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OZET

PSEUDOMONAS AERUGINOSA iZOLATLARINDA BiYOFIiLM URETIMIi iLE
ANTIBIYOTIK DIRENCLILIK ILISKiSININ KARSILASTIRMALI
DEGERLENDIRILMESI

Amag: Calismada cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 48 adet Pseudomonas aeruginosa
izolatinda biyofilm varliginin, antibiyotik direncliliklerinin ve rol oynayan iligkili genlerin
belirlenmesi ile aralarindaki iliskinin karsilastirmali olarak degerlendirilmesi amaglandi.
Materyal ve metot: Calismada P.aeruginosa izolatlarinin identifikasyonlart PCR ile
dogrulandi. Antibiyotik diren¢ durumlart Kirby-Bauer Disk Diflizyon metodu ile 8
antibiyotik i¢in belirlendi. Izolatlarin biyofilm olusturmalari in vitro olarak Kongo Red
Agar, Modifiye Tiip Aderans ve Mikroplak yontemleri ile arastirildi. Her {i¢ yontemle de
biyofilm pozitif oldugu belirlenen izolatlarin filogenetik yakinliklari RADP-PCR ile
saptand1. izolatlarm pelA, lasl, lasR, rhll, rhIR, PA0756, PA0757, PA2070 ve PA5033 gen
varliklart PCR ile incelendi.

Bulgular: Izolatlarin enrofloksasine %16,67, seftriaksona %60,42, amoksisilin +
klavulanik asite %100, siprofloksasine %10,42, meropeneme %?29,17, kolistine %4,17,
gentamisine %12,5 ve azitromisine karst %97,9 oraninda direngli oldugu belirlendi.
Biyofilm olusturma oranlart CRA metoduna gore %83,33, Christensen Yontemine gore
%93,75 ve Mikroplak Ydntemine gore %64,58 olarak hesaplandi. Tiim izolatlarin pelA,
lasl, rhll ve rhIR genlerine sahip oldugu gériildii. izolatlarin %97,92’sinde ise lasR geni
belirlendi. Izolatlarm 46 (%95,83) tanesinin PA0756 ve PA0757, 45 (%93,75) izolatmn ise
PA2070 ve PA5033 genlerine sahip oldugu saptandi. Her t¢ yontem ile biyofilm pozitiflik
goriilen izolatlarin filogenetik yakinliklar1 %56-93 olarak hesaplandi.

Sonug¢: Klinik izolat1 P. aeruginosa suslarinda biyofilm tiretiminin ve ¢oklu antibiyotik
direncinin yiiksek oldugu, genetik diizeyde incelenen genlerin tek basina biyofilm
olusumundan ve buna bagli antibiyotik direncinden sorumlu olmadig: saptandi.

Anahtar Kelimeler: antibiyotik direng; biyofilm; las; pelA; Pseudomonas aeruginosa; rh

Servet EKSELLI, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi-Samsun, Aralik-2019



ABSTRACT

THE COMPARATIVE EVALUATION OF BIOFILM PRODUCTION AND
ANTIBIOTIC RESISTANCE IN PSEUDOMONAS AERUGINOSA ISOLATES

Aim: In this tudy, it was aimed to investigate the biofilm formation, antibiotic resistance
profiles, the genes which play roles for biofilm and antibiotic resistances of 48
P.aeruginosa isolates isolated from different clinical samples.

Material and methods: The identification of the P.aeruginosa isolates were confirmed
with PCR. The antibiotic resistances against 8 antibiotics were determined by Kirby-Bauer
Disc Diffusion method. The biofilm formations of the isolates were investigated in vitro
with Congo Red Agar, Modified Tube Adherence and Micro plate Methods. The isolates
which were found as positive with three methods were genotyped with RAPD-PCR. pelA
lasl, lasR, rhll, rhIR,PA0756, PA0757, PA2070 and PA5033 genes were investigated with
using PCR.

Results: The antibiotic resistance rates of the isolates among enrofloxacine, ceftriaxone,
amoxicilline-clavulanic acid, ciprofloxacin, meropenem, colistin, gentamycin, and
azithromycin were found as 16,67%, 60,42%, 100%, 10,42%, 29,17%, 4,17%, 12,5 % and
%97,9, respectively. The biofilm formation ratios were determined as 83,33% with CRA,
93,75% with Christensen method and 64,58% with micro plate method. pelA, lasl, rhll and
rhiR were carried by all the isolates. lasR gene was found in %97,92 of the isolates.Fortysix
(95,83%) of the isolates carried PA0756 and PAQ757. Fortyfive (93,75%) of the isolates
were found as positive for PA2070 and PA5033 genes. The phylogenetic relations of the
biofilm positive isolates were calculated as 56-93%.

Conclusion: The biofilm formation and multiple antibiotic resistance rates were found as
high in the clinical isolates of P. aeruginosa. The widespread and advanced studies thought
to be performed for the lightening of this situation and biofilm related antibiotic resistances.

Key words: antibiotic resistance; biofilm; las; pelA; Pseudomonas aeruginosa; rh

Servet EKSELLI, Master Thesis
Ondokuz Mayis University-Samsun, December-2019



SIMGELER VE KISALTMALAR

AMC : Amoksisilin/klavulanik Asit

ATM : Azitromisin

C : Kolistin

CIP : Siprofloksasin

CRA : Kongo kirmizili agar

CTX . Seftriakson

CciDp : Coklu ilag direnci

DNA . Deoksiribontkleik asit

ENR : Enrofloksasin

EPS : Ekzopolisakkarit

ERIC . Tekrarlayan enterobakteriyel intergenik konsensus
FTS . Fizyolojik tuzlu su

GEN : Gentamisin

IBL : Indiiklenebilir beta-laktamaz

LPS : Lipopolisakkarit

MHA . Mueller-Hinton agar

MRP - Meropenem

oD . Optik dansite

PBP . Penisilin baglayici protein

PBS . Fosfatla tamponlanmais tuz soliisyonu
PFGE : Degisken alanli jel elektroforezi
QS : Quorum-Sensing

R : Rough

RAPD : Rastgele cogaltilmis polimorfik DNA
TSA : Triptik Soy Agar

TSB . Triptik Soy Broth

UPGMA : Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averages
uv : Ultraviole
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1. GIRIS

Pseudomonas cinsi yiizyildan daha oOnce tanimlanmis ve taksonomik
heterojenitelerinden dolayr tamami bir¢ok acidan yeniden gozden gegirilerek
diizenlenmistir. Pseudomonas cinsi de Pseodomonadaceae ailesi, Pseudomonadales takimi,
y-Proteobacteria smifi iginde kalmistir. Pseudomonas tiirleri tiim diinyaya yayilmis
haldedir. Toprakta, suda, bitkilerde ve curiiyen organik maddelerde bulunurlar fakat insan,
hayvan ve bitkiler i¢in firsatg1 patojendirler. Psédomonaslar zorunlu aerobik, sporsuz,
kapsiilsiiz, c¢omak sekilli, bir veya daha c¢ok flagellasi bulunan bakterilerdir.
Psddomonaslarin birgok cinsleri bulunmasina ragmen veteriner hekimlik i¢in 6nemli olan
tlrt Pseudomonas aeruginosa (P.aeruginosa)’dir.

P.aeruginosa ¢ok sayida hayvan tiiriinde oportunistik infeksiyonlar meydana
getirmektedir. P.aeruginosa saglikli hayvanlarin digki ve derilerinde yasayabilmekte ve
oportunistik karaktere sahip olmasi nedeni ile hayvanin immun sistemini baskilayan veya
normal floray1 bozan tiim predispoze faktorler infeksiyon olusumuna neden olabilmektedir.
Bircok hayvanda sporadik infeksiyona neden olan etken inek, koyun, keci, domuz, kopek,
kedi, siirlingen hayvanlarda oportunistik olarak c¢ok ¢esitli hastaliklara neden olmaktadir.
Organizma ender olarak hasarsiz dokular1 infekte ettiginden firsat¢1 patojenlere somut bir
ornektir, buna ragmen konak savunmasi bozuldugunda infekte olmayan neredeyse higbir
doku kalmaz. P. aeruginosa ile iliskili hastaliklardan bazilari; koyunlarda yapag ¢iiriigi,
sigirlarda mastit ve abort, atlarda metrit ve kornea iilseri, kopeklerde otitis eksterna,
vizonlarda hemorojik pndmoni, kanatlilarda embriyo 6liimleri, kafes yilanlarinda nekrotik
stomatit, botriyomikoz, septisemi, Uriner sistem infeksiyonu, yara infeksiyonu ve gesitli
hayvanlarda apse olusumlaridir.

Pseudomonas aeruginosa, genelde hayvan patojeni olarak kabul edilir ve duyarl
konaklarda hastalik yapabilme 6zelligi ve antibiyotiklere direncliligi ile dikkat ¢eker. Dogal
direng, genellikle dis membran lipopolisakkaridi ve kapsiilii tarafindan saglanan gegirgenlik
bariyerleri nedeniyle olusur. Dogal yasama ortami toprak oldugu ve bu ortamda diger
bakteri kiiflerle birlikte yasadigi i¢in, dogal olarak ortaya ¢ikan gesitli antibiyotiklere karsi

direng gelismistir. Ayrica, P. aeruginosa transfer edilebilir antibiyotik direncinin devamini



saglar. Pseudomonas tiirlerine karst etkili antibiyotikler florokinolonlar, gentamisin,
amikazin, tobramisin ve imipenemdir ancak bunlar dahi tiim suslar {lizerine etkili degildir.

Giiniimiizde ¢esitli infeksiy6z hastaliklarinin patogenezinde mikroorganizmalarin
vejetatif formlarmin yani sira biyofilm yapilarinin da 6nemli rol oynadigi bilinmektedir
(Costerton ve ark., 1999). Biyofilmler dogal ¢evrede sikg¢a rastlanabilen bir mikrobiyal
yasam formudur. Mikroorganizmalarin yasamlar1 {izerine olumsuz etkiler olusturan
cevresel kosullardan korunmak ve yasamsal faaliyetleri siirdiirebilmek icin olusturduklari
mikroekosistem olarak da tanimlanmaktadir (Marcinkiewicz ve ark., 2013). Giunumuzde
infeksiyon hastaliklar, etkin antibiyotik terapileriyle tedavi edilmektedir. Ancak bu
yaklasim g¢ogunlukla bakteriyel biyofilmlerin séz konusu oldugu durumlarda etkin bir
¢oziim saglayamamaktadir. Biyofilm igerisindeki bakteriler, birtakim antijenler
sentezleyerek antikor {iretimini tetikleyebilirler; ancak antikorlar ¢ogu kez biyofilm
icerisindeki bakterileri oldliirmek icin yeterli etkinli§i gosterememektedirler. Bunun
sonucunda, biyofilm g¢evresindeki dokuda immiin kompleks hasari meydana gelmektedir.
Yeterli hiicresel ve hiimoral bagisikligi olan bireylerde dahi biyofilmler, immiin sistemce
alt edilemeyebilirler. Antibiyotik terapiler, biyofilmlerden aciga ¢ikan vejetatif hiicrelerin
semptomlarini tersine gevirebilirken, biyofilmlerin yok edilmesinde etkin olamamaktadir.
Siirekli antibiyotik terapisine ragmen tekrarlayan semptomlarin goriilmesi sonucunda
cerrahi miidahaleyle biyofilmin viicuttan uzaklastirilmasi gerekmektedir.

Biyofilm yapisi mikroorganizmalarin kendi urettikleri organik
ekzopolisakkaritletden (EPS) olusmaktadir. Mikroorganizmalar canli veya cansiz bir
yiizeye tutunmalari sonrasinda biyofilm olusturmakta ve bu yap1 mikroorganizmaya konak
savunmasindan kagis, antibiyotiklere diren¢ agisindan avantaj saglamaktadir. Dogal
cevrede bulunan su aritma tesisleri, endiistriyel su sogutma kuleleri gibi cansiz ortamlarda
biyofilm olusumu, mikroorganizmaya pek ¢ok dezenfektana, pH degisimine ve kuruluga
kars1 dayaniklilik saglamaktadir (Heiby ve ark., 2011).

Biyofilmler, cevresel ve endustriyel ortamlarda bulunabilmekte ve klinik olarak da
sorunlara neden olabilen yapilardir (Costerton ve ark., 1999). Mikrobiyal biyofilm olusumu
lizerine uzun yillardir bir ¢ok aragtirma yapilmis ve arastirmalar sonucunda giliniimiizde

kronik doku hasariyla seyreden pek ¢ok bakteriyel infeksiyonda biyofilmlerin rol oynadigi



bildirilmistir (Hgiby ve ark., 2011). Intravendz kateterler, implantlar, kalp kapakgiklari,
kontakt lensler gibi tibbi ara¢ ve biyomateryaller {izerinde olusan biyofilmler sonucu
gelisen infeksiyonlarin tedavisinde basar1 sansi azalmaktadir (Lindsay ve von Holy, 2006).
Kronik bakteriyel infeksiyonlarin %80’inden fazlasi biyofilmler ile iliskilendirilmis,
nozokomiyal infeksiyonlarin da %65’inden biyofilm yapisinin sorumlu oldugu ¢alismalarla
ortaya konulmustur.

Bu tez calismasi cesitli klinik 6rneklerden izole edilmis olan ve Ondokuz Mayis
Universitesi Veteriner Fakiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali kiiltiir koleksiyonunda
mevcut olan P. aeruginosa izolatlarinda biyofilm varligimin ve antibiyotik direncliliklerinin
belirlenmesi ile beraber her 2 fenotipik determinantta rol oynayan iliskili genlerin
saptanarak, aralarindaki iliskinin karsilastirmali olarak degerlendirilmesi amaciyla

gergeklestirilmistir.



2. GENEL BiLGILER
2.1. Pseudomonas aeruginosa

2.1.1. Tarihge ve Taksonomi

Pseudomonas cinsi icerisinde yer alan bakteriler Gram negatif, sporsuz, hareketli
bakterilerdir. Psddomonaslar ilk defa 1850 yilinda Sedillot tarafindan tanimlanmistir.
Sedillot, Fransiz askerlerin yaralarinda mavi-yesil renkli olusumlari tanimlamis ve bu
olusumlar 1882 yilinda Bacillus pyocyaneus ve sonrasinda da Pseudomonas pyocyanea
olarak isimlendirilmistir. Bu renk olusumuna neden olan piyosiyanin ilk defa 1862
yilinda Lucke tarafindan belirlenmistir. Gessard''n 1882 yilinda saf kiltir olarak
izolasyonu sonrasinda, 1897 yilinda Hitschman ve Kreibich ve 1925 yilinda Osler patojen
bir bakteri olarak tanimlamiglardir. Pseudomonas tiirleri Dooren de Jong tarafindan 1926
yilinda cesitli organik bilesiklerini karbon ve enerji kaynagi olarak kullanimina bagh
olarak siniflandirilmigtir. Buchanon ve ark. tarafindan 1966 yilinda Pseudomonas turleri
fenotipik ozelliklerine gore smiflandirilmigtir. 1960’11 yillarda DNA hibridizasyon
yontemi  ile  genotipik olarak  smiflandirilma  yapilmis  fakat taksonomik
heterojenitelerinden dolayr 1984 yilinda Palleroni tarafindan rRNA homolojilerine gore
psodomonaslar gruplandirilmigtir (Brooks ve ark., 2007). Migula tarafindan 1990 yilinda
Yunanca’da yalanct anlamina gelen “pseudos” ve birim anlamina gelen “monas”
kelimelerinin birlestirilmesi ile Pseudomonas olarak adlandirilmustir (Pitt ve Simpson,
2006).

Pseudomonas cinsi bakteriler rRNA homolojilerine gére Grup I-V olmak zere
bes biiyiik tiir kiimesi icerisinde gruplandirilmaktadir. Grup |, floresan ve nonfloresan
olmak Uzere 2 alt grup icermektedir. Floresan alt grubu Pseudomonas aeruginosa, P.
fluorescens P. putida ve nonfloresan altgrubu da P. stutzeri P. mendocina tirlerini
kapsamaktadir. Grup II; Burkholderia pseudomallei, Burkholderia mallei, Burkholderia
cepacia ve Ralstonia pickettii tlrlerini icermektedir. Grup 1l Comamonas, Acidovorax,
Delftia ve Hydrogenophoga turlerini; Grup IV Brevundimonas tirlerini ve Grup V ise

Stenotrophomonas maltophilia ve  Xanthomonas tiirlerini  kapsamaktadir. Bu



gruplandirmada Pseudomonas tiirleri bir¢ok farkli cins altinda yeniden smiflandirilmistir.
Pseudomonas’a ilaveten bu cinslerden ikisi, Burkholderia ve Stenotrophomonas, veteriner
hekimliginde 6nemlidir (Erdem, 1999; Brooks ve ark., 2007).

2.1.2. Etiyoloji

P. aeruginosa 1,5- 3 um boy ve 0,5- 0,8 um genislikte olan, Gram negatif,
hemolitik, sporsuz, kapsiilsiiz, hareketli, diiz veya hafif egri, uglar1 yuvarlak ve basil sekilli
bakterilerdir. Bakteri hareketini genellikle bir ucunda yer alan tek ve bazen de iki-i¢ adet
flagellas: ile gergeklestirmektedir. Cok hareketli olmalarina ragmen, uzun siire beklemis
kiiltiirlerde ve antiseptik maddelerin bulundugu ortamlarda hareketlerini ve pigmentlerini
kaybettikleri, R (rough) formuna doniistiikleri ve kisa veya ¢ok uzun olacak sekilde
deforme olduklar1 bildirilmistir. Optimum treme pH: 7.2 ve 37-41°C’de gerceklesmektedir
(Ozan, 1996).

P.aeruginosa zorunlu aerop Ozellikte olup, glikoz ve bazi karbonhidratlart
parcalayarak asit olusturmasina ragmen Sakkaroza etkisi yoktur. Oksidaz pozitif olmasi
bagirsak florasinda yer alan diger bakterilerinden ayirt edilmesini saglamaktadir. Katalaz ve
L-arjinin dihidrolaz1 pozitif 6zellikte iken; indol, lizin ve ornitin dekarboksilazi
negatiftirler. H,S iretimi, metil kirmizisi ve Voges Proskauer yoniinden de negatif
Ozeliktedirler. Nitratlar1 nitrite indirger.

P. aeruginosa kanli agarda beta hemoliz yapar. Optimal Ureme sicakligi 37°C’dir
ve 37”C de % 1’lik trifenil tetrazolium kloridli besiyerlerinde kirmizi pigmentli koloni
olustururlar (Palleroni, 1984). Bakterinin piyoverdin, piyosiyanin, piyorubin ve
piyomelanin pigmentleri bulunmaktadir. Piyosiyanin su ve kloroform ile ¢6zlinebilen,
floresans vermeyen, mavi renkte bir pigmenttir. Piyoverdin de su ve kloroformda
¢ozlnebilen, 254 nm dalga boyundaki UV 1ginlari ile fluoresans olusturan ve yesilimsi renk
veren bir pigmenttir. Piyorubin kirmizi, piyomelanin ise kahverengi renkte pigmentlerdir.
Piyosiyanin pigmentinin olugmast piyorubin ve piyomelanin pigmentlerinin varlig
nedeniyle baskilanabilmektedir (Palleroni, 1984). Kati1 besiyerinde sahip olduklar
piyosiyanin pigmenti mavi-yesil renkte, piyoverdin pigmenti yesil-sar1 renkte ve piyorubin

pigmenti de kirmmzi-kahve renkte koloni olusumuna yol acar. Infeksiyonlardan izole



edilen P.aeruginosa suslarinda genellikle piyosiyanin pigmenti bulunmaktadir ve bakteri
bu pigment nedeniyle “aeruginosa” olarak adlandirilmigtir. Patojen suslarda piyosiyanin
olusumuna bagl olarak yesil pigmentin gorilmesi ve yapisinda bulunan 2-
aminoasetofenon dolayis1 ile kultirde aromatik koku bulunmaktadir. Bu 6zellikler
bakterinin tanimlanmasinda 6nemli kriterlerdir (Erdem, 1999; Winn ve ark., 2006).

P. aeruginosa’nin patojenitede rol alan bir¢ok viriilens faktorii bulunmaktadir. Bu
virtilens faktorlerinden flagella, polisakkarit kapsil, fimbria (pilus), lipopolisakkarit yapisal
bilesenlerdir. Bakterinin toksin ve enzim niteligindeki virllens faktorleri de fosfolipaz C
(hemolizin), aljinat-biyofilm, sidereforlar (piyoverdin, piyosiyanin, piyoselin), elastaz
(LasB ve LasA), proteaz, lokosidin, ekzotoksin A (ADP-ribozil-transferaz), ramnolipid
(hemolizin ve lesitinaz aktivitesi), ekzotoksin S ve T, Quorum Sensing, Tip Il sekresyon
sistemi (S, T, U ve Y ekzoenzimleri) olarak bildirilmektedir. Bakterinin hastalik
olusturabilmesi i¢in bu virulans faktorlerinden bircogunun bir arada bulunmasi
gerekmektedir (Erdem, 1999; Moore ve Flaws, 2011). P.aeruginosa’nin proteoliz ve
hidroliz 06zellikleri sayesinde koaglle serumu, kazeini, fibrini, elastini, kollajenleri,

hemoglobini ve jelatini hidrolize etmektedirler (Shaw ve Latty, 1982).

2.1.3. Epidemiyoloji ve Patogenez

P.aeruginosa ¢ok basit gelisim ihtiyaglarina sahip olmalari nedeniyle ¢evrede
yaygin olarak bulunmaktadir. Nemli ve gilines 1s181ndan uzak yerlerde, toprakta ve ylizeysel
sularda uzun yillar yasayabilmektedir. Besin ihtiyaglarini 4-42°C gibi genis bir sicaklik
araliginda saglayabilmeleri ve birgok antibiyotik/dezenfektana karsi direngli olmalari
nedeniyle de toprak, su, bitki, hayvan ve insanlardan siklikla izole edilmektedir (Pollack,
2000). Infeksiyonlar kontamine yem ve su, aerosoller ve deride bulunan yaralar ile
meydana gelir. Bulagsma, arthropod isiriklari yoluyla da olusabilir. Zoonotik bulagsma
bildirilmemesine ragmen, insandan insana bulasma olabilmektedir.

P. aeruginosa’nin neden oldugu infeksiyonlarin patogenezinde sahip oldugu
virulens faktorlerinin hepsi rol oynamaktadir. Flagella hareketliligi saglamanin yani sira
miisine ve respiratorik epitel hiicrelere karsi adezin olarak gorev yapmaktadir. Tip 4 pilus,

konak dokularina ilk baglanma asamasinda gorev alan esas adezindir. LPS de adezyon ve



invazyonda rol oynamaktadir. LPS’nin lipid A kismi yangiya ve doku hasarina neden olur.
Bakteriyel proteinlerden olusan Tip III sekresyon sistemi, sitotoksinleri konak hiicre
sitoplazmasina tasima gorevini istlenmektedir. P. aeruginosa toksinleri epitelyal hiicre
hasarinda rol oynamakta ve fagositik hiicreleri inhibe edebilmektedir. Sidereforlar tim
bakterilerde oldugu gibi demir kazaniminda yani konak dokusundaki gibi diisiik oranda
demir olan bolgelerde hayatta kalmayi destekleyici rol oynamaktadir. P. aeruginosa
EPS’leri slime benzeri mukoid/aljinat bir yapi tiretebilir ve bu yap1 da adezyonu saglamak
icin biyofilm olusumuna neden olmaktadir. Olusturulan bu yap1 aym1 zamanda bakteriyi
fagositozdan da korumaktadir.

P. aeruginosa’nin patogenezi adezyon, kolonizasyon, invazyon ve infeksiyon olusumu
basliklar1 altinda incelenmektedir. Adezyon yani konak epitel ylzeyine tutunma genellikle dis
membran elemanlarindan olan flagella ve tip 4 pilus aracilig1 ile olmaktadir. Bakteri yuzey
elemanlarindan olan LPS yapisinda meydana gelen degisiklikler de adezyonu
etkilemektedir. P. aeruginosa flagellar hareketi sayesinde ortamda hareket eder ve uygun
ortam buldugunda da konak epitel yiizeyine tutunma gergeklesir. Sonrasinda da tip 4
piluslar1 sayesinde kayma hareketi yaparlar. Piluslarin kasilip gevseme hareketi ile
bakteriler birbirlerine dogru yaklasir ve kisa siire icerisinde kolonizasyon gergeklesir. Bu
sekilde kolonize olan bakteriler, konagin diger sistemlerine invaze olarak yani
yayilarak infeksiyonlara neden olur. invaze olan bakteriler salgiladiklar: endotoksin,
ekzotoksin, piyosiyanin, piyoverdin, alginat gibi enzim ve toksinleri ile doku hasarina ve

sonrasinda da infeksiyona neden olur (Vahaboglu ve Akhan, 2008).

2.1.4. Klinik Bulgular

P. aeruginosa infeksiyonlarinda predispozisyon olusturan nedenler doku
biitlinliigiiniin bozulmasi, immun yetmezlik ve bilingsiz antibiyotik kullanimi olarak
bildirilmektedir. P.aeruginosa saglikli hayvanlarin digsk1 ve derilerinde oportunistik olarak
bulunabilmektedir. Oportunistik 6zellige sahip olmasi nedeni ile de hayvanin immun
sistemini baskilayan veya normal floray1 bozan tiim faktorler infeksiyona predispozisyon

yaratarak, infeksiyon olusmasina neden olmaktadir.



Hastaligin  belirtileri, hayvandaki lezyonlarin derecesine ve dagilimina
baglidir. Bakteri genellikle doku biitiinliigliniin bozulmasi ile infeksiyona neden olmakla
beraber, ender olarak hasarsiz dokular1 infekte edebilmesi nedeniyle firsatci patojen olarak
da tamimlanmaktadir. Hayvanlarda, infeksiyonlar genellikle sporadik olarak seyretmektedir.
Bununla beraber septisemi ile seyreden akut hastalik sekillenebilir. P. aeruginosa tim
hayvanlarda yara infeksiyonlari; sigirlarda mastitis, uterinal infeksiyonlar, enterit, artrit,
solunum yolu infeksiyonlar1 ve botriyomikozis; koyun ve kegilerde pnémoni, mastitis,
yapag1 c¢iiriigi, akcigerde apse; kopek ve kedilerde otitis eksterna, iiriner kanal
infeksiyonlari, kornea iilseri, pndmoni, endokarditis ve derin piyoderma; atlarda metritis,
abort, kornea ulseri ve apse olusumu; kanatli hayvanlarda septisemiye neden olmaktadir. P.
aeruginosa infeksiyonlarinda goriilebilen en tipik lezyonlar, dokularda irin olusturabilen
nodullerdir. Etkenin sahip oldugu piyosiyan, irinin rengini degistirebilir ve yesilimtirak
mavi renk almasina neden olabilir. Bu durum da P. aeruginosa infeksiyonlari igin

patognomonik olarak kabul edilmektedir.

2.1.5. Antibiyotik Direngliligi

Antibakteriyel bir maddenin bakterinin Gremesini durdurucu veya Oldiricu
etkisine karsi koyabilen bakterinin bu 0Ozelligi “antibakteriyel direng” olarak
tanimlanmaktadir. Bakterinin genetik 6zellikleri nedeniyle bazi antibiyotiklere direncli
olmas1 “dogal/intrinsink diren¢” olarak tanimlanmaktadir. Dogal direng, bakterilerin
antibiyotigin hedefledigi yapiya sahip olmamalar1 veya ajanin yapisal bir 6zelliginden
dolay1 hedefe ulasamamasindan kaynaklanabilmektedir. Kazanilmis direng ise bakterinin
genetik yapisindaki degisimlere bagli olarak, kromozomal veya ekstrakromozomal genetik
maddelerdeki mutasyonlar sonucunda ortaya c¢ikabilecegi gibi, diren¢ genlerinin
tranformasyon, transdiiksiyon veya konjugasyon yoluyla baska bakterilerden alinmasi ile
de olusabilmektedir. Bakterinin sahip oldugu dogal ve kazamilmis direng
mekanizmalarindan dolayr tiim diinyada hizla yeni nesil antibakteriyeller gelistirilmesi
tizerine ¢aligmalar 6nem kazanmustir (Sanders, 1992; Yice, 2001).

P. aeruginosa infeksiyonlarinda bakterinin  bircok antibiyotige direng

gelistirebilmesi nedeniyle tedavisi olduk¢a guctir. P. aeruginosa suslarinda bir¢ok



mekanizma ile antibiyotiklere direnc¢ gelisebilmektedir. Plazmid kaynakli ve kromozomal
olarak beta-laktamaz iiretimi antibiyotiklerin hedef degisikligine neden olabilmektedir.
Infeksiyon kokenli suslarda en sik rastlanan diren¢ mekanizmasi beta-laktamaz araciligs ile
olmaktadir ve bu mekanizma ile beta-laktam antibiyotiklerin etkinligi azalmaktadir. Ayrica,
bakterinin porin proteinlerinde degisiklik meydana gelebilmekte ve buna bagl olarak ta dis
membran gegirgenliginde azalma goriilebilmektedir. P. aeruginosa efluks pompa sistemini
kullanarak antibiyotigin disa atilmasma neden olabilmektedir. Aminoglikozid modifiye
edici enzimler de diren¢ kazanimmin 6nemli mekanizmalarindan birisidir. P. aeruginosa
suslarinda kromozomal mutasyonlar gorilebilmekte ve bakteri plazmidler, integron veya
transpozonlar araciligi ile taginan gen kazanimlari sonucu da direng gelistirebilmektedir
(Gilardi, 1991; Tenover, 2006).

P. aeruginosa infeksiyonlarda Kklinikte etkili olan ve en sik kullanilan
antibiyotikler genis spektrumlu penisilinler (azlosilin, mezlosilin, tikarsilin, piperasilin),
ucuncl  kusak sefalosporinler (sefaperozon, seftazidim), karbapenemler (imipenem,
meropenem), monobaktamlar (aztreonam), aminoglikozidler (amikasin, gentamisin),
florokinolonlar ~ (siprofloksasin) ve  polimiksinler  (polimiksin B ve Kolistin
antibiyotikleridir. Infeksiyonlarin tedavisinde erken ve uygun dozda tek antibiyotik
kullaniminin yani sira antibiyotik kombinasyonlar1 da kullanilmaktadir. Genellikle
aminoglikozidlerin beta-laktamlar, Gctincl kusak sefalosporinler, monobaktamlar ya da
karbapenemlerle kombine edilerek verilmesi tedavide basari sansini arttirmaktadir (Pitt ve
Simpson, 2006).

P. aeruginosa icgin tedavide siklikla Onerilen beta-laktam antibiyotikler
piperasilin- tazobaktam, seftazidim, aztreonam, sefepim, karbapenemlerdir (Mayer ve
ark., 1995). Beta-laktam antibiyotikler bakterinin hiicre duvar1 sentezinde selektif olarak
inhibitér gorevi yaparlar. Bunlar bakterinin Greme fazinda aktiftirler ve ilk etkilerini hiicre
reseptorlerine baglanarak gosterirler. P. aeruginosa suslarinda beta-laktam antibiyotiklere
kars1 direngte enzimatik (penisilinaz, GSBL, sefalosporinaz) ve nonenzimatik (pompa
sistemleri, porin kaybi1) mekanizmalar rol oynamaktadir (Gliven ve ark., 2008).

Penisilinler ve sefalosporinler bakterinin penisilin baglayicit proteinlere (PBP)

baglanirlar ve bu sekilde hiicre duvar sentezini bozarak bakterisidal etki yapar. P.



aeruginosa’ya karsi etkili olan penisilinler tikarsilin, karbenisilin, azlosilin, piperasilin,
beta-laktam-+beta-laktamaz inhibitérii kombinasyonlaridir. Ugiincii kusak sefalosporinler,
seftazidim, sefepim ve sefoperazon P. aeruginosa’ya etkilidir. P. aeruginosa’nin ampisilin,
amoksisilin, amoksisilin- klavunata direng gelisimi indiiklenebilir kromozamal AmpC beta-
laktamaz ve efluks pompa sistemi mekanizmalari yolu ile gerceklesir (Gilardi, 1991).

Karbapenemler diger beta-laktamlar gibi PBP’ler ile kovalan olarak baglanirlar
ve hiicre duvar sentezini inhibe ederler. Imipenem, meropenem ve doripenem P.
aeruginosa’ya kars1 etkili olan karbapenemlerdir. Meropenemin etkinligi imipeneme
oranla daha yuksektir ve PBP-3 (izerinden etkisini gostermektedir (White Friedrich ve
ark., 1996).

Monobaktam grubu antibakteriyellerden birisi olan aztreonam diger beta-laktam
antibiyotiklerden farklilik gdstermektedir. Aztreonamin yapisinda digerlerinden farkl
olarak beta-laktam halkasina bagli baska bir halka bulunmamaktadir. Etkisini PBP-3’e
baglanmak ve boylece hiicre duvart sentezini durdurmak suretiyle gergeklestirmektedir
(Maeda ve ark., 2008; Oie ve ark., 2009).

Beta-laktam halkas1 icermekte iken tek baslarina antibakteriyel etki géstermeyen
beta-laktamaz inhibitorleri, penisilin grubu antibiyotikleri hidrolizden korumaktadir. P.
aeruginosa’ya en etkili olan beta-laktam+beta-laktamaz inhibitdrii kombinasyonlari
piperasilin-tazobaktam ve tikarsilin-klavulanik asittir (Gilardi, 1991; Jawetz ve ark.,
2010).

Aminoglikozid grubu antibiyotikler ribozomlarin protein sentezini inhibe ederek
etkisini gostermektedirler. Bu etki mRNA’nin Uzerinde tasidigi genetik kodun yanlig
okunmasi sonucunda islevsiz bir protein sentezlenmesi ile gergeklesir. Gentamisin,
netilmisin, tobramisin ve amikasin P. aeruginosa’ya etkili énemli aminoglikozidlerdir
(Jawetz ve ark., 2010) .

Kinolonlarin konsantrasyon ile iligkili olan bakterisidal etkileri bulunmaktadir.
Kinolonlar, DNA sentezini direk inhibe eden tek antibakteriyeldir. P. aeruginosa’ya en
etkili olan kinolon siprofloksasindir (Drlica ve Zhao, 1997; Senol, 2002).
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2.1.6. P. aeruginosa ve Biyofilm

Biyofilm, bir yiizeye yapisarak bakterilerin uyumlu ve yapisal biitiinliik icerisinde
yasadig1 kompleks bir organizasyondur (Kumar ve ark., 2011). Biyofilm icerisinde bulunan
bakteriler birbirleriyle haberleserek varliklarinin devami igin gerekli olan yasamsal
islevlerini yerine getirirler (Vu ve ark., 2009). Biyofilmler sadece yiizeye yapismis
durumda bulunan ve igerisinde mikroorganizmalarin bulundugu homojen bir tabakadan
ibaret degillerdir. Yapilan arastirmalar, birbirlerine yapigsmalarin1 saglayan, biliylime oranini
arttiran ekstraseliiler polimerik maddeden olusmus matriks igine gomiilii belirli bir
koordinasyon yeteneginde olduklarin1 gdstermistir. Ayrica gen transkripsiyonlart ile
fenotipik farkliliklar gdsteren bakterilerin olusturdugu biyolojik sistemler olarak da
nitelendirilmektedirler (Donlan, 2002). Biyofilm olusumu; su aktivitesi, besin ihtiyaci,
antimikrobiyal madde igerigi, pH degeri, asidite, oksijen miktar1 gibi i¢ faktorler ile beraber
yiizey materyali, yiizey alani, ylizey diizgiinliigii, ve sinirl besin maddesi gibi dis faktorlere
de baglhdir (Donlan ve Costerton, 2002; Douglas, 2003).

Biyofilm, bakterinin ¢evresinde diizensiz bir sekilde dagilan polisakkaritten olusan
bir matrikstir. Biyofilmde polisakkaritler bakteri hiicre yiizeyine tutunmus olan ince seritler
halinde ve hiicrenin etrafinda kompleks bir ag olusturmus seklinde gézlemlenir (Leriche ve
ark., 2000; Sutherland, 2001). Matriksin icerigi olan ekzopolisakkaritler hem fiziksel hem
de kimyasal o6zellikler agisindan farkliliklar gosterir. Polisakkaritler uzun, ince molekiiler
zincirlerdir ve 0,5-2,0x10° kDa’luk bir molekiiler yapiya sahiptirler. Ayrica matriksin
yogunlugu ve genisligi hiicresel ve hiicresel olmayan yapilar ile mikroorganizmalarin
tirleri arasinda da farkliliklar gostermektedir. Biyofilmlerin yapisinin biiyiik bolimiinii
(%73 — 98) su olusturmaktadir (Donlan ve Costerton, 2002). Biyofilmin yapisi mikroskobik
olarak incelendiginde matriksin besin ve oksijen tasinmasini saglayan ‘su kanallari’na sahip
heterojen bir yapiya sahip oldugu goriilmiistir (Flemming ve Windenger, 2010).
Biyofilmin gelismesi yakin ¢evredeki besinlerin hiicre i¢ine alinimi, atik maddelerin ise
hiicreden uzaklastirilmast ile iligkilidir. Ayrica besin kisitlanmasindan dolay1 eksprese olan
Quorum-sensing (QS) molekiillerinin salinimi, ortam pH’1, O, perfiizyonu, karbon kaynagi
ve ozmolarite de gelisimde ¢ok etkilidir (Bothwell ve ark., 2003; Sakarya, 2005). Son

yillarda bakteriler tarafindan salinan ve hiicreler arasi sinyal iletimini saglayarak bakterinin
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gen ekspresyonunu diizenleyen molekiiller araciligt ile biyofilm  yapiminin
dizenlenebileceginin gosterilmesi biyofilmin patojenite ve ¢evreye adaptasyonunda
Onemini artirmistir (Sakarya, 2005).

Biyofilmin yapisallig1 i¢in gereken biyofilm matriksi; biyofilmi olusturan
mikroorganzimalarin tiiri ile beraber biyolojik ve biyolojik olmayan bir¢ok degiskene
baghdir. Bu farkli bilesenler, salgilanan ekzopolisakkaritler, proteinler ve DNA’lardir.
Ekzopolisakkaritler % 50-70 oraninda organik karbon igerirler. Bakteriyel tiirlerin
farkliligina bagh olarak ekzopolisakkaritlerin tipi ve miktar1 gesitlilik gdstermektedir
(Starkey ve ark., 2004). Bakteriyel viriilense etkilerinden 6tlr0 ekstraseliiler polisakkaritler
uzun yillardir c¢alisgilmakta olan bir konudur. Hiicre dis1 polisakkaritler, kapsiiler
polisakkaritler ya da ekzopolisakkaritler seklinde siniflandirilmaktadir. Bakteri kiiltiirleri
santrifiij edildikten sonra, hiicreyle baglantili sekilde kalan ekstraseliiler polisakkaritler
“kapsiil” olarak adlandirilirken, iist sivi igerisinde kalan hiicre dis1 polisakkaritler ise
“ekzopolisakkaritler”  olarak adlandirilmaktadir. ~ Biyofilm  c¢alismalarinda  bazi
polisakkaritlerin izolasyonunun zor olmasi, biyofilmin kimyasal kompozisyonunun
anlasilmasina engel teskil etmektedir.

P. aeruginosa suslarinin, mukoid olmayan biyofilm iireticisi suslardan farkli
olarak daha kompleks ve farkli bir matriks olusturduklari saptanmistir. Bu farkliliklardan
biri, mukoid suglardaki matriks yapisinda bulunan ekzopolisakkaritlerin temel bileseni olan
O-asetilli aljinattir (Nivens ve ark., 2001). EPS’nin biyofilmin yapisina ve biyofilmi
olusturan bakterilerin hayatta kalabilme kabiliyetlerine 6nemli katkilar sagladigi, deneysel
kosullarda biyofilmden EPS’nin uzaklastirilmas:t halinde bakterilerin antimikrobiyel
ajanlara kars1 daha duyarli hale gelmeleriyle anlagilmistir (Watnick ve Kolter, 2000).

Biyofilm  arastirmalarinda  model olarak en ¢ok tercih  edilen
mikroorganizmalardan biri olan P. aeruginosa’nin flagellar hareket yetersizligi sergileyen
ve tip IV pilusunu sentezleyemeyen mutant suslarinda yiizeyle etkilesim gerceklesse dahi,
bu asamadan sonra biyofilm tabakasinin temelini teskil eden mikrokolonizasyon
asamasinin gergeklesmedigi bilinmektedir. P. aeruginosa biyofilm modeline gore; biyofilm
olusum asamalarini ilk tutunma ve mikrokoloni olusumu, biyofilm gelisimi ve hiicrelerin

biyofilmden ayrilmasi olarak 6zetlemek miimkiindiir (Costerton ve ark., 1999).
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Biyofilm olusumunun ilk asamasi olan ylizeye tutunma sirasinda bazi genlerin
diizeylerinde artis olduguna yonelik kanitlar mevcuttur. Tutunmadan sonra mikrokoloniler,
biyositlere direngli ekzopolisakkarit kapli topluluklar halinde farklilagirlar. Gram negatif
bakterilerde quorum sensing caligmalar1 bakterilerce salinan asilhomoserin lakton
sinyallerinin kritik hiicresel yogunlukta, spesifik bazi genlerin ifadesini tesvik ettigini
gostermistir. P. aeruginosa’da iki tip quorum sensing mekanizmasi tanimlanmistir.
Bunlarin bir tanesi lasR-lasl sistemi olup, bu mekanizma hiicre dis1 viriilens faktorlerinin
ifadesini diizenler. Bu sistem ayn1 zamanda sekonder metabolitlerin iiretimini diizenleyen
rh1R/rh1l sistemini de kontrol eder. rhll butirilhomoserin laktonunun uretimini katalizler
ve lasl, 3-oksododekanoil homoserin laktonun sentezini yonlendirir. Dogal tip, lasl ve rhil
mutantlar1 cam bir ylizeyde kolonize olup mikrokoloni olusturabilir; fakat dogal tip ve rhil
mutant tip, kalin-biyosit direngli biyofilmler olustururken, lasl mutantlarinin olusturdugu
biyofilmler ince ve farklilasmamis bir sekilde kalarak zayif deterjanlarla (sodyum dodezil
siilfat) uzaklastirilabilirler. lasl mutantlarma 3-oksododekanoil homoserin laktonun
ilavesiyle bu mutantlarda biyofilm olusumu yeniden goriilmiistiir. Bu durumun en iyi
ornegi; P. aeruginosa’nin silikon ireter Kkateterleri lzerindeki biyofilmlerinde
asilhomoserin laktonun saptanmasidir. P. aeruginosa biyofilmlerinde, yiizeye tutunma ve
yiizeydeki agregasyon icin spesifik hiicre bilesenlerine gereksinim duyulmaktadir. Bu
biyofilmlerin olgunlasmasi igin de hormon benzeri bir bilesene ihtiyag duyuldugu
saptanmustir (Costerton ve ark., 1999).

Bagl bir topluluk i¢indeki bir bakterinin farkli bolgelerde kolonize olabilmesi i¢in
birtakim dagilma mekanizmalarina gereksinimi vardir. Bunun yaninda, biyofilm
icerisindeki bakteriler vejetatif faza da gecebilmektedir. P. aeruginosa’da bu durum aljinati
sindiren bir enzimle ger¢eklestirilmektedir (Costerton ve ark., 1999).

Biyofilm organizasyonunun anlagilmasinda en ideal model olarak kabul edilen P.
aeruginosa biyofilmi, bir substrata tutunmus vaziyettetir ve biyofilmin iizerinde besinlerin
siirekli akis halinde oldugu bir sulu faz vardir. Tutunmus hiicreler mikrokolonilerin
olusumu igin ekzopolisakkarit {iretir ve biyofilmin yayilabilmesi igin mikroorganizmalar
ylizey boyunca yavasca go¢ ederek mantar seklini andiran yapilar olustururlar. Primitif

dolasim sistemine paralellik gosteren su dolu kanallar, mikrokoloniler arasinda
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olusturularak besinsel gereksinimlerin giderilmesine ve toksik atiklarin uzaklagtirilmasina
olanak saglar. Bu kompleks ve organize yasamsal yapimin nasil diizenlendigine iliskin
sorular hala giincelligini korumakta ve yeni ¢alismalara kaynak teskil etmektedir (Costerton
ve ark., 1999).

Bakteriler, canli veya cansiz yiizeylerde biyofilm olusturduklarinda birgok
avantaja sahip olurlar. Biyofilm bakterileri vejetatif bakterilerden nem, 1s1, pH degisiklikleri
ve UV 1s18ina maruziyet gibi cevresel degisimlere goére daha dayamikhidirlar. Ayrica
biyofilm besinleri konsantre eder ve atiklarin kolayca atilimii saglar. Biyofilmdeki
bakterilerin kiimelesmesi, hiicreler arasi etkilesimleri kolaylastirir. Biyofilm yapisi,
bakteriyi konak savunma mekanizmasina karsi direngli hale getirir. Ciinkii EPS ile
cevrelenmis hiicre kiimelerinin olusturdugu biyofilm yapist biiylik oldugu icin fagositoz
olamayacaktir ve boylece konagin bagisiklik sistemi tarafindan yakalanamayacaktir. Klinik
acidan avantaji ise, biyofilm bakterileri antibiyotiklere kars1 vejetatif bakterilere kiyasla
binlerce kat daha direngli olmalaridir (Ceri ve ark., 1999; Wand ve ark., 2012). Oncelikle
EPS matriksin, antimikrobiyal maddeleri absorbe ettigi veya difiizyonunu engelledigi
diistintiliirken, artik c¢ogu antibiyotigin biyofilm tabakasini kolayca penetre -ettigi
kanitlanmistir. Bu olaymn en olast aciklamasi biyofilmlerdeki bakterilerin fenotipik
degisiklikler gecirmesi kendisini korumasina ve antibiyotiklere karsi direngli olmasinda rol
oynamaktadir. Birgok antibiyotik hizla boliinen bakterileri hedefledigi i¢in, biyofilmin
derin tabakalarinda bulunan, azalmis metabolik ve béliinme hizlar1 sergileyen bakterilere
antibiyotikler etkili olamamaktadir. Bu sebeple, antibiyotigin etkisi ile biyofilmlerin
yiizeyine yakin olan bakterilere mikrobisidal etki gosterirken biyofilmin derinlerinde kalan
bakteriler ise hayatta kalarak tekrar gelismeleri i¢in ortam olustururlar (Ciftgi ve ark.,
2005).

2.1.7. Biyofilm ve Antibakteriyel Direnc Iliskisi

Gunimuzde birgok infeksiy0z hastalik etkin antibiyotik terapileriyle tedavi
edilebilmektedir. Ancak bu yaklasim g¢ogunlukla bakteriyel biyofilmlerin s6z konusu
oldugu durumlarda etkin bir ¢6ziim saglayamamaktadir. Medikal aletlerin yiizeylerinde ve

bu yiizeylerdeki 6lii dokularda biyofilm gelisebilir. Ayn1 zamanda endokardit tablosunda
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goruldigii gibi canli dokular iizerinde de biyofilm olusabilir. Biyofilmler yavas gelisirler ve
infekte bireylerde ileri semptomlar iiretirler. Biyofilm igerisindeki bakteriler, birtakim
antijenler sentezleyerek antikor Gretimini tetikleyebilirler; ancak antikorlar ¢ogu kez
biyofilm igerisindeki bakterileri Oldiirmek icin yeterli etkinligi gosterememektedirler.
Bunun sonucunda, biyofilm ¢evresindeki dokuda immiin kompleks hasar1 meydana
gelmektedir. Yeterli hiicresel ve hiimoral bagisikligi olan bireylerde dahi biyofilmler,
immiin sistemce alt edilemeyebilirler. Antibiyotik terapiler, biyofilmlerden acia ¢ikan
vejetatif hiicrelerin semptomlarini tersine g¢evirebilirken, biyofilmlerin yok edilmesinde
etkin olamamaktadir. Stirekli antibiyotik terapisine ragmen tekrarlayan semptomlarin
goriilmesi sonucunda cerrahi miidahaleyle biyofilmin viicuttan uzaklastirilmasi
gerekmektedir (Costerton ve ark., 1999).

Dogal ve endiistriyel ¢evrelerde gelisen biyofilmlerin bakteriyofaj, amipler ve
cesitli kimyasal biyosidlere karsi duyarlt olduklart bilinmektedir. Tibbi alanda ise,
hareketsiz bakteriyel hiicreler konak savunma mekanizmalarma kars1 koyabilmekte ve
vejetatif formda olan bakterilere oranla, antibiyotiklere cok daha fazla direng
gostermektedirler (Amorena ve ark., 1999).

Biyofilmlerin bu dirence multiple (¢oklu) mekanizmalar araciligiyla sahip
olduklar1 diisiiniilmektedir. Antimikrobiyal ajanin biyofilmin tiim tabakalar1 boyunca
penetrasyon gostermemesi. Biyofilm matriksi icerisindeki polimerik maddelerin antibiyotik
diffiizyonunu giiclestirdigi bilinmektedir. Bu durum yeterli antibiyotik konsantrasyonuna
asla ulasmamasi anlamina gelmektedir. Biyofilm icerisindeki hiicrelerden en azindan bir
kism1 besin yetersizligi yasamakta ve bu nedenle yavas biiylime fazina girmek zorunda
kalmaktadirlar. Yavas biiyliyen veya biliylime gostermeyen hiicreler bir¢ok antimikrobiyal
maddeye karst duyarli degildirler ve bircogu hayatta kalabilmektedirler. Biyofilm
igerisindeki bakteriler arasinda diren¢ genlerinin degisimi s6z konusudur (Ciftci ve ark.,

2005).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Bakteri Materyali

Tez ¢alismasinda Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Kiiltiir Koleksiyonu’nda bulunan ve ¢esitli klinik vakalardan izole edilmis
olan 48 adet Pseudomonas aeruginosa izolat: incelendi.

Izolatlarin canlandirilmas1 %7 koyun kami igeren Triptik Soy Agar (TSA)’da
yapildi. Bu amagla gliserinli Triptik Soy Broth (TSB) igerisinde bulunan bakterilerden 0,1
ml aliarak, %7 koyun kani iceren TSA’ya inokule edildi. Besiyerleri 37°C’de 24 saat
aerobik kosullarda inkiibe edildi ve inkiibasyon siiresi sonunda iireyen koloniler PCR ile

identifiye edilmek ve ¢alismanin diger agsamalarinda kullanilmak {izere TSA’da subkiiltiire
edildi.

3.2. izolatlarin PCR ile Identifikasyonlar

Canlandirilan izolatlardan DNA ekstraksiyonu yapilmasi i¢in izolatlar TSA’ya
ekilerek, 37°C’de 24 saat aerobik kosullarda inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
izolatlardan DNA ekstraksiyonu gerceklestirildi.

DNA ekstraksiyonu kaynatma metodu ile yapildi. Bu amagla TSA’da iireyen saf
kolonilerden bir koloni alinarak, 500 pl steril distile su igerisinde siispanse edildi.
Hazirlanan siispansiyonlar 100°C’ye ayarlanmus su banyosunda 10 dakika kaynatildi ve
ardindan 10.000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Santriflij sonras: siipernatant kismi1 DNaz-
RNaz ari tiiplere alinarak, Nano-Drop spektrofotometre ile DNA konsantrasyonlari
belirlendi. Ekstrakte edilen DNA’larin konsantrasyonlari 10 mg/ml olacak sekilde steril
distile su ile ayarlandi. Elde edilen DNA’lar PCR c¢alismalarinda hedef DNA olarak
kullanlmak iizere -20°C°de sakland.

Izolatlarm identifikasyonlar1 Spilker ve ark. (2004) tarafindan bildirilen yontemin
optimizasyonu ile gerceklestirildi. PCR’da PA-SS oligonukleotid primerleri kullanildi
(Tablo 1). PCR reaksiyonu karisimi toplam 25 pl olacak sekilde DNaz/RNaz’dan ari distile
su, 1XPCR buffer, 2 mM MgCl;, 0.25 uM dNTP, her bir primerden (PA-SS) 0.40 uM, 1U
Taq polimeraz enzimi ve 2 pul kalip DNA eklenerek olusturuldu. Amplifikasyon kosullari
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olarak thermalcycler cihazi 95°C’de 2 dakika baslangi¢ denatiirasyonu, 94°C’de 20 s
denatiirasyon, 58°C’de 20 s primer baglanmasi, 72°C’de 40 s uzama asamasi igeren toplam
25 dongii ve son uzama asamasi 72°C’de 5 dk olacak sekilde ayarlandi.

Amplikonlarin goriintiillenmesi amaciyla 1X TBE buffer icerisinde %1,5’luk
agaroz ve etidium bromid (2 pg/ml) iceren jel hazirlandi. Amplifikasyon iiriinleri %1,5’luk
agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV transilluminatdr ile goriintiilendi. Goriintiilleme

sonrasinda 956 bp’lik bant goriilmesi P. aeruginosa i¢in pozitif olarak degerlendirildi.

3.3. Antibiyotik Direnc Profilinin Belirlenmesi

Izolatlarm 6 antibiyotik grubuna ait 8 antibiyotik (Florokinolon: enrofloksasin ve
siprofloksasin; Betalaktam: seftriakson ve amoksisilin + klavulanik asit; Karbapenem:
meropenem; Polimiksin: kolistin; Aminoglikozit: gentamisin; Macrolide: azitromisin) icin
duyarhiliklarinin belirlenmesinde Kirby-Bauer Disk Difiizyon metodu kullanild1 (CLSI,
2018). Bu amacla %0,9’luk fizyolojik tuzlu su (FTS) ve Mueller-Hinton Agar (MHA)
kullanildi. TSA’da saf olarak {reyen izolatlardan FTS igerisinde 0,5 McFarland
yogunlugunda siispansiyonlar hazirlandi. Siispansiyonlardan 0.1 ml alindi ve MHA
yiizeyine yayma ekimle inokiilasyonlar1 gergeklestirildi. Besiyeri iizerine azitromisin (30
Kg), gentamisin (10 pg), kolistin (10 pg), meropenem (10 pg), siprofloksasin (5 ug),
amoksisilin+klavulanik asit (20+10 ug), seftriakson (30 pg) ve enrofloksasin (5 ug) iceren
diskler yerlestirildi ve 37°C’de 24 saat acrobik kosullarda inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda inhibisyon zon c¢aplari Olciilerek, EUCAST (2018) ve CLSI (2018)’de bildirilen

degerlere gore izolatlarin antibiyotik duyarliliklar1 degerlendirildi.

3.4. Biyofilm Uretiminin In Vitro Olarak Belirlenmesi
Izolatlarin biyofilm olusturma durumlari in vitro olarak Kongo Red Agar (CRA),

Modifiye Tiip Aderans (Christensen) ve Mikroplak yontemleri ile arastirildi.

3.4.1. CRA Yontemi

CRA yontemi icin 1 000 mL distile su icerisinde10 gram agar, 50 gram glikoz, 37
gram Brain-Heart Infusion Broth, 0,8 gram Kongo red boyasi olacak sekilde Kongo Red
Agar hazirlandi. TSA’da saf olarak iireyen kolonilerden tek koloni alinarak, CRA’ya
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ckimleri yapildi. Besiyerleri 37°C’de 24-48 saat aerobik kosullarda inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda kolonilerde olusan renk degisimlerine gére degerlendirilme
yapildi. Siyah-gri renk olusumu goriilen izolatlar biyofilm iiretimi yoniinden pozitif,
pembe-kirmizi renkli koloniler ise negatif olarak degerlendirildi (Kart ve ark., 2011; Atshan
ve ark., 2012).

3.4.2. Modifiye Tup Aderans (Christensen) Yontemi

Modifiye tiip aderans (Christensen) yontemi ile biyofilm varligi Christensen ve
ark. (1985) tarafindan belirtilen yontemle yapildi. Bu amagla %3 glikoz iceren TSB
hazirlandi. Besiyerlerinin kontaminasyon kontrolleri yapildiktan sonra TSA’da saf ve taze
olarak tireyen izolatlar, tek koloni olacak sekilde sivi besiyerlerine inokiile edildi.
Besiyerlerinin  37°C’de 24 saatlik aerobik inkiibasyonu sonrasinda tiip icerikleri
bosaltilarak fosfatla tamponlanmis tuz soliisyonu (PBS) ile yikandi. Yikama sonrasinda her
bir tiipe 10’ar ml safranin eklenerek 5 dk siireyle tiipiin i¢ ¢eperiyle karismasi saglandi. Tiip
igerisindeki boya dokiilerek tiipler ters gevrildi ve kurutma kagidinin iizerinde bir gece
kurumaya birakildi. Tiiplerin i¢ ¢eperindeki rengin koyulugu ve kalinligina gore izolatlarin
biyofilm olusturma kapasiteleri ¢ok giigli (+++), giiglii (++) ve zayif (+) olarak
degerlendirildi. Renk degisiminin olmamasi da biyofilm negatif olarak degerlendirildi.
Ayrica; besiyerinin havayla temas ettigi kistmda boya kalintis1 olabildigi i¢in bu durum da

negatif olarak degerlendirildi.

3.4.3. Mikroplak Yontemi

Spektrofotometrik mikroplak yontemi ile biyofilm varligi Stepanovi¢ ve ark.
(2000)’nin bildirdigi yontem ile incelendi. Yontemde 96 kuyucuklu diiz tabanli steril
mikroplaklar kullanildi. Christensen metodu i¢in hazirlanmis olan bakteri silispansiyonu
igeren besiyerlerinden steril kosullarda her bir izolat i¢in ii¢ kuyucuk olmak iizere 200’er pl
inokiile edilerek, 37°C’de 24 saat aerobik kosullarda inkiibe edildi. Negatif kontrol olarak
steril PBS kullanild. Inkiibasyon sonunda mikroplak ters gevrilerek kuyucuklarda bulunan
icerik bosaltildi. Her bir kuyucuk PBS ile yikandiktan sonra biyofilmin fikzasyonunu
saglamak amaciyla 200’er ul metanol eklendi ve 1 dk bekledi. Sonrasinda igerik dokiilerek

uzaklastirildi. Her bir kuyucuga 200’er ul kristal viyolet eklenerek, 5 dk oda sicakliginda
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inkiibe edildi. Kuyucuklar bosaltilarak, biyofilm yapisina katilmayan diger hiicre veya
maddelerin uzaklastilmas1 amaciyla steril PBS ile yikandi. Mikroplak oda 1sisinda 30 dk
kurutularak, tizerine %96’lik etanol eklendi ve boyanin ¢oziinmesi saglandi. Mikroplak
iceriginin 500 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak Ol¢timleri yapildi. Her bir
kuyucuk i¢in optik dansite (OD) degeri belirlendi. Negatif kontrol olan kuyucuklarin
ortalamasi ile her bir izolata ait {i¢ kuyucugun ortalamalar1 alinarak biyofilm olugumunun

varlig1 saptandi.

3.5. Biyofilm ve Antibiyotik Direnc ile Iliskili Genlerin Arastirilmasi

Izolatlarda biyofilm ve biyofilm ile iligkili antibiyotik diren¢ genleri PCR ile
arastirildi. Bu kapsamda biyofilm iiretiminden sorumlu olan PelA, quorum sensing genleri
olan lasl, lasR, rhll, rhIR ile biyofilme bagli antibiyotik direncinden sorumlu olan PAQ756,
PA0757, PA2070 ve PA5033 gen varliklar1 arastirildi.

PCR’da hedef DNA olarak kaynatma metodu ile hazirlanarak, -20°C’de saklanan
hedef DNA’lar kullanildi.

Calismada kullanilan oligoniikleotid primerlerin baz dizilimleri Tablo 1’de

sunuldu.

3.5.1. pelA Geni Varhginin Arastirilmasi

Biyofilm iiretiminden sorumlu oldugu bildirilen PelA geninin belirlenmesi Colvin
ve ark. (2011)’nin bildirdigi yontemin optimizasyonu ile PCR gerceklestirildi. Bu amagla
DNaz/RNaz icermeyen distile su, 1XPCR buffer, 3 mM MgCl,, 0,2 uM dNTP, her bir
primerden 0,4 uM, 1U Taq polimeraz enzimi ve 2 ul kalip DNA igeren toplam 25 ul PCR
reaksiyonu karisimi olusturuldu. Amplifikasyon kosullar1 olarak thermalcycler cihazi
94°C’de 2 dk baslangic denatiirasyonu, 95°C’de 15 s denatiirasyon, 45°C’de 1 dk primer
baglanmasi, 72°C’de 45 s uzama asamasi igeren toplam 34 dongii ve son uzama asamasi
72°C’de 7 dakika olacak sekilde ayarlandi.

Amplikonlarin goriintiilenmesi amaciyla 1X TBE buffer icerisinde %2,5’luk
agaroz iceren jel hazirlandi. Amplifikasyon iriinleri etidium bromid (2 pg/ml) iceren

%2,5’luk agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV transilluminator ile goriintiilendi.
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Goriintilleme sonrasinda 118 bp’lik bant gorilmesi PelA gen varligi icin pozitif olarak

degerlendirildi.

Tablo 1. Calismada PCR igin kullanilan oligoniikleotid primerler

Primer Dizilim Amplikon biiyiikliigii (bp) Kaynak
] F  CGTGCTCAAGTGTTCAAGG 205
R TACAGTCGGAAAAGCCCAG
R F  AAGTGGAAAATTGGAGTGGAG 130
R GTAGTTGCCGACGACGATGAAG Lima ve ark.
. F  TTCATCCTCCTTTAGTCTTCCC 155 (2018)
R TTCCAGCGATTCAGAGAGC
- F TGCATTTTATCGATCAGGGC 133
R CACTTCCTTTTCCAGGACG
PelA F CCTTCAGCCATCCGTTCTTCT 118 Colvin ve ark.
R  TCGCGTACGAAGTCGACCTT (2011)
F  TGCCAAGGCTGTAGGTGAAC
PAOTS6 R CGAGCTGCGGATGATCTTCCA 1130
F  TTCCCGCCGCCGACCGCGAGC
PAO7S R GCCGACAAAGTCCAACAGG e Manohar ve ark.
F  ATGGCGCTCGTCGTGCTTCT (2018)
PA2070  — 5 CCGGTCACCTCGATTCGTT 1355
F ACCATCACCGCTGCCTATCC
PAS033 o ACCACGTTGCCGAAGCTGT 20
oass _F_ GGGGGATCTTCGGACCTCA 056 Spilker ve ark.
R TCCTTAGAGTGCCCACCCG (2004)
ERIC2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG degisken Versalovic ve

ark. (1991)

3.5.2. lasl, lasR, rhll ve rhiR Genlerinin Varhgmmin Arastirilmasi

Izolatlarda quorum sensing genleri olan lasl, lasR, rhll, rhIR gen varliklar1 Lima
ve ark. (2018)’nin bildirdigi yontemin optimizasyonu ile arastirildi.

Her bir gen icin ayr1 ayri olmak iizere toplam 25 pl olacak sekilde PCR reaksiyonu
karisimi hazirlandi. Karisim DNaz/RNaz’dan ari distile su, 1X (NH4),SO,4 PCR buffer, 3
mM MgCl,, 0,2 uM dNTP, her bir primerden 0,2 uM, 1U Taq Polimeraz enzimi ve 2 pl
kalip DNA eklenerek olusturuldu. Amplifikasyon kosullar1 olarak thermalcycler cihazi
94°C’de 2 dk baslangi¢c denatiirasyon, 94°C’de 1 dk denatiirasyon, 52°C’de 1 dk primer
baglanmasi, 72°C’de 90 s uzama asamasi igeren toplam 30 dongii ve son uzama asamast
olarak 72°C’de 7 dakika olacak sekilde ayarlandi.

Amplikonlarin goriintiilenmesi amaciyla 1X TBE buffer icerisinde %2’lik agaroz

iceren jel hazirlandi. Amplifikasyon triinleri etidium bromid (2 pg/ml) iceren %2’lik
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agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV transilluminator ile goriintiilendi. Goriintiileme
sonrasinda 295, 130, 155, 133 bp’lik bant goriilmesi sirasiyla lasl, lasR, rhll, rhIR gen

varliklari i¢in pozitif olarak degerlendirildi.

3.5.3. PAO0756, PA0757, PA2070 ve PA5033 Genlerinin Varliklarin

Arastirilmasi

Izolatlarda biyofilme bagl antibiyotik direncinden sorumlu olan PA0756, PA0757,
PA2070 ve PA5033 gen varliklar1 Manohar ve ark. (2018)’nin bildirdigi yontemin
optimizasyonu ile arastirildi. Her bir gen i¢in ayr1 ayri olmak iizere toplam 25 ul olacak
sekilde PCR reaksiyonu karisimi hazirlandi. Karistm DNaz/RNaz’dan ari distile su, 1X
PCR buffer, 2.5 mM MgCI2, 0.2 uM dNTP, her bir primerden 0.2 uM, 1U Taq Polimeraz
enzimi ve 2 ul kalip DNA eklenerek olusturuldu. Amplifikasyon kosullar1 olarak
thermalcycler cihaz1 94°C’de 2 dk baslangi¢ denatiirasyon, 94°C’de 30 s denatiirasyon,
58°C’de 45 s primer baglanmasi, 72°C’de 90 s uzama asamasi igeren toplam 35 dongii ve
son uzama agamasi 72°C’de 7 dakika olacak sekilde ayarlandi.

Amplikonlarin goriintiilenmesi amaciyla 1X TBE buffer icerisinde %1’lik agaroz
iceren jel hazirlandi. Amplifikasyon ftriinleri etidium bromid (2 pg/ml) igeren %1’lik
agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV transilluminator ile goriintiilendi. Goriintiileme
sonrasinda 1130, 1011, 1355, 1320 bp’lik bant goriilmesi sirasiyla PA0756, PAQ757,
PA2070 ve PA5033 gen varliklari i¢in pozitif olarak degerlendirildi.

3.6. Genotiplendirme

Her ii¢ yontemle de biyofilm pozitif oldugu belirlenen izolatlarin filogenetik
yakinliklarinin belirlenmesi amaciyla ERIC-2 primeri kullanilarak Versalovic ve ark.
(1991)’nin bildirdigi yonteme géore RADP-PCR gerceklestirildi.

RAPD-PCR i¢in toplam 25 pl olmak iizere DNaz/RNaz’dan ari distile su, 1X PCR
buffer, 2,5 mM MgCI2, 0.2 uM dNTP, 0.25 uM primer, 1U Taq Polimeraz enzimi ve 2 ul
kalip DNA eklenerek PCR karisimi olusturuldu. Amplifikasyon kosullar1 olarak
thermalcycler cihazi 94°C’de 5 dk baslangi¢ denatiirasyonu, 94°C’de 1 dk denatiirasyon,
36°C’de 1 dk primer baglanmasi, 72°C’de 3 dk uzama dongiisiinden toplam 40 dongii ve

son uzama asamasi 72°C’de 7 dakika olacak sekilde ayarlandi.
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Amplikonlarin goriintiilenmesi amaciyla 1X TBE buffer icerisinde %1,5’luk
agaroz iceren jel hazirlandi. Amplifikasyon iriinleri etidium bromid (2 pg/ml) iceren
%1,5’luk agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV transilluminator ile goriintiilendi.
Goriintiileme sonrasinda olusan bantlar kaydedildi. Olusan bantlarin UPGMA (Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic Averages) metodunu kullanan goriintii analiz programi

ile degerlendirmesi yapildi ve dendrogramlar ¢izildi.
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4. BULGULAR

4.1. Bakteri Materyali
Tez calismasinda Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakultesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Kiiltiir Koleksiyonu’nda bulunan ve ¢esitli klinik vakalardan izole edilmis

olan 48 adet Pseudomonas aeruginosa izolati incelendi.

Izolatlar %7 koyun kan1 iceren TSA’da canlandirildi. Izolatlarin hepsi kanli agarda

saf olarak iiredi ve galigmanin diger asamalarinda kullanilmak iizere TSA’da subkiiltiire
edildi (Sekil 1).

Sekil 1. izolatlarin canlandirilmas1 sonucunda TSA’da treyen koloniler

4.2. Izolatlarin PCR {le identifikasyonlari

TSA’da iiretilen izolatlarin DNA ekstraksiyonlar1 kaynatma metoduyla yapilarak,
nano-drop spektrofotometre ile konsantrasyon oOl¢iimleri yapildi. Ekstraksiyon sonrasi
oOl¢iilen DNA konsantrasyonlar1 Tablo 2’de sunuldu. Tiim DNA’larin konsantrasyonlart 10

mg/ml olacak sekilde steril distile su ile esitlendi.
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Tablo 2. Caligmada kullamilan izolatlarin ekstraksiyon sonrasi 6l¢iilen DNA konsantrasyonlart

Izolat DNA konsantrasyonu (mg/ml) Izolat  DNA konsantrasyonu (mg/ml)
1 656 25 498,1
2 213,6 26 345,2
3 334,6 27 536,4
4 234 28 263,9
5 576,9 29 260,9
6 130 30 416
7 207,5 31 155,2
8 482 32 483,2
9 484 33 380
10 11317 34 3131
11 318,5 35 233,5
12 313,4 36 336,4
13 270,6 37 4478
14 168,8 38 887,3
15 2317 39 9551
16 253,5 40 390,8
17 238,9 41 174,7
18 115,9 42 47,1
19 61,8 43 237,3
20 367,7 44 272,1
21 353,6 45 1040,8
22 126,5 46 428,9
23 564,5 47 249,8
24 254,6 48 117,8

PCR ile identifikasyon sonucunda 48 izolatin da 956 bp’de bant olusturdugu

goraldi  ve izolatlar P. aeruginosa olarak identifiye edildi  (Sekil 2).

iRl S5 6 - 7 8 9 10

956 bp

Sekil 2. PA-AS spesifik PCR sonucu goruntilenen bantlar. 1-10: Pozitif 6rnekler;M: marker (100-1000 bp)
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4.3. Antibiyotik Direng Profilinin Belirlenmesi
P. aeruginosa izolatlarina yapilan Kirby-Bauer Disk Difuzyon Metodu ile

antibiyogram (Sekil 3) sonucunda olusan inhibisyon zon caplar1 degerlendirildi.

Sekil 3. Kirby-Bauer Disk Diflizyon Metodu sonucunda MHA’da olusan inhibisyon zonlar1

Izolatlarin enrofloksasine %16,67, seftriaksona %60,42, amoksisilin + klavulanik
asite %100, siprofloksasine %10,42, meropeneme %29,17, kolistine %4,17, gentamisine
%12,5 ve azitromisine kars1 %97,9 oraninda direncli oldugu belirlendi (Tablo 3 ve 4).

Coklu antibiyotik direngliliklerine gore incelendiginde, 22 izolatin (%45,83) 3’ten
fazla antibiyotik grubuna diren¢ gosterdigi ve ¢oklu direngli oldugu belirlendi (Tablo 5).

Tablo 3. izolatlarm antibiyotiklere kars1 direnclilik/duyarlilik profilleri

Antibiyotik
ATM GEN C MRP CIP AMC CTX ENR
R (n) 47 6 2 14 5 48 29 8
1 (n) 0 0 0 0 0 0 7 8
S (n) 1 42 46 34 43 0 12 32

*S: duyarli, I: orta derecede direngli, R: diren¢li, ATM: azitromisin, GEN: gentamisin, C: kolistin,
MRP: meropenem, CIP: siprofloksasin, AMC: amoksisilin/klavulanik Asit, CTX: seftriakson, ENR:
enrofloksasin
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Tablo 4. izolatlarin Kirby-Bauer Disk Difiizyon Metoduna gére direnglilik/duyarlilik sonuglart

izolat No

CIP AMC CTX ENR

MRP

GEN

ATM

—_—_ 0w

Xoeomraor

Xoowonon

DO,V

DO,V

DO,V

Xxuounwmmomuwmww

Xoowonon

ANM T IO OO

10
11
12
13

NHEXNDOHW,
nrererexow—o
roorxeoworxoxo
N,
NEKxonnwmereEnxowm

DL,V

NN,V K

roeowonrwenon

14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27

N—= =0 ——

xroeEgxxomnowmom

roxoworoxon

nNDuOmLL, Y

D!, OO

N,

NI

roexoworrxon

28
29
30
31

32
33
34
35
36
37

Nrnwm-—oumrrr

nNrreroeowoxo

roeorerxowxxo

NEOHOMHML» O,

NEEXEXOOW XXX

nununerEnomonwy

DL mOnmym

roeorerxowxxo

38
39
40
41
42
43

44
45

46

47

48
*S: duyarli, I: orta derecede direngli, R: direngli, ATM: azitromisin, GEN: gentamisin, C: kolistin, MRP:

meropenem, CIP: siprofloksasin, AMC: amoksisilin/klavulanik Asit, CTX: seftriakson, ENR: enrofloksasin
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Tablo 5. izolatlarin ¢oklu antibiyotik direng profilleri

Direng saptanan P. aeruginosa
antibiyotik (n) n %
4 7 14,58
3 15 31,25
2 26 54,17

4.4. Biyofilm Uretiminin In Vitro Olarak Belirlenmesi
Izolatlarm biyofilm olusturma durumlart CRA, Modifiye Tiip Aderans
(Christensen) ve Mikroplak yontemleri ile arastirildi.

4.4.1. CRA YoOntemi

Biyofilm aktivitelerinin arastirilmasi amaciyla TSA’da saf olarak {ireyen
kolonilerden alinarak CRA’ya tek koloni ekimleri yapildi ve 37°C’de 24-48 saat aerobik
kosullarda inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda 40 izolatin (%83,33) CRA metoduna
gore biyofilm aktivitesine sahip oldugu, 8 izolatin (%16,67) ise negatif oldugu belirlendi
(Sekil 4, Tablo 6).

Sekil 4. CRA Metoduna gore biyofilm aktivitesine sahip olan (siyah renkli) ve biyofilm tretmeyen (pembe
renkli) koloniler
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Tablo 6. izolatlarda biyofilm varliginin belirlenmesi igin uygulanan CRA sonuglari

Izolat No CRA’da Biyofilm Aktivitesi izolat No CRA’da Biyofilm Aktivitesi
1 + 25 -
2 + 26 +
3 - 27 +
4 - 28 +
5 + 29 +
6 + 30 +
7 + 31 +
8 + 32 +
9 + 33 +
10 + 34 +
11 + 35 +
12 - 36 +
13 + 37 +
14 - 38 +
15 A 39 +
16 + 40 +
17 + 41 +
18 + 42 +
19 + 43 -
20 + 44 +
21 + 45 +
22 + 46 +
23 + 47 +
24 - 48 -

* -: negatif sonug; +:pozitif sonug

4.4.2. Modifiye Tup Aderans (Christensen) Yontemi

TSA’da saf ve taze olarak iireyen izolatlarin tek koloni olarak sivi besiyerlerine
inokiile edilmeleri ve 37°C’de 24 saatlik aerobik inkiibasyonun sonunda uygulanan boyama
sonucunda 25 izolatin ¢ok giiclii, 14 izolatin giiclii, 6 izolatin zayif derecede biyofilm
iiretme yetenegine sahip oldugu ve 3 izolatin ise biyofilm iiretme yeteneginin olmadigi

belirlendi (Sekil 5, Tablo 7).
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Sekil 5. Christensen Metoduna gore biyofilm aktivitesi sonuglari. +++ : ¢ok giiglii pozitif; ++: gii¢lii pozitif;

+: zayif pozitif; -: negatif

Tablo 7. Christensen Metoduna gdre biyofilm aktivitesi sonuglar

izolat No  Biyofilm aktivitesi

1 ++
2 ++
3 +

4 -

5 ++
6 ++
7 +++
8 +

9 ++
10 ++
11 -

12 +++
13 +++
14 ++
15 +

16 +++
17 +++
18 ++
19 +

20 +++
21 ++
22 +

23 +++
24 +++

Izolat No  Biyofilm aktivitesi
25 +++
26 +++
27 +++
28 +++
29 +++
30 +++
31 -
32 +++
33 ++
34 ++
35 +++
36 ++
37 +++
38 +++
39 +++
40 +++
41 +++
42 +++
43 +++
44 +++
45 +
46 ++
47 +++
48 ++

+++ 1 ¢ok gliclii pozitif; ++: giiclii pozitif; +: zayif pozitif; -: negatif.
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4.4.3. Mikroplak Yontemi

Kullanilan 96 kuyucuklu steril mikroplaga izolatlarin inokiilasyonu ve 37°C’de 24
saat aerobik kosullarda inkiibasyonundan sonra 500 nm’de optik dansiteleri 6l¢iildii.

Hesaplama yapilirken izolatlarin aritmetik ortalamalar1 alind1 ve standart sapmasi
(SS) hesaplandi. Hesaplama sonucunda 500 nm’deki Ol¢iimlerin standart sapmast 0,125
olarak bulundu. Negatif kontroliin OD degeri 0,3 olarak 0l¢iildii. Negatif kontrole 2 SS
eklenerek esik degeri 0,550 olarak hesaplandi. Esik degerinin iizerindeki OD degerleri
pozitif olarak degerlendirildi (Sekil 6).

Bu yontem ile 500 nm’de yapilan Ol¢limlere gore hesaplandiginda 31 izolatin

pozitif, 17 izolatin ise negatif oldugu belirlendi (Tablo 8).

Sekil 6. Mikroplak yontemine gore 6l¢limleri yapilan mikroplak goriintiisii
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Tablo 8. Mikroplak metoduna gore biyofilm aktivitesi sonuglari

izolat 500 nm’de Degerlendirme izolat 500 nm’de Degerlendirme

Ortalama OD Sonucu Ortalama OD Sonucu

No o . No < .
Degerleri Degerleri

1 2,694 Pozitif 25 3,699 Pozitif
2 0,723 Pozitif 26 1,047 Pozitif
3 2,742 Pozitif 27 0,796 Pozitif
4 0,508 Negatif 28 1,338 Pozitif
5 0,609 Pozitif 29 0,285 Negatif
6 0,775 Pozitif 30 0,514 Negatif
7 1,403 Pozitif 31 0,706 Pozitif
8 0,806 Pozitif 32 0,251 Negatif
9 0,236 Negatif 33 2,230 Pozitif
10 3,058 Pozitif 34 2,249 Pozitif
11 3,392 Pozitif 35 1,099 Pozitif
12 0,292 Negatif 36 1,570 Pozitif
13 0,402 Negatif 37 1,356 Pozitif
14 1,718 Pozitif 38 0,897 Pozitif
15 0,582 Pozitif 39 1,159 Pozitif
16 0,833 Pozitif 40 0,465 Negatif
17 0,484 Negatif 41 1,691 Pozitif
18 0,979 Pozitif 42 0,374 Negatif
19 0,315 Negatif 43 1,508 Negatif
20 0,464 Negatif 44 0,513 Negatif
21 0,986 Pozitif 45 0,339 Negatif
22 0,471 Negatif 46 0,166 Negatif
23 0,919 Pozitif 47 1,350 Pozitif
24 0,561 Pozitif 48 1,188 Pozitif

4.5. Biyofilm ve Antibiyotik Direnc ile Iliskili Genlerin Arastirilmasi

Izolatlarda biyofilm ve biyofilm ile iliskili antibiyotik diren¢ genleri PCR ile
arastirildi. Bu kapsamda biyofilm tiretiminden sorumlu olan PelA, quorum sensing genleri
olan lasl, lasR, rhll, rhIR ile biyofilme bagli antibiyotik direncinden sorumlu olan PAQ756,
PAQ0757, PA2070 ve PA5033 gen varliklart aragtirildi.

4.5.1. pelA Geni Varhgimin Arastirilmasi
Optimize edilen PCR protokoliine gore izolatlarin tiimiinde 118 bp’de bant

olusumu goriildii ve izolatlarinin tiimiiniin PelA genine sahip oldugu belirlendi (Sekil 7).
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Sekil 7. PelA spesifik PCR sonucu goruntilenen bantlar. 1-6: Pozitif érnekler; M: marker (100-1000 bp)

4.5.2. lasl, lasR, rhll ve rhIR Genlerinin Varhgmin Arastirilmasi
Optimize edilen PCR sonucunda lasl primeri ile tiim izolatlarin 295 bp’de bant

olusturdugu belirlendi. Tiim izolatlarin lasl genine sahip oldugu goriildii (Sekil 8).

[VIERISAD 3 S SO/ em SSEU R ORI

Sekil 8. lasl spesifik PCR sonucu géruntiilenen bantlar. 1-12: Pozitif 6rnekler; M: marker (100-1000 bp)

lasR primerinin kullanildigi PCR protokoliinde 47 izolatin 130 bp’de bant
olusturdugu ve lasR genine sahip oldugu belirlendi. Bir izolat ise negatif sonug verdi (Sekil
9).
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200 bp

100 bp

Sekil 9. lasR spesifik PCR sonucu gorintiilenen bantlar. 1-9: Pozitif érnekler; M: marker (100-1000 bp)

rhll primerleri kullanilarak yapilan PCR ¢alismasinda izolatlarin tiimiiniin 155

bp’de bant olusturdugu belirlendi (Sekil 10).
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Sekil 10. rhil spesifik PCR sonucu géruntilenen bantlar. 1-11: Pozitif drnekler; M: marker (100-1000 bp)

rhiR primerlerinin kullanildigi PCR kosullarinda izolatlarin tiimiiniin 133 bp’de
bant olusturdugu belirlendi (Sekil 11).

200 bp

100 bp

Sekil 11. rhiIR spesifik PCR sonucu goriintiilenen bantlar. 1-6: Pozitif 6rnekler; M: marker (100-1000 bp)
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45.3. PA0756, PAOQ0757, PA2070 ve PA5033 Genlerinin Varhklari
Arastirilmasi

PA0756,PA0757,PA2070 ve PA5033 gen varliklar1 igin optimize edilen PCR

sonucunda izolatlarin 46 tanesinin 1130 bp’de spesifik bant olusturugu ve PA0756 genine
sahip oldugu tespit edildi (Sekil 12).

Sekil 12. PA0756 spesifik PCR sonucu goruntiilenen bantlar. 1-5: Pozitif érnekler; M: marker (100-3000 bp)
Izolatlarin 46 tanesinin 1011 bp’de spesifik bant olusturugu ve PAQO757 genine

sahip oldugu tespit edildi (Sekil 13).

M 1 2 3 4 5 6 7

T — — — — — —

Sekil 13. PA0757 spesifik PCR sonucu goruntiilenen bantlar. 1-7: Pozitif 6rnekler; M: marker (100-1000 bp)

34



Izolatlarin 45 tanesinin 1355 bp’de spesifik bant olusturarak PA2070 genine sahip
oldugu belirlendi (Sekil 14).

1 2 3 4 5 6 A 8

1500 bp

1355 bp 1000 bp

Sekil 14. PA2070 spesifik PCR sonucu goruntiilenen bantlar. 1-8: Pozitif érnekler; M: marker (100-3000 bp)

Izolatlarin 45 tanesinin 1320 bp’de bant olusturarak PA5033 genine sahip oldugu
tespit edildi (Sekil 15).

1500 bp

1200 DD Se—
1000 bp

Sekil 15. PA5033 spesifik PCR sonucu goruntiilenen bantlar. 1-5: Pozitif érnekler; M: marker (100-3000 bp)
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4.6. Genotiplendirme

Her ti¢ yontemle de biyofilm pozitif oldugu belirlenen 24 adet izolatin filogenetik
yakinliklarinin ~ belirlenmesi  igin  ERIC-2  primerinin  kullanildigt RADP-PCR
gerceklestirildi (Sekil 16).

7 810 15 16 18 21 23 26, 27 28 33 34 35 36°87 38 39 41 47

e

e - e— -— -— -—
--ﬂ---------------__-----
-—

Sekil 16. Biyofilm pozitif izolatlarin RAPD-PCR sonucu goriintiilenen bantlar

RAPD-PCR sonucunda elde edilen bant profiline gore ¢izilen dendrograma gore
her ii¢ yontem ile biyofilm pozitiflik goriilen izolatlarin filogenetik yakinliklar1 belirlendi.
Buna gore izolatlarin %56 ile %93 arasinda benzerlik gosterdikleri saptandi (Sekil 17).
%70 esik degeri gdz Oniline alinarak yapilan degerlendirme sonucunda izolatlarin 8 grup
icerisinde yer aldigi goriildii. Bu gruplardan 5 tanesi kiime (RA, RD, RE, RF, RH)
olustururken, 3 tanesi ise tekli grup (RB, RC, RG) olusturdugu belirlendi.

36



056

0.60

0.65

0.70

075

0.80

0.85 0.90 1.00

izolat no.

56

Sekil 17. Biyofilm pozitif izolatlarin filogenetik yakinliklar1
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4.7. Sonuclarin Toplu Olarak Degerlendirilmesi

RAPD grup
RAl

Tez ¢alismalar1 kapsaminda elde edilen bulgular toplu olarak Tablo 9’da sunuldu.
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Tablo 9. Tez ¢alismalar1 kapsaminda elde edilen bulgularin toplu sunumu

PCR

Direng
saptanan
antibiyotik

Biyofilm

izolat no.

PA2070 PA5033

rhIR PA756 PA757

rhll

lasR

lasl

pelA

Mikroplak

CRA Christensen

sayisi

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
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Tablo 9°un devami. Tez ¢aligmalari kapsaminda elde edilen bulgularin toplu sunumu

PCR

Direng

saptanan
antibiyotik

Biyofilm

izolat no.

PA2070 PA5033

rhIR PA756 PA757

rhll

lasR

lasl

pelA

Mikroplak

CRA Christensen

sayisi

27
28
29
30
31

32

33
34

35

36
37

38
39
40

4

42

43

44
45

46

47

48
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5. TARTISMA

Ps6domonaslar, Pseodomonadaceae ailesi, Pseudomonadales takimi, y-
Proteobacteria sinifi igerisinde smiflandirilmaktadirlar. Pseudomonas turleri insan,
hayvan ve bitkiler i¢in firsat¢1 patojendirler. Psddomonaslarin birgok tlrl bulunmasina
ragmen veteriner hekimlik i¢in 6nemli olan tirt P. aeruginosa’dir. P. aeruginosa gok
sayida hayvan tiiriinde oportunistik infeksiyonlar meydana getirmektedir. P. aeruginosa
saglikli hayvanlarin diski1 ve derilerinde yasamakta ve oportunistik karaktere sahip
olmasi nedeni ile hayvanlarin immun sistemini baskilayan veya normal floray1 bozan
tiim predispoze faktorler infeksiyon olusmasina neden olur. Birgok hayvanda sporadik
infeksiyona neden olan etken inek, koyun, keci, domuz, kopek, kedi, siriingen
hayvanlarda oportunistik olarak ¢ok ¢esitli hastaliklara neden olmaktadir. P. aeruginosa
ile iligkili olarak koyunlarda yapag: ¢iiriigii, sigirlarda mastit ve abort, atlarda metrit ve
kornea iilseri, kopeklerde otitis eksterna, vizonlarda hemorojik pndémoni, kanatlilarda
embriyo Oliimleri, kafes yilanlarinda nekrotik stomatit, botriyomikoz, septisemi, Uriner
sistem infeksiyonu, yara infeksiyonu ve cesitli hayvanlarda apse olusumlart meydana
gelmektedir. Tez calismasinda Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Kiiltiir Koleksiyonu’'nda bulunan ve cesitli klinik
vakalardan izole edilmis olan 48 adet P. aeruginosa izolatinda biyofilm varhig: ile
antibiyotik direncliliklerinin belirlenmesi ve her iki fenotipik determinantta rol oynayan
iligkili ~ genlerin  belirlenerek, aralarindaki iliskinin  karsilastirmali  olarak
degerlendirilmesi amaglandi.

P. aeruginosa infeksiyonlarinin teshisinde klasik kiiltiir yontemlerinin yan1 sira
molekiiler bazli teknikler de kullanilmaktadir. P. aeruginosa igin en sik kullanilan
molekdiler yontem olan PCR igin gyrB, toxA, 16S-23S rDNA, 16S rDNA, oprl, oprL,
algD, GDP ve fliC genlerini hedef alan oligoniikleotit primerler kullanilmaktadir. Bu
PCR yontemleri P. aeruginosa'yr dogrudan klinik numunelerde mitkkemmel spesifite ve
sensitivite ile tespit edebilmektedir. Spilker ve ark. (2004), 16S rDNA genini hedef alan
primeri kullanmislar ve yontem optimizasyonu i¢in yaptiklari ¢aligma sonucunda PA-SS
primerinin hassas ve 6zgiin oldugunu bildirmislerdir. Tez ¢alismasinda Ondokuz Mayis
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Kiiltiir Koleksiyonu’nda
bulunan ve ¢esitli klinik vakalardan izole edilmis olan 48 adet P. aeruginosa izolatinin

identifikasyonlar1 Spilker ve ark. (2004) tarafindan bildirilen y6ntemin optimizasyonu
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ile gerceklestirildi. PCR’da PA-SS oligoniikleotid primerleri kullanildi. PCR ile
identifikasyon sonucunda 48 izolatin da 956 bp’de bant olusturdugu goriildii ve izolatlar
P. aeruginosa olarak identifiye edildi.

P. aeruginosa suslarinda coklu ilag direncinin (CID) &neminden dolay:
antimikrobiyal duyarlilik testleri yapilmasi 6nemli kabul edilmektedir. Antimikrobiyal
duyarlilik testi i¢in siklikla kullanilan yontemler sivi besiyeri mikrodiliisyon ve disk
difizyon yontemleridir. P. aeruginosa i¢in yapilan c¢alismalarda, sivi besiyeri
mikrodiliisyon ve agar diliisyon testi sonuglariyla E-test ve disk diflizyon testi
sonuclarmin uyumlu sonuglar verdigi gosterilmistir. Bu testlerde dikkat edilmesi
gereken husus, Kkalite kontrol standartlart ve duyarli/direngli simir degerlerinin
saptanmas1 i¢in Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii tarafindan belirlenen
(CLSI) prosediirlere uyulmasidir. Bu calismada antibiyotik duyarlilik testleri CLSI
kriterlerine gore gerceklestirildir. Elde edilen bulgular EUCAST ve CLSI’de bildirilen
zon ¢aplar1 dikkate alinarak degerlendirildi (Cusack ve ark., 2019).

Anti-pseudomonal  penisilinler, aminoglikozitler, sefepim, seftazidim,
siprofloksasin, meropenem ve imipenem P. aeruginosa infeksiyonlarinda tercih edilen
antibiyotiklerdir. P. aeruginosa infeksiyonlarinin tedavisinde erken ve uygun dozda
tek antibiyotik  kullanimimin  yam1 sira  antibiyotik kombinasyonlar1 da
kullanilmaktadir. Calismalar hem aminoglikozitlerin hem de florokinolonlarin beta-
laktamlarla veya karbapenemlerle kombine halde test edildiklerinde sinerjistik etkili
oldugunu gostermistir. Genellikle aminoglikozitlerin beta-laktamlar, clncl kusak
sefalosporinler, monobaktamlar ya da karbapenemlerle kombine edilerek verilmesi
tedavide basar1 sansini arttirmaktadir. P. aeruginosa suslarinin ¢ogunlugu penisilinlere,
ampisilin, amoksisilin-klavulanik asit, ampisilin-sulbaktam, tetrasiklinler, makrolidler,
rifampin, kloramfenikol, trimetoprim-siilfametoksazol, dar ve genisletilmis spektrumlu
sefalosporinler ve sefiksim, sefpodoksim gibi oral genis spektrumlu sefalosporinlere
kars1 diren¢ gostermektedir. Tedavide tek antibiyotik kullanimi da direng
olusturabilmektedir. gyrA geninde veya porinleri kodlayan genlerdeki mutasyon,
penisilin baglayan proteinler, eflux pompasinin asir1 ekspresyonu ve kromozomal olarak
kodlanmig  beta-laktamazlar gibi bircok farkli mekanizma beta-laktamlara,
karbapenemlere, aminoglikozitlere ve florokinolonlara karsi dirence neden olmaktadir

(Tenover, 2006). Bu calismada P. aeruginosa izolatlarina yapilan Kirby-Bauer Disk
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Difiizyon Metodu ile antibiyogram sonucunda izolatlarin enrofloksasine %16,67,
seftriaksona %60,42, amoksisilin + klavulanik asite %100, siprofloksasine 910,42,
meropeneme %29,17, kolistine %4,17, gentamisine %12,5 ve azitromisine karst %97,9
oraninda direngli oldugu belirlendi. Ulusal Antimikrobiyal Diren¢ Siirveyans Sistemi
(UAMDSS) raporlarinda yer alan ve 2012 yilinda yapilan bir aragtirmada toplam 1209
P. aeruginosa susunun antibiyotik duyarlilik durumlar: belirlenmistir. Bu aragtirmada
en yuksek direncin seftazidime (%37,2) ve en diisiik direncin ise amikasine (%9,8) kars1
oldugu bildirilmistir. Ayrica, arastirmada aminoglikozit grubu antibiyotiklerin P.
aeruginosa’ya karst en etkili antibiyotikler oldugu saptanmistir. Siprofloksasin %23,3
direng orani ile P. aeruginosa’ya karsi en etkili olan ikinci antibiyotik olarak
belirlenmistir. Imipeneme kars1 direncin %30,6 ve meropenem diren¢ oraninin da %27
oldugu goriilmiis ve beta-laktam antibiyotiklere diren¢ benzer oranlarda belirlenmistir.
UAMDSS ile 30 Ulkenin dahil oldugu EARS-Net (European Antimicrobial Resistance
Surveillance Network) tarafindan yayimmlanan 2012 verilerinin karsilastirilmasi
sonucunda Ulkemizde piperasilin/tazobaktama, seftazidime ve florokinolonlara karsi
direncin Avrupa ortalamasinin iizerinde oldugu goriilmiistiir. Bu rapora gore Turkiye
kokenli suslarda antibiyotiklere diren¢ oranlarinin Avrupa diren¢ ortalamalarindan
yuksek oldugu goriilmektedir.

Kinolon grubu antibiyotiklerin P. aeruginosa’ya karsi konsantrasyona bagimli
olarak bakterisidal etkileri bulunmaktadir. Kinolonlar DNA sentezini direk inhibe eden
tek antibakteriyeldir. P. aeruginosa’ya en etkili olan kinolon grubu antibiyotik
siprofloksasindir. Levofloksasin ise sinirli antibakteriyel etki gostermektedir. P.
aeruginosa dahil hastane kokenli Gram negatif bakterilere en etkili kinolonlardan birisi
olarak bilinen siprofloksasin tek basina veya diger ilaglarla kombine olarak tedavide
siklikla kullanilmaktadir (Ustacgelebi ve ark., 1999). Karlowsky ve ark. (2004), Amerika
ve Avrupa’da P. aeruginosa suslarinda kinolonlara kars1 direncin arttigini
bildirmiglerdir. Cosar ve ark. (2009)’nin yaptig1 ¢caligmada siprofloksasin duyarliligi %
60,8 bulunurken, Falagas ve ark. (2006) % 66,7 ve Sader ve ark. (2002) % 65,7
oranlarinda duyarliliklar bulmuslardir. Yapilmis olan diger c¢alismalarda da
siprofloksasin direng oranlar1 Aktepe ve ark. (2010) % 33, Cift¢i ve ark. (2005) %35,
Fidan ve ark. (2005) %15, Ekincioglu ve Pergin (2013) %21, ve Eyigor ve ark. (2009)

%16 olarak bildirilmistir. Grenada’da kopeklerin otitis, deri hastaliklari, yara ve
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apselerinden izole edilen 44 P. aeruginosa susu ile yapilan bir ¢aligmada, suslarin 6
antibiyotige karsi disk diflizyon testiyle direng durumlari belirlenmistir. Caligmada
gentamisine %9,8, enrofloksasine %15,8 ve neomisine %41,8 oraninda direng varligi
bildirilmistir. Tetrasikline kars1 direng % 85,3 oraninda iken tlm izolatlarin amoksisilin
klavulanik asit ve sefalotine direng gosterdigi belirlenmistir (Hariharan ve ark., 2009).
Bu calismada P. aeruginosa izolatlarinin kinolon grubu antibiyotiklerden enrofloksasin
ve siprofloksasine kars1 diren¢ durumlari incelendi ve izolatlarin enrofloksasine %16,67
ve siprofloksasine %10,42 oraninda direngli oldugu belirlendi. Bu verilere gore
calismamizda belirlenen siprofloksasin diren¢ orami iilkemizde son yillarda yapilmis
olan ¢aligmalara gore daha diislik ya da benzer olarak degerlendirildi.

Beta-laktam grubu antibiyotikler {iireme fazindaki bakteriye karsi etki
gostermektedirler. Bu antibiyotikler hiicre reseptorlerine baglanarak bakteri hiicre
duvariin sentezinde segici inhibitdrler olarak goérev yaparlar. P. aeruginosa suslarinin
beta-laktam antibiyotiklere karsi gosterdigi direngte enzimatik (penisilinaz, GSBL,
sefalosporinaz) ve nonenzimatik (pompa sistemleri, porin kaybi) mekanizmalar rol
oynamaktadir. Indiiklenebilir kromozamal AmpC Beta-laktamaz ve efluks pompa
sistemi mekanizmalar1 da ampisilin, amoksisilin, amoksisilin-klavulonata kars1 direng
gelisiminde rol oynarlar. Wolska ve ark. (2001) tarafindan yapilan bir ¢alismada klinik
orneklerden izole edilen 20 P. aeruginosa susunda indiiklenebilir beta-laktamaz (IBL)
varhg arastirllmis ve %72 oraninda direng bildirilmistir. Dunne ve Hardin (2005)
hastane infeksiyon etkenlerinden olan 134 P. aeruginosa susunu incelemisler ve %85,8
oraninda diren¢ saptamiglardir. Tlrkiye’de yapilan ¢alismalarda Oldacay ve ark. (2003)
P. aeruginosa suslarindaki IBL tretimini %60, Celik ve ark. (2007) %82 ve Berktas ve
ark. (2011) da %74 olarak bildirmislerdir. P. aeruginosa suslarinda seftazidim
duyarliligin1 aragtiran Karray ve ark. (1993) tarafindan yapilan bir caligmada %23
oraninda direng belirlenmistir. Cheng ve ark. (1996) tarafindan yapilan ¢aligmada %71
oraninda yiiksek bir diren¢ durumu bildirilmistir. Tiirkiye’de yapilan g¢aligmalarda
seftazidim diren¢ durumu Birengel ve ark. (2001) tarafindan %46,6, Yiicesoy ve ark.
(1996) tarafindan %51, Aydogan ve ark. (2000) tarafindan %53, Cesur ve ark. (2002)
tarafindan da %54,9 olarak bildirilmistir. Bu ¢alismada P. aeruginosa izolatlarinin beta-

laktam grubu antibiyotiklerden seftriakson ve amoksisilin-klavulonik asite kars1 direng
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durumlar1 incelendi ve izolatlarin seftriaksona %60,4, amoksisilin-klavulonik asite
%100 oraninda direngli oldugu belirlendi.

Karbapenem grubu antibiyotikler Penisilin Baglayici Protein (PBP)’ler ile
kovalent baglanarak hiicre duvar sentezini inhibe ederler. Genis spektrumlu olmalarinin
yani sira AmpC ve geniglemis spektrumlu beta-laktamaz enzimlerine kars
direnglidirler. Karbapenemler indiiklenmis bakteri topluluklarinda AmpC mutantlarin
secimine engel olmaktadirlar. Imipenem ve meropenem P. aeruginosa’ya kars1 en etkili
karbapenemlerdir.  Meropenem etkinligi imipeneme oranla daha yiiksektir. P.
aeruginosa i¢in meropenemin hedefi penisilin baglayan protein-3 (PBP-3)’dur (White-
Friedrich, 1996). Karbapenemler, genislemis spektrumlu beta-laktamaz ve AmpC
enzimlerine dayanikli olmalari, etki spektrumlarinin olduk¢a genis olmasi, bakteriyel
membrandan hizla gecebilmesi gibi 6zellikleri nedeniyle 6zellikle ¢oklu direngli Gram
negatif bakteri infeksiyonlarinda ilk sirada kullanilan antibiyotik grubudur. Ancak,
genis etki spektrumlar1 nedeniyle karbapenemlerin 6zellikle ampirik tedavide yaygin
olarak kullanilmasi, bu antibiyotiklere kars1 diren¢ oranlarinin artmasimna neden
olmustur. Son yillarda karbapenem direngli P. aeruginosa infeksiyonlari tiim diinyada
siklig1 artan, dnemli bir saglik problemi olarak bildirilmektedir. Tiim diinyada oldugu
gibi, Tlrkiye’de de Pseudomonas suslarmin diger beta-laktamlara artan direnci
nedeniyle karbapenemler ilk secenek olarak diisiiniilmektedir. Son zamanlarda
Pseudomonas izolatlarinda karbapenemaz tiretimindeki artis, bu antibiyotiklere karsi
direnci de beraberinde getirebilmektedir (Cakir ve ark., 2003). Tuncoglu ve ark.
(2009)’nin yaptigi c¢alismada beta-laktam antibiyotikler icinde karbapenemler P.
aeruginosa izolatlarina en etkili antibiyotikler olarak belirlenmistir. European
Antimicrobial Resistance Surveillance System (EARSS)’nin 2007 verileri Avrupa’da P.
aeruginosa i¢in karbapenem direncinin artmakta oldugunu gostermistir. Danimarka,
Hollanda, Finlandiya, Isve¢ ve Isvicre gibi iilkelerde % 10 iken Tiirkiye, Hirvatistan,
Almanya, Italya, Cek Cumhuriyeti ve Yunanistan’da % 25 civarinda oldugu rapor
edilmistir (Keskin ve ark., 2012). Karbapenem direncini Aktepe ve ark. (2010) %25,
Goktas ve ark. (2010) %27, Ertirk ve ark. (2012) %21, Akduman ve ark. (2013) %23,
Cesur ve ark. (2002) %49, Ciftei ve ark. (2005) %15, Tuncoglu ve ark. (2009) %09,
Ozyurt ve ark. (2010) % 19, Giiltepe ve ark. (2014) %33 olarak bildirmislerdir. Bu

calismada P. aeruginosa izolatlarinin karbapenem grubu antibiyotiklerden meropeneme
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kars1 diren¢ durumlar incelendi ve izolatlarin meropeneme %29,17 oraninda direngli
oldugu belirlendi. Calismada elde edilen diren¢ orami iilkemizde belirlenen direng
oranlar1 ile uyumlu olarak degerlendirildi.

Aminoglikozit grubu antibiyotikler ribozomlarin protein sentezini inhibe ederek,
mRNA’nin iizerinde tasidigi genetik kodun yanlis okunmasina neden olur. Bu sayede
islevsiz bir protein sentezlenir. Pseudomonas suslarinda aminoglikozit direnci ile ilgili
cesitli direng mekanizmalar1 saptanmistir. En  Onemli mekanizma bakteriyel
aminoglikozit  fosfotransferaz,  aminoglikozit  asetiltransferaz,  aminoglikozit
adeniltransferaz enzimleri ile aminoglikozitlerin modifikasyonudur (Strateva ve
Yordanov, 2009). P. aeruginosa’ya etkili 6nemli aminoglikozitler; gentamisin,
netilmisin, tobramisin ve amikasindir. Giirbiiz ve Akbas (2015) tarafindan yapilan bir
caligmada P. aeruginosa izolatlarinin gentamisine % 100 oraninda direngli oldugu
bildirilmigtir. Keskin ve ark. (2012) da c¢alismalarinda c¢esitli buzagir klinik
orneklerinden izole ettikleri P. aeruginosa suslarinin tiimiiniin gentamisine direngli
oldugunu rapor etmislerdir. Kamel ve ark. (2011) sigir ve koyunlarinin siit ve
idrarlarindan izole ettikleri P. aeruginosa suslarinin %94,2’sinin gentamisine direngli
oldugunu bildirirken, Hossain ve ark. (2013) gentamisine orta dizeyde direng tespit
ettiklerini bildirmislerdir. Yilmaz (1999) tarafindan yapilan calismada ¢esitli klinik
orneklerden izole edilen P. aeruginosa suslarmin %45,31’inde gentamisin direnci
belirlenmistir. Scott ve ark. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada gentamisine karsi insan
kokenli izolatlarin %15,43 oraninda, hayvan kdkenli izolatlarin ise %1,20 oraninda
direng gosterdigi belirlenmistir. Bu ¢alismada P. aeruginosa izolatlarinin aminoglikozit
grubu antibiyotiklerden gentamisine karsi diren¢ durumlar1 incelendi ve izolatlarin
gentamisine %12,5 oraninda direngli oldugu belirlendi. Bu oran diger arastirmacilarin
bildirdigi oranlara gore diisiik olarak degerlendirildi.

Makrolid grubu antibiyotik olan azitromisin klinik denemelerde P. aeruginosa
icin quorum sensing inhibitorii olan tek antibiyotik olarak belirlenmistir (Saiman ve
ark., 2003). Bir ¢ok caligmada azitromisinin quorum sensing sinyal molekiillerinin
tretimini azaltti@i ve bu sekilde P. aeruginosa’nin viriilensini atteniie ettigi
bildirilmektedir (Tateda ve ark., 2001). Kopeklerde 6zellikle P. aeruginosa ile iligkili
solunum yollar1 infeksiyonlarinda tercih edilmekte olan azitromisin, solunum yollarina

iyi penetre olmalar1 sebebiyle uygun se¢im olarak goriilmektedir. Ozellikle azitromisin
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olmak iizere makrolidler ayn1 zamanda biyofilm iireten P. aeruginosa suslarinin
inhibisyonunda da basarili olmaktadir. Bu ¢alismada P. aeruginosa izolatlarinin
makrolid grubu antibiyotiklerden azitromisine karsi direng durumlari incelendi ve
izolatlarin azitromisine %97,9 oraninda direncli oldugu belirlendi. Saptanan bu yiiksek
diren¢ orani azitromisin ile tedavide dikkatli olunmasi gerektigini gosterdi.

Kolistin, siklik yap1 iceren polipeptid grubu antibiyotikler igerisinde yer almakta
olan polimiksinlerin bir iiyesi olarak smiflandirilmaktadir. Polimiksinler, Bacillus
polymyxa subspecies colistinus tarafindan sentezlenen {iriinlerdir. Kimyasal olarak
polimiksin bes farkli bilesikten (A-E) olugmaktadir. Fakat, sadece Polimiksin B ve
E’nin Klinik kullanim1 mevcuttur (Falagas ve Falagas, 2005). Polimiksin B ve E ilk defa
1947 yilinda bulunmus ve sonrasinda 1962 yilindan giiniimiize kadar Gram negatif
bakterilerin sorumlu oldugu infeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir. 1980’11
yillarda bobrek iizerinde ciddi hasara yol agmasi nedeniyle parenteral kullanimi yerini
sadece topikal ve oftalmik yola birakmistir (Falagas ve Falagas, 2005; Giamarellou,
2010). Yapilan arastirmalarda Kolistinin P. aeruginosa kaynakli sigir mastitis
vakalarinda en etkili antibiyotiklerden birisi oldugu belirlenmistir. Polimiksinlerin
memeden emilimi zayif olmasina ragmen 5 mg/kg’lik kas ici enjeksiyonunun siitteki
duyarli bakterileri elimine etmeye yeterli oldugu bildirilmektedir (Preez, 2000).
Ozellikle son yillarda hizli bir sekilde ortaya c¢ikan Gram negatif bakterilerde CID
nedeniyle polimiksin grubu antibiyotikler tekrar giindeme gelmistir (Li ve ark., 2001;
Falagas ve Falagas, 2005). Kolistine karsi direng mekanizmalar1 degisik sekillerde
olusabilmektedir ve diren¢ olusumu genellikle hiicreye baglanma alanlar1 ve dig
membranin polaritesinin azalmasiyla iliskilendirilmektedir. Ayrica diren¢ olusumunda
PmrA-PmrB ve PhoQ-PhoP regiilator sistemleri de rol oynamaktadir. Polimiksinler
arasinda da capraz diren¢ goriilmektedir (Li ve ark., 2006; Giamarellou, 2010). Son
calismalarda kolistine maruz kalmaya bagli olusan genetik diren¢ mekanizmalari
aciklanmaya calisilmaktadir. Yapilan in-vitro c¢aligsmalarinda direng, lipopolisakkarit
(LPS) ureten genlerde (IpxA, IpxC ve IpxD veya pmrA ve pmrB) meydana gelen
mutasyonlara bagli LPS iiretim eksikliginden kaynakli oldugunu ortaya koymustur
(Adams ve ark., 2009; Moftatt ve ark., 2010). Yapict ve ark. (2018) tarafindan 2013-
2016 yillar1 arasinda izole edilen 626 P. aeruginosa izolatinin kolistine karsi direng
durumlar1 2013, 2014, 2015 ve 2016 yillarinda sirastyla %6,35, %4,97, %5,93 ve %3,97
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olarak bulunmustur. Scott ve ark. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada sahiplerinden
izole edilen 37 izolatin ve arkadas hayvanlardan alinan svap 6rneklerinden izole edilen
24 izolatin kolistine kars1 sirasiyla %22 ve %54 oraninda diren¢ gosterdigi ortaya
konulmustur. Hemorajik pnomonili minklerden izole edilen P. aeruginosa izolatina
duyarl olan antibiyotikleri saptamak igin yapilan bir ¢alismada izolat sadece gentamisin
ve kolistine duyarli bulunmustur (Salomonsen, 2012). Bu c¢alismada P. aeruginosa
izolatlarinin polimiksinler icerisinde yer alan kolistine kars1 diren¢ durumlari incelendi
ve izolatlarin kolistine %4,17 oraninda direncli oldugu belirlendi. Bu oran yapilan diger
caligmalarla uyumluluk gostermektedir.

Gegmiste antibiyotiklerle infeksiydz hastaliklarinin ¢ogu tedavi edilebiliyor
iken, antibiyotiklerin hatali ve bilingsiz kullanimlar1 sonucunda yeni kesfedilen her
antibiyotige karst kisa siirede direng geligsmistir. 1900’1 yillarin son ¢eyreginde
Acinetobacter baumanii, Stenotrophomonas maltophila, P. aeruginosa, Staphylococcus
aureus ve enterokoklar gibi hastane infeksiyonlarindan sik izole edilen patojenlerde
CID gosteren suslar ortaya ¢ikmaya baslamistir. Onceleri hastanelerde ortaya ¢ikan CID
gosteren suslar daha sonra topluma ve g¢evreye yayilmaya baslamistir. Sonug olarak da
bu yeni suslarin sebep oldugu hastane, toplum ve hayvanlarda klasik antibiyotik
tedavisine cevap vermeyen yeni infeksiyonlar tum dunyada yiksek morbidite ve
mortalitenin sebebi haline gelmistir. P. aeruginosa i¢in CID tanimlamasi giincel
tamimlama ile sefalosporinler, karbapenemler, betalaktam ve betalaktamaz
kombinasyonlari, florokinolonlar ve aminoglikozitlerden en az tigiine direncli suslar i¢in
kullanilmaktadir. Insan, kopek, koyun ve sigirlardan izole edilen P. aeruginosa
suslarmin pek c¢ok antibiyotige direncli oldugu arastiricilar tarafindan rapor edilmistir.
P. aeruginosa’da CID intrinsik veya kazanilmis diren¢ seklinde olabilmektedir.
Ampisilin, amoksisilin, amoksisilin- klavulanat, 1. kusak sefalosporinler, 2. kusak
sefalosporinler, sefotaksim, seftriakson, nalidiksik asit, trimetoprime kars1 dogal
direnclidir. Keskin ve ark. (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada, ¢esitli klinik
orneklerden izole edilen P. aeruginosa suslarinin tamaminin ampisilin, amoksisilin,
amoksisilin/klavulanik asit, sefoksitin, siprofloksasin, eritromisin, gentamisin,
norfloksasin, oksasillin, penisilin, rifampin, streptomisin, tetrasiklin, trimetoprim-
sulfametoksazol ve vankomisine direngli oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismada izolatlarin

6 antibiyotik grubuna ait 8 antibiyotik (Florokinolon: enrofloksasin ve siprofloksasin;
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Betalaktam: seftriakson ve amoksisilin + klavulanik asit; Karbapenem: meropenem;
Polimiksin:  kolistin; Aminoglikozit: gentamisin; Macrolide: azitromisin) igin
duyarliliklarmin belirlendi. izolatlarin 26 adetinin (%54,17) 2 antibiyotik grubuna, 15
adetinin (%31,25) 3 antibiyotik grubuna ve 7 adetinin (%14,58) 4 antibiyotik grubuna
diren¢ gosterdigi belirlendi. Coklu antibiyotik direngliliklerine gdre incelendiginde 22
izolat (%45,83) 3 ve daha fazla antibiyotik grubuna direng gdstermesi nedeniyle CiD
olarak degerlendirildi.

P. aeruginosa da dahil olmak tizere bir ¢ok infeksiydz hastaligin patogenezinde
mikroorganizmalarin vejetatif/planktonik formlarinin yani sira biyofilm yapilarinin da
onemli rol oynadigi bilinmektedir. Biyofilm infeksiyonlarimin goriilme sikliginin
artmasiyla birlikte biyofilm olusumunun kontrolii ve engellenmesine yonelik
arastirmalar hiz kazanmistir. Biyofilm olusumunun engellenebilmesi, direncin
mekanizmalarinin anlagilabilmesi ve biyofilm infeksiyonlar1 i¢in yeni tedavi
stratejilerinin  gelistirilebilmesi i¢in biyofilm olusumunu belirleme yontemleri, bu
yontemlerin dogru uygulanmasi ve yeni yontemlerin gelistirilmesi olduk¢a 6nemlidir.
Giiniimiizde gelisen teknolojinin yardimiyla biyofilm olusumunu saptamada ¢ok sayida
farkli in vitro yontemden ve deney hayvanlarinda biyofilm infeksiyonu olusturulmasina
dayali in vivo yontemlerden faydalanilmaktadir. CRA, tiip aderans, Christensen ve
mikroplak yontemleri biyofilm olusumunu saptamada sik kullanilan yontemler olarak
one c¢ikmaktadir. Kuru agirligin ve metabolik aktivitenin saptanmasina dayali bazi
kantitatif yontemlerle floresan mikroskobisi, konfokal lazer tarama mikroskobisi ve
elektron mikroskobisinin kullanildig1 yontemler de mevcuttur. Kullanilan farkli
yontemlerde calisilan mikroorganizmanin tiiriine gore inokulum miktari, besi yeri,
inkiibasyon kosullar1 degisebilmektedir. Bu durum yontemlerin uygulanmasinda
modifikasyonlar1  beraberinde getirmekte ve yoOntemlerin standardizasyonunu
zorlasgtirmaktadir. Ayrica in vitro biyofilm modellerinde ortamdaki besin maddelerinin
azalmasi, konak-patojen etkilesiminin olmamasi gibi nedenlerle elde edilen sonuglarin
in vivo ortami1 tam olarak yansitamadigi diisiiniilmektedir. Yassein ve ark. (1995) klinik
orneklerden izole ettikleri 50 P. aeruginosa susunun %40’ inda biyofilm varlig: tespit
etmislerdir. Delissalde ve Amabile-Cuevas (2004) hastane infeksiyon etkeni olan 162 P.
aeruginosa izolatinin %18’inde biyofilm olusumu bildirmislerdir. Moskowitz ve ark.

(2005) cesitli servis ve Kkliniklerden izole edilen 96 susun %73’Unde biyofilm
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olusumunu pozitif olarak bildirmislerdir. Coban ve ark. (2009) Kkistik fibrozisli
hastalardan izole ettikleri 60 P. aeruginosa susunun %33,3’Unde biyofilm pozitifligi
oldugunu bildirmislerdir. Biyofilm pozitifligi Yildirim ve ark. (2008) tarafindan yapilan
calismada %45, Celik ve ark. (2007) tarafindan yapilan caligmada da %48 olarak tespit
edilmistir. Milivojevic ve ark. (2018) 121 hayvan ve 81 insan kokenli toplam 202 P.
aeruginosa izolat1 ilizerinde yaptiklari ¢aligmada, hayvan izolatlarinin %93’iiniin ve
insan izolatlarmin  %96’sinin  in  vitro kosullarda biyofilm olusturduklarini
bildirmiglerdir. Olejnickova ve ark. (2014) insan katater kaynakli izolatlarda biyofilm
iretim oraninin %80-88 arasinda degistigini saptamislar ve hayvan izolatlan ile ilgili
caligmalarin ¢ok sinirli oldugunu rapor etmislerdir. Kopek otitis kokenli P. aeruginosa
izolatlarinda da biyofilm olusturma oram1 Pye ve ark. (2013) tarafindan %40 olarak
belirlenmis ve bu izolatlarin tedaviye cevap vermedigi bildirilmistir. Calismamizda
izolatlarin biyofilm olusturma durumlari CRA, Christensen ve Mikroplak yontemleri ile
arastirildi. CRA metoduna gore 40 (%83,33), Christensen Y Ontemine gore 45 (%93,75)
ve Mikroplak Yontemine gore 31 (%64,58) izolatin biyofilm iiretme yetenegine sahip
oldugu belirlendi. izolatlarin %10,42’si sadece CRA, %4,17’si sadece Christensen ve
%27,08’i sadece mikroplak ydnteminde negatiflik gosterdi. Izolatlarmn %4,17’si CRA
ve Christensen yontemlerinin her ikisi ile negatif sonug verirken, hicbir izolat sadece
CRA ve Christensen ya da Christensen ve mikroplak yontemlerinde ortak negatif sonug
gostermedi. Bir (%2,08) izolat yontemlerin hicbirisi ile pozitif sonu¢ vermedi. Bu
bulgulara goére yontemlerin herhangi birisi ile pozitif sonu¢ verme durumu g6z énine
alindiginda izolatlardaki biyofilm pozitiflii %97,92 olarak belirlendi.

Bakteriler biyofilm olusturabilmek amaciyla bitisiginde yer alan bakteri
hiicrelerini biyofilm olusturma yoniinde uyarabilmek igin, ortama Kkiglk, diffuze
olabilen molekiiller yayarlar. Hiicreler arasindaki bu iletisim “Quorum Sensing (QS)”
adi verilen sistemler ile gergeklestirilmektedir. P. aeruginosa’da ¢esitli viriilans
faktorlerinin Uretimi hticreden hicreye sinyal iletim sistemi olan QS ile kontrol
edilmektedir. P. aeruginosa’da Lasl-LasR, RhlI-RhIR ve PQS-MvIR olmak Uzere (¢ ana
QS sistemi bulunur. Bu sistemler biyofilm olusumunu kontrol ederler. P. aeruginosa’da
bulunan QS sistemi hiyerarsik bir dongii tarafindan kontrol edilir. Bu dongiide rhl
genlerinin ekspresyonu las genlerinin regiilasyonu altinda gergeklesmektedir (Girard ve

Bloemberg, 2008). Lasl-LasR ve RhlI-RhIR QS sistemi P. aeruginosa’nin virulansini
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kontrol etmede ardisik olarak fonksiyon gosterir. lasl ve rhll genleri Als olarak
adlandirilmaktadir. las geninin fonksiyonu ilk olarak lasB elastaz enzim aktivitesinin
bulunmasiyla ortaya ¢ikmistir. Bundan dolay1 P. aeruginosa QS sisteminde las geni
olarak adlandirilmistir. rhl geni adlandirilmasinin nedeni ise ramnolipid tiretimindeki
buyuk roliddr. rhl, ramnolipid Gretiminde gerekli olan ramnosil tranferaz enzimi
kodlayan rhlAB olarak adlandirilan bir operonun ekspresyonunu diizenler. lasl; QS’de
Al sentaz olan N-(3 oxododecanoyl)- homoserin laktonu (3-oxo-C12-HSL) kodlar. Bu
QS sinyali serbest olarak P. aeruginosa hiicrelerine diffuze olabilir. Al’ler belli bir
kritik alt sinir konsantrasyonuna ulastig1 zaman, Al’ler LasR proteine baglanir ve daha
sonra LasR-Al kompleks sekillenir. Bu kompleks daha sonra pek ¢ok viriilans faktorleri
kodlayan genlerle birlikte bir seri hedef genleri tetikler. Populasyon yogunluguna baglh
olarak dretilen bu sinyal molekilleri icinde temel olarak las sistemi; rhl sisteminin
calismasini uyarmast ve kinolon sistemini diizenlemesi sebebi ile anahtar rol
oynamaktadir (Karatuna ve Yagci, 2005). Ancak las sisteminin ¢aligmamasi
durumunda, hiyerarsik bir diizene bagli olarak QS sistemleri kendi i¢inde yeniden
duzenlemeye gitmekte ve ikincil sistem olan rhl, las sisteminin yerine gecebilmektedir.
Son zamanlarda las ve rhl diizenleyicileri arasinda yeni bir yolun varligini ortaya
konulmustur (Stepanovic ve ark., 2000). Buna gore rezidiel rhll ve rhIR
transkripsiyonlar1  ¢evresel faktorlerle kombine olarak rhl dlzenleyicisinin
aktivasyonuna, bu da gecikmeli olmakla birlikte las dizenleyicisinin aktivasyonuna
neden olabilmektedir. Perez ve ark. (2011) ¢alismalarinda P. aeruginosa izolatlarinda
her 4 geni de %90,1 oraninda belirlediklerini bildirmislerdir. Bununla beraber, Karatuna
ve Yagci (2005) ise lasl ve lasR genlerini %81,25, rhll genini %68,75 ve rhIR genini
%62,5 oranlarinda saptamislardir. Sabharwal ve ark. (2014) Hindistan’da P. aeruginosa
ile yaptiklar1 ¢caligmada %75 oraninda lasl ve lasR genlerini, %41,6 oraninda rhll, ve
%S58,3 oraninda rhIR genini belirlediklerini bildirmislerdir. Misir’da yapilan bir
calismada da benzer sekilde %48 lasl geni, %40 lasR ve rhll genleri ile %36 rhIR geni
tespit edilmistir (Aboushleib ve ark., 2015). Bu ¢alismada QS genleri olan lasl, lasR,
rhil, rhIR arastirildi. Tiim izolatlarin lasl, rhll ve rhIR genlerine sahip oldugu goriildii.
Izolatlarin %97,92’sinde ise lasR geni belirlendi.

Salgisal polisakkaritler P. aeruginosa biyofilmlerinin temel komponentlerinden

birisidir. Bakterilerin biyofilm olusturmalarinda yer alan 3 polisakkarit bulunmaktadir.
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Bunlar; alginatlar, polisakkarit sentez lokusu ve pellikil (PEL) polisakkaritleridir
(Friedman ve Kolter, 2004; Franklin ve ark., 2011). PelA pel biyosentezi icin gerekli
olan periplazmik olarak yerlesmis olan proteindir (Colvin ve ark., 2013). P. aeruginosa
da biyofilm olusumu i¢in PEL salgilamaktadir ve bu polisakkarit bakteri viriilensi ve
kaliciligr i¢in 6nemli olarak kabul edilmektedir. P. aeruginosa da pelA, biyofilm
matriksinde ekstraselliler DNA ile hiicreler arasi elekrostatik iletisimi saglar. Dig
membrandan PEL translokasyonu, membranda bulunan bir porin olan PelB ile
saglanmaktadir. PEL ayrica sadece biyofilm popiilasyonunda aminoglikozit direncinde
sekonder olarak rol oynamaktadir (Friedman ve Kolter, 2004). pelA geni hemen hemen
tim klinik P. aeruginosa izolatlarinda bulunabilen ve biyofilm iiretimine katki saglayan
gendir. Bununla beraber bu genin varligi biyofilm iiretiminde tek basina yeterli
olmamakta ve biyofilm olusumu birgok baska faktérden de etkilenmektedir (Maita ve
Boonbumrung, 2014). Maita ve Boonbumrung (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada
pelA geninin klinik izolatlarin %97,8’inde bulundugunu bildirmisglerdir. Bu oranin
biyofilm olusturan izolatlarda %99,1 ve olusturmayanlarda ise %92,9 oldugunu rapor
etmislerdir. Bu ¢alismada P. aeruginosa izolatlarinin hepsinin pelA genine sahip oldugu
belirlendi. Bu bulgu pelA geninin biyofilm olusumunda tek basina yeterli olmadigi ve
baska genlerin de katkida bulunabilecegini diisiindiirdii.

Biyofilm varlig1 P. aeruginosa suslarinda antibiyotik direngliliginin daha fazla
olmasma neden olmaktadir. P. aeruginosa’nin hem planktonik hem de biyofilm
olusturan suslar infeksiyonlara yol agabilmektedir (Jennings ve ark., 2015). Planktonik
bakterilere gore biyofilm olusturan suglarin daha fazla direngli olmalar1 da tedavide
sorunlara yol agmaktadir. Bu dirence ve viriilensin artmasina bazi genlerin varligi ve
ekspresyonlar1 neden olmaktadir (Whiteley ve ark., 2001). Ayn1 zamanda, biyofilm
iireten suglarda antibiyotik direng diizeylerinin artmasina bir¢cok faktér ve gen neden
olmaktadir. Bu faktorler arasinda biyofilm olusturan bakterilerde spesifik antibiyotik
direng gen varliklari, biyofilmde efluks pompasi ekspresyonlar1 ve strese neden olan
genler bulunmaktadir. Gen duzeyinde ise ahpC, hcpC, hemN, ccoP2, phzF2, oprG
genlerinin biyofilm olusturan bakterilerde daha fazla bulundugu belirlenmistir (Stewart
ve ark., 2015). PA0756 ve PAO757’nin iki asamali regiilator sistemini kodladigi tahmin
edilmektedir. Bu sistem bilgileri hiicre disina gondererek hiicreden spesifik bir sinyal
yaymasi ile sonuglanmaktadir. Planktonik hiicelerde PA0756-0757 tarafindan PAQ755
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tarafindan kodlanan OpdH porini baskilanmaktadir. OpdH trikarboksilat alimini
saglamaktadir fakat biyofilm olusumundaki rolii heniiz bilinmemektedir. PA0756-0757
karakterize edilmemis hipotetikal bir protein salgilanmasin1 kodlamakta ve bu proteinin
de biyofilm kaynakli antibiyotik direncine neden oldugu diisiiniilmektedir (Mikkelsen
ve ark., 2011). PA2070 ve PA5033 de heniiz fonksiyonu tanimlanamamais hipotetikal bir
proteini kodlamaktadir. PA5033 tip 1 sinyal yaymakta ve PA2070 de TonB kaynakl
hemoglobin reseptdr ailesinde yer almaktadir. Bununla beraber, her 2 genin de biyofilm
kaynakli antibiyotik direncindeki rolii agik degildir (Zhang ve ark., 2013). Zhang ve ark.
(2013) tarafindan P. aeruginosa PA14 susu lizerinde tobramycin, gentamicin ve
ciprofloxacin antibiyotikleri i¢in yapilan calismada PA0756-0757, PA2070, PA5033
genlerinin fazla expresyonlarinin da biyofilm spesifik antibiyotik direncine neden
oldugu tespit edilmistir. Manohar ve ark. (2018) bu genlerin prevalansi iizerinde
calismiglar ve P. aeruginosa izolatlarinin %62,5’inde PA0756, %62,5’inde PAQ757,
%37,5’inde PA2070 ve %56,25’inde PA5033 genini belirlemislerdir. izolatlarin
%25’inin her 4 geni, %25’inin {i¢ ve %18,75’inin iki gen igerdigini saptamiglardir.
Aragtirmacilar dort geni de iceren suslarin gentamisin, siproflaksasin, meropenem ve
kolistin direnci ile iligkisini karsilastirmiglar ve iki susun dort antibiyotige de direngli
oldugunu, geri kalan suslardan birisinin meropeneme ve digerinin de kolistine duyarl
oldugunu bildirmislerdir. Bu galismada PAQ0756, PA0757, PA2070 ve PA5033 gen
varliklar1 i¢in yapilan PCR sonucunda izolatlarin 46 (%95,83)’sinin PA0756 ve PAO757
genlerine, 45 (%93,75)’inin ise PA2070 ve PA5033 genlerine sahip oldugu belirlendi.
izolatlarin hepsinde s6z konusu genlerden en az bir tanesinin var oldugu saptandi. Bu
genlerden herhangi bir tanesini igermeyen 6 sus antibiyotik duyarliligi yoniinden
degerlendirildigi zaman, 2 susun gentamisin, siproflaksasin, meropenem ve kolistine, 1
susun gentamisin ve siproflaksasine, 1 susun gentamisin, siproflaksasin ve kolistine, 1
susun gentamisin ve kolistine, 1 susun siproflaksasin ve kolistine duyarli oldugu
belirlendi. TUm bulgular degerlendirildigi zaman incelenen genler ile antibiyotik
direnclilik arasinda bir iliski kurulamadi.

Patojenlerin dagilimi1 ve yakinliklar1 ile beraber bakteriyel infeksiyonlarin
epidemiyolojisinin  belirlenmesi, infeksiyonlardan korunma igin etkili kontrol
stratejilerinin olusturulmasi igin temel bir hedeftir (Nazik ve ark., 2007). Bakterilerin

tiplendirilmesinde geleneksel serotiplendirme, faj tiplendirme, bakteriyosin tiplendirme
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ve biyotiplendirme gibi fenotipik metotlar gevresel faktorlerden daha ¢ok etkilendigi
icin, son yillarda PCR tabanli metotlar ile beraber ribotiplendirme ve degisken alanli jel
elektroforezi (PFGE)’ni de iceren molekiler yontemler tercih edilmektedir. Genel
olarak molekiiler metotlar fenotipik metotlara goére daha yiiksek ayrim gucu ve
giivenilirlige sahiptir. P. aeruginosa suslarinin karakterizasyonu igin literatiirde birgok
metot tanimlanmistir. Bu metotlardan PFGE spesifite ve sensitivite yoniinden “altin
standart” olarak kabul edilmektedir. Bununla beraber, pahali ve zaman alic1 bir
yontemdir. PCR-tabanli yontemlerden Rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) ve
tekrarlayan enterobakteriyel intergenik konsensus (ERIC)- PCR son yillarda basit, hizli,
duyarli, ucuz ve kisa zamanda sonug¢ vermesi yoniinden epidemiyolojik ¢alismalarda
tercih edilen bir yontemdir. Bu hizli metot P. aeruginosa i¢in ayrim giicii PFGE kadar
yiiksek olmasi nedeniyle tavsiye edilmektedir (Mahenthiralingam ve ark., 1996; De Vos
ve ark., 1997). Nanvazadeh ve ark. (2013) yaptiklari calismada P. aeruginosa izolatlar
arasinda %18 polimorfizm saptadiklarini ve suslarin 9 farkli genotipte olduklarini
belirlemiglerdir. Akjani ve ark. (2011) P. aeruginosa suslarmin 5-11 genotipe
ayrildiklarin1 bildirmislerdir Nazik ve ark. (2007) ise P. aeruginosa suslarinin %43
polimorfizm ile 21 genotip gosterdiklerini saptamislardir. Lima ve ark. (2018)
tarafindan yapilan ¢aligmada P. aeruginosa klinik izolatlar1 incelenmis ve ERIC-PCR
ile %24-100 arasinda genetik yakinlik oldugu belirlenmistir. Bu ¢aligmada her Ug
yontemle de biyofilm pozitif oldugu belirlenen 24 adet izolatin filogenetik
yakinliklarinin  belirlenmesi i¢in  ERIC-2  primerinin  kullanildigt RAPD-PCR
gerceklestirildi. RAPD-PCR sonucunda elde edilen bant profilinin temel alindigu
dendrograma gore her u¢ yontem ile biyofilm pozitiflik goriilen izolatlarin filogenetik
yakinliklarinin %56-93 oldugu, %37 polimorfizm gosterdikleri ve 24 farkli genotipte
olduklar1 belirlendi.
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6. SONUC VE ONERILER

Bakterilerin biyofilm olusturmalar1 ve buna bagl olarak da antibiyotik direng
oranlarindaki artis giincel bir halk saglig1 sorunu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ozellikle P.
aeruginosa infeksiyonlart bu sorunun en 6nemli orneklerindendir. Bu tez calismasi
cesitli klinik rneklerden izole edilmis olan ve Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner
Fakultesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali kiiltir koleksiyonunda mevcut olan P.
aeruginosa izolatlarinda biyofilm varhiginin ve antibiyotik direncliliklerinin
belirlenmesi ile beraber her iki fenotipik determinantta rol oynayan iliskili genlerin
saptanarak, aralarindaki iliskinin karsilagtirmali olarak degerlendirilmesi amaciyla
gerceklestirilmistir.

Izolatlarmn biyofilm olusturma durumlart CRA, Christensen ve Mikroplak
yontemleri ile arastirildi. CRA metoduna gore 40 (%83,33), Christensen Ydntemine
gore 45 (%93,75) ve Mikroplak Yontemine gore 31 (%64,58) izolatin biyofilm {iretme
yetenegine sahip oldugu belirlendi. En yiiksek pozitifligin Christensen yontemi ile
belirlendigi ve bu yontemin P. aeruginosa suslarinda biyofilm saptamak icin tercih
edilebilecegi goriildii. izolatlarin %50’si yontemlerin her 3’ii ile de pozitif sonug verdi.
Yontemlerin herhangi birisi ile pozitif sonu¢ verme durumu goéz Oniine alindiginda
izolatlardaki biyofilm pozitifligi %97,92 olarak belirlendi. Bu bulgular klinik drnek
izolat1 P. aeruginosa suslarinda yiiksek oranda biyofilm pozitifligi oldugunu gosterdi.

P. aeruginosa izolatlarmin 6 farkli antibiyotik grubuna ait 8 antibiyotik icgin
diren¢ oranlarinin degerlendirilmesi sonucunda, izolatlarin %45,83’i 3 ve daha fazla
antibiyotik grubuna diren¢ gdstermesi nedeniyle ¢oklu direngli olarak degerlendirildi.
Bu bulgular ¢oklu antibiyotik direncinin P. aeruginosa suslarinda yiiksek oranda
oldugunu gosterdi.

Biyofilm pozitifligi ve ¢oklu antibiyotik direnci karsilagtirmali olarak
degerlendirildiginde, biyofilm pozitif suslarda ¢oklu antibiyotik direnci %37,5 iken
biyofilm negatiflerde ise %54,17 olarak bulundu. Bu bulgulara gore incelenen suslarda
biyofilm ile antibiyotik direnci arasinda bir iligki belirlenemedi.

Izolatlarda biyofilm iiretiminden sorumlu olan pelA, quorum sensing genleri
olan lasl, lasR, rhll, rhIR ile biyofilme bagli antibiyotik direncinden sorumlu olan
PAQ0756, PAO757, PA2070 ve PA5033 gen varliklari ile biyofilm iiretimi ve antibiyotik
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direnclilikleri karsilagtirmal1 olarak degerlendirildiginde, parametreler arasinda bir iliski
tespit edilemedi.

Sonug olarak, klinik izolati P. aeruginosa suslarinda biyofilm iiretiminin ve
coklu antibiyotik direncinin yiiksek oldugu belirlendi. Genetik diizeyde ise incelenen
genlerin tek bagina biyofilm olusumundan ve buna bagli antibiyotik direncinden
sorumlu olmadig saptandi. Bu durum farkli ve daha fazla genetik ve fenotipik
parametrenin biyofilme bagh antibiyotik direncinden sorumlu olabilecegini diistindiirdii.
Bu sonuclar, ilgili parametrelerin belirlenmesi ve biyofilme bagli antibiyotik direng
mekanizmalarinin aydinlatilmasi i¢in daha genis ve ileri diizeyde calismalar yapilma

gerekliligini gosterdi.
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