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OZET

MASTITISLI SUTLERDEN iZOLE EDILEN PSEUDOMONASLARIN BiYOFIiLM
URETME YETENEGININ INCELENMESI
Oztiirk M. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji Ana
Bilim Dah Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2018

Bu arastirma ile mastitisli siitlerden izole edilen Pseudsomonas tiirlerinin biyofilm {iretme
yeteneginin arastirtlmasi amaglanmustir.

Calismamizda Pseudomonas izolasyonu i¢in Aydin Bolgesinden saglikli ve mastitisli
sigirlardan alman siit 6rnekleri kullanildi. Alinan ornekler soguk zincir altinda Adnan
Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Rutin Teshis laboratuarina
getirilecek ve besiyerlerine ekimleri yapildiktan sonra 37 °C’de 24 saat inkubasyona birakildi.
Izole edilen bakterilerin biyokimyasal yontemlere gore identifikasyonu yapildi. Toplanan
materyallerden izole edilen Pseudomonas’lardaki biyofilm {iretme yetenegi fenotipik olarak

Kongo Red Agar da incelendi. Genotipik degerlendirme i¢in PCR teknigi uyguland.

Anahtar Kelimeler: Mastitis, siit, Pseudomonas spp., biyofilm



ABSTRACT

INVESTIGATION OF SLIME PRODUCTION OF PSEUDOMONAS STRAINS
ISOLATED FROM MASTITIiS MILK

Oztiirk M. Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Department of
Microbiology, Master Thesis, Aydin, 2018

This type of Pseudsomonas isolated from mastitis milk study aims to investigate the ability to
produce biofilm.

In our study, healthy for the District of Aydin Pseudomonas isolation and mastitis milk
samples taken from cattle was used. Samples were prepared under cold chain Adnan
Menderes University, Faculty of Veterinary Microbiology will be brought to the routine
diagnostic laboratory and allowed to incubate for 24 hours at 37 ° C after the planting
medium. The isolated bacteria was performed according to biochemical identification
methods. The ability to produce biofilm formation in Pseudomonas isolated from the collected
materials were also phenotypically Congo Red Agar. PCR techniques for genotypic

evaluation was performed.

Key Words: Mastitis, milk, Pseudomonas spp, biofilm
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1. GIRIS

Siit dretimi yemleri ve beslenmeyi siite doniistiiren biyolojik olarak verimli bir
sistemdir (Yohannes, 2003). Siit karbonhidrat, protein, yag, vitamin ve mineral agisinda ¢ok
besleyici bir gidadir. insan niifusunun artis1 teknolojinin ilerlemesi ve kentsel merkezde
hayvan iirlinlerine olan yliksek talep ve satin alma giicii kent disinda ve kirsal yerlesim
yerlerinde siit iiretiminin artigina tesvik etmistir (Yoseph ve ark, 1998).

FAO (2003) 6zel isletmelerdeki toplam sigir siiriilerinin % 42’sinin sagmal ineklerden
olustugunu tahmin etmistir. Ancak siit tiretimi ¢ok sayida faktoriin birbiriyle iliskisi
dolayisiyla iilkelerin siit ihtiyacimi tatmin etmemektedir. Sigir mastitisi, son 50 yilda bir¢ok
farkli kontrol 6nlemi tavsiye edilen bir hastaliktir.

Mastitis, siit ineklerinin  birbirleri ve c¢evreyle sagim makinalar1  ve
mikroorganizmalarla iligkilerinden dolay1 olusan karmasik ve tedavisi olduk¢a masrafli bir
hastaliktir (Azmi ve ark, 2008). Mastitis siit verimini ve kalitesini diigliren, ayn1 zamanda
hayvanlarin damizliktan ¢ikarilmasina sebebiyet veren bir hastaliktir (Vaarst ve Envoldsen,
1997). Ustelik hastaligin gizli formu agir besinsel ve finansal kayiplar ile sonuglanir. Ciinkii
stitte laktoz, yag ve kazein gibi degerli komponentlerin azaldig1 ve iiretim teknolojisi i¢in
istenmeyen iyonlar ve enzimlerim siitte arttig1 gézlemlenmistir (Girma, 2001; Shitandi, 2004).
Bircok infeksiyoz etken, siit ineklerinde mastitise sebep olmaktadir. Bu etkenlerden en sik
goriilen mikroorganizmalar Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus, cevresel
mastitis etkenlerinden koliform ve gevresel Streptokoklar gosterilebilir (Quinn ve ark, 2002;
Radostits ve ark, 2000). Cok sik izole edilmemesine kars1 6zellik Pseudomonas aeruginosa
klinik mastitisi salginlarina sebep olmaktadir.

Pseudomonas  cinsi  bakteriler tiim diinyada yaygin  olarak  goriilen
mikroorganizmalardir. Toprakta, suda, bitkilerde ve clirliyen organik maddelerde bulunurlar.
Insan, hayvan ve bitkiler icin firsat¢1 patojen olarak kabul edilirler. Inek, kopek, at, mink,
kanatli, koyun, kafes hayvanlar1 gibi bir¢ok hayvan tiirlinde hastaliga sebep olmaktadirlar.
(Songer ve ark, 2011).

Pseudomonas mastitisleri infeksiyonun alevlenmesi ile karakterize akut veya subakut
stirekli bir enfeksiyon meydana getirmektedir. Organizma cifliklerde ortak olarak toprak ve
sulu ortamalarda goriiliir. Stirekli infeksiyonlar, kirlenmis yikama suyu, meme bashgi

gomlekleri sagimcilar tarafindan idare edilen meme i¢i tedavilerden sonra bildirilmistir.



Basarisiz aseptik uygulamalar, kirlemnis sagim ekipmanlari, yetersiz dezenfeksiyon meme
bezlerinde Pseudomonaslarin yerlesmesine sebep olur. Enfeksiyon bazi ineklerde siddetli
toksemi ve yiiksek mortalite ile seyrederken bazi ineklerde subklinik enfeksiyonlar goriiliir.
Organizma meme bezleri igerisinde bes laktasyon donemi boyunca kalabilir fakat spontan
iyilesmeler de gézlenmektedir.

Pseudomonas enfeksiyonlarin bdyle dalgali ve siirekli bir sekilde goriilmesinin
sebeplerinden biri bakterinin kullanilan ekipmanlar veya meme bezi igerisinden biyofilm
olusturmasindan kaynaklanmaktadir.

Bakteriyel biyofilm degisik mikrobial tiirlerin, kendilerini c¢evresel etkenlerden
korumak ve besin kaynagini daha verimli kullanmak i¢in olusturduklart mikroekosistem
olarak tanimlanir. Mikroorganizmalar savunma, adhezyon ve kolonizasyon, kendilerine
yasanabilir bir g¢evre olusturmak ve yeni genetik Ozellikler kazanamak igin biyofilm
olusturmaktadirlar.

Bu calismada; Aydin yoresinden toplanan siit drneklerinden izole edilen Pseudomonas
suslarinda biyofilm yapimu ile biyofilm yapiminda gorev alan genlerin varliginin arastirilmasi

amagclanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Mastitis

Meme dokusunun siit yapan bezlerinin (alveoller, meme paransimi) siitiin depolanmasi ve
disar1 ¢ikmasini saglayan bosluklarin, sebebi ne olursa olsun biitiin hastaliklarina mastitis adi
verilir. Her ne kadar disi ve erkek her cesit memeli tiirlerinde goriilse de, bol siit veren
hayvanlardan koyun, kegi ve 6zellikle ineklerde biiylik ekonomik 6nem tasir (Deveci ve ark,
1991).

Mastitis seyrine gore klinik ve subklinik olmak iizere ikiye ayrilir. Klinik mastitis yangi,
sisme, kizariklik, agr1 ve buna bagl fonksiyon bozukluklari ile bas gosterir. Subakut mastitis
denilen hafif klinik olgular da siitteki flakon ve renk degisimleri géze ¢arpar. Klinik mastitisin
perakut, akut, subakut ve kronik mastitis olmak tizere dort formu vardir. Akut mastitisler;
memede ani kizariklik, sisme, sertlesme, agri, anormal siit ve siit veriminde azalma ates,
depresyon ve kilo kaybi ile karakterizedir. Perakut mastitislerde akuta ek olarak yiiksek
pulzasyon ve solunum hizi, kaslarda inkordinasyon, ekstremiteler de sogukluk, pupillar
refleksinde azalma ve ishal gibi ciddi genel bulgular mevcuttur. Kronik mastitis uzun siire
seyreden mastitislerin sonucunda meme dokuda fibroz dokularin gelismesi ile karakterizedir.
Saha lezyonlar1 goriilmeksizin yangi varligi durumunda subklinik mastitisis gortliir.
Subklinik mastitisi tayini siitte yangi belirtileri (I6kosit, fibrin, klot, serum) ve kandan siite
sodyum kloriir ve bikarbonat transferi ile pH’1n daha alkali olmasindan kaynaklanan kimyasal
kompozisyondaki degisme ile teshis edilir. Klinik olarak kolay tani konabilen her bir klinik
mastitise karsilik 40-50 subklinik mastitis olgusu ile karsilasilir. Subklinik mastitis; meme
dokusunu ve siit bilesimini etkilemekle birlikte, bu degisimlerin hicbiri gozle ve klinik
muayene ile saptanamadigr ic¢in siiriide yayginligi 6nemli derecede yiiksek olmaktadir
(Alagcam, 1997). Mastitis etkeni kaynagina gore, kontagiydz ve ¢evresel mastitis olmak tizere
Pseudomonas spp., ¢evresel Streptococcus spp. (baslica Streptococcus uberis daha seyrek
Streptococcus dysgalactia) tirleri ve Enterococcus faecalis rol oynar. Yaz mastitislerinden
sorumlu ve sineklerin tasiyiciligini yaptigi Actinomyces pyogenes (Arcanobacterium
pyogenes) ve mycoplasma tiirleri (Mycoplasma bovis) de bu tip mastitiste rol oynar. Mastitis

etkeni olarak 130’dan fazla bakteri tiirii izole edilmesine ragmen mastitisli siit drneklerinden



siklikla S. aureus, Streptococcus spp. ve Enterobactericeae familyasinda yer alan bakteriler
izole edilmektedir.

Meme dokusunda infeksiyon olustugunda siitte lokositler ve epitel hiicre (somatik
hiicre) sayisi artar. Cig siitlerde normal olarak diisiik sayida bulunan somatik hiicre sayisinin
(SHS) normalin iizerine ¢ikmast hayvanin mastitisli oldugunu gosterir. Mastitisli siit
tiiketiminin insan sagligini tehdit etmesi nedeniyle 14 Subat 2000 tarihinde yayinlanan Tiirk
Gida Kodeksinde ¢ig ve 1s1l islemi gérmiis siitler ile ilgili olarak somatik hiicre sayisinin
mililitrede 5 x 10° adetten az olmasi gerektigi bildirilmistir (Kesenkas ve ark, 2001).
Subklinik mastitis klinik kimyasal testler ve bakteriyolojik muayenelerle teshis
edilebilmektedir. Bu testlerden California Mastitis Testi (CMT) ucuz olmast ve her meme
basina uygulama imkani1 vermesinden dolay1 en ¢ok kullanilanidir. Hastalikli meme dokusu
tedavi edilmedigi takdirde atrofi meydana gelir. Hastaligin uzun siire fark edilmeden devam
etmesi veya tedaviye cevap alimamamasi, siit veriminde onemli Slgiide kayip olusturur
(Deveci ve ark, 1994). Ayrica infekte siit kullanilamaz. ilag ve veteriner hekim masraflar ile
ayiklama (hayvanin damizlikta kullanilamamasi) artar.

Siit endiistrisinin gelistigi ve isletme kayitlarinin diizenli olarak tutuldugu ilkelerde
mastitisin yaygmligr ve mastitisten kaynaklanan ekonomik kayiplarin boyutlar1 c¢esitli
calismalarla ortaya konulmustur.

Kontagiy6z mastitis hayvandan hayvana veya bir meme lobundan digerine bulagma ile
olusur. Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Corynebacterium bovis ve Mycoplasma
tiirleri baslica etkenlerdir. Cevresel mastitis hayvanin yasadig1 ortamda (su, toprak, giibre, ahir
vs.) bulunan bakterilerin herhangibir donemde (kuru ve laktasyon) olusturdugu infeksiyondur.
Gram negatif bakterilerden Enterobactericeae familyas: bakterileri ( E. coli, Klebsiella spp.,

Enterobacter spp., Serratia spp., Proteus spp. ) daha ¢ok klinik mastitise neden olur.

2.1.1. Mastitis Etiyolojisi

Mastitis meme ucundaki salgidan patojenik bakterinin girerek i¢ bezleri etkilemesi
sonucu gelisir. Meme i¢ bezlerdeki ortamda bakteri ¢ogalmasina ¢ok uygun ise bakteri
gelisimi ve metabolizmast sonucu hassas dokular iltihaplanarak yangi sekillenir. Mastitisin
ciddiyeti bakteri enfeksiyonunu olusturan bakteri sayisina, sigir metabolizmasina ve meme

bezlerindeki siit alveollerine ve gevre faktorlerinden kaynaklanan baski derecelerine baglidir.



Meme dokusunda mastitise predispozisyon olusturan baslica etkenler sunlardir;

1-Yetersiz sagim hijyeni

2-Sagim yapilirken gerekli kurallara uyulmamasi

3-Sagimcinin ellerine ve meme basi temizligine yeterli 6zeni gdstermemesi

4-Memedeki siitli tam sagmamak

5- Meme basina zarar verecek, onu gevsetecek sekilde sagmak

6-Sagim siiresinin tam ve diizenli olmamasi

7-Sagimda izlenmesi gereken siraya uyulmamasi (6nce saglikli geng hayvanlar, sonra
yaslilar ve en son mastitis slipheli hayvanlar)

8-Meme bas1 ve meme yaralari

9-Meme bas1 kanalinda ¢esitli ilaclarin uygulanmasi sirasinda kanalda meydana gelen
yaralanmalar

10- Sagim makinelerine bagli hatalar

11-Makine parcalarinin temizliginin thmal edilmesi

12-Makineli sagimda vakumun dogru ayarlanmamasi

13-Cevresel patojenlerin popiilasyonu

Mastitislerin ortaya ¢ikmasinda énemli olan {i¢ etken vardir; Bunlar inek, patojen ve ¢evredir.

Hastalik bu ii¢ 6nemli etkenden biri veya birbirleri ile etkilesmeleri sonucu ortaya ¢ikar.
1. Inege Bagh Faktorler
Genetik Direnglilik ,

Fiziksel Faktorler; meme baslar1 ¢api, meme baslari uzunlugu, 6n meme baslar1 arasi

mesafe, arka meme baslar1 aras1 mesafe, yan meme baslar1 aras1 mesafe, 6n meme baslarinin

yerden yiiksekligi, arka meme baglarinin yerden yiiksekligi 6n meme baglantisi, arka meme

(stit aynasi) yiiksekligi, meme merkez bagi, meme derinligi ve meme baslar1 yerlesimi gibi

cesitli 6zellikler mastitise predispozisyonu etkilemektedir.

Laktasyon donemi, laktasyonun farkli asamalarinda farkli mikroorganizma tipine veya

farkli klinik formlarda mastitise rastlanmaktadir.

Dogum sayisi, yash hayvanlar mastitise daha ¢abuk yakalanir. Hayvanlar yaslandik¢a

meme torbalar1 daha ¢ok genisler ve fiziksel yara ihtimali artar.

Gli¢ dogum, hipokalsemi, retentio secundinarum ve ketosis gibi peripartal hastaliklar

dogumdan sonra mastitislere hazirlayici faktorlerdir.

Holstein fresian 1rki diger irklara gore mastitislere daha duyarlidir.



2. Cevresel Faktorler

Mevsim ve iklim; sicaklar mastitis goriilme oranini arttirir. Sicaklikla meydana gelen
ani degisimler genel dolasimdaki 16kosit ve eritrosit miktarinin azalmasma yol agarak
mastitislere predispozisyon olusturmaktadir. Sicaklardan dolayr sineklerin artmasi ve kapali
ahirlarda mastitis orani artmaktadir. Asirt yagish iklimlerde camur ve sulanmis digki yine
mastitis goriilme oranini arttirmaktadir. Soguk havalar meme uglarinin ¢atlamasina yol agtigi
i¢cin mastitis gériilme oranini arttirmaktadir.

Ahir ve barinak; ahir ve barinaklarin yapisi, buyiikligl, sekli, yataklik olarak
kullanilan maddeler ve bu maddelerin uygun olmayan dezenfeksiyon uygulamalari mastitis
riskini arttirmaktadir. Ahirda uygun olmayan havalandirma kosullart ve ahirda kullanilan
diger ekipmanlarin yetersiz dezenfeksiyonu mastitis riskini arttirmaktadir.

Beslenme, pamuk tohumu kiispesi icerdigi fazla miktardaki gossipol alkaloidi sebebi
ile eritrositlerde yap1 ve fonksiyon bozukluguna sebep olarak viicudun direncini kirmaktadir.
Rasyonun fazla miktarda protein igcermesi siit verimini arttirarak mastitislere duyarlilig
arttirmaktadir. Bahar aylarinda meraya ilk ¢iktiklarinda inekler mastitise daha duyarli hale

gelmektedirler.

2.1.2. Mastitise Sebep Olan Bashca Mikrobiyel Ajanlar

Sahada goriilen klinik mastitislerden en c¢ok izole edilen mikroorganizmalari
kaynagina gore iki grupta toplamak miimkiindiir. Bu gruplar; bulasict (kontagiydz) mastitise

sebep olan mikroorganizmalar, ¢cevre kaynakli mikroorganizmalardir.

2.1.2.1. Bulasic1 (Kontagiy6z) Mastitise Sebep Olan Mikroorganizmalar

Bu grupta incelenecek olan mikroorganizmalar mememdeki yasama iyi adapte
olmuslardir, meme bezinde ¢ogalirlar ve siklikla haftalik, aylik veya yillik infeksiyonlara
sebep olurlar. infekte meme bezi bu mikroorganizmalarin temel kaynagidir. Streptococcus

spp., Staphylococcus spp., Corynebacterium bovis ve Mycoplasma spp. bu guruba ornektir.



2.1.2.1.1. Streptokok Kaynakh Mastitis

Streptokoklar Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’e gore Deinococcaceae
familyas1 i¢inde yer almaktadirlar. Bu familyada Streptococcus, Deinococcus, Aerococcus,
Sarcina, Leuconostoc, Peptococcus, Ruminococcus, Gemella ve PeptoStreptococcus gibi
cinsler yer almaktadir. Insan ve hayvanlarda lokal ve genel bircok hastaligin nedeni olan ve
onlarin mukoz membranlarinda da normal olarak yasayabilen bakterilerdir.

Streptokoklar, Gram pozitif, hareketsiz, sporsuz, kapsiilsliz, yuvarlak veya oval yapili
mikroorganizmalardir. Tipik zincirler olusturmakla karakterizedirler. Olusan zincirler, 70-80
koktan meydana gelmis uzun (S. equi, S. agalactiae) veya 10-15 koktan olusmus kisa (S.
dysgalactiae, S. uberis) zincirler tarzinda goriilebilir. Genelde kapsiilsiiz olan Streptokoklarda,
dokularda ve kan serumu ile zenginlestirilmis besi yerlerinde iireyenlerde belirgin bir kapsiil
olusumu saptanabilir.

Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae ve Streptococcus uberis siit
ineklerinde akut ve kronik mastitis etkenidir. Streptococcus uberis memenin derin
dokularina yerleserek buralarda irinli apse odaklari meydana getirir. Tedavisinde kullanilacak
olan ilacin dokulara yeterli oranda ge¢cmesi gerekmektedir. Streptococcus epidermidis ve
Streptococcus agalactia mukoza yiizeyinde bulunurlar. Bu mikroorganizmalardan ileri gelen
mastitisin  tedavisinde kullanilacak olan ilacin dokuya yayillmasina gerek yoktur.
Streptokokkal mastitisler siitiin yavas yavas degigmesi, bazen hi¢ veya ¢ok az anormallesmesi
ve bazi olgularda da siitte parcaciklarin, fibrin kiimelerinin, kanin ve koyu purulent materyalin

goriilmesi ile karakterize bir infeksiyondur.

2.1.2.1.2. Stafilokok Kaynakh Mastitis

Stafilokoklar Micrococcaceae familyas1 igerisinde incelenir. Bu familyada
Stafilokoklar diginda Micrococcus, Stomatococcus ve Planococcus cinsleri yer almaktadir.

Stafilokokkal mastitis 6zellikle inek, koyun ve kegilerde goriilen akut veya kronik
seyirli bir infeksiyondur. Etken memenin derin dokularia yerleserek burada apseli odaklar
sekillendirir. Staphylococcus aureus hiicre i¢i yerlesim gosterebilir ve toksin salgilayarak
immun sistemi bozar. Hastalik sigirlarda sporadik ve koyunlarda ise enzootik karakterdedir.
Akut seyirli stafilokokkal mastitisler oliimlere yol agarken, kronik seyirli olanlar ise oldukc¢a

hafif seyirlidir.



2.1.2.1.3. Korinebakteriyum Kaynakh Mastitis

Corynebacteriaceae familyasi i¢erinisinde Corynebacterium genusu igerisinde yer alan
bakteriler, diizensiz sekilli, sporsuz, hareketsiz ve Gram pozitif basillerdir. Coryneform
bakteriler aside direngli degillerdir.

Corynebacterium Yunancadan alinma bir kelimedir ve topuz seklinde anlamina
gelmektedir. Hiicre duvarlar arabinoz, galaktoz, mezo-diaminopimerik asit ve bazilarinda
mikolik asit igerir. Gram ile boyandiginda V ve Y gibi kisa zincirler seklinde goriiliirler.
Metakromik cisimcikleri olup 6zel boyalar ile boyandiklarinda goriilebilirler. Genellikle
karbonhidratlar1 fermente ederek laktik asit olustururlar. Genel {iretim besiyerlerinde
kolaylikla tiremelerine kargin lipofilik olan bazi tiirler icin besiyerinde lipid ilavesi
yapilmalidir.

Corynebacteria bitiki hayvanlarda siklikla bulunur. Patojenik olan Corynebacterium
bovis siit ineklerinde bulasic1 mastitis ve piyelonefrit etkenidir. Kotli sagim hijyeni ve sagim
sirasinda memenin yetersiz dezenfeksiyonu enfeksiyonu ortaya c¢ikarir ve enfeksiyon inekten
inege genellikle sagim sirasinda bulagir.

Corynebacterium bovis genellikle somatik hiicre sayisini yiikselten hafif
enfeksiyonlar ortaya ¢ikartir. Bazi calismalar bu sebep ile Corynebacterium bovis’in memenin
kommensali ve az 6nem arz eden bir patojen oldugunu gosterirken (Pankey JW ve ark, 1985;
Bexiga ve ark, 2011), bazi calismalarda Corynebacterium bovis in 6nemli bir mastitis patojeni
oldunu tarif etmislerdir (Langoni H ve ark, 2016;Costa EO ve ark, 1985). Bakteri penisilin,
ampisilin, sefalosporin, kinolon, kloramfenikol, tetrasikilin, sefuroxime ve trimetoprim’e

duyarhilik gdstermektedir.

2.1.2.1.4. Mikoplazma Kaynakh Mastitis

Mycoplasmataceae familyasina bagli Mycoplasma genusu igerisinde incelenen bu
bakterilerin hiicre zarin1 ¢evreleyen bir hiicre duvarlar1 yoktur (Ryan KJ, 2004). Mycoplasma
tirleri kesfedilen en kiigiik bakteri tiiriidiir (Richard ve ark, 2009). Mycoplasmataceae
familyasini genel 6zelliklerini tasiyan bu etkenler hareketsiz, sporsuz ve kapsiilsiizdiir. Gram
negatif olmalarima ragmen anilin boyalar1 ile giic boyanirlar. Giemsa, Macchiavello ve
Castaneda gibi boyama yontemleri ile boyanabilen bu mikroorganizmalar hiicre duvarlari

olmamas1 sebebi ile pleomorfik 6zellige sahiptirler. Siit ineklerinde mastitise sebep olan



Mikoplazma tiirleri Mycoplasma bovis, Mycoplasma californicum ve Mycoplasma
canadense 'dir. Fakat sahada en sik izole edilen Mycoplasma bovis’tir.

Mycoplasma bovis diger mikoplazmalar gibi kii¢iik ve pleomorfik yapidadir. 1,080
kbp lik bir genom biitiikliigiine sahiptir (Herman, 1992). Bir¢ok mikoplazmanin g¢evresel
kirilganligina karsin Mycoplasma bovis 4 °C*de siitte 2 ay ve sularda 2 haftadan fazla hayatta
kalabilmektedir, yliksek sicakliklar hayatta kalma siiresini disiiriir (Pfutzner ve ark., 1996).
Hastalik kisa zaman araliklarda akut mastitis gegiren birka¢ inekten veya gecmisinde
Mycoplasma bovis enfeksiyonu c¢ikan isletmelerde hizlica siiriiye yayilir. Hayvanlar
laktasyonun her doneminde mycoplasma ile infekte olabilirler, hatta aym ¢iflikte ayni anda
halsizlik, tireme bozukluklari, buzagi pneumonisi ve yetiskinlerde respiratorik bozukluklar bir
arada goriilebilir (Henderson JP, 2003). Infekte ineklerde siit iiretimi dramatik bir sekilde
azalmistir. Palpasyonda meme paransimi saglam veya ince nodiiller dikkati ¢eker. Sagilan siit
baslangicta normal goziikiir fakat foliikiiler tortu ve temiz kisim biribirinden hizlica ayrilir.

Akut mastitis, aralikli olarak akut enflamasyon ve subklinik enfeksiyonu kronik
mastitis izler. Subklinik infekte inekler normal siit iiretimine donebilir. Fakat siit ile
Mpycoplasma spp. etkenlerini ortama sagmaya devam ederler (Nicholas R, 2003).
Mycoplasma mastitisi mekanik olarak el ile, sagim sirasinda makinalar aracilig1 ile ya da
yikama solusyonlar1 araciligi ile bir hayvandan diger hayvana kolaylikla tagiabilir.

Mikoplazmadan kaynaklanan mastitislerin tedavisi olduk¢a zordur.

2.1.2.2. Cevre Kaynakh Mikroorganizmalar

Cevre kaynakli mastitisler hayvanin yasadagi ortamda (su, toprak, gilibre, ahir )
bulunan bakterilerin herhangi bir donemde (kuru veya laktasyon) olusturduklar
infeksiyonlardir. Daha c¢ok klinik mastitise sebep olurar. Gram negatif bakterilerden
Klebsiella spp., Pseudomonas spp., Escherichia coli, Gram pozitif bakterilerden Enterococcus
faecalis rol oynar. Yaz mastitislerinden sorumlu sineklerin tasiyicilimi yaptigr Actinomyces

pyogenes (Arcanobacterium pyogenes) bu grubun orneklerindendir.

2.1.2.2.1. Escherichia coli Kaynakh Mastitis

Escherichia cinsi i¢inde mastitis vakalarindan izole edilen en 6nemli tiir Escherichia
coli’dir. Koliform bakteriler siddetli mastitis vakalariin % 50-70 inden izole edilmistir

(Erskine ve ark, 2002). Enfekte meme lobu i¢inde E. coli hizla ¢ogalarak yangi hiicrelerinin
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meme lobuna akimina sebep olur. Notrofillerine fagositik aktivitesi sebebiyle fagositoza
ugrayan bakterinin endotoksini (LPS) ortaya ¢ikar ve diger mediatorler ile birlikte ciddi lokal
yangisal reaksiyona sebep olur. Bu yangisal cevap, vaskiiler permabilitenin ve siitiin
kompozisyonun degismesi ve meme epitelinin zarar gérmesi ile karakterizedir. Biitiin bu
etkilerin sonucunda karakteristik sulu veya serdz siit sekresyonu gergeklesir.

Giclii ve saglam bagisiklik yanit1 sonucu klinik koliform vakalarinin ¢ogunlugu hafif
ve kisa stireli olmaktadir ve pek ¢ok enfeksiyon tespit edilememektedir. Bununla birlikte
klinik semptomlar enflamatuvar yanitin bir sonucudur ve sik sik sicak sismis ve sert bir meme
lobu meydana gelir. Bu gibi durumlarda sistemik hastalik kana endotoksin salinmasina neden
olur ve etkilenen inek baslangicta yiiksek ates daha sonra normalin altinda viicut sicakligina,
depresyon, anoreksi, ishal, rumen stazi gibi semptomlar sonucu ilerleyen zamanda Sliimler
goriiliir. Bir calismada akut koliform mastitis vakalarinin % 32’sinde etkenler kandan izole
edilmistir (Wenz ve ark, 2004).

En cok risk altindaki inekler erken laktasyon donemindeki ve erken kuru doneme
cikartilmis ineklerdir. Ayrica hastaligin yayilmasinda zayif ¢evresel hijyen, kontamine altlik
ve sagim sirasinda hijyen kurallarina uymamak 6nemli yer tutar. Cesitli calismalar hafif ve
orta siddetli mastitis vakalarinda yliksek oranda spontan iyilesmelerin oldugunu gostermistir.
Bunun anlami inegin bagisiklik sisteminin antimikrobiyel ilaglara gerek duymadan
enfeksiyonu temizlemesidir (Morin ve ark, 1998; Wilson ve ark, 1999). Baz1 ¢calismalarda E.
coli mastitislerinin kronik ve tekrarlayan enfeksiyonlara sebep oldugunu gdstermistir

(Schukken ve ark, 2004).

2.1.2.2.2. Klebsiella Kaynakhh Mastitis

Klebsiella cinsi polisakkarit bazli bir kapsiille cevrili, Gram negatif, hareketsiz,
oksidaz negatif, aerobik veya fakiiltatif aerobik ¢ubuk sekilli bakterilerdir (Abbott S, 2007).
Enterobacteriaceae ailesindeki diger bakterilerden daha kisa ve daha kalinlardir. Uzun
zincirler halinde, ciftler halinde, tek basina ya da ug¢ uca bagh sekilde goriilebilirler. Klebsiella
tirlerinin diger Enterobacteriaceae ailesini diger iiyeleri gibi 6zel biliyiime faktorlerine
gereksinimi yoktur. Siradan laboratuvar medyumlarinda iireyebilmektedir. Optimum iireme
1s1lar1 35-37 °C ve ideal pH degeri yaklasik 7.2 “dir (Burke, 1984). Klebsiella tiirleri dogada
her yerde bulunabilirler. Bu belirli bir niche adaptasyonlar1 ile iligkili biyokimyasal

adaptasyonlar1 nedeniyle oldugu diisiilmektedir. Su, toprak, bitki, bocek, insan ve
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hayvanlarda bulunabilirler (Bagley S, 1985; Grimont F ve Grimont PD, 2006).
Klebsiella cinsinin iiyeleri insan ve hayvanlarin burun mukozasinin normal flora bakterisidir.
Klinik olarak olarak o6nemli Klebsiella tiirleri insanlardan izole edilen Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella rhinoscleromatis, Klebsiella oxytoca ve Klebsiella ozaenae, hem
insanlardan hem de hayvanlardan izole edilen Klebsiella variicola’dir. Klebisiella variicola

sigirlarda mastitis vakalarindan izole edilmistir (Fraser WD ve ark, 2015).

2.1.2.2.3. Enterococcus faecalis Kaynakh Mastitis

Enterococcus tiirleri, oval, ¢iftler halinde, kisa zincirler ya da sik sik uzatilmis zincirler
halinde goriiliir. Gram pozitif, endosporsuz, hareketli olabilen, optimum iireme 1silar1 35 °C
olan kanli agarda ve nutrient agarda S tipi koloniler olusturan ¢cogu susu hemolitik olmayan
fakat bazi suslar1 beta hemolitik 6zellikteki bakterilerdir. Suslar 10 ve 45 °C’de iireyebilmekte
olup 60 °C’de 30 dakika hayatta kalabilmektedir. % 6,5 NaCl ve pH 9,6°da biiyiir, pirolidonil-
pnapthylamide hidrolize edebilir. Kemoorganotrofiktirler.

Niikleik asit hibridizasyonu ¢aligmalar1 6zellikle DNA-RNA hibridizasyon calismalar
Enterococcus genusunun Streptococcus genusuna ¢ok yakin oldugunu ama Streptococcus
genusu i¢inde olmadigin1 gostermektedir. Enterocccus % 6.5 NaCl ve pH 9.6 da iiremesi ile
Streptococcus’lardan  ayrilir.  Ayrica  Streptokoklarn  aksine (Streptococcus lactis,
Streptococcus cremoris ve Streptococcus uberis hari¢) 10 °C’de iireyebilmektedirler
(Thiercelin ve ark., 1903).

Enterococcus faecalis in vitro ortamda biyofilm olusturan, fakiiltatif anaerobik
kommensal bir bakteridir (Kristich ve ark, 2004). Inegin cevresinde, bademciklerinde,
bagirsaklarinda, derisinde ve giibrenin i¢inde bulunan 6nemli bir ¢evresel mastitis etkenidir
(Bradly, 2002).

Konak dokudaki yapisma ve sonraki kolonizasyonu gibi énemli viriilens faktorleri
Enterococcus faecalis enfeksiyonu patogenezisindeki 6nemli kritik adimlardandir (Baldassarri
ve ark, 2001; Sillanpaa ve ark, 2004). Bu durum proteinler, karbonhidratlar ve ¢esitili yapisma
fonksiyonlarinin oldugu karisik bir siirectir. Daha 6nceki ¢alismalar Enterococcus faecalis’in
enfeksiyon sirasinda ev sahibi hiicre dis1 matriks bilesenlerine yapigsan bir patogen olarak

tanimlamistir (Sillanpaa ve ark. 2004, 2009).
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2.1.2.2.4. Actinomyces pyogenes (Arcanobacterium pyogenes) >den Kaynaklanan Mastitis

Arcanobacterium pyogenes Gram pozitif, hareketsiz, sporsuz, kisa, cubuk seklinde bir
bakteridir. Bu organizma Onceleri Actnomyces genusu igerisinde yer almaktaydi daha
sonral6S RNA sekansina (Pascual Ramos ve ark, 1997) dayali bir temelde Arcanobacterium
genusu igerisinde yer almistir ve bu genus icindeki en sik goriilen patojendir. Aerobik veya
anaerobik kosullarda iireyebilmektedir. Fakat en uygun biiylime CO2 ile zenginlestirilmis bir
atmosferde gerceklesir.

Domuz kaynaklt Arcanobacterium pyogenes genellikle daha hemolitik olmasina
ragmen tiim Arcanobacterium pyogenes izolatlar1 si@ir ya da koyun kani ihtiva eden agar
ortaminda B-hemoliz yaparak {irerler (Timoney ve ark, 1988).

Arcanobacterium pyogenes siit sigirl, domuz gibi ekonomik ac¢idan onemli ¢iftlik
hayvanlarmin firsatg1 bir patojenidir. Bu organizma ayni zamanda bu hayvan mukoz
membranlarinda flora bakterisidir ve saglikli hayvanlardan rutin olarak memeden, iist
solunum mukozasindan ve urogenital mukozadan izole edilir (Carter ve ark., 1991; Natterman
ve Horsch, 1977; Queen ve ark, 1994; Timoney ve ark, 1988). Ayn1 zamanda sigir
rumeninden (Narayanan ve ark, 1998) ve domuz midesinden de izole edilmistir (Jost ve ark,
2002). Bir kommensal olarak, A. pyogenes’in enfeksiyon kaynagi genelde otojendir.
Arcanobacterium pyogenes birincil patojen olarak etki edebilme yetenegine sahip olmaklar
beraber, enfeksiyon genelde mukoz membranlarin fiziksel veya mikrobiyel travma sonrasinda
organizmanin yayilmasi ile baglar.

Arcanobacterium pyogenes evcil ruminantlarin ve domuzlarin deri, eklem ve
organlarinda goziiken irinli enfeksiyonlardan en sik izole edilen firsatg1 patojenlerinden
biridir. Evcil hayvanlar disinda antilop, bizon, deve, kedi, tavuk, geyik, kopek, fil, at, gazel ve
hindi gibi genis bir yelpazede hayvanlarda enfeksiyona yol acar.

2.1.2.2.5. Pseudomonaslardan Kaynaklanan Mastitis

Pseudomonas cinsi bakteriler Pseudomonadaceae familyas1 igerisinde yer alirlar.
Pseudomonas cinsi igerisindeki bakterilerin sayis1 ¢ok fazla oldugundan dolay1
goriiniimlerine, pigment olusturup olusturmamalarina ve metabolizmalarina gore
smiflandirma yapilmistir. RNA/DNA hibridizasyon deneylerine gore, bu iki niikleik asidin
gosterdigi uyumlara bakarak, bu bakteriler rRNA gruplarina ayrilmislardir. Pseudomonaslar

dogada c¢ok yaygin olarak bulunan, insan ve hayvanlarda enfeksiyon olusturan
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mikroorganizmalardir (Pillay,1996). Katalaz ve oksidaz pozitif ve sekerleri oksidasyon yolu
ile parcalayan fakat fermentasyon yapmayan bakterilerdir. Pseudomonas cinsi igerisinde
enfeksiyonlardan en ¢ok izole edilen tiir Pseudomonas aeroginosa’dr.

P.aeruginosa, immun yetmezligi olan, uzun siire kemoterapi veya radyoterapi alan,
metabolik veya malign hastaligi olan bireylerde, yaslilarda, agir yanikli kisilerde meydana
gelen enfeksiyonlarda sik karsilasilan etkenlerdendir. Ozellikle hastane enfeksiyonlarina yol
acan patojenlerin basinda yer almakta ve sepsis, peritonit, postoperatif enfeksiyonlar, kemik
ve eklem enfeksiyonlari, solunum yolu enfeksiyonlari gibi yiiksek mortalite ile seyreden
klinik tablolara neden olmaktadir ve tedavi sirasinda antibiyotiklere direng gelistirmesi biiytik
problem olusturmaktadir. Hastane enfeksiyonlarinin % 10-25’inden P.aeruginosa sorumlu
tutulmaktadir . Hayvanlarda mastitis, artiritis, enteritis, pneumonia, peritonitis ve lirogenital
sistem infeksiyonlarina neden olur.

P. aeruginosa sporsuz, kapsiilsiiz comaklardir. Cogu kez uglarinda bir veya nadiren iki
veya li¢ adet flagellasi ile ¢ok hareketlidirler. Gram negatif, 1,5-3pm uzunlugunda ve 0.5um
genisliginde, c¢iftli veya kisa zincirler halinde goriilen bakterilerdir. Eski kiiltlirlerinde ve
antiseptik maddelerin bulundugu ortamlarda kisa veya c¢ok uzun deforme sekilleri
hareketsizdir. Pigmentsiz olanlari, R tipinde tireyenleri tanimlanmistir. G+C oran1 % 67,2 dir.
Genellikle 37 °C’de iireyen bakterilerdir. 4 °C’de iireyemezler ve 42 °C’de iiremesiyle
Pseudomonas fluorescens’den ayrilir. Zorunlu aeroblardir. Cogu izolatlar kanli agarda beta
hemolitiktir ve tipik yesil metalik parlaklik olusturur.

P. aeruginosa suslar1 temelde 2 cesit pigment yaparlar: Piyosiyanin ve piyoverdin
(veya fluorescein). Piyosiyanin bir phenazin boyas1 olup suda ve 6zellikle kloroformda erir.
Bu pigment alkali pH’da mavi veya yesilimsi renk olusturdugu i¢in “aeruginosa” adi
verilmistir. Piyosiyanin sadece P.aeruginosa tarafindan meydana getirilir. Bu pigmentin
olusmasi iireme ortamina siki sikiya baglidir. Ortamda MgSO, , K3 PO, ve demir bulunmasi
pigment i¢in gereklidir. Piyosiyanin varligi P.aeruginosa igin 6zgin ayirict bir 6zelliktir
.Piyoverdin kloroformda erimemesi ve sadece suda erimesiyle piyosiyaninden ayrilir. UV
1sinlart ile yesilimsi floresan verir. Bazi suslar ayrica piyorubin (koyu kirmizi) ve piyomelanin
gibi (kahverengi-siyah) pigmentler yapabilirler .

P. aeruginosa ‘nin viriilans faktorleri, hiicre ile iliskili ve hiicre disina salinan
faktorler olarak incelenebilir. Bakteri hiicre yiizeyi ile iligkili viriilans faktorleri; flagella,
pilli(fimbriae), lipopolisakkarit(LPS) ve aljinattir.

Flagella, P. aeruginosa’nin yiizme seklindeki hareketinden sorumlu yapidir. Epitel

hiicresi membrani bileseni olan asialo-GM1’e bakterinini adhezyonunu saglar. Flagella Toll-
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benzeri reseptdrler (TLRS ve TLR2) ile birleserek NFIB bagimli inflamatuar yanit1 uyarir ve
kalsiyum bagimli kinaz yolagmin aktivasyonu ile {L-8 sentezinin baglamasina yol agar.
Flagella giiclii immujendir (Mahenthiralingam E, 1994).

Pili (Fimbiriae), bakterinin kisa, filamentdz yiizey yapilaridir. Genelde prokaryot
hiicrelerde pili hareketten sorumlu degil iken P. aeruginosa’da pili segirme seklinde
hareketten sorumludur. Hava yollarinda hizla yayilmaya ve kolonizasyona yardimci olur.
Flagella gibi pilus da kolonizasyonun adhezyon fazinda epitel hiicre membranlarinin asialo-
GM1 bolgesine baglanarak patogenezde kritik 6nem tasir (Pier GB, 2005; Kipnis E, 2006).

Lipopolisakkarit (LPS), bakteri duvari dis membraninin dig yiizeyinde yer alan
fosfolipid ikili-katman icine yerlesen lipid A ve buna bagli kor polisakkaridi ve O-6zgiil
polisakkaridi iceren hidrofilik kuyruktan olusur. P. aeruginosa serotiplerinin antijenik
ozelliklerine dayanilarak tanimlanmasinda O-6zgiil polisakkarid zincirleri tanisal 6zelliktedir.
LPS’nin lipid A bileseni bir¢ok inflamatuvar oncii hiicreyi aktive eder ve asialo-GM1’e
baglanarak adezyonda etkin rol oynar. TLR4/CD14 veya TLR4/MD-2 reseptorlerini tanima
ozellikleri ile ve CFTR’ye baglanarak viriilansta Onemli etki gosterir. Kistik fibroz
hastalarinda P. aeruginosa’nin farkli lipid A mutantlari bulunur ve bunlardan bazilar1 konagin
antimikrobiyal peptidlerine kars1 direng gosterir ve TLR4 aktivasyonunun artmasina neden
olurlar (Slayer ve ark., 1994).

Aljinat mannuronik ve glukuronik asidin tekrarlayan polimerlerinden meydana gelen
mukoid bir ekzopolisakkarittir. Her ne kadar aljinat hiicre disina salinan bir ekzopolisakkarit
olsada, hiicre ile iliskili kalmasi sebebiyle bakteri hiicre yiizeyi ile iliskili viriilans faktorleri
arasinda incelenmistir. P. aeruginosa’nin neden oldugu solunum yolu infeksiyonlarinda
aljinat lretimi ¢ok Onemli rol oynar. Aljinat {iretimi olmayan kokenlerin sigan akcigerine
verildiginde hizla aljinat lireten kdkenlere doniismesi bunun gdstergesidir (Slayer ve ark.,
1994). Aljinat da bakterinin adezyonunda rol oynar ve bakteriyi kolonize ettigi solunum yolu
epiteli iizerine sabitler. Aljinat biyosentezinde gorev alan genler kromozomun bir bdlgesinde
kiimelenmis ve operon olarak organize olmuslardir.

Kistik fibroz hastalarinin solunum yollarinda gézlenen kokenler genellikle aljinat asir1
tiretimine bagli mukoid fenotipte kokenlerdir. Ortamda nitrojen miktarinin azalmasi ve
yiiksek ozmolarite aljinat iiretimini tetikleyen faktorlerdir. Mukoid fenotipten, mukoid
olmayan fenotipe doniisiim (genetik doniisiim,faz degisimi) algS ve algT genleri yardimiyla
gerceklesir (Slayer ve ark., 1994). Fenotipik doniisiimiin LPS yapis1 iizerinde de etkileri
bulunmaktadir. Mukoid olmayan kokenlerde LPS uzun O zincirine sahiptir ve negatif

yiiklidiir (B form), mukoid kokenlerde ise O zinciri kisadir ve yapisindaki sekerlerin
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yerlesimi LPS’yi notral hale getirir (A form). Aljinatin asir1 tiretimi bakteriyi fagositozdan ve
antibiyotiklerden korudugu gibi konagin bakteriye karsi yanitinida zayiflatir. Her ne kadar
kistik fibroz hastalarindaki biyofilm yapisinda yer aldigi kabul edilse de yakin tarihli
caligmalarda aljinatin biyofilm gelisimi i¢in sart olmadigi gosterilmistir (Wozniak ve
ark.,2003).

Pseudomonas aeroginosa’nin hiicre disina salginan viriilens faktorleri; elastaz, alkali
proteaz, pyosiyanin, piyoverdin, proteaz IV, fosfolipaz C, ramnolipid, ekzotoksin A(ExoA) ve
tip 3 salgi sistemidir.

Elastaz, elastin akcigerlerin genisleyip, daralmasina olanak saglayan bir proteindir ve
akcigerlerde bulunan proteinin yaklasik %30’unu olusturur. Pseudomonas aeroginosa’nin
elastolitik etkisinden LasA proteaz ve LasB elastaz sorumludur. Enzimler sinerjistik etki
gostererek elastini parcalar. LasA bir serin metalloproteinazdir ve Staphylococcus aureus’un
hiicre duvarinda bulunan pentaglisin-peptidoglikan kopriisiinii yikar. LasA proteaz, elastini
yikamaz ama lasB elastazin elastolitik etkisini artirir. LasB 33kDa agirhiginda bir ¢inko
metalloproteinazdir. LasA elastazin proteolitik giicii oldukca fazladir (Pseudomonas
aeroginosa alkali proteazin yaklasik 10 kati1). Hiicre disina 2 tip salgi sistemi ile salinan
elastaz infeksiyonun baslangi¢ fazinda akcigerde hasara yol agarak, kompleman bilesenlerinin
ve serum ol-proteinaz inhibitoriinli pargalayarak patogenezde onemli rol oynar (Slayer ve
ark., 1994). Damar duvar yapisinda da bol miktarda elastin bulundugundan, elastinin
parcalanmas1 hemorajilere neden olur. IgG’yi, fibrini, kollajeni, sulfaktan protein A ve D’yi
parcalar. Ayrica solunum yolu epitellerindeki siki baglantilar1 pargalayarak epitel
gecirgenligini artirir ve enfeksiyon bolgesine noétrofillerin sayisinin ¢ogalmasina yol agar
(Slayer ve ark., 1994). Elastaz IL-8 iiretimini uyararak pro-inflamatuvar etki gosterir.

Alkali proteaz, Pseudomonas aeroginosa ’ni fibrinoliz etkili metalloproteazidir. 49
kDa agirligindaki enzim apr geni tarafindan kodlanir, enzim en iyi alkali pH degerlerinde
etkinlik gosterir. Akut akciger hasarinda erken donemde alveoller i¢inde olusan yogun
fibrinin alkali proteaz ile eritilmesinin infeksiyonun ilerlemesine yol agtig1r gosterilmistir
(Kipnis E ve ark, 2004). Alkali proteazin doku invazyonu ve sistemik infeksiyonlardaki rolii
tam olarak bilinememekle birlikte, korneadaki infeksiyonlarin patogenezinde Onemli rolii
oldugu gosterilmistir (Howe ve ark, 1984).

Piyosiyanin, Pseudomonas aeroginosa’nin mavi pigment metabolitidir. Oncii
molekiilii olan korizmik asitten, son hali olan {i¢ halkali piyosiyanine sentezlenirken
phzABCDEFG operonu ve phzH, phzM, phzS genleri gorev alir(Lau ve ark, 2004).

Piyosiyanin akcigerde hiicre solunumunu inhibe etttigi, siliyer fonksiyonlar1 bozdugu,
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epidermis ¢ogalmasini durdurdugu, prostasiklin salinimina yol agtig1, kalsiyum homeostazini
bozdugu saptanmistir. Piyosiyanin ayrica ol-proteaz inhibitoriinii de etkisizlestirerek, proteaz-
antiproteaz dengesini bozar ve akcigerlerde hasara sebep olur. Piyosiyanin ve ara metaboliti
fenazin-1-karboksilik asit RANTES ve IL-8 seviyelerini degistirerek konak bagisiklik yanitini
etkiler (Denning, 2003). Hem dogrudan etki ile katalaz aktivitesini engeller, hem de katalazi
kodlayan genin transkripsiyonunu azaltir (O’Malley ve ark, 2003). MnSO, eklenmesiyle
katalaz aktivitesinin geri kazanimi piyosiyaninin neden oldugu hasarda O2- radikallerinin
rolliniin biiyiik oldugunu gosterir. Piyosiyanin oksitlenmis glutatyon seviyesini arttirir,
notrofillerde apoptozisi uyarir (Usher ve ark, 2002).

Piyoverdin, bir siderofordur. Cevredeki demiri baglayarak Pseudomonas
aeroginosa’nin metabolizmasi i¢in demir saglar. Ekzotoksin A’ nin {iretimini diizenledigi gibi
kendi tiretminide diizenleyerek patogenezde rol oynar (Meyer ve ark,1996; Lamont ve ark,
2002).

Proteaz IV, yakin zamana kadar ozellikle P. aeroginosa keratiti patogenezindeki
roliiyle bilinirken, son ¢alismalar proteaz IV iin siilfaktan proteinleri A, D ve B’yi yiktig1 ve
akciger infeksiyonlar1 patogenezinde rol oynadigi gosterilmistir (Matsumoto ve ark.,2004;
Malloy ve ark.,2005).

Fosfolipaz C, hemolitik aktiviteleri ile ayrilan iki tipte vardir. Hemolitik fosfolipaz C,
fosfatidikolini ve sfingomyelini hidrolize eder. Fosfolipaz C hiicre disina iki tip salgi sistemi
ile salinir. Okaryotik hiicre membran1 bileseni olan fosfolipidleri hedef alarak akut akciger
hasar1 patogenezinde rol oynar (Wiener-Kronish ve ark, 1993). Elastazda oldugu gibi
patojenik etkisinin bir kismini siilfaktan inaktivasyonuna borg¢ludur. Ek olarak konagin
notrofil oksidatif yanitini baskilar.

Ramnolipid, hemolitik etkisi olan bir hemolizindir. Yapisindaki ramnoz igeren
glikolipid sayesinde biyosiilfaktan etki gosterir. Deterjan benzeri etkisi ile akciger siilfaktani
fosfolipidlerini ¢6ziilmiis hale getirerek fosfolipaz C ‘nin etki etmesine yardimci olur. Ayrica
mukosilier taginimi ve silya fonksiyonlarini inhibe eder (Slayer ve ark., 1994).

Ekzotoksin A(ExoA), enfeksiyon etkeni bir¢ok P. aeroginosa kdkeni ekzotoksin A
sentezler. Hiicre disina tip2 salg sistemi ile salgilanan bir toksindir. ExoA P. aeroginosa’nin
virlilensinda 6nemli rol oynar. Etkisini difteri toksinine benzer sekilde ADP-riboziltransferaz
ozelligi ile elongasyon faktorii 2°yi (EF-2) ve dolayisiyla protein sentezini inhibe edip hiicre
dliimiine yol agarak gosterir (Wick ve ark, 1990). invazyondan ve bolgesel doku hasarindan
sorumludur (Woods, 1983). Konak yanitin1 baskilayict 6zelligi de gosterilmistir (Vidal ve ark,
1993).
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Tip3 salgt sistemi, Yersinia, Salmonella, Shigella ve Pseudomonas tiirlerinde
saptanmistir. Bakterinin hedef hiicre lizerinde por agarak, pilus benzeri bir olusumla iki hiicre
arasinda koprii olusturdugu ve bu koprii yardimi ile efektér proteinlerini Okaryot hiicre
stoplazmasina ilettigi bir sistemdir. P .aeruginosa’nin tip 3 sekresyon sistemiyle salinan
toksinleri ExoS, ExoT, ExoY ve ExoU’dur (Kipnis ve ark, 2006).

Ekzoenzim S (ExoS), iki aktif bolgesi [C-terminal ADP-riboziltransferaz bolgesi ve
N-terminal Rho GTPaz aktive edici protein (GAP) bolgesi] bulunan iki fonksiyonlu bir
sitotoksindir. ExoS’nin patojenik etkilerinden esas olarak hiicre iskelet organizasyonunu
bozan ADP-ribozil transferaz aktivitesi sorumludur. Ek olarak C-terminal bdlgesinin
TLR2’ye, N-terminal bolgesininde TLR4’e baglandig1 ve boylece konak bagisiklik yanitini
etkiledigi ve inflamatuvar yaniti diizenledigi gosterilmistir. Akciger infeksiyonlarinda
dogrudan doku hasarina yol agan ve bakterinin yayilmasinda rol oynayan bir toksindir (Nicas
ve ark, 1985).

Ekzoenzim T (ExoT), ExoT de ExoS gibi ikili etki gosterir. Pseudomonasin
internalizasyonunu rol alan bir enzimdir. Yara iyilesmesini inhibe edici 6zelligi de gosterilmis
olan bu enzim mindr viriilans faktorleri arasinda yer alir (Shaver ve ark, 2004).

Ekzoenzim Y (ExoY) bir adenilat siklazdir, konak sitozoliine verilince sitozolik cAMP’yi
arttirir. Bu artis pulmoner vakiiler hiicrelerde hiicreler arasi bosluk olusumunun artmasina
dolayis1 ile gegirgenligin artmasina neden olur (Sayner ve ark, 2004).

Ekzoenzim U (ExoU), tip 3 salgr sistemi ile konak hiicresi i¢ine salindiginda
fosfolipaz/ lizofosfolipaz aktiviteleriyle Okaryotik hiicre membranini parcalar. ExoU major
viriilans faktorii olarak kabul edilir. Hayvan deneylerinde tek basina ExoU salgilanmasinin

sepsise ilerleyen akciger hasarina yol agtig1 gosterilmistir (Allewelt ve ark, 2000).

2.2. Biyofilm

2.2.1. Biyofilm Tanimi

Mikrobiyal biyofilmler, mikroorganizmalarin yiizeylere doniisiimsiiz olarak
tutunmalari, tutunduklar1 bodlgelerde cogalmalari ve hiicre dist polimerler iiretmeleri ile
olusmaktadir. Dogada mikroorganizmalar, bagimsiz formlardan (planktonik) ¢ok biyofilm
formlar (sesil) olarak bulunmaktadir. Biyofilm formlari, biyofilmi olusturan tek ya da birden

fazla tiiriin Urettigi hiicre dis1 polimerik madde (EPS, Extracellular Polimeric Substances,
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biyofilm matriksi) igerisinde organize olmus, ¢ok hiicreli form benzeri davranig gosteren
mikroorganizma topluluklaridir (Dongari-Bagtzoglou, 2008; Donlan, 2009).

Biyofilm, ilk kez Van Leeuwenhoek tarafindan 17. yiizyilda kendi disinde olusan plakta
gosterilerek animalcules olarak adlandirilmistir. Biyofilm teorisi 1976 yilinda Marshall'in
‘bakteriyi ylizeye adeta demirleyen, olduke¢a iyi hiicre disi fibriller' olarak tanimlamasina
kadar resmen duyulmamistir (Donlan, 2002). Costerton ve arkadaslari, sivi ile temas eden
yiizeylere tutunan bakterilerin olduk¢a hidrate, aniyonik bir matriks olan glikokaliks ile kapli
oldugunu bildirmislerdir (Costerton ve ark, 1976;Costerton ve ark, 1987). Daha sonra farkli
arastiricilar  tarafindan da yapilan biyofilm tanmimlarinda ortak temel faktorler;
mikroorganizma, ylizey ve glikokaliks olarak goriilmektedir (Carpentier ve ark, 1993; Elder
ve ark, 1995). Bu faktorlerden birinin eksikligi durumunda biyofilm olusamamaktadir (Dunne,
2002). Biyofilmlerin olusumuna ve gelismesine bakteri susu (Borucki ve ark., 2003; Chae ve
ark., 2000), ylizey ozellikleri, pH, besin miktari, sicaklik (Donlan, 2002) gibi cesitli ¢evresel
faktorler de etkili olmaktadir.

2.2.2. Biyofilm Yapis1

Biyofilmlerin biiyiik bir ¢ogunlugunda mikroorganizmalar, toplam kuru agirligin
yaklastk % 10’unu, EPS ise % 90’1 olusturmaktadir. EPS yapisinda, esas olarak;
ekzopolisakkaritler, hiicre dis1 yapisal ve fonksiyonel proteinler, hiicre disit DNA (eDNA),
yiizey aktif maddeler ve lipitler gibi farkli biyopolimerler su fazinda kiimelenmis halde
bulunmaktadir. EPS oOncelikle, biyofilmi olusturan mikroorganizmalar1 immobilize ederek
yakin iliskide tutmak suretiyle hiicre iletisiminin ve sinerjetik bir mikrokonsorsiyumun
olusumuna aracilik eder (Flemming ve ark.,2010). Diger yandan yapisindaki polisakkaritler,
proteinler, eDNA ve amfifilik molekiiller sayesinde tutunmayi; polisakkaritler, proteinler ve
eDNA sayesinde bakteriyal hiicre agregasyonunu ya da nétral ve yiikli polisakkaritler,
amiloitler, lektinler ve eDNA sayesinde biyofilmlerin birlegsmesini saglar. Ayrica, EPS
yapisindaki maddelerin biyofilm yapisindaki rollerini su sekilde 6zetlemek miimkiindiir:

1- Hidrofilik polisakkaritler ve bazi olasi proteinler: su birkimine

2-Polisakkaritler ve proteinler: antimikrobiyal ajanlara, fagositoza, spesifik ya da spesifik
olmayan konak¢1 immiin savunma sistemine direnclilige

3- Yiiklii, hidrofobik polisakkaritler ve proteinler organik bilesiklerin alinimina

4- Yiikli polisakkaritler ve proteinler: inorganik iyonlarin alinimina
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5- eDNA: genetik aktarimin stimiilasyonu suretiyle genetik ¢esitlenmeye

6- Hiimik bilesikler ve proteinler: elektron verici ve alicilari olarak enerjetik reaksiyonlara

7- Niikleik asitler, enzimler, lipopolisakkaritler ve fosfolipitler iceren membran vezikiilleri: ve
su kanallar ilkel bir bosaltim sisteminin olusumuna yardimc1 olmaktadir.

Bunlara ilave olarak EPS, hiicre dis1 enzimlerin bu yapida kiimelenmesini saglamak
suretiyle ¢cok yonlii bir sindirim sistemi olusumunu gergeklestirir. Bu yolla EPS, bir yandan
sulu faza aliman besin maddelerinin ¢oziilmesini ve biyofilmi olusturan mikroorganizmalar
icin besin ve enerji kaynagi olarak kullanilmasini olanakli hale getirirken, diger yandan
biyofilm igerisinde parcalanan hiicrelerin tiim elemanlarini tutarak geri donilisime sokar

(Roberts ve ark, 1999; Reisner ve ark, 2006; Wen ve ark, 2010; Mitri ve ark, 2011).

2.2.3. Biyofilm Olusum Asamalari

Biyofilm tabakasi1 ¢ok farkli ¢evrelerde olusabilir ve en basit biyofilm tabakasi bile
karmagik bir dinamige sahiptir. Biyofilm gelisimi taze besiyeri saglandik¢a devam eder.
Ancak, ortamdaki besin maddeleri tiikenince yiizey baglantilart zayiflar ve hiicreler
planktonik modlarma geri donerler (Giin ve Ekinci, 2009). Biyofilm olusumu bes basamakta
incelenebilir. Bunlar:
1-Dontistimli tutunma
2-Doniistimsiiz tutunma
3- Koloni gelisimi
4- Olgun biyofilm olugumu
5- Biyofilm hiicrelerinin koparak ayrilmasi

Hiicresel agregasyon ile baslayarak biyofilm olgunlasmasi ile sonuglanan siiregte ¢ok
sayida spesifik ve korunmus faktér devreye girmekte ve bu silireg geri doniisebilen ve geri
doniisiimii olmayan agamalar1 icermektedir. Biyofilm olusumunun ilk asamasi olan tutunma
cogunlukla rastgele bir asamadir. Bu siiregte Brown hareketi, yercekimsel ve hidrostatik
giicler onemli olgiide etkin rol oynamaktadir. Diger yandan herhangi bir niste bakteriler;
sicaklik, iyonik akis, pH ve besin maddesi diizeylerine bagli olarak, cekici ve itici giigleri
algilayabilmektedir. Ortam o6zellikleri, hiicre yiizey kompozisyonuna bagli olarak temas
yiizeyine dogru ya da aksi yonde ger¢eklesecek olan vektorel hareketi belirlemektedir
(Donlan, 2002). Hareketli bakteriler bu asamada yarismact bir avantaja sahiptir. Zira flagella

hareketi sayesinde, hidrodinamik ve itici gii¢clerin olumsuz etkisinin iistesinden
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gelebilmektedirler. Flagella hareketi Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica, Vibrio
cholerae, Listeria monocytogenes ve Escherichia coli gibi bakterilerin biyofilm
olusturmasinda énemli bir rol oynamaktadir (Toutain ve ark, 2007). Baz1 bakteri tiirlerinde
kemotakside yiizeylere tutunmanin ydnlendirilmesinde gorev almaktadir. Ornegin; P.
aeruginosa'nin cheR1 metil transferaz mutantlarinda yiizeyde tutunmanin ve biyofilm
olgunlagsmasinin bozuldugu tespit edilmistir. Bu ilk tutunma asamasi ortamdaki besinsel
degisim, hidrodinamik ve itici giigler gibi etkilerle geri doniisebilir olan dinamik bir siirectir
(Hadjifrangiskou ve ark, 2012).

Yiizey ile temas gerceklestiginde; hiicre disina salgilanan polisakkaritler, nukleik
asitler, proteinler, amiloitler, hiicre dis1 adhezif uzantilar ve adhezinler gibi ilave elemanlar
araciligi ile tutunmanin "geri doniissiiz" yapigsma asamasi gerceklestirilmektedir (Schluter ve
ark, 2015). Onemli bir biyofilm iireticisi ve patojen olan P. aeruginosa’da yiizeye geri
doniisiimsiiz tutunmada rol oynayan degisik tutunma organelleri tanimlanmistir. Bunlarin en
onemlileri tip IV ve UPEC benzeri CupA fimbriyalardir (Klebensberger ve ark, 2009).
Pseudomonas ve UPEC'den farkli olarak, Gram-pozitif enterokoklar hareketsiz olup tutunma
eleman1 olarak pilus icermezler. Enterokoklarda okaryotik hiicre dis1 matriks elemanlarina
tutunmada rol oynayan SagA, Acm (Enterococcus faecium) ve Ace (E. faecalis) gibi kollajen
tutunma proteinleri tanimlanmistir. Yine bu cins iiyelerinde tespit edilen Esp proteininin, E.
faecalis suslarinin abiyotik yiizeylerde biyofilm olusumunda rol oynadig: saptanmistir. Diger
yandan son c¢alismalarda E. faecalis'de tespit edilen enterokokkal biyofilm pilisinin (Ebp),
biyofilm olusumu yaninda endokardit ve fliriner sistem enfeksiyonlarinda onem tasidigi
belirlenmistir (Guiton ve ark, 2009; Kline ve ark, 2010; Widder ve ark, 2014; Dang ve ark,
2016).

Mikroorganizma ile yiizey temasi, gen ifadesini degistiren yanitlar tesvik ederek, sesil
(bagli, biyofilm) formlarin olusumu ve olgunlagmasi i¢in gerekli gen ifadesini tetiklemektedir.
Bu genetik regiilasyonda ilk asama, hiicre dist polimerik matrik materyalinin (EPS)
olusumunu ve dolayisi ile biyofilmin olgunlagsmasini saglayan genlerin ifadesidir. EPS, P.
aeruginosa suslarinda cevresel kosullara bagli olarak iki temel EPS elemani (Pel ve PsI)
sentezledikleri belirlenmistir. Psl, Pseudomonas suslarinin solunum yolu epitel hiicrelerine ve
musine tutunmasini saglar. Diger yandan kistik fibroziz hastaliginda ve solunum yollarinda
kalicilikta pel geninin ifade artisinin 6nemli oldugu da tespit edilmistir. Ayrica 3,5-¢evrimsel
diguanilik asidin (c-di-GMP) yiiksek diizeylerine yanit olarak, biyofilm yapisinda biiyiik bir
salgi adhezini olan CdrA'nin ifade edildigi bilinmektedir. CdrA biyofilm yapilarini stabilize
etmektedir (Borlee ve ark, 2010). P. aeruginosa EPS yapisinda bulunan bir diger yapisal
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bilesen olan aljinatin ise, antibiyotiklere ve kronik enfeksiyonlarda konak¢i immiin savunma
mekanizmalaria karst direnglilikte rol oynadigi saptanmistir. Pel ve Psl'de oldugu gibi aljinat
iretimide ,artan c-di-GMP diizeyi ile tetiklenmektedir. Zira yiizey bagh bir protein olan
diguanilat siklazin (MucR) aljinat sentezinin pozitif regiilatorii oldugu tespit edilmistir.
Pseudomonas biyofilmlerinin iligkilenmesi ve stabilizasyonunda hiicre dist DNA'nin da
onemli bir rol oynadigi deneysel olarak orneklenmistir. Bu durum 6zellikle mantar benzeri
biyofilmlerde yogun bir sekilde c¢alisiimistir (Yang ve ark, 2007). eDNA'nin biyofilm
yapisinda oynadig1 rol; E. faecalis GelE (¢inko metalloproteaz) ve SprE (serin proteaz)
enzimlerinin hiicresel otolizi indiikleyerek biyofilm yapisina eDNA'nin salinimini
sagladiginin belirlenmesi suretiyle tespit edilmistir. Ayrica Atn otolizininin iiretiminin
engellenmesi halinde bu bakterilerde biyofilm olusumunun, eDNA saliniminin azalmasi yolu
ile, % 30 oraninda diistiigli saptanmistir (Guiton ve ark, 2009).

Cevresel stres faktorlerine bagli olarak, biyofilm igerisindeki hiicreler, ¢ok hiicreli
yasam formlarindaki gibi, farklilasma gosterirler. Bu farklilagmay1 biyofilm igerisinde farkl
bolgelerde olusan besin maddeleri, oksijen, antimikrobiyal maddeler ve elektron akseptorleri
gibi cevresel kosullarin yarattigi gradiyent tetiklemektedir. Bu sayede biyofilm igerisinde
farkli fizyolojik kosullara sahip olan mikrokolonilerde farkli gen ifadesi meydana gelmekte ve
fonksiyonel farklilasma gerceklesmektedir. S6z konusu farklilagsma iizerine etkili diger bir
onemli sistem ise bakteriyal populasyonun iirettigi otoindiiksiyon ozelligindeki hiicre disi
sinyallerdir. Bu sinyaller sinyal transdiiksiyonunu tetiklemekte (Quorum-sensing -cogunlugu
algilama- sistemi) ve biyofilm igerisinde c¢ok hiicreli yanitlar olusturulmaktadir ( Lopez ve
ark, 2010; Boano ve ark, 2014).

Biyofilm olgunlagmasindan sonraki asama, biyofilm yapisindan kagis ya da dagilma
olarak nitelendirilen son asamadir. Dagilma ortam etkileri ile pasif bir sekilde meydana
gelebilen ancak esasen biyofilmi olusturan hiicrelerin yonettigi aktif bir siiregtir. Bu aktif
siiregte bakteriler, cevresel degisimleri algilayarak, biyofilm formu ile planktonik form
arasinda bir tercih yapmakta ve avantajli formu se¢mektedir. Biyofilm dagilimi ortamin
besinsel degisimine, oksijen miktarina, toksik {iriinlerin birikimine ve diger stres faktorlerine
bagli olarak tegvik edilmektedir (Hong ve ark, 2010; Rowe ve ark, 2010). UPEC suslarinda
hiicre dis1 demir, P. aeruginosa suslarinda ise karbon ve azot kaynaklarinin ortamdaki artisi,
biyofilm dagilimini tetikleyen ana faktorlerdir. Bakterilerde birgok sensor sistemler, cevredeki
kiiciik molekiillerin diizeyini 6lgmekte ve bu sinyaller araciligi ile biyofilm dagilmasi i¢in
zorunlu gen ifadesini pozitif yonde etkilemektedir (Kaplan, 2010). Diger sinyaller de rol

almakla birlikte, evrensel c-di-GMP'nin biyofilm formundan planktonik forma geciste anahtar
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rol oynadig1 belirlenmistir. P. aeruginosa ve E. coli suslarinda c-di-GMP seviyesi arttik¢a
tercih edilen yagam formunun, biyofilm formu oldugu saptanmistir. Aksi durumda ise
biyofilm formunun dagilmasi indiiklenmektedir. c-di-GMP baglanma proteini olan BdcA,
biyofilm kommiinitelerinde c-di-GMP seviyesini diisiirmek suretiyle biyofilmin dagilmasini
tetiklemektedir. Bu durum Pseudomonas spp. ve Rhizobium mellioti'de érneklenmistir (Ma ve
ark, 2011; Zhang ve ark, 2013). P. aeruginosa'da aljinat liyaz gibi EPS parcalayan enzimler
de bakterilerin matriksten ayrilmasini saglamaktadir. E. coli 'de CsrA proteininin PGA
sentezini bozdugu ve biyofilmin dagilmasini tesvik ettigi saptanmistir (Wang ve ark,
2005).Buna ilave olarak P. aeruginosa biyofilmlerinde flagellali formlarin mikrokoloniler
olusturarak biyofilm yapisindan ayrildiginin belirlenmesi, flagella iiretiminin hareketli
bakterilerin olusturdugu biyofilmlerin dagilmasinda 6nem tasidigina isaret etmektedir (Gupta

ve ark, 2015; Harmsen ve ark, 2010).

2.2.4. Biyofilm Olusumunun Onemi

Biyofilm igerisindeki bakterilerin biiylime hizlarinin planktonik bakterilerden belirgin
bir sekilde diisiik olmasina karsin, bakterinin biyofilm olusturmasini gerektiren durumlar
vardir. Bunlar, savunma strese cevap olarak gelisir. Biyofilme sahip organizmalar, besin
yoksunlugu, pH degisiklikleri, oksijen radikalleri, dezenfektanlar, fagositoz ve antibiyotiklere
karst planktonik hiicrelerden daha direnglidir. Biyofilmin biiyiik bir kismini olusturan
eksopolisakkaritler (EPS) savunmada 6nemli rol oynayan molekiillerdir. Eksopolisakkaritlerin
bulundugu bakteriyi yangi hiicrelerinin fagositozundan korur.

Adhezyon ve kolonizasyon; Insan ve hayvan viicudu mikroorganizmalar siirekli bir
sekilde viicutlarinda bulundururlar (flora). Immun sistem ile bakteri arasinda viicudu istila
etmesine karsi amansiz bir yaris vardir. Bazi durumlarda uzlagsma olarak belli bolgelerde
bliyiik miktarlarda kommensal olarak yasamasina miisaade edilmektedir ve bu bakterilerin
cogu biyofilm olusturmaktadirlar. Viicut bakterilerin yasamasi i¢in ¢ekici bir ortam olup,
bakterilerin bu bdlgede biyofilm olusturarak yasamasina primer motivasyon olusturmaktadir.

Yasanabilir cevre gelistirme: Ozellikle ortamdaki glikozun bakteri tarafindan
kullanilabilir olmasi, bakterilerin EPS ekspresyonu ve biyofilm olusturmalari belirgin
sekilde arttirdigt gostermistir. Karbon katabolitleri, konak¢iya yapismis bakterilerin

regiilasyonunu indiikleyerek biyofilm olusumunda kritik rol oynar.
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Yeni genetik ozelliklerin kazanilmasi ; Biyofilm c¢oklu ilag direngli bakterilerin ortaya

¢ikmasina sebep olur.

2.2.5. Quorum Sensing (Cogunlugu Algilama)

Biyofilm, bakterilerin bir araya gelerek olusturduklari, rastgele gergeklesen bir olay
degildir. Bakterilerin biyofilm olusturmak i¢in ¢esitli kimyasal sinyal mekanizmalari
kullandiklar1 gosterilmistir (Wagner ve ark, 2008).

Bir komunite igerindeki bakteriler, diger bakterilere varligini otoendiiktér adi verilen
kiigiik yayilabilir bir sinyal molekiilii ile gerceklestirir (Miller ve ark, 2001;Federle ve ark,
2003). Cogunlugu algilama adi verilen bu hiicre i¢i haberlesme prosesi, ilk olarak deniz
kaynakli biyoluminant bir bakteri olana Vibrio fischeri’de tanimlanmistir (Miller ve ark,
2001; Federle ve ark, 2003; van Bodman ve ark, 2008; Schauder ve ark. 2001). V. Fischeri bir
dizi deniz hayvaniyla simbiyotik yasayan bir bakteridir. Bu ortakliklarda ana konak es bulma,
avini kendine ¢ekme ve avcilaran kagmak gibi spesifik amaglar i¢in Vibrio fischeri tarafindan
iiretilen 15181 kullanir (Miller ve ark, 2001;Federle ve ark, 2003; van Bodman ve ark, 2008;
Schauder ve ark. 2001). Sagladigi 15181 karsiliginda, Vibrio fischeri besin agisindan zengin
bir ortamda yasamin siirdiirmektedir. Bir lusiferaz enzim sisteminin Vibrio fischeri nini 151k
tiretiminde sorumlu oldugu bunlunmustur. Vibrio fischeri ¢ekirdek algima ile kontrol edilen
yiiksek hiicre yogunlugunda oldugu zaman biyoparlaklik olusturur (Schauder ve ark, 2001).
Ozellikle, minimum esik konsantrasyonu gegen bir otoendiiktoriin iiretilmesi ve birikmesi
buna olusan tepki Vibrio fischeri’nin yogunluk bagimli 151k iretimini kontrol eder ve
biyoisildama yapar (Miller ve ark, 2001; van Bodman ve ark, 2008; Schauder ve ark, 2001).

Belirgin bir sekilde, deniz bakteri tarafindan 11k nesrine iliskin boyle bir ¢ekirdek
algilama aracili sosyal faaliyet kiiresel olgekte bulunmustur (Miller ve ark, 2001). Yiizyillar
boyunca denizciler tarafindan denizin yiizeyin ylizlerce kilometre boyunca yatar olarak
uzanan °’slitlii deniz’’ olarak adlandirilan yogun homojen ve siirekli parlaklik tireten gizemli
gece ekranlari rapor edilmistir. Bir uydu algilayici sistemi kullanarak, Miller ve arkadaglar
kuzeybat1 Hint Okyanusu'nda bir “siitlii deniz” gibi biiyiik biyoliiminesans emisyonunu tespit
etmislerdir (Miller ve ark, 2001). “’Siitlii deniz’’ deniz yiizeyinde mikroalg kolonileri ile
birlikte yasayan ve yliksek konsatrasyonda iiretilen ¢ekirdek algilama aracili biyoisima yapan
Vibrio harveyi igin miikemmel bir tezahtiriidiir (Miller ve ark, 2001; Schauder ve ark, 2001 ;

Miller ve ark, 2005). Son g¢alismalar biyoliiminans i¢in sosyal etkinliklerden boyle kiiresel
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Olgekli sikica karmasik diizenleyici agini olusturan birden fazla ¢gogunlugu algilama yolunun
oldugunu belgelemistir. Simdi bir¢ok bakterinin sosyal aktivitelerini ve fizyolojik siire¢lerini
diizenleyen simbiyoz, spor veya meyve organlarinin olusumu da dahil olmak iizere,
bakteriyosin {iretimi, genetik yeterlilik, programli hiicre o6liimii, virulans ve biyofilm
olusumunu yeterli say1y1 hissetme mekanizmasi yolu ile gerceklestirdigi bilinmektedir. Belli
bakteriyel topluluklar farki ve Ozel ihtiyaclarini ¢ogunlugu algilama ile yansitir. Cogu
bakteride ¢ogunlugu algilama sosyal faaliyetlerinin diizenlemek ve tek hiicre halindeyken
kendine ulasilamaz olan maddelere ulasmasini saglayan merkezi bir mekanizmay1 temsil eder
(Miller ve ark, 2001; van Bodman ve ark, 2008; Schauder ve ark, 2001). Giderek artan sayida
kanit cogunlugu algilama aracili sosyal faaliyetler mikrobiyal etkilesimlerini lehine ve
bakterilerin popiilasyon diizeyinde viriilansinin diizenleyen baslica mekanizmalar olarak
inanilan gostermektedir (Parsek ve ark, 2005; Cvitkovitch ve ark, 2003; Antunes ve ark, 2010;
Fuqua ve ark, 2002; Claverys ve ark, 2006). Bu ¢alismalar biyofilmlerde mikroplarin sosyal

biyoloji i¢ine ve bakteriyel enfeksiyonlarda 6nemli bilgiler iirettiler.

Tablo 1. Bakteriyel Cogunlugu Algilama Sistemleri ve Kontrollii Sosyal Ozelliklerin

Ornekleri

Mikroorganizma | Baslica  Sinyal | Diizenleyici Grup-Tiiretilmis | Referanslar
Molekiilleri Sistem Faydalari

Bacillus subtlis | ComX CSF | ComP/ComA Yeterlilik, Miller ve

(PhrC) PhrA,-E, | Rap proteins sporulasyon, ark.,2001;

-F, -K, -H biyofilm Dunny ve
olusumu, ark.,1997;
antibiyotic Claverys ve
uretimi ark.,2006

Myxococcus A-signal C- | SasSRN Meyve  verme | Miller ve
xanthus signal govde olusumu | ark.,2001;
veya sporlanma | Dunny ve
ark.,1997
Pseudomonas 30-C12-HSL Lasl/LasR Yapilandirilmis | Miller ve
aeruginosa C4-HSL RhII/RhIR OscR | biyofilm ark.,2001;
(orphan) olusumu, Dunny ve
virulens ark.,1997;
farktorleri Fuqua ve
ark.,2002; Taga
ve ark.2003
Staphylococcus | AIP-1I,  AIP-II, | AgrC/AgrA Biyofilm Miller ve
aureus AIP-1I, AIP-1V formasyonu, ark.,2001; van
virulens Bodman ve
faktorleri ark.,2008;
Novick ve
ark.,2003
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Tablo 1. Bakteriyel Cogunlugu Algilama Sistemleri ve Kontrollii Sosyal Ozelliklerin

Ornekleri (devami)

Mikroorganizma | Baslica  Sinyal | Diizenleyici Grup-Tiiretilmis | Referans
Molekiilleri Sistem Faydalari
Streptococcus CSP (ComC) | ComD/ComE Bakteriosinler, Mashburn-
mutans XIP (ComS) ComR biyofilm Warren ve
olusumu, ark.,2010;
yeterlilik Lemme ve
ark.,2011
Streptococcus CSPs ComD/ComE Yeterlilik, Waters ve
pneumoniae kardes katilligi, | ark.,2005;
biyofilm Claverys ve
olusumu, ark.,2006
virulens
Vibrio harveyi HAI-1, CAI-1 | LuxLM/LuxN Biyoparlaklik Miller ve
Al-2 LuxP/LuxQ emisiyon, ortak | ark.,2001; van
yasam Bodman ve
ark.,2008;
Federle ve
ark.,2003;
Schauder ve
ark.,2001

2.2.5.1. Bakteriyel Cogunlugu Algilamada Ortak Temalar

Cogunlugu algilama, koordine faaliyetler i¢in, gen ekspresyonu baslatmak i¢in bir
algiyaci ya da kopyalama aktivatorii ile kiiclik yayilabilir sinyal molekiilii etkilesimine
dayanmaktadir (Miller ve ark, 2001; Federle ve ark, 2003; Schauder ve ark, 2001).
Bakterilerde quorum sensing, genel olarak ii¢ grupta incelenir;

1-Sinyal molekiilleri olarak asil-homoserin laktonlar (AHL) kullanan Gram-negatif
bakterilerde Luxl / LuxR tip ¢ogunlugu algilama

2-Gram pozitif bakterilerde sinyal molekiilii olarak kiiciikk peptidlerin kullanildigi,
icinde iki tip bilesenli oligopeptid cogunlugu algilama mekanizmasi.

3-Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerde goriilen her ikiside luxS otoindiise 2 (Al-
2) kullanilan ¢ogunlugu algilama mekanizmasi, sinyal molekiilii kesin bir algilama aparat1 ve
diizenleyici ag tarafindan regiile edilir.

Gram negatif bakterilerde

LuxI benzeri proteinlerin sentezine bagli olan sinyal

molekiilii olan asil-homoserin laktonlar(AHL)dir (Fuqua ve ark, 2002; Taga ve ark, 2003).
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Asil-homserin laktonlar hiicre zar1 boyunca yayilabilir ve hiicre yogunlugu ile orantili olarak
konsantrasyonu artar. Otak kokenli bir LuxR benzeri protein AHL ‘nin tanimmmasidan
sorumludur ve AHL ye baglandiginda, LuxR benzeri protein spesifik promotor DNA
elementleri ve hedef genlerin transkripsiyonunu aktive eder. Luxl / LuxR ciftlerinin etkimenin
biyokimyasal mekanizmast muhafaza edilir. Luxl benzeri enzimler, S-adenosilmetionin
(SAM) homosistein kisma yag asidi biyosentez makinelerine asil-asil tasiyict protein (asil-
ACP) ve asil yan zincir baglayan belirli bir AHL iretir. Bu ara madde lactonizes
metiltiyoadenozin serbest, asil-HSL olusturmak iizere (Fuqua ve ark, 2002; Parsek ve ark,
1999).

Hiicresel siireclerin ¢esitli kontrol etmek i¢in Luxl / LuxR tip ¢ekirdek algilama
kullanimi1 tespit Gram-negatif bakteri tespit edilmistir. Her bir tiir sonug¢ olarak ayni tiiriin
sadece iiyeleri taniyacak ve kendi sinyal molekiiliine karsilik, benzersiz AHL veya AHL
benzersiz bir bilesimini tiretecektir (Miller ve ark, 2001; Waters ve ark, 2005; de Kievit ve
ark, 2000; Fuqua ve ark, 2002). Gram-negatif devrelerin ¢ogu, diger drnekler, ek diizenleyici
faktorler tabakali edilmis olan {izerine Luxl / LuxR tip cogunlugu algilama mekanizmasi
kullanir (Miller ve ark, 2001; van Bodman ve ark, 2008; de Kievit ve ark, 2000; Taga, ve ark,
2003).

Gram negatif bakterilerdekinden farkli olarak Gram pozitif bakterilerde iki tip
cogunlugu algilama mekanizmasi tespit edilmistir (Dunny ve ark, 1997; Novick ve ark, 2003;
Dufour ve ark, 2011). ilk tiir, ¢ekirdek-algilama sistemleri, genel olarak, ii¢ bilesenden,
autoinducing peptid (AIP) olarak bilinen bir sinyal peptid ve spesifik olarak algilar ve bir AIP
yanit veren bir iki-bilesenli sinyal transdiiksiyon sistemi (TCSTS) olugmaktadir (Miller ve
ark, 2001; Dunny ve ark, 1997; Schauder ve ark, 2001; Novick ve ark, 2003; Claverys ve ark,
2006). AHL sinyallere daha aksine, hiicre zar1 AIP ama oldukca 6zel bir oligopeptid tasiyici,
biiyiik dl¢lide bir ABC tasiyicisinin gegirimli olmayan, hiicre dist ortama AIP salgilamak i¢in
gereklidir (Dunny ve ark, 1997; Novick ve ark, 2003; Claverys ve ark, 2006). Gram pozitif
bakteriler, normal olarak cift glisin konsensiis dizisinden olusan ve ortamlarinda  peptit
spesifik ABC transportundan sorumlu aktif AIP kismi olan olan bir sinyal 6ncli maddesi
tiretirler. Gram pozitif bakterilerin sinyallesme peptitlerinin ¢ogu, tipik olarak 5-25 amino
asitten olusur ve bazi nadir yan zincirlerini ihtiva etmektedir ( Novick ve ark, 2003; Claverys
ve ark, 2006). Gram pozitif bakterilerin sinyal peptitleri hiicre membran baglantili, histidin
kinaz protein duyarli AIP ve sitoplazmik yanit diizenleyici protein araciligi ile hiicrenin gen
ekspresyonu ile peptide cevap vermesini diizenler (Dunny ve ark, 1997; Schauder ve ark,

2001; Novick ve ark, 2003; Claverys ve ark, 2006).
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Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerde bir diger otoindiiktor tip 2 (AL-2) adli
otoindiiktoriin rol oynadigi ¢ogunlugu algilama mekanizmas: tespit edilmistir (Miller ve ark,
2001; Waters ve ark, 2005; Federle ve ark, 2003). Tiir i¢i sinyla i¢in 6zel olarak diger quorum
sensing mekanizmalarindan farkli olarak, Al-2 tiirler arasi iletisim saglar, bu nedenle ¢apraz
tiir iletisim i¢in kullanilan “’evrensel dil * olarak adlandirilir (Federle ve ark, 2003; Schauder
ve ark, 2001). Al-2, ilk olarak bir deniz bakterisi V. harveyi’de karakterize edilmistir, hiicre
yogunlugu, bagimli 1sildamasi regiile eden bir furanosil borattir (Chen ve ark, 2002;
Vendeville ve ark, 2005). Al-2’nin sentezi homosistein ve 4,5-dihidroksi-2,3-pentandion
(DPD) igine ribosil-homosistein doniigiimiinii esas alan bir metabolik enzim olan bir luxS
tarafindan kodlanan Al-2 6n maddesine baglidir (Chen ve ark, 2002) . LuxR proteininin bir
sitoplazmik reseptordiir ve ayni zamanda bir transkripsiyon aktivatorii olarak islev goriir
(Federle ve ark, 2003; Schauder ve ark, 2001; Vendeville ve ark, 2005). Bir luxS mutasyonu
biitiin metabolic yolu kesintiye ve dlayisi ile biiyiin bakterilerin metabolizmasinin
degismesine yol acar. Al-2 tabanli g¢ogunlugu algilama prokaryotlar arasinda oldukga
yaygindir ve luxS homologlar bir ¢ok bakteri tiiriinde bulunmustur (Federle ve ark, 2003;
Vendeville ve ark, 2005). Bu kadar genis dagilimi ile, luxS kodlanmis ¢ogunlugu algilama

mekanizmas1 mikrobik ekolojisi 6nemli rollere sahip olmasi sasirtic1 degildir.

2.2.6. Pseudomonaslarda Biyofilm Olusumu

1998 yilinda, Greenberg ve arkadaslari, 6ldiiriicii sistemik enfeksiyonlara sebep olan
Gram negatif ve en sik goriilen bir firsat¢1 patojen olan Pseudomonas aeruginosa biyofilm
Las quorum sensing roliinii tarif etmislerdir (Davies ve ark, 1998; Singh ve ark, 2000; Smith
ve ark, 2003). Bu patojenin biyofilm formu kistik fibrosis’li hastalarda olduk¢a yaygindir
(Singh ve ark, 2000; Bjarnshoit ve ark, 2010). Bu organizmada, ¢ogunlugu algilama
mekanizmasi olduk¢a karmasiktir ve hem transkripsiyonel hem de transkripsiyon sonrasi
seviyelerde etkili pek ¢ok diizenleyici regolator tarafindan modiile edilen iki i¢ i¢e N-asil
homoserin lakton bagimli diizenleyici devre, olusmaktadir (Davies ve ark, 1998; Withers ve
ark, 2001). Bu arastirmacilar otoindiiktor 3-okso-C12-HSL iiretiminde hatali LASI mutanti
kullanildiginda vahsi tip biyofilm hiicre kiimeleri meydana getirdigi ve  vahsi tip
biyofilmlerin % 20’ sinin deterjanlara duyarli oldugunu gormiislerdir. 3-okso-C12-HSL
sistemine ilave edildigi zaman, LASI mutant1 yapisal biyofilm olusturmakta bir kez daha

basarili olmustur (Davies ve ark, 1998). Bu bulgu c¢ogunlugu algilamanin  biyofilm
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gelisiminde 6nemli bir rol oynadigi ve daha da onemlisi, ¢cogunlugu algilama ve biyofilm
olusumu arasindaki ¢ikilmaz bir baglanti yaptig1 diisiindiirmektedir. Daha sonra yapilan
caligmalarda  ¢ogunlugu algilama  mekanizmasinin  Pseudomonas  aeroginosa’da
ekzoproteazlarin, sideroforlarin, ekzotoksinlerin ve ramnolipidlerin (Singh ve ark, 2000;
Smith ve ark, 2003) salinimin organize ettigi, 6zellikle viriilans faktorlerini sentezleme
hastalik patogenezisini kontrol etmesi in vivo ve in vitro modellemeler ile ortaya konmustur

(Davies ve ark, 1998; Bjarnshoit ve ark, 2010).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢
3.1.1. izolasyon Ornekleri

Arastirma i¢in 2017 Haziran ayinda, Aydin ili ve ¢evresinde bulunan koylerden 162
inegin her birinden siit Ornekleri teknigine uygun olarak aliip, soguk zinciri kirilmadan
Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin Teshis
Laboratuvarina getirildi.

3.1.2. Besiyerleri

3.1.2.1. Pseudomonas Selective , CFC Agar Base (Merck 1.07620)

Peptone from gelatine 16,0 g/L
Casein hydrolysate 10,0 g/LL
Potassium sulfate 10,0 g/L
Magnesium chloride 1,4 g/L

Agar-agar 11,0 g/L

500 mL damitik su i¢inde 24,2 g dehidre besiyeri ve 5 mL gliserol (Merck 1.04091)
kaynatilarak ¢oziiliir ve otoklavda 121°C'de 15 dakika siire ile sterilize edilir. Otoklav sonrasi
besiyeri 45-50 °C'ye sogutulur ve Pseudomonas CFC Agar igin 1 sise Pseudomonas CFC
Selective Supplement (Merck 1.07627) eklenir ve petri kutularina dagitilir. Besiyeri 45-50 °C
'da 4 saatten fazla tutulmamalidir. Selektif katki 2 mL esit hacimde alkol/su karisimi iginde
¢oziiliir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve renksiz olup, otoklav sonrasi 25 °C'de, pH

7,1+0,2'dir.
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3.1.2.2. Blood Agar (Merck 1.10886)

Blood Agar 40 g
Distile Su 1000 ml
Karigim yapildiktan sonra pH 7,2-7,4’e ayarlanip, 15 dakika otovlandiktan sonra, 50

°C’ye kadar sogultumustur. Son olarak i¢ine % 5 oraninda defibrine koyun kam ilave

edilmistir.

3.1.2.3. EMB Agar (Merck 1.01347)

Peptone 10,0 g/LL
K2HPO 42,0 g/L
Lactose 5,0 g/LL
Sucrose 5,0 g/L
Eosin Y yellowish 0,4 g/LL
Methylene Blue 0,07 g/LL
Agar agar 13,5 g/L.

Dehidre besiyeri 36,0 g/L olacak sekilde damitik su i¢inde isitilarak eritilir, otoklavda 121
°C'da 15 dakika sterilize edilir ve 45-50 °C'ye sogutulup steril petri kutularina 12,5 'er mL
dokiiliir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve kirmizimsi-kahve, menekse-kahverenginde olup, 25

°C'da pH 7,140,2'dir.

3.1.2.4. Kongo Red Agar (CRA)

BHI broth 37¢g
Sakkaroz 36¢g
Kongo Kirmizisi 0,8g
Agar 10g
Distile su 1000 ml

Besiyeri hazirlandiktan sonra otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilmis ve petrilere

dagitilmistir.
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3.1.2.5. Triple Sugar Iron Agar (U¢ Sekerli Demirli Agar)

Polipepton

Laktoz

Sukroz

Dekstroz

Sodyum klorid
Ferrik amonyum sulfat
Sodyum tiyosulfat
Agar

Fenol kirmizisi
Distile Su

pH

20 gr
10 gr
10 gr
1 gr
Sgr
0.2 gr
0.2 gr
13 gr
0.025 gr
1000 ml
7.3

Hazirlanan karisim sicak su banyosunda eritildi ve tiiplere 8-10 ml dagitildi.

Otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edildi. Daha sonra tiiplerde 2-3 cm dik kisim ve iistte

yatik kisim olacak sekilde sogutuldu.

3.1.2.6. Tryptic Soy Agar

Peptone from casein
Peptone from soymeal
NaCl

Agar-agar

15,0 g/L
5,0 g/LL
5,0 g/LL
15,0 g/lL

Dehidre besiyeri, 40,0 g/L olacak sekilde damitik su i¢inde 1sitilarak eritilip, otoklavda

121 °C 'da 15 dakika sterilize edilir ve steril Petri kutularma 12,5 'er mL dokiiliir. Hazirlanmis

besiyeri berrak ve sarims1 kahve renktedir. Sterilizasyon sonrasi 25 °C 'da pH's1 7,3+0,2'dir.
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3.2.Yontem

3.2.1. Orneklerin Alinmasi

Siit Ornekleri alinirken, diski ve camur bulasikli meme baslar1 1slak mendil ile
temizlendi ve daha sonra % 70’lik etil alkol emdirilmis pamuk ile meme baslar1 silindi, her
meme bas1 i¢in ayr alkolli pamuk kullanildi. ilk bir ka¢ cekimlik siit disariya atildiktan

sonra siit ornekleri steril petri kaplarina alindi.

3.2.2. Pseudomonas Siipheli Orneklerin Belirlenmesi

Laboratuvara getirilen drneklerin kanl agara ekimi yapilarak 37 °C’ de 24-48 saat
inkubasyona birakildi. inkubasyon sonucunda olusan kolonilere Gram boyamas1 yapildi.
Yapilan boyama sonucunda Gram negatif o6rnekler Eosin Metilen Blue Agar (EMB Agar)’a
ekimi yapilarak 37 °C’ de 24-48 saat inkubasyona birakildi. Inkubasyon sonucunda olusan
renksiz laktoz negatif koloniler Pseudomonas siipheli olarak saflastirilmak {izere tekrardan
kanli agara ekildi.

Saflastirlimis Gram negatif koloniler steril 6ze ile alinip hem Pseudomonas Selective ,
CFC Agar Base hem de Uclii Tiiplere gecilerek 37 °C’de 24-48 saat inkubasyona birakildi.
Inkubasyon sonucunda hem Pseudomonas Selective Agar’da yesil renk veren koloniler hemde

Uclii Tiipler’de non-fermantatif, hareketli koloniler degerlendirmeye alindu.
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Resim 1: Pseudomonas Selective Agar’a yapilan ekim sonucu iireyen pozitif ve negatif

koloniler.
3.2.3. BiyofilmUretiminin Belirlenmesi
3.2.3.1. Biyofilm Uretiminin Fenotipik Olarak Belirlenmesi
Biyofilm olusumu Kongo Red Agar (CRA) yontemi kullanilarak belirlendi. Daha
sonra biyofilm aragtirilacak suslarin besiyerlerine ekimi yapildi. 37 °C’de 24-48 saat

inkubasyona birakild1. Inkiibasyon sonucu siyah ve piiriizlii yiizey olusturan érnekler biyofilm

pozitif olarak degerlendirildi.

Resim 2: Kongo Red Agar’a ekim yapilan 6rneklerin inkiibasyon sonrasi biyofilm goriiniimii.
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3.2.3.2. Biyofilm Uretiminin Genotipik Olarak Belirlenmesi

Bu agamada biyofilm iiretiminin genotipik tespiti icin bapA geninin PCR yontemi ile

belirlenmesi hedeflenmistir.

3.2.3.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Yontemi

PCR calismalarinda kullanilmak {izere tiim izolatlarin DNA eldesi i¢in kaynatma
yontemi uygulandi. Bu amagcla pseudomonas izolatlarinin Trypticase Soy Agar (TSA)’a ekimi
yapilip ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Izolatlar iiretildikten sonra bir 6ze dolusu
saf koloni alinarak 500 mikrolitrelik DNase-RNase ari ependorf tiiplerinde deiyonize su ile
siispanse edildi. Siispansiyon 100 derecede 10 dk kaynatildi ve daha sonra 10 000 rpm de 5 dk
santrifiij edildi. Ustte kalan sivi almarak PCR amplifikasyonlarinda hedef DNA olarak
kullanildi (Ciftci ve ark., 2009).

bapA geninin PCR ile belirlenmesi i¢in Horton ve ark. (2016)’nin kullandiklar
protokoliin modifikasyonu ile gerceklestirildi. Toplam 25 pl PCR karisimina; 50 ng ekstrakte
edilmis DNA, 1X PCR tamponu, 3 mM MgCl2, 5 pm her bir primer, 200 uM her bir dANTP,
0,5 U Taq polimeraz ilave edildi. Amplifikasyon kosullar1 94 °C’de 2 dk ilk denatiirasyon, 25
siklus 94 °C’de 1 dk, 63 °C’de 1 dk, 72 °C’de 1 dk amplifikasyon ve 72 °C’de 7 dk son
uzama asamasi olacak sekilde ayarlandi. Amplifikasyon iirlinleri etidium bromid (2 pg/ml)
iceren % 1,5’luk agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV transilluminator ile goriintiilendi.
Gorilintiileme sonrasinda 814 bp’lik bant goriilmesi bapA geni i¢in pozitif olarak

degerlendirildi.

Tablo2: Calismada Kullanilan Oligoniikleotid Primer Dizileri.

Primer Oligoniikleotid dizisi (5°-3°) Bant Referans
boyutu
bapAF GCG CCG CAG ATC GTG TCA G 575 Horton ve ark.,2016

bapAR CCG GCA GCG TCC AGG TG
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4.BULGULAR

4.1. izolasyon ve Idetifikasyon Bulgulari

Arastirma Aydin ili ve koylerinde yasayan 162 inegin her birinden teknigine uygun
olarak alnan siit orneklerinin Adnana Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin Tehsis Laboratuvarina soguk zincirde getirilerek
incelendi.

Besi yerlerine inokulasyonlar1 yapilan numunelerin 37 °C’de 24-48 saat
inkubasyonundan sonra Pseudomonas siipheli kolonilerin identifikasyonu i¢in 6nce Gram
boyama yapildi. Gram negatif koloniler Pseudomonas Selective Agar (PSA) ve Triple Sugar
Iron Agar’a (TSI) ekimleri yapildi. 13 adet Pseudomonas spp. pozitif olarak degerlendirildi.

Pseudomonas Selective Agar ve Triple Sugar Iron Agar’da pozitif sonug¢ veren 13(%
21,6)adet ornek koloniler saflasgtirmak {izere kanli agara ekimleri yapildi. Saflastirilan
koloniler biyofilm olusumunun fenotipik olarak gdzlenmesi i¢in Kongo Red Agar’a ekimi

yapildi.

Tablo 3: Siitlerden Izole Edilen Suslarda Identifikasyon Bulgulari

Toplam Siit Ornegi Gram negatif basil PSA Pozitif

162 60 (% 37,03) 13 (% 21,66 )

Calisma i¢in toplanan 162 6rnegin besi yerlerine ekimi yapildiktan sonra hepsinde
bakteriyolojik iireme godzlemlenmistir. Ureme gerceklestiren 162 Ornege gram boyama
uygulanmis ve 60(% 37,03) 6rnegin Gram negatif oldugu gozlenmistir. Gram negatif suslarin
EMB Agar’a ekimi yapildiginda, inkubasyon sonunda 13(% 21,66) 6rnekte renksiz koloniler
gozlemlenmistir. Olusan renksiz kolonilerin hepsi PSA ve TSI besi yerlerinde pozitif sonug

vermistir.
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4.2. Biyofilm Uretiminin Fenotipik Olarak Incelenmesine Ait Bulgular

Calisilan suslarin biyofilm olusturma durumlart Kongo Red Agar ile arastirilmistir.
Kongo Red Agar besiyerine ekilen kiiltiirlerin 37 °C’de 24-48 saat inkiibasyonundan sonra
kirmizimsi-siyah, piiriizlii ve kuru koloni olusturanlar biyofilm pozitif, pembemsi-kirmizi ve
diiz koloni yapanlar biyofilm negatif olarak kabul edildi. 13 6rnekte de biyofilm olusumu 24

saatlik ve 48 saatlik inkubasyonlar sonucunda gdézlenmemistir.

4.3. PCR Bulgulan

Hedef DNA'nin amplifikasyonu i¢in toplam 25 ul PCR karigimina; 50 ng ekstrakte
edilmis DNA, 1X PCR tamponu, 3 mM MgCl2, 5 pm her bir primer, 200 uM her bir dANTP,
0,5 U Taq polimeraz ilave edildi. Amplifikasyon kosullar1 94 °C’de 2 dk ilk denatiirasyon, 25
siklus 94 °C’de 1 dk, 63 °C’de 1 dk, 72 °C’de 1 dk amplifikasyon ve 72 °C’de 7 dk son
uzama asamasi olacak sekilde ayarlandi. Amplifikasyon iirlinleri etidium bromid (2 pg/ml)
iceren % 1,5’luk agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV transilluminator ile goriintiilendi.
Goriintiileme sonrasinda 814 bp’lik bant goriilmesi bapA geni i¢in pozitif olarak
degerlendirildi. Orneklerin higbirinde 814 bp lik bant gdriilmemistir. Genotipik olarakta

orneklerde biyofilm varlig1 belirlenememistir.
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5. TARTISMA

Mastitis vakalarindan maya ve kiiflerde dahil ¢ok genis bir yelpazede farkli etiyolojik
ajan izole edilmektedir ve enfeksiyonlara daha ¢ok bakteriyel ajanlarin neden oldugu ortaya
konmustur. Bulagic1 ve ¢evre kaynakli mastitislere sebep olan mikroorganizmalar arasinda
siklikla stafilokok, streptokok ve Escherichia coli izole edilmektedir.

Mastitis tedavisinde uygun olmayan antibiyotik kullanmi, direngli suslarin gelismesine
ya da antimikrobiyal direncin ve virulens faktorlerinin bir bakteriden digerine tranferi sonucu
patojenik suslarin ortaya cikmasma ve yayillmasina katkida bulunmaktadir. Ulkemizde
mastitisle ilgili birgok ¢alisma yapilmasina ragmen masititis hala siit sigir1 isletmelerinin en
biiyilik problemlerinden biridir.

Ozellikle memede makroskobik bir yangmin ve sitte gdzle goriiliit bir degisikligin
gozlenmedigi subklinik mastitisler akut ve kronik masititislere gore daha sik goriilmekle
birlikte hayvanlarda siit veririminde azalma, tedavi mastaflar1 ve yiiksek verimli hayvanlarin
siiriiden ayiklanmasi gibi nedenlerle lilkemizde mastitslerin sebep oldupu kayiplarin biiyiik
cogunlugunu olusturur. Bartlett ve ark. (1991) ise, patojen tiirline gore siit kayb1 miktarmin
degistigini ifade etmistir. Bu konuda yapilan arastirma sonuglarmma gore, Streptococcus
agalactia harig diger streptokoklar 0-60 giinliik laktasyon doneminde 146 kg; koliformlar 95
kg; koagiilaz pozitif stafilokoklar 93 kg ve koagiilaz negatif stafilokok mikroorganizmalarinin
olusturdugu mastitis vakalarinda ise siit kaybinin 88 kg oldugunu belirtmislerdir.
Aragtiricilara gore iki veya daha fazla patojenin birada oldugu infeksiyonlarda ise kayip daha
da artmaktadir.

Bu calismada, inek siitlerinden izole edilen Pseudomonas’larin biyofilm {iretim
yetenekleri arastirildi.

Ma ve ark (2011) ile Zhang ve ark (2013) yaptiklar1 ¢aligmalarda ortamdaki c-di-
GMP seviyesi arttikca bakterinin tercih ettigi yagsama formunun biyofilm oldugunu ortaya
koymuslardir. Yine aymi calismada ortamdaki c-di-GMP’nin azalmasinin biyofilmden
kopmalar1 indiikledigi belirlenmistir.

Wozniak ve ark (2003) yaptiklar1 ¢alismada aljinatin Pseudomonas’larda mukozaya
yapismada ve bakterinin fagositozdan kagmasinda onemli bir rolii oldugunu fakat biyofilm
olusumu i¢in baslangigta ¢okta dnemli olmadini biyofilmin devamliligindaki 6nemini ortaya

koymuslardir. Yine aljinat ile yapilan ¢aligmada VanDevanter ve ark (2005) yilinda Aljinat
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olusturma ozelligi P.aeruginosa’nin 6nemli bir virlilans faktorii olup, biyofilm olusturan
suslarin  olusturmayanlara gore daha ciddi doku hasarina neden olduklarini ortaya
koymuslardir.

Lee ve ark (2009) yilinda yaptiklar1 calismada degisik bakteri tiirlerinin {iretmis
oldugu AHL QS sinyaller dogal bugday rizosferindeki Pseudomonas’in gen ekspresyonunu
aktive ettigi dolayisi ile biyofilm olusumunu uyardig1 goriilmiistiir.

Davies ve ark. 1998 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Las ¢ogunlugu algilama sisteminin
P. aeruginosa biyofilmin farklilagsmasinda rol oynadigini géstermistir. Yaptiklar1 ¢alismada 3-
okso-C12-HSL f{iretimi olmayan mutant kokenin farkli yapida biyofilm drettigini ve bu
biyofilmin sodyun dodesil siilfatin diisiik konsantrasyonunda etkilendigini gostermis, buna
karsin besi yerine 3-okso-C12-HSL eklendiginde farklilasmis ve sodyun dodesil siilfata direng
kazandigin1 gostermistir.

Shih ve ark. 2002’de  biyofilm-cogunlugu algilama iliskisini tanimladiklari
calismalarinda, P. aeruginosa dogal sus (PAOl) ile “QS yoksun”mutantlarin biyofilm
olusturma yoniinden karsilastirdiklarinda hemen baslangicta biyofilm yogunlugu yoniinden
aralarinda farklilik yokken, cogunlugu algilama 06zelligini tasiyan dogal susla biyofilm
olusumunun daha hizli ilerledigini gostermistir.

Bu calismada Aydin cevresinden toplanan 162 ornek tlizerinde Pseudomonas lardaki
biyofilm {iretimini genotipik ve fenotipik olarak inceledik.Orneklerimizin 60 tanesi Gram
negatif olup bunlarin i¢inden 13 tanesi Pseudomonas Selective Agar pozitif sonu¢ vermistir.
Orneklerimiz daha sonra Kongo Red Agar’a ekilerek biyofilm iiretim yetenekleri
gozlemlenmistir. Besiyerine ekilen 13 ornekte biyofilm bakimindan negatif olarak

sonuglandirilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Matitis, siit veriminin ve kalitesini olumsuz etkileyen, meme dokusunun firsat¢1 bir
enfeksiyonudur ve hijyen kurallarini1 yeterli olarak uyulmadigi isletmelerde c¢ok biiyiik
ekonomik kayiplara sebebiyet vermektedir. Pseudomonaslar, biyofilm yapisina katilan ¢esitli
virulens faktorler sayesinde insanlar1 ve evcil hayvanlarinda florasinda bulunan firsatg1 bir
patojendir. Pseudomonaslar birden fazla antibiyotige karst direng gelistirmislerdir ve biyofilm
yapisinin bu dirence katkida bulundugu disiiniilmektedir. Biyofilm olusturan bu tiirlerde
meydana gelen yiiksek direncliligin insan sagligi i¢cin de risk teskil edebilecegi
diistinilmektedir.

Yapilan c¢alismada toplanan 162 Ornegin hepsinde bakteriyolojik iireme
gozlemlenmistir. Bu 162 6rnegin 60(%37,03) tanesi Gram boyama sonucunda Gram negatif
olarak bulunmustur. Gram negatif ornekler EMB Agara ekilerek laktoz negatif koloniler
Pseudomonas siipheli olarak saflastirilmistir. Saflastirilan koloniler Pseudomonas Selektif
Agar’a ve TSI Agara ekimi yapilarak inkubasyonuna birakilmistir. inkubasyon sonucu pozitif
sonug veren 13(%21,6) pseudomonas susunun hi¢ birinde biyofilm olusumu gézlenmemistir.
Yapilan PCR’da 13(%21,6) ornek biyofilm olusumu yoniinden negatif sonu¢ vermistir.
Biyofilm olusumu hem fenotipik hemde genotipik olarak gdzlenmemistir. Bu da her iki
yonteminde biyofilm arastirmasinda uygulanmasi gerektigini gostermistir.

Bu c¢alismada Pseudomonas‘larin sigir yetistiriciliginde 6nemli verim kayiplarina
sebep olan patojenler arasinda oldugunu gostermistir. Calismamizda buldugumuz
orneklerimizde biyofilm olusturma yeteneginin olmamast farkli virulens faktorlerinin
patojenitede rol oynadigini gostermistir. Bunlarda insan saglig1 i¢in risk teskil etmektedir. Bu
nedenle konu ile ilgili olarak daha detayli arastirma ve denemelerin yapilmasi ve 6nlemlerin

alinmasi gerekliligi ortaya konulmustur.
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