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OZET

Yiksek Lisans Tezi

YANIK TEDAVISI GOREN HASTALARDA PSEUDOMONAS AERUGINOSA'NIN
MOLEKULER YONTEMLERLE TESPITi-IRAK THI-QAR EYALETI NASIRIYAH
EGITIM HASTANESI ORNEGI

Ruaa Mohsin Jumaah JUMAAH

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Oral DUZDEMIR
Es Danigsman: Dr. Ogr. Uyesi Amran Mezher LAWAS

15 Nisan-15 Haziran 2022 tarihleri arasinda Dhi Qar vilayeti Nasiriyah Egitim
Hastanesi'nden yiiz elli yanik siiriintiisii 6rnegi toplanmistir. Bu caligmanin amaci, Irak,
Dhi Qar'daki yanik yaralarindan P. aeruginosa'nin bulunmasi ve teshis edilmesidir.
Tanimlamay1 dogrulamak i¢in VITEK 2 kompakt sistemden alinan gram negatif bakteri
tanimlama kartlar1 (ID gNB) kullanilmistir. P. aeruginosa'y diger tiirlerden ayirt etmek
icin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi kullanilarak 16S rDNA geni (956 bp)
taninmis olup, viriilans geni (lasB) polimeraz zincir reaksiyonu yontemi kullanilarak
taranmis ve elde edilen sonuglara gore: 48 (%96) izolat, lasB icin PCR pozitif olmustur.
Antibiyotiklere gelince, tiim 1izolatlar -laktam grubundan sefalosporinlere ve
penisilinlere direngli ¢ikmistir. Bulgular, test edilen tiim izolatlarin ampisiline (%100)
direngli oldugunu gostermistir. Calismanin amaci, biyokimyasal testler kullanilarak
Pseudomonas aeruginosa'nin yanik yaralanmasindan izolasyonu, tanimlanmasi ve Vitek
2 sistemi kullanilarak dogrulanmasi, P,aeruginosamin farkli antibiyotiklere direngli
izolatlarinin tespit edilmesi ve ayrica P.aeruginosa izolatlarinda 16SrDNA geni ve lasB,
viriilans faktor geni Polimeraz Zincir Reaksiyonu kullanilarak degerlendirilmesidir.

2023, 64 sayfa

ANAHTAR KELIMELER: P. aeruginosa, 16StDNA, LasB geni, PCR



ABSTRACT
Master of Science Thesis

DETERMINATION OF PSEUDOMONAS AERUGINOSA BY MOLECULAR
METHODS IN PATIENTS REVIEWING BURNS-IRAQ THI-QAR PROVINCE
NASIRIYAH TRAINING HOSPITAL EXAMPLE

Ruaa Mohsin Jumaah JUMAAH

Cankir Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Advisor: Prof. Dr. Oral DUZDEMIR
Co-Advisor: Asst. Prof. Dr. Amran Mezher LAWAS

One hundred fifty samples of burn swabs were collected from Nasiriyah Teaching
Hospital province of Dhi Qar between 15 April 2022 - 15 June 2022. This study's goal
was to find, and diagnose P. aeruginosa from burn wounds in Dhi Qar, Iraq. Gram-
negative bacteria identification cards (ID gNB) from the VITEK 2 compact system were
used to verify the identification. To distinguish P. aeruginosa from other species, the
16S rDNA gene (956 bp) was recognized using the polymerase chain reaction (PCR)
method, and the virulence gene (lasB) was screened using the polymerase chain reaction
method, and the results indicated that 48 (96%) isolates were PCR positive for lasB. As
for antibiotics, all isolates were resistant to cephalosporins and penicillins from the -
lactam group. The findings indicated that all isolates tested were resistant to ampicillin
(100%). The aims of the study are the isolation, and identification of P. aeruginosa
from burn injury by using biochemical tests and confirming it using the Vitek 2 system.
Detection of the resistant isolates of P. aeruginosa for different antibiotics. In addition,
assessment of the 16SrDNA gene, and lasB, virulence factor gene in P.aeruginosa
isolates by using Polymerase Chain Reaction.

2023, 64 pages

Keywords: P. aeruginosa, 16StDNA, LasB gene, PCR
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1. GIRIS

Elektrik carpmasi, radyoaktif radyasyon, yiiksek sicakliklar ve kimyasal maddeler
yaniklarin potansiyel nedenlerindendir. Yaniklar, 6nemli bir kiiresel saghk yiikiinii
temsil etmektedir (Mabrouk et al. 2016). Cilt, enfeksiyona kars1 ilk ve son koruma hatti
oldugu icin yaniktan sonra ilk gozden gecirilmesi gereken seylerden biridir. Bir saglik
sorunu olarak eradikasyonun imkansiz olmasi ve enfeksiyondan korunmak igin
yakindan takip edilmesi gerektiginden, bu durum son yillarda bir¢cok c¢alismanin odak
noktasi olmustur (Rowan et al. 2015). Hastaneye 72 saat sonra gelen yanik hastalarinda
nozokomiyal enfeksiyonlarla iligkili enfeksiyonlar gelisme olasiligi daha yiiksektir,
daha uzun siire hayatta kalan ilaca direngli bakterilerin neden oldugu bir enfeksiyon
daha tehlikeli olmaktadir. Gram boyama,hastanin yatisinin  basinda bulunan
mikroorganizmalar i¢in pozitif, sonunda bulunan mikroorganizmalar igin negatif

sonuclar vermektedir (Lachiewicz et al. 2017).

Yanik, bagisiklik sisteminin islev bozuklugun yol agar. Boylece hasta, derinin dogal
bariyerinin kaybma veya inflamatuar yanitin bir sonucu olarak sinyal gondermekten
sorumlu sinirlerin bozulmasina bagl olabilecek sekilde hastaliga yatkin hale gelir. Bu
da, dogal ve kazanilmis bagisiklik yanitinda bozulmalar meydana getirebilmektedir
(Neely et al. 2014). Gram boyamada negatif sonuglar veren bakteriler, antibiyotiklere
direngli, uluslararasi diizeyde en yaygin bakterilerden biri olmaktadir. Genis spektrumlu
tedavilerin kullaniminin artmas1 genis ¢apta tanitilmalarini artimaktadir (Johnson et al.
2017). Enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in kullanilan antibiyotiklerin goreli eksikligi
sonucu gram negatif bakteriler hastanin hayatin1 olumsuz etkileyen inflamasyona neden
olur ve etkileri, hastanin hastanede uzun siire kalmasi, ilaca diren¢li bakterilerle
enfeksiyona karsi o kadar duyarli olma olasiligin1 artirmaktadir. Pseudomonas
aeruginosa su, toprak ve nemli ortamlarda bulundugu farkli ¢evre kosullarina uyum
saglama yetenegi nedeniyle yanik yaralarinda bulunan patojenik bakterilerden biridir
(Singh et al. 2010). Hasarli dokularda hizla yayilarak, ciddi hastaliklara, kronik ve akut
enfeksiyonlara neden olmasi nedeniyle yanik yaralarinin 6nemli bir kolonisidir. Bu

nedenle de e hastanelerde ve 6zel bakim salonlarinda yaygin olarak gériilmektedir. Idrar



yolu enfeksiyonlari, cilt enfeksiyonlar1 ve pndmoni, bu bakterinin siklikla neden oldugu
birgok hastane kaynakli hastalik tiirlerinden sadece birkagidir (Markou and Apidianakis
2014).

P. aeruginosa’da son zamanlarda goriilen antibiyotik direncindeki artis, tiim diinyada
biiyiik bir endiseye neden olmaktadir. Coklu ilaca direngli (CID) suslar, biiyiik olasilikla
yanik servislerinde ve yogun bakim initelerinde (YBU) genis spektrumlu
antibiyotiklerin koétiiye kullanilmasi sonucu ortaya ¢ikmis ve bakteriler lizerinde se¢im
baskist olusmustur. P. aeruginosa MDR su anda diinya ¢apindaki nozokomiyal
enfeksiyonlarin %40 ila %60'1m1 olusturmaktadir (Ghanbari et al. 2016). P. aeruginosa,
cesitli antibiyotik siniflarina direng igin ¢esitli yolaklara sahiptir. Genisletilmis
spektrumlu beta-laktamazlar ve metallo-B-laktamazlar dahil olmak {izere c¢esitli
enzimlerin sentezi, birincil diren¢ mekanizmalarindan birinde beta-laktamlar1 ve

karbapenemleri devre dis1 birakmaktadir (Hassuna et al. 2015).

P.eruginosa ayrica gesitli enerji kaynaklarin1 kullanma, gesitli yiizeylere tutunma ve
bakteri hiicrelerinin birleserek biyofilmlere doniisen biyokiitle iirettigi diisiik besinli
ortamlarda hayatta kalma yetenegine sahiptir (Ghanbari et al. 2016). Bu =zarlar,
antimikrobiyal ajanlarin bakterilere ulasmasini sinirlamak i¢in ¢alisir ve onlart hem
insan bagisiklik sisteminden hem de antibiyotiklerden korumaktadir (Mulcahy et al.
2014). Tim bu nedenlerin bir sonucu olarak bakteriler her tiirlii antibiyotige kars

giderek daha direncli hale gelmektedir.

Bu calismanin amacini, yanik yaralarindan izole edilen P.aeruginosamnin suslarinin
biyokimyasal testler kullanilarak ve Vitek 2 sistemiyle tanimlanmasi ve farkl
antibiyotiklere direngli P. aeruginosa izolatlarinin tespitiyle. P. aeruginosa izolatlarinda
16SrDNA geni ve lasB viriilans faktor geninin geninin kullanilarak degerlendirilmesi

olusturmaktadir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Yaniklar

Hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde yanik yaralanmalarinda halk sagligina
oncelik verilmelidir. Kontraktiirler, ciddi yara izleri ve etkilenen viicut kisminda islevsel
bozulma gibi ¢ok sayida olumsuz yan etkisi vardir (Agbenorku 2013). Cilt, yanik
hasarindan 6nemli Ol¢iide etkilenmektdir (Norman and Judkins 2004). Yaniklara sicak
stvilar, 1s1, radyasyon, acik alev, elektrik ve sicak su siseleri neden olabilmektedir (Jabir
et al. 2013). Diinya capinda yanik prevalansi hem gelismekte olan hem de gelismis
iilkelerde sosyoekonomik ve kiiltiirel degiskenlere bagli olarak degisiklik
gostermektedir (Poulos et al. 2009).

2.1.1 Yanik tirleri

Yanik siddeti seviyeleri, yanik yaralanmalarini (1. 2. ve 3. derece yaniklar) kategorize
etmek i¢in kullanilmaktadir. Genellikle yanik olarak bilinen inhalasyon yaralanmalari,
birisi duman veya 1sitilmis buharlar aldiginda meydana gelmektedir (Wise and Levine

2015).

Birinci derece (ylizeysel) yaniklarda cildin sadece en dis tabakasi yaralanarak renk
degisikligi (siyahlarda koyulasma, beyazlarda kizariklik), 6dem, rahatsizlik ve kuruluk
olusmaktadir. Cogu insan da bu yaniklar iicle alti giin icinde i1yilemektedsir. Agrn,
kabarma, sislik ve cildin st ve alt katmanlarinda hasar, ikinci derece yaniklar1 (kismi
kalinlik) karakterize etmektedir. Bu yaniklar tipik olarak iki ila {i¢ hafta icinde
iyilesmekte, ancak bazilar1 daha uzun siirebilmektedir. Genellikle tiglincii derece yanik
olarak bilinen tam kat yaniklar, tiim epidermisi etkiler. Tendonlar, kemikler, hayati
organlar ve kan damarlar1 ciddi sekilde zarar gérebilmektedir. Sinir yaralanmasi sonucu
iciincli derece yaniklarda agri1 hissedilmeyebilir. Komiirlesmis, koyu kahverengi,
mumsu, ylikseltilmis ve kosele gibi yanik bolgenin olast tanimlaridir (Sekil 2.1) (Janet

and Torpy 2009).



Sekil 2.1 Tibbi bir goriintilleme yanik bolgeleri. Santral nekrozu ¢evreleyen staz ve
hiperemi bolgeleri (Hettiaratchy and Dziewulski 2004)

2.1.2 Cilt katmanlar:

Deri, yetiskin bir insanda toplam viicut agirhiginin yaklasik %15'ini olusturmaktadir ve
bu da onu viicuttaki en biiyiik organ haline getirmektedir. Cilt, viicuttan asir1 su kaybini
onlemek, dig fiziksel, kimyasal ve biyolojik tehditlere kars1 korunmak,
termoregiilasyona yardimci olmak gibi ¢ok ¢esitli kritik gorevleri yerine getirmektedir.

Viicut derisinin yiizeyini kaplayan mukoza zarlar1 sabit kalmaktadir (Kanitakis 2002).

Epidermis, dermis ve deri alti doku (bazen yag tabakasi olarak da bilinir), cildi
olusturan ve disaridan uzanan {i¢ katmandir (Sekil 2.2). (Kanitakis 2002). Epidermisin
temel gorevi; dis diinya i¢in fiziksel ve biyolojik bir bariyer gérevi gorerek tahris edici
faktorlerle alerjenleri disarida tutmak ve i¢ dengeyi korurken su kaybimi en aza

indirmektir (Rippa et al. 2019).

Dermisin baslica gorevleri epidermisi beslemek ve korunmasina yardimci olmaktir.

Ayrica yara iyilesmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Epidermal uzantilar siklikla



dermiste veya deri alti zarlarda bulunur ancak derinin ylizeyiyle -etkilesime
girmektedirler (Rippa et al. 2019). Sinirler ve kan damarlari ile i¢ i¢ce olan hipoderm
(yag tabakasi), cildin birincil yapisal destegi olarak islev goriir, viicudu soguga karsi

yalitir ve sok emilimine yardime1 olur (Lawton 2019).

duyu
almaclari
kan
damarlari

alt deri

kil kaslari
kil koku

Ter bezleri Yag tabakasi

Sekil 2.2 Derinin Yapisi (Lawton 2019)

2.1.3 Yanma hizinin belirlenmesi

Yanik orani, hastanin viicudunda meyana gelen yanik alani olarak tanimlanmaktadir.
Yanik hastalarinin toplam viicut yiizey alanim1i (TBSA) belirlemek icin acil servis
saglayicilar tarafindan saglanan Wallace'in Dokuzlar Kuralina (Dokuzlar Kurali) (Sekil
2.3) dayanmaktadir. Yanik yiizey alaninin belirlenmesi, hastanin cilt kirilmasi1 nedeniyle
kaybettigi sivinin resiisitasyon gereksinimlerini karsilamasi agisindan ¢ok onemlidir.
Dokuz nokta kurali yalnizca sirasiyla (kismi kalinlik ve toplam kalinlik yaniklari) olarak
da adlandirilan ikinci ve tigiincii derece yaniklar i¢in de kullanilmaktadir. Bu kuraldan,
hizli bir degerlendirme yapmak ve hastanin sivi ihtiyacini belirlemek amaciyla
yararlanilmaktadir. Ayrica bu kural, bircok calismada yanma oranini belirlemek i¢in
doktorlar ve hemsireler tarafindan en sik kullanilan algoritmadir (Cheah et al. 2018).

Yanma ylizdesi, yanan bolgenin viicudun boéliimlerine boliinmesiyle belirlenmektedir.



Buna gore de bas % 9, boyun % 9, sag kol % 9, sol kol % 9, sirt bolgesi % 18, genital
bolge % 1, karin bolgesi % 18, tam sol ayak % 18, tam sag ayak % 18°dir ( Ali et al.
2016).

Eriskinlerde kullanilan Dokuzlar Kurali:

® % 9 tiim bas ve boyun

® % 18 govdenin on yiizii
® % 18 govdeninarka yiizii
® % 9 sag kol

® % 9 sol kol

® % 18 Sag bacak

e % 18 sol bacak,

® % 1 perine

Cocuklarda kullanilan Dokuzlar
Kurali:

e Yeni dogan ve bebekte ise
baG biiyiik % 18

o alt ekstremitelerin her biri
% 14

o kollarin her biri % 9

o genital bolge % 1 kabul
edilir

Sekil 2.3 Farkli viicut bdlgelerine gore viicudun yanik bdlgesini belirlemek i¢in tahmini
Wallace oranlarini gosterir. (A) YetiGkinde dokuzlar kurali (B) Cocuklarda
dokuzlar kurali (Hettiaratchy and Dziewulski 2004)

2.2 Yanmik Enfeksiyonunun Patofizyolojisi

Yanik bolgelerini kolonize ve enfekte edebilen bakterilerin ¢ok ¢esitli olmas1 sasirtici
bir durumdur. Yaniga maruz kalan cilt kademeli olarak graniilasyon dokusu ile
degistirildiginden, yanik bolgesinde bakteri kolonizasyonu icin ideal olan protein
acisindan zengin, avaskiiler bir ortam olusmaktadir. Bu septik siireg, bagisiklik

hiicrelerinin migrasyonunun bozulmastyla da siddetlenmektdir (Bayram et al. 2013).



Ciddi sekilde yanmis bireylerdeki bulasici problemler cogunlukla lokal ve sistemik
konaker1 hiicresel ve hiilmoral immiin yanitlarin baskilanmasina baglanabilir (Ghai et al.
2015). Yanik yaras1 enfeksiyonu, uzun siireli hastanede kalis, doku nekrozu,
bagisikligin baskilanmasi, deride yiiksek mikrop konsantrasyonu, bagirsaktan bakteri
gbcll ve kogusun asir1 kalabalik olmasi gibi bir dizi faktor tarafindan siddetlenmektedir
(Bairy and Shivananda 1997). Yara enfeksiyonu, immiinsupresyona, yara lokal
ortamina ve enfeksiyonun seyrine bagli olarak patojenin viriilansina baglhdir. (Otta et al.
2015). Yanigin yiizeyi mikroplar tarafindan kolonize edildikten sonra, invazivliklerine,
lokal yara degiskenlerine ve hastadaki mevcut immiinsupresyon seviyesine bagli olarak
canli dokuya niifuz etmeye baslayabilirler. Olii deri (eschar) alti doku da enfekte

oldugunda sistemik enfeksiyon olasilig1 artmaktadir (Srinivasan et al. 2009).

2.2.1 Yanik hastalarinin bakteriyel enfeksiyonlari

Derinin yiizeylerini kolonize edebilen ¢esitli mikroorganizmalar vardir. Hasta
antibiyotik tedavisi almazsa cilt 5-7 gilin sonra hastane ortamindan ve hastanin
solunumundan alinan gram pozitif ve gram negatif bakterilerle mikroorganizmalar dahil
olmak {izere mikroplarin kolonizasyon ortami haline gelmektedir (Rennie et al. 2013).
Gram-negatif bakteriler, antibiyotik direncine katkida bulunan viriilent faktorler
nedeniyle yanik yaralarmin invazyonunda ve enfeksiyona katilimlarinda ana role
sahiptir. Gram-pozitif bakteriler deriyi normal floradan ve disaridan kolonize ederken,
Gram-negatif bakteriler hastanin gastrointestinal florasindan deriyi kolonize
etmektedirler (Altoparlak er al. 2004). Bu bakterilerin patojenitesinin onemli bir
kismina yol agan cesitli mekanizmalar kullanilarak bir¢ok antibiyotige karsi daha

direngli olduklar1 gosterilmistir (Dalamaga et al. 2003).

2.2.2 Nozokomiyal enfeksiyonlar

Yaniklara maruz kalan cilt nedeniyle, yanik hastalarinda siklikla nozokomiyal
enfeksiyonlar veya hastaneden edinilen enfeksiyonlar (HAI) gelismektedir. Viicudun
spesifik ve spesifik olmayan immiin yanitlarindaki bir degisiklik, cansizlagmis ve

vaskiilarize dokunun varlig1, invaziv tan1 ve tedavi prosediirleri, uzun siireli hastanede



kalma dahil olmak {izere, bir hastanin nozokomiyal bir enfeksiyona yakalanmasina
bircok sey katkida bulunabilmektedir (Oncul et al. 2009). Bir yanik sonrasi1 agikta kalan
deri, bakteri ve diger patojenler i¢in bir 1yi lireme alani olusturmakta ve bu da onu diger
yanik kurbanlar1 i¢in uzun vadeli bir enfeksiyona potansiyel bir neden haline

getirmektedir (Falk et al. 2000).

Yaniklara maruz kalan insanlara sistemik antibiyotik verilmesi tartisilan bir durumdur.
Smaill and Grivell (2014) aragtirmalarina dayanarak, sistemik antibiyotik profilaksisinin
(SAP) yanik yarasi sepsisini Onlemedigi ancak yanik yaralarinda Pseudomonas
gelisimini destekledigi sonucuna varmislardir. Hastane enfeksiyonlarmi tedavi etme
rejimleri arasinda topikal antibiyotik kullanimi, yara debridmani ve uygun cevre
temizligi yer almaktadir (Smaill and Grivell 2014). invaziv tibbi prosediirler ve tibbi
cihazlarin kullanimi HAI'nin yaygin nedenleridir (Peleg and Hooper 2010). P.
aeruginosa, Staphylococcus aureus ve Acinetobacter baumannii gibi nozokomiyal
enfeksiyonlarin, bir yanik hastanesinde olduk¢a yaygin olduklari Leseva et al. (2013)

tarafindan bildirilmektedir.

2.3 Pseudomonas Cinsi

Pseudomonad, neredeyse tamamen dogal ortamlarda bulunabilen kiiresel bir
mikroorganizmadir. Insanlikta, Pseudomonadin kistik fibroz (CF) hastalarmin
akcigerlerinde, AIDS hastalarinda, yanik kurbanlarinda ve g6z enfeksiyonlarinda
bulunabilen firsat¢1 patojen oldugu bilinmektedir. Patojenite, konak¢inin bagisiklik
sisteminin zayiflamasina neden olan ¢ok sayida toksin salgilanmasina baglanmaktadir.
Bu da bakterilerin daha uzun siire hayatta kalma yetenegine yol agmaktadir (Bodey et

al. 1983).

2.3.1 Pseudomonas tiirlerinin tarihcesi ve taksonomik siiflandirmasi

Pseudomonas tirleri ilk olarak Gessard tarafindank 1982 yilina tanimlanmis;

Pseudomonadaceae ailesinin bir iiyesidir. Pseudomonas, Yunanca "yanlig, sézde"



kelimesinden ve Latince “bir” anlamina gelen monas kelimesinden gelmektedir (Fatima
et al. 2014). Yukarida belirtilen sinifin, 16S ribozomal riboniikleik asit (rRNA) gen
dizisi gibi makromolekiilleri korudugu da bilinmektedir. Pseudomonas tiirleri daha 6nce

Pseudomonad filumunun oldukga biiytik bir boliimiinii olusturmaktadir.

2.4 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa insanlar, hayvanlar ve bitkiler arasinda yaygin olarak bulunmasi
nedeniyle 6nemli bir bakteri tiiridlir. Az miktarda insan ve hayvanlarda, hastane gibi
nemli ortamlarda ve saglikli bireylerin derilerinde de bulunabilmektedir (Hassuna et al.
2015). Temel biliylime faktorleriyle bile gelisebilir ve cogalabilir, bu da hastane
enfeksiyonlarii yaymak icin yiizeylerde ve tibbi ekipman {izerinde uzun siire kalmasina
izin vermektedir. Yaralardan ve yaniklardan irin lekeleyebilen mavimsi yesil bir boya
olan Pyocyanin ve UV 15181 altinda parlayan sari-yesil bir boya olan Pyoverdin
(Fluorescein), iiretilen ve laboratuvar teshislerinde ¢ok 6nemli olan iki boyadir (Forbes

et al. 2007).

Deri dogal olarak viicudun dokularini korur, ancak bir yanik veya yara meydana
geldiginde, yaniklar1 ve yaralari olan bir¢ok hasta icin tehlike olarak goriilen
Pseudomonas spp. gibi bakteriler de dahil olmak {iizere mikroplarin gelisimini ve
cogalmasin1 desteklemektedir. Losemili ve bagisiklik yetersizligi olan hastalar, bu
bakterilerin dolasima girme yeteneginden etkilenerek bakteriyemiye ve nihayetinde

septisemiye neden olabilir (Hassuna et al. 2015).

P. aeruginosa, MacConkey agar besiyerinde laboratuvar ortaminda gelisebilir ve laktoz
sekerini sindiremedikleri i¢in de kolonileri soluk olup fermente iiziim gibi kokmaktadir.
Kanl1 agarda kolonilerin siyah bir tonu ve etraflarinda yar1 saydam bir bolge vardir, bu
da hemolizin iireterek kani (tip B-Hemolitik) hemolize edebildiklerini gostermektedir.
Bu bakterilr 42 °C sicaklikta da biiyiiyebimekte ve dermatit, g6z ve kulak enfeksiyonu,
solunum yolu enfeksiyonu, idrar ve gastrointestinal enfeksiyonlar, endokardit, pndmoni

gibi bir¢ok hastaliga neden olabilmektedirler (Morin et al. 2021).



2.4.1 Pseudomonas tiirlerinin dogal habitat1

Pseudomonas tiirleri, bazi farkli ¢evrelerde bulunur, genellikle bitki ortiistinde, suda ve
toprakta yasar, ayrica fiziksel olarak iyi durumdaki insanlardan digki, bogaz, deriden
izole edilebilmektedir. Pseudomonas tiirleri, solunum ekipmaninda ve hastane
gidalarinda, lavabolarda, musluklarda ve paspaslarda siklikla kolonize olmaktadirlar.
Kirli su ve yiyeceklerin sindirilmesi ve/veya fomitlerle temas yoluyla bir hastadan
digerine yayilmaktadirlar. Cesitli bakteri tiirleri bitkileri, hayvanlar1 ve insanlari rahatsiz

eden firsat¢1 patojenlerdir (Ryan and Ray 2004).

2.4.2 Hastane kaynakh P. aeruginosa enfeksiyonlari

Sekil 2.4’te gosterildigi gibi P. aeruginosa, belirli yerlerde gesitli hastaliklara yol
acmaktadir. Bir yanik veya ameliyattan sonra meydana gelen lokalize enfeksiyonlar
genellikle sik ve yaygin 6liimciil bakteriyemiye yol agmaktadir (Ryan ve Ray 2004).
Bunlara ilaveten, kistik fibrozlu hastalarin neredeyse tamami siirekli olarak P.
aeruginosa tarafindan kolonize edilmektedir. Dikkate deger bir sekilde, kistik fibrozisli
hastalar, muhtemelen dolasimdaki P. aeruginosa antikorlarinin artan evrelerinden
dolay1, P. aeruginous ve bakteriyemi neredeyse hi¢ goriilmemektedir. Bununla birlikte,
kistik fibrozlu hastalarin neredeyse tamami, sonunda lokalize P. aeruginosa

enfeksiyonu nedeniyle 6lmektedir (Alvi et al. 2020).

Nekrotizan P. aeruginosa pndmonisi, kirli solunum cihazi kullanimina bagl olarak
farkli insan tiirlerinde bulunabilmektedir. P. aeruginosa, bir géz yaralanmasi veya
ameliyatindan sonra kornea enfeksiyonuna neden olabilir. Kirlenmemis kiiltiirlerde,
ozellikle orta kulak enfeksiyonu olan yavrularda bulunabilir. Nadiren lomber endokardit
sonrasi menenjite ve kalp ameliyati sonrasi yaraya yol acar. Ayni zamanda birkag ishalli

hastalik epizoduyla da iligkilidir (Wright and Romano 2006, Fujitani et al. 2017).

Organizma, ilk kez 1980'de bildirildiginden bu yana bakteriyemi ile agamali olarak

baglantilidir ve su anda Gram-negatif bakteriyemi ile vakalarin % 15'inden fazlasim
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olusturmaktadir. Yaklasik % 50 6liim orani P. aeruginosa ve bakteriyemiyle iligkilidir.
Kulak ve goz gibi enfeksiyonlar lokalize olmakta; sepsis, yanik ve yara enfeksiyonlari,
lenfoma ve 16semi hastalarinda enfeksiyonlar vb. yaygin olmaktadir. Bu tiir farkliliklar

dogrudan konake1 bagisiklik sisteminden etkilenmektedir (Bachta et al. 2020).

Deri ve kas-iskelet CNS
Dokular enfeksiyonlar:
Yanik yaralan
cerrahi yaralar Lokalize
enfeksiyonlar
Bakteriyemi
. . Endokardit
Solunum sistemi
Kistik kronik enfeksiyonlar
fibroz hastalar
Diger hastalarda akut
pnémoni
Idrar yolu
enfeksiyonlari

Sekil 2.4 P. aeruginosa'nin insan viicudundaki enfeksiyonlar1 (Ryan and Ray 2004)

P aeruginosa'dan kaynaklanan en biiyiik {i¢ insan hastaligi, komiir madencilerinde,
uzun siireli kontakt lens kullanan operatorlerde ve ciftcilerde siddetli iilseratif keratit;
akut yanik kurbanlarinda kistik fibroz ve bakteriyemi hastalarinda kronik akciger
enfeksiyonlaridir. P aeruginosa ayrica idrar yolu ve osteomiyelit enfeksiyonlarma
neden olabilmektedir. Bu tiir bir patojen, konak¢inin miisinlerine ve hiicrelerine
yapismay1l uyaran, dokulara zarar veren, savunma mekanizmalarimi bozan ve
enflamasyonu ortaya ¢ikaran cesitli ozellikler sunmaktadir. Bu bakterilerin viriilans
faktorlerinin incelenmesi, hiicresel ve molekiiler seviyelerde P. aeruginosa patogenezi

hakkinda kapsamli bir fikir vermektedir (Ryan and Ray 2004).
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2.4.3 Topluluk ortaminda immiin yetmezIligi olan hastalar

Hem bagisiklig1 yeterli hem de bagisikligi baskilanmis kisilerde P. aeruginosa ¢ok
genis bir hastalik yelpazesine neden olabilmektedir. Organizmanin, bagisiklig1 yeterli
kisilerde enfeksiyon olusturabilmei i¢in, genellikle deri yaralanmasi veya idrar sondasi
takilmas1 gibi konak savunmasini diisiiren islemlere ihtiya¢ olmaktadir. Onceden
saglikli olan insanlarda P. aeruginosa enfeksiyonunun tipik olarak tek alanlart deri ve
yumusak dokulardir. Folikiilitin bilinen nedeni, kadin idrar yolu enfeksiyonlariyla da
baglantili olan kirli jakuzilere, kiivetlere ve ylizme havuzlarina maruz kalmaktir
(Stryjewski and Sexton 2003). Kirlenmis bir lif kabagi siingerinin kullanilmasinin
ardindan, bir ¢alismada P. aeruginosa folikiilit ortaya ¢ikmistir (Bottone and Perez
1993). Ek olarak, bacak epilasyonuna bagl olarak da folikiilit bildirilmistir (Stryjewski
and Sexton 2003). P. aeruginosa, kirli su ile temas sonrasinda otitis eksternaya (yliziicii
kulag1) neden olabilmektedir. Ust solunum yolu siklikla kolonize olmasina ragmen,
daha oOnce saglikli olan kisilerde bunun sonucu olarak nadiren klinik hastalik

gelismektedir (Kiska and Gilligan 2003).

Herhangi bir travmay1 takiben, P. aeruginosa bagli yara enfeksiyonlari sikca
goriilmektedir. Damar i¢i uyusturucu kullananlarda endokardit bildirilmis ve kontakt
lens kullanimina bagli kornea iilserleri ve travmayi takiben diger okiiler enfeksiyonlar
da yaygin olarak gorilmektedir (Kiska and Gilligan 2003). Cocuklarin kalkandz
osteomiyeliti, P. aeruginosa kolonize ayakkabilardan kaynaklanan delici yaralarla
iliskilendirilmistir  (Stryjewski and Sexton 2003). Toplulukta P. aeruginosa
enfeksiyonlarindaki belirgin artisin kesin nedeni bilinmemekle birlikte, makul bir
hipotez, exou gibi yeni viriilans genlerinin yatay yayilmasi nedeniyle ¢evresel suslarin

daha oldiiriicii hale geldigi bildirilmektedir (Seigel 2008).

2.4.4 Toplum ortaminda bagisikhig1 baskilanmis hastalar

Yaniklar, Diabetes mellitus veya kanser ya da HIV gibi daha ciddi bagisikligi
baskilanmis hastaliklar1 olanlar gibi bagisikligi baskilanmis kisiler siklikla P.

aeruginosa enfeksiyonlaria yakalanir. Bu gibi durumlarda toplum i¢inde maruziyet ve
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nozokomiyal edinimler hastaliga neden olabilir. P. aeruginosa, ABD'de Staphylococcus
aureus'tan daha fazla yanik enfeksiyonuna neden olmaktadir (Stryjewski and Sexton

2003).

2.5 P. aeruginosa'nin Virulans Faktorleri

P. aeruginosa, nozokomiyal enfeksiyona neden olabilir ve c¢ogu ciddi toksijenik
enfeksiyona neden olabilir. Enfeksiyon ve istilay1 baslatmak ig¢in, bagisiklik sistemi
savunmalarini bastirmalar1 ve ardindan patogenezi yaymaya baglamalari, hayatta
kalmalar1 ve bagisiklik sisteminden kagmalar1 gerekir. Viriilans faktorleri, P.
aeruginosa'min ylizeyinde belirir veya onun tarafindan atilir; bunlarin bir kismi, konagin
epitel hiicrelerine baglanmasini saglayan ve ekzoenzim S'yi iireten pili ve flagella gibi
akut enfeksiyonlarda yer almaktadir. Baglanmada rol oynar, ancak kronik
enfeksiyonlarda yer alan baskalar1 da vardir, bunlar arasinda siderofor pigmentleri
vardir. Nanl geni tarafindan kodlanan noraminidazlara Sialidazlar da denir. P.
aeruginosa'nmin viriilansi iki kisma ayrilir: hiicre dig1 faktorler ve somatik antijenler

(Alhazmi 2015).

P. aeruginosa, ekzoenzimler (Elastaz, ExoS, ExoT, ExoU, ExoY), pigmentler ve
toksinler (Ekzotoksin A) gibi ¢ok cesitli hiicre dis1 faktorlere sahiptir. Alkalin proteaz
akut enfeksiyona yol acar, akut akciger enfeksiyonlari ile de iliskilidir. Ozellikle yanik
yaralardaki enfeksiyonlarda biiyiik miktarlarda FElastaz iiretilmektedir. LasB ¢inko
metaloproteaz (elastaz), LasA metalloendopeptidaz ve proteaz alkali i¢ermektedir
(Bielecki et al. 2008). ). Hiicre dis1 protein ekzotoksin, renal tiibiiler nekroza, kanamaya
ve karaciger nekrozuna neden olabileceginden P. aeruginosa'daki en 6nemli oldiiriicii

ajanlardan biridir (Sabharwal et al. 2014).

Ekzotoksin, inhibisyon proteininin sentezi yoluyla kolonizasyon, dokularin
pargalanmasi ve hiicrelerin 6liimii lizerinde ¢alismaktadir. Pseudomonas aeruginosa,
pyoverdin (sarimsi-yesil) gibi suda ¢Oziliniirliigii olan bir¢ok boya iiretir, bu pigment,
bakterilerin biiylimesi i¢in 6nemli olan demirin yoklugunda bakterilerin biiyltimesini

saglar ve bircok kalic1 enfeksiyona neden olmalaria yardimci olur (Moreau -Marquis et
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al. 2008). Piyosiyanin deri hiicrelerinin biiylimesini onleyen bir pigmenttir (Wilson et
al. 1988) ve diger pigmentler pyorubrin (kirmizi), bu boya bakterileri serbest
radikallerin saldirisindan kaynaklanan oksidatif stres ve pyomelanin (kahverengi)
tarafindan yok edilmekten korur ( Ravel and Cornelis 2003). Mikroplardaki bu pigment,
melanin cevresel strese karst koruyucu bir madde goérevi goriir, ornegin melanin
bakterileri antibiyotiklere direngli hale getirir (Martinez et al. 2019). Elastaz ayrica
elastin, kollajeni degrade eder ve kan damarlarina miidahale eder (Azghani et al. 2000).
KF hastasinin balgam 6rneklerinde hem LasA hem de LasB tespit edilmistir (Hollsing
et al. 1987). Ayrica P. aeruginosa salgiladigi ExoS, ExoU ve ExoT yanik dokular1 isgal
ettiginde kanda adenozin difosfat ve fagosit hiicrelerinin ribozilasyonuna sahiptir
(Barbieri and Sun 2004). ExoU, epitelyal ve makrofaj hiicre sitotoksisitesinde rol
oynamaktadir (Sato and Frank 2004).

Somatik antijenler arasinda Lipopolisakkarit (LPS), Ekzopolisakarit, Pilli ve Flagellum
bulunur. LPS, patogenezde dnemli rol oynayan ve konagin bagisiklik tepkisini bozan ve
yiiksek 6liim oranlarina yol agan gram negatif bakterilerin dis zarmin ana bilesenidir,
bakterilerin konak hiicre yilizeylerine baglanmasina yardimci olmakta, yanik
hastalarinda nozokomiyal hastaliga, kronik hastalia ve akut enfeksiyona katkida
bulunmaktadir (Rice and Wereszczynski 2018). LPS, lipid A (endotoksin), o-
polisakkarit (O-antijen) ve oligosakaritten olugmaktadir (Nikaido 2003). Ayrica
bakterileri toksinlere, fagositoza ve ¢evresel kosullara karst korumak i¢in aljinat

gelistirir ve bagisiklik direncinde rol oynar (Leid et al. 2005).

Tip IV Pili ve flagellum, mikrobiyal yilizeylerdeki harekette yilizme motilitesi ile
ilgilidir. Arastirmalar, flagellar proteinlerin dahil edilmesinin, konagin epitel hiicrelerine
baglanmay1 indiikleyerek, hareketi Onleyerek, Lasquorum algilama sistemlerini
etkinlestirerek ve ardindan biyofilm olusturmak ic¢in hiicreleri yaklasik 10 pum
kalinliginda kiimeleyerek Rhl ¢ekirdek algilamasi sistemini etkinlestirilerek yapisma ve

kolonizasyonda 6dnemli bir rol oynadigini bulmustur (Barken et al. 2008).
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2.6 Biyofilm Olusumu

Biyofilm, aljinat adi verilen P. aeruginosa tarafindan firetilen harici bir polisakarit
kalib1 i¢ine gdmiilmiis bir dizi mikro koloniden olusmaktadir. Stvi maddeler biyofilmin
temel malzemesi araciligiyla molekiiler difiizyonla iletilirken biyofilme giren bir su

kanal ag1 da vardir (Alhazmi 2015).

P.aeruginosa'nin biyofilm olusumu birka¢ asamadan geger, Sekil 2.5, bakterinin
flagellum, pili tip 4, ekzoenzim S fimbria ve polisakkarit ile hedef hiicrenin yiizeyine
baglandig1 icin ylizeye baglanma asamasi olan Sekil 2.5, bakteriler biriktikten sonra
Quorum-Sensing sisteminin asamasi baglar. Bu sistem, bakteri hiicrelerinin bu zar
icinde birbirleriyle iletisim kurmasina yardimci olur ve ardindan biyofilm kalibinin
olusum asamasi baglar, proteinler, niikleik asitler ve polisakkaritlerden olusan Hiicre
Dis1 Polimerler Maddesini (EPS) iiretir, ardindan alt popiilasyon etkilesim asamasi ve
daha sonra kiiciik veya tek koloniler olarak bagka bir yerde biyofilm olusturmak igin
go¢ ederler (Kose and Yapar 2017).

Sekil 2.5 Biyofilm olusumunda yer alan baglica adimlar (Kése and Yapar 2017)

2.7 Antibiyotiklere P. aeruginosa Direnci

Antibiyotikler, diger organizmalarin bliylimesini engelleme potansiyeline sahip olan ve
bir mikroorganizma tarafindan belirli konsantrasyonlarda iiretilen dogal organik

maddeler olarak tanimlanmaktadir (Al-khafaji 2008).
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P. aeruginosa'nin biiyliimesini veya oOldiirlilmesini engelleyen bir¢ok mekanizmaya
sahip olan bu antibiyotiklerin bir grubu, penisilinleri (Piperacillin, Tazobactam
Piperacilli, Ticarcillin, Ticarcillin Clavulanic asit), sefalosporinleri (Seftazidime,
Cefepime) ve Karbapenemler (Imipenem, Meropenem) hem de Monobaktam grubunu
(Aztreonam) icermektedir. Bu gruplar, Penisilin Baglayici Proteinlere (PBP'ler)
baglanarak bakteri hiicre duvarinin sentezini inhibe etmektedirler. Peptidoglikan
tabakasima (Transpeptidas) peptid kopriilerinin olusumunda rol oynayan enzimin

etkisini inhibe ederler (Shuwaikh 2016).

Bakteriler iizerinde oldiriicii etkiye sahip antimikrobiyal grup Aminoglikozitler,
ribozomal iiniteye miidahalesi ve baglanmasi (30'lar) yoluyla protein sentezini inhibe
ederek mRNA'nin yanlis okunmasina yol acarlar (Morita er al. 2014). Bakteri
kromozomunun siiper-sarilmasindan sorumlu enzim giraz DNA'sinin aktivitesini inhibe
eden ve daha sonra oliime yol agan, bakterileri 6ldiiren kinolon antagonistleri grubudur

(Lambert 2002).

P. aeruginosa'nin neden oldugu enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in ayrim gdzetmeyen ve
yaygin antibiyotik kullanimi nedeniyle, halk sagligi i¢in ciddi bir tehdit olusturan
antibiyotige direngli birkac bakteri tiirii ortaya ¢ikmistir. Yiiksek miktarda tedaviye ve
uzun siireye yol agmasi nedeniyle saglik merkezlerinde ekonomik kayba neden olan,

Ozellikle hastanelerdeki hastalarda temel sorunlardan olmustur (Yusuf ez al. 2017).

P. aeruginosa bakterisinin direnci internisc-direngtir ve bakterinin dis duvarinin
gecirimsizligi ve antibiyotikleri hiicre digina tasima yetenegi nedeniyle diisiik etkili
antibiyotik olan genetik Ozelliklerden sorumlu olan bakterilerin dogal direncinin bir
gostergesi olarak adlandirilmistir. Onceden hassas olan bakteri tiirlerinin direngli
suslariin belirli antibiyotiklere maruz kaldiktan sonra ortaya c¢ikmasiyla olusan
kazanilmis direng, transpozon, kromozomal mutasyonlar, resist plazmit (RP1) veya

efflux pompalardan kaynaklanabilir (Ekizoglu et al. 2016).

P. aeruginosa'nin ¢ok sayida antibiyotige direnmek i¢in sahip oldugu mekanizmalardan

biri, oprD tipi porin adi verilen protein acikliklarini igeren bakterinin dig zarinin
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gecirgenligindeki bir degisikliktir ve bu agikliklarin yerlerindeki herhangi bir degisiklik
antibiyotik direncine yol agmaktadir (Cox et al. 2015). Penisilinler ve sefalosporinler
gibi enzimler olan B-laktamaz {iretimi yoluyla bagka bir diren¢ mekanizmasi vardir. Bu
enzimler, antibiyotigi etkisiz hale getirmek i¢in bilesimindeki beta-laktam halkasini
kirar. Bu antibiyotiklerin yaygin ve gelisigiizel kullanimi, birgok yolla bu bakterilere
kars1 direncin artmasinda, yani Genisletilmis Spektrumlu beta-laktamazlarin (ESBL'ler)

iiretilmesinde rol oynamistir (Thakuria and Lahon 2013).

Kinolonlar, Trimetoprim, Tetrasiklin ve Makrolidler gibi beta-laktamazlar1 hiicre disina
pompalayarak direnmeye calisan P.aeruginosa'nin sahip oldugu bagka bir mekanizma
(Mex AB-oprM) akis sistemleridir (Brooun et al. 2000). MexXY —oprM ile temsil
edilen disa akis sistemi, bu bakterilerin aminoglikozitlere kars1 direncinden sorumludur;
P.aeruginosa'min antibiyotik aminoglikozit grubuna stirekli maruz kaldiginda, bu sistem

aracilifiyla diren¢ uyarilmaktadir (Morita et al. 2014).

Antibiyotik etki i¢in hedef bolgedeki degisiklik, P.aeruginosa'nin beta-laktamaz direng
mekanizmalarindan biridir. PBP'ler, beta-laktam antibiyotik ile birlesme bdolgesini
temsil ettiginden ve bundan sorumlu genlerde herhangi bir genetik mutasyonun
meydana gelmesi, bu bolgede bir degisiklige yol acar ve bdylece bakteri hiicresinde
hedef bolgenin taninmamasina neden olmaktadir (Barbieri and Sun 2004). P.
aeruginosa'nin anti-kinolonlara direnci, DNA giraz enzimindeki kromozomal

mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (Morita et al. 2014).

2.8 Mutasyonlar

Bir mutasyon, DNA'daki niikleotidlerin miktarinda veya dizisinde, yeni niikleotit
dizileri iireten ve daha sonra kromozom sayisinda belirli 6zelliklerle yap1 lizerinde bir
etkiye sahip olan bir degisiklik olarak tanimlanir. Bu degisiklikler, genin goriintiisiiniin
degismesine veya baska bir duruma donilismesine yol agabilecegi gibi, belirli bir enzim
veya hormonun iiretimi gibi belirli bir islem i¢in genin c¢aligmasinin durmasina veya

belirli bir faaliyetin iiretiminin artmasi gibi tehlikeli olabilir (Brown 2002).
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2.8.1 Mutasyon tiirleri

Mutasyonlar iki tipe ayrilir, birincisi gen mutasyonlar1 (Bir niikleotit ¢iftinin degisimini
iceren ve tek bir kromozom ig¢indeki genlerin sayisinda ve yapisinda degisiklige yol
acan mikrolezyonlar veya nokta mutasyonlari, kromozom yapisinda degisiklikler) ve
kromozom sayisindaki degisiklikleri iceren Makrovizyon adi verilen kromozom
mutasyonlaridir. Mutasyonlar, olusum nedenlerine gére, organizma bilinen bir mutajene
maruz kalmadiginda ortaya c¢ikan spontan mutasyonlar olarak ikiye ayrilabilir.
Olusmalarinin nedeni, organizmanin dogada radyasyona maruz kalmasi, hiicre i¢inde
meydana gelen biyokimyasal reaksiyonlar, dogal 1s1 degisimleri ve bazi kimyasal veya

fiziksel maddelere maruz kalma sonucu olusan yeni mutasyonlar olabilir (Brown 2002).

Nokta mutasyonlari, tek bir niikleotidi veya birkacini etkileyen, bunlarda geri doniis
meydana gelebilen mutasyonlardir ve bunlarin mutasyona ugramis iki tiirii vardir. Bir
baz ciftini etkileyen ve onun baska bir baz ¢ifti ikamesi ile yer degistirmesine neden
olan ve nitrojen bazlar1 ge¢is veya transformasyon ile yer degistirir ve gegis, piirinlerin
yerine diger pirinler veya pirimidinler ile yer degistirmesinden kaynaklanan bir
mutasyonu temsil eder pirimidinler, mutasyon transversiyonu (burada piirinin yerine

pirimidin veya pirimidinin yerini piirin alir (Najafi and Pezeshki 2013).

Cerceve kaymas1 mutasyonlarina gelince, bunlar diisiik bir baz ¢iftinin silinmesini veya
eklenmesini igerir, ¢linkii bu mutasyonlar genetik materyalin kii¢iik bir bolimiinii
etkiler, mRNA'nin iic bazdan olusan genetik birimler tarafindan bir proteine
\u200b\u200bgevrildigini ve her birimin kodon ad1 verilen mutasyon, bir bazin gende ve
ardindan mRNA'da sikigmasi veya silinmesi durumunda gergeklesir (Lmhof and

Schlotterer 2001).

2.9 Bakterilerin Molekiiler Yontemlerle Tespiti ve Genotiplenmesi

Bakterilerin tanimlanmas1 ve genotiplenmesi i¢in 1983'ten beri ¢ok sayida molekiiler

teknik olusturulmustur. Bulasici hastaliklarin patofizyolojisi ve epidemiyolojisi ile ilgili

18



calismalar bu tekniklerden biiyiik Olclide yararlanmistir. Tanisal mikrobiyolojide
kullanilan bir¢ok molekiiler teknik su gruplara ayrilabilir: enzimatik niikleik asit
sindirimi, amplifikasyon ve molekiiler yontemler kullanilarak dizileme niikleik asit
hibridizasyonu teknikleri. 1960'larin baslarinda, DNA problar1 ile hibridizasyon
deneyleri kurulmustur. Basit viriisler, bakteriler, parazitler ve diger hastaliklarin tiimii,
DNA problar kullanilarak basariyla tanimlanmistir. Dogrudan teshis icin niikleik asit
prob hibridizasyonunun kullanimi1 basit ve hizlidir. Hedef amplifikasyon teknikleri

kullanilirken ortaya ¢ikacak kontaminasyon ve inhibisyondan ¢ogunlukla yoksundur.

Enfekte olan bir organizmanin antimikrobiyal duyarliligini, 6nce onu izole edip
biiylitmeden dogrudan test etmek icin, belirli antibiyotik direng genlerini hedeflemek
lizere 0zel gen problart da tasarlanmistir. Artik cesitli bakteri ve viriisler icin DNA

problari igeren ticari kitler bulunmaktadir (Almyroudis et al. 2007).

2.9.1 Niikleik asit amplifikasyon teknolojisi

Polimeraz zincir reaksiyonu, hedef niikleik asit amplifikasyonu (PCR) icin en yaygin
kullanilan yontemdir. Bir niikleik asidin tek bir kopyasi, bu teknik kullanilarak hizla
107'den fazla kopyalanabilmektedir. 25 ila 50 yinelemeli dongii sirasinda, termostabil
bir DNA polimeraz ve iki farkli oligoniikleotid primeri, belirli niikleik asit bolgelerini

cogaltmaktadir (Almyroudis et al. 2007).

2.9.2 Gerc¢ek zamanh amplifikasyon

Geleneksel PCR tabanli prosediirlerin ¢ogu icin ¢ok sayida modifikasyon gereklidir ve
PCR firiinlerini tanimlamak i¢in ayr1 bir jel elektroforez ekipmani kullanilmaktadir.
Gergek zamanli PCR, geleneksel PCR'den daha hizlidir ve kontaminasyona daha az
egilimlidir. Melezler gelistikce, floresan etiketli problar kullanarak giiclendirilmis
hedefi saptar (yani, amplikonun gercek zamanli saptanmasi). Uretilen sinyal, her
dongiliniin sonunda mevcut olan amplikon miktar1 ile orantilidir ve amplikon miktar

gittikce artmaktadir (Cai et al. 2003).

19



2.9.3 Mikroorganizma molekiiler tiplemesi

Enfeksiyoz salginlar sirasindaki epidemiyolojik baglantilarin arastirilmasi, enfeksiyon
yollarinin ve kaynaklarimin tanmimlanmasi, bulasici hastaliklarin  epidemiyolojik
siirveyansi, mikroorganizmalarin molekiiler karakterizasyonu ile miimkiin olmaktadir.
Epidemiyolojik arastirmalarda, klinik izolatlarin tanimlanmasi ve bazi bakteriyel
izolatlarin goreceli Oneminin belirlenmesi i¢in molekiiler parmak izi tekniklerinin

kullanimi artmaktadir (Goniilli 2015).

2.10 Kiitle Spektrometresi

Biiyiik bir 6zgilliige sahip bir analitik yontem olan kiitle spektrometresinin kullanimu,
numunelerin elementel bilesiminin analizinin yan sira parcacik ve molekiil kiitlelerinin
olgiilmesine, molekiiler kimyasal yapilarin netlestirilmesine olanak tanir. Ornegin,
klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda MALDI-TOF MS bir teknik olarak, giderek
daha fazla kullanilmaktadir (Meng et al. 2013).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu calisma i¢in 15 Nisan 2022 ile 15 Haziran 2022 tarihleri arasinda Dhi Qar ili
Nasiriyah Egitim Hastanesine basvuran farkli yas gruplarindaki kadin ve erkek
hastalardan 150 klinik siiriintii 6rnegi toplanmistir. Ornek alma esnasinda tiim hastalarla
ilgili bilgiler amaca (Cinsiyet, Yas, Is, Medeni hal ve Egitim gecmisi) yonelik olarak
olusturulmus bir forma kaydedilmis ve ornekler daha sonra dogrudan laboratuvara

gonderilmistir.

3.1 izolasyon ve Tamimlama Calismalar

Uzman hekim Kkontroliinde oOrnekler alinmis ve bu Ornekler, laboratuvarda steril
kosullarda Kanli Agar, MacConkey Agar gibi besiyerlerine kiiltlir alinarak bakteriler

izole edilmistir.

3.1.1 Besiyeri ortaminin hazirlanmasi

Aragtirmada kullanilan besiyerlerinin hazirlanisina iliskin bilgiler asagida sunulmustur.

3.1.1.1 Kanh agar

Kanli agar, hazir besiyeri prepatindan 40 grami (g) 1000 mililitre (mL) D.W. i¢inde
¢oziilerek hazirlanmistir. Daha sonra ortam, 45 °C dereceye kadar sogutulmadan dnce
121 °C derecede sterilazasyon i¢in 15 dakika otoklavlanmis ve % 5 taze insan kani

eklenmistir. Bu ortamda bazi bakteri tiirleri zenginlestirilmistir (MacFaddin 2000).

3.1.1.2 Beyin-kalp infiizyon suyu

Beyin-kalp infiizyon suyu, 37 g'in 1 litre D.W. i¢inde ¢oziilmesi, karisimin 121 °C'de 15
dakika otoklavlanmis ve bakteriyel reaktivasyon i¢in su kullanilmasiyla hazirlanmigtir

(MacFaddin 2000).
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3.1.1.3 Beyin-kalp infiizyon suyu - gliserol ortami

Bu besiyeri, 20 mL gliserol ile 80 mL beyin-kalp infiizyon suyu karistirtlarak ve
ardindan 121°C'de 15 dakika otoklavlanarak hazirlanmistir. Bakteri izolatlarini uzun

stire stokta tutmak ic¢in kullanilmistir (MacFaddin 2000).

3.1.1.4 Mr-vp ortami

Bu ortam, 17 g ortam 1000 mL damitilmig suda ¢oziilmesi, karisimin 121°C'de 20
dakika sterilize edilmesi ve elde edilen ortam MR-VP'nin glikoz miktarin1 ve tam

hidrolizi 6lgmek i¢in kullanilmasiyla hazirlanmistir. (MacFaddin 2000).

3.1.1.5 Simmon sitrat agar

24.28 g ortam 1000 mL D.W i¢inde ¢oziilmiis, daha sonra sterilize etmek i¢cin 121 °C'de
20 dakika otoklavlanmistir. Bu ortam, bakterilerin sitratt karbon kaynagi olarak

kullanma yetenekleri, kullanilarak arastirilmistir (MacFaddin 2000).

3.1.1.6 Mueller hinton agar

Ortam (38 g) bir litre damitilmis suda karistirilarak 1sitilmis ve tamamen eritmek i¢in 1
dakika kaynatilmigtir. Sonra 121 °C'de 15 dakika otoklavlanmistir. Esit derinlik
saglamak icin sogutulmus Mueller Hinton agar1 diiz bir ylizey iizerinde sterilize edilmis
petrilere dokiilerek, oda sicakligina sogutulmustur. 25 °C'de nihai pH (7,3 £ 0,1) i¢in
kontrol edilmis, kaplar 2-8°C'de saklanmistir (MacFaddin 2000).

3.1.1.7 MacConkey agan

Bu besiyeri, 40 g agarin 1000 mL distile suda ¢oziilmesi ve ardindan 121°C'de 20
dakika otoklavlanmasiyla hazirlanmistir. Bu tilir ortamlar, se¢ici gram-negatif ortamlar

olarak kullanlmistir (MacFaddin 2000).
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3.1.1.8 Kligler demir agar1

Bu besi yerini hazirlamak i¢in 57.52 g besi yeri 1000 mL distile suda eritilmis ve
ardindan 121 °C'de 20 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir (Kligler 1918).

3.1.1.9 Pepton

Bu besi yerini hazirlamak ic¢in 8 g pepton 1000 mL distile suda eritilmistir. Sonrasinda
da bu karisim 121 °C'de 20 dakika otoklavlanmistir. Bakteriyel amino asit triptofan,
indol iirlinden ne kadar ayirabildigini gostermek i¢in kullanilmistir (MacFaddin 2000).

Besin agart:

Hazirlanmas: igin 13 g besi suyu tozu 1000 mL distile su ile iyice karistirilmig ve bu
karisim son kaplara dokiilerek ardindan 121 °C'de 20 dakika otoklava koyulmusturi
(MacFaddin 2000).

Besin suyu:

13 g besi suyu tozu 1000 mL distile su i¢inde ¢oziiliinceye kadar karistirilmig, sonrada

kaplara dokiilerek,121°C'de 20 dakika otoklavlanarak hazirlanmistir (MacFaddin 2000).

Etidyum bromiir (%0,5):

Etidyum bromiir (0.01 mg), 2 mL distile suda ¢oziilerek hazirlanmis, daha sonra koyu
renkli bir siseye yerlestirilerek -40°C'de saklanmistir (Sambrook and Russel 2001).
Belirli bir DNA olarak elektroforez i¢in kullanilmistir.

3.1.2 Soliisyonlarin ve reaktiflerin hazirlanmasi

Soliisyonlarin ve reaktiflerin hazirlanmasi asagida aciklanmaistir.
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3.1.2.1 Gram boyama

Gram boya, bakterilerin Gram reaksiyonunu belirlemek i¢in kullanilmistir. Gram

boyama islemi basamaklar1 asagida verilmistir.

e Iyot ¢dzeltisi/Gram iyot; kristal viyole (ana boya) (kristal viyoleyi hiicre duvarina
sabitleyen mordan).

e Boya sokiicii (6rn. etanol)

e Safranin (ikincil boya)

e Su (tercihen bir sprey sisesinde)

3.1.2.2 Katalaz reaktifi

50 mL steril damitilmis suya (%70) 21 mL H>O> eklenerek toplam da 100 mL hacime
getirilerek % 3 konsantrasyonda bir hidrojen peroksit (H202) reaktifi liretilmistir. Bu
reaktif daha sonra steril bir sisede tutulmustur. Katalaz enzimini yapmaktan sorumlu

mikroorganizmalara iligkin goriisler bu ortamdan derlenmistir (MacFaddin 2000).

3.1.2.3 Oksidaz reaktifi

Bu reaktifi hazirlamak i¢in 0.1 g tetra-metil-para-fenilen diamin hidrojen kloriir 10 mL
steril damitilmis suda eritilerek seffaf bir sisede saklanmistir. Bu madde, bakterilerin
oksidaz enzimleri iiretip iliretemeyecegini belirlemek icin oksidaz reaksiyonunda test

edilmistir (MacFaddin 2000).

3.1.2.4 Kovac reaktifi

5 gram p-dimetilamin benziladehit 75 mL amil alkolde ¢oziildiikten sonra karisima 35
mL saf HCL asit eklenmistir. Burada primer amagi, indol iiretiminin ilerlemesini

izlemektir (Macfaddin 2000).
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3.1.2.5 Metil kirmizi reaktif

Reaktif, 0,1 g metil kirmizis1 boyanin %95 etil alkol igeren 300 mL etil alkol icinde
¢Oziilmesi ve hacmin distile su ile 500 mL'ye getirilmesiyle hazirlanmistir. Bu reaktif,
sekerlerin tamamen ¢oziliip ¢oziilmedigini belirlemek i¢in kullanilmistir (MacFaddin

2000).

3.1.2.6 Voges-proskauer testi

Voges-proskauer testinde kullanilmak {izere Macfaddin'e (2000) gore, A ve B olmak
tizere iki c¢ozeltihazirlanmistir: A. Naftol, 5 gram 1-naftol ile 100 mililitre %100 etil
alkoliin birlestirilmesiyle hazirlanmistir. B. Glikozun kismi hidrolizini belirlemek igin
kullanilan potasyum hidroksit (KOH) ¢ozeltisi 40 g KOH 100 mL D.W i¢inde ¢6ziilmek

suretiyle hazirlanmistir.

3.1.2.7 Frazier reaktifi

Bu reaktif, 20 mL konsantre %98 safliktaki HCL asidin 100 mL su ile karistirilmasi ve
icinde 15 g civa kloriiriin (HgClz) ¢oziilmesiyle hazirlanmistir. Bu reaktif bakterilerin

jelatini stvilastirma yetenegini test etmek i¢in kullanilmistir (Collee et al. 1996).

3.1.2.8 McFarland ¢oziimii

A ve B olmak iizere iki soliisyondan olusmaktadir ve Baron et al.(1994) gore
hazirlanmistir. A solisyonunun hazirlanmasi i¢in 100 mL D.W. i¢inde, 1.175 g baryum
kloriirii (BaCl2.2H>0) ¢oziindiiriilmiistiir. B soluitisyonu da 100 mL DW'nin 1 mL
derisik siilfiirik asit (H2SO4) ile karistirilmasiyla hazirlanmigtir.Daha sonra 99,5 mL B
sollisyonuna 0,5 mL A soliisyonu eklenmistir..Bu soliisyon kullanarak, bir bakteri
siispansiyonunun bulanikhigini karsilastirmak ve mililitrede yaklasik 1,5x10% hiicre

icerdigini bulmak miimkiin olmustur.
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3.1.3 Tanmmmlama

Koloni morfolojisi:

Besleyici agar ve MullerHinton agar iizerinde yayilan koloniler, yayilabilir pigmentler
ve tath iiziim kokusu iireterek karakterize edildi ve P. aeruginosa igin ileri teshis testleri
icin secildi (MacFadden 2000). Kiiltiirel ozellikler arasinda; koloni morfolojisi (diiz
mukoid), tiziim kokusu, Muller-Hinton agarda dagilabilir pigmentler (mavimsi yesil

veya sarimsi yesil) (Collee et al. 1996).

Besin agari: Biiyiiyen koloniler pigmentlere ve koku olusumuna (iiziim benzeri koku)
gore tanimlandi, kanli agarda cogu izolatin biiyiiyen kolonileri hemoliz tipine, ogul
hareketine ve metalik parlak yanardonerlik goriiniimiine gore tanimlandi.Biiyiiyen
koloniler MacConkey agar ve laktozu fermente etme yeteneklerine gore belirlendi

(Macfaddin 2004).

3.1.4 Biyokimyasal testler

Aragtirmada yer alan biyokimyasal testler hakkinda asagida kisaca bilgiler verilmistir.

3.1.4.1 Oksidaz testi

Incelenecek koloninin kiigiik bir kismi alinarak birka¢ damla yeni hazirlanmis % 1
oksidaz reaktifi ile 1slatilmig bir filtre kagidina siiriilmiistiir Testin basarili olduguna dair

gosterge 30 saniye i¢cinde rengin mavi veya mor renge donmesidir (Baron et al. 1994).

3.1.4.2 Katalaz testi

Temiz bir koloninin bir kismina temiz, kuru bir lam {iizerine birka¢ damla %3 H»O»
serpilir ve gaz kabarciklarinin gelisimi testin basarili olduguna dair gosterge olarak

kabul edilmektedir (Baron et al. 1994).
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3.1.4.3 Kan hemoliz testi

Kanli agar besiyerine saf bir bakteri kolonisi ekilerek, burada 37°C'de 24-48 saat
iretilmistir. Koloniyi ¢evreleyen temiz bir bolge B-hemolizi gosterirken, yesil

lekelenmenin varlig1 a-hemolizi gostermistir (Baron ef al. 1994).

3.1.4.4 Jelatin sivilastirma testi

Jelatin agar besiyeri, test edilen organizmanin kolonisiyle inokiile mistir.ve ardindan 24
saat 37°C'de inkiibe edilmistir. Daha sonra plakalar, 5-10 dakika boyunca Frazier
reaktifi ¢Ozeltisi ile sulanmistir. Jelatin-sivilastirma, test edilen koloninin etrafindaki

temiz bolgenin varligiyla tanimlanmigtir (Collee et al. 1996).

3.1.4.5 Motilite testi

Motilite besiyeri tiipleri, bir asilama ignesi ile ortasindan bir kez delindikten sonra 24-
48 saat boyunca 35°C'de inkiibe edilmistir. Asilama hattindan hareketli bakteriler
dagilmistir (Baron et al. 1994).

3.1.4.6 Sitrat kullanim testi

Incelenen bakteriler, Simmon's Sitrate Slant Medium'un yiizeyi iizerine asilanmis ve
karisim daha sonra 37°C'de 1-3 giin kiiltiire alinmigtiri. Kiiltiir ortami renginin yesilden
maviye degismesi, sitratin tek karbon kaynagi olarak kullanilabilecegini

diisiindiirmektedir (Macfaddin 2000).

3.1.4.7 H2S iiretimi icin Kligler demir agar testi

Yalnizca MacConkey agarinda tiretilmis koloniler, tliplin tabanini delerek ve yiizeyi diiz
bir telle siywrarak besiyerine enjekte edilmistir. Bu arada indikatoér fenol kirmizisi

fermantasyonun oldugunun Ostergesi olarak sari renge doniismiistiir. 18 ila 24 saat
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inkiibasyondan sonra, besiyerinin tabanindaki ve egimindeki pH degisiklikleri not
edilmistir.. Tipik olarak, gaz iiretimi, agarda olusturulan gazin besi yerinde meydana
getirdigi kabarciklar olarak goriilmiistiir. H»S iiretimi, siyah ¢okeltinin asagidan

yukariya reaksiyonu ile gosterilmektedir (Baron ef al. 1994).

3.1.4.8 42°C'de gelisme

P. aeruginosa'nin sonraki alt kiiltiirlerde 42°C'de biiyiime kapasitesi ayirt edici bir
ozelliktir. Secilen koloniler, besin sivisi igeren tiliplere enjekte edildi ve tiipler daha
sonra 42°C'de 24 saat kiiltlirlendi. P. aeruginosa, 42 °C'de karakteristik olarak yiiksek
bir biiyiime kapasitesine sahipti (Macfaddin 2000).

3.1.4.9 Indol testi

As1 olarak test edilen bakteri kolonisi ile 37°C'de 48 saat inkiibe edildikten sonra,
tiiplere pepton su ilave edilmis ve broth ortamina yavasca birka¢ damla kovac’s reaktifi
eklenmistir. Sivi ortamin yiizeyinde kirmizi bir halka olusmasi1 basar1 olarak kabul

edilmistir (Sharmin et al. 2009).

Metil kirmiz testi:

MR-VP suyu igeren tiipler, test edilen bakteri kolonisi ile agilanarak 37°C'de 48 saat
siireyle inkiibe edilmistir. Kiiltiir ortamini asitliginin test etmek i¢in 0.5 mL metil
kirmizis1 reaktif eklenmis ve pozitif sonu¢ kirmizi rengin ortaya ¢ikmasi ile tespit

edilmistir (Baron ef al. 1994).

Voges — proskauer testi:

MR-VP ortam1 inokiile edilerek test edilen bakteri kolonisiyle 37°C'de 48 saat
inkiibasyona tabii tutulduktan sonra, buna 0,06 mL -naftol reaktifi ve 0,2 mL % 40
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KOH soliisyonu eklenmistir. Ortamda 15 dakika sonra kirmizi rengin ortaya ¢ikmasi

asetonun (asetil metil karbinol) varligini gosteren isaret olmaktadir (Baron et al. 1994).

Lipaz testi:

Lipolitik agar ortami, test edilen organizmanin kolonisi ile asilanarak 24 saat 37°C'de
inkiibe edilmistir. Pozitif lipoliz, koloniyi ¢evreleyen ¢okelti halesinin varlig: ile temsil

edilmektedir (Symth and Alford 1984).

3.2 VITEK 2 ile izolatlarin Tamimlanmasi

Izolatlar asagida VITEK 2 kullanilarak tanimlanmistir.

3.2.1 Vitek® 2 sistemi

VITEK sistemi, VITEK 2 GN Kiti (Biomérieux/ Fransa) ile gram negatif bakterileri

tanimlamak i¢in kullanilan yakin zamanda otomatiklestirilmis bir cihazdir.

3.2.2 Vitek 2 kompakt sisteminin tanimi

Tiim bakterileri tanimlamak i¢cin VITEK 2 kompakt sistemi kullanilis ve izolat1 bulmak
icin VITEK 2 kompakt sisteminden yararlanilmistir.. VITEK kartlarini kullanan bir dizi
biyokimyasal test, VITEK 2 tanimlama sisteminin temelini olusturur. Her kartta, test
bakterisini tanimlamak i¢in kullanilan biyokimyasal testlere ve metabolik siireclere
karsilik gelen 64 kuyucuk vardir. Bakteri siispansiyonu VITEK kartlarina yiiklenip

bilgisayar ortamina aktarildiktan sonra veriler VITEK yazilimiyla kayit altina alinmastir.

3.2.3 Ornek hazirlama

Uygun sayida saf kiiltiir kolonisi, steril bir firca kullanilarak aktarilir ve ardindan

mikroorganizma, 12 x 75 mm seffaf plastik tiip (polistiren) testinde 3,0 mL steril salin
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(% 0,45-0,50 NaCl, pH 4,5-7,0) icinde siispanse edilir. Densi Chek TM adli bir
bulaniklik Slger kullanilarak bulaniklik uygun sekilde ayarlanir ve 6l¢iiliir. Bulanikligin

siispansiyonunu belirlemek i¢in kullanilan McFarland Bulaniklik Aralig1 0,48-0,56 dir.

3.2.4 Bakteri siispansiyonunun VITEK kartlaria yiiklenmesi

VITEK kartlarin1 bakteri siispansiyonu tiiplerinde saklamak i¢in 06zel raflar
kullanilmaktadir. VITEK sistemi ile donatilmis bir makine raflar1 taramaktadir.

Bilgisayar her raf i¢in barkodu ve erisim numarasini kaydetmektedir (Ling et al. 2001).

3.2.5 Kartizolasyonu ve inkiibasyonu

Raflar doner inkiibatore aktarilmistir. Sonrasinda transfer tiipleri kesilerek kapatilmis ve
35.5 £ 1.0°C'de yaklasik 15 dakika inkiibe edilmis, kart reaksiyon igin doner

inkiibatorden alinmais, optik sisteme yerlestirilmistir (Funke and Funke-Kissling 2004).

3.2.6 Optik sistem

Gecirgenlik optigi kullanan sistemler, ¢esitli goriiniir spektrum dalga boylarini kullanan
test reaksiyonlarinin yorumlanmasini saglamaktadir. Her 15 dakikada bir, her bir test
yaniti, substrat metabolizmasinin bulanikligini veya renkli yan iirlinlinii 6lgmek ig¢in
zamanlanmistir. Ek olarak, kii¢iik baloncuklarin neden oldugu olast hatali okumalari

ortadan kaldirmak i¢in benzersiz bir algoritma kullanilmistir (Guo et al. 2014).

3.2.7 Test reaksiyonu

Bes alt1 saat siiren biyokimyasal testler ve metabolik reaksiyon sirasinda tiim sonuglar
negatif ise (-), pozitif ise (+) ile isaretlenmektedir. Tiim bu sonuglar bilgisayarda ortaya

cikmaktave yazilim analizinden sonra yazdirilmaktadir (Guo et al. 2014).
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3.3 Antibiyotik Duyarhlik Testleri

P. aeruginosa izolatlarmin ¢esitli antibiyotiklere duyarliligi, gosterilen antimikrobiyal
diskler kullanilarak belirlenmistir. Siispansiyon i¢in kullanilan 12 x 75 mm seffaf
plastik, 3 mL steril salin (%0,45 ila %0,5 NaCl, pH 4,5 ila 7) test tiipii (polistiren)
icerisine uygun miktarda saf kiiltiir kolonisi aktarilarak mikrop uzaklastiriimaktadir.
Bulanikligr 6lgmek ve buna gore degistirmek i¢in DensiChekTM adli bir bulaniklik

Olger kullanilmustir.

Bulanikliklarin (0.48-0.56) siispansiyonunu belirlemek i¢in McFarland Bulaniklik
Aralig1 degerleri dikkate alinmistir. Antibiyotik tabletler Miiller-Hinton agar besiyerine
steril olarak yayilmis ve besi yeri daha sonra 24 saat 37°C'de inkiibe edilmistir. Diskleri
cevreleyen biiylime engelleme bdlgesinin ¢evresi Olciilerek sonuglar olusturulan

normatif tablolarla karsilastirilmistir (Guo et al. 2014).

3.4 Astarlarin Hazirlanmasi

Primerler (Alpha DNA, Canada) liyofilize formda saglanmistir. Bu primerler deiyonize
distile suda ¢oziilerek 100 pikomol/L son konsantrasyon elde edilmisve kullanilana
kadar da derin dondurucuda (-20°C) saklanmistir. Bu arastirmada kullanilan primerler

Cizelge 3.1'de gosterilmektedir.

Cizelge 3.1 Bakteri izolatlarinin genotipik tespiti i¢in kullanilan PCR primerleri

Gen Astar Dizisi Uriin boyutu kaynaklar
(bp)
16stDNA | F| 5-GGGGGATCTTCGGACCTCA-3 956 (Spilker er al.2004)
R| 5-TCCTTAGAGTGCCCACCCG-3
LasB | F| 5-GGAATGAACGAGGCGTTCTC-3 300 (Lanotte ef al.
R| 5-GGTCCAGTAGTAGCGGTTGG-3 2004)

3.4.1 PCR karistminin hazirlanmasi

Bu calismada yer alan PCR reaksiyonunun bileseni Cizelge 3.2'de gosterilmistir.
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Cizelge 3.2 PCR tekniginin bileseni

Bilesen Hacim (nL)
Reaksiyon Karigimi 10 uL
ileri astar 1 uL
Ters astar 1 uL
DNA sablonu 5uL
Niikleaz icermeyen su 8 uL
Toplam 25

3.4.2 PCR termo dongii kosullar:

Uygun PCR dongii programi parametreleri i¢in kosullar, Cizelge 3.3'te gosterildigi gibi
elde edilmistir. 16S rDNA primerleri i¢in termocycler PCR prosediirii Spilker et al.
(2004), (Las B) primerleri igin termocycler PCR protokolii Lanotte et al. (2004)'e gore

yiriitiilmistiir. Asagida Cizelge 3.4’de programin agamalarini kisaca listelenmistir.

Cizelge 3.3 Gene 16Sr i¢in termal dongii programi

Adim Sicaklik ( °C) Zaman Dongii
denatiirasyon 94 4 dakika. 1
denatiirasyon 94 30 saniye
tavlama 60 30 saniye 35
sentezi 72 2 dakika
son uzatma 72 5 dakika 1

Cizelge 3.4 Las B primerleri ile termocycler PCR'de kullanilan amplifikasyon programi

Adim Sicaklik ( °C) Zaman Dongii
denatiirasyon 95 5 dakika. 1
denatiirasyon 94 30 saniye
tavlama 58 30 saniye 35
sentezi 72 1 dakika
son uzatma 72 5 dakika 1
Tutma 4 1
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3.4.3 Bakteri ekstraksiyonu (DNA)

Bir DNA ekstraksiyon kiti (Presto™ Mini gDNA Bacteria Kit, Geneaid-Tayvan)

kullanilarak ve iireticinin talimatlar1 izlenerek, 50 izolattan DNA elde edilmistir.

3.4.3.1 Protokol

Gece boyunca kiiltiirlenmis bakteri hiicrelerinin 1 mL'sini igeren 1,5 mL'lik bir mikro
santrifiij tlipli, bir dakika boyunca 14-16.000 x g hizinda dondiiriilen Ornekle
doldurulmus ve silipernatan daha sonra atilmistir. Buna, 180 uL GT Tamponu
eklendikten sonra, hiicre peletini yeniden siispanse etmek icin bir vortex kullanilmigtir
Karigima (6nceki ddH>O'yu siispanse eden) Proteinaz K (20 uL) eklenmistir. Karigim
iceren tiipler 10 dakika boyunca 60 °C'de bir su banyosunda isitilmisgtir. Numune 200
pL GB Tampon ile karistirilarak, 10 saniye karistirict da tutulmustur. Numune lizatinin
berrak oldugundan emin olmak i¢in karistm 70 °C'de bir su banyosunda 10 dakika
inkiibe edilmistir. Karisima hemen 200 ul saf etanol eklenerek birlestirmek igin
siddetle calkalanmistir. Karistim GD kolonuna aktarildiktan sonra 14-16.000 x g'de iki
dakika santriftijlenmistir. GD kolonu 2 mL'lik yeni bir toplama tiipiine yerlestirdikten
sonra, akis1 igeren 2 mL'lik toplama tiipli atilmistir.. GD siitununa 400 uL W1 Tamponu
eklenerek,14—-16.000 x g'de 30 saniye santrifiijjlenmis ve akis atilmistir. GD kolonuna
yikama tamponu (600 uL) eklenerek, 14-16.000 xg'de 30 saniye santrifiijlenmis
ardindan da hava atilmistir. Kolon matrisini kurutmak i¢in karigim bir kez daha 14—
16.000 xg'de ii¢ dakika santrifiijlenmistir.. Kolon matrisinin merkezine 100 uL 6nceden
isitilmig Eliisyon Tamponu eklenmis ve Kolon matrisi, eliilsyon tamponunun tamamen
emilmesini saglamak i¢in 3 dakika bekletilmistir. Saf DNA'y1 ayristirmak i¢in 14—
16.000 x g'de 30 saniye santrifiijlenerek, Ekstre edilen DNA -20°C'de saklanmustir.
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3.5 Agarozun Hazirlanmasi

0,3 gram agaroz tozu, ¢oziinmesi i¢cin 30 mL (1X) trisborat-etilendiamintetraasetik asit
(TBE) tamponuyla birlestirildi. Karisim daha sonra yaklasik 5-10 saniye mikrodalgada
kaynatilarak 1sitilmistir. Daha sonra soliisyonun 45 °C'ye kadar sogumasi beklendikten

sonra goriiniirliik saglamak i¢in 5 pL etidyum bromiir soliisyonu eklenmistir.

Hazirlanan agaroz soliisyonu, i¢inde tarak bulunan jel 1zgaraya dokiilerek, agarozun iki
kenar1 kapatildiktan sonra oda sicakliginda katilagsmaya birakilmistir. Daha sonra tarak
nazikce cikarilarak, jel lizerinde oyuklar birakilmistir. PCR i¢in her kuyucuga 10 pL
numune yiiklenirken, ekstrakte edilen DNA numunesi kuyucuklara 7 pL ila 3 pL
oraninda eklenmistir. Boyut belirteci olarak, her elektroforezle es zamanli olarak

gerceklestirilen 100 bp'lik bir DNA merdiveni kullanilmistir.

3.6 Jel Elektroforezi

Jel kuyucuguna 10 uL PCR f{iriinii eklendikten sonra, elektroforez prosediirii i¢in bir
belirte¢ olarak 5 uL DNA merdiveni (100 bp) eklenmistir. Jel, jel elektroforez cihazinin
1X TBE tamponu ile doldurulmus jel haznesine yerlestirilmistir. Daha sonra hazne
kapatilarak 135 voltta 30-40 dakika elektroforez yapilmistir. Agaroz jel daha sonra
hazneden c¢ikarimis ve gen bantlar1 bir UV transilliiminator kullanilarak goriilmiis ve

fotograflanmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu calismada 15 Nisan 2022 ile 15 Haziran 2022 tarihleri arasinda Nasiriyah Egitim
Hastanesine bagvuran farkli yas gruplarindaki kadin ve erkek hastalardan 150 klinik
stirlinti 6rnegi topland1. Sekil 4.1'te gosterildigi gibi, bu ¢alismada 133 kadin (% 88) ve
17 erkek (% 11) yer almustir.

Yanik hastalarinin yas grubu 20-63 arasinda degismekte olup, 20-30 yas grubu en
yiiksek vaka sayisini kaydederken, 53-63 yas grubu yaralanma i¢in en diisik yas
araligin1 kaydetmektedir (Sekil 4.2). Caligmadaki diger o6zellikler de niiks oraninda
farkliliklar gostermektedir (Cizelge 4.1).

B Kadin

Erkek

Sekil 4.1 Yanik hastalariin cinsiyete gore dagilimi

38%
20

15 2%

20 %
. 18 %
10 l '

20-30 31-40 41-50 51-60

vl

Sekil 4.2 Yanik hastalarinin yaga gore dagilimi
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Cizelge 4.1 Hastalarin sosyo-demografik 6zelliklerine iligkin frekans ve oranlari

Ozellikler Siklik Oran
20-30 57 38
Yas gruplari 31-40 30 20
41-50 36 24
51-60 27 18
Toplam 150 100
Kadin 133 88.66
Cinsiyet Erkek 17 11.44
Toplam 150 100
Memur 35 11.66
Tiiccar 12 8
is giftg:i 11 7.33
Ogrenci 20 13.33
Issiz 72 48
Toplam 150 100
Evli 98 65.33
Medeni hal Bekar 52 34.66
Toplam 150 100
Okumamig 51 34
ilkokul 23 15.33
- . - Ortaokul 22 14.66
Egitim diizeyi Lise 35 23.33
Universite 19 12.66
Toplam 150 100

4.1 Tzolasyon ve Tammlama

Ornekler, segici ve diferansiyel bir besiyerine (Kanli agar ve MacConkey agar)
yetistirilerek 37°C'de 24 saat inkiibe edilmistir. 150 hastanin bulgulari, 50 (% 33) hasta
P. aeruginosa ile 36 (% 24) hasta diger bakteri formlariyla enfekte olmustur. Mortalite
orani 3 (% 6), iyilesen hasta yiizdesi ise 58 (%38) olarak belirlenmistir.

4.1.1 Bakteri teshisi

Izolatlar ilk olarak, hiicrelerin boyaya boyut, sekil ve topaklanma tepkisini analiz etmek
icin gram boya ile mikroskobik teshise dayali olarak tanimlanmistir. Bu izolatlar kanlt
agar, MacConkey agar ve cetrimide agara yetistirilmis olup, izolatlarin ¢cogu koloni
cevresinde seffaf bir hale olusturarak kani eritme 6zelligi gdstermis bunun yani sira
teshisi dogrulamak i¢in, sekerin fermantasyonunun olmamasi nedeniyle kolonilerin

tiziim kokusuna benzer bir koku ile soluk renkte goriindiigi MacConkey besiyerine
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ekilmistir. Bu kolonilerin ¢ogu, yesilimsi sar1 renkli Pyocyanin pigmentini ve her ikisi
de cetrimide agar besiyerinde yesilimsi sar1 bakteri kolonileri olarak goériinen Pyoverdin
boyasini liretmektedir. Bu pigmentlerin suda ¢6ziiniir dogas1 nedeniyle, yarali meyvenin
kokusuna benzer essiz kokusu ve rengiyle UV 1s18ina maruz kaldiklarinda parlarlar
(Sudhakar et al. 2015). izolatlar aym zamanda, P.aeruginosamin 6nemli bir teshis

0zelligi olan kat1 besiyerinde 24°C'de biiyiime gostermistir (Sekil 4.3) (Al-Tikriti 2019).

Sekil 4.3 (A) Streamide agar (B) Kanli agar (C) MacConcy agar'da Pseudomonas
aeruginosa kolonisi

Bunun nedeni, P. aeruginosa'min antibiyotik direncine (MDR), nozokomiyal
enfeksiyonlara katilimina ve yanik yaralanmalart sonucu hastalarin  bagisiklik
sistemlerinin zayiflamasina baglanabilir. Diger bazi arastirmalar da, Giiney Afrika'da
%14,5 (Coetzee and Kahn 2013), Irak'ta %27 (Othman et al. 2014) ve Misir'da % 19,5
(Hassuna et al. 2015) olmak {izere P. aeruginosa enfeksiyonu oraninin iilkelere gore
degisen oranlarda oldugu gosterilmistir. P. aeruginosa, 6limciil olabilen tehlikeli bir
sonu¢ olan nozokomiyal enfeksiyona neden olabilir. Ek olarak, antibiyotik direnci
kazanma potansiyelleri agisindan hastalar icin tehlike olusturabilmektedir (Mabrouk et
al. 2016). Antibiyotiklerin kesfinde kaydedilen muazzam ilerlemelere ragmen, yanik

hastalarinda ilaglara direncli bakteri suglar1 etkili olmaya devam etmektedir.

Direngli P. aeruginosa suslariin ¢ogalmasi konusunda son zamanlarda endiseler ortaya

cikmistir. Ciinkii bu suslarin ¢ogu, kazanilmis direng mekanizmalari ve igsel 6zellikleri
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nedeniyle antibiyotiklerle tedavi edilmesi gii¢ enfeksiyonlara yol agmaktadirlar (Bekeris
et al. 2005, Rossolini and Mantengoli 2005). Yanik tedavilerinde direngli P. aeruginosa
suslarinin varligina bagl olarak ortaya ¢ikan 6liim oranlarini arastiran bazi ¢caligmalarda
6liim orani1 Pakistan’da %18,9 (Al-Ibran et al. 2011), iran'da %30 (Anvarinejad et al.
2014) ve Brezilya'da da %51,1 olarak tespit edilmistir.

Bakteriyel enfeksiyonlara ve buna bagl etkilere sahip yanik hastalarinin sagliklari i¢in
bir tehlike mevcuttur. Termal enfeksiyon, deriye niifuz ederek bagisiklik sistemini
zayiflatmasinin yani sira savunma mekanizmalarini da bozdugu i¢in en sik goriilen

yanik enfeksiyonu tiirii olarak kabul edilmektedir (Bayram et al. 2013).

Daha siddetli yaniklar, cilt bariyerini deler veya kaybederse, hastay1 sorunlara ve 6liim
riskini artiran, hastanede kalis siiresini uzatan mikroorganizmalarin kolonizasyonuna
kars1 daha savunmasiz hale getirmektedirler. Ek olarak, yanigin yogunlugu ve yanan
hastanin yasi, hastanin iyilesme yetenegini dogrudan etkileyen bakteri kolonizasyonu

tizerinde 6nemli etkiye sahiptirler (Kumar ez al. 2001, Agnihotri et al. 2004).

4.1.2 Biyokimyasal testlerle teshis

Bu aragtirmada yapilan bazi biyokimyasal testlere ait sonuglar Cizelge 4.2'de
verilmistir. Bu sonuglar, MacFadden (2000) tarafindan raporlanan normatif sonuglarla

karsilastirilmistir.
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Cizelge 4.2 P. aeruginosa'nin tanimlanmasi i¢in biyokimyasal testler

Test Sonuc¢
katalaz +
oksidaz +
Jelatin Sivilagtirma +
Biiylime 42C' +
Gram boyama G- ve
hemoliz +/-
H,S Uretimi -
Indole -
Kligler s Demir agar K/K
metil-kirmizi -
Voges Proskauer -
Pigment iiretimi +
Simmon sitrat +
Hareketlilik +

Bu calismada, timii yanik kurbanlarindan izole edilmis elli adet Pseudomonas
aeruginosa susu incelenmistir. izolatlar baslangicta, hiicrelerin boyaya boyut, sekil ve
yigmlara tepkisini gozlemlemek icin Gram boyama ile mikroskobik teshise dayali

olarak tanimlanmustir.

Tiim izolatlar, safranin kirmizisi ile boyanmaya yatkinliklarin1 gosteren Gram negatif

cubuklar ve oksidaz, katalaz i¢in pozitif, 42°C'de tireyebilen ve herhangi bir sekeri

fermente etmeyen, indol, metil kirmizis1 ve voges-proskauer testi icin negatiftir, sitrat

5

testi i¢in pozitif tespit edilmislerdir. (Sekil 4.4).

"

Sekil 4.4 P. aeruginosa igin IMVIC testi
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Bu aragtirmanin bulgulari, izolasyon ve teshis bulgulari, negatif bakterilerin daha
bulasici oldugunu ve etkilenen dokularda 6nemli miktarlarda faktor, cilt dokularina
zarar verir ve septisemiye katkida bulunan enzimlerin yani sira toksinleri serbest
birakma kapasiteleri nedeniyle yanik vakalarinda bulundugunu belirten Faraj and Jiad

(2020) ile uyumludur.

Yine bu calismadan elde edilen sonuclar incelendiginde P. aeruginosa'nin yanik
dokular1 biiylime ve lireme i¢in 6nemli, iyi bir ortam olarak bulan firsatg1 bir bakteri
oldugu i¢in yanik vakalarinda cok yaygin oldugunu belirten Maitra et al. (2000)
bildirigleriyle uyumludur.

Ayrica P. aeruginosa hastane ortaminda bulunan en 6nemli bakterilerden biridir ve
kolaylikla yayilarak, insanlarda yaniklar1 enfekte etmektedir. Yaniklar, etkilenen
viicuttaki bagisiklik sistemini baskilayan ve onu farkli enfeksiyonlarin neden oldugu
cesitli hastaliklara karst duyarli hale getiren doku 6liimii ve apoptozun en sik nedeni

olmaktadir (Church et al. 2006).

4.1.3 Vitek2 sisteminin sonuclari

Yanik hastalarindan elde edilen elli izolatta Vitek2 yontemi kullanilarak P aeruginosa
tanimlanmistir; 50 kisiden 20'sinin P. aeruginosa olma olasiliginin % 99, 18'inin % 98
ve 12'sinin de % 97 oldugu saptanmistir. Ayrica diger enfeksiyona neden olabilien
bakteri tiirleri ele alindiginda da % 99 oraninda Klebsiella pneumonia spp, % 95
oraninda Enterobacter cloacae ssp ve % 91 oraninda Citrobacter freundii olma riskinin

oldugu belirlenmistir.

Vitek2 Compact teshisine gore P.aeruginosa bakterisinin cinsi ve tiirii i¢in olasilik orani
yluzde 97 ila 99 arasinda bulunmustur. Vitek2 Kompakt teshis, 24 saatlik bakteri
soliisyonu enjekte edilen 47 delikli teshis kitinin benzersiz yaklagimi sayesinde, bakteri
tiirlerinin ¢ogunu teshis etmek i¢in kullanilmistir. Mevcut arastirmada, Vitek2 iki izolati

tanimlayamamustir. Vitek2 sistemi, bakteri tiiriine ve gram boyama i¢in pozitif veya

40



negatif test edilip edilmedigine bagli olarak 96 adede kadar test igerebilen bir
biyokimyasal testler toplulugu oldugundan, bunun nedeni kontaminasyon ve bircok

bakteri tiirliniin varlig ile ilgili olabilmektedir.

4.2  Bakteri Antibiyotik Duyarhlik Testi

Calismada P. aeruginosa izolatlar1 arasinda dagilan (12) antibiyotik igin
degerlendirilmistir. Aantibiyotikleri toplamak i¢in inhibisyon zonunun genisliginin
Olciilmesi esas alinmustir. Kullanilan tiim bakteri izolatlarinda 12 antibiyotik tiirii i¢in

duyarlilik testleri yapilmis ve bu testlerin sonuglar1 Cizelge 4.3'de gdsterilmistir.

Cizelge 4.3 P. aeruginosa izolatlarinin antibiyotik direnci

Antibiyotik ajanlar | Toplam say1 direncli izolatlarin Rezistans %
Ampisilin 50 100
Sefotaksim 50 100
Piperasilin 13 20.08
Tikarsilin 13 20.08
Gentamicin 34 70.83
Amikasin 19 39.58
siprofloksasin 15 31.25
Norfloksasin 50 100
tetrasiklin 50 100
doksisiklin 50 100
Kloramfenikol 50 100
polimiksin B 29 60.41

P. aeruginosa izolatlar1 tizerine etkileri incelenen ilaglar arasinda Ampisilin,
Cefotaxime, Piperacillin, Ticarcillin, Gentamicin, Amikacin, Polymyxin B,
Ciprofloxacin, Norfloxacin, Tetracycline, Doxycycline ve Chloramphenicol yer
almistir.  Ampisilin, Sefotaksim, Kloramfenikol, Doksisiklin, Tetrasiklin ve
Norfloksasin'in tiimii P aeruginosa izolatlarina karsi olduke¢a direncglidir (%100). Baz1
izolatlar ise Gentamisin (% 70,83), Amikasin (% 39,58), Polimiksin B (% 60,41),
Siprofloksasin (% 31,25), Piperacillin ve Ticarsilin'in her biri i¢in (% 20,08) direng
gostermistir (Sekil 4.5 ).
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Sekil 4.5 P. aeruginosa igin antibiyotik inhibisyon ¢aplari

Tiim izolatlar B-laktam grubu Penisilinler ve Sefalosporinlere direngli olarak tespit
edilmislerdir. Bu ¢alismanin sonuglari, izolatlarin (%100) tiimiiniin Ampisilin'e direncli
oldugunu gostermis, yine Reish er al. (1993)ve Zhang et al. (2002), bu arastirma
sonuclariyla uyumlu olacak sekilde P. aeruginosa'nin tim izolatlariin Penisilin ve

Amoksisilin'e direngli oldugunu vurgulamislardir.

Bu arastirmada incelenen izolatlarin tiimii Cefotaxime'a diren¢ gostermistir. Bu sonug,
caligmalarinda ele aldiklar1 izolatlarin % 95'inin antibiyotige direngli oldugunu séyleyen
Onguru et al. (2008)’nun bidirislerini destekler niteliktedir. P. aeruginosa izolatlarinin
Sefalosporin direnci, P-laktamaz {retmelerinden veya mutasyon sonucu PBP'yi

kaybetmelerinden kaynaklanabilir.

Diger calismalarda, P. aeruginosa birgok antibiyotige, muhtemelen izolatlarin dogal
olarak direncli olan intrinsik veya kazanilmis diren¢ nedeniyle direng gostermektedir.
Bu, alisilmadik sekilde sinirli dis zar gecirgenligi ile kromozomal olarak kodlanmis -
laktamlarin kombinasyonundan kaynaklanmaktadir. Bu sonuglar, Hankok and Speert
(2000) ve Makedou et al. (2005) tarafindan belirtilen sonuglarla uyumludur.. ESBL
iireten P.aeruginosa izolatlarinin oran1 % 25.58 oldugundan, mevcut ¢alismanin

sonuclari, aragtirmact (Alikhan et al. 2014) yilinda yaptiklart ¢alismanin sonuglariyla
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uyumludur. Shiny and arkadaslarinin (2016) yilinda enzim iireten P.aeruginosa

izolatlarinin oraniin EsBL oraninin % 59 oldugu ¢alismasiyla uyumluydu.

Mevcut c¢alismanin sonuglari, arastirmact Wassef ve digerlerinin sonuglaryla
celismektedir. (2015) Misir'da yaptig1 c¢alismada, genis spektrumlu beta-laktamaz
enzimleri ireten P. aeruginosa izolatlarmin yiizdesi %3,5 olarak bulunmustur.
Arastirmact Ullah ef al. (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada backstaff olarak genis
spektrumlu beta-laktamaz enzimlerinin bir irilinlidiir. P.aeruginosa izolatlarinin orani
%85,35'tir. P. aeruginosa bakterisinin genis yayilmasinin nedeni, genis bir beta-

laktamaz enzim yelpazesine bagli olabilir.

4.3 Genetik Caliyma

4.3.1 Gen 16s rDNA'sinin saptanmasi

Caligmaya dahil edilen izolatlarda 16s rDNA geninin varligimmin tespit edilmesinin
sonuglarinin tiimii genin %100 tasiyicisidir, ¢linkii PCR sonuglar1 gen 16s rDNA's1 igin
cogalma karsilastirildiginda 956 cift baz hacmine sahiptir. hacimsel kilavuz (DNA
Ladder) ile paketler (Sekil 4.6).

11 12- 13 14 15 16 17 18 19 20

Sekil 4.6 PCR iiriiniinii tanimlamak i¢in agaroz jel %0,8 {izerinde 70 V'ta bir saat
boyunca jel elektroforezi. 16S rDNA gen 956 bp serit M: 100 bp DNA
merdiveni, serit 1-12 ise P. aeruginosa'y1 temsil etmektedir
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Molekiiler teshis bulgulari, 16s rDNA genini tagiyan P. aeruginosa izolatlarinin oraninin
ylizde 100 Jafar et al. (2014) 16s rDNA genine sahip olma siklig1 ylizde 90,7 idi. . Bu
gen, mikrobun genetik faktoriiniin dermisin taninabilecegi ve 16s ribozomal DNA'ya

bagli olan 6nemli bir gendir (Abdullah ve Mehdi 2016).

4.3.2 P. aeruginosa viriilans geninin saptanmasi

Viriilans geninin (lasB) polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tanimlamasi i¢in elli izole P.

aeruginosa ornegi kullanildr (Sekil 4.7).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

------—--- -
:“.:

Sekil 4.7 Standart PCR kullanilarak iiriin boyutu (300bp) ile P. aeruginosa lasB geni
icin amplifiye edilmis jel elektroforezi. 30 dakika boyunca 70 V/cm'de %0,8
agaroz. DNA merdiveni Yolu (E) (100)

LasB geni, Pseudomonas aeruginosanin 50 izolatinda saptanmistir; Sekil 4.7'de
gosterildigi gibi, 48 (% 96) izolatta oransal olarak PCR-pozitif iken, 2 (% 4) izolatta
negatiftir. Bu bulgularin Raoof (2011) tarafindan Tikrit (%100) ve Misir'da (%100)
Khattab et al. (2015) elde edilen bulgularla tutarli oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar,
izole edilen P. aeruginosa'nin % 84,6'sinin lasB'ye sahip oldugunu gdsteren Wolska ve
Szweda (2009)’nin ¢alismasinda elde dilen sonuglara benzerdir. Shi er al. (2012) P.
aeruginosa'nin % 80'inde lasB bulundugunu ve Sabharwal et al. (2014), P. aeruginosa
izolatlarinin % 75'inin bu geni verdigini bulmustur. Calismamizin bulgulari, %75'lik bir
sonug bildiren Sabharwal et al. (2014) ve iran'da yapilan daha diisiik insidanslara sahip
olan Nahar et al. (2017), % 55,56 ve Das (2016), % 41,5 bulgulariyla uyusmamaktadir.
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Diinya genelinde viriilans geninin dagilimindaki farkliliklar, P.aeruginosa'min belirli
suslart ile ilgili olabilir ve bu suglarin enfeksiyon bdlgelerine adapte olurken o
bolgelerin kosullarindan yararlanabilme potansiyelleri ile tanimlanabilir (Lanotte et al.
2004). Ayrica, insan izolatlarinin farkli klinik ve fizyolojik durumlara sahip olmasi da
olabilir (Abdeen 2017). Las B Gene, bakterilerin elastik proteini pargalamasina
yardimci olan temel bir viriilans faktorii oldugu icin, insan kan damarlarinin temel
bilesenlerinden biri oldugu kadar akcigerin temel bilesenlerinden biridir ve genisleme
siirecinden sorumludur. ve akcigerin kasilmasidir ve dolayisiyla bu enzim, enfeksiyon

fazlar1 boyunca temel viriilans faktorlerinden biridir (Bai ez al. 2011).
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5. SONUC VE ONERILER

Irak Thi-Qar eyaleti Nasiriyah Egitim hastanesinde yanik tedavisi goren hastalardan
izole edilen Pseudomonas aeruginosa Orneklerinin molekiiler yontemlerle tespiti
amacila yiuriitilen bu c¢alismada; yanik hastalarimin yaralarindan elde edilen
orneklerinde P. aeruginosa izolatlart (% 33) elde edilmistir. P. aeruginosa'min
tanimlanmas1 i¢in Vitek 2, genetik taniya c¢ok yakin etkinlik oranlar1 gosterse de
16SrDNA geni kullanilarak P. aeruginos' ait alt tiir diizeyinde tanimlama ve mutasyon
belirlemeleri yapilmistir. Buna gore de P. aeruginosa izolatlarinin % 96’smin lasB
irettigi tespit edilmistir. Antibiyotik duyarlilik testi sonuglarina gore, P. aeruginosa'ya
kars1 en aktif bilesigin Piperacillin oldugu, onu Ticarcillin'in ardindan Ciprofloxacin'in

izledigi goriilmiistiir.

Bu calisma sonuglarina dayanarak bazi oOneriler yapilmistir. Buna goére, Hastane
Operasyon Kontrol Programlarinda, P. aeruginosamin gelisimini izlemek i¢in modern

antibiyotikler tizrinde diizenli periyodik ¢aligmalar;

Ayrica P. aeruginosa'min virulans faktorleri hakkinda molekiiler ¢caligmalar yiiriitiilmeli
ve yeni antibiyotik tiirlerinin gelistirilmesi amaciyla P. aeruginosa'mim tedavisi igin de

caligmalar;

P. aeruginosa bakterisinin genetik mutasyonlar1 iizerine odaklanan c¢alismalar
yuriitiilmeli ve enfeksiyonun bazi immiinolojik gostergelerle iligkisini arastiran

caligmalar yapilmasinin uygun olacagi onerilebilir.
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EKLER

EK 1. VITEK 2 kompakt sonug¢

EK 2. Bu calismada kullanilan antimikrobiyal diskler
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EK 1. VITEK 2 kompakt sonu¢

Organism Quantity:
PR TR H

Peond, "

rg: s aerugi
Source: swab Collected:
Comments:
Identification Information Analysis Time: 4.87 hours Status: Final
99% Probabilit
Selected Organism % Probability Pseudomonas aeruginosa
Bi ber: 0003053103500200
ID Analysis Messages .
Biochemical Details |
2 APPA - 3 ADO - 4 PyrA - 5 IARL - 7 dCEL - 9 BGAL |- J
10 |H2S - 11 IBNAG |- 12 |AGLTp |- 13 [dGLU |+ [14 |GGT + |15 |OFF - '
17 _|BGLU |- 18 |dMAL |- 19 [dMAN |- |20 |dMNE [+ |21 |BXYL |- |22 [BAlap [+
23 [ProA + 26 |LIP + |27 [PLE - 29 |TyrA + |31 |URE - 32 |dSOR -
33 [SAC - 34 |dTAG - 35 |dTRE - 36 [CIT + 37 |MNT + |39 |SKG -
40 [ILATK + |41 |AGLU - 42 |SUCT + |43 [NAGA |- 44  |AGAL |- 45 |PHOS -
46 |GlyA - 47 |ODC - 48 |LDC - 53 |[IHISa - 56 |CMT + |57 |BGUR |-
58 |OI29R |- 59 |GGAA |- 61 [IMLTa |- 62 |ELLM |- 64 |ILATa |-
Page 1 of |
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EK 1. VITEK 2 kompakt sonu¢ (devam etti)
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EK 1. VITEK 2 kompakt sonu¢ (devam etti)

Organism Quantity :
Selected Organism : Pseud i

Source: urine

Collected:
Comments:
Identification Infor i Analysis Time: 5.83 hours Status: Final
Selected Organism 99% Probability Pseudomonas aeruginosa

Bi b 0003453103500250
1D Analysis M
ISusceptibiIity Information _lAnal_vsis Time:  13.15 hours [Status:  Final
Antimicrobial l MIC Interpretation Antimicrobial MIC Interpretation
Ticarcillin | >= |28 R Gentamicin >= 16 R
Ticarcillin/Clavulanic Acid >= 2K R Tobramycin == 16 R
Piperacillin >= 128 R Ciprolloxacin >= 4 R
Ceftazidime >= 64 R Pefloxacin
Cefepime >= 64 R Minocycline
Azirconam Colistin 2 S
Imipencm >= 16 R Rifampicin
Meropenem >= 16 R Trimethoprim’
Sulf: hoxazole
Amikacin >= 64 R
AES Findings | ]
Confidence: ]Cun:sislcm ]
Page 1 o
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EK 2. Bu calismada kullanilan antimikrobiyal diskler

Antimicrobic Symbol Concentra | Diameters of inhibition zones (mm)
agent * tion resista | Intermedia | susceptible
pg/disk nt te

Penicillin P 10 ** <11 12-21 >22
Ampicillin Am 10 <11 12-13 >14
Piperacillin PRI 100 <17 - >18
Carbencillin PY 100 <13 14-16 >17
Ticarcillin Tc 75 <14 - >15
Ceftizoxime 70X 30 <14 15-19 >20
Cefixime CFM 5 <15 16-18 >19
Cefotaxime CTX 30 <14 15-22 >23
Cefepime FEP 30 <14 15-17 >18
Amikacin AK 30 <14 15-16 >17
Gentamicin CN 10 <12 13-14 >15
Tobromycin TOB 10 <12 13-14 >15
Ciprofloxacin CIP 5 <15 16-20 >21
Norfloxacin NOR 10 <13 14-16 >17
Tetracycline TE 30 <14 15-18 >19
Doxycycline DO 30 <12 13-15 >16
Erythromycin E 15 <13 14-22 >23
Azithromycin AZM 15 <13 14-17 >18
Chloramphenicol C 30 <12 13-17 >18
Colistin CT 10 <18 9-10 >11
Rifampin RA 5 <16 17-19 >20
Aztreonam ATM 30 <15 16-21 >22
Co-trimoxazole SXT 25 <10 11-15 >16
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