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Pseudomonas aeruginosa, bagisiklik sistemi zayiflamis bireyleri, 6zellikle de ciddi yanik,
yara enfeksiyonu ve benzeri rahatsizliklari olanlart firsat¢1 bir sekilde enfekte eden
onemli bir bakteridir. Cesitli ilaglara kars1 direngli oldugu bilinmektedir. Bu bakteriler
olumsuz ¢evresel kosullarina kars1 yiiksek derecede toleransa sahiptir ve olduk¢a genis
bir sicaklik spektrumuna dayanabilir. Cesitli dezenfektanlara ve antibiyotiklere karsi
dogal direncine ek olarak, bu organizma direng kazandiran genler ve bakteri popiilasyonu
biiylidiikce hastaliga neden olma ve enfeksiyon baglatma potansiyelini artiran diger
degiskenleri edinme kapasitesine sahiptir. Yaniklar ve yaralar, biitiinciil sisteme niifuz
eden, bagisiklik sistemini zayiflatan, hastanede kalis siiresini uzatan ve nihayetinde
hastanedeyken enfeksiyon kapma olasiligini artiran, deride meydana gelen ciddi
travmatik yaralanmalar olarak tanimlanmaktadir. Yanik ve yara enfeksiyonlar1 genellikle
sistemik antibiyotiklerin tedbirsizce uygulanmasi sonucunda sepsise ve Oliimlere yol
acabilir. Cerrahi debridman ve deri grefti gibi miidahaleler, toplumda ¢oklu ilaca direngli
Pseudomonas aeruginosa'nin yerlesmesi igin ideal kosullar yaratmaktadir. Bu durum,
tedavi seceneklerinin kisitli olmasi lizerinde onemli bir etkiye sahiptir. Bakterinin
patojenitesi tamamen viriilans faktorlerine baglidir ve bunlar akut ve kronik enfeksiyonla
iligkili bilesenler olarak kategorize edilebilir. Bircok ¢aligsma, belirli viriilans faktorlerinin
Pseudomonas aeruginosa enfeksiyonlarinda, dzellikle de yanik ve yara enfeksiyonlarinda
O6nemli bir rol oynadigini gostermistir. Bu ¢alisma, Irak'in baskenti Bagdat'taki cesitli
hastanelere bagvuran 250 yanik ve yara enfeksiyonu hastasini kapsamaktadir. Ayrica,
immiinolojik agidan kontrol amaciyla 76 saglikli kisiden olusan bir kontrol grubu da
calismaya dahil edilmistir. Izolatlar, bir dizi biyokimyasal testin yani sira kanli ve
MacConkey agar kullanilarak ekilmis ve tanimlanmistir. Dogrulayici taniy1 ve antibiyotik
direng profilini belirlemek icin VITEK-2 kompakt sistemi kullanilmistir. izolatlarn
biyofilm olusturma kapasitesi kantitatif Mikrotitre plakasi teknigi ile test edilmistir. Tlim
viriillans genlerini tanimlamak i¢in konvansiyonel polimeraz zincir reaksiyonu
gerceklestirilmistir. Hem enfekte hem de saglikli kontrol gruplarinda interlokin -1 ve
22'nin kan miktarmi degerlendirmek i¢in enzime bagli immiinosorbent test yontemi
kullanilmistir. Yasa bagl olarak, en yiiksek bakteri izolat sikligi %32,9 ile 15-30 yas



grubundan elde edilirken, bunu %26,3 ile 31-50 yas grubu, %19,7 ile 51-70 yas grubu ve
%14,5 ile >70 yas grubu izlemistir. En diigiik bakteri siklig1 %6,6 ile <15 yas grubundan
elde edilirken, cinsiyete gore bakildiginda kadinlarda (%60,5) erkeklere (%39,5) kiyasla
daha yiiksek siklik goriilmiistiir. Yanik Orneklerinden toplanan bakteriyel izolatlar
(%51,3), yaralardan toplanan bakteriyel izolatlara (%48,7) kiyasla daha ytiksektir. 76
bakteri izolatinin %46,1'i gliclii biyofilm olusturma kapasitesine, %27,6's1 orta diizeyde
biyofilm olusturma kapasitesine ve %18,4'i zayif biyofilm olusturma kapasitesine
sahiptir. Buna karsilik, %7,9'u biyofilm olusturma yetenegine sahip degildir. Bakteri
izolatlar1 arasinda en yiiksek direng orani Sefotaksim'e (9%78,95) kars1 goriiliirken, bunu
Norfloksasin (%69,74) izlemistir. Orta direng orani Sefepim'e (%51,32) kars1 olup, bunu
Seftazidin (%50) ve Piprasilin-Tazobaktam (%48,68) takip etmistir. Buna karsilik, en
diisiik direng oram sirastyla Siprofloksasin (%39,47), Gentamisin (%36,84), Imipenem
ve Meropenem (%35,53)’dir. Ayrica, en diisiik diren¢ oran1 Amikasin'e (%34,21) kars1
goriilmiistiir. Bakteri izolatlar1 arasinda viriilans geni prevalans: yiiksek olup algD
(%90,79), plcH (%59), plcN (%76,32), LasB (%77,63) ve exoS (%73,68) olarak
siralanmigtir. iImmiinolojik agidan, P. aeruginosa ile enfekte hastalarin ortalama IL-1 ve
IL-22 serum seviyeleri (sirastyla 5,235+1,160 ve 30,93+4,289 pg/mL) kontrol grubuna
(swrastyla 3,838+1,050 ve 23,39+4.243 pg/mL) gore daha yiiksektir. Ayrica, IL-1 ve IL-
22 serum diizeyleri acisindan her iki ¢alisma grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark vardir (p degeri<0,0001). Sonug olarak, Pseudomonas aeruginosa bakterisi
hastane enfeksiyonlarinda, 6zellikle de yanik ve yara vakalarinda benzersiz bir rol
oynamaktadir. Bunun nedeni, antibiyotiklere karsi genis bir direng yelpazesi
gostermeleri, ayrica biyofilm olusturma kapasiteleri ve enfeksiyonu siddetlendirmelerine
ve tedavisini zorlastirmalarina olanak taniyan ¢ok sayida viriilans genine sahip
olmalandir. Arastirma ayrica bagisiklik tepkisinin bakteriyel enfeksiyonlarin
patojenitesini azaltmada kayda deger bir rol oynadigini gostermistir. Bunun nedeni,
bagisiklik tepkisinin, yiiksek diizeyde viriilans ve ilaglara direng gdsteren izolatlarin
istesinden gelmede yardimci olan bir teknik olarak kullanilabilmesidir.
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Pseudomonas aeruginosa is an important bacterium that opportunistically infects
individuals with weakened immune systems, especially those with severe burns, wound
infections and similar conditions. It is known to be resistant to various drugs. These
bacteria have a high degree of tolerance to unfavorable environmental conditions and can
withstand a wide spectrum of temperatures. In addition to its natural resistance to various
disinfectants and antibiotics, this organism has the capacity to acquire genes that confer
resistance and other variants that increase the potential to cause disease and initiate
infection as the bacterial population grows. Burns and wounds are defined as serious
traumatic injuries to the skin that penetrate the integumentary system, weaken the
immune system, prolong hospitalization and ultimately increase the likelihood of
infection while in hospital. Burn and wound infections can lead to sepsis and death, often
because of imprudent administration of systemic antibiotics. Interventions such as
surgical debridement and skin grafting create ideal conditions for the establishment of
multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa in the community. This has a significant
impact on the limited treatment options. The pathogenicity of the bacterium is entirely
dependent on virulence factors, which can be categorized into components associated
with acute and chronic infection. Many studies have shown that certain virulence factors
play an important role in Pseudomonas aeruginosa infections, especially in burn and
wound infections. This study included 250 patients with burn and wound infections
admitted to various hospitals in Baghdad, Irag. In addition, a control group of 76 healthy
individuals was also included for immunological control. Isolates were cultured and
identified using blood and MacConkey agar as well as a series of biochemical tests. The
VITEK-2 compact system was used to determine the confirmatory diagnosis and
antibiotic resistance profile. The biofilm forming capacity of the isolates was tested by
quantitative Microtiter plate technique. Conventional polymerase chain reaction was
performed to identify all virulence genes. Enzyme-linked immunosorbent assay method
was used to evaluate blood levels of interleukins -1 and 22 in both infected and healthy
control groups. The highest frequency of bacterial isolates was obtained from 15-30 age
group with 32.9%, followed by 31-50 age group with 26.3%, 51-70 age group with 19.7%



and >70 age group with 14.5%. The lowest bacterial frequency was obtained from the
<15 age group with 6.6%, and when analyzed by gender, a higher frequency was observed
in females (60.5%) compared to males (39.5%). Bacterial isolates collected from burn
samples (51.3%) were higher than bacterial isolates collected from wounds (48.7%). Of
the 76 bacterial isolates, 46.1% had strong biofilm forming capacity, 27.6% had moderate
biofilm forming capacity and 18.4% had weak biofilm forming capacity. On the other
hand, 7.9% were not capable of biofilm formation. The highest resistance rate among
bacterial isolates was observed against Cefotaxime (78.95%), followed by Norfloxacin
(69.74%). The medium resistance rate was observed against Cefepime (51.32%),
followed by Ceftazidime (50%) and Piprasilin-Tazobactam (48.68%). On the other hand,
the lowest resistance rates were to Ciprofloxacin (39.47%), Gentamicin (36.84%),
Imipenem and Meropenem (35.53%), respectively. In addition, the lowest resistance rate
was observed against Amikacin (34.21%). The prevalence of virulence genes among the
bacterial isolates was high and ranked as algD (90.79%), plcH (59%), plcN (76.32%),
LasB (77.63%) and exoS (73.68%). In immunological terms, the mean IL-1 and IL-22
serum levels of the patients infected with P. aeruginosa (5.235+1.160 and 30.93+4.289
pg/mL, respectively) were higher than the control group (3.838+1.050 and 23.39+4.243
pa/mL, respectively). In addition, there was a statistically significant difference between
both study groups in terms of IL-1 and IL-22 serum levels (p value<0.0001). In
conclusion, the bacterium Pseudomonas aeruginosa plays a unique role in nosocomial
infections, especially in burn and wound cases. This is because they show a wide
spectrum of resistance to antibiotics, as well as their capacity to form biofilms and possess
many virulence genes that allow them to exacerbate infection and make it difficult to
treat. Research has also shown that the immune response plays a notable role in reducing
the pathogenicity of bacterial infections. This is because the immune response can be used
as a technique to help overcome isolates that show high levels of virulence and resistance
to drugs.
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1. GIRIS

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), genellikle hastanelerde edinilen
enfeksiyonlar, bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde goriilen enfeksiyonlar ve kistik
fibrozis gibi yapisal akciger hastaliklari olan kisilerde goriilen kronik enfeksiyonlarla
iliskili olan Gram-negatif bir bakteridir. Saglik hizmetleriyle iligkili tim hastaliklarla
ilgili olarak, P. aeruginosa'nin yiizde yedi oraninda gorildigii degerlendirilmektedir
(Magill et al. 2014). P. aeruginosa, nozokomiyal pnomonide en yiiksek prevalansa sahip
patojen olup, pndmoni bu patojen tarafindan tetiklenen enfeksiyonun en sik goriildiigii
yerdir. Son on yil boyunca prevalansinda bir artis olmustur (Williams et al. 2010). P.
aeruginosa, ozellikle kritik bakim tinitelerinde tedavi goren hastalar arasinda diger
hastalara kiyasla daha yiiksek oranda saglik hizmetiyle iliskili enfeksiyondan sorumludur.
Bu 0zel bakteri, hastalarda tespit edilen tiim enfeksiyonlarin yiizde 16,2'sinin sebebidir
ve yogun bakim iinitesinde meydana gelen tiim enfeksiyonlarin yiizde 23'iniin kaynagidir
(Vincent et al. 2020). Hastanelerde ortaya ¢ikan idrar yolu enfeksiyonlarinin (IYE),
ozellikle de kateterle iliskili ['YE'lerin ana nedenidir. Ayni zamanda yiiksek morbidite ve
mortalite oranlar1 ile baglantilidir, buna ek olarak bakteriyemi de olas1 bir sonugtur
(Kitagawa et al. 2019). P. aeruginosa ile her yil meydana gelen cerrahi alan
enfeksiyonlart arasinda giiglii bir iliski vardir (Elgohari et al. 2017). Arastirmalara gore,
yanik yarast olan hastalarin nemli ortaminin, bu bakterinin yanik hastalarini tercih
etmesine katkida bulunan bir faktér oldugu diisiiniilmektedir. Bu bakterinin yanik
hastalarinda komplikasyonlara neden oldugu ve 6nemli bir patojen oldugu bilinmektedir.
Yanik yarasi olan hastalarda. Ayrica sepsis ve 6limle de baglantilidir (Norbury et al.
2016). Tahminlere goére, P. aeruginosa'nin neden oldugu kan dolagimi enfeksiyonlari

(BSI) 6nemli morbidite ve 6liim oranlari ile baglantilidir (Thaden et al. 2017).

P. aeruginosa, konakgilardaki elverissiz kosullara uyum saglama kapasitesinin bir sonucu
olarak, enfeksiyona yardimci olmada ve hastalik olusturmada rol oynayan ¢ok cesitli
viriilans faktorlerini serbest birakabilmektedir (Qin et al. 2022). Lipopolisakkarit (LPS)
dis tabakada 6nemli bir bilesendir ve konak¢1 hiicrelere zarar verir. LPS igindeki lipid

A'nin endotoksisitesi, dokunun zarar goérmesini ve yapismayi saglar, ayrica konak



reseptorleri tarafindan hizli bir sekilde tanimlanir (Gnauck et al. 2016). Ayrica, dis
membran proteinleri (OMP'ler) besin akisini kolaylastirmada, yapigsmayi tesvik etmede
ve antibiyotik direnci kazandirmada rol oynar (Sabnis et al. 2021). Ayrica,
kemoatraktlarin sinyallerine tepki olarak konak kolonizasyonunda, yapismada, ylizmede
ve siirii olusturmada 6nemli bir rol oynayan alt1 farkli salgi sistemi vardir. Buna ek olarak,
ekzopolisakkaritler mikroplarin ortadan kaldirilmasin1  engellerken biyofilmlerin
olusturulmasina yardimci olabilir (Ozer et al. 2021). Sitotoksinlerin enjeksiyonu
sirasinda, tip-3 salgi sistemi, konagim savunma mekanizmalarinin yeteneklerini
engelleme potansiyeline sahip karmagik bir sistemdir. Bu sitotoksinler, esas olarak
fagositozu ve mikroplarin uzaklastirilmasini engelleyerek hiicrelerin i¢ ortami iizerinde
biiyiik bir etkiye sahiptir. Bu onlarin birincil etki mekanizmasidir. Ekzotoksin A, ADP
ribozilasyon  siirecine  katilimi  sayesinde = konak¢ida  protein  iiretimini
engelleyebilmektedir (Yang et al. 2022). Pyocyanin genellikle konakgilar i¢in toksiktir,
bu da hastaligin siddetinde artisa, konak dokusunda tahribata ve maruz kalma noktasinda
organ islevinin azalmasina neden olur (Alatraktchi et al. 2020). Ayrica, elastazlar, alkalin
proteaz lipazlar, fosfolipaz C ve esteraz A enzimlerini iceren O6nemli bir litik enzim
kiimesi, bir dizi viriilans faktoriiniin diizenlenmesinde O6nemli bir rol oynamaktadir
(Chadhaetal. 2022). Ayrica, ramnolipidlerin akciger stirfaktan bozulmasi ve siki1 baglanti
yikimi iizerindeki etkisi, trakea veya akciger epitel hiicrelerine dogrudan zarar verebilir
(Zhao et al. 2021). Buna ek olarak, sideroforlar, demir eksikligi olan ortamlarda
bakterilerin hayatta kalmasina yardimeci olan ve dolayisiyla patojenitelerini artiran demir
edinme mekanizmalar1 olarak hizmet eder (Perraud et al. 2022). Antioksidan enzimler,
eliminasyonu 6nlemek igin fagosit ortamlarinda reaktif oksijen tiirlerinin etkilerine karsi
koyar (Dar et al. 2021). P. aeruginosa bakterisinin ¢ok sayida farkli antimikrobiyal ajana
kars1 dogal bir direng gelistirdigi ve su anda mevcut olan etkili ilaglarin neredeyse tiimiine
kars1 direng gelistirme potansiyeline sahip oldugu gosterilmistir. Antibiyotiklere karsi
sinirlt duyarliliklart ve tedavi sirasinda diren¢ kazanma konusundaki énemli eilimleri
nedeniyle, bu bakterinin neden oldugu enfeksiyonlar son derece siddetli ve hatta bazi
durumlarda 6liimciildiir. Ayrica, tedavi edilmeleri sorunlu oldugu igin iyilestirilmeleri de
zordur. Diren¢ mekanizmalari, genis spektrumlu laktamazlarin yani sira antibiyotik
aktivitesini degistiren diger enzimlerin edinilmesini igerir. Mutasyonel degisiklikler,

antibiyotik reseptorlerindeki varyasyonlar, dis koruyucu membranin gegirgenligindeki



degisiklikler ve amp C'nin inhibisyonu dahil olmak {izere ¢oklu ila¢ efluks pompalarinin
varligi i¢in bir dizi olasi agiklama vardir (Dash et al. 2014). P. aeruginosa arasinda ¢oklu
ilag direncinin yayilmasi, 6zellikle yogun bakim {initesine yatirilan hastalar basta olmak
tizere saglik hizmeti ile iliskili hastaliklar1 olan hastalarda goriildiigiinde, enfeksiyonlarin
ortaya ¢ikmasinda 6nemli bir sorundur (Gad et al. 2007). P. aeruginosa, tip IV pili ve
flagellumunu kullanarak enfeksiyonun akut fazi sirasinda solunum epiteline baglanma
potansiyeline sahiptir. Buna ek olarak, bakteri konak akciger hiicrelerine zararl toksinler
salgilar. Bu da hiicre dis1 bir matrisin salinmasina yol agarak sonucta bir biyofilmin
olugmasina neden olur. Bu biyofilm, hiicre dis1 maddeden olusan bir matris tarafindan
sar1lmis bakteri hiicrelerinden olusan ve kendisini solunum epiteline baglayan yapisal bir
gerceveden olusur (Guilbaud et al. 2017). Bakteriler, biyofilm olusumunun bir sonucu
olarak is birligi yapabilir ve kendilerini notrofillerin fagositozundan ve antibiyotiklerden
koruyabilir (Klausen et al. 2003). ilk biyofilm olusturulduktan sonra, bazi bakteriler
ayrilip akcigerin diger bolgelerine yayilarak enfeksiyona neden olma yetenegine sahiptir.
Biyofilm gelisimi, bu bakterinin daha kalin hava yolu mukusu i¢inde bir biyofilm
olusturdugu ve nadiren hiicre ylizeylerine hareket etmeye ihtiya¢ duydugu kronik akciger
hastaligindan muzdarip bireylerin akcigerlerinde de gerceklesebilir. Kronik enfeksiyonda
P. aeruginosa, uzantilari1 doktiikleri ve genetik degisikliklere ugradiklar bir siirecten
gecerek aljinat senteziyle ayirt edilen mukoid bir fenotiple sonuglanacaktir. Bu doniisiim,
bakterinin kalic1 ve uzun siireli bir enfeksiyon olusturmasini saglar (Guilbaud et al. 2017).
Aljinat, P. aeruginosa'nin mukoid fenotip 6zelliginin olusumu i¢in ¢ok 6nemli olan bir
ekzopolisakkarittir. Sentezi P. aeruginosa'dan ekspresyon ile tesvik edilir. Asir1 aljinat
sentezinin mikrop ic¢in bir¢ok avantaji vardir. Bunlar arasinda, bakteriyi konagin
bagisiklik hiicreleri tarafindan ortadan kaldirilmaktan koruyan biyofilmler olusturma
yetenegi de yer almaktadir. Ek olarak, asir1 aljinat tiretimi mikrobun antimikrobiyal
tedaviye diren¢ goOstermesine yardimci olur. Ayrica, konagin enfeksiyona karsi
immiinolojik  tepkisini  engelleyebilecek immiinomodiilator  etkilere  sahiptir
(Rasamiravaka et al. 2015). Cekirdek algilama, bakterinin gen ifadesini kontrol etmesini
saglayan bir iletisim mekanizmasidir ve mikroplarin bir enfeksiyon sirasinda konakg¢iya
kars1 eylemlerini organize etmelerini saglar. P. aeruginosa, hem bakteri hem de konak

hiicrelerine niifuz eden ve bakterinin hayatta kalmasini destekleyen ve enfeksiyona karsi



immiinolojik yanit1 azaltan gen ifadesinin kontroliiyle sonuclanan ¢ekirdek algilama i¢in

bir¢ok farkli yola sahiptir (Cherny and Sauer 2019).

Bu ¢alismada, Yara ve yanik enfeksiyonu gegiren hastalarda P. aeruginosa izolasyonu ve
identifikasyonu, Yara ve yanik enfeksiyonlarinda P. aeruginosa izolatlarinin sikliginin
degerlendirilmesi, P. aeruginosa'nin biyofilm olusturma yeteneginin arastirilmasi, P.
aeruginosa izolatlarmin antibiyotik duyarlilik 6zelliklerinin  belirlenmesi, P.
aeruginosa'nin viriilans genlerinin molekiiler olarak tanimlanmasi ve serum interlokin-1

ve interlokin-1 diizeylerini tahmin edilmesi amaglanmaktadir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Pseudomonas Cinsi

Pseudomonas, genis bir tiir yelpazesi ile karakterize edilen ve gram-satin negatif bakteri
grubuna ait olan son derece karmasik bir bakteri cinsidir (Pessoa et al. 2019).
Pseudomonas cinsi, dogrusal veya hafif¢ce biikiilmiis ve bir ve/veya daha fazla polar
flagellaya sahip Gram-negatif ¢ubuklardan olusur. Ek olarak, spor liretmez. Ayrica,
organik bilesiklerin oksidasyonu ile enerji elde eden bir canlidir (Yadav et al. 2014).
Pseudomonas grup I en biiyiik kategoridir ve hem floresan tiirleri hem de floresan
olmayan tiirleri igerir (Scarpellini et al. 2004). Pseudomonas cinsi igindeki genetik
degiskenlik, bu mikrop grubunun dogru bir sekilde tanimlanmasinda zorluklara yol
agmaktadir. Ote yandan, molekiiler yontemlerin ilerlemesi, biyokontrol niteliklerinden
sorumlu olan siiregleri kanitlayabilen ve bu mikroorganizmalarin ¢evresel temizlik, bitki
clirimesi ve patojenitede oynadigi islevi anlayabilen yeni alternatif araglarin

yaratilmasiyla sonuglanmistir (Charan et al. 2011).

2.2  Genel Ozellikler

P. aeruginosa, gram negatif grup olarak siniflandirilan gubuk seklinde bir bakteridir.
Pozitif oksidaz reaksiyonu sergiler. Laktozu sindirememesine ragmen kanli agarda beta
hemolize neden olma kapasitesine sahiptir (Wu and Li 2015). Diger bir 6zellik ise iiziim
kokusuna benzer bir koku yayma yeteneginin yanmi sira, 42°C'ye kadar yiiksek
sicakliklarda biiyllylip aynt zamanda mavi-yesil bir pigment olusturma yetenegidir
(Chemaly et al. 2014). P. aeruginosa genellikle dogal ortaminda bagimsiz olarak var olan
bir bakteri olarak kabul edilir. Nozokomiyal enfeksiyon bunun koklii bir sonucudur
(Williams et al. 2010). P. aeruginosa, hastalarin hava yollarinda uzun siire kolonize olma
yetenegi nedeniyle siklikla ¢esitli insan hastaliklariyla iliskilendirilir (McDermott 2016).
Ek olarak, o6zellikle bagisiklik sistemi zayif olanlarda zatiirrenin yaygin bir nedeni
olduguna inanilmaktadir. Ayrica ciddi yara enfeksiyonlarinda ve yaniklarda da
goriilmektedir (Magill et al. 2014). Tlaclara direngli genel P. aeruginosa suslarinin neden

oldugu yara enfeksiyonlari, tiim diinyada yiiksek hastalik ve Oliim oranlariyla



iligskilendirilmistir (Serra et al. 2015). Sekil 2.1 P. aeruginosa'nin dis morfolojisini

gostermektedir.

Sekil 2.1 P. aeruginosa izolatlarinin dig morfolojisi (CDC 2018)

2.3 Epidemiyolojisi

P. aeruginosa bir¢cok habitatta gelisebilme yeteneginden dolayr ¢ok gesitli insan
hastaliklarina katkida bulunabilir. Sindirim sisteminde bulunan normal bakterilerin bir
parcas1 olmast muhtemeldir. Dolayisiyla saglik durumu iyi olanlarda enfeksiyona neden
olmaz. Tersine, bagisiklik sistemi zayiflamis bireylerdeki firsatlardan yararlanan bir
bakteri konumundadir (Chemaly et al. 2014). Mikroorganizma, uyarlanabilir 6zellikleri
ve giiclii hayatta kalma yetenegi sayesinde saglik hizmeti ortamindaki cansiz ylizeylerde
6 aya kadar varligmi siirdiirebilir. Ayrica klinik ortamlarda kullanilan yiizeyleri ve
ekipmanlarda siklikla bulunurlar (Spagnolo et al. 2021). P. aeruginosa, kullanilan gesitli
antimikrobiyal ajanlara kars1 dirence sahiptir (McDermott 2016). Ayrica, bir¢ok temizlik
maddesi belirli dezenfektanlarda kalic1 olma 6zelligine sahip olup bronkoskoplarda ve
diger cerrahi aletlerde kalmalarin1 saglar (Kritsotakis et al. 2017). P. aeruginosa,
septisemiden solunum cihazlarina bagli pnoémoniye kadar hastanelerde edinilen ¢ok

cesitli enfeksiyonlarla baglantilidir (Afshari et al. 2012). Zatiirre bu durumun ikinci en



yaygin nedenidir, kan dolagimi1 enfeksiyonu ise ligiincii en yaygin nedenidir. Ayrica saglik
bakim ortamlarinda edinilen tiim enfeksiyonlarin %10'undan fazlasindan sorumludur
(Hunter 2012). P. aeruginosa, birgok gelismis tibbi tesiste kalirken hastaliga yakalanan
bir grup hasta arasinda 17 vakayla en yaygimn ikinci patojen olarak yer alir. Cesitli
calismalarin bulgularina goére, P. aeruginosa'ya bagli kan dolasimi enfeksiyonlarindan
kaynaklanan Oliim oranlari, diger c¢esitli gram-pozitif mikroplarin olusturdugu

enfeksiyonlardan ¢ok daha yiiksektir (Carlet et al. 2007).

2.4 P. aeruginosa Enfeksiyonuna Bagh Hastaliklar

2.4.1 Hastane kaynakh pnémoni

Hastane ortaminda gelisebilecek en sik ve potansiyel olarak yasami tehdit eden hastaliga
hastane kokenli pnomoni denir. Siirekli nefes alan hastalar arasinda en sik goriilen
"hastane kaynakli enfeksiyon" olmakla birlikte, ayn1 zamanda kritik hastalarda genel
olarak en sik goriilen ikinci hastane kaynakli hastaliktir (Kollef et al. 2014). Ventilasyon
stiresi iki glinden fazla olan hastalarda “ventilatorle iliskili pndmoni (VAP)” gelisme riski
yiiksektir (Zhou et al. 2010). Ventilasyon siiresi siklikla VIP'ten sorumlu spesifik bakteri
popiilasyonunu etkiler. P. aeruginosa'nin neden oldugu VIP'e bagl 6liim oranlarmin
diger bakterilerin neden oldugu 6liim oranlarindan daha yiiksek oldugu gosterilmistir
(Raineri et al. 2014). Trakeobronsiyal agacin kolonizasyonu VIP insidansinda ¢ok énemli
bir faktordiir. Ventilasyon uygulanan ve trakealarinda 6nemli miktarda P. aeruginosa
bulunan hastalarin 6liim olasilig1 daha yiiksektir (Luyt et al. 2018). Pseudomonas spp.
HAP vakalarinin yaklasik %5'ini olusturur. Ayrica, gram-negatif VIP suslarinm toplam
sayisinin %33'ini olusturur (Leroy et al. 2005). Antibiyotiklerin koruyucu 6nlem olarak
uygulanmas1 ve 5 gilinden fazla siireyle belirli diizeyde ventilasyon gerekliligi, P.
2013). Kronik hastaliklar1 olan kisiler daha yiiksek i¢ kolonizasyon riski altindadir ve
ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis veya diger kronik bozukluklari olan kisiler olmak

tizere ciddi solunum yolu enfeksiyonlari gelistirmeye daha yatkindirlar (Lange 2009).



2.4.2 Kistik fibroz

P. aeruginosa, kistik fibrozlu bireylerde oldukg¢a 6nemli bir patojen olan ve 6nemli sayida
hastalik ve oOliime neden olan bir mikroptur (Mogayzel et al. 2014). Akciger
fonksiyonunda azalma ile iliskisi nedeniyle KF hastalariyla iliskili P. aeruginosa'nin
derhal tedavi edilmesi igin giiglii Oneriler bulunmaktadir (Saiman et al. 2014). P.
aeruginosa, siklikla oksijen eksikligi olan kistik fibrozis akcigeriyle iliskili ortamda
gelismesini saglayan genetik degisikliklerin yani sira mutasyonlar da kazanma yetenegine
sahiptir (Langan et al. 2015). Uzun siire devam eden P. aeruginosa enfeksiyonlarina
siklikla biyofilm olusumu neden olur. Polisakkarit aljinatin {iretiminin mukoid karaktere
gecisle baglantili  oldugu tespit edilmistir. Bu spesifik enfeksiyonun akciger
fonksiyonunda bir azalma ve sonugta 6liimle baglantili olmasi nedeniyle, kistik fibrozlu
kisilerde P. aeruginosa'nin hizli tespiti ve tedavisi standart uygulama olarak kabul
edilmektedir (Malhotra et al. 2019). P. aeruginosa'ya karsi uzun siireli tedavinin
kullanilmasi ile KF tanis1 alan kisilerde enfeksiyon goriilme sikliginin azalmasi arasinda

onemli bir baglant1 vardir (Salsgiver et al. 2016).

2.4.3 1ldrar yolu enfeksiyonlar

Idrar yolu enfeksiyonlar1 (IYE'ler), hastane kaynakli enfeksiyonlarin sik goriilen bir
tiiriidiir ve P. aeruginosa tiim IYE'lerin yaklasik %10'undan sorumludur (Donlan 2001).
P. aeruginosa tarafindan firetilen bu enfeksiyonlar genellikle kateter yerlestirilmesi,
tiriner sistem ekipmanlar1 ve cerrahi prosediirlerin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar (Moss
et al. 2002). IYE, bazen &liimciil olabilen ciddi glomeriiler inflamasyona ve bobrek
yetmezligine neden olabilir. Kateterin implante edilmesi mukozal epitelyal membranlarin
bozulmasina neden olabilir ve bu da bakteri iremesine sebep olur. P. aeruginosa, “idrar
yolu enfeksiyonlarina" neden olan yaygin patojenlerden biri olarak kabul edilir ve diinya

capinda oldukga yaygindir (Pachori et al. 2019).



2.4.4 Kan dolasim enfeksiyonlari

Bakteriyemi, yiiksek oliim oranlariyla da baglantili, potansiyel olarak oliimciil bir
hastaliktir. P. aeruginosa tarafindan gelistirilen kan dolasimi enfeksiyonlarinin (KDE)
goriilme sikligr son yillarda oldukga artmistir. Cok sayida aragtirma, BSI vakalar ile P.
aeruginosa arasinda bir iliski oldugunu gostermistir. Solunum yolu ve santral vendz
kateterlerin, KSE'lerin gelismesinde yaygin olarak goriilen yerler oldugu bulunmustur
(Buhl et al. 2015). Pseudomonas ile iligkili kan dolasimi1 enfeksiyonlar1, yogun bakim
tinitesindeki hassas hastalar i¢in 6nemli bir risk olusturmaktadir. Akciger kanseri ve
onceki antibiyotik tedavisi, Pseudomonas ile iliskili kan dolasim1 enfeksiyonlari igin risk
faktorleridir (Zilberberg et al. 2016). Septisemi, pndmoni, yanlis ve uzun siireli
antibiyotik tedavisi ve ilag¢ direnci, KSE gelisimi i¢in risk faktorleri olarak kabul edilir

(Bjarnsholt et al. 2010).

2.4.5 Bronsektazi

Brongektazi, solunum yollarinin kalinlig1 ve genislemesi ile karakterize edilen ve sonugta
solunum sisteminin kronik enfeksiyon ve iltihaplanma ile dolmasiyla sonuglanan bir
durumdur (Shoemark et al. 2007). Bronsektazili bireylerde kesfedilen baslica patojen
olan P. aeruginosa'nin varligi ile akciger fonksiyonlarinda azalma ve 6liim oranlarinda
biiylik artig arasinda 6nemli bir korelasyon vardir (Woo et al. 2018). Hava yolu tikanikligi
vakalarinda P. aeruginosa'nin tedavisi, akciger fonksiyonundaki azalmayir en aza

indirmeyi amaglayan siddetle tavsiye edilen 6nlemleri igerir (Bilton 2008).

2.4.6 Bagsikhik sistemi baskilanmis hastalarda enfeksiyonlar

Pseudomonas aeruginosa, bagisiklik sistemi zayif olanlar i¢in son derece tehlikeli bir
bakteridir ve notropenisi olan hastalar ¢ogunlukla enfeksiyona karsi savunmasizdir.
Hematolojik malignitesi olan hastalarin P. aeruginosa enfeksiyonuna duyarliligi daha
yiiksektir (Cattaneo et al. 2012). P. aeruginosa, hematolojik malignitesi olan bireylerde

goriilen en yaygin enfeksiydz ajanlarin iigiinciisiidiir. Onceki cerrahi prosediirler, azalmis



notrofil sayisi, kortikosteroid kullanimi ve altta yatan tibbi durumlar, P. aeruginosa
enfeksiyonu olasiligini artiran 6nemli degiskenlerdir (Tofas et al. 2017). Organ nakli
olmus kisiler, diger istenmeyen sonuglarin yani sira P. aeruginosa'nin tetikledigi bir
enfeksiyona yakalanmaya daha duyarhidir. Organ nakli yapilan hastalarda P.
aeruginosamin neden oldugu enfeksiyonlardan Oliim oranmin %50'ye ulastigi
bildirilmektedir. Coklu ilag¢ P. aeruginosa izolatlar1 ile enfekte olan organ nakillerinde ve
Oliim oranin yiikseltmistir. Enfeksiyon riski, organ nakillerinden hemen sonra en yiiksek
diizeyde olup tiim enfeksiyonlarin yaklasik %55'1, nakilden sonraki ii¢ ay icinde meydana

gelir (Johnson et al. 2009).

2.5 Viriilans Faktorleri

Viriilans, patojenik mikroplarin konakgilarini enfekte etme ve semptomlar gelistirme
kapasitesini tanimlamak icin kullanilan terimdir. Bu yetenek, bakteriyel tutunmayz,
kolonilesmeyi, doku istilasin1 ve tahribatini ve konagin bagisiklik tepkisinin
baskilanmasini ve bundan kacinma kapasitesini destekleyenler de dahil olmak iizere bir
dizi degiskenle tanimlanabilir (Diggle and Whiteley 2020). P. aeruginosa'nin énemli

viriilans 6zellikleri Sekil 2.2'de gosterilmektedir.
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Sekil 2.2 P. aeruginosa'nin viriilans faktorleri (Liao et al. 2022)

2.5.1 Bakteri yiizeyinin uzantilar

P. aeruginosa'nin Tip IV pili olarak adlandirilan motor fimbrialari, pilin proteininin gok
sayida yinelemesinden olusur. Tip IV pilinin ti¢ farkl alt tipi vardir (Burrows 2012).
Biyofilm olusumunda ve antibiyotiklere diren¢ saglayan bakteriler arasinda gen
aktariminda rol oynar (Tala et al. 2019). Tip IV pili bakteri hareketini, yiizeyler arasindaki
hareketi, baglanmay1 kolaylastirir ve kiigiik bakteri kolonilerinin insasina, biyofilmlerin
olusturulmasina ve DNA'nin kabuliine katkida bulunur (Craig et al. 2019). Flagella,
bakterinin yiizeyinden uzanan ve ¢ogunlukla flagellin proteininden olusan ince
uzantilardir. Flagella, bakteri hareketini saglayan, sitokin {iretimini uyaran, yapigmay1
destekleyen ve biyofilm olusumunu hizlandiran bir itici gii¢ gorevi goriir (Ozer et al.

2021). Ayrica flagella, tip 5 Toll benzeri reseptorii aktive ederek konakgida giiglii bir
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immiinolojik tepki ortaya ¢ikarma kapasitesine sahiptir (Campodonico et al. 2010).
Flagellar antijen, bir hayvan modelinde basarili bir sekilde savunma amagl bir bagisiklik

tepkisi ortaya ¢ikardi (Hassan et al. 2018).

2.5.2 Dis zarin bilesenleri

Pseudomonas aeruginosa g¢ogunlukla lipopolisakkaritten (LPS) olusan bir dis zara
sahiptir. Yapi, bir lipit A molekiiliiniin yani sira oligosakaritlerin i¢ ¢ekirdegi ve dis
¢ekirdegini ve bir O-antijenini igerir (Pier 2007). LPS, gesitli sinyal iletim yollar1 yoluyla
konakeida giiclii bir immiinolojik tepkiyi tetikleyen, mikropla iliskili bir kimyasal model
olarak kabul edilmektedir. LPS, bakterileri fagositler tarafindan yutulmaktan korumak
gibi paradoksal bir islev sergilerken ayni zamanda nétrofilleri istilact patojenleri
yakalayabilen hiicre dig1 tuzaklar liretmeye tesvik eder (Huszczynski et al. 2019). P.
aeruginosa'nin konakgi hiicrelere yapisma siirecindeki 6nemli bir bilesen, LPS ile

Okaryotik hiicre zarlar1 arasinda meydana gelen etkilesimdir (Doring 2010).

2.5.3 Salg sistemleri

Gram negatif bakterilerde “Tip 1 sekresyon sistemi (T1SS)” mevcuttur. Ancak bu
mekanizma, inflamatuar siire¢ boyunca P. aeruginosa'nin patojenitesine aktif olarak
katkida bulunur. T1SS, alkalin proteazlarin salgilanmasinda, hem alim proteininde, demir
tilketiminde rol oynar ve bakterinin gelisimi i¢in dnemlidir (Bleves et al. 2010). "Tip 2
salg1 sistemi (T2SS)", ¢esitli enfeksiyonla iliskili eylemlerle iligkili 6nemli hiicre dis1
toksinlerin salinmasindan sorumludur (Proctor et al. 2021). “Tip 3 Salgi Sistemi (T3SS)”,
igne kompleksi, efektorler ve saperonlarin yani sira diizenleyici proteinlerden olusan
viriilansin énemli bir bilesenidir (Sato and Frank 2011). Igne kompleksinin translokonu
yiizeyden disar1 ¢ikar ve efektor proteinleri konaker hiicrelere iletmek, bakteri istilasini
tesvik etmek ve sitotoksisiteye neden olmak i¢in bir "molekiiler enjektor" gorevi goriir.
T3SS saperonlari, karsilik gelen ortaklarinin salinmasini veya birlesmesini kolaylastiran
proteinlerdir (Horna and Ruiz 2021a). T3SS, bakteriyel penetrasyonu ve konakgiya girisi
kolaylastirir ve 6nemli 6l¢iide gelismis semptomlar ve enfeksiyonlarin siddeti artar. T3SS

efektorlerindeki mutasyonlar bakterilerin patojenitesini 6nemli dl¢lide azaltabilir veya
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tamamen ortadan kaldirabilir (Liao et al. 2022). “Tip 5 salgi sistemi (T5SS)” iki tip
partnerden olusur ve viriilans, patojenite ve adezyonda rol oynayan ¢esitli proteinlerin
salgilanmasindan sorumludur (Ma et al. 2020). Bu proteinler, rhamnolipidlerin artan
ekspresyonunu uyarir, bu da biyofilm gelisiminin artmasina, konake¢inin bagisiklik
sisteminin kagmasina ve bakteriyel yapismanin artmasina neden olur (Henderson et al.
2004). Ustelik besinlerin saglanmasinda en biiyiik rolii oynarlar (Hood et al. 2010). P.
aeruginosa, ti¢ farkli “Tip 6 salgilama sistemine (T6SS)” ve hemolizin (Hcp) ¢ekirdek
diizenlemeli proteinin salgilanmasindan sorumlu adalara sahiptir (Basler et al. 2013). Tip
T6SS'nin bakteriyolitik efektorleri, rakip bakterilerin peptidoglikan hiicresel zarin1 ¢6zme
kapasitesine sahiptir ve ayrica enfekte hiicrelerde bakteriyel endositozu indiikleme

potansiyeline sahiptir (Bleves 2016).

2.5.4 Ekzopolisakaritler

Pseudomonas aeruginosa, kuraklik, oksidatif aracilar ve konake¢1 bagisiklik tepkileri gibi
zorlu cevresel faktorlere karsi direncini arttirmak igin seker tiirevli hiicre dist
makromolekiiller olan ekzopolisakkaritleri sentezler (Franklin et al. 2011).
Ekzopolisakkaritler, biyofilmlerin yapisal ve fonksiyonel biitiinliigiiniin korunmas1 i¢in
gerekli olan hiicre dis1 polimerik bilesiklerin temel elementlerinden biridir. Ayrica
biyofilmlerin temel unsurlarindan biri olduklari i¢in biyofilmlerin olusumunda 6nemli rol
oynarlar. Buna ek olarak ekzopolisakkaritler, bakterilerin ¢evrede kalabilecegi slireyi
uzatmalarina olanak tantyan adezin gérevi gérme yetenegine de sahiptir (Ellis and Kuehn
2010). P. aeruginosa'nin bugiine kadar KF hastalarindan elde edilen izolatlar tarafindan
tiretilen aljinat ve gevreden toplanan izolatlar tarafindan iiretilen Pel ile birlikte Psl olmak

tizere li¢ farkli ekzopolisakkariti sentezledigi gosterilmistir (Loos et al. 2019).

2.5.5 Sideroforlar

Sideroforlar, demire baglanma ve onunla stabil kompleksler olusturma yetenegine sahip
kimyasal ajanlardir. Bakteriler demir birikimine karst koymanin bir yolu olarak
sideroforlar1 sentezler. "Pyoverdin (Pvd) ve pyochelin (Pch)"nin her ikisi de P.

aeruginosa tarafindan tiretilmektedir (Cornelis 2010). Pvd, demire kars1 giiclii bir gekime
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sahip olan bir floresan peptid olarak kabul edilirken, Pch, demire kars1 nispeten daha az
¢ekime sahip bir yan foradir. Hem Pvd hem de Pch, P. aeruginosa'nin tam patojenitesi
acisindan ¢ok 6nemlidir. Her ikisi de laktoferrine ek olarak transferrinden demiri (Fe 3+)
selatlama kapasitesine sahiptir, boylece bakterilerin biiyiimesini destekler (Sass et al.
2020). Giiglii demir selatorleri mevcut olmasina ragmen, bakteriler piyoverdin yerine
piyochelin iretebilmektedir. Bu, P. aeruginosa'min gelistigi ve demirin etrafinda
merkezlenen spesifik ortamda pyochelin performansinin kritik roliinii gostermektedir

(Pan et al. 2022).

2.5.6 Proteazlar

Alkalin proteaz (AprA) oncelikle bir ¢ekirdek algilama yolu tarafindan kontrol edilir ve
T1SS yoluyla salgilanir (Bleves et al. 2010). AprA, tamamlayici bilesenleri, interferon-
gamay1 ve tiimor-nekroz faktorii-alfay1 par¢alama yetenegine sahiptir (Matsumoto et al.
1998). P. aeruginosa, akciger dokusunun yani sira kan damarlarindaki elastini
parcalamak icin elastaz A ve elastaz B enzimlerini salgilar, bu da akciger dokusunun
kaybina ve ardindan akcigerde kanamanin gelismesine neden olur (Bradshaw et al. 2018).
Bir enzim olan proteaz tip 1V, konak dokularda hasara neden olur ve kompleman
sisteminin bilesenleri, antikorlar ve ylizey aktif madde proteinleri dahil olmak iizere
bircok 6nemli biyolojik molekiilii pargalayarak bakteriyel enfeksiyonu artirir

(O'Callaghan et al. 2019).

2.5.7 Toksinler

Pseudomonas aeruginosa “ExoS, ExoT, ExoU ve ExoY” olmak tizere dort ekzotoksin
salgilar. Hem ExoS hem de ExoT, konakg¢1 hiicrelerde apoptozu indiikleme ve konagin
aktin hiicre iskeletini bozma yetenegine sahiptir. ExoU, hizli nekrotik hiicre 6liimiinii
tetikleyen giiglii bir fosfolipazdir (Horna and Ruiz 2021b). ExoS iireten izolatlarla enfekte
olan hastalar, olumsuz sonuglar yasamaya daha yatkinken, ExoU iireten izolatlarla
enfekte olan hastalar siklikla antibiyotik tedavisine direng gelistirir (Horna et al. 2019).
Ekzolisin (ExIA) olarak bilinen gdzenek olusturucu toksin, plazma zarinin gegirgenligini

artirarak nekrotik hiicre 6liimiiyle sonuglanir (Elsen et al. 2014). Ekzotoksin A (EA),
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programlanmis hiicre 6liimiinii (apoptoz) tetikleyen ve konak¢r organizmadaki protein
sentezini engelleyen, hiicrelerin disinda iiretilen ¢ok toksik bir maddedir (Michalska and
zarlarinin bozulmasindan sorumludur ve doku hasarina yol acar (Zhang and Zhang 2021).
LipA, elektrostatik etkilesimler yoluyla biyofilm hiicre disi matris igindeki aljinata
midahale eder, dolayistyla bakteriyel antibiyotik direncinin gelisimini destekler (Viegas

et al. 2020).

P. aeruginosa, hemolitik ve hemolitik olmayan iki farkli kategoride fosfolipaz C (PLC)
enzimi {iretme yetenegine. Hemolitik fosfolipaz C (PLC), kan damarlariin
gecirgenliginin artmasina ve konakg¢ida organ hasarina neden olur (Vasil et al. 1991).
Kiiclik miktarlarda bile, hemolitik PLC interlokin-8'in asir1 salinimina neden olabilir, bu
da noétrofillerin toplanmasinin artmasina neden olur ve akcigerlerde iltihaplanma ve
yaralanmaya katkida bulunur. Ayrica hemolitik PLC, bir protein kinaz C ile etkileserek
noétrofil solunum patlamasini baskilar. Bu, P. aeruginosa'nin immiinolojik bir ortamda
hayatta kalmasina yardimci olur ve uzun siireli bir bakteriyel enfeksiyona neden olur. Bu,
hemolitik PLC'nin bir protein kinaz C ile etkilesimi ile gergeklestirilir (Monturiol-Gross
etal. 2021). Lipoksijenaz (LoxA), konakgidaki lipit sinyalini bozabilir. P. aeruginosa'nin
akciger enfeksiyonu sirasinda LoxA, konakgidaki bir¢ok ¢oklu doymamis yag asidini
oksitleyerek lipoksin A4'lin olusmasina neden olur. Bu da konakg1 hiicrelerde hasara yol
acar (Lu et al. 2020). Ek olarak LoxA, kemokin sentezini inhibe etme yetenegine sahiptir,
dolayisiyla bagisiklik hiicrelerinin uyarilmasini engeller (Aldrovandi et al. 2018). P.
aeruginosa ayrica lokositlerin plazma zarinin sismesine ve geg¢irgenliginin artmasina
neden olan ve bunlarin yok olmasina yol acan sitotoksik bir madde olan 16kosidin'i de
salgilar (Bouillot et al. 2020). Ayrica 16kosidin, P. aeruginosa enfeksiyonuna karsi
konagin bagisiklik tepkisini modiile etme kapasitesine sahiptir (Hirayama et al. 1983).
Piyosiyanin (PCN), mavi renk tonu sergileyen ve redoks aktivitesine sahip biyolojik
olarak aktif bir kimyasaldir (Lau et al. 2004). PCN'nin zwitteriyonik yapisi, konake1
hiicrelerin plazma membranlarindan gegmesini kolaylastirir. Bu membranlar, PCN'nin
indiikledigi oksidatif stresin, konakgi hiicreler iizerinde sahip oldugu sitotoksik etkilere

yol actig1 yerdir (Hall et al. 2016).
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2.6 P.aeruginosa'ya Kars1 Bagisiklik TepKkisi

Pseudomonas aeruginosa, bakteriyel bilesenleri tespit eden Toll benzeri reseptorlerin
(TLR) giiclii agonistlerini tiretir. LPS'ye karsi TLR4'e bagh inflamatuar yanit
enfeksiyonlarin temizlenmesi igin gok 6nemlidir (Lovewell et al. 2014). TLR4 ve TLR5,
P. aeruginosa'ya karsi uygun bagisiklik tepkisi i¢in ¢ok énemlidir (Lin and Kazmierczak
2017). TLR4, LPS'yi tespit ederek iki ayr1 inflamatuar sitokinin uyarilmasina neden olur
(Dosunmu et al. 2017). Siklikla MyD88 olarak adlandirilan Myeloid farklilasma 88,
aktive edilmis B hiicrelerinin niikleer faktor kappa hafif zincir gelisimini aktive etmekten
sorumludur. Sonug olarak bu, enflamasyonu tesvik eden ¢ok c¢esitli sitokinlerin ve
kemokinlerin rollerine baglamasini miimkiin kilar (Pang et al. 2018). MyD88'in katilimi,
notrofillerin enfeksiyon bolgesine hizli bir sekilde istihdam edilmesi i¢in ¢ok dnemlidir
(Lavoie et al. 2011). P. aeruginosa, viriilans faktorleri 6zellikle konak hiicrelerin
sitoplazmasini hedef alir ve bagisiklik hiicrelerinde inflamazom adi verilen karmagik
sinyal platformlarinin olusumunu uyarir. inflamazomlar, P. aeruginosa enfeksiyonlarmin
tamimlanmasinda ve bunlara tepki verilmesinde 6nemli bir role sahiptir (Alhazmi 2018).
P. aeruginosa ile enfekte olmus insan makrofajlari, inflamazomun olusumunu tetikler ve
bu da kaspaz-1'in yani sira IL-1p iiretimini tetikler (McHugh et al. 2019). Inflamazom, P.
aeruginosa'ya karst dogustan gelen immiin yanit sirasinda, oncelikle flagellin ve T3SS
proteinleri aracilifiyla tetiklenen 6nemli bir bilesen olarak kabul edilmistir. P.
aeruginosa, proteinler ve LPS vererek epitel hiicrelerinde TLR'ye bagli reaksiyonlar
indiikleyen Nod benzeri reseptorleri (NLR'ler) uyarir. NLR'ler, enfeksiyon sirasinda
akcigerleri zarardan koruyabilecek terapotik adjuvan hedefler olma potansiyeline
sahiptir. Ayrica P. aeruginosa tarafindan enfekte edilen hiicrelerdeki inflamatuar tepkileri
azaltmak i¢in ana odak noktasi olabilirler. P. aeruginosa patojenle iliskili molekiiler
kaliplarin (PAMP'lar) tespiti, mikroplarin ortadan kaldirilmasina yardimer olmak {izere
noétrofillerin yani sira makrofajlar1 ¢gekmek i¢in ¢ok onemli olan gii¢lii bir inflamatuar

reaksiyonu tetikler (Lin and Kazmierczak 2017).

Notrofiller P. aeruginosa'yr yok etme kapasitesine sahiptir, ancak reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) iretimi ve asidofilik graniiller olarak bilinen bilesenden bakterisidal

proteinlerin bosaltilmasi yoluyla konagin akcigerlerine de zarar verebilirler (Skopelja-
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Gardner et al. 2019). Bu nedenle, bir enfeksiyonun tedavisi sirasinda komsu dokuya
verilen zarar1 en aza indirirken patojenleri etkili bir sekilde ortadan kaldirmak i¢in ideal
bir nétrofil mobilizasyon seviyesine ulasmak dnemlidir. Akciger s6z konusu oldugunda,
makrofajlar P. aeruginosa ile temas eden birincil hiicrelerdir (Nakamura et al. 2016).
Bakteriyel enfeksiyon sirasinda efektdr hiicreler, nétrofillerin ise alimini ve uzun
Omiirliliigiinii modiile ederek inflamasyonun olusmasinda hayati bir rol oynar (Muntaka
et al. 2019). Alveolar makrofajlar, P. aeruginosa bakterilerini igsellestirme ve
uzaklastirmanin yani sira notrofiller tarafindan iiretilen asir1 doku hasarini 6nlemek igin
oli notrofilleri yutmak gibi ikili bir islev saglar (Omar et al. 2020). Kompleman sistemi,
farelerin akcigerlerinde P. aeruginosa ile enfekte olduktan sonra hayatta kalmalari igin
¢ok onemlidir (Lin and Kazmierczak 2017). Ek olarak, P. aeruginosa ile ilgili dis
membranda bulunan OprF porini, C3b i¢in bir reseptdr gorevi goriir. Membran (MAC)

saldir1 kompleksinin olusumu bu temas sonucunda harekete geger (Mishra et al. 2015).

Akut inflamatuar yaniti iyilestirmek i¢in pro-inflamatuar siireglerin aktivasyonunu
azaltmak ¢ok gereklidir. Treg olarak da bilinen diizenleyici T hiicreleri, anti-inflamatuar
sitokinler salgilamanin yani sira, pro-inflamatuar sitokinlerin iiretimini engellemekten de
sorumludur. Buna karsilik, dendritik hiicreler adaptif yanitlarin baslatilmasindan
sorumludur. P. aeruginosa enfeksiyonunun akut faz sirasinda tamamen ortadan
kalkmamas1 durumunda, mukoid bir biyofilmin varlig: ile karakterize edilen kronik bir
enfeksiyona ilerleyecektir (Mauch et al. 2018a). Kronik nétrofil enflamasyonu, efektor T
hiicrelerinden gelen immiin yanitin artmasinin yani sira pro-inflamatuar sitokinlerin
tretiminde es zamanli bir artisa ve anti-inflamatuar sitokinlerde ve Treg'lerde bir
azalmaya yol acar (Lin and Kazmierczak 2017). P. aeruginosa ile enfeksiyon, daha fazla
miktarda IL-5 ve IL-13 ekspresyonu ile baskin bir Th2 yaniti ile karakterize edilen bir
bagisiklik yaniti ile karakterize edilir. B-hiicrelerinin IL-4'e kars1 duyarliliginda 6nemli
bir artis vardir, ancak IFN-y varligi ¢ok azdir. Buna ek olarak, IL-10 seviyelerinde bir
artis meydana gelir ve bu da IFN-y seviyelerinde ve makrofajlar i¢indeki ek yardimci
uyarici bilesiklerde daha fazla diisiise neden olur. Antijenleri sunma prosediiriiniin yani
sira konagin P. aeruginosa enfeksiyonlarina kars1 giiglii bir bagisiklik tepkisi gelistirme
kabiliyeti de bu reaksiyonun bir sonucu olarak engellenmektedir (Mauch et al. 2018a).

Sonug¢ olarak, Thl yanitinin gii¢lendirilmesi, nétrofil kemoatraktaninin azalmasi
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nedeniyle notrofil akigini azaltarak enflamasyonu hafifletebilir. Aym1 zamanda, Th2
yanitinin zayiflamasi immiinolojik komplekslerin olusumunu azaltarak doku hasarini
azaltabilir (Seibold 2018). Th17 yaniti, bakteri sayisin1 6nemli Ol¢lide azaltarak P.
aeruginosa'ya karsi koruyucu etkinligini géstermistir (Wu et al. 2012). Ayrica, hafiza
Th17 hiicreleri, serotipe 6zgii antikorlara ihtiya¢ duymadan kendi baglarina mukozal bir
bagisiklik yaniti olusturma yetenegine sahiptir (Chen et al. 2011). Dolasimdaki bagisiklik
komplekslerinin {iretiminin, IgG olarak da bilinen ve P. aeruginosa'ya 6zgii olan yiiksek
immiinoglobulin G seviyelerinden kaynaklandigina inanilmaktadir. Sonug¢ olarak, bu
kompleksler alt hava yolu dokusunda toplanir, bu da dokuya zarar verir ve nihayetinde
belirli bir siire boyunca akciger fonksiyonlarinda kademeli bir diislise neden olur (Mauch
et al. 2018b). Immiinoglobulin A (IgA), P. aeruginosa'nin neden oldugu solunum yolu

enfeksiyonlarina kars1 bagisiklik tepkisinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Li et al. 2020).

2.7 Cekirdek Algillama ve Biyofilm Olusumu

Cekirdek algilama (QS), bakterilerin oto-indiiktorler olarak adlandirilan kendi kiigiik
sinyal molekiillerini tespit etmesini saglayan, bakteri hiicreleri arasindaki bir iletisim
mekanizmasidir. Bu siireg, bakteriyel popiilasyon davranislari, patojenite ve biyofilm
olusumuyla ilgili farkli genlerin aktivasyonunu koordine eder (Cegelski et al. 2008). P.
aeruginosa'nin her biri farkli bir oto-indiikleyici molekiil kullanan dort ¢ekirdek algilama
(QS) yolu vardir. Uygun bir bakteri yogunluguna ulagsmak gibi belirli kriterler yerine
getirildiginde otomatik indiikleyiciler iretir. Bu oto-indiikleyiciler karsilik gelen
reseptorlerle birlestirildiginde, toksisite i¢in ¢ok dnemli olan genlerin transkripsiyonunu
diizenleyeceklerdir (Dickey et al. 2017, Yaeger et al. 2021). QS proteini, ¢esitli viriilans
faktorlerinin salinimini diizenlemede ve biyofilm olusumunu tesvik etmede ¢ok dnemli
bir role sahiptir, dolayisiyla P. aeruginosa'nin viriilansini bityiik 6l¢iide etkiler (Rezzoagli
et al. 2020). Hiicre dig1 polimerik malzemelerle ¢evrelenmis, biyofilm olarak bilinen 6zel
bir bakteri tiirii, patojenik bakterilerin sicaklik dalgalanmalari, besin eksikligi ve
antibiyotiklerin neden oldugu 6lim gibi olumsuz kosullardan ka¢masina yardimci
olabilir. Ek olarak bakterilerin hem canli hem de cansiz yiizeylerdeki stabilitesini arttirir
(Thietal. 2020). P. aeruginosa ozellikle biyofilm olusturma yetenegiyle 6ne ¢ikmaktadir

ve kronik enfeksiyonu olan kisiler siklikla bu iyi yapilandirilmis biyofilmlere sahiptir
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(Mann and Wozniak 2012). Biyofilmlerin gelistirilmesi karmasik ve olduk¢a kontrollii
bir prosediirdiir. QS sistemiyle iliskili virlilans faktorleri biyofilmlerin yogunlugunu ve

saglamligin artirabildiginden ¢ekirdek algilama sistemi bu siirecte cok énemlidir (Tielen

et al. 2013).

2.8 Antibiyotik Direnci

P. aeruginosa'da antibiyotik direncinin devam etmesi halk sagligi i¢in daha biiyiik bir
tehdit olmaya devam etmektedir ve hastaliklarin ve 6liimlerin ortaya ¢ikmasinda énemli
bir role sahiptir. Cesitli hastalik tiirlerinde ilaca direngli birden fazla P. aeruginosa tiirii
tanimlanmustir. Ulusal Saghk Giivenligi Agi, P. aeruginosa'da antibiyotik direncinin
yaygmliginin, yogun bakim iinitelerindeki hastalar arasinda onemli bir sorun olmaya
devam ettigini belirtmistir. Ayrica, P. aeruginosa izolatlarinin 6nemli bir kismi1 (%29,9)
cesitli hastaliklarda cesitli ilaglara direng gosterirken onkoloji departmanlarinin yalnizca
%11,6's1 ¢oklu ilag direnci gostermistir (Weiner-Lastinger et al. 2020). Karbapenem'e
direngli P. aeruginosa'nin yonetimi, bu susun diger antimikrobiyal ilaglara genellikle
direngli olmasi nedeniyle zorlayici olabilir. P. aeruginosa'da nozokomiyal
enfeksiyonlarin O0nemi, karbapenem direngli izolatlara sahip kisilerin %90'1mdan
fazlasinin test pozitif ¢ikmadan 6nce daha once tibbi etkilesimler yasadigi gergegiyle
ortaya konmustur (Walters et al. 2019). P. aeruginosa kan dolasimi enfeksiyonlari (BSI)
ile daha yiiksek 6liim oranlari arasindaki korelasyon, P. aeruginosa BSI'da antibiyotik
direncini 6zellikle 6nemli kilmaktadir (Wong et al. 2014). P. aeruginosa BSI iizerinde
yapilan calismada izolatlarin %28'inin ¢esitli ilaglara direncli oldugu ve bu izolatlarin
%15'inin ilaca ¢ok direngli olarak siniflandirildigi bulunmustur (Thaden et al. 2017).
Ayrica P. aeruginosa'nin neden oldugu nozokomiyal pnémoni vakalariin %30,5' ¢esitli
ilaclara direngli izolatlardir. Bu, hastane ortamindaki yiliksek Olim oraniyla
iligkilendirilmistir. P. aeruginosa'nin neden oldugu nozokomiyal pnomoninin ortaya
cikmasi, ¢esitli ilaglara direngli suslarin yiliksek insidansi ile dikkat ¢ekmektedir (Micek
et al. 2015).
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2.9 Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalari

2.9.1 Tg¢sel mekanizma

Bir bakteri tiiriniin fonksiyonel veya yapisal 6zelliklerindeki dogal farkliliklar, onun
dogal kapasitesinin belirli bir antibiyotigin etkinligini azaltmasina yol acabilir. Bu
fenomen, tiirlin igsel antibiyotik direnci olarak bilinir (Blair et al. 2015). P.
aeruginosa'nin ¢ogu antibiyotige karsi daha yiiksek derecede dogal direng gosterdigi
gosterilmistir. Direng, dis zar boyunca sinirli bir gegirgenlik, bir akis pompasi sistemi ve
antibiyotikleri devre dis1 birakan enzimler gibi bir¢ok mekanizma yoluyla ortaya
¢ikmistir (Pang et al. 2019).

2.9.1.1 Das zarn gecirgenligi

P. aeruginosa'nin tetikledigi enfeksiyonlar1 etkili bir sekilde tedavi etmek igin hiicre
zarina niifuz edebilen ve hiicre icindeki hedeflere ulasabilen antibiyotiklerin kullanilmasi
gerekmektedir (Moore and Flaws 2011). P. aeruginosa, gomiilii porinler igeren simetrik
bir fosfolipid ve LPS ¢ift katmanindan olusan bir dig zara sahiptir. Porinler,
antibiyotiklerin girisini kisitlamak i¢in segici bir bariyer gorevi goren B-varil protein
kanallarinin olusumundan sorumludur (Zgurskaya et al. 2015). Porin ailesi dort ana
kategoriye ayrilabilir: c¢ogu kiigiik hidrofilik molekiiliin kademeli difiizyonunu
kolaylastiran spesifik olmayan porinler; spesifik bir molekiil kategorisi i¢in spesifik
baglanma bolgelerine sahip olan spesifik porinler; dis zar iizerinde yer alan ve iyonlar
tarafindan diizenlenen, iyon bilesiklerinin alimindan sorumlu proteinler olan giivenli
porinler; ve ilk basta akis pompalarinin ¢aligmasi i¢in gok 6nemli olan akis porinleri (Masi
et al. 2019). P. aeruginosa'nin birincil porini olan OprF, iyonlarin ve sakkaritlerin
gelisiglizel aliminda rol oynar (Sugawara et al. 2012). P. aeruginosa'da OprF kanallarinin
asir1 derecede kapanmasi, diger bakteri tiirlerine kiyasla dis membran gegirgenliginin ¢ok
daha diisiik olmasini agiklayabilir (Bouffartigues et al. 2015). Daha 6nce belirtildigi gibi
P. aeruginosa, karbonhidratlara 6zel bir porin, temel amino asitlere 6zel bir porin,
fosfatlara 6zel bir porin ve pirofosfatlara 6zel bir porin dahil olmak tizere birgok farkli

porine sahiptir (Jeddou 2021). Temel amino asitlere 6zgii porin, antibiyotiklerin
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emiliminde islevi olan bir tiir porindir. P. aeruginosa, bir tiir -laktam antibiyotik olan
karbapenem baglanma bélgelerine sahiptir. Ote yandan bakteriler, bu kategorideki
antibiyotiklere kars1 daha yiiksek diizeyde dirence sahiptir ¢iinkii temel amino asitlere
0zgii -porin igermemektedir (Li et al. 2012). Ayrica OprH, P. aeruginosa'da bulunan en
kiiglik porindir. Calismalar, OprH'nin Mg2+ eksikligi nedeniyle asir1 eksprese edilmesi
durumunda gentamisin ve polimiksin B'ye kars1 direnci arttirdigini1 géstermistir. Bu, dis
zarin stabilize edilmesi ve LPS yapisinda degisikliklerin tetiklenmesiyle elde edilir

(Chevalier et al. 2017).

2.9.1.2 Akis pompasi sistemleri

Bakterilerin akis pompalariin bes farkli kategorisi vardir ve bunlarin her biri, tehlikeli
bilesiklerin hiicreden uzaklastirilmas siirecinde belirli bir islev goriir (Sun et al. 2014).
RND ailesine ait akis pompalari, P. aeruginosa'da antibiyotik direncinin gelismesinde
¢ok onemli bir rol oynamaktadir. Membran tagiyicilari sitoplazma iginde yer alir, baglanti
proteinleri periplazmada bulunur, porin kanal proteinleri ise hiicrenin dis zarinda
konumlandirilir (Daury et al. 2016). P. aeruginosa igindeki RND pompalarini olusturan
sitoplazmik ve periplazmik elementler genel olarak ¢oklu ilag akist (Mex) terimiyle
anilirken, P. aeruginosa i¢indeki RND pompalar1 en distaki katmani temsil eden Opr
olarak anilir. Birgok farkli RND ailesi akis pompasi P. aeruginosa tarafindan
uretilmektedir; ancak bakterilerin gosterdigi ila¢ direncinden bu pompalardan yalnizca
dordii  sorumludur (Dreier and Ruggerone 2015). MexAB-OprM, kinolonlarla
kombinasyon halinde 3-laktamlarin akis yoluyla uzaklastirilmasindan sorumlu proteindir.
MexCD-OprlJ, B-laktamlari uzaklastirmak i¢in 6zel olarak tasarlanmigsken, MexEF-OprN
kinolonlar1 etkili bir sekilde uzaklagtirma kapasitesine sahiptir. MexXY-OprM,
aminoglikozitlerin akis yoluyla uzaklastirilmasindan sorumlu proteindir (Lorusso et al.
2022). Klinik ortamlarda baz1 P. aeruginosa suslarinin agirt miktarda birkag¢ akis pompasi
direttigi ve bu durumun ¢oklu ila¢ direncinin ortaya ¢ikmasina yol ac¢tigi goriilmiistiir
(Askoura et al. 2011). Arastirmalar, P. aeruginosa'nin bu kimyasalla tedaviyi takiben
antibiyotiklere kars1 daha savunmasiz hale geldigini gostermistir. Ek olarak kimyasal, P.
aeruginosa'nin patojenitesini azaltir ve yeter sayiy1 tespit etme kapasitesini zayiflatir

(Lamers et al. 2013).
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2.9.1.3 Antibiyotiklerin etkisiz hale getirilmesiyle ilgili enzimler

Bakteriler, ¢cogunlukla ilaglar1 bozabilen veya degistirebilen antibiyotigi etkisiz hale
getiren enzimler Ureterek antibiyotiklere karsi i¢sel direng kazanir. Beta-laktamazlar ve
aminoglikozid degistirici enzimler de dahil olmak iizere P. aeruginosa enzimleri, ¢esitli
antibiyotiklerde bulunan kimyasal baglar1 pargalama kapasitesine sahiptir (Rampioni et
al. 2017). Hidrolitik enzim B-laktamaz iireten genin ekspresyonunun artmasi, -laktam
halkasinda bulunan amid baginin par¢alanmasina neden olarak B-laktam antibiyotiklerin
etkinligini kaybetmesine neden olur. Ayrica beta-laktamazlar igerdikleri spesifik amino
asit dizilerine gére A, B ve C ile D olmak tizere dort ayr1 gruba ayrilir. A ve C siniflarinin
yani sira D simiflarindan enzimler, aktif bolgede bulunan bir serin kullanarak (-
Laktamlar1 hidrolize edebilir. B smifi enzimler ise [-laktam hidroliz islemini
gerceklestirmek igin iki degerlikli ¢inko iyonlarina ihtiyag duyan metaloenzimlerdir
(Wolter and Lister 2013). Kanitlar, P. aeruginosa tarafindan {iretilen C smifinin
sefalosporinlerin etkinligini engelledigini gostermektedir (Bush and Jacoby 2010).
Genisletilmis spektrumlu laktamazlar (ESBL'ler) beta-laktam antibiyogramlarin ¢oguna
diren¢ saglayan enzimlerdir (Berrazeg et al. 2015). P. aeruginosa yoluyla tasinan
enfeksiyonlarin tedavisinde siklikla kullanilan antibiyotik tiirlerinden biri aminoglikozid
olarak bilinmektedir. Bu antibiyotikler, amino sekerlere glikozit bagiyla baglanan bir
aminosiklitol halkasina sahiptir. P. aeruginosa, gesitli siire¢lerin bir karisimi nedeniyle
aminoglikozitlere karst direng sergiler. Birincil mekanizma, aminoglikozit
antibiyotiklerin yapisindaki amino ve glikozit gruplarinin enzimatik modifikasyonunu

igerir ve bu, direng gelisiminde ¢ok 6nemlidir (Rawat and Nair 2010).

Aminoglikosit fosfotransferaz, aminoglikozit asetil-transferaz ve aminoglikozit
niikleotidiltransferaz olarak adlandirilan {i¢ farkli aminoglikozit degistirici enzim tiirii
mevcuttur (Krause et al. 2016). P. aeruginosa'nin aminoglikozid fosfotransferaz yoluyla
aminoglikozidlerdeki bir fosforil grubunu cogunlukla 3'-hidroksile doniistiirebildigi,
bunun da bu antibiyotiklerin etkinliginin kaybina neden oldugu gdsterilmistir (Ramirez
and Tolmasky 2010). Arastirmalar, aminoglikozit asetil-transferazin, ¢esitli
aminoglikozit formlarinin devre dis1 birakilmasinda ¢ok Onemli bir rol oynadigini

gostermistir. Bunun nedeni, bu enzimlerin bir asetil grubunu aminoglikozitlerin amino
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grubuna aktarmasidir (Hainrichson et al. 2007). Aminoglikozit niikleotidiltransferazlar,
bir adenilil grubunu ayn1 zamanda ilgili aminoglikozitlerin amino veya hidroksil grubuna

da aktararak belirli aminoglikozit tiirlerine direng kazandirir (Poole 2005).

2.9.2 Edinilmis antibiyotik direnci

Bakterilerin antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmasini saglamak i¢in; genlerin yatay
aktarimi olarak bilinen bir siiregle diren¢ genleri elde edebilirler, antibiyotiklere karsi
direng gelistirebilirler veya mutajenez olarak bilinen bir siire¢ yoluyla antibiyotiklere
direngli hale gelirler (Subedi et al. 2018) Daha spesifik olarak, P. aeruginosa antibiyotige
kars1 daha biiyiik miktarda i¢sel dirence sahiptir ve bu, ¢oklu ilaca direngli izolatlarin
ortaya ¢ikmasina 6nemli 6l¢iide katkida bulunan 6nemli bir faktordiir (Munita and Arias
2016).

2.9.2.1 Mutasyonlarin aracilik ettigi direng

Mutasyon modifikasyonlar1 potansiyel olarak bakterilerde cesitli antibiyotik direng
mekanizmalarmi tetikleyebilir. Bu 0Ozellikler, ¢esitli antimikrobiyal ilaglara maruz
kalmalarina ragmen ¢evredeki bakterilerin hayatta kalmasini kolaylastirir (Henrichfreise
et al. 2007). DNA oksidatif onarim siirecinin devre dis1 birakilmasi, P. aeruginosa'da
mutasyonlarin olusmasinda artisa, bu da beta-laktamaz iiretiminde ve akis pompasinin
aktivasyonunda artisa yol agar (Munita and Arias 2016). Kendiliginden meydana gelen
mutasyonlar, belirli bir porinin ekspresyonunu ve islevselligini etkileyerek bakteriyel
membranlarin gegirgenliginde bir azalmaya ve antibiyotik direncinde bir artisa yol
acabilir (Fernandez and Hancock 2012). Dolayisiyla akis pompalarint yukart dogru
diizenleyen P. aeruginosa klinik izolatlari, yiiksek antibiyotik direnci gostermektedir
(Cabot et al. 2016). Bakteriler siklikla antibiyotiklerin antimikrobiyal aktivitelerini, bu
ilaclarin hedefine miidahale ederek atlarlar. Bu, antibiyotiklerin saldirdigi hedefleri
koruyarak veya hedef aldiklar yerleri degistirerek saglanabilir (Munita and Arias 2016).
Dolayisiyla P. aeruginosa'nin spesifik konumlarindaki genetik degisiklikler, bakterinin

antibiyotik direncine yol agan ek bir unsurdur (Aldred et al. 2014).
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DNA giraz veya topoizomeraz IV'li kodlayan genlerdeki mutasyonlar, kinolonlar igin
protein baglanma bdolgelerinin azalmasina neden olur ve bu antibiyotiklerin bakterileri
oldiirmedeki etkinliginin azalmasina neden olur (Bruchmann et al. 2013). 30S ribozomal
alt birimini hedefleme yeteneginin yani sira protein translasyonunu engelleme yetenegi
nedeniyle, bu antimikrobiyal ila¢ kategorisinin, ribozomal mutasyonlara sahip P.
aeruginosa izolatlarinda aminoglikozitlere karsi onemli diizeyde direng sagladig
gosterilmistir (EI'Garch et al. 2007). P. aeruginosa'nin, bir dizi ¢alismanin ortaya
koydugu gibi, penisiline baglanan proteinlerin degistirilmesi yoluyla beta-laktam
antimikrobiyal ajanlara karsi direng gelistirebildigi gosterilmistir (Moya et al. 2012). P.
aeruginosa yoluyla polimiksin direncinin gelisimi, bakterinin polimiksin baglayici
ortagindaki bir degisiklikle iliskilendirilmistir (Owusu-Anim and Kwon 2012). P.
aeruginosa, antibiyotiklerin etkinligini engelleyen enzimlerin iiretiminin artmasina neden
olan mutasyonlarin ortaya ¢ikmast da dahil olmak iizere bir¢ok mekanizma yoluyla
antibiyotik direnci gelistirebilir (Munita and Arias 2016). P. aeruginosanin ampC
genindeki spesifik mutasyonlar, bazi izolatlarin beta-laktamazlari asir1 tiretmesine olanak
taniyarak sefalosporinlere kars1 direncte 6nemli bir artisa yol acar (McDermott 2016).
Ayrica ampD genindeki degisiklikler beta-laktamaz iiretiminin artmasina neden olur

(Juan et al. 2005).

2.9.2.2 Kazamim genlerinden olusan direng

Yatay gen transferi ister ayni tiirden ister bagka tiirden olsun bakterilerin digerlerinden
antibiyotige diren¢ genleri almasini saglar. Bu genlerin dagilimi plazmidler,
degistirilebilir elementler, integronlar ve profajlar ilizerinde meydana gelebilir
(Breidenstein et al. 2011). Calismalar, integronlarin farkli Pseudomonas aeruginosa
suslart arasinda antibiyotik direncinin aktarimini kolaylastirmada Onemli bir rol
oynadigini gostermistir (Khosravi et al. 2017). Doniisiim siireci ve transdiiksiyonun yani
sira konjugasyon, yatay gen transferi siirecine katkida bulunan ii¢ ana siirectir (Arber
2014) (Sekil 2.3). Son bulgular, P. aeruginosa'nin aminoglikozidlere ve laktamlara karsi
direng saglayan genleri alma kapasitesine sahip oldugunu gostermektedir. Pseudomonas
aeruginosa, metalo-beta-laktamazlar (MBL'ler) ad1 verilen beta-laktamaz sinifinin alti

farkli varyantini iiretir. Bu enzimler beta-laktam bazli ilaglarin ¢ogunu hidroliz yoluyla
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parcalar (Hong et al. 2015). Arastirmalar, genlerin taginmasindan genetik bilesenlerin
sorumlu oldugunu gostermistir. Bu genler MBL'lerin antibiyotik direnci olusturma
kapasitesini diizenler (Cavalcanti et al. 2015). Dahasi, tek bir integron bir¢ok antibiyotige
direng genini ayn1 anda tasima yetenegine sahiptir. P. aeruginosa klinik izolatlari, sinif I
integronlarin i¢inde yer alan, yakin zamanda tanimlanmis iki aminoglikozid direng genine

sahiptir (Poirel et al. 2001).

Birlesme

(A) Plazmit Antibiyotik direng ger

lleten

Sekil 2.3 Yatay olarak gen aktariminin mekanizmalar1 (Mutuku et al. 2022)

2.9.3 Adaptif antibiyotik direnci

Bakteriler, antibiyotiklerin zararl etkilerine kars1 savunmalarini gelistirmek icin adaptif
direng kullanir. Gegici gen ekspresyonu ve protein iiretimi olarak bilinen bu olay,
ortamdaki bir uyaranin gen ekspresyonunda ve protein sentezinde gegici degisikliklere
neden olmasi durumunda meydana gelir. Uyarilmis olanin ¢evrede mevcut olmamasi
durumunda bu degisiklikler tersine g¢evrilebilir (Sandoval-Motta and Aldana 2016).

Biyofilm olusumu ve kalic1 hiicre olusumu, P. aeruginosa'daki adaptif direncin iki
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stirecidir. Bu aktiviteler enfeksiyonun uzamasina yol agar ve hastalik sonuglari iizerinde

zararli etkilere sahiptir (Taylor et al. 2014).

2.9.3.1 Biyofilm olusumundan kaynakh direng

Antimikrobiyal ilaglara kars1 artan diren¢ ve konagin immiinolojik tepkisine kars1 giigli
inhibisyon, biyofilmlerde olusan mikrobiyal hiicrelerin 6zellikleridir. Biyofilmde
bakterilerin gelismesine izin verildiginde antibiyotiklerin bu bakteriler iizerinde etki
yapma olasilig1 azalir (Chatterjee et al. 2016). Ayrica bakterilerin biyofilm korumasini
geri cekmesi durumunda antibiyotik duyarliliginin hizla diizelmesi ihtimali de vardir. Bu,
biyofilmin belirli antibiyotiklere karsi olusturdugu direncin, genetik modifikasyonlara
bagl olmayan adaptif bir mekanizma oldugunu gostermektedir (Dostert et al. 2021)
(Sekil 2.4). Bu durum, biyofilmlerin bakterilerin antibiyotiklere direnmesine yardimci
oldugu gercegiyle desteklenmektedir. Bakterilerde meydana gelebilecek cesitli
hiicrelerarasi iletisim bigimleri arasinda ¢ekirdek algilama olarak bilinen siire¢ vardir.
Hiicre popiilasyonunun genel genislemesindeki degisikliklere yanit olarak gen ifadesinin
kontrolii bu bilesenin sorumlulugundadir. P. aeruginosa'da ii¢ temel g¢ekirdek algilama
mekanizmas1 mevcuttur. Bu ¢ekirdek algilama sistemlerinin her biri bir sekilde
biyofilmlerin olgunlasmasina ve farklilasmasina katkida bulunur (Kang et al. 2017). Ote
yandan P. aeruginosa, biyofilm olusturma siirecinde g¢esitli fizyolojik ve fenotipik
doniisiimlerden gecer (Sousa and Pereira 2014). Ornegin, kistik fibrozun neden oldugu
tekrarlayan enfeksiyonlar durumunda, P. aeruginosa suslari bir degisime ugrar. Bu
fenotip sonugta biyofilm kolonilerinin olusumunu saglar (Hogardt and Heesemann 2013).
Bunun nedeni flagellum'un hem kaynasma hem de segirme hareketi yapabilme
kabiliyetine sahip olmasidir; bunlar her iki motilite tipidir. Ayrica, yilizeye tutunduktan
sonra P. aeruginosa flagellum'un gelisimini 6nemli 6l¢iide ve olumsuz bir sekilde kontrol
eder ve potansiyel olarak flagellum'u tamamen gecirdigi genetik degisikliklerden dolay1
kaybedebilir. Sonu¢ olarak, konak¢mnin bagisiklik tepkisinin uyarilma olasiligi daha
diistiktiir, bu da P. aeruginosa'nin bagisiklik sistemi tarafindan taninmaktan kaginmasini

ve fagositoza ugramasini kolaylastirir (Skariyachan et al. 2018).
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Antibiyotikler

Antibiyotiklerin
yavas niifuz etmesi

Degistirilmis Persister
mikro ortam hiicreler

Sekil 2.4 Biyofilmin aracilik ettigi antibiyotik direncinin mekanizmasi (Pang et al. 2019)

2.9.3.2 Kalici1 bakteri hiicrelerinin aracilik ettigi antibiyotik direnci

Genetik olarak antibiyotiklere direncli olmayan ancak yiiksek miktarda antibiyotige
dayanma yetenegine sahip bakteriyel kalici hiicrelerin ortaya ¢ikigi, P. aeruginosa
enfeksiyonlariyla basarili bir sekilde miicadele etmek i¢in ele alinmas1 gereken 6nemli
bir engel teskil etmektedir. Genetik olarak benzer mikroorganizma popiilasyonunda
cevreye verilen farkli tepkilerden kaynaklanan gegici bir fiziksel Ozelliktir. Bu,
antibiyotige maruz kalma siiresi boyunca dayanma ve mevcut kalma kapasitesine sahip
bir fenotipin ortaya ¢ikmasina yol agar (Balaban et al. 2013). Biyofilm olusturan bakteri
izolatlarinin yaklasik %1'1 kalict hiicrelerden olusur. Bu hiicreler yavas bir biiylime hizina
sahiptir. Fizyolojik olarak hareketsizdir ve antibiyogramlara karsi daha yliksek direng
gosterir (Wang and Wood 2011). Bakteri hiicrelerinin hareketsiz durumda kalmasi,
antibiyotik hedef sentezinin inhibisyonuna yol agarak hayatta kalma ve biyofilm gelisimi
olasiliginin artmasmma neden olur. Bu durum direncin devamliligini saglar ve
enfeksiyonun biyofilmler yoluyla yayilmasini kolaylastirir (Van Den Bergh et al. 2017).
Antibiyotikler ortadan kaldirildiktan sonra kalici hiicreler biiyimeye devam eder. Bir

uyku durumuna neden olan kalici1 hiicre olusumunun birincil kaynagi, toksinler ve bunlara
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karsilik gelen antitoksinler arasindaki etkilesimdir (Wang and Wood 2011). Ayrica
cevresel uyaranlar kalict hiicrelerin olusumunu ve ¢ogalmasini etkiler. Bakteriyel sinyal
molekiilii alarmi tarafindan diizenlenen ve kati yanit olarak tanimlanan diizenleyici
mekanizma, besin eksikligine yanit olarak tetiklenir ve P. aeruginosa kalic1 hiicrelerinin

iretiminin artmasina neden olur (Wang and Wood 2011).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Aletler ve ekipmanlar

Mevcut ¢alisma sirasinda birgok alet ve ekipman kullanilmis olup Cizelge 3.1'de

gosterilmistir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan alet ve ekipmanlar

Aletler ve ekipmanlar

Sirket ve mensei

AURA TM PCR Kabini

EuroClone-italya

V-1 plus Vortex i¢in

Digsystem-Almanya

Mini gii¢ kaynag1 300-2200V

Supplier-Cin

UV. Bulasma Vilber lourmat-Fransa
Kombi-spin Bio San-Almanya
Nanodamla Nabi-Kore
Inkiibator Jrad-Cin
Mikrodalga Gosonic-Cin
Elektroforezler CBS, Scientific-ABD
Cok Genli (OptiMax) Gradyan Termal Dongiileyici Labnet-ABD
Yiiksek hizlt mini santrifiijlii Micro-spin 12 Bio-San-Almanya
Degisken boyutlu pipet Labnet-ABD

Jel goriintiileme sistemi Labnet-ABD
Santrifijj Bio San-Almanya
Hassas terazi Kernpfb-Almanya
Su damitma cihazi Rovsun-Cin

Bio TDB-100, Kuru blok termostatl Bio San-Almanya
ELISA-yikayici Bio-Tek-ABD
ELISA okuyucu Bio-Tek-ABD
Otomatik-VITEK Kompakt-2 Bio-Tek-ABD

3.1.2 Kiiltiirel ortamlar

Bakteriyel izolatlarin izolasyonu ve tanimlanmasi i¢in kullanilan tiim kiiltiir ortamlar1 ve

biyokimyasal reaktifler Cizelge 3.2'de belirtilmistir.
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Cizelge 3.2 Caligmada kullanilan kiiltiirel ortamlar

Kiiltiir ortamm ve biyokimyasal reaktifler Sirket ve mensei
Kanl agar

MacConkey agar1
Beyin-kalp inflizyon suyu
Oksidaz

Katalaz

Indol

Metil kirmizisi
Vogas-Proskauer

Sitrat

Uclii seker-demir

Ureaz

Himedia-Hindistan

3.1.3 Kimyasal ve biyolojik malzemeler

Cizelge 3.3'te molekiiler ¢aligmalarda kullanilan tiim kimyasal ve biyolojik materyaller

listelenmistir.

Cizelge 3.3 Calismada kullanilan biyolojik ve kimyasal malzemeler

Malzemeler Sirket ve mensei
Kirmizi giivenli boyama ruhu Intron-Kore
Yiikleme boyasi

DNA Markér 100 bp
Ana karisim

TBE tamponu 10 X Conda-ABD
Primer Alfa DNA-ABD
Sodyum sitrat Himedia-Hindistan
Kristal Menekse
Etanol

Gliserol

3.1.4 Kitler

Immiinolojik ve molekiiler calismalarda kullanilan tiim kitler Cizelge 3.4'te belirtilmistir.
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Cizelge 3.4 Calismada kullanilan kitler

Kit ada

Sirket ve mensei

Bakteriyel DNA MiniPrep Kiti

Zymo-ABD

Biyofilm tahmin kiti

Fisher scientific-ABD

Interlokin-1 ELISA Kiti

Interlokin-22 ELISA Kiti

Bioassay technology-Cin

VITEK tanimlama bakteri kiti

VITEK- bakteriyel antibiyotik direng kiti

Promega-ABD

3.1.5 Primerler

Molekiiler ¢aligma sirasinda kullanilan primerler Cizelge 3.5'te gdsterilmistir.

Cizelge 3.5 Calismada kullanilan primerler

Hedef Primer dizisi Uriin Referans
gen boyutu
AlgD Ileri primer “CGTCTGCCGCGAGATCGGCT” 313
Ters primer “GACCTCGACGGTCTTGCGGA”
plcN Ileri primer “TCCGTTATCGCAACCAGCCCTACG” 481
Ters primer “TCGCTGTCGAGCAGGTCGAAC” (Faraji et al. 2016)
plcH Ileri primer “GCACGTGGTCATCCTGATGC” 608
Ters primer “TCCGTAGGCGTCGACGTAC”
exosS Ileri primer “CGTCGTGTTCAAGCAGATGGTGCTG” 444
Ters primer “CCGAACCGCTTCACCAGGC”
LasB Ileri primer “GGAATGAACGAAGCGTTCTCCGAC” 284
Ters primer “TTGGCGTCGACGAACACCTCG”
3.2 Yontem

3.2.1 Cahsma tasarimm

Bu calisma, Ekim 2023'ten Subat 2024'e kadar Irak'in Bagdat sehrinde ¢esitli hastanelere

bagvuran 250 yanik ve yara enfeksiyonu hastasi ve 76 saglikli bireyden olusan kontrol

grubu  dahil

edilerek gergeklestirilmistir.

Hastalardan yas ve cinsiyet gibi

sosyodemografik veriler elde edilmistir. Bu calisma Helsinki Insan Haklar1 Bildirgesine

uygun olarak yiiriitiilmiis olup, her hastadan kendisi veya yakinlar1 ile birebir goriisme

yapilarak calismaya katilan bireylerin onaylar1 alinmistir.
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3.2.2  Numune toplama

Yanik ve yara bolgelerinden numune almak i¢in her hastadan numuneler, tagima ortamina
dahil edilmis tek kullanimlik steril bir swab kullanilarak toplanmistir. Bundan sonra, her
hastadan 3 mL serum Ornegi alinmis ve antikoagiilan reaktifler igermeyen bir tiipe

dokiilmistiir. Ardindan santrifiij edilene kadar 15 dakika oda sicakliginda birakilmistir.

3.2.3 Bakteri izolasyonu

Bakteri izolatlarini izole etmek icin iki farkli besiyeri kullanilmistir. Kanli agar bakteri

iiremesi i¢cin, MacConkey agar ise gram negatif bakterileri izole etmek i¢in kullanilmistir.

e Kanli agar

Kan agari, hassas mikroorganizmalarin yetistirilmesinde siklikla kullanilan ¢ok yonlii ve
besin agisindan zengin bir ortamdir. Kandan tiiretilen agar genellikle, ylizde bes koyun
kaniyla eklenen triptik soya agar ve Columbia agar bazi kullanilarak hazirlanir (Byrne

2013).

e MacConkey agar

MacConkey agar1, gram negatif olan bakterileri secici olarak izole etmek ve ayirt etmek
icin kullanilan bir tiir besiyeridir. Buna karsilik inhibisyon, gram negatif bakterilerin

biiylimesini engeller (Byrne 2013).

3.2.4 Biyokimyasal testler kullanilarak bakteriyel izolatlarin tanimlanmasi

e Katalaz testi

Bakterinin katalaz enzimi {iretme yetenegi, %3 konsantrasyonda hidrojen peroksit

kullanilarak degerlendirilmistir. Saf koloniler, tahta c¢ubuk kullanilarak bakteri
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tiremesinden temiz lam iizerine aktarildiktan sonra, bir miktar reaktif ilave edilmis ve
bakterilerle karistirilmistir. Daha sonra 6rnek mikroskop kullanilarak incelenmis ve

kabarciklarin varligi testte olumlu bir sonuca isaret etmistir (Lehman 2014).

e Oksidaz testi

Reaktif, 0,1 gm "N, N, N, N-tetrametil-p-fenilendiamin dihidrokloriiriin" koyu renkli bir
sisede 10 mL damitilmis su i¢inde islatilmasiyla taze olarak hazirlanir. Calisilan
organizmalar filtre kagidina aktarilir ve ardindan koloniyi reaktife esit sekilde yaymak
icin bir cubuk kullanilir. Olumlu bir sonug, testten sonra 10 ile 15 saniye iginde mavi-mor

bir rengin ortaya ¢ikmasiyla belirlenmistir (Lehman 2014).

e Indol testi

Bu deney, bakterinin triptofanaz enzimini sentezleme kabiliyetini incelemek icin
kullanilmigtir. Degerlendirilen bakteri kiiltiirii, tireticinin talimatlarina uygun olarak
onceden hazirlanmis bir peptonlu su ¢ozeltisine eklenmistir. Cozelti daha sonra tam 24
saat 37°C sicakliga kadar isitilmistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresinin ardindan az
miktarda Kovac reaktifi eklenmistir. Bu testte pozitif bir sonug, indikatoriin enjekte
edilmesini takiben 1 ile 3 dakika i¢inde tiipiin iist kisminda kirmizi bir halkanin ortaya
cikmasiyla gosterilir. Tersine, sar1 bir halkanin varligi bu inceleme i¢in olumsuz bir

sonuca isaret eder (Lehman 2014).

e Metil kirmizisi testi

Seker fermantasyonu ve bakteriyel asitlesme iireticinin talimatlarina bagl kalinarak
gerceklestirilmistir: bir metil kirmizi et suyu ortami hazirlanmis, bakteri kiiltiirleri steril
bir halka aracilifiyla eklenmis ve karisim daha sonra 24 saat 37°C sicaklikta inkiibe
edilmistir. Reaktif, test tiipline 3 ile 5 damla arasinda degisen bir miktarda eklenmis ve
sonu¢ hemen incelenmistir. Sivinin kirmizi renkte olmasi testin pozitif sonu¢ verdigini

gosterir (Lehman 2014).
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e Vogas-Proskauer testi

Bakterilerin asetilmetilkarbinol iiretme kapasitesi, Vogas-Proskauer besiyerinde
yetistirilmeleri ve ardindan 24 saat 37°C sicakliga maruz birakilmalariyla
degerlendirilmistir. Daha sonra,] mL potasyum hidroksit ¢ozeltisi ve 3 mL a-naftol
¢Ozeltisinden olusan bir karisim et suyu kiiltiirtine eklenmis ve 30 dakikalik bir siirenin
ardindan incelenmistir. Asetoinin diasetile oksitlenmesi ve daha sonra alfa-naftol ile
reaksiyona girmesi siireci, besiyerinin rengini saridan pembeye degistirdigi i¢in olumlu

bir etkiye sahiptir (Lehman 2014).

e Sijtrat testi

Bu testin amaci, bakterilerin karbona bagli bir metabolik yol substrati olarak islev goren
sodyum sitrati metabolize etme yetenegini tespit etmektir. Simon tarafindan formiile
edilen sitrat agar besiyeri, iireticinin tavsiyelerine uygun olarak hazirlanmistir. izole
edilen hatlarin her biri steril bir halka aracilifiyla olusturulan besiyerine aktarilmis,
ardindan plaka 37°C sicaklikta yirmi dort saat inkiibe edilmistir. Bir gecelik
inkiibasyonun ardindan kiiltiir ortaminin rengi yesilden maviye donerse, bu test i¢in

olumlu bir sonu¢ anlamina gelir (Lehman 2014).

e Uclii seker demir

Test, bakterilerin fermente edebilecegi spesifik sekerin yani sira gerceklesecek Ozel
fermentasyon seklini tespit etmek i¢in yapilmistir. Bakteri kiiltiirli, saplama ve ¢izgi
teknikleri kullanilarak ticlii sekerli demir agar egimli besiyerine agilanmigtir. Bu besiyeri
tic tiir seker icermektedir: glikoz, laktoz ve siikroz. Besiyeri daha sonra bir inkiibatore
yerlestirilmis ve bir gece boyunca 37°C sicaklikta birakilmistir. inkiibasyon siiresinin
ardindan sonug, besiyerinin tabaninin ve egiminin rengine gore degerlendirilmistir.
Sekerlerin fermantasyonu tamamlandiginda, seker fermantasyonundan kaynaklanan
asitlerin olusumu nedeniyle besiyeri kirmizidan sartya dogru bir renk degisimine ugrar.

Ortamdaki kabarciklarin varlig1 sekerin aerobik fermantasyonuna baglanabilirken, dipte
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siyah kalint1 olusumu demir siilfat ile anaerobik fermantasyon sirasinda iiretilen H2S

arasindaki etkilesimden kaynaklanmaktadir (Lehman 2014).

o Ureaz testi

Ureaz testi, bakterilerde iireaz enzimi iiretiminin varligini tespit etmek igin yapilmustir.
Incelenen saf bakteri kolonisi bir iire agar besiyerini tohumlamak i¢in kullanilmis ve
ardindan 37°C'de tam 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Besiyeri boyunca saridan

pembeye gegis pozitif sonuglar gosterir (Lehman 2014).

3.25 Otomatik VITEK-2 sistemi kullanilarak tammmlamanin dogrulanmasi ve

antibiyotik duyarhlik testi

VITEK 2 kompakt sistemi, bakterileri tespit etme kapasitesi i¢in sadece birlikte yiiriitiilen
bir dizi birbirine bagli biyokimyasal teste dayanmaktadir. Sistem ayrica VITEK kartlarini
kullanarak antibiyotik diren¢ profilini de belirlemistir. Her kartta, her biri farkli bakteri
tiirlerinin ayirt edilmesini saglayan benzersiz bir biyokimyasal test sonucunu simgeleyen
46 kuyu bulunmaktadir. Bakteri siispansiyonunu VITEK kartlarina uyguladiktan sonra
sonuclar1 bilgisayara girilmis ve VITEK sistemiyle birlikte gelen yazilimi kullanilarak
belgelenmistir. VITEK kartlari, 6zel raflar kullanilarak bakteri soliisyonu igeren tiiplere

yerlestirilmistir (Nakasone et al. 2007).

3.2.6 Bakteri izolatlarinin biyofilm olusturma yeteneginin mikrotitre plak

yontemi kullanilarak belirlenmesi

Yapisik olmayan bakteri hiicrelerini uzaklastirmak i¢in her bir kuyucukta damitilmis su
ile hassas bir durulama yapilmistir. Ardindan, %2'lik bir sodyum asetat ¢ozeltisi
kullanilarak immobilize edilmeden dnce ortam sicakliginda 15 dakika siireyle kurumaya
birakilmigtir. Sodyum asetat ¢ozeltisi ¢ikarildiktan sonra malzeme bir tur daha havada
kurutulmustur. Hiicrelere %1 kristal viyole iceren 900 pL kristal viyole reaktifi

uygulandiktan ve yirmi dakika bekletildikten sonra ¢6zelti uzaklastirilmistir. Bu prosediir
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tamamlandiktan sonra hiicreler distile su ile li¢ kez durulanmistir. Optik yogunlugu 600
nm'de degerlendirmeden 6nce, kuyucuklarda kalan kristal viyole %80 konsantrasyonda 1
mL etanol i¢inde dagitilmistir. Kristal viyole, arka plan boyamasina kars1 koymak i¢in
kullanilmistir. Bu, negatif kontroliin 600 nm'deki ortalama optik yogunlugunun, bakteri
izolatlarinin biyofilm olusumunun 600 nm'deki ortalama optik yogunluguna kiyasla
azaltilmasiyla elde edilmistir. Sonuglar ortalama ve standart sapma dikkate alinarak

hesaplanmustir.

Bakteri izolatlariin biyofilm olusturma yeteneginin siniflandirilmasi, Gozlenen optik
yogunluga dayanarak, bakteri izolatlar1 ve pozitif kontroller biyofilm iiretim
kapasitelerine gore dort farkli gruba ayrilmistir. Gosterilen optik yogunluk kesme degeri,
negatif kontroliin ortalama optik yogunluguna ii¢ standart sapma eklenerek belirlenmistir

(Stepanovic et al. 2000).

3.2.7 Bakteri izolatlarimin saklanmasi

Bakterilerin Beyin-kalp inflizyon agar besiyerine aktarilmasi ve yaklasik 4 santigrat
derecelik bir sicakligin muhafaza edilmesiyle, bireysel, kontamine olmamis bakteri
kolonilerinin yasam siirelerinin uzun bir siire uzatilmasi miimkiin olmustur. Bakteriler,
daha 6nce Beyin-kalp inflizyon agar besiyeri iceren steril tiiplere konularak uzun siire
muhafaza edilmistir. Bu, mikroplarin uzun siire korunmasini kolaylastirmistir. Sonug
olarak, bakteriler aylarca canli ve islevsel kalabilmistir. Daha sonra, maddeler yaklasik
37°C bir giin boyunca bekletilmis ve ardindan tazeliklerini korumak icin 4°C sicakliga
kadar sogutulmustur. Siv1 kiiltiiriin 800 pL'si %15 konsantrasyonda 200 pL gliserol ile
karigtirildiktan sonra elde edilen karisitm uzun bir siire -20°C'de dondurulmustur

(Ruangpan and Tendencia 2004).
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3.2.8 Molekiiler ¢calisma

3.2.8.1 Inaktive edilmis saklanan bakteri izolatlarinin yeniden aktivasyonu

Bakteri izolatlar1 bir gece boyunca 37°C sicaklikta muhafaza edilmistir. Daha sonra
MacConkey agara ekilmis ve ayni sicaklikta 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi
sona erdiginde, her besiyerinden alinan bakteri izolatlar1 Beyin-kalp infiizyon agar i¢eren

tiiplere aktarilmistir. Cogalmalarina izin verildikten sonra, tiim tiipler 15 dakika siireyle

santrifiij islemine tabi tutulmustur.

3.2.8.2 DNA ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyon kitinin i¢erigi Cizelge 3.6'da gosterilmektedir.

Cizelge 3.6 DNA ekstraksiyon kiti bilesenleri

Icindekiler Hacim
Yikama tamponu-2 soliisyonu 16 mL
Yikama tamponu-1 soliisyonu 55 mL
Proteinaz K ¢ozeltisi 44 g
GT-2 tampon ¢oziimii 25 mL
GT-1 tampon ¢oziimii 25 mL
Eliisyon tamponu 10 mL
DNA dondiirme kolonu 100 adet

3.2.8.3 Prosediir

e Beyin kalbi inflizyonundan iiretilen bakteriyel soliisyondan siipernatant ¢ikarilmis ve

peletler daha sonra 180 pL GT1 tamponu ile siispanse edilmistir.

e 200 pL GT2 tamponunun yamn sira 20 pL proteinaz K eklendikten sonra numune on
saniye karigtirtlmis ve ardindan 10 dakika boyunca 56°C'de su banyosunda inkiibe
edilmistir. Ornek, inkiibasyon siireci boyunca her 5 dakikada bir siklikta

dondiirilmistir.
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e Lizat numunesi 200 pL %100 etanol ile 5 saniye boyunca vortekslenerek
karistirilmistir. Karisim daha sonra bir spin tiipiine eklenmis ve 1 dakika santrifiij
edilmistir. S1v1 kisim daha sonra bir santrifiij kolonu kullanilarak ekstrakte edilmis ve
yeniden birlestirilmistir.

e 500 pL yikama tamponu (1) kadar bir hacim dondiirme kolonuna eklenmis ve 1
dakika boyunca santrifiijlenmistir. Cokeltinin tizerindeki sivi atilmis ve dondiirme
kolonu yeniden baglanmistir. Déndiirme kolonu 750 pL yikama tamponu (2) ile
doldurulmus, ardindan bir dakika santrifiijlenmistir. Kat1 materyalin iizerindeki siv1
¢ikarilmis ve dondiirme kolonu yeniden monte edilmistir. Dondiirme kolonu hizli bir
sekilde 2 dakika slireyle santrifiij islemine tabi tutulmustur.

e Spin kolonu daha 6nce yerine konulan Eppendorf tiipii kullanilarak sabitlenmistir.
Tiipe 50 puL kadar eliisyon tamponu eklendikten sonra oda sicakliginda yaklasik bir
dakika bekletilmistir. Inkiibasyonun ardindan DNA bir dakika santrifiij edildikten

sonra buzdolabinda -20°C sicaklikta saklanmistir.

3.2.8.4 Bakteri izolatlarinin DNA'sinin safliginin ve konsantrasyonunun

belirlenmesi

DNA igerigi, saflig1 ve konsantrasyonu bir Nanodrop cihazi kullanilarak analiz edilmistir.
Nanodrop aygit1 kullanilarak analiz edilen bir mikrolitrelik DNA hacmi incelenmis ve

sonuglar bilgisayarda goriintiilenmistir.

3.2.8.5 Viriilans genlerinin tanmimlanmasi

e Primerlerin hazirlanmasi

e Liyofilize primerlerin niikleaz icermeyen suda ¢ozilindiiriilmesi, mikrolitre basina yiiz
pikomol nihai konsantrasyona sahip bir stok c¢ozeltisinin Uretilmesini saglamistir.
Etkili bir primer ¢ozeltisi, 90 pL niikleaz icermeyen su ile 10 pL primer stok ¢6zeltisi
Karistirilarak olusturulmustur.

e Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) karigiminin hazirlanmasi
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Viriilans genlerinin varligini belirlemek i¢in belirlenmis bir primer seti kullanilmistir.
Tanimlama, P. aeruginosa izolatlarindan elde edilen bir DNA sablonundaki algD, plcH,
plcN, exoS ve LasB genlerinin ¢ogaltilmasiyla gergeklestirilmistir. Bu islem, her bir gen
icin 25 pL hacminde bir reaksiyon karigimi kullanilarak gergeklestirilmistir. PCR
amplifikasyon iiriinleri %1,5 agaroz jel lizerinde elektroforeze tabi tutulmustur. Cizelge

3.7°de PCR karisimi reaktiflerinin kesin miktarlar1 gosterilmistir.

Cizelge 3.7 PCR reaktifleri

Bilesenler Hacim (pL)
Ana karisim 14
Ileri primer 1
Ters primer 1,
DNA sablonu 5
ddH>0 4
Son hacim 25

e PCR protokoliiniin optimizasyonu

algD, plcH, plcN, exoS ve LasB genlerinin PCR protokoliiniin optimizasyonu Cizelge
3.8'de gosterilmistir.

Cizelge 3.8 Genlerin PCR protokolii amplifikasyonu

Dongii No Adim Sicakhk Zaman
1 Birinci denatiirasyon 94°C 1 dk.
Denatiirasyon 94°C 1 dk.

30 Tavlama 60°C 1,5 dk.
Eklenti 72°C 1 dk.
1 Son uzatma 72°C 4 dk.

3.2.8.6 Agaroz jel elektroforezi

PCR amplifikasyonundan sonra amplifikasyonun varligim1 dogrulamak i¢in agaroz jel

kullanilarak bir elektroforez islemi gerceklestirilmistir.
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A) Jel hazirlama;

Agaroz jel, 100 mL 1X TAE c¢ozeltisinin cam bir kapta birlestirilmesi ve karigima
maksimum 1,5 gm agaroz eklenmesi ile hazirlanmistir. Cozelti kaynama noktasina
ulastiginda ve tiim jel partikiilleri tamamen ¢oziildiiglinde, agaroza maksimum 1 pL
toksik olmayan kirmizi boya eklenmistir. Sogutma islemi sirasinda ¢ozelti 50 ile 60°C
sicaklik araligma getirilmistir. Iyice karismasini saglamak ve kabarcik olusumunu

onlemek i¢in agaroz hafifce dondiirtilmiistiir

B) Agaroz jelin yatay dokimii;

Jel tepsisinin her iki ucuna selofan bant uygulandiktan sonra agaroz ¢ozeltisi tepsiye
dokiilmiis ve 30 dakika boyunca oda sicakliginda katilasmaya birakilmistir. Tarak
nazikge ¢ikarildi ve jel daha sonra jel tepsisine tagsindi. Daha sonra kap, jel yilizeyini 3-5

mm asana kadar 1X TAE tamponu ile doldurulmustur.

C) DNA'nin yiiklenmesi;

PCR iiriinleri dogrusal bir sekilde yiiklenmistir. PCR iirlinii kuyucuga 5 L
konsantrasyonda konulmustur. Bir saat boyunca 100 voltluk bir elektrik akimi
uygulanmistir. DNA bir elektroforez diizeneginde katottan anoda dogru hareket eder.
Jelde mevcut olan kirmiz1 gilivenli boyali bantlar1 gormek i¢in bir jel goriintiileme cihazi

kullanilmistir.

3.2.9 TImmiinolojik calisma

Yanik ve yara enfeksiyonlu hastalar ile saglikli kontrollerde interlokin-1 ve interlokin-22
serum diizeylerinin enzime bagli immiinosorbent test (ELISA) teknigi kullanilarak

degerlendirilmesi;
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A) Test prensibi:

Kit plakasi énceden Insan IL-1 ve IL-22'ye 6zgii antikorlarla kaplanmistir. Numunedeki
IL'ler eklenir ve kuyucuklarin iizerine kaplanmis olan antikorlara yapisir. Daha sonra,
biyotinlenmis insan Antikoru eklenir ve numunede bulunan IL'ler ile bir bag olusturur.
Daha sonra Streptavidin-HRP eklenir ve biyotinlenmis antikor ile giiclii bir baglanti
olusturur. inkiibasyonun ardindan, tiim baglanmamus Streptavidin-HRP bir ytkama islemi
kullanilarak uzaklastirilir. Daha sonra substrat ¢ozeltisi eklenir ve renk yogunlugu mevcut
Insan IL-1 ve IL2-2 miktariyla dogrudan iliskili olarak artar. Islem asidik bir durdurma
cozeltisi eklenerek durdurulur ve ardindan absorbans 450 nm dalga boyunda ol¢iiliir

(Sekil 3.1).

Sekil 3.1 IL-1 ve IL-22 ELISA Kitinin prensibi

B) Test prosediirii:

e Tiim reaktifler hazirlanarak ve kullanilmadan 6nce oda sicakligina getirilmistir.
e Test i¢in gereken strip sayisi belirlenmistir.
e Standart kuyucuklara yaklasik 50 pL standart ¢6zelti eklenmistir.

e Tiim 6rnek kuyucuklarina yaklasik 40 uL serum 6rnegi eklenmistir.
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e Ornek kuyucuklarma yaklasik 10 uL biyotinlenmis antikor eklenmistir.

e Bos kuyu hari¢ tiim plaka kuyularina yaklasik 50 pL streptavidin-HRP ¢6zeltisi
eklenmistir.

e Plaka karigtirildiktan sonra 37°C'de bir saat inkiibe edilerek miihiirleyici ile
kapatilmistir.

e Inkiibasyondan sonra plaka bes kez yikanmis ve yikama islemi sirasinda sealer 30
saniye stireyle ¢ikarilmistir.

e Emici kagit iizerinde kurutulduktan sonra, yaklasik 50 pL substrat A ve ardindan 50
uL substrat B eklenmistir.

e Plaka karanlik bir yerde iizeri kapatildiktan sonra 37°C'de 10 dakika inkiibe edilmistir.

e Yaklasik 50 pL durdurma ¢ozeltisi eklenerek mavi renk hemen sartya doniismiistiir.

e Optik yogunluk 450 nm'de bir mikroplaka okuyucu kullanilarak hemen belirlenmistir.

Sekil 3.2 ve Sekil 3.3 sirasiyla IL-1 ve IL-22 standart egrilerini gostermektedir.

IL-1 Standart egri
y = 0,0057x - 0,1005 .
R2 = 0,9804
* &0
' 50 100 150 200 250 300
L-1 konsantrasyonu

Sekil 3.2 IL-1 standart egrisi

42



IL-22 standart egrisi
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y = 0,0008x + 0,0301 e
R? = 0,9547

IL-22 Karin kaslari
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IL-22 konsantrasyonu

Sekil 3.3 IL-22 standart egrisi

3.3 istatistiksel Analiz

Bu calismada, Sosyal Bilimler icin Istatistik Paketi 20.0 kullanilarak analiz edilmistir.
Sayisal veriler ortalama ve standart sapma ile karakterize edilmistir. Kategorik veriler
sayllar ve yiizdeler kullanilarak temsil edilmistir. Degiskenler arasindaki iliskiyi
degerlendirmek igin ki-kare testi kullanilmistir. Istatistiksel olarak anlamli bir farkin

kabul edilmesi i¢in esik deger 0,05'e esit 