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OZET

Pseudomonas aeruginosafeksiyonlari konak¢l savunma mekanizmalarinda
kirilma yaninda bakteriye ait cokstii virulans faktorlerinin de katkisi ile ortayakar. Bu
faktdrlerin Uretimi ve kontrolu buylk oranda Quor@ansing (QS) olarak adlandirilan
hiicrelerarasi ilegim sistemlerine bglidir. Bu sistemlerin daha iyi arglidmasi yeni tedavi
yaklasimlarinin bulunmasina olanakgayacaktir. Bu cajmanin amaci farkl kaynakl ve
degisik lokalizasyonlarda enfeksiyon glurmus P aeruginosasularini virulans faktorleri,
biyofilm yapma yeteng ve quorum sensing kabiliyeti yoninden incelenrekti

Calismamizda hastalardan elde edilen 97 &imtruginosaswu kullanilarak
deneyler gercekigirildi. Bu 6rneklerin 6 tanesi idrar, 24 tanesnkd 2 tanesi kateter, 40
tanesi trakeal aspirat, 15 tanesi yara kilturindele edilmgti. Pozitif kontrol olarak
PAO1 (ATCC 15692) kullanild1.

Doksanyedi 6rnekten 43’inde Homoserin Lakton (H&ietimi gozlendi ve QS
(+) olarak dgerlendirildi. Kalan 54 sgun ekildigi besiyerlerinde beklenen renkgigkli gi
olmadi ve QS (-) olarak kabul edildi.

QS (+) bulunan siarda motilite QS (-) olanlara goére anlamli derecddha fazla
gozlendi. QS (+) sdlarda swimming 0,73 + 0,2, swarming 0,32 + 0,2td¢hing 0,75+ 0,3
iken QS (-) olanlarda sirasiyla 0,59 £ 0,2, 0,25kve 0,63 £ 0,2 bulundu. (P=0,0002,
0,03 ve 0,009)drar drnekleri her tic motilitgeklinde diger drneklere gore daha fazla
degere ulati.

QS (+) olan sglar QS (-) olanlara gore hem tupte hem de plategdldamli olarak
daha fazla biyofilm olgturdular.(tipte 0,93 + 0,4 kahk 0,79 £ 0,3, plate’de 0,83 + 0,4
karsilik 0,70 £ 0,3, P=0,04) Kan ve kateter drneklgakea aspirat sivisi (TAS) ve yara
orneklerine gore daha fazla biyofilm gturdular.

Piyosiyanin, elastaz Uretimi ve LasA aktivite$$ (+) ve (-) olan drneklerde
birbirine yakin dgerlerde bulundu.

Kromozomal DNA analizindéasl intakt geni ve internal fragmani QS(+) ve QS(-)

olan tum drneklerde goruntulendi.



lasR:QS(+) olan 43 swn 36 sinda intakt gen gosterilirken timinde irdefragman
gozlendi. QS(-) olan 54 sun 45 inde intakt gen gosterilirken internal fragn®8 syta
gozlendi.
Rhll: QS(+) sylarin 30 undaintakt gen gosterilirken timinde internal fragngézlendi.
QS(-) sglarin 38 inde intakt gen gosterilirken internalgnaan tumunde gozlendi.
RhIR:QS(+) sylarin 37 sindeintakt gen gosterilirken 39 unda internal fragngéalendi.
QS(-) sglarin 42 sinde intakt gen gosterilirken internalgman 49 sga gozlendi.
Sonuclarimiz bakterinin kendi arasinda kurgdietisim sistemi ve biyofilm
olusumunun tim virulans faktorleri arasinda 6nemliaphadgini distindirmektedir.
Bununla birlikte inceled@imiz 97 sgun fenotipik davraglarindaki ¢aitlilik P aeruginosa
swlarinin farkh davranslar gelstirme 6zellgini vurgulamaktadirP aeruginosavirulans
faktdrlerinin hangi mekanizmalarla dizenletidle ilgili daha ileri calsmalara gerek
vardir.

Anahtar kelimeler: pseudomonas, virulans, biyofimprum sensing



SUMMARY

ANALYSIS OF PSEUDOMONAS AERUGINOSA STRAINS FROM
DIFFERENT SOURCES FOR VIRULANCE FACTORS, BIOFILM FO RMATION
and QUORUM SENSING

Numerous virulence factors and impaired host imnmagehanisms have role in
Pseudomonas aeruginog#ections. production and regulation of thesedecmainly
depend on intercellular communication systems da&llaorum Sensing (QS). Better
understanding of these systems would allow deve{ppovel terapeutic approaches. This
study aims that investigation Bfaeruginosastrains from different sources and
localisations in terms of virulence factors, biofiand QS capability.

Ninety-severP aeruginosastrains from patients were studied. Six strainsewe
obtained from urine, 24 from blood, 12 from cathed® from tracheal aspirate(TAS), and
15 from wounds. PAO1 (ATCC 15692) was served agipesontrol.

Forty-three strains of 97 expressed HSL and recbadeQS (+). Remained 54
strains were recorded as QS (-).

QS (+) strains showed statistically significantiegmotility score than QS (-)
strains. Swimming, swarming and switching werenfb@,73 + 0,2, 0,32 £ 0,2 and 0,75%
0,3 respectively in QS (+) strains whereas, 0,992+ 0,25 + 0,1 and 0,63 £ 0,2
respectively in QS (-) strains. (P=0,0002, 0,03 &0®9 respectively) Urinary samples
reached higher scores than other samples in ak tiypes of motility.

QS (+) strains built more biofilm than QS (-) staboth in tube and plate models.
(0,93 + 0,4 versus 0,79 £ 0,3 in tube and 0,83%n@ysus 0,70 £ 0,3 in plate, P=0,04)
Blood and catheter samples showed more biofilmdbud than tracheal aspirate and
wounds.

Pyocyanine and elastase productions and Laswitgatiere found similar between
QS (+) and QS(-) strains.

Chromosomal DNA analysis showekdsl intact gene and internal fragment in all
QS(+) and QS(-) strains.
lasR: Intact gene was showed in 36 of 43 QS(+) straimiernal fragment was showed all
of them. In QS(-) strains, intact gene was obskemveé5 of 54 strains and internal

fragment in 53 strains.



Rhll: Intact gene was showed in 30 of 43 QS(+) stramernal fragment was showed all
of them. In QS(-) strains, intact gene was obskeme&8 of 54 strains and internal
fragment in all strains.
RhIR: Intact gene was showed in 37 of 43 QS(+) stramernal fragment was showed in
39 strains. In QS(-) strains, intact gene was efeskin 42 of 54 strains and internal
fragment in 49 strains.

These results imply that the important role of @8 hiofilm in virulance factors.
The diversity of phenotypic expression of 97 stginints thaP aeruginoséhas the
ability of developing different behavior in diffeareconditions. Mechanisms which
regulate virulance factors &faeruginosanave been less understood and still require
further studies.

Keywords: pseudomonas, virulence, biofilm, quor@nsing



GIRIS

Pseudomonasinsi, Pseudomonadacedslesi’nde yer alan gram negatif basil
morfolojisinde bakterileri kapsar. [@ada, toprakta ve suda oldukca yaygin olarak
bulunurlar. Cevre kaillarina kolay uyum ggdarlar (1). Azot dongusinde dnemli rol
oynarlar.Pseudomonaar katalaz ve oksidaz pozitifekerleri oksidasyon yoluyla
parcalayabilen ancak fermentasyon yapmayan bakigiril o nedenle nonfermentatif gram
negatif basiller arasinda yer alirlar (2).

Pseudomonas aeruginosesan normal florasinda yer alabilir vezB&li kisilerde
nadiren hastalik yapar. Konak savunmasinin zay#faralinde, ciddi enfeksiyonlara
neden olabilir. Deri ve mukozalarin batigliniin bozulmasi, damar ici veya uriner kateter
varhgl, endotrakeal tip kullanilmasi enfeksiyonu hayidefaktérlerdir. Noétropeni,
hipogamaglobulinemi, kompleman eksgklgibi bagisiklik sisteminin baskilangi
durumlar daPseudomonaspp.enfeksiyonlarina zemin hazirlar. Yanik yarasi
enfeksiyonlari, kroniklgneye @ilimli idrar yollar enfeksiyonlari, menenjit, koea
ulserleri, panoftalmi, brafit, bronkopndmoni, septisemi, ortakulak enfeksiyonayrica
kistik fibrozisli olgularda alt solunum sistemi ekEiyonlarina neden olabilirler.
Antibiyotik ve dezenfektanlarin birgana kolaylikla direnc gatiirebildikleri icin tedavi
ve kontrol edilmeleri sorun ofturabilir ve hastane ortaminda kolayca ygrtek hastane
kaynakli ciddi enfeksiyonlara neden olabilirler.(3)

P aeruginosanin ¢evresel kgullara uyum yaninda, 6nemli bir 6zgllide
nutrisyonel bgimhliginin az olmasidir. Yeterli nem@andiginda ¢ok az besin maddesi
ile uzun sire canli kalabilir. Farkl besin kayraakhi karbon kayra olarak kullanabilir.

Bu durum dgada dayanikhlik ve devamigini salar. Ornein hastane ortaminda; $&a
solunum cihazlari, su iceren nemlendiriciler, lawadh, kiivet gibi ortamlar yaninda
yataklar, cagaflar, gazli bezler, tamponlar gibi cok sayida d&mizole edilebilirler (4).

P aeruginosanin hastalik olgabilmesi icin ilk basamak, patojenin uygun bélgeye
yerlesmesidir. Bakteri her ne kadar normal intestinatdtta yer alabilirse de, sl
epitele tutunamagdindan bir tehlike olgturmaz. Ancak deri ve mukozalarin yapisi
bozuldiunda veya immun sistemin baskilafiddurumlarda adezyon, kolonizasyon ve
penetrasyon yapma firsatini yakalarsi@ievirulans faktorleri araciiil ile patojenik 6zellik
gosterir.P aeruginosa’niriziki kosullara uyum sglayabilmesi, beslenme

gereksinimlerinin az@ ve antibiyotiklere kolay diren¢ kazanabilmesigeahitesine



katkida bulunurBakterinin virilans faktorleri patogenezin her bragginda dizenleyici
rol oynar (5).

P aeruginosahin pek cok virulans faktdrleri yaninda son ydiabiyofilm yapma
ve quorum sensing (QS) yet@énénem kazanmgtir. Biyofilm olusturan bakteriler
polisakkarit matriks ile ¢cevrelengmbir topluluk olyturur ve bir taraftan dietkenlerden
korunurken bir taraftan da galmaya devam ederler. QS ise ortamda bulunan lhakter
sayisi ile ilgili bir yanit olarak ortaya cikar. Bari toplulusunda sayi belirli bir dizeye
ulastiginda olgan 6zel bir hiicrelerarasi ilgtn yolu ile bazi genetik mekanizmalar aktif
hale gelir ve bakterinin davraniyodnlendirilir. CalsmamizdaP aeruginosaularinin
virulans faktorleri yaninda biyofilm yapma yet@nee quorum sensing kabiliyeti

yoninden incelenmesi amaclagtm



GENEL BIiLGILER

P aeruginosa,5-0,8 um eninde, 1,5-3 um boyunda olabilen hasih kokobasil
morfolojisinde bakterilerdir. Dz veya hafif kivrdabilir. Spor olgturmazlar. Gram
negatif olarak boyanir. Tek polar flajellasi ilegleetlidir. Diger Pseudomonasirlerinde
birden fazla flajella bulunabilir (6).

Zorunlu aerobtur, ancak oksijen yoglinda da ortamda elektron alici olarak yeterli
NOj3 varsa ygamini devam ettirir. En iyi 37°C’de olmakla bergli&h-42°C arasindaki
Istlarda Ureyebilir. Kolay treyen bakterilerdir.ganik treme faktorlerine gereksinimleri
yoktur. Tek bir karbon kayrga varliginda treyebilen nadir bakterilerdendir. Mikrobiyolo
laboratuarlarinda siklikla kullanilan besiyerlegriblayca Uredikleri icin izolasyonlari
kolaydir.P aeruginos&olonileri Ug¢ farki tipte olabilir. D@al ortamdan, toprak ve sudan
izole edilenler kiicuk, kaba koloniler gturur. Klinik materyallerden tretilenler ise iki
tipte gorultr. Bir tipi buyudk, yurmgak, diz ve kalkik kenarli koloniler (non-mukoid)
olustururken virulansi daha yuksek olargeli tipte alginat tGretimi sonucu mukoid tipte
koloniler gbzlenir. Kanli besiyerinde 1-5 mm camngassi, buzlu cam gérinimunde,
kenarlar ondulan yapida koloniler glurur. Bazilari hiicre gina alginat
salgiladiklarindan mukoid koloniler yapar (7). Gékke 3 hemoliz olgtururlar. EMB,
McConkey agar gibi laktoz iceren besiyerlerindedaknegatif koloni yaparlar.
Besiyerinde kendine 6zgu bir kokusu vardir. Tatherematik meyve, tath tizim ya da
trimetilamin kokusuna benzeyen 6zel koku, 2-amietaenon’a aittir vé® aeruginosga
Ozguddr (8).

P aeruginosanin desisik pigmentleri vardir. Kékenlerin @unlugu mavi yeil bir
ekstraseliler pigment olan pyosiyanin pigmentstlwur. Pyosiyanin; phenazine
yapisindadir, genellikle mavi-yierenklidir ve koloni mavi-yeil renk alir. Bu pigment
yalnizca aerop ortamda glur, tani dgeri yuksektir. Piyosiyanin kloroformda erir.
Pseudomonaspp. floresein pigmenti de yapabilirler. Floresgymverdin yapisinda, soluk
sari renklidir. Ozel besiyerlerinde ve UMginda (wood lambasi) daha iyi gozlenebilir.
Daha seyrek rastlanmakla beraber; Pyorubin; kigmpyomelanin; kahverengi-siyah renkte
koloni olusturan pigment yapabilirler. Rer pigmentlerin varfii halinde piyosiyanin
pigmentinin maskelenmesi s6z konusu olabilir (9).

P aeruginos&arbonhidratlari fermente etmez. Glikoz, ksiloaigekerlere
oksidatif etki gosterirP aeruginosaksidaz pozitiftir. Yani sitokrom c oksidaz iceren

elektron transport zinciri sistemine sahiptir. 8rtwn ¢ oksidaz icermeleRseudomonas



cinsini Enterobacteriaceaailesinden ayiran temel 6zeliklerdendiseudomonaspp.
degisik sekerleri metabolize etmek igin 2-keto-deoxyglucenatlunu kullanir. Bundan
dolay! ATP Uretimi icin elektron transport zincieigereksinimleri vardir. Bu 6zellik
Pseudomonasinsini zorunlu aerob yapar. Anc&kaeruginosanaerobilgartlarda da
yasayabilir, bu farkhlgi terminal elektron alici olarak nitrati kullanabg 6zellginden
kaynaklanir. Boylec® aeruginosdarkl cevre kgullarinda varlgini devam
ettirebilmektedirindofenol oksidaz, sitrat, L-arginin dihidrolaz paftirler. L-lizin
dekarboksilaz, L-ornitin dekarboksilaz negatiftirlBlitrattangaz oltururlar.

P aeruginosanin bazi fizyolojik 6zellikleri cevresel faktorlerkagl avantaj sglar
ve patogenezine katkida bulunur;

* P aeruginosanin nutrisyonel gereksinimleri oldukca basittirisBle su icinde bile
ureyebilmesi ne kadar az besin ile yetinelgildi gosterir. Laboratuar ortaminda
karbon kayngi olarak asetat ve azot kagnalarak amonyum silfat iceren oldukca
basit besiyerlerinde tretmek mumkudndar.

» Cogalmasi icin ideal ¢cevre 1sisi 37°C olmakla birljlkt2°C ye kadar olan isida
uremesi devam eder.

» Farkli cevresel kaillar, yiiksek tuz orani, zayif antiseptikler veggo
antibiyotiklere kagi direnclidir.

* Nemli ortamlarda daha kolay galir.

Cevre kaullarindaki olumsuz faktdrlere karda oldukga direnglidir. Isi
degisikliklerinden oldukca az etkilenir, ¢ok tuzlu ortéara dayanikhdir, zayif
antiseptiklerden etkilenmez. Farkli ekolojik ortanda varlgini sirdirmesi onun firsatci
patojen karakterine katkida bulunur.

P aeruginosantibiyotiklere direnc gejtirme konusunda oldukca gailidir (10).
Dis membran yapisindaki lipopolisakkaritlergdd bariyer olgturarak ¢g@u antibiyotgin
penetrasyonunu engeller. Biyofilm eturarak koruyucu bir matriks icinde kolonize
olmasi, antibiyotiklerden korunmasingta. Dogal ortamda basiller, aktinomices ve
mantarlarla bir arada olmasigho antibiyotige kagl rezistans gejtirmesini sglar.
Antibiyotik rezistans plazmidleri icerir ve tranddiiyon ve konjugasyon ile bunlari
transfer eder (11). Florokinolonlar, bazi aminoggidler ve imipenem gibi sinirli sayida
antibiyotiklere kagi hassas olmakla beraber giderek artan bir direngsi s6z konusudur

ve bu hassasiyet destar arasinda farkhliklar gosterir (3).



Tani:

P aeruginosdaboratuvarda kullanilan ga besiyerinde trer, genellikle kanli agar
ve eozin-metilen-blue agar (EMB) besiyerinde Uiretbram negatif olmasi, 6zel koloni
yapisi ve kokusu, laktozu fermente etmemesi, okspadaitif olmasi ve yuksek sicaklikta

(42°C) ureyebilmesi tanima kolagiisgslar.

Epidemiyoloji:P aeruginosanemli ortami seveinsanda perine, koltuk alti, kulak
gibi nemli bolgelere yerkgr. Solunum cihazlari, temizlik solisyonlari, ilag|
dezenfektanlar, kiivetler, paspaslar yenteyerleridir. Bulg yiizme havuzu, jakuzi, sauna,
kontak lens solliisyonlari gibi hastangidla su ile ilgili kaynaklardan da olabilir (12).

Pseudomonasirleri insanlarin normal florasinda yer alab(li8). Deride %0,2,
burun mukozasinda %0-3,3,daxzda %0-6,6, dkida %2,6-24 oraninda gorilebilir.
Hastane enfeksiyonlarinda 6nemi giderek artan baki@stanede yatan yanikli hastalarin
derilerinde, solunum cihazinagtahastalarin alt solunum yollarinda, kemoterapnal
hastalarin gastrointestinal sisteminde, antibiyatdn hastalarda %50 oranindsyeciligi
olabilmektedir (14).

Hastane enfeksiyonuna yol acaglaun toplum kokenlilerden farki; hastane
ortaminda ygamlarini strdirebilmeleri, hastane personelinim®mukozalarinda
kolonize olmalari, cgtli yizeylerde canliliklarini koruyabilmeleri ve@biyotik
tedavilerine bazen de antiseptiklere diren¢ gobteneleridir (15, 16). Yapisal olarak
direncli olmasi ve yeni diren¢g mekanizmalarini etimesi, mikroorganizmaya hastane

ortaminda canhgini strdirebilmesi bakimindan bir Gstunliklaa (17).

VIRULANS ve PATOJENITE

P aeruginosanin patogenezinde gé#i virtlans faktorleri rol oynar. Bu faktérler
aracllgl ile, ciddi seyirli enfeksiyonlara neden olabiNirulans faktorlerinin salinimi;
biylumenin olddu, hiicre ygunlugunun arttgl logaritmik fazda artar. Virulans
faktdrlerinin salinim ve dizenlenmesi kompleksdiizenleyici sistem ile kontrol edilir ve
koordinasyonun sganmasinda hicreler arasi if@tn sisteminin dnemli rolt vardiP

aeruginos&in balica virulans faktorleri beana balikta toplanabilir (Tablo 1).



Tablo-1. Pseudomonas Aeruginosa’nin Virulans Faktorleri

Enzim ve proteazlar | Adezyon faktorleri| Pigmentler Toksinler Kapsul
Elastaz Fimbria, piluslar Piyosiyanin Endotoksin
Fosfolipaz C Alginat Piyorubin Ekzotoksin A
Kollajenaz Piygelin a-oksifenazin| Ekzotoksin S
Jelatinaz Piyoverdin
Alkalin proteaz Piyosin
Notral proteaz Fluoresein
Sitotoksin
Lesitinaz

Virtlans faktorlerinin ¢gunun ekspresyonu bazi ¢evresel uyarilaggh thar:

Ortamdaki demir iyonu, nitrojen, I1s1, ozmolaritéigiAncak virtlans faktorlerinin

ekspresyonu genel olarak yiksek hiicre dansitesagana kadar ¢ok belirgin dedir.

Hucre dansitesine Bh olarak ortaya ¢ikan QS virlilans genlerinin kohtre

duzenlenmesinde 6nemli rol oynar (18).

Virtlans faktor Gretimi bakteride genetik diizeydgiile edilir. DNA dizeyindeki

regulasyonun buyik kismi spesifik virtilans faktirkedlayan gendeki yeniden

duzenlemeleri, promoter veyagdr regulator elemanlari iceren genlerdeldigienleri

veya yeniden duzenlemeleri igerir (19).

Virtlans faktorlerinin tretimindeki farklgnin olasi bir mekanizmasi; virtilans

faktdrlerini kodlayan genlerin expresyonunun, koekgl bir diizenleyici gengaile farkli

cevresel stimiluslere yanit olarak diizenlenmegdly. Orngin; Ekzotoksin-A Uretimi

ortamdaki demir miktari, 1si ve belirli natrisyoredemanlarin varoku ile regile edilir.

Bu regiilasyonlar birden fazla pozitif ve negatijiitator gen ile bgarilir (21). Orngin;

elastaz Uretimi QS sistemindeki las ve rhl genleniegtile edilir (22).

Patogenez:

Firsatcl patojen olaraR aeruginosanin enfeksiyon olgturmasi hemen daima
konakc¢l savunma mekanizmalarinda kirilma ilgdraCok ¢aitli virulans faktérlerinin de
katkisi ile septisemi, Uriner enfeksiyon, akut verik akcger enfeksiyonlari, endokardit,
dermatit ve osteokondrit gibi enfeksiyonlara yahaekil 1).

Bir P aeruginosaenfeksiyonunun galme sureci birbirini takip eden ¢ basaiaa
ayrilabilir;

» Bakteri adezyon ve kolonizasyonu

* Lokal invazyon



* Yaygin sistemik enfeksiyon

Bu basamaklarda bakterinin sahip @dwirulans faktoérleri farkli derecelerde rol oynar.

Kolonizasyon:
— Konak birincil savunma mekanizmalarinin bozulmasi
—  Bazi virulans faktérleri

kolonizasyona kolaylik ggar

Akut enfeksiyon: Kronik enfeksiyon:

— Hdcreler arasi ilegim buyuk miktarda - Kistik fibrozis
ekstrasellller virulans faktorlerinin salinimini - Alginat uretimi olan kdkenlerin vaginin
koordine eder konak savunma mekanizmalarindan

— Toksin ve proteazlari ile ojan doku hasari, kacmayi sglamasi
invazyon, kan dokamina gecmesi ve sistemik - Kronik enflamasyona kg doku hasari

inflamatuvar yanita neden olur

Sekil-1. P Aeruginosa&nfeksiyonu Gefme Sireci

Kolonizasyon:

P aeruginosa; dada yaygin olarak bulunan bir bakteri olmasingikatoplum
kokenli sglar immin sistemi normal ilerde nadiren enfeksiyon acfwrur. Daha ¢ok
hastane ortaminda ve hazirlayici faktérlerin gambla enfeksiyon ortaya cikar.

Enfeksiyonun bgayabilmesi icin dncelikle bakterinin ylzeye tutuasngerekir
(23). Deri ve mukozalarda; travma, ciddi yanik,i déittiinliginin bozulmasi, normal
florada deisiklik, kemoterapiye bgi notropeni, diabet, kistik fibrosis, AIDS gibi mmin
sistemin hasarl oldiw durumlarda ilk savunma mekanizmalarinin yetaggie bagli
olarak bakterinin tutunmasina kolaylikgtanms olur (24).

Tutunmada fimbria ve adezin molekdlleri rol oyr@mbrialar bakteri ytizeyinde
yer alan ince, kisa, duzgin ¢ikintilardir. Ancadkélon mikroskobunda gorulebilirler.
Bakterinin ygaami icin gerekli dgildirler, bakterinin cegitli ylizeylere ve birbirine
tutunmasi ile bu yizeylerde Gremelerinde rol oykéime veya film tabaka ojturmalarini
salarlar (25).

Adezin molekdlleri epitel hiicrelerindeki galaktezannoz veya siyalik asit
reseptorlerine QGaanir (26). Bazi ek faktdrler bakterinin epitel yyme yapgmasini
kolaylastirabilir. Ornesin epitel dokusunun daha 6nceska bir ajan ile zedelenmesi

(influenza virus enfeksiyonu gibi) bu adezyonu ktdstirir (27). Ayrica bakterinin Urefi



bazi proteazlar epitel ylizeyindeki fibronektini gnak adezin molekulleri ve piluslarin
yapsaca reseptorlerin aga ¢cikmasina yardimci olurld?. aeruginosailuslari ile siyalik
asit icermeyen gangliyozid (GM1) reseptorlerinieitumaktadir (28). Bakteri tarafindan
uretilen nérominidaz enzimi gangliyozidlerdeki dilkasit kalintilarini kaldirir. Béylece
piluslarin tutunmasi igin daha uygun bolgelersalu

Epitel ylzeyi Gizerinde yer alan musin tabakasi drakih adezyonunu engelleyen
bir savunma mekanizmasidir (29). Ozellikle solursistemini dgeyen epitelde bakteri
girisini engelleyen faktérlerden biridir. Mukoid karakdeki Pseudomonasuslarinin
urettigi bir ekzopolisakkarit olan alginat bakterinin bgtardaki misine yagmasina
yardimci olur. Yine bakteri ylzeyindeki exoenzine8tel hicrelerindeki glikolipitlere

baglanmada rol oynar.

Alginat:

D-mannuronik asit ile L-gulukuronik asit’in line&opolimeridir. Kistik fibroz,
ariner enfeksiyonlar, biyoprotez ve g cevrede olgan ve tedavisi glg, inatci
Pseudomonasnfeksiyonlarina neden olan bakteriyel biyofilngapisindaki matriks
polimerde 6nemli rol oynar (30). Alginat biyofilmatriksi icinde hicrelerin bir arada
kalmasini sglayan énemli bir virulans faktortdur (31). Bu mhsricinde bakterilerin
konak savunmasindan, lenfosit ve fagositlerdemmaoh sisteminde epitelin silier

aktivitesinden, antikor ve kompleman sisteminderukmasini sgar.

Slime faktor:

P aeruginosanin bazi keullarda olgturdugu polisakkarit kapsil yapisina slime
tabakasi denir. Bu yapi alginatla sonlanan tekianeolisakkarit polimerlerinden giur.
Slime faktoriin, konak immun sistemini etkileyeredkterinin konak savunmasindan
korund@gu gozlemlenmtir (32). Mikroorganizmanin nétrofil ve fagositlekarsi
korumasini sglar. Ayrica bakteriyi opsonizasyondan ve komplermsigteminden korur.
Diger taraftan monosit ve makrofajlari stimile edemflositler Gizerine mitojenik etkilidir.
T hicrelerinde agregasyona neden olur, Monositted#eTNF salgilanmasini arttirir (33).
Sonug olarak sistemik dglandaki septiksok mediattrlerinin artmasina sebep olaPak
aeruginosa’yabagli septiksok patojenezinde 6nemli rol oynar.

P aeruginosaalginat tGretiminin promoteri olan algA, algD ve@l genleri
cevredeki besingelerinin azlgl, distk nitrojen, yliksek osmolarite gibi ortam

degisikli ginde aktive olur (34). AlgC geni alginat senteziraaehtar rol oynayan



fosfomannomutaz enzimini kodlamaktadiraeruginosada alginat biyosentezinin
basamaklari ve rol oynayan genler ile bu genleodi&dgi enzimlersekil 2 de

gosterilmitir.

algA algC algA aigD
CH20(®) CHz0H
FeP —2 < ° ),.;’C?%; GDPM —— GDPMA ~~+- ALGINATE
M&P M1IP
PMI PMM GMP GMD
Sekil-2. P Aeruginosada Alginat Biyosentezi Yolu ve Rol Oynayan Enzimler
PMI-phosphomannose isomerase, PMM-phosphomannoe)@&4P-GDP-mannose
pyrophosphorylase ve GMD- GDP-mannose dehydrogeBasenzimleri kodlayan genler
ust tarafta yer almaktadir. gar kisaltmalar; F6P- fructose 6-phosphat, M6P-maert

phosphate, M1P-mannose 1-phosphate, GDPM-GDP-maweoSDPMA-GDP-

mannuronic acid. (34)

Invazyon ve Ekstraselliiler Virulans Faktorleri:

Epitelyal ylzeye yaparak kolonize olaf® aeruginosa’nirdogal bariyerleri
gecebilmek icin doku invazyonu yapmasinda salgilaskstraseltler enzimler ve
toksinlerin rolt buyuktdr. Bu yolla fizyolojik barerleri bozar, hicre yikimi ile konakcgilya
zarar verir, organ fonksiyonlarini boz&raeruginosadegsisik ekstraselltler trinler
sentezleyip, hiicre gina salgilayarak ilksamada kolonize olmyubakterinin doku hasari
olusturmasi ve yayllmasina katkigar. Histolojik olarakPseudomonasnfeksiyonlarinda
dokuda yaygin olarak nekroz, mikroapse formasyonkadamar yapilarinda bozulma ve
kanama gozlenmiir (35). Bu doku dgisikliklerinin olusmasinddPseudomonasi Urettgi
Elastaz ve lasA yaninda alkalin proteaz, fosfoliGakollajenaz, lesitinaz, jelatinaz gibi

ekstraselliler proteazlar rol oynamaktadir (36).

Elastaz:

P aeruginosanfeksiyonlarinin patogenezinde elastaz ¢ok dnehli
oynamaktadir. Elastaz; bir metallo proteazdir,&elti, IgG, IgA ve komplemani parcalar.
Fibronektini yikar ve mukozal ylzeyde bakteri aderynu kolaylatirir, reseptorlerin

acga cikmasini gdar. Bror epitelinin butinlgini bozarak silyer aktiviteyi engeller.



Damar duvarindaki kollajenin yikilmasi ve damartniliigiiniin bozulmasi ile hemorajik
ve nekrotik lezyonlarin olimasina, ak@erde alveol yapisinin bozulmasina yol agar.

Pseudomonase olwan firsatcl enfeksiyonda elastaz mikroorganizmapitelyal
bariyer gibi d@al bariyerlerin batinlglinti bozacak doku invazyonu yapmasiiglaa
(37). Elastaz; tip-3 ve tip-4 kollajeni yikar. Tgkollajen interstisyel kollajen olarak
siniflandirtlir. Deri, Akcger ve damar duvarinda bulunur. Kaggeive dalak stromasinda
yer alir. Tip-4 kollajen; bazal membran da yer aérvaskiler yapilarin major
komponentidir. Tip-1 kollajenin monomerzincirini capraz bg p zincirine ¢evirir. Ama
tip-1 kollajenin yikimi tip-3 ve 4’e gore daha yaua(38).

Pseudomonasnfeksiyonlarinda okan doku hasarinda kollajen yikiminin 6nemili
rolii vardir. Orn; elastik lamina hasari ile damiavarinda nekroz olur. Bu olay organlarda
hemoraji ve nekroz odaklarinin efuasi ile sonuclanir. Deneysel olaRlaeruginosa
septisemisi yapilan farelerde yaygin organ kanamgdéaiimisttr (39). Deneysel
calismalarda intratrakedseudomonaslastazi uygulanan tganlarda hizh ve yaygin
intraalveolar hemoraji gozlemlengtir (40). Elastaz eksikgi olan P aeruginosale
olusturulan deneysel pnémoni modellerinde enfeksiyotaima az oldgu gozlemlenmtir
(41).

P aeruginosanin elastaz Uretimi g&li faktorlere ba&lidir: Bu faktorlerden birP
aeruginos&in bayime hizidir. Elastazin buyuk kismi hicrgibiiesinde gec logaritmik
fazda veya hicre yoinlugu arttgl zaman olur. Logaritmik fazda hizli hiicre bayumesi
olur. Bu fazda treme hizi sabit olup, bakterinitilayotik etkisine en duyarligh ytksek,
hicre boyutlari en kiguktur.

Elastaz, elastin proteinini harap eder. Elastsamakgier dokusunun major
elamanidir, ekspansiyon ve kontraksiyondan soruanludlyrica kan damarlarinin énemli
komponentidir. Bdylece ak@er dokusunda hasarla pulmoner hemorajiye neden4R)r
Elastazin proteolitik etkisi alkalin proteazdanki, tripsinden 4 kat daha gucludur.
Elastaz ayrica 1gG, Seruml, Proteinaz inhibitor ve komplemani inaktive eder

virulansa katkida bulunur.

Las-A:
Las-A, 22-kDa girliginda, ¢inko iceren bir metalloproteazdir. Ayrica bi
ekstraselller serin proteazidir. Las-A elastind&iiGly-Ala zincirindeki Gly-Ala

koprilerine b@lanarak elastolitik etki yapar. Elastin yanindaifibve kollejeni de hasara
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ugratir. Kendisi elastolitik aktiviteye sahip olglu gibi elastaz ve g@er proteinazlarin
elastolitik etkisini arttirir. Elastaz ile sinetjis olarak calgir (43).

Las-A ayni zamanda stafilolitik proteazdsraureushiicrelerini lizise gratir.
Bunun icin peptidoglikan duvarindaki pentaglisirpkiderine b&lanarak stafilolitik
aktivite gosterir. Bu 6zellik las-A aktivitesini gtermekte kullanilir.

Elastaz geni (LasB), LasA geni (LasA) LasR-Laslesis ile duzenlenir. LasR;
Las-B, Las-A, alkalin proteaz genlerini ve ekzoiak& tretimini regule eder. Bu genler
QS sisteminde gorevli genlerdir. g@r QS genleri ise RhIR-RhlI sistemi olup, elastaz
salgilanmasi kadar alkalinproteaz, hemolizin, piyasin salgilanmasiyla da ilgilidir (44).
Insan proteinleri; elastin, kollajen tip-11l ve tig, laminin , IgA ve G pl-antiproteinaz
elastaza hassastir.

Elastaz ve Las-A nin sinerjik ¢cgtnasiyla olgan doku hasari bakterinin gl
bariyerleri amasini sgladigi gibi organ yetmezliklerine de sebep olur. Elastin
parcalanmasi ile Fadokusunu zayiflatir. Bunun sonucunda @ineéorneada Ulserler
olusur, nekrotik cilt enfeksiyonlari gair, yanik alaninda nekroz gorultr. Bazal membran
yapisindaki elastinin parcalanmasi ile butgiltbozularak epitelyal bariyer zedelenir.
Elastaz ve alkalin protegzinterferon ve TNF’nin inaktivasyonuna yol acar 45

P aeruginosa’ninnvazyonunda rol alan gler proteazlar da virulansa katkida
bulunurlar. Alkalin proteaz; fibrin okwmunu engeller ve o$mmus fibrini yikar. Lokosidin
notrofillere ve ¢@u 6karyot hiicreye toksik etki yapar. Fosfolipadestinaz lipitleri ve

lesitini parcalayarak 6karyot hiicrelere toksik gtkpar (46).

Yaygin sistemik enfeksiyon:

Adezyon, kolonizasyon ve epiteliyal bariyerlerivazyonunun ardindan bakteri ve
Urettigi toksinler sistemik dokama gecerler ve yaygin sistemik enfeksiyon bedirtil
ortaya ¢ikarP aeruginos&an dolaiminda fagositoz ve ger sistemik bakterisidal
savunma mekanizmalarina direnclidir. Bu direngtéonai kapsultinin rolt bayuktdr.
Sentezledii proteazlar kompleman sistemini inaktive eder, ly@korlarini parcalar, IFN,
TNF gibi sitokinleri etkisiz hale getiriPseudomonalipopolisakkarit yapisindaki Lipid A
molekdlleri (endotoksin) agehipotansiyon, intravaskuler koagulasyon gibi lagam
negatif septisemide gorulen olaylar zincirini té2ik(47).

P aeruginosanin Uretti iki ekstrasellller toksin, ekzoenzim S ve ekzsiokA
sistemik enfeksiyon tablosunda rol oynar. EkzoenRitikaryot konakg¢i hiicresinde ADP

molekilunt ribozilleyerek GTP-igkayici proteini modifiye eder. Bu Ozellikleri ile
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fagositik hticrelerin fonksiyonlarini bozar veser organlarda yagi desisikliklerle
Pseudomonasivazyonuna zemin hazirlar. Ekzotoksin A ise difteksinine benzer
sekilde konakg! hicresinde Elongasyon Faktor 2'yiFAfibozilasyonunagratir. Hiicre
protein sentezi bozulur ve hicre dlimisolu Ekzotoksin A nin olgturdugu hticre 6lumu
ve doku hasari ile bir taraftan sistemik belirtibetaya c¢ikarken bir taraftan da bakterinin
ureyip ¢cgalmasi icin elvesli ortam olutururlar. Ekzotoksin-A hicre gibir enzim olup

P aeruginosaularinin c@u tarafindan yapilir. Ekzotoksin A nin lokal dokashri ve
bakteriyel invazyonda rolu vardir. Ekzotoksin-S taliere sitopatik etki gosterir. Bu toksini

salgilamayan sgar yanik ve kronik ak@er enfeksiyonlarinda daha az virilandir (48).

Piyosiyanin:

Piyosiyanin mavi renkli, kloroformda eriyen bir pig@nttir.P aeruginasa
tarafindan uretilir, bakterinin fizyolojisinde vafojenezinde énemli rol oynarken,
olusturdusu mavi renkte tani konmasinda kolaylilglsa (49).

Piyosiyanin uretimi ortamdaki karbon ve azot kayaakdan etkilenir. Ortamda
fosfat iyon konsantrasyonu glik ve yeterli silfat iyonu var ise Uretilir. Denijon
konsantrasyonu da 6nemlidir. gik fosfat iyonu olan ortamda demir iyonu eklenmiesi
sentezi artar.

Piyosiyanin, N-methyl-1-hydroxyphenazine ve ikilgten alarak rediksiyona
aeruginosametabolizmasinda solunum igin gereklidir (50).

PyosiyanininPseudomonametabolizmasindaki bir ger rolli bakterinin g
ortamdan demir iyonu almasini kolagtiamasidir (51). Demir bu bakterinin Gremesi icgin
gereklidir. Konakta demir ¢oktur fakat gilamayacalgekilde hticre icinde; ¢coztinemeyen
hidroksit, karbonat, fosfat ile ferik formunda boilu. Konak demir metabolizmasi
bakterinin Gremesi igin gerekli demir kaymar sglamaz. Demir kullanimi igif®
aeruginosapyacselin ve pyoverdin sidereforlarini kullanir. Sidemaér; bakteri hiicresine
demir s@layan kicuk ligantlardir. Bu sideroforlarsdirtamdaki demir iyonunun hiicre
icine alinmasini gdar, ancak konakg¢l organizmanin en 6nemli deminkgyolan
transferrinden demir iyonu almakta yeterli olmayo$tyanin rediksiyon yetepieolan bir
molekdl olarak transferinden demiri ayirma 6zgtle sahiptir. Bu olayda ilk reaksiyon
pyosiyaninin lokopyosiyanine rediiksiyonudikinci reaksiyon l6kopyosiyanin tarafindan
Fe"tin rediiksiyonudur. Ugtincii reaksiyon demir iyonutnamsferrinden ayrilmasi ve

sideroforlar araci ile P aeruginosaya alinmasidir. Kilttr ortaminda piyosiyaninin
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reduksiyonu olgmus olan mavi rengin aciimasi ile gézlemlenir. Renksden
lokopyosiyaninin hem oksijen hem de*féa rediikte eder (52).

Pyosiyanin bakteri metaboizmasindaki bu 6nemli y@iiinda sitotoksik 6zefi
ile de virulansa katkida bulunur. Pyosiyaninin gkarhdcrelerde hiicre solunumunu
engelledgi, silia aktivitesini bozdgu, epitel hiicresi ve lenfosit proliferasyonunu breni
ettigi gosterilmitir (53). Pyosiyanin otooksidasyon yaparak serbk&sijen radikallerinin
olusmasina yol agcmakta ve bdylece sitotoksik etki gost&tedir (54).

Motilite:

Motilite bakterinin simbiyotik ve patojenik 6zellgrini gostermesi icin gerekli bir
fonksiyondur. Motilite sayesinde bakteri besin edetarina ulair, toksik maddelerden
kacar, konak hticresine translokasyon yapastwldugu koloni icerisinde yer distirir,
biyofilm icinde hareket eder. Motilite icin baktdlagella ve pili olgturmali ve gereken
enerjiyi sglamalidir (55).

Motilite bakteri fizyolojisinde oldukca ilging ven@mli bir yer tutar. Bakteri
hareketlilgi ile ilgili calismalar tg¢ farkli tip motilite oldgunu gosterngiir; swimming,
swarming ve twitching (56).

e Swimming; sivi ortamda olur ve mikromorfolojik path organize deldir.
* Swarming; sivi tabaka nisbeten ince @dunda bakteri uzar, flagellalar artar ve
koordineli bir hareket gosterir.
» Twitching kat1 yizeyde gercekle ve swarming den daha az organizedir.
Bu U¢ hareket tipinden swimming ve swarming flag®dimli, twitching ise tip IV pili
bagimlidir.

Gerek flagellar motilite gerekse tip 1V pilusagoal twitching icin dnce bakterinin
yluzeye yapimasi ve biyofilm olgturmasi gereklidirP aeruginosayni polde yer alan tek
flajellasi ile hareketlidir ve birden fazla tip Mli icerir. Flajella flajellin adi verilen ¢ok
ince, protein yapisinda alt birimlerden gligu ve sitoplazmada bulunan blefaroblasttan
kaynaklanir (57). Flajella ve pili motilite ve ketagsiste oynadiklari 6nemli rol ile

patojeniteye katkida bulunur.

Swimming:P aeruginosanin hticre ylzeyi elamanlarindan olan flajella bakin
sivi ortamdaki motilitesinden sorumludur (swimnjinglagella ayni zamanda swarming
hareketinden de sorumludur. Hareket etme ygiaresahip bakterilerin sivi ortamda yer

degistirmeleri flajellalarinin donerek hareket etmesidlur.P aeruginosdek polar
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flajellast ile sivi ortamda yiizer (58). Ancak bakia kati ve yarikati ylizeylerde hareket

etmelesi i¢in farklh mekanizmalar gereklidir.

Twitching: P aeruginosaiin M/

kati ylizeydeki ilerlemesi twitching ile —
olur. Tip-1V pili ile saslanir. Sekil 3'te
sematize edildii gibi twitching

sirasinda pilus uzayarak yluzeydeki bir

noktaya tutunur. Daha sonra kisalaral Sekil-3. Tip-1V pili ve twitching (59)

bakteriyi o noktaya dgru ¢eker ve hicrenin
yuzey Uzerinde ilerlemesi@anir. Pili ayni
zamanda epitelyal ylizeye yamakta da
onemlidir, boylece virtlansa katkida bulunur (59,
surface localization ‘%

60). :

Tip IV pili biyogenezi ile ilgili yaklaik 3% e _;"f’
ayri gen saptanmtir ve bu genlerden herhangi ﬂl:effo-nmliuy \g-sammw

iegradation
birisinin mutasyonu pilisiz bakteri gyumu ile :I"‘:,.
sonucglanmakta ve bu bakteri twitching

yapamamaktadir. Tip-IV pili biyofilm

olusumunda adezyon ve mikrokoloni elumu igin Sekil-4. Tip-IV pili (61)

gereklidir. Tek bakterinin adezyonu ve bir bakteri

A Swarm edge

tabakasi olgumundan sonra twitching motiliteside ¢

mikrokoloni olisumunda rol oynar. Pilusun yapisi
sekil 4'te sematize edilmitir. Tabaninda yaklkak

1500-2500 arasinda pilin molekdlt bulunur. TiplV
pilus PilQ proteini ile olyturulan oligomer

B Swarm center

.‘ ﬁ
Swarming: Bakterinin yari kati ylizeyde 7 .
ilerlemesi swarming ile oluSekil 5 swarming

zincirinden meydana geliRilD, PilF ve PilT

molekdlleri ise regulator gorevi Ustlenirler (61).

yapanP aeruginosayi gostermektediSekil-6 ise -

Sekil-5. Swarming yapaP aeruginosg62)
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swarmingin makroskopik gérinimunu gostermektediat®nng yapan hicrelerin boyu
normal haline gore uzar ve flajella yapisg@de. Normalsartlarda tek polar flajellasi olan
P aeruginosaswarming yaparken cift polar flajellaya sahip@g].

Swarming flajella yapisindaki bu gisikli ge ek olarak tip-1V pili ve ylzey aktif
madde olarak rhamnolipit sekresyonunu gerektirmdddalardan birisinin eksikdi
bakterinin bu tlr motiliteyi yapamamasina nedenadtadir (63).

Swarming yapan hucrelerin karakteristikleri;

-Elongasyon,

-Koordine hareketle koloni ile birlikte veya bazesloniden gegici ayriima
seklinde yer dgistirme,

-Polisakkarit, alginat, biyosurfaktan ve ramnolipgsh oligan ekstraselltler slime
aretimidir (64).

Sekil-6.. Solda swarming yapmayan veida yaparP aeruginosagorilmektedir
(63)

BiYOFiLM:

Biyofilm; ylzeye yapmis ve bir matriks ile cevrelengimikroorganizma
toplulugudur. Bu mikroorganizmalar bakteri, mantar veyaqeroalardan olgabilir.
Biyofilm olusurken mikroorganizmalar bir sivi icinde serbestgeeket eden “planktonik”
formdan, bir ylzeye yagarak matriks ile kapli hiicre topluluklarinin gturduklari “sesil”
forma gecmektedirler. Biyofilmlerde treyen bakterilplanktonik glerinden 1000 kat

daha direnclidirler. Biyofilmler gegibir enfeksiyon grubu icin; “kistik fibrozis
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zemininden gegien akcger enfeksiyonlari, digtrukleri, endokardit, kontak lenslerle ilgili
g0z enfeksiyonlari, i¢ kulak enfeksiyonlari ve bébtglari gibi’onemlidir (65).

Biyofilm olusumunda yer alan bakteriler serbest olanlardaniféakbtipik
Ozellikler gosterirler. Bunun nedeni; ekzopolisakksentezleyen enzimler, adezyonda
gorevli proteinlerin sentezinde rol oynayan enzingidi bakterinin cevresel kallara
adaptasyonunu ve y@mini strdirmesini §iayacak mekanizmalarla ilgili genlerin
aktiflesmesidir. Bunun sonucunda ¢ok sayida hiicre yluzeyagi&ari, membran
proteinleri, adezyon ve agregasyon molekulleri @®ki morfolojisi ile ilgili proteinler

sentezlenir ve bakteri yeni fdlara uyum sglar (66).

Sekil-7. Biyofilm Olusumu ve Dongustinigematik Gorinumu (67)

Biyofilm gelisimi olduk¢ca karm@k mekanizmalari iceren dinamik bir strectir. Bu
surecsekil 7 dasematik olarak gosterilngiir. Biyofilm yapisi icinde mikroorganizmalarin
davranglar planktonik forma gore oldukca farkhdir. Milomanizmalar bir ekstraselltler
polimerik madde iginde yer alarak bir anlamdgetkenlere kan korunurlar. Cgalma
hizlari azalir ve belirli genlerde farkl diizenldeveolur. Mikroorganizmalar bu matriks
icinde birbiri ile haberlgr ve genetik materyal giesimi yaparlar. Matriks icinde
biyofilmin olustugu ortama bgli olarak mineral kristalleri, korozyon parcaléil, ve kum
taneleri veya kan elemanlari gibi hiicrgi anateryallerde bulunabilir (67).

Biyofilmin olusumu mikroorganizmalarin hiicrenin ylizeye yagasi ile bglayan
aktif bir stirectir. Mikroorganizmanin bir yizeyepygmasinda ytzeyin 6zellikleri, film
olusumu, sivinin hidrodinamik 6zedii ve karakterisgii ile hiicre yuzeyinin 6zellikleri rol
oynamaktadir.

Kati yuzey yapma icin 6nemli bazi 6zellikler gayabilir. Plrtzlt ylizeylerde

kolonizasyonun daha fazla okglunu gosterilmgtir. CUnkl parizlia yizeyde sivinin ki
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hizi azalir ve yilizey alan artar. Yuzeyin fizikokasyl 6zellikleri yapma hizi ve
yayginlginda rol oynar. Mikroorganizmalarin plastik gibdhofobik ve nonpolar
yuzeylere cam ve metal gibi hidrofilik materyallerddaha fazla yagiig1 gosterilmstir
(68).

Sivi ortama maruz kalan ytzeyde kaginilmaz olamkizla polimer bir film
tabakasi olgur ki, bu mikrobiyal yapima hizi ve yaygingini kolaylatiran kimyasal bir
olaydir. Bu filmin dakikalar icinde okup saatler icinde geligi ilk kez deniz suyunda
gOsterilmitir. Bu filmin yapisal 6zellikleri insan dokularzé&rinde daha farkhdir. Organ
dis minesinde gegen bir film; albumin, lizozim, glikoprotein, fosfoptein, lipidler ve
gingival sividan olgur. Agiz baslugundaki bakteriler saatler icinde bu film Gzerinde
kolonize olur. Kan, gbzya, idrar, tikrik, damar ici sivi ve solunum sekggggrinin on
film olusturarak bakterilerin biomateryalleregd@anmasini kolaylgtirdigini gosterilmgtir
(69).

Biyofilm olusumunda; tip-4 pili adezyon ve mikrokoloni elumu igin gereklidir.
Tek bakterinin adezyonu ve bakteri tabakasstalmasindan sonra twitching motiliteside
mikrokoloni olisumunda rol oynar. Bunu biyofilmin olgustaasi izler (70).

Teorik olarak ytizey-sivi birgminin hemen yakininda, sivinin akim hizi ihmal
edilebilir dizeydedir. Bu zon sinir tabaka olarsiknlendirilir. Sinir tabaka akim hizina
bagimhdir ve akim hizi ne kadar yuksekse kagnt kadar azdir. Sinir tabakanin hemen
disinda da turbilans vardir. Sivi akimi laminar veyaiilan olabilir ve bu hicre-ylzey
ili skisini etkiler. Hucreler sivi iginde bir partikillg davranirlar ve ylzeye yeg@eleri
sivinin akim hizina igadir. Akim hizi dguk iken hicreler daha kalin bir sinir tabakada
yer alir ve ylizeye yagma daha ¢ok hiicre blyukiii ve hareket yetegae bal olur.
Akim hizi arttik¢ca sinir tabaka incelir. Hicrelehd fazla tarbulans ve kemaya grar ve
bu akim hizi hiicreleri zorla ylizeyden ayiracak liijEe ersinceye kadar hicrenin
yuzeye daha yakjemasina ve yapmasina yol acar (71).

Hucre ylUzeyinin hidrofobisitesi, fimbria ve flageNarlgi, ve EPS Uretimi
mikroorganizmanin yapmasini etkiler. Hicre yiizeyinin hidrofobik olmasiche ylzeyi
veya yapma yuzeyinden birinin nonpolar olmasi anlaminardgelbuda yapimay: artirir.
Yuzeylerin polaritesi hiicre-ylizey arasindaki elegtatik itme ile yagmayi azaltan bir
faktordur. Bakterilerin ¢gu aslinda negatif yukludur ancak yine de hidrofojikey
komponentleri icerirler. Fimbrialar genellikle yigddsoranda hidrofobik amino asit

rezidusu icerirler ve hiicre ylzeyi hidrofobisiteskatkida bulunurlar (72).
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Ozet olarak mikroorganizmanin yiizeye yamas! oldukca kompleks biglemdir.
Yuzeyin purizli olmasi, hidrofobik olmasi ve yapayi kolaylatirici film ile kapli olmasi
hiicre yapgmasini kolaylstirir. Akim hizi artgl, sivinin isisi ve nutrisyonel elemanlar ise
kritik seviyeyi gmadikca yine hiicre yagmasini kolaylgtirir. Fimbria, flagella ve ylizey
polisakkaritleri gibi hiicreye ait faktorler ise ayrtamdaki déer bakterilere kagr avantaj
saslar. Biyofilm olusumuna atkili faktorler tablo 2 de siralargm.

Tablo 2: Hicre Yapismasi ve Biyofilm Olusumunda Etkili Faktorler

Yuzey ozellikleri | Sivinin Ozellikleri | Huicrenin 6zellikleri
Parazli olmasi Akim hizi Hucre ylzeyi hidrofobisite
Hidrofobisite pH Fimbria
On film olusumu | Isi Flagella
Katyonlar EPS

Hucre ile ylzey arasinda ilkgki sirasinda ¢ok sayida gende duzenlemeler
olusmaktadir.P. aeruginosaiyofilminde algD, algU, rpoS,ve polifosfokinaz sentezini
kontrol eden genlerin aktive olgunu gosterilmitir (73).

Biyofilm temel olarak mikroorganizma ve ekstrasktpolimerik substanstan
(EPS) olgur. EPS biyofilmdeki tum karbonun yakik % 50-90 ini olgturur ve
biyofilmin ana matriks kismini ofturdusu kabul edilir. Kimyasal ve fiziksel yapilanma
olarak dgisken olmakla birlikte temel olarak polisakkaritlerdelusur. Bu
polisakkaritlerin bir kismi gram negatif bakterderoldgu gibi nétral ve polianyoniktir.
Uronik asit (D-glukuronik, D-galakturonik ve mammouik asit gibi) veya keton Iga
piruvatlarin varlgl anyonik 6zellgi belirler. Bu 6zellik 6nemlidir. Cunki kalsiyum ve
magnezyum gibi divalent katyonlarlagb@nmayi sglar ki, bu da polimer zincirleri
arasinda capraz glanma ile biyofilm icinde gucli Eganma olgturur.

EPS yapisindaki hidrojen glari ile cok miktarda suyu icinde tutabilir. EPS
hidrofobik olabilir ancak ¢gu tipi hem hidrofilik hem de hidrofobiktir. EPS nin
¢ozunurligh de dgiskendir. EPS nin iki Gnemli 6zeflinin biyofilm Gzerinde belirgin
etkisi vardir. Birincisi polisakkaritlerin kompozisn ve yapisi primer yapiy! belirler.
Ikincisi ise biyofilm yapisindaki EPS tek bir bicimdezildir ve 3 boyutlu yapi zaman
icerisinde farkli konfigtirasyonlarda gorulebilirPE metal iyonlar, divalent katyonlar ve
diger makromolekdller (proteinler, DNA, lipidler gjaie birlikte olabilir. EPS Uretimi

ortamda besleyici elemanlarin durumundan etkild@irbon fazlakina kasllik, nitrojen,
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potasyum ve fosfatin aglisentezi artirir. Yavabakteri ¢galmasi da artirir. EPS yuksek
Su tutucu 6zelfii ile biyofilmin kurumasini 6nler. Antimikrobial mstansa katkida
bulunabilir. Bunu muhtemelen ya antibiyotiklerirybfilm icine transportunu engelleyerek
ve/veya bu ajanlari goudan bglayarak yapar.

Biyofilm; oldukca heterojen yapida olup, matriksge birbirinden su kanallari ile
ayrilmis, EPS ile cevrelenmibakteri mikrokolonileri olgturur. Kanallardan sivi agi
besleyici elemanlar, oksijen ve hattta antimikrbbjanlarin diffizyonuna olanak &ar.

Bir drnek olarak celik yizeyde alonus biyofilmin yapisisekil 8 de gosterilmiir. Bu
heterojen yapi, sadecegimla rastlanan kark mikroorganizma biyofilmlerine 6zgu
olmayip tip alaninda rastlanan tek bakterininstoitdusu biyofilmlerde 6rngin tibbi
protezlerde goralur. Biyofilmin yapisina biyofilmlusturan bakterinin de etkisi vardik.
pneumoniaereyaP aeruginosdek balarina ince biyofilm olgtururken bir arada iken bu
yapi daha kalin olmaktadir. Bunun nedeni; bir baikiie diger bakterinin stabilitesini
artirdgl ve bu nedenle biyofilmin daha da kalgtlgi seklinde yorumlanngtir. AyricaP
aeruginosa ve P putida’nibsglangicta kendi mikrokolonilerini okiurduklarini daha
sonra htcrelerin bir mikrokolonidenggirine gocu ile birbirlerine kagtiklarini
gozlemlenmgtir. Bu karsma sonucunda mikrokoloni yapisinin zamanla zayiglay
hareketli hiicrelerin biyofilmden atilgli ve mikrokolonilerin ¢ozuldgi saptannstir. Bu
nedenle de bir genel tanimlama olarak “biyofilm igajls ve ic etmenlerle sirekli @gim
halindedir” denebilir (74).
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Sekil-8. Celik ylzeyde olgan biyofilmin 7. ve 14. glinde gérinumi. Aradakiadiyalanlar
su kanalciklarina ait olup matriks igcinde yer alanikroorganizma topluluklar
izlenmektedir. (68)

Biyofilmin yapisi ¢cevreden gelen mikroorganizma ghartiktillerden de
etkilenebilir. Orngin eritrosit ve fibrin biyofilm icinde toplanabilikalp kapakg¢iklarinda
olusan ve bakteriyel mikrokoloniler yaninda tromboglirin ve EPS iceren biyofilmler
buna drnek gosterilebilir. Fibrin kapsil, biyofileld mikroorganizmalari I6kositlerden

koruyarak infektif endokardite yol acar.
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Biyofilm ekstrakromozomal DNA (plazmid) @esimi icin ideal ortami sgar.
Plazmid transferi mekanizmasi olan konjugasyonfiiyaginde serbest haldeki
hiicrelerde daha fazla glur. Konjugatif plazmid iceren ve birbirine yakinskr daha
kolay biyofilm olustururlar. Biyofilm, hiicre-hlicre yakinjmasi sglayarak konjugasyonu
kolaylastirir. Transformasyon silgi biyofilm icinde serbest hiicrelere gore 10-600 kat
fazla olmaktadir (75).

Biyofilm icindeki bakteri sayisinin biyofilmi etledigi ve bunun genetik olarak
kontrol edilmesi ile biyofilmin yapisi ve dayanik#inin da kontrol edildii gosterilmitir
(67).

Biyofilmin yikilmasi; aktif olarak ¢galan hicrelerin dokulmesi, besleyici
elemanlarin azalmasi ile hiicre ayrilmasi veya akkisi ile kiiciik parcalar halinde
kopmasi ile olabilir. Aktif olarak ggalan hicrelerin dokilme mekanizmasi tam olarak
anlgillamamstir. Hicreler bélindukce hicre yizeyi hidrofobisitele dgisme olmasi bir
neden olabilir. Biyofilmin yikilmasi; aktif olaragogalan hticrelerin dokilmesi, besleyici
elemanlarin azalmasi ile hiicre ayrilmasi veya akkisi ile kiiciik parcalar halinde
kopmasi ile olabilir (69).

P. aeruginosain Urettgi EPS nin buyuk kismi alginattan elu. Alginat hiicre
adezyonunu sgayan onemli bir molekuldur. Alginat-liyaz ise abgit Uretimini azaltarak
hiicrelerin biyofiimden ayrilmalarina yol acar. Buzéni kodlayaralgL geninin hicre
ayrilmasi ile biyofilm yikilmasina yol agtidistiniimektedir. Buna benzer polisakkarit
dretiminde roli olan enzimlerin biyofilm ggininin farkli donemlerinde rol oynagh
distinulmektedir (73).

Biyofilmin fizik glclerle ayriimasi daha detagalisiimistir. Fiziki ayriima;
biyofilmden akim etkisi ile kiicik parcalar kopmdsi, hizli ayrilma olarak ta tanimlanan
dokilme ve sivi igcindeki partikillerin carpmasi liliyofilmin ayrilmasi ilesekillenen
siyrilmayla olabilir. Biyofilm kalinlginin artg fiziki ayriimayi kolaylgtirir. Akim hizinin
artmasi ile biyofilm yakininda turbulans olur vezyon artar. Dokulme ise beslenme ve
oksijenlenme bozulmasi ile olur (71).

Bu karmaik olaylarin sonunda bakteri biyofilm yapmaysaar. Bakterinin
kendine ait 6zellikleri de biyofilmjekillendirir. Ornesin; type 1V pili biyofilmin
mikrokoloni olisumu ve mattrasyonunda gorev alir. QS sistemindetekdilen 3-oxo-
C12 HSL ve C4HSL ile biyofilm okumu kontrol edilir. Bu molekdillerin sentezi de lzes
rhl olarak adlandirilan iki gen sistemi ilegtanir (67).
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QUORUM-SENSING (QS:Cagunlugu algilama)

“Cok sayidaki bakterinin birkag bakteriden gucldw@gunu, ancak bu birkag
bakterinin de birlik olarak engellersabileceini sdyleyebilirim. Erwin F. Smith,
1905”.

Iste bu sozlerden yillar sonra, yapilan gallar ile tek hiicreli bakterilerin
birbirleri ile iletisim kurabildigi ve deisen bir ortama yanit verebildikleri gosterikr.
Quorum sensing: Bakterilerin salgiladiklari kimylasaddeler aracgh ile birbirleri ile
haberlgmeleri ve iletsim kurmalaridir. QS sdzcik olarak bir oturum vegplanti icin
gerekli olan en az birey sayisinin bir araya gelraemina gelmektedir. Biyoloji
acisindan ise, bir bakteri toplglunda birey sayisi belli bir diizeye gtiginda ortaya ¢ikan
Ozel bir tip hiicrelerarasi ilgtm anlamina gelir (18).

Hucrenin bireysel davragiyerine, organize bir topluluk olarak davragdstermesi
QS olarak tarif edilir. QS; bakterilerde pek ¢cakyblojik olayin dizenlenmesinde rol
oynar; kimelgme (swarming), hareket, biyofilm alwrma, antibiyotik sentezi,
konjugasyon, virtilans (ekzoenzim ve proteaz ur@tgiui. Bu diizenlenme sonucunda
bakteri ortamdaki besin maddelerinin daha rasykakdnimi, bulundgu ortama uyum
sgilama, cevresel etkenlere kakorunma, ayni ortamdakigir mikroorganizmalarla
yarisma veya kon@n savunma mekanizmasi ile micadele etme, populdso birey
sayisini ortamin gereklerine goére kontrol etme fphksiyonlari yerine getirme olaga
bulur (67).

Bakterilerin salgiladiklari kimyasal maddeler ahgcile genetik mekanizmalar
harekete gecer ve yeni davrgdar ortaya cikar. Bir cimle ile 6zetlemek isteni@@8
bakterinin otoinducer (autoinducer, Al) adi verilginuyari molekilini sentezlemesi,
ekstraselliler ortama salmasiikedeger konsantrasyonuna gteginda onu algilamasi ve
gen transkripsiyonu ile bir yanit ggirmesidir. QS sistemi bakterinin populasyon iginde
yogunlugunu saptamasina yarayan bir sistemdir ve bakteoilgiyi kullanarak genetik
materyalini kontrol edip yonlendirir.

QS; yuksek hiicre ymnlugunda spesifik genlerin aktivasyonu ile kimyasal
uyaranlarin salinmasini iceren bir mekanizmadioir@user difizyon yapabilen bir
molekuldur. Hicre miktari arfit zaman otoinduser ( N-acetylated homoserine fhacjo
konsantrasyonu artar, hedef hiicrelergldrar. (6rn; LasR-Lasl, RhIR-Rhll) ve otoinduser
protein kompleksi QS’i kontrol eden genleri akteaer.
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QS sisteminde kilit robtoinducer’e aittir. Hlicre iginde sentezlenetoinducer
ekstraselliler ortama salinir. Bu otoinducer kornticre membranindaki reseptorlerce
algilanir. Bu algilanma ise hiicre icinde gen traipskyonuna kadar giden bir sinyal
iletisini baglatir. Olusan gen ekspresyonu ile de hicre togiulortak bir yanit gegtirmis
olur. QS gerceklgmesi icin ekstraselliler ortamdadioinducer’in yeterli dizeye
ulasmasi gerekir. Bunun i¢in de htcre sayisinin artpagiulasyonda belli bir ymnlagsma
sgglanmasi gereklidir. Hlcre sayisi yeterliggmluga ulamadan QS gercelgmez. QS
sistemi temel olarak gram negatif bakterilerdecifirregulator protein ve bir
otoinducerden, gram pozitif bakterilerde ise Ipirekursor peptid, ondan olgan
otoinducer peptid, hiicre membraninda autoinducer peptidi algildyatidin kinaz
reseptorinden olgur (76).

Gram negatif bakterilerde regulatér protein ciftid/LuxR homolg@u olarak
adlandirihr. Luxl/LuxR cifti QS in ilk kez tanimialig Vibrio harveyide bulunan
regulator protein ciftidir. QS in saptagiddiger tim gram negatif bakterilerde regulator
protein cifti yapi olarak LuxI/LuxR ciftine ¢cok beadiginden genel bir tanimla LuxIl/LuxR
homolgiu olarak adlandirilirlar. Otoinducer goérevi, agilheis homoserin lakton (HSL)
molekilu tarafindan yapilir ve tim gram negatiftealerde aynidir. Gram negatif
bakterilerde Luxl homolgu olan protein HSL sentezini indukler. SentezleH&t sekil 9
da gosterildii gibi hiicre dgina cikar. Hicre dinda belli bir ygunluga ersen HSL hiicre
membrani tarafindan algilanarak, tekrar hiicre igirer ve dger regulator protein olan
LuxR ile birleserek bir kompleks okiurur. Olsan HSL-LuxR kompleksi gen
transkripsiyonunu bgatir (22).

Autoinducer

Sekil-9.: Quorum Sensinglieyis mekanizmasinigematik gosterimi
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QS sisteminin en fazla ataldigl bakterilerden birP aeruginosalir. P
aeruginosavirulansin quorum sensing ile nasil dizenlgmdigbsteren carpici bir érnektir.
Vimbriofischerii'de QS’den sorumlluxI luxR genlerininP aeruginosalaki homolgu
olanLasl/LasR —Rhll/RhIRenleri quorum sensingi dizenlBraeruginosébelli hiicre
yogunluguna ulginca, hicreden hicreye ileti ile ekstraseltlerlamé faktorlerinin
salinimini kontrol eder. LasR HSL otoinducer ilddgerek bazi virulans faktorlerini
kodlayan genlerde transkripsiyonulaaur. lasB ile kodlanan elastaz, lasA ile kodlanan
proteaz, toxA ile kodlanan exotoksin A ve aprA gémkodlanan alkalen fosfataz
Uretilmeye bganir ve bakterinin virulansi artar.

LasR-HSL kompleksP aeroginosalaki diger quorum sensing sistemi olan Rhll
/RhIR sistemini aktive eder. Bu sistem bir dncekiaktive ettgi genlerden ikisi olan lasB
ve aprA genleri yaninda sitotoksik leptin ve hermaligibi patojeniteyle yakindan ilgili
bazi faktdrlerin sentezini aktive eder.

Quorum sensin® aeruginosa’nirbiofilm olusturmasinda kritik rol oynar. lasl
Uretemeyen mutam aeroginosanin sglam biofilm olusturamadg! ve biofilm
olusumunun mikrokoloni evresinde iken duggugosterilmgtir (62).

Biofilm formasyonu 6zellikle kistik fibrozlu has&ida ortaya ¢ikaR
aeruginosaya bali direncli akcger enfeksiyonlarinda énemli rol oynamaktadir. Kaisti
fibrozlu hastalarda balgam incelemelerinde biofillmsturmus P aeruginosasik olarak
gozlenmgtir. Ayrica bu hastalarin balgaminda lasl ve ratanmgtir (36). P
aeruginosanin bronlarda biofilm olyturmasi kistik fibroziste direncli ve kronik
enfeksiyonu ge$imesinin en 6nemli nedenidir. Biofilm glumunda kritik rol oynayan iki
onemli faktor QS vé aeruginosaiin alginat dretimidir. Alginat Gretimini senteztay
genler ayni zamanda QS Uzerinde regulator etkilyg sadusu gosterilmgtir (34).

P aeruginosanin urettgi bir proteaz olan Las A ve elastaz olarak ta adilalan
LasB sinerjik olarak akgerde doku yikimi yapmakta ve bgaktazi ve fibrozise yol
acmaktadir. Her iki enzimin tretimi de QS ile reg@adilmektedir.

P aeruginosanin Urettgi ekzotoksin ve hemolizin gibi ger virulans faktérleri de
QS ile duzenlenmektedir. QS sistemlerinin aktivasybakteri sayisi ile ilgilidir. Bu
nedenleP aeruginosanin bglangicgtaki kolonizasyon doneminde mikroorganizmasa
az oldgundan QS aktive olmamaktadir. Bu dénemde hicreavisufaktorleri
salmamaktadir. Aslinda mikroorganizma belli birigayersene dek kendini gizlemekte,

boylece konak savunma mekanizmalarindan korunmaktad
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LasI/LasR

Las-B elastaz
Las-A proteaz
—> LasRtHSL | ———> | Tox-A ekzotoksin A
Apr-A alkalen fosfataz
v Las-B elastaz
RhII/RhIR > | Apr-A alkalen fosfataz
Diger virulans faktarleri (leptin, hemolizin )

Sekil-10. P aeroginosada Las ve Rhl sistemleringgmatik gosterimi

P aeruginosa da en az iki N asetil homoserin lagtiin (Lasl/lasR)- (RhllI/RhIR)
QS'i duzenlenmekte rol oynasékil 10). Lasl; QS’de otoinduser sentaz olan N- (3
oxodode canoyl) homoserin lacton (30C12-HSL) sdeteken, Rhll; N-butyryl
homoserin lactone (C4-HSL) sentezletir.

Lasl -------- N- (3 oxodode canoyl) homoserin latt¢ 30C12-HSL )

Rhll -------- N-butyryl homoserin lactone (C4-HSL)

Lasl; LasR ile kodlanan transkripsiyon aktivatorietikler. LasR; LasA, LasB,
toxA, apr gibi virtilans genlerini indtkler.

Yuksek hicre ygunlugu 30C12-HSL ve C4-HSL'nin kritik diizeye ¢cikmasina
bdylece farkl virtilans genlerinin kopyalanmasi@Q& genlerinin aktivasyonuna neden
olur (Sekil 11).

P aeruginosa’da QS sisteminin LasB elastazin regatanda roli gosterilmive
bu sisteme Las sistemi deniktii. (22)

[Las! akdivasyonu |
Lasl; 3-0x0-C12HSL (N- (3-

oxododecanoyl)-L-homoserine lactone

sentezinden sorumlu gendir. LasR ise l

transkripsiyonel aktivator proteinidir. Sor0-C12-HSL + LasR

Lasl aktivasyonu ile 3-oxo-C12- j

HSL miktari artar. LasR’ye Igtanir Bu |virtilans genlerinin ekspresyonu |

otoinducer virilans genlerinin _ _ o
Sekil-11. Lasl, LasR ve virulans faktorlerigKisi
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ekspresyonunun artmasindan sorumludur.

P aeruginosa’daki ikinci QS sistemi Rhl'dir. Rampa Uretiminin kontroliinden
sorumludur. Rhll ’yi olgturan sistem C4- HSL (N-butyrylhomoserin lactoa®inducer
sentaz genidir. RhIR gende transcriptional aktivatoteinidir. Bu sistem rhlAB
operonunun aktivasyonu ile regule edilir. Rhl sistéasA proteaz, LasB elastaz,
piyosiyanin, siyanit ve alkalin proteaz uretimingereklidir. Ayrica Rhl sistemi strese
cevap genlerinin (rpoS, sigma faktor ) reglilasyanda salar (67).

Hucrelerarasi ile§im P aeruginosa’nin konak savunmasingikesymasinda rol
oynar. Bakteri sayica az iken Uretgioekstrasellller virulans faktorleri konak savunma
sistemlerini tetikleyecek ve bu etken hizla nomalkedilecektir. Buna kaitik quorum
sensing yoluyla tim bakteri populasyonunun bir Kowasyon icinde davranmasi ile
bakteri sayisi belli bir dizeye gkna dek virulans faktérleri salgilanmaz. Konak
savunmasini yenebilecek miktarda virulans faktgaidbilecek bakteri ygaunluguna
erisildi ginde ilgili genler aktive edilir. Boylece bakteaksinleri ile viicut direnci
arasindaki denge bakteri lehine bozulur ve dameamunvazyonu, disseminasyon,
sistemik enflamatuar yanitin tetiklenmesi ile orgatmezlikleri ve 6lime kadar
gidebilecek sire¢ Br. Bu gamada uygun antibiyotik tedavisi bile gidi
degistiremeyebilir.

Sonug olarak P aeruginosa patogenezi ¢cok sayidng faktérini iceren
kompleks bir yapiya sahiptir. Doku invazyonu vesdiminasyonu igin bu ekstraselltler
virulans faktorleri gereklidir. Bu faktorlerin Grgti ve kontrolli buytk oranda hiicrelerarasi
iletisim sistemlerine, homoserin lakton (HSL) tabantysi molekullerine ve spesifik
transkripsiyonal aktivator proteinlerineghalir. Bu diizenleyici sistemler, P aeruginosa’nin
virllans faktoérlerini koordinasyon icinde ve hugagunlugu gozetilerek Gretmesini ve
bdylece konak savunma mekanizmasinin Ustesindemegeli sglar. Bu sistemlerin
araggtinlarak daha iyi ankalmasi yeni tedavi yakfamlarinin bulunmasina olanak
saglayacak ve yuksek morbidite ve mortaliteye sahigbfeksiyonla micadelede farkl
secenekler sunabilecektir.

Bu calsmanin amaci farkli érneklerden izole ediRmeruginosawlarini virulans

faktdrleri, biofilm yapma yeterg ve quorum sensing kabiliyeti yoninden incelenrekti
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Uludag Universitesi Tip Fakiltesi §hk Uygulama ve Arstirma Merkezi dgisik
klinik ve yogun bakim Unitelerinde yatan hastalara ait; kakewmhaspirat, idrar, yara, ve
kateter orneklerinden Mikrobiyoloji Anabilim Dalig&teriyoloji Laboratuvarinda izole ve
idantifiye edilen 100 add? aeruginosauu ¢calsma kapsamina alindi. Hastang di
ornekleri elde edebilmek amaciglehrin deisik havuz, goélet, yamur sulari ve kaplica
sularindan 60 adet 6rnek toplandi. Ancak 4 ornBkaeruginosazolasyonu sgandi.
istatiksel dgeri olmadgi icin calsma kapsamina alinmadi.

P aeruginosauslarinin izolasyonu klasik yontemler ile yapilétentifikasyonunda
BD Phoenix TM tani sistemi (Becton-Dickinson, ABR)llanildi. Bakteriler ¢calilincaya
kadar Mikrobank boncuklu tiplerde -20°C’de dondarak saklandi. Caina sirasinda
kanl besiyerine pasaj yapildi. Ureyen kolonilergasaj yapilarak elde edilen bakterilerle
calisildi. Calsmada kullanilan kontrol su P aeruginosgPAO1, ATCC-15692),
Agrobacterium tumefacienRhizobium ATCC-51350) veS aureugATCC 25904) LGC
Promochem’den gtandi.

Tum sylarda biyofilm olyumu, quorum sensing ve ggk virulans faktorleri

arggtinldi.

Homoserin Lakton saptanmasi icin Cross-feeding test

LB agar 40l X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolg#b-galactopyranoside) ile
kaplandi. Buglem icin 1 mlt Dimetil sulfoksit icine 20 mg X-Gabnarak eritildi. LB besi
yeri konmuy plaklara 40 pl X-Gal damlatilip, cam cubukla titzgye yayildi. 37°C’de 1-
2 saat beklenerek kurumasgksendi. Besiyerleri kuruduktan sonra HSL reporter @arak
Agrobacterium tumefaciemsl36 (ATCC no:51350) veP aeruginosalcm ara ile ¢izgi
ekim olarak ekildi. 48-72 saat suresince inkubdeeek renk dgisikli gi gozlemlendiP
aeruginosaHSL Uretiyorsa agara difiize olur #etumefacienteki tra-1, lac-Z genlerini
aktive eder. Aktivasyon sonigeffaf, saydam koloniler yapak tumefaciensenk

degisikli gi ile mavi pigmentasyon ofturur. Olisan mavi renk HSL Uretildini gosterir .
Motilite:

P aeruginosawitching, swimming ve swarming olarak adlandmilz farkh

motilite karakteri gostermektedir.
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Twitching: Bakteri 3 mm kalingiinda hazirlanan % 1’lik LB agargrie 6ze ile
inokule edildi. 30°C de 24-48 saat inkube edildjaipolistiren ylzey birkgmindeki
bulanik alan gozlendi. Besiyerinin kenari 6ze kuli@rak ucundan kaldirildi ve petri
kutusu ters cevrilerek agar 6ze yardimi ile uzgkiédi. Distile su ile petri kutusunun
ylzeyi yikanip yagmayan hicreler uzalgarildi. Zemin %?1’lik kristal viyole ile
kaplanarak 15-20 dk beklendi. Boya uzakiaip distile su ile yikanip ylzeye yamis
olan bakterilerin boyanmasi gézlendi.

Swimming: Bakteri gne 6ze kulanilarak % 1 tripton ( Sigma Lot/Ch-E3&3),
% 0,5 NaCl, % 0,3 agar (Acumedia Lot10-09-VA) eeplaa ekilerek 30°C de 16 saat
inkUbe edildi. Ekilen boélgede bakteri Gremesi gddigten sonra inokulasyon bdlgesinden
disariya dg@ru olusan bulanik zon oélctlerek swimminggelendirildi.

Swarming: Swarming plate % 0,5 agar, 8 g/l broth, 5 g/l delksile hazirlandi.
igne oze ile bakteri inokulasyonu yapildi. 30°C des@4t inkube edildi. Bu yari kati
besiyerindeP aeruginosagcin tipik olan diizensiz dallanmalar gosteren kiggrae

gozlenerek swarming derlendirildi.

Biyofilm olu sumu:

U plate biyofilm: P aeruginosaulari, Luria Bertani (LB) broth’a (Difco
Lot:5053293) ekim yapilarak 24 saat sureyle 37&Gitkibe edildi. Bu stire sonunda
tupler vortexlendi. Tupten 10 pl 6rnek alinarak $§9@B broth ile kargtirildi ve 1/100’10k
bakteri dilisyonu hazirlandi. Tekrar vortexlendakiSanalti gozlu U plate alinarak bir
cukura 1/100’luk bakteri dilisyonundan 100ul ve luB®thdan 100ul konuldu. Yirmidort
saat suresince 37°C’de bekletildi. Kuyucuklar gpésaltilip distile su ile 3 kez yikandi.
Cukurlara 1/100’luk kristal viyole ilave edilip 2fakika beklenerek, biyofilm ofturmus
hiicrelerin boyanmasi gandi. Tekrar distile su ile 3 kez yikanip kuyuar 200 pl
etanol eklendi. 15 dakika beklenip bu sivi eppehtignlere alindi. Volum distile su ile
1000puI'ye tamamlandi. Spektrofotometrede (UV-1202WS Schimadzu) 540 nm de
okutuldu.

Tlpte biyofilm: Polistren 12X75 mm tiplere 0,5 ml LB broth konuld&
kultirde bir gece inkube edilerek uretiknmlan bakteriden bir 6ze alinarak inokulasyon
yapildi. 37°C’de 24 saat boyunca inkube edilditi@isuyla 3 kez yikandiktan sonra % 1
lik kristal viyole ile oda sicak#nda 20 dk boyandi. Tekrar distile suyla 3 kez giga2 mli
% 95 etanol konarak boyali biyofilm eritildi. 600rahe spektrofotometrede (UV-1202 UV-
VIS Schimadzu) okundu.
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Pyosiyanin 6l¢imu:

GA mediumda (GA medium; %1 Glyserol, 6 gr/lt L4l 2 gr/lt MgSQ, 0,1
gr/lt K2HPOy, 0,018 gr/lt FeS@) 24 saatte UretileR aeruginosasantriftj edildi, 2 ml
supernatant alinarak 2 ml kloroform ile anldi. Shaker'da 24 saat boyunca
inkiibasyona birakildi. Alt organik tabaka ayrildioroformda renk dgisikli gi meydana
geldikten sonra (GA mediumda inkiibasyon sirasaldanus olan mavi, yegil renk
degisikli gi kloroforma gecer.) bu kisim alinarak 1,5 ml 0,88l eklendi, kagtirildi,
pembeden kirmiziya @gen renk A520 de okunarak pyosiyanin miktari dlculdu

Elastaz aktivitesi (Elastin kongo red testi):

LB broth da 12-14 saat bakteri inkiibe edildi. Olg@intesi hiicre konsantrasyonu 3
Mcfarland olarak ayarlandi. Tupler santrifij ediltiDO ul siipernatant alinarak 2ml 10
mMol NaHPQr igine eklendi. Buna 20 mg elastin Kongo red §aridi. 37°C de 16 saat
rotasyonla inkiibe edildi. 3000g de 10 dakika shijteindi, supernatant alinarak
spektrofotometrede (UV-1202 UV-VIS Schimadzu) 495aerokundu.

Las A aktivitesi (stafilolitik aktivite):

S aureugATCC 25904) 0,02 M tris-HCI (Sigma T3253-100Ghite stispansiyon
haline getirildi. 10-15 dk benmari de kaynatildiidfe slispansiyonu ayni tampon ile optik
dansitesi 595 nm de 0,8 olacggkilde diltie edildi. Dille stafilokok hticreleri gamakta
olan LB agara eklendi. (Besiyeri@dulurken 40°C’ye gelince besiyerine soliisyon
konuldu). LB agardseudomonasulari ile cizgi ekim yapildi. 37°C’de 48 saat inkiibe
edildi. Las-A stafilolitik aktiviteyi gostermesi kkenen cizgi etrafindaki temiz alan
gozlenmeye calildi. Ancak bu yontemle deney sonunda beklenensoaigilamadi.
Yapilan denemeler sonun@aaureusttris-HCI soltisyonu optik dansite OD595’de 0,8
olacaksekilde dilie edilmg ve kaynatiimadan besiyerine eklegidiaman deney kaynak
makalede belirtilen sonuca ghastir. Ustte belirtildsi gibi soliisyon kaynatilgh veya

otoklavlandgl zaman istenen reaksiyon elde edilenytimi

Quorum sensing genleri icin PCR:

Kromozomal DNA ekstrakte edildiLasl, lasR, Rhlve RhIRgenleri icin
oligonukleotid primerler kullanilarak @ik sicaklik dereceleri ve sikluslar kullanilarak
PCR yapildi.
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DNA ekstraksiyonu:Bakteri %5 koyun kanli Columbia agarda 18-24 salibe
edildi. Mikrosantrifij tiptine 2501 distile su kqnuB-4 koloniP aeruginosalistile suya
homojen olarak datildi. Dondurularak -80°C’de en az 24 saat kdklie Amplifikasyon
yapilac& gun dondurulan bakteriler buzdolabindan ¢ikaakayoziinmesi ggandi,
vortekslendi. Thermalcycler cihazinda 99°C’de 1Rdknatildi. Sgutmali santrifijde
11000g’de 3dk santrifiij edildi. Stpernatanttan 28lpiarak PCR calmalarinda DNA
kaynas olarak kullanildi.

PCR icin hazirlik: Dort gen icin ikger ¢ift internal ve intakt primer olmak Gzere
toplam 8 primer kulanildi. PCRIemi i¢in primerler 1 pl de 100 pikomol olacgékilde
16 ohm’luk deiyonize steril distile su ile sulantir.

Kromozomal DNA; PAO1 ve QS atarilan klinik izolatlardan ekstrakte edildki
farkl oligonukleotit primer seti kullanildi. (lddas-r, rhl-1, rhl-r genlerindeki farkl
bdlgelere uygun olarak Uretilgnolan bir set 4 tane intakt gengdr set de 4 tane internal
gen bulunan primerler kullanildi). PCR toplam 5&/plum i¢cinde 30 ng kromozomal
DNA ile yapildi.

Bir 6rnek icin 50 pl miks hazirlanmasi: 5ul buffer, 1ul DNTP, 3ul MgCl2, 0,5ul
primer, 0,5ul Tag polimeraz , 29,5l deiyonizeististile sudan olgan mastermiks
hazirlandi. 40’ar pl alinarak 0,5 ml lik tiiplereyfatirildi. UstiineP aeruginosa
ekstraksiyonlarindan elde githiz genetik materyalden 10ul eklendi. Termocydleazina
kondu.

internal gen icin PCR kaullar: :
95°C’de 5 dk i1sitmanin ardindan 32 siklus ;

95 °C’de 30 sn
59 °C’de 60 sn
72 °C’de 90 sn
Son siklusta 72 °C’de 10 ddem gordu.
Intakt gen icin PCR kasullar:
34 siklus;
94 °C’de 30 sn
50 °C’de 30 sn
72 °C’de 2dlglem gordu.

DNA fragmanlari agaroz jel tzerinde etidyum brobayyamasi ile saptandi. 120 mi

0,5 TBE’a (Tris borate EDTA buffer) 2gr agar gaaose low EEO) eklendi. 700watt da

3-4 dk mikrodalgada eritilir. Uzerine 2 damla etidy bromit damlatilarak elektroforez
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tablasina taraklar yegerilip dokuldi, donmasi beklendi, jel hazirlanBonduktan sonra
taraklar cikarilip Uzeri tris borate EDTA buffiteceksekilde kuvete konuldu.

Jele konacak karsimin hazirlanmast Aliminyum folyo Gzerine Xer pl loading
damlatildi. Size i¢gin; 2ul size, 2ul loading, 8| BH karstirilip 10ul’si alindi. Ornekler
icin; 2pl loading, 10u! PCR uriinii kerilip 10ul'si alindi.ilk kuyucuklara size konup
diger kuyucuklar elde eggimiz PCR urtnleri ve loadingden ghn kargim konuldu. 130
woltta 30 dk elektroforez uygulandi. DNA size okad®D0OBP-1.5KB DNA Ladder
(MSM34/MSM35) kullanildi.

Deneylerin sonunda callan sylarla elde edilen sayisal glerler PAO1 kontrol
swu ile elde edilen dgere bolinerek normalize edildi. Verilerin kaastiriimasinda t-test

kullanilarak, g0.05 ve alti dgerler anlamli olarak kabul edildi.
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BULGULAR

Calismaya dahil edilen 100 adetaeruginosasusundan 3 tanesi
canlandirilamagindan 97 6rnek kullanilarak deneyler gercgtiklgdi. Bu 6rneklerin 6
tanesi idrar, 24 tanesi kan, 12 tanesi katetetad®si trakeal aspirat, 15 tanesi yara
kaltarinden izole edilmgti. Pozitif kontrol olarak PAO1 (ATCC 15692) kutidd1.
Sayisal dger olarak elde edilen verilerin hepsi pozitif karttite kiyaslanarak normalize
edildi. Buna gore her deneyde pozitif kontrojusadan elde edilen g@er 1 olarak kabul
edildi ve drneklerin kontrol suna goére aldiklari dger hesaplanarak kaydedildi.
Sonuclarin dgerlendiriimesi ve katlastiriimasinda érneklerde QS yet@nee izole
edildikleri 6rnek g6z 6niine alinarak iki farkli gtandirma yapildi. Orneklerde Homoserin
lakton Uretimi saptanmasina gore QS (+) ve QSlé&ak iki gruba ayrildi. Ayrica
orneklerin izole edildii lokalizasyona gore idrar, kan, kateter, trakeslilat ve yara
olmak Uzere hegrup ele alinarak kendi icinde kdastirma yapildi. Gruplar arasi

degerlendirmede R0,05 anlamli kabul edildi.

Homoserin lakton saptanmasi icin Cross-feeding test
A B

<P aeruginosa—>
—— <A tumefaciens—>

Sekil-12. Bakteri HSL Uretiyorsa ortama salinan HSL molekiiagara diflize olur vA
tumefacienseki tra-l, lac-Z genlerini aktive eder. Aktivasysonicuseffaf, saydam
koloniler yapam tumefaciensenk dgisikli gi ile mavi pigmentasyon ogurur. Oluan
mavi renk HSL Uretildiini gosterir.Sekilde A da mavi renk izlenmeBi aeruginosaiin
HSL Urettgini gosterirken, B de renk @giminin olmamasi ortamda HSL bulunmgghi
gostermektedir.
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Doksanyedi 6rnekten 43’tinde HSL Uretimi gozlendQ& (+) olarak
degerlendirildi. Kalan 54 syile beklenen renk dsikli gi oimadgindan QS (-) olarak
kabul edildi Sekil 12).

Alti idrar 6rnezinden 4 tanesinde, 24 kan ogneden 13 tanesinde, 12 kateter
ornesinin 4 tanesinde, 40 TAS orgiain 13 tanesinde, 15 yara ofingin 9 tanesinde QS
(+) bulundu (Tablo 3).

Tablo-3. QS (+) ve QS (-) Starin Uretildikleri Orne ge Gore Dagilimi
QS (+) QS ()

Idrar (6) 4 (%67) | 2 (%33)
Kan (24) 13 (%54)| 11 (%46
Kateter (12)| 4 (% 33)| 8 (%67)
TAS (40) | 13 (%32)| 27 (%68
Yara (15) | 9 (%60) | 6 (%40)
Toplam 43 (%44) | 54 (%56)

Orneklerin dger fenotipik incelemelerinin gerlendiriimesinde bakterilerin izole
edildikleri kayn&a gore olgturulan gruplar arasinda kaestirma yapilirken ayrica HSL
Uretimi saptanmasina gore QS (+) ve QS (-) old&iadgruba ayrilarak ta derlendirme
yapildi.

Motilite:

Swimming: inokulasyon yerini gevreleyen bulanik zon kenarmerkezden
uzaklgl mm cinsinden ol¢uldiSgkil13). QS (+) bulunan slarda swimming QS (-)
olanlara gore anlamgekilde daha fazla gozlenddrardan tretilen star diger tim
orneklerden anlamli derecede daha fazla swimmipagrk&n, dier 6rnekler arasindaki
karsilastirmada sadece TAS ile kandan alinan érneklerradtadtan lehine anlamh farklilik
gozlendi (Tablo 4 ve 5).
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Swimming (+) Swimming ()

Sekil-13. Solda belirgin swimming tarzi motilite gostegmie s&da ¢ok kisith
swimming yapmy P aeruginosazlenmektedir.

Tablo-4. QS (+) ve QS (-) Slarin Swimming Degerleri
Swimming PAO1QS (+) | QS ()

gga'ama * 11 1073+020592+0,2
P=0.0002*

Tablo-5. Farkli Kaynaklardan Uretilmi s Suslarin Swimming Degerleri

Swimming PAO1 |idrar Kan Kateter TAS yara
Ortalama + SD| 1 0,82+0/D,54+0,2| 0,56+0,4 0,61+0,0,62+0,2
Idrar P=0,0001* P=0,001* | P=0,003*| P=0,01*
Kan P=0,3 P=0,04* | P=0,1
Kateter P=0,2 P=0,2
TAS P=0,4

Swarming: inokulasyon bolgesinden cevreyezdoolusan dallanmalarin merkeze
uzaklgl en az tg¢ yerden o6lculip ortalamalari alinarakiimesusun swarming dgeri
Olculdu §ekil 14). QS (+) bulunan slarda swarmming QS (-) olanlara gére anlaml
sekilde daha fazla gozlenddrardan Uretilen slar sadece kateterden tretileglardan
anlamli derecede daha fazla swarming yaparkgey dirnekler arasindaki kalastirmada

anlaml farklhilik gézlenmedi (Tablo 6 ve 7).
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Swarming (+) Swarming (-)

Sekil-14. Ayni besiyerinde swarming yapan ve yapmayan il faus.

Tablo-6. QS (+) ve QS (-) Sarin Swarming Degerleri
Swarming PAO1QS (+) | QS (v)

Ortalama+ |, 1435402025401
SD
P=0,03*

Tablo-7. Farkli Kaynaklardan Uretilmi s Suslarin Swarming Degerleri

Swarming PAOY idrar Kan Kateter | TAS yara
Ortalama £ SD| 1 0,47 £0/9,29 +0,2/0,25+0,1/0,29 + 0,2/ 0,36 £ 0,2
Idrar P=0,07 P=0,04* | P=0,08 P=0,2
Kan P=0,2 P=0,5 P=0,2
Kateter P=0,2 P=0,09
TAS P=0,2

Twitching: QS (+) bulunan sgarda twitching QS (-) olanlara gére anlamli
sekilde daha fazla gozlendj€kil 15).Idrar, kan ve kateter érneklerinden alinagiau
yaradan uretilen slardan anlamli derecede daha fazla twitching ysgrarger 6rnekler
arasindaki katlastirmada sadece TAS ile kateterden alinan drnekéenada kateter

lehine anlamli farklihk gézlendi (Tablo 8 ve 9).

A B

Sekil-15. A; belirgin twitching yapny iki ayri P aeruginosausu
B ayni petri kutusunda solda twitching yapan v@sawitching yapmayaR
aeruginosasulari.
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Tablo-8. QS (+) ve QS (-) Slarin Twitching Degerleri
Twitching PAOL QS (+) | QS ()

onalama® 3 0,75:0,3| 0,63+0,2
P=0,009*

Tablo-9. Farkli Kaynaklardan Uretilmi s Suslarin Twitching Degerleri
Twitching PAOL1|idrar Kan Kateter | TAS yara
gga'ama * 1 0,81+0,30,71+0,3 | 0,77+0,00,63+0,3 | 0,49 +0,3
idrar P=0,2 P=0,3 P=0,1 P=0,04*
kan P=0,2 P=0,1 P=0,03*
kateter P=0,05* | P=0,01*
TAS P=0,1

Biyofilm :

QS (+) olan sglar hem tip hem de plate’de anlamli olarak dabkkaflaiyofilm
olusturdular §ekil 16 ve 17). Bakterilerin izole edildikleri 6rge gbre yapilan
karsilastirmada kan ve kateter érnekleri, TAS ve yara Giergke gore hem tlpte, hem de

plate de daha fazla biyofilm cliwrdular. Dger 6rnekler arasindaki farkhlik ise anlaml
bulunmadi (Tablo 10 ve 11)

RO BBBHRS ~_
AW AN } N\ \ %

.

Sekil-16. U plate de biyofilm.
A: Her biri farkh sylari igeren kuyucuklara kristal viyole konulgyu

B: Boya uzaklstirilip yikandiktan sonra farkh dizeylerde biyofiyapms P aeruginosa
boyali olarak izlenmektedir.
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Sekil-17. Tupte biyofilm.
A: Kristal viole ile boyanmy P aeruginosé&dlttrleri

B: Boya yikandiktan sonra boyali kalan biyofilma&hsi
C: Biyofilm yapmamg P aeruginos&iltiri

Tablo-10. QS (+) ve QS (-) Slarin Tlp ve Plate’de Biyofilm Olusturma Degerleri

Sfli/;jm PAO-1 | TUP QS (+) TUP QS-| PLATEQS (+) PLATE Q$-
Ortalama + SQ 1 093+04 | 079+0,3 0,83+04 0,70+0,3
P=0,04* P=0,04*

Tablo-11. Farkli Kaynaklardan Uretilmi s Suslarin Tup ve Plate’de Biyofilm
Olusturma Degerleri

Tlpte biyofilm | PAO-1 |idrar kan kateter TAS yara
Ortalama + SO 1 0,89+0,40,90+0,30,84+0,30,59+0,2| 0,61+0,3
idrar P=0,5 P=0,4 P=0,06 P=0,08
kan P=0,3 P=0,0001FP=0,005*
kateter P=0,0001FP=0,03*
TAS P=0,4
Plate biyofilm | PAO-1 |idrar kan kateter | TAS yara
Ortalama £ SD| 1 0,99 +0,9,83+0,2/0,94 +0,30,70 + 0,2/0,64 + 0,2
idrar P=0,2 P=0,4 P=0,09 | P=0,07
kan P=0,1 P=0,01* | P=0,002%
kateter P=0,01* | P=0,004%
TAS P=0,2
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Piyosiyanin

Piyosiyanin dretimi QS (+) ve (-) olan 6rnekletuiebirine yakin dgerlerde
bulundu §ekil 18). Bakterilerin izole edildikleri kayrga gore yapilan kaastirmada ise
yara ornekleri dier tim orneklerden anlamli olarak daha az piyosiyaretirken, kan
ornekleri kateter ve TAS drneklerine gore anlantdrak daha fazla piyosiyanin
olusturdular. Dger 6rnekler arasindaki farkhlik ise anlaml buluan(Tablo 12 ve 13).

Tablo-12. QS (+) ve QS (-) Slarin Pyosiyanin Deserleri

piyosiyanin PAO1 QS (+) QS (v)
Ortalama+SD | 1 1,27 £0)4,25+0,7
P=0,4

Tablo-13. Farkl Kaynaklardan Uretilmi s Suslarin Pyosiyanin Deserleri

piyosiyanin | PAO1 | idrar Kan kateter| TAS yara
Ortalama + 154+ |153+ [1,19+ |1,19+

SD 1 0.8 |07 |04 |o7  |088%04
idrar P=0,5 P=0,2 P=0,2 P=0,05*
Kan P=0,04*| P=0,04*| P=0,0005¢%
Kateter P=0,5 P=0,03*
TAS P=0,02*

Sekil-18. Pyosiyanin saptanmasi icin izlenas@amalar gézlenmektedir.
A-GA mediumda Uretilef® aeruginosa

B- A’daki tuplere kloroform ilave edilmgi

C-B’deki tupler 24 saat shakerda birakgnpiyosiyanin kloroforma gecmi
D-piyosiyani iceren kloroforma HCI ilave edilgi

E-HCI de renk dgsikli gi meydana gelnsi
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Elastaz

Elastaz varliinda Kongo red kirmizi renk aldj€kil 19). Elastaz Gretimi QS (+)
ve (-) olan sgiarda birbirine yakin deerlerde bulundu. Bakterilerin izole edildikleri
ornese gore yapilan kallastirmada ise sadece idrar 6rnekleri TAS ve yaralkden@den
ve kan drnekleri yara 6rneklerinden anlamli oladtaka fazla elastaz tretirkengeli

ornekler arasindaki farklilik anlamli bulunmadt.ablo 14 ve 15)

[ y—— (—
(=, |
™~ -y |

Sekil-19. Kongo red ile elastaz vaginda olgan renk dgisimi.

Tablo-14. QS (+) ve QS (-) Slarin Elastaz Deserleri

Elastaz PAOL1l| QS (+) QS ()
Ortalama + SD 1 0,71+0,2| 0,72%0,2
P=0,43
Tablo-15. Farkli Kaynaklardan Uretilmi s Suslarin Elastaz Deserleri
Elastaz PAO1|Idrar kan kateter TAS yara
Ortalama + SD| 1 0,85+0/D,78 +0,2/0,72 +0,2/0,69 + 0,2/ 0,60 + 0,2
idrar P=0,2 P=0,08 | P=0,04* | P=0,01*
kan P=0,19 | P=0,07 | P=0,01*
kateter P=0,38 P=0,08
TAS P=0,08
lasA:

Petri kutusuna ¢izgi ekim yapildiktan sonrasalu berrak zonun geghigi mm

cinsinden olculdugekil 20). LasA aktivitesi QS (+) ve (-) olan Okherde birbirine yakin

degerlerde bulundu. Bakterilerin izole edildikleri kegga gore yapilan kaastirmada ise

yine gruplar arasinda anlaml farklilik izlenme@ablo 16 ve 17).
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Sekil-20. A: LasA aktivitesi gostereR aeruginosa
B: Ayni petri kutusunda LasA aktivitesi gosterest(é) ve gostermeyen (altta)
iki ayri su.

Tablo-16. QS (+) ve QS (-) Siarin LasA Degerleri
lasA PAOL1 | QS (+) | QS ()

Ortalama + SO 1 04504 | 02°*
P=0,2

Tablo-17. Farkl Kaynaklardan Uretilmi s Suslarin LasA Degerleri

lasA PAO1 | idrar Kan kateter] TAS yara
Ortalama + 1 067+ |0,48+ |046+ |0,46+ |0,58+%
SD 0,6 0,5 0,4 0,5 0,6
idrar P=0,2 |P=0,2 | P=0,2 | P=0,4
kan P=0,5 | P=0,4 | P=0,3
kateter P=0,5 | P=0,3
TAS P=0,2

Quorum sensing genleri i¢in PCR:

Kromozomal DNA ekstrakte edildikten sorirasl, lasR, Rhlve RhIRgenleri icin
oligonukleotid primerler kullanilarak @ik sicaklik dereceleri ve sikluslar kullanilarak
PCR yapildi. PCR analizinde hem intakt gen henmtignal gen icin ayri ayri primerler
kullanildi (Tablo 18)Las ligin 605 bp gen intakt geni, 363 bp gen internalig@sRigin
725 bp gen intakt geni, 362 bp gen internal géhll icin 625 bp gen intakt geni, 143 bp
gen internal geni vRhIRicin 730 bp gen intakt geni, 207 bp gen internadigemsil etti
(76).
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Tablo-18.Ladl, lasR, Rhll ve RhIR Molekil A girliklar

Intakt gen Internal gen
Las | 605 bp 363 bp
lasR | 725 bp 362 bp
RhIl | 625 bp 143 bp
RhIR | 730 bp 207 bp

QS (+) ve QS (-) olan tim 6rneklertasl intakt geni ve internal geni sentezlendi.
QS (+) olan 43 swn 36 sindalasR intakt geni gosterilirken timunde internal gen
gozlendi. QS (-) olan 54 sun 45 inddasRintakt geni gosterilirken internal gen 53tu
gozlendi. QS (+) sdarin 30 undaRhll intakt geni gdsterilirken timinde internal gen
gozlendi. QS (-) sfarin 38 indeRnhll intakt geni gdsterilirken internal gen timinde
gozlendi. QS (+) sdiarin 37 sindaRhIR intakt geni gosterilirken 39 unda internal gen
gozlendi. QS (-) sgarin 42 sindeRhIR intakt geni gosterilirken internal gen 49stu
gozlendi (Tablo 19)Sekil 21, 22).

Tablo-19. QS (+) ve QS (-) Slarin PCR Bulgularinin Dagilimi

lasl lasR RAlI RhIR
intakt | internal | intakt | Internal | intakt internal | intakt | internal
+ |- |+ |- + |- |+ - + |- + |- + |- + -

QS(+) (n=43) |43|0|43]|0 [36|7|43 |0 |30[13|43 |0 [37]|6 |39 |4

QS(-)(n=54) |54|0|54|0 [45|9]53 |1 |38]16|54 |0 [42|12]|49 |5
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Sekil-21. Etidium bromid ile boyanmi% 1 agaroz jelde amplifiye edilgi
intakt genler izlenmektedir.
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Sekil-22. Etidium bromid ile boyanm1% 1 agaroz jelde amplifiye edilgi
internal genler izlenmektedir.



TARTI SMA

Bir firsat¢i enfeksiyon ajani oldhaeruginosahastane enfeksiyonlarinda en sik
izole edilen gram-negatif bakteriler arasindadwzdkomial pnémoni, triner enfeksiyon,
yara enfeksiyonlari ve septisemiden sorumlu tutitadar. Ozellikle immun yetmezlikli
hastalarda okiurdugu firsatci enfeksiyonlar, antibiyotik direnci veden oldgu yiksek
mortalite bu bakterinin daha yakindan incelenmegamektirmgtir.

Hucrelerarasi ilegim P aeruginosanin konak¢l savunmasina kakoymasinda
onemli rol oynamaktadir. Bakteri sayica az ikersgelkalarak konakgl savunma
sistemlerini uyaracak ozelliklerini gizlemekte, gt bakteri ygunluguna erildi ginde
ilgili genleri aktive ederek virulans faktorlerioiretmeye bgamaktadir (77). Boylece
quorum sensing yoluyla tum bakteri populasyonunuidordinasyon iginde davranmasi
sgilanmaktadirP aeruginosala iki luxl luxR homolgu olan Lasl/LasR — RhlIlI/RhIR
sistemi quorum sensingi dizenlemektedir. Yuksekdgigzunlugu ile ortamda quorum
sensing otoinduceri olan homoserin lakton (3-O€R1- ve C4-HSL) ygunlugunun
yeterli diizeye ¢ikmasi sonucu sistem aktive olasR.HSL otoinducer ile bigerek bazi
virulans faktoérlerini kodlayan genlerde transkrymsiu tetikler ve virllans faktorleri
ekspresyonu ar. Calsmamizda kan, kateter, cerrahi yara gibi farkl l@esyonlardan
izole edilen 97 syile elde edilen bulguld? aeruginosanin virulansla ilgili fenotipik
Ozellikleri yontinden oldukca heterojen bir karaldergiledgini gostermektedir.

Invitro ortamda bakteriniquorum sensing yeteneklerinin giralmasinda
kullanilan en yaygin yontem quorum sensing oto-gediuolan homoserin lakton (HSL)
olusumunu cross-feeding testi ile incelenmesidir. Bateeagar& aeruginosave A
tumefacienyan yana c¢izgi ekim yapiliP aeruginoséHSL Uretiyorsa ortama salinan
HSL molekdlleri agara diftize olur vl tumefacierigeki tra-1, lac-Z genlerini aktive eder.
Aktivasyon sonicyeffaf, saydam koloniler yapah tumefaciensenk deisikli gi ile mavi
pigmentasyon okiurur. Olsan mavi renk HSL retildini gosterir (78) A tumefaciens
ile yapilan cross-feeding testinde mavi renksolau HSL yapimi ve quorum sensing
varhginin gosterilmesinde hassas bir gostergedir (78&g&mez ve arkagéarinin (80)
yogun bakimdan uretilen bakterilerle ilgili cghasinda ortamda HSL miktari glik
oldugunda bu testin negatif sonuclagidgosterilmitir. Bu calsmada Uretilen 5@
aeruginosasuisunun 46 sinin pozitif sonug vegdi4 tanesinde HSL dretimi saptanmadi
bulunmutur. Bizim ¢algmamizda ise slarin yariya yakini quorum sensing oto-inducer’i
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olan ve quorum sensing gostergesi olarak kabutedibmoserin lakton Uretimi yadii
gorulmisttr. HSL Uretimi g6zlenmemesini sadece ilgili géketateryaldeki defekt ile
aciklanmasi yeterli olmamaktadir. Schaber ve affadd76, 81) yara, trakeal aspirat ve
idrardan izole edilen 5 QS-deficientsdizerinde yap# genetik analiz sonucunda HSL
Uretemeyen bu slarin sadece ikisindélR velasRgenlerinin bulunmagini
saptamglardir . HSL Uretimi yapilmamasininggdir olasi nedenleri genetik materyalde
henliz saptanamayan defektler veya bakterinin gesgrdlarini QS icin uygun olarak
deserlendirmemesi nedeniyle var olan genlerin akgifiemesi ile aciklanabilir. Bu

konuda daha detayl gtamalara ihtiya¢ vardir.

Quorum sensing ve biyofilm

P aeruginosanfeksiyonlarinin énemli bir 6zetii biyofilm olusumudur. Alginat
agirhkh ekstraselluler polisakkarit Gretimi ile alftwrulan biyofilm iginde kolonize olan
bakteri, fagositlerden, kompleman aktivitesinderamé@biyotiklerden korunarak yamini
surdirme olana bulur (82). Quorum sensing ile biyofilm glumu arasinda yakin gki
ile ilgili pek cok aratirma yapilmgtir. Davies ve arkagé&arinin (83) yapmy oldugu bir
calismada HSL-defektif mutarR aeruginosanin olusturdugu biyofilmin oldukcga zayif
yapida oldgu ve ¢ok digik konsantrasyonda sodyum dodesil silfatin detetjaisine
dayanamagi, ortama HSL eklenmesi ile biyofilmin dayanikhinin arttgini
gostermglerdir . Schaber de (76) quorum sensing yapamaygdarin daha zayif biyofilm
olusturdugunu gosterngitir. Shrout ve arkaddari (62) ise quorum sensing’in biyofilm
olusumunu kontrol etmesinde ortamdaki karbon, azot gibirisyonel elemanlarin
konsantrasyonunun da 6nemli odunu gosternglerdir. Klinik calismalarda da biyofilm
ile quorum sensing arasindaksKiyi gosteren veriler elde edilgtir. Favre-Bonte ve
arkadalari (84) ventilatére hgi Pseudomonapndmonisi gekien entlibe hastalarda
entibasyon tupu ve trakeal aspirattan Uretilgrar biyofilm ve HSL Gretimi yontinden
karsilastirmiglar, entiibasyon tiptnden uretilenlerin daha faglafitm olusturdusu ve
daha yiuksek HSL uretimi yaptiklarini gostegtaidir. Bulgularin yorumlanmasinda
entibasyon tupunde dretilen bakteriler biyofilm gdqen trakeal aspirattan Gretilen
suslarin daha ¢ok planktonik formda kaldiklari ve danle biyofilm olgturma ve HSL
Uretme yeteneklerinin buna paralel giddwurgulanmgtir. Hentzer ve arkagkari (85)
fare pulmoner enfeksiyon modeli ile yaptiklari gaismada furanon bikgkleri ile
guorum sensing inhibisyonu yapgthdaP aeruginosaiin oluturdusu biyofilmin

tobramisin penetrasyonuna kiaglaha az direncli oldiunu gosterngierdir . Tim bu
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calismalarP aeruginosada quorum sensing’in ger virulans faktorleri ile oldgu gibi
biyofilm olusumu ile de 6nemli ikikisi oldugunu gdstermektedir (86). Bizim
calismamizda HSL Uretimi diiik olan sglarin biyofilm olusturma yetengi iki ayri
abiyotik yluzey ( cam tlp ve polistren plate) kallarak dgerlendirilmis ve her ikisinde
de HSL Uretimi yuksek olaguslara gore anlamli derecedesdld bulunmuytur. Quorum
sensing ile biyofilm ilgkisini gostermesi acisindan bulgularimiz literagiiryum
gostermektedir. Bakterinin izole edifdkayngza gore yapilan kalastirmada ise trakeal
aspirat ve yaradan uretilenstar kan ve kateterden Uretilenskara gére daha az biyofilm
olusturmuwlardir. Bu sonugclarin yorumlanmasinda yukarida gé¢e/re-Bonte ve
arkadalarinin (84) yapfil entiibasyon tlpu ve trakeal aspiratinsiagtirildigl calsma
g0z 6nune alinirsR aeruginosaiin ortamin ozelliklerini gz 6nline alarak biyofilm
olusturma yetengini degistirdigi ve oldukca karmgk bir sistem olan biyofilm
regulasyonunda gerekli gigikli gi yaptigi distintlebilir.

Quorum sensing ve motilite

P aeruginosdig tip motilite gostermektedir. Sivi ortamda flhgeardimi ile olan
hareketiswimming, kati ytizeyde tip IV pili yardimi ile olan hareketitching, yari kati
ortamda her iki matilite tipinin kombinasyonu veybsurfaktan gorevi yapan rhamnolipid
yardimi ile olan hareketi isavarming olarak adlandirilir. Bu motilite fonksiyonlari
bakterinin ylzeye yagmasi ve kolonizasyonu igin gereklidir (87). Quorsemsing ile
motilite arasindaki diizenleyici gki daha 6nce de incelengtir. Reimmann ve arkaglar
(88) HSL blokaji yapila® aeruginosasuslarinda swarming’in engellenglni ancak
swimming ve twitching’in gbzlenmeye devam ediidi ve bakterilerin kolonize
olabildigini gostermglerdir. Bu calsmada HSL nin engellenmesi ile elastaz, pyosiyanin
gibi virulans faktorleri yaninda rhamnolipid seritea de azaldil saptanny, swarming’in
bu nedenle gézlenmeglibelirtiimistir . Glessner ve arkaglar (89)lasl verhll defektif
suslarin twitching yapamagdini gostermglerdir. Buna kagilik Beatson ve arkagkari (90)
lasl, rhll, lasRverhIR defektif sglarla yaptiklari caimada twitching’in etkilenmedini
gostermglerdir. Deziel ve arkadgar (91) isdasl verhll mutant sglarla yaptiklari
calismada swimming ve twitching'in azagini bulmulardir. Bu ¢elgkili sonuclar
motiliteyi kontrol eden hiyeraik mekanizmalarin karmg&kli g1 yaninda ¢agilan mutant
suslarin farkll kasullar altinda dier diizenleyici genler aragiliile kompensatuar

mekanizmalar geftirerek farkli davramiar sergiledgi seklinde yorumlanngtir (92).
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Bizim calsmamizda QS (+) olan gar her tic motilite tipinde de QS (-) olan
suslara gore anlaml derecede daha fazla motiliteggdger. Aradaki farklilik swarming
icin daha az olmakla beraber tum motikekillerinde anlamli olarak farkli bulundu.
Literatiirde celikili sonuclar olmakla beraber gozlemlerimiz DeZi&l) ve Glessner’in
(89) bulgularina uyum gostermektedir.

Bakterinin izole edildii kayngza gore yapilan kaastirmada ise swimming icin
idrardan uretilen siar diger 6rneklerden belirgin olarak daha fazla motijjtssterdiler.
Trakeal aspirattan Uretilengar da sadece kana gore anlamli olarak daha ylikeg¢kte
deserine ulgtilar. Diger 0rnekler arasindaki fark ise anlamli bulunm&srarming icin
yapilan kagilastirmada sadece idrar Ofikateter 6érngine gore daha fazla motiliteye
sahip olarak gozlendi. Ber érnekler arasindaki fark istatistiksel olarakaamilik
duzeyine ulgmadi. Twitching’e gelince yara érnekleri idrar, kankateter érneklerine
gOre daha az twitching yaparken trakeal aspirard¢arinda belirgin fark bulunmadi.
Kateter ile trakeal aspirat arasindakigdastirmada ise kateter lehine istatistiksel
anlamhlik saptandi. [@er drnekler arasindaki fark ise istatistiksel dkaaalaml
bulunmadi. Literatirde motilite karakterinin balkbén izole edildgi kayngsa gore
farklillk gosterip gostermegiiile ilgili bir calismaya rastlanamaugtir. Bizim
bulgularimizda gruplarda elde edilen ortalamgedierin standart sapmasinin yuksek
olmasi farkliliklarin istatistiksel anlamllik diygee ersmesini engellemektedir. Bu
sonugclaP aeruginosanin motilite konusundaki davraginin oldukca heterojen ol@unu

distindurmektedir.

Piyosiyanin tretimi

PyosiyaninP aeruginosanin bir sekonder metabolit olarak ortaya cikgrdi
mavi-ysesil renkli fenazin pigmentidir (93). Bakterinin oksn uptake’inde ve demir iyonu
aliminda rol oynamasi yaninda sitotoksik 6zelle de virulansa katkida bulunur (94).

Piyosiyanin dretimi ile quorum sensing arasindiagkiyi inceleyen cakmalar
mevcuttur. Bir guorum sensing inhibitéri olan Naywyl cyclopentylamide (C8-CPA)
kullanilarak yapilan bir caimada HSL Uretimi yaninda elastaz, rhamnolipid ve
pyosiyanin gibi virulans faktorlerinin de engellegidgosterilmitir (95). Benzegekilde
Dietrich ve arkadgari (96) pyosiyanin’in quorum sensing ile kontealilen genlerin
regulasyonunda bir sinyal molekill olarak gorev@id gostermytir. Bizim
calismamizda piyosiyanin dretimi QS (+) ve (-) olanéklerde birbirine yakin

deserlerde bulundu. Daha 6nceki gatalarda pyosiyanin ile quorum sensing arasinda
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baglanti saptanngiolmakla birlikte her iki komponentin de tamgnasiz olmayi ve up-
regulasyon ve down-regulasyonlarinda ¢evresglllar ve dger dizenleyici elemanlar
gibi cok sayida faktoriin yer almasini g6z énindearmurarak, sonuclarimizin literattrle
celismedigini ancak bakterinin ne kadar heterojen davranghildgosterdgini
disinmekteyiz. Schaber ve arkatiinin (76) be adet QS-deficient izolat ile yaptiklari
swu olan PAO-1 ile yakin diizeyde bulungmimasi bu ¢ikarimi desteklemektedir.
Bakterilerin izole edildikleri kaynga gore yapilan kafastirmada ise yara érneklerigdr
tum orneklerden anlamli olarak daha az piyosiyainatirken, kan érnekleri kateter ve
TAS orneklerine gbre anlamli olarak daha fazla giyanin olgturdular. Dger 6rnekler
arasindaki farkllik ise anlaml bulunmadi. Bu kdawapilan benzer bir ceitnaya
literatlirde rastlayamagimizdan sonugclari katastirmak mamktn olmargtir. AncakP.
aeruginos&in genel karakterigii géz 6nune alinirsa elde gitniz sonuglar yine
bakterinin farkli cevresel kallarda gosterdgi farkli fenotipik 6zellikler ile aciklanabilir.

Elastaz

Elastaz ile quorum sensing arasindakkilpek ¢cok caymanin konusu olmgtur.
Pesci ve arkagéari (97)P. aeruginos&a las ve rhl sistemleri ile diizenlenen quinolone
sinyal iletim yolunun elastaz Uretimini kontrotigini gostermglerdir. Bunun yaninda
guorum sensing’in inhibisyonu ile elastaz tretimiazaldgl gosterilmgtir (88, 98).
Rashid ve arkag&arinin (99) bir cakmasinda polyphosphate kinase (ppk) gen
mutasyonu ola®. aeruginosasularinda biyofilm olgumu, quorum sensing ve elastaz
Uretiminin azaldil ve buna paralel olarak farelerde gourulan yanik modelinde
enfeksiyon olgturma kapasitelerinin de azatdgosterilmgtir. Buna kagilik elastaz ve
guorum sensing arasindakiKinin bu denli dgrusal olamayagana iliskin calsmalar da
vardir. Garske ve arkaglari (100) tobramisin ve seftazidimin subMIC (nmiom
inhibitér konsantrasyonunun altinda) dozlarda kisinin deP. aeruginosain
homoserin lakton Gretimini belirgin bjekilde azaltiini, ancak tobramisin elastaz
Uretimini azaltirken seftazidimin azaltmgohi gostermgler ve homoserin lakton’un
elastaz uretiminde tek faktor olamaygicsonucuna varnglardir. Kontakt lens ve.
aeruginosaenfeksiyonu ile ilgili bir caymada da QS inhibitdrt olan furanon
bilesiklerinin normal ve QS-deficient slarda elastaz Uretimi Uzerine etkisi incelegmi

furanon bilgikleri ile normal sglarda elastaz Uretiminin azagd) buna kagilik QS-
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deficient sglarda ise elastaz Uretiminin agitbulunmuy, bu sonuglar QS sisteminin
karmaikligi ve P. aeruginosasuslarinin farkllgi ile agiklanmgtir (101).

Bizim calsmamizda da elastaz tretimi QS (+) ve (-) olareklerde birbirine
yakin degerlerde bulundu. Bakterilerin izole edildikleri kegga gbre yapilan
karsilastirmada ise sadece idrar drnekleri TAS ve yaraldeneden ve kan érnekleri yara
drneklerinden anlamli olarak daha fazla elastatirkem, diger 6rnekler arasindaki

farklilik anlamli bulunmadi.

lasA

Cinko iceren ve stafilolitik 6zellie sahip bir metalloproteaz olan Las-A kendi
elastolitik aktivitesi yaninda elastaz ile sindikilarak calgir ve diger proteinazlarin
elastolitik etkisini arttirir. lasA ile quorum seng arasindaki ikki uzun amandir
bilinmektedir. RhIR ve Rhll defektif mutantlaringdir virulans faktorleri gibi lasA
dretimlerinin de azalg gosterilmgtir (44). Ancak bu ilgkinin daha detayli incelengli
calismalarda quorum sensing ile lasA arasindagkitiin oldukca karmgk oldugu
gorulmistar. Schuster ve arkaglari (102) yaptiklari cagmada quorum sensing
aracilgiyla virulansla ilgili en az 300 genin kontrol etiiini, bunlardan elastaz reseptor
protein dizeyinde dgudan kontrol edilirken, lasA nin kontrolinde Rh& Rhll sistemi
yaninda dier transkripsiyon faktorlerinin de rol oyngdihatta post-transkripsiyonel
dizeyde ko-regulasyonunun yapgidibu karmaik kontrol mekanizmasi ile ofan ¢coklu
sinyal yollarinin bakteriye cevresel faktorlere ddhzla uyum yeterge kazandirdgini
belirtmiglerdir. Bizim ¢algmamizda da LasA aktivitesi QS (+) ve (-) olanakierde
birbirine yakin dgerlerde bulundu. Bakterilerin izole edildikleri kegga gore yapilan
karsilastirmada ise yine gruplar arasinda istatistiksedladdanlaml farkllik izlenmedi.
Elde ettgimiz sonuclarda ortalama gerin standart sapmasinin yiksek olmasi bu sonucu
elde etmemizde rol oynamaktadir. Standart sapnandenli yiksek olmasi da bakterinin

heterojen davrasi ile agiklanabilir.

RhIR, Rhll, Lasl ve LasR
Orneklerin kromozomal DNA'sI ekstrakte edildiktemnsalLasl, lasR, Rhive RhIR
genleri icin hem intakt gen hem de internal geroldgontkleotid primerler kullanilarak
PCR yapildi. QS (+) ve QS- olan tim 6rnekledslintakt geni ve internal geni
sentezlenirkenasR, Rhlive RhIRintakt ve internal genleri QS (+) ve QSslswmda farkh

sayllarda izlendi. Bazi slarda intakt gen sentezlenirken internal geninesdahemedi,
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bazi sglarda ise tam tersine intakt gene rastlanamazkemial genin sentezlergi
goralda.

Cabrol ve arkadgarinin (103) 66 adet sule yaptiklar bir cakmada sadece lasR
arastinimig, swlarin 54 Gnde lasR geni bulunurkengelierinde sentezlenemegnbu
suslarin incelenmesinde de 9 tanesinde nukleotigdsddi gi, 3 tanesinde de insersiyon sira
degisikli gi oldugu ve bu nedenle PCR de goéruntulenergiesbnucuna varilngtir.

Intakt gen ve internal fragman sentezlenmesi iié bglgularimiza benzer cgkili
sonugclar Schaber ve arkatinin (76) QS-deficient 5 adetssiizerinde yaptiklari
calismada da saptangtir. Bu calsmada intakt rhIR geni 2 sta saptanmng; 3 syta
saptanamang) internal fragman ise 3 gia saptanirken 2 sta saptanamastir, yani 5
swun birinde intakt gen oldiu halde innternal fragman saptanamazken, Biagia intakt
gen sentezlenemegihalde internal fragman sentezlentimi Bulgulardaki bu cefiili
gorunum bu sglarin gende region icinde gigiklik tasiyabilecekleri ve bunun da PCR
sirasinda primer ile hibridizasyonu engelleyebigede aciklanmgtir. Bilindigi gibi
Okaryot hiicrelerde protein sentezinden sorumlukgeali icindeintron ve exondenilen
internal fragmanlardan agjmakta olupexon uretilecek proteinden sorumlu ikertron
MRNA sentezi sonrasi zincirden ayrilir ve fonksiydrenitz bilinmemektedir. Prokaryot
hiicrelerde ise intron son derecede seyrek buluagenetik materyal tek uzun bir DNA
iplikci gi Uzerinde kodlanir. Bu DNA iplikgi Uzerinde deperon adi verilen ve kodlanan
proteinin sentezini diizenley@nomoter ve operator olarak adlandirilan internal
fragmanlar bulunmaktadir. Gerek Cabrol (103) gezekshaber ve arkaglari (81)
bulgularini Paeruginos&in bir 6zelligi olan genomik diversitiy nedeniyle genetik
materyalde internal fragmanin farkl yerlerde ygrig olabilecgini, bu nedenle bazi
suslarda intakt gen sentezlenirken internal fragmamtezlenemegiini, bazi sglarda ise
tam tersi oldgunu bildirmglerdir. Yu ve Head (104) da kistik fibrozlu fare dedindeP
aeruginosasulari ile yaptiklar bir cahmada genomik gélilik 6zelli gini incelemgler, bu
bakteride sik yganan horizontal gen transferi sonucusalugen dgisimine bal olarak
genetik materyalde fragman polimorfizmi ofaunu bildirmileridir. Literatiirde hem intakt
gen hem de internal fragman ile yapilan Schabdriodn baka calsma
bulunamadiindan bu dgtinceyi destekleyecek ek kanita rastlanargamBizim
bulgularimizda da benzeri sonuglarin elde ediloimasi genomik diversity ile
aciklanabilir ancak konunun daha detayli irdelenngasileri calismalara gereksinim

vardir.
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P aeruginosanin sahip oldgu ¢ok sayida virulans faktora ve bu faktorleriraont
ve kasullara gore farkli diizeylerde ekspresyonu bu bakteolusturdusu enfeksiyonlarin
ve dolayisi ile de tedavi yaklianinin oldukca karmak olmasina yol agmaktadir. Yapilan
calismalar ve bizim sonuclarimiz bakterinin kendi ardaikurdgu iletisim sistemi ve
biyofilm olusumunun tim virulans faktorleri arasinda anahtaoyoladgini
distiindurmektedir. Bununla birliktEe aeruginosaginde bulundgu ortam, gevresel
kosullar, besin kaynaklari, konak¢l savunmasi gilgigleenler kagisinda farkl yanitlar
gelistirmekte bu da farkl virulans faktérlerinin farkdiizeylerde ekspresyonu ile
sonucglanmaktadir. Burfaaeruginosain iyi bilinen bir 6zelligi olan genomik dgiskenlik
eklendginde bakterinin davragn da ¢aitlilik gostermektedir. Bizim ¢cagmamizda
inceledgimiz klinik érneklerden elde edilmi97 syun fenotipik davraglarindaki
cssitlilik bu bulgulari desteklemektedi? aeruginosasahip oldgu 6zellikleri ile her
olguda farkhsekilde kagimiza ¢ikabilmekte, diwu tedavi stratejisinin belirlenmesinde
zorluklara ve halen var olan tedavi segeneklernyeiersiz kalmasina neden olmaktadir. Bu
acidan bakildindaP aeruginosavirulans faktorlerinin hangi mekanizmalarla
duzenlendii ile ilgili bilgilerimizin artmasi tedavi bgarisini olumlu yonde etkileyecektir.
Sonuclarimiz bakterinin kendi arasinda kugduetisim sistemi ve biyofilm olgumunun
tum virulans faktorleri arasinda 6nemli rol oynadi distiindirmektedir. Bununla birlikte
inceledgimiz 97 syun fenotipik davraslarindaki c¢aitlilik P aeruginosdarkl
davranglar gelstirme 6zellgini vurgulamaktadirP aeruginosavirulans faktorlerinin

hangi mekanizmalarla diizenlepdie ilgili daha ileri calsmalara gerek vardir.
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