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ÖZET 

PSEUDOMONAS AERUGİNOSA İZOLATLARINDA BİYOFİLM ÜRETİMİ İLE 
ANTİBİYOTİK DİRENÇLİLİK İLİŞKİSİNİN KARŞILAŞTIRMALI 

DEĞERLENDİRİLMESİ 

Amaç: Çalışmada çeşitli klinik örneklerden izole edilen 48 adet Pseudomonas aeruginosa 

izolatında biyofilm varlığının, antibiyotik dirençliliklerinin ve rol oynayan ilişkili genlerin 

belirlenmesi ile aralarındaki ilişkinin karşılaştırmalı olarak değerlendirilmesi amaçlandı. 

Materyal ve metot: Çalışmada P.aeruginosa izolatlarının identifikasyonları PCR ile 

doğrulandı. Antibiyotik direnç durumları Kirby-Bauer Disk Difüzyon metodu ile 8 

antibiyotik için belirlendi. İzolatların biyofilm oluşturmaları in vitro olarak Kongo Red 

Agar, Modifiye Tüp Aderans ve Mikroplak yöntemleri ile araştırıldı. Her üç yöntemle de 

biyofilm pozitif olduğu belirlenen izolatların filogenetik yakınlıkları RADP-PCR ile 

saptandı. İzolatların pelA, lasI, lasR, rhlI, rhlR, PA0756, PA0757, PA2070 ve PA5033 gen 

varlıkları PCR ile incelendi.  

Bulgular: İzolatların enrofloksasine %16,67, seftriaksona %60,42, amoksisilin + 

klavulanik asite %100, siprofloksasine %10,42, meropeneme %29,17, kolistine %4,17, 

gentamisine %12,5 ve azitromisine karşı %97,9 oranında dirençli olduğu belirlendi. 

Biyofilm oluşturma oranları CRA metoduna göre %83,33, Christensen Yöntemine göre 

%93,75 ve Mikroplak Yöntemine göre %64,58 olarak hesaplandı. Tüm izolatların pelA, 

lasI, rhlI ve rhlR genlerine sahip olduğu görüldü. İzolatların %97,92’sinde ise lasR geni 

belirlendi. İzolatların 46 (%95,83) tanesinin PA0756 ve PA0757, 45 (%93,75) izolatın ise 

PA2070 ve PA5033 genlerine sahip olduğu saptandı. Her üç yöntem ile biyofilm pozitiflik 

görülen izolatların filogenetik yakınlıkları %56-93 olarak hesaplandı.   

Sonuç: Klinik izolatı P. aeruginosa suşlarında biyofilm üretiminin ve çoklu antibiyotik 

direncinin yüksek olduğu, genetik düzeyde incelenen genlerin tek başına biyofilm 

oluşumundan ve buna bağlı antibiyotik direncinden sorumlu olmadığı saptandı.  

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

lasI, lasR, rhlI, rhlR,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, lasI, rhlI and 

rhlR 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 PA0757. 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 
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SİMGELER VE KISALTMALAR 

AMC : Amoksisilin/klavulanik Asit 

ATM : Azitromisin 

C : Kolistin 

CIP : Siprofloksasin 

CRA : Kongo kırmızılı agar 

CTX : Seftriakson 

ÇİD : Çoklu ilaç direnci 

DNA : Deoksiribonükleik asit 

ENR : Enrofloksasin 

EPS : Ekzopolisakkarit 

ERIC : Tekrarlayan enterobakteriyel intergenik konsensus 

FTS : Fizyolojik tuzlu su 

GEN : Gentamisin 

İBL : İndüklenebilir beta-laktamaz 

LPS : Lipopolisakkarit 

MHA : Mueller-Hinton agar 

MRP : Meropenem 

OD : Optik dansite 

PBP : Penisilin bağlayıcı protein 

PBS : Fosfatla tamponlanmış tuz solüsyonu 

PFGE : Değişken alanlı jel elektroforezi 

QS : Quorum-Sensing 

R : Rough  

RAPD : Rastgele çoğaltılmış 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. GİRİŞ 

Pseudomonas cinsi yüzyıldan daha önce tanımlanmış ve taksonomik 

heterojenitelerinden dolayı tamamı birçok açıdan yeniden gözden geçirilerek 

düzenlenmiştir. Pseudomonas cinsi de Pseodomonadaceae ailesi, Pseudomonadales takımı, 

γ-Proteobacteria sınıfı içinde kalmıştır. Pseudomonas türleri tüm dünyaya yayılmış 

haldedir. Toprakta, suda, bitkilerde ve çürüyen organik maddelerde bulunurlar fakat insan, 

hayvan ve bitkiler için fırsatçı patojendirler. Psödomonaslar zorunlu aerobik, sporsuz, 

kapsülsüz, çomak şekilli, bir veya daha çok flagellası bulunan bakterilerdir. 

Psödomonasların birçok cinsleri bulunmasına rağmen veteriner hekimlik için önemli olan 

türü Pseudomonas aeruginosa (P.aeruginosa)’dır.  

P.aeruginosa çok sayıda hayvan türünde oportunistik infeksiyonlar meydana 

getirmektedir. P.aeruginosa sağlıklı hayvanların dışkı ve derilerinde yaşayabilmekte ve 

oportunistik karaktere sahip olması nedeni ile hayvanın immun sistemini baskılayan veya 

normal florayı bozan tüm predispoze faktörler infeksiyon oluşumuna neden olabilmektedir. 

Birçok hayvanda sporadik infeksiyona neden olan etken inek, koyun, keçi, domuz, köpek, 

kedi, sürüngen hayvanlarda oportunistik olarak çok çeşitli hastalıklara neden olmaktadır. 

Organizma ender olarak hasarsız dokuları infekte ettiğinden fırsatçı patojenlere somut bir 

örnektir, buna rağmen konak savunması bozulduğunda infekte olmayan neredeyse hiçbir 

doku kalmaz. P. aeruginosa ile ilişkili hastalıklardan bazıları; koyunlarda yapağı çürüğü, 

sığırlarda mastit ve abort, atlarda metrit ve kornea ülseri, köpeklerde otitis eksterna, 

vizonlarda hemorojik pnömoni, kanatlılarda embriyo ölümleri, kafes yılanlarında nekrotik 

stomatit, botriyomikoz, septisemi, üriner sistem infeksiyonu, yara infeksiyonu ve çeşitli 

hayvanlarda apse oluşumlarıdır. 

 Pseudomonas aeruginosa, genelde hayvan patojeni olarak kabul edilir ve duyarlı 

konaklarda hastalık yapabilme özelliği ve antibiyotiklere dirençliliği ile dikkat çeker. Doğal 

direnç, genellikle dış membran lipopolisakkaridi ve kapsülü tarafından sağlanan geçirgenlik 

bariyerleri nedeniyle oluşur. Doğal yaşama ortamı toprak olduğu ve bu ortamda diğer 

bakteri küflerle birlikte yaşadığı için, doğal olarak ortaya çıkan çeşitli antibiyotiklere karşı 

direnç gelişmiştir. Ayrıca, P. aeruginosa transfer edilebilir antibiyotik direncinin devamını 
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sağlar. Pseudomonas türlerine karşı etkili antibiyotikler florokinolonlar, gentamisin, 

amikazin, tobramisin ve imipenemdir ancak bunlar dahi tüm suşlar üzerine etkili değildir. 

Günümüzde çeşitli infeksiyöz hastalıklarının patogenezinde mikroorganizmaların 

vejetatif formlarının yanı sıra biyofilm yapılarının da önemli rol oynadığı bilinmektedir 

(Costerton ve ark., 1999). Biyofilmler doğal çevrede sıkça rastlanabilen bir mikrobiyal 

yaşam formudur. Mikroorganizmaların yaşamları üzerine olumsuz etkiler oluşturan 

çevresel koşullardan korunmak ve yaşamsal faaliyetleri sürdürebilmek için oluşturdukları 

mikroekosistem olarak da tanımlanmaktadır (Marcinkiewicz ve ark., 2013). Günümüzde 

infeksiyon hastalıklar, etkin antibiyotik terapileriyle tedavi edilmektedir. Ancak bu 

yaklaşım çoğunlukla bakteriyel biyofilmlerin söz konusu olduğu durumlarda etkin bir 

çözüm sağlayamamaktadır. Biyofilm içerisindeki bakteriler, birtakım antijenler 

sentezleyerek antikor üretimini tetikleyebilirler; ancak antikorlar çoğu kez biyofilm 

içerisindeki bakterileri öldürmek için yeterli etkinliği gösterememektedirler. Bunun 

sonucunda, biyofilm çevresindeki dokuda immün kompleks hasarı meydana gelmektedir. 

Yeterli hücresel ve hümoral bağışıklığı olan bireylerde dahi biyofilmler, immün sistemce 

alt edilemeyebilirler. Antibiyotik terapiler, biyofilmlerden açığa çıkan vejetatif hücrelerin 

semptomlarını tersine çevirebilirken, biyofilmlerin yok edilmesinde etkin olamamaktadır. 

Sürekli antibiyotik terapisine rağmen tekrarlayan semptomların görülmesi sonucunda 

cerrahi müdahaleyle biyofilmin vücuttan uzaklaştırılması gerekmektedir. 

Biyofilm yapısı mikroorganizmaların kendi ürettikleri organik 

ekzopolisakkaritletden (EPS) oluşmaktadır. Mikroorganizmalar canlı veya cansız bir 

yüzeye tutunmaları sonrasında biyofilm oluşturmakta ve bu yapı mikroorganizmaya konak 

savunmasından kaçış, antibiyotiklere direnç açısından avantaj sağlamaktadır. Doğal 

çevrede bulunan su arıtma tesisleri, endüstriyel su soğutma kuleleri gibi cansız ortamlarda 

biyofilm oluşumu, mikroorganizmaya pek çok dezenfektana, pH değişimine ve kuruluğa 

karşı dayanıklılık sağlamaktadır (Høiby ve ark., 2011). 

Biyofilmler, çevresel ve endüstriyel ortamlarda bulunabilmekte ve klinik olarak da 

sorunlara neden olabilen yapılardır (Costerton ve ark., 1999). Mikrobiyal biyofilm oluşumu 

üzerine uzun yıllardır bir çok araştırma yapılmış ve araştırmalar sonucunda günümüzde 

kronik doku hasarıyla seyreden pek çok bakteriyel infeksiyonda biyofilmlerin rol oynadığı 



3 
 

bildirilmiştir (Høiby ve ark., 2011). İntravenöz kateterler, implantlar, kalp kapakçıkları, 

kontakt lensler gibi tıbbi araç ve biyomateryaller üzerinde oluşan biyofilmler sonucu 

gelişen infeksiyonların tedavisinde başarı şansı azalmaktadır (Lindsay ve von Holy, 2006). 

Kronik bakteriyel infeksiyonların %80’inden fazlası biyofilmler ile ilişkilendirilmiş, 

nozokomiyal infeksiyonların da %65’inden biyofilm yapısının sorumlu olduğu çalışmalarla 

ortaya konulmuştur. 

Bu tez çalışması çeşitli klinik örneklerden izole edilmiş olan ve Ondokuz Mayıs 

Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı kültür koleksiyonunda 

mevcut olan P. aeruginosa izolatlarında biyofilm varlığının ve antibiyotik dirençliliklerinin 

belirlenmesi ile beraber her 2 fenotipik determinantta rol oynayan ilişkili genlerin 

saptanarak, aralarındaki ilişkinin karşılaştırmalı olarak değerlendirilmesi amacıyla 

gerçekleştirilmiştir. 



4 
 

2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Pseudomonas aeruginosa 

2.1.1. Tarihçe ve Taksonomi 

Pseudomonas cinsi içerisinde yer alan bakteriler Gram negatif, sporsuz, hareketli 

bakterilerdir. Psödomonaslar ilk defa 1850 yılında Sedillot tarafından tanımlanmıştır. 

Sedillot, Fransız askerlerin yaralarında mavi-yeşil renkli oluşumları tanımlamış ve bu 

oluşumlar 1882 yılında Bacillus pyocyaneus ve sonrasında da Pseudomonas pyocyanea 

olarak isimlendirilmiştir. Bu renk oluşumuna neden olan piyosiyanin ilk defa 1862 

yılında Lucke tarafından belirlenmiştir. Gessard'ın 1882 yılında saf kültür olarak 

izolasyonu sonrasında, 1897 yılında Hitschman ve Kreibich ve 1925 yılında Osler patojen 

bir bakteri olarak tanımlamışlardır. Pseudomonas türleri Dooren de Jong tarafından 1926 

yılında çeşitli organik bileşiklerini karbon ve enerji kaynağı olarak kullanımına bağlı 

olarak sınıflandırılmıştır. Buchanon ve ark. tarafından 1966 yılında Pseudomonas türleri 

fenotipik özelliklerine göre sınıflandırılmıştır. 1960’lı yıllarda DNA hibridizasyon 

yöntemi ile genotipik olarak sınıflandırılma yapılmış fakat taksonomik 

heterojenitelerinden dolayı 1984 yılında Palleroni tarafından rRNA homolojilerine göre 

psödomonaslar gruplandırılmıştır (Brooks ve ark., 2007). Migula tarafından 1990 yılında 

Yunanca’da yalancı anlamına gelen “pseudos” ve birim anlamına gelen “monas” 

kelimelerinin birleştirilmesi ile Pseudomonas olarak adlandırılmıştır (Pitt ve Simpson, 

2006).  

Pseudomonas cinsi bakteriler rRNA homolojilerine göre Grup I-V olmak üzere 

beş büyük tür kümesi içerisinde gruplandırılmaktadır. Grup I, floresan ve nonfloresan 

olmak üzere 2 alt grup içermektedir. Floresan alt grubu Pseudomonas aeruginosa, P. 

fluorescens P. putida ve nonfloresan altgrubu da P. stutzeri P. mendocina türlerini 

kapsamaktadır. Grup II; Burkholderia pseudomallei, Burkholderia mallei, Burkholderia 

cepacia ve Ralstonia pickettii türlerini içermektedir. Grup III Comamonas, Acidovorax, 

Delftia ve Hydrogenophoga türlerini; Grup IV Brevundimonas türlerini ve Grup V ise 

Stenotrophomonas maltophilia ve Xanthomonas türlerini kapsamaktadır. Bu 
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gruplandırmada Pseudomonas türleri birçok farklı cins altında yeniden sınıflandırılmıştır. 

Pseudomonas’a ilaveten bu cinslerden ikisi, Burkholderia ve Stenotrophomonas, veteriner 

hekimliğinde önemlidir (Erdem, 1999; Brooks ve ark., 2007). 

2.1.2. Etiyoloji 

P. aeruginosa 1,5- 3 μm boy ve 0,5- 0,8 μm genişlikte olan,  Gram negatif, 

hemolitik, sporsuz, kapsülsüz, hareketli, düz veya hafif eğri, uçları yuvarlak ve basil şekilli 

bakterilerdir. Bakteri hareketini genellikle bir ucunda yer alan tek ve bazen de iki-üç adet 

flagellası ile gerçekleştirmektedir.  Çok hareketli olmalarına rağmen, uzun süre beklemiş 

kültürlerde ve antiseptik maddelerin bulunduğu ortamlarda hareketlerini ve pigmentlerini 

kaybettikleri,  R (rough) formuna dönüştükleri ve kısa veya çok uzun olacak şekilde 

deforme oldukları bildirilmiştir. Optimum üreme pH: 7.2 ve 37-410C’de gerçekleşmektedir 

(Özan, 1996). 

P.aeruginosa zorunlu aerop özellikte olup, glikoz ve bazı karbonhidratları 

parçalayarak asit oluşturmasına rağmen sakkaroza etkisi yoktur. Oksidaz pozitif olması 

bağırsak florasında yer alan diğer bakterilerinden ayırt edilmesini sağlamaktadır. Katalaz ve 

L-arjinin dihidrolazı pozitif özellikte iken; indol, lizin ve ornitin dekarboksilazı 

negatiftirler. H2S üretimi, metil kırmızısı ve Voges Proskauer yönünden de negatif 

özeliktedirler. Nitratları nitrite indirger.  

P. aeruginosa kanlı agarda beta hemoliz yapar. Optimal üreme sıcaklığı 37°C’dir 

ve 370’C de % 1’lik trifenil tetrazolium kloridli besiyerlerinde kırmızı pigmentli koloni 

oluştururlar (Palleroni, 1984). Bakterinin piyoverdin, piyosiyanin, piyorubin ve 

piyomelanin pigmentleri bulunmaktadır. Piyosiyanin su ve kloroform ile çözünebilen, 

floresans vermeyen, mavi renkte bir pigmenttir. Piyoverdin de su ve kloroformda 

çözünebilen, 254 nm dalga boyundaki UV ışınları ile fluoresans oluşturan ve yeşilimsi renk 

veren bir pigmenttir. Piyorubin kırmızı, piyomelanin ise kahverengi renkte pigmentlerdir. 

Piyosiyanin pigmentinin oluşması piyorubin ve piyomelanin pigmentlerinin varlığı 

nedeniyle baskılanabilmektedir (Palleroni, 1984). Katı besiyerinde sahip oldukları 

piyosiyanin pigmenti mavi-yeşil renkte, piyoverdin pigmenti yeşil-sarı renkte ve piyorubin 

pigmenti de kırmızı-kahve renkte koloni oluşumuna yol açar. İnfeksiyonlardan izole 
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edilen P.aeruginosa suşlarında genellikle piyosiyanin pigmenti bulunmaktadır ve bakteri 

bu pigment nedeniyle “aeruginosa” olarak adlandırılmıştır. Patojen suşlarda piyosiyanin 

oluşumuna bağlı olarak yeşil pigmentin görülmesi ve yapısında bulunan 2-

aminoasetofenon dolayısı ile kültürde aromatik koku bulunmaktadır. Bu özellikler 

bakterinin tanımlanmasında önemli kriterlerdir (Erdem, 1999; Winn ve ark., 2006).  

P. aeruginosa’nın patojenitede rol alan birçok virülens faktörü bulunmaktadır. Bu 

virülens faktörlerinden flagella, polisakkarit kapsül, fimbria (pilus), lipopolisakkarit yapısal 

bileşenlerdir. Bakterinin toksin ve enzim niteliğindeki virülens faktörleri de fosfolipaz C 

(hemolizin), aljinat-biyofilm, sidereforlar (piyoverdin, piyosiyanin, piyoşelin), elastaz 

(LasB ve LasA), proteaz, lökosidin, ekzotoksin A (ADP-ribozil-transferaz), ramnolipid 

(hemolizin ve lesitinaz aktivitesi), ekzotoksin S ve T, Quorum Sensing, Tip III sekresyon 

sistemi (S, T, U ve Y ekzoenzimleri) olarak bildirilmektedir. Bakterinin hastalık 

oluşturabilmesi için bu virulans faktörlerinden birçoğunun bir arada bulunması 

gerekmektedir (Erdem, 1999; Moore ve Flaws, 2011). P.aeruginosa’nın proteoliz ve 

hidroliz özellikleri sayesinde koagüle serumu, kazeini, fibrini, elastini, kollajenleri, 

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

2.1.3. Epidemiyoloji ve Patogenez 

P.aeruginosa çok basit gelişim ihtiyaçlarına sahip olmaları nedeniyle çevrede 

yaygın olarak bulunmaktadır. Nemli ve güneş ışığından uzak yerlerde, toprakta ve yüzeysel 

sularda uzun yıllar yaşayabilmektedir. Besin ihtiyaçlarını 4-420C gibi geniş bir sıcaklık 

aralığında sağlayabilmeleri ve birçok antibiyotik/dezenfektana karşı dirençli olmaları 

nedeniyle de toprak, su, bitki, hayvan ve insanlardan sıklıkla izole edilmektedir (Pollack, 

2000). İnfeksiyonlar kontamine yem ve su, aerosoller ve deride bulunan yaralar ile 

meydana gelir. Bulaşma, arthropod ısırıkları yoluyla da oluşabilir. Zoonotik bulaşma 

bildirilmemesine rağmen, insandan insana bulaşma olabilmektedir.  

P. aeruginosa’nın neden olduğu infeksiyonların patogenezinde sahip olduğu 

virulens faktörlerinin hepsi rol oynamaktadır. Flagella hareketliliği sağlamanın yanı sıra 

müsine ve respiratorik epitel hücrelere karşı adezin olarak görev yapmaktadır. Tip 4 pilus, 

konak dokularına ilk bağlanma aşamasında görev alan esas adezindir. LPS de adezyon ve 
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invazyonda rol oynamaktadır. LPS’nin lipid A kısmı yangıya ve doku hasarına neden olur. 

Bakteriyel proteinlerden oluşan Tip III sekresyon sistemi, sitotoksinleri konak hücre 

sitoplazmasına taşıma görevini üstlenmektedir. P. aeruginosa toksinleri epitelyal hücre 

hasarında rol oynamakta ve fagositik hücreleri inhibe edebilmektedir. Sidereforlar tüm 

bakterilerde olduğu gibi demir kazanımında yani konak dokusundaki gibi düşük oranda 

demir olan bölgelerde hayatta kalmayı destekleyici rol oynamaktadır. P. aeruginosa 

EPS’leri slime benzeri mukoid/aljinat bir yapı üretebilir ve bu yapı da adezyonu sağlamak 

için biyofilm oluşumuna neden olmaktadır. Oluşturulan bu yapı aynı zamanda bakteriyi 

fagositozdan da korumaktadır.  

P. aeruginosa’nın patogenezi adezyon, kolonizasyon, invazyon ve infeksiyon oluşumu 

başlıkları altında incelenmektedir. Adezyon yani konak epitel yüzeyine tutunma genellikle dış 

membran elemanlarından olan flagella ve tip 4 pilus aracılığı ile olmaktadır. Bakteri yüzey 

elemanlarından olan LPS yapısında meydana gelen değişiklikler de adezyonu 

etkilemektedir. P. aeruginosa flagellar hareketi sayesinde ortamda hareket eder ve uygun 

ortam bulduğunda da konak epitel yüzeyine tutunma gerçekleşir. Sonrasında da tip 4 

pilusları sayesinde kayma hareketi yaparlar. Pilusların kasılıp gevşeme hareketi ile 

bakteriler birbirlerine doğru yaklaşır ve kısa süre içerisinde kolonizasyon gerçekleşir. Bu 

şekilde kolonize olan bakteriler, konağın diğer sistemlerine invaze olarak yani 

yayılarak infeksiyonlara neden olur. İnvaze olan bakteriler salgıladıkları endotoksin, 

ekzotoksin, piyosiyanin, piyoverdin, alginat gibi enzim ve toksinleri ile doku hasarına ve 

sonrasında da infeksiyona neden olur (Vahaboğlu ve Akhan, 2008). 

2.1.4. Klinik Bulgular 

P. aeruginosa infeksiyonlarında predispozisyon oluşturan nedenler doku 

bütünlüğünün bozulması, immun yetmezlik ve bilinçsiz antibiyotik kullanımı olarak 

bildirilmektedir. P.aeruginosa sağlıklı hayvanların dışkı ve derilerinde oportunistik olarak 

bulunabilmektedir. Oportunistik özelliğe sahip olması nedeni ile de hayvanın immun 

sistemini baskılayan veya normal florayı bozan tüm faktörler infeksiyona predispozisyon 

yaratarak, infeksiyon oluşmasına neden olmaktadır.  
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Hastalığın belirtileri, hayvandaki lezyonların derecesine ve dağılımına 

bağlıdır. Bakteri genellikle doku bütünlüğünün bozulması ile infeksiyona neden olmakla 

beraber,  ender olarak hasarsız dokuları infekte edebilmesi nedeniyle fırsatçı patojen olarak 

da tanımlanmaktadır. Hayvanlarda, infeksiyonlar genellikle sporadik olarak seyretmektedir. 

Bununla beraber septisemi ile seyreden akut hastalık şekillenebilir. P. aeruginosa tüm 

hayvanlarda yara infeksiyonları; sığırlarda mastitis, uterinal infeksiyonlar, enterit, artrit, 

solunum yolu infeksiyonları ve botriyomikozis; koyun ve keçilerde pnömoni, mastitis, 

yapağı çürüğü, akciğerde apse; köpek ve kedilerde otitis eksterna, üriner kanal 

infeksiyonları, kornea ülseri, pnömoni, endokarditis ve derin piyoderma; atlarda metritis, 

abort, kornea ülseri ve apse oluşumu; kanatlı hayvanlarda septisemiye neden olmaktadır. P. 

aeruginosa infeksiyonlarında görülebilen en tipik lezyonlar, dokularda irin oluşturabilen 

nodüllerdir. Etkenin sahip olduğu piyosiyan, irinin rengini değiştirebilir ve yeşilimtırak 

mavi renk almasına neden olabilir. Bu durum da P. aeruginosa infeksiyonları için 

patognomonik olarak kabul edilmektedir.  

2.1.5. Antibiyotik Dirençliliği 

Antibakteriyel bir maddenin bakterinin üremesini durdurucu veya öldürücü 

etkisine karşı koyabilen bakterinin bu özelliği “antibakteriyel direnç” olarak 

tanımlanmaktadır. Bakterinin genetik özellikleri nedeniyle bazı antibiyotiklere dirençli 

olması “doğal/intrinsink direnç” olarak tanımlanmaktadır. Doğal direnç, bakterilerin 

antibiyotiğin hedeflediği yapıya sahip olmamaları veya ajanın yapısal bir özelliğinden 

dolayı hedefe ulaşamamasından kaynaklanabilmektedir. Kazanılmış direnç ise bakterinin 

genetik yapısındaki değişimlere bağlı olarak, kromozomal veya ekstrakromozomal genetik 

maddelerdeki mutasyonlar sonucunda ortaya çıkabileceği gibi, direnç genlerinin 

tranformasyon, transdüksiyon veya konjugasyon yoluyla başka bakterilerden alınması ile 

de oluşabilmektedir. Bakterinin sahip olduğu doğal ve kazanılmış direnç 

mekanizmalarından dolayı tüm dünyada hızla yeni nesil antibakteriyeller geliştirilmesi 

üzerine çalışmalar önem kazanmıştır (Sanders, 1992; Yüce, 2001). 

P. aeruginosa infeksiyonlarında bakterinin birçok antibiyotiğe direnç 

geliştirebilmesi nedeniyle tedavisi oldukça güçtür. P. aeruginosa suşlarında birçok 
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mekanizma ile antibiyotiklere direnç gelişebilmektedir. Plazmid kaynaklı ve kromozomal 

olarak beta-laktamaz üretimi antibiyotiklerin hedef değişikliğine neden olabilmektedir. 

İnfeksiyon kökenli suşlarda en sık rastlanan direnç mekanizması beta-laktamaz aracılığı ile 

olmaktadır ve bu mekanizma ile beta-laktam antibiyotiklerin etkinliği azalmaktadır. Ayrıca, 

bakterinin porin proteinlerinde değişiklik meydana gelebilmekte ve buna bağlı olarak ta dış 

membran geçirgenliğinde azalma görülebilmektedir. P. aeruginosa efluks pompa sistemini 

kullanarak antibiyotiğin dışa atılmasına neden olabilmektedir. Aminoglikozid modifiye 

edici enzimler de direnç kazanımının önemli mekanizmalarından birisidir. P. aeruginosa 

suşlarında kromozomal mutasyonlar görülebilmekte ve bakteri plazmidler, integron veya 

transpozonlar aracılığı ile taşınan gen kazanımları sonucu da direnç geliştirebilmektedir 

(Gilardi, 1991; Tenover, 2006). 

P. aeruginosa infeksiyonlarda klinikte etkili olan ve en sık kullanılan 

antibiyotikler geniş spektrumlu penisilinler (azlosilin, mezlosilin, tikarsilin, piperasilin), 

üçüncü kuşak sefalosporinler (sefaperozon, seftazidim), karbapenemler (imipenem, 

meropenem), monobaktamlar (aztreonam), aminoglikozidler (amikasin, gentamisin), 

florokinolonlar (siprofloksasin) ve polimiksinler (polimiksin B ve kolistin 

antibiyotikleridir. İnfeksiyonların tedavisinde erken ve uygun dozda tek antibiyotik 

kullanımının yanı sıra antibiyotik kombinasyonları da kullanılmaktadır. Genellikle 

aminoglikozidlerin beta-laktamlar, üçüncü kuşak sefalosporinler, monobaktamlar ya da 

karbapenemlerle kombine edilerek verilmesi tedavide başarı şansını arttırmaktadır (Pitt ve 

Simpson, 2006). 

P. aeruginosa için tedavide sıklıkla önerilen beta-laktam antibiyotikler 

piperasilin- tazobaktam, seftazidim, aztreonam, sefepim, karbapenemlerdir (Mayer ve 

ark., 1995). Beta-laktam antibiyotikler bakterinin hücre duvarı sentezinde selektif olarak 

inhibitör görevi yaparlar. Bunlar bakterinin üreme fazında aktiftirler ve ilk etkilerini hücre 

reseptörlerine bağlanarak gösterirler. P. aeruginosa suşlarında beta-laktam antibiyotiklere 

karşı dirençte enzimatik (penisilinaz, GSBL, sefalosporinaz) ve nonenzimatik (pompa 

sistemleri, porin kaybı) mekanizmalar rol oynamaktadır (Güven ve ark., 2008). 

Penisilinler ve sefalosporinler bakterinin penisilin bağlayıcı proteinlere (PBP) 

bağlanırlar ve bu şekilde hücre duvar sentezini bozarak bakterisidal etki yapar. P. 
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aeruginosa’ya karşı etkili olan penisilinler tikarsilin, karbenisilin, azlosilin, piperasilin, 

beta-laktam+beta-laktamaz inhibitörü kombinasyonlarıdır. Üçüncü kuşak sefalosporinler, 

seftazidim, sefepim ve sefoperazon P. aeruginosa’ya etkilidir. P. aeruginosa’nın ampisilin, 

amoksisilin, amoksisilin- klavunata direnç gelişimi indüklenebilir kromozamal AmpC beta-

laktamaz ve efluks pompa sistemi mekanizmaları yolu ile gerçekleşir (Gilardi, 1991). 

Karbapenemler diğer beta-laktamlar gibi PBP’ler ile kovalan olarak bağlanırlar 

ve hücre duvar sentezini inhibe ederler. İ mipenem, meropenem ve doripenem P. 

aeruginosa’ya karşı etkili olan karbapenemlerdir. Meropenemin etkinliği imipeneme 

oranla daha yüksektir ve PBP-3 üzerinden etkisini göstermektedir (White Friedrich ve 

ark., 1996).  

Monobaktam grubu antibakteriyellerden birisi olan aztreonam diğer beta-laktam 

antibiyotiklerden farklılık göstermektedir. Aztreonamın yapısında diğerlerinden farklı 

olarak beta-laktam halkasına bağlı başka bir halka bulunmamaktadır. Etkisini PBP-3’e 

bağlanmak ve böylece hücre duvarı sentezini durdurmak suretiyle gerçekleştirmektedir 

(Maeda ve ark., 2008; Oie ve ark., 2009).  

Beta-laktam halkası içermekte iken tek başlarına antibakteriyel etki göstermeyen 

beta-laktamaz inhibitörleri, penisilin grubu antibiyotikleri hidrolizden korumaktadır. P. 

aeruginosa’ya en etkili olan beta-laktam+beta-laktamaz inhibitörü kombinasyonları 

piperasilin-tazobaktam ve tikarsilin-klavulanik asittir (Gilardi, 1991; Jawetz ve ark., 

2010). 

Aminoglikozid grubu antibiyotikler ribozomların protein sentezini inhibe ederek 

etkisini göstermektedirler. Bu etki mRNA’nın üzerinde taşıdığı genetik kodun yanlış 

okunması sonucunda işlevsiz bir protein sentezlenmesi ile gerçekleşir. Gentamisin, 

netilmisin, tobramisin ve amikasin P. aeruginosa’ya etkili önemli aminoglikozidlerdir 

(Jawetz ve ark., 2010) . 

Kinolonların konsantrasyon ile ilişkili olan bakterisidal etkileri bulunmaktadır. 

Kinolonlar, DNA sentezini direk inhibe eden tek antibakteriyeldir. P. aeruginosa’ya en 

etkili olan kinolon siprofloksasindir (Drlica ve Zhao, 1997; Şenol, 2002). 
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2.1.6. P. aeruginosa ve Biyofilm 

Biyofilm, bir yüzeye yapışarak bakterilerin uyumlu ve yapısal bütünlük içerisinde 

yaşadığı kompleks bir organizasyondur (Kumar ve ark., 2011). Biyofilm içerisinde bulunan 

bakteriler birbirleriyle haberleşerek varlıklarının devamı için gerekli olan yaşamsal 

işlevlerini yerine getirirler (Vu ve ark., 2009). Biyofilmler sadece yüzeye yapışmış 

durumda bulunan ve içerisinde mikroorganizmaların bulunduğu homojen bir tabakadan 

ibaret değillerdir. Yapılan araştırmalar, birbirlerine yapışmalarını sağlayan, büyüme oranını 

arttıran ekstraselüler polimerik maddeden oluşmuş matriks içine gömülü belirli bir 

koordinasyon yeteneğinde olduklarını göstermiştir. Ayrıca gen transkripsiyonları ile 

fenotipik farklılıklar gösteren bakterilerin oluşturduğu biyolojik sistemler olarak da 

nitelendirilmektedirler (Donlan, 2002). Biyofilm oluşumu; su aktivitesi, besin ihtiyacı, 

antimikrobiyal madde içeriği, pH değeri, asidite, oksijen miktarı gibi iç faktörler ile beraber 

yüzey materyali, yüzey alanı, yüzey düzgünlüğü, ve sınırlı besin maddesi gibi dış faktörlere 

de bağlıdır (Donlan ve Costerton, 2002; Douglas, 2003).  

Biyofilm, bakterinin çevresinde düzensiz bir şekilde dağılan polisakkaritten oluşan 

bir matrikstir. Biyofilmde polisakkaritler bakteri hücre yüzeyine tutunmuş olan ince şeritler 

halinde ve hücrenin etrafında kompleks bir ağ oluşturmuş şeklinde gözlemlenir (Leriche ve 

ark., 2000; Sutherland, 2001). Matriksin içeriği olan ekzopolisakkaritler hem fiziksel hem 

de kimyasal özellikler açısından farklılıklar gösterir. Polisakkaritler uzun, ince moleküler 

zincirlerdir ve 0,5-2,0x103 kDa’luk bir moleküler yapıya sahiptirler. Ayrıca matriksin 

yoğunluğu ve genişliği hücresel ve hücresel olmayan yapılar ile mikroorganizmaların 

türleri arasında da farklılıklar göstermektedir. Biyofilmlerin yapısının büyük bölümünü 

(%73 – 98) su oluşturmaktadır (Donlan ve Costerton, 2002). Biyofilmin yapısı mikroskobik 

olarak incelendiğinde matriksin besin ve oksijen taşınmasını sağlayan ‘su kanalları’na sahip 

heterojen bir yapıya sahip olduğu görülmüştür (Flemming ve Windenger, 2010). 

Biyofilmin gelişmesi yakın çevredeki besinlerin hücre içine alınımı, atık maddelerin ise 

hücreden uzaklaştırılması ile ilişkilidir. Ayrıca besin kısıtlanmasından dolayı eksprese olan 

Quorum-sensing (QS) moleküllerinin salınımı, ortam pH’ı, O2 perfüzyonu, karbon kaynağı 

ve ozmolarite de gelişimde çok etkilidir (Bothwell ve ark., 2003; Sakarya, 2005). Son 

yıllarda bakteriler tarafından salınan ve hücreler arası sinyal iletimini sağlayarak bakterinin 
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gen ekspresyonunu düzenleyen moleküller aracılığı ile biyofilm yapımının 

düzenlenebileceğinin gösterilmesi biyofilmin patojenite ve çevreye adaptasyonunda 

önemini artırmıştır (Sakarya, 2005). 

Biyofilmin yapısallığı için gereken biyofilm matriksi; biyofilmi oluşturan 

mikroorganzimaların türü ile beraber biyolojik ve biyolojik olmayan birçok değişkene 

bağlıdır. Bu farklı bileşenler, salgılanan ekzopolisakkaritler, proteinler ve DNA’lardır. 

Ekzopolisakkaritler % 50-70 oranında organik karbon içerirler. Bakteriyel türlerin 

farklılığına bağlı olarak ekzopolisakkaritlerin tipi ve miktarı çeşitlilik göstermektedir 

(Starkey ve ark., 2004). Bakteriyel virülense etkilerinden ötürü ekstraselüler polisakkaritler 

uzun yıllardır çalışılmakta olan bir konudur. Hücre dışı polisakkaritler, kapsüler 

polisakkaritler ya da ekzopolisakkaritler şeklinde sınıflandırılmaktadır. Bakteri kültürleri 

santrifüj edildikten sonra, hücreyle bağlantılı şekilde kalan ekstraselüler polisakkaritler 

“kapsül” olarak adlandırılırken, üst sıvı içerisinde kalan hücre dışı polisakkaritler ise 

“ekzopolisakkaritler” olarak adlandırılmaktadır. Biyofilm çalışmalarında bazı 

polisakkaritlerin izolasyonunun zor olması, biyofilmin kimyasal kompozisyonunun 

anlaşılmasına engel teşkil etmektedir. 

P. aeruginosa suşlarının, mukoid olmayan biyofilm üreticisi suşlardan farklı 

olarak daha kompleks ve farklı bir matriks oluşturdukları saptanmıştır. Bu farklılıklardan 

biri, mukoid suşlardaki matriks yapısında bulunan ekzopolisakkaritlerin temel bileşeni olan 

O-asetilli aljinattır (Nivens ve ark., 2001). EPS’nin biyofilmin yapısına ve biyofilmi 

oluşturan bakterilerin hayatta kalabilme kabiliyetlerine önemli katkılar sağladığı, deneysel 

koşullarda biyofilmden EPS’nin uzaklaştırılması halinde bakterilerin antimikrobiyel 

ajanlara karşı daha duyarlı hale gelmeleriyle anlaşılmıştır (Watnick ve Kolter, 2000). 

Biyofilm araştırmalarında model olarak en çok tercih edilen 

mikroorganizmalardan biri olan P. aeruginosa’nın flagellar hareket yetersizliği sergileyen 

ve tip IV pilusunu sentezleyemeyen mutant suşlarında yüzeyle etkileşim gerçekleşse dahi, 

bu aşamadan sonra biyofilm tabakasının temelini teşkil eden mikrokolonizasyon 

aşamasının gerçekleşmediği bilinmektedir. P. aeruginosa biyofilm modeline göre; biyofilm 

oluşum aşamalarını ilk tutunma ve mikrokoloni oluşumu, biyofilm gelişimi ve hücrelerin 

biyofilmden ayrılması olarak özetlemek mümkündür (Costerton ve ark., 1999). 
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Biyofilm oluşumunun ilk aşaması olan yüzeye tutunma sırasında bazı genlerin 

düzeylerinde artış olduğuna yönelik kanıtlar mevcuttur. Tutunmadan sonra mikrokoloniler, 

biyositlere dirençli ekzopolisakkarit kaplı topluluklar halinde farklılaşırlar. Gram negatif 

bakterilerde quorum sensing çalışmaları bakterilerce salınan asilhomoserin lakton 

sinyallerinin kritik hücresel yoğunlukta, spesifik bazı genlerin ifadesini teşvik ettiğini 

göstermiştir. P. aeruginosa’da iki tip quorum sensing mekanizması tanımlanmıştır. 

Bunların bir tanesi lasR-lasI sistemi olup, bu mekanizma hücre dışı virülens faktörlerinin 

ifadesini düzenler. Bu sistem aynı zamanda sekonder metabolitlerin üretimini düzenleyen 

rh1R/rh1I sistemini de kontrol eder. rh1I butirilhomoserin laktonunun üretimini katalizler 

ve las1, 3-oksododekanoil homoserin laktonun sentezini yönlendirir. Doğal tip, lasI ve rh1l 

mutantları cam bir yüzeyde kolonize olup mikrokoloni oluşturabilir; fakat doğal tip ve rh1l 

mutant tip, kalın-biyosit dirençli biyofilmler oluştururken, lasI mutantlarının oluşturduğu 

biyofilmler ince ve farklılaşmamış bir şekilde kalarak zayıf deterjanlarla (sodyum dodezil 

sülfat) uzaklaştırılabilirler. las1 mutantlarına 3-oksododekanoil homoserin laktonun 

ilavesiyle bu mutantlarda biyofilm oluşumu yeniden görülmüştür. Bu durumun en iyi 

örneği; P. aeruginosa’nın silikon üreter kateterleri üzerindeki biyofilmlerinde 

asilhomoserin laktonun saptanmasıdır. P. aeruginosa biyofilmlerinde, yüzeye tutunma ve 

yüzeydeki agregasyon için spesifik hücre bileşenlerine gereksinim duyulmaktadır. Bu 

biyofilmlerin olgunlaşması için de hormon benzeri bir bileşene ihtiyaç duyulduğu 

saptanmıştır (Costerton ve ark., 1999). 

Bağlı bir topluluk içindeki bir bakterinin farklı bölgelerde kolonize olabilmesi için 

birtakım dağılma mekanizmalarına gereksinimi vardır. Bunun yanında, biyofilm 

içerisindeki bakteriler vejetatif faza da geçebilmektedir. P. aeruginosa’da bu durum aljinatı 

sindiren bir enzimle gerçekleştirilmektedir (Costerton ve ark., 1999). 

Biyofilm organizasyonunun anlaşılmasında en ideal model olarak kabul edilen P. 

aeruginosa biyofilmi, bir substrata tutunmuş vaziyettetir ve biyofilmin üzerinde besinlerin 

sürekli akış halinde olduğu bir sulu faz vardır. Tutunmuş hücreler mikrokolonilerin 

oluşumu için ekzopolisakkarit üretir ve biyofilmin yayılabilmesi için mikroorganizmalar 

yüzey boyunca yavaşça göç ederek mantar şeklini andıran yapılar oluştururlar. Primitif 

dolaşım sistemine paralellik gösteren su dolu kanallar, mikrokoloniler arasında 
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oluşturularak besinsel gereksinimlerin giderilmesine ve toksik atıkların uzaklaştırılmasına 

olanak sağlar. Bu kompleks ve organize yaşamsal yapının nasıl düzenlendiğine ilişkin 

sorular hala güncelliğini korumakta ve yeni çalışmalara kaynak teşkil etmektedir (Costerton 

ve ark., 1999). 

Bakteriler, canlı veya cansız yüzeylerde biyofilm oluşturduklarında birçok 

avantaja sahip olurlar. Biyofilm bakterileri vejetatif bakterilerden nem, ısı, pH değişiklikleri 

ve UV ışığına maruziyet gibi çevresel değişimlere göre daha dayanıklıdırlar. Ayrıca 

biyofilm besinleri konsantre eder ve atıkların kolayca atılımını sağlar. Biyofilmdeki 

bakterilerin kümeleşmesi, hücreler arası etkileşimleri kolaylaştırır. Biyofilm yapısı, 

bakteriyi konak savunma mekanizmasına karşı dirençli hale getirir. Çünkü EPS ile 

çevrelenmiş hücre kümelerinin oluşturduğu biyofilm yapısı büyük olduğu için fagositoz 

olamayacaktır ve böylece konağın bağışıklık sistemi tarafından yakalanamayacaktır. Klinik 

açıdan avantajı ise, biyofilm bakterileri antibiyotiklere karşı vejetatif bakterilere kıyasla 

binlerce kat daha dirençli olmalarıdır (Ceri ve ark., 1999; Wand ve ark., 2012). Öncelikle 

EPS matriksin, antimikrobiyal maddeleri absorbe ettiği veya difüzyonunu engellediği 

düşünülürken, artık çoğu antibiyotiğin biyofilm tabakasını kolayca penetre ettiği 

kanıtlanmıştır. Bu olayın en olası açıklaması biyofilmlerdeki bakterilerin fenotipik 

değişiklikler geçirmesi kendisini korumasına ve antibiyotiklere karşı dirençli olmasında rol 

oynamaktadır. Birçok antibiyotik hızla bölünen bakterileri hedeflediği için, biyofilmin 

derin tabakalarında bulunan, azalmış metabolik ve bölünme hızları sergileyen bakterilere 

antibiyotikler etkili olamamaktadır. Bu sebeple, antibiyotiğin etkisi ile biyofilmlerin 

yüzeyine yakın olan bakterilere mikrobisidal etki gösterirken biyofilmin derinlerinde kalan 

bakteriler ise hayatta kalarak tekrar gelişmeleri için ortam oluştururlar (Çiftçi ve ark., 

2005). 

2.1.7. Biyofilm ve Antibakteriyel Direnç İlişkisi 

Günümüzde birçok infeksiyöz hastalık etkin antibiyotik terapileriyle tedavi 

edilebilmektedir. Ancak bu yaklaşım çoğunlukla bakteriyel biyofilmlerin söz konusu 

olduğu durumlarda etkin bir çözüm sağlayamamaktadır. Medikal aletlerin yüzeylerinde ve 

bu yüzeylerdeki ölü dokularda biyofilm gelişebilir. Aynı zamanda endokardit tablosunda 
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görüldüğü gibi canlı dokular üzerinde de biyofilm oluşabilir. Biyofilmler yavaş gelişirler ve 

infekte bireylerde ileri semptomlar üretirler. Biyofilm içerisindeki bakteriler, birtakım 

antijenler sentezleyerek antikor üretimini tetikleyebilirler; ancak antikorlar çoğu kez 

biyofilm içerisindeki bakterileri öldürmek için yeterli etkinliği gösterememektedirler. 

Bunun sonucunda, biyofilm çevresindeki dokuda immün kompleks hasarı meydana 

gelmektedir. Yeterli hücresel ve hümoral bağışıklığı olan bireylerde dahi biyofilmler, 

immün sistemce alt edilemeyebilirler. Antibiyotik terapiler, biyofilmlerden açığa çıkan 

vejetatif hücrelerin semptomlarını tersine çevirebilirken, biyofilmlerin yok edilmesinde 

etkin olamamaktadır. Sürekli antibiyotik terapisine rağmen tekrarlayan semptomların 

görülmesi sonucunda cerrahi müdahaleyle biyofilmin vücuttan uzaklaştırılması 

gerekmektedir (Costerton ve ark., 1999). 

Doğal ve endüstriyel çevrelerde gelişen biyofilmlerin bakteriyofaj, amipler ve 

çeşitli kimyasal biyosidlere karşı duyarlı oldukları bilinmektedir. Tıbbi alanda ise, 

hareketsiz bakteriyel hücreler konak savunma mekanizmalarına karşı koyabilmekte ve 

vejetatif formda olan bakterilere oranla, antibiyotiklere çok daha fazla direnç 

göstermektedirler (Amorena ve ark., 1999). 

Biyofilmlerin bu dirence multiple (çoklu) mekanizmalar aracılığıyla sahip 

oldukları düşünülmektedir. Antimikrobiyal ajanın biyofilmin tüm tabakaları boyunca 

penetrasyon göstermemesi. Biyofilm matriksi içerisindeki polimerik maddelerin antibiyotik 

diffüzyonunu güçleştirdiği bilinmektedir. Bu durum yeterli antibiyotik konsantrasyonuna 

asla ulaşmaması anlamına gelmektedir. Biyofilm içerisindeki hücrelerden en azından bir 

kısmı besin yetersizliği yaşamakta ve bu nedenle yavaş büyüme fazına girmek zorunda 

kalmaktadırlar. Yavaş büyüyen veya büyüme göstermeyen hücreler birçok antimikrobiyal 

maddeye karşı duyarlı değildirler ve birçoğu hayatta kalabilmektedirler. Biyofilm 

içerisindeki bakteriler arasında direnç genlerinin değişimi söz konusudur (Çiftçi ve ark., 

2005). 
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1. Bakteri Materyali 

Tez çalışmasında Ondokuz Mayıs Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji 

Anabilim Dalı Kültür Koleksiyonu’nda bulunan ve çeşitli klinik vakalardan izole edilmiş 

olan 48 adet Pseudomonas aeruginosa izolatı incelendi.   

İzolatların canlandırılması %7 koyun kanı içeren Triptik Soy Agar (TSA)’da 

yapıldı. Bu amaçla gliserinli Triptik Soy Broth (TSB) içerisinde bulunan bakterilerden 0,1 

ml alınarak, %7 koyun kanı içeren TSA’ya inokule edildi. Besiyerleri 37OC’de 24 saat 

aerobik koşullarda inkübe edildi ve inkübasyon süresi sonunda üreyen koloniler PCR ile 

identifiye edilmek ve çalışmanın diğer aşamalarında kullanılmak üzere TSA’da subkültüre 

edildi. 

3.2. İzolatların PCR İle İdentifikasyonları 

Canlandırılan izolatlardan DNA ekstraksiyonu yapılması için izolatlar TSA’ya 

ekilerek, 37OC’de 24 saat aerobik koşullarda inkübe edildi. İnkübasyon süresi sonunda 

izolatlardan DNA ekstraksiyonu gerçekleştirildi.  

DNA ekstraksiyonu kaynatma metodu ile yapıldı. Bu amaçla TSA’da üreyen saf 

kolonilerden bir koloni alınarak, 500 µl steril distile su içerisinde süspanse edildi. 

Hazırlanan süspansiyonlar 100OC’ye ayarlanmış su banyosunda 10 dakika kaynatıldı ve 

ardından 10.000 rpm’de 10 dk santrifüj edildi. Santrifüj sonrası süpernatant kısmı DNaz-

RNaz ari tüplere alınarak, Nano-Drop spektrofotometre ile DNA konsantrasyonları 

belirlendi. Ekstrakte edilen DNA’ların konsantrasyonları 10 mg/ml olacak şekilde steril 

distile su ile ayarlandı. Elde edilen DNA’lar PCR çalışmalarında hedef DNA olarak 

kullanılmak üzere -20OC’de saklandı.   

İzolatların identifikasyonları Spilker ve ark. (2004) tarafından bildirilen yöntemin 

optimizasyonu ile gerçekleştirildi. PCR’da PA-SS oligonükleotid primerleri kullanıldı 

(Tablo 1). PCR reaksiyonu karışımı toplam 25 μl olacak şekilde DNaz/RNaz’dan ari distile 

su, 1XPCR buffer, 2 mM MgCl2, 0.25 μM dNTP, her bir primerden (PA-SS) 0.40 μM, 1U 

Taq polimeraz enzimi ve 2 μl kalıp DNA eklenerek oluşturuldu. Amplifikasyon koşulları 
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olarak thermalcycler cihazı 95°C’de 2 dakika başlangıç denatürasyonu, 94°C’de 20 s 

denatürasyon, 58°C’de 20 s primer bağlanması, 72°C’de 40 s uzama aşaması içeren toplam 

25 döngü ve son uzama aşaması 72°C’de 5 dk olacak şekilde ayarlandı.  

Amplikonların görüntülenmesi amacıyla 1X TBE buffer içerisinde %1,5’luk 

agaroz ve etidium bromid (2 µg/ml) içeren jel hazırlandı. Amplifikasyon ürünleri %1,5’luk 

agaroz jel elektroforezi sonrasında UV transilluminatör ile görüntülendi. Görüntüleme 

sonrasında 956 bp’lik bant görülmesi P. aeruginosa için pozitif olarak değerlendirildi. 

3.3. Antibiyotik Direnç Profilinin Belirlenmesi 

İzolatların 6 antibiyotik grubuna ait 8 antibiyotik (Florokinolon: enrofloksasin ve 

siprofloksasin; Betalaktam: seftriakson ve amoksisilin + klavulanik asit; Karbapenem: 

meropenem; Polimiksin: kolistin; Aminoglikozit: gentamisin; Macrolide: azitromisin) için 

duyarlılıklarının belirlenmesinde Kirby-Bauer Disk Difüzyon metodu kullanıldı (CLSI, 

2018). Bu amaçla %0,9’luk fizyolojik tuzlu su (FTS) ve Mueller-Hinton Agar (MHA) 

kullanıldı. TSA’da saf olarak üreyen izolatlardan FTS içerisinde 0,5 McFarland 

yoğunluğunda süspansiyonlar hazırlandı. Süspansiyonlardan 0.1 ml alındı ve MHA 

yüzeyine yayma ekimle inokülasyonları gerçekleştirildi. Besiyeri üzerine azitromisin (30 

µg), gentamisin (10 µg), kolistin (10 µg), meropenem (10 µg), siprofloksasin (5 µg), 

amoksisilin+klavulanik asit (20+10 µg), seftriakson (30 µg) ve enrofloksasin (5 µg) içeren 

diskler yerleştirildi ve 37OC’de 24 saat aerobik koşullarda inkübe edildi. İnkübasyon 

sonunda inhibisyon zon çapları ölçülerek, EUCAST (2018) ve CLSI (2018)’de bildirilen 

değerlere göre izolatların antibiyotik duyarlılıkları değerlendirildi.  

3.4. Biyofilm Üretiminin İn Vitro Olarak Belirlenmesi 

İzolatların biyofilm oluşturma durumları in vitro olarak Kongo Red Agar (CRA), 

Modifiye Tüp Aderans (Christensen) ve Mikroplak yöntemleri ile araştırıldı.  

3.4.1. CRA Yöntemi  

CRA yöntemi için 1 000 mL distile su içerisinde10 gram agar, 50 gram glikoz, 37 

gram Brain-Heart Infusion Broth, 0,8 gram Kongo red boyası olacak şekilde Kongo Red 

Agar hazırlandı. TSA’da saf olarak üreyen kolonilerden tek koloni alınarak, CRA’ya 
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ekimleri yapıldı. Besiyerleri 37OC’de 24-48 saat aerobik koşullarda inkübe edildi. 

İnkübasyon süresi sonunda kolonilerde oluşan renk değişimlerine göre değerlendirilme 

yapıldı. Siyah-gri renk oluşumu görülen izolatlar biyofilm üretimi yönünden pozitif, 

pembe-kırmızı renkli koloniler ise negatif olarak değerlendirildi (Kart ve ark., 2011; Atshan 

ve ark., 2012). 

3.4.2. Modifiye Tüp Aderans (Christensen) Yöntemi  

Modifiye tüp aderans (Christensen) yöntemi ile biyofilm varlığı Christensen ve 

ark. (1985) tarafından belirtilen yöntemle yapıldı. Bu amaçla %3 glikoz içeren TSB 

hazırlandı. Besiyerlerinin kontaminasyon kontrolleri yapıldıktan sonra TSA’da saf ve taze 

olarak üreyen izolatlar, tek koloni olacak şekilde sıvı besiyerlerine inoküle edildi. 

Besiyerlerinin 37OC’de 24 saatlik aerobik inkübasyonu sonrasında tüp içerikleri 

boşaltılarak fosfatla tamponlanmış tuz solüsyonu (PBS) ile yıkandı. Yıkama sonrasında her 

bir tüpe 10’ar ml safranin eklenerek 5 dk süreyle tüpün iç çeperiyle karışması sağlandı. Tüp 

içerisindeki boya dökülerek tüpler ters çevrildi ve kurutma kâğıdının üzerinde bir gece 

kurumaya bırakıldı. Tüplerin iç çeperindeki rengin koyuluğu ve kalınlığına göre izolatların 

biyofilm oluşturma kapasiteleri çok güçlü (+++), güçlü (++) ve zayıf (+) olarak 

değerlendirildi. Renk değişiminin olmaması da biyofilm negatif olarak değerlendirildi. 

Ayrıca; besiyerinin havayla temas ettiği kısımda boya kalıntısı olabildiği için bu durum da 

negatif olarak değerlendirildi.  

3.4.3. Mikroplak Yöntemi 

Spektrofotometrik mikroplak yöntemi ile biyofilm varlığı Stepanović ve ark. 

(2000)’nın bildirdiği yöntem ile incelendi. Yöntemde 96 kuyucuklu düz tabanlı steril 

mikroplaklar kullanıldı. Christensen metodu için hazırlanmış olan bakteri süspansiyonu 

içeren besiyerlerinden steril koşullarda her bir izolat için üç kuyucuk olmak üzere 200’er µl 

inoküle edilerek, 37OC’de 24 saat aerobik koşullarda inkübe edildi. Negatif kontrol olarak 

steril PBS kullanıldı. İnkübasyon sonunda mikroplak ters çevrilerek kuyucuklarda bulunan 

içerik boşaltıldı. Her bir kuyucuk PBS ile yıkandıktan sonra biyofilmin fikzasyonunu 

sağlamak amacıyla 200’er µl metanol eklendi ve 1 dk bekledi. Sonrasında içerik dökülerek 

uzaklaştırıldı. Her bir kuyucuğa 200’er µl kristal viyolet eklenerek, 5 dk oda sıcaklığında 
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inkübe edildi. Kuyucuklar boşaltılarak, biyofilm yapısına katılmayan diğer hücre veya 

maddelerin uzaklaştılması amacıyla steril PBS ile yıkandı. Mikroplak oda ısısında 30 dk 

kurutularak, üzerine %96’lık etanol eklendi ve boyanın çözünmesi sağlandı. Mikroplak 

içeriğinin 500 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak ölçümleri yapıldı. Her bir 

kuyucuk için optik dansite (OD) değeri belirlendi. Negatif kontrol olan kuyucukların 

ortalaması ile her bir izolata ait üç kuyucuğun ortalamaları alınarak biyofilm oluşumunun 

varlığı saptandı.  

3.5. Biyofilm ve Antibiyotik Direnç ile İlişkili Genlerin Araştırılması 

İzolatlarda biyofilm ve biyofilm ile ilişkili antibiyotik direnç genleri PCR ile 

araştırıldı. Bu kapsamda biyofilm üretiminden sorumlu olan PelA, quorum sensing genleri 

olan lasI, lasR, rhlI, rhlR ile biyofilme bağlı antibiyotik direncinden sorumlu olan PA0756, 

PA0757, PA2070 ve PA5033 gen varlıkları araştırıldı. 

PCR’da hedef DNA olarak kaynatma metodu ile hazırlanarak, -20OC’de saklanan 

hedef DNA’lar kullanıldı. 

Çalışmada kullanılan oligonükleotid primerlerin baz dizilimleri Tablo 1’de 

sunuldu.  

3.5.1. pelA Geni Varlığının Araştırılması 

Biyofilm üretiminden sorumlu olduğu bildirilen PelA geninin belirlenmesi Colvin 

ve ark. (2011)’nın bildirdiği yöntemin optimizasyonu ile PCR gerçekleştirildi. Bu amaçla 

DNaz/RNaz içermeyen distile su, 1XPCR buffer, 3 mM MgCl2, 0,2 μM dNTP, her bir 

primerden 0,4 μM, 1U Taq polimeraz enzimi ve 2 μl kalıp DNA içeren toplam 25 μl PCR 

reaksiyonu karışımı oluşturuldu. Amplifikasyon koşulları olarak thermalcycler cihazı 

94°C’de 2 dk başlangıç denatürasyonu, 95°C’de 15 s denatürasyon, 45°C’de 1 dk primer 

bağlanması, 72°C’de 45 s uzama aşaması içeren toplam 34 döngü ve son uzama aşaması 

72°C’de 7 dakika olacak şekilde ayarlandı.  

Amplikonların görüntülenmesi amacıyla 1X TBE buffer içerisinde %2,5’luk 

agaroz içeren jel hazırlandı. Amplifikasyon ürünleri etidium bromid (2 µg/ml) içeren 

%2,5’luk agaroz jel elektroforezi sonrasında UV transilluminatör ile görüntülendi. 
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Görüntüleme sonrasında 118 bp’lik bant görülmesi PelA gen varlığı için pozitif olarak 

değerlendirildi. 

Tablo 1. Çalışmada PCR için kullanılan oligonükleotid primerler 

Primer Dizilim Amplikon büyüklüğü (bp) Kaynak 

lasI F CGTGCTCAAGTGTTCAAGG 295 

Lima ve ark. 
(2018) 

R TACAGTCGGAAAAGCCCAG 

lasR F AAGTGGAAAATTGGAGTGGAG 130 R GTAGTTGCCGACGACGATGAAG 

rhlI F TTCATCCTCCTTTAGTCTTCCC 155 R TTCCAGCGATTCAGAGAGC 

rhlR F TGCATTTTATCGATCAGGGC 133 R CACTTCCTTTTCCAGGACG 

PelA F CCTTCAGCCATCCGTTCTTCT 118 Colvin ve ark. 
(2011) R TCGCGTACGAAGTCGACCTT 

PA0756 F TGCCAAGGCTGTAGGTGAAC 1130 

Manohar ve ark. 
(2018) 

R CGAGCTGCGGATGATCTTCCA 

PA0757 F TTCCCGCCGCCGACCGCGAGC 1011 R GCCGACAAAGTCCAACAGG 

PA2070 F ATGGCGCTCGTCGTGCTTCT 1355 R GCCGGTCACCTCGATTCGTT 

PA5033 F ACCATCACCGCTGCCTATCC 1320 R ACCACGTTGCCGAAGCTGT 

PA-SS F GGGGGATCTTCGGACCTCA 956 Spilker ve ark. 
(2004) R TCCTTAGAGTGCCCACCCG 

ERIC2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG değişken Versalovic ve 
ark. (1991) 

3.5.2. lasI, lasR, rhlI ve rhlR Genlerinin Varlığının Araştırılması  

İzolatlarda quorum sensing genleri olan lasI, lasR, rhlI, rhlR gen varlıkları Lima 

ve ark. (2018)’nın bildirdiği yöntemin optimizasyonu ile araştırıldı. 

Her bir gen için ayrı ayrı olmak üzere toplam 25 μl olacak şekilde PCR reaksiyonu 

karışımı hazırlandı. Karışım DNaz/RNaz’dan ari distile su, 1X (NH4)2SO4 PCR buffer, 3 

mM MgCl2, 0,2 μM dNTP, her bir primerden 0,2 μM, 1U Taq Polimeraz enzimi ve 2 μl 

kalıp DNA eklenerek oluşturuldu. Amplifikasyon koşulları olarak thermalcycler cihazı 

94°C’de 2 dk başlangıç denatürasyon, 94°C’de 1 dk denatürasyon, 52°C’de 1 dk primer 

bağlanması, 72°C’de 90 s uzama aşaması içeren toplam 30 döngü ve son uzama aşaması 

olarak 72°C’de 7 dakika olacak şekilde ayarlandı.  

Amplikonların görüntülenmesi amacıyla 1X TBE buffer içerisinde %2’lik agaroz 

içeren jel hazırlandı. Amplifikasyon ürünleri etidium bromid (2 µg/ml) içeren %2’lik 
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agaroz jel elektroforezi sonrasında UV transilluminatör ile görüntülendi. Görüntüleme 

sonrasında 295, 130, 155, 133 bp’lik bant görülmesi sırasıyla lasI, lasR, rhlI, rhlR gen 

varlıkları için pozitif olarak değerlendirildi. 

3.5.3. PA0756, PA0757, PA2070 ve PA5033 Genlerinin Varlıkların 

Araştırılması  

İzolatlarda biyofilme bağlı antibiyotik direncinden sorumlu olan PA0756, PA0757, 

PA2070 ve PA5033 gen varlıkları Manohar ve ark. (2018)’nın bildirdiği yöntemin 

optimizasyonu ile araştırıldı. Her bir gen için ayrı ayrı olmak üzere toplam 25 μl olacak 

şekilde PCR reaksiyonu karışımı hazırlandı. Karışım DNaz/RNaz’dan ari distile su, 1X 

PCR buffer, 2.5 mM MgCl2, 0.2 μM dNTP, her bir primerden 0.2 μM, 1U Taq Polimeraz 

enzimi ve 2 μl kalıp DNA eklenerek oluşturuldu. Amplifikasyon koşulları olarak 

thermalcycler cihazı 94°C’de 2 dk başlangıç denatürasyon, 94°C’de 30 s denatürasyon, 

58°C’de 45 s primer bağlanması, 72°C’de 90 s uzama aşaması içeren toplam 35 döngü ve 

son uzama aşaması 72°C’de 7 dakika olacak şekilde ayarlandı.  

Amplikonların görüntülenmesi amacıyla 1X TBE buffer içerisinde %1’lik agaroz 

içeren jel hazırlandı. Amplifikasyon ürünleri etidium bromid (2 µg/ml) içeren %1’lik 

agaroz jel elektroforezi sonrasında UV transilluminatör ile görüntülendi. Görüntüleme 

sonrasında 1130, 1011, 1355, 1320 bp’lik bant görülmesi sırasıyla PA0756, PA0757, 

PA2070 ve PA5033 gen varlıkları için pozitif olarak değerlendirildi. 

3.6. Genotiplendirme 

Her üç yöntemle de biyofilm pozitif olduğu belirlenen izolatların filogenetik 

yakınlıklarının belirlenmesi amacıyla ERIC-2 primeri kullanılarak Versalovic ve ark. 

(1991)’nın bildirdiği yönteme göre RADP-PCR gerçekleştirildi.  

RAPD-PCR için toplam 25 μl olmak üzere DNaz/RNaz’dan ari distile su, 1X PCR 

buffer, 2,5 mM MgCl2, 0.2 μM dNTP, 0.25 μM primer, 1U Taq Polimeraz enzimi ve 2 μl 

kalıp DNA eklenerek PCR karışımı oluşturuldu. Amplifikasyon koşulları olarak 

thermalcycler cihazı 94°C’de 5 dk başlangıç denatürasyonu, 94°C’de 1 dk denatürasyon, 

36°C’de 1 dk primer bağlanması, 72°C’de 3 dk uzama döngüsünden toplam 40 döngü ve 

son uzama aşaması 72°C’de 7 dakika olacak şekilde ayarlandı.  
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Amplikonların görüntülenmesi amacıyla 1X TBE buffer içerisinde %1,5’luk 

agaroz içeren jel hazırlandı. Amplifikasyon ürünleri etidium bromid (2 µg/ml) içeren 

%1,5’luk agaroz jel elektroforezi sonrasında UV transilluminatör ile görüntülendi. 

Görüntüleme sonrasında oluşan bantlar kaydedildi. Oluşan bantların UPGMA (Unweighted 

Pair Group Method with Arithmetic Averages) metodunu kullanan görüntü analiz programı 

ile değerlendirmesi yapıldı ve dendrogramları çizildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. Bakteri Materyali 

Tez çalışmasında Ondokuz Mayıs Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji 

Anabilim Dalı Kültür Koleksiyonu’nda bulunan ve çeşitli klinik vakalardan izole edilmiş 

olan 48 adet Pseudomonas aeruginosa izolatı incelendi.   

İzolatlar %7 koyun kanı içeren TSA’da canlandırıldı. İzolatların hepsi kanlı agarda 

saf olarak üredi ve çalışmanın diğer aşamalarında kullanılmak üzere TSA’da subkültüre 

edildi (Şekil 1).  

Şekil 1. İzolatların canlandırılması sonucunda TSA’da üreyen koloniler 

4.2. İzolatların PCR İle İdentifikasyonları 

TSA’da üretilen izolatların DNA ekstraksiyonları kaynatma metoduyla yapılarak, 

nano-drop spektrofotometre ile konsantrasyon ölçümleri yapıldı. Ekstraksiyon sonrası 

ölçülen DNA konsantrasyonları Tablo 2’de sunuldu. Tüm DNA’ların konsantrasyonları 10 

mg/ml olacak şekilde steril distile su ile eşitlendi. 
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Tablo 2. Çalışmada kullanılan izolatların ekstraksiyon sonrası ölçülen DNA konsantrasyonları

İzolat DNA konsantrasyonu (mg/ml) 
1 656 
2 213,6 
3 334,6 
4 234 
5 576,9 
6 130 
7 207,5 
8 482 
9 484 

10 1131,7 
11 318,5 
12 313,4 
13 270,6 
14 168,8 
15 231,7 
16 253,5 
17 238,9 
18 115,9 
19 61,8 
20 367,7 
21 353,6 
22 126,5 
23 564,5 
24 254,6 

İzolat DNA konsantrasyonu (mg/ml) 
25 498,1 
26 345,2 
27 536,4 
28 263,9 
29 260,9 
30 416 
31 155,2 
32 483,2 
33 380 
34 313,1 
35 233,5 
36 336,4 
37 447,8 
38 887,3 
39 955,1 
40 390,8 
41 174,7 
42 47,1 
43 237,3 
44 272,1 
45 1040,8 
46 428,9 
47 249,8 
48 117,8 

PCR ile identifikasyon sonucunda 48 izolatın da 956 bp’de bant oluşturduğu 

görüldü ve izolatlar P. aeruginosa olarak identifiye edildi (Şekil 2).

 

Şekil 2. PA-AS spesifik PCR sonucu görüntülenen bantlar. 1-10: Pozitif örnekler;M: marker (100-1000 bp)  



25 
 

4.3. Antibiyotik Direnç Profilinin Belirlenmesi 

P. aeruginosa izolatlarına yapılan Kirby-Bauer Disk Difüzyon Metodu ile 

antibiyogram (Şekil 3) sonucunda oluşan inhibisyon zon çapları değerlendirildi. 

  

 

 

 

 

 

 

Şekil 3. Kirby-Bauer Disk Difüzyon Metodu sonucunda MHA’da oluşan inhibisyon zonları 

İzolatların enrofloksasine %16,67, seftriaksona %60,42, amoksisilin + klavulanik 

asite %100, siprofloksasine %10,42, meropeneme %29,17, kolistine %4,17, gentamisine 

%12,5 ve azitromisine karşı %97,9 oranında dirençli olduğu belirlendi (Tablo 3 ve 4).  

Çoklu antibiyotik dirençliliklerine göre incelendiğinde, 22 izolatın (%45,83) 3’ten 

fazla antibiyotik grubuna direnç gösterdiği ve çoklu dirençli olduğu belirlendi (Tablo 5). 

Tablo 3. İzolatların antibiyotiklere karşı dirençlilik/duyarlılık profilleri 

 Antibiyotik 
ATM GEN C MRP CIP AMC CTX ENR 

R (n) 47 6 2 14 5 48 29 8 
I (n) 0 0 0 0 0 0 7 8 
S (n) 1 42 46 34 43 0 12 32 

*S: duyarlı, I: orta derecede dirençli, R: dirençli, ATM: azitromisin, GEN: gentamisin, C: kolistin, 
MRP: meropenem, CIP: siprofloksasin, AMC: amoksisilin/klavulanik Asit, CTX: seftriakson, ENR: 
enrofloksasin 
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Tablo 4. İzolatların Kirby-Bauer Disk Difüzyon Metoduna göre dirençlilik/duyarlılık sonuçları 

İzolat No ATM GEN C MRP CIP AMC CTX ENR 
1 R S S S S R I S 
2 R R S S S R I S 
3 R S S S S R R S 
4 R S S S S R S S 
5 R S S S S R R I 
6 R S S S S R R I 
7 R S S S S R S S 
8 R S S S S R R S 
9 R S S S S R R S 
10 R S S S S R I S 
11 R S S S S R R S 
12 R S S S S R S S 
13 R S S S S R S S 
14 R S S R S R R S 
15 R S S S R R R R 
16 R S S S S R R R 
17 R S S R S R R S 
18 R S S S S R R S 
19 R S S R S R I S 
20 R R S S S R R S 
21 R S S R S R R S 
22 R R S S S R R S 
23 R S S S S R R S 
24 R S S S R R I R 
25 R S S S S R R S 
26 R S S S S R S I 
27 R S S S S R R S 
28 R S S S S R R I 
29 R S S S S R S S 
30 R R S S S R S I 
31 R R S S S R S I 
32 S S R S S R R S 
33 R S S S S R S S 
34 R S S S S R S S 
35 R S S R S R S S 
36 R S S S S R S S 
37 R S S R R R R R 
38 R S S R S R R S 
39 R S R R S R R S 
40 R S S S S R R I 
41 R S S S S R R S 
42 R S S R S R R R 
43 R S S R S R R R 
44 R S S S S R R I 
45 R S S R S R I S 
46 R S S R R R R R 
47 R R S R S R R S 
48 R S S R R R I R 

*S: duyarlı, I: orta derecede dirençli, R: dirençli, ATM: azitromisin, GEN: gentamisin, C: kolistin, MRP: 
meropenem, CIP: siprofloksasin, AMC: amoksisilin/klavulanik Asit, CTX: seftriakson, ENR: enrofloksasin 
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Tablo 5. İzolatların çoklu antibiyotik direnç profilleri 

Direnç saptanan 
antibiyotik (n) 

        P. aeruginosa  
         n                   % 

4 7 14,58 
3 15 31,25 
2 26 54,17 

4.4. Biyofilm Üretiminin İn Vitro Olarak Belirlenmesi 

İzolatların biyofilm oluşturma durumları CRA, Modifiye Tüp Aderans 

(Christensen) ve Mikroplak yöntemleri ile araştırıldı.  

4.4.1. CRA Yöntemi  

Biyofilm aktivitelerinin araştırılması amacıyla TSA’da saf olarak üreyen 

kolonilerden alınarak CRA’ya tek koloni ekimleri yapıldı ve 37OC’de 24-48 saat aerobik 

koşullarda inkübe edildi. İnkübasyon süresi sonunda 40 izolatın (%83,33) CRA metoduna 

göre biyofilm aktivitesine sahip olduğu, 8 izolatın (%16,67)  ise negatif olduğu belirlendi 

(Şekil 4, Tablo 6).  

 

Şekil 4. CRA Metoduna göre biyofilm aktivitesine sahip olan (siyah renkli) ve biyofilm üretmeyen (pembe 
renkli) koloniler 
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Tablo 6. İzolatlarda biyofilm varlığının belirlenmesi için uygulanan CRA sonuçları

İzolat No CRA’da 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 - 

İzolat No CRA’da 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 - 

* -: negatif sonuç; +:pozitif sonuç 

4.4.2. Modifiye Tüp Aderans (Christensen) Yöntemi 

TSA’da saf ve taze olarak üreyen izolatların tek koloni olarak sıvı besiyerlerine 

inoküle edilmeleri ve 37OC’de 24 saatlik aerobik inkübasyonun sonunda uygulanan boyama 

sonucunda 25 izolatın çok güçlü, 14 izolatın güçlü, 6 izolatın zayıf derecede biyofilm 

üretme yeteneğine sahip olduğu ve 3 izolatın ise biyofilm üretme yeteneğinin olmadığı 

belirlendi (Şekil 5, Tablo 7). 
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Şekil 5. Christensen Metoduna göre biyofilm aktivitesi sonuçları. +++ : çok güçlü pozitif; ++: güçlü pozitif; 
+: zayıf pozitif; -: negatif 

Tablo 7. Christensen Metoduna göre biyofilm aktivitesi sonuçları 

İzolat 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 +++ 

İzolat 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 ++ 

+++ : çok güçlü pozitif; ++: güçlü pozitif; +: zayıf pozitif; -: negatif. 
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4.4.3. Mikroplak Yöntemi 

Kullanılan 96 kuyucuklu steril mikroplağa izolatların inokülasyonu ve 37OC’de 24 

saat aerobik koşullarda inkübasyonundan sonra 500 nm’de optik dansiteleri ölçüldü.  

Hesaplama yapılırken izolatların aritmetik ortalamaları alındı ve standart sapması 

(SS) hesaplandı. Hesaplama sonucunda 500 nm’deki ölçümlerin standart sapması 0,125 

olarak bulundu. Negatif kontrolün OD değeri 0,3 olarak ölçüldü. Negatif kontrole 2 SS 

eklenerek eşik değeri 0,550 olarak hesaplandı. Eşik değerinin üzerindeki OD değerleri 

pozitif olarak değerlendirildi (Şekil 6).  

Bu yöntem ile 500 nm’de yapılan ölçümlere göre hesaplandığında 31 izolatın 

pozitif, 17 izolatın ise negatif olduğu belirlendi (Tablo 8).  

 

Şekil 6. Mikroplak yöntemine göre ölçümleri yapılan mikroplak görüntüsü 
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Tablo 8. Mikroplak metoduna göre biyofilm aktivitesi sonuçları 

İzolat 
No 

500 nm’de 
Ortalama OD 

Değerleri 

Değerlendirme 
Sonucu 

1 2,694 Pozitif 
2 0,723 Pozitif 
3 2,742 Pozitif 
4 0,508 Negatif 
5 0,609 Pozitif 
6 0,775 Pozitif 
7 1,403 Pozitif 
8 0,806 Pozitif 
9 0,236 Negatif 

10 3,058 Pozitif 
11 3,392 Pozitif 
12 0,292 Negatif 
13 0,402 Negatif 
14 1,718 Pozitif 
15 0,582 Pozitif 
16 0,833 Pozitif 
17 0,484 Negatif 
18 0,979 Pozitif 
19 0,315 Negatif 
20 0,464 Negatif 
21 0,986 Pozitif 
22 0,471 Negatif 
23 0,919 Pozitif 
24 0,561 Pozitif 

İzolat 
No 

500 nm’de 
Ortalama OD 

Değerleri 

Değerlendirme 
Sonucu 

25 3,699 Pozitif 
26 1,047 Pozitif 
27 0,796 Pozitif 
28 1,338 Pozitif 
29 0,285 Negatif 
30 0,514 Negatif 
31 0,706 Pozitif 
32 0,251 Negatif 
33 2,230 Pozitif 
34 2,249 Pozitif 
35 1,099 Pozitif 
36 1,570 Pozitif 
37 1,356 Pozitif 
38 0,897 Pozitif 
39 1,159 Pozitif 
40 0,465 Negatif 
41 1,691 Pozitif 
42 0,374 Negatif 
43 1,508 Negatif 
44 0,513 Negatif 
45 0,339 Negatif 
46 0,166 Negatif 
47 1,350 Pozitif 
48 1,188 Pozitif 

4.5. Biyofilm ve Antibiyotik Direnç ile İlişkili Genlerin Araştırılması 

İzolatlarda biyofilm ve biyofilm ile ilişkili antibiyotik direnç genleri PCR ile 

araştırıldı. Bu kapsamda biyofilm üretiminden sorumlu olan PelA, quorum sensing genleri 

olan lasI, lasR, rhlI, rhlR ile biyofilme bağlı antibiyotik direncinden sorumlu olan PA0756, 

PA0757, PA2070 ve PA5033 gen varlıkları araştırıldı.  

4.5.1. pelA Geni Varlığının Araştırılması  

Optimize edilen PCR protokolüne göre izolatların tümünde 118 bp’de bant 

oluşumu görüldü ve izolatlarının tümünün PelA genine sahip olduğu belirlendi (Şekil 7). 
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Şekil 7. PelA spesifik PCR sonucu görüntülenen bantlar. 1-6: Pozitif örnekler; M: marker (100-1000 bp) 

4.5.2. lasI, lasR, rhlI ve rhlR Genlerinin Varlığının Araştırılması 

Optimize edilen PCR sonucunda lasI primeri ile tüm izolatların 295 bp’de bant 

oluşturduğu belirlendi. Tüm izolatların lasI genine sahip olduğu görüldü (Şekil 8). 

 

Şekil 8. lasI spesifik PCR sonucu görüntülenen bantlar. 1-12: Pozitif örnekler; M: marker (100-1000 bp) 

lasR primerinin kullanıldığı PCR protokolünde 47 izolatın 130 bp’de bant 

oluşturduğu ve lasR genine sahip olduğu belirlendi. Bir izolat ise negatif sonuç verdi (Şekil 

9). 
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Şekil 9. lasR spesifik PCR sonucu görüntülenen bantlar. 1-9: Pozitif örnekler; M: marker (100-1000 bp) 

rhlI primerleri kullanılarak yapılan PCR çalışmasında izolatların tümünün 155 

bp’de bant oluşturduğu belirlendi (Şekil 10). 

 

Şekil 10. rhlI spesifik PCR sonucu görüntülenen bantlar. 1-11: Pozitif örnekler; M: marker (100-1000 bp) 

rhlR primerlerinin kullanıldığı PCR koşullarında izolatların tümünün 133 bp’de 

bant oluşturduğu belirlendi (Şekil 11). 

 

Şekil 11. rhlR spesifik PCR sonucu görüntülenen bantlar. 1-6: Pozitif örnekler; M: marker (100-1000 bp) 
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4.5.3. PA0756, PA0757, PA2070 ve PA5033 Genlerinin Varlıkların 

Araştırılması 

PA0756,PA0757,PA2070 ve PA5033 gen varlıkları için optimize edilen PCR 

sonucunda izolatların 46 tanesinin 1130 bp’de spesifik bant oluşturuğu ve PA0756 genine 

sahip olduğu tespit edildi (Şekil 12). 

 
Şekil 12. PA0756 spesifik PCR sonucu görüntülenen bantlar. 1-5: Pozitif örnekler; M: marker (100-3000 bp) 

İzolatların 46 tanesinin 1011 bp’de spesifik bant oluşturuğu ve PA0757 genine 

sahip olduğu tespit edildi (Şekil 13). 

 

Şekil 13. PA0757 spesifik PCR sonucu görüntülenen bantlar. 1-7: Pozitif örnekler; M: marker (100-1000 bp) 
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İzolatların 45 tanesinin 1355 bp’de spesifik bant oluşturarak PA2070 genine sahip 

olduğu belirlendi (Şekil 14). 

 

Şekil 14. PA2070 spesifik PCR sonucu görüntülenen bantlar. 1-8: Pozitif örnekler; M: marker (100-3000 bp) 

İzolatların 45 tanesinin 1320 bp’de bant oluşturarak PA5033 genine sahip olduğu 

tespit edildi (Şekil 15). 

 

Şekil 15. PA5033 spesifik PCR sonucu görüntülenen bantlar. 1-5: Pozitif örnekler; M: marker (100-3000 bp) 
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4.6. Genotiplendirme 

Her üç yöntemle de biyofilm pozitif olduğu belirlenen 24 adet izolatın filogenetik 

yakınlıklarının belirlenmesi için ERIC-2 primerinin kullanıldığı RADP-PCR 

gerçekleştirildi (Şekil 16). 

 

Şekil 16. Biyofilm pozitif izolatların RAPD-PCR sonucu görüntülenen bantları 

RAPD-PCR sonucunda elde edilen bant profiline göre çizilen dendrograma göre 

her üç yöntem ile biyofilm pozitiflik görülen izolatların filogenetik yakınlıkları belirlendi. 

Buna göre izolatların %56 ile %93 arasında benzerlik gösterdikleri saptandı (Şekil 17). 

%70 eşik değeri göz önüne alınarak yapılan değerlendirme sonucunda izolatların 8 grup 

içerisinde yer aldığı görüldü. Bu gruplardan 5 tanesi küme (RA, RD, RE, RF, RH) 

oluştururken, 3 tanesi ise tekli grup (RB, RC, RG) oluşturduğu belirlendi.   
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Şekil 17. Biyofilm pozitif izolatların filogenetik yakınlıkları 

4.7. Sonuçların Toplu Olarak Değerlendirilmesi 

Tez çalışmaları kapsamında elde edilen bulgular toplu olarak Tablo 9’da sunuldu. 
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Tablo 9. Tez çalışmaları kapsamında elde edilen bulguların toplu sunumu 
 

İzolat no. 
Biyofilm Direnç 

saptanan 
antibiyotik 

sayısı 

PCR 

CRA Christensen Mikroplak  pelA lasI lasR rhlI rhlR PA756 PA757 PA2070 PA5033 

1 + + + 2 + + + + + + + + + 
2 + + + 3 + + + + + + + + + 
3 - + + 3 + + + + + + + + + 
4 - - - 2 + + + + + + + + + 
5 + + + 3 + + + + + + + + + 
6 + + + 3 + + + + + + + + + 
7 + + + 3 + + + + + + + + + 
8 + + + 3 + + + + + + + + + 
9 + + - 3 + + + + + + + + + 

10 + + + 2 + + + + + + + + + 
11 + - + 3 + + + + + + + + + 
12 - + - 2 + + + + + + + + + 
13 + + - 2 + + + + + + + + + 
14 - + + 4 + + + + + + + + + 
15 + + + 5 + + + + + + + + + 
16 + + + 4 + + + + + + + + + 
17 + + - 4 + + + + + + + + + 
18 + + + 3 + + + + + + + + + 
19 + + - 3 + + + + + + + + + 
20 + + - 4 + + + + + + + + + 
21 + + + 4 + + + + + + + + + 
22 + + - 4 + + + + + + + + + 
23 + + + 3 + + + + + + + + + 
24 - + + 4 + + + + + + + + + 
25 - + + 3 + + + + + + + + + 
26 + + + 2 + + + + + + + + + 
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Tablo 9’un devamı. Tez çalışmaları kapsamında elde edilen bulguların toplu sunumu 

İzolat no. 
Biyofilm Direnç 

saptanan 
antibiyotik 

sayısı 

PCR 

CRA Christensen Mikroplak  pelA lasI lasR rhlI rhlR PA756 PA757 PA2070 PA5033 

27 + + + 3 + + + + + + + + + 
28 + + + 3 + + + + + + + + + 
29 + + - 2 + + + + + + + + + 
30 + + - 3 + + + + + + + + + 
31 + - + 3 + + + + + + + + + 
32 + + - 3 + + + + + + + + + 
33 + + + 2 + + + + + + + + + 
34 + + + 2 + + + + + + + + + 
35 + + + 3 + + + + + + + + + 
36 + + + 2 + + - + + + + - + 
37 + + + 6 + + + + + - + + - 
38 + + + 4 + + + + + + + + + 
39 + + + 5 + + + + + + + - + 
40 + + - 3 + + + + + + + + + 
41 + + + 3 + + + + + + - + + 
42 + + - 5 + + + + + + + + + 
43 - + - 5 + + + + + + + + + 
44 + + - 3 + + + + + + + + + 
45 + + - 3 + + + + + - + - + 
46 + + - 6 + + + + + + - + - 
47 + + + 5 + + + + + + + + - 
48 - + + 5 + + + + + + + + + 
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5. TARTIŞMA 

Psödomonaslar, Pseodomonadaceae ailesi, Pseudomonadales takımı, γ-

Proteobacteria sınıfı içerisinde sınıflandırılmaktadırlar. Pseudomonas türleri insan, 

hayvan ve bitkiler için fırsatçı patojendirler. Psödomonasların birçok türü bulunmasına 

rağmen veteriner hekimlik için önemli olan türü P. aeruginosa’dır. P. aeruginosa çok 

sayıda hayvan türünde oportunistik infeksiyonlar meydana getirmektedir. P. aeruginosa 

sağlıklı hayvanların dışkı ve derilerinde yaşamakta ve oportunistik karaktere sahip 

olması nedeni ile hayvanların immun sistemini baskılayan veya normal florayı bozan 

tüm predispoze faktörler infeksiyon oluşmasına neden olur. Birçok hayvanda sporadik 

infeksiyona neden olan etken inek, koyun, keçi, domuz, köpek, kedi, sürüngen 

hayvanlarda oportunistik olarak çok çeşitli hastalıklara neden olmaktadır. P. aeruginosa 

ile ilişkili olarak koyunlarda yapağı çürüğü, sığırlarda mastit ve abort, atlarda metrit ve 

kornea ülseri, köpeklerde otitis eksterna, vizonlarda hemorojik pnömoni, kanatlılarda 

embriyo ölümleri, kafes yılanlarında nekrotik stomatit, botriyomikoz, septisemi, üriner 

sistem infeksiyonu, yara infeksiyonu ve çeşitli hayvanlarda apse oluşumları meydana 

gelmektedir. Tez çalışmasında Ondokuz Mayıs Üniversitesi Veteriner Fakültesi 

Mikrobiyoloji Anabilim Dalı Kültür Koleksiyonu’nda bulunan ve çeşitli klinik 

vakalardan izole edilmiş olan 48 adet P. aeruginosa izolatında biyofilm varlığı ile 

antibiyotik dirençliliklerinin belirlenmesi ve her iki fenotipik determinantta rol oynayan 

ilişkili genlerin belirlenerek, aralarındaki ilişkinin karşılaştırmalı olarak 

değerlendirilmesi amaçlandı. 

P. aeruginosa infeksiyonlarının teşhisinde klasik kültür yöntemlerinin yanı sıra 

moleküler bazlı teknikler de kullanılmaktadır. P. aeruginosa için en sık kullanılan 

moleküler yöntem olan PCR için gyrB, toxA, 16S-23S rDNA, 16S rDNA, oprI, oprL, 

algD, GDP ve fliC genlerini hedef alan oligonükleotit primerler kullanılmaktadır. Bu 

PCR yöntemleri P. aeruginosa'yı doğrudan klinik numunelerde mükemmel spesifite ve 

sensitivite ile tespit edebilmektedir. Spilker ve ark. (2004), 16S rDNA genini hedef alan 

primeri kullanmışlar ve yöntem optimizasyonu için yaptıkları çalışma sonucunda PA-SS 

primerinin hassas ve özgün olduğunu bildirmişlerdir. Tez çalışmasında Ondokuz Mayıs 

Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı Kültür Koleksiyonu’nda 

bulunan ve çeşitli klinik vakalardan izole edilmiş olan 48 adet P. aeruginosa izolatının 

identifikasyonları Spilker ve ark. (2004) tarafından bildirilen yöntemin optimizasyonu 
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ile gerçekleştirildi. PCR’da PA-SS oligonükleotid primerleri kullanıldı. PCR ile 

identifikasyon sonucunda 48 izolatın da 956 bp’de bant oluşturduğu görüldü ve izolatlar 

P. aeruginosa olarak identifiye edildi.  

P. aeruginosa suşlarında çoklu ilaç direncinin (ÇİD) öneminden dolayı 

antimikrobiyal duyarlılık testleri yapılması önemli kabul edilmektedir. Antimikrobiyal 

duyarlılık testi için sıklıkla kullanılan yöntemler sıvı besiyeri mikrodilüsyon ve disk 

difüzyon yöntemleridir. P. aeruginosa için yapılan çalışmalarda, sıvı besiyeri 

mikrodilüsyon ve agar dilüsyon testi sonuçlarıyla E-test ve disk difüzyon testi 

sonuçlarının uyumlu sonuçlar verdiği gösterilmiştir. Bu testlerde dikkat edilmesi 

gereken husus, kalite kontrol standartları ve duyarlı/dirençli sınır değerlerinin 

saptanması için Klinik ve Laboratuvar Standartları Enstitüsü tarafından belirlenen 

(CLSI) prosedürlere uyulmasıdır. Bu çalışmada antibiyotik duyarlılık testleri CLSI 

kriterlerine göre gerçekleştirildir. Elde edilen bulgular EUCAST ve CLSI’de bildirilen 

zon çapları dikkate alınarak değerlendirildi (Cusack ve ark., 2019). 

Anti-pseudomonal penisilinler, aminoglikozitler, sefepim, seftazidim, 

siprofloksasin, meropenem ve imipenem P. aeruginosa infeksiyonlarında tercih edilen 

antibiyotiklerdir. P. aeruginosa infeksiyonlarının tedavisinde erken ve uygun dozda 

tek antibiyotik kullanımının yanı sıra antibiyotik kombinasyonları da 

kullanılmaktadır. Çalışmalar hem aminoglikozitlerin hem de florokinolonların beta-

laktamlarla veya karbapenemlerle kombine halde test edildiklerinde sinerjistik etkili 

olduğunu göstermiştir. Genellikle aminoglikozitlerin beta-laktamlar, üçüncü kuşak 

sefalosporinler, monobaktamlar ya da karbapenemlerle kombine edilerek verilmesi 

tedavide başarı şansını arttırmaktadır. P. aeruginosa suşlarının çoğunluğu penisilinlere, 

ampisilin, amoksisilin-klavulanik asit, ampisilin-sulbaktam, tetrasiklinler, makrolidler, 

rifampin, kloramfenikol, trimetoprim-sülfametoksazol, dar ve genişletilmiş spektrumlu 

sefalosporinler ve sefiksim, sefpodoksim gibi oral geniş spektrumlu sefalosporinlere 

karşı direnç göstermektedir. Tedavide tek antibiyotik kullanımı da direnç 

oluşturabilmektedir. gyrA geninde veya porinleri kodlayan genlerdeki mutasyon, 

penisilin bağlayan proteinler, eflux pompasının aşırı ekspresyonu ve kromozomal olarak 

kodlanmış beta-laktamazlar gibi birçok farklı mekanizma beta-laktamlara, 

karbapenemlere, aminoglikozitlere ve florokinolonlara karşı dirence neden olmaktadır 

(Tenover, 2006). Bu çalışmada P. aeruginosa izolatlarına yapılan Kirby-Bauer Disk 
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Difüzyon Metodu ile antibiyogram sonucunda izolatların enrofloksasine %16,67, 

seftriaksona %60,42, amoksisilin + klavulanik asite %100, siprofloksasine %10,42, 

meropeneme %29,17, kolistine %4,17, gentamisine %12,5 ve azitromisine karşı %97,9 

oranında dirençli olduğu belirlendi. Ulusal Antimikrobiyal Direnç Sürveyans Sistemi 

(UAMDSS) raporlarında yer alan ve 2012 yılında yapılan bir araştırmada toplam 1209 

P. aeruginosa suşunun antibiyotik duyarlılık durumları belirlenmiştir. Bu araştırmada 

en yüksek direncin seftazidime (%37,2) ve en düşük direncin ise amikasine (%9,8) karşı 

olduğu bildirilmiştir. Ayrıca, araştırmada aminoglikozit grubu antibiyotiklerin P. 

aeruginosa’ya karşı en etkili antibiyotikler olduğu saptanmıştır. Siprofloksasin %23,3 

direnç oranı ile P. aeruginosa’ya karşı en etkili olan ikinci antibiyotik olarak 

belirlenmiştir. İmipeneme karşı direncin %30,6 ve meropenem direnç oranının da %27 

olduğu görülmüş ve beta-laktam antibiyotiklere direnç benzer oranlarda belirlenmiştir. 

UAMDSS ile 30 ülkenin dâhil olduğu EARS-Net (European Antimicrobial Resistance 

Surveillance Network) tarafından yayımlanan 2012 verilerinin karşılaştırılması 

sonucunda ülkemizde piperasilin/tazobaktama, seftazidime ve florokinolonlara karşı 

direncin Avrupa ortalamasının üzerinde olduğu görülmüştür. Bu rapora göre Türkiye 

kökenli suşlarda antibiyotiklere direnç oranlarının Avrupa direnç ortalamalarından 

yüksek olduğu görülmektedir.  

Kinolon grubu antibiyotiklerin P. aeruginosa’ya karşı konsantrasyona bağımlı 

olarak bakterisidal etkileri bulunmaktadır. Kinolonlar DNA sentezini direk inhibe eden 

tek antibakteriyeldir. P. aeruginosa’ya en etkili olan kinolon grubu antibiyotik 

siprofloksasindir. Levofloksasin ise sınırlı antibakteriyel etki göstermektedir. P. 

aeruginosa dahil hastane kökenli Gram negatif bakterilere en etkili kinolonlardan birisi 

olarak bilinen siprofloksasin tek başına veya diğer ilaçlarla kombine olarak tedavide 

sıklıkla kullanılmaktadır (Ustaçelebi ve ark., 1999). Karlowsky ve ark. (2004), Amerika 

ve Avrupa’da P. aeruginosa suşlarında kinolonlara karşı direncin arttığını 

bildirmişlerdir. Coşar ve ark. (2009)’nın yaptığı çalışmada siprofloksasin duyarlılığı % 

60,8 bulunurken, Falagas ve ark. (2006) % 66,7 ve Sader ve ark. (2002) % 65,7 

oranlarında duyarlılıklar bulmuşlardır. Yapılmış olan diğer çalışmalarda da 

siprofloksasin direnç oranları Aktepe ve ark. (2010) % 33, Çiftçi ve ark. (2005) %35, 

Fidan ve ark. (2005) %15, Ekincioğlu ve Perçin (2013) %21, ve Eyigör ve ark. (2009) 

%16 olarak bildirilmiştir. Grenada’da köpeklerin otitis, deri hastalıkları, yara ve 
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apselerinden izole edilen 44 P. aeruginosa suşu ile yapılan bir çalışmada, suşların 6 

antibiyotiğe karşı disk difüzyon testiyle direnç durumları belirlenmiştir. Çalışmada 

gentamisine %9,8, enrofloksasine %15,8 ve neomisine %41,8 oranında direnç varlığı 

bildirilmiştir. Tetrasikline karşı direnç % 85,3 oranında iken tüm izolatların amoksisilin 

klavulanik asit ve sefalotine direnç gösterdiği belirlenmiştir (Hariharan ve ark., 2009). 

Bu çalışmada P. aeruginosa izolatlarının kinolon grubu antibiyotiklerden enrofloksasin 

ve siprofloksasine karşı direnç durumları incelendi ve izolatların enrofloksasine %16,67 

ve siprofloksasine %10,42 oranında dirençli olduğu belirlendi. Bu verilere göre 

çalışmamızda belirlenen siprofloksasin direnç oranı ülkemizde son yıllarda yapılmış 

olan çalışmalara göre daha düşük ya da benzer olarak değerlendirildi. 

Beta-laktam grubu antibiyotikler üreme fazındaki bakteriye karşı etki 

göstermektedirler. Bu antibiyotikler hücre reseptörlerine bağlanarak bakteri hücre 

duvarının sentezinde seçici inhibitörler olarak görev yaparlar. P. aeruginosa suşlarının 

beta-laktam antibiyotiklere karşı gösterdiği dirençte enzimatik (penisilinaz, GSBL, 

sefalosporinaz) ve nonenzimatik (pompa sistemleri, porin kaybı) mekanizmalar rol 

oynamaktadır. İndüklenebilir kromozamal AmpC Beta-laktamaz ve efluks pompa 

sistemi mekanizmaları da ampisilin, amoksisilin, amoksisilin-klavulonata karşı direnç 

gelişiminde rol oynarlar. Wolska ve ark. (2001) tarafından yapılan bir çalışmada klinik 

örneklerden izole edilen 20 P. aeruginosa suşunda indüklenebilir beta-laktamaz (İBL) 

varlığı araştırılmış ve %72 oranında direnç bildirilmiştir. Dunne ve Hardin (2005) 

hastane infeksiyon etkenlerinden olan 134 P. aeruginosa suşunu incelemişler ve %85,8 

oranında direnç saptamışlardır. Türkiye’de yapılan çalışmalarda Oldacay ve ark. (2003) 

P. aeruginosa suşlarındaki İBL üretimini %60, Çelik ve ark. (2007) %82 ve Berktaş ve 

ark. (2011) da %74 olarak bildirmişlerdir. P. aeruginosa suşlarında seftazidim 

duyarlılığını araştıran Karray ve ark. (1993) tarafından yapılan bir çalışmada %23 

oranında direnç belirlenmiştir. Cheng ve ark. (1996) tarafından yapılan çalışmada %71 

oranında yüksek bir direnç durumu bildirilmiştir. Türkiye’de yapılan çalışmalarda 

seftazidim direnç durumu Birengel ve ark. (2001) tarafından %46,6, Yücesoy ve ark. 

(1996) tarafından %51, Aydoğan ve ark. (2000)  tarafından %53, Cesur ve ark. (2002) 

tarafından da %54,9 olarak bildirilmiştir. Bu çalışmada P. aeruginosa izolatlarının beta-

laktam grubu antibiyotiklerden seftriakson ve amoksisilin-klavulonik asite karşı direnç 



44 
 

durumları incelendi ve izolatların seftriaksona %60,4, amoksisilin-klavulonik asite 

%100 oranında dirençli olduğu belirlendi. 

Karbapenem grubu antibiyotikler Penisilin Bağlayıcı Protein (PBP)’ler ile 

kovalent bağlanarak hücre duvar sentezini inhibe ederler. Geniş spektrumlu olmalarının 

yanı sıra AmpC ve genişlemiş spektrumlu beta-laktamaz enzimlerine karşı 

dirençlidirler.  Karbapenemler indüklenmiş bakteri topluluklarında AmpC mutantların 

seçimine engel olmaktadırlar. İmipenem ve meropenem P. aeruginosa’ya karşı en etkili 

karbapenemlerdir.  Meropenem etkinliği imipeneme oranla daha yüksektir. P. 

aeruginosa için meropenemin hedefi penisilin bağlayan protein-3 (PBP-3)’dür (White-

Friedrich, 1996). Karbapenemler, genişlemiş spektrumlu beta-laktamaz ve AmpC 

enzimlerine dayanıklı olmaları, etki spektrumlarının oldukça geniş olması, bakteriyel 

membrandan hızla geçebilmesi gibi özellikleri nedeniyle özellikle çoklu dirençli Gram 

negatif bakteri infeksiyonlarında ilk sırada kullanılan antibiyotik grubudur. Ancak, 

geniş etki spektrumları nedeniyle karbapenemlerin özellikle ampirik tedavide yaygın 

olarak kullanılması, bu antibiyotiklere karşı direnç oranlarının artmasına neden 

olmuştur. Son yıllarda karbapenem dirençli P. aeruginosa infeksiyonları tüm dünyada 

sıklığı artan, önemli bir sağlık problemi olarak bildirilmektedir. Tüm dünyada olduğu 

gibi, Türkiye’de de Pseudomonas suşlarının diğer beta-laktamlara artan direnci 

nedeniyle karbapenemler ilk seçenek olarak düşünülmektedir. Son zamanlarda 

Pseudomonas izolatlarında karbapenemaz üretimindeki artış, bu antibiyotiklere karşı 

direnci de beraberinde getirebilmektedir (Çakır ve ark., 2003). Tunçoğlu ve ark. 

(2009)’nın yaptığı çalışmada beta-laktam antibiyotikler içinde karbapenemler P. 

aeruginosa izolatlarına en etkili antibiyotikler olarak belirlenmiştir. European 

Antimicrobial Resistance Surveillance System (EARSS)’nin 2007 verileri Avrupa’da P. 

aeruginosa için karbapenem direncinin artmakta olduğunu göstermiştir. Danimarka, 

Hollanda, Finlandiya, İsveç ve İsviçre gibi ülkelerde % 10 iken Türkiye, Hırvatistan, 

Almanya, İtalya, Çek Cumhuriyeti ve Yunanistan’da % 25 civarında olduğu rapor 

edilmiştir (Keskin ve ark., 2012). Karbapenem direncini Aktepe ve ark. (2010) %25, 

Göktaş ve ark. (2010) %27, Ertürk ve ark. (2012) %21, Akduman ve ark. (2013) %23, 

Cesur ve ark. (2002) %49, Çiftçi ve ark. (2005) %15, Tunçoğlu ve ark. (2009) %9, 

Özyurt ve ark. (2010) % 19, Gültepe ve ark. (2014) %33 olarak bildirmişlerdir. Bu 

çalışmada P. aeruginosa izolatlarının karbapenem grubu antibiyotiklerden meropeneme 
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karşı direnç durumları incelendi ve izolatların meropeneme %29,17 oranında dirençli 

olduğu belirlendi. Çalışmada elde edilen direnç oranı ülkemizde belirlenen direnç 

oranları ile uyumlu olarak değerlendirildi. 

Aminoglikozit grubu antibiyotikler ribozomların protein sentezini inhibe ederek, 

mRNA’nın üzerinde taşıdığı genetik kodun yanlış okunmasına neden olur. Bu sayede 

işlevsiz bir protein sentezlenir. Pseudomonas suşlarında aminoglikozit direnci ile ilgili 

çeşitli direnç mekanizmaları saptanmıştır. En önemli mekanizma bakteriyel 

aminoglikozit fosfotransferaz, aminoglikozit asetiltransferaz, aminoglikozit 

adeniltransferaz enzimleri ile aminoglikozitlerin modifikasyonudur (Strateva ve 

Yordanov, 2009). P. aeruginosa’ya etkili önemli aminoglikozitler; gentamisin, 

netilmisin, tobramisin ve amikasindir. Gürbüz ve Akbaş (2015) tarafından yapılan bir 

çalışmada P. aeruginosa izolatlarının gentamisine % 100 oranında dirençli olduğu 

bildirilmiştir. Keskin ve ark. (2012) da çalışmalarında çeşitli buzağı klinik 

örneklerinden izole ettikleri P. aeruginosa suşlarının tümünün gentamisine dirençli 

olduğunu rapor etmişlerdir. Kamel ve ark. (2011) sığır ve koyunlarının süt ve 

idrarlarından izole ettikleri P. aeruginosa suşlarının %94,2’sinin gentamisine dirençli 

olduğunu bildirirken, Hossain ve ark. (2013) gentamisine orta düzeyde direnç tespit 

ettiklerini bildirmişlerdir. Yılmaz (1999) tarafından yapılan çalışmada çeşitli klinik 

örneklerden izole edilen P. aeruginosa suşlarının %45,31’inde gentamisin direnci 

belirlenmiştir. Scott ve ark. (2019) tarafından yapılan çalışmada gentamisine karşı insan 

kökenli izolatların %15,43 oranında, hayvan kökenli izolatların ise %1,20 oranında 

direnç gösterdiği belirlenmiştir. Bu çalışmada P. aeruginosa izolatlarının aminoglikozit 

grubu antibiyotiklerden gentamisine karşı direnç durumları incelendi ve izolatların 

gentamisine %12,5 oranında dirençli olduğu belirlendi. Bu oran diğer araştırmacıların 

bildirdiği oranlara göre düşük olarak değerlendirildi. 

Makrolid grubu antibiyotik olan azitromisin klinik denemelerde P. aeruginosa 

için quorum sensing inhibitörü olan tek antibiyotik olarak belirlenmiştir (Saiman ve 

ark., 2003). Bir çok çalışmada azitromisinin quorum sensing sinyal moleküllerinin 

üretimini azalttığı ve bu şekilde P. aeruginosa’nın virülensini attenüe ettiği 

bildirilmektedir (Tateda ve ark., 2001). Köpeklerde özellikle P. aeruginosa ile ilişkili 

solunum yolları infeksiyonlarında tercih edilmekte olan azitromisin, solunum yollarına 

iyi penetre olmaları sebebiyle uygun seçim olarak görülmektedir. Özellikle azitromisin 
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olmak üzere makrolidler aynı zamanda biyofilm üreten P. aeruginosa suşlarının 

inhibisyonunda da başarılı olmaktadır. Bu çalışmada P. aeruginosa izolatlarının 

makrolid grubu antibiyotiklerden azitromisine karşı direnç durumları incelendi ve 

izolatların azitromisine %97,9 oranında dirençli olduğu belirlendi. Saptanan bu yüksek 

direnç oranı azitromisin ile tedavide dikkatli olunması gerektiğini gösterdi. 

Kolistin, siklik yapı içeren polipeptid grubu antibiyotikler içerisinde yer almakta 

olan polimiksinlerin bir üyesi olarak sınıflandırılmaktadır. Polimiksinler, Bacillus 

polymyxa subspecies colistinus tarafından sentezlenen ürünlerdir. Kimyasal olarak 

polimiksin beş farklı bileşikten (A-E) oluşmaktadır. Fakat, sadece Polimiksin B ve 

E’nin klinik kullanımı mevcuttur (Falagas ve Falagas, 2005). Polimiksin B ve E ilk defa 

1947 yılında bulunmuş ve sonrasında 1962 yılından günümüze kadar Gram negatif 

bakterilerin sorumlu olduğu infeksiyonların tedavisinde kullanılmaktadır. 1980’li 

yıllarda böbrek üzerinde ciddi hasara yol açması nedeniyle parenteral kullanımı yerini 

sadece topikal ve oftalmik yola bırakmıştır (Falagas ve Falagas, 2005; Giamarellou, 

2010). Yapılan araştırmalarda kolistinin P. aeruginosa kaynaklı sığır mastitis 

vakalarında en etkili antibiyotiklerden birisi olduğu belirlenmiştir. Polimiksinlerin 

memeden emilimi zayıf olmasına rağmen 5 mg/kg’lık kas içi enjeksiyonunun sütteki 

duyarlı bakterileri elimine etmeye yeterli olduğu bildirilmektedir (Preez, 2000). 

Özellikle son yıllarda hızlı bir şekilde ortaya çıkan Gram negatif bakterilerde ÇİD 

nedeniyle polimiksin grubu antibiyotikler tekrar gündeme gelmiştir (Li ve ark., 2001; 

Falagas ve Falagas, 2005). Kolistine karşı direnç mekanizmaları değişik şekillerde 

oluşabilmektedir ve direnç oluşumu genellikle hücreye bağlanma alanları ve dış 

membranın polaritesinin azalmasıyla ilişkilendirilmektedir. Ayrıca direnç oluşumunda 

PmrA-PmrB ve PhoQ-PhoP regülatör sistemleri de rol oynamaktadır. Polimiksinler 

arasında da çapraz direnç görülmektedir (Li ve ark., 2006; Giamarellou, 2010). Son 

çalışmalarda kolistine maruz kalmaya bağlı oluşan genetik direnç mekanizmaları 

açıklanmaya çalışılmaktadır. Yapılan in-vitro çalışmalarında direnç, lipopolisakkarit 

(LPS) üreten genlerde (lpxA, lpxC ve lpxD veya pmrA ve pmrB) meydana gelen 

mutasyonlara bağlı LPS üretim eksikliğinden kaynaklı olduğunu ortaya koymuştur 

(Adams ve ark., 2009; Moffatt ve ark., 2010). Yapıcı ve ark. (2018) tarafından 2013-

2016 yılları arasında izole edilen 626 P. aeruginosa izolatının kolistine karşı direnç 

durumları 2013, 2014, 2015 ve 2016 yıllarında sırasıyla %6,35, %4,97, %5,93 ve %3,97 
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olarak bulunmuştur. Scott ve ark. (2019) tarafından yapılan çalışmada sahiplerinden 

izole edilen 37 izolatın ve arkadaş hayvanlardan alınan svap örneklerinden izole edilen 

24 izolatın kolistine karşı sırasıyla %22 ve %54 oranında direnç gösterdiği ortaya 

konulmuştur. Hemorajik pnömonili minklerden izole edilen P. aeruginosa izolatına 

duyarlı olan antibiyotikleri saptamak için yapılan bir çalışmada izolat sadece gentamisin 

ve kolistine duyarlı bulunmuştur (Salomonsen, 2012). Bu çalışmada P. aeruginosa 

izolatlarının polimiksinler içerisinde yer alan kolistine karşı direnç durumları incelendi 

ve izolatların kolistine %4,17 oranında dirençli olduğu belirlendi. Bu oran yapılan diğer 

çalışmalarla uyumluluk göstermektedir. 

Geçmişte antibiyotiklerle infeksiyöz hastalıklarının çoğu tedavi edilebiliyor 

iken, antibiyotiklerin hatalı ve bilinçsiz kullanımları sonucunda yeni keşfedilen her 

antibiyotiğe karşı kısa sürede direnç gelişmiştir. 1900’lü yılların son çeyreğinde 

Acinetobacter baumanii, Stenotrophomonas maltophila, P. aeruginosa, Staphylococcus 

aureus ve enterokoklar gibi hastane infeksiyonlarından sık izole edilen patojenlerde 

ÇİD gösteren suşlar ortaya çıkmaya başlamıştır. Önceleri hastanelerde ortaya çıkan ÇİD 

gösteren suşlar daha sonra topluma ve çevreye yayılmaya başlamıştır. Sonuç olarak da 

bu yeni suşların sebep olduğu hastane, toplum ve hayvanlarda klasik antibiyotik 

tedavisine cevap vermeyen yeni infeksiyonlar tüm dünyada yüksek morbidite ve 

mortalitenin sebebi haline gelmiştir. P. aeruginosa için ÇİD tanımlaması güncel 

tanımlama ile sefalosporinler, karbapenemler, betalaktam ve betalaktamaz 

kombinasyonları, florokinolonlar ve aminoglikozitlerden en az üçüne dirençli suşlar için 

kullanılmaktadır. İnsan, köpek, koyun ve sığırlardan izole edilen P. aeruginosa 

suşlarının pek çok antibiyotiğe dirençli olduğu araştırıcılar tarafından rapor edilmiştir. 

P. aeruginosa’da ÇİD intrinsik veya kazanılmış direnç şeklinde olabilmektedir.  

Ampisilin, amoksisilin, amoksisilin- klavulanat, 1. kuşak sefalosporinler, 2. kuşak 

sefalosporinler, sefotaksim, seftriakson, nalidiksik asit, trimetoprime karşı doğal 

dirençlidir. Keskin ve ark. (2012) tarafından yapılan bir çalışmada, çeşitli klinik 

örneklerden izole edilen P. aeruginosa suşlarının tamamının ampisilin, amoksisilin, 

amoksisilin/klavulanik asit, sefoksitin, siprofloksasin, eritromisin, gentamisin, 

norfloksasin, oksasillin, penisilin, rifampin, streptomisin, tetrasiklin, trimetoprim-

sulfametoksazol ve vankomisine dirençli olduğu belirlenmiştir. Bu çalışmada izolatların 

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) için 

duyarlılıklarının belirlendi. İzolatların 26 adetinin (%54,17) 2 antibiyotik grubuna, 15 

adetinin (%31,25) 3 antibiyotik grubuna ve 7 adetinin (%14,58) 4 antibiyotik grubuna 

direnç gösterdiği belirlendi. Çoklu antibiyotik dirençliliklerine göre incelendiğinde 22 

izolat (%45,83) 3 ve daha fazla antibiyotik grubuna direnç göstermesi nedeniyle ÇİD 

olarak değerlendirildi. 

P. aeruginosa da dahil olmak üzere bir çok infeksiyöz hastalığın patogenezinde 

mikroorganizmaların vejetatif/planktonik formlarının yanı sıra biyofilm yapılarının da 

önemli rol oynadığı bilinmektedir. Biyofilm infeksiyonlarının görülme sıklığının 

artmasıyla birlikte biyofilm oluşumunun kontrolü ve engellenmesine yönelik 

araştırmalar hız kazanmıştır. Biyofilm oluşumunun engellenebilmesi, direncin 

mekanizmalarının anlaşılabilmesi ve biyofilm infeksiyonları için yeni tedavi 

stratejilerinin geliştirilebilmesi için biyofilm oluşumunu belirleme yöntemleri, bu 

yöntemlerin doğru uygulanması ve yeni yöntemlerin geliştirilmesi oldukça önemlidir. 

Günümüzde gelişen teknolojinin yardımıyla biyofilm oluşumunu saptamada çok sayıda 

farklı in vitro yöntemden ve deney hayvanlarında biyofilm infeksiyonu oluşturulmasına 

dayalı in vivo yöntemlerden faydalanılmaktadır. CRA, tüp aderans, Christensen ve 

mikroplak yöntemleri biyofilm oluşumunu saptamada sık kullanılan yöntemler olarak 

öne çıkmaktadır. Kuru ağırlığın ve metabolik aktivitenin saptanmasına dayalı bazı 

kantitatif yöntemlerle floresan mikroskobisi, konfokal lazer tarama mikroskobisi ve 

elektron mikroskobisinin kullanıldığı yöntemler de mevcuttur. Kullanılan farklı 

yöntemlerde çalışılan mikroorganizmanın türüne göre inokulum miktarı, besi yeri, 

inkübasyon koşulları değişebilmektedir. Bu durum yöntemlerin uygulanmasında 

modifikasyonları beraberinde getirmekte ve yöntemlerin standardizasyonunu 

zorlaştırmaktadır. Ayrıca in vitro biyofilm modellerinde ortamdaki besin maddelerinin 

azalması, konak-patojen etkileşiminin olmaması gibi nedenlerle elde edilen sonuçların 

in vivo ortamı tam olarak yansıtamadığı düşünülmektedir. Yassein ve ark. (1995) klinik 

örneklerden izole ettikleri 50 P. aeruginosa suşunun %40’ında biyofilm varlığı tespit 

etmişlerdir. Delissalde ve Amabile-Cuevas (2004) hastane infeksiyon etkeni olan 162 P. 

aeruginosa izolatının %18’inde biyofilm oluşumu bildirmişlerdir. Moskowitz ve ark. 

(2005) çeşitli servis ve kliniklerden izole edilen 96 suşun %73’ünde biyofilm 
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oluşumunu pozitif olarak bildirmişlerdir. Çoban ve ark. (2009) kistik fibrozisli 

hastalardan izole ettikleri 60 P. aeruginosa suşunun %33,3’ünde biyofilm pozitifliği 

olduğunu bildirmişlerdir. Biyofilm pozitifliği Yıldırım ve ark. (2008) tarafından yapılan 

çalışmada %45, Çelik ve ark. (2007) tarafından yapılan çalışmada da %48 olarak tespit 

edilmiştir. Milivojevic ve ark. (2018) 121 hayvan ve 81 insan kökenli toplam 202 P. 

aeruginosa izolatı üzerinde yaptıkları çalışmada, hayvan izolatlarının %93’ünün ve 

insan izolatlarının %96’sının in vitro koşullarda biyofilm oluşturduklarını 

bildirmişlerdir. Olejnickova ve ark. (2014) insan katater kaynaklı izolatlarda biyofilm 

üretim oranının %80-88 arasında değiştiğini saptamışlar ve hayvan izolatları ile ilgili 

çalışmaların çok sınırlı olduğunu rapor etmişlerdir. Köpek otitis kökenli P. aeruginosa 

izolatlarında da biyofilm oluşturma oranı Pye ve ark. (2013) tarafından %40 olarak 

belirlenmiş ve bu izolatların tedaviye cevap vermediği bildirilmiştir. Çalışmamızda 

izolatların biyofilm oluşturma durumları CRA, Christensen ve Mikroplak yöntemleri ile 

araştırıldı. CRA metoduna göre 40 (%83,33), Christensen Yöntemine göre 45 (%93,75) 

ve Mikroplak Yöntemine göre 31 (%64,58) izolatın biyofilm üretme yeteneğine sahip 

olduğu belirlendi. İzolatların %10,42’si sadece CRA, %4,17’si sadece Christensen ve 

%27,08’i sadece mikroplak yönteminde negatiflik gösterdi. İzolatların  %4,17’si CRA 

ve Christensen yöntemlerinin her ikisi ile negatif sonuç verirken, hiçbir izolat sadece 

CRA ve Christensen ya da Christensen ve mikroplak yöntemlerinde ortak negatif sonuç 

göstermedi. Bir (%2,08) izolat yöntemlerin hiçbirisi ile pozitif sonuç vermedi. Bu 

bulgulara göre yöntemlerin herhangi birisi ile pozitif sonuç verme durumu göz önüne 

alındığında izolatlardaki biyofilm pozitifliği %97,92 olarak belirlendi.  

Bakteriler biyofilm oluşturabilmek amacıyla bitişiğinde yer alan bakteri 

hücrelerini biyofilm oluşturma yönünde uyarabilmek için, ortama küçük, diffuze 

olabilen moleküller yayarlar. Hücreler arasındaki bu iletişim “Quorum Sensing (QS)” 

adı verilen sistemler ile gerçekleştirilmektedir. P. aeruginosa’da çeşitli virülans 

faktörlerinin üretimi hücreden hücreye sinyal iletim sistemi olan QS ile kontrol 

edilmektedir. P. aeruginosa’da LasI-LasR, RhlI-RhlR ve PQS-MvfR olmak üzere üç ana 

QS sistemi bulunur. Bu sistemler biyofilm oluşumunu kontrol ederler. P. aeruginosa’da 

bulunan QS sistemi hiyerarşik bir döngü tarafından kontrol edilir. Bu döngüde rhl 

genlerinin ekspresyonu las genlerinin regülasyonu altında gerçekleşmektedir (Girard ve 

Bloemberg, 2008). LasI-LasR ve RhlI-RhlR QS sistemi P. aeruginosa’nın virulansını 
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kontrol etmede ardışık olarak fonksiyon gösterir. lasI ve rhII genleri Als olarak 

adlandırılmaktadır. las geninin fonksiyonu ilk olarak lasB elastaz enzim aktivitesinin 

bulunmasıyla ortaya çıkmıştır. Bundan dolayı P. aeruginosa QS sisteminde las geni 

olarak adlandırılmıştır. rh1 geni adlandırılmasının nedeni ise ramnolipid üretimindeki 

büyük rolüdür. rh1, ramnolipid üretiminde gerekli olan ramnosil tranferaz enzimi 

kodlayan rhlAB olarak adlandırılan bir operonun ekspresyonunu düzenler. lasI; QS’de 

AI sentaz olan N-(3 oxododecanoyl)- homoserin laktonu (3-oxo-C12-HSL) kodlar. Bu 

QS sinyali serbest olarak P. aeruginosa hücrelerine diffuze olabilir. AI’ler belli bir 

kritik alt sınır konsantrasyonuna ulaştığı zaman, AI’ler LasR proteine bağlanır ve daha 

sonra LasR-AI kompleks şekillenir. Bu kompleks daha sonra pek çok virülans faktörleri 

kodlayan genlerle birlikte bir seri hedef genleri tetikler. Populasyon yoğunluğuna bağlı 

olarak üretilen bu sinyal molekülleri içinde temel olarak las sistemi; rhl sisteminin 

çalışmasını uyarması ve kinolon sistemini düzenlemesi sebebi ile anahtar rol 

oynamaktadır (Karatuna ve Yagci, 2005). Ancak las sisteminin çalışmaması 

durumunda, hiyerarşik bir düzene bağlı olarak QS sistemleri kendi içinde yeniden 

düzenlemeye gitmekte ve ikincil sistem olan rhl, las sisteminin yerine geçebilmektedir. 

Son zamanlarda las ve rhl düzenleyicileri arasında yeni bir yolun varlığını ortaya 

konulmuştur (Stepanovic ve ark., 2000). Buna göre rezidüel rhlI ve rhlR 

transkripsiyonları çevresel faktörlerle kombine olarak rhl düzenleyicisinin 

aktivasyonuna, bu da gecikmeli olmakla birlikte las düzenleyicisinin aktivasyonuna 

neden olabilmektedir. Perez ve ark. (2011) çalışmalarında P. aeruginosa izolatlarında 

her 4 geni de %90,1 oranında belirlediklerini bildirmişlerdir. Bununla beraber, Karatuna 

ve Yagci (2005) ise lasI ve lasR genlerini %81,25, rhlI genini %68,75 ve rhlR genini 

%62,5 oranlarında saptamışlardır. Sabharwal ve ark. (2014) Hindistan’da P. aeruginosa 

ile yaptıkları çalışmada %75 oranında lasI ve lasR genlerini, %41,6 oranında rhlI, ve 

%58,3 oranında rhlR genini belirlediklerini bildirmişlerdir. Mısır’da yapılan bir 

çalışmada da benzer şekilde %48 lasI geni, %40 lasR  ve rhlI genleri ile %36 rhlR geni 

tespit edilmiştir (Aboushleib ve ark., 2015). Bu çalışmada QS genleri olan lasI, lasR, 

rhlI, rhlR araştırıldı. Tüm izolatların lasI, rhlI ve rhlR genlerine sahip olduğu görüldü. 

İzolatların %97,92’sinde ise lasR geni belirlendi.  

Salgısal polisakkaritler P. aeruginosa biyofilmlerinin temel komponentlerinden 

birisidir. Bakterilerin biyofilm oluşturmalarında yer alan 3 polisakkarit bulunmaktadır. 
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Bunlar; alginatlar, polisakkarit sentez lokusu ve pellikül (PEL) polisakkaritleridir 

(Friedman ve Kolter, 2004; Franklin ve ark., 2011). PelA pel biyosentezi için gerekli 

olan periplazmik olarak yerleşmiş olan proteindir (Colvin ve ark., 2013). P. aeruginosa 

da biyofilm oluşumu için PEL salgılamaktadır ve bu polisakkarit bakteri virülensi ve 

kalıcılığı için önemli olarak kabul edilmektedir. P. aeruginosa da pelA, biyofilm 

matriksinde ekstrasellüler DNA ile hücreler arası elekrostatik iletişimi sağlar. Dış 

membrandan PEL translokasyonu, membranda bulunan bir porin olan PelB ile 

sağlanmaktadır. PEL ayrıca sadece biyofilm popülasyonunda aminoglikozit direncinde 

sekonder olarak rol oynamaktadır (Friedman ve Kolter, 2004). pelA geni hemen hemen 

tüm klinik P. aeruginosa izolatlarında bulunabilen ve biyofilm üretimine katkı sağlayan 

gendir. Bununla beraber bu genin varlığı biyofilm üretiminde tek başına yeterli 

olmamakta ve biyofilm oluşumu birçok başka faktörden de etkilenmektedir (Maita ve 

Boonbumrung, 2014). Maita ve Boonbumrung (2014) tarafından yapılan bir çalışmada 

pelA geninin klinik izolatların %97,8’inde bulunduğunu bildirmişlerdir. Bu oranın 

biyofilm oluşturan izolatlarda %99,1 ve oluşturmayanlarda ise %92,9 olduğunu rapor 

etmişlerdir. Bu çalışmada P. aeruginosa izolatlarının hepsinin pelA genine sahip olduğu 

belirlendi. Bu bulgu pelA geninin biyofilm oluşumunda tek başına yeterli olmadığı ve 

başka genlerin de katkıda bulunabileceğini düşündürdü. 

Biyofilm varlığı P. aeruginosa suşlarında antibiyotik dirençliliğinin daha fazla 

olmasına neden olmaktadır. P. aeruginosa’nın hem planktonik hem de biyofilm 

oluşturan suşları infeksiyonlara yol açabilmektedir (Jennings ve ark., 2015). Planktonik 

bakterilere göre biyofilm oluşturan suşların daha fazla dirençli olmaları da tedavide 

sorunlara yol açmaktadır. Bu dirence ve virülensin artmasına bazı genlerin varlığı ve 

ekspresyonları neden olmaktadır (Whiteley ve ark., 2001). Aynı zamanda, biyofilm 

üreten suşlarda antibiyotik direnç düzeylerinin artmasına birçok faktör ve gen neden 

olmaktadır. Bu faktörler arasında biyofilm oluşturan bakterilerde spesifik antibiyotik 

direnç gen varlıkları, biyofilmde efluks pompası ekspresyonları ve strese neden olan 

genler bulunmaktadır. Gen düzeyinde ise ahpC, hcpC, hemN, ccoP2, phzF2, oprG 

genlerinin biyofilm oluşturan bakterilerde daha fazla bulunduğu belirlenmiştir (Stewart 

ve ark., 2015). PA0756 ve PA0757’nin iki aşamalı regülatör sistemini kodladığı tahmin 

edilmektedir. Bu sistem bilgileri hücre dışına göndererek hücreden spesifik bir sinyal 

yayması ile sonuçlanmaktadır. Planktonik hücelerde PA0756-0757 tarafından PA0755 



52 
 

tarafından kodlanan OpdH porini baskılanmaktadır. OpdH trikarboksilat alımını 

sağlamaktadır fakat biyofilm oluşumundaki rolü henüz bilinmemektedir. PA0756-0757 

karakterize edilmemiş hipotetikal bir protein salgılanmasını kodlamakta ve bu proteinin 

de biyofilm kaynaklı antibiyotik direncine neden olduğu düşünülmektedir (Mikkelsen 

ve ark., 2011). PA2070 ve PA5033 de henüz fonksiyonu tanımlanamamış hipotetikal bir 

proteini kodlamaktadır. PA5033 tip 1 sinyal yaymakta ve PA2070 de TonB kaynaklı 

hemoglobin reseptör ailesinde yer almaktadır. Bununla beraber, her 2 genin de biyofilm 

kaynaklı antibiyotik direncindeki rolü açık değildir (Zhang ve ark., 2013). Zhang ve ark. 

(2013) tarafından P. aeruginosa PA14 suşu üzerinde tobramycin, gentamicin ve 

ciprofloxacin antibiyotikleri için yapılan çalışmada PA0756-0757, PA2070, PA5033 

genlerinin fazla expresyonlarının da biyofilm spesifik antibiyotik direncine neden 

olduğu tespit edilmiştir. Manohar ve ark. (2018) bu genlerin prevalansı üzerinde 

çalışmışlar ve P. aeruginosa izolatlarının %62,5’inde PA0756, %62,5’inde PA0757, 

%37,5’inde PA2070 ve %56,25’inde PA5033 genini belirlemişlerdir. İzolatların 

%25’inin her 4 geni, %25’inin üç ve %18,75’inin iki gen içerdiğini saptamışlardır. 

Araştırmacılar dört geni de içeren suşların gentamisin, siproflaksasin, meropenem ve 

kolistin direnci ile ilişkisini karşılaştırmışlar ve iki suşun dört antibiyotiğe de dirençli 

olduğunu, geri kalan suşlardan birisinin meropeneme ve diğerinin de kolistine duyarlı 

olduğunu bildirmişlerdir. Bu çalışmada PA0756, PA0757, PA2070 ve PA5033 gen 

varlıkları için yapılan PCR sonucunda izolatların 46 (%95,83)’sının PA0756 ve PA0757 

genlerine, 45 (%93,75)’inin ise PA2070 ve PA5033 genlerine sahip olduğu belirlendi. 

İzolatların hepsinde söz konusu genlerden en az bir tanesinin var olduğu saptandı. Bu 

genlerden herhangi bir tanesini içermeyen 6 suş antibiyotik duyarlılığı yönünden 

değerlendirildiği zaman, 2 suşun gentamisin, siproflaksasin, meropenem ve kolistine, 1 

suşun gentamisin ve siproflaksasine, 1 suşun gentamisin, siproflaksasin ve kolistine, 1 

suşun gentamisin ve kolistine, 1 suşun siproflaksasin ve kolistine duyarlı olduğu 

belirlendi. Tüm bulgular değerlendirildiği zaman incelenen genler ile antibiyotik 

dirençlilik arasında bir ilişki kurulamadı. 

Patojenlerin dağılımı ve yakınlıkları ile beraber bakteriyel infeksiyonların 

epidemiyolojisinin belirlenmesi, infeksiyonlardan korunma için etkili kontrol 

stratejilerinin oluşturulması için temel bir hedeftir (Nazik ve ark., 2007). Bakterilerin 

tiplendirilmesinde geleneksel serotiplendirme, faj tiplendirme, bakteriyosin tiplendirme 
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ve biyotiplendirme gibi fenotipik metotlar çevresel faktörlerden daha çok etkilendiği 

için, son yıllarda PCR tabanlı metotlar ile beraber ribotiplendirme ve değişken alanlı jel 

elektroforezi (PFGE)’ni de içeren moleküler yöntemler tercih edilmektedir. Genel 

olarak moleküler metotlar fenotipik metotlara göre daha yüksek ayrım gücü ve 

güvenilirliğe sahiptir. P. aeruginosa suşlarının karakterizasyonu için literatürde birçok 

metot tanımlanmıştır. Bu metotlardan PFGE spesifite ve sensitivite yönünden “altın 

standart” olarak kabul edilmektedir. Bununla beraber, pahalı ve zaman alıcı bir 

yöntemdir. PCR-tabanlı yöntemlerden Rastgele çoğaltılmış polimorfik DNA (RAPD) ve 

tekrarlayan enterobakteriyel intergenik konsensus (ERIC)- PCR son yıllarda basit, hızlı, 

duyarlı, ucuz ve kısa zamanda sonuç vermesi yönünden epidemiyolojik çalışmalarda 

tercih edilen bir yöntemdir. Bu hızlı metot P. aeruginosa için ayrım gücü PFGE kadar 

yüksek olması nedeniyle tavsiye edilmektedir (Mahenthiralingam ve ark., 1996; De Vos 

ve ark., 1997). Nanvazadeh ve ark. (2013) yaptıkları çalışmada P. aeruginosa izolatları 

arasında %18 polimorfizm saptadıklarını ve suşların 9 farklı genotipte olduklarını 

belirlemişlerdir. Akjani ve ark. (2011) P. aeruginosa suşlarının 5-11 genotipe 

ayrıldıklarını bildirmişlerdir Nazik ve ark. (2007) ise P. aeruginosa suşlarının %43 

polimorfizm ile 21 genotip gösterdiklerini saptamışlardır. Lima ve ark. (2018) 

tarafından yapılan çalışmada P. aeruginosa klinik izolatları incelenmiş ve ERIC-PCR 

ile %24-100 arasında genetik yakınlık olduğu belirlenmiştir. Bu çalışmada her üç 

yöntemle de biyofilm pozitif olduğu belirlenen 24 adet izolatın filogenetik 

yakınlıklarının belirlenmesi için ERIC-2 primerinin kullanıldığı RAPD-PCR 

gerçekleştirildi. RAPD-PCR sonucunda elde edilen bant profilinin temel alındığu 

dendrograma göre her üç yöntem ile biyofilm pozitiflik görülen izolatların filogenetik 

yakınlıklarının %56-93 olduğu, %37 polimorfizm gösterdikleri ve 24 farklı genotipte 

oldukları belirlendi.   
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Bakterilerin biyofilm oluşturmaları ve buna bağlı olarak da antibiyotik direnç 

oranlarındaki artış güncel bir halk sağlığı sorunu olarak ortaya çıkmaktadır. Özellikle P. 

aeruginosa infeksiyonları bu sorunun en önemli örneklerindendir. Bu tez çalışması 

çeşitli klinik örneklerden izole edilmiş olan ve Ondokuz Mayıs Üniversitesi Veteriner 

Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı kültür koleksiyonunda mevcut olan P. 

aeruginosa izolatlarında biyofilm varlığının ve antibiyotik dirençliliklerinin 

belirlenmesi ile beraber her iki fenotipik determinantta rol oynayan ilişkili genlerin 

saptanarak, aralarındaki ilişkinin karşılaştırmalı olarak değerlendirilmesi amacıyla 

gerçekleştirilmiştir. 

İzolatların biyofilm oluşturma durumları CRA, Christensen ve Mikroplak 

yöntemleri ile araştırıldı. CRA metoduna göre 40 (%83,33), Christensen Yöntemine 

göre 45 (%93,75) ve Mikroplak Yöntemine göre 31 (%64,58) izolatın biyofilm üretme 

yeteneğine sahip olduğu belirlendi. En yüksek pozitifliğin Christensen yöntemi ile 

belirlendiği ve bu yöntemin P. aeruginosa suşlarında biyofilm saptamak için tercih 

edilebileceği görüldü. İzolatların %50’si yöntemlerin her 3’ü ile de pozitif sonuç verdi. 

Yöntemlerin herhangi birisi ile pozitif sonuç verme durumu göz önüne alındığında 

izolatlardaki biyofilm pozitifliği %97,92 olarak belirlendi. Bu bulgular klinik örnek 

izolatı P. aeruginosa suşlarında yüksek oranda biyofilm pozitifliği olduğunu gösterdi. 

P. aeruginosa izolatlarının 6 farklı antibiyotik grubuna ait 8 antibiyotik için 

direnç oranlarının değerlendirilmesi sonucunda, izolatların %45,83’ü 3 ve daha fazla 

antibiyotik grubuna direnç göstermesi nedeniyle çoklu dirençli olarak değerlendirildi. 

Bu bulgular çoklu antibiyotik direncinin P. aeruginosa suşlarında yüksek oranda 

olduğunu gösterdi.  

Biyofilm pozitifliği ve çoklu antibiyotik direnci karşılaştırmalı olarak 

değerlendirildiğinde, biyofilm pozitif suşlarda çoklu antibiyotik direnci %37,5 iken 

biyofilm negatiflerde ise %54,17 olarak bulundu. Bu bulgulara göre incelenen suşlarda 

biyofilm ile antibiyotik direnci arasında bir ilişki belirlenemedi.  

İzolatlarda biyofilm üretiminden sorumlu olan pelA, quorum sensing genleri 

olan lasI, lasR, rhlI, rhlR ile biyofilme bağlı antibiyotik direncinden sorumlu olan 

PA0756, PA0757, PA2070 ve PA5033 gen varlıkları ile biyofilm üretimi ve antibiyotik 
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dirençlilikleri karşılaştırmalı olarak değerlendirildiğinde, parametreler arasında bir ilişki 

tespit edilemedi.  

Sonuç olarak, klinik izolatı P. aeruginosa suşlarında biyofilm üretiminin ve 

çoklu antibiyotik direncinin yüksek olduğu belirlendi. Genetik düzeyde ise incelenen 

genlerin tek başına biyofilm oluşumundan ve buna bağlı antibiyotik direncinden 

sorumlu olmadığı saptandı. Bu durum farklı ve daha fazla genetik ve fenotipik 

parametrenin biyofilme bağlı antibiyotik direncinden sorumlu olabileceğini düşündürdü. 

Bu sonuçlar, ilgili parametrelerin belirlenmesi ve biyofilme bağlı antibiyotik direnç 

mekanizmalarının aydınlatılması için daha geniş ve ileri düzeyde çalışmalar yapılma 

gerekliliğini gösterdi. 
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