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oz

Bu ¢alisma mezbahalardaki sigir karkaslarindan izole edilen ve fenotipik olarak karbapenem direnci gosteren
P. aernginosa suglarinin biyofilm olusturma kapasitelerini kalitatif ve kantitatif yontemlerle arastirmak,
karbapenem direncinden sorumlu major karbapenemaz ve ayrica quorum sensing (lasl, /asR, rbil ve rbiK)
genlerinin varlidt belirlemek amactyla gergeklestirilmistir. Calismada her biri farklt bir sigir karkas ytizeyinden
izole edilen ve molekiler yontemlerle dogrulanmis 13 P. aeruginosa susu materyal olarak kullandmustir.
Galismada tim P. aeruginosa suglarmnin test edilen karbapenemlerden en az birine karst direngli oldugu
belitlenmistir. Karbapenemaz genleri (blaxec, blaoxaas, blaxom, blaviv ve blanp) hicbir izolatta tespit
edilememigtir. Karbapenem direnci gbsteren tiim izolatlarin kantitatif olarak giicli biyofilm treticisi oldugu
saptanmistir. PCR analizleri dogrultusunda analiz edilen 13 izolattan 12’sinin (%92.3) Jasl, lasK, rbil ve rh/IR
genlerinin timini icerdigi tespit edilmistir. Bir izolatin (%7.69) sadece /sR ve #h/R genlerini icerdigi
belirlenmistir. Yapilan bu ¢alisma ile hayvansal otjinli P. aeruginosa suslarinda karbapenem direncinin ve
biyofilm Uretiminin birbitleriyle iliski igerisinde oldugu belirlenmistir. Halk sagliginin korunmasi acisindan
¢ig etlerden kaynaklanabilecek kontaminasyona karst dikkatli olunmast tavsiye edilmektedir.

Anahtar kelimeler: Psexdononas aernginosa, quorum sensing, biyofilm, karbapenem, karkas, mezbaha
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P. aeruginosa suslarinda karbapenem direnci ve biyofilm tretimi

ASSESSMENT OF BIOFILM FORMATION, QUORUM SENSING AND MAJOR
CARBAPENEMASE GENES OF PSEUDOMONAS AERUGINOSA STRAINS
ISOLATED FROM CATTLE CARCASSES

ABSTRACT

This study was carried out to investigate the biofilm formation capacity of carbapenem resistant P.
aernginosa strains isolated from cattle carcasses by using qualitative and quantitative methods, and also
to determine the presence of major carbapenemase and quorum sensing genes. In the study, 13 P.
aernginosa strains, each isolated from a different cattle carcass surface and confirmed by molecular
methods, were used as materials. Determination of carbapenem resistance was carried out by disk
diffusion method. The presence of blaxvc, blaoxa-s, blaxpm, blaviv, and blanpe genes was investigated
by PCR. Biofilm production was determined by qualitative and quantitative methods. In order to
detect quorum sensing systems, the presence of /asl, /asR, rb/l, and rh/R genes was investigated by
PCR. In the study, all P. aeruginosa strains were found to be resistant to at least one of the carbapenems
tested. Carbapenemase genes could not be detected in any isolate. All isolates showing carbapenem
resistance were found to be quantitatively strong biofilm producers. According to PCR analyses, 12
of the 13 isolates analyzed (92.3%) were found to contain all /asl, /asR, rb/ll and rh/R genes. It was
determined that one isolate (7.69%) contained only /asR and 7h/R genes. With this study, it was
determined that carbapenem resistance and biofilm production in P. aeruginosa strains of animal origin
are related.
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GIRIS

Insanoglunun varolusundan bu yana beslenmede
kritik 6neme sahip olan kirmuzi et, ylksek kaliteli
protein  kaynagi olmasinin  yaninda icerdigi
esansiyel aminoasit, yag asitleri, vitamin ve
mineraller dolayisiyla beslenmede 6nemli  rol
oynamaktadir (Wyness, 2016). Diinya capinda
kirmizi ete karst artan talep ile beraber, Amerika
Birlesik Devletleri’'nde 2023 yilinda kisi bagt
kirmuzi et titketimi 25,5 kg olarak bildirilmigtir
(USDA, 2023). Ulkemiz verilerine gore 2022
yilinda kisi bagt kirmuz et tiketimi 18,44 kg iken,
2023 yili icin bu miktarin 19,64 kg olacagt
ongorilmektedir (TEPGE, 2023). Kirmizi etin

dengeli diyetin bir parcast olarak yeterli
miktarlarda  tiiketilmesi  esansiyel ~ besin
maddelerinin =~ viicuda alinmasina  katki

saglamaktadir (McAfee vd., 2010). Beslenme
acisindan Ustiin 6zelliklerinin yant sira kirmuzi et,
aynt zamanda gerek patojen gerekse bozulmaya
neden mikroorganizmalarin gelisimi i¢in oldukca
elverisli bir ortam olarak 6n plana ¢tkmaktadir.

Sigir karkaslart mikrobiyotasinda bulunan baglica
bakteri familyalar1 Pseuxdononaceae, Burkholderiaceae,
Moraxellaceae, Carnobacteriaceae, Enterobacteriaceae,
Streptococcaceae ve Listeriaceae olarak bildirilmektedir
(Botta vd., 2023). Bununla beraber karkasta

bozulmaya sebep olan baslica bakterilerin ise
Enterobacteriaceae familyasi, laktik asit bakteriler,
Brochothrixc  thermosphacta  ~e  Psendomonas  spp.
oldugu ortaya konmustur. Bu bakteriler arasinda
ozellikle Pseudomonaslar oksijene olan affiniteleri,
hizli  ¢ogalabilmeleri ve disik sicakliklarda
treyebilmelerinden dolayt aerobik kosullarda
depolanan  etlerin  bozulmasindan ~ sorumlu
tutulmaktadir (McSharry vd., 2021). Pseudomonas
cinsi icerisindeki bakteriler, gidalarda bozulmaya
sebep  olmalarinin  yaninda  nozokomiyal
pndémoni, idrar yolu enfeksiyonlari, cerrahi alan
enfeksiyonlart ve kistik fibrozis gibi vakalarda
firsatct patojenler olarak gorillmektedir (Reynolds
ve Kollef, 2021). Pseudomonas aeruginosa, bu cins
icerisinde yer alan ¢esitli virtilans faktotlere sahip,
biyofilm olusturabilen ve ¢oklu antibiyotik direnci
gosteren en Onemli tir olarak 6n plana
ctkmaktadir (Li vd., 2023). Hastalik Kontrol ve
Korunma Merkezleri'nin (CDC) 2022  yilt
raporuna gore en 6nemli antimikrobiyal direncine
sahip mikroorganizmalardan biri olarak kabul
edilen P. aeruginosa tarafindan  olusturulan
enfeksiyonlar, 2020 yilinda bir 6nceki yila gore
%32 artis gostermistir (CDC, 2022).

faktorlerinin
olusumunda

virulans

biyofilm

P. aernginosa,

ekspresyonunda  ve
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Quorum Sensing (QS) sistemini kullanan en
yaygin bakterilerden biridir. ‘Cogunluk algilama’
olarak da adlandirlan  ‘Quorum  Sensing’,
otoindiiktérler olarak bilinen hiicre dist sinyal
molekillerinin ~ Uretimini, tespitini ve bu
molekiillere karst olusturulan yanitt iceren bir
bakteriyel hiicre-hiicre iletisim sistemidir (Miller
ve Bassler, 2001). Bakteri popiilasyonundaki
yogunluk  artttkca  otoindiktorler  ¢evrede
biritkmekte ve bakteriler kolonizasyonlarint
kontrol etmek ve toplu olarak gen ifadelerini
degistirmek  icin  bu  iletisim  yolundan
yararlanmaktadir (Ng ve Bassler, 2009). QS ve
biyofilm olusumu arasindaki baglantiyr incelemek
icin P. aernginosa model bir mikroorganizma olarak
kabul edilmektedir. Guniimuizde P. aeruginosa’da
Jas, hl, PQS ve 1QS olmak tzere dort farklt QS
sistemi bildirilmistir (Lee ve Zhang, 2015).
Biyofilm formasyonuyla ile beraber aralarinda
elastaz, proteazlar, piyosiyanin, lektin, ekzotoksin
A ve rhamnolipidlerin de bulundugu pek ¢ok
virilans faktérin QS sistemi ile iliskili oldugu
ortaya konmustur (Rutherford ve Bassler, 2012).
Literattirde klinik P. aeruginosa suslarinda gérilen
karbapenem direnci ve biyofilm olusturma 6zelligi
arasindaki iligkiyi inceleyen cesitli arastirmalara
(Gongalves vd., 2017; Viducic vd., 2017; El-
Mahdy ve El-Kannishy, 2019; El Askary, 2020)
rastlanilmasina  ragmen, hayvansal kokenli P.
aeruginosa  suglarinin - karbapenem direnci  ve
biyofilm olusturma yetenegi ile bilgilerin sinirlt
oldugu gbrilmiistir.

Bu bilgilerin 1s1ginda, bu ¢alismada Samsun
ilindeki mezbahalardaki sigir karkaslarindan izole
edilen ve fenotipik olarak karbapenem direnci
gosteren P.  aeruginosa  suslarinin  biyofilm
olusturma kapasiteleri kalitatif ve kantitatif
yontemlerle, karbapenem direncinden sorumlu
major karbapenemaz (b/ﬂKpc, b/ﬂox,\,zxg, b/ﬂNDM,
blayiv ve blavp) ve ayrica quorum sensing (Jas ve
rhl)  genlerinin  varlig molekiller yontemlerle
arastirilmistir.

MATERYAL VE YONTEM

CGalismanin ilk etabinda her biri farklt bir sigir
karkas ylzeyinden (tim numuneler kesim islemini
takiben derinin yizilmesi asamasinin hemen
ardindan toplanmistir) izole edilmis, biyokimyasal

ve molekiiler yontemlerle (gpr] geninin PCR ile
tespiti ile) (De Vos vd., 1997) dogrulanmis 70
Psenodomonas  spp.  susunun  tir  bazinda
identifikasyonu  gerceklestirildi.  P.  aeruginosa
identifikasyonu De Vos vd. (1997) tarafindan
bildirilen yonteme gore yapidi. Bu amagcla gprl.
geninin  tespitine yonelik PCR  calismalarn
gerceklestirildi. PCR  ¢alismalarinda  kullanilan
primerler Cizelge 1’de gosterildi. PCR ¢alismalart
dogrultusunda her biri farkli bir sigir karkas
yizeyinden izole edilen 70 Pseuodomonas spp.
susunun 13’0 P. aeruginosa olarak belitlenerek
calismada materyal olarak kullanilds.

Karbapenem direncinin belirlenmesi

Fenotipik karbapenem direncinin belirlenmesi
amactyla disk difiizyén  yontemi  kullanidi.
Izolatlarin meropenem (10 pg, CT0774B, Oxoid),
imipenem (10 pg, CT0455B, Oxoid), ve
doripeneme (10 pg, CT1880B, Oxoid) kars1 olan
duyarliiklarr ~ EUCAST  (2024)  talimatlart
dogrultusunda Mueller-Hinton Agar (CM0337B,
Oxoid) kullaniarak tespit edildi. Antibiyotik
disklerinin etrafinda olusan zon ¢aplari Sl¢tldi ve
elde edilen sonuglar EUCAST  (2024)
doékiimanina gore yorumlandi ve izolatlarin direng
(R) ve duyarhilik (S) durumlari belitlendi.

Major karbapenemaz genlerinin PCR ile
belirlenmesi

Literatiirde biiylik besli olarak adlandirilan ve
karbapenem direncinden sorumlu tutulan KPC,
OXA-48, NDM, VIM ve IMP
karbapenemazlarinin belirlenmesi amactyla blaxec,
blaoxa-as, blaxpy, blavia ve  blanp  genlerinin
tespitine yonelik PCR ¢alismalart her bir gen i¢in
tekli olarak gergeklestirildi. PCR ¢alismalarinda
kullanilan primerler Cizelge 1’de gdsterildi. Her
bir gen icin ayrt olarak hazirlanan toplam 25 uL
hacimdeki PCR miks icerigi belirtildigi sekilde
hazirlandr: 12,5 pL. PCR Master Mix (2X)
(Thermo Scientific, K0171), 0,4 mM her bir
primer ve 1 uL kahp DNA. Amplifikasyon
kosullart 95 °C’de 5 dakika ilk denatiirasyon; 35
siklus boyunca 95 °C’de 30 saniye denatiirasyon,
55 °C’de 30 saniye primer baglanmast (blaxpc icin
58 °C, blaviv icin 52 °C ve blanp icin 49 °C), 72
°C’de 30 saniye primer uzamast ve son olarak 72
°C’de 8 dakika son uzama olarak uygulandu.
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Gizelge 1. PCR c¢alismalarinda kullanilan primer dizileri
Table 1. Primer sequences nsed in PCR assays

22:;? / Sekans (5” - 3°) / Sequence (57 - 3) Gen / Gene gi:;;é Kaynak / Reference
optl-F ATGAACAACGTTCTGAAATTCTCTGCT oprl 249bp (De Vos vd., 1997)
optl-R CTTGCGGCTGGCTTTITTCCAG

optL-F ATGGAAATGCTGAAATTCGGC oprL 504 bp (De Vos vd., 1997)
optL-R CTTCTTCAGCTCGACGCGACG

lasI-F GTGTTCAAGGAGCGCAAAGG lasl 238bp (Hemati vd., 2014)
lasI-R AACGGCTGAGTTCCCAGATG

lasR-F TCGAACATCCGGTCAGCAAA lasR 128 bp  (Hemad vd., 2014)
lasR-R GTTCACATTGGCTTCCGAGC

rhil-F CCGTTGCGAACGAAATAGCG rhil 308 bp (Hemati vd., 2014)
rhil-R CAGTTCGACCATCCGCAAAC

rhIR-F TCGCTCCAGACCACCATTTC rhIR 284bp (Hemati vd., 2014)
rhIR-R GACGGAGGCTTTTTGCTGTG

KPC-F ATGTCACTGTATCGCCGTC blaxpc 902 bp (Endimiani vd., 2008)
KPC-R TTACTGCCCGTTGACGCC

OXA-48-F TTGGTGGCATCGATTATCGG blaoxa-ss 743 bp  (Poirel vd., 2012)
OXA-48-R  GAGCACTTCTTTTGTGATGGC

NDM-F GGTTTGGCGATCTGGTTTTC blanpm 621 bp (Poitel vd., 2011)
NDM-R CGGAATGGCTCATCACGATC

VIM-F AGTGGTGAGTATCCGACAG blavim 261 bp  (Grobaer vd., 2009)
VIM-R ATGAAAGTGCGTGGAGAC

IMP-F GTTTATGTTCATACWTCG blayp 432bp  (Hujer vd., 20006)
IMP-R GGTTTAAYAAAACAACCAC

Biyofilm olugturma yeteneginin belirlenmesi
Karbapenem direnci gdsteren izolatlarin biyofilm
olusturma yeteneklerinin tespiti amactyla Kongo
kirmizist agar (KKA) yontemi, modifiye tip
aderans yontemi (Christensen yontemi) ve
mikroplak yontemi olmak tizere ti¢ farkli metot
kullanildi.  Bu  sekilde izolatlarin  biyofilm
olusturma yetenckleri hem kalitatif hem de
kantitatif olarak tespit edildi. KKA ydnteminde
Kongo kirmizist agara pasajlanan izolatlar 37

°C’de 24 saat inkiibe edildi. Siyah koloni olusumu
biyofilm pozitif, kirmizi-pembe  kolonilerin
olusmast biyofilm negatif olarak degerlendirildi
(Freeman vd., 1989). Modifiye tip aderans
yonteminde izolatlar %3 glikoz iceren Tryptone
Soy Broth (TSB, NCM0019A, Neogen) icerisinde
37 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun
ardindan tiipler bogaltilarak fosfat tamponlu tuzlu
su ile yikandi ve %0.1’lik kristal viyole ile 30
dakika muamele edildi. Tiplerdeki aderasin

733



734

T. Uyanik, A. Boliikbas, A. Giiciikoglu, O. Cadirci, M.G. Sezener Kabay

derecesine gore biyofilm olusumu negatif (-), zayif
(+), otta (++) ve glcla (+++) olarak
degerlendirildi (Christensen vd., 1982). Kantitatif
olarak biyofilm olusumu belitlemek amaciyla 96
kuyucuklu polisteren plakalarda mikroplak
yontemi uygulandi  (Stepanovi¢ vd., 2007).
Negatif kontrol olarak sadece TSB iceren
kuyucuklar baz alindi. Cutoff OD degeri (ODc),

negatif kontrolin ortalama degeri olarak
belitlendi  (OD=ODc=  biyofilm  negatif
ODc<OD=2x0ODc= zayif biyofilm,

2X0ODc<OD=4XODc= orta diizey biyofilm,
OD>4xX0ODc= giiglii biyofilm {treticisi olarak

belirlendi).  Testler  iki  tekrathh  olarak
gerceklestirildi.
Quorum Sensing genlerinin PCR ile

belirlenmesi
Las ve rhl QS sistemlerinin arastirilmasi amactyla

uL hacimdeki PCR miks final konsantrasyonlar::
1X Taq buffer, 2 mM MgCl,, 0.2 mM dNTP miks,
0.2 uM her bir primer, 0.5 U Taq polimeraz ve 1
uL kalip DNA olarak hazirlandi. Amplifikasyon
kogullart 95 °C’de 5 dakika ilk denatiirasyon; 33
siklus boyunca 94 °C’de 1 dakika denatiirasyon,
61 °C’de 45 saniye primer baglanmasi, 72 °C’de 1
dakika primer uzamasi ve son olarak 72 °C’de 10
dakika son uzama olarak uyguland:.

SONUC VE TARTISMA

Calismada analiz edilen 13 P. aeruginosa susunun
timinin analiz edilen karbapenemlerden en az
birine karst direncli oldugu tespit edildi. En
yiksek direncin meropeneme (%100) karst oldugu
belirlenirken bunu imipenemin (%38.4) takip
ettigi goruldi. En dustk diren¢ doripeneme
(%23) karst belirlendi. Tki izolatin analiz edilen g
farklt karbapeneme karst direncli oldugu tespit

lasl, lasR, #hll ve rhiR genlerinin tespitine yonelik  edildi.  Tzolatlarm  karbapenemlere  karst
PCR caligmalari gergeklestirildi. Bu amagla duyarliiklarina  iliskin -~ veriler  Cizelge 2’de
kullanilan primer dizileri Cizelge 1°de gsterildi. gosterildi.
Her bir gen icin ayri olarak hazirlanan toplam 25
Cizelge 2. P. aeruginosa izolatlarinin fenotipik ve genotipik 6zellikleri
Table 2. Phenotypic and genotypic characteristics of P. aeruginosa isolates
Antibiyotik
direnci / Quorum sensing / Bivofil fil Karbapegemaz
Tir / Species Antibiotic Quorum sensing iyofilm / Bicfilm c genleri /
resistance arbapenemase
M I D el asR bl R _KKA MTA MY s

1 P. aeruginosa R R S + + + + + +++ 1,073 *

2 P. aeruginosa R R § + + + +++ 0,524 *

3 P. aernginosa R R R - + - + + +++ 1,092 *

4 P. aeruginosa R R S + + + + + +++ 1,002 *

5 P. aernginosa R R R + + + + + +++ 0,838 *

6 P. aeruginosa RS § + + + + + +++ 1,081 *

7 P. aeruginosa RS R+ + + + + +++ 0,802 *

8 P. aeruginosa RS § + + + + + +++ 1,069 *

9 P. aernginosa R § § + + + + + +++ 1,077 *

10 P. aernginosa R § § + + + + + +++ 1,045 *

11 P. aernginosa R § § + + + + + +++ 0,834 *

12 P. aernginosa R § § + + + + + +++ 1,071 *

13 P. aernginosa R § § + + + + + +++ 0,930 *

M: Meropenem, I: Imipenem, D: Doripenem, KIKA: Kongo kirmizist agar, MTA: Modifiye tiip aderans, MY:
Mikroplak yontemi (ODsoo degerleri), Negatif kontrol ODc= 0.08, R: Direngli, S: Duyarli, +: porzitif, -: negatif,
+++: Modifiye tiip aderans yontemine gore gliclii biyofilm treticisi, *: major karbapenemaz genleri hicbir izolatta

tespit edilemedi

M: Meropenem, I: Imipenem, D: Doripenem, KKA: Congo red agar, MTA: Modified tube adberence, MY: Microplate method
(OD500 values), Negative control ODe= 0.08, R: Resistant, 8: Susceptible, +: positive , -: negative, +-+: strong biofilm producer
according to the modified tube adherence method, *: major carbapenemase genes conld not be detected in any isolates
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En az bir karbapeneme karst direngli oldugu tespit
edilen 13 P. aeruginosa izolatt major karbapenemaz
genlerinin tespiti amaciyla blaxrc, blaoxa-as, blaxo,
blaviv ve blapp genlerinin tespitine yonelik PCR
calismalarina tabi tutuldu. Yapilan analizler
dogrultusunda izolatlarin  hicbirinde  blaxec,
b/ﬂOXA.48, b/ﬂNDM, b/ﬂV]M ya da b/d]Mp genleri tespit
edilemedi.

Calismada 13 P. aeruginosa susu kalitatif biyofilm
dretimi  acisindan  iki  farklh  yOntemle
degerlendirildi. Analiz sonuclarina gbre tim
izolatlarin hem Kongo red agarda hem de
modifiye tiip aderans yontemiyle biyofilm iireticisi
oldugu tespit edildi. Kalitatif olarak biyofilm
Ureticisi olan tim suslar kantitatif olarak analiz

edildi. Mikroplak yontemine gore kalitatif olarak
biyofilm irettigi tespit edilen izolatlarin ODsgo
degerleri hesapland: ve bu suslar giiclii biyofilm
tretici olarak tespit edilerek biyofilm dretimi
kantitatif olarak dogrulandt. Izolatlarin kantitatif
ve kalitatif biyofilm dretimine iliskin veriler
Cizelge 2’de gosterildi.

Calismada  kalitatif ve/veya kantitatif olarak
biyofilm iirettigi tespit edilen tiim izolatlarda Jasl,
lasR, rhll ve rhIR genlerinin varligr arastirilds. PCR
analizleri dogrultusunda analiz edilen 13 izolattan
12’sinin (%92.3) Jasl, lasR, rbll ve rhIR genlerinin
timind icerdigi tespit edildi (Sekil 1). Bir izolatin
(%7.69) sadece /asR ve rh/R genlerini igerdigi
belirlendi (Cizelge 2).

Sekil 1. Jasl, lasK, bl ve rhIR genlerinin UV-transilliiminatdr altindaki gérinttistt M: 50 bp DNA ladder,
Lane 1: /asR (128 bp) pozitif kontrol, Lane 2: /asI (238 bp) pozitif kontrol, Lane 3: 74/R (284 bp) pozitif
kontrol, Lane 4: 75/ (308 bp) pozitif kontrol, Lane 5-8: Calismada /asR, Jasl, rh/R ve rhil pozitif olarak
tespit edilen bir izolata ait bantlar
Figure 1. Image of lasl, lasR, rhil and rhIR genes under UV -transilluminator M: 50 bp DNA ladder, Lane 1: lasR
(128 bp) positive control, Lane 2: lasl (238 bp) positive control, Lane 3: rbIR (284 bp) positive control, Lane 4: rhil
(308 bp) positive control, Lane 5-8: Bands belonging to a lasR, lasl, rhIR and rbil positive isolate

P. aernginosa las ve rhl olmak tizere iki temel QS
sistemini icermektedir. Her sistem otoindiktor
sentaz JasI [N-(3-oksododekanoyl)-L-homoserin
lakton] ve 75/ (N-butiril-L-homoserin lakton) ve
aynt kokenli transkripsiyonel diizenleyiciler (lasK
ve rh/R) olmak tizere iki bilesenden olusmaktadir
(Lee ve Zhang, 2015). P. aeruginosa suslarinda
farklilasmis  ve gl¢li  biyofilm  yapistnin
olusmasinda las ve rhl QS sistemlerinin etkili
oldugu bildirilmistir (De Kievit, 2009). Bu

calismada Jasl, lasK, rbll ve rhIR genlerini iceren
tim suslarin (%92.3) giicli biyofilm Ureticisi
oldugu saptanmistir. Yalnizca analiz edilen bir
izolatin /asR/7hIR  genletini igeritken /JasI/rhil
genlerini icermedigi belitlenmis ve bu izolatin
gicli biyofilm ireticisi oldugu tespit edilmistir
(Cizelge 2). Yapilan literatiir taramalarinda calisma
bulgularina benzer sekilde P. aernginosa suslarinda
lasl, lasR, rhil ve rb/IR genlerinin birlikte bulunma
oranlart Perez vd. (2013) tarafindan yapilan
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calismada %90.1, Faisal vd. (2020) tarafindan
yapilan ¢alismada %85, Uzunbayir Akel vd. (2019)
tarafindan yapilan ¢alismada %68.4, Karatuna ve
Yagci (2010) tarafindan yapilan ¢alismada %062.5
olarak bildirilmistir.

Calismada tim P. aeruginosa suglarinin analiz edilen
karbapenemlerden en az birine karst direngli
oldugu tespit edilmistir. Buna karsin suslarin
hicbirinde major karbapenemaz genleri tespit
edilememistir. Karbapenem diren¢ mekanizmalart
arasinda major karbapenemazlarin iretimi, bu
enzimlerin  Uretiminden  sorumlu  genlerin
plazmitler ve integronlar gibi mobil genetik
elemanlar vasitasiyla tasinmasindan ve bakteri
tirleri arasinda aktarilmasindan dolayt belirgin bir
6neme sahiptir (Halat ve Moubareck, 2020).
Ancak  P. aernginosa  suslarinda  gbzlenen
karbapenem direnci daha yaygin olarak intrinsik
faktorlere baghdir. Bu faktorlerin MexAB-OprM,
MexCD-Opz], MexEF-OprtN  gibi  efluks
pompalarinin asir1 ekspresyonu, OprD porininin
kayb1 ya da ekspresyonunda azalma, veya artmis
kromozomal sefalosporinaz aktivitesi oldugu
bildirilmistir (Meletis vd., 2012). Bununla beraber
GES (Guiana extented spectrum), GIM (German
imipenemase), SIM (Seoul imipenemase) ve SPM
(Sao Paulo metallo-B-lactamase) enzimleri de P.
aeruginosa suslarinda  karbapenemleri hidrolize
edici aktivite géstermektedir (Cayci vd., 2022). Bu
nedenle bu calismada KPC, OXA-48, NDM, IMP
ve VIM enzimlerinden bagimsiz olarak gézlenen
karbapenem direncinin yukarida bahsedilen
faktorlere bagh oldugu distinilmektedir.

Biyofilmler gida tdretim tesislerinde bir veya
birden fazla tir mikroorganizma tarafindan
olusturulan karmasik mikrobiyal ekosistemlerdir.
Gida isletmeletinde olugan biyofilmler; artan
temizlik maliyetleri, artan enerji tiketimi, yiizey
korozyon hizint artirmasi, gidalarin raf omriini
azaltmast gibi ekonomik etkilerin yani sira, gida
kaynakli enfeksiyonlarin ortaya c¢ikmasinda rol
oynamaktadir (Gurlik vd., 2022). Konu ile ilgili
tlkemizde  yapilan  caligmalarda  mezbaha
ortamlarindan izole edilen Listeria spp., E. coli,
Salmonella  spp. ve E. faecalis gibi patojen
bakterilerin  ¢esitli  dizeylerde  (%53-%87.5)
biyofilm treticisi oldugu tespit edilmistir (Gtindog

vd., 2023; Gung6r vd., 2023). Bunun yani sira
Akyol vd. (2023) tarafindan yapilan c¢alismada
kasap ve sarkiiteri ortamlarindan izole edilen S.
anrens suslarinin  tamaminin  biyofilm Uretme
yeteneginde oldugu belitlenmistir. Buna karsin
yapilan  literatlir  taramalarinda  mezbaha
ortamlarinda P. aeruginosa’nin biyofilm dretimine
ilisgkin verilerin sl oldugu gérilmiistiir. Bu
calismada mezbahalardaki sig1r karkas
yuzeylerinden izole edilen P. aeruginosa suslarinin
tamaminn (%100) mikroplak yontemiyle glgclii
biyofilm Ureticisi oldugu ortaya konmustur.
Psendomonas spp. suslarinda biyofilm Gretiminin
diger gida kaynakli patojenlere gbre daha yaygin
olmasinin bu sonucun ortaya c¢itkmasinda etkili
oldugu diistintilmektedir.

Analiz sonuglarina gére bu ¢alismada karbapenem
direnci gbsteren tim P. aeruginosa izolatlarinin aynt
zamanda giicli biyofilm dreticisi oldugu tespit
edilmistit.  Pseudomonas  suslari  tarafindan
olusturulan biyofilmlerin, antibakteriyel
duyarliligin azalmasina yol agarak enfeksiyonlarin
tedavisinde daha yiksek konsantrasyonda
antibiyotik kullanilmasina yol actig
bildirilmektedir (Karami wvd., 2020). Yapilan
literatir taramalarinda enfeksiyonlardan izole
edilen karbapenemlere direncli P. aeruginosa
izolatlarinin biyofilm tretmeye daha yatkin oldugu
ve bu izolatlarda giglii biyofilm formasyonunun
daha yaygin oldugu gézlemlenmistir (Ochoa vd.,
2013; Gongalves vd., 2017; Cho vd., 2018; Heidari
vd., 2022). Guntimiizde, P. aeruginosa izolatlarinda
gozlenen karbapenem direnci ve biyofilm
olusumu iliskisi mekanizmalari tam olarak acikliga
kavusturulamasa da, direng ve biyofilm olusumu

arasinda pozitif korelasyon oldugu
bildirilmektedir (Wang vd., 2023). Biyofilm
olusturma kapasitesi, virtilans faktori

ekspresyonu ve ¢oklu antibiyotik direnci fenotipi
birbirleriyle baglantlli unsurlar olarak kabul
edilmektedir (Choy vd., 2008; Abidi vd., 2013).
Literatiirdeki  bilgilere  paralel olarak, bu
calismadan elde edilen veriler dogrultusunda
hayvansal gidalardan izole edilen P. aeruginosa
suslarinda da karbapenem direnci ve biyofilm
olusturma yeteneginin birbiriyle baglantili oldugu
gozlemlenmistir.
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Yapilan bu c¢alismada sigir karkaslarinin P
aeruginosa  ile  kontaminasyonunun mezbaha
ortaminda kesimi takiben derinin yiiziilmesi
asamasindan  itibaren  gerceklestigi  ortaya
konmustur. Hayvansal orjinli  P.  aeruginosa
suslarinda karbapenem direncinin ve biyofilm
uretiminin birbirleriyle iliski icerisinde oldugu
belirlenmistir. 1zole edilen P. aeruginosa suslarinin
hem karbapenemlere karst direngli olmast hem de
biyofilm iiretmesi halk saghg: agisindan potansiyel
bir tehlike olarak degerlendirilmistir. Biyofilm
tretiminde las ve rhl QS sistemlerinin etkili
oldugu belitlenirken, karbapenem direncinin
major karbapenemazlardan bagimsiz  olarak
olustugu gozlemlenmistir. Ileride yapilacak olan
calismalarla izole edilen P. aeruginosa suslarinin
karbapenem diren¢ mekanizmalarinin ortaya
konmasi planlanmaktadir.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu arastirma makalesinde herhangi bir
kisi ve/veya kurum ile cikar catismast olmadigini
beyan etmektedir.

YAZAR KATKILARI

Tolga UYANIK c¢alisma dizayni, laboratuvar
analizleri, bulgularin degerlendirilmesi ve makale
yazimi;  Aysegil BOLUKBAS laboratuvar
analizleri;  Ali  GUCUKOGLU  bulgularin
degerlendirilmesi ve siireg yonetimi; Ozgiir
CADIRCI metodoloji ve makalenin yazimi,
Merve Gizem SEZENER KABAY laboratuvar
analizleri konularinda katkit saglamustir.
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