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SINOP VE CEVRE ILLERDEKI KLiINIKLERDEN iZOLE EDIiLEN
Pseudomonas aeruginosa SUSLARININ TANISI VE ANTIBIYOTIK
DIRENCLILiIGININ BELIRLENMESI

OZET

Hastane enfeksiyonlari; tedaviyi gli¢lestiren, morbidite ve mortalitede artiglara
neden olan 6nemli bir saglik sorunudur. Pseudomonas aeruginosa, ozellikle immiin
sistemi baskilanmis hastalarda solunum ve {iriner sistemin, yanik ve acik yaralarin
firsatc1 patojenidir.

Bu ¢alismada, Ocak 2014-Haziran 2014 tarihleri arasinda Sinop ve gevre
illerdeki {i¢ farkli hastanenin gesitli kliniklerinden izole edilen 54 yerel ve 1 referans
olmak tiizere toplam 55 Pseudomonas aeruginosa susunun, fenotipik o&zellikleri,
antibiyotik duyarliliklari, plazmid DNA profilleri, toplam hiicresel ve hiicre dis1 protein
profillerine gore karakterizasyonu gergeklestirildi.

Yerel izolatlarin izolasyon ve identifikasyonunda konvansiyonel biyokimyasal
test prosediirleri kullanildi. Morfolojik ve fizyolojik Ozelliklerine gore tiim yerel
izolatlarin, hareketsiz, spor olusturmayan, Gram-negatif, katalaz, oksidaz ve sitrat
pozitif, DNaz, indol ve metil-red negatif olduklari belirlendi. Ayrica, izolatlarin
%41 1nin jelatini hidrolize ettigi goriildii.

Izole edilen tiim suslarin 19 farkli antibiyotige kars1 duyarliliklar disk difiizyon
yontemi kullanilarak test edildi. Antibiyogram sonuglarina goére; suslarin antibiyotik
direncliligi, Klindamisin (%2100), penisilin G (%100), sulfametaksazol/trimetoprim
(%100), tetrasiklin (%100), kloramfenikol (%2100), sefotaksim (%98.1), kolistin
(%70.4), ampisilin/sulbaktam (%61.1), siprofloksasin (%55.5), oflofloksasin (%46.3),
gentamisin (%40.7), sefepime (%39), imipenem (%33.3), meropenem (%22.2),
seftazidim (%22), piperasilin (%20.4), tazobaktam/piperasilin (18.5), aztreonam (%13),
amikasin (%5.5) olarak belirlendi.

Toplam hiicre protein profilleri esas alinarak yapilan niimerik analiz, test edilen
suglarin benzerlik diizeyi %76 ve tizerinde iki gruba (A ve B) ayrildigini ortaya koydu.
Grup A, referans sus ve 14 yerel izolati icermekte olup benzerlik diizeyi %79 ve

tizerinde iki alt gruba (A;-Ay) ayrildi.



Ayrica, hiicre dis1 protein profilleri esas alinarak yapilan niimerik analiz ise
suglar arasindaki benzerlik diizeyinin %69 ve iizerinde iki gruba (C ve D) ayrildigini
gosterdi. Grup C, referans sus ile 14 yerel izolati ve Grup D ise 4 yerel izolati
icermektedir.

Plazmid DNA analiz sonugclari, suslarin tamaminda 14.500-618 bp arasinda
degisen farkli plazmidlerin varligin1 gosterdi. Molekiil agirliklar: 14.500 bp, 1.392 bp ve
983 bp olan plazmidlerin tiim suslarda ortak oldugu goriildii.

Calismamizda, P. aeruginosa enfeksiyonlari tedavisinde etkin olarak kullanilan
imipenem ve meropenem direncinin sirasiyla %33.3 ve %22.2 oraninda olmasi,
imipenemin tercih edildigi tedavilerde basarisizlik oranlarinin yiiksek olacagin
gostermektedir. Calismamizda en disiik direng amikasine (aminoglikozit) karsi
belirlenmistir. Sonu¢ olarak, rasyonel olmayan ila¢ kullanimini 6nlemek icin alinan
onlemler dikkatle incelenmeli ve diren¢ gelisimi diizenli olarak takip edilmelidir.
Ayrica, bu ¢alismadan elde edilen morfolojik ve fizyolojik bulgularin yani sira SDS-
PAGE teknigiyle elde edilen toplam hiicre ve hiicre dis1 protein profilleri de Sinop ve
cevre illerden izole edilen P. aeruginosa tiirlerinin tiir alt1 seviyede ayrimi i¢in oldukg¢a

faydali epidemiyolojik bilgiler saglamustir.

Anahtar Kelimeler : P. aeruginosa, Antibiyogram, SDS-PAGE, Protein Profilleri,

Plazmid



IDENTIFICATION AND ANTIBIOTIC SUSCEPTIBILITIES OF Pseudomonas
aeruginosa STRAINS ISOLATED FROM SINOP AND ENVIRONS PROVINCES

ABSTRACT

Nosocomial infections are a major health problem that complicates treatment,
causing increased morbidity and mortality. Pseudomonas aeruginosa, is especially in
patients with suppressed immune system, respiratory and urinary tract, burns and open
wounds of an opportunistic pathogen.

In this study were carried out the characterization of the total of 55 strains of
Pseudomonas aeruginosa including 54 local and one reference from various clinics of
three different hospitals in Sinop and neighboring provinces according to phenotypic
characteristics, antimicrobial properties, plasmid DNA profiles, the characterization of
total cellular and extracellular protein profile between January 2014-June 2014.

Conventional biochemical testing procedures were used for the isolation and
identification of local isolates. According to morphological and physiological
characteristics, all local isolates were motile, spore-forming, Gram-negative, catalase,
oxidase and citrate positive, whereas they were DNase, indole and methyl red negative.
Furthermore, the 41% isolates hydrolysis to gelatin.

The antibiotic susceptibility of all strains against 19 standard drugs was tested
using disc diffusion method. According to antibiogram results, it was determined that
antibiotic susceptibilites of all strains; were clindamysin (100%), penicillin G (100%),
sulfamethoxazole/trimethoprim (100%), tetracyclin (100%), chloramphenicol (100%),
cefotaxsime (98.1%), colistin (70.4%), ampicillin/sulbactam (61.1%), ciprofloxacin
(55.5%), ofloxacin (46.3%), gentamicin (40.7%), cefepime (39%), imipenem (33.3%),
meropenem (22.2%), ceftazidime (22%), piperacillin (20.4%), tazobactam/piperacillin
(18.5%), aztreonam (13%) and amikacin (5.5%), respectively.

The numerical analysis of whole total cell protein profiles revealed that the
tested strains separated to two groups at similarity levels 76% and above it. The Group
A includes reference strains and 14 local isolates were divided into two subgroups (Az-
A;) on the level of similarity and 79%. In addition, the numerical analysis of

extracellular protein profiles of strains has showed that the level of similarity in 69%



and created two (C-D) groups were formed. The group C, includes 14 local strain and
Group D, includes the 4 local isolates.

Plasmid DNA analysis results showed that the change different plasmids in all
strains between 14.500-618 bp. In the tested strains, molecular weight 14.500 bp, 1.392
bp and 983 bp plasmid, this case was determined to be common to all strains.

As a result, the resistance of isolates the imipenem and meropenem are orderly
33.3% and 22.2%, the treatments in which imipenem is preferred shows that it will be
high failure results. Isolates has showed the lowest resistance against to amikacin
(aminoglycosides). Although aminoglycosides which are still preferred antibiotics in the
treatment of infections caused by P. aeruginosa, it should be taken cure that the
increasing rates of resistance for this group and the other majority of antibiotics groups.
Therefore, the measures that have taken to prevent irrational drug use should be
examined carefully and the development of resistance should be followed regularly.
Moreover, in addition to the morphological and the physiological findings obtained
from this study, the total cell and extracellular protein profile obtained from SDS-PAGE
technique can also provide useful epidemiological information for discrimination of P.

aeruginosa species isolated from Sinop and environs provinces at the subspecies level.

Key Words : P. aeruginosa, Antibiogram, SDS-PAGE, Protein Profiles, Plasmid
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1. GIRIS

Hastane enfeksiyonlari, bakterilerin antibiyotiklere direng gelistirmesiyle birlikte
tiim diinyada ciddi sorun haline gelmistir. Bakterilerin her gecen gilin antibiyotiklere
daha da direngli hale gelmeleri, mortalite ve mobiditeyi (hasta olma hali) yiiksek oranda
artirmaktadir (Teresa ve ark., 2008). Hastane enfeksiyonlarinin sikligi ve antibiyotik
direngliligi, iilkeden lilkeye, hastaneden hastaneye degisiklik gdstermektedir (Paterson,
2006).

Pseudomonas aeruginosa, Gram-negatif, non-fermentatif, spor olusturmayan
enterik bir basildir. P. aeruginosa bir asirdan uzun siiredir bilinmesine Kkarsin,
insanlarda enfeksiyon etkeni olarak ilk kez 1960’l1 yillarda tanimlanmaya baglamistir
(Gaynes ve Edwards, 2005). Saglikli bir bireyde hastalik olusturabilmelerine ragmen
siklikla firsat¢1 bir patojen olan P. aeruginosa; ozellikle kistik fibrozisli, ndtropenik ve
yanikli hastalar gibi enfeksiyona agik kisilerde ciddi rahatsizliklara neden
olabilmektedir. Tiim hastane kaynakli enfeksiyonlarin %10-25’inden sorumlu
tutulmaktadir (Matar ve ark., 2005). Yogun bakim hastalarinda menenjit, pnémoni,
gastroenterit, lriner sistem, cerrahi yara yeri enfeksiyonu gibi cesitli klinik
enfeksiyonlara neden olabilir. Centers for Disease Control and Prevention (CDC)’nin
bildirdigine gore, nazokominal pnémonilerde ikinci, liriner sistem enfeksiyonlarinda ve
bakteriyemide yedinci sirada bulunmaktadir (Kilig, 2012).

Pseudomonas aeruginosa’nin minimal kosullarda tireyebilmesi ve farkli gevresel
faktorlere adaptasyon gelistirerek kolonize olmasi neden oldugu hastaliklarin
tedavisinde biiyiik engeldir. Nemli ortamlarda yaygin olduklar i¢in insanda perine,
aksilla, kulak gibi nemli bdlgelerde kolayca kolonize olur. Hastanelerde solunum
cihazlari, soliisyonlar, ilaglar, dezenfektanlar ve lavabolar rezervuar goérevi goriir.
Bunlarin yanmi sira; P. aeruginosa’da c¢oklu antimikrobiyal direncin sik goriilmesi de
tedavi siiresinin uzamasina veya tedavinin olanaksiz hale gelmesine neden olmaktadir
(Kerr ve Snelling, 2009).

Tedavi sirasinda direng gelisimini dnlemek ve genis etki spektrumu saglamak
amaciyla kombinasyon tedavisi Onerilir. Aminoglikozidler bu tedavide sik olarak
kullanilan antibiyotik grubudur. Amikasin, P. aeruginosa enfeksiyonlarinda
aminoglikozid grubunun diger iiyelerine oranla daha biiyiik bir etkiye sahiptir (Yiicel ve
ark., 2006).



Firsatgr patojen olan P. aeruginosa’nin antibiyotiklere olan diren¢ gelisimi,
tedavinin zor olmasi ve hastane salginlarinin 6nlenmesi amaciyla tiir alti diizeyde
tanimlamanin yapilmasini gerekli kilmaktadir. Bu tanimlamalar fenotipik ve genotipik
tiplendirme seklinde yapilabilir. Fenotipik tiplendirme; biyokimyasal 6zelliklere
antibiyotik duyarliliklarina, serolojik reaksiyonlara dayanir. Genotipik tiplendirmede ise
plazmid profillerine, jel elektroforezi, DNA amplifikasyonu, ribotiplendirme, rastgele
ayrilmis polimorfik DNA (RAPD-PCR) ve repetitive element palindromik polimeraz
zincir reaksiyonu (REP-PCR) gibi yontemler yer alir. Bu tiplendirmeler sayesinde,
belirli antibiyotiklere kars1 direng profilleri belirlenebilir, endojen ve ekzojen kaynakli
enfeksiyonlar ayirt edilebilir.

Bu ¢alismada, Sinop, Karabiik ve Kastamonu’da bulunan bazi hastanelerin, farkli
klinik materyallerinden izole edilen P. aeruginosa suslarinin fenotipik 6zellikleri,
antibiyotik duyarliliklari, plazmid DNA profilleri ve protein profillerine gore
karakterize edilmesi amaglanmigtir. Bu kapsamda oncelikle izolatlarin fenotipik tanilari
ve antibiyotik duyarliliklar1 belirlendi. Daha sonra, toplam hiicre i¢i ve hiicre disi
protein profilleri ile plazmid DNA profilleri saptandi. Yapilan bu arastirma, ¢aligma
alanimizdan izole edilen P. aeruginosa izolatlari arasindaki benzerlik diizeyinin
incelenmesi ve tedavide kullanilan antibiyotiklere karsi direng profillerinin belirlenmesi

i¢in oldukca 6nemli katkilar saglayacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

Pseudomonas genusu Pseudomonadaceae familyasina aittir, bu familya ayni
zamanda Azomonas, Azotobacter, Cellvibrio, Mesophilobacter, Rhizobacter ve
Rugamonas cinslerini igerir (Brenner ve ark., 2007). Pseudomonas cinsinin biyolojik
kimligi, fenotipik 6zelliklerini esas alan yapay siniflandirma ve genotipik 6zelliklerine
gore yapilan revizyonist siniflandirmalarla son yillarda 6nemli Ol¢lide degismistir
(Anzai ve ark., 2000). Pseudomonodaceae familyasi, 16S rRNA gen analizine gore 5
gruba ayrilmaktadir. Pseudomonas cinsi rRNA Grup I igerisinde bulunmaktadir ve
Proteobacteria gama alt siifinda yer alir. Tibbi 6nemi olan bazi Pseudomonadaceae

familyasina ait genuslarin siniflandirilmasi Cizelge 2.1’de verilmistir (Peix ve ark.,

2009).

Cizelge 2.1. T1bbi 6nemi olan baz1 Pseudomonadaceae tiyesi gruplarin siniflandirilmasi

Cins ve Tiirler rRNA Homoloji Gruplar1 ve Alt Gruplar

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas putida Grup |
Pseudomonas stutzeri

Pseudomonas mendocina

Burkholderia pseudomallei

Burkholderia mallei

Burkholderia cepacia Grup 1l
Ralstonia pickettii

Comamonas tiirleri

Acidovarax tiirleri Grup 11
Brevundimonas tiirleri Grup IV
Stenotrophomonas maltophilia Grup V

Pseudomonas genusunda yer alan bakteriler, yaygin olarak su ve toprakta
yasarlar. Bunun yam sira bitkiler, hayvanlar ve insanlar i¢in patojen olan tiirleri de
bulunmaktadir. Organik bilesikler, aromatik bilesikler, karbonhidrat ve hidrokarbonlarin

tiimii Pseudomonas cinsi tarafindan besin olarak kolayca kullanilir (Todar, 2008).



2.1. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa, fluoresan Pseudomonaslar iginde en 6nemli insan
patojenidir ve uzun bir tibbi ge¢misi vardir. P. aeruginosa tarihi, 1850 yilinda
Sedillot’un cerrahi yara bantlarinda mavimsi yesil renkte olusumu tanimlamasiyla
baslar (Gillespie ve Hawkey, 2006). ilerleyen yillarda énce Bacillus pyocyaneus daha
sonralarda ise Pseudomonas pyocyanea olarak adlandirilmistir. 1862 yilinda Lucke
tarafindan piyosiyanin izolasyonu yapilmistir. 1882 yilinda Gessard’in  klasik
caligmalari ile saf kiiltiir olarak izole edilmistir (Sen, 2006).

Giintimiizde P. aeruginosa, siklikla hastane enfeksiyonlarindan sorumlu tehlikeli
bir firsatg1 patojendir. Cogalmak i¢in minimal besin maddesine ihtiya¢ duymasi,
sicaklik dahil bir ¢ok fiziksel sarta uyum gostermesi firsat¢i patojen olmasinda oldukca

onemlidir (Brooks ve ark., 1998).

2.1.1. Mikrobiyolojik ozellikleri

Farklililk gostermekle birlikte, P. aeruginosa yaklasik olarak 1.5-3 um
uzunlugunda ve 0.5 pm genisliginde, Gram boyama sonrasinda ¢omak seklinde
goziiken Gram-negatif bakteridir. Bir ya da birden fazla kirpige sahip olduklar1 i¢in ¢ok
hareketlidir (Baron ve Finegold, 1990; Brady, 2009). Zorunlu aerobturlar, fakat bazi
durumlarda nitrati son elektron alicisi olarak kullanarak anaerob ortamlarda tireme
yetisine sahiptirler (Gilardi, 1991; Leverstein-Van Hall ve ark., 2002). Laboratuarlarda
rutin kullanilan genel besi yerlerinde 37°C’de kolaylikla tirerler. 42°C’de iireyebilme
ozelligi P. aeruginosa’yi; P. putida ve P. fluorescens tiirlerinden ayirir (Pitt ve
Simpson, 2006).

Pseudomonas aeruginosa’nin tanisinda 6énemli rol alan gesitli pigmentleri vardir.
Bu pigmentler oksijenli ortamda olusurlar ve oda sicakliginda daha iyi meydana gelirler
(Sen, 2006). Pigmentlerde en sik rastlanan piyoverdin (flurosein) ve piyosiyanindir.
Piyoverdin pigmenti diger floresan grubu iiyeleri tarafindan {iretilirken, piyosiyanin
pigmenti sadece P. aeruginosa tarafindan ftretilir (Baron ve Finegold, 1990). Suda ve
kloroformda ¢oziinebilen piyosiyanin, floresan vermeyen mavi renkte bir kimyasaldir.
Piyosiyanin iiretimi; P. aeruginosa’nin diger Pseudomonas’lardan ayrilmasini saglar
(Wilson ve Sande, 2004). Kloroformda ¢6ziinmeyip suda ¢dziinebilen piyoverdin, agara

yesilimsi renk ve floresan verir. Kiiltiir ortaminda diisiik demir konsantrasyonunda bol



miktarda tretilirler (Isik, 2008). Parlak kirmizi renkte sadece suda c¢oziinebilen
piyorubin pigmenti klinik izolatlarin %2’sinde goriiliir. Cok sik goriilmemesine ragmen
baz1 P. aeruginosa suslar1 piyomelanin adinda; kahverengi-siyah renkli bir pigmentte
iiretme yetisine sahiptir (Sen, 2006).

Pseudomonas aeruginosa kiiltiirlerde, tiziim benzeri koku olusturur. Kanli agarda
kenarlar1 diiz, B-hemolitik koloniler olusturur (Jawetz ve ark., 2010). Kiiltiirlerinde 3
farkl1 koloni goriilebilir. Tip I koloni sekli, yuvarlak, ortas1 kabarik, ylizeyi mat olan 2-3
mm ¢apindaki kolonilerdir ve daha ¢ok klinik 6rneklerden izole edilmis P. aeruginosa
suslarinda goriiliir. Tip II koloniler, kabarik diizensiz koliform kolonilere benzer ve
cogunlukla dogal kaynaklardan izole edilen suslarda goriiliir. Mukoid kolonilerde
denilen Tip III (R) kolonide; polisakkarit alginat {liretimi goriiliir ve sik olarak Kistik
fibrozis hastalarinin solunum yollarlindan izole edilen P. aeruginosa’larda rastlanir
(Bilgehan, 2000; Brooks ve ark., 2001).

Pseudomonas aeruginosa igerdigi sitokrom oksidaz enzimi nedeniyle oksidaz
testlerinde pozitif sonuc verir. Ure ve jelatine etkileri degiskendir. DNaz, Metil Red,
Voges-Proskauer testleri negatiftir, H,S olusturmaz ve eskulini hidrolize edemezler.
Karbonhidratlar1 fermente edemezler, laktoz ve sukrozu kullanamazlar; fakat basta
glikoz olmak iizere sekerleri oksidatif yolla metabolize ederler (Pitt ve Simpson, 2006;
Vahaboglu ve Akhan, 2008). P. aeruginosa, oksidaz pozitif olmasi, 42°C’de
tireyebilmesi MHA’da pigment olusturmasi ve Gram boyama ile identifiye edilebilir
(Brooks ve ark., 2007). Pseudomonas genusunda yer alan tiirlerin ayirict 6zellikleri
Cizelge 2.2’de verilmektedir (Winn ve ark., 2006; Forbes ve ark., 2007).

Cizelge 2.2. Pseudomonas genusunda yer alan bazi tiirlerin ayirict 6zellikleri
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Pseudomonas aeruginosa + + + d + + + d d +
Pseudomonas fluorescens + + + + - - + d -
Pseudomonas mendocina + + + - + + - - - -
Pseudomonas putida + + + - - - + d d .
Pseudomonas stutzeri + + + - - + - + d -

+; pozitif, -; negatif, d; degisken



2.1.2. Epidemiyoloji ve Patogenez

Pseudomonas aeruginosa ¢ig sebze ve meyvelerin yiizeylerinde, su ve toprakla
iliskili ortamlarda bulunmakta olup, ¢evre kosullarina en iyi uyum saglayan
bakterilerdendir. Ilk defa 1882 yilinda Gessard tarafindan yesil cerahat icinde
bulundugunda patojen olarak bildirilmistir. Besleyici maddelerin ¢ok az bulundugu
ortamlarda, farkli fiziksel sartlarda bile {lireyebilmesi ¢esitli ekolojik ortamlara uyum
saglamasini arttirmistir. Normal sartlarda insan florasinin elemani olarak belirtilmese
de; fekal, oral ve cilt tastyiciligma rastlanabilir. insanlarda 6zellikle perine, aksilla,
nazal mukoza, koltuk alti, kulak gibi nemli bolgelerde kolonize olabilir, saglikli
insanlarda 9%5-30 gibi kolonizasyon oranlarinda olsa da az siklikta baskin
mikroorganizma olur (Brady, 2009).

Hastanede tedavi goren, solunum cihazina bagl hastalarda solunum yollarinda,
kemoterapi alan hastalarda, yanikli hastalarin derilerinde ve antibiyotik alan hastalarda
tagtyicilik oranlart yiiksektir. Nemli bolgelerde kolaylikla iireyebilmesi hastane
ortamina uyum saglamasina neden olmaktadir. Hastanelerde siklikla musluk, lavabo,
kalip sabunlar, solunum cihazlari, endoskoplar ve endoskop yikayicilari, hidroterapi
havuzlari, temizlik aletleri gibi ortamlarda bulunabilirler (Kerr ve Snelling, 2009).

Bir¢ok antibiyotige ve dezenfektanlara direnglidir. Laboratuar c¢aligmalarinda
suda 300 giinden fazla, kuru filtre kagidinda 150 giin, kurumus balgamda en az on bes
giin canli kaldigi belirtilmistir (Hanberger ve ark., 1999). P. aeruginosa’nin neden
oldugu hastane enfeksiyonlarinin degerlendirildigi ¢alismada; pndmonilerin %16’sina,
idrar yolu enfeksiyonlarinin %12’sine ve bakteriyemilerin %10’una neden oldugu
belirtilmistir (Van Delden ve Iglewski, 1998).

Pseudomonas aeruginosa saglikli insanlarda saprofit olarak bulunur ve nadiren
hastaliga neden olur. Yanik, HIV enfeksiyonu, savunma mekanizmasinin zarar gormiis
olmasi, uzun siire genis spektrumlu antibiyotik kullanimi gibi durumlarda enfeksiyona
neden olurlar. Bu durum “oportunistik aderans” olarak tanimlanir (Koh ve ark., 2005).
P. aeruginosa enfeksiyonu kolonizasyon, invazyon ve sistematik yayilim olarak {i¢
asamada gergeklesir. Enfeksiyon, kolonizasyon asamasinda da kalabilir ya da sistematik
enfeksiyona ilerleyebilir. Bunda bakterinin viriilans faktorleri ve konagin bagisiklik

sistemi etkilidir (Bergagne, 2004).



2.1.3. Viriilans Faktorleri

Pseudomonas aeruginosa; toksin, enzimler ve adhezinler gibi birgok viriilans
faktoriine sahiptir. Cok sayida viriilans faktoriine sahip olmasma karsin, yapilan
calismalarda enfeksiyon olusturabilmesi i¢in bir¢cok faktoriin bir arada bulunmasi
gerektigi belirtilmistir (Murray ve ark., 2008).

Adhezinler; yilizeyde bulunan farkli molekiiller araciligiyla enfeksiyon
olusumunda konak hiicreye yapismada gorev alirlar. P. aeruginosa’nin yiizeyinde
bulunan flagella, filament6z bir uzantidir ve yiizme seklindeki hareketinden sorumludur
(Feldman ve ark., 1998). Pili, 15-18 kDa agirliginda pilin proteinin polimerlerinden
olusmus iplik¢iklerdir ve mukoza hiicrelere yapismay: saglarlar. Pili, immiin sistemi
baskilanmis hastalarda kolonizasyonda onemlidir. Enfeksiyon ilk olarak pili sayesinde
epitelyum yiizeydeki reseptorleri tanimasi ve yapismasi ile baslar (Doig ve ark., 1989;
Kipnis ve ark., 2006).

Lipopolisakkarit; bakteriyi konak savunmasindan korur. Fosfolipid ikili katman
icinde yer alan lipid A ve buna bagl kor polisakkaridi ile O-polisakkaridi bulunduran
hidrofilik kuyruktan olusur. Kistik fibrozis ve kronik akciger hastaliklarinda bakterinin
kolonizasyonunu kolaylastirir (Pier ve Ramphal, 2009). Aljinat; bakteri tarafindan
olusturulan slaym tabakasinin ana yapisini olusturur. Tekrarlayan mannuronik asit ve
glukoronik asitlerin sonlarinda bulunur. Asir1 miktarda iiretimi biyofilm yapimiyla
iligkilidir. Aljinat bakteriyi bolgesel bagisiklik cevaptan, fagositoz ve antibiyotik
tedavisinden korur (Leid ve ark., 2005).

Pseudomonas aeruginosa bir yada daha fazla pigment olusturur. Bunlardan en
stk bulunanlar1 yesil renkli piyoverdin (floresein) ve P. aeruginosa disinda baska bir
bakteride bulunmayan piyosiyanindir. Piyoverdin, metabolizma igin gerekli demiri
baglar. Piyosiyanin, serbest oksijen radikallerinin iiretimini katalize eder. Akciger doku
hasarlarindan ve solunum yollarinda siliyer aktivitesinin engellenmesinden sorumludur
(Bergagne, 2004).

Ekzotoksin A; hiicredist bir enzimdir ve konak hiicrenin protein sentezini inhibe
eder. P. aeruginosa viriilans faktorleri arasindaki en toksik olanidir. Kronik pulmoner
enfeksiyonlarindaki doku hasarlarina, okiiler enfeksiyonlardaki korneal hasarlara neden
olur. Ayrica immiin sisteminde baskilanmasina sebep olur (Murray ve ark., 2008).
Fosfolipaz C ve ramnolipid; P. aeruginosa’nin hemolizinleridir. Ramnolipid, ramnoz ve

beta-hidroksidekanoid asitten olusur, deterjan etkisine sahiptir. Fosfolipaz C, ksitik



fibrozisli hastalarda solunum yolu kolonizasyonunda etkilidir. ikisi birlikte fosfolipidler
tizerinde ¢oziicii etki gosterirler ve akciger yiizey gerilimini inaktive ederler (Delden ve
Iglewski, 1998). Alkali proteaz ve elastaz; jelatini, kazaini ve immiinoglobulinleri
parcalarlar. Elastaz, alkali proteazdan farkli olarak alblimin, fibrin ve elastini de
pargalar. Insan periferik kan nétrofillerinin  kemotaksisini baskilarlar buda P.
aeruginosa’nin konagin savunma hattindan kagisinda énemlidir (Yagci ve ark., 2002).
Biyofilm; mikroorganizmanin i¢ine gomiilii olarak bulundugu ekstraseliiler
polimerik maddeden olusan bir matrikstir. Yiizeylere yada birbirlerine yapismalarini
saglar. Biyofilm igerisindeki bakteri hem fenotipik hem de metabolik degisimlere
ugradig1 i¢in besin eksikligine, pH degisimlerine, dezenfektanlara ve antibiyotiklere
kars1 direnglidir (Sadovskaya ve ark., 2010). Biyofilm olusumu, Quorum-sensing olarak
adlandirilan sinyal sistemi ile kontrol edilir. Bu sistemde acil homoserin lakton
molekiilleri (AHLs) {retir. P. aeruginosa’da las sistemi ve rhl sistemi olarak
adlandirilan iki farkli sistem vardir. AHLs ksitik fibrozisli hastalarin akcigerlerinde

saptanmigtir (Pitt ve Simpson, 2006).

2.2. P. aeruginosa Tanisinda Kullamlan Metodlar

Bakterilerin tanimlanmasinda genotipik ve fenotipik olmak {izere iki temel
yontem kullanilir. Fenotipik identifikasyon, bakterilerin gozlenebilen fiziksel ve
metabolik 6zelliklerine gore yapilir. Genotipik identifikasyon ise molekiiler teknikler ile
bakterinin plazmit ve kromozomal DNA/RNA analizi, protein profillerine bagl olarak

tiir teshisinde uygulanir (Engleberg, 1994).

2.2.1. Fenotipik Metotlar

Biyotiplendirme yontemleri arasinda sik kullanilanlar, bakterinin farkli ¢evre
sartlarina adaptasyonu, segici besi yeri ortaminda gelisimi, biyokimyasal ve antijenik
profili, faj duyarlilik kaliplari, antibiyotik duyarliliklarinin  belirlenmesidir.
Siiflandirmada temel olarak bu teknik kullanilmaktadir ve giiniimiizde laboratuarlarda
ticari identifikasyon sistemleri yer almaktadir. Fenotipleme ile genel gruplara ayrim
yapilabilse de ileri tanimlama i¢in ayrim giicii zayiftir (Struelens Marc ve ark., 1998).

Pseudomonas’larin patojen tiirlerinin bulunmasi, gidalarda bozulmalara neden

olmasi, kolay uygulanabilecek izolasyon yontemlerinin yetersiz olmasindan dolay1 pek



cok aragtirmaci tarafindan Pseudomonas’larin izolasyon ve sayimina yonelik
aragtirmalara agirlik verilmistir.

King ve ark. (1954)’nin yaptiklar1 ¢alismada, P. aeruginosa’nin piyosiyanin
tretimini artirict King A ve piyoverdin {iretimini artirict1 King B besiyerlerini
gelistirmislerdir (Brown ve Lowbury, 1965). Rose ve ark. (1970), diatiminin
Enterobacter’lerin gelisimi tizerine etkisini ve Pseudomonas’larin izolasyonu ig¢in
selektif bir ajan olarak kullanilabilirligini arastirmiglardir. Diatimin E. coli, Proteus spp.
ve Salmonella enteritidis’in saf kiiltiirleri i¢in bakterisidal etki gosterirken, P.
aeruginosa’nin gelisiminde sadece 1-2 saatlik bir gecikme yaptigini belirtmislerdir.

Pseudomonas F Agar ve Pseudomonas P Agar, King ve arkadaslari tarafindan
1954 wyilinda gelistirilen King A ve King B besi yerlerinin modifikasyonlaridir.
Pseudomonas F Agar igerisindedki kazein peptonu, Pseudomonas’larin floresin
tiretimini saglar. Pseudomonas P Agar icindeki jelatin peptonu aminoasit ve diger
esansiyel azot kaynaklarini olusturur. P. aeruginosa, Pseudomonas P Agar besi yerinde
piyosiyanin tretimine bagli olarak koloni etrafinda mavi-yesil zon ya da piyorubin
tiretimine bagl olarak kirmizi-kahverengi zon olusturur. Pseudomonas F Agar besi
yerinde ise floresin iiretimine bagli olarak koloni etrafinda sari-yesil zon olusturarak
gelisir (Anonim, 2006).

Pseudomonas aeruginosa’nin epidemiyolojik agidan incelenmesi i¢in pyosin
tiplendirmesinden de yararlanilmaktadir. Enfeksiyonlarda izole edilen suslarin
tiplendirilmesi ile hastalarin ayni1 sus ile enfekte olup olmadigi ve enfeksiyonun kaynagi
belirlenerek hastane enfeksiyonlar1 Onlenebilmektedir (Tiimbay, 1981). Onay ve
Derbentli (1996)’nin yaptiklan tiplendirme caligmasinda, 150 P. aeruginosa susunun
68’1 pyosin tip A-3, 17’si pyosin tip 10, 12’si pyosin tip 37, 10 tanesi pyosin tip A-2 ve
7’si pyosin tip 1 olarak bulduklarini bildirmislerdir.

Biyotiplendirmenin  diger bir yontemi de antibiyotik duyarliliklarinin
belirlenmesidir. P. aeruginosa pek ¢ok antibiyotige karsi dogal dirence sahiptir ve
cesitli direng mekanizmalartyla antibiyotiklere direng gelistirebilmektedir. Kromozomal
ve plazmid kaynakli betalaktamazlarin {iretimi, antibiyotik hedeflerinde degisiklik,
porin proteinlerindeki degisiklik sonucu dis membran gecirgenliginin azalmasi, efluks
pompa sistemi ile antibiyotigin digar1 atilmasi, integronlar ile tasinan diren¢ genlerinin
horizontal kazanim yolu gibi baslica yollarla direng gelistirebilme yetenegine sahiptir
(Hancock, 1998). Giinimiizde genis spektrumlu antibiyotiklerin  yaygin

kullanilmasindan dolay1 P. aeruginosa’da antibiyotik direnci énemli bir sorun haline



gelmistir. Tedavilerde yaygin olarak kullanilan bir ¢ok antibiyotige karsi direng gelisimi
enfeksiyonlarin tedavisinde zorluklara sebebiyet vermektedir (Diindar ve Tamer, 2009).
Antipsédomonal penisilinler, sefalosporinler, kinolonlar, karbapenemler P. aeruginosa
tedavisinde sik kullanilan antibiyotiklerdir. Bu antibiyotikler daha ¢ok aminoglikozitler
ile kombine edilerek kullanilir. Aminoglikozit grubunda yer alan amikasin, enzimlerden
daha az etkilenmesinden dolay1 tedavilerde grubun diger iiyelerine kars1 daha etkilidir
(Tungoglu ve ark., 2009).

Meropenem Yearly Susceptibility Test Information Collection (MYSTIC) 2006
yilinda Avrupa’da gerceklestirdikleri ¢alismada P. aeruginosa’nin meropenem direncini
%22, amikasin %23 ve siprofloksasin direncini %33 olarak bildirmislerdir (Turner,
2008). Latin Amerika tilkelerini de i¢ine alan genis kapsaml bir ¢alismada, 5 yillik siire
icinde antipseudomonal ajanlara karsin direncin yildan yila artig gdsterdigi ve direncin
%40’a ulagtig bildirilmistir (Andrade ve ark., 2003).

Fenotipik metotlar, genetik 6zellikleri yansitir ve oldukega spesifiktir. Belirli bir
fenotip bir patojende ender olarak bulunuyorsa, bu fenotipik 6zellik kdkenin yayilma
yolu hakkinda fikir verebilir. Ancak her zaman goriilebilen fenotipik 0Ozellikler
oldugunda alt tiplendirme yapilmalidir. Fenotipik yontemler temelde kullanilsalar da
duyarhiliklarim1 azaltan ¢esitli nedenler vardir. Bunlar mikroorganizmalarin antijen
yapisinin degisik olmasi, c¢evresel secici baskilardan etkilenme, direng modellerinin
antibiyotik tedavisinde yiiksek oranda etkilenmesi, fenotipik ozelliklerin her zaman

eksprese olmayan genlerde kodlanabilmesidir (Derbentli, 2002).

2.2.2. Genotipik Metotlar

Morfolojik, fizyolojik, metabolik, biyokimyasal 6zellikler, faj tiplendirmeleri ve
antimikrobiyal duyarlilik profilleri fenotipik yontemler igerisinde yer almakta ve rutin
olarak kullanilmaktadir. Bu yontemler kullanigli olmakla birlikte, tiirler arasi
varyasyonlar ve tekrarlanabilirliginin zayif olmasi gibi dezavantajlart da vardir. Bu
dezavantajlar arastirmacilart yeni yontemler bulmaya sevk etmistir (Khaled ve ark.,
1997). Bakteri plazmidlerinin veya kromozomal DNA’nin genotiplendirilmesi,
fenotiplendirme yontemlerindeki dezavantajlari ortadan kaldirmis ve epidemiyoloji
calismalarinda daha giivenilir veriler elde edilmesi saglamistir (Derbentli, 2002). DNA
temelli yontemler, kullanilan teknigin tipine bagli olarak mikroorganizmalarin Cins

diizeyinden sus seviyesine kadar identifikasyonunu saglayabilir. Ayrica, kuvvetli bir
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ayrim giicline sahip olmalar tekrarlanabilir olmalari, uygulamasinin kolay olmasi ve
sonuglarin kolay yorumlanabilmesi gibi avantajlardan dolay1 son yillarda siklikla tercih
edilen yontemlerdir (Bush ve Nitschko, 1999; Foxman ve Riley, 2001).

Bakterilerin tiplendirilmesinde kullanilan molekiiler yontemler igerisinde
plazmid profil analizleri (Derbentli, 2002), ribotiplendirme (Berezin ve Towner, 1996),
pulsed field gel electrophoresis (PFGE) (Olive ve Bean, 1999; Durmaz, 2005), rastgele
arttirtlmis polimorfik DNA (RAPD-PCR) (Welsh ve Mc Clelland, 1990; Avsar ve
Berber, 2014), ¢ogaltilan fragmentlerin uzunluk polimorfizmi (Amplified Restriction
Fragment Length Polymorphism: AFLP) (Mueller ve Wolfenbarger, 1999; Jureen ve
ark., 2004), polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) analizi (Olive ve Bean, 1999), toplam
hiicre i¢i ve hiicre dis1 proteinlerin SDS-PAGE ve Native-PAGE (Berber ve ark., 2003;

Berber ve ark., 2010) ile analizi gibi yontemler yer almaktadir.

2.2.2.1. Protein Profillerine Dayah Metotlar

Bakteriyel tanimlama ve taksonomi ¢aligmalarinda protein profillerinin
kullanilmasi uzun zamandir arastirilmaktadir. Bu konuda ilk ¢alismalar toplam protein
profillerin tespit edilmesi lizerine kurulmustur (Houwink, 1953). Proteinler denatiire
(SDS) jelde molekiiler biiyiiklerine ve dogal (Native) jelde ise denatiire edici maddeler
kullanilmadan biyolojik ve enzimatik o6zelliklerini kaybetmeden molekiil biiyiikliigi
bicimi ve ylikiine gore ayrilirlar. Yaygin olarak kullanilan sodyum dodesil stilfat (SDS)
poliakrilamit jel elektroforezinde, proteinler bir deterjan olan SDS ile denatiire edilirler.
Proteinler katlanmis hallerini kaybederek negatif yiikli deterjan molekiilleri ile
kaplanirlar. Elektrik alan igerisinde deterjan kapli proteinler boylar: ile ters orantili bir
hizla hareket ederek biiyiiklikklerine gore ayrigirlar. Denatiirasyonsuz elektroforezde
proteinler SDS ile denatiire edilmeden jel igerisinde ayrisabilirler. Uzerlerindeki yiik
boylar1 ile orantili olmaz hareket hizlar1 hem kiitlelere hem tasidiklar1 elektrik yiikiine
bagl olur (Perez ve ark., 2000). Klasik tan1 testlerine oranla, protein ¢aligmalarini hizli
ve giivenilir sonuglar vermesi kullanimda tercih edilmesini 6n plana ¢ikarmaktadir
(Picon ve ark., 2005).

Gatti ve ark. (1997), hiicre duvar1 proteinlerini izole ederek SDS-PAGE ile
ayrimini saglamiglardir. Bu yontem ile ¢ok sayida tiiriin hizli ve giivenli bir sekilde
karakterize edildigi bildirilmektedir. Kunert ve ark. (2007)’nin insan patojeni P.

aeruginosa’nin SDS-PAGE ile proteinleri ayirarak Western blot teknigi ile analizini

11



gerceklestirmiglerdir ve plazminojen baglayici protein ve H faktorlerini aragtirmislardir.
Ugan ve ark. (2003), Konya illindeki Mastitis tanis1 konmus ineklerin siitlerinden izole
edilen E. coli suslarmin plazmit ve protein profillerinin tiplendirmesini
gerceklestirmisler ve toplam hiicre protein profillerinin daha iyi bir ayrim sagladigini

bildirmislerdir.

2.2.2.2. Plazmid Profillerine Dayalh Metotlar

Plazmidler, ekstrakromozomal, replike olabilen, kiigiik, halkasal ¢ift iplikli DNA
molekiilleridir. Plazmidlerin biyiikliigi 1-2 milyon daltondan 150 megadaltona kadar
degismektedir. Plazmidlerin esas olarak birer genom olmalari nedeniyle iginde
bulunduklar1 bakterilerde bazi 6zellikleri yonetmeleri ve bazi fenotipik degisikliklere
yol agmalart dogal bir olgudur. Plazmidlerin hepsinde kendi replikasyonlarini saglayan
genlerle bir takim fenotipik karakteristigi yoneten genler bulunur. Baz1 plazmidlerde ise
bakteriden bakteriye kendi transferini saglayan transfer genleri bulunur. Bunlara
konjugatif genler adi verilmektedir. Klinikte daha ¢ok plazmidlere bagl direng
goriilmektedir. Bir hiicrede 10-40 kadar plazmid bulunabilir. R-plazmidi adi verilen
diren¢ plazmidleri, farkli antibiyotiklere karsi diren¢ genleri tagimaktadir. Bulasici
tipteki bu direng, daha ¢ok antibiyotigi inaktive eden enzimlerle olmaktadir (Giilay,
1999; Giir, 2002). Alkali lizis prosediirlerini kullanan geleneksel plazmid izolasyonu ve
cok sayida tiiretilmis yontemlerin kullanimi, plazmid izolasyonu ve analizlerini
mikrobiyoloji ve molekiiler biyoloji laboratuarlarinda diizenli olarak kullanilan
teknikler haline getirmistir. Bu yiizden, plazmid profilleri bakteriyel tiplendirme i¢in
yardimci analizler olarak kullanilmaktadir.

Bir bakteride bulunan plazmidlerin sayis1 biiyiikliigii ve nitelikleri uzun siire ayn
kalir ve yavru hiicrelere aynen aktarilir. Yavru hiicrelere aynen aktarilan plazmid
sablonunun epidemiyolojik aragtirmalarda biiyiik 6nemi bulunmaktadir. Kiiltiire alinan
bakteri hiicrelerinin deterjanlarla muamele edilerek eritilmesi neticesinde DNA'lar ag13a
cikar. Agiga ¢ikan DNA molekiilleri lizat ve agaroz jel elektroforezinde islem goriince
plazmid DNA'lari molekiil biiyiikliiklerine gore ayrilirlar. Bu DNA molekiilleri 6zel
boyalarla boyanip incelendiklerinde bakterilerin yapisinda bulunan plazmidler 6zel bir
goriinim verirler. Plazmid parmak izi adi verilen bu goriiniimlerin birbirleri ile
karsilagtirilmast sonucunda aym kokenden gelen bakteriler tespit edilebilir ki bu

olgunun 6zellikle epidemiyolojik ¢alismalardaki 6nemi biiytiktiir (Bilgehan, 1996).
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Knothe ve ark. (1983), sefalosporin direngliliginin plazmid kokenli oldugunu ve
Klebsiella pneumoniae suslarindan izole edilen plazmidin, sefotaksim, sefuroksim diger
sefalosporinler, penisilinler ve gentamisin direngliligini hassas suslara aktarabildigini
bildirmislerdir. Sefotaksim ve diger son kusak beta-laktam antibiyotik direngliliklerinin
E. coli bakterisine ¢ok kolay aktarabildigini belirtmislerdir.

Aslim ve Beyatli (2004), Tirkiye’deki farkli kdy ve kasabalardan toplanan
yogurt Orneklerinden 34 izolat1 Streptococcus thermophilus olarak teshis etmis ve
antibiyotik direnglilikleri ve plazmid igeriklerini incelemislerdir. Bircok susun
gentamisin (%79) ve penisilin G’ye (%64) kars1 direnglilik gosterdigini belirlemisler.
Plazmid DNA analizlerinde ise 7 susun plazmid DNA igermedigini, plazmid DNA’s1
iceren suslarda ise sayisinin 1 ve 5 arasinda, molekiiler agirliklarinin ise 1.88-19.89 kb
arasinda oldugunu tespit etmislerdir. Bir veya hi¢ plazmide sahip olmayan suslarin
bir¢ok antibiyotige duyarli oldugunu belirlemislerdir. Bes adet plazmid igeren 3 susun
ise birgok antibiyotige direngli oldugunu da bildirmektedirler.

Shahcheraghi ve ark. (2003), Tahran’da iki hastanede tedavi goéren yanik
hastalarindan izole ettikleri P. aeruginosa suslarinin antibiyotik direnglilik ve plazmid
profillerini inceledikleri ¢aligmalarinda tiim suslarin tetrasiklin, kabenisilin, amikasin
seftazidim, kanamisin, sefotaksim ve gentamisine c¢oklu direngli oldugunu
saptamiglardir ve analizi yapilan suslarin %95’inde iki adet megaplazmid bulundugu
gostermislerdir. Ayrica suslarin kendi plazmidlerini kaybettikten sonra ilag duyarlilik

profillerinde ve laktamaz iiretiminde degisiklikler oldugunu belirtmiglerdir.

2.2.2.3. DNA ve RNA Profillerine Dayali Metotlar

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), 50-2000 baz ¢iftli DNA veya RNA’nin tek
zincirinin yar1 otomatik sistem igerisinde primerler kullanarak birkac saat icinde bir
milyondan fazla kat ¢ogalmasini saglayan ii¢ reaksiyonun (denatiirasyon, birlesme,
DNA sentezi) dongii halinde tekrarlanmasidir. PCR temelli yontemlerin tiir seviyesinde
yiiksek ayrim giiciine sahip olmasindan dolay1 bu teknikler daha ¢ok tercih edilmektedir
(Derbentli, 2002).

Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi polimeraz zincir reaksiyonu (RFLP-
PCR): hizli bir yontemdir. Genomdaki hedef bolgeler, spesifik primerlerin kullanimiyla
cogaltilmakta ve daha sonra restriksiyon enzimiyle kesilmektedirler. Restriksiyon

enzimi hedef bolgenin bilinen kompozisyonuna dayanarak segilmektedir. Elde edilen
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restriksiyon fragmentleri, agaroz jel elektroforezi neticesinde ayrilmakta ve
karsilagtirillmaktadir (Kabadjova ve ark., 2002).

Cogaltilmis fragment uzunluk polimorfizmi (AFLP: Amplified Fragment Length
Polymorphism); molekiiller markér teknikleri igerisinde genetik karakterizasyon
calismalar1 igin gelistirilmis ¢oklu lokus parmak izi analizi tekniklerinden biridir.
Genellikle birbirine yakin tiirlerin karakter analizlerinde kullanilan AFLP sonuglari
giiniimiizde bakteriyel taksonomiyi agiklamakta ve sonuglart DNA-DNA hibridizasyonu
gibi teknikler ile desteklenmektedir. Yontem, uygun kosullarda amplifiye edilecek olan
kalip DNA’y1 yaratmak i¢cin DNA fragmanlarinin uglarina eklenmis olan ¢ift zincir
DNA adaptorlerini tantyan primerlerle segici amplifikasyonu gerekli kildigindan elde
edilen sonuglar tekrarlanabilir 6zellik sergilemektedir. Genomik DNA’nin restriksiyon
enzimi ile kesimi sonucu olusan DNA parcalarinin selektif amplifikasyonu
gerceklestirilir. Amplifiye edilen dirlinler isaretlenir ve daha sonra akrilamid jel
elektroforezi ile ayrigtirilir. Bu yontemde 60-500 kilobazlik DNA segmentleri ayirt
edilebilir (Mueller ve Wolfenbarger, 1999; Jureen ve ark., 2004).

Dalgal1 alan jel elektroforezi (PFGE: Pulsed Field Gel Electrophoresis): yiiksek
tekrarlanabilirlik 6zelligine sahip oldugundan bir¢ok arastirmaci tarafindan molekiiler
tiplendirme yontemlerinin en basarilis1 olarak kabul edilmektedir. Bakteriler, eritilmis
agaroza karigtirtlir, deterjan enzim ile parcalanmasi saglanir ve restriksiyon enzimleri ile
kesilir. Daha sonra agaroz jelde belirli araliklarla yonii degistirilen elektrik akimina tabi
tutulur. PFGE’de bozulmamis DNA gerekli oldugundan DNA’da kirilmalara yol
acabilen geleneksel DNA izolasyonu uygun degildir. Bu yontem 10-800 kilobazlik
DNA segmentlerinin ayirt edilmesine olanak saglar. Ayrim giicli yliksek olan bir
yontem olmasinin yani sira, diger yontemlere gore zaman alic1 olmasi laboratuarlar
aras1 standardizasyon oraninin diisiik olmasi gibi noktalara dikkat edilmelidir (Bush ve
Nitschko, 1999).

Tekrarlanan palindromlara dayali PCR (Rep-PCR: Repetitive Extragenic
Palindrome PCR): Bu yontemde ¢ogu bakterinin genomu boyunca dagilim gdsteren
tekrarlayan DNA dizilimlerine komplementer olan kisa primerler kullanilarak tekrarlar
arasinda kalan bolgeler amplifiye edilir. Rep-PCR bir ¢ok Enterobacteriaceae iiyesi,
Burkholderia cepacia, L. pneumophilia, H. pylori, Neisseria spp., ve Pseudomonas
aeruginosa suslarmin alt tiplendirilmesinde basariyla kullanilmistir. Rep-PCR, AFLP

gibi molekiiler tiplendirme yoluyla suslar arasindaki iliskiyi ortaya ¢ikarmada en sik
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kullanilan PCR temelli tipleme yontemlerindendir (Olive ve Bean, 1999; Hiett ve Seal,
2009).

Rastgele c¢ogaltilmis polimorfik DNA-PCR (RAPD: Randomly Amplified
Polymorphic): Williams ve ark. (1990)’nin rastgele bir primer kullanarak, 6zgiin
niikleotid dizisini bilmeden PCR amplifikasyonu yapmislardir ve yonteme RAPD adim
vermiglerdir. RAPD markorleri, kii¢iik (10 baz), %50°den ¢ok Guanin ve Sitozin’den
meydana gelmis, rastgele secilmis primerler tarafindan PCR ile ¢ogaltilmis nispeten
daha kisa DNA fragmentlerinden (yaklasik 200-2000 baz ¢ifti uzunlugunda)
olugsmaktadir. Bu yontemde bilinen 6zgiil bir DNA bolgesini ¢ogaltmak yerine, rastgele
secilen bir veya daha fazla primerle DNA’daki birgok bdolgenin ¢ogaltilmasi
gerceklesmektedir. Uygulanma kolayligi ve kisa siirede sonug¢ verebilme agisindan
genis kullanim alani bulan bu yontem diger molekiiler yontemlere gére daha hizli ve
daha ucuzdur. Kullanilan primer sayis1 arttik¢a ayrim giicii artmaktadir (Welsh ve Mc
Clelland, 1990; Ehrmann ve Vogel, 2005).

Cariket ve ark. (2008)’nin kozmetik {riinlerde bakteriyal ve fungal
kompozisyonun klasik yontemler ve PCR kullanarak arastirdiklar1 ¢alismada, bakteri
kontaminasyonunu PCR yontemi ile 30 saatte saptanirken, klasik yontemlerle 6-8 giinde
saptandigini bildirmekte, direk PCR yontemi ile mikrobiyal kontaminasyonu saptamada
DNA ekstraksiyonu ve purifikasyona, presipitasyona ve santrifijlemeye gerek
kalmadigint belirtmektedirler. Bu sekilde kozmetik ve farmasdtik mikrobiyoloji
laboratuarlarinda genis hacimli 6rnek hacimlerinde bu yontemin kullanabilecegini rapor
etmislerdir. Altundag (2009), P. aeruginosa ve S. aureus iizerine yaptig1 yiiksek lisans
tezinde PCR yonteminin, herhangi bir biyolojik sividan DNA izolasyonu yapmadan
direk kullanabilirligine imkan sagladigin1 ve enhancer kombinasyonlar1 olusturmasina
gerek kalmadigini belirtmistir.

Kiigiikbasmaci ve ark. (2009), P. aeruginosa izolatlarmin VIM ve IMP tipi
metallo-beta-laktamaz genlerinin hizli saptanmasi iizerine yaptiklari ¢alismada,
multipleks PCR yontemini kullanmiglar ve metallo-beta-laktamazlar1 (MBL) eksprese
eden kokenleri basariyla saptadiklarini belirtmislerdir. Ayrica multipleks PCR protokolii
ile IMP ve VIM tipi MBL’in yayilimlarin1 incelemek amaciyla kolaylikla
kullanilabilecek bir yontem oldugunu bildirmislerdir.

Atilla ve ark. (2012)’nin hastane kaynakli P. aeruginosa izolatlarinda PER-1 tipi
beta-laktamaz sikligin1 ve antibiyotik direng oranlarini arastirdiklari ¢aligmalarinda

caligilan suslarin %56.4’tinde PCR ile PER-1 pozitifligi saptamislardir. Ayrica, standart
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PCR’ye dayali yoOntemlerin beta-laktamaz genlerinin tanimlanmasinda giivenilir
oldugunu, izoelektrik odaklama diger yontemlerin sadece kazanilmis beta-laktamaz
varhigini gosterebildigini belirtmiglerdir.

Bu c¢alismada, Sinop ve cgevre illerdeki bazi Kliniklerden izole edilen P.
aeruginosa suslarinin izolasyonu, fenotipik karakterizasyonu, antibiyotik duyarliliklari,
toplam hiicre ve hiicre dis1 profilleri, plazmid DNA igeriklerine gore karakterizasyonu

gergeklestirilmistir.

2.3. Pseudomonas aeruginosa Enfeksiyonlar:

Pseudomonas aeruginosa Yiizeysel deri enfeksiyonlarindan sepsise kadar
oldukga genis ¢esitlilikte goriilmektedir. Bazi P. aeruginosa enfeksiyonlari baskin
olarak toplumda goriilse de cogunlugu 6zellikle immiin sistemi baskilanmis ve hastane
ortaminda Ozellikle enfeksiyona agik hastalarin bulundugu yogun bakim iinitelerinde
ortaya c¢ikmaktadir. Yiiksek morbidite ve motalite ile iligkili olmasinin yani sira,
antimikrobiyal direncin gilin gectikce artmasiyla tedavi secenekleri de gittikce
kisitlanmaktadir (Kerr ve Snelling, 2009).

Avrupa tlilkelerini kapsayan bir ¢alismada alt solunum yolu enfeksiyonlarinda en
stk %44 P. aeruginosa, yine iiniter sistem enfeksiyonlarinda en sik %27 P. aeruginosa
izole edilmistir (Raymond ve Aujard, 2000).

Gram-negatif basillere bagli gelisen bakteriyemide mortalite icin risk
faktorlerinin tespit edildigi bir ¢calismada P. aeruginosa en sik goriilen ikinci patojen
bulunmustur ve bakteriyemi kaynaklar1 olarak pndmoni, katater iligkili kan dolasim
yolu enfeksiyonu ve iiriner sitem enfeksiyonlar1 da bildirilmistir (Karakog ve ark.,
2013).

Pnomoni; P. aeruginosa’nin neden oldugu pnomoni genellikle hastane kokenli
olup yogun bakimda yatan hastalarda goriiliir. Nadir olarak toplum kdkenli pndmonilere
neden olur. Bunlardan siklikla kanser, kistik fibroz, kronik akciger hastaligi gibi altta
yatan hastalig1 olan kisilerde goriiliir (Garau ve Gomez, 2003). Kistik fibrozlu hastalarin
solunum yollarinda kolonizasyona yol agcan mikroorganizmalar arasinda P. aeruginosa
ilk siray1 alir. Bu hastalarin %80’inde ¢ogu 15-20 yasina kadar P. aeruginosa’ya bagli
akciger enfeksiyonu gegirir. izole edilen mukoid P. aeruginosa suslarinin ¢ogunda
polisakkarit kapsiil mevcuttur (Pier ve Ramphal, 2005). Salgiladiklar1 alginat ile

biyofilm olusturarak antibiyotiklerden korunmak i¢in ortam olustururlar ve fagositozdan
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korunurlar. insanlarda alginat iireten P. aeruginosa suslari kistik fibrozisli hastalarin
hava yollarin1 kapatarak oliimlere sebep olur (Stapper ve ark., 2004).

Bakteriyemi; P. aeruginosa’ya bagli bakteriyemilerde 6liim orani1 %70’e kadar
cikabilmektedir. Gram-negatif bakteriyemiler igerisinde dordiincti siradadir. Bu
mikroorganizma genellikle immiin yetmezlikli, nétropenik, genis yanikli ve diyabetli
hastalarda daha sik bakteriyemiye sebep olur. Ektima gagrenozum denilen deri
lezyonlar1 Pseudomonas bakteriyemisinde Onemlidir. Bu lezyonlar vezikiiler sekilde
baslar ve daha sonra hemoraji, nekroz ve iilserasyon gelisimi gosterir. Siklikla perinede,
kalcada ve ekstremitelerde goriiliir (Gransden ve ark., 1995). Yapilan bir ¢alismada,
nozokimyasal P. aeruginosa bakteriyemilerinde mortalite oranm1 %36 olarak
belirlenmistir (Akalin, 2007).

Merkezi sinir sistemi enfeksiyonlari; P. aeruginosa’nin neden oldugu menenjit
ve beyin apsesi; kafa travmasi sonucunda, kulak ve siniisteki enfeksiyonun yayilmasi
ile, Uriner sistem ve solunum sistemi gibi uzak enfeksiyon merkezlerinde gelisen
bakteriyemi yoluyla gelisir. Kanserli hastalarda ikinci siklikta menejit ve apseye neden
olur (Vahaboglu ve Akhan, 2008). P. aeruginosa ozellikle AIDS’li hastalarin ileri
evrelerinde enfeksiyon nedenidir. Bu enfeksiyonlar bakteriyemik ve bakteriyemik
olmayan firsatgr P. aeruginosa enfeksiyonlaridir. Her iki enfeksiyonda AIDS’li
hastalarinin yasamini tehdit ederek 6liimciil olabilir. Uzun siire tedavi edilseler dahi
tekrarlama oranlar yiiksektir ve ¢ogu enfeksiyon kroniklesir (Pollack, 2002).

Deri ve yumusak doku enfeksiyonlari; P. aeruginosa, apse, yanik yaralari,
ektima gangrenosum, piistiiller veya makiilopapiiler lezyonlar, endokardit gibi
enfeksiyonlarin baglica sebebidir (Giamarellou, 2002). Deri enfeksiyonlar1 arasinda
neden oldugu 6nemli enfeksiyon yanik yaralaridir. Ciddi yanigi olan hastalarda kolonize
olurlar, ancak kolonizasyon invaziv enfeksiyonun 6n asamasidir. Yanik yiizeylerin
nemli olusu, noétrofillerin yaraya girisinin yeterli olmamasi, hastalart bu enfeksiyona
direncsiz hale getirir. Ayrica yanik ylizeyine uygulanan hidroterapide yanik alanlarin ve
diger bolgelerin kolonizasyonuna yol agar (Maejima ve ark., 1984; Murray ve ark.,
2008). Yanik hastalarinda kemik iligi baskilanir, nétrofillerin Pseudomonas’lari
oldiirmesi bozulur. P. aeruginosa, yara yerinin iyilesmesini engelleyen, fibrinin
parcalanmasina neden olan eksojen plasminojen aktivator salgilar (Maejima ve ark.,
1984).

Uriner sistem enfeksiyonlari; anatomik bozukluklar disinda toplum kokenli P.

aeruginosa enfeksiyonlar1 nadir goriiliir. P. aeruginosa nin neden oldugu lriner sistem

17



enfeksiyonlarmin biiyiik ¢ogunlugu hastane kaynaklidir. Uriner sistem girisimleri,
bobrek transplantasyonu gibi cerrahi iglemler, {iriner sistem tas hastaliklari, kronik
prostatik P. aeruginosa enfeksiyonuna zemin hazirlayan énemli risk faktorleridir (Ohl
ve Matthew, 2004).

Goz enfeksiyonlari; keratit, P. aeruginosanmn ¢ok sik neden oldugu goz
enfeksiyonudur. Kontakt lens kullanimi, keratit enfeksiyona neden olmaktadir ve uygun
olmayan kosullarda dezenfeksiyon, saglikli olmayan lenslerin kullaniminda
goriilmektedir. Daha agir seyreden endoftalmit ise endojen kaynaklhidir ve goziin

kaybina neden olabilir (Kiska ve Gilligan, 2003).

2.4. Pseudomonas aeruginosa Suslarinda Antibiyotik Direngliligi

Pseudomonas aeruginosa, ampisilin, amoksisilin, 1. ve 2. kusak sefalosporinler,
seftriakson, nalidiksik asit ve trimetoprime karsi dogal direnclidir (Blondell-Hill ve ark.,
2007). Kinolonlar, aminoglikozidler (gentamisin, amikasin, tobramisin) karbapenemler
(meropenem, imipenem), antipseudomonal penisilinler 3. kusak sefalosporinler,
monobaktomlar P. aeruginosa tedavisinde kullanilan antibiyotiklerdir (Pitt ve Simpson,
2006).

Beta laktam antibiyotikler, giiniimiizde en sik kullanilan antibiyotiklerdir.
Bunlar, peptidoglikan sentezinde gorev alan transpeptidaz ve karboksipeptidazlar
inhibe ederler ve boylece hiicre duvar sentezini durdururlar. Bakteri hiicre duvar
sentezinin se¢ici inhibitorleri olmalarindan dolay: lireme fazindaki bakteriye kars:
etkilidirler. ilacin PBP (penisilin baglayict protein) olarak adlandirilan hiicre
reseptOrlerine baglanmasiyla ilk etkilesim gergeklesir. PBP’ler kromozomlarin kontrolii
altindadir ve mutasyonlar ile PBP’lerin sayilar1 veya ilaglara afiniteleri degisebilir.
Enzimatik ve enzimatik olmayan mekanizmalar beta-laktam ilaglara direng
gostermelerine neden olur (Giiven ve ark., 2008).

Penisilinler igerisinde, karbenisilin, tikorsilin, azlosilin, mezlosilin, beta-laktam
inhibitorli penisilinler ve piperasilin Pseudomonas’lara karst en etkili penisilinlerdir
(Jawetz ve ark., 2010). Penisilin G, penisilin V gibi dogal penisilinler, ampisilin gibi
genis spektrumlu penisilinler Pseudomonas’lara etkili degildir. Ampisilin  ve
amoksisiline direng; indiiklenebilir kromozomal AmpC-p-laktamazlar ve bazi artim
pompa sistemleri ile olusur. P. aeruginosanin P-laktam direncinin %30’undan

sorumludur. Giiltepe ve ark. (2014)’min, klinik Orneklerden izole ettikleri P.
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aeruginosa’lar tizerine yaptiklari ¢alismada piperasiline %51, piperasilin-tazobaktama
%351 oraninda direng saptanmislardir. Goziitok ve ark. (2014)’1n dahiliye yogun bakim
tinitesinde yaptiklar1 ¢alismada P. aeruginosa nin piperasilin-tazobaktama kars1 direnci
%50 olarak bildirmislerdir.

Sefalosporinlerde, penisilinler gibi PBP’ye baglanip hiicre duvar sentezini
bozarak etki gosterirler. Sefalosporinler antibakteriyal aktivitelerinin genel 6zelliklerine
gore 4 kusakta simiflandirilir. Birinci kusak (sefolotin, sefazolin) ve 2. kusak
(sefuroksim, sefaklor) sefalosporinler Pseudomonas tiirlerine etki etmezler. Seftazidim,
sefoperazonlart igeren 3. kusak sefalosporinler P. aeruginosa’ya karsi oldukea etkilidir.
Beta-laktamazlara dayanikli olmalari ve hiicre duvarindan rahatca gecebilmeleri
sayesinde etki gosterirler (Gilardi, 1991; Jawetz ve ark., 2010). Yolbas ve ark.
(2013)’nin  yanik enfeksiyonlar1 iizerine yaptiklar1 c¢alismada sefepimeye %53,
seftazidime kars1 %55 direng tespit etmislerdir. Shah ve ark. (2013)’nin Pakistan’da
solunum sistemi hastaliklarinda etken olan gram negatif mikroorganizmalar
inceledikleri ¢alismada P. aerginosa nin seftazidime %91.5 oraninda duyarli oldugunu
bildirmislerdir. ince ve ark. (2014)’nmn 2011 ve 2013 yillarin1 kapsayan c¢alismalarinda,
seftazidime 2011 yilinda %27, 2012 yilinda %35 ve 2013 yilinda %31 oraninda direng
bildirirlerken, sefepime ise yillara gore sirayla %52, %59 ve %53 oraninda direng
bulmuslardir.

[k karbapenem antibiyotigi tienamisindir. Ilk olarak 1976 yilinda Streptomyces
cattleya tarafindan dogal olarak firetilen tiamisin bilesiginin amino ve hidroksil
gruplarinda degisiklikler yapilarak elde edilmistir. Meropenem ve imipenem
tienamisinin sentetik tiirevleridir (Bonfiglio ve ark., 2002). B-laktam antibiyotikleri
icerisinde en genis spektrumlu antibiyotik grubu karbapenemlerdir. imipenem ve
meropenem P. aeruginosa’ya etki ederken, ertapenem etkisizdir (Demir, 2006). Essawi
ve ark. (2013)’nin Filistin’de yaptiklari calismada P. aeruginosa suslarinin imipenem ve
meropeneme %10.2 oraninda direngli olduklarini bildirmislerdir. Asik ve ark. (2014)’1
yaptiklar1 ¢alismada, genel olarak karbapeneme bakmislar ve %27.1 oraninda direng
bildirmislerdir.

Bilinen en Onemli iiyesi aztreonam’dir. Diger B-laktam antibiyotiklerinden
yapisinda beta-laktam halkasina ekli baska bir yap1 olmamasiyla ayrilir. Sadece aerobik
Gram-negatif mikroorganizmalara etki eder. Bu bakterilerin PBP-3 (penisilin baglayici
proterin-3)’tine baglanarak hiicre duvar sentezini durdurur (Oie ve ark., 2009). Yilmaz

ve ark. (2013)’min iki yillik donemde kan Kkiiltiirlerinde izole ettikleri
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mikroorganizmalarin antibiyotik duyarliliklarini degerlendirdikleri ¢aligmalarinda, izole
edilen 77 P. aeruginosa susunun %40.2’sinin aztreonama direngli oldugunu rapor
etmislerdir.

Aminoglikozitler dar spektrumlu antibiyotiklerdir. Aminoglikozitlere en duyarl
bakteri grubu Gram-negatif aerobik basillerdir. Bakteri ribozomlarmin 30S alt birimine
geri doniisiimsiiz baglanarak genetik kodun yanlis okunmasina neden olurlar (Jawetz ve
ark., 2010). P. aeruginosa’ya etki eden aminoglilozitler gentamisin, tobramisin,
netilmisin ve amikasindir. Giiglii ve ark. (2013)’nin karbapenem direngli izolatlar
tizerinde yaptiklari ¢alismada, amikasine %12.1 gentamisine %79.3 oraninda direng
bildirmislerdir. Giiltekin ve ark. (2014)’nin yaptiklari ¢alismada, izole edilen 70 P.
aeruginosa susunun amikasine %14.3 , tobramisine %11.4 oraninda diren¢ gosterdigini
saptamislardir.

Kinolonlar sentez yoluyla elde edilen kinolein tiirevi antibiyotiklerdir. DNA
giraz enzimini inhibe ederek bakterisid etki gosterirler. P. aeruginosa’ya Karsi en etkili
kinolon, {giincii kusak kinolonlar (fluorokinolonlar) grubunda yer alan
siprofloksasindir, ikinci olarak ise ofloksasindir (Gilbert ve ark., 2001). Bozkurt Giizel
ve ark. (2013)’nin kistik fibrozisli hastalarda izole ettikleri P. aeruginosa suslarinin
%24 oraninda siprofloksasine direngli oldugunu rapor etmislerdir. Alikhani ve ark.
(2014)’nin iran’da yaptiklar1 galismada siprofloksasine %4.7 ve ofloksasine %29.2

oraninda direng saptamislardir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

Calisma kapsaminda kullanilan Pseudomonas aeruginosa suslari, Ocak-2014 ve
Haziran-2014 tarihleri arasinda Sinop Atatiirk Devlet Hastanesi, Kastamonu Dr. Miinif
Islamoglu Devlet Hastanesi ve Karabiik Devlet Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuaria
gelen gesitli klinik 6rneklerden izole edildi. Kastamonu ve Karabiik illerinden alinan
ornekler, soguk zincir ¢anta ile bekletilmeden Sinop’a getirildi. Hastalarin birden fazla
kiltir orneklerinden izole edilen P. aeruginosa izolatlarindan sadece bir tanesi
calismaya dahil edildi. Aragtirmamizda 1 referans ve 54 lokal olmak iizere toplam 55 P.
aeruginosa izolat1 incelendi. Calismada referans olarak kullanilan Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 susu Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi,
Mikroorganizma Kiiltiir Koleksiyonlar1 Enstitiisii (KUKENS)’nden temin edildi. Bu sus
biitiin testlerde pozitif kontrol olarak kullanildi. Bu arastirma, Sinop Universitesi, Fen-
Edebiyat Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Molekiiler Biyoloji Laboratuarinda
gergeklestirildi.

3.2. Metod

Hastalardan alman ornekler hastane laboratuarlarina geldikten sonra
bekletilmeden kanli agara ve Eosin Metilen Blue (EMB) agara ekimler yapildi ve
37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Koloni morfolojileri, pigmentasyon ve kanli agardaki
hemoliz olusturma &zellikleri belirlendi. Sinop Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi,
Mikrobiyoloji ve Molekiiler Biyoloji Laboratuarina getirilen 6rnekler Onceden
hazirlanmis Mueller Hinton Agar (Merck) besiyerine pasajlanarak 37°C’de 24 saat
boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda Gram boyama ve biyokimyasal testler ile

izolatlarn teshisi yapildi.

3.2.1. Morfolojik ve Biyokimyasal Testler

Pseudomonas aeruginosa izolatlariin fenotipik 6zellerini belirleme amaciyla
asagidaki biyokimyasal testler uyguland. Izolatlarin teshisinde kullanilan besi yerleri

EK-1"de, soliisyon ve boyalar EK-2’de verildi.
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3.2.1.1. Gram Boyama

Gram boyama, bakterileri hiicre duvarlarinin 6zelliklerine gore ayirmak icin
kullanilan temel yontemdir. S1v1 besi yerindeki taze kiiltiirden 1 6ze dolusu alinan 6rnek
temiz bir lam iizerine aktarildi ve lam {iizerinde ince bir tabaka halinde yayilmasi
saglandi. Havada kurutulan preparat 3 defa alevden gegcirilerek fiziksel tespit yapildi.
Daha sonra kristal viyole ile 1 dk boyand:1 ve deiyonize su ile yikanarak kristal viyole
uzaklastirildi. Preparata liigol soliisyonuyla 1 dk muamele edildikten sonra %95°lik etil
alkol ile yikama iglemi yapildi. Daha sonra bazik fuksin boyasi ile 15-30 sn boyandi ve

kurutuldu. Kuruyan preparatlar immersiyon yagi damlatilarak mikroskopta incelendi.

Sekil 3.1. Pseudomonas aeruginosa’nin mikroskop goriintiisti (100X)

3.2.1.2. Jelatin Hidrolizasyon Testi

Bazi mikroorganizmalar jelatini hidrolize eden jelatinaz enzimine sahiptirler.
Jelatin; kollagen hidrolizasyonundan elde edilen protein karakterli bir maddedir.
Yiiksek sicakliklarda kat1  ozelligini  kaybederek sivilasir. Bu test ile
mikroorganizmalarin jelatinaz enzimi sentez yetenegine bakilir.

Jelatin hidrolizasyonunu saptamak i¢in iginde %10 oraninda jelatin bulunan

broth besi yeri kullanildi. Taze kiiltlirlere degdirilmis olan igne 6ze dik olarak jelatinli
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besi yerine ekim yapildi. Tiipler 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
tiipler buzdolabina alindi, 1 gilin sonra degerlendirme yapildi. Jelatinli besi yerin sivi

halde olmasi pozitif, kat1 halde olmasi ise negatif olarak degerlendirildi.

3.2.1.3. Tuz Tolerans Testi

Organizmalarin; sodyum kloriirin  (NaCl) degisik konsantrasyonlarinda
tireyebilme yetenekleri pek ¢ok bakterinin tanimlanmasinda kullanilan bir 6zelliktir. %6
ve %8.5 oraninda NaCl eklenen Nutrient Broth besi yerlerine taze kiiltiirlerden alinan
orneklerin ile ekimi yapildi. 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakildi. Bulaniklik

gosteren tiipler, pozitif olarak degerlendirildi.

3.2.1.4. Katalaz Testi

Katalaz pek c¢ok aerobik ve fakiiltatif mikroorganizma tarafindan iiretilen
hidrojen peroksiti (H,0;) su (H,O) ve oksijene (O,) pargalayan bir enzimdir. Bu
enzimin varligini belirlemek amaciyla yapilan testtir. Kati besi yerinde 37°C’de 24 saat
inkiibe edilmis kiiltiir {izerine %3’liik hidrojen peroksit damlatildi. Islemin hemen
sonrasinda, kabarcik olusumu pozitif olarak, kabarcik olugsmamasi negatif olarak

degerlendirildi.

3.2.1.5. 42°C ve 46°C Sicaklikta Ureme

Pseudomonas aeruginosa optimal olarak 30-37°C’de kolayca iireyebilme
yetenegine sahiptir. Buna karsin, 42°C’de tireme yetenegi ile diger psikrofil
Pseudomonaslardan olan P. putida ve P. fluorescens’den kolayca ayrilirlar. Miiller
Hinton Agar (MHA) besi yerine ekilen 6rnekler 42°C ve 46°C’de 24 saat inkiibasyona

birakildi ve ireme olup olmadigi kontrol edildi.

3.2.1.6. Nitrat Rediiksiyonu

Bakterilerin nitrat1 (NO3 ) nitrite (NO;) indirgeyebilmeleri 6nemli bir 6zelliktir.
Nitrat rediiksiyonu, rediiktaz enzimlerinin katalitik etkisiyle gerceklesir. Bu test

mikroorganizmalarin identifikasyonuna yardime1 olur.
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Icerisinde Durham tiipii bulunan Nitrat besi yerine inokiile edilen drnekler bir
gece 37°C’de inkiibe edildi. Durham tiipleri igerisinde gaz olusumu dikkate alindi, gaz
varli@1 nitrojen gazi olusumunu gosterdi. Daha sonra tiipler igerisine Griess-lllosvay
(A+B) ayraclarindan 5’er damla eklendi ve tiipler hafifce calkalandi. Pembe kirmizi

renk olusumu pozitif olarak degerlendirildi.

3.2.1.7. Oksidaz Testi

Bu test, mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen oksidaz enziminin (sitokrom
¢) varligimi tespit etmek icin kullanilir. Sitokrom ¢, demir igeren bir hemoproteindir.
Sitokrom sistemi sadece aerob organizmalarda mevcuttur. Oksidaz testi 6zellikle Gram-
negatif bakterilerin ilk tanimlama basamaginda yararhdir.

Kat1 besi yerine ekimi yapilan mikroorganizmalar 37°C’de 24 saat inkiibasyona
birakildi. Ureyen koloniler iizerine %1’lik Kovac’s oksidaz ayiraci damlatildi. Bir iki
dakika icerisinde koloninin mavi renk almasi pozitif sonu¢ olarak, renk degisiminin

olmamasi negatif olarak degerlendirildi.

3.2.1.8. Hareket Testi

Bakterilerin besi yerindeki hareketliligini incelemek amaciyla yar1 kati1 olarak
hazirlanan SIM besi yeri kullanildi. Taze s1v1 kiiltiiriinden alinan 6rnek, igne 6ze ile besi
yere batirilarak tek bir hat iizerinde ekim yapild1 ve 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda, inokiilasyon hattinin yanlarma dogru yayilan bulaniklik olusmasi bakterinin
hareketli, sadece inokiilasyon hattinda lireme olmasi hareketsiz bir bakteri oldugunu

gosterdi.
3.2.1.9. DNaz Testi
DNaz agar {izerine bakteri kiiltiirlerinden ekim yapildi ve 37°C’de 24 saat inkiibe

edildi. Inkiibasyon sonrasinda koloniler {izerine 1 N HCl damlatildi ve asidin penetre

olmasi saglandi. Koloniler ¢evresinde seffaf zon olugmasi pozitif olarak degerlendirildi.
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3.2.1.10. indol Testi

Indol testi, triptofan enziminin varligini tespit etmek icin kullanilir. Bu enzime
sahip bakteriler triptofan igeren besi yerlerinde iirerken triptofani hidrolize eder ve indol
aci8a c¢ikar. Ac¢iga c¢ikan indol, bazi aldehitlerle birlestiginde kirmizi renkli bir bilesik
meydana getirir. 24 saat boyunca 37°C’de indol besi yerinde inkiibasyona tabi tutulan
ornekler tizerine 0.5 ml Kovak’s reaktifi eklendi. Besi yerinin iist kisminda kirmizi renk

olusumu indol pozitif, sar1 renk olusumu indol negatif olarak degerlendirildi.

3.2.1.11. Metil Red Testi

Metil red testi, bir bakterinin glikoz fermantasyonu sonucu asit son {iriinler
meydana getirip getirmedigini saptamak ic¢in kullanilir. Fermantasyon sonucunda
organik asitler olusarak ortamin pH’1 4.4’in altina diiser. Testin indikatorii metil
kirmizisidir. pH<5.0 kirmizi, pH>5.8 sar1 renk olusur. Tiiplerde hazirlanmis MR/VP
besi yeri igerisine taze kiiltiirlerden ekim yapildi ve 37°C’de 48 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasinda tiipler icerisine metil kirmizisi soliisyonundan 4-5
damla damlatildi. Kirmiz1 renk olusumu pozitif, sar1 renk olusumu negatif olarak

degerlendirildi.

3.2.1.12. Voges-Proskauer Testi

Bazi bakteriler glikoz fermantasyonu sonucunda nétral son iriinler meydana
getirirler bu nétral son triinler ortam pH’mm yiikseltirler. N6tral son iiriin olan asetoin
(asetil metil karbinol), giiglii bir alkali olan potasyum hidroksit (KOH) ile oksitlenerek
diasetil meydana getirir. Bu {iriin alfa naftol ile reaksiyona girerek kirmizi bir kompleks
olusturur. Her bir tiip igerisinde 5 ml olacak sekilde hazirlanmis MR/VP besi yerine
ekim yapild1 ve 37°C’de 2-7 giin inkiibe edildi. Kiiltiir iizerine 6 damla alfa naftol daha
sonra 2 damla %40 KOH damlatild1 ve oksijen temasini artirmak amaciyla ¢alkalandi.
30 dakika igerisinde sonuglar kaydedildi. Kirmizi renk olusumu pozitif, renk

olusmamasi negatif olarak degerlendirildi.
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3.2.1.13. Sitrat Testi

Sitrat testi, bakterilerin sitratt kullanma yeteneklerinin degerlendirilmesi
amaciyla yapilir. Sitrat1 tek karbon kaynagi olarak kullanan organizmalar inorganik
amonyum tuzlarin1 da tek nitrojen kaynagi olarak kullanabildiklerinden, metabolizma
alkali iiriinlerin (amonyak) artis1 ile sonuglanir (pH>7.6). Ortamda bulunan indikator
madde bromtimol mavisi olup, pH’in yiikselmesine paralel olarak besiyerinin rengi
yesilden koyu-maviye doner. Tiplerde yatik agar olarak hazirlanmig Simmon’s Sitrat
Agar besi yerine taze kiiltiirlerden 6ze kullanilarak yiizeye asilama yapildi. 37°C’de 48
saat sonunda besi yerinin rengi incelendi. Besi yeri renginin koyu maviye doniismesi

pozitif, orijinal yesil renkte kalmas1 negatif sonug olarak degerlendirildi.

3.2.1.14. King B Agar Testi

King B agar, P. aeruginosa analizinde dogrulama i¢in kullanilir. Besi yeri
igerisindeki dipotasyum fosfat fosfor konsantrasyonunu artirir ve piyosiyanin tiretimini
inhibe ederken, floresein liretimini uyarir. Magnezyum siilfat ise floresein {iretimi i¢in
gerekli katyonlara katkida bulunur. Diger karakteristik pigment iireten Pseudomonas

tiirlerini baskilarken P. aeruginosa’nin saptanmasinda ve ayriminda kullanilir.

Sekil 3.2. King B agarda UV 1sik altinda P. aeruginosa ATCC 27853
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3.2.1.15. Karbonhidrat Fermantasyon Testi

Bu test, mikroorganizmalarin ¢esitli karbonhidratlar1 ayristirma yeteneklerini
belirlemek amaciyla yapilir. Mikroorganizmalar sentezledikleri hidrolaz enzimleri
sayesinde karbonhidratlar1 parcalayabilirler. Bu yetenek tiirler arasinda oldukga
degisiklik gosterebildigi gibi, ayni tiir ait bireyler arasinda da farkli fermantasyon
Ozelligi gosteren varyant suslar da meydana ¢ikmaktadir. Besi yeri igerisine sadece
incelenecek olan karbonhidrat eklenip inkiibasyona tabi tutuldugunda, eger
mikroorganizma o sekeri fermente edip asit olusturmussa ortamin pH derecesi 5.5’in
altina diisecektir. Burada 6nemli olan nokta, tek bir seker kullanarak mikroorganizmay1
o sekeri kullanmaya zorlamaktir.

Karbonhidrat fermantasyon testinde; fruktoz, galaktoz, glukoz, mannitol, ksiloz,
laktoz, maltoz, siikroz, trealoz, arabinoz kullanildi. Son konsantrasyonlar1 %5 olacak
sekilde karbonhidrat soliisyonlar:1 ilave edildi. Indikator olarak Fenol red (%0.01)
kullanildi. Hazirlanan besi yerine taze kiiltiirlerden 0.1 ml ilave edilip 37°C’de 24-48
saat inkiibasyona birakildi. Besi yeri renginin kirmizdan sartya donmesi pozitif, renk

degisiminin gozlemlenmemesi negatif olarak degerlendirildi.
3.2.1.16. Antibiyogram

Antimikrobiyal denemelerde kullanilacak bakteri kiiltiirlerini hazirlamak ig¢in
taze kiiltiirlerden 5 ml MHB besi yerine ekim yapilarak 37°C’de 24 saat gelistirildi.
Daha sonra gelisen kiiltiirlerden 0.5 McFarland skalas1 esas alinarak mililitresinde 1-2 X
10® (CFU/ml) hiicre olacak sekilde bakteri stok soliisyonlar1 hazirlandi. Incelenecek
mikroorganizmalarin McFarland 0.5 skalasina denk gelen siispansiyonlarindan MHB
besi yerine 100 ul asilama yapildi ve steril cam baget ile besi yeri ylizeyine yayildiktan
sonra 15-20 dk kurumaya birakildi. Daha sonra ampisilin/sulbactam (SAM 10/10 ng),
amikacin (AK 30 pg), seftazidim (CAZ 30 pg), imipenem (IPM 10 pg), gentamisin (CN
10 pg), meropenem (MEM 10 pg), tazobaktam/piperasilin (TZP 100/10 pg),
siprofloksasin (CIP 5 pug), sulfametoksazol/trimetoprim (SXT 23.75/1.25 png),
sefotaksim (CTX 30 ug), piperasilin (PRL 100 pg), sefepime (FEP 30 pg), kolistin (CT
10 pg) ve aztreonam (ATM 30 pg) diskleri besi yerlerine uygun araliklar birakilarak
yerlestirildi. Bu sekilde hazirlanmis besi yerleri 24 saat 37°C’de gelistirildikten sonra

olusan inhibisyon zonlar1 cetvel yardimi ile 6l¢iildii. Her bir antibiyotigin duyarlilik
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zonlar farkli oldugu icin Klinik ve Laboratuar Standartlar Enstitiisii (CLSI) kriterleri
dogrultusunda etkili ve etkisiz olan antibiyotikler belirlendi (CLSI, 2014).

3.2.1.17. Elektroforez icin Protein Orneklerinin Hazirlamsi

Toplam hiicre proteinlerinin ekstraksiyonu i¢in Laemmli (1970)’nin modifiye
yontemi kullanildi. Izole edilen P. aeruginosa suslari, 37°C’ de 24 saat siireyle 5’er ml
MHB besi yeri igeren tiiplere asilama yapilarak aktiflestirildi. Gelisen 6rneklerden 1.5
ml temiz bir ependorf tiipine alinarak 12.000 rpm’de 5 dk santrifiij (Hanil Science
Industrial, HM-150 1V, Japan) edildi. Siipernatant atilarak pellet, 100 pl serum
fizyolojik ile 3 kez yikandi. Daha sonra pellet tizerine 20 ul sample buffer ilave edildi
ve 80°C°de 5 dk kaynatilarak ¢ziiniir proteinler elde edildi. Ornekler -20°C’de saklandh.

Hiicre dis1 proteinlerin ekstraksiyonu i¢cin Wessel ve Flugge (1984)’nin yontemi
kullanildi. Gelisen kiiltiirlerden uygun miktarlarda alinarak 12.000 rpm’de santrifiij
edildi. Siipernatant kismindan 500 pl alimip 0.45 pum ¢apli membran filtreden
(Sartorious) gecirilerek steril ependorf tiiplerine alindi. Siipernatant lizerine 400 pl
metanol, 200 ul kloroform ve 300 ul distile su ilave edilip 5 dk 10.700 rpm’de santrifiij
edildi. Ornekler 1-2 giin buzdolabinda bekletildi. Daha sonra iist faz atilip 300 pl
metanol eklenerek tekrar santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirilarak c¢okelmis
proteinler kurutuldu. Orneklerin iizerine 25 pl érnek tamponu ilave edildi ve 80°C’de 5

dk kaynatilarak hiicre dis1 proteinler ekstrakte edildi.

3.2.1.18. SDS-PAGE’in Yapilisi

Ekstrakte edilen toplam hiicre proteinleri 1 mm kalinlifinda (%4’liik topayici ve
%10’luk ayirict), hiicre dist proteinler ise (%4’lik toplayict ve %12’lik ayirict) jelde
yuriitiildii. Yiritme islemi dikey elektroforez tankinda (Hoefer SE400-USA) toplayici
jel boyunca 20 mA ve ayirict jel boyunca 30 mA’lik sabit akim uygulanarak
gerceklestirildi. Yiiriitme islemi bitimini takiben jeller Comassie Brillant Blue (R—250)
ile boyandi. Daha sonra jellerin boyasi giderilerek bantlat goriiniir hale getirildi. Jellerin
fotograflar1 (HP Scan-jet G2410) ¢ekilerek bilgisayar ortamina aktarildi. Proteinlerin
molekiiler agirliklari marker (PageRuler™ Unstained Protein Ladder, Fermantas,
SM0661) kullanilarak hesaplandi. Jeller %7’lik Aestik asit soliisyonunda bekletildi.

Poliakrlamid jel elektrofezde kullanilan ¢6zeltiler EK-3°de verilmistir
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3.2.1.19. Plazmid DNA izolasyonu

Plazmid DNA izolasyonu igin, Sambrook ve ark. (1989)’nin yontemi kullanildi.
P. aeruginosa orneklerinden 5 ml MHB besi yerine ekim yapildi ve 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakildi. Kiiltiirden 1.5 ml eppendorf tiipiine alindi ve mikrosantrifiijde
(Hanil Science Industrial, HM 1501V) 3000 rpm’de 10 dk santrifiijlendi. Stipernatant
atilarak pellet tizerine 567 pl TE (Tris-EDTA) ecklenerek mikropipet yardimiyla
¢ozilildi. Cozelti tizerine 30 pl SDS (%10) ve 3 ul proteinaz K ¢ozeltileri eklenerek
karistirildi ve 37°C’de 1 saat bekletildi. Daha sonra 100 pl SM NaCl eklenip karistirildi
ve sonrasinda 80 ul CTAB/NaCl ¢ozeltisi eklenip karistirilarak 65°C’de 10 dk
bekletildi. Uzerine esit hacimde kloroform/izoamil alkol eklenip karistirilarak 10.000
rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant temiz bir mikrosantrifiij
tiipline alinarak esit hacimde fenol/kloroform/izoamil alkol (25:24:1) eklenip karistirildi
ve 10.000 rpm’de 5 dk santrifiijlendi. Siipernatant dikkatli bir sekilde steril eppendorf
tiipiine alinarak tizerine 600 pl izopropanol eklendi. DNA iplik¢ikler halinde ¢okiinceye
kadar alt st edilerek karistirildi. DNA’y1 ¢oktiirmek i¢in 15.000 rpm’de 10 dk
santrifiijlendi. Pellet tizerine 50 pl %70’lik etilalkol eklenerek DNA yikandi ve tiip ters
cevrilerek alkoliin uzaklastirilmast saglandi. Tiip agz1 agik sekilde oda sicakliginda
alkol kokusu gidene kadar bekletildi. Cokelti iizerine 50 ul TE eklendi ve DNA’nin
¢ozillmesi saglandi. Izole edilen DNA ornekleri -20°'de saklandi. Plazmid

izolasyonunda kullanilan ¢6zeltiler EK-4’de verilmistir.

3.2.1.20. Agaroz Jel Elektroforez

Izole edilen plazmid DNA %0.7°lik agaroz jelde 1X TBE bufferde yiiriitiildii. 1X
TBE soliisyonu, Tris Borat EDTA 5X soliisyonundan hazirlandi. Agar mikrodalga
firinda eritildikten sonra 45°C’ye kadar sogutuldu ve igerisine 5 ul Etidyum bromid
(Sigma) eklenip elektroforez plagima dokiildii. Agar donduktan sonra, taraklar ¢ikarildi
ve kuyucuklara yiikleme tamponu ile muamele edilen 6rnekler yiiklendi. Plazmid DNA
ornekleri yiiklendikten sonra jel elektroforez cihazina (Thermo Scientific-
MS1509112955, UK) baglandi. Ornekler yiiriitme tamponu ile 80 voltluk sabit akimda
yaklagik 3 saat yiiritildli. Yirlitme islemi sonucunda jellerin fotograflart UV

transilliiminator (Cleaver-MicroDOC, UK) ile ¢ekildi ve bilgisayar ortamina aktarildi.
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3.2.1.21. istatistiksel Analiz

Protein profillerinin istatistiksel analizinde; jeller yiiksek c¢oziiniirliikte bir
tarayici1 (HP Scanjet, G2410) kullanilarak taranip bilgisayar ortamina aktarildi. Ayrica
plazmid DNA jellerinin fotograflart UV transilliminatdr (Cleaver-MicroDOC, UK)
altinda cekildi ve bilgisayar ortamina aktarildi. Her bir bandin molekiiler agirligi Total
Lab 1D Manual R11.1, UK programi kullanilarak hesaplandi. Jel goriintiileri programa
yiiklendikten sonra bantlar piksel pozisyonlarina gore belirlendi. Bunu takiben, bantlar

isaretlendi ve molekiiler agirliklar1 marker’a gore belirlendi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Phoretix 1D programinda, manuel band ve molekiiler agirlik belirleme profilleri

Kiimeleme analizi igin veriler Phoretix 1D-Pro (Totallab, UK) programi
kullanilarak Jaccard’in benzerlik katsayisi temeline dayanan unweighted pair-group

metod using aritmetic averages (UPGMA) metoduyla hesaplanarak dendogramlar
olusturuldu.
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4. BULGULAR

Calismamizda, Ocak 2014 - Haziran 2014 tarihleri arasinda Sinop ve g¢evre

illerdeki Kliniklerden izole edilen 54 adet P. aeruginosa izolattnin Gram boyama,

oksidaz, katalaz, nitrat rediiksiyonu, farkli sicakliklarda iireyebilme yetenekleri, King B

agarda 151ma Ozellikleri, karbonhidrat fermentasyon testleri gibi biyokimyasal testler,

plazmid DNA analizi ve SDS-PAGE yontemi ile hiicre i¢i ve hiicre dis1 protein

profillerinin belirlenmesi ile molekiiler karakterizasyonu ve antibiyotik direngliliginin

belirlenmesi gergeklestirildi.

4.1. Epidemiyolojik Bulgular

Suglarin izole edildigi klinik orneklere goére dagilimi, hastalarin yasi ve

cinsiyetine ait bilgiler Cizelge 4.1°de verildi.

Cizelge 4.1. Farkli kliniklerden toplanan P. aeruginosa izolatlarina ait klinik bilgiler

No il Yas Cinsiyet Ornek Yeri

1 Kr 64 E Idrar

2 Kr 55 E Kan

3 Kr 46 K Idrar

4 Kr 87 K Apse

5 Kr 56 E Balgam

6 Kr 58 E ETA

7 Kr 71 E Yara

8 Kr 74 E Idrar

9 Kr 73 E Idrar

10 Kr 52 E Yara

11 Kr 71 K Sol.sekresyonu
12 Kr 71 K Balgam

13 Ks 85 K Yara

14 Kr 27 E Pleural eflizyon
15 Kr 85 K Sol.sekresyonu
16 Kr 24 E Steril mayi

17 Kr 34 K Yara

18 Kr 59 E Balgam

19 Kr 60 E Balgam

20 Kr 81 K Idrar

21 Kr 71 K Balgam

22 Kr 80 E Sol.sekresyonu
23 Kr 84 K Sol.sekresyonu
24 Kr 81 E Idrar

25 Ks 68 E Kan

26 Ks 78 K Sol.sekresyonu
27 Ks 71 K Balgam

31



Cizelge 4.1’in devanm

No Il Yas Cinsiyet Ornek Yeri
28 Ks 40 E Idrar
29 Ks 80 K Kan

30 Ks 71 K Yara
31 Ks 67 E Balgam
32 Ks 43 E Kan

33 S 67 K Idrar
34 S 67 K Aspirat
35 S 80 K Aspirat
36 S 84 K Aspirat
37 S 7 ay K Idrar
38 S 6 K [drar
39 S 69 K Yara
40 S 2 K Idrar
41 S 14 ay K Idrar
42 S 88 E [drar
43 S 54 E Idrar
44 S 76 E Yara
45 S 48 E Kan

46 S 29 E Kan

47 S 53 E Kan

48 S 91 E Balgam
49 S 49 K [drar
50 S 59 K Idrar
51 S 71 E [drar
52 S 41 K Balgam
53 S 74 K Idrar
54 S 61 K Yara

Kr; Karabiik, Ks; Kastamonu, S; Sinop, E; Erkek, K; Kadin

Calisma kapsamina dahil edilen 54 hastanin 28’1 kadin, 26’s1 erkektir. Ayrica 54
hastanin %7.4°1 0-16 yas, %7.41 16-40 yas, %25.9’u 40-60 yas, %59.3’1 60 ve iizeri

yas araligindadir.
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Sekil 4.1. Pseudomonas aeruginosa suslarinin izole edildigi hastalarin yas araligi
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Toplam 54 tane klinik numunenin; 18 tanesi (%32) idrar, 9 tanesi (%17) balgam,
8 tanesi (%15) yara, 7 tanesi (%13) kan, 5 tanesi (%9) solunum sekresyonu, 3 tanesi
(%6) aspirat, 1 tanesi (%2) apse, 1 tanesi (%2) endotrekeal aspirat (ETA), 1 tanesi (%2)

pleural siv1 ve 1 tanesi (%2) steril seminal sivi 6rneklerinden izole edilmistir.

Oidrar
B balgam

6% 29R2%2%2%

Ovyara
O kan

B solunum sekresyonu

9% 32%

O aspirat
13% H apse

15% 17% OETA
H pleural sivi

Ml steril mayi

Sekil 4.2. izole edilen suslarin kokenlerine gore dagilimi

4.2. izolatlarin Biyokimyasal Test Sonuclarina iliskin Bulgular

Calismada, 54 lokal ve 1 referans olmak {izere toplam, 55 adet P. aeruginosa
izolatinin fenotipik Ozelliklerini belirlemek i¢in gerekli biyokimyasal testler yapildi.
Izolatlara ait test sonuglart Cizelge 4.2°de verildi. izolatlarmn hepsinin Gram-negatif,
aerobik, sporsuz ve hareketli olduklari tespit edildi.

Ayrica, tiim izolatlar; katalaz, oksidaz, sitrat, 42°C’de iireyebilme ve nitrat
rediiksiyon testlerinde pozitif sonug verilmesine karsin; DNaz, Indol, Metil Red, Voges-
Proskaur, %8.5 NaCl’de iireyebilme ve 46°C’de iireyebilme o&zelliklerinin negatif
oldugu belirlendi. Bununla birlikte 54 yerel izolatin 22 tanesi jelatini hidrolize ederken,

referans sus dahil olmak tizere diger 23 izolatin jelatini par¢alayamadiklar1 belirlendi.
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Cizelge 4.2. Pseudomonas aeruginosa izolatlarinin biyokimyasal test sonuglari
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Cizelge 4.3. Pseudomonas aeruginosa izolatlarinin karbonhidrat fermentasyon sonuglari
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Karbonhidrat fermantasyon sonuglari Cizelge 4.3.’te verildi. Sonuglara gore;
izolatlarin hepsinin glikoz, mannitol ve fruktozu fermente edebilirken, ksiloz, laktoz,
maltoz, siikroz, trealoz ve arabinozu fermente edemedikleri belirlendi. Ayrica, galaktoz
39 izoalt tarafindan fermente edilirken diger 15 izolat ve referans susunun bu sekeri

fermente edemedigi saptandi.

4.3. Antibiyotik Duyarlihk Test Sonuclarina iliskin Bulgular

Aragtirmamizda toplam 55 adet P. aeruginosa susunun 19 farkli antibiyotige
kars1 duyarliliklar1 Klinik ve Laboratuar Standartlar Enstitiisii (CLSI) kriterleri
dogrultusunda Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi kullanilarak belirlendi. Suslara karsi
belirlenen zon ¢aplar1 yine CLSI tarafindan oOnerilen zon caplar1 dikkate alinarak

degerlendirildi (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. izolatlarm test edilen antibiyotiklere kars1 direng oranlar1 (%)

Test edilen antibiyotikler S | R

Amikasin (AK) 85.2 9.3 5.5
Aztreonam (ATM) - 87 13

Tazobaktam/piperasilin (TZP) 81.5 - 185
Piperasilin (PRL) 79.6 - 20.4
Seftazidim (CAZ) 78 - 22

Meropenem (MEM) 57.40 20.4 22.2
Imipenem (IPM) 63 3.7 33.3
Sefepime (FEP) 61 - 39

Gentamisin (CN) 59.3 - 40.7
Oflofloksasin (OFX) 111 42.6 46.3
Siprofloksasin (CIP) 39 55 55.5
Ampisilin/sulbactam (SAM) 38.9 - 61.1
Kolistin (CT) 29.6 - 70.4
Sefotaksim (CTX) 1.9 - 98.1
Sulfametoksazol/trimetoprim (SXT) - - 100
Penisilin G (P) - - 100
Klindamisin (DA) - - 100
Tetrasiklin (TE) - - 100
Kloramfenikol (C) - - 100

R; Direngli, I; Orta derecede direncli, S; Duyarli
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Test edilen Dbiitin  suslarin, sulfametoksazol/trimetoprim, tetrasiklin,
kloramfenikol, penisilin G ve klindamisin antibiyotiklerine karsi direngli olduklari tespit
edildi. Ampisilin/sulbaktam, kolistin ve sefotaksime ise yiiksek oranda direncli
olduklar1 tespit edilirken; aztreonam, meropenem siprofloksasin ve oflofloksasin
antibiyotiklerine kars1 orta derecede direncglilik bulundu. En yiiksek duyarlilik
amikasine (%85.2) karsi bulundu. Amikasinden sonra en yiiksek duyarliligin;
tazobaktam/piperasilin (%81.5), piperasilin (79.6), seftazidime (%78), imipenem (%63),
sefepime (%61) ve gentamisine (%59.3) karsi oldugu saptandi (Cizelge 4.5.).

Cizelge 4.5. izolatlari test edilen antibiyotiklere kars1 duyarliliklari
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R; Direngli, I; Orta direngli, S; Duyarli, P; P. aeruginosa ATCC 27853
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Cizelge 4.5’iin devam

ATM
IPM
OFX
CIP

|
|
|
|
|
R
|
|
|
R
R
|
|
|
|
|
|

&

DLV —ULOOLnn—ITnnonun| AK
VOOV ONITITNINITnnnIn| TZP
LV OLVOLOVOITOLVOITOLOInNnITnnnnonl| PRL
DOV OVONMITITITIOTNONnnn nn| CAZ
VDOV ——nN—T—TNVITHnwn —un| MEM
VOOV OVITITOIT—VW0—W0
WITTVLOVONMWITDILNITIOOL®» O n| FEP
VWOV ITITITNINVINITITnn nI| CM
WO —TV VOO OVWILO—VD—0VWIO—

— VWV VITOTVWIILITITINVOOL IO —

TV VOVOVDIOWNWIODIOLILIUUIUIDIn| SAM
TV OVODONITOVILTNVWIIOOnNIOIn|CT
VXUV UVOVDIUUVDIULNUIUIULUUIUIUO| CTX
D UVXOVOVDIOUOVDIODIOUOODIOIODOIOIDO O™ SXT
VXV UVUVOVINUVIUVDIOUDLNUIUUUUIUUO|P
TV XVUVUVIVDINLUIUVDIOLUIUIUIUUIUDU U0 DA
TV XVUVOUVVUNUNIUVIOUNOUDIUDUOUU 0| TE

VOV OOVDOVDOOVDODIOUVDOOUOUOUOUHOH|C

R; Direngli, I; Orta direngli, S; Duyarli, P; P. aeruginosa ATCC 27853

4.4. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforez (PAGE) Bulgulari

Calismamizda biyokimyasal test sonucglari ve antibiyogram bulgular1 esas
alinarak belirlenen 18 adet lokal izolat ve referans sus olmak {izere 19 wrkin toplam
hiicresel protein profilleri sodyum dodesilstilfat poliakrilamid jel elektroforez (SDS-
PAGE) yontemi kullanilarak belirlendi. Incelenen suslara ait toplam hiicre protein
profilleri Sekil 4.3’de verildi.
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Sekil 4.3. 19 adet P. aeruginosa susunun SDS-PAGE ile elde edilen toplam hiicre protein
profilleri P; P. aeruginosa ATCC 27853, M; Marker

Test edilen 19 susun toplam hiicre protein profilleri arasinda major (200-70 kDa)
ve mindr (60-30 kDa) molekiil agirligindaki protein desenleri yoniinden yiiksek oranda
benzerlik oldugu goézlendi. Yiiksek molekiil agirlikli 1 (207.3-130.5 kDa), 3 (115.3-
108.4 kDa), 4 (100.8-89.1 kDa), 5 (85.8-83.3 kDa), 8 (71.7-62.6 kDa) ve diisiikk molekiil
agirhikli 9 (57.6-47.5 kDa) ile gosterilen dominant proteinlerin tiim suglarda ortak
oldugu saptandi. Bununla birlikte, suslar arasinda bazi bant farkliliklar1 da tespit edildi.
2 (117.4 kDa) ile isaretlenen bant sadece 8 numarali susta, 10 (41.8 kDa) ile gosterilen
bant 42 ve 49 numaral suslarda, 11 (30.4 kDa) ile isaretlenen bant sadece 38 numarali
susta, 13 (26.8 kDa) ile isaretlenen bant 1, 11, 25, 38 numarali suslarda tespit edildi.
Ayrica, 6 (77.9 kDa) ile gosterilen bant 7, 8, 37, 38, 50 numarali suglar hari¢ tim
suslarda gozlendi. Bununla birlikte, 7 (74.9 kDa) ile isaretlenen protein bandi 8, 37, 38,
42, 50 numarali suslar hari¢ tiim suslarda goriildii. 12 (31.3 kDa) ile isaretlenen diisiik
molekiill agirligina sahip protein bandi, 7, 11, 24, 25, 48, 49, 52 numarali suslarda
gozlenirken, 14 (42.6 kDa) ile isaretlenen bant 1, 7, 32, 37, 38, 48, 50 numarali suslar

haricinde tiim suslarda belirlendi.
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Test edilen suslar arasindaki benzerlikler toplam hiicre dis1 protein profillerine
gore de incelendi. SDS-PAGE yontemi kullanilarak elde edilen hiicre dis1 protein profili
Sekil 4.4°de verilmistir.

1 7 8 11 24 25 32 34 35 36 37 38 39 42 48 49 50 52 P M

Sekil 4.4. 19 adet P. aeruginosa susunun SDS-PAGE ile elde edilen toplam hiicre dis1 protein
profilleri P; P. aeruginosa ATCC 27853, M; Marker

Test edilen suslar i¢in toplam hiicre dist protein profilleri arasinda da yiiksek
diizeyde benzer band profilleri goriildii. Yiiksek molekiil agirlikli 1 (197.4-173.9 kDa),
2 (159.6-137.5 kDa), 6 (90.2-83.3 kDa), 7 (76.4-71.4 kDa), 10 (65.2-63.4 kDa) ve
diisiik molekiil agirlikli 11 (61.9-59.5 kDa), 13 (55.8-54.7 kDa) ile isaretlenen protein
bantlarinin tiim suslarda ortak oldugu belirlendi. Toplam hiicre protein profillerine
kiyasla hiicre dis1 protein profillerinde suslar arasinda daha fazla farkliliklar oldugu
tespit edildi. 3 (121.7 kDa) ile isaretlenmis protein bandi 24, 25, 32, 36, 38, 42 ve
referans suslarinda, 4 (114.1 kDa) ile isaretlenmis bant 1, 8, 11, 24, 32, 34, 36, 37, 42,
52 ve referans suslarinda gortldi. 5 (100.3 kDa) ile belirlenmis bandin 1, 11, 25, 37, 42,
52 numarali suslarda, 8 (68.1 kDa) ile isaretlenmis bandin 1, 11, 24, 25, 32, 37, 39, 42,
52 ve referans suslarinda oldugu ve 9 (66.3 kDa) numarali bandin sadece 36 ve 48
numarali suslarda oldugu belirlendi. Ayrica, diisitk molekiil agirligina sahip 12 (56.3
kDa) ile isaretlenmis bant sadece 11 ve 25 numarali suslarda gézlemlenirken, 14 (51.1

kDa) ile isaretlenmis bandin 24, 32, 34, 35, 36, 49, 52 ve referans suslarinda ve 15 (38.7
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kDa) ile isaretlenmis bandin 32, 35, 36, 37, 49, 52 numarali izolatlarda oldugu tespit

edildi.

4.5. izolatlara Ait Kiimeleme Analiz Bulgular:

Calismamizda, segilen 19 adet susun SDS-PAGE ile elde edilen toplam hiicre ve

hiicre dis1 protein profilleri esas alinarak Phoretix 1D-pro (Totallab-UK) programinda

Jaccaard’a gore unweighted paired group method of arithmetic average (UPGMA)
metodu kullanilarak kiimeleme analizi yapildi (Sekil 4.5; Sekil 4.6).

Toplam hiicre protein profilleri esas alinarak yapilan niimerik analiz; suslarin

benzerlik diizeyinin %76 ve tizerinde 2 biiyiik gruba (A ve B) ayrildigini ortaya koydu

(Sekil 4.5). Grup A referans sus ve 14 adet yerel izolati, Grup B ise 4 adet yerel izolati

icermektedir.
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Sekil 4.5. Toplam hiicre protein profilleri esas alinarak Jaccard’a gére UPGMA metodu
kullanilarak olusturulan dendogram
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Toplam hiicre dis1 protein profilleri esas alinarak yapilan niimerik analiz; suslarin
benzerlik diizeyini %69 ve lizerinde 2 biiyiik Gruba (C ve D) ayrildigini gosterdi (Sekil
4.6). Grup C, referans sus ile 14 lokal izolat dahil 15 susu igerirken, Grup D ise 4 adet

yerel izolat1 kapsadigi belirlendi.
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Sekil 4.6. Toplam hiicre dis1 protein profilleri esas alinarak Jaccard’a gore UPGMA metodu
kullanilarak olusturulan dendogram

4.6. Plazmid DNA Analiz Sonuclarina Iliskin Bulgular
Arastirmamizda, farkli kliniklerden izole edilen 54 yerel ve 1 adet referans olmak

iizere toplam 55 susun plazmid DNA profilleri incelendi. Belirlenen plazmid DNA
profilleri Sekil 4.7, Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°da verildi.
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Sekil 4.7. Pseudomonas aeruginosa suslarinin plazmid DNA profilleri P; P. aeruginosa ATCC
27853, M; Marker

Agaroz jel elektroforez sonuglarina gore, a (14.500 bp) ile isaretlenmis plazmidin
tiim suglarda ortak oldugu goriildii. Buna karsin b (1.796 bp) ile isaretlenmis plazmidin
11 ve 17 numarali suslarda ortak oldugu gozlendi. Ayrica, ¢ (1.392 bp) ve d (983 bp) ile
isaretlenmis plazmidlerin tiim suslarda ortak oldugu belirlendi. Bunun yani sira, e (742
bp) ve f (618 bp) ile isaretlenmis plazmidlerin 3, 4, 5, 9, 12, 15 ve 19 numarali suslarda
oldugu tespit edildi (Sekil 4.7).

20 21 22; 123 24 25 26 27 28

o

Sekil 4.8. Pseudomonas aeruginosa suslarinin plazmid DNA profilleri P; P. aeruginosa ATCC
27853, M; Marker

Plazmid DNA analizlerine gore, a (14.500 bp), ¢ (1.392 bp) ve d (983 bp) ile
isaretlenmis plazmidlerin tim suslarda yer aldigi gozlendi. Ayrica, b (1.796 bp) ile

isaretlenmis plazmidin 20, 26, 38 ve referans sus haricinde tiim izolatlarda ortak
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oldugunu ortaya koydu. Bununla birlikte, e (742 bp) ve f (618 bp) ile isaretlenmis
plazmidler ise 22, 28 ve 37 numarali suslarda bulundugu belirlendi (Sekil 4.9).

39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 P M

Sekil 4.9. Pseudomonas aeruginosa suslarinin plazmid DNA profilleri P; P. aeruginosa ATCC
27853, M; Marker

Diger taraftan, a (14.500 bp), ¢ (1.392 bp) ve d (983 bp) ile isaretlenmis
plazmidlerin tiim suslarda ortak oldugu saptandi. Ote yandan, b (1.796 bp) ile
isaretlenmis plazmidin 39, 40, 42, 43, 44, 45, 47, 48, 51 ve 54 numarali izolatlarda
varhigi tespit edilirken, e (742 bp) ve f (618 bp) ile isaretlenmis plazmidlerin 445 ve 48

numaralari izolatlarda bulundugu gozlendi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada, Ocak-2014 ve Haziran-2014 tarihleri arasinda Sinop Atatiirk
Devlet Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuari, Kastamonu Dr. Miinif islamoglu Devlet
Hastanesi Laboratuar1 ve Karabiik Devlet Hastanesi Laboratuari’na gelen ¢esitli klinik
orneklerden izole edilen 54 adet P. aeruginosa izolatinin fenotipik karekterizasyonu,
antibiyotik direnglilikleri, plazmid DNA igerikleri ve toplam hiicre ve hiicre dis1 protein
profillerine gore karakterizasyonu gergeklestirildi.

Gilinimiizde tedavi giderlerinin ve mortalitenin artmasina neden olan hastane
enfeksiyonlart  antibiyotik  tedavisini  zorlagtirmaktadir.  Genis  spektrumlu
antibiyotiklerin ampirik tedavide kullanilmasi, hastanelerde birden fazla antibiyotige
direngli suslarin ortaya ¢ikmasina neden oldugundan dolay: etkin bir tedavi igin yeni
antibiyotiklere de ihtiyaci artirmaktadir.

Pseudomonas aeruginosa hastane enfeksiyonlari igerisinde en ¢ok 6neme sahip
ve en sik izole edilen mikroorganizmadir (NNIS, 2004). P. aeruginosa, hastane
enfeksiyonlarmin %10-25’inden sorumlu tutulmaktadir (Giil ve ark., 2004). Avrupa’da
17 ilkenin katildigi Europen Prevalence Infection in Intensive Care (EPIC) sonug
raporlarinda, Enterobacteriaceae ailesi en sik izole edilen nozokomiyal enfeksiyon
etkeni olarak bildirilirken, Staphylococcus aureus ikinci, P. aeruginosa ise sik izole
edilen iiclinci mikroorganizma olarak belirtilmistir (Vincent ve ark., 1995). EPIC
(2009)’de 75 iilkede yapilan benzer g¢alismada, sonuglarin bir Onceki ¢alismayla
uyumluluk gosterdigi teyit edilmistir (Vincent ve ark., 2009).

Amerika Birlesik Devletleri'nde c¢ocuk yogun bakim iinitelerinde yapilan
calismada, pnomonilere en sik P. aeruginosa’nin neden oldugu bildirilmistir (Urrea ve
ark., 2003). Karakog ve ark. (2013), bakteriyemide mortalite i¢in risk faktorlerinin tespit
edildigi bir ¢alismada, P. aeruginosa’nin en sik izole edilen ikinci patojen oldugunu
tespit etmiglerdir. Bakteriyemi kaynaklar1 olarak pnomoni, katater iliskili kan dolagimi
enfeksiyonlar1 ve tiriner sistem enfeksiyonlar1 oldugunu bildirmislerdir.

Pseudomonas aeruginosa’nin bircok antibiyotige dogal direncli olmasi,
mutasyonlar ile ¢ogu antibiyotige direngli hale gelmesi hastane enfeksiyonlarinda
onemli bakterilerden biri olmasina neden olmaktadir (Coggan ve Wolfgang, 2012). Giin
gectikee artan antibiyotiklere direngli suslar tedavileri zorlastirarak basarisizliga yol
acmaktadir. Bizim ¢aligmamizda, 6nceden yapilan ¢alismalar 1s18inda Sinop ve g¢evre

illerden toplanan P. aeruginosa izolatlarinin antibiyotik direngliligi incelenmistir.
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Calisilan 54 klinik izolat, en sik idrar (%32) orneklerinden, ikinci ve {igiincii
siklikta ise sirastyla balgam (%17) ve yara (%15) 6rneklerinden izole edilmistir. Turgut
ve ark. (2002), tarafindan yapilan ¢alismada %39.5 ile en sik idrardan, %37.2 ile ikinci
siklikta trakeal aspirattan ve tgiincii siklikta ise %20.6 ile yara orneklerinden izole
ettiklerini bildirmislerdir. Duman ve ark. (2012)’nin 1 yillik siiregte izole ettikleri P.
aeruginosa suslari ise en sik idrar (%26.4), trakeal aspirat (%21.8) ve balgam (%16.6)
orneklerinden elde edilmistir. Giiltepe ve ark. (2014)’min yaptiklar1 calismada
orneklerin, diger ¢aligmalardan farkli olarak en sik balgam (%36), yara (%36) ve kan
(%14) 6rneklerinden izole edildigini rapor etmislerdir.

Bu ¢alismada incelenen P. aeruginosa suslarinin tamami Gram-negatif, hareketli,
aerobik, sporsuz, katalaz, sitrat ve King B agarda 1s1ma pozitif; DNaz, Indol, Metil-Red,
Voges Proskauer testleri negatif ve nitrati nitrite indirgeme yeteneklerinin pozitif
oldugu tespit edildi. Ayrica enterik bakterilerden ayirt edilmesini saglayan en 6nemli
test olan oksidaz testi ve P. aeruginosa’y:r diger Pseudomonas’lardan ayiran 42°C’de
tireme testi pozitif sonug¢ verdi. Biyokimyasal testlerden sadece jelatinaz testi incelenen
suslar arasinda degiskenlik gosterdi (Cizelge 4.2). Karbonhidrat fermantasyon
sonuclarina gore, izolatlarin tiimiiniin glikoz, mannitol ve fruktozu kullanabildigi;
ksiloz, laktoz, maltoz, slikroz, trealoz ve arabinozu kullanamadigi belirlendi. Galaktozu
ise 54 izolattan 39 tanesinin kullanabildigi tespit edildi (Cizelge 4.3).

Yapilan gesitli ¢calismalarda bazi biyokimyasal testler (katalaz, oksidaz, hareket,
DNaz, indol, metil red, voges proskauer, sitrat, nitrat, karbonhidrat fermantasyon vb.) P.
aeruginosa tanisinda kullanilmistir (Malgok ve ark., 2006; Duman ve ark., 2012;
Alikhani ve ark., 2014). Cesitli gida iriinlerinden izole edilen Pseudomonas tiirlerinin
incelendigi bir ¢alismada tiirlerin tanimlanmasinda biyokimyasal testler kullanilmistir
(Aydin, 2010). Bizim ¢alisgmamizda incelenen izolatlara ait biyokimyasal test sonuglari
yapilan diger calismalarla paralellik gostermektedir. The Prokaryotes (2006) ve
Bergey’s Manuel of Systematic Bacteriology (2005)’de P. aeruginosa i¢in belirttigi
kriterler, bizim ¢aligmamizdaki sonuglar ile uygunluk gostermistir.

Biyokimyasal testlerin ardindan, izolasyonu gergeklestirilen 54 yerel izolatin 19
farkli antibiyotige kars1 hassasiyetleri belirlendi. Sefalosporinler, antipseudomonal
penisilinler, karbapenemler, kinolonlar P. aeruginosa enfeksiyonlarinda sik kullanilan
antibiyotiklerdir. Bu antibiyotiklerin tedavilerde aminoglikozitler ile kombine edilerek

kullanimlari yaygindir (Tungoglu ve ark., 2009).
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Calismamizdaki diren¢ oranlarina bakildiginda; tiim izolatlarin penislin G,
klindamisin ve trimetoprim/sulfametaksazole %100 direng gosterdigi saptandi. P.
aeruginosa’nin tetrasikline dogal direngli oldugu bilinse de Ozer ve ark. (2006)'nin
yogun bakim {initesinde hastane enfeksiyonlar1 iizerine yaptiklart bir caligmada
tetrasikline %96 oraninda direng bulduklarini belirtmelerinden dolay: tetrasiklin
antibiyotigini ¢alismamiza dahil ettik ve %100 direng tespit edildi.

Calismamizda kullanilan B-laktam grubu antibiyotiklerden karbapenem grubuna
dahil meropenem ve imipenem direnci sirasiyla %22.2 ve %33.3 olarak belirlendi.
Ciftci ve ark. (2005), yaptiklar1 ¢alismada, meropenem %14, imipenem %15 oraninda
direng gozlemlemislerdir. Yogun bakim {initesindeki hastalarin ¢esitli klinik
materyallerinden izole ettikleri 89 P. aeruginosa susunu inceleyen Gayyurhan ve ark.
(2008), meropenem direncini %21.34 imipenem direncini ise %20.22 olarak
bulmuslardir. Nozokomiyal kokenli P. aeruginosa izolatlar1 {izerinde imipenem
direncliligini %60 olarak bildiren Bektas ve ark. (2011)’lart meropenemi ¢aligmalarina
dahil etmemislerdir. 2012 ve 2013 yillarinda izole ettikleri 636 P. aeruginosa susunu
%29’unun meropeneme, %33’linlin imipeneme direngli oldugunu Giiltepe ve ark.
(2014)’lar1 tespit etmislerdir. Farkli caligmalarda incelendiginde P. aeruginosa
izolatlarinda ge¢mis yillara gore artan karbapenem direnci dikkat ¢ekicidir. Karbapenem
grubu antibiyotiklere karsi gelisen direncin farkli sebepleri olabilmektedir. P.
aeruginosa i¢in karbapenem direnci OprD kaybi, MexAB-OprM aktif diga pompalama
sistemi, permeabilite matasyonlari, asirt miktarda kromozomal AmpC beta-laktamaz
tretilmesi  ve metallo-beta-laktamaz enzimlerinin iretilmesi seklinde olabilir
(Livermore, 2002).

Calismamizda kullanilan bir diger beta-laktam grubu antibiyotik aztreonamdir.
Dokuz aylik siiregte yogun bakim hastalarindan izole edilen P. aeruginosa suslarini
inceleyen Ozer ve ark. (2006), aztreonam direncini %35 olarak bildirmislerdir.
Karbapeneme direngli ve duyarli P. aeruginosa izolatlar1 iizerine yaptigi ¢alismada
Ustiin (2010), karbapenem direngli suslarn %100, karbapenem duyarli suslarin %40,
tiim suslarin ise %70’inin aztreonama direngli oldugunu saptamustir. iran’da 106 P.
aeruginosa izolatinin antibiyotik duyarliliklar1 incelenen bir g¢alismada aztreonam
direnci %27.4 olarak belirtilmistir (Alikhani ve ark., 2014). Bizim ¢alismamizda ise
aztreonam direnci %13 olarak tespit edilirken, suslarin %87’sinin orta duyarli oldugu

goriildli. Bu durumda aztreonamin yanlis ve bilingsiz kullanimi sonucunda orta duyarli
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olan suslar tamamen direng gelistirebilirler. Bu nedenle aztreonam direncinin giderek
artmasi gelecege yonelik olarak endise verici olabilir.

Calismamizda kullanilan beta-laktam grubunun diger antibiyotikleri seftazidim,
sefepime ve sefotaksimdir. Seftazidim ve sefotaksim tigiincii kusak sefalosporin iken
sefepime 4. kusak sefalosporindir. Hastane etkeni olan Pseudomonas suslarinin
incelendigi ¢alismada 158 P. aeruginosa susunun seftazidime %64, sefepime %57 ve
sefotaksime %17 oraninda duyarli olduklar1 belirlenmistir (Ozdemir ve ark., 2009). IKi
yillik dénemde kan kiiltiirlerinden izole ettikleri mikroorganizmalar1 ve bunlarin
antibiyotik duyarliliklarini inceleyen Yilmaz ve ark. (2013), 77 P. aeruginosa susunun
sefotaksime %97.4, seftazidime %18.1 oraninda direngli oldugunu rapor etmislerdir.
Hastane enfeksiyonlarmin degerlendirildigi bir baska c¢alismada seftazidime %25,
sefepime %37.5 oraninda direng bildirilirken, sefotaksim ¢alismaya dahil edilmemistir
(Gozitok ve ark., 2014). Bizim calismamizda ise seftazidime %22, sefepime %39,
sefotaksime %98.1 diren¢ bulunmustur ve sonuglarin diger calismalarla paralellik
gosterdigi goriilmiistiir.

Beta-laktamaz inhibitorleri ile kombine kullanilan penisilinlerde ¢alisma
kapsamina alimmustir. Yapilan bir ¢alismada ampisilin/sulbaktama %82.02,
piperasilin/tazobaktama %42.69 direng bulunmustur ve piperasilin ¢alisma kapsamina
alinmazken (Gayyurhan ve ark., 2008), baska bir ¢alismada piperasiline %56,
piperasilin/tazobaktama %44 oraninda direnc¢ bildirilmistir (Ozer ve ark., 2009).
Karbapenem direngli P. aeruginosa suslarini inceledikleri ¢alismada Giiglii ve ark.
(2013), piperasilin/tazobaktama %65.5, piperasiline %65.5 oraninda direng
bildirmislerdir. Bagka bir ¢aligmada ise Yilmaz ve ark. (2013), piperasilin/tazobaktam
direncliligini %13.6 olarak rapor etmislerdir. Bizim c¢alismamizda izolatlarin
piperasiline %20.4, piperasilin/tazobaktama %218.5 ve ampisilin/sulbaktama %61.1
oraninda direncli olduklar1 bulunmustur.

Calismamizda kullandigimiz bir diger antibiyotik grubu aminoglikozitlerdir.
Aminoglikozitler Pseudomonas enfeksiyonlarinin tedavisinde tek basina degil daha ¢ok
kombine tedavinin bir parcast olarak kullanilmaktadir. Bektas ve ark. (2011), yapmis
olduklar1 ¢alismada, amikasine %9, gentamisine %75 oraninda direng¢ bildirmislerdir.
Bir yillik siiregte izole ettikleri 307 adet P. aeruginosa susunu inceleyen Duman ve ark.
(2012), izolatlarin %1.3’{iniin amikasine, %12.4’linlin gentamisine diren¢li oldugunu
rapor etmislerdir. Solunum yolu enfeksiyonu olan hastalarin balgam 6rneklerinden izole

ettikleri 105 P. aeruginosa izolatin1 inceledikleri ¢alismada Shah ve ark. (2013),
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amikasine %90.5 ve gentamisine %86.1 oraninda duyarlilik bildirmislerdir. Ug yillik
stirecte izole edilen toplam 309 P. aeruginosa susunun incelendigi baska bir ¢aligmada
ise amikasine %10, gentamisine %31 direng bildirilmistir. Ayrica yapilan bu ¢alismada
direng oranlarmin her yil arttigi da rapor edilmistir (Ince ve ark., 2014). Bizim
calismamizda amikasine %5.5 oraninda direng gozlemlendi. Calismaya dahil edilen
antibiyotikler icerisinde en yiiksek duyarliliga sahip oldugu gorildi. Aminoglikozit
grubunda yer alan bir diger antibiyotik gentamisine ise %40.7 oraninda direng
bulunmustur. Yapilan daha Oncekiler caligmalar bizim c¢alismamizla paralellik
gostermektedir. Antibiyotiklerin yaygin kullanimi nedeniyle P. aeruginosa’da direng
oranlarinda artig goriilmektedir. Antibiyotik kisitlama programlarinin direng oranlarini
azaltmada etkili oldugu gosterilmistir. Amikasinin az sayida aminoglikozid modifiye
edici enzimden etkilenmesi nedeniyle P. aeruginosa enfeksiyonlarinda diger
aminoglikozidlere oranla daha etkindir (Regal ve ark., 2003). Caligmamizda amikasine
diisiik direncin belirlenmesi bolgede gozlenen P. aeruginosa enfeksiyonlarinin
tedavisinde tercih edilebilecegini ortaya koymustur.

Kinolonlar grubunda yer alan siprofloksasin ve ofloksasin ¢aligmamiza dahil
edildi. Yapilan ¢alismalarda, siprofloksasine %28, ofloksasine %52 oraninda (Ozer ve
ark., 2009); siprofloksasine %14.3 oraninda diren¢ (Essawi ve ark., 2013) bildirilmistir.
Klinik 6rneklerden elde edilen 107 izolati inceleyen Agca (2011), siprofloksasine %48
oraninda duyarlilik bildirmistir. Bizim g¢alismamizda siprofiloksasin ve ofloksasine
sirastyla 9%355.5, %46.3 oraninda direng tespit edildi. Ayrica ofloksasin antibiyotigine
%42.6 oraninda yar1 duyarli oldugu gézlemlendi.

Lipopeptit olan kolistinin daha 6nceki yillarda yapilan ¢alismalarda %90-%100
duyarhilik tespit edilmistir (Ozdemir ve ark., 2009; Ince ve ark., 2014). Bizim
calismamizda ise kolistine %70.4 oraninda direng tespit edildi.

Calismaya dahil edilen tiim antibiyotiklerin diren¢ oranlar1 degerlendirildiginde
yapilan caligmalarda benzerlik gostermesinin yani sira bazi farklhiliklarda oldugu
goriilmiistiir. Bu farkliliklarin, farkli klinik materyallerden izole edilmis olmasi, ilaglara
kars1 tasidiklar1 plazmidler ile direnglilik kazanimlari nedenleri arasinda olabilir
(Sadovskaya ve ark., 2010).

Biyokimyasal yontemlerin fazla isgiicii gerektirmesi ve uzun zaman almasindan
dolay1 bakterilerin tiplendirilmesinde daha etkin kullanilabilecek yontemlere ihtiyag
vardir. Ayrica, antijen yapisinin degisken olmasi, geri doniisiimii olmayan fenotipik

degisiklikler, faj ve plazmidlerin horizontal gegisleri, diren¢ modellerinin antibiyotik
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tedavisinden etkilenmesi fenotipik yontemlerle degisken sonuglar elde edilmesine neden
olmaktadir (Pitt, 1994; Lambert, 2002).

Mikroorganizmalarin molekiiler tiplendirmesinde kullanilan ilk yontem plazmid
profillerinin  belirlenmesidir. Bakterilerde bulunan plazmidlerin say1 ve molekiil
agirh@indaki  benzerlikler —arastirilmaktadir (Zaidi  ve Konstantinou, 2003).
Calismamizda, test edilen 54 adet P. aeruginosa izolatmin plazmid DNA’lar1 alkali
lizas yontemi ile izole edildi. Plazmid analiz sonuglarina gore, tiim izolatlarda en az 3
adet plazmidin bulundugu belirlenmistir. 54 6rnegin 20 tanesinde {i¢, 23 tanesinde dort,
6 tanesinde bes ve 5 tanesinde alt1 adet plazmid tespit edilmistir. Nikbin ve ark. (2007),
104 adet P. aeruginosa izolatinin antibiyotik direngliligini ve plazmid profillerini
inceledikleri ¢alismada, izolatlarin %29.8’inde plazmid DNA oldugunu ve plazmid
igeren izolatlarin %61.8’inin en az 8§ antibiyotige direngli oldugunu bildirmislerdir.

Radi ve Rahma (2010); yara, yanik ve kulak enfeksiyonlarindan izole ettikleri P.
aeruginosa suslarmin ¢oklu antibiyotik direngliligini ve pazmid profillerini
belirledikleri galismalarinda, izolatlarin amikasin, neomisin, tetrasiklin, streptomisin,
sefalosporinler ve penisilinlere ¢oklu direng gosterdigini belirtirken, molekiil agirlig
disiik 1ki ve yiliksek molekiil agirhigina sahip bir adet plazmid DNA bandi
bulundurduklarmi tespit etmislerdir. Smith ve ark. (2012), antibiyotik direncliligi ve
molekiiler tiplendirmelerini yaptiklart 20 adet P. aeruginosa susunun 6 tanesinin 12
farkli antibiyotige %100 direngli oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica ¢alisilan 20 adet
susun %80’inde plazmid belirlenirken; RAPD-PCR ve SDS-PAGE ile incelenen
izolatlar1 sirasiyla 5 ve 6 grupta siniflandirmislardir. Shahcheraghi ve ark. (2003)’nin
antibiyotik direncliligi ile plazmid profillerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, 265 izolatin
tamamimin tetrasiklin, karbanesillin, amikasin, seftazidim, sulfametaksazol,
siprofloksasin, sefotaksim ve gentamisine ¢oklu direng gosterdigini bildirmiglerdir.
Plazmid profilleri incelenen suglarin %95’inde iki tane biiylik molekiil agirligina sahip
plazmid tespit etmislerdir. Incelenen 4 izolatin, 9.7 bp biiyiikliigiinde olan plazmidden
yoksun birakildiktan sonra, gentamisin, amikasin ve seftazidime duyarli hale
geldiklerini rapor etmislerdir. Bizim calismamizda 5 adet susun en fazla plazmid
icerigine sahip oldugu gozlenmistir. Bunlardan 45 numarali izolatin calisilan 19
antibiyotikten 16’sia direngli oldugu belirlenirken, yine ayni sayida plazmid igeren 22
numaralt izolatin 7 antibiyotige direncli oldugu saptandi. Ancak 3 adet plazmide sahip
15 numaralt susun denenen 15 antibiyotige direngli oldugu gozlendi. Elde edilen bu

sonuglar dogrultusunda antibiyotik direncliliginin plazmid sayisi ile baglantili olmadigi
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belirlendi. Bu sonu¢ yapilan daha onceki ¢aligmalarla uyumluluk gostermemektedir.
Acik ve ark. (2001)’nin klinik P. aeruginosa izolatlarini inceledikleri ¢aligmalarinda
suslarin biiyiik molekiil agirlikli plazmidler igermediklerini bildirmislerdir. Ayrica iki
izolatin ayni plazmid profilini tasimasina ragmen antibiyotik duyarliliklarinin
benzemedigini, plazmid profilleri ile antibiyotik duyarliliklar1 arasinda baglantinin
olmadigint rapor etmislerdir. Klinik Orneklerden izole ettikleri 35 adet metisiline
direngli S. aureus (MRSA) susunun plazmid DNA profilleri ve farkli antibiyotiklere
kars1 duyarhiliklarini inceleyen Berber ve ark. (2008), antibiyotiklere kars1 direnclilikte
plazmid sayisinin 6nemli olmadigini gostermislerdir. Bu sonuglar bulgularimizla
paralellik gostermektedir.

SDS-PAGE ile toplam hiicre protein profilleri bakterilerde yakin akraba gruplarin
karsilastirilmasi1 ve benzerliklerin ortaya konulmasinda kullanilan tekniklerden biridir
(Jackman, 1985). Proteinlerin amino asit dizilisleri, serolojik ozellikleri ve protein
profilleri sistematikte Onemli bir yer tutmaktadir. Giiniimiizde poliakrilamid jel
elektroforez (PAGE) teknigi, degisik mikroorganizmalarin protein profillerine gore
tamimlanmasi ve smiflandirilmasinda siklikla kullanilan bir metottur (Flint ve ark.,
1997; Poirier, 2002). Berber ve ark. (2010), yaptiklar1 ¢aligmada insan patojeni
Staphylococcus aureus izolatlarinin SDS-PAGE yontemiyle toplam hiicre dist
proteinlerini incelemisler ve yoOntemin uygulanmasi ve protein bantlarinin
yorumlanmasi kolay oldugundan hizli ve ayrim giicli fazla olan bir yontem olarak
onermislerdir.

Calismamizda secilen 19 adet P. aeruginosa susunun SDS-PAGE yo6ntemi
kullanilarak elde edilen toplam hiicre ve hiicre dist protein profillerine gore
karsilagtirilmast yapildi. SDS-PAGE analizine gore suslarin yliksek diizeyde benzer
protein profillerine sahip olmakla birlikte bazi bant farkliliklarinin oldugu
belirlenmistir. Toplam hiicre protein profillerinde, 117.4; 77.9; 74.9; 41.8; 30.4; 31.3;
26.8 ve 42.6 kDa molekill agirligina sahip bantlarin suslar arasinda farkliliklar
gosterdigi tespit edildi. Hiicre dis1 protein profillerinde ise, 121.7; 114.1; 100.3; 68.1,
66.3; 56.3; 51.1 ve 38.7 kDa molekiil agirligindaki protein bantlarinin suslar arasinda
farkliliklar gosterdigi belirlendi.

Cesitli endiistriyel atik maddelerde bazi mikroorganizmalarin yiizey aktif
Ozelliklerini inceleyen Kaya (2008), P. stutzeri izolatlarmin birbirleriyle ve P. stutzeri
DSM 6082 susu ile aralarindaki benzerlikleri, SDS-PAGE yontemini kullanarak elde

edilen toplam hiicre protein profilleri karsilastirmistir. Sonugta, P. stutzeri izolatlarinin
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ve referans susun benzer protein profillerine sahip olduklari bildirilmistir. Ayrica, P.
aeruginosa ATCC 27853, 78 ve 99 suslarinin toplam hiicre protein profilleri
incelendiginde protein bantlar1 yoniinden benzer profile sahip olduklarini rapor etmistir.
E. coli ve P. aeruginosa bakterilerinin SDS-PAGE ile protein profillerini inceleyen
Durrani ve ark. (2008), P. aeruginosa 6rneklerinin protein bantlarinda 85 kDa, 133 kDa,
148 kDa ve 180 kDa molekiil agirligina sahip dnemli proteinlerin benzer olduklarini
bildirmislerdir. Bahrampour ve ark. (2013), manyetik Fe3O; nanopartikiilleri ile
kaplanmis P. aeruginosa (PTSOX4) suslarinda SDS-PAGE yontemi ile protein
profillerindeki degisimi incelemislerdir ve nanopartikiillerle kaplanmis hiicrelerde yeni
protein bantlarinin ortaya ¢iktigini1 bununla birlikte, bir protein bandinin kayboldugunu
belirtmislerdir. Iki boyutlu jel elektroforez sonuglar1, 30-56 kDa ve 56-65 kDa molekiil
agirligina sahip iki farkli polipeptit gruplarinin varligini vurgulamiglardir. SDS-PAGE
teknigi kullanilarak elde edilen toplam hiicre protein profillerinin, suglarin
tiplendirilmesinde yararli oldugu ve ¢ogu diger tipleme metotlarina benzer ya da daha
iyi ayrim sagladigr Walia ve ark. (1988)’lar1 tarafindan rapor edilmistir.

Calismamizda, SDS-PAGE metodu ile elde edilen toplam hiicre ve hiicre disi
protein profilleri dikkate alinarak, benzerlik aritmetik ortalama algoritmasiyla agirliksiz
eslesme grup metoduna (UPGMA) gore dendogramlar olusturuldu. P. aeruginosa
izolatlarinin toplam hiicre protein profilleri benzerlik diizeyi %76 (Sekil 4.5) ve iizeri
olan 2 biiyiik gruba (A-B) ayrildi. Birinci grup (A) P. aeruginosa ATCC 27853 susu ile
14 yerel izolati1 igermekte ve benzerlik diizeyi %79 ve {izerinde iki alt gruba (A;-Ay)
ayrilmaktadir. Referans sus A; grubunda yer almakta ve en yakin suslar 32 ve 35
numarali izolatlardir.

Hiicre dis1 proteinleri esas alinarak yapilan nlimerik analizde, suslarin benzerlik
diizeyi %69 Ve iizeri olan 2 gruba (C-D) ayrildigin1 gosterdi. Ik grup (C) referans sus
ile 14 yerel izolato kapsamakta ve benzerlik oran1 %72 ve {izerinde iki alt gruba (C;-C,)
ayrilmaktadir. Referans sus C; grubunda yer almakta ve en yakin suslar 49 ve 52
numarali izolatlardir.

Aragtirmamizda izole edilen P. aeruginosa suslarinin tiplendirilmesi i¢in yapilan
biyokimyasal testler ve antibiyotik duyarliliklar1 tiir seviyesinde identifikasyon igin
yeterli olmaktadir. Bununla birlikte, SDS-PAGE teknigi kullanilarak elde edilen toplam
hiicre i¢i ve hiicre dist protein profilleri tiir alti seviyede olduk¢a faydali bilgiler
vermektedir. Yapilan bazi ¢aligmalarda; tiir alt1 seviyelerde identifikasyon i¢in, ¢ok az

miktarda bile olsa genetik materyali ¢ogaltabilen, kolaylikla tanimlayabilen, laboratuar
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tanilarinda hiz ve kesinlik kazandiran PCR temelli molekiiler yontemlere basvurmanin
gerekliligi belirtilmistir (Van Pelt ve ark., 1999; Acik ve ark., 2001; Carike¢1 ve ark.,
2008; Avsar ve Berber, 2014). Sonug olarak, biyokimyasal testler ve protein profillerine
dayali tekniklerin yetersiz kaldigr durumlarda PCR esash tekniklerin kullanilmasinin
faydali olabilecegi 6nerilmektedir.

Pseudomonas aeruginosa, bircok antibiyotige karsi dogal olarak direngli
olmasmin yaninda antibiyotiklere karsi gelistirdigi kazanilmis direng oranlar1 giderek
artmakta, bOylece tedavisi gliglesen ve hayati tehdit eden bir¢ok hastalia neden
olmaktadir. Diren¢ gelisimi 6zellikle spesifik antibiyotik kullanim1 sonrasi gelismekte
ve hastadan hastaya direngli suslarin yayilimima neden olmaktadir. Tedavide kullanilan
cesitli antibiyotiklere karsi gelisen direnglerin bir araya gelmesi ve antibiyotikler
arasinda capraz diren¢ gelisimi, ¢oklu antibiyotik diren¢ sorununu ortaya koymaktadir
(Aloush ve ark., 2006). Coklu antibiyotik direngli ve hastane enfeksiyonu etkeni olan P.
aeruginosa suslarinin neden oldugu enfeksiyonlar yiiksek morbidite ve mortalite ile
sonuclandigindan, yiliksek maliyet olusturmaktadir. Bu baglamda bu suslarin
belirlenmesi ve yayilimmnin onlenmesi gerekir. Ulkemizde de bu hizli yayilimin
belirlenebilmesi i¢in ¢ok merkezli ¢alismalarin yapilmasina ihtiyag vardir.

Bizim ¢alismamizda da hastane enfeksiyon etkeni olan P. aeruginosa suslari tilke
genelinde ve tiim diinyada oldugu gibi yiiksek diizeyde antimikrobiyal diren¢ ve ¢oklu
direng ozellikleri gostermektedir. Calismamizda izolatlarin imipenem ve meropeneme
sirastyla %33.3 ve %?22.2 oraninda direngli olmasi, imipenemin tercih edildigi
tedavilerde basarisizlik oranlarinin yiiksek olacagini gostermektedir. Calismamizda
izolatlar en diisiikk direnci ise amikasine (aminoglikozit) karsi belirlenmistir. Giderek
artan bu direng profili hastanelerde enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin alinmasi gerektigini
ve Ozelliklede yogun bakim {iinitesindeki antibiyotik kullanim politikalarinin yeniden
gbzden gecirilmesi ve diizenlenmesi gerektigini gostermektedir. Ayrica enfeksiyon
oldugu disiiniilen durumlarda ampirik olarak bagslanan antibiyotiklerin in-vitro
kosullarda duyarliliginin kontrol edilmesi gerektigini, tedavi siiresince bile direng
gelisebilecegi goz oOniinde bulundurularak kiiltlir ve antibiyogram isteklerinin
yenilenmesinin gerekliligini géstermistir. Plazmidler antimikrobiklere ve agir metallere
direng genlerini tasimanin yami sira, degisik viriilans faktorlerini de tasiyabilirler.
Direng plazmidleri diger duyarli bakterilere transdiiksiyon, transformasyon ve
konjugasyon olaylariyla gegerek direng gen paketini aktarip ve bdylece direncin

yayilmasina neden olabilirler. Antibiyotik direngliliginin plazmidlerle baglantisinin
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aragtirtlmasinin gerekliligi sonucunda izolatlarin plazmid profilleri belirlenmistir. P.
aeruginosa suslarinin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde aminoglikozitler halen
tercih edilen antibiyotikler olmasina ragmen, bu grup ve diger grup antibiyotiklerin
bliylik cogunluguna karsi artan diren¢ oranlarina dikkat edilmelidir. Bu nedenle,
rasyonel olmayan ilag¢ kullanimini1 6nlemek i¢in alinan 6nlemler dikkatle incelenmeli ve
direng gelisimi diizenli olarak takip edilmelidir. Ayrica, bu calismadan elde edilen
bulgular morfolojik ve fizyolojik 6zelliklerin yani sira, SDS-PAGE teknigiyle elde
edilen toplam hiicre ve hiicre dis1 protein profillerinin tiir alt1 seviyede olduk¢a faydali
bilgiler verdigini ortaya koydu. Bunun yani sira, DNA temelli molekiiler yontemler
gelismekte olan teknoloji ile birlikte farkli amaglarla yiiriitiilen bilimsel ¢alismalarda
kullanilmaktadir. Yiiksek derecede ayrim giiciine sahip olmalari, uygulamalarinin kolay
olmasi, tekrarlanabilir olmalar1 ve kisa siirede sonuclar vermeleri bu ydntemlerin

kullanimina hiz kazandirmustir.
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7. EKLER

EK-1. Suslarin Tanisinda Kullanilan Besi Yerleri

1. Mueller Hinton Agar Besi Yeri

Mueller Hinton Agar (MHA) (Merck) 369
Damitik Su 1000 ml
pH 7.0+£0.2

Besi yerinde 38 g tartilarak 1 1 damitik suda ¢oziiliir, otoklavda 121°C’de 15 dk
sterilize edilir ve 50°C’ye sogutulup, petri kaplarina dokiiliir (15-20 ml), +4°C’de

saklanir.

2. Mueller Hinton Broth

Mueller Hinton Broth (Oxo1d) 219
Damitik Su 1000 ml
pH 7.0+0.2

Besi yeri damutik suda ¢oziindiikten sonra eritilir ve tiiplere dagitilarak otoklavda
121°C’de 15 dk sterilize edilir.

3. %6 ve %8.5 Oraninda NaCl Iceren Nutrient Broth

Nutrient Broth 13 ¢
NaCl 60g-85¢g
Damitik Su 1000 ml
pH 6.9+0.2

Uygun miktarlarda tartilan besi yeri ve NaCl damitik su igerisinde ¢oziindiirtiliir

ve tiiplere dagitilarak otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edilir.
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4. Nitrate Broth (NB)

Nitrate Broth (Acumedia) 23 ¢
Damitik Su 1000 ml
pH 7.0

Dehidre besi yeri 23 g olacak sekilde distile su igerisinde ¢oziiliir. Icerisinde

durham tiipii bulunan tiiplere 10’ar ml dagitilip otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize

edilir.

5. SIM Medium
SIM medium (Merck) 3049
Damitik Su 1000 ml
pH 7.3+0.2

Besi yerinden 30 g tartilarak damitik su i¢inde ¢oziiliir. Sonra tiiplere dagitilarak

121°C’de 15 dk sterilize edilip dikey konumda dondurulur.

6. Deoksiriboniikleaz (DNaz) Agar

DNaz Agar (Oxoid) 399
Damitik Su 1000 ml
pH 7.3

Besi yerinde 39 g tartilarak damitik suda ¢oziiliir, otoklavda 121°C’de 15 dk

sterilize edilir. 50°C’ye sogutulan besi yeri steril petri kaplara dokiiliir.
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7. Tripton (indol) Broth Bilesimi

Tripton (Merck) 39
Sodyum Kloriir (Oxoid) 03¢
Damitik Su 100 ml
pH 7.0

Gerekli miktarlar tartilip 100 ml damitik suda eritilir, tiiplere dagitilir ve
otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edilir.

8. MR-VP Broth (Merck)

MR-VP (Merck) 179
Damitik Su 1000 ml
pH 7.0

Gerekli miktarlar tartilip damitik suda eritilir, tliplere dagitilir ve otoklavda

121°C’de 15 dk sterilize edilir.

9. Simmon’s Sitrat Agar Bilesimi

Simmon’s Sitrat Agar (Oxoid) 25¢
Damitik Su 1000 ml
pH 7.0

Gerekli miktarlar tartilip damitik suda eritilir. Agz1 kapali tiiplere 3 ml
dagitildiktan sonra otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edilir. Sterilizasyondan sonra

tiipler bir pipet lizerine yatik vaziyette konur ve besi yerinin katilagmasi saglanir.
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EK-2. Arastirmada Kullamilan Boya ve Diger Cozeltiler

1. Kristal Viyole

Kristal Viyole 109

Etil Alkol (%95°1lik) 100 ml
2. Liigol

Iyot 1g

Potasyum Iyodiir 24

Damitik su 300 ml

3. Bazik Fuksin

Bazik Fuksin 30
Etil Alkol (%95°1ik) 100 ml

4. Serum Fizyolojik

Sodyum Kloriir 8540
Damitik su 1000 ml

5. Tyot Cozeltisi

Iyot 1g
Kl 29
Damitik Su 100 ml

KI suda ¢oziindiikten sonra iyot ilave edilir ve ¢6zmeye devam edilir. Membran

filtreden gecirilip renkli sisede 2-3 hafta bekletilir.
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6. Alfa-naftol Cozeltisi

Alfa-naftol 50
Etil Alkol 100 ml

7. KOH cozeltisi

Potasyum Hidroksit 109
Damitik Su 100 ml

8. Metil-Red Ayraci

Metil Red 0.050 g
Etil Alkol (%95) 150 ml
Saf Su 100 ml

Metil Red, alkolde eritildikten sonra damitik su eklenerek ¢oziilir. Oda

sicakliginda saklanir.

9. Kovaks Ayraci

Para-dimetilaminobenzaldehit 50
n-Amil alkol 75 ml
Konsantre HCI 25 ml

10. Griess-Ilosvay Ayraci

Alfa naftilamin % 0.5 (A) + sulfanilik asit %0.8 (B).

11. Katalaz Test Ayraci

Hidrojen peroksit (H202) (%30’luk)’den 3 ml alinarak 97 ml distile su ile iyice

karigtirilir.
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EK-3. Poliakrilamid Jel Elekroforezinde Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

1. Akrilamid + N,N’-Metilen Bis-akrilamid Monomer Stogu

Akrilamid (Oxoid) 28.8¢g
Bis-akrilamid (Oxoid) 129

Maddeler gerekli miktarda tartilip 75 ml damitik su igersinde ¢oziilerek son
hacim 100 ml’ye tamamlanir. Whatman No:1 filtre kagidindan siiziilerek renkli cam

sisede + 4°C’de saklanir.

2. Ayirma Jel Tamponu (1.5 M Tris-HCL, pH 8.6)

Gerekli miktar trizma bazi tartilarak bir miktar damitik suda ¢oziildiikten sonra
AN HClI ile pH 8.6’ya ayarlanir. Son hacim tamamlandiktan sonra Whatman No:1 filtre
kagidindan siiziilir ve + 4°C’de saklanir. SDS-PAGE i¢in %0.4 oraninda SDS ilave

edilir.

3. Yigma Jel Tamponu (0.5 M Tris-HCI, pH 6.8)

Gerekli miktar trizma bazi tartilarak bir miktar damitik suda ¢oziildiikten sonra
AN HCI ile pH 6.8’¢ ayarlanir. Son hacim tamamlandiktan sonra Whatman No:1 filtre
kagidindan siiziilir ve + 4°C’de saklanir. SDS-PAGE i¢in %0.4 oraninda SDS ilave

edilir.

4. Tank Buffer

Trizma Baz1 (Sigma) 1219
Glisin 5769

Maddeler 1000 ml damitik suda ¢oziiliir. SDS-PAGE igin %0.1 oraninda SDS

ilave edilir.
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5. Laemmli Buffer (X4)

0.5 M Tris-HCI pH 6.8 5129
Gliserin (Merck) 8.00¢g
Damitik Su 3.00 ml
SDS 2.00 ml
2-B-Merkaptoetanol 4.00 ml
Bromo Fenol Mavisi (Merck) 0.025 mi

Gerekli miktarlar tartilip temiz bir deney tiipii icerisinde homojen hale getirilir

ve karanlik ortamda saklanir.

6. Boyama Cozeltisi

Coomassie Brillant Blue (Sigma) 159
Izopropil Alkol (Merck) 250 ml
Asetik Asit (Merck) 100 ml
Damitik Su 650 ml

Boya ¢oziindiikten sonra Whatman No:1 filtre kagidindan siiziiliir ve renkli cam

sisede oda sicakliginda saklanir.

7. Boya Cikarma Cozeltisi

Izopropil Alkol (Merck) 250 ml
Asetik Asit (Merck) 100 ml
Damitik Su 650 ml

Gerekli miktarlar tartilarak 650 ml damitik suda ¢ozdiiriiliir. Hazirlanan ¢6zelti

oda sicakliginda renkli cam sisede saklanir.
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8. Jel Saklama Cozeltisi

Jel saklamak amaciyla %7’lik Glasial Asetik Asit ¢ozeltisi kullanilir.

9. %10’luk Amonyum Per Siilfat (APS)

APS 1g
Damaitik Su 10 mi

Gerekli miktarlar tartilarak damitik suda c¢oziiliir ve + 4°C’de saklanir. Bir

haftadan sonra taze hazirlanarak kullanilir.

10. %10’luk SDS-PAGE Ayirma Jel i¢erigi

Akrilamid/Bis-akrilamid (Oxoid) 8.78 ml
Damitik Su 10.84 ml
1.5 M Tris-HCL pH 8.6 6.58 ml
APS (Sigma) 100.00 pl
TEMED (Oxoid) 10.00 ul

Gerekli miktarlar tartilarak kisa siirede siispansiyon hazirlanir. Polimerlesme

baslamadan dikey elektroforezin alt kismina aktarilir.

11. %12’lik SDS-PAGE Ayirma Jel I¢erigi

Akrilamid/Bis-akrilamid (Oxoid) 12 ml
Damitik Su 10.5 mi
1.5 M Tris-HCL pH 8.6 7.8 ml
APS (Sigma) 125.00 pl
TEMED (Oxoid) 10.00 pul

Gerekli miktarlar tartilarak kisa siirede siispansiyon hazirlanir. Polimerlesme

baslamadan dikey elektroforezin alt kismina aktarilir.
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12. %4’liik SDS-PAGE Y1gma Jel icerigi

Akrilamid/Bis-akrilamid (Oxoid) 0.81 ml
Damitik Su 2.95 ml
0.5 M Tris-HCL pH 6.8 1.235 ml
APS (Oxoid) 50.00 pl
TEMED (Oxoid) 6.00 ul

%10’luk SDS-PAGE polimerlestikten sonra, yukaridaki maddelerden gerekli
miktarlar tartilarak kisa siirede siispansiyon hazirlanir. Polimerlesme baslamadan dikey
elektroforezde %10’luk SDS-PAGE kismin iizerine aktarilir. Polimerlesme baslamadan

en kisa zamanda hava boslugu birakilmadan tarak yerlestirilir.
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EK-4. Plazmid Analizinde Kullamilan Cozeltiler
1. Tris-EDTA (TE) Soliisyonu: 10 mM Tris-HCL pH 8.1 mM EDTA

1ml1M Tris-HCL pH 8,0
0.5ml 1 M EDTA pH 8.0 alinir ve damitik su ile 100 ml tamamlanur.

2. SDS, %10

10 g SDS alinir ve damitik su ile 100 ml tamamlanr.

3.5M NaCl

141.6 g NaCl alinir ve damitik su ile 500 ml tamamlanir.

4. CTAB/NaCl
NaCl 41¢
Damitik su 90 ml
CTAB 10 g

4.1 g NaCl 90 ml damuitik suda ¢6ziiliir ve 10 g CTAB yavasca eklendikten sonra
65°C’ye kadar 1sitilarak karigtirilir.

5. Kloroform/izoamil alkol soliisyonu

24:1 oranina gore karistirilarak hazirlanir.

6. Fenol/kloroform/izoamil alkol soliisyonu

25:24:1 oranina gore karistirilarak hazirlanir.
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7. Tris-Borat EDTA (TBE) Soliisyonu: 1X, pH 8.0

Trizma Baz1 (Sigma)
Asit Borik (Sigma)
0.5M EDTA, pH 8.0
Damitik Su

8. Yiikleme Soliisyonu (Loading Buffer)

Ure (Merck)

EDTA Merck)

Stikroz (Sigma)
Bromfenol Blue (Sigma)
Ksilen (Merck)
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10.8¢g
55¢
4 ml
1000

4M
0.025 M
%60
%00.025
%00.025
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