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P. aeruginosa SUSLARININ LINEZOLIiD ORTAMINDA BiYOFIiLM YAPISININ
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Bu calismanin amaci, P. aeruginosa izolatlarinin direncli olduklari linezolid ortaminda
biyofilm olusturma yetenekleri ve derecesinin belirlenmesi amaclannustir. izole edilen
toplam 40 P. aeruginosa nin gesitli antibiyotiklere duyarliliklart disk diflizyon yontemi ile
test edilmistir. Test sonucuna gore izolatlar kanamycin, oksasilin, teikoplanin, rifampisin,
streptomisin ve linezolide direngli bulunmustur. Ancak, gentamisin (%97.5), amikasin
(%87.5), sefaperazon/sulbaktam (%75) ve netilmisin (%57.5) duyarli oldugu saptanmustir.
Kongo kirmizili agar, kristal viyole ve safranin yontemiyle yapilan biyofilm test
sonuclarina gore izolatlarin siras1 ile %70, %75 ve %72.5’inde biyofilm olusumu

goriilmiistiir.

Sonu¢ olarak planktonik yapidaki P. aeruginosa izolatlarina linezolid ile muamele
edilmesi sonucu minimum inhibitér konsantrasyonlar1 (MiK) 64 mg/L olarak saptanmustir.
P. aeruginosa izolatlarinin linezolidli ortamda biyofilm inhibitdr konsantrasyonu (BIK)
128 mg/L belirlenmistir. Biyofilm olusturan P. aeruginosa’lar planktonik formuna gore
linezolide karsi daha direngli hale gelmistir. P. aeruginosa kaynakli enfeksiyonlarin

antibiyotik tedavisindeki direng mekanizmalarinin daha detayli incelenmesi gerekmektedir.



Giliniimiizde gelismekte olan teknolojiyle birlikte P. aeruginosa’nin biyofilm yapisini ve
direng mekanizmasina etkili olabilecek yeni antibakteriyel ilaglarin gelistirilmesi

gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Gram negatif bakteriler, Linezolid, Antibiyotik direnci, Biyofilm
Sayfa Adedi: 76

Tez Yéneticisi: Prof. Dr. Ergin KARIPTAS, Prof. Dr. Belgin ERDEM



SUMMARY

M.Sc. THESIS

INVESTIGATION OF THE BIOFILM STRUCTURE OF P. aeruginosa STRAINS
IN LINEZOLID MEDIUM
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Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ergin KARIPTAS
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The aim of this study was to determine the biofilm formation abilities and degree of P.
aeruginosa isolates in the resistant linezolid medium. The susceptibility of 40 isolated P.
aeruginosa to various antibiotics was tested by the disk diffusion method. According to the
test results, the isolates were resistant to kanamycin, oxacillin, teicoplanin, rifampicin,
streptomycin, and linezolid. However, gentamicin (97.5%), amikacin (87.5%),
cefoperazone/sulbactam (75%) and netilmicin (57.5%) were also found to be susceptible.
According to the biofilm test results performed with congo red agar, crystal violet and the
safranin method, biofilm formation was observed in 70%, 75%, and 72.5% of the isolates,

respectively.

As a result, the minimum inhibitory concentrations (MIC) of P. aeruginosa isolates in
planktonic structure were determined as 64 mg/L after treatment with linezolid. Biofilm

inhibitor concentration (BIC) of 128 mg/L. was determined in the medium with linezolid

XI



for P. aeruginosa isolates. Biofilm-forming P. aeruginosa have become more resistant to
linezolid than the planktonic form. The mechanisms of resistance in antibiotic therapy of

infections caused by P. aeruginosa need to be examined in more detail.

Today, with the developing technology, it is necessary to develop new antibacterial drugs

that can affect the biofilm structure and resistance mechanism of P. aeruginosa.

Key Words: Gram negative bacteria, Linezolid, Antibiotic resistance, Biofilm

Number of Pages: 76

Thesis Advisor: Prof. Dr. Ergin KARIPTAS, Prof. Dr. Belgin ERDEM
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1. GIRiS

Pseudomonas aeruginosa; Pseudomonadaceae ailesine ait olmakla birlikte klinikte,
dogada sik rastlanilan insan, hayvan ve bitkiler i¢in oldukea firsat¢i bir patojen olan, spor
ve kapsiil olusturmayan, ¢omakcik seklinde, bir ucunda bir veya birkac¢ tane kirpik
(flagella) bulundurabilen, oldukc¢a hareketli, gram negatif boyanan, basil veya kokbasil

morfolojisinde olabilen zorunlu aerob mikroorganizmadir.'-

P.aeruginosa’min %10 oraninda nozokomiyal enfeksiyonlarin nedeni oldugu

bilinmektedir.?

Solunum yolu enfeksiyonlari, implant enfeksiyonlari, yanmik ve yara
enfeksiyonlar1 basta olmak {iizere ¢esitli enfeksiyonlarla iliskili baslica firsatel
patojenlerden biridir.* Bagisiklik sistemi zayif veya baskili organizmalarda hastalik
gelisimi ve 6liim oram artmaktadir.’ Antibakteriyel ajanlarin hastane ortaminda yaygimn
kullanimi, toplumun bilingsiz ilag kullanimi beraberinde mikroorganizmanin antibakteriyel

ajanlara direngliligini meydana getirmektedir.® Antibakteriyel ajanlara direnclilik ise

bakteriyel mikroorganizmanin tedavisindeki giicliigii beraberinde getirmektedir.’

Mikroorganizmalarin yasamlarina elverisli durumlarda biyofilm igerisinde iireyerek yagam
siirdiikleri ve biyofilm gelistirmis mikroorganizma ile gelistirmemis mikroorganizma
arasinda ise ayrimlarin oldugu belirlenmistir.® Bakteriyel mikroorganizmalar biyofilm
olusturdugunda serbest hallerine gore daha iist diizey korunma durumuna gecerler.
Biyofilm gelistiren mikroorganizma kendi yasaminmi tehdit edebilecek tiim unsurlardan
kendini sakinir. Bu baglamda biyofilm olusumunu gerceklestirmis bir mikroorganizma
serbest yapidaki durumuna gore daha korunaklidir ve bu mikroorganizmanin yasamdan

koparilmasi oldukga giictiir.®’

Nozokomiyal nedenli infeksiyonlarin %60’ indan fazlasinin  mikroorganizmanin
olusturdugu biyofilm yapisiyla iligkili oldugu ve biyofilm yapisiyla iligkili hastaliklarin

seyrini (siddeti, goriilme siklig1, direnci) daha da agirlastirdig: bilinmektedir. '

P. aeruginosa kaynakli hastaliklarin tedavisinde; karbapenemler, tetrasiklinler,
monobaktamlar, aminoglikozidler, sefalosporinler, kinolonlar, karboksipenisilinler,

fosfomisin ve polimiksinler kullanilmaktadir.!!



Bu calismada, ¢esitli polikliniklere basvuran yetiskin grubu hastalarin rutin istenilen idrar
orneklerinden izole edilen P.aeruginosa’larin direngli oldugu bilinen linezolid ortaminda

olusturduklar1 biyofilm derecelerini incelemeyi amagladik.

2. GENEL BILGILER

2.1. Biyofilmlerin Tanimi ve Tarihg¢esi

Biyofilm, ilk kesfinden itibaren ¢esitli bilim adamlar1 vasitasiyla cesitli tanimlamalarla
anlatilmistir. Biyofilm 17. ylizyilda Antonie van Leeuwenhoek’in farkli maddeler {izerinde
hayvana benzer olusumlar kesfetmesiyle ortaya cikmistir. Antonie van Leeuwenhoek
dislerinin ylizeyinden Ornekler almig ve bu 6rnekleri kendi kesfettigi mikroskopik alette
tetkik etmistir. Tetkik sonucu orneklerde yasayan kiiciik yapilarin oldugunu belirlemis ve

bu sekilde biyofilmin ilk kesfi gerceklesmistir.'?

1970’1i senelere gelindiginde biyofilm ile ilgili gelismelerde artmaya baslamistir.® 1970°1i
senelerde Costerton dere i¢cinde bulunan bakteri popiilasyonlarinin tamamina yakininin bir
yapiya yapisarak yasamlarini devam ettirdiklerini agiklamigtir. 1978 yilinda ise Costerton
ve ark. bu mikroorganizma popiilasyonlarini agiklamak i¢in ilk kez “Biyofilm” terimini
dile getirmislerdir. Biyofilm ile ilgili gelismeler bu mikroorganizma popiilasyonlarinin

bulunduklar1 alandan faydalandiklarini isaret etmistir.'

Mikroorganizmalarin yasamlarina elverisli durumlarda biyofilm igerisinde iireyerek yasam
stirdiikleri ve biyofilm gelistirmis mikroorganizma ile gelistirmemis mikroorganizma
arasinda ise ayrimlarin oldugu belirlenmistir.® Costerton ve ark. (1999) biyofilmleri bakteri
hiicrelerinin kendi gelistirmis olduklar1 ve herhangi bir maddeye yapigmalarin1 saglayan
“Glikokaliks” olarak da adlandirilan polimer bir matriks olarak agiklamislardir. Carpentier
ve Cerf (1993) ise biyofilmleri; i¢inde mikroorganizmalarin oldugu herhangi bir cisime

tutunumunu gerceklestirmis polimerik matriks olarak agiklamistir.



Biyofilmlerin giiniimiizde en giincel tanim1 ise sdyledir; Mikroorganizmalarin bir yiizeye,
arabirime veya birbirlerine tutunmalarini saglayan ve gelisim oranlar1 ile gen
transkripsiyonuna bagli olarak farkli fenotip olusturabilen kendi olusturduklari polimer

yapidaki matriks icerisinde gomiilmiis olarak yasayan mikroorganizmalar toplulugudur.'>!'*

2.2. Biyofilmlerin Yapisi

Biyofilmler olusturduklari matrikslerde hayatlarim1 devam ettirirler.”” Biyofilmlerin
hayatlarin1 devam ettirdikleri maktrikslerin yogunlugu barindirdigi mikroorganizmalarin
tiir ve cins sayis1 ile orantilidir.'® Biyofilmlerin hem gelistirip ayrica hayatlarin1 devam
ettirdikleri ekstraselliiler polimerik matriks olusum biyofilmin 6zgiil 6zelligidir. Bu matriks
olusum yar1 akiskan 6zellige sahip olup igerisinde barindirdigi mikroorganizmalar ise

cogunlukla immobildir.!”

Biyofilm yapis1; %97 su, %2-5 mikroorganizma, %1-2 polisakkarid, %1-2 protein, %1-2
DNA ve iyonlardan olusmaktadir.'* Biyofilmler ayn1 mikroorganizmalardan olusabilecegi
gibi farkli mikroorganizmalar bir araya gelerek biyofilm olusturabilmektedirler. Heterojen
yapidaki biyofilmlerin igerisinde ayni tiirden bakteriler bir araya toplanip yasam
sirmektedir. Yani aym tiirler biyofilm igerisinde kii¢iik koloniler olusturur. Bu olusan
farkli tiirlerin kolonileri arasinda su kanallar1 bulunmaktadir. Bu koloniler ihtiyag
duyduklar1 besin, oksijen difiizyonu gibi temel ihtiyaglarini bu su kanallar1 araciligr ile

gerceklestirirler.'6

Ozetle biyofilm yapis1 sdyle aciklanabilir; bakteriyel mikroorganizmalarin kendilerinin
olusturmus olduklar1 matriks yapi icerisinde bir tiirden bakteriyel koloniyi veya farkli
tiirlerin olusturdugu kolonileri barmdiran, insan dolasim sistemine benzer yapida su
kanallar1 sistemi ile yasamlar1 i¢in gerekli gereksinimlerini karsilayan, bakteriyel

organizmalarin kendilerine 6zel olusturdugu korunakli yasam alanidir.

2.3. Bakterilerin Biyofilm Olusturma Durumlari

Bakteriyel mikroorganizmalar biyofilm gelistirdiklerinde serbest hallerine gore daha
korunakli duruma gelirler. Biyofilmler mikroorganizmalarin yasamlarii tehdit eden
unsurlardan (pH, 1s1 degisikligi, 1s1, nem degisiklikleri, konagimn immiin sistem yaniti,

antibakteriyel ajanlar vb.) korunmalarimi saglarlar. Biyofilm olusturmus bir bakteriyel



mikroorganizmanin antibakteriyel ajanlar tarafindan fagosite edilmesi serbest (planktonik)

yasam siiren bir bakteriye gore daha zordur.®’

2.4. Mikroorganizmalarin Biyofilm Olusturma Nedenleri

Bu nedenler Savunma, Adezyon ve Kolonizasyon, Yasanilabilir Cevre Gelistirmek ve

Topluluk Olusturmak olmak tizere 4 baslik altinda aciklanabilir.

2.4.1. Savunma

Biyofilm yapis1 fizyolojik salgilara, immiin sistem yanitlarina ve ekstraselliiler ortamdan
gelebilecek olan tehdit unsurlarina karsi oldukca giiclii kalabilmektedir. Serbest yasam
siiren bakterilere karsi; besin maddelerinin eksikligi, pH degisimleri, temizlik iiriinleri,
antibiyotik etkisi ve fagositoz olay1 gibi durumlarda biyofilm gelisimi gdsteren bakteriler
serbest yasam siiren bakterilere gore daha dayaniklidirlar.'”? Bu nedenle inat¢1 ve tekrar
eden hastaliklara neden olan mikroorganizmalar bulunduklari yerde dis unsurlar tarafindan

gelebilecek olan herhangi stres faktdriine yanit olarak biyofilm gelistirirler.'®

2.4.2. Adezyon ve Kolonizasyon

Bakterilerin hayatlarin1 devam ettirebilmeleri ve ¢ogalabilmeleri i¢in gerekli maddelerin
bulunduklar1 ortamda olmasi gerekmektedir. Ortam sartlar1 mikroorganizmalarin
hayatlarin1 devam ettirmelerine uygun olmayabilir. Uygun olmayan ortam sartlarina

ragmen mikroorganizmalar hayatlarini devam ettirebilmek i¢in biyofilm gelistirirler.'®

Canli organizmalar bakteriyel mikroorganizmalarin yagsamlarini devam ettirebilmek icin
sectikleri dncelikli yasam alanlaridir.!® Segtikleri konakgi iizerinde sabit kalmak istedikleri
alanda mikroorganizmalar kendi ylizey proteinleri ile konakg¢inin ekstraselliiler matriks
proteinlerine (fibrinojen, fibronektin, vitronektin, elastin gibi) tutunurlar. Bu bakteri yiizey
etkilesimleri ylizeylerin birbirine tutunmasinda olduk¢a degerlidir. Bu bu tutunma
gerceklestikten sonra bakteriyel mikroorganizmalar hem popiilasyonlarini yeteri kadar
genigletmek icin liremeye baglarken hemde biyofilm olusturma yetenegi bulunan bakteriler

biyofilm olusumunu gergeklestirirler.!%!"



2.4.3. Yasanilabilir Cevre Gelistirmek

Bakteriyel mikroorganizmalarin tutunup hayat siirdiikleri ¢evrede glikoz bulundurulmasi,
EPS (hiicre dis1 polimerik madde) iiretimini ve biyofilm olusumunu biiyilk miktarda
artirmistir.  Bulundugu ylizeye tutunmus bakteriyel mikroorganizmalarin biyofilm
gelistirmesi i¢in gerekli genetik hiicresel sinyaller ise karbon katabolitleri araciligi ile

gonderilir. 22!

2.4.4. Topluluk Olusturmak

Bakteriyel organizmalarin yasam siirdiirdiikleri ¢evreye adapte olmasi, biyofilm yapim
kalitelerini artirmakta ve biyofilm gelistirmek icin harcadiklar1 siireyi kisaltmaktadir.
Biyofilm gelistirmis bakterilerin ¢evresel tehdit unsurlarina ve uyaranlara gostermis
olduklar1 tepkiler ayn1 olsada fenotipik olarak birbirlerinden farkli olmalar1 toplu yasami

6

gostermektedir.'® Yani biyofilm olusturma yetenegine sahip farkli bakteriyel

mikroorganizmalar ayni ortamda bir topluluk olusturarak ve birbirleriyle ihtiyaclari

dogrultusunda yardimlagarak yasarlar.

2.5. Bakteriyel Mikroorganizmalarda Biyofilm Olusum Asamalar:

Bakteriyel mikroorganizmalarda biyofilm olusum asamalari bes sekilde agiklanmaktadir

(Sekil 1).

1) Geri Doniigiimlii Tutunma
2)Doniisiimsiiz Tutunma
3)Koloni Olusumu

4)Olgun Biyofilm Olusumu

5)Biyofilm Hiicrelerinde Kopma ve Ayrilma
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Sekil 1: Biyofilm olusum asamalar1.?

Bakteriyel mikroorganizmalarin biyofilm gelisiminin baslamasi gerekli yasam sartlariyla
dogrudan baglantilidir. Ortamdaki besin maddeleri, gerekli pH diizeyi ve uygun sicaklik
gibi ¢evre faktdrlerinin mevcudiyetine gore biyofilm gelisim agamalar1 devam eder. Ancak
gerekli kosullar olugsmazsa biyofilm olusturan mikroorganizmalar yiizeylerden ayrilarak
serbest yasamlarina geri doniis saglarlar. Biyofilm gelisim adimlarindan birincisi tutunma
olayidir. Ancak Oncesinde mikroorganizmanin tutunum saglayacagi ylizey uygun hale
gelmelidir. Tutunma Oncesi su igerisindeki partikiiller, elementler, organik ve inorganik
maddeler yiizeylere yapisip ince bir film tabaka meydana getirirler. Bununla birlikte
biyofilm olusumu i¢in hem ylizey hazir hale gelmis olur hem de mikroorganizmalarin

tutunumu kolaylasmis olur.??

2.5.1. Geri Doniisiimlii Tutunma

Biyofilm olusumu, mikroorganizmalarin bir yiizeye tutunmasiyla baslayan hareketli bir
stirectir. Tutunum sonucunda biyofilm fenotipinin ortaya ¢ikmasina neden olan genetik
islemler dizisi baglar. Mikroorganizmalarin bir yiizeye tutunabilmeleri i¢in ylizeyle temasa
gectiklerini anlamalar1 gerekir. Bakteriyel mikroorganizmalar bu uyaranlari fenotipik
farkliliklara dontistiirebilmek amaciyla, bir verici ve alicidan olusan sisteme sahiptirler.
Tutunmadan sonra biyofilm olusumunun baslamasi “Quorum Sensing” denilen diger bir
haberlesme sisteminden gelecek sinyallere baghdir. Bu sistem ile bakteriyel
mikroorganizmalar bulundugu ortamdaki bakteri yogunlugunu tespit ederler. Bulundugu
ylizeye tutunan her bakteriyel mikroorganizma ortama sinyal molekiiller gondererek adeta

“ben buradayim” mesaji gonderir. Ortamda yiizeye tutunmus bakterilerin miktari



cogaldikga bolgesel sinyal yogunluguda c¢ogalacaktir. Sinyal molekiil trafigindeki artis
sonrasi biyofilm olusumuna yonelik islemler dizisi baslamig olur. Biyofilm igerisindeki
bakteriler hiicre i¢i diisiik molekiil agirligina sahip haberciler aracigi ile iletisim saglayarak
biyofilm gelisiminde etkin rol oynarlar.”> Bu asamada EPS miktar1 bakteriyel
mikroorganizmalarda oldukc¢a azdir. Biyofilm olusumu tam ger¢eklesmediginden bagimsiz
hareket edebilirler.!® Bu asamada yiizeyle bakteri arasinda uzaktan kurulmus zayif

elektriksel etkilesim olan Van der Walls baglar gibi etkilesimler mevcuttur.'”

2.5.2. Geri Doniisiimsiiz Tutunma

Bakteriyel mikroorganizmalarin EPS gelisimi gostererek yiizeylere ayrilmayacak bicimde

tutunumlaridir.?

Bu asamada bakteriyel mikroorganizmalar ylizeyle elektrostatik
etkilesimler kurar. Bu etkilesimler yiizeyle daha yakin mesafede gerceklestirdikleri
hidrofobik etkilesimler, dipol-dipol etkilesimi, iyon-dipol etkilesimi, iyonik ve kovalent
baglar ve hidrojen baglar1 etkilesimleridir. Bu etkilesimlerle birlikte bakteriyel
mikroorganizmalar yiizeylere geri doniisiimsiiz tutunur. Yani ilk asamadaki zayif
etkilesimin bakteriyel mikroorganizmalarin EPS olusturmasiyla ve elektrostatik
etkilesimlerle, kurulan baglarla birlikte kalici, doniistimsiiz bir tutunmanin olustugu
sonucuna varilabilir. Bakteriyal mikroorganizmalar EPS olusumuyla doniisiimsiiz tutunum
saglayabilirken bir diger geri doniisiimsiiz tutunma yolu ise organelleri olan “flagella

(kamg¢1) ve pili (kil)” sayesinde olur. Yiizeye yapisan bakteriler gelisim saglarlar ve

mikrokoloniler meydana getirirler.'®

2.5.3. Koloni Olusumu

Yiizeylere kalic1 olarak yapismis bakteriyel mikroorganizmalar EPS gelisimi gosterirler,
gelisim saglarlar. EPS olusturmus bakteriyel mikroorganizmalar serbest bakterilerin
mikrokoloniye dahil edilmesini EPS yardimiyla kolaylikla saglarlar. Bir bakteri bir yilizeye
koloni olusturduktan sonra yani ilk koloni olustuktan sonra ayni yiizey iizerinde bir¢cok
cesitli bakteri koloni gelistirebilir yani diger bakterilerde ikincil koloniyi gelistirebilirler.
Olusan mikrokolonilere serbest yasayan bakterilerin katilim gostermesiyle birlikte koloni
olusumu meydana gelir. Ayrica EPS ¢evresel stres faktorlerinden koloniyi korumasinin

yani sira ylizey ve alt birimleriyle de bag olusumunda kolaylik saglar.!®23



2.5.4. Olgun Biyofilm Olusumu

Gelisen ve c¢ogalan mikrokoloniler biiyiik karmagik farkli boyutlarda mantarimsi yapiy1
andiran bir sekil alirlar. Bu mantarimsi yapilar ortamdan metabolik atiklarin atilmasi, besin
maddesi, oksijen ihtiyaci gibi gereksinimlerini aralarinda bulunan adeta dolasim sistemi

gorevi yapan su kanallari sayesinde saglarlar.?®’

2.5.5. Biyofilm Hiicrelerinde Kopma veya Ayrilma

Biyofilm hiicrelerinin yiizeylerden koparak serbest yasamlarina geri doniisiimiidiir. Bu
ayrilmanin nedeni i¢ ve dis nedenler olabilir yani dista bir stres faktorii olabilir veya besin
yetersizligi, enzimatik bozulma, yilizeye tutunumu saglayan baglayici proteinlerin aciga
cikist gibi bircok neden olabilir. Biyofilmlerde kopma dis faktor etkili olabilecegi gibi

hiicre veya birgok hiicrenin ayrilmasiyla da olabilir.?®

2.6. Mikroorganizmalarin Biyofilm Olusturarak Kazandiklar1 Avantajlar

Bakteriyel mikroorganizmalarin herhangi bir ylizeyde siirekli kalabilmek i¢in bir takim
yontemleri bulunmaktadir. Bakteri konake¢1 ile iliskisinde bakterinin tutunmayi
gerceklestirecek hiicresel proteinleri ile konak¢inin matriks proteinleri (fibrinojen,
fibronektin, vitronektin, elastin gibi) arasinda yapisma gerceklesir. Bakteri ile ylizey
proteinleri arasindaki bu uyumlu anlagsma bakteriyel mikroorganizmalarin yapigmasinda
yiiksek oneme sahiptir.?’ Yapisma sonras1 bakteriler gelisir, iireme gosterir ve biyofilm
olusturma derecelerine gore biyofilm gelistirmeye baslarlar. Bakteriyel mikroorganizmalar

biyofilm olusturarak bircok avantaj elde ederler.>

2.6.1. Cevresel Faktorlere Direnc

Bakteriyel mikroorganizmalar biyofilm gelisimi gostererek cevresel tehdit unsurlarindan
(nem, 1s1, pH degisimi gibi) kaginirlar. Bu unsurlar fiziksel giiglerde olabilir (Kan akimi,

tiikriigiin yikama giicii vb.).*

2.6.2. Besinlerin Depolanmasi ve Atiklarin Uzaklastirilmasi

Biyofilm gelisiminin temelinde yer alan mikrokolonilerin arasinda tipki bir dolasim sistemi

gbrevi yapan aralarinda besin, madde aligverisi ve metabolik artiklarin uzaklastirilmasi

gorevlerini yapan su kanallari sistemi bulunur.*



2.6.3. Fagositozdan ve Antibiyotiklerden Korunma

Bakteriyel mikroorganizmalarin koloni olusturarak ve ekzopolisakkarit matriks gelistirerek
yasam sirmeleri fagosite edilmelerini ve viicut savunma elemanlarinin kendilerine
ulagmalarint ~ zorlagtirir.  Ayrica  ekzopolisakkarit ~ matriks  yap1  bakteriyel
mikroorganizmalar1 elektrostatik etkilerden koruyarak antibakteriyel ajanlarin bakterileri
fagosite etmesine engel olur. Biyofilm yapisina sahip bakteriler planktonik formda yasam
siiren bakteriyel mikroorganizmalara gore stres faktdrlerine ve antibiyotiklere, fagosite

ozelligi olan hiicrelere ve viicut savunma elemanlarina karsi daha dayanikli yapidadirlar.'

2.6.4. Metabolik Is Birligi ve Yeni Genetik Ozelliklerin Kazanilmasi

Bakteriyel mikroorganzimalar, bulunduklar1 ortama uyum saglamak amaciyla biyofilm
tiretirler. Bu organizmalar biyofilm iirettikten sonra seri sekilde planktonik yasamlarina
doniis yaparlar. Bunlar bakterilerin bulunduklari ortamlara ekprese etmis olduklar1 genler
vasitastyla gerceklestirmektedirler. Biyofilm olusturan bakterilerin ¢evresel uyaranlara
aynt reaksiyonlari gelistirmeleri ortak yasam siirdiiklerinin 6nemli bir belirtisidir.
Bakteriyel mikroorganizmalar aralarinda gergeklesen yatay (horizontal) gen aktarimlar
mikroorganizma topluluklarinin genetik cesitliligi agisindan oldukca degerlidir.?! Bu olay
coklu ilag direngli bakteriyel mikroorganizmalarin ortaya c¢ikisinda oldukg¢a onemlidir.
Ayrica biyofilm ortaminda genetik materyal aktarimlarinin kolaylikla gerceklesmesini

saglarlar.*

2.7. Biyofilm ve Hastahklar

Biyofilmler, uzun siiredir endiistri alaninda bir problem olarak bilinmekteydi. Son yillarda
tekrarlayan, inat¢1 enfeksiyonlarda yabanci cisim enfeksiyonlarinda biyofilm yapisinin
oldukea fazla tespiti sonucu tip alanindaki &nemi ortaya ¢ikmustir.'> Aym tiir bakteriyel
mikroorganizmada biyofilm gelistirmis bakteri serbest yasam siiren bakteriye gore

antibiyotiklere karsi daha direnglidir.*

Bu durum antibiyotik tedavisinden sonra
enfeksiyonun tekrarlamasi olasiligini yiikseltmekte dolayisiyla biyofilm olusturmus
bakteriyel mikroorganizmalarin canli konak¢idan disa atiliminin ne kadar gii¢ oldugunu
gostermektedir.'” Biyofilm iiretebilen mikroorganizmalar canlilarda akut veya kronik

seyirli farkli enfeksiyonlar gelistirebilmektedir.'®



Biyofilm olusturan bakteriyel mikroorganizmalarla Tablo 1’de bahsedilen hastaliklar ve

enfeksiyonlar arasindaki epidemik iliski netlik kazanmistir. Bu baglamda bazi 6nemli

mekanizmalar saptanmustir.

Tablo 1: Enfeksiyon ve Etken Mikroorganizmalar.

23,34

Dis Ciiriigii, Dis Enfeksiyonlari

Asidojenik gram- pozitif koklar (Streptococcus
sangui vb.)

Periodontitis Gram- negatif anaerobik oral
bakteriler(Protovella intermedia ,Actinobacillus
spp.), Candida albicans

Inatc1 Enfeksiyonlar

Otitis Media Tiplendirilemeyen Haemophilus Influenzae

Kas-iskelet Enfeksiyonlari

Gram-pozitif koklar 6rn: Stafilokoklar

Safra yolu enfeksiyonlari

Enterik bakteriler 6rn: Escherichia coli vb.

Kemik Enfeksiyonu(Osteomiyelit)

Cesitli bakteriyal ve fungal mikroorganizmalar
genelde karisik olarak.

Nefrolitiyazis

Gram-negatif basiller

Kronik Tonsillit

Cesitli Anaerop ve Aerop bakteriler

Kistik fibrozis pnomonisi

Pseudomonas aeruginosa ve Burkholderia
cepacia

Meloidosis (Ruam)

Pseudomonas pseudomallei

Bakteriyal Prostatit

E.coli ve diger gram-negatif bakteriler

Nekrozitan fasiit

A grup streptokoklar

Gastrointestinal ve bilier traktus

E.coli gb. Enterit Bakteriler

Implant Kaynakh Enfeksiyonlar

Yapay kalp kapak¢igi (endokarditis, septisemi)

Koagiilaz negatif stafilokoklar, Staphlococcus
aureus, enterokoklar

Kontakt lensler (keratitis)

P. aeruginosa, Staphylococcus epidermidis
(gram pozitif koklar)

Uriner kateter enfeksiyonlari (bakteriiiri)

E.coli, P. aeruginosa, Enterococcus faecalis,
Proteus mirabilis, Candida spp.

Intravaskiiler kateterler (septisemi,
endokarditis)

S.epidermidis, Staphylococcus aureus, Gram-
negatif bakteriler.

Merkezi vendz kateterler (septisemi)

S.epidermidis ve digerleri (koagiilaz- negatif
Staphylococcus spp.), Enterococcus spp. ,
Klebsiella pneumoniae

Hickman kateterleri (kontaminasyon, borularda
tikanma)

S. epidermidis, C. albicans

ICU (yogun bakim) pnémoni

Gram negatif basiller
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Tablo 1 (devam)

Kirik, ¢ikiklarda yerlestirilen platin vb. S. epidermidis, S. aureus, Peptokoklar,

ortopedik aletler (septisemi) Streptokoklar, Gram-negatif bakteriler,
Propionibacterium acnes

Endotrakeal tiipler (pnémoni) P. aeruginosa, E. coli, S. epidermidis, S.
aureus, genis bir bakteri ve fungus ¢esitliligi

Yapay ses telleri Streptococcus spp. , Staphylococcus spp. ,
Candida spp.

Periton diyaliz kateterleri S. aureus, P. aeruginosa, diger Gram-negatif
bakteriler

Meme implantlari Stafilokoklar, E. coli, Peptostreptococcus spp. ,
Clostridium perfringens

Penis protezleri S.epidermidis, S.aureus

Hiicrelerin Kopmasi veya Hiicre Topluluklar

Biyofilmin olgunlasmas1 veya ¢evresel streslerin baskist biyofilm icinde yasayan
mikroorganizmalart kopartabilir hatta biyofilm yapisinin regiilasyonunu saglayan agil
homoserin lakton molekiilii biyofilm olusumunda rol oynadigi gibi bakteri tutunumunu
bozarak bakterilerin ayrilmasina ve dolasim sisteminde hastalik gelisimine sebebiyet

verebilir.'?

Endotoksin Uretimi

Biyofilm olusturabilen gram-negatif bakteriler endotoksin tiretim diizeyini ¢ogaltip enfekte

olmus hasta bireyin immiin yanit diizeyini artirir. Olusan immiin yanitin biyiikligii

enfeksiyonun kuvvetliligini etkiler.?!-?

Konagin immiin Yamitina Direnc

Biyofilm yapisina konagin immiin sistem elemanlarinin verdigi yanitinin yeterli olmadigi

belirlenmistir. Biyofilm konagin immiin sistemine kars1 direnglidir.'?
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Bakterilere Diren¢ Aktarimm

Bakteriyal mikroorganizmalarin sahip oldugu diren¢ genlerinin, plazmidlerin biyofilm
yapilarina konjugasyonu ile farkli tiir bakteriyel mikroorganizmalara gegebildigi

aciklanmaktadir.?>3¢

2.8. EPS (Ekstraselliiler Polimerik Substans)’nin Yapisi ve Ozellikleri

Bakteriyel mikroorganizmalarin olusturdugu EPS sonrasinda ekstraselliiler ortama sentezi
gerceklesen polisakkarit yapida olusumdur.’” Ekstraselliiler polimerik substans (Sekil 2),
mikroorganizmalarin bulundugu ortamla iletisiminde de gorevli mikrobik kdkenli organik
yapida polimerdir. Hiicre dis1 polimerik maddeler, yapisal proteinler, lipit, polisakkaritler
ve ekstraselliiler DNA (eDNA)’dan olusur. EPS biyofilm olusumunda hiicreler arasinda
esit  dagimamustir.  EPS’lerin  biribirleriyle  kaynagmasi  sonucu  bakteriyel

mikroorganizmalar igeren biyofilm matriksi meydana gelir.?®

EPS orani; ortamdaki besin miktari, biyofilm yasi, mikroorganizma gelisimi i¢in gerekli
maddelerin yeterliligi ve mikroorganizmanin tiirii ile dogru orantilidir. Bu baglamda EPS
biyofilm olusumunun %40 ile %95’ini olusturmaktadir.>® Ekstraselliiler polimerik
maddelerin biiylik kismi yineleyen oligosakkaritlerin baglanmasiyla meydana gelmis
heteropolisakkarid yapidayken bazi ekstraselliiler polimerik substanslar ise ayni cins glikoz
molekiillerinden meydana gelmis homopolisakkarid olusumlardir. EPS’deki regiilator
genlerin olusumu kromozomal veya plazmit DNA kodlu olabilmektedir. Karmasik yapida
seyreden EPS olusumu hem pozitif hem negatif diizenleyiciler tarafindan regiile edilir. EPS

olusumu cevresel streslerden ve uyaranlardan etkilenir.

EPS bakteriyal mikroorganizmalar1 ¢evresel tehditlere ve olusumlara karsi korur.
Mikroorganizmalarin yiizeylere yapismasinda gorevlidir. Ortami kuruluktan korur ve
yabanci istenmeyen maddelerden arindirir. Yararli ve ihtiya¢ olan maddeleri de alirlar.
Antibiyotik etkisine, fagositik ajanlara, toksik ajanlara karsi1 koruma gorevi vardir.
Bunlarin hepsi Sekil 3’deki gibi EPS olusturmus bakteriyal mikroorganizmaya, tutunum
sagladig1 yilizeye aidiyet duygusunu gelistirir ve fizyolojik olarakta gelisimini

siirdiirmesinin saglar.!?
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Sekil 3: EPS i¢inde Bakteriyel Olusum '?

2.9. Bakteriyal Mikroorganizmlarin Cogunlugu Algilama ve Haberlesme Sistemleri

(Quorum Sensing: QS)

Gelismis canli organizmalarda, insan viicudunda hiicrelerin yanitlar1 sinyal molekiilleri
vasitastyla gerceklesmektedir. Tipkr gelismis organizmalarda ki gibi mikroorganizmalarda
yasam aktivitelerini gerceklestirirken sinyaller araciligi ile gergeklestirirler. QS, yada
“cogunlugu algilama” olarak da bilinen bu sistem ile mikroorganizmalar olusturduklari
sinyallerin ~ miktarin1  algilayabilmekte ve yasam siirdigii bolgedeki bagska

mikroorganizmalarin da yogunlugunu anlayabilmektedir. Bu sinyal molekiilleri sayesinde
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toplu olarak gergeklestirmeleri gereken bir olayr bir hiicreden digerine
aktarabilmektedirler. QS sistemi sinyaller liretebilen ve ‘oto-indiikleyici’ molekiillerden
meydana gelen sistemdir.*” QS mekanizmasi ile bakteriyal mikroorganizmalar biyofilm

gelisim siirecinin haberlesme kismini organize ederler.*!

Bakteriyel mikroorganizmalar bulunduklari ortama uyumunu gergeklestirdikten sonra
ortamdan gelen uyaranlar1 anlar ve cevap verir. Ortamdaki degisikliklere gore kendi
metabolik faaliyetlerinide o degisimlere uygun hale getirir.*> Ortama gelen tiim bakteriyel
mikroorganizmalar ‘ben buradayim’ mesaji veren sinyaller gonderirler. Ortamdaki
bakteriyel mikroorganizma sayisi arttikga sinyal yogunluguda artacaktir.** QS sistemi
sayesinde sinyaller vasitasiyla bakteriyel mikroorganizmalar belli bdlgede topluluk

olusturup biyofilm gelisiminin temel yapisint meydana getirirler.*

QS sinyal molekiilleri bakteriyel mikroorganizmalarin olusturdugu toplulukta hastalik
yapici  etkenlerin  gelisiminin  regiilasyonunda islevseldirler.”> QS (cogunlugu
algilayabilme) sisteminin bakteriyal mikroorganizmalarda ayni tiirler aras1 ve farkl tiirler
arast olmak tizere iki farkli “oto-indiikleyici” formu vardir. Gr (-) bakterilerde tiire gore
farklilik gosterir ve oto-indiikleyici sinyal molekiilleri AHL (N-agil homoserin lakton) ve
oligopeptidlerdir. Gr (+) bakterilerde genellikle oligopeptidler bu gorevi tistlenir. Hem Gr
(-) hem Gr (+) bakteriyal mikroorganizmalarda ise Al-2 (otoindiikleyici-2) bu gorevi

yerine getirir.*?

QS sisteminin sinyal molekiillerinin, mikroorganizmalarda; gen ekpresyonlarinin
diizenlenmesi, biyofilm olusumu, bakteriyel mikroorganizmalarin hastalik etkenlerinin
tiretiminin kontrolii, antibiyotiklere diren¢ gelisimi, ortam adaptasyonu, yeterli cogunluga

ulasilabilme gibi bir¢ok gorevi vardir.*°

Quorum sensing sisteminin 6zii mikrobik mikroorganizmalarin c¢ogunlugu algilama
sisteminin nasil ¢alistigini anlayabilmektir. Bu sistemin ¢aligmasinin baskilanmasi veya
bozunumu ile birlikte mikrobik mikroorganizmalarin kontrolii saglanabilir. Bu baglamda
mikroorganizma hiicrelerinin haberlesme sinyallerinin baskilanmasiyla ilgili sistem ise

“Quarum Quenching” (QQ) olarak isimlendirilmektedir.*>*4¢
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2.10. Biyofilmlerin Antimikrobik Ajanlara Karsi Direnci

Bakteriyel mikroorganizmalar biyofilm olusturduklarinda antibiyotiklere, biyositlere,
dezenfektanlara, antimikrobik ajanlara ve ¢evresel hertiirlii stres faktoriine karsi planktonik
formda yasam siliren bakteriyel mikroorganizmalara karsi anlamli bir farkla daha direngli
olmaktadirlar. Biyofilm olusturan mikroorganizmalar bu ¢oklu diren¢ mekanizmasiyla
birlikte biyofilmin matriks yapisinin gecisleri zorlastirmasi, antimikrobiyal ajanlarin
biyofilm yapisinin tamamina penetrasyonuna ve derinlere etki etmesine engel olmustur.'*!
Biyofilmin matriks yapisi antimikrobiyal ajanlarin difiizyon giiclinii azaltarak yavaglatir.

Bu durumda antimikrobiyal ajanlarin tam niifuzu gerceklesmez ve antimikrobiyal ajanlarin

etkinligi kisitlanmis olup biyofilm kendini korumus olur.*’

Biyofilm icerisinde yasam siiren bakteriyel mikroorganizmalarin planktonik formlarina
gore daha yavag gelisim gosterdigi anlagilmis olup yani bir kisim mikroorganizma yasam
icin gerekli maddelerden yoksun bir sekilde hayatin1 devam ettirmektedir. Bu yasam icin
gerekli maddelerden yoksun yasam siiren mikroorganizmalar antimikrobiyal ajanlarin

etkisine duyarsiz olup yasamlarina devam etmektedirler.'*?!

2.11. Biyofilm Analiz Teknikleri

Son yillarda enfeksiyon gelisiminde biyofilmlere rastlanmanin artig gostermesiyle birlikte;
biyofilm olugsumunun 6nlenmesi, biyofilm diren¢ mekanizmasinin agiklanmasi, biyofilm
gelisimine uygun tedavi yontemlerinin gelistirilmesi i¢in biyofilm caligmalar1 artis ve
gelisim gostermeye baslamistir. Teknolojik gelisimlerinde sagladigir kolaylikla birlikte

cesitli biyofilm tespit metotlar1 kullanilmaktadir.*®

2.11.1. Kongo Kirmizihh Agar Yontemi

Biyofilm iiretim 6zelligine bakilacak mikroorganizma icinde belirli miktarda siikroz, beyin
kalp inflizyon buyyonu, Kongo kirmizis1 ve agar bulunan besiyerine tek koloni ekimi
gerceklestirilir. 37°C de 24 saatlik kulucka siiresi sonrasinda kolonilerdeki renk
degisiklikleri 6l¢ii alinarak sonuca varilir. Siyah koyu kirmizi renkte koloni olusturan
suslar biyofilm iiretimi agisindan pozitif, pembe kirmizi renkli koloni olusturan suslar ise

negatif suslar olarak kabul goriirler.*84°-3
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2.11.2. Standart Cam Tiip Yontemi

Iginde TSB (Triptik Soy Buyyon) besiyeri bulunan cam tiiplere mikroorganizma ekimi
sonrasinda tiipler 24 ile 48 saat araliginda kuluckaya birakilir. Kulucka sonucunda tiip
igcerigi tahliye edilip tliplere metilen mavisi ilave edilir. Bir siire sonra tiip icerigi tekrar
tahliye edilir tiiplerin i¢ yiizeylerinin kontrolii saglandiginda eger boyali bir olusum varsa

mikroorganizma biyofilm iiretimi agisidan olumlu kabul edilir.*®

2.11.3. Modifiye Tiip Aderans Yontemi (Christensen yontemi)

Icerisinde glikozda bulunduran triptik soy buyyonlu besiyeri bulunan tiiplere
mikroorganizmalarin ekimi yapilir ve 24 ile 48 saat araliginda kuluckaya birakilir. Sonra
tiiplerin igerisi tahliye edilir. PBS (fosfatla tamponlanmis salin) ile yikanir. Tiiplere aym
miktarlarda “trypan blue’safranin veya kristal viyole eklenip beklenir. Belirli bir siire
gectiginde tiipler tekrar tahliye edilir. Daha sonra tiiplerin ters pozisyonda kurumasi
beklenir. Tiplerin i¢ yiizeyinde renkli bir olusum varsa biyofilm olusumu olumlu demektir.

Renk koyuluguda mikroorganizmanin biyofilm olusturma derecesini belli etmektedir.**!

2.11.4. Mikroplak Yontemi

Mikroplak yontemi biyofilm gelisiminin belirlenmesi ¢alismalarinda oldukga sik tercih
edilen ve daha belirgin sonuglarin alinabildigi bir yoldur. Daha derine inersek
spektrofotometrik mikroplak yontemi diger yontemle gore daha duyarli, 6zgiil daha nicel
sonuglar vermektedir. Bu yontemde daha ¢ok 96 kuyucuklu mikroplaklardan yararlanilir.
Belirli hacimde (%1-3 glikoz igeren beyin kalp infiizyon buyyon veya TSB) iceren
mikroplak kuyucuklara mikroorganizma ekimi gergeklestirilir ve uygun kosullarda
kulugkaya birakilir. Sonrasinda mikroplaklar ters g¢evrilir ve kuyucuklar tahliye edilir.
Kuyucuklar fosfatla tamponlanmis salin (PBS) veya tiirevi uygun bir siv1 ile arindirildiktan
sonra her kuyuya esit olarak boya enjekte edilir. Boya i¢in safranin veya trypan blue tercih
edilebilir ancak en ¢ok kristal viyole tercih edilmektedir. Kristal Viyole kuyucuklara
eklenir ve biyofilm igerisine girmesi i¢in biraz beklenir. Siire sonunda kuyucuklar tahliye
edilip arindirilir. Bu baglamda Kristal Viyole biyofilm {iretimi yapan mikroorganizmalari
belirleyecek geriye kalanlar yikama islemiyle ortamdan uzaklastirilacaktir. Yiizeye
tutunum saglamis mikroorganizmalara zarar vermemek adina yikama titizlikle ve yavas
yapilmalidir. Bu islemden sonra oda sicakliginda yaklasik 30 dakika kurutulduktan sonra

mikroplaklar etanol, asetik asit, aseton gibi maddelerle etkilesime sokulur. Bu durumda
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spektrofotometrik Ol¢iim yapan mikroplak okuyucu aletde belirli dalga boyu hesabi
yapilarak her bir kuyucuk adina optik dansite miktar1 belirlenir. Alet tarafindan kaydedilen
bu miktar kontrol kuyucuklarmmin ortalama optik dansite (yogunluk) miktariyla

karsilastirilip biyofilm olusumunun derecesi ve miktar1 anlasilabilir.*® 5253

2.12. Mikrobiyota Kiiltiir Yontemleri

Mikroorganizma miktarmin tespiti amaciyla kullanilir. Oziinde besiyerlerinde iiretilen
kiiltiirlerin ~ yiizeylerde biyofilm {retmesi ve yiizeylere tutunum gerceklestiren
mikroorganizmalarin miktarinin koloni olusturma birimi (CFU) olarak agiklanmasi vardir.
Bu odlc¢iimler biyofilmlerde iireyen mikroorganizma seviyesinin belirlenmesinde fayda

saglar. Biyofilmlerin incelenmesinde cesitli metotlar uygulanmaktadir.>*

2.12.1. Kolorimetrik Yontemler

Bu yontem biyofilm gelistirebilen mikroorganizmalarin boyay1 penetrasyonunu esas alir.
Bu yontemle mikroorganizmalar belirli boyalarla boyanip alkol etanol gibi maddelerle
ylizey boyadan arindirildiktan sonra spektrofotometre aletiyle Slglim yapilip boyanin
yaytliminin  miktarina bakilip biyofilm olusumundaki mikroorganizma miktar

belirlenebilir.>*

2.12.2. Mikroskobik Yontemler

Farkli mikroskoplarin mikroorganizma ile ortam etkilesimini biyofilm gelisim siireci,

biyofilm yapis1, bigimi, dagilis1 ve canliliginin anlasiimasi igin kullanilir.>*

Isik Mikroskobu

Isik mikroskobuyla biyofilm yapisinin ilk defa goriintiilendigi bilinmektedir. Hem
laboratuvar ortaminda hem canlilarda biyofilm gelisiminin incelenmesi igin
kullanilmaktadir. Ulagilabilir olmasi, basit kullanima sahip olmasi ve hizli, dogru sonuglar
vermesi 151k mikroskobunun rahathikla kullanilabilir olmasimi  gostermektedir.

Mikroorganizma arastirmalarinda kullanilan bir yéntemdir.>
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Taramal Elektron Mikroskobu

SEM (Taramal1 Elektron Mikroskobu) gelistirildiginden itibaren biyofilm aragtirmalarinda
genis kullanim alanma sahip bir yontemdir. Biyofilm gelisimi ve yapilarinin
incelenmesinde kullanilmakla birlikte yiiksek ¢Oziiniirliik 6zelligi ile kazangli kilsada
numunelerin hazir hale gelisi siireci uzun siirdiigiinden SEM’i dezavantajli duruma

getirmektedir.>*>>

Gecirimli Elektron Mikroskobu

Numune olusumu zor uzun ugraglar gerektiren bir metot olmasiyla birlikte gortinti kalitesi

ve netligi sayesinde biyofilm arastirmalarinda bu yonteme basvurulmaktadir.>

Epifloresans Mikroskobu

Biyofilm yapisindaki mikroorganizmalari, biyofilmlerdeki hiicrelerin dagilimini pH ve
kimyasal madde incelemesi yapilabilmektedir. Gelismis biyofilm yapisini goriintiilemek

icin floresan boyanarak bu mikroskob ile goriintiilenebilir.**

Lazer Taramah Konfokal Mikroskop

Bu mikroskop daha ¢ok laboratuvar ortaminda biyofilm ¢alismalarinda yogun bir sekilde
kullanilir. Diger metotlardaki belli basli olumsuzluklara bakildiginda bu metotla aksine
daha kotii durumlarda bile biyofilm ¢alisilabilmektedir. Bu metotla biyofilmlerin icerisinde
mikrokolonilerin incelenmesi, mikroorganizmalarin dagilimmnin incelenmesi, li¢ boyutlu

yap1 ve canlilik incelenebilmektedir.'®

2.12.3. Molekiiler Yontemler

Biyofilm olusumunu gergeklestirebilen mikroorganizmalarin genetik arastirmalarinin ve
incelemelerinin yapilmasi amaciyla kullanilan bir yontemdir. Biyofilm yapisina sahip olan
mikroorganizmalarin faaliyetlerini incelemede sik¢a bagvurulan bir metotdur. Bu baglamda
ELISA degerlendirmesi ve PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) bu yontemlerden

bazilaridir.>*
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2.13. Pseudomonas Ailesi

Pseudomonas cinsinin su ve toprak gibi nemli ortamlarda yagamlarini siirdiiren, gram
negatif, non-fermentatif, aerobik Ozelliklere sahip tiirleri bulunmaktadir. Pseudomonas
cinsinin insanlarda hastalik etkeni olan en sik rastalanilan tiri Pseudomonas
aeruginosadir. P. aeruginosa immiinolojik acidan zayif organizmalarda oldukca

firsatgidir.>>¢

2.13.1. Pseudomonas aeruginosa

2.13.2. P. aeruginosa’mn Tarihi

P. aeruginosa, 1850 yillarinda Sedillotun tanimi ile yara yerinde mavi ve yesilimsi renk
degisimi yapan mikroorganizma olarak ifade edilmistir. Lucke ise 1862’de mavi, yesilimsi
renk olusumlarina sebep olan piyosiyonini saptamistir. 1882°de ise Bacillus pyocyaneus
ardindan Pseudomonas pyocyanea olarak adlandirilmistir. Sonrasinda Gessard 1882°de
mikroorganizmay1 saf kiiltiir seklinde izole etmesiyle birlikte 1897°de Hitschman ve
Kreibich, 1925°de ise Osler mikroorganizmanin firsatg1 patojen oldugunu tariflemislerdir.
1926’da Dooren de Jong Pseudomonaslar: farkli organik yapilari, karbon ve enerji kaynagi
olarak kullanimina goére gruplandirmistir. 1966°da ise Buchanon ve ark. Pseudomonaslar
fenotipik karakterlerine gore simiflamiglardir. 1960°larda DNA hibriditasyon metoduyla
genotip Ozelliklere gbére gruplandirma yapilsada taksonomik heterojenitelerinden 6tiirii
Palleroni 1984’de rRNA homolojilerine bakarak Pseudomonaslar1 siniflamistir. 1990°da
Migula yunanca anlami yalanct olan “pseudos” ve anlami birim olan “monas”

sozciiklerinin harmanlamis ve Pseudomonas ismini vermistir.’

2.13.3. P. aeruginosa’mn Morfolojisi ve Kiiltiir Ozellileri

Boyutu 1,5-3 um civari, eni 0,5-0,8 pum civar1 olan P. aeruginosa, spor ve kapsiil
olusturmayan comakcik seklinde bir ucunda bir veya birka¢ tane kirpik (flagella)
bulundurabilen, oldukg¢a hareketli gram negatif boyanan basil veya kokbasil morfolojisinde
olabilen mikroorganizmadir. P. aeruginosa, 5.6-8.0 civart ph araliginda olmak tizere
optimal 6.6-7.0 ph araliginda ve optimal 37 °C’ de olmak iizere 21-42 °C’ de iireyebilen
zorunlu aerob bakteridir. Ortamdaki oksijenin yetersiz oldugu durumlarda ise ortamdaki
yeterli nitrat varliginda, nitratt nitrite doniistiirerek oksijensiz ortamda da varligim

stirdiirebilmektedir. Uremesi ve izole edilmesi basit olmakla birlikte izole edilebilmeleri
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icin gerekli inkiibasyon siiresi 24-48 saattir. Ureyebilmeleri icin ¢ok fazla ortam ayirt
etmezler. Organik tireme etkenlerine gereksinim duymazlar. Cogu suslar kanli agarda beta
hemoliz yaparken, McConkey agarda ise mavi-yesil koloni meydana getirirler.
Cogaldiklar1 ortamda, triptofan 2- aminoasetofenon nedeniyle aromatik meyve kokusu

(iiziim benzeri) olusmasi P. aeruginosa’nin spesifik 6zelligidir.'>*

2.13.4. Pseudomonas aeruginosa’nin Epidemisi

P. aeruginosa, ekstrem ortam sartlarinda, cogu c¢evresel kosullarda, canli, cansiz
ylizeylerde kolaylikla ¢ogalip yasamini siirdiirebildigi i¢in toplum nedenli enfeksiyonlarda
ozellikle de hastane enfeksiyonlarinda ciddi bir etkendir. insanlarda, hayvanlarda, su ve
bitkilerde bulunabilir. Sulu, nemli ortamlardan hoslanirlar. Kolaylikla lireme ve yagam igin
bu ortamlari tercih ederler. Immiin sistemi baskilanmis bireylerde, yanik vakalarinda, yara
yerlerinde, hastalarin nemli (nazal, mukozal, aksillar, kulak, perinal vs.) boliimlerinde,
kistik fibrozis hastalarmin solunum yollarinda olduk¢a oportiinisttir. Ventilatorlerden,
kateter uglarindan ve hastane ortaminda bulunan bir¢ok tibbi malzemeden ve ortamda
kullanilan malzemelerden basitge izole edilebilmektedirler. P. aeruginosa, nedenli hastane
enfeksiyonlarinin daha cok; solunum cihaz1 kullanimina, bazi hastaliklarin tedavisinde
uzun siireli antibiyotik kullamimiyla birlikte bozulan GIS sistem florasina ve cerrahi
operasyonlar nedeniyle ortaya ciktig1 diisliniilmektedir. Nozokomiyal enfeksiyonlar da
kaynagin ve prevelansin belirlermesi P. aeruginosa nedenli enfeksiyonlarin epidemiyolojik

acidan kontrol altinda tutulmast icin énemlidir.>

2.13.5. Pseudomonas aeruginosa’nin Viriilans Faktorleri Ve Patogenezi

Viriilans, herhangi bir mikroorganizmanin veya mikroorganizma topluluklarinin konaktaki
duyarlihgim1 ve patojenitesini tariflemektedir.®® P. aeruginosa’nmn neden oldugu
enfeksiyonlarin konak hiicrede meydana getirdigi degisikliklerin temelinde konak hiicreye
ve mikroorganizmaya 0zgii etmenler yer almaktadir. Viriilans faktorlerinin ekpresyonu
cogalmanin basladigi, hiicre dansitesinin arttifi logaritmik evrede artis gostermektedir.
Viriilans faktorlerinin ekspresyonu ve diizeni kaotik ve diizenleyici bir sistemle
denetlenmektedir. Bu sistemde, diizenin saglanmasinda hiicreler arasi iletisimin pay1
olduk¢a biiyiiktiir.®! Hiicre yogunlugu sebebiyle meydana gelen “gogunlugu algilama
(Quorum Sensing)” molekiilleri viriilans genlerinin denetim ve diizenlenmesinde oldukca
etkin bir role sahiptir. Etiyolojisinde P. aeruginosa olan hastaliklar 6zellikle konak immiin
sisteminin yetersiz oldugu durumlarda meydana gelmekle birlikte, bir¢cok viriilans
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etmenlerinin destegi ile farkli enfeksiyonlarida (septisemi, iiriner enfeksiyonlar, akciger
enfeksiyonlari, endokardit vs.) meydana getirirler. Bakteri ilk olarak konak immiin
sisteminin ilk bariyerini gecerek tutunur ve kolonize olur. Tutundugu ylizeyde iireyip
yeterli gogunlugu olusturmaya g¢alisir. Yeterli cogunluk olustuktan sonra bolgesel yayilim
yani “lokal invazyon” gelisir. Bu bolimde mikroorganizma kontrol edilmezse yaygin

sistemik enfeksiyon meydana gelir.>

Adezyon Ve Kolonizasyon

P. aeruginosa konak hiicre iizerinde birincil ve ikincil olmak iizere iki evrede tutunumunu
gerceklestirir. Birincil adezyonda mikroorganizma konak epiteline veya herhangi bir
ylizeye geri doniisiimlii, kopabilir diizeyde tutunum saglamakla birlikte birincil adezyonun
olusumunda bazi etmenlerde rol oynamaktadir. Bakteri ve hiicre yiizeyinin hidrofobisitesi
en etkili etmen olmasiyla birlikte, van der Waals kuvveti, hidrodinamik faktorlerde
mikroorganizmanin hiicre ylizeyine adezyonunda olduk¢a Onemli etmenlerdir. Deri
biitiinliiglinlin hasara ugradig1 vakalarda, DM (Diabetes Mellitus), KF (Kistik Fibrozis),
AIDS (Kazanilmis Bagisiklik Yetersizligi Sendromu) gibi konak savunma sisteminin

baskin oldugu durumlarda mikroorganizma tutunumunu daha kolay gerceklestirmektedir.

Ikincil adezyon, &zgiil proteinler ve bu proteinlerin karsilikli etkilesimleriyle meydana
gelmektedir. Bakteri ligandlarinin (pilus, fimbria, fimbril gb.) konak epitelindeki almaglara
tutunumu sonucu gelisen geri donilislimsiiz tutunum evresidir. Elektron mikroskubuyla
goriintiilenebilen P. aeruginosa fimbrialari, mikroorganizmalarin farkli yiizeylere ve
birbirlerine adezyonunda, ¢ogalmalarinda ve biyofilm gelistirmelerinde etkindir.
Mikroorganizmalarin meydana getirdigi belirli proteazlar konak epiteli {izerindeki
fibronektin yapisini yikilima ugratarak adezin ve piluslarin tutunabilecegi almaclarin bos
hale gelmesini saglarlar. ikincil tutunumun gerceklesmesiyle birlikte mikroorganizma
cogalir ve konagin immiin sistemine kargida viriilans etmenlerinin ekspresyonunu artirir.
Konagin savunma sisteminin mikroorganizmaya kars1t etkisiz kalmasi sonucu
mikroorganizma kolonizasyonunu olusturur. Konagin savunma sisteminin baskilandigi ve
mikroorganizmanin gerekli ¢ogunluga ulastigi evrede ise mikroorganizma ‘“gogunlugu
algilama (QS)” molekiillerinin etkinligi ile sistemli bigimde ¢alisarak lokal invazyonu
gelistirir. Lokal invazyon gelisimi ile birlikte konak immiin sistemininde gerekli etkinligi

saglayamamasi sonucu yaygin sistemik enfeksiyon geligir.>%-6%63
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Tablo 2’de gosterildigi gibi P. aeruginosa viriilans faktorleri hiicre ylizeyine ait ve

ekstraselliiler viriilans etmenleri olarak incelenebilir.®*

Hiicre Yiizeyine Ait Viriilans Faktorleri
Adezyon Faktorleri
Flagella (Kirpik)

P. aeruginosa’nin hiicre yiizeyine ait viriilans faktorlerinden olan flagella
mikroorganizmanin yiizme ve kayma hareketlerini saglamaktadir. Flagella sitoplazma da
sentezlenen flagellin proteinlerinden meydana gelmaktedir. Konak epitelinin AsiolaGM1
zar bilesenine tutunarak adezyonda O6nemli yer tutar. Filagellin proteini P. aeruginosa’da
filC geni araciligiyla kodlanmaktadir. P. aeruginosa flagelleri sayesinde beslenme,
korunma, hareket ihtiyaglarin1 kolaylikla saglar ve konak hiicreye translokasyon

gerceklestirir.®
Fimbria (pili)

Fimbria sitoplazma zarindan koéken alir, ¢ok sayidadir, kisa, diiz ve incedir. Fimbria;
fimbrilin(pilin) denilen proteinlerden meydana gelmektedir. Fimbrialar “nérominidaz”
enzimiyle birlikte mikroorganizmanin konak epiteline kolay bir bi¢cimde tutunumunu
gergeklestirir.> P. aeruginosa’da tip IV fimbria bulunmaktadir. Bakteri “Segirme”
hareketinin tip IV fimbria aracilig1 ile gerceklestirmekte ve ilerlemektedir. Segirme ile
birlikte pilus uzayip yiizeye yapigmakta sonrasinda tekrar kisalarak mikroorganizmay1
yapistig1 ylizeye getirmektedir. Tip IV fimbria biyofilm gelisiminde, tutunumunda ve

kolonizasyonunda etkindir.>
Aljinat

P. aeruginosa’nin iirettigi aljinat mannuronik ve glukuronik asitin yineleyen formlarindan
olusan mukoid yapida ekzopolisakkarittir. Aljinat mikroorganizmay:r konak savunma
sisteminin  yanitindan, antibakteriyel ajanlarin  etkisinden ve antibiyotiklerden

korumaktadir.>®
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Tablo 2: P. aeruginosa’nin Viriilans Faktorleri

Adezyon Faktorleri Enzim ve Pigmentler Toksinler
Proteazlar
Flagella Fosfolipaz C Piyosiyanin Endotoksin
Fimbria(pili) Elastaz Piyoverdin Ekzotoksin A
Aljinat Kollagenaz a-oksifenazin Ekzoenzim S
Lipopolisakkarit Jelatinaz Piyorubin

Alkalin Proteaz  Piyosin

Notral Proteaz Fluoresein
Lokosidin

Lesitinaz

Ramnolipid

Lipopolisakkarit

P. aeruginosa’da dis membran bilesenlerinden olan LPS; Lipid A, merkez oligosakkarit ve
O-polisakkarit bulunduran hidrofilik kuyruktan meydana gelmistir. LPS konak immiin

yanitindan ve antibakteriyal ajanlarin etkisinden mikroorganizmay1 kollamaktadir.®
Hiicre Dis1 Viriilans Faktorleri
Enzim Ve Proteazlar

Fosfolipaz C

Hemolitik ve nonhemolitik fosfolipaz ¢ olmak iizere iki farkli tiirii vardir. Hemolitik
fosfolipaz c, fosfatidil kolini ve sfingomyelini hidrolize eder. Nonhemolitik fosfolipaz c ise
fosfatidil kolin ve fosfatidil serini hidrolize eder. Fosfolipaz c ekstraselliiler ortama tip 2
salgl mekanizmasiyla taginir. Pulmoner enfeksiyonlar da doku harabiyetinde ve bakterinin
dokuya tutunumunda etkindir. Konak immiin siteminin nétrofil oksidatif cevabinida

baskilayabilmektedir.%’

Elastaz

Elastin; akcigerlerin sisip biliziismesinde etkin akciger proteinlerindendir. Elastaz; P.
aeruginosa’nin elastolitik aksiyonunu kazandiran elastin ve kollajenin yikimin

gerceklestiren metalloproteinazdir. LasA (serin proteaz) ile LasB (¢inko metallo proteaz)
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birlikte enzimatik reaksiyon gotererek elastini yikilima ugratirlar. Elastaz ekstraselliiler
ortama tip 2 salgi mekanizmasiyla gonderilerek yeni baslayan enfeksiyonlarda 6zellikle de
pulmoner enfeksiyonlarda akciger parankiminde harabiyete ve hemorojik lezyonlara sebep
olmaktadir. Ayrica elastaz konak immiin sisteminde harabiyetler gelistirerek serum ol-
proteinaz inhibitoriinii yikilima ugratip, noétrofil kemotaksisini ve etkinligini baskilayarak
baslangi¢ enfeksiyonlarin seyrini hizlandirmaktadir. IgG, fibrin, slirfektan proteinleri A ve
D’ yi yikilima ugratir. Konak epitelinde ve dogal bariyerlerde harabiyetler yaparak
mikroorganizmanin  invazyonunu  kolaylastirir.  Interlokin-8  {iretimini  uyararak

proinflamatuvar aksiyon gostermektedir.%’

Alkalin Proteaz

Alkalin Proteaz 49 kDa agirliginda olup apr geni araciligi ile kodlanmaktadir. Optimum
alkali pH’da aksiyon gostermektedir. Pulmoner enfeksiyonlarin olusturdugu harabiyetle
birlikte alveollerde bulunan fibrinin alkali proteaz tarafindan yikima ugratilmasi pulmoner

enfeksiyonun seyrinide olumsuz etkilemektedir.®

Ramnolipid

Ramnolipid hemolitik 6zellik sergileyen yapisal olarak ramnoz ve yag asidi igeren
hemolizindir. Konagin pulmoner hiicre yiizeylerindeki fosfolipidleri yikilima ugratarak

fosfolipaz ¢’nin daha ¢ok etkinlik gdstermesini saglamaktadir.®’
Pigmentler
Piyosiyanin

P. aeruginosa, tarafindan {retilen piyosiyanin mavi renklidir ve kloroformda
eriyebilmektedir. Birincil formu olan korizmik asitten sentez olur. Mavi rengi tanilamada
spesifiktir. Yapilan ¢alismalara gore, piyosiyaninin hiicresel solunumu baskiladigi siliyer
islevlerin etkinligini kisitladig1, epidermis iiretimini baskiladigi ve Ca dengesizligi
meydana getirdigi sonucuna varilmistir. al-proteaz inhibitdriinli baskilayarak proteaz-
antiproteaz dengesini bozup pulmoner harabiyete neden oldugu bilinmektedir. Konagin

immiin sistem aksiyonunu bozar ve nétrofillerde apopitozisi uyarir.>*’
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Piyoverdin

P. aeruginosa iremesi i¢in demire ihtiyag duymaktadir. Piyoverdin siderofordur.

Ortamdaki demiri mikroorganizmanin metabolizmasi i¢in baglar ve kullanimina sunar.>*

Toksinler

Ekzotoksin A ve Ekzoenzim S

Ekzotoksin A (Ex0A), P. aeruginosa’nin salgiladigi hiicre disi bir toksindir ve
infeksiyonlarin seyrinde etkindir. ExoA difteri toksinini andirmakta ve konak hiicrelerinde
Adenozin difosfat riboliz transferaz (ADP- riboliz transferaz) 6zelligi ile protein sentezi
icin gerekli EF-2 (elongasyon faktor-2)’yi baskilayarak protein sentezini engellemektedir.

ExoA konak epitelinin harabiyeti ve mikroorganizmanin invazyonunda etkindir.®

Ekzoenzim S (ExoS), hiicre iskelet yapisini bozan adenozindifosfat ribozil transferaz
aksiyonunu istlenir. ExoS iki aktif bolgesi (c-terminal ADP-ribozil transferaz ve N-
terminal Rho GTPaz aktive edici protein (GAP) ) olan bir toksindir. ExoS hiicresel

apopitozis igin gereklidir.%’
2.13.6. Pseudomonas aeruginosa’da Biyofilm Olusumu

Biyofilm, mikroorganizmalarin bir ortama tutunum saglayip bir diizen ve sistem igerisinde
yasamlarmi siirdiirdiikleri kaotik yapidir.”’ P. aeruginosa, birgok ortam sartlarinda
yasamin siirdiirebilmekte ve biyofilm gelistirebilmektedir. Biyofilm yapis1 “su kanallar1”
sistemine sahiptir. Bu sistem araciligi ile yasamini siirdiirebilmek ic¢in gerekli temel
ihtiyaglarin1 ~ sagladigi  bilinmektedir.”! Nozokomiyal nedenli P. aeruginosa,
infeksiyonlarinin %60’ 1indan fazlasinin mikroorganizmanin olusturdugu biyofilm yapisiyla
iligkili oldugu ve biyofilm yapisiyla iligkili infeksiyonlarin hastaliklarin seyrini (siddeti,
goriilme siklig1, direnci) daha da agirlastirdigi bilinmektedir. P. aeruginosa kirpikleriyle
ylizeylere tutunur ve biyofilmin ilk asamasi olan geri donilistimlii tutunumu gerceklestirir.
Ayrica ilk asamada mikroorganizmanin alginat salgilamasida 6nemli yer tutmaktadir.
Yiizeye tutunum gerceklestikten sonra mikroorganizma yiizeyde iireyip koloniler gelistirir
ve biyofilmin ikinci asamasi olan ylizeye geri doniisiimsiliz tutunumu gerceklestirir.
Yiizeye tutunmus mikroorganizmalar twitching (segirme) hareketiyle mikrokolonileri
meydana getirir. Gelisen mikrokoloniler ise mantara benzeyen olgun biyofilm formunu

olusturur. P.aeruginosa’da twitching hareketi tip IV pili aracilig1 ile ger¢eklesmektedir.
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Tip IV pilinin mutasyona ugradigi durumlarda olgun biyofilm formunda mantarims1 yap1
olusmamaktadir. Olgun biyofilm gelistirmis mikroorganizmalar antibiyotiklere ve
antibakteriyellere karsi olduk¢a dayamklidir’®7> Ayrica P. aeruginosa’da rammolipid
gelisiminin, gelismis biyofilm yapilarinin mantarimsi1 yapilara doniigiimiinde etkinligi
bilinmektedir. P. aeruginosa’da biyofilm gelisimi i¢in ise ramnolipid sentezinde gorevli
rhl4 geninin etkinliginin gerekli oldugu bilinmektedir. Enfekte olmus bireylerde biyofilm
gelisiminin sonuglanabilmesi i¢in QS sisteminin etkinligide olduk¢a Onemlidir. Pilus
yapisinda bulunan LecA (tip I lektin) ve LecB (tip II lektin) iiretimi “quarum sensing”
sistemi tarafindan regiile edilmekle birlikte, LecA ve LecB yoklugunda olgunlasmamis

ince tabakada biyofilm gelismektedir.>®

2.13.7. P. aeruginosa ve Cogunlugu Algilama (QS)

P. aeruginosa’nin bir¢ok viriilens faktorii varolmakla birlikte, viriilens faktorlerinin QS
sistemi araciligiyla denetlendigi bilinmektedir. P. aeruginosa’da ve birgok gram negatif
bakterilerde QS sinyal molekiilii AHL’dir. Ortamdaki mikroorganizma yogunlugunun
artmasi sebebiyle, ortamdaki AHL yogunlugu artar ve hiicre i¢i AHL yogunlugunu optimal
seviyeye ulasir. Boylece transkripsiyonel regiilatdrler optimal etkinligine sahip olur. QS
mekanizmast ve AHL sinyal molekiili mikroorganizmanin gen ekspresyonunun
denetlenmesinde ve haberlesmenin saglanmasiyla, birlikte hareket edebilmelerini

saglamaktadir.”

Her bakteri farkli QS mekanizmasi kullanmakla beraber bazen bakteriler birbirinden farkl
birkag QS mekanizmasini1 birlikte kullanabilmektedirler. Ayni QS mekanizmalarini
kullanmayan bakteriler birbirleriyle iletisim kuramamaktadir. QS Sinyal molekiilleri

“AHL”, “autoinducer peptitler” ve “autoinducer 2”” molekiilleri olarak gruplandirilabilir.

AHL sinyal sistemi, gram negatiflerde goriilmekle birlikte 151k yayilimindan
(biyoliiminesans) sorumlu gen kiimesi LuxI/LuxR ( LuxR, LuxI, LuxC, LuxD, LuxA,
LuxB, LuxE) aracilig1 ile denetlenmektedir. AHL sentezinde gerekli gen LuxI’dir. LuxR

geni ise AHL transkripsiyonunu denetleyen bir diizenleyiciyi kodlamaktadir.>%74

Al-2 (autoinducer-2) gram negatif ve gram pozitif mikroorganizmalarin LuxS geni aracilig1
ile kodlanmaktadir. AIP (autoinducer peptit) gram pozitif mikroorganizmalar araciligi ile
tiretilmektedir. Gram negatif mikroorganizma olan ve bir¢ok hastaligin temelinde etken

olan P. aeruginosa’nin bir¢ok virlilens etmenleri bulunmakla birlikte viriilens etmenleri
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QS sistemi araciligi ile denetlenmekte ve regiile edilmektedir. P. aeruginosa’da QS sinyal
molekiilii A¢il Homoserin Lakton’dur. P. aeruginosa’da “Las” ve “Rhl” olmak iizere iki
QS mekanizmas: bulunmaktadir. Las mekanizmasi, Lasl sentez proteini ve LasR
transkripsiyonel regiilator proteininden olusur ve Lasl agil homoserin lakton sinyal
molekiillerinden “N-(oxododecanoyl)-L-homoserine lactone” (3-O-Ci2-HSL) yapiminda
etkindir. Rhl mekanizmasi Rhll ve RhIR proteinlerinden olusur. Rhll agil homoserin lakton
sinyal molekiillerinden “N-butyryl-L-homoserine lactone” (Cs4-HSL) yapiminda etkindir.
RhIR ise transkripsiyonel regiilasyonda etkindir. QS mekanizmas1 P. aeruginosa’da

biyofilm gelisiminde ve dinamizminde énemli yer tutmaktadir.*®

2.13.8. P. aeruginosa ve Enfeksiyonlari

P. aeruginosa, dzellikle immiin sistemi baskilanmig ve hastane ortaminda uzun siire vakit
gecirmis bireylerde olmak {izere viicudun farkli boliimlerinde farkli enfeksiyonlara neden
olabilmektedirler. Mikroorganizmanin virlilens etmenlerini salgilamasinda, hastaliklarin

olusumunda ve seyrinde QS sisteminin etkinligi goz ard1 edilemez.%®

Bakteriyemi

P. aeruginosa, nedenli bakteriyemi diger etken mikroorganizmalara gore daha patojenik
olmakla birlikte 6liim oran1 yaklasik %50’lere kadar ¢ikmaktadir. Konak savunma sistemi
yetersizligi ve diger hastaliklar bakteriyemi riskini yiikseltmekte ve bakteriyeminin

patolojisinde nekrotik, gangrendz olusumlar meydana gelebilmektedir.%®

Endokardit

P. aeruginosa, madde (ilag) kullananlarda dogal kalp kapak¢iginda diger bireylerde
prostetik kapakta tutunum gerceklestirerek endokardit gelistirir. Diger mikroorganizma
kaynakli hastaliklar, kronik hastaliklar, baz1 invaziv girisimlerde endokardit meydana

getirebilmektedir.5>¢®

Goz Enfeksiyonlar:

P. aeruginosa, keratit, konjuktivit gibi goz enfeksiyonlarina neden olabilmektedirler.
Kontrakt lensler, ek hastaliklar, immiin sistemin baskilanmis olmasi enfeksiyon gelisimini

kolaylastirir ve tutulumu hizlandirir. P. aeruginosa’nin salgiladigi viriilans faktorlerinden
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elastaz, alkali proteaz gibi hiicre disi enzimler enfeksiyon gelisme hizin1 ve siddetini

artirir.®

Kulak Enfeksiyonlari

P. aeruginosa, hafif seyirli enfeksiyonlara neden olabilecegi gibi ileri yas grubunda ve
kronik hastaliklar1 olan bireylerde daha agir klinik tablo ile seyredebilecek maling

eksternal otit, nekrozitan otitis eksterna, otitis media gibi enfeksiyonlarada neden olabilir.%®

Solunum Sistemi Enfeksiyonlari

P. aeruginosa, lst solunum yollarinda gelistirdigi enfeksiyonlarin ilerlemesi durumunda
Ozellikle immiin sistemi baskilanmigs bireylerde daha agir klinik tablolar gelisebilmektedir.
Hastane kaynakli enfeksiyonlarin biiyiik kismi ventilasyon ihtiyaci olan bireylerde
ventilatore bagli gelisen bakteriyel pnomonilerdir. Kistik fibrozis hastalarinda nedenin

genellikle P. aeruginosa oldugu bilinmektedir.®

Uriner Sistem Enfeksiyonlar:

Uriner kateterizasyon veya iiriner sistem cerrahi operayonlarmin postopunda gelisen P.
aeruginosa kaynakli iriner sistem enfeksiyonlarina ileri yas grubunda daha sik

rastlanilmaktadir.”

Gastrointestinal Sistem Enfeksiyonlar:

Sik araliklarla antibakteriyel tedavi goren notropenik bireylerde P. aeruginosa’nin
gastrointestinal sistem enfeksiyonu gelistirmesi muhtemeldir. P. aeruginosa’nin viriilans
etmenlerinin konak gis epitelinde meydana getirdigi harabiyet sonras1 mikroorganizmanin
tutunumu ve c¢ogalimi artar. Bakteri genellikle cekum ve rektumda tutulum saglamakla
birlikte mikroorganizmanin vendz invazyonu sonraslt tilserasyonlarda

goriilebilmektedir.®>7¢

2.13.9. P.aeruginosa’nin Antimikrobiyal Ajanlara Diren¢ Mekanizmasi

P. aeruginosa’nin antibiyotiklere diren¢ mekanizmasini dogal (intrensek) direng ve

edinilmis diren¢ mekanizmalariyla agiklanmaktadir.”’

Dogal direng, mikroorganizmanin kendi 06ziindeki yapisal islevleriyle antibiyotik

inhibisyonunu gergeklestirmesini ifade etmektedir. P. aeruginosa’lar dis membran

28



gecirgenliginin zorlugu, antibakteriyel ajanlarin intraselliiler ortamdan disar1 atan pompa
sistemleri ve antibiyotiklerin inhibisyonunu saglayan enzimlerinin varligi ile birlikte
mikroorganizmanin yapisal 6zelligi olarak, kullanilan antibakteriyel ajanin etki edecegi
mekanizmay1 bulundurmamasi nedeniyle mikroorganizmaya etki edememesi sonucu dogal

direng gelistirmektedirler.””-’87

Antibakteriyellere direng gelisimine sebep sistemlerden olan ve regiilator genler ile
denetlenen aktif disa atim pompalari, regiilatér genlerdeki mutasyonlar nedeniyle
normalden fazla reaksiyon gostererek antibakteriyellerin disa atilimina sebep olurlar. Bu
mekanizma protein yapili iic komponentten meydana gelmektedir. Bu komponentlerin
sitoplazmik ve periplazmik proteinlerine “Mex” dis membran proteinine ise “Opr”
denilmektedir. Periplazmik protein diger iki komponent arasinda adeta koprii vazifesi
gormektedir.’’ P. aeruginosa dort biiyiik disa atim pompa mekanimasi “MexAB-OprM,
MexCD-OprJ, MexEF-OprN ve MexXY OprM” olmak iizere antibakteriyel direng
gelisiminde etkin rol iistlenen on iki adet disa atim pompasi olusturmaktadir.””8! P.
aeruginosa kaynakl enfeksiyonlara yonelik kullanilan antibakteriyeller, hiicre igindeki
amacma ulasabilmek igin bakterinin dis membranini  ge¢mek  zorundadir.®
P.aeruginosa’larda antibakteriyel gecisini onlemek icin selektif bariyer vazifesi goren dis

zar porin kanallari, lipopolisakkarit ve fosfolipid yapilarindan olusur.

Iyon ve seker gecisinde gorevli olan ancak antibakteriyel gegirgenligi minimum olan oprF
porini P. aeruginosa’lar da yiiksek diizeyde bulunmakla birlikte OprF porininin varliginin
bakterinin biyofilm gelisimininde pozitif reaksiyon gostermesinde etkin oldugu
bilinmektedir.”” Bakteriyel mikroorganizmalarin, antibakteriyel ajanlarin inhibisyonunu

saglayan enzimatik yapilar iiretmesi intrensik direng sistemlerindendir.

Bakteriyel mikroorganizmalarin genetik 6zelliklerinde veya regiilator genlerinde meydana
gelen degisimler sonucunda bakteriye onceden etkin olan antibakteriyal ajan etkinligini
kaybedebilmektedir. Boylelikle kazanilmis bagisiklik meydana gelmektedir. Kazanilmis
bagisiklikla birlikte mikroorganizma, antibakteriyellere karsi direng genleri elde edebilir ve
antibakteriyellerin bakteri hiicresinde etki edecegi bolgede degisimler meydana

getirebilmektedir.®
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2.13.10. P. aeruginosa’nin Tam Ve Tedavisi

P. aeruginosa’nin tanilanmasinda kullanilacak numuneler cerrahi yara yerlerinden, viicut
stvilarindan, sekresyonlardan vs. izole edilebilirler. izolasyonu saglamak igin laboratuvar
ortaminda kanli agar, McConkey agar kullanilabilir. Bakterinin oksidaz pozitif,
nonfermentatif olmasi tanilamada kolaylik saglamakla birlikte tatli aromatik iiziime
benzeyen kokuya sahiptir. P. aeruginosa, piyosiyanin salgilamasiyla mavi pigment,
piyoverdin salgilamasiyla sari-yesil pigmentasyon olusturmaktadir. P. aeruginosa nedenli
hastaliklarin  tedavisinde penisilin, sefalosporin, karpanem, florokin, gentamisin,
aminoglikozid ve kolitsin grubu antibiyotikler etkin olarak kullanilmakla birlikte

amoksisilin, seftriakson, ampisilin grubu antibiyotiklere ise dogal dayaniklilig1 vardir.”®

P. aeruginosa, etkenli hastaliklarin tedavisinde genellikle ii¢lincii nesil sefalosporin grubu
ile PB-laktamazlara dayanikli olan seftazidim tercih edilmektedir. Tedavide tek tiir
antibiyotik tercihi mikroorganizmaya diren¢ kazandiracagi i¢in bu direncin engellenmesi
amacityla daha c¢ok ikili kombin antibiyotikler tercih edilmektedirler. Bdylelikle
antibiyotiklere karsi bakteriyal direncin engellenmesi amaglansada P. aeruginosa, ¢ogu
antibiyotige kars1t dayanikli oldugu icin kusursuz bir tedavisi heniiz s6z konusu

85,86

degildir.

2.14. Oksazolidinonlar (Linezolidler)

Linezolid oksazolidinon antibiyotik grubunun birinci iiyesidir. 2000 yilinda, FDA’nin onay
vermesi ile birlikte kullanimina baslanmistir. Linezolid, rRNA’ ya tutunarak hem 30S hem
50S subunitine baglanip protein sentezini erken agsamasinda baskilayarak etkinlik gdsteren
sentetik bir antibiyotiktir. Linezolidin, direngli gram pozitif bakterilere etkinligi oldugu
bilinmektedir.®” Gram negatif bakterilerde ise antibakteriyel diren¢ mekanizmasi olan disa
atim pompa sistemlerinin etkinligi sonucu linezolidin antibakteriyel etkisi baskilanmakta

ve linezolide kars1 direng gelismektedir.®

30



3. Materyal Metot

3.1. Materyal

3.1.1. Klinik Orneklerin Toplanmasi

Cesitli polikliklerden toplanan 40 adet idrar kiiltiirleri hastanenin merkez laboratuarina
getirilmis ve Ornekler dnceden hazirlanms kontaminasyon testi yapilmis Miiller Hinton
Buyyon bulunan besiyerine 6ze ile yayma plak yontemiyle ekim yapilmistir. P. aeruginosa
oldugu diisiiniilen izolatlar bio-merieux marka vitek-2 de uygun kartlar ile ¢alisilmis ve P.
aeruginosa olduklari belirlenmistir. P. aeruginosa izolatlar1 igerisinde 3’er ml %30 gliserol
iceren ependorf tiiplere besiyerlerinden ekim yapilip -20 °C’ de argelik marka
buzdolabinda stoklanmistir. Calisma yapilmak {izere laboratuarimiza gelmeden 6nce oda
sicakliginda 3-5 dk beklendikten sonra canlandirmak i¢in Onceden hazirlanmisg
kontaminasyon testi yapilmis igerisinde MHB bulunan besiyerine yayma plak yontemiyle
ekim yapilmis ve calisma yapilmak iizere Kirsehir Ahi Evran Universitesi mikrobiyoloji

laboratuarina uygun sartlarda getirilmistir.

3.1.2. Kullanilan Standart Bakterilerin Temini

Calismada, pozitif kontrol olarak P. aeruginosa ATCC 27853, negatif kontrol olarak E.
coli ATCC 25922 kullanilmistir. Tiim standart suslar Kirsehir Ahi Evran Universitesi

mikrobiyoloji laboratuarindan temin edilmistir.
3.1.3. Calismada Kullanilan Besiyerleri
Besiyerlerinin tamamu tiretici firmalarinin tarifi iizerine hazirlanmistir.

Triptic Soy Agar (TSA) Besiyerinin Hazirlanmasi

Triptic Soy Agar hazirlanirken 40 gr TSA’ya 1000 ml distile su eklenip ¢ozdiirtilmustiir.
121 °C’ de 15 dakika otoklavda steril edilmistir. Onceden pastdr firinda 180 °C’ de steril
edilmis cam petrilere eklenip 37 °C’ de 24-48 saat kontaminasyon kontrolii i¢in etiive

kaldirilmastir.
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Trypticase Soy Broth (TSB) Besiyerinin Hazirlanmasi

Trypticase Soy Broth hazirlanirken 30 gr TSB’ye 1000 ml distile su eklenip
¢Ozdiriilmiistiir. Tiiplere 4’er ml eklenerek 121 “C’de 15 dakika otoklavda steril edildi. 37

°C’de 24-48 saat kontaminasyon kontrolii i¢in etiive kaldirilmistir.

Kongo Red Agar (CRA) Besiyerinin Hazirlanmasi

Kongo Red Agar hazirlanirken 37 gr kalp beyin inflizyonu, 15 gr agar agar, 50 gr sakkaroz,
0.8 gr Kongo kirmizisi eklendi 1000 ml distile su ile ¢ozdiiriilmiistiir. 121 °C’de 15 dakika
otoklavda steril edildikten sonra steril petri kaplarina dokiilmiistiir. 37 °C de 24-48 saat

kontaminasyon kontrolii i¢in etiive kaldirilmustir.

Tributyrin Agar (TAB) Besiyerinin Hazirlanmasi

Tributyrin Agar hazirlanirken 20 gr agar 1000 ml distile su ile ¢ozdiiriilmiistiir. 121 °C de
15 dakika otoklavda steril edildikten sonra steril petri kaplaria dokiilmiistiir. 37 °C de 24-

48 saat kontaminasyon kontrolil i¢in etiive kaldirilmigtir.

Skim Milk Agar (SMA) Besiyerinin Hazirlanmasi

Skim Milk Agar hazirlanirken 20 gr agar 1000 ml distile su ile ¢ozdirilmistiir. 121 °C de
15 dakika otoklavda steril edildikten sonra steril petri kaplarina dokiilmiistiir. 37 "C de 24-

48 saat kontaminasyon kontrolii i¢in etiive kaldirilmistir.

Mueller Hinton Buyyon (MHB) Besiyerinin Hazirlanmasi

Mueller Hinton Buyyon hazirlanirken 21 gr agar 1000 ml distile su ile ¢ozdiirtilmustiir. 121
°C de 15 dakika otoklavda steril edildikten sonra steril petri kaplarina dokiilmistiir. 37 °C

de 24-48 saat kontaminasyon kontrolii i¢in etiive kaldirilmigtr.

3.1.4. Cahismada Kullanilan Antibiyotik Disklerinin Temin Edilmesi

Calismada kullanilan klinik izolatlara antibiyogram testi i¢cin kulanilan antibiyotik diskleri

Bioanalyse firmasindan temin edilmistir.
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3.1.5. Cahismada Kullanmilan Linezolidin Temin Edilmesi

Calismada kullanilan Linezolid 10 mg, CAYMAN CHEMICAL (Cayman Chemical 1180
East Ellsworth Road Ann Arbor, Michigan 48108 USA) temin edilmistir. -20 “C’ de soguk

zincir olarak gelmis ve -20 "C’de saklanmustir.

3.2. Metod

3.2.1. Klinik izolatlarda Pigmentli ve Pigmentsiz izolatlarin Belirlenmesi

40 adet klinik P.aeruginosa izolatlarinin TSB’de iireyen 24-48 saatlik taze kiiltlirlerinden
TSA besiyerine tek koloni diisecek sekilde ekim yapildi. 37 °C’ de 24- 48 saat inkiibasyon
sonrasinda besiyerleri gozle incelenmistir. Belirgin sekilde yesil pigment olusturmus

izolatlar pigmentli (+) olusturmamus izolatlar pigmentsiz (-) kabul edilmistir.®®

3.2.2. Klinik izolatlarda Proteinaz Testi

40 adet klinik P.aeruginosa izolatlarinin TSB’de iireyen 24-48 saatlik taze kiiltlirlerinden
skim milk agar besiyerine her izolatdan birer 6ze dolusu ekim yapilmistir. 37 °C’de 24-48
saat inkiibasyon sonrasinda besiyerleri gdzle incelenmistir. Izolatlarin olusturdugu zon

miktarma gore 4+, 3+, 2+, +, - olarak proteinaz aktiviteleri degerlendirilmistir.%®

3.2.3. Klinik izolatlarda Lipaz Testi

40 adet klinik P.aeruginosa izolatlarinin TSB’de iireyen 24-48 saatlik taze kiiltiirlerinden
tributyrin agar besiyerine her izolattan birer 6ze dolusu ekim yapilmistir. 37 °C’de 24-48
saat inkiibasyon sonrasinda besiyerleri gdzle incelenmistir. Izolatlarin olusturdugu zon

miktarina gore 4+, 3+, 2+, +, - olarak lipaz aktiviteleri degerlendirilmistir.

3.2.4. Klinik izolatlarda Katalaz Testi

40 adet klinik P.aeruginosa izolatlarinin TSB’de lireyen 24-48 saatlik taze kiiltiirlerinin her
birinden birer 6ze alinarak, lam tizerine damlatilmis %3’liik H202 iizerine yayilmistir. Her
izolat i¢in ayr1 lam tizerinde test yapilmistir. Tiim izolatlarda reaksiyon izlenmistir. Tiim

izolatlar Katalaz pozitif olarak degerlendirilmistir.
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3.2.5. Klinik izolatlarda Oksidaz Testi

Gram boyanma testinde negatif sonug¢ veren izolatlarin oksidaz aktivitelerine, oksidaz
cubuklar1 (Oxoid) ile bakilmustir. Izolatlarin 24-48 saatlik saf kiiltiiriine oksidaz cubugu
daldirilip, 25-30 saniye beklenmistir. Cubugun eflatun mor renk almasi (+) reaksiyon
olarak degerlendirilmistir. Test her izolat i¢in ayr1 tekrar edilmistir. Tiim izolatlar oksidaz

pozitif gézlemlenmistir.%®
3.2.6. Klinik izolatlarda Motilite Testi

40 adet klinik P.aeruginosa izolatlarinin TSB’de lireyen 24-48 saatlik taze kiiltiirlerinden
bir 6ze dolusu lam iizerine konulmustur, lamel kapatilmistir ve karanlik ortam
olusturulmustur. 40’11k obje ile izlenmistir. Bu test 40 izolat i¢in ayr1 ayr tekrar edilmistir.

Tiim izolatlar motilite pozitif olarak izlenmistir.

3.2.7. Klinik izolatlarda Biyofilm Gelisiminin incelenmesi

Biyofilm gelisimi Christensen vd. (1985) tanimladiklar1 tiip yontemi, mikroplate (96
kuyucuklu ) ve Freeman ve ark. tamimladiklart CRA (Congo Red Agar) metodlariyla
incelenmistir. Biyofilm olusumunu incelerken Kongo Kirmizili Agar (KKA), Standart Tiip
Yontemi (STY), ve 96 Kuyucuklu Mikrotitrasyon PlagirYoéntemi kullanilmustir. ilk olarak
40 adet klinik P.aeruginosa izolatinin Kongo Kirmizili Agar Yontemiyle biyofilm testi
yapilmistir. Test sonucunda 28’1 (%70) biyofilm pozitif olarak tespit edilirken 12’si (%30)

negatif olarak tespit edilmistir.

Tiip yonteminde, kristal viyole boyar madde kullanilarak ve safranin boyar madde
kullanilarak ayr1 ayri biyofilm testi yapilmistir. Kristal viyole boyar madde kullanilarak
yapilan biyofilm testi sonucunda izolatlarin 30’u (%75) biyofilm pozitif olarak tespit
edilirken 10’u (%25) negatif olarak tespit edilmistir. Safranin boyar madde kullanilarak
yapilan yapilan biyofilm testinde ise izolatlarin 29°u (%72,5) pozitif olarak tespit edilirken,
1171 (%27,5) negatif olarak tespit edilmistir. Yapilan testler sonucunda biyofilm pozitiflik

orani en ¢ok kristal viyole kullanilarak yapilan tiip testinde olmustur.

Yaptigimiz biyofilm testleri sonucunda gozle degerlendirme yapilarak pozitif sonug veren
en iyi biyofilm olusumu goriilen 10 izolat segilip bu izolatlarda mikrotitrasyon plag:

yontemiyle biyofilm testi yapilip calismaya segilen izolatlarla devam edilmistir.
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Klinik 1zolatlarda Biyofilm Gelisiminin Kongo Kirmuzih Agar Yontemiyle

Belirlenmesi

Hazirlanmis ve sterilizasyon testi yapilmis kongo kirmizili agarlara, TSB’de lireyen 24-48
saatlik 40 adet klinik P.aeruginosa taze Kkiiltiirlerinden ekim yapilmis ve biyofilm
gelisimini test etmek igin 37 ‘C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrast besiyerleri tek tek gozle degerlendirilerek koyu kirmizi renk olusturanlar (3+),
kirmizi renk olusturanlar (2+), pembe renk olusturanlar (+), beyaz kalanlar (-) olarak

degerlendirilmistir.
Klinik izolatlarda Biyofilm Gelisiminin Tiip Yontemiyle Belirlenmesi

Biyofilm gelisiminin degerlendirilmesinde kullanilan (Christensen ve ark., 1985)
tanimladig tiip testi ile biyofilm gelisiminin incelenmesi metodunda bazi farkliliklar
yapilarak biyofilm gelisimi incelenmistir. Kristal viyole ve safranin ile ayr iki test yapilip

degerlendirilmistir.>!

TSA’da 24 saat 37 °C’de inkiibe edilen izolatlar inkiibasyon sonrasi, hazirlanmis ve steril
edilmis, sterilizasyon testi yapilmis tiip igerisinde 2 ml TSB bulunan tiiplere ekim yapilip
24 saat 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi tiip igerigi bosaltilip steril
tamponlanmis PBS (fosfat tuzu) ile yikanmistir. Tiipler ters pozisyonda kuruma kagidina
birakilip kurutulduktan sonra %]1°lik kristal viyole ile boyanip 15 dakika bekletilmistir.
Sonrasinda tiipler steril distile su ile yikanip tekrar kurutma kagidina ters pozisyonda
kurumaya birakilmigtir. Tip igerisindeki boyanma durumuna goére 3+ kuvvetli, 2+ orta

seviyede, + zayif, - negatif olmak {izere degerlendirilmistir.”!

Safranin ile boyanarak yapilan tiip testinde ise TSA’da 24 saat 37 °C’de inkiibe edilen
klinik izolatlar inkiibasyon sonrasinda, hazirlanmis ve steril edilmistir, sterilizasyon testi
yapilmis tiip icerisinde 2 ml TSB bulunan tiiplere ekim yapilip 24 saat 37 "C’de
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi tiip igerikleri mikropipetlerle bosaltilip

bosaltilan tiiplere 2 ml hacminde %0,25°lik safranin eklenmistir.>!

1 dakika boyanmaya birakilip sonrasinda mikropipetler yardimiyla tiip igerikleri
bosaltildiktan sonra tiipler kurutma kagidina ters pozisyonda birakilip 24 saat oda
sicakliginda bekletilmistir. Sonraki giin tiip igerisinde boyanma durumuna goére 3+

kuvvetli, 2+ orta seviyede, + zayif, - negatif olmak iizere degerlendirilmistir.’!
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Klinik izolatlarda Biyofilm Gelisiminin Mikroplak Yontemiyle Belirlenmesi

TSA’ya ekilmis P.aeruginosa izolatlarinin taze kiiltiirlerinden 4’er ml TSB iceren tiiplere
almarak 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi kiiltiirler 1/20
diliie edilerek 200 ul’si 96 kuyucuklu mikroplate’de 37 “C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras1 siv1 besiyerleri dokiiliip kuyucuklar distile su ile 3 kez yikanmustir.
Kurutma kagidinda kurutulduktan sonra %1°lik kristal viyole soliisyonundan kuyucuklara
100 pl eklenmistir. 15 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Sonrasinda kuyucuklar 3 kez
distile su ile yikandiktan sonra kurutma kagidinda ters pozisyonda kurutulmustur.
Kuyucuklara 200 pl etanol/aseton (40:10) eklenmistir ve 10 dakika beklenip boya
cozdiiriilmiistiir. Plak dalga boyu 540 nm olan mikroplate okuyucuda (Mikroplate reader,
BioTek ELx808) okutulmustur. Sonuglar biyofilm gelisimi goriilmeyen E.coli ATCC
25922 ve biyofilm gelistiren P.aeruginosa ATCC 27853’den elde edilen absorbans

degerleriyle karsilastirma yapilarak degerlendirilmistir.'>"

3.2.8. Klinik Izolatlarin Farkh Antibiyotiklere Duyarhliklarimn Disk Difiizyon

Yontemiyle Belirlenmesi

Klinik P.aeruginosa izolatlarmin TSB’de 24-48 saat inkiibasyonu sonrasi taze
kiltlirlerinden steril swap ile TSA’ya sitiriilerek ekim yapilmistir. Sonrasinda onceden
belirlenmig 10 farkli antibiyotik diskleri numaralandirilarak her izolat icin ayr1 ayri
eklenmistir. 37 “C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon sonrasi disklerin

etrafinda olugsmus zonlarin 6l¢timleri yapilarak degerlendirilmistir.

3.2.9. Klinik izolatlarin Linezolide Duyarhhklarmm (MIiK) Standart S

Mikrodiliisyon Yontemiyle Belirlenmesi

Calismada kullanilan Linezolid Cayman’dan (Cayman Chemical 1180 East Ellsworth
Road Ann Arbor, Michigan 48108 USA) satin alinmistir. Linezolid, etanol ile 1 mg/ml
olacak sekilde cozdiiriilerek TSB ile sulandirilarak 2560 mg/L stok konsantrasyonu
hazirlanmistir. Antibiyotik diliisyonu hazirlanirken stok 1/20 oraninda sulandirilarak 128
mg/L antibiyotik elde edilmistir. Calismada 96 kuyucuklu mikroplate kullanilmistir. Steril
96 kuyucuklu mikroplagin tiim kuyucuklarina TSB besiyerinden 100 pl eklenmistir. Daha
sonra 1.stitundaki kuyucuklarin ilk dordiine 128 mg/L linezolid i¢eren besiyerinden 100 pl
eklenip seri diliisyon yapilmistir. 11. Siituna kadar her siitunun ilk 4 kuyucuguna Linezolid

igeren besiyerinden 100 ul eklenip seri diliisyona devam edilmistir. 11. Siitun bos birakilip
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12. Siituna sadece TSB besiyeri lireme kontrolii i¢in birakilmistir. Situnlarin 5.
Kuyucuguna antibiyotik diliisyonu yapilmayip bir sonraki asamada sadece bakteri
diliisyonu eklenilmesi planlanmistir. 1. ve 2. Siitunun 6., 7., 8., kuyucuklar1 pozitif kontrol
ve negatif kontrol suslari i¢in kullanilmistir. 1. ve 2. Siitunun 6. Kuyucuklarindan
baslanarak 128 mg/L linezolid iceren besiyerinden 100 pl eklenip seri diliisyonlari
yapilmistir. 40 adet klinik P.aeruginosa izolatlarinin iginden biyofilm gelistirme
derecelerine gore secilmis 10 adet izolat ve pozitif kontrol i¢in belirlenmis P.aeruginosa
ATCC 27853 ile negatif kontrol i¢in belirlenmis E.coli ATCC 25922’ nin 24 saatlik taze
kiiltiirlerindeki kolonilerden 0,5 McFarland bulanikligina esit olacak sekilde bakteri
stispansiyonu hazirlanmistir ve 1/100 oraninda diliie edilmistir. Her siituna farkli bir izolat
gelecek sekilde onceden linezolid eklenmis siitunlarin ilk 4 kuyucuguna bakteri
stispansiyonundan 11.kuyucuga kadar 100 pl eklenmistir. 11. Siitun bos birakilmistir 12.
Siitunda sadece TSB besiyeri birakilmistir ve bakteri siispansiyonu eklenmemistir. ilk 10
stitunun antibiyotik diliisyonu eklenmemis 5. Kuyucuklarina siitundaki bakteri izolatinin
aynisindan antibiyotiksiz besiyerleri {izerine 100 pl eklenmistir. Ilk siitunun 6., 7., 8.
Kuyucuguna pozitif kontrol olarak P.aeruginosa ATCC 27853 siispansiyonundan 100 pl
eklenmistir. ikinci siitunun 6., 7., 8., kuyucuguna negatif kontrol olarak E.coli ATCC
25922 siispansiyonundan 100 pl eklenmistir. Mikroplak 37 *C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmstir. Inkiibasyon sonras1 goz ile ve dalga boyu 540 nm olan mikroplate okuyucuda
(Mikroplate reader, BioTek ELx808) okutulmustur. Elde edilen sonuglara goére gozle
degerlendirme yapildiginda P.aeruginosa’nin linezolide direngli oldugu kuyucuklarda
tiremelerin oldugu goriilmiistiir. Uremenin en az oldugu antibiyotik konsantrasyonu mik
olarak kabul edilmistir. Mikroplate reader okuyucudan elde edilen sonuglarda gozle

goriilen sonuclar desteklemistir.'>%°

3.2.10. Linezolidin Klinik izolatlarda Gelisen Biyofilm Olusumuna Etkinliginin Optik
Dansite (OD) Olgiilerek Belirlenmesi

Taze TSA’da bir gece 37 °C’de tretilen izolatlar TSB igerisinde 0,5 McFarland
bulanikliginda ayarlanarak 1/100 diliie edilmistir. 200’er pl alinarak 96 kuyucuklu
mikroplaga aktarilmistir ve bir gece dnceden kuyucuklarda biyofilm gelistirilmistir. Ertesi
giin kuyucuklar 2 kez distile su ile yikanarak kurutma kagidin da kurutulmustur. Biyofilm
gelistirilen kuyucuklara klinik izolatlar i¢in linezolidin farkli konsantrasyonlar1 (128-16

mg/L) TSB igerisinde sulandirilarak 200 pl eklenmistir. 37 °C’ de 24 saat bekletilip plak

37



yikanmistir ve %1°lik kristal viyole ile boyanmistir. Plagin OD’si mikroplate reader de

okutulmustur.'>

3.2.11. Klinik izolatlarin Biyofilm Inhibitér Konsatrasyonunu Belirlenmesi (BIK)

Biyofilm gelistirme kapasitelerine gore secilmis 10 adet P.aeruginosa izolat1 24 saat 37
°C’de TSB besiyerinde biyofilm olusturmalar: i¢in inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin
TSB besiyeri ile 1/20 sulandirilarak 200’er pl 96 kuyucuklu mikroplaga eklenmistir.
Plaklardaki her bir kuyucuga steril boncuk eklenmistir. 24 saat 37 “C’de inkiibe edilmistir.
Baska bir mikroplaga taze hazirlanmis TSB ig¢inde Linezolid 128 mg/L’lik
konsantrasyondan baglatilarak seri diliisyon yapilmistir. Biyofilm olusturan boncuklar
linezolid dillisyonu yapilan mikroplagin kuyucuklarina eklendikten sonra 24 saat 37 °C’de
inkiibe edilmistir. Ertesi glin kuyucuklardaki boncuklar 200’er pul TSB igeren ependorf
tiiplerine alinarak hizli devirde 5 dk vortekslenmistir. Bu islem sonrasi tiiplerden 100’er pl
alinarak yeni bir mikroplakta i¢inde 100’er pul TSB bulunan kuyucuklara aktarilip 37 °C’de
24 saat inkiibasyon sonrast gozle ve mikroplate okuyucu ile degerlendirme sonrasi
{iremenin inhibe oldugu en diisiik konsantrasyon BIK olarak degerlendirilmistir. Kontrol

olarak ekim yapilmamis TSB i¢eren kuyucuklar kullanilmistir.'?%°

3.3. istatistiksel Analiz

Calisma kapsaminda, Klinik P. Aeruginosa Izolatlarmin Biyofilm Tabakasi Uzerine
Linezolidin Etkisinin Belirlenmesi (Optik Dansite Olgiilerek=OD) amaciyla antibiyotik
Oncesi ve sonrasi (128, 64, 32, 16) gruplarinin ortalamalari arasindaki farklilik eslestirilmis
gruplar igin t-testi ile incelenmistir. MIK ve BIK degerlerini temsil eden gruplar arasinda
istatistiksel agidan anlamli bir farkliligin olup olmadig1 bagimsiz gruplarda t-testi yontemi
ile ele alinmistir. Analizlerde t-testlerini gerceklestirmek {izere normallik varsayimi
Kolmogorov-Smirnov ve ShapiroWilk testleri ile ele alinmistir. Analizlerde yer alan bazi
gruplarda normal dagilim kosulunu saglamak {izere logaritmik transformasyonlar
kullanilmustir. Istatistiksel analizler SPSS (version 21.0, SPSS Inc, USA) istatistik paket
programi kullanilarak gergeklestirilmistir. Analizlerde onemlilik diizeyi p<0.05 olarak

belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Klinik izolatlarin Cesitli Antibiyotiklere Duyarhliklar

Calismada poliklinige bagvurmus hastalardan istenen idrar 6rneklerinden izole edilen 40 P.
aeruginosa izolatt kullanilmistir. P. aeruginosa izolatlarinin antibiyotik duyarlilik
sonuglari; calismaya alinan P. aeruginosa izolatlarinin disk diflizyon yontemiyle yapilan
antibiyogram test sonuglarina gore kanamisin, oksasilin, teikoplanin, rifampin,
streptomisin ve linezolide direngli bulunmustur. Gentamisine karsi ise %97.5 duyarl %2.5
orta duyarli bulunmustur. Yapilan antimikrobiyal duyarlilik testinde amikasine %87.5,
sefaperazon/sulbaktama %75, netilmisine %57.5 duyarlilik saptanmistir. Izolatlarin %2’si
amikasine, %10’u sefaperazon/sulbaktama, %6’s1 netilmisine orta duyarli bulunurken,
%7.5’1 amikasine, %15’1 sefaperazon/sulbaktama %27,5’1 netilmisine direncli
saptanmustir. Izolatlarm antibiyotiklere duyarliliklar1 degerlendirilirken CLSI’1 &nerileri

dikkate alinmustir.

Tablo 3: Antibiyogram Testinde Kullanilan Antibiyotik Diskleri

Gentamisin

Amikasin

Kanamisin

Oksasilin

Teikoplanin

Rifampin
Sefaperazon/Sulbaktam
Netilmisin
Streptomisin

Linezolid

N=RE--REN QI NV, N R R SR

[
[—}
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Tablo 4: P. aeruginosa izolatlarinin Antibiyotiklere Duyarli Sus Sayilar1 ve Yiizde Oranlar1 [n(%)]

Gentamisin 39 (%97.5) 1 (%2.5) 0 40
Amikasin 35 (%87.5) 2 (%5) 3 (%7.5) 40
Kanamisin 0 0 40 (%100) 40
Oksasilin 0 0 40 (%100) 40
Teikoplanin 0 0 40 (%100) 40
Rifampin 0 0 40 (%100) 40
Sefaperazon/Sulbaktam 30 (%75) 4 (%10) 6 (%15) 40
Netilmisin 23 (%57.5) 6 (%15) 11 (%27.5) 40
Streptomisin 0 0 40 (%100) 40
Linezolid 0 0 40 (%100) 40

Tablo 5: P. aeruginosa igin CLSI’nin Onerdigi Zon Cap1 Degerleri( mm)

Gentamisin 15 13-14 12
Amikasin 17 15-16 14
Kanamisin -
Oksasilin -
Teikoplanin -
Rifampin -
Sefaperazon/Sulbaktam 18 15-17 14
Netilmisin 15 13-14 12
Streptomisin -
Linezolid -

* CLSI M100 klavuzundan yararlanllmlstlr.91
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Tablo 6: P. aeruginosa izolatlarinin Segilen Antibiyotiklere Gére Duyarlilik Durumlari

Sus Antibiyotik No
No

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 20 30 R R R R R R R R
2 20 20 R R R R 20 10 R R
3 20.8 20.2 R R R R R 10 R R
4 20 11 R R R R 21 10.1 R R
5 13 10 R R R R 22 15 R R
6 20 20 R R R R 20 16 R R
7 22 20 R R R R 25 18 R R
8 25 26 R R R R 12 11 R R
9 20.2 20 R R R R 20 16 R R
10 22 18 R R R R 24 18 R R
11 23 20 R R R R 20 20 R R
12 22 20 R R R R 22 20 R R
13 24 20 R R R R 22 20 R R
14 24 23 R R R R 20 18 R R
15 22 20 R R R R 20 20 R R
16 20 20 R R R R 20 22 R R
17 20 18 R R R R 20 18 R R
18 20 20 R R R R 16 14 R R
19 20 18 R R R R 20 16 R R
20 19 14 R R R R 19 12 R R
21 20.2 18.6 R R R R 18 14 R R
22 20 19.4 R R R R 22 12 R R
23 20 20 R R R R 12 16 R R
24 20 18 R R R R 16 12 R R
25 20.2 20.6 R R R R 14.2 13.4 R R
26 18 20 R R R R 12 10 R R
27 20 18 R R R R 20 17 R R
28 20 18 R R R R 18 14 R R
29 20.4 20.2 R R R R 18 12 R R
30 20.2 20 R R R R 19.8 18.4 R R
31 20 15 R R R R 18 10.8 R R
32 20 19.6 R R R R 16.2 10 R R
33 22 21.4 R R R R 18 20 R R
34 23.8 20 R R R R 18.2 16.8 R R
35 21 18 R R R R 20 16 R R
36 18 16 R R R R 16.3 15.8 R R
37 20 20 R R R R 12 13 R R
38 18 20 R R R R 18 16 R R
39 22 20 R R R R 14 13.1 R R
40 21 20 R R R R 20 19 R R

1: Gentamisin , 2: Amikasin , 3: Kanamisin ,4: Oksasilin, 5:Teikoplanin,

6: Rifampin, 7: Sefaperazon/Sulbaktam , 8: Netilmisin,9: Streptomisin ,10: Linezolid
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4.2. Klinik izolatlarda Pigment Olusumu, Proteinaz ve Lipaz Aktiviteleri

Calismamizda kullandigimiz 40 adet P. aeruginosa izolatlarina yapilan pigment olusumu
testi sonucuna gore izolatlarin 8’inde (%20) pigment olusumu goriilmezken 32’sinde
(%80) pigment olusumu gozlenmistir. Proteinaz aktivitesi i¢in yapilan test sonucuna gore
izolatlarin 23’1 (%57.5) 4+ yliksek derecede, 10’u (%25) 3+ orta derecede, 2’si (%5) 2+
diisiik derecede proteinaz aktivitesi gosterirken 5’1 (%12.5) proteinaz aktivitesi
gostermemistir. Lipaz aktivitesi i¢in yapilan test sonucuna gore izolatlarin 2’si (%5) 2+

diisiik derecede lipaz aktivitesi gosterirken 38’1 (%95) lipaz aktivitesi gostermemistir.

Sekil 5: izolatlarin Proteaz Aktivitesi
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Tablo 7: izolatlarda Pigment Olusumu, Proteaz ve Lipaz Aktivitesi®

1 + 4+ -
2 + 4+ -
3 + 4+ -
4 + 4+ -
5 + 3+ -
6 + 4+ -
7 + 4+ -
8 + 4+ -
9 - 4+ -
10 + 4+ -
11 + 4+ -
12 + 4+ -
13 + 3+ -
14 + 3+ -
15 - 3+ -
16 - 4+ -
17 + 3+ -
18 -5 3+ -
19 + 4+ 2+
20 + 4+ -
21 + 4+ 3
22 + 4+ _
23 + 4+ -
24 + 4+ 2+
25 + 3+ -
26 + - -
27 - - -
28 - - -
29 + - -
30 + - -
31 - 4+ -
32 + 4+ -
33 - 4+ -
34 - 4+ -
35 + 3+ -
36 + 4+ -
37 + 2+ -
38 + 3+ -
39 + 3+ -
40 + 2+ -

" Proteinaz Lipaz ve Pigment Olusumu Sonugclar1 Pigment Olusumu: + = var, - = yok

Proteinaz ve Lipaz Aktivitesi: 4+ = Yiiksek Derecede Var 3+ = Orta Derecede Var 2+ = Diisiik Derecede Var = yok
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Sekil 6: Izolatlarin Lipaz Aktivitesi

4.3. Klinik izolatlarin Biyofilm Test Sonuclari

Caligmada izolatlara biyofilm testi tiim izolatlara kongo kirmizili agar ve tiip yontemleri ile
yapilirken yapilan testler sonucunda en gii¢lii biyofilm olusumu goézlenen 10 izolat
secilerek mikrotitrasyon plagi yontemi ile biyofilm testi yapilip ¢aligmaya secilen 10 izolat
ile devam edilmistir. Kongo kirmizili agar yontemiyle yapilan test sonuglarina gore 28
(%70) izolatta biyofilm olusumu goézlenirken 12 (%30) izolatta biyofilm olusumu
gbzlenmemistir. Biyofilm olusumu gozlenen 28 izolattan 15 (%37.5) izolat giiclii biyofim,
10 (%25) izolat orta derecede biyofilm olusumu gozlenirken 3 (%7.5) izolatta ise zayif
biyofilm olusumu goézlemlenmistir. Tiip yontemiyle biyofilm testi kristal viyole boyar

maddesi ve safranin boyar maddesi kullanilarak iki ayr test seklinde yapilmistir.

Kristal viyole boyar maddesi kullanilarak yapilan biyofilm tiip testi sonuglarina gore 30
(%75) izolatta biyofilm olusumu gozlenirken 10 (%25) izolatta biyofilm olusumu
gbzlenmemistir. Biyofilm gelisimi gosteren 30 izolattan 14 (%35) izolat giiglii biyofilm, 12
(%30) izolat orta derecede biyofilm gelistiritken 4 (%10) izolatta ise zayif biyofilm
gelisimi gozlemlenmistir. Safranin boyar maddesi kullanilarak yapilan biyofilm tiip testi
sonuclarina gore 29 (%72.5) izolatta biyofilm olusumu goriiliirken 11 (%27.5) izolatta
biyofilm olusumu goériilmemistir. Biyofilm olusumu goriilen 29 izolattan 16 (%40) izolat
giiclii biyofilm, 9 (%22.5) izolat orta derecede biyofilm olustururken 4 (%10) izolatta ise
zay1f biyofilm olusumu gézlemlenmistir. En gii¢lii biyofilm olusumu goriilen 10 izolat igin

mikrotitrasyon plagi yontemiyle yapilan biyofilm test sonuglarina gore 10 (%100) izolatta
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biyofilm pozitif bulunurken negatif bulguya rastlanmamustir. izolatlardan 8 (%80) tanesi

orta derecede biyofilm gelistirirken 2 (%20) tanesi giiclii biyofilm gelistirmistir.

Sekil 7: Kongo kirmizili agar yontemiyle biyofilm testinde pembe renk koloni morfolojisiyle

negatif, siyah renk koloni morfolojisiyle pozitif sonug

Sekil 8: Kongo kirmizili agar yontemiyle biyofilm testinde pembe renk koloni morfolojisiyle

negatif, siyah renk koloni morfolojisiyle pozitif sonug
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Tablo 8: Farkli Metotlarda Uygulanan Biyofilm Testine Gore Izolatlarin Biyofilm Olusturma

Giigleri

1 2+ 2+ 3+
2 - - -
3 + 2+ +
4 - + +
5 2+ 2+ 2+
6 - - -
7 3+ 3+ 3+
8 3+ 3+ 3+
9 + 2+ +
10 2+ 2+ 2+
11 + + +
12 3+ 3+ 3+
13 O)r 2+ 3+
14 2+ 2+ 2+
15 - - -
16 - - -
17 3+ 3+ 3+
18 - - -
19 - - -
20 - - -
21 2+ 2+ 2+
22 - - -
23 3+ 3+ 3+
24 2+ 2+ 2+
25 3+ 3+ 3+
26 3+ 3+ 3+
27 - + -
28 3+ 3+ 3+
29 2+ 2+ 2+
30 2+ 2+ 2+
31 3+ 3+ 2+
32 3+ 2+ 3+
33 3+ 3+ 3+
34 3+ 3+ 3+
35 3+ 3+ 3+
36 3+ 3+ 3+
37 2+ + 2+
38 3+ 3+ 3+
39 - - -
40 - - -
S.S 3+ 3+ 3+

S.S: P. aeruginosa ATCC 27853 standart susu
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Tablo 9: P. aeruginosa Izolatlarinin Biyofilm Derecesi Tablosu (%)

- N=12 (%30) N=10 (%25) N=11 (%27.5)
+ N=3 (%7.5) N=4 (%10) N=4 (%10)
2+ N=10 (%25) N=12 (%30) N=9 (%22.5)
3+ N=15 (%37.5) N=14 (%35) N=16 (%40)

(-) : Biyofilm negatif (+) : Zayif biyofilm (2+) : Orta derede biyofilm (3+) : Giiglii biyofilm

Sekil 9: Tiip yonteminde safranin boyar maddesi ile biyofilm testi
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(3+) (2+) +) -

Sekil 10: Tiip yonteminde kristal viyole boyar maddesi ile biyofilm testi

Sekil 11: Mikroplate yontemi ile biyofilm olusumunun kristal viyole kullanilarak degerlendirilmesi
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Tablo 10: Biyofilm Olusumunun Mikroplate Yontemi Kullanilarak Degerlendirilmesi

izolat No Absorbans Degeri ~ Biyofilm Siddeti
TA 0.009 Orta Derece
SA 0.012 Orta Derece
25A 0.014 Orta Derece
26A 0.014 Orta Derece
28A 0.018 Giiglii
33A 0.018 Giiglii
34A 0.014 Orta Derece
35A 0.016 Orta Derece
36A 0.017 Orta Derece
38A 0.010 Orta Derece
P.aeruginosa 0.018 Giglii
Kontrol (+)
E.coli 0.002 Negatif
Kontrol (-)

Negatif kontroliin esit ve altinda absorbans verenler "negatif", giiclii biyofilm olusturdugu
bilinen pozitif kontroliin esit ve tizerinde absorbans verenler "gii¢lii", her iki konrtol grubu

arasinda absorbans verenler "orta derece" olarak degerlendirilmistir.”?

Tablo 11: Kristal Viyole Kullanilarak Yapilan 24 Saatlik Biyofilm Absorbans Olgiimlerinin,
P. aeruginosa ATCC 27853’¢e gore Oranlar1 (%)

Negatif N=0 (%0)
Orta Derece N=8 (%80)
Giiclii N=2 (%20)

P. aeruginosa izolatlarinin olusturdugu biyofilm tabakasi {lizerine linezolidin etkinligi
mikrotitrasyon plaginda 1 gece Onceden olusturulmus biyofilme linezolidin farkll
konsantrasyonlar1 eklenerek mikroplate reader’da OD’leri Olgiilerek tespit edilmistir.
Verilerin degerlendirilmesinde antibiyotik dncesi ve sonrasi (128, 64, 32 ve 16) gruplarinin
ortalamalar1 arasindaki farklilik eslestirilmis gruplar igin t-testi ile incelenmistir.

Antibiyotik 6ncesi OD ve antibiyotik sonrast OD arasinda anlamli fark bulunmustur
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(P<0.05). Ancak bu farki su sekilde yorumlayabiliriz; 128 mg/L antibiyotik
konsantrasyonundan 16 mg/L  antibiyotik konsantrasyonuna dogru antibiyotik
konsantrasyonu azaldikca diren¢ artmaktadir ve OD artmaktadir. Istatistiki agidan bir
anlamli azalis olsa da en anlamli azalis 128 mg/LL de goriilmistir ve 128 mg/L
konsantrasyonunda azaliga ragmen bir diren¢ s6z konusudur. Bu dogrultuda P. aeruginosa
izolatlar1 gelistirdigi biyofilm yapisiyla linezolide diren¢ gdstermis linezolid P. aeruginosa
izolatlarina karst etkin olmamistir. Bu sonug¢ bizim hipotezimizi istatistiki agidan

desteklemektedir.

Tablo 12: Linezolidin Sub MiK Dozlarinda izolatlarin Biyofilm Olusumunun Belirlenmesi

7A 0.009 0.005 0.006 0.007 0.008
8A 0.012 0.008 0.009 0.010 0.011
25A 0.014 0.005 0.008 0.012 0.013
26A 0.014 0.006 0.008 0.010 0.012
28A 0.018 0.005 0.009 0.012 0.015
33A 0.018 0.008 0.011 0.013 0.016
34A 0.014 0.006 0.008 0.010 0.012
35A 0.016 0.006 0.009 0.012 0.014
36A 0.017 0.007 0.009 0.011 0.013
38A 0.010 0.004 0.005 0.007 0.009
P.aeruginosa  0.018 0.009 0.011 0.014 0.016
Kontrol (+)

E.coli 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002
Kontrol (-)

Tablo 13: Sub MIK Dozdaki Linezolidin ( dncesi ve sonrasinda) Biyofilm Olusumuna Etkisi

OD - OD128 0,0135+0,001367923 0,00591667+0,000556754 0.000*
OD - OD64 0,0135+0,001367923 0,0079167+0,00073297 0.000*
OD - OD32 0,0135+0,001367923 0,01+0,000953463 0.000*
OD - OD16 0,0135+0,001367923 0,01175+0,001142333 0.000*

t- test,*p<0.05, **p<0.01

Linezolidin biyofilm hiicrelerine etkinligi 96 kuyucuklu mikroplate’de steril boncukla BIK
degerleri belirlenerek saptanmistir. MiK testinde elde edilen degerler ve BIK testinde elde
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edilen degerler Tablo 14 de verildi. En diisik MIK degeri 64 mg/L konsantrasyonda
bulunurken izolatlarin cogunlugunda MiK degeri 128 mg/L konsantrasyonda bulunmustur.
BIK degerleri ise izolatlarin tamaminda 128 mg/L konsantrayonda bulunmustur. Bazi
izolatlarda BIK degeri MIK degerinin 2 kati olarak saptanmustir. Bu sonuglara gore
planktonik formunda linezolide direncli olan P. aeruginosa biyofilm gelistirerek linezolide

daha direngli hale gelmistir.

Tablo 14: izolatlarin MiK ve BIK Degerlerinin Karsilastirilmasi

TA 1.274 64 1.745 128
SA 1.618 128 1.638 128
25A 1.655 128 1.708 128
26A 1.684 128 1.690 128
28A 1.420 64 1.593 128
33A 1.371 128 1.633 128
34A 1.472 128 1.549 128
35A 1.346 128 1.392 128
36A 1.410 128 1.494 128
38A 1.141 64 1.680 128
P. 1.636 128 1.743 128
aeruginosa

)

Kontrol

E. coli 1.121 64 1.153 64
O]

Kontrol

MIK: Minimum Inhibit6r Konsantrasyonu

BIK: Biyofilm Inhibitor Konsantrasyonu

MIK ve BIK degerleri arasinda istatistiksel agidan anlamli bir farklihigin olup olmadig
bagimsiz gruplarda t-testi yontemi ile ele alinmustir. MIK ve BIK degerleri arasinda

anlamli farklilik tespit edilmistir (p<0.05).
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Tablo 15: MIK ve BIK Degerlerinin Istatistik Veri Tablosu

MIK 12 1,4290+0.055 0.048*

BIK 12 1,5848+0.049
* p<0.05

MIK degerleri ortalamalar1 1,4290 bulunurken BIK degerleri ortalamalar1 1,5848
bulunmustur. Bu sonuglara gore P. aeruginosa biyofilm yapisiyla birlikte planktonik

formuna gore linezolide daha ¢ok direncli hale gelmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

P. aeruginosa nozokomiyal enfeksiyonlarin Onemli nedenlerin olmakla birlikte
olusturdugu biyofilm yapistyla antibiyotik direncinde 6énemli rol oynamaktadir. Planktonik
formda olan bakteri hiicreleri ile biyofilm gelistirmis bakteri hiicreleri karsilastirildiginda,
biyofilm gelistirmis bakteri hiicrelerinin antibiyotik direncinde 6nemli derecede artig

saptanmustir.”?

P. aeruginosa, gevresel kaynaklardan izole edilebilecegi gibi hastane ortaminda tibbi
cihazlardan, ventilatorlerden, kateterlerden de izole edilebilmektedir. Insanlarda solunum
yolu enfeksiyonlari, idrar yollar1 enfeksiyonlari, yara ve yanik enfeksiyonlari, sepsis, deri
enfeksiyonlari, kulak enfeksiyonlari gibi birgok hastaliga neden olabilmekle birlikte

oldukga firsatg1 bir patojendir.**

Yaptigimiz calismada c¢esitli polikliniklere basvuran hastalarin rutin istenen idrar
orneklerinden izole edilmis 40 adet P. aeruginosa izolatlar1 kullanilmistir. Er ve ark.’nin
yapmis olduklari ¢calismada ise belirli donemde hastanede yatmakta olan hastalardan idrar
yollar1 enfeksiyonu etkeni olarak izole edildigi bilinen 103 adet P. aeruginosa izolat1 ile
calisildign goriilmiistiir.”> Zhang ve ark.’nin yapmus olduklar1 ¢alismada belirli dsnemde
hastanede idrar yollar1 enfeksiyonuna neden oldugu belirlenen ¢ogu ilaca karsi direng

gostermis olan 198 adet P. aeruginosa izolat1 ile gahisildig1 goriilmiistiir.”®

Estaji ve ark.’nin yapmus olduklar1 ¢alismada idrar yolu enfeksiyonu olan hastalarin
idrarlarindan izole edilmis 70 adet P. aeruginosa izolati ile calisildig1 goriilmiistiir.”’
Yaptigimiz literatiir taramasinda gerek {ilkemizde gerekse diinya iilkelerinde P.
aeruginosa’nin idrar yolu enfeksiyonuna neden oldugu belirlenmistir. Yaptigimiz ¢alisma

degerlendirildiginde yapilmis ¢calismalarla uyumlu bulunmustur.

Nozokomiyal enfeksiyonlarin énemli nedenlerinden olan P. aeruginosa 6zellikle kistik
fibrozisli hastalar ve immiin sistemi baskilanmig bireylerde yiiksek morbitide ve mortalite

oranlari ile izlenmektedir.”®

P. aeruginosa’nin ¢ogu antibakteriyel ajana karsi direncli olmast ve duyarli oldugu
antibakteriyellere karsida kolaylikla direng gelistirebilmesi bu mikroorganizmanin

tedavisini giiclestirmektedir. Bu nedenle, P. aeruginosa’nin etkin tedavisi i¢in genellikle
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bakterinin duyarli oldugu bilinen iki farkli antibiyotik kombine edilerek tedaviye
baslaniimaktadir.”

P. aeruginosa’nin tedavisinde kinolonlar, aminoglikozitler, karbapenemler, sefalosporinler
ve antipseudomonal penisilinler tercih edilmektedir. Kombine tedavi se¢enegi olarak ise 3-

laktamlar ile aminoglikozid veya B-laktamlar ile florokinolonlar kullanilmaktadir.®®-10%-10!

Kombine antibiyotik tedavi secenekleri uygulandiginda mikroorganizmanin antibiyotiklere
diren¢ gelistirmesi baskilanarak, daha giiclii etkinlik gostererek antibiyotiklerin MIiK
degerlerinde azalma goriilmektedir.!> Calismamizda, disk diflizyon yotemiyle yaptigimz
antibiyotik duyarlilik testi sonuglarina gore ¢alisma yaptigimiz P. aeruginosa izolatlarinda
gentamisine %97.5, amikasine %87.5, sefaperazon/sulbaktama %75, netilmisine %57.5
duyarlilik saptanmis olup ayni test sonucuna gore c¢alisma yaptigimiz izolatlarimiz,
kanamisin, oksasilin, teikoplanin, rifampin, streptomisin ve linezolide ise direngli tespit
edilmistir.  izolatlarm  %2.5° i  gentamisine  %2’si  amikasine, %10’u
sefaperazon/sulbaktama, %6’s1 netilmisine orta duyarli bulunurken, %7.5’1 amikasine,
%15°1 sefaperazone/sulbaktama %27,5°1 netilmisine direngli saptanmis olup gentamisine

direncli izolat saptanmamustir.

Ulkemizde yapilan bir galismada belirli donemlerde hastanede yatmis olan hastalarin idrar
orneklerinden izole edilmis 103 P. aeruginosa izolatlariyla yapilan ¢alismada seftazidime
%85.4, gentamisine %33, meropeneme %23.3, imipeneme % 20.4 siprofloksasine %32
olmak tizere calismada kullanilan diger antibakteriyel ajanlara ise ayni sekilde P.

aeruginosa tarafindan direng saptanmustir.”

Yapilan diger bir calisma 80 adet klintk P. aeruginosa izolatlarina c¢esitli
antimikrobiyallerle yapilmis olup gentamisine %18.75, amikasine % 12.5 seftazidime
%17.5 direng tespit edilmis ve ¢aligmadaki diger antimikrobiyallere de P.aeruginosa

benzer sekilde direng gelistirmistir.'*

Calismamizda sonug¢ aldigimiz veriler yapilan diger calismalarda saptanan direng
gelisimleriyle benzer sekildeydi literatiir caligmalar1 bize klinik P. aeruginosa izolatlariin

direng ve tedavi problemini ortaya koymaktadir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalara gore; Armengol ve ark. (2020) yilinda P. aeruginosa’nin
direncli oldugu rifampin ve linezolid ve duyarli oldugu kolistin kombinasyonlariyla yapmis

olduklar1 ¢alismada P. aeruginosa izolatlar linezolide direngli (mik > 256) bulunmustur.
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Kolistine duyarli bulunan P. aeruginosa izolatlarina linezolid ve kolistin kombinasyonunda

sinerjik bir etki gdstermedikleri bildirilmistir.'%*

Giltepe ve ark. (2014) yapmis olduklart diger bir ¢alismada ise belirli donemlerde gesitli
klinik orneklerden izole edilen 636 P. aeruginosa izolati retrospektif olarak
degerlendirilmis, farkli antibiyotiklere direngleri incelenmistir. Yapilan ¢alisma sonucuna
gore izolatlarda amikasine %26, seftazidime %30, gentamisine %25, sefepime %33,
siprofloksasine %31, levofloksasine %32, inipeneme %33, meropeneme %29, piperasiline

%31, piperasilin-tazobaktama %351 direng gelistigi gdzlemlenmistir.!%

Ulkemizde yapilmis olan diger bir calismada ise gesitli klinik 6rneklerden izole edilmis
178 P. aeruginosa izolatinin ¢esitli antibiyotiklere diren¢ oranlar1 piperasilin %46,1,
piperasilin-tazobaktam %:29,8, tikarsilin-klavunik asit %34,8, sefepim %43.,8, seftazidim
%24,7, seftazidim-avibaktam %3.,9, seftolozan-tazobaktam %13,5, aztreonam %?9,6,
meropenem %22,5, imipenem %30,9, siprofloksasin %25,8, levofloksasin %30.9, amikasin

%9,6, torbamisin %20,8, ¢coklu ilag direnci ise %100 olarak tespit edilmistir.”

Bhuiya ve ark. (2018) farkli kaynaklardan izole ettikleri 17 adet P. aeruginosa izolatini
farklr antibiyotiklere kars1 test etmigler ve sonug olarak izolatlar imipenem ve meropeneme
%100 duyarli bulurken aztreonam %11,76, sefotaksim %82,35, seftazidime %5,88 direng

gostermislerdir. '

Javiya ve ark. (2008) Hastane ortamindaki gesitli kiiltiirlerden izole ettikleri bakterileri
incelediklerinde 56 adetinin P. aeruginosa izolat1 oldugunu tespit etmislerdir. Kiiltiirlerin
arasinda en ¢ok P. aeruginosa’ya idrar kiiltiirlerinde rastlanilmistir. Bu calismada P.
aeruginosa’nin farkli antibiyotiklere duyarlilig1 test edilmis ve sonug¢ olarak sefalosporin
siifinda en yiiksek direng sefaleksin %94,64, aminoglikozid sinifinda tobramisin %66,07,
florokinolon smifinda siprofloksasin %69,64 ve ofloksasin %69,64, tetrasiklin sinifinda

doksisiklin %91,07, makrolid sinifinda ise azitromisin %85,71 direncli bulmuslardir.'?’

Raja ve Singh (2007). 505 klinik P. aeruginosa izolatim farkli antibiyotikler ile test
etmisler ve izolatlarin antimikrobiyal diren¢ oranlarini amikasin %6,73, gentamisin %12,9,
netilmisin %10, 1, seftazidime %10,9, siprofloksasine %11,3, imipeneme %9,9, piperasilin

%10,8, piperasilin-tazobaktam %9,4 tespit etmislerdir.!*

Bizim yaptigimiz c¢aligmada linezolidin P. aeruginosa ya duyarhilik testi sivi

mikrodiliisyon yontemiyle test edilmis (128-16 mg/L) ve mik degeri 128 mg/L
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bulunmustur. Bu sonug¢ calisma yaptigimiz klinik P. aeruginosa izolatlarinin linezolide

direngli oldugunu ve literatiir caligmalari ile uyumlu oldugunu gostermektedir.

P. aeruginosa tarkli direng mekanizmalar1 ve viriilans faktorleri araciligi ile antibiyotiklere
direng gelistirebilmektedir. P. aeruginosa’da ekstraselliiler membraninin gegirgenliginin az
olmasi, antibiyotiklerin baglanabilecegi yapilar1 igermemesi ve efluks pompa sistemlerine
sahip olmast dogal yoldan antibiyotiklere diren¢ gelistirmesine neden olur. Bu
mikroorganizma mutasyonlar ve gen transferleriyle antibiyotiklere sonradan direng
gelistirebilir. Sonradan kazanilan bu direng enzimatik degisiklikler ve regiilator genlerdeki

mutasyonlar aracilig1 ile ortaya ¢ikmaktadir,!%-110:111

P. aeruginosa immiin sistemi baskilanmis bireylerde akut veya kronik seyirli firsat¢1 bir
mikroorganizma olmasiyla birlikte nozokomiyal enfeksiyonlarin 6nemli bir kismim
olusturmaktadir.!'? P. aeruginosa 2017°de Diinya saglik drgiitii tarafindan insan yasamini
tehdit eden oliimciil patojen olarak kabul edilerek yeni antibiyotiklerin arastirilmasi ve

gelistirilmesi i¢in dncelikli bakteri olarak belirlenmistir.!!3

P. aeruginosa’lar biyofilm gelistirerek kendilerini ¢evresel tehditlerden ve konak hiicrenin
immiin yanitindan korurlar. Bu durumda enfeksiyonlarin seyrinde 6nemli rol oynarlar. Son
yillarda P. aeruginosa biyofilmleri P. aeruginosa enfeksiyonlarmin neden oldugu
hastaliklarda tedavilerin zorlagsmasi, antibiyotik direngliliginin artist gibi nedenlerden

dolay1 ciddiyet kazanmis ve daha ayrintili incelenmeye baslamustir,'!>!14

Biyofilm, bakterilerin kendilerini ¢evresel faktorlerden ve degisimlerden, antibakteriyel
ajanlardan korumak i¢in ayrica yasamini devam ettirebilmek icin gerekli olan kosullar

saglayabilmek i¢in olusturduklar: bir yasam stratejisidir.''

Bakterilerin biyofilm gelistirmesi minimum ii¢ adimda gerceklesmektedir. ilk adimda
bakterinin hiicreye veya cansiz maddeye adezyonu gerceklesir. Adezyon sonrasi bakteri
hiicrede veya yiizeyde ¢ogalmaya baglar ve ekzopolisakkarit madde sentezler. Son
asamada ise bakterinin atik maddeleri uzaklastirabildigi kanal sisteminin de bulundugu

biyofilm yapis1 olusmaktadir.!!®

P. aeruginosa biyofilm matrisinin polisakkarit, ekstraselliler DNA (eDNA), protein ve
lipidlerden olustugu bilinmektedir.!'”-!'® Bu matris yap1 yiizeylere adezyonda iskele gorevi
gorlir ve bakterinin yagamini tehdit eden ajanlardan (immiin sistem elemanlari,

antibiyotikler vs.) bakteriyi korur,!!8:11%:120
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P. aeruginosa biyofilm olusumunda iirettigi li¢ ekzopolissarit yap1 (Psl, Pel, ve aljinat)

biyofilm olusumu ve yiizeylere adezyonu i¢in olduk¢a 6nemlidir.!!7-12!

Biyofilm  gelisiminin  incelenmesi ve antibiyotik direnci ¢esitli  bakteriyel
mikroorganizmalarda farkli arastirmacilar tarafindan cesitli antimikrobiyaller ile ¢ok kez

arastirilmistir.

Biyofilm yapisi icindeki mikroorganizmalarin antibakteriyellere ve disaridan gelebilecek
tehditlere karsi planktonik yapidaki mikroorganizmalara gére 100-1000 kat daha direngli
olduklar1 bilinmektedir.'?*> Tip alanindaki gelismelerle birlikte biyofilm test ydntemleride
artmaktadir. Giliniimiizde biyofilm tespitinde genellikle Kongo kirmizili agar yontemi,
standart tiip yontemi, mikroplate yontemi kullanilmaktadir. Mikroplate yontemi kullanilan
diger yontemlere gore biyofilmin tespiti, 6lclimii ve incelenmesi i¢in daha sik kullanilan

bir biyofilm test yontemdir.>!

Calismamizda, biyofilm testi Kongo kirmizili agar yontemi, standart tiip yOntemiyle
yapilmis olup standart tiip yontemiyle kristal viyole boyar maddesi ve safranin boyar
maddesi kullanilarak iki farkli sekilde yapilmistir. Yapilan testler sonucunda gozle
degerlendirme yapilmis olup en iyi biyofilm gelisimi gosteren on adet izolat se¢ilip bu
izolatlara mikroplate ile biyofilm testi yapilip ¢alismaya secilen on adet P. aeruginosa

izolat1 ile devam edilmistir.

2018 yilinda tilkemizde ¢esitli kliniklerden izole edilmis nonfermantatif 150 klinik izolat
ile yapilan ¢calismada Kongo kirmizili agar yontemi, tiip yontemi ve mikroplate yontemi ile
biyofilm testi yapilmis olup Kongo kirmizili agar yonteminde 71 (%47,33), mikroplate
(kristal viyole ) yonteminde 61(%40,66), mikroplate(safranin) yonteminde 83 (%55,33),
tip(kristal viyole) yonteminde 57 (%38) tiip( safranin) yonteminde 65 (%43.3) izolat
biyofilm pozitif bulunmustur. Calismaya dahil edilen 150 nonfermantatif izolatin 42(%28)
tanesi P. aeruginosa olarak saptamistir. Kirk iki adet P. aeruginosa izolatinin Kongo
kirmizili agar yontemiyle yapilan biyofilm testinde 25 tanesi, mikroplate (kristal viyole)
yontemiyle yapilan biyofilm testinde 20 tanesi, mikroplate (safranin) yontemiyle yapilan
biyofilm testinde 28 tanesi, tiip (kristal viyole) yontemiyle yapilan biyofilm testinde 18
tanesi, tlip (safranin) yontemiyle yapilan biyofilm testinde 17 tanesi biyofilm pozitif olarak

tespit edilmigtir.'*
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Kunwar ve ark., (2021) yapmis olduklar1 ¢alismada ise yanik enfeksiyonlarindan izole
edilen 275 klinik izolattan 60 1 P. aeruginosa olarak saptanmis olup bu izolatlara tiip ve
mikroplate yontemiyle biyofilm testi yapilmistir. Test sonuglarina gore tiip yonteminde 60
izolattan 22 tanesi biyofilm iiretirken mikroplate yontemiyle yapilan testte 60 izolatin 15

tanesi biyofilm iiretmistir.'?>

Yaptigimiz calismada klinik idrar Orneklerinden izole edilen 40 P. aeruginosa izolat
kullanildi. izolatlara Kongo kirmizili agar ydntemiyle yaptigimiz biyofilm test sonucuna
gore 40 klinik P. aeruginosa izolatindan 28(%70) tanesi biyofilm gelistirirken, tiip(kristal
viyole) yontemiyle yaptigimiz biyofilm test sonucuna gore izolatlarin 30(%75) tanesi,
tiip(safranin) yontemiyle yaptigimiz biyofilm test sonucuna gore 29(%72.5) tanesinde
biyofilm gelisimi goriilmiistiir. Yapmis oldugumuz testlere gore en iyi biyofilm olusturan
izolatlardan segilen 10 izolata ise mikroplate yontemiyle biyofilm testi yapilmistir test
edilen izolatlarin %100’tinde biyofilm gelisimi goriilmiistiir. Elde edilen sonuglar 6nceden

yapilmis ¢aligmalarda elde edilen sonuglar ile uyumlu bulunmustur.

Calismamizda linezolide direncli olan klinik P. aeruginosa izolatlarinin linezolidli ortamda
biyofilm derecesini degerlendirdik. 40 adet P. aeruginosa izolatina biyofilm testleri
yapilarak en iyi biyofilm gelisimi gozlenen 10 izolat se¢ildi. Bu izolatlarin planktonik
formlarina linezolidin farkli konsantrasyonlariyla (128-16 mg/L) yapilan testte MIK degeri
128 mg/L bulunmus olup konsantrasyon azaldik¢a diren¢ dahada artmistir (p<<0.05). Ayni
dogrultuda biyofilm inhibitér konsantrasyonu (BIK) testi ile minimal inhibitor
konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda ise MIK 64 mg/L ve BIK 128 mg/L tespit edilmistir.
Istatistiki olarak degerlendirildiginde ise MIK ve BIK arasinda &nemli farklilik
goriilmiistiir (p<0.05). Linezolidli ortamda P. aeruginosa izolatlar1 biyofilm gelistirerek

planktonik formlarina gére daha fazla direng gdstermislerdir.

Delissalde ve Cuevas (2004) yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada klinik P. aeruginosa
izolatlarinin biyofilm iireten formlarinin {iretmeyen formlarina gore ¢esitli antibiyotiklerde

daha direngli olduklarin1 saptamiglardir.'26

Masadeh ve ark. (2013) tarafindan yapilan diger bir ¢calismada ise Biyofilm gelistiren P.
aeruginosa ve S. aureus’un antibiyotik duyarliliklar1 belirlenmistir. Yapilan ¢aligmada S.
aureus ve P. aeruginosa’nin biyofilmlerine ve planktonik hiicrelerine karsi segilen

antibiyotiklerin MIK degerleri belirlenmistir. Almnan sonuglara gére MIK degerleri

58



bakterinin planktonik formuna goére biyofilm olusturmus formlarinda daha yiiksek

saptannmustir.'?’

Yapilmis olan diger bir ¢alismada ise Abdi-Ali ve ark. (2006) klinik P. aeruginosa
suglarinin  gelistirdigi  biyofilm yapilarina farkli antibiyotik smiflarmin  aktivitesi
arastirilmistir.  Yapilan calismanin  sonucunda antibiyotiklerin etkinligi acisindan
planktonik hiicre popiilasyonu ile biyofilm hiicre popiilasyonu arasinda énemli farkliliklar
tespit edilmistir. Ornegin; Gentamisin i¢cin MIK degeri planktonik formdaki bakteri igin 4
mg/L olarak Olgiiliirken biyofilm gelistirmis bakteri icin 512 mg/L olarak saptanmustir.
Calisma sonucunda diger antibiyotik sinifina gore florokinonlarin daha giiclii aktivite

gosterdigi sonucuna ulagilmistir.'?

Ahmed ve ark. (2018) Ciprofloxacinin (CIP) P. aeruginosa’nin biyofilm olusturmasi
lizerine yapmis oldugu calismada biyofilm popiilasyonundan secilen CIP’ye direncli
izolatlarda siprofloksasinin MIC’leri, planktonik kiiltiirlerden elde edilen CIP’ye direngli

izolatlarin MIC’lerinden daha diisiiktii olarak belirlemislerdir.'?’

Swapna ve ark. (2022) yapmis olduklar1 bir diger ¢alismada ise ¢esitli klinik 6rneklerden
izole edilen 87 P. aeruginosa izolatlarina farkli antibiyotikler i¢cin duyarlilik testleri
yapilmis sonug olarak bakterilerin biyofilm olusumuyla antibiyotik direnci arasinda pozitif

uyumun oldugu vurgulanmustr. '3

Ote yandan, bakteri izolatlari, antibiyotiklerin MIK alti maruziyetini takiben yiizeylere
onemli Olgiide artan bir yapisma derecesi gostermistir. Birka¢ c¢alisma, bakterileri
odldiiremeyen bazi antibiyotiklerin alt MiK'lerinin biyofilm olusumunu engelleyebilecegini
gostermistir; azitromisin, diisiik konsantrasyonlarda P. aeruginosa biyofilm olusumunu
etkili bir sekilde inhibe eden iyi bir drnektir.”> Buna karsilik ¢ok sayida calisma, bazi
antibiyotiklerin diisiik konsantrasyonlarinda, cesitli bakteri tlirlerinde biyofilm olusumunu

onemli dlgiide indiikleyebilecegini gostermistir.'3!

Sonug olarak; P. aeruginosa giiclii biyofilm gelistirme kapasitesi olan ve antibiyotiklere
yiiksek direng gelistirebilen bir bakteriyel mikroorganizmadir. Bu nedenle tedavisi oldukca
giictiir. Biyofilm gelisimi mikroorganizmay1 daha giiclendirerek tedaviyi daha da
zorlastirmaktadir. Calismada linezolidin alt MiK’lerinin yiiksek konsantrasyonlarda P.
aeruginosa izolatlariin biyofilm olusumunu engelleyebilecedi sonucuna varilmistir. Bu

nedenle bu calisma, biyofilm olusumunu baskilayabilecek ve antibiyotik tedavisine
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rehberlik edecek tibbi uygulamalarin  olusturulmasina yardimer olacaktir. P
aeruginosa’nin etken oldugu enfeksiyonlarin daha kolay ve daha etkin tedavi edilebilmesi
icin gelisen teknolojiyle birlikte yeni antibiyotik aday1 olabilecek maddeler arastirilmalidir,
P. aeruginosa’nim genotip ve fenotipine uygun olmakla birlikte biyofilm yapisina da tam
penetre olabilecek yeni antibakteriyel ilaglar gelistirilmelidir. P. aeruginosa linezolidi
efluks pompa sistemiyle disar1 atmaktadir ve linezolid bakteriye yiiksek diizeyde penetre
olamadig1 i¢in etkin olamamaktadir. Bu dogrultuda linezolidi gram negatif bakterilerin disa
attim pompa sistemi gibi direng faktorlerinden koruyacak bir maddenin varliginda ve
linezolidin mikroorganizmaya penetrasyonu durumunda gram negatif bakteriler icin
etkinligi merak konusu olmaktadir. P. aeruginosa’nin ve biyofilm yapisinin genetik ve
molekiiler boyutta daha detayli incelenerek arastirilmasi gereken birgok noktasi
bulunmaktadir. Giinlimiizde gelismekte olan teknolojiyle birlikte P. aeruginosa’nin
biyofilm yapisina ve diren¢ mekanizmasina etkili olabilecek yeni antibakteriyel ilaglarin

gelistirilmesi gerekmektedir.
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