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OZET
Kan Kiiltiirlerinden Izole Edilen Pseudomonas aeruginosa Suslarinda
Biyofilm ve Tip 3 Sekresyon Sistemi Arasindaki iliskinin Arastiriimasi
Dr. Hazel MALAS IREN

Bu calismada Pamukkale Universitesi Saglik Arastrma Uygulama Merkezi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda kan kiiltiirlerinden izole edilen P. aeruginosa
suslarinin biyofilm olusumu, Tip 3 sekresyon sistemi (T3SS), iliskili genler ve
antibiyotik direngleri arastirilmasi amaglanmuistir.

Calismaya alman 100 susun 50 tanesi yogun bakim Unitelerinden (%50), 50
tanesi (%50) yogun bakim disindan gonderilen kan kiltiri orneklerinden izole
edilmistir. Kongo kirmizis1 agar besiyerinde 100 P. aeruginosa susunun 25 tanesinde
(%25) biyofilm olusumu pozitif bulunup, bunlarin 18 tanesi (%36) yogun bakim
Unitelerinden gonderilirken, 7 (%14) tanesi yogun bakim disindan gonderilmistir.
Yogun bakim Unitelerinden gonderilen érneklerde yogun bakim digindan génderilen
orneklere gore biyofilm olusumu istatiksel agidan anlamli diizeyde fazla bulunmustur
(p<0.05). Mikrotitrasyon plagi yontemi ile yapilan biyofilm g¢alismamizda P.
aeruginosa suslarinin 69 tanesinde (%69) biyofilm olusumu pozitif tespit edilmistir.
Yogun bakim iinitelerinden gonderilen kan kiiltiirlerinden izole edilen suslarin 34
tanesinde (%68) biyofilm olusumu pozitif saptanmistir. Yogun bakim disindan
gonderilen Orneklerden elde edilen suslarin 35 tanesinde (%70) biyofilm olusumu
pozitif saptanmistir. Kongo kirmizis1 agar besiyerinde degerlendirilen biyofilm ile
mikrotitrasyon plak yontemi arasindaki uyum karsilastirildiginda yontemler arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik mevcuttur (p<0.05).

Cahsmada P. aeruginosa suslarmin en yiksek antibiyotik direnci %20
oraninda seftazidime ve %19 oraninda imipeneme kars1 goriilmiistiir. Yogun bakim
tinitelerinden gonderilen 6rneklerden izole edilen suslarda siprofloksasin haricinde
antibiyotik direng oraninin yogun bakim disindan gonderilen 6rneklerden izole edilen
suslardaki antibiyotik direnglerine gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Biyofilm
olugturan grubun; sefepim, seftazidim, imipenem, piperasilin-tazobaktam
antibiyotikleri diren¢g oranlarmin biyofilm olusturmayan gruba gore daha yliksek

oldugu goriilmiistiir.
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Pseudomonas aeruginosa’da biyofilm olusumu iliskili genlerin varligi (pslA,
pelA, ppyR) ve P.aeruginosa’'min Tip 3 sekresyon sisteminde gorev alan (exoS, exoY,
exoT, exoU) genlerin varligi arastirilmistir. Calisgmada 100 susun tamaminda (%100)
pslA geni, 99’unda (%99) pelA geni, 99’unda (%99) ppyR geni pozitif saptandi. pslIA
geni pozitif 100 susun kongo kirmizisi agar besiyerinde; 25 tanesi biyofilm pozitif
(%25), pelA geni pozitif 99 susun kongo kirmizisi agar besiyerinde; 25 tanesi
biyofilm pozitif (%25.3), ppyR geni pozitif 99 susun kongo kirmizisi agar
besiyerinde; 25 tanesi pozitif (%25.3) saptandu.

pslA geni pozitif 100 susun mikrotitrasyon plak yonteminde 69 tanesi (%69)
biyofilm pozitif, pelA geni pozitif 99 susun mikrotitrasyon plak yonteminde; 68
tanesi (%68.7) biyofilm pozitif, ppyR geni pozitif 99 susun mikrotitrasyon plak
yonteminde; 68 tanesi (%67.7) biyofilm pozitif saptandi.

Antibiyotik direngleri ile biyofilm genleri karsilastirilmasinda pslA geni pozitif
suslarda en yiliksek diren¢ orani seftazidime (%20) ve sirasiyla imipenem (%19),
piperasilin-tazobaktam (%18) ve sefepime (%17) kars1 goriilmistiir. pelA ve ppyR
genindeki pozitiflik durumlarina gore antibiyotik direng dagilimlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemistir.

Calismamizda 100 P. aeruginosa’nin 88’inde (%88) exoS geni, tamaminda
(%100) exoY ve exoT geni, 27’sinde (%27) exoU geni pozitif saptandi. exoS, exoU
biyofilm olusturan izolatlarda olusturmayan izolatlara gére daha fazla oranda pozitif
tespit edilmistir. exoS negatif hastalarda siprofloksasin direnci pozitiflere gore
anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0.05). exoU pozitif hastalarda levofloksasin
direnci negatiflere gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0.05).

Biyofilm olusturan suslarda biyofilm genlerinden en az biri pozitif
saptanmustir. Biyofilm genleri pozitif saptanan suslarda Tip-3 sekresyon sistemi
genlerinden en az biri saptanmis olup, biyofilm olusumu ile tip 3 sekresyon sistemi
virtlans faktorlerinin Klinik anlamda iliskili oldugu distiniilmiistiir. P. aeruginosa’da
biyofilm ve T3SS antibiyotik direncine katki saglayan énemli virulans faktorlerinden

oldugu diistintilmiistiir.

Anahtar kelimeler; Pseudomonas aeruginosa, biyofilm, Tip 3 Sekresyon Sistemi
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SUMMARY
Investigation of the Relationship Between Biofilm and Type 3 Secretion
System in Pseudomonas aeruginosa Strains Isolated from Blood Cultures
Dr.Hazel Malas iIREN

This study aimed to investigate the biofilm formation, Type 3 secretion system
(T3SS), related genes and antibiotic resistance of P. aeruginosa strains isolated from
blood cultures in Pamukkale University Health Research and Application Center
Microbiology Laboratory.

Of the 100 strains included in the study, 50 (50%) were isolated from intensive
care units, while 50 (50%) were isolated from non-intensive care departments.
Biofilm formation was positive in 25 (25%) of 100 P. aeruginosa strains on Congo
red agar; among these, 18 (36%) were sent from intensive care units, while 7 (14%)
were sent from non-intensive care departments. Biofilm formation was significantly
higher on samples sent from the intensive care units compared to those from non-
intensive care departments (p<0.05). Biofilm formation was positive in 69 (69%) of
P. aeruginosa strains in our biofilm study performed with the microtitration plate
method. Biofilm formation was positive in 34 (68%) of the strains isolated from
blood cultures sent from intensive care units. Biofilm formation was positive in 35
(70%) of the strains obtained from samples of non-intensive care departments
(p<0.05). When the compatibility between the biofilm evaluated on Congo red agar
medium and the microtitration plate method was compared, there was a significant
difference between the methods (p<0.05).

The highest levels of antibiotic resistance were against ceftazidime (20%) and
imipenem (19%). Except for ciprofloxacin, the rate of antibiotic resistance in the
strains isolated from the samples sent from the intensive care units was higher than
the antibiotic resistance in the strains isolated from the samples of non-intensive care
departments. It was observed that the resistance rates of cefepime, ceftazidime,
imipenem, piperacillin-tazobactam antibiotics were higher in the biofilm-forming
group than in the non-biofilm-forming group.

The presence of genes associated with biofilm formation (pslA, pelA, ppyR) in

Pseudomonas aeruginosa and the presence of genes involved in the Type 3 secretion

Ul



system of P.aeruginosa (exoS, exoY, exoT, exoU) were investigated. The pslA gene
was positive in all 100 (100%) strains, the pelA gene was found in 99 (99%) and the
PPYR gene was positive in 99 (99%) strains. While 25 (25%) of 100 strains positive
for pslA gene were biofilm positive on Congo red agar medium; of 99 pelA gene
positive strains, 25 were biofilm positive (25.3%) on Congo red agar medium and of
99 ppyR gene positive strains, 25 (25.3%) were positive on Congo red agar medium.

69 (69%) of 100 strains positive for pslA gene; 68 (68.7%) of 99 strains
positive for pelA gene and 68 (67.7%) of 99 strains positive for ppyR gene were
biofilm positive in microtitration plate method.

In the comparison of antibiotic resistances with biofilm genes, the highest
resistance rates in pslA gene positive strains were against ceftazidime (20%),
imipenem (19%), piperacillin-tazobactam (18%) and cefepime (17%). There was no
significant difference between antibiotic resistance distributions according to the
positivity of pelA and ppyR gene.

ExoS gene was positive in 88 (88%) of 100 P. aeruginosa; while all (100%)
were positive for exoY and exoT genes and 27 (27%) were positive for exoU gene.
exoS was more positive in exoU biofilm-forming isolates than in non-forming

isolates.

Ciprofloxacin resistance was significantly higher in exoS negative patients than
in positive patients (p<0.05). Levofloxacin resistance was significantly higher in

exoU positive patients than in negative patients (p<0.05).

At least one of the biofilm genes was positive in biofilm forming strains. At
least one of the Type-3 secretion system genes were detected in strains with positive
biofilm genes, and it was thought that biofilm formation and type 3 secretion system
virulence factors were clinically related. Biofilm and T3SS were thought to be

important virulence factors contributing to antibiotic resistance in P. aeruginosa.

Keywords; Pseudomonas aeruginosa, biofilm, Type 3 Secretion System
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GIRIS

Hastane enfeksiyonlarmin biiyiikk kismimi olusturan Pseudomonas aeruginosa
keratit, otit, endokardit, pndmoni ve bakteriyemi gibi ¢esitli enfeksiyonlara sebep
olur. Pseudomonas aeruginosa’'nin sebep oldugu enfeksiyonlar ciddi yanik hastalari,
Insan Bagisiklik Yetmezligi (Human Immunodeficiency) Virtsu (HIV) ile enfekte
olan hastalar ve kanser hastalar1 gibi immunsuprese hastalarda ciddi seyreder.
Yuksek 6lim oranlarina sahip olan bakteri, kateterler ve ventilatorler gibi cihazlarda

biyofilm olusturur (1,2).

Pseudomonas aeruginosa, antibiyotiklere direncli bakteriyemilere sebep olur.
Bakterinin sebep oldugu antibiyotik direncinde, ylzey iliskili virtilans faktorler ve
bakterinin salgiladig1r diger virlilans faktorleri etkilidir. Yizey iliskili virtlans
faktorleri olan biyofilm, lipopolisakkarit, flagella ve pili konak hiicreye yapismada
etkilidir (2,3).

Biyofilm, bakterilerin yizeylere tutunmasinda etkili bir virtlans faktériddr.
Biyofilm,  bakterilerin  salgiladigi  ekzopolisakkarit ~ matriksi icindeki
mikroorganizmalarin karmasik sekilde toplanmasiyla olusan bir yapidir. Biyofilm
bakterinin yasama olasiligin1 artrrmakla birlikte, oldiiriilme olasiligini azaltip
antibiyotiklere direncli hale gelmesini saglar. Biyofilm yapist nedeniyle P.
aeruginosa, ventilatorler, kateterler ve cilt yaralarinda kolonize olarak solunum yolu
enfeksiyonlari, peritonitler ve trogenital enfeksiyonlar gibi gesitli klinik durumlara

yol acar (2,3).

Pseudomonas aeruginosa’min salgiladigi viriilans faktorlerinden olan Tip 3
sekresyon sistemi (T3SS), konak hiicre temas1 sonrasinda efektor proteinlerin, konak
hiicre stoplazmasina girisini saglayarak ylksek viriilansa neden olur. Tip 3 sekresyon
sistemi (T3SS), bakteriyemilerde mortaliteyi artirmaktadir. Tip 3 sekresyon
sisteminin biyofilmle iliskili oldugu bilinmektedir. Yapilan g¢aligmalarda, hiicre
iligkili agregasyon asamasinda etkilesim halinde olduklari, karsilikli sistemler

tarafindan kontrol edildikleri belirtilmektedir (4).



Son yillarda P. aeruginosa enfeksiyonlarinda antibiyotiklerin kullaniminin
artisi ciddi antibiyotik direnglerine neden olmustur. Ozellikle hastane
enfeksiyonlarinda tedavi sorunuyla beraber ciddi ekonomik problemlere de neden
olmaktadir. Bu patojenin virtilans faktorlerinin arastirilmasi ve virtlans faktorleri
arast iligkilerin anlasilmasi, bakterinin virlilansinin azaltilmasina yoOnelik tedavi

yaklagimlar1 i¢in yeni umutlar saglayabilir.

Bu calismada Pamukkale Universitesi Saglik Arastrma Uygulama Merkezi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda kan kiiltiirlerinden izole edilen P. aeruginosa
suslarinin biyofilm olusumu, Tip 3 sekresyon sistemi (T3SS) ve iliskili genlerin

varlig1 ve antibiyotik direncinin arastirilmasi amaglanmistir.



GENEL BiLGILER

PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Pseudomonadacea ailesi iginde yer alan Pseudomonas cinsine ait bir¢cok tur;
yaygin olarak sularda, topraklarda yasar ve bu turler nonfermentatif, gram negatif ve
aerobiktir. Bu tiirlerin bazilar1 bitki, hayvan ve insanlar icin patojendir.
Pseudomonas’larin ¢ogu insanlar1 enfekte eder ve hasta drneklerinden en sik izole
edilen klinik 6neme sahip olan insan patojeni y-proteobakteri tiyesi P. aeruginosa ‘dir
(5-7).

Pseudomonas aeruginosa, savunma sistemleri zayiflamis, mekanik ventilatére
bagli, antibiyotik tedavisi alan, cerrahi geciren, kemoterapi alan bireylerde dnemli
firsat¢1 bir patojendir. Hastane icinde kolonize olarak ciddi nozokomiyal
enfeksiyonlara yol acabilir (7-9).

Pseudomonas aeruginosa; kan dolasimi enfeksiyonlari, Uriner sistem
enfeksiyonlari, solunum sistemi enfeksiyonlari, kulak enfeksiyonlari, kemik ve
eklem enfeksiyonlari, g6z enfeksiyonlari, deri ve yumusak doku enfeksiyonlar1 gibi
ok cesitli hastaliklara yol acabilmektedir. Ozellikle immunsuprese hastalarda olusan
hastane enfeksiyonlar1 yiikksek mortalite ve morbiditeye sahiptir. Bu bakterinin
olusturdugu enfeksiyonlarda, antibiyotik direnci tedavide 6nemli sorunlardandir.
Antibiyotik direncinde efflux pompasi, enzim {iretiminin baskilanmasi, biyofilm
formasyonu bu bakterinin olusturdugu énemli direng mekanizmalarimdandir. Olusan
antibiyotik direnci hastane yatis suresini ve mortaliteyi artirarak, dnemli ekonomik

problemlere yol acar (7-9).

Morfoloji ve Boyanma Ozellikleri

Pseudomonas aeruginosa, 1,5-3 pm uzunluk ve 0,5-0,8 pm genislige sahip
gram negatif, diz veya hafif kavisli, kapsilsiz, sporsuz basil veya kokobasildir. Bu
bakteriler; bir uglarinda tek flagellali, (bazen bir ucta birden fazla flagella

bulunduran) genelde ¢ok hareketli ve hicre yuzeyi pilisi Ureten



mikroorganizmalardir. Eski kiiltiirlerde ve antiseptik maddelerin bulundugu

ortamdaki kisa veya ¢ok uzun deforme sekilleri hareketsizdir (9,10).

Kulttr ve Ureme Ozellikleri

Pseudomonas aeruginosa ¢ogu besiyerinde 20-42°C’de kolayca tremekle
birlikte, en iyi 37°C’de Urer. Zorunlu aerob olmasma ragmen nitrat1 son elektron
alicis1 olarak kullanip anaerob olarak da treyebilmektedir. Kanli agarda 3-5 mm
biiyiikliigiinde tizeri diiz, kenarlar1 diizensiz, yesil metalik parlak ve (3-hemolitik
koloniler olusturur. (7,9,10).

Pseudomonas aeruginosa suslar1 temelde, turkuaz, mavi renkli fenazin
pigmenti iceren piyosiyanin ve piyoverdin (fluorescein) adi verilen pigmente
sahiptir. Piyoverdin, piyosiyaninle birlikte tretilir, besiyerinde sar1 yesil koloni
rengine sebep olur (7,9). Bazi suslar da piyorubin (kirmizi), pyomelanin (kahverengi)

ve pigmentleri de olusturur.

Biyokimyasal Ozellikleri

Pseudomonas aeruginosa 'nin katalaz, oksidaz testleri pozitiftir. P. aeruginosa,
karbonhidratlar1 fermente etmemekle birlikte; glukoz, fruktoz, ve ksiloz gibi sekerleri
oksidasyon yoluyla parcalarken, laktoz, maltoz veya sikrozu etkilemez. P.
aeruginosa’nm L-arginin dehidrolaz tretimi pozitif ve L-lizin dekarboksilaz ve L-
ornitin dekarboksilaz Uretimi negatiftir. HoS olusturmamasi, sitrat1 kullanabilmesi,

eskulini pargalamamasi ve nitrattan gaz olusturmasi tanida yardimeidir (7,9,10).

Virulans Faktorleri
Pseudomonas aeruginosa, hicre yizeyi iliskili ve hiicre dis1 virtilans faktorleri
uretir (7,9,11,12).



Bakteriyel Hiicre Yiizeyi Iligkili Viriilans Faktorleri

Kirpik (Flagella)

Pseudomonas aeruginosa nin yiizme seklindeki hareketinden sorumlu olan bu
yapi, epitel hiicre membranindaki gangliosid reseptorlere tutunarak bakteri
adezyonunda ve biyofilm olusumunda yardimcidir. Flagella; Toll benzeri reseptorler

(TLR-5 VE TLR-2) ile etkilesimi ve IL-8 sentezi baslatmasiyla gii¢lii immunojendir
(11,12).

Pilus (fimbriae)

Protein yapida, filament6z, kisa yapidan olusan tip-4 pili; diger prokaryotlarda
hareketten sorumlu degilken, P. aeruginosa’da, segirme seklinde hareketi saglar. Bu
hareket bakteride hizla yayilim ve kolonizasyona sebep olur. Ayrica bu yap1 epitel
hiicrelere tutunmay1 saglar. Flagella gibi kolonizasyonda adezyon asamasinda epitel
hiicre zarinda sialik asitsiz gangliosid reseptorler ile etkilesime girer. Abiyotik
yuzeylerde 6zellikle tip-4 pili in vitro biyofilm olusumunda 6énemli bir yapidir (9,11-
13).

Lipopolisakkarit

Pseudomonas aeruginosa’nin dis membran dis yiizeyinde yer alir. Lipid-A,
buna bagl kor (¢ekirdek) polisakkarid ve O-6zgil polisakkaridi iceren kuyruktan
olusur. 0-6zgil polisakkarid =zincirleri serotiplendirmeyi saglar. Lipid-A;
inflamasyonda  araci, endotoksin ozellikli adezyonda  yardimcidir.
Lipopolisakkaritler, TLR4-MD2 reseptorlerine baglanarak virtilansta 6nemli yer
tutarlar (11).

Aljinat:

Aljinat, mannuronik asit ve glukuronik asidin tekrarlayan polimerlerinden
meydana gelen mukoid ekzopolisakkarittir. Bakterinin nonmukoidden mukoid
fenotipine doniisiimiinde aljinat etkilidir. Bakterinin etrafindaki bu yapi, matriks
etrafinda sekillenip bakteriyi konak savunmasindan korur. Aljinat, bakterinin

adezyonunda ve kolonizasyonunda etkindir (11,12,14).



Aljinat biyofilm olusumu, yapisal stabilitesinde ve biyofilm korunmasinda
onemli rol oynasa da biyofilm olusumunda kesin sart degildir. Bu yapmnin asiri
uretimi  bakteriyi opsonofagositozdan ve antibiyotiklerden koruyup konagin

inflamasyon yanitini azaltir (15).

Hiicre Disina Salgilanan Virllans Faktorleri:

Piyosiyanin:

Suda eriyen fenazin boyasi olan pigment, mavi yesil renkten sorumludur ve bu
bakteriye 6zel bir pigmenttir. Bu pigment bakterinin demir alimi i¢in siderofor gorevi
yapar. Demir kisitliysa pigment tiretimi artmaktadir. Piyosiyaninin siliyer fonksiyonu
bozmasi, notrofillerde apopitozu uyarmasi, immun yanit1 suprese etmesi ve kalsiyum

dengesini bozmasi virulans 6zellikleri iginde sayilabilir (11,16,17).

Piyoverdin:

Kloroformda erimemesi, suda erimesiyle piyosiyaninden ayrilan bu pigment,
bakterinin yesil sar1 renginden sorumludur. Piyosiyanin gibi bakterinin demir alimi
icin siderofor gorevi yapip demir baglar. Diger virllans 6zellikleri piyosiyaninle
benzerdir Bazi suslar piyorubin (koyu kirmizi) ve piyomelanin gibi. (kahverengi-

siyah) pigmentlerini de Uretebilirler (11,17).

Elastaz

Elastaz A ve Elastaz B olmak (zere P. aeruginosa’da iki ¢esit elastini
parcalayan elastaz enzimi bulunur. Bu virlilans faktéri P. aeruginosa’da tip-2
sekresyon sistemi ile sekrete edilen bir metalloproteinazdir. Elastaz, notrofil gocun
kolaylastirir. TNF-alfa ve IFN-gama sitokinlerinin inhibisyonuna sebep olup enfekte

dokularin hayatta kalmasini saglar (18-21).



Alkali proteaz

Alkali proteaz P. aeruginosa nin tip-1 sekresyon sistemi tarafindan sekrete
edilir ve fibrini pargalar. Bu virulans faktoru, yuksek proteotilitik aktiviteye sahiptir.
Clq, C2, C3, sitokinler ve interferon (IFN)-y’y1 inhibe eder (11,22).

Proteaz-4
Proteaz-4; P. aeruginosa nin Keratit patogenezinde onemli yer tutan bir
virtlans  faktorididr. Bu faktor siirfaktan proteinlerini  yikarak akciger

enfeksiyonlarmin patogenezinde de etkilidir (23-25).

Fosfolipaz-C

Fosfotidilinositol ve fosfatidilkolini parcalayan Fosfolipaz-C P. aeruginosa nin
dis membranindan tip-2 sekresyon sistemi ile sekrete edilip hemolitik ve
nonhemolitik olmak iizere ikiye ayrilir. Hemolitik olani Sitokin salinimi artigina

neden olur ayrica nétrofil immun yanitin1 baskilar (26-28).

Ramnolipid

Pseudomonas aeruginosa tarafindan yapilan bir hemolizindir. Ramnolipid
glikolipid yapidadir. Isiya dayanikli biyosiirfaktan yapisiyla yilizey gerilimini
azaltarak biyofilme katki saglar. Konak hiicreye toksiktir ve bakterinin hareketinde

ve biyofilm yapiminda yardimcidir (29,30).

Ekzotoksin-A

Ekzotoksin-A  adenozin difosfat ribozile eden en toksik virtilans
faktorlerindendir. Hiicre digina tip-2 sekresyon sistemi ile salgilanir. Klglk dozlarda,
deney hayvanlarina 6ldiiriicii etkisi vardir ve iiretimi demir miktarlarindan etkilenir.
Ekzotoksin-A ADP’yi ribozile ederek elongasyon fakttr-2 inhibisyonu ile protein
sentezini inhibe ederek patogenezde rol oynar. Dokulari nekrotize edip,

kolonizasyonu kolaylagtirmaktadir (3,11).



BiYOFIiLM

Tarihge

Biyofilmi ilk olarak Van Leeuwenhoek 1684’te dis plaklarinin yizeylerindeki
mikroorganizmalar1 gézlemleyerek tanimlamistir. Daha sonra Heukelekian ve Heller
1940°da deniz mikroorganizmalarinda sise etkisi ile bakteri tremesi ve aktivitesini
artiran yiizey olarak gézlemlemislerdir. Zobel 1943’te yizeylerdeki bakteri miktarini
incelemistir.  Characklis  1973’te;  endustriyel su  sistemlerinde  yuzey
mikroorganizmalarini inceleyip; bu mikroorganizmalarin klor gibi dezenfektanlara
direncli olduklarim1 gostermistir. 1978°de Costerton ve ark, dental plaklarda
mikroorganizmalarm canli ya da cansiz ylizeylere yapisip, ekolojiye etkilerini

aciklayan biyofilm teorisini ortaya koymustur. (31).

Biyofilm Yapis1

Biyofilm yiizeyle iliskili tek veya farkli tiirde mikroorganizmalarin proteinler,
nikleik asitler ve polisakkaritler gibi polimerik maddelerden olusan ekzopolisakkarit
matriksinde ¢ogalip geri doniistimsiiz sekilde bir araya gelerek olusturdugu; canli ve
cansiz yiizeylere yapismayi saglayan, olusmasinda cesitli faktorlerin etkili oldugu

yapidir (31,32).

Bakteriler tarafindan iiretilen biyofilm yapisi; polisakkaritler, proteinler ve
ekstraselliiller DNA, su, iyonlar gibi farkli bilesenlerden olugsan kompleks bir yapidir.
Biyofilm biyokutlesinin %2 ile %215’ini bakteri hiicreleri olustururken ¢ogunu
hidrath  ekzopolisakkaritler ~olusturur. Biyofilm matriks yapisi, %50-90’1
ekzopolisakkaritlerden olusmakla birlikte tiirler arasinda degisir. P.aeruginosa nin
olusturdugu biyofilmlerde U¢ ana tip ekzopolisakkarit pel, psl ve aljinattir. Bazi
biyofilm matriksleri; mineral kristalleri, korozyon kil partikilleri ve kan bilesenleri

gibi nonselltler maddeler de bulundurabilmektedir (31-37).

Ekzopolisakkarit yapisit notr veya polianyoniktir. Bunun dnemi; polimerlerin
kalsiyum, magnezyum gibi katyonlara baglanmasi ve daha fazla baglanma

kuvvetiyle biyofilm yapismin saglamliginin saglanmasidir. Ayrica ekzopolisakkarit



yapist; hidrate yapisiyla igerdigi hidrojen bagiyla kendi yapisina yiiksek miktarda su
molekdll katabilir (31,33).

Biyofilm Olusumunda Etkili Faktorler:

Biyofilm olusumunda yiizey ile sivi ortam (su, kan vb.) arasindaki kati-sivi
tabaka mikroorganizmalarin baglanmasi ve biiylimesi i¢in ideal ortam saglar.
Biyofilm olusumunda; ekstaselliler DNA, substrat, ortam Ozellikleri, siv1 besiyeri
Ozellikleri ve biyofilmi olusturan mikroorganizmalarin 6zellikleri gibi faktorler
onemlidir (31).

Ekstaselluler DNA

Pseudomonas aeruginosa’nin  olusturdugu biyofilm yapisinda bulunan
kromozomal DNA’dan iiretilen hiicreler arasi bilesen olan ekstraselliler DNA
(eDNA), biyofilme besin kaynagi saglama ve antibiyotiklere direng gibi gOrevler
ustlenir (37).

Ekstaselliiler DNA’nin iretimi, piyosiyanin gibi fenazin molekiillerinin
uyarimi ile diizenlenmektedir. P. aeruginosa’da fenazin sentezinde yetersizlikte
eDNA daha az iiretilmesiyle beraber biyofilmde kalinlik ve biyokiitlede ciddi azalma
gozlenmistir (12).

Pseudomonas aeruginosa 'nin olusturdugu biyofilm yapisinda; ekstrasellller
DNA biyofilm olusumunda etkili psl polisakkariti ile beraber, birbiriyle etkileserek
psl-eDNA agmi olustururlar. Bu ag bakterilerin birbirleriyle adezyonunu
giiglendirmis olur. Ayrica Ca*? katyonik iyonu negatif yiik tastyan ekstaselliiler
DNA’ya baglanip bakterilerin capraz kopriilenmesini saglamlastirarak biyofilm

yapisina katkida bulunur. eDNA pH’1 diislirerek biyofilme asidik yapi kazandirir
(12,13).



Substrat

Mikroorganizmalarin yizeye tutunmasi; yuzeydeki fizikokimyasal faktorlerden
etkilenir. Kat1 ylizey biyofilm baglanma siirecinde onemlidir. Yiizey pirizliligi
arttikca mikrobiyal kolonizasyon derecesi de artmaktadir. Yiizey piiriizligii kayma
Kuvvetleri azalmasi ve yiizey alanmin artmasini saglar. Plastik gibi hidrofobik
maddelere baglanma cam ve metal gibi hidrofilik malzemelere gore daha hizli

gerceklesmektedir (31).

Ortam Ozellikleri

Stvisal ortamdaki kat1 yiizey hizla polimerlerle kaplanir ve bu modifikasyon
mikrobiyal baglanma hizin1 ve miktarini etkiler Insanlarda sartlar farkli olabilir.
Ornegin ag1iz boslugundaki dis yiizeylerinde protein yapili biyofilm gelisir.
Bakterilerin biyomalzemelere yapismasinda kan, gbzyasi, idrar, tlkrik, interstisyel

s1v1 ve solunum sekresyonlar1 gibi konak faktorleri etkilidir (31).

St Besiyerlerinin Ozellikleri
Bir mikroorganizmanin substrata tutunmasinda sivi besiyerlerinin pH’1, besin
miktari, iyonik kuvvetler ve ortam sicakligi etkilidir. Besin miktarindaki artis bakteri

miktarini artirmaktadir. (31).

Biyofilmi Olusturan Mikroorganizmalarin Ozellikleri

Mikrobiyal hcrelerin 6zellikleri; mikroorganizmalarin yiizeye baglanma
hizinda ve derecesinde 6nemli rol oynar. Mikroorganizmalarin hiicre ylizeyinin
hidrofobikligi, fimbria, flagella varlig1 ve ekzopolisakkarit iiretim yetenegi biyofilm
olusumunu etkileyen faktorlerden bazilaridir. Mikroorganizmanin hiicre yiizeyindeki
hidrofobiklik, ylizeylere yapismada 6nemli olup, substrat ylizeyi ve hiicre ylizeyi
arasindaki nonpolar etkilesimi artirir. Epitel hiicrelerine tutunmay1 saglayan fimbria
yapist, hiicre yiizeyi hidrofobikligini artirir. Bu yapi, yiksek oranda hidrofobik
aminoasit kalintilar1 icermektedir. Gram negatif hiicre bakteri duvarindaki
lipopolisakkaritin O antijen yapisi, hidrofilik 6zellikte olmakla birlikte, O antijeni
icermeyen Pseudomonas mutantlarinda hidrofobik materyallere yapismanin fazla

oldugu gosterilmistir. Ayrica bazi ¢aliymalarda hareket yetenegine sahip hucrelerin
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hareketsizlere gore materyallere daha hizli baglanip biyofilm olusturabildigi
gosterilmistir. Mikroorganizmalarin hareket kabiliyetinde onem tasiyan flagella,
bakteriyel yapigsmada itici kuvvetleri agmak gibi Oonemli gorev istlenir. Ayrica
mikolik asitler de hidrofobik icerigiyle bu yapiy1 igceren bakterilerde yapigsmada
kolaylik saglar (31).

Sonugta, hiicre yiizey yapilari olan fimbria, lipopolisakkarit, ekzopolisakkarit,
flagella gibi yapilar baglanma asamasinda Onemli rol Ustlenir. Polar olmayan
bolgeleri iceren hiicre ylizeyindeki polimerik yapilar hidrofobik tabakalara baglanma
egilimindeyken ekzopolisakkarit, lipolisakkaritler gibi yapilar da hidrofilik yuzeylere
yapisma egilimindedir (31).

Biyofilm Olusum Evreleri
Biyofilm  olusum evreleri mikroorganizmalarin  yilizeye tutunmasi,
mikroorganizmalarin birbirlerine geri doniisiimsiiz baglanmasi, kolonizasyon ve

mikrokolonilerin olusumu, biyofilm olgunlasmasi ve dagilmasindan olusur (32,38).

Biyofilm olusumunda ilk evre g¢evresel stres altinda meydana gelen
mikroorganizmalarin yiizeye geri doniisiimlii olarak tutunmalaridir. Bu evrede
mikroorganizmalarin sahip olduklar1 flagella, fimbria gibi itici yapilar ve tutunulan
yiizeyle aradaki elektrostatik ve fiziksel etkilesimler mikroorganizmalarin yiizeye
kisa siirede tutunmasmi saglar. Bakteriler ylizeyle birlesir ve proteinler,
polisakkaritler, lipidler ve eDNA dahil olmak Uzere hiicre dist polimerik maddeler
uretir. Kusith flagellar hareket segirme motilitesine ve yiizey birlesmesi i¢in gerekli
olan ekzopolisakkaritlerin biyosentezine aracilik eder. P. aeruginosa nin tip-4 pili
yapist O-polisakkarit zinciri kombinasyonuyla tutunmayi daha da kolaylastirir
(15,39).

Pseudomonas aeruginosa‘da musinin glikolizasyonu tutunmada etkilidir.
Ayrica hiicre yiizeyi iliskili miisin ve piliden farkli olarak adezinler yoluyla da
yiizeye yapisma kolaylasir. Mukus salgilayan hiicrelerle epitel tabakasinin

olusturdugu mukozal bariyer bakterinin bazolateral yiizeye ulagsmasini engeller; bu

11



bariyer bozulursa P. aeruginosa alt tabakalara kolayca iner. Hiicre dis1 bazal

membran proteinleri fibronektin, laminin ve kollajenler de yayima ve

kolonizasyonda etkilidir (12,13).

Pseudomonas aeruginosa ikinci evrede; lipopolisakkarit yapisini degistirerek
biyofilmin kaliciligin1 saglar. Lipopolisakkarit-A {iretimi hidrofobikligi artirarak
hidrofobik yiizeylere tutunmay1 gergeklestirirken, lipolisakkarit-B  hidrofilik
yapisiyla hidrofilik yapilara baglanmayi kolaylastirir (12,13).

Mikroorganizmalar yiizeye tutunduktan sonra populasyon yogunlugu, besin
miktar1, pH gibi cevresel faktorlere uyum saglamak igin metabolizmalarinda gesitli
dizenlemelerde bulunarak birbirleriyle iletisim halinde olurlar. Bu haberlesme
sistemine "Quarum Sensing Sistemi” bir diger deyisle "Minimum Populasyon Birimi
Algilama” denir. Kurulan iletisim sonrast bakteri hiicreleri salgiladiklar1
ekzopolisakkaritlerle, birbirlerine ve yiizeye geri doniisiimsiiz olarak baglanirlar (6).
Quarum sensing sistemi bakterinin gen ekspresyonunu duzenleyen molekullerle (N-
acil homoserin lakton gibi) biyofilm olusumunu diizenlemektedir Ayrica
biyoliminesans, virtilans faktorlerinin ifadesi, antibiyotik Gretimi gibi bircok olayda
bu sistem etkilidir (6).

Biyofilm olusumunda iigiincii evre kolonizasyon ve mikrokoloni olusumudur.
Bakteriler yiizeye tutunma sonrasinda boliinerek kendi mikrokolonilerini olusturur.
Quarum sensing sistemi ile koloni olusumu daha da desteklenip direngli yapi
kazanilir. En son evrede bakteri ya da bakteri topluluklar1 hareketlenip biyofilm Gst

tabakadan koparak baska odaklarda yayilir (32).

Mikroorganizmalarin Biyofilm Olusturma Sebepleri
Bakterilerin biyofilm i¢inde planktonik bakterilere gore biiyiime hizlar1 diisiik
olsa da bu yapmnin olusmasinda c¢esitli sebepler vardir. Bunlar yasanabilir ortam ve

topluluk olusturma, savunma, adezyon ve kolonizasyon gibi sebeplerdir (40,41).
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Yasanabilir Ortam
Bakteriler ortamdaki glukozu ve ekzopolisakkaritleri kullanarak biyofilm
yapisini olusturmayi artirirlar. Yiizeye baglanma asamasinda bakterilerin genlerinde

diizenlemeyle biyofilm igin uygun ortam saglanir (40,41).

Topluluk Olusturma

Bakteriler biyofilm olusturduklar1 gibi cevre faktorlerine (besin, pH, 1s1 vb.)
eksprese ettikleri genler araciligiyla hizla planktonik hale gecerek cevap verirler. Bu
cevabi olusturmalarmda quarum sensing denilen haberlesme sistemi Onemlidir.
Biyofilmdeki tiim bakteriler, ¢cevre faktorlerine ayni anda cevap vererek toplu yasam
sergilerler (42).

Savunma
Bakteriler biyofilm yapisi sayesinde ortam pH farkliliklarindan, konak
immunitesinden, dezenfektanlardan ve antibiyotiklerden daha az etkilenip kronik

enfeksiyonlara ortam hazirlarlar (43).

Adezyon ve Kolonizasyon

Biyofilm igerdigi ekzopolisakkarit yapisi i¢indeki su ve oksijen miktariyla
bakterilerde sabit bir yap1 olustururur. Bu sabit yap1 konak matriks yapi1 proteinleri,
bakterinin pili ve flagella gibi yapilar1 sayesinde olur. Bakteri ylzey proteinleri;
konak¢inin fibrinojen, fibronektin ve elastin gibi ekstraselliiler matriks proteinlerine
tutunurlar. Tutunma sonrasinda bolgeye yerlesen bakteriler bir yandan belli bir
popllasyona ulasmak i¢in ¢ogalirken diger yandan da biyofilm olusturma 6zelligine
gore biyofilm yapimina baglarlar. Biyofilm olusumu baslayinca adezyon faktorleri
uyarimi azalir (42,44,45).

Biyofilm Olusumunun Klinik Onemi:

Biyofilmler canli dokularda, kalic1 tibbi cihazlarda, endustriyel veya icme suyu
sistemi borular1 ve dogal su sistemleri dahil ¢esitli yiizeylerde olusabilmektedir.
Ulusal Saglik Enstitiileri’nin yaymina g0re (46), P. aeruginosa enfeksiyonlarmnin

%80°’den fazlas1 P.aeruginosa olusturdugu biyofilmle; kan dolasimi enfeksiyonlari,
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kateter enfeksiyonlari, Ust solunum yolu enfeksiyonlar1 ve trogenital enfeksiyonlara
yol acar. Ozellikle konaktaki kronik enfeksiyonlar; biyofilm olusumu ile paralellik
gosterir (12,47).

Biyofilmdeki glikokaliks antibiyotik penetrasyonuna karsi polianyonik bariyer
gorevinde bulunarak inflamasyona ve antibiyotik direncine yol agarak hastalarda
kalict enfeksiyonlara neden olur. Hiicre dis1 biyofilm matriksi birincil yapilari

antibiyotiklerden ve immun olaylardan koruma islevindedir (33,35,48).

Bakterilerin olusturdugu biyofilm yapilarinin sebep oldugu antibiyotik
direncini etkileyen birgok faktor vardir. Bunlar arasinda antimikrobiyal ilaglarin
biyofilmlere penetrasyonunda azalma, biyofilm i¢inde degisen mikrogevre, yizeyde
oksijen tiiketimiyle derin katmanlarda anaerobik suslarla antibiyotigin inaktivasyonu,
biyofilm i¢indeki osmotik ortam degisimiyle osmotik stres sayilabilir. Ayrica
enzimlerim modifikasyonu, hedef bélge mutasyonu biyofilm olusturan bakterilerde
antibiyotik direncine katkida bulunur (12,35,49).

Pseudomonas aeruginosa Patogenezinde Biyofilm iliskili Genlerin Rolii

Pseudomonas aeruginosa nin biyofilm olusumunda bakteri tarafindan
sentezlenen ekzopolisakkaritleri kodlayan ¢ 6nemli gen psl, pel ve ppyR genleridir.
Bu genlerin ekspresyonu, biyofilm matriksinin karbonhidrat yodniinden zengin

yapisinin olusumunda 6nemli yer tutar (8,50,51).

psl (Polisakkarit Sentez Lokusu)

Psl polisakkariti D-mannoz, L-ramnoz ve D-glukoz ve D-mannoz
tekrarlarindan olusan bir ekstraselliler pentasakkarittir (52). Bu polisakkariti
kodlayan genlerden biri olan pslA geni; 15 genden olusan operondur (53). Bu operon,
hem mukoid olan hem mukoid olmayan P. aeruginosa suslarinda biyofilm
olusumunun baslatilmasi, farklilagmasi1 ve korunmasinda etkilidir. Ayrica, biyofilm

hicrelerini matrikste bir arada tutan iskele islevi gormektedir (50,54,55).
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Psl polisakkariti, P. aeruginosa etrafinda, biyofilm olusumu igin gerekli hiicre
yiizey ve hiicreler arasi etkilesimleri artiran sarmal yap1 olusturup, epitel hiicrelere
baglanmada, biyofilm organizasyonunda yardimcidir ve matriksin capraz
baglanmasini, elastikiyetini artirip mikrokoloni iskelet yapisini gili¢lendirir. Psl siki
mikrokoloni olusumu ile, biyofilmlerin antibiyotiklere direng¢li hale gelmesini saglar
(15,37). Psl polisakkariti yetersizligi ya da yoklugunda matriks viskozitesi artip,
biyofilm akiskanligi bozulur (12,13,37,51,55).

Psl polisakkariti, P. aeruginosa nin konak hiicre immunitesinden gizlenmesini
saglayip, bakteriyel ylizeye dogru kompleman sistem hareketini, kompleman aracili
opsonizasyonu, notrofil fagositozunu engeller. Bu polisakkarit flagellin aracili
proinflamatuar sinyallerin kolaylasmasini saglar. Bakteri hiicreleri ile epitel hiicreleri
arasindaki temasi kolaylastirarak inflamatuar sitokinlerin artisma katkida bulunur

(12,37,55-57).

pel (Pelikdl Lokusu)

Pel, kismen deasetillenmis  N-asetil-D-glukozamin  ve  N-asetil-D-
galaktozaminin katyonik bir polisakkarit polimeridir. Psl gibi, Pel de mukoid
olmayan P. aeruginosa suslarinda biyofilmin temel bir matriks bilesenidir ve yiizeye
baglanmanin baslatilmasinda ve biyofilm biitlinliigliniin korunmasinda rol oynar.
Yedi genden olusan (pelA, pelB, pel, pelD, pelE, pelF ve pelG) pel operonuyla
kontrol edilen pelikiil olusumu, P. aeruginosa’nmin pel polisakkaritini sentezleyip
virilansinin artirmasiyla sonuglanir. Psl ve pel sentezi susun 6zelligine gore degisip

cevre faktorunden etkilenebilir (15,50,55).

Glikoz bakimindan zengin matriks polisakkarit polimerini kodlayan pel
operonu, ve bu operon hiicre dig1 matriks Uretiminde ve biyofilm olgunlagsmasinda
etkilidir (64). Pel polisakkariti, P. aeruginosa biyofilmlerini korumakla kalmayip,
biyofilmlerin aminoglikozitler gibi antibiyotiklere karsi direncinde etkilidir. P.
aeruginosa suslarinda aljinat {retimi yeterli miktarda olmazsa nonmukoid P.
aeruginosa suslari, biyofilm olusumunda primer yapi iskelesinde pel veya psl
kullanir (12,58).
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pPyR
ppyR geni ekspresyonu, psl operon tiirevli ekzopolisakkaritleri artirarak

biyofilm olusumu artirmaktadir (58). Bu genler, mukoid olmayan P. aeruginosa
suslarinda plastik yiizeylere ve epitel hiicrelere yapisma, hiicre toplanmasi, pelikiil
olusumunda baglanma i¢in gerekli primer ekzopolisakkaritlerin {iretimini kodlamada
rol almaktadir. Bu genlerin biyofilm gelisim asamalarindaki Onemi, biyofilm

matriksini bozmay1 amaglayan ajanlar igin caziptir (50).

Pseudomonas aeruginosa’da Biyofilm Matriksinin Dizenlenmesi

Pseudomonas aeruginosa cesitli etkilere yanit olarak biyofilm olusturur. P.
aeruginosa’'min olusturdugu biyofilm matriksi; GacS/GacA ve RetS/LadS gibi
diizenleyici sinyal sistemleri, bis-(3'-5")-siklik-dimerik-guanozin monofosfat (c-di-
GMP) araciligiyla diizenlenir (12).

GacS / GacA Iki Komponentli Diizenleyici Sinyal Sistemi

Pseudomonas aeruginosa'da ekzopolisakkarit Gretimi, GacS / GacA iki
komponentli sinyal sistemi tarafindan diizenlenebilir (37). iki bilesenli bu sistemde
GacS hiicre zarina bagh olup sensor gorevi gorur. GacA dizenleyici gorev alr.
Duzenleyici GacA GacS tarafindan fosforile edilince kiicik dizenleyici RNA’lar
(SRNA) rsmY ve rsmZ genleri transkripsiyonu uyarilir. Bu diizenleyici RNA’lar rsmY
ve rsmZ RsmA’nin (kii¢iik RN A baglayici protein) diizenleme aktivitesini antagonize
eder (59-62). Serbest diizenleyici baskilayici RsmA, promot6r bolgelere baglanarak
pel ve psl lokusu gibi biyofilm iliskili genlerin uyarilmasmni engeller, bdylece

GacS/GacA sinyal yolagi biyofilm olusumu iizerinde artirici etki saglar (63-66).

RetS ve Lads sinyal yolag:

RetS ve LadS olmak Uzere iki sensori iceren duzenleyici sistemdir. RetS ve
LadS sinyal yolaklari, GacS/GacA sinyal yolagini kontrol altinda tutan bir sinyal
sistemidir (37,63, 67). RetS sensorii GacS ve LadS sensorlinun tersi uyart ile serbest
RsSmA’nin iretimini artirarak akut enfeksiyonda rol alan biyofilm iiretimini baskilar
(62,64,66-68).
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LadS sensOri su ana kadar agiklanamayan mekanizmayla GacS/GacA sinyal
kaskadin1 aktive ederek rsmY ve rsmZ gen ekspresyonunu artirir. Boylece
diizenleyici RNA’larin RsmA’y1 baskisiyla pel genleri aracili biyofilm olusumuna
katki saglar. LadS sensori biyofilm yapisin1 diizenleyerek enfeksiyonlarin
kroniklesmesinde etkilidir. Yapilan bir ¢alisgmada P. aeruginosa PA14 susunda ladS
genin mutasyonuyla pel polisakkarit biyosentez genlerinin ekspresyonunu azaltarak
biyofilm olusumunun yavasladig goriilmistiir (12,62,63,66,69).

c-di-GMP Bagli Polisakkarit Biyosentezi

Bakteriler hiicre dis1 kosullarmi degistirmek amaciyla ¢esitli ikincil haberci
sinyal molekulleri Gretirler. Bis-(3'-5')-siklik-dimerik-guanozin monofosfat (c-di-
GMP) bunlardan biridir. ilk olarak 1987°de Gluconacetobacter xylinus’da
tanimlanmistir. Bakteri hiicrelerinde c¢-di-GMP  diguanilat siklazlar tarafindan

iiretilip, fosfodiesterazlar tarafindan parcalanir (37).

Genel olarak c-di-GMP biyofilm biyosentezini adezinler ve ekzopolisakkaritler
araciligiyla uyarir. c-di-GMP'nin yiksek seviyelerinde P. aeruginosa‘da biyofilm
dretimini artirdig1 bilinmektedir. RetS tarafindan biyofilm olusumunun kontrolii
kiigiik diizenleyici RNA’lar tizerinden c-di-GMP'ye baghdir. retS mutanti c-di-GMP
aracil1 hiperbiyofilm fenotipine sebep olabilir (37,59,60).

TiP-3 SEKRESYON SiSTEMIi

Tanim

Tip-3 sekresyon sistemi Okaryotik hicrelere bakterilere ait efektor
proteinlerinin konak hticrelere aktarilmasini saglar. P. aeruginosa Tip-1, Tip-2, Tip-
3, Tip-4 ve Tip-6 olarak tanimlanan bes protein sekresyon sistemine sahiptir.
Ozellikle Tip 3 sekresyon sistemi bakteri virlilansinda en onemli sekresyon
sistemlerinden biridir. T3SS flagellar sistemle ortak bir atadan gelmektedir. P.
aeruginosa kromozomunda bes operonda kodlanmis 36 gen, T3SS sisteminde

biyogenez ve diizenlemede yer alir (1,33,70-72).
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Tip-3 sekresyon sisteminde birincil sinyal konak hiicre temasidir. T3SS
substratlar1 bakteriyel sitozolden hiicre dis1 ortama aktaran igne kompleksini
(sekresyon aparat1) olusturan proteinler, salgilanan proteinleri konak hiicrelere
aktaran proteinler (translokasyon aparati), efektdr proteinler ve salgilanma siirecini

diizenleyen saperon proteinler olmak tzere fonksiyonel bolumlere ayrilir (71).

Tip 3 Sekresyon Sistemi Bolimleri

Igne kompleksi

Igne kompleksi (sekresyon aparati), spesifik proteinlerin bakteriyel sitozolden
hiicre dig1 ortama tagimnmasindan sorumlu yap1 olmakla beraber spesifik proteinleri
peptidoglikan tabaka ve dis membrana bakteriyel stoplazmik zarin bariyerlerinden

gecirerek tasir (36,71).

Pseudomonas aeruginosa igne kompleksi Yersinia, Salmonella, Shigella,
Bordatella ve Enteropatojenik Escherichia coli’nin sahip oldugu T3SS igne
kompleksinden daha kapsamlidir. igne kompleksi ¢ok halkali bir taban ve igneye

benzer bir filament olmak iizere iki béliimden olusur.

Igne Kompleksi Alt bilesenleri

PscF protein alt birimlerini igeren igne benzeri filament, salgilanan faktorlerin
hareketini saglayan, konak hiicre temasi igin sensor gorevi goren bir kanaldir. Bu
kanal, 60-120 nm uzunlugunda, 6-10 nm genisliginde olmakla birlikte Shigella
flexneri, Shigella enterica ve Yersinia enterocolitica bakterilerinin igne benzeri
filamentlerine benzer boyutlardadir. PSCN P. aeruginosa’y: kuvvetlendiren bir
ATPaz’dir. PscN fonksiyonlari salg1 sistemi ve PscL tarafindan diizenlenir. PscC
PscW’nin sayesinde bakteriyel dis zardan kanal olusturan oligomerize sekretin
benzeri proteindir. PscJ igne kompleksinin bazal alt yapisinin lipoprotein bilesenidir
(36,71).
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Translokasyon aparati

Igne kompleksi tarafindan salgilanan efektdr proteinleri kabul eden, onlari
konak hiicre plazma membranma ileten proteindz zar membrandir. Translokasyon
slireci hiicre dis1 ortama salgilanan efektor proteinler ile daha efektiftir. T3SS"ni P.
aeruginosa 'da translokasyon icin PopB, PopD ve PcrV olmak (zere (¢ proteini
kullanir (36).

Sekrete edilen PopB ve PopD 2,8-6 nm translokasyon poruyla, birbirleriyle ve
konak hiicre zariyla etkilesime girer. Rekombinant PopB ve PopD in vitro lipid
vezikiillerde oligomerler ve halka benzeri yapilar olusturabilir. PopB ve PopD
proteinlerinin igne kompleksi (sekresyon aparati) tarafindan sekrete edilip bu
kompleks icinden fibroblastlarin ve eritrositlerin plazma zarmna girisinde gereken
porlar igin PcrV proteini gereklidir. T3SS tarafindan sekrete edilen translokasyon
icin gerekli olan PcrV Tip 3 sekresyon sisteminin igne ucunda multimerik iskele
yapist olusturur. Bu iskele yapis1t PopB/PopD translokasyon porunun konak hiicre
plazma membrani igine girisini kolaylastirir. PcrV sekresyon aparatimi PopB/PopD
porlarina baglayarak; efektor proteinlerin bakteriyel sitozolden konak hiicre
stoplazmasina hareket ettigi kesintisiz kanal olusturur. PcrV, konak hucrelerle temas

ettiginde virlilans faktorlerini dogrudan konagin hiicrelerine tasima kapasitesindedir
(67).

Translokasyon aparatinin gorevi; efektdr proteinleri tasimakla smirli degildir.
Translokasyon porunun membran gegirgenligini artirma, dolayli yoldan hiicresel

immun yanitlari artirip konak hiicre 8limunin saglanmasinda da gérev alir.
Efektor proteinler

Pseudomonas aeruginosa T3SS efektor proteinleri; ekzoenzim-S (EkzoS),
ekzoenzim-Y (EkzoY), ekzoenzim-T (EkzoT) ve ekzoenzim-U (EkzoU)’dur (73,74).
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Ekzoenzim-S (EkzoS)

EkzoS, hem GTPaz aktive etme (GAP), hem de ADP riboziltransferaz
(ADPRT) aktivitesine sahip bir toksindir. EkzoS’nin ADPRT aktivitesi fagositozun
onlenmesinde ana faktordlr. EkzoS’nin ilk amino ucu hedefe yonelik (sekresyon igin
gerekli) bilgiler tasir. Enfeksiyonun erken donemlerinde EkzoS nétrofillere aktarilir.
Bu efektdr protein hucre iskeleti bozulmasi hiicre 6liimii, sitotoksite, apoptoz, nekroz
gibi olaylara yol acar. Kanda bakteriden dnce tespit edilen ekzoenzim-S; exoS geni
tarafindan kodlanir. (33,75).

Ekzoenzim-Y (EkzoY)

EkzoY ATP’yi baglayan adenilat siklaz 6zelliginde bir proteindir. Bu protein
hiicre ici CAMP konsantrasyonunu artirarak etki eder. Aktin hiicre iskeleti bozulmasi,
endotel gegirgenligi artisiyla bakterinin kan dolasimina yayilmasi ve septik soklara

neden olur. Bu protein exoY geni tarafindan kodlanir. (36,70).

Ekzoenzim-T (EkzoT)

EkzoT ekzoS ile aminoasit yapisi bakimindan benzerdir. N-terminal GAP
aktivitesi ve karboksi terminal ADPRT aktivitesine sahiptir. EkzoT'nin GAP
aktivitesi, EkzoS ile birlikte, efektor aktariminin inhibisyonuna katkida bulunur. Bu
efektdr protein; hiicre aktin iskeletinin geri doniislii bozulmasi, fagositoz inhibisyonu
yol acar. EKzoT, dogal oldiirticii hlicreler tarafindan IFN-y {iretimini arttirir ve exoT
geni tarafindan kodlanir. (36,70).

Ekzoenzim-U (EkzoU)

EkzoU, klinik izolatlarda az miktarda tiretimine ragmen, ciddi akut akciger
hasar1, sepsis ve mortalite ile iligkili olarak hastalik siddeti Uzerinde en blylk etkiye
sahip oldugu i¢in major T3SS sitotoksini olarak kabul edilir. EkzoU konaga ait hiicre
zarmi geri doniisimsiiz yok eden fosfolipaz aktivitesiyle 6karyotik hiicrelerde 6ltime,
sitotoksiteye sebebiyet verir. Bu efektor protein, hiicre plazma membran kaybi ile
doku nekrozuna sebep olur. EkzoU fagositleri ve epitelyal bariyerleri asarak

bakterinin yayilmasin1 saglar. Nukleer faktor-kappa B (NF-kB)’yi aktive etmesi
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sayesinde enfeksiyon siireci sirasinda IL-8 salgilanmasimi uyararak epitelde artan

notrofil alimina yol agar. Bu toksin exoU geni tarafindan kodlanir. (1,22,36,70,76).

EkzoS EkzoT

o o EkzoY
EkzoU
bakteriyel sitozol o o
i¢ membran TITTTITITTTTITTTIT, TITTTITTYTITYTYY
LML L LALALLL J’*‘”’%"éﬂ’#’i‘%‘}a
dis membran ??ﬁ?ﬁ????ﬁ?m ﬁ?m????ﬁ?m?
JALALLALL LLALL LAY AALLALL LLLLLLRLLY

tip 3 sekresyon aparati

plazma membrani ???ﬁ?mf??ﬁ?m? T??ﬁ??ﬁ?? TTTTATTY
AARLARLARLALLLLLLLY LALLLALARLALALALLLY

fosfolipaz aktivitesi

. ) \_/q aktive EkzoU
Skaryotik hiicre sitozolu

: = §°Ekon
aktivasyon i¢in kofakto

EkzoS EkzoT EkzoY

+© @

ADP-riboziltransferaz
GAP aktivitesi

adenilat siklaz

Sekil-1. Pseudomonas aeruginosa Tip 3 sekresyon sistemi (77.kaynaktan

diizenlenmistir.)

Saperonlar

T3SS’nde sekrete edilen proteinler sekresyon oncesinde saperon adi verilen
proteinlere baglanmaktadir. Saperonlar; bakteri stoplazmasinda protein deposunu
olusturmakla birlikte, proteinlerin igne kompleksine uygun bir sekilde iletilmesinde

de yardimcidr.

Pseudomonas aeruginosa’nin Saperonlart

SpcS EkzoS ve EkzoT igin, SpcU EkzoU icin diizenleyici bir saperon
proteindir. PcrH; translokasyon proteinleri PopB ve PopD icin, PscE ve PscG; PscF
translokasyon aparati subuniti igin, ExsC diizenleyici protein ExsE igin duzenleyici

bir saperon proteindir (71).
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Tip 3 Sekresyon Sistemi Sistemin Duzenlemesi

T3SS diizenlenmesi sekresyonun baslatilmasi ve T3SS genleri transkripsiyonu
olarak iki bolimde dizenlenmektedir. Sekresyon baglatilmas: ile transkripsiyon
indiiklenmesi gergeklesir. Bu diizenleme gereksinim duyuldugunda konak hiicre
temasini takiben Tip 3 sekresyon sistemi bilesenlerinin gerekli diizeylerde Uretimine
yardimci olur (69,70,71,78,79).

T3SS’ni ifade eden genlerin transkripsiyonu ExsA saperon proteini tarafindan
diizenlenir. ExsA aracili transkripsiyonel aktivasyon sonrasinda ExsC, ExsD, ExSE
olmak uUzere Ug protein, T3SS aracili sekresyonu diizenler. Sekresyon sonrasinda
ExsD (transkripsiyonu inhibe edici antiaktivator) ExsA’ya baglanir. ExsC
antiantiaktivator 6zelligiyle ExsD’ye baglanip ExsD-ExsA etkilesimini bozmaktadir.
ExsE ExsC’ye yiiksek baglanma giiciiyle bu etkilesimin bozulmasmna engel olur.
ExsE’nin Tip 3 sekresyon aparati araciligiyla konak hiicre sitozoliine sekresyon
sirasinda disa aktarilmasiyla ExsE seviyeleri azalir. ExsE miktar1 tamamen tiikenince
ExsC ExsD’ye baglanip ExSA tarafindan Tip 3 sekresyon genlerinin engelsiz
transkripsiyonuna sebebiyet verir. T3SS proteinlerinin Uretimi konak hiicre temasina

kadar dUsiik bazal seviyede tutulmalidir (80).

T3SS genlerinin transkipsiyonunun dizenlenmesinde RsmA adi verilen
dizenleyici saperon proteinler de 6nemlidir. RsmA aktivitesi RsmV, RsmW, RsmY
ve RsmZ tarafindan kontrol edilir ve bunlarin yiiksek seviyeleri RsmA’nin birikmesi
ve T3SS ekspresyonu azalmasiyla sonuglanir. RSmA saperon proteini T3SS gen
ifadesini pozitif yonde kontrol ederken biyofilm olusumunu negatif yonde uyarir
(80).

RetS/LadS sinyal yolagi, T3SS genleri ekspresyonunu diizenleyen GacS/GacA
sinyal yolagi Uzerinden T3SS'ni diizenler. RetS sensori, T3SS genlerini indukleyici,
biyofilm olusumunu baskilayici sekilde diizenleme yapar. LadS sensori; GacS'yi
aktive eder ve RsmYZ transkripsiyonunun indiiklenmesine yol acar. RsmY ve RsmZ;
RsmA'nin birikimine yol agip RSMA’nin azalmasina sebep olup T3SS gen
ekspresyonunun inhibisyona yol agar (62,71,80).
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T3SS aktivasyonu hala anlagilamamakla beraber konak hiicre temas1 T3SS’ nde
onemli bir uyaridir. Ayrica kalsiyum, glutamat gibi aminoasitler de T3SS
aktivasyonunu saglamaktadirlar. Bu durum T3SS’nde sitrik asit dongustnin énemini
gOstermekle beraber, sitrat sentaz, piruvat dehidrogenaz, glikoz tasiyici
dizenleyicisini kodlayan genlerde mutasyonda bu sistemin aktivasyonunun
engellendiginin gosterilmesiyle desteklenmistir. Ayrica bakteriler metabolik stres

altindayken T3SS’nin sekrete edilmesi azalmaktadir (71).

Tip 3 Sekresyon Sisteminin Pseudomonas aeruginosa Patogenezindeki
Rolii ve Klinik Onemi

Normalde polarize konak hiicre epiteli P. aeruginosa’min firsatgi
enfeksiyonlarma engel olacak sekilde bakteri istilasina karsi direnglidir. Hasar
gérmiis polarize epitel P. aeruginosa’nin baglanmasma Tip 3 proteinlerin girisine
daha duyarhidir. Hasarli epitelden giris sonrasinda efektor proteinlerden ekzoT; yara
iyilesmesini baskilarken ekzoS ve ekzoU IL-1 ve IL-18 aracili inflamasyonu
baskilar. EkzoU arasidonik asit {iretimini artirirken, eikosanoidleri artirip asiri
notrofil Uretimi hasarli dokuya daha da zarar verir. Tim engellerin kaybiyla
bakteriler kan dolasimmna yayilir. TUmor nekroz faktéri gibi proenflamatuar
sitokinler uyarmmi ile enfeksiyonun akcigerlerden sistemik dolagima yayilmasiyla

septik sok olusur (74).

Pseudomonas aeruginosa pnomoni, idrar yolu, yara, yanik, Kkeratit kan
dolagimi enfeksiyonlar1 dahil birgok enfeksiyona yol acarak ekonomik ve toplumsal
sorunlara yol acar. Ozellikle kistik fibroz hastalar;, yogun bakim hastalar1 ve
immunsuprese hastalar bu enfeksiyonlara yatkindir (7,9). P. aeruginosa sahip oldugu
Tip 3 sekresyon sistemini kullanarak kolaylikla antibiyotiklere direngli enfeksiyonlar

olusturur. T3SS P. aeruginosa enfeksiyonlarinda mortaliteyi artirir (47,71).

Pseudomonas aeruginosa’da Biyofilm Yapim ve Tip 3 Sekresyon Sistemi
Pseudomonas aeruginosa polarize epitel hicrelerinin apikal ylzeyine
baglandiginda epitel bariyerinde biyofilmler araciligiyla, hiicre ile baglantili

agregasyonlar olusturur Epitel hiicrelerinde toplanma T3SS’nin kanal olusturmasinda
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aracidir. T3SS translokasyon aparati, konak hiicre faktoriiniin salinimini
indlkleyerek hiicre baglantili agregasyonun baslatilmasinda yardimcidir. Hiicre
baglantili agregalar epitele baglaninca, agrega baglanma bolgesinde aktinden zengin
olusan protriizyon sonras1 T3SS translokonu tarafindan saliman konak hiicre faktorii
ile olayin devamliligi saglanir. Yapilan calismalarda konak hiicre faktoriiniin (agrega
indiikleyici faktor) biyofilm olusumunu artirdigi, T3SS’nin biyofilm olusumuna

dogrudan etki etmedigi dolayl etki ettigi sonucuna varilmistir (46,81).

T3SS ekspresyonunu ve biyofilm olusumuna yol acan ekzopolisakkaritlerin
tretimini karsilikli diizenleyen iki sensor yolagi RetS ve LadS sinyal sistemidir
(82,83). RetS sensori akut enfeksiyonlardaki genlerin uyarimini, kronik enfeksiyonla
alakali genlerin inhibisyonunu saglayip ¢oklu virtilans fenotiplerini diizenler. Yapilan
caligmalarda RetS sensori ile T3SS genleri ekspresyonu ve biyofilm olusumunu
artiran pel ve psl’nin baskilandigindan bahsedilmistir (59). RetS ekspresyonunun
virllansa dahil genlerin ekspresyonunda gerekli oldugu, biyofilm olusumu igin
gerekli ekzopolisakkaritlerin sentezine katilan genlerin inhibisyonuna agtig1
mikrodizi analizi kullanilarak mRNA seviyeleri analizinde gOsterilmistir

(37,62,66,69).

LadS sensOrii T3SS’nin baskilanmasi ve biyofilm olusumunu saglayan
ekzopolisakkarit Uretiminde gerekli genlerin ekspresyonuna yol acarak RetS
sensOriinun tersi hareket eder. Ayrica LadS sensorii exoS’nin asir1 ekspresyonuyla
T3SS’ne negatif uyarida bulunur (62,66,68,69).

HptB sinyal yolunun biyofilm olusumunu ve T3SS’ni kontrol ettigi ve P.
aeruginosa patogenezinde 6nemli oldugu bulunmustur. Caligmalarda HptB hedef
genlerinin RetS sinyal yolu ile diizenlendigi sonucuna varilmistir (83). Yapilan
calismalarda HptB hedef genleri mutantmin hiperbiyofilm fenotipinin pel genleri

ekspresyonuyla baglantili oldugu gosterilmistir (37,61).

Pseudomonas  aeruginosa’da  biyofilm  olgunlasma ve  T3SS’nin

dizenlemesinde SadARS sinyal sistemi SadS, SadA, SadR seklinde 3 proteinden
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olusur. SadARS ¢ bilesenli sinyal sistemi abiyotik yuzeyde biyofilm
olgunlagmasinda ve makrokanallarin olugsmasinda gerekli olmakla beraber, bu sistem
tarafindan diizenlenen genler T3SS’ni negatif yonde etkileyip biyofilm olusumunu
artirmaktadir. Yapilan bir ¢alismada sadARS mutantlar1 olgun biyofilm yapisinda

eksikliklere yol agtig1 gosterilmistir (84).

c-di-GMP ikincil haberci sinyal moleklu de bu iki virlilans faktoriinii karsilikli
etkiler. Biyofilm olusumunun RetS/LadS sinyal yolagi tarafindan kontrolii c-di-
GMP’ye baglidir. c-di-GMP sinyal molekiili T3SS genleri ekspresyonunu azaltir ve
biyofilm olusumunu artirir (37,59,60).
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GEREC VE YONTEM

ORNEKLER

Pamukkale Universitesi Saghk Arastrma Uygulama Merkezi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’'na 2018-2019 tarihleri arasinda cesitli kliniklerdeki hastalardan
gonderilen kan kiltirlerinden Pseudomonas aeruginosa olarak tanimlanmig 100
laboratuvar izolat1 dahil edildi. Calismada her hastaya ait tek bir drnekten bir sus
calismaya alindi. Bu arastirma Pamukkale Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu tarafindan 25/12/2019 tarih ve E.92290 no ile

onaylanmustir.

Calismaya dahil edilen Pseudomonas aeruginosa suslarin 50 tanesi yogun
bakim tinitelerinden gonderilen (%50), 50 tanesi (%50) yogun bakim digindan
gonderilip izole edilmis suslardi. Calismaya dahil edilen Pseudomonas aeruginosa
suslar1 ¢aligma zamanina kadar uygun kosullarda saklandi. Calisma aninda %5 koyun
kanli besiyerine ekilip 37°C’de inkibe edildi. Gram negatif, oksidaz pozitif,
nonfermentatif, aerop, hareketli, karakteristik kokulu suslar P. aeruginosa olarak
tamimlandi. (1,4).

ANTIMIKROBIYAL DUYARLILIKLARIN BELIRLENMESI

Bakterilerin tanimlama islemleri Phoenix (Becton Dickinson, ABD) otomatize
sistemi ile gergeklestirildi. Izolatlarm antibiyotik duyarlihklar1 Phoenix (Becton
Dickinson, ABD) sistemi kullanilarak mikrodillisyon yontemine gére EUCAST-2019
rehberi dogrultusunda belirlendi (85).

BiYOFIiLM OLUSUMUN DEGERLENDIRILMESI

Biyofilm olusumu Kongo Kirmizisi Agar (KKA) ve mikrotitrasyon plak

yontemiyle degerlendirildi.
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Kongo Kirmizis1 Agar (KKA) Ydntemi

Kalitatif biyofilm dretimi i¢cin KKA yontemi kullanildi. KKA 1 litre distile
suya 37 gram beyin kalp inflizyon broth, 50 g sikroz, 10 gram agar ve 0,8 gram/L
Kongo kirmizist boyasi ile hazirlandi. Kongo kirmizisi1 boyasi soliisyonu konsantre
sulu ¢ozelti olarak hazirlanip diger bilesenlerden ayr1i 121°C de 15 dakika
otoklavlandi. Siikroz ile hazirlanan agar 50°C” ye sogutuldugunda Kongo kirmizisi
boya sollisyonu besiyerine ilave edildi. Tiim besiyerlerine %5 koyun kanli agarda
iremis saf kolonilerden inokule edilip aerobik kosulda 37°C de 24 saat inkiibe edildi.
Kuru kristalimsi kivamda siyahimsi1 koloniler pozitif olarak degerlendirildi. P.

aeruginosa PAO-1 susu pozitif kontrol olarak kullanildi (86,87).

Mikrotitrasyon Plag Yontemi

Kantitatif biyofilm aktivitesi igin kolorimetrik mikrotitrasyon plagi yontemi
kullanildi. Ornekler saklanma kosullarindan ¢ikarilip besiyerlerine pasajlandiktan
sonra, bakteriyel koloniler 2 ml’lik cam tiiplere dagitilan %2 beyin kalp inflizyon
buyyon besiyerinde, 0,5 Mcfarland bulaniklik 6lcustine gore bakteriler siispanse
edilip 37°C de 24 saat inkube edildi. Bu ¢6zeltinin 200 pl’si U tabanli 96 kuyucuklu
mikrotitrasyon plaklarma aktarildi. Negatif kontrol kuyucuklarina 200 pl steril broth
aktarildi. Pozitif kontrol olarak PAO-1 susu kullanildi (86-88).

37°C derecede 24 saat inkubasyon sonrasinda, mikrotitrasyon plaklar: ters
cevrilerek kuyucuk igerigi bosaltildi. Kuyucuklar iki kez 200 pl fosfat buffer salin
(PBS) ile yikandi. Mikrotitrasyon plaklar1 oda sicakliginda ters konumda kurutuldu.
15 dakika sonra 200 pl %0.1 kristal viyole (CV) ¢ozeltisi ile boyandi. Boya
penetrasyonu i¢in 30 dakika bekleme siiresi sonrasinda kuyucuklar PBS ile tekrar iki
kez yikandi. 30 dakika kuruma sonrasinda 125 pl %30 asetik asit ¢ozeltisi ilave
edildi. Deneyler 3 kez tekrar edildi (1,87,89).

Her kuyucugun optik dansitesi (OD) absorbansi; 590 nm’de ELISA okuyucusu
(ELISA Reader, Pasteur Diagnostic, France) ile 6lctldi. Sonuclar biyofilm ylzdesi
seklinde degerlendirildi. Negatif kontrol olarak bakteri inokule edilmemis kuyucugun
OD’si (Optik yogunluk) kullanildi. OD kesme degeri (ODc), negatif kontroliin OD’si
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izerine negatif kontroliin {i¢ standart sapmasi eklenmesiyle tanimlandi. [Optik
yogunluk kesme degeri (ODc) = Negatif kontrol ortalama OD+3x standart sapma
kontrol (SD)]. Mikrotitrasyon plak testinin sonuglarmma gore, izolatlar optik
yogunluga dayali olarak siniflandirildi. Biyofilm olusturmayan ya da zayif olusturan
bakteriler (OD<ODc/ODc<OD<2x0Dc), orta dizeyde biyofilm olusturan bakteriler
(2xODc<OD< 4XODc), gicli dizeyde biyofilm olusturan bakteriler (4xODc<OD)
olarak degerlendirildi (87).

BIiYOFILMLE 1LISKILI GENLERIN VE TiP-3 SEKRESYON
SISTEMINE AIiT GENLERIN MOLEKULER ARASTIRILMASI

Calismada Kongo kirmizist agar ve mikrotitrasyon plagi yOntemleriyle
biyofilm 6zellikleri saptanmig 100 izolatin biyofilm olusumunda sorumlu oldugu
diistiniilen pelA, pslA, ppyR genleri, ayrica Tip 3 sekresyon sistemine ait exoS, exoY,

exoT, exoU genleri arastirildi.

Bakteri DNA’simin Elde Edilmesi

Kaynatma Yontemi

DNA ekstraksiyonu kaynatma yontemiyle yapildi. %5 koyun kanli agarda
bakterilerin 24 saat inkubasyonu sonrasi saf kolonilerden Beyin kalp inflizyon
broth’a ekim yapildi. 37°C de 24 saat sonrasinda bakteri ¢ozeltisinden 1 ml alinip
ependorf tlipiine aktarildi. 10 dakikada 13000 rpmde santrifiij sonrasinda tistteki sivi
atildi. Dipteki ¢ozelti iizerine 200 pl distile su ilave edilip 10 dakika kaynatildi.
Tekrar 10 dakika 13000 rpm’de santrifllj edilip Ustten 150 pl alinarak ¢ozelti kalip
DNA olarak kullanilmak i¢in -20°C saklandi (90).

BIYOFILMLE IiLISKiLI GENLERIN VE TiP-3 SEKRESYON
SISTEMINE AIT GENLERIN AMPLIFIKASYONU

Biyofilm olusumundan sorumlu pslA, pelA ve ppyR genlerinin ve biyofilm
yapistyla iligkili oldugu diistiniilen Tip 3 sekresyon sistemine ait, exoS, exoY ve exoT,
exoU genlerinin mevcudiyeti icin DNA amplifikasyonu in house PZR testleri ile
yapildi. Pozitif kontrol olarak P. aeruginosa PAO-1 kullanildi (2,88,91,92). Negatif
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kontrol olarak da steril distile su kullanildi. Calisma igin bu genlerin degisik
bolgelerine uyan dnceden tasarlanmis kullanilan oligoniikleotid primerler tablo-1’de

gosterilmistir (92,93).

Tablo-1. Biyofilm veya T3SS genleri amplikonlari i¢in kullanilan primerler ve gen

blyuklikleri
_Ger} Primer Primer Dizisi - Cfen“w
ismi Adi biiyiikliigii
Forward | TCCCTA CCTCAGCAGCAAGC
psIA Reverse | TGTTGTAGCCGTAGCGTTTCTG 66 be
Forward | CATACCTTCAGCCATCCGTTCTTC
pelA Reverse | CGCATTGCCGCACTCAG 786 bp
Forward | CGTGATCGCCGCCTATTTCC
PpYR Reverse | ACAGCAGACCTCCCAACCG 160 bp
Forward | GCGAGGTCAGCAGAGTATCG
ex0S Reverse | TTCGGCGTCACTGTGGATGC 118 bp
Forward | CGGATTCTATGGCAGGGAGG
exoY Reverse | GCCCTTGATGCACTCGACCA 289 bp
Forward | AATCGCCGTCCAACTGCATGCG
exoT Reverse | TGTTCGCCGAGGTACTGCTC 152 bp
Forward | CCGTTGTGGTGCCGTTGAAG
exoU Reverse | CCAGATGTTCACCGACTCGC 134 bp

Geleneksel PZR DNA amplifikasyonu icin PZR protokolu icin amplifikasyon
karisimi 2 ml’lik ependorf tipunde toplam hacim 25 pl olacak sekilde hazirlandi.
VitaTag PZR Master Miks (2X) kiti (ANTP karistmi (Her biri 10 mM) 0.5 pl,
TagDNA Polimeraz (5 U/uL) 0.2 pl, 10X PZR Buffer 5 pl) kullanildi (Tablo-2).
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Tablo-2. PZR Karigimi

Icerik 25 pl Reaksiyon | Final Konsantrasyonu
2X Mastermix 12,5 ul 1X

Primer 1 (10 puM) 0,5 ul 0,1 uM-0,5 uM

Primer 2 (10 puM) 0,5 ul 0,1 uM-0,5 uM

Kalip DNA 0,5 ul <lpg

Niikleazsiz dH.O 25 pl‘ye kadar

Hazirlanan tipler termal dongii cihazina (termal cycler, Mycycler, BIORAD,
ABD) yerlestirilip exoU, exoS, exoT, exoY, pslA, pelA, ppyR gen bolgesi
amplifikasyonu igin belirtilen kaynaklarda daha once tanimlandigi sekilde uygun
program diizenlendi (Tablo-3) (92,93).

Tablo-3. PZR termal dongii

Basamak Dongu Sicakhk Zaman
Baslangic 1 94°C 5 dk
Denaturasyonu

94°C 30sn
Cogalma 30-35 Tm-5°C 30 sn
72°C 1 dk/kb
Son uzama 1 72°C 5 dk
1 4°C ©

Tm: Erime Sicaklig

Agaroz jel hazirlamis1 (%01)
Agarozdan 0,5 gr, 1X TBE’den 50 ml karistirilip mikrodalgada eritildikten

sonra, 2,5 ul etidyum bromar ile karistirild.
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Amplifikasyon drtinleri 100 volt akimda 45 dakika, ethidium bromide ile
boyanmis %1’lik agaroz jelde yurutildu. Amplifiye DNA’nin molekil agirligi 100
bp DNA marker ile karsilastirilarak degerlendirildi. exoS, exoY, exoU, exoT, pslA,
pelA, ppyR gen varligi agisindan uygun biiyliklilkte bant goriilmesi pozitif olarak
kabul edildi (92,93) (Tablo-4). Elektroforez sonrasi jeller CCD kamera (Gel Logic
2200, KODAK, ABD) ile goriintiilenerek fotograflandi.

ISTATIKSEL YONTEM

Veriler Statistical Package for Social Sciences (SPSS) Ver. 25.0 (Armonk, NY:
IBM Corp.) paket programiyla analiz edilmistir. Kategorik degiskenler say1 ve yiizde
olarak verilmistir. Degiskenler arasindaki farkliliklar Pearson Ki-kare testi ve Fisher
kesin Ki-kare  testi  ile  incelenmistir. Yontemler  arasi  incelemeler
icin McNemar testi kullanilmistir.  p<0.05 istatistiksel olarak anlamli  kabul

edilmistir.
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BULGULAR

Calismaya alman kan kudlttrlerinden izole edilen toplam 100 susun 50 tanesi
yogun bakim initelerinden (%50), 50 tanesi (%50) yogun bakim digindan
gonderilmistir. Yogun bakim {initelerinden gonderilen Orneklerin %481 anestezi
yogun bakimdan, %20’si dahili yogun bakimdan, %14’ ¢ocuk yogun bakimdan,
%18’i diger yogun bakimlardan génderilmistir. Orneklerin gonderildigi kliniklerin
dagilimi tablo-5’de gosterilmistir. Yogun bakim disindan gonderilen 6rneklerin

%281 onkoloji servisinden, %22’si hematoloji servisinden gonderilmistir (Tablo-4).

Tablo-4. Orneklerin kliniklere gore dagilin

Orneklerin Gonderildigi Klinikler Ornek Sayisi (%)
Yogun Bakim Dahili Yogun Bakim 10 (20)
(n:50) Cocuk Yogun Bakim 7 (14)

Anestezi Yogun Bakim 24 (48)

Diger 9 (18)
Yogun Bakim Dis1 | Onkoloji Servisi 14 (28)
(n:50) Hematoloji Servisi 11 (22)

Diger 25 (50)
TOPLAM 100 (100)

BiYOFIiLM OLUSUMUNUN DEGERLENDIRIiLMESI

KKA Yontemi ile Biyofilm Sonuc¢larimin Degerlendirilmesi
Calisilan suslarin biyofilm olusturma durumlar1 i¢in yapilan Kongo kirmizisi
agar besiyerine ekilen kultirlerin bir gece 37°C inklbasyonu sonrasinda kirmizi-

siyah koloniler pozitif, pembe-kirmiz1 koloniler biyofilm negatif kabul edildi.
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A B C

Sekil-2. Biyofilm olusumunun Kongo kirmizisi agar yontemi ile yorumlanmasi

[A-Biyofilm negatif, B-Biyofilm pozitif, C-Biyofilm pozitif(ist) ve Biyofilm negatif (alt)]

Kongo  kirmizist agar yontemi ile yapilan biyofilm  iretimi
degerlendirilmesinde 100 6rnekten izole edilen suslarin 25 tanesinde (%25) biyofilm
olusumu pozitif bulunurken, 75 tanesi (%75) biyofilm negatif saptandi. Yogun bakim
Unitelerinden gonderilen 6rneklerden izole edilen suslarin 18 tanesi (%36) biyofilm
pozitif, 32 tanesi (%64) biyofilm negatif saptandi. Yogun bakim disindan génderilen
orneklerden izole edilen suslarin 7 (%14) tanesinde biyofilm olusumu pozitif, 43
tanesi (%86) biyofilm negatif saptandi. Orneklerin gonderildigi kliniklerle biyofilm

olusumu dagilimi tablo-5’de gosterildi.
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Tablo-5. Kongo kirmizisi agar (KKA) besiyerinde yogun bakim ve yogun bakim dis1

gonderilen 6rneklerden biyofilm pozitif ve negatif érneklerin dagilimi

Biyofilm Orneklerin Gonderildigi Yer
KKA besiyerinde Yogun Yogun Toplam p
biyofilm olusumu bakim bakim dis1
n (%) n (%) n (%)
Pozitif 18 (36) 7 (14) 25 (25) 0.011
Negatif 32 (64) 43 (86) 75 (75)
TOPLAM 50 (100) 50 (100) 100 (100)

KKA: Kongo kirmizis1 agar

Kongo kirmizisi agar besiyerinde biyofilm olusumu sonuglari dagilimina
bakildiginda; yogun bakim {initelerinden gonderilen Orneklerden elde edilen
suslardaki biyofilm olusumu pozitiflik oranmnin %36, yogun bakim disindan
gonderilen orneklerden elde edilen suslardaki biyofilm pozitiflik gérilme oraninin
%14 oldugu goriilmiistiir. Yogun bakim iinitelerinden gonderilen érneklerden elde
edilen suslardaki biyofilm pozitiflik oranmin yogun bakim dismndan goénderilen
orneklerden elde edilen suslardaki biyofilm pozitiflik oraninin gore istatistiksel

olarak anlamli sekilde daha yiiksek saptandigi goriilmiistiir (p<0.05).

Mikrotitrasyon Plagi Yontemi ile Biyofilm Sonu¢larinin Degerlendirilmesi
Mikrotitrasyon plagi yonteminde 37°C 24 saatlik inkiibasyonu takiben yapilan

kantitatif biyofilm testinde absorbans Ol¢limii  sonrast biyofilm iiretimi

degerlendirildi.
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Sekil-3. Biyofilm olusumunun mikrotitrasyon plagi yontemiyle degerlendirilmesi

NK:Negatif Kontrol PK:Pozitif Kontrol

Biyofilm olusumunu gostermek i¢in mikrotitrasyon plagi yontemi ile yapilan
calismamizda toplam 100 P. aeruginosa susunun, 24 tanesinde (%24) gucli biyofilm
olusumu, 45 tanesinde (%45) orta derecede biyofilm olusumu, 31 tanesinde (%31)
biyofilm olusumu negatif tespit edildi. Biyofilm olusumu siddetleri tablo-6’da
gosterilmistir. Yogun bakim iinitelerinden gonderilen kan kilttri 6rneklerinden izole
edilen suslarm biyofilm olusumuna bakilacak olursa 10 tanesinde (%20) gucli
biyofilm olusumu, 24 tanesinde (%48) orta derece biyofilm olusumu, 16 tanesinde
(%32) Dbiyofilm olusumu negatif saptandi. Yogun bakim disindan goénderilen
orneklerden izole edilen suslarmn, 14 tanesinde (%28) gucli biyofilm olusumu, 21
tanesinde (%42) orta derece biyofilm olusumu, 15 tanesinde (%30) biyofilm olusumu

negatif saptandi (Tablo-6).
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Tablo-6. Biyofilm olusturma siddetine gore suslarin izole edildigi kliniklerin

dagilim1

Ornegin Gonderildigi Yer
Biyofilm Yogun Yogun TOPLAM | p
Siddeti Bakim Bakim Dis1
Ornekleri Ornekler
n (%) n (%) n (%)

Gugla pozitif 10 (20) 14 (28) 24 (24)
Orta derece 24 (48) 21 (42) 45 (45) |0.513

pozitif

Negatif 16 (32) 15 (30) 31 (31)

TOPLAM 50 (100) 50 (100) 100 (100)

Yogun bakim iinitelerinden gonderilen Orneklerden izole edilen suslardaki
biyofilm olusumu ile yogun bakim disindan gonderilen 6rneklerden izole edilen
suslardaki biyofilm siddeti arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

gorilmemektedir(p>0.05).

Mikrotitrasyon plak yonteminde 100 susun, 24 tanesinde (%24) gliclu pozitiflik
45 tanesinde (%45) orta derecede pozitiflik bulunurken, kongo kirmuzili besiyeri
kullanilan biyofilm testinde suslarin 25 (%25) tanesi biyofilm pozitif saptandi.
Mikrotitrasyon plak yonteminde 100 susun 31 (%31) tanesinde biyofilm olusumu
negatif, Kongo kirmizis1 agar yonteminde 75 (%75) tanesinde biyofilm olusumu
negatif saptandi. Mikrotitrasyon plak yonteminde 69 tane pozitif susun kongo
kirmizis1 agar yonteminde 47 tanesi negatif (%68.1), 22 tanesi pozitif (%31.9)
saptandi. Mikrotitrasyon plak yonteminde 31 tane biyofilm negatif susun, kongo
kirmizis1 agar yonteminde 28 tanesi negatif (%90.3), 3 tanesi pozitif (%9.7) saptand.
Kan kultirunden izole edilen suslarin Kongo kirmizist agar ve mikrotitrasyon plak

yontemleri ile karsilastirmali sonuglari tablo-7°de gosterilmistir.
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Tablo-7. Biyofilm olusturan suslarin belirlenmesinde Kongo kirmizisi agar yontemi

ile mikrotitrasyon plagi yonteminin karsilastiriimasi

Biyofilm Olusumu Mikrotitrasyon plak yontemi
Pozitif Negatif TOPLAM p
Pozitif 22 (%31.9) 3 (%9.7) 25 (%25)
KKA Negatif 47 (%68.1) 28 (%90.3) 75 (%75) 0.018
TOPLAM 69 31 100

KKA: Kongo kirmizis1 agar

Her iki testte de biyofilm olusumu pozitif olan sus sayis1 22 (%22); her iki
testte de biyofilm olusumu negatif olan sus sayis1 28 (%28)’dir. Mikrotitrasyon plagi
yonteminde biyofilm olusumu pozitif ¢ikan ancak kongo kirmizisi agar yonteminde
biyofilm olusumu negatif ¢ikan sus sayist 47 (%47)’dir. Kongo kirmizisi agar
yonteminde biyofilm olusumu pozitif ¢ikan ancak mikrotitrasyon plagi yonteminde
biyofilm olusumu negatif cikan sus sayist 3 (%3)’diir. Kongo kirmizisi agar
besiyerinde degerlendirilen biyofilm ile mikrotitrasyon plak yontemi arasindaki
uyum McNemar testi ile karsilastirildiginda yontemler arasinda istatistiksel olarak

anlamli farklilik mevcuttur (p<0.05).

ANTIBIYOTIK DIiRENCI ILE BIYOFILM OLUSUMU ARASINDAKI
ILiSKI

Cahismada P. aeruginosa suslarmin en yiksek antibiyotik direnci %20
oraninda seftazidime ve %19 oraninda imipeneme kars1 goriilmiistiir ve daha sonra
sirastyla %18 oraninda piperasilin-tazobaktam ve %17 oraninda sefepime karsi
goriilmiistiir. Orneklerin gonderildigi yere gore suslarm antibiyotik direng oranlar

tablo-8’de gosterilmistir.
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Tablo-8. Orneklerin gonderildigi yere gore suslarin antibiyotik direng oranlari

Antibiyotikler YB YB Dis1 TOPLAM

Ornekleri O(rnn:eslt)l)e r (n=100)

(n=50) p

Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%)
Sefotaksim 8 (16) 4 (8) 12 (12) 0.218
Seftazidim 13 (26) 7 (14) 20 (20) 0.134
Sefepim 10 (20) 7 (14) 17 (17) 0.424
Piperasilin/Tazobaktam 12 (24) 6 (12) 18 (18) 0.118
Siprofloksasin 6 (12) 6 (12) 12 (12) -
Amikasin 1(2) 0 (0) 1(1) -
Meropenem 7 (14) 5 (10) 12 (12) 0.538
Imipenem 11 (22) 8 (16) 19 (19) 0.444
Levofloksasin 10 (20) 5 (10) 15 (15) 0.161

YB:Yogun Bakim

Calismaya alian suglarda antibiyotik direng oranlar1 karsilastirildiginda yogun
bakim {initelerinden gonderilen Orneklerden izole edilen suslarda yogun bakim
disindan gonderilen 6rneklerden izole edilen suslardaki antibiyotik direnclerine gore
istatiksel olarak anlamli farklilik goriilmemistir (p>0.05). Ancak yogun bakim
unitelerinden gonderilen 6rneklerden izole edilen suslarda antibiyotik direng oranmnin
siprofloksasin haricinde yogun bakim disindan gonderilen 6rneklerden izole edilen
suslardaki antibiyotik direnclerine gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (p>0.05,
Tablo-9).

Biyofilm olusturan ve biyofilm olusturmayan suglar antibiyotik direnci
yoniinden Kkarsilastirildiginda biyofilm olusturan grubun sefepim, seftazidim,
imipenem,  piperasilin-tazobaktam  direnci  goriilme oranlarnin  biyofilm
olusturmayan gruba gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ancak istatistiksel olarak
anlamli farklilik saptanmamistir. Ayrica biyofilm olusturan grupta siprofloksasin,

levofloksasin, meropenem, sefotaksim, gentamisin direnci goriilme oranlarinin
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biyofilm olusturmayan gruba gore daha diisiik oldugu gorilmiistir. Ancak
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustir (p>0.05, Tablo-9).

Tablo-9. Biyofilm olusturan ve olusturmayan suslarda antibiyotik diren¢ oranlarmin

karsilastirilmast

Biyofilm | Biyofilm
Antibiyotikler Negatif Pozitif TOPLAM 0

(n=31) (n=69)

Say1 (%) | Say1 (%)
Sefepim 3(9.7 | 14(20.3) 17 0.191
Seftazidim 3(9.7) | 17 (24.6) 20 0.084
Siprofloksasin 5(16.1) 7 (10.1) 12 0.507
Imipenem 4(12.9) | 15(21.7) 19 0.298
Levofloksasin 7 (22.6) 8 (11.6) 15 0.224
Meropenem 4 (12.9) 8 (11.6) 12 1
Piperasilin/Tazobaktam | 4 (12.9) | 14 (20.3) 18 0.374
Sefotaksim 4 (12.9) 8 (11.6) 12 1
Gentamisin 3(9.7) 3(4.3) 6 0.371

BIYOFILM ILISKILi GENLERIN VE TiP-3 SEKRESYON SISTEMINE
AIT GENLERIN MOLEKULER SONUCLARININ DEGERLENDIRILMESI

Calismada Kongo kirmizist agar ve mikrotitrasyon plagi ydntemleriyle
biyofilm 6zellikleri saptanmis 100 izolatin biyofilm olusumunda sorumlu oldugu
diistiniilen pslA, pelA, ppyR genleri ayrica Tip 3 sekresyon sistemine ait exoS, exoY,

exoT, exoU genleri arastirildi.
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pslA, pelA ve ppyR Genlerinin  Amplifikasyon  Sonuglarinin
Degerlendirilmesi
pslA Geninin Amplifikasyon Sonuclart

Calisilan suslarin pslA genlerinin varlig: sekil-4’de verilmistir.

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

Sekil-4. pslA (656 bp) geni arastirilmasi (1.bant: negatif kontrol; 2.bant: marker;
3.bant; pozitif kontrol PAO-1; 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 pozitif hasta

izolatlarr)

Caligmada pslA geni varligi 100 susun tamaminda (%2100) 656 b¢ seviyesinde

saptandi.
pelA Geninin Amplifikasyon Sonuglar

pelA genine ait bant 786 bg¢’de saptandi. Caligmaya alinan suslarin pelA

genlerinin varligi sekil-5’de verilmistir.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Sekil-5. pelA (786 bp) geni arastirilmasi (1.bant: negatif kontrol; 2.bant: marker;
3.bant pozitif kontrol PAO-1; 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 pozitif hasta
izolatlar1, 15.bant pelA negatif hasta izolati).

Calismada incelenen 100 sustan 99’unda (%99) pelA geni 786 bg seviyesinde
saptanirken, 1 (%1) susta pelA geni saptanmadi.

ppyR Geninin Amplifikasyon Sonuglar

PpYR genine ait bant 160 bp seviyesinde saptandi. Calismaya alinan suslarin

pPpYR genlerinin varlig1 sekil-6’da verilmistir.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Sekil-6. ppyR (160 bp) geni arastirilmasi (1.bant: negatif kontrol; 2.bant: marker;
3.bant pozitif kontrol PAO-1; 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 pozitif hasta
izolatlar1, 15.bant ppyR negatif hasta izolatr).

Calismada incelenen 100 sustan 99’unda (%99) ppyR genil60 bg seviyesinde
saptanirken, 1 (%1) susta ppyR geni saptanmadi.

BiYOFILM ILIiSKILI pslA, pelA, ppyR GENLERININ FENOTIPiK VE
MOLEKULER YONTEMLE DEGERLENDIRILMESI

pslA geni pozitif 100 susun kongo kirmizisi agar besiyerinde; 25 tanesi
biyofilm pozitif (%25), 75 tanesi biyofilm negatif (%75) olarak saptandi. pelA geni
pozitif 99 susun kongo kirmizisi agar besiyerinde; 25 tanesi biyofilm pozitif (%25.3),
74 tanesi biyofilm negatif (%74.7) olarak saptandi. pelA geni negatif 1 sus; kongo
kirmizis1 agar besiyerinde de biyofilm negatif (%74.7) saptandi. ppyR geni pozitif 99
susun kongo kirmizisi agar besiyerinde 25 tanesi pozitif (%25.3), 74 tanesi negatif
(%74.7) saptandi. ppyR geni negatif 1 sus kongo kirmuzisi agar besiyerinde de
biyofilm negatif saptandi. Biyofilm olusumu ile pslA, pelA, ppyR genleri dagilimi
tablo-10’da gosterildi.
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Tablo-10. Pseudomonas aeruginosa (n=100) suslarinda pslA, pelA ve ppyR

genlerinin kongo kirmizisi agar yonteminde biyofilm diizeylerine gore dagilimi

pslA pelA ppyR
P N P N P N roplam
Pozitif 25 25 25
noe) (25) 0 %253 ° (%253 ° 0P
Negatif 75 = 74 1 74 1 s
KKA  n(%) (%75) ° (%74.7) (%100) (%74.7) (%100)
Toplam 100 0 99 1 99 1 100

P:Pozitif, N:Negatif, KKA:Kongo Kirmizis1 Agar

pslA geni pozitif 100 susun mikrotitrasyon plak yénteminde; 24 tanesi biyofilm
guclu pozitif (%24), 45 tanesi orta derece pozitif (%45), 31 tanesi negatif (%31)
olarak saptandi. pelA geni pozitif 99 susun mikrotitrasyon plak yénteminde 24 tanesi
biyofilm gucli pozitif (%24.2), 44 tanesi orta derece pozitif (%44.5), 31 tanesi
negatif (%31.3) olarak saptandi. pelA geni negatif 1 susun; mikrotitrasyon plak
yonteminde biyofilm olusumu orta derece pozitif saptandi. ppyR geni pozitif 99
susun mikrotitrasyon plak yonteminde; 23 tanesi biyofilm giclu pozitif (%23.2), 45
tanesi orta derece pozitif (%44.5), 31 tanesi negatif (%31.3) olarak saptandi. ppyR
geni negatif 1 susun; mikrotitrasyon plak yonteminde biyofilm olusumu giiclii pozitif
saptandi. pslA, pelA, ppyR genlerinin mikrotitrasyon plagi yontemi ile biyofilm

diizeylerine gore dagilimi tablo-11’de gosterildi.
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Tablo-11. Pseudomonas aeruginosa (n=100) suslarinda pslA, pelA ve ppyR

genlerinin mikrotitrasyon plak yonteminde biyofilm diizeylerine gore dagilimi

pslA  pslA  pelA pelA ppyR ppyR

P N P N P N Toplam

ngzﬁ'tff 24 0 24 0 23 1 24

ﬁ %) (%24) (%0) (%24.2) (%0) (%23.2) (%100) (%24)
Orta

derece 45 0 44 1 45 0 45
pozitif (%45) (%0) (%44.5) (%100) (%44.5) (%0) (%45)

Mikrotitrasyon n (%)
Plak
Yontemi
Negatif 31 0 31 0 31 0 31

n (%) (%31) (%0) (%31.3) (%0) (%31.3) (%0)  (%31)

Toplam 100 0 99 1 99 1 100

P:Pozitif, N:Negatif

exoS, exoY, exoT ve exoU Genlerinin Amplifikasyon Sonuclarinin

Degerlendirilmesi
exoS Geninin Amplifikasyon Sonuglar

exoS genine ait bant 118 bg seviyesinde saptandi. Caligmaya alinan suslarin

exoS genlerinin varlig: sekil-7’de verilmistir.
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Sekil-7. exoS (118 bp) geni arastirilmasi (1.bant: negatif kontrol; 2.bant: marker;
3.bant pozitif kontrol PAO-1; 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 pozitif hasta izolatlari,
14,15 .bant exoS negatif hasta izolatlar1).

Calismada 100 sustan 88’inde (%88) exoS geni 118 b¢ seviyesinde tespit
edilirken 12 (%12) susta exoS geni saptanmadi.

exoY Geninin Amplifikasyon Sonugclar

exoY genine ait bant 289 b¢ seviyesinde saptandi. Caligmaya alinan suslarin

exoY genlerinin varlig: sekil-8’de verilmistir.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Sekil-8. exoY (289 bp) geni arastirilmasi (1.bant: pozitif kontrol PAO-1; 2.bant:
marker; 3.bant; negatif kontrol; 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 pozitif hasta

izolatlar1).

Caligmada exoY geni 100 susun tamaminda (%100) 289 bg seviyesinde

saptandi.
exoT Geninin Amplifikasyon Sonuclar

exoT genine ait bant 152 bg seviyesinde saptandi. Calismaya alinan suslarin

exoT genlerinin varhigi sekil-9’de verilmistir.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14.15

e it RN 1 — Y

Sekil-9. exoT (152 bp) geni arastirilmasi (1.bant: negatif kontrol; 2.bant: marker;
3.bant; pozitif kontrol PAO-1; 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 pozitif hasta
izolatlarr).

Caligmada exoT geni 100 susun tamaminda (%100) 152 bg seviyesinde

saptandi.
exoU Geninin Amplifikasyon Sonuglart

exoU genine ait bant 134 b¢’de saptandi. Caligmaya alman suslarin exoU

genlerinin varligi sekil-10’de verilmistir.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12..13...114 15

Sekil-10. exoU (134 bp) geni arastirilmasi (1.bant: negatif kontrol; 2.bant: marker; 3,
4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13 pozitif hasta izolatlar1; 14, 15 exoU negatif hasta

izolatlari).

Calismada 100 sustan 27’sinde (%27) exoU geni 134 bg seviyesinde tespit
edilirken 73 (%73) susta exoU geni saptanmadi.

TiP-3 SEKRESYON SIiSTEMI exoS, exoY, exoT, exoU GENLERININ
FENOTIPiK VE MOLEKULER YONTEMLE DEGERLENDIRILMESI
exoS geni pozitif 88 susun kongo kirmizisi agar besiyerinde 23 tanesi
biyofilm pozitif (%26.1), 65 tanesi biyofilm negatif (%73.9) olarak saptandi. exoS
geni negatif 12 susun kongo kirmizisi agar besiyerinde 2 tanesi biyofilm pozitif
(%16.7), 10 tanesi biyofilm negatif (%83.3) olarak saptandi. exoY ve exoT geni
pozitif 100 susun kongo kirmizis1 agar besiyerinde 25 tanesi biyofilm pozitif (%25),
75 tanesi biyofilm negatif (%75) olarak saptandi. exoU geni pozitif 27 susun kongo
kirmizis1 agar besiyerinde 9 tanesi pozitif (%33.3), 18 tanesi negatif (%66.7)
saptandi. exoU geni negatif 73 sus; kongo kirmizisi agar besiyerinde 16 tanesi
biyofilm pozitif (%21.9), 57 tanesi biyofilm negatif (%78.1) olarak saptandi.
Biyofilmolusumu ile exoS, exoY, exoT, exoU genleri dagilimi tablo-12°de gdsterildi.
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Tablo-12. Pseudomonas aeruginosa (n=100) suslarinda exoS, exoY, exoT ve exoU

genlerinin kongo kirmizisi agar yonteminde biyofilm diizeylerine gore dagilimi

exoSs exoY exoT exou
P N P N P N P N ropla
m
Pozitif n 23 2 25 0 25 0 9 16 25
% %26.1  %16.7 %25 %25 %33.3  %21.9 %100
Negatif n 65 10 75 75 0 18 57 75
KKA % %73.9 %83.3 %75 %75 %66.7 %78.1 %100
P 0.725 - - 0.242
TOPLAM 88 12 100 0 100 O 27 73 100

P:Pozitif N:Negatif KKA: Kongo Kirmizis1 Agar

Kongo kirmizisi agar besiyerinde degerlendirilen biyofilm olusumu ile exosS,

exoU genleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gériillmemistir (p>0.05).

exoS geni pozitif 88 susun mikrotitrasyon plak yénteminde; 21 tanesi biyofilm
guclu pozitif (%23.9), 42 tanesi orta derece pozitif (%47.7), 25 tanesi negatif
(%28.4) olarak saptandi. exoS geni negatif 12 susun; mikrotitrasyon plak yonteminde
3 tanesi biyofilm gucli pozitif (%25), 3 tanesi orta derece pozitif (%25), 6 tanesi
negatif (%50) saptandi. exoY ve exoT geni pozitif 100 susun mikrotitrasyon plak
yonteminde; 24 tanesi biyofilm gicli pozitif (%24), 45 tanesi orta derece pozitif
(%45), 31 tanesi negatif (%31) olarak saptandi. exoU geni pozitif 27 susun
mikrotitrasyon plak yonteminde; 7 tanesi biyofilm guclu pozitif (%25.9), 12 tanesi
orta derece pozitif (%44.4), 8 tanesi negatif (%29.6) olarak saptandi. exoU geni
negatif 73 susun; mikrotitrasyon plak yonteminde; 17 tanesi biyofilm gulcli pozitif
(%23.3), 33 tanesi orta derece pozitif (%45.2), 23 tanesi negatif (%31.5) olarak
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saptand1. exoS, exoY, exoT, exoU genlerinin mikrotitrasyon plagi yOntemi ile
biyofilm diizeylerine gore dagilimi tablo-13’de gosterildi. Mikrotitrasyon plak
yontemi ile exoS ve exoU dagilimi incelendiginde istatistiksel olarak anlamli farklilik

bulunmamustir (p>0.05).

Tablo-13. Pseudomonas aeruginosa (n=100) suslarinda exoS, exoY, exoT ve exoU

genlerinin mikrotitrasyon plak yonteminde biyofilm diizeylerine gére dagilimi

exoS exoY exoT exoU Topla
P N P N P N P N m
GPn 21 3 24 0 24 0 7 17 24
% %239 %25 %24 %0 %24 %0 %25.9 %23.3
OPn 42 3 45 0 45 0 12 33 45
% %47.7 %25 %45 %0 %45 %0 %44.4 %45.2
Mikrotitrasy
on
Plak N
Yontemi 25 6 31 0 31 0 8 23 31

%28.4 %50 %31 %0 %31 %0 %29.6 %31.5

p 0.247 . : 0.96

Toplam 88 12 100 0 100 O 27 73 100

GP: Gucli pozitif, OP:Orta derece pozitif, P:Pozitif, N:Negatif

T3SS exoS, exoY, exoT, exoU Genlerinin Biyofilm Olusumunda Rol Aldigi
Diisiiniilen pslA, pelA, ppyR Genleriyle Karsilastiriimasi

exoS, exoY, exoT, exoU genleri ve pslA geninin dagilimina bakildiginda exoS,
exoY, exoT, exoU genleri pozitif olanlarda pslA incelemelerinin de pozitif oldugu
ayrica exoS, exoY, exoT, exoU genleri negatif olanlarda da pslA incelemelerinin

pozitif oldugu goriilmiistiir.
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exoS, exoY, exoT ve exoU genleri ve pelA geninin dagilimina bakildiginda,
exoS pozitif olanlarda pelA incelemelerinin de pozitif oldugu ayrica exoS negatif
olanlarda pelA sadece 1 tane negatif oldugu goriilmiistiir. Istatistiksel olarak anlamli
farklilik bulunmamistir (p>0.05). exoY ve exoT pozitif olanlarda pelA sadece 1 tane
negatif oldugu, exoY ve exoT negatif olanlarda pelA incelemelerinin de negatif
oldugu goriilmiistiir. exoU pozitif olanlarda pelA incelemelerinin de pozitif oldugu
ayrica exoU negatif olanlarda pelA sadece 1 tane negatif oldugu gorilmiistiir.

Istatistiksel olarak anlaml1 farklilik bulunmamugtir (p>0.05).

exoS, exoY, exoT, exoU genleri ve ppyR geninin dagilimina bakildiginda,
exoS pozitif olanlarda ppyR incelemelerinde sadece 1 tane negatif oldugu ayrica exoS
negatif olanlarda ppyR’ nin tiimiiniin pozitif oldugu goriilmiistiir. Istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulunmamistir (p>0.05). exoY ve exoT pozitif olanlarda ppyR
incelemelerinde sadece 1 tane negatif oldugu ayrica exoY ve exoT negatif olanlarda
ppyR’de tlimunin pozitif oldugu gorilmistir. exoU pozitif olanlarda ppyR
incelemelerinde sadece 1 tane negatif oldugu ayrica exoU negatif olanlarda ppyR’ nin
tiimiiniin  pozitif oldugu goriilmiistiir. Istatistiksel olarak anlamli farkhlik

bulunmamustir (p>0.05, Tablo-14).
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Tablo-14. Pseudomonas aeruginosa (n=100) suslarinda exoS, exoY, exoT ve exoU

genlerinin pslA, pelA ve ppyR genleriyle karsilagtirilmasi

exoS exoY exoT exoU
P N P N P N P N Toplam
Pn 88 12 100 0 100 0 27 73 100
% %100 %100 %100 %0 %100 %0 %100 %100
pslA
Nn 0 0 0 0 0 0 0 0 0
% %0 %0 %0 %0 %0 %0 %0 %0
p - - - -
Pn 88 11 99 0 99 0 27 72 99
% %100 %91.7 %99 %0 %99 %0 %100 %98.6
pelA
Nn 0 1 1 0 1 0 0 1 1
% %0 %8 %1 %0 %1 %0 %0 %1.4
p 0.12 - - 1
Pn 87 12 99 0 99 0 26 73 99
% %98.9 %100 %99 %0 %99 %0  %96.3 %100
PPYR
Nn 1 0 1 0 1 0 1 0 1
% %1.1 %0 %1 %0 %1 %0 %3.7 %0
p 1 - - 0.27
Toplam 88 12 100 0 100 0 27 73

P:Pozitif, N:Negatif

ANTIBIYOTIK  DIRENCI ILE BIYOFILM  GENLERININ
VARLIGININ KARSILASTIRILMASI
pslA geninin varlig1 ve antibiyotik direncleri tablo-16 *da gosterilmistir. psIA
geni pozitif suslarda antibiyotik direncleri gen negatif sus sayisi az olmasi sebebiyle
tim suslarin antibiyotik sonuglarina benzer sekilde en yiiksek diren¢ orani
seftazidime (%20) ve sirasiyla imipenem (%19), piperasilin-tazobaktam (%18) ve
sefepime (%17) kars1 goriilmiistiir. En disiik antibiyotik direng orani1 gentamisinde
(%6) goriilmistiir (Tablo-15).
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pelA geninin varligi ve antibiyotik direncleri tablo 16°da gosterilmistir. pelA
geni pozitif suslarda suslarda antibiyotik direngleri gen negatif sus sayisi az olmasi
sebebiyle tiim suslarin antibiyotik sonuc¢larina benzer sekilde en yiiksek direng orani
seftazidime (%20) ve sirasiyla imipenem (%19), piperasilin-tazobaktam (%18) ve
sefepime (%17) kars1 goriilmiistiir. En diisiik antibiyotik diren¢ orani gentamisinde
(%6) gorilmistir. Yapilan Kkarsilastirmalarda ise pelA genindeki pozitiflik
durumlarma gore antibiyotik diren¢ dagilimlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik goriilmemistir (p>0.05). pelA negatif olan bir susta higbir antibiyotige kars1
diren¢ goriilmemistir (Tablo-15).

PpYR geninin varhigi ve antibiyotik direncleri tablo 16’da gosterilmistir. ppyR
geni pozitif suslarda suslarda antibiyotik direngleri gen negatif sus sayisi az olmasi
sebebiyle tiim suslarin antibiyotik sonuglarina benzer sekilde en yiiksek direng orani
seftazidime (%20) ve sirasiyla imipenem (%19), piperasilin-tazobaktam (%18) ve
sefepime (%17) kars1 goriilmiistiir. En diisiik antibiyotik diren¢ orani gentamisinde
(%6) gorilmiistir. Yapilan karsilastirmalarda ise ppyR genindeki pozitiflik
durumlarma gore antibiyotik diren¢ dagilimlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik goriilmemistir (p>0.05). ppyR negatif olan bir susta hi¢bir antibiyotige kars1
direng gériilmemistir (Tablo-15).
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Tablo-15. Antibiyotik direnci ile biyofilm genlerinin karsilagtirilmasi

pslA pelA ppyR
P N P N P N

S 83(%83) - 82 (%82.8) 1 (%100) 82 (%82.8) 1 (%100)
Sefepim

R 17 (%17) - 17 (%17.2) 0 (%0) 17 (%17.2) 0 (%0)

S 80(%80) - 79 (%79.8) 1 (%100) 79 (%79.8) 1 (%100)
Seftazidim

R 20 (%20) - 20 (9%20.2) 0 (%0) 20 (%20.2) 0 (%0)

S 88(%88) - 87 (%87.9) 1 (%100) 87 (%87.9) 1 (%100)
Siprofloksasin

R 12 (%12) - 12 (%12.1) 0 (%0) 12 (%12.1) 0 (%0)

S 81(%81) - 80 (%80,8) 1 (%100) 80 (%80.8) 1 (%100)
Imipenem

R 19(%19) - 19 (%19.2) 0 (%0) 19 (%19.2) 0 (%0)

S 85(%85) - 84 (%84.8) 1 (%100) 85 (%85.9) 0 (%0)
Levofloksasin

R 15(%15) - 15 (%15.2) 0 (%0) 14 (%14.1) 1 (%100)

S 88(%88) - 87 (%87.9) 1 (%100) 87 (%87.9) 1 (%100)
Meropenem

R 12 (%12) - 12 (%12.1) 0 (%0) 12 (%12.1) 0 (%0)

0, - 0, 0, 0 0,

Piperasilin/ 82 (%82) 81 (%81.8) 1 (%100) 81 (%81.8) 1 (%100)
Tazobaktam 18 (%18) - 18(%18.2)  0(%0)  18(%182) 0 (%0)

S 88(%88) - 87 (%87.9) 1 (%100) 87 (%87.9) 1 (%100)
Sefotaksim

R 12 (%12) - 12 (%12.1) 0 (%0) 12 (%12.1) 0 (%0)

S 94 (%94) - 93 (%93.9) 1 (%100) 93 (%93.9) 1 (%100)
Gentamisin

R 6 (%6) - 6 (%6.1) 0 (%0) 6 (%6.1) 0 (%0)

P:Pozitif, N:Negatif, S:Duyarli, R:Direngli
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ANTIBIYOTIK DIRENCi ILE T3SS GENLERININ VARLIGININ
KARSILASTIRILMASI

exoS geninin varligi ve antibiyotik direncleri tablo- 16’de gdsterilmistir. exoS
pozitif olan suslarda antibiyotik diren¢ oranlarma bakildiginda; sefepimde %17,
seftazidimde %18.2, siprofloksasinde %9.1, imipenemde %20.5, levofloksasinde
%14.8, meropenemde %12.5, piperasilin-tazobaktamda %17, sefotaksimde %13.6 ve
gentamisinde %5.7’°dir. exoS negatif olan suslarda ise antibiyotik direng orani
sefepimde %16.7, seftazidimde %33.3, siprofloksasinde %33.3, imipenemde %8.3,
levofloksasinde %16.7, meropenemde %8.3, piperasilin-tazobaktamda %25,
sefotaksimde %0 ve gentamisinde %8.3’tur. exoS genotipi ile siprofloksasin diginda
antibiyotik direnci arasinda istatiksel olarak anlamli iliski saptanmamustir. Ancak
exoS pozitiflerde sefepim, imipenem, meropenem ve sefotaksim direnci negatiflere
gore daha yiikksek bulunmustur. exoS negatif hastalarda siprofloksasin direnci
pozitiflere gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0.05, Tablo-16).

exoY ve exoT geninin varligi ve antibiyotik direncleri tablo 17’de
gosterilmistir. exoY ve exoT en yiliksek diren¢ orani seftazidime (%20) ve swrasiyla
imipenem (%19), piperasilin-tazobaktam (%18) ve sefepime (%17) Kkarsi

goriilmiistiir. En diisiik antibiyotik diren¢ oran1 gentamisinde (%6) goriilmiistiir.

exoU geninin varlig1 ve antibiyotik direncleri tablo 17°de gosterilmistir. exoU
pozitif olan suslarda antibiyotik diren¢ oranlarmna bakildiginda; sefepimde %25.9,
seftazidimde %25.9, siprofloksasinde %22.2, imipenemde %22.2, levofloksasinde
%29.6, meropenemde %18.5, piperasilin-tazobaktamda %29.6, sefotaksimde %11.1
ve gentamisinde %11.1°dir. exoU negatif olan suslarda ise antibiyotik diren¢ orani
sefepimde %13.7, seftazidimde %17.8, siprofloksasinde %8.2, imipenemde %17.8,
levofloksasinde %9.6, meropenemde %9.6, piperasilin-tazobaktamda 9%13.7,
sefotaksimde %12.3 ve gentamisinde %4.1°dir. exoU genotipi ile levofloksasin
disinda antibiyotik direnci arasinda istatiksel olarak anlamli iligki saptanmamustir.
Ancak exoU pozitiflerde, sefepim, seftazidim, siprofloksasin, levofloksasin,
imipenem, meropenem, piperasilin-tazobaktam ve gentamisin direnci negatiflere

gore daha yiliksek bulunmustur. Bu ¢alismada exoU pozitif hastalarda levofloksasin
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direnci negatiflere gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0.05, Tablo-16).

Tablo-16. Antibiyotik direnci ile T3SS genleri karsilastiriimasi

exoS exoY exoT exoU
P N p P N P N P N p
S (tyzgg) 10 (%83,3) 83 (%83) - 83 (%83) - 20 (%74,1) 63 (%86,3)
Sefepim 1 0.228
15 2 7
R (%17) (%16.7) 17 (%17) - 17 (%17) - (%25.9) 10 (%13,7)
S 72 (%81,8) (%(?6 7 80 (%80) - 80 (%80) - 20 (%74,1) 60 (%82,2)
Seftazidim 4 0.251 7 0.368
0, 0, - 0, - 0,
R 16 (%18,2) (%33.3) 20 (%20) 20 (%20) (%25.9) 13 (%17,8)
S 80 (%90,9) (%686 7 88 (%88) - 88 (%88) - 21 (%77,8) 67 (%91,8)
Siprofloksasin 8 4 0.036 6 6 0.081
RO (o,1)  (%333) 12(612) - 12(%12) - %222)  (%8.2)
S (%;g 5) 11 (%91,7) 81 (%81) - 81 (%81) - 21 (%77,8) 60 (%82,2)
imipenem 1 0.454 0.774
R 18 (%20,5) (%8.3) 19 (%19) - 19 (%19) - 6 (%22,2) 13 (%17,8)
S 75(%85,2) 10 (%83,3) 85 (%85) - 85 (%85) - 19 (%70,4) 66 (%90,4)
Levofloksasin . 2 1 . . 8 7 0.024*
13 (%14,8) (%16.7) 15 (%15) - 15 (%15) - (%29.6) (%9.6)
S 77 (%875) 11 (%91,7) 88 (%88) - 88 (%88) - 22 (%81,5) 66 (%90,4)
Meropenem %12 1 1 2 (3412 5 (W12 5 7 0.297
11 (%12,5) (%8.3) 12 (%12) - 12 (%12) - (9%18.5) (%9.6)
73 9
Piperasilin/ S (%83) (%75) 0,44 82 (%82) - 82 (%82) - 19 (%70,4) 63 (%86,3) 0,082
Tazobaktam o 15 8 O 18(wi18) - 18 (%18) - 8 10 (%137)
(%17) (%25) (%29,6) '
S 76 (%86,4) 12 (%100) 88 (%88) - 88 (%88) - 24 (%88,9) 64 (%87,7)
Sefotaksim . 0 0.351 . . 3 9 1
' %0 ) ) %11,1 %12,3
12 (%13,6) 12 (%12) 12 (%12)
S 83(%94,3) 11 (%91,7) 94 (%94) - 94 (%94) - 24 (%88,9) 70 (%95,9)
Gentamisin 6 6 3 3 0.339
R5(%57)  1(%83) (%6) (%6) @111)  (%41)

*p<0.05 istatistiksel olarak anlaml farklilik, P:Pozitif, N:Negatif, S:Duyarli, R:Direngli
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TARTISMA

Pseudomonas aeruginosa firsatgt bir patojen olarak endokardit, ventilatore
bagli solunum sistemi enfeksiyonlari, bakteriyemi, merkezi sinir sistemi
enfeksiyonlari, deri ve yumusak doku enfeksiyonlar1 gibi ¢ok ¢esitli enfeksiyonlara
yol acar (7,9). Hastanede yatan agir yanikli, HIV enfeksiyonlu, maligniteli ve

immunitesi yetersiz riskli hastalarda enfeksiyonlar ciddi seyreder (1,7,9).

Pseudomonas aeruginosa’ya karsi olusan immun yanitta c¢esitli viriilans
faktorleri etkilidir. Bu bakteriye ait viriilans faktorleri arasinda toksinler, enzimler,
piyosiyanin, piyoverdin, flagella, pili ve biyofilm sayilabilir. Biyofilm patojenitede
onemli viriilans faktorlerindendir. P. aeruginosa biyotik ve abiyotik ylzeylerde
biyofilm yapismi olusturur (4,9). Biyofilm olusumu kronik bakteriyel enfeksiyonlara
ortam hazirlayip, antimikrobiyal tedavilerde zorluga yol agar (1,4,9,94-95).

Tibbi cihazlar mikroorganizmalarm tutunmasi, kolonilesmesi, biyofilm
yapisinin olusturulmasi i¢in uygun ortamlar yaratir. Ozellikle biyofilmle iliskili tibbi
cihazlar protez kalp kapakgiklari, idrar kateterleri, intrauterin cihazlar, vaskiler
kateterler, prostetik kalp kapak¢iklaridir (5). Bu abiyotik cihazlar konak
proteinleriyle kaplanip bakterinin tutunmasina katki saglayabilir. Daha sonra
bakteriler dagilip enfeksiyona yol agabilirler. Ozellikle kateterler kan dolasimma
temas ettigi icin trombosit, albimin, plazma ve fibronektin gibi doku proteinleriyle
kaplanarak biyofilmlere zemin hazirlar. P. aeruginosa biyofilm olusturarak riskli
ozellikle yogun bakimda yatan hastalarda agir septisemilerden sorumlu tutulmustur
(5). Biyofilmler ekzopolisakkarit matriksinde mikroorganizmalar kompleks sekilde
toplaninca pargalanmasi zor hale gelir. Biyofilm olusumunda; substrat etkileri, ortam

ozellikleri ve hiicre ylzeyinin 6zellikleri gibi faktorler 6nemlidir (31).

Pseudomonas aeruginosa’da Tip 3 sekresyon sistemi bazi virilans
faktorlerinin kontroliinde rol alir. T3SS biyofilm ile ilgili olusumlarla iligkilidir.
T3SS ile ilgili genler dzellikle biyofilm yapisinda 6nemli olan pel, psl genleri ile
baglantihidir (66). T3SS molekiilleri bakteriyemilerde tespit edildigi gibi P.

aeruginosa biyofilm olusturan izolatlarda tespit edilmistir (4).
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Pseudomonas aeruginosa ve biyofilm ile ilgili yapilan pek ¢ok ¢aligma vardir.
Biyofilmi saptamak i¢in mikrotitrasyon plak yontemi, kongo kirmizisi agar yontemi,
tip yontemi, biyoluminesans yontemi, piezoelektrik sensor ve floresan mikroskopik
inceleme gibi ¢esitli yontemler vardir (86,87,96,97). Bizim ¢alismamizda biyofilm

olusumu kongo kirmizisi agar ve mikrotitrasyon plak yontemi ile belirlenmistir.

Bizim c¢aligmamizda Kongo kirmizis1 agar besiyerinde yogun bakim
iinitelerinden gonderilen Orneklerden izole edilen suslardaki biyofilm olusumu
pozitiflik oranmnin %36, yogun bakim disindan gonderilen 6rneklerden izole edilen
suslardaki biyofilm pozitiflik oraninin %14 oldugu gorilmistiir. Yogun bakim
iinitelerinden gonderilen Orneklerden elde edilen suslardaki biyofilm pozitiflik
oraninin yogun bakim disindan gonderilen 6rneklerden izole edilen suslardaki
biyofilm pozitiflik oranmnin goére istatistiksel olarak anlamli sekilde daha ylksek

saptandig1 goriilmiistiir (p<0.05, tablo-5).

Calismamizda yogun bakim f{initelerinden génderilen 6rneklerden izole edilen
suslarin mikrotitrasyon plak yontemi kullanildiginda biyofilm olusum oranlari; %20
guclu pozitif, %48 orta derece pozitif toplam % 68 pozitif, yogun bakim disindan
gonderilen 6rneklerden izole edilen suslarda ise; %28 gucli pozitif, %42 orta derece
pozitif olmak Uzere % 70 pozitif saptandi. Duyarliligi daha yiiksek olarak kabul
edilen mikrotitrasyon plagi yontemi dikkate alindiginda 6zellikle yogun bakimdan
izole edilen orneklerde biyofilm olusturma oranmnin yiiksek bulunmasmin (Tablo-6)
Pseudomonas aeruginosa’ya bagli bakteriyemilerde biyofilm olusumunun etkili

olabilecegini diistindlirmiistiir (87).

Hassan ve ark. (87) 2010 yilinda Pakistan’da ¢esitli kliniklerden génderilen
110 klinik izolatta mikrotitrasyon plak yontemiyle %22.7 gucli biyofilm olusumu,
%41 orta derecede biyofilm olusumu, %36.3 zayif biyofilm ya da biyofilm negatif
saptamiglardir. Kongo kirmizisi agar yontemiyle izolatlarda %3.6 glgcli, %6.3 orta,
%90 zayif ya da biyofilm negatif tespit etmislerdir. Biyofilm olusturan izolatlarda
antibiyotik direnci yiksek saptamiglardir. Mikrotitrasyon plak yontemini altin

standart kabul edip, kongo kirmizisi agar yontemi ile karsilastirmislardir. Kongo
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kirmizist agar yontemi ile duyarlihgi %11, Ozgulligi %92 saptamislardir.
Mikrotitrasyon plak yonteminin biyofilm olusumunu saptamada kongo kirmizist agar

yontemine gore kantitatif ve giivenilir oldugunu tespit etmislerdir.

Perez ve ark. (86) 2011 yilinda 74 P. aeruginosa susunun biyofilm olusturma
oranlarimi kristal viyole boyasi kullanilarak mikrotitrasyon plak yontemiyle
Olgmiislerdir. Kontrol olarak Pseudomonas aeruginosa PAO1 (biyofilm olusturan)
susu kullanmiglardir. Suslarin tamami PAO-1’e gore kuvvetli biyofilm olusturmamus,
50 tanesi PAO-1’e gore orta ve diisiik diizeyde biyofilm olusturmustur. Deka ve
ark’nin (96) Hindistanda 2014 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada; 100 klinik izolattan
biyofilm olusumunu belirlemek igin mikrotitrasyon plak yontemi, Kongo kirmizisi
agar yontemi ¢alisilmistir. 100 sustan 83 (%83) tanesi mikrotitrasyon plak yontemi
ile biyofilm olusumu pozitif, 17 (%17) tanesi zayif ya da biyofilm olusumu olmayan
seklinde saptanmistir. Kongo kirmizist agar yonteminde ise izolatlarin %20’sinde
biyofilm olusumu pozitif, %80 zayif ya da biyofilm olusumu negatif saptanmistir. Bu
calisgmada kongo kirmizisi agar yonteminde mikrotitrasyon plak yéntemine gore
yanlis pozitiflikler bulunmustur (96). Azeredo ve arkadaslar1 (97) 2016 yilinda;
kongo kirmuzisi agar yonteminin biyofilm olusumunda tarama yontemi olarak

kullanilabilecegini ifade etmislerdir.

Lima ve ark. (98) Brezilya’da 2017 yilinda 20 pnémonili hastadan izole edilen
P. aeruginosa’da Kongo kirmizi agar testinde, P. aeruginosa izolatlarmm %15’inde
biyofilm olusumu pozitif, mikrotitrasyon plak yonteminde %75 biyofilm olusumu
saptamuglardir. Abdel Halim ve ark. (99) 2018 yilinda biyofilm saptama yontemlerini
karsilastirdiklar1 bir calismada mikrotitrasyon plak yontemi altin standart yontemi
olarak kabul edilmistir. Kongo kirmizisi agar yontemi, fenotipik bir yontem olarak
uygulanmast kolay ve hizli olmakla beraber biyofilm olusturanlarin %1.3” {inii
saptamustir. Samad ve ark. (100). 2019 yilinda Pakistan’da cevresel ve klinik toplam;
50 P. aeruginosa izolatinda kongo kirmizisi agar testinde biyofilm olusumunu 7
(%14), mikrotitrasyon plak testinde 30 (%60) pozitif bulmuslardir. Mikrotitrasyon
plak testinin biyofilm olusumu saptamada kongo kirmizisi agar yontemine gore

kantitatif ve glivenilir bir yontem oldugunu tespit etmislerdir.
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Bizim caligmamizda biyofilm olusumunun tespitinde mikrotitrasyon plagi
yontemi ile Kongo kirmizisi agar yontemi karsilastirdigimizda; mikrotitrasyon plagi
yonteminde 100 susun 24 tanesinde (%24) guclu pozitiflik, 45 tanesinde (%45) orta
derecede pozitiflik toplamda 69 izolatta (%69) pozitiflik, kongo kirmizisi agar
besiyerinde ise 25 izolatta (%25) pozitiflik saptanmistir. Mikrotitrasyon plak
yonteminde 69 tane pozitif izolatin kongo kirmizist agar yonteminde 47 tanesi
negatif (%68.1), 22 tanesi pozitif (%31.9) saptanmustir ve sonuclar diger ¢caligmalarla
uyumlu bulunmustur (86,87,96,98,100). Kongo kirmizis1 agar besiyerinde
degerlendirilen biyofilm ile mikrotitrasyon plak yontemi arasindaki uyum McNemar
testi ile karsilastirildiginda yontemler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
mevcuttur (p<0.05, tablo-7). Mikrotitrasyon plak yonteminde kongo kirmizisi agar
yontemine goére biyofilm pozitiflik oraninimn istatistiksel olarak anlamli sekilde daha
yiiksek saptandig1 goriilmiistiir (p<0.05, tablo-7). Kongo kirmizisi agar besiyerinde
biyofilm olusumu pozitif belirlenen 3 izolatin mikrotitrasyon plagi yonteminde
biyofilm olusumunun g0Osterilememesi koloni morfolojisindeki  farkliliktan
kaynaklanabilmektedir (101). Koloni morfolojisindeki degerlendirmeye bagl farkli
sonuglara yol ag¢mamasi, kantitatif degerlendirme gibi avantajlar sebebiyle
mikrotitrasyon plak yontemi tistiin kabul edilmistir. Dezavantaji, biyofilm olusumu
oraninin kullanilan besiyeri i¢indeki glikoz miktar1 ve ¢evresel kosullar (ortam 1sisi,
ph) olarak degerlendirilmistir. Ammendolia ve ark. (102) 1999 yilinda yaptiklar1 bir
caligmada Triptik Soy Broth icerisine karbonhidrat kaynagi olarak glukoz ilavesiyle

biyofilm iiretiminde dramatik bir artis oldugunu bildirmistir.

She ve ark’nin (103) 2019 yilinda Cin’de ekzojen glikozun P. aeruginosa ‘da
biyofilm olusumu Uzerine etkilerini inceledigi bir ¢alisgmada; %2 ve %4 glukoz ve
glukoz ilavesiz biyofilm testleri yapilmasi sonucunda glukozun ekzopolisakkarit

matriksi guclendirip biyofilm olusumunu artirdigini saptamistir.

Pseudomonas aeruginosa’daki biyofilmin yapis1 hastanede yatan ozellikle
yogun bakim iinitesindeki hastalarin bozulmus immun sistemiyle, hastaliklarin
siddetiyle, tibbi cihazlarla, cerrahi girisimlerle anatomik bariyerlerin hasar

gormesiyle kan dolasimi enfeksiyonlarma zemin hazirlar. Ayrica sterilizasyona
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dikkat edilmemesi, kateter varsa yerlesim yeri, 0 bdlgede kolonizasyon ve dnceden
antibiyotik kullanimi ilave risk faktorlerindendir. Bu risk faktorleriyle hastaliklar
tekrar etmekte tedaviye direncgte artmaktadir. Bakteriyemi olusursa hastalarda tedavi
daha da zorlagir (104).

Pseudomonas aeruginosa nin pek ¢ok antibiyotik sinifina karsi dogal direncli
oldugu bilinmektedir. Bunlardan bazilar1 antistafilokokal penisilinler, ampisilin-
sulbaktam, ampisilin, amoksisilin, amoksilin-klavulanik asit, 1. ve 2. kusak

sefalosporinler, sefotaksim ve trimetoprim-silfametaksazolddr (105).

Calismamizda P. aeruginosa suslarinin en yuksek antibiyotik direnci %20
oraninda seftazidime ve %19 oraninda imipeneme kars1 goriilmiistiir ve daha sonra
sirastyla %18 oraninda piperasilin-tazobaktam ve %17 oraninda sefepime karsi
goriilmiistiir (tablo-8). Bir arastrmada Turkiye'de son 11 yilda kan kulturlerinden
izole edilen Pseudomonas aeruginosa'‘da antibiyotik diren¢ oranlarmin meta analizi
yapilmistir (106). Bu bakterinin sebep oldugu enfeksiyonlarda yaygin olarak
kullanilan meropenem ve piperasilin-tazobaktama kars1 direng oranlart 6nemli
Olciide artmigken siprofloksasin, amikasin ve gentamisin direng oranlarinda azalma

olmustur.

Flamm ve ark. (107) 2004 yilinda Amerika’da P. aeruginosa izolatlarinda
coklu antibiyotik direncini yogun bakimda yatan hastalarda yogun bakim tinitesinde
olmayan hastalara gore daha yiiksek ve istatiksel oranda anlamli bulmuslardir.
Pachori ve ark. (108) 2019 yilinda Hindistan’da yogun bakimlardan gonderilen kan
orneklerinden elde edilen P. aeruginosa izolatlarmmda beta laktam grubu,

aminoglikozid ve florokinolon grubu antibiyotiklere direncinden bahsetmislerdir.

Calismamiza alinan suslarda antibiyotik direng oranlar1 karsilastirildiginda
yogun bakim tinitelerinden gonderilen érneklerden izole edilen suslarda yogun bakim
disindan gonderilen 6rneklerden izole edilen suslardaki antibiyotik direng¢lerine gore
istatiksel olarak anlamli farklilik gorilmemistir (p>0.05, tablo-8). Ancak yogun

bakim {initelerinden gonderilen orneklerden izole edilen suslarda siprofloksasin
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haricinde antibiyotik diren¢ oranmnin yogun bakim disindan gonderilen 6rneklerden
izole edilen suslardaki antibiyotik direnglerine gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Klinik olarak anlamli oldugu diisiiniilmektedir. Bu sonuglar literatiirdeki ¢alismalarla
uyumludur (107,108). Bu calismada yogun bakim hastalarindan izole edilen P.
aeruginosa suslarinda direncin daha fazla olmasmin nedeninin ¢oklu ilag kullanimi

oldugu distintilmiistiir.

Biyofilmler tibbi cihazlarda kalict kronik enfeksiyonlarin sebebi olarak
goriilmektedir. Kronik yaralar, idrar yolu enfeksiyonlari, kronik obstriiktif akciger
hastalig1, kistik fibroz, kateter enfeksiyonlari, kan dolasimi enfeksiyonlar1 gibi
hastaliklarla iligkilidir. Bu kadar c¢esitli enfeksiyona yol agma sebebi; biyofilm
olusturan P. aeruginosa’nin  konak immun sistemini, antibiyotikleri tolere
edebilmesidir. Bu durum biyofilm iligkili enfeksiyonlarin tekrarlamasina yol
acmaktadir. Antibiyotiklerin ¢ogu biyofilmleri yok etmemekle beraber inhibe
edebilirler. Tedavide erken olusumlu biyofilmler ge¢ olusumlu biyofilmlere gore
antibiyotiklere daha duyarhdirlar. Bu sebeplerden tedavide zamanlama onemlidir
(109).

Bizim ¢alismamizda biyofilm olusturan ve olusturmayan suslar antibiyotik
direnci yoniinden karsilastirildiginda biyofilm olusturan grubun sefepim, seftazidim,
imipenem,  piperasilin-tazobaktam  direnci  goriilme  oranlarinin  biyofilm
olusturmayan gruba gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ancak istatistiksel olarak
anlamli farklilhik saptanmamustir (p>0.05, Tablo-9).

Jeong ve ark. (110) 2014 yilinda Kore’de yaptigi bir ¢alismada bakteriyemisi
olan 242 hastanin 63’tinde karbapenem direncli P. aeruginosa tespit etmislerdir.
Karbapenem direngli suslarda biyofilm olusturma miktar1 anlamh sekilde
karbapenem duyarli suslardan daha yiiksek bildirmislerdir. Banar ve ark. (111) 2016
yilinda yanik yaralarindan izole edilen biyofilm olusturan P. aeruginosa’da
seftazidimde diren¢ saptarlarken, Hemati ve ark. (112) benzer sekilde 2014 yilinda

biyofilm olusturanlarda seftazidime direng bulunmustur. Zaranza ve ark. (113) 2013
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yilinda biyofilm olusturan bakterilerin konak immun sisteminden ve antibiyotiklerin

hedefi olmaktan korundugunu savunmuslardir.

Mirzahosseini H. ve ark’nin (8) 2020 yilinda yaptiklari bir ¢aligmada; P.
aeruginosa 'nin biyofilm iliskili antibiyotik direncinde en yiksek diren¢ %90 ile
piperasilin/tazobaktamda, en diisiik direng %2.4 ile kolistinde bildirilmistir. Bu meta
analiz caligmasida biyofilm olusumu ile antibiyotik direnci arasinda anlaml iligki
oldugu bulunmus ve biyofimlerin enfeksiyonlarin kroniklesmesinde rol oynadigi

diistiniilmiistiir.

Biyofilmler yapis1 geregi antibiyotikler, dezenfektanlar gibi antimikrobik
maddelere kars1 dirence sebep olurlar. Bu durumdan sorumlu tutulan bazi
mekanizmalara; biyofilm yapismin antimikrobiyal maddelere karsi penetrasyonunu
geciktirmek, biyofilmin organizmalarin biiyiime hizinda degisimlere yol agmasi
ornek verilebilir. Antimikrobiyal maddelerin biyofilmle gevrelenmis hiicreleri inhibe
etmesi icin biyofilm matriksi iginden yayilarak ge¢mesi gerekmektedir. Biyofilm
yapisini olusturan polimerik yapi biyofilm i¢ kismima yayilmayi, antimikrobiyal
maddeyle matriks reaksiyonuna etki ederek penetrasyonu sinirlar. Ayrica biyofilmle
alakali hiicreler planktonik hiicrelerden daha yavas biiyiiyerek antimikrobiyalleri
daha yavas alir (5).

Biyofilm yapisini1 ifade eden pel, psl ve ppyR gibi pek ¢ok gen vardir. Bu
genlerin sayesinde ortaya ¢ikan polisakkaritler biyofilm olgunlasmasida, biyofilm
matriksinin karbonhidrat yoniinden zengin yapist olusumunda hayati rolleri vardir
(8,61,66). Literatiirde yayinlanan bu genlerin varhiginin arastirilmasinda genel olarak

polimeraz zincir reaksiyon (PZR) yontemleri kullanilmustir (14).

Caligmamizda yapilan karsilagtirmada psIA geni pozitif bulunan 100 izolatin
kongo kirmizist agar besiyerindeki biyofilm olusumu degerlendirildiginde; 25 tanesi
biyofilm pozitif (%25), pelA geni pozitif 99 izolatin; 25 tanesi biyofilm pozitif
(%25.3), ppyR geni pozitif 99 izolatin 25 tanesi pozitif (%25.3) saptandi. pslA geni

pozitif 100 izolatin mikrotitrasyon plak yontemindeki biyofilm olusumu
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degerlendirildiginde; 24 tanesi biyofilm giiglii pozitif (%24), 45 tanesi orta derece
pozitif (%45) toplam 69 izolat (%69) pozitif, pelA geni pozitif 99 izolatin; 24 tanesi
biyofilm giclu pozitif (%24.2), 44 tanesi orta derece pozitif (%44.5) toplam 68 izolat
(%68.7) pozitif, ppyR geni pozitif 99 izolatin; 23 tanesi biyofilm gicli pozitif
(%23.2), 45 tanesi orta derece pozitif (%44.5) toplam 68 izolat (%67.7) pozitif
saptand1l. Attila ve ark’nin (58) 2008 yilinda yaptig1 bir ¢alismada; ¢alisilan klinik
izolatlarin %99’unda ppyR geni saptanmistir. ppyR geninin biyofilm formasyonunun
zengin yapisina psl aracihigiyla katkida bulundugu gosterilmistir. ppyR geni klinik

izolatlarda virllans gen ekspresyonunda 6nemli bir gen olarak tespit edilmistir.

Colvin ve ark’nin (114) 2012 yilinda yapmus olduklar1 bir ¢alismada psl
mutasyonu olan izolatlarda biyofilm formasyonu saptanmistir. Psl polisakkartinin
eksikligi pelA geninin yiiksek transkripsiyonuyla kompanse olmustur. pelA geni P.
aeruginosa izolatlarinda biyofilm yapimiyla istatiksel olarak anlamli bulunmustur
Ghadaksaz ve ark’nin (93) 2015 yilinda kan oOrneklerinin de bulundugu gesitli
orneklerden izole edilen 104 Pseudomonas aeruginosa izolatinda yaptigi bir
calismada Orneklerin %47.1’inde biyofilm olusumu saptanmustir. Tim klinik
izolatlarm %99’unda ppyR, %83.7’sinde pslA, % 45.2’sinde pelA genleri pozitif
saptanmistir. Ozellikle pelA geni varligi biyofilm olusumuyla istatiksel olarak

anlaml1 bulunmustur.

Pournajaf ve ark. (14) 2018 yilinda iran'da 143 kistik fibroz hastasmm balgam
orneklerinde; ppyR geni izolatlarin %98.6’sinda, pslA geni %89’unda, pelA geni
%57.3’Unde tespit etmislerdir. Biyofilm olusturan izolatlarda ppyR %87.9, pslA
%94.5, pelA %89 pozitif saptamislardir. pslA, pelA, ve ppyR genlerini biyofilm
olusumu ile iligkili genler olarak savunmuslardir. Dolatshah ve ark’nin (115) 2021
yilinda Iran’da klinik 6rneklerden (idrar, deri, balgam, viicut sivisi, kan, yara) izole
edilen P. aeruginosa’da biyofilm olusumunu inceledigi bir ¢alismada; 100 klinik. P.
aeruginosa izolatinda %69 biyofilm olusumu pozitif izlenmistir. %9'u gu¢li biyofilm
olusumu; %13'0 orta dizeyde biyofilm olusumu ve %47'si zayif biyofilm olusumu
olarak saptanmistir ve izolatlarin %92'si psIA geni agisindan pozitif oldugu

bildirilmistir. Yaptigimiz ¢alisma sonucunda P.aeruginosa suslarinda pslA, pelA,

64



PpyR genlerinin yiiksek bulunmasmnin suslarin kan izolati olup biyofilm olusum

oranin yiiksekligiyle baglantili olabilecegi diisiiniilmiistiir. (115,116).

Calismamizda antibiyotik direnci ile biyofilm genleri incelemesinde; pslA geni
pozitif suslarda antibiyotik direngleri gen negatif sus sayisi az olmasi sebebiyle tiim
suslarin antibiyotik sonuglarmma benzer sekildeydi. Gen pozitif suslarda en yuksek
direng oranma sahip olan antibiyotigin seftazidim (%20) oldugu, bunu takiben
imipenem (%19), piperasilin-tazobaktam (%18) ve sefepim (%17) oldugu
goriilmiistiir. pelA ve ppyR genindeki pozitiflik durumlarma gore antibiyotik direng
dagilimlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklihik gorilmemistir (p>0.05,
Tablo-15). Ancak daha oncede bahsedildigi gibi biyofilm genlerini tasiyan bazi

suslarda antibiyotik direnci goriilmiistiir.

Pseudomonas aeruginosa hiicreden hicreye sinyal sistemleriyle dizenlenen
hlcre ylzeyi iliskili ya da hiicre dis1 virtilans faktorlerine sahiptir. Tip 3 sekresyon
sistemi virulans belirleyicisidir. Bu sistem konak hiicrelere toksinlerini enjekte eder
(74). Tip 3 sekresyon sistemi, P. aeruginosa’min ciddi enfeksiyonlarinin
patogenezinde temasa bagli protein sekresyon yolu olarak rol alan O6nemli bir
virilans faktoridir. T3SS’nin mortalite ve morbiditeye katkis1 oldugunu kanitlayan
pek ¢ok ¢alisma vardir (1,73,75,117).

Pseudomonas aeruginosa patogenezinde T3SS’nin katkis1 pek ¢ok yayinda
gosterilmistir. Ozellikle P. aeruginosa’nn bakteriyemili hastalarda virtilansta etkili
oldugu gosterilmistir (74,117-122).

Literatlrde T3SS ile ilgili pek ¢ok galisma yaymlanmistir. Bu ¢alismalarda
T3SS’ne ait exoS, exoT, exoY ve exoU genlerini gostermede polimeraz zincir
reaksiyon (PZR) yontemi, Randomly Amplified Polimorphic DNA (RAPD), ve
Southern Hibridizasyon yontemleri siklikla kullanilmistir (1,14,74,118,122-124).

Bizim ¢alismamizda kan kiiltiirii 6rneklerinden izole edilen 100 P. aeruginosa

susunun 88’inde (%88) exoS geni saptanirken, exoY ve exoT geni 100 susun
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tamaminda (%100) saptandi, exoU geni 100 sustan 27’sinde (%27) pozitif tespit
edildi. Sonuglar diger ¢caligmalarla uyumlu bulundu (2,119,122,124,125).

Feltman ve ark. (124) 2001 yilinda Amerika’da P. aeruginosa Ureyen 115
izolatin tamaminda exoT geni saptamis olup klinik izolatlarm %71’inde exoS geni, %
28’inde exoU geni , % 89’unda exoY geni saptamislardir. Cevresel 6rneklerde 20
izolattan 16’s1 (%80) exoS pozitif bulmuslar ve exoS nin P. aeruginosa nin ¢evrede
yagsamasi i¢in kesin gerekli olmadigin1 diistinmiislerdir. Klinik ve cevresel drnekler
arasinda exoS, exoU ve exoY pozitiflik oraninda istatiksel olarak anlamli fark tespit

etmemislerdir.

Wareham ve ark’nin (122) 2007 yilinda yaptiklari bir calismada; 163 klinik
(periton, solunum, yumusak doku, idrar, kan) izolattan, exoS-/exoU+ genotiplerin
bakteriyermi ile anlamli iligkili oldugu bulunmustur. Ekzo proteininin kan
orneklerinden daha fazla saptanmasi, (kandan % 87) akut enfeksiyondaki énemini
akla getirmistir. Bakteriyemilerde T3SS sekrete eden P. aeruginosa nin

tanimlanmasinin tedavide yardimci olabilecegi diistintilmiistiir.

Garey ve ark. (119) 2008 yilinda hastanede yatan hastalarin kan dolasimi
orneklerinden 122 kan izolatinda exoS genini en yaygm (%70.5), exoU geni
pozitifligini ikinci sirada (%25.4) bulmuslardir. Her iki gen pozitiflik oranini ise
%1.6, iki geni de igermeyenlerin oranin1 %2.5 bulmakla birlikte, her iki genden
birisinin kan izolatinda bulundugu belirtmiglerdir. exoU geni pozitif izolatlarda
sefepim, seftazidim, piperasilin-tazobaktam, karbapenem, florokinolonlar ve
gentamisine kars1 antibiyotik direncini bu genin negatif oldugu izolatlara gore

anlamli yiiksek bulmuslardir.

Javadi ve ark’nin (125) 2015 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada klinikten ve
cevreden izole edilip dogrulanan 144 izolattan exoT %37 ve exoS %39 ve cevresel
orneklerden exoT %27 ve exoS %24 oraninda pozitif saptanmistir. Amirmozafari ve

ark. (2) 2016 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada kan, yara, idrar ve solunum yolu
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orneklerinden izole edilen 102 P. aeruginosa susunda exoS geni; %59.8 oraninda

pozitif saptanmustir.

Vance ve ark’nin (126) 2005 yilinda yaptig1 bir ¢calisgmada T3SS efektorlerinin
silinip mutant olusturulmasiyla, nétropenik fare modelinde akciger enfeksiyonu
olusumunun hafif oldugu etkenin kana yayilmasinin daha az oldugu saptanmistir.
Calismanin sonucunda T3SS’nin akcigerlerde epitel bariyerini agmak i¢in ve
bakterinin kanda yasayabilmesi ve yayilmasinda belirleyici oldugu sonucuna

varilmstir.

Berthelot ve ark. (117) Fransa’da 2003 yilinda 92 bakteremik susu dort gruba
ayirip suslart Tip 3 protein sekresyon seviyesine ve sitotoksite miktarina gore
inceledigi calismada; gruplar arasinda en yiiksek ve hizli sitotoksite miktarini
genotipik olarak exoU‘ya ait bulmuslardir. exoS genotipindeki suslarda ise daha
yavas sitotoksite olustugunu belirtmislerdir. Javanmardi ve ark’nin (127) 2019
yilinda hastane kaynakli P. aeruginosa izolatlarinda ekzotoksin sikligini inceledikleri
meta analiz calismasinda pozitiflik oranlar1 %83 exoT, %32 exoU', %61 exoS ve %91
exoY seklinde bulunmustur ve exoY ve exoT ‘nin ¢ogu klinik izolattan Uretilen T3SS

toksini oldugu sonucuna varilmustir.

Pseudomonas aeruginosa 6zellikle yatan hastalarda bakteriyemilerde énemli
firsat¢1 patojen ve nozokomiyal hastaliklarin 6nemli sebeplerindendir. Calismamizda
bu sebeplerden yogun bakimda ve yogun bakim disinda yatan hastalardan alinan
orneklerin biyofilm diretimi ve T3SS genleri varligi kan Kkultirunden ureyen
suslardan c¢alisilmigtir. Literatlirde solunum &rnekleri, kronik bacak ulseri, yanik
ornekleri gibi farkli bolgelerden izole edilen suslarda biyofilm, T3SS genlerinin

arastirildigi ¢alismalar da vardir (21,47,70).

Georgescu ve ark’nin (47) 2016 yiliinda Romanya’da kronik bacak
ulserlerinden izole edilen P. aeruginosa suslarinin virtilans ve direng 6zelliklerini
arastirdig1 bir ¢alismada P. aeruginosa nin virilans genlerinden en sik exoT (%100),

tespit edilmistir. Ekzoenzimler gibi yiizeyle iliskili bilesenlerin doku hasarlarina, kan
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dolasim enfeksiyonlarina sebep oldugu belirtilmistir. Haghi ve ark’nin 2018 yilinda
Iran’da yanik yaras1 enfeksiyonlarindan izole edilen cok ilaca direncli P.
aeruginosa ‘'dan yaptiklar1 ¢alismada exoY %93.1, exoT %20.4 pozitif tespit edilmis

olup exoU geni saptanmamistir (91).

Al Dawodeyah ve ark’nin (21) 2018 yilinda Amman’da yaptiklar1 bir
caligmada; solunum Yyolu enfeksiyonlu yatan hastalardan izole edilen P.
aeruginosa ‘da ve exoU genleri %33 oraninda tespit edilmistir. Ayrica direng genleri
caligilmis olup, ilaca direngli P. aeruginosa izolatlar1 arasinda antibiyotik direnci,
virilans genleri ve genotipler arasinda anlamli iliski bulunamamistir. Calismada
biyofilm olusumu, sitotoksitenin uyarilmasmnda exoS'nin etkili oldugundan

bahsedilmistir.

Khodayary ve ark. (70) iran'da 2019 yilinda yanik hastalarindan izole edilen P.
aeruginosa suslarinda incelenen genlerden exoT %100, exoY %100, exoS %59, exoU
%41 tespit edilmistir. Bu genlerden exoU geni varligi ile antibiyotik direnci arasinda

anlaml iliski bulunmustur.

Pseudomonas aeruginosa’'ya ait virilans faktorlerinden olan T3SS antibiyotik
direnglerine yol agarak mortalite ve morbiditeye katkida bulunur ve bununla ilgili
pek cok calisma vardir (74,118,119,121,128,129). Bizim calismamizda antibiyotik
direngleri ile T3SS genleri karsilastirildiginda; exoS genotipi ile siprofloksasin
disinda antibiyotik direnci arasinda istatiksel olarak anlamli iligki saptanmamistir
(p>0.05, tablo-16). Ancak exoS pozitiflerde sefepim, imipenem, meropenem,
sefotaksim direnci negatiflere gore daha yiiksek bulunmustur. exoS negatif hastalarda

siprofloksasin direnci pozitiflere gére anlaml olarak yiiksektir (p<0.05, tablo-16).

exoY ve exoT geni pozitif suslarda en yiiksek direng orani seftazidimde (%20),
bunu takiben imipenem (%19), piperasilin-tazobaktam (%18) ve sefepimde (%17)
goriilmiistiir. En diisiik antibiyotik diren¢ orani gentamisinde (%6) goriilmustiir.
exoU genotipi ile levofloksasin diginda antibiyotik direnci arasinda istatiksel olarak
anlamli iliski saptanmamistir. Ancak exoU pozitiflerde, sefepim, seftazidim,

siprofloksasin, levofloksasin, imipenem, meropenem, piperasilin-tazobaktam ve
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gentamisin direnci negatiflere gore daha yiiksek bulunmustur. Bu ¢aligmada exoU
pozitif hastalarda levofloksasin direnci negatiflere gore anlamli olarak yiliksek
bulunmustur  (p<0.05, tablo-16). Wong-Beringer (130) ve ark. 2008 yilinda g6z,
kan, idrar ve yara izolatlarindan elde edilen P. aeruginosa’nin exoU pozitif
izolatlarinda exoS pozitif izolatlarina gore levofloksasin direncini anlamli olarak
daha fazla bulmuslardir ve exoU pozitif izolatlarda %91 gyrA mutasyonu ve asiri
eksprese edilen disa atim pompasi fenotipi saptanirken, exoS pozitif izolatlarda %59
saptanmustir. Florokinolon ile induklenen gyrA mutasyonu sonucunda DNA
stipersarmalindaki degisikliklerin P. aeruginosa klinik izolatlarinda tip-3 virlans

gen ekpresyonuna sebep olabileceginden bahsedilmistir.

El-Solh ve ark’nin (74) Amerika’da 2012 yilinda Pseudomonas aeruginosa
kaynakli bakteriyemili hastalardan elde edilen 85 izolatin 37’sinde (%44) T3SS
proteinlerinden en az biri saptanmistir. Bakteriyemili hastalarda septik soka ilerleme,
T3SS proteinleri pozitif 6rneklerde %43, bu proteinlerin saptanmadig1 negatif 6rnekli
hastalarda %23 olarak kaydedilmistir. T3SS pozitif hastalarda %59 siprofloksasine
direng, %35 sefepime direng ve %38 gentamisine direng tespit edildi. Bu ¢alismada
exoU pozitifligi siprofloksasin direnc¢li 22 izolattan 11 inde (%50) saptanmistir. €x0S
pozitifligi 5 (%23) siprofloksasin direngli izolatta ve 14 (%7) gentamisin direngli
izolatm birinde saptanmustir. ilk 1 ay hayatta kalanlarda exoU pozitifligi
saptanmamustir. T3SS pozitif bakteriyemili hastalarda daha fazla antimikrobiyal

direnc ve bir ay icindeki mortalitede artis saptanmustir.

Yousefi-Avarvand ve ark’nmn (118) Iran’da 2015 yilinda yaptiklar1 bir
caligmada, Klinik (idrar, beyin-omurilik sivisi, balgam, kan, g6z, yara, periton)
kaynakli toplam 156 P. aeruginosa susunda antibiyotik diren¢ oranlari aztreonam
%94.2, tikarsilin %78.8, ve piperasilin-tazobaktam %76.9 bulunmustur. Bu
calismada exoS %66,7, exoU geni %65.4 oraninda pozitif tespit edilmistir ve exoU
geni g6z (%80) ve yara (%75.9) orneklerinde daha fazla pozitif gorulurken, exoS
geni periton ve goz oOrneklerinden %100 saptanmustir. Istatiksel olarak Ornekler
arasinda anlamli farklilik goriilmemistir. Coklu ilag direng orani ise exoU+lerde,

(%80) exoS+ (%66) lere gore daha fazla saptanmistir.
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Pena ve ark’nm (121) 2015 yilinda yaptiklar1 bir ¢alisgmada, Tip 3 sekresyon
sisteminin sebep oldugu kan dolagimi enfeksiyonlarinda, hastalarin izolatlarindaki
exoU pozitifliginin erken mortaliteyle anlamli sekilde iliskili oldugu tespit edilmistir
ve ekzoU sekresyon proteinin inflamasyonu, konak immun yanit1 etkileyebilecegini
saptamiglardir. Geg¢ mortalitenin ise ¢oklu ilag direnci ile iligkili bulunmustur. exoU
genotipi ile karbapenemler, florokinolonlar, sefalosporinler gibi antipseudomonal
ilaglara kars1 diren¢ arasinda anlamli iligki saptanmistir. Bizim c¢alismamizda da
exoU pozitif hastalarda levofloksasin direnci negatiflere gére anlamli olarak ytiksek

bulunmustur

Emanini ve ark’nin (128) 2019 yilinda yaptiklar: bir ¢aligmada Kistik fibroz
hasta Orneklerinin oldugu 85 P. aeruginosa’da en yiksek antibiyotik direnci;
polimiksin B, piperasilin-tazobaktam ve meropenem antibiyotiklerinde bulunmustur.
Izolatlar yiiksek oranda (%83.5) biyofilm olusturmus olup, %25,88'i giiclii biyofilm
pozitif, %37,64°1 orta ve %20’si zayif biyofilm olusumu seklindedir. exoT geni tim
izolatlarda pozitif olup, %79 izolatta exoS ve exoY pozitif, exoU % 35'inde pozitif

bulunmustur. exoU geninin sitotoksisite seviyelerini etkiledigini ortaya konmustur.

Ali ve ark. (129) Iran’da 2021 yilinda 227 ornekten izole edilen 40 P.
aeruginosa’da. Kongo kirmizis1 agar yontemi kullanarak 28 izolatin (%70) biyofilm
olusturdugunu saptamuslardir. Coklu ila¢ direnci olan P. aeruginosa izolatlar1
arasinda biyofilm olusumunun Onemli Ol¢iide daha yiikksek oldugunu tespit
etmislerdir. 26 (%70) coklu ila¢ direnci olan P. aeruginosa izolatinda, exoU genini

(%80) pozitif saptamuslardir.

Sarges ve ark. (131) Brezilya’da 2020 yilinda 49 kistik fibroz hastalarindan
elde edilen Pseudomonas aeruginosa’da exoS genini %97.9, exoU genini %63.2,
exoT genini %95.9 ve exoY genini %97.9 pozitif tespit etmislerdir. Kronik
enfeksiyonlarda exoS virllotipini baskin bulup klinik sonuglarm kotulesmesiyle

iliskilendirilmislerdir.
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T3SS ve biyofilmi karsilikli kontrol eden RetS/LadS sinyal sistemi ile bu iki
virtlans faktorii karsilikli diizenlenmektedir. RetS sensoru; T3SS’ni aktive edip
biyofilm olusumunu baskilarken, LadS sensoru ise, T3SS’ ni bloke edip pel aracili
biyofilm olgunlagmasini artirir. RetS eksikliginde P. aeruginosa hiicreleri toplanip
T3SS bloke olur. Ayrica GacS/LadS sinyal yolu uyaris1 eksikligindeyse; biyofilm

maturasyonu azalmakta, T3SS aktivasyonu artmaktadir (58,59).

Bizim ¢alismamizda T3SS genlerinin kongo kirmizisi agar yonteminde
biyofilm olusumu dagilimma bakildiginda exoS geni pozitif 88 izolatin; 23 tanesi
biyofilm pozitif (%26.1), exoY ve exoT geni pozitif 100 izolatin; 25 tanesi biyofilm
pozitif (%25), exoU geni pozitif 27 izolatin; 9 tanesi pozitif (%33.3’li) saptandi.
Kongo kirmizisi agar besiyerinde degerlendirilen biyofilm olusumu ile exoS, exoU
genleri arasindaki farkliliklar incelendiginde incelemeler arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik goriilmemistir (p>0.05, tablo-12) T3SS genlerinin mikrotitrasyon
plak yonteminde biyofilm olusumu dagilimina bakildiginda exoS geni pozitif 88
izolatin; 21 tanesi biyofilm giiclii pozitif (%23.9), 42 tanesi orta derece pozitif
(%47.7) toplam 63 izolatta (%71.6) pozitif, exoY ve exoT geni pozitif 100 izolatin; 24
tanesi biyofilm gucli pozitif (%24), 45 tanesi orta derece pozitif (%45) toplam 69
izolatta pozitif (%69), exoU geni pozitif 27 izolatm; 7 tanesi biyofilm glclu pozitif
(%25.9), 12 tanesi orta derece pozitif (%44.4) toplam 19 izolatta pozitif (%70.3),
saptand1. Mikrotitrasyon plak yontemi ile exoS ve exoU dagilimi incelendiginde
biyofilm olusumu ile bu genler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

bulunamamustir (p>0.05, tablo-13)

Jabalameli ve ark’nin (73) 2012 yilinda Iran’da yaptiklar: bir calismada, yamk
orneklerinden izole edilen P.aeruginosa’da Tip 3 sekresyon toksini kodlayan gen
dagilimi ile biyofilm fenotipleri arasinda korelasyon bulunamamistir. Calisma
sonucunda T3SS genotipi ve biyofilm olusumunun enfeksiyon bdélgelerine gore
degisebilecegini, bu farkhliklarnda enfeksiyonlardaki klinige farkli sekilde

yanstyacagi sonucuna varilmigtir.

71



Pseudomonas aeruginosa’da T3SS ile ilgili son c¢aligmalar bu sistemin
biyofilm ile baglantili oldugunu gostermistir (35,48,49). Kateterli hastalarda biyofilm
olusturan. P. aeruginosa epitel bariyerinde biyofilmler araciligiyla hiicre baglantili
toplanma olustururken, T3SS translokasyon aparati konak hiicre faktorii salmimini
uyarip bu toplanmada aracidir. Konak hiicre faktorii (agrega uyaric faktdr) biyofilm

olusumunu artirmakta, T3SS biyofilm olusumuna dogrudan etki etmemektedir (46).

Dalvand ve ark’nin (132) 2014 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, yanik ve idrar
yolu enfeksiyonu olan hastalardan izole edilen P. aeruginosa’da, biyofilm
olusumunda etkili olan exoU geni varhiginin idrar yolu enfeksiyonlu hasta
orneklerinde diisiik saptanmas1 sebebiyle, bu hastalarda biyofilm olusum miktariin
az bulundugu belirtilmistir. Yanik hastalarindan izole edilen 6rneklerde ise biyofilm
olusumu daha fazla saptanmis olup, mortalite artis1 da bu sonuca baglanmustir.
Ozellikle mortalite oram yiiksek yamk hastalarinda biyofilm olusumunu inhibe
edebilmek icin exoU genin fonksiyonlarin1 engelleyerek hem enfeksiyon hem

mortalite oranlarmin azalabilecegi kanisina varilmustir.

Azimi ve ark’nin (4) iran’da 2014 yilinda yaptiklar1 bir calismada, gesitli klinik
orneklerden (yara, solunum, idrar, kan ve balgam) elde edilen toplam 160 P.
aeruginosa izolatinda exoS ve exoU’ nun biyofilm olusturmayan izolatlarda,
exoY 'nin ise yaygin olarak biyofilm olusturan izolatlarda goriildiigii tespit edilmistir.
Bu ¢alismada 6rneklerin kaynagiyla exo genleri arasinda baglanti bulunamamustir.
Bizim ¢alismamizda exoS, exoU biyofilm olusturan izolatlarda olusturmayan

izolatlara gore daha fazla oranda pozitif tespit edilmistir.

Faridi ve ark’nm (1) 2019 yilinda iran’da yaptigi bir calismada, P.
aeruginosa’da yara, solunum yolu, idrar, kan, balgam, g6z ve beyin-omurilik sivisi
gibi ¢esitli orneklerden 75 tane P. aeruginosa izolatinda exoS %57 ve exoU %38
pozitif saptanmistir. %98.6 biyofilm olusturan izolatlarin % 68 tetrasikline direng
gosterdigi tespit edilmistir. Biyofilm olusturan izolatlarin %32’si exoS ve %29°u

exoU genleri varlig1 i¢in pozitif bulunmustur.
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Calismamiz sonucunda exoS ve exoU genlerinin yaygin olarak biyofilm
olusturan izolatlarda goriildiigii tespit edilmistir (tablo-13). P. aeruginosa’da bazen
ters etkili uyar1 sistemleriyle T3SS ve biyofilm olusumunun kontrol altinda
olabilecegi diistiniilmistiir. P.aeruginosa’ya ait virtlans faktorlerinden T3SS ve
biyofilmin iligkisi ile ilgili pek ¢ok ¢alisma vardir (46,69,84,133-135).

Ventre ve ark. (69) 2006 yilinda yaptiklar1 ¢alismada P. aeruginosa virtilans
genlerinin ¢oklu sensorlerle karsilikli diizenlendigini ifade etmislerdir. Bu ¢alisma
Tip 3 salgilama ve biyofilm olusumunda rol alan polisakkaritleri ifade eden genlerin
karsilikli diizenleyen sinyal yolu sensorleri LadS ve RetS ile ilgilidir. Calismanin
sonucunda LadS sensorinin pel ekzopolisakkarit operonunu diizenleyip, kalin
agrega olusumuna sebep oldugu; T3SS gen ekspresyonunu azalttigi, RetS
sensOrunlin ise bunun tam tersi etkilere sebep oldugu, GacS/GacA sinyal yolu
Uzerinden P. aeruginosa biyofilm olusumunu inhibe ettigi, LadS ve RetS
sensorlerinin diizenleyici RsmYZ iizerinde zit etkileri 0ldugu sonucuna varilmistir
(62,69,132).

Kuchma ve ark. (84) 2005 yilinda sadA, sadR ve sadS ‘den olusan {i¢ proteinin
biyofilm olgunlagsmasinda, makrokolonlarin olusmasi ve kanallarin sivi dolmasinda
rol oynadigindan ve bu proteinleri kodlayan genlerde mutasyon durumunda, biyofilm
olusumunda eksikliklere sebep oldugundan bahsedilmistir. SadARS tarafindan
diizenlenen genlerin, T3SS’nin negatif yonde diizenlenmesi i¢in de gerekli oldugu,
bu sistemde mutasyon durumunda T3SS uyarisi arttigi, biyofilmlerde olgunlasmanin

azaldig tespit edilmistir.

Mikkelsen ve ark. (134) 2009 yilinda P. aeruginosa enfeksiyonlarinda biyofilm
olusumu ile Tip 3 sekresyon sisteminin birbiriyle iligkili oldugunu anlatan bir
calisma  yaymlamistir. Calismada  biyofilmlerin  hiicresel ve  salgilanan
fraksiyonlarinda immunblotlama ile PcrV antikoru kullanilarak, PcrV tespit edilip,
planktonik hiicrelerde tespit edilmemistir. Bu ¢alismada Tip 3 sekresyon sistemi
efektor proteinleri ekzoS ve ekzoT biyofilm rezidilerinde tespit edilip, planktonik

hiicrelerde tespit edilmemistir. Hizli biiyiiyen planktonik hiicrelerin akut
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enfeksiyonda yaygin oldugu, yavas biiyliyen hiicrelerden olusan biyofilmlerin kronik
enfeksiyonlarda yaygin oldugu belirtilmistir. Bu ¢aligmada T3SS’ni ifade eden 21
gen planktonik hiicreler ve mikrokoloniler karsilastirildiginda biyofilmlerde
indiiklenmis olup; T3SS’nin 18 geni planktonik hicrelere gore biyofilmlerde anlaml

sekilde artmig oldugu saptanmustir.

Tran ve ark. (46) 2014 yilinda yaptiklar1 ¢alismada; P. aeruginosa’nin Tip 3
translokonun epitel bariyerinde biyofilm olusumu i¢in gerekli oldugunu
savunmustur. P. aeruginosa enfeksiyonlarindan saatler sonra epitel hiicrelerinde
hiicre iligkili agregalar olustugu bilinmektedir. Hiicre baglantili agregalarda hiicre
disi DNA, hem de ekzopolisakkaritler ve aminoglikozitlere diren¢ saptanmustir.
T3SS translokonunun konak hiicre faktoriiniin salinimi indiikledigini, konak hiicre
faktoriiniin polarize epitel hiicrelerinin ylizeyinde biyofilm benzeri hiicre baglantili
agrega olusumuna yardimci oldugu gosterilmistir. Konak hiicre faktoriniin (agrega
indikleyici faktor), biyofilm olusumunu artirdigini, T3SS translokonunun biyofilm
olusumuna dolayli etkisinin oldugu sonucuna varilmigtir. Ayrica serbest birakilan
konak hiicre faktoérinin T3SS fonksiyonel olmayan bakterilerde de hiicre baglantili

agregasyon olusumunu uyarmada etkili oldugu savunulmustur.

DiGiandomenico ve ark. (135) 2014 yilinda Amerika’da yaptiklar1 bir
caligmada, kan drneklerinden P. aeruginosa izole edilen hastalarin serumlarinda hem
PcrV’yi, hem Psl ekzopolisakkaritini hedefleyen bispesifik antikordan bahsedilmistir.
Sonugta P. aeruginosa kan dolasimi enfeksiyonu olan hastalarm g¢ogunlugu
tarafindan Psl ve PcrV eksprese edilmis ve anti PcrV/Psl bispesifik antikorun bu
hastalarda koruyucu aktivitesi tespit edilmis ve murin akut pnémoni modelinde de
koruyucu aktivite goOstermistir. PcrV’ye baglanma T3SS’nin sebep oldugu
sitotoksiteyi engellerken, Psl’yi hedefleyen antikorlar da, P. aeruginosa nin konak

hiicrelere yapigmasint engelleyip, komplemanin aktive olup opsonizasyonunda
yardimci olur (56,120).

Bizim caligmamizda hastaneden izole edilen suslar enfeksiyon etkeni olarak

alinmistir. Bu suslarin %45 orta derecede biyofilm olusumu ve %24 gigcli biyofilm
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olusturup, tamami T3SS genlerinden birini tagimis ve bu iki viriilans faktoriiniin
birbirine katkis1 olabilecegi diistiniilmiistir. EK olarak suslarm %31’1 biyofilm
olusturmamus olup, tim 6érneklerin T3SS genlerinden birini tagidigi bulunmustur. Bu
durumun biyofilm yapimindaki asamalarda gesitli ¢evresel faktOrlerden, quarum
sensing sistemi uyar1 eksiklerinden, karsilikli yanit1 diizenleyen sensor protein sistem
uyarilarindan kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir. T3SS gen {irlinlerinin biyofilme
katkisinin daha ileri mutasyonlar1 igeren genis kapsamli molekiiler calismalarla

arastirilmasi daha uygun olacaktir.

Calismamizda sonu¢ olarak; P. aeruginosa’nin  biyofilm olusumunun
degerlendirilmesi sonucunda kongo kirmizis1 agar besiyeri ve mikrotitrasyon plak
yontemi arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilk bulunmustur. Biyofilm
olusumunun fenotipik belirlenmesinde kongo kirmizisi agar yontemi gorsel koloni
degisimleri, bireysel degerlendirmeler gibi durumlardan etkileneceginden; kantitatif
Olcim yapan mikrotitrasyon plak yontemi verileri daha glvenilir olabilecegi
distinilmistir. Kan kultirlerinden izole edilen P. aeruginosa’nmin biyofilm
olusumunun genotipik degerlendirilmesi sonucunda pslA, pelA, ppyR genlerinin
biyofilmi ifade etmede rolii oldugu gosterilmekle birlikte biyofilm yapisi
olusumunda genetik, cevresel faktorlerin ve diger virllans faktorlerin katkisi
disiiniildiigiinde daha genis caligmalara ihtiya¢ vardir. Ayni zamanda biyofilm
olusumunun ve T3SS’nin antibiyotiklere direng gelisimindeki rolii buna istinaden
tedavi protokollerinin diizenlenmesi goz Oniine alinmalidir. Biyofilm yapimi ve
diizenlenmesi olduk¢a karmasiktir. Biyofilm yapimi ve diizenlenmesinde T3SS
yaninda, ortamin 1sis1, yiizey faktorleri gibi ¢evresel bazi faktorler de biyofilm
olusumunu etkilemektedir. T3SS ile biyofilm gelisiminin bazi sinyal sistemleriyle zit
uyarimina da bagh olarak zit yonde de etkilenebilecegi disiiniilmiistiir. Tim bu
sonuclarla P. aeruginosa virllans faktorlerinin engellenmesi ile direncli
enfeksiyonlarin tedavisinde fayda saglanabilecegi asikardir. T3SS ile biyofilm
inhibisyonu amag¢ edinen c¢alismalarin devamliligi ve yeni tedavi metodlarinin

ilerlemesinde ileri ¢alismalara ihtiyag vardir.
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SONUCLAR

Kongo kirmizisi agar besiyerinde yapilan degerlendirmeler sonucunda ekilen
100 P. aeruginosa nin; 25 tanesi (%25) biyofilm pozitif saptandi. Yogun
bakim iinitelerinden gonderilen Orneklerden elde edilen suslarm 18 tanesi
(%36) biyofilm pozitif saptandi. Yogun bakim digindan génderilen 6rneklerden
elde edilen suslarin 7 (%14) tanesinde biyofilm tretimi pozitif saptandi. Yogun
bakim {initelerinden gonderilen 6rneklerden elde edilen suslardaki biyofilm
pozitiflik oraninin yogun bakim disindan gonderilen 6rneklerden elde edilen
suslardaki biyofilm pozitiflik oranmin gore istatistiksel olarak anlamli sekilde

daha yiiksek saptandigi goriilmiistiir (p<0.05).

Mikrotitrasyon plagi yonteminde 100 P. aeruginosa susunun, 24 tanesinde
(%24) guclu biyofilm olusumu, 45 tanesinde (%45) orta derecede biyofilm
olusumu toplam 69 tanesinde (%69) biyofilm olusumu pozitif tespit edildi.
Yogun bakim tinitelerinden gonderilen kan kultirt érneklerinin 10 tanesinde
(%20) guclu biyofilm olusumu, 24 tanesinde (%48) orta derece biyofilm
olusumu toplam 34 tanesinde (%68) biyofilm olusumu pozitif saptandi. Yogun
bakim disindan gonderilen orneklerden izole edilen suslarin, 14 tanesinde
(%28) gucli biyofilm olusumu, 21 tanesinde (%42) orta derece biyofilm

olusumu toplam 35 tanesinde (%70) biyofilm olusumu pozitif saptandi.

Kongo kirmizis1 agar besiyerinde degerlendirilen biyofilm ile mikrotitrasyon
plak yontemi arasindaki uyum McNemar testi ile karsilastirildiginda yontemler

arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik mevcuttur (p<0.05).

Antibiyotik diren¢ oranlarinda en yiiksek direng seftazidimde (%20) ve
imipenemde (%19) gorildi. Yogun  bakim  initelerinden  gonderilen
orneklerden izole edilen suslarda yogun bakim digindan génderilen 6rneklerden
izole edilen sugslardaki antibiyotik direnglerine gore istatiksel olarak anlaml

farklilik goriilmemistir (p>0.05).
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10.

11.

Biyofilm olusturan suslarda sefepim, seftazidim, imipenem, piperasilin-
tazobaktam direncinin biyofilm olusturmayan gruba gore daha yiiksek oldugu
gorilmiistiir. Ancak istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamistir

(p>0.05).

Calismada pslA geni varligr 100 susun tamaminda (%100), 99’unda (%99)
pelA geni, 99’unda (%99) ppyR geni pozitif saptandi.

pslA geni pozitif suslarda en yiiksek direng orani pozitif suslarda suslarda
antibiyotik direngleri gen negatif sus sayisi az olmasi sebebiyle tiim suslarin
antibiyotik sonuclarina benzer sekilde seftazidime (%20) ve sirasiyla imipenem
(%19), piperasilin-tazobaktam (%18) ve sefepime (%17) kars1 goriilmiistiir.
pelA ve ppyR genindeki pozitiflik durumlarma gore antibiyotik direng
dagilimlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmemistir

(p>0.05).

Caligmada 100 sustan 88’inde (%88) exoS geni, tamaminda (%100) exoY ve
exoT geni, 27’sinde (%27) exoU geni pozitif saptandi.

Kongo kirmizisi agar besiyerinde degerlendirilen biyofilm olusumu ile exosS,
exoU genleri arasindaki farkhiliklar incelendiginde incelemeler arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmemistir (p>0.05).

Mikrotitrasyon plak yontemi ile exoS ve exoU dagilimi incelendiginde

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamustir (p>0.05).

exoS, exoU biyofilm olusturan izolatlarda olusturmayan izolatlara gore daha

fazla oranda pozitif tespit edilmistir.
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12.

13.

14.

15.

exoS, exoU ve pelA, ppyR genlerinin dagilimimna bakildiginda istatistiksel

olarak anlamli farklilik bulunmamaistir (p>0.05).

exoS negatif hastalarda siprofloksasin direnci pozitiflere gore anlamli olarak
yiiksek bulunmustur (p<0.05).
exoU pozitif hastalarda levofloksasin direnci negatiflere gére anlamli olarak
yiiksek bulunmustur. (p<0.05).

Biyofilm olusturan suslarda biyofilm genlerinden en az biri pozitif
saptanmistir. Biyofilm genleri pozitif saptanan suslarda Tip-3 sekresyon
sistemi genlerinden en az biri saptanmustir. Biyofilm olusumu ile tip 3
sekresyon sistemi virlilans faktorlerinin  klinik anlamda iliskili oldugu
distinilmistiir. Ayrica P. aeruginosa’da biyofilm ve T3SS antibiyotik

direncine katk1 saglayan énemli virtilans faktorlerindendir.
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