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Pseudomonas aeruginosa, dogada yaygin olarak bulunan, nonfermentatif, oksidaz testi pozitif, hare-
ketli gram-negatif bir basildir. Minimal tireme kosullarinda tireyebilmesi, dogada yaygin olarak bulunma-
sl, biyofilm olusturma yetenegi gibi viriilans faktorlerinin olmasi ve birden fazla antibiyotige gelistirdigi
direng mekanizmalari P.aeruginosa’y oldukca 6nemli bir bakteri haline getirmektedir. Biyofilm olusturma
yetenekleri, etken olduklari hastaliklarin semptomlarinin daha siddetli seyretmesine ve tedavi guigliigiine
neden olmaktadir. Bu calismada, P.aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan piperasilin/tazobak-
tam (TZP) ve siprofloksasin (CIP) antibiyotiklerinin sub-minimal inhibitor konsantrasyonlarinin (sub-MiK)
P.aeruginosa’nin biyofilm yapimi iizerine etkilerinin ve biyofilm olusum siddeti ile quorum sensing (QS)
genleri arasindaki iliskinin arastiriimasi amaclanmustir. Calismaya, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mik-
robiyoloji Laboratuvari kiiltiir koleksiyonunda bulunan 24 Paeruginosa izolati dahil edilmistir. Her izolat
icin TZP ve CIP antibiyotiklerinin MiK degerleri mikrodiliisyon yéntemi ile tespit edilmistir. Antibiyotiksiz
ortamda ve antibiyotiklerin sub-MiK (MiK/2, MiK/4 ve MiK/8) konsantrasyonlarindaki biyofilm tabaka-
si taramali elektron mikroskobu (SEM) ile goriintilenmistir. Biyofilm ozellikleri belirlenmis 24 izolatin
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QS genleri (lasl, lasR, rhll ve rhIR) polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi ile kromozomal DNA'nin
amplifikasyonu yapilarak tespit edilmistir. Calisma sonucunda, iki antibiyotigin de sub-MiK konsantras-
yonlarinda, antibiyotiksiz durum ile karsilastirildiginda, biyofilm yapimini doz bagimli olarak azalttigr ve
en fazla biyofilm olusumunun azaldigi konsantrasyonun MiK/2 oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bu
sonuglar, SEM gortintilerine bakilarak da dogrulanmistir. Calismada; orta kuvvetli ve kuvvetli biyofilm
olusturan toplam 19 izolatta /asl, lasR ve rhll genleri tespit edilirken, rhIR geni, kuvvetli biyofilm olusturan
izolatlarin altisinda, orta kuvvetli biyofilm olusturan izolatlarin dérdiinde, zayif biyofilm olusturan izo-
latlarin ise tgtinde tespit edilmistir. Paeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan antibiyotiklerin
sub-MiK konsantrasyonlarinin P.aeruginosa’nin biyofilm yapimi iizerine etkilerinin arastiriimast ve biyofilm
yapimi ile iliskili QS sistemlerinin arastirilarak daha iyi anlasilmasi yeni tedavi yaklagimlarinin bulunmasina
olanak saglayacak ve yliksek morbidite ve mortaliteye sahip enfeksiyonlarla miicadelede farkli secenekler
sunabilecektir.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyal; biyofilm; Pseudomonas aeruginosa; sub-MiK; quorum sensing.
ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is a non-fermentative, oxidase-positive, motile gram-negative bacillus wi-
despread in nature. The virulence factors of P.aeruginosa including the ability to grow under minimal
growth conditions, the widespread presence in nature, and the ability to form biofilms make P.aeruginosa
a highly important bacterium along with its resistance mechanisms against many antibiotics. The ability
to form biofilms increases the symptom severity in diseases caused by P.aeruginosa and causes difficulties
in the treatment. The aim of this study was to investigate the effects of sub-minimal inhibitory con-
centrations (sub-MIC) of piperacillin/tazobactam (TZP) and ciprofloxacin (CIP) which are used for the
treatment of P.aeruginosa infections on biofilm formation and to investigate the relationship between the
severity of biofilm formation and Quorum Sensing (QS) genes. The study included 24 P.aeruginosa isola-
tes from the culture collection of Medical Microbiology Laboratory of Gazi University Faculty of Medicine.
MIC values of TZP and CIP antibiotics were determined by the microdilution method. The biofilm layers
in the antibiotic-free medium and in the sub-MIC (MIC/2, MIC/4 ve MIC/8) concentrations of antibiotics
were visualized by using a scanning electron microscope (SEM). The QS genes (lasl, lasR, rhll, and rhiR)
of the 24 isolates with known biofilm characteristics were identified via the amplification of chromosomal
DNA by using PCR method. In the study, it was foundthat both antibiotics reduced biofilm formation
in a dose-dependent manner in sub-MIC concentrations compared to the antibiotic-free condition and
that MIC/2 was the concentration, which reduced the biofilm formation most. These results were further
confirmed by viewing the SEM images. The QS genes lasl, lasR, and rhll were detected in a total of 19
isolates with moderately strong and strong biofilm formation, the rh/R gene was detected in six of the
strong biofilm-forming isolates, in four of the moderately strong biofilm-forming isolates, and in three
of the weak biofilm-forming isolates, respectively. The investigation of the effects of sub-MIC concent-
rations of antimicrobials, used for the treatment of P.aeruginosa infections, on the biofilm formation of
P.aeruginosa and the investigation and better understanding of the QS systems associated with biofilm
production will allow for finding out new treatment approaches and offer different options in combating
infections with high morbidity and mortality.

Keywords: Antimicrobial; biofilm; Pseudomonas aeruginosa; sub-MIC; quorum sensing.

GiRis

Pseudomonas aeruginosa, immun yetmezIligi olan, uzun siire kemoterapi veya radyotera-
pi alan, metabolik veya malign hastaligi olan bireylerde, yasllarda, agir yanikl kisilerde akut
ve kronik enfeksiyonlara neden olan firsatci bir patojendir. Ozellikle hastane enfeksiyonlari-

na yol acan patojenlerin basinda yer almaktadir'-2.

P.aeruginosa’nin neden oldugu enfeksiyonlarin kontroll, antibiyotige direncli suslarin
ortaya ¢ikmasi nedeni ile gliclesmektedir. Beta-laktamaz tretimi gibi cesitli mekanizmalar
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sonucu, antibiyotiklere karsi hizla diren¢ kazanma yetenegine sahip P.aeruginosa’nin teda-
visinde ciddi sorunlarla karsilasiimaktadir. Ayrica artan antibiyotik direnci, hastaligin ortaya
cikma oranini ve P.aeruginosa enfeksiyonuna bagli mortaliteyi artirmaktadir'-. Beta-laktam
grubu bir antibiyotik olan piperasilin, beta-laktamaz inhibitori olan tazobaktam ile birlikte,
beta-laktamaz Ureten P.aeruginosa’nin neden oldugu agir enfeksiyonlarin tedavisinde kulla-
nilmaktadir®. Ayni sekilde siprofloksasin (CIP) de P.aeruginosa’nin neden oldugu cesitli en-
feksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir antibiyotiktir. Sik kullaniimasina bagh
olarak CIP’ye direncli P.aeruginosa izolatlarinin orani hizla artis géstermektedir?,

P.aeruginosa’nin pek ¢ok virilans faktori yaninda, son yillarda biyofilm yapma ve quo-
rum sensing (QS) yetenedi 6nem kazanmustir. Biyofilmler, antimikrobiyal ilaclara dirence
neden olmalari, stirekli enfeksiyon kaynagi olabilmeleri, patojen mikroorganizmalari barin-
dirmalari, diren¢ plazmitlerinin karsilikh olarak gecisine yol agcmalari nedeni ile virtilansin
artiginda etkin rol oynayan faktorlerden biridir.

P.aeruginosa’da biyofilm olusumunu da iceren bircok viriilans faktori Gretiminin du-
zenlenmesinde QS'nin gorev aldigi bilinmektedir. Yapilan calismalarda, 6zellikle biyofilmin
yapilanma, olgunlagma ve dagilma asamalarinda QS sisteminin rolii acikca gosterilmistir>S.
Gen ekspresyon analizleri ile Paeruginosa’daki cok sayida genin QS sistemleri tarafindan
diizenlendigi gortlmustir. Paeruginosa’da las, rhl, PQS ve entegre QS (IQS) olmak Uize-
re dort tip QS sistemi bulunmaktadir. Las QS sistemi, sinyal sentaz lasl tarafindan N-3-
oksododekanoil homoserin laktonlarinin (N-3-C12-HSL) Gretiminde ve hedef genlerin
transkripsiyonunu aktive eden sinyalin reseptor /asR tarafindan algilanmasinda rol oynar.
RhI QS sisteminde rhll, N butanoil-L-homoserin laktonun (C4-HSL) sentezinde rol oynar ve
sinyal reseptori olan rhIR, C4-HSL ona baglandiginda hedef gen ekspresyonunu indukle-
mektedir'.

Bu calismada, P.aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan piperasilin/tazobak-
tam (TZP) ve CIP antibiyotiklerinin sub-minimal inhibitér konsantrasyonlarinin (sub-MiK)
P.aeruginosa’nin 6nemli virlilans faktorlerinden biri olan biyofilm yapimi tizerine etkilerinin
arastirlmasi ve bu etkinin, taramali elektron mikroskobu (SEM) ile gosterilmesi amaclan-
mustir. Ayrica biyofilm olusumu ile iliskili /asl, lasR, rhill ve rhIR QS genlerinin varliginin arasti-
rilmasi ve biyofilm yapim siddeti ile QS genleri arasinda iligki olup olmadiginin gosterilmesi
de calismanin ikinci amaci olarak belirlenmistir.

GEREC ve YONTEM
Bakteri izolatlari

Calismaya, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvar kiiltiir kolek-
siyonunda yer alan TZP ve CIP’ye duyarl (sirasiyla, n= 15 ve n= 21) ve direncli (sirasiyla,
n= 9 ve n= 3) olarak saptanan 24 P.aeruginosa izolati dahil edildi. izolatlar 6zel bir hasta
grubuna ait olmamakla birlikte, balgam (n= 2), endotrakeal aspirat (ETA) (n= 2), idrar (n=
5), yara (n= 6), kan, gaita (n=9) gibi cesitli klinik 6rneklerden izole edildi. Pozitif kontrol
olarak P.aeruginosa ATCC 27853 susu kullanildi. Bakterilerin tanimlanmasi, konvansiyonel
yontemler ve APl 20 NE sistemi (BioMérieux, Fransa) ile yapildi.
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Antibiyotik Duyarlilik Testleri

Calismaya alinan P.aeruginosa izolatlarinin TZP ve CIP antibiyotik duyarlliklari, Klinik ve
Laboratuvar Standartlan Enstitlisi [Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)] onerileri
dogrultusunda Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi kullanilarak belirlendi. TZP icin inhibis-
yon zon capi > 21 mm olan izolatlar duyarli, < 14 mm olanlar direncli; CIP icin inhibisyon
zon capi > 21 mm olan izolatlar duyarli, < 15 mm olanlar ise direncli kabul edildi’.

MiK ve Sub-MiK'lerin Belirlenmesi

TZP ve CIP antibiyotiklerinin her bir izolat icin MIK degerleri, CLSI M100 rehberine
gore onerilen mikrodiliisyon yontemi uygulanarak katyon eklenmis Mueller Hinton buy-
yon (CAMHB, Fluka, ispanya) besiyeri kullanilarak saptandi’. CIP, 128-0.0625 pg/ml, TZP
1024-0.5 pg/ml MiK araliginda calisildi. 0.5 McFarland (1.5 x 108 CFU/ml) bulaniklik stan-
dardindaki bakteri stispansiyonlari hazirlanan plaklara uygun miktarda eklenerek 20 saat
37°C’de inkiibasyon sonunda plaklar hem go6zle hem de 450 nm‘de spektrofotometrede
(Biotek, ABD) okutuldu. Uremenin gériilmedigi en diisiik antibiyotik konsantrasyonu MiK
degeri olarak belirlendi. Her izolatin MiK degerlerinin 1/2, 1/4 ve 1/8 konsantrasyonlari
sub-MiK degerleri olarak kabul edildi.

Biyofilm Yapiminin Degerlendirilmesi

Biyofilm yapiminin degerlendirilmesinde mikrotitrasyon plak yontemi kullanildi. %1 glu-
koz iceren Luria Bertani buyyon (LB, Himedia, Hindistan) besiyeri icinde 0.5 McFarland
ayarinda bulaniklik olacak sekilde hazirlanan bakteri stuspansiyonlarindan esit miktarlarda
96 kuyucuklu mikroplak icerisine dagitildi. Hazirlanan her izolat icin t¢ kuyucuk kullanil-
di. Negatif kontrol olarak, bakteri icermeyen %1 glukoz iceren LB besiyeri kullanildi. Mik-
roplaklar 37°C’de 24 saat aerop ortamda inkuibe edildikten sonra tutunamayan bakterileri
uzaklastirmak icin Gg kez distile su ile yikandi. Daha sonra her kuyucuga %0.1 kristal viyole
cozeltisinden esit miktarlarda dagitilarak 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. inkiibas-
yon sonunda mikroplaklar distile su ile tekrar ti¢ kez yikandi ve kurutuldu. Kuyucuk ¢eperine
tutunan film tabaka, %95’lik etanol ilavesiyle 10 dakika ¢ozdrilerek, 570 nm’de ELISA oku-
yucu (Biotek, ABD) ile okutuldu®. TZP ve CIP sub-MiK konsantrasyonlarinda (MiK/2, MiK/4
ve MIK/8) biyofilm olusumlari da ayni yéntem ile belirlendi. Sonuclar, P.aeruginosa ATCC
27853 susunun absorbans degerleri %100 kabul edilerek karsilagtirmali olarak yorumlandi.

Biyofilm Tabakasinin Taramali Elektron Mikroskop ile Goriintiilenmesi

Her antibiyotik icin kuvvetli biyofilm olusturan birer izolat secildi ve 1.5 x 108 CFU/ml
bakteri stispansiyonlari hazirlandi. Yirmi dort kuyucuklu hiicre kiltir plaklarina yerlestiri-
len “coverslip” (Erie Scientific, Amerika)’lerin (izeri esit miktarlarda TSB (LAB M, ingiltere)
besiyeri ile kaplandi. Antibiyotiklerin sub-MiK konsantrasyonlarindan ve hazirlanan bakteri
stispansiyonlarindan ilgili kuyucuklara esit miktarlarda eklendikten sonra plaklar 37°C'de
20 saat inkiibasyona birakild. inkiibasyon sonunda kuyucuklar ii¢ kez distile su ile yikandi.
Sub-MiK konsantrasyonlarda olusan biyofilm tabakalarini incelemek {izere “coverslip”ler,
kritik nokta kurutma cihazinda (Leica EM CPDO030, Avusturya) kurutulduktan sonra altimin-
yum tasima haznelerine sivi giims ile yapistirildi ve kaplama cihazinda (Denton vacuum,
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LLC Desk V sputter/etch unit, Amerika) altin-paladyum (AuPd) ile kaplandi. Taramali elekt-
ron mikroskobunda (Zeiss EVO LS 10, Almanya) incelenerek fotograflandi.

DNA izolasyonu

Biyofilm ozellikleri belirlenmis 24 izolatin QS genleri (lasl, lasR, rhll ve rhlR), polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) yontemi ile kromozomal DNA'nin amplifikasyonu yapilarak saptan-
di. Bu yontemde, DNA eldesi icin ekstraksiyon kiti (Invitek GmbH, Berlin) ile Gretici firma-
nin Onerileri dogrultusunda tasarlanmig DNA ekstraksiyon protokoli kullanildi. Elde edilen
DNA ornekleri Nanodrop ND-1000 spektrofotometre cihazi (Thermo Scientific, ABD) ile
olciildii. Ornekler kullanilana kadar -20°C’de saklandi. QS mekanizmasinda rol alan /asl,
lasR, rhil ve rhIR genleri icin Tablo I'de verilen oligoniikleotit primerler kullanildi®.

“Quorum Sensing” Genlerinin Amplifikasyonu

5 pl 10 x amplifikasyon tampon ¢ozeltisi, 3 pl MgCl, (25 mM), 5 pl dNTP kangimi (2
mM), 0.26 pl Tag DNA polimeraz (5 U) (Bioron, Almanya), her bir primerden 0.6 pl (50
pmol), 32.54 pl distile su ve 3 ul DNA iceren amplifikasyon reaksiyonlari toplam hacim 50
ul olacak sekilde hazirlandi. Orneklerin amplifikasyonlari; termal déngii cihazinda (Gene-
Amp PCR System 9700, Applied Biosystems, ABD) 6n denatiirasyon icin 94°C’de 5 dakika
ve 34 dongl 94°C’de 30 saniye denatiirasyon, 50°C’de 30 saniye baglanma, 72°C’de 2
dakika uzama sonrasi ardindan 72°C’de 10 dakika ek uzama asamasi olacak sekilde gercek-
lestirildi. istisna olarak rhR geni icin primer baglanma asamasi, 52°C’de 30 saniye seklinde
uygulandi.

Amplifikasyon urtinlerinin bant buytkltkleri; /asl geni: 605 baz cifti (bp), lasR geni: 725
bp, rhll geni: 625 bp, rhiR geni: 730 bp seklinde tespit edildiginde gen pozitifligi saptan-
di. Agaroz elektroforez sirasinda PCR ile pozitif kontrol olarak calisilan P.aeruginosa ATCC
27853 susu ve DNA molekdiler agirlik belirteci (Seegene, Kore) kullanilarak jel goriintileme
sistemi (Syngene, Ingenius, ABD) ile PCR iriinleri gériintiilendi®°.

istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde, IBM SPSS® 15 (Statistical Package for Social Sciences)
programi kullanildi. Genel verilerinin degerlendiriimesinde ve biyofilm yapimi ile QS gen-
lerinin karsilastinimasinda ki-kare testi, antimikrobiyallerin biyofilm olusumuna etkilerinin
degerlendirilmesinde ise Friedman varyans analizi ve Bonferroni diizeltmeli Wilcoxon W
analiz testleri kullanildi. p< 0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Tablo 1. “Quorum Sensing” Gen Amplikonlar: Icin Kullanilan Primerler

Gen Forward Primer Reverse Primer
lasl 5'-ATG ATC GTA CAA ATT GGT CGG C-3" 5'-GTC ATG AAA CCG CCA GTC G-3/
lasR  5’-ATG GCC TTG GTT GAC GGT T-3’ 5'-GCA AGA TCA GAG AGT AAT AAG ACC CA-3'

rhll 5-CTT GGT CAT GAT CGA ATT GCT C-3" 5’-ACG GCT GAC GAC CTC ACA C-3/
rhIR 5-CAA TGA GGA ATG ACG GAG GC-3"  5'-GCT TCA GAT GAG GCC CAG C-3/
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BULGULAR

P.aeruginosa izolatlan, balgam (n= 2), ETA (n= 2), idrar (n=15), yara (n= 6) ve kan, biyop-
si, gaita vb. cesitli klinik 6rneklerden (n= 9) elde edilmistir. izolatlarin 21'i CIP’ye duyarl,
Ucu direncli ve 15'i TZP'ye duyarli, dokuzu direncli bulunmustur.

izolatlarin besinin zayif, altisinin orta kuvvetli, 13’Gniin kuvvetli biyofilm olusturduklari
saptanmistir. Diger klinik 6rneklerden farkli olarak balgam (n= 2) ve ETA (n= 2) 6rneklerinin
tamaminin ATCC 27853'ten kuvvetli biyofilm olusturdugu saptanmistir. Biyofilm olusumu
ve orneklerin izole edildigi bolgeler karsilastirildiginda aradaki fark anlamsiz bulunmustur
(p=0.166).

izolatlarin biyofilm &lciimleriyle direng durumlari karsilastinldiginda, aradaki fark istatis-
tiksel olarak anlamli bulunmamistir (p,= 0.731; p,,= 0.104). Paeruginosa ATCC 27853
susuna oranla zayif biyofilm olusturan bes izolatin tamaminin TZP’ye, dordiinun ise CIP’ye
duyarl oldugu saptanmistir (Tablo II).

P.geruginosa izolatlarinin MiK degerleri, CIP icin 0.125-32 ug/ml, TZP icin ise 2-256
pg/ml araliginda saptanmistir. Zayif biyofilm olusturan bes izolatin her iki antibiyotik icin
MIK degerlerine bakildiginda kuvvetli biyofilm olusturan izolatlarin MiK degerlerine kiyasla
daha distik oldugu bulunmustur. Tim izolatlar icin bulunan absorbans degerlerinin orta-
lamasina bakildiginda, CIP’nin MiK/2 konsantrasyonda, kontrol olarak kullanilan antibiyo-
tiksiz kuyucugun %18.2'si; MiK/4 konsantrasyonda %25.2'si; MiK/8 konsantrasyonda ise
%26.8'i kadar absorbans verdigi saptanmistir. TZP antibiyotiginin ise MiK/2 konsantras-
yonda kontrollin %15.2'si; MiK/4 konsantrasyonda %719.4'(i; MiK/8 konsantrasyonda ise
%25'i kadar absorbans verdigi bulunmustur. Calisma sonucunda, iki antibiyotigin de sub-
MIK konsantrasyonlarinda, antibiyotiksiz durum ile karsilastirildiginda, biyofilm yapimini
doz bagimli olarak azalttigi ve en fazla biyofilm olusumunun azaldi§i konsantrasyonun
MIK/2 oldugu tespit edilmistir.

Her iki antibiyotigin MiK/2, MiK/4, MiK/8 konsantrasyonlarinda biyofilm gelisimi tize-
rine etkileri karsilastinldiginda, aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>
0.05).

Biyofilm yapiminin en fazla antibiyotiklerin MiK/2 konsantrasyonlarinda azaldigi sonucu
SEM goriintilerine bakilarak dogrulanmigstir (Resim 1,2).

Tablo Il. Biyofilm Siddeti ile Siprofloksasin ve Piperasilin/Tazobaktam Duyarliliklari Arasindaki fliski

Siprofloksasin Piperasilin/Tazobaktam
Biyofilm olusumu *R *D Toplam *R *D Toplam
Kuvvetli (n) 1 12 13 7 6 13
Orta kuvvetli (n) 1 5 6 2 4 6
Zayif (n) 1 4 5 0 5 5
Toplam (n) 3 21 24 9 15 24

*R: Direncli, *D: Duyarli.
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Resim 1. A. Antibiyotiksiz ortamda ve B. Piperasilin/tazobaktam MiK/8, C. Mik/4, D. MiK/2 konsantrasyon-
larinda P.aeruginosa biyofilm tabakasinin SEM gdrtintiisii.

Resim 2. A. Antibiyotiksiz ortamda ve B. Siprofloksasin MIK/8, C. MiK/4 D. MiK/2 konsantrasyonlarinda
P.aeruginosa biyofilm tabakasinin SEM gériintdisi.

Calismada incelenen 24 izolatin 23’linde; lasl (605 bp) ve lasR (725 bp) genlerini belir-
ten amplifikasyon Urlinu saptanirken, bir izolatta /asl ve lasR gen amplifikasyon Griini sap-
tanmamistir. Lasl ve lasR genleri negatif olan izolatin, yara yerinden izole edilen ayni izolat
oldugu gorilmdustir. Calismada incelenen 24 izolatin hepsinde rhll geni (625 bp), 13’tinde
rhIR geni (730 bp) saptanmis, 11 izolatta ise rhR geni saptanmamustir. Bazi izolatlarin amp-
lifikasyon Uriinlerinin goriintisi Resim 3’te gosterilmistir.

M1234567891011 12 NKPK M M123456789101112NKPKM

== 725 bg
=2%605 bg

M1234567891011 12 NKPKM M1234567 891011 12 NKPKM

~=-625 be =730 bg

Resim 3. A. lasl I, B. lasR, C. rhll ve D. rhIR genlerinin jel gériintisi.
M: Molekiiler agirlik standardi, PK: P.aeruginosa ATCC 27853 NK: Negatif kontrol.
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Tablo Ill. “Quorum Sensing” Gen Varliginin Biyofilm Dtizeylerine Gére Dagilimi

lasl lasR rhil rhIR
Kuvvetli biyofilm (n) 13 13 13 6
Orta kuvvetli biyofilm (n) 6 6 6 4
Zayif biyofilm (n) 4 4 5 3
Toplam (n) 23 23 24 13

QS gen varliginin biyofilm diizeylerine gore dagilhmi Tablo llI'te verilmistir. Zayif, orta
kuvvetli ve kuvvetli biyofilm olusturan izolatlar arasinda QS gen varligi agisindan istatistik-
sel olarak anlaml bir fark saptanmamistir (p> 0.05).

TARTISMA

P.aeruginosa enfeksiyonlarinin patogenezinde biyofilm olusumunun 6nemli rol oynadi-
g1 bilinmektedir. Biyofilm enfeksiyonlarinin artmasi ile birlikte biyofilm direncini aydinlat-
maya yonelik yapilan calismalar nem kazanmistir®'!.

2018 yilinda yapilan bir calismada, 40 P.aeruginosa klinik izolatinin %42.5inin (n=
17) zayif biyofilm, %27.5'inin (n= 11) orta kuvvetli biyofilm, %7.5'inin (n= 3) kuvvetli
biyofilm olusturdugdu, ancak, %22.5’inin (n= 9) biyofilm olusturmadig tespit edilmistir'2.
Ayni arastirmacilarin, ventilator iliskili pnémoni hastalarinin ETA (n= 19) ve bronkoalveo-
ler lavaj (n= 1) 6rneklerinden izole edilen toplam 20 klinik P.aeruginosa izolatinin biyofilm
dretimini kalitatif ve kantitatif olmak Uzere iki farkli yontem kullanarak degerlendirdikleri
baska bir calismada, kantitatif yontem ile izolatlarin %75’inin biyofilm olusturdugu (%25
biyofilm olusturmayan, %40 zayif, %25 orta ve %10 kuvvetli biyofilm olusturan) bulun-
mustur'®. Bu calismada; klinik 6rneklerden izole edilen P.aeruginosa izolatlarinin tama-
minin (n= 24) biyofilm uretme yetenegdinde oldugu, ancak biyofilm Uretim oranlarinda
literattirdeki diger calismalarda oldugu gibi farkhiliklar gorildigu tespit edilmistir. Kuvvetli
biyofilm Uretiminin en fazla oldugu grubun, solunum yolu 6rnekleri olan ETA ve balgam
ornekleri oldugu gortlmustir. Bu sonug, P.aeruginosa izolatlarinin kuvvetli biyofilm yap-
ma yeteneklerinin ciddi solunum yolu enfeksiyonlarina yol agmasina zemin hazirlayan bir
faktor olabilecegi fikrini desteklemektedir.

P.aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan CIP ve beta-laktamaz inhibitori
bir antibiyotik olan TZP direnciyle ilgili literatlirde cok sayida yayina rastlamak muim-
kiindiir'*16, Bu calismalara bakildiginda, P.aeruginosa izolatlarinin direnc paternlerinin,
cahsmanin yapildig yil, bolge ve hastaneye gore degiskenlik gosterdigi goriilmektedir.
Bu calismaya dahil edilen izolatlarin Ggliniin CIP’ye direngli, 21’inin duyarl; TZP'ye ise
dokuzunun direncli, 15’inin duyarli oldugu bulunmustur. TZP'nin direng orani, CIP’ye
kiyasla daha ytiksek tespit edilmistir.
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Solunum yolu enfeksiyonlari, diinya capinda yaygin morbidite ve mortalite nedenlerin-
dendir. Ozellikle alt solunum yolu enfeksiyonu olan hastalardan izole edilen P.geruginosa
izolatlarinda ¢oklu antibiyotik direncine rastlanmaktadir'”.

Ulkemizde yapilan bir calismada, P.aeruginosa izolatlarinin antibiyotik duyarliliklari de-
gerlendirilmis; yara (n= 38) ve idrar (n= 36) 6rneklerinden izole edilen izolatlara kiyasla
solunum sistemi izolatlarinda (n= 52) TZP direnc¢ oraninin daha yiiksek oldugu (n= 33,
%63), CIP diren¢ oraninin ise yara izolatlarinda (n= 19, %50) daha ytiiksek oldugu (n=
30, %58) bulunmustur'.

Gram-negatif bakterilerdeki antimikrobiyal direng ile biyofilm olusumu arasindaki ilis-
kinin arastinldigi bir calismada, balgam ve ETA gibi solunum yolu o6rneklerinden izole
edilen P.aeruginosa izolatlarinin, kan ve idrar orneklerinden izole edilenlere goére daha
fazla biyofilm olusturdugu ve bu izolatlarin TZP ve CIP gibi antimikrobiyal ajanlara daha
direncli olduklari, biyofilm yapimi ile CIP direnci arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iliski oldugu tespit edilmistir (p= 0.041)'. Bu calismada, alt solunum yolu érnegi olan
ETA orneklerinden izole edilen iki izolatin da kuvvetli biyofilm yaptigi ve bu izolatlarin
TZP'ye direncli olduklar saptanmistir. Bu sonug, alt solunum yollarinda kolonize olan
P.aeruginosa’nin tedavisi gui¢, agir klinik tablolara neden olabilecegini bir kez daha du-
stindlirmektedir. Ayrica calismada, bakterilerin biyofilm yapma yeteneklerinin azalmasi ile
antimikrobiyallere olan duyarliliklarinda artig olabilecegini destekleyen bir sonug olarak,
P.aeruginosa ATCC 27853’e oranla daha az biyofilm olusturan bes izolatin tamaminin
TZP'ye, dordlinin ise CIP’ye duyarl oldugu saptanmustir.

Disk diflizyon yonteminin, sadece serbest bakterilerin diren¢ profilini yansitmasi ne-
deni ile bu cahismada, biyofilm olusumunun antibiyotik direncine olan gercek etkisini
anlayabilmek icin kullanilan antibiyotiklerin sub-MiK dozlarda biyofilm yapimini nasil et-
kiledigi arastinlmustir.

Antibiyotiklerin sub-MiK’lerinin enfeksiyona karsi konak¢l savunmasina yardim ede-
cek antimikrobiyal etkiyi saglayabildigi bildirilmistir. Bu konsantrasyonlarin, bakteri hiicre
duvarinda degisiklik, mikrobiyal aderansta ve biyofilm yapiminda azalma, fagositer akti-
vitenin artisi, mikrobiyal toksinlerin saliniminin azalmasi gibi etkiler yaparak mikroorga-
nizmalar (izerine etki ettikleri gosterilmistir2°,

P.aeruginosa’ya karsi yiiksek bakterisidal aktiviteye ve terapotik etkinlige sahip oldugu bi-
linen CIP, bircok gram-negatif patojene karsi tercih edilen birilactir. Paeruginosa’nin PAO1
standart susu ve dort klinik izolatin dahil edildigi Hindistan’da yapilan bir calismada, CIP
sub-MiK konsantrasyonunun (MiK/4) P.aeruginosa kayma, yiizme ve titreme hareketleri-
ni, proteaz, elastaz, ramnolipid, aljinat ve siderofor gibi virtilans faktorlerinin Gretimini ve
biyofilm yapimini anlamli derecede azalttigi gésterilmistir (p< 0.05)2".

Literattirde sayih calismalardan olan bir grup arastirmacinin yapmis oldugu bir ¢alisma-
da; TZP sub-MiK'lerinin (MiK/2), P.aeruginosa fenotipine ve fizyolojik 6zelliklerine baglh
hareketini, morfolojik 6zelliklerini degistirdigi ve biyofilm yapimini azaltti§i bulunmus-

MiKROBiYOLOJi BULTENi 555




Piperasilin/Tazobaktam ve Siprofloksasin Sub-minimal inhibitdr Konsantrasyonlarinda

Pseudomonas aeruginosa Biyofilm Olusumunun ve Quorum Sensing Genlerinin Arastiriimasi

tur?2, Bu calismada ise CIP ve TZP'nin sub-MiK’lerde, P.aeruginosa’nin biyofilm olusu-
munu anlamli olarak azalttigi ve bu azaltici etkinin doza bagimli oldugu tespit edilmistir.
Sub-MiK’lerde en belirgin azalma MiK/2 degerinde belirlenmistir. Bu durum, biyofilm
olusumu (zerine her iki antibiyotigin de ayni oranda etki ettigi sonucunu gostermektedir.

Literatlirdeki calismalara bakildiginda, enfeksiyon hastaliklarinin dogru tedavisinde;
uygun ajanin secimi kadar en etkili dozun saptanmasinin da onem arz ettigi sonucuna
varilmaktadir?®-22,

Bu calismanin sonuglari, sub-MiK’lerde kinolon grubu antibiyotiklerden CIP’nin ve be-
ta-laktam/beta-laktamaz inhibitor kombinasyonlarindan olan TZP’nin biyofilm gelisimini
azalttigini gostermektedir. Buna gore, CIP ve TZP’nin P.aeruginosa kaynakli biyofilm en-
feksiyonlarinin tedavisinde iyi bir tercih olabilecedi sonucuna varilabilmektedir.

Gelisen teknolojiyle beraber, deneysel biyofilm calismalarinda kullanilan yontemle-
rin sayisi da artmaktadir. Her gecen yil genis bir arastirmaci kitlesi, farkli gortintiileme
yontemlerini kullanarak, Paeruginosa tedavisinde kullanilan antimikrobiyallerin sub-
MiK’lerinde biyofilm yapisinda meydana gelen degisiklikleri arastirmaktadir?®2!,

Yapilan bir calismada, seftazidimin MiK/4 konsantrasyonu ile P.aeruginosa PAO1 stan-
dart susunun 48 saat inkiibasyonu sonunda biyofilm yapimindaki azalma konfokal lazer ta-
rama mikroskobu kullanilarak belirlenmistir?®. Bu calismada, biyofilm olusumunun en fazla
her iki antibiyotigin MiK/2 konsantrasyonlarinda azaldigi SEM kullanilarak gésterilmistir.

Bakteri popuilasyonunun QS mekanizmasi araciligi ile bir koordinasyon icinde davran-
digr dusiindlmektedir. Biyofilm olusumu da dahil olmak (izere bakteriyel patojeniteyi des-
tekleyen virtlans faktorlerinin ekspresyonunu diizenleyen sistemlerin arasinda QS énemli
bir rol oynamaktadir'?.

2018 yilinda bir grup arastirmaci tarafindan farkli klinik orneklerden izole edilen
P.aeruginosa izolatlarinin biyofilm yapimi ve iliskili QS genlerinin varliginin arastinildigi bir
calismada, izolatlarin %77.5’inin biyofilm olusturdugu ve bu izolatlarin %100’lnde /asR,
rhll ve rhIR genleri tespit edilirken, %97.5'inde lasl geni saptanmistir. Biyofilm olusturma-
yan dokuz izolatta tim genlerin variigi gosterilmistir. Biyofilm tretmeyen dokuz izolatin
Ucuinde bu genlerle ilgili amplikonlar sekanslanmis ve standart biyofilm treten PAOT
susu ile kargilastinlmistir. Sonugta, lasR proteininin sekanslanmasi sirasinda valin amino
asidinin eklenmesine neden olan (¢ niikleotidin (T, C ve G) insersiyonu gdsterilmistir'2.
Bu calisma sonucunda; zayif, orta kuvvetli ve kuvvetli biyofilm olusturan tim izolatlarda
(n= 24) rhll geni tespit edilmistir. Bu sonuca bagli olarak rhll geninin biyofilm olusumu-
nun her asamasinda énemli bir rol aldigi soylenebilir. Orta kuvvetli ve kuvvetli biyofilm
olusturan izolatlarin tamaminda (n=19) /asl/lasR genlerinin saptanmis olmasi ayrica dik-
kat cekici bir sonugtur. Bu sonug, olgun biyofilm yapisinin olusmasinda /as sisteminin
gerekliligini destekler nitelikte goriinmektedir. RhIR geninin bazi izolatlarda gosterileme-
mesi; rhIR gen bolgesi icin tasarlanmis primerlerin, primer baglanma bolgesindeki nokta
mutasyon, baz kaybi gibi nedenlerle baglanamamasi sonucu amplifikasyonun gercek-
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lesemedigi seklinde yorumlanabilir. Bu izolatlardaki mutasyon varliginin ileri molekuler
incelemelerle aydinlatiimasinin yararli olacagi sonucuna variimistir.

Sonug olarak; CIP ve TZP gibi P.aeruginosa’ya yonelik antimikrobiyallerin doz aralikla-
rinin tekrar degerlendirilmesinin klinik uygulamalarda énemli olacagi distinilmektedir.
Klinik izolat sayisinin az olmasi ve izolatlarin 6zel bir hasta grubuna ait olmamasi calis-
manin kisitlayici yanlaridir. Bu nedenle, antimikrobiyallerin sub-MiK’lerinin P.aeruginosa
enfeksiyonlarinin tedavi siirecine olan katkilar hakkinda yeterli bilgi saglayabilmek ama-
ayla sonuclarimizin, daha fazla sayida izolatin dahil edildigi genis olcekli calismalarla des-
teklenmesi gerekmektedir. Ayrica biyofilmde 6nemli rol aldigi dustiniilen QS sisteminin
molekiler yontemlerle arastiriimasinin etkin tedavi yaklagiminin planlanmasi agisindan
son derece onemli olacagi kanisina varilmistir. P.aeruginosa viriilans faktorlerinin hangi
mekanizmalarla diizenlendigi ile ilgili bilgilerimizin artmasi, tedavide yeni gen hedefleri-
nin belirlenmesini, tedavi stratejilerini ve basarisini olumlu yonde etkileyecektir.

ETiK KURUL ONAYI
Bu calisma icin etik kurul onayina gerek bulunmamaktadir.
CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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