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Pseudomonas aeruginosa Gram-negatif, sporsuz, hareketli, kapsiilsiiz, ¢evre kosullarina
kolaylikla uyum saglayabilen ve ayni zamanda biyofilm olusturma yetenegine sahip, firsat¢t bir
patojendir. Hastane ve toplum kaynakli P. aeruginosa izolatlar1 ¢oklu ilag direncine ve biyofilm-
spesifik antibiyotik direngliligine sahiptir. Bu durum tedavilerde biiyiilk problemlere yol
agmaktadir. Biyofilm-spesifik antibiyotik direngliligi veya biyofilm direngliligi, biyofilm
icerisinde biiyiiyen hiicrelerin antibiyotiklere 10-1000 kat daha fazla direngli olmas ile yakin
iliskilidir. Bu tez ¢alismasinda, P. aeruginosa’da gesitli genlerin biyofilm yapisindaki hiicrelerde
daha fazla eksprese edilmesi sonucu olusan biyofilm direngliliginin bazi antibiyotikler
varhigindaki durumlari incelenmistir. ilk olarak, P. aeruginosa (PAOI1) susu kullanilarak,
siprofloksasin, tobramisin, fosfomisin ve piperasilin/tazobaktam antibiyotiklerinin disk difiizyon
testi yapilmis ve mikrodiliisyon testi ile minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degerleri
belirlenmistir. Ayrica, kristal viole (CV) testi ile minimum biyofilm inhibitor konsantrasyon
(MBIK) degerleri ortaya koyulmustur. Ardindan, alt-MIK konsantrasyonlarinda antibiyotik
uygulamasi yapilarak, antibiyotiklerin hareketlilik izerindeki etkisi incelenmistir. Son olarak, alt-
MIK konsantrasyonda antibiyotik uygulamast ile koloni biyofilm testi yapilmis ve RNA’lar1 izole
edilmistir. Bu RNA’lar ¢cDNA’ya gevrilerek, RT-PCR ile ndvB, tssC1, PA2070 ve PA5033
genlerinin ekspresyon seviyeleri belirlenmistir. Ek olarak, planktonik kiiltiirlerle karsilagtirmasi
yapilmistir.  Sonuglarimiza gore, planktonik hiicrelere kiyasla, fosfomisin disindaki
antibiyotiklerin biyofilm yapisinda biyofilm direng genlerinin ekspresyon seviyelerini azalttig
goriilmiistir. Ayrica, antibiyotik uygulanmamis biyofilm yapisina kiyasla, antibiyotik uygulama
gruplarinda biyofilm direng genlerinin ekspresyon seviyelerinde artis meydana geldigi
bulunmustur.
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ABSTRACT

MS. Thesis

EFFECTS OF SOME ANTIBIOTICS ON BIOFILM RESISTANCE GENES IN

Pseudomonas aeruginosa

Elif ARSLAN

Erzurum Technical University
Gradute School of Natural and Applied Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Aysenur YAZICI

Pseudomonas aeruginosa is a Gram-negative, sporeless, motile, non-encapsulated,
aerobic, opportunistic pathogen that can easily adapt to environmental conditions and also has the
ability to form biofilms. Hospital and community-acquired P. aeruginosa isolates have multidrug
resistance and biofilm-specific antibiotic resistance. This situation causes great problems in
treatment. Biofilm-specific antibiotic resistance or biofilm resistance is closely related to the fact
that cells growing in a biofilm are 10-1000 times more resistant to antibiotics. In this thesis,
biofilm resistance, which is caused by the higher expression of various genes in the biofilm
structure, in the presence of some antibiotics in P. aeruginosa was investigated. First, a disc
diffusion test of ciprofloxacin, tobramycin, fosfomycin and piperacillin/tazobactam antibiotics
was performed using P. aeruginosa (PAOL1) strain and minimum inhibitory concentration (MIC)
values were determined by microdilution test. In addition, the minimum biofilm inhibitor
concentration (MBIC) values were determined by the crystal violet (CV) test. Then, the effect of
antibiotics on motility was investigated by applying antibiotics at sub-MIC concentrations.
Finally, colony biofilm testing was performed with sub-MIC concentration of antibiotics and their
RNAs were isolated. These RNAs were converted into cDNA and expression levels of ndvB,
tssC1, PA2070 and PA5033 genes were determined by using the RT-PCR technique. In addition,
planktonic cultures were used to compare each group. According to our results, it was observed
that antibiotics decreased the expression levels of biofilm resistance genes in the biofilm structure
compared to planktonic cells except fosfomycin. In addition, biofilm resistance was observed in
the antibiotic treatment groups compared to the non-antibiotic-treated biofilm structure.

2022, 67 page
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1. GIRIS

1. GIRIS

Pseudomonas aeruginosa metabolik ve fizyolojik gesitliligi ¢ok yonlii olan, ¢esitli
ortamlarda hayatta kalabilen ve her yerde bulunabilen, Pseudomonadaceae familyasina
ait Gram-negatif, basil sekilli bir bakteridir (Silby et al. 2011). Spor olusturmayan ve

fermentatif olmayan 6zellikte olup, 1-3 pm uzunlugunda ve 0,5-1,0 um genisligindedir.

P. aeruginosa kolonileri, genellikle diizdiir ve yayililarak gelisir. Cogunlukla
tirtikli bir kenara sahiptir. Birgok P. aeruginosa izolati, piyosiyanin (mavi), pyorubin
(kirmiz1), pyomelanin (kahverengi-siyah) ve/veya pyoverdin (sar1) gibi suda ¢oziiniir
pigment iiretmektedir. Indofenol oksidaz, katalaz ve arginin testlerinde kuvvetli pozitif
sonug verir. P. aeruginosa en iyi aerobik ortamda gelisir, ancak terminal elektron alicisi
olarak nitrat varliginda anaerobik olarak da gelisebilir. Yetismesi i¢in en uygun sicaklik

37°C olmasina ragmen, 42°C'de de gelisme gosterir (Causapé 2018).

Sekil 1.1. P. aeruginosa PAOL1 susu (Woodworth et al. 2014)

Insanlar igin firsat1 bir patojen olan P. aeruginosa, karmasik ve biiyiik bir
genoma (5-7 Mb) sahiptir. Genom biiytikliigli, metabolik ¢ok yonliiliigiinii, tasima ve
salgilama sistemine dahil olan ¢ok sayida gen ve susa bagimli olarak degisen genom
plastisitesini ve hemen hemen her ortama uyum saglamasini ve kalic1 olma yetenegini

aciklamaktadir.
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P. aeruginosa, diinya ¢apinda insanlarda, hayvanlarda ve bitkilerde bakteriyel
enfeksiyonun yaygin nedenlerinden biridir (Bradbury 2009). Bagisikligi baskilanmig
kisilerde solunum yolu enfeksiyonlari ile iligkili olan ciddi hastaliklara neden olmaktadir
(Sadikot et al. 2005). Ornegin, genetik bir hastalik olan kistik fibroz (KF), akcigerlerde
kusurlara neden olarak, KF'li hastalar1 kronik P. aeruginosa akciger enfeksiyonlarina
yatkin hale getirir (Sekil 1.1.) (Lyczak et al. 2002).

1.1. P. aeruginosa’da Antibiyotik Direncliligi

Modern tibbin en biiyiik problemlerinden biri antibiyotiklere direncli bakterilerin
gelismesidir. P. aeruginosa ozellikle hastane kaynakli enfeksiyonlarda ve bagisikligi
zayiflamis olan hastalarda kendini gosteren, ¢oklu ilaca direngli (multi-drug resistance)
firsatg1 bir patojendir (Lyczak et al. 2002). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan,
antibiyotige direnglilikte kritik seviyede oldugu belirtilmektedir (Anonymous 2019).

P. aeruginosa’da antibiyotik direnci bir¢ok faktérden kaynaklanmaktadir. P.
aeruginosa’nin duyarli suslari, B-laktamlar, aminoglikozitler ve florokinolonlar dahil
olmak iizere ¢esitli antibiyotik siniflarina karsi bazal seviyede azaltilmis duyarlilik
sergilemektedir. Penisilin ve oksasilin gibi bir¢ok B-laktam bilesigine, aminopenisilinlere
(B-laktamaz inhibitorleri olanlar dahil), 1. ve 2. nesil sefalosporinlere (6rn. sefalotin,
sefoksitin ve sefuroksim), bazi 3. nesil sefalosporinlere (6rn. sefotaksim) ve
karbapenemlerden  ertapenem'e  karsi  spesifik  duyarlilik  gdstermektedirler.
Aminoglikozidlerden kanamisine ise dogal direng gdstermektedirler (Causapé 2018).
Antibiyotiklere kars1 diren¢ hem antibiyotik direncine hem de antibiyotik toleransina
baglanmistir (Hall and Mah 2017; Lebeaux et al. 2014). Antibiyotik direnci genellikle
coklu ilag akis pompalarinin ekspresyonu ile iligkilendirilir (Poole 2011; Li et al. 2015).
Antibiyotik tolerans1 ise P. aeruginosa'min biyofilm olusturma egilimi ile
iligkilendirilmistir (Bjarnsholt et al. 2013; Mulchy et al. 2014; Hall and Mah 2017; Hoiby
et al. 2019).

Genel olarak, P. aeruginosa'nin baslica diren¢ mekanizmalar1 i¢sel ve adaptif
direng olarak ikiye ayrilmistir. Igsel antibiyotik direnci, dogal yapisal veya islevsel

ozellikler yoluyla belirli bir antibiyotigin etkinligini azaltmadaki dogustan gelen
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yetenegini ifade etmektedir (Blair et al. 2015). P. aeruginosa'nin, dis membran
gecirgenliginin azlig1, antibiyotikleri hiicre digina pompalayan salgilama sistemleri ve 3-
laktamazlar gibi antibiyotik inaktive edici enzimlerin iiretimi yoluyla ¢ogu antibiyotige

kars1 yiiksek diizeyde i¢sel dirence sahip oldugu gosterilmistir (Breidenstein et al. 2011).

Bakteriler, mutasyonel degisiklikler, yatay gen transferi ve diren¢ genlerinin
edinilmesi yoluyla antibiyotiklere direngli hale gelebilirler. P. aeruginosa'nin yiiksek
diizeyde i¢sel antibiyotik direncine ek olarak, adaptif direng, ¢oklu ilaca direngli suslarin
gelismesine biiylik olgiide katkida bulunmustur, bu da mikroorganizma ile miicadele
etmekteki zorlugu artirir ve daha fazla kalici enfeksiyon vakasina yol agar. Mutasyonlarla
direng, mutasyonel degisiklikler, antibiyotik aliminin azalmasina, antibiyotik
hedeflerinin  modifikasyonuna, salgi pompalarinin ve antibiyotik inaktive edici

enzimlerin asir1 ekspresyonuna neden olabilir (Munita and Arias 2016).

1.2. Quorum Sensing

Bakterilerin biyofilm olusumunu ve viriilans faktorii tiretimini belirleyen birgok
faktor vardir. Bu sistem, hiicre-hiicre iletisimi olarak da bilinen yogunluk algilama (QS)
olarak adlandirilir. QS, bakterilerin popiilasyon yogunlugu veya ¢ogalma nedeniyle
genlerini ifade etme seklini diizenledigi bir aragtir (Hocquet et al. 2003). QS, diisiik
molekiiler kiitleli sinyal bilesikleri araciligiyla bakteri popiilasyonunda bir hiicreden diger
hiicreye sinyallesmedir (Sekil 1.2.). Ornegin, N-acil-homoserin lakton (AHL), peptid
bazli ve Gram-negatif ile iligkili otoindiikleyici-2 (Al-2), Gram-pozitif ve sirasiyla hem
Gram-pozitif hem de Gram-negatif bakteriler, mikroorganizmalarin mikrobiyal
poplilasyon hakkinda iletisim kurmasina ve gen ekspresyonlarin1 buna gore senkronize
etmesine izin verir (Whitehead et al. 2001; Wright 2005). QS ilk olarak deniz
mikroorganizmasi olan Vibrio fischeri'de bulunmasina ragmen, diger mikroorganizmalar
tizerinde kapsamli calismalar yapilmistir. P. aeruginosa, AHL sentaz enzimlerinden
birden fazla gen sorumlu oldugu i¢in farkli tipte QS sinyal molekiilleri ve algilama
mekanizmalarina sahiptir (Nealson and Hastings 1979; Fuqua et al. 2001). P.
aeruginosa'nin QS sistemindeki, Las, Rhl ve PQS sistemleri, biyofilm gelisimine etkisi
olan fonksiyonel elementlerin {iretiminde Onemli roller oynamaktadir. Bunlar

rhamnolipid, pyoverdine, pyocyanin, Pel polisakkaritleri ve lektinleri igerir. Ramnolipid,
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mikrokoloniler arasindaki gdzenekleri ve kanallar1 koruma islevi goéren, siv1 ve besinlerin
olgun biyofilmler i¢inde gecisini saglayan ramnoz igeren bir glikolipidik bilesiktir.
Pyoverdin, ortamdaki demiri toplar ve biyofilm gelisimi i¢in temel bir bilesen olarak
hiicreye iletebilir. Demirin sinirli oldugu bir ortamda, segirme motilitesi sabit biiyiimeden
daha fazla tercih edilir ve bu nedenle biyofilm olusumunu engeller (Jaurin and Grundstron
1981; Ouellette et al. 1987; Shaw et al. 1993; Livermore 1995; Masuda et al. 1999;
Weldhagen 2004; Pamp and Nielsen 2007; Radjen et al. 2009; Rawat and Nair 2010).

'.__. - | @ (O Cmmmy |

Hedef Genler Hedef Genler
Diigiik Hicre Yogunlng Yiiksek Hiicre Yogunlugu
- Sinyal Sentez ® Sinyal Molekiili Aktivasyon Diizenleyici
/ Sinyal molekiillerinin ayn: kokenli reseptorlere . Sinyal Reseptor
baglanmas:

Sekil 1.2. QS mekanizmasi (Lin et al. 2019)

1.3. Biyofilmler

Bakteriyel biyofilm ilk kez 1978'de bir yiizeye yapisan ve hiicre dist bir
polisakkarit matrisi treten yapilandirilmis bir mikroorganizma toplulugu olarak
tamimlanmistir (Costerton et al. 1978). Kesfi, 1684 yilinda dis plag: iizerinde bakteri
kiimelerini gézlemleyen Antoni Van Leeuwenhoek'e atfedilmistir. Biyofilm, biyolojik
veya biyolojik olmayan bir yiizeye yapisik olan ve ekstrapolimerik bir madde (EPS) ile
cevrelenmis bir bakteri popiilasyonudur (Costerton 1995). Amerikan Ulusal Saglik
Enstitiileri (NTH), tiim mikrobiyal ve kronik enfeksiyonlarin sirasiyla %65 ve %80'in

biyofilm olusumu ile iligkili oldugunu ortaya koymustur (Jamal et al. 2018).
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Biyofilmler, genel olarak 4 asamali bir siiregte olusur. Ilk asama planktonik
haldeki hiicrelerin yiizeylere temas ve tutunmalarinin gerceklestigi asamadir. Ikinci
asamada, ylizeye geri donilislimsiiz olarak tutunan hiicreler EPS molekiillerinin salinimini
gerceklestirir ve bu hiicreler mikrokoloni olustururlar. Sonra, QS mekanizmalarinin
devreye girmesi ile mikrokoloni gelisimi ve ¢ogalmasi gerceklesir. Hiicreler arasinda
besin ve su tasimimi i¢in mikrokanallar olusur. Son asama olarak mikrokoloniden
kopmalar meydana gelir (Ciofu et al. 2015). Cevresel ve genetik sinyallerin etkisi ile
olusan biyofilmler, heterojen yapidadir ve insan sagligina olumsuz etkileri vardir.
Biyofilmlerin klinik acidan en onemli 6zellikleri, plantonik haldeki hiicrelere kiyasla

antibiyotiklere kars1 10-1000 kat daha fazla direngli olmalaridir (Sekil 1.3.).

Biyofilmin, ylizeye yapisma ve bilylime yetenegi, bir hayatta kalma stratejisidir
(Lebeaux and Ghigo 2012). Bakteriler, toprak ve su sistemleri de dahil olmak iizere bir¢ok
yiizeye tutunur. Orta kulak, dis kulak, akcigerler, kalp kapakgiklari, cerrahi implantlar,
dis minesi ve tibbi cihazlar lizerine de tutunabilirler (Donlan 2001). Hiicreler tarafindan
tiretilen AHL, biyofilm olusumuna katkida bulunan spesifik gen ekspresyonuna da yol
acar. Diger sinyaller, QS molekiillerinden gelir. Bu molekiiller, hiicreden hiicreye
sinyallesmeye yardimci olur ve las ve rhl gibi genler, bu molekiillerin bazilarinin

Pseudomonas sp.’de ifadesinden sorumludur (McKnight et al. 2000).

Ayrilma ve Planktonik
Biiyiimeye Dontig

yo oy 2.1ek Katman Olugumu 3.Cok Katmanh
L¥ireye Baglanma . bpc\ i Uretimi  Niookolon; Olusuma 4 Daéslma Ve Ayrima

Sekil 1.3. Biyofilm olusum basamaklari (Li et al. 2022)
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1.4. P. aeruginosa’da Biyofilm Yapisi

P. aeruginosa, iyi bilinen bir biyofilm olusturucudur ve bu da onu biyofilm
olusumunu incelemek i¢in mitkemmel bir model yapar (Thi et al. 2010). P. aeruginosa
biyofilm matriksi polisakkaritleri, lipidleri, proteinleri ve hiicre dist DNA'y1 (eDNA)’y1,
icermektedir (Ghafoor et al. 2011).

Matriks, biyofilm biyokiitlesinin %90'mdan fazlasindan sorumludur. Biyotik ve
abiyotik yiizeylere yapisma icin bir iskele gorevi yaparak zorlu cevre kosullarinda
bakteriler icin barinak gorevi goriir. Ayrica, biyofilm yapisinda ki hiicreler icin temel
besinleri, sitozolik proteinleri, enzimleri ihtiva eder ve hiicreden hiicreye iletigimi
kolaylastirir (Thi et al. 2010). Ug ekzopolisakkarit olan Psl, Pel ve aljinat, biyofilm
yapisinin yiizey baglanmasi, olusumu ve stabilitesinde anahtar rol oynamaktadir (Ghafoor
et al. 2011; Strempe et al. 2013).

Polisakkarit sentez lokusu PA2231-2245’den kodlanan Psl ekzopolisakkariti,
bakteri hiicrelerinin bir alt tabakaya yapismasi ve biyofilm yapisini korumas: igin
gereklidir (Matsukawa and Greenberg 2004; Friedmen and Kolter 2004; Ma et al. 2006).
Psl, tipik olarak d-glukoz, d-mannoz ve I-ramnoz kisimlari igeren nétr bir pentasakkarittir
(Ma et al. 2009).

Psl, c-di-GMP (bis-(30 -50)-siklik dimerik guanozin monofosfat) iiretimini tegvik
eden bir sinyal molekiilii olarak islev gormektedir. c-di-GMP seviyesi yiikselirse, daha
kalin ve daha saglam biyofilmler olusur (Irie et al. 2012). Psl, biyofilm yapis1 i¢inde
bulunan bakterileri nétrofil fagositozundan ve antimikrobiyallerden koruyarak kalici
enfeksiyon elde etmek i¢in gii¢lii bir savunma saglar (Mishra et al. 2012; Billings et al.
2013).

Pel, kismen deasetillenmis N-asetil-d-glukozamin ve N-asetil-d-galaktozaminin
katyonik bir polisakarit polimeridir. Psl gibi, Pel de mukoid olmayan P. aeruginosa

suslarinda biyofilmin temel matriks bilesenidir. Biyofilm biitiinliigiiniin korunmasinin
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yani sira yiizey yapigmasinin baslatilmasinda rol oynamaktadir (Jennings et al. 2015). Pel,
statik et suyu kiiltiiriiniin hava-siv1 arayiiziinde olusan pelikiil biyofilminden sorumludur.
Psl ve Pel sentezi susa Ozglidiir ve cevre kosullarina cevap olarak degistirilebilir
(Friedman and Kolter 2004). Pel, biyofilme gomiilii bakterilerde aminoglikozit
antibiyotiklere toleransi desteklemektedir (Colvin et al. 2011).

Aljinat, mannuronik asit ve guluronik asit kalintilarindan meydana gelen, negatif
yiiklii asetillenmis bir polimerdir (Ertesvag 2015). Aljinat, mucA22 alelindeki bir
mutasyon sonucu mukoid Pseudomonas suslarinin biyofilminde agirlikli olarak tiretilir.
Mukoid fenotipler ¢ogunlukla KF izolatlarinda bulunur ve bu da akut enfeksiyondan
kronik enfeksiyona dontisiimii gosterir (Folkesson et al. 2012; Ciofu et al. 2015). Aljinatin
biyofilm olgunlagmasi, opsonizasyondan korunma, fagositoz ve biyofilm yoluyla
antibiyotiklerin diflizyonunun azalmasi gibi ¢ok ¢esitli 6nemli islevleri bulunmaktadir

(Hay et al. 2010; Tseng et al. 2013).

1996 yilinda Palmgren ve Nielsen, aktif camur ve saf kiiltiirden izole edilen
Pseudomonas putidanin EPS matriksinde hiicre dist DNA'nin (eDNA) varligini
gostermiglerdir. eEDNA, gesitli Gram-negatif ve Gram-pozitif bakteri tiirlerinde 6nemli bir
biyofilm bileseni olarak kabul edilmektedir. Ornegin firsatgi insan patojeni P.
aeruginosa'da eDNA, biyofilm olusumu, yapmnin stabilitesi ve antibiyotiklere karsi
koruma igin gereklidir (Whitchurc et al. 2002). Hiicre lizizi ile DNA ¢evreye salinir.
Hiicre lizizi hem biyofilmlerin erken gelisiminde hem de hiicre duvarinin yapisal
hasarindan dolay1 ¢ubuk seklindeki bakterilerin seklinin bozulmasina sebep olur. Hiicre
digina salinan eDNA, sitozolik proteinler ve RNA, pargalanmis hiicrelerden kaynaklanan
zar parcalar1 yoluyla olusturulan zar kesecikleri igine bulunur (Turnbull et al. 2016).

eDNA ¢esitli siireglerde yer alir. Bunlar;

» Biyofilmdeki bakteri hiicreleri i¢in besin kaynagi olmak.

> Dis zar iizerinde bulunan iki degerlikli katyonlar (Mg?* ve Ca?") ile
etkilesime giren ve daha sonra konakgi iginde viriilans faktorlerini yayan tip
VI salgilama sistemini aktive eden bir katyon selatorii olmak.

» Segirme motilitesi yoluyla hiicresel organizasyonu ve hizalamay1

desteklemek.
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» eDNA'nin hiicre disinda birikmesi, biyofilm ortaminin ve enfeksiyon
bolgelesinin asidik hale gelmesini saglayarak olarak antimikrobiyallerin
penetrasyonunu sinirlamak.

» P. aeruginosa biyofilmlerinde, nétrofil tarafindan aktive edilen inflamatuar

stireci etkileyebilmek. (Fuxman Bass et al. 2010; Wilton et al. 2016).

Biyofilm matriksinde dogrudan yapisal bir rol oynamayan, fakat biyofilm igindeki
hiicrelerde iiretilen hiicre i¢i biyopolimer olan polihidroksialkanoat (PHA) mevcuttur.
Karbon ve enerji depolama polimeri olan PHA, abiyotik yiizeylere baglanmanin yaninda

stres toleransiyla da iligkilendirilmistir (Moradaly et al. 2017; Moradaly and Rehm 2020).

1.5. P. aeruginosa’da Biyofilm Spesifik Antibiyotik Direncliligi

1990'larin  sonlarina dogru, arastirmacilar biyofilm olusumunun molekiiler
mekanizmalarima odaklanmislardir ve biyofilm olusumu i¢in 6nemli olan genlerin
sistematik karakterizasyonu ger¢eklestirmislerdir (Toole et al. 2000). Antibiyotik direnci
genellikle bakterilerde kalic1 bir degisiklik, 6rnegin mutasyon veya yatay gen transferi
yoluyla kazanilan diren¢ nedeniyle bir antibiyotigin minimum inhibitdr konsantrasyon
(MIK) degerindeki artis anlamina gelir. Bunun aksine, antibiyotik toleransi, hiicrelerin
geri doniistimlii bir fenotipik duruma bagli olarak bir antibiyotigin etkisinden sag ¢ikma

yetenegidir (Olsen 2015).

EPS varligi nedeniyle
antibiyotik giriginin
engellenmesi

@
]
* ® e . Antibiyotik pargalayan
. enzimlerin birikimi

e-DNA’nin varhgi -~

Biyofilm-spesifik antibiyotik direnglilik
genlerinin (PA1874-1877, ndvB, tssC1,

Stres cevabinin farklilagmasi ()
‘\ ’ PAS5033, PA2070, efflux pompalari vb. )
. Qs

farklilasan ekspresyonlari

Persister hiicre sayisinin ‘ -
fazlahg =)

e U clerin bulunmasi

Farkli gelisim agsamalarinda olan

Sekil 1.4: Biyofilm spesifik antibiyotik direngliligi (Fuente et al. 2013)
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Biyofilmlerdeki antibiyotik direnci karmasiktir ve igsel, kazanilmis ve
uyarlanabilir mekanizmalardan kaynaklanmaktadir. En 6nemlisi, ¢coklu gen aglarinin
farkl1 ekspresyonu, hiicre dis1 matriks ve bir biyofilm kolonisi ic¢indeki alt
popiilasyonlarin metabolik heterojenligi gibi biyofilme 06zgii 6zellikler, antibiyotik
direncine biiyiik katkida bulunur (Anderl et al. 2000; Walters et al. 2003). Biyofilmlerde
antibiyotik direncine biiylik Olciide katkida bulunan igsel ve adaptif mekanizmalarin
sinerji i¢inde ¢aligmasidir. Biyofilm biiylime durumundaki P. aeruginosa hiicreleri,
planktonik duruma gore antimikrobiyal ajanlara karsi énemli 6l¢lide daha direnglidir

(Taylor et al. 2014).

P. aeruginosa’nin planktonik hiicreleri dis memran gegirgenligi, enzimatik
inaktivasyon ve ilacin disar1 geri pompalanmasi gibi i¢ yolaklarla diren¢ gosterirler.
Antibiyotiklere karsi biyofilm diren¢ mekanizmalar1 ise biyofilme antimikrobiyal
penetrasyonun ontindeki fiziksel veya kimyasal difiizyon engellerini, besin sinirlamasi
nedeniyle biyofilmin yavas biiylimesini, genel stres tepkisinin aktivasyonunu ve
biyofilme 6zgii bir fenotipin ortaya ¢ikmasini igermektedir (Sekil 1.4.) (Mah and O’Toole
2001). Biyofilme 6zgii direng veya tolerans mekanizmalari, biyofilmler i¢indeki yabanil
tip genlerin ifadesinin sonucudur. Baska bir deyisle, biyofilme 6zgii antibiyotik direnci,
mutasyonlarin sonucu degildir. Biyofilmlerin heterojen dogas1 géz oniine alindiginda,
genel olarak yiiksek bir direng seviyesi saglamak i¢in birden fazla direng ve/veya tolerans
mekanizmasmin birlikte hareket etmesi gerekmektedir (Mah 2012). Biyofilmlerdeki

diren¢ mekanizmalar1 sunlar igerir:

1. Antibiyotiklerin biyofilme niifuz etmemesi: Antimikrobiyallerin, bir bariyer

gorevi gdren matriksi ile biyofilme niifuz etmesi dnlenebilir.

2. Yavas biiyiime orani: Biyofilmlerde heterojen bakteri popiilasyonu mevcuttur.
Bu heterojen popiilasyon ortaminda biyofilmin i¢ kisminda anoksik ve asidik bolgelere
neden olan lokal diflizyon gradyanlar: gelistirilir (De Beer 1997; Hall-Stoodley et al.
2004). Besin sinirlamasi bir biyofilmdeki hiicrelerin biiyiik bir kisminda yavas biiylimeye
veya duragan faz varligina yol agarak, antimikrobiyal duyarliliklarini azalaltir (Brown et

al. 1988).
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3. Degisen metabolizma: Biyofilmlerdeki bakterilerin farkli fizyolojik aktivitesi,
biyofilmle iliskili antimikrobiyal toleransin altinda yatan bir neden olabilir. P. aeruginosa
biyofilmleri iizerine yapilan ¢aligmalar, metabolik aktivitenin biyofilmin dis kisminda
yiiksek, i¢ kisminda ise diisiik oldugunu gostermektedir (Werner et al. 2004; Pamp et al.
2008; Ciofu and Tolker Nielsen 2019). Biyofilmlerin i¢ kisminda yer alan disiik
metabolik aktiviteye sahip biyofilm bakterilerinde, artan antimikrobiyal tolerans

meydana gelmektedir (Ciofu et al. 2015).

4. Oksijen gradyentleri: Biyofilm derinligindeki oksijen miktar1 disiiktiir. P.
aeruginosa’da hipoksi, salgi pompalarinin kompozisyonunu degistirerek antibiyotik
direncini artirmaktadir (Schaible et al. 2012).

5. Persister hiicreler: Mikrobiyal popiilasyonlarda rastlantisal olarak olusan ve
antibiyotiklere karsi olduk¢a toleransli olan normal hiicrelerin uykuda olan
(metabolizmasi yavaslamis olan) varyantlaridir. Bakterisidal bir antibiyotik ile tedavi
ediniminde normal hiicreler 6liir, persister yani kalict hiicreler hayatta kalir (Lewis 2010).
Persister hiicreler, antibiyotik tedavisini takiben yeniden aktif hale gecebilir ve biiyiiyen
bir duruma geri donebilir, boylece enfeksiyonun niiksetmesine neden olabilir (Olsen

2015).

6. eDNA: hiicre dis1 matriks biiyiik miktarda eDNA igerir. eDNA 06lii hiicrelerden,
dis zar vezikiillerinden ve DNA'min QS ile diizenlenmis salinnmindan kaynaklidir
(Whithchurch et al. 2002). Enfeksiyon bolgelerindeki polimorfoniikleer 16kositlerden
eksojen olarak tiiretilebilir (Allesen-Holm et al. 2006). eDNA' nin kaynaginin endojen
veya eksojen olup olmadigina bakilmaksizin eDNA, belirli antimikrobiyal ajanlara kars1
biyofilm direncini arttirir. EKsojen kaynaklardan P. aeruginosa biyofilmlerine eklenen
DNA, biyofilm matriksine dahil edilebilir, bu da tobramisin i¢in 3 kat ve gentamisin i¢in
2 kat artan direng seviyesi ile sonuglanir (Chiang et al. 2013). eDNA, P. aeruginosa'dan
aktif olarak salgilanir, biyofilmin ilk olusumu i¢in gereklidir ve artan viskozite saglar
(Apse et al. 2012). Mulcahy ve arkadaslarinin yapmis oldugu c¢alismada, P.
aeruginosa'nin planktonik kiiltiirine DNA eklenmesinin biiylime {izerinde olumsuz bir
etkisi oldugunu ve beraberinde eDNA'nin bakteri hiicre zarlarin1 bozan ve hiicre lizisine

neden olan katyonlari selatladigini gostermislerdir (Mulcahy et al. 2008).
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7. Matriks: Biyofilmlerdeki mikroorganizmalar, kendi yakin c¢evrelerini
olusturan hidratli hiicre dist polimerik maddeleri (EPS) iirettikleri bir matrikste yasarlar.
EPS temel olarak polisakkaritler, proteinler, niikleik asitler ve lipidleri igerir. Matriks,
biyofilmler igin yapisal gorev goriir, hiicrelere koruma saglar, hiicre disi enzimleri
hiicrelere yakin tutarak, ¢oziinmiis, kolloidal ve kati biyopolimerleri metabolize
etmelerini saglayan harici bir sindirim sistemi gorevi goriir (Flemming and Wingender
2010). Matriks, antibiyotikler gibi antimikrobiyal maddelere karsi bir bariyer gorevi
gorebilir, bu bilesikler matriksin bilesenleri tarafindan baglanir. Bu 6zellik, matriksin

tipine, antimikrobiyal ajanin tipine ve biyofilmin yasina gére degisir (Suci et al. 1994).

8. Stres: Evrensel stres genleri, kalin bir biyofilmin yiizeyinde daha yiiksek
oranda eksprese edilirken, biyofilmin derinliklerinde yavas biiyliyen hiicreler,
muhtemelen uzun siireli anoksili ortam nedeniyle, hipoksi ile diizenlenen genlerin ¢ok az
ekspresyonuna maruz kalir (Williamson et al. 2012). Ornegin; boliinen hiicreler,
tobramisin ve siprofloksasin tarafindan Oldiirilmeye daha duyarliyken, biyofilmin
derinliklerindeki hiicreler yasayabilir ancak antibiyotige toleransli yavas biiyiime

durumunda kalirlar (Van Acker et al. 2014).

1.6. Biyofilme Ozgii Antibiyotik Diren¢ Genleri

Direng genleri siklikla, transpozonlar ve integronlar gibi mobil genetik
elemanlarla birlikte bulunur ve bu sekilde DNA molekiilleri arasinda, 6rnegin farkli R
plazmitleri arasinda ve plazmit ve kromozom arasinda bir blok olarak hareket ederler.
Son arastirmalar, biyofilme 0zgii antibiyotik toleransi ve direncine dogrudan dahil
olabilecek genleri tanimladi. Bu genlerin, biyofilm o6zelliklerini etkileyen fenotipik
faktorlerden daha giiclii olabilecegi diigiiniilmektedir. Bu genlerin bir¢ogu, planktonik
hiicrelerdeki ekspresyonlarina kiyasla biyofilmde yiiksek oranda eksprese edilir (Olsen
2015).

1.6.1. ndvB geni

P. aeruginosa'nin ndvB gen iiriinii, Bradyrhizobium japonicum ndvB ile %37

6zdes ve %58 benzerdir. B. japonicum'a olan bu dizi benzerligine dayanarak, periplazmik
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B-(1—3)-siklik glukanlarin sentezini katalize eden bir glukoziltransferaz enzimi ndvB
genini kodladig1 6ngoriilmiistiir. Glukanlarin, periplazmadaki antibiyotikleri hiicresel
hedeflerinden uzaklastirarak aminoglikozit direncini arttirdig1 diistiniilmektedir (Mah
2011; Hall et al. 2018). Aynm1 zamanda ndvB, etanol oksidasyonunda yer alan genlerin
biyofilme spesifik ekspresyonu icin, karakterize edilmemis bir mekanizma yoluyla
gereklidir. Bu ndvB tarafindan diizenlenen genler, biyofilm direncinde de bir rol
oynayabilir (Beaudoin et al. 2012). P. aeruginosa siklik glukanlar, B-(1,3) baglariyla
baglanan ve fosfogliserol ile modifiye edilen 12-16 glikoz molekiiliinden olusur. P.
aeruginosa glukanlar1 aminoglikozidlerle etkilesime girer, glukanlar bu antibiyotikleri
periplazmada toplayarak ve dolayisiyla hiicresel hedeflerinden wuzaklastirarak

antibiyotiklere diren¢ kazandirir (Mah 2003; Sadovskaya et al. 2010).

1.6.2. tccC1 geni

tssC1, tip VI salgilanmasinda (T6S) yer alan bir gen, biyofilme 6zgii antibiyotik
diren¢ genlerinin taranmasiyla tanimlanmistir (Mah 2012). Ilk tip VI salgilama (T6S)
sistemi 2006 yilinda Vibrio cholera'da karakterize edilmistir. O zamandan beri,
Francisella tularensis, Burkholderia tirleri, E. coli ve P. aeruginosa dahil olmak {izere
birka¢ ek patojenik organizmada T6S sistemleri tanimlanmistir (Bingle et al. 2008;
Pukatzki et al. 2009). T6S sistemleri biyofilm olusumu, toksin iletimi, viriilans ve kronik
enfeksiyonda uygunluk gibi ¢esitli farkli siireglerde yer almistir. P. aeruginosa genomu,
HSI-1, HSI-11 ve HSI-III olarak adlandirilan ii¢ T6S lokusu igerir. Standart laboratuvar
susu PAO1'de HSI-I lokusu, PA0071 ila PA0091'i kapsar ve PA14 01020'nin ortologu
olan PA0084'i igerir. Bu gen, T6S gen kiimeleri arasinda ytliksek oranda korunmustur ve
tssC1 olarak adlandirilmistir. HSI-I kiimesindeki genler, birka¢ kronik viriilans
faktoriiniin ifadesini de kontrol eden RetS tarafindan negatif olarak diizenlenir (Zhang et
al. 2011). Yapilan son c¢alismalar HSI-I'nin bakterilere bir toksin salgilanmasinda rol
oynadigini gostermektedir (Hood et al. 2011). T6S sistemi, biyofilm biiylimesi sirasinda
indiiklenir. Bu salgilama sisteminin temel bir bileseni olan tssC1'in biyofilmlerde
antibiyotik direncini destekledigini gosterilmistir. Biyofilmlerdeki bakteriler yakin temas
halinde olduklarindan, biyofilmlerdeki bakteriler arasinda bir efektor salgilanmasi

antibiyotige direngli duruma yol agabilmektedir (Zhang et al. 2012).
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1.6.3. PA1875-1877

Bu ii¢ genli operon, sirasiyla bir dig zar proteinini (OpmL), bir ATP baglayici
kaset (ABC) tasiyicisini ve bir zar fiizyon proteinini (HlyD homologu) kodlar (Zhang et
al. 2018). Yapilan galismalarda, bu disa salgi pompasini kodlayan genler silindiginde,
hiicreler mutant biyofilmde biiyiirken, tobramisin, gentamisin ve siprofloksasine karsi
biyofilm duyarliliginda bir artis olmustur. Dolayisiyla bu lokusun, klinikte goriilen ¢oklu
ilag direncine katkida bulunan RND tasiyicilarina benzeyen ¢ok bilesenli bir salgi
kompleksi olusturabildigi diisiiniilmektedir. Genler, biyofilm yapisindaki hiicrelerde,
planktonik hiicrelere gore daha fazla ifade edilmistir. Ayrica planktonik hiicrelerdeki
ifadeleri, antibiyotiklere direnci artirmistir (Mah 2012).

1.6.4. PA0756-0757, PA2070 ve PAS033

PAQ0756-0757, biyofilme 6zgii antibiyotik direnci i¢in 6nemli oldugu bulunan ilk
iki bilesenli diizenleyici sistemdir. PA2070 ve PA5033'%in, fonksiyonlar1 bilinmeyen
varsayimsal proteinleri kodladigr tahmin edilmektedir. PA0756-0757, PA2070 ve
PAS5033 operonlari, biyofilmde artan ekspresyon gosterir. Biyofilme 6zgii antibiyotik
direncinde ve in vivo kalicilikta rolleri vardir. Bakterilerde, iki bilesenli diizenleyici
sistemler, ortamdan hiicreye bilgi iletmek iizere hareket eder, dolayisiyla bu iki bilesenli
diizenleyici sistemin, biyofilm hiicrelerine yonelik potansiyel bir tehdidi gdsteren

sinyallere yanit vermesi miimkiindiir.

PA2070'in transmembran tasiyict aktiviteye sahip varsayimsal bir proteini
kodladigi tahmin edilmektedir. PA5033'in, tahmin edilen tip 1 salgilama sinyali ile
bilinmeyen fonksiyona sahip bir proteini kodlamasi tahmin edilmektedir.
PA2070/PA5033 genleri ile biyofilm ile iliskili diren¢ arasinda pozitif bir korelasyon
vardir (Aghamali et al. 2018).

1.7. P. aeruginosa Enfeksiyonlari

Gram-negatif patojen bir bakteri tiirii olan P. aeruginosa ozellikle bagisiklik

sistemi baskilanmis hastalarda Onemli bir enfeksiyon etkenidir. Kisith sartlarda
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¢ogalmasi, virulans faktorlerinin ¢esitli olmasinin yani sira, direng mekanizmalart siirekli
gelistirebilmesi gibi 6zelikleri nedeniyle 6nemli enfeksiyonel ajandir (Heydarlou ve
Ibrahim 2020).

P. aeruginosa hem toplum kaynakli hem de hastane kaynakli enfeksiyonlarin
onemli bir nedenidir. Toplum kaynakli enfeksiyonlar arasinda iilseratif keratit, otitis
eksterna (tipik olarak diyabetes mellituslu olanlar gibi bagisikligi baskilanmig
konaklarda), cilt ve yumusak doku enfeksiyonlaridir (Bonten et al. 1999; Pirnay et al.
2003). P. aeruginosa’min neden oldugu hastane kaynakli enfeksiyonlar; yanik
yaralanmalarinda pndmoniler, idrar yolu enfeksiyonlari, kan dolasimi enfeksiyonlari,
cerrahi alan enfeksiyonlari ve cilt enfeksiyonlari ve kistik fibrozlu (KF) hastalarda kronik
sinopulmoner kolonizasyon ve P. aeruginosa‘dan tekrarlayan enfeksiyonlardir (Driscoll
2007). Yogun bakim {initesinde yatan hastalarda P. aeruginosa saglik bakimiyla iliskili
enfeksiyonlarin %23 "liniin nedeni olmaktadir (Magill et al. 2014).

P. aeruginosa, es zamanl olarak ifade edilebilen gesitli direng mekanizmalar
yoluyla karbapenemler, florokinolonlar ve aminoglikozitler gibi yaygin olarak kullanilan
antibiyotiklere kars1 diren¢ gelistirme kapasitesine sahiptir (O’Donnell 2020). P.
aeruginosa suslari arasinda ¢oklu ilag direncinin oldugu bilinmektedir. Avrupa Hastalik
Onleme ve Kontrol Merkezi’ nin (ECDC) verilerine gore, 2015 yilinda P. aeruginosa
izolatlarinin %13,7’sinin en az ii¢ antimikrobiyal gruba ve %5,5’inin en az bes

antimikrobiyal gruba kars1 direngli oldugunu belirtmistir (Anonymous 2015).

Son yillarda, ¢coklu ilaca direncli veya genis dlciide ilaca direncli (MDR/XDR) P.
aeruginosa'nin yiiksek riskli klonlarinin diinya ¢apinda yayilmas, bir halk saglig: tehdidi
haline gelmistir (Horcajada et al. 2019). Diinya Saghk Orgiitii tarafindan 2019’de
yayimlanan rapora gore yeni antibiyotiklere acil olarak ihtiya¢ duyuldugu bildirilmistir.
Ayn1 raporda, karbapenem direngli P. aeruginosa yeni antibiyotiklerin acilen gerekli
oldugu “kritik” grupta listelenmistir (Anonymous 2019). P. aeruginosa enfeksiyonlarinin
tedavisi oldukca zor ve karmasiktir. Antibiyotiklere dogal direncinin yanisira, tedavi
sirasinda da direng kazanabilmektedirler (Corehtash et al. 2015). P. aeruginosa

enfeksiyonlarinda kullanilan antibiyotik gruplar1 asagida maddeler halinde verilmistir.
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» p-laktam antibiyotikler: Bakteri hiicre duvari sentezinde gorev alan penisilin
baglayan proteinler (PBP)’in transpeptidaz aktivitesini bloke ederek hiicre
duvarimin peptidoglikan tabakasi sentezini bozarlar ve bu durumda
mikroorganizma duvar sentezini tamalayamadigi i¢in lizize olur (Poole 2014). B-
laktamlar bakterisidal etki gosterirler. Bu grupta, uygulanan genis spektrumlu
antibiyotikler,  sefolosporinlerden  seftazidim, sefepim ile  birlikte
piperasilin/tazobaktam, karbapenemler sinifinda bulunan imipenem, meropenem
antipseudomonal -laktamlarin 6nemli bir grubudur. Meropenemin Gram-negatif,
imipenemin ise Gram-pozitif etkinligi kismen daha fazladir (Lambert 2002;
Meletis et al. 2012; Morita et al. 2014).

» Florokinolonlar (FQ): P. aeruginosa'min neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilan baslica antibiyotik siniflarindan biridir. Kinolonlarin hedef
bolgesi DNA giraz ve topoizomeraz IV enzimleridir. Bu enzimleri kodlayan
bolgede meydana gelen mutasyonlar direncin olusmasindan sorumludur (Meletis
et al. 2012). Biiyiik Olgekli siirveyans calismalari, P. aeruginosa'nin Klinik
izolatlar1 arasinda artan bir FQ direnci orani bildirmistir (Kriengkauykiat et al.
2005; Askoura et al. 2011).

» Aminoglikozidler: Bakterilerin 30S ribozomal alt {initesine baglanir ve protein
sentezini inhibe eden antibiyotik grubudur (Davis 1987). Gentamisin, kanamisin,
amikasin,  tobramisin,  streptomisin, neomisin  aminoglikozid  grubu
antibiyotiklerdir (Morita et al. 2014).

» Polimiksinler: Polimiksinler, Bacillus polymyxa tarafindan ribozom dis1 iiretilen
siklik yapili katyonik polipeptit antibiyotiklerdir. Kimyasal olarak bes farkli
bilesikten (polimiksin A-E) olusur. Klinikte sadece polimiksin B ve polimiksin E
(kolistin) kullanilmaktadir (Vaara 2010). Katyonik bir polipeptit olan kolistin,
Gram-negatif bakterilerin dis membraninda bulunan ve anyonik yapida olan
lipopolisakkaritlere baglanir. Lipopolisakkarit molekiillerini bir arada ve stabil
halde tutan divalent katyonlarin (Ca*?, Mg*?) yerini degistirerek, dis membranda
bozulma ve permeabilite artis1 sonucu hiicre igeriginin bosalmasina ve bakterinin

6liimiine neden olur (Yahav et al. 2012).
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1.8. Tedavi Stratejileri

P. aeruginosa enfeksiyonlar1 genellikle antibiyotiklerle tedavi edilir. Tedavide
kullanilan antibiyotikler bakteriyel bliylimeyi azaltir veya hiicre 6liimiine neden olarak
bakteriyostatik ve bakteriyosidal etki gosterirler (Clatworthy et al. 2007). Antibiyotiklerin
tedavide gesitli etki mekanizmalar1 vardir. Bunlar; hiicre duvari sentezini inhibe etmek,
protein sentezi ve niikleik asit sentezinin inhibisyonu ve ayrica bakteriyel metabolizmay1
etkileme veya hiicre ile etkilesimi igeren bes ana etki mekanizmasi vardir (Finch et al.
2010). Bu mekanizmalarin en az biriyle etki eden ve tedavide kullanilan antibiyotikler
mevcuttur. Gliniimiizde 6zellikle aminoglikozidler, florokinolonlar, polimiksinler ve -
laktam grubu antibiyotikler sefalosporinler, karbapenemler, penisilinler, [-laktamaz
inhibitorleri ve monobaktam, aztreonam olmak iizere P. aeruginosa enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilmaktadir (Gaspar et al. 2013; Wagner et al. 2016). Tedavi i¢in yeni
antibiyotiklerin gelistirilmesi ¢ok sinirli ve zaman alicidir. Son 10 yildir P. aeruginosa
enfeksiyon tedavileri i¢in yeni tedavi yaklagimlari gerekmektedir. Antibiyotiklerin tek ve
kombinasyonel kullanimlarinin yaninda ek birkag strateji onerilmektedir. Bunlar; QS
inhibisyonu, lektin inhibisyonu, demir selasyon, faj tedavisi, as1 stratejisi,
nanopartikiiller, antimikrobiyal peptitlerdir (Pang et al. 2019). Bu mekanizmalar asagida

maddeler halinde sunulmustur.

» QS inhibisyonu: Bu yaklasim, biyofilm olusumunu Onleyebilir veya
azaltabilir, bakteriyel viriilans1 azaltabilir ve antibiyotik direnci gelistirme riski
diisiiktiir. Dar spektrumlu olmasi sebebiyle yararli bakteriler iizerinde etki

gostermez (Rasmussen and Givskov 2006; Reuter et al. 2016).

» Lektin inhibisyonu: P. aeruginosa yapigmasina, lektinler dahil olmak iizere
bircok adezin iceren bir glikanik tanima modeli aracilik eder. Galaktoz ve
furukozu spesifik olarak baglayan iki ¢oziiniir lektin, LecA (PA-IL) ve LecB (PA-
IIL), P. aeruginosa'nmin sitoplazmasinda tanimlanmis ve karakterize edilmistir. Bu
lektinler bakterinin dis zarinda biiyiik miktarda bulunur ve lektinler bakterinin
yapismasinda rol alir. Ayrica lektinler viriilans fatorlerle de iligkilidir (Chemani
et al. 2009). Konakge1 hiicre yiizeylerine lektin baglanmasi, lektin inhibitorleri

tarafindan bloke edilebilir. Glikol eterler, glikopolimerler ve glikodendrimerler
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gibi inhibitdrler, lektinler i¢in yiiksek baglanma afinitesi gosterir ve islevlerini

engeller (Grishin et al. 2015).

» Demir selasyonu: Demir, bakteriyel biiyiime igin gerekli olup enerji liretimi,
DNA replikasyonu ve elektron tasinmasi gibi c¢esitli hiicresel siireclerde yer
almaktadir. P. aeruginosa hiicre disi ortamdan demir elde etmek i¢in pyoverdine
ve  pyochelin sideroforlarini kullanmaktadir ~ ve  hiicre  dis1  demir
konsantrasyonunu sinirlamak veya P. aeruginosa tarafindan demir alimini
bozmak, P. aeruginosa enfeksiyonlarina karsi yeni bir tedavi stratejisi olmaktadir
(Pang et al. 2019).

» Faj tedavisi: Bakteriyofajlar hiicre lizizine neden olarak bakteriyi 6ldiirmektedir
(Clokie et al. 2011). Faj tedavisi enfeksiyon bdlgesinde, kommensal florayi
etkilemeden patojen bakterileri hedefler ve antibiyotige direncli bakterilere kars1
bakterisidal etki saglar (Ly-Chatain 2014). Fajlar ile tedavinin en biiylik
avantajlarindan biri, fajlarin genetik olarak tasarlanarak, bakteriye antimikrobiyal

ajan verilip tedavi etkinliginin artiritlmasidir (Westwater et al. 2003).

» As1 Stratejisi: As1 stratejisi, enfeksiyonun yerlesmeden Once Onlenmesini
hedefler. Asilarin gelistirilmesi, P. aeruginosa enfeksiyonlarini 6nlemeyi ve
azaltmay1 amaglar. Fakat bu patojene kars1 hentiz lisansl bir a1 bulunmamaktadir
(Prieb and Golberg 2014). Mevcut agilar, bu patojenin degisken gevresel
kosullarda fenotipik degisikliklere ugrama yeteneginden dolay1 klinik deneylerde
diisiik verimlilik gostermektedir (Doring and Pier 2008).

» Nanopartikiiller (NP): Nanomalzemeler, nanometre 06lgegi (1-100 nm)
araliginda olan malzemelerdir. Ozellikle NP hem Gram-pozitif hem de Gram-
negatif bakterilere kars1 genis spektrumlu antibakteriyel 6zellikler gostermistir.
Nanoteknoloji, bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde 6zellikle avantajli olabilir.
Antimikrobiyal aktiviteleri i¢in kullanilan nanopartikiiller, bakteri zarlarina
yiiksek penetrasyon kabiliyetine sahiptir, biyofilm olusumunu bozabilir, ¢oklu
antimikrobiyal mekanizmalara sahiptir ve iyi antibiyotik tasiyicilaridir (Wang et

al. 2017).
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» Antimikrobiyal peptitler (AMP): AMP'ler, Gram-pozitif ve Gram-negatif
bakteriler, mantarlar ve viriisler dahil olmak iizere gesitli mikroorganizmalara
kars1 genis spektrumlu antimikrobiyal aktiviteler gosterir. Bircok AMP MDR
bakterilere karsi etkilidir (Seo et al. 2012). AMP’ler genis antimikrobiyal ve
antibiyofilm aktiviteye sahiptir, immiinomodiilator etkili ve genis spektrumludur
(Pang et al. 2014).

1.9. Antibiyotikler

1.9.1. Siprofloksasin

Siprofloksasin, 1987'den beri ¢ok cesitli bakteriyel enfeksiyonlar1 tedavi etmek
icin basariyla kullanilan florokinolon sinifi antibiyotiklerin bir iiyesidir ve WHO nun
temel ilaglar listesine dahil edilmistir. P. aeruginosa enfeksiyonlarina karst en etkili
florokinolon grubu antibiyotiktir ve tedavide kullanimi ¢ok yaygindir. Bakteriyemi,
osteokondrit kulak, g6z enfeksiyonlar1 ve habis eksterna otitis dahil olmak {izere gesitli
P. aeruginosa enfeksiyonlarini tedavi etmek i¢in kullanilmistir ve ayrica KF'li gocuklarda
ve yetiskinlerde P. aeruginosa tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Klinikte
kullanimiyla birlikte P. aeruginosa izolatlar1 siprofloksasine direnglilik kazanmaya
baglamistir (Sekil 1.5.) (Rehman et al. 2019).

Sekil 1.5. Siprofloksasinin kimyasal yapis1 (Anonymous 2022)

Kinolon grubu antibiyotiklerin etki bolgesi DNA giraz ve topoizomeraz IV
enzimleridir. Bu enzimleri kodlayan genlerde olusan mutasyonlar direng gelisimine sebep
olmaktadir. DNA giraz enziminin alt birimleri gyrA ve gyrB’dir ve bu enzim tetramerik

yapidadir. DNA giraz, gyrA alt birimi araciligiyla DNA molekiiliiniin fosfat gruplari ile
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kovalent bag olusturur. Topoizomeraz IV, kinolon grubu antibiyotiklere DNA giraz kadar
duyarl degildir. Bu nedenle de florokinolonlarin Gram-negatif bakterilerde ikincil hedef
bolgesidir. ParC ve ParE iki alt biriminden meydana gelen topoizomeraz IV’de
tetramerik bir enzimdir. Moksifloksasin ve trovafloksasin gibi yeni kusak florokinolonlar
hem DNA giraz hem de topoizomeraz [V enzimini es zamanli olarak inhibe ederek etki
gosterirler. Boylece florokinolonlar, DNA giraz ve topoizomeraz IV’iin olusturdugu
kirilmalar1 durdurarak DNA’nin sentezlenmesini baskilar (Kato et al. 1992; Hooper 1999;
Hopkins et al. 2005; Intorre et al. 2007).

P. aeruginosa'da gyrA ve gyrB, sirasiyla ParC ve ParE ile sirasiyla %33 ve %32
amino asit dizisi 6zdesligine sahiptir (Rehman et al. 2019). P. aeruginosa'da iyi ¢aligilmis
iki temel siprofloksasin direnci mekanizmasi vardir. Bunlar; hedef bolge modifikasyonu
ve akis pompalarinin yukari regiilasyonudur. Bu gyrA, gyrB ve parC, parkE genlerindeki
hedef mutasyonlar1 DNA giraz veya topoizomerazin siprofloksasine afinitesini
azaltmaktadir. Akis pompalarinin asir1 ekspresyonu ve diizenleyici genlerdeki
mutasyonlar siprofloksasinin P. aeruginosa hiicrelerinden atilmasini artirir (Breidenstein
et al. 2008; Zhang et al. 2015).

1.9.2. Tobramisin

Tobramisin, aminoglikozitler olarak bilinen genis spektrumlu antibiyotik sinifina
aittir. Streptomisin, 1944'te gelistirilen ilk aminoglikozit grubu antibiyotiktir (Mingeot
Leclercq et al. 1999). Aminoglikozitler, ¢esitli amino ve hidroksi islevlerine sahip ¢ok
islevli hidrofilik sekerlerdir (Sekil 1.6.). Polikatyonik olduklarindan niikleik asitlere
baglanma afinitesi gosterirler. Tobramisin, bakteriyel 30s ribozomal biriminin 16s
ribozomal RNA'sina baglanir ve translasyonun baslangi¢ adimini engeller. (Kotra et al.
2000). Aminoglikozitler prokaryotik ribozomlara baglanma yoluyla bakteriyel protein
sentezini bozarak etki eder. Polar yapidaki bu molekiillerin dis zardan gegisi,
lipopolisakkarit molekiilleri arasindaki Mg*? molekiillerinin ilaca bagli olarak

bozulmasiyla gerceklesir (Vaara 1992).

Tobramisin, Ribozomun A bdlgesine baglanarak yanlis ¢eviriye neden olur ve

kodonun transfer RNA tarafindan yanlis okunmasina neden olarak aminoagil birimlerinin
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yanlig verilmesine neden olur. Yanlis sentezlenmis proteinler hiicre i¢inde birikir, hiicre
zarini ve ¢esitli hiicresel siirecleri bozar ve tobramisini bakterisidal bir ajan olarak belirler

(Davis et al. 1986; Davis 1987).

Ribozomal baglanma bdlgelerinin degistirilmesi, sadece streptomisine karsi
onemli bir dirence neden olmaktadir. Diger diren¢ mekanizmalar1 ise; (i) ilacin
bakterilerde aliminin ve/veya birikiminin azalmasi ve (ii) antibiyotigi modifiye eden ve
boylece onu inaktive eden enzimlerin bakteriyel ekspresyonudur (Mingeot-Leclercq et al.
1999).
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Sekil 1.6. Tobramisinin kimyasal yapist (Anonymous 2022)

1.9.3. Fosfomisin

Fosfomisin, ilk olarak 1969'da Ispanya'da tamimlanan dogal bir fosfonik
antibiyotiktir. Glinlimiizde, sentetik olarak iiretilmesine ragmen, gesitli Streptomyces

suslarinin fermentasyon sivilarindan izole edilmistir (Raz 2012).

Peptidoglikan 6nciilii {iridin difosfat N -asetilmuramik asidin (UDP-MurNACc)
olusumunu bozarak antimikrobiyal etki gostererek, peptidoglikan sentezinin azalmasi,
biiyiimenin azalmasi ve nihayetinde hiicre lizizine sebep olmaktadir. MDR suslar1 dahil
bircok Gram-negatif ve pozitif bakteriye karsi genis bir aktivite spektrumuna sahiptir. P.

aeruginosa suslarina karsi belirgin bir etkisi olmamakla birlikte, genellikle baska bir
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antibiyotik grubuyla kombinasyon halinde kullanilir. Bilinen diger antibiyotiklerle
yapisal bir iliskisi yoktur, kendi antibiyotik siifim1 temsil eder ve diger
antimikrobiyallerle ¢apraz diren¢ gostermez (Hendlin et al. 1969; Kahan et al. 1974).
Fosfomisin, metisiline direngli Staphylococcus sp. ve vankomisine direngli Enterococcus
sp. gibi Gram-negatif ve Gram-pozitif organizmalar dahil olmak tizere ¢ok gesitli acrobik
ve anaerobik bakterilere kars1 aktiftir (Sekil 1.7.) (Raz 2012).

Sekil 1.7. Fosfomisinin kimyasal yapis1 (Anonymous 2022)

1.9.4. Piperasilin/Tazobaktam

Piperasilin/tazobaktam, birgok Enterobacteriaceae ve diger Gram-negatif
bakterileri iceren genis bir aktivite spektrumuna sahiptir. Direngli suslar arasinda
Enterobacter spp. P. aeruginosa piperasilin/tazobaktama duyarlidir. p-laktamaz
inhibitorii olan tazobaktamin tireidopenisilin, piperasilin ile birlestirilmesi B-laktamaz
tireten bakterilere karsi piperasilinin aktivite gostermesini saglar. Piperasilin -laktam
grubu antibiyotiktir (Sekil 1.8.). B-laktam antibiyotikler, peptidoglikan olusturmak tizere
capraz baglanan peptidlerde yer alan transpeptidazi1 acilleyerek peptidoglikan
sentezindeki son adimi1 engeller. B-laktam antibiyotiklerin hedefleri, penisilin baglayici
proteinler (PBP'ler) olarak bilinir. Bu baglanma, sirayla, terminal transpeptidasyon
siirecini kesintiye ugratir ve ayrica bakteri hiicresi igindeki otolitik siire¢ler yoluyla

canlilik kaybina ve hiicre lizizine neden olur (Eckburg et al. 2019).

Tazobaktam, Richmond ve Sykes tip II, III, IV ve V B -laktamazlara, stafilokokal
penisilinaz ve genis spektrumlu B-laktamazlara karsi iyi bir inhibitor aktiviteye sahiptir.
Tazobaktamin ana [ -laktamaz yapisal simiflarina karst geri doniisiimsiiz baglanir.

Piperasilin-tazobaktam, Gram-pozitif ve negatif aerobik ve anaerobik bakterileri igeren
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genis bir antibakteriyel aktivite spektrumuna sahip bir B-laktam/B-laktamaz inhibitorii
kombinasyonudur (Gin et al. 2007). P. aeruginosa bu antibiyotige duyarlidir (Bryson and
Brogden 1994).
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Sekil 1.8. Piperasilin/tazobaktamin kimyasal yapist (Anonymous 2022)

1.10. Tez Calismasinin Amaci

Hastane ve toplum kaynakli enfeksiyon etkenlerinde giderek artan antibiyotik
direnci glinlimiizde 6nemli bir sorun haline gelmistir. WHO nun 2019 y1l1 verilerine gore,
antibiyotik direnci sebebiyle yilda yaklasik 700.000 kisi 6lmekte olup, dnlem alinmadigi
takdirde 2050 yilina kadar bu rakamin yaklasik 10 milyon kisiyi bulacagi tahmin
edilmektedir. Ayn1 zamanda biyofilmlerin, tibbi cihazlara bagli hastane enfeksiyonlarinin
yaklasik %60'mmdan sorumlu oldugu ve ayrica enfeksiyonlarin ortalama %70’inin
biyofilm kaynakli oldugu bildirilmektedir. Bu duruma ¢6ziim olarak yeni antibiyotiklerin
kesfi, varolan antibiyotiklerin modifiye edilmesi ve kombinasyonel antibiyotik
uygulamalar1 Onerilmektedir. Ayrica, antibiyotige direnclilik mekanizmalarint ortaya
cikarmak ve bu dogrultuda yeni c¢ozlimler gelistirmek gerekmektedir. Biyofilm
olusumunun genetik ve molekiiller mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasi, kronik
enfeksiyonlarin kontrolii ve biyofilm olusumu kaynakli problemler i¢in yeni stratejiler

saglayabilir.
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Bu tez calismasinda, bazi antibiyotiklerin biyofilm direncliligine olan etkilerini
incelemek amaglanmistir. Ayrica, P. aeruginosa’nin biyofilm direngliliginde rolii oldugu
tespit edilmis ndvB, tssC1l, PA5033 ve PA2070 genlerinin ekspresyon seviyelerinin
degerlendirmesi ve planktonik hiicreler ile biyofilm hiicreleri arasindaki farkliliklar

tespit edilmesi hedeflenmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

David ve arkadaslar1 (2001) yapmis olduklari c¢alismalarda, planktonik P.
aeruginosa hiicreleri ile biyofilmleri arasindaki farklar1 ve biyofilmlerin antibiyotiklere
kars1 direncinin altinda yatan mekanizmalar1 aragtirmak i¢in mikrodizin analizleri
gerceklestirmislerdir. Biyofilm hiicrelerindeki gen ekspresyonunun serbest yasayan
hiicrelerdekine benzer oldugunu, ancak az sayida 6nemli farklilik oldugunu gostermisler.
Ayrica tanimlanan genlerin antibiyotiklere karsi spesifik direnglilikte rol alabilecegini

ongormiiglerdir (David et al. 2001).

Fonseca ve arkadaslari (2004) yapmis oldugu calismalarda, alt-MiK
konsantrasyonda  piperasilin/tazobaktamm  (P/T)  yapiskanlik, hiicre yiizeyi
hidrofobisitesi, hareketlilik, biyofilm olusumu ve oksidatif strese duyarlilik gibi
bakteriyel viriilans parametrelerine etkilerini incelemis ve 0,5 MIK P/T'nin P.
aeruginosa'nin bakteriyel viriilans parametrelerinin ekspresyonunu, adezyonu, motiliteyi,
biyofilm olusumunu ve oksidatif strese duyarliligini etkiledigini gostermislerdir (Fonseca

et al. 2004).

Hoffman ve arkadaslar1 (2005) yapmis olduklari ¢alismada, P. aeruginosa ve
Escherichia coli' de aminoglikozit grubu antibiyotiklerin alt  inhibitor
konsantrasyonlarinin biyofilm olusumu tizerine etkilerini aragtirmislardir. Aminoglikozit
tepkisinde gorevli arr diizenleyici geninin bu indiiksiyon i¢in gerekli oldugunu ve
biyofimle 6zgli aminoglikozit direncinde etkili oldugunu gostermislerdir (Hoffman et al.

2005).

Zhang ve arkadaslar1 (2008) P. aeruginosa'da bir antibiyotik alt grubuna biyofilm
spesifik direng i¢in dnemli olan yeni bir salgi sistemi oldugunu 6ngorerek, P. aeruginosa
PA14 ve PA14 mutant suslar1 ile yaptiklar1 caligmada yeni bir salg sistemini kodladigini
ongordiikleri PA1874 ile PA1877 (PA1874-1877) genlerinin tamamen silinmesiyle
biyofilm de biiyliyen mutant susun gentamisin, tobramisin ve siprofloksasin
duyarlhiliginda bir artis oldugunu gostermislerdir. Ayn1 zamanda bu genlerin, biyofilm
hiicrelerinde planktonik hiicrelere gore daha yiiksek oranda ifade edildigini, ancak

antibiyotiklere kars1 planktonik direng olmadigini géstermislerdir (Zhang and Mah 2008).
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Babi¢ ve arkadaslar1 (2010) yilinda, P. aeruginosa strain PUPa3 susu ile
tobramisinin alt MIK konsantrayonunun etkilerini incelemislerdir. 0.05 pg/mL
konsantrayonunda tobramisin uygulamasinda kaynasma olusumu gozlenmemistir (Babi¢
et al. 2010).

Zhang ve arkadaslar1 (2011) yapmis olduklar1 calismalarda, tip VI salgilamasinda
yer alan (T6S) P. aeruginosa tssC1 geninin biyofilmlerin bir antibiyotik alt grubuna
direnci i¢in 6nemli oldugunu, biyofilmlerde tssC1 ekspresyonunun indiiklendigini ve T6S

icin tssC1'in gerekli oldugunu gostermislerdir (Zhang et al. 2011).

Beaudoin ve arkadaslar1 (2012) yapmis olduklari ¢alismalarda, etanol oksidasyon
genlerinin ndvB'ye bagh eckspresyonunu dogrulamislardir ve ayrica bu genlerin
biyofilmlerde planktonik kiiltiirlerden daha yiiksek oranda eksprese edildigini ve
ndvB'nin biyofilmlerdeki birgok genin ekspresyonunu etkiledigini ve etanol oksidasyon
genlerinin biyofilme 6zgii antibiyotik direnci ile baglantili oldugunu ortaya koymuslardir

(Beaudoin et al. 2012).

Zhang ve arkadaslar1 (2013) yapmis olduklari ¢aligmada, hipotetik iki bilesenli bir
diizenleyici sistemi kodlayan PA0756-0757'nin ve fonksiyonu bilinmeyen hipotetik
proteinleri kodlayan PA2070 ve PA5033'in biyofilm hiicrelerinde artmis ekspresyon
sergiledigini ve bu genlerin biyofilm-spesifik antibiyotik direncinde rol aldigim

gostermiglerdir (Zhang et al. 2013).

Walsh ve arkadaglar1 (2015) yapmis olduklar1 ¢alismalarda, MDR ve MDR
olmayan 64 P. aeruginosa klinik izolatinda fosfomisinin in vitro farmakodinamik
ozellikleri arastirilmis ve MIK konsantrayonlarmin 1 ile 512 mg/L arasinda degismekte

oldugu ve izolatlarin %61'inin fosfomisine duyarli oldugu sonucunu gostermislerdir

(Walsh et al. 2015).

W. Hall ve arkadaslar1 (2017) yapmis olduklar1 ¢alismada, ndvB geninin ifade
modelini gozlemlemek ve biyofilme 6zgii ifadesinin temelini aragtirmiglardir. Her iki
biiyiime modunda da ndvB'nin transkripsiyonunun, duragan faz sigma faktorii RpoS'ye

bagli oldugu ve ndvB promotdriinde varsayilan bir RpoS baglanma bdlgesinin
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mutasyonunun, duragan faz hiicrelerinde promotoriin aktivitesini ortadan kaldirdig:
gostermislerdir. Calismalarina ek olarak ndvB'nin planktonik hiicrelerde duragan faza

girerken yukari regiile edildigini bulmuslaridir (Hall et al. 2018).

Marco ve arkadaglar1 (2017)’de propolis ve kavak recinelerinin hareketlilik
tizerine etkilerini incelemislerdir. Propolis ve kavak reginesi yiizme hareketliligini
azaltirken, kaynagma ve segirme {izerine pozitif yonde etki gosterdigini bulmuslardir (De

Marco et al. 2017).

Aghamali ve arkadaslarinin (2018) yapmis olduklar1 caligmada, PA2070 ve
PA5033 genlerinin, P. aeruginosanin biyofilme 06zgii antibiyotik direnci lizerindeki
roliinii arastirmis ve 100 klinik P. aeruginosa izolatinda gen ekspresyon analizleri
yaparak planktonik hiicrelere kiyasla biyofilm yapisinda ki hiicrelerde PA2070 ve
PA5033 genlerinin asirt ekspresyonunu ortaya ¢ikarmislardir (Aghamali et al. 2018).

Manohar ve arkadaslar1 (2018) yapmis olduklar1 ¢aligmalarda, 24 P. aeruginosa
klinik izolatinda 6 biyofilm iireten susun siprofloksasin ve gentamisin'e direngli, dokuz
ve dordii sirastyla meropenem ve kolistine direngliyli oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica
biyofilm spesifik antibiyotik direnglilik genlerinden PA0756-0757°tin 10 susta,
PA5033’ln 6 susta ve PA2070’tin 9 susta bulundugunu ve bu genlerin 6nemini

gostermislerdir (Manohar et al. 2018).

Selvaraj ve arkadalar1 2020'de bisiklik monoterpen olan myrtenol'iin A. baumannii

tizerinde hem kaynagmayi hem de segirmeyi inhibe ettigini gostermislerdir (Selvaraj et
al. 2020).
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3.1. Materyal

3.1.1. Cihazlar

Bu tez calismasinda kullanilan tiim cihazlar, Erzurum Teknik Universitesi,

Yiiksek Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi (YUTAM) biinyesinde bulunan

Molekiiler Mikrobiyoloji Laboratuvarinda bulunmaktadir. Kullanilan tiim cihazlarin

listesi, Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Cihazlar

Cihazlar

Marka-Model

Buzdolab1 +4 °C
Buzdolab1 -20 °C
Calkalamal1 Inkiibator
Elektroforez Sistemi
Faz-Kontrast Mikroskobu
Hassas Terazi
Homojenizator

Mikrobiyolojik Giivenlik
Kabini
Mikropipetler

Mini santrifiij
Otoklav

PCR Cihazi
gRT-PCR
Sogutmali Santrifiij
Spektrofotometre
Statik Inkiibator
Ultra Saf Su Cihazi

Edesa, Turkey
Templow, Singapore
Zhicheng-ZHWY-2101C
Bio-Rad

Leica

Shimadzu ATX 224
Qiagen TissuLyser LT

Esco Class Il

Corning Costar, Isolab

WiseSpin

JSR, JSAC-60

SensoQuest Thermocycler

Rotor Gene, Qiagen

Hettich Zentrifugen Universal 320R
Thermo Scientific Multiskan Go
Memmert IN110

Millipore, Q3W

27



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1.2. Bakteri suslar: ve sarf malzemeler

Bu tez ¢aligmasinda, biyofilm ¢aligmalarinda model olarak P. aeruginosa PAO1

susu kullanilmigtir. Tez hazirlama siirecinde kullanilan sarf malzemeler ise Cizelge 3.2’

de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Sarf malzemeler

Sarf Malzeme

Marka

Agaroz

cDNA Sentez Kiti
Etidyum Bromiir
Fosfomisin Sodyum
Izopropanol

Kongo Kirmizisi
Luria-Broth
Mueller-Hinton-Agar
Piperasilin/Tazobaktam
Polikarbonat Filitre
RT-PCR Kkiti
Siprofloksasin %98
Sodyum Kloriir

Tobramisin

TRIzol™ Reagent
Tripton
Tripton-Soy-Broth

Isolab

Applied Biosystems
Sigma

Kocak Farma

Isolab

Aromel

Conda- Pronadise
Oxo1d- Cm0337

Tiim Ekip Ilag A.S
Whatman

EvaGreen® qPCR Supermix
Acros Organics
Honeywell

Sigma

Thermo Fisher Scientific
Oxoid

Lab-M

3.1.3. Mueller-Hinton Agar (MHA)

MHA besiyeri, antimikrobiyal testlerde kullanilan besiyeri tiiriidiir. 36 g tartilarak,

1 L°de ¢oziilmiistiir. Otoklav ile 121 °C’de 15 dakika steril hale getirilmistir. 50 °C’ye

kadar sogutulduktan sonra, 90 mm petri kaplarina dokiilerek kullanilmistir.

28



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1.4. Mueller-Hinton Broth (MHB)

MHA besiyerinin agar eklenmemis halidir. Bu besiyeri Minimum inhibitor
konsantrasyonunun  (MiK) belirlenmesininde “The FEuropean Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing” (EUCAST) tarafindan onerilen besiyeridir. Ticari
formiilasyondan 26,5 g MHB tartilarak 1 L distile suda ¢6ziilmiis ve otoklav ile 121 °C’de
15 dakika steril hale getirilmistir.

3.1.5. Luria-Bertani (LB) Broth (%1 agar)

25 g LB broth besiyeri ve 10 gram agar 1 L distile suda eritilmistir. 121 °C' da 15
dakika otoklav ile sterilize edilir. 50 °C’ye kadar sogumadan kullanilmistir.

3.1.6. Triptik Soy Broth (TSB)

30 g TSB besiyeri tartilarak 1 L distile suda ¢oziilmiis ve otoklav ile 121 °C’de 15

dakika steril hale getirilmistir.

3.1.7. Molten Agar

Cizelge 3.3’ de verildigi i¢erikde hazirlanmistir. Otoklav ile 121 °C’de 15 dakika
steril hale getirilmistir. 50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra, 90 mm petri kaplarina

dokiilerek kullanilmastir.

Cizelge 3.3. Molten Agar Besiyeri

Icerik Miktar
Tripton %1
Sodyum Kloriir %0,5
Agar %0,5
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3.1.8. Antibiyotikler

Kullanilan antibiyotikler; ticari olarak satin alinan siprofloksasin, tobramisin,
fosfomisin ve piperasilin / tazobaktam antibiyotikleridir. Konsantrasyonlari,
Siprofloksasin 10 pug, fosfomisin 50 pg, tobramisin 10 pg, ve piparezin/tazobaktam 110
pg, olacak sekilde disklere eklenmistir. Yayma plak yontemi ile hazirlanan petrilere
antibiyotik eklenmis diskler yerlestirilmis bir giin boyunca 37 °C’de statik inkiibasyon
sonucunda zon ¢aplar1 Sl¢iilmiistiir. Zonlar, “European Committee for Antimicrobial

Susceptibility Testing” (EUCAST) verileri ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.

3.1.9. %0,1’lik Kristal viyole boyas1

Kristal viole (CV) boyasindan 0,05 g olarak tartilarak 35 ml %99’1uk etil alkolde
¢oziilmiistiir. Uzerine 15 ml saf su eklenmis ve 24 saat inkiibe edilerek sonunda 0,22

pum’lik filtreden gecirilerek kullanilmistir.

3.1.10. %30’luk Asetik asit

35 ml saf suyun iizerine %99,9’luk asetik asitten yavas yavas 15 ml ilave

edilmistir.

3.1.11. Agaroz jel hazirlama

Izole edilen RNA ve DNA’larin goriintiilenmesi icin %1,5’luk agaroz jel
hazirlanmistir. 1,5 g agaroz tartilip 100 ml TAE igerisinde ¢dziilmiistiir. Igerisine 2 pl

etidyum bromiir eklenmistir.

3.1.12. Primerler

Primerler, Oligomer Biyoteknoloji A.S. firmasinda (Ankara/Tirkiye)
sentezlenmistir. Bu diziler, Cizelge 3.4’de verilmistir. Sentez skalas1 50 nmol olarak

belirlenmistir.
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Cizelge 3.4. Primerler

Genler Primerler Referanslar

ndvB F: ACAAGGGCTTCTTCCACATC Hall et al. (2018)
R: TCTTCGGTGATGCACCATTC

PA2070 F: CTCCGCGGTGGATCTCAACA  Zhang et al. (2013)
R: GTCGAAGCGGCCTTCGTTCA

tssC1 F: CTCCAACGACGCGATCAAGT  Zhangetal. (2011)
R: TCGGTGTTGTTGACCAGGT

PA5033 F: GCGTTCTGGTAGGAACCTG Zhang et al. (2013)
R: AGACCACGTTGCCGAAGCTG

rhoD F: CATCCGCATGATCAACGACA  Beaudoin et al.

R: GATCGATATAGCCGCTGAGG  (2012)

3.2. Yontem

Calisma kapsaminda PAO1 susu ile klinikte kullanilan ¢esitli antibiyotikler ile
(Siprofloksasin, Tobramisin, Fosfomisin ve Piperasilin/Tazobaktam) disk diflizyon testi
yapilmistir. Antibiyotiklerin PAOI1 susuna karsi etkilerini analiz etmek igin
mikrodiliisyon testi, kristal viyole testi ve hareketlilik testleri yapilmistir. Planktonik ve
biyofilm hiicre kiiltiirleri 4 MIK konsantrasyonda antibiyotiklere maruz birakilarak,
RNA’lar1 izole edilmis ve cDNA olusturulmustur. Bu 6rneklerden, RT-PCR ile biyofilm
spesifik antibiyotik direnglilik genleri olan ndvB, tssCl, PA5033 ve PA2070’in

ekspresyon seviyeleri incelenmistir.

3.2.1. Disk difiizyon testi

Disk  diflizyon testi, klinikte kullanilan kontrol antibiyotik  disk
konsantrasyonlarinda antibiyotik uygulamasi ile yapilmistir. Siprofloksasin 10 png,
tobramisin 10 pg, fosfomisin 50 pg ve piperasilin/tazobaktam 110 pg, konsantrasyonlarda
disklere eklenmistir. Yayma plak yontemi ile hazirlanan petrilere diskler yerlestirilerek,
24 saat 37 °C’de statik inkiibasyon sonunda zon gapi Ol¢iimii yapilmistir. Zonlar,
“European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing” (EUCAST) verileri ile
karsilastirllmistir (Balouiri et al. 2016).
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3.2.2. Mikrodiliisyon testi

MIK belirlenmesinde, EUCAST protokolleri uygulanmustir. 96 kuyulu plaklara
0,5 McFarland konsantrasyonunda bakteri hiicrelerinden 100 pl, antibiyotiklerden ise (0;
0,125; 0,25; 0,5; 1, 2; 4; 8; 16; 32; 64 pg/ul) artan konsantrasyonlarda ekleme yapilarak
toplam hacim 200 pl’ye ayarlanmistir. Pozitif kontrol antibiyotik eklenmemis grup,
negatif kontrol olarak hiicre eklenmemis bir gruplar kullanilmistir. 37 °C’de, 24 saatlik
inkiibasyonun ardindan, gelismenin olmadig1 konsantrasyon, MIK degeri olarak

belirlenmistir (Balouiri et al. 2016).

3.2.3. Kristal viyole testi

Kisaca, 96 kuyulu plaklara, 0,5 McFarland konsantrasyonuna ayarlanmis
bakterilerden 100 ul ve 100 pl steril MHB besiyeri igerisinde (0; 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4;
8; 16; 32; 64 ng/ul) konsantrasyonlarda ayarlanmis antibiyotikler eklenmis ve 37°C’de
48 saat statik inkiibasyona birakilmistir. 48 saat sonunda besiyeri igerigi atilarak, 3 kez
PBS ile kuyular yikanmistir. Yiizeye tutunan hiicreler %0,1’lik CV ile 20 dakika boyama
yapilmustir. Siire sonunda boyanin fazlast musluk suyu ile temizlenip, %30 asetik asit ile
fikse edilerek ve ODsgo nm’de 6l¢iim alinmustir. Biyofilmin olugsmadigi konsantrasyon
degeri, MBIK (Minumum Biyofilm Inhibisyon Konsantranyonu) olarak kaydedilmistir
(Schillaci et al. 2014).

3.2.4. Planktonik P. aeruginosa kiiltiirleri ve biiyiime egrisinin ¢ikarilmasi

P. aeruginosa PAO1 hiicreleri, MHB besiyerinde 24 saat siiresince 37°C’de ve
120 rpm’de ¢alkalamali inkiibatdrde inkiibe edilmistir. Testlerin yapilacagi TSB
besiyerlerine % MIK konsantrasyonunda antibiyotik uygulamasi yapilarak deney
gerceklestirilmistir. Planktonik hiicrelere, ¥ MIK konsanrasyonlarinda antibiyotik
eklenmesinin ardindan, 0,2,4,6,8,12,16 ve 24. saatlerde gelisimleri ODgoo’de Olgiilerek,
biiyiime grafigi olusturulmustur (Datta et al. 2016).
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3.2.5. Hareketlilik testleri

Kaynasma hareketliliginin incelenmesi i¢in P. aeruginosa PAO1 hiicreleri MHB
sivi kiiltiirde 24 saat gelistirilmisti. MA besiyerine 4 MIK konsantrasyonunda
fosfomisin, siprofloksasin, tobramisin ve piperasilin/tazobaktam antibiyotikleri
eklenmistir. Antibiyotikli besiyeri igeren petrilere siv1 kiiltiirden 5 pl damlatilip 24 ve 48

saatlik statik inkiibasyona birakilmigtir. Hareketlilik incelenip sonuclar kaydedilmistir.

Segirme hareketliligi; P. aeruginosa PAOI hiicreleri, MHA kati kiiltiirde 24 saat
gelistirilmistir.  Slayt  lizerine  siprofloksasin,  fosfomisin, tobramisin  ve
piperasilin/tazobaktam antibiyotiklerini igeren LB agar besiyeri damlatilmis ve
yayilmistir. Uzerine tek bir noktaya gelecek sekilde gelisen bakteri kolonisi eklenmis ve
diger slayt ile kapatilmistir. 3 saat 37 °C’de inkiibe edilmis ve faz-kontrast mikroskobu

ile goriintiisii alinmistir (Kumar et al. 2013).

3.2.6. Koloni biyofilm testi

P. aeruginosa hiicreleri 5 mL kiiltiirde 24 saat inkiibe edilmis ve sonunda bakteri
kiiltiirti ODeoo’de 0,08-0,1 olarak ayarlanmistir. 0,22 pm gozenek boyutuna sahip 25 mm
polikarbonat membran 10 dakika UV’ de steril edilmistir. Ardindan filtreler besiyerlerine
yerlestirilerek tekrar sterilizasyon gerceklestirilmistir. 0,5 McFarland konsantrasyonuna
ayarlanmis bakterilerden, 5 pul membran iizerine birakilmistir. Petriler 24 saat boyunca 37
°C’de statik olarak inkiibe edilmistir. Siire sonunda membran kaldirilip, yeni agar petriye
yerlestirilmistir. 48 saat sonunda membran, 1 ml PBS iceren tiiplere aktarilarak vorteks

yapilip hiicreler memrandan alinmis ve molekiiler analizler i¢in kullanilmistir (Merritt et

al. 2011).

3.2.7. RNA izolasyonu

RNA izolasyonunun gergeklestirilmesinde Trizol® yontemi kullanilmistir. Bu
yontemde, 48 saatlik antibiyotik uygulamasi yapilmig ve yapilmamis olan biyofilm ve
planktonik hiicreleri santrifiij ile ¢oktiriilerek 1 ml trizol ile muamele edilip, 10 dk

maksimum hizda homojenizatérde par¢alama islemi yapilmistir. Ornekler, 4 °C* 12.000
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rpm’de 10 dakika santriifiij edilerek ve iist s1v1 steril tiipe alinmustir. Esit hacimde fenol:
kloroform (125:24) eklenerek, tiip 20.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip ve st siv1 yeni
tiipe alinmistir. Bu tiipe 500ul izopropanol eklenerek, 10 dakika 4 °C’de inkiibe edilip,
12.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek, RNA’larin ¢okmesi saglanmistir. Daha sonra
tist stvi atilip RNA pelletlerinin %751k soguk etanol ile yikamasi gergeklestirilmistir.
Santrifiijle etanol uzaklastirmasinin ardindan pellet havada kurutularak -80°C’de

saklanmustir.

3.2.8. cDNA sentezi

Izole edilen MRNA &rneklerinin konsantrasyonlar1 dlgiilmiis ve 1 ug mMRNA
ornekleri, ticari olarak satilan cDNA sentez kiti yardimiyla, cDNA’ya c¢evrilmistir.
Kisaca, Cizelge 3.5’te belirtilen karisim hazirlanip ilizerine konsantrasyon esitlemesi
yapilan RNA 0Orneklerinden 10 pl ekleyip reaksiyon gerceklestirilmistir. Reaksiyon
kosullari ise, 25°C 10 dk, 37°C 120 dk ve 85°C 5 dk olacak sekilde ayarlanmistir. Elde
edilen cDNA’lar kullanilana kadar -20’de saklanmustir.

Cizelge 3.5. cDNA 2X RT-Master Mix

Icerik Miktar (ul)
10X-RT Buffer 2

25X DNTP Mix (100m M) 0,8
10X-RT Random Primer 2

Revers transkriptaz 1

RNase Inhibitor 1

TOTAL 10

3.2.9. Ger¢cek zamanh PCR (RT-PCR)

4 ul RT-PCR master mix, 0,5 pl primerler, 2 ul ¢cDNA ve 3 pl dH20 ile
hazirlanmistir. PCR reaksiyonu, 95°C, 2 dk; 60°C, 1 dk; 72°C, 30 sn ve 40 dongii boyunca
gerceklestirilmistir. PCR esnasinda olusan ct degerleri, housekeeping gen (rhoD) ile
normalize edilerek hedef genlerin mRNA diizeylerindeki degisiklikleri belirlenmistir.

(AACT)

Sonuglar 2~ yontemine gore hesaplanmigtir.
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3.2.10. istatistiksel analizler

Deneyler, 3 tekrarli olacak sekilde yapilmistir. qRT-PCR deneyleri ise 4 tekrarlt
olarak yapilmistir. qRT-PCR analizleri ve MBIK degerleri, one way ANOVA metodu ile

incelenerek, p<0,0001 (p degeri) anlamli1 olarak degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Bakteri Susunun Cizgi Ekimi

P. aeruginosa PAOI referans susunun, steril kosullar altinda MHA besiyerine
cizgi ekimi yapilmistir. Hiicre ekili olan petri 37°C de 16 saat inkiibasyona birakilmaistir.
MHA besiyeri, yapilan standart mikrobiyolojik analizlerde, klinik olarak Onemli
patojenler ve antibiyotige karsi duyarliligi belirlemek icin kullanilan kati besiyeridir.
PAOI susu inkiibasyon sonucunda mavi-yesil pigment {reterek gelismistir. P.

aeruginosa petri goriintiisti Sekil 4.1.” de verilmistir.

Sekil 4.1. P. aeruginosa PAO1 referans susunun Petri goriintiisii

4.2. Disk Difiizyon Testi

Yayma plak yontemi kullanilarak hazirlanan MHA Dbesiyerine diskler
yerlestirilerek etkinligini aragtirdigimiz antibiyotikler EUCAST kriterlerinin belirledigi
konsantrasyonlara gore; siprofloksasin 10 pg, tobramisin 10 pg, fosfomisin 50 pg ve
piperasilin/tazobaktam 110 pg, olacak sekilde disklere emdirilmistir. Ayn1 zamanda,
ampisilin, imipenem, cefepime ve tetrasiklin antibiyotiklerinin diskleride kontrol
amaciyla yayma plak yontemiyle hazirlanan MHA besiyerlerine yerlestirilerek petriler
37°C de 24 saat statik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda, antibiyotiklerin

zon caplart ol¢iiliip, degerler EUCAST 1n yayinlamis oldugu sinir deger tablosu ile
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karsilagtirillmistir (EUCAST 2021). Disk difiizyon testi goriintiisii Sekil 4.2.°de

verilmigtir.

| Fosfomisin |

Siprofloksasin

| Piperasilin/Tazobaktam

Sekil 4.2. PAO1 susuna kars1 yapilan disk difiizyon testi goriintiisii

PAOI1 susuna karsi, siprofloksasin i¢in inhibisyon zon c¢apr 38 mm olarak
Olciilmiistlir ve sonug¢ duyarl olarak degerlendirilmistir. Fosfomisin i¢in inhibisyon zon
capt 0 mm olarak Ol¢lilmistiir, herhangi bir zon olusumu gozlenmedigi i¢in PAOI
susunun, fosfomisin antibiyotigine karsi direngli oldugu degerlendirilmistir.
Piperasilin/tazobaktam i¢in inhibisyon zon c¢apt 15 mm olarak Olclilmiis ve bu
antibiyotige direncli olarak degerlendirilmistir. Tobramisin i¢in inhibisyon zon ¢ap1 30
mm Ol¢lilmiis ve duyarli olarak degerlendirilmistir. Disk difiizyon zon deger tablosu

Cizelge 4.1.’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Disk diftizyon zon deger tablosu

Antibiyotikler Konsantrasyon Zon Capi1 (mm)
(ng/mL)

Siprofloksasin 10 38

Tobramisin 10 30

Piperasilin /Tazobaktam 110 15

Fosfomisin 50 0

Cefepime 30 0

Imipenem 10 25

Ampisilin 10 0

Tetrasiklin 30 0
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4.3. Mikrodiliisyon Testi Bulgular:

Mikrodiliisyon testi EUCAST kriterlerine gore gerceklestirilmistir. PAO1 susuna
kars1 test ettigimiz antibiyotiklerin MIK degerleri literatiirde bulunan sonuglarla
uyusmaktadir (Lombholt et al. 2003; Hardy et al. 2010). Sonuglarimizdaki MiK degerleri,
siprofloksasin 0,5 pg/mL, tobramisin 4 pg/mL ve fosfomisin >64 pg/mL ve
piperasilin/tazobaktam 32 pg/mL olarak bulunmustur.

4.4. Minimum Biyofilm inhibitér Konsantrasyonunun (MBiK) Belirlenmesi

MBIK belirlenmesinde 48 saat statik inkiibasyonun ardindan kristal viyole

boyamasi yapilip absorbans degeri (ODsgo) alinip analizi yapilmistir.

Sonuglarimiz, pozitif kontrolle karsilastirilip, biyofilmin  olusmadigi
konsantrasyon degeri 2ug/mL olarak belirlenmistir. MBIK belirlenirken sonuglarimiz
negatif kontroliin OD degerinden ¢ikartilip hesaplanmistir. Siprofloksasin artan
konsantrasyonlarda antibiyofilm aktivitesi gosterilmis olup MBIK degerinin MIK
degerine gore 4 kat fazla oldugu tespit edilmistir.

Siprofloksasin

g

Q .
S 6 '
s

Re)

a 44
w

=

©

e 24
o

w

Q2

<< 0-

Fd PPN YOS DS
-

Konsantrasyonlar

Sekil 4.3. Siprofloksasin antibiyotiginin antibiyofilm aktivitesi
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Tobramisin i¢in, sonuglarimiz pozitif kontrol ile karsilatirilip, biyofilmin
olusmadig1 konsantrasyon degeri 32ug/mL olarak belirlenmistir. Bu sekilde, MBIK
degerinin, MIK degerine gére 8 kat fazla oldugu tespit edilmistir.

Tobramisin

absorbans Degeri (ODsgg)

Sekil 4.4. Tobramisin antibiyotiginin antibiyofilm aktivitesi

Sonuglarimiza gore, pozitif kontrol ile karsilastirilip, fosfomisinin biyofilm
olusumunu engelledigi konsantrasyon degeri tespit edilememistir. Ayrica, yliksek
konsantrasyonlarda (32-64pg/mL) biyofilm olusumu pozitif kontrol grubuna gore artis
gostermistir. Bu durum, fosfomisinin P. aeruginosa biyofilm iligkili enfeksiyonlarda

etkili olmadigini gdstermektedir.

Fosfomisin

Absorbans Degeri (ODsgq)

Sekil 4.5. Fosfomisin antibiyotiginin antibiyofilm aktivitesi
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Piperasilin/Tazobaktam uygulamasinda, biyofilmin olusmadigi konsantrasyon
degeri >64ug/mL olarak belirlenmistir. Bununla birlikte, artan konsantrasyonlarda
biyofilm olusumunun engellenmesinde anlaml bir farklilik gdzlenmemistir. MiK degeri
ile karsilastirdigimizda piperasilin/tazobaktam kombinasyonunun biyofilmi inhibe etme
ozelliginin iyi olmadigi goriilmektedir. MIK ve MBIK degerleri, Cizelge 4.2°de

karsilastirmali olarak sunulmustur.

Piperasilin/Tazobaktam

Absorbans Degeri (ODsg)

AP PP NP BID S b
o

Konsantrasyonlar

Sekil 4.6. Piperasilin/Tazobaktam antibiyotiginin antibiyofilm aktivitesi

Cizelge 4.2. MIK ve MBIK degerleri (ug/mL)

Tobramisin Fosfomisin Siprofloksasin Piperasilin/Tazobaktam

MIK 4 >64 0,5 32
MBIK 32 >64 2 >64

Sonug olarak, yapilan analizlerde, PAO1 susuna karsi, tobramisin antibiyotiginin
MIK degeri 4 pg/mL ve MBIK degeri 32 pg/mL olarak bulunmustur. MiK degerinin
MBIK degerinden 8 kat diisiik oldugu belirlenmistir. Fosfomisin antibiyotiginin MIK
degeri >64ug/mL ve MBIK degeri ise >64 pg/mL olarak bulunmustur. Ayrica,
siprofloksasin antibiyotiginin MIK degeri 0,5 pg/mL, MBIK degeri ise 2 ug/mL olarak
tespit edilmistir. MIK degerinin MBIK degerinden 4 kat daha diisiik oldugu
belirlenmistir. Son olarak, piperasilin/tazobaktam antibiyotiginin MiK degeri 32 pg/mL
ve MBIK degeri >64 ng/mL olarak bulunmustur. MIK degerinin MBIK degerinden diisiik
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oldugu belirlenmistir. Sonu¢ olarak tobramisin, siprofloksasin, fosfomisin ve
piperasilin/tazobaktam antibiyotiklerinin antibiyofilm aktivitelerinin planktonik hiicreleri

Oldiirme 6zelliklerine gore daha diisiik oldugu gosterilmistir.

4.5. Planktonik P. aeruginosa Kiiltiirleri ve Biiyiime Egrisi Grafigi

Antibiyotiklerin MIK degerinin  belirlenmesinin ~ ardindan, % MIK
konsantrasyonlarinda antibiyotik uygulamasinda gézlenen biiytime egrileri belirlenmistir.

Sekil 4.7°de biiyiime egrisi gosterilmektedir.

1,8
1,6
o 1,2
o
) 1
&
3 0,8
2 0,6
204
0,2
0
0 5 10 15 20 25 30
Saatler
—@— TOBRAMISIN FOSFOMISIN SIPROFLOKSASIN
PT —8— KONTROL

Sekil 4.7. Biiyiime Egrisi (Growth Curve). Antibiyotiklerin % MIK konsantrasyonunda
uygulamast  ile = ODesoo’de  alinan  absorbans  degerleri  (PT:
Piperasilin/tazobaktam).

Kontrolle kiyaslandiginda fosfomisin, tobramisin ve piperasilin/tazobaktam
antibiyotiklerinin 4 MIK konsantrasyonlarinda hiicre biiyiimesi {izerine énemli bir etkisi
goriilmemektedir. Siprofloksasin antibiyotik uygulamasinda ise ilk 16 saatte hiicre

biiylimesinin baskilandig: fakat 16. saatten itibaren artis gosterdigi anlasilmaktadir.

4.6. Hareketlilik Testleri sonuclar:

P. aeruginosa tek polar filagellumu sayesinde, sivi ortamda yiizme ve kati

ortamda kiime hareketi gostermektedir. P. aeruginosa biyofilm olusturmak i¢in hiicre
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hareketliligine ihtiyag duyar. Bu hareketlilik, biyofilm yapisinda en aza inmektedir
(Conrad et al. 2011). Sekil 4.8’de P. aeruginosa’nin ¥ MIK konsantrasyonlarda MA

besiyerindeki kaynagma hareketi gosterilmistir.

Sekil 4.8. MA besiyerindeki kaynagma hareketliligi. A. Kontrol B. Tobramisin C.
Siprofloksasin D. Fosfomisin E. Piperasilin/Tazobaktam.

Kaynasma hareketliligi incelemesinde, zon ¢ap1 degerlerleri, kontrol 25 mm,
tobramisin 8 mm, siprofloksasin 6 mm, fosfomisin 8 mm ve piperasilin/tazobaktam 20
mm olarak ol¢iilmiistiir. Kontrole kiyasla, antibiyotik uygulamasi yapilan gruplarin zon
caplarinin ve hareketliliklerinin azaldigr goriilmektedir. Biyofilm olusumunda P.
aeruginosa birgok fenotipik ve fizyolojik degisiklige ugramaktadir. P. aeruginosa
flagellumlarinin, kaynasma ve segirme hareketliligi, biyofilmin baglatilmas: ve ilk
tutunma asamasinda oldukga 6nemlidir. P. aeruginosa flagellumu, kaynasma ve segirme
hareketliligi sergileme kabiliyeti nedeniyle biyofilm olusumunun baslatilmasi i¢in kritik
oneme sahiptir (O'Toole and Kolter 1998). Bununla birlikte, yiizey yapismasindan sonra,
P. aeruginosa kamgi ekspresyonunu 6nemli 6lgiide agagi regiile eder ve ayrica genetik
mutasyonlar nedeniyle kamgiy1 kalict olarak kaybedebilir. Bu durum, konake1 bagisiklik
tepkisinin aktivasyonunu azaltarak P. aeruginosa'nin bagisiklik tepkisi ve fagositozdan
kagmasina izin verebilir (Wolfgang et al. 2004).

Biyofilm olusumunun baslangic asamasinda, en Onemli etkenlerden biri
bakterilerin hareketli olmasidir. PAO1 susunda seyirme hareketliligi (twiching motility)

testi uygulanmistir. Bu testte, biyofilm olusumunda ve epitel hiicrelere baglanmada
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onemli rolii olan tip IV pili’lerin antibiyotik varliginda fonksiyon gdsterip gostermedigi

incelenmistir. Faz kontrast mikroskobu goriintiileri Sekil 4.9’da verilmistir.

Sekil 4.9. Segirme hareketliligi faz-kontrast mikroskobu goriintiileri, A. Kontrol B.
Tobramisin C. Siprofloksasin D. Fosfomisin E. Piperasilin/Tazobaktam.

Kontrole gore kiyaslandiginda, fosfomisin ve piperasilin/tazobaktam
uygulamalarinda benzer segirme hareketliligi gozlenmistir. Tobramisin uygulamasinda
bakteriler tek katman kiime seklinde, siprofloksasin uygulanmasinda ise daginik

hareketlilik gozlenmistir.

4.7. Koloni Biyofilm Gelisimi Sonuclar:

Antibiyotiklerin etkinliklerini ve direnglilik mekanizmalarini incelemek igin
kullanilan yontemlerden biri koloni biyofilm testidir (Merritt et al. 2011). Siprofloksasin,
tobramisin, fosfomisin ve piperasilin/tazobaktam antibiyotiklerinin ' MIK
konsantrasyonlarda uygulanan besiyerlerinde koloni biyofilmler gelistirilmistir. Sekil

4.10.’de koloni biyofilm uygulamasina ait goriintii verilmistir.
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Sekil 4.10. Koloni Biyofilm Testi Petri Goriintiisii. Antibiyotik uygulamasi yapilmamis
petride filtre iizerinde gelisen PAO1 susunun biyofim olusumu
gosterilmektedir.

4.8. RNA izolasyonu

Koloni biyofilm o6rneklerinden ve planktonik hiicrelerden RNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. Biyofilm 6rnekleri igin RNA konsantrasyonlari, kontrol 430 ng/pul,
tobramisin 533 ng/ul, siprofloksasin 299 ng/ul, fosfomisin 261 ng/ul ve
piperasilin/tazobaktam 430 ng/pul seklinde Slgiilmiistiir. Planktonik o6rnekler i¢in RNA
konsantrasyonlari, kontrol 432 ng/ul, tobramisin 668 ng/ul, siprofloksasin 1094 ng/ul,
fosfomisin 835 ng/ul ve piperasilin/tazobaktam 119 ng/ul seklinde l¢iilmiistiir. Ardindan
RNA orneklerinden 1 pg alinarak cDNA sentezi i¢in kullanilmistir. Olusturulan cDNA
ornekleri %l,5’1uk agaroz jel elektroforeziyle goriintiilenmistir. Elektroforez sonuglari

Sekil 4.11.”de verilmistir.

Sekil 4.11. RNA orneklerinin jel gorlintiisi M: Markir; 1: Kontrol, 2: Tobramisin
uygulamasi, 3: Siprofloksasin uygulamasi 4: Fosfomisin Uygulamas: 5:
Piperasilin/Tazobaktam uygulamasi.
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4.9. Gen Ekspresyon Analizi Sonug¢lari

49.1.

karsilastirilmasi

Planktonik ve

Biyofilm

orneklerinde

genlerinin

ekspresyonlarinin

Planktonik ve biyofilm 6rneklerinde, antibiyotik uygulanmamis gruplar arasinda

biyofilm-spesifik direnglilik genlerinin ekspresyon seviyeleri karsilagtirilmistir. Sekil

4.12’de ekspresyon seviyeleri farki grafikleri verilmistir.
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Sekil 4.12. Antibiyotik uygulanmamis planktonik ve biyofilm 6rneklerinin ndvb, tssC1,
PA5033 ve PA2070 genlerinin ekpsresyon seviyelerinin karsilastiriimasi.
PAOL1 planktonik ve biyofilm yapisindan alinan 6rneklerdeki ekspresyon
seviyelerinin farki (*p<0,0001), Sonuglar, bir housekeeping geni olan rhoD
genine gore normalize edilmistir.

ndvB, tssC1, PA5033 ve PA2070 genlerinin ekspresyon seviyelerinin planktonik
gelisime gore biyofilm yapisinda yliksek olmasi, bu genlerin biyofilm direngliliginde rol
oynadigina isarettir. Nitekim, Zhang ve arkadaslar1 2013 yilinda yaptiklar1 ¢alismada,
PAS5033 ve PA2070 genlerinin biyofilm yapisinda planktoniklere gére daha fazla eksprese
edildigini gostermislerdir (Zhang et al. 2013). Bu durum ¢alismamizi desteklemektedir.
Zhang ve arkadaslar1 ayni ¢alismada, direnglilikte rol oynayan PAQ0756 genin de
biyofilmlerde daha fazla eksprese edildigini bildirmislerdir.

Aghamali ve arkadaslar1 2018 yilinda, 100 tane klinik P. aeruginosa izolati ile
yaptiklar ¢alismada, biyofilm olusturan izolatlar1 tespit edip, bu izolatlarda PA2070 ve

PA5033 genlerinin ekpresyon seviyelerini kantitatif RT-PCR yontemi ile incelemislerdir.
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Izolatlarinin  %70’ini biyofilm fiireticisi olarak belirlemislerdir. PA2070 geninin
planktonik kiiltiirlere gore ortalama 4,330 kat eksprese edildigini; PA5033 geninin ise
4,733 kat fazla eksprese edildigini gostermislerdir (Aghamali et al. 2018).

4.9.2. Siprofloksasin

Siprofloksasin uygulanmis olan biyofilm ve planktonik hiicreler arasinda
biyofilm-spesifik direnglilik genlerinin ekspresyon seviyeleri karsilagtirilmistir. Sekil

4.13’de ekspresyon seviyeleri farki verilmistir.
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Sekil 4.13. Planktonik ve biyofilm 6rneklerine siprofloksasin uygulamasinda ndvB,
tssC1, PA5033 ve PA2070 genlerinin ekspresyon seviyeleri.

Sonuglarimiza gore, alt-MIK konsantrasyonunda siprofloksasin uygulamasinda,
planktonik gelisime gore, biyofilmlerde ndvB, tssC1, PA5033 ve PA2070 genlerinin

ekspresyonlar1 agagi regiile olmustur.

Yapilan bir ¢alismada, 4PA5033 ve APA2070 suslarmin biyofilm yapisinda
tobramisin ve gentamisine direnglilikte diisiis meydana geldigi bildirilmistir. Bununla
birlikte, ilging bir sekilde siprofloksasin uygulamasinda biyofilm yapisinda herhangi bir
direnclilik degisikligi gézlenmemistir (Zhang et al. 2013). Bu durum, biyofilm iliskili
enfeksiyonlarda, siprofloksasin uygulamasinin biyofilm direngliliginde diisiise neden
olabilecegi ve farkli diren¢ mekanizmalar1 ile iliskili olabilecegi seklinde

yorumlanmaktadir.
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4.9.3. Tobramisin

Tobramisin uygulanmig olan biyofilm ve planktonik hiicreler arasinda biyofilm-
spesifik direnglilik genlerinin ekspresyon seviyeleri karsilastirilmistir. Sekil 4.14’de
ekspresyon seviyeleri farki grafikleri verilmistir. Sonuglara goére, tiim genlerin

ekspresyon seviyeleri asagi regiile olmustur.
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Sekil 4.14. Tobramisin uygulamasinda planktonik ve biyofilm 6rneklerinde ndvB, tssC1,
PA5033 ve PA2070 genlerinin ekspresyon seviyeleri.

4.9.4. Fosfomisin

Fosfomisin uygulanmis olan biyofilm ve planktonik hiicreler arasinda biyofilm-
spesifik direnclilik genlerinin ekspresyon seviyeleri karsilastirilmistir. Sonuglarimiz

Sekil 4.15°de verilmistir.
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Sekil 4.15. Fosfomisin uygulamasinda planktonik ve biyofilm 6rmeklerinde ndvB, tssC1,
PA5033 ve PA2070 genlerinin ekspresyon seviyeleri.
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Tez caligmasinda, fosfomisin antibiyotiginin P. aeruginosa biyofilmi iizerinde
etkili olmadigi kristal viole testi ile belirlenmistir. Bununla birlikte, RT-PCR
sonuglarimizda, fosfomisinin ndvB ve PA2070 gen ekspresyonunu arttirdigi, PA5033

genin dnemli bir degisiklik yapmadigi, tssC1 genini ise asagi regiile ettigi bulunmustur.

4.9.5. Piperasilin/ Tazobaktam

Piperasilin/Tazobaktam uygulanmis olan biyofilm ve planktonik hiicreler arasinda
biyofilm-spesifik direnglilik genlerinin ekspresyon seviyeleri karsilastirilmistir. Sekil
4.16 de ekspresyon seviyeleri farki grafikleri verilmistir. Sonuglara gore, tlim genlerin

ekspresyon seviyeleri asagi regiile olmustur.
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Sekil 4.16. Piperasilin/tazobaktam uygulamasinda planktonik ve biyofilm 6rmeklerinde
ndvB, tssC1, PA5033 ve PA2070 genlerinin ekspresyon seviyeleri.

Sonu¢  olarak, siprofloksasin, tobramisin  ve  piperasilin/tazobaktam

uygulamalarinda, ndvB, tssC1, PA5033 ve PA2070 genlerinin ekspresyon seviyeleri asagi
regiile olurken, fosfomisin uygulamasinda tssSC1 geni disinda diger genlerin ekspresyon

seviyeleri yukar1 regiile olmustur. Bu durum, CV sonuglart ile birlikte

degerlendirildiginde, fosfomisinin biyofilm kaynakli enfeksiyonlarda etkili olmadig1

seklinde yorumlanmastir.
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4.9.6. Gen ekspresyonlar: degisiminde antibiyotiklerin karsilastirilmasi

Siprofloksasin, tobramisin, fosfomisin ve piperasilin/tazobaktam
antibiyotiklerinin planktonik hiicrelerdeki gen ekspresyon seviyeleri
degerlendirildiginde, siprofloksasin uygulamasinin ndvB geninin ekspresyonunu
ortalama 20000 kat, tssCl geninin ekspresyonunu 6000 kat, PA2070 geninin
ekspresyonunu 1000 kat ve PAS5033 geninin ekspresyonunu 10000 kat arttirdig:
goriilmiistiir. Tobramisin uygulamasimin ndvB geninin ekspresyonunu ortalama 30 Kat,
tssC1 geninin ekspresyonunu 24 kat, PA2070 geninin ekspresyonunu 35 kat ve PA5033
geninin  ekspresyonunu 260 kat arttirdigi  bulunmustur.  Fosfomisin  ve
piperasilin/tazobaktam uygulamalarinda biitiin genlerin ekspresyonlar1 asagi regiile
olmustur. Planktonik hiicrelerdeki gen ekspresyon seviyelerinin karsilagtiriimasi Sekil

4.17°de verilmistir.
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Sekil 4.17. Planktonik gelisimde, antibiyotiklerin gen ekspresyonlar iizerindeki etkisi
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Biyofilm gelisiminde, antibiyotiklerin gen ekspresyonlari tiizerindeki etkileri
karsilagtirildiginda ise, siprofloksasin uygulamasinda ndvB geni asagi regiile olurken,
tssC1 geninin ekspresyonunda 2 kat artis, PA2070 geninin ekspresyonunda 3 kat artig
gorilmistir. PAS033 geninin ekspresyonunda ise degisiklik olmamistir. Tobramisin
uygulamasinda, tiim genlerin ekspresyon seviyeleri yukari regiile olmustur. Fosfomisin
uygulamasinda ndvB ve tssC1 genlerinin ekspresyonunda 3 kat artis olmustur. Diger
genler ise asagi regiile olmustur. Piperasilin/Tazobaktam uygulamasinda, ndvB geninin
ekspresyon seviyesi degismezken, tssC1 geninde 40 kat, PA2070°de 16 kat, PA5033
geninde 8 kat artis tespit edilmistir. Biyofilm gelisimindeki gen ekspresyon seviyelerinin

karsilastirilmast Sekil 4.18°de verilmistir.
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Sekil 4.18. Biyofilm gelisimde, antibiyotiklerin gen ekspresyonlari iizerindeki etkisi
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Zhang ve arkadaslar1 (2021)’de yapmis olduklar1 bir ¢alismada, siprofloksasinin
alt-MIC konsantrasyonlarda uygulanmasiyla 289 genin yukar1 regiile oldugu, 206 genin
ise asag1 regiile oldugu tespit edilmistir. QS iliskili genlerden olan rhll, rhIR, lasB'nin
asagl regiile oldugu tespit edilmistir. Ayrica, kontrolle kiyaslandiginda siprofloksasin
uygulanmasi ile antibiyotik direnglilik genlerinden mexA, mexB, oprM, pslJ ve psIK’nin

ekspresyon seviyesi artis gostermistir (Zhang et al. 2021).

Sonuglar degerlendirildiginde, tobramisin antibiyotiginin alt-MiK
konsantrasyonlarda uygulanmasinin diger antibiyotiklere kiyasla biyofilm yapisinda
direngliligi arttirdig1 goriilmektedir. Diger antibiyotiklerin biyofilm direnglilik genlerine
farkli sekillerde etki etmesi, biyofilm direngliliginde farkli mekanizmalarin gorev aldigini

diistindiirmektedir.

Gen ckspresyon seviyeleri incelendiginde, plantonik ve biyofilm halindeki
hiicrelere antibiyotiklerin farkli sekilde etki ettigi goriilmektedir. Bu durum, biyofilm
olusturmus P. aeruginosa bakterisinin farkli antibiyotiklerle tedavi edilmesini gerekli
kilmaktadir.
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5. SONUC ve ONERILER

Yeni antimikrobiyal tedavi stratejilerinin  gelistirilmesinin  bir  yolu,
mikroorganizmalarin hastali§a yol agma mekanizmalarini1 aydinlatmaktadir. Giinlimiiziin
kiiresel problemlerinden biri olan antibiyotik direngliliginin yakin gelecekte biiyiik bir
tehdit olacagi ongodriilmektedir. Antibiyotik direngliligi bakteri hiicrelerinin biyofilm
yapisinda, planktonik hale gére 10-1000 kat fazla olabilmektedir. Bu tez ¢aligmasinda,
dort farkli antibiyotik (tobramisin, siprofloksasin, fosfomisin ve piperasilin/tazobaktom)
secilmis, etkinlikleri P. aeruginosa PAOI susuna kars1 disk difiizyon, mikrodiliisyon ve
kristal viole testi ile belirlenmistir. Ayrica, bu antibiyotiklerin varliginda segirme ve
kaynagma hareketliligi incelenmistir. Son olarak, antibiyotiklerin varliginda, biyofilm
spesifik direnglilik genlerinin ekspresyon seviyeleri incelenmis, biyofilm ve planktonik

gruplar ile karsilagtirmasi yapilmistir.

Siprofloksasin, tobramisin ve piperasilin/tazobaktam uygulamalarinda,
planktonik gruba gore biyofilm yapisinda ndvB, tssC1, PA2070 ve PA5033 genlerinin
ekspresyon seviyeleri asagi regiile olmustur. Fosfomisin uygulamasinda ise ndvB ve
PA2070 genleri yukari regiile olmustur. Bu durum, fosfomisin uygulanmasinin P.

aeruginosa’da biyofilm direngliligini arttirdigr seklinde yorumlanmustir.

Antibiyotiklerin kiyaslandigi durumda ise, planktonik hiicrelere siprofloksasin
uygulamasinin c¢alisilan tiim genlerin ekspresyon seviyesini yukari regiile ettigi
goriilmiistiir. Biyofilm yapisinda ise siprofloksasin uygulanmasinda ndvB geni asagi
regiile olmustur. Diger antibiyotik uygulamalarinda ise, genlerin ekspresyon seviyeleri
yukar1 regiile olmustur. Bu sonuglar, alt-MIK antibiyotik uygulanmalarinin biyofilm

direngliligine neden olacagi seklinde yorumlanmustir.

Bu sonuglar goz oniine alindiginda, ileriki ¢aligmalarda farkli antibiyotiklerin

biyofilm direnglilik genleri lizerine etkilerinin incelenmesini 6nermekteyiz.

Antibiyotiklerin  biyofilmler ve biyofilm direncliligi {izerine etkilerinin

incelenmesi i¢in asagida maddeler halinde verilen ¢alismalar 6nerilmektedir:
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» Klinik izolatlarda biyofilm diren¢ genlerinin varligi tespit edilmelidir.

» Biyofilm direnclilik genlerinin varligi ile biyofilm olusturma yeteneklerinin
karsilastirilmasi yapilmalidir.

» Klinik izolatlar lizerine antibiyotik uygulanmasi ile biyofilm direng¢ genlerinin
ekspresyon seviyeleri degerlendirilmelidir.

» Antibiyotik uygulamalarinin Tip IV pili olusumu ile ilgili genlerin ekspresyon
seviyeleri iizerine etkileri degerlendirilmelidir.

» Antibiyotik uygulamalarinin in vivo model organizmalarla yapilan enfeksiyon

modellemesinde direnclilik genleri {izerindeki etkileri incelenmelidir.

53



KAYNAKLAR

A.E.W. 1964. Antibiotic and Chemotherapy. Sexually Transmitted Infections, 40(1), 62—
72.

Aghamali, M., Ahangarzadeh Rezaee, M., Taghizadeh, S., Aghazadeh, M., Hasani, A.,
Rahbar, M. and Kafil, H. S. 2018. Evaluation of two novel biofilm-specific
antibiotic resistance genes in clinical Pseudomonas aeruginosa isolates. Gene
Reports, 13(9), 99-103.

Allesen-Holm, M., Barken, K. B., Yang, L., Klausen, M., Webb, J. S., Kjelleberg, S. and
Tolker-Nielsen, T. 2006. A characterization of DNA release in Pseudomonas
aeruginosa cultures and biofilms. Molecular Microbiology, 59(4), 1114-1128.

Anderl, J. N., Franklin, M. J. and Stewart, P. S. 2000. Role of antibiotic penetration
limitation in Klebsiella pneumoniae biofilm resistance to ampicillin and
ciprofloxacin. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 44(7), 1818-1824.

Anonymous. 2015 Web Sitesi: https://www.ecdc.europa.eu/en, Erisim Tarihi:
30.30.2021.

Anonymous, 2022 https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/ Erisim Tarihi: 06.01.2022.

Anonymous. 2019 https://www.who.int/health-topics/antimicrobial-resistance Erisim
Tarihi: 20.01.2022.

Askoura, M., Mottawea, W., Abujamel, T. and Taher, 1. 2011. Efflux pump inhibitors
(EPIs) as new antimicrobial agents against Pseudomonas aeruginosa. Libyan
Journal of Medicine, 6(1), 1-8.

Aspe, M., Jensen, L., Melegrito, J. and Sun, M. 2012. The Role of Alginate and
Extracellular DNA in Biofilm-Meditated Pseudomonas aeruginosa gentamicin
resistance. Journal of Experimental Microbiology and Immunology (JEMI),
16(4), 42-48.

Babi¢, F., Venturi, V. and Maravi¢-Vlahovicek, G. 2010. Tobramycin at subinhibitory
concentration inhibits the RhII/R quorum sensing system in a Pseudomonas
aeruginosaenvironmental isolate. BMC Infectious Diseases, 10(1), 148-160.

Balouiri, M., Sadiki, M. and Ibnsouda, S. K. 2016. Methods for in vitro evaluating
antimicrobial activity: A review. Journal of Pharmaceutical Analysis, 6(32), 71-
72.

Beaudoin, T., Zhang, L., Hinz, A. J., Parr, C. J. and Mah, T. F. 2012. The biofilm-specific
antibiotic resistance gene ndvB is important for expression of ethanol oxidation
genes in Pseudomonas aeruginosa biofilms. Journal of Bacteriology, 194(12),
3128-3136.

54


https://www.ecdc.europa.eu/en
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.who.int/health-topics/antimicrobial-resistance

Billings, N., Ramirez Millan, M., Caldara, M., Rusconi, R., Tarasova, Y., Stocker, R. and
Ribbeck, K. 2013. The Extracellular Matrix Component Psl Provides Fast-Acting
Antibiotic Defense in Pseudomonas aeruginosa Biofilms. PLoS Pathogens, 9(8),
e1003526.

Bingle, L. E., Bailey, C. M. and Pallen, M. J. 2008. Type VI secretion: a beginner’s guide.
Current Opinion in Microbiology, 11(1), 3-8.

Bjarnsholt, T., Alhede, M., Alhede, M., Eickhardt-Serensen, S. R., Moser, C., Kiihl, M.
and Heiby, N. 2013. The in vivo biofilm. Trends in Microbiology, 21(9), 466—
474.

Blair, J. M. A., Webber, M. A, Baylay, A. J., Ogbolu, D. O. and Piddock, L. J. V. 2015.
Molecular mechanisms of antibiotic resistance. Nature Reviews Microbiology,
13(1), 42-51.

Bonten, M. J. M., Bergmans, D. C. J. J., Speijer, H. and Stobberingh, E. E. 1999.
Characteristics of polyclonal endemicity of Pseudomonas aeruginosa colonization
in intensive care units: Implications for infection control. American Journal of
Respiratory and Critical Care Medicine, 160(4), 1212-1219.

Bradbury, R. 2009. Pseudomonas aeruginosa in Tasmania. Doktora Tezi, Tazmanya
Universitesi, Menzies Arastirma Enstitiisii, Mikrobiyoloji Boliimii, 310, Hobart.

Breidenstein, E. B. M., de la Fuente-Nufiez, C. and Hancock, R. E. W. 2011.
Pseudomonas aeruginosa: All roads lead to resistance. Trends in Microbiology,
19(8), 419-426.

Breidenstein, E. B. M., Khaira, B. K., Wiegand, I., Overhage, J. and Hancock, R. E. W.
2008. Complex ciprofloxacin resistome revealed by screening a Pseudomonas
aeruginosa mutant library for altered susceptibility. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, 52(12), 4486-4491.

Brown, M. R. W., Allison, D. G. and Gilbert, P. 1988. Resistance of bacterial biofilms to
antibiotics a growth-rate related effect. Journal of Antimicrobial Chemotherapy,
22(6), 777-780.

Bryson, H. M. and Brogden, R. N. 1994. Piperacillin/Tazobactam: A Review of its
Antibacterial Activity, Pharmacokinetic Properties and Therapeutic Potential.
Drugs, 47(3), 506-535.

Causapé, C. L. 2018. Clonal epidemiology and antimicrobial resistance in Pseudomonas
aeruginosa chronic respiratory infections: interpatient transmission and resistome
evolution of an international cystic fibrosis clone. Doktora Tezi, Son Espases
Universitesi, Balear Adalar1 Saglik Arastirma Enstitiisii, Mikrobiyoloji Arastirma
Birimi, 320, Palma de Mallorca.

Chemani, C., Imberty, A., De Bentzmann, S., Pierre, M., Wimmerova, M., Guery, B. P.
and Faure, K. 2009. Role of LecA and LecB lectins in Pseudomonas aeruginosa-

55



induced lung injury and effect of carbohydrate ligands. Infection and Immunity,
77(5), 2065-2075.

Chiang, W. C., Nilsson, M., Jensen, P. @., Hoiby, N., Nielsen, T. E., Givskov, M. and
Tolker-Nielsen, T. 2013. Extracellular DNA shields against aminoglycosides in
Pseudomonas aeruginosa biofilms. Antimicrobial Agents and Chemotherapy,
57(5), 2352-2361.

Ciofu, O. and Tolker-Nielsen, T. 2019. Tolerance and resistance of pseudomonas
aeruginosabiofilms to antimicrobial agents-how P. aeruginosa can escape
antibiotics. Frontiers in Microbiology, 10(5), 913.

Ciofu, O., Tolker-Nielsen, T., Jensen, P. @., Wang, H. and Heiby, N. 2015. Antimicrobial
resistance, respiratory tract infections and role of biofilms in lung infections in
cystic fibrosis patients. Advanced Drug Delivery Reviews, 85, 7-23.

Clatworthy, A. E., Pierson, E. and Hung, D. T. 2007. Targeting virulence: A new
paradigm for antimicrobial therapy. Nature Chemical Biology, 3(9), 541-548.

Clokie, M. R. J., Millard, A. D., Letarov, A. V. and Heaphy, S. 2011. Phages in nature.
Bacteriophage, 1(1), 31-45.

Colvin, K. M., Irie, Y., Tart, C. S., Urbano, R., Whitney, J. C., Ryder, C. and Parsek, M.
R. 2011. The Pel and Psl polysaccharides provide Pseudomonas aeruginosa
structural redundancy within the biofilm matrix. Wiley Online Library, 14(8),
1913-1928.

Conrad, J. C., Gibiansky, M. L., Jin, F., Gordon, V. D., Motto, D. A., Mathewson, M. A.
and Wong, G. C. 2011. Flagella and pili-mediated near-surface single-cell motility
mechanisms in P. aeruginosa. Biophysical Journal, 100(7), 1608-1616.

Corehtash, Z. G., Khorshidi, A., Firoozeh, F., Akbari, H. and Aznaveh, A. M. 2015.
Biofilm formation and virulence factors among pseudomonas aeruginosa isolated
from burn patients. Jundishapur Journal of Microbiology, 8(10).

Costerton, J. W. 1995. Overview of microbial biofilms. Journal of Industrial
Microbiology, 15(3), 137-140.

Costerton, J. W., Geesey, G. G. and Cheng, K. J. 1978. How bacteria stick. Scientific
American, 238(1), 86-95.

Datta, S., Jana, D., Maity, T. R., Samanta, A. and Banerjee, R. 2016. Piper betle leaf
extract affects the quorum sensing and hence virulence of Pseudomonas
aeruginosa PAQOL1. 3 Biotech, 6(1), 1-6.

Davis, B. D. 1987. Mechanism of bactericidal action of aminoglycosides.
Microbiological Reviews, 51(3), 341-350.

Davis, B. D., Chen, L. and Tai, P. C. 1986. Misread protein creates membrane channels:
An essential step in the bactericidal action of aminoglycosides. Proceedings of the

56



National Academy of Sciences of the United States of America, 83(16), 6164—
6168.

Dawid, I., Hammerschmidt, M., Klein, P., Ku, M., Moon, R., Rupp, R. and Mu, U. 2001.
Gene expression in Pseudomonas aeruginosa biofilms. Nature, 413(10), 860-864.

De Beer, D., Stoodley, P. and Lewandowski, Z. 1997. Measurement of local diffusion
coefficients in biofilms by microinjection and confocal microscopy.
Biotechnology and Bioengineering, 53(2), 151-158.

De la Fuente-Nuiez, C., Reffuveille, F., Fernandez, L. and Hancock, R. E. W. 2013.
Bacterial biofilm development as a multicellular adaptation: Antibiotic resistance
and new therapeutic strategies. Current Opinion in Microbiology, 16(5), 580-589.

De Marco, S., Piccioni, M., Pagiotti, R. and Pietrella, D. 2017. Antibiofilm and
antioxidant activity of propolis and bud poplar resins versus pseudomonas
aeruginosa. Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine, 2017, 1—
11.

Donlan, R. M. 2001. Biofilm formation: A clinically relevant microbiological process.
Clinical Infectious Diseases, 33(8), 1387-1392.

Doring, G. and Pier, G. B. 2008. Vaccines and immunotherapy against Pseudomonas
aeruginosa. Vaccine, 26(8):1011-1024.

Driscoll, J. A., Brody, S. L. and Kollef, M. H. 2007. The epidemiology, pathogenesis and
treatment of Pseudomonas aeruginosa infections. Drugs, 67(3), 351-368.

Eckburg, P. B., Lister, T., Walpole, S., Keutzer, T., Utley, L. and Farinola, N. 2019.
Multiple ascending doses and when combined with B-Lactam antibiotics in
Healthy Subjects, Antimicrobial Agents Chemotheraphy, 63(9), 1-12.

Ertesvag, H. 2015. Alginate-modifying enzymes: Biological roles and biotechnological
uses. Frontiers in Microbiology, 6(5).

Flemming, H. C. and Wingender, J. 2010. The biofilm matrix. Nature Reviews
Microbiology, 8(9), 623-633.

Folkesson, A., Jelsbak, L., Yang, L., Johansen, H. K., Ciofu, O., Hoiby, N. and Molin, S.
2012. Adaptation of Pseudomonas aeruginosa to the cystic fibrosis airway: An
evolutionary perspective. Nature Reviews Microbiology, 10(12), 841-851.

Fonseca, A. P., Extremina, C., Fonseca, A. F. and Sousa, J. C. 2004. Effect of
subinhibitory concentration of piperacillin/tazobactam on Pseudomonas
aeruginosa. Journal of Medical Microbiology, 53(9), 903-910.

Friedman, L. and Kolter, R. 2004a. Two genetic loci produce distinct carbohydrate-rich

structural components of the Pseudomonas aeruginosa biofilm matrix. Journal of
Bacteriology, 186(14), 4457—-4465.

57



Friedman, L. and Kolter, R. 2004b. Genes involved in matrix formation in Pseudomonas
aeruginosa PA14 biofilms. Molecular Microbiology, 51(3), 675-690.

Fuqua, C., Parsek, M. R. and Greenberg, E. P. 2001. Regulation of gene expression by
cell-to-cell communication: Acyl-homoserine lactone quorum sensing. Annual
Review of Genetics, 35(5), 439-468.

Fuxman Bass, J. I., Russo, D. M., Gabelloni, M. L., Geffner, J. R., Giordano, M.,
Catalano, M. and Trevani, A. S. 2010. Extracellular DNA: A Major
Proinflammatory Component of Pseudomonas aeruginosa Biofilms. The Journal
of Immunology, 184(11), 6386-6395.

Gaspar, M. C., Couet, W., Olivier, J. C., Pais, A. A. C. C. and Sousa, J. J. S. 2013.
Pseudomonas aeruginosa infection in cystic fibrosis lung disease and new
perspectives of treatment: A review. European Journal of Clinical Microbiology
and Infectious Diseases, 32(10), 1231-1252.

Ghafoor, A., Hay, I. D. and Rehm, B. H. A. 2011. Role of exopolysaccharides in
Pseudomonas aeruginosa biofilm formation and architecture. Applied and
Environmental Microbiology, 77(15), 5238-5246.

Gin, A., Dilay, L., Karlowsky, J. A., Walkty, A., Rubinstein, E. and Zhanel, G. G. 2007.
Piperacillin—tazobactam: a B-lactam/B-lactamase inhibitor combination. Expert
Review of Anti-Infective Therapy, 5(3), 365-383.

Grishin, A. V., Krivozubov, M. S., Karyagina, A. S. and Gintsburg, A. L. 2015.
Pseudomonas Aeruginosa lectins as targets for novel antibacterials. Acta Naturae,
7(2), 29-41.

Hall, C. W., Hinz, A. J., Gagnon, L. B. P., Zhang, L., Nadeau, J.-P., Copeland, S. and
Mah, T.-F. 2018. Pseudomonas aeruginosa Biofilm Antibiotic Resistance Gene
ndvB Expression Requires the RpoS Stationary-Phase Sigma Factor. Applied and
Environmental Microbiology, 84(7), e02762-17.

Hall, C. W., Hinz, A. J., Gagnon, L. B. P., Zhang, L., Nadeau, J.-P., Copeland, S. and
Mah, T.-F. 2018. Pseudomonas aeruginosa Biofilm Antibiotic Resistance Gene
ndvB Expression Requires the RpoS Stationary-Phase Sigma Factor. Applied and
Environmental Microbiology, 84(7), e02762.

Hall, Clayton W. and Mah, T. F. 2017. Molecular mechanisms of biofilm-based antibiotic
resistance and tolerance in pathogenic bacteria. FEMS Microbiology Reviews,
41(3), 276-301.

Hay, I. D., Rehman, Z. U., Ghafoor, A. and Rehm, B. H. A. 2010. Bacterial biosynthesis
of alginates. Journal of Chemical Technology and Biotechnology, 85(6), 752—759.

Hendlin, D., Stapley, E. O., Jackson, M., Wallick, H., Miller, A. K., Wolf, F. J. and

Mochales, S. 1969. Phosphonomycin, a new antibiotic produced by strains of
streptomyces. Science, 166(3901), 122-123.

58



Hocquet, D., Vogne, C., El Garch, F., Vejux, A., Gotoh, N., Lee, A. and Plésiat, P. 2003.
MexXy-OprM efflux pump is necessary for adaptive resistance of Pseudomonas
aeruginosa to aminoglycosides. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 47(4),
1371-1375.

Hoffman, L. R., D’Argenio, D. A., MacCoss, M. J., Zhang, Z., Jones, R. A. and Miller,
S. 1. 2005. Aminoglycoside antibiotics induce bacterial biofilm formation. Nature,
436(7054), 1171-1175.

Hoiby, N., Ciofu, O. and Bjarnsholt, T. 2010. Pseudomonas aeruginosa biofilms in cystic
fibrosis. Future Microbiology, 5(11), 1663-1674.

Hood, R. D., Singh, P., Hsu, F., Glivener, T., Carl, M. A., Trinidad, R. S. and Mougous,
J. D. 2011. A type VI secretion system of Pseudomonas aeruginosa targets a toxin
to bacteria. Toxin to Bacteria. Cell, 7(1), 25-37.

Hooper, D. C. 1999. Mode of action of fluoroquinolones. Drugs, 58(2), 6-10.

Hopkins, K. L., Davies, R. H. and Threlfall, E. J. 2005. Mechanisms of quinolone
resistance in Escherichia coli and Salmonella: Recent developments. International
Journal of Antimicrobial Agents, 25(5), 358-373.

Horcajada, J., Milagro Montero, Oliver, A., Sorli, L., Sonia Luque, Gémez-Zorrilla, S.
and Grau, S. 2019. Epidemiology and treatment of multidrug-Resistant and
extensively drug-resistant. Clinical Microbiology Reviews, 32(4), 1-52.

Intorre, L., Vanni, M., Di Bello, D., Pretti, C., Meucci, V., Tognetti, R. and Jousson, O.
2007. Antimicrobial susceptibility and mechanism of resistance to
fluoroquinolones in Staphylococcus intermedius and Staphylococcus schleiferi.
Journal of Veterinary Pharmacology and Therapeutics, 30(5), 464-4609.

Irie, Y., Borlee, B. R., O’Connor, J. R., Hill, P. J., Harwood, C. S., Wozniak, D. J. and
Parsek, M. R. 2012. Self-produced exopolysaccharide is a signal that stimulates
biofilm formation in Pseudomonas aeruginosa. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 109(50), 20632—-20636.

Jamal, M., Ahmad, W., Andleeb, S., Jalil, F., Imran, M., Nawaz, M. A. and Kamil, M. A.
2018. Bacterial biofilm and associated infections. Journal of the Chinese Medical
Association, 81(1), 7-11.

Jennings, L. K., Storek, K. M., Ledvina, H. E., Coulon, C., Marmont, L. S., Sadovskaya,
I. and Parsek, M. R. 2015. Pel is a cationic exopolysaccharide that cross-links
extracellular DNA in the Pseudomonas aeruginosa biofilm matrix. Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America, 112(36),
11353-11358.

Kahan, F. M., Kahan, J. S., Cassidy, P. J. and Kropp, H. 1974. the Mechanism of Action

of Fosfomycin (Phosphonomycin). Annals of the New York Academy of
Sciences, 235(1), 364-386.

59



Kato, J. I., Suzuki, H. and lkeda, H. 1992. Purification and characterization of DNA
topoisomerase 1V in Escherichia coli. Journal of Biological Chemistry, 267(36),
25676-25684.

Kotra, L. P., Haddad, J. and Mobashery, S. 2000. Aminoglycosides : Perspectives on
Mechanisms of Ac. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 44(12), 3249—
3256.

Kriengkauykiat, J., Porter, E., Lomovskaya, O. and Wong-Beringer, A. 2005. Use of an
efflux pump inhibitor to determine the prevalence of efflux pump-mediated
fluoroquinolone resistance and multidrug resistance in Pseudomonas aeruginosa.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 49(2), 565-570.

Kumar, L., Chhibber, S. and Harjai, K. 2013. Zingerone inhibit biofilm formation and
improve antibiofilm efficacy of ciprofloxacin against Pseudomonas aeruginosa
PAOL. Fitoterapia, 90(5), 73-78.

Lambert, P. A. 2002. Mechanisms of antibiotic resistance in Pseudomonas aeruginosa.
Journal of the Royal Society of Medicine, Supplement, 95(41), 22-26.

Lebeaux, D. and Ghigo, J.-M. 2012. Infections associées aux biofilms.
Médecine/Sciences, 28(8-9), 727—739.

Lebeaux, D., Ghigo, J.-M. and Beloin, C. 2014. Biofilm-Related Infections: bridging the
gap between Clinical management and fundamental aspects of recalcitrance
toward antibiotics. Microbiology and Molecular Biology Reviews, 78(3), 510-
543.

Lewis, K. 2010. Persister cells. Annual Review of Microbiology, 64(3), 357-372.,

Li, X. Z., Plésiat, P. and Nikaido, H. 2015. The challenge of efflux-mediated antibiotic
resistance in Gram-negative bacteria. Clinical Microbiology Reviews, 28(2), 337—
418.

Lin, J., Cheng, J. 2019. Quorum sensing in pseudomonas aeruginosa and its relationship
to biofilm development. In: Introduction to Biofilm Engineering. Rathinam, N. K.
and Sani, R. K. (1. eds) American Chemical Society, 1-16, New York.

Livermore, D. M. 1995. B-Lactamases in laboratory and clinical resistance. Clinical
Microbiology Reviews, 8(4), 557-584.

Lomholt, J. A. and Kilian, M. 2003. Ciprofloxacin susceptibility of Pseudomonas
aeruginosa isolates from Kkeratitis. British journal of Ophthalmology, 87(10),
1238-1240.

Ly-Chatain, M. H. 2014. The factors affecting effectiveness of treatment in phages
therapy. Frontiers in Microbiology, 5(2), 1-7.

60



Lyczak, J. B., Cannon, C. L. and Pier, G. B. 2002. Lung infections associated with cystic
fibrosis. Clinical Microbiology Reviews, 15(2), 194-222.

Ma, L., Conover, M., Lu, H., Parsek, M. R., Bayles, K. and Wozniak, D. J. 2009.
Assembly and development of the Pseudomonas aeruginosa biofilm matrix. PLoS
Pathogens, 5(3), 235-246.

Ma, L., Jackson, K. D., Landry, R. M., Parsek, M. R. and Wozniak, D. J. 2006. Analysis
of Pseudomonas aeruginosa conditional psl variants reveals roles for the psl
polysaccharide in adhesion and maintaining biofilm structure postattachment.
Journal of Bacteriology, 188(23), 8213-8221.

Magill, S. S., Edwards, J. R., Bamberg, W., Beldavs, Z. G., Dumyati, G., Kainer, M. A.
and Fridkin, S. K. 2014. Multistate point-prevalence survey of health care—
associated infections, New England Journal of Medicine 370(13), 1198-1208.

Mah, T. 2012. Biofilm-specific antibiotic resistance. Future Microbiology, 7(9), 1061—
1072.

Mah, T. F. C. and O’Toole, G. A. 2001. Mechanisms of biofilm resistance to
antimicrobial agents. Trends in Microbiology, 9(1), 34-39.

Manohar, P., Shanthini, T., Philip, R. A., Ramkumar, S., Kale, M. and Ramesh, N. 2018.
Role of biofilm-specific antibiotic resistance genes PA0756-0757, PA5033 and
PA2070 in Pseudomonas aeruginosa. bioRxiv.

Masuda N., Gotoh, N., Ishii, C., Sakagawa, E., Ohya, S. and Nishino, T. 1999. Interplay
between chromosomal B-lactamase and the MexAB-OprM efflux system in
intrinsic resistance to B-lactams in Pseudomonas aeruginosa. Antimicrobial
Agents and Chemotherapy, 43(2), 400-402.

Matsukawa, M. and Greenberg, E. P. 2004. Putative exopolysaccharide synthesis genes
influence Pseudomonas aeruginosa biofilm development. Journal of Bacteriology,
186(14), 4449-4456.

McKnight, S. L., Iglewski, B. H. and Pesci, E. C. 2000. The Pseudomonas quinolone
signal regulates rhl quorum sensing in Pseudomonas aeruginosa. Journal of
Bacteriology, 182(10), 2702—-2708.

Meletis, G., Exindari, M., Vavatsi, N., Sofianou, D. and Diza, E. 2012. Mechanisms
responsible for the emergence of carbapenem resistance in Pseudomonas
aeruginosa. Hippokratia, 16(4), 303-307.

Merritt, J. H., Kadouri, D. E. and O’Toole, G. A. 2011. Growing and analyzing static
biofilms. Current Protocols in Microbiology, 22(1), 1B-1.

Meskini Heydarlou, M. 2020. Direngli pseudomonas aeruginosa suslarinin direng

mekanizmalari ve tedavi secenekleri. Euroasia Journal of Mathematics,
Engineering, Natural and Medical Sciences, 7(11), 1-2.

61



Mingeot-Leclercq, M. P., Glupczynski, Y. and Tulkens, P. M. 1999. Aminoglycosides:
Activity and resistance. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 43(4), 727—
737.

Mishra, M., Byrd, M. S., Sergeant, S., Azad, A. K., Parsek, M. R., McPhail, L. and
Wozniak, D. J. 2012. Pseudomonas aeruginosa Psl polysaccharide reduces
neutrophil phagocytosis and the oxidative response by limiting complement-
mediated opsonization. Cellular Microbiology, 14(1), 95-106.

Moradali, M. F. and Rehm, B. H. A. 2020. Bacterial biopolymers: from pathogenesis to
advanced materials. Nature Reviews Microbiology, 18(4), 195-210.

Moradali, M. F., Ghods, S. and Rehm, B. H. A. 2017. Pseudomonas aeruginosa lifestyle:
A paradigm for adaptation, survival, and persistence. Frontiers in Cellular and
Infection Microbiology, 7(2), 345-356.

Morita, Y., Tomida, J. and Kawamura, Y. 2013. Responses of Pseudomonas aeruginosa
to antimicrobials. Frontiers in Microbiology, 4(4), 1-8.

Mulcahy, H., Charron-Mazenod, L. and Lewenza, S. 2008. Extracellular DNA chelates
cations and induces antibiotic resistance in Pseudomonas aeruginosa biofilms.
PLoS Pathogens, 4(11), e1000213.

Mulcahy, L. R., Isabella, V. M. and Lewis, K. 2014. Pseudomonas aeruginosa Biofilms
in Disease. Microbial Ecology, 68(1), 1-12.

Munita, J. M. and Arias, C. A. 2016. Mechanisms of antibiotic resistance. Microbiology
Spectrum, 23(5), 464-472.

Nealson, K. H. and Hastings2, J. W. 1979. Bacterial bioluminescence: its control and
ecological significance. Microbiological Reviews, 43(4), 496-518.

O’Donnell, J. N., Bidell, M. R. and Lodise, T. P. 2020. Approach to the treatment of
patients with serious multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa infections.
Pharmacotherapy, 40(9), 952-969.

Olsen, I. 2015. Biofilm-specific antibiotic tolerance and resistance. European Journal of
Clinical Microbiology and Infectious Diseases, 34(5), 877-886.

Ouellette, M., Bissonnette, L. and Roy, P. H. 1987. Precise insertion of antibiotic
resistance determinants into Tn21-like transposons: nucleotide sequence of the
OXA-1 beta-lactamase gene. Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America, 84(21), 7378-7382.

Pamp, S. J. and Tolker-Nielsen, T. 2007. Multiple roles of biosurfactants in structural
biofilm development by Pseudomonas aeruginosa. Journal of Bacteriology,
189(6), 2531-2539.

Pamp, S. J., Gjermansen, M., Johansen, H. K. and Tolker-Nielsen, T. 2008. Tolerance to
the antimicrobial peptide colistin in Pseudomonas aeruginosa biofilms is linked to

62



metabolically active cells, and depends on the pmr and mexAB-oprM genes.
Molecular Microbiology, 68(1), 223-240.

Pang, Z., Raudonis, R., Glick, B. R., Lin, T. J. and Cheng, Z. 2019. Antibiotic resistance
in Pseudomonas aeruginosa: mechanisms and alternative therapeutic strategies.
Biotechnology Advances, 37(1), 177-192.

Pirnay, J. P., De Vos, D., Cochez, C., Bilocg, F., Pirson, J., Struelens, M. and
Vanderkelen, A. 2003. Molecular epidemiology of Pseudomonas aeruginosa
colonization in a burn unit: Persistence of a multidrug-resistant clone and a silver
sulfadiazine-resistant clone. Journal of Clinical Microbiology, 41(3), 1192-1202.

Poole, K. 2004. Resistance to -lactam antibiotics. Cellular and Molecular Life Sciences,
61(17), 2200-2223.

Poole, K. 2011. Pseudomonas aeruginosa: Resistance to the max. Frontiers in
Microbiology, 2(4), 1-13.

Priebe, G. P. and Goldberg, J. B. 2014. Vaccines for pseudomonas aeruginosa: A long
and winding road. Expert Review of Vaccines, 13(4), 507-519.

Pukatzki, S., McAuley, S. B. and Miyata, S. T. 2009. The type VI secretion system:
translocation of effectors and effector-domains. Current Opinion in Microbiology,
12(1), 11-17.

Rasmussen, T. B. and Givskov, M. 2006. Quorum sensing inhibitors: A bargain of effects.
Microbiology, 152(4), 895-904.

Ratjen, F., Brockhaus, F. and Angyalosi, G. 2009. Aminoglycoside therapy against
Pseudomonas aeruginosa in cystic fibrosis: A review. Journal of Cystic Fibrosis,
8(6), 361-369.

Rawat, D. and Nair, D. 2010. Extended-spectrum B-lactamases in gram negative bacteria.
Journal of Global Infectious Diseases, 2(3), 263-274.

Raz, R. 2012. Fosfomycin: An old-new antibiotic. Clinical Microbiology and Infection,
18(1), 4-7.

Rehman, A., Patrick, W. M. and Lamont, I. L. 2019. Mechanisms of ciprofloxacin
resistance in pseudomonas aeruginosa: New approaches to an old problem.
Journal of Medical Microbiology, 68(1), 1-10.

Reuter, K., Steinbach, A. and Helms, V. 2016. Interfering with bacterial quorum sensing.
Perspectives in Medicinal Chemistry, 8(5), 1-15.

Sadikot, R. T., Blackwell, T. S., Christman, J. W. and Prince, A. S. 2005. Pathogen-host

interactions in pseudomonas aeruginosa pneumonia. American Journal of
Respiratory and Critical Care Medicine, 171(11), 1209-1223.

63



Sadovskaya, 1., Vinogradov, E., Li, J., Hachani, A., Kowalska, K. and Filloux, A. 2010.
High-level antibiotic resistance in Pseudomonas aeruginosa biofilm: The ndvB
gene is involved in the production of highly glycerol-phosphorylated B(1—3)-
glucans, which bind aminoglycosides. Glycobiology, 20(7), 895-904.

Schaible, B., Taylor, C. T. and Schaffer, K. 2012. Hypoxia increases antibiotic resistance
in Pseudomonas aeruginosa through altering the composition of multidrug efflux
pumps. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 56(4), 2114-2118.

Schillaci, D. and Cusimano, M. 2014. Antimicrobial peptides from echinoderms as
antibiofilm agents: a natural strategy to combat bacterial infections. Taylor &
Francis, 81(3), 312-321.

Selvaraj, A., Valliammai, A., Sivasankar, C., Suba, M., Sakthivel, G. and Pandian, S. K.
2020. Antibiofilm and antivirulence efficacy of myrtenol enhances the antibiotic
susceptibility of Acinetobacter baumannii. Scientific Reports, 10(1), 1-14.

Seo, M. D., Won, H. S., Kim, J. H., Mishig-Ochir, T. and Lee, B. J. 2012. Antimicrobial
peptides for therapeutic applications: A review. Molecules, 17(10), 12276-12286.

Shaw, K. J., Rather, P. N., Hare, R. S. and Miller, G. H. 1993. Molecular genetics of
aminoglycoside resistance genes and familial relationships of the aminoglycoside-
modifying enzymes. Microbiological Reviews, 57(1), 138-163.

Silby, M. W., Winstanley, C., Godfrey, S. A. C., Levy, S. B. and Jackson, R. W. 2011.
Pseudomonas genomes: Diverse and adaptable. FEMS Microbiology Reviews,
35(4), 652-680.

Strempe, N., Neidig, A., Nusser, M., Geffers, R., Vieillard, J., Lesouhaitier, O. and
Overhage, J. 2013. Human host defense peptide LL-37 Stimulates virulence factor
production and adaptive resistance in Pseudomonas aeruginosa. PLoS ONE,
8(12), e82240.

Suci, P. A., Mittelman, M. W., Yu, F. P. and Geesey, G. G. 1994. Investigation of
ciprofloxacin penetration into Pseudomonas aeruginosa biofilms. Antimicrobial
Agents and Chemotherapy, 38(9), 2125-2133.

Tacconelli, E., Carrara, E., Savoldi, A., Harbarth, S., Mendelson, M., Monnet, D. L. and
Zorzet, A. 2018. Discovery, research, and development of new antibiotics: the
WHO priority list of antibiotic-resistant bacteria and tuberculosis. The Lancet
Infectious Diseases, 18(3), 318-327.

Taylor, P. K., Yeung, A. T. Y. and Hancock, R. E. W. 2014. Antibiotic resistance in
Pseudomonas aeruginosa biofilms: Towards the development of novel anti-
biofilm therapies. Journal of Biotechnology, 191, 121-130.

The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Breakpoint tables for
interpretation of MICs and zone diameters. Version 11.0, 2021.
http://www.eucast.org.

64


http://www.eucast.org/

Thi, M. T. T., Wibowo, D. and Rehm, B. H. A. 2020. Pseudomonas aeruginosa biofilms.
International Journal of Molecular Sciences, 21(22), 1-25.

Toole, G. O., Kaplan, H. B. and Kolter, R. 2000. Biofilm formation as microbial
development. Annual Reviews in Microbiology. 54(1), 49-79.

Tré-Hardy, M., Nagant, C., EI Manssouri, N., Vanderbist, F., Traore, H., Vaneechoutte,
M. and Dehaye, J. P. 2010. Efficacy of the Combination of Tobramycin and a
Macrolide in an | n V itro Pseudomonas aeruginosa Mature Biofilm Model.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 54(10), 4409-4415.

Tseng, B. S., Zhang, W., Harrison, J. J., Quach, T. P., Song, J. L., Penterman, J. and
Parsek, M. R. 2013. The extracellular matrix protects Pseudomonas aeruginosa
biofilms by limiting the penetration of tobramycin. Environmental Microbiology,
15(10), 2865-2878.

Turnbull, L., Toyofuku, M., Hynen, A. L., Kurosawa, M., Pessi, G., Petty, N. K. and
Whitchurch, C. B. 2016. Explosive cell lysis as a mechanism for the biogenesis of
bacterial membrane vesicles and biofilms. Nature Communications, 7(1), 1-13.

Vaara, M. 1992. Agents that increase the permeability of the outer membrane.
Microbiological Reviews, 56(3), 395-411.

Vaara, M. 2010. Polymyxins and their novel derivatives. Current Opinion in
Microbiology, 13(5), 574-581.

Van Acker, H., Van Dijck, P. and Coenye, T. 2014. Molecular mechanisms of
antimicrobial tolerance and resistance in bacterial and fungal biofilms. Trends in
Microbiology, 22(6), 326-333.

Wagner, S., Sommer, R., Hinsberger, S., Lu, C., Hartmann, R. W., Empting, M. and Titz,
A. 2016. Novel Strategies for the Treatment of Pseudomonas aeruginosa
Infections. Journal of Medicinal Chemistry, 59(13), 5929-5969.

Walsh, C. C., Mcintosh, M. P., Peleg, A. Y., Kirkpatrick, C. M. and Bergen, P. J. 2015.
In vitro pharmacodynamics of fosfomycin against clinical isolates of
Pseudomonas aeruginosa. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 70(11), 3042—
3050.

Walters, M. C., Roe, F., Bugnicourt, A., Franklin, M. J. and Stewart, P. S. 2003.
Contributions of antibiotic penetration, oxygen limitation, and low metabolic
activity to tolerance of Pseudomonas aeruginosa biofilms to ciprofloxacin and
tobramycin. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 47(1), 317-323.

Wang, L., Hu, C. and Shao, L. 2017. The-antimicrobial-activity-of-nanoparticles--
present-situati. International Journal of Nanomedicine, 12, 1227-1249.

Weldhagen, G. F. 2004. Sequence-selective recognition of extended-spectrum f-

lactamase GES-2 by a competitive, peptide nucleic acid-based multiplex PCR
assay. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 48(9), 3402-3406.

65



Werner, E., Roe, F., Bugnicourt, A., Franklin, M. J., Heydorn, A., Molin, S. and Stewart,
P. S. 2004. Stratified growth in Pseudomonas aeruginosa biofilms. Applied and
Environmental Microbiology, 70(10), 6188-6196.

Westwater, C., Kasman, L. M., Schofield, D. A., Werner, P. A., Dolan, J. W., Schmidt,
M. G. and Norris, J. S. 2003. Use of genetically engineered phage to deliver
antimicrobial agents to bacteria: An alternative therapy for treatment of bacterial
infections. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 47(4), 1301-1307.

Whitchurch, C. B., Tolker-Nielsen, T., Ragas, P. C. and Mattick, J. S. 2002. Extracellular
DNA required for bacterial biofilm formation. Science, 295(5559), 1487-1487.

Whitehead, N. A., Barnard, A. M. L., Slater, H., Simpson, N. J. L. and Salmond, G. P. C.
2001. Quorum-sensing in Gram-negative bacteria. FEMS Microbiology Reviews,
25(4), 365-404.

Williamson, K. S., Richards, L. A., Perez-Osorio, A. C., Pitts, B., Mclnnerney, K.,
Stewart, P. S. and Franklin, M. J. 2012. Heterogeneity in Pseudomonas aeruginosa
biofilms includes expression of ribosome hibernation factors in the antibiotic-
tolerant subpopulation and hypoxia-induced stress response in the metabolically
active population. Journal of Bacteriology, 194(8), 2062—-2073.

Wilton, M., Charron-Mazenod, L., Moore, R. and Lewenza, S. 2016. Extracellular DNA
acidifies biofilms and induces aminoglycoside resistance in Pseudomonas
aeruginosa. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 60(1), 544-553.

Wolfgang, M. C., Jyot, J., Goodman, A. L., Ramphal, R. and Lory, S. 2004. Pseudomonas
aeruginosa regulates flagellin expression as part of a global response to airway
fluid from cystic fibrosis patients. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 101(17), 6664-6668.

Woodworth, B. A., Tamashiro, E., Bhargave, G., Cohen, N. A. and Palmer, J. N. 2008.
An in vitro model of Pseudomonas aeruginosa biofilms on viable airway epithelial
cell monolayers. American Journal of Rhinology, 22(3), 235-238.

Wright, G. D. 2005. Bacterial resistance to antibiotics: Enzymatic degradation and
modification. Advanced Drug Delivery Reviews, 57(10), 1451-1470.

Yahav, D., Farbman, L., Leibovici, L. and Paul, M. 2012. Colistin: new lessons on an old
antibiotic. Clinical Microbiology and Infection, 18(1), 18-29.

Zhang, G., Wang, C., Sui, Z., Feng, J. 2015. Insights into the evolutionary trajectories of
fluoroquinolone resistance in  Streptococcus pneumoniae. Journal of
Antimicrobial Chemotherapy, 70(9), 2499-2506.

Zhang, L. and Mah, T. F. 2008. Involvement of a novel efflux system in biofilm-specific
resistance to antibiotics. Journal of Bacteriology, 190(13), 4447-4452.

66



Zhang, L., Fritsch, M., Hammond, L., Landreville, R., Slatculescu, C., Colavita, A. and
Mah, T. F. 2013. Identification of genes involved in Pseudomonas aeruginosa
biofilm-specific resistance to antibiotics. PLoS ONE, 8(4), 2-9.

Zhang, L., Hinz, A.J., Nadeau, J. P. and Mah, T. F. 2011. Pseudomonas aeruginosa tssC1
links type VI secretion and biofilm-specific antibiotic resistance. Journal of
Bacteriology, 193(19), 5510-5513.

Zhang, W., Yuan, Y., Li, S., Deng, B., Zhang, J., Li, Z. 2021. Comparative transcription

analysis of resistant mutants against four different antibiotics in Pseudomonas
aeruginosa. Microbial Pathogenesis, 160(11), 105166.

67



