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|. GIRIS

Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonadacae ailesinin major patojeni olup Gram
negatif bir basildir. P. aeruginosa monotris flagella ve fimbriya kapli bir yiizeye
sahiptir. Hemen hemen tiim suslar alginat olarak bilinen ekstraselliiler polisakkarit
iireten genlere sahiptir. Bu madde literatiirde mukoid ekzopolisakkarit olarak da
ge¢mektedir (1). P. aeruginosa’nin etken oldugu 6zellikle kistik fibrosis hastalari
basta olmak tizere kronik obstriiktif akciger hastaligi, diyabetik ayak gibi kronik yara
yeri enfeksiyonlar1 ve yabanci cisim enfeksiyonlarinin kimyasal temelini olusturur.
Son yillarda ekstraselliiler polisakkrit yapisinin pelikiil ve biyofilm olusumunda rol

aldig1 anlasilmis olup patogenezdeki 6nemi vurgulanmaktadir (2).

P. aeruginosa minimum beslenme kosullarinda bile hemen tiim gevresel sartlarda
tireyebilmesi nedeniyle Oncelikle dnemli bir nozokomiyal patojen olarak kabul
edilmistir. Hastane disinda P. aeruginosa toprakta, suda ve bitkilerde bulunmakla
birlikte insanlarda ve hayvanlarda kolonizan olarak bulunur. Isiya dayanikli bir
bakteri olup 45-50°C 1sida yagamin siirdiirebilir. Hastane ortaminda hastalarin nemli
bolgelerine (aksilla, kulak, perine gibi), katater girislerine, lavabo, tuvalet ve dus gibi
cansiz yiizeylere kolonize olabilir. Hasta odalarinda bulunan ¢igeklerin sularindan da
patolojik suslar izole edilmistir. Ayrica hastanede kullanilan temizlik malzemeleri
(paspas, temizlik solusyonlar1 gibi), mekanik ventilatorler, gida ve gida {iiretim

cihazlar1 da P. aeruginosa i¢in kaynak olusturabilmektedir (3).

Nozokomiyal P. aeruginosa disinda, toplum kokenli P. aeruginosa enfeksiyonlari da
giderek artan bir siklikta karsimiza ¢ikmaktadir (4). Uzun siire soliisyonda kalan
kontakt lenslerin kullanilmasina bagli P. aeruginosa’ya bagl iilseratif keratit
gelistigi bildirilmistir (5, 6). Ayrica otitis eksternanin da en sik nedenlerinden biri P.
aeruginosa’dir (7). Ozellikle tenis oynayan ¢ocuklarin ayaklarinda ayakkabilarin P.

aeruginosa ile kolonizasyonuna bagli yara yeri enfeksiyonlar bildirilmistir (8).



Nozokomiyal P. aeruginosa enfeksiyonlar1 siklikla; mekanik ventilasyon

uygulamasi, antibiyotik kullanimi, kemoterapi uygulanmasi ve cerrahi girisimlerle

iligkili kabul edilir (9).

P. aeruginosa esas olarak firsatgr bir patojen olarak kabul edilir. Patojenik ve
patojenik olmayan suglar arasindaki temel farklilik, patojenik suslarin virulans

faktorleri tiretebilme kapasitesidir (10).

Cesitli virulans faktorlerinin katkisi ile septisemi, riner enfeksiyon, akut veya
kronik akciger enfeksiyonu, endokardit, dermatit ve osteokondrit gibi enfeksiyonlara
yol agar. Oncelikle bakteri; konak savunmasinin ilk asamasini olusturan anatomik ve
fizyolojik bariyerleri asarak adezyonu ve kolonizasyonu gergeklestirir, sonrasinda
bulundugu bolgede cogalarak yeterli sayiya ulasmayr hedefler. Hedef sayiya
ulagmasini takiben lokal invazyon siireci baslar. Bu donemde bakteri kontrol altina

alinamazsa yaygin sistemik enfeksiyona yol agar (11).

P. aeruginosa antibiyotiklere direng gelistirme konusunda oldukga basarilidir. Dis
membran yapisindaki lipopolisakkaritler dogal bariyer olusturarak ¢ogu antibiyotigin
penetrasyonunu engeller. Biyofilm olusturarak koruyucu bir matriks i¢inde kolonize
olmasi, antibiyotiklerden korunmasini saglar. Florokinolonlar, bazi1 aminoglikozidler
ve imipenem gibi siirli sayida antibiyotiklere karsi hassas olmakla beraber giderek
artan bir diren¢ sorunu s6z konusudur ve bu hassasiyet de suslar arasinda farkliliklar

gosterir (12).

Biyofilm, bir ylizey lizerinde mikroorganizma kolonileri ve onlarin {irettikleri
ekstraselliiler polisakkaritler (EPS), proteinler, ¢evreden absorblanan organik ve
inorganik  maddelerden olusan bir tabakadir. Biyofilmin temel birimi
mikrokolonilerdir. Mikrokoloniler bir veya daha fazla tiirde bakteri hiicresinden
olusabilir. Biyofilm, cansiz ya da canli bir yiizeye tutunmus birgok bakterinin
salgiladiklar1 miikéz yap1 igerisinde bir araya gelmesiyle olusan, “mikroplar sehri”

olarak tanimlanmistir (13).

Mikroorganizmalar biyofilm olusturarak herseyden once ciddi bir savunma sistemi

gelistirmektedir. Biyofilmin kan akimi ve tiikriigiin yikama giicti gibi birtakim



fiziksel giiclere karsi dayanikliligi vardir. Biyofilm igindeki mikroorganizma; besin
yoksunlugu, pH degisiklikleri, oksijen radikalleri, dezenfektanlar, fagositoz ve
antibiyotiklere karsi serbest yasayan bakterilere goére daha direnglidirler. Biyofilmin
biiyiikk bir boliimiinii olusturan ekstraselliiler polisakkaritler (bulundugu bakteriyi
¢ekim alanlarindan (elektrik ¢ekimi) wuzaklastirarak inflamatuar hiicrelerin

fagositozundan, antibiyotik etkisinden korur) savunmada énemli rol oynar (14).

Konak i¢in, biyofilmlerin olusturdugu savunma sisteminin bir diger Onemi ise
biyofilm icerisindeki mikroorganizmanin antimikrobiyallere kars1 toleransinin
planktonik formlarma gore 500-1000 kat kadar fazla olmasidir. Buna bagli olarak
patogenezinde biyofilmlerin rol aldigi hastaliklarda antimikrobiyal dirence bagh

olarak ciddi tedavi zorluklar ortaya ¢ikmaktadir (15).

Mikroorganizma g¢evreye uyum saglayabilirken hem metobolik agidan degisiklige
ugramis organizmanin duyarliligt degismekte hem de ortamdaki metobolitlerin
kullanima bagli konsantrasyonu degismektedir. Buna bagli olarak da anti mikrobiyal
etkinlik de olumsuz ydnde etkilenebilmektedir (16). Ozellikle yogun bakim
tinitelerinde yatmakta olan ve/veya ventilatére bagli hastalarda ¢oklu ilaca direngli

mikroorganizmalara bagli enfeksiyonlarda tedavi segenekleri kisitlanmaktadir (17).

Yogun bakim {initelerinde yatan hastalarda gelisen P. aeruginosa’ya bagh
enfeksiyonlarin tedavisinde, antimikrobiyal duyarlilik sonuglarina gore 1iyi bir
secenekmis gibi gorlinen kolistinin antibiyofilm etkinligi ile ilgili yeterli sayida

calisma bulunmamaktadir.

Bu ¢alismada; Ankara Universitesi Ibn-i Sina Hastanesi Yogun Bakim Unitelerinde
yatmakta olan hastalardan gonderilen balgam ve derin trakeal aspirat kiiltlirlerinden
izole edilmis ve in vitro endotrakeal tiip iizerinde matiir biyofilm tabakasi1 olusturan
Pseudomonas aeruginosa suslarinda ambroksol, kolistin, ambroksol ve kolistin

etkilerinin arastirilmasi ve antibiyofilm etkinliklerinin tespit edilmesi amag¢lanmustir.



Il. GENEL BIiLGILER

2.1. PSEUDOMONAS AERUGINOSA
2.1.1. Mikrobiyoloji

Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonadacae ailesinin major patojeni olup Gram
negatif bir basildir. P. aeruginosa’nin boyu 1-3 um ve genisligi 0. 5-1 um arasinda
degismektedir. Diiz veya hafif kivrik olabilir. Spor olusturmazlar. Tek polar flajellasi
ile hareketlidir. Diger Pseudomonas tiirlerinde birden fazla flajella bulunabilir (18).

P. aeruginosa nin degisik pigmentleri vardir. Kokenlerin ¢ogunlugu mavi-yesil bir
ekstraseliiler pigment olan pyosiyanin pigmenti olusturur (Sekil-1). Pyosiyanin;
phenazine yapisindadir, koloniye rengini veren esas pigmenttir. Bu pigment yalnizca
aerop ortamda olusur, tan1 degeri yiiksektir. Piyosiyanin kloroformda erir.
Pseudomonas spp. floresein pigmenti de yapabilirler. Floresein pyoverdin yapisinda,
soluk sar1 renklidir. Ozel besiyerlerinde ve UV (ultraviole) 1s18inda (wood lambasi)
daha iyi gozlenebilir. Daha seyrek rastlanmakla beraber; Pyorubin; kirmizi,
pyomelanin; kahverengi-siyah renkte koloni olusturan pigment yapabilirler. Diger

pigmentlerin varligi halinde piyosiyanin pigmentinin maskelenmesi séz konusu

olabilir (19).

Sekil 1. P. aeruginosa Mavi-Yesil Pigment Goriintiisii (20)



Ismini aldig1 “’aeruginosa’” kelimesi de bir ¢ok klinik izolatta gériilen renk tonundan
gelmektedir. P. aeruginosa c¢ok farkli morfolojilerde koloni olusturabilir. P.
aeruginosa kolonileri ti¢ farkl: tipte olabilir. Dogal ortamdan, toprak ve sudan izole
edilenler kiiciik, kaba koloniler olusturur. Klinik materyallerden iiretilenler ise iki
tipte goriiliir. Bir tipi biiylik, yumusak, diiz ve kalkik kenarli koloniler (non-mukoid)
olustururken virulansi daha yiiksek olan diger tipte, alginat {iretimi sonucu mukoid
Ozellikte koloniler goézlenir. Kanli besiyerinde 1-5 mm ¢apinda, yassi, buzlu cam
gorliiniimiinde, kenarlar1 ondiilan yapida koloniler olusturur. Bazilar1 hiicre disina
alginat salgiladiklarindan mukoid koloniler yapar (21). Genellikle p hemoliz
olustururlar. Eozin Metilen Blue (EMB), McConkey agar gibi laktoz igeren
besiyerlerinde laktoz negatif koloni yaparlar. Besiyerinde kendine 6zgii bir kokusu
vardir. Tatlims1 aromatik meyve, tath liziim ya da trimetilamin kokusuna benzeyen

0zel koku, 2 aminoasetofenon’a aittir ve P. aeruginosa’ya 6zgiidiir (22).

P. aeruginosa hemen tiim besi yerlerinde kolaylikla iireyebilmektedir. En iyi aerobik
sartlarda tiireyebilmesine karsin anaerobik ortamda da {ireyebilmektedir. P.
aeruginosa’nin nutriSyonel gereksinimleri oldukg¢a basittir. Distile su ic¢inde bile
tireyebilmesi ne kadar az besin ile yetinebildiginin gostergesidir. P. aeruginosa
karbonhidratlar1 fermentasyonu gergeklestiremez fakat glukoz, fruktoz ve ksilozdan
asit tretebilmesine ragmen laktoz ve siikkrozu fermente edemez. Oksidaz kuvvetli
pozitiftir. Yani sitokrom C oksidaz igeren elektron transport zinciri sistemine
sahiptir. Sitokrom C oksidaz igermeleri Pseudomonas cinsini Enterobacteriaceae
ailesinden ayiran temel &zelliklerdendir. Optimal biiyiime 42 derecedir. Ug seker
agarda alkali reaksiyon gosterir, sitrat ve L-arjinin dehidrolaz pozitiftir. P.
aeruginosa L-lizin dekarboksilaz ve L-ornitin dekarboksilaz negatiftir ve hidrojen
stilfid tiretmez (23).

P. aeruginosa monotris flagella ve yiizeyi fimbriya kapl bir ylizeye sahiptir (Sekil-
2). Hemen hemen tiim suslar alginat (bir deniz yosunu tiirii olarak bilinen “varek”in
tirettigi alginata benzedigi i¢in) olarak bilinen EPS iireten genlere sahiptir. Bu madde
literatiirde mukoid ekzopolisakkarit olarak dagecmektedir (24). P. aeruginosa’nin
etken oldugu ozellikle kistik fibrosis hastalar1 basta olmak {izere kronik obstriiktif

akciger hastaligi, diyabetik ayak gibi kronik yara yeri enfeksiyonlar1 ve yabanci



cisim enfeksiyonlarinin kimyasal temelini olusturur. Genellikle c¢evreden ve
nozokomiyal enfeksiyonlardan izole edilen P. aeruginosa suslarinin non-mukoid
Ozellikte oldugu diisiiniilmektedir oysa non mukoid suslarin biiyiik bir ¢ogunlugu in
vitro sartlarda diisiik diizeyde alginat polisakkarit tiretmektedir (1, 25). Son yillarda
ekstraselliiler polisakkrit yapisinin pelikiill ve biyofilm olusumunda rol aldigi

anlasilmis olup patogenezdeki dnemi vurgulanmaktadir (2, 26).

Sekil 2. P. aeruginosa Flagella ve Fimbria Elektron Mikroskop Goriintiisii (27)

Cevreden ve nozokomiyel enfeksiyonlarda elde edilen P. aeruginosa izolatlarinin
sadece %10-30’u O vyan zincirine sahiptir ve saf lipopolisakkarit (LPS)
tiretebilmektedir. Geriye kalan P. aeruginosa’larda LPS molekiilii igerisinde lipid A,
dis ve i¢ gekirdek bolge (core region) yer alirken O yan zinciri igermez. Son yillarda
yapilan c¢aligmalarda LPS dis ¢ekirdek bolgesinde O yanzincirine sahip suslardan
yapisal olarak farklilik gosteren O yan zinciri oldugu gosterilmistir. Dig membranlari
Gram negatif bakteriler igin ortak olan gesitli fonksiyonlar1 listlenmis (ireme ve
metabolizma gibi) dis membran proteinleri igerir. P. aeruginosa icin yapilan
incelemelerde 300’den fazla dis membran proteini oldugu gosterilmistir. Bu
proteinlerin ekspresyonlar1 ise biiylime kosullar1 veya bakterinin fenotipine gore

degiskenlik gostermektedir (10, 11, 28, 29).



P. aeruginosa antibiyotiklere direng gelistirme konusunda oldukg¢a basarili bir
bakteridir. Dis membran yapisindaki LPS dogal bariyer olusturarak ¢ogu
antibiyotigin penetrasyonunu engeller. Biyofilm olusturarak koruyucu bir matriks
i¢cinde kolonize olmasi, antibiyotiklerden korunmasini saglar. Dogal ortamda basiller,
aktinomices ve mantarlarla bir arada olmasi dogal antibiyotige karsi rezistans
gelistirmesini saglar. Antibiyotik rezistans plazmidleri igerir ve transdiiksiyon ve

konjugasyon ile bunlar1 transfer eder (30).

Florokinolonlar, bazi aminoglikozidler ve imipenem gibi sinirli sayida antibiyotiklere
karsi hassas olmakla beraber giderek artan bir direng sorunu séz konusudur ve bu

hassasiyet de suslar arasinda farkliliklar gosterir (12, 31).

2.1.2. Tarihge

Modern mikrobiyolojinin gelismesinden 6nce Dogget ve arkadaslari tarafindan P.
aeruginosa’nin ciddi yara yeri ve cerrahi enfeksiyonlarinin etkeni oldugu
gosterilmisti. Sédillot 1850 yilinda cerrahi pansuman malzemeleri {zerinde
enfeksiyona bagli mavi-yesil akint1 oldugunu; 1862 yilinda Luke mavi-yesil renkli
piiyden aldig1 O6rnegin mikroskobik incelemesinde basiller gordiigiinii bildirmis.
Gessard, 1882 yilinda enfekte alanlardan izole ettigi mikroorganizmaya Bacillus
pyocyanus adini vermis. Osler 1925 yilinda, saglikli dokularin tersine hasarli
dokularda firsat¢1 bir mikroorganizma olabilecegini 6ne siirmiistiir. P. aeruginosa
1960’11 yillarda immunkompromize hastalarda, yanik yaralarinda ve kistik fibrosisli
hastalarda major etken patojen olarak onem kazanmustir. Sonraki yillarda ise P.
aeruginosa nozokomiyal akciger, kan akimi ve {iriner enfeksiyonlarmm en ciddi
patojeni olarak modern tipta yerini almistir. P. aeruginosa’nin hizli antibiyotik
direncine yol acabildigi, bazi suslarinin ¢ok ilaca direngli hale gelebilecegi tespit
edildikten sonra Gzellikle antipseudomonal ilaglarin gelistirilmesi i¢in ¢aligmalar

baslatilmistir (32).



2.1.3. Epidemiyoloji

P. aeruginosa minimum beslenme kosullarinda bile hemen tiim gevresel sartlarda
tireyebilmesi nedeniyle Oncelikle 6nemli bir nozokomiyal patojen olarak kabul
edilmistir. Hastane disinda P. aeruginosa toprakta, suda ve bitkilerde bulunmakla
birlikte insanlarda ve hayvanlarda kolonizan olarak bulunur. Kirkbes — elli derece
1stya dayaniklidir; ¢oziinmiis karbon dioksit, stilfiir, fosfor, demir ve divalan
katyonlar1 karbon kaynagi olarak kullanabildiginden kolaylikla distile suda
yasayabilmektedir. Asidik (pH<4.5) ortama dayaniksizdir. Hastane ortaminda
hastalarin nemli bolgelerine (aksilla, kulak, perine gibi), katater girislerine, lavabo,
tuvalet ve dus gibi cansiz yiizeylere kolonize olabilir. Hasta odalarinda bulunan
ciceklerin sularindan da patolojik suslar izole edilmistir. Ayrica hastanede kullanilan
temizlik malzemelerinden (paspas, temizlik solusyonlart gibi), mekanik ventilatorler,
gida ve gida iiretim cihazlar1 da P. aeruginosa igin kaynak olusturabilmektedir (3,
23).

Nozokomiyal P. aeruginosa disinda, toplum kokenli P. aeruginosa enfeksiyonlart da
giderek artan bir siklikta karsimiza ¢ikmaktadir. Ozellikle cesitli banyo kiivetleri,
yiizme havuzu ve diger su rezervuarlarmin kullanildig1 banyo tiirlerini kullananlarda

toplum kokenli P. aeruginosa enfeksiyonlarina rastlanmaktadir (33).

Uzun siire soliisyonda kalan kontakt lenslerin kullanilmasi ile iliskili olarak P.
aeruginosa’ya bagl ilseratif keratit gelistigi bildirilmistir (5, 6). Ayrica otitis
eksternanin da en sik nedenlerinden biri de P. aeruginosa’dir (7). Ozellikle tenis
oynayan c¢ocuklarin ayaklarinda ayakkabilarin P. aeruginosa ile kolonzasyonuna
bagl yara yeri enfeksiyonlari bildirilmistir (8). Goz travmasi veya cerrahisi sonrasi
P. aeruginosa endoftalmiti, intravenoz ilag kullananlarda endokardit olgular
bildirilmistir 34, 35).

Nozokomiyal P. aeruginosa enfeksiyonlar1 siklikla; mekanik ventilasyon
uygulamasi, antibiyotik kullanimi, kemoterapi uygulanmasi ve cerrahi girisimlerle
iligkili kabul edilir (9). Tiim bunlarin 6tesinde toplumda kiiciik bir oranda normal
flora eleman1 olarak bulunmaktadir. Bunun nedeni yogun bakim {initelerinde tedavi

almig ve P. aeruginosa kolonize kisilerin topluma P. aeruginosa’y: tasimasi seklinde



ifade edilmektedir (36, 37). Yanik yaralar1 olan hastalar P. aeruginosa enfeksiyonu
icin ciddi risk altinda idi ancak son yillarda modern yanik merkezlerinin
gelistirilmesi, etkin topikal tedavi ve yeterli debridman uygulamalar ile P.
aeruginosaenfeksiyon insidansi énemli oranda azalmistir 38). Saglikli bireylerde;
bogaz, nazal mukoza veya ciltte %7 oraninda P. aeruginosa tasiyiciligt mevcuttur.
Diskida tastyicilik orani ise %24’°e kadar ¢ikmaktadir (39).

Invaziv P. aeruginosa enfeksiyonundan once; siklikla kolonizasyon gerceklesir, P.
aeruginosa enfeksiyonu olan hastalarin %50’sinin dnceden kolonize oldugu tespit
edilmistir. Kolonize hastalarin hangisinin invaziv enfeksiyona gidecegine karar
vermek veya baslangic kaynaginin ne olduguna ya da bulas seklini bilmek cok
zordur. Ozellikle nozokomiyal salgmlarinda kaynak genellikle kolonize bir hasta,
nemli alanlar (duslar, tuvaletler, vazolar vb. ) veya pisirilmemis sebzeler olabilir.
Birgok hastanin, 6zellikle mekanik ventilasyon uygulananlarin, iist solunum yollari
P. aeruginosa ile kolonize olur fakat ¢ok azinda pnomoni gelisir (40).
Gastrointestinal sistemin (GIS) P. aeruginosa ile kolonozasyonu genellikle
antibiyotik kullanimina sekonder floranin hasara ugramasi sonucu gelisir, GIS’den
zaman zaman aspirasyon sonucu solunum yollar1 da kolonize olabilir ve pndmoniye
yol agabilir. Selektitif GIS dekontaminasyonunun yogun bakim {initelerinde P.
aeruginosa’ya bagl ventilator iliskili pndmoni mortalitesini azalttigi yoniinde birgok
calisma mevcuttur (41-43). Bununla birlikte yapilan meta analizlerde selektif GIS

dekontaminasyonunun etkinligi dogrulanmamaistir (44).

Hastane ortamimnda P. aerugiosa kaynaklarinin ve prevalansinin tespiti
epidemiyolojik agidan enfeksiyon kontroliinii saglamak i¢in sarttir. Nozokomiyal
ortamda kaynak olarak tespit edilen P. aeruginosa ‘nin tiplendirilmesi, bakteriosin
(pyosiyanin) yapisi ve antibiyotik duyarlihik paterninin analizi yapilmalidir 45).
Nozokomiyal enfeksiyonlarin epidemiyolojisi ve insidansi yerel ozelliklere gore
stirekli degisim gostermektedir ancak P. aeruginosa enfeksiyonlari (6zellikle
nozokomiyal pnomoni ve ventilator iliskili pndmoni seklinde) rolatif olarak son 30-
40 yildir benzer oranlarda karsimiza ¢ikmaktadir. Amerika’da 2003 yilinda yapilmis
bir ¢alismada P. aeruginosa; nozokomiyal pnomonilerde %218.1; iiriner sistem

enfeksiyonlarinda %16.3; cerrahi alan enfeksiyonlarinda %9.5 kan akimi



enfeksiyonlarinda %3.4 oraninda etken olarak tespit edilmistir (46). P. aeruginosa ile
ilgili bir diger onemli problem ise bir ¢ok ilaca direng gelistirebilmesi ve tedavi

edilmesi gli¢ enfeksiyonlara yol agmasidir (47).

2.1.3. Virulans ve Patojenite

Bakteriyel virulans faktorlerinin formuna ve fonksiyonlarina bagli olarak genis ve
degisken bir patolojik siirecten bahsetmek miimkiindiir. Farkli fonksiyonlara ve
Ooneme sahip virulans faktorleri konakta c¢esitli patolojik olaylara yol agar.
Organizmanin yayimasint Onleyen dogal immun sistemle bakteriyel ¢ogalmayla
baslayan patolojik inflamasyon siireci arasinda dnemli bir denge s6z konusudur.
Dengenin hangi yone kayacagi ve enfeksiyonun ciddi veya benign seyirli olacagi
konak faktorleri kadar bakteri virulansi ile de iliskilidir. Son birka¢ dekatta P.
aeruginosa virulansi ile iligkili molekiiler, hiicresel ve hayvan g¢alismalar1 yapilmis
ve P. aeruginosaenfeksiyonlari ile ilgili dnemli bilgiler edilmistir. P. aeruginosa esas
olarak firsat¢1 bir patojen olarak kabul edilir. Patojenik ve patolojik olmayan suslar
arasindaki temel farklilik, patojenik suslarin virulans faktorleri {retebilme
kapasitesidir. Virulans faktorlerinin salinim ve diizenlenmesi kompleks bir
diizenleyici sistem ile kontrol edilir vekoordinasyonun saglanmasinda hiicreler arasi
iletisim sisteminin 6nemli rolii vardir (48). P. aeruginosa’nin baslica virulans

faktorleri tablo-1’de 6zetlenmistir.

Virtilans faktorlerinin ¢ogunun ekspresyonu bazi cevresel uyarilara baghdir:
Ortamdaki demir iyonu, nitrojen, 1s1, ozmolarite gibi. Viriilans faktorlerinin
ekspresyonu genel olarak yiiksek hiicre dansitesine ulasana kadar ¢ok belirgin
degildir. Hiicre dansitesine bagli olarak ortaya ¢ikan quorum sensing (QS)
(=¢ogunlugu algilama) molekiilleri viriilans genlerinin kontrol ve diizenlenmesinde

onemli rol oynar (49).
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2.1.4.1. Patogenez

P. aeruginosa enfeksiyonu, genellikle konak savunma mekanizmalarinin yetersiz
kalmasi sonucu ortaya ¢ikar. Cesitli virulans faktorlerinin katkisi ile septisemi, iiriner
enfeksiyon, akut veya kronik akciger enfeksiyonu, endokardit, dermatit ve
osteokondrit gibi enfeksiyonlara yol agar. Oncelikle bakteri; konak savunmasinin ilk
asamasini olusturan anatomik ve fizyolojik bariyerleri asarak adezyonu ve
kolonizasyonu gergeklestirir, sonrasinda bulundugu bélgede ¢ogalarak yeterli sayiya
ulagsmay1 hedefler. Hedef sayiya ulagmasini takiben lokal invazyon siireci baslar. Bu
donemde bakteri kontrol altina alinamazsa yaygin sistemik enfeksiyona yol acar (48,

49).

2.1.4.2. Adezyon ve Kolonizasyon

P. aeruginosa adezyonu 2 asamalidir: Primer adezyon ve Sekonder adezyon. Primer
adezyonda bakteri epitele veya cansiz yiizeye geri doniisimlii, kolay ayrilabilir
sekilde tutunur. Primer adezyonun gergeklesmesi igin gesitli faktorlerin roli vardir.
Bakteri ve hiicre yiizeyinin hidrofobisitesi, van der Waals giicii ve hidrodinamik
etmenler bakterinin hiicreye tutunmasini etkilemektedir. Sayilan faktorler arasinda en
onemli etmenin hidrofobisite oldugu gosterilmistir (49). Deri ve mukozalarda;
travma, ciddi yanik, deri biitinliginiin bozulmasi, normal florada degisiklik,
kemoterapiye bagli nétropeni ve mukozal hasar, diabetus mellitus, kistik fibrosis,
AIDS gibi immiin sistemin hasarli oldugu durumlarda ilk savunma mekanizmalarinin

yetersizligine bagli olarak bakterinin adezyonu kolaylasir (48, 49).

Sekonder adezyon spesifik proteinler ve bu proteinlerin karsilikli etkilesimi sonucu
gerceklesir. Bakteri yiizeyindeki piluslar, fimbriyalar veya fimbiller gibi ligandlarin
epitel hiicrelerindeki spesifik reseptorlere baglanmasi ile olugsan geri doniisiimsiiz
adezyon asamasidir. P. aeruginosa fimbrialari, bakteri ylizeyinde yer alan ince, kisa,
diizgiin ¢ikintilardir. Ancak elektron mikroskobunda goriilebilirler. Bakterinin
yasami i¢in gerekli degildirler, bakterinin gesitli yiizeylere ve birbirine tutunmasi ile

bu yiizeylerde tlremelerinde rol oynar, kiime veya film tabaka olusturmalarini
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saglarlar. Ayrica bakterinin Urettigi bazi proteazlar epitel yilizeyindeki fibronektini
yikarak adezin molekiilleri ve piluslarin yapisacagi reseptorlerin agiga c¢ikmasina
yardimci olurlar. P. aeruginosa piluslari ile siyalikasit icermeyen gangliyozid (GM1)
reseptorlerine tutunmaktadir Bakteri tarafindan iiretilen noérominidaz enzimi
gangliyozidlerdeki siyalik asit kalintilarin1 kaldirir. Béylecepiluslarin tutunmasi igin
daha uygun boélgeler olusur (50). Sekonder adezyonun gergeklesmesi ile birlikte
bakteri cogalmaya baslar ve konak savunma hiicrelerinden korunmak amacl sayisi
ile birlikte virulans faktorlerinin de salinimi artirmaya baglar. Bakterinin bu donemde
konak immun sistemi tarafindan etkisizlestirilememesi sonucu kolonizasyon
gerceklesir. Kolonizasyon doneminde bakteri invazyon i¢in uygun konak ortaminin
yaninda yeterli sayiya ulagsmay1 hedefler. Konak immun sisteminin zayifladigi ve
yeterli sayinin elde edildigi donemde ise bakteri QS molekiillerinin de etkisi ile bir
birlik halinde hareket eder ve lokal invazyonu baslatir. Lokal invazyonu takiben
bakteri konak savunmasinin yetersiz kalmasi ile birlikte sistemik enfeksiyona yol

acar (48-50).

2.1.4.3. Virulans Faktorleri

Tablo 1. Pseudomonas aeruginosa'ya Ait Virulans Faktorleri

Enzim ve Adezyon Pigmentler Toksinler Kapsiil
Proteazlar Faktorleri
Elastaz Flajella, Fimbria, | Piyosiyanin Endotoksin
Piluslar
Fosfolipaz C Alginat Piyoverdin Ekzotoksin A
Kollagenaz a-oksifenazin Ekzotoksin S
Jelatinaz Piyorubin
Alkalin proteaz Piyosin
Notral proteaz Fluoresein
Lokosidin
Lesitinaz
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2.1.4.3.1. Enzim ve Proteazlar

Epitelyal yiizeye yapisarak kolonize olan P. aeruginosa’min dogal bariyerleri
gecebilmek i¢in doku invazyonu yapmasinda salgiladig1 ekstraseliiler enzimler ve
toksinlerin rolii biiyiiktiir. Bu yolla fizyolojik bariyerleri bozar, hiicre yikimi ile
konakgiya zarar verir, organ fonksiyonlarini bozar. P. aeruginosa, degisik
ekstraselliiler triinler sentezleyip, hiicre disina salgilayarak ilk asamada kolonize
olmus bakterinin doku hasar1 oOlusturmasi ve yayilmasina katki saglar. Histolojik
olarak Pseudomonas enfeksiyonlarinda dokuda yaygin olarak nekroz, mikroapse
formasyonlar1 ve damar yapilarinda bozulma ve kanama gézlenmistir (51). Bu doku
degisikliklerinin olusmasinda Pseudomonas’in trettigi Elastazin yaninda alkalin
proteaz, fosfolipaz C, kollajenaz, lesitinaz, jelatinaz gibi ekstraselliiler proteazlar rol

oynamaktadir (52).

2.1.4.3.1.1. Elastaz

Elastin akcigerlerin genisleyip daralmasina olanak saglayan bir proteindir ve
akcigerlerde bulunan proteinlerin yaklagik %30’unu olusturur. P. aeruginosa
enfeksiyonlarinin patogenezinde elastaz ¢ok Onemli roloynamaktadir. Elastaz; bir
metalloproteazdir, kollajeni, Immunglobiilin (Ig) G, IgA ve kompleman: parcalar.
Fibronektini yikar ve mukozal yiizeyde bakteri adezyonunu kolaylastirir,
reseptorlerin agiga ¢ikmasini saglar. Brons epitelinin biitlinliigiinii bozarak siliyer
aktiviteyi engeller. Akcigerde siirfaktan A ve D’yi parcalar. Damar duvarindaki
kollajenin yikilmasi ve damar biitiinliigliniin bozulmas: ile hemorajik ve nekrotik
lezyonlarin  olugsmasina, akcigerde alveol yapisinin bozulmasina yol acar.
Pseudomonas ve olusan firsat¢1 enfeksiyonda elastaz mikroorganizmanin epitelyal
bariyer gibi dogal bariyerlerin biitiinliigiinii bozacak doku invazyonu yapmasini
saglar. Ayrica elastaz Interlokin (IL) -8 tiretimini de uyararak proinflamatuar etki
gosterir. P. aeruginosa’nin elastolitik aktivitesinden Las A proteinaz ve Las B elastaz

sorumludur (53).
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Las-A, 22-kDa agirliginda, ¢inko igeren bir metalloproteazdir. Ayrica bir
ekstraseliiler serin proteazidir. Las-A elastindeki Gly-Gly-Ala zincirindeki Gly-Ala
kopriilerine baglanarak elastolitik etki yapar. Elastin yaninda fibrin ve kollejeni de
hasara ugratir. Kendisi elastolitik aktiviteye sahip oldugu gibi elastaz ve diger
proteinazlarin elastolitik etkisini arttirir. Elastaz ile sinerjistik olarak calisir. Las-A
ayni zamanda stafilolitik proteazdir. Staphylococcus aureus hiicrelerini hiicre
duvarinda bulunan peptidoglisin-peptidoglikan kopriilerini yikarak lizise ugratir. Bu
Ozellik Las-A aktivitesini gostermekte kullanilir (54). Las-B 33-kDa agirliginda bir
diger ¢inko metalloproteazdir. Las-A’nin yiprattigi elastini parcalar. Las-B elastazin
proteolitik aktivitesi olduk¢a fazladir (alkali proteazin yaklasik 10 Kkati).
Enfeksiyonun baslangic asamasinda akcigerde hasara yol acarak, kompleman
bilesenlerini ve serum al-proteaz inhibitdriinli pargalayarak patogenezde 6nemli rol
oynar (55). Deneysel calismalarda intratrakeal Pseudomonas elastazi uygulanan
tavsanlarda intraalveolar hemoraji gelistigi gosterilmistir (56). Las-A ve Las-B
mutant P. aeruginosa suslarinin epitel hiicreye invazyonunun azaldigi 2003 yilinda

yapilmis bir ¢alismada gosterilmistir (57).

2.1.4.3.1.2. Fosfolipaz C

Hemolitik aktivitesine gore 2 tip fosfolipaz C vardir. Hemolitik fosfolipaz C,
fosfatidil kolini ve sfingomyelini hidrolize eder. Hemolitik olmayan foslipaz C ise
fosfatidilkolin ve fosfatidil serini hidrolize eder. En 6nemli fonksiyonu akciger
enfeksiyonu sirasinda major akciger silirfaktan1  olan fosfatidil kolinin
pargalanmasidir. P. aeruginosa’nin akciger epiteline adezyonunu kolaylastirir ve
sitotoksik akvite gostererek lokal doku hasarina yol acar. Ek olarak konagin notrofil

oksidatif yanitin1 baskilar (58).
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2.1.4.3.1.3. Alkalin Proteaz

P. aeruginosa’nin fibrinoliz etkili metalloproteazidir. Kirkdokuz-KDA agirliginda
olup en 1iyi alkali pH’da aktivite gosterir. Alkali proteazin doku invazyonu ve
sistemik enfeksiyonlardaki rolii tam olarak bilinmemekle birlikte, kornea
enfeksiyonlarinin patogenezinde 6nemli rolii oldugu gosterilmistir (59). Akut akciger
hasarinda erken doénemde alveoller i¢inde olusan yogun fibrinin alkalin proteaz
tarafindan eritilmesinin enfeksiyonun ilerlemesinde katkida bulundugu gosterilmistir.
P. aeruginosa’nin invazyonunda rol alan diger proteazlar da virulansa katkida
bulunur. Lokosidin nétrofillere ve ¢ogu Okaryot hiicreye toksik etki gosterir.

Lesitinaz lesitini pargalayarak enfeksiyonun ilerlemesinde rol oynar (60).

2.1.4.3.2. Adezyon Faktorleri
2.1.4.3.2.1. Flajella, Fimbria ve Piluslar

Flajella, fimbria ve piluslarin temel fonksiyonu bakteri motilitesini saglamaktir.

Ayrica geri doniisiimsiiz adezyonun da ana basamaginda rol oynarlar.

Motilite bakterinin simbiyotik ve patojenik 6zelliklerini gdstermesi igin gerekli bir
fonksiyondur. Motilite sayesinde bakteri besin elemanlarma ulasir, toksik
maddelerden kagar, konak hiicresine translokasyon yapar, olusturdugu koloni
igerisinde yer degistirir, biyofilm i¢inde hareket eder. Motilite igin bakteri flagella ve

pili olusturmali ve gerekenenerjiyi saglamalidir (61).

Motilite bakteri fizyolojisinde olduk¢a ilging ve Onemli bir yer tutar. Bakteri
hareketliligi ile ilgili caligmalar ii¢ farkli tip motilite oldugunu gostermistir;
swimming (yiizme), swarming (tirmanmak) ve twitching (segirmek) (62). Bakterinin
bu organellalarla motilitesini gerceklestirebilmesi i¢cin Oncelikle bakterinin ylizeye

tutunmasi ve biyofilm tabakasi olusturmasi gerekir (61, 62).

P. aeruginosa ayni polde yer alan tek flajellast ile hareketlidir ve birden fazla tip IV
pili igerir (63).
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P. aeruginosa’nin hiicre yiizeyi elemanlarindan olan flajella bakterinin sivi
ortamdaki motilitesinden sorumludur (swimming). Flagella ayn1 zamanda swarming
hareketinden de sorumludur. Hareket etme yetenegine sahip bakterilerin sivi ortamda

yer degistirmeleri flajellalarinin donerek hareket etmesi ile olur (64).

Bakterinin kati ve yar1 kati yiizeylerde hareket etmesi icin farkli mekanizmalar
gereklidir. P. aeruginosa minkat1 yiizeydeki ilerlemesi twitching ile olur. Tip-1V pili
ile saglanir. Twitching sirasinda pilus uzayarak yiizeydeki bir noktaya tutunur. Daha
sonra kisalarak bakteriyi o noktaya dogru c¢eker ve hiicrenin yiizey iizerinde
ilerlemesi saglanir. Pili ayn1 zamanda bakterinin epitelyal yiizeye yapismasinda da
onemlidir, boylece viriilansa katkida bulunur (65, 66). Tip IV pili biyogenezi ile ilgili
yaklagik 34 ayri gen saptanmistir ve bu genlerden herhangi birisinin mutasyonu
pilisiz bakteri olusumu ile sonuglanmakta ve bakteri twitching hareketini
yapamamaktadir. Tip-1V pili biyofilm olusumunda adezyon ve mikrokoloni olusumu
icin gereklidir. Tek bakterinin adezyonu ve bir bakteri tabakasi olusumundan sonra

twitching motiliteside mikrokoloni olusumunda rol oynar (67).

Bakterinin yari kati yiizeyde ilerlemesi swarming ile olur. Swarming yapan
hiicrelerin boyu normal haline gére uzar ve flajella yapist degisir. Normal sartlarda
tek polar flajellast olan P. aeruginosa swarming yaparken c¢ift polar flajellaya
sahiptir (68). Swarming flajella yapisindaki bu degisiklige ek olarak tip-1V pili ve
yiizey aktif madde olarak rhamnolipit sekresyonunu gerektirmekte, bunlardan

birisinin eksikligi bakterinin bu tiir motiliteyi yapamamasina neden olmaktadir (69).

2.1.4.3.2.2. Alginat

P. aeruginosa’ya 6zgilin virulans faktorlerinden bir tanesi alginattir. Hiicre disi
mukoid bir madde olan alginat, p 1-4 glikozit baglar ile birbirine baglanmis olan D-
mannuronat ve L-glukuronat kopolimeridir (Sekil-3). Alginat; Kistik fibrozis, iiriner
enfeksiyonlar, biyoprotez ve dogal ¢evrede olusan tedavisi giig, inat¢1 Pseudomonas
enfeksiyonlarina neden olan bakteriyel biyofilmin yapisindaki matrikspolimerde

onemli rol oynar (70).
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Sekil 3. Alginatin Kimyasal Yapis1 (72)

Alginat biyofilm matriksi i¢inde hiicrelerin bir arada kalmasini saglayan 6énemli bir

virulans faktoriidiir. Bu matriks i¢inde bakterilerin konak savunmasindan, lenfosit ve

fagositlerden, solunum sisteminde epitelin siliyer aktivitesinden,

antikor ve

kompleman sisteminden korunmasini saglar. Epitel ylizeyi lizerinde yer alan miisin

tabakas1 bakterinin adezyonunu engelleyenbir savunma mekanizmasidir. Ozellikle

solunum sistemini doseyen epitelde bakteri girisini engelleyen faktorlerden biridir.

Mukoid karakterdeki Pseudomonas suslarmin irettigi bir ekzopolisakkarit olan

alginat bakterinin bronslardaki miisine yapismasina yardimci olur. Alginat iiretimi ile

birlikte bakterinin etrafinda vizkdz Dbirjel olusur. Alginat {ireten bakterilerin

olusturdugu koloniler, alginat iiretmeyen Kkolonilerden parlak goriintileri ile

kolaylikla ayirt edilir (71).
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Alginatin 6ncii molekiili guanosine difosfat (GDP) -mannuronik asittir. GDP-
mannuronikasit sentezi i¢in algA, algC ve algD genlerinin kodladigi enzimlere
ihtiyag  duyulur. AlgC geninin kodladigi fosfomannomutaz (PMM) ve
fosfoglukomutaz (PGM), alginat biyosentezi boyunca mannoz 6-fosfatin mannoz 1-
fosfata  doniislimiinii, geri donlisgimli olarak katalizler. PMM/PGM’nin
kristalizasyon caligsmalar1 sonucunda bu enzimlerin kalp seklinde dort alt birimden
olustugu ve aktif bolgelerinde Mg2™" igerdikleri gosterilmisti. PMM ve PGM
lipopolisakkarit ve alginat sentezleri sirasinda substrat olarak glukoz ve mannozu
kullanabilir. AlgD geninin kodladigi GDP-mannoz dehidrogenaz, alginat iireten
mukoid suslarda, GDP-mannozun GDP-mannuronik aside doniistimiinii katalizleyen
hiz kisitlayic1 enzimdir. GDP-mannuronik asit sentezlendikten sonra polimerize olur
ve Alg8 ve Algd44 gen iiriinlerinin kombine kullanimiyla i¢ membrana tasinir.
Polimerizasyondan sonra mannuronat rezidiilerinin bir kismi1 C5-epimeraz (AlgG)
vasitasiyla glukuronata epimerize olur. Yapi modeline gore algG periplazmik aralik
icerisinde direkt olarak AlgK ile etkilesime girerek, biiylimekte olan alginat
polimerlerini alginat liyazin yikimindan korur. Epimerizasyondan sonra mannuronat
kalintilarinin  bir kismi AlgF, Alg] ve AlgL gen iriinleriyle O, vel/veya O3
pozisyonlarina asetillenir. O-asetilasyon sonrasinda alginat kopolimeri, dig membran

proteini AlgE boyunca hiicre disina tagimnir (72, 73).

2.1.4.3.3. Pigmentler (Piyosiyanin ve Pyoverdin)

Piyosiyanin mavi renkli, kloroformda eriyen bir pigmenttir. P. aeruginasa tarafindan
tiretilir, bakterinin fizyolojisinde ve patogenezinde 6nemli rol oynarken, olusturdugu
mavi renk de tan1 konmasinda kolaylik saglar (74). Piyosiyanin {iretimi ortamdaki
karbon ve azot kaynaklarindan etkilenir. Ortamda diisiik fosfat iyon konsantrasyonu
ve yeterli siilfat iyonu varsa iiretimi artar. Demir iyon konsantrasyonu da 6nemlidir.
Diisiik fosfat iyonu olan ortama, demir iyonu eklenmesi ile sentezi artar. Piyosyanin,
NADH (nikotinamid adenin dintikleotid) bagimli oksijenin siiperoksite veya hidrojen
peroksite doniisiimiinii katalize eder ve boylece 6zellikle oksijenden zengin akciger

gibi organlarda ciddi doku harabiyetinde 6nemli rol oynar. Piyosiyanin, N-methyl-1-
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hydroxyphenazine ve 1iki elektron alarak rediiksiyona ugradiginda renksiz
16kopyosiyanine doniisiir. Rediiksiyon kapasitesi oldugu icin P. aeruginosa
metabolizmasinda solunum igin gereklidir (75). Piyosyanin’in piyoverdin ile birlikte
siderefor fonksiyonlar1 da vardir. P. aeruginosa ¢ogalabilmek i¢in demire gereksinim
duyar ve transferrin, ferritin gibi viicut proteinleri ile demir i¢in yarisir. Kisitli demir
iceren ortamlarda, piyosyanin ve piyoverdin demir iyonlar ile selasyon yapar ve
membran i¢indeki reseptdr proteinlere baglanarak demirin hiicre i¢ine alinmasini
saglar (76). Pyosiyanin bakteri metabolizmasindaki bu Onemli rolii yaninda
sitotoksik Ozelligi ile de virulansa katkida bulunur. Pyosiyaninin 6karyot hiicrelerde
hiicre solunumunu engelledigi, siliya aktivitesini bozdugu, epitel hiicresi ve lenfosit
proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Pyosiyanin otooksidasyon yaparak
serbest oksijen radikallerinin olusmasina yol agmakta ve boylece sitotoksik etki

gostermektedir (77).

2.1.4.3.4. Toksinler (Ekzotoksin A ve Ekzoenzim S ve Endotoksin)

P. aeruginosa nin trettigi iki ekstraselliiler toksin, ekzoenzim S ve ekzotoksin A,
sistemik enfeksiyon tablosunda rol oynar. Ekzoenzim S, adenozindifosfat ribozil
transferaz gorevi goriir ve Okaryot konake¢i hiicresinde ADP (adenozindifosfat)
molekiiliinii ribozilleyerek GTP (guanozin trifosfat) -baglayici proteini modifiye
eder. Bu ozellikleri ile fagositik hiicrelerin fonksiyonlarini bozar ve diger organlarda

yaptig1 degisikliklerle Pseudomonas aeruginosa invazyonuna zemin hazirlar.

Ekzotoksin A ise tamamen difteri toksinine benzer sekilde konakgi hiicresinde
Elongasyon Faktor 2’yi ADP ribozilasyonuna ugratir. Hiicre protein sentezi bozulur
ve hiicre 6liimii olusur. Ekzotoksin A’ nin olusturdugu hiicre 6liimii ve doku hasar1
ile bir taraftan sistemik belirtiler ortaya ¢ikarken bir taraftan da bakterinin tireyip
cogalmasi icin elverigli bir ortam olustururlar. Ekzotoksin-A hiicre disi1 bir enzim
olup P. aeruginosa suslarinin ¢ogu tarafindan yapilir. Ekzotoksin A'nin lokal doku
hasar1 ve bakteriyel invazyonda rolii vardir. Ekzotoksin-S hiicrelere sitopatik etki

gosterir. Bu toksini salgilamayan suslar yanik ve kronik akciger enfeksiyonlarinda
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daha az viriilan aktivite gosterir. P. aeruginosa LPS lipit A, organizmanin biyolojik
etkisini diizenler, endotoksin olusumunu saglayarak sepsise neden olur (78).

2.1.4.3.5. Kapsiil
P aeruginosa min bazi kosullarda olusturdugu polisakkarit kapsiil yapisina slime

tabakas1 da denir. Bu yapi alginatla sonlanan tekrar eden polisakkarit polimerlerinden
olusur. Slime faktoriin, konak immiin sistemini etkileyerek bakterinin konak
savunmasindan korundugu goézlemlenmistir. Mikroorganizmanin nétrofil — ve
fagositlere kars1 korumasini saglar. Ayrica bakteriyi opsonizasyondan ve kompleman
sisteminden korur. Diger taraftan monosit ve makrofajlari stimiile eder. Lenfositler
tizerine mitojenik etkilidir. T hiicrelerinde agregasyona neden olur, monositlerden de
Timor Nekrozis Faktor (TNF) salgilanmasini arttirir. Sonug olarak sistemik
dolasimdaki septik sok mediatorlerinin artmasina sebep olarak P. aeruginosa’ya

bagl septik sok patogenezinde 6nemli rol oynar (79).

2.2. BIYOFIiLM
2.2.1. Tanim

[k olarak 17. yiizyilda Lewenhoek’in disinden almis oldugu 6rnekte plaklar iginde
yasayan mikroorganizmalardan bahsetmesinden sonra, 1978 yilina kadar biyofilm
varligindan bahsedilmemistir. Burada bakterinin biiyiik bir kisminin biyofilm adi
verilen besleyici bir olusum i¢inde oldugu ve bakterinin yapismis sekli ile serbest

bulunan sekli arasinda farklilik oldugu gosterilmistir (80).

Yapilan mikroskopik gozlemlerde bakterilerin dogadaki sivisal ekosistemdelerde
farkli ylizeylere yapisarak c¢ogalmasmin %99. 9 oraninda biyofilm aracilig: ile
oldugu gosterilmistir. Artik giinlimiizde derin yer altt sular1 ve okyanuslarin

derinlikeri hari¢ biyofilmin tiim dogal ekosistemde olusabildigi kabul edilmektedir
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(13). Biyofilm yillardir endiistriyel bir sorun olarak bilinirken, artik tiptaki 6nemi
sadece disteki plaklardan ibaret olmayip 6zellikle yabanci cisim enfeksiyonlar1 basta
olmak iizere birgok kronik enfeksiyonda da rol oldugu gosterilmistir. Aderans,
antibiyotik direnci ve fagositozda énemli rolii oldugunun bilinmesi son yillarda tibbi
Oonemini artirirken; bakterilerin birbirleri ile konusarak bir topluluk olusturmalar1 ve
gen aligverisi araciligiyla ortama adapte olmalari, tibbi 6nemini daha da arttirmistir
(14). Costerson ve arkadaslari, biyofilmi; bakteri tarafindan tiretilen ve bakterinin
canli ya da cansiz ylizeylere yapismasini saglayan polisakkarit yapisinda bir
“glikokaliks” tabakasi seklinde tamimlamustir. Elder ve arkadaslart ise
mikroorganizmalarin eksopolimer matriks araciligi ile olusturduklar1 yapisal birlik
oldugu yoniinde bir tanimalama ortaya koymustur. Giiniimiizde ise en yaygin kabul
goren tanim; mikroorganizmalar tarafindan olusturulan, herhangi bir yiizeye, ara
yiizeye veya birbirlerine yapigmalarim1 saglayan ve biliylime oranlari ile gen
transkripsiyonuna bagli olarak farkli fenotip gosterebilen ve olusturan
mikroorganizmanin i¢inde gomiilii olarak bulundugu ekstraselliiler polimerik
maddeden olusmus matriks seklindedir (81). Bakteriler koni veya mantar
goriinlimiinde birbirlerine ve yiizeylere yapigsmis mikrokoloniler seklinde bulunur.
Mikrokoloniler; primitif bir dolagim sistemi gibi ¢alisan su kanallari ile ¢gevrelenmis
durumda olup bu sistem; beslenme, atiklarin atilmasi ve bakteriler arasindaki

iletisimi saglamaktadir (82).

2.2.2. Biyofilm Olusumu

Biyofim olusumu ve olusumunu kontrol eden molekiiler mekanizmalar, tiirlere hatta

aynt tiirlerin farklt suslari arasinda bile farklilik gostermektedir (83).
Genel biyofilm olusumu 5 asamada gergeklesir.

1

Geri doniistimlii yapisma

2- Geri doniigiimsiiz yapisma
3
4
5

Biyofilm iskeletinin olugumu

Mikrokolonilerin olusumu

Hiicrelerin biyofilm icerisine dagilmasi
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2.2.2.1. Geri Doniisiimlii Yapisma

Geri doniisiimlii ve gevsek bir baglanma sekli olup, bakteri ve yiizey arasinda
olusmaktadir. Bu yapisma seklinin gergeklesmesi i¢in Oncelikle bakteri ve yiizey
arasinda yeterli yakinligmm (<1nm) olusmasi gerekmektedir. Uygun mesafede
yakinlagsma gergeklestikten sonra her iki yiizeyin ¢ekim ve itme giiciine bagli olarak
yapisma gerceklesir. Bu giic; elektrostatik ve hidrofobik iliski, van der Waals
baglarinin giicii, 1s1 ve hidrodinamik gii¢ seklinde olmaktadir. Bakterilerin biiyiik
cogunlugu ve cansiz yiizeyler negatif elektrik yiikiine sahip olup birbirleri i¢in itme
giicii olustururlar. Bakteri ve ylizeyler arasi primer aderansta en Onemli etkinin

hidrofobik iliski oldugu bilinmektedir (83, 84).

2.2.2.2. Geri Doniisiimsiiz Yapisma

Yapigmanin, bakteri ylizeyindeki piluslar, fimbrialar veya fibriller gibi ligandlarin;
Okaryot hiicrelerdeki spesifik ligandlara baglanmasi ile olusan spesifik, geri
doniisiimsiiz asamasidir. Biyofilmin olgunlagsmasi, bakterinin ylizeye geri dontistimlii
olarak yapismasi ile baslar. Ornegin, tip IV pili defektif mutant P. aeruginosa
suglarinda biyofilm formasyonu mikrokoloni asamasini gecememektedir (85). Ayrica
E. coli’ye baglh gelisen iiriner sistem veya yabanci cisim enfeksiyonlarinda, olusan

biyofilm yapisinin 3 boyutlu formasyonu i¢in tip I fimbria varligi gereklidir (86).

2.2.2.3. Biyofilm iskeletinin Olusumu ve Mikrokolonilerin Olusumu

Biyofilm esas olarak mikroorganizma ve EPS’den olusur. Mikroorganizma yiizeye
adezyonunu tamamlarken bir yandan da EPS iiretimine baslar. Biyofilm igerisindeki
karbon kaynaginin %50-90’1n1 olusturur. Tiire gore kimyasal ve fiziksel 6zellikleri
degismekle beraber temel olarak polisakkaritten olusur. Genel olarak gram
negatiflerde polisakkarit yapisi notral veya polianyoniktir. EPS, yapisi igerisindeki
hidrojen baglar1 sayesinde fazla miktarda suyu bilinyesinde barindirabilir. EPS

hidrofobik olabilir ancak genellikle hem hidrofobik hem de hidrofilik karakterdedir.
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EPS’nin biyofilm yapisinin temel iskeletini olugturmasinin yaninda diger bir 6nemi
ise yapisinda bir ¢ok molekiilii barindirabilmesi (metal iyonlar, katyonik bilesikler,
DNA, protein, lipid, fibrin, eritrosit...) ve buna bagli olarak mikroorganizma i¢in

yasanabilir bir mikrogevre olusturmasidir (87).

2.2.2.4. Hiicrelerin Biyofilm i¢inde Dagilmasi

Bakteriler oksijen kullanimi ve antibakteriyel direng ag¢isindan tabakali bir yerlesim
gosterir. Tabakali yapinin altinda kalan hiicreler digerlerine nazaran daha stabildir.
Biyofilmler, genel olarak mantarimsi goriiniimde olup tabaninda agirlikli olarak
stasyonel fazdaki bakteriler bulunurken yiizeye dogru bakteri dagilimi
seyrelmektedir. Yiizeyde daha ¢ok difiizyona izin veren kanallar, metabolik olarak
daha aktif bakteriler, konak hiicre pargalari, fibrin artiklar1 vb. maddeler
bulunmaktadir. Bakteriler bu yapi icerisinde uygun ortamin gelismesi halinde 6zel
bir iletisim sistemi ile haberleserek rahatlikla stasyonel evreden ¢ikarak planktonik
forma gecebilmekte ve olusmus biyofilm igerisinde koparak viicudun bagka

bolgelerine ulasabilmektedir (88, 89).

2.2.3. Biyofilmlerin Onemi

Biyofilm olusumunun mikroorganizmalar ve konak agisindan incelenbilir.
Mikroorganizmalar biyofilm olusturarak herseyden once ciddi bir savunma sistemi
gelistirmektedir. Biyofilmin kan akimi ve tiikriigiin yikama giicti gibi birtakim
fiziksel giiclere karsi dayanikliligi vardir. Biyofilm igindeki mikroorganizma; besin
yoksunlugu, pH degisiklikleri, oksijen radikalleri, dezenfektanlar, fagositoz ve
antibiyotiklere karsi serbest yasayan bakterilere gore daha direnglidirler. Biyofilmin
biiylik bir boliimiinii olusturan EPS (bulundugu bakteriyi g¢ekim alanlarindan
(elektrik ¢ekimi) uzaklastirarak inflamatuar hiicrelerin fagositozundan, antibiyotik
etkisinden korur) savunmada 6nemli rol oynar (90). Konak igin, biyofilmlerin

olusturdugu savunma sisteminin bir diger Onemi ise biyofilm igerisindeki
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mikroorganizmanin antimikrobiyallere kars1 toleransinin planktonik formlarina gore
500-1000 kat kadar fazla olmasidir (15). Buna bagli olarak patogenezinde
biyofilmlerin rol aldig1 hastaliklarda antimikrobiyal dirence bagl olarak ciddi tedavi
zorluklar1 ortaya g¢ikmaktadir. Biyofilmlere bagli gelisen antimikrobiyal direncin

nedeni birtakim mekanizmalarla agiklanmaya ¢aligilmistir:

1 - Molekiiler Filtre: Biyofilmi gevreleyen EPS etkin bariyer olusturarak, kimyasal

reaktiflerin, biosidlerin, fagosite edici ajanlarin penetrasyonunu kisitlar. Bu
mekanizmanin 6zellikle vankomisin ve teikoplanin gibi glikopeptidlerin gecisinin
engellenmesi ve vankomisinin, gentamisin ile olan sinerjistik etkisinin bozulmasinda
en 6nemli mekanizma oldugu gosterilmistir (91). Seftazidim, piperasilin gibi beta-
laktam antibiyotiklerin alginat jelden penetrasyonu gentamisin ve tobramisin gibi
antibiyotiklerden daha hizli olmaktadir (92).

Siprofloksasinin P. aeruginosa’ya penetrasyonu normalde 40 saniye iken ayni
genetik yapiya sahip biyofilm olusturmus forma penetrasyonunun 21 dakika olmasi
gibi caligmalar biyofilmin bariyer fonksiyonunu destekleyen en Onemli
bulgulardandir. Diger taraftan genel olarak anlasilmistir Ki, penetrasyon kisitlamasi
baslangicta biyofilm direncine neden olsa da, uzun donem kullanimda bu pek
mimkiin olmamaktadir; ¢linkii ila¢ molekiillerinin etkinligi, polisakkarit matrikste
reaktif bolgelere baglanmasina baglidir. Bu aktif bolgeler doymaya devam ettikge,
antibiyotigin 6ldiirme islemi devam eder. Baska bir deyisle, doz artimi yapilarak

biyofilm penetrasyon kisitlamasinin 6niine gegmek miimkiin olabilmektedir (93).

2 - Mikroorganizmalarin Biyiime/Cogalma Hizlarindaki Degisiklikler: Bakterilerin

bliylime oranlarindaki degisliklikler antibiyotik cevaplarint da degistirmektedir.
Biyofilm icindeki bakterilerin biiyiime hizlar1 planktonik bakterilerden belirgin bir
sekilde diisiik oldugu tespit edilmistir. Duragan fazdaki Gram negatif bakterilere
sadece florokinolonlarin aktif olabildigi gosterilirken diger bir ¢alismada beslenmesi
zayiflatilarak bliylime oranlar diisiiriilen S. aureus’lara higbir antibiyotigin yeteri
kadar etkili olamadig1 gosterilmistir. Ayrica biyofilm yiizeyindeki bakterilerin besin

ve oksijene rahat ulasabilmesi, tabana yakin bakterilerin buna bagli olarak daha
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yavag liremesi veya dorman fazda olmasi da biyofilm igerisinde heterojenite

saglamakta ve antimikrobiyal duyarlilik farkliliklarina yol agmaktadir (17).

3 - Mikrogevrenin Antibiyotik Aktivitesine Etkisi: Biyofilm olusumu i¢in gerekli pH,

pCO,, 2 degerli katyonik konsantrasyonun hidrasyon seviyesi, primidin
konsantrasyonu gibi mikrogevre degiskenleri biyofilm olusumu iizerine ¢ok etkilidir.
Biyofilm olusumunu kolaylastiran bu mikrogevre degiskenleri ozellikle
aminoglikozit, tetrasiklin ve makrolidlerin antibakteriyel etkisini negatif yonden
etkileyerek antibiyotik direncini olugturmaktadir. Ayrica mikrocevre degisikliklerine
bagli mikroorganizmalarda da fenotipik varyantlar ortaya c¢ikabilmektedir.
Mikroorganizma cevreye uyum saglayabilirken hem metobolik agidan degisiklige
ugramis organizmanin duyarliligt degismekte hem de ortamdaki metobolitlerin
kullanima bagli konsantrasyonu degismektedir. Buna baglh olarak da anti mikrobiyal

etkinlik de olumsuz yonde etkilenebilmektedir (16).

4 - Quorum - Sensing (Cogunlugu Algima): Quorum-sensing, biyofilm igi

bakterilerin birbirleriyle haberleserek virulans faktorleri iiretim O6zelliklerinin
diizenlenmesini saglayan bir “cogunlugu algilama” yetenegidir. Agil-homoserine-
Lactone (AHL) sistemi bir grup Gram negatif bakteride; otoindiikleyici-2 sistemi
Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerde; peptid baglantili sistem ise Gram pozitif
bakterilerde hiicre-hiicre arasi iletisimde kullanilmaktadir. P. aeruginosa Quorum -
Sensing sistemiyle ekstraseliiler virulans faktorleri, stasyonel faz sigma faktori ve
biofilm farklilagsmasin1 kontrol edebilir. Bununla beraber antibiyotik direncinde

Quorum Sensing’in rolii tam olarak belli degildir (94).

Mikroorganizmanin konak ile temel etkilesimi olan adezyon ve sonrasinda
kolonizasyonu gerceklestirmesinde biyofilm olusumu Onemli bir avantaj
saglamaktadir. Mikroorganizma; ylizey proteinleri, konak¢min fibrinojen,
fibronektin, vitronektin, elastin gibi ekstraselliiler matriks proteinlerine yapisir.
Aderans sonrasi bu bolgeye yerlesen bakteriler bir yandan belli bir populasyona
ulagsmak icin g¢ogalirken diger yandan da biyofilm olusturma ozelliklerine gore

biyofilm yapimina baslarlar (95).
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Biyofilm igerisindeki mikroorganizmalar ve ¢ok hiicreli organizmalar arasinda
birgok benzerlik vardir. Biyofilm icerisindeki mikroorganizmalar kendi g¢evrelerini
hissedebilirler ve bu onlara kendi metabolik aktivitelerini buna goére ayarlama
olanag: saglarlar. Bu sekilde yasanabilir bir ¢evre ve topluluk olusturma firsati elde
ederler. Bu mikroorganizmalar bulunduklari ortamda elde edilebilir maddeleri
maksimum oranda kullanirlar ve boylece tehlikeli sartlardan kendilerini
koruyabilirler. Biyofilm igerisinde ¢ogaldik¢a, biyofilm i¢i gen ekspresyon
degisiklikleri meydana gelerek fenotipik heterojenite saglanir, bu da biyofilm iginde
tipki ¢ok hiicreli organizmalarda gozlenen hiicresel farklilagma gibi 6zellesmeyi ve is

bolimiinii saglar (96).

Biyofilmler, endiistri alaninda yillardir sorun olarak karisimiza ¢ikarken son yillarda
tibbi alanda da ozellikle yabanci cisim kullaniminin artmasi ve ortalama Omriin
uzamasi ile birlikte kronik hastaliklarin giderek onemli bir saglik sorunu haline
gelmesiyle giindeme gelmistir. Ayrica nativ kapak endokarditi, otitis media, kronik
tonsillit ve kistik fibrozisli hastalarda kolonizasyon gibi sorunlara yol agmaktadir.
Tiim sentetik medikal implantlarda da (intravaskiiler kataterler, protez kalp
kapaklari, pacemaker, ortopedik implanlantlar, intrauterin araglar, iiriner kataterler,

endotrakeal tiipler, kontak lensler...) biyofilm olusabildigi bilinmektedir (97).

Enfekte biyomedikal implantlarda, konakg¢i tarafindan kompleman, fibrinojen,
fibronektin, glikozaminoglikan gibi matriks proteinleri veya inflamatuar cevap
proteinlerinin  indiiklenmesinde biyofilm 6nemli rol oynamaktadir. Biyofilm
olusturan bakterilere kars1 makrofaj fagositik aktivitesinin veya opsonik antikorlarin
yetersizligi, mikroorganizmanin ortamdan temizlenmesini engellemektedir. Cevreden
gelen streslerin artmast ve quorum-Sensing molekiillerinin etkisi ile biyofilm,
icindeki bakteriyi kopartabilmekte ve septik embolilerle enfeksiyonun yayilmasina
yol acabilmektedir (98). Tibbi agidan Onemli biyofilm olusturan bazi

mikroorganizmalar Tablo-2 de gosterilmistir.

26



Tablo 2. Medikal Implantlardan izole Edilen Biyofilm iliskili Mikroorganizmalar

Implant Organizma

Santral Venoz Koagulaz-negatif stafilokoklar, S. aureus, E. faecalis,
Kataterler K. pneumoniae, P. aeruginosa, Candida albicans

Prostetik Kalp Viridans Streptokoklar, Koagulaz Negatif Stafilokoklar,
Kapaklari Enterokoklar, S. aureus

Uriner katater S. epidermis, E. coli, K. pneumoniae, E. faecalis, P.

mirabilis
Kalga protezleri Koagulaz Negatif Stafilokoklar, Hemolitik

Streptokoklar, Enterokoklar, P. mirabilis, Bacteroides
turleri, S. aureus, Viridan Streptokoklar, E. coli, P.
aeruginosa

Intrauterin araglar S. epidermis, Corynebacterium tiirleri, S. aureus,
Micrococcus tiirleri, Lactobacillus plantarum, group B
Streptokoklar, Enterococcus tiirleri, C. albicans

Donlam RM. Biofilm formation: A clinically relevant process. Clin Inf Dis. 2001; 33: 1387-1392

2.3. QUORUM-SENSING (QS) = COGUNLUGU ALGILAMA

Bakterilerin salgiladiklar1 kimyasal maddeler aracilig ile birbirleri ile haberlesmeleri
ve iletisim kurmalaridir. QS sozciik olarak bir oturum veya toplanti i¢in gerekli olan
en az birey sayisinin bir araya gelmesi anlamina gelmektedir. Biyoloji agisindan ise,
bir bakteri toplulugunda birey sayis1 belli bir diizeye ulastiginda ortaya ¢ikan 6zel bir

tip hiicrelerarasi iletisim anlamna gelir (99).

QS; bakterilerde pek c¢ok fizyolojik olayin diizenlenmesinde rol oynar; kiimelesme
(swarming), hareket, biyofilm olusturma, antibiyotik sentezi, konjugasyon, viriilans
(ekzoenzim ve proteaz iiretimi) gibi. Bu diizenlenme sonucunda bakteri ortamdaki
besin maddelerinin daha rasyonel kullanimi, bulundugu ortama uyum saglama,
cevresel etkenlere kars1 korunma, ayn1 ortamdaki diger mikroorganizmalarla yarisma
veya konagmm savunma mekanizmasi ile miicadele etme, populasyondaki birey
sayisin1 ortamin gereklerine gore kontrol etme gibi fonksiyonlari yerine getirme
olanagi bulur. Bakterilerin salgiladiklar1i kimyasal maddeler araciligi ile genetik

mekanizmalar harekete geger ve yeni davranislar ortaya ¢ikar (100).
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QS; bakterinin bir sinyal molekiilii sentezlemesi, ekstraselliiler ortama salmasi, esik
deger konsantrasyonuna ulastiginda onu algilamak tizere uygun reseptor ile bir
kompleks olusturmasi ve gen transkripsiyonu ile toplu bir yanit gelistirmesidir. QS
sistemi bakterinin populasyon i¢inde yogunlugunu saptamasini saglayan bir sistemdir
ve bakteri bu bilgiyi kullanarak uygun genetik materyalini kontrol eder (99, 100)
(Sekil 4).

SiNYAL
MOLEKULLERI

G

Sekil 5. Quorum-Sensing Sisteminde Reseptor Spesifik Molekiil Iliskisi

Biyofilmlere bagli enfeksiyonlarin biiylik oranla kroniklestigi bilinmektedir.
Biyofilm olusumunun ©6nemli bir komponentinin de QS sistemleri oldugu
bilinmektedir. N-agil-homoserin-lakton (AHL) sinyal molekiilii bazli sistemler,
tizerinde en fazla ¢alisilan sinyal sistemleridir. Yapilan bir ¢caligmada 70’ten fazla
Gram negatif bakterinin AHL sistemine sahip oldugu rapor edilmistir (101). QS
sistemi Gram negatif bakterilerde fonksiyonel agidan genis bir yelpazede kontrol
mekanizmasi olarak gorev alir. V. cholera, P. aeruginosa, B. cepacia bakterilerinde
virulans genlerin ekspresyonu; P. aeruginosa ve S. liquefaciens bakterilerinde
kiimelesme (swarming) igin yiizey motilite gen ekspresyonu gibi (102-104). QS
sistemleri Gram pozitif bakterilerde de tanimlanmistir. AHL yerine genellikle 5-17
amino asit uzunlugunda kiigiik peptidler sinyal molekiilii olarak gérev yapmaktadir
(105). Ornegin; B. subtilis’te sporulasyon, E. facelis ve S. aureus’ta da virulans gen
ekspresyonunu sagladigi gosterilmistir (106, 107). Bir diger QS sistemi ise Gram

negatif ve pozitiflerde bulunan otoindiikleyici molekiillerin aracilik ettigi otouyarici
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QS sistemidir (108). P. aeruginosa hiicre-hiicre iletisimi konusunda en fazla
arastirilan bakteridir. Ilk olarak 1990’larin sonunda QS sisteminin virulans

kontroliinde rolii oldugu rapor edilmistir (109).

P. aeruginosa temel olarak 2 sistem tizerine kurulmustur. las ve rhl genleri tarafindan
kodlanan sirasi ile Las I, R ve Rhl I, R sinyal iiretici ve reseptor proteinleri sistemin
temel komponentleridir. LaslI tarafindan 3-0x0-C12-HSL sinyal molekiilii tiretilir ve
spesifik reseptorii olan LasR tarafindan algilanir. Rhll tarafindan ise C4-HSL sinyal
molekiilii Gretilir ve RhIR spesifik reseptorii tarafindan algilanir (110, 111). Hiicre
yogunlugunun artmasi ile beraber las geni aktive olarak Lasl 3-C12-oxo-HSL
sentetaz sentezini baslatir. 3-0X0-C12-HSL molekiilii hiicre digina efluks pompalari
ile atilir. Hiicre disinda yeterli birikime ulasmast halinde spesifik reseptorii olan
LasR diizeyi artar ve sinyal molekiilii ile birleserek bir kompleks olustururlar. Ayrica
3-0x0-C12-HSL RhIR reseptoriine de baglanabilmekte ve gen ekspresyonuna yol
acabilmektedir. Rhl sistemi Las sisteminin kontroliinde calistig1 diisiiniilmektedir
(112). 3-0x0-C12-HSL molekiilinii algilayan bir diger reseptdr ise QscR
reseptoriidiir. Sinyal molekiilii belli bir esik diizeye ulastigi zaman QscR ile bir
kompleks olusturarak LasR ve RhIR inhibisyonunu gergeklestirir. QscR mutant
suslarin hipervirulan oldugu rapor edilmis olup yliksek diizeyde LasR ve RhIR
ekspresyonu tespit edilmistir (113). P. aeruginosa QS sisteminin baska bir reseptorii
olan VgsR ve 3-0xo0-C12-HSL ile olusan kompleksin siderofor olusumu ve
antibiyotik toleransinda rolii oldugu gosterilmistir (114). Rhl sistemi Las sistemine
benzer sekilde calismaktadir. Rhl sisteminin sinyal molekiili C4-HSL’diir. Bu
molekiil kisa bir agil zincirine sahip oldugundan hiicre ici-dis1 2 yonli transferi
serbest difiizyonla gergeklesir. Rhl sistemi Las sisteminin kontroliinde ¢alismasina
karsin Ozellikle beslenme kosullart degistiginde Las sisteminden bagimsiz
caligabilmektedir. Rhl sisteminin en dnemli tetikleyicisi fosfor azligidir (115, 116).
3-0x0-C12-HSL ve C4-HSL disinda 3. bir sinyal molekiilii de Pseudomonas Sinyal
(PQS) molekiiliidiir. pgsABCDE operonunda pgsh geni tarafindan kodlanmaktadir
(117). PQS, 2-heptil-3hidroksil-4-kinolon yapisindadir. Eksojen olarak da
tiretilebilmektedir. Hiicreler arasinda 2-heptil-4-kinolon (HHQ) seklinde dolasir ve
hedef hiicre icerisinde PQS’e gevrilir (118). PQS logaritmik ilireme fazinda da

sentezlenmektedir ancak pik diizeye gec stasyonel fazda ulasir. PQS iiretimi PqsR
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reseptorii ile kontrol edilir. PgsR, 3-0x0-C12-HSL ile kompleks olusturdugunda
(yani sinyal molekiil konsantrasyonu arttiginda) PQS iiretimi artarken C4-HSL
varliginda tiretimi azalmaktadir (119). PQS P. aeruginosa’nin ge¢ stasyonel fazda
tireyebilmesi igin gerekli bir molekiildiir. Ayrica elastaz, ramnolipid, lektin ve

pyosiyanin sentezinde de 6nemli bir role sahiptir (120).

P. aeruginosa’nin biyofilm yapis1 mantar seklindedir ve saglam bir biyofilm iskeleti
olusturmak icin QS kontroliine ihtiyac1 vardir. Biyofilm mutant suslarla yapilan
calismalarda bakterinin yassi1 bir iskelete sahip labil bir biyofilm olusturdugu
gosterilmistir. Bir baska ¢alismada ise QS mutant suslar ve QS mutant olmayan daha
az sayida bakterilerin olusturdugu biyofilm incelenmis, biyofilm yapisi igerisinde
mutant suslarin besinlere kolay ulasabilmesi icin yiizeyde ve planktonik sekilde
yerlestigi ve zemindeki bakterilerin ise stasyonel fazda oldugu tespit edilmistir.

Biyofilm dayanikliliginin ise daha diisiik oldugu rapor edilmistir (121, 122).

2.4. AMBROKSOL YAPI VE ETKi MEKANiIZMASI

Bromeksinin aktif bir metabolitidir. Kimyasal yapist trans-4-2 amino 3, 5
dibromobenszil-amino-siklo-hekzanol-hidroklorid seklindedir.

Ambroksoliin etkilerini 6 baglik altinda 6zetlenebilir.

(i) Mukolitik ve mukokinetik etkilidir (123)

Yapilan hayvan ¢alismalarinda (fare, kurbaga, kopek...) ambroksoliin; siliyer
aktiviteyi artirarak, mukus viskozitesinde azalmaya ve yumusamaya neden olara
mukosiliyer klerensi artirdigi gorilmistiir. Ayrica, solunum sisteminde sekresyon

stimiilasyonuile mukus atilimini artirmaktadir (124).

(if) Akcigerlerde alveol hiicreleri tarafindan sentezlenen dogal siirfaktan sentezini ve

salgilanmasini arttirir.
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Etki mekanizmasi halen tam olarak bilinmemektedir. Siirfaktan, fosfolipid ve
proteinden olusan, akcigerler i¢in yagamsal dnemi olan bir maddedir. Alveoliin hava
ile temas eden yiizlinii ince bir film seklinde Orter ve alveollerin gerilme durumuna
gore ceperin ylizey gerilimini doniisiimlii olarak degistirerek alveol ¢eperinin
yapismasint ve boslugun kapanmasini Onler. Artmis siirfaktan sentezi, mukus
viskozitesinde azalmaya neden olarak mukusun tasmmmasini  hizlandirir.
Ambroksoliin siirfaktan sentezini arttirdigi, ¢esitli hayvan ¢aligmalarinda ve insan tip
I alveoler hiicre kiiltiirlerinde gosterilmistir (125). Ambroksol ozellikle tip 1l
alveoler hiicrelerin matilirasyonunu saglayarak, sayisin1 artirarak ve siirfaktan
sentezini ve sekresyonunu stimiile ederek ortamdaki siirfaktan1 arttirmaktadir. Ote

yandan alveoler lizozimal fosfolipaz A’y1 inhibe ederek siirfaktan yikimini da inhibe

etmektedir (126).

(iii) Hava yolu mukozasi tizerindeki epitel hiicrelerinden Na+ absorpsiyonunu inhibe
eder. Bu yolla hava yolu yiizeyindeki sivida su bilesenini arttirmakta ve mukus

viskozitesini azaltmaktadir (127).

(iv) Antioksidan etkilidir. Reaktif serbest oksijen radikallerinin ¢esitli akciger
hastaliklarinda oksidatif hasara yol agarak onemli rol oynadigi bilinmektedir.
Ambroksol, bu bilesenleri dogrudan ortamdan temizleyebilir; bunun yanisira
radikallerin sentez ve salgilanmasini inhibe edebilir (128). Ambroksol’iin dogrudan
antioksidan etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte yapisinda bulunan
NH2 ve OH gruplan ile elektron aktarimini saglayarak yiikseltgedigi ve bu yolla
akciger dokularmi klinik olarak korudugu diistiniilmektedir (129). N-asetil sistein
(NAC) ile yapilan karsilastirmali ¢aligmalarda, ambroksoliin anti-OH etkisinin ve
anti-O, kapasitesinin NAC’den daha fazla oldugu, HOCI'i aym1 derecede
etkiledikleri gosterilmistir (130).

(v) Akcigerler tizerinde antiinflamatuvar etkilidir.

Ambroksoliin antiinflamatuvar etkisi; hem antioksidan etkisi hem de sitokin salinimi
inhibisyonuna baglidir (131). Ambroksol alveoler makrofaj ve PMN’deki fosfolipaz
A aktivitesini azaltir. Buna bagli olarak ambroksoliin bu hiicrelerden sitokin

salmimin1 inhibe ettigi distinilmektedir (132). Fizyolojik konsantrasyonlarda
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polimorfoniikleer 16kosit kemotaksisini inhibe eder, periferik kandaki mononiikleer
hiicrelerden IL-1 ve TNF-a sentezini inhibe eder, hem periferik kan hem de
bronkoalveoler lavajdaki (BAL) mononiikleer hiicrelerden IL-2, interferon (IFN) - a
ve TNF- a sentezini inhibe eder (133). Ambroksol ile NAC’nin antiinflamatuvar
etkilerini karsilastirmaya yonelik yedi saglikli kisi BAL sivisindan elde edilen
alveoler makrofaj kiiltiirlinden yapilan ¢alismada; her iki ilacin sitokin sekresyonuna
farkli yonden etkidigi gosterilmigtir. NAC IL-10 ve IL-12 sekresyonu, 1L-12/1L-10
oranini etkilemeden arttirirken; ambroksol 1L-10 sekresyonu arttirmaksizin IL-12
sekresyonunu arttirir, 1L-12/IL-10 oranm arttirir. Sonuglar gostermistir ki; NAC
inflamatuvar durumlarda alveoler makrofajlardan 1L-10 ve IL-12 sentezini dengeli
bir sekilde saglayarak immiin cevapta rol alir; ambroksol ise IL-12 yoniinde bir artis
saglayarak, Th-1 hiicre gelisimini kolaylastirarak hiicresel immiin cevap yoluyla
antiinflamatuvar cevapta rol alir (131). Ambroksol tip II alveoler hiicrelerden
fosfotidilkolin ~ sentezini  artirarak  brongiyal  hiperreaktiviteyi  azaltir.
Lisofosfotidilkolin (LPC) astmatik olgularda artar. LPC beta-adrenerjik reseptorlerin
azalmasindan, hiicre icine Ca’ ve Na’ girisinden ve ATPaz stimiilasyonundan
sorumludur.  Ambroksoliin ~ LPC’yi  azaltarak  hiperreaktiviteyi  azalttig
diisiiniilmektedir. Ote yandan; sekresyonun yapisindaki degisikliklerle irritan
reseptorlerin uyarilabilmesi de azalmaktadir, bu da bronsg hiperreaktivitesinin
azaltilmasinda etkili olmaktadir (134). Ambroksol, IgE ile stimiile edilen
bazofillerden histamin, IL-4, IL-13 salinimin1 doz-bagimli olarak inhibe eder. Gibbs
ve arkadaslar1 bazofil aktivasyonunda serbest radikallerin etkili oldugunu; bu serbest
radikalleri yok eden ilaglarin allerjik inflamasyonda etkili olabilecegini ileri

stirmiiglerdir (135).

(vi) Antibiyofilm etkinligi vardir. Antibiyofilm etkinligi yoniinde kisith sayida
calisma bulunmaktadir. Fang Li ve arkadaslari, 2008 yilinda ambroksoliin P.
aeruginosa matiir biyofilm tabakasi {izerine etkinligini arastirmislardir. Calismada
ambroksoliin, P. aeruginosa biyofilm tabakasinin temel iskelet yapisini olusturan
alginat sentezinin hiz kisitlayici basamagi olan GDP-D-mannoz dehidrogenaz enzim
sentezini ve aktivasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Alginat sentezinde 6nemli
rolii olan AlgU operonu tarafindan kodlanan sigma 2 faktoriinii inhibe eden anti

sigma 2’yi kodlayan mucA gen ekpresyonunu da artirdigi rapor edilmistir (136). Bir
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bagka ¢alismada ise fareler P. aeruginosa biyofilm tabakasi ile kapli endotrakeal tiip
takilmis ve farelere ambroksol tedavisi verilmis. Ambroksol tedavisi alan ve kontrol
grubunda 4. ve 7. giinlerde tiipler tizerindeki biyofilm tabakalar1 incelenmis.
Ambroksol ile tedavi alan grupta bakteri miktarinin daha az oldugu ve biyofilm

maturasyonunun ise tam olarak saglanamadigi rapor edilmistir (137).

Ambroksoliin farmakokinetik 6zellikleri konusunda bilgilerimiz olduke¢a kisithdir.
Lee ve arkadaslar1 24 saglikli goniilli erkekte, 30 mg iki farkli ambroksol
preparatinin oral olarak alimindan sonra plazma konsantrasyonu degisimini
kromotografik olarak degerlendirmislerdir. Ambroksoliin yarilanma 6mrii yaklasik

olarak 10 saat olarak bildirilmistir (138, 139).

2.5. KOLISTIN (POLIMIKSIN E)

Polipeptid yapili antibiyotiklerdendir. Bu kompleks bir yapidir. Fazla polar olan
peptid grubu bir yag asidine baglanmistir. Bu nedenle molekiillerinde hidrofilik ve
lipofilik nitelikte iki ayr1 grup bulunur. Deterjan 6zelligi bulunan ylizeyde aktif
maddelerdir. Bakteri hiicresinin sitoplazmik membraninin permeabilitesini artirmak
suretiyle bakterisid etki yaparlar. Diger bir bakterisid antibiyotik grubu olan
penisilinlerden farkli olarak, gelismesini tamamlamis ve {iremesi durmus bakterileri
de yok ederler. Tedavi edici dozlarda sistemik olarak verildikleri taktirde konak
hiicreleri iizerinde de toksik etkisi vardir. Konak hiicresi ile bakteri arasinda fazla
secicilik gostermezler. Bin dokuz yiiz elli yilinda Japonya’da Bacillus colistinus’tan
Polimiksin-E diger adiyla kolistin elde edilmistir. Polimiksin kimyaca, bir amid bag:
ile metil- 6-oktanoik aside baglanmis bir dekapeptidtir. Dekapeptid’in yedi amino
asidi bir halka olusturur ve bu halkaya diger {i¢ amino asidin yaptigi lineer zincir
baglanir. Polimiksin B ve Polimiksin E arasinda tek aminoasit farki vardir (140,
141). Kolistinin klinik kullanima 1970’li yillarda ABD ve Avrupa iilkelerinde
girmistir. Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) ilk olarak 1970 yilinda
yayimladig1 onerilerde kolistin i¢in duyarlilik sinirlar1 vermis ancak 1981 yilindan
itibaren kullanimi artik neredeyse yok denecek kadar azaldigi i¢in rutin duyarlilik

kriterlerinden geri ¢ekmistir (142). Kullaniminin dramatik olarak azalmasinin nedeni
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bu ilaca kars1 gelisen antimikrobiyal direng degil, ilacin indiikledigi nefrotoksisite ve
norotoksisitedir. Ayrica, 80’li yillardan itibaren daha etkin ve yan etki insidansi ciddi
oranda az olan 3. kusak sefalosporinlerin ve takip eden yillarda miikemmel
antibakteriyel etkinlikleri ile karbapenemlerin kullanima sunulmasi kolistinin
tamamen kullanimdan kalkmasina yol a¢mustir (143). Kolistinin antibakteriyel
spektrumu olduk¢a dardir. Sadece Gram negatif aerobik basillere karsi etkilidir. En
etkin oldugu tiirler Shigella spp., Pseudomonas spp., Enterobacter spp., Klebsiella

pneumoniae ve Escherichia coli’dir. Anaerobik ajanlara kars: ise etkisizdir.

Kolistin, siilfat veya metilsiilfat tuzu seklinde kullanilir. Son sekline “kolistimetat-
sodyum” adi verilir. Siilfat tuzu oral yoldan, kolistimetat ise parenteral yoldan
kullanilir (140, 141).

Kolistinin klinik kullanimi, 6zellikle ¢oklu direngli non-fermentatif ajanlarin neden
oldugu ve klasik tedavilere cevap alimamayan olgularla sinirhidir. Kistik fibrozis
hastalarinda sik tekraralayan Pseudomonas spp. ve Burkholderia spp. tiiri
bakterilerin neden oldugu alt solunum yolu enfeksiyonlari, kolistinim en sik
kullanildig1 alanlardir. Oral yolla alindiginda gastrointestinal kanaldan c¢ok az
absorbe olur. Bu yoldan barsak antiseptigi olarak da kullanilir. Kolistimetat’in
intramiiskiiler injeksiyon yerinden absorpsiyonu ve bobrekten atilimi yavastir.
Duyarl1 bakterilere bagli infeksiyonlarda 75-150 mg dozunda intravendz yoldan

yavas inflizyonla verilir (143).

Parenteral uygulamada, gérme bozuklugu, agiz etrafinda ve bazen ekstremitelerin ug
kisimlarinda parestezi gibi ndrotoksik semptomlara neden olabilmektedir. Ozellikle
bobreklerin toplayici sistem, glomeriil epiteli ve papiller hiicrelerine olan zararh
etkilerinden dolay1 nefrotoksik olarak kabul edilir. Giinlik mutad dozlarda verilse
bile albuminiiri, silendiriiri, hematiiri, kan tlire azot seviyelerinde artis yapabilir. Bu
belirtiler genellikle tedavinin 4-5’inci giinii ortaya ¢ikar. Bobrekte yaptigi patolojik
lezyonlar akut tiibiiler nekroz veya interstisyel nefrit seklinde olabilir. Histamin agi1ga
cikmasi nedeniyle yliz, boyun ve go6giis bolgesinde diffiiz makulopapiiler
dokiintiilere (Flushing reaksiyonu) neden olabilir. Noromiiskiiler blokaj ve buna

bagli solunum felci yapabilir. Bu durum kalsiyum glukonat injeksiyonu ile geri
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dondiiriilebilmektedir. Nefrotoksik ve norotoksik yan etkilerin kalict olup-olmadigi
konusunda yeterli bilgi bulunmamaktadir (144). Kolistin, bakteri hiicresine “self-
promoted uptake” sistemi ile alinir ve LPS tlizerine baglanarak aktivitesini gosterir.
Sadece Gram negatif bakterilere etkili olmasmin molekiiler mekanizmasi LPS
molekiiliine spesifik olarak c¢aligmasina baglidir. Nonfermentatif ajanlarda kolistin
direncinin dis membran proteinlerinden olan OprH’in mutasyonu sonucu ilacin
bakteri LPS’si iizerindeki baglanma bolgesinin Mg™" iyonlarinca bloklanmasi sonucu
gelistigi gosterilmistir (145). Bu mekanizmanin aktivasyonu ile sedece kolistin
direnci degil, polimiksin, aminoglikozit ve EDTA gibi antibakteriyel ajanlara da
direng ortaya ¢ikmaktadir (146).
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I11. GEREC ve YONTEM

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi ibn-i Sina Hastanesi yogun bakim {initelerinde
(YBU) yatan hastalara ait; balgam ve derin trakeal aspirat (DTA) érneklerinden
Klinik Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon Hastaliklar1 Laboratuarinda izole ve identifiye
edilen 27 P. aeruginosa susu c¢alisma kapsamina alindi. P. aeruginosa suslari balgam
ve DTA Orneklerinden izole edildikten sonra tek koloni pasaj ile cogaltildi.
Calismada kullanilan kontrol susu P. aeruginosa (PAO1, ATCC 15692)’dan
saglandi. Tiim izolarlarda CLSI krtiterlerine uygun sekilde E-test yontemi ile kolistin
minimum inhibitdr konsatrasyon (MIC) degerleri ¢aligildi. 27 P. aeruginosa susunun
tamamui kolistine duyarli oldugu tespit edildi. Balgam ve DTA Orneklerinden izole

edilen 27 P. aeruginosa susunun kliniklere gore dagilimi tablo 3’te sunulmustur.

Tablo 3. P. aeruginosa izolatlarmin Kliniklere Gére Dagilimi

Yogun Bakim Unitesi (YBU) Bakteri Sayis1 (n=27)

Kardiyoloji YBU 3

Néroloji YBU

Beyin Cerrahisi YBU

Gogiis Cerrahisi YBU

Anestezi ve Reanimasyon YBU

3
5
5
Genel Cerrahi YBU 4
4
3

Acil YBU

3.1. BIYOFIiLM OLUSTURAN BAKTERILERIN SECILMESI

Kongo kirmizili agar besiyeri litrede 10 g agar, 50 g sukroz, 37 g Beyin-Kalp
inflizyon buyyonu ve 0.8 g Kongo kirmizisi igerecek sekilde hazirlandi. Bu
besiyerlerine tek koloni diisecek sekilde yapilan ekimler 37°C’de bir gece inkiibe
edildi. Inkubasyon sonrasi koloni morfolojisi ve fenotipik &zelliklerine gére koyu
kirmiz1 siyah renkli koloniler biyofilm olusumu pozitif, pembe veya sadece ortasi

siyah cevresi pembe koloniler zayif pozitif olarak degerlendirildi. 24’iincii saatte
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yapilan degerlendirmede 15 P. aeruginosa susunda biyofilm olusumu gozlendi.

Biyofilm olusturan her bir P. aeruginosa susu 1’den 15’e kadar numaralandirildi.

a b ¢

Sekil 6. Biyofilm olusumunun Kongo Red Agar yontemi ile degerlendirilmesi

[a-biyofilm negatif, b- biyofilm pozitif, c-biyofilm negatif (iist) ve biyofilm pozitif (alt)]

3.2. ENDOTRAKEAL TUPLERIN (ETT) HAZIRLANISI

Steril ETT’ler her bir bakteri i¢in 16 par¢a kullanilacak sekilde steril sartlarda 1’er
cm uzunlugunda boliindii. Béliinen her 1 cm’lik parga 4’erli gruplar halinde sivi
besiyerlerine atildi. Her tiipten ek olarak 1 cm’lik par¢a kontaminasyonu

degerlendirmek amaci ile kanli besiyerine roll-plate yontemi ile ekildi.

3.3. BESIYERLERININ HAZIRLANISI

Her bir bakteri i¢in 1 adet kontrol (99 ml), 1 adet kolistinli (98 ml), 1 adet
ambroksollii (98 ml), 1 adet kolistin ve ambroksollii (97 ml) olmak tizere 4 adet brain

heart inflizyon s1v1 besi yeri seti hazirlandi.

Her besiyerine 1 cm’lik 4 adet ETT pargasi1 ve Mcfarland 1 konsantrasyonunda 1 ml

bakteri slispansiyonu konularak 37°C’de 24 saat inkiibe edildi.
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24 saatlik inkiibasyon sonrasi 1. besiyerinde 8 pgr/ml konsantrasyonunda (147)

kolistin olacak sekilde olacak sekilde 1ml’lik kolistimetat Na solusyonu ilave edildi.

2. besiyerine 2,5 mg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde 1 ml’lik ambroksol (136)
ilave edildi. Ugiincii besiyerine 8 pgr/ml konsantrasyonunda kolistin ve 2,5 mg/ml
konsantrasyonunda ambroksol olacak sekilde 1’er ml’lik kolistin ve ambroksol ilave
edildi. Dordiincii besiyeri kontrol grubunu olusturdugu igin kolistin veya ambroksol
ilave edilmedi. Tim besi yerleri 37°C’de inkiibe edilerek 24., 48., 72. ve 96.
saatlerde ETT {izerinde biyofilm olusumu ve biyofilm i¢indeki bakteri sayisi
acisindan degerlendirildi. Bakteri sayimi kiiltiir metodu koloni sayim teknigi ile

yapildi.

3.4. BAKTERI SAYIMI

Yirmidordiincii saatte her bir bakteri i¢in 4 besiyerinden olusan setten; ambroksol,
kolistin, ambroksol+kolistin ve kontrol besiyerlerinden 1’er adet 1 cm’lik ETT
parcasi steril olarak ¢ikarildi. ETT pargasi planktonik bakterileri uzaklastirmak amaci
ile 3 kez 5 ml steril distile su ile yikandi. Yikama isleminden sonra tiip pargasi,
tizerinde biyofilm olusturan aderan bakterileri tlipten ayirmak amaci ile Sml %0,
5’lik Tween80 ¢ozeltisi igerisine atilarak 15 saniye vortekslendi. Elde edilen
¢ozeltiden 0,5 ml ornek alinarak 4,5 ml pepton tamponlu solusyon (PBS) ile
karistirild: ve 1/10 oraninda 4 kez dilue edildi. Her dilusyon i¢in 3 adet kanli besiyeri
kullanilarak 0,1 ml inokulum ekim yapilarak standart L tipi tek kullanimlik 6ze ile
yayildi. Kanli besiyerleri 37°C’de 24 saatlik inkubasyonun ardindan koloni sayim
teknigi ile bakteri sayisi tespit edildi.

Ayni iglemler her bir bakteri ve besiyeri seti i¢indeki 4 adet ETT pargasi igin 48., 72.

ve 96. saatlerde tekrar edildi.
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3.5. ISTATISTIKSEL YONTEM

Istatistiksel analizler igin SPSS 11.5 programi kullanilmistir. Olgiimle elde edilen
degiskenler bakimindan bagimsiz gruplarin karsilastirilmasinda parametrik test
varsayimlarinin saglanip saglanmama durumu ShapiroWilk ve KolmogorovSmirnov
testleri ile incelenmis ve varsayimlarin saglanmadigi gorilmistiir. Bu sonuglara gore,
bagimsiz ikiden fazla grubun karsilastirilmasinda tek yonlii varyans analizinin
parametrik olmayan karsiligi olan Kruskal-Wallis varyans analizi kullanilmistir.
Ayrica gruplarin ayri ayri zaman noktalari arasindaki Olc¢iimleri bakimindan
farkliligin  arastirilmasinda  Wilcoxonsignedrank test kullanilmigtir. Tanimlayici
istatistik olarak nitel degiskenlerde oran ve frekanslari, nicel degiskenlerde ise
ortanca (minimum-maksimum) verilmistir. Istatistiksel anlamlilik sinir1 olarak p<O0.
05 kabul edilmistir.
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IV. BULGULAR

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon Hastaliklari
Laboratuarima Subat 2010 - Haziran 2010 tarihleri arasinda gelen, yogun bakim
tinitelerinde yatmakta olan hastalardan alinmis balgam ve DTA O6rneklerinden izole
edilmis 27 P. aeruginosa susu calismaya alindi. izolatlarm YBU’lerine gore
dagilimi; %18,5 Beyin Cerrahisi YBU, %18.5 Gogiis Cerrahisi YBU, %15 Genel
Cerrahi YBU, %15 Anestezi ve Reanimasyon, %11 Kardiyoloji YBU, %11 Néroloji
YBU ve %11 Acil YBU, seklinde idi. Biyofilm olusumu saptanmayan 12 izolat
calisma dis1 birakildi.

On bes P. aeruginosa susu; ETT iizerindeki matiir biyofilmlerden sonikasyon
yontemi ile ayrildiktan sonra ambroksol, kolistin, kolistintambroksol igeren
besiyerlerinde ve kontrol besiyerlerinde 4 giin inkiibe edilerek bakteri ekiminden
sonraki 24., 48., 72. ve 96. saatlerde, koloni sayim islemi yapilmak {izere kanl

besiyerlerine yayma islemi yapildi.

Ambroksol ve Kkolistinin P. aeruginosa matiir biyofilmi {izerine etkinligi bakimimdan
4 grup (ambroksol, ambroksol+kolistin, kolistin, kontrol) arasinda fark olup
olmadigi; 24., 48., 72. ve 96. saatlerdeki biyofilm igerisindeki bakteri sayilari temel
alinarak karsilastirildi (Tablo 4).

Sonug olarak 4 grup arasinda, 4 farkli zaman noktasinda istatistiksel olarak anlamli

fark oldugu tespit edildi.

Ambroksol grubunda matiir biyofilm i¢inde 24. saatte 3. 4x10° kob/ml; 48. saatte 4.
7x10% kob/ml; 72. saatte 1. 6x10% kob/ml ve 96. saatte 1. 4x10° kob/ml diizeyinde
tireme tespit edildi. Amboksol grubunda, matiir biyofilm iizerine etkinlik zamana
gore degerlendirildiginde 24. -48. saatlerdeki etkinligi arasinda fark olmadigi
(p>0.05) gosterildi (Grafik 1). Yirmidodiincii ve 48. saatlere gore 72. ve 96. saatlerde
etkinliginin anlamli olarak daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0.05) (Grafik 2).
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Kolistin grubunda matiir biyofilm iginde 24. saatte 3.5x10° kob/ml; 48. saatte 2.
3x10° kob/ml; 72. saatte 2. 6x10° kob/ml ve 96. saatte 2.9x10° kob/ml diizeyinde
tireme tespit edildi. Kolistin grubunda, matiir biyofilm tizerine etkinlik zamana gore
degerlendirildiginde 24.-48. saatlerdeki etkinligi arasindaki fark anlamli iken
(p<0.05) 48.-72. saatlerdeki etkinkigi arasinda fark olmadigi (p>0.05) gosterildi.
Doksanaltinci saatte ise etkinliginin kontrole gore anlamli olarak daha ytiksek oldugu

tespit edilmistir (p<0.05) (Grafik 1).

Ambroksol+kolistin grubunda matiir biyofilm iginde 24. saatten itibaren biyofilm
icerisindeki bakteri sayismin  10° kob/ml’nin altinda oldugu tespit edildi.
Amboksol+kolistin  grubunda, matiir biyofilm {izerine etkinlik zamana goére
degerlendirildiginde 24.-48., 24-72., 24-96., 48-72., 48-96. ve 72.-96. saatlerdeki
etkinligi arasinda fark olmadigi (p>0. 05) gosterildi (Grafik 1).

Kontrol grubunda matiir biyofilm iginde 24. saatte 2.7x10" kob/ml; 48. saatte 2x10’
kob/ml; 72. saatte 1.3x10" kob/ml ve 96. saatte 1x10’ kob/ml diizeyinde iireme tespit
edildi (Grafik 2).

Ambroksol, Ambroksol+kolistin, kolistin ve kontrol gruplart arasinda etkinlik
bakimindan yapilan kiyaslamada; 24. saatten itibaren ambroksol + Kkolistin

kombinasyonunun en yiiksek etkinlige sahip oldugu gosterildi.
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Grafik 1. Kolistin, ambroksol ve kombinasyonlarinin zamana gore bakteriyel

koloni sayilar lizerine karsilastirmali etkileri
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Grafik 2. Kolistin, ambroksol ve kombinasyonlarmin bakteriyel koloni sayilari

uzerine etkileri
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Tablo 4. Kolistin, Ambroksol ve Kombinasyonlarinin Bakteriyel Koloni Sayilari

Uzerine Etkileri

Grup 24.Saat 48.Saat 72.Saat 96.Saat
Ambroksol (n= 15)
Ortalama bakteri 3 3 3 0,
sayr (Kob/m) 340x10 P<0.05 | 40x10 P<0.05 | 1.6x10 P<005 | 'y .05 | P<005
Ortanca 2x102 P<0.05 | 0 P<0.05 | 0 P<0.05 | 0 P<0.05
Minimum bakteri | P<0.05 |0 P<0.05 |0 P<0.05 |0 P<0.05
sayis1
Maksimum 5100x10° P<0.05 | 70x10° | P<0.05 | 2.4x10° | P<0.05 | 0.22x10? | P<0.05
bakteri sayis1
Kolistin (n=15)
Ortalama bakteri | 5 56 P<0.05 | 2.3x10° | P<0.05 | 2.6x10° | P<0.05 | 2.9x10° | P<0.05
sayisi (kob/ml)
Ortanca 3, 5x10° P<0.05 2.2x10° P<0.05 0.7x10° P<0.05 0.1x10° P<0.05
x‘y’l‘s':““m bakteri | 4 5105 P<0.05 | 7x10° P<0.05 | 2.2x10° | P<0.05 | 0.41x10° | P<0.05
Maksimum 1.6x107 P<0.05 | 1x10 P<0.05 | 2.5x107 | P<0.05 | 0.11x107 | P<0.05
bakteri sayis1
Kolistin + Ambroksol (n=15)
Ortalama bakteri | , P<0.05 0 P<005 |0 P<005 |0 P<0.05
sayisi (kob/ml)
Ortanca 0 P<0.05 0 P<0.05 | 0 P<0.05 | 0 P<0.05
Minimum bakteri |, P<0.05 0 P<0.05 |0 P<0.05 |0 P<0.05
sayis1
Maksimum 0 P<0.05 0 P<005 |0 P<005 |0 P<0.05
bakteri sayisi
Kontrol (n=15)
Ortalama bakteri | , ;447 P<0.05 | 20x10" | P<0.05 | 1.3x107 | P<0.05 | 1.0x10 P<0.05
sayisi (kob/ml)
Ortanca 11x10° P<0.05 6.6x10° P<0.05 3.5x10° P<0.05 2.5x10° P<0.05
L\:'l'y’l‘s':““m bakteri | 54105 P<0.05 | 2.2x10° | P<0.05 | 1.5x10° | P<0.05 | 2.0x10° P<0.05
Maksimum 1.5x10° P<0.05 | 1.3x10° | P<0.05 | 8.2x10° | P<0.05 | 6.3x10° P<0.05
bakteri sayisi
Total (n=60)
Ortalama bakteri | 7 2 46 P<0.05 | 56x10° | P<0.05 | 4.0x10° | P<0.05 | 2.5x10° P<0.05
sayisi (kob/ml)
Ortanca 1.5x10° P<0.05 0.7x10° P<0.05 0.1x10° P<0.05 0.02x10° P<0.05
Minimum bakteri | P<005 |0 P<005 |0 P<005 |0 P<0.05
sayisi
Maksimum 1.5x10° P<0.05 | 13x10° | P<0.05 | 82x10° | P<0.05 | 6.3x10° P<0.05
bakteri sayisi

Yirmidordiincii ve 96. saatlerdeki maksimum ve ortalama bakteri sayilarina

bakildiginda sirasi ile ambroksol grubunda 24. saatte 5100x10°%, 340x10°, 96. saatte
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0,22x10% 0,14x10° kob/ml; kolistin grubunda 24. saate 1,6x10°, 3,5x10°, 96. saatte
0,11x107, 2,9x10° kob/ml; kontrol grunda 24. saatte 1,5x10°, 2,7x107, 96. saatte
6,3x108, 1,0x10" kob/ml idi. Kolistin + ambroksol grubunda ise 24. saatten itibaren

tireme olmadigi tespit edildi.

Calismada kolistin, ambroksol ve kombinasyon grubunda tiim zaman dilimlerinde
biyofilm i¢indeki canli bakteri sayis1 temel alindiginda her 3 grubun da antibiyofilm

etkinlik yoniinden kontrolden tistiin oldugu gosterilmistir (Grafik 1 ve 2).
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V. TARTISMA

Biyofilm olusumu mikroorganizmalar i¢in dnemli bir savunma mekanizmasidir. Kan
akimu, tiikriik gibi fiziksel yikama giiciine karsi dayanikli olmasi, mikroorganizmalar
igin ideal bir iireme ve besin ortami saglamasinin yaninda; fagositozdan, dezenfektan
ve antibiyotik etkilerinden de korunmalarini saglar (14). Biyofilm igerisindeki sesil
bakteriler planktonik bakterilere kiyasla antibiyotiklere 500-1000 kat daha
direnglidirler (15). Direng gelisimi; biyofilmi g¢evreleyen EPS’lerin bariyer etkisi
(molekiiler filtre), biyofilm igerisindeki mikroorganizmalarin ¢ogalma hizlarindaki
degisiklikler, biyofilm igerisindeki mikrogevrenin antibiyotiklerin etkisini azaltmasi
ve mikroorganizmalar arasi iletisimi sagladigi diisiiniilen quorum-sensing sistemi

gibi mekanizmalarla agiklanmaya calisilmaktadir (91-96, 100).

Biyofilmlerin klinikteki asil 6nemi kronik enfeksiyonlara neden olmasinin yaninda,
tedavi siiresinin uzamasina ve tedavi giigliigiine yol agmasidir. Bunun yaninda tedavi
amaglh kullanilan antibiyotigin biyofilm icindeki bakterilere etkiyebilmesi icin
yiiksek dozlarda kullanilmasi1 gerekmektedir (15, 16). Bilindigi gibi yiiksek dozlarda
uzun siireli uygulanan tedavilerde de yan etki sikligi artmakta, zaman zaman tedavi

degisikligine hatta tedavinin kesilmesine gerek duyulmaktadir.

Immunsupresif ajanlarin  kullammmin artmasi, yabanci cisim implantasyon
uygulamalarinin yayginlagmas1 ve ortalama insan Omriiniin uzamasi ile birlikte
kronik hastaliklarin artmasi da yine biyofilm iliskili enfeksiyonlarin sik goriilmesine

sebep olur (87, 90).

Tibbi olarak 6nem tasiyan biyofilm olusturan bakteriler arasinda P. aeruginosa;
hastane iginde salginlara yolagabilmesi, mortalitesi yiiksek olan enfeksiyonlara yol
acabilmesi, hizli direng gelistirmesi ve ¢oklu ilaca direng gelistirebilmesi, tedavisi
zor ve uzun siire gerektiren enfeksiyonlara yol agmasi nedeniyle ayri bir dneme

sahiptir (148-151).
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P. aeruginosa, immiin yetmezligi olan, uzun siire antibiyotik kullanan ya da
radyoterapi alan, malign ya da metabolik hastaligi bulunan, yasli, Human
Immundeficiency Virus (HIV) ile enfekte, kistik fibrozisli, genis agir yanikli
Kisilerde en 6nemli firsat¢1 enfeksiyon etkenlerinden biridir ve dogada yaygin olarak
bulunmaktadir (152).

Degisik calismalarda hastane kaynakli enfeksiyonlarin %8-25inde P. aeruginosa
sorumlu tutulmustur. Bu bakteri hastanelerde nemli ortamlardan ve hasta tedavisinde
kullanilan alet ve sivilardan siklikla izole edilir ve 6zellikle yogun bakim {initesi ve

nétropenik hastalarin izlendigi birimler igin daha da 6nem kazanmaktadir (149, 152).

P. aeruginosa insanda farkli anatomik bolgelerde farkli kosullarda firsatgi

enfeksiyonlara neden olmaktadir. Enfeksiyon gelisiminde konak hiicre yanit1 yaninda

bakteriye ait ¢esitli virlilans faktorlerinin 6nemli rolii oldugu bilinmektedir. Bu
viriilans faktorleri arasinda Kirpik, pilus, LPS, alginat, piyosiyanin, piyoverdin,
proteaz, elastaz, fosfolipaz C, ekzoA, ramnolipid ve biyofilm yer almaktadir (152).

P. aeruginosa mevcut virulans faktorleri ile iliskili olarak agir seyirli enfeksiyonlara
yol acgabilmektedir. Bu enfeksiyonlar arasinda pnomoni (ndtropenik hastalarda,
mekanik  ventilasyon destegindeki hastalarda, kistik fibrozisli hastalarin
alevlenmelerinde ve HIV enfeksiyonunu da igeren (CD4<50 mma3)), bagisiklik
sistemi baskilanmig hastalardaki bakteriyemiler, yanik sonrasi gelisen yanik yarasi
enfeksiyonlarr, malign otitis media (diabetik hastalarda ve yliziicii kulaginda),
komplike menenjit (intrakraniyal cerrahi, kafa travmasi, intraventrikiiler shunt ve
BOS sizintist ile iligkili) ve beyin abseleri, penetran yaralanma ve intraokiiler cerrahi
sonrast ortaya ¢ikan gbz enfeksiyonlari ve endoftalmit ile birlikte olan Keratit,
hematojen yayilim veya penetre edici travma veya cerrahi ile iligkili komsu bir
odagm yayilimi sonucu olusan septik artrit ve osteomyelit, deri ve yumusak doku
enfeksiyonlart; primer veya ektima gangrenosum, subkutan nodiiller, seliilit, abse,
vezikiiller, piistiiler veya makiilopapiiler lezyonlar, biiller veya nekrotizan fasiit ve
gangren gibi ortaya c¢ikan metastatik odaklar, intravendz ila¢ kullananlarda dogal

kapak endokarditi ve prostetik kapak endokarditi sayilabilir (153).
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P. aeruginosa’ya bagli akciger enfeksiyonlarmin en oOnemli ozelligi kronisite
gostermesi ve mikrobiyolojik eradikasyonunun son derece gii¢ olmasidir. Bunun
temel nedeni mikroorganizmanin akciger dokusunda kolaylikla biyofilm tabakasi
olusturmas1 ve boylelikle konak savunma mekanizmalarinin yaninda biyofilm
icindeki bakteriye tedavi amagli kullanilan antibakteriyellerin etkisinin yetersiz
kalmasidir. Ozellikle yapisal bozuklugu olan hastalarda ve mekanik ventilasyon
destegi ihtiyaci olan hastalarda P. aeruginosa’ya bagl akciger enfeksiyonu oldukga
siktir. Yapilan bir ¢alismada ventilator iliskili pndmonilerin  %21.8’inde P.
aeruginosa etken patojen olarak tespit edilmistir (154). Eriskin kistik fibrozisli

hastalarin ise %80’inin P. aeruginosa ile enfekte oldugu bildirilmistir (155).

P. aeruginosa’da AHL aracili hiicreden hiicreye sinyal iletimi, cesitli ekstraselliiler
viriilans faktorlerinin saliniminin  kontroliiniin  diizenlenmesinde ve biyofilm
olusumunda 6nemlidir. Sentezlenen bu molekiiller lasl ve rhll genleri olmak iizere 2
otoindiikleyici sentez geni ile baglantilidir. AHL molekiilleri kistik fibrozisli
hastalarin akciger sekresyonlarinda saptandigi gibi in vitro P. aeruginosa biyofilm

modelinde ve iiretral kateterlerde de saptanmistir (156).

Bu calismada Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi ibn-I Sina Hastanesi Klinik
Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon Hastaliklar1 Laboratuvari’nda balgam ve DTA
orneginden tanimlanan toplam 15 P. aeruginosa susunda in vitro sartlarda ETT
tizerinde olusturulan matiir biyofilm tizerine kolistin ve ambroksoliin tek baslarina ve
kombine etkinlikleri degerlendirildi. Kolistin ve ambroksoliin etkilerinin kontrole
kiyasla tek baglarina ve kombine kullanimlarinda matiir biyofilm {izerine kontrolden

tistlin oldugu gosterildi (p<0,05).

Kolistinin biyofilm iizerine tek basma etkinliginin tek basina ambroksole kiyasla
daha yetersiz oldugu ve maksimum etkinligine ancak 96. saatte ulasabildigi
gosterilmigtir. Kolistin dar spektrumlu bir antibakteriyel olmasina karsin ozellikle
hastane kokenli ¢oklu ilaca direngli P. aeruginosa suslara karsi etkili olmasindan
otiirii stkca kullanilmaktadir. VIP, kistik fibrozis ve enfekte brosekatazi gibi

patogenezinde biyofilmlerin rol oynadigi enfeksiyon hastaliklarinda; bilindigi gibi
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etken patojenin, biyofilm icerisinde iken planktonik formalarma gore

antibakteriyellere olan duyarliligininaza oldugu bilinmektedir (157).

Calismaya alinan 15 P. aeruginosa susunun ETT {izerinde olusturdugu matiir
biyofilme kolistinin tek basina antibiyofilm etkinliginin kontrolden iistiin oldugu
ancak ambroksol ve kombinasyon uygulamasina gore yetersiz oldugu tespit edildi.
Kolistinin matiir biyofilm {izerine en yiiksek etkinliginin ise 72.-96. saatte elde
edildigi tespit edilmistir. Kolistinin biyofilm etkinligini degerlendiren kisith sayida
calisma vardir. Cai Y ve arkadaglarinin 2009 yilinda yapitigi c¢alismada P.
aeruginosa matiir biyofilmi lizerine anlamli etkinliginin 8 pgr/ml konsantrasyonunda
elde edildigi; 24. ve 48. saatlerde antibiyofilm etkinliginin yetersiz oldugu
belirtilmistir (147). Cai Y ve arkadaslarinin yaptigi ¢caligmada kolistinin 24. ve 48.
saatlerdeki etkinliginin diisiik olmasi kolistinin biyofilm olusumunun baslangig
asamasina etkisinin yetersiz olmasi1 ve ancak matiirasyonu tamamlanmis biyofilm
icerisindeki bakterilere etkinlik gosterebilmesi ile agiklanmaktadir. Haagensen ve
arkadaglar1 kolistinin P. aeruginosa’nin mantar sekline benzer biyofilm yapisi
icerisindeki bakteriler {izerine etkinligini degerlendirmis ve kolistinin biyofilm
tabaninda yer alan; daha az aktif oldugu bilinen bakterilere, ylizeye yakin olan
bakterilere gore daha fazla etkidigini gostermistir (158). Calismamizda kolistinin

anlamli etkinligi 72. saatte ulagsmasi mevcut ¢aligmalarla uyumluluk géstermektedir.

Ambroksol bromeksinin aktif bir metabolitidir. Mukolitik ve mukokinetik etkilidir
(123). Akcigerlerde alveol hiicreleri tarafindan sentezlenen dogal siirfaktan sentezini
ve salgilanmasini arttirir (125). Hava yolu mukozasi tizerindeki epitel hiicrelerinden
Na* absorpsiyonunu inhibe eder. Bu yolla hava yolu yiizeyindeki sivida su bilesenini
arttirmakta ve mukus viskozitesini azaltmaktadir (127). Akcigerler {izerinde
antiinflamatuvar  etkinliginin yaninda antibiyofilm etkinliginin de {zerinde
durulmaktadir (131). Ambroksoliin P. aeruginosa biyofilmi {izerine etkinligini
degerlendiren kisith sayida ¢alisma mevcuttur. Ambroksoliin mukoid P. aeruginosa
susu biyofilmi tizerine etkinliginin arastirilldigi bir ¢alismada 2, 5 mg/ml
konsatrasyonunda P. aeruginosa matiir biyofilm yapisint bozdugu ve kolay
parcalanmasini sagladigi gosterilmistir (136). P. aeruginosa’nin énemli bir virulans

faktorii olan alginat sentezini inhibe ederek matiir biyofilm olusumunu engellemekte
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ve antibakteriyellerin biyofilm iizerine etkinligini arttirmaktadir. Calismamizda
ambroksoliin tek basina uygulandiginda etkinliginin 24. saatten itibaren biyofilm
igerisinde yasayan bakteri sayisini anlamli oranda azalttigi ve 96. saatte de
etkinliginin devam ettigi gosterildi. Fare modellerinde yapilmis bir baska ¢alismada
mukoid P. aeruginosa biyofilmi ile kaplanmis endotrakeal tiipler kullanilarak fare
akcigerlerinde pnomoni olusturulmus. Entiibasyonun 2. Giliniinden itibaren 22,5
mg/kg dozunda giinde bir kez intravendz yolla ambroksol verilmis. Tedavinin 4. ve
7. glinlerinde yapilan degerlendirmelerde; ambroksol ile tedavi edilen grupta
biyofilm tabakasinin daha ince oldugu ve yasayan bakteri sayisinin daha diisiik
oldugu gosterilmistir. Fare akcigerlerinde yapilan histopatolojik incelemelerde
ambroksol ile tedavi edilen grupta akciger dokusunda daha fazla bakteri yiikii oldugu
tespit edilmis. Ambroksoliin biyofilm yapisini parcalayarak serbest bakteri sayisini
arttidig1 ve buna bagl olarak akciger dokusuna ulagan bakteri sayisinin da arttigi
belirtilmistir. Calismada tedavi amagli ambroksol kullanimimin antibakteryellerin
etkisini arttirabilecegi diisiiniilmekte ve antibakteriyeller ile kombine kullaniminin

uygun olacagi bildirilmektedir (159).

Biyofilm varliginda bakterilerin persistansinin kolaylastigi ve tedavisinin daha zor
bir hal aldig1 bilinmektedir. Buna bagli olarak anti biyofilm stratejiler gelistirilmesi
konusunda g¢esitli aragtirmalar yapilmistir. Yapilan bir ¢ok caligmada biyofilm
matriksinin pargalanmasi hedeflenmistir. Donelli ve arkadaslarinin 2007 yilinda
yaptig1 bir calismada stafilokok biyofilmi igin anahtar gorevi goren N asetil 1,6
glukozamin bilesiginin dispersin B (¢oziiniir B-N glukozaminidaz) tarafindan

pargalanarak matiir biyofilm olusumunun 6nlenebilecegi belirtilmektedir (160).

Chaignon ve arkadaslar1 ortopedik implant yiizeyinde in vitro sartlarda proteinaz K,
tripsin, pankreatin ve dispersin B enzimlerinin biyofilm yapisin1 bozdugunu
gostermistir. Her iki ¢aligmada da biyofilm yapisinin tek basina bozulmasinin
tedavide yeterli olmayacagi vurgulanmaktadir. Bu nedenle antimikrobiyallerin de
antibiyofilm stratejileri i¢inde yer almasi gerektigi ve patogenezinde biyofilm
yapisinin rol oynadigi enfeksiyonlarda kullanim sekillerinin ve etkinliklerinin

degerlendirilmesi giindeme gelmistir (161).
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N-asetil sistein (NAC), antibiyotik 6zelliginde olmayan ancak antimikrobiyal 6zellik
tagityan mukolitik bir ajandir. Yapilan calismalarda konsantrasyona bagli olarak
biyofilm yapisini pargaladig1 ve yiiksek konsantrasyonlarda antibakteriyel etkiye de
yol actig1 gosterilmistir. Biyofilm matriksini par¢alamaya yonelik konsantrasyonlarin
yiksek olmasi; intra vendz veya oral kullanimlarinda etkin serum
konsantrasyonlarina ulasilamamasi nedeniyle lokal kullanimi &nerilmektedir (162).
Bir bagka ¢alismada S. aureus, S. epidemidis, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa
ve P. vulgaris biyofilmleri tizerine NAC’1n tek basina ve siprofloksasin ile kombine
kullantmimin etkinligi degerlendirilmistir. Hem NAC’in hem de siprofloksasinin
biyofilm iizerine etkinliklerinin doza bagli oldugu gosterilmis olup kombine
kullanimlarinin monoterapiden istiin oldugu gosterilmistir. Caligmada P. aeruginosa
biyofilmi igindeki canli bakteri vyiikiinii tek basina NAC, MIC diizeyinde
uygulandiginda %68.2, siprofloksasin %81,4 oraninda azalttigi belirtilmektedir.
Kombine kullanimlarinda ise canli bakteri saymin %96 azalttiklar1 gosterilmistir
(164). Baska bir ¢alismada ise K. pneumoniae biyofilm formasyonuna amikasin,
tobramisin ve kolistinin subinhibitér konsantrasyonlarda etkileri degerlendirilmistir.
Minimum inhibitor konsantrasyonlarinin yarist konsantrasyonlarda
uygulandiklarinda amikasinin %21,2, tobramisinin %25,1 ve kolistinin %7,4

oraninda biyofilm formasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (165).

VIP, P. aeruginosa, ozellikle ge¢ donemde gelisen enfeksiyonlarn 6nde gelen
patojenlerindendir. VIP patogenezinde endotrakeal tiip iizerinde gelisen biyofilm
tabakasi, anahtar rol oynamaktadir. P. aeruginosa tedavisinde son yillarda ¢oklu
ilaca direng¢ gelistirmesi nedeniyle kolistin kullanim1 giderek artmistir. Coklu ilaca
direngli, kolistin duyarli P. aeruginosa’ya bagli VIP tedavisinde tek basina kolistin
tedavisi; ETT {izerindeki biyofilm varlhigi, akciger dokusuna ve plevral kaviteye

gecisinin zayif olmasi nedeniyle yeterli degildir (165).

Kolistin ve ambroksoliin birlikte uygulanmas: halinde 24. saatten itibaren
antibiyofilm etkinliginin basladigi ve 96. saatte de devam ettigi tespit edildi.
Kolistinin tek basina uygulanmasi durumunda 48. ve 72. saatlerde kombinasyon
grubuna gore Yyeterli etkinlik saglayamadigi gosterildi. Bu durum ambroksoliin

biyofilm olusumunu engellemesi ve matiir biyofilmi pargalayarak bakterinin
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kolistinin etkilerine agik hale gelmesini sagladigi, antibakteriyel etkinligini azaltacak
mikrogevre olusumunu engelledigi ve biyofilmin molekiiler filtre etkisini azaltmasi

ile aciklanabilmektedir.
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V1. SONUC

Biyofilmler yillardir endiistriyel bir sorun olarak karsimiza ¢ikarken Ozellikle
yabanci cisimlerin tipta kullanimin artmasi ile birlikte enfeksiyon hastaliklari
acisindan 6nemi giindeme gelmistir. Ozellikle ¢oklu ilaca direngli bakterilerin neden
oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan antimikrobiyallerin biyofilm igindeki
bakterilere yeterli etkisinin olmayisi ve enfeksiyonlarin  kroniklesmesini
Onleyememesi nedeni ile antibiyofilm etkinligi olan ajanlarin arastirilmasi ve
antibakteriyellerin  biyofilmler icindeki farmokokinetiginin yeniden gozden
gegirilmesi gerekliligini dogurmustur. Ambroksolle birlikte N-asetil sistein, EDTA,
furanon tiirevleri gibi ajanlarin temel kullanim alanlarinin diginda antibiyofilm
etkinliklerinin de oldugu cesitli g¢aligmalarla gosterilmistir. Ventilator iliskili
pnomoni, enfekte bronsiektazi ve kistik fibrozis gibi kronik P. aeruginosa
kolonizasyonu ve enfeksiyon ataklar1 ile seyreden hastaliklarda ambroksoliin
antibakteryel ajanlarin yaninda kullanilmasi; kolistinin biyofilm {izerine etkinligini
artirmak amagli kullanilmasimin faydali sonuglar doguracagi sonucuna varilmistir.
Ayrica biyofilm matriksini parcalayan ajanlarin tek basina kullanimlarinin
planktonik bakteri sayisini artiracagi ve mevcut enfeksiyonun progresyonuna yol
acabilecegi gbz Oniinde tutuldugunda tedavi stratejileri gelistirirken antibiyofilm bir
ajanla antibakteriyel ajanlarin kombinasyonunun klinikte tercih edilmesinin gerektigi
diisiiniilmektedir. Diger bakteriler ve farkli antibakteriyel ajanlarla olan etkinliginin

degerlendirilmesi i¢in daha ileri ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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VII. OZET

Bu c¢alismada kolistin ve ambroksoliin in vitro sartlarda ETT yiizeyinde olusturulmus

P. aeruginosa biyofilmine etkinligi degerlendirilmistir.

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Ibn-i Sina Hastanesi YBU’de yatan hastalara ait;
balgam ve DTA orneklerinden Klinik Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon Hastaliklari
Laboratuarinda izole ve identifiye edilen 27 P. aeruginosa ¢alisma kapsamina alindi.
Biyofilm olusumu Kongo Red Agar besiyeri ile tespit edildi. Kongo Red Agar
besiyerinde yapilan koloni morfolojisi ve fenotipik degerlendirme sonucu 15 P.
aeruginosa susunun biyofilm iretebildigi tespit edildi. Biyofilm iireten suslar
kullanilarak elde edilen bakteri suspansiyonlari hazirlandi. Steril sartlarda lem’lik
parcalara ayrilmis ETT ile birlikte, her sus i¢in 4 ayr1 Brain Heart Infusion sivi
besiyerlerine ekim yapildi. Bir giinliik inkiibasyon sonrasi her sus i¢in hazilanmis
olan 4 besiyerine kolistin, ambroksol, kolistin + ambroksol ayr1 ayr1 eklendi. Bir adet
besi yeri kontrol amagli kullanildi. Eklenen ajanlarla birlikte bakteriler ve ETT tekrar
inkubasyona birakildi. Inkubasyonun 24., 48., 72. ve 96. saatlerinde her bir
besiyerinden aliman ETT pargalar1 steril distile su ile yikandiktan sonra %0,5
Tween80 sivilarinda vortekslendi ve olusan suspansiyon dilue edilerek kanli besi
yerlerine ekildi. Bir giinliik inkiibasyon sonrasi koloni sayim yontemi ile bakteriler

sayildi.

Ambroksol grubunda matiir biyofilm i¢inde 24. saatte 3. 4x10° kob/ml; 48. saatte 4.
7x10° kob/ml; 72. saatte 1.6x10° kob/ml ve 96. saatte 1.4x10% kob/ml diizeyinde
iireme tespit edildi. Kolistin grubunda matiir biyofilm iginde 24. saatte 3.5x10°
kob/ml; 48. saatte 2.3x10° kob/ml; 72. saatte 2.6x10° kob/ml ve 96. saatte 2.9x10°
kob/ml diizeyinde iireme mevcuttu. Ambroksol+kolistin grubunda matiir biyofilm
icinde 24. saatten itibaren biyofilm igerisindeki bakteri sayisi 10® kob/mI’nin altinda
izlendi. Kontrol grubunda matiir biyofilm iginde 24. saatte 2.7x10" kob/ml; 48. saatte
2x10" kob/ml; 72. saatte 1.3x10’ kob/ml ve 96. saatte 1x10’ kob/ml diizeyinde iireme
tespit edildi. Elde edilen sonuglarda kolistinin tek basmna biyofilm {izerine

etkinliginin kontrolden fazla oldugu ancak ambroksolden daha az oldugu gozlendi.
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Ambroksol ve kolistinin birlikte kullanilmasi halinde ise biyofilm etkinliginin
maksimuma ulastigr gdosterildi. Bu etkinin ambroksoliin biyofilm yapisin1 ve
maturasyonunu bozarak kolistinin biyofilm igerisine gecisini ve antibakteriyel

etkinlik i¢in uygun mikrogevre olusumuna bagl oldugu diisiiniildii.

Calismanin  sonucunda kronik enfeksiyonlarin Onlenmesinde ve tedavisinde
antibiyofilm strajilerin gelistirilmesi gerektigi, ozellikle coklu ilaca direngli P.
aeruginosa enfeksiyonlarinda kolistin tedavisine ek olarak antibiyofilm etkinligi olan

bir ajanin kullanilmasinin uygun olacag: kanisina varildi.
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ViIl. SUMMARY

This study has evaluated the impact of colistin and ambroxol on P. aeruginosa
biofilm, formed on ETT under in vitro conditions.

Twenty-seven P. aerugniosa which has been insulated and identified in Clinical
Microbiology and Infectious Diseases Laboratory through samples of sputum and
DTA belonging to the inpatients in Ankara University Medical Faculty Ibn-i Sina
Hospital ICU (intensive care unit), has been taken as the scope of this research.
Biofilm formation has been determined with Congo Red Agar medium. It has been
determined that 15 P. aerugniosa strains could produce biofilm in consequence of
colony morphology and phenotypic evaluation in the Congo Red Agar medium.
Bacteria suspensions obtained by using the strains producing biofilm have been
prepared. Four separate Brain Heart Infusion liquid for each strain with ETT cut into
1 cm pieces in the sterilized conditions have been inoculated to the mediums.
Colistin, ambroxol, colistin + ambroxol separately have been added to the 4 mediums
prepared for each strain after diurnal incubation. One medium has been used for
control purposed. Bacteria and ETT with addition agents have been put for the
incubation again. ETT pieces taken from every medium at 24., 48., 72. and 96. hours.
They have been made vortex in the liquid of 0, 5 %Tween80 after being washed with
sterilized distilled water and suspension consisted has been inoculated to the blood
agar medium by diluting. Bacteria has been counted by colony counting method after

diurnal incubation.

The reproduction into the maturebiofilm in the group of ambroxol has been
determined at a level of 3.4x10° cfu/ml at 24. hour; 4.7x10% cfu/ml at 48. hour;
1.6x10% cfu/ml at 72. hour; 1. 4x10? cfu/ml at 96. hour. There have also been
reproduction into the mature biofilm in the group of Colistin at a level of 3.5x10°
cfu/ml at 24. hour; 2.3x10° cfu/ml at 48. hour; 2.6x10° cfu/ml at 72. hour; 2.9x10°
cfu/ml at 96 hour. Number of bacteria within the mature biofilm in the group of

Ambroxol+Colistin has been monitored beneath 10° cfu/ml in the biofilm at 24. hour.
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The reproduction into the mature biofilm within control group has been determined
at a level of 2.7x10 cfu/ml at 24. hour; 2x10" cfu/ml at 48. hour; 1.3x10 cfu/ml at
72. hour: 1x10’ cfu/ml at 96. hour.

It has been observed that the single efficiency of colistin on biofilm has been more
than control, but less than ambroxol. The study has shown that when the amboxol
and colistin have been used together, the efficiency of biofilm has reached
maximum. It has been thought that this increasing efficiency firstly has depended on
to the better transition of colistin into the biofilm and secondly to the suitable micro
environmental formation for antibacterial efficiency therefor getting damaged

biofilm structure and maturation by ambroxol.

The outcomes of the research shows that the antibiofilm strategies should be
developed for prevention and treatment of chronic infections and an agent having
antibiofilm efficiency should be added to colistin treatment especially in multiple

drug resistance. P. aeruginosa infections.
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