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OZET
BALIKLARDAN iZOLE EDIiLEN PSEUDOMONAS AERUGINOSA
IZOLATLARININ QUORUM SENSING YONUNDEN DEGERLENDIRILMESI

Amag: Bu calisma; Samsun ilinde satisa sunulan 70 balik 6rneginden Pseudomonas
aeruginosa izolasyonu, etkenin Quorum Sensing (QS) Sistemi ve homoserin lakton
(HSL) ozellikleri ile QS ile iliskili bazi virulans faktorlerin, hareketlilik ile biyofilm
olusturma 6zellikleri ve antibiyotik direng profillerinin belirlenmesi amaciyla yapildi.
Materyal ve Metot: Subat-Eyliil 2018 tarihleri arasinda, etken klasik kiiltiir teknigi ile
izole ve identifiye edildi. Elde edilen izolatlara PZR teknigi (oprL ve/veya PA-SS 16S
rDNA) uyguland: ve etken molekiiler diizeyde dogrulandi. Izolatarda QS varligi igin;
intakt (4 gen) ve internal (4 gen) genleri PZR ydntemiyle arastirildi. izolatlarin titreme
(twitching), kayma (swarming) ve yiizme (swimming) hareket tipleri belirlendi. Tiipte,
Congo Red Agar (CRA)’da ve mikrotitrasyon plak yontemiyle biyofilm olusturma
ozelliklleri saptandi. Elastaz, proteaz, piyosiyanin ve HSL varliklar1 fenotipik yontemle,
antibiyotik direnglilikleri ise disk difiizyon yontemiyle belirlendi.

Bulgular: Sonugla elde edilen 100 Pseudomonas izolatinin 30°u P. aeruginosa olarak
molekiiler diizeyde belirlendi. Higbir izolatta intakt lasl ve lasR saptanamazken, rhll
geni 7 ve rhiR geni ise 11 izolatta saptandi. Internal genlerden lasll geni 22, lasIR geni
15, rhll geni 30, rhIR geni ise 28 izolatta saptandi. Analiz edilen 4 internal gen
bolgesinin 4’{i de 10 izolatta saptandi. Izolatlarin 12’si, 14°ii ve 29’u sirasiyla CRA’da,
mikrotitrasyon plaklarinda ve tiipte biyofilm olusturdu. 30 izolat titreme ve kayma ve
25 izolat da yiizme hareketi gosterdigi belirlendi. Sirasiyla 22, 27, 18 ve 13 izolatin
piyosiyanin, proteaz, elastaz ve HSL iiretebildigi saptandi. Izolatlar levofloksasin (n=4),
meropenem ve piperasilin/tazobactam (n=3) ile imipenem, kolistin ve seftazidim (n=2)
antibiyotiklerine karsi direnglilik gosterdi. Coklu direng ise 1 izolatta saptandi.

Sonu¢: Balik orjinli bazi P. aeruginosa izolatlarinda; QS varligi ve QS iligkili
virulanslik, biyofilm ve hareket yetenekleri arasinda korelasyonun mevcudiyeti
saptand1. Izolatlar diisiik antibiyotik direnglilik profili gdsterdi. Sonug olarak bu
izolatlar hastalik yapabilme potansiyeline sahip oldugu belirlendi.

Anahtar kelimeler: P. aeruginosa; balik; QS; biyofilm; virulans faktorler; antibiyotik
direnglilik

Veli OZ, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Haziran-2019



ABSTRACT
EVALUATED OF QUORUM SENSING IN PSEUDOMONAS AERUGINOSA
ISOLATES ISOLATED FROM FISH

Aim: The aim of the study was to carry out; in order to isolation and identification of
Pseudomonas aeruginosa from 70 fish samples consumed in Samsun province,
determination of the Quorum Sensing (QS) System and homoserine lactone (HSL)
properties, and correlation between QS and some virulence factors, biofilm and mobility
capability as well as determination of antibiotic resistance properties in the isolates.
Material and Method: From February to Semptember 2018, the fish samples were
analyzed using classical culture technique and obtained 100 P. aeruginosa isolates were
confirmed by PCR method (oprL and PA-SS 16S rDNA). For the presence of QS, intact
and internal genes were investigated in the isolates by PCR. The twitching, swarming
and swimming movement types and biofilm formation properties (in Congo Red Agar,
tube and microtitration plate) and elastase, protease, pyocyanin and HSL were
determined by phenotypic method. Antibiotic resistance profile of the isolates was
determined using disc diffusion technique.

Results: While intact lasl ve lasR were not detected in any of the isolates, internal
lasll, lasIR, rhll and rhIR genes were detected in 22, 15, 30 and 28 isolates,
respectively. All of internal genes were present in 10 isolates. Biofilm formation in
CRA, tupe and microtitration plate were determined in 12, 14 and 29 isolates,
respectively. While twitching and swarming types of motility were determined in all
isolates, swimming motility was determined in 25 isolates. Pyocyanin, protease, elastase
and HSL production were determined in 22, 27, 18 and 13 isolates, respectively.
Multidrug resistance was found only one isolates, and some of the isolates were
resistance to levofloxacin (n=4), meropenem and piperacillin/tazobactam (n=3),
imipenem, colistin and ceftazidime (n=2).

Conclusion: There was QS systeme in the P. aeruginosa isolates. It was positive
correlation between QS and some virulence properties, biofilm formation and motility
of the isolates. It was found low level of antibiotic resistance in them. These isolates
were able to diseases.

Keywords: P. aeruginosa; fish; QS; Biofilm; Virulans factors; Antibiyotic resistance
Veli OZ, Master Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, June-2019
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1. GIRIS

Pseudomonas spp., Pseudomonaceae familyasi igerisinde yer alan, biiyiik ve
kompleks heterojen organizma grubu olup, 255’in tizerinde tiirden olusur. Basta P.
aeruginosa olmak tizere P. fluorescens, P. angulliseptica, P. aeruginosa ve P. putida bu
cins iginde yer alan tiirlerden olup, hem insanlar hem de hayvanlar i¢in firsat¢i
mikroorganizma grubu iginde yer alirlar, ayrica konake¢i savunma mekanizmalarina
bagl olarak patojen tiirler arasinda da yer almaktadir (LPSN, 2017). P. aeruginosa
normal insan florasinda yer alabilen, saglikli kisilerde nadiren hastalik yapan, konak
savunmasinin zayiflamasi halinde ise ciddi enfeksiyonlara neden olabilen bir bakteri
olup, olumsuz ¢evresel kosullara ¢abuk adapte olabilen ve besin maddelerine bagimli
olmayan bir bakteridir (Mulet ve ark., 2009). P. fluorescens, P. angulliseptica, P.
aeruginosa ve P. putida gibi Pseudomonas tiirleri ise akuatik ortamda yaygin olarak
bulunan ve baliklarda bakteriyel hemorajik septisemi, bakteriyel ylizge¢ hastaligi,
bakteriyel solunga¢ hastaligi, bakteriyel kizil hastaligi, turna baliklarinda kizilyara
(leke) hastaligi, sazanlarda asites, alabaliklarda kizil agiz ile enfeksiy6z abdominal
damla gibi hastaliklara neden olan tiirlerdir (Paniagua ve ark., 1990; Maston, 2013;
Thomas ve ark., 2014).

Demir alinimini, aljinat biyosentezi, virulans faktor sentezi, pek cok stres
faktoriine karsi dayaniklilik, dis membran porinlerin (protein) salinimi gibi olaylari
kontrol eden sigma faktérii (c'%sistemi) Pseudomonas spp. de iyi karakterize edilmistir.
P. aeruginosa enfeksiyonlarinin patojenezinde hiicre ile iliskili olan ve hiicre digina
salinan virulans faktorleri 6nemli rol oynarlar (Brinkman ve ark., 1999; Dominguez-
Cuevas ve Marquéz, 2004).

Bakteriler biyofilm olusturabilmek ve komsu bakteri hiicrelerini de biyofilm
olusturmasi yoniinde uyarabilmek igin, ortama kiiciik, diffuze olabilen kimyasal
molekiiller yayarlar. Bu kimyasal maddeler Auto inducer (Al) olarak adlandirilir.
Hiicreler arasindaki bu iletisim, “Quorum Sensing” (QS) adi verilen sistemler ile
gerceklestirilmektedir. QS iki sekilde gergeklesir; tiirler arasi ve tiir i¢i sinyal
molekiilleriyle iletisim. Gram negatif bakterilerde tlirden tiire QS mekanizmasinda Al
molekiil olarak N-acyl homoserin lakton (AHL, AHLs, acyl-HSL veya HSL) iiretilir.
QS sistemi bir¢ok bakteri tarafindan kullanilan, virulans faktor tiretimi, hareketlilik ve

biyofilm sekillenmesini koordine eden diffuze olabilir sinyal molekiillerini {iretimi ve



algilanmastyla bakteri topluluklarinin yogunluklarini saptamak icin kullanilan bir hiicre-
hiicre iletisim seklidir (Novick ve Muir, 1999; Girard ve Bloemberg, 2008; Khalifa ve
ark., 2011).

P.aeroginosa’da biyofilm olusturabilme yetenegine sahip olup, bu olusum
“Quorum Sensing” sistemler ile gerceklestirilmektedir (Novick ve Muir, 1999). P.
aeruginosa’da bulunan QS sistemi hiyerarsik bir QS sistem dongiisii (Lasl-LasR, RhlI-
RhIR ve PQS-MvfR) tarafindan kontrol edilir. Sonug olarak, basta P.aeruginosa olmak
tizere diger Pseudomonas tiirleri hem insan hem de hayvanlar i¢in 6nemli olan bakteri
grubunu olusturmaktadir (Wong, 1998).

Bakteriyal enfeksiyonlar vahsi ve kiiltiir baliklar1 i¢cin en biiyiik tehditlerden
biridir. P. aeruginosa etkeni de toprak ve aquakiiltiir ortamlarinda bulunabilen
bakterilerden biri olup, baliklarda yiiksek mortalite ile seyreden enfeksiyonlar ile balik
ve balik tiriinlerinde bozulmadan sorumlu en 6nemli patojenler arasinda yer almaktadir
Thomas ve ark., 2014). Bu nedenle P. aeruginosa’nin teshisi, o6zelliklerinin
belirlenmesi, virulans faktorleri, tedavi de antibiyotik direnglilik profilleri gibi
ozelliklerinin aydinlatilmasi; etken ile miicadelede 6nemli rol oynamaktadir.

Bu galismada, Samsun’da balikgilarda ve stipermarketlerde satisa sunulan 70
balik 6rnegi satin alindi ve ornekler klasik kiiltiir yontemi ile molekiiler teknik
uygulanarak P. aeruginosa yoniinden analiz edildi. Sonucta; klasik kiiltiir teknigi ile
100 P. aeruginosa izolati izole ve identifiye edildi. Elde edilen 100 izolatin molekiier
diizeyde dogrulnmasi i¢in tek hedefli PZR teknigi uygulandi. Bu kapsamda izolatlarda
tiir spesifik oprL ve PA-SS (16S rDNA) gen varliklar1 belirlendi. Sonugta 100 P.
aeruginasa izolatindan 30’u P. aeruginosa izolat1 olarak molekiiler diizeyde dogrulandi.
Daha sonra bu izolatlarda QS varligt ve HSL varligr ile QS kontrolii altindaki bazi
virulans ozellikleri, hareketlilik, biyofilm olusumu ve QS ile korelasyonlar: belirlendi.
Calismada ayrica, izolatlarin antibiyotik direnglilik ozellikleri ile antibiyotik

direngliligin QS mekanizmasi ile iliski de saptandi.



2. GENEL OZELLIKLERI

Pseudomonas (P) genusu biiyiik ve kompleks heterojen organizma grubu olup,
Pseudomonadaceae familyasi igerisinde yer alir. Bu familya; 255’in {izerinde tiir
(LPSN, 2017) ile 5 cinsten olusur. Bu familyadaki cinsler;

1) Azotobacter group

2) Mesophilobacter

3) Oblitimonas

4) Permianibacter

5) Pseudomonas’dir.

P. aeruginosa tiirii ise Pseudomonas cinsi i¢inde yer alip, 13 farkli alt tiirii
i¢erir. Bu alt tiirler;

1) Pseudomonas (P.) aeruginosa

2) P. alcaligenes

3) P. anguilliseptica

4) P. caeni

5) P. citronellolis

6) P. flavescens

7) P. jinjuensis

8) P. mendocina

9) P. nitroreducens/multiresinivorans group

10) P. oleovorans/pseudoalcaligenes group

11) P. cf. pseudoalcaligenes

12) P. resinovorans

13) P.straminea 'dir.

Bu tiirler metobolik ve besinsel agidan asir1 derecede heterojendir. Bu genusun
bazi tiirleri bitkiler i¢in yararl olup, biyolojik iyilestirme ve biyokontrol ajani1 olarak
kullanilirken, diger iiyeleri ise bitki ve hayvanlar i¢in patojendir. Insanlarda ise firsatg
mikroorganizmalardir (Mulet ve ark., 2009).

Pseudomonas; Gram negatif, sporsuz ve obligat aerob bir bakteri olup,
terminal elektron alicis1 olarak oksijenli solunum tipine siki bir sekilde baglidir; ancak
bazi durumlarda nitrat1 alternatif elektron alicis1 olarakta kullanilabilir ve bu durum bu

bakteri tiirlerinin anaerobik kosullarda tiremesine izin verir (Palleroni, 2015). P. luteola



ve P. oryzihabitans tiirleri digindaki diger Pseudomonas tiirleri oksidaz pozitiftir (James
ve ark., 2010). Sahip olduklar1 bir veya birgok polar flagellalar1 sayesinde hareketli,
cubuk veya hafif kivrimli formlarda, 1,5-5,0 pum uzunlugunda ve 0,5-1,0 pm
genigliginde, uygun kosullarda pigment tiretebilen bakterilerdir. Pseudomonas tiirlerine
gore degismekle beraber; piyoverdin (fluoresans 6zellikte sari-yesil siderofor pigmenti),
etken tarafindan demirin simirlt oldugu durumlarda salgilanir (Meyer ve ark., 2002).
Belli Pseudomonas tiirleri de P. aeruginosa nin iirettigi piyosiyanin ve P. fluorescens’in
tirettigi thioquinolobaktin gibi diger siderofor tiplerini de iiretebilirlerken (Lau ve ark.,
2004), xanthomonadin (sar1 pigment) pigmentini iretmezler. Piyoverdin, suda
eriyebilirken, kloroformda eriyememesi 6zelligi ile piyosiyaninden ayrilir ve UV
isinlart ile yesilimsi floresan verir. Bazi suslar ayrica piyorubin (koyu kirmizi) ve
piyomelanin (kahverengi-siyah) gibi pigmentleri de iiretebilirler (Bilgehan, 2000; Singh
ve ark., 2002).

P. aeruginosa suslari ise temelde 2 ¢esit pigment iretirler: Piyosiyanin (mavi)
ve piyoverdin (veya fluorescein-sari-yesil). Piyosiyanin bir fenazin boyasi olup, suda ve
ozellikle kloroformda erir. Bu pigment alkali pH’da mavi veya yesilimsi renk
olusturdugu icin “aeruginosa” adi verilmistir (King ve Philips, 1978; Bilgehan, 2000).

Piyosiyanin sadece P.aeruginosa tarafindan meydana getirilir. Bu pigment
olusumu iireme ortamiyla siki sikiya baghdir. Pigment iiretimi i¢in ortamda MgSOQa,
K3PO4 ve demir bulunmalidir. Piyosiyanin varligi P.aeruginosa igin 6zgiin ayirici bir
ozelliktir (Bilgehan, 2000).

KRR =
Sekil 1. P. aeruginosa’da piyoverdin (sari-yesil) ve piyosiyanin (mavi) pigmentleri (Mag¢in’den 2014;

Todar’dan 2019)



P. aeruginosa’nin irettigi piyoverdin pigmenti ile piyosiyanin pigmentinin
birlesmesi sonucu karakteristik parlak yesil renk ortaya ¢ikar (Bilgehan, 2000). P.
aeruginosa bazi suslar1 piyorubin ve kahverengi-siyah bir pigment olan piyomelanin de
iretebilirler (Toreci, 1981).

Pseudomonas’larin  gesitli tiirleri tarafindan olusturulan bakteriyosinlere
“piyosin” ve “aeuginosin” Olarak da adlandirilir. P. aeruginosa’ da 35-40 kadar stabil
piyosiyanin tipi belirlenmistir (Erdem, 1999).

Pseudomonas’ lar fermentasyon ve fotosentez yapamazlar. Ancak, ¢ok gesitli
organik madde varliklarinda biiyiiyebilme yetenegine sahiptirler. P. aeruginosa, benzoat
ve ¢ok sayida diger organik maddeleri katobolize edebilir. Bu 6zelligi nedeniyle bakteri,
toprak, su ayrica insan, hayvan, bitki, atiklarindan ve hastanelerden izole edilir. Bu
ozellk, etkene ubiquiter oOzellik kazandirir (Lederbeng, 2000). Pseudomonas’lar
Enterobacteriacea familyasindan polar flagellalar1 ve fermentatif metabolizma yerine
oksidatif metabolizmalar1 kullanmastyla kolaylikla ayirt edilir. Bu organizma 100’den
fazla sekeri, amino asidi ve yag asitlerini, ayrica aromatik bilesikleri ve hidrokarbonlar1
yikima ugratabilirler veya enerji kaynag olarak kullanabilir. Yine bir¢ok tiirleri organik
biiyiime faktorlerine ihtiyag duymaz (Magin, 2014).

Bu cins, ubiquiter 6zellikte olup, 4-42 °C’ler ile pH 4-8 arasinda yasayabilme
Ozelligine sahiptir. Pek cok tiirii pH 4,5’in altindaki asit ortamlarda iireyemezler. Etken
aerob, mezofilik ve ndtral pH kosullarindaki toprak ve su gevrelerinde yasarlar. Dogada
Pseudomonas tiirleri saprofit ve paraziter olarak bulunur. Genellikle, bu bakteriler
anaerobik, asir1 termofilik veya asidofilik ortamlarda varliklarini siirdiiremezler (Magin,
2014).

P. aeruginosa, yukarida belirtildigi gibi hem solunumlari hem de biyofilm
olusturabilmek i¢in demire ihtiya¢ duyar (Singh ve ark., 2002; O'May ve ark., 2009).
Konaker ile rekabeti sonucu etken demir elde etmek igin farkli stratejiler gelistirir.
P.aeruginosa redoks-aktif fenazin bilesikleri iiretir ve bu bilesikler erimeyen Fe*" i
daha eriyebilir Fe?"’ye déniistiiriir. Demir-sidefor kompleksinin kavranip alimast igin
demir ve reseptdrleri uzaklastiran sideroforlar, konak¢1 demire baglh proteinleri degrade
etmek icin proteazlari ve yarigmacilarin eliminasyonu igin bakteriyosinleri {iretirler

(Vasil ve Ochsner, 1999). Dahasi, demirin mevcudiyeti piyosiyanin, Apr A ve



ekzotoksin A gibi virulans faktorlerin iiretiminin diizenlenmesi i¢in gereklidir (Kim ve
ark., 2005).
Tablo 1’de P. aeruginosa ait bazi biyokimyasal testler ve sonuglari

gosterilmistir.

Tablo 1. Pseudomonas aeruginosa ’nin Biyokimyasal Testler ve Sonuglari (Aryal, 2018)

Pseudomonas aeruginosa

Ozellikler

Gram boyama Negatif
Sekli (Kok/Diplokok/Cubuk) Cubuk
Hareketlilik(Motile / Non-Motile) Hareketli (Tek polar)
Kapsiil (Kapsiillii/Kapsiilsiiz) Kapsiilsiiz
Spor (Sporlu/Sporsuz) Sporsuz
Flagella (Flagellali/Flagellasiz) Tek flegellali
Katalaz Pozitif (+)
Oksidaz Pozitif (+)
Metil Red Negatif (-)
Voges Prauskouer Negatif (-)
OF (Oxidative/Fermentative) Oksidatif
Indole Negatif (-)
Sitrat Pozitif (+) (+)
Urease Negatif (-)
Nitrat indirgeme Positif (+)
H,S Uretimi Negatif (-)
Gaz olusturma Pozitif (+)Nitrat’tan
PYR -

CAMP -

Jelatin Hidrolisi Pozitif (+)
Niasin -

Koagulaz Negatif (-)
Hemoliz (Alfa/Beta/Gamma) -

Nagler -

String Test -

Pigment Pozitif (+)
Safrada ¢6ziinebilme (Bile Solubility) -

Cetrimide Test Pozitif (+)
Fermentasyon Ozelligi

Arabinoz —

DNase -

Fruktoz —

Glukoz Negatif (-)
Hippurat —

Inositol —

Inulin Negatif (-)
Laktoz Negatif (-)
Maltoz Negatif (-)
Mannoz -

Myolnositol




Tablo 1. (devam) Pseudomonas aeruginosa ‘nin Biyokimyasal Testler ve Sonuglar

Raffinoz —
Riboz -
Sorbitol Negatif (-)
Sukroz Negatif (-)

Enzimatik Reaksiyonlar

Asetat Kullanimi -

Aseton Uretimi -

Asid Posfataz -

Alkalin Posfataz -

Amidaz -

Arjinin dehidrolaz Pozitif (+)
Avrilsulfataz -

Beta Laktamaz -
Hyalurodinaz -
Lesitinaz -

Lipaz Pozitif (+)
Lizin Pozitif (+)
Neuraminidaz —

ONPG Test -

Ornitin dekarboksilaz Negatif (-)
Penilalanin deaminaz =
Peroksidaz -

Tellurit —
Tributirin -

2.1. Etkenin izolasyonu

Pseudomonas’lar standart sivi ve kanli agar, chocolate agar, McConkey Agar,
Pseudomonas agar base, Cetrimide agar Base gibi kat1 besiyerlerinde iyi irerler ve adi
gecgen besiyerleri gida ve klinik Pseudomonas tiirlerinin izolasyonunda tavsiye edilir.
Setrimid (cetrimide), fusidin (fucidin), sefalosporin (cephalosporin) ve sodium
nalidiksat (sodium nalidixate) (Oxoid, Difco, 2017) gibi inhibitor iceren selektif
besiyerleri izolasyon ve identifikasyonda kullanilir. Pseudomonas kolonileri hemen
hemen renksiz olamakla beraber, bazen beyaz, beyazimsi, krem veya sar1 pigmentli
koloniler de fretirler (PHE, 2015). Pseudomonas tiirlerinin floresans o&zelligini
saglanmast amaciyla selektif zenginlestrmesinde kullanilan kiiltivasyon ortamlarina
demir ilave edilmez (Moore ve ark., 2006). Floresan; ortamdaki yani besiyerinde
bulunan siderofor pigmentlerinin {iretiminden kaynaklanir. Bagka bir deyisle, sedirofor
pigmenti floresan O6zellige neden olur. Ortama katilan pensilin G, novobiyosin ve
sikloheksimid ise Pseudomonas tiirlerinin floresans 6zelligini inhibe etmez (Sands ve

Rovira, 1970). Bunlarin yanisira besiyerlerine etkenin piyosiyanin ve piyoverdin



pigment iiretimini artirmak amaciyla potasyum ve magnezyum tuzlar ilave edilir. Yine
ortamda Gram pozitif bakterilerinin liremesini engellemek amaciyla sodyum lauroyl
sarcosine katilir. Floresan 6zelligi olmayan tiirlerinin inhibisyonunu saglamak amaciyla
ortama trimethoprim da katilabilir (Fromin ve ark., 2001). Yukarida belirtilen
besiyerleri disinda ortama katildiklarinda etkenin iiremesini baskilamasina ragmen,
cetyltrimethylammonium  bromide (cetrimid veya CTAB), 2,4,4-trichloro-2-
hydroxydiphenyl ether (Irgasan) veya benzer bilesikleri iceren Pseudosel agar medium,
Cetrimide agar medium, Pseudomonas agar medium, Pseudomonas izolasyon agar
medium ve Pseudomonas agar F medium gibi besiyerlerine etkenin seciciligini artirmak
amaciyla katilirlar. Cetrimide kullanimi Pseudomonas’larin iliremesine eslik eden
mikrobiyal floranin {iremesini baskilamak ve P. aeruginosa’nin biiylimesini
siirlandiracak florayr minimize etmek amaciyla katilir. P. aeruginosa’nin pigment
tiretimi bu ortamda tiredikleri zaman inhibe olmaz. Ayrica nalidixic acid ilavesi ortamda
bulunan diger mikrobiyal floranin inhibisyonuna yardimci olmak amaciyla katilir (Goto

ve Enomoto, 1970).

2.2.Fizyolojisi

2.2.1.Metabolizma ve Metabolik Yolaklar:

Pseudomonas ¢ogunlukla oksijenli solunum sistemini kullanir. Ancak, bazi
tirleri “arjinin fermentasyon” olarak adlandirilan arjinin deaminaz enerji {iretim
yolagini ve bazi tiirleride depiruvat fermentasyon sistemini de kullanabilir. Biitlin tiirler
oksidatif fosforilasyon i¢in terminal elektron alicisi olarak oksijeni kullanir. Bazi tiirleri
ise aerobik yolak ile es zamanli ¢alisarak, anaerobik solunum sistemine de destekleyici
olarak sahiptir. Baz1 Pseudomonas tiirleri i¢in karakteristik olan bu destekleyici
yolakda, son elektron alicisi olarak nitrat (NOs3) kullanilir. Bu durum “nitrat solunumu”
olarak adlandirilir. Nitrat solunumu yoluyla denitrifikasyon enerji-iiretimi i¢in katobolik
bir siiregtir ve bu olay nitratin denitrifikasyon asimilasyonu sonucu amonyaga
indirgenmesiyle gerceklesir (Moore ve ark., 2006).

Baz1 Pseudomonas tiirlerinin elektron transport zincirinde mevcut olan ve en
¢ok a-, b- ve c-tip sitokrom igerdikleri saptanan sitokromla karakterize edilmistir
(Stanier ve ark., 1966).

P. chloritidismutans tiirii ise oksijeni yanisira, Klorat (ClOs’), alternatif enerji

tiretimi i¢in elektron alicisi olarak kullanabilir (Wolterink ve ark., 2002). Biitiin tiirlerde



hiicre katabolik mekanizmasinin diizenlenmesinde trikarboksilik asit (TCA) siklusu
kullanilir. Hemen hemen biitiin Pseudomonas tiirleri glikolitik yolagi 6-fosfofruktokinaz
yoklugu nedeniyle tamamlayamazlar. Pseudomonas tiirleri karbon ve nitrojen
kaynaklar1 olarak aminoasidi kullanabilir. Aminoasit varliginda, hiicre- spesifik
membran permeaz aktive olur, bu da aminoasitleri sitoplazmik bosluga gecisi i¢in
transport mekanizmasini saglar. Gida kaynagi olarak aminoasit kullanimi hiicre
enerjisini giivende tutar. Ciinkii aminoasitler hemen kullanilabilir ve ¢ok az veya hig
modifiye olmadan hiicrede meydana gelecek olaylarda direk olarak kullanilabilirler
(Moore ve ark., 2006).

Pseudomonas genusundaki biitiin tiirlerin fizyolojik 6zellikleri test edilmemis
ve bu nedenle istisnai tiirler bulunabilir. Bundan dolayi, nitrojen fikzasyon etkenleri
olan P. stutzeri ve P. aeruginosa arjinin ve az miktarda yeast ekstrakti ile anaerobik

ortamda yavas da olsa biiyiiyebilmesi saglanabilir (Moore ve ark., 2006).

2.2.2. Genetik Ozellikleri

P. aeruginosa genomu %65 Guanin ve Sitozin i¢eren 5,2-7 milyon baz cifti
(Mbp) biiytikliigiindedir (Sekil 2). Cesitli aksesor genomlari ise bir dizi genomik adalar
tarafindan sekillendirilir ve bunlar ilkel tRNA-miidahaleleli adacik tipleridir. Ana veya
merkez genom, %0,5 oraninda diisiik diizeyli niikleotid farkliligindan olusur ve

siralanmis genleri muhafaza eder (Wiehlmann ve ark., 2007).

Fseundomonas acryginosa
strain PAOI
6,264,404 bp

Sekil 2. P. aeruginosa genomu (https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Pseudomonas_aeruginosa)



https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Pseudomonas_aeruginosa

P. aeruginosa sitoplazmasinda tek veya asir1 sargil sirkiiler kromozoma sahiptir
(Fick, 1993). Bu bakteri ayrica patojen olarak organizmanin yasam dongiisiinde g¢ok
onemli rol oynayan pek c¢ok hareketli-kromozom plazmidleri de stoplazmalarinda
tasirlar. Bu plazmitler antibiyotik direnclilikte 6nemli rol oynayan (6rnegin TEM, OXA
ve PSE) beta laktamaz tiretimi i¢in kodlanir. Bu 6zelliklere sahip olan P. aeruginosa,
zorlu bir patojen olarak adlandirilir (Craig ve Ebert, 1994).
P. aeruginosa, P. putida, P. syringae ve P. fluorescens genomlarinin
%10’unun genetik 6zelliklerini, gen diizenlemelerini kapsayan iirlinleri kodlar (Moore

ve ark., 2006). Bunlar;

a)Pseudomonas’da Sigma Faktorii:

Pseudomonas genusunda merkezi (core) RNA polimerazi, bu genusda yeralan
tirlerin sahip oldugu ¢ok sayida ve gesitlilikteki genlerin transkripti i¢in birden fazla
degisik sigma faktorleri arasindan segilebilir. Pseudomonas housekeeping gen
ekspirasyon kontroliinii baslatict olarak tanimlanan, biiyiikk bir sigma faktoriine yani
“c'%” e sahiptir (Dominguez-Cuevas ve Marquéz, 2004). Pseudomonas promotorlarina

bagl olan ve deneysel olarak transkripsiyonel baslatic1 nokta olarak belirlenmis 149 ¢'°

derlemistir. ¢’® familyas1 icinde filogenetik ve fonksiyonel olarak belirli alt
gruplarindan olusan ekstrasitoplazmik fonksiyon (ECF) sigma faktorleri i¢in kodlayan
actk okuma gergevesi (multiple open reading frames —ORFs) Pseudomonas genusu
icinde bulunmustur (Martinez-Bueno ve ark., 2002). Bu sigma faktorlerinin baslicalari,
RpoS (sigma-38), RpoH (sigma-32), FliA (sigma-27), AlgU (sigma -22, E.coli’de
RPOE’nin homologu) ve PvdS vb. dir. Bu sistem, yolaklarda demir alinimi, aljinat
biyosentezini, virulans faktor sentezini, pek ¢ok stres faktoriine karsi dayaniklilik ile
dis membran porinlerin (protein) salinimi gibi olaylar1 kontrol eder. Olduk¢a 6nemli
olan bu sistem, P. aeruginosa’da iyi karakterize olmustur (Brinkman ve ark., 1999;
Beare ve ark., 2003). iki ECF bulunur. Bunlar;

1) AlgU: Aljinat biyosentezini, mukoit fenotipi danisma (Govan ve Deretic,
1996) ve biiyiikk 1s1 sok sigma faktor o ‘y1 (bu nedenle, olasilikla global gen
diizenlemesinde rol oynar) kodlayan bir genin ekspresyonu ile gerceklesir (Govan ve
Deretic, 1996).
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2) o P¥dS: Bu da bir sigma faktorii olup, piyoverdin siderofor biyosentezinin
diizenlenmesinden sorumludur (Moore ve ark., 2006).

P. aeruginosa ‘nin “ ¢ £ ECS” faktorii algU geni tarafindan kodlanir ve algU-
mucA-muchB-mucC gen kiimelerinin bir parcasidir. ¢ E aktivitesi, memrana lokalize
olmus MucA proteini tarafindan kontrol edilir ve bu periplazmik protein mucB
tarafindan stabilize edildigi goriilmektedir. MucC’nin fonksiyonu ise heniiz
bilinmemektedir (Boucher ve ark., 2000). P. aeruginosa’da aljinat biyosentez genlerine
ek olarak, o F’ya bagl ekspresyonlarinin transkripsiyonal mikro array profilleri ¢ £
¢emberinin parcast olarak ortaya ¢ikmistir (Moore ve ark., 2006). Bunlar:

1) pfpl: putative proteazi kodlar.

2) osmE: ozmotik olarak uyarilabilir bir lipoproteini kodlar.

3) Birgok membran proteinleri kodlayan genlerdir.

4) Metabolik proteinleri kodlayan genlerdir.

5)Adezyon ve ilag¢ direngliligini (effluks pompasi gibi) kapsayan proteinleri
kodlayan genlerdir (Moore ve ark., 2006).

Pek ¢ok ECS sigma faktorii biitlin Pseudomonas’larim ekolojik uyumunda
onemli rol oynayan demir alinimini kapsar (Venturi ve ark., 1995). Demir alimi sigma
faktoriiniin en iyi karakterize edilmis olan1 “PvdS” olup, piyoverdin biyosentezi igin
ihtiyag duyulan genlerin transkripsyonel genleri baslatir (Beare ve ark., 2003). ¢ PV4S
aktivasyonuna uzanan sinyal yolagi, ferri-piyoverdine dis membrane reseptoriinii ve
FpvA’y1 kapsar ve ferrik-piyoverdin ile etkilesim halinde olup, anti- ¢ ™ faktoriine bir
sinyal gonderir. FpvR , ¢ ™9’nin baskisiyla salinir. Bu sayede Pseudomonas’ da
piyoverdinin sentezlenmesinin yanisira toxA ve prpL genlerinin transkripsiyonuda
baglar (Lamont ve ark., 2002). P. aeruginosa PvdS protein IS box (G/C G/C TA AAT
T/A C/G) dizayn edilmis -35 bolgede bir DNA sequensinde bir¢ok pvd aktiflestiricisine
baglandig1 goriilmiistiir. Bu sigma faktorii tarafindan spesifik tanimlanmasi uygun
promotor fonksiyonu i¢in 6nemlidir (Wilson ve ark., 2001).

Biitiin Pseudomonas genomlari; 6zellikleri 6’ ailesinden farkli o °* faktorii
kodlayan rpoN genine sahiptir (Valls ve ark., 2004). c>* sisteminin en ayirt edici
ozelligi “-12/24 motifleri” olarak da adlandirilan, 6°* iceren RNAP’m baglanmasi igin
karakterize edilen sequens varligina sahiptir. 6> gen iiretiminin fonksiyonlar: farkli

Psuedomonas tiirlerinde farkliliklar gosterir. P. aeruginosa ve P. putida’in rpoN
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mutanslariin en yaygin 6zellikleri glutamin sentetaz enziminden yoksun olup, iireaz
tretimi bu nedenle negatiftir. P. syringae ve P. aeruginosa rpoN mutantlart vahsi
suglara kiyasla daha az virulanstir (Hendrickson ve ark., 2001). rpoN’e flagellumun

sekillenmesi ve liremesi i¢in ihtiyag duyulur (Moore ve ark., 2006).

b) Regiilator Ailesi: LysR transkripsiyonel regiilator ailesi Pseudomonas
genomlarinda en genis paraloji (aym1 organizmada ¢ok sayida genin farkli kromozal
lokasyonda yer almasi) grubunu igerir. LysR-tip regiilator ¢ok farkli fonksiyonlarin
diizenlenmesinden sorumludur ve protokatekulat (PcaQ) ve katekol katabolizm (CatR)
ve diger toprak ve bitki iligkili fonksiyonlar gibi aromatik metabolizmalar1 kapsayan
protein ve enzimlerin ekspresyon aktivitelerinde rol oynar. Karbon metabolizmasi, stres
cevabi ve patojenezis gibi AraC transkripsiyonel diizenleme kontrol siirecleri
Pseudomonas genomlarinda oldukg¢a yaygin (30’dan fazla {iyede) olarak bulunmaktadir.
c°* familyasi ile birlikte ¢alisan NtrC ailesi biitiin Pseudomonas’ larda yaygin olarak
bulunur ve farkli diizenleme dongiilerinde calisir. (Valls ve ark., 2004). P.
aeruginosa’da, fenilalanin metabolizmasi ig¢in PhhR diizenlenmesi (Song ve Jensen
1996) ve giiclii bir lipaz kodlayan lipA genin diizenlemesi bu diizenleme dongiisiine
dahildir (Jaeger ve ark., 1996). Pseudomonas genusunda farkli tiirler, fenol, toluene/m-
ksilen, o-ksien ve 2-hidroksibifenil gibi aromatic birlesiklerin metabolizmasi i¢in gok
sayida katobolik yolaklar DmpR, XyIR; TouR ve HbpR gibi ¢>* regiilatorii kontrolii
altindadir (Arenghi ve ark., 2001; Valls ve ark., 2004).

Pseudomonas genomlar1 antibiyotik, deterjan ve solventlere direngliliklerin
gelismesinden sorumlu genler olan TetR ve IcIR familyasinin baskilayicilart gibi ¢ok
cesitli diger diizenleyici genleri de igerir. Biitin Pseudomonas genomlarinda asnC,

gntR, lacl, luxR, Cro/cl, merR ve fis gibi familya tiyelerini igerir (Moore ve ark., 2006).

c) Achik ve Besinsel Duyarhlikta iki-Bilesikli Fosfarilaz Sistemi: Biitiin
Pseudomonas tiirleri iki-komponentli fosforilaz sistemini (TCSs) igerir. Bu sistemler
histidine-kinaz sensor ve yanit diizenlenmesinden (response regiilator —RR) olusur.
Kisaca agiklanacak olursa, ¢evresel uyarilara yanitta sensor auto-fosforilazlar ve sonra
regiilator yanit i¢in sinyal uyumunu saglar. Yukarida bahsedilen familyalardan birine ait

olup, buda sirasiyla fosforilazasyonla aktive olur. TCSs orneginde, FleS/FleR cifti
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dahildir. Bu cift P. aeruginosa’da musinlere yapisma ve hareketlilik diizenlemesinden
sorumludur (Richtings ve ark., 1995) ve PilS ve onun RR PilR pilinin
transkripsiyonunun diizenlemesinden sorumlu pilA genini diizenler. (Hobbs ve ark.,
1993). CrbA CrbB ile birlikte cestli spesifik metabolik yolaklar1 kontrol eder ve farkli
karbon-nitrojen (C/N) oranlarma yanitta gesitli dogal substratlarinin katobolizmasini
degistirir. Nitrojen besini yoklugunda da TCS sistem NtrB-NtrC’yi kapsarken, PhoR-
PhoB fosfat asimilasyonunu kapsar. P. aeruginosa’da demir kazanimindaki TCSs’in
onemli rol oynadigi saptanmustir. PfeS-PfeR ¢iftine, demirin, enterobaktin reseptor
PfeA’nin enterobaktin-indiiklenmesi i¢in ihtiya¢ duyulur (Dean ve Poole,1993). PirR-
PirS sistemi ise ikinci diigiik-affiniteli ferri-enterobactin alim sistemi olarak gorev goriir
(Vasil ve Ochsner, 1999). GacS sensorii P. aeruginosa’da virulans regiilasyonunu igerir

ve RR GacA ile birlikte ¢alisir (Reimmann ve ark., 1997).

d) Pseudomonas’da Katabolik Baski: Pseudomonas tiirleri potensiyel karbon
kaynaklar1 karisimina maruz kaldiklarinda, etken bir diizen dahilinde bu kaynaklari
parcalar. Gergekte, bir ¢ok Pseudomons tiirleri, pek ¢ok organik asitleri veya amino
asitleri sekerlere tercih ederek metabolize ederler. Pseudomonas’lar siiksinat veya
glukoz ile karsilastiklarinda, glukoz metabolizmas1 i¢in enzimler; siiksinat tamamen
tikeninceye kadar indiiklenmezler (Collier ve ark., 1996). Fakat glukoz, mannitol ve
histidin metabolizmasini baskiladig1 bilinmektedir. Diger bakterilerin aksine, katabolik
baskict AMP tarafindan yapilmamakla beraber, pek¢ok sinyal integrasyonu tarafindan
tercih edilir (Rojo ve Dinamarca, 2004). Katabolik baski i¢in molekiiler temeli simdiye
kadar ¢ok 1yi anlagilmamistir. Bununla birlikte toplanan veriler 15181 altinda, Crc protein
P. aeruginosa ve P. putida’da nitrojelendirilmis bilesikler ve seker, amino asit
metabolizmalarin1 kapsayan genlerin baskilanmasini kapsayan baskici genleri de ihtiva
eder. Crc dallanmis-zincirli amino asitlerle alkanlarin metabolizmasini kontrol eder
(Yuste ve Rojo, 2001). Bu protein Pseudomonas’da biyofilm gelisimini de kapsadigi
sOylenir (O’Toole ve ark., 2000).
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2.3. Virulans Faktorleri

Virulans faktorlerinin salinimi mikroorganizmanin iiredigi logaritmik fazda
gerceklesir. Bu faktorlerinin salinim ve diizenlenmesi karmasik bir sistemdir. P.
aeruginosa enfeksiyonlarinin patojenezinde de konaga ve bakteriye ait gesitli virulans
faktorleri rol oynar. Genel olarak bu bakterinin virulans faktorleri; i) hiicre ile iliskili
olan virulans faktorler ve ii)hiicre digina salinan virulans faktorler olmak tizere iki grup
altinda toplanir (Woods, 2004).

P. aeruginosa enfeksiyonun olusumunda ilk asama, etkenin adezyonu ve
kolonizasyonudur. Daha sonraki asamalarda bakteri lokal olarak invaze olur ve takiben
yaygin sistemik enfeksiyonu olusturur (Magin, 2014).

P. aeruginosa hiicre yiizey komponentleri, ekstraseliiler enzimler ve toksinleri
iceren ¢esitli virulans faktorlerie sahiptir. Asagida yer alan virulans faktorlerinin biiyiik
cogunlugu iki farkli regiilasyon sistemi tarafindan kontrol edilir (Sekil 3). Bu sistemler;
iki-bilesenli (komponentli) transkripsiyonal regiilatér sistemi ile Quorum Sensing
Sistemidir. Bu iki mekanizma mikroorganzmanin konakgida canli kalmasi ve iiremesi

icin gereklidir (Khalifa ve ark., 2011).
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2.3.1.Bakteriyel Hiicre Yiizeyi Virulans Faktorleri

Kirpik (Flagella): Patojenezde kritik bir role sahip olan Kkirpik,
P.aeruginosa’nin yiizeyinde kutupsal yerlesimli filamant6z bir uzantisidir ve bakterinin
yiizme seklindeki hareketinden sorumlu yapidir. Kirpik sayesinde bakteri, asiolaGM1
gibi yaygin membran komponentleri aracilifiyla epitel hiicrelerine baglanarak adezyonu
saglar. Kirpik, P.aeruginosa’nin kolonizasyon basarisindan sorumludur ve oldukga
immiinojeniktir (Singh ve ark., 2002).

Pilus (Fimbriae): Pilus veya fimbriae, P.aeruginosa’nin kisa, filamant6z
yiizey uzantilaridir. Cogunlukla ¢oklu pilus mevcuttur ve piluslar P.aeruginosa’da
segirme (twitching) seklindeki hareketinden sorumludur. Bakterinin hiicre yiizeyine
tutunmasinda adezinler (protein yapisinda) biiyiik rol oynar. Bu yapi, etkenin hava
yollarina hizla yayilmasina ve kolonize olmasina yardimci olur. Piluslar bu nedenle
adezin proteinleridir. P. aeruginosa’da pilus diginda ikinci bir adezin yapisi daha vardir.
Bu adezin yapisi ise pilus dis1 adezinlerdir (tutunucu hiicre yilizeyi yapilar1). Bu yapilar
etkenin enfeksiyon olusturacagi bolgede yer alan epitel hiicre yiizeyinde siyalik asitsiz
gangliozid reseptor (asialoGM1) yapilarina baglanarak, kolonizasyonun adezyon
fazinda 6nemli rol alirlar (O'May ve ark., 2009). Bu amagla, dnce néromidaz iiretilir.
Olusan néromidaz gangliozitlerdeki siyalik asit kalintilarin1 yok eder. Daha sonra etken
adezinler sayesinde asialoGMI1 reseptorlerine baglanir (Baron ve ark., 1986; Erdem,
1999).

P. aeruginosa sahip olduklar1 piluslari ile epitel hiicrelerine tutunmakla
beraber, musine tutunamazlar. Bu yapiya pilus disi adezinleri kullanarak tutunurlar.
Yani pilus dis1 adezinler etkenin hem epitel hiicresine, hem de musin yapisina
tutunmasini saglar (Baron ve ark., 1986; Erdem 1999).

Lipopolisakkaritler: P. aeruginosa’da dis membranin i¢ yiizi, tipik ¢ift kath
fosfolipid tabakaya benzemekle beraber, dis membranin dis yiizii ise baslica
lipopolisakkarit (LPS) tabakadan olusmaktadir. LPS tabakasi fosfolipid ikili-katman
icine yerlesen lipid A ve buna bagli kor polisakkaridi ve O-spesifik polisakkaridi iceren
hidrofilik kuyruktan olusur. Farkli O-spesifik polisakkarit zincirleri, esas olarak
P.aeruginosa serotiplerinin tanimlanmasinda kullanilir. Lipid A komponenti ise pek ¢ok
pro-inflamatuar yolakta aktiftir (Vasil ve Ochsner, 1999). LPS tabakasi adezyonda rol
alan 6nemli bir virulans faktérlerden biri olup, etkenin TLR4/CD14 veya TLR4/MD-2
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reseptorlerini taninmasinda ve asialoGM1 veya CFTR (cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator) reseptorlerine baglanmasinda 6nemli rol oynar (Kim ve ark.,
2005).

Aljinat: Aljinat, P.aeruginosa tarafindan iiretilen ekzopolisakkarit mukoid bir
yapi olup, tekrarlanan mannuronik asit ve glukronik asit polimerlerinden meydana gelir.
Aljinat, LPS gibi adezin fonksiyonu gosterir ve solunum epiteline P. aeruginosa’nin
tutunarak kolonize olmasini saglar (Salyers ve Whitt, 1994). Aljinatin asir1 tretimi, P.
aeruginosa’yr fagositozdan, dehidratasyondan, antibiyotiklerden ve hatta kazanilmis
konak yamitindan korur (Wozniak ve ark., 2003). Ornegin; aljinat, P. aeruginosa’y:
aminoglikozid antibiyotiginin bakterisid etkisinden korur (Baron ve ark., 1986). Aljinat
da bakterinin adezyonunda rol oynar. Aljinat sayesinde kolonize olmus olan etkeni
solunum yolu epiteli lizerine sabitler. Aljinat biyosentezinde gorev alan genler
kromozomun bir bdlgesinde kiimelenmis ve operon olarak organize olmusglardir.
Ortamda nitrojen miktarinin azalmasi ve yiiksek ozmolarite aljinat tiretimini tetikleyen
faktorlerdir. Mukoid fenotipten, mukoid olmayan fenotipe doniisiimii algS ve algT

genleri yardimiyla gerceklesmektedir (Salyers ve Whitt, 1994).

2.3.2. Salgilanan Virulans Faktorleri

Piyosiyanin: P. aeruginosa’min mavi pigment metaboliti olan piyosiyanin,
notrofillerde apopitozisi uyarmasi, konak yanitini baskilamasi ve IL-8 artis1 gibi
etkilerle patojenezde rol alir. Bu pigment ayrica silyali solunum yolu epitelinin
fonksiyonlarin1 bozar ve toksik serbest radikallerin salgilanmasina neden olarak, daha
onceden meydana gelmis olan doku hasarini artirir. Piyosiyanin al-antitripsini inaktive
eder, bu nedenle kistik fibrozisde bulunan proteaz-antiproteaz dengesizligine katkida
bulunurken (Britigan ve ark., 1999), P. aeruginosa ilave olarak elastazi ile kollojen,
fibrinojen ve elastin dahil ekstraseliiler matriksin pek ¢ok proteinine baglanir: Boylece
akciger paransimi i¢ine bakteri invazyonuna katkida bulunur (Wilson ve ark., 1987;
Britigan ve ark., 1999). Ayrica, piyosiyanin, ¢esitli mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal aktivite gostermektedir (Norman ve ark., 2004).

Piyoverdin: Piyoverdin bir siderofordur ve P. aeruginosa metabolizmasinda
kullanim i¢in ¢evreden demir baglayan kiigiik bir molekiildiir. Son yillarda yapilan

calismalarda piyoverdinin P. aeruginosa’nin ekzotoksin A (ekzoA) ve endoproteaz gibi
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diger virulans faktorlerinin sekresyonunun diizenlenmesinde ve kendi sekresyonunda
rol alan 6nemli bir virulans faktorii oldugu bildirilmistir (Song ve ark., 2010).

Alkali Proteaz: Alkali proteaz P. aeruginosa’ nin LasB elastaz ve LasA gibi
tirettigi bir¢cok proteazlardan biridir. Alkali proteaz, P. aeruginosa’nin tip | sekresyon
sistemi (TISS) tarafindan salgilanan, fibrini pargalayict bir proteazdir. P. aeruginosa
proteazlarinin ¢ogu gibi yalnizca korneal enfeksiyonlarin patojenezinde rolii acgikliga
kavusturulmustur. Alkali proteaz akut akciger hasarma da neden olabilir (Alcorn ve
ark., 2004).

Proteaz 1V: Proteaz IV, P. aeruginosa tarafindan salgilanan diger proteazlar
gibi patojenezde rol oynar. P. aeruginosa’nin sahip oldugu Proteaz IV o6zellikle
keratinin patojenezine katildigi bilinmektedir. Bununla birlikte yapilan caligmalarda
siirfaktan proteinleri A, D ve B’nin yikimi araciligiyla akciger enfeksiyonlarinin
patojenezinde de etkili oldugu gosterilmistir (Malloy ve ark., 2005).

Elastaz: Elastin akcigerlerin genisleyip, daralmasina olanak saglayan bir
proteindir ve akcigerlerde bulunan proteinin yaklasik %30’unu olusturur. P.
aeruginosa’nin elastolitik etkisinden LasA proteaz ve LasB elastaz sorumludur. LasB
bir ¢inko metalloproteinazdir. Bu enzim hiicre dis1 ¢inko proteaz olup, kollojen ve
elastin gibi Okaryotik proteinlere saldirir ve hiicrenin yapisal proteinlerini parcalar
(Lederbeng, 2000). LasA proteaz ve lasB elastaz enzimleri sinerjistik etki gostermek
suretiyle elastini pargalar. Yalniz LasA proteaz ise elastini yipratmakla beraber elastini
parcalayamaz. LasB ise elastazin elastolitik aktivitesini gii¢lendirir. LasB’nin proteolitik
ozelligi alkali proteazin on katidir (Salyers ve Whitt, 1994). Etken 6rnegin solunum
yolu epitelinde siirfaktan proteinleri A ve D’nin par¢alanmasi ve proteaz aktive edici
reseptOriin inaktivasyonu ile konak hiicre immiin yanitin1 azaltir (Salyers ve Whitt,
1994; Song ve ark., 2010). Kan damarlarindaki elastik tabakayi tahrip edici etkiye
sahiptir. Elastaz, dissemine P. aeruginosa enfeksiyonlarinda goriilen ektima
gangrenosum adl1 karakteristik lezyonlardan sorumludur (Bayrakal, 2008).

Fosfolipaz C: Fosfolipaz C, 6zellikle de hemolitik fosfolipaz C, P. aeruginosa
tarafindan Tip Il Sekresyon Sistemi araciligiyla ekstraselliiler bosluga salgilanan bir
fosfolipazdir. Okaryotik hiicre membran bileseni olan fosfolipitleri hedef alarak akut
akciger hasar patjenezinde rol oynar (Wiener-Kronish ve ark., 1993). P. aeruginosa’nin

akut akciger hasar1 ve inflamasyonunun patojenezinde rol aldigi gosterilmistir.
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Patojenik etkilerinin bir kismi (elastaz gibi) siirfaktan inaktivasyonu ile olmakta olup,
konak nétrofil oksidatif patlama yanitini1 baskilar (Romero ve ark., 1998).

Ekzotoksin A (Ekzo A): P. aeruginosa'nin en énemli virulans faktorlerinden
biridir. Bu toksinin ¢ok kiiciik bir dozu bile deney hayvanlarinin Gliimiine yol
agcmaktadir. Ekzo A, bir ADP-ribozil transferaz 6zelligindedir. Tip II sekresyon sistemi
araciligiyla ekstraselliiler bosluga salgilanan ekzotoksin (ekzo) A, elangasyon faktor-2
(EF-2)’yi dolayisiyla protein sentezini inhibe ederek hiicre Oliimiine yol agar.
Enfeksiyon sirasinda Ekzo A’nin konak yanitin1 baskiladigi bildirilmistir (Wick ve ark.,
1990; Lederbeng 2000; El-Naggar ve ark., 2009). Ekzo A ozellikle yanik yarasi ve
kronik akciger enfeksiyonlar1 sirasinda doku hasarmin olusmasinda énemli role sahiptir.
Ayrica, ekzo A, T ve B lenfositleri i¢in immiinsupresyon olusturucu etkiye sahiptir.

Ramnolipid: P. aeruginosa’da ramnolipid varlig: ilk olarak 1949’da Jarvis ve
Johnson tarafindan gosterilmistir (Jarvis ve Johnson, 1949). Ramnolipit bir glikolipid
biyosiirfaktan olup (Abdel-Mawgoud ve ark., 2010), biyosiirfaktan 6zelligi yapisindaki
ramnoz igeren glikolipid sayesinde gosterir (Lang ve Wullbrant, 1999). Deterjan benzeri
etkisiyle akciger siirfaktani fosfolipidlerini ¢oziiniir hale getirir ve fosfolipaz C’nin etki
etmesine yardimei olur. Ayrica, mukosiliyer tasinimi ve silya fonksiyonlarini inhibe
eder. Ramnolipid ayni zamanda bir hemolizindir (Karatuna ve Yagci, 2008).
Ramnolipitler P. aeruginosa tarafindan logaritmik {iremenin stationary (duragan)
fazinda ve 6zellikle demir ve nitrojen konsantrasyon sinirli oldugu durumlarda dretilir

(Guerra-Santos ve ark., 1986).

Swarming Motility

stuspyed axfesse 1j Junipua g ¢

Sekil 4: Swarming hareketi ve ramnolipit iligkisi ( Meliani ve Bensoltane’dan, 2015).
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Sitotoksin: Onceleri 16kosidin olarak bilinen sitotoksin, 25,000 mol agirliginda
toksik bir protein olup, nétrofil fonksiyonlarini inhibe eder. P. aeruginosa’da bulunan
bu toksin “yetiskin solunum stresi sendromu” adi verilen akciger hasarmna yol acgar
(Vasil ve Ochsner, 1999; Kim ve ark., 2005; O'May ve ark., 2009).

Slime faktor: P. aeruginosa’nin bazi kosullarda olusturdugu polisakkarit
kapsiil yapisina “slime tabakasi” denir. Bu tabaka, konak¢inin bagisiklik sistemini
etkileyerek, etkeni konak savunmasindan korur (Lagournintzis ve ark., 2003).

Tip 11 Sekresyon Sistemi (T3SS): Bu sistem, hedef hiicre iizerinde por
acmak suretiyle, pilus benzeri bir olusum olusturur. Bu olusum sayesinde iki hiicre
arasinda koprii olusur ve bu koprii yardimiyla da P. aeruginosa’nin efektor proteinleri
okaryot hiicre stoplazmasina iletilir. Bu proteinler, aktin hiicre iskeletini ve protein
sentezini inhibe ederek hiicresel aligverisi bozar. T3SS, P. aeruginosa disinda diger
patojen bakterilerde de bulunur (Kipnis ve ark., 2006). T3SS sayesinde, ekzoenzim
(ekzo) S, T, Y ve U toksinleri salinir (Hauser, 2009). Ekzo S ve T, birden fazla
enzimatik ve kimyasal role sahiptir. Ekzo S ve A’nin birlikte bulundugu enfekte
hastalarda, mortalite oran1 daha yiiksektir. EKzo S ise hiicresel apoptozis igin gereklidir.
Akciger enfeksiyonlarinda dogrudan doku hasarina yol agarak etkenin invazyonunda rol
oynar (Nicas ve ark.,, 1985). Ekzo T, P. aeruginosa’nin makrofajlar tarafindan
alinmasini engeller. EKzo T’nin yara iyilesmesini inhibe edici 6zelligi de vardir (Shaver
ve Hauser, 2004). Ekzo U, fosfolipaz A2 benzeri aktiviteye sahip olan giiglii bir
sitotoksindir (Mitov ve ark., 2010).
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hydrogen cyanide
rhamnolipids

Sekil 5: P. aeruginosa’da QS dongiisi ve bu dongiiniin diizenledigi virulans faktorler (van Delden’den,
2004).
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2.4. Quorum Sensing ve P. aeruginosa’nin Patojenezindeki Rolii

Biyofilm; mikroorganizmalarin birbirleriyle, bulunduklar1 yiizeylerle veya
bulunduklar1 yiizeylerden daha alt tabakalara yani ara yiizeylere geri doniisiimsiiz olarak
tutunmalarin1 ve yapismalarini saglayan, ayni zamanda biiyime oram1 ve gen
transkripsiyonuna bagli olarak farkli fenotipik oOzellikler kazanarak salgiladiklari
“ekstraseliiler polimerik substant (EPS) (hiicre dis1 polimerik madde) matriksine verilen
addir (Shunmugaperumal, 2010). Biyofilm olustuk¢a, mikro ¢evredeki degisiklikler gen
ekspresyonlarinda da degisiklikler olusturarak biyofilmin olusumunu hizlandirmaktadir.
Biyofilm olusturan genetik materyal plazmidler araciigi ile de kolaylikla
aktarilmaktadir. Biyofilm olusumu bes evrede gergeklesir (Post ve ark., 2004). Bu
asamalar;

1) Yiizeyin uygun duruma getirilmesi (Surface conditioning),

2) Geri doniistimlii tutunma (reversible attachment),

3) Geri doniisiimsiiz tutunma (irreversible attachment)

4) Kolonizasyon ve

5) Kopma

Biyofilm sayesinde EPS igerisine gomiilii olarak yasamlarini siirdiiren
mikroorganizmalar immiin sistem elamanlarindan, antibiyotiklerden, patojenlerin
iretmis oldugu antimikrobiyal iriinlerden, fiziksel, kimyasal ve biyolojik streslerden
korunurlar (Nouraldin ve ark., 2016). Hatta son c¢alismalar biyofilm igerindeki
bakterilerin antibiyotiklere karsi 1000 kat daha direngli oldugunu ortaya koymustur.
Boylece biyofilm i¢indeki mikroorganizmalar yasadiklar1 ¢evrede planktonik formlarina

gore daha fazla hayatta kalma ve biiylime sansina sahip olurlar (Hassan ve ark., 2011).

2.4.1.Quorum Sensing Sistemi

Bakteriler biyofilm olusturabilmek amaciyla bitisiginde yer alan bakteri
hiicrelerinin de biyofilm olusturmasi yoniinde uyarabilmek icin ortama kiigiik, diffuze
olabilen molekiiller yayarlar. Hiicreler arasindaki bu iletisim, “Quorum Sensing” (QS)
ad1 verilen sistemler ile gerceklestirilmektedir. Ancak, hiicre-hiicre isaretlesmesi ile
iligkili olan bu tip kimyasallar, yapilar1 olduk¢a farkli olan ve siirekli genisleyen
molekiillerin toplanmasini temsil ederler. QS sistemindeki mekanizma, kendiliginden

sinyal {iiretebilen Autoindducer (AI) molekiillerinden olusur. Bu ifadenin nedeni,
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tiretildikleri hiicrenin metabolizmasi tizerinde diizenleyici etki gostermeleridir (Novick

ve Muir, 1999). Bazi mikroorganizmalar ise birden fazla farkli QS molekiilii

kullanmaktadir. QS sitemi iki sekilde gergeklesir; tiirler arast ve tir igi sinyal

molekiilleriyle iletisim. Gram negatif bakterilerde tiirden tiire QS mekanizmasinda Al
molekiil olarak N-acyl homoserin lakton (AHL, AHLs, acyl-HSL veya HSL), Gram
pozitif bakterilerde ¢ogunlukla oligopeptidler (Al peptitler) (Wong, 1998), hem Gram

negatif hem de Gram pozitif bakteriler ortak olarak Al -2 ‘leri de kullanmaktadir (Rafa

ve ark., 2005).
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Cesitli basamaklarda goriilen biyofilm yasam dongiisii. Baglangi¢ asamasi: Brown hareketi ile
bakterinin tutunmas, ikinci asama: Fagella yoluyla hareket ve fizikokimyasal cekicilik (van der
Waals etkilesimi). Ikinci ve Ucgiincii asamalar: Bu asamalarda geri doniisimli ve geri
doniimgiiz atagmant, flagella ve fimbriya ile ylizeye baglanma. Dordiincii asama: Hiicre
bolinmesi ile biyofilm olgunlasmasi ve Ozellikle polisakkaritlerin  hakim  oldugu
ekstraseliiler matriks ile biyofilmin bir arada tutulmasi. Beginci asama: Biyofilm matriksinin
kismen pargalanmas1 ve planktonik faza geri doniilmesi. Bazi bakterilerin diger yiizeye

kolonize olmak igin kagmas1 (Meliani ve Bensoltane’dan, 2015).
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Sekil 7: P. aeruginosa basta olmak tlizere Pseudomonas spp. oto-indiiktér (AI) molekilli (N-acyl

homoserin lakton) laktonlarin (AHL) tiretimi (Meliani ve Bensoltane’dan 2015).

QS sistemi, bircok bakteri tarafindan kullanilan, virulans faktor tretimi,
hareketlilik ve biyofilm sekillenmesini koordine eden, diffuze olabilir sinyal
molekiillerini {iretimi ve algilanmasiyla bakteri topluluklarinin yogunluklarini saptamak
i¢in kullanilan bir hiicre-hiicre iletisim seklidir (Jimenez ve ark., 2012). P. aeruginosa
iki ana QS sistemine sahiptir. Bunlar, Al sinyal molekiillerinin iiretimini (Lasl ve Rhll
sentezi yoluyla) ve algilanmasini (LasR ve RhIR traskripsiyonu) yonlendiren las and
rhl” dir. Las’'m Al sinyal molekiilii N-(3-oxododecanoyl)- L-homoserine lactone (HSL)
(3-0x0-C12-HSL), rhl nin Al sinyal molekiilii ise N-butanoyl L-homoserine lactone (Cs-
HSL)’dur (Jimenez ve ark., 2012). Uciincii QS sistemi ise Quinolon sinyal (PQS)
temeline dayanir. Bu QS sistemi ise acyl homoserine lactones (AHLS) sistemi olup,
kapsamli bir yoldur.

QS sistemi, yogun bakteriyel toplulugun taninmasinda oldukg¢a énemlidir. Bu
tip bir diizenleme topluluk seviyelerinde bakterilerin davranislarini kontrol eder
(Davies, 2003). Bu asamada tutunma, kimyasal baglanmadan ziyade elektrostatik bir
etkilesimle oldugu i¢in geri doniistimliidiir. Ancak, hiicrelerin bazilar1 daha siki bag
kurmak amaciyla yapilar sekillendirir, bu da biyofilmin ikinci basamagi olan geri
doniistimsiiz (irreversibl) baglanma i¢in avantaj saglar (Costerton ve ark., 2004). Bakteri
hiicrelerinin yiizeye EPS iiretimi i¢in geri doniislimsiiz baglanmasi, bakteri hiicrelerinin

membrana bagli uyarict proteinlerin uyarimi  sonucu sekillenir (Boyd ve
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Chakrabarty,1995). Bu uyarim, bakteri hiicreleri arasinda kopriiler kurulmasi ve
sonrasinda yiizeyde bakteri kiimelerinin olusumuna izin verir (Donlan, 2002; Hall-
Stoodley ve ark., 2004). Biyofilim bilesiminde yer alan “Birlesmis Protein Yapis1”
(Biofilm associated protein-BAP) sayesinde organizmalar yiizeye kolonize olabilir ve
burada siirekli kalabilir. Bu nedenle BAP oldukc¢a dnemlidir (Tormo ve ark., 2005).
Ornegin, aljinatin P. aeruginosa’nin yiizeye yapismasinda ve biyofilm gelistirilmesinde
tamamlayict oldugu bilinmektedir (Davies ve Geesey, 1995; Hall-Stoodley ve ark.,
2004).

Tutunma isleminden sonra, biyofilm olusturmak yoniinde farklilasma isleminin
baslamasi, QS sisteminden gelen haberlesme sistemindeki yanitlara baglidir. Bu sistem
ile bakteriler cevrelerindeki bakteriyel populasyonun yogunlugunu belirlerler. Bir
yiizeye tutunan her bakteri, ortama mesaj veren bir molekiil salgilar. Yiizeye tutunan
bakterilerin sayis1 arttikca, bu sinyalin lokal konsantrasyonlar1 artmaktadir. Bu sinyal
molekiiliiniin (Al) konsantrasyonundaki artis ile birlikte, biyofilm olusumuna yonelik
bir dizi islem baslatilmis olur. Biyofilm igerisindeki bakteriler hiicrelerarast ve diisiik
molekiil agirliklarina sahip haberciler araciligiyla iletisim saglarlar (Sahin, 2007).

Yapilan galigmalar ile tek hiicreli bakterilerin birbirleri ile iletisim kurabildigi ve
degisen bir ortama yanit verebildikleri gosterilmistir. Bu tiir bir hiicreden hiicreye
iletisim dizgesinin (¢cogunlugu algilama), bakteri topluluklarinda gen sunumunun
uyumu ve islevsel yonetiminde temel roller oynadig: bilinmektedir. Hiicre yogunluguna
bagli olarak QS sistemi; bakteriler kiigiik isaret molekiillerinin birikimine yanit verirler,
ortami tararlar ve salimimda bulunurlar. Bu tiir etkilesimlerin sonucunda da bir grup
hedef genin diizenlenmesi saglanir (Dong ve Zhang, 2005). Bu mekanizma, belli bir

isaret yogunluguna ulasildiginda, bazi1 genlerin agilmasini garantiler.

2.4.2. Pseudomonas ’larda QS Sistemi

P. aeruginosa ve diger Gram negatif bakteriler tarafindan tiretilen ve tiir i¢inde
kullanilan Al’lerinin ana sinifin “N-Ag¢il homoserin laktonlar (AHLs-N-acylated
homoserine lactone)” olustururlar. AHL’ler 4 ile 18 karbon (C) uzunlugunda acyl
zincirlerini tastyan homoserin lakton (HL) halkalarindan olusmaktadir. Bu yan
zincirlerde Cs pozisyonunda ya da doymamis ¢ift baglarda nadiren modifikasyonlar

goriiliir (Fuqua ve ark., 2001).
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P. aeruginosa’da bulunan QS sistemi hiyerarsik bir QS dongiisii tarafindan
kontrol edilir. P. aeruginosa’da ii¢ ana QS sistemi bulunur. Bu sistemler;

1) Lasl-LasR,

2) RhlI-RNIR

3) PQS-MVTR.

Bu sistemler, biyofilm formasyonu ve virulans faktor tretimi icin gen
ekspresyonunu kontrol eder. P. aeruginosa’nin QS sistem genlerinin fonksiyonlar1 tek
baslarma ¢alismayip birlikte fonksiyon gosterirler. Baska bir ifadeyle, rhl genlerinin
ekspresyonu las genlerinin regiilasyonu altinda gergeklesmektedir (Girard ve
Bloemberg, 2008). Kisaca aciklanirsa; Al sentaz geni LasRI sisteminden olusur. Bu
sistemlerden lasl ekstraseliiler diffuze olabilen AHL sinyal molekiillerini ve N-(3-
oxododecanoyl)-L-homoserine lactonu (OdDHL) tiretir. OdDHL transkripsiyonel
regiilator olan lasR tarafindan tanmnir. lasR daha sonra Rh1l-Rh1R sistemini etkileyen
cesitli gen ckspirasyonunu yonetir. Nitekim rhll N-butyryl-L-homoserine lactone
(BHL) sinyal molekiiliinii tretir (Sekil 8). Bu molekiil onun akrabasi olan
transkripsiyonel regiilator RhIR’yi baglayabilir. LasR ve RhIR transkripsiyonel
reglilatorler yiiksek yogunluktaki P. aeruginosa’larin varliginda sekillenen yeterli
diizeyde OdDHL ve BHL oldugu zaman aktive olur (Pesci ve ark., 1997; Venturi ve
ark., 2006). Hiicre yogunlugundaki artis ile Al intraseliiler konsantrasyon diizeyi ii¢
katina ulasincaya kadar birikir. Bu kritik konsantrasyonda, onlar uygun diizenleyici
proteini baglarlar (Fuqua ve ark., 1996). Regiilator-protein Al kompleksleri onlarin
artan hedef genlerin yukar1 yondeki spesifik DNA dizilimini baglarlar. Bu sistemler, bu
yiizden bakterilerin birbirleriyle iletisimine (hiicre-hiicre sinyallesmesi), kendi
yogunluklarinin algilamasina ve koordineli bir sekilde davranmalarina, bireysel
hiicreden daha ziyade bir topluluk olarak spesifik genlerin ekspresyonuna izin verir
(Van Delden ve Iglewski, 1998). LasRI sistemi LasB ekspresyonunu diizenler ve LasA
proteaz ve ekzoA gibi diger ekstra-selliiler virulans faktorlerin optimal iiretimi igin
ihtiya¢ duyulur. Bu sistem P. aeruginosa sekresyon yolaginda proteinleri kodlayan
XCPP ve XcpR genlerinin transkripsiyonunu baslattigi da gosterilmistir (Gambello ve
ark., 1993)

PQS-MvfR sisteminde, 2-heptil-3-hidroksi-4 (1H) kinolon ve onun

prekiirsorleri transkripsiyonel regiilator MvfR’yi baglar ve sonrakileri kontrol eder
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(Kennedy ve ark., 2010). Bu molekiil (2-heptil-3-hidroksi-4 (1H) kinolon ) homoserin
lakton ailesine ait degildir. lasB geni, Las ve Rhl sistemi ekspresyonunu kontrol eden P.
quinolone sinyali tarafindan dizayn edilmistir. PQS ekspresyonu LasR’ye baglidir ve
RhIR geni ekspresyonunu artirir. Bundan dolay1 PQS Las ve Rh1 sistemleri arasinda bir
bag olarak rol oynar (Pesci ve ark., 1999).

Lasl-LasR ve RhlI-RhIR QS sistemi P. aeruginosa’nin virulansini kontrol
etmede ardisik olarak fonksiyon gosterir. Yapilan calismalarda QS ile ilgili olarak, P.
aeruginosa’nin kromozomal genlerinin % 6-10’u AHL’ler tarafindan diizenlendigi ve
diger Pseudomonas spp.’nin de ayni sistemi kullandig1 bildirilmistir (Arevalo-Ferro ve
ark., 2003).
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Sekil 8. P. aeruginosa’da QS sistemi (Alipour ve ark.’dan 208; van Delden’den 1998)

Bunlarin disinda P. aeruginosa ve diger Gram negatif bakterilerde LuxL/LuxR
diizenleyici sistem de bulunmaktadir. LuxL/LuxR diizenleyici sistem, bakterilerdeki QS
araciligiyla yapilan gen ekspresyonunun kontrolii i¢in gereken sistemdir. LuxL ve LuxR
homologlar1 ¢ok sayida bakteriyel genomda tanimlanmistir. LuxIR tipi QS sistemler gen

ekspresyonuna gore hiicre yogunlugunu kontrol ederler (Case ve ark., 2008). Pozitif
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feedback (geri-besleme) mekanizmasi genel olarak AHL QS sistemleri bagli olan LuxI
tipi gen ekspresyonlarini aktive eden LuxR tipi proteinleri igerirler. AHL Al molekiilleri
spesifiktir ve belirli bir AHL molekiilii sadece onu iireten tiirler tarafindan tespit edilir.
Boylelikle AHL tipi QS sistemleri ¢ogunlukla tiirler i¢i hiicre iletisimini tesvik eder
(Schuster ve ark., 2004). QS sinyal (N-3-oxooctanoyl-L-homoserine lactone)
(30CgHSL) eksikliginde TarR tamamlanamaz ve hizlica yok olurlar (Zhu ve Winans,
2001). P. aeruginosa’da bulunan QS sistemi hiyerarsik bir QS dongiisii tarafindan
kontrol edilir.

QS sistemi biraz daha agiklanacak olursa; lasl ve rhll genleri Als olarak
adlandirilmaktadir. Las geninin fonksiyonu ilk olarak LasB elastaz enzim aktivitesinin
bulunmasiyla ortaya ¢ikmistir. Bundan dolayr P. aeruginosa QS sisteminde las geni
olarak adlandirilmistir. Rh1 geni adlandirilmasinin nedeni ise ramnolipid {iretimindeki
biiyiik rolidiir. Rhl, ramnolipid iiretiminde gerekli olan ramnosil tranferaz enzimi
kodlayan rhlAB olarak adlandirilan bir operonun ekspresyonunu diizenler. Lasl; QS’de
Al sentaz olan N-(3 oxododecanoyl)-homoserin laktonu (3-0xo-Ci12-HSL) kodlar (Pesci
ve ark. 1997; Van Delden ve Iglewski, 1998). Bu QS signal serbest olarak P.
aeruginosa hiicrelerine diffuze olabilir. Al’ler belli bir kritik alt sinir konsantrasyonuna
ulagtigi zaman, Al’ler LasR proteine baglanir ve daha sonra LasR-Al kompleks
sekillenir. Bu kompleks daha sonra pek c¢ok virulans faktorleri kodlayan genlerle
birlikte bir seri hedef genleri tetikler. Ornegin; toxA (toksin A), lasA (elastaz), lasB,
aprA ve xcpR ve xcpP gibi. Bu genlerin yanisira, LasR-Al kompleksler lasl genlerin
saliminima neden olur (Sekil 8). Ikinci gen olan Rhll; N-butyryl-homoserin lakton’u (Ca-
HSL) kodlar. Bu Rhll geni ramnolipid, elastaz, piyosiyanin, siyanid gibi faktorlerin
tiretimini kontrol eder. Bu molekiiller LasR ve RhIR olarak adlandirilan transkripsiyonal
regiilatorleri aktive eder (Smith, 2003) (Sekil 8). Boylece, biyofilm igerisindeki
bakteriler virulans faktorlerin salinimini artirarak patojenezde rol oynamaktadir.
Bakterinin virulans faktorleri hiicrelerdeki siki baglantilar1 parcalayarak epitel
gecirgenligini arttirir ve enfeksiyon bolgesinde notrofil sayisinin ¢ogalmasina yol agar.
Bu durum interlokinlerin iiretimini uyararak pro-inflamatuvar etki gosterir (Salyers,
1994). 3 o0x0-C12-HSL ve C4-HSL molekiillerinin epitelyal hiicrelerin membran
biitiinliiglinii bozdugu bilinmektedir. Yapilan ¢alismalar sonucu 3 oxo -Ci2-HSL sinyal

molekiiliiniin bir hiicre ile etkilesime girmesi; o hiicrede inflamasyonu ve apoptozisi
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uyarir (Wu, 2005). Ozellikle pro-inflamatuar sitokinlerden Cox-2, IL-6, I1L-8 ve daha
birgogunun artisina da neden olmaktadir (Alcorn, 2004).

QS sistemleri genlerin ekspresyonunda Al veya haberci molekiiller ile biiyiik
bir role sahiptirler. C1o-HSL Al fibroblast ve bronsiyal epitel gibi insan akciger yapisal
hiicrelerinde IL-8 iiretimine neden olurlar. Al ayn1 zamanda inflamasyonda biiyiik rol
oynayan akciger fibroblast hiicrelerinde prostoglandin E2 ve siklooksigenaz-2 tiretimini
stimiile eder. Bunlarin 6tesinde, molekiil nétrofil ve makrofajlarda apoptozisi artirir.
Bundan dolay1 yukarida bahsedilen gen iireten virulans faktdrlerinin ekspresyonunun
diizenlenmesinde Al’ler ayni zamanda konak immun sistem fonksiyonu iginde

modiilator bir faktordiir (Smith ve ark., 2002).

2.4.3. P. aeruginosa QS sistemininin ozellikleri

a) Sistem yarigmaci nitelik tasimamaktadir. Bunun anlamu iki sistemin {irtinleri
arasinda herhangi bir iliskinin bulunmamasadar.

b) Baz1 bakteriyel genler iki ¢ift gen tarafindan kontrol edilirken, bazilari ise
tek gen tarafindan kontrol edilirler. Bu genler kendi kontrolleri altindadirlar. Buna gore
LasR proteini/C1>-HSL, lasl geninin kontrolii altindadir. Bunlar rhlR geninin
ekspresyonunu regiile ederler. RhIR proteini/C4-HSL de rhll gen transkripsiyonunu
regiile eder.

c¢) C terminali, ATG baslangi¢ kodonunun 40 bp akisinda LAS-Box’a baglanan
helix sarmalin1 motife eder. Las-Box 20 baz ¢ifti bolgesinden olusur. C-terminalindeki
amino asitler polimerizasyona katilirlar.

d) Rh1 sistemin R proteini C4-HSL varliginda ya da yoklugunda bir dimer
olusturur ve DNA’ya baglanirlar. Al’e baglanmasi durumunda hedef genin
ekspresyonunu etkileyebilir (Pesci ve ark., 1999).

P. aeruginosa’nin Biyofilm Yasam Dongiisii: Biyofilm sekillenmesi sonsuz
bir dongiidiir. Biyofilmde organize edilmis bakteriler, bir yiizeyde bakteri hiicrelerini
birlikte tutan ekstraseliiler polimerik substant (EPS) matriksi i¢ine gomiiliidiirler; bunlar
biitiin mikrobiyal enfeksiyonlarin %65-80’inini temsil eder. Bu mikroskobik diinyada,
biyofilm mecazi anlamda “mikrop sehri” olarak adlandirilir ve EPS ile birlikte total
biyofilm kitlesinin %85’ini olusturur ve “biyofilm hiicreleri evi” olarak adlandirilir.

EPS esas olarak biyomolekiiller, ekzopolisakkaritler, ekstraseliiler DNA (eDNA) ve
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biyofilmin mimarisini ve tiim yapisal iskeletinine katki saglayan yiiksek hidratlanmig
(su ile birlesmis) polar bir karisim olan polipeptidlerden olusur (Sutherland, 2001;
Flemming ve Wingender, 2010). P. aeruginosa suslarina ve/ veya besinsel durumlara
bagl olarak, farkli biyofilm fenotipleri olusabilir (Shrout ve ark., 2006). Ornegin,
glukoz minimal besiyerinde, P. aeruginosa PAO1’in biyofilm yasam siklusu 5 biiyiik
fenotipik asamasina ayrilabilir (Sekil 9). Planktonik bakteri, ¢ogalmak i¢in uygun bir
yiizeyin lizerine geri doniisiimlii olarak adeze olmasiyla baslar (Sekil 9a, Asama 1),
bunu geri doniisiimsiliz bakteri atagmani takip eder ki daha sonra EPS matriksinde
mikrokoloniler sekillenir (Sekil 9 (b), Asama II). ilerleyen bir sekilde, bakteriyel
mikrokolonileri genisler ve onlarin birlesmesi kolonize olmayan bosluklar ile daha fazla
yapisal fenotiplere yol agar (Sekil 9 (c), Asama III). Daha sonra, kolonize olmayan
bosluk bakteri ile dolarak sonunda tiim yiizey kaplanir (Sekil 9 (d), Asama IV)

(Rasamiravaka ve ark., 2015).

Stage Il \\  Stagelll N\ Stage IV

Stage |

1-4 days

4 days

2days T3 da)’/;

Sekil 9. Glukoz minimal besiyerinde ¢ogalan P. aeruginosa PAO1’in biyofilm yasam siklusu. Birinci

EPS
Bakeri

asama (2 saat), planktonik bakteri abiotik bir ylizeye tutunmay1 baslatir ki bu II. Asamada (8
saat) geri doniisiimsiiz olur. III. Asamada (14 saat) mikrokoloni sekillendirmek i¢in haberlesme.
IV. Asamada (1 ila 4 giin) biyofm olgunlagmasi1 ve {i¢ agili topluluk i¢in ¢ogalma haberlesmesi.
V. Asamada (5 giin) ayrilma goriiliir ve biyofilmden salinan planktonik bakteri diger bir alanda

kolonize olur ( Rasamiravaka ve ark.’dan, 2015).
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Bu arada, 3-agil1 topluluk gozlenir (Sekil 9, Asama II ve IV). Sonunda, bakteri
sesil yapidan kopar ve yayilmak ve diger yiizeylere kolonize olmak icin planktonik
duruma gecer (Davey ve ark., 2003) (Sekil 9¢, Asama V). P. aeruginosa biyofilmin
yapisini stabilize edebilmek i¢in en az 3 polisakkarit (aljinat, Pel ve Psl) iirettigi
saptanmistir (Ghafoor ve ark., 2011). Mukoid ve mukoid olmayan suslar biyofilm
icindeki polisakkaritlerinin kalitatif kompozisyonlar1 farklidir. Mukoid olanlarda aljinat,
mukoid olmayanlarda ise Psl/Pel’den olusur (Ma ve ark., 2009). D-mannuranik Asit ve
L-guluronik asitten olusan aljinat (Ertesvag ve Valla, 1998) biyofilmin yapisal
stabilitesi ve korunmasina katkida bulundugu gibi su ve besin elementlerinin muhafaza
etmesine de katki saglar (Sutherland, 2001). Pel polisakkarit esas olarak glukozca
zengin matriks materyali olup, bilesimi hala bilinmemektedir (Friedman ve Kolter,
2004). Psl D-mannoz, L-ramnoz ve D-glukozdan olusan tekrar eden pentasakkaritten
olusur (Byrd ve ark., 2009). Pel ve Psl biyofilm gelismesi i¢in ana yapisal iskelet olarak
hizmet eder ve biyofilm olusumunun erken agamasini kapsar (Vasseur ve ark., 2005).
eDNA P. aeruginosa biyofilm matriksinin 6nemli fonksiyonel bilesimini olusturur;
dahasi (i) P. aeruginosa biyofilm olusumu DNase I’e maruz kalinmasiyla Onlenir
(Swartjes ve ark., 2013); (ii)) eDNA’dan yetersiz olan biyofilmler deterjan sodyum
dodesil siilfata daha hassas oldugu goézlenmistir (Yang ve ark., 2007); (ii1) eDNA
titreme (twitching) hareket-aracili biyofilm genislemesine olanak saglar (Gloag ve ark.,
2013); (iV) eDNA P. aeruginosa’nin hiicre-hiicre baglanti bilesikleri olarak biyofilmin
baslangi¢ ve erken gelismesinde 6nemli rol oynadig: ileri siiriilmistiir (Flemming ve
Wingender, 2010); ve (v) son olarak, eDNA aclik sirasinda bakterinin besin kaynagini
olusturur (Mulcahy ve ark., 2010).

Bakteriyal hareketlerinin arkasinda (Kohler ve ark., 2000), P. aeruginosa’nin
ekstraseliiler yapilar1 (flagella, tip IV pili ve fimbriyalar) biyofilmde hiicre-hiicre
etkilesimiyle geri doniislimsiiz tutunmada adesiv rol oynadigi gibi mikrokolini
sekillenmesinde de rol oynar. Bu hareket organelleri olmaksizin mikrokoloniler

gelisemez (O’ Toole ve Kolter, 1998).

P. aeruginosa Biyofilm Sekillenmesini Kapsayan Regiilator Sistemi:

Biyofilm sekillenmesinin kompleks diizenlenmesi esas olarak EPS iiretimi ile iligkili QS
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sistemi ile iki-bilesimli regiilator sistemi dahil ¢oklu bakteriyel makineleri kapsar
(Rasamiravaka ve ark., 2015). Bu olusumlar Sekil 10’de 6zetlenmistir.
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Biyofilm sekillenmes kapsayan mekanizmalar ve kompenentler

Sekil 10. P. aeruginosa biyofilm sekillenmesinin diizenlenmesinde rol oynayan ilgili bakteriyel sistem ve
faktorler (1) Quorum sensing sistem ; (2) Iki-bilesimli regiilator sistemi GacS/GacA ve
RetS/LadS (RR:cevap diizenleyici hiikiim siiren alicilar; P: fosforilizasyon) yolagt; (3)
Ekzopolisakkarit iiretimi ve c-di-GMP birlestiren diizenlemeler (Rasamiravaka ve ark.’dan

2015).

2.4.4. QS Sistem Mekanizmasi ve Biyofilm Sekillenmesi

QS sistemi bircok bakteri tarafindan kullanilan, virulans faktér tretimi,
hareketlilik ve biyofilm sekillenmesini koordine eden diffuze olabilir sinyal
molekiillerini {iretimi ve algilanmasiyla bakteri topluluklarinin yogunluklarini saptamak
i¢in kullanilan bir hiicre-hiicre iletisim seklidir (Jimenez ve ark., 2012). P. aeruginosa
iki ana QS sistemine sahiptir. Bunlar, Autoindducer (Al) sinyal molekiillerinin iiretimini
(Lasl ve Rhll sentezi yoluyla) ve algilamasini (LasR ve RhIR traskripsiyonu)
yonlendiren las and rhl ‘dir. Las’in Al sinyal molekiilii N-(3-oxododecanoyl)- L-
homoserine lactone (HSL) (3-0x0-Ci2-HSL)’nu, rhl ‘nin Al sinyal molekiilii ise N-
butanoyl L-homoserine lactone (Cs-HSL)’dur (Jimenez ve ark., 2012). Uciincii QS
sistemi ise Quinolon sinyal (PQS) temeline dayanir. Bu QS sistemi ise acyl homoserine
lactones (AHLS) sistemi olup, kapsamli bir yoldur.
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Biyosiirfaktan ve virulans faktoriin 6tesinde (van Gennip ve ark., 2009), rhl
sisteminin kontrol altinda olan ramnolipitler (Dusane ve ark., 2010), P. aeruginosa
tarafindan biyofilm sekillenmesinde bir¢cok role sahiptir. Bunlar (i) mikrokoloni
sekillenmesi, (ii) hiicre-hiicre ve hiicre-ylizey etkilesimini bozarak bakteriyel
kolonizasyonu oOnleyen yapisal kanallarin agilmasinin siirdiiriilmesi (Davey ve ark.,
2003), (iii) P. aeruginosa biyofilmde {ig-a¢ili mantar-sekilli yapisal sekillenmesini
kurmakdir (Pamp ve Tolker-Nielsen, 2007).

2.5. Baliklarda Pseudomonas’m Onemi

Pseudomonas’lar etyolojik ajan olarak akuatik ¢evrede yaygin olarak bulunan
ve baliklarda bakteriyel hemorajik septisemi, bakteriyel ylizge¢ hastaligi, bakteriyel
solungag hastaligi, bakteriyel kizil hastaligi, turna baliklarinda kizilyara (leke) hastaligi,
sazanlarda asites, alabaliklarda kizil agiz ile enfeksiyoz abdominal damla gibi
hastaliklara neden olurlar. Pseudomonas enfeksiyonu ozellikle kiiltiir balik¢iligi
yetistiriciliginde stres ile iliskili tatlisu balik hastaligi olarak da karsimiza ¢ikmaktadir
(Thomas ve ark., 2014). Baliklarda Pseudomonas enfeksiyonu “Kirmizi Deri” (Red
Skin) olarak adlandirilan ve tiim yil boyunca goriilen hastaligin gelismesine neden
olmaktadir (Mastan, 2013). Ayrica bu etken, Aeromonas ile birlikte balik hastaliklarin
etyolojik etkenleri arasinda en 6nemli iki balik patojeni olarak diisiiniilmektedir. Bu
mikroorganizmalar baliklarda ilseratif sendroma, bakteriyel hemorajik septisemiye,
tilser tipi hastaliklara, kuyruk (6zellikle kaudal bolgede) ve yilizgeclerde erozyon ve
kopmalara (tail and fin rot), bakteriyel solunga¢ kopmalarina ve 6deme neden olurlar
(Paniagua ve ark., 1990).

Bu cins iginde yer alan P. anguilliseptica, P. fluorescens ve P. cholororaphis
tirleri baliklarda goriilen hastaliklarin en yaygim tiirleridir. Ancak, pek c¢ok
Pseudomonas tiirleri non-patojenik veya sadece stres ya da zedelenmis hastalik direnci
ile iligkili sekonder enfeksiyonlara neden olur. Pseudomonas anguilliseptica kalkan
balig1 dahil, kiiltiire edilmis baliklar icin en Onemli etkenlerden biri olarak
diistiniilmektedir (Toranzo ve ark., 2005). Ancak bu cinsin diger tiirleri, 6rnegin ay1
baliginda P. plecoglossicida, bazi somon baligi tiirlerinde (Oncorhynchus masou
macrostomus) P. chlororaphis, Giiney-Amerika yayin baliginda P. aeruginosa, ay1

baligi, gokkusagi balig1 ve sarikuyruk baliklarinda P. putida, alabalik, mercan baligi ve
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tatlisu ¢ipurasinda P. fluorescens ciddi balik patojenleridir (Austin ve Austin, 2007). P.
baetica sp. nov. ise dil baligindan (Dicologlossa cuneata —Moreau-) izole edilen yeni
balik patojenlerindendir (Lopez ve ark., 2012).

P. fluorescens, P. anguilliseptica, P. aeruginosa ve P. putida gesitli balik
tirlerinde Pseudomonas septisemisinin baslica etkeni olarak identifiye edilmistir
(Altinok ve ark., 2006). Hastalik belirtileri arasinda petesiyal hemoraji, deri renginde
koyulasma, pul dokiilmesi, abdominal asides ve ekzoftalmus goriliir (Austin, 2007).
Bazi1 Aeromonas (A. hydrophila, A. sobria ve A. caviae) ve bazi Pseudomonas (P.
fluorescens, P. putida ve P. aeruginosa) tiirleri balikgilikla ugrasan kisilerde, ¢iftlik
baliklar1 arasinda ise Nil ¢ipurasinda (Oreochromis niloticus) ¢ok ciddi salginlara da
neden olmustur (Ahmed ve Shoreit, 2001).

P. fluorescens: Tatlisu ekosistemnin dominat florasini olusturan P.
fluorescens, baliklarda septisemi ve tilseratif durumlarla iligkili bulunmustur (Darak ve
Barde, 2015). P. fluorescens, sazan baligi dahil birgok kiiltiire edilen baliklarin da
patojen etkenidir (Khalil ve ark., 2010). Bu etken, ¢evre kosullarinin uygun olmadigi ve
stres faktorlerinin fazla oldugu durumlarda ortaya ¢ikarak baliklarda inaktivasyona,
yavas yilizmeye, renkte koyulasmaya, ekzoftalmusa, yiizgec tabaninda, ¢cene altinda ve
viicudun yan taraflarinda kanamalara, aniiste prolapsusa, hiperemiye, solungaclarda
siskinlik ve hemorajiye ve yiizgeglerde dejenerasyona neden olur. Ulkemizde yapilan
bir ¢aligmada, bu etken alabaliklarda % 5,3 ve sazanlarda % 12 oraninda saptanmistir.
Mortalite orani, ki sonu Mayis-Haziran déneminde giinliik populasyonun %5’ine
ulasabilir. Hasta baliklarda akut veya kronik karakterde hemorajik septisemiye neden
olabilir. Deri lezyonlar1 en ¢ok goriilen belirtidir. Bunu hematopoetik doku lezyonlari
izler. Ayrica kuyruk ve yiizgeg lezyonlari, asides, i¢ organlarda kanama ve iilserlere de

sikca rastlanir (Arda ve ark., 2002).

P. anguilliseptica: Bu etkenin neden oldugu enfeksiyonlar daha ¢ok yilan
baliklarinda rastlanmakla birlikte, kuluckahanelerdeki yavru baliklarda sik goriilmekte
ve “sekiten-byo sendrom” veya “red spot disease” olarak adlandirilmakta ve ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Ayrica, hastalik, hafif tuzlu ve denizlerdeki balik tiirleri

icin de Onemli bir patojen olarak bildirilmistir. Mezgit balik yetistiricili§i yapan
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ciftliklerde 6rnegin mortalite oran1 %2 gibi diisiik oranda bildirilirken, salmonidlerde
[somon alabaligi, golgebaligi (Thymallus thymallus) ve beyazbalik (whitefish)]
mortalite oran1 %50’ye kadar yiikseldigi bildirilmistir (Wiklund ve Bylund, 1990;
Ferguson, ve ark., 2004).

Yilan balik viicudun ventral bolgelerinde, operkulumda, agiz bolgesinde ve
deride petesiyel kanamalar dikkati ¢ceker (Sekil 11). Hastalik daha ¢ok Japonya, Tayvan,
Iskogya, Finlandya ve Fransa gibi iilkelerden bildirilmistir (Wakabayashi ve ark., 1972;
Stewart ve ark. 1983; Wiklund and Bylund, 1990). Bu etkenin izolasyonunda mevsimin
O6nemi biiyiik olup, Finlandiya’daki salmonidlerde goriilen salginlar daha ¢ok su
sicakliginin 15 °C’nin {izerinde oldugu yaz aylarinda goriiliirken (Wiklund ve Bylund,
1990), ispanya’da bu hastalik sicakligin 12 °C’nin altinda oldugu kis aylarinda salgilar

halinde goriilmiistiir (Domenech ve ark., 1999).

Sekil 11. P. anguilliseptica ile enfekte Gokkusai alabaligi: ventral yondeki deride 6dem ve petesiyal
kanamalar (Vennerstrom’den 2015).

P. aeruginosa: Etken firsatg1 bir mikroorganizma olmasina ragmen, su triinleri
yetistiriciliginde probiyotik olarak da kullanilmistir (Song ve ark., 2010). Sivakami ve
ark. (1996), P. aeruginosa’yr E. coli ile beraber gesitli sazan baliklarinin (common
carp) -Indian sazan baligi (Catla catla), Rohu (Labeo rohita- Cyprinidac familyasi)
sazan baligi, beyaz sazan balig1 (Cirrhinus mrigala) ve sazan baliginin (Cyprinus carpio

L.) dominant bakterisi oldugunu bildirmiglerdir.
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P. aeruginosa; polisiklik aromatik hidrokarbanlar (PAHs) ve ham petrolle
yiiksek derecede kirletilmis cevrelerde gelisebilirler (Romero ve ark., 1998; El-Naggar
ve ark., 2009). Ornegin, PAH grubundan biri olan Benzo [a] pyren, Pseudomonas
genusunun da dahil oldugu bazi bakteriler tarafindan degrade edilebilmektedir. Bu konu
ile yapilan bir ¢aligmada (Juhasz ve ark., 1996), P. cepacia nin temel tuzlu besi yerinde
BaP konsantrasyonunu 63 giinliik siireci sonunda %20-30 oraninda azaltabildigini
bildirmislerdir.

Bakteriyel balik hastaliklar1 su {iriinleri yetistiriciligi endiistrisi ve balik
ciftlikleri alanlarinda meydana gelen biiyiik bir problemdir. P. aeruginosa tarafindan
olusturulan balik hastaliklar1 Mozambik ¢ipurasinin  (Tilapia - Oreocromis
mossambicus) ticari yetistiriciliginde de biliyiik oranda ekonomik kayiplara neden
olmaktadir (Thomas ve ark., 2014).

2.6. Antibiyotik Direnclilik ve Hayvan Yetistiriciliginde Kullanim

Antibiyotik direnci; bir bakterinin antimikrobiyal maddeler tarafindan
iiremesini veya gelismesini engelleyici (bakteriyostatik) veya direk bakteriyi oldiiriicii
(bakterisit) etkilerinden korunabilme kapasitesi olarak tanimlanir. Direnclilik; dogal
(intrinsik) ve kazanilmis direnglilik (ekstrinsik) olmak ftzere iki tiirlidir. Dogal
direnclilik, bir bakterinin genetik 6zelligi nedeniyle bazi antibiyotiklere karsi direngli
olmasidir. Kazanilmig direnglilik ise bir bakteriye transdiiksiyon, transformasyon ve
konjugasyon gibi fiziksel yollarla veya plazmidler, transpozonlar, gen kasetleri ve
integronlar gibi hareketli genetik elementler araciligiyla DNA transferi gergeklesmesi
bagka bir deyisle DNA eklenmesi sonucu dogal genetik Ozelliklerinde degisimler
meydana gelerek direng kazanmasidir (Kerr ve Snelling, 2009).

Antimikrobiyal maddelerin kullanimindaki artisa parelel olarak, patojen
bakterilerde de diren¢ mekanizmalar1 ¢ok artmis ve karmasik bir hal almistir.
Giliniimiizde yeni antibakteriyel maddelerin gelistirilmesinde yasanilan gicliikler
nedeniyle bu konuda yapilan ¢aligmalar giderek azalmasina karsin, bakterilerin direng
gelistirme aktiviteleri ise devam etmektedir (Mauldin ve ark., 2010). Giiniimiizde de her

gecen giin yeni grup antibiyotikler iiretilmektedir.
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2.6.1.Gida-amach  Yetistirilen Hayvanlarda Antibiyotik Kullanim
Antibiyotik direncliligi giiniimiizde Avrupa Birligi Ulkeleri ile tiim diinyada ¢ok ciddi
bir tehdit olusturmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organisation-WHO,
2014) diinyanin baz1 kisimlarinda antibiyotik direngliliginin alarm seviyesine ulastigini
bildirmistir. Direngli bakteriler enfeksiyonlardan sorumlu olup, diger bakterilerle
kiyaslandiginda tedavileri ¢cok daha giictiir. Tedavi amaciyla kulanilan ilaglar daha az
ihtiya¢ duyulan, daha pahali ve daha toksiktir. Hatta direngli bakterilerin biitiin bilinen
antibiyotiklere direngli oldugu goriilmektedir (ECDC, 2017).

Hayvancilikta ve kiiltiir balik¢ilifinda antimikrobiyallerin asir1 kullanimi
tarimsal ¢evrede antimikrobiyal-direncli zoonotik patojenlerin ortaya c¢ikmasini
desteklemektedir (Cabello ve ark., 2016). Son calismalar ve klinik veriler
antimikrobiyal direngli genlerin ve antimikrobiyal direngli bakterilerin endiistriyel
olarak yetistirilen hayvanlardan ve baliklardan insanlara nakledibilecegini gostermistir
(O’Neill, 2015).

Gida amagh yetistirilen hayvanlarda kullanilan antimikrobiyal miktarlarim
saptamak gii¢ olmakla beraber, 2014 yilinda 28 Avrupa Uyesi iilkesinde, insanlar i¢in
3,821 ton, gida-iiretim amagli yetistirilen hayvanlarda ise 8,927 ton aktif antimikrobiyal
madde satilmistir (ECDC, 2017a). Bu problem 06zellikle hayvan yetistiriciliginde
kullanilan hemen hemen biitiin antimikrobiyal maddelerin yapisinin insan hekimliginde
kullanilanlarla iligkili olup, bu durum c¢apraz-direng veya ortak direngligini destekler
(EMA/AMEG, 2014). insanlarda enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan en son basamak
antibiyotikler (6rnegin kolistin) hayvanarda asirt miktarda kullanilmaktadir (Santos ve
Ramos, 2018).

WHO tarafindan insan hekimligi i¢in énemli kritik antibiyotik listesinde yer
alan alti grup antibiyotik -aminogilikosidler, makrolidler, pensilinler, kinolonlar,
sulfonomitler ve tetrasiklin- tarirm ve kiiltiir balik¢ihiginda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Hayvancilik ve kiiltiir balik¢iligr yapan biiylik iiretici tlkeler 51
antibiyotigin bu alanlarda kullandiklarin1 bildiren raporlar1 bulunmakta olup, bu
antibiyotiklerin 39’u WHO listesinde yer almaktadir. Bu 39 antibiyotikten 37’si ya
kritik olarak 6nemli veya oldukca yiiksek 6neme sahip antibiyotik listesindedir (Done
ve ark., 2015). Polimiksin 6rneginde, 6zellikle ¢oklu antibiyotik direngli Gram negatif

bakterilere (Klebsiella pneumoniae ve Acinetobacter baumannii gibi ) iyi bir ornektir.
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Son yillarda karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Klebsiella)
hastane salginlarinda ve ¢oklu antibiyotik direngli Pseudomonas ve Acinetobacter
tiirlerinde son basamak antibiyotik tedavisi olarak kullanilan kolistin antibiyotigine
kars1 direnglilik s6z konusudur. 2014 yilinda, gida-liretimi i¢in yetistirilen hayvanlarda
polimiksin tiiketimi insanlar tarafindan tiiketilen miktardan ¢ok daha fazladir (ECDC,
2017).

Uzun zamandir, kolistin direngliliginin yalnizca kromozomal mutasyonlardan
kaynaklanan vertikal naklinin varligin1 bildiren raporlar mevcut olmakla birlikte,
hareketli genetik elementlerle iliskili raporlar mevcut degildi. Ancak 2015 yilinda (Liu
ve ark., 2016) hareketli genetik elementlerdan biri olan plazmid-aracili belirli bir
plazmitin {izerine yerlesmis olan mcr-1 geni tanmimlanmis ve bu genin Kkolistin
direngliligi ile iliskisi ortaya konulmustur. Liu ve ark. (2016) ayrica, Cin’de, bir bolgede
test ettikleri hayvanlarin %?20’sinde ve insanlarinda %1’inde bu genin varligim
saptamiglar ve hayvanlarda kolistin kullanimi1 nedeniyle direngliligin gelistigi ve

direnclilikten sorumlu genin insanlara gecebilecegine isaret etmislerdir.

2.6.2.Antimikrobiyallerin Kiiltiir Balik¢cihiginda Kullanim

Su triinler1 yetistiriciliginde yetistirilen baliklar, strese kars1 ¢ok duyarli olup,
bakteriyel kolonizasyon ve enfeksiyonun baskilanmasi igin balik immun sisteminin
etkinliginde uzlasilmistir (Cabello ve Fundacion, 2003). Enfeksiyonlarin ortaya ¢ikisi ve
hizli yayilimini 6nlemek i¢in, koruyucu amagli antibiyotik kullanimi olduk¢a yaygin bir
uygulama olup, bu durum o6zellikle 6nleyici baska higbir 6nlem almayan iilkeler igin
gecerlidir. Kiiltiir balikgiliginda antimikrobiyaller metaflaksi olarak tanimlanan ve
genellikle hasta, saglikli ve bireysel tasiyicilart igeren biitiin balik toplulugunda
kullanilir. Bu nedenle, kiiltiir balik¢iliginda antibiyotik dozlar1 proporsiyon olarak diger
hayvanlarda kullanilandan ¢ok daha fazladir (Romero ve ark., 2012). Balik yemlerinin
icerdigi ilaglar akuatik ¢cevrede uzun siire varligini siirdiirebilmesi ve su sistemi yoluyla
hizl1 bir sekilde yayilmasi, birgok ekosistemde uygulanan segcici baski nedenleriyle son
derece kaygi vercidir (O’Neill, 2015). Ciinkii baliklar etkili bir sekilde antibiyotikleri
metabolize edemezler ve aktif maddeleri feges ile ¢evreye aktarirlar (Romero ve ark.,
2012). Baz1 caligmalar kiiltiir balik¢iliginda uygulanan antibiyotiklerin yaklasik %70-

80’inin su sistemi igine dagildigini gostermistir (Burridge ve ark., 2010).
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Balik iiriinlerinde antimikrobiyal kalintilarin saptanmasi kiiltiir balik¢iliginda
kullanilan bu ilaglarin miktar1 ve tipi gibi ilgili belgelerle saglanabilir. Ciinkii balik
dokusunda kalan antibiyotik kalintilar1 molekiiler stabilitesine bagli olarak uzun siire
kalir. Ayrica, balikta antimikrobiyal kalinti varligi direngli bakteriler i¢in segici ve
zenginlestirici mekanizmalar saglar (Done ve ark., 2015).

Pekgok Avrupa iilkelerinde, kiiltiir balikgiliginda oksitetrasiklin, florfenikol,
sarafloksasin, eritromisin ve siilfanamid (trimethoprim veya ormetoprim ile birlikte)
gibi antibiyotiklerin kullanimi1 6nerilmektedir (Kiimmerer, 2009). Amerika’da ise bu
amagcla oksitetrasiklin, florfenikol ve sulfadimetoksim/tirimetoprim &nerilmektedir
(Romero ve ark., 2012).

Kiiltiir balik yetistiriciligi ile ilgili veya balik yemlerinde antibiyotik kullanimi
ile ilgili yasalar bazi bolgelerde ¢ok kati kurallar uygulanmasina ragmen, bazi
bolgelerde de ya hi¢ yok ya da son derece siirlidir. Kiiltiir balikgiligi yetistiriciliginde
diinyada ikinci sirada yer alan Hindistan, diinyada toplam kiiltiir balik {iretiminin
%8’inden sorumlu olup, bu konu ile ilgili herhangi bir yasal diizenlemeye sahip
degildir. Balik ve balik iiriinlerini en biiyiik ihracat¢ilarindan olan Cin, diinya toplam
kiiltir balik¢iliginin %67’sine sahip olup, hayvanlarda antibiyotik kullanimi le ilgili
Veteriner Hekim uygulamasina iligkin bir yasaya sahip degildir (FAO, 2017). Sili,
Norveg’ten sonra somon baligi yetistiriciliginde ikinci sirada yer alir. Sili ve Norveg,
2007 ve 2008 yillarinda, somon balig1 yetistiricilifinde sirasiyla 385 ve 325 ton
antimikrobiyal madde kullanmis, kinolon kullanimi ise ayni iilkelerde ve ayni yillarda
149 ve 57 ton olarak bildirilmistir. Florfenikol tiiketimi ise 2000 yilinda 400 kg’dan
2007 yilinda 233 000 kg’a yiikselmistir. Sili’de 1 ton somon iiretimi i¢in kullanilan
antibiyotik miktart 279 g iken, Norveg¢’te ise ayni miktar somon fiiretimi i¢in 4,8 ¢
olarak bildirilmistir (Cabello ve ark., 2016). Norve¢’te daha sonra uygulanan kati yasal
diizenlemeler ve beraberinde kullanilan hassas 6l¢iimler, test metotlari, probiyotik ve asi
kullanim1 gibi nedenlerle kullanilan antibiyotik miktar1 ciddi sekilde diismiis ve gozardi
edilebilecek diizeye indirgendigi bildirilmektedir (Midtlyng ve ark., 2011).

Antibiyotikler balik gruplarina yemlerinde formiile edilerek tank ve kafeslerde
agiz yoluyla, nadirende kapali konteynerlerde immersiyon yoluyla uygulanir. Gruplar
hasta, saglikli ve tasiyici breyler olabilirler (Cabello ve ark., 2013). Sudan yenmeyen

yemlerin uzaklastirmasini saglayan toplayicilarin yoklugunda, uygulanan bolge ile
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yakinlarindaki suda ve sedimentte, kullanilan ilacin yaklasik %80’inin kaldig1 tahmin
edilmektedir (Cabello ve ark., 2016). Bir¢ok ¢alisma pekcok akuatik bakterinin plazmid,
integron ve trasposanlar gibi kolaylikla hareket edebilen hareketli genetik elementleri,
rekombine veya hareketli, yeni hareketli antibiyotik direng¢li genlerin ortaya ¢ikigini
destekledigi, bu genler sayesinde akuatik bakteriler antibiyotiklerin mevcut oldugu yeni

cevreye kolaylikla uyum sagladigini géstermistir (Cabello ve ark., 2013).

2.6.3. Pseudomonas aeruginosa’da Antibiyotik Direnglilik

P. aeruginosa biyofilm olusturabilme 6zelligine sahip bir bakteridir. Biyofilm
matriksinde bulunan ve enfeksiyona neden olan mikroorganizmalarin antibiyotik
direnclilik problemi, tip diinyasinin yiliz yiize kaldig1 biiyiik problemlerden birisidir.
Hastane kokenli enfeksiyonlarla iliskili bakterilerin yaklasik %70’1, onlarin neden
oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan ilaglardan en az birine direnglidir.
Biyofilm i¢inde bakteri genetik materyalinin konjugasyon yoluyla aktarimi veya
degisimi sonucu kazanilan direnclilik, bakterinin planktonik formuna kiyasla 1000 kat
daha yiiksek oldugu bilinmektedir. Biyofilm i¢inde bulunan bakteri, antibiyotik
kullanimi gibi strese maruz kaldig1 zaman da yiiksek mutasyona (hypermutation) ugrar
(Marshal, 1976; Dunne, 2002). Yapilan literatiir ¢alismalar1 bilingsiz antibiyotik
kullaniminin ve bakterilerde diren¢ genlerinin aktariminin st kusak antibiyotiklerin
¢ikmasina neden oldugunu ve diren¢ kazanan bu bakterilerle miicadelenin her gecen
giin giderek zorlastigini gostermektedir. Ustelik biyofilm olusumunun antibiyotik
penetrasyonunu Onledigi, ayrica biyofilm olusumunun bariyer olarak gdrev yapan
epitelyal hiicrelerde yapisal ve fonksiyonel degisimlere neden oldugu goriilmiistiir.

Pseudomonas bakterilerinin neden oldugu hastaliklarinin  tedavisinde
antibiyotiklerin siklikla kullanilmasi ¢oklu direng gdstermesine sebep olur. Bu yiizden
tedavileri zordur. Pseudomonas tiirleri; penisilinlere (azlosilin, karbenisilin, mezlosilin,
piperasilin ve tikarsilin) ve {igiincli kusak sefalosporinlerin ¢oguna (sefoperazon,
sefotaksim, seftazidim) duyarlidir. Ayrica aminoglikozidlere (gentamisin, tobramisin,
amikasin), kinolonlara (oflaksasin, siproflaksasin), monobaktamlara (aztreonam) ve
karbapenemlerede (imipenem, meropenem) duyarhidir. Hastaliklara ve enfeksiyon
bolgesine gore, antibiyotik tedavisi degismekle birlikte tedavinin, Pseudomonas

tiirlerinin virulans faktorlerinden etkilendigi belirtilmistir (Erdem, 1999).
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Pseudomonas bakterileri; bazi antibiyotiklere dogal olarak direnglidir. Ayrica
Pseudomanas  bakterilerinin  tedavisi  sirasinda, ¢oklu  direngli  izolatlar
goriilebilmektedir. Pseudomonas’larda goriilen bu direng mekanizmalar1 baz1 faktorlere
baghdir:

1. Kromozomal ve plazmid kokenli beta laktamazlarin varligina gore direng
geligebilir.

2. Antibiyotiklerin etki bolgelerindeki degisiklikler nedeni ile direng gelisebilir.

Beta laktamaz iiretmeyen Pseudomonas bakterilerinde, penisilin direncine,
diisiik afiniteli penisilin baglayan proteinler (PBP) sebep olmaktedir. Gram negatif
bakterilerde yaygin olmayan bu direng sekli, PBP’lerin yapisal degisikliginden
kaynaklanir.

3. Porin proteinlerinde olusan degisimler; dis membran gegirgenliginin
azalmasina ve direng gelisimine sebep olmaktadir.

4. Aktif pompalama sistemi ile antibiyotiklerin disar1 atilmasina bagli olarak
direng gelisebilir (Dede, 2006).

P.aeruginosa, en 6nemli firsat¢i mikroorganizmalardan biri olup, 6zellikle de
insanlarda hayvanlarin yani sira diinyada oOldiiriici nasokomiyal ile kronik
enfeksiyonlarin en biiyiik nedenlerinin basinda gelmektedir (Cabot ve ark., 2016;
Serrano ve ark., 2017). Etkene kars1 tedavi segenegi antimikrobiyal direnglilik ve bu
mikroorganizmanin ¢esitli biiylikk genomlari nedeniyle onemli Ol¢lide azalmaktadir
(Serrano ve ark., 2017). Etkenin direnglilik kazanimi, AmpC’nin asirt salinimina
(sefdazidim) neden olan coklu mutasyon, kinolon direncgli-saptanan bolge (QRDR)
mutasyonu (siprofloksasin), oprD inaktivasyonu (meropenem) ve effluks pompalama
asir1 salmimi (siprofloksasin ve meropenem) gibi nedenlerden ileri gelmektedir. Bu
ozellikler etkenin kolay direnglik kazanmasina neden olmaktadir. Cigir asan bulgular
sonucu da, AmpC’nin yapisal modifikasyonuna neden olan fonksiyon kazanim
mutasyonu (seftazidim), giincel DNA giraz (GyrA) modifikasyonu (siprofloksasin) ve
Pensilin Baglayan Protein 3 (PBP3)’iin —laktam baglayan kisminin modifikasyonu
(meropenem) sonucu antibiyotik direnclilik gelistirdigi seklinde diren¢ mekanizmalari
aydinlatilmistir (Cabot ve ark., 2016).

Biyofilm sayesinde EPS icerisine gomiilii olarak yasamlarimi siirdiiren

mikroorganizmalar immiin sistem elamanlarindan, antibiyotiklerden, patojenlerin
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tiretmis oldugu antimikrobiyal iirlinlerden, fiziksel, kimyasal ve biyolojik streslerden
korunurlar (Nouraldin ve ark., 2016). Yapilan c¢aligmalarda, biyofilm igerindeki
bakterilerin antibiyotiklere kars1 direnglilik giiciiniin 1000 kat arttigin1 ortaya
koymustur. Bu durum, biyofilm i¢indeki baterilere yasadiklari g¢evrede planktonik
formlarina gore daha fazla hayatta kalma ve biiylime sansina sahip olurlar (Hassan ve
ark., 2011). P. aeruginosa nin gerek biyofilm olusturma &zelligi, gerekse ¢ok hizli
diren¢ kazanma oOzelliginden dolay1 son yillarda insidansi yiiksek mikroorganizma
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Rasamiravaka ve ark., 2015).

P. aeruginosa hastane enfeksiyonu etkenleri iginde ilk siralarda yer almakta,
cesitli antibiyotiklere direng gelistirebilmekte ve olusturdugu enfeksiyonlara bagh
yiiksek mortalite ve morbidite sebebiyle olduga 6nemli bakterilerdendir (Pollack, 1995).
Hastane enfeksiyonlarinin %10-25’inden P. aeruginosa sorumlu tutulmaktadir (Cetin ve
ark., 1999). P. aeruginosa genellikle coklu antibiyotik direnci gosterebildiginden
tedavilerde de sorunlara neden olmaktadir. Bu nedenle kullanimda olan antibiyotiklere
kars1 duyarhiligin izlenmesi gerekmektedir.

Pseudomonas (P.) aeruginosa g¢ogunlukla nosokomiyal ve immun sistemi
baskilanmis konakgilarda da enfeksiyonlara neden olan firsatgi bir mikroorganizmadir.
Gidalara ve gida ile temas eden yiizeylerde tutunup, biyofilm olusturabilme kabiliyetine
sahip mikroorganizmalarin basinda gelmektedir. Yapilan literatiir ¢alismalar1 bilingsiz
antibiyotik kullaniminin ve bakterilerde direng¢ genlerinin aktarimimin st kusak
antibiyotiklerin ¢ikmasina neden oldugunu ve direng¢ kazanan bu bakterilerle
miicadelenin her gecen giin giderek zorlastigini gostermektedir. Ustelik biyofilm
olusumunun antibiyotik penetrasyonunu onledigi, ayrica biyofilm olusumunun bariyer
olarak gorev yapan epitelyal hiicrelerde yapisal ve fonksiyonel degisimlere neden
oldugu goriilmiistiir. Yapilan bu calisma ile Samsun’da satisa sunulan baliklardan P.
aeruginosa izolatlarinin izolasyonu ve identifikasyonu, izolatlarin molekiiler olarak
dogrulanmasi; titreme (twitching), yiizme ve kayma (swarming) yontemleri ile 3 farkh
hareket 6zelliklerinin saptanmasi; tiipte, kat1 agarda ve mikrotitrasyon plaklar1 olmak
tizere 3 farkli yontemle biyofilm olusturma 6zelliklerinin belirlenmesi; etkenin virulans
faktorlerinden proteaz, piyosiyanin ve elastaz aktiviteleri, Homoserin Lacton (HSL)
tiretebilme oOzellikleri ile QS sisteminin belirlenmesi ve son olarakta antibiyotik

direnglilik profillerinin saptanmasi amaglanmistir. Bu kapsamda; P. aeruginosa’nin
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izolasyonu klasik kiiltiir teknigi kullanilarak ve bazi fenotipik testler uygulanarak
yapildi. Siipheli izolatlarin tiir diizeyinde identifikasyonu i¢in molekiiler diizeyde iki
gen (oprL ve PA-SS 16SrDNA ) bolgesinin varligi tek hedefli PZR teknigi uygulanarak
belirlendi. Sonugta 30 P.aeruginosa izolati elde edildi. Yukarida belirtilen testler
disinda izolatlarin QS sistem varliginin saptanmasi kapsaminda; intakt lasl, lasR, rhll ve
rhiR ile internal lasl, lasR, rhll ve rhIR gen bolgeleri tek edefli PZR ile belirlendi.
Antibiyotik duyarlilik 6zellikleri i¢in ise disk difflizyon teknigi uygulandi.
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3. MATERYAL VE METOT

Calismada balik 6rneklerinden izole edilen toplam 30 P. aeuroginosa izolati
materyal olarak kullanildi. Calismada referans sus grubu olarak P. aeruginosa (ATCC-
15692) ve HSL sinyal molekiilii tespitinde ise Agrobacterium tumefaciens (Rhizobium,
ATCC-51350) kullanildu.

3.1. Materyal

Bu amacla, Samsun ilinde siipermarket ve balik¢ilardan satin alinan 70 balik
(¢ig form) 6rnegi (biiyiik baliklarda biitiin balik, kiigiik baliklarda 300-400 g) termoslu
kaplar icerisinde soguk zincir altinda laboratuvara getirildi ve P. aeruginosa varligi

yoniinden analiz edildi.

Sekil 12. Baliklarin P. aeruginosa 'nin izolasyonu

3.2. Metot

3.2.1. P. aeruginosa izolatlarimin izolasyonu ve identifikasyonu

Calismada balik orneklerinden P. aeruginosa izolasyonunda klasik Kkiiltiir
teknigi uygulandi. Bu amagla, steril polietilen poset igerisine aseptik sartlarda 10’ar
gram alinan Ornekler konulup, iizerine 90’ar ml peptonlu su (Oxoid, CM00099) ilave
edildi. Daha sonra karistm homojenizatérde 2-3 dakika silireyle homojenizasyonu

takiben, %0,1 peptonlu su ile 10®ya kadar desimal diliisyonlar1 yapildi ve takiben
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Pseudomonas CN Selective Agar supplementi (Oxoid SR 102E) ilave edilmis
Pseudomonas Agar base (Oxoid CM 0559) (EN ISO 13720) agar plaklarina yayma plak
yontemiyle ekimleri yapildi. Plaklar 30 °C’de 24-48 saat siireyle aerop ortamda
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonu takiben plaklarda iireyen koloniler daha sonra Endo
Agar Base (Oxoid, CM0479, suppl. BR0050) plaklarina 6ze ile gegildi ve 30 °C’de 24-
48 saat siireyle aerop ortamda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda renksiz
koloniler (laktoz negatif) se¢ildi. Daha sonra bu koloniler oksidasyon-fermentasyon
testi (Bactiden-Oxidase, Merck 1.13300.001) ile katalaz testleri yapildi. Oksidaz ve

katalaz testleri pozitif koloniler degerlendirmeye alind1 (Mickova ve ark., 1989).

a) Katalaz Testi b) Oksidaz Testi

¢) Endo Agar’daki Sonuglar

e) Izolatlarin BHI-Brot-gliserin igeren ependorflara inokiile edilmesi

Sekil 13. P. aeruginosa izolatlarin dogrulanmasi1 amaciyla yapilan bazi testler

3.2.2. P. aeruginosa ’nin Polimeraz Zincir Reasiyonu ile Dogrulanmasi

Plaklarda iireyen ve yukarida belirtilen testleri takiben, her bir plaktan P.
aeruginosa yoniinden siipheli bes koloniye kadar koloni segildi ve bu koloniler tryptone
soya agar (Oxoid, CM 0131) veya nutrient agarda subkiiltiire edildi. Daha sonra bu
stipheli izolatlar P. aeruginosa tiirii yoniinden asagida detaylar1 verilen Polimeraz Zincir

Reaksiyonu teknigi uygulanarak oprL gen bolgesi (de Vos ve ark., 1997) ve 16 S rDNA
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icin PA-SS bolgesi Spilker ve ark. (2004)’min bildirdigi primerler kullanilarak Lavenir

ve ark. (2007)’ nin bildirdigi yonteme gore identifiye edildi.

Tim PZR malzemeleri Thermo Scientific, primerler ise Invitrojen

firmalarindan temin edildi.

Tablo 2. PZR ile P. aeruginosa izolatlarinin dogrulanmasinda kullanilacak gen

bolgeleri

Hedef gen = Amplikon

Primer Dzilimi bélgesi Byiikliigii

Kaynak

F-ATGGAAATGCTGAAATTCGGC- oprl gene 504 bp

de Vos ve ark., 1997

R CTTCTTCAGCTCGA CGCGACG
PA-SS-F GGGGGATCTTCGGACCTCA 16 S rDNA .
PA-SS-R TCCTTAGAGTGCCCACCCG (PA-SS) 956bp  Spilker ve ark., 2004

PZR ile oprL gen bolgesinin saptanmasi:

Etken

Steril Distile su
10X PZR buffer
MgCl2 (25 mM)
dNTP (25 mM)

oprL primer (20 pmol)

Taq polimeraz (5U/ul)
Template DNA
Toplam hacim

Tablo 3. oprL gen bdlgesinin saptanmasi i¢in amplikasyon programi

Miktar
14,30 pl
2,50 pl
1,50 pl
0,50 pl
0,50 pl
0,50 pl
0,20 pl
5,00 pl
25,00 wl

Basamak Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
On denatiirasyon 94 5 dk 1
Denatiirasyon 94 40 sn

Baglanma 58 40 sn 30
Uzaman 57 50 sn

Son uzama 72 10 dk 1

Elektroforez islemi: Amplikonlar % 1,5 ethidium bromide igeren agaroz jelde

yiritiildi. 504 bp amplikon biiylikliigi pozitif olarak degerlendiril
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16S rDNA (PA-SS)’nin belirlenmesi

Etken Miktar
Steril Distile su 11,77 ul
10X PZR buffer 5,00 ul
MgCl; (25 mM) 2,00 pul
dNTP (25 mM) 0,63 pul
. 0,20 pl
oprL primer(20 pmol ’
prL primer(20 pmol) 020 pl
Taq polimeraz (5 U/ul) 0,20 pl
Template DNA 5,00 ul
Toplam hacim 25,00 ul
Tablo 4. PA-SS gen bolgesi i¢in amplikasyon programi
Basamak Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
On denatiirasyon 95 2 dk 1
Denatiirasyon 94 20 sn
Baglanma 58 20 sn 30
Uzaman 72 40 sn
Son uzama 72 5 dk 1

Elektroforez islemi: Amplikonlar %2 ethidium bromide igeren agaroz jelde

yiriitiildii. 956 bp amplikon biiytikliigli pozitf olarak degerlendirildi.

3.2.3. Antibiyotik Duyarhhiklarimin Degerlendirilmesi

Calismaya alinan P. aeruginosa suslarinin antibiyotik duyarlilik testleri ile tiim
izolatlarin in vitro duyarliliklart CLSI (2013) kriterleri dogrultusunda degerlendirildi.
Yontem olarak disk difiizyon yontemi uygulandi. Bu amagla, izolatlarin seftazidim (30
ng), kolistin (10 pg), florokinolon (levofloksasin) (5 pg), tobramisin (10 pg),
gentamisin (10 pg), meropenem (10 pug), imipenem (10 pg) ve piperasillin-tazobaktam
(100/10 pg) antibiyotiklerine karst duyarliliklart belirlendi. Bu kapsamda izolatlarin 18-
24 saatlik kiiltiirlerinde iireyen kolonilerden inokiilim yogunlugu 0,5 McFarland
bulaniklik derecesine esdeger olacak sekilde hazirlandi, steril bir ekiivyonla Miiller
Hinton Agar (MHA, Oxoid, CM 0337) besiyerinin tiim ylizeyine homojen bir sekilde
inokiile edildi. Referans sus olarak P. aeruginosa (ATCC-27853) susu kontrol amaciyla
kullanildi. MHA igeren plaklarin 18-24 saatlik inkiibasyondan sonra disklerin
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inhibisyon zon ¢aplar1 dlciilerek CLSI (2013) sinir degerlerine gére yorumlandi. Tim

diskler OXOID firmasindan temin edildi.

Tablo 5. Disk diftizyon i¢in test edilen antibiyotikler ve sinir degerleri

Gr-:;;sltm Antimikrobiyal Ajan igiirsikgi S Zon C?;Plal‘l i
GrupA  Gentamisin (Amoninoglikozit) 10 pug >15 13-14 <12
GrupA  Tobramisin (Amoninoglikozit) 10 pug >15 13-14 <12
GrupB Levofloksasin (Florokinolon) Sug >17 14-16 <13
GrupA  Seftazidim (Sefalosporin) 30 ug >18 15-17 <14
GrupB (PBIPE;T(St:g[;fe?lgzﬁz?inhibitér konsantrasyonu) 100/10 pg 221 1520 <14
GrupB Imipenem (Karbapenemler) 10 pg >19 16-18 <15
GrupB Meropenem (Karbapenemler) 10 pg >19 16-18 <15
GrupO  Kolistin (Lipopeptit) 10 pg >11 - <10

S: Duyarl, I: Orta derecede duyarli, R: Direncli grup, A: Spesifik organizma gruplari icin rutin kullanilan
ajanlardir. Grup B: Oncelikli olarak direncli organizmalar i¢in kullanilan ajanlardir. Grup O: Organizma

gruplari i¢in klinik belirteclere sahip antimikrobiyal ajanlardir.

3.2.4. Biyofilm Olusumunun Goézlenmesi
Bu kapsamda izolatlarin biyofilm olusturabilme 6zellikleri

a) Tiipte biyofilm,

b) Mikrotitrasyon yontemi ve

c) CRA’da slime faktorii saptanmasi seklinde 3 ayr1 yontem uygulananark
belirlendi.

Calismada negatif kontrol olarak E. coli ATCC 25922, pozitif kontrol olarak P.
aeruginosa ATCC 15692 suslari kullanilda.

a) Tiipte Biyofilm tespiti: Christensen (1985) tiipte biyofilm yontemi
modifiye edilerek belirlendi. P. aeruginosa izolatlarinin nutrient agarda 24 saatlik
kiiltiirlerinde iireyen kolonilerinden %0,1 steril tuz soliisyonunda inokiiliim yogunlugu
0,5 McFarland (~108 CFU/mL) bulaniklik derecesine esdeger olacak sekilde ayarland.
Daha sonra tiiplere 5 ml %0,25 glukoz igeren Triptik Soy Broth (TSB) besiyeri ilave

edildi ve sonrada bu tiiplere 100 pl hazirlanan bakteri slispansiyonundan inokiile edildi
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ve 37 °C’de 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonu takiben tiip igerigi bosaltild1 ve distile
suyla 3 kez yikandi ve takiben tiipler kurutuldu. Daha sonra, bu tiiplere %0,25’lik
safranin ¢6zeltisinden 5’er ml eklenip, 30 dk bekletildi. Bekleme sonrasi tiiplerin
icindeki boya soliisyonu bosaltilip, distile suyla 3 kez yikandi ve tiipler kurutuldu.
Degerlendirmede, tiip ylizeyinde pembe-kirmizi renkli film tabakasimin goriilmesi
pozitif, boya tabakasinin bulunmamasi ise negatif olarak degerlendirildi (Christensen ve

ark.,1985; Davey ve ark., 2003; Kirisits ve ark., 2005).

b) Mikrotitrasyon plagi: Bu amacla her bir izolatin nutrient agarda lireyen 24
saatlik kiiltiirlerinden %0,1 steril tuz soliisyonunda inokiiliim yogunlugu 0,5 McFarland
(~10® CFU/mL) bulaniklik derecesine esdeger olacak sekilde ayarlandi. %0,25 glukoz
iceren Triptic Soy Broth (TSB) besiyeri polistren tiiplere (12X75 mm) 5 ml olacak
sekilde ilave edildi. Daha sonra, bu tiiplere 0,5 McFarland hazirlanan bakteri
siispansiyonlar1 1/50 oraninda diliie edildi. Bu sekilde hazirlanan diliisyondan 150 pl
alinip, 96 kuyucuklu diiztabanli polistren mikrotitrasyon plak kuyucuklarina her bir
ornek i¢in 3 kuyucuk olacak sekilde ilave edildi ve plakalar 37 °C’ de 24 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyonu takiben, siv1 besiyeri dokiiliip, 3 kez nazikge steril fosfat tamponu
(PBS, pH 7,2) ile yikanarak kurutma kagidi iizerine ters cevrilip kurutuldu. Boylece
ylizeye yapigsmayan bakterilerin uzaklastirilmas1 saglandi. Kuyucuklardaki biyofilm
tabakasmin fikzasyonunu saglamak amaciyla %99’luk metanol ilave edildi ve 15 dk
stireyle mikrotitrasyon plaklar1 bekletildi. Kuyucuklardaki metanol bosaltilarak
kurumasi saglandiktan sonra, %0,1 kristal viyole soliisyonundan 150 pL ilave edilerek
15 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonu takiben, kuyucuklardaki
kristal viole soliisyonu bosaltildi ve 3 kez dH20 ile yikanip, kurutma kagidina ters
cevrilerek kurutuldu. Daha sonra, kuyucuklara 150 pL etanol/aseton (80:20) ilave
edilip, 15 dakika bekletilerek boyanan biyofilm tabakasinin ¢oziilmesi saglandi ve
plaklar dalga boyu 570 nm olan mikroplaka okuyucuda okutuldu. Sonuclar negatif ve
pozitf kontrol olarak kullanilan suslarin absorbans degerleriyle karsilagtirilarak
yorumlandi. OD degerlerine gore biyofilm olusumu degerlendirildi (Stepavonic ve ark.,
2000; Silva ve ark., 2014).

c) CRA (Kongo kirmzisi agar) yontemi ile slime faktor iiretiminin

belirlenmesi: Bu amagla izolatlarin nutrient agardaki 24 saatlik taze kiiltiirlerinden
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CRA plaklarina ¢izme yontemiyle ekimleri yapildi ve plaklar 37 °C’de 24 saat
inkiibasyona birakildi. inkiibasyonu takiben 24 saat oda sicakliginda birakildi. Bu siire
sonunda sonuglar biyofilm olusumu yoniinden degerlendirildi. Bu teste de negatif ve
pozitif kontrol olarak sirastyla E. coli ATCC 25922 ile susu pozitif kontrol olarak ise
biyofilm olusturan P. aeruginosa ATCC 15692 susu kullanildi (Freeman ve ark., 1989).

3.2.5. Hareketlilik Testleri
P. aeruginosa izolatlarinda
a)Titreme,

b)Kayma ve

¢)Yiizme olmak tizere 3 farkli hareket yapabilme 6zelligi arastirildi.

a) Titreme (twitch) hareketi testi: Titreme testi 3 mm kalinliginda %1°lik
Luria-Bertani (LB) agar igeren plaklar ¢alismada kullanildi. Test igin izolatlarin 24
saatlik nutrient agardaki taze kiiltiirleri kullanildi. izolatlar daha sonra hazirlanan LB
agar plaklarina igne uglu 6ze ile plaklarin zeminine kadar inokiile edildikten sonra 30
°C’de 24-48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonu takiben, plaklar ters cevrildi ve agar 6ze
yardimi ile c¢ikarildi. Plaklarin yilizeyi distile su ile yikanip, yapismayan hiicreler
uzaklastirildi. Daha sonra plak zemini %1°lik kristal viyole ile kaplanarak 15-20 dk siire
boyunca bekletildi. Bekleme siiresi tamamlandiktan sonra, boya uzaklastirildi ve plaklar
distile su ile yikandi. Daha sonra, plaklar ters ¢evrilerek kurutma kagidi iizerinde bir
siire kurumast saglandi. Plaklarda bakterilerin olusturdugu boyanmis alanin capi

Olgiilerek titreme hareketi belirlenmis oldu (Deziel ve ark., 2003).

b) Kayma (swarm) hareketi testi: Kayma testi igin yari kati besiyeri
hazirlandi. Bu besiyerinin bilesimi %0,5 agar, 8 g/L nutrient broth ve 5 g/L glukozdan
olugmaktadir. Hazirlanmis olan yar1 kati besiyerleri birka¢ saat oda sicakliginda
kurutuldu. Izolatlarin 24 saatlik taze kiiltiirlerinden hazirlanan kolonilerden igne uglu
0ze ile besiyerine inokiile edildi ve plaklar 30 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Bu yar1 kati
besiyerinde P. aeruginosa igin tipik olan diizensiz dallanmalar gosteren kolonilerin 3
farkli bolgedeki ¢aplari dl¢iilerek ortalamasi alind1 ve bu sekilde kayma hareketinin gap1

belirlenmis oldu (Boles ve ark., 2005).
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¢) Yiizme (swiming) hareketi testi: Yiizme hareketi i¢cin %1°lik tripton, %0,5
NaCl ve %0,3 agar iceren beseyeri hazirlandi. Her bir izolatin 24 saatlik taze kiiltiirleri
igne uglu 6ze ile alinarak plaklardaki besiyerine inokiile edildi. Plaklar, 30 °C’de 16 saat
inkiibasyana birakildi. Inokiile edilen bolgede bakteri iiremesi gozlendikten sonra,
inokiilasyon bolgesinden disartya dogru olusan bulanik zon olgiilerek ylizme hareketi

miktar1 degerlendirildi (Deziel ve ark., 2003).

Sonu¢larin  yorumlanmasi: Kayma (swarming) ve ylizme (swiming)
hareketlerinin degerlendirilmesi Murray ve ark. (2010)’inin belirttigi yonteme gore
degerlendirildi. Bu kapsamda, pozitif kontrol P. aeruginosa ATCC 15692’susunun
yaptigi kayma hareketinin Olglimiiniin >%10’un tlizerinde olanlar pozitif olarak
degerlendirildi. Titreme ve ylizme hareketlilik testleri ise plaklarda gozle goriilebilir

zonlarin tespiti pozitif olarak degerlendirildi (Murray ve ark., 2010).

Bakteri siispansiyonun hazirlanmasi: Elde edilen P. aeruginosa izolatlar

nutrient agarda 37°C’de 18-24 saat tiretilecek ve daha sonra %0,1 steril tuz
soliisyonunda 0,5 McFarland (~108 CFU/mL) bulaniklik derecesine esdeger olarak
ayarlandi. Daha sonra ayarlanmis bu bakteri siispansiyonlar1 asagida yer alan

piyosiyonun ve elastaz testleri i¢in kullanildi.

3.2.6. P.aeruginosa izolatlarimin Baz1 Virulans Ozelliklerinin Belirlenmesi

1. Piyosiyanin Testi: Bu amagla, yukarida belirtildigi sekilde hazirlanmis olan
izolat soliisyonundan 100 pL alinarak piyosiyanin broth (PB) besiyerine inokiile edildi
ve tiipler 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda sogutmali
santrifiijde 3000 x g’de 20 dk santrifiij sonrasi siipernatantin 5 ml’si 3 ml kloroform ile
3 saat ekstrakte edildi ve bu sekilde organik faz ayrildi. Ayrilan faza 1 ml 0,2 N HCl
ilave edilerek piyosiyanince zengin organik faz ayrildi. Her bir klinik izolat icin tiipiin
iist kisminda kalan HCIl tabakasindan mikroplakalarin 2’ser kuyucuguna 200 pL
koyularak dalga boyu 520 nm olan mikroplaka okuyucuda okutuldu (Schaber ve ark.,
2004; Carlsson ve ark., 2011).
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2. Elastaz Testi: P. aeruginosa izolatlarmin elastaz iretim miktarlarim
belirlemek igin elastaz testi yapildi. Bu amagla, izolatlarin %0,1°lik steril tuz
soliisyonundaki ayarlanmuis kiiltiirleri LB s1v1 besiyerine 100 pL inokiile edilerek, tiipler
37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra suslar 3000 x g’de 10 dk santrifijj
edildi ve elde edilen siipernatantdan 500 pl’sine 1000 pL Elastin Kongo kirmizisi
tamponu (ERC) ilave edildi ve tiipler 37 °C’de 24 saat siireyle inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonu takiben ¢dziilmemis olan ECR’ler 3000 x g’de 10 dk siireyle santrifiij
edilerek uzaklastirildi. Siipernatant kismindan 200 pL alinarak mikroplakalarin 2’ser
kuyucuguna koyuldu ve plakalar mikroplaka okuyucuda (Mikroplaka okuyucu, Thermo,
Multiskan GO) 495 nm dalga boyunda okutuldu (Ohman ve ark. 1980; Rust ve ark.,
1994).

3. Proteaz Testi: Bu amagla %2 yagsiz siit tozu iceren LB agar kullanildi. Test
edilecek izolatlar bir gece dncesi BHI Broth takiben nutrient agarda subkiiltiire edildi.
Subkiiltire edilen koloniler %0,1 steril tuz soliisyonunda 0,5 McFarland (~108
CFU/mL) bulaniklik derecesine esdeger olacak sekilde ayarlandi. Daha sonra,
hazirlanan bakteri slisansiyonundan %2 yagsiz siit tozu igeren LB agar plaklarina 2 pL.
inokiile edildi ve plaklar 37 °C’de 16-18 saat inkiibasyona birakildi. izolatlarm
proteolitik aktiviteleri, bakteri kiiltlirlerinin inokiile edilen bolgedeki berrak zon ¢api

mm cinsinden 6l¢iilerek hesaplandi (Dong ve ark., 2005).

4. Homoserin lakton olusumu icin cross- feeding testi: HSL molekiillerinin
varligin1 belirlemek i¢in cross-feeding testi yapildi. Bu test i¢in 6ncelikle 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-p-D-galactopyranoside (X-Gal) hazirlandi. Bu amagla, X-Gal 1 ml
Dimetil Siilfoksit (DMSO) i¢ine 20 mg X-Gal konulup, eritildi. Hazirlanmis olan X-
Gal’den 40 pL alinip, LB agar iizerine ilave edildi ve cam drigalski ile besiyerinin tim
yiizeye yayilip 37 °C’de 1-2 saat kurutuldu. Kuruyan besiyeri iizerine HSL i¢in belirte¢
olan A. tumefaciens ATCC-51350 susu ¢izgi ekim seklinde ekildikten sonra klinik izolat
olan P. aeruginosa (n:100) izolatlar1 da 1’er cm araliklarla ¢izme teknigi kullanilarak
ekimleri yapildi ve plaklar 37 °C’de 48-72 saat siireyle inkiibe edildi. Daha sonra olusan
yesil pigmentasyon rengi pozitif olarak degerlendirildi (Shaw ve ark., 1997; Cha ve
ark., 1998; Rawn ve ark., 2001).
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3.2.7. izolatlarda Quorum Sensing (QS) Genlerinin PZR ile Saptanmasi

Bu amagla, PZR yontemiyle 4 intakt (Lasl, lasR, Rhll ve RhIR genleri) ve 4
internal (Lasl, lasR, Rhll ve RhIR genleri) olmak {iizere toplam 8 farkli gen bdlgesinin
varhigi Schaber ve ark. (2004)’nin kullandiklar1 primer dizilimi (Tablo 6) kullanilarak
tek hedefli PZR yontemiyle belirlendi. izolatlarm template DNA’s1 kaynatma

yontemiyle elde edildi.

Agaroz jel haziflanmast ve arhplikon agaroz jele vilklenmesi

Sekil 14. PZR Siiregleri
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Tablo 6. Intakt ve internal primer dizileri

Primerin y Nrs Amplikon
ads 5->3 Kaynaklar Uzunlugu (bp)
QS intakt genleri
lasl F ATGATCGTACAAATTGGTCGGC Schaber ve ark.( 2004) 605
lasl R GTCATGAAACCGCCAGTCG Schaber ve ark.( 2004)
lasR F ATGGCCTTGGTTGACGGTT Schaber ve ark.( 2004) 725
lasRR  GCAAGATCAGAGAGTAATAAGACCCA  Schaber ve ark.( 2004)
rhil F CTTGGTCATGATCGAATTGCTC Schaber ve ark.(2004) 625
rhll R ACGGCTGACGACCTCACAC Schaber ve ark.( 2004)
rhiR F CAATGAGGAATGACGGAGGC Schaber ve ark.(2004) 730
rhIRR CTTCAGATGAGGCCCAGC Schaber ve ark.( 2004)
QS internal genleri
lasl F TCGACGAGATGGAAATCGATG Schaber ve ark.( 2004) 363
lasl R GCTCGATGCCGATCTTCAG Schaber ve ark.( 2004)
lasR F TGCCGATTTTCTGGGAACC Schaber ve ark.( 2004) 362
lasR R CCGCCGAATATTTCCCATATG Schaber ve ark.( 2004)
rhll F CGAATTGCTCTCTGAATCGCT Schaber ve ark.( 2004) 143
rhll R GGCTCATGGCGACGATGTA Schaber ve ark.( 2004)
rhiR F TCGATTACTACGCCTATGGCG Schaber ve ark.( 2004) 207
rhIR R TTCCAGAGCATCCGGCTCT Schaber ve ark.( 2004)

QS intakt gen profillerinin belirlenmesi: Schaber ve ark. (2004)’larinin

yapmis olduklart PZR amplifikasyon programi modifiye edilerek PZR karisimi

hazirlandi. Intakt genler i¢in PZR reaksiyon bilesenleri ile amplikasyon programlari

sirastyla Tablo 7 ve Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 7. Intakt Lasl, lasR, Rhll ve RhIR genleri icin PZR karisim miktarlari

Bilesenin ad1

Miktar1 pl  Son konsantrasyonu

Amplifikasyon Tamponu (10X)
MgCl: (25 mM)

dNTP mix (2 mM)

Primer Forward (10 pmol/ul)
Primer Reverse (10 pmol/pl)
Taq DNA polimeraz (5U/ul)

Kalip DNA

dH.0

TOPLAM

2,50 1X/ul

1,50 1,5 mM/pl
1,00 0,08 mM/ul
0,50 0,2 pmol/ul
0,50 0,2 pmol/ul
0,25 0,05 U/pl
1,00 1,2 ng/ul
17,75 -

25,00 -
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Tablo 8. intakt Lasl, lasR, Rhll ve RhIR genlerinin amplifikasyon kosullar

Basamak Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
On denatiirasyon 95 5 dk 1
Denatiirasyon 94 30 sn
Baglanma 60 30sn } 34
Uzaman 72 2 dk
Son uzama 72 10 dk 1

Elektroforez islemi: Bu amagla amplikonlar ethidium bromide iceren %1'lik
(w/v) agaroz jele yiiklenip, 100 volt’ta 90 dakika siireyle yiriitiildii Ve goriintiilleme
cihazinda da goriintiilendi (BioRad).

b) QS internal gen profillerinin belirlenmesi: Schaber ve ark. (2004)’nin
PZR amplifikasyon programi modifiye edilerek PZR karisimi hazirlandi. intakt genler
icin PZR reaksiyon bilesenleri ile amplikon elde etme kosullar1 Tablo 9 ve Tablo10’da

gosterilmistir.

Tablo 9. Internal Lasl, lasR, Rhll ve RhIR genleri i¢in PZR karisim miktarlari

Bilesenin adi Miktar1 pl Son konsantrasyonu
Amplifikasyon Tamponu (10X) 2,50 1 X/ul
MgCl2 (25 mM) 2,50 2,5 mM/ul
dNTP mix (2 mM) 1,00 0,08 mM/ul
Primer Forward (10 pmol/ul) 0,50 0,2 pmol/ul
Primer Reverse (10 pmol/ul) 0,50 0,2 pmol/ul
Taq DNA polimeraz (5U/ul) 0,25 0,05 U/ud
Kalip DNA 1,00 1,2 ng/pl
dH20 16,75 -
TOPLAM 25,00 -

Tablo 10. Internal Lasl, lasR, Rhll ve RhIR genlerinin amplifikasyon kosullar

Basamak Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi

On denatiirasyon 95 5 dk 1
Denatiirasyon 94 30sn

Baglanma 59 30sn } 32
Uzaman 72 2.dk

Son uzama 72 10 dk 1
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Elektroforez islemi: Bu amacla amplikonlar ethidium bromide igeren %1'lik

(w/v) agaroz jelde yiiriitiildii ve goriintiileme cihazinda belirlendi.
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4. BULGULAR

Calismamizda klasik yontemle izole edilen izolatlarin molekiiler diizeyde
dogrulanmasi i¢in tek hedefli PZR teknigi uygulandi. Bu kapsamda P. aeruoginosa
tiirtine 6zgii oprL ve 16 S rDNA gen bolgeleri saptandi. Pozitif kontrol olarak kullanilan
P. aeroginosa ATCC 15692’de her iki gen bolgesi saptanirken (Sekil 15), baliklardan
elde edilen izolatlarda 16 S rDNA gen bolgesi saptanamadi. Buna karsin, oprL gen
bolgesi saptandi. Bu sekilde oprL gen bolgesini igeren toplam 30 balik orjinli P.

aeroginosa izolati elde edildi.

== 956 bp

PA-55-16 S tRNA

a) oprl (504 bp) Gen bdlgesi (M: Marker, 1. b) 16 S rDNA gen bolgesi (M: Marker, 1-6 siitiinler

Siitun: Pozitif kontrol- P. aeroginosa ATCC negatif; 7. Situn P. aeroginosa ATCC 15692
15692 pozitif kontrol)

Sekil 15. P.aeruginosa’nin tiir diizeyinde tek hedefl PZR ile belirlenmesi

Izolatlarin antibiyogram sonuclari: izolatlarin 8 ayr1 grup antibiyotige kars
duyarliliklar1  belirlendi. Bu kapsamda 1) Karbapenem grup antibiyotiklerden
piperasilin/tazobactam (B-laktam/ B-latamaz inhibitor konsantrasyonu-100/10ug), 2)
Lipopeptit gruptan Meropenem (10 pg) ve 3)imipenem (10 pg), 4) Sefalosporin grubu
antibiyotiklerden kolistin (10 pg), 5) Flokinolon grubu antibiyotiklerden seftazidim (30
ug), 6) Aminoglikozit grubu antibiyotiklerden levofloksasin (5 ug) ile 7) Tobramisin
(10 pg) ve 8) Gentamisin (10 pg ) antibiyotik diskleri kullanildi. Izolatlarn
antibiyogram test sonuglar1 Tablo 11°de gosterilmistir. Tablo’da da goriildiigi tizere; 4
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(%13,33) izolat levofloksasine karsi, 3 (%10)’er izolat meropenem ve
piperasilin/tazobactam karsi, 2 (% 6,66) ’ser izolat ise imipeneme, kolistin ve seftazidim
kars1 direngli (orta diizeyde veya direngli) olduklari saptanirken, tiim izolatlar
aminoglikozit grubu antibiyotiklerden tobramisin ve gentamisine karsi duyarli bulundu.
izolatlar ¢oklu antibiyotik direnclilikleri yoniinden degerlendirildiginde ise 1 izolatin 3
ayri grup antibiyotige karst (1l.imipenem, meropenem, 2. piperasilin/tazobactam,
3.seftazidim ve) direngli (orta diizeyde veya direngli) bulundu (Sekil 16).

Sekil 16. izolatlarin antibiyotik direnglilik profilleri

Biyofilm Olusumunun Gozlenmesi: Bu kapsamda izolatlarin biyofilm
olusturabilme 6zellikleri; a) Tiipte biyofilm, b) Mikrotitrasyon yontemi ve ¢) CRA’ da
slime faktorii saptanmasi seklinde 3 ayri yontem uygulanarak belirlendi. Bu kapsamda
12 izolatin (%40) CRA’da, 14 (%46,66) izolatin mikrotitrasyon plaklarinda, 29
(%96,66) izolatin da tiipte biyofilm olusturdugu gortldi. Bu bulgulara ilaveten, 18
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(%60,00) izolatin iki ayr1 yontemle ve 3 (%10) izolatin da her {i¢ yontem ile biyofilm
olusturma 6zelligin gosterdigi belirlendi (Tablo 12, Sekil 17).

Tablo 11. Balik orjinli P. aeruginosa izolatlarinin antibiyogram test sonuglari

IPM CT TPZ CAZ CN TOP LEV MEM Toplam
10pg 10pg 10pg 30pg 10pg 10pg 5ng 10pg  Direngli.Say1
S S

Z
o

© 00O NO Ol WN -

el ol =
N WN PO
DOV OTOVOODNDODNDDODNDDNDODNDGgTOOONONNDITNO NN

NN R B RP
B O W~

N
N

N NN DNDNDDN
o NO O bW
DOV IOgOnLOnn gnonunumnononnonnonononononomyonunon

N
[{e]

(/);_UU)U)U)U)U)U)U)U)U);U;UU)U)U)U)U)U)U)U)U)U)U)U)U)U)U)U)U)U)

o
DOV gOLOOLOLOO gonLnunnonununononomonunonomonmonomonwon
OO OOODOOOODOOOOOnDnaonnmmAOnmmnmnm
TOOOOOOOOOOOONnITNnONOnnnnnnnnnonononononmyuonow
DDLU !LOaOOOnnmnmoaoonommomnmomwm
DUV U!LULOOOOOOLOOOOOnDOOOnD!LOOOOnnmnmnoaoonommomnowmwm

N e

30

Direng.
izolat 2 2 3 2 0 0 4 3

Sayisi 906,66 906,66 910,00 9%6,66 900,00 %0,00 %1333 %10,00

S:Duyarli; IR:Orta derecede direngli; R:Direngli; TPZ:Piperacillin/tazobaktam; MEM:Meropenem;
CAZ:Seftazidim; CT:Kolistin; TOB:Tobramisin; LEV:Levofloksasin; IPM:Imipenem; CN:Gentamisin
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Tablo 12. P.aeroginosa izolatlarinin Biyofilm olusturma Ozellikleri

, .. Toplam
PO aoau byofim  Byorim  MKrOlrayon - poritd
olusturma olusturma saysi

1. P. aeroginosa Pozitif Pozitif (0.4475 abs.)

2. Negatif Pozitif Negatif 1
3. Negatif Pozitif Negatif 1
4, Negatif Pozitif Negatif 1
5. Negatif Pozitif Pozitif 2
6. Negatif Pozitif Pozitif 2
7. Zayif pozitif Negatif Pozitif 2
8. Pozitif pozitif Negatif 2
9. Zayif pozitif Pozitif Negatif 3
10. Zayif pozitif Pozitif Negatif 2
11. Pozitif Pozitif Negatif 2
12. Zayif pozitif Pozitif Pozitif 3
13. Zayif pozitif Pozitif Pozitif 3
14. Negatif Pozitif Pozitif 2
15. Negatif Pozitif Pozitif 2
16. Negatif Pozitif Pozitif 2
17. Pozitif Pozitif Negatif 2
18. Zayif pozitif Pozitif Pozitif 2
19. Pozitif Pozitif Negatif 2
20. Pozitif Pozitif Negatif 2
21. Negatif Pozitif Pozitif 2
22. Pozitif Pozitif Negatif 2
23. Negatif Pozitif Negatif 1
24, Negatif Pozitif Negatif 1
25. Negatif Pozitif Pozitif 2
26. Negatif Pozitif Negatif 1
27. Negatif Pozitif Pozitif 2
28. Negatif Pozitif Negatif 1
29. Negatif Pozitif Negatif 1
30. Negatif Pozitif Negatif 1
31. Negatif Pozitif Pozitif 2

Pozitif izolat sayisi 12 (%40,00) 29 (%696,66) 14 (%40,00)
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Tiipte Biyofilm Congo Red Agar’da Biyofilm

Mikrotitrasyon Yontemi

Sekil 17. izolatlarin tiip, CRA ve mikrotitrasyon yontemiyle biyofilm olusturma dzellilkleri

Hareketlilik Ozellikleri: P. aeruginosa izolatlarinda hareket testlerini
a)Titreme, b)Kayma ve c)Yizme olmak tlizere 3 farkli yontemle arastirildi. Bu
kapsamda; 30 (%2100) izolatin hepsi titreme ve kayma hareketi gosterirken, 25(%83,33)
izolat yiizme hareketi yapabilme dzelligi gosterdi. izolatlarn hareket yetenekleri birlikte

degerlendirildiginde; 25(%83,33) izolat titreme, yilizme ve kayma hareketlerinin
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3’linede sahip iken, 5 (%66,66) izolat ise titreme ve kayma hareketi 6zelligine sahip
oldugu goriildii (Tablo 13, Sekil 18).

Tablo 13. P.aeroginosa izolatlarimin harektlilik, proteaz ve elastaz aktivite test sonuglari

. Ti_trer_ne Kay”?a Yiizme (Swimming) Proteaz
1zolat Sayisi (tW|tvh|ng) (swarmln_g) Hareketi Aktivite Elastaz
Hareketi Hareketi

1. Hareketli Hareketli Hareketli Pozitif Pozitif
2. Hareketli Hareketli Hareketli Pozitif Pozitif
3. Hareketli Hareketli Hareketli Pozitif Zayif pozitif
4. Hareketli Hareketli Hareketli Pozitif Zayif pozitif
5. Hareketli Hareketli Hareketli Pozitif Zayif pozitif
6. Hareketli Hareketli Hareketli Pozitif Poz (+++)
7. Hareketli Hareketli Hareketli Pozitif Zayif pozitif
8. Hareketli Hareketli Hareketli Pozitif Poz (+++)
9. Hareketli Hareketli Hareketli Pozitif Zayif pozitif
10. Hareketli Hareketli Hareketli Pozitif Poz (+++)
11. Hareketli Hareketli Hareketli Pozitif Negatif
12. Hareketli Hareketli Hareketli Pozitif Negatif
13. Hareketli Hareketli Hareketli Pozitif Negatif
14. Hareketli Hareketli Hareketli Pozitif Negatif
15. Hareketli Hareketli Hareketli Negatif Negatif
16. Hareketli Hareketli Hareketli Pozitif Negatif
17. Hareketli Hareketli Hareketli Negatif Negatif
18. Hareketli Hareketli Hareketli Pozitif Negatif
19. Hareketli Hareketli Negatif Pozitif Poz (+++)
20. Hareketli Hareketli Negatif Pozitif Poz (+++)
21. Hareketli Hareketli Hareketli Pozitif Poz (+++)
22. Hareketli Hareketli Hareketli Pozitif Poz (+)
23. Hareketli Hareketli Hareketli Pozitif Poz (+++)
24, Hareketli Hareketli Negatif Negatif Negatif
25. Hareketli Hareketli Hareketli Pozitif Negatif
26. Hareketli Hareketli Hareketli Pozitif Negatif
27. Hareketli Hareketli Hareketli Pozitif Negatif
28. Hareketli Hareketli Negatif Pozitif Zayif pozitif
29. Hareketli Hareketli Hareketli Pozitif Zayif pozitif
30. Hareketli Hareketli Negatif Pozitif Pozitif

Pozitif izolat 30 30 25 27 18

sayist (96100,00) (96100,00) (9083,33) (9690,00) (9660,00)
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a) Titreme (Twitching) Hareketi

c) Yiizme Hareketi

Sekil 18. P.aeruginosa izolatlarinin hareket test sonuglari
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Piyosiyanin test sonuclari: 30 izolattan 22(%73,33)’sinin piyosiyanin
tiretebilme kabiliyetine sahip oldugu goriildii. (Tablo 13, Sekil 19)

Sekil 19. Piyosiyanin {iretim 6zelligi

Proteaz Aktivite: Proteaz aktivitesi test sonuglar1 Tablo 13’de gosterilmistir.
Tabloda da goriildiigii iizere toplam 30 izolatin 27(%90)’sinde proteaz aktivitesine sahip
oldugu goriildii (Sekil 20).

Sekil 20. izolatlarin proteaz aktivitesi
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Elastaz Aktivite: Elastaz testi toplam 30 P. aeruginosa izolatlarinin 18(%69)’i

elastaz liretebilme 6zelligi yoniinden pozitif bulundu (Tablo 13, Sekil.21).

Sekil 21. P.aeruginosa izolatlarinin elastaz aktivitesi

Homoserin lakton (HSL): Homoserin lakton (HSL) olusumu test sonuglar
Tablo 14’de gosterilmistir. Tablo incelendiginde, test edilen 30 P. aeruginosa izolatinin
13 (% 43,33)’tintin HSL tiretebilme kabiliyetine sahip oldugu gortldi (Sekil 22).

Sekil 22. HSL olusumu (yesil renk pozitif)
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QS intakt ve internal gen profillerinin belirlenmesi: PZR analiz sonuglari
Tablo 14’de (Sekil 23 ve Sekil 24) gosterilmistir. Intakt lasl ve lasR 30 izolatin
hi¢birinde saptanamazken, rhil geni 7 (%23,33) ve rhIR ise 11 (%36,66) izolatta
saptand1. Internal genlerden lasll geni 22 (73,33), lasIR geni 15 (%50), rhil geni 30
(%100), rhIR geni ise 28 (%93,33) izolatta saptandi. Analiz edilen 4 internal gen
bolgesinin 4’1 de 10 (%33,33) izolatta saptandi. Toplam las geni 27, toplam rhl geni ise
30 izolatta saptandi.

Tablo 14. Izolatlarin intakt ve internal PZR sonuglart

INTAKT CEES BOLGESI INTERNAL GEN BOLGESI (bp)

lasl- lasR- rhll- rhIR- lasl- lasR- rhiR- rhll-
605 725 625 730 363 362 207 143

No  Piyosiyanin HSL

1 Poz(+++) Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Poz. Neg. Poz. Poz.
2 Neg. Poz.  Neg. Neg. Neg. Neg. Poz. Neg. Poz. Poz.
3 Neg. Neg. Neg. Neg. Poz. Neg. Poz. Neg. Poz. Poz.
4 Poz(+++) Poz. Neg. Neg. Poz. Poz. Neg. Neg. Poz. Poz.
5 Poz. (+) Poz. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Poz. Poz. Poz.
6 Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Poz. Poz. Poz. Poz.
7 Zayif Poz. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Poz. Neg.
8 Poz(+++) Neg. Neg. Neg. Neg. Poz. Poz. Neg. Poz. Poz.
9 Poz(+++) Poz.  Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Poz. Poz. Neg.
10 Poz. (+) Neg. Neg. Neg. Poz. Neg. Poz. Poz. Poz. Poz.
11 Poz(+++) Poz. Neg. Neg. Poz. Neg. Poz. Neg. Poz. Poz.
12 Poz (+) Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Poz. Poz. Poz. Poz.
13 Poz (+) Neg. Neg. Neg. Neg. Poz. Neg. Neg. Poz. Poz.
14 Zayif Poz.  Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Poz. Neg. Poz. Poz.
15 Zayif Poz.  Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Poz. Neg. Poz. Poz.
16 Poz. (+) Neg. Neg. Neg. Neg. Poz. Poz. Neg. Poz. Poz.
17 Neg. Poz. Neg. Neg. Neg. Neg. Poz. Poz. Poz. Poz.
18 Neg. Poz. Neg. Neg. Neg. Poz. Poz. Neg. Poz. Poz.
19 Poz. (+) Neg. Neg. Neg. Poz. Neg. Poz. Poz. Poz. Poz.
20 Poz. (+) Poz. Neg. Neg. Poz. Neg. Poz. Neg. Poz. Poz.
21 Poz. (+) Poz. Neg. Neg. Neg. Poz. Poz. Neg Poz. Poz.
22 Poz. (+) Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Poz. Poz. Poz. Poz.
23 Poz (+) Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Poz. Poz. Poz.
24 Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Poz. Poz. Poz. Poz. Poz.
25 Poz. (+) Poz.  Neg. Neg. Neg. Poz. Poz. Neg Poz. Poz.
26 Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Poz. Poz. Poz. Poz. Poz.
27 Poz. (+) Poz.  Neg. Neg. Neg. Poz. Neg. Poz. Poz. Poz.
28 Zayif Poz.  Poz. Neg. Neg. Poz. Poz. Neg. Poz. Poz. Poz.
29 Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Poz. Poz. Poz. Poz.
30 Poz. (+) Poz.  Neg. Neg. Neg. Neg. Poz. Poz. Poz. Poz.
Toplam 22 13 0 0 7 11 22 15 30 28

%73,33 %43,33  %0,00 %0,00 923,33 %36,66 %073,33 950,00 %100,00 %93,33
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a) QS Intake gen: Lasf 605 bp (2. Siitun P. aeruginosa b) QS Intake gen: LasR 725 bp (1. Siitun
ATCC-15692-pozitif kontol, 3. Siitun balik orjinli izolat) P. aeruginosa ATCC-15692-pozitif kontol)

7521 G625 bp

T L
AL

c) Qs intakt gen: rhIR 625 bp

d) Qs intakt gen: rhIR 730 bp (8. Siitun P. geruginosa
(6. Sutun P. geruginosa ATCC-15692-pozitif kontol)

ATCC-15692-pozitif kontol)

Sekil 23. QS intakt gen bolgeleri

8

I1asR 362 bp

Rl

a) lasl 363 bp: M: Marker: 4 Siitun b) lasR (362 bp): M: Marker 8. stitun: P.geroginosa ATCC -15692 pozitif kontrol):
Diger P.aeroginosa ATCC -15692 pozitif diger stitunlar balik ogjinli izolatlar
kontrol) Diger stitunlar balik orjinli izolatlar

TR 207 bp

c) 77l (143 bp) (M: Marker: 1.stitun:

d) »7IR (207 bp): M: Marker: 8: P.geruginosa ATCC 15692
P aeruginosa ATCC 15692 pozitif kontrol

pozitif kontrol): Diger siitunlar balik orjinli izolatlar

Sekil 24. QS internal gen bdlgeleri

65



5. TARTISMA

Vahsi ve kiiltlir baliklar1 igin en biiyiik tehditlerden biri de bakteriyal
enfeksiyonlardir. P. aeruginosa’da toprak ve sulu ortamlarda bulunabilen bakterilerden
biri olup (Spiers ve ark. 2000), baliklarda yiiksek mortalite ile seyreden enfeksiyonlar
ile balik ve balik iirtinlerinin bozulmalarindan sorumlu en 6nemli patojenler arasinda
yer almaktadir (Abdullahi ve ark., 2013). Bu nedenle, P. aeruginosa’nin teshisi,
Ozelliklerinin belirlenmesi, virulans faktorleri, tedavide antibiyotik direnclilik profilleri
gibi 6zelliklerinin aydinlatilmasi etken ile miicadelede 6nemli rol oynamaktadir.

P. aeruginosa’nin identifikasyonu genis fenotipik varyasyonlart nedeniyle
problemli olabilmektir. Bu nedenle, genelde klinik izolatlarin P. aeruginosa olarak
dogrulanmasi amaciyla degisik gen bolgelerinin saptanmasi temeline dayanan
molekiiler tekniklerin uygulanmasi yoluna gidilmektedir. Bu konu ile ilgili diinyanin
degisik bolgelerinden ¢alismalar bildirilmistir (de Vos ve ark., 1997; Quin ve ark.,
2003; Béatrice ve ark. 2005; Lavenir ve ark. 2007; Spilker ve ark., 2008; Anuj ve ark.,
2009; Abdullahi ve ark., 2013; Benie ve ark. 2017; Boutina ve ark., 2018). Bu
calismalarin birinde (Anuj ve ark. 2009), 35 klinik ve 27 ¢evresel olmak tizere toplam
62 izolati (API ile dogrulanmig) P. aeruginosa yoniinden molekiiler diizeyde
dogrulamak amaciyla, PA-dupleks-PZR (ecfX ve gyrB ) ile P. aeruginosa monopleks
PZR yontemlerini (ecfX-PCR, gyrB-PCR, oprL-PCR, ETA-PCR ve PA16S-PCR)
kullanmiglardir.  Analiz sonucunda, dubleks RT-PZR ile ecfX ve gyrByi
saptayabildiklerini ve bu iki geni birlikte kullanilarak yanlig pozitif sonuglarin 6niine
gecebildiklerini bildirmislerdir. ki klinik izolatin PA 16S-PZR ile ve 4 ¢evresel izolatin
da oprL-PZR yontemiyle, 1 izolatin da ETA-PZR ile yanlis pozitif verdiklerini, bunun
nedenin ise genellikle P. aeruginasa’nin Chromobacterium violaceum ile ¢apraz
reaksiyon vermesinden kaynaklandigini bildirmislerdir. Ancak aragtirmacilar bu
sonuglart elde etmelerine ve sonug olarak, ecfX ve gyrB gen hedefli sonuglarin uyumlu
olmasina ragmen, literatiirlede ve GenBankasinda bu genler ile ilgili siirh dizi
(sequens) bilgilerinin oldugunu ve bu nedenle bu sonuglarin yalnizca tek hedefli
kullanimini desteklediklerine inanmadiklarini bildirmislerdir. Whiley ve ark. (2008)’ da
bu arastiricilar gibi dizi (Sequens) varyansyonlarmin molekiiler teshis yontemlerini

etkileyen daha yagin problem oldugunu bildirmislerdir. Lavenir ve ark. 2007 ve Quin
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ve ark. (2003)’da bu iki genin P. aeruginosa’y: tiir diizeyinde belirlenmesinde giivenli
olduklarini bildirmislerdir.

P. aeruginosa’nin tiir diizeyde molekiiler yontemlerle tanimlanmasinda toxA ve
algD genlerini saptamaya yonelik ¢alismalar Quin ve ark. (2003) ve Lavenir ve ark.
(2007) tarafindan bildirilmistir. Arastiricilar analiz sonucunda yanlis negatif sonuglar
elde ettiklerini, bu durumu etkenin genetik olarak oldukga polimorfik olmasindan ve
dizi (sequens) varyasyonundan kaynaklanabilecegini bldirmislerdir.

Benie ve ark. (2017) ise cins diizeyinde saptadiklar1 Pseudomonas spp.
izolatlarmin tiir diizeyinde P. aeruginosa olup olmadigini belirlemek amaciyla rpoB gen
varhigini aragtirmiglar ve izolatlarin %99,5’inde bu geni saptadiklarini ve bu izolatlar P.
aeruginosa olarak degerlendirdiklerini bildirmislerdir. Arastirmacilar, P. aeruginosa’
nin tir diizeyinde saptanmasinda etkenin heterojinetisi nedeniyle (Ait-Tayeb ve ark.,
2005; Mehri ve ark. 2013) fenotipik yontemlerle identifiye edilen izolatlarin molekiiler
olarak da dogrulanmasi gerektigini bildirmislerdir. Sonug olarak, rpoB genini yiiksek
molekiiler identifikasyon orani ile P. aeruginosa izolatlarinin dogrulanmainda basart ile
kulanilabilecegini bildirmislerdir.

Boutina ve ark. (2018) ise Béatrice ve ark. (2005)’larinin g¢aligmalarinda
kullandig1 protokolii uygulayarak qPZR oprL gen bolgesini cogalttiklarini, kiiltiir
yontemiyle saptayamadiklarini, ancak oprL hedefli qPZR ile pozitif olan izolatlarin
daha sonra ecfx ve gyrB gen hedefli qPZR ile analiz ettiklerin bildirmislerdir. Iki ayri
gPZR uygulma nedenini ise oprL qPZR’1 iyi hassasiyetinden (10 kob/m1’nin tigkati) ve
gyrB/ecfX qPZR’1 ise daha 1iyi segicilige (%90) sahip olduklar1 i¢in birlikte
kullandiklarini, ancak elde edilen sonuglar dogrultusunda her iki ydnteminde
birbirleriyle uyumlu oldugunu bildirmislerdir. Nitekim Béatrice ve ark. (2005)’ da
oprL-RT-PZR ile P. aeruginosa’y: ratlarda akciger drneklerinde saptama simirini 10%*
kob/g olarak bildirmislerdir.

Baska bir ¢alismada, Spilker ve ark. (2004), toplam 85 izolat1 materyal olarak
kullanmiglardir. Bu izolatlarin 14’1 P. aeruginosa ve 28’ide Pseudomonas ile yakin
iligkili diger tiirlerden olusan toplam 42 kiiltiir koleksiyon tiirleri ile birlikte 43
Pseudomonas olmayan izolatlardan (bunlarin 28’i kistik fibrosisli hastalardan izole
edilmis) olusmustur. Pseudomonas spp.’ yi cins diizeyinde saptamak amaciyla PA-GS

(618 bp) ile P. aeruginasa olup olmadigini yani P. aeruginosa’nin tiir diizeyinde
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saptamak amaciyla bizim c¢alismamizda da kullandigimiz PA-SS (956 bp) gen
varliklarin1 arastirmislardir. Sonug olarak, amplifiye ettikleri biitiin Pseudomonas spp.
izolatlarinin tamaminda PA-GS’yi saptadiklarini, PA-SS’yi ise P. aeruginosa
izolatlarinda saptadiklarini  bildirmislerdir. Arastiricilar bu iki gen bdlgesinin
Pseudomonas’in cins diizeyinde ve P. aeruginosa’yr da tiir diizeyinde belirlemede
secicilik ve hassasiyet oranlarini %100 oldugunu bildirmislerdir.

P.aeruginosa’nin dis membran proteini bakterinin ¢evre ile uyumunda 6nemli
rol oynar. P. aeruginosa’nin pek ¢ok antibiyotige karsi kalitsal direngliliginde de
(effluks transport sistemi veya membran segiciligi) spesifik bu dis membran proteinin
varligir 6nemli rol oynar (de Vos ve ark., 1997). oprL geni P. aeruginosa’nin yapisal
membran lipoproteini kodlar. Bu gen klinik ve diger 6rneklerden P. aeruginosa’nin tiir
diizeyinde PZR ile (de Vos ve ark., 1997) veya RT-PZR yontemiyle (Quin ve ark.,
2003) saptanmasi amaciylada kullanilir. de Vos ve ark. (1997) molekiiler olarak
karakterize edilmis iki dis membran lipoprotein genlerini dizayn ettiklerini ve
klonladiklarin1 bildirmislerdir. Bunlar oprl ve oprL genlerdir (Deep ve ark., 2011,
Moghaddam ve ark., 2014). Bu genlerden oprl’nin floresan 6zellikli psédomonaslar i¢in
spesifik oldugunu (de Vos ve ark., 1992; Rodriguez-Herva ve ark., 1996), oprL’nin ise
P. aeruginosa’nin klinik izolatlardan identifikasyonu igin oprl ile birlikte multipleks-
PZR yontemini gelistirmislerdir. Caligsmalarinda 20 farkli floresan psedomonaslar test
etmisler ve sonugta, her iki geni yalnizca klinik ve g¢evresel kokenli P. aeruginosa
(n=250) izolatlarinda saptadiklarini, oprl genini ise diger floresan Pseudomonas
izolatlarinda saptadiklarim1  bildirmislerdir. Test edilen Pseudomonas olmayan
izolatlarinda (n=15) ise bu iki geni saptayamamiglardir. P. aeruginosa’nin en diisiik
saptama sinirini ise OprL i¢in 102 bakteri/ml olarak saptamislardir. Calismamizda klasik
yontemle izole edilen ve izolatlarin molekiiler diizeyde dogrulanmasi i¢in PZR ydntemi
uygulandi. Bu kapsamda P. aeruginosa tiiriine 6zgii (tiir spesifik) iki ayr1 gen bdlgesinin
-oprL (outer membrane protein) ile 16 S rDNA gen bdlgeleri — varliklar1 arastirildi.
Pozitif kontrol olarak P. aeruginosa ATCC 15692 kullanildi. Kontrolde her iki gen
bolgesi saptanirken, baliklardan elde edilen izolarda PA-SS 16S rDNA gen bdlgesi
saptanamadi. Buna karsin, oprL gen bolgesi saptandi. Sonug olarak, oprL gen bolgesini
iceren toplam 30 balik orjinli P. aeruginosa izolati elde edildi. Yaptigimiz diger bir

calismada da bu ¢alisma sonuglar ile paralellik gosterdi. Yaptigimiz ¢alismada, tavuk
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ve kiyma kokenli toplam 50 P. aeruginosa izolatinda da oprL gen bdlgesi saptanirken,
PA-SS 16S rDNA saptanamadi. Bu konu ile ilgili Malazya’dan bir c¢aligma
bildirilmistir. Bu ¢alismada, Abdullahi ve ark. (2013)’da Pseudomonas spp. siipheli 46
su ve cesitli balik kokenli izolattan 29 (%63,04)’unun morfolojik o6zellikleri, Gram
boyama ve diger biyokimysal testler sonucu Pseudomonas spp. olarak dogruladiklarini,
daha sonra bu izolatlarin P. aeruginosa olarak dogrulamak amaciyla oprL gen bdlgesini
bizim ¢alismamizda kullandigimiz primer dizilimini kullanarak belirlemisler ve sonucta
13 izolat1 P. aeruginosa olarak saptamislardir. Sonug olarak, siipheli P. aeruginosa
izolatlarmin dogrulanmasi amaciyla PZR yonteminin ve bu amagla da oprL’nin
varliginin arastirilmasiyla basarili bir sekilde uygulanabilecegini bildirmislerdir. Bizim
calisma bulgularimizda bu sonucu dogrulamaktadir.

P. aeruginosa’nin biiylik genoma sahip olmasi ve genetik varyasyonlar
nedeniyle fenotipik yontemlerle teshis edilmesinin gli¢ ve yanlis pozitif veya negatif
sonuglar elde edilebilecek, bu nedenle izolatlarin molekiiler diizeyde dogrulanmasi
gerekmektedir. Yukarida bildirilen veriler 15181 altinda; klinik veya hayvansal kokenli
veya diger c¢evresel kokenli siipheli P. aeruginosa izolatlarinin tiir diizeyinde
belirlenmesinde, oprL gen bolgesinin kullanilabilecegi, hassasiyeti artirmak igin ikinci
bir gen bolgesinin de kullanilmasi gerektigi sonucuna varilmstir.

P.aeruginosa’nin antimikrobiyal direngliligi ile ilgili diger hayvansal orjinli
gidalara kiyasla daha smirli calismalar mevcuttur. Bu c¢alismalarda etkeninin
antibiyotiklere kars1 direnglilik profilleri degiskenlik gostermektedir (Abdullahi ve ark.,
2013; Apenteng ve ark., 2017; Benie ve ark., 2017). Son yillarda yapilan ¢aligmalarin
biri Bat1 Afrika’dan bildirilmistir. Benie ve ark. (2017) tarafindan bu bdélgede yiirtitiilen
caligmada, 225 siipheli sigir eti, balik ve dumanlanmig balik kokenli Pseudomonas
izolatindan 205 (%91.1)’inin API sistemiyle P. aeruginosa olarak dogrulandigi, rpo gen
bolgesinin (P. aeruginosa tiir spesifik gen) saptanmasi amaciya PZR teknigi
uyguladiklarin1 ve sonugta 204 izolatin P. aeruginosa olarak identifiye ettiklerini
bildirmislerdir. Bu izolatlar1 disk diffuzyon yontemi uygulayarak 11 farkli antibiyotige
kars1 (tikarsilin, tikarslin-Klavulanik asit, aztreonam, sefepim, seftazidin, siprofloksasin,
kolistin, imipenem, piperasilin, fosfomisin ve kanamisin) antibiyotik duyarliliklarini
belirlemislerdir. Toplam 181(110 sigir eti, 43 balik eti ve 33 dumanlanmis balik eti

orjinli) P. aeruginosa izolatlarinin ¢oklu antibiyotik diren¢ gosterdigini; bu agidan sigir
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orjinli izolatlarin %4,8 ile birinci sirada yer alirken, bunu %33,1°lik oranla taze balik
orjinli P. aeruginosa ve %?20,0’lik oranla da dumanlanmig balik orjinli izolatlarin
izledigi bildirilmistir. Aragtirmacilar ayrica dumanlanmis balik eti izolatlarinin
%68,4’liikk oranla tikarsilin/tikarsilin+klavulanik asite karsi direngli olduklarini, bu
antibiyotige kars1 taze balik orjinli izolatlarin sirasiyla %52,5 ve %350,0 oranda
oldugunu, sefepim antibiyotigine karsi ise dumanlanmis balik ve taze baliklarin sirasiyla
%17,5 ve %10’luk oranla direncli olduklarini, seftazidim/imipenem antibiyotigine karsi
ise taze balik orjinli izolatlarin %7,5, dumanlanmis balik orjinli izolatlarin %5,3
oraninda, kolistin antibiyotigine kars1 direnglilik oranin1 da %3,2 ila %35,3 arasinda
degistigini bildirmislerdir. Biitiin izolatlarin %34,2 ila %28 oraninda piperasiline kars1
ve %32,2- %35,4 ile de siprofloksasine karsi direngli olduklarini bildirmislerdir. Tim
izolatlarin fosfomisine karsi hassas, buna karsin %97°lik oranla aztreonama karsi
direngli olduklarmni saptamislardir. Bizim c¢alismamizda elde edilen izolatlardan 4
antibiyotige kars1 sadece 1(%3,22) izolatta ¢oklu antibiyotik direncliligi (orta diizeyde
veya direngli) saptanmistir. Diger antibiyotiklere karsi ise %3,22-12,90 oranlarinda
direnclilik (orta diizeyde veya direngli) bulunmustur. Bu oran Benie ve ark. (2017)’nin
bulduklar1 degerden ¢ok daha diisiik orandadir. Calismamizda 3. kusak sefalosporin
antibiyotiklerinden seftazidime karst % 6,4 oranda (2/31 izolat) direncli (orta diizeyde
veya direngli) iken, Benie ve ark (2017)’nin yaptig1 ¢alismada 3. kusak sefalosporin
antibiyotiklerinden seftazidime karsit oldukca diisiik oranda direnglilik saptanmis, 4.
kusak sefalosporin antibiyotiklerden sefepime karsi ise %10 oranda direnclilik
bildirilmistir.

Ermenistan’dan bildirilen bir g¢alismada, (Ginovyan ve ark. 2018), P.
aeruginosa izolatlarinin siprofloksasine karsi ¢ok duyarli oldugu bildirilmistir.

Abdullahi ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢aligmalarinda balik, karides ve su kokenli
P. aeruginosa izolatlarinin en az bir antibiyotige karsi direngli oldugu, en yiiksek
direngliligin ampisilin ve eritromisine karsi (%100) oldugu, buna karsin yine %92,30
gibi yiiksek oranda nitrofurantoine, %76,92 oraninda karbenisiline ve %23,08 oraninda
ise gentamisine karsi direncli oldugu arastirmacilar tarafindan bildirilmistir. En diisiik
direncliligin ise gentamisine, norfloksasine ve nalidiksik asite kars1 belirlemislerdir.

Bu konu ile yapilan baska bir ¢alismada da Apenteng ve ark. (2017), 18 P.

aeruginosa izolatin1 balik yetistirme havuzundan izole ettilerini, bu izolatlarin test
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ettikleri 5 farkli antibiyotikten gentamisine karst %66,66, tetrasikline %61,1 ve
siproflaksosine kars1 %350, yine tetrasiklin ve siprofloksasin antibiyotiklerine karsi orta
diizeyde direnclilik oraninin ise %5,56 olarak bildirilmistir.

Misir’dan bildirilen bir ¢alismada sazan (common carp-Cyprinuscarpia) baligi
Nil ¢ipurast (Nile tilapia —Oreochromisniloticus) ve Afrika yayin baligindan (African
catfish-Clariasgariepinus) izole edilen P. aeroginosa izolatlar1 kolistin sulfat,
danofloxacin, nalidiksik asit, oxolonik asit ve oxytetrasikline karsi duyarli iken,
amoksisilin, sefalosporin, eritromisin, linkomisin, nitrofurantoin ve sulfametoksazol +
trimetoprime antibiyotiklerine kars1 direncli, gentamisine kars1 ise orta diizeyde direngli
olduklar bildirilmistir (Hanna ve ark., 2014).

Bagka bir ¢alismada da Algama ve ark. (2012), baliklardan izole ettikleri P.
aeroginosa izolatlarinin kanamisin, sefalotin, sulfatriad, kolistin metan sulfonat,
tobtamisin, nitrofurantoin, sefodoksim, sefoksitin ve aztreonam antibiyotiklerine kars1
olduk¢a direngli, buna karsin tetrasiklin, sefotaksim, siprofloksasin, norfloksasin,
ofloksasin, moksifloksasin, gatifloksasin ve levofloksasine karsi ise oldukca duyarli
olduklarini bildirmislerdir.

Bizim ¢alisma bulgularimiz ile yukarida bildirilen ¢alisma bulgular1 arasinda
farkliliklar bulunmaktadir. Bu farkliliklar bolgesel farkliliklardan kaynaklanacagr gibi,
baliklarin kiiltiir balig1 olup olamadigimna goére de degisiklik gostermektedir. Kiiltiir
balik¢iliginda, balik yemlerine antibiyotik katildigindan dolay1 (supplement veya tedavi
edici amaglarla), bu baliklardan veya bu tiir balik¢ilik yapildigi bolgelerdeki balik, su ve
sedimentlerden izole edilen bakterilerde antibiyotik drenglilik oran1 ¢cok daha ytiksektir.
Nitekim, antibiyotik direnclilik ile kiiltiir balik¢iliginda uygulanan antibiyotiklerin
yaklasik %70-80’inin su sistemi i¢ine dagildig: ileri striilmiistir (Burridge ve ark.,
2010).

Antibiyotiklerin balik yetistiriciliginde koruyucu ve tedavi amagclariyla
kullanilmaktadir (Serrano ve ark., 2017). Sadece baliklara 6zgii antibiyotik olmadigi
icin, bu alanda kullanilan antibiyotikler veteriner hekimlik alaninda kullanilan
antibiyotikler arasindan se¢ilmektedir. Balik¢ilikta antibiyotiklerin kullanimi ve kiiltiir
balik¢iliginda bazen asir1 miktarda antibiyotik kullanimi, su ve sucul kaynakh
antimikrobial-direngli bakterilerin olusmasina neden olmaktadir. Bu tiir balik ve diger

yenilebilir tirinlerin birgogu marketlerde insan tiiketimine de sunulmaktadir (Cabot ve
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ark.,2016; Serrano ve ark., 2017). Kiiltiir balik¢iliginda ortaya ¢ikan antibiyotik direngli
bakteriler ve bunlara neden olan genler ile karasal hayvan yetistiriciginde kullanilan
antibiyotik direnglilik ve bu direnglilige neden olan genler arasinda benzerlik
bulunmaktadir ve hatta aymi oOzelliklere sahiptir (Benie ve ark., 2017). Ayrica, P.
aeruginosa dis membran proteinin diisiik gegirgenlik Ozelligi, degisik effluks
pompalama sistemleri ve antibiyotikleri inaktive edici enzimleri nedeniyle pek ¢ok
antibiyotige karsi direngli oldugu bildirilmistir (Hancock, 1998). Vaisvila ve ark.
(2001)’da bu varyasyonlarin bakterinin biiyilik ve ¢esitli genomlariyla iliski oldugunu ve
akuatik ortamda onu dagitabildigi ve bu durumda diger direngli genleri tagiyan bakteri
icin bir rezervuar olusturabilecegini bildirmistir.

P. aeruginosa dis membran gegirgenligini azaltabilme, antibiyotiklerin aktif
olarak hiicrenin disina pompalayan effluks sistemi ve antibiyotikleri inaktive eden
enzimler TUretmesi nedeniyle kalitsal direnglilik 6zelliklerine sahiptir. Bizim
calismamizda da oprL geni biitiin izolatlarda saptamistir. Bu gen P.aeruginosa ’ya 6zgii
yani tiir spesifik bir gen olmasinin yan1 sira antibiyotik direncliliginden de sorumlu olan
genlerden birisidir. Deep ve ark. (2011) ve Moghaddam ve ark. (2014) da hem OprL ve
Opr’nin effluks mekanizmast ve membran gecirgenligini degistirmek yoluyla
antibiyotik direnglilikte dnemli role sahip oldugunu bildirmslerdir. Bu nedenle effluks
pompalama sistemi yoluyla direnglilik olusturan antibiyotikler (fluorogquinolones,
aminoglycosides, p-Lactams (6zellikle meropenem, ticarcillin), tetracycline, tigecycline,
chloramphenicol, makrolitler gibi) goz 6niinde bulundurulursa (Meletis ve Bagkeri,
2013), bu tiir antibiyotiklerine kars1 oprL nedeniye izolatlarin direngli olmasi beklenirdi.
Yapilan ¢alismalarda P. aeruginosa’nin effluks pompalama sistemini regiile eden baska
mekanizmalarin da bulundugu bildirilmistir. Bu konu ile ilgili olarak, Meletis ve
Bagkeri (2013), P. aeruginosa’nin gesitli effluks pompalama sistemine sahip oldugunu
ve bu pompalarin 3 proteinden olustugunu bildirmislerdir. Bu proteinler 1) proton
hareket giiciinden enerjiyi kullanan sitoplazmik membranin bir protein nakledicisi, 2)
periplazmik baglayict protein ve 3) dis membran porini. Caligmamizda izolatlarin
antibiyotiklere karsi duyarli olmas1 da oprL varliginin diger mekanizmalarla birlikte
yetersiz kaldigin1 gostermektedir.

Akuatik cevre, ilag kalintilarinin, mikrobiyal patojenlerin ve antibiyotik

direngli genlerin dagilimi icin siirekli ve kolay mekanizma saglar. Bu nedenle, kiiltiir
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balik¢ilig1 antimikrobiyal belirteclerin (hareketli genetik elementler) naklinde ve hizli
yayilim1 bakimindan biiyiik bir tehtid olarak devam edecektir.

P. aeruginosa ckstraseliiliiler proteaz iiretir. Bu bakteride 3 farkli proteaz elde
edilmistir. Biitiin proteazlar kazeini sindirebilirlerken, proteaz Il kazein ile birlikte
elastini de parcalar. Bu nedenle proteazlar doku yikiminda ve etkenin invazyonunda
onemli role sahiptirler. Ancak, bu enzimin etkisi lokalize olup, hayvanlar igin ¢ok toksik
degildir. P. aeruginosa izolatlarinin %90’inda iretilen “toxin A” ise etkenin en toksik
proteaz tipidir (Iglewski, 1996). Bizim ¢alismamizda, izole edilen 30 P. aeruginosa
izolatindan 27’sinin proteaz aktivitesine sahip oldugu goriildii. Bu nedenle etkenin lokal
harabiyet ve invaze olmasinda yardimei bir enzime sahip oldugunu sdyleyebiliriz. Bu
izolatlarin 17’sinde ayn1 zamanda elastaz aktivitesi de saptandi. Bu 6zelligi proteaz
II’den mi yoksa elastaz aktivitesini regiile eden genin mi regiile ettigini sdyleyemeyiz.
Ancak, bunlar arasinda en toksik olan toxA ve elastaz genlerinin varliklarini
arastirilmadigi i¢in ¢calisma bu yonleriyle degerlendirelememektedir.

Pekgok planktonik organizma, flagellum sayesinde yiizeye dogru yiizerek
baslangicta bir yiizeye kolonize olabilir ve tip IV pili ve flagella gibi bakteriyel
adezinler yoluyla da yiizeye yapisabilir (O’Toole ve Kolter, 1998; Pratt ve Kolter, 1998;
Costerson ve ark., 1999; Sauer ve ark., 2002; Stoodley ve ark., 2002). Bakteri bir kez
tutunduktan sonra, tekrar eden Ozel-yiizey iliskili hareketleri ve ¢ogalmalari ile
“mikrokoloni” olarak adlandirilan bakteri kiimelenmesinin olusmasina, daha sonrada
olgun biyofilm sekillenmesine neden olur (Garrett ve ark., 1999; O’Toole ve ark., 2000;
Toutain ve ark., 2004). P. aeruginosa hiperflagelasyon ile flagellum-aracili yiizme
hareketi, tip-IV pili ile ylizey-iliskili kayma (swarming) ve titreme (twitching) hareketi
gosterebilir (Alm ve Mattick, 1995; Kohler ve ark., 2000). Yiizme ve titreme
hareketinde hiicreler bagimsiz olarak hareket edebilir, fakat kayma (swarming) hareketi
icin bakteri ¢esitli mekanizmalara ihtiya¢ duyar; bunlardan birincisi QS prosesi ile
birlikte caligma (Tremblay ve ark., 2007), ikincisi fonksiyonel lipopolisakkaritler
(Lindhout ve ark., 2009) ve {igiincii olarakta hiperflagellasyondur (Copeland ve Weibel,
2009). Yizme ve titreme hareketleri i¢in gerekli olmayan, ancak kayma hareketi i¢in P.
aeruginosa’nin ihtiya¢ duydugu diger bir mekanizma ise biyosiirfaktan (ramnolipit)
madde iretimidir. Ramnolipit yiizey boyunca hareket igin gerekli olan yiizey

geriliminin azaltilmasini saglar (Deziel ve ark., 2003; Caiazza ve ark., 2005; Copeland
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ve Weibel, 2009). Nemli yiizey, kayma (swarming) hareketi i¢in gereklidir ve
ramnolipit iiretimi sayesinde ancak kayma (swarming) hareketi i¢in gerekli nemlilik
saglanir. Kayma (swarming) hareketine sahip bakteri hidrofilik 6zelliktedir. Oysa,
ylizme hareketi yarikati besiyeri iginde gerceklestiginden dolayr nemli yiizey ve
ramnolipit tiretimine ihtiya¢ duyulmaz (Copeland ve Weibel, 2009). Kayma (swarming)
hareketi biyofilm sekillenmesini (Garrett ve ark., 1999; O’Toole ve ark., 2000; Toutain
ve ark., 2004) ve antibiyotik direngliliginin sekillenmesini de saglar (Caiazza ve ark.,
2005; Butler ve ark., 2010).

Bizim ¢aligmamizda, 30 P. aeruginosa izolatin tamami kayma (swarming)
hareketi gosterdi. Bu sonuglar, izolatlarin kayma hareketi i¢in gerekli olan QS prosesi
ile birlikte ¢alisma, fonksiyonel lipopolisakkaritler, hiperflagellasyon ile bu izolatlarin
yiizey boyunca hareket i¢in gerekli olan nemliligi ve yiizey geriliminin azaltilmasini
saglayan biyosiirfaktan (ramnolipit) madde {retebildigi, baska bir deyisle 4
mekanizmaya da sahip oldugunu gosterdi. Kayma hareketinde, izole ettigimiz 1 izolat
(22 mm) P. aeruginosa (14 mm) susunun gosterdigi kayma hareketinden daha fazla
alanda kayma hareketi gosterdi. Bu izolat bir antibiyotige (imipenem) direngli, tiipte
biyofilm o6zelligi pozitif olmakla beraber, CRA’da ve mikrotitrasyon yontemiyle
biyofilm olusturma 6zelligi saptanamadi. Ancak, HSL test sonucu pozitif bulundu.
Ayn1 izolatin QS yoOniinden intakt ve internal gen varliklar1 yOniinden
degerlendirldiginde; intakt gen bolgesinden rhiR ile internal gen bélgelerinden rhiR ve
rhll gen bolgelerinin varliklari bu izolatta tespit edildi. Bu kapsamda, kayma hareketi
bliytikliigliniin bu sayilan 6zellikler yoniinden direk bir korelasyonunun bulunmadigini
sOyleyebiliriz. Ciinkii, diger bir izolatin kayma hareket cap1 (2,5 mm) P. aeruginosa
susundan daha kiigiik olmasina ramen, 4 farkli antibiyotige kars1 direncli, CRA’da ve
tiipte biyofilm olusturma ozellikleri pozitif, QS varligimi gosteren HSL 6zelligi pozitif,
intakt gen bolgesinden rhiR ve internal gen bdlgesinden lasl, rhIR ve rhll gen varliklari
da pozitif bulundu.

Calismamizda yapilan ii¢ ayr1 hareketlilik testlerinden 30 izolatin kayma
(swarming) ve titreme (twitching) hareketlerinin her ikisine de sahip oldugu goriildii.
Bu 6zellik, ¢alismada izole ve identifiye edilen 30 izolatin da bu hareketlerden sorumlu
olan tip-1V piliye sahip oldugunu gostermektedir. Ancak, yiizme (swimming) hareketi

30 izolatin 25’inde saptandi. Bu 5 izolatin titreme ve kayma hareketlerinin bulunmayis,
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bu 5 izolatinda tip-IV piliye sahip olmadigin1 gostermektedir. Tiim hareketlilik test
sonuglart birlikte degerlendiriliginde; 25 izolatin tip-1V pili ile hiperflagelasyona sahip
oldugu, bu olusumlar sayesinde yiizme, titreme ve kayma hareket kabiliyetlerine sahip
oldugu, 5 izolatin ise sadece tip-1V piliye sahip olmakla bereber, hiperflagellasyona
sahip olmadig1 sonucuna varilabilir.

Pilus ¢ok yonlii fonksiyone sahip olup, kolonizasyonun baslatilmasinda ve
konakg¢inin epitel yiizeyi iizerine adezyonunda ¢ok 6nemli role sahiptir (Babapour ve
ark., 2012; Rostamzadeh ve ark., 2016). Pili ayn1 zamanda etkenin biyofilm olusturmasi
icinde 6nemlidir (Lisboa ve ark., 2010; Babapour ve ark., 2012). Pil diye adlandirilan
bu genler bakterial krozomun farkli bolgelerinde bulunur. Bu genlerin salinimi Pil-S ve
Pil-R ile alternatif sigma faktor RpoN adi verilen iki komponentli system tarafindan
kontrol edilir (Benie ve ark., 2017).

Hareketllik ile P. aeruginosa patojenitesi arasindaki iligski incelendiginde; P.
aeruginosa’nmn “yiizme” seklindeki hareketinden sorumlu olan kirpik (flagella)
sayesinde, etken yaygin membran komponentleri (asiolaGM1 gibi) araciligiyla epitel
hiicrelerine baglanarak, dnce adeze daha sonra kolonize olabilir. Bu bakterinin titreme
ve kayma hareketlerinden sorumlu olan pilus, bir adezin protein olup, P. aeruginosa’nin
hiicre ylizeyine tutunmasinda 6nemli role sahiptir. Pilus, etkenin hava yollarina hizla
yayillmasina ve kolonize olmasina yardimci olur. Bu bilgiler 15181 altinda, baliklardan
izole edilen P. aeruginosa izolatlar1 konakg¢i hiicre yiizeyine tutunma ve kolonize
olabilme 6zelliklerine sahiptir. Ancak, solunum sisteminde hava yollarina (bronslara)
tutunabilmesi i¢in, pilus disinda pilus dis1 ikinci bir adezin yapisina da ihtiya¢ duyuldgu
bildirilmistir (O'May ve ark., 2009). Bu adezin yap1 P. aeruginosa’nin asialoGM1
reseptorlerine baglanmasinda 6nemli rol oynar. Bunun i¢inde etken 6nce néromidaz
enzimini Uretir (Baron ve ark., 1986; Erdem, 1999). Bu enzim, enfeksiyon bolgesinde
once etkenin baglanacagi bolgede gangliozitlerdeki siyalik asit kalintilarin1 yok eder.
Daha sonra etken adezinlerle asialoGM1 reseptorlerine baglanir. Calismamizda ise
izolatlar bu yoniiyle analiz edilmedi. Ancak, mevcut veriler izolatlarin patojenitede rol
oynayan Ozelliklere sahip olabilecegini gostermektedir.

QS Sisteminde AI oldukga 6nemli olup, bakteriler arasindaki iletisimden
sorumlu diffuse olabilen kii¢lik kimyasal mddelerdir. AHL molekiillerinin tespiti i¢in,
C. violaceum CV026 indikator susu kullanilabilir. Ortamdaki AHL molekiilleriyle C.
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violaceum CV026 biyosensér susunda mor pigment olan “viyolasinin” {iretilir
(McClean ve ark., 1997). Bizim ¢alismamizda ise AHL molekiillerinin saptanmasi igin,
pZLR4 plazmiti tasiyan A. tumefaciens NT1 (Shaw ve ark., 1997; Cha ve ark., 1998;
Ravn ve ark., 2001) indikator susu, ortama X-Gal (5-Bromo-4-kloro-3-indolil-p-D-
galaktopiranosid) eklenip, N-acyl yan zincirinde 6-12 karbona sahip AHL molekiiliini
uyarmast saglanmis ve “yesil renk” olusturulmustur. Bu sekilde, P.aeruginosa
izolatlarmin orijinal krem renginin yesil renge degisimiyle ¢evreyi algilamanin varligi
ispatlanmaktadir (Ulusoy, 2007; Myszka ve Czaczyk, 2012). HSL testinde yesil rengin
olusumu pozitif olarak degerlendirilmektedir. Ciinkii bu renk, N-acyl yan zincirinde 6-
12 karbona sahip AHL molekiiliinii uyarmasiyla sekillenmekte ve c¢evreyi algilamanin
varhigimi gostermektedir (Ulusoy, 2007; Myszka ve Czaczyk, 2012).

P. aeruginosa’da QS sisteminin ana diizenleyicilerinden birisi LasR
proteinidir. Bu proteine, QS regiilasyonu i¢in, Al (N-(3-oxododecanoyl)-homoserine
lactone (OdDHL) molekiiliiniin baglanmasi i¢in ihtiya¢ duyulur (Sekil 25) (Huang ve
ark., 2016). LasR geni, P. aeruginosa’da QS sistemi ile iligkili sayisiz hedef genlerin
aktivasyonundan sorumlu olan transkripsiyon (kopyalama-¢ogaltma) faktérlerini kodlar.
lasR 'de meydana gelen mutasyonlar, onlar tarafindan diizenlenen fenotipler kadar
cesitlidir (Wang ve ark., 2016). Yapilan bu ¢alismada, Al- HSL molekiilerinden sadece
Ce-12-HSL olan Al varligi arastirildi. C4-HSL varlig1 ise arastirilamadi. P.aeruginosa’da
lasR-3-O-C1-HSL kompleksi virulans genlerinin transkripsiyonunu aktive eder. Bu
calismada, 30 izolattan 13’1 (%43,33) Ce-12- HSL iiretimi pozitif bulunmustur. Bu
sayede, P.aeruginosa bakterileri kendi aralarinda biyofilm olusturmak iizere iletism
kurabilir, antibiyotiklere kars1 da direng gosterebilir ve virulans genleri de tretebilirler.
Calismamizda 30 izolattan sadece 1’inde ¢oklu antibiyotk (4 antibiyotik) direncliligi ile
birlikte AHL varlig1 saptanmistir. Bu izolatin ayn1 zamanda proteaz aktivesi de pozitif

bulunmustur. Bes (5) izolat ise 1 antibiyotige kars1 direngli bulunmustur.
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QS sistemi ile HSL arasindaki iliski incelendiginde (Tablo 14 ); lasl geni HSL
pozitif 13 izolatin 8’inde saptanmis olup, lasR ise 6 izolatta saptanmustir. Lasl veya lasR
genlerinin en az birinin bulundugu izolat sayist ise 12 idi. Bir izolatta ise her iki gen
saptanamamugtir. Her iki geninde mevcut oldugu gen sayisi ise 2 idi. P. aerognosa’da
lasR sentezi igin ve takiben lasR aktivasyonu igin lasl aracilikli 3-O-Ci2-HSL
tiretiminin hiicrede belli bir konsantrasyon diizeyine ulagsmasi gerekir. Dolayisiyla lasl
‘nin mevcudiyeti her zaman lasR’inde mevcut olacagi anlamina gelmemektedir ve P.
aeruginosa’da temel diizeyde lasl geninin ve lasl aracilikli 3-O-C12-HSL iiretiminin
gerceklesebilecegi bildirilmistir (Hill ve ark., 2005). Bu nedenle calismamizda /as/ nin
mevcut olup, /asR nin saptanamadigi 2 izolatin lasl aracilikli 3-O-C12-HSL iiretiminin
lasR’nin sentezi igin gerekli konsantrasyona ulasamadigi i¢in sentezlenemedigi ve
aktive olamadig1 sonucuna varilabilir.

Biyofilm ile AI-HSL iliskisi incelendiginde; 13 izolatin tiipte, 6 izolatin
mikrotitrasyon yontemiyle ve 5 izolatin ise CRA’da biyofilm olusturabilme 6zelligine
sahip oldugu goriilmektedir. Her ii¢ yontem birlikte karilastirildiginda; HSL-pozitif 2
izolatin 3 ayr1 yontemle saptanan biyofilm aktivitesine sahip oldugu, iki yontemle ise; 3
izolatin CRA’da ve tiipte biyofilm yapma, 4 izolatin da tiipte ve mikrotitrasyon
yontemiyle biyofilm olusturma o6zelligine sahip oldugu goriildii. Sonu¢ olarak HSL
tiretimi pozitif izolatarinin tamaminin en az bir yontemle biyofilm olusturma 6zelligine
sahip oldugu goriildii.

AI-HSL ile piyosiyanin iiretimi yoniinden incelendiginde, piyosiyanin iireten

22 izolatin 10’unda HSL iiretimi pozitif bulunmustur (Tablo 14, Tablo 15). Sekil 8’de
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goriilldiigii  gibi rhll-r2IR nin piyosiyanin itretiminden sorumlu genlerdir. Bizim
calismamizda da AI-HSL pozitif 13 izolattan 10’unda piyosiyonin iiretebilme
kabiliyetine sahip oldugu goriildii. Bu izolatlarin QS Sisteminde yer alan rhll-rhiR
genlerin aktivasyonu sonucu trankripte olan rhll ile rhIR aktivator proteinleri sayesinde
iretildigi bilinmektedir (Sekil 8). Caligmamizda 10 izolatin 9’unda adi gegen her iki
gene de sahip oldugu, sadece 1 izoatta rhIR pozitif iken, rill'nin negatif oldugu
saptand1. LasR ise piyosiyanin iireten izolatlarin 5’inde saptandi. Bilindigi gibi lasR
geni rhll-rhIR’yi uyarmakta ve uyarilan genlerin {irettigi proteinler tarafindan
piyosyanin TUretilebilmektedir. LasRnin 5 izolatta bulunmamasina ragmen
retilebilmesi, lasR disinda baska genler tarafindan da aktive edilebilecegini
gostermektedir. Nitekim Sekil 8 incelendiginde PQS gibi 3. QS Sistem genleri ile GacA

ve RelA tarafindan da aktive edildigini gorebiliriz.

Tablo 15. HSL Pozitif 13 izolatin elastaz, proteaz, QS sistemi, biyofilm ve hareketlilik 6zellikleri

izolat HSL  Piyosiyon Elastaz Proteaz INTAKT GEN BOLGESI  INTERNAL GEN BOLGESI
Sayisi lasl lasl  rhil  rhll lasl lasR rhIR rhll
1 Poz. Neg. Poz. Poz. Neg. Neg. Neg. Neg. Poz. Neg. Poz. Poz.
2 Poz. Poz. Poz. Poz. Neg. Neg. Poz. Poz. Neg. Neg. Poz. Poz.
3 Poz. Poz. Poz. Poz. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Poz. Poz. Poz.
4 Poz. Poz. Poz. Poz. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Poz. Poz. Neg.
5 Poz. Poz. Neg. Poz. Neg. Neg. Poz. Neg. Poz. Neg. Poz. Poz.
6 Poz. Neg. Neg. Poz. Neg. Neg. Neg. Neg. Poz. Poz. Poz. Poz.
7 Poz. Neg. Neg. Poz. Neg. Neg. Neg. Poz. Poz. Neg. Poz. Poz.
8 Poz. Poz. Poz. Poz. Neg. Neg. Poz. Neg. Poz. Neg. Poz. Poz.
9 Poz. Poz. Poz. Poz. Neg. Neg. Neg. Poz. Poz. Neg. Poz. Poz.
10 Poz. Poz. Neg. Poz. Neg. Neg. Neg. Poz. Poz. Neg. Poz. Poz.
11 Poz. Poz. Neg. Poz. Neg. Neg. Neg. Poz. Neg. Poz. Poz. Poz.
12 Poz. Poz. Poz. Poz. Neg. Neg. Poz. Poz. Neg. Poz. Poz. Poz.
13 Poz. Poz. Poz. Poz. Neg. Neg. Neg. Neg. Poz. Poz. Poz. Poz.
Toplam 13 10 8 13 0 0 4 6 8 6 13 12
izolat A . . Mikrotitrasyon  Titreme Kayma Yiizme
Sayisi CRABiyofilm  Tiipte Biyofilm Biyofilmy Hareketi Har)éketi Hareketi
1 Neg. Poz. Neg. Hareketli Hareketli Hareketli
2 Neg. Poz. Poz. Hareketli Hareketli Hareketli
3 Neg. Poz. Poz. Hareketli Hareketli Hareketli
4 Poz. Poz. Neg. Hareketli Hareketli Hareketli
5 Poz. Poz. Poz. Hareketli Hareketli Hareketli
6 Poz. Poz. Poz. Hareketli Hareketli Hareketli
7 Poz. Poz. Neg. Hareketli Hareketli Negatif
8 Neg. Poz. Poz. Hareketli Hareketli Hareketli
9 Poz. Poz. Neg. Hareketli Hareketli Hareketli
10 Neg. Poz. Neg. Hareketli Hareketli Hareketli
11 Neg. Poz. Neg. Hareketli Hareketli Negatif
12 Neg. Poz. Neg. Hareketli Hareketli Hareketli
13 Neg. Poz. Poz. Hareketli Hareketli Hareketli
Toplam 5 13 6 13 13 11
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HSL-pozitif 13 izolatin hareket yetenekleri ile proteaz ve elastaz aktiviteleri
incelendiginde; 13 izolatin tamaminin hem titreme (tiwitching) hem de kayma
(swarming) hareketine, 11’inin ise sadece yiizme hareketine sahip oldugu goriildii.
Dolayisiyla bu izolatlarin QS sitemi, IV tip pili ile hiperflagellasyon ve flagelluma ve
ramnolipit sentez edebilme yetenegine sahip oldugu, 12 izolatin proteaz aktivitesine ve
8’inin de elastaz aktivitesine sahip oldugu goriildii. Elastaz aktivitesi hem Al olarak Ciz-
HSL hem de C4-HSL iiretimi ile QS Sisteminin baslatilmasi ve takiben hem Ci2-HSL
iretimi belli bir konsantrasyona ulastiginda aktive olan lasI-lasR sistemi, hem de Cs-
HSL AI konsantrasyonu belli bir diizeye geldigi zaman QS Sisteminin aktivasyonu
sonucu rhll-rhIR sisteminin aktivasyonu sonucu bakteriden sentez edilmektedir. Bizim
calismamizda sadece Ci2-HSL {iretimine bakildig: i¢in lasl ve/veya lasR 8 izolatin
7’sinde mevcut olup, 1 izolatta ise saptanamamustir (Tablo 15). Sadece 1 izolatta ise
hem lasl hem de lasR saptanmis, 3 izolatta sadece lasl, 3 izolatta ise sadece lasR
saptanmistir. Dolayisiyla bu izolatlar disinda HSL pozitif ve elastaz aktivitesine sahip 1
izolattin hem intakt hem de internal rhll-rhIR gen bolgelerine sahip oluslari, Al olarak
C4-HSL sistemine sahip oldugu ve genlerin aktivasyonu sonucu virulans faktor olarak
tiretebildikleri distiniilmektedir (Sekil 8). Bu sonuglar, proteaz aktivitesi i¢in de gegerli
olup, proteaz da P. aeruginosa’nin virulans faktorlerinden brisidir. Proteaz ise C12-HSL
tiretimi pozitif 12 izolatta saptanmis (Tablo 15), lasl geni bu izolatlarin 5’inde, lasR ise
3’linde saptanmig, her iki gen birlikte 1 izolatta saptanmuistir. rhll ise proteaz
aktivitesine sahip izolatlarda, rhll-rhIR birlikte 12 izolatta saptanmustir.

Calismamizda intakt ve internal bulgu sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde;
lasl geni 30 izolatin 22 (%73,33)’sinde saptanirken, lasR 15 (%50) izolatta saptanmustir.
P. aerognosa’da lasR sentezi i¢in ve takiben lasR aktivasyonu igin lasl aracilikli 3-O-
C12-HSL iiretiminin hiicrede belli bir konsantrasyon diizeyine ulagsmasi gerekir.
Dolayisiyla lasl’nin mevcudiyeti her zaman lasR’inde mevcut olacagi anlamina
gelmedigi ve P. aeruginosa’da temel diizeyde lasl geninin ve lasl aracilikli 3-O-Cyo-
HSL iiretiminin gergeklesebilecegi bildirilmistir (Hill ve ark., 2005). Bu nedenlerle
caligmamizda, lasR’nin saptanamadig1 toplam 4 lasl geni mevcut olan izolatlarda lasl
aracilikli  3-O-C1>-HSL diretiminin /asR’nin sentezi i¢in gerekli konsantrasyona
ulasamadigi icin sentezlenemedigi ve aktive olamadigi sonucuna varilmistir. 3 izolatta

ise sadece lasR geni saptanmis ama bu izolatlarda lasl geni saptanamamistir. LasR nin
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regiilasyonu i¢in GacA, Vfr ve relA dahil pek ¢ok faktoriin LasR 'yi pozitif olarak regiile
ettigi bilinmektedir (van Delden ve Iglewski, 1998; de Kievit ve ark., 2000). Nitekim,
Shuster ve ark. (2003) yaptiklar1 ¢alismada P. aeruginasa susunda vfr’nin delesyonunda
biitiin lasR ekspirasyonunun elimine edildigi ve virulans genlerin iiretiminin azaldigi
bildirmislerdir (Hentzer ve ark., 2003;Shuster ve ark., 2003).

QS Sisteminde, lasR aracili ile de raIR’nin aktivasyonu gergeklestigi
bildirilmis ve sonug olarakta rhl sisteminin aktivasyonu i¢in las sistem aktivasyonuna
ihtiya¢ duyuldugu bildirilmistir (Hill ve ark., 2005). Bu baglamda, ¢alismamizda lasR
geni toplam 15 izolatta saptanmis ve bu gen 15 rhIR genini aktive etmis, ama rhIR geni
30 izolatta saptanmistir. Dolayisiyla 15 izolatin lasR geni tarafindan aktive edilmedigi
goriilmektedir. Toplam las genleri ise 27 izolatta saptanmistir. Dolayisiyla las genleri
27 izolat rhl genlerini aktive ederken, 3 izolatta rhIR poztif ve 1 izolatta da rhll pozitif
iken, las genleri bu izolatlarda saptanamamustir. Teresa ve ark. (2002) yaptiklari
calisma bulgularina dayanarak, »#/I’nin dominat olarak gii¢lii bir sekilde las QS Sistemi
tarafindan regiile edildigini ve yalnizca kiigiik bir oranda ise rhl QS Sistemi tarafindan
regille edildigini bildirmistir. Sonu¢ olarak rhll expressiyonunun her oranlar
degismekle birlikte iki sistem tarafindan da kontrol ettiklerini bulmuslardir. Ayrica,
Sekil 8’de goriildiigii tizere, genel olarak rhl sisteminin las sistem genleri diginda P.
aeruginosa’ nin QS sisteminin ig¢lincii QS sistemini olusturan PQS sistemi ile relA
tarafindan da uyarilabilecegi goriilmektedir. Bu goriis dogrultusunda bu izolatlarda PQS
sistemi veya relA’nin var olabilecegini sdyleyebiliriz.

Yapilan bu ¢alismada QS Sisteminde rol alan lasl (605 bp), lasR (725 bp), rhll
(625 bp) ve rhIR (730 bp) genleri ile internal gen bolgelerinden lasl (363 bp), lasR (362
bp), rhIR (207 bp) ve rhll (143 bp) olmak iizere toplam 8 gen bolgesi PZR yontemi ile
saptandi. Calismamizda pozitif kontrol olarak P. aeruginosa (ATCC 15692) kullanild:.
QS i¢in toplam 30 P.aeruginosa izolat1 kullanildi. Yapilan PZR ¢alismasi1 sonucu intakt
ve internal gen bolge sonuglari arasinda farkliliklar bulundu. Bu konu ile yapilan bazi
calismalarda da bizim ¢alisma bulgularimiza benzer sonuglar elde edilmistir (Schaber ve
ark., 2004; Cevik Tepeli, 2009). Analiz bulgular ¢ergevesinde; intak gen bolgelerinden
lasl (605 bp) geni ve lasR (725 bp) geni hi¢bir izolatta saptanamazken, intakt rhll (625
bp) 7 ve rhIR (730 bp) genleri ise 11 izolatta saptanmuis, internal gen bolgelerinden lasl
(363 bp) geni 22, lasR (362 bp) geni 15, rhIR (207 bp) geni 30 ve rhll (143 bp) geni ise
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28 izolatta saptanmistir. Goriildiigii lizere intakt gen bolge varliklari internal gen
varliklarindan ¢ok daha diisiik diizeydedir. Bu durumun intakt gen kaybindan ileri
gelebilecegi bildirilmistir. Gen kaybi intakt genlere komsu bolgelerdeki mutasyon veya
delesyon gibi degisimlerden olabilecegi, bu degisimlerin de primerlerin
hibridizasyonuna ve PZR f{irlinlerinin sentezini engellenmesinden kaynaklanabilecegi
bildirilmistir (Cabrol ve ark. 2003; Schaber ve ark., 2004; Schaber ve ark. 2007; Cevik
Tepeli, 2009; Diizgiin, 2009). Nitekim, Cevik Tepeli (2009) ¢alismasinda, izolatlardan
DNA eldesi igin farkli metodlar1 kullandiklarini, ancak intakt genlerini saptayamama
nedenini DNA’nin elde etme yontemlerine veya PZR kosullarina bagl olmadigini, bu
durumun intakt gen bolgesi i¢in tasarlanmis primerlerin baglanma bdlgesindeki nokta
mutasyonu, baz kaybi1 veya buna benzer nedenlerden dolayr degisim nedeniyle intakt
primerlerin baglanamadig1 ve sonu¢ olarak DNA amplikasyonunun gerceklesemedigini
bildirmiglerdir. Bu konu ile yapilan baska bir ¢alismada da Cabrol ve ark. (2003) 66
adet izolatta sadece lasR geninin varligmi arastirmiglar ve lasR’in 54 izolatta
saptadiklarini, 12 izolatta ise belirleyemediklerini bildirmislerdir. Arastirmacilar 12
izolattan 9’unda niikleotid degisikligi saptadiklarini, geriye kalan 3 izolatta ise
insersiyon sira degisikligi oldugu ve bu nedenle de PZR’da goriintiilenemedigini
bildirmiglerdir. Bagka bir ¢alisma da Schaber ve ark. (2007) QS-Sisteminden yoksun
(QS deficiency) 5 adet sus ile yaptiklari ¢aligmada, intakt rhIR genini 5 susun 2’sinde
saptanmus, 3 susta ise saptanamamustir. Internal fragman ise 3 susta saptanirken, 2 susta
saptanamamustir. Bagka bir ifadeyle 5 izolatin 1’inde intakt gen pozitif iken, internal
fragment saptanamamis, 1 izolatta da intakt gen sentezlenemedigi halde internal
fragman saptanmistir. Bu durum arastirmacilar tarafindan bu suslarin gen bélgelerindeki
degisiklikten kaynaklandigini ve bunun da PZR sirasinda primer ile hibridizasyonu
engelleyebilecegini bildirmislerdir. Diizgiin (2009)’de bizim buldugumuz bulgulara
benzer sonuglar bulmustur. Bu durumu, oOkaryot hiicrelerde protein sentezinden
sorumlu gen kendi i¢inde intron (mMRNA sentezi sonrasi zincirden ayrilmasi) ve exon
(iiretilecek proteinden sorumlu) adli internal fragmanlardan olustugunu, buna karsin
bakteri gibi prokaryot hiicrelerde genetik materyalin tek uzun bir DNA iplik¢igi
tizerinde kodlandigini, intronun ise son derecede seyrek bulundugunu bildirmistir. Bu
DNA iplik¢igi lizerinde de operon bulunmaktadir. Cabrol ve ark. (2003) ve Schaber ve

ark. (2007) P. aeruginosa’nin genomik ¢esitliligi nedeniyle genetik materyalde internal
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fragmanin farkli yerlerde yerlesmis olabilecegini, bu nedenle bazi suslarda intakt gen
sentezlenirken internal fragmanin sentezlenemedigini, bazi suslarda ise tam tersi
oldugunu bildirmislerdir. Bizim ¢alismalarimizda bu goriisleri destekler niteliktedir.
Yukarida bildirilen QS, biyofilm, virulans faktorler ve hareketlilik ile sayilan
parametreler arasindaki iligkiler daha ¢ok insan klinik P.aeruginosa izolatalarindan elde
edilen veriler 1s181nda degerlendirilebilmistir. Yapilan literatiir taramalar1 sonucu balik
dahil hayvansal orjinli gidalardan izole edilen izolatlarin baktigimiz parametrelere
yonelik herhangi bir ¢alismaya rastlanamamistir. Bu nedenlerle tartisma yapilamamastir.
Balik orjinli P. aeruginasa izolatlar ile ilgili ise sinirli sayida ¢alismalar yapilmustir.
Ancak elde ettigimiz veriler 1s18inda; balik orjinli P. aeruginosa izolatlari, patojen
ozelliklere sahip olup, biyofilm olusumu igin gerekli haberlesme sistemine, QS
Sistemine ve biyofilm olusturma yeteneklerine ve hastalik yapabilme potensiyeline
sahiptir. Bu yonleriyle, P. aeruginosa izolatlar1 gida sanayisinde problem olarak
karsimiza ¢ikabilecegi gibi, etkenin sayilan 6zellikleri yoniiyle insan sagligin1 da tehdit

edebilecek 6zelliklere sahiptir.
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6. SONUC ve ONERILER

P. aeruginosa biiyiik genoma sahip bir mikroorganizma olup, hem insan hem
de hayvanlar i¢in 6nemli bir bakteri grubunu olusturmaktadir.

Yapilan bu calismada baliklardan klasik kiiltiir yontemiyle izole ve identifiye
edilen P. aeruginosa izolatlarinin molekiiler diizeyde iki farkli gen bdlgesinin PZR ile
saptanmasiyla molekiiler diizeyde dogrulanmasi yapildi. Caligma bulgulart sonucunda,
P. aeruginosa nin klasik kiiltiir teknigi ile identifiye edilmesinin yetersiz kalabilecegi,
izolatlarin PZR ile molekiiler tekniklerle dogrulanmasi gerektigi, bu kapsamda basta
oprL geni olmak iizere bu gen ile birlikte ikinci bir geninde kullanilmasi gerektigi
sonucuna varildi.

Balik orjinli baz1 P. aeruginosa izolatlarinda; QS Sisteminin var oldugu ve QS
mekanizmasi ile etkenin virulans faktorleri, biyofilm olusturma kabiliyetleri ve hareket
yeteneklerini diizenleyebildigi, ancak bu mekanizma disinda baska mekanizmalarin da
var olabilecegi saptandi. QS mekanizmasinda HSL’in etkili oldugu goriildi. Bu
calismada elde edilen P. aeruginosa izolatlarmin patojenitede rol oynayan hareket
sistemine (tip 1V pili, flagellum, hiperfilagasyon ve ramnolipid iiretme gibi) sahip
oldugu goriildii. Elastaz ve piyosiyanin, proteaz aktivitelerine sahip izolatlarin var olusu
patojenitede bu izolatarmn 6nemli rol oynabilecegini de gosterdi. Izolatlar diisiik
antibiyotik direnglilik profili gosterdi.

Sonug olarak bu izolatlar hastalik yapabilme potansiyeline sahip oldugu ve P.
aeruginosa izolatlar1 gida sanayisinde de basta biyofilm olusturma 6zelligi olmak {izere
QS mekanizmasi sayesinde problem olarak karsimiza ¢ikabilecegi, etkenin sayilan

ozellikleri yoniiylede insan sagligini tehdit edebilecegi sonucuna varildi.
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