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Amag: Yogun bakim hastalariin farkli 6rneklerinden izole edilen P. aeruginosa
(n:136) izolatinin biyofilm olusumunun belirlenip filogenetik yakinliklarinin
degerlendirilerek, viriilans faktorlerinin iiretiminde diizenleyici rolii olan toxA, algD,
plcN, plcH, lasB, lasl, lasR, rhll, rhIR varligmin arastirilmasidir. Ayrica giiglii
biyofilm {ireten bakterilerin (3+) seftazidim, kolistin kombinasyonun sinerjik
etkinliginin ve baicalinin biyofilm olusumunu engelleyici etkisinin belirlenmesidir.

Materyal ve Metot: Biyofilm olusumunun belirlenmesinde fenotipik
yontemlerden olan mikroplakta absorbans oOlglimiine dayali olarak biyofilm
derecelendirilmesi yapildi. Filogenetik iliskinin ERIC-2 primerleri kullanilarak
RAPD-PZR yontemiyle arastirildi. Gen bdlglerinin varligi polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) yontemi ile saptandi. Biyofilm testi sonucunda 3 + olan suslara kolistin ve
seftazidim kombinasyonun invitro sinerjik etkinligi checkerboard yontemi ile
degerlendirildi. Ayrica baicalinin biyofilm énleyici etkisi sub-MIK ile belirlendi.

Bulgular: Biyofilm mikroplak yontemine gore derecelendirme (0,1,2,3) oranlari
strast ile %37,5, %44,85, %12,5, %5,15 oldugu belirlenmistir. Mikroplak yontemine
gore giiclii (3+) biyofilm iiretme derecesine sahip olan suslarin baicalin sub-MIK
degerinin 512 pg/ml oldugu belirlenmistir. Seftazidim, kolistin kombinasyonunda
sinerji olusumu gozlemlenmemistir. Gen pozitifliklerinin sirasiyla (toxA, plcH, algD,
lasB, plcN; intakt ve internal quarum sensing (lasl, lasR, rhll ve rhIR)) %87,50,
%99,26, %100, %100, %100, %93,38, %83,08, %98,52, %93,38; %95,58, %97,05,
%100, %98,52. Filogenetik yakinliklarinin belirlenmesi icin RAPD-PZR yapilarak
dendograma ¢izilmis; 10-113, 109-39, 50-53, 35-78, 40-74, 45-95-97, 103-49, 133-66,
23-34, 14-28, 1-19, 22-6, 83-86, 105-32, 125-30, 108-82, 117-88 suslarinin
kokenlerinin ayni olabilecegi belirlenmistir.

Sonug: Yogun bakimdan izole edilen P. aeruginosa suslarinin biyofilm {iretim,
belirlenen viriilans gen pozitiflik ve ¢oklu antibiyotik diren¢ oraninin yiiksek oldugu,
fakat filogenetik yakinliklarmin %80 esik degerinde benzerliklerin oldugu
belirlenmistir. Yiiksek biyofilm iireten suslarda seftazidim, kolistin antibiyotiklerinin
sinerjik etki gozlemlenmemis olup, biyofilme baicalinin belli konsantrasyonunun
etkili oldugu belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Pseudomonas aeruginosa, Viriilans genler, Quarum sensing,
ERIC-2, Biyofilm, Baicalin



ABSTRACT

DETERMINATION OF VIRULANCE FACTORS AND QUORUM SENSING
GENES OF Pseudomonas aeruginosa ISOLATES FROM INTENSIVE CARE
UNIT PATIENTS AND INVESTIGATION OF THE EFFECT OF BAIUCALIN
ON BIOFILM

[lknur BIYIK
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Medical Microbiology
Ph.D., August/2023
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Yeliz TANRIVERDI CAYCI

Objective: To determine the biofilm formation of P. aeruginosa (n:136) isolates
isolated from different samples of intensive care patients, to evaluate their
phylogenetic affinities and to investigate the presence of toxA, algD, plcN, plcH, lasB,
lasl, lasR, rhil, rhIR which have a regulatory role in the production of virulence factors.
In addition, to determine the synergistic efficacy of ceftazidime, colistin combination
and the inhibitory effect of baicalin on biofilm formation in strong biofilm producing
bacteria (3+).

Materials and Methods: Biofilm grading was performed based on absorbance
measurement in microplate, which is one of the phenotypic methods for determining
biofilm formation. Phylogenetic relationship was investigated by RAPD-PZR method
using ERIC-2 primers. The presence of gene regions was determined by polymerase
chain reaction (PCR). The in vitro synergistic efficacy of colistin and ceftazidime
combination on strains with 3+ biofilm test results was evaluated by checkerboard
method. In addition, the anti-biofilm effect of baicalin was determined by sub-MIC.

Results: According to the biofilm microplate method, the rates of grading
(0,1,2,3) were 37.5%, 44.85%, 12.5%, 5.15%, respectively. According to the
microplate method, the baicalin sub-MIC value of the strains with strong (3+) biofilm
production was determined to be 512 pg/ml. No synergy was observed in the
combination of ceftazidime and colistin. Gene positivity rates (toxA, plcH, algD, lasB,
plcN; intact and internal quorum sensing (lasl, lasR, rhll and rhIR)) were 87.50%,
99.26%, 100%, 100%, 100%, 100%, 93.38%, 83.08%, 98.52%, 93.38%; 95.58%,
97.05%, 100%, 98.52%, respectively. RAPD-PZR was performed to determine their
phylogenetic affinities and dendograms were drawn; it was determined that the strains
10-113, 109-39, 50-53, 35-78, 40-74, 45-95-97, 103-49, 133-66, 23-34, 14-28, 1-19,
22-6, 83-86, 105-32, 125-30, 108-82, 117-88 may have the same origin.

Conclusion: Biofilm production, virulence gene positivity and multiple
antibiotic resistance rates of P. aeruginosa strains isolated from intensive care unit
were found to be high, but phylogenetic similarities were determined at 80% threshold.
No synergistic effect of ceftazidime, colistin antibiotics was observed in high biofilm
producing strains, and it was determined that certain concentration of baicalin was
effective on biofilm.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Virulence genes, Quorum sensing, ERIC-2,
Biofilm, Baicalin
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1. GIRIS

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa); aecrobik, spor olusturmayan ve
hareketli Gram negatif bir basildir. Lavabolardan, sebzelerden, nehir sularindan ve
hatta antiseptik soliisyonlardan hidrofilik oldugu icin kolaylikla izole edilebilmektedir
(Speert et al., 1993). Gram-negatif bakterilerin sebep oldugu enfeksiyonlar igerisinde
P. aeruginosa, bagisiklik sistemi zayiflamis insanlar arasinda enfeksiyonlara neden
olan, normal bagisiklik yanitin1 gelistiremeyen hastalarda ¢ok sayida nozokomiyal
enfeksiyonu tetikleyen firsatci patojenlerden biridir (Bassetti et al., 2018). Amerika
Birlesik Devletleri'nde her yil P. aeruginosa ile iliskili ¢ok sayida enfeksiyon rapor
edilmektedir. Bunlarin yaklasik %13’iiniin (6000) ¢oklu ilaca direngli oldugu ve 400
Olime neden oldugu bilinmektedir (Lambert, 2002). Bu izolatlar yogun bakim
tinitelerinde siklikla idrar yolu, cerrahi yara ve solunum yolu enfeksiyonlarina neden
olmaktadir (Landman et al., 2007).

Viriilans faktorleri, bakterilerin hastalik yapma kapasitesini gosterir; 6rnegin P.
aeruginosa izolatlarinin yapisal bilesenleri, toksinleri ve enzimleri gibi bir¢ok viriilans
faktoriine sahiptir (Murray et al., 2007). P. aeruginosa’nin viriilansinda hiicresel ve
hiicre dis1 faktorler gorev almaktadir. Konak hiicre yiizeyine, 6zellikle pili, flagella ve
lipopolisakkarit gibi ylizey bilesenleri ile baglanir ve bir konak¢1 immiin tepkisi ortaya
cikarir. Yapilan pek ¢ok P. aeruginosa virlilansi ile ilgili hayvan modelli
caligmalarinda toksinler (ekzotoksin A ve ekzoenzim S), proteazlar (elastaz, lasA
proteaz, alkali proteaz ve proteaz 4) ve hemolizinlerin (ramnolipid ve fosfolipaz) rol
aldig1 belirlenmistir. Quarum Sensing (QS) sistemi, bir¢ok mikroorganizma igin
onemli viriilans faktorii olan biyofilm yapisini da etkileyebilmektedir (Wang et al.,
2007).

Biyofilm, bakterilerin biraraya gelmesiyle olusturdugu rastgele bir olay degildir.
Bakterilerin biyofilm olusturmak icin farkli kimyasal sinyal mekanizmalarimi
kullandiklar1 gosterilmistir (Wagner and Iglewski, 2008). Popiilasyon yogunlugunu
Olcmeye yonelik kimyasal stirece QS denmektedir (March and Bentley, 2004).

P. aeruginosa’da ¢ogu hiicre dis1 viriilans faktorlerinin tiretimi, bakteri hiicre
yogunlugunu izleyen ve bakteriler arasinda iletisime izin veren bir mekanizma
tarafindan kontrol edilir (Rutherford and Bassler, 2012). Bakteriler bu bilgiyi isleyerek
cevresel kosullart algilayabilir ve uygun sekilde yanit verebilir. Hiicreden hiicreye

iletisim veya QS olarak isimlendirilen bu mekanizma, Gram negatif ve Gram pozitif



bakterilerin ¢gogunda tespit edilmistir (Kleerebezem et al., 1997). P. aeruginosa’da iki
ana QS sistemi tanimlanmistir; Kendi aralarinda hiyerarsik iligkilere sahip olan
sistemler las ve rhl sistemleridir (Karatuna, 2008). Calismalar, bu sistemlerin diger
virililans faktorlerinin {iretimini diizenledigini gostermistir (Murray et al., 2007).

Baicalin (Scutellaria baicalensis'in kdklerinin 6nemli bir bileseni); ates, bronsit
ve st solunum yolu enfeksiyonlarmin tedavisinde klinik olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir. Baicalin ayrica; Candida albicans'a karsi antifungal aktivite,
Enteroviriislere karsi antiviral aktivite ve metisiline diren¢li S. aureus'a karsi
antibakteriyel aktivite gostermektedir. Burkholderia cenocepacia‘da asil homoserin
lakton (AHL) bazli1 QS ile diizenlenen gen ekspresyonunu inhibe ettigi bildirilmistir
(Du et al., 2019).

Dogal veya kimyasal maddelerden yapilan inhibitor etkiye sahip antibiyotikler;
diger canli mikroorganizmalarin ¢ogalmasimni engeller.  Tiim antibiyotiklerin
makromolekiiler hedefleri, diger bir¢cok hiicresel elementle islevsel olarak etkilesime
girer. Sub-MIK degerlerde, birgok antibiyotik, ¢esitli bakterilerde ¢ok sayida
transkript olusumunu artirir veya azaltir. Stres tepkilerinin yiiksek antibiyotik
konsantrasyonlarinda meydana geldigi ve sub-MIK konsantrasyonlarinda farkl
tepkiler gosterilmistir (Davies et al., 2006).

Calismaya dahil edilen yogun bakimdan izole edilen P. aeruginosa suslarinda
viriillans faktorlerinden olan biyofilmin fenotipik yontemlerden olan mikroplakta
absorbans Olciimiine dayali olarak belirlenmistir Ayrica molekiiler yontemlerle,
virtilans faktorlerinin tiretiminde diizenleyici rolii olan toksin A (toxA ), alginat (algD),
fosfolipaz (plcN, plcH), elastaz (lasB ) genleri ve QS genlerinin (lasl, lasR, rhll, rhIR)
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemiyle arastirtlmast amacglanmistir.
P.aeruginosa suslarinin mikroplak biyofilm testi sonucunda gii¢lii (3+) biyofilm
olusturan suslara baicalin, kolistin ve seftazidim inhibitér etkisi arastirilmasi
amaclanmistir. Ayrica yogun bakim servisinden izole edilen P. aeruginosa izolatlar
arasindaki iligkinin ERIC-2 (enterobacterial repetitive intergenic
consensus/tekrarlayan enterobakteriyel intergenik konsensus) primerleri kullanilarak
RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) PZR yontemiyle arastirilmasi

amaclanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Pseudomonas aeruginosa
2.1.1. Tarihge

P. aeruginosa, ilk defa Sédillot tarafindan 1850 yilinda cerrahi yaralarin
pansumanlarinin mavi yesil renkte akinti olmasi ile fark edilmistir (Mahmoudi et al.,
2021). Bu renkli pigment salgilanmasi ile olusan akinti ilk olarak Bacillus pyocyaneus
(pyo=pus, cyaneus=mavi) ve daha sonra Pseudomonas pyocyanea olarak
isimlendirilmistir (Moradali et al., 2017). Luke ise 1862 yilinda irinlerden akan mavi
yesil akintilardan 6rnekler alip mikroskobik incelemeler yapmasi sonucunda basil
seklinde canlilarin oldugunu belirtmistir (Divya, 2013).

P. aeruginosa, 1882 yilinda ilk kez saf kiiltiir olarak izolasyon yapan Carle
Gessard tarafindan, 1897°de Hitschman ve Kreibich ve 1925°te de Osler tarafindan
patojenik bir bakteri olarak tanimlanmistir (Brooks et al., 2010). P. aeruginosa
yiizyilldan uzun siiredir bilinmesine karsin, ilk kez 1960’lh yillarda insanlarda

enfeksiyon etkeni olarak tanimlanmaya baslamistir (Weinstein et al., 2005).
2.1.2. Simiflandirma

P. aeruginosa’nin tanimlanmasindan bu zamana kadar ¢esitli adlarla (Bacterium
aeruginosum, Bacterium aerugineum, Micrococcus pyocianeus, Pseudomonas
pyocianea, Bacterium pyocianeum, Pseudomonas polycolor) anilmistir (Bilgehan,
2000). 1990 yilinda Migula Yunanca yalanci (pseudos) ve tekil (monas) anlamlarina
gelen kelimelerin birlestirilmesi ile Pseudomonas olarak isimlendirilmistir (Pitt and
Simpson, 2006).Sin1flandirmadaki kullanilan yontemlerin ilki morfolojik 6zelliklere
gore olmustur. Ikinci olarak ise, DNA ve RNA arasindaki benzerliklere dayanmaktadir
(Al-Qasi, 2012). Bergey’in metodolojik bakteriyolojisine gore P. aeruginosa’nin
bilimsel siiflandirmasi1 asagidaki gibidir (Bergey et al., 1939).

Kingdom: Bacteria

Phylum: Proteobacteria

Class: Gamma Proteobacteria

Order: Pseudomonadales

Family: Pseudomonadaceae

Genus: Pseudomonas

Species: Pseudomonas aeruginosa



Pseudomonas’larin  biiyiilk  bir  kismi  Pseudomonas cinsi  iginde
siiflandirilmasina ragmen, her bes rRNA grubunun taksonomik olarak farkli genetik
gruplar1 temsil ettigi anlasilmis ve sonucta her rRNA grubu grup 1 iiyeleri
Pseudomonas cins isimlendirmesini korur (Procop et al., 2020).

Floresan gruptaki tiirlerin hepsi, uzun dalga boylu (400 nm) ultraviyole 151k
altinda beyaz ve mavi yesil renkler arasinda floresans veren suda ¢dziiniir piyoverdin
pigment lretmektedir. Floresan pigment iiretimi, yliksek fosfat konsantrasyonu ile
zenginlestirilmis ortamda belirgin olarak artmaktadir. Bu grubun bazi iiyeleri
piyoverdin iiretmesine ragmen; P. aeruginosa tiirline 6zgii suda ¢6ziiniir piyosiyanin

(mavi-yesil) pigmenti tiretir (Procop et al., 2020; Wiedmann et al., 2000).
2.1.3. Morfoloji ve boyanma o6zellikleri

Kiiciik, bazen c¢ift, bazen zincir benzeri, fakat genellikle tek, sporsuz, u¢larinda
bir, nadiren 2-3 flagella bulunan ¢ok hareketli, Gram negatif basillerdir (Bilgehan,
2000).

2.1.4. Kiiltiir Ozellikleri

Koyun kanli agarda genis gri koloniler piyosiyanin pigmentine bagli olarak tipik
yesil metalik parlaklik olusturarak timsah derisi gdriiniimiinde; beta hemoliz yaparak
karakteristik bir goriinlim olustururlar (Procop et al., 2020; Ustagelebi, 1999). Ayrica
olusan bu kiiltlirlerdeki tatlimsi, aromatik meyve, olgun {iziim ya da trimetilamin
(triptofan 2- aminoasetofenondan) kokusuna benzer bir 6zel karakteristik koku
olustururlar (Bilgehan, 2000; Scott-Thomas et al., 2010). Bu tipik meyve kokusunun
laboratuvarda ve hasta yatagi basinda olmasi enfeksiyon etkeninin Pseudomonas
olabilecegini akla getirmelidir (Harvey et al., 2006). Ozetle P. aeruginosa’nin hizli
tanimlanmasinda; kiiltiirde ki tipik koloni morfolojisi, oksidaz pozitifligi, meyvemsi
kokusu ve yayilan pigment tiretimi ile yapilabilir (Procop et al., 2020).

P. aeruginosa’lar zorunlu aeroptur ve en iyi iireyebildikleri sicaklik 37 °C
olmakla birlikte 42 °C’de iiremeleri ile diger floresan grubundaki diger Pseudomonas

tiirlerinden ayirt etmede yardimer; fakat 4 °C°de iiremezler (Ustagelebi, 1999).
2.1.5. Biyokimyasal Ozellikler

P. aeruginosa izolatlari; kanli agarda p -hemoliz yapabilmekte, genellikle
mukoid veya tirtikli, agarli besiyerinin yiizeyinde metalik parlaklik veren koloniler

tiretmesi, Mueller Hinton agarda (MHA) yesil pigmentasyon fenotipik olarak
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tanimlanmasinda 6nemli biyokimyasal Ozelliklerdendir. Pseudomonas tiirleri son
elektron alicis1 Oz olmasi nedeni ile zorunlu aerob ve katalaz pozitif bakterilerdir.
Ancak oksijen yoklugunda, NOs ortamda elektron alici bulunuyorsa anaerop
kosullarda yasamini siirdiirebilir. Ayrica Pseudomonaslarin en 6nemli 6zellikleri
glukozu fermente etmemesi ve demir igeren bir hemoprotein olan sitokrom oksidaz
enzimine sahip olmasi nedeniyle NADH ile oksijene elektron taginmasini kataliz
etmesi sonucunda oksidaz pozitif olmalar1 ile Enterobacteriales ailesinden ayirt edilir.
Baz1 monosakkaritleri (glukoz, fruktoz ve ksiloz) oksidasyon yolu ile pargalarken,
disakkaritleri (laktoz ve siikroz) okside edemez. Bu disakkaritleri fermente edemedigi
icin Eozin Metilen Mavisi (EMB) agarda, acik pembe koloniler meydana getirirler.
Bazi gram negatif bakterilerde oldugu gibi, Pseudomonas tiirleride glukozu Entner-
Doudorof metabolik yolu aracilig1 ile aktive eder. Tanimlamada kullanilan fenotipik
testlerden TSI (Triple Sugar lron) Agar, metil red, indol, voges proskauer, lizin
dekarboksilaz ve ornitin dekorboksilaz testleri negatif; sitrat ve L-arjinin dihidrolaz
testleri pozitiftir. P. aeruginosa tiirlerinin tireme sicakliklar1 37-42 °C’de olmakla
birlikte; floresan grubundaki Pseudomonaslardan 42 °C’de iiremeleri ayirt etmede
yardimci kriterdir (Madigan et al., 2010; Sirin et al., 2015; Wiedmann et al., 2000;
Yavuz, 2018).

2.1.6. Epidemiyoloji ve Bulas

Pseudomonas tiim diinyada ki gelismekte olan iilkelerde yillik 56 milyon 6liimiin
%?30’unu enfeksiyon hastaliklari olusturmasi ciddi halk sagligi problemidir (Madigan
et al,, 2010). Saglikli kisileri P. aeruginosa nadiren kolonize edebilir ve bu
kolonizasyon invaziv enfeksiyon meydana getirebilir (Shannon and French, 2004). P.
aeruginosa’nin tastyiciligi; saglikli bireylerde %7 oraninda lateks, deri, nazal ve
mukozada; %24 oraninda digskida; %50 oraninda ise risk altindaki hastalarda
bulundugu belirlenmistir (Morrison Jr and Wenzel, 1984). Etken oldugu belirlenmis
nozokomiyal enfeksiyonlarda %11-13.8’inde P. aeruginosa elde edilmistir (Evans,
2022). P. aeruginosa KF hastalarinin solunum yollarinda veya yiiziiciilerin dig kulak
kanallarinda bulunan en yaygin saptanan patojendir (Blondell-Hill et al., 2007). CDC
raporunda, P. aeruginosa suslarinin tedavi sirasinda da direng kazanma yetenegine
sahip olmasi1 ve ¢coklu direng meydana getirebilmesi nedeni ile ciddi tehdit olusturdugu

bildirilmistir (Patel et al., 2016).



Her yerde bulunabilen ve biiyiime gereksinimlerindeki kolayliklardan dolay: P.
aeruginosa’ya maruz kalmay1 6nlemek zordur (Moore et al., 2011). Bazi arastirmalara
gore kuru filtre kagidinda 150 giin, suda 300 giinden fazla, kuru balgamda en az on
bes giin yasayabildigi tespit edilmistir; bakteriler ayrica bes hafta sonra kapal1 hastane
hasta odalarindaki kuru zeminlerden ve sekiz hafta sonra yanik skar materyalinden
izole edilebildi (Hanberger et al., 1999). P. aeruginosa hidrofilik olmas1 nedeniyle
insanlarda koltuk alti, kulak gibi viicut bolgelerinde bulunabilirken; viicut disinda
toprakta, suda, bitkilerde, yataklar, kiivetler, temizlik soliisyonlar1, dezenfektanlar,
carsaflar, paspaslar, ilaglar ve lavabolardan izole edilebilirler. Ayrica ¢ig sebzelerde

kolonize olabilmektedir (Remington and Schimpff, 1981).
2.1.7. Viriilans Ozellikleri ve Patogenezi

P. aeruginosa izolatlar1 saglikli kisilerde hastaliga neden olmamakla birlikte;
zayiflamis konak savunmasi kosullar1 altinda enzimler, toksinler ve bir patojenin
virtilans iireten yapisal bilesenler gibi bir¢ok faktore sahiptir (Madigan and Martinko,
2010; Vahaboglu and Akhan, 2002). Viriilans faktorleri, logaritmik fazda; iiremenin
oldugu, hiicre yogunlugunun fazlalastiginda salinir (Bandara et al., 2006). P.
aeruginosa enfeksiyonunun meydana gelmesi igin ti¢ basamak gereklidir. Bunlar;
bakterinin adezyonu ve kolonizasyonu, lokal invazyon, sistemik yayilim ve sistemik

enfeksiyondur (Tablo 2.1) (Bandara et al., 2006; D'Agata, 2015).

Tablo 2.1. P. aeruginosa viriilans faktérleri ve rolleri (Al-Wrafy et al., 2017; Domingo- Calap

et al., 2016)
Viriilans Faktor Gorevi
Flagellum Motilite, kemotaksi, baslangi¢ yiizey etkilesimlerine aracilik
Pilli Hiicre yiizeyine yapigma, sefirme motilitesi, biyofilm olusumu ve

konakg1 bagisiklik sistemi ve antibiyotiklerden kaginmay1 saglar.




Tablo 2.1. Devam

T2SS
Ekzotoksin A
LasA

LasB

Tip IV Proteaz

Alkaline Proteaz

Proteaz IV
Fosfolipaze H
T3SS

ExoS

ExoT

ExoU

ExoY

T5SS

Lectinler
LecB)

(LecA

Sideroforlar

ve

Okaryotik protein sentezini inhibe eder.
Stafilolizin, elastaz ve stafilolitik aktivite ile ¢inko metaloproteaz.

Elastaz, kolajen ve kolajen olmayan konakg1 proteinleri bozumu, fiziksel
engelleri barindirma, opsonize edici akciger ylizey aktif madde

proteinleri A ve D’yi bozma ve monosit kemotaksisini inhibe eder.

Immiinoglobulinleri, komplemani, A ve D yiizey aktif proteinlerini,

fibrinojen, plazminojen ve antibakteriyel peptitleri bozar.

Kompleman aktivasyonunu, nétrofil fagositozunu ve fibronektini inhibe

eder.

Transferin, elastin, laktoferrin, decorin ve kazeini ayirir.

Siirfaktan lipitlerini ve fosfolipidleri, hemolize eritrositleri yok eder.

Apoptoz, nekroz, konake¢r bagisiklik hiicrelerinin 6ldiiriilmesi, hiicre

iskeletinin bozulmasi ve DNA sentezinin inhibisyona yol agar.

Apoptoz, hiicre boliinmesinin durdurulmasi, aktin hiicre iskeletini

degistirir, fagositozu engeller, hiicre gogiinii, yapigsmayr ve

proliferasyonu engeller.

Nekroz ve fagositlerin yani sira epitel bariyerlerin ortadan kaldirilmasini

saglar.

Aktin hiicre iskeletinin bozulmasini ve endotel gegirgenliginin

arttirllmasina yol agar.

Hedef okaryotik hiicreler, biyofilm olusumu, hiicresel ve antibakteriyel

fonksiyonlar1 etkileme

Konaker hiicrelere yapisma, akciger hasart ve biyofilm olusumu

Demir noksan ortamlardan demir alimi




Tablo 2.1. Devam

Piyosiyanin

Quarum sensing

Lipopolisakkaritler
Lipid A

O-spesifik polisakkarit
Biyofilm

Alginate

Psl

Pel

eDNA

Solunum sistemindeki siliyer disfonksiyon, konakg1 hiicrelere zarar

veren proenflamatuar ve oksidatif etkiler uygular.

Biyofilm olugumu, ¢esitli viriilans faktorlerinin regiilasyon eksresyonu,

degisen mikrobiyal popiilasyon yogunluguna yanit

Endotoksik sok

Antikor iretimini saglamaktan sorumlu

CF akcigerlerdeki ve bagisiklik savunmasindaki ortamlardan koruyucu
faktor, yapisal stabilite ile biyofilmlerin korunmasi ve antibiyotik

direnci.

Bagisiklik direnci, antibiyotik direnci, olgun biyofilmlerde yapisal
iskelet ve bakterilere yapisal destek vermek i¢in eDNA-Psl liflerinin

olusumu.

Biyofilm olusumu, antibiyotik direnci ve adezinler igin birincil yap1

iskelesi.

Antibiyotik direnci

2.1.7.1. Ekzotoksin A

En Onemli virlilans faktorlerinden biri olup ¢ok diisiik dozu bile deney

hayvanlarinda 6liime neden olur. Ekzotoksin A, ADP (adenozindifosfatin)-ribozil

transferaz 6zelligindedir. Tip II sekresyon sistemi araciligi ile hiicre disina salinan ve

okaryot hiicrelerde protein sentezlenmesinde gorev alan elongasyon faktor 2 ‘yi (EF-

2) inhibe ederek ve protein sentezini durdurarak hiicre 6liimiine yol agmaktadir.

Ozellikle yanik skarlar1 ve kronik akciger enfeksiyonlari doku hasari meydana

gelmesine neden olmaktadir (Lederberg, 1992; Ogura et al., 2020; Vidal et al., 1993;

Wick et al., 1990).



2.1.7.2. Alginat

P. aeruginosa tarafindan iiretilen alginat (polisakkarit kapsiil), ekzopolisakkarit
mukoid yapilidir. B-1,4-glukosidik baglarla baglanan glukuronik ve mannuronik
asitlerin tekrar eden polimerlerinden olusur. Bakterinin etrafinda viskoz bir jel olan
aljinat, LPS gibi bakteriyel bir adeziv fonksiyona sahiptir ve P. aeruginosa'nin hava
yolu epiteline yapismasini ve kolonize olmasini saglar (Hentzer et al., 2001; Salyers
et al.,, 1994). Alginatin asir1 tiretimi, P. aeruginosa’y: fagositozdan, antibiyotikler,
dehidratasyondan ve kazanilmis konak tepkisinden korur (Wozniak et al., 2003).
Omegin alginat, P. aeruginosa’nin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilan aminoglikozidlerin bakterisidal etkisini dnleyebilir (Denton and Wilcox,
1997). Ortamdaki yiiksek ozmolarite ve nitrojen miktarinin azalmasi alginat tiretimini

tetikler (Salyers et al., 1994).
2.1.7.3. Fosfolipaz C

P. aeruginosa, fosfolipaz C'yi bir tip II salgilama sistemi yoluyla hiicre disi
bosluga salgilar (Lewenza et al., 2017). Fosfolipaz C hemolizin olarak bilinir;
hemolitik 6zelliklerine gore ikiye ayrilir. PLC-H (hemolitik fosfolipaz C);
fosfatidilkolin, 1stya duyarli ve sifingomyelini hidrolize eder. PLC-N (nonhemolitik
fosfolipaz C), fosfatidilkolin ve sifingomyelini hidrolize eder (Bleves et al., 2010). Her
iki hemolizde lipidler ve lesitin zarar gorlir, bu da bakterilerin dokulara
penetrasyonunu kolaylastirir (Fiester et al., 2016). Okaryotik hiicre zarlarmnm
bilesenleri olan fosfolipitleri hedef alarak enflamasyonun ve akut akciger hasarinin
patogenezinde rol oynar (Romero et al., 1998; Wiener-Kronish et al., 1993). Fosfat
tutucu sisteminin bir pargasi olarak islev goriir ve ayn1 zamanda konakg1 fosfolipitler
tarafindan tretilen fosfolipitleri pargalayarak inorganik fosfatlari serbest birakan
alkalen fosfatazlar olarak islev goriir (Kishore et al., 2015). Konagin nétrofillerinin
oksidatif tepkisini baskilar ve siirfaktani etkisiz hale getirerek patojenik etkisini

gostermektedir (Kipnis et al., 2006).
2.1.7.4. Elastaz

Elastin akcigerlerin daralip, genislemesine olanak saglayan proteinlerdir ve
akcigerlerde ki proteinin %30’unu olusturur (Lederberg, 2000). Elastaz ise tip 2
sekresyon sistemi tarafindan salgiladigi; kollajeni, IgG ve IgA’yi, kompleman

parcalayan metalloproteaz olup elastine karst litik etkisinden las A (serin



metalloproteinaz) proteaz ve lasB (¢inko metalloproteaz) elastaz sorumludur
(O’Callaghan et al., 2019). Bu enzimler elastini par¢alamak i¢in sinerjik olarak ¢aligir.
LasA tek basina elastini yipratmakla beraber elastini par¢alamada basarisiz olur, ancak
lasB elastazin litik etkisini arttirir. LasB’nin proteolitik 6zelligi, tripsin’in 4 kat1 ve
alkalin proteazin 10 katidir. P. aeruginosa’nin neden oldugu solunum yolu
enfeksiyonlarinda hiicreler arasi baglantilarin bozulmasi ve hava yolu epitel
hiicrelerinin par¢alanmasinda rol oynar (Karatuna and Yagci, 2008; Salyers and Whitt,
2002; Salyers et al., 1994). Epitel dokularinin hiicreleri arasindaki siki baglantilari
keserek epitelin parcalayarak epitel gegirgenligini arttirir. IL-8 {iretimini uyarir,

proinflamatuvar bir etki yapar (Alcorn and Wright, 2004).
2.1.7.5. Biyofilm

Bakterilerin canli veya cansiz gesitli yiizeylere ve birbirlerine tutunmasini
saglayan, biiyiime hizlarina ve genetik faktorlere bagli olarak farkli fenotipe sahip
olabilen, bakteriler tarafindan firetilen bir polisakkarit matrikstir. Bakteri tiirleri
arasinda matriks yogunlugu degisir. Biyofilm olusumu sirasinda bakteri, planktonik
formdan daha sonra mukoid agregatlarin iginde gelisimlerini siirdiirebilen hiicre
topluluklarmin olusturdugu sesil forma gecer. Biyofilmde iireyen bakteriler,
planktoniklere gore 1000 kat daha direnglidir. Biyofilm gelisimi ¢evresel besinler,
oksijen, ph ve ozmolarite ile ilgilidir. Biyofilm tabakasi, bakterileri fagositoza,
opsonizasyona ve kompleman sistemine; yani konak savunmasindan korunmasini
saglar. Biyofilm, QS sisteminin kontroliindedir (Bjarnsholt, 2013; Cevik Tepeli, 2009;
Diizgiin, 2009; Sadovskaya et al., 2010).

2.1.7.6. Quarum Sensing (Salt Cogunluk Algilama)

P. aeruginosa’nin kolonize oldugu bolgede agil homoserin lakton molekiilleri
(AHLs) fretir. Artan AHLs miktarlari, yeterli konsantrasyonlara ulasildiginda
transkripsiyonel diizenleyicileri indiikler.

QS sistemi, bakteri popiilasyonu arttikga ortamdaki AHL molekiilleri de artar ve
bu molekiillerin yogunlugu belirli bir esik degeri gectiginde ortam bakterileri
tarafindan tespit edilir. AHLs molekiilleri, kistik fibrozlu hastalarin akciger
dokularinda da tespit edilmistir (Chopra and Abrol, 2016; Miller and Bassler, 2001;
Pitt and Simpson, 2006).
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2.1.8. Biyofilm Olusumu ve Bakteriyel Iletisim Quarum Sensing

Mekanizmasi
2.1.8.1. Biyofilmin Tarihi, Yapis1 ve Olusumu

Biyofilm kavrami ilk olarak 1680'lerde Van Leeuwenhoek tarafindan dislerinde
mikroskobik plak birikintilerini gdzlemlediginde ortaya atilmistir (Xin et al., 2016).
Jones ve ark. (1969) spesifik polisakkarit boya ile toplu halde bakterileri ¢evreleyen
matriksi gostererek, biyofilm yapisina yonelik c¢alismalarin yapilmasma yol
acmuslardir (Jones et al., 1969; Lappin- Scott and Costerton, 1989).

Bir biyofilmin gelismesi i¢in mikroorganizmalar, bir mukus tabakas1 ve bir
yiizeye ihtiya¢ duyarlar. Bir biyofilmin yapisi;; %97'si su, geri kalani ise
mikroorganizmalar, polisakkaritler, proteinler, DNA ve iyonlardan olusur. Farkli
tiirlerin olusturdugu biyofilmlerde her tiir kendi mikrokolonisini olusturur. Ancak
mikrokoloniler birbirinden su kanallar1 ile ayrilir. Buradaki su akisi ile besinlerin ve
oksijenin diflizyonu saglanir (Altun and Sener, 2008).

Bakteriyel mikroorganizmalarda biyofilm olusum asamalar1 bes sekilde
acgiklanmaktadir.

1. Geri doniistimlii tutunma,
2. Geri doniistimsiiz tutunma,
3. Koloni olusumu,

4. Olgun biyofilm olusumu,

5. Biyofilm hiicrelerinde kopma ve ayrilma (KOREMEZLI et al., 2022; Ma et al.,
2009; Tiiretgen, 2005).
Bakteriyel mikroorganizmalar tarafindan biyofilmin olusum asamasinin

baslatilmasi, uygun ¢evre kosullari ile dogrudan iligkilidir. Biyofilm olusum ve gelisim
asamalari, besinlerin mevcudiyeti, gerekli pH seviyesi ve uygun sicaklik gibi ¢evresel
faktorlere bagl olarak devam eder. Ancak, biyofilm olusturan mikroorganizmalar
uygun sartlar saglanmazsa yiizeyleri terk eder ve plankton yasamlarina geri doner.
Biyofilm olusumunun ilk agsamas1 tutunmadir. Ancak bundan 6nce mikroorganizmanin
tutunacagi yiizey hazirlanmalidir. Tutunma baslamadan suda bulunan partikiilleri,
elementleri, organik ve inorganik maddeleri ylizeylere yapigmasit sonucu ince bir film
tabakasi olusur. Ancak hem yiizey biyofilm olusumuna hazir hale gelir hem de

mikroorganizmalarin tutunmasi kolaylasir (Cali et al., 2018).
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a. Geri doniistimlii tutunma

Biyofilm olusumu, mikroorganizmalarin bir ylizeye tutunmasi ile baglayan bir
siirectir. Baglanmanin bir sonucu olarakta biyofilm fenotipinin olusumuna neden olan
genetik siireg tetiklenir. Mikroorganizmalarin bir yiizeye baglanabilmesi i¢in yiizey ile
temas ettiklerini anlamalar1 gerekir. Bu uyaranlar1 bakteriyel mikroorganizmalar,
fenotipik farkliliklara doniistiirmede bir alict ve bir vericiden olusan sisteme sahiptir.
Baglandiktan sonra biyofilm olusumu baslamasi, QS olarak adlandirilan baska iletisim
sistemi ile gelen sinyallere baglidir. Bakteriyel mikroorganizmalar bu sistemi
kullanarak ortamda bulunan bakterilerin yogunlugunu belirler. Bulundugu yiizeye
yapisan herhangi bir bakteri, ortama sinyal molekiillerini génderir ve "ben buradayim"
mesajint iletir. Ortamdaki yiizey bakteri sayisi arttik¢a bolgesel sinyal giicii de artar.
Sinyal molekiillerinin arttiginda, biyofilm olusumu siireci baglar. Bu biyofilmdeki
bakteriler, hiicre i¢i diisiik molekiiler agirlikli haberciler araciligiyla iletisim kurarak
biyofilmin gelisiminde etkin bir rol oynar (Sezgin, 2012). Bu asamada ki bakteriyel
mikroorganizmalarda ekzopolisakarit (EPS) miktar1 ¢ok diisiiktiir. Biyofilm olusumu
tamamlanmadigi i¢in bagimsiz olarak hareket edebilirler (Akyiiz, 2019). Bu asamada,
yiizey ile bakteri arasindaki mesafede olusan zay1f elektriksel etkilesimlerden biri olan
Van der Walls baglar gibi etkilesimleri gergeklesir (Whiteley et al., 2001).

b. Geri doniisiimsiiz tutunma

EPS gelisimini gdsteren bakteriyel mikroorganizmalarin ayrilmayacak sekilde
yiizeylere tutunmalaridir (Stoodley et al., 2002). Bu asamada yiizey ve bakteriyel
mikroorganizmalar elektrostatik bir etkilesim olusturur. Bu etkilesimler, yiizeye yakin
uyguladiklart hidrofobik, dipol-dipol, iyon-dipol, iyonik ve kovalent baglar ve
hidrojen bag: etkilesimleridir. Bu etkilesimler sayesinde bakteriyel mikroorganizmalar
sayesinde geri doniisiimsiiz olarak yiizeylere baglanir. Baska bir deyisle, birinci
asamadaki bakteriyel mikroorganizmalar tarafindan EPS olusumundan kaynaklandig:
ve elektrostatik etkilesimlerin ve baglarin olusumunun kalici, geri doniisiimsiiz
tutunmaya yol ac¢tigi sonucuna varilabilir. Bakteriyel mikroorganizmalar EPS
olusumunda geri donilisiimsliz tutunma saglayabilirler ancak geri doniislimsiiz
tutunmanin bir bagka yolu da onlarin organelleri olan flagella (flagella) ve pili (tiiy)
araciligiyla gergeklesir. Bakteriler ylizeye tutunarak biiyliyerek mikro koloniler
olustururlar (Akyiiz, 2019).
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c. Koloni olugumu

Yiizeylere kalict tutunan bakteriyel mikroorganizmalar EPS olusumuna isaret
ederek, gelisim saglar. EPS'yi olusturan bakteriyel mikroorganizmalari, EPS
yardimiyla serbest olan bakterilerin mikro koloniye kolaylikla tutunmasini saglar. Bir
bakteri bir yiizeyi kolonize ettiginde, 6rnegin ilk koloni olustuktan sonra bir¢ok farkli
bakteri ayni yiizey iizerinde koloniler olusturabilir yani diger bakterilerde ikincil
koloniler olusturabilirler. Koloni olusumu, serbest yasayan bakteriler ortaya ¢ikan
mikro kolonilere katildiginda meydana gelir. EPS, koloniyi g¢evresel streslerden
korumanin yani sira ylizeyi ve alt birimleri ile baglanmay1 da kolaylastirir (Akyiiz,
2019; Cali et al., 2018).

d. Olgun biyofilm olusumu

Gelisen ve cogalan mikro koloniler, ¢esitli boyutlarda biiyiik, karmasik,
mantarimsikanallar1 sayesinde metabolik atiklarin, besin maddelerinin ve oksijenin
ortamdan uzaklagtirilmasi gibi ihtiyaglarini karsilarlar (Danese et al., 2000; Watnick
and Kolter, 1999).

e. Biyofilm hiicrelerinde kopma ve ayrilma

Biyofilm hiicrelerinin koparak planktonik formlarindaki yasamlarina geri
dontigiimiidiir. Bu ayrilmanin nedeni i¢ ve dis kaynakli olabilir, yani dis stres etkeni
olabilecegi gibi, beslenme yetersizligi, enzimatik bozunma ve yiizey tutunmasina
neden olan baglayici proteinlerin salinmasi gibi ¢ok faktorlii de olabilir. Biyofilmlerin
parcalanmasi, dis etkenlerden ve hiicrelerin veya birka¢ hiicrenin ayrilmasindan

kaynaklanabilir (Poulsen, 1999).
2.1.8.2. Bakteriyel iletisim Quarum Sensing Mekanizmasi

QS olarak tanimlanan mekanizma; bakterilerin salgiladig1 kimyasallar aracilig
ile ortamdaki hiicrelerin yogunlugunu algilayip iletisim kurmasini saglar (Bosgelmez-
Tinaz, 2013; Lazar, 2011; Sakuragi and Kolter, 2007). S6z olarak quarum; yeterli
cogunluk, sensing; hissetmek anlamina gelir; modern literatiirde ise QS terimi
Tirkge'ye cogunlugu algilama (CA) olarak cevrilir (Diizgiin, 2009). Bakteriler
arasindaki bu iletisimin temeli, oto-uyaricilar adi verilen hiicre dis1 sinyal
molekiillerini tek tek veya grup halinde sentezleyerek ¢evrelerindeki diger bakterilerin
yogunlugunu algilamalarina dayanir (Alkatheri et al., 2022). Cevrede bu bakteri
popiilasyonun yogunlugunun artmasi ile oto-uyaricilar birikir (Bettenworth et al.,

2019). Bu birikim ortamdaki bakterinin oto-uyarict miktarinin algilamasini ve diger

13



bakterilerin miktarmi 6grenmesini saglar (Alkatheri et al., 2022). Bakteriler, farkli
yogunluklarda gen ekspresyonunun genel modelini toplu olarak degistirerek hiicre
sayisindaki degisikligi takip eder, bu da her bir bakteri hiicresinin topluluktaki
digerleriyle koordineli bir davranisiyla sonug¢lanir (Li and Tian, 2012; Papenfort and
Bassler, 2016). QS, sinyal molekiilleri oto-uyarici olarak ifade edilmesinin nedeni,
tiretildigi hiicre metabolizmasinin diizenleyici bir etkiye sahip olmalaridir (De Kievit
and Iglewski, 2000; Kisii and Blank, 2017; Onal, 2005).

QS, bakterilerilerde hareketliligin diizenlenmesi, antibiyotiklerin biyosentezi,
biyofilmin meydana gelmesi, bakteriyel plazmitlerin konjugasyonu ve diger viriilans
faktorlerinin iretimi gibi fizyolojik olayin diizenlenmesini etkiler (Van Houdt and
Michiels, 2005). Bu diizenleme bakterilerin ortama uyum saglama, ¢evresel etkenlere
kars1 korunma, konagin savunma sistemine karsi savasma ve ortamdaki diger
bakterilerle rekabet etme gibi iglevleri daha kolay gerceklestirmesini saglar (Sakuragi
and Kolter, 2007).

QS, Gram-negatif ve Gram-pozitif bir¢ok bakteride tanimlanmistir (Diggle et
al., 2007). Farkli mikroorganizma tiirleri arasinda iletisim kurmada farkli sinyal
molekiillerini kullanilir (Yajima, 2014). Gram-negatif bakterilerin QS sisteminin
sinyal molekiilli, N-a¢il homoserin laktonlar (AHL'ler), Gram-pozitif bakterilerin en
yaygin oto-uyarict oligopeptid (oligopeptit sistemi) sinifidir (Acet et al., 2021;
Ziemichod and Skotarczak, 2017). Cekirdek, AHL halkas1 ve modifikasyonlar i¢eren
4-18 karbonlu acil zincirini igerir (Galloway et al., 2011; Wang et al., 2020).Y1izlerce
bakteri tiirii, bu AHL'leri iireten LuxI tipi sentaz igerir (Papenfort and Bassler, 2016).
Agil zincirinin uzunlugu direnci etkiler (Chbib, 2020; Galloway et al., 2011). Gram-
pozitif ve Gram-negatif bakterilerin arasindaki iletisim, otouyarici-2 adi verilen
furanosil borat diester molekiilleri (hibrit sistem) tarafindan saglanir (Yu et al., 2012).

Sentezlenen sinyal molekiillerinin hiicreden salgilanmasi ile birikir. Atim
pompalari, hiicre zarini pasif diflizyon veya 6zgiil tasiyicilarla gecer. Ortamda yeterli
yogunlukta sinyal molekiilii biriktiginde, karsilik gelen genler uyarilir ve cevap olan
tirtinler tretilir. Hiicre dis1 birikimin 6zellikleri, spesifik reseptorlerin taninmasi, sinyal
molekiiliiniin yeterli yogunlugunun bir sonucu olarak planli bir tepkinin indiiklenmesi
vb. hiicresel metabolitlerin quarum sensing sisteminin molekiillerini ayirt eden temel
ozelliklerdir (Onem, 2013; Yong and Zhong, 2013).

Bakteriyel iletisim sisteminin ilk gozlemleri, 1970'lerde Gram-negatif deniz

bakterisi Vibrio fischeri iizerinde yapilan calismalarda kuruldu ve bakterilerde
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kimyasal siireclerin nasil ¢alistigina dair model saglamistir (Welch et al., 2005).
Tanimlanan bu sistem, tiim Gram negatif bakterilerilerinde LuxI/LuxR sistemi olarak
isimlendirilmistir (Galloway et al., 2011). Bu bakterilerin, miirekkep baliklarinin ve
digerlerinin, baz1 deniz hayvanlarinin 1s1k olusturan (biyoliiminesan) organlarina
yerleserek yiiksek yogunlukta ¢ogaldiklarinda, hepsinin ayni anda lusiferaz enzimi
sentezi yolu ile 151k tirettikleri gozlemlenmistir (Jaafar et al., 2022; Yount et al., 2022).

V. fischeri'de gozlemlenen QS sisteminde LuxI operonu, 1sik iiretirken LuxI
genini takip eden 6 geni (LuxI CDABEG) igerir. Bakteri yogunlugu belirli esik degere
ulastiginda, LuxI tarafindan kodlanan sinyal molekiilii, LuxR ile kompleks olusturarak
LuxI CDABEG operonunun transkripsiyonunu desteklemektedir (Sekil 2.1) (Egland
and Greenberg, 1999; Fuqua and Greenberg, 2002; Onem, 2013; Van Delden and
Iglewski, 1998; Zhang et al., 2021). Bu genler tarafindan kodlanan lusiferaz enziminin
tiretimi uyarilir ve bu da 1s1ma meydana gelmesi ile sonuglanir (Widder, 2010). Bu
enzimin aktivitesi diisik konsantrasyonlarda baskilandigindan, sadece belirli
popiilasyon yogunluklarinda 1s1k tiretimi gézlenmistir (Grote et al., 2015; Kaper and
Sperandio, 2005). Bu bakterilerin deniz suyunda 10? bakteri/ml yogunlugunda tespit
edilmekle birlikte 151k organlarinda 10'°-10 bakteri/ml yogunlugunda bulunurlar

(Fendrich, 1988; Akova, 2005).

| 0 |
LuxI tip M t.-;.:.l::.:‘prl'ntl
oto-uyaran [-__:J nl{ti\'ntﬁl'}i |+
sentaz . L (R-protein) -"I
obo-uyviaran . — I—_ e

* hompleks
™ R-protein/olo-uyaran

Hiicre membram

Sekil 2.1. Gram negatiflerde QS sisteminin diizenlenmesi (Van Delden and Iglewski, 1998)
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2.1.8.3. Pseudomonas aeruginosa ve Quarum Sensing Mekanizmalari

"N-Agilhomoserin laktonlar (AHLs-N-acylated homoserin lactone)”, P.
aeruginosa ve diger Gram-negatif bakteriler tarafindan iretilen ve 6zel olarak
kullanilan Al’nin (oto-uyarci-autoinducer- sinyal molekiilii) ana sinifin1 olusturur.
AHL'ler, 4-18 karbon (C) uzunlugunda acil zincirleri olan homoserin lakton (HL)
halkalarindan olusur (Fuqua et al., 2001; Huang et al., 2003; Sunder et al., 2017). Bu
yan zincirlerde C3 pozisyonundaki veya doymamus ¢ift baglarda nadiren degisiklikler
goriiliir (Ruby, 1996).

P. aeruginosa’da 3 ana sistem QS’yi kontrol eder. Bunlar; LasI-LasR,RhlI-
RhIR, PQS. Bu sistemler, biyofilm olusumunun ve viriilans faktoriiniin iiretimi i¢in
gen ekspresyonunu diizenler (Waters and Goldberg, 2019). P. aeruginosa QS sistemi
genlerinin islevleri, tek basina degil, birlikte c¢alisir. Yani rhl genlerinin
ekspresyonunu, las genlerinin kontrolii altindadir (Girard and Bloemberg, 2008).
Genlerinin yaklasik olarak %10’unu QS sistemleri aracilifiyla diizenledigi
diigiiniilmektedir (Bjarnsholt and Givskov, 2007). P. aeruginosa, istenen popiilasyon
yogunluguna ulasildiginda bir¢ok viriilans geninin ekspresyonunu ve biyofilm
olusumunu tetiklemek i¢cin AHL ve QS sinyal sistemini kullanir (Sekil 2.2) (Singh et
al., 2017).

Sekil 2.2. P. aeruginosa’da QS sinyal iletim yolaginin sematik gosterimi (Hurley et al., 2012)
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1) Lasl-LasR

P. aeruginosa'da tanimlanan ilk QS sistemi ile LasB elastaz ekspresyonunu
diizenleyen sistem agikliga kavusturuldugu icin las QS sistemi olarak adlandirilmistir
(Dekimpe and Deziel, 2009). Las sistemi, Lasl ve LasR olmak {izere iki diizenleyici
proteinden olusur (Kalaiarasan et al., 2017). N-3-oksododekanoilhomoserin lakton (3-
0kso-C12-HSL), Lasl sentaz tarafindan iiretilen ve transkripsiyon diizenleyici LasR
tarafindan taninan bir sinyal molekiiliidiir (Nadal Jimenez et al., 2012). LasR-3-0kso-
C12-HSL kompleksi, elastaz, ekzotoksin A ve proteaz gibi viriilans faktorleri dahil
olmak iizere hedef genlerin transkripsiyonunu aktive eder. Ayrica LasR-3-0x0-C12-
HSL kompleksi, Lasl ve RhI/R gen bolgelerini kontrol ettigi bilinmektedir (Wang et
al., 2020).

2) RhlI-RhIR

Rhamnolipid sentezini kontrol ettigi i¢in rhl olarak isimlendirilen bu ikinci QS
sistemi, oto-uyarict sentaz geni rhll’i, sinyal molekiilii N-biitiril-L-homoserin lakton
(C4-HSL) ve transkripsiyonel aktivator proteinini kodlayan rhIR genini i¢erir (Wang
et al., 2022). Bu sistem, piyosiyanin, elastazlar, ramnolipitler gibi viriilans faktorlerini
kodlayanlar da dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli gen diizenlemesini kontrol eder ve ayrica
bakteriyotoksik proteinlerin konake¢i hiicre sitoplazmasina diflizyonunda yer alan
proteinlerin ekspresyonunu diizenlemekten sorumludur (Mukherjee et al., 2017).

3) PQS (Pseudomonas kinolon sinyal sistemi)

P. aeruginosa pgs sistemi, sinyal molekiilleri olarak 2-heptil-3-hidroksi-4-
kinolon (PQS) ve onun 6nciisii 2-heptil-4-hidroksikinolon (HHQ) igerir. HHQ ve PQS,
PgsR regiilatoriine baglanir ve onu etkinlestirir. PqsR/PQS ve PqsR/HHQ
kompleksleri, PpqsA promotdr bolgesine baglanir ve HHQ ifadesi icin gerekli
enzimleri kodlayan pgsABCDE-phnAB operonunun transkripsiyonunu baslatir. HHQ
daha sonra PqsH tarafindan PQS'ye oksitlenir. HHQ yalnizca pqgsABCDE-phnAB
operonunun ifadesine izin verse de, PQS'nin ek islevleri vardir. PQS, dis zar
vezikiillerinin olusumunda yer alir (D'Angelo et al., 2018). Ek olarak PQS, C4-HSL
sinyalinin iiretimini ve rhamnolipidler, elastaz ve piyosiyanin gibi viriilans faktorlerini

diizenler (Rasamiravaka and El Jaziri, 2016).
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2.1.8.4. P. aeruginosa Enfeksiyonlari

1. Solunum yolu enfeksiyonlari

P. aeruginosa, lokal solunum veya sistemik konak savunma sistemleri
zayiflamis kisiler yasami tehdit eden akut bakteriyel veya bakteriyel olmayan
pnémoniye neden olabilmektedir (Barnes, 2008; Blondell-Hill et al., 2007). Primer
pndémoni, kronik akciger hastalig1 veya konjestif kalp yetmezligi veya her ikisi birden
olan kisiler, ozellikle yogun bakim {initesindeyse ve ventilator ve antibiyotik
kullaniyorsa, bir hastane ortamina girdiginde ortaya ¢ikar (Vahaboglu and Akhan,
2002). Hastane 1iliskili pndmonilerin en yaygin nedenlerinden biri olarak kabul edilir
ve bu vakalardaki mortalite %13 ila %50 arasinda degistigi icin dikkate alinmalidir
(Curran et al., 2018).

Kistik fibroz, epitelyal kloriir transferinden sorumlu olan kistik fibroz
transmembran iletkenlik diizenleyici (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator, CFTR) protein iiretimindeki eksiklik ile karakterize bir hastaliktir. Bu
hastalikta, akcigerlerdeki mukosiliyer motilitenin bozulmasi1 ve yetersiz fagositoz,
opsonizasyon Ve bakterisidal mekanizmalar nedeniyle hastalar enfeksiyonlara,
ozellikle P. aeruginosa'nin mukoid suslariyla enfeksiyona elverisli hale gelir (Mutlu
and Eren Topkaya, 2017).

2. Bakteriyemi

P. aeruginosa, primer veya sekonder olabilen hastane kaynakli bakteriyeminin
en yaygin nedenlerinden biridir (Andig, 2015). Bircok bakteriyemiye idrar yolu
enfeksiyonlari, alt solunum yolu enfeksiyonlar1 ve deri ve yumusak doku
enfeksiyonlart (6zellikle yanik enfeksiyonlar1) neden olur (Blondell-Hill et al., 2007).
P. aeruginosa bakteriyemisinden 6liim orani, hastanin yasina ve enfeksiyonla iliskili
faktorlere bagli olarak % 20-70 arasinda degismektedir (Uncu, 2014).

3. Deri ve yumusak doku enfeksiyonlari

P. aeruginosa farkli cilt enfeksiyonlarina yol agsa da 6zellikle yaniklarda cilt
biitiinltiglinlin bozulmasi nedeniyle enfeksiyona neden olur (Morin et al., 2021). Sicak
su musluklar1 ve ylizme havuzlar1 gibi yerlerde kirli sulara maruz kaldiktan sonra

gelisen enfeksiyonlardan biri follikiilitlerdir (Blondell-Hill et al., 2007).
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4. Uriner sistem enfeksiyonlari

P. aeruginosa’nin neden oldugu idrar yolu enfeksiyonlari, hastane kokenli
oldugu i¢in ¢ogunlukla kateter, sonda ya da cerrahi islemler sonucunda edinilebilir
(Barnes, 2008; Vahaboglu and Akhan, 2002).

5. Santral sinir sistemi enfeksiyonlari

P. aeruginosa'nin merkezi sinir sistemi tutulumu genellikle menenjit ve beyin
apsesi olarak kendini gosterir (Huang et al., 2007). Santral sinir sistemine siniizit veya
malign otitis gibi lokal bir bolgeden, dogrudan kafa travmasi ve cerrahi sirasinda
dogrudan asilama yoluyla veya endokardit gibi uzak bir bolgeden hematojen olarak
girebilir (Vahaboglu and Akhan, 2002).

6. GOz enfeksiyonlari

Bakteriyel keratitin en yaygin nedenlerinden biri P. aeruginosa (24-48 saat
icinde keratite); korneanin en 6nemli patojenidir. Ayrica korneal iilser ve endoftalmite
de neden olur (Vahaboglu H, 2008).

7. Kulak enfeksiyonlari

P. aeruginosa normal kulakta nadiren bulunur. Ancak yaralanma, islanma,
iltihaplanma ve nem oldugunda siklikla dis kulak yoluna iner (El-Sawy, 2003;
Vahaboglu H, 2008). Uzun siire ylizen insanlar, saglikli bir konak¢ida kendi kendini
sinirlayan ve topikal antimikrobiyallere yanit veren otitis eksterna (yiiziicii kulagi)
gelistirme riski altindadir (Blondell-Hill et al., 2007).

8. Endokardit

P. aeruginosa bagli enfektif endokardit ender olarak goriiliir ve hastalarin
%90'inda intravaskiiler ila¢ kullanimi goriiliir (Murray et al., 2013).

9. Gastrointestinal enfeksiyonlar

Gastrointestinal sistem, P. aeruginosa sepsis i¢in 6nemli bir gegittir. Enfeksiyon
en sik yenidoganlarda ve hematolojik maligniteler i¢in kemoterapiye sekonder
notropeni gelisen hastalarda goriiliir (Vahaboglu H, 2008). Noétropenik kanserli
hastalar gibi sik antibiyotik tedavisi alan kisiler, gastrointestinal sistemde P.
aeruginosa ile kolonizasyon riski altindadir ve bu, P. aeruginosa septisemisinin
kaynagidir (Blondell-Hill et al., 2007).

10. Kemik ve eklem enfeksiyonlari

Enfeksiyon dogrudan kemiklerde ve eklemlerde baslar veya kan yolu ile yayilir.

Uyusturucu bagimlilart arasinda kan enfeksiyonlar1 yaygindir. P. aeruginosa kemik
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ve eklem enfeksiyonlari, idrar yolu ve pelvik enfeksiyonlar, penetran travma, cerrahi

ve yumusak doku enfeksiyonlari sonucu gelisir (Blickman et al., 2004).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Bakterilerin secilmesi, tanimlanmasi ve duyarlhlik testleri

Calismamizda, Ondokuz May1s Universitesi Hastanesi yogun bakim servisinde
yatan hastalarin Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonderilen ¢esitli klinik
orneklerinden izole edilen P. aeruginosa izolatlar1 (n: 136) kullanilmistir. Hasta
kaynakli izolatlarin kullanilmas1 sebebiyle ¢alisma, Ondokuz Mayis Universitesi Tip
Fakiiltesi Arastirma Etik Kurulu’'ndan B.30.2.0DM.0.20.08/177 sayis1 ile onay
alinmustir.

Caligsmaya dahil edilen klinik 6rnekler %5 koyun kanli agara ve Eozin Metilen
Blue agara ekilip 35°C’de 18-24 saat inkiibe edilmistir. Bakterilerin tiir diizeyinde
tanimlamasinda, Vitek MS (BioMeriux, Fransa) otomatize sistemi veya konvansiyonel
yontemler yapilmistir. Mikroskobik morfolojisi gram negatif basil olan ve kiiltiirde
karakteristik koloni morfolojisine sahip, laktoz negatif, oksidaz pozitif, mavi-yesil
pigment olusturan mikroorganizmalar P. aeruginosa olarak tanimlanmistir.
Antibiyotik duyarliliklar1 Vitek 2 (BioMerieux, Fransa) otomatize sistemi veya Kirby
Bauer disk difiizyon yontemi ile European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) Onerilerine gore yapilarak ve yorumlanmistir (Eucast, “European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing Breakpoint tables for

interpretation of MICs and zone diameters,” 2022).
3.2. P. aeruginosa’da belirlenen fenotipik testlerin ¢alisiimasi

Biyofilm iretimini saptamak icin saflastirilmis bakteri iceren saklama
besiyerlerinden kanli agara pasajlanarak 37°C’de 24 saat etiivde inkiibe edilen saf P.
aeruginosa kolonileri ¢aligmaya alinmistir.

- Biyofilm Uretiminin Mikrotitrasyon plagi ydntemi ile Saptanmasi

-Baicalin, Seftazidim ve Kolistinin minimum inhibitér konsantrasyon
Degerlerinin Belirlenmesi

-Baicalinin sub minimum inhibitér konsantrasyonu (sub-MIK)

-Sinerji testi
3.2.1. Biyofilm Uretiminin Mikrotitrasyon plagi yontemi ile Saptanmasi

Inkiibasyon sonunda saf oldugundan emin olunan kolonilerden %0,1 steril serum
fizyolojik 0,5 McFarland (~10%8 CFU/mL) inokiiliim yogunluguna es deger sekilde
ayarlanmistir. Sonrasinda, tiiplere (12x75 mm) 9 mL %3 glukozlu triptik soy buyyon

21



(TSB) (Biolife, Italya) besiyeri koyularak iizerine onceden bulaniklik derecesi
ayarlanmig olan her bakteri siispansiyonundan 1 mL alinip inokiile edilmistir.
Hazirlanmis bakteri siispansiyonlarindan 200’er pL alinip 96 kuyucuklu diiz tabanh
polistren mikrotitrasyon plagi kuyucuklarina koyularak, 37 °C’ de 24 saat inkiibasyona
birakilmustir. Ornekler ii¢ tekrarli calisilmustir. Inkiibasyondan sonra olusan biyofilme
zarar vermeden s1v1 besiyeri aspire edilerek, plaklar dikkatlice steril serum fizyolojikle
yikanarak kurutma kagidinin iizerine ters c¢evrilerek kurumaya birakilmistir.
Boylelikle yiizeye yapismayan bakteriler uzaklasmasi saglanmistir. Kuyularda ki
biyofilm tabakasinin fiksasyonunu saglamak i¢in %99’luk metanol koyularak 1 dk
bekletilmistir. Daha sonra kuyucuklarda ki metanol pipetle bosaltilip plagin kurumasi
saglanip, 200 uL %] kristal viyole ilave edilip 5 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Bu asamadan sonra biyofilm olusturmus hiicrelerin boyanmasi saglanmistir.
Inkiibasyon sonucunda kuyucuklardaki boya, yine biyofilm tabakasina zarar vermeden
bosaltilip ii¢ kez steril serum fizyolojik ile yikanip kurutma kagidina ters cevrilerek
oda 1sisinda 30 dk kurutulmustur. Son olarak kuyucuklara 200 pL % 96’lik etanol
koyularak 15 dakika bekletilmis ve boyanan biyofilm tabakasinin ¢oziilmesi
saglanmistir. Dalga boyu 492 nm olan ELISA optik okuyucu cihazinda (Chromate
Awareness Technology, ABD) plaklar okutulmustur. Belirlenen optik dansite (OD)
degerleri yorumlanmak i¢in kaydedilmistir. Calismamizda her plakta pozitif kontrol
olarak P. aeruginosa ATCC 15692, negatif kontrol susu olarakta steril serum
fizyolojik kullanilmistir (Christensen et al., 1985; Schaber et al., 2004).

Sonuglar Christensen ve ark.; Chusri ve ark.’nin ¢aligmalarinda tanimladiklari
biyofilm formasyon aktivite degerlendirme olgegi kullanilarak degerlendirilmistir

(Tablo 3.1) (Christensen et al., 1985; Chusri et al., 2012).

Tablo 3.1. Biyofilm formasyon aktivitelerinin belirlenmesi (Chusri et al., 2012)

Optik Dansite Yapisma Skor
KOD > MBOD Yapigma olmayan 0
KOD < MBOD < 2 KOD Zayif yapisma 1
2KOD < MBOD < 4 KOD Orta derece yapigma 2
4KOD < MBOD Giiclii derecede yapigma 3

KOD: Kontrol Optik Dansitesi
MBOD: Mikroorganizma Biyofilmi Optik Dansitesi
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3.2.2. Baicalin, Seftazidim ve Kolistinin minimum inhibitér konsantrasyon

Degerlerinin Belirlenmesi

Baicalin, dimetil stilfoksit i¢inde ¢oOziilerek 4096 upg/ml’lik konsatrasyon
asagidaki formiile gore hazirlanmistir. Ardindan belirlenen suslar icin ilk kuyucuk
konsantrasyonu katyon ayarli Mueller-Hinton buyyon (KAMHB) besiyeri ile plaktaki
son konsatrasyon 1024 pg/ml olacak sekilde ayarlanmistir. Calismada, 96 kuyucuklu
U tabanli mikroplakta yatay olarak 2 pg/ml’ye kadar seyreltme yapilmistir.

Seftazidim ve kolistin konsantrasyonlar1 araliklar1 siras1 ile 512-1 pg/ml; 512-
0,25 pg/ml’lik konsatrasyon asagidaki formiile gore hazirlanmistir.

Hacim (ml) = [Agirlik (mg) X Potens (ng/mg)]/Konsantrasyon (ug/ml)

Suslarin tiremesinde sorun olup olmadiginin belirlenmesi i¢in pozitif kontrol ve
besiyerinde kontaminasyonu belirlemek i¢in negatif kontrol kullanilmigtir. Saf
oldugundan emin olunan kolonilerden %0,1 steril serum fizyolojik ile inokiilim
yogunlugu 0,5 McFarland (~10® CFU/mL) bulanikliga esdeger sekilde ayarlanarak
KAMHB ile 1/10 oraninda diliie edilerek, 5 pl, negatif kontrol disinda ki tiim

kuyucuklara ilave edilmistir. Her plakta pozitif kontrol ve negatif kontrol eklenmistir.
3.2.3. Baicalinin sub minimum inhibitor konsantrasyonu (Sub-MiK)

Calisma suslariin mikroplak biyofilm derecesi sonuglarina gore skoru 3 pozitif
olan suslara sub-MIK testi yapilmadan &nce baicalin MIK degerleri belirlenmistir. Her
sus i¢cin 96 kuyucuklu diiz tabanli polistren mikrotitrasyon plagina baicalinsiz ve
belirlenen MiK degerlerinin 3 alt degerinin, 3 tekrarli calistlmistir. Belirlenen baicalin
stoklar1 TSB ile hazirlanmigtir. Her sus igin 3 kuyuya 180 pl koyulmustur. Uzerine 0,5
McFarland (~10® CFU/mL) ayarlanmis bakteri siispansiyonundan 20 pl kuyucuga
ilave edilip, 37 °C’ de 24 saat olacak sekilde inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra
stv1 besiyeri olusan biyofilme hasar vermemeye calisarak aspire edilip, plaklar nazik
bir sekilde steril serum fizyolojik ile yikanarak kurutma kagid1 {izerine ters gevrilerek
kurumaya birakilmistir. Yiizeye yapismayan bakterilerin uzaklagmasi saglanmistir.
Biyofilm tabakasinin fiksasyonunu saglamak amaci ile i¢in %99’luk metanol ilave
edilip 1 dk bekletilmistir. Kuyucuklardan metanol pipetle bosaltilip plak kurumaya
birakildiktan sonra, 200 uL %1 kristal viyole eklenerek 5 dk oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Boylelikle biyofilm olusturmus hiicrelerin boyanmasi saglanmistir.
Inkiibasyon sonucunda kuyulardaki biyofilm tabakasina zarar vermeden bosaltilip iic

kez steril SF ile yikanip kurutma kagidina ters cevrilerek oda 1sisinda 30 dk
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kurutulmugtur. Sonra kuyucuklara 200 pL % 96’lik etanol ilave edilerek 15 dk
bekletilip, boyanan biyofilm tabakasinin ¢6ziilmesi saglanmistir. Plaklar dalga boyu
492 nm ELISA - optik okuyucu (Chromate Awareness Technology, ABD) cihazinda
okutulmustur. Optik dansite (OD) degerleri yorumlanmak {iizere kaydedilmistir.
Sonuglar pozitif kontrol olarak P. aeruginosa ATCC 15692, negatif kontrol susu
olarakta steril serum fizyolojik arasindaki optik dansite (OD) degerleri farklar
aliarak bu farkin belirlenen OD degerine gore kiiclik olmasi kullanilan baicalin
dozunun etkili oldugunu, biiyiik olmasinin ise kullanilan dozun etkisiz oldugu seklinde

degerlendirilerek sonuglar not edilmistir (Luo et al., 2017).
3.2.4. Sinerji Testi

Calismaya dahil edilen 136 sustan biyofilm derecesi skor 3 pozitif olanlar;
seftazidim, kolistin kombinasyonun in vitro sinerjik etkinligi dama tahtasi
(checkerboard) yontemi ile degerlendirildi.

Dama Tahtas1 Yontemi (Checkerboard Yontemi)

Calisma suslarinin mikroplak biyofilm derecesi sonuglarina gore giiclii (+3)
biyofilm iireten suslara dama tahtasi yapilmadan once seftazidim ve kolistin MiK
degerleri belirlenmistir. Yaklasik olarak belirlenen MIK degerinin 2 kat
konsantrasyondan baslanarak MIK degerinin 4 diliisyon altina kadar seri diliisyonlar
yapilmustir. Hazirlanan ¢ozeltiler 96 kuyucuklu U tabanli mikroplakta bir antibiyotik
icin sagdan sola digeri i¢in yukaridan asagiya uygulanarak iki antibiyotigin
kombinasyon halinde farkli konsantrasyonlar1 elde edilmistir. Saf oldugundan emin
olunan kolonilerden %0,1 steril serum fizyolojik ile inokiilim yogunlugu 0,5
McFarland (~10® CFU/mL) bulanikliga esdeger sekilde ayarlanarak KAMHB ile 1/10
oraninda diliie edilerek, 5 pl, negatif kontrol disinda ki tiim kuyucuklara ilave
edilmistir. Plak 37°C’de 18-20 saat inkiibe edilmistir. Her plakta bir sus calisilarak;
seftazidim MIK, kolistin MIK, pozitif kontrol ve negatif kontrol eklenmistir.
Inkiibasyon  tamamlandiginda  iireme olmayan kuyulardaki  antibiyotik
konsantrasyonlar1 belirlendi ve fraksiyonel inhibitér konsantrasyon (FIK) degerleri
hesaplanarak belirlenmistir. Kombinasyonlarin etkinligini belirlemek i¢in FIK indeksi
asagidaki formiile goére uygulanmistir (Tablo 3.2) (ALADA et al., 2017).

A: Kombinasyonda kullanilan 1. antibiyotik

B: Kombinasyonda kullanilan 2. antibiyotik
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FiK indeksinin hesaplanmast:

B’nin varliginda A’nin MIK sayisal degeri

FIK A =
Tek basma A’nin MIK sayisal degeri

A’nin varhginda B nin MIK sayisal degeri
FIK B=

Tek basma B nin MIK sayisal degeri

T FIK indeksi = FIK A + FIK B
Kombinasyonlarin etkinligi;

e X FIK <0.5 sinerji,

e 0.5 <XFIK > 1 kismi sinerji

e ZXFIK =1 aditif

e 1 <X FIK >4 etkisiz

e XFIK >4 ise antagonizma olarak degerlendirilmistir.

Bu ¢aligmaya alinan n:7 P. aeruginosa izolatinda iki antibiyotik kombinasyonu
icin FIK degerleri hesaplanip etkilesimler sinerji, kismu sinerji, aditif, etkisiz ve

antagonizma olarak kaydedilmistir.

25



Tablo 3.2. Kombinasyon etkisi denenen seftazidim ve kolistinin plaktaki kombinasyon dilusyonlar1 ve 6rnek plak planlamas1 (pg/ml)

nquseuuesuox

mmmm) Azalan seftazidim (S) konsantrasyonu SM*  KM" P N*

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

g A S128+K128 S64+K128 S32+K128 S16+K128 S8+K128 S4+K128 S2+K128 S1+K128 S128 K128 UK"™ SK*
5 B S128+K64  S64+K64  S32+K64  S16+K64  S8+K64  S4+K64  S2+K64  S1+K64  S64 K64 UK" SK*
C S128+K32  S64+K32  S32+K32  S16+K32  S8+K32  S4+K32  S2+K32  S1+K32  S32 K32 UK" SK”
& D SI128+K16  S64+K16  S32+K16  S16+K16  S8+K16  S4+K16  S2+K16  S1+K16  S16 K16 UK" SK”
g E S128+K8 S64+K8 S32+K8 S16+K8 S8+K8 S4+K8 S2+K8 S1+K8 S8 K8 UK" SK*
F S128+K4 S64+K4 S32+K4 S16+K4 S8+K4 S4+K4 S2+K4 S1+K4 S4 K4 UK" SK*

G S128+K2 S64+K2 S32+K2 S16+K2 S8+K2 S4+K2 S2+K2 S1+K2 S2 K2 UK" SK*

)

H S128+K1 S64+K1 S32+K1 S16+K1 S8+K1 S4+K1 S2+K1 S1+K1 S1 K1 UK" SK”

"SM: Seftazidim MIK degerinin belirlenmesi, KM: Kolistin MiK degerinin belirlenmesi, P: Pozitif kontrol, N: Negatif kontrol, SK: Sterilite kontrol, UK: Ureme

kontrol
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3.3. Molekiiler Analizler

3.3.1. DNA ekstraksiyonu
P. aeruginosa bakterisinden kaynatma yolu ile DNA ekstraksiyonu yapilmistir.

1. Mueller- Hinton agar besiyerine bakteriler pasajlanarak 35°C’de 20-22 saat

inkiibasyona birakilmustir.

2. Inkiibasyondan sonra iireyen bakteriler (24 saatlik taze kiiltiirlerinden) bir 6ze
dolusu alinarak, 500 pl steril distile su konulan mikrosantrifiij tlipiine

aktarilmastir.
3. Homojenizasyon saglanamayan tiiplerde vorteks islemi uygulanmistir.

4. Homojenizasyon saglandiktan sonra, mikrosantrifiij tiipleri 15 dk siiresince

100°C’ye ayarlanarak kuru bloga yerlestirilmistir.

5. Siire tamamlandiginda tiipler sogutmali mikrosantrifiij cihazina yerlestirilerek

15000x g ve 4°C sicaklikta 20 dk santrifiij islemine tabi tutulmustur.

6. Santrifiijden sonra liste kalan kisim PZR isleminde kullanilacak olan template

DNA steril DNase ve RNase icermeyen mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmistir.
7. Aktarilan DNA’lar kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmustir.

3.3.2. Belirlenen viriilans genlerinin PZR ile saptanmasi

DNA ekstraksiyonundan sonra PZR’lar unipleks (toxA) ve multipleks PZR'lar
(algD, lasB, plcN, plcH) amplifikasyonunda DNA bantlarinin  daha 1iyi
goriintiilenebilmesinde dNTP, MgCl, ve baglanma sicakliginin optimizasyonunun
yapilarak, toplam 25 mL'lik hacimde gergeklestirilmistir (Tablo 3, Tablo 4, Tablo 5,
Tablo 6, Tablo 7) (Faraji et al., 2016). Pozitif kontrol olarak P. aeruginosa ATCC
15692 susu kullanilmustir.
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3.3.3. Quarum sensing genlerinin PZR ile saptanmasi

P. aeruginosa izolatlari, QS mekanizmasini kontrol eden dort intakt gen (lasl,
lasR, rhll ve rhIR) ve dort internal genin (lasl, lasR, rhll ve rhIR) pozitiflikleri PZR
yontemiyle belirlenmistir.

Kromozomal DNA izole edildikten sonra, intakt ve internal genlerinin
amplifikasyonu DNA bantlarinin daha iyi goriintiilenebilmesinde dNTP, MgCl. ve
baglanma sicakliginin optimizasyonunun yapilarak; uygun oligoniikleotit primerlerle
farkli sicaklik dereceleri ve sikluslarda PZR islemi uygulanmistir. Schaber vd. nin
(2004), secmis olduklar1 primer dizilerinin P. aeruginosa’ya spesifik oldugunu kontrol
etmek i¢cin National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) veri tabaninda BLAST analizi yapilmistir (Tablo 3.3,
Tablo 3.8, Tablo 3.9, Tablo 3.10, Tablo 3.11) (Schaber et al., 2004).

Tablo 3.3. QS (Intakt ve internal primer dizileri), toxA, algD, lasB, plcN, plcH primer dizileri
ve gen bolgeleri

Forward Primer Reverse Primer
Intakt QS genler
lasl 5’- ATGATCGTACAAATTGGTCGGC-3’ 5’- GTCATGAAACCGCCAGTCG-3> 605
lasR 5’- ATGGCCTTGGTTGACGGTT-3’ 5- 725

GCAAGATCAGAGAGTAATAAGACCCA-
3
rhil 5’-CTTGGTCATGATCGAATTGCTC-3’ 5’-ACGGCTGACGACCTCACAC-3’ 625
rhiR 5’-CAATGAGGAATGACGGAGGC-3’ 5’-GCTTCAGATGAGGCCCAGC-3’ 730

internal QS genler

lasl 5’-TCGACGAGATGGAAATCGATG-3’ 5’- GCTCGATGCCGATCTTCAG-3’ 363
lasR 5’-TGCCGATTTTCTGGGAACC-3’ 5’-CCGCCGAATATTTCCCATATG-3> 362
rhil 5’-CGAATTGCTCTCTGAATCGCT-3’ 5’-GGCTCATGGCGACGATGTA-3’ 143
rhiR 5’-TCGATTACTACGCCTATGGCG-3’ 5’-TTCCAGAGCATCCGGCTCT-3’ 207
alg D 5’-CGTCTGCCGCGAGATCGGCT-3’ 5’-GACCTCGACGGTCTTGCGGA-3> 313
las B 5’- 5’-TTGGCGTCGACGAACACCTCG-3* 284

GGAATGAACGAACGAAGCGTTCTCCGAC-
3
tox A 5’-CTGCGCGGGTCTATGTGCC-3’ 5’-GATGCTGGACGGGTCGAG-3’ 270
plcH 5’-GCACGTGGTCATCCTGATGC-3’ 5’-TCCGTAGGCGTCGACGTAC-3’ 608
plcN 5-TCCGTTATCGCAACCAGCCCTACG-3’ 5’-TCGCTGTCGAGCAGGTCGAAC-3’ 481
ERIC-2  5-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’ 5’-AAGTAAGTACTGGGGTGAGCG-3’
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Tablo 3.4. ToxA geninin master mix degerleri

Bilesenin ad1

Taq tamponu

MgCl,

dNTP

ToxA Forward
ToxA Reverse

Taq DNA polimeraz
Kalip DNA

dH,0

Toplam

Miktar1 (pL)
2,5

2

1

1

1

0,5

2

15

25

Tablo 3.5. ToxA geninin amplifikasyon programi

Basamak

On denatiirasyon
Denatiirasyon
Baglanma
Uzama

Son uzama

Sicaklik (°C)

94 °C
94 °C
63 °C
72 °C
72 °C

Siire Dongii sayis1
3 dakika 1
1 dakika

1,5 dakika 30
1 dakika

5 dakika 1

Tablo 3.6. AlgD, plcN, lasB, plcH genlerinin master mix degerleri

Bilesenin ad1
Tag tamponu
MgCl,

dNTP

algD Forward
algD Reverse
plcN Forward
plcN Reverse
lasB Forward
lasB Reverse
plcH Forward
plcH Reverse
Tag DNA polimeraz
Kalip DNA
dH0

Toplam

Miktar1 (pL)
2,5

N

© N O P P P P P PR R R
3]

N
(6)]
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Tablo 3.7. AlgD, plcN, lasB, plcH'nin multipleks PZR'si

Basamak Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
On denatiirasyon 94 °C 3 dakika 1
Denatiirasyon 94 °C 1 dakika

Baglanma 60 °C 1,5 dakika 20
Uzama 72 °C 1 dakika

Son uzama 72°C 5 dakika 1

Tablo 3.8.Intakt genlerinin 1. setinde lasR, rhll; 2. setinde lasl, rhIR genlerinin master mix

degerleri
Bilesenin ad1 Miktar1 (pL)
Taq tamponu 2,5
MgCl, 15
Dntp 0,2
lasR / lasl Forward 0,5
lasR / lasl Reverse 0,5
rhil / rhIR Forward 0,5
rhil / rhIR Reverse 0,5
Tag DNA polimeraz 0,25
Kalip DNA 1
dH20 17,55
Toplam 25

Tablo 3.9.intakt (lasl, lasR, rhll ve rhIR) genlerinin amplifikasyon programi

Basamak Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
On denatiirasyon 95 °C 5 dakika 1
Denatiirasyon 94 °C 30 saniye

Baglanma 60 °C 30 saniye 34
Uzama 72 °C 2 dakika

Son uzama 72 °C 10 dakika 1
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Tablo 3.10. Internal genlerinin 1. setinde lasR, rhll; 2. setinde las, rhIR genlerinin master mix

degerleri

Bilesenin adi

Taq tamponu
MgCl,

dNTP

lasR / lasl Forward
lasR / lasl Reverse
rhll / rhIR Forward
rhll / rhIR Reverse
Tag DNA polimeraz
Kalip DNA

dH0

Toplam

Miktar1 (pL)
2,5
2,5
0,2
0,5
0,5
0,5
0,5
0,25
1
16,55
25

Tablo 3.11. Internal (lasl, lasR, rhll ve rhIR) genlerinin amplifikasyon programi

Basamak

On denatiirasyon
Denatiirasyon
Baglanma
Uzama

Son uzama

Sicaklik (°C)
95 °C
94 °C
59 °C
72 °C
72 °C

Siire Dongii sayisi
5 dakika 1
30 saniye

30 saniye 32
2 dakika

10 dakika 1

Amplikonlarin goriintiillenmesi amaci ile 1X TBE bufferda %1,5’luk agaroz

iceren jel hazirlanmistir. Hazirlanan jelin elektroforezi 120 V 45 dk yiiriitilmiistiir.

Agaroz jel elektroforezden sonra UV transilluminatdrle goriintiilenmistir.

3.3.4. ERIC-2 Primerleri ile RADP-PZR

Calismaya dahil edilen P. aeruginosa izolatlarinin filogenetik yakinliklariin

belirlenmesi icin ERIC-2 primerinin kullanildigt RADP-PCR gergeklestirilmistir
(Tablo 3.12, Tablo 3.13) (Janam et al., 2011; Qader, 2018). DNA ekstraksiyonu

sonucunda nanodrop ile 3 Ol¢lim alinarak sonuglarin ortalamasi alinmistir (Tablo

3.14).
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Tablo 3.12. ERIC-2 master mix degerleri

Bilesenin ad1 Miktar1 (pL)
Taq tamponu 2,5

MgCl, 2,5

dNTP 0,5

ERIC-2 Forward 0,5

ERIC-2 Reverse 0,5

Taq DNA polimeraz 0,5

Kalip DNA 2

dH20 16

Toplam 25

Tablo 3.13. ERIC-2 amplifikasyon programi

Basamak Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
On denatiirasyon 94 °C 7 dakika 1
Denatiirasyon 94 °C 30 saniye

Baglanma 38°C 1 dakika 34
Uzama 72 °C 5 dakika

Son uzama 72 °C 15 dakika 1
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Tablo 3.14. Nanodrop &l¢iim sonuglar (Izole edilen DNA saflik orani)

Sus numarasi
ATCC P.aeruginosa (15692)

O© 00 N O O b W DN P

AN DWW WWWWWWWWRDNRNONRNNNNRNNNDERERERRERR R PR P P P
N R O © O N0 OB M®MNRPR,OO®NO AOHREWNREOO®OONO®UD™~MWRNNER O

ilk 6l¢iim
401,1
204
286,5
1594,3
1678,6
123,7
308,1
211,7
267,7
2943
891,3
1853,8
1636,4
11823
1932,8
931,3
2434
2007,1
3011,2
2162,2
315,1
23219
2268,6
2679
1792
1095,7
14732
2490,1
3205,5
1553,6
18427
1562,9
1582,1
2331
1266
452,1
1728,7
1991,7
993,6
663,6
1040,1
1286,9
672,9

1. olciim 2. 6l¢iim  3.6lciim

69,2
69,5
66,8
62,6
67
92,3
78,8
54,3
52,8
99,1
97,9
76,3
48
58,3
74,3
47,9
98,7
44,2
47,2
66,7
90,1
64,4
65,9
81,7
94,3
86,1
44,8
43,7
40,2
64,2
46,9
40,2
84,5
92,5
65,5
45,9
40,6
76,6
42,7
52,9
44
92,4
47,1

61,9
94
66,9
47
46,2
96,8
774
64,6
49
91,5
88,1
72,9
44,8
66,2
67,9
443
82,6
49,6
48,8
76,2
87
77,7
59,8
79,3
74,2
67,7
44,1
473
48,4
47,7
46,7
478
86,6
76,3
56,9
42,2
46,6
71,2
435
47,9
403
51,4
55,2

50,4
69,7
64,6
49,3
79,3
95,3
76,5
87,3
51,6
90,6
56,7
71

44,7
70,4
70,3
42,5
83,6
40,6
46,5
70,9
81,5
46

66,5
84

66,6
82,5
42,1
45,6
48,9
433
47,4
42,4
85,4
77,7
42,4
48,2
44,1
76,3
40,6
43,6
40,2
96,8
54,6

Ortalama
60,50
77,73
66,10
52,97
64,17
94,80
71,57
68,73
51,13
93,73
80,90
73,40
45,83
64,97
70,83
44,90
88,30
44,80
47,50
71,27
86,20
62,70
64,07
81,67
78,37
78,77
43,67
45,53
45,83
51,73
47,00
43,47
85,50
82,17
54,93
45,43
43,77
74,70
42,27
48,13
41,50
80,20
52,30
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Tablo 3.14. Devam

43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85

1384,4
2796,7
1943,8
1287,3
588,8
2045,2
1390,6
1199,1
840,7
825,9
21817
1589,4
2368,1
1963,1
1837,5
1429,9
1677,6
24379
2270,5
2020,5
841,5
768,2
2806,4
11719
954,3
24285
799,9
712,3
1891,4
1588,2
2430,5
506,9
2056,4
1133,2
1838,5
907,3
2123,7
2892
3283,5
1426,6
2897
2168,2
2284.,6

75
44,5
43,8
46,1
40,5
76,9
93,4
452
46,3
40,1
62,9
418
54,6
66,3
80,4
40,5
47,3

53
92,4
97,8
85,1

67

87
68,5
41,6
64,7
84,7
67,2
52,5
55,5
58,8
47,4
41,4
44,4
72,3
43,9
42,7
46,4
49,7
88,7
65,9
43,4
75,5

79,1
65
42,2
39,5
46
95,2
64,3
44
48,3
41,6
65,8
47,2
43,8
66,9
70,7
45,7
48,2
43,4
85,5
81,7
85,3
59,2
86,7
63,2
48,6
42,3
86,4
64,9
60,6
58,8
87,8
45,3
40,9
46,5
47,7
46,9
40,8
46,5
46,7
52,8
68,1
41,3
42,7

80,3
47,9
49,5
44,7
49,3
70,1
66,6
42,5
45,4
42

60,3
49,7
41,1
57,7
69,3
422
48,5
46,1
63,4
57,5
88,4
43

68

64,3
64,6
40,4
83,2
68,9
61,1
52,2
48,2
458
43

60,1
59,4
48,1
41,7
46,9
47,7
40

60,8
487
43,4

78,13
52,47
45,17
43,43
45,27
80,73
74,77
43,90
46,67
41,23
63,00
46,23
46,50
63,63
73,47
42,80
48,00
47,50
80,43
79,00
86,27
56,40
80,57
65,33
51,60
49,13
84,77
67,00
58,07
55,50
64,93
46,17
41,77
50,33
59,80
46,30
41,73
46,60
48,03
60,50
64,93
44,47
53,87
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Tablo 3.14. Devam

86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129

22457
2337,3
1349,2
1358,8
2553,1
27495
1928,3
1750,2
1902,3
2896,5
993,4
1658,9
1504,9
1719,4
853,6
1701,4
1613,2
1033,4
2936,6
22551
1957,5
2704
2801,1
691,8
2091,2
2165,8
571,9
2128,3
582,3
2162,8
1508,9
1872,4
3014,7
3330,4
1266,7
3212,1
960,9
1931,1
1350,5
1301,7
4044
421,8
1985,8
649,3

46,2
42,3
44,2
46,1
82,7
57,2
46
94,9
43
58,9
58,4
60,1
45,6
79,6
45,2
80,1
63,3
73,6
90,4
55,2
95,6
77,5
80,2
87,9
42,8
50,8
57,3
89,4
40,3
58
73,2
81,1
69,7
99,8
58
44,3
64,3
99,8
76,1
97,8
80,2
48,4
99,2
74,8

47
41,3
66,2
42,1
82
57,6
44,8
46,5
55
43,5
51,7
62,7
41,2
62,4
43,4
87,2
47,1
60,3
63,1
58,7
91,2
53,9
44,3
56,6
59,6
52,4
42,2
91,1
64,4
51,4
54,6
49,4
47,2
60,1
56,7
44,6
64
79,1
87,8
76,9
70,7
57,9
67
50,7

43,5
42,6
45

40,8
83

60,6
50,7
93,9
90,8
42,5
53,6
63,2
40,7
47

43,2
87,8
44,1
62,7
55,8
55,6
90,6
56,8
43,6
47,6
62,8
50,8
43

97,8
62,9
51,8
47,7
53,4
48,8
56,8
57,2
55,2
61,6
55,6
88,8
60,9
86,4
41,9
50,7
53,3

45,57
42,07
51,80
43,00
82,57
58,47
47,17
78,43
62,93
48,30
54,57
62,00
42,50
63,00
43,93
85,03
51,50
65,53
69,77
56,50
92,47
62,73
56,03
64,03
55,07
51,33
47,50
92,77
55,87
53,73
58,50
61,30
55,23
72,23
57,30
48,03
63,30
78,17
84,23
78,53
79,10
49,40
72,30
59,60
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Tablo 3.14. Devam

130 21715 63,3 83,7 94,9 80,63
131 2929 56,4 65,2 66,1 62,57
132 1474,8 77,2 89,8 77,9 81,63
133 378,3 81,4 431 42,5 55,67
134 362,9 53,5 59,4 70,3 61,07
135 273,7 87,9 65,6 64,6 72,70
136 993,8 78 72,6 46,4 65,67

Amplikonlarin goriintiilenmesi amaciyla 1X TBE buffer igerisinde %]1,5’luk
agaroz igeren jel hazirlanmistir. Hazirlanan jelin elektroforezi 100 V 60 dakikada
yuritilmistir. Agaroz jel -elektroforezi sonrasinda UV transilluminator ile
goriintiilenmistir. Goriintlileme sonrasinda olusan bantlar kaydedilmistir. Olusan
bantlarin bant profil analizi BioNumerics yazilim sistemi kullanilarak yapilmistir.
Dendogramlar —Unweighted pair group method with mathematical averaging
(UPGMA) yontemi ile ¢izilmistir.

3.4. istatistiksel Analiz

Tanimlayici istatistik olarak kategorik degiskenler icin say1 ve ylizde degerleri
verilmistir. Kategorik degiskenler icin gruplar aras1 farklilik Pearson Ki kare testi ile
incelenmistir. Calismada P degeri 0,05’den kiicliik oldugunda istatistiksel acidan

anlaml kabul edilmistir. Tlim analizler, IBM SPSS (Statistical Package for Social

Science) Statistics 22.0 programindan yararlanilarak yapilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Calismada kullanilan 21 Ekim 2019- 23 Kasim 2020 tarihleri arasinda Ondokuz

Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gelen yogun

bakim orneklerinden izole edilen P. aeruginosa (n: 136) izolatlar1 ¢esitli klinik

orneklerden izole edilmistir.

4.1. P. aeruginosa izolatlarin klinik orneklere gore dagilim

Izolatlar izole edildigi servis dagilimi incelendiginde; en yiiksek 3 6rnek
dagilimin sirast ile n:75 (%55,14) trakeal aspirat, n:22 (%16,17) idrar ve n:14 (%10,29)
ile kan 6rneklerinden elde edilmistir (Sekil 4.1).

Peritoneal
SIvI
2%

BOS
3%

Balgam
1%

Ameliyat Materyali
1%

Diyalizat
2%

Sekil 4.1. Ornek tiirii dagilimi

W Trakeal Aspirat Ornegi

H Kan
H BOS

M Diyalizat
B Ameliyat Materyali

B Gobek

Orta Akim idrar
Ornegi
16%

BAL-Bronkoalveolar
Lavaj Ornegi Gébek
1% | 1%

Trakeal Aspirat
Ornegi
55%

® Orta Akim idrar Ornegi
Yara
M Peritoneal sivi
M Balgam
B BAL-Bronkoalveolar Lavaj Ornegi

Sirin ve ark. (2015), 722 P. aeruginosa izolatinin yogun bakim 6rneklerinden en

sik elde edildigi oran %52,8 trakeal aspirat, %20,6 idrar, %9 kan O6rnegi oldugu

belirlenmistir (Sirin et al., 2015). Ceken ve ark. (2021)’nin yogun bakim hastalarindan
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izole edilen 688 P. aeruginosa izolatinin 6rnek tiirii dagilimima gore en yiiksek
dagilimin %53,3’{inlin endotrakeal aspirat, %27 idrar ve %8,1 kan 6rneginden izole
edildigini bildirmislerdir (Ceken et al., 2021). Yogun bakim iinitelerinde yatan 468
hastadan izole edilen P. aeruginosa izolat1 ile yapilan bir ¢alismada da %51,7’si

solunum ve %31,2 idrar 6rnekleri izledigini tespit etmislerdir (Erdogan et al., 2021).
4.2. P. aeruginosa izolatlarinin antibiyotik diren¢ dagilimi

Izolatlarin amikasin, gentamisin, imipenem, levofloksasin, meropenem,
piperasilin/tazobaktam, piperasilin, sefepim, seftazidim, siprofloksasin antibiyotik
direng oranlari sirastyla n:37 (%27,20), n:44 (%32,35), n:82 (%60,29), n:76 (%55,88),
n:55 (%40,44), n:73 (%53,67), n:80 (%58,82), n:63 (%46,32), n:54 (%39,70), n:66
(%48,52) (Sekil 4.2).

70,00%
60,29% s5882%
60,00% 55,88% 53 67%
50,00% 48,32% 46329
40,44% 39 70%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%
0,00%
DIRENC (%)
mimipenem @ Piperasilin @ Levofloksasin
[ Piperasilin/Tazobaktam @ Siprofloksasin @ Sefepim
B Meropenem W Seftazidim EAmikasin
Amikasin [imipenem |Levofloks{Meropenen]Piperasilin/Tazobaktam |Piperasilin [Sefepim [Seftazidim [Siprofioksasin
Direng 37 82 76 55 73 20| 63 54 66
Duyarh 39| 0 0 Q Q) 0 Q0 0 0
Orta duyarh 54 61 81 63 56 73 22 20|
Rormm 27,20% £0,29%| 5588% 40,44% 53,67% 58,82%| 4532% 39,70% 48,52%

Sekil 4.2. izolatlarm antibiyotik duyarlilik sonuglar

Ulusal Antimikrobiyal Direng Siirveyans Sistemi (UAMDSS) 2016 y1l1 raporunda,
1466 tane P. aeruginosa izolati iilke genelinde degerlendirilmistir. Antibiyotik duyarlilik
sonuglarina gore elde edilen duyarlilik invaziv izolatlarda; sefepim direnci %30,5,
piperasilin/tazobaktam direnci %30,1, seftazidim direnci %23,5 olarak saptanmustir.
Aminoglikozitlerden gentamisin/tobramisin direnci %26,1, amikasin direnci ise %23,2
olarak belirlenmistir. imipenem/meropenem direnci %46,1, siprofloksasin/levofloksasin

direnci %37,7 olarak saptanmistir (Sistemi, 2016). Yogun bakimda yatan hastalardan
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izole edilen P. aeruginosa izolatlarin antibiyotik diren¢ oranlari en yiiksek olanlar
sirastyla: 2003°te GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi’nde kan kiiltiiriinden izole
edilmis orneklerin %66’sinin aztreonam, %50’sinin seftazidim, %40’ 1nin karbapenem
(Erdemoglu et al., 2003); 2015°te n=722 izolatla yapilan ¢alismada (Sirin et al., 2015)
piperasilin-tazobaktama (%64,0), meropenem (%51,9) ve imipenem (%50,2); 2021°de
n=688 izolatla yapilan ¢alismada (Ceken et al., 2021) siprofloksasin (%34,7),

seftazidime %29,4 ve sefepime %28,1 direnclerine sahip oldugu rapor edilmistir.
4.3. Fenotipik Analizler
4.3.1. Biyofilm Olusumu

Biyofilm mikroplak yontemine gore n=51 (%37,5)’inin biyofilm iretmedigi,
n=85 (%62,5)’inin biyofilm irettigi goriilmiistiir. Biyofilm olusturan izolatlarin ise
mikroplak  yontemine goére derecelendirme (1,2,3) oranlarn sirast ile
n=61(%44,85)’inin zayif, n=17 (%12,5)’sinin orta ve n=7 (%5,15)’sinin giiclii
biyofilm tirettigi belirlenmistir (Sekil 4.3). Calismada kullanilan biyofilm plag taslagi
sekil 4.4°da verilmistir.

Ornek tiiriiyle biyofilm dereceleri arasindaki iligkiler kikare analiziyle
incelenmis ve sonug Tablo 4.1°da verilmistir. Tablo 4.1ya gore O6rnek tiirii ile biyofilm

derecesi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamustir (p degeri>0.05).

Tablo 4.1. Ornek tiirleri ile biyofilm dereceleri arasindaki iliskinin incelenmesi

Ornek Tiirii 0 1 2 3
Trakeal Aspirat Ornegi 29 (38,7) 31 (41,3) 12 (16) 3(4)
Orta Akim idrar Ornegi 11 (50) 8 (36,4) 1(4,5) 2(9,1)
Yara Siiriintiisii 1(16,7) 4 (66,7) 0(0) 1(16,7)
Kateter hub'indan kan 1(16,7) 3 (50) 1(16,7) 1(16,7)
Kulak siiriintiisii 0 (0) 4 (80) 1 (20) 0 (0)
Kan 1(25) 2 (50) 1(25) 0 (0)
BOS 1(25) 3(75) 0(0) 0 (0)
Periferik venden kan 3 (75) 1(25) 0 (0) 0 (0)
Balgam 1 (50) 1 (50) 0(0) 0 (0)
Diyalizat 0 (0) 2 (100) 0(0) 0 (0)
Peritoneal s1v1 1 (50) 1 (50) 0(0) 0 (0)
BAL-Bronkoalveolar Lavaj Ornegi 1 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Kateter ucu 0 (0) 1 (100) 0 (0) 0 (0)
Ameliyat Materyali 1 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Gobek 0(0) 0(0) 1 (100) 0 (0)
Toplam 51 61 17 7

P Degeri 0,806
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Antibiyotik diren¢ oranlariyla biyofilm derecelerinin karsilagtirilmis ve sonuglar
Tablo 3.10°de verilmistir. Tablo 3.10’e gore biyofilm derecesi 0 olanlarin %23,5’1
(12), 1 olanlarin %29,5’1 (18), 2 olanlarin %29,4’1 (5) ve 3 olanlarin %28,6’s1 (2)
amikasin antibiyotigine kars1 direng gostermistir. Ancak yapilan inceleme sonucunda
biyofilm derecesiyle amikasin antibiyotigine karsi diren¢ gosterme durumu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunamamistir (p degeri=0,906>0,05). Diger
antibiyotiklerle biyofilm iligkilerinde anlamli bir iligki tespit edilememis olup yiizde
oranlar1 ve p degerleri tabloda belirtilmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Antibiyotik direng oranlariyla biyofilm derecelerinin karsilastirilmasi

Antibiyotikler 0 1 2 3 P Degeri

Amikasin 12 (%23,5) 18 (%29,5) 5(%29,4) 2 (%28,6) 0,906
Imipenem 29 (%56,9) 37 (%60,7) 11 (%64,7) 5 (%71,4) 0,86
Levofloksasin 26 (%51) 36 (%59) 9(%52,9) 5(%71,4) 0,686
Meropenem 18 (%35,3) 26 (%42,6) 7(%41,2) 4 (%57,1) 0,663
Piperasilin/Tazobaktam 24 (%47,1) 34 (%55,7)  10(%58,8) 5 (%71,4) 0,558
Piperasilin 25 (%49) 38 (%62,3) 11 (%64,7) 6 (%85,7) 0,198
Sefepim 21 (%41,2) 30 (%49,2) 8 (%47,1) 4 (%57,1) 0,783
Seftazidim 19 (%37,3) 26 (%42,6) 5(%29,4) 4 (%57,1) 0,575

Siprofloksasin 23 (%45,1) 30 (%49,2) 8 (%47,1) 5(%714) 0,629

Sebit ve ark., calismalarinda kullandiklart 50 P. aeruginosa izolatinin %40
(n=20)’1m1n; coklu ilaca diren¢li (MDR) olan 21 izolatin ise %42,8 (n=9)’unun
biyofilm pozitif oldugu bildirilmistir (Sebit et al., 2016).

Perez ve ark.’nin, Amerika’da yaptiklar1 ¢alismada hastanenin farkli klinik
tinitelerden izole edilen ¢goklu ilaca direngli 50 P. aeruginosa izolatinin mikrotitrasyon
yontemi ile tiim izolatlarin biyofilm olusturdugu bildirilmistir (Perez et al., 2016).

Yavuz’un, 100 seftazidim direngli P. aeruginosa izolatinin %76 (n=76)’smin
biyofilm pozitif oldugunu analiz etmislerdir (Yavuz, 2018).

Tepeli, 2009 yilinda 100 P. aeruginosa izolati ile yaptigi calismaya gore
biyofilm diizeyleri incelenmis %16 giiglii, %46 orta ve %38 zayif biyofilm
olusturdugunu tespit edilmistir (Tepeli, 2009).

Cal1 ve ark. inceledikleri 100 (A. baumannii, P. aeruginosa, S. aureus ve C.
albicans) mikroorganizmanin 25 P. aeruginosa izolatinin biyofilm formasyon
derecelerinin %72 (n=18) gii¢lii, %12 (n=3) orta, %4 (n=1) zayif biyofilm irettip;
%12 (n=3) izolatin ise biyofilm olusturmadig: bildirilmistir (Cal1 et al., 2018).
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Uzunbayir-Akel ve ark. ¢aligmalarinda farkli kliniklerinden izole edilen 83 P.
aeruginosa izolatinin ERIC-PZR sonuglarina gore 19 iliskisiz her bir klon i¢erisinden
temsilen segilen izolatlarin %47,36 (n=9) giiclii, %31,57 (n=6) orta, %15,78 (n=3)
zayif biyofilm drettigi ve %15,26 (n=1) izolatin ise biyofilm olusturmadigi
belirlenmistir (Uzunbayir-Akel et al., 2019).

llgar, 36 kronik basi yarasi 6rneginden toplam 67 sus izole etmisler; bunlardan
18 (%26,86)’inin P. aeruginosa izolatinin mikroplak yontemi sonuglarina gore %4.5’1
orta ve %95.5°1 giiclii biyofilm iireticileri olarak tanimlamislardir (ilgar, 2019).

Biyofilm meydana getiren izolatlarin antibiyotiklere karsi binlerce kat daha
direngli oldugunu gosteren farkli calismalar bulunmaktadir (Perez et al., 2016;
Sabaeifard et al., 2017).

Ciftci ve ark.’nin (2009) yaptig1 bir ¢alisma, biyofilm olusumunun antibiyotik
direnci iizerine etkisi olmadig1 gdsterilmis olup; biyofilm pozitif izolatlarin biyofilm
negatif izolatlara kiyasla antibiyotiklere karsi daha duyarli olduklarini belirlemislerdir

(Ilgar, 2019).

X
.

1

Sekil 4.3. Calisma izolatlarinin biyofilm mikroplak derecelerinin (0,1,2,3) dagilimi
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Sekil 4.4. Mikrotitrasyon plak dizayni (pozitif kontrol susu: P. aeruginosa ATCC 15692,
negatif kontrol susu: steril serum fizyolojik)

4.3.2. Baicalin, Seftazidim ve Kolistin MiK

Mikrotitrasyon plak yontemine gore 3 biyofilm derecesine sahip olan 7 susun
(73, 99, 105, 107, 111, 113, 135) baicalin MIK degerlerinin >1024 pg/ml oldugu,
seftazidim ve kolistin MIK degerleri ise tablo 4.3’de verilmistir.

Luo ve ark. baicalin ile yaptiklar1 ¢alismada hem MBC hem de MIK>1024
pug/mL olan planktonik P. aeruginosa PAO1 hiicreleri lizerinde dogrudan bakterisidal

etki ve tamamen bakteriyostatik etki gostermemistir (Luo et al., 2017).
4.3.3. Baicalin Sub-MIK

Mikroplak yontemine gore 3 biyofilm derecesine sahip olan 7 susun (73, 99, 105,
107, 111, 113, 135), sub-MIiK degerlerinin 512 pg/ml oldugu belirlenmistir (Tablo
4.3). Calismada kullanilan sub-MIK plag taslag: sekil 4.5de verilmistir.

Tablo 4.3. Biyofilm mikroplak 3 derecede (n=7) olan baicalin, seftazidim, kolistin MIK ve
baicalin sub-MIK degerleri

Tez sus Baicalin MIK Sub-MIK Seftazidim MIK Kolistin MIK
numarast

73 >1024 512 8 0,5

99 >1024 512 4 1
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Tablo 4.3. Devami

105 >1024 512 4 0,5
107 >1024 512 4 0,5
111 >1024 512 2 0,5
113 >1024 512 64 1

135 >1024 512 8 0,5

Pozitif ‘ 3 e il £

Sekil 4.5. Baicalin sub-MIK plag

Baicalinin potansiyel anti-biyofilm aktivitesini degerlendirmek igin, ilk olarak
baicalinin sub-MiK'lerde (16, 32, 64, 128, 256 ug/mL) P. aeruginosa PAO1
biyofilmlerini inhibe edip etmedigi test edilmistir. Baicalin sub-MIK 256 pg/mL
bulunarak hiicre tutunmasini ve biyofilm biyokiitle gelisimini doza baglh bir sekilde
onemli Ol¢iide biyofilm olusumunu azalttigi saptanmistir (Badr, 2022; Luo et al.,
2017).

4.3.4. Sinerji Testi (Checkerboard Yontemi, Dama Tahtasi)

Biyofilm derecesi 3 olan suslarin (n=7) seftazidim ve kolistin MIK degerleri
belirlenerek, MIK degerlerine gore sinetji plaklari planlanarak calisitlmistir (Sekil 4.6).

Plak degerlendirmeleri sonucunda seftazidim, kolistin kombinasyon degerlerinde
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sinerji olusumu goézlemlenmemis olup plak degerlendirme sonuglar tablo 4.4, tablo

4.5, tablo 4.6, tablo 4.7, tablo 4.8, tablo 4.9, tablo 4.10, tablo 4.11’de belirtilmistir.

Sekil 4.6. ATCC 15692 P. aeruginosa numarali susun sinerji ¢alisma plagi (CAZ: Seftazidim,
CT:Kaolistin, +K: Pozitif Kontrol, -K: Negatif Kontrol)

44



Tablo 4.4. ATCC 15692 P. aeruginosa numarali susunun sinerji plak degerlendirme sonuglart

Seftazidim
64-
0,5/Kolistin 2 3 4 5 6 7 8
8-0,062
A
B
C
D ANT (4) IND (3) g;
E ANT (5)
ANT
4,5)
ANT
G (8.25)
ANT
H (8,125)

Seftazidim
Mik (1)

10

Kolistin
Mik (0,5)
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Tablo 4.5. 73 numarali P. aeruginosa susunun sinerji plak degerlendirme sonuglart

Seftazidim
64-
0,5/Kaolistin 2 3 4 5 6 7 8 9 10
8-0,062
A
B Seftazidim
Mik (32)
ANT ANT ANT ANT
c ANT () (45 425  (d12s) ANT(4062)  ANT(4031) (0
D ANT (4)
Kolistin
E IND (3) Kolstn
F IND (2,5)
IND
¢ (2,25)
IND
H (2,125)

46
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Tablo 4.6. 99 numarali P. aeruginosa susunun sinerji plak degerlendirme sonuglar

Seftazidim
64- 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0,5/Kaolistin
8-0,062
A
B
ANT  ANT ANT  ANT  Seftazidim
c ANTO) 45y (@25  ANTAID)  4660)  (4,031)  Mik (16)
D ANT (4)
Kolistin
E IND (3) Mik (0,5)
F IND (2.5)
IND
G (2,25)
IND
H (2,125)

47
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Tablo 4.7. 105 numarali P. aeruginosa susunun sinerji plak degerlendirme sonuglari

Seftazidim
64-
0,5/Kolistin
8-0,062

A
B

1

C

5 6 7 8 9 10 11 12
SK*
SK*
ANT ANT "
ANT (8,5) (8.25) (8.125) SK
ANT (5) SK*
Seftazidim .
IND (3) Mik (4) SK
Kolistin .
IND (2) Mik (0.25) SK
IND
(1,5)
IND
(1,25)
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Tablo 4.8. 107 numarali P. aeruginosa susunun sinerji plak degerlendirme sonuglari

Seftazidim
64-
0,5/Kolistin + 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
8-0,062
A SK*
B sk
ANT  ANT )
¢ ANT(45) 405 (4,125 SK
D IND (3) SK*
Seftazidim Kaolistin N
. IND (2) Mik ()  Mik (0,5) SK
IND )
] (1,5) SK
IND ,
© (1,25) SK
IND
H (2,125)
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Tablo 4.9. 111 numarali P. aeruginosa susunun sinerji plak degerlendirme sonuglari

Seftazidim
16-
ors/kolist L 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
in 8-0,062
A SK*
B SK*
ANT  ANT )
¢ (4.25)  (4,125) SK
IND )
D ig NDoE3 SK
Seftazidim Kaolistin "
E IND (3) Mik(1)  Mik (0.5) SK
IND
F (2.5)
IND
© (2,25)
IND
H (2,125)
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Tablo 4.10. 113 numarali P. aeruginosa susunun sinerji plak degerlendirme sonuglari

Seftazidim
512- 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
4/Kolistin 8-
0,062
A SK*
B SK”
ANT  ANT .
c (4.25)  (4,125) SK
D IND (2,5) SK*
Seftazidim Kaolistin N
E IND (2) Mik(32)  Mik (0.5) SK
IND
F (2.5)
IND
G (2.25)
IND
H (2,125)
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Tablo 4.11. 135 numarali P. aeruginosa susunun sinerji plak degerlendirme sonuglari

Seftazidim
64-
0,5/Kolistin 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
8-0,062
A UK® SK*
B UK® SK*
C UK® SK*
ANT ANT o "
D ANT (5) 45  (4.25) UK* SK
E IND (4) UK* SK*
Seftazidim Kolistin m *
F IND (3) Mik(2)  Mik (025 °& SK
IND S "
G 2.5) UK SK
IND = o *
H (2,25) UK SK

P. aeruginosa suslar1 (n=11) ile yapilan ¢alismada seftazidim-kolistin kombinasyonlarinin invitro sinerjik etkinligi checkerboard

yontemi sonuglarina gore %12.5 sinerjik, %87.5 indiferan oldugu saptanmistir (Aydin and Y1ildirim, 2011).
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4.4. Molekiiler Analizler
4.4.1. Virulans Genleri

Calismaya dahil edilen suslarin n:119 (%87,50)’unda toxA, n:135
(%99,26)’inde plcH, n:136 (%100)’sinda algD, lasB ve plcN pozitif oldugu
belirlenmistir (Tablo 4.13). Sekil 4.7 ve sekil 4.8’da 6rnek jel goriintiileri verilmistir.
Tablo 4.12. toxA, algD, lasB, plcN, plcH genlerinin PZR sonuglari

Virulans toxA (270)  algD (313) lasB (284) plcN (481) plcH (608)

gen

bolgeleri

Pozitif 119 (%87,5) 136 (%100) 136 (%100) 136 (%100) 135 (%99,26)
Negatif 17 0 0 0 1

136 136 136 136 136

M 1 2 3 & _s_g 2 8.9 30_3) 12 33 24
S R e e e e e e

15 16 17 1= 19
: .-

Sekil 4.7. ToxA geninin jel goriintiisii. M: marker (100 bp), 1: Pozitif kontrol, 2-19: Klinik
suslar
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Sekil 4.8. AlgD, lasB, plcN, plcH genlerinin jel goriintiisii. M: Marker, 1: Pozitif kontrol, 2-8:

Klinik suslar

Ornek tiiriiyle viriilans genler arasindaki iliskiler kikare analiziyle incelenmis ve

sonuglar tablo 4.14’da verilmistir. Tablo 4.14’a gbre Ornek tiirii ile toxA ve algD

viriilans genler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski tespit edilememistir (p

degeri>0.05). Ote yandan lasB, plcH ve plcN genlerinde tiim drnekler pozitif degeri

aldigindan kikare analizleri sonucunda p degerleri elde edilememis ve Ornek tiirii

degistikge ilgili genin pozitif ya da negatif olma durumlar1 arasinda iliski olup-

olmadig1 belirlenememistir.

Tablo 4.13. Ornek tiirleri ile viriilans genler arasindaki iliskinin incelenmesi

Ornek tiirii toxA
Trakeal Aspirat Omegi 63 (84)
Orta Akim Idrar Ornegi 22 (100)

Yara Siriintiisti 5(83,3)
Kateter hub'indan kan 6 (100)
Kulak siirtintiisii 5 (100)
Kan 3(75)

BOS 4 (100)
Periferik venden kan 2 (50)

Balgam 2 (100)
Diyalizat 2 (100)
Peritoneal s1vi 2 (100)

lasB

75 (100)
22 (100)
6 (100)
6 (100)
5 (100)
4 (100)
4 (100)
4 (100)
2 (100)
2 (100)
2 (100)

plcH

75 (100)
22 (100)

6 (100)
6 (100)
5 (100)
4 (100)
4 (100)
4 (100)
2 (100)
2 (100)
2 (100)

plcN
75 (100)
22 (100)
6 (100)
6 (100)
5 (100)
4 (100)
4 (100)
4 (100)
2 (100)
2 (100)
2 (100)

algh

74.(98,7)
22 (100)

6 (100)
6 (100)
5 (100)
4 (100)
4 (100)
4 (100)
2 (100)
2 (100)
2 (100)
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Tablo 4.13. Devam

BAL-Bronkoalveolar
Lavaj Ornegi

Kateter ucu
Ameliyat Materyali
Gobek

Toplam

P Degeri

1 (100)

1 (100)
1 (100)
0(0)
119
0,123

1 (100)

1 (100)

1 (100)

1 (100)
136

*k*k

1 (100)

1 (100)

1 (100)

1 (100)
136

*kk

1 (100)

1 (100)

1 (100)

1 (100)
136

*k*%k

1 (100)

1 (100)
1 (100)
1 (100)
135
p>0,05

*** Tiim durumlarda Pozitif durumuyla karsilasildigr i¢in ilgili p degeri hesaplanamamustir.

Antibiyotik diren¢ oranlariyla viriilans genler karsilastirilmig ve sonuglar Tablo

4.15°da 6zetlenmistir. Tablo 4.15’a gore toxA geni saptanan orneklerde amikasin

antibiyotigine direng gosterenlerin orant %26,9 (32)’dur. Diger antibiyotiklerle

viriilans genler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki tespit edilememis olup

yiizde oranlar1 ve p degerleri tabloda belirtilmistir (Tablo 4.15).

Tablo 4.15’a gore viriilans gen ile antibiyotik direngleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir iliski tespit edilmemistir (p degeri>0,05). Tablo 4.14’da * ile

gosterilen p degerleri ilgili genin goriinmedigi (negatif oldugu) herhangi bir 6rnek

mevcut olmadigindan hesaplanamamastir.

Tablo 4.14. Antibiyotik direng oranlariyla viriilans genlerin karsilastirilmasi

Antibiyotikler

Amikasin
Imipenem
Levofloksasin
Meropenem
Piperasilin/Tazobaktam
Piperasilin
Sefepim
Seftazidim

Siprofloksasin

toxA
32 (%26,9)
p=0,827
72 (%60,5)
p=0,895
66 (%55,5)
p=0,794
47 (%39,5)
p=0,552
62 (%52,1)
p=0,330
67 (%56,3)
p=0,114
54 (%45,4)
p=0,559
47 (%39,5)
p=0,895
56 (%47,1)
p=0,364

algD

37 (%22,2)
p=*

82 (%60,3)
p=*

76 (%55,9)
p=*

55 (%40,4)
p=*

73 (%53,7)
p=*

80 (%58,8)
p=*

63 (%46,3)
p=*

54 (%39,7)
p=*

66 (%48,5)
p=*

lasB

37 (%22,2)
p=*

82 (%60,3)
p=*

76 (%55,9)
p=*

55 (%40,4)
p=*

73 (%53,7)
p=*

80 (%58,8)
p=*

63 (%46,3)
p=*

54 (%39,7)
p=*

66 (%48,5)
p=*

plcN

37 (%22,2)
p=*

82 (%60,3)
p==*

76 (%55,9)
p==*

55 (%40,4)
p=*

73 (%53,7)
p=*

80 (%58,8)
p=*

63 (%46,3)
p==*

54 (%39,7)
p=*

66 (%48,5)
p=*

plcH
37 (%27,4)
p=0,539
82 (%60,7)
p=0,216
76 (%56,3)
p=0,259
55 (%40,7)
p=0,408
73 (%54,1)
p=0,280
80 (%59,3)
p=0,230
63 (%46,7)
p=0,351
54 (%40)
p=0,415
66 (%48,9)
p=0,330

Biyofilm derecesiyle viriilans genler karsilastirilmis ve sonuglar tablo 4.16°de

Ozetlenmistir. Tablo 4.16’e gore biyofilm derecesi 0 olanlarin %386,3°1 (44), 1
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olanlarin %88,5°1 (54), 2 olanlarin %88,2’si (15) ve 3 olanlarin %85,7’si (6) toxA geni
bakimindan pozitiftir. Ancak yapilan inceleme sonucunda biyofilm derecesiyle toxA
geni bakimindan pozitif olma durumu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
bulunamamuistir (p degeri=0,984>0,05). Benzer sekilde Biyofilm derecesi 0 olanlarin
%98’1 (50) plcH geni bakimindan pozitif deger almistir. Geri kalan tiim biyofilm
derecelerinde algD, lasB, plcN ve plcH genleri bakimindan ilgili 6rnekler pozitif deger
almiglardir. Yapilan inceleme sonucunda biyofilm derecesiyle plcH geni bakimindan
pozitif olma durumu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamustir (p
degeri=0,642>0,05). AlgD, lasB ve plcN genleri bakimindan negatif deger alan 6rnek

bulunmadig i¢in ilgili genler bakimindan p degerleri hesaplanamamastir.

Tablo 4.15. Biyofilm derecesiyle viriilans genlerin karsilastiriimasi

Viriilans Genler 0 1 2 3 P Degeri
toxA 44 (%86,3) 54 (%88,5) 15 (%88,2) 6 (%85,7) 0,984
algD 51 (%100) 61 (%100) 17 (%100) 7 (%100) *
lasB 51 (%100) 61 (%100) 17 (%100) 7 (%100) *
plcN 51 (%100) 61 (%100) 17 (%100) 7 (%100) *
plcH 50 (%98) 61 (%100) 17 (%100) 7 (%100) 0,642

Lanotte ve ark. (2004), 81 i KF hastalarina ait toplam 162 P. aeruginosa izolati
ile yaptiklar1 ¢alismada izolatlarin tamaminda algD, lasB, toxA, plcH, plcN genlerini
tespit etmislerdir (Lanotte et al., 2004).

Badamchi ve ark. (2017), 150 adet P. aeruginosa susu ile yaptiklari ¢aligmada
virulans genlerini sirasiyla lasB (%92,9), toxA (%69,4), algD (%60), plcH (%38,8) ve
pleN (%38,8) olarak tespit etmislerdir (Badamchi et al., 2017).

4.4.2. Quarum Sensing Genleri

Intakt ve internal quarum sensing (lasl, lasR, rhll ve rhIR) gen bolgelerinin
pozitif oranlar1 sirasiyla n:127 (%93,38), n:113 (%83,08), n:134 (%98,52), n:127
(%93,38); n:130 (%95,58), n:132 (%97,05), n:136 (%100), n:134 (%98,52) oldugu
gozlemlenmistir (Tablo 4.17). Sekil 4.9 ve sekil 4.10°de ornek jel goriintiileri

verilmistir.
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Tablo 4.16. Intakt ve Internal (lasl, lasR, rhil ve rhIR) genlerinin PZR sonuglari

lasl lasR rhil rhiR lasl lasR rhil rhiR
(Intakt (Intakt (Intakt (Intakt (Internal  (Internal  (internal  (Internal
Qs Qs Qs Qs Qs Qs Qs Qs
genler) genler) genler) genler) genler) genler) genler) genler)
Pozitif 127 113 134 127 130 132 136 134
(%93,38) (%83,08) (%98,52)  (%93,38) (%95,58)  (%97,05) (%100) (%98,52)
Negatif 9 23 2 9 6 4 0 2
136 136 136 136 136 136 136 136

ML 2 3 4 05 0 2 B8 0 Il Il D 1314 15 16 17 18 19 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
= - A

v o a-—tJ‘o:-—.“b—A--“
RRPRINY . PRI
- - “
=] ¢«
200 g 009 540 S e s S D S e D e D D G e 3
100 ¢

Sekil 4.9. internal jel goriintiisii 1. set (lasl, thIR) (solda), 2. set (lasR, rhlI) (sagda). M: Marker,
1: Pozitif kontrol, 2-19: Klinik suslar

2 567 8 9 2 516 17
M123 4567 8001 1R13MBII7IEID IR ER ISR A i e

Sekil 4.10. Intakt jel goriintiisii 1. set (lasR, rhIl) (solda), 2. set (las], rthIR) (sagda). M: Marker,
1: Pozitif kontrol, 2-19: Klinik suslar

Ornek tiiriiyle quarum genleri arasindaki iliskiler kikare analiziyle incelenmis ve
sonuglar tablo 4.18’de verilmistir. Tablo 4.18’e gore 6rnek tiirii ile rhll (intakt) ve rhiR
(internal) viriilans genler arasinda %95 giivenle istatistiksel olarak anlamli bir iliski
tespit edilmistir (p degeri<0.05). Diger genler ile 6rnek tiirli arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir iligski bulunamamistir (p degeri>0.05).
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Tablo 4.17. Ornek tiirleri ile quarum sensing genleri arasindaki iliskinin incelenmesi

Ornek Tiirii

Trakeal Aspirat Ornegi
Orta Akim idrar Ornegi
Yara Siiriintiisii

Kateter hub'indan kan
Kulak siiriintiisii

Kan

BOS

Periferik venden kan
Balgam

Diyalizat

Peritoneal s1ivi
BAL-Bronkoalveolar Lavaj
Ornegi

Kateter ucu

Ameliyat Materyali

Gobek

Toplam

P Degeri

lasI (intakt)

71 (94,7)
20 (90,9)
6 (100)
4 (66,7)
5 (100)
3 (75)
4 (100)
4 (100)
2 (100)
2 (100)
2 (100)
1 (100)
1 (100)
1 (100)
1 (100)
127
0,639

lasR (intakt)

59 (78,7)
19 (86,4)
5 (83,3)
5 (83,3)
4 (80)
4 (100)
4 (100)
4 (100)
1 (50)
2 (100)
2 (100)
1 (100)
1 (100)
1 (100)
1 (100)
113
0,939

rhll (intakt)

75 (100)
22 (100)
6 (100)
6 (100)
4 (80)
4 (100)
4 (100)
4 (100)
2 (100)
2 (100)
1 (50)
1 (100)
1 (100)
1 (100)
1 (100)
134
0,000<0,05

rhiR (intakt)

70 (93,3)
22 (100)
6 (100)
5 (83,3)
4 (80)
3 (75)
4 (100)
4 (100)
2 (100)
2 (100)
1 (50)
1 (100)
1 (100)
1 (100)
1 (100)
127
0,463

lasl
(Internal)

72 (96)
20 (90,9)
6 (100)
5(83,3)
5 (100)
4 (100)
4 (100)
4 (100)
2 (100)
2 (100)
2 (100)
1 (100)
1 (100)
1 (100)
1 (100)
130
0,988

lasR
(internal)

74 (98,7)
20 (90,9)
6 (100)
6 (100)
5 (100)
4 (100)
3 (75)
4 (100)
2 (100)
2 (100)
2 (100)
1 (100)
1 (100)
1 (100)
1 (100)
132
0,649

rhil
(internal)

75 (100)
22 (100)
6 (100)
6 (100)
5 (100)
4 (100)
4 (100)
4 (100)
2 (100)
2 (100)
2 (100)
1 (100)
1 (100)
1 (100)
1 (100)
136

*kk

rhiR
(internal)

74.(98,7)
22 (100)
6 (100)
6 (100)
5 (100)
4 (100)
4 (100)
4 (100)
2 (100)
2 (100)
1 (50)
1 (100)
1 (100)
1 (100)
1 (100)
134
0,003<0,05
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Antibiyotik diren¢ oranlariyla quarum sensing genler karsilastirilmis ve sonuglar tablo 4.19°de 6zetlenmistir. Tablo 34’e gore lasL
(intakt) olan 6rneklerde amikasin antibiyotigine direng gosterenlerin orani %27,6 (35)’dir. Yapilan incelemelerde lasL (intakt) ve rhiR
(intakt) genlerinin goriinmesiyle piperasilin/tazobaktam antibiyotigine karsi olusan diren¢ arasinda %95 giivenle istatistiksel olarak
anlamli bir iligki bulunmustur (p degerleri=0,028<0,05). Diger antibiyotiklerle quarum sensing genleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir iliski tespit edilememis olup yiizde oranlar1 ve p degerleri tabloda belirtilmistir (p degeri>0,05) (Tablo 4.19). Tablo 4.19’de * ile

gosterilen p degerleri ilgili genin goriinmedigi (negatif oldugu) herhangi bir 6rnek mevcut olmadigindan hesaplanamamastir.

Tablo 4.18. Antibiyotik direng oranlariyla quarum sensing genlerin karsilagtirilmasi

Antibivotikler lasL lasR rhiL rhiR lasL lasR rhiL rhiR
y (Intakt) (Intakt) (Intakt) (Intakt) (Internal) (Internal) (Internal) (Internal)
Amikasin 35 (%27,6) 27 (%23,9) 36 (%26,9) 36 (%28,3) 35 (%26,9) 35 (%26,5) 37 (%27,2) 37 (%27,6)
p=0,728 p=0,054 p=0,466 p=0,262 p=0,730 p=0,298 p=* p=0,384
. 77 (%60,6) 68 (%60,2) 81 (%60,4) 77 (%60,6) 78 (%60) 79 (%59,8) 82 (%60,3) 81 (%60,4)
Imipenem
p=0,764 p=0,951 p=0,764 p=0,764 p=0,744 p=0,542 p=* p=0,764
L evofloksasin 69 (%54,3) 61 (%54) 75 (%56) 70 (%55,1) 71 (%54,6) 74 (%56,2) 76 (%55,9) 75 (%56)
p=0,171 p=0,323 p=0,866 p=0,500 p=0,166 p=0,810 p=* p=0,866
50 (%39,4) 42 (%37,2) 54 (%40,3) 51 (%40,2) 52 (%40) 53 (%40,2) 55 (%40,4) 54 (%40,3)
Meropenem
p=0,339 p=0,085 p=0,781 p=0,800 p=0,626 p=0,693 p=* p=0,781
Piperasilin 051, 051, 053, 051, 093, () 053, 053,
i ili 65 (%51,2) 58 (%51,3) 72 (%53,7) 65 (%51,2) 69 (%53,1) 70 (%53) 73 (%53,7) 72 (%53,7)
/Tazobaktam p=0,028 p=0,223 p=0,916 p=0,028 p=0,514 p=0,385 p=* p=0,916
. . 72 (%56,7) 65 (%57,5) 79 (%59) 72 (%56,7) 76 (%58,5) 77 (%58,3) 80 (%58,8) 79 (%59)
Piperasilin
p=0,058 p=0,494 p=0,798 p=0,058 p=0,690 p=0,505 p=* p=0,798
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Tablo 4.18. Devami

Sefepim 56 (%44,1) 49 (%43,4) 62 (%46,3) 56 (%44,1) 59 (%45,4) 60 (%45,5) 63 (%46,3) 62 (%46,3)

P p=0,051 p=0,125 p=0,916 p=0,051 p=0,307 p=0,243 p=* p=0,916
Seftazidim 49 (%38,6) 41 (%36,3) 53 (%39,6) 48 (%37,8) 51 (%39,2) 51 (%38,6) 54 (%39,7) 54 (%40,3)
p=0,315 p=0,071 p=0,764 p=0,087 p=0,598 p=0,143 p=* p=0,248

Siorofloksasin 62 (%48,8) 56 (%49,6) 66 (%49,3) 64 (%50,4) 62 (%47,7) 64 (%48,5) 66 (%48,5) 65 (%48,5)
P p=0,800 p=0,595 p=0,167 p=0,102 p=0,363 p=0,952 p=* p=0,967

Biyofilm derecesiyle quarum sensing genler karsilagtirilmis ve sonuglar tablo 4.20°de 6zetlenmistir. Tablo 4.20’¢ gore biyofilm
derecesi 0 olanlarin %90,2’si (46), 1 olanlarin %95,1°i (58), 2 olanlarin %94,1’i (16) ve 3 olanlarin %100’ (7) intakt LasL geni
bakimindan pozitiftir. Ancak yapilan inceleme sonucunda biyofilm derecesiyle LasL geni bakimindan pozitif olma durumu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamaistir (p degeri=0,652>0,05). Diger biyofilm derecesi ile quarum sensing genleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski tespit edilememis olup yiizde oranlari ve p degerleri tabloda belirtilmistir. Internal RhL geni

bakimindan negatif deger alan 6rnek bulunmadig: icin, Tablo 4.20°de ilgili gen i¢in p degeri hesaplanamamugtir.
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Tablo 4.19. Biyofilm derecesiyle quarum sensing genlerin karsilastirilmasi

Quarum Sensing

Genler 0 1 2 3 P Degeri
lasL (intakt) 46 (%90,2) 58 (%95,1) 16 (%94,1) 7 (%100) 0,652
lasR (Intakt) 42 (%82,4) 50 (%82) 14 (%82,4) 7 (%100) 0,681
rhiL (intakt) 50 (%98) 60 (%98,4) 17 (%100) 7 (%100) 0,929
rhIR (Intakt) 46 (%90,2) 58 (%95,1) 16 (%94,1) 7 (%100) 0,652

lasL (internal) 48 (%94,1) 59 (%96,7) 16 (%94,1) 7 (%100) 0,836
lasR (internal) 48 (%94,1) 60 (%98,4) 17 (%100) 7 (%100) 0,451
rhiL (internal) 51 (%100) 61 (%100) 17 (%100) 7 (%100) *

rhIR (internal) 50 (%98) 61 (%100) 16 (%94,1) 7 (%100) 0,336

Primer Express (Applied Biosystems) tarafindan lasl, lasR, rhll ve rhIR genleri
icindeki farkli bolgelere karsilik gelen iki farkli oligoniikleotid primer seti (bir set
intakt gen ve ikincisi internal fragman amplikonlar1) tasarlanarak sentezlenmistir. P.
aeruginosa’nin énemli 6zelligi olan genomik ¢esitliligi nedeni ile genom tizerindeki
internal fragmanlarin farkli boélgelerde yerlesebilecegini ve bazi suslarda intakt gen
bulunurken bazilarinda internal genlerin bulunabilecegini bildirilmistir (Integrated
DNA Technologies) (Entegre DNA Teknolojileri). Bu ¢alismaya gore 5 P. aeruginosa
izolatinin 2’sinde intakt rhIR genine rastlanirken 3 izolatta belirlenmemistir. internal
fragmentte ise tam tersi sonuclar elde edilmis, yani 3 izolatta bulunurken 2 izolatta
tespit edilememistir (Schaber et al., 2004).

Oz (2009), yaptig1 calismada quarum sensing gen bdlgelerinin molekiiler
taramast 30 P. aeruginosa izolatlarinin internal fragman ve intakt gen pozitiflikleri
(lasl, lasR, rhIR, rhII) sirasiyla %0 (n=0), %0 (n=0), %36,66 (n=11), %23,33 (n=7);
%73,33 (n=22), %50 (n=15), %93,33 (n=28), %100 (n=30) oldugu belirlenmistir (Oz,
2019).

Inat (2021), 50 P. aeruginosa susunun quarum sensing sonuglarina gére rhil,
rhiR, lasl, lasR intakt gen bolgesi pozitiflik oranlari sirasi ile %28, %20, %24, %14,
internal gen bdlgesi sonuglar ise %32, %64, %66, %50 oldugu belirlenmistir (Inat et
al., 2021).

Bagkan (2023), 100 P. aeruginosa susuyla yaptig1 ¢caligmadaki quarum sensing
sonuglarina gore rhll, rhIR, lasl, lasR intakt gen bolgesi pozitiflik oranlari sirasi ile
%91, %80, %96, %91; internal gen bolgesi sonuglart ise %90, %90, %95, %95 oldugu
belirlenmistir (Bagkan et al., 2023).
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4.4.3. ERIC-2 Primerleri ile RADP-PZR

Calismaya dahil edilen suskarin filogenetik yakinliklarinin belirlenmesi igin
ERIC-2 primerinin kullanildigi RADP-PZR gerceklestirilmistir. Elde edilen bant
profillerine gore dendograma cizilmistir. Buna gore suslarin %40-%95 arasinda
benzerlik gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.11). %80 esik degeri géz Oniine alinarak
yapilan degerlendirme sonucunda 10-113, 109-39, 50-53, 35-78, 40-74, 45-95-97,
103-49, 133-66, 23-34, 14-28, 1-19, 22-6, 83-86, 105-32, 125-30, 108-82, 117-88
suslarinin kokenlerinin ayn1 olabilecegi belirlenmistir (Rui et al., 2018).

Uzunbayir-Akel ve ark. caligmalarinda farkli kliniklerinden izole edilen 83 P.
aeruginosa izolatinin ERIC-PZR sonuglarina gore 19 iliskisiz klon igerisinde yer
aldiklar1 saptanmistir (Uzunbayir-Akel et al., 2019).

Biyofilm pozitif 24 susla ¢izilen ERIC-PZR dendogram sonucuna gore %80 esik

degerine gore 6 sus ciftinin benzer olabilecegi gézlemlenmistir (Ekselli, 2019).
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Sekil 4.11. izolatlarin RAPD-PCR sonucu goriintiilenen bantlar:
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Tablo 4.20. Tez ¢alismalar1 kapsaminda elde edilen bulgularin toplu sunumu

Calisma
numarasi

10

Biyofilm

Mikroplak
derecesi

toxA
(270)

Pozit
if

algD
(313
)

Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif

lasB
(284

Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif

plcN
(481

)

Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif

picH
(608)

Pozit
if

64

lasl
(inta
kt QS
genl
er)
Pozit
if
Pozit
if
Pozit
if
Pozit
if
Pozit
if
Pozit
if
Pozit
if
Pozit
if
Pozit
if
Pozit
if

PZR
lasR  rhll
(inta (inta
ktQs ktQs
genl genl

er) er)
Pozit Pozit
if if
Pozit Pozit
if if
Pozit Pozit
if if
Nega Pozit
tif if
Pozit Pozit
if if
Pozit Pozit
if if
Pozit Pozit
if if
Pozit Pozit
if if
Nega Pozit
tif if
Pozit Pozit
if if

rhiR
(inta
kt QS
genl
er)
Pozit
if
Pozit
if
Pozit
if
Pozit
if
Pozit
if
Pozit
if
Pozit
if
Pozit
if
Pozit
if
Pozit
if

lasl
(inter
nal QS
genler

)
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif

Pozitif

Pozitif

lasR
(inter
nal QS
genler
)
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Negati

f
Pozitif

rhll
(inter
nal QS
genler

)
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif

Pozitif

Pozitif

rhiR
(inter
nal QS
genler
)
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif

Pozitif

Pozitif



Tablo 4.20. Devam

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif

Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif

Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif

65

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif



Tablo 4.20. Devam

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif

Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif

Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif

66

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Negati

f
Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif



Tablo 4.20. Devam

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif

Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif

Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif

67

Pozitif
Negati
f
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif

Pozitif

Pozitif
Negati
f
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Negati
f
Pozitif
Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Negati
f
Pozitif

Pozitif
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50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif

Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif

Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif

68

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif
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63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif

Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif

Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif

69

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif
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76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif

Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif

Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif

70

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif
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89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif

Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif

Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif
Pozi
tif

71

Negati
f
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Negati
f
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif
Pozitif

Pozitif

Pozitif

Pozitif
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5. SONUCLAR

e Yogun bakimda yatan hastalardan izole edilen P. aeruginosa (n: 136)
izolatlarinin en sik izole edildigi drnek tiiriiniin %55,14 trakeal aspirat 6rnegi
oldugu saptanmistir.

e En yiiksek antibiyotik direng oranlarinin %60,29°unda imipenem oldugu tespit
edilmistir.

¢ Biyofilm mikroplak yontemine gore derecelendirme (0,1,2,3) oranlari sirasi ile
%37,5, %44,85, %12,5, %5,15 oldugu belirlenmistir.

e Mikroplak ydntemine gore giiclii (3+) biyofilm iireten suslarin baicalin MIK
degeri >1024 pg/ml, sub-MIK degerinin 512 pg/ml oldugu belirlenmistir.

o Seftazidim, kolistin kombinasyonu dama tahtasi yontemi ile ¢aligarak
degerlendirilmis olup sinerji olusumu goézlemlenmemistir.

e Calismaya dahil edilen suslarin %87,50’sinde toxA, %99,26’sinda plcH,
%100’tinde algD, lasB ve plcN pozitif oldugu belirlenmistir. Ayrica intakt ve
internal quarum sensing (lasl, lasR, rhll ve rhlR) gen bdlgelerinin pozitif
oranlar1 sirastyla %93,38, %83,08, %98,52, %93,38; %95,58, %97,05, %100,
%98,52 oldugu saptanmigtir.

¢ ERIC-PZR yo6ntemi sonucuna gore 10-113, 109-39, 50-53, 35-78, 40-74, 45-
95-97, 103-49, 133-66, 23-34, 14-28, 1-19, 22-6, 83-86, 105-32, 125-30, 108-

82, 117-88 suslarinin kokenlerinin ayn1 olabilecegi belirlenmistir.
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