Kristal viole
kullanilarak yapilan 24 saatlik biofilm absorbans olg¢iimlerinin P.aeruginosa ATCC
27853’e gore orani, y= safranin kullanmlarak yapilan 24 saatlik biofilm absorbans
Olctimlerinin P.aeruginosa ATCC 27853’e gore orant).
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Safranin kullanilarak yapilan 48 saatlik biofilm absorbans 6Ol¢iimleri
sonrasinda, suslarin 57 tanesinin (%39,3), P.aeruginosa ATCC 27853’den elde
edilen absorbansin %50’si ve altinda, 35 tanesi (%23,4), %50-%100’u arasinda,
23 tanesi (%15,3), %100-%150’si arasinda, 12 tanesi (%8), %150-%200’i
arasinda, 7 tanesi (%4.,7), %200-%250 arasinda ve 14 tanesi de (%9,3),
%250’sinden yiiksek absorbans verdi. 56 sus ATCC 27853’iin %100’iinden fazla
absorbans verdi (Tablo 3, Sekil 11).

Tablo 3: Safranin kullanilarak yapilan 48 saatlik biofilm absorbans dl¢iimlerinin,
P.aeruginosa ATCC 27853’e gore oranlar1 (%)

ATCC’ye gore Biofilm iireten sus Biofilm iireten
% orani sayisi suslarin yiizdesi

0-25 29 20,7
26-50 28 18,6
51-75 16 10,7
76-100 19 12,7
101-125 14 9,3
126-150 9 6,0
151-175 4 2,7
176-200 8 53
201-225 4 2,7
226-250 3 2,0
251> 14 9,3
Toplam 148 100
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Sekil 11: Safranin kullanilarak yapilan 48 saatlik biofilm absorbans oOl¢iimlerinin,
P.aeruginnosa ATCC 27853’e gore oranlari (%) (x=safranin kullanilarak yapilan 48
saatlik biofilm absobans Olclimlerinin P.aeruginosa ATCC 27853’den elde edilen

absorbans degerine oranlari, y=sus sayisi).

Kristal viole kullanilarak yapilan 48 saatlik biofilm Ol¢iimleri sonrasinda,
suslarin 64 tanesinin (%44), ATCC 27853 den elde edilen absorbansin %50’si ve
altinda, 34 tanesi (%22,7), %50-%100’1i arasinda, 25 tanesi (%16,6), %100-
9%150’si arasinda, 25 tanesi (%16,6), %150-%200’1 arasinda absorbans verdi. 50
sus, ATCC 27853’tin %100’tinden fazla absorbans verdi (Tablo 4, Sekil 12).
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Tablo 4: Kristal viole kullanilarak yapilan 48 saatlik biofilm absorbans oOlc¢timlerinin,
P.aeruginosa ATCC 27853’e gore oranlari (%)

ATCC’ye gore Biofilm iireten sus Biofilm iireten
% orani sayisl suslarin yiizdesi
0-25 48 33,3
26-50 16 10,7
51-75 22 14,7
76-100 12 8,0
101-125 15 10,0
126-150 10 6,6
151-175 7 4,7
176-200 18 12,0
Toplam 148 100,0
y
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Sekil 12: Safranin kullanilarak yapilan 48 saatlik biofilm absorbans oOl¢iimlerinin,
P.aeruginosa ATCC 27853’e gore oranlart (%) (x= Kristal viole kullanilarak yapilan 48
saatlik biofilm absorbans Ol¢limlerinin P.aeruginosa ATCC 27853’den elde edilen

absorbansa oranlari, y= sus sayisi).
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Safranin ve kristal viole kullanilarak yapilan 48 saatlik biofilm ol¢iimleri,
istatistiksel olarak yapilan korelasyon testleriyle birbirleriyle uyumlu bulundu

(% safranin 48 saat= 3,58 + 1,76 X % kristal viole 48 saat “r2=0,886”) (Sekil 13).

1SLEN

o
} o
1 - o o
o
SHm -
-, o E

Sekil 13: 48 saatlik biofilm absorbans dl¢iimlerinin karsilastirmali regresyon egrisi (x=
Kiristal viole kullanilarak yapilan 48 saatlik absorbans 6l¢timlerinin P.aeruginosa ATCC
27853’den elde edilen absorbans degerine oranlari, y= safranin kullanilarak yapilan 24
saatlik biofilm absorbans ol¢iimlerinin P.aeruginosa ATCC 27853’den elde edilen

absorbans degerine oranlari).

P.aeruginosa ATCC 27853’den elde edilen absorbans degeri esas alinarak,
bu degerin iizerinde tesbit edilen biitiin 6l¢iimler pozitif olarak kabul edildiginde,
kristal viole kullanilarak yapilan 24 saatlik 6l¢iimler sonrasinda suslarin 67 tanesi
(%45) kuvvetli biofilm olustururken, 81 tanesi (%55) diisiikk diizeyde biofilm
olusturdu. Safranin kullanilarak yapilan Sl¢iimlerde ise suslarin 87 tanesi kuvvetli
(%58,4) biofilm olustururken, 61 tanesinin (%41,6) diisiik diizeyde biofilm
olusturdugu tesbit edildi. Safranin kullanilarak yapilan ol¢iimlerde, 21 tane sus

(%25,6) biofilm {iiretimi agisindan kuvvetli pozitif olarak tesbit edilmesine
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ragmen, bu suslar kristal viole kullanilarak yapilan olciimlerde diisiik diizeyde
tesbit edildi. 66 sus (%75,9) her iki yontemle de pozitif olarak bulundu. Safranin
kullanilarak yapilan 6lctimlerde negatif olarak saptanan sadece 1 sus, kristal viole
kullanilarak yapilan ol¢iimlerde pozitif olarak tesbit edildi (Tablo 5). 24 saatlik
biofilm iiretimi bakimindan her iki yontem karsilastirildiginda aralarindaki uyum

anlamli bulundu (p=0,001).

Tablo 5: Kristal viole ve safranin kullanilarak yapilan 24 saatlik biofilm absorbans

Olctimlerinin karsilagtirilmasi

Safranin kullanilan Kristal Viole kullamlan Toplam
24 saatlik olciim 24 saatlik dl¢iim n %
Zayif biofilm  Kuvvetli biofilm
Zayif  biofilm 60 (%41,0) 1 (%0,5) 61 (%41,5)

Kuvvetli biofilm 21 (%14,0) 66 (%44.,5) 87 (%58.5)

Toplam n (%) 81 (%55,0) 67 (%45,0) 148 (%100)

Kristal viole kullanilarak yapilan 48 saatlik Ol¢iimler sonrasinda 49 sus
(%33) biofilm iiretimi acisindan kuvvetli pozitif olarak tespit edilirken, 99 sus
(%67) zayif olarak tesbit edildi. Safranin kullanilarak yapilan 48 saatlik olctimler
sonrasinda ise 56 sus (%38) kuvvetli pozitif, 92 sus (%62) zayif olarak tesbit
edildi. Kristal viole kullanilarak yapilan 6l¢iimler sonrasinda zayif olarak saptanan
12 tane sus safranin kullanilarak yapilan ol¢iimlerde kuvvetli pozitif olarak tesbit
edilirken; 5 tane sus da kristal viole ile kuvvetli pozitif olarak tesbit edilirken,
safranin ile yapilan 6l¢iimler sonrasinda zayif olarak saptandi (Tablo 6). 48 saatlik
biofilm iiretimi bakimindan her iki yontem karsilastirildiginda aralarindaki uyum

istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=<0,001).
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Tablo 6: Kristal viole ve safranin kullanilarak yapilan 48 saatlik biofilm absorbans

Olctimlerinin karsilagtirilmasi

Safranin kullanilan Kristal viole kullanilan Toplam
48 saatlik Ol¢iim 48 saatlik olciim n %
zayif biofilm  kuvvetli biofilm
Zayif  biofilm 87 (%59,0) 5 (%3,0) 92 (%62)
Kuvvetli  biofilm 12 (%8,0) 44 (%30,0) 56 (%38)
Toplamn (%) 99 (%67,0) 49 (%33,0) 148 (%100)

Kristal viole kullanilarak yapilan 24 ve 48 saatlik olctimler karsilagtirildig
zaman suglardan 69 tanesi (%47) her iki zamanda da zayif biofilm olusturdular.
12 sus (%8) 24 saatte zayif biofilm olusturmasina ragmen, 48 saat sonunda
kuvvetli biofilm olusturduklar tesbit edildi. Bunun aksine 29 (%19) tane sus da
24 saatte kuvvetli biofilm olustururken siire 48 saate uzatildiginda biofilm
olusturma oranlar zayifladi. 38 tane sus (%26) hem 24 saat hem de 48 saatlik
Olctimler sonrasinda kuvvetli biofilm olusturdular (Tablo 7). Biofilm olusturma
acisindan 24 ve 48 saatlik degerler birbirleriyle karsilastirildiklarinda aradaki fark
anlamli bulundu (p=<0,001).

Tablo 7: Kristal viole kullanilarak yapilan 24 ve 48 saatlik biofilm absorbans

Olctimlerinin karsilagtirilmasi

Kristal viole kullamlan Kristal viole kullamlan Toplam
24 saatlik o6lciim 48 saatlik ol¢iim n %
Zayif biofilm Kuvvetli biofilm
Zay1f biofilm 69 (% 47,0) 12 (%8,0) 81  (%55,0)
Kuvvetli biofilm 29 (% 19,0) 38 (%26,0) 67  (%45,0)
Toplam n (%) 98 (% 66,0) 50 (%34,0) 148 (%100,0)
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Safranin kullanilarak yapilan 24 ve 48 saatlik Olgiimler karsilastirildigi
zaman ise suslardan 51 tanesi (%35) her iki zamanda da zayif biofilm
olusturdular. 10 sus (%7) 24 saatte zayif biofilm olusturmasina ragmen, 48 saatin
sonunda kuvvetli biofilm olusturdu. Bunun aksine 40 (%27) tane sus da 24 saatte
kuvvetli biofilm olustururken 48 saat sonunda biofilm olusturma oranlar
zayifladi. 47 tane sus (%31) hem 24 saat hem de 48 saatlik 6lciimler sonrasinda
kuvvetli biofilm olusturdular (Tablo 8). Biofilm olusturma agisindan 24 ve 48
saatlik degerler birbirleriyle karsilastirildiklarinda aradaki fark istatistiksel olarak

anlamli bulundu (p=<0,001).

Tablo 8: Safranin kullanilarak yapilan 24 ve 48 saatlik biofilm absorbans

Olctimlerinin karsilagtirilmast

Safranin kullanilan Safranin kullanilan Toplam
24 saatlik ol¢iim 48 saatlik ol¢iim n /)
Biofilm zayif Biofilm kuvvetli
Zayif biofilm 51 (% 35,0) 10 (%7,0) 61 (%42,0)
Kuvvetli biofilm 40 (% 217,0) 47 (%31,0) 87 (%58,0)
Toplam n (%) 91 (% 62,0) 57 (%38,0) 148  (%100,0)

Biofilm olusumu ve orneklerin izole edildigi bolgeler arasindaki iliski
degerlendirildiginde; calisma kapsamina alinan yara Orneklerinin 24 saatlik
Olctimlerde, kristal viole kullanarak %65,5’ 1 ATCC 27853’den fazla biofilm
olustururken, safranin kullanarak bu oran %72,4 bulundu. 48 saatlik yapilan
Olctimlerde ise, kristal viole kullanilarak bu oran %31,0’a, safranin kullanilarak
ise %34,4’e diistii. Balgam orneklerinde ise kristal viole kullanarak yapilan 24
saatlik oOlctimlerde %63,6’lik bir pozitiflik saptanirken, safranin kullanilarak bu
deger %72,2 bulundu. Kristal viole ve safranin kullanarak yapilan 48 saatlik
Olctimler sonucunda ise sirasiyla %54,5 ve %63,6 oraninda pozitiflik saptandi.
Calisma kapsamina dahil edilen en kalabalik grup olan trakeal aspirat orneklerde

ise, 24 saatlik yapilan safranin dl¢timlerinde %38.9 pozitiflik saptanirken, kristal
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viole kullanilan Olciimlerde %27,1 pozitiflik saptandi. Kristal viole ve safranin
kullanilan 48 saatlik Olciimlerde sirasiyla %25.,4 ve %30,5 pozitif degerler elde
edildi (Tablo 9). Biofilm olusumu agisindan Ornek alinan bolgeler

karsilastirildiginda aradaki fark anlamsiz bulundu (p=0,10).

Tablo 9: Orneklerin alindig1 bolgelerle biofilm iiretiminin iliskisi

ATCC’ye gore Trakea Balgam Idrar Yara Diger
biofilm olusumu n % n % n % n % n %
Kristal viole 24 saat
kuvvetli 16 271 7 636 13 464 19 655 10 588
zayif 43 72,9 4 364 15 53,6 10 345 7 41,2
Safranin 24 saat
kuvvetli 23 389 8 727 16 571 21 724 13 764
zaytf 36 61,1 3272 12 429 8 27.6 4 236
Kristal viole 48 saat
kuvvetli IS 254 6 545 12 429 9 310 3 176
zayif 44 74,6 5 455 16 571 20 69,0 14 824
Safranin 48 saat
kuvvetli 18 305 7 636 14 500 10 34.4 6 352
zayif 41 695 4 364 14 500 19 656 11  64.8

2-Biofilm iiretimi ve antibiyotik duyarliliklari:

Biofilm iiretimleri ve disk difiizyon yontemiyle tespit edilen antibiyotik

duyarlhiliklar arasindaki iligki Tablo 10’da gosterilmistir.

Cesitli klinik 6rneklerden elde edilen 148 susun, hem kristal viole hem

safranin  kullanmilarak

tespit

edilen

saatlik  biofilm

Olctimleriyle,

antipseudomonal etkinligi olan 12 antibiyotige karsi disk diflizyon yontemiyle

41



tesbit edilen diren¢ durumlarn karsilastirildigi zaman istatistiksel olarak anlam
bulunamadi. Kristal viole kullanilarak yapilan 48 saatlik Olciimlerde, biofilm
tiretimi ve gentamisine karsi gelisen direnc arasindaki iligki istatistiksel olarak
anlamhiydr (p=0,001). Benzer sekilde safranin kullanilarak yapilan 48 saatlik
Olctimler sonrasinda da gentamisin direnci ve biofilm {iiretimi arasindaki iligki
anlamli bulundu (p=0,002). Diger antibiyotiklere kars1 gelisen direng ile biofilm

tiretimleri arasinda iligki saptanamadi.

Safranin kullanilarak yapilan 48 saatlik biofilm 6l¢iimlerinde, P.aeruginosa
ATCC 27853’e oranla daha fazla biofilm {irettigi saptanan 56 (%37,8)
P.aeruginosa susunun 33 tanesinin (%58,9) gentamisine direngli, 23 (%41,1)
tanesinin de duyarli oldugu saptandi. P.aeruginosa ATCC 27853’e oranla daha az
biofilm olusturan 91 (%65,2) susun ise 29 (%31,8) tanesi gentamisine
direncliyken, 62 (%68,2) tanesi duyarliydi. Kristal viole kullanilarak yapilan 48
saatlik ol¢iimlerde ise, P.aeruginosa ATCC 27853’e oranla daha fazla biofilm
tireten 50 (%33,7) P.aeruginosa susunun 30 (%60) tanesi gentamisine
direngliyken, 20 (%40) tanesi duyarliydi. P.aeruginosa ATCC 27853’e oranla
daha az biofilm olusturan 98 (%66,3) susun ise 32 tanesi (%32,6) gentamisine
direncliyken, 66 tanesi (%67,4) ise duyarliydi.
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Tablo 10: Biofilm iiretimleri ve disk difiizyon yontemiyle tespit edilen antibiyotik

duyarlhiliklart arasindaki iligki

ATCC’ye gore Safranin 24 saat  Kristal V. 24 saat Safranin 48 saat  Kristal V. 24saat
biofilm olusumu Var Yok Var Yok Var Yok Var Yok
Pip D 65 36 50 51 44 57 40 61
R 21 26 17 30 12 34 10 37
Gn D 53 33 41 45 23 62 20 66
R 33 29 26 36 33 29 30 32
Caz D 59 27 44 42 33 52 31 55
R 27 35 23 39 23 39 19 43
Cfp D 40 22 28 34 24 37 23 39
R 46 40 39 47 33 54 27 59
Fep D 51 32 41 42 34 48 32 51
R 35 30 26 39 22 43 18 47
imp D 69 41 54 56 45 64 32 66
R 17 21 13 25 11 27 24 25
Ak D 61 38 46 53 32 66 28 71
R 25 24 21 28 24 25 22 27
Tob D 61 28 46 43 33 55 32 57
R 25 34 22 38 23 36 18 41
Cip D 67 36 51 52 40 62 37 66
R 19 26 16 29 16 29 13 32
Atm D 62 40 47 55 34 67 30 72
R 24 22 20 26 22 24 20 26
Tzp D 63 40 49 54 43 59 39 64
R 23 22 18 27 13 32 11 34

(Pip= piperasilin, Gn= gentamisin, Caz= seftazidim, Cfp= sefaperazon, Fep=
sefepim, 1mp= imipenem, Ak= amikasin, Tob= tobramisin, Cip= siprofloksasin,
Atm= azitromisin, Tzp=tazobaktam, D= duyarli, R= direnc¢li, Krisital V.= Kristal

viole)

3-Calisilan antibiyotiklerin (ciprofloksasin, moksifloksasin, levofloksasin)
sub MIK konsantrasyonlarinda biofilm olusumu:

Calisma kapsamina dahil edilen, P.aeruginosa ATCC 27853’e gore iyi
biofilm olusturdugu tespit edilen 10 susun MIK degerleri, standart diliisyon
yontemiyle, ciprofloksasin i¢in 0,5-16 pg/ml, levofloksasin icin 2-16 pg/ml,

moksifloksasin icin ise 4-16 pg/ml araliginda saptandi.
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MIK/2, MiK/4, MIK/8 konsantrasyonlarda antibiyotik iceren tiiplerdeki
biofilm olusumu, 24 ve 48 saatlik uygulamalar sonrasinda, kristal viole
kullanilarak saptanan absorbans degerleri Tablo 11°de gosterilmistir. Calisma
sonucunda her 3 antibiyotigin de, sub MIK konsantrasyonlarda, antibiyotiksiz
durum ile karsilastirildiginda, biofilm yapimini doz bagimli olarak azalttig
gosterildi. 10 sus icin bulunan absorbans degerlerinin ortalamasina bakildigi
zaman, 24 saat icin ciprofloksasinin MiK/2 konsantrasyonda, kontrol olarak
kullanilan antibiyotiksiz tiipiin %18,5’1 kadar, MiK/4 kosantrasyonda %39,0’1
kadar, MIK/8 konsantrasyonda ise %52,3’ii kadar absorbans verdigi saptandi.
Levofloksasin, MIK/2 konsantrasyonda kontroliin %23,3’ii kadar, MIiK/4
konsantrasyonda %31,2’si kadar, MIK/8 konsantrasyonda %49,2’si kadar
absorbans verdi. Moksifloksasin ise MIK/2 konsantrasyonda kontroliin %43,0’1
kadar, MiK/4 konsantrasyonda %61,2’si kadar, MIK/8 konsantrasyonda %80,6’s1
kadar absorbans verdigi bulundu. 48 saatlik antibiyotik uygulamasi sonrasinda
sonuglar degerlendirildigi zaman ise, 10 sus i¢in ortalama olarak ciprofloksasin
MIK/2 konsantrasyonda kontroliin %31,0’1 kadar, MIK/4 konsantrasyonda
%49,7°si kadar, MIK/8 konsantrasyonda %355,0’1 kadar absorbans verdi.
Levofloksasin MIK/2 konsantrasyonda kontroliin  %42,0’1 kadar, MIiK/4
konsantrasyonda %356,7’si kadar, MIK/8 konsantrasyonda ise %64,8’1 kadar
absorbans verdi. Moksifloksasin ise MIK/2 konsantrasyonda kontroliin %49,8’i
kadar, MIK/4 konsantrasyonda %63,0’1 kadar, MIK/8 konsantrasyonda ise
%90,0’1 kadar absorbans verdi. 24 ve 48 saatlik antibiyotik uygulamalari
sonrasinda elde edilen ortalama absorbanslar degerlendirildigi zaman, 48 saatlik
degerlerin her 3 antibiyotikte ve tiim dozlarda 24 saatlik degerlerden yiiksek
oldugu saptandi. Absorbans ol¢iimii yapilan her iki zamanda da, ciprofloksasin
MIK/2 konsantrasyonda, biofilm olusumunu en etkin olarak azaltan antibiyotik
olmustur. Moksifloksasin ise ¢alismaya dahil edilen 3 kinolon arasinda, her iki
zamanda da, sub MIK konsantrasyonlarda biofilm yapimma en az etkili
antibiyotik oldugu gosterildi. Calismanin sonuglari, farkli zamanlarda yapilan 3

tekrar ile dogrulandi.
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3 antibiyotigin, MiK/2-MIK/4 konsantrasyonlarda 24 saat uygulanmasi
sonucunda, biofilm gelisimi iizerine etkileri karsilastirlldigi zaman aradaki fark
anlaml1 bulundu (p=0,032). Benzer sekilde MiK/4-MIK/8 (p=0,012) ve MIK/2-
MIK/8 (p=<0,01) konsantrasyonlarda 24 saat uygulama sonucunda biofilm
gelisimi lizerine etkiler karsilastirildigr zaman da, aradaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulundu. 48 saat sonunda ise, MIK/2 konsantrasyonda antibiyotik
uygulamalarinin biofilm gelisimi iizerine etkisi ile MIK/8 konsantrasyonda
antibiyotik uygulamalarinin biofilm gelisimi {izerine etkisi karsilastirildiginda
aradaki fark anlamli bulunurken (p=<0,001), MiK/4-MIiK/8 (p=0,296) ve MIK/2-
MIiK/4 (p=0,073) konsantrasyonlarda antibiyotik uygulamalarmin biofilm gelisimi

tizerine etkileri arasindaki fark anlamsiz bulundu.

24  saat antibiyotik uygulamasi  sonrasinda, MIK/2, MIiK/4
konsantrasyonlarda, biofilm olusumuna etki acisindan antibiyotikler arasindaki
iliskiye bakildig1 zaman, ciprofloksasin ve levofloksasin arasindaki fark anlamsiz
bulunurken (p=0,278) , bu iki antibiyotigin moksifloksasin ile olan farki
anlamliyd: (p=0,022). MiK/8 konsantrasyonda ise antibiyotikler arasinda var olan

fark istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (Tablo 11).

48 saat sonunda ise, antibiyotiklerin MIK/2, MIiK/4 ve MIK/8
konsantrasyonlarda, biofilm olusumuna etki agisindan bakildiginda, aralarindaki

fark istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (Tablo 12).
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Tablo 11: Sub MIK dozlarda 24 saat uygulanan antibiyotiklerin biofilm olusumuna
etkisi

MiK MIiK/2 MiK/4 MIK/8 Aby’siz
pg/ml  abs (%) abs (%) abs %  abs
Susl Cip | 033 1,5 980 455 1351 628 2270
Mok 16 359 166 895 41,6 1.619 753 2.045
Lev 2 338 15,7 533 247 751 349 2.137
Sus2 Cip 2 064 44 212 146 237 163 1418
Mok 16 417 2877 873 60,2 1.145 79,0 1.455
Lev 8 239 16,5 337 232 1.058 73,0 1.473
Sus3 Cip 2 183 10,0 .369 20,1 956 52,2 1.974
Mok 8 401 21,9 733 40,0 1.028 56,2 1.515
Lev 4 259 14,1 434 23,7 931 50,9 1.997
Sus4 Cip 1 356 67,0 469 88,3 532 100,0 538
Mok 16 359 67,6 530 99,8 S14 96,7 .546
Lev 2 259 48,7 260 48,9 254 47,8 510
Sus5 Cip 0.5 014 2,1 537 833 .654 101,0 597
Mok 16 541 84,0 731 1130 753 1160 738
Lev 4 102 15,8 106 164 113 17,5 .597
Sus6 Cip 1 273 248 340 30,9 342 31,1 1.134
Mok 8 540 49,1 650 59,1 758 69,0 1.038
Lev 2 339 30,8 342 31,1 .356 32,4 1.122
Sus7 Cip 4 256 33,9 300 39,8 .392 52,0 735
Mok 4 311 41,3 336 44,6 450 59,7 748
Lev 4 256 33,9 360 47,8 .409 54,3 776
Sus8 Cip 1 200 21,2 327 34,7 400 42,5 .909
Mok 16 471 50,0 486 51,7 1.186 126,0 1.011
Lev 8 131 139 204 21,7 288 30,6 .900
Sus9 Cip 0.5 d42 17,7 149 18,5 .350 43,6 .815
Mok 16 283 352 429 534 763 95,0 799
Lev 16 150 18,7 170 21,1  .379 47,2 793
Susl0 Cip 16 150 9,7 232 15,1 .339 22,0 1.508
Mok 8 555 36,1 .645 41,9 722 47,0 1.406
Lev 16 391 254 823 535 .895 58,0 1.696

*%’lik degerler, sub MIK konsantrasyonlarda elde edilen absorbans
degerlerinin, antibiyotiksiz durumda elde edilen ortalama absorbans degerine
oranlanmasiyla elde edilmistir.

* Aby’siz= antibiyotiksiz, Cip= ciprofloksasin, Mok= moksifloksasin, Lev=

levofloksasin

46



Tablo 12: sub MiK dozlarda 48 saat uygulanan antibiyotiklerin biofilm olusumuna etkisi

mik Mik/2 Mik/4 Mik/8 Aby’siz abs
pg/ml  abs %  abs % abs Vi
Susl Cip 1 387 293 1.057 80,2 1.110 84,2 1.741
Mox 16 381 289 1.107 84,0 1.700 129,0 1.200
Lev 2 465 353 603 457 727 55,2 1.010
Sus2 Cip 2 250 263 598 63,1 965 101,9 909
Mox 16 617 65,1 655 69,1 1.062 1120 982
Lev 8 387 40,8 658 694  .849 89,6 950
Sus3 Cip 2 104 84 247 20,1 364 29,6 1.260
Mox 8 219 178 279 22,7 391 83,8 1.150
Lev 4 229 18,6 250 20,3 .259 21,1 1.270
Susd Cip 1 205 456 232 51,6 241 53,6 460
Mox 16 220 489 245 62,1 432 73,9 432
Lev 2 219 4877 154 342 191 42,5 456
Sus5 Cip 05 Jd64 302 217 399 321 59,0 .540
Mox 16 332 61,1 375 69,0 501 92,2 .550
Lev 4 224 412 250 46,0 276 50,8 .540
Sus6 Cip 1 143 19,6 249 342 374 51,5 .603
Mox 8§ 250 344 373 51,3 610 84,0 .892
Lev 2 204 28,0 225 30,9 .307 422 .683
Sus7 Cip 4 163 269 351 58,0 .358 59,1 .608
Mox 4 262 433 406 67,1 454 75,0 598
Lev 4 232 383 385 63,6 .391 64,6 .610
Sus8 Cip 1 212 38,1 367 66,0 .400 71,9 557
Mox 16 355 638 398 71,5 542 97,4 .566
Lev 8 254 456 353 63,8 .397 71,4 .545
Sus9 Cip 0.5 256 57,5 377 84,7 398 89,4 423
Mox 16 338 759 396 88,9 406 91,2 464
Lev 16 277 622 355 79,7 378 84,9 450
Susl0 Cip 16 420 30,0 .634 454 744 53,2 1.490
Mox 8 832 595 1.162 83,2 1.220 87,3 1.487
Lev 16 429 30,7 567 40,6 .676 48,4 1.212

*%’lik degerler, sub MIK konsantrasyonlarda elde edilen absorbans
degerlerinin, antibiyotiksiz durumda elde edilen ortalama absorbans degerine
oranlanmastyla elde edilmistir

* Aby’siz= antibiyotiksiz, Cip= ciprofloksasin, Mok= moksifloksasin, Lev=

levofloksasin
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4-Calisilan antibiyotiklerin (ciprofloksasin, moksifloksasin, levofloksasin),
olusmus olan biofilm iizerine etkileri:

Biofilm olusturmus bakteriler iizerine kinolon grubu 3 antibiyotigin
etkinligi, daha onceden tarif edildigi sekilde, P.aeruginosa ATCC 27853’e gore iyi
biofilm olusturdugu tespit edilen 6 P.aeruginosa susu ve %50-%100’i arasinda
biofilm olusturan 4 sus olmak iizere toplam 10 P.aeruginosa susu kullanilarak
denendi. Elde edilen BIK degerleri ve aym suslarin MIiK degerlerinin
karsilagtirmas1 Tablo13’de gosterilmistir. Buna gore 10 sus i¢in, ciprofloksasinin
ortalama MIK degeri 2,9 pg/ml bulunurken, ortalama BIK degeri %34,5’luk bir
artis gostererek 3,9 pg/ml bulundu. Levofloksasinin ortalama MIK degeri 6,6
pg/ml bulunurken, BIK degeri %130’luk bir artisla 15,2 pg/ml bulundu.
Moksifloksasinin ortalama MIK degeri ise 12,4 pg/ml bulunurken, BIK degeri
%161°1ik artisla 32,4 pg/ml bulundu. Bu sonuglar dogrultusunda, denenen kinolon
grubu antibiyotikler arasinda, biofilm {izerine en etkili olan1 ciprofloksasin

olurken, en az etkili olanin ise moksifloksasin oldugu saptandi.

Tablo 13: Antibiyotiklerin BIK-MIK degerlerinin karsilastiriimasi

ornek MIK (pg/ml) BIK(pg/ml)
CIP MOK LEV CIP MOK LEV

Sus-1 1 16 2 4 64 16
Sus-2 2 16 8 4 32 8
Sus-3 2 8 4 2 32 8
Sus-4 1 16 2 2 16 4
Sus-5 0.5 16 4 0.5 64 4
Sus-6 1 8 2 1 16 4
Sus-7 4 4 4 8 4 16
Sus-8 1 16 8 1 32 32
Sus-9 0.5 16 16 0.5 32 16
Sus-10 16 8 16 16 32 32

*Cip= ciprofloksasin, Mok= moksifloksasin, Lev= levofloksasin
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5-Alginat iiretimi:

Alginat tretimi, dironik asitin karbazol kullamilarak tesbiti esasina gore,
kullanilan mikroplatelerin 100 ‘C 1siya dayanamamasi sebebiyle, mikroplate
yonteminin tiipe uyarlanmasi seklinde, spektrofotometrik absorbans ol¢iimii
yapilarak saptandi. Sonuglar, kontrol susu olarak kullanilan P.aeruginosa ATCC
27853 ‘den elde edilen absorbans degeri esas alinarak, diger suslardan elde edilen
absorbans degerlerinin bu degere oranlanmasi seklinde yorumlandi. Buna gore
calisma kapsamina alinan 148 P.aeruginosa susunun 13 tanesi ATCC 27853 ‘den
elde edilen absorbans degerinin %350’si ve altinda, 41 tanesi %50-%100’u
arasinda, 35 tanesi %100-%150’si arasinda ve kalan 59 tanesi de %150’sinden

fazla absorbans verdi (Tablo 14).

Tablo 14: Alginat iiretiminin P.aeruginosa ATCC 27853 ‘e gore yiizdelik oranlari

ATCC’ye gore Alginat iireten sus Alginat iireten

% orani sayisl suslarin yiizdesi
0-25 3 2,0
26-50 10 6,7
51-75 15 10,0
76-100 26 18,0
101-125 17 11,3
126-150 18 12,0
151-175 11 7,0
176-200 20 13,4
201-225 6 4,0
226-250 6 4,0
251> 16 11,6
Toplam 148 100,0

Standartlar kullanilarak olusturulan kalibrasyon egrisine gore 148
P.aeruginosa susunun 24 saat sonunda irettigi alginat, ug/ml cinsinden
hesaplandi. Bulunan alginat konsantrasyonlar1 0,4-6.9 pg/ml araligindaydi

(ortanca=1,5 pg/ml).
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P.aeruginosa ATCC 27853’den elde edilen alginat konsantrasyon degeri
esas alinarak, bu konsantrasyonun iizerindeki degerler kuvvetli pozitif olarak
kabul edildiginde, 148 P.aeruginosa susunun 95 tanesinin (%64) kuvvetli alginat

irettigi, kalan 53 susun (%36) zayif alginat iirettigi saptandi.

Biofilm olusturma oranlart ve alginat {retimleri arasinda iliski
karsilagtirlldigi  zaman, kristal viole kullanilarak yapilan Olgiimlerle 148
P.aeruginosa susunun 66 tanesinin (%45) ATCC 27853’ye gore daha fazla biofilm
trettigi, 82 tanesinin (%S55) daha az irettigi saptandi. P.aeruginosa ATCC
27853’ye oranla daha fazla biofilm olusturan 66 susun 51 tanesi (%77) kuvvetli
alginat iiretirken, 15 tanesinin (%23) zayif alginat iirettigi saptandi. P.aeruginosa
ATCC 27853’ye oranla daha az biofilm olusturan 82 susun ise 45 tanesi (%55)
kuvvetli alginat iiretirken 37 tanesi (%45), ATCC 27853’den daha az alginat iiretti
(Tablo 15). Kristal viole kullanilarak saptanan 24 saatlik biofilm oranlan ile

alginat iiretimi arasindaki iligki isatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,007).

Safranin kullanilarak yapilan Olciimlerde 148 susun 86 tanesinin (%58)
ATCC 27853’ye gore daha fazla biofilm olusturdugu, kalan 62 tanesinin (%42)
ise daha az olusturdugu saptandi. Biofilm olusturan 86 susun 62 tanesinin (%72)
kuvvetli alginat tirettigi, 24 tanesinin (%28) zayif alginat iirettigi saptandi. ATCC
27853’e kiyasla daha az biofilm olusturan 62 susun ise 33 tanesi (%53) kuvvetli
alginat lretirken 29 tanesi (%47) zayif alginat iretti (Tablo 15). Safranin
kullanilarak yapilan biofilm Olglimleriyle alginat iiretimi arasindaki iligki

istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,016).
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Tablo 15: Safranin ve kristal viole kullanilarak yapilan 24 saatlik biofilm absorbans

Olctimleriyle alginat liretiminin karsilastirilmasi

ATCC’ye gore ATCC’ye gore ATCC’ye gore alginat
biofilm iiretimi alginat iiretimi zayif iiretimi kuvvetli
n (%) n (%)
Kristal viole kuvvetli 15 (10) 51 (35)
24 saat
zayif 37 (25) 45 (30)
Safranin kuvvetli 24 (16) 62 42)
. 24 saat
zayif 29 (20) 33 (22)

Alginat olusturma oranlariyla, antibiyotik duyarliliklar arasinda iliski Tablo
16’da gosterilmistir. Buna gore antipseudomonal etkinligi olan 13 antibiyotige
direng ile alginat iiretimi arasinda istatistiksel bir anlam bulunamadi. Biofilm
olusturma oranlar1 ve antibiyotik direnci arasinda iliski bulunan tek antibiyotik
olan amikasinde, duyarli olan 88 susun 60 tanesi (%68) P.aeruginosa ATCC
27853’e gore daha fazla alginat olustururken, 28 tanesi ise (%32) daha az alginat
olusturdu. Amikasine direncli olan 30 susun ise 27 tanesi (%90) P.aeruginosa
ATCC 27853’den daha fazla alginat iiretirken, 13 tanesi (%10) daha az alginat
tiretti. Alginat iiretim oranlariyla amikasin direnci arasindaki iliski istatistiksel

olarak anlamsiz bulundu (p=0,86).
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Tablo 16: Alginat iiretimi ile disk diffiisyon yontemiyle elde edilen antibiyotik
direnglerinin karsilagtirilmasi (D= duyarli, R= direncli, TZP= tazobaktam).

Antibiyotik ATCC’ye gore Alginat ATCC’ye gore Alginat
duyarhhgi iiretimi fazla iiretimi az
n (%) n %o
Piperasilin D 57 44,5 29 22,6
R 30 23,4 12 9,5
Seftazidim D 54 42,1 27 21,0
R 33 25,7 14 11,2
Sefaperazon D 36 28,1 17 13,2
R 51 39,8 24 18,9
Sefepim D 48 37,5 20 15,6
R 39 30,4 21 16,4
1mipenem D 65 50,7 24 21,8
R 22 17,1 13 10,4
Gentamisin D 52 40,6 22 17,1
R 35 27,3 19 15,0
Amikasin D 60 46,8 28 21,8
R 27 21,0 13 10,4
Tobramisin D 55 42,9 24 18,9
R 32 25,0 16 12,5
Ciprofloksasin D 57 44,5 28 21,8
R 30 23,4 13 10,3
Azitromisin D 62 48,4 32 25,0
R 25 19,5 9 7,1
TZP D 62 48,4 25 19,5
R 25 19,5 16 12,5
Sefotaksim D 27 21,0 15 11,9
R 60 46,8 26 20,3

6-Calisilan antibiyotiklerin (ciprofloksasin, moksifloksasin, levofloksasin)
sub MIK dozlarda alginat iiretimine etkisi:

Calisma kapsamina dahil edilen, P.aeruginosa ATCC 27853’e gore iyi
biofilm olusturdugu saptanmis 6 sus ve P.aeruginosa ATCC 27853’den elde
edilen absorbans degerinin %50-%100 arasinda absorbans veren 4 susun alginat
iiretim oranlarmin, sub MIK dozlarda antibiyotik uygulamasiyla iliskisi Tablo
17‘de  gosterilmistir. Buna gore, her 3 antibiyotigin de, sub MIK
konsantrasyonlarda alginat iiretimini, antibiyotiksiz duruma gore, doz bagiml

olarak arttirdig: tespit edildi. Her 3 antibiyotik icin MIK/2 konsantrasyonda elde
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edilen alginat iiretimi ile MIK/4 konsantrasyonda elde edilen alginat iiretimi
karsilastirlldigi zaman aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,01).
Benzer sekilde MIK/4-MIK/8 (p=0,017) ve MIK/2-MIiK/8 (p=0,000)
konsantrasyonlarda ki alginat {iiretimleri de birbirleriyle karsilastirildiginda
aradaki fark anlamli bulundu. Calisilan 3 antibiyotigin, her 3 konsantrasyon icin
de alginat iiretimine etkileri karsilastirildigi zaman antibiyotikler arasindaki fark
anlamsiz bulundu (p>0,05). Sonuclar, farkli zamanlarda yapilan 3 ayr ¢alisma ile

dogruland.

Tablo 17: sub MIK konsantrasyonlarda antibiyotiklerin alginat iiretimine etkisi

MiK MIiK/2 MiK/4 MIK/8 Aby’siz
(pg/ml) alg (pg/ml) alg (pg/ml) alg (pg/ml) alg (pg/ml)

Susl Cip 1 5,4 4,5 4,3
Mok 16 8,5 7.8 10,8 3,1
Lev 2 10,7 79 7.1

Sus2 Cip 2 5.2 2,4 2,9
Mok 16 10,4 5,0 5,0 2,1
Lev 8 4,1 2,7 3,1

Sus3 Cip 2 8,3 6,2 5,5
Mok 8 7.4 5.2 6,3 6,1
Lev 4 6,6 6.9 5,6

Sus4 Cip 1 11,1 7.8 6,5
Mok 16 12,7 11,6 9,5 2.8
Lev 2 10,1 8,5 6,5

Sus5 Cip 0,5 7.3 5.5 5.2 33
Mok 16 9.4 6,5 3,5 ’
Lev 4 5,0 3.3 3.9

Sus6 Cip 1 10,0 5.9 8,0
Mok 8 14,9 10,3 5,0 3,2
Lev 2 13,3 6,8 5,6

Sus7 Cip 4 7,9 7,1 2,8
Mok 4 17,1 8,3 3,7 2,9
Lev 4 10,4 7.5 3,1

Sus8 Cip 1 13,1 7.7 2,9
Mok 16 6.3 5,1 5,0 1,6
Lev 8 8,4 5,6 4,0

Sus9 Cip 0,5 7.3 5.5 53
Mok 16 12,6 8,7 4,1 4,0
Lev 16 8,8 7.7 5,5

Sus10 Cip 16 5,7 5,2 4.8
Mok 8 10,1 9,5 8,5 2,3
Lev 16 6,5 3,9 2,8

* Aby’siz= antibiyotiksiz, Cip= ciprofloksasin, Mok= moksifloksasin, Lev= levofloksasi
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TARTISMA

Dogada toprak ve sularda yaygin olarak bulunan Pseudomonaslar ic¢inde
insanlarda en sik karsilasilan tiir P.aeruginosa’dir. P.aeruginosa normal florada da
bulunabilmesine ragmen, hastane dis1 saglikli kisilerde Kolonizasyon nadirdir.
Cok diisiik oranlarda saglikli kisilerin deri, burun mukozasi, bogaz ve diskilarinda
kolonizasyon gozlenebilir. Hastaneye yatis kolonizasyonu belirgin oranlarda
arttirir, yanikli hastalarin derilerinde, mekanik vantilatore bagli hastalarin alt
solunum yolarinda, antineoplastik kemoterapi alan hastalarin gastrointestinal
sistemlerinde ve antibiyoterapi alan hastalarin herhangi bir viicut bolgesinde
kolonizasyon gozlenebilir. Saglikli hastane personelinin ellerinde de kolonizasyon

oldugu ve hastalik bulaginda 6nemli rolii oldugu bilinmektedir (1,2,3,5,84,85).

P.aeruginosa primer olarak nosokomiyal bir patojendir. Amerikan Hastalik
Kontrol ve Onleme Merkezi (Centers for Disease Control and Prevention-CDC-)
verilerine gore ABD’de dordiincii siklikta rastlanan nosokomiyal patojendir.
Hastane enfeksiyonlarinin  yaklasik  %10’unu  olustururlar. Nosokomiyal
pneumonilerin  basta  gelen nedenidir. Nosokomiyal iiriner  sistem
enfeksiyonlarinin  iigiincli, cerrahi yara enfeksiyonlarinin  besinci  ve
bakteriyemilerin sekizinci en sik etkenidir. P.aeruginosanin yanik yogun bakim
initelerinde nosokomiyal etkenler igerisinde birinci sirayr aldigi bilinmektedir

(7,86,87).

Ust solunum yollarinda kolonize olan P.aeruginosa siklikla alt solunum
yollarina ilerleyerek pneumoni olusturabilir. Entubasyon, solunum destegi, kronik
akciger hastaliginin olmasi, ventilatoriin bir haftadan uzun siire kullanilmasi
pneumoni olusumunu kolaylastirir. Kistik fibrozis hastalarinda meydana gelen,
P.aeruginosaya bagl gelisen kronik pneumoni bu hastalardaki en 6nemli mortalite
ve morbidite sebebi olmaktadir. Hastalik daha cok P.aeruginosanin mukoid

kokenleriyle meydana gelir (2,3,35,85,88).
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P.aeruginosa, immun sistemi baskilanmis hastalarda hayati tehdit eden
bakteriyemilere neden olabilir. Bu bakteriyemi nosokomiyal enfeksiyon seklinde
goriilir. Bakteriyemide primer odak her zaman saptanamamakla beraber,
genellikle iiriner sistem, gastrointestinal sistem, akciger, deri ve yumusak doku
enfeksiyonlar1 odak olusturabilir. Klinik tablo diger gram negatif sepsislerden
farkli olmamakla beraber, deride gozlenen ektima gangrenosum tarzinda lezyonlar
P.aeruginosa sepsisi i¢in patognomoniktir. Ektima gangrenosum klasik deri

lezyonudur, perirektal alanlarda aksillada ve kasiklarda sik¢a gozlenir (2,35).

P.aeruginosanin banyo kiiveti, dezenfektan soliisyon ve pomatlarda
tireyebilmesi yanik zemininde enfeksiyon gelismesini kolaylastirir. Yanik
zemininde gelisen P.aeruginosa enfeksiyonlarinin %50 sepsise yol acabilir

(2,3,35,85,87).

Penetran gz yaralanmalari, intraokiiler girisimler, kontakt lens kullanimi ve
lens soliisyonlar1 da, P.aeruginosaya baglh keratit, korneal iilserler ve endoftalmiye

neden olurlar (85,87).

Son yillarda P.aeruginosa enfeksiyonlarinin patogenezinde biofilm
olusumunun oOnemli rol oynadigr vurgulanmaktadir. bakteriyel biofilmler
bakteriler tarafindan {iretilen ve  mikrokolonilerin  etrafin1  ¢eviren
eksopolisakkaritlerden meydana gelir. Biofilm yapilar1 hidrofilik 6zellik gosterir
ve yapmin biiyiik bir kisminda su molekiilleri biitiinii olusturan esas maddedir.
bakteriyel hiicreler biofilm igerisine heterojen olarak dagilmistir ve total biofilm
voliimiiniin ancak %10-20’sini olustururlar. Kalan kisim polisakkarit tabakay1
penetre eden ilkel dolagim sistemine benzer yapida olan su kanallarindan meydana
gelir. Bu su kanallar1 biofilm bakterileri i¢in gerekli besin maddelerinin
tasinmasinda ve meydana gelen metabolik atiklarin uzaklastirilmasinda rol alirlar

(28,29,33,35).

Ik olarak Leeuwenhoek’un 17.YY’da disinden almis oldugu plaklar

icerisinde yasayan mikroorganizmalardan bahsetmesinden sonra, bugiin igin
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gelisen teknolojiden faydalanilarak yapilan detayli incelemelerle, bakterilerin
dogadaki sivisal ekosistemlerde farkli yiizeylere yapisarak ¢ogalmalarinin %99.9
biofilm araciligiyla oldugu gosterilmistir (89). Giiniimiizde derin yeralt1 sular1 ve
okyanusun derinlikleri hari¢ biofilmin tiim dogal ekosistemde olusabildigi kabul
edilmekte ve dogal kapak endokarditi, osteomyelit, kronik bakteriyel prostatit,
orta kulak enfeksiyonlari, tibbi implant enfeksiyonlar1 ve 6zellikle kistik fibrozisli

kronik akciger hastaliklariyla yakin iligkili oldugu bilinmektedir (28,29,33,35).

Calisma kapsamina cesitli klinik orneklerden izole edilen 148 Pseudomonas
aeruginosa susu dahil edilmistir. Bu suslarin 57 tanesi trakea orneklerinden
(%38,5), 31 tanesi idrar Orneklerinden (%20,9), 29 tanesi yara Orneklerinden
(%19,6), 11 tanesi balgam orneklerinden (%7,4) ve kalan 17 tanesi de (%11,4)

cesitli klinik 6rneklerden (kan, siiriintii, goz, vb.) izole edilmistir.

Biofilm gelisim siirecinin molekiiler diizenlenmesi ve antibiyotik direncinin
genetik temelleri farkli arastirmacilar tarafindan bir¢ok kez arastirilirken, cesitli
orneklerden elde edilen suslarin, biofilm {iretme oranlar1 hakkinda literatiirde
kisith sayida calisma mevcuttur. Dellissalde ve ark. farkli fenotipteki 162 klinik
P.aeruginosa izolatinda, biofilm iiretimi ile antibiyotik duyarliliklar1 ve plazmid
iceriklerini kargilastirdiklar1 c¢alismalarinda, biofilm dagilim degerlerine gore iki
farkli subpopiilasyon elde etmislerdir. Buna gore 162 susun 23 tanesinin (%14) 8
saat inkiibasyon sonrasinda biofilm olustururken, 13 susun (%8) 24 saat sonunda
biofilm olusturdugunu bulmuslardir. Suslardan sadece 5 tanesinin, her iki
zamanda da biofilm direttigini goOstermislerdir.  Arastiricilar  bu  iki
subpopiilasyonun biofilm iiretimi agisindan ¢ok kararli olmadiklarini, cesitli

cevresel faktorlerden etkilendiklerini de ¢alismalarinda belirtmislerdir (77).

Moskowitz ve ark. Kistik fibrozisli hastalardan elde ettikleri 96 izolat ile
cesitli yontemler kullanarak yaptiklart hassasiyet c¢alismalarinda, suslarin
%73 iinlin, 26 saat sonunda, kontrol susu olarak kullandiklar1 ATCC 27853 den

daha fazla absorbons verdigini bulmuslardir (90).
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Yassien ve ark. 4 farkli fluorokinolonun, mikrotiter plate ve vaskiiler katater
kesitlerinde olusmus olan P.aeruginosa biofilmlerine etkisini arastirdiklar
caligmalarinda, tiip yontemi kullanilarak klinik 6rneklerden elde edilen 50
P.aeruginosa susunun 20 tanesinin (%40), biofilm olusturdugunu gostermislerdir

(79).

Bu calismada, trakea, balgam, idrar, yara ve cesitli orneklerden elde edilen
148 P.aeruginosa susunun biofilm iiretim yetenekleri mikroplate yontemi ile 24 ve
48 saatlik siirelerde, kristal viole ve safranin kullanilarak calisilmistir. Klinik
orneklerden izole edilen pseudomonas izolatlarinin tamaminin biofilm {iretme
yeteneginde olmakla beraber, biofilm iiretim oranlarinda farkliliklar saptanmistir.
Tiim suslar, standart sus olarak kullanilan P.aeruginosa ATCC 27853 baz alinarak
degerlendirildiginde 24 saatlik biofilm olusturma orani kristal viole ile %45
bulunurken, safranin ile %58,4 bulunmustur. 48 saatlik yapilan 6l¢iimlerden sonra
ise, kristal viole ile yapilan Olgiimlerde %33,6 oraninda biofilm olusumu
gozlenirken safranin kullanilarak yapilan oOlgtimlerde %37,8 oraninda biofilm
olusumu saptanmistir. Her iki grup i¢in 24 ve 48 saatlik yapilan Olciimler
sonrasinda, aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunsa da (p=0,038), calisma
boyunca yapilan goézlemler sonucu olusan genel kani, biofilm iiretimi ac¢isindan
suglarin bireysel farklilik gosterdigi yoniindedir. Bu konuyla ilgili literatiirde olan
kisith sayidaki ¢alismalarin sonuglart arasinda bir uyum yoktur. Bu durum biofilm
olusum siirecinin ¢ok dinamik bir siire¢ olmasindan, 1s1, pH, ortamdaki besin
konsantrasyonu gibi cesitli cevresel faktorlerden etkilenebilmesinden ve ¢ok ana
hatlariyla benzer bir siire¢ olmasina ragmen, tiirler ve suslar arasinda olusum
basamaklar1 agisindan 6nemli farkliliklar iceriyor olmasindan kaynaklanabilecegi

diistiniilmiistiir (28,29,36,43).

Gelisen teknolojiyle beraber, deneysel biofilm caligmalarinda kullanilan
yontemlerin sayist da artmaktadir. Giiniimiizde in-vivo, in-vitro biofilm
calismalarinda, 151k mikroskobu, elektron mikroskobu ya da fluoresan mikroskop

kullanarak direkt sayim, canli hiicre sayim yontemleri, metabolik aktif boya
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maddeleri, radyokimyasallar siklikla kullanilmaktadir (54,91,93,94,95). Bu
calismada 148 P.aeruginosa susunun biofilm iiretim kabiliyetleri EPS’nin safranin
ve kristal viole kullanarak boyanmasi esasina gore karsilastirmali olarak
yapilmigtir. Literatiirde, safranin (95-98) ve kristal viole nin (77,79,90,99),
biofilm tespiti i¢in kullanildigr bircok calisma olmakla beraber, bu iki boyar
maddenin birbirlerine iistiinliiklerinden bahsedilmemektedir. Genel kani, biofilm
tespiti icin tiip yontemi tercih edilecekse safranin, mikroplate yontemi tercih
edilecekse kristal viole kullanma yoniindedir. Bu ¢alismada her iki boyar madde,

mikroplate yontemi kullanilarak denenmistir.

Kristal viole kullanilarak yapilan 24 saatlik 6l¢iimler sonrasinda suglarin 67
tanesi (%45) P.aeruginosa ATCC 27853’den fazla biofilm olustururken, 81
tanesinin (%355) daha az olusturdugu, safranin kullanilarak yapilan 6l¢iimlerde ise
suslarin 87 tanesinin (%58,4) ATCC 27853’den fazla biofilm olustururken, 61
tanesinin (%41,6) daha az olusturdugu bulunmustur (Tablo 5). Safranin
kullanilarak yapilan olctimlerde, 21 tane sus (%25,6) biofilm iiretimi acisindan
pozitif olarak tespit edilmesine ragmen, bu suslar kristal viole kullanilarak yapilan
Olctimlerde negatif olarak tespit edilmistir. 66 sus ise (%75,9) her iki yontemle de
pozitif olarak bulunurken, safranin kullanilarak yapilan dlctimlerde negatif olarak
saptanan sadece 1 sus, kristal viole kullanilarak yapilan ol¢iimlerde pozitif olarak
tespit edilmistir (Tablo 5). Kristal viole kullanilarak yapilan 48 saatlik ol¢timler
sonrasinda 49 sus (%33) biofilm iiretimi acgisindan pozitif olarak tespit
edilmisken, 99 sus (%67) negatif olarak tespit edilmistir. Safranin kullanilarak
yapilan 48 saatlik Olctimler sonrasinda ise 56 sus (%38) pozitif, 92 sus (%62)
negatif olarak tespit edilmistir (Tablo 6). Kristal viole kullanilarak yapilan
Olctimler sonrasinda negatif olarak saptanan 12 tane sus safranin kullanilarak
yapilan 6l¢iimlerde pozitif olarak tespit edilirken, 5 tane sus da kristal viole ile
pozitif olarak tespit edilirken, safranin ile yapilan Olctimler sonrasinda negatif
olarak saptanmustir (Tablo 6). Ancak her iki zaman i¢in yapilan ol¢iimler, ATCC
27853 baz alinarak degerlendirildiginde, uyum testleriyle, her iki boyar madde
uyumlu  bulunmustur  (p=0,001). Sonuglar yiizdelik dilimlere  gore

yorumlandiginda iki gruptan elde edilen degerler, iki zaman icin de korole
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bulunmustur (Sekill0, Sekil 13). Planktonik hiicreler ve biofilm olgunlagsma
donemi karsilastirildigi zaman, biofilm hiicrelerinin 800’den fazla, farkli protein
salgiladiklar1 bilinmektedir (64). Safranin ve kristal viole farkli molekiiler yapilari
geregi, farkli proteinlere afinite gosterebilirler. Safranin ve kristal viole hem
regresyon hem de kappa uyum testi kullanilarak yapilan analizlerle uyumlu
bulunmustur. Calisma sonucunda, mikroplate yontemi kullanilarak yapilan

biofilm ¢alismalarinda safraninin de kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Biofilm yapisindaki patojen mikroorganizmalarin meydana getirdigi
hastaliklar klinik ve halk saglig1 acisindan 6nemlidir. Biofilmlerin kistik fibrozis
hastalarinda meydana gelen kronik akciger enfeksiyonlari, otitis media,
periodontitis, kronik prostatit, dis ciiriikleri, osteomyelit ve 6zellikle idrar sondast,
santral venoz katater, okiiler implantlar, gibi medikal alet iliskili enfeksiyonlardan
sorumlu oldugu bilinmektedir. Pseudomonas biofilmleri 6zellikle ses telleri,
akciger yiizeyi, bobrekler, idrar yolu kataterleri, kalp kapakciklari, kulak
cihazlarindan izole edilirler (28,29,33,35,100).

Battan ve ark. (96), seftazidim ve piperasilinin neden oldugu oksidatif strese,
pseudomonas cinsi bakteri biofilmlerinin direncini arastirdiklar1 caligmalarinda,
iki tanesi kistik fibrozis, bir tanesi kistik fibrozis olmayan akciger ve bir tanesi de
idrar orneklerinden elde edilen 4 farkli pseudomonas susu kullanarak, tiip
yontemiyle biofilm olusumunu arastirmislar ve 24 saat sonunda kistik fibrozis
hastalarindan elde edilen biofilm oraninin diger orneklerden elde edilenlerden
daha fazla oldugunu gostermislerdir. Bu ¢alismada, 148 P. aeruginosa susunun 59
tanesi trakeal aspirat, 11 tanesi balgam, 28 tanesi idrar, 29 tanesi yara ve kalan 17
tanesi c¢esitli Orneklerden izole edilmistir. Calisma kapsamina alinan yara
orneklerinin 24 saatlik Ol¢iimlerde, kristal viole kullanarak %65,5’u ATCC
27853’den fazla biofilm olustururken, safranin kullanarak bu oran %724
bulunmustur. 48 saatlik yapilan ol¢iimlerde ise, kristal viole kullanilarak bu oran
%31’e, safranin kullanilarak ise %34,4’e diigmiistiir. Balgam orneklerinde ise
kristal viole kullanarak yapilan 24 saatlik Olgtimlerde %63,6’lik bir pozitiflik

saptanirken, safranin kullanilarak bu deger %72,2 bulunmustur (Tablo 9). Kristal
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viole ve safranin kullanarak yapilan 48 saatlik Olciimler sonucunda ise sirasiyla
%54,5 ve %63,6 oraninda pozitiflik saptanmistir. Calisma kapsamina dahil edilen
en kalabalik grup olan trakeal orneklerde ise, 24 saatlik yapilan safranin
Olctimlerinde %38,9 pozitiflik saptanirken, kristal viole kullanilan o6l¢iimlerde
%27,1 pozitiflik saptanmistir. Kristal viole ve safranin kullanilan 48 saatlik
Olctimlerde sirasiyla %25.,4 ve %30,5 pozitif degerler elde edilmistir (Tablo 9).
Biofilm olusumu acisindan 6rnek alinan bolgeler karsilastirildiginda aradaki fark
istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p=0,10). Calisma sonucunda, 24 saatlik
yapilan Olciimler sonrasinda, biofilm iiretim oraniin en fazla oldugu grup yara
ornekleri olurken, 48 saatin sonunda ise balgam Ornekleri en yliksek pozitifligi

vermistir.

Biofilm kaynakli enfeksiyonlarin, tiim enfeksiyonlarin %60’1indan fazlasinda
sorumlu oldugu bilinmektedir (4,10). Bu enfeksiyonlar, doku biitiinliigiiniin
bozuldugu, 6zellikle uygunsuz kullanilan katater, transkutandz uygulamalar gibi
yumusak doku implantlarinin  kullanildigi  durumlarda daha  siklikla
gozlenmektedir (32). Toplum saghigi acisindan biofilm gelisiminin en 6nemli
sonucglar;, kullanilan medikal implantlarin basarisiz olmasi ve direncli
enfeksiyonlarin meydana gelmesidir. Olusan biofilmin antibiyotik tedavisine, ayni
genetik materyale sahip planktonik bakterilere oranla 10-1000 kat tolerans veya
direng gelistirmesi, fagositoza karsi olusan diren¢ ve tedavi sonrasi relaps oraninin
yiiksek oranda goriilmesi, biofilm olusturan bakterilerin yasayan organizmadan

uzaklastirilmasinin ne kadar giic oldugunun en énemli gostergesidir (28,29,101).

Biofilm bakterilerinde var olan direng, yavas biiylime oranlari, antibiyotik
penetrasyonunu engelleyen eksopolisakkarit {iretimi, antibiyotik yikimin
saglayan enzim iretimi ve heniiz tamamen anlasilamayan, biofilme Ozgii
karakteristik Ozelliklerle agiklanmaya calisilmaktadir (52,102,103). Genel olarak
antibiyotikler hizli iireme 6zelligi gosteren organizmalarda etkili olduklari icin,
yavas biiylime oranlarinin biofilm icerisinde var olan dirence katkis1 tartisilmazsa
da, tek basina bu direncten sorumlu olamayacagi diisiiniilmektedir. Biofilm

bakterilerinin {iretti§i eksopolisakkaritlerin, genel olarak aminoglikozidlerin
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penetrasyonunu engellerken, kinolon grubu antibiyotiklerin penetrasyonunu ¢ok
fazla degistirmedigi kabul edilmektedir. Yaygin diren¢ mekanizmalarindan olan
multidrug efflux pompalarininda biofilm direncinde akilda tutulmasi gerektigi

soylenmekteyse de, aksini savunan yayinlar da bulunmaktadir (70,103).

Spoering ve ark. Pseudomonas aeruginosa O-1 susu (PAO-1) kullanarak
yaptiklari, 4 farkli grup antibiyotigin (ofloksasin, tobramisin, carbenisilin,
perasetik asit), stasyoner faz planktonik, logaritmik faz planktonik ve biofilm
hiicrelerine etkilerini karsilagtirdiklart ¢alismalarinda, carbenicillin’in sadece
logaritmik fazda iireyen planktonik hiicrelere etkilerken, ofloksasin’in diisiik
dozlarda hem biofilm hem stasyoner faz planktonik hiicrelerin biiyiik kismina
diisiik konsantrasyonlarda etkili oldugunu bulmuslardir. Biofilm ve stasyoner faz
planktonik hiicreler tobramisine toleransli bulunurken, stasyoner faz planktonik
hiicrelerin biofilm hiicrelerinden perasetik asit’e ¢ok daha toleransli oldugu
gosterilmistir. Arastiricilar tiim ¢alismalar sonucunda genel olarak stasyoner faz
planktonik hiicrelerin, biofilm hiicrelerinden biraz daha toleransli oldugunu
sOylemisler ve her iki hiicre popiilasyonunda da direncin, biiyiik oranda inatci
hiicrelerden kaynaklandigini diisiinmiislerdir (70). P.aeruginosa 2126 kokeni ile
yapilan benzer bir ¢caligmada, biofilm formundaki dis bolgeye yakin bakteriler ve
biofilm olusumuna katilmayan serbest hiicrelere 24 saat uygulanan antibiyotik
sonrasinda levofloksasin, ciprofloksasin ve gentamisin’in koloni sayisin 10°
CFU/ml’den 10° CFU/ml’ye indirdigini fakat seftazidim’in etkisiz oldugu
gosterilmistir. Ayni calismada levofloksasin’in iireme fazinda olmayan bakterilere
6 saatlik MIK dozunda uygulanmasi sonrasinda, yasayan hiicre sayisim 10°
CFU/mI’den 10° CFU/m!’ye indirdigi, 16XMIiK lik konsantrasyonda ise 6 saatte
yasayan hiicrelerin tamamini Oldiirdiigii  gosterilmistir.  Ciprofloksasin  ve
gentamisin 16XMIK konsantrasyonda 24 saat uygulamadan sonra etkili
olabilirken, seftazidimin bu konsantrasyonlarda etkisiz oldugu gosterilmistir

(104).

Yassien ve ark. 50 klinik P.aeruginosa susu kullanarak kinolon grubu 4

antibiyotikle yaptiklar1 hassasiyet caligmasinda, ciprofloksasin, norfloksasin,

61



pefloksasin ve ofloksasin’in her birinin 1/2, 1/4, 1/8 MIK’lik konsantrasyonlarda,
P.aeruginosa biofilm olusumunu, kontrol grubuna gore anlamhi sekilde
azalttiklarin1 gostermislerdir. Ayni calismada bu 4 antibiyotigin, 2 giinliik biofilm
olusumu iizerine 12,5-400 pg/ml arasinda degisen konsantrasyonlarda etkilerine
bakmislar ve kontrol grubuna gore optik dansiteyi 12,5 pg/ml konsantrasyonda
%77- 69, 400 pg/ml konsantrasyonda ise % 60-39 arasinda degisen oranlarda
azalttigin1 gostermislerdir. Calisma sonunda en etkili antibiyotigin pefloksasin, en
az etkili olanin ise ciprofloksasin oldugu bulunmustur (79). Baska bir calismada
ise fosfomisin ve ulifloksasin kombinasyonunun P.aeruginosa biofilmi iizerine, bu
antibiyotiklerin tek basina kullanimindan daha etkili oldugu gosterilmistir (105).
Yapay idrar modeli kullanilarak olusturulan P.aeruginosa biofilmi iizerinde
yapilan bir calismada; seftazidim, panipenem, piperasilin, amikasin,
ciprofloksasin ve levofloksasin’in birbirlerine iistiinliiklerine bakilmis ve kinolon
grubu antibiyotiklerin biofilm eradikasyonunda en etkili antibiyotikler oldugu
bulunmustur (106). Infrared spektroskopi kullanilan baska bir calismada ise,
ciprofloksasinin ~ P.aeruginosa  biofilmine penetrasyonu arastirilmig  ve
P.aeruginosa’ya penetrasyon normalde 40 saniye iken, biofilm formu gelistikten

sonra siire 21 dakikaya uzamistir (107).

Moskowitz ve ark. 41 Kkistik fibrozis hastasindan elde ettikleri 94
P.aeruginosa izolat1 ile yaptiklar1 kapsamli caligmada, antipseudomonal etkinligi
olan 12 antibiyotik icin saptanan MIK ve BIK degerleri karsilastirilmistir.
Calismanin sonucunda amikasin, ciprofloksasin ve tobramisin icin saptanan BIK
ve MIK degerleri birbirine yakin bulunurken, gentamisin ve meropenem icin BIK
degeri, MIK’in birka¢ kati bulunmustur. Calisma kapsamina alinan aztreonem,
seftazidim, piperasilin/tazobaktam ve tikarsilin/klavulanat gibi B-laktam
antibiyotikler ve doksisiklin’de ise BIK degerleri MIiK degerinin birkag on kat1
bulunmustur (90). Kistik fibrozis hastalarindan elde edilen 6rneklerden yapilan bir
baska calismada ise, 6 kistik fibrozis hastasinin her birinden bir mukoid ve bir
nonmukoid olmak iizere toplam 12 P.aeruginosa izolatiyla, tek ve kombine
antibiyotiklerin duyarliligi calisilmistir. Calisma sonucuna gore, antibiyotikler tek

baslarina kullanildiklarinda, mukoid ve nonmukoid bakterilerin planktonik
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formlar1 antibiyotiklere rolatif olarak direncliyken, bakteriler tek tabakali adherent
ve biofilm moduna gegtiklerinde MiK ve MBK degerlerinin oldukca yiikseldigi
bulunmustur. Seftazidim ve ciprofloksasin i¢in, planktonik ve biofilm modunda
iireme icin elde edilen MIK ve MBK arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml
bulunurken, aminoglikozit grubu antibiyotiklerde bu fark anlamsiz bulunmustur.
Tek basmna kullanilan antibiyotiklere hassasiyet acisindan, adherent ve biofilm
bakterileri arasinda istatistiksel bir fark gosterilememistir. Aymi c¢alismada
doksandan fazla antibiyotik kombinasyonu denenmis ve biofilm formunda iireyen
bakteriler ile adherent bakteriler arasinda istatistiksel bir fark bulunurken,
planktonik ve adherent bakteriler arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz

bulunmustur (99).

Farkli antibiyotiklerin P.aeruginosa biofilmlerine olan etkisi, cesitli

arastirmacilar tarafindan calisilmistir (96,108-112).

Medikal implant kullanilarak olusturulan biofilm modeli kullanilarak
yapilan duyarhilik caligmalari da vardir. Soboh ve ark. (113) lem’lik kirmizi
plastik katater kesitleri tizerinde olusturduklari P.aeruginosa biofilmi {izerine,
protamin sulfat ve ciprofloksasin’in tek tek ve kombine halde uygulamanin
sonuglarini karsilastirdiklar1 ¢aligsmalarinda, ciprofloksasin ve protomin sulfat
kombinasyonunun, planktonik ve biofilm hiicrelerini o6ldiirmede, tek basina
kullanilan ciprofloksasin’den ¢ok daha etkili oldugunu gostermislerdir. Goto ve
ark. (106) yapay idrar modeli kullanarak teflon katater iizerinde 24 saatte
olusturulan P.aeruginosa biofilmi iizerine cesitli antibiyotiklerin etkilerine
bakmislardir. Calisma sonucunda, 24 saat sonunda katater iizerinde olugan biofilm
yapis! tarama elektron mikroskobu ile tespit edilmis ve bu yapinin 5 giin boyunca
degismeden kaldigi gosterilmistir. 48 saat uygulanan antibiyotik tedavisi
sonucunda piperasilin yasayan canli hiicre sayistm1 10*CFU/m1’den 10°CFU/ml’e,
seftazidim ise 10°CFU/ml’e indirmistir. Papipenem ve amikasinin etkinliklerinin
ise birbirlerine yakin olup, piperasilin ve seftazidimden daha etkin oldugunu
sOylemislerdir. Ciprofloksasin ve levofloksasinin ise en etkin antibiyotikler

oldugu ve sadece 24 saatte yasayan tiim bakterileri oldiirdiigii gosterilmistir.
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Yapilan benzer bir caligmada ise biofilm bakterilerini 6ldiirmede, tobramisinin
diger aminoglikozidlerden ¢ok daha etkin oldugu gosterilmistir (112). Tsukamoto
ve ark. yapmis olduklar1 calismada, katater iligkili idrar yolu enfeksiyonu olan
hastalarda, oral yoldan 14 giin siireyle verilen ciprofloksasin ve bu antibiyotigin
klaritromisin ile kombinasyonunun klinik etkinligi arastirtlmistir. Calismanin
sonucunda iki grup arasinda, klinik etkinlik agisindan bir fark bulunamadigi

gosterilmistir (115).

In-vivo sartlarda biofilm-antibakteriyel iliskisini arastiran farkli ¢alismalar

da bulunmaktadir (116-118).

Bu calismada, calisma kapsamina alinan 148 P.aeruginosa susu, CLSI
onerileri dogrultusunda farkli antibiyotik diskleri ile test edildi. Bu antibiyotiklere
diren¢ profilleri ve bu diren¢ durumunun biofilm iiretimi ile karsilastirilmasi
Tablo10’da verilmistir. Bunu gore, 148 P.aeruginosa susunun 86 tanesinde
direncli saptanan sefaperazonun en ¢ok direng gelistirilen antibiyotik oldugu, 38
tanesinde diren¢ saptanan imipenemin de, en az direng¢ gelistirilen antibiyotik
oldugu bulunmustur. Cesitli klinik 6rneklerden elde edilen 148 susun, hem kristal
viole hem safranin kullanilarak tespit edilen 24 saatlik biofilm 6l¢iimleriyle,
antipseudomonal etkinligi olan 12 antibiyotige karsi disk difiizyon yontemiyle
tesbit edilen diren¢ durumlarn karsilastirildigi zaman istatistiksel olarak anlam
bulunamadi. Her iki boyar madde kullanilarak yapilan 48 saatlik dl¢iimlerde ise,
biofilm iiretimi ve gentamisine karsi gelisen direng¢ arasindaki iligki istatistiksel
olarak anlamhiydr (p=0,001, p=0,002). Diger antibiyotiklere gelisen direng ile
biofilm iiretimleri arasinda iliski saptanamadi (Tablo 10). Her ne kadar biofilm
olusumunun aminoglikozid penetrasyonunu engelledigine yonelik calismalar olsa
da, disk diffiisyon yOnteminin, sadece serbest bakterilerin diren¢ profilini
yansittigindan dolayr in-vitro biofilm hassasiyet ¢alismalarina uygun olmadigi
bilinmekte, bu ylizden gentamisine karsi var olan bu direncin biofilm olusumu ile
aciklanmamas: gerektigi diisiiniilmektedir. Dolayis1 ile biofilm olusumunun
antibiyotik direncine olan gercek etkisini anlayabilmek i¢in kullanilan

antibiyotiklerin sub MIK dozlarda biofilm yapimini nasil etkiledigi arastirilmistir.
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Mikroplate yontemiyle P.aeruginosa ATCC 27853’iin olusturdugu biofilm miktari
esas alinarak, bu degerin %100’l ve iizerinde biofilm olusturan 6 sus ve %50-
%100’ arasinda biofilm olusturan 4 sus olmak iizere toplam 10 P.aeruginosa susu
kullanilarak, oncesinde biofilm yapimim1 provake eden uygun prosediirlerle

duyarhilik calismalar1 yapilmis ve sonuglar Tablo11 ve Tablo12’ de gosterilmistir.

Calisma kapsamina alinan 10 susun MIK degerleri, standart diliisyon
yontemiyle, ciprofloksasin i¢in 0.5-16 pg/ml, levofloksasin icin 2-16 pg/ml,
moksifloksasin i¢in ise 4-16 pg/ml araliginda oldugu saptanmistir. 3 antibiyotigin,
MIK/2, MiK/4, MIK/8 konsantrasyonlarda 24 saat uygulanmasi sonucunda,
biofilm gelisimi iizerine etkileri karsilastirildigi zaman aradaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0,005). 48 saat sonunda ise, ayni
konsantrasyondaki antibiyotik uygulamalarinin biofilm gelisimi iizerine etkileri

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur.

24 saat  antibiyotik  uygulamasi  sonrasinda,  MIiK/2-MIK/4
konsantrasyonlarda moksifloksasin anlamli bir sekilde biofilm gelisimi iizerine
diger antibiyotiklerden daha az etkili bulunmustur (p<0,005). MIK/8
konsantrasyonda ise antibiyotikler arasinda biofilm gelisimi iizerine etki agisindan
fark saptanmamustir. 48 saat sonunda ise, antibiyotiklerin MIK/2, MiK/4 ve
MIK/8 konsantrasyonlarda, biofilm olusumuna etki agisindan bakildiginda,

aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (Tablo 12).

Bu sonuclar, diger calismalarla uyumlu olarak, sub MIK
konsantrasyonlarda kinolon grubu antibiyotiklerin biofilm gelisimini azalttigi
fakat siire uzadikca biofilm yapisinin tekrar organize olmaya basladigini ve belki
de biofilm direncinde cok ©Onemli rolii olan persister hiicrelerin ¢ogalmaya
basladigini diisiindiirmiistiir. Bu ¢alisma sonucunda kinolon grubu antibiyotiklerin

biofilm enfeksiyonlarinin tedavisinde iyi bir tercih olabilecegi diisiiniilmektedir.

Biofilm olusturmus bakteriler iizerine kinolon grubu 3 antibiyotigin

etkinligi, daha onceden tarif edildigi sekilde, P.aeruginosa ATTC 27853’e gore iyi
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biofilm olusturdugu tespit edilen 6, %50-%100 arasinda bifilm olusturan 4
P.aeruginosa susu kullamlarak denenmis ve elde edilen BiK degerleri ve aym
suslarin MIK degerlerinin karsilastirmasi tablo 13’de gosterilmistir. Buna gore 10
sus icin, ciprofloksasinin ortalama MIK degeri 2,9 pg/ml bulunurken, ortalama
BIK degeri %34,5°1uk bir artis gostererek 3,9 pg/ml bulunmustur. Levofloksasin
ortalama MIK degeri 6,6 pug/ml bulunurken, BiK degeri %130’luk bir artisla 15,2
pg/ml bulunmustur. Moksifloksasinin ortalama MIK degeri ise 12,4 pg/ml
bulunurken, BiK degeri %161°lik artisla 32,4 pg/ml bulunmustur. Bu sonuclar,
biofilm gelisiminin antibiyotik duyarliligmmi anlamli bir sekilde azalttigini
gostermektedir. Denenen kinolon grubu antibiyotikler arasinda, biofilm iizerine en
etkili olan1 ciprofloksasin olurken, en az etkilisi ise moksifloksasin olmustur.
Kinolon grubu antibiyotiklerin P.aeruginosa biofilmleri iizerine etkinligini
arastiran benzer ¢alismalardan elde edilen sonug¢lar celigkilidir. Bu durum, yontem
farklilign ~ veya  biofilmlerin striiktiirel yapisindaki  farkliliklardan
kaynaklanabilecegi gibi, bolgeler aras1 farkliliktan da kaynaklaniyor olabilir. Bu

nedenle bu konuda epidemiyolojik ¢calismalarin 6nemli oldugu diistiniilmektedir.

Biofilm duyarlilik caligmalarindan sonra, kinolon grubu antibiyotiklerin

biofilm enfeksiyonlarinin tedavisinde iyi bir tercih olabilecegi diisiiniilmektedir.

Biofilm gelisimi ve alginat {iretimi arasindaki iliski son zamanlarda ilgi
uyandiran konulardan biridir. Ik olarak 1966 yilinda kistik fibrozis hastalarindan
elde edilen mukoid kolonilerde gosterilen alginat yapisi, daha sonra 1980 yilinda
kistik fibrozis hastalarinin alveollerinden postmortem elde edilen mukoid
pseudomonas tiirlerinde gosterilmistir (13). Bugiin icin pseudomonas tiirlerinin in-
vivo sartlarda biofilm formasyonu gelistirdigi bilinmektedir. Biofilm gelisimi;
baslangic yapisma, mikrokoloni formasyonu, olgun biofilm olusumu ve biofilm
kopmasi olmak iizere birbiri ardina gelisen ve iyi organize olmus basamaklar
icerir (29,33,35). Baslangic, yapisma ve sonrasinda gelen basamaklarda
pseudomonaslar, EPS olarak adlandirilan hiicre disi mukoid madde salgilarlar
(13). EPS, polisakkaritlerin yaninda ¢esitli protein ve niikleik asitlerden olugsmakla

beraber, tiirler ve cinsler arasinda farkliliklar gozlenebilmektedir (81). Alginat,
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EPS polisakkaritlerinin major kompanentidir. Biofilm olusturan suslarda alginat
asir1 Uretiminin bakteriye sagladigi avantajlar konusunda kesin bilgiler olmamakla
beraber ortak goriis; alginatin bakteri adezyonunu kolaylastirdigi, enflamasyon
alaninda bakteriyi serbest radikallerden ve makrofajlardan korudugu yoniindedir
(12,13,15,17). Kistik fibrozis hastalarinin akcigerlerindeki alginatin, notrofil
kemotaksisini ve kompleman aktivasyonunu engelledigi yoniinde caligmalar
vardir. Kistik fibrozis hastalarinin kaninda anti-alginat antikorlar1 bulunmus fakat
in-vitro deneylerde bu antikorlarin pseudomonaslarin opsonik 6ldiiriilmesine

katkis1 olmadig gosterilmistir (119).

Nonmukoid tiirlerin in-vitro sartlarda biofilm olusturabilmesi i¢in alginatin
mutlak gerekli olup olmadigi konusunda yapilan arastirmalarin sonuclari

celigkilidir.

Friedman ve Kolter’in, Pseudomonas aeruginosa 14 (PA14) izolat ve
mutantini kullanarak yapmis olduklar1 ¢calismada, birbirine bitisik 7 genden olusan
pel geninin transmembran proteinleri ve karbonhidrat sentez siirecinde rol
aldiklarim1 ve mikroskobik ve makroskobik calismalarla pel defektif susun
ekstraseliiler matriks {iretmedigini gostermislerdir. Sonu¢ olarak mukoid ve
nonmukoid suglarin EPS sentezleyebilmesi icin pel geninin mutlak gerekli
oldugunu vurgulamislardir (120). Benzer bir ¢calismada da PAO-1 kullanilarak psi
gen gurubunun EPS sentezi icin mutlak gerekli oldugu gosterilmis ve mikrotiter
ve tiip yontemleriyle ps/ defektif PAO-1 mutantinin biofilm olusturmadigi
dogrulanmistir (121). Bununla beraber Wolfgang ve ark. Pseudomonas aeruginosa
K (PAK) izolat1 ve mutantin1 kullanarak, mikroarrey teknigiyle yapmis olduklari
calismada, alginat ekspresyonu i¢in 0zel bir genin varligini gosterememislerdir

(122).
Tiirkiyeden Ciragil ve ark. 60 tanesi kistik fibrozis hastalarindan elde

edilmis olmak iizere toplam 213 P.aeruginosa susu kullanarak yapmis olduklar

calismada, Ornek alinan bolge ve alginat liretimi acisindan anlaml bir iligki
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bulunamazken, genel olarak solunum yolu izolatlarinin daha yiiksek oranda

alginat iirettiklerini gostermislerdir (84).

Stapper ve ark. PAO-1, asir1 alginat iireten mutanti (mucA 22), ve alginat
defektif mutantin1 (algD) kullanarak, biofilm olusumu ve alginat {iiretimi
arasindaki iligkiyi kalitatif ve kantitatif olarak arastirdiklar1 ¢alismalarinda,
biofilm olusturabilmek i¢in alginat iiretiminin mutlak gerekli olmadigimi fakat
alginatin (0zellikle O-asetillenmis formu), biofilm olusumuna 6nemli katkida
bulundugunu soylemislerdir. Yiiksek biofilm olusturan mutant, izogenik non-
mukoid 6zdeslerine gore, su kanallariyla ayrilan yiiksek biofilm yapis1 gostermis,
fakat yapismadan sonra biofilm olusturmak i¢in gecen siire fazla bulunmustur.
Bunun aksine nonmukoid tiirler yapismadan hemen sonra biofilm yapisi
gostermelerine ragmen, biofilm olusumu kuvvetli bulunmamistir (12). Hentzer ve
ark. yaptiklar1 ¢calismada benzer sekilde asir1 alginat iireten suslarin yiiksek yapili
biofilm iirettikleri ve isogenik nonmukoid 6zdeslerine gore tobramisine anlamli
derecede diren¢ gosterdiklerini sdylemislerdir (15). Nivens ve ark. da yapmis
olduklar1 calismada benzer sekilde biofilm olusturmak icin alginatin mutlak
gerekli olmayip, biofilm mimarisinde 6zellikle O-asetillemis formunun etkili

oldugunu gostermislerdir (123).

Alginat ve antibiyotik direncini arastiran calismalar da bulunmaktadir.
Aaron ve ark. 6 kistik fibrozis hastasindan elde ettikleri, genotipik olarak 6zdes
bir mukoid ve bir nonmukoid olmak iizere toplam 12 P.aeruginosa susu
kullanarak yaptiklar1 ¢alismada biofilm {iiretiminin antibiyotik direnciyle yakin
iligkili oldugunu gostermisler fakat mukoid ve nonmukoid grup arasinda
antibiyotik direnci acisindan anlamli bir fark bulamamislardir (98). Hodges ve
ark. yapmis olduklar1 ¢alismada, mukoid ve nonmukoid P.aeruginosa suslarinin
irettikleri alginatin koruyucu etkisinin difiizyon kisitlamasina bagli olmadigin

gostermislerdir (124).
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Pina ve ark. P.aeruginosanin antibiyotik direnci ve alginat sentezi iizerine
kinolon grubu antibiyotiklerin etkisini arastirdiklart c¢alismada, 3pg/ml
konsantrasyonda ciprofloksasine maruz birakilan nonmukoid P.aeruginosa
izolatlarinin 8 giin sonunda biiyiik bir kisminin canliligim yitirdigini, 18 giin
sonunda ise sag kalan P.aeruginosa izolatlarinin tamaminin mukoid forma
doniistiigiinii gostermislerdir. Arastiricilar, calisma sonucunda 2. ve 3. kusak
kinolonlarin, P.aeruginosa kolonilerinin mukoid doniisiimiinii provoke ettigi
sonucuna varmislardir (125). Benzer sekilde Takahashi ve arkadaslar1 da in-vitro
sartlarda ofloksasin, norfloksasin ve seftazidimin P.aeruginosa alginat iiretimini

arttirdigini gostermislerdir (126).

Bu calismada, calisma kapsamina alinan 148 P.aeruginosa susunun 13
tanesi P.aeruginosa ATCC 27853‘den elde edilen absorbans degerinin %50’si ve
altinda, 41 tanesi %50-%100’1i arasinda, 35 tanesi %100-%150’si arasinda ve
kalan 59 tanesi de %150’sinden fazla absorbans verdi (Tablo 14). P.aeruginosa
ATCC 27853’den elde edilen alginat konsantrasyon degeri esas alinarak, bu
konsantrasyonun iizerindeki degerler pozitif olarak kabul edildiginde, 148
P.aeruginosa susunun 95 tanesinin (%64) kuvvetli alginat iirettigi, kalan 53 susun
(%36) zayif alginat tirettigi saptanmistir. Biofilm olusturma durumlar1 ve alginat
tiretimi arasindaki iligki Tablo 15°de verilmistir. Buna gore hem safranin hem de
kristal viole kullanilarak yapilan 24 saatlik biofilm olc¢iimleri ve alginat iiretimi
arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,007, p=0,016).
Calisma sonucunda, tiim P.aeruginosa suslarinin bir miktar alginat iirettigi,
biofilm gelisimi i¢in alginat iiretiminin mutlak sart olmadig fakat biofilm
olusturan suslarin, alginat iiretim kabiliyetlerinin yiiksek oldugu diisiiniilmektedir.
Alginat tiretimi agisindan, tamimlanan 6zelliklerin yaninda heniiz tanimlanmamis
bircok 0Ozelligin oldugu ve farkli mekanizmalar1 sorgulayan molekiiler ve

epidemiyolojik ¢alismalarin yapilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.
Ciprofloksasin, moksifloksasin ve levofloksasinin sub MIK

konsantrasyonlarda alginat iiretimine etkileri Tablo 17 de gosterilmistir. Buna

gore MIK/2, MIK/4 ve MIK/8 konsantrasyonlarda antibiyotiklerin, diger
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caligsmalarla uyumlu olarak alginat iiretimini arttirdi1 ve her konsantrasyon icin
aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur. Alginat iiretimine
etki acisindan 3 antibiyotik kendi aralarinda degerlendirildiginde aralarinda
anlaml bir fark bulunmazken, moksifloksasin genel olarak alginat iiretimini diger

ikisinden daha fazla arttirmistir.

Bu calismada alginat iiretiminin, antibiyotik yogunlugunun fazla oldugu
durumlarda daha yiiksek oldugu, diisiik antibiyotik konsantrasyonlarinda ise
bakteri sayisinin daha yiiksek olma olasiligina karsin, bu konsantrasyonlardaki
alginat iiretiminin daha diisiik oldugu bulunmustur. Calismada, alginat iiretiminin
antibiyotiklerin sub MIK konsantrasyonlarindan ne olciide etkilendigi, aym
deneysel calisma iic kez ayni suslarla tekrarlanarak test edilmistir. Her 3
calismada da MIK/2 konsantrasyonda alginat iiretimi, her ii¢ antibiyotik icin de
diger konsantrasyonlardan yiiksek bulunmustur. Bu durumun antibiyotik
varliginda bakterilerin alginat ekspresyonunu arttirdigindan mi1 kaynaklandigi
yoksa antibiyotiklerin molekiiler yapisindan kaynakli, 6l¢timii etkileyen bir durum
olup olmadigim ortaya koymak icin, calisma negatif kontrol, sadece antibiyotik
varhginda ve her susun 1XMIK konsantrasyonlardaki kuyucuklarinda alginat
Olciimleri yapildi. Bu kuyucuklardaki alginat ol¢iimleri negatif kontrole yakin
degerlerde bulundu. Sonugta, calismaya alinan 10 sus ve her 3 antibiyotik icin
ayni sonuclarin elde edilmis olmasi ilging bulundu. Antibiyotiklerin varliginda
bakterilerin alginat tiretimlerini arttirma yoniinde bir davramisa gittikleri; ancak
antibiyotik varliginda biofilm Ol¢timlerinin diisiik oldugu gozlendi. Bu durum
celigkili gibi goziikmekle beraber antibiyotik varliginda bakterilerin kendilerini
korumak amaciyla alginat ekspresyonunu arttirmis olabilecegi, ancak alginat
artisinin tek basina biofilm formasyonu icin yeterli olmamasindan kaynaklanmis
olabilir (12). Ancak bu calismadaki bu sonucun, molekiiler, genetik caligmalarla
desteklenmesi gerektigi, fenotipik olarak gozlenen bu durumun, ¢alisilan suglara
0zgii mii yoksa kinolon grubu antibiyotiklerin varliginda P.aeruginosanin alginat
tiretim genlerinde bir ekspresyon mu oldugu daha kapsamli caligmalarla ortaya
konmasinin yararh olacagi diisiiniilmiistiir. Sonug olarak; P.aeruginosa suslarinda

biofilm olusumunu etkileyen genetik bir¢ok faktoriin yaninda ¢evresel kosullarin
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niteligi de son derece onemlidir. Bu c¢esitlilik bir susun farkli kosullarda farkli
biofilm olusturma egilimi gosterebilecegini gostermektedir. Biofilm olusturma
yetenegindeki bakterilerin antimikrobiyellerle tedavide giicliik gosterdigi cesitli
calismalarla BIK degerinin MIK degerlerinden c¢ok yiiksek bulunmasiyla
gosterilmistir. Bu durum 0zellikle sorunlu bolge enfeksiyonlarinda tedaviyi
giiclestirecektir. Biitiin bu verilerin 1s18inda P.aeruginosa suslarinin biofilm
olusumuna gidis mekanizmalarinin farkli kosullarda denenmesinin farkli
antibiyotiklerin  varligindaki biofilm olusturma egilimlerinin ne Olgiide
etkilendiklerini bagka caligmalarla denenmesi gerekmektedir. Cevresel ve susa ait
ozelliklerden son derece etkilenen biofilm olusum mekanizmalarinin, biofilmde
rol aldig1 diisiiniilen yapilarin, enzim ve maddelerin fenotipik ve genotipik
arastiritlmasi etkin tedavi yaklasgiminin planlanmasi agisindan son derece onemli
olacaktir. Ayrica biofilme gidiste suslar arasinda cografi bolge farkliliginin olup

olmadig1 epidemiyolojik ¢alismalarla desteklenmelidir.
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SONUCLAR

1-Calismaya alinan toplam 148 Ornegin 57 tanesi endotrakeal aspirat
orneklerinden (%38,5), 31 tanesi idrar Orneklerinden (%20,9), 29 tanesi yara
orneklerinden (%19,6), 11 tanesi balgam orneklerinden (%7,4), 17 tanesi (%11,4)

cesitli orneklerden (kan, siiriintii, g6z vb.) soyutlanmustir.

2-Kristal viole kullanilarak yapilan 24 saatlik biofilm oOlctimleri sonrasinda,
suglarin 60 tanesi, P.aeruginosa ATCC 27853’den elde edilen absorbansin %50’si
ve altinda, 23 tanesi, %50-%100’4i arasinda, 32 tanesi, %100-%150’si arasinda,
18 tanesi, %150-%200’1 arasinda, 17 tanesi de %?200’iinden yiiksek absorbans

elde edilmistir.

3-Safranin kullanilarak yapilan 24 saatlik biofilm 6l¢iimleri sonrasinda, suslarin
42 tanesi, ATCC 27853’den elde edilen absorbansin %50’si ve altinda, 19 tanesi,
%50-%100’u arasinda, 25 tanesi, %100-%150’si arasinda, 14 tanesi, %150-
%200’u arasinda, 17 tanesi, %200-%250’si arasinda, 31 tanesi %250’sinden

yiiksek absorbans elde edilmistir.

4-Safranin ve kristal viole kullanilarak yapilan 24 saatlik biofilm Olctimleri,
istatistiksel olarak yapilan korelasyon testleriyle birbirleriyle uyumlu bulunmustur

(r*= 0,900).

5-Safranin ve kristal viole kullanilarak yapilan 48 saatlik biofilm Olctimleri,
istatistiksel olarak yapilan korelasyon testleriyle birbirleriyle uyumlu bulunmustur

(r’= 0,886).

6-P.aeruginosa ATCC 27853’den elde edilen absorbans degeri esas alinarak,
kristal viole kullanilarak yapilan 24 saatlik Ol¢iimler sonrasinda suslarin 67
tanesinin kuvvetli biofilm olusturdugu, 82 tanesinin zayif biofilm olusturdugu

saptanmistir.
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7-P.aeruginosa ATCC 27853’den elde edilen absorbans degeri esas alinarak,
safranin kullanilarak yapilan oOl¢iimlerde suslarin 87 tanesinin kuvvetli biofilm

olusturdugu, 62 tanesinin zayif biofilm olusturdugu tespit edilmistir.

8-24 saatlik biofilm iiretimi acisindan safranin ve kristal viole olmak iizere
kullanilan iki yontem arasindaki uyum istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(p=0,001).

9-Ciprofloksasin, moksifloksasin ve levofloksasinin, MIK/2, MIiK/4, MIiK/8
konsantrasyonlarda 24 saat uygulanmasi sonucunda, biofilm gelisimi acisindan

aralarindaki fark anlamli bulunmustur (p<0,005).

10-24 saat antibiyotik uygulamasi sonrasinda, biofilm olusumuna etki acisindan
antibiyotikler arasindaki iliskiye bakildigi zaman, moksifloksasinin en az etkili

antibiyotik oldugu bulunmustur (p<0,005).

11- BIK ve MIK degerleri arasinda anlamli bir fark bulunmustur.

12- 148 P.aeruginosa susuna, alginat iiretimi agisindan bakildiginda; 13 tanesi
ATCC 27853‘den elde edilen degerin %50’si ve altinda, 41 tanesi %50-%100’1
arasinda, 35 tanesi %100-%150’si arasinda ve kalan 59 tanesi de %150’sinden

yiiksek deger vermistir.
13-Standartlar kullanilarak olusturulan kalibrasyon egrisine gore 148 P.
aeruginosa susunun 24 saat sonunda Urettigi alginat miktarn 0,4-6.9 pg/ml

araliginda bulunmustur.

14-Kristal viole kullanilarak saptanan 24 saatlik biofilm oranlar1 ile alginat

tiretimi arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,007).

15-Safranin kullanilarak yapilan biofilm oOl¢timleriyle alginat tiretimi arasindaki

iliski istatistiksel olarak anlaml1 bulunmustur (p=0,016).
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16-Ciprofloksasin, moksifloksasin ve levofloksasinin sub MIK
konsantrasyonlarda alginat iiretimini, antibiyotiksiz duruma gore, doz bagimlh

olarak arttirdigi tespit edilmistir.
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OZET

Bu calismada, cesitli viicut oOrneklerinden soyutlanan P. aeruginosa
suslarinin, farkli siirelerde ve farkli yontemlerle, biofilm olusturma ve alginat
tiretme yetenekleri, bu yeteneklerin antibakteriyel madde varligindaki degisimleri
ve ayni zamanda biofilm olusturma ve alginat {iretiminin antibakteriyel madde

direncine katkisi arastirildi.

P.aeruginosa suslarinin 57 tanesi endotrakeal aspirat 6rneklerinden (%38,5),
31 tanesi idrar 6rneklerinden (%?20,9), 29 tanesi yara orneklerinden (%19,6), 11
tanesi balgam orneklerinden (%7,4), 17 tanesi (%11,4) cesitli 6rneklerden (kan,
siirintii, goz vb.) soyutlanmistir. 24 saatlik Olciimler sonrasinda, kristal viole
kullanarak suslarin %45’inin, safranin kullanarak ise %358,4’iinlin P.aeruginosa
ATCC 27853’den daha fazla biofilm olusturdugu saptanmugstir. 48 saatlik olciimler
sonrasinda, kristal viole kullanarak suslarin %33,6’s1, safranin kullanarak %37,8’1
ATCC 27853’den daha fazla biofilm olusturmustur. 24 saatlik degerler ile 48
saatlik degerler arasindaki fark, her iki boyar madde kullaniminda da anlaml
bulunmustur (p=0,00). Kinolon grubu antibiyotiklerin biofilm iiretimine etkisine
bakildig1 zaman, biitiin antibiyotiklerin sub MIK konsantrasyonlarda 24 saat
sonunda biofilm iiretimini doz bagimli olarak azalttigi saptanmistir. Sub MIK
konsantrasyonda biofilm olusumuna etki a¢csindan bakildiginda, ciprofloksasin ve
levofloksasin, moksifloksasine gore daha etkili bulunmustur. Sub MIK
konsantrasyonlarda 48 saat sonunda biofilm olusumuna etki acisindan
bakildiginda, antibiyotikler arasinda bir fark bulunmamistir. Biofilm olusturmus
bakteriler iizerine kinolon grubu antibiyotiklerin etkisine bakildiginda, her 3
antibiyotik icin de BIK degerlerinin MIK degerlerine gore oldukca yiikseldigi
bulunmus ve moksifloksasinin, biofilm {izerine ciprofloksasin ve levofloksasinden
daha az etkili oldugu saptanmistir. P.aeruginosa suslarinin standartlar kullanilarak
olusturulan kalibrasyon egrisine gore 24 saat sonunda iirettigi alginat miktar1 0,4-
6.9 pg/ml araliginda bulunmustur. Her iki boyar maddeyle yapilan 24 saatlik
biofilm ol¢iimleriyle, alginat iiretimleri karsilastirildiginda, aradaki iliski anlaml

bulunmustur (p=0,007; p=0,016). Kullamlan her 3 antibiyotigin de sub MIiK
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konsantrasyonlarda alginat liretimini doz bagimli olarak arttirdigi bulunmustur.
Sonug olarak biofilm olusumu ve alginat iiretimi, P.aeruginosa suslarinin tedavi

yanitin1 etkileyen onemli virulans faktorlerindendir.
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