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GIRiS
Pseudomonas aeruginosa ozellikle immiin sistemi baskilanmis hastalarda

pnomoni, sepsis, kronik akciger hastalig1 ve pek cok akut infeksiyona neden olan ve

coklu antibiyotik direnci gosteren bir mikroorganizmadir.

P.aeruginosa’nin viriilansinda hem hiicresel hem de hiicre dis1 faktorler rol
oynamaktadir. Ozellikle pili, flagella ve lipopolisakkarit gibi yiizey komponentleri ile
konak hiicre ylizeyine yapisir ve konak immiin yanitina neden olur. Yapilan pek ¢ok
hayvan modelli ¢alismada proteazlar (elastaz, alkali proteaz, lasA proteaz ve proteaz
4), toksinler (ekzotoksin A ve ekzoenzim S) ve hemolizinlerin (fosfolipaz ve
ramnolipid) P.aeruginosa viriillansinda rol aldigr gosterilmistir. P.aeruginosa’nin
hiicre dis1 viriilans faktorlerinin salinimi Quorum Sensing olarak adlandirilan hiicre
yogunluguna bagimli ve “acil homoserin lakton” sinyal molekiillerinin kullanildigi

bir mekanizma ile kontrol edilip diizenlenmektedir (1, 2).

Quorum Sensing sisteminin ayni zamanda pek ¢ok mikroorganizmada onemli
bir viriilans faktorii olan biyofilm yapisin1 da etkiledigi bilinmektedir. Yapilan
calismalarla ozellikle biyofilmin yapilanma, olgunlagsma ve dagilma asamalarinda
quorum sensing sisteminin rolii acgikca belirtilmektedir (3). Biyofilm yapisi
P.aeruginosa’nm 6zellikle kronik akciger enfeksiyonlar1 basta olmak iizere pek ¢ok

enfeksiyonun gelisiminde onemli bir role sahiptir (4).

Glinlimiizde infeksiyon hastaliklarinin tedavisinde patojenin virulansinin
azaltilarak etken-konak arasindaki etkilesimin ortadan kaldirilmasi umut veren tedavi
yaklagimlarindan birisini olusturmaktadir. Bu amacla 6rnegin P.aeruginosa’da acil
homoserin lakton sinyal molekiillerinin tahrip edilmesi veya sentezlerinin
inhibisyonu ile “quorum sensing inhibisyonu” yeni bir tedavi sekli olarak

tartisilmaktadir (4 -6).



Bu calismada; Pamukkale Universitesi Arastirma Uygulama Hastanesi’nde
cesitli klinik 6rneklerden soyutlanmis P.aeruginosa suslarinda biyofilm yapim ile
QS’de rol alan genlerin varligimin arastirilmasi ve biyofilm yapim siddeti ile QS

genleri arasinda iliski olup olmadiginin ortaya konmasi amaclanmistir.



GENEL BiLGIiLER

Pseudomonadaceae ailesindeki Pseudomonas cinsinde, suda ve toprakta
yasayan, gram negatif, non-fermentatif, aerobik basillerin bulundugu cesitli tiirler yer
almaktadir. Cogu tiirler bitki ve hayvan icin patojendir. Pseudomonas cinsinde en
siklikla izole edilen insan patojeni, Pseudomonas aeruginosa’dir. P.aeruginosa,

ozellikle immiin sitemi baskilanmig bireyler icin 6nemli bir firsat¢1 patojendir (7).

PSEUDOMONAS AERUGINOSA

P.aeruginosa, immun yetmezIligi olan, uzun siire kemoterapi veya radyoterapi
alan, metabolik veya malign hastalifi olan bireylerde, yashlarda, agir yanikh
kisilerde meydana gelen enfeksiyonlarda sik karsilasilan etkenlerdendir. Ozellikle
hastane enfeksiyonlarina yol acan patojenlerin basinda yer almakta ve sepsis,
peritonit, postoperatif enfeksiyonlar, kemik ve eklem enfeksiyonlari, solunum yolu
enfeksiyonlar1 gibi yiiksek mortalite ile seyreden klinik tablolara neden olmaktadir
ve tedavi sirasinda antibiyotiklere direng gelistirmesi biiyiik problem olusturmaktadir
(8, 9, 10, 11). Hastane enfeksiyonlarinin %10-25’inden P.aeruginosa sorumlu

tutulmaktadir (12).
Goriiniim ve Boyanma Ozellikleri:

P.aeruginosa gram negatif, 1,5-3 pm uzunlugunda ve 0,5 pm genisliginde,
sporsuz, kapsiilsiiz basildir. Pseudomonaslar bir ugta tek kirpik (flagella) veya daha
az oranda birden fazla kirpik bulunduran hareketli mikroorganizmalardir. Eski
kiiltiirlerinde ve antiseptik maddelerin bulundugu ortamlarda kisa veya ¢ok uzun
deforme sekilleri hareketsizdir. Pigmentsiz olanlari, R tipinde {ireyenleri

tamimlanmustir. G+C oran1 %67,2’dir (13, 14).



Ureme ve Biyokimyasal Ozellikleri:

Her besiyerinde kolaylikla iirerler ve organik iireme faktorlerine ihtiyaclari
yoktur. Zorunlu aerobdurlar. En iyi 37 °C de, ayni zamanda oda 1sisinda ve 41 °C’de
tireyebilirler; fakat 4 °C’de iiremezler. Cogu izolatlar kanl agarda beta hemolitiktir

ve tipik yesil metalik parlaklik olusturur (13, 14).

P.aeruginosa suslar1 temelde 2 cesit pigment yaparlar: Piyosiyanin ve
piyoverdin (veya fluorescein). Piyosiyanin bir phenazin boyasi olup suda ve 6zellikle
kloroformda erir. Bu pigment alkali pH’da mavi veya yesilimsi renk olusturdugu i¢in
“aeruginosa” adi1 verilmistir. Piyosiyanin sadece P.aeruginosa tarafindan meydana
getirilir. Bu pigmentin olugmasi iireme ortamina siki sikiya baghdir. Ortamda
MgSO4, K3POs4 ve demir bulunmasi pigment i¢in gereklidir. Piyosiyanin varlig
P.aeruginosa igin ozgiin ayiric1 bir ozelliktir (13, 14). Piyoverdin kloroformda
erimemesi ve sadece suda erimesiyle piyosiyaninden ayrilir. UV 1sinlar ile yesilimsi
floresan verir. Baz1 suslar ayrica piyorubin (koyu kirmizi) ve piyomelanin gibi

(kahverengi-siyah) pigmentler yapabilirler (13, 14).

Viriilans Faktorleri:
P.aeruginosa hiicre ylizey komponentleri, ekstraseliiler enzimler ve toksinleri

iceren cesitli viriilans faktorlerine sahiptir (15).

Bakteriyel Hiicre Yiizey Viriilans Faktorleri:

Kirpik (flagella):

Kirpik, P.aeruginosa’nin yiizeyinde kutupsal yerlesimli filamant6z bir
uzantidir ve P.aeruginosa’nin yilizme seklindeki hareketinden sorumlu yapidir.
Kirpik patogenezde kritik role sahiptir, asiolaGM1 gibi yaygin membran
komponentleri araciligiyla epitel hiicrelerine baglanarak adezyonu saglar. Kirpik
P.aeruginosa’nin  kolonizasyonunun  basarisindan ~ sorumludur ve oldukga

immiinojeniktir (16, 17).
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Pilus (fimbriae):

Pilus veya fimbriae P.aeruginosa’nin kisa, filamantoz ylizey uzantilaridir.
Cogunlukla ¢oklu pilus mevcuttur ve piluslar P.aeruginosa’da segirme (twitching)
seklinde hareketten sorumludur. P.aeruginosa’nin piluslart bakteriyel harekette rol
alan nadir prokaryotik piluslardandir. Hava yollarinda hizla yayilmaya ve
kolonizasyona yardimec1 olur. Kirpik gibi piluslar da epitel hiicre ylizeyinde
asialoGM1 yapilarina baglanarak kolonizasyonun adezyon fazinda 6nemli rol alirlar

(18).

Lipopolisakkaritler:

P.aeruginosa’da dis membranin i¢ yiizi tipik ¢ift kath fosfolipid tabakaya
benzese de, dis membranin dig yiizii baslica lipopolisakkarit (LPS) tabakadan
olusmaktadir. LPS tabaka, fosfolipid ikili-katman i¢ine yerlesen lipid A ve buna
bagh kor polisakkaridi ve O-spesifik polisakkaridi i¢eren hidrofilik kuyruktan olusur.
Farkli O-spesifik polisakkarit zincirleri, esas olarak P.aeruginosa serotiplerinin
tanimlanmasinda kullanilir. LipidA komponenti ise pek cok pro-inflamatuar yolakta
aktiftir (19). LPS tabaka, TLR4/CD14 veya TLR4/MD-2 reseptorlerinin taninmasi ve
asialoGM1 veya CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator)
reseptorlerine baglanmasi araciligiyla adezyonda rol alan ©nemli bir viriilans

faktoradir (20, 21).

Alginat:

Alginat, P.aeruginosa tarafindan iiretilen ekzopolisakkarit mukoid bir
yapidir, tekrarlayan mannuronik asit ve glukronik asit polimerlerinden meydana
gelir. Alginat, LPS gibi adezin fonksiyonu gosterir ve solunum epiteline
P.aeruginosa’nin tutunarak kolonize olmasini saglar. Alginatin asir1 iiretimi
P.aeruginosa’yr fagositozdan, antibiyotiklerden ve hatta kazamilmis konak

yanitindan korur (22).
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Salgilanan Viriilans Faktorleri:

Piyosiyanin:

P.aeruginosa’nin mavi pigment metaboliti olan piyosiyanin, notrofillerde
apopitozisi uyarmasi, konak yanitim baskilamasi ve IL-8 artis1 gibi etkilerle

patogenezde rol alir (23, 24).

Piyoverdin:

Piyoverdin bir siderofordur ve P.aeruginosa metabolizmasinda kullanim i¢in
cevreden demir baglayan kiigiik bir molekiildiir. Son yillarda yapilan calismalarda
piyoverdinin P.aeruginosa’nin ekzotoksin A (ekzoA) ve endoproteaz gibi diger
viriilans faktorlerinin sekresyonunun diizenlenmesinde ve kendi sekresyonunda rol

aldig1 ve 6nemli bir viriilans faktorii oldugu gosterilmistir (25, 26).

Alkali Proteaz:

Alkali proteaz, P.aeruginosa’nin tip 1 sekresyon sistemi tarafindan
salgilanan, fibrini pargalayici bir proteazdir. P.aeruginosa proteazlarinin ¢ogu gibi
yalnmizca korneal enfeksiyonlarin patogenezinde rolii agikca bilinmektedir. Ayrica

akut akciger hasarina neden olabilmektedir (27).

Proteaz IV:

Proteaz 1V, P.aeruginosa tarafindan salgilanan diger proteazlar gibi
patogenezde rol alir. Proteaz IV’iin o6zellikle P.aeruginosa keratitinin patogenezine
katildig1 bilinmektedir. Bununla birlikte son yillarda yapilan ¢aligmalarda siirfaktan
proteinleri A, D ve B’nin yikim1 araciligiyla akciger enfeksiyonlarinin patogenezinde

de etkili oldugu gosterilmistir (28).
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Elastaz:

Elastaz veya lasB, P.aeruginosa’da tip II sekresyon sistemi ile salgilanan bir
metalloproteinazdir. Elastaz, hiicreler aras1 siki baglantilarin (tight-junction) yikimi
araciligiyla solunum yolu epitellerinin par¢alanmasi sonucu olusmus P.aeruginosa
solunum yolu enfeksiyonlarinin patogenezinde rol alir, bu yiizden -epitelyal
gecirgenlik artar ve notrofil gogii kolaylasir. Ayrica pro-inflamatuar sitokinlerden IL-
8 artisina da neden olmaktadir. Elastaz, solunum yolu epitelinde siirfaktan proteinleri
A ve D’nin parcalanmasi ve proteaz aktive edici reseptoriin inaktivasyonu ile konak

hiicre immiin yanitini azaltir (25).

Fosfolipaz C:

Fosfolipaz C, 6zellikle hemolitik fosfolipaz C, P.aeruginosa tarafindan tip II
sekresyon sistemi araciligiyla ekstraselliller bosluga salgilanan bir fosfolipazdir.
P.aeruginosa’nin akut akciger hasari ve inflamasyonunun patogenezinde rol aldigi
gosterilmistir. Patojenik etkilerinin bir kismi elastaz gibi, siirfaktan inaktivasyonu ile

olmaktadir. Konak notrofil oksidatif patlama yanitin1 baskilar (29).

Ekzotoksin A:

Tip II sekresyon sistemi araciligiyla ekstraselliiler bosluga salgilanan
ekzotoksin A (ekzo A), elangasyon faktor-2 (EF-2) inhibisyonu ile protein sentezi
inhibisyonu ve hiicre dliimiine yol agan bir ADP-ribozil transferazdir. Ekzo A’nin

enfeksiyonda konak yanitin1 baskiladigi gosterilmistir (21, 30).

Ramnolipid:

Hemolitik etkisi olan hemolizindir. Yapisindaki ramnoz igeren glikolipid
sayesinde biyosiirfaktan etki gosterir. Deterjan benzeri etkisiyle akciger stirfaktan

fosfolipidlerini ¢oziiniir hale getirerek fosfolipaz C’nin etki etmesine yardimci olur.

Ayrica mukosiliyer tasginimi ve silya fonksiyonlarini inhibe eder (31).
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BiYOFIiLM

Biyofilmin Tamma:

Bakteri tarafindan iiretilen ve bakterinin canli veya cansiz yiizeylere
yapigsmasini saglayan polisakkarid tabiatinda "glikokaliks" olarak da adlandirilan
biyofilm; mikroplar tarafindan olusturulan, herhangi bir yiizeye, ara yiizeye veya
birbirlerine yapigsmalarini saglayan, biiyiime oranlari ve gen transkripsiyonuna bagh
olarak farkli fenotip gosterebilen ve olusturan mikroorganizmanin i¢inde gomiilii
olarak bulundugu ekstraselliller polimerik maddeden olusmus matriks olarak

tanimlanir (32, 33).

Biyofilmin Yapisi:

Biyofilm, bakterinin yiizeyinde diizensiz bir sekilde dagilmis polisakkarit
tabiatindaki bir matrikstir. Matriksin yogunlugu ve genisligi sadece hiicresel ve
hiicresel olmayan yapilar arasinda degil ayn1 zamanda mikroorganizmalarin tiirleri
arasinda da degismektedir. Tiim biyofilmlerin biiytik bolimii (%73-98) hidrate
sekildedir (32, 34). Mikroskobik olarak incelendiginde, arasindan kanallarin gectigi
mercan kayaliklar tizerindeki, piramit veya mantar sekilli uzantilardan olusan bir
olusum goriiniimiindedir. Biyofilmin gelisme potansiyeli yakin ¢evredeki besinlerin
kullanim1 ve hiicre icine alimimi, atiklarinin uzaklastirilmast ile yakin iliskilidir.
Ortamda besin kisitlanmast sonucu eksprese olan quorum sensing molekiillerinin
salinmimi, ortam pH’1i, O, perfiizyonu, karbon kaynagi ve ozmolarite gibi ¢evresel

faktorler biyofilm gelisiminde ¢ok etkilidir (32).

Son yillarda baz1 6karyot ve prokaryot hiicreler tarafindan salinan ve hiicreler
arast sinyal iletimini saglayarak bakterinin gen ekspresyonunu diizenleyen
molekiiller (acil homoserin lakton vs.) araciligt ile biyofilm yapiminin
diizenlenebileceginin gosterilmesi biyofilmin patojenite ve cevreye adaptasyonda

onemini daha c¢ok arttirmistir (32, 34).
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Biyofilmin Olusum Asamalari:

Yapilan ¢aligmalar sonucu yapisal olarak planktonik hiicreden koken alan

biyofilmin olusum asamalar1 agagida bildirilmistir (35).

1. Tutunma

2. Yapisma

3. Miikoz yap1 (slime) olusumu
4. Olgun biyofilm

5. Kopma ve ayrilma

Kati—s1v1 etkilesim yiizeyi ve sivi besi ortami, bakterilerin tutunmasi icin
ideal ortami hazirlamaktadir. Tutunma olayinda yiizey, yiizeyde hazirlayici film
olusumu, sivi besi ortaminin hidrodinamigi, sivi ortamin Ozellikleri ve hiicre

yiizeyinin ¢esitli ozellikleri etkilidir (36).

Hiicre yiizeyinin hidrofobik 6zelligi, ekzopolisakkarit iiretimi, kirpik ve pilus
varligi tutunmay1 etkileyen faktorlerdendir. Hiicre ylizeyinin hidrofobik yapis1 ve
non-polar ozelligi tutunmayr kolaylastirir. Fimbria ya da pilus gibi yapilarin
hiicrelerin hidrofobik 6zellikte kalmasina yardimci oldugu, ¢ogu fimbria yapisinin
hidrofobik aminoasit kalintilarina sahip oldugu bilinmektedir. Fimbria, yiizeyle arada

bulunan akima kars1 gelerek tutunmay1 saglamaktadir (36).

Hiicre yiizeyinin biyokimyasal yapisinin da tutunmada etkili oldugu ortaya
konmustur (37). Beech ve Gaylarde, lesitinlerin tutunmayi inhibe etmelerine ragmen
onleyemediklerini, glukozidaz ve N-asetil glukoaminidazin ise tutunmay1 azalttigini

bildirmisler, ancak mekanizmasini net olarak ortaya koyamamislardir (38).

Tutunma isleminden sonra biyofilm olusturmak yoniinde farklilagsma
isleminin baslamasi, “Quorum Sensing Sistemi” denilen bir haberlesme sisteminden
gelen yanitlara baglidir. Bu sistem ile bakteriler cevrelerindeki bakteriyel
popiilasyonun yogunlugunu belirlerler. Yiizeye tutunan bakterilerin sayisi arttikca,

bu sinyalin lokal konsantrasyonlart artmaktadir. Bu sinyal molekiiliiniin
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konsantrasyonundaki artis ile birlikte, biyofilm olusumuna yo6nelik bir dizi islem
baslatilmig olur. Yani, biyofilm icerisindeki bakteriler interseliiler, diisiik molekiil

agirliklarina sahip haberciler araciligiyla haberlesmektedirler (39).

Biyofilm olusumunda ikinci basamak bakterilerin ylizeye kuvvetli bir sekilde
tutunma, yapisma islemidir. Uciincii evrede ise bakteriler mikrokoloniler haline
doniigiirler. Dérdiinci  evrede mikrokoloniler biiyiirler ve kompleks, mantar

seklindeki yapilara veya kulelere doniisiirler (39).

Biyofilm gelisiminin besinci evresi ise kopma veya ayrilma evresidir. Bu
evrede tek bir bakteri veya bakteri kiimeleri biyofilm tabakasindan koparak ortama
yayilir. Bu ayrilma islemi dis kuvvetlerin etkisiyle veya biyofilm olusum siirecinin
bir parcasit olarak tek bir hiicrenin veya multipl hiicrelerin emboli seklinde

kopmasinin bir sonucudur (39).

Biyofilm Olusumunun Onemi:

Biyofilm igerisindeki bakterilerin biiylime hizlarinin planktonik bakterilerden
belirgin bir sekilde diisik olmasmna karsin, bakterinin biyofilm olusturmasini

gerektiren durumlar vardir. Bunlar:

1-Savunma
2-Adezyon ve Kolonizasyon
3-Yasanabilir cevre gelistirme

4-Komiinite olusturmak.

1- Savunma: Strese cevap olarak gelisir. Biyofilme sahip organizmalar, besin
yoksunlugu, pH degisiklikleri, oksijen radikalleri, dezenfektanlar, fagositoza ve
antibiyotiklere kars1 planktonik hiicrelerden daha direnclidir. Bu nedenle biyofilm

kronik seyirli enfeksiyonlarda strese yanit olarak gelisebilmektedir (40).

16



2- Adezyon ve Kolonizasyon: Viicudun en azindan bir boliimii bakterinin
yasama ve gelismesi i¢in besinden zengin ve su igerigi, O, olanagi ve 1s1 gibi ortamda
devamli bulunan birtakim (besin, su, O, vs) faktorlerle sabit bir yap1 olusturmaktadir.

Bakteri yasam icin gerekli ortamda kalabilmek i¢in biyofilm olusturur (32).

Bakterinin viicudun herhangi bir bolgesinde sabit kalabilmesini saglamak icin
bir takim stratejileri vardir. Bakteri yiizey proteinleri, konak¢inin fibrinojen,
fibronektin, vitronektin, elastin gibi ekstraseliiler matriks proteinlerine yapisirlar. Bu
adezin ve matriks proteinleri konakei ile bakterinin adheransinda anahtar rol oynarlar
(32). Adherans sonras1 bu bolgeye yerlesen bakteriler bir yandan belli bir
popiilasyona ulagsmak i¢in ¢ogalirken diger yandan da biyofilm olusturma 6zelligine
gore biyofilm yapimina baslarlar. Ilging olarak biyofilm, bakterinin adheransini
arttirirken, biyofilm olusumunun baglamasi ile birlikte bakterinin adezyon ve motilite

faktorlerinin ekspresyonunda da bir baskilama olmaktadir (41, 42).

3- Yasanabilir cevre gelistirme: Ortamdaki glukozun bakteriler tarafindan
kullanilabilir olmas1 bakterilerin ekzopolisakkarit ekspresyonu ve biyofilm
olusturmalarim belirgin bir sekilde arttirmaktadir. Karbon katabolitlerinin konakg¢ida
yapigmis bakterinin gen diizenlenmesini indiikleyerek biyofilm olusumunda kritik rol
oynamasi, bakterinin konakg¢ida uygun bir ortam olusturarak kalabilmesindeki

mekanizmalar i¢in biyofilm olusturdugunu diistindiirmektedir (43, 44).

4- Komiinite olusturmak: Kazanglarin ortak paylagimidir. Bakterilerin ortama
uyumundaki beraberlik biyofilm olusturmada siklikla goriilmektedir. Bakteriler
biyofilm olusturduklar1 gibi ortamdan aldiklart uyaranlar (besin, pH, 1s1 vs.) sonucu
hizla da planktonik hale gegebilmektedirler. Bu degisim, ortama uygun olarak
eksprese ettikleri genler aracilig1 ile olmaktadir. Biyofilmdeki tiim bakterilerin ¢evre
faktorlerine aymi yanitt vermis olmalart ve fenotipik degisiklikler sergilemeleri

kominal yasamlarinin en 6nemli gostergesidir (32).
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Biyofilm Olusumu ve Hastaliklarla iliskisi

Biyofilm olusturan bakteriler ile dogal kapak endokarditi, otitis media, kronik
bakteriyel prostatit, kistik fibrozis, periodontit gibi dogal seyirli hastaliklar ve bunun
disinda protez kapak, santral venoz katater, iiriner katater, ortopedik protez, kontakt
lens ve rahim ici arac (RIA) cihazlar gibi yabanci cisim enfeksiyonlar1 arasindaki
epidemiyolojik baglanti kanitlanmistir (45). Hastaneden kazanilmis enfeksiyonlarin

%60’1ndan fazlas1 biyofilm olusumu ile iliskilendirilmistir (46).

Biyofilm, fagositoza ve antibiyotiklere karsi koruyucu bir yap1 olusturup
bakterinin diren¢ kazanmasim saglamaktadir. P.aeruginosa enfeksiyonlarinda artan
siklik, siddetli ve direngli enfeksiyonun seyri biyofilm olusumuna baglanmaktadir
(46). Bakteride bulunan direng genleri plazmidlerin biyofilmlere konjugasyonu ile
tiirler arasinda aktarilabilmektedir (47). Son yillarda yapilan ¢alismalarda biyofilm
olusumundan sonra P.aeruginosa’nin 73 geninin ekspresyonunda farkliliklar ve
protein profilinin %50’sinde degisiklik oldugu ortaya konmustur. Biyofilm olusumu
sonras1 meydana gelen bu degisiklikler P.aeruginosa’nin direng artis1 ile

sonuglanmaktadir (48).

18



QUORUM SENSING

Biyofilm, bakterilerin bir araya gelerek olusturduklari, rastgele gerceklesen
bir olay degildir. Bakterilerin biyofilm olusturmak icin cesitli kimyasal sinyal
mekanizmalar1  kullandiklar1 ~ gosterilmistir  (45). Kimyasal sinyalin, lokal
ekstraseliiller konsantrasyonunun belirli bir seviyeye ulagmasi, ¢evrede bulunan
bakteriler icin o bolgede belirli yogunlukta bir hiicresel kiimelenmenin basladigi
anlamina gelir. Kimyasal olarak popiilasyon yogunlugunun hissedilmesi islemine

“Quorum Sensing” (QS) adi verilir ( 49).

QS, hiicre yogunluguna bagimli gen ekspresyonunun kontrolii olarak
aciklanabilir (50). Bu tiir iletisimin temeli, bakteri hiicresinin otoindiikleyici olarak
islev goren bazi sinyal molekiilleri sentezleyerek cevresinde bulunan aym tiirden
diger bakterilerin sayismi/yogunlugunu izlemesine dayanmaktadir (51). Belli bir
ortamdaki otoindiikleyici yogunlugu, o ortamda bulunan bakteri sayis1 ile dogru
orantilidir. Bu nedenle bir bakterinin ortamdaki otoindiikleyici miktarini “hissetmesi”
ortamdaki diger bakterilerin sayis1 hakkinda fikir sahibi olmasim saglamaktadir.
Otoindiikleyicilere kars1 bakterinin gen ekspresyonunu degistirerek yanit vermesi, bir
bakteri toplulugu i¢inde her bir hiicrenin bir digeri ile koordine bir bicimde
davranmasi sonucunu dogurmaktadir (6). QS molekiillerinin "otoindiikleyici” (auto-
inducer) (Al) olarak da ifade edilmelerinin nedeni, iretildikleri hiicrenin

metabolizmast lizerinde diizenleyici etki gostermeleridir (52).

QS aracilign ile kontrol edilen davranig bigimleri, ancak bir grup bakteri
tarafindan gerceklestirildiginde fonksiyonel olabilmektedir. Bu davranmis bicimleri
arasinda bazi Vibrio tiirlerinde 151k olusturulmasi, P.aeruginosa’da biyofilm yapimu,
Photorhabdus luminescences’de antibiyotik iiretimi, ayrica degisik tiir bakterilerde
cesitli virlilans faktorlerinin sekresyonu, sporiilasyon, konjugasyon ve pigment

iretimi sayilabilir (6, 49).
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QS sistemine iliskin ilk gozlemler Vibrio harveyi ve Vibrio fischeri isimli iki
deniz bakterisinde yapilmigtir. Bu bakteriler etraflarindaki bakteri yogunlugunu
ortamdaki besin maddelerinin azalmasinm saptayarak degil, aksine ortamdaki bir
molekiiliin yiiksek yogunlukta bulunmasi aracilifiyla fark etmektedirler (6). QS
deniz vibriolarina 6zgii bir davranis bicimi degildir. Bazilar1 insan patojeni olan
20’den fazla bakterinin farkli molekiiller araciligiyla bu ozelligi sergiledigi
gosterilmistir. Bu bakteriler arasinda gram negatif bakterilerden P.aeruginosa,
Burkholderia  cepacia, Yersinia pestis, Yersinia enterocolitica, Yersinia
pseudotuberculosis, Serratia marcescens, Aeromonas hydrophila ve Brucella
melitensis; gram pozitif bakterilerden ise Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, Bacillus subtilis ve Enterococcus faecalis sayilabilir. Gram pozitif
bakterilerdeki QS sinyal molekiilleri gram negatiflerdeki acil homoserin lakton

(AHL) molekiillerinden farkli olarak genellikle kii¢iik modifiye peptidlerdir (6, 52).

QS Molekiillerindeki Cesitlilik:

Farkli mikroorganizma tiirlerinin  genellikle farkli QS molekiilleri
kullandiklart  bilinmektedir. Bu nedenle farkli QS molekiillerini kullanan
mikroorganizmalar da birbirleri ile anlasamamaktadir. Sinyal molekiilleri “AHL”,
“autoinducer peptidler” ve “autoinducer 2 bilesikleri basta olmak iizere birkag
farkli sinifta incelenmektedir. Her bir siif icerisinde yan zincir uzunluk farkliligi
gibi kiiciik degisiklikler so6z konusudur. Bazi mikroorganizmalar ise birden fazla

farkli QS molekiilii kullanmaktadir (53, 54).

Acil Homoserin Lakton (LuxI/LuxR) Tipi QS iletisimi:

AHL tipi QS iletisimi daha ¢ok gram negatif bakterilerde gosterilmistir.
Biyoliiminesanstan sorumlu genler karakterize edilmis ve iki operonda organize
olmus yedi gen (luxR, luxl, luxC, [uxD, luxA, luxB ve luxE) tarafindan kontrol
edildigi gosterilmistir. Bu genlerden luxA ve [uxB genleri lusiferaz enziminin alfa ve
beta alt birimlerini kodlar. luxC, D ve E genleri ise lusiferaz enzimi sentezinde
gerekli olan aldehid substratlarin sentezi ve geri kazanilmasinda gorev alir. [uxI,

AHL sentezinde gerekli olan bir gen iken, /uxR AHL transkripsiyonunu kontrol eden
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bir regiilatorii kodlar. LuxR proteini ile AHL un birlesmesi LuxR’nin ii¢ boyutlu
yapisinda degisiklige, DNA’ya baglanabilmesine ve [ux operonunun (/luxCDABE) ve
luxI’min transkripsiyonunun aktivasyonunu saglayarak lusiferaz iiretimine neden
olur. Lux operonunun ve [uxl geninin aktive olmasi daha fazla AHL iiretimini
dogurur ve iiretilen AHL’un LuxR ile birlesmesinin tetikledigi bir pozitif geri

besleme saglayarak da is1mada hizli bir artisa neden olur (53, 55).

Autoinducer-2 Tipi QS Iletisimi:

Gram negatif ve pozitif bir¢ok bakteri tarafindan iretilen ve [uxS geni
tarafindan kodlanan autoinducer-2 (Al-2) tipi QS sinyal molekiilleri ilk kez
V.harveyi’de, daha sonra Escherichia coli, Helicobacter pylori, Neisseria
meningitidis, Porphyromonas gingivalis, Streptococcus pyogenes, Shigella flexneri
ve Salmonella typhimurium gibi bir¢ok mikroorganizmanin kiiltiir siipernatantlarinda
gosterilmistir (55). Winzer ve ark, AI-2’nin “3(2H)-furanone” yapisinda oldugunu ve
yapica “4-hydroxy-5-methyl-3 (2H)-furanone”a ¢ok benzedigini, ancak onun bir

yikim iiriinii olmadigini gézlemlemislerdir (56).

Autoinducer Peptidler:

Ozellikle gram pozitif bakteriler tarafindan iiretilen ve “autoinducer
peptidler” (AIP) olarak ifade edilen QS molekiillerinin bir¢ogu translasyon sonrasi
degisiklige ugrayan biiyiik peptidlerden uiretilir. AIP, gram negatif bakterilerin aksine
hiicre i¢inden disartya difiizyonla degil genellikle hiicre zarinda bulunan “ATP-

binding cassette” (ABC transporter) sistemince aktif olarak salgilanir (57).

S.aureus viriillans genleri, B.subtilis ve S.pneumoniae nin kompetans (DNA
alim) genleri, B.subtilis’de sporulasyon, E.faecalis’de konjugatif plazmid transferi ve
laktik asid bakterilerinde bakteriosin iiretimi QS molekiilleri araciligr ile kontrol

edilmektedir (58).

21



S.aureus’da QS molekiillerinin miktariin azhigr biyofilm olusumunu
tetiklemekte, miktarinin artmasi ise bakterilerin biyofilmden ayrilarak invazyon
yapmalarina neden olmaktadir. Ayrica, QS inhibitorii varliginda iiretilen
biyofilmlerin de antibiyotik ve dezenfektanlara daha duyarli olduklar1 bilinmektedir
(53, 59). Gram pozitif bakterilerde QS sinyali olarak kullanilan bir diger molekiil ise
“butyrolactone”dur (57, 60).

P.aeruginosa ve Quorum Sensing:

Gram negatif nozokomiyal enfeksiyonlar ve kistik fibrozis basta olmak iizere
kronik akciger enfeksiyonlarinda etken olan P.aeruginosa’nin pek ¢ok viriilans
faktorii tanimlanmustir. P.aeruginosa’da tanimlanmis bu viriilans faktorlerinin QS
mekanizmasi tarafindan diizenlendigi gosterilmistir. P.aeruginosa’da ve ¢ogu gram
negatif bakteride QS sinyal molekiilleri a¢il homoserin laktondur (61, 62). Ortamdaki
bakteri sayisinin artisi nedeniyle AHL konsantrasyonu cevresel ortamda arttigi
zaman, intraselliler AHL konsantrasyonunun yeterli diizeye ulagmasi,
transkripsiyonel diizenleyicilerin maksimum aktivasyonuna neden olur. Bu
mekanizma bakterilerin koordine edilmis gen ekspresyonunun diizenlenmesinde,

topluluk gibi hareket edebilmesi icin iletisimini saglar (61).

P.aeruginosa’da Lux sisteminin benzeri olan iki QS sistemi mevcuttur. Bu
sistemler Las ve Rhl sistemleridir. Las sistemi Lasl sentez proteini ve LasR
transkripsiyonel diizenleyici proteini icerir. Lasl sistemi AHL sinyal molekiillerinden
“N-(3-oxododecanoyl)-L.-homoserine  lactone”  (3-O-C,,-HSL)’un iiretiminde
gereklidir. LasR, transkripsiyonel faktor aktivasyonunun baglama emrini veren “3-O-
C,-HSL” icin gereklidir. Son zamanlarda, LasR proteininin sadece multimer
formlarindan “3-O-C,,-HSL”un varliginda 6zgiil DNA dizilerine baglanabildigi ve
hedef genlerin transkripsiyonunu arttirdig1 gosterilmistir (62 -66).
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P.aeruginosa’da ikinci QS sistemi Rhll ve RhIR proteinlerini igerir. Rhll
sentez proteini AHL sinyal molekiillerinden “N-butyryl-L-homoserine lactone” (C,-
HSL)’u tiretirken, RhIR proteini de transkripsiyonel diizenlenmeyi saglar. RhIR, “C,-
HSL” ile kompleks olusturdugunda bir¢ok genin ekspresyonu diizenlenir (62 -66).

3-O-C,,-HSL ve C4-HSL’un her ikisinin bakteri disina serbest olarak diffiize
oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte 3-O-C,,-HSL’un diffiizyonu, C,-HSL’un
diffiizyonuna gore Onemli diizeyde yavas olmaktadir. 3-O-C,,-HSL’un bakteriden
taginmasi, MexAB-OprM pompa sistemi ile olduk¢a basarili bir gsekilde
gerceklesmektedir (61).

P.aeruginosa’nin patogenezinde rolii olan virulans faktorleri elastaz, alkali
proteaz, LasA proteaz, fosfolipaz C, ekzotoksin A, ramnolipid ve piyosiyaninin
tiretimi ve biyofilm olusumu QS ile baglantilidir (67). QS sisteminin P.aeruginosa
virulansindaki fonksiyonel 6nemi in vivo hayvan modelleri ile yapilan calismalarda

acikca gosterilmistir (68).

Son yillarda QscR olarak isimlendirilen tigiincii LuxR homologu saptanmstir.
Bu sistemin Lasl ve RhlI’min transkripsiyonunu diizenledigi gosterilmistir. QscR,
cesitli viriilans faktorlerinin tiretiminin diizenlenmesinde oldukca énemlidir fakat; bu
diizenlenme Las ve Rhl sistemlerinin her ikisinin ekspresyonunun kontroliiyle
meydana gelmektedir (61). QS molekiillerinin saptanmasinda AHL varligin
inceleyen fenotipik (enzimatik) metodlarin yam sira las ve rhl genlerinin
saptanmasinda Polimerase Chain Reaction (PCR) temelli molekiiler yontemler

kullanilmaktadir (69 -73).
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P.aeruginosa’da Biyofilm Yapim ve Quorum Sensing:

P.aeruginosa’da biyofilm olusumu flagella ve twitching (segirme) hareketi ile
baslamaktadir (74). Biyofilm olusumu icin gerekli pH, pCO,, divalan katyonik
konsantrasyonun hidrasyon seviyesi, primidin konsantrasyonu gibi mikrogevre

degiskenleri biyofilm olusumu tizerine ¢ok etkilidir (32).

Olgunlasmis biyofilmi olan bakteriler, antibiyotik iceren mikrobisidal
ajanlara fenotipik olarak direnclidir. Biyofilm kronik bakteriyel enfeksiyonlarin
farkli tiplerine neden olur (32). P.aeruginosa’da hastaneden kazanilmig
enfeksiyonlarin  %60’indan fazlas1 biyofilm ile iliskili enfeksiyonlardir. Bu
enfeksiyonlarda biyofilm olusumu, hastaligin siddeti, sikliginda ve tedaviye direngte
artisa neden olmaktadir (46). Yapilan caligmalarda normal biyofilm olgunlagsmasi
icin QS sisteminin gerekli oldugu gosterilmistir. P.aeruginosa’da QS fonksiyonlari
gen ekspresyonu ile kontrol edilmektedir ve bu yolla bakteri, biyofilm yapisi

seklinde organize olabilmektedir (75).

P.aeruginosa’nin yiizeye baglanmasindan sonra, bakteri hiicreleri kat1 yiizey
izerinde tabaka seklinde cogalmaya baslarlar. Tabaka i¢indeki bakteri hiicreleri,
tabakanin ylizeyinde twitching hareketi sergilerler. P.aeruginosa’da bu hareket Tip
IV piliye baghdir. Twitching hareketi sonucunda P.aeruginosa’nin mikrokoloni
formlar1 olarak adlandirilan kiiciik gruplar1 olusur. Mikrokoloniler daha sonra olgun
biyofilm olusturmak iizere farklilagirlar. Olgun biyofilmdeki mikrokoloniler mantar
sekline benzer yapilara sahiptirler. Bu yapr icindeki hiicreler, ekstraselliiler
polisakkarit matriks icinde ortiilii halde bulunurlar. Biyofilmdeki su kanallari, igeriye
besin akimin1 ve disariya atik iiriinleri atarak bu yapiyr canlandirirlar. Tip IV pili
mutasyonunda biyofilmin tipik mantar seklindeki yapilar1 meydana gelemez. Pilus
yapisinda yer alan tip I (LecA) ve tip II lektin (LecB) yoklugunda olgunlasmamus,
ince biyofilm olusur. LecA ve LecB iiretimi QS sistemi tarafindan diizenlenmektedir

(76,71, 78).
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Yapilan cesitli calismalarda ramnolipid sentezi i¢in gerekli olan rh/A geninin,
P.aeruginosa’da biyofilm baslangi¢, gelisim, olgunlagsma ve dagilim asamalarinda
onemli rol aldigi kanmtlanmistir. Ramnolipid iiretimi QS tarafindan diizenlenir ve
RhIR-C,-HSL kompleks aktivasyonu ile rhlA gen transkripsiyonu gerceklesmektedir
(79). Ramnolipid, olgun biyofilmin mantarims1 yapisinin olusumunda ana
faktorlerden biridir ve rhZ/A mutasyonunda ince, yassi biyofilm olusumu meydana

gelir (80).

QS genlerinden ozellikle lasl geninin P.aeruginosa PAO-1 tiiriinde olgun
biyofilm olusumu icin gerekli oldugu kanitlanmistir (81, 45). lasl geninde mutasyon,
biyofilm olgunlagsmasinda belirgin bir etki olusturur. lasI mutantlar1 3-O-C,,-HSL
sentezinde yeteneksizdir. las] mutant P.aeruginosa’da biyofilm gelisimi mikrokoloni
formasyonundan sonra durmaktadir ve bu duraklama kalin biyofilm yapisi i¢inde bir
araya toplanmis mikrokolonilerin olgunlagsmasindan 6ncedir. Bu yiizden /asI mutant
biyofilmler, diiz ve farklilasmamis gibi goriilmektedir. Normal biyofilm yapisi lasl
tarafindan yonetilen QS sinyali olan 3-O-C,,-HSL’un ilavesiyle yeniden
yapilandirilabilir (82). lasI mutant biyofilmler, sodyum dodesil siilfat (SDS) benzeri
deterjanlara duyarli iken, vahsi tip biyofilmler direnclidirler. /asR mutantlarin
biyofilm fenotipleri lasl mutantlarin biyofilm yapisina benzerdir. rhll mutantlart

normal biyofilm gelisimi ve mimarisi gosterirler (82).

Biyofilm ve QS arastirmalar1 P.aeruginosa’nin bir topluluk olarak
davranabildigini desteklemektedir. Hem biyofilm hem de QS, P.aeruginosa’nin
patogenezinde rol oynar (82). QS sistemi hem biyofilm olusumunda hem de
biyofilmin korunmasinda Onemli role sahiptir. QS sistemi tarafindan diizenlenen
katalaz ve siiperoksit dismutaz enzimleri biyofilmin hidrojen peroksit direncini
saglar. Yapilan calismalarda QS mutant biyofilmlerin polimorfoniiklear hiicrelerin
fagositozuna ve antimikrobiyal tedaviye duyarli oldugu gosterilmistir.
Antimikrobiyal tedavilerde P.aeruginosa’nmin QS mekanizmalart hedeflenirse

anormal biyofilm formasyonu olusumu aracilifi ile tedaviye yardimci olunabilir (83,

84, 85).
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P.aeruginosa Patogenezinde QS Genlerinin Rolii:

Bakterinin kolonize oldugu bolge ve konagin durumu Pseudomonas cinsi
bakterilerin patojenitesine etki eden en onemli faktorlerdir. Hastaligin olusabilmesi
icin ilk kriter patojenin uygun bolgeye yerlesebilmesidir. Deri ve mukozalarin
yapisinin bozuldugu veya immun sistemin baskilandigi durumlarda kolonize olur ve
yerel yayilimla sistemik hastaliga neden olur. Hiicresel hasar Pseudomonas cinsi
bakterilerin epitel hiicresine yerlesmesinde belirleyici rol oynar. Epitel hiicrelerinin
viriisle enfeksiyonu ya da endotrakeal entiibasyon sonucu olusan hasar benzer
sonuglara yol acar. Bu fenomene “oportunistik aderans” denir ki Pseudomonas cinsi

bakteri enfeksiyonlarinin patogenezinde dnemli bir baslatict adimdir (7, 86).

QS araciligi ile kontrol edilen genler, bakteri-konak iligkisinde rol alan
viriilans faktorlerinin ve genlerin iiretiminin diizenlenmesini saglar. QS sisteminin tip
IV pili sentezi ve tip III sekresyon sistemindeki diizenleyici rolii P.aeruginosa
patogenezinde olduk¢a 6nemlidir (45). Immiinolojik yontemlerle in vitro kosullarda
insan lokositlerinde QS sinyal molekiilleri gosterilmistir (84). QS etkisi ile immiin
sistem aktivasyonu yami sira lenfosit proliferasyonunun baskilanmasi, tiimor nekroz
faktor-o. (TNF-a) ve IL-12 iiretiminin azalmasi meydana gelmektedir. In vivo
kosullarda QS sinyal molekiilleri T hiicre aktivasyonu ile gama interferon benzeri
inflamatuar sitokinlerin salinimini artirmaktadir. Bunun sonucu olarak Th-2’ nin (T
helper cell-2) aktiflesmesinin 6ncii oldugu doku hasar1 ve inflamasyon meydana

gelmektedir (87).
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GEREC VE YONTEM

Kullanmilan Suslar:

Calismaya 2006-2007 yillar1 arasinda Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gonderilen ¢esitli klinik 6rneklerden izole

edilen ve P.aeruginosa olarak tanimlanan 100 tane sus alindu.

Calismaya alinan orneklerin 50 tanesi alt solunum yolu 6rneklerinden (trakeal
aspirat ve balgam), 50 tanesi solunum yolu dis1 6rneklerden (idrar, kan, yara ve
diger) izole edilmis suslardi. Suslar calisma amina kadar uygun kosullar altinda
saklandi. Calismada kontrol sus olarak P.aeruginosa PAO-1 susu kullanild1 (PAO-1
susu Prof. Dr. J. Colmer Hamood ve Abdul N. Hamood aracilif1 ile Texas Tech

University Health Sciences Center’dan temin edilmistir).
Antibiyotik Duyarhliklarimin Degerlendirilmesi:

Calismaya alinan P.aeruginosa suslarinin antibiyotik duyarhiliklar1 “Clinical
and Laboratory Standards Institute” (CLSI) onerileri dogrultusunda disk difiizyon
yontemi kullanilarak belirlendi. Duyarlilik zon ¢aplar CLSI-2008 standartlarina gore
yorumlandi (88).
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Biyofilm Yapiminmin Degerlendirilmesi:

Biyofilm  yapiminin  degerlendirilmesinde  daha ©Once tanmimlanan

mikrotitrasyon plagi yontemi kullanildi (89, 90).

Deney 6ncesi tiim suglarin %5 kanli agarda 37°C’ de bir gece inkiibasyonla
taze pasajlar1 yapildi. Deney icin cam tiiplere dagitilan 2 ml’lik Luria-Bertani (LB)
broth besiyerlerine her bakterinin 0,5 McFarland bulanikliginda siispansiyonlari
hazirland1 ve 37°C’de 1 gece inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi yogunlasan bakteri
siispansiyonlarindan LB broth besiyerleri icerisinde 0,5 McFarland bulanikliginda
yeni siispansiyonlar1 hazirlandi. Bu bakteri siispansiyonlarindan 96 kuyucuklu
mikrotitrasyon plaklarinin her kuyucuguna 100’er ul dagitildi ve 37°C’de 1 gece
inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra s1v1 besiyerleri dokiiliip, her kuyucuk distile su ile 3 kez
yikandi. Yikama sonrast kuyucuklarin i¢indeki sivi iyice aspire edildi. Daha sonra
her kuyucuga %0,1’lik kristal viyole soliisyonundan 125 pl dagitildi ve oda 1sisinda
15 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonras1 her kuyucuk bir 6nceki sekilde oldugu gibi 3 kez iyice
yikandi ve kurutuldu. Daha sonra kuyucuklara %95 konsantrasyonda etanol
solisyonundan 200 pl kondu. 10 dakika sonra yeni bir mikrotitrasyon plagina bu
kuyucuklardan 100 pl aktarildi ve kuyucuklarin absorbanslart ELiSA okuyucu ile
550 nm. dalga boyunda o6l¢iildii. Her bir sus icin test 3 kez tekrarlandi (89).

Test sonuglar1 PAO-1 susunun absorbans degerleri %100 kabul edilerek

karsilastirmali olarak yorumlandi ve sonuglar “PAO-1 biyofilm yiizdesi” seklinde

degerlendirildi (91).
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Quorum Sensing Genlerinin Saptanmasi:

Calismada biyofilm 6zellikleri belirlenmis olan suslardan PAO-1’e gore zayif
biyofilm olusturan 30 sus (%25 ve alt1 17 sus, %25-50 aras1 13 sus) ve kuvvetli
biyofilm olusturan 10 susun QS genleri arastirildi. Calismaya alinan suglarin QS
genleri daha 6nce tanimlanmis primerler kullanilarak kromozomal DNA’nin PCR

yontemi ile amplifikasyonu ile saptandi (91).

Bakteri DNA’simin Elde Edilmesi:

Bakteri DNA’sinin elde edilmesinde 2 ayr1 yontem kullanildi. QS genleri
calisilan 40 susun hepsinden ilk olarak kaynatma yontemi ile DNA elde edildi ve
PCR c¢alismasina alindi. PCR ¢alismasi sonucunda herhangi bir gende amplifikasyon
riinii elde edilemeyen suslardan ikinci kez hazir ticari DNA ekstraksiyon Kkiti
kullanilarak yeniden DNA elde edildi ve bu elde edilen yeni DNA’lar ikinci kez

dogrulamak amaciyla bir kez daha PCR calismasina alindi.

1.Kaynatma yontemi:

Bakterilerin LB broth besiyerinde 1 gecelik inkiibasyonlar1 sonucu olusan
siispansiyonlarindan 1’er ml alinarak ependorf tiiplere aktarildi. Daha sonra ependorf
tiipler 10 dakika 13000 rpm’de santrifiij edildi ve {ist siv1 atildi. Dipte kalan c¢okelti
tizerine 200 pl distile su ilave edilerek kaynatildi ve tekrar 10 dakika 13000 rpm’de
santrifiij edildi. Ust sividan 150 ul alind ve ¢ozelti kalip DNA olarak kullanildi (92).

2.DNA ekstraksiyon cihazi ile DNA elde edilmesi:
Bu yontemde DNA eldesi i¢in FUJIFILM marka (QuickGene-Mini80, Life
Science) DNA ekstraksiyon cihazi ve ekstraksiyon kiti (QuickGene DNA tissue kit,

Life Science) ile iiretici firmanin Onerdigi P.aeruginosa igin tasarlanmig DNA

ekstraksiyon protokolii kullanildi.
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%5 kanli agar besiyerinde 1 gecelik inkiibasyonla taze pasajlar1 yapilan
P.aeruginosa kolonilerinden 2 ml’lik LB broth besiyeri igerisine 0,5 McFarland
bulanikliginda siispansiyonlar hazirlandi ve bu siispansiyonlar 1 gece 37°C’de inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra elde edilen bu siispansiyonlardan 1’er ml ependorf
tiiplere aktarildi. Ependorf tiipler oncelikle 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Ustte kalan siipernatant kistm mikropipetle alindi ve atildi. Olusan bakteri pelleti
tizerine 180 Wl tissue lysis buffer, 20 ul proteinase K ilave edildi ve pipetleme ile

soliisyonlar ve pellet iyice karistirildi.

Daha sonra 1s1 blogu aracihigi ile 55°C’de 15 dakika inkiibe edilen bakteri
siispansiyonuna 180 Wl lysis buffer eklendi ve ependorf tiipii 15 saniye spin santrifiij
yapildi ve 70°C’de 10 dakika inkiibasyona birakildi. inkiibasyondan sonra 240 ul

%99’1uk etanol eklendi ve 15 saniye spin santrifiij yapild1 ve lstteki siipernatant

kism1 DNA eldesi icin kullanildi.

Elde edilen siipernatant, DNA ekstraksiyon cihazinin kartuslarina aktarildi.
Kartuslar oncelikle cihazin “wash” konumuna yerlestirildi. Siipernatantlara 3’er kez
750 pl wash buffer eklenerek 3 ayr1 yikama yapildi. Her bir yikamada cihaz 1 dakika

siire ile calistirildi.

Son yikamanin ardindan kartuslar cihazin “elution” konumuna yerlestirildi.
Siipernatantlar iizerine 200 Wl elution buffer eklendi. Olusan siispansiyon 90 saniye
oda 1si1sinda tutulduktan sonra cihaz tekrar 1 dakika siire ile ¢alistirildi. Elde edilen
siispansiyon kalip DNA olarak kullanildi. Her iki yontemle de elde edilen DNA

ornekleri kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.
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QS Genlerinin Amplifikasyonu:

Calismada QS’de rol alan lasl, lasR, rhil ve rhIR genleri icinde degisik

bolgelere uyan, daha once tasarlanmis olan oligoniikleotid primerlerden olusan 2

farkli set (intakt gen amplikonlar icin 1 set ve internal fragment amplikonlar1 icin 1

set) kullanildi (91). Kullanilan primerler Tablo — 1’ de gosterilmistir.

Tablo - 1: Quorum sensing gen amplikonlar1 i¢in kullanilan primerler

Gen

Forward Primer

Reverse Primer

Intakt QS gen amplikonlari igin

lasl

5’-ATGATCGTACAAATTGGTCGGC-3’

5’-GTCATGAAACCGCCAGTCG-¥

lasR | 5’- ATGGCCTTGGTTGACGGTT-3’ 5’-GCAAGATCAGAGAGTAATAAGACCCA-3’
rhll | 5-CTTGGTCATGATCGAATTGCTC-3’ 5’-ACGGCTGACGACCTCACAC-3’
rhiR | 5’-CAATGAGGAATGACGGAGGC-3’ 5’-GCTTCAGATGAGGCCCAGC-3’

Internal QS gen amplikonlar i¢in

lasl

5’-TCGACGAGATGGAAATCGATG-3’

5’- GCTCGATGCCGATCTTCAG-3’

lasR | 5>-TGCCGATTTTCTGGGAACC-3’ 5’-CCGCCGAATATTTCCCATATG-3’
rhll | 5-CGAATTGCTCTCTGAATCGCT-3’ 5’-GGCTCATGGCGACGATGTA-3’
rhiIR | 5’-TCGATTACTACGCCTATGGCG-3’ 5’-TTCCAGAGCATCCGGCTCT-3’

PCR amplifikasyon karistmi toplam 50 pl olacak sekilde asagida belirtildigi

gibi diizenlendi. Gen amplifikasyonunda her bir 6rnek icin;

10X “Amplifikasyon Buffer” Sul
MgCl, (25 mM) Sul
dNTP miks (2 mM) 1.25 wl
Taq DNA polimeraz (5U) 0.5w
Primer Forward (50 pmol) 1
Primer Reverse (50 pmol) 1wl
Distile Su 34.25 wl
DNA 2ul
TOPLAM 50 ul PCR karisimi
kullanildi.
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PCR kosullar1 daha onceden tanimlandig gibi asagidaki sekilde uygulandi

(90) :
a)Internal fragmentler i¢in PCR kosullar1:
On Denatiirasyon ~ 95°C’ de 5 dk.
Denatiirasyon 95°C’ de 30 sn.
Primer baglanmas1 59 °C’ de 60 sn. 32 dongii
Primer uzamasi 72°C’ de 90 sn.
Ek uzama 72°C’ de 10dk.
b)intakt gen amplikonlari i¢in PCR kosullar::
Denatiirasyon 94°C’ de 30 sn.
Primer baglanmasi 50 °C’ de 30 sn. 34 dongii
Primer uzamasi 72°C’ de 2 dk.
Ek uzama 72°C’ de 10 dk.

Yukarida belirtilen sekilde PCR kosullar1 diizenlendi ve Orneklerin
amplifikasyonlar1 yapildi. DNA amplifikasyonu i¢in “termal cycler’(Mycycler, BIO-
RAD, USA) kullanildi.

Agaroz jel hazirlanisi (%1) :

Agaroz 0.5 gr
I1XTBE 50 ml
Etidyum bromiir 1,25 ul

1XTBE soliisyonu hazirlanist:
SXTBE soliisyonu 1/5 sulandirilarak diliie edildi ve tampon soliisyon
olarak kullanildi.
5SXTBE soliisyonu 50 ml
Distile su 200 ml.

Amplifikasyon {irtinleri 100 volt akimda 45 dakika, ethidium bromide ile
boyanmis %1’lik agaroz jelde yiiriitiildii (91). Elektroforez sonrasi jeller UV 15181
alinda ve CCD kamera (Gel Logic 2200, KODAK, USA) ile goriintiilenerek

fotograflandi.
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Tablo - 2’de belirtilen amplifikasyon iiriinleri P.aeruginosa PAO-1 kontrol

susu ve “Heliosis 100 bp DNA Q-Ladder” marker kullanilarak degerlendirildi.

Tablo - 2: Quorum sensing genleri i¢in amplifikasyon sonrasi beklenen gen

biiyiiklikleri
QS Genleri Intakt Genler Internal Fragmentler
lasl 605 bg 363 be
lasR 725 bg 362 be
rhil 625 bg 143 bg
rhiR 730 be 207 bg
ISTATISTIKSEL YONTEM

Arastirma verilerinin analizinde “SPSS for Windows Ver. 13.0” paket

programi kullanildi. Biyofilm yapimu ile antibiyotik diren¢ oranlar1 ve QS genlerinin

karsilastirilmasinda Pearson ve Fisher’in kesin ki kare testi uygulandi. p degerinin

<0.05 olmas1 anlamli olarak kabul edildi.
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BULGULAR

Pamukkale  Universitesi Tip  Fakiiltesi ~Hastanesi  Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na 2006-2007 yillar1 arasinda farkli klinik servislerden gonderilen

hasta 6rneklerinden izole edilen 100 tane P.aeruginosa susu calismaya alindi.

Calismaya alinan toplam 100 susun 50 tanesi alt solunum yolu drneklerinden,
50 tanesi solunum yolu dis1 6rneklerden olustu. Suslarin %37’si trakeal aspirat,
%13’ii balgam, %21°1 idrar, %7’si kan, %11°1 yara ve %11’i diger 6rneklere aitti.

Calismaya alinan suglarin drneklere gore dagilimi Tablo - 3’de verilmistir.

Tablo - 3: Sistemlere gore drneklerin dagilim

Orneklerin Alindig Ornek tiirii Ornek Sayisi

Sistemler (%)

Alt Solunum Yolu Trakeal aspirat 37 (37)

(n:50) Balgam 13 (13)

Idrar 21 (21)
Solunum Yolu Dis1 Kan 7(7)

(n:50) Yara 11(11)

Diger 11 (11)

TOPLAM 100 (100)

Biyofilm yapimi yoniinden ¢alismaya alinan suslar incelendiginde PAO-1’in
biyofilm absorbans degerlerine gore, calismaya alinan suslardan 38 tanesinin %50 ve
altinda (zayif), 46 tanesinin %50-%100 arasinda (orta kuvvetli), 16 tanesinin

%100’ln tizerinde (kuvvetli) biyofilm yaptiklar1 saptandi.

Alt solunum yolu Orneklerinden izole edilen suslarin yaptigi biyofilm
diizeyleri ile diger sistem Orneklerinden izole edilen suslarin yapmis olduklar
biyofilm diizeyleri karsilastirildiginda istatistiksel acidan anlamli bir fark
saptanmamustir (p>0.05). Ornek gruplarina gore biyofilm yapim siddeti Tablo - 4’de

verilmistir.
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Tablo - 4: Alt solunum yolu ve solunum yolu dis1 6rneklerden izole edilen suslarin

biyofilm yapim siddeti
Alt Solunum Solunum Yolu TOPLAM
Yolu Dis1
Biyofilm siddeti Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%)
Zayif Biyofilm 20 (40) 18 (36) 38 (38)
Orta Kuvvetli 21 (42) 25 (50) 46 (46)
Biyofilm
Kuvvetli Biyofilm 9 (18) 7 (14) 16 (16)
TOPLAM 50 (100) 50 (100) 100 (100)

Calismaya alinan P.aeruginosa suslarimin  antibiyotik  duyarliliklar
incelendiginde en yiiksek direncin %84 oraninda sefotaksime kars1 oldugu goriildii.
Ikinci en yiiksek diren¢ %67 oraninda aztreonamda ve %63 oraninda gentamisinde
goriiliirken, diger antibiyotiklerin diren¢ oranlari %45 ve altinda bulundu. Ornek
tirlerine (trakeal aspirat, balgam, kan, idrar vs.) goOre antibiyotik direnci
incelendiginde, ornek tiirleri arasinda antibiyotik direngleri yoniinden istatistiksel

acidan anlamli bir fark olmadig saptandi (p>0.05).

Calismaya alinan suslarda elde edildikleri 6rnek gruplarina gore antibiyotik
diren¢ oranlart karsilastirlldiginda alt solunum yolu Orneklerinin aztreonam,
meropenem ve imipeneme, solunum yolu dis1 orneklere gore daha direngli oldugu

saptand1 ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05) (Tablo - 5).

Tablo - 5: Suslarin 6rnek gruplarina gore antibiyotik direng oranlari

Alt Solunum Yolu Ornekleri ~ Solunum Yolu DisiOrnekler TOPLAM

(n:50) (n:50) (n:100)

Antibiyotikler Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%)
Sefotaksim 44 (88) 40 (80) 84 (84)
Seftazidim 39 (78) 34 (68) 73 (73)
Gentamisin 33 (66) 30 (60) 63 (63)
Aztreonam* 39 (78) 28 (56) 67 (67)
Piperasilin 17 (34) 11 (22) 28 (28)
Siprofkoksasin 20 (40) 16 (32) 36 (36)
Tobramisin 13 (26) 11 (22) 24 (24)
Amikasin 14 (28) 9 (18) 23 (23)
Meropenem* 24 (48) 14 (28) 38 (38)
Imipenem* 29 (58) 16 (32) 45 (45)

*p<0.05
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Zayif biyofilm ve kuvvetli biyofilm yapan suglar antibiyotik direnci yoniinden
karsilastirildiginda kuvvetli biyofilm yapan grubun antibiyotiklere daha direngli
oldugu saptandi ancak, istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).
Bunun yam sira zayif biyofilm yapan grubun kuvvetli biyofilm yapan gruba gore
sadece sefotaksim ve amikasine istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha direncli

oldugu saptandi (p<0.05).

Biyofilm yapim arastirilan ve PAO-1 susuna gore %50’den daha diisiik, zayif
biyofilm yapan 30 sus ile %100’iin iizerinde, kuvvetli biyofilm yapan 10 susun QS
genleri PCR yontemi ile arastirildi (Tablo - 6).

QS gen calismasina alinan toplam 40 sugdan 21 tanesi (%52.5) alt solunum
yolu orneklerinden, 19 tanesi (%47.5) solunum yolu dis1 sistemlere ait 6rneklerden

izole edilmisti.

QS gen calismasina alman suglarda, PAO-1’e gore zayif biyofilm yapan
suglardan 16’s1 alt solunum yolu Orneklerinden, 14’ii ise solunum yolu dis1
orneklerden izole edilen suslardan olusmustu. Kuvvetli biyofilm yapan 10 sustan 5’1
alt solunum yolu orneklerinden; 5’1 de solunum yolu dis1 sistemlerden izole edilen

suslardi (Tablo - 6).

Tablo - 6: Quorum sensing genleri calisilan suslarin biyofilm diizeylerine gore

dagilimi
Zayif Biyofilm Kuvvetli Biyofilm
Suslarin izole Edildigi Say1 (%) Say1 (%)
Sistemler
Alt Solunum Yolu 16 (53.3) 5(50)
Solunum Yolu Digt 14 (46.7) 5 (50)
TOPLAM 30 (100) 10 (100)

QS genlerine ait bant biiyiikliikleri her deneyde PAO-1 susu kullanilarak

dogrulandi ve amplifikasyon sonrasi jel goriintiileri PAO-1’e gore degerlendirildi.
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lasI Geninin Amplifikasyon Sonuglar:

QS genlerinden olan lasl geninin varligt 40 sus iizerinde arastirilmistir.
Calismada lasl geninin varligi internal ve intakt genlere spesifik primer dizileri
kullanilarak incelendi. Kontrol sus PAO-1 kullanilarak yapilan caligmada
ongoriildiigii sekilde lasl geni internal bolgeye ait bant 363 bg¢’de, intakt bolgeye ait
bant 605 b¢’de saptanmustir (Sekil — 1, Sekil — 2).

Caligilan suslarin lasI internal genlerinin varligi Sekil - 1°de verilmistir.

— 400 b
— 300 bg;

M PAO-1

Sekil - 1: lasl internal geni jel goriintiisii

M: molekiiler agirlik standardi (DNA Q ladder marker),
PAO-1: pozitif kontrol ( 363 bg. seviyesinde bant ),

1-9 nolu kuyucuklar pozitif suslar,

10 nolu kuyucuk negatif sus (bant yoklugu mevcut).

Calismada /lasl internal geninin varliginin incelendigi 40 sustan 3’iinde 363

bc seviyesinde amplifikasyon saptanmamastir.
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Caligilan suslarin lasl intakt genlerine ait jel goriintiileri de Sekil - 2’de

verilmistir.

T00bce——
600he+—
500hce+—o

605h¢

M PAO-1 M PAO-1

Sekil - 2: lasl intakt geni jel goriintiisii

M: molekiiler agirlik standardi (DNA Q ladder marker),
PAO-1: pozitif kontrol ( 605 bg. seviyesinde pozitif bant ),
1-9 nolu kuyucuklar pozitif suslar,

10 nolu kuyucuk negatif sug

Calismada incelenen 40 sustan 2’sinde lasl intakt genini belirten 605 bg
seviyesinde amplifikasyon {iriinii saptanmamistir. Ayn1 zamanda lasl internal
genlerinde de amplifikasyon saptanmayan bu iki sus, kan ve trakeal aspirat

orneklerinden elde edilen suslardir.
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lasR Geninin Amplifikasyon Sonuclari

Calismada beklendigi sekilde /asR geni internal bolgeye ait bant 362 bg¢’de,
intakt bolgeye ait bant 725 b¢’de saptanmustir. lasR internal genine ait jel goriintiisii

Sekil — 3’de verilmistir.

500b¢ «—
400b¢ «—

300bg +—

||

M PAO-1 M
362b¢

=4

Sekil - 3: lasR internal geni jel goriintiisii

M: molekiiler agirlik standardi (DNA Q ladder marker)
PAO-1: pozitif kontrol (362 bg. seviyesinde pozitif bant)
1-4 ve 6-10 nolu kuyucuklar pozitif suslar

5 nolu kuyucuk negatif sus

Calismada incelenen 40 Ornekten sadece 1’inde lasR internal genine uyan
bolgede amplifikasyon saptanmamistir. Amplifikasyonun saptanmadigi bu sus bir

balgam 6rneginden izole edilmistir.
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lasR intakt genine ait jel goriintiisii Sekil — 4’de verilmistir.

T 2 3 4 5 6 7 8 9 10

300h; +—
T0hg +—

600h; +—

725

H -~
-

L ]

|

M PAO-1

Sekil - 4: lasR intakt geni jel goriintiisii

M: molekiiler agirlik standardi (DNA Q ladder marker)
PAO-1: pozitif kontrol (725 b¢. seviyesinde pozitif bant)
1, 3-7 nolu kuyucuklar pozitif suslar

2, 8,9, 10 nolu kuyucuklar negatif suslar

Calismada QS genlerinin varliginin incelendigi toplam 40 6rnekten 11’inde

lasR intakt gen bolgesinde amplifikasyon iiriinii saptanmamastir.
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rhil Geninin Amplifikasyon Sonuclari

Ongoriildiigii gibi rhll geni internal bolgeye ait bant 143 bg seviyesinde,
intakt bolgeye ait bant 625 bg seviyesinde saptanmistir (Sekil — 5, Sekil - 6).

=.

M PAO-
143hg
Sekil - 5: rhll internal geni jel goriintiisii
M: molekiiler agirlik standardi (DNA Q ladder marker)
PAO-1: pozitif kontrol (143 bg. seviyesinde pozitif bant)
1-8 nolu kuyucuklar pozitif suslar

9 ve 10 nolu kuyucuklar negatif suslar

Calismada rhll internal geni agisindan incelenen 40 ornekten 3’linde 143 bg.
biiyiikliigiinde amplifikasyon saptanmamistir. Bu suglarin 3’4 de balgam

orneklerinden izole edilen suslardir.
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Calisgilan suslara ait rhl/l intakt genine ait jel goriintiisii Sekil — 6°da

verilmistir.

700b¢ «—
600bg+—

200bg+—

.L

M PAO-1
625h¢

Sekil - 6: rhll intakt geni jel goriintiisii

M: molekiiler agirlik standardi (DNA Q ladder marker)
PAO-1: pozitif kontrol (625 bg. seviyesinde bant varligi)
1-4 ve 6-10 nolu kuyucuklar pozitif suslar

5 nolu kuyucuk negatif sus

Calismada rhll intakt gen varligi acisindan incelenen 40 sustan 5’inde
amplifikasyon saptanmamistir. Bu suslarin 2’si balgam 6rneklerinden, 1’1 idrar, 1’1

trakeal aspirat ve 1’1 kan 6rneginden izole edilmistir.
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rhIR Geninin Amplifikasyon Sonuclari

rhIR geni internal bolgeye ait bant 207 bg biiyiikliigiinde, intakt bolgeye ait
bant 730 bg biiyiikliigiinde saptanmistir (Sekil — 7, Sekil — 8).

Caligilan suslarin rh/R internal genine ait jel goriintiisii Sekil — 7°de

verilmistir.

300bg «—

200bc «——

100bg =——

i

M PAO-1
207b¢

o

Sekil - 7: rhIR internal geni jel goriintiisii

M: molekiiler agirlik standardi (DNA Q ladder marker)
PAO-1: pozitif kontrol (207 bg. seviyesinde pozitif bant)
1-4, 6-10 nolu kuyucuklar pozitif suslar

5 nolu kuyucuk negatif sus

Caligmada incelenen toplam 40 susun 3’iinde rh/R internal geninde
amplifikasyon iiriinii saptanmamistir. Bu 3 susun 1’1 trakeal aspirat, 1’1 balgam ve 1’1

idrar drneginden izole edilmistir.
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Caligilan suslarin rA[R intakt genine ait jel goriintiisii Sekil — 8’de verilmistir.

-
-
—
—
—
-
—
—-—

T '
3-—.

M PAO-1
730b¢

Sekil - 8: rhlIR intakt geni jel goriintiisii

M: molekiiler agirlik standardi (DNA Q ladder marker)
PAO-1: pozitif kontrol (730 bg. seviyesinde pozitif bant)
1-3, 5, 7-10 nolu kuyucuklar pozitif suglar

4 ve 6 nolu kuyucuklar negatif suslar

rhIR intakt geninin varligi agisindan incelenen biitiin 6rneklere baktigimizda
40 sustan 14 tanesinde amplifikasyon iiriinii saptanmamistir. Bu 14 susun 5’1 trakeal
aspirat, 3’ kan, 3’ii balgam, 2’si idrar ve 1’1 de bogaz Orneginden izole edilen

suglardir.

QS genlerinin arastirildigi suslardan herhangi bir amplifikasyon iiriinii
saptanmayan suslarda hazir ticari DNA ekstraksiyon kiti kullanilarak yeniden DNA
elde edildi ve yeni elde edilen DNA’lar ile PCR calismasi tekrarlandi. ikinci PCR

calismasinda da ilk calisma ile ayni sonuclar alindi.
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Calismaya alinan suslari QS gen amplifikasyon sonuglar toplu olarak Tablo

- 7°de verilmistir.

Tablo - 7: Quorum sensing gen amplifikasyon sonuglari

Amplifikasyon Pozitif Amplifikasyon Negatif TOPLAM
QS Genleri Say1 (%) Say1 (%) Say1 (%)
las] Internal 37 (92.5) 3(7.5) 40 (100)
las] Intakt 38 (95.0) 2 (5.0 40 (100)
lasR Internal 39 (97.5) 1(2.5) 40 (100)
lasR Intakt 29 (72.5) 11 (27.5) 40 (100)
rhil Internal 37 (92.5) 3(7.5) 40 (100)
rhil Intakt 35 (87.5) 5(12.5) 40 (100)
rhiR Internal 37 (92.5) 3(7.5) 40 (100)
rhiR Intakt 26 (65.0) 14 (35.0) 40 (100)

QS gen sonucglarina goére ayni gene ait hem internal hem de intakt gen

bolgesine ait amplifikasyon iiriinii yoklugu saptanan suslarda gene ait total kayip

oldugu kabul edildi. QS genleri calisilan 40 sus icerisinde total gen kaybi oldugu

goriilen 5 susun 2’sinde sadece lasl, 1’inde sadece rhll, 1’inde sadece rhIR geninde

internal ve intakt fragmentler saptanmazken, 1 susta hem lasR, hem rhll ve hem de

rhIR geninin total kaybi saptandi. Bu 5 susun 4’ii zayif biyofilm, 1’1 kuvvetli

biyofilm yapan suslardi. Birden fazla total gen kaybi sadece zayif biyofilm yaptig

saptanan ve balgam oOrneginden izole edilen 1 susda goriildii. QS total gen kaybi

saptanan 5 susun Ornek tiirleri ve gen sonuglar tabloda verilmistir (Tablo - 8).

Tablo - 8: Ornek tiirlerine gore quorum sensing total gen kayb1 bulunan suslar

Ornek lasl lasl lasR lasR | rhil rhil rhiR rhiR
tirii internal intakt | internal intakt | internal intakt | internal intakt
Trakeal | - - + + + + + +
aspirat

Kan - - + - + + + -
Balgam | + + - - - - - -
Balgam | + + + + - - + -
Idrar + + + - + - - -
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Orneklerin alindig1 gruplara gore incelendiginde, QS total gen kaybi olan 3
susun alt solunum yolundan, 2 susun ise solunum yolu dis1 érneklerden izole edildigi
goriildii. Gen defekti ile orneklerin alindigi sistemler arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05) (Tablo —9).

Tablo - 9: Ornek gruplarina gore quorum sensing total gen kaybr olan suslarin

dagilimi
Ornek Gruplari Gen(-)sus sayis1 | Gen(+) sus sayisi TOPLAM
Alt solunum yolu 3 18 21
Solunum yolu digt 2 17 19
TOPLAM 5 35 40

Total gen kaybi saptanan suslarin biyofilm ozellikleri degerlendirildiginde
zayif biyofilm yapan 4 ornekte en az 1 QS geninde total kayip goriiliirken, kuvvetli
biyofilm yapan orneklerden sadece 1 tanesinde, 1 gende total gen kaybi saptandi
(Tablo - 10). Zayif biyofilm yapan suslar ile kuvvetli biyofilm yapan suslar arasinda
total QS gen kaybi agisindan istatistiksel olarak fark saptanmadi (p>0.05).

Tablo - 10: Biyofilm oranlarina gore quorum sensing total gen kaybi olan suglarin

dagilimi

Biyofilm diizeyi QS Gen (-) sus sayisi | QS Gen (+) sus sayis1 | TOPLAM
Zay1f Biyofilm 4 26 30
Kuvvetli Biyofilm 1 9 10
TOPLAM 5 35 40
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Biyofilm diizeylerine gore gen kayiplarini ayrintili inceledigimizde zayif

biyofilm yapan grupta las], lasR ve rhll genlerindeki kaybin, kuvvetli biyofilm yapan

gruba gore daha fazla oldugu goriilmiistiir (Tablo - 11).

Tablo — 11: Total gen kaybi saptanan suslarin quorum sensing genlerinin biyofilm

diizeylerine gore dagilimi

Biyofilm oranlari lasl (-) lasR (-) rhil (-) rhiR (-)
Zayif biyofilm 2 1 2 1
Kuvvetli biyofilm 0 0 0 1
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TARTISMA

P.aeruginosa, immiin yetmezligi olan, uzun siire antibiyotik kullanan ya da
radyoterapi alan, malign yada metabolik hastaligi bulunan, yash, HIV ile enfekte,
kistik fibrozisli, genis agir yaniklhi kisilerde en Onemli firsatct enfeksiyon

etkenlerinden biridir ve dogada yaygin olarak bulunmaktadir (93).

Degisik c¢aligmalarda hastane kaynakli enfeksiyonlarin  %8-25’inde
P.aeruginosa sorumlu tutulmustur. Bu bakteri hastanelerde nemli ortamlardan ve
hasta tedavisinde kullanilan alet ve sivilardan siklikla izole edilir ve 6zellikle yogun
bakim iinitesi ve noétropenik hastalarin izlendigi birimler i¢in daha da Onem

kazanmaktadir (94, 95).

P.aeruginosa, yiiksek mortalite ile seyreden klinik tablolara neden olur (10,
11). P.aeruginosa’nin neden oldugu ciddi enfeksiyonlarin tedavisi, giliniimiizde
yaygin olan ¢oklu antibiyotik direnci nedeni ile sorun yaratmaktadir. Pseudomonas
enfeksiyonlarinda antimikrobiyal ajanlara direncin ¢abuk geligsmesi ve yiiksek oranda

bulunmasi énemli bir sorundur (94, 95).

P.aeruginosa insanda farkli anatomik bolgelerde farkli kosullarda firsatci
enfeksiyonlara neden olmaktadir. Enfeksiyon gelisiminde konak hiicre yanit1 yaninda
bakteriye ait cesitli viriilans faktorlerinin 6nemli rolii oldugu bilinmektedir. Bu
virillans faktorleri arasinda kirpik, pilus, LPS, alginat, piyosiyanin, piyoverdin,
proteaz, elastaz, fosfolipaz C, ekzoA, ramnolipid ve biyofilm yer almaktadir (16 -31,

46).
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Firsat¢r bir patojen olan P.aeruginosa entiibe edilmis hastalarda ventilatorle
iliskili agir pnomonilerden sorumlu tutulmustur. Bu hastalarda P.aeruginosa’nin st
solunum yolundaki kolonizasyonu ve endotrakeal entiibasyonun siiresi pnomoni
olusumuyla iligkilidir. Hareketsiz veya cansiz yiizeylerin P.aeruginosa tarafindan
kolonize edilebilmesi i¢in, bakterilerin genis bir ylizeyde biiyiimeleri gerekmektedir.
Bu durum biyofilm olusumu ile gerceklesmektedir (96). Biyofilm olusumunda
bakteriye ait pilus ve kirpik varligi, ekzopolisakkarit tiretimi gibi dzellikler yaninda
kati-siv1 etkilesim yiizeyi, sivi besi ortami, hiicre yiizeyinin biyokimyasal ve
hidrofobik yapisi, ortam 1s1s1, pH’1, O, basinci, karbon kaynagi ve ozmolarite gibi

cevresel faktorler de 6nemli bir rol oynamaktadir (32, 36, 37).

P.aeruginosa’da agil homoserin lakton aracilikli hiicreden hiicreye sinyal
sistemi, cesitli ekstraselliller viriilans faktorlerinin  salintminin ~ kontroliiniin
diizenlenmesinde ve biyofilm olusumunda 6nemlidir. Sentezlenen bu molekiiller lasI
ve rhil genleri olmak iizere 2 otoindiikleyici sentez geni ile baglantilidir. AHL
molekiilleri kistik fibrozisli hastalarin akciger sekresyonlarinda saptandigi gibi in
vitro P.aeruginosa biyofilm modelinde ve in situ iiretral kateterlerde de saptanmistir

(96).

Bu calisma, Pamukkale Universitesi Arastirma Uygulama Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda P.aeruginosa olarak tanimlanan 50 alt solunum yolu
orneginden ve 50 solunum yolu dis1 6rnekten soyutlanmis toplam 100 P.aeruginosa
susunda biyofilm yapiminin varligi, siddeti ve biyofilm olusumunda QS genlerinin

roliiniin aragtirilmasi amaciyla planlanda.
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Bu calismaya alman 100 P.aeruginosa susundan 38 tanesinin PAO-1’in
biyofilm diizeylerine gore %50 ve altinda zayif biyofilm yaptig1 saptanirken, 46
tanesinin %50-%100 arasinda orta kuvvetli biyofilm ve 16 tanesinin %100 ve

tizerinde kuvvetli biyofilm yaptiklar1 saptandi.

Calismaya alinan P.aeeruginosa suslarindan alt solunum yoluna ait
orneklerden izole edilen suslarin 20 tanesinin (%40) zayif biyofilm, 21 tanesinin
(%42) orta kuvvetli biyofilm, 9 tanesinin (%18) kuvvetli biyofilm yaptig1; solunum
yolu dig1 drneklerden izole edilen suslarin ise 18 tanesinin (%36) zayif biyofilm, 25
tanesinin (%50) orta kuvvetli biyofilm, 7 tanesinin (%14) kuvvetli biyofilm yaptig
saptandi. Bu sonuglara gore alt solunum yolu 6rneklerinden izole edilen suslarin
yaptig1 biyofilm diizeyleri ile diger sistemlerden izole edilmis suslarin yapmis oldugu

biyofilm diizeyleri arasinda istatistiksel agidan anlaml1 bir fark saptanmadi (p>0.05).

P.aeruginosa’nin farkli yontemlerle biyofilm yapiminin incelendigi bir¢ok
calisma vardir (46, 47, 89, 91 97, 98). Biyofilm siddetinin 6l¢iimiinde kullanilan
mikrotitrasyon plagi yontemi, polistren tiip yontemi ve flow-cell yonteminin temeli
biyofilm tabakasinin absorbans Olc¢iimiine dayanmaktadir. Burada sunulan bu
calismada biyofilm yapimi mikropleyt yontemi ile kristal viyole kullanilarak

arastirildi (89, 90, 91).

Wang ve ark’min 2005 yilinda yaptigi bir calismada otopatojenik 12
P.aeruginosa sugunun kristal viyolenin kullanildigi mikrotitrasyon plagi yontemi ile
biyofilm diizeyleri Olciilmiis ve PAO-1’in biyofilm diizeylerine gore suslar
karsilagtirilmigtir. Calismanin sonucunda 12 sustan 10 tanesinin PAO-1’e gore 2-18
kat daha gii¢lii biyofilm yaptig1 saptanirken diger 2 susun PAO-1’e yakin veya daha
diisiik oranda biyofilm yaptig1 saptanmistir (99).

Calismaya alinan P.aeruginosa suglarinin antibiyotik duyarlilik profilleri disk
difiizyon yontemi ile belirlendi. Buna gore bu suslarda en yiiksek diren¢ orani
sefotaksimde goriilirken, en duyarli antibiyotiklerin amikasin, tobramisin ve

piperasilin oldugu bulundu.
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Antibiyotik diren¢ oranlann ile ilgili yapilan c¢esitli caligmalarda
P.aeruginosa’nin en duyarl oldugu antibiyotiklerin imipenem, meropenem ve daha
diisiik oranlarda olmakla birlikte amikasin oldugu; sefalosporinlerin daha direncli

olduklari bildirilmistir (100 -105).

P.aeruginosa’da antibiyotiklere diren¢ Ozelliklerinin incelendigi bir
calismada yogun bakim ve bakimevi hastalarindan izole edilen suslar, yogun bakim
disindaki hastalardan izole edilen suslara gére daha direngli saptanmis ve bu direng
istatistiksel olarak anlaml1 diizeyde bulunmustur. Bunun yani sira drneklerin alindigi
sistemlere bakildiginda ise alt solunum yolu drneklerinin iist solunum yolu ve diger
sistem Orneklerinden istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha direncli oldugu
saptanmistir. Coklu ila¢ kullaniminin, 6zellikle yogun bakim ve bakimevinden izole
edilen suslarda, ila¢ direncini istatistiksel olarak anlamh diizeyde arttirdigini belirten
calismada, antibiyotik direncinin hastanin yasi, yogun bakim hastas1 olup olmamasi

gibi 6zellikleri ve 6rnegin alindigr sistemle iliskili oldugu raporlanmistir (106).

Bu c¢alismada oOrnek tiirleri (trakeal aspirat, kan, idrar vd.) ile antibiyotik
direng oranlar arasinda istatistiksel agidan anlaml bir fark saptanmadi (p>0.05). Alt
solunum yolu 6rnekleri ile solunum yolu disindan izole edilen 6rneklerin antibiyotik
diren¢ oranlan karsilagtirildiginda alt solunum yolu Ornekleri solunum yolu disi
orneklere gore sadece aztreonam, meropenem ve imipeneme istatistiksel olarak
anlamli diizeyde daha direncli saptanmistir (p<0.05). Bu sonuglar literatiirdeki diger

calismalarla uyumlu bulunmaktadir (106).

Bu calismaya alinan alt solunum yolu 6rneklerinin ¢ogunlugunun trakeal
aspirasyon gibi yogun bakim hastalarina ait olmasi ve &rneklerin ¢ogunlugunun
hastane kaynakli, cogunlukla coklu ila¢ tedavisi uygulanan yogun bakim
hastalarindan izole edilen P.aeruginosa suslarindan olusmasinin, daha yiiksek direng

oranlarinin gelismesine neden oldugu diisiiniilmiistiir.

51



Biyofilm olusumu dogal kapak endokarditi, osteomyelit, dental tasiyicilik,
kronik bakteriyel prostatit, orta kulak enfeksiyonlari, tibbi implant enfeksiyonlar1 ve
ozellikle kistik fibrozisli kronik akciger hastaliklarinda 6nemli bir yer tutmaktadir.
Olusan biyofilmin antibiyotik tedavisine ayni genetik materyale sahip planktonik
bakterilere oranla 100 -1000 kat tolerans veya direnc¢ gelistirmesi, fagositoza karsi
olusan diren¢ ve tedavi sonrasi relaps oraninin yiiksek oranda goriilmesi, biyofilm
olusturan bakterilerin yasayan organizmadan uzaklagtirllmasinin ne kadar gii¢

oldugunun en 6énemli gostergesidir (33).

P.aeruginosa’nin biyofilm yapist kistik fibrozisli hastalarin tedavisi gii¢ ve
direncli enfeksiyonlarna katkida bulunan bir faktordiir ve planktonik hiicrelerle
karsilastirildiginda biyofilm icindeki hiicrelerin antimikrobiyal tedavi ve konak

immiin yanitina daha direncli olduklar gosterilmistir (107).

Bu calismaya alinan suglarin biyofilm diizeylerine gore antibiyotik direng
oranlann karsilastirildiginda, kuvvetli biyofilm yapan grubun antibiyotiklere daha
direncli oldugu goriildi. Ancak bu direng artis1 istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi. Bunun yani sira zayif biyofilm yapan grubun kuvvetli biyofilm yapan
gruba gore sadece sefotaksim ve amikasine daha direngli oldugu istatistiksel olarak
anlaml1 bulundu (p<0.05). Sadece iki antibiyotikte bulunan bu sonug, tesadiifi iliski
olabilecegi gibi, gercek bir biyofilm-antibiyotik direnci iligkisini de yansitabilir. Bu
iliskinin daha fazla sayida sus ile degerlendirilmesi gercek iliskiyi ortaya koymasi
acisindan uygun olacaktir. Bu sonug literatiirdeki pek cok calisma ile celisen bir
sonug olarak goriilse de, antibiyotik duyarlilik testleri ile biyofilm 6l¢iimlerinin farkli
zamanlarda, farkli ortam kosullarinda yapilmis olmasinin bu farka neden olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu nedenle biyofilm ve antibiyotik direnci iligkisinin
sorgulanmasinda, biyofilmdeki ve serbest bakteriler iizerine antibiyotiklerin etkisinin

ve MIK degerlerinin arastirilmasi daha gercek¢i ve dogru sonuglar verecektir.
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Kistik fibrozisli 8 hastanin solunum yolu orneklerinden izole edilen 12
P.aeruginosa susunun antibiyotik duyarliligimin degerlendirildigi bir calismada,
biyofilm yapan suglarin biyofilm yapmayan suslara gore tekli ve c¢oklu

antibiyotiklere daha direngli olduklar1 saptanmistir (108).

Yapilan bir bagka calismada 8 ayr hastaneden toplanan ve nozokomiyal
enfeksiyona neden olan 162 P.aeruginosa susunun mikrotitrasyon plagi yontemi ile
biyofilm yapimi ve disk difiizyon yoOntemi ile antibiyotik diren¢ oranlari
karsilastirilmistir. Calismada biyofilm diizeylerine gére bu suslar biyofilm yapan ve
biyofilm yapmayan olarak iki gruba ayrilmistir. Antibiyotik diren¢ oranlarina
bakildiginda her iki grubun amikasin, gentamisin ve seftriaksona benzer oranlarda,
siprofloksasine ise daha diisiik oranda, direngli olduklar1 goriilmiis. Ayn1 calismanin
sonucunda biyofilm yapan grubun antibiyotiklere daha direngli oldugu ve tedavisi

daha zor enfeksiyonlara yol actigi belirtilmistir (47).

Biyofilm icerisindeki bakterilerin antibiyotiklere karsi direncini saglayan
faktorler gesitlidir. Bunlar arasinda yavas biiytime, biyofilm tabaninda azalan oksijen
miktari, pozitif yiiklii aminoglikozitlerin negatif yiikli alginat polimerlerine
baglanmasiyla olusan penetrasyon bariyeri ve bakteride beta laktamazlarin varligi
sayilabilir. Standart duyarlilik testleri kullanilan antibiyotiklere karsi duyarh
oldugunu gostermesine ragmen biyofilm icerisindeki bakterilerde artan direng

bunlarin tedavisinde genellikle basarisizliga neden olmaktadir (109).

P.aeruginosa’nin ekstraseliiler viriilans faktorlerinin ¢ogunun iiretiminin
kontrolii hiicreden hiicreye sinyal araciligi ile bakteriler arasi iletisim ve bakteriyel
hiicre yogunlugunun go6zlendigi mekanizmalarla gerceklesir. Bakteriler arasi
iletisimde kullanilan dil, mikroorganizmalarin c¢evreye saldiklart sinyal
molekiillerinden olugmaktadir. Bakteriler iirettikleri sinyal molekiillerinin
yogunlugunu odlgebilmekte, bdylece cevrelerindeki diger mikroorganizmalarin
miktarim1 hissedebilmektedir. QS olarak adlandirilan bu sistem viriilansda 6nemlidir

(50, 51).
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P.aeruginosa’nin ekzoproteaz, siderofor, ekzotoksin ve lipaz gibi c¢ogu
viriilans faktorleri QS tarafindan diizenlenir. Viriilans faktorlerinin QS tarafindan
kontrolii P.aeruginosa’ya c¢esitli avantajlar kazandirir. QS sistemi ekstraseliiler
viriilans faktorlerinin iiretiminin yeterli bakteri yogunluguna ulasildiktan sonra

gerceklesmesini saglar (93).

Genetik calismalar P.aeruginosa’da iki ayr1 QS sistemini tanimlamistir. Las
R-I ve Rhl R-I olarak isimlendirilen bu sistemlerin her birinde R ve I genleri arasinda
baglant1 vardir. LasR sistemi, transkripsiyonel diizenlenme sonucunda Lasl aracilikli
genel sinyal molekiilii olan 3-O-C;,-HSL salinimin1 gergeklestirirken, RhIR sistemi,
transkripsiyonel diizenlenme sonucunda RhlI aracilikli genel sinyal molekiilii olan

C4-HSL molekiiliiniin salinimin1 gerceklestirir (110).

P.aeruginosa’da diisiik hiicre yogunlugunda da bazal diizeyde Lasl aracilikh
3-0-C,-HSL iiretimi mevcuttur. Hiicre yogunlugunun artmasi ile sinyal molekiilii
kritik konsantrasyona ulasir ve LasR aktivasyonu gerceklesir. LasR-3-O-C;,-HSL
kompleksi viriilans genlerinin transkripsiyonunu aktive eder. Aktive olan bu genler
lasB, toxA, rhIR ve lasl genlerini icerir. LasR tarafindan LasI’nin aktivasyonu pozitif
otoregiilator dongiiyii olusturur. QS diizenleyici kaskatta LasR araciligi ile RhIR nin
aktivasyonu gerceklesir. Sonu¢ olarak Rhl sisteminin aktivasyonu i¢in Las sistem
aktivasyonu gereklidir (75). Rhll aracilikli C4-HSL salinimi RhIR aktivasyonunu
saglar. RhIR aktivasyonu hidrojen siyanid ve piyosiyanin gibi cesitli sekonder
metabolitlerin iiretimi i¢in gereken genlerin ekspresyonunu saglar. P.aeruginosa’da
QS mekanizmasinin elementlerindeki mutasyon, bu bakterilerin laboratuar
kosullarinda biiyiimesini belirgin bir sekilde etkilemez. PAO-1 susu ile Lasl ve Rhll
sistemlerinde mutasyon oldugu saptanan P.aeruginosa suslarinda aym laboratuvar

kosullar altinda benzer biiylime oranlari saptanmistir (75).

P.aeruginosa patogenezine QS’in katkist bu giine kadar literatiirde
yaymlanmis pek cok calismayla gosterilmistir. Klinik c¢alismalarda ozellikle
P.aeruginosa’nin, kronik akciger enfeksiyonu bulunan kistik fibrozis gibi hastalarin
enfekte akciger dokularinda ya da farkli enfekte dokularda QS’in tiimiiyle
fonksiyonel oldugu bulunmustur (72, 84, 87, 91, 93, 108).
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P.aeruginosa’da QS sistemi alanindaki son caligsmalar, bu sistemin biyofilmin
dogru olusumu icin hayati oldugunu gostermistir (111). P.aeruginosa kistik fibrozisli
hastalarin akcigerinde kritik kolonizasyonla biyofilm olusturur. Las sistemi elastaz,
alkali proteaz gibi viriilans faktorlerinin salinimini, Rhl sistemi ise ramnolipid ve
piyosiyanin enzimlerinin salinimini, ayrica hidrojen siyanid sentezini kontrol eder.
Las ve Rhl sistemleri birlikte iki yiizden fazla genin salimminda etkilidirler ve

biyofilm olusumunu da kontrol ederler (112).

Literatiirde yaymlanmis QS sistemi ve P.aeruginosa’nin viriilans faktorleriyle
ilgili pek ¢ok calisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda QS sistemine ait lasl, lasR,
rhil ve rhiR genlerinin varliginin aragtirilmasinda farkli yontemler kullanilmigtir. QS
genlerinin saptanmas1 amaciyla polimerase chain reaction (PCR), high pressure
ligued chromatography (HPLC), thin layer chromatography (TLC), southern blot
yontemleri siklikla kullanilmistir (69, 71, 87, 91, 113, 114).

Bu calismada QS’de rol alan lasl, lasR, rhil ve rhIR genlerinin varliklar1 PCR
yontemi kullanilarak incelendi. Bunun icin bu genlerin icinde degisik bolgelere uyan

ve daha Once tasarlanmis oligoniikleotid primerleri kullanildi (91).

Bu calismada pozitif kontrol olarak, QS sistemine ait 4 geni de icerdigi
bilinen P.aeruginosa’nin PAO-1 susu kullanildi. Calisma sonuglart PAO-1 ile
karsilastirilarak degerlendirildi. QS gen calismasina alinan toplam 40 susun 20’sinde
4 gen bolgesine ait hem internal hem de intakt genlerin hepsi saptanirken, 20 susda
farkli genlerde ve farkli fragmentlerde amplifikasyon iiriinii saptanmadi. Bazi
suglarda birden fazla gen bolgesinde amplifikasyon iiriinii elde edilemedi. Toplam 40
susta %92,5 -97,5 oraninda internal gen amplifikasyon iiriinii saptanirken, dzellikle
lasR ve rhiIR intakt gen bolgelerinde amplifikasyon {iirlinii daha diisiikk oranda

saptandi.
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Internal ve intakt genlerdeki uyumsuz amplifikasyon sonuglarim dogrulamak
icin, caligmada herhangi bir gen {iriinii saptanamayan suglarda PCR calismas1 ikinci
kez tekrarlandi. Aym genlerde kayip saptanan bu suslardan hazir ticari kit
kullanilarak DNA eldesi yeniden gerceklestirilerek bir kez de bu yeni DNA’larla
PCR calismasi yapildi. Sonugta her iic PCR calismasinda da lasR geninde 11, rh/R
geninde 14 susta intakt gen bolgesi amplifiye edilemedi. Bu 11 susun 1 tanesinde
lasR geninin hem internal hem de intakt gen bolgesi yokken, 14 susun 2 tanesinde

rhIR geninin hem internal hem de intakt gen bolgesi saptanmadi.

Internal bolgede amplifikasyon iiriinii elde edilmesine ragmen intakt bolgede
iriin elde edilememesi sasirtict ve ilging bulunmustur. Ancak literatiirde benzer
durum olup olmadig arastirildiginda, bu caligmanin primer dizileri i¢in referans
alan ¢alismada da benzer durumun oldugunun belirtildigi goriilmiistiir. Schaber ve
ark yaptiklart calismada, intakt ve internal primerler ile QS genleri calisilan ve
sadece lasR intakt ve rhlIR intakt gen kaybi olan suslarda, aym1 genlerin internal
bolgelerinin sentezlenip intakt bolgelerinin sentezlenememesini, gene komsu
bolgelerdeki degisimlerle aciklamaya calismislardir. Bu degisimlerin primerlerin
hibridizasyonu ve PCR iiriinlerinin sentezini engelledigi one siiriilmiistiir. Mevcut
degisimin internal bolge sentezini engellemedigi belirtilmistir. Calismada rhIR ve
lasR genlerinin daha biiyiik DNA parcalarinin klonlanmaya calisildigi, daha sonra
intakt genler icin yeni fragmentler izole edilecegi ve niikleotid dizilimi belirlenecegi

belirtilmistir (91).

Bu calismada da benzer durumun goriilmesi lizerine DNA eldesi ve PCR
kosullart ¢esitli zamanlarda tekrarlanmis ve sonuglarin ayn1 bulunmasi nedeniyle bu
durumun, suslardan DNA elde edilmesi ile ilgili veya PCR kosullarindan
kaynaklanmadig: diisiiniildii ve biiyiik olasilikla intakt gen bolgesi i¢in tasarlanmis
primerlerin primer baglanma bolgesindeki nokta mutasyon, baz kaybi1 ve benzer
nedenlere bagli primer baglanamamasi sonucu olarak amplifikasyonun
gerceklesemedigi seklinde yorumlandi. Sonugta bazi suslarda intakt genler amplifiye
edilemezken, mevcut degisimin internal bolge sentezini engellemedigi
disiiniilmiistiir. Ayrica primerlere bagh “mismatches”lerin primerlerin gen {iriin

amplifikasyonunu o6nleyebildigi de belirtilmektedir (91). Intakt bolgedeki bu
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saptanamama durumu benzer nedenlerden kaynaklanmis olabilir. Bu suglardaki bu

durumun ileri incelemelerle aydinlatilmasinin yararl olacag diisiiniilmektedir.

Bu caligmada yukaridaki agiklamalar temelinde hem internal hem intakt gen
tiriinii elde edilemeyen suslar ger¢ek anlamda total gen kaybi olan suslar olarak kabul
edildi. Bu sekilde degerlendirildiginde QS genleri ¢alisilan 40 sus icerisinde toplam 5
susta farkli genlerde total gen kaybi saptandi (Tablo - 8). Bu 5 sustan 2’sinde (1
trakeal aspirat ve 1 kan ornegi) lasl, 1’inde (balgam) lasR, 2’sinde (2 balgam 6rnegi)
rhil ve 1’inde (idrar) rh/R genlerinin hem internal hem intakt bdolgelerine ait

amplifikasyon iirlinii saptanamadi.

Tmaz ve ark, 50 klinik P.aeruginosa susunda QS ve viriilans faktorlerinin
iliskisini inceledikleri ¢alismalarinda TLC yontemiyle 4 susda C4-HSL saliniminin
diisiik oldugunu bulmuglardir. Bu 4 susun viriilans faktorleri incelendiginde pozitif
kontrol olarak alinan PAO-1 susuna gore belirgin oranlarda daha diisiik elastaz,
ramnolipid ve piyosiyanin iiretimleri oldugunu saptamiglardir. Bu sonuglarin suglarda
ozellikle rhl gen sisteminin kaybi oldugunu diisiindiirdiigii belirtilmistir. QS genleri
acisindan degerlendirmek amaciyla lasl, lasR, rhll, rhIR intakt genlerinin ve pozitif
kontrol olarak PAO-1 susunun kullanildigt PCR calismasinda, 4 susun tamaminda
QS genlerinin tiimiiniin varligr gosterilmistir. C4-HSL defektli 4 susun gen
sekanslamalar yapildiginda 2 susta rhll geninde, 2 susda ise hem rhll hem de rhIR
geninde mutasyon oldugu saptanmistir. Bu mutasyonlarin C4-HSL ve viriilans
faktorlerinin kaybina neden oldugunu belirtmislerdir. Ortama C4-HSL eklenmesi ile
fenotipik degisimlerin diizelmemesi de gen mutasyonlarina baglanmistir. Calismada
kullanilan suslarin viriilans faktorlerinin ¢ogunun kaybina ragmen kan, idrar ve yara
yerinden izole edilmis olmasi, insanlarda QS sisteminin P.aeruginosa patogenezinde

major rolil oldugu sonucunu desteklemistir (115).
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Yapilan diger bir ¢alismada klinik (nozokomiyal pnomoni ve bakteriyemi) ve
cevresel kaynakli olmak iizere toplam 66 P.aeruginosa susu ve PAO-1 (kontrol susu)
susunun /asR geninde sekans ¢alismasi sonucunda mutasyon, niikleotid degisiklikleri
ve insersiyonlar saptanmis; PCR ile lasR internal gen varlig1 saptanan 26 tane klinik
(13 pnomoni, 13 bakteriyemi) ve 9 tane cevresel izolat olmak iizere toplam 35
izolattan 33 tanesinde, Ozellikle enfeksiyonun erken baslangic asamasinda lasR
diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli miktarlarda arttigt gosterilmistir. Artigin
gosterilemedigi 2 susun pnOmoni hastalarindan izole edilmis suslar oldugu
vurgulanmigtir. Ayni calismada farkli kaynaklardan gelen suslarda da lasR diizey
artislar1 saptanmistir. Bununla beraber pndmoni izolatlarinda bakteriyemi izolatlarina
gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis gozlendigi belirtilmistir. Cevresel

izolatlardaki lasR diizeylerinin degisen oranlarda saptandigi belirtilmistir (71).

Schaber ve ark, 2004 yilinda yaptiklarn bir ¢alismada {iiriner sistem, alt
solunum yolu ve yara enfeksiyonlarindan izole edilmis 200 P.aeruginosa susunu,
viriilans faktorleri ve QS genleri acisindan degerlendirmislerdir. Calismaya alinan
suslarda elastaz iiretimi diisiik bulunan 5 susta PCR yontemi ile QS genleri ¢alisiimis
ve 2 susun lasR ve rhlR intakt ve internal genlerinde kayip oldugunu saptamislardir.
Bu 2 sugdan birinde aym1 zamanda lasI intakt gen yoklugu da saptanirken, diger 3
susdan 1 tanesinde sadece rh/R intakt gen yoklugu bulmuslardir. Sonug¢ olarak
sadece 2 susda 4 QS geni de pozitif bulunmustur. QS sinyal molekiillerinin
diizeylerine bakildiginda, elastaz diizeyi diisiik bulunan bu 5 izolatin PAO-1’e gore

istatistiksel olarak daha diisiik diizeyde QS sinyal molekiilii iirettigi saptanmistir (91).
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Chen ve ark’nin 2004 yilinda yaptig1 bir ¢calismada P.aeruginosa’nin PAO-1
susu ile rhll ve rhiR genlerinde mutasyon oldugu bilinen suglar1 kullanilmigtir. Bu
caligmada rhl sistem otoindiikleyicisi olan “N-butanoyl-homoserine lactone”un
sentez kinetikleri ve yikimi degerlendirilmistir. Calismaya alinan 2 mutant susun
biiylime profilleri PAO-1 ile benzer bulunurken, bu suslarda belirgin diizeyde
ramnolipid sentezi gézlenmemistir. 74/R veya otoindiileyici sentezinde mutant olan
suglarda aktif ramnolipid sentezinin engellendigi gosterilmistir (116). Bununla
beraber bir diger calismada rh/l mutant oldugu bilinen suslarda biiyiime defekti

goriilmezken cok diisiik diizeyde ramnolipid iiretimi gdzlenmistir (117).

Bir baska calismada rhll mutant suslarin ramnolipid sentezinin 1/3 ve 1/2
oranlarinda azaldig1 gosterilmis ve yine ayni1 ¢calismada las/l ve rhll cift mutantlarda
tiretimin tiimiiyle durdugu saptanmistir. Kesin olmamakla birlikte mutant suslara las
sistemi  otoindiikleyicisinin  ilavesiyle = yeniden = ramnolipid  sentezinin

gerceklesmeyecegi belirtilmistir (79).

Bu caligmada biyofilm yapimi ile QS genlerinin kayb1 arasinda herhangi bir
iliski olup olmadigi arastirildi. Biyofilm yapimi PAO-1’e gore zayif olan 30 sus ile
karsilastirma amaciyla kuvvetli biyofilm yapan 10 sus calismaya alindi. Zayif
biyofilm yapan suslarin 26’sinda (%86,7) herhangi bir total gen kaybi1 olmadigi
saptandi. Total gen kayb1 saptanan 5 sus incelendiginde 4’iiniin zay1f biyofilm, 1’inin
kuvvetli biyofilm yaptigt goriildii. QS genlerine gore calisma sonuglart
degerlendirildiginde lasl, lasR ve rhil genlerindeki kaybin zayif biyofilm yapan
grupta kuvvetli biyofilm yapan gruba gore daha fazla oldugu, ancak aradaki farkin

istatistiksel olarak anlamli olmadig: saptandi.

Ozellikle lasI ve rhil gen defekti oldugu bilinen mutant PAO suslari ile vahsi
tip PAO-1 susunun biyofilm yapim oranlarinin karsilastirildigi bir calismada, Lasl
sistem otoindiikleyicisi 3-O-C,-HSL yoklugunda biyofilm oranlarinin vahsi tip
PAO-1 ile benzer oldugu bulunmus. Buna karsilik RhlII sistem otoindiikleyicisi olan
C4-HSL yoklugunda biyofilm oranlarinin vahsi tipe gore % 40-%60 oranlarinda daha
diisiik oldugu belirtilmis ve biyofilm yapiminda RhlI sisteminin Lasl sistemine gore

daha etkili oldugu vurgulanmistir (96).

59



QS otoindiikleyicilerinin yikiminin P.aeruginosa’nin viriilans faktorlerine
etkisini inceleyen bir ¢alismada, P.aeruginosa’nin PAO-1 susu ile otoindiikleyicileri
yiktigi  bilinen genin aktarildigt PAO-1 susu karsilastinlmistir. QS
otoindiikleyicilerinin yikimi1 ile elastaz ve proteaz gibi viriilans faktorlerinin
sentezinde azalmanin saptandigi calismada QS otoindiikleyicilerinin yikimi ile
P.aeruginosa’nin olgun biyofilm miktarimin belirgin oranda azaldigi, yapisinin
bozuldugu ve QS yoklugunda olusan biyofilmin dagiliminin kolaylastig

gosterilmistir (3).

Ulkemizde yapilmis biyofilm yapimi ve antibiyotik direnci ile QS sinyal
molekiillerinin iliskisini inceleyen bir caligmada, gentamisine duyarli ve orta
derecede duyarli yara 6rneginden izole edilmis klinik suslar ve P.aeruginosa ATCC
27853 susu kullanmilmistir. Mikrodiliisyon yontemi ile farkli bakteri ve antibiyotik
diliisyonlarinda AHL tiirlerinin saptandig1 ¢alismada, her iki QS sistemine (Las ve
Rhl) ait sinyal molekiillerinin minimum inhibitér konsantrasyonu (MiK)
degerlerinden sonra ortamda saptanmaya basladig1r ve etkinliklerini siirdiirdiikleri
belirtilmistir. ELISA yontemi ile biyofilm ve AHL tiirleri degerlendirildiginde ise
MIK degerlerinden itibaren biyofilm olusumu ile suslarda Las ve Rhl sistemine ait
AHL yanitlarinin paralel olarak artmaya basladigi saptanmistir. Calismada sonug
olarak biyofilm olusumunun Las ve Rhl sistemlerinin biri ve/veya ikisi ile

diizenlendigi sonucuna varildigi belirtilmistir (118).

Shih ve ark’min biyofilm ve QS iliskisini arastirdiklari ¢alismalarinda,
P.aeruginosa PAO1 susu ile lasl-rhll, lasl ve rhil mutant suslar1 biyofilm olugturma
yoniinden karsilagtirdiklarinda biyofilmin baslangi¢c asamasinda belirgin fark yokken,
olgun biyofilm olusumuna farklilanma ve cogalma asamasinda PAO-1’in mutant

suglara gore belirgin olarak hizli ilerledigini saptamislardir (119).

Yapilan bir bagka c¢alismada, QS otoidiikleyicilerinin yikimi ile elastaz,
ramnolipid ve piyosiyanin gibi viriilans faktorlerinin sentezi ile P.aeruginosa’nin
flagellar hareket yapisimin  bozuldugu saptanmistir. Bu calismada QS
otoindiikleyicilerinin yikimi sonucunda P.aeruginosa’nin yiizeye yapisma 6zelliginin

etkilenmedigi bulunurken, biyofilmin erken baslangi¢c asamasinda anlamli bir azalma
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olmadigi saptanmistir. QS otoindiikleyicilerinin biyofilmin erken baslangic
asamasinda degil, olgun biyofilm kitlesinin olusumunda etkili oldugu belirtilmistir

(120).

Bu calismada da PAO-1’e gore zayif biyofilm yapan suslardan 26’simin QS
total gen kaybi saptanmamistir. Bu sonuca gore biyofilm yapiminin sadece QS gen
varligina bagli olmadigi, gerek transkripsiyonel faktorlerin, gerekse ¢ogalma

ortamindaki diger cevresel faktorlerin biyofilme gidiste etkili oldugu diisiiniilmiistiir.

Schaber ve ark, QS gen defekti saptadiklart 5 klinik izolatla PAO-1’in
biyofilm yapim oranlarim1 ve biiyiime Ozelliklerini bir bagka calismada yeniden
degerlendirmislerdir. Yedi giin siireyle biyofilm kalinliklart ve yogunluklarinin
kaydedildigi calismada gen defekti bulunan suslarin tiimiinde PAO-1’e gore erken
biyofilm asamasinda, yiizeye tutunma evresinde daha zayif etki gozlenmistir.
Bununla beraber lasl ve rhil gen diizeyleri diisiik olan ve onceki calismalarinda lasR
ve rhIR gen kaybi saptadiklar1 2 susun 7. giin sonunda, PAO-1’den daha ge¢ ama
benzer kalinlikta olgun biyofilm yaptiklart goriilmiistiir. lasl ve rhll gen diizeyleri
biraz daha fazla olan diger 2 susda PAO-1’e gore daha ince ve heterojen yapida
olgun biyofilm gozlenirken, gen diizeyleri PAO-1’e en yakin ve en yiiksek olan
susun PAO-1 ile benzer kalinlikta, daha heterojen biyofilm olusturdugu saptanmistir.
Bu suglarin lasl diizeyleri PAO-1’e gore %37-71 oraninda iken, rhll diizeyleri %35-
92 diizeylerinde bulunmus. lasR ve rhIR gen kaybi saptadiklari suslarin biyofilm
yapisinin PAO-1’e gore daha az farklilasmis olmasina dayanarak, lasR ve rhIR
genlerinin biyofilm farlilasmasinda rol aldigini belirtmislerdir. QS gen defekti olan
suglarla PAO-1’in biiylime o6zelliklerine bakildiginda, biiylimenin herhangi bir
doneminde fark saptanmamistir. Calismadaki suslarin flagella ve pilusa bagiml
hareket oOzelliklerinde de PAO-1’e gore zayiflik oldugu bulunmustur. Caligma
sonucunda biyofilm olusumunda flagellaya baglh twitching, pilusa bagh swarming
hareketi ve QS sistemlerinin etkili mekanizmalar oldugu belirtilmistir. Biyofilm
baslangicinda QS’in tek basina major rol oynamadigi, daha ¢ok olgun biyofilm

yapiminda etkili oldugu sonucuna varilmistir (121).
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P.aeruginosa’da biyofilm olusumunu inceleyen bir baska calismada ise lasl
gen sisteminin biyofilm olusumunda Onemli olmadigi sonucu bulunmustur.
Calismada vahsi tip P.aeruginosa, pilus defektli, lasl mutant ve biyofilm
olusumunda duragan fazda etkili RpoS gen defektli suslarin 314 saate kadar farkli
zamanlardaki biyofilm kalinlik ve yogunluk oranlar1 incelenmistir. /asI mutant ve
hareket defekti bulunan suglarin vahsi tiple benzer kalinlik ve yogunlukta biyofilm
yaptiginin saptandigi ¢calisma sonucunda, pilus bagimli twitching hareketi ve lasl QS
sisteminin biyofilm olusumunda gerekli olmadigi, bunun yani sira RpoS geninin
biyofilm olusumunda 6nemli bir role sahip oldugu belirtilmistir. Calismada lasI geni
ve pilus hareketinin biyofilme etkisi sonucunun literatiirdeki pek ¢ok yayina gore
farkli bulunmasi, biyofilm deneylerinin tiimiinde oldugu gibi, biyofilm olusumunun

ortam kosullarindan etkilenmesi olarak agciklanmigtir (122).

Diger baz1 calismalarda ise Las sisteminin biyofilm yapiminda 6nemli oldugu
ve Rhl sisteminin biyofilm yapiminda daha az rol aldigr belirtilmistir.
P.aeruginosa’da biyofilmin ekzopolisakkarit matriks yapisini, pel operonunda yer
alan ve pelA-pelG olarak adlandirilan genlerin sentezledigi bilinmektedir.
Polisakkarit matriks, biyofilmin major komponentlerindendir ve yiizeyle iliskili,
burusuk yapida biyofilm olusumu igin gereklidir. pel geni QS sistemince
diizenlenmektedir ve /lasl mutant suslarda pel geninin saliniminda defektler meydana

gelmektedir (123).

Yapilan bir ¢aligmada lasI mutant, 72/l mutant ve pelA mutant suslarin koloni
morfolojileri ve biyofilm o&zellikleri incelenmistir. Koloni morfolojilerine
bakildiginda rh/l mutant susun ¢ok burusuk koloni olusturdugu ve kuvvetli vorteks
ile koloninin koparak ortamdan uzaklastirilabildigi saptanmistir. /I mutant suslarda
matriks yapisimin degistirilmis oldugu gosterilmistir. lasI mutant suslar ise pelA
mutant suglara benzer sekilde tamamiyla diiz, yassi1 koloniler olusturmuslardir. Yine
ayn1 calismada sivi besiyeri yilizeyinde biyofilm tabakasi olusumunda ri/l mutant
suglarin gozle goriiliir kalinlikta biyofilm tabakasi olusturdugu, ancak pelA ve lasl
mutant suglarda biyofilm tabakasi olusmadigr gozlenmistir. Kristal viyolenin
kullanildigr mikrotitrasyon plagi yontemi ile kati yiizeylerle iliskili biyofilmin de

incelendigi ¢alismada, v/l mutant susun vahsi tipe oranla daha az biyofilm yaptigi
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saptanirken, lasl, lasR ve lasl-rhll mutant suslarin vahsi tipe gore belirgin oranda
(%60) daha diisiik biyofilm yaptig1 saptanmis ve bu oran pelA mutant suslarla benzer
(%75) bulunmustur. Sonug olarak biyofilm yapiminda ¢cok onemli bir rolii olan pel
geninin esas olarak Las sistemi ile, daha az oranda ise Rhl sistemi ile diizenlendigi ve

QS sisteminin biyofilm yapiminda etkili oldugu belirtilmistir (123).

Yapilan calismalarda da goriildiigii gibi biyofilm yapimimi diizenledigi
varsayillan genler ve gen {iriinleri ile ilgili veriler halen netlik kazanmamustir.
Biyofilm yapimi olduk¢a dinamik bir siirectir. Dolayis1 ile QS sisteminin rolii
yaninda cevresel faktorlerin de son derecede ©onemli oldugu, ortam pH, 1si,
hidrodinamik faktorlerin biyofilm olusumunda olduk¢a ©nemli rolii oldugu
diisiiniilmektedir. Bu calismada total gen kaybi saptanan 5 susun, degisik cevresel
kosullar varliginda biyofilm yapimi ve QS sinyal molekiilleri yoniinden yeni
calismalarda arastirllmasinin, bu iligkilerin ortaya konmasi acisindan yararli olacagi

diisiintilmiistiir.

Biyofilm olusumu ve yapilanmasinda QS sinyal molekiilleri ile hidrodinamik
kosullarin incelendigi bir ¢calismada P.aeruginosa PAO-1 susu ile lasl mutant sus
karsilastinlmistir. Calismada yiiksek ve diisiik siddet uygulamak amaciyla turbuler
ve laminar olmak iizere iki farkli akim ortaminda biyofilmin kantitatif ve yapisal
degisimi incelenmistir. Laminar akim altinda PAO-1 ile /as] mutant susun biyofilm
kalinliklar1 ve yilizeyde yerlestikleri alan benzer oranlarda bulunurken; turbuler
akimda las] mutant susun PAO-1’e gore daha ince biyofilm yaptig1 gézlenmistir.
Ancak her iki akimda da lasI mutant sus ile PAO-1 biyofilmi kalinlig1 ve genisligi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. Calisma sonucunda QS
sinyal molekiillerinin biyofilm olusumunun baslangicinda gerekli olmadigi, bununla
beraber biyofilmin heterojen yapilasmasinda, farklilasmasinda rolii oldugu
belirtilmistir. Biyofilm olusumunun ortamdaki biiyiime kosullarina c¢ok duyarh
oldugunu belirten calismada, hidrodinamik kosullarin biyofilm kalinhigr ve

dayanikliliginda etkili oldugu saptanmistir (124).
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Istya bagh hasar olusturularak enfekte doku kesitlerinde elektron mikroskop
ve floresan mikroskop ile biyofilm yapisinin arastirildigi hayvan modelli bir
calismada P.aeruginosa ile lasl ve rhil gen delesyonu oldugu bilinen PAO1-JP2 susu
karsilastirtlmistir.  PAO1-JP2 mutant susunun, her iki AHL molekiiliinii
sentezleyemedigi, twitching hareketinin defektif oldugu ve yanik modelli
calismalarda belirgin oranda diisiik viriilansa sahip oldugu bilinmektedir. PAO-1 ve
mutant susla enfekte dokularda bakteriyel yiik ve mikro/makro-koloni olusumu
degerlendirilmistir. 8, 24 ve 46. saatte her iki susa ait bakteriyel yiik benzer oranlarda
bulunurken, iki susun biyofilm olusumlarinin morfolojik analizinde de biiyiik
farkliliklar gozlenmemistir. Ozellikle kan damarlar1 ¢evresinde biyofilm olusumunun
vaskiilarite araciligl ile invazyonda ve bakteriyemide baslica rolii oynadiginin
belirtildigi caligmada, mutant susun damar cevresinde kapladigi alan PAO-1’e gore
anlamli diizeyde diisilk bulunmustur. Bu bulgu lasl ve rhll mutant PAO1-JP2
susunun PAO-1’den daha az viriilan ve daha az bakteriyemik yayilim yaptiginin
belirtildigi onceki calisma sonuglari ile uyumlu olarak belirtilmistir (125). Aymi
calismada mutant susun invazyon yetenegindeki azalmanin bakteriyel translokasyonu
saglayan twitching hareketindeki defekte bagl oldugu belirtilmis. PAO-1 ve PAO1-
JP2 susunun in vivo biyofilm oranlarinin benzer bulundugu ¢alismada sonug olarak,
AHL sinyal molekiillerinin yanik ¢evresinde biyofilm olusumu i¢in gerekli olmadigi
saptanmistir. Calismada lasl ve rhll mutant susdaki zayif viriilans ve bakteriyemik
yayilimin, diisikk biyofilm yapimindan degil, QS sistemi tarafindan diizenlenen
viriilans faktorlerinin salmimindaki azalmadan kaynaklandigi goriisii savunulmustur.
Bu sonuglar, akut enfeksiyonlarda QS tarafindan diizenlenen viriilans faktorlerinin
salinimi icin Onemli olan yiiksek hiicre yogunluguna ulagsmada biyofilmin rolii

oldugu goriisiinii desteklemektedir (125).
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Bizim calismamizda farkli anatomik bolgelerden izole edilmis suslar
calismaya alinmistir. P.aeruginosa’nin 6zellikle yatan hastalarda ventilatorle iligkili
pnomonide onemli bir firsat¢1 patojen oldugu ve nozokomiyal pnémonilerin 6nemli
bir nedeni oldugu bilinmektedir. Bu nedenle calismamizda alt solunum yolu
orneklerinden izole edilen suslar ve diger sistemlerden izole edilen suslar hem
biyofilm yapimi hem de QS genlerinin varli@i yoniinden karsilastirilmistir.
Calismaya alinan QS genlerinde total kayip saptanan 5 susun sistemlere gore
dagilimima bakildiginda bu suslarin 3’iiniin alt solunum yolu 6rneklerinden, 2’sinin
solunum yolu dis1 sistemlerden izole edilen suslar oldugu goriildii. Bu durum
sistemlerden izole edilen suslar arasinda gen kaybi yoniinden bir farklilik olmadigini
diisiindiirmiistiir. Ancak alt solunum yollarindan izole edilen 1 balgam 6rneginden
izole edilen susta 3 gen kaybi birden saptanmistir. Bu izolatin ileri incelemelerle

(sekanslama) arastirilmasi yararl olacaktir.

Literatiirde farkli anatomik bolgelerden izole edilen suslarda QS gen
riinlerinin arastirlldigr calismalar vardir. P.aeruginosa’nin virillansinda QS’in
onemi akut ve kronik akciger enfeksiyonunun oldugu fare modelleri ve yanmik
yaralarin igeren ¢esitli hayvan modellerinde tanimlanmistir. Bu ¢alismalarda QS gen
defektinde doku hasar1 ve mortalite oranlarinin daha diisiik oldugu gosterilmistir

(126, 127).

Zhu ve ark’nmn yapmis olduklar1 bir calismada farkli goz hastalarindan
(keratit, lense bagli akut enfeksiyon, asemptomatik sikayetler) izole edilen 23
P.aeruginosa izolaimin AHL {retim diizeyleri ile proteaz iiretimi, fenotipik
ozellikler, bakteriyel invazyon ve akut sitotoksik aktivite dzellikleri arasindaki iligki
degerlendirilmistir. Calisma sonucunda keratit etkeni olan 17 izolatin tiimiinde lasl
ve rhll sistemlerine ait iki farkli AHL molekiilii {iretimi goriiliirken, 2 izolatta AHL
tretimi hi¢c gozlenmemis, 4 izolatta ise farkli AHL molekiillerinin yoklugu
goriilmiigtiir. AHL iiretiminin yiiksek oldugu suslarda yiiksek proteaz aktivitesi ve
invaziv yapi artis1 saptanmistir. Akut sitotoksik izolatlarda diisitk AHL diizeyi ve
proteaz aktivitesi gosterilmistir. Invaziv tiirlerin sitotoksik tiirlerden daha fazla

keratit etkeni olduklar1 belirtilmistir (128).
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Kistik fibrozisli 8 hastadan izole edilmis 20 mukoid olmayan P.aeruginosa
susunun biyofilm ve viriilans faktorlerinin degerlendirildigi bir baska calismada,
suslarin degisen oranlarda piyosiyanin, proteaz ve hareket kaybi1 oldugu saptanmis.
Bununla beraber suglarda %45 oraninda las sistem AHL yoklugu goriiliirken, %80
oraninda rhl sistem AHL salinimi oldugu belirlenmis. Suslarmn biyofilm yapim
oranlarinin PAO-1’e gore cesitli oranlarda daha diisiik bulundugu calismada,
biyofilm yapimi ve farklilagmasi i¢in las sisteminin zorunlu olmadigi, kronik akciger
enfeksiyonlarinin sadece biyofilm gelisimine bagli olmadigi, farkli enfeksiyon

stratejileri bulundugu belirtilmistir (129).

Bizim ¢alismamizda tiim suslar hastaneden izole edilmis klinik suslardir ve
enfeksiyon etkeni olarak soyutlanmistir. Bu suslarin %38’i zayif biyofilm yapmakla
beraber sadece 5 susta total QS gen defekti saptanmistir. Calismamizdaki 5 defektif
susun 4’iiniin zay1f biyofilm yapan suglar olmasi ve QS genlerinden o6zellikle 2 susta
lasl ve 2 susta rhll genlerinin saptanamamis olmasinin, biyofilm yapiminda bu
genlerin rolil olabilecegini destekleyen bir veri olarak degerlendirilebilecegi, ancak
biyofilm yapilanma, olgunlagma ve dagilim siirecinde diger viriilans faktorlerinin ve
cevresel kosullarin birlikte degerlendirilmesi gerektigi diisiiniilmiistiir. Ayrica QS
gen transkripsiyon iiriinlerinin biyofilme etkisinin daha kapsamli molekiiler
calismalarla incelenmesi uygun olacaktir. Ancak halen literatiirde bu konuya dair ¢ok

acik ve kesin sonuglar mevcut degildir.

Sonug olarak gerek bu calisma ve gerekse daha Once yapilmis calismalar
gostermektedir ki QS defektif suslar da farkli anatomik bolgelerde enfeksiyon
gelistirebilmektedir. Bu sonuglar enfeksiyon gelisiminde tek basina QS sisteminin
yeterli olmadigini, diger bir cok viriilans ve konaga ait faktoriin rol aldigini
gostermektedir. Bununla beraber QS inhibisyonu ile biyofilm gelisiminin
engellenmesi ve bu yolla P.aeruginosa kolonizasyonunun engellenmesinin,

enfeksiyonlarin tedavisinde yarar saglayabilecegi diisiiniilmektedir.
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QS inhibisyonunu hedef alan calismalarin siirdiirtilmesinin yeni tedavi
yontemlerinin gelistirilmesi icin yararli ve gerekli oldugu diisiiniilmektedir. Bu
nedenle bu yonde in vitro ve in vivo deneysel hayvan modelleri ile yapilacak

calismalarin bu alana katki sunacagi sonucuna varilmistir.
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SONUCLAR

Pamukkale  Universitesi Tip  Fakiiltesi Hastanesi  Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na farkli klinik servislerden gonderilen hasta orneklerinden

izole edilen 100 tane Pseudomonas aeruginosa susu ¢aligmaya alindi.

Calismaya alian toplam 100 susun 50 tanesi alt solunum yolu 6rneklerinden,
50 tanesi solunum yolu dis1 Orneklerden olustu. Suslarin %37’si trakeal
aspirat, %13’ii balgam, %21°i idrar, %7’si kan, %11’i yara ve %11’i diger

orneklere aitti.

Antibiyotik diren¢ oranlar incelendiginde en yiiksek diren¢ %84 oraninda

sefotaksimde goriildii.

Antibiyotik diren¢ oranlarina bakildiginda ornek tiirleri ile antibiyotik
direncleri arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark olmadig1 saptandi.
Suslarin elde edildikleri ornek gruplarina gére antibiyotik diren¢ oranlar
karsilastirildiginda alt solunum yolu orneklerinin aztreonam, meropenem ve
imipeneme, solunum yolu dis1 6rneklere gore daha direngli oldugu saptandi

ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).

PAO-1’in biyofilm degerlerine gore, calismaya alinan suslardan 38 tanesinin
zayif, 46 tanesinin orta kuvvetli ve 16 tanesinin kuvvetli biyofilm yaptiklari

saptandi.
Alt solunum yolu Orneklerinin yaptig1 biyofilm diizeyleri ile diger sistem

orneklerinin yapmis olduklar1 biyofilm diizeyleri arasinda istatistiksel acidan

anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05).
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PAO-1’e gore zayif biyofilm yaptig1 saptanan 30 sus ile karsilastirma amaclh
olarak kuvvetli biyofilm yaptig1 saptanan 10 susun QS genleri incelendiginde,
40 sus icerisinde sadece 5 susta, internal ve intakt geni iceren total gen kaybi

gorildii.

Bu suslardan 2’sinde sadece lasl, 1’inde sadece rhll, 1’inde sadece rhiR
geninde internal ve intakt fragmentler saptanmazken, 1 susta hem lasR, hem

rhil ve hem de rhlR geninin intakt ve internal fragmenti saptanmadi.

Total gen kaybi saptanan suglarin biyofilm o6zellikleri degerlendirildiginde
zayif biyofilm yapan 4 susta en az 1 QS geninde total kayip goriiliirken,
kuvvetli biyofilm yapan suslardan sadece 1 tanesinde total gen kaybi

saptandi.

Zayif biyofilm yapan suslar ile kuvvetli biyofilm yapan suslar arasinda QS

gen kaybi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0.05).
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