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OZET

HASTANE KOKENLI Pseudomonas aeruginosa SUSLARININ VIRULANS
FAKTORLERININ QUORUM SENSING YONUNDEN DEGERLENDIRILMESI VE
EPITEL HUCRELERINDEKI ETKILERI

Ceren YAVUZ

Biyoloji Anabilim Dali
Molekiiler Biyoloji Bilim Dali

Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2018

Danisman: Prof. Dr. Hiilya SIVAS
(Ikinci Danisman: Dog. Dr. Tuba YILDIRIM)

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) bagisiklik sistemi baskilanmis
bireylerde 6nemli morbidite ve mortalite nedenidir. Sahip oldugu quorum sensing (QS)
mekanizmasi ve virlilans faktorleri epitel doku hasari1 yaparak sistemik enfeksiyonlara
neden olur. Bu c¢alismada, seftazidim direncli klinik izolatlarin viriilans faktorleri QS
yoniinden degerlendirilerek epitel hiicreler lizerindeki etkileri aragtirilmistir.

Hastane 6rneklerinden 100 seftazidim direngli P. aeruginosa izolatinin antibiyotik
duyarhiliklar1 disk difiizyon ve mikrodiliisyon yontemiyle, viriilans faktorleri ise
biyofilm, slime faktér, homoserin lakton olusumu, piyosiyanin, elastaz ve proteaz
tiretimi  bakimindan fenotipik testlerle analiz edilmistir. Virlilans faktorlerin
diizenlenmesinde yardimer olan QS genlerinin (intakt ve internal lasl, lasR, rhll ve
rhiR) varligi PZR yontemiyle gosterilmistir. P. aeruginosa’nin viriilans faktorlerinden
3-0x0-C12-HSL nin sitotoksik etkisi MTT ile, Cox-2 ve IL-8’in ifadesi tizerine etkisi
gercek zamanli PZR ve Western Blot yontemi ile hTERT-HPNE hiicrelerinde
arastirilmastir.

Izolatlarin servislere gore dagilimi incelendiginde, birinci sirada %38 ile yogun
bakim tiniteleri tespit edilmistir. Hastane servisleri ile antibiyotik direngliligi arasinda
anlaml fark bulunmustur (p<0,05). Izolatlarin %76’sinda Biyofilm, %57’sinde slime
faktor, %51’inde homoserin lakton olusturdugu, %65’inde piyosiyanin, %66’sinda
elastaz ve %88’inde proteaz lirettigi ve hareketli oldugu bulunmustur. QS analizinde; las
sistemi i¢in lasl geni %96 intakt, %95 internal ve lasR geni %91 intakt, %95 internal,
rhl sistemi igin rhll geni %91 intakt, %90 internal ve rhiR geni %80 intak, %90 internal
olarak bulunmustur. hTERT-HPNE hiicrelerinde, N-3-oxododecanoly-L-homoserin
lakton’un (3-0x0-C12-HSL) sitotoksik oldugu (ICso 75 uM) belirlenmistir. 3-0X0-Cio-
HSL, Cox-2 mRNA seviyesini 2-5 kat, IL-8 mRNA seviyesini 1,5-2 kat arttirmigtir.
Cox-2 ve IL-8 protein seviyeleri de artmistir.

Sonug¢ olarak; bu calisma klinik izolatlarin, antibiyotik direng¢ profilinin ve
viriilans faktor seviyelerinin yiiksek oldugunu ayrica hTERT-HPNE hiicrelerinde
proinflamatuvar sitokinlerin seviyesini arttirdigin1  gostermektedir. Bu ¢aligsma
pankreasta P. aeruginosa’nin kolonizasyon olusturarak inflamasyona neden
olabilecegini gostermekte ve bunun oniine gecilebilecek hedef ilaglarin gelistirilmesinin
Oonemini vurgulamaktadir.

Anahtar Sozciikler: Pseudomonas aeruginosa, Viriilans faktorler, hTERT-HPNE,
Gergek zamanli PZR, Western Blot.



ABSTRACT

EVALUATION OF VIRULENCE FACTORS OF HOSPITAL-ACQUIRED
Pseudomonas aeruginosa STRAINS FOR QUORUM SENSING AND THEIR
EFFECTS ON EPITHEL CELLS

Ceren YAVUZ
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Supervisior: Prof. Dr. Hiilya SIVAS
(Co-Supervisior: Assoc. Prof. Dr. Tuba YILDIRIM)

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) is an important cause of morbidity and
mortality in individuals with suppressed immiinity system. The quorum sensing (QS)
mechanism and virulence factors which it possesses produce epithelial tissue damage,
causing systemic infections. In this study, virulence factors of clinic isolates resistant to
ceftazidime were evaluated in terms of QS and their effects on epithelial cells were
investigated.

Antibiotic susceptibility of 100 isolates of Pseusomonas aeruginosa resistant to
ceftazidime among hospital samples were analyzed with the disk diffusion and the
microdilution method, and their virulence factors were analyzed with phenotypic tests
in terms of formation of biofilm, slime factor, homoserin lactone existence, and
production of pyocyanin, elastase and protease. The existence of QS genes (intact and
internal lasl, lasR, rhll and rhiR) that involved in the regulation of virulence factors was
shown with PCR method. Effects of N-3-oxododecanoly-L-homoserin lakton (3-oxo-
C12-HSL) which is one of the virulence factor of P. aeruginosa, on the cytotoxicity and
Cox-2 and IL-8 expression were investigated by the MTT, real time PCR and Western
Blotting method in hnTERT-HPNE cells.

Intensive care units were found to be at the first rank with 38%, when the
distribution of the isolates was evaluated according to hospital services. A significant
difference was found between hospital services and antibiotic resistance (p<0.05). It
was found that 76% of isolates formed biofilm, 57% slime factor and 51% homoserin
lactone, 65% of isolates produced pyocyanin, 66% elastas, and 88% protease and they
were found to be mobile. In QS analysis, lasl gene was found to be 96% intact and 95%
internal and lasR gene was found to be 91% intact 95% internal for las system; rhll
gene was found to be 91% intact 90% internal and rhIR gene was found to be 80%
intact and 90 % internal for rhl system. 3-0x0-Ci2-HSL was determined to be cytotoxic
on hTERT-HPNE cells (ICso 75 uM). 3-0x0-C12-HSL increased the mRNA level by 2-5
fold and IL-8 mRNA level by 1.5-2 fold. Cox-2 and IL-8 proteins were also increased.

Consequently, this study shows that the antibiotic resistance profile and virulence
factor levels of clinical isolates were high and also they increase the levels of
proinflammatory cytokines in hnTERT-HPNE cells. This study shows that P. aeruginosa
in the pancreas causes colonization and induces inflammation, and emphasizes the
importance of developing targeted drugs to prevent this inflammation.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Virulence factors, hTERT-HPNE, Real Time
PCR, Western Blotting.
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ETIK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zglin bir ¢alisma oldugunu; c¢alismamin hazirlik, veri
toplama, analiz ve bilgilerin sunumu olmak tizere tiim asamalarinda bilimsel etik
ilke ve kurallara uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri
ve bilgiler i¢in kaynak gésterdigimi ve bu kaynaklara kaynakg¢ada yer verdigimi; bu
calismanin  Anadolu Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit
programi”yla tarandigini ve higbir sekilde “intihal i¢ermedigini” beyan ederim.
Herhangi bir zamanda, ¢aligmamla ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun
saptanmasi durumunda, ortaya c¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglari kabul

ettigimi bildiririm.
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1. GIRIS

Pseudomonadaceae ailesi igerisinde yer alan Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa) Gram negatif bir bakteridir. Bir¢ok antibiyotige karsi dogal olarak direngli
olmasinin yani sira tedavi sirasinda bile direng kazanabilme 6zelliginden dolay1 ¢oklu
antibiyotik direnci gosteren, son yillarda artan insidansi ile giincel bir problemdir
(Rasamiravaka vd., 2015; Davis ve Brown, 2016; Xiong vd., 2017).

P. aeruginosa neden oldugu akut enfeksiyonlara ilaveten kemoterapi alan ve
immiin sistemi baskilanan bireylerde kronik enfeksiyonlarin olusumundan sorumludur.
Yogun bakim iinitelerinde gerceklesen pnomoniler basta olmak iizere hastane kaynakli
enfeksiyon etkeni Gram negatif bakteriler arasinda ise ikinci sirada yer alir. Ayrica
triner sistem enfeksiyonlari, gastrointestinal sistem enfeksiyonlari, yumusak doku
enfeksiyonlar1, konjonktival eritem, korneal enfeksiyonlar, katater iligkili enfeksiyonlar,
menenjit, abse, kistik fibrozis (CF), ventilator iliskili pndémoni ve nozokamiyal
enfeksiyonlara neden olan 6nemli nonfermantatif bir patojendir. Ozellikle solunum
cihazi gibi nemli yiizeylerde biyofilm olusturarak mortalitesi ve morbiditesi yiiksek
enfeksiyonlara sebep olur (Chatterjee vd., 2016).

Biyofilm, tek hiicreli mikroorganizmalarin canli ya da cansiz kati bir yiizeye
tutunup tretmis olduklar1 ekstraselliler polimerik matriks (EPS) ile etraflarini
gevreleyip bir araya gelmesiyle olusturduklarit film tabakasidir (Satpathy vd., 2016).
EPS, genel olarak glikokaliks yapisinda olup polimerik maddeler, kompleks
polisakkaritler, glikopeptitler, lipitler, proteinler, lipopolisakkaritler, niikleik asit ve
hiicresel kalintilardan meydana gelir (Cortés, Bonilla ve Sinisterra, 2011). Son yillarda
yapilan g¢alismalar P. aeruginosa’nin biyofilm olusturarak antimikrobiyal ajanlardan,
immiin sistem elemanlarindan fiziksel, kimyasal ve biyolojik streslerden korundugunu
gostermistir (Nouraldin vd., 2016; Davis ve Brown, 2016; Mukherjee vd., 2017).
Ayrica, biyofilm igerisindeki bakterilerin antibiyotiklere karst 1000 kat daha direngli
oldugu bilinmektedir. Bdylece, biyofilm icindeki bakteriler yasadiklari cevrede
planktonik formlarina gére daha fazla hayatta kalma ve biiyliime sansina sahip olur
(Hassan vd., 2011). Bakteriler ayrica biyofilm igerisinde sentezlemis oldugu
hiicreleraras1 sinyal molekiilleri ile haberleserek koordineli bir seklide hareket edebilir.
Quorum sensing (QS, ¢ogunlugu algilama) olarak adlandirilan bu haberlesme sistemi
sayesinde bakteriler yalniz yapamadiklar1 isleri topluluk olarak basarabilir (Bassler

ve Losick, 2006). QS hakkinda yapilan arasgtirmalar bakterilerin biylik bir
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cogunlugunda, sinyal molekiilii olarak oto uyarici (Al) adi verilen N-agil-homoserin
lakton’nun (HSL) gorev aldigini ortaya koymustur. Hiicre igerisinde sentezlenen oto
uyaricilar ekstraselliiler ortama salinir ve komsu hiicre zarindaki reseptorlerce algilanir.
Bu molekiillerin yogunluklar1 sinir degere ulastigi zaman, transkripsiyonel aktivatore
baglanarak hedef genlerin ifadesini baslatir (Nealson, Platt ve Hastings, 1970).

P. aeruginosa’da biyofilm ve virulans faktorlerinin tiretimi lasl/lasR ve rhll/rhIR
genleri ile kontrol edilir (Fuqua, Parsek ve Greenberg 2001; Whitehead vd., 2001). lasl
ve rhll, N-3-oxododecanoly-L-homoserin lakton (3-0x0-C12-HSL) ve N-biitil-L-
homoserin lakton (Cs-HSL) olmak iizere iki oto uyarici iiretiminde gorev alir. Uretilen
oto uyaricilar siir degere ulastig1 anda lasR ve rhlR adi verilen regiilator proteinlerine
baglanarak hedef genlerin uyarilmasini ya da baskilanmasii saglar. P. aeruginosa
ozellikle yiiksek yapili organizmalarda kolonize olmalar1 sirasinda, bu sinyal
molekiillerini kullanarak popiilasyon davraniglarini diizenler (Hentzer, Givskov ve
Parsek, 2002). Dolayisiyla konak iizerinde kendi kritik populasyon yogunlugunu
algilayarak, gerekli virulans faktorleri iiretebilir (Parsek ve Greenberg, 2002; Pearson
vd., 2000).

Biyofilm, igerisindeki P. aeruginosa virulans faktorlerin salinimini artirarak
patojenezde o6nemli rol oynar. Bu viriilans faktorler hiicrelerdeki siki baglantilar
parcalayarak epitel hiicre gecirgenligini arttirir ve infeksiyon bdlgesinde notrofil
sayisinin ¢ogalmasma yol agar. Bu durum interlokinlerin {iretimini uyararak pro-
inflamatuvar etki gosterir (Salyers ve Whitt, 1994). Virillans faktér olusumundan
sorumlu 3-0x0-Ci2-HSL ve C4-HSL molekiillerinin yiiksek yapili canlilarda immiin
sistem elemanlarimi baskilayarak epitelyal hiicrelerin zar biitiinliiglinii bozmas1 sonucu
sitokin ifadesini, apoptozisi ve hiicre gocilinii baglattigina yonelik birgok c¢alisma
bulunmaktadir (Wu vd., 2005; Taguchi vd., 2014; Everett vd., 2017). Ozellikle
proinflamatuvar belirteglerden Cox-2, IL-1a, IL-6, IL-8 ve daha birgogunun artisina da
neden oldugu bildirilmistir (Alcorn ve Wright, 2004).

Bu caligmada, Samsun Egitim Arastirma Hastanesi mikrobiyoloji laboratuvarina
polikliniklerden gonderilen ve hastanede yatan hastalara ait klinik 6rneklerden elde
edilen seftazidim direngli P. aeruginosa (n:100) izolatlarinin;

1. Antipseudomonal antibiyotikler kullanilarak antibiyotik duyarlilik profillerini
ve antibiyotigin bakteri iizerinde etkili olan minimum konsantrasyonunu belirlemek,

2. Biyofilm olusturma yeteneklerini belirlemek,



3. Viriilans faktorlerini (Slime faktor, biyofilm, piyosiyanin, hareketlilik testleri,
homoserin lakton, elastaz ve proteaz) liretip iiretmediklerini belirlemek,

4. Viriilans faktorlerin tiretiminde diizenleyici rol tstlenen lasl/lasR ve rhll/rhIR
genlerine sahip olup olmadiklarini belirlemek

5. QS mekanizmasinda rol alan Onemli bir viriilans faktor olan 3-0X0-Cio-
HSL’nin epitel hiicre hatlar1 {izerine olas1 sitotoksik etkisini in vitro kosullarda
belirlemek,

6. 3-0x0-C12-HSL molekiilii ile muamele edilmis hTERT-HPNE (immortalized
human pancreatic epithelial nestin expressing) hiicrelerinde Cox-2 ve IL-8 genlerinin
ifadesi gercek zamanli PZR ile ayrica Cox-2 ve IL-8 proteinlerinin ifadesini Western

Blot yontemiyle belirlemek amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

Gammaproteobakteria sinifi ve Pseudomonadaceae ailesi igerisinde yer alan
Pseudomonas cinsi bakteriler; su, toprak, bitki, insan ve diger memeliler gibi farkli
ekolojik nislerde yasayan, hiicre duvar yapisina gore Gram negatif Ozellikte olan,
nonfermentatif aerobik basillerin bulundugu ¢esitli tiirleri kapsar (Roquigny vd., 2017).
Birgok Gram negatif bakteride oldugu gibi, Pseudomonas grubu bakteriler de glukozu
Entner-Doudorof metabolik yolu araciligiyla aktive eder (Madigan ve Martinko, 2009).

Ribozomal RNA (rRNA) homolojisine gore yapilan siniflandirmada floresan alt
grubunda Pseudomonas cinsi igerisinde; P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putita, P.
veronii, P. monteilii, P. stutzeri, P. mendocina, P. alcaligenes, P. pseudoalcaligenes, P.
luteola, P. diminuta, P. vesicularis ve P. oryzihabitans gibi ¢esitli tiirler bulunur (Kiska
ve Gilligan, 2003). Bu tiirler arasinda P. aeruginosa, bir¢ok antibiyotige karsi dogal
olarak direngli olmasi ve hastane kaynakli enfeksiyonlarda en sik izole edilen insan
patojeni olmasi nedeniyle klinik dneme sahip bir bakteridir (Mukherjee vd., 2017).
Ozellikle son yillarda artan insidansi, hizla yiikselen antibiyotik direncliligi, hiicreler
aras1 sinyal molekiilleri araciligiyla haberlesebilme yetenegi ve c¢esitli viriilans
faktorlere sahip olma 6zelligi ile bilinen P. aeruginosa mortalite ve morbiditesi yiiksek
tedavisi gii¢c enfeksiyonlara sebep olan firsat¢1 bir patojendir (Murray vd., 2002; Zorrilla
vd., 2017).

2.1. P. aeruginosa’nin Tarihgesi

Sédillot 1850°de cerrahi salgilar iizerinde mavi yesil renkte bir akint1 gézlemlemis
ve bu durumun ciddi enfeksiyonlara neden oldugunu ileri stirmiistiir. Luke ise 1862°de
mavi yesil irinlerden Ornekler alip incelemeler yapmasi sonucu basil seklinde
mikroskobik canlilarin oldugunu belirtmistir. 1882°de, Gessard ise P. aeruginosa’yz ilk
kez gozlemlemis ve Bacillus pyocyaneus olarak adlandirmistir. P. aeruginosa’nin
bugiine kadar Bacterium aeruginosum, Bacterium aerugineum, Micrococcus
pyocianeus, Pseudomonas pyocianea, Bacterium pyocianeum, Pseudomonas polycolor
gibi isimlerle anildig1 bilinmektedir (Bilgehan, 2000; Sentiirk, 2011). Osler ise 1925
yilinda P. aeruginosa’nin primer enfeksiyonlardan ziyade sekonder ya da firsatci
enfeksiyonlara neden oldugunu belirtmistir (Lister, Wolter ve Hanson, 2009).

Gilinimiizde ise P. aeruginosa, modern medikal araglarin kullanimindaki

sterilizasyon hatalari, bilingsiz antibiyotik kullaniminin artmasi ve bagisiklik sistemini



baskilayan tedavilerin gelismesi ile hayati tehdit eden, hastane kaynakli enfeksiyonlara
neden olan bir mikroorganizma olarak literatiirlerde yer almaktadir (Li vd., 2017,

Friedrich, 2017).

2.2. P. aeruginosa’mn Morfolojik ve Mikrobiyolojik Ozellikleri

Sporsuz, 0,5-0,8 um eninde ve 1,5-3,0 um boyunda diiz veya hafif kivrik, Gram
negatif, kapsiilsiiz ve aerobik basillerdir. Cogunlukla tek olmakla birlikte, bazen cift
halde bulunan polar flagella nedeniyle hareketli organizmadir (Cakar, 2009; Archer,
2015) (Gorsel 2.1).

Gorsel 2.1. Pseudomonas aeruginosa, (Archer, 2015)

P. aeruginosa tiirleri bulunduklari ortama gore farkli koloni morfolojileri
sergileyebilme Ozelligine sahiptir. Hiicre dis1 polisakkarit olan aljinat sentezleyerek
mukoid 6zellikte olan M tipi kolonilerini olusturur. Ozellikle obstriiktif pulmoner
hastaligi olan hastalardan, iiriner katatere bagli kronik enfeksiyonlardan ve kistik
fibrozisli hastalardan izole edilen suslarin M tipi koloni olusturdugu goriilmiistiir.
Cevreden ve hastaneden izole edilen bazi P. aeruginosa tiirleri ise S tipi ve R tipi koloni
morfolojisine sahiptir (Cakar, 2009).

Kiiltiirlerinde, kendine 6zgii aromatik iiziime benzer trimetil amin kokusuyla diger
Pseudomonas tiirlerinden ayrilir. Organik ireme faktorlerine gereksinimi yoktur.
Karbon kaynagi olarak bir¢ok substrati kullanabilmesi, P. aeruginosa’ya kompleks
besiyerlerinin yan: sira basit besiyerlerinde hatta distile suda bile hayatta kalma avantaji
saglar. Optimum 37 °C’de ilireme yetenegine sahip olmasina ragmen, 15-50 °C gibi
genis sicaklik araliginda da tireyebilmesi, bu bakterinin farkli ekolojik sartlarda hayatta
kalma oranini arttirir. En iyi pH 6,6-7,0 araliginda iireyebilir (Magin, 2014).
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2.3. P. aeruginosa’nin Biyokimyasal Ozellikleri

Kanli agarda B hemoliz yapmasi, ¢ikolata agarda metalik parlaklik veren genis,
mukoid, kaba veya pigmentli koloniler tiretmesi, Mueller Hinton agarda (MHA) yesil
pigmentasyon ve metalik parlaklik veren laktoz negatif koloniler {iretmesi, bu
bakterilerin fenotipik olarak tanimlanmasinda kullanilan 6nemli biyokimyasal
ozellikleridir. Ozellikle karbonhidratlar1 fermente etme 6zelligi olmadig1 icin Eozin
Metilen Mavisi (EMB) agarda, agik pembe koloni olusumu ile kolaylikla ayirt edilir.
Glukoz, fruktoz ve ksiloz gibi bazi monosakkaritleri oksidasyon yolu ile parcalarken,
laktoz ve sukroz gibi disakkaritleri okside edemez. indol, metil red, voges proskauer ve
H>S negatif, sitrat ise pozitiftir. L-arjinin dihidrolaz iiretirken, lizin dekarboksilaz ve
ornitin dekorboksilaz tiretme yetenegine sahip degildir (Artenstein ve Cross 1993; Winn
vd., 2006; Karatuna, 2008; Cakar, 2009).

P. aeruginosa tiirleri kiiltiirlerinde; piyoverdin (sari-yesil), piyorubin (kirmizi),
piyomelanin (kahverengi-siyah) ve piyosiyanin (mavi-yesil) olarak bilinen ekstraseliiler
fenazin pigmentleri iiretir. Ayrica suda eriyebilen piyosiyanin liretme 6zelligiyle diger
nonfermentatif Pseudomonas tiirlerinden ayrilir (Gahlout vd., 2017).

Son elektron alicisinin oksijen oldugu zorunlu aerob bakterilerdir ve bu nedenle
katalaz pozitiftir. Ancak oksijen yoklugunda, ortamda elektron alici olarak yeterli NO3
varsa anaerop kosullarda da yasamlarin1 devam ettirebilir. Ayrica en 6nemli 6zellikleri,
sitokrom oksidaz enzim iiretimi nedeniyle oksidaz pozitif olmalaridir. P. aeruginosa’nin
demir iceren bir hemoprotein olan sitokrom oksidaza sahip olmasi, NADH ile oksijene
elektron taginmasimi kataliz eder. Oksidaz pozitif Ozellikte olmalari nedeniyle

Enterobacteriaceae ailesine ait tiirlerden kolayca ayrilir (York vd., 2010).

2.4. P. aeruginosa’min Epidemiyolojik Ozellikleri

Diinya c¢apinda gerceklesen yillik 56 milyon Oliimiin yaklagik %30’unu
enfeksiyon hastaliklar1 olusturmaktadir. Bu durum gelismekte olan iilkelerde ciddi bir
halk sagligi problemidir (Madigan ve Martinko, 2009). Mikrobiyolojik olarak etkeni
belirlenmis nozokomiyal yani hastane kaynakli enfeksiyon olgularinin %11 ve
%13,8’inde etken P. aeruginosa’dir. Farkli fiziksel ve kimyasal kosullara kolay bir
sekilde uyum gostermesi, bircok antibiyotife ve dezenfektanlara direncli olmasi bu
bakteriye, etkili bir firsat¢1 patojen olma oOzelligi kazandirir (Oliver vd., 2015).

Hastanelerde solunum yolu tedavi ekipmanlari, antiseptikler, sabunlar, lavabolar,



paspaslar, ilaglar, fizyoterapi ve hidroterapi havuzlart gibi gesitli kaynaklardan siklikla
izole edilen P. aeruginosa onemli enfeksiyonlara neden olur (Lister, Wolter ve Hanson
2009).

Saglikli insanlarin mikrobiyatasindan da izole edilebilen P. aeruginosa firsatg1 bir
patojen oldugu i¢in nadiren hastalik olusumunda rol oynar. insanlarda, %0-2 cilt, %0-
3,3 burun mukozasinda, %0,66 bogazda ve %?2,6-24 oraninda digki 6rneklerinden izole
edilmekle birlikte hastanede o6zellikle enfeksiyon hastaliklar1 ve yogun bakim
tinitelerinde yatan hastalarda kolonizasyon oraninin %50’lere kadar ulastigi goriiliir
(Lister, Wolter ve Hanson 2009; Oliver vd., 2015).

Ulusal Nozokomiyal Infeksiyonlar1 Siirveyans (NNIS) sisteminin en son
raporunda; P. aeruginosa’nin yara ve akciger enfeksiyonlarinda 3. siklikta, iriner
sistem infeksiyonlarinda 4. siklikta ve septisemi olmasi halinde kan kiiltiirlerinden 5.
siklikta izole edilen mikroorganizma oldugu belirtilmis ve %40-%50 oranlarinda
mortalite ve morbiditeye sebep olan bakteri oldugu ileri siiriilmiistiir (Trautmann,
Lepper ve Mathias, 2005).

Sebep oldugu akut enfeksiyonlara ilaveten kemoterapi, radyoterapi, hepatit,
AIDS, cerrahi yanik ve yara gibi immiin sistemi baskilayan etkenler, P. aeruginosa
enfeksiyonlarina zemin hazirlayarak kronik enfeksiyonlarin ilerlemesine neden olur.
Ozellikle genis spektrumlu antibiyotik tedavisi alan maling veya metabolik rahatsizlig
bulunan yash kisilerin P. aeruginosa enfeksiyonlarina yakalanma riski daha fazladir
(Demirci, Yorgancigil ve Arda, 2001).

Nemli ortamlar1 tercih etmesi sebebiyle hastalarin nemli viicut boélgelerinde
(aksilla ve kulak), bunun yani sira solunum destek sistemlerinde, nemli medikal
aletlerde (katater, lens, implant, yapay kalp kapakciklari, rahim i¢i araglar gibi)
barmarak biyofilm olusumuna neden olur. Biyofilm {retimi, antibiyotiklere son derece
direngli suslarin olusmasina neden oldugu icin P. aeruginosa kaynakli enfeksiyonlarin
tedavisi giictiir (Williams, Dehnbostel ve Blackwell, 2010; Jefferies vd., 2012;
Balasubramanian vd., 2013).

Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’ nin Ulusal Saglik Enstitiisii (NHI) tarafindan
yapilan genis capli caligmalarda enfeksiyonlarin %80’inden fazlasinin biyofilm
kaynakli oldugu gorilmistir (Hassan vd. 2011). ABD’nin Hastalik Kontrol
Merkezi’nin (CDC) son raporunda, her y1l Amerika’da 51,000 hastanede P. aeruginosa

kaynakli enfeksiyon goriildiigii bildirilmistir. CDC raporunda, tedavi sirasinda bile



direng kazanma yetenegine ve ¢oklu dirence sahip olan P. aeruginosa suslarmin ciddi
tehdit olusturdugu bildirilmistir (Patel, Kram ve Baumgardner, 2016). Antimikrobiyal
Dirence Global Bakis ve Ulusal Antimikrobiyal Diren¢ Siirveyans (UAMDS) verileri
Tiirkiye halk sagligi kurumunda, 2012-2015 yillar1 arasinda Tirkiye’de P. aeruginosa
kaynakli enfeksiyonlarin %32 oranlarinda arttigini belirtmistir (Simsek, 2017).

2.5. P. aeruginosa Enfeksiyonlarimin Patojenezi

P. aeruginosa nin sahip oldugu adezinler, flajel ve pili sayesinde, konak¢inin
epitel hiicrelerine tutunmasi ile baslayip yayilma ve kolonizasyonu takip eden siireg
mikrobiyal patojenez olarak adlandirilir. Patojenez siirecindeki kontrolsiiz bakteri
gelisimi konake1 hasari ile sonuglanir. Patojeniteye neden olan mikroorganizmalar, bir
patojenin bagil yetenegi olan viriilansi olusturmak icin ¢ok farkli stratejileri bir arada
kullanir. P. aeruginosa kaynakli patojenezin gelisiminde bakteride bulunan viriilans

faktorler kadar konak faktorleri de 6nemli yer tutar (Madigan ve Martinko, 2009).

2.5.1. Patojenez olusumunda P. aeruginosa’ya ait viriilans faktorler

P. aeruginosa’nin, yeni bir ¢evreye adaptasyonu ve bu ¢evreyi algilayarak farkli
cevaplar verebilme kabiliyeti patojenezi igin gereklidir. Bakteriler hayatta kalabilmek
icin; pH, ozmolarite, besin maddelerinin kullanilabilirligi ve popiilasyon yogunlugu gibi
birgok ¢evresel kosullara uyum saglayabilen mekanizmalara sahiptir. Bu
mekanizmalardan en 6nemlisi QS olarak 6ne ¢ikar (Madigan ve Martinko, 2009).

QS mekanizmasi, bakterilerin birbirleriyle iletisim kurarak kendi popiilasyon
yogunluklarii algilamasina ve koordineli bir sekilde viriilans faktorlerini iiretmesine
olanak saglar (Smith ve Iglewski, 2003). Ayrica QS etkisiyle bakterilerin biyofilm ad1
verilen ekstraseliiler matriks ile etraflarin1 ¢evreleyerek kronik enfeksiyonlarin ve
inflamasyonun olusmasina neden oldugu bilinir. Kisaca bakteri QS mekanizmasini pek
cok genin regiilasyonunu kontrol etmek igin kullanir P. aeruginosa’nin viriilans
faktorleri, hiicre ylizeyine ait ve hiicre dis1 viriilans faktorler olmak {iizere iki grupta

incelenir (Harmsen vd., 2010) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. P. aeruginosa’ya ait viriilans faktorler

2.5.1.1. P. aeruginosa’nin hiicre yiizeyine ait viriilans faktorleri:

Flajel (kirpik), pili (fimbria), lipopolisakkarit ve aljinat sentezi bakterinin hiicre
yiizeyine ait viriilans faktorleri arasinda sayilabilir. Bakteriler hiicre yiizeyinde bulunan
bu viriilans faktorleri araciligiyla konak hiicreye tutunarak patojenezde onemli gorev
alir (Harmsen vd., 2010).

Filajel, P. aeruginosa'nin hiicre yiizey yapilar1 arasinda bulunan, polar filajel
olarak adlandirilan yapi, bakterinin yilizme ve kayma hareketinden sorumludur.
Bakteriyal kamc¢imin filamentleri filagellin adi verilen proteinlerden olusur.
Sitoplazmada sentezlenen filagellin makromolekiilleri filament icerisindeki 3 nm’lik
kanaldan gegerek olgun kamgiy1 olusturur (Sekil 2.2).

Giiglii immiinojen bir yapida olan filajel, epitel hiicrelerin AsiolaGM1 gibi zar
komponenetlerine baglanip aderansi saglayarak patojenezde kritik rol oynar. P.
aeruginosa’da, filC geni tarafindan kodlanan filajellin, proteininin biyiiklik ve
antijenitesine bagli olarak A ve B tip filajelin ifadesinde rol oynar. A tip filajel heterojen
bir yapiya sahipken, B tip filajel homojen yapidadir (Ulusoy, 2007). Bakteriler filajelleri
araciligiyla besin maddelerine kolayca ulagir, immiin sistem elemanlarindan ve
antibakteriyel ajanlarin zararli etkilerinden kagar, konak hiicresine translokasyon yapar
ve biyofilm igerisinde serbest¢e hareket edebilir (Harmsen vd., 2010). Filajel, Toll-
benzeri reseptorler (TLRS ve TLR2) ile etkileserek NFyB bagimli inflamatuvar yaniti
uyarir ve kalsiyum bagimli kinaz yolagmin aktivasyonu ile IL-8 sentezinin
baslatilmasina yol agar. Cevreden ve hastane enfeksiyonlarindan izole edilen suslarin

¢ogunda bulunurken, kistik fibrozis ve kronik enfeksiyonu olan hastalardan izole edilen
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suslarda konagin immiin sistem yanitindan kagmak i¢in filajel bulunmaz (Smith vd.,

2002).

Dis Zar (LPS)

Peptidoglikan

Sitoplazmik Zar

Sekil 2.2. P. aeruginosa 'nin filajel yapist

Pili (Fimbria), Filajelden farkli olarak sitoplazmik zardan orijin alan, kisa, diiz,
cok sayida ve ince yapilardir. Fimbrialarin protein yapisindaki antijenlerine fimbrilin ya
da pilin proteini adi verilir (Sekil 2.3). Bakteriler fimbrialar1 aracilifiyla,
hemagliitinasyon yapma, eritrosit ve lokosit baglanma o6zellikleri gosterirler. Ayrica
noraminidaz enzimiyle birlikte bakterilerin Ozellikle epitel yiizeylere aderansini
kolaylastirir. Hareketli ve hareketsiz bakterilerde bulunabilir. P. aeruginosa fimbrialari
araciligiyla titreme hareketini gergeklestirir. P. aeruginosa’da Tip IV pili olarak
adlandirilan bu yapilar P. aeruginosa’nin biyofilm ve mikrokoloni olusumunda aderans

icin gerekli olan nadir fimbrialardir (Beatson vd., 2002).

Pilin Proteini

Sekil 2.3. P. aeruginosa’da bulunan Tip 1V pili
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Lipopolisakkarit (LPS), Gram negatif bakterilerde dis zarin ana bileseni olan
lipopolisakkarit, P. aeruginosa i¢in &nemli bir viriilans faktordiir. Lipid A, merkez
oligosakkarit ve O-polisakkarit i¢ceren hidrofilik kuyruktan olusur. LPS, fiziksel bir zar
gorevi tstlenerek konak savunmasi ve aminoglikozid gibi antibiyotiklerin etkilerinden
bakteriyi korur. Ayrica, LPS’nin lipid A bileseni Toll-benzeri reseptér 4’ii tanima
ozelllikleri ile kistik fibrozis transmembran regiilator proteinine (CFTR) baglanarak
patojenezde rol oynayan en 6nemli mediatordiir (King vd., 2009).

Aljinat, P. aeruginosa tarafindan iretilen, mukoid Ozellikteki anyonik
ekzopolisakkarit yapidir. Tekrar eden D-mannuronik asit ve L-glukronik asit
polimerlerinden meydana gelir. Aljinat bakteriyi olumsuz ¢evre kosullarina, oksidatif
stresten konak savunma sistemine ve Ozellikle aminoglikozid antibiyotiklerin zararli

etkilerine kars1 korur (Hentzer vd., 2001; Yang vd., 2017).

2.5.1.2. P. aeruginosa tarafindan hiicre disina salgilanan viriilans faktorler:

Piyosiyanin, elastaz, alkali proteaz, ekzotoksin A, fosfolipaz C ve rhamnolipid, P.
aeruginosa tarafindan hiicre disina salgilanan Onemli viriilans fakorlerdendir.
Piyosiyanin, P. aeruginosa tarafindan sekonder metabolit olarak fiiretilerek hiicre disina
salgilanan, fenazin tlirevi mavi yesil renkli bir pigmenttir (Gahlout vd., 2017).
Piyosiyanin, korizmik asit, phzZABCDEFG operonu ile phzH, phzM ve phzS genleri
araciligiyla sentezlenir (Lau vd., 2004). RANTES (Regulated upon Activation Normal
T-cell Expressed ve Secreted) ve IL-8 seviyelerini etkileyerek konak immiin sistem
yanitini degistirir. Katalaz aktivitesinin bozulmasina neden olan piyosiyanin, siiperoksit
(0O2) gibi reaktif oksijen tiirevleri iireterek sitotoksik aktivitede rol oynar (Denning vd.,
2003).

Elastaz, Elastin bag doku, deri, akciger ve arterlerin genisleyip daralmasina
olanak saglayan ve hiicreleri koruyan 6nemli role sahip bir proteindir (Almine vd.,
2010). Elastaz ise P. aeruginosa’nin elastolitik etkisinden sorumlu olan elastin ve
kollojeni pargalayan bir metalloproteinazdir. LasA (serin proteaz) ve LasB (¢inko
metalloproteaz) enzimleri sinerjik etki gostererek elastin degradasyonu yapar. Elastaz
hiicre digina tip 2 salgi sistemi ile salgilanarak, enfeksiyonlarin baslangi¢c sathasinda
ozellikle akcigerlerde parankimal hasara ve hemorojik lezyonlara neden olur. Bu enzim
ayn1 zamanda kompleman elemanlarini hasara ugratip, serum ol -proteinaz inhibitoriinii

parcalayarak notrofil kemotaksisini ve fonksiyonunu inhibe eder ve akut
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enfeksiyonlarin yayilmasini tetikler. IgG, fibrin, siirfaktan proteinleri A ve D’yi
pargalar. Epitel dokulardaki hiicreler arasi siki baglantilar1 parcalayarak epitel
gecirgenligini arttirir. Proinflamatuvar etki gostererek IL-8 iiretimini uyarir (Alcorn ve
Wright, 2004).

Alkali proteaz, P. aeruginosa tarafindan hiicre disina tip 1 sekresyon sistemi
tarafindan salgilanan, yiiksek proteolitik aktiviteye sahip bir metalloproteinazdir. AprA
geni tarafindan kodlanan alkali proteazin, 06zellikle korneada ve akut akciger
hastalarinda alveoller i¢indeki fibrinin parg¢alanmasina ve ilerlemesine neden oldugu
gosterilmistir (Karatuna, 2008; Ulusoy, 2007).

Ekzotoksin A (ExoA), P. aeruginosa suslari tarafindan tiretilen en 6nemli viriilans
faktorlerden biridir. Okaryotik hiicrelerde, adenozin difosfat riboliz transferaz (ADP-
riboliz transferaz) 6zelligi ile protein sentezi icin gerekli olan elongasyon faktor-2’yi
(EF-2) inaktive ederek protein sentezini inhibe eder. Difteri toksini ile etki mekanizmasi
ayni olsa da eksotoksin A ve difteri toksinlerinin immiinolojik ve kimyasal yapilar
birbirinden farkli olup, ekzotoksin A difteri toksinine gore daha az toksik etki gosterir.
Okiiler enfeksiyonlarda kornea hasarina ve kronik solunum yolu enfeksiyonlarinda doku
hasarina yol acar (Wick, Hamood ve Iglewski, 1990; Cakar, 2009).

Ekzoenzim S (ExoS), Hiicre iskeletinin yapisini bozan ADP-ribozil transferaz
akivitesine sahip olup, tip Il sekresyon siteminde yer alan bir toksindir. C-terminal
ADP-ribozil transferaz ve N-terminal Rho GTPaz aktive edici protein (GAP) olmak
tizere iki aktif bolgesi bulunan bir toksindir (Karatuna, 2008). ExoS hiicresel apoptozis
icin gereklidir ve Rho GTPaz’in protein aktivitesinin azalmasina yol actigl
gosterilmigtir. Istya dayanikli olmasiyla Ekzotoksin A’dan farklilik gosterir (Magin,
2014).

Ekzoenzim T (ExoT), ExoT, yara iyilesmesini inhibe edici 6zelligi olan hiicre dist
bir toksindir (Sayner vd., 2004). ExoS’ye gore aktivitesi daha disiiktir ve P.
aeruginosa’nin 6nemli viriilans faktorlerinin salgilandigi bir salgilama sistemi olan tip
III sekresyon sisteminde yer alir (Saleeb vd., 2017).

Fosfolipaz C, Bir hemolizin olarak bilinen fosfolipaz C, hemolitik 6zelligine gore
ikiye ayrilir. Hemolitik fosfolipaz C (PLC-H); 1stya duyarli, fosfatidilkolin ve
sifingomyelini hidrolize eder. Nonhemolitik fosfolipaz C (PLC-N), fosfatidilkolin ve
sifingomyelini hidrolize eder. Her iki hemolizin tipinde de lipid ve lesitin hasara

ugratilarak bakterinin dokulara invazyonu kolaylasir (Fiester vd., 2017).
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Ramnolipid, Hemolitik 6zellikteki bir hemolizin olup, yapisinda ramnoz sekeri ve
B-hidroksidekanoik yag asidi igeren biyosiirfaktandir. P. aeruginosa’nin ramnolipid
tiretimi ilk kez 1949°da Jarvis ve Johnson tarafindan bildirilmistir (Lan vd., 2015). P.
aeruginosa’nin biyofilm olusumu ile yakindan iligkili olan ramnolipid, konakta akciger
yiizeyinde bulunan fosfolipidleri ¢ozerek, fosfolipaz C’nin etki alanini artirir. Ayrica
ramnolipid molekiillerinin yiizey gerilimi diisiik, emiilsiyon aktivitesi yliksek oldugu
icin, biyodegradasyonun arttirilmasi ve kirletilmis topraklarda hidrokarbonlarin ortadan

kaldirilmasinda kullanilan bir biyosiirfaktandir (Oluwaseuna vd., 2017).

2.5.2. P. aeruginosa patojenezinde konak faktorleri

Firsatg1 bir patojen olan P. aeruginosa, immiin sistemi baskilanmis insanlarda
ikincil enfeksiyonlara neden olan bir mikroorganizma oldugu icin, enfeksiyonlarin
olusumunu belirleyen temel unsur konagin saglik durumudur (Gellaty ve Hancock,
2013; Oliver vd., 2015). Genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, katater uygulamalari,
travma, yara, ilser ya da yanik infeksiyonlar1 gibi normal cilt mikrobiyatasinin
etkilenmesi sonucu bariyer biitiinliigliniin bozuldugu durumlar, kemoterapiye bagl
gelisen nétropeni, hepatit ve AIDS gibi vakalarda immiin sistem baskilanmistir.
Kolonizasyon igin firsat bulan bakteri bu gibi durumlarda hiicre dis1 viriilans

faktorlerinden aljinat1 lireterek doku hasari ve kan dolasiminda yayilima sebep olur
(Silby vd., 2011).

2.5.2.1. Kistik fibrozis transmembran proteini

P. aeruginosa, kistik fibrozisli hastalarda ikincil enfeksiyon olarak %60-70
oranlarinda inflamasyon olusumuna sebep olur (Bielen vd., 2017). Bu hastalik, epitel
hiicrelerin apikal zarinda bulunan ve ATP ile aktive olarak klor kanali gérevi goéren
CFTR geninde meydana gelen bir mutasyon sonucu olusmaktadir. CFTR ayn1 zamanda
P. aeruginosa i¢in reseptor gorevi gormektedir. Bakteri, bu reseptorlere baglanarak
endositoz yoluyla hiicre igine alinir. Boylelikle patojenlerin zararl etkilerinden solunum
yolu temizlenir. Ancak gende meydana gelen herhangi bir mutasyon sonucu CFTR
proteini sentezlenemez. Bu nedenle hiicre i¢ine alinamayan P. aeruginosa, bagisiklik
sisteminden kagarak ¢ogalip enfeksiyonlara neden olur (Giizel ve Gergeker, 2006;
Mantero vd., 2017).
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2.5.2.2. Kompleman Sistem

Bir canlidan patojenlerin temizlenmesinde biyokimyasal kaskad islevi goren
kompleman sisteminin P. aeruginosa enfeksiyonlarinda iki 6nemli rolii bulunur.
Komplemen reseptorlerinden P. aeruginosa ile ilgili olan C3b ve IC3b komplemanlari
fagositoza neden olurken, C3a ve C5a komplemanlar ise etkili bir fagositoz i¢in notrofil
kemotaksisi ve aktivasyonunu saglar. Benzer sekilde, surfaktan protein A ve D (SP-A
ve SP-D) ve mannoz baglayan lektin (MBL) gibi kollektinler P. aeruginosa
enfeksiyonlarinda dogal dirence neden olur. Kollektinler lektin yolagindan komplemani
aktive ederler. Kompleman ve lektin faktorlerinden defekli bireyler P. aeruginosa ile

enfeksiyona duyarli hale gelir (Hair vd., 2017).

2.5.2.3. Sitokinler

Hiicreler arasi iligkiler, hiicrelerin birbirleriyle ve hormon benzeri maddelerle
etkilesmeleri sonucu yiiriitiliir. Bagisiklik yanitinin diizenlenmesinde ilgili hiicrelerce
salinan hormon benzeri araci maddelere sitokin adi verilmektedir. Sitokinler, T ve B
lenfositleri tarafindan olusturulmussa lenfokinler, monositlerce olusturulmussa
monokinler adi verilmektedir. Bu etkin maddelere genel olarak interlokin (IL) adi
verilmektedir. Bagisiklik yanitinin olusmasinda hiicreler arasi iligkilerde rol oynayan
IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, TNF o,
TNF B, IFN a, IFN B, IFN y ve TGF B olmak iizere ¢ok sayida sitokin bulunur
(Bilgehan, 2000). IL-1; T hiicrelerinin aktivasyonuna yol agarak enfeksiyonun yok
edilmesine neden olur. Ancak bakteri miktarinin fazla oldugu kosullarda yiiksek oranda
sentezlenen IL-1 inflamasyonun artmasina ve doku hasarina neden olur. TNF-a, 1L-4,
IL-6 ve IL-8 de benzer sekilde bakteri yogunlugunun fazla olmasi halinde
inflamasyonla ilgili patolojilere yol acar (Cakar, 2009; Roussel vd., 2016).

1992’lerde lokosit gocii, enfeksiyon hastaliklari, enflamasyon, anjiyogenezis,
hematopoezis ve organogeneziste rol alan bir grup sitokine, kemotaktik sitokinlerden
esinlenerek “kemokin” adi verilmistir (Lindley, Westwick ve Kunkel, 1993). Konak
savunmasi epitelyal kemokinler araciligiyla immiin sistemin devamliligini diizenler. Bu
amacla 0zgiil reseptorlere baglanan kemokinler hiicre goc¢iinii ve aktivasyonunu
gerceklestirir. Bugiline kadar dort CXC (CXCR1-CXCR4), sekiz CC (CCR1- CCRS) ve
bir de CX3C (CX3CR) kemokin reseptorii tanimlanmistir (Turner vd., 2014).
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Bakteri viriilans faktorlerinin taninmasi ile baslayan sinyal iletimini kemokin
ekspresyonu izler. Kemokinler, nétrofillerin enfeksiyon bolgesine gdciinii uyarir. Aktif
olmus nétrofiller ise fagositoz yolu ile bakteriyi yok eder. Ozellikle P. aeruginosa
kaynakli doku hasarinda monositler, makrofajlar, endotel hiicreleri ve fibroblastlar 1L-8
olarak bilinen kemokinleri iiretir ve AKT, MAPK/ERK ve JAK2/STAT3 sinyal
yolaklar1 gorev alir (Waugh ve Wilson, 2008; Long vd., 2015) (Sekil 2.4).

/ ~ap a —
/ E-Cadberin
E-Cadherin (

Sekil 2.4. IL-8 sinyal yolagi (Long vd.,2015)

2.5.2.4. Siklooksijenaz

Prostaglandin sentaz ve prostaglandin endoperoksit sentetaz olarak da bilinen
Siklooksijenaz (Cox), prostanoidlerin olusumundan sorumlu enzim olup eikozanoid
metabolizmasinda prostanoidlerin olusumunun temel enzimatik basamagi arasidonik
asidin prostaglandin H2 (PGH2)’ye doniisiimiinii katalizler. Cox yapisinda; Cox aktif
bolgesi, epidermal biiyiime faktorii alan1 ve zar baglayici bolgesi bulunan bir proteindir
(Gtiler, 2010) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Siklooksijenazlarin genel yapisi (Giiler, 2010)

Prostaglandin endoperoksit sentetazlarin izozimlerinden biri olarak bilinen Cox-
2’nin ekspresyonundaki degisim, konaga bagli patojenez olusumundaki faktorlerden
biridir. Prostaglandinler (PG), eikozanoid olarak adlandirilan yirmi karbonlu g¢ogu
doymamig yag asitlerinden olusan bilesiklerdir. Eikozanoidler, sadece 06zel salgi
bezlerinden degil tiim dokularda diisiik miktarlarda sentezlenmesi ile hormonlardan
ayrilirlar. Bircok fizyolojik ve patolojik yaniti ortaya ¢ikaran etkili bilesikler olarak
bilinirler (Champe, Harvey ve Ferrier, 2005).

Prostaglandinlerin sentezlenmesinde ilk basamag1 fosfolipaz A2, ikinci basamagi
ise prostoglandinlerin onciil yapisini olusturan linoleik asitin uzayarak doymamais hale
gelmesi sonucu arasidonik asite doniisiimii olusturur. Serbest olarak bulunan arasidonik
asite Oz molekiilii eklenerek PGG2 olusur. Cox enziminin endoperoksit sentaz aktivitesi

ile PGH2’ye doniistimii gergeklesir (Ak vd., 2016) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Prostaglandin sentez yolu

Siklooksijenazlar, prostaglandin biyosentezinde anahtar enzimler olarak bilinir.
Cox enziminin; Cox-1, Cox-2 ve Cox-3 olmak ftizere ti¢ farkli formu bulunur
(Sobolewski vd., 2010; Rizzo, 2010).

Kromozom 9 iizerinde yer alan Cox-1, ¢ogu dokuda siirekli olarak iiretilen 71 kDa
biiyiikliigiinde bir glikoproteindir. Trombosit agregasyonu, bobrek homeostazi gibi
bir¢ok fiziksel fonksiyondan sorumludur ve memeli hiicre dokusunda bulunan bir
enzimdir (Smith vd., 2002).

Kromozom 1 iizerinde bulunan Cox-2’nin 55 kDa, 72 kDa ve 74 kDa
biiytikligiinde farkli izoformlarinin oldugu bilinir (Zhang vd., 2016). Patolojik
proinflamatuar ve mitojenik uyarilar ile hizla indiiklenebilen bir enzimdir. Ozellikle
bakteriyel viriilans faktorler tarafindan uyarildiklari inflamasyon durumlarinda asiri
sekilde ifade edilir. Cox-2’nin indiiklenmesinden sonra artan prostaglandin sentezi,
inflamasyonda agri, 1s1, kizariklik ve atesten sorumludur (Celotti ve Laufer, 2001;
Zhang vd., 2016).

Sitokinler, biiylime faktorleri, mitojenler, inflamatuvar hiicrelerdeki endotoksinler
ve timor promoterleri Cox-2 enzimini indiikler. Cox-2 esas olarak endoplazmik
retikulum (ER) limeninde ve ¢ekirdek zarinda bulunurken, tiimor hiicrelerindeki
lokalizasyonu mitokondri ve lipid hiicreleridir (Giiler, 2010) (Sekil 2.7).

Cox-1’in bir varyanti olarak tanimlanan Cox-3’lin fonksiyonu tam olarak
bilinmemekle birlikte, beyin ve spinal kord yapisinda bulunur. Ayrica inflamasyonda

herhangi bir rol almadig diisiiniilmektedir (Sobolewski vd., 2010).
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Sekil 2.7. Cox-2nin hiicre i¢i lokalizasyonu (Rizzo, 2010).

2.6. P. aeruginosa Kaynakl Enfeksiyonlar

Nozokomiyal kaynakli bir patojen olmasi nedeniyle P. aeruginosa, saglikli
insanlarda nadiren hastaliklara sebep olurken, 6zellikle hastanelerin yogun bakim ve
enfeksiyon hastaliklari tinitelerinde yatan, bagisiklik sistemleri baskilanmis kisilerde
yiizeysel deri enfeksiyonlarindan sepsise kadar birgok farkli klinik tablo olusturur (Er,
2013). Enfeksiyonlarin olusumuna sebep olan viriilans faktorlerin sentezlenmesinde,
hiicreler arasi sinyal iletiminde rol oynayan QS mekanizmasi 6nemli bir rol oynar
(Mittal vd., 2009). Yaygin olarak P. aeruginosa enfeksiyonun goriildiigii baslica 10

farkli doku enfeksiyonu bilinmektedir.

2.6.1. Deri ve yumusak doku enfeksiyonlar:

Dekiibitiis tlserleri, diyabetik iilser, vendz ilseri, yanik, travma ve dermatit gibi
deri bitinliiginiin bozuldugu akut ya da kronik enfeksiyonlar P. aeruginosa
enfeksiyonlarina zemin olusturur. Bakterinin viriilans faktorlerinin ekspresyonunda
Gac/Rsm ve siklik-di-GMP sinyalizasyon yolagi gorev alir. Akut enfeksiyonlarda tip I11
salg1 sistemi, kronik enfeksiyonlarda ise ekzopolisakkaritler rol oynar (Turner vd.,
2014).
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2.6.2. Uriner sistem enfeksiyonlar

Viicuttaki en yaygin ikinci enfeksiyon tiiriini olusturan {riner sistem
enfeksiyonlari, ciddi halk saglig1 sorunlarina neden olur. Yasa bagl olarak prevalansi
artan P. aeruginosa kaynakli iiriner sistem enfeksiyonlarini, kateter gibi yabanci cisim
ve cerrahi girisimler olusturur. Enfeksiyonun lokalize ya da sistemik olmasina gore

sepsis ya da septik soka kadar uzanan genis bir yelpazeye sahiptir (Mittal vd., 2009).

2.6.3. Gastrointestinal sistem enfeksiyonlar:

Gastrointestinal sistem enfeksiyonlari; proteaz, elastaz, adezin ve flajel gibi
virillans faktorler tarafindan zar biitiinliigii bozulan epitel hiicrelerinde bakteri
traslakosyonunun artmasi sonucu olusur. Daha ¢ok yeni doganlarda, hematolojik
malingnensi ve ndotropenisi olan yetiskinlerde gorillen P. aeruginosa kaynakli
enfeksiyonlar, orofarinksten rektuma kadar gastrointestinal sistemin biitiin bolgelerinde

goriilebilir (Markou ve Apidianakis, 2014).

2.6.4. Goz enfeksiyonlar:

Okiiler yiizeylerin bakteriyel ve fungal enfeksiyonlar1 olduk¢a yaygindir.
Ozellikle kornea enfeksiyonlari, uzun siireli kontak lens kullaniminda sik karsilagilan
komplikasyonlar olup, Avrupa’daki mikrobik keratitlerin %66’simn1 olusturur. P.
aeruginosa tarafindan kontak lens {izerinde olusturulan biyofilm ve konjonktivit gibi

g0z enfeksiyonlari ile gorme kayiplarina neden olur (Saraswathi ve Beuerman, 2015).

2.6.5. Kulak enfeksiyonlar:

P. aeruginosa nemli ortamlar1 sevmesi nedeniyle yiizme havuzlarinda siklikla
kolonizasyon olusturabilir. Bu ortamlardan kaynaklanan bulaslarda, yiiziicii kulag1 adi
verilen akut diffiiz eksterna tablosuna yol acabilir. P. aeruginosa dis kulak yolundaki
epitel hiicrelerini asip alttaki yumusak doku, kikirdak ve kortikal kemik dokusunun
yavas ancak progresif bir sekilde yipranmasina ve mortalitesi ¢ok yiiksek malign otitis
eksternaya neden olabilir. P. aeruginosa, her yasta goriilebilen kronik siipiiratif otitis
eksternanin (orta kulak iltihabi), sintizitlerin ve kulak kepgesinde taki kullanimiyla

gelisen perikondritlerin en sik karsilasilan etkenidir (Saraswathi ve Beuerman, 2015).
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2.6.6. Endokardit

P. aeruginosa kaynakli endokardit olusumunda predispozisyon yaratan en énemli
risk faktorii intravendz ilag kullanimi olup, siklikla kalbin sag tarafini etkiler. Ayrica
kardiak cerrahi, bakteriyemi, santral kateter kullanimi, protez kalp kapak¢igi ve
hemodiyalize giris P. aeruginosa kaynakli endokardite zemin hazirlayan diger
etkenlerdir (Parlakay vd., 2010).

2.6.7. Bakteriyemi

Kanda bulunmasi nedeniyle P. aeruginosa, saghg: tehdit eden en ciddi
bakteriyemi etkenlerinden biridir. Mortalite oranlart diger Gram negatif bakterilere
oranla ¢ok daha yiiksek olup %50’lere ulagir. AIDS, diabetes mellitus, hematolojik
maligniteler, imminglobulin eksiklikleri, notropeni, organ nakli ve agir yaniklar
hastaliga yakalanma oranini artiran faktorlerdir. Bakteriyemi sirasinda, ektima
gangrenozum ad1 verilen hemorajik ve nekrotik dokiintiilerin goriilme siklig1 ytiksektir
(Magin, 2014). Lezyonlar bakterinin vaskiiler invazyonu nedeniyle olusur. Kiiciik,
agrili, makiilopapiiler (dokiintli) lezyonlarin rengi giderek koyulasarak nekrotik hale
doner. Genellikle alt solunum yollari, iriner sistem ile deri ve yumusak doku

enfeksiyonlart sekonder olarak geligir (Cakar, 2009).

2.6.8. Solunum yolu enfeksiyonlari

Solunum yollarinda enfeksiyona neden olan mikroorganizmalarin bir¢ogu iist
solunum yolu ylizey epiteli ile sinirli kalirken, bir kismi alt solunum yollarina yayilir bir
kismi da solunum yolu ile bulasip sistemik enfeksiyonlara neden olur. P.
aeruginosa’nin aspirasyonu ve inhalasyonu sonucu alt solunum yollarinda meydana
getirdigi enfeksiyon, trakea bronsitten agir nekrozitan bronkopnomoniye kadar
uzanabilen bir c¢esitlilik gosterir. Solunum cihazlarina bagli olan endotrakeal ya da
trakeostomi tlipii olan kisilerde, solunum yollarimin hastane patojenleriyle
kontaminasyonunun engellenmesi giigtiir. P. aeruginosa, mekanik ventilasyon alan,
bagisiklik sistemi baskilanmis ve antibiyotik tedavisi goren hastalarda gelisen
pnomonilerin 6nemli bir sebebidir. Nozokomiyal enfeksiyonlarin ise %70’ini
ventilatorle iligkili pndmoni olusturdugu bilinir. P. aeruginosa’ya bagh
enfeksiyonlardan en ¢ok kistik fibrozisli hastalar etkilenir. Ozellikle mukoid bakteriler,

akcigerlerde biyofilm olusturarak antibiyotikler, immiinglobulinler ve kompleman
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aktivasyonu gibi savunma mekanizmalarindan korunurlar. Bu nedenle kistik fibrozisli
hastalar, P. aeruginosa kaynakli enfeksiyonlarin tedavileri agir seyirli olarak devam
eder (Limoli vd., 2017; Cakar, 2009).

2.6.9. Kemik ve eklem enfeksiyonlar:

P. aeruginosa, vertabral osteomyelit, sternoklavikular septik artrit, osteokondrit
ve kronik osteomyelit gibi eklem enfeksiyonlarina neden olur. Bu enfeksiyon dogrudan
kemik ve eklemlerde baglayacagi gibi kan yolu ile de yayilim gosterebilir. Travma,
cerrahi girisimler, yumusak doku enfeksiyonlari, damar i¢i ila¢ kullanma aligkanligi,

endokardit ve komplike iiriner sistem enfeksiyonlari kolaylastiric1 faktérler arasinda yer

alir (Cakar, 2009).

2.6.10. Pankreatit

Modern yogun bakim tedavilerine ragmen pankreatit, mortalitesi %20’lere varan
bir hastaliktir. Mortalitenin temelinde yatan neden pankreas harabiyeti sonucu
sitokinlerin tetikledigi sistemik inflamatuvar yanittir. Bu durum bobrek ve akciger gibi
onemli organlar etkileyerek ¢oklu organ yetmezligine neden olur. Ayrica bagirsak
mikrobiyatast bozuldugu icin enterik mikroorganizalarin neden oldugu sepsis riski
yiikselir. Firsat¢i bir patojen olan P. aeruginosa ise viriilans faktorleri araciligiyla

intestinal gecirgenligi arttirarak sistemik enfeksiyonlara neden olur (Gomi vd., 2017).

2.7. P. aeruginosa Enfeksiyonlarinda Tedavi, Korunma ve Kontrol

P. aeruginosa enfeksiyonlarindan korunmada en 6nemli strateji, bu bakterilerin
hastanede kolonizasyonunu en aza indirebilmektir. Bu amagla kullanilan esyalarin
(yatak, ¢arsaf vb.) temizligine, medikal aletlerin (sonda, katater, endoskopi aletleri vb.)
sterilitesine onem verilmeli ve saglik calisanlarinin el temizligi (hijyen) konusunda titiz
olmalidir (Cakar, 2009).

Antibiyotikler modern tibb1 desteklemek, 6liim oranlarini azaltmak, hayat siiresini
uzatmak, invaziv girisimlerde enfeksiyonlar1 6nlemek ve kemoterapi gibi tedavi amaci
ile kullanilir. Fakat antimikrobiyal ilacin hedefinde ortaya c¢ikan degisimler ve cesitli
enzimler nedeni ile gergeklesen antibiyotik inaktivasyonlar ilag direncine neden olur.
Direng ¢esitlerinin ve mekanizmalarinin bilinmesi enfeksiyonlarin tedavisinde énemli

rol oynar (Blair vd., 2014). En son diinya kiiresel ekonomik risk raporunda, insan
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hayatin1 tehdit eden en biiyiik tehlikenin antibiyotikler oldugu belirtilmistir. Avrupa’da
her y1l 25000 insanin ¢oklu ilag¢ direncine sahip bakteri enfeksiyonlarina yakalandig1 ve
tedavi i¢in yillik 1,5 milyar harcandigi bildirilmistir. Amerika Birlesik Devletleri’nde
ise 2 milyon insan antibiyotik direnc¢li bakterilerden etkilenmekte ve ortalama 23000
kisi hayatin1 kaybetmektedir (Blair vd., 2014).

Genis spektrumlu penisilinler (karbenisilin, piperasilin ve tikarsilin), genis
spektrumlu sefalosporinler (seftazidim, sefoperazon ve sefepim), karbapenemler
(imipenem  ve  meropenem), monobaktamlar  (aztreonam), florokinolanlar
(siprofloksasin, levofloksasin) ve aminoglikozidler (amikasin, tobramisin, gentamisin),
P. aeruginosa’nin tedavi yontemlerinde kullanilan antipseudomonal antibiyotiklerdir. -
laktam grubu icerisinde yer alan; penisilin, sefalosporin, karbapenem, monobaktam ve
B-laktamaz inhibitdr bilesenleri bakterisidal etki gosterir. Ozellikle P. aeruginosa
enfeksiyonlariin tedavisinde, klinik a¢idan 6nemli 3. kusak sefalosporin grubu ve B-
laktamazlara kars1 yiiksek derecede direncli olan seftazidim antibiyotigi kullanilir
(Morita, Tornida ve Kawamura, 2014). Giiniimiizde P. aeruginosa ile olusan
enfeksiyonlarin tedavisinde, tek olarak verilen antibiyotiklere kars1 hizla direng
geligtirmelerini 6nlemek ve genis spektrumlu etki gostermesi amaci ile kombine
antibiyotik tedavileri uygulanmaktadir. Fakat P. aeruginosa birgok antibiyotige karsi
direng gosterdigi icin, antibiyotik tedavisine tam olarak cevap veremez (Hashem vd.,

2016).

2.8. P. aeruginosa’da Antibiyotik Direnci

P. aeruginosa, sahip oldugu birgok viriilans faktor ve gesitli direng mekanizmalari
ile onemli bir nozokomiyal patojendir. Antibiyotiklere karsi dogal olarak direngli
olmasinin yam sira horizantal gen transferi ve mutasyonlar ile sonradan da direng

kazanabilir (Japoni vd., 2005; Fujimura vd., 2009).

2.8.1. P. aeruginosa’da dogal direng

P. aeruginosa’nin yapisal ve biyokimyasal oOzellikleri sayesinde bazi
antibiyotiklerden etkilenmemesi dogal direng, intrinsik diren¢ veya duyarsizlik olarak
adlandirilir. Dogal direng gosteren bakteriler, antibiyotiklerin baglanma ve hedef

bolgelerini icermedigi icin etkilenmez. Ozellikle zar gegirgenliginin az olmasi ve aktif
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pompa sistemlerinin bulunmasi dogal direncin gelismesine neden olur (Livermore,

2001; Schweizer, 2003).

2.8.1.1. Dug zar gecirgenliginin az olmasi

Gram negatif bakterilerde bulunan LPS, dis ortamdan alinacak molekiiller i¢in
yar1 gegirgen bir ortam olusturur. Yapilan ¢aligmalar, LPS’den dolay1 antibiyotiklerin
hiicreye girisinin sitaplazmik zara kiyasla daha yavas oldugunu ortaya koymustur. Bu
duruma, LPS’in anyonik 6zelliginin, kuvvetli yan bag olusturmasiin ve doymamis yag
asidi yetersizliginin neden oldugu bilinmektedir. P. aeruginosa’nin dis zarinda bulunan
porinlerin madde gegirgenliginin az olmasi, bakterinin antibiyotik ortaminda bile

yasamasina izin verir (Schweizer, 2003) (Sekil 2.8).
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Zar Proteinleri

Sekil 2.8. Gram negatif bakterilerde zar yapist porin proteinleri.

P. aeruginosa’da OprF adi verilen porinlerin kapali konformasyonda bulunmasi,
bu bakterilerin yiiksek diizeydeki dogal direncine onemli katki saglar. Porin sentezinin
baskilanmasi, antibiyotiklere karsi bakteriyi koruyan onemli bir avantaj olmasina
ragmen besin molekiillerinin de bakteriye girisi engelleneceginden, bakteri hiicresi igin
ayni zamanda bir dezavantaj olusturur. P. aeruginosa antimikrobiyal ilaglarin ve toksik
molekiillerin gecisini engelleyen fakat besin maddelerinin gegisine izin veren 6zgil
kanal proteinleri bakimindan oldukca zengindir. Bunlardan OprB monosakkarit (D-
glukoz, D-ksiloz) girisine izin veritken, OprD bazik amino asit ve peptitlerin

diftizyonuna olanak taniyan 6zgiil bir kanaldir (Hasdemir, 2007).
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2.8.1.2. Efluks pompa (disa atim) sistemleri

P. aeruginosa’da besinlerin ve iyonlarin hiicreye alinmasi, metabolik son
tirlinlerin hiicre disina atilmasi ve bakterilerin ¢evreleriyle olan iligkileri, biiyiik bir
protein ailesinin iiyeleri olan aktif pompa sistemi proteinleri tarafindan diizenlenir. Bu
proteinler; ATP-bagli kaset siiper ailesi (ATP-binding cassette siiper ailesi: ABC),
major kolaylastirici siiper ailesi (major facilitator super family: MFS), kiigiik ¢oklu ilag
direngli (small multidrug resistance siiper ailesi: SMR), Coklu ilag¢ ve bilesikler atilimi
stiper ailesi (multidrug and toxic compound extrusion siiper ailesi: MATE) ve direngli
nodiillendirici hiicre béliinme siiper ailesi (resistance-nodulation-cell division siiper
ailesi: RND) olarak bilinir (Siriyong vd., 2017).

P. aeruginosa’da RND siiper ailesinden; MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-
OprN ve MexXY-OprM olmak tizere dort farkli aktif disa atim sistemi tanimlanmastir.
Bunlardan MexAB-OprM, hem dogal hem de yiiksek diizeyde ilag direncinde rol oynar
(Hasdemir, 2007; Siriyong vd., 2017). P. aeruginosa’da viriilans faktorlerin
tiretilmesinden sorumlu olan, QS sinyal molekiilii olarak bilinen N-3-oxododecanoyl-
homoserine lactone (3-0x0-Ci12-HSL), MexAB-OprM disa atim sistemi tarafindan hiicre
disina pompalanir (Rampioni vd., 2017). P. aeruginosa, MexAB-OprM aktif pompa
sistemi ile imipenem hari¢ biitiin B-laktam grubu antibiyotik ve kinolonlara direng
olusturmasi agisindan énemlidir. 4. Kusak sefolosporinlere direngten MexCD-OprJ aktif
pompalama sistemi, karbapenem grubu antibiyotiklere direngten ise MexEF-OprN aktif
pompalama sistemi sorumludur (Er, 2013; Blair vd., 2014). (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. P. aeruginosa’da efluks pompa sistemi
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2.8.2. Kazamilmis direng

Antibiyotiklere duyarli bakterilerin, zaman igerisinde ¢esitli sekillerde
antibiyotiklere karsi direngli hale gelmesi kazanilmis diren¢ olarak tanimlanir. Bu
ozellik; 1) ekstrakromozomal direng, 2) antibiyotiklerin inaktivasyonu sonucu kazanilan
direng, 3) hedef molekiiliin degisimi sonucu gelisen direng ve 4) biyofilm sonucu

gerceklesen direng olmak iizere gruplandirilabilir (Giir, 2017).

2.8.2.1. Ekstrakromozomal Direncg

Bakterilere plazmid, integron, transpozon ve insersiyon dizileri gibi mobil genetik
elementler aracilifiyla transformasyon, transdiiksiyon ve konjugasyon yolu ile direng
geni tagtyan DNA dizilerinin aktarilmasi sonucunda bu bakteriler antibiyotiklere direng
kazanir. Antibiyotik direnci en sik plazmid araciligi ile yayilir. R (direng) plazmidleri
tizerinde bakterilerin antibiyotik direncini kontrol eden genler bulunur ve bu plazmidler
baska bakterilere aktarilarak direncin yayilmasina neden olur. Agsirt ve bilingsiz
antibiyotik kullanimi sonucu direng geni tasiyan bakteriler seleksiyona ugrayarak
direncli mutantlar cogalmaya baglar (Hershberg, 2017).

Transpozonlar, yer degistirebilen replikonlara bagimli genetik materyallerdir.
Bunlar bakteri plazmidinden kromozomuna, kromozomdan plazmide ve kromozom
icinde bir bolgeden bagka bir bolgeye yer degistirebilir. Hareket edebildikleri icin
sigrayan genler olarak da isimlendirilmektedir. Insersiyon dizileri, birlesik transpozon
ve birlesik olmayan transpozon olmak ftizere ii¢ farkli transpozisyonel element
saptanmistir. Transpozonlar, bakteriler arasinda antibiyotik direng genlerinin
transferinin saglanmasinda 6nemli rol oynar (Ochman, Lawrence ve Groisman, 2000).
Gen ifade elementleri olarak tanimlanan integronlar, direnclilik genlerinin
aktarilmasinda rol oynayan 6zel genetik elementlerdir. Genomun bir bolgesinden diger
bolgesine gecebilmek icin gerekli mekanizmalara sahip olmadigi i¢in insersiyon

dizileri, transpozon ve plazmid iizerinde bilesik sekilde bulunur (Giines, 2012).

2.8.2.2. Antibiyotiklerin inaktivasyonu sonucu kazanilan direng

Antibiyotiklerin inaktivasyonu; hidrolitik enzimler, grup transferi ve redoks
mekanizmasi1 ile gerceklesmektedir. Enzimatik inaktivasyon ise sik goriilen direng
mekanizmalar1 arasindadir. P. aeruginosa, antibiyotigin yapisint bozan bir enzim

sentezlemektedir. Bakteri tarafindan iiretilen bu enzimler, antibiyotigin bakterideki
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hedef bolgesine baglanmadan 6nce inaktive edilir. Ozellikle p-laktam grubu
antibiyotikler, B-laktamaz enzimi ile inaktivasyonu gergeklesen 6nemli bir antibiyotik
grubunu olusturur. B-laktamaz enzimi, bakterinin peptidoglikan tabakasi ile sitoplazma
zar1 arasindaki periplazmik boslugunda bulunmaktadir. Hiicre duvarindaki porlardan
gecen enzim, antibiyotigin B-laktam halkasindaki amid baglari1 pargalayarak
antibiyotigin penisilin baglayan proteinlerle (PBP) birlesmesini engellemektedir (Cift¢i
ve Aksoy, 2015). Seftazidim klinik agidan 6nemli, B-laktamazlara kars: yiiksek derecede
direngli olan antipseudomonal figiincii kusak sefalosporindir. Fakat P. aeruginosa
enfeksiyonlarinin tedavisinde siklikla kullanilmasi, bu antibiyotige karsi direng

profilinin yiikselmesine neden olmustur (Nakamura vd., 2013).

2.8.2.3. Hedef molekiiliin degisimi sonucu gelisen direng

Antibiyotik, bakterilerde bulunan hedef molekiillerle birlesip onlarin
fonksiyonlarini bozarak etkinlik gosterir. Hedef bolgede meydana gelen herhangi bir
degisim ise antibiyotige affiniteyi azalir. Bu durumda ortamda antibiyotik olsa bile
bakteri ¢ogalmaya devam eder. Hiicre duvarinin yapisinda bulunan PBP, bakteride
bulunan hedef molekiillerin en 6nemlilerindendir. Serin proteazlar arasinda yer alan
PBP’ler, B-laktamazlara ¢ok  benzeyen  D,D-transpeptidazlar ve  D,D-
karboksipeptidazlardir. PBP’ler B-laktam antibiyotiklere farkli baglanma afinitelerine
sahip olduklari igin B-laktam antibiyotiklerinin antibakteriyel etkinliklerinin birbirinden

farkli olmasina yol agar (Cift¢i ve Aksoy, 2015).

2.8.2.4. Biyofilm sonucu gergeklesen direng

P. aeruginosa, biyofilm olusturmasi suretiyle konak immiin sistem
elemanlarindan etkilenmeyerek antibiyotik tedavisine diren¢ gostermektedir. Yapilan
caligmalar, biyofilm olusturan suslarin antibiyotiklere kars1i bin kat daha direngli
oldugunu gostermistir. Bdylece biyofilm iireten mikroorganizmalar, yasadiklar1 ¢evrede
planktonik formlarina gére daha fazla hayatta kalma ve biliylime sansina sahip olur
(Hassan vd., 2011). Biyofilm olusturan mikroorganizmalarin karakteristik ozelligi,
ekstraseliiler polimerik matriks tiretmeleridir. Biyofilm matriks komponenetleri,
antibiyotigin biyofilm igerisindeki transportunu smirlandirmaktadir. Biyofilmin
antibiyotik direngliligine neden oldugu bir diger mekanizmada, biyofilm igerisinde

bakterilerin besin maddelerine ulasamamasi nedeniyle iireme fazina yavas girmeleridir.
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Biyofilmdeki degisen kimyasal ortam ve persiste hiicreler, direnglilikte rol oynayan
{iciincii mekanizmadir. Uremeyi smirlandiran kimyasal ortam antibiyotik potensini
degistirebilmektedir. Ornegin; biyofilm igerisindeki pH'nin degisimine bagli olarak
antibiyotigin kimyasal yapisinda bozulmalar olusmaktadir (Ciftgi ve Aksoy, 2015).
Sekil 2.10°de goriildiigii gibi sar1 renkli antibiyotikler biyofilm tabakasindan igeriye
giremez. Yesil renkli bakteriler biyofilm igerisinde antibiyotige diren¢ kazanan
mutantlardir. Pembe renkli alanda biyofilm igerisinde besin eksikliginin yasandigi

alandir. Mor renkli bakteriler biyofilm icerisinde farkli fenotip sergileyen bakterilerdir.

X — Antibiyotik tabakasi

Yesil renkli bakteriler
antibiyotige direng
kazanan mutantlar

Biyofilm icerisinde besin
eksikliginin yagandigs alan

ASRED MRS Y 4 Vi I o sergileyen bakterileri

Sekil 2.10. Biyofilm antibiyotik direngliliginin olasi dort farkli mekanizmas: (Sezgin, 2001).

2.9. Biyofilmin Tanim ve Tarihgesi

Biyofilm ilk olarak 17. yiizyilda Antonie Van Leeuwenhoek’un dislerindeki
plaklar1 incelemesi ve mikroskopta canlilar1 gdzlemlemesi sonucu ortaya atilmis
olmasma ragmen biyofilm ile ilgili calismalar 1970’li yillardan sonra yapilmaya
baslanmigtir. Marshall tarafindan 1976 yilinda, bakterilerin polisakkarit fiberlerinin
birbirlerine gegmesiyle olusan veya seker molekiillerinin dallanarak adezyon iletimini
saglayan bir yap1 olarak tanimlamistir. 1995 yilinda Elder ve ark ise
mikroorganizmalarin yapisal birlik olusturmak amaciyla tirettikleri ekzopolimer matriks
oldugunu ifade etmistir. 1999 yilinda Costerton, Steward ve Greenberg (1999)
tarafindan bakterinin canli ve cansiz ylizeylere yapigsmasini saglayan glikokaliks olarak

adlandirilmistir.
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Biyofilmin en yeni tanimi ise; tek hiicreli mikroorganizmalarin canli ya da cansiz
kat1 bir yilizeye tutunarak tretilen polisakkarit yapidaki ekstraselliiler polimerik matriks
(EPS) ile etrafim1 ¢evreledikten sonra bir araya gelerek olusturduklari, bliyiime orani ve
gen ekspresyonuna bagli olarak farkli fenotip 6zellik gosterdigi mikro ekosistem olarak
adlandirilir (Satpathy vd., 2016). Biyofilm sayesinde EPS igerisine gomiilii olarak
yasamlarint  slirdiren  mikroorganizmalar; immiin  sistem  elemanlarindan,
antibiyotiklerden, patojenlerin iiretmis oldugu antimikrobiyal iriinlerden fiziksel,

kimyasal ve biyolojik streslerden korunur (Nouraldin vd., 2016).

2.9.1. Biyofilmin yapisi:

Biyofilmin olusumu sirasinda mikroorganizmalar, planktonik form olarak
adlandirilan serbestce hareket ettikleri durumdan, bir yiizeye yapisarak sesil (hareketsiz)
forma gecerken biyofilmin iskeletini olusturan ve matriks olarak da adlandirilan EPS ile
etraflarini kapatirlar. Mikroskobik olarak incelendiginde i¢inden kanallarin gectigi ist

tiste dizilmis mantar seklindeki yapilardir (Gupta vd., 2016) (Gorsel 2.2).

Gorsel 2.2. Biyofilmin taramali elektron mikroskopisi, a) EPS nin yapisi
b) EPS icerisindeki bakteriler (Sezgin, 2001).

EPS; bakterinin yiizeye yapigmasi, hiicre-hiicre (hiicreler arasi) etkilesimleri,
hayatta kalabilmeleri ve genetik materyal degisimleri gibi onemli siireglerde rol oynar
(Harmsen vd., 2010). Genel olarak glikokaliks yapisinda olup Ca*? iyonlari, polimerik
maddeler, kompleks polisakkaritler, glikopeptiler, lipitler, proteinler, lipopolisakkaritler,
niikleik asit, quorum sensing molekiilleri ve hiicresel kalintilardan olusan heterojen bir
yapidir (Cortés, Bonilla ve Sinisterra, 2011). Ozellikle hiicre-hiicre yakinlagsmasini

saglayan biyofilmler, plazmid transfer mekanizmasi olan konjugasyonu kolaylastirir.

28



Biyofilm igerisinde transformasyonun 10-600 kat daha fazla oldugu bilinmektedir
(Harmsen vd., 2010). Bakteriler; savunma, adezyon-kolonizasyon, yasanabilir gevre
gelistirme ve komiinite kurma amaci ile biyofilm olustururlar (Veerachamy vd., 2014).
Strese cevap olarak gelisen biyofilmin olusumunda bakteri savunma amaciyla biyofilm
gelistirir. pH, dezenfektanlar, oksijen radikalleri, antimikrobiyal ajanlar, sicaklik ve
ortamdaki besin miktarmin azlig1 gibi bakterinin yasamini giiglestirecek ¢esitli ¢evresel
kosullar etkili olur (Lazar, 2011).

Bakteriler bir yiizeye tutunarak (adezyon) c¢ogalma (kolonizasyon)
egilimindedirler. Bu amagla Tip IV pili ve flajel ile konak¢min fibronektin, fibrinojen
ve elastin gibi ekstraseliiler matriks proteinlerine yapisir. Konake¢r ile bakteri
adezyonunda anahtar rol oynayan bu yapilar sayesinde bakteri, konak¢iya tutunarak
¢ogalmaya ve biyofilm olusturmaya baslar (Harmsen vd., 2010). Ekzopolisakkarit
ekspresyonun artmasi bakteriyi dis ortam kosullarina kars1 korur. Ozellikle glukoz
bulunan ortamlarda, bakteri hayatta kalabilmek amaciyla biyofilm olusturur. Biyofilm
icerisinde, bakterilerin c¢evresel kosullara uyum saglamasinda rol oynayan genlerin
aktiflesmesinden dolay1 biyofilm olusumunda rol oynayan sesil bakteriler, serbest olan
planktonik bakterilerden fenotipik olarak farkli 6zellik gosterir. Buna bagli olarak
bakteri, yasanabilir bir ¢evre olusturmak amaciyla hiicre yiizey elemanlari, adezyon ve
agregasyon molekiilleri gibi proteinleri sentezler. Ayrica biyofilm igerisindeki
bakterilerin komiinite kurarak toplu olarak yasamalarinin en onemli gdstergesi cevre
faktorlerine kars1 ayni yanitt vermis olmalar1 ve fenotipik degisiklikler sergilemeleridir
(Veerachamy vd., 2014).

Biyofilm tabakasina; katater, kontakt lens, implantlar, solunum cihazlari, rahim i¢i
araglar, eklem ve kalp protezleri gibi yiizeylerde, ayrica bobrek tasi, akciger dokusu ve
kistik fibrozisli hastalarin solunum yollarinda rastlanilmaktadir. Bunun yani sira su ile
temas eden tiim ylizeylerde 6rnegin endiistriyel ve evsel su sistemlerinde, su ileten
borularda, su aritma depolama tesislerinde ve sogutma {initelerinde de biyofilm olusumu
goriilmektedir. Ozellikle su ile ilgili sistemlerdeki biyofilmin, demiri indirgeyip
korozyon yaparak borularda yeni tutunma yiizeyleri olusturdugu bilinmektedir
(Costerton, Stewart ve Greenberg, 1999; Sezgin, 2012). Hiicreler arasi sinyal iletiminde
onemli rol oynayan QS molekiillerinin, biyofilm olusumunda ve viriilans faktorlerin
sentezinde gergeklesen dnemli bir mekanizma oldugu da bilinmektedir (Mukherjee vd.,
2017).
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2.9.2. Biyofilm olusum asamalari

Biyofilm tabakasi karmasik bir dinamige sahip olup, ortamda besin varliginda
olusmaya devam eder. Besin miktar1 tlikendiginde ylizey baglantilar1 zayiflayan
bakteriler, sesil formdan planktonik formlarina geri donerler. Biyofilm tabakas;
donilistimlii tutunma, doniisiimsiiz tutunma, koloni gelisimi, olgunlasma, kopma ve
ayrilma olmak lizere birbirini takip eden bes evreden olusmaktadir (Ma vd., 2009)
(Gorsel 2.3).

b)

Gorsel 2.3. Biyofilm matriks olusumu, a) Biyofilm olusumunun bes asamasinin sematik gosterimi.
1. Déniistimlii tutunma, 2. Déniisiimsiiz tutunma, 3. Koloni gelisimi, 4. Olgunlagma ve
5.Kopma-ayrilma b) Yesil florasan boya ile isaretlenen P. aeruginosa izolatlarinin
Biyofilm olusum asamalarinin mikroskobik goriintiisii (Ma vd., 2009).

Biyofilm olusumunun ilk basamagi olan doniisiimlii tutunma, bakteri ile ylizey
arasinda elektrostatik gii¢ler, hidrofobik etkilesimler ve Vander Walls kuvvetleri gibi
zay1f etkilesimlerle saglanir. Bu asamada yiizeye tutunan bakteriler bagimsiz hareket
etme yetenegine sahiptir. Bakteriler, hidrofobik yiizeylere hidrofilik yiizeylerden daha
cok tutunma egilimindedir. Hiicreler bu agamada suyun hareketiyle kolayca dagilabilir
(Akan ve Kinik, 2014; Ha ve O’Toole, 2015).

Biyofilm olusumunun ikinci basamagi olan doniigiimsiiz tutunmada, monolayer
tabaka belirginlesir. Bakteriler ortama doniisiimsiiz olarak tutunurken, yiizeyde
yasamlarin1 devam ettirebilecek sekilde besin maddesi olup olmadigini kontrol eder.
Sartlar uygunsa, titreme hareketinden sorumlu Tip IV pilus ve kayma hareketinden

sorumlu flajel araciligiyla ylizeye sikica tutunur. Bu sirada hiicreler arasi sinyal

30



molekiilleri olan QS goénderilmeye ve sinyal iletimi belli seviyeye ulagtiginda ise
matriks Uretimi baglar. Matriksin yapisint %50-90 oranlarinda EPS, kalan kismin
proteinler ve ekstraseliiler DNA (eDNA) molekiilleri olusturur. EPS igerisinde iyonik ve
kovalent baglar ile hidrojen etkilesimleri olusur. Bu asamadan sonra biyofilm tabakasi
enzim, ylksek 1s1l islem, dezenfektan, gii¢lii mekanik kuvvet ve deterjanlar aracilig ile
ortadan kaldirilabilir. Ancak medikal cihazlar {izerinde meydana gelen doniisiimsiiz
tutunma nozokomiyal enfeksiyonlara zemin hazirlar (Tran ve Heuertz, 2016).

EPS planktonik bakterileri gida artiklarini, mineral, kristal ve korozyon
maddelerini yakalar. Hacmi genisleyen biyofilm tabakasi yaklasik olarak 10 pm
ulastiginda mikrokoloni olusumu baglar (Harsmen vd., 2010). Mikrokoloniler biiyiir ve
mantar seklinde kulelere doniisiir. Mikrokolonilerin arasinda bulunan su kanallari
araciligi ile besin maddeleri taginir ve atik {iriinler uzaklastirilir (Ha ve O’Toole, 2015).
Biyofilm olusumunun son agamasinda hiicreler kopup ayrilarak planktonik formlarina
geri doner. Artan akis kuvveti, ortamda besin maddesinin tamamen tiikenmesi ve
enzimatik yapinin bozulmasi gibi faktdrler biyofilm tabakasindan bakteri hiicrelerinin
ayrilmasia neden olur. Bu bakteriler yeni genotipik 6zellikler kazanmis olup bir¢ok
antibiyotige kars1 direngli hale gelir. Serbest hale gegen hiicreler ise tekrar uygun yiizey
bulduklarinda biyofilm olusturmaya devam eder (Kragh vd., 2017).

2.10. Quorum Sensing (Cogunlugu Algilama)

QS kelime olarak, is boliimii i¢in gerekli olan en az sayidaki mikroorganizmanin
bir araya gelip iletisim kurarak ortak hareket etmesi anlamina gelir. Popiilasyon
yogunluguna bagh olarak, grup davranislarini koordine etmek i¢in ¢esitli Gram pozitif
ve Gram negatif bakteriler tarafindan kullanilan hiicre-hiicre iletisim sistemidir.
Bakteriler bu iletisim sistemini kullanabilmek igin difiize olabilen ve oto uyarici olarak

adlandirilan kiigiik sinyal molekiillerini sentezler (Wang vd., 2015) (Gorsel 2.11).
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Sekil 2.11. Quorum sensing mekanizmasi

Viriilans Genler Ifade Edilir

QS sinyal molekiilleri bakterilerin tiir i¢i, tiirler aras1 ve habitatlariyla etkilesim
kurmalar1 agisindan olduk¢a Onemlidir. Bu sayede bakteriler; viriilans faktorlerin
iiretimi, bakteri ve memeli hiicreleri arasinda etkilesim, kirleticilerin biyodegradasyonu,
plazmid konjugasyonu ve biyoliiminesans gibi farkli aktiviteleri koordine edebilir
(Schaber vd., 2004). Bakteriler birbirleriyle haberlesme amaciyla;

v Agil- Homoserin Laktonlar (AHLs) (Gram negatif bakteriler)

v" Oto uyarici peptitleri (AIPs) (Gram pozitif bakteriler) ve

v Oto uyarici 2 (AI-2) (Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler) olmak {izere ii¢
tip sinyal molekiilii kullanmaktadir (Antunes vd., 2010).

Bu sinyal molekiilleri, yag acil zincirlerine amid bagiyla bagli homoserin lakton
molekiiliinden olusmaktadir. Bu agillenmis homoserin lakton molekiillerinin zincir
uzunluklar1 4-16 C arasinda degismekle birlikte, her bakteri tiirii i¢in ¢esitlilik gosterir
(Soheil vd., 2015). Diisiik popiilasyon yogunlugunda oto uyaricilar, bazal seviyelerde
sentezlenerek ortama difiize olur. Artan popiilasyona bagl olarak oto uyarici yogunlugu
esik seviyeye ulastifinda, reseptore baglanarak hedef genlerin transkripsiyonu ile uygun
yanit gelistirilir (Bassler ve Losick, 2010).

Bakterilerin sosyal bir yasama dahil olduklari ilk kez 1970’lerin baslarinda, deniz
bakterisi olan Vibrio fisheri ve Vibrio harveyi’de biyoliiminesans olaymin gerceklestigi
lux sistemi ile ortaya konulmustur. Bu bakterilerin yalnizken 151k iiretmeyip, popiilasyon
yogunlugu esik seviyeye ulastiginda 1s1k iiretmeye basladigi goriilmiistiir. Bu duruma

Luxl ailesinden AHL sentaz ve LuxR ailesinden AHL reseptorii neden olmaktadir.
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Vibrio fisheri veya Vibrio harveyi’nin popiilasyonun artmasina bagli olarak AHL sentaz
tiretilerek hiicreden disartya difiize olur. Hiicre disinda yeterli yogunluga ulastiginda,
zar tarafindan algilanarak tekrar hiicre igerisine girer ve AHL reseptdriine baglanmasi

sonucu biyoliiminesans olay1 gergeklesir (Silva vd., 2017) (Sekil 2.12).

@ @
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®
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Diisiik Hiicre Popiilasyonu Yiiksek Hiicre Popiilasyonu

Sekil 2.12. Vibrio fisheri ve Vibrio harveyi’de biyoliimiinesans olusumu.

Son yillarda ise Pseudomonas aeruginosa, Erwinia carotovora, Bacillus subtilis,
Yersinia pestis, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Saccharomyces
cerevisiae, Candida albicans ve Aspergillus fumigatus gibi mikroorganizmlarin QS
mekanizmasina sahip oldugu goriilmiistiir (Gera ve Srivastava, 2006). Vibrio fisheri ve
Vibrio harveyi’de bulunan Luxl/LuxR QS mekanizmasi, diger Gram negatif bakterilerde
bulunan QS mekanizmasina ¢ok benzedigi i¢in Luxl/LuxR homologu olarak adlandirilir
(Silva vd., 2017). Firsatg1 bir patojen olarak bilinen P. aeruginosa’nin tedavisi giic
enfeksiyonlar  olusturmasinin  nedeni QS mekanizmasiyla aciklanabilir. P.
aeruginosa’nin QS mekanizmasi, Luxl/LuxR genlerinin homologu olan lasl/lasR ve
rhll/rhIR genleri tarafindan gergeklestirilir (Wang vd., 2015).

Oto uyaric1 sentez geni olan lasl, bir AHL sinyal molekili olan N-(3-
oxododecanoyl)-L-homoserin lakton’un (3-0x0-C12-HSL) (Sekil 2.13a) iiretilmesinde,
lasR ise transkripsiyonel diizenleyici proteinin sentezlenmesinde gérevlidir. Yapilan son
caligmalarda  ise = 3-0X0-Ci2-HSL’un  varliginda lasR’nin  hedef  genlerin
transkripsiyonunu baglattigi belirlenmistir. Bir diger oto uyarici sentez geni olan rhil, N-

butanoyl-L-homoserin lakton’un (Cs-HSL) (Sekil 2.13b) iiretilmesinde gorevlidir. rhIR
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ise transkripsiyonel diizenleyici proteinin sentezlenmesinde gorev almaktadir (Harmsen

vd., 2010) (Sekil 2.15).

O 0O

r=

b)

Sekil 2.13. Oto uyarici sentez gen {iriinlerinin molekiil yapist a) N-(3-oxododecanoyl)-
L- homoserin lakton (3-0x0-Ci2-HSL) molekiilii (Soheil vd., 2015), b) N
butanoyl L-homoserin lakton (Cs-HSL) molekiilii (Pesci vd., 1999)

Bu sistemler birbirinden bagimsiz olmayip, las sistemi genlerinin ifade edilmesi
rhl sistemi genlerinin ifade edilmesini pozitif olarak diizenlemektedir Ayrica bu
sistemlerin diginda kalan 2-heptil-3-hidroksi-4-kinolon (PQS) sinyal molekiili
sisteminin de P. aeruginosa’ya ait oldugu bilinmektedir. PQS sinyal molekiili, P.
aeruginosa’da bulunan HSL sinyal molekiillerinden farkli olup antimikrobiyal
kinolonlara benzerlik gostermektedir. PQS sinyal molekiiliiniin ifade edilebilmesi i¢in

lasR geninin bulunmasi gerekmektedir (Pesci vd., 1999) (Sekil 2.14).

O

N
H

Sekil 2.14. PQOS un (2-heptil-3-hidroksi-4-kinolon) molekiil yapis: (Pesci vd., 1999).

P. aeuginosa’da 2.5.1°de anlatildig1 gibi viriilans faktdrlerinin tiretiminin yani sira

biyofilm olusumu da QS sinyal iletimi sistemi tarafindan diizenlenir. Bu sistem
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igerisinde RpoS, Rsal., GacA ve Vfr gibi regiilatorler de rol almaktadir (Mukherjee vd.,
2017) (Sekil 2.15).

[ Epitel kkkenti hiicre ]

Sekil 2.15. P. aeruginosa’da QS sinyal iletim yolaginin sematik gésterimi,
(Hurley, Camara ve Smyth, 2012).

Hiicreleraras1 iletisim P. aeruginosa’nin konak savunma sistemine karsi
koymasindaki en 6nemli mekanizmalarindan biridir. Bu sistemin islemedigi yani bakteri
sayisinin az oldugu durumda viriilans faktorler konagin savunma sistemi tarafindan
algilanarak bakteriler yok edilecektir. QS sayesinde, P. aeruginosa popiilasyonunun
yogunlugu esik seviyeye gelmeden Dbakteri virillans faktorlerini  ortama
salgilamayacaktir. P. aeruginosa konagin savunma sistemine karsi koyacak diizeye
ulagtigt zaman, QS genlerinin ifade edilmesine bagli olarak viriilans faktorler
sentezlenmeye baslayacaktir. Boylece, sistemik inflamatuvar yanitin tetiklenmesi ile
viicut direnci diisecektir. Ayrica viriilans faktorlerin etkisiyle lenfosit proliferasyonunun
baskilanmasit sonucunda tiimor nekroz faktér inhibe edilerek interferon benzeri
sitokinler salinmaktadir. Bunun sonucu olarak T yardimer hiicresi-2’nin (Th-2) oncii
oldugu inflamasyon meydana gelmektedir (Donabedian, 2003). Ozellikle 3-0x0-Cio-
HSL ve C4-HSL molekiillerinin epitel hiicrelerin gogiine ve proinflamatuvar sitokinleri

uyararak inflamasyon bdlgesinde makrofaj, notrofil, 1L-8 ve diger kemokinlerin
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birikmesine neden oldugu yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (Simith ve Iglewski, 2003;
Waugh ve Wilson, 2008; Gellatly ve Hancock, 2013; Roussel vd., 2016) (Sekil 2.16).
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Sekil 2.16. P. aeruginosa enfeksiyonlarinda konaga 3-0x0-Ci2-HSL sinyal
molekiilliiniin etkisi (Simith ve Iglewski, 2003).

Bakteriye ait viriilans faktorler 6zellikle 3-0x0-C12-HSL sinyal molekiilleri bariyer
gorevi goren epitel hiicrelerin biitiinliigiiniin bozulmasina neden olmaktadir. Yapilan
literatiir c¢aligmalart sonucunda, bu viriilans faktorlerin tam olarak anlasilarak
engellenmesi ile inflamasyonlarin oniine gegilmesine yonelik Quorum-Quenching (QQ)
ile ilgili yapilan ¢aligmalar giincel stratejiler arasinda yer almaktadir (Huang vd., 2016;
Sedlmayer vd., 2017). QS mekanizmasinin tam olarak anlasilmasi ile enfeksiyonlarin
tedavisinde 6nemli olacagmi diisiinliyoruz. Bu amagla bu c¢alisma kapsaminda; P.
aeruginosa kaynakli enfeksiyonlarda antibiyotik duyarlilik profillerinin ve viriilans
faktorlerinin  belirlenerek epitel hiicreler {izerindeki olas1 etkisini belirlemek

amaclanmastir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan antibiyotikler

Disk difflizyon yontemi i¢in kullanilan antibiyotik diskleri olan kolitsin (CT; 10
ng, CASD00250), levofloksasin (LEV; 5 pg, ASD04800), tobramisin (TOB; 10 pg,
ASD09201), gentamisin (CN; 10 pg, ASDO04405), meropenem (MEM;10 pg,
ASDO05400), imipenem (IPM; 10 pg, ASD04500), seftazidim (CAZ; 30 pg, ASD02100)
ve piperasillin-tazobaktam (PTZ; 100/10 ug, ASD07620) Bioanalyse firmasindan temin
edilmistir.

Mikrodiliisyon testi igin kullanilan kolitsin (CT; 100 mg, 1264-72-8),
levofloksasin (LEV; 1 gr, 100986-85-4), tobramisin (TOB; 1 gr, MFCDO00133864),
gentamisin (CN; 250 mg, 1405-41-0) toz antibiyotikleri Sigma-Aldrich firmasindan,
meropenem (MEM; 110 mg, 119478-56-7), imipenem (IPM; 100 mg, 10090000),
seftazidim (CAZ; 200 mg, 78439-06-2), piperasillin (PRL; 100 mg, 66258-76-2) ve
tazobaktam (USP; 200 mg, 89785-84-2) toz antibiyotikleri ise European Pharmacopeie

firmasindan temin edilmistir.

3.1.2. Mikrobiyolojik ve molekiiler analizlerde kullanilan kimyasal malzemeler
Gram boyama seti (311002103) Kimsan’dan; oksidaz Remel™ (R21540); kanh
agar (A5978) RTA’dan; gliserol (G5516), glukoz (G8270), safranin (S2255), aseton
(67-64-1), KCI (P9333), NaCl (S9888), KH2PO4 (1551139), Na2HPO4 (S7907), HCI
(H1758), X-Gal (7240-90-6), dimetil siilfoksit (DMSO, 472301), agar (A1296),
sakkaroz (84097), kongo kirmizisi (C6277), NaOH (S0899), MgCl..6H.O (5982),
CaCl2.2H20 (21065), elastin kongo kirmizist (E0502), tris HCI (T5941), trizma base
(T1503), borik asit (B6768), K2SO4 (31270), etilen diamin tetra asetik asit (EDTA, 60-
00-4) ve etidyum bromiir (E1510), Sigma’dan; kristal viyole (115940), metanol
(106009) ve etanol (100983), kloroform (102445) Merck’den; tripton (MCO005), yeast
ekstrakt (LABO18), pepton (MC024) ve niitrient broth (LAB068) LabM’dan; GeneJET
DNA izolasyon kit (KO721), dNTP karisimi (R0191), Taqg DNA polimeraz (EP0402),
100 b¢ DNA ladder (SM0241) ve DNA jel yiikleme boyasi (R0611) Thermo Fisher

firmasindan temin edilmistir.
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3.1.3. Hiicre Kkiiltiirii ve protein analizlerinde kullanilan kimyasal malzemeler

Dulbecco’s modified eagle’s medium L-glutamin ve yiiksek glukoz igeren
(DMEM, D5648), penisilin-sterptomisin (P4458), tripsin-EDTA (T4049), fotal sigir
serumu (FBS, F7524), NaHCO3 (S5761) , 3-0x0-C1>-HSL (09139), MTT (M2128),
tripan mavisi (T8154), bromfenol mavisi (B0126), formaldehit (F8775), MOPS
(M1254) Sigma’dan; RNA izolasyon kiti Macherey-Nagel’den; B-merkapto etanol
(M131) Amresco’dan; formamit (104008) ve glisiyal asetik asit (100056) Merck’den;
RevertAid First Strand cDNA sentez kiti (K1621), Maxima SYBR Green gPCR Master
Mix 2X (K0221), Mem-PER™ Plus protein izolasyon Kkiti (89842), Pierce™ BCA
protein assay kiti (23225), Cox-2 birincil antikor (MA1-12233), 1L-8 birincil antikor
(RA227318), p-aktin house keeping antikor (MA5-15739) Thermo Scientific’den;
Novex® iBlot % 4-12 bis tris plus mini gels (XP04125BOX), Novex™ iBlot 2 transfer
stacks, PVDF mini (IB24002), 20X Novex boltTM MES SDS kosturma tamponu
(1658571) Invitrogen; albumin, bovine (BSA, 0135C416) Ambresco’dan goat-anti
mouse IgG-HRP (sc-2005) Santa Cruz’dan temin edilmistir.

3.1.4. Besiyerleri ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Bu calismada kullanilan besiyeri ve c¢ozeltiler asagida belirtildigi sekilde

hazirlanmustir.

Triptik Soy Agar (TSA, Merck, Darmstadt, Germany, 105458):

Ticari besiyeri 40 g/L olacak sekilde 95°C’lik su banyosu igerinde 30 dk tamamen
coziinmesi i¢in bekletilmistir. pH 7,1+0,2’ye ayarlanarak 121°C’de 15 dk otoklavda

steril edilmis ve perilere dokiilerek donmasi icin bekletilmistir.

Triptik Soy Broth (TSB, Merck, Darmstadt, Germany, 105459):

Ticari besiyeri 30 g/L olacak sekilde 95°C’lik su banyosu igerinde 30 dk tamamen
coziinmesi icin bekletilmistir. pH 7,1+0,2’ye ayarlanarak 121°C’de 15 dk otoklavda

steril edilmistir.
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Eozin Metilen Blue Agar (EMB, Merck, Darmstadt, Germany, 101347):
Ticari besiyeri 36 g/L olacak sekilde 95°C’lik su banyosu i¢erinde 30 dk tamamen
¢Oziinmesi i¢in bekletilmistir. pH 7,0+0,2’ye ayarlanarak 121°C’de 15 dk otoklavda

steril edilmis petrilere dokiilerek donmasi igin bekletilmistir.

Brain Heart Infusion Broth (BHI, Merck, Darmstadt, Germany, 110493):
Ticari besiyeri 37 g/L olacak sekilde 95°C’lik su banyosu i¢erinde 30 dk tamamen
¢Oziinmesi i¢in bekletilmistir. pH 7,2+0,2’ye ayarlanarak 121°C’de 15 dk otoklavda

steril edilmisgtir.

Mueller-Hinton Agar (MHA, Merck, Darmstadt, Germany, 105437):

Ticari besiyeri 35 g/L olacak sekilde 95°C’lik su banyosu igerinde 30 dk tamamen
coziinmesi icin bekletilmistir. pH 7,2+0,2’ye ayarlanarak 121°C’de 15 dk otoklavda

steril edilmis petrilere dokiilerek donmasi i¢in bekletilmistir.

Mueller Hinton Broth (MHB, Merck, Darmstadt, Germany, 110293):

Ticari besiyeri 21 g/L olacak sekilde 95°C’lik su banyosu i¢erinde 30 dk tamamen
cozlinmesi i¢in bekletilmistir. pH 7,2+0,2’ye ayarlanarak 121°C’de 15 dk otoklavda
steril edilmigtir. Katyon ayart icin; hazirlanan MHB’nin tamamen sogumasi
beklendikten sonra her litrede 1 mg’lik artis saglamak i¢in 0,4 M MgCl2.6H20 ve 0,2 M
CaCl2.2H;0 stok ¢ozeltisinden litre basina 0,1 mL ilave edilmistir.

Luria Bertani Agar (LBA):

Igerik Miktar (g/L)
Tripton 10

Yeast ekstrakt 5

NaCl 5

Agar 15

Besiyeri distile suda ¢6ziindiikten sonra, pH 7,2+0,2’ye ayarlanarak 121 °C’de 15
dk otoklavlanarak steril edilmis 50-55°C’lik su banyosunda sogutulup steril petrilere
dagitilmistir.
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Luria Bertani Broth (LBB):

icerik Miktar (g/L)
Tripton 10

Yeast ekstrakt 5

NaCl 10

Besiyeri distile suda ¢oziindiikten sonra, pH 7,2+0,2’ye ayarlanarak 121 °C’de 15
dk otoklavlanarak steril edilmis 50-55°C’lik su banyosunda sogutulup steril petrilere
dagitilmistir.

Kongo kirmizisi agar:

Icerik Miktar (g/L)
Sakkaroz 50
Agar 10

Brain Heart Inflizyon Broth 37

Kongo kirmizisi 0,8

Icerik dH,O’ da ¢ozillerek pH 7,2£02’ye ayarlanarak 121 °C’de 15 dk
otoklavlanarak steril edilmistir. 50-55°C’lik su banyosunda sogutulup steril petrilere

dagitilmistir.

Titreme hareketi icin agar:

Icerik Miktar (g/L)
Tripton 10

Yeast ekstrakt 5

NaCl 5

Agar 10

olacak sekilde dH20’ da ¢oziilerek pH 7,2+0,2’ye ayarlanarak 121 °C’de 15 dk

otoklavlanmustir. 50-55°C’lik su banyosunda sogutulup steril petrilere dagitilmistir.

Elastin kongo kirmizis1 tamponu:
Tris 100 mM, CaCl> ImM olacak sekilde hazirlanmis, pH 7.2+0,2’ye ayarlanmis
her mikrosantrifiij tiipiiniin 1 mL'sinde 10 mg/mL elastin kongo kirmizisi ilave

edilmistir.
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Kayma hareketi icin agar:

Icerik Miktar (g/L)
Niitrient broth 8
Agar 5
Glukoz 5

olacak sekilde dH2O’ da ¢oziilerek pH 7,2+0,2’ye ayarlanarak 121 °C ‘de 15 dk

otoklavlanmistir. 50-55°C’lik su banyosunda sogutulup steril petrilere dagitilmistir.

Yiizme hareketi icin agar:

Icerik Miktar (g/L)
Tripton 10

Agar 3

NaCl 5

olacak sekilde dH.O’da ¢oziilerek pH 7,2+0,2’ye ayarlanarak 121 °C’de 15 dk

otoklavlanmistir. 50-55°C’lik su banyosunda sogutulup steril petrilere dagitilmistir.

Piyosiyanin Broth (PB):

Icerik Miktar (g/L)
Pepton 20
MgCl: 1,4
K2SO4 10

dH20’ da goziilerek pH 7,2+0,2’ye ayarlanmis 121 °C’de 15 dk otoklavlanmustir.

Serum fizyolojik:
NaCl 0,1 g/L olacak sekilde dH,0O’da ¢oziilerek 121 °C’de 15 dk otoklavlanmistir.

Safranin cozeltisi:
Safranin 0,25 g, alkol (%95) yardimi ile tamamen ¢6ziinmesi saglandiktan sonra
toplam hacim 100 mL olacak sekilde dH2O ilave edilmistir. Bir gece bekletilerek

whatman filtre kagid1 ile siiziiliip hazirlanmistir.
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Kristal viyole ¢cozeltisi:
Kristal viyole 0,25 g, alkol (9%95) yardimi ile tamamen ¢dziinmesi saglandiktan
sonra toplam hacim 100 mL olacak sekilde dH20 ilave edilmistir. Bir gece bekletilerek

whatman filtre kagidindan stiziiliip hazirlanmistir.

DNA primerler

Integrated DNA Technologies firmasi tarafindan sentezlenen primerler 100 uM
olacak sekilde dH,O’da stok soliisyonlar hazirlanmistir. Stok ¢6zeltiden 10:100
seyreltme yapilarak 10 pM’lik primer stogu elde edilmis ve calismalarda kullanilmak

tizere -20°C’de saklanmustir.

Tris-Borik asit- EDTA tamponu (TBE, 10X):

Icerik Miktar (g/L)
Trizma base 108

Borik asit 55

EDTA 7,5 (pH 7,5-7,8)

kimyasallarin timi dH2O ile ¢oziilerek hazirlanmistir. Calismalar sirasinda 1X’e

seyreltilerek kullanilmigtir

DMEM (10X):

13,6 g toz DMEM, 100 mL dH>O kullanilarak ¢oziilmiistiir. pH 7,2-7,4 olacak
sekilde ayarlandiktan sonra 0,20 pm filtre yardimi ile steril edilerek +4°C’de
saklanmistir. DMEM 1X’e diliisyon edilerek kullanilmistir. Calismada kullanilan %10
FBS iceren IXDMEM miktar1 agagida belirtildigi gibi hazirlanmistir.

Icerik Miktar (g/L)
1X DMEM 85

%10 FBS 10

NaHCO3 4
Penisilin/streptomisin 1
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5X formaldehit jel yiiriitme tamponu:

Icerik Konsantrasyon
MOPS 01M
NaCH3COO 40 mM

EDTA 5mM

dH20’da ¢oziilerek hazirlanmistir. Son konsantrasyonu 1X olacak sekilde hazirlanarak

kullanilmustir.

%1’lik formaldehit agaroz jelin hazirlanmasi

Icerik Miktar
Agaroz 039
%37°1ik Formaldehit 55mL

5X Formaldehit jel yiirlitme tamponu 6 mL
Agaroz, 19 mL niikleazsiz dH20 igerisinde mikrodalga firinda ¢oziinmiistiir.
Karistma formaldehit ve 5X formaldehit jel yliriitme tamponu ilave edilmis,

elektroforez kasetine dokiilerek jelin donmasi icin bekletilmistir.

RNA orneklerinin hazirlanmasi

Icerik Miktar (uL)
RNA 6rnekleri 4

5X Formaldehit jel yiirlitme tamponu 2

%37°1lik Formaldehit 3,5

Formamid 10
olacak sekilde hazirlanan karigim 15 dk 60 °C’ sicak su banyosunda bekletildikten sonra
1-2 dk buz iizerinde birakilarak 5 sn santrifiij edilmistir. Ornekler 1,5 uL 2X yiikleme

tamponu ilave edilerek hazirlanmistir.
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RNA yiikleme tamponu (2X):

Icerik Son konsantrasyon
Gliserol %50

EDTA 1mM

Bromfenol mavisi %0,25

Ksilen siyanol %0,25

olan RNA yiikleme tamponu kullanilmistir.

10X Tween-20 iceren tris tamponu (10X TBST):

Igerik Miktar
Tris base 24,2 ¢
NaCl 80¢g

Tween-20 10 mL

olacak sekilde dH20 ile 1000 mL’ye tamamlandiktan sonra pH 7,6’ ya ayarlanmistir.

Strip tamponu:

Igerik Miktar
Tris base 6,10
SDS 209
B-merkaptoetanol 7,8 mL

olacak sekilde hazirlanip dH20 ile 1000 mL’ye tamamlanarak pH 6,8’e ayarlanmistir.

Bloklama tamponu:
Bovin serum albiimiin (BSA) 5 g almarak 100 mL 1X TBST igerisinde

¢Oziinerek kullanilmistir.

RNA primerler:

Oligomer firmasi tarafindan sentezlenen primerler 100 uM olacak sekilde dH>O
ile stok soliisyonlar hazirlanmistir. Stok c¢ozeltiden 10:100 seyreltme yapilarak 10
puM’lik primer stogu elde edilmis ve calismalarda kullanilmak tizere -20°C’de

saklanmustir.
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3.2. Yontem

Hastane kokenli P. aeruginosa suslarinin viriilans faktorlerinin QS yoniinden
degerlendirilmesi ve epitel hiicrelerindeki etkilerinin arastirilmasi; mikrobiyolojik,
molekiiler ve memeli hiicre kiiltiiriinde gen anlatimi analizleri (ger¢cek zamanli PZR ve

protein analizleri) olmak {izere ii¢ ana baslik altinda verilmistir.

3.2.1. Mikrobiyolojik Analizler

Klinik izolatlarin tanimlanmasi, antibiyotik duyarlilik testleri, viriilans faktorler ve
biyofilm olusumunun belirlenmesinde kullanilan fenotipik testler asagida belirtildigi

sekilde gerceklestirilmistir

3.2.1.1. Klinik izolatlar, referans suslar ve bakteriyal izolatlarin saklanma kosullar:

Samsun Egitim Arastirma Hastanesi mikrobiyoloji laboratuvarina polikliniklerden
gonderilen ve hastanede yatan hastalara ait drneklerden, toplam 100 seftazidim direngli
P. aeruginosa izolatlar1 temin edilmistir. Calismada insan kaynakli izolatlarin
kullanilmas: sebebiyle 27.03.2014 tarihinde Ondokuz Mayis Universitesi Klinik
Aragtirmalar Etik kurulundan OMU KAEK 2014/577 karar no’lu etik kurul belgesi
alimarak c¢alismaya baglanmistir. Ayni hastaya ait farkli ornekler calismaya dahil
edilmemistir. Izolatlarin tanimlanmasi; gram boyama, pigment olusumu, oksidaz testi,
koloni morfolojisi, aromatik koku varligt ve kanli agarda  hemoliz varligi gibi
konvansiyonel yontemlerle birlikte Phoenix 100 BD otomatize sistemi (Becton
Dickinson Diagnostic Systems, Sparks) ile yapilmistir.

Fenotipik ve genotipik testler igin kontrol olarak asagida verilen dort farkli
referans sus kullanilmistir.

1. Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ATCC 27853: Antibiyotik duyarlilik
testlerinde pozitif kontrol

2. Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ATCC 15692: Biyofilm olusumunda
ve viriilans faktorlerin belirlenmesi sirasinda yapilan testlerde pozitif kontrol

3. Escherichia coli (E. coli) ATCC 25922: Biyofilm olusumunda ve viriilans
faktorlerin belirlenmesi sirasinda yapilan testlerde negatif kontrol

4. Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens, Rhizobium) ATCC 51350:

Homoserin lakton varliginin arastirilmasi i¢in indikator sus
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Klinik izolatlar ve referans suslardan ii¢ii (P. aeruginosa ATCC 27853, P.
aeruginosa ATCC 15692 ve E. coli ATCC 25922) %20’lik gliserol bulunan BHI
igcerisinde, daha sonra yapilacak olan ¢alismalar i¢in -20 °C’de ve sonrada -80 °C’de
(Sanyo) dondurularak saklanmistir. Calisma sirasinda, bakterilerin aktiflestirilmesi
amactyla her bir klinik sus, kanli agar plaklarina yuvarlak uclu 6ze ile pasajlanmis ve
plaklar 37°C’de 18-24 saat inkiibe edilerek taze kiiltiirler hazirlanmigtir. Mikrobiyolojik
analizlerde bu plaklarda tlireyen taze koloniler kullanilmistir. Bir diger referans sus olan
A. tumefaciens ATCC 51350 ise 20 pg/mL gentamisin ve %?20’lik gliserol, BHI
icerisinde daha sonra yapilacak olan ¢aligmalar i¢in -20 °C’de ve sonrada -80 °C’de
dondurularak saklanmistir. Calisma sirasinda A. tumefaciens 20 pg/mL gentamisin

iceren Luria Bertani Agar’da (LBA) iiretilerek yapilan pasajlar kullanilmistir.

3.2.1.2. Seftazidim direncli P. aeruginosa izolatlarimin antibiyotik duyarhiliklarinin
belirlenmesi

Klinik izolatlarin antibiyotik duyarliliklari, disk difiizyon ve mikrodiliisyon olmak
tizere iki farkli yontemle analiz edilmistir. Direngli ve duyarli izolatlar disk difiizyon
yontemi ile antibiyotigin bakteriyi inhibe ettigi minimum konsantrasyonu ise

mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmistir.

3.2.1.2.1. Disk difiizyon yontemi

Seftazidim direngli P. aeruginosa izolatlarinin ¢esitli antibiyotiklere kars1 in vitro
duyarhiliklari, Klinik Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (Clinical and Laboratory
Standarts Institute [CLSI], 2013, s. 62) oOnerileri dogrultusunda Kirby-Bauer disk
diflizyon yontemine gore yapilmustir. Klinik izolatlarin kanli agarda 24 saatte iireyen
kolonileri, %0,1 steril tuz soliisyonunda inokiiliim yogunlugu 0,5 McFarland (~10°
CFU/mL) bulaniklik derecesine esdeger olacak sekilde hazirlanarak, steril bir
ekiivyonla MHA besiyerinin tiim yiizeyine homojen bir sekilde yayilmigtir. Kolitsin (10
ng), levofloksasin (5 pg), tobramisin (10 pg), gentamisin (10 pg), meropenem (10 pg),
imipenem (10 pg), seftazidim (30 pg) ve piperasillin-tazobaktam (100/10 pg)
antibiyotik diskleri steril bir pens yardimiyla plak {izerine yerlestirilmistir. Kontrol
olarak P. aeruginosa ATCC 27853 susu kullanilmistir. Disklerin inhibisyon zon ¢aplari,

35 °C’de 18 saatlik inkiibasyondan sonra kumpas ile milimetre cinsinden Olgiilerek
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CLSI kriterlerinin 6nerdigi smir degerlerine gore yorumlanmistir (Tablo 3.1). Orta

derecede duyarlilik gdsteren suslar direngli kabul edilmistir.

Tablo 3.1. Disk difiizyon igin test edilecek olan antibiyotikler ve sinir degerleri

Test Antimikrobiyal Ajan Disk Zon Caplari

Gruplan icerigi (ug) S [ R
A Gentamisin (Amoninoglikozit) 10 >15 13-14 <12
A Tobramisin (Amoninoglikozit) 10 >15 13-14 <12
B Levofloksasin (Florokinolon) 5 >17 14-16 <13
A Seftazidim (Sefalosporin) 30 >18 15-17 <14
B Piperasilin-Tazobaktam (B-Laktam/B-Laktamaz 100/10 >21 15-20 <14

inhibitér konsantrasyonu)

B Imipenem (Karbapenemler) 10 >19 16-18 <15
B Meropenem (Karbapenemler) 10 >19 16-18 <15
0 Kaolitsin (Lipopeptit) 10 >11 - <10

S: Duyarl, |: Orta derecede duyarli, R: Direncgli grup. A: Spesifik organizma gruplari igin rutin
kullamlan, Grup B: Oncelikli olarak direncli organizmalar icin kullanilan, Grup O: Organizma gruplart
icin klinik belirteglere sahip antimikrobiyal ajanlardir.

3.2.1.2.2. Mikrodiliisyon yéntemi

Antimikrobiyal ajanlarin, bakterilerin gelisimine engel oldugu en diisiik doz
olarak bilinen minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK), P. aeruginosa i¢in CLSI
kriterlerinin Onerdigi antibiyotikler secilip, katyon ayari1 yapilan MHB kullanilarak
mikrodiliisyon yontemi uygulanmistir.

Bu yontem igin dncelikle steril U tabanlt MIK plagmnin tiim kuyucuklarina, katyon
ayar1 yapilmig olan MHB besiyerinden 100 pL dagitilmistir. Uygulanmak istenilen
antibiyotik konsantrasyonu, iki {list kat1 seklinde hazirlanarak, sadece 2 numarali
stitundaki kuyucuklara 100 pl antibiyotik ilave edilerek, 2. kuyudan itibaran bir sonraki
kuyuya aktarilarak seri diliisyon yapilmigtir. Bir numarali siitundaki kuyucuklara ise,
antibiyotik konulmayip bakteri tireme kontrolii (pozitif kontrol) olarak kullanilmistir.
Seri diliisyonda 11. kuyucuga kadar gelinerek 12 numarali siitundaki kuyucuklar
besiyeri sterilite kontrolii (negatif kontrol) olarak belirlendigi igin diliisyon
yapilmamuistir. 24 saatlik bakteri kiiltiirlindeki kolonilerden %0,1 steril tuz soliisyonunda
0,5 McFarland (~108 CFU/mL) bulanikligma esit olacak sekilde bakteri siispansiyonu
hazirlanip, 1/10 (~107 CFU/mL) oraninda diliie edilerek tiim satira ayr1 bir bakteri
siispansiyonundan 5’er pL olacak sekilde 11. kuyucuga kadar eklenmistir. Bakterinin

son konsantrasyonu ~ 5 x 10° CFU/mL olacak sekilde ayarlanmistir.
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Antibiyotiklerin konsantrasyon araliklart; seftazidim 128-0,25 pg/mL, gentamisin
64-0,125 pg/mL, levofloksasin 64-0,125 pg/mL, imipenem 64-0,125 pg/mL,
meropenem 32-0,062 pg/mL, tobramisin 64-0,125 pg/mL, kolitsin 32-0,062 pg/mL ve
piperasilin-tazobaktam 256/4-0,5/4 ug/mL olarak ayarlanmuistir.

Kontrol olarak P. aeruginosa ATCC 27853 susu kullanilarak hazirlanan plaklar
35 °C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra, gozle lireme goriilmeyen en diisiik antibiyotik

konsantrasyonlart MIK degeri olarak belirlenmistir (CLSI, 2013, s. 62).

3.2.1.3. Biyofilm olusumu
Biyofilm olusumu, tiipte ve mikrotitrasyon plagi olmak tiizere iki ayr1 yontemle

arastirilmistir.

3.2.1.3.1. Tiipte biyofilm iiretimi yontemi

Tiipte biyofilm olusumu, Christensen vd., (1985) uyguladigi yontem modifiye
edilerek belirlenmistir. Seftazidim direngli P. aeruginosa izolatlarinin (n: 100) kanl
agarda 24 saat lUreyen kolonilerinden, %0,1 steril tuz soliisyonunda inokiiliim
yogunlugu 0,5 McFarland (~10® CFU/mL) bulaniklik derecesine esdeger olacak sekilde
ayarlanmistir. %0,25 glukoz iceren TSB besiyeri polistren tiiplere (12X75 mm) 5 mL
olacak sekilde ilave edilmistir. Tiiplere, 0,5 McFarland’da hazirlanan bakteri
stispansiyonlarindan 100 pL inokiile edilmistir. Biyofilm olusumunu saglanmak igin 37
°C’de 48 saat boyunca 150 rpm’deki inkiibasyon sonrasinda tiip igerigi bosaltilip distile
suyla ii¢ kez yikanmistir. Tiipler kuruduktan sonra 5 mL %0,25’lik safranin eklenmis ve
30 dk bekletilerek olusan biyofilm tabakasina boyanin niifuz etmesi saglanmistir. Siire
sonunda tiiplerin icindeki boya soliisyonu bosaltilip, distile suyla {i¢ kez yikanarak
tipler kurumaya birakilmistir. Degerlendirmede, tlip yiizeyinde pembe-kirmizi renkli
film tabakasinin goriilmesi, pozitif reaksiyon olarak kabul edilmistir. Tiipte boya
tabakasinin bulunmamasi ise biyofilm iiretimi negatif olarak degerlendirilmistir. Negatif
kontrol olarak E. coli ATCC 25922, pozitif kontrol olarak P. aeruginosa ATCC 15692
susu kullanilmistir (Christensen vd., 1985; Davey, Caiazza ve O’Toole, 2003; Kirisits
vd, 2005).
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3.2.1.3.2. Mikrotitrasyon plag: yontemi

Seftazidim direngli P. aeruginosa izolatlarmin (n: 100) kantitatif olarak biyofilm
olusum kapasiteleri, Stepavonic vd., (2000) uyguladigi mikrotitrasyon plagi yontemi
modifiye edilerek arastirilmistir. Bu amagla klinik suglarin kanli agarda 24 saat iireyen
kolonilerinden %0,1 steril tuz soliisyonunda inokiiliim yogunlugu 0,5 McFarland (~108
CFU/mL) bulaniklik derecesine esdeger olacak sekilde ayarlanmistir. Daha sonra,
polistren tiiplere (12x75 mm) 5 mL %0,25 glukoz igeren TSB besiyeri ilave edilmistir.
Bu tiiplere onceden bulaniklik derecesi ayarlanmis her bir bakteri siispansiyonu 1/50
oraninda olacak sekilde ilave edilmis ve tlipler vortekslenmistir. Hazirlanmis bu bakteri
siispansiyonlarindan 150°’ser uL alimarak 96 kuyucuklu diiz tabanli polistren
mikrotitrasyon plagi kuyucuklarina ilave edilerek, 37 °C’ de 24 saat inkiibe edilmistir.
Her bir 6rnek tekrarli ii¢ kuyu olarak ¢alisilmistir. Inkiibasyonun ardindan siv1 besiyeri
dokiiliip, plaklar iic kez nazikge steril fosfat tamponu (PBS, pH 7,2) ile yikandiktan
sonra kurutma kagidi {izerine ters cevrilerek kurutulmustur. Boylece yiizeye
yapigsmayan bakterilerin uzaklastirilmasi saglanmistir. Kuyucuklarda olusan biyofilm
tabakasinin fiksasyonunu saglamak amaci ile %99’luk metanol ilave edilerek 15 dk
bekletilmistir. Kuyucuklardan metanol bosaltilarak kurumasi saglandiktan sonra, 150
uL %0,1 kristal viyole ilave edilerek 15 dk oda sicakliginda inkiibe edilmis ve biyofilm
olusturmus hiicrelerin boyanmas1 saglanmistir. Inkiibasyon sonucu kuyucuklardaki
boya, olusan biyofilm tabakasina zarar vermeden bosaltilarak ii¢ kez dH20 ile yikanip
kurutma kagidina ters ¢evrilerek kurutulmustur. Daha sonra kuyucuklara 150 pL
etanol/aseton (80:20) ilave edilip 15 dakika bekletilerek, boyanan biyofilm tabakasinin
¢Oziilmesi saglanmistir. Plaklar dalga boyu 570 nm olan mikroplaka 6l¢lim cihazinda
(Multiscan GO, Thermo Scientific) okutulmustur. Optik dansite (OD) degerlerine gore
biyofilm olusumu negatif, zayif, orta ve giiclii olarak yorumlanmigtir. Her bir bakteri
Oornegi icin li¢ kuyucugun absorbans degerlerinin ortalamasi alinmistir. Sonuclar
biyofilm olusturmayan E. coli ATCC 25922 ve biyofilm olusturan P. aeruginosa ATCC
15692 suslarindan elde edilen absorbans degerleriyle karsilastirilarak yorumlanmistir

(Stepavonic vd., 2000; Silva vd., 2014).

3.2.1.4. Kongo kirmuzist agar yontemi ile biyofilm iiretiminin belirlenmesi
Seftazidim direngli P. aeruginosa izolatlarmin (n: 100) biyofilm {iretimi kongo

kirmizis1 indikatorii ile test edilmistir. Bu amagla her bir klinik izolatin 24 saatlik taze
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kolonilerinden alinip, kongo kirmizis1 agara yuvarlak uglu 6ze ile ekimleri yapilmis ve
plaklar 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra ortam pH' sinin
degisimine bagl olarak parlak siyah koloni olusturan izolatlar biyofilm pozitif, pembe
renkli ya da renksiz Kkoloniler ise biyofilm negatif olarak degerlendirilmistir. Negatif
sonu¢ veren izolatlar, oda sicakliginda 24 saat daha inkiibe edilerek sonuglar biyofilm
yoniinden tekrar degerlendirilmistir. Negatif kontrol olarak biyofilm olusturmayan E.
coli ATCC 25922 susu ve pozitif kontrol olarak ise biyofilm olusturan P. aeruginosa
ATCC 15692 susu kullanilmistir (Freeman, Falkiner ve Keane 1989).

3.2.1.5. Homoserin lakton (HSL) olusumu icin cross-feeding test

HSL molekiillerinin varligint belirlemek igin cross-feeding testi yapilmustir.
Bunun i¢in 6ncelikle 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactopyranoside (X-Gal), 20
mg/mL olacak sekilde dimetil siilfoksit (DMSO) icinde ¢oOziilmiistiir. Daha sonra,
hazirlanan X-Gal’den LB agar iizerine 40 pL ilave edilmis, cam drigalski ¢ubugu ile
besiyerinin tiim ylizeye yayildiktan sonra plaklar 37°C’de 1-2 saat kurutulmustur. Bu
besiyerine steril ekiivyon ile HSL igin belirteg olan A. tumefaciens ATCC-51350 susu
ve klinik izolatlarin (n:100) 1 cm ara ile ekimleri yapilmistir. Plaklar 37 °C’de 48-72
saat inkiibe edilerek renk degisiklikleri gdzlemlenmistir (Shaw, Ping ve Daly, 1997;
Chavd., 1998; Ravn vd., 2001).

3.2.1.6. Hareketlilik Testleri
Seftazidim direngli P. aeruginosa izolatlarinda (n: 100) titreme, kayma ve yiizme

olmak tizere ii¢ farkli hareketlilik 6zelligi aragtirilmistir.

3.2.1.6.1. Titreme hareketi testi

Klinik izolatlarin her biri %1°lik LB agara igne uclu 6ze ile inokiile edildikten
sonra, 30 °C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Agar ile polistiren yiizey birlesimindeki
bulanik alan1 belirlemek icin, petriler ters g¢evrilerek agar 6ze yardimi ile
uzaklastirilmigtir. Distile su ile petri yiizeyi yikanip yapismayan hiicreler
uzaklastirildiktan sonra, zemin %]1’lik kristal viyole ile kaplanarak 15-20 dk
bekletilmis, siire sonunda suglarin hareket ettigi alanin boyanmistir. Boyanmis alanin

capmin Olcililmesiyle titreme hareketi belirlenmistir. Titreme hareketine sahip olan P.
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aeruginosa ATCC 15692 ve titreme hareketine sahip olmayan E. coli ATCC 25922

referans sus olarak kullanilmistir (Deziel, Comeau ve Villemur, 2001).

3.2.1.6.2. Kayma hareketi testi

Kayma testi i¢in yar1 kat1 besiyeri i¢eren petriler kullanilmadan 6nce birkag saat
oda sicakliginda kurutulmustur. Klinik izolatlarin (n: 100) her biri, igne 6ze ile inokiile
edildikten sonra 30 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Bu yar1 kati besiyerinde, P.
aeruginosa igin tipik olan diizensiz dallanmalar g6steren kolonilerin ti¢ farkli bolgesinin
caplart Olgiilerek ortalamast alinmig ve bu sekilde kayma hareketinin miktar
belirlenmistir. Kayma hareketine sahip olan P. aeruginosa ATCC 15692 ve kayma
hareketine sahip olmayan E. coli ATCC 25922 referans sus olarak kullanilmistir (Boles,
Thoendel ve Singh, 2005).

3.2.1.6.3. Yiizme hareketi testi

Klinik izolatlarin (n: 100) kanli agarda tireyen 24 saatlik taze kiiltiirleri, hazirlanan
besiyerine igne oOze ile inokiile edildikten sonra, 30 °C’de 16 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inokiile edilen bolgede bakteri {iremesi gozlendikten sonra, inokiilasyon
bolgesinden disaritya dogru olusan bulanik zon Olglilerek yiizme miktart
degerlendirilmistir. Yiizme hareketine sahip olan P. aeruginosa ATCC 15692 ve yiizme
hareketine sahip olmayan E. coli ATCC 25922 referans sus olarak kullanilmigtir

(Deziel, Comeau ve Villemur, 2001).

3.2.1.7. Piyosiyanin miktarinin olgiimii

Klinik izolatlarin piyosiyanin {iretim miktarlarint belirlemek i¢in her bir klinik
izolatin kanli agardaki 24 saatlik taze kiiltiirleri, %0,1 steril tuz soliisyonu ile 0,5
McFarland (~10% CFU/mL) bulaniklik derecesine esdeger olacak sekilde ayarlanmistir.
Daha sonra piyosiyanin broth besiyerine 100 pL inokiile edilmis ve plaklar 37°C’de 48
saat calkalamali inkiibatérde birakilmistir. Inkiibasyon sonunda, sogutmali santrifiijde
3000 x g’de 20 dk (Sigma 3-30K) olusan siipernatantin 5 mL’si 3 mL kloroform ile 3
saat ekstrakte edilmistir. Uzerine 1 mL 0,2 N HCI ilave edilerek piyosiyanince zengin
organik faz ayrilmistir. Her bir klinik izolat i¢in tiipiin iist kisminda kalan HCI
tabakasindan mikroplakalarin ikiser kuyucuguna 200 pL koyularak, mikroplaka
okuyucuda 520 nm’de absorbans belirlenmistir. Test sirasinda E. coli ATCC 25922
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negatif kontrol, P. aeruginosa ATCC 15692 ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir
(Schaber vd., 2004; Carlsson vd., 2011).

3.2.1.8. Elastaz miktarinin olciilmesi

Elastaz iiretim miktarlarinin belirlenmesi i¢in klinik izolatlarin kanli agardaki 24
saatlik taze kiiltiirleri, %0,1 steril tuz soliisyonu ile 0,5 McFarland (~10® CFU/mL)
bulaniklik derecesine esdeger olacak sekilde ayarlanmis ve 5 mL LB siv1 besiyeri igceren
tiiplere 100 pL inokiile edilmistir. 37°C’de 24 saat c¢alkalamali inkiibatorde
birakilmistir. Inkiibasyon sonras1 klinik izolatlar 3000 x g’de 10 dk santrifiij edildikten
sonra, siipernatantlarindan 500 pL alinarak, 1000 pL Elastin Kongo kirmizisi tamponu
(ERC) ilave edilip, 37 °C’de 24 saat ¢alkalamali inkiibatérde birakilmistir. inkiibasyon
sonucunda ¢oziilmemis olan ECR’ler 3000 x g’de 10 dk santrifiij edilip uzaklastirilmis,
siipernatantin ise 200 pL’si mikroplakalarin ikiser kuyucuguna koyularak dalga boyu
495 nm’de mikroplaka okuyucuda olglilmiistiir. Test sirasinda E. coli ATCC 25922
negatif kontrol, P. aeruginosa ATCC 15692 ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir
(Ohman, Cryz ve Iglewski, 1980; Rust, Messing ve Iglewski, 1994).

3.2.1.9. Proteaz iiretiminin belirlenmesi

Klinik izolatlarin proteaz {iretimini belirlemek icin %2 yagsiz siit tozu iceren LB
agar kullanilmistir. Test edilecek olan klinik izolatlar bir gece 6ncesi TSA besiyerinde
37 °C’de iiretilmistir. %0,1 steril tuz soliisyonu ile 0,5 McFarland (~10® CFU/mL)
bulaniklik derecesine esdeger olacak sekilde ayarlanan izolatlar, %2 yagsiz siit tozu
iceren LB agar petrilerinin ortasina 2 pL inokiile edilerek ve 37 °C’de 16-18 saat
inkiibasyona birakilmistir. Izolatlarm proteolitik aktiviteleri, bakteri kiiltiirlerinin
inokiile edilen bolgedeki berrak zon ¢api Olgiilerek mm cinsinden hesaplanmistir. Elde
edilen sonuglar P. aeruginosa ATCC-15692 kontrol susuyla karsilastirilmistir (Dong
vd., 2005).

3.2.2. Molekiiller analizler

Yapilan ¢alismada biyofilm olusumundan sorumlu gen bdlgelerinin

belirlenmesinde PZR yontemi uygulanmistir.
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3.2.2.1. Quorum sensing genlerinin PZR ile saptanmasi

Seftazidim direngli P. aeruginosa izolatlarinin (n: 100) QS mekanizmasini kontrol
eden dort intakt gen (lasl, lasR, rhll ve rhIR) ile dort internal genin (lasl, lasR, rhll ve
rhiR) varligit PZR yo6ntemi ile analiz edilmistir. Bu amagla kromozomal DNA izole
edildikten sonra, intakt ve internal genler i¢in uygun oligoniikleotit primerler ile degisik
sicaklik dereceleri ve sikluslarda PZR kullanilmistir. Schaber vd.’nin (2004) yapmis
olduklar1 calismada, sectikleri primer dizilerinin P. aeruginosa’ya 6zgii oldugunu
kontrol etmek amaciyla National Center for Biotechnology Information (NCBI)
Y(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) veri tabanindan BLAST analizi yapilmistir. P.
aeruginosa’ya 6zgii oldugu goriilen ve Tablo 3.2°de belirtilen primer dizileri ¢alismada

kullanilmustir.

Tablo 3.2. Intakt ve internal primer dizileri

Primerin adi 523 Amplikon
uzunlugu (bg)
QS intakt genleri
lasl_F ATGATCGTACAAATTGGTCGGC 605
lasl_R GTCATGAAACCGCCAGTCG
lasR_F ATGGCCTTGGTTGACGGTT 725
lasR_R GCAAGATCAGAGAGTAATAAGACCCA
rhll_F CTTGGTCATGATCGAATTGCTC 625
rhil_R ACGGCTGACGACCTCACAC
rhiR_F CAATGAGGAATGACGGAGGC 730
rhiR_R GCTTCAGATGAGGCCCAGC
QS internal genleri
lasl_F TCGACGAGATGGAAATCGATG 363
lasl_R GCTCGATGCCGATCTTCAG
lasR_F TGCCGATTTTCTGGGAACC 362
lasR_R CCGCCGAATATTTCCCATATG
rhll_F CGAATTGCTCTCTGAATCGCT 143
rhil_R GGCTCATGGCGACGATGTA
rhiR_F TCGATTACTACGCCTATGGCG 207
rhiR_R TTCCAGAGCATCCGGCTCT

Kaynak: Schaber vd., 2004.

3.2.2.2. DNA izolasyonu
Klinik izolatlarin kanl agarda 24 saatlik taze kiiltiirlerinden, GeneJET Genomic
DNA Purification Kiti kullanilarak {iretici firma protokoliiniin Gram negatif bakteriler

icin onerdigi direktiflere gore gerceklestirilmistir. Bunun igin; 2x10° bakteri hiicreleri 2

! https://www.ncbi.nlm.nih.gov/*
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mL’lik tiipde 10 dk 5000 g’de santrifiij sonrasi pellet kism1 180 pL digestion soliisyonla
stispanse edilmigtir. 20 pL Proteinaz K sollisyonu ilave edilerek homojenizasyonu
saglanmistir. Daha sonra, 56 °C’de c¢alkalamali su banyosunda, hiicrelerin tamamen
parcalanmasi i¢in yaklasik 30 dk inkiibasyon sonrasi, tiiplere 20 uLL RNase A soliisyonu
eklenmis ve karisim tekrar oda sicakliginda 10 dk bekletilmistir. Ardindan, 200 pL lizis
soliisyonu ilave edilip, 15 saniye vorteks ile karistirtlmistir. Lizata 400 pL %50 etanol
eklenerek tamaminin saflastirma kolonuna transferi saglanmis ve 1 dk 6000 g’de
santrifiij edilmistir. 500 pL yikama tamponu I ilavesiyle 1 dk 8000 g’de santrifiij
edildikten sonra, 500 pL yikama tamponu II saflastirma kolonuna ilave edildikten sonra,
3 dk 12000 g’de santrifiijlenmistir. Genomik DNA elde etmek i¢in kolon membranina
200 pL eliisyon tamponu eklenmistir. Oda sicakliginda 5 dk bekletildikten sonra, 1 dk
8000 g’de santrifiij edilerek saf DNA elde edilmis ve kullanincaya kadar —20 °C’de
saklanmistir.

Elde edilen DNA’nin miktarii1 6lgmek ve safligini kontrol etmek amaciyla
Nanodrop spektrofotometre pDrop plate kullanilmistir. DNA konsantrasyonu (ug/mL)
= OD (optik yogunluk) 260 x sulandirima orant x 50 (pg/mL) formiiliinden
yararlanilarak hesaplanmigtir. A260/A280 6lgiim araligindaki oran 1,8-1,9 olan DNA

ornekleri ¢calismaya dahil edilmistir.

3.2.2.2.1. QS intakt gen profillerinin belirlenmesi

Intakt genlerinin amplifikasyon islemi sonucunda DNA bantlarinin daha iyi
gorlntiilenebilmesi i¢in MgClz, ANTP ve baglanma sicakligi optimizasyonu yapilmis ve
Schaber vd. ‘nin (2004) ydntemi modifiye edilerek hazirlanmistir. Intakt genler icin
PZR reaksiyon bilesenleri Tablo 3.3’de belirtildigi gibi, toplam 25 pL hacimde (son
konsantrasyonlar1 1X/uL Taq tamponu, 1,5 mM/pL MgClz, 0,08 mM/puL dNTP mix, 0,2
pmol/uL primer, 0,05 U/uL Taq DNA polimeraz ve 1,2 ng/pL. kalip DNA) olacak

sekilde hazirlanip reaksiyon ise Tablo 3.4’te verilen kosullarda gerceklestirilmistir.
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Tablo 3.3. Intakt lasl, lasR, rhil ve rhiR genleri i¢in PZR karisim oranlart

Bilesenin ad1 ve konsantrasyonu Miktar1 (uL) Son konsantrasyonu
Taq tamponu (10X) 25 1X/ L

MgCl2 (25 mM) 1,5 1,5 mM/ pL

dNTP mix (2 mM) 1 0,08 mM/ uL

Primer Forward (10 pmol/uL) 0,5 0,2 pmol/ pL

Primer Reverse (10 pmol/uL) 0,5 0,2 pmol/ pL

Taq DNA polimeraz (5U/pL) 0,25 0,05 U/ uL

Kalip DNA 30 (ng/uL) 1 1,2 ng/ L

dH20 17,75 -

TOPLAM 25 -

Tablo 3.4. Intakt lasl, lasR, rhil ve vhIR genlerinin amplifikasyon program:

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

Baglanma 60 30 sn 34

Uzaman 72 2dk

Son uzama 72 10 dk 1

Ornekler, 10 pL PZR iiriinii ve 2 pL 6X yiikleme tamponu ile birlikte %1'lik
(w/v) agaroz jele yiiklenerek, 100 volt elektrik akiminda 90 dk elektroforez tankinda
yiirlitiilmistir. Jel 5 pg/mL etidyum bromiir igerisinde orbital karistiricida 50 rpm’de 20
dakika boyanmistir. DNA bantlarinin molekiil biiyiikligii 100 b¢ DNA belirteci ile

karsilastirilarak goriintiileme cihazinda (Fusion FX, Vilber Lourmat) fotograflanmistir.

3.2.2.2.2. QS internal gen profillerinin belirlenmesi

Internal genlerinin amplifikasyonu DNA bantlarmin daha iyi goriintiilenebilmesi
icin MgCl, ve baglanma sicaklig1 optimizasyonu yapilmis ve Schaber vd.,’ nin (2004)
uyguladiklar1 reaksiyon kosullart modifiye edilerek PZR karisimi hazirlanmistir. PZR
reaksiyon bilesenleri Tablo 3.5°de belirtildigi gibi, toplam 25 pL hacimde (final
konsantrasyonlar1 1X/uL. Taq tamponu, 2,5 mM/uL MgClz, 0,08 mM/uL dNTP mix, 0,2
pmol/uL primer, 0,05 U/uL Tag DNA polimeraz ve 1,2 ng/uL kalip DNA) olacak
sekilde hazirlanmistir. Amplifikasyon programi Tablo 3.6°da verilmistir.

55



Tablo 3.5. Internal lasl, lasR, rhil ve rhiR genleri icin PZR degerleri

Bilesenin ad1 Miktari (uL) Son konsantrasyonu
Taq tamponu (10X) 25 1X/ L

MgCl. (25 mM) 2,5 2,5 mM/ puL

dNTP mix (2 mM) 1 0,08 mM/ uL

Primer Forward (10 pmol/uL) 0,5 0,2 pmol/ pL

Primer Reverse (10 pmol/uL) 0,5 0,2 pmol/ pL

Taq DNA polimeraz (5U/pL) 0,25 0,05 U/ uL

Kalip DNA (30 ng/uL) 1 1,2 ng/ pL

dH20 16,75 -

TOPLAM 25 -

Tablo 3.6. Internal lasl, lasR, rhil ve rhiR genlerinin amplifikasyon kosullar:

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

Baglanma 59 30 sn 32

Uzaman 72 2dk

Son uzama 72 10 dk 1

Ornekler, 10 uL PZR iiriinii ve 2 uL 6X yiikleme tamponu ile birlikte %1'lik (W/v)
agaroz jele yiiklenerek, 100 volt elektrik akiminda 90 dakika ytiriitiildiikten sonra, bu
jele 5 pg/mL etidyum bromiir ¢ozeltisi ilave edilerek, orbital karistiricida 50 rpm'de 20
dakika boyama islemi yapilmistir. 100 b¢ DNA belirteci ile karsilagtirilarak DNA

bantlarinin molekiil biiylikliigii goriintiileme cihazinda belirlenmistir.

3.2.3. Hiicre kiiltiirii analizleri

Yapilan calismada, Anadolu Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projesi
kapsaminda ATCC’den satin alinan insan pankreas hiicresi hTERT-HPNE
(ATCC® CRL-4023™) Anadolu Universitesi Bitki, ilag ve Bilimsel Arastirma
Merkezi’nin (AUBIBAM) hiicre hatt1 koleksiyonundan temin edilmistir. Hiicreler %10
(v/v) fotal sigir serum (FBS), %1 L-glutamin, 100 {inite/mL penisilin/streptomisin,
%9,2 NaHCOs3 igeren Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) i¢inde, %95 nem

ve %5 CO; atmosfer ortaminda, 37 °C sicaklikta inkiibe edilmistir. Hiicreler 25 cm? ve
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75 cm? hacimli flasklarda biiyiitiilmiistiir. Hiicrelerin pasajlanmasi sirasinda %1°lik
Tripsin/EDTA kullanilmstir.
Hiicre kiiltiirii analizlerinde, canlilik testi yapildiktan sonra Cox-2 ve IL-8’in

ifadeleri (gercek zamanli PZR ve Western Blot yontemleri) belirlenmistir.

3.2.3.1. Test maddesinin hazirlanmast

Test maddesi olarak kullanilan 3-0x0-C12-HSL, DMSO i¢inde ¢6ziilerek, 300 mM
stok ¢oOzelti hazirlanmis ve kiigiik hacimlere boliinerek 151k gérmeyecek sekilde
karanlikta +4 °C’de saklanmigtir. Taze besiyeri i¢inde stok madde 10 mM olacak
sekilde seyreltilmistir. Calismada farkli dozlarda 1,56 puM, 3,125 uM, 6,25 uM, 12,5
uM, 25 uM, 50 puM, 100 uM 3-0x0-Ci12-HSL hazirlanarak kullanilmistir. Hiicrelere

uygulanan tiim dozlarin DMSO oran1 %0,1’in altinda olmasina dikkat edilmistir.

3.2.3.2. MTT testi ile hiicre canliliklarinin (sitotoksik aktivitenin) belirlenmesi

MTT (3-4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid) testi igin
Mosmann’in (1983) onerdigi mitokondriyal aktiviteye dayali yontem modifiye edilerek
uygulanmustir. Bu amagla, 25 cm? ve 75 cm?’lik flasklarda biiyiitilen hTERT-HPNE
hiicreler %80 oraninda yogunluga ulagtiklar1 zaman, tripsin/EDTA ile flask yiizeyinden
kaldirilarak tripan mavisi ile boyanmistir. MTT testinde kullanilacak hiicre sayisini
belirlemek i¢in optimizasyon ¢alismalar1 yapilmistir. 96 kuyulu hiicre kiiltiir plakasinin
her kuyucugunda 100 plL’de 1x10% 1x10°, 5x10% ve 5x10° hiicre olacak sekilde ekim
yapilmistir. Optimizasyon calismasi sonucu hiicre sayisimin 1x10* olmasma karar
verilmistir.

96 kuyulu plaklarin her bir kuyucuguna 1x10* hiicre/100uL olacak sekilde ekim
yapilmis, 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. 3-0X0-C12-HSL’un 3,125 uM,
6,25 uM, 12,5 uM, 25 uM, 50 uM, 75 uM ve 100 uM konsantrasyonlar: 100 uL olarak
eklendikten sonra 24, 48 ve 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Plaklardaki besiyeri
uzaklastirildiktan sonra final konsantrasyonu 5 mg/mL olacak sekilde DMEM medyum
icerisinde MTT soliisyonu hazirlanarak, her bir kuyucuga 125 pL ilave edilmis, 2 saat
37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra kuyucuklar igerisindeki MTT soliisyonu
uzaklastirilmig, 100 uL DMSO ilave edilerek formazan kristallerinin ¢oziilmesi i¢in 10
dk calkalayictya birakilmistir. Plaklardaki hiicrelerin optik dansiteleri, multiplaka
okuyucuda 570 nm’de oOlgiilerek ICso degeri belirlenmistir. Elde edilen veriler, %0,1
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DMSO ile muamele edilen hiicrelerin canlilik oranlar1 %100 olarak kabul edilerek
analiz edilmistir. Her bir konsantrasyon sekiz kuyu i¢in tekrarl olarak ¢aligilmistir.
Hiicre morfolojisinde meydana gelen degisikler ise ters mikroskop (Leica) ile

fotograflanmistir.

3.2.3.3. hTERT-HPNE hiicrelerinde Cox-2 ve |L-8 genlerinin ifadesinin gercek
zamanli PZR ile analizi
3-0x0-C12-HSL ile muamele edilen hTERT-HPNE hiicrelerinde Cox-2 ve IL8

genlerinin ifadesi ger¢cek zamanli PZR yontemiyle belirlenmistir.

3.2.3.3.1. Total RNA izolasyonu ve analizi

RNA izolasyonu kit protokoliine gore yapilmistir. MTT sonucuna gore belirli
dozlarda 3-0x0-Ci2-HSL uygulanan hiicreler, tripsin/EDTA ile muamele edilmis,
Thoma laminda 3x108 hiicre sayilarak, 1250 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra
siipernatant uzaklastirilmistir. Pellet tizerine 350 pL RA 1 tamponu ve 3,5 pL B-
merkaptoetanol ilave edildikten sonra pipetlenerek homojen hale getirilmistir.
Homojenizasyon, viskozitenin azalmasi ve ortamin berraklasmasi i¢in, genomik
DNA’y1 tutan kolonlara konularak, 11.000 g’de 1 dk santrifiij edilmistir. Boylece
genomik DNA kolonlarda kalarak uzaklastirilmis olur. Ardindan lizatin iizerine 350 pL
etanol (%70) ilave edilerek homojen hale getirilen niikleospin RNA kolonlarina
aktarilmistir. Daha sonra, 11000 g’de 30 sn santrifiij edilerek altta kalan sivi atilmais,
kolona MBD tamponu ilave edilerek 11000 g’de 1 dk santrifiij edilip tekrar alttaki
toplama tiipii i¢erisinde yer alan sivi uzaklastirilmistir. Daha sonra kolona 95 pLL DNaz
ilave ederek, 15 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan
niikleospin RNA kolonunu yikamak amaciyla 200 uL RAW2, 600 uLL RA3 soliisyonlari
ilave edilerek, 11000 g’de 30 sn santrifiij edilmistir. Daha sonra 250 pLL RA3 soliisyonu
ilave edilerek 11000 g’de 2 dk tekrar santrifiij edilmistir. Yikama islemi sonrasinda tam
olarak kurumas1 beklenilen niikleospin RNA kolonu, steril 1,5 mL’lik toplama tiipiine
takilarak kolona 60 pLL RNazsiz su ilave edilerek 11000 g’de 1 dk santrifiij edilmistir.
Toplama tiipii icerinde biriken RNA miktarinin belirlenmesi i¢in nanodrop cihazinda
spektrofotometrik olarak Sl¢iilmiistiir.

RNA konsantrasyonu (png/mL) = [OD (Optik yogunluk) 260 x sulandirma orani x
40 (pg/mL)] formiili aracilifiyla hesaplanmistir. A260/A280 = 2.0 RNA 06rnekleri
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calismaya dahil edilmis, ayrica RNA kalitesini belirlemek amaciyla formaldehit RNA
jel elektroforezi yapilmistir. Elde edilen RNA 6rnekleri -80 °C’de muhafaza edilmistir.
RNA Kkalitesi ayrica formaldehit jel elektroforezi ile belirlenmistir. Formaldehit
iceren %1’lik agaroz jel hazirlanarak tank kasetine dokiilmiistiir. Jel katilastiktan sonra
5 dk elektroforez sistemi calistirilarak porlarin agilmasi saglanmistir. Hazirlanan RNA
ornekleri kuyulara dikkatli bir sekilde yiiklenerek 1X formaldehit jel tamponu
elektroforez tankina dokiilmis ve 70 Volt’da 1-2 saat boyunca elektroforez
gerceklestirilmistir.  hTERT-HPNE hiicrelerine ait 28S rRNA ve 18S rRNA

goriintiileme cihazi ile fotograflanmistir (Sambrook ve Russell, 2001).

3.2.3.3.2. cDNA sentezi
cDNA sentezi, kit protokoliiniin direktiflerine gore gerceklestirilmistir. Tablo
3.7°de verilen reaksiyon bilesenleri toplam 12 pL hacimde hazirlandiktan sonra 65

°C’de 5 dk inkiibasyona birakilmistir.

Tablo 3.7. ¢cDNA sentezi i¢in birinci asamada kullanilan bilesenler

Bilesenler Miktar: (uL) Son konsantrasyon
Kalip RNA 10 20 ng/uL.

Oligo (dT)1s primer 1 4 uM

Niikleazsiz su 1

Toplam 12

Tablo 3.8’de goriildiigii gibi, her bir reaksiyon 8 pL hacimde olacak sekilde
hazirlanip 6nce 42 °C’de 60 dk, sonra 70 °C’de 5 dk amplifiye edilmistir. Sentezlenen
cDNA'lar kullanilincaya kadar -20 °C’de saklanmistir. Gergek zamanli PZR
uygulamasina gecilmeden primerlerin 6zglin olmayan bantlar olusturup olusturmadigini
anlamak icin Oncelikli olarak sentezlenen cDNA'lar kalip olarak kullanilarak PZR

yontemiyle kontrol edilmistir.
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Tablo 3.8. cDNA sentezi icin ikinci asamada kullanilan bilesenler

Bilesenler Miktari (uL) Son konsantrasyon
5X reaksiyon tamponu 4 2,5X/ulL

Ribolock RNaz inhibitor (20 U/uL) 1 2,5U/uL

10 mM dNTP karisimi 2 2,5mM

RevertAid M- MuLV RT (200 U/ pL) 1 20 U/uL

Toplam 8

3.2.3.3.3. Gergek zamanli PZR analizi

Cox-2 ve IL-8 genlerinin ifadesi gercek zamanli PZR yontemiyle ile analiz
edilmistir. NCBI veri tabani aracilifi ile genlerin dizileri belirlenmistir. Tablo 3.9°da
belirtilen aksesyon numaralar1 dogrultusunda Integrated DNA Technologies
(®https://eu.idtdna.com/site?) programi yardimiyla gergek zamanli PZR igin gerekli olan
primerler tasarlanmigtir. Normalizasyon ig¢in hiicre igerisinde siirekli anlatimi olan
housekeeping gen olarak p-aktin kullanilmistir. Tiim Ornekler dort tekrarli olarak

calisiimustir.

Tablo 3.9. Primer dizileri

Primerin adi 5>3 Aksesyon numarasi Amplikon
uzunlugu (bg)

p-aktin F CACTCTTCCAGCCTTCCTTC NM_001101.3 104
p-aktin R GTACAGGTCTTTGCGGATGT

Cox-2 F TGTACCCGGACAGGATTCTA AY462100.1 119
Cox-2 R CCCTTGAAGTGGGTAAGTATGT

IL-8 F CTTGGCAGCCTTCCTGATTT NM_000584.3 111

IL-8 R GGGTGGAAAGGTTTGGAGTATG

Standart bir egri olusturmak amaciyla kontrol cDNA’s1 yar1 yariya diliie edilerek
bes farkli standart olusturulmustur (1, 0,5, 0,25, 0,125 ve 0,0625 pg/uL). Tiim genlerin
anlattminin belirlenmesi i¢in gergek zamanli PZR reaksiyon bilesenleri Tablo 3.10’da
belirtildigi gibi 10 pL hacimde olacak sekilde hazirlanarak Tablo 3.11°de verilen
kosullarda SYBR kanalinda okuma yapan Piko Real 96 (Thermo Scientific) cihazi ile
gergeklestirilmistir.

2 https://eu.idtdna.com/site
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Tablo 3.10. Gercek zamanli PZR bilesenlerinin oranlart

Bilesenler Miktari (ul) Son konsantrasyonu
Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (2x) 5 1X/uL
Primer Forward (10 pmol/pL) 1 1 pmol/pL
Primer Reverse (10 pmol/puL) 1 1 pmol/pL
Kalip DNA (10 ng/uL) 1 1 ng/pulL
dH20 2 -
TOPLAM 10 -

Tablo 3.11. Ger¢ek zamanli PZR i¢in amplifikasyon kosullar:

Basamak Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
On denatiirasyon 95 10 dk 1
Denatiirasyon 94 15sn

Baglanma 60 30sn 40

Uzaman 72 30 sn

* Erime egrisi analizi 65-95°C (0,5°C/dongii artisi, 5 sn/dongii).

Gercek zamanli PZR sonrasinda erime egrisi (melt curve) analizi yapilarak
primerlerin 6zgiinliigii test edilmistir. Livak metodu kullanilarak elde edilen veriler

degerlendirilmistir (Livak ve Schmittgen, 2001).

3.2.3.4. NTERT-HPNE hiicrelerinde Cox-2 ve 1L-8 proteinlerinin ifadesinin Western
Blot ile analizi

3-0x0-C12-HSL (12,5 uM, 25 uM, 50 uM) uygulanan hTERT-HPNE
hiicrelerinden protein izolasyonu gerceklestirilmistir. Hiicrelerdeki toplam protein
konsantrasyonlar ise Cu*?’den Cu*! *e indirgenen proteinlerin bisinkoninik asit (BCA)
ile verdigi renk reaksiyonlarinin spektrofotometrik olarak 562 nm’de Olgiilmesiyle
hesaplanmistir. Proteinlerin molekiil agirliklarinin belirlenmesi i¢in sodyum dodesil
siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi uygulanmistir. Western
Bloting yontemi kullanilarak Cox-2 proteininin safligi, Dot Blot ile IL-8 proteininin

varlig1 kontrol edilmistir.
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3.2.3.4.1. Protein izolasyonu

Protein izolasyonu Mem-PER™ Plus Protein izolasyon kitinin direktiflerine gore
gerceklestirilmistir. Bu amacla, MTT sonucuna gore (12,5 uM, 25 uM ve 50 uM) farkh
3-0X0-C12-HSL dozlar1 uygulanan hiicreler, tripsin/EDTA ile muamele edildikten sonra,
4x10° hiicre sayis1 kullanilarak, 300 x g’de 5 dk santrifiij edildikten sonra siipernatant
uzaklagtirllmistir. Pellet lizerine 3 mL hiicre yikama soliisyonundan ilave edilip, pipet
yardimiyla homojen bir hale getirildikten sonra 300 x g’de 5 dk santrifiij edilmistir.
Stipernatant dikkatli bir sekilde uzaklastirilip 1,5 mL hiicre yikama soliisyonu ilave
edilerek homojen hale getirildikten sonra 2 mL'lik santrifiij tiipiine alinmigtir. Tekrar
300 x g’de 5 dk santrifiij edilerek siipernatant uzaklagtirilmistir. Pellet iizerine 750 pL
permeabilizasyon tamponundan ilave edilerek hiicre slispansiyonu vorteks yardimiyla
homojen bir hale getirilmistir. 4 °C’de 10 dk inkiibasyona birakilmistir. Permeabilize
edilen hiicreler 16.000 x g’de 15 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant uzaklastirilarak
pellet 50 pl ¢oziinme tamponu ile pipetlenerek homojen bir hale getirilmis ve 4°C’de 10
dk inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan 4°C’de 16.000 x g’de 15 dk
santrifiij edilmistir. Proteinleri igeren siipernetant temiz bir tlipe alinmis ve ¢alismalarda
kullanilmak tizere -80 °C’de saklanmustir.

Hiicrelerden izole edilen proteinlerin miktar tayini Pierce™ BCA Protein Assay
kitinin direktiflerine gore gerceklestirilmistir: Bovin Serum Alblimin (BSA) standardi
Tablo 3.12’de belirtildigi gibi 0,025 mg/mL, 0,125 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL,
0,75 mg/mL, 1 mg/mL, 1,5 mg/mL ve 2 mg/mL konsantrasyonlarinda hazirlanarak 96
kuyucuklu plakalara 25 pL olacak sekilde ilave edilmistir. izole etmis oldugumuz her
protein 6rnegi i¢in 96 kuyucuklu plakalara 25 pL olacak sekilde ilave edilmistir.

Tablo 3.12. Bovin serum albiimin standartlar

Tiip Diliisyon hacmi BSA’nin kaynagi ve hacmi Final BSA konsantrasyonu

(mL) (mL) (mg/mL)

A 0 Stoktan 300 2

B 125 Stoktan 375 15

C 325 Stoktan 325 1

D 175 B diliisyon tiipiinden 175 0,75

E 325 C diliisyon tiipiinden 325 0,50

F 325 E diliisyon tiipiinden 325 0,25

G 325 F diliisyon tiipiinden 325 0,125

H 400 G dilisyon tiiptinden100 0,025

| 400 0 0 (Blank)
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BCA c¢alisma soliisyonunun hazirlanmasi i¢in, 50 mL BCA soliisyon A ve 1 mL
BCA soliisyon B’den (50:1, Soliisyon A:B) olacak sekilde vorteks ile homojen bir
sekilde karistirilmistir. Hazirlanan bu karisim 96 kuyulu plakanin her bir kuyucuguna
200 pL olacak sekilde ilave edilmistir. Calkalayic1 yardimiyla protein ornekleri ve
BSA’nin, BCA soliisyonu ile 30 sn siireyle karismasi saglanmistir. Hazirlanmis olan
plaka 37 °C’de 30 dk inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra multiplaka okuyucu ile 562
nm’de absorbansi Olgiilmiistir. Her 6rnek i¢in {ic kez Ol¢clim alinmistir. Protein

miktarlar1 belirlenen 6rnekler Western Blot analizinde kullanilmastir.

3.2.3.4.2. Western Blot analizi

Cox-2 proteininin safligi Western Blot yontemi ile analiz edilmistir. Bunun igin
ilk olarak yogunlugu %4-12 olan Bis Tris Protein jel (invitrogen, Novex) ile
kullanilmigtir. Jel, dikey elektroforez tankina (Novex® Blot Mini Gel Tank Thermo
Scientific) yerlestirilmis ve elektrotlarin temas edecegi ylizeye kadar yiiriitme tamponu
olarak 1X MES SDS tamponu ilave edilmistir. 3-0X0-C12-HSL’nin (12,5 uM, 25 uM,
50 uM) farkli dozlarinin uygulandigt hTERT-HPNE hiicresinden izole edilen protein
ornekleri Tablo 3.13 te belirtildigi gibi 6rnek yiikleme tamponu ile karigtirilarak jel
kuyularma ytiklenmistir.

Tablo 3.13. Protein orneklerinin hazirlanmasi

Potein 6rnekleri 65 uL
Bolt LDS sample buffer 25 ul
Bolt sample reducing agent 10 uL

Hazirlanan protein ornekleri 1,5 mL’lik santrifiij tiipiine aktarildiktan sonra
denatiire olmalar1 i¢in 95 °C’de 5 dk su banyosunda bekletilmistir. Siire sonunda
ornekler hemen buz lizerine alinmigtir. Protein belirtecinden 5 pL, 6rneklerden 20 pL (3
ng/ul) olacak sekilde kuyulara yiiklendikten sonra 165 V ve 125 mA’lik elektrik akimi
45 dk siireyle uygulanarak protein bantlarinin jelde yiiriitiilmesi saglanmistir. Protein
orneklerinin bulundugu jel spatiil araciligiyla kesilerek 1X TBST c¢ozeltisi igerisine
alinmastir.

Ikinci basamak olarak, SDS-PAGE yontemi ile molekiil agirhigma gore ayrilmis

kompleks bir protein karisimi igerisinden, hedeflenen bir proteini 6zgiin bir sekilde
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saptamak icin Western Blotting yontemi kullanilmistir. Membran {izerindeki 1-5 ng
proteini belirleyebilme 6zelliginde olan bu yontem; 6nce jel iizerindeki proteinlerin
boyama yapilmaksizin bir membrana aktarilmasi, daha sonra hedeflenen proteinin
0zgiin bir immiinolojik belirtegle saptanmasi olmak iizere iki asamadan olusmaktadir.
Bu yontemle proteinin kendisine 6zgii antikorla baglanmasi saglanir. Antijen-antikor
baglantisinin gergeklestigi bolgeler konjugat (isaretlenmis antikor) yardimiyla belirlenir.

Protein 6rneklerinin membrana aktarilmasi igin iBlot 2 jel transfer cihazi (Thermo
Scientific) kullamilmistir. Bunun igin; oncelikle jel kasetler arasindan bir spatiil
araciligiyla alinarak membran iizerine yerlestirilmistir. Filtre kagidi 1X TBST
cozeltisiyle 1slatilarak jelin lizerine konulmustur. Olusabilecek hava kabarciklart 6zel
bir alet (roler) yardimiyla uzaklastirilmistir. iBlot® 2 PVDF Mini Transfer Stacks
icerisinde bulunan katot 1slak filtre kagidinin iizerine yerlestirilmistir. Tekrar roler
kullanilarak hava kabarcig1 ortadan kaldirilmigtir. iBlot® 2 PVDF Mini Transfer Stacks
icerisinde bulunan (anot) kismi ve PVDF membran cihaza yerlestirilmigtir. Son
asamada ise siinger kagit (spunge) konulduktan sonra cihazin kapagi kapatilmis ve 20
V-7 dk elektrik akimi uygulanmistir. Membran transfer isleminden sonra alinmis ve 1X
TBST’de yikanmistir. Membrana aktarimdan sonra hedeflenen protein immiinolojik
etkilesimlerle saptanmadan once, proteinlerin bulundugu yerler disindaki bosluklarin
doldurulmasi gerekmektedir. Bu amagla; 1X TBST igerisinde %5’lik BSA hazirlanarak,
75 dk bir galkalayict yardimiyla tim ylizeyin kaplanmasi saglanmigtir. Siire sonunda
membran {i¢ kez 5’er dk 1X TBST ile yikanmistir. Daha sonra antikorlarla isaretlenme
asamasina gecilmistir.

Birincil antikor baglanmasi: Cox-2 birincil antikoru kullanilmigtir. Antikor
dilisyonlar iiretici firma Onerileri dogrultusunda %5 BSA igeren 1X TBST ¢ozeltisi
igerisinde 1:1000 oraninda sulandirilmistir. Membran bu antikor ¢ozeltisi ile +4 °C’de
14-16 saat inkiibasyona birakilmistir. Stire sonunda membran ii¢ kez 5 dk 1X TBST’ de
yikanmugtir.

Ikincil antikor baglanmasi: HRP (horse radish peroksidaz) isaretli anti-mouse 1gG
ikincil antikoru, i¢erisinde %5 BSA bulunan TBST ile 1:1000 oraninda sulandirilmistir.
Membran hazirlanan bu ikincil antikor ile 60 dk c¢alkalayicida oda sicakliginda
inkiibasyona birakilmistir. Membran ii¢ kez 5 dk 1X TBST ile yitkanmustir.

Hedef protein bantlarin1 goriintiilemek i¢in Western Sure ECL Substrat kitinde

bulunan Luminol Enhancer Solution, ECL Stable Peroxide Solution ve dH2O esit
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hacimlerde (1:1 mL) karistirllmis ve membran iizerine ilave edilerek 5 dk oda
sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Bantlarin rolatif yogunluklar1 C-Digit (Li-Cor
Biosiciences) goriintiileme cihazi ve Image Studio Digits Programi kullanilarak analiz
edilmistir.

Gorilintlileme isleminin ardindan, ayn1 membran normalizasyon i¢in housekeeping
olarak B-Aktin monoklonal mouse IgG ile muamele edilmistir. Bu amagla membran
kurumadan once primer ve sekonder antikorun kaldirilmasi igin stripping islemi
gerceklestirilmistir. Stripping islemine bagslamadan 6nce membrandaki kemiliiminesans
substratlarindan arindirmak i¢in 1X TBST ile 3 kez 5 dk olacak sekilde yikanmustir.
Daha sonra stripping tamponu kullanilarak 30 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Ardindan 15 dk, 10 dk, ve 5 dk olacak sekilde 1X TBST ile yikama islemine
birakilmistir. Bu islemlerin ardindan membran %5’lik BSA bulunan 1X TBST igerinde
bir saat bloklanarak proteinlerin bulundugu yerler disindaki bosluklar doldurulmustur.
Bloklama isleminin ardindan B-Aktin monoklonal mouse IgG iiretici firma Onerileri
dogrultusunda %5 BSA igeren 1X TBST ¢ozeltisi igerisinde 1:1000 oraninda
sulandirilmistir. Membran bu antikor ¢ozeltisi ile +4 °C’de 14-16 saat inkiibasyona
birakilmistir. Siire sonunda membran ii¢ kez 5 dk 1X TBST yikanmistir. Yikama
isleminin ardindan HRP isaretli anti-mouse IgG ikincil antikoru, icerisinde %5 BSA
bulunan 1X TBST ile 1:1000 oraninda sulandirilmigtir. Membran hazirlanan bu ikincil
antikor ile 60 dk ¢alkalayicida oda sicakliginda inkiibasyona birakilmigtir. Membran {i¢
kez 5 dk 1X TBST ile yitkanmigtir. Western Sure ECL Substrat kitinde bulunan Luminol
Enhancer Solution, ECL Stable Peroxide Solution ile 5 dk oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmistir. Bantlarin rolatif yogunluklar1 C-Digit (Li-Cor Biosiciences) goriintiileme

cihazi ve Image Studio Digits Programi kullanilarak analiz edilmistir.

3.2.3.4.3. Dot Blot yontemi

Derigim diisiik protein 6rnekleri nitréseliiloz membran tizerine damlatilarak 6zel
proteinlerin varligi Dot Blot yontemiyle analiz edilmistir. Ilk olarak nitroseliiloz bir
membran lizerine proteinler 20 pg/uL olacak sekilde damlatilmistir. Protein damlatma
isleminin ardindan kuruyan membran 1X TBST tamponunda ¢6ziilmiis %5°lik BSA ile
yaklasik 45 dk ¢alkalayicida inkiibasyona birakilmistir. Ardindan %5 BSA bulunan 1X
TBST igerisinde hazirlanmis 1:1000 oraninda diliie edilen IL-8 birincil antikoru ile

isaretlenmek i¢in 30 dk inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda 3 kez 1X TBST ile
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yikanmistir. Membran %5 BSA bulunan 1X TBST igerisinde hazirlanmig 1:1000
oraninda diliie edilen HRP isaretli anti-mouse IgG’de 30 dk bekletilmistir. Siire sonunda
tekrar 3 kez 1X TBST ile yikanmustir. Gorlintiileme i¢in Western Sure ECL Substrat
kitinde bulunan Luminol Enhancer Solution, ECL Stable Peroxide Solution ve dH20
esit hacimlerde (1:1 mL) karistirilmis ve membran iizerine ilave edilerek 5 dk oda
sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Bantlarin rolatif yogunluklar1 C-Digit (Li-Cor
Biosiciences) goriintiilleme cihazi ve Image Studio Digits Programi kullanilarak analiz

edilmistir.

3.2.4. Istatistiksel Analizler:

Mikrobiyolojik ve hiicre kiiltiirii ¢aligmalart i¢in IBM SPSS 20 paket programi
kullanilarak istatistiksel analizler gerceklestirilmistir. Sonucglar yorumlanirken
anlamlilik diizeyi olarak 0,05 kullanilmis olup; p<0,05 olmasi durumunda anlamli bir
iligkinin oldugu, p>0,05 olmast durumunda ise anlamli bir iligkinin olmadigi
belirtilmistir.

Mikrobiyolojik analizlerde; nominal degiskenlerin gruplari arasindaki iliskiler
incelenirken Ki-Kare analizi uygulanmigtir. 2x2 tablolarda gozelerdeki beklenen
degerlerin yeterli hacme sahip olmamasi durumlarinda Fisher’s Exact Test kullanilmig
olup RxC tablolarda ise Monte Carlo Simiilasyonu yardimiyla Pearson Ki-Kare analizi
uygulanmistir. Gruplar arasindaki farklhiliklar incelenirken degiskenlerin normal
dagilimdan gelmemesi nedeniyle Kruskal Wallis-H Testinden yararlanilmistir. Kruskal
Wallis-H Testinde anlamli farkliliklarin  goriilmesi durumunda Post-Hoc Coklu
Karsilastirma Testi ile aralarinda farklilik olan gruplar belirlenmistir. (Monte Carlo:
*Gozelerdeki beklenen degerin %20 si 5’den kiigiik oldugu i¢in Monte Carlo
Simiilasyonu yardima ile ki kare analizi yapilmistir.)

Hiicre kiiltiirii analizlerinde; elde edilen veriler one way ANOVA testi kullanilarak

sonuglar degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

Calismada kullanilan seftazidim direngli P. aeruginosa izolatlari (n: 100) Mart
2014-Mart 2016 tarihleri arasinda Samsun Egitim Arastirma Hastanesi mikrobiyoloji
laboratuvarina polikliniklerden ve hastanede yatan hastalardan gonderilen ¢esitli klinik
orneklerden izole edilmistir. Bu izolatlarin antibiyotik diren¢ profilleri, biyofilm
olusturma ozellikleri ve viriilans faktorleri cesitli fenotipik testlerle ve ilgili gen
bolgeleri ise PZR yontemiyle belirlenmistir. Biyofilm olusumunda sorumlu olan HSL

molekiillerinin olasi etkileri ise epitel hiicre hattinda aragtirilmistir.

4.1. Mikrobiyolojik Analizler

4.1.1. Cahsmada kullamlan bakteri izolatlarinin tanimlanmasi

Klinik izolatlar ilk olarak konvansiyonel yontemler ile tantmlanmistir. Bu amagla,
EMB agar ve %5 koyun kani iceren agara inokiile edilmis drnekler, 37 °C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda P. aeruginosa izolatlarmin EMB agarda
purtiikli koloni morfolojisine sahip oldugu goriilmiistiir (Gorsel 4.1a). Ayn1 zamanda
kanli agara da ekim yapilarak B hemoliz 6zelligi test edilmis ve Gorsel 4.1b’de
gosterilmistir. Stokrom oksidaz enziminin belirlenmesi amaciyla oksidaz testi yapilarak
koyu mor indofenol mavisi olusturan izolatlar siipheli P. aeruginosa olarak
tanimlanmustir (Gorsel 4.2) (Blondel, Henry ve Speert, 2007, 5.734).

Gorsel 4.1. P. aeruginosa izolatlarimn farkli agarlarda tamimlanmasi: a) Eozin Metilen Blue agarda
koloni morfolojisi b) Kanli agarda p-hemoliz olusumu

Gorsel 4.2. Oksidaz pozitif P. aeruginosa izolatlarmda mor renk olusumu
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Stipheli P. aeruginosa oldugu diisiiniilen izolatlara, otomatize sistem olan BD
Phoenix tani sistemi (Beckton Dickinson, ABD) ile tiir tanimlamasi yapilmis ve
seftazidim direngli P. aeruginosa (n: 100) olarak tanimlanan izolatlar ¢alismaya dahil
edilmistir. Ayn1 hastaya ait birden fazla 6rnek degerlendirmeye alimmamustir.
Seftazidim direngli P. aeruginosa izolatlarinin elde edildigi servisler Tablo 4.1

verilmigtir.

Tablo 4.1. Seftazidim direngli P. aeruginosa izolatlarinin hastane servislerine gére sayt ve yiizde
dagilimi (n:100)

Hastane servisleri N %
Yogun bakim 38 38
Gogiis hastaliklar 21 21
Uroloji 12 12
I¢ hastaliklar: 8 8
Enfeksiyon hastaliklar 6 6
*Diger servisler 15 15

*Diger servisler: Plastik cerrahi, onkoloji, yanik tinitesi, ortopedi-travmatoloji, kulak burun bogaz,
romatoloji

Izolatlarin servislere gére dagilimi incelendiginde; birinci sirada yogun bakim
tinitelerinin oldugu ve 38 (%38) P. aeruginosa izole edildigi belirlenmistir. Bunun yani
sira goglis hastaliklarindan 21 (%21), iirolojiden 12 (%]12), i¢ hastaliklarindan (%S3),
enfeksiyon hastaliklarindan 6 (%6), plastik cerrahiden 6 (%6), onkolojiden 3 (%3),
yanik tinitesinden 3 (%3), ortopedi ve travmatoloji, kulak burun bogaz ve romatoloji
servislerinden ise 1 (%1) olarak P. aeruginosa izole edilmistir.

Seftazidim direngli P. aeruginosa izolatlarinin elde edildigi klinik 6rneklere gére

dagilimi ise Tablo 4.2 gosterilmistir.

Tablo 4.2. Seftazidim direngli P. aeruginosa izolatlarimin elde edildigi klinik érneklerin sayi ve yiizde
dagilimi (n:100)

Klinik érnekler N %
Balgam 29 29
Idrar 28 28
Trakeal aspirat 20 20
Yara siiriintiisii 18 18
Diger 5 5

*Diger ornekler: kan érnegi ve deri siirtintiisti
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Tablo 4.2°de belirtildigi gibi seftazidim direngli P. aeruginosa izolatlar1 birinci
sirada solunum yolu 6rneklerinden toplam 49 (%49; 29 balgam ve 20 trakeal aspirat),

ikinci sirada ise idrar 6rneklerinden 28 (%28) elde edilmistir.

4.1.2. Seftazidim direncli P. aeruginosa izolatlarinin antimikrobiyal duyarhhklari

Izole edilen seftazidim direncli P. aeruginosa suslarmin 6ncelikle disk difiizyon
yontemi ile antibiyotik duyarlilik profilleri belirlenmistir. Antibiyotiklerin bakteriyi
inhibe ettigi minimum konsantrasyonu belirlemek ic¢in sivi mikrodiliisyon yontemi

kullanilmustir.

4.1.2.1. Izolatlarin disk difiizyon sonuclari: Seftazidim direngli P. aeruginosa
izolatlarinin antibiyotik duyarlilik profilleri; seftazidim (30 pg), kolitsin (10 pg),
gentamisin (10 pg), imipenem (10 pg), levofloksasin (5 pg), meropenem (10 pg),
piperasilin-tazobaktam (100/10 pg) ve tobramisin (10 pg) antibiyotiklerine karsi test
edilmistir. Calismada P. aeruginosa (ATCC 27853) standart susu kontrol olarak
kullanilmis ve sonuglar kumpas yardimiyla milimetre (mm) cinsinden Olgiilerek CLSI
2013 kriterlerine gore degerlendirilmistir. Disk diflizyon yontemiyle elde edilen
antimikrobiyal duyarlilik sonuglar1 Tablo 4.3’de gosterilmistir. P. aeruginosa
izolatlarinin diren¢ durumlar incelendiginde, en yiiksek direng 3. kusak sefalosporin
grubu antibiyotik olan seftazidime (%100) kars1 goriilmiistiir. Kolistine direncli sadece

1 izolata rastlanmistir.

Tablo 4.3. Seftazidim direncli P. aeruginosa izolatlarinin disk difiizyon sonu¢lart (n:100)

Antibiyotikler R | S
% % %
CN 32 1 67
CT 1 - 99
IPM 33 4 63
LEV 38 5 57
MEM 21 7 72
TPZ 16 18 66
CAZ 100 - -
TOB 25 3 72

R: Direngli, I: Orta seviyede duyarli, S: Duyarli, CN: Gentamisin, CT: Kolitsin, IPM: fmipenem, LEV:
Levofloksasin, MEM: Meropenem, TOB: Tobramisin CAZ: Seftazidim, TPZ: Piperasilin-tazobaktam.

Hastane servisleri ile yogun olarak kullanilan antibiyotiklerin direnglilik profilleri

arasindaki iligski incelendiginde; hastane servisleri ile aminoglikozit grubu direngliligi
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arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmustur (p<0,05). Yogun bakim
servisinin %21,05°1, gogiis hastaliklarinin %47,62’si, tiroloji servisinin %66,67’si, i¢
hastaliklarinin = %25°1, enfeksiyon hastaliklarinin  %33,33°4i ve diger servislerin
%?20’sinin gentamisine direngli oldugu bulunmustur. Yogun bakim servisinin %21,05°1,
g0giis hastaliklarinin %42,86’s1, iiroloji servisinin %58,33°{, enfeksiyon hastaliklarinin
%16,67’si ve diger servislerin %20’sinin tobramisine direngli oldugu belirlenmistir
(Tablo 4.4).

Hastane servisleri ile karbapenem grubu antibiyotik direngliligi arasinda
istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmustur (p<0,05). Yogun bakim servisinin
%352,63°1, goglis hastaliklarinin %23,81°1, tiroloji servisinin %25’1, i¢ hastaliklarinin
%12,5°1, enfeksiyon hastaliklarinin %66,67’si1 ve diger servislerin %26,67’si imipeneme
direnclidir. Yogun bakim servisinin %50’si, gdgiis hastaliklarinin %19,05°1, {iroloji
servisinin  %8,33’1, enfeksiyon hastaliklarinin  %33,33’i  ve diger servislerin
%13,33’{inlin meropeneme direngli olarak bulunmustur (Tablo 4.4).

Yogun bakim servisinin %55,26’s1, gogiis hastaliklarinin  9%19,05°1, {iroloji
servisinin %16,67’si, enfeksiyon hastaliklarinin %350’si ve diger servislerin %26,67si

piperasilin-tazobaktama anlamli olarak direnglidir (p<0,05) (Gorsel 4.3, Tablo 4.4).

Gorsel 4.3. P. aeruginosa izolatlarmmn disk difiizyon goriintiisii; ) 41 numaralt b)100 numaralt klinik
suslarin ve ¢) P. aeruginosa ATCC 27853 standart susunun disk difiizyon goriintiisii.
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Tablo 4.4. Hastane servisleri ile antibiyotik duyarliliklar: arasindaki iliskinin dair ki kare testiyle elde edilen analizi

Hastane servisleri

Yogun Gogiis L ic Enfeksiyon . Ki Kare Testi
bakim hastaliklan Uroloji Hastaliklar hastaliklar: Diger Toplam

N % n % N % n % N % n % n % | Ki Kare p
Direngli 2105 | 10 | 4762 | 8 66,67 2 25 2 [3333] 3 20 | 33 33

Gentamisin  [Duyarh | 30 | 7895 | 11 | 5238 | 4 33,33 6 75 4 | 6667 | 12 80 | 67 67 * 0,031
Toplam | 38 | 100 | 21 | 100 12 100 8 100 6 100 15 100 | 100 | 100

P —
Direncli | 1 | 263 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1

Kolistin Duyarh | 37 | 97,37 | 21 | 100 12 100 8 100 6 100 15 100 | 99 99 - -
Toplam | 38 | 100 | 21 | 100 12 100 8 100 6 100 15 100 | 100 | 100

P —
Direncli | 20 | 5263 | 5 | 2381 3 25 1 12,5 4 |e6667| 4 | 2667 37 37

imipenem Duyarh | 18 | 47,37 | 16 | 76,19 9 75 7 87,5 2 33,33 11 73,33 | 63 63 0,042
Toplam | 38 | 100 | 21 | 100 12 100 8 100 6 100 15 100 | 100 | 100

P —
Direncli | 14 | 3684 | 9 | 4286 | 8 66,67 5 62,5 4 |6667| 3 20 | 43 43

Levofloksasin |Duyarh | 24 | 63,16 | 12 | 57,14 | 4 33,33 3 37,5 2 [3333| 12 80 | 57 57 * 0,102
Toplam | 38 | 100 | 21 | 100 12 100 8 100 6 100 15 100 | 100 | 100

PR —§—§—§—§—§—S—$—F—"S$—§—§—S§—S—S—S—S—$—§—S—$§$—$—§$S§S§—§—§—§—§S§S—§—S$“$‘y'I@;™myp
Direncli | 19 | 50 4 [1905| 1 8,33 0 0 2 3333 2 13,33 | 28 28

Meropenem |Duyarh | 19 | 50 | 17 | 80,95 | 11 91,67 8 100 4 | 6667 | 13 | 8667 | 72 72 * 0,003
Toplam | 38 | 100 | 21 | 100 12 100 8 100 6 100 15 100 | 100 | 100

PR —§—§—§—§—§—S—$—F—"S$—§—§—S§—S—S—S—S—$—§—S—$§$—$—§$S§S§—§—§—§—§S§S—§—S$“$‘y'I@;™myp
Pinerasil Direncli | 21 [ 5526 | 4 | 19,05 | 2 16,67 0 0 3 50 4 | 2667 | 34 34

ta:fogaf('t;r; Duyarhi | 17 | 4474 | 17 | 80,95 | 10 | 83,33 8 100 3 50 | 11 | 7333 | 66 | 66 * | 0,004
Toplam | 38 | 100 | 21 | 100 12 100 8 100 6 100 15 100 | 100 | 100

PR —§—§—§—§—§—S—$—F—"S$—§—§—S§—S—S—S—S—$—§—S—$§$—$—§$S§S§—§—§—§—§S§S—§—S$“$‘y'I@;™myp
Direngli | 38 | 100 | 21 | 100 12 100 8 100 6 100 15 100 | 100 | 100

Seftazidim Duyarh | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - -
Toplam | 38 | 100 | 21 | 100 12 100 8 100 6 100 15 100 | 100 | 100

P Ml e ————— S—S—S—i—i—i—
Direngli | 8 |[21,05| 9 | 4286 | 7 58,33 0 0 1 16,67 | 3 20 | 28 28

Tobramisin ~ |Duyarh | 30 | 7895 | 12 | 57,14 | 5 41,67 8 100 5 [8333| 12 80 | 72 72 * 0,027
Toplam | 38 | 100 | 21 | 100 12 100 8 100 6 100 15 100 | 100 | 100

*Hastane servisleri ile antibiyotik duyarliligi arasinda anlamly iligki (p<0,05) saptanan durumlar icin p degeri belirtilmistir.




4.1.2.2. Izolatlarin MIK degerleri: Seftazidim, kolitsin, gentamisin, imipenem,
levofloksasin, meropenem, piperasilin-tazobaktam ve tobramisin antibiyotiklerinin P.
aeruginosa izolatlar tizerinde etkili oldugu minimum diizeydeki doz, sivi mikrodiliisyon

yontemi ile belirlenerek MiKso ve MiKgo degerleri hesaplanmistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Seftazidim direngli P. aeruginosa izolatlarina karsi 8 antibiyotigin minimum inhibisyon
konsantrasyon sonuglart

Antibiyotik MIK (ng/mL)
Sinir Alani MiKsp MiKgg

CN <0,125 - >64 8 >64
CT <0,0625 - >32 4 16
IPM <0,125 - >64 4 >64
LEV <0,125 - >64 8 64
MEM <0,0625 ->32 2 32
TOB <0,125 - >64 2 >64
CAZ <0,25- >128 32 128
TPZ <0,5/4 - >256/4 64/4 256/4

CN: Gentamisin, CT: Kolitsin, IPM: fmipenem, LEV: Levofloksasin, MEM: Meropenem, TOB: Tobramisin
CAZ: Seftazidim, TPZ: Piperasilin-tazobaktam.

Karbapenem grubu antibiyotiklerden meropenemin MIKso ve MiKgo degerleri 2 ve 32
ug/mL olarak belirlenmistir. Bu degerler karbapenem grubundan baska bir antibiyotik olan
imipenemin MiKso ve MiKgo degeri (4 ve >64 ng/mL) ile karsilastirildiginda 2 kat daha
diisiiktiir. Aminoglikozit grubu olan gentamisinin MiKso ve MiKgo degerleri 8 ve >64
png/ml olarak belirlenmistir. Bu degerler aminoglikozit grubundan baska bir antibiyotik olan
tobramisin MiKso ve MiKgo (2 ve >64 ug/mL) ile karsilastirildiginda 4 kat daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Kolistinin MiKso ve MiKgo degerleri 4 ve 16 pg/mL, florakinolon
grubundan olan levofloksasinin ise MiKso ve MIKgo degerleri 8 ve 64 pg/mL olarak
belirlenmistir. ~ B-laktam/B-laktamaz  inhibitér ~kombinasyonlari olan piperasilin-
tazobaktamin MIiKso ve MiKgo degerleri 64/4 ve 256/4 pg/mL olarak belirlenmistir.
Seftazidim direngli P. aeruginosa izolatlarina karst en etkili antibiyotik grubunun CLSI
kriterlerinde duyarlilik sinir degerleri igerisinde olan kolitsin ve piperasilin-tazobaktam

oldugu goriilmiistiir.
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4.1.3. Biyofilm olusumu

Seftazidim direngli P. aeruginosa klinik izolatlarinin %0,25°lik TSB besiyerine
inokule edilerek 37 °C’de 48 saatlik inkiibasyondan sonra tiip ylizeyinde bir film tabakasini
olusturmas1 biyofilm pozitif reaksiyon olarak degerlendirilmistir (Gorsel 4.4). Kontrol sus
olarak biyofilm olusturmayan Escherichia coli ATCC 25922 ve giiglii sekilde biyofilm
olusturan Pseudomonas aeruginosa ATCC 15692 ile klinik izolatlar karsilastirilarak
biyofilm olusumu degerlendirilmistir. Yapilan degerlendirmelerle; seftazidim direngli P.
aeruginosa (n: 100) suslarmin tiipte biyofilm olusturmasi sonucunda, bu klinik izolatlarin
67’sinde (%67) biyofilm olusumu pozitif olarak bulunurken, 33’iinde (%33) biyofilm

olusumu negatif olarak belirlenmistir.

Gorsel 4.4. Tiipte biyofilm olusumu (22 numaral: izolatta yiiksek, 9 numaral izolatta orta, 1 numaral:
izolatta ise zayif derecede biyofilm olusumu degerlendirilmistir.

Seftazidim direngli P. aeruginosa klinik izolatlarinin 37 ©°C’de 24 saatlik
inkiibasyonundan sonra kristal viyole ile biyofilm olusturan tabakasi1 boyanarak 570 nm’de
absorbans Olglimii yapilmig ve biyofilm iiretimi kantitatif olarak degerlendirilmistir.
Mikrotitrasyon plaginda her klinik sus i¢in ii¢ kuyu tekrarli olarak calisilmis ve kuyularin
ortalamasi alinarak biyofilm degeri hesaplanmistir. E. coli ATCC 25922 susu negatif
kontrol, P. aeruginosa ATCC 15692 susu ise pozitif kontrol olarak degerlendirilmis ve
sonuglar bu suslarin absorbans degerlerine goére yorumlanmistir (Gorsel 4.5). Yapilan
6l¢tim sonrasinda; OD570<0,120 ise biyofilm negatif (-), OD570<0,240 ise zayif biyofilm
(+), OD570<0,500 ise orta derecede biyofilm (++) ve OD570>0,500 ise yiiksek derecede
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biyofilm (+++) iiretimi olarak degerlendirilmistir. Mikrotitrasyon plagi yonteminde yapilan
spektroskopik Olgiim sonucunda; seftazidim direngli P. aeruginosa (n: 100) suslarinin
76’sinda (%76) biyofilm olusumu pozitif olarak bulunurken, 24’tinde (%24) biyofilm

olusumu negatif olarak belirlenmistir.

E. coli P. aeruginosa
ATCC ATCC Klinik
Blank 25922 15692 izolatlar
A i S T

\ { \
- ) -

,ﬁ .\l.\_‘",\ﬂ

Gorsel 4.5. Biyofilm olusumunun belirlendigi mikrotitrasyon plagi

Hastane servisleri ile biyofilm olusumu arasindaki iliski kruskal wallis H testi ile
analiz edilmis ve istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmamstir (p>0,517). Fakat bu
servisler arasinda yogun bakim {initelerinden izole edilen bakterilerin biyofilm iiretimi
miktarmin (0,41 £ 0,36), gogiis hastaliklari {initelerinden izole edilen bakterilerin biyofilm
tiretim miktarina gore istatistiksel olarak daha fazla oldugu belirlenmistir (0,33 + 0,38)
(Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Mikrotitrasyon olusum degerleri bakimindan hastane servisleri arasindaki farkiihga iliskin
kruskal wallis H testi sonuclar:

Hastane servisleri Mik.rotitrasyon Kruskal Wallis H Testi
N [Mean | Median| Min | Max | Ss |SiraOrt.| H P

Yogun bakim 38 | 0,41 0,31 |0,0191|1,5116|0,36| 53,87
Gogiis hastaliklar 21 | 0,33 0,19 |0,0014|1,6274|0,38| 43,64
ﬁroloji 12 | 0,62 0,4 1]0,0104|2,5035|0,72| 56,75 4229 0517
I¢ hastahiklar: 8 | 0,69 0,39 |0,0448|2,3138|0,79| 58,88 ' '
Enfeksiyon hastaliklari| 6 0,55 0,37 |0,0048|1,7154|0,66 51
Diger 15 | 0,22 0,24 | 0,007 |0,4155|0,13| 41,9
Toplam 100 | 0,42 0,26 |0,0014 |2,5035 (0,47
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Sonuglar goglis hastaliklar1 servisinden izole edilen bakterilerin mikrotitrasyon
yontemi ile antibiyotik direncliligi ac¢isindan incelendiginde ise, biyofilm olusturan
izolatlarin, gentamisin antibiyotigine karsi direncliligi arasinda istatistiksel olarak anlamli
ilisgki bulunmaktadir (p<0,05). Biyofilm olusumu pozitif izolatlarin %29,41'inin ayni1

zamanda gentamisine kars1 direngli oldugu belirlenmistir (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. Gogiis hastaliklar: servisinden elde edilen izolatlarin gentamisin ile istatistiksel olarak iliskisi

Gogiis hastaliklar . .

- - — Ki Kare Test

Mikrotitrasyon Biyofilm : !

Negatif Pozitif Toplam .
; % ; % ; % Ki Kare P
Negatif | 4 100 5 29,41 9 42,86
Gentamisin | Pozitif 0 0 12 70,59 12 57,14 Fisher's exact 0,021

Toplam | 4 100 17 100 21 100

4.1.4. P. aeruginosa izolatlarinda slime faktor (biyofilm) iiretimi

Klinik 6rneklerin 18 saatlik taze kiiltiirleri alinarak, kongo kirmizi agarda 37 °C’de
24 saat inkiibe edildikten sonra biyofilm olusumlari incelenmistir. Parlak siyah koloni
olusturan izolatlarin biyofilm iiretimi pozitif, pembe renkli ya da renksiz koloni

olusturanlar ise biyofilm tiretimi negatif olarak degerlendirilmistir (Gorsel 4.6).

Gorsel 4.6. Kogo kirmizisi agarda inkiibe edilen izolatlarin slime faktor tiretimi: a) E. coli ATCC 25922
kirmizi koloni olusumu negatif kontrol, b) P. aeruginosa ATCC 15692 siyah koloni olusumu pozitif kontrol, c)
13. ornek slime faktor negatif ve d) 64. ornek slime faktor pozitif
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Hastane kokenli seftazidim direngli P. aeruginosa izolatlarinin (n: 100) 57’sinde
(%57) biyofilm pozitif olarak bulunmustur. Bu 57 izolatin 20’si (%20) zayif biyofilm, 14
tanesi (%14) orta diizeyde biyofilm, ve 23 tanesi (%23) kuvvetli diizeyde biyofilm olusumu
gostermistir. 43 (%43) izolatin ise biyofilm, olusumu negatif olarak belirlenmistir. Ayni
zamanda hastane servisleri ile biyofilm iiretimi arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki
bulunmaktadir (p<0,05). Yogun bakim {initesinin %73,68’i, gogiis hastaliklarinin
%42,86’s1, liroloji servisinin %25°1, i¢ hastaliklariin %62,5’1, enfeksiyon hastaliklarinin

%50’s1 ve diger servislerin %60’1nda biyofilm iiretimi pozitif olarak belirlenmistir (Tablo
4.8).

Tablo 4.8. Hastane servisleri ile biyofilm tiretimi arasindaki iliskinin ki kare test sonu¢lart

Hastane servisleri .

Yog Gogi i Enfeksiyon Ki Kare
Biyofilm ogun ogus i s ¢ . .
--y A bakim hastahklar Uroloji hastahiklar Hastaliklar: Diger Toplam Testl
uretimi _

nl % |[n| % |n|l%|N| % |n % n|l % | n| % k‘;'e D
Negatif | 10 | 26,32 | 12 | 57,14 | 9 | 75 |3 375 3 50 6| 40 | 43 | 43
Pozitif 28 | 7368 | 9 | 4286 | 3 | 25 |5 62,5 3 50 9|60 | 57 | 57 | , 0.045
Toplam |38 | 100 | 21 100 12 1100 | 8 100 6 100 é 100 | 100 | 100

*Hastane servisleri biyofilm tiretimi arasinda anlamly iligki (p<0,05)

4.1.5. P. aeruginosa izolatlarinda homoserin lakton iiretimi

Calismada kullanilan seftazidim direngli P. aeruginosa izolatlarinin HSL tiretimi X-
Gal varliginda indikator bir sus olan A. tumefaciens A136 ATCC no:51350 kullanilarak test
edilmistir.  Sonuglar P. aeruginosa ATCC 15692 susuyla karsilastirilarak
degerlendirilmistir (Gorsel 4.7). P. aeruginosa HSL iiretiyorsa agara difiize olur ve A.
tumefaciens’teki tra-1, lac-Z genlerini aktive eder. Seffaf, saydam koloniler yapan A.
tumefaciens’in aktivasyon sonucu renk degisikligi ile mavi pigmentasyon olusturmasi HSL
tiretildigini gostermektedir (Shaw, Ping ve Daly, 1997; Cha vd., 1998; Ravn vd., 2001).
Seftazidim direngli P. aeruginosa (n: 100) suslarinin 51’inde (%51) HSL olusumu pozitif

olarak bulunurken, 49°unda (%49) HSL olusumu negatif olarak belirlenmistir.

76



Agrobacterium tumefaciens A136 (ATCC no:51350)
Seftazidim direngli P. aeruginosa izolats

a)

Gorsel 4.7. P. aeruginosa izolatlarinda HSL tiretimi: a) 49. érnek X-Gal varliginda HSL iiretimi pozitif, b)11.
ornek X-Gal varliginda HSL tiretimi negatif.

4.1.6. P. aeruginosa izolatlarimin hareketlilik testleri

P. aeruginosa polar flagella ve Tip IV pili yapilar1 sayesinde hareket edebilen bir
mikroorganizmadir. Seftazidim direngli P. aeruginosa izolatlarinin hareket edebilme
yetenekleri titreme, kayma ve yiizme olmak iizere li¢ farkli yontemle test edilmistir.
[zolatlarin inkiibasyonunun ardindan inokulasyon noktasini gevreleyen boyanmis alanin
kenarinin merkezden uzakligi kumpas yardimiyla mm cinsinden Olgiilerek titreme
hareketinin miktar1 belirlenmistir. Seftazidim direngli P. aeruginosa (n: 100) izolatlarinin
67’sinde (%67) titreme hareketi gbzlemlenirken, 33’tinde (%33) titreme hareketi tespit

edilememistir (Gorsel 4.8).

= b) c)

Gorsel 4.8. P. aeruginosa izolatlarinda titreme hareketi: a) 96 ve 97 numaral: titreme hareketi pozitif
izolatlar, b) 55 ve 56 numarali titreme hareketi negatif izolatlar, C) titreme hareketi pozitif kontrol sug P.
aeruginosa ATCC 15692 ve negatif kontrol sus E. coli ATCC 25922.
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Izolatlarin inokulasyon noktasindan g¢evreye dogru olusan dallanmalarin merkeze
uzakligi, en az ii¢ farkli yerden Olciiliip ortalamalar1 alinarak kayma hareketi degerleri
Olgtilmiistiir. Seftazidim direngli P. aeruginosa (n: 100) suslarinin 54’tinde (%54) kayma
hareketi pozitif, 46’sinda (%46) kayma hareketi negatif olarak gozlemlenmistir (Gorsel
4.9).

a) b)

Gorsel 4.9. P. aeruginosa izolatlarinda kayma hareketi: a) Kayma hareketi pozitif izolatlar 31 ve 32
numarali ve negatif izolatlar 33 ve 34 numarali, b) Kayma hareketi pozitif kontrol sus P. aeruginosa ATCC
15692 ve negatif kontrol sus E. coli ATCC 25922.

Izolatlarin inokulasyon noktasini ¢evreleyen bulanik alanin kenarinin merkezden
uzakligt kumpas yardimiyla mm, cinsinden Olgiilerek yiizme hareketinin miktart
belirlenmistir. Seftazidim direngli P. aeruginosa (n: 100) suslarinin 76’sinda (%76) yiizme
hareketi gozlemlenirken, 24’{inlin (%24) yiizme hareketine sahip olmadig: tespit edilmistir
(Gorsel 4.10). Hareketlilik testlerinde gozlenen ve beklenen frekanslar arasindaki farkin

anlamli olup olmadig1 arastirmak i¢in ki kare testi yapilmistir (Tablo 4.9).

Gorsel 4.10. P. aeruginosa izolatlarinda yiizme hareketi: a) Yiizme hareketi negatif izolat 94 numarali yiizme
hareketi pozitif izolatlar 95, 96 ve 97 numarali, b) Yiizme hareketi pozitif kontrol sus P. aeruginosa ATCC
15692
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Tablo 4.9. Klinik érnekler ile hareketlilik testleri arasindaki iliski

Klinik ornekler

Hareketlilik testi | Balgam idrar |Trakea| Yara |Kan/Deri| Toplam KiKare Testi

ni % |n| % |[n| % |n| % [N| % N | % |KiKare| p
Negatif |11(37,93|5|1786| 7 [35|0| O |1 | 20 |24 | 24
Yiizme |Pozitif |18|62,07|23|82,14|13| 65 |18| 100 (4| 80 |76 | 76 * 0,026
Toplam | 29| 100 |28 | 100 |20|100|18| 100 | 5| 100 |100 |100

Negatif |16 [ 55,17 |17|60,71|10| 50 | 2 |11,11| 1 | 20 | 46 | 46
Kayma | Pozitif |13|44,83(11|39,29|10| 50 {16|88,89| 4 | 80 | 54 | 54 | 13,733 | 0,007
Toplam | 29| 100 |28 | 100 |20|100(18| 100 | 5| 100 |100 |100

e ———————————————————
Negatif |14 48,28 | 8 |28,57| 8 | 40 | 2 | 11,11 20 | 33| 33

Titreme | Negatif |15|51,72|20|71,43|12| 60 | 16|88,89 80 | 67| 67| 8,035 | 0,04
Toplam [29| 100 |28| 100 |(20|100|18| 100 |5 | 100 |100|100

FNY N

*Hastane servisleri biyofilm iiretimi arasinda anlaml iliski (p<0,05)

Klinik 6rnekler ile ylizme, kayma ve titreme hareketleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli 1iligki bulundugu goriilmiistir (p<0,05). Balgam Orneginin %62,07’si, idrar
orneginin %82,14’1, trakea orneginin %65°1, yara orneginin %100’ ve kan/deri kiiltiirii
orneginin %80’inde yilizme hareketi pozitif olarak belirlenmistir. Balgam 6rneginin
%44,83°1, idrar 6rneginin %39,29°u, trakea drneginin %50’si, yara érneginin %88,89u ve
kan/deri kiiltiirii 6rneginin %80’inde kayma hareketi pozitiftir olarak saptanmistir. Balgam
orneginin %51,72’si, idrar 6rneginin %71,43’{, trakea orneginin %60’si, yara Orneginin
%88,89’u ve kan/deri kiiltiirii 6rneginin %80’inde titreme hareketi pozitif olarak tespit

edilmistir.

4.1.7. P. aeruginosa izolatlarinda piyosiyanin miktariin 6l¢iimii

PB besiyerinde iiretilen P. aeruginosa izolatlarinin 5 mL’si 3 mL kloroform ile 3
saatte ekstrakte edilmis ve organik madde igeren kisim ayrilmistir (Gorsel 4.11a). Uzerine 1
mL 0,2 M HCl ilave edilerek piyosiyanince zengin faz ayrilmistir (Gorsel 4.11b). Ekstrakte
edilen kisimdaki piyosiyanin miktart OD 520 nm’de okunmustur (Gorsel 4.11c). Yapilan
islemde E. coli ATCC 25922 negatif kontrol, P. aeruginosa ATCC 15692 ise pozitif

kontrol olarak kullanilmis ve izolatlarla karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.
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Gorsel 4.11. P. aeruginosa izolatlarinda piyosiyanin miktarinin belirlenmesi; a) Kloroform
ekstraksiyonu ile ayrilan organik fazin goriintiisii, b) Piyosiyanince zengin organik faz goriintiisii ve
¢) Piyosiyanin miktarini belirlemek igin plakalar OD 520 nmde él¢iilmiistiir

Hastane kokenli seftazidim direngli P. aeruginosa izolatlarinin (n: 100) 65’inde
(%65) piyosiyanin iiretimi pozitif, 35 (%35) izolatin ise piyosiyanin iiretimi negatif olarak
belirlenmistir. Uroloji servisinden izole edilen seftazidim direncli P. aeruginosa
izolatlarindan biyofilm olusumu pozitif olanlarin %54,55’inin, piyosiyanin sonucunun da
pozitif oldugu belirlenmistir. Yogun bakim {initelerinden izole edilen ve biyofilm olusturan
P. aeruginosa’larin %69,7’sinde piyosiyanin iiretiminin pozitif oldugu goriilmiistiir. G6giis
hastaliklar1 servisinden izole edilen P. aeruginosa’larin %58,82’sinin de piyosiyanin

sonucu pozitif olarak belirlenmistir.

4.1.8. P. aeruginosa izolatlarinda elastaz miktari

P. aeruginosa’nin elastaz enzimini sentezleyebilme 6zelligi, substrat gorevi goren
elastin kongo kirmizisi araciligiyla analiz edilmistir. Elastin pargalanarak koyu kirmizi renk
almigtir ve OD 495 nm’de okunarak 6lgiim yapilmustir. Test sirasinda E. coli ATCC 25922
negatif kontrol, P. aeruginosa ATCC 15692 ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
Hastane kokenli seftazidim direngli P. aeruginosa izolatlarinin (n: 100) 66’sinda (%66)

elastaz iiretimi pozitif olarak bulunmustur. 34 (%34) izolatin ise elastaz iiretimi negatif

80



olarak belirlenmistir (Gorsel 4.12). Elastaz degerleri bakimindan hastane servisleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p<0,05). Yogun bakim {initelerinden
elde edilen oOrneklerin elastaz degerinin, enfeksiyon servisindekilere gore fazla oldugu

gbzlenmistir 0,13 + 0,21 (Tablo 4.10).

E. coli P aeruginosa
ATCC ATCC Klinik
Blank 25922 15692 izolatlar

Gorsel 4.12. Elastaz miktart plakalarin OD 495 nm’de 6l¢iilmesi ile belirlenmistir.

Tablo 4.10. Hastane servisleri ve elastaz arasindaki iligki (kruskal wallis H testi)

Hastane servisleri Kruskal Wallis H Testi
n | Mean | Median| Min | Max | ss |SiraOrt. H p
Yogun bakim 38 | 0,13 0,05 [0,0134|0,9857| 0,21 | 48,42
Gogiis hastaliklar 21 | 0,09 0,04 [0,0236|0,4458| 0,1 45,95
prolop 12 | 0,18 0,12 |0,0072| 0,605 | 0,17 | 65,17 11.202 | 0,048
Elastaz | I¢ hastahiklar: 8 0,2 0,11 |0,0212|0,6546 | 0,23 | 55,19
Enfeksiyon hastahklar1| 6 | 0,03 0,03 [0,0133| 0,045 | 0,01 | 21,92
Diger 15 | 0,16 0,09 |0,0258|0,6706| 0,2 59,33
Toplam 100 | 0,13 0,05 |0,0072(0,9857| 0,18 5-3

4.1.9. P. aeruginosa izolatlarinda proteaz iiretimi

P. aeruginosa’min  proteolitik enzim aktivitesine sahip olup olmadigim
degerlendirmek i¢in yapilmaktadir. Bu yontemle %2 yagsiz siit tozu iceren LB agara
inokiilasyon sonucunda bakteri kolonilerinin etrafinda olusan saydam zon dlgiilerek
degerlendirilmistir (Gorsel 4.13). Test sirasinda P. aeruginosa ATCC 15692 pozitif kontrol
olarak kullanilmistir. Proteaz testi sonucunda izolatlarin (n: 100) 88’inde (%88) proteaz

aktivitesi gézlemlenirken, 22’sinde proteaz aktivitesi negatif olarak belirlenmistir.
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Gorsel 4.13. P. aeruginosa izolatlarinda proteaz iiretimi: a) 52, 53, 54 ve 55 numaral: klinik izolatlar proteaz
pozitif, b) 9 numaral Klinik izolat proteaz negatif ¢) P. aeruginosa ATCC 15692 pozitif kontrol sus.

4.2. Molekiiler Analizler

GeneJET genomik DNA saflagtirma kiti kullanilarak elde edilen DNA 6rneklerine (n:
100) Nanodrop spektrofotometre ile miktar ve konsantrasyon tayini yapilmistir.
A260/A280 nm’de absorbansi 1,8-1,9 arasinda olan saf DNA ornekleriyle deneylere devam
edilmistir (Tablo 4.11).
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Tablo 4.11. Izole edilen DNA 'nin safligi ve konsantrasyonu

Ornekler 260/280 ng/uL Ornekler 260/280 ng/uL

1. Ornek 1,7 30,59 52. Ornek 1,846 25,09
2. Ornek 1,71 32,35 53. Ornek 1,800 34,41
3. Ornek 1,74 35,95 54. Ornek 1,738 32,64
4. Ornek 1,77 30,29 55. Ornek 1,633 35,49
5. Ornek 1,8 35,39 56. Ornek 1,958 36,47
6. Ornek 1,76 37,25 57. Ornek 1,725 4352
7. Ornek 1,74 28,04 58. Ornek 1,046 18,23
8. Ornek 1,74 42,35 59. Ornek 2,511 37,35
9. Ornek 1,75 35,29 60. Ornek 1,751 42,15
10. Ornek 1,765 10,78 61. Ornek 1,609 32,84
11. Ornek 1,72 57,35 62. Ornek 1,770 32,45
12. Ornek 1,793 57,16 63. Ornek 1,537 51,27
13. Ornek 1,846 150 64. Ornek 1,709 36,17
14. Ornek 1,849 11,3 65. Ornek 1,746 33,92
15. Ornek 1,799 57,94 66. Ornek 1,711 23,23
16. Ornek 1,847 62,25 67. Ornek 1,739 27,35
17. Ornek 1,885 84,22 68. Ornek 1,727 20,49
18. Ornek 1,833 82,55 69. Ornek 2,047 32,10
19. Ornek 1,834 106,9 70. Ornek 1,828 31,56
20. Ornek 1,744 25,1 71. Ornek 1,727 41,17
21. Ornek 1,712 78,73 72. Ornek 1,771 54,60
22. Ornek 1,763 73,73 73. Ornek 1,674 39,41
23. Ornek 1,68 36,47 74. Ornek 1,505 35,78
24. Ornek 1,741 4931 75. Ornek 1,921 4547
25. Ornek 1,822 273,1 76. Ornek 1,802 51,66
26. Ornek 1,833 30,39 77. Ornek 1,899 51,56
27. Ornek 1,724 40,98 78. Ornek 1,880 44,50
28. Ornek 1,607 29,71 79. Ornek 1,876 40,00
29. Ornek 1,705 34,71 80. Ornek 1,738 44,01
30. Ornek 1,742 6,471 81. Ornek 1,870 4264
31. Ornek 1,676 31,37 82. Ornek 1,720 30,98
32. Ornek 1,789 52,65 83. Ornek 2,157 41,96
33. Ornek 1,826 56,96 84. Ornek 1,805 40,98
34. Ornek 1,781 64,61 85. Ornek 1,769 34,01
35. Ornek 1,818 54,9 86. Ornek 1,806 31,07
36. Ornek 1,816 76,57 87. Ornek 1,645 30,39
37. Ornek 1,823 61,86 88. Ornek 1,666 43,92
38. Ornek 1,869 112,5 89. Ornek 1,699 27,45
39. Ornek 1,858 70,69 90. Ornek 1,739 47,84
40. Ornek 1,83 50,29 91. Ornek 1,704 35,00
41. Ornek 1,804 73,73 92. Ornek 1,753 40,58
42. Ornek 1,8 30,88 93. Ornek 1,817 22,74
43. Ornek 1,813 40,88 94. Ornek 1,761 20,09
44. Ornek 1,818 66,86 95. Ornek 1,738 44,31
45, Ornek 1,808 36,67 96. Ornek 1,758 25,98
46. Ornek 1,892 73,63 97. Ornek 1,818 37,84
47. Ornek 1,781 35,39 98. Ornek 1,594 28,23
48. Ornek 1,8 35,88 99, Ornek 1,750 42,74
49, Ornek 1,802 35,39 100. Ornek 1,807 37,64
50. Ornek 1,905 56,27 P. aeruginosa 15692 1,712 52,45
51. Ornek 1,736 37,84
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4.2.1. Quorum sensing genlerinin PZR ile belirlenmesi

4.2.1.1. QS intakt gen profillerinin belirlenmesi

QS intakt gen profillerini optimum sartlarda goriintiilemek icin yapilan iglemlerin
sonuglar1 Gorsel 4.14’de verilmistir. PZR amplifikasyonu i¢in uygun kosullar
saglayabilmek amaciyla yapilan magnezyum kloriir optimizasyonunda, 0,5-3 mM
konsantrasyon aralig1 calisilmistir. intak genlerin belirlenmesinde en iyi bant profili veren
1,5 mM (1,5 pL) MgCl> konsantrasyonu g¢alismalarda kullanilmistir (Gorsel 4.14a). PZR
amplifikasyonunda dNTP optimizasyonu 0,02-0,14 mM konsantrasyon araliginda
calistlmustir. Intakt genlerinin belirlenmesinde en iyi bant profili veren 0,08 mM (1 pL)
dNTP konsantrasyonu ¢alismalarda kullanilmistir (Gorsel 4.14b). Intakt genler icin optimal
primer baglanma sicakliginin belirlenmesinde 55-65 °C araligi kullanilmistir. Yapilan
optimizasyon c¢aligmasi sonucunda intakt genler i¢in en uygun baglanma sicakligi 60 °C

olarak belirlenmistir (Gorsel 4.14c¢).

1. Sl e A S S o i i | i b

c)

Gorsel 4.14. QS intakt genlerinin optimizasyon sonuglar: a) Intakt genler icin magnezyum kloriir
optimizasyon sonuglart b) Intakt genler icin ANTP optimizasyon jel goriintiisii
C)Primer baglanma sicaklik optimizasyonu jel gériintiisii (M: Marker)

QS mekanizmasi kontrolii altinda olan lasl intakt geni; hastane kokenli seftazidim
direngli P. aeruginosa izolatlarinin (n: 100) 96’sinda (%96) pozitif olarak bulunmustur.
4’tinde (%4) ise las | intakt geni negatif olarak belirlenmistir (Gorsel 4.15a). QS lasR intakt
gen bolgesi; P. aeruginosa izolatlariin (n:100) 91’inde (%91) pozitif olarak bulunurken,

9’unda (%9) ise lasR intakt geni negatif olarak belirlenmistir (Gorsel 4.15b).
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M K 51 0 %3 4 % %657 58 50 e

605 bg

725b¢

Gorsel 4.15. QS mekanizmasi kontrolii altinda olan las intakt sistemine ait gen bolgeleri, a) QS lasl
intakt geni (605 bg), b) QS intakt lasR geni (725 bg) jel goriintiisii.
(M: Marker 100 bg, K: Kontrol sus P. aeruginosa ATCC 15692)

QS rhll intakt gen bolgeleri seftazidim direngli P. aeruginosa izolatlarinin (n:100)
91’inde (%91) pozitif olarak, 9’unda (%9) ise rhll intakt geni negatif olarak belirlenmistir
(Gorsel 4.16a). QS rhiIR intakt gen bolgeleri ise izolatlarin 80’inde (%80) pozitif, 20’sinde
(%20) ise negatif olarak belirlenmistir (Gorsel 4.16b).

M K S1 52 53 54 55 56 57 58 59 60 \
354 55 56 51 58 59 60
730bg

625 bg

b)

Gorsel 4.16. OS mekanizmast kontrolii altinda olan rhl intakt sistemine ait gen bélgeleri a) OS rhil intakt
geni (625 bg), b) QS rhIR intakt geni (730 bg) jel goriintiisii.
(M: Marker 100 b¢, K: Kontrol sus, P. aeruginosa ATCC 1569).

4.2.1.2. QS internal gen profillerinin belirlenmesi

PZR amplifikasyonunda optimal kosullari saglayabilmek amaciyla magnezyum
kloriir i¢in 0,5-3 mM konsantrasyon araligi kullanilmis ve ¢alismalarda 2,5 mM (2,5 L)
MgCl, konsantrasyonu optimal olarak belirlenmistir (Go6rsel 4.17a). Yapilan optimizasyon
caligmasinda, 55-65 °C sicaklik araliginda internal genleri i¢in en uygun primer baglanma

sicakligr 59 °C olarak belirlenmistir (Gorsel 4.17b).
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5.7 56.5 576 590 60.7 622 633 642 650

a) b)

Gorsel 4.17. QS internal genlerinin optimizasyon sonuglart a) Internal genler i¢in magnezyum kloriir
optimizasyonu, b) Internal genleri i¢in primer baglanma sicaklik optimizasyonu (M: Marker)

QS mekanizmasi kontrolii altinda olan lasl internal geni P. aeruginosa izolatlarinin
95’inde (%95) pozitif, 5’inde (%5) ise lasl internal geni negatif olarak tespit edilmistir
(Gorsel 4.18a). Izolatlarm 95’inde (%95) lasR internal geni pozitif ve 5’inde (%5) lasR
internal geni negatif olarak kabul edilmistir (Gorsel 4.18b).

M K 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60

a)

Gorsel 4.18. OS mekanizmasi kontrolii altinda olan las internal sistemine ait gen bolgeleri a) QS internal lasl
gen bolgeleri (363 bg), b) QS internal lasR gen bolgeleri (362 bg)
(M: Marker 100 bg, K: Kontrol sus, P. aeruginosa ATCC 15692.
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QS mekanizmasi kontrolii altinda olan rhll internal geni P. aeruginosa izolatlarinin
(n:100) 90’ inda (%90) pozitif, 10” unda (%10) ise rhll internal geni negatif saptanmistir
(Gorsel 4.19a). QS rhIR internal genleri izolatlarin 90’ninda (%90) pozitif, 10’ unda (%10)
bu gen negatif olarak bulunmustur (Gorsel 4.19b).

.

M K 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 —
54 55 56 57 58 59 60

143 be 207 bg

a) b)

Gorsel 4.19. OS mekanizmasi kontrolii altinda olan rhl internal sistemine ait gen bolgeleri a) QS internal rhll
gen balgeleri (143 bg), b) internal rhiR gen bolgeleri (207 bg)
(M: Marker 100 b¢, K: Kontrol sus, P. aeruginosa ATCC 1569).

4.3. Hiicre Kiiltiirii Analizleri

3-0x0-C12-HSL sinyal molekiiliiniin hTERT-HPNE hiicreleri tizerine sitotoksik etkisi
yaygin olarak uygulanan MTT (hiicre canlilik) testi ile belirlenmistir. Hiicre canlilik
testlerinden biri olan MTT, tetrazolyum halkasinin mitokondriyal enzim olan siiksinat
dehidrogenaz enzim aktivitesiyle ¢oziinmeyen mor formazanlara doniisim prensibine
dayanmaktadir (Abe ve Matsuki, 2000; Fotakis ve Timbrell, 2006).

Optimizasyon sonucunda 100 plL’sinde 1x10* olacak sekilde belirlenen hiicrelerin
96’lik plakaya ekimleri yapilmistir. Materyal ve metotta belirtildigi gibi hiicreler 3-oxo-
C12-HSL’nin belirli dozlarima ve DMSO’ya 24, 48 ve 72 saat slireyle maruz birakilmistir.
MTT test sonuglarina gore; hTERT-HPNE hiicrelerinin 3,125 puM 3-0x0-Ci12-HSL ile 24
saat inkiibasyonu sonunda canlili§1 azalmaya baglamistir.

100 uM 3-0x0-C12-HSL ile 24 saat inkiibasyon sonunda ise canliligin en diisiik
seviyeye ulastig1 goriilmiistiir. 48 ve 72 saatlik test sonuglar1 dikkate alindiginda ise kontrol
grubuna gore hiicre sayisinda diizensiz bir artis gozlemlendigi igin ¢alismaya dahil
edilmemistir (Sekil 4.1).

Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde ise; 75 uM konsantrasyonu 24 saat
i¢in yaklasik ICso degeri olarak belirlenmistir. 50 uM ve 25 uM 3-0x0-C1o-HSL ile 24 saat

inkiibasyon sonunda hiicre canlili§i kontrol grubu hiicre ile kiyaslandiginda istatistiksel
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olarak anlamli fark oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Ayrica 3-0X0-C12-HSL’nin 12,5 uM
konsatrasyonununda hiicre sayisinda azalmaya sebep olmustur. Calismalara 3-0X0-Cio-
HSL’nin 12,5 uM, 25 uM ve 50 uM olmak iizere sitotoksik dozun altindaki ti¢ farkli
konsantrasyonla devam edilmistir (Sekil 4.2). ICso degeri olan 75 uM uygulanan hiicrelerin
morfolojilerinin degiserek hiicrelerin yiizeyden uzaklagmalarina bagli olarak RNA ve

protein izolasyonu yapilamadigi i¢in bu konsantrasyon ¢alismalara dahil edilmemistir.
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4 I I I
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DMEO Hiere 3125 625 125 13
kontrol kontrol

3-ox0-C,;,-H5L konsantrasyonu (pM)
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% Canhhk

Sekil 4.1. 3-0x0-C12-HSL 'nin hTERT-HPNE hiicrelerindeki canliiik analizi
*p<0,05 Kontrol grubu ile 3-0x0-C1o-HSL 'nin degisen dozlart uygulanan hiicreler arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklik vardir.

3-0X0-C12-HSL nin farkli konsantrasyonlariyla (3,125 uM, 6,25 uM, 12,5 uM, 25
uM, 50 uM, 75 pM, 100 uM) inkiibe edilen hTERT-HPNE hiicrelerinin morfolojisi ters-
faz mikroskop (Leica DM IL LED) ile incelenerek fotograflanmistir. Sekil 4.20a’da DMSO
kontrol grubu epitel benzeri nTERT-HPNE hiicrelerinin morfolojisi goriillmektedir. 50 uM,
25 uM ve 12,5 uM 3-0x0-C12-HSL ile 24 saat muamele edilen hiicrelerin kontrol grubu ile

karsilastirildiginda morfolojilerini kaybettigi ve hiicre sayisinda azalma oldugu goriilmiistiir
(Gorsel 4.20 b, c ve d).
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c) b

N

Gorsel 4.20. 3-0x0-C12-HSL uygulanan hTERT-HPNE hiicrelerinin ters faz mikroskobisi.

a) Kontrol hiicre grubunun morfolojisi (DMSO kontrol), b) 50 uM konsantrasyonda 3-0xo-Cy2-HSL ile

muamele edilen hiicreler, €) 25 uM konsantrasyonda 3-0X0-C12-HSL ile muamele edilen hiicreler,
d) 12,5 uM konsantrasyonda 3-0x0-Ci-HSL ile muamele edilen hiicreler. (X 20)

4.3.1. hnTERT-HPNE hiicrelerinde Cox-2 ve IL-8 gen ifadeleri

Farkli konsantrasyonlarda (12,5 uM, 25 uM ve 50 pM) 3-0x0-C12-HSL ile inkiibe
edilen hTERT-HPNE hiicrelerinden RNA izolasyonu gergeklestirildikten sonra RNA
miktarlar1 nanodrop cihaziyla 6l¢iilmiistiir. 260/230 oran1 1,7’den biiyiik ve 260/280 orant
= 2,0 olan saf RNA oOrnekleri calismaya dahil edilmistir (Tablo 4.12).

Tablo 4.12. Izole edilen RNA 'min safligi ve konsantrasyonu

RNA Htert-HPNE 50 uM 25 uM 12,5 uM DMSO
3-0x0-C12-HSL 3-0x0-C12-HSL  3-0x0-C12-HSL ~ Kontrol

260/280 | 1,89 2,09 19 2,05 1,94

png/mL 33,96 73,25 36,12 82,42 58,82
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Ayrica RNA ornekleri formaldehit jel elektroforezi aracilifiyla da belirlenmistir.
RNA o6rnekleri, formaldehit jel elektroforezi sonucu par¢alanmadan oldukga belirgin 28S
rRNA ve 18S rRNA bantlar1 olusturur. Ozelikle 28S rRNA bandi, 18S rRNA bandinin
yaklasik 2 kat1 kadar daha yogun parlaklik vermesiyle ayirt edilir. Bu oran total RNA’nin
parcalanmadan elde edildiginin en kesin gostergesidir. Spekstroskopik 6l¢iim sonucu RNA
konsantrasyonu istenilen diizeyde ¢ikmis Orneklerde herhangi bir kontaminasyona
rastlanmamustir. Formaldehit agaroz jel fotograflar1 incelendiginde ise 28S ve 18S
bantlarinin korundugu, toplam RNA’larda herhangi bir yapisal yikim olmadig1 goriilmiistiir

(Gorsel 4.21).

28S tRNA

185 tRNA

Gorsel 4.21. [zole edilen RNA érneklerinin formaldehit agaroz jel goriintiisii. 1. Kontrol hiicre grubu, 2. 50
UM, 3. 25 uM, 4. 12,5 uM konsantrasyonlarda 3-0x0-C12-HSL ile 24 saat inkiibe olan hiicrelerden izole
edilen RNA, 5. DMSO kontrol.

Kontrol grubu, fakli konsantrasyonlarda test maddesi (12,5 uM, 25 uM ve 50 uM 3-
0X0-C12-HSL) ve %0,1 DMSO uygulanan hiicrelerde Cox-2 ve IL-8 genlerinin ifadelerinin
analizleri ger¢ek zamanli PZR kullanilarak gerceklestirilmistir. Oncelikle gercek zamanl
PZR’da erime egrisi grafigi incelenmis, primer dimerlerin ve non-spesifik {irlinlerin

olusmadigi gosterilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.2. Gergek zamanli PZR 'da erime egrisi analizi

Gergek zamanli PZR yonteminde Ct (cycle threshold) degeri, floresan sinyal
miktarinin gozlemlenebilmesi i¢in gereken minimum degeri (esik degerini) gectigi dongii
sayisinin belirlemesi acisindan 6nemlidir. Yam Ct degeri ne kadar kiiciikse gen ifadesinin o
kadar erken dongiilerde baslamaktadir. Gen ifadesinin belirlenmesi i¢in 222T degerinin
bilinmesi gerekmektedir. Bu amagla asagida belirtilen islem basamaklar1 sirasiyla

gerceklestirilmistir (Livak ve Schmittgen, 2001).

v" Referans gene gore normalizasyon i¢in ACT degeri hesaplanmistir.

ACT = Ct (hedef gen) — Ct (referans gen).

v' Her primer grubu i¢in aymi verimliligi kabul etmek amaciyla AACT degeri
hesaplanmustir.

AACT = ACt(hedef gen) —ACt(referans gen)

v’ Ifade edilen genlerin up regiile ya da down regiile olup olmadigin1 2"22¢T degerinin

belirlenmesi ile analiz edilmistir.

Gergek zamanli PZR sonuglari analiz edildiginde, kontrol (%0,1 DMSO) grubu
hiicreler artan dozlarda (12,5 uM, 25 uM ve 50 uM) 3-0x0-C12-HSL uygulanan hiicreler ile

karsilastirildiginda Cox-2 ve IL-8 gen anlatimindaki artisin istatistiksel olarak anlamli
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oldugu belirlenmistir p<0,05 (Tablo 4.13 ve Sekil 4.7). Cox-2 geninin anlatim seviyesinin,
hiicrelere uygulanan {i¢ farkli dozdaki en yiiksek artisin kontrol grubu (100,00+,00) ile
karsilastirildiginda, 5 kathik artigla (522,47+67,17) 50 uM konsantrasyonunda 3-0X0-Cio-
HSL uygulanan hiicrelerde oldugu goriilmiistiir. IL-8 geninin anlatimindaki en yiiksek
artigin ise kontrol grubu ile karsilagtirildiginda (100,00+,00), 2 katlik artisla (236,40+23,66)
25 uM konsantrasyonunda 3-0X0-Ci2-HSL uygulanan hiicrelerden elde edildigi

gozlemlenmistir.

Tablo 4.13. p-aktin geni ile normalize edilen Cox-2 ve IL-8 anlatimindaki degisimler

Kontrol 50 uM 25 utM 12,5 uyM

(DMSO0) 3-0x0-C12-HSL 3-0x0-C12-HSL 3-0x0-C12-HSL
Cox-2 100,00+,00 | 522,47+67,17 293,09+25,79 235,25+15,33
IL-8 100,00+,00 179,53+35,38 236,40+23,66 160,55+23,01

P<0,05. + degeri standart sapmay1 gostermektedir.

1000

500 Cox-2

800

T

00 -
- 300
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w300
o
= 00
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o 1N
Eontrol 123 30
3-oxo-C-HSL Konsantrasyonu (uh)
a)
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450

400 In-&

350
300 «
B =0
S 200
:En 150
- 100
- -
2 B

125
3 -0x0-Cp-HSL kunsamraﬂ onu [pI\[]
b)

Sekil 4.3. hTERT-HPNE hiicrelerinde gen anlatim seviyeleri, a) Cox-2 gen anlatimi kat degisimi, b) IL-8 gen
anlatimi kat degigimi. * p<0,05
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4.3.2. nTERT-HPNE hiicrelerindeki Cox-2 ve IL-8 proteinlerinin analizi

hTERT-HPNE hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda (12,5 uM, 25 uM ve 50 uM) 3-
0X0-C12-HSL uygulandiktan sonra protein izolasyonu gergeklestirilmistir. Toplam protein
konsantrasyonu, indirgenen proteinlerin bisinkoninik asit (BCA) ile verdigi renk
reaksiyonlarinin spektrofotometrik olarak 562 nm’de Glgiilmesinin ardindan standart grafik
olusturularak 1 pg/uL olarak belirlenmistir (Gorsel 4.22). Protein tayini sonucunda elde
edilen protein konsantrasyonlar1 esit olarak belirlenmistir. Jelde bulunan her bir kuyucuga

esit olacak sekilde 25 pg protein yliklenmistir.

BSA
standartlar

Protein
oreklert

Gorsel 4.22. Bisinkoninik asit yontemiyle protein konsantrasyonunun belirlenmesi, B: Blank, 1: 2 ug/uL, 2:
1,5 ug/ul, 3: lug/ul, 4: 0,75 ug/ul, 5: 0,5 ug/ul, 6: 0,25 ug/ul, 7: 0,125ug/ul ve 8: 0,0025ug/uL. Protein
ornekleri DMSO kontrol, 50uM, 25 uM, 12,5uM ve hiicre kontrol. BSA: Bovin serum albiimin
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Sekil 4.4. BCA yontemi standart egrisi
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Western Blot analizi, 3-0x0-Ci12-HSL ile muamele edilen hTERT-HPNE hiicrelerinde
Cox-2 ve IL-8 proteinlerinin ifadesindeki degisimin gozlemlenmesi amaclanarak
yapilmistir. Housekeeping olarak kullanilan  B-aktinin - (43 kDa) hem farkh
konsatrasyonlarda 3-0x0-Ci2-HSL uygulanan hiicrelerde hem de kontrol (DMSO)
hiicresinde ifade edildigi goriilmiistiir (Gorsel 4.23).

12,5 pM 3-ox0-C,-HSL
5 pM 3-ox0-C),-HSL
50 pM 3-0x0-Cj-HSL

Hiicre Kontrol
DMSO Kontrol

-
-

p-aktin (43 kDa) ﬂ

Gorsel. 4.23. Cox-2 ifadesi Western Blot sonucu

Kontrol (%0,1 DMSO) grubu hiicre artan dozlarda (12,5 uM, 25 pM ve 50 uM) 3-
0x0-C12-HSL uygulanan hiicreler ile karsilastirildiginda Cox-2 proteinin ifadesindeki
artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir p<0,05 (Tablo 4.14 ve Sekil 4.6).
Cox-2 proteinin, hiicrelere uygulanan ii¢ farkli dozdaki en yiiksek artisin kontrol grubu
(100,00+,00) ile Kkarsilagtirildiginda 1,5 katlik artisla (151,38431,44) 12,5 uM

konsantrasyonunda 3-0x0-C12-HSL uygulanan hiicrelerde oldugu goriilmiistiir.

Tablo 4.14. p-aktin geni ile normalize edilen Cox-2 proteininin ifadesindeki degisimler

Western Kontrol 50 uM 25 uM 12,5 uM
Blot (DMSO) 3-0x0-C12-HSL 3-0X0-C12-HSL 3-0X0-C12-HSL
Cox-2 100,00+,00 143,16+21,49 135,02+29,95 151,38+31,44

P<0,05 + degeri standart sapmay1 gostermektedir.
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Sekil. 4.5. 3-0x0-C12-HSL ile muamele edilen hTERT-HPNE hiicrelerinde Cox-2 proteini kat degigimi

3-0x0-C12-HSL ile muamele edilen hTERT-HPNE hiicrelerinde IL-8 proteinin
Western Blot analizi sonucu gen ifadesindeki degisiklik goriintiilenememistir. Bu nedenle
Dot Blot yontemi ile analiz edilmistir.

Dot Blot sonucunda, IL-8 birincil antikoruyla isaretlenen 3-0x0-C1-HSL’nin farkli
konsantrasyonlart uygulanan (12,5 uM, 25 pM ve 50 pM) protein Orneklerinin
konsantrasyonlar1 analiz edilmistir. Kontrol grubu ile kiyasladigimizda konsantrasyona

bagl olarak IL-8 proteinin konsantrasyonunda artis gézlemlenmistir (Gorsel 4.24. ve Sekil
4.6).

12,5 pM 3-ox0-C1;-HSL
15 pM 3-0x0-Cp3-HSL
50 pM 3-o0x0-C13-HSL

2
£
=
o
e
=
S
3
=

DMSO Kontrol

Gorsel 4.24. IL-8 proteininin ifadesi Dot Blot sonucu.
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Sekil 4.6. 3-0x0- C12-HSL ile muamele edilen hTERT-HPNE hiicrelerinde IL-8 protein yogunlugu
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5. TARTISMA

5.1. izolatlarin Klinik Orneklere ve Hastane Servislerine gore Dagilim

Hastane kaynakli enfeksiyonlarin en sik rastlanan etkenlerinden biri olan P.
aeruginosa morbidite ve mortaliteyi arttiran antibiyotik direnci nedeniyle oOzellikle
bagisiklik sistemi baskilanmig hastalarda tedavisi gli¢ enfeksiyonlara neden olmaktadir.
Genel olarak nemli ortamlarda kolonizasyon olusturan P. aeruginosa, hastanelerde ¢ok
genis yasam alanina sahiptir. P. aeruginosa farkli viicut bolgelerinde yasam alan
olusturmakla birlikte solunum yoluna ait klinik 6rneklerden siklikla izole edilmektedir
(Chatterjee vd., 2016). Ozellikle ventilatorle iliskili enfeksiyonlarda rol oynamasina
ragmen Uriner sistem enfeksiyonlarinda da karsilasilan firsatgr bir patojen olarak
bilinmektedir (Ardi¢ vd., 2004; Berktas vd., 2011; Mittal vd., 2009).

Bu ¢alismada izole edilen P. aeruginosa suslari elde edildigi klinik 6rnekler agisindan
degerlendirildiginde; %49’unun (%29 balgam ve %20 trekea) solunum yolu ve ikinci
siklikta ise %28 oraninda idrar orneklerine ait oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.2). Hastalik
Kontrol ve Korunma Merkezleri tarafindan yayinlanan son raporda, genel olarak yogun
bakim {initelerindeki hastalardan izole edilen P. aeruginosa izolatlarinin %13 {iniin
solunum yoluna ait &rnekler oldugu belirtilmistir (Chatterjee vd., 2016). iran’da yapilan bir
calismada hastane kaynakli 500 izolat ¢alismaya dahil edilmis ve bu izolatlarin 150’si P.
aeruginosa olarak tanimlanmistir. Bu izolatlarin 92’si solunum yolu, 23’{ iiriner sistem
orneklerinden ve kalan 35 izolat ise diger klinik drneklerden izole edildigi bildirilmistir
(Jamshidi vd., 2009). Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada izole edilen 636 P. aeruginosa
izolatinin hastane servislerindeki dagilimi arastirilmig olup en yiiksek oranin %36 solunum
yolu orneklerinden balgama ait oldugu goriilmistiir. Daha Onceki yapilan ¢aligmalarda
oldugu gibi sonuglarimizda da P. aeruginosa’nin biiyiikk bir oranla solunum yoluna ait
orneklerden izole edildigi goériilmistiir. Bu durum gerekli sterilizasyon 6nlemlerinin tam
olarak alinmadig1 solunum cihazlarinda P. aeruginosa’nin kolonizasyon yaparak bir bulasi
etmeni olarak risk tasidigina isaret etmektedir.

Izole ettigimiz P. aeruginosa suslari, hastane servisleri bakimindan incelendiginde en
fazla %38’lik oranla yogun bakim iinitesinden, %21’lik oranla ikinci gogiis hastaliklar

tinitesinden, %12 oranla {iglincli sirada ise iiroloji iinitesinden izole edildigi goriilmiistiir
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(Tablo 4.1). Tirkiye’de hastane kaynakli P. aeruginosa enfeksiyonlariyla yapilan ¢ok
sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bunlardan biri olan genis ¢apli siirveyans ¢alismasinda, bir
yillik siire¢ igerisinde 307 P. aeruginosa izolati elde edilmistir. Bu izolatlarin hastane
servislerine gore dagilimi incelendiginde ise en yiiksek degerle 106 izolatin yogun bakim
tinitesinden izole edildigi belirtilmistir (Jones et al., 2005). Yapilan bagka bir ¢alismada ise
hastalik etmeni olan P. aeruginosa izolatinin %68,8’1i yogun bakim {initelerinden izole
edilmistir (Ozer vd., 2016). Diger bir calismayla Akgay vd., (2003) yogun bakim
tinitelerinden izole edilen bakterilerin %52’sinin P. aeruginosa oldugunu bildirmistir. Yurt
disinda da P. aeruginosa izolatinin Avrupa’da 17 {ilkeden 1417 yogun bakim {initesinin
dahil oldugu European Prevalence Infection in Intensive Care (EPIC) galismasinda, en sik
izole edilen bakterinin P. aeruginosa oldugu goriilmistiir (Samad vd., 2017). Harris vd.,
(2016) yapmis olduklar1 calismada, yogun bakim {initelerinde yatan 1840 hastanin 213
tanesinde P. aeruginosa’nin kolonizasyon olusturdugunu tespit etmistir. Literatiirde de
goriildiigii gibi P. aeruginosa siklikla yogun bakim iinitelerinden izole edilmistir. Bunun
nedeni firsat¢1 bir patojen olan P. aeruginosa yogun bakim iiniteleri gibi immiin Sistemi
baskilanmis hastalarin bulundugu servislerde kolaylikla kolonizasyon olusturmasi ile

agiklanabilir.

5.2. P. aeruginosa’nin Antibiyotik Duyarhhklari

Genis spektrumlu antibiyotiklerin yogun bakim, gogiis ve enfeksiyon hastaliklar
tinitelerinde asir1 ve bilingsiz bir sekilde kullanilmasi bu ortamda direngli ve ayni plazmid
paternine sahip mutantlarin seleksiyonuna yol agmaktadir (Chatterjee vd., 2016).

P. aeruginosa’nin birgok antibiyotige karst dogal direngli olmasinin yani sira tedavi
sirasinda ya da herhangi bir nedenle olusan mutasyonla antibiyotige direngli hale gelmesi,
son zamanlarda coklu ilag¢ direncini asan panrezistan suslarin ortaya ¢ikmasina neden
olmustur (Xiong vd., 2017). Ozellikle giiniimiizde 3. kusak sefalosporinler,
aminoglikozidler, karbapenemler, antipseudomonal penisilinler ve kinolon grubu
antibiyotikler tedavi i¢in kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalar, 3. kusak sefalosporinlerden
Ozellikle seftazidime kars1 bakteriyel direncinin arttigini gdstermistir. Bu direngin %55-
%83 arasinda degistigi ileri siiriilmiistiir (Kos, McLaughlina ve Gardner, 2016; Kuti vd.,

2015). Sefalosporinlere karsi artan bu direng¢ profilinin nedeninin dis zar gegirgenligindeki
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azalma, efluks pompa sistemi ya da sefalosporinaz enziminin asir1 sentezlenmesine bagl
olarak gelistigi bildirilmistir. Ancak Amerika’da yapilan baska bir ¢alismada ise
hastanelerin yogun bakim {initelerinden izole edilen P. aeruginosa izolatlarinin %14,9 gibi
daha diisiik bir oranla seftazidime karsi direngli oldugu bildirilmistir (Humphries vd.,
2017). Tiurkiye’de yaplan bir calismada hastanelerinin ¢esitli servislerinden 287 P.
aeruginosa izole edilmistir. S6z konusu ¢alismada bu izolatlarinin %39’unun seftazidime
kars1 direngli oldugu bildirilmistir. Ayn1 ¢alismaya gére yogun bakimdan izole edilen
suslarin ise %62’sinin seftazidime karsi diregli oldugu tespit edilmistir (Ak¢ay vd., 2003).
Bu c¢alisma sonucunda P. aeruginosa izolatlarmin 3. kusak sefalosporin olan seftazidime
kars1 %100 direncli oldugu gibi ilging bir sekilde yliksek oran bulunmustur. Burada
buldugumuz sonuglar Tiirkiye’de yapilan calismalarin sonuclarin1 destekler nitelikte
olmasina ragmen c¢ok daha yiiksek bulunmustur. Diger iilkelerdeki ¢alismalarin
sonuglariyla karsilastirdigimizda bu g¢alismada seftazidim direncinin 6nemli derecede
yiiksek olmasinin nedeninin antibiyotik kullanimi ile direng gelisimi arasindaki iliskiyle
birlikte, antibiyotige bagli olarak ortamdaki bakteri dagilimi ve diren¢ oranlarindan
kaynaklandigin1 diistinmekteyiz. Calisma sonucunda seftazidim direngli izolatlarin
karbapenem ve aminoglikozit antibiyotiklerine karsida yiiksek oranda direngli oldugu
gorilmiistiir.

Karbapenemler bilinen en genis spektrumlu B laktam grubu antibiyotiklerdir. Son
zamanlarda yapilan ¢alismalarla, P. aeruginosa’larda karbapenemazlarin varliginin
antibiyotik direngliligi ile ilgili oldugu bulunmusur (Fujimura vd., 2009; Rizek vd., 2014;
Yaman vd., 2014). Cok sayida karbapenem grubu antibiyotik bulunmakla birlikte, P.
aeruginosa kokenlerine karsi etkin antibiyotik olmalar1 agisindan imipenem ve meropenem
amprik tedavide siklikla kullanilmaktadir.

Bu calisma kapsaminda da imipenem ve meropenem direng profili analiz edilmis ve
izolatlarin %21 oraninda meropenem ve %33 oraninda ise imipeneme kars1 direncli oldugu
belirlenmistir.  Venezuella’da yapilan bir ¢alisma sonuglari bu c¢alisma ile
karsilagtirildiginda karbapenem direncinin yaklasik olarak %50 daha fazla oldugunu
gostermistir. S6z konusu bu ¢alismada hastanelerden izole edilen P. aeruginosa
izolatlarindaki karbapenem direncinin %66’lara kadar ¢iktigi goriilmiistiir (Labarca vd.,

2016). Brazilya’da yapilan bir ¢alismada hastaneden izole edilen karbapenem direngli 129
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P. aeruginosa izolatinin sadece 50 tanesinde karbapenemaz enziminin varligi tespit
edilmistir. Karbapenem direngliliginin dig zar proteinlerinin degisimi ve efluks pompa
sistemi ile iligkili olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Rizek vd., 2014). Boeckel vd., (2014)
yilinda yapmis olduklar1 bir derlemede ise karbapenem direncinin Amerika’da %35
oldugunu belirtmis, bu oranin Brazilya, Rusya, Hindistan, Cin ve Gliney Afrika’da yaklasik
olarak %76’ler gibi ¢cok yiiksek degerlere ulastigini bildirmislerdir.

P. aeruginosa tedavisinde kullanilan diger bir antibiyotik grubunu ise florokinolonlar
olusturmaktadir. Bu bakterilerin florokinolonlara karsi diren¢ kazanma mekanizmasinin
kromozomal mutasyonlara dayandigi bilinmektedir (Safarika vd., 2015). Bu ¢aligmada, P.
aeruginosa’nin florokinolon grubu antibiyotiklerden levofloksasine karsi direngliligi test
edilmis ve %38 oraninda bir diren¢ profili gosterdigi bulunmustur. Ulkemizde ise 9
merkezin katilimi ile yapilan ¢alismada, P. aeruginosa’nin %30 direng oranina sahip
oldugu goriilmiistiir. Ayrica yapilan baska bir ¢alismada idrar yollarindan izole edilen P.
aeruginosa izolatlarinda levofloksasin direncinin %31,5 oldugu bildirilmistir (Er, Sen ve
Altindis., 2015). Safarika vd., (2015) yapmis olduklari bir ¢alismada; Kanada’da 19 saglik
merkezinin yogun bakim {initelerinden izole edilen P. aeruginosa izolatlarinin florokinolan
antibiyotik grubundan olan levofloksasine kars1 %68 oraninda direngli oldugu belirtilmistir.
Bu calismada elde ettigimiz veriler lilkemizde elde edilen diren¢ oranlari ile benzerlik
gostermesine ragmen yurt disinda yapilan ¢alisma sonuclariyla karsilagtirildiginda daha
diisiik bir oran belirlenmistir. Bu durum, iilkemizde florokinolon grubu antibiyotiklerin
yurtdisina oranla daha az kullanildigini ve dolayisiyla bakterilerin bu antibiyotige karsi
daha diisiik direng profili sergiledigini gostermektedir.

Gilinlimiizde rasyonel olmayan antibiyotik kullanimi, hizla yiikselen antibiyotik
direncliligine yol agmaktadir. Sentezlenen yeni grup antibiyotiklerin direng oranlari ise giin
gectikce artmaktadir. Son zamanlarda, yeni grup antibiyotik sentezlemek yerine var olan
antibiyotiklerin  ¢esitli kombinasyonlar1  kullanilarak  sinerjik etki yaratilmaya
calisilmaktadir. P. aeruginosa’nin genomunun biiyiik olmasi nedeniyle birden ¢ok direng
paterni gelistirebildigi i¢in antibiyotik kombinasyonlarindan olumlu sonuglar alinmaktadir.
Ozellikle B-laktam/ p-laktamaz inhibitorii kombinasyonu icerisinde sefoperazon-sulbaktam
ve piperasilin tazobaktam antibiyotikleri P. aeruginosa kaynakli enfeksiyonlarda
kullanilmaktadir (Zelenitsky vd., 2016; Ak vd., 2016). Cesitli iilkelerde yapilan farkli
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caligmalarda P. aeruginosa’nin piperasilin-tazobaktam’a direnglilik oranlarnin Fransa’da
%22 (Bonten ve Weinstein 2002), Kanada’da %9,3, Amerika’da %16, Belgika’da %17
(Uzun vd., 2012) oldugu rapor edilmistir. Yapmis olan bir derlemede SENTRY
antimikrobiyal siirveyans programinda Avrupa ve Latin Amerika iilkelerinde ve HITIT-2
antimikrobiyal siirveyans programinda Tiirkiye’de piperasilin-tazobaktamin en etkili
antibiyotik oldugu belirlenmistir (Uzun vd., 2012). Piperasilin-tazobaktam ise yurt dis1 ve
yurt icinde yapilan siirveyans calismalarda etkin antibiyotiklerden biri olarak
kullanilmaktadir. Bu ¢alismada ise p-laktam/ p-laktamaz inhibitérii kombinasyonu
antibiyobiklerden piperasilin tazobaktam kullanilmis ve yukarida belirtilen literatiirlerle
benzer sonug olarak direnglilik paterni %16 olarak belirlenmistir.

P. aeruginosa’nin direngliligini test ettigimiz baska bir antibiyotik olan kolistin
(polimiksin E) antibiyotigi, Gram negatif bakterilerin dis zarinda bulunan anyonik yapidaki
lipopolisakkaritlere baglanip zar gegirgenligini bozarak bakterileri inhibe etmektedir.
Giintimiizdeki ¢aligmalar P. aeruginosa’nin kolistine yiiksek oranda duyarli oldugunu
gostermektedir. Bu ¢alismada ise hastanenin gesitli iinitelerinden elde edilen P. aeruginosa
izolatlarina kars1 kullanilan en etkili antibiyotigin kolistin oldugu bulunmustur. Bu sonug
%1°lik direng profili olusturmasiyla literatiirii destekler niteliktedir. Tiirkiye’de yapilan ¢cok
yeni c¢alismalar bulunmaktadir. Bunlardan bir tanesinde, Ankara, Egitim Arastima
Hastanesi’nin yogun bakim tinitelerinden elde edilen P. aeruginosa izolatlarina uygulanan
diger antibiyotiklere kars1 kolistinin yliksek oranda duyarli oldugu belirtilmistir (Varigh
vd., 2017). Yapilan baska bir ¢alismada ise klinik izolatlarin kolistin antibiyotigine kars1
%7 oraninda direng profili sergiledigi bildirilmistir (Durmaz ve Ozer, 2015). Ornegin gesitli
tilkelerde yapilan yapilan c¢aligmalarda ¢oklu ilag direnci gosteren P. aeruginosa
izolatlarindan kaynaklanan enfeksiyonlarda, en etkili antibiyotigin kolistin oldugu
bildirilmistir (Haworth vd., 2014; Neang vd., 2015; Yamagishi vd., 2017; Wi vd., 2017).

Aminoglikozid grubu bir antibyotik olan gentamisin ise P. aeruginosa kaynakli
enfeksiyonlarda  kullanilan  bir  diger antibiyotiktir. Fakat son zamanlarda
aminoglikozidlerin nefrotoksik ve geri doniisiimsiiz ototoksik yan etkilerinden dolay1 ¢ok
tercih edilmemeye baslanmistir (Kang vd., 2017). Bu c¢alismada da gentamisinin P.
aeruginosa iizerindeki antibakteriyel etkisi test edilmistir. Klinik izolatlarin %32 oraninda
direng profili sergiledigi goriilmiistiir. Ulkemizde gdze ¢arpan bir ¢alismada klinik kdkenli
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P. aeruginosa izolatlarinin bu ¢alismadaki sonuglardan farkli olarak yaklasik iki kat daha
fazla gentamisine direngli oldugunu bulmuslardir. S6z konusu calismada gentamisin
direngliliginin %70 oldugu bildirilmistir (Duman vd., 2012). Yurt disinda yapilan bir
calismada P. aeruginosa izolatlar1 gentamisine karsi %40,5 oraninda direng profili
sergilerken (Ameen vd., 2016), baska bir ¢alismada ise P. aeruginosa’nin gentamisin
direnci %91,3 gibi bir oranla ¢ok yiiksek oldugunu gormiislerdir (Hombach vd., 2017).

Antipseudomonal antibiyotik olarak kullanilan ve aminoglikozid grubu olan bir diger
antibiyotik ise tobramisindir. Bu ¢alismada P. aeruginosa tobramisine karsi %25 oraninda
direncli bulunmustur. Ulkemizde yapilan bir ¢alismada 665 P. aeruginosa izolatinin gesitli
antibiyotiklere karst in vitro duyarliliklari test edilmis olup, izolatlarin tobramisine karsi
%77 oraninda direngli oldugunu bulmuslardir (Diindar ve Sonmez, 2009). Dikkat ¢eken
bagka bir ¢alima sonuglarina baktigimizda klinik kdkenli P. aeruginosa izolatlar1 %91 gibi
yiiksek bir oranla tobramisine kars1 direncgli oldugu bildirilmistir (Kirecci ve Seving, 2008).
Ulkemizede yapilan bu yiiksek sonuglardan farkli olarak yapilan bir galismada ise hastane
kaynakli P. aeruginosa enfeksiyonlarinda en etkili antibiyotik grubunun %11,4’liik
duyarlilik oraniyla tobramisin olarak belirlenmistir (Giiltekin vd., 2014).

Sonug olarak P. aeruginosa izolatlarinin farkli hastanelerde hatta bir hastanenin farkli
servislerinde bile kullanilan antibiyotigin yogunluguna ve ¢esidine gore farkli direng profili
sergiledigi gortilmiistiir. Bu durumdaki farkliligin izolatlarin elde edildigi hastanenin P.
aeruginosa kaynakli enfeksiyonlarda kullandigi antibiyotiklerle ilgili oldugunu
diisinmekteyiz. Bu nedenle her hastanenin antibiyotik diren¢ gelisimi siirekli olarak takip
edilmelidir. Akilci antibiyotik kullanim politikas: takip edilerek antibiyotikler bireye 6zgii
karar verilip, antibiyotik duyarlilik testlerinin sonuglarina gore uygulanmalidir. Boylece
antibiyotik ~ direng¢  probleminin  Oniine  gegilebilmesine  katki  saglanabilecegi

diistiniilmektedir.

5.3. Biyofilm Olusumu

P. aeruginosa’nin daha oncede bahsedildigi gibi bir¢ok antibiyotige karsi dogal
direngli olmasmin yani sira bakterinin biyofilm olusturabilme yetenegi antibiyotik
direncliliginde rol oynayan oOnemli bir mekanizmadir. Biyofilm tabakasi antibiyotik

penetrasyonunu azalttigi icin antibiyotikler bakterilere ulasamaz. Ayn1 zamanda
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esktraselliiler matriks icerisinde gomiili halde olan bakteriler birbirlerine yakin halde
bulunduklar i¢in direng genlerinin aktarilmasi ¢ok daha hizli olarak gergeklesir (Perez vd.,
2016).

Asint antibiyotik kullaniminin ekzopolisakkarit aljinat iiretimini arttirarak, mukoid
Ozellikte izolatlarin olusumuna neden oldugu ve bakterilerin biyofilm iiretimini tetikledigi
belirtilmistir (Karaman vd., 2010; Deziel, Comeau ve Villemur, 2001). Bu duruma 6rnek
olarak Brazilya’da yapilan 157 klinik izolatla yapilan calismada, izolatlar arasindan
metallo-p-laktamaz iireten izolatlarin karbapeneme direngli oldugu ayrica adeziv 6zellikte
oldugu ve tamammin biyofilm trettigi gosterilmistir (Goncalves vd., 2017). Biyofilm
olusturan izolatlarin antibiyotiklere kars1 bin kat daha fazla direncli oldugunu gosteren
cesitli ¢alismalar bulunmaktadir (Perez vd., 2016; Chatterje vd., 2017; Sabaeifard vd.,
2017).

P. aeruginosa’nin biyofilm olusumu farkli yontemlerle belirlenmektedir.
Mikrotitrasyon ve hiicre akis yontemleri, absorbans dl¢liimiine dayanmakta olup kantitatif
sonuglar elde edilmekte, tiip yonteminde ise biyofilm olusumu Kkalitatif olarak
belirlenmektedir (Sharvari ve Chitra 2012; Perez vd., 2016). Bu c¢alismada ise hastane
kaynakli 100 P. aeruginosa izolatinin biyofilm olusumu tiipte biyofilm olusumu ve
mikrotitrasyon yOntemleriyle test edilmistir. Izolatlarm %67’sinde tiipte biyofilm
yontemine ve ayni izolatlarin %76’sinda ise mikrotitrasyon yontemine gore pozitif oldugu
belirlenmistir. Bu oransal farkliligin nedeninin kantitatif bir yontem olan mikrotitrasyon
yonteminin, kalitatif bir yontem olan tiipte biyofilm yontemine goére daha gegerli
olmasindan kaynaklandigimi diisiinmekteyiz. Tiirkiye’de yapilan bir ¢caligmada ise solunum
yoluna ait klinik 6rneklerden elde edilen 60 P. aeruginosa izolatinin biyofilm olusturma
ozelligi tiip yontemi ile test edilmistir. Calismaya dahil edilen bu izolatlarin biyofilm
dretimi %33,3 (20/60) oraninda bulunmustur. Ayni zamanda bu calismada biyofilm
olusturan 20 izolatin slime faktdr iireterek mukoid 6zellikte koloni morfolojisi gosterdigi de
bildirilmistir (Coban vd., 2009). S6z konusu ¢alismaya benzer sekilde bizim ¢alismada da
solunum yolundan izole edilen bakterilerin diger klinik drneklere gére daha yiiksek oranda
biyofilm iiretimine sahip oldugu belitlenmistir. Ustelik bu c¢alismada izolatlarin
aminoglikozid grubuna ait bir antibiyotik olan gentamisin direnci ile biyofilm iiretimi

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmustur (p<0,05). Bu durumun nedeninin
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biyofilm icerisindeki bakterilerin yavas biiylimesi ve biyofilm tabaninda azalan oksijen
miktar1 gibi faktorlerden kaynaklandigi sdylenebilir. Ozellikle aminoglikozit grubu
antibiyotiklere kars1 direncin, pozitif yikli aminoglikozitlerin negatif yikli aljinat
polimerlerine baglanmasiyla birlikte antibiyotik penetrasyonu i¢in bir bariyer yapmasiyla
iliskili oldugu diisiiniilebilir. Ayn1 zamanda bu ¢alismada, Klinik izolatlar slime faktor
yoniinden de incelenmis, gégiis hastaliklari {initesinden elde edilen izolatlarin %42,86s1
mukoid o6zellikte koloniler olusturup, slime faktor pozitif olarak degerlendirilmistir.
Tiirkiye’de yapilan baska bir ¢alismada klinik P. aeruginosa izolatlar: direngli ve duyarli
izolatlar olmak tizere iki grup altinda incelenmistir. Duyarli P. aeruginosa izolatlarinin
biyofilm olusumu %40, direngli izolatlarin ise %42,8’lik daha yiiksek oranla biyofilm
olusturabildikleri test edilmistir (Aktas vd., 2005). Amerika’da yapilan bir ¢aligmada;
hastanenin ¢esitli tinitelerinden elde edilen ¢oklu ilaca direngli P. aeruginosa izolatlarinin
(n:50) biyofilm iiretimi mikrotitrasyon yontemi ile test edilmis ve biitiin izolatlarin biyofilm

olusturdugu bildirilmistir (Perez vd., 2016).

5.4. Quorum Sensing ve Viriilans Faktorler

P. aeruginosa’nin biyofilm olusturabilmesi ve viriilans faktorlerini tiretebilmesi QS
mekanizmasinin  kontrolii altindadir. QS mekanizmasinda rol oynayan lasl/lasR ve
rhll/rhIR genlerinin HSL sentezinde 6nemli rol istlendigi bilinmektedir. Artan bakteri
poplilasyonuna bagl olarak esik seviyeye ulasan HSL miktar1 diger bakteriler tarafindan
algilanarak ilgili viriilans faktorleri sentezlemesinde rol oynar (Silva vd., 2014).

Bu ¢alismada, P. aeruginosa’nin konakg¢i savunmasina karsi gelistirdigi HSL,
piyosiyanin, elastaz ve proteaz gibi dnemli viriilans faktorler test edilmis ayrica biyofilm
olusumunda P. aeruginosa izolatlarinin bir yiizeye yapismasi ve kolonizasyonunda 6nemli
olan hareket edebilme 6zelligi QS yoniinden degerlendirilmistir. P. aeruginosa’nin hayati
tehdit eden enfeksiyonlar olusturmasinin temel nedeni ¢ok sayida viriilans faktore sahip
olmasidir. Bu nedenle enfeksiyonlarin kokenine inebilmek ic¢in sahip oldugu viriilans
faktorlerin bilinmesi gerekmektedir.

Calismada izolatlar HSL bakimindan degerlendirildiginde; 51 izolatin HSL
tretiminin pozitif, 49 izolatin ise HSL {iretiminin negatif oldugu bulunmustur. HSL sinyal

molekiilii iretmeyen izolatlarin ise elastaz ve piyosiyanin gibi diger viriilans faktorlerini
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trettigi  goriilmiistiir. Benzer sonuglar Erickson vd.,’nin (2002) yaptig1 ¢alismada; P.
aeruginosa’nin HSL iiretim miktarmin belirlenmesi i¢in optimum kosullar saglanmasina
ragmen bazi izolatlarin HSL irettigi goriilmiis, bazi izolatlarda ise HSL {iretimine
rastlanilmamistir.  Aymi  ¢alismada izolatlar viriilans faktor iretimi bakimindan
degerlendirilmistir. Fakat HSL {iretemeyen izolatlarin proteaz, piyosiyanin ve elastaz
viriilans faktorlerini liretebildigi tespit edilmistir. Bu sonuglar Tinaz vd., nin (2005) yapmis
oldugu ¢aligma verileriyle baz1 farkliliklar gostermektedir. S6z konusu ¢alismada incelenen
50 P. aeruginosa izolatinda HSL iiretimi pozitif olarak bulunmustur. Fakat bunlarin
bazilarinda viriilans faktor sentezlenmedigi bildirilmistir. Yapilan literatiir taramalari
sonucu, viriilans faktorlerin iiretimi genellikle QS mekanizmasi kontrolii altinda olan HSL
sinyal iletim molekiillerine dayandirilmaktadir. Fakat bir bakterinin viriilans faktorlerinin
degerlendirilmesinin temelinde yatan mekanizmanin sadece sinyal molekiillerin olmadigina
yonelik sonuglarin  bulundugu c¢alismalarda bulunmaktadir. Cilinkii sinyal iletim
mekanizmasindaki herhangi bir bozukluk sonucu bile bakteri izolatlar1 viriilans faktor
sentezleyerek konakta enfeksiyon olusturabilecegi ileri siiriilmektedir (Ulusoy, 2007).
Yapilan ¢esitli hayvan ¢alismalarinda; P. aeruginosa’nin QS mekanizmasinda gorev alan
genlerde meydana gelen herhangi bir mutasyonun, viriilans faktorlerin bircogunun kaybina
neden oldugu bildirilmistir (Pearson vd., 2000; Silva vd., 2014; Chugani ve Greenberg,
2014). Fakat son zamanlarda yapilan ¢alismalarda; P. aeruginosa’da sadece lasl ve rhi
sistemler’inin olmadigi bunun disinda kinolon sisteminin de bulundugu gosterilmistir
(Kohler vd., 2014; Viducic vd., 2017). Dolayisiyla viriilans faktor tiretimindeki azalmanin
sadece las ve rhl sistemlerine bagli olmadigimi birden ¢ok mekanizmadan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Bakterinin bulundugu ¢evresel kosullarin viriilans faktorlerin ifade edilmesinde
onemli rol oynadig1 bilinmektedir (Schaber vd., 2004). P. aeruginosa tarafindan sekonder
metabolit olarak iiretilen piyosiyanin pigmenti, mavi-yesil renkte olan 6nemli bir viriilans
faktordiir. Yapilan calismalar piyosiyaninin hiicre solunumunu inhibe ettii ve al-proteaz
inhibitoriinii de etkisizlestirerek akcigerlerde hasara sebep oldugunu ortaya koymustur
(Karatuna ve Yagci, 2008). Bu c¢alismada ise hastane kokenli seftazidim direngli P.
aeruginosa izolatlarinin (n:100) 65’inde (%65) piyosiyanin iretimi pozitif ve 35

(%35)’inde ise negatif olarak belirlenmistir. Klinik 6rnekler ag¢isindan degerlendirildiginde
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ise literatiirle benzer sekilde piyosiyanin iiretimini yogun bakim, gdgiis hastaliklari ve
tiroloji servisinden elde edilen enfeksiyon riski tagiyan izolatlar olusturmustur. Piyosiyanin
tiretiminin arastirilmasina yonelik ¢esitli ¢alismalar yapilmistir. Bunlardan bir tanesi Silva
vd.,’nin (2014) yaptig1 kistik fibrozisli hastalarin solunum yolundan elde ettigi P.
aeruginosa izolatlarmin piyosiyanin tiretim miktarlarini belirlemis ve trekeal aspirat klinik
orneklerinden izole edilen bakterilerin yiliksek oranda piyosiyanin olusturdugunu
bildirmistir. Yapilan bagka bir ¢alismada ise farkli nislere sahip (toprak, su ve gesitli Klinik
ornekler) 63 P. aeruginosa izolatin 43’{iniin yiiksek oranda (9,3 ve 5,9 ug/mL) piyosiyanin
urettigi ve Ozellikle klinik 6rneklerden iiroloji servisinden elde edilenlerde bu oranin daha
yiiksek oldugu saptanmistir (El-Fouly vd., 2015). Sonuglarin ¢esitli klinik 6rneklere bagli
olarak farkli miktarlarda piyosiyanin tiretilmesinin temel sebebinin, degisen gevresel
kosullara bagli olarak bakterilerin farkli fenotip Ozelliklerinden kaynaklandigi
distiniilmektedir.

Literatlirde piyosiyanin iiretimi ile QS mekanizmas1 arasindaki iligkiyi inceleyen
caligmalar da bulunmaktadir (Dietrich vd., 2006). Piyosiyanin iiretimini diizenleyen QS
mekanizmasinda gorev alan sinyal molekiillerinin oldugu ve iiretimi dogrudan rhl sistemi
tarafindan kontrol edildigi bildirilmektedir. Fakat rhl sisteminin aktif hale gelebilmesi i¢in
oncelikli olarak las sisteminin etkin olmasi gerekmektedir (Schaber vd., 2004; Kievit ve
Iglewski, 2000). Bu ¢alismada ise rhl sisteminde bulunan herhangi bir genin eksikliginde,
solunum yolu ve gogiis hastaliklarindan izole edilen 6rneklerde, piyosiyanin liretiminin ¢ok

diisiik miktarda oldugu ya da hig tiretilmedigi gozlemlenmistir.

S6z konusu durum oOnemli bir diger viriilans faktdr olan elastaz iiretiminde de
gorilmistlir. Bu ¢alismada elastaz {iretimi %66 oraninda belirlenmistir. Hastane servisleri
arasinda istatistiksel olarak fark bulunmakla birlikte (p<0,05), yogun bakim iinitelerinden
elde edilen solunum yolu orneklerinin elastaz degeri, enfeksiyon servisindekilere oranla
anlamli derecede yiiksek olarak bulunmustur. Literatiirde elastaz {iretimi ve QS arasindaki
iliskiyi inceleyen birgok ¢alismaya rastlanmistir (Karatuna ve Yagci, 2010; Szamosvari vd.,
2016; Criq vd., 2017). Woods vd., (1986) yapmis olduklar1 ¢alismada yara, idrar, trekeal
aspirat ve kan gibi farkli klinik 6rneklerden elde edilen P. aeruginosa izolatlarinda viriilans

faktor bakimindan farkliliklar aragtirilmigtir. Akut pndmoni hastalarinin izolatlarinda diger
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klinik 6rneklere oranla yiiksek diizeyde elastaz iiretimine rastlamislardir. Kistik fibrozisli
hastalarin balgamlarindan izole edilen klinik drneklerde ise elastaz ve proteaz miktarlarinin
daha diisiik oranda oldugunu bildirmislerdir. Bir diger ¢alismada ise P. aeruginosa kaynakli
akciger patogenezlerinde elastaz liretiminin arttigi ve solunum yolu 6rneklerinden elde
edilen P. aeruginosa izolatlarinda %76 oraninda elastaz iretimi oldugu bildirilmistir
(Karatuna, 2008). Schaber vd.,’nin (2004) yaptiklari bir ¢alismada; farkli enfeksiyonlardan
elde edilen P. aeruginosa 200 izolatinin elastaz olusumunu arastirmis ve QS mekanizmasi
sorunlu 5 izolatin elastaz iiretmedigini gostermistir. Ayrica dogrulama testleri yapilmis,
elastin kongo kirmizisi kullanilarak kantitatif bir veri elde etmek igin bu izolatlarin
stipernetantlarinin absorbanslart dl¢tilmistiir. Ayrica LasB 6zgiil antikorlar kullanilarak
immiinblotlama yOntemiyle elastaz aktivitesi belirlenmeye c¢alisilmis fakat elastaz
aktivitesine rastlanmamistir. Yapilan literatlir taramasi, elastaz iretiminin de QS
mekanizmasinin denetimi altinda oldugunu gostermistir.

P. aeruginosa’ya ait énemli bir diger viriilans faktdr ise proteazdir. Ozellikle akut
akciger enfeksiyonlarinin baglangic asamalarinda fibrinin erimesinde rol oynayarak
enfeksiyonlarin ilerlemesine neden olur. Ayrica elastaz gibi doku biitlinligiiniin
bozulmasina sebep olarak bakterilerin dokular arasinda kolonizasyonunu saglamaktadir
(Magin vd., 2017). Karatuna, ‘nin (2008) yapmis oldugu calismada 16 izolat1 ¢alismaya
dahil etmistir. PZR analizi sonucu bu izolatlardan 9’unun QS genlerinin pozitif oldugu
belirlenmistir. Bu 9 izolatin proteaz iiretimi kontrol grubuyla karsilastirildiginda esik
degerinin lizerinde bulunmus, bir izolatin ise QS genleri pozitif olmasina ragmen proteaz
tiretmedigi bildirilmistir. QS gen ya da genleri bulunmayan 7 izolatin yogun bakim initesi
hastalarina ait oldugu ve antibiyotik tedavisi gérdiigli bildirilmistir. Bu tez calismasinda ise
proteaz testi sonucunda izolatlarin (n: 100) 88’inde (%8&8) proteaz aktivitesi pozitif,
22’sinde negatif olarak belirlenmistir. Proteaz aktivitesi pozitif olan izolatlarin solunum
yoluna ait klinik 6rnekler oldugu belirlenmistir.

P. aeruginosa’nin hiicreler arasi sinyal iletiminde, yiizeye tutunarak kolonizasyon ve
biyofilm olusturabilmesinde 6nemli rol oynayan bir diger viriilans faktorii ise hareket
edebilme 6zelligidir. Flajel araciliiyla olan yiizme hareketi, Tip IV pili araciliiyla olan
titreme hareketi ve flajel ile Tip IV pili kombinasyonuyla gergeklesen kayma hareketi

olmak tizere ti¢ farkli tip 6zellige sahip bir bakteridir. QS ile motilite arasindaki iliskinin
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incelendigine yonelik literatiirde farkli ¢alismalar yapilmistir (Schaber vd., 2004; Harmer
vd., 2013; Magin vd., 2017). Schaber vd.,’nin (2007) yapmis olduklari calismada; QS
mekanizmasinda meydana gelen herhangi bir problemin bakterinin titreme ve kayma
hareketini belirgin sekilde etkiledigi bildirilmistir. Hareket yetenegini kaybeden izolatlarin
ise invazyon 0zelligini kaybederek olgun biyofilm yogunlugunun belirgin sekilde dagilarak
azaldigin1 kayit etmiglerdir. Dikkat ¢eken bagka bir ¢alismada ise lasl ve rhll gen bolgeleri
hatali olan kii¢lik koloni varyantlarinin titreme ve yiizme hareketi yapamadigini ve bu gen
bolgelerinin bakterinin hareket yetenekleri ile iliskili oldugunu tespit edilmistir (Deziel,
Comeau ve Villemur, 2001). Bu ¢alismada ise las ve rhl genlerinin bulunmadigi P.
aeruginosa izolatlarinin kayma ve ylizme hareketlerini kaybettikleri ya da kontrol grubu
izolatla kiyasladigimizda hareket yeteneginde azalmanin oldugu goriilmiistiir.

P. aeruginosa’da tanimlanan las ve rhl sisteminin baglantili bir sekilde ¢alisarak 3-
0X0-C12-HSL ve C4-HSL sinyal molekiillerinin sentezlenmesinden sorumlu oldugu
bildirilmistir. Literatiirde P. aeruginosa’da bulunan QS sistemine ait intak ve internal lasl,
lasR, rhll ve rhIR genlerinin varliginin arastirilmasinda PZR, gerg¢ek zamanli PZR, yiiksek
basingli sivi kromotogrofisi (HPLC), ince tabaka kromotogrofisi (TLC) ve Southern Blot
yontemleri siklikla kullanilmistir (Schaber vd., 2004).

las sisteminin 3-0x0-C12-HSL sinyal molekiiliiniin iiretiminden, rhl sisteminin ise Cs-
HSL sinyal molekiiliiniin {iretiminden sorumlu oldugu bilinmektedir. 1as sistemi tarafindan
elastaz ve proteaz gibi virlilans faktorler sentezlenirken, rhl sistemi tarafindan ise
piyosiyanin sentezlenmektedir. Ayrica QS mekanizmasinda bulunan las ve rhl sistemi
yardimcr sistemlerle koordineli bir sekilde calisarak 200°den fazla genin sentezinde rol
oynamaktadir (Schaber vd., 2004; Smith ve Iglewski, 2003).

Bu tez kapsaminda ise intakt ve internal fragmentler PZR yontemi ile analiz
edilmistir. Pozitif kontrol olarak, QS sistemine ait dort genin intak ve internal
fragmentlerini igeren P. aeruginosa 15692 izolati kullamlmstir. ki izolatta las ve rhl
sisteminde bulunan genlerin higbirine rastlanmamis ve bu izolatlarda yapilan biitiin viriilans
testlerin negatif oldugu goriilmiistiir. Bu izolatlardan bir tanesi yogun bakim iinitelerinden,
digeri gogiis hastaliklar1 iinitesinden elde edilmistir. Ayn1 zamanda antibiyotik duyarlilik

testi sonuglarina bakildiginda bu izolatlarin ¢oklu ilag direncine sahip oldugu goriilmiistiir.

108



Yapilan literatlir taramalarinda las ve rhl sisteminde bulunan genlerin
sentezlenmemesi durumunda, izolatlarin fenotipik olan HSL testinde de negatif sonuclar
verdigi goriilmiistiir. Bu ¢alismada A. tumefaciens kullanilarak cross feding test yapilmis ve
las sisteminin kontrolii altinda olan 3-0x0-C12-HSL sinyal molekiillerinin {iretimi fenotipik
olarak belirlenmistir. Calismada las sistemindeki gen bolgeleri belirlenemeyen izolatlarin
fenotipik olarak da negatif oldugu goriilmiistiir. Sadece rhl sisteminde bulunan genlerin
negatif olmasi durumunda bazi izolatlarda HSL iiretiminin goriildiigii saptanmistir. Bu tez
caligmasindaki PZR analizi sonucuna gore 100 izolattan bazilarmin (%35) las ve rhl
sistemindeki biitiin genleri bulundurmasima ragmen HSL {iretiminin negatif oldugu
belirlenmistir. Bu c¢alisma sonuglarina benzer olarak literatiirde farkli ¢alismalara
rastlanilmistir. Schaber vd.,’nin (2004) yapmis olduklar1 ¢aligmada; QS sistemindeki
genlerin eksik oldugu 5 P. aeruginosa izolatinin 2’sinde intakt rhIR genine rastlanirken 3
izolatta belirlenmemistir. Internal fragmentte ise tam tersi sonuglar elde edilmis, yani 3
izolatta bulunurken 2 izolatta tesbit edilememistir. Bu durumun P. aeruginosa’nin énemli
bir 6zelligi olan genomik cesitliligi nedeniyle olustugunu, genom iizerindeki internal
fragmanlarin farkli bolgelerde yerlesebilecegini ve bu sebeple bazi suslarda intakt gen
bulunurken bazilarinda internal genlerin bulunabilecegini bildirmislerdir. Bu konu ile ilgi
benzer bir ¢caligma Cabrol vd., (2003) tarafinda yapilmistir. 66 klinik izolatin kullanildigi bu
calismada; izolatlarin 54 tanesinde lasR geni bulunurken, geriye kalan 12’sinde bu gene
rastlanmamistir. Bu 12 izolatin dizi analizi sonucu 9 tanesinde niikleotit degisiminin
oldugu, 3 tanesinde de insersiyon sira degisiminin oldugu ve PZR analizi sonucu primer
hibridizasyonu olmadig i¢in ilgili gen bolgelerinin belirlenemedigi bildirilmistir.

Bu tez calismasindaki viriilans faktorlerin belirlenmesine yonelik testlerden elde
ettigimiz sonuglar literatiirle karsilastirildiginda, QS mekanizmasindaki genlerin biiyiik
oneme sahip olmasiyla birlikte viriilans faktorler lizerinde heniiz aydinlatilamayan farkl
sinyal yolaklarinin etkisinin olabilecegini diistinmekteyiz. Ayrica, bakterilerin degisen
cevresel kosullar sonucu operon sisteminde bulunan genleri aktif ya da inaktif hale
getirmesi farkli klinik orneklerdeki viriilans faktor {iretimindeki degisimlere sebep
olabilmektedir. Buna ilaveten las ve rhl sisteminde bulunan farkli yardimci genlerin (Vfr,
GacA, Rsal, RpoS, RpoN) ifadesinde meydana gelen herhangi bir sorun viriilans faktorlerin

tiretimindeki farkliligin kaynagi olabilir. P. aeruginosa’nin biyofilm olusturmasina yonelik
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cok sayida calisma yapilmis ve bu arastirmada QS mekanizmasindaki las ve rhl

sistemlerinin yaygin olarak kullanildigi tespit edilmistir.

5.5. Onemli Bir Sinyal Molekiilii Olan 3-0x0-C12-HSL’nin hTERT-HPNE Hiicreleri
Uzerine Etkileri

Hiicreler arasi sinyal iletimi, P. aeruginosa tarafindan konak¢i savunmasina karsi
koymada kullanilan 6nemli bir mekanizmadir. Bakterinin viriilans faktorlerinin konagin
hiicreleraras1 siki baglantilarinin  yikimi ile bariyer gorevi goren epitel hiicrelerin
par¢alanmasina neden oldugu bilinmektedir. Bu duruma bagli olarak artan epitelyal
gecirgenlik sonucu noétrofil gocii kolaylasarak proinflamatuvar sitokinler ortamda
birikmeye baslar (Franciosi vd., 2005).

P. aeruginosa epitelyal gegirgenlik sonucu bakteriyel translokasyona neden oldugu
icin intraselliiler bir patojendir (Yiicel, 2011). Translokasyon kaynakli retroperitonel
abselerde enfeksiyonlarin genellikle polimikrobiyal olarak gergeklestigi bilinmektedir.
Yapilan literatlir taramalarinda; akut pankreas infeksiyolarindan ve pankreatik apse
hastalarindan elde edilen izolatlarin, bagirsak mikrobiyatasinda bulunan aerop ve anaerop
enterik bakteriler oldugu goriilmiistiir. Aerop ve fakiiltatifler Escherichia coli, Klebsiella.
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ve Streptococcus tiirleri,
anaeroplar ise Clostridium sp. tiirleridir. Bakteriler disinda Candida tiirleri de inflamasyon
bolgesinden izole edilen mikroorganizmalar arasindadir (Smith ve Iglewski, 2003).

Bu ¢alisma kapsaminda ise P. aeruginosa’nin QS mekanizmasinda rol oynayan 3-
0x0-C12-HSL sinyal molekiiliiniin, epitel hiicrelerinin canlilifi {izerindeki etkileri
incelenmistir. Bu amagla hTERT-HPNE (immortalized human pancreas nestin expressing)
hiicre hatt1 kullanilmistir. Hiicreler 3-0X0-C12-HSL’nin farkli dozlarina (3,125 uM, 6,25
uM, 12,5 uM, 25 uM, 50 uM, 75 uM ve 100 uM) 24, 48 ve 72 saat maruz birakilmis ve
sitotoksik etkileri MTT sonuglarina gore incelenmistir. 24 saat igin ICso degeri 75 uM
olarak belirlenmistir. 1Csg altindaki {i¢ farkli konsantrasyon (12,5 uM, 25 uM ve 50 uM)
deneylerde kullanilmistir. hTERT-HPNE hiicrelerinin 48 ve 72 saat igin ICso degeri igin
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Sonug¢ olarak 3-0x0-Ci-HSL’nin
hTERT-HPNE hiicresi iizerine 24 saatlik uygulama sonucunda ICsg degeri belirlenmistir.

Daha oncede belirtildigi gibi 3-0X0-Ci12-HSL ve Cs4-HSL’nin farkli grup hiicre hatlari
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tizerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu yapilan calismalarla gosterilmistir (Tateda vd.,
2003; Smith ve Iglewski, 2003; Mayer vd., 2011; Karlsson vd., 2012; Losa vd., 2015).
Yapilan bir ¢alismada, sentetik 3-0x0-C12-HSL sinyal molekiillerinin konak immiin sistemi
uyararak bazi hiicre tiplerini apoptozise siiriikledigi goriilmiistiir. S6z konusu ¢alismada, 3-
0X0-C12-HSL sinyal molekiiliiniin farkli konsantrasyonlarinin (12-50 puM) nétrofil ve
monosit hiicre hatlar ilizerinde sitotoksik aktiviteleri test edilmis, bu molekiiliin apoptozisi
hizlandirdig1 bildirilmistir. Ayrica HEp-2 (HeLa contaminant, Carcinoma) epitel hiicre
hattinda da etkileri incelendiginde apoptozisin uyarildig1 ve hiicrelerin farklilagmaya dogru
gittigi gorliilmistiir. Bu nedenle de P. aeruginosa kaynakli enfeksiyonlarda 3-0x0-C12-HSL
sinyal molekiiliiniin, konak epitel hiicrelerinde kritik rol oynayarak sadece viriilans
faktorlerin  sentezlenmesinde rol oynamaylp aym zamanda konak yanitinin
modiilasyonunda degisimler olusturdugu bildirilmistir (Tateda vd., 2003). Baska bir
caligmada ise, 3-0X0-C12-HSL molekiiliiniin A549 (akciger epitel) hiicre hatlar1 iizerindeki
etkileri incelenmistir. Yapilan hiicre canlilik testinde 3-0x0-C12-HSL sinyal molekiillerinin
10 uM, 100 uM ve 250 uM farkli konsantrasyonlar1 hiicrelere uygulanmis, bunlardan 100
UM konsantrasyonun sitotoksik doz oldugu bildirilmistir. 3-0X0-C12-HSL’nin normal
hiicrelerde sitotoksik etkisinin yiiksek bulunmasi, bakteriyal viriilans faktorlerin 6nemini
ortaya koyabilen 6rnek bir ¢aligmadir.

P. aeruginosa’ya ait olan 3-0x0-C12-HSL molekiiliiniin apaptoz, hiicre gocii ve epitel
hiicrelerin bariyer biitlinliigiinii bozarak inflamasyonun baslamasi gibi birgok Onemli
derecede etkisinin oldugu bilinmektedir. Fakat hnTERT-HPNE hiicreleri {izerine Cox-2 ve
IL-8’in ifadesinin degisimini belirlemeye yoOnelik daha onceden yapilan bir calismaya
rastlanmamustir. Yapilan caligmalar P. aeruginosa’nin bagirsak mikrobiyotasindan ayrilarak
karaciger ve bobrege kadar ulastigini gostermistir (Yiicel, 2011). Tez g¢aligmasinin bu
bolimiinde ise hTERT-HPNE hiicreleri 3-0x0-C12-HSL’nin ii¢ farkli konsantrasyonuna
(12,5 uM, 25 uM ve 50 uM) 24 saat maruz birakildiktan sonra inflamasyon belirteci olarak
Cox-2 ve IL-8 ifadesi iizerine etkisi gercek zamanli PZR, Western Blot ve Dot Blot
yontemiyle arastirilmistir.

Proinflamatuvar bir belirteg olan Cox-2 geninin inflamasyon durumlarinda
mezankimal kok hiicresinde (Zhang vd., 2016), MCF-7-Meme kanseri hiicresinde
(Majumder ve Chari, 2016), CuFi-bronsial epitel hiicresinde (Mayer vd., 2011) ve
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kolorektal adenokarsinoma hiicresinde (Liu vd., 2017) ifadesinde artig oldugu goriilmiistiir.
3-0x0-C12-HSL ile uyarilan hTERT-HPNE hiicrelerin Cox-2 seviyesinin belirlenmesine
yonelik herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu tez ¢alismasi sonucunda Cox-2 gen
ifadesinde, hiicrelere uygulanan 3-0x0-C12-HSL’nin artan konsantrasyonuna bagli olarak
artis gozlemlenmistir. Bu durum bize bakterinin sistemik enfeksiyonlara neden olan
durumlarda bakterinin pankreasta kolonizasyon olusturabilecegini ve Onemli sinyal
molekiilii olan 3-0x0-Ci12-HSL’nin Cox-2 gen ifadesini arttirict 6zellige sahip olmasi
nedeniyle, epitel hiicrelerinde doku hasarini arttirarak inflamasyona neden olabilecegini
diistindiirmektedir.

Cox-2, inflamasyon, tiimor anjiyojenezis, invazyon, metastaz gibi patolojik siirecler,
hiicre biiylimesinin diizenlenmesi, farklilasma ve apoptozda dnemli rol alan uyarilabilir bir
protein ¢esididir. Bu nedenle inflamasyon goriilen hiicrelerde Cox-2 proteinin seviyesinin
belirlenmesi  6nemlidir (Zhang vd., 2016). Yapilan c¢aligmalar Cox-2 proteininin
posttranslasyonal modifikasyon sonrasinda, yaygin olarak 70-74 kDa agirliginda bir protein
oldugunu gostermistir. Fakat Cox-2’nin posttraslasyonal modifikasyona ugramadigi
formlarinin 55-64 kDa agirliginda oldugu gosterilmistir (Liu vd., 2006).

Bu tez ¢alismasinda 3-0x0-Ci12-HSL ile uyarilan hTERT-HPNE hiicrelerinin Cox-2
proteinin seviyesinin belirlenmesinde Western Blot yontemi kullanilmistir. Bu ¢alisma
sonucunda Cox-2 seviyesinde, en yiiksek etkinin 12,5 uM 3-0x0-Ci2-HSL uygulanan
hiicrelerde oldugu belirlenmigtir. Cox-2 geninin ifadesi gergek zamanli PZR ile analiz
edildiginde en yiiksek etkinin 50 uM 3-0x0-Ci2-HSL uygulanan hiicrelerde oldugu tespit
edilmistir. Bu durumdaki farkliligin posttranskripsiyonel modifikasyon sonucu proteinin
tam olarak ifade edilememesinden kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir.

Yapilan ¢aligmalar P. aeruginosa’ya ait dnemli sinyal molekiilii olan 3-0x0-C12-HSL
ile uyarilan hiicrelerde proinflamatuvar sitokin olan IL-8’in ifadesinde artis oldugunu
gostermistir. IL-8’in  ifadesinin belirlenmesine yonelik yapilan bir¢ok ¢alisma
bulunmaktadir (Frangiosis vd., 2005; Roussel vd., 2016). Bu tez ¢alismasinda 3-0x0-Cio-
HSL ile uyarilan hTERT-HPNE hiicrelerinde IL-8’in ifadesi real time PZR ve Dot Blot
yontemiyle belirlenmistir. 3-0X0-C12-HSL sinyal molekiiliiniin artan konsantrasyonuna
(12,5 uM, 25 uM ve 50 uM) bagl olarak IL-8 gen ifadesinde artig oldugu tespit edilmistir.

Yapilan bir ¢alismada P. aeruginosa siklikla solunum yolunda kolonizasyon olusturdugu
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icin brongiyal epitel hiicreleri kullanilmistir. S6z konusu ¢alismada P. aeruginosa’ya ait
viriilans faktorlerle uyarilan hiicrelerde IL-8 ifadesinde artis oldugu tespit edilmistir (Smith
ve Iglewski, 2003). Bu ¢alismada IL-8 proteinin varligi ise Dot Bot yontemiyle yar1 nicel
olarak analiz edilmistir. IL-8 gen ifadesine bagli olarak Dot Blot sonucunda da protein

seviyesinde artis gozlemlenmistir.
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6. SONUCLAR

Bu calismada; hastane kokenli seftazidim direngli P. aeruginosa suslarmin viriilans
faktorlerinin QS yoniinden degerlendirilmesi ve epitel hiicrelerindeki etkilerinin
arastirilmas1 amaglanmistir. Calismaya OMU KAEK 2014/577 karar no’lu etik kurul
belgesi alindiktan sonra baslanmistir. Sonrasinda Samsun Egitim Arastirma Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarina polikliniklerden ve hastanede yatan hastalara ait klinik
orneklerden 100 seftazidim direngli P. aeruginosa susu izole edilmistir. Calisma
sonucunda;

> lIzolatlarin servislere gére dagilimi incelendiginde; birinci sirada yogun bakim
tinitelerinin oldugu ve 38 (%38) P. aeruginosa izole edildigi belirlenmistir. Bunun yani sira
gogiis hastaliklarindan 21 (%21), tirolojiden 12 (%]12), i¢ hastaliklarindan (%8), enfeksiyon
hastaliklarindan 6 (%06), plastik cerrahiden 6 (%6), onkolojiden 3 (%3), yanik iinitesinden 3
(%3), ortopedi ve travmatoloji, kulak burun bogaz ve romatoloji servislerinden ise 1 (%1)
olarak P. aeruginosa izole edilmistir.

> Izolatlar klinik 6rnekler agisindan degerlendirildiginde; P. aeruginosa izolatlari
birinci sirada solunum yolu 6rneklerinden toplam 49 (%49; 29 balgam ve 20 trakeal
aspirat), ikinci sirada ise idrar 6rneklerinden 28 (%28), yara siirlintiisii 6rneklerinden 18
(%18) ve diger 6rneklerden (kan ve deri siiriintiisii) (5%) oraninda izole edildigi tespit
edilmistir.

> lzolatlarm %76’smm biyofilm, %57’sinin slime faktdr, %51’inin homoserin
lakton olusturdugu, %65’inin piyosiyanin, %66’sin elastaz ve %88’in proteaz iirettigi ve
hareketli oldugu bulunmustur.

> Izolatlarm. QS analizinde; las sistemi igin lasl geni %96 intakt, %95 internal ve
lasR geni %91 intakt, %95 internal, rhl sistemi igin rhll geni %91 intakt, %90 ise internal
ve rhiR geni %80 intak, %90°1 internal olarak bulunmustur.

» hTERT-HPNE hiicrelerinde, 3-0x0-C12-HSL nin sitotoksik oldugu (ICsp 75 uM)
belirlenmistir.

» 3-0x0-C12-HSL, Cox-2 mRNA seviyesini 2-5 kat, IL-8 mRNA seviyesini 1,5-2
kat arttirmistir. Gergek zamanlt PZR sonuglari analiz edildiginde, kontrol (%0,1 DMSO)
grubu hiicreler artan dozlarda (12,5 uM, 25 uM ve 50 uM) 3-ox0-Ci-HSL uygulanan

hiicreler ile karsilastirildiginda Cox-2 ve IL-8 gen anlatimindaki artigin istatistiksel olarak
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anlamli oldugu belirlenmistir p<0,05 (Tablo 4.13 ve Sekil 4.7). Cox-2 geninin anlatim
seviyesinin, hiicrelere uygulanan ii¢ farkli dozdaki en yiiksek artisin kontrol grubu
(100,00+,00) ile Kkarsilastirildiginda, 5 kathk artisla (522,47+67,17) 50 uM
konsantrasyonunda 3-0x0-C12-HSL uygulanan hiicrelerde oldugu goriilmiistiir.

» IL-8 geninin anlatimindaki en yiiksek artisin ise kontrol grubu ile
karsilastirildiginda (100,00+,00), 2 katlik artigla (236,40+£23,66) 25 upM konsantrasyonunda
3-0x0-C12-HSL uygulanan hiicrelerden elde edildigi gézlemlenmistir.

» Kontrol (%0,1 DMSO) grubu olan hiicre, artan dozlarda (12,5 uM, 25 uM ve 50
uM) 3-0x0-C1-HSL uygulanan hiicreler ile Kkarsilastirildiginda Cox-2 proteinin
ifadesindeki artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir p<0,05 (Tablo 4.14 ve
Sekil 4.6). Cox-2 proteinin, hiicrelere uygulanan ti¢ farkli dozdaki en yiiksek artig kontrol
grubu (100,00+,00) ile karsilastirildiginda 1,5 kathik artigla (151,38+£31,44) 50 uM
konsantrasyonunda 3-0x0-C12-HSL uygulanan hiicrelerde oldugu goriilmiistiir.

» Dot Blot sonucunda, IL-8 birincil antikoruyla isaretlenen 3-0x0-Ci2-HSL’nin
farkli konsantrasyonlart (12,5 uM, 25 uM ve 50 uM) uygulanan hiicrelerden izole edilen
protein orneklerinin konsantrasyonlar1 analiz edilmistir. Kontrol grubu ile kiyasladigimizda

konsantrasyona bagli olarak 1L-8 protein ifadesinde artis gézlemlenmistir.
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7. ONERILER

Antimikrobiyal direng profilleri hastaneden hastaneye, hatta bir hastanenin farkli
servisleri arasinda bile degisiklik gostermektedir. Antimikrobiyallere direng gelisimi sikligi
hastanenin yapisi, hastalarin 6zellikleri, hastanedeki invaziv girisim siklig1 ve en 6nemlisi
antibiyotik kullanim politikasina gore degismektedir. Bu nedenle her hastanenin kendi
izolatlarmin antimikrobiyal direng profilini diizenli olarak takip etmesi, rutin
antimikrobiyal tedavide yer alan antibiyotiklere karsi direng oranlarini belirlemesi ve kendi
tedavi sekillerini bu sonuglara gore diizenlemesi 6nerilmektedir.

Literatiirde P. aeruginosa’nin antibiyotik direng¢ profilinin, viriilans faktorlerinin
fenotipik testlerle, QS mekanizmasindaki bulunan genlerin PZR yontemiyle belirlenmesine
yonelik bir¢ok ¢aligma bulunmaktadir. Fakat seftazidim direngli P. aeruginosa izolatlariin
viriilans faktorlerinin QS yoniinden degerlendirilip 3-0x0-Ci12-HSL sinyal molekiiliiniin
hTERT-HPNE hiicreler iizerindeki olasi inflamasyon etkilerinin molekiiler yontemlerle
(gercek zamanli PZR ve Western Blot) belirlendigi bir caligsmaya rastlanilmamaistir.

Bu ¢alismay1 destekleyici olarak;

e Pankreasta P. aeruginosa’nin kolonizasyon olusturarak inflamasyona neden
olabilecegini gdsteren ve bunun 6niine gegilebilecek hedef ilaglarin gelistirilmesi,

e Degisen antibiyotik konsantrasyonunun biyofilm olusumuna etkisi,

e Antibiyotik direngliliginin biyofilm icerisinde yatay gen transferiyle aktarimi,

e Viriilans faktorlerin olusumu sirasinda QS mekanizmasinda etkili olan sinyal
yolaklari,

e P.aeruginosa enfeksiyonlarinda doku 6zgiinliigii nemli oldugu i¢in konak konakg1
iligkilerinin farkli hiicre hatlar1 tizerindeKki etkileri,

e Inflamasyondan sorumlu diger protein belirteclerinin analizinin yapilmasinin katki

saglayabilecegi ongdriilmektedir.
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