T.C.
MARMARA UNIVERSITESI
: . . TIP FAKULTESI . o
MIKROBIYOLOJi VE KLINiK MiKROBIYOLOJi ANABILIM DALI

SOLUNUM SISTEMI ENFEKSIYONLARINDAN iZOLE
EDILEN PSEUDOMONAS AERUGINOSA SUSLARININ
VIRULANS FAKTORLERININ FENOTIPIK VE GENOTIPIK
YONTEMLERLE BELIRLENMESI

DR. ONUR KARATUNA
UZMANLIK TEZI

ISTANBUL 2008



T.C.
MARMARA UNIVERSITESI
: . . TIP FAKULTESI . o
MIKROBIYOLOJi VE KLINiK MiKROBIYOLOJi ANABILIM DALI

SOLUNUM SISTEMI ENFEKSIYONLARINDAN iZOLE
EDILEN PSEUDOMONAS AERUGINOSA SUSLARININ
VIRULANS FAKTORLERININ FENOTIPIK VE GENOTIPIK
YONTEMLERLE BELIRLENMESI

DR. ONUR KARATUNA
UZMANLIK TEZI

Danisman: PROF. DR. AYSEGUL YAGCI

ISTANBUL 2008



ICINDEKILER:

Sayfa
ONSOZ... . e [
OZET .. o, i
INGILIZCE OZET (ADSLract)...........cc.ccuvoueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e iv
1. GIRIS. ... 1
2. GENELBILGILER.............oiiiiiii e 4
2.1. P. aeruginosa’nin Mikrobiyolojik Ozellikleri.................................. 4
2.2. P. aeruginosa’nin Epidemiyolojik Ozellikleri................................. 5
2.3. P. aeruginosa Enfeksiyonlarinin Patogenezi...................c.c.ooieits 7
2.3.1. Konaga Ait Faktorler......... ..o 8
2.3.2. P. aeruginosa’nin Virtlans Faktorleri..................c.oooini 9
2.3.2.1. Bakteri Hiicre Yiizeyi ile iligkili Virllans Faktérleri......... 9
2.3.2.2. Hucre Digina Salgilanan Virtlans Faktorleri................. 12
2.4. Quorum Sensing ve P. aeruginosa Patogenezindeki Onemi............. 16
2.5. Quorum Sensing ve Biyofilm iligkisi................cccccoooiieiiiiiienei, 19
2.6. P. aeruginosa’ da Antibiyotik Direnci...............cooiiiiiiii 20
2.7. Solunum Yolu Enfeksiyonlarinda P. aeruginosa’'nin Yeri................. 21
3.GEREG VE YONTEMLER.............cooiiiiiiiiiiiie e, 23
3. GrEGI e e 23
3.1.1. Standart Kokenler....... ... 23
3.1.2.BeSiyerleri..... .o 23
3.1.3. Kimyasal maddeler..............oooiii 24
3.1.4. Antibiyotik diskleri.. ... 24
3.1.5. PCR Malzemeleri... ..o 25
3.1.6. Cihazlar ve laboratuvar malzemeleri...................cooiin 25
3.2, YONtEMIET. .. 27
3.2.1. Calisma KOKenleri.........ooiiiiii e 27
3.2.2. Elastaz Uretiminin Saptanmasl................ccccoeeieeiiieeenennnne. 28

3.2.3. Alkali Proteaz Uretiminin Saptanmasi................ccc.cccceevunn.... 29



3.2.4. Biyofilm Uretiminin Saptanmasi................c.ccceeeviieeeiieen 30

3.2.5. Piyosiyanin Uretiminin Saptanmasi....................c..c.ccooon..... 31

3.2.6. Antibiyotik Duyarlilik TeSti.........coviiiiiiii e 32

3.2.7. Quorum Sensing Genlerinin PCR ile Saptanmasi.................. 32
3.2.8. Kokenlerin ERIC (Enterobacterial Repetitive Consensus)-PCR

ile Genotiplendirilmesi............oooiiiiiii 33

3.3. Istatistiksel Degerlendirme.................c...oeeiiiiiieeeiiiiee e, 33

4. BULGULAR. ... e e 34

. TARTISMA . . 42

KAYNAKLAR. ..o e 52



ONSOz

Uzmanhk egitimim suresince yetismemde emegi gegen degerli
hocalarima, bu slreyi beraber gecirdigim calisma arkadaglarima, tezimin
planlama asamasindan basimina dek her turli destegi gosteren tez

danigmanim Prof. Dr. Aysegul Yagcr'ya tesekkuru bir borg bilirim.

Dr. Onur KARATUNA



OZET

Pseudomonas aeruginosa agir seyirli hastane enfeksiyonlari, bagigiklik
sistemi baskilanmig hastalarda hayati tehdit eden enfeksiyonlar, kistik fibroz
hastalarinda kronik enfeksiyonlar olusturan bir firsatgi patojendir. Bakteri
konaga kolonizasyon sonrasinda gesitli virilans faktorleriyle (elastaz, alkali
proteaz, piyosiyanin, fosfolipaz, ekzotoksin A, vb) doku hasari yapar, kan
dolasimina karigarak vucutta yayilabilir. Virtlans faktorlerinin Uretiminin
duzenlenmesi, bakterilere gevre kosullarina uyumda ve konagin savunma
mekanizmalarina kargi korunmada yardimci olur. Quorum Sensing (QS)
P. aeruginosa tarafindan  duretilen  birgok virllans  faktorandn
duzenlenmesinden sorumlu en Onemli duzenleyici sistemdir. QS bakteri
hdcre yogunlugunu izler ve belirli bir esik degere ulasildiginda, birgcogu

virulans faktoru genleri olan gok sayida genin ifadesini baglatir.

Calismamizda alt solunum yolu enfeksiyonu on tanisiyla génderilen
klinik drneklerden izole edilen toplam 100 P. aeruginosa kokeninde 4 farkli
virilans faktoru (elastaz, alkali proteaz, piyosiyanin ve biyofilm) mikroplakta
absorbans olgimune dayali yari nicel yontemlerle arastirilmigtir. Absorbans
seviyeleri dusuk seviyede saptanan kokenlerde (n: 16) bu virdlans
faktorlerinin Gretiminde duzenleyici rolu olan QS genleri PCR yontemiyle,
kokenler arasindaki klonal iligki ise ERIC-PCR yontemiyle aragtiriimistir.
Kokenlerin antibiyotik duyarlihdr disk difuzyon yontemiyle Dbelirlenmistir.
Virtlans faktora Uretimi ile antibiyotik duyarlihdi arasindaki iligki istatistiksel

olarak incelenmigtir.
Mikroplak yontemiyle kokenlerin %76’sinda elastaz, %73’Unde alkali

proteaz, %75’inde piyosiyanin, %86’sinda biyofilm Uretimi saptanmistir. PCR
yontemiyle QS genleri arasgtirilan 16 kdkenin yedisinde bir ya da daha fazla
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QS geni negatif bulunmustur. ERIC-PCR yontemiyle kokenler arasinda

herhangi bir klonal iliski gozlenmemistir.

Virtlans faktoru uUretimi ile antibiyotiklere duyarlilik arasindaki iligki
irdelendiginde; elastaz ureten kokenlerin piperasilin (p: 0,041) ve seftazidime
(p: 0,048), alkali proteaz Ureten kokenlerin tobramisin (p: 0,003), piperasilin
(p: 0,000), piperasilin/ftazobaktam (p: 0,001), sefepim (p: 0,002), imipenem
(p: 0,009) ve siproflokasine (p: 0,003), piyosiyanin ureten kokenlerin ise
amikasin (p: 0,011), tobramisin (p: 0,013), seftazidim (p: 0,023),
siprofloksasin (p: 0,001) ve ofloksasine (p: 0,000) bu faktorleri Uretmeyen

kokenlere gore daha duyarli olduklari saptanmigtir.

Sonuglarimiz P. aeruginosa’ya bagh solunum yolu enfeksiyonlarinda
ifadesi QS sistemi ile dizenlenen virtilans faktorlerinin rolinu bir kez daha
ortaya koymakla birlikte QS eksik kokenlerin de enfeksiyon etkeni
olabilecegini dusundurmektedir. Ancak, bu enfeksiyonlarda QS ile
dizenlenmeyen virulans faktorlerinin de rol almis olabilecegini ya da birden
fazla P. aeruginosa kokeninin de etken olabilecegi ihtimalini g6z ardi

etmemek gerekir.
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SUMMARY

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen causing life
threatening infections in immunocompromised patients, severe nosocomial
infections in hospital settings and chronic infections in cystic fibrosis patients.
Following the colonization of the host, by producing several virulence factors
(elastase, alkaline protease, pyocyanin, phospholipase, exotoxin A, etc.) the
bacterium causes tissue damage and enters the blood stream thus
disseminates in the host. Regulation of virulence factor synthesis helps the
bacteria to adapt to environmental conditions and to protect themselves
against host’'s defence mechanisms. Quorum Sensing (QS) is the most
important regulatory system responsible for the regulation of many virulence
factors produced by P. aeruginosa. QS monitors the bacterial cell density and
upon reaching a certain threshold it triggers the expression of many genes, of

which many are virulence factor genes.

In our study, P. aeruginosa isolates (n:100) isolated from clinical
samples of patients with a clinical diagnosis of lower respiratory tract
infection were investigated for production of four different virulence factors
(elastase, alkaline protease, pyocyanin, biofilm) by semi-quantitative
methods which rely on the measurement of absorbance in microtiter plates.
For the isolates with low absorbance values (n: 16), the QS genes
responsible for the synthesis of these virulence factors were studied with
PCR and clonal relationship between the isolates were investigated with
ERIC-PCR. The antimicrobial susceptibility of the isolates was determined by
disc diffusion method. The relationship between virulence factor synthesis
and antimicrobial susceptibility was examined statistically.

With microtiter plate method virulence factor production was detected
in 76% of isolates for elastase, 73% for alkaline protease, 75% for pyocyanin
and 86% for biofilm. Among the 16 strains which included in the PCR for the

investigation of QS genes, seven strains were negative for one or more QS
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genes. ERIC-PCR method revealed no clonal relationship between the

strains.

The correlation between the virulence factor production and
antimicrobial susceptibility has been examined and positive correlation has
been found between the elastase production and the susceptibility to
piperacillin (p: 0,041), and ceftazidime (p: 0,048), similarly between alkaline
protease production and tobramycin (p: 0,003), piperacillin (p: 0,000),
piperacillin/tazobactam (p: 0,001), cefepime (p: 0,002), imipenem (p: 0,009)
and ciprofloxacine (p: 0,001) susceptibility, pyocyanin production and
amikacin (p: 0,011), tobramycin (p: 0,013), ceftazidime (p: 0,023),
ciprofloxacine (p: 0,001) and ofloxacine (p: 0,000) susceptibility.

Our results show once again the importance of the QS regulated
virulence factors of P. aeruginosa in lower respiratory tract infections and
that QS-deficient strains might be capable of causing infections. However, it
should be noticed that lower respiratory tract infections could be related with
virulence factors not regulated by QS or multiple P. aeruginosa strains with
different virulence properties may take part in the infection process.



1. GIRIS

Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonadaceae ailesi icindeki en onemli
insan patojenidir. Aerob, nonfermentatif, gram negatif bir ¢omak olan
P. aeruginosa, ilk kez 1882°de Gessard tarafindan irinli materyalden izole
edilmigtir. Toprakta, suda ve organik yuzeylerde yaygin olarak bulunabilen
bakteri, firsat¢i tipte enfeksiyonlara yol agar (1). P. aeruginosa son yillarda
artan insidansi, urettigi virulans faktorlerinin gesitliligi ve surekli ylkselen
antibiyotik direng oranlariyla sik rastlanan, mortalite ve morbiditesi yuksek,
tedavisi gu¢ enfeksiyonlarin etkeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Saglikh bireylerde P. aeruginosa kolonizasyonu nadir olarak gorulur,
kolonizasyon gelistiginde ise siklikla cilt, barsaklar, Ust ve alt solunum yollari
kolonize olur . Hastanede yatan hastalarda kolonizasyon sikligi ¢ok daha
fazladir ve c¢ogunlukla bagisiklik sistemi zayiflamis hastalarda, konak
savunmasini bozan uygulamalarda (kateterizasyon, entubasyon gibi), genis
spektrumlu antibiyotiklerin uzun sureyle kullaniminda ve hastanede bir

enfeksiyon kaynaginin olmasi durumunda gergeklesir (2).

Hastanelerde salginlara yol agabilen P. aeruginosa, hastane kaynakl
enfeksiyonlarin onde gelen etkenlerindendir (3). Hastane igerisinde
enfeksiyonlarin olasi kaynaklari olarak mekanik solunum destekleme
cihazlari, endoskoplar, infuzyon ¢ozeltileri, damar igi kateterler, lavabolar,

musluk baslari ve hasta odasinda bulunabilen gicekler gosterilmigtir (1).

P. aeruginosa enfeksiyonlarinin patogenezinde konaga ve bakteriye
ait faktorler rol oynar. Enfeksiyonlarin ilk basamagi kolonizasyondur, konak
savunmasinin bozuldugu ve bagisik yanitin yetersiz kaldigi durumlarda

kolonizasyonun ardindan genellikle enfeksiyon gelisir.

Kolonizasyon; bakterinin piluslari ve bir mukoid ekzopolisakkarit olan
aljinat sayesinde konaga tutunmasiyla baglar. Alkali proteaz, hemolizinler,

elastaz gibi invazyondan sorumlu enzimler salgilayarak dokularda yayilan



bakteri, sitotoksini (eski adiyla I6kosidin) ile notrofil fonksiyonlarini inhibe
eder. Piyosiyanin silyali solunum yolu epiteli fonksiyonlarini bozarak ve toksik
serbest radikaller Ureterek doku hasarini arttiran bir  faktordur.
Lipopolisakkarit septik sok bulgularinda ana rol oynar. Ekzotoksin A difteri
toksinine benzer sekilde etki ederek protein sentezini inhibe eder. Ekzoenzim
S ras gen super ailesine ait proteinleri ribozilleyerek yerel konak savunma

mekanizmalarini bozar (4, 5).

Cesitli virtlans faktorleri Ureten P. aeruginosa bu faktorlerin sentezini
gram negatif ve gram pozitif bakterilerde gen duzenlenmesinden sorumlu
onemli bir mekanizma olan hucreler arasi haberlesme, yeterli ¢ogunluk
algilanmasi, ya da literatirde yerlesmis ismiyle Quorum Sensing (QS) ile
saglar. Bakteri hucresi bazal seviyede, yayilabilme Ozelligi tagiyan sinyal
molekulleri Uretir, ortamdaki bakteri yogunlugunun artmasiyla sinyal molekult
uretimi ve miktar1 da artar, sinyal molekulu yogunlugu belirli bir esik degere
ulastiginda kendi hedef proteinine baglanir ve c¢ogu virulans faktorlerinin
uretimiyle iligkili bir dizi genin ifade edilmesini tetikler. Gunumuzde
P. aeruginosa virulans faktorlerinin sentezinin diuzenlenmesinde roll
aydinlatilmis olan iki QS sistemi vardir. Agil homoserin lakton yapida sinyal
molekulleri kullanan bu sistemler /as ve rhl sistemleridir. QS sistemi
bilesenlerinden bir veya birkacinin eksikligi bakterinin virilansinda belirgin
azalmaya yol acgar (6).

Solunum vyollari P. aeruginosa tarafindan en sik enfekte edilen vicut
bolgesidir. Akciger enfeksiyonlari genellikle kronik akciger hastaligi bulunan
veya bagisiklik sistemi zayiflamig hastalarda gozlenir ve gogunlukla bazi risk
faktorleriyle iligkilidir (endotrakeal entibasyon, solunum yolu tedavileri,
uzamis hastanede kalig suresi, antibiyotik kullanimi ve notropeni gibi). Coklu
ilag direncinin tedavi segeneklerini kisittamasi ve yiksek mortalitesi (%70-80)

nedeniyle P. aeruginosa pnomonileri ciddi sorun olmaktadirlar.



Calismamizda Marmara Universitesi Hastanesi Merkez

Laboratuvari’'nda alt solunum yolu 6rneklerinden izole edilen P. aeruginosa

kokenlerinde:
1.

bazi virGlans faktorlerinin  (elastaz, alkali proteaz,
piyosiyanin, biyofilm) tretimini belirlemek

bu virGlans faktorlerini Uretmeyen ya da dusuk dizeyde
ureten kokenlerde, faktorlerin Uretiminde duzenleyici roll
olan /as ve rhl genlerini belirlemek ve kokenler arasinda
klonal iligkinin varligini arastirmak

kOkenlerin  antimikrobiyal  duyarlilik  paternlerini  ve
duyarhlikla virGlans faktor dretimi arasindaki iliski varligini

degerlendirmek hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. P. AERUGINOSA’NIN MIKROBIYOLOJIK OZELLIKLERI

Pseudomonadlar; Pseudomonas cinsini de kapsayan, duz veya hafif kivrimli
gram negatif gomak morfolojisinde, zorunlu aerob, polar flajel sayesinde
hareketli, glukoz ve diger karbohidratlari oksidatif olarak kullanan, genellikle
sitokrom oksidaz Uretimi pozitif olan bir grup bakteridir. Ribozomal RNA-DNA
calismalari ile pseudomonadlar 5 ribozomal RNA homoloji grubuna
ayrilmislardir (7). Pseudomonas cinsi bu siniflamada ribozomal RNA grup 1
icinde yer almistir. Grup kendi iginde floresan grup, stutzeri grup, alkaligenes
grup olarak ucge ayrilir. P. aeruginosa; P. fluorescens ve P. putida ile birlikte
floresan grupta yer alir. Floresan gruptaki tum turler uzun dalga boylu
ultraviyole 1sik altinda beyaz mavi-yesil floresans verirler ve suda eriyen bir
pigment olan piyoverdin Uretirler. Besiyerinde magnezyum bulunmasi
floresansi arttirir, bu amagla King'in B besiyeri, Seller'in besiyeri, Mueller-
Hinton agar kullanilabilir (8).

Uzunlugu 1-3 um, genisligi 0,5-1 um arasinda degisen P.
aeruginosa’'nin tanida yardimci fenotipik 6zellikleri arasinda kanli agar veya
cikolata agarda metalik parlaklik veren genig, mukoid, kaba veya pigmentli
koloniler olusturmasi, genellikle beta hemolitik olmasi, MacConkey agarda
yesil pigmentasyon ve metalik parlaklik veren laktoz negatif koloniler
olusturmasi sayilabilir. Mukoid morfotip fazla miktarda polisakkarit (aljinat)
uretimine baghdir. P. aeruginosa piyoverdin (sari-yesil) ve piyosiyanin (mavi)
diginda piyorubin (kirmizi) ve piyomelanin (kahverengi-siyah) pigmentlerini
de Uretebilir. P. aeruginosa diger nonfermenter turler tarafindan

salgilanmayan suda eriyen mavi renkli piyosiyanin uretir (8).



Tek karbon kaynagi olarak ¢ok fazla sayida substrati kullanabilmesi
sayesinde bircok besiyerinde ureyebilir. Besiyerinde Ureyince olusturdugu
izim benzeri koku P. aeruginosa igin oldukga tipiktir. ideal olarak aerob
ortamda Urese de, son elektron alicisi olarak ortamda nitrat bulunmasi

durumunda anaerob kogullarda da Ureyebilir (8).

Karbohidratlari fermente etmez ama glukoz, fruktoz ve ksilozdan
oksidatif metabolizma ile asit olusturur, laktoz ve sukrozdan asit olugturmaz.
Oksidaz testi guglu pozitiftir, 42°C’de ureyebilmesi ile P. fluorescens ve
P. putida’dan ayrilir. Asetamid alkalinizasyonu pozitiftir, nitrat ve nitriti
denitrifiye eder, Simmon’s sitrat besiyerinde ureyerek pozitif reaksiyon verir,
hidrojen sulfit Uretimi negatiftir. L-arjinin dehidrolaz testi pozitif, L-lizin
dekarboksilaz ve L-ornitin dekarboksilaz testleri negatiftir. Polar yerlegimli
flajeli sayesinde hareketlidir. Kirkbes-elli derece isitya kadar direnglidir. Distile
suda dahi ureyebilir. Dusuk pH degerlerinde (pH < 4,5) Greyemez.

2.2. P. AERUGINOSA’NIN EPIDEMiYOLOJiIK OZELLIKLERI

Modern tibbin gelismesinden once de P. aeruginosa’nin yara ve cerrahi
bolge enfeksiyonlari yaptigina dair kanitlar bulunmaktadir (9). Sédillot
1850'de cerrahi sargilarda bazen mavi-yesil akinti geligtigini ve bunun
enfeksiyonla ilisikili oldugunu saptamig, Luke 1862'de mavi-yesil irin
icerisinde gomak seklinde mikroskopik yapilar gozlemlemis, 1882’de Gessard
bakteriyi ilk kez izole etmis ve Bacillus pyocyaneus olarak isimlendirmigtir.
Osler bakterinin primer enfeksiyonlardan ¢ok sekonder veya firsatgi
enfeksiyonlara yol actigini one surerek, bakterinin firsat¢i patojen olma
ozelligini 1925 yilinda ilk kez dile getirmistir. Bagisiklik sistemini baskilayan
tedavilerin gelistiriimesi ve artan antibiyotik kullanimi ile 1960lar’dan itibaren
bakteri sik rastlanir bir insan patojeni halini almig ve her gegen yil 6nemi
artmaya devam etmigtir.



Mikrobiyolojik olarak etkeni belirlenmis nozokomiyal enfeksiyon
olgularinin %11 - 13,8inde etken P. aeruginosa'dir ve esas olarak
nozokomiyal enfeksiyonlardan sorumludur. Hastane diginda toprakta, suda,
bitkilerde de bol olarak bulunur (2). Nadiren saglikli insanlarda ve

hayvanlarda kolonize olur.

Hastane ortaminda, hastalarin nemli vicut bolgelerinden (aksilla,
perine, dis kulak) ve nemli cansiz yuzeylerden (lavabo ve musluklar,
tuvaletler, duslar) izole edilebilir. Suyla temas eden cihazlar (mekanik
solunum cihazi, gida hazirlama cihazlari gibi) hastane kaynakli salginlardan

sorumlu tutulmaktadir.

Hastanede yatan hastalarda P. aeruginosa enfeksiyonuna yol acgan
risk faktorleri; mekanik solunum cihazina bagh olma, uzamig genis
spektrumlu antibiyotik tedavisi, kemoterapi, cerrahi yara ve yaniklar olarak
siralanabilir (2).

Hastane kaynakh enfeksiyonlarin degerlendirildigi genis ¢apli
calismalarda P. aeruginosa’nin; pnomonilerin  %16’sindan, idrar yolu
enfeksiyonlarinin %12’sinden, kan akimi enfeksiyonlarinin %10’'undan ve

cerrahi bolge enfeksiyonlarinin %8’inden sorumlu oldugu saptanmigtir (6).

Hastane kaynakli enfeksiyonlara kiyasla daha seyrek gozlenen toplum
kaynakli P. aeruginosa enfeksiyonlari bazi 6zel kosullarda gergeklesir ve
siklikla nemli ortamlara temas ile meydana gelir. Ornek olarak banyo, sauna,
jakuzi ve yuzme havuzlarindan kazanilan cilt enfeksiyonlari ve dis kulak yolu
enfeksiyonu (yuzucu kulagi), kiguk ¢ocuklarda spor ayakkabi giymeye bagli
geligsen ayak parmagi enfeksiyonlari, travma sonrasi gelisen endoftalmit veya
damar i¢ci madde bagimlilarinda gozlenen endokardit sayilabilir (10-13).

Saglikli insanlarda P. aeruginosa tasiyiciligi bogaz, nazal mukoza ve
cilt gz onune alindiginda %7, diskida ise %24 olarak saptanmisken, risk



altindaki hastalarda bu oran %50 olarak bulunmusgtur (14). Gastrointestinal
kolonizasyon siklikla antibiyotik tedavisine bagh olarak geligir, bu durumun
klinik Onemi, aspirasyon sonrasinda hastalarin solunum vyollarinin

P. aeruginosa ile kolonize olmasi ve tablonun pndmoniye donusebilmesidir.

2.3. P. AERUGINOSA ENFEKSIYONLARININ PATOGENEZI:

P. aeruginosa enfeksiyonlari genellikle konak savunma hattindaki bir
bozulmaya ikincil olarak geligir. Konagi zayiflatan bu turde bir bozulma
travma, cerrahi, yanik ya da kateter uygulamalari gibi normal cilt ya da
mukozal yuUzeylerin butunligunun kayboldugu durumlar olabilir. Genis
spektrumlu antibiyotik kullaniminin normal mukozal florayr baskilamasi,
savunma mekanizmalarinin  bozulmasi (kemoterapiye bagl gelisen
notropeni, kistik fibrozda goézlenen mukozal temizlemede yetersizlik, AIDS,
diabetes mellitus) durumlarinda bakteri kolonizasyon igin firsat bulur (6).
Saglikli bireylerde orofarenks kolonizasyonu sikligi %6 civarindadir ve
digkidan %3 - %24 oranlarinda saptanabilir. Hastanede yatan risk altindaki
bireylerde ise P. aeruginosa kolonizasyon orani %50’lere ulasir (1). Bakteri
tip IV pili, pilus yapida olmayan diger bazi adezinler ve flajeli sayesinde epitel
hdcrelerine tutunarak kolonizasyonu baslatir (15, 16).

Kolonizasyon sonrasinda uretilen birgok hucre digi virulans faktorleri
doku hasari, kan dolasimina karisma ve yayilima neden olur. In vivo
calismalarla ekzotoksin A, ekzoenzim S, elastaz ve alkali proteazin
P. aeruginosa’nin virulansinin en yuksek seviyede sergilenebilmesi igin

gerekli oldugu gosterilmigtir.

P. aeruginosa virulans faktor sentezini dizenleyerek, ¢cevre kosullarina
ve Ozellikle konak savunmasina karsi korunma saglar. Bu uyum sistemleri
arasinda QS One c¢ikar. QS bakterilerin, bakteri hicre yogunlugunu
algilamasina ve birbirleriyle iletisim kurmasina, sonugta esgudumli olarak

virtlans faktora Uretmesine olanak saglar. QS’nin virulans faktorleri sentezi



araciliiyla solunum yollarinda inflamasyonun surduralmesinden ve kronik

enfeksiyonlarda biyofilm sentezinden sorumlu oldugu gosterilmistir.

Akut enfeksiyonda baskin tablo invazyon, yayilma ve asiri doku hasari
iken, kronik enfeksiyonda, Ozellikle kistik fibrozda, bakteri vicuda uyum
saglar. Bunun ornekleri olarak bakterinin flajel ve pili gibi bazi immunojenik
virulans faktorlerini kaybetmesi ve biyofilm olusturarak kendini gizlemesi
gosterilebilir (5).

Konak hucresi ile temas kurulduktan sonra tip 3 sekresyon sistemi
aktive olur. Tip 3 sekresyon sistemi sayesinde P. aeruginosa toksinlerini
bakteri hucresi ve konak hucresi arasinda kurulan siringa benzeri yapidan
konak hucresi sitoplazmasina aktarir (17). P. aeruginosa’nin efektor
proteinleri, ExoY, ExoS, ExoT, ExoU tip 3 sekresyon sistemini kullanan
invazyon ve vyayllimdan sorumlu sitotoksik proteinlerdir. Elastaz, alkali
proteaz, ekzotoksin A, fosfolipaz C gibi tip 2 sekresyon sistemini kullanarak
hdcre digina salinan virtlans faktorleri de, solunum yolu epitelinin koruyucu
glikokaliks yapisini bozarak epitelyal ligandlari agiga c¢ikarir ve bakterinin
invazyonunda yer alirlar. Hicre disina salinan bu faktorlerin sitotoksik etkileri
de bulunmaktadir. Bir siderofor olan piyoverdin bakterinin demir
metabolizmasi i¢in gerekli demiri ortamdan sadlar, piyosiyanin ise

olusturdugu serbest radikaller ile dogrudan hucre hasarina yol agar (1, 5).

2.3.1. KONAGA AIT FAKTORLER:

P. aeruginosa’nin patojenik potansiyelini belirleyen baglica unsur
konagin saglik durumudur. Konagin cilt ve mukozal yuzeyler gibi anatomik
bariyerlerinde bozulma (yanik, yara, damar ici veya duUriner Kkateter,
endotrakeal tip kullanimi) P. aeruginosa enfeksiyonlari igin risk faktorudur.

Konagin enfeksiyonlara kargi dogal direncinde cilt ve mukozanin

mekanik bariyer gorevinin yani sira, kompleman proteinleri (opsoninler,



anafilatoksinler), akciger surfaktani, sitokinler, kemokinler, kollektin ailesi

proteinler (surfaktan protein A ve D) de rol alir.

Konagin bakteriye kargi guc¢li bir bagisik yanit gelistirmesinde
polimorfonaveli 16kositler gok dnemli rol oynar. No6tropeninin P. aeruginosa
enfeksiyonlari igin major risk faktoru oldugunu belirten gok sayida galigma
vardir (18, 19).

P. aeruginosa enfeksiyonlarinin epitel hucre fonksiyonlari ile iligkisi de
gosterilmigtir. Henlz patogenezi tamamiyla aydinlatlamamis otozomal
gecigli kistik fibroz (KF) hastaliginda, epitel hicresi membraninda klorur ve
bikarbonat iletiminden sorumlu kanalin duzenleyici proteini olan CFTR
(Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) protein Uretiimez
ya da iglevsel olmayan bir protein uretilir (20). CFTR uretiminde kayip veya
fonksiyonlarinda bozulma brong epiteli apikal yuzeyi ve visk6z mukoz tabaka
arasinda bulunan hava yolu yuzey sivisinin tuz konsantrasyonunun
artmasina, dehidratasyonuna ve dolayli olarak mukosilyer aktivitenin
bozulmasina ve mukus tikaglari olugsmasina neden olur ve boylelikle
P. aeruginosa kolonizasyonuna yatkinlik saglar. Hastalarin %80’inden fazlasi
15 - 20 yaslarina dek P. aeruginosa’ya bagli akciger enfeksiyonu gegirirler

(1).

2.3.2. P. AERUGINOSA'NIN VIRULANS FAKTORLERI

2.3.2.1. BAKTERiI HUCRE YUZEYi iLE iLiSKIiLi VIRULANS FAKTORLERI

Flajel ve pili bakterinin hareketinden, epitel hucresi yuzeyindeki asialo-GM1
reseptorlerine baglanmasindan sorumludurlar. Ek olarak, lipopolisakkarit de
asialo-GM1’e baglanarak bakterinin adezyonunda benzer rol oynar. Epitel
hicrelerine geri  donusumsuz adezyon, solunum vyollar epitelinin

kolonizasyonu igin buylk 6neme sahip baslangi¢ basamagidir (1,5).



FLAJEL: P. aeruginosa’'nin yuzme seklindeki hareketinden sorumlu yapidir.
Epitel hacresi membrani bileseni olan asialo-GM1’e baglanarak bakterinin
adezyonunu sagdlar. Flajel Toll-benzeri reseptorler (TLR5 ve TLR2) ile
etkileserek NFxB bagimli inflamatuvar yaniti uyarir ve kalsiyum bagimli kinaz
yolaginin aktivasyonu ile IL-8 sentezinin baslatiimasina yol agar. Flajelin
gucli immunojen olmasi sebebiyle, kronik P. aeruginosa enfeksiyonlarinda

konak bagisik yanitindan kagmak igin flajelsiz mutantlar secilmektedir (21).

PiLi (FIMBRIAE): Bakterinin kisa, filamentdz ylizey yapilaridir. Genelde
prokaryot hucrelerde pili hareketten sorumlu degil iken P. aeruginosa’da pili
segirme (twitching) seklinde hareketten sorumludur. Hava yollarinda hizla
yayllmaya ve kolonizasyona yardimci olur. Flajel gibi pili de kolonizasyonun
adezyon fazinda epitel hicre membranlarinin asialo-GM1 bdlgesine

baglanarak patogenezde kritik 6nem tasir (1, 5).

LIPOPOLISAKKARIT (LPS): Bakteri duvari dis membraninin dis yiizeyinde
yer alan LPS; fosfolipid ikili-katman igine yerlesen lipid A ve buna bagl kor
polisakkaridi ve O-0zgul polisakkaridi igeren hidrofilik kuyruktan olusur.
P.  aeruginosa  serotiplerinin  antijenik  Ozelliklerine  dayanilarak
tanimlanmasinda O-6zgul polisakkarit zincirleri tanisal ozelliktedir. LPS’nin
lipid A bileseni bircok inflamatuvar oncu hucreyi aktive eder ve asialoGM1’e
baglanarak adezyonda etkin rol oynar, TLR4/CD14 veya TLR4/MD-2
reseptorlerini tanima 6zellikleri ile ve CFTR’ye baglanarak virulansta onemli
etki gosterir. Kistik fibroz hastalarinda P. aeruginosa’nin farkh lipid A
mutantlari bulunur ve bunlardan bazilari konagin antimikrobiyal peptidlerine

karsi direng gOsterir ve TLR4 aktivasyonunun artmasina neden olurlar (4).

ALJINAT: Aljinat mannuronik ve glukuronik asidin tekrarlayan
polimerlerinden meydana gelen mukoid bir ekzopolisakkarittir. Her ne kadar
aljinat hucre digina salinan bir ekzopolisakkarit olsa da, hucre ile iligkili

kalmasi sebebiyle bakteri hicre yuzeyi ile iligkili virilans faktorleri arasinda
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incelenmigtir.  P.  aeruginosanin  neden oldugu solunum  yolu
enfeksiyonlarinda aljinat Uretimi gok 6nemli rol oynar. Aljinat Gretimi olmayan
kokenlerin sican akcigerine verildiginde hizla aljinat Ureten kokenlere
donusmesi bunun gostergesidir (4). Aljinat da bakterinin adezyonunda rol
oynar ve bakteriyi kolonize ettigi solunum yolu epiteli Uzerine sabitler. Aljinat
biyosentezinde gorev alan genler kromozomun bir bolgesinde kimelenmis ve
operon olarak organize olmuglardir. Kimedeki ilk gen aljinat sentezi
yolagindaki baslangi¢ basamaginda goérevli GDP-mannoz dehidrogenazi
kodlayan algD'’dir. Bir diger onemli enzim olan fosfomannomutazi algC geni
kodlar ve aljinat dUretiminin dizenlenmesinde anahtar rol oynar.
Fosfomannomutaz iki etkili enzimdir; mannoz-6-fosfati mannoz-1-fosfata
donugtiren fosfomannomutaz etkisinin yani sira glukoz-6-fosfati glukoz-1-
fosfata  donustiren  fosfoglukomutaz  etkisi de vardir.  Enzimin
fosfomannomutaz etkisi ile aljinat Uretimi, fosfoglukomutaz etkisi ile ise LPS
sentezi gerceklegtirilir (22). Kistik fibroz hastalarinin solunum yollarindan
izole edilen kdkenler genellikle aljinat agiri Uretimine bagli mukoid fenotipte
kokenlerdir. AlgT aljinat Uretim operonunun ifadesi igin gerekli bir proteindir
ve AlgT’'nin anti-sigma faktorinu kodlayan mucA genindeki mutasyonlarin
inaktive edilmesi mukoid fenotipe dontusumde dnemli rol oynar (23). Ortamda
nitrojen miktarinin azalmasi ve yuksek ozmolarite aljinat Uretimini tetikleyen
faktorlerdir. Mukoid fenotipten, mukoid olmayan fenotipe donusum (genetik
donugum, faz degisimi) algS ve algT yardimiyla gergeklesir (4). Fenotipik
donusumun LPS yapisi tzerinde de etkileri olur; mukoid olmayan kdkenlerde
LPS uzun O zincirine sahiptir ve negatif yukludar (B form), mukoid
kokenlerde ise O zinciri kisadir ve yapisindaki sekerlerin yerlesimi LPS'yi
notral hale getirir (A form). Aljinatin asir Uretimi bakteriyi fagositozdan ve
antibiyotiklerden korudugu gibi konagin bakteriye kargi yanitini da zayiflatir.
Her ne kadar kistik fibroz hastalarindaki biyofilm yapisinda yer aldigi kabul
edilse de yakin tarihli calismalarda aljinatin biyofilm gelisimi i¢in sart olmadigi
gOsterilmigtir (24).
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2.3.2.2. HUCRE DISINA SALGILANAN VIRULANS FAKTORLERI:

ELASTAZ: Elastin akcigerlerin genisleyip, daralmasina olanak saglayan bir
proteindir ve akcigerlerde bulunan proteinin yaklasik %30’u elastindir.
P. aeruginosa’nin elastolitik etkisinden LasA proteaz ve LasB elastaz
sorumludur. Enzimler sinerjistik etki gostererek elastini pargalar. LasA bir
serin metalloproteinazdir ve Staphylococcus aureus’un hucre duvarinda
bulunan pentaglisin-peptidoglikan koprulerini yikar. LasA proteaz, elastini
yikamaz ancak lasB elastazin elastolitik aktivitesini arttirir. LasB 33 kDa
agirliginda bir ¢inko metalloproteinazdir, LasA proteazin yiprattigi elastini
parcalar. LasB elastazin proteolitik gucu oldukga fazladir (P. aeruginosa
alkali proteazinin yaklasik 10 kati). Hucre disina tip 2 salgi sistemi ile
salgilanan elastaz enfeksiyonun baslangi¢ fazinda akcigerde hasara yol
acarak, kompleman bilegenlerini ve serum a1-proteinaz inhibitorina
parcalayarak patogenezde onemli rol oynar (4). Damar duvar yapisinda da
bol miktarda elastin bulundugundan, elastinin pargalanmasi hemorajilere
neden olur. IgG’yi, fibrini, kollajeni, surfaktan proteinleri A ve D'’yi pargalar.
Ayrica solunum yolu epitellerindeki siki-baglantilari parcalayarak epitel
gegcirgenligini arttirir ve enfeksiyon bolgesinde notrofil sayisinin gogalmasina

yol agar (4). Elastaz IL-8 uretimini uyararak pro-inflamatuvar etki gosterir.

Elastaz sentezi /as QS sistemi ile dizenlenmektedir; /asR geni LasB

elastazin yapisal geni olan /asB’nin transkripsiyonu igin dizenleyici rol oynar

(6).

ALKALI PROTEAZ: P. aeruginosa’nin fibrinoliz etkili metalloproteazidir.
49 kDa agirligindaki enzim apr geni tarafindan kodlanir, enzim en iyi alkali
pH degerlerinde etkinlik gdsterir. Akut akciger hasarinda erken donemde
alveoller iginde olugan yogun fibrinin alkali proteaz ile eritiimesinin

enfeksiyonun ilerlemesine yol actigi gosterilmistir (25).
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Alkali proteazin doku invazyonu ve sistemik enfeksiyonlardaki rolt tam olarak
bilinmemekle birlikte, kornea enfeksiyonlarinin patogenezinde onemli rolu

oldugu gosterilmistir (26).

PiYOSIYANIN: P. aeruginosa’nin mavi pigment metabolitidir. Oncii molekiili
olan korizmik asitten, son hali olan uU¢ halkali piyosiyanine sentezlenirken
phzABCDEFG operonu ve phzH, phzM, phzS genleri gorev alir (27).
P. aeruginosa enfeksiyonlari birgok virilans faktorinu igeren c¢ok etkenli
surecgler oldugu icin akciger enfeksiyonlarinda tek basina piyosiyaninin
etkilerinin saptanabilmesi igin saflastirlmig piyosiyanin ile in vitro hucre
kultara caligmalari yapilmistir. Calismalar sonucunda, piyosiyaninin hucre
solunumunu inhibe etttigi, silyer fonksiyonlari bozdugu, epidermis
cogalmasini durdurdugu, prostasiklin salinimina yol actigi, kalsiyum
homeostazini  bozdugu saptanmigtir. Piyosiyanin ayrica a1-proteaz
inhibitdorini de etkisizlestirerek, proteaz-antiproteaz dengesini bozar ve
akcigerlerde hasara sebep olur. Piyosiyanin ve ara metaboliti fenazin-1-
karboksilik asit RANTES ve IL-8 seviyelerini degistirerek konak bagisiklik
yanitini etkiler (28). Hem dogrudan etkiyle katalaz aktivitesini engeller, hem
de katalazi kodlayan genin transkripsiyonunu azaltir (29). MnSOD
eklenmesiyle katalaz aktivitesinin geri kazanimi piyosiyaninin neden oldugu
hasarda O, radikallerinin rolinin buyuk oldugunu gosterir. Piyosiyanin
oksitlenmig glutatyon seviyesini arttirir, notrofillerde apopitozu uyarir (30).

Piyosiyanin sentezi QS tarafindan duzenlenir, lasR-/lasl, rhIR-rhll
mutasyonu olan kokenlerle yapilan ¢alismalarda piyosiyanin Uretiminin

kayboldugu gozlenmistir (31).
PiYOVERDIN: Bir siderofordur.  Cevredeki demiri  baglayarak

P. aeruginosa’nin metabolizmasi i¢in demir saglar. Ekzotoksin A’nin Uretimini

duzenledigi gibi kendi Uretimini de duzenleyerek virtlansta rol oynar (32, 33).
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PROTEAZ IV: Yakin zamana kadar Ozellikle P. aeruginosa Kkeratiti
patogenezindeki roluyle bilinirken, yakin tarihli c¢alismalar proteaz IV’'Un
surfaktan proteinleri A, D ve B’yi yiktigini ve akciger enfeksiyonlar
patogenezinde de rol oynadigini gostermistir (34, 35).

FOSFOLIPAZ C: Hemolitik aktiviteleriyle ayrilan iki tipte fosfolipaz C vardir.
Hemolitik fosfolipaz C, fosfatidilkolini ve sfingomyelini hidrolize eder.
Hemolitik olmayan fosfolipaz C ise fosfatidilkolin ve fosfatidilserini hidrolize
eder. Fosfolipaz C hiicre digina tip 2 salgi sistemi ile salinir. Okaryotik hiicre
membrani bileseni olan fosfolipidleri hedef alarak akut akciger hasari
patogenezinde rol oynar (36). Elastazda oldugu gibi patojenik etkisinin bir
kismini surfaktan inaktivasyonuna borgludur. Ek olarak konagin notrofil
oksidatif yanitini baskilar.

RAMNOLIPID: Hemolitik etkisi olan hemolizindir. Yapisindaki ramnoz igeren
glikolipid sayesinde biyosurfaktan etki gosterir. Deterjan benzeri etkisiyle
akciger surfaktani fosfolipidlerini ¢ozUnur hale getirerek fosfolipaz C’nin etki
etmesine yardimci olur. Ayrica mukosilyer taginimi ve silya fonksiyonlarini
inhibe eder (4).

EKZOTOKSIN A (ExoA): Enfeksiyon etkeni codu P. aeruginosa kokeni
ekzotoksin A sentezler. Hucre digina tip 2 salgl sistemi ile salgilanan bir
toksindir. ExoA P. aeruginosa’nin virilansinda 6nemli rol oynar. Etkisini
difteri toksinine benzer sekilde ADP-ribozil transferaz 6zelligi ile elongasyon
faktoru 2'yi (EF-2) ve dolayisiyla protein sentezini inhibe edip hicre dlumune
yol agarak gosterir (37). invazyondan ve bdlgesel doku hasarindan
sorumludur (38). Konak yanitini baskilayici 6zelligi de gosterilmistir (39).
ExoA dretimi olmayan mutant ile sokak tipi P. aeruginosa kokeninin
kargilastinlldigi bir calismada toksin Uretmeyen kokenin 20 kat daha az
virilan oldugu hayvan deneyi ile gosterilmistir (5).
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TiP 3 SALGI SISTEMi: Yersinia, Salmonella, Shigella ve Pseudomonas
tirlerinde saptanmigtir. Bakterinin hedef hdcre Uzerinde por acarak, pilus
benzeri bir olusumla iki hdcre arasinda kopru olusturdugu ve bu kopru
yardimiyla efektor proteinlerini Okaryot hucre sitoplazmasina ilettigi bir
sistemdir. P .aeruginosa’nin tip 3 sekresyon sistemiyle salinan toksinleri
ExoS, ExoT, ExoY ve ExoU’dur (5).

Ekzoenzim S (ExoS): Iki aktif bélgesi [C-terminal ADP-riboziltransferaz
bolgesi ve N-terminal Rho GTPaz aktive edici protein (GAP) bolgesi] bulunan
iki fonksiyonlu bir sitotoksindir. ExoS’nin patojenik etkilerinden esas olarak
hicre iskelet organizasyonunu bozan ADP-riboziltransferaz aktivitesi
sorumludur. Ek olarak C-terminal bolgesinin TLR2'ye, N-terminal bolgesinin
de TLR4’e baglandigi ve boylece konak bagisik yanitini etkiledigi ve
inflamatuvar yaniti duzenledigi gosterilmigtir. Akciger enfeksiyonlarinda
dogrudan doku hasarina yol agan ve bakterinin yayilmasinda rol oynayan bir
toksindir (40).

Ekzoenzim T (ExoT): ExoT de ExoS gibi ikili etki gosterir. P. aeruginosa’nin
internalizasyonunda rol alan bir enzimdir. Yara iyilesmesini inhibe edici
Ozelligi de gosterilmis olan bu enzim minor virilans faktorleri arasinda yer alir
(41).

Ekzoenzim Y (ExoY): ExoY bir adenilat siklazdir, konak sitozollne verilince
sitozolik cAMP’yi arttirir. Bu artis pulmoner vaskuler hucrelerde hucreler-
aras! bogluk olusumunun artmasina ve dolayisiyla gegirgenligin artmasina
neden olur (42).

Ekzoenzim U (ExoU): ExoU tip 3 salgi sistemi ile konak hucresi icine
salindiginda  fosfolipaz/lizofosfolipaz  aktiviteleriyle  Okaryotik  hucre
membranini pargalar. ExoU major virtlans faktoru olarak kabul edilir. Hayvan
deneylerinde tek basina ExoU salgilanmasinin sepsise ilerleyen akciger
hasarina yol agtigi gosterilmistir (43).
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2.4. QUORUM SENSING VE P. AERUGINOSA PATOGENEZINDEKI
ONEMI

P. aeruginosa’da bircok hucre digi virulans faktorinun Uretiminin kontrolU,
bakteri hucre yogunlugunu izleyen ve bakteriler arasinda iletisime olanak
saglayan bir mekanizma ile gerceklestirilir. Bakteriler c¢evre kosullarini
algilayabilir ve bu bilgiyi isleyerek uygun sekilde cevap verebilir. Hucreler
arasi iletisim, ya da QS olarak adlandirilan bu mekanizma bir¢ok gram

negatif ve gram pozitif bakteride tanimlanmistir (44, 45).

Tanimlanmis ilk QS sistemi bir deniz bakterisi olan Vibrio fischerinin
biyoigimasini hucre yogunluguna bagimli bir sekilde kontrol eden /lux
sistemidir. Gram pozitif bakterilerde QS sistemlerinin sinyal molekulleri peptid
yapida feromonlar iken, gram negatif bakterilerde oto-uyaran adi verilen
kuguk molekullerdir. Oto-uyaranlar Luxl-tipinde oto-uyaran sentaz ve LuxR-
tipinde transkripsiyonel aktive edici protein (R-protein) tarafindan sentezlenir
(46). Gram negatif bakterilerde tanimlanmis g¢esitli oto-uyaranlar agil
homoserin lakton (AHL) yapidadir ve birbirlerinden agil yan zincir uzunluklari

ve igerikleriyle ayrilirlar.

Dusuk hucre yogunlugunda oto-uyaran bazal seviyelerde
sentezlenerek bakteriyi ¢cevreleyen ortama yayilir. Hicre yogunlugu arttikga,
hdcre igi oto-uyaran yogunlugu da belirli bir esik degere dek artar, kritik
konsantrasyona ulasildiginda, oto-uyaran kendi 6zgul R-proteinine baglanir.
R-protein oto-uyarani olmadigi surece etkin degildir, R-protein/oto-uyaran
kompleksi 6zgul DNA dizilerine baglanir ve hedef genlerin transkripsiyonunu
arttinr (Sekil 1).
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Sekil 1. P. aeruginosa’da Quorum Sensing sisteminin duzenlenmesi (seklin
ciziminde ve agiklamasinda 6 no’lu kaynaktan yararlaniimigtir).

QS sistemi iki genden meydana gelir; | geni oto-uyaran sentaz enzimini, R
geni transkripsiyonel aktive edici proteini (R-protein) kodlar. Oto-uyaran
sentaz, hiacre membranini iki yonll gegebilen oto-uyaran molekultinin
sentezinden sorumludur. Artan bakteri hicresi yogunlugu ile hucre igindeki
oto-uyaran konsantrasyonu esik degere ulasir ve oto-uyaran transkripsiyonel
aktivatore baglanir. R-protein/oto-uyaran kompleksi 6zgul hedef genlerin

ifadesini uyarir.

P. aeruginosa’da tanimlanmig iki ana QS sistemi vardir; birbirleriyle

hiyerarsik iligkileri olan bu sistemler /as ve rhl sistemleridir.

las QS Sistemi: P. aeruginosa’da tanimlanan ilk QS sistemi ile LasB elastaz
ifadesini duzenleyen sistem aydinlatildigr icin /as QS sistemi olarak
adlandinimigtir. Sistemin bilesenleri; oto-uyaran sentaz geni olan /asl, sentaz
geninin uruand N-(3-oksododekanoyl)-L-homoserin lakton (3-okso-C12-HSL)
ve transkripsiyonel aktive edici proteini kodlayan /asR genidir (47). Las
sistemi /asB ifadesini duzenler ve diger hicre disi virulans faktorlerinden

LasA elastaz ve ekzotoksin A sentezi igin gereklidir. Las sistemi sinyal
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molekult olan 3-okso-C12-HSL’nin immunomodulator oldugu ve konak

yanitini baskiladigi gosterilmigtir (48).

rhl QS Sistemi: Ramnolipid sentezini kontrol ettigi i¢in rh/ adini alan bu ikinci
QS sisteminde oto-uyaran sentaz geni rhll, sinyal molekult olan N-butiril-L-
homoserin lakton (C4-HSL) ve transkripsiyonel aktive edici proteini kodlayan
rhIR geni rol alir (49). Bu sistem ramnolipid sentezi igin gerekli bir enzim olan
ramnoziltransferazi kodlayan rhIAB operonunun ifadesini duzenler. Sistem
ayrica LasB elastaz, LasA proteaz, piyosiyanin, siyanur ve alkali proteaz

uretimleri igin de gereklidir.

Son yillarda yapilan c¢alismalar las ve rhl sistemlerinin etkilesim iginde
oldugunu gostermistir. Her iki sistem de hayli 6zguldur; sinyal molekulleri
diger sistemin dizenleyici proteinini uyaramaz (3-okso-C12-HSL RhIR'yi
aktive edemez, C4-HSL LasR'yi aktive edemez) (50). R-protein/oto-uyaran
komplekslerinin belli baglatici (promoter) bdlgeleri tercih ettigi de
gosterilmigtir; LasR/3-okso-C12-HSL kompleksi /asB’yi rhlA’ya tercih
ederken, RhIR/C4-HSL kompleksi rhlA’y1 lasB’ye tercih eder.

Sistemler birbirinden bagimsiz degildir. LasR/3-okso-C12-HSL kompleksi
rhIR ifadesini uyardigi igin las sistemi hiyerarsik olarak rh/ sisteminin Gzerinde
yer alir (51). Ayrica 3-okso-C12-HSL RhIR'ye baglanabilir ve C4-HSL'nin
transkripsiyonel aktive edici proteinine baglanmasini engelleyebilir (51).
Boylece las sistemi rhl sistemini hem transkripsiyonel hem de translasyon
sonrasi asamalarda kontrol eder (Sekil 2).
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Sekil 2. P. aeruginosa’da Quorum Sensing sisteminin hiyerarsik yapisi
(seklin ¢iziminde ve agiklamasinda 6 no’lu kaynaktan yararlaniimigtir).

las QS sisteminin rhl QS sistemi Uzerinde duzenleyici rolu vardir.
LasR/3-okso-C12-HSL kompleksi rh/R’nin transkripsiyonunu aktive eder,
3-0okso-C12-HSL ise RhIR'nin C4-HSL ile etkilesime girmesini engeller. /as
sisteminin kendi kendini duzenleme Ozelligi global duzenleyici sistemlerden
Vfr ve GacA’nin aktive edici, Rsal’nin inhibe edici Ozellikleri sayesinde
gerceklesir. (lasB: LasB elastaz, lasA: LasA elastaz, toxA: ekzotoksin A,
aprA: alkali proteaz, xcpP ve xcpR: xcp salgl sistemi genleri, rhIAB:
ramnolipid Uretimi icin gerekli ramnoziltransferaz geni, rpoS: durgun faz

sigma faktoru)

2.5. QUORUM SENSING ve BiYOFILM iLiSKiSi

Suregen P. aeruginosa enfeksiyonlarinin en gbze carpan Ozelligi aljinat

ureten mukoid mutantlarin secilmesidir (52). Bu mutant kokenler biyofilm
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(ekzopolisakkarit ile gevrili mikrokoloniler) icerisinde Urerler. Biyofilm bakteriyi
fagositozdan ve komplemanin etkilerinden korudugu ve biyofilm icerisindeki
bakteriler antibiyotiklere ve dezenfektanlara direncli olduklari igin, biyofilm
uretimi bakterinin konaktaki surekliliginde kritik rol oynar. Biyofilm igindeki
bakterilerin reme hizlarinin planktonik hucrelere kiyasla daha yavas olmasi,
biyofilmin antibiyotiklerin bakteriye ulasmasini engellemesi gibi faktorler
sayesinde, biyofilm i¢erisindeki bakteriler antibiyotiklere kargi daha direnclidir.
Biyofilmin siki yapisi yardimiyla bakteriler arasinda genetik aligveris
kolaylikla gerceklesebildiginden bakteriler direng belirteclerini kolaylikla
paylasabilirler.

Las QS sisteminin P. aeruginosa biyofilminin farkhlagsmasinda rol
oynadigi belirlenmistir (53). Yapilan bir calismada 3-okso-C12-HSL Uretimi
olmayan mutant kokenin farkli yapida biyofilm olusturdugu ve olusan
biyofilmin sodyum dodesil sulfatin (SDS) dugik konsantrasyonlarina duyarli
oldugu gosterilmig, buna karsin besiyerine 3-okso-C12-HSL eklendiginde
farklilagmig ve SDS’ye direngli biyofilmin olustugu gozlenmistir (53).

2.6. P. AERUGINOSA’DA ANTIBIYOTIiK DIRENCI

P. aeruginosa’'nin tehlikeli bir patojen olarak kabul edilmesinin énemli bir
sebebi dogal olarak birgok antibiyotie direng gostermesidir. Sadece kisitli
sayida antibiyotigin bakteriye etkisi vardir ama bu guclu antibiyotiklere karsi
dahi artan oranlarda direng bildiriimektedir.

Hastanede yatan hastalarin tedavisinde buyuk zorluklar cekilse de,
hemen hepsi tedavi edilemeyecek kadar direncli hale gelmis kokenlerle
kolonize kistik fibroz hastalarinda gelisen enfeksiyonlar durumu daha
dramatik hale getirmektedir.

Antibiyotiklere diren¢g problemi nedeniyle P. aeruginosa’nin
antibiyotiklere direng mekanizmalarini inceleyen birgok calisma yapilmigtir.
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Bakterinin antibiyotiklere direncinden, drettigi beta laktamazlar (GSBL
enzimleri, AmpC, Oxa, Per, Imp, Vim, Ser gibi), pompa sistemleri, OprD
mutasyonu, aminoglikozid modifiye edici enzimler sorumludur. Antibiyotikler
ve bakteri arasinda ilk etkilesim dig membranda gergeklesir. Bazi
antibiyotikler periplazmik araliga gecgebilmek icin 6zgul porinler kullanirlar.
Ornegin imipenem OprD porininden gegerek periplazmik arahiga ulagir.
OprD’nin kaybina yol agan mutasyon imipenem direncine neden olur (4).

Florokinolonlar, aminoglikozidler gibi bazi antibiyotikler ise dis
membrani porin kullanmadan gecerler, her ikisi de ya negatif yuklu LPS’ye
baglanirlar, ya da dis membran Uzerinde LPS’yi sabitleyen iki degerlikli
katyonlari baglarlar. Her iki durumda da dig membran dayaniklihgin yitirir ve
antibiyotikler sitoplazmik membrana, buradan da sitoplazma igerisindeki
hedef molekiillere ulasabilirler. Ornegin florokinolonlar icin DNA giraz,

aminoglikozidler i¢in ribozom sitoplazmada bulunan hedef molekullerdir.

Kistik fibroz hastalarinin akcigerlerinde bulunan kokenler mukoid
fenotipe donugurken, LPS de negatif yukli formdan (B form), nétral forma (A
form) donusur. Donugum bakterinin florokinolon ve aminoglikozidlere kargi

duyarhligini azaltir (4).

2.7. SOLUNUM YOLU ENFEKSIYONLARINDA P. AERUGINOSA'NIN YERI

Solunum vyollart P. aeruginosa tarafindan en sik enfekte edilen vicut
bolgesidir. Ventilator iligkili pndmoni etkenlerinin siralandigi listelerde de

P. aeruginosa birinci veya ikinci sirada bulunmaktadir.

Gegmiste P. aeruginosa alt solunum yolu enfeksiyonlar febril
notropeni hastalarinda sik gozlenirken, gunimuzde bu tur enfeksiyonlarin
sikligi olduk¢a azalmigtir. Son yillarda, altta yatan herhangi bir akciger
patolojisi olmayan bireylerde dahi toplum kaynakli P. aeruginosa pnomonileri
bildirilmekte olup bu oran %5’e ulagmigtir (54).
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P. aeruginosa pnomonilerinde ates, titreme, Oksuruk gibi klinik bulgular
gozlenir. Akciger grafisinde noduler infiltrasyonlar iceren, cift tarafli diffiz
bronkopndémoni goruntusuyle Staphylococcus aureus pndomonisine benzerlik
gOsteren nekrotizan tipte pndomoniye yol agar. Olgularin ¢gogu hastanede
yatan, antibiyotik kullanan hastalardir. Tanida bronkoalveolar lavaj veya
korunmus firga 6rnegi gibi invazif yontemlerle érnekleme ve kantitatif ekim
yapllmasi, ust solunum yoluna kolonize bakterilerle  6rnegin

kontaminasyonunu engellemesi agisindan tercih edilir (1).

Pseudomonas aeruginosa pnomonisinin tedavisinde antibiyotiklerin
yanisira, akcigerdeki sekresyonun uzaklastiriimasi ve gerektiginde solunum
destegi yer almaktadir. Antibiyotik tedavisi genellikle birden fazla antibiyotigin
birlikte uygulanmasi ile gergeklestirilir. Aminoglikozidlerin  pndmoni
tedavisinde tek basina kullaniimasi yuksek oranda basarisizlikla sonuglanir.
Bunun sebebi olarak aminoglikozidlerin hava yollarinda yuksek
konsantrasyonlara ulagsamamasi, akcigerin asidik pH degerlerinde
aminoglikozidlerin inaktive olmasi, antibiyotigin mukusa baglanmasi
sayilabilir (65). Sayilan bu sebeplerle aminoglikozidler (amikasin, gentamisin,
tobramisin) bir baska antibiyotikle birlikte kullanilir. Seftazidim, sefoperazon,
sefepim gibi genis spektrumlu sefalosporinler, piperasilin( +/- tazobaktam)
gibi anti-psddomonal penisilinler, karbapenemler (imipenem, meropenem),

aztreonam ve florokinolonlar siklikla tedaviye eklenen antibiyotiklerdir.

Tedavi genellikle 1 - 2 hafta surdaralir, oral kullanimi olan
florokinolonlar disinda diger segenekler parenteral uygulanan antibiyotiklerdir
ve tedavi genellikle ilaglarin yuksek dozlarinin, sik araliklarla uygulanmasini
gerektirir.

Kullanilan antibiyotiklerin direngli P. aeruginosa kokenlerinin

secimine yol agmasi sonucunda tum dinyada c¢oklu direncgli kokenler
geligmistir (56-59).
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. GERECLER:

3.1.1. Standart kokenler:

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Pseudomonas aeruginosa PAO-1 (sokak tipi-wild type)
Pseudomonas aeruginosa PAO-JP2 (Alasl, Arhll mutanti)

Pseudomonas aeruginosa PAO-JP3 (AlasR, ArhIR mutanti)

P. aeruginosa PAO-1, PAO-JP2, PAO-JP3 kdkenleri Pseudomonas Genetik

Stok Merkezi'nden (http://www.pseudomonas.med.ecu.edu) temin edilmis

ve kontrol kokenleri olarak kullaniimigtir (50).

3.1.2. Besiyerleri:

MacConkey Agar (bioMérieux)

Luria Bertani Sivi Besiyeri (Difco)
Mueller-Hinton Agar (Oxoid)
Mueller-Hinton Sivi Besiyeri (Oxoid)

Stok besiyeri (Cryobank, Mast Diagnostics)

o o ke b=

Gliserol Alanin Minimal Besiyeri:1 litre distile suya 10 ml gliserol, 6 gr.
L-alanin, 2 gr. MgSQOy4, 0,1 gr. K;2HPO4, 0,018 gr. FeSO4 eklenmisg,
karigim otoklavlanarak sterilize edilmistir (62).
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3.1.3. Kimyasal maddeler:

1. Elastin Kongo Kirmizisi (Sigma)
Hide Remazol Brilliant Blue (Sigma)
Kristal Viyole (Merck)

Tris-HCI (Sigma)

CaCl, (Merck)

Saf Etanol (Merck)
Kloroform (Merck)
Gliserol (Riedel-de Haén)
9. L-alanin (Merck)
10.MgSOq4 (Merck)
11.KoHPO4 (Merck)
12.FeSO4 (Merck)

13.HCI (Merck)

© N O ks WD

3.1.4. Antibiyotik diskleri:

Amikasin (30 pg) (Oxoid)
Gentamisin (10 pg) (Oxoid)
Tobramisin (10 ug) (Oxoid)
Seftazidim (30 pg) (Oxoid)
Sefepim (30 pg) (Oxoid)
imipenem (10 ng) (Oxoid)
Meropenem (10 ug) (Oxoid)

© N O o R~ wDd =

Siprofloksasin (5 ng) (Oxoid)

9. Ofloksasin (5 ug) (Oxoid)

10. Piperasilin (100 ug) (Oxoid)

11. Piperasilin/Tazobaktam (100/10 ug) (Oxoid)
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3.1.5. PCR malzemeleri:

© N o gk Wb

©

10.
11.
12.
13.
14.

DNA izolasyon kiti (High Pure PCR Template Preparation Kit — Roche)
Lizozim (Sigma)

Proteinaz K (Sigma)

Oligonukleotid primerler (Fermentas)

2X PCR Master karisimi (Fermentas)

Agaroz (Prona)

Beyaz pipet ucu, DNaz ve RNaz icermeyen (USA-Scientific)
Sari ve mavi pipet ucu, DNaz ve RNaz icermeyen (Axygen)
PCR tupl, DNaz, RNaz ve pirojen igermeyen, 0.2 ml (Axygen)
Mikrotup, DNaz, RNaz ve pirojen icermeyen, 1.5 ml (Axygen)
Lambda DNA (Fermentas)

Trizma Base (Sigma)

EDTA (Sigma)

Etidyum bromur (Merck)

3.1.6. Cihazlar ve laboratuvar malzemeleri:

© N O R 0DNhd =

9.

10.
11.
12.

Manyetik karistirici (Yellow Line)
Calkalayicili etuv (Lab-Line Orbit Environ-Shaker)
Kaba terazi (Scaltec)

Hassas terazi (Sartorius)

Etdv (Memmert)

Sogutmali santrifuj (Hettich Universal)
Buzdolabi (Arcgelik)

Derin Dondurucu (lIshin)

pH Metre (WTW Wissenschaftlich)
Otoklav (HV-85 Hirayama)

Pastor Firini (Elektro-Mag)

Cam petri kutusu (MedLab)
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13.Cam pipetler (1, 2, 5 ml dlgekli) (MedLab)

14.Cam deney tupleri (12x75 mm ve 16x100 mm) (MedLab)

15. Otomatik pipetler (10, 20, 50, 200, 1000 wl) (Finnpipette, Pipetman)
16. Polistiren 96 kuyucuklu plak (TPP)

17.ELISA plak okuyucu (Labsystems Multiskan MS)

18.UV Lamba (Vilbert Lourmant)

19. Elektroforez tanki ve gug¢ kaynagi (Biometra)

20.Vorteks karigtirici (Yellow Line)

21.Termal dongu cihazi (Techne)

22.Mikrodalga Firin (Beko)
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3.2. YONTEMLER:

3.2.1. GALISMA KOKENLERI:

Calismamizda, 2005 ve 2006 yillarinda Marmara Universitesi Hastanesi
Merkez Laboratuvari’'na alt solunum sistemi enfeksiyonu oOn tanisiyla
gonderilen klinik o6rneklerden enfeksiyon etkeni olarak izole edilen
Pseudomonas aeruginosa kokenleri (n: 100) kullaniimistir. Calismada hasta
kaynakli kdkenler kullaniimasi sebebiyle calisma, Marmara Universitesi Tip
Faklltesi Arastirma Etik Kurulu'ndan onay alinarak gercgeklestirilmistir
(MAR.YC.2008.0023). Kokenlerin tanimlama iglemleri Phoenix (Becton
Dickinson) veya Vitek2 (bioMérieux) otomatize sistemleri ile
gerceklestiriimigtir. Kokenlere ait hasta bilgileri (hasta yasi ve cinsiyeti, 6rnegi
gonderen birim, 6rnegin alinis tarihi, hastanin muayene notlari ve epikrizi gibi
bazi bilgiler hastane bilgisayar sistemi kullanilarak elde edilmistir (CorTTex
Entegre Hastane Bilgi Yonetim Sistemi, Surim 4.4.19, Tepe Teknolojik
Servisler A.S.).

Kokenler cam boncuklar igeren tiipler (Cryobank) icerisinde, -20'C’de
saklanmigtir. Virllans faktor uretimini (elastaz, alkali proteaz, biyofilm)
saptamak icin bakteri igeren cam boncuklar MacConkey agara pasajlanmis,
inkiibasyon sonrasi tek bir koloni alinarak 5 ml Luria Bertani (LB) sivi besiyeri
iceren tlplere ekilmis ve 35Cde 24 saat calkalayicili etiivde inkiibe

edilmistir.

27



3.2.2. ELASTAZ URETIMININ SAPTANMASI:

Yari nicel olarak elastaz uretiminin saptanmasi amaciyla, klinik P. aeruginosa
kokenleri (n: 100) ve P. aeruginosa PAO-1 kokeni igin hazirlanan bakteri
suspansiyonlari sogutmali santrifljde cevrilerek, elde edilen
supernatanlardan 0,5 ml, 1 ml deney karigsimi (30 mM Tris ve 10 mg elastin
kongo kirmizisi, pH: 7,2) iceren tiplere eklenmis ve 37°C’de 6 saat inkube
edilmistir. Takiben tupler 3000 x g’de 10 dakika santriflj edilmis ve her bir
koken igin 2’ser kuyucuga 200 ul sipernatan koyularak absorbans degerleri
495 nm’de optik okuyucu ile Olgulmustir. Her koken igin 2 kuyucugun
absorbans degerlerinin ortalamasi alinmig ve bu islem 2 ayri ¢galismada daha
tekrarlanmistir (60). Esik degerin (cut-off) belirlenebilmesi amaciyla elastaz
uretimi negatif olan P. aeruginosa PAO-JP2 ve PAO-JP3 kdkenleri ile yapilan
calismalarin ortalamalarina 2 standart sapma eklenerek, %95 duyarlilikla
esik deger 0,219 olarak belirlenmig, 495 nm’de absorbans degeri >0,219
saptanan kokenler elastaz uretimi agisindan pozitif olarak degerlendirilmigtir.
Calismalarda pozitif kontrol olarak P. aeruginosa PAO-1 kokeni, negatif
kontrol olarak steril LB sivi besiyeri kullanilmistir (Sekil 3).

Sekil 3. Elastaz uretiminin mikroplakta saptanmasi

A1-2: P. aeruginosa PAO1 kokeni (pozitif kontrol), A5-6: (negatif kontrol),
A3-4, A7-12: klinik kdkenler
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3.2.3. ALKALI PROTEAZ URETiMININ SAPTANMASI:

Yari nicel olarak alkali proteaz uretiminin saptanmasi amaciyla, Kklinik
P. aeruginosa kokenleri (n: 100) ve P. aeruginosa PAO-1 kokeni igin
hazirlanan bakteri suspansiyonlarinin taze LB sivi besiyeri igerisinde 1:100
oraninda sulandirimlari yapiimis ve bu sulandirimlardan 0,5 ml alinarak
tekrar 5 ml LB besiyerine ekilmis ve calkalayicili etivde 30°C’de 24 saat
inkUbe edilmistir. Santrifij (3000 x g’de 20 dakika) sonrasi elde edilen
supernatanlardan 500 pl, 1,5 ml deney karisimi [20 mM Tris-HCI, 1 mM
CaCl, tampon ¢ozeltisinden (pH 8) 1,5 ml ve 50 mg Hide Remazol Brilliant
Blue] iceren tuplere eklenip 35°C’de 1 saat calkalayicili etuvde inkube
edilmigtir. Takiben tupler 4000 x g’de 5 dakika santrifuj edilmis ve her bir
koken igin 2’ser kuyucuga 200 ul sipernatan koyularak absorbans degerleri
595 nm’de optik okuyucu ile Ol¢glilmugtur (26). Her koken igin 2 kuyucugun
absorbans degerlerinin ortalamasi alinmig ve bu islem 2 ayri ¢galismada daha
tekrarlanmistir. Esik degerin (cut-off) belirlenebilmesi amaciyla, alkali proteaz
uretimi negatif olan P. aeruginosa PAO-JP2 ve PAO-JP3 kdkenleri ile yapilan
calismalarin ortalamalarina 2 standart sapma eklenerek, %95 duyarlilikla
esik deger 0,241 olarak belirlenmig, 595 nm’de absorbans degeri >0,241
saptanan kokenler alkali proteaz Uretimi agisindan pozitif olarak
degerlendirilmistir. Calismalarda pozitif kontrol olarak P. aeruginosa PAO-1
kdkeni, negatif kontrol olarak steril LB sivi besiyeri kullaniimistir (Sekil 4).

Sekil 4. Alkali proteaz liretiminin mikroplakta saptanmasi

- -t

A1-2: PAO1 kokeni (pozitif kontrol), A5-6: (negatif kontrol),
A3-4, A7-12: klinik kdkenler
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3.2.4. BiYOFIiLM URETIMINiN SAPTANMASI:

Yari nicel olarak biyofilm dretiminin saptanmasi amaciyla, Kklinik
P. aeruginosa kokenleri (n: 100) ve P. aeruginosa PAO-1 kdkeni igin
hazirlanan bakteri suspansiyonlarinin taze LB sivi besiyeri igerisinde 1:100
oraninda sulandirmlari yapilmig ve bu sulandirimlardan 100°er ul 3
kuyucuga dagitilmistir. 8 saat 35°C’de inklibasyon sonrasinda plaklar tger
kez distile su ile yikandiktan sonra her kuyucuga %0.1’lik kristal viyole
cozeltisinden 10’ar ul eklenerek plaklar oda i1sisinda 15 dakika bekletilmigtir.
Ardindan plaklar tekrar 3’er kez distile su ile yikanarak serbest boya ¢ozeltisi
uzaklastirilmistir. Olusan biyofilmin kantitasyonu amaciyla kuyucuklara 200
ul %95lik etanol eklenerek biyofilm ile bilesik olusturan kristal viyolenin
¢ozUlmesi gergeklestirilmistir. Bes dakika bekledikten sonra absorbans
degerleri 550 nm’de optik okuyucu ile Olgilmustir (61). Her kdken igin 3
kuyucugun absorbans degerlerinin ortalamasi alinmig ve bu islem 2 ayri
calismada daha tekrarlanmistir. Egik degerin (cut-off) belirlenebilmesi
amaciyla, biyofilm Uretimi negatif olan P. aeruginosa PAO-JP2 ve PAO-JP3
kOkenleri ile yapilan ¢alismalarin ortalamalarina 2 standart sapma eklenerek,
%95 duyarhlikla esik deder 0,076 olarak belirlenmis, 550 nm’de absorbans
degeri >0,076 saptanan kokenler biyofilm Uretimi agisindan pozitif olarak
degerlendirilmistir. Calismalarda pozitif kontrol olarak P. aeruginosa PAO-1
kdkeni, negatif kontrol olarak steril LB sivi besiyeri kullaniimistir (Sekil 5).

Sekil 5. Biyofilm uiretiminin mikroplakta saptanmasi

A4-6: P. aeruginosa PAO-1 kdkeni (pozitif kontrol), B4-6: (negatif kontrol)
A1-3, A7-12, B1-3, B7-12 klinik kékenler
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3.2.5. PiYOSiYANIN URETiMININ SAPTANMASI:

Yari nicel olarak piyosiyanin Uretiminin saptanmasi amaciyla, Kklinik
P. aeruginosa kokenleri (n: 100) ve P. aeruginosa PAO-1 kokeni igin stok
besiyerinden MacConkey agara pasaj sonrasi elde edilen bir izole koloni 7 ml
gliserol alanin minimal besiyeri iceren tuplere ekilerek 37°C’de 24 saat
calkalayicili etiivde inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda sogutmali
santrifujde gevrilerek (3000 x g’'de 20 dakika) elde edilen supernatanlardan 5
ml yeni bir tibe aktarilmis ve tuplere 3 ml kloroform eklenerek supernatan
icerisindeki piyosiyaninin kloroforma ayrismasi saglanmistir. Tuabun alt
kisminda biriken kloroform tabaka yeni bir tupe pipetlenmis ve Gzerine 1 ml
0.2 M HCI eklenmistir. Kloroform tabakadan tekrar HCI igerisine ayrisan
piyosiyaninin kantitasyonu amaciyla tupler santriftj edilmistir (3000 x g’'de 10
dak). Her bir koken icin tibun st kisminda kalan HCI tabakasindan 2’ser
kuyucuga 200 ul supernatan koyularak absorbans degerleri 520 nm’de optik
okuyucu ile olgulmagtur (62). Her koken igin 2 kuyucugun absorbans
degerlerinin ortalamasi alinmig ve bu islem 2 ayr g¢alismada daha
tekrarlanmistir. Esik degerin (cut-off) belilenebilmesi amaciyla, piyosiyanin
uretimi negatif olan P. aeruginosa PAO-JP2 ve PAO-JP3 kdkenleri ile yapilan
calismalarin ortalamalarina 2 standart sapma eklenerek, %95 duyarlilikla
esik deger 0,040 olarak belirlenmig, 520 nm’de absorbans degeri >0,040
saptanan  kokenler piyosiyanin  Uretimi  acgisindan  pozitif  olarak
degerlendirilmistir. Calismalarda pozitif kontrol olarak P. aeruginosa PAO-1

kokeni, negatif kontrol olarak steril LB sivi besiyeri kullaniimistir (Sekil 6).

Sekil 6. Piyosiyanin uretiminin mikroplakta saptanmasi

A Jd Q@""" £ B o © o8

B
Sumalli, i

A1-2 P. aeruginosa PAO-1 kokeni (pozitif kontrol), B1-2 (negatlf kontrol)
A3-12, B3-B12 klinik kOkenler
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3.2.6. ANTIBIYOTIK DUYARLILIK TESTi:

Pseudomonas aeruginosa kokenlerinin aminoglikozidlere (amikasin,
gentamisin, tobramisin), sefalosporinlere (seftazidim, sefepim),
florokinolonlara (siprofloksasin, ofloksasin), karbapenemlere (imipenem,
meropenem) ve anti-psdédomonal penisilinlere (piperasilin ve beta-laktamaz
inhibitorld  kombinasyonu olan piperasilin/tazobaktam) duyarliliklari CLSI
(eski adiyla NCCLS) kriterlerine gore belirlenmig, P. aeruginosa ATCC 27853
kokeni kontrol olarak kullaniimigtir (63, 64).

3.2.7. QUORUM SENSING GENLERININ PCR iLE SAPTANMASI:

Fenotipik testlerle arastirilan her dort virtlans faktoru icin de absorbans
degerleri ortalama absorbans degerlerinin altinda kalan kokenlerde (n:16) QS
genlerinin varligi PCR yontemi ile arastirilmistir. Bakteri DNA’sI ticari bir kit
ile ayristinimistir (High Pure PCR Template Kit, ROCHE). PCR, i¢inde 25 pnl
PCR master karisim (Fermentas), 1.5 ul forward primer (100 pmol ), 1.5 pl
reverse primer (100 pmol ), 3 ul bakteri DNA’ si ve 19 ul steril distile su
bulunan 50 pl reaksiyon karigimi iginde gerceklestiriimistir. PCR reaksiyonu
94°C’de 7 dakika baslangi¢ denaturasyonunun ardindan, 94°C’de 30 saniye,
50°C’de 30 saniye, 72°C’de 2 dakikadan olusan 34 dongu ve son uzama igin
72°C’de 10 dakika olarak gergeklestirilmistir. PCR Urunlerinin incelenmesi
icin  %71lik agaroz jel kullanilmigtir. Asagida c¢alismada kullanilan
oligonukleotid primerlerinin nikleotid dizilimleri verilmistir (62).

las QS sisteminin arastiriimasinda kullanilan primerler.;
lasl forward: 5-ATGATCGTACAAATTGGTCGGC-3’

reverse: 5-GTCATGAAACCGCCAGTCG-3’
lasR  forward: 5-ATGGCCTTGGTTGACGGTT-3.

reverse: 5-GCAAGATCAGAGAGTAATAAGACCCA-3'

rhl QS sisteminin arastiriimasinda kullanilan primerler:

rhil forward: 5-CTTGGTCATGATCGAATTGCTC-3’
reverse: 5-~ACGGCTGACGACCTCACAC-3’

rhiR forward: 5-CAATGAGGAATGACGGAGGC-3’
reverse: 5-GCTTCAGATGAGGCCCAGC-3’
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3.2.8. KOKENLERIN ERIC (ENTEROBACTERIAL REPETITIVE
INTERGENIC CONSENSUS) PCR iLE GENOTIPLENDIRILMESi:

Fenotipik testlerle arastirilan her dort virllans faktord icin de absorbans
degerleri ortalama absorbans degerlerinin altinda kalan kokenler (n:16)
arasindaki klonal iligki ERIC PCR yontemiyle arastinimistir. PCR
reaksiyonlari, 3 ul (50 ng) bakteri DNA’s;, 2 pul ERIC2 primeri
(5-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3'), 25 ul PCR master karisimi (Fermentas) ve
20 ul steril su iceren reaksiyon karigimlari iginde; 94°C’de 5 dakika baslangi¢
denaturasyonunun ardindan, 94°C’de 1 dakika, 40°C’de 1 dakika, 74°C’de 4
dakikadan olusan 35 dongu ve son uzama igin 74°C’de 10 dakika olacak
sekilde gercgeklestiriimistir. PCR Urdnlerinin incelenmesi igin %0,5’lik agaroz
jel kullanilmigtir (65).

3.3. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Calismanin veri analizinde SPSS (Statistical Package for Social Science)
istatistiksel yazihm programi kullanilmigtir. VirGlans faktora dretimi ile
antibiyotik duyarlih@r arasindaki iligkinin degerlendiriimesinde Pearson ki-kare
ve Fischer exact test kullaniimig, p < 0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir.
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4. BULGULAR

Alt solunum yolu enfeksiyonu on tanisiyla gonderilen klinik 6rneklerden izole
edilen toplam 100 P. aeruginosa kokeninin Ornek turlerine ve oOrnegi
gonderen birime gore dagilimi Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Ornek tiirlerine ve drnedi génderen birime gore P. aeruginosa
kokenlerinin dagilimi

Ornek tiri Servis | Poliklinik | Toplam
Balgam 22 31 53
Derin Trakeal Aspirasyon 35 2 37
Bronkoalveolar Lavaj 8 2 10
Toplam 65* 35 100

* 65 servis hastasinin 29’unu (%44,6) yogun bakim unitesinde yatan hastalar

olusturmaktadir.

Klinik P. aeruginosa kokenleri (n: 100) ve kontrol kokenlerinin her bir virilans
faktoru icin absorbans degerleri ile ilgili veriler Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Klinik P. aeruginosa kokenleri (n: 100) ve kontrol kokenlerine
ait absorbans degerleri

Absorbans degerleri
Klinik kdkenler (n: 100) Kontrol kékenleri
Virdlans | e qisiik | En yiksek | Ortalama + SD| PAO-1 | PAO JP2-JP3
Faktérii usu ylkse alama +
Elastaz 0,119 3,240 1,162+ 1,045 | 2,557 0,195
Alkali Proteaz 0,141 2,919 1,473 + 1,081 2,671 0,217
Biyofilm 0,051 0,194 0,119+0,033 | 0,124 0,065
Piyosiyanin 0,032 0,446 0,118 +£ 0,094 0,185 0,035

SD: Standart sapma,
PAO-1: Pozitif kontrol kdkeni
PAO JP2-JP3: Negatif kontrol kokenleri
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Negatif kontrol kokenleri

(P. aeruginosa PAO-JP2 ve PAO-JP3)

ile

gerceklestirilen testler sonucunda esik degerler (cut-off) belirlenmis ve bu

degerler kullanilarak klinik P. aeruginosa kokenlerinin (n: 100) virtlans faktor

uretimleri belirlenmistir (Tablo 3). Klinik P. aeruginosa kokenlerinde incelenen

virulans faktorlerinin yuksek oranda (%73-86) pozitif oldugu gorilmektedir.

Tablo 3. P. aeruginosa kokenlerinin (n: 100) virilans faktor tretimlerinin

degerlendirilmesi

Klinik izolatlar

Virilans faktori Esik degerler (n: 100)
Negatif Pozitif
Elastaz 0,219 24 76
Alkali Proteaz 0,241 27 73
Biyofilm 0,076 14 86
Piyosiyanin 0,040 25 75

P. aeruginosa kokenlerinin (n: 100) ornek cinsi, 6rnegin gonderildigi bolim ve

urettikleri virtlans faktorleri igin belirlenen absorbans degerleri Tablo 4'de

goOrulmektedir.
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Tablo 4. Klinik P. aeruginosa kokenlerinin (n: 100) ve kontrol
kokenlerinin virulans faktorleri igin absorbans degerleri ortalamalari

Koéken no | Materyal Boliim Elastaz P?(I)I::i:z Biyofilm | Piyosiyanin
1 BALGAM | PED GOG HAST 1,640 2,716 0,102 0,304
2 DTA CERRAHI YBU 0,294 0,448 0,162 0,082
3 BALGAM | GOGUS HAST 0,244 1,675 0,158 0,272
4 BALGAM | GOGUS HAST 0,161 0,619 0,093 0,050
5 DTA CERRAHI YBU 2,783 1,716 0,115 0,294
6 BALGAM | GOGUS HAST 0,168 2,434 0,112 0,153
7 BALGAM | GOGUS HAST 0,219 0,325 0,156 0,036
8 BALGAM | DAHILi YBU 0,800 1,249 0,099 0,056
9 DTA CERRAHI YBU 0,243 0,199 0,125 0,069
10 DTA DAHILI YBU 0,250 0,195 0,139 0,191
11 DTA DAHILI YBU 0,989 2,352 0,194 0,233
12 BALGAM | GOGUS HAST 2,400 2,593 0,133 0,155
13 BALGAM PED GOG HAST 0,517 2,258 0,147 0,039
14 BAL CERRAHI YBU 0,193 0,199 0,176 0,032
15 ETA PED GOG HAST 2,202 2,604 0,113 0,122
16 DTA DAHILI YBU 2,133 2,630 0,157 0,340
17 DTA CERRAHI YBU 0,281 0,256 0,140 0,042
18 DTA DAHILIYE 1,479 2,207 0,094 0,035
19 BALGAM | DAHILI YBU 0,306 0,203 0,138 0,117

20 BALGAM | PEDIYATRI 0,196 0,207 0,136 0,033
21 DTA CERRAHI YBU 0,261 0,210 0,075 0,079
22 BAL DAHILIYE 2,211 2,527 0,161 0,242
23 BALGAM | PED GOG HAST 2,343 2,223 0,127 0,249
24 DTA CERRAHI YBU 0,192 0,274 0,138 0,095
25 ETA PEDIYATRI 0,182 1,310 0,173 0,247
26 BALGAM | DAHILI YBU 2,062 1414 0,150 0,199
27 BALGAM | GOGUS HAST P 0,162 0,148 0,100 0,063
28 DTA CERRAHI YBU 0,299 0,206 0,118 0,035
29 BALGAM | PEDIYATRI 2,561 2,514 0,181 0,194
30 BALGAM | PED GOG HAST 1,315 2,049 0,129 0,049
31 BALGAM | GOGUS HAST 0,217 0,280 0,071 0,037
32 BALGAM | DAHILIYE 1,398 1,464 0,128 0,037
33 BALGAM | GOGUS HAST 2,589 2,495 0,113 0,182
34 BALGAM | DAHILIYE 2,739 2,555 0,116 0,140
35 BALGAM | GOG CERRAHISI 0,337 0,163 0,113 0,033
36 DTA PEDIYATRI 0,291 0,445 0,136 0,121
37 DTA ORTOPEDI 2,017 2,639 0,123 0,176
38 BALGAM | PED GOG HAST 1,122 2,076 0,109 0,032
39 BALGAM | PED GOG HAST 0,172 0,286 0,076 0,032
40 BALGAM | GOGUS HAST 0,142 2,335 0,053 0,108
41 DTA NOROLOJI 1,839 2,697 0,158 0,052
42 BALGAM | GOGUS HAST 0,146 0,152 0,125 0,052
43 BALGAM | PEDIYATRI 2,469 2,716 0,119 0,230
44 BALGAM | PED GOG HAST 2,530 2,691 0,122 0,446
45 BALGAM DAHILI YBU 0,707 0,281 0,058 0,035
46 BALGAM PEDIYATRI ACIL 3,181 2,778 0,133 0,381
47 BALGAM GOGUS HAST 0,290 0,993 0,055 0,050
48 BALGAM PED GOG HAST 2,116 2,627 0,051 0,033
49 BAL GOG CERRAHISI 2,323 2,581 0,133 0,069
50 BALGAM DAHILIYE 0,188 2,347 0,106 0,058
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Tablo 4 (devam).

v - Alkali . g . . .
Koken no | Materyal Bolim Elastaz Proteaz Biyofilm | Piyosiyanin
51 BALGAM | PEDIYATRI ACIL 2,095 0,265 0,110 0,062
52 BALGAM | GOGUS HAST 2,780 2,577 0,094 0,086
53 BALGAM | DAHILIYE 2.806 2,661 0,104 0,086
54 DTA DAHILI YBU 0,160 0,238 0,117 0,085
55 DTA DAHILIYE 1,087 1,963 0,100 0,066
56 ETA PED GOG HAST 1,118 2,147 0,141 0,152
57 BALGAM | GOGUS HAST 2,841 2,382 0,135 0,193
58 BALGAM | UROLOJI 1,471 2,919 0,111 0,037
59 ETA PEDIYATRI 0,355 0,360 0,084 0,389
60 BAL GOGUS HAST 0,166 0,214 0,058 0,035
61 BALGAM | PED GOG HAST 0,567 2,532 0,113 0,106
62 BALGAM | PEDIYATRI 2,027 2,844 0,150 0,085
63 ETA PED CERRAHI 2745 2,790 0,100 0,149
64 BALGAM | DAHILIYE 2,884 2,773 0,110 0,343
65 DTA DAHILI YBU 1,966 2,268 0,132 0,119
66 BALGAM | ORTOPEDI 2386 2,648 0,156 0,065
67 BALGAM | GOGUS HAST 0,124 2,470 0,095 0,129
68 DTA DAHILIYE 2249 2,500 0,112 0,231
69 BALGAM | GOGUS HAST 0,213 0,148 0,152 0,073
70 BALGAM | DAHILI YBU 0,242 0,178 0,060 0,033
71 BALGAM | PED GOG HAST 2112 2,158 0,099 0,161
72 ETA PEDIYATRI 2768 1,095 0,129 0,046
73 BAL PED GOG HAST 3,240 2,578 0,133 0,066
74 DTA DAHILI YBU 0,183 0,141 0,151 0,037
75 BALGAM | GOGUS HAST 2,770 2,338 0,119 0,152
76 ETA PEDIYATRI 0,827 2,342 0,139 0,049
77 DTA CERRAHI YBU 0,229 0,241 0,165 0,065
78 DTA CERRAHI YBU 1,399 2,711 0,135 0,113
79 BAL PEDIYATRI ACIL 2,367 2,570 0,112 0,129
80 BALGAM | GOGUS HAST 1,204 2,603 0,077 0,061
81 DTA DAHILI YBU 0,167 0,183 0,060 0,033
82 DTA NOROLOJI 0,171 0,194 0,138 0,100
83 BAL CERRAHI YBU 0,155 0,205 0,054 0,032
84 DTA DAHILI YBU 0,314 0,153 0,101 0,033
85 BAL GOGUS CERRAHI 0,298 0,366 0,146 0,171
86 DTA DAHILI YBU 0,280 0,217 0,130 0,033
87 BALGAM | PED GOG HAST 3,004 2,729 0,115 0,231
88 BALGAM | PEDIYATRI 1,261 0,567 0,159 0,167
89 BALGAM | NOROLOJI 0,304 0,184 0,136 0,032
90 BALGAM | PED GOG HAST 0,226 0,158 0,061 0,034
91 DTA CERRAHI YBU 0,199 0,171 0,134 0,239
92 BALGAM | DAHILIYE 0,280 0,209 0,055 0,067
93 DTA GENEL CERRAHI 0,231 0,495 0,159 0,159
94 BAL PEDIYATRI 0,603 2,257 0,181 0,054
95 DTA DAHILI YBU 0,526 1,835 0,061 0,041
96 DTA CERRAHI YBU 1,144 2,347 0,124 0,158
97 BALGAM | GOGUS HAST 3,176 2,372 0,114 0,106
98 DTA DAHILI YBU 0,206 0,192 0,124 0,034
99 BAL PEDIYATRI 0,119 1,148 0,104 0,178
100 BALGAM | DAHILIYE 0,288 0,235 0,093 0,034
PAO-1 Pozitif kontrol kbkeni 2,557 2,671 0,124 0,185
PAO-JP2 Negatif kontrol kokeni 0,201 0,222 0,066 0,036
PAO-JP3 Negatif kontrol kokeni 0,188 0,212 0,064 0,033
Poliklinik drnekleri italik, esik deger altinda bulunan absorbans degerleri koyu belirtiimistir.
Gogus Hast: Gaogus Hastaliklari, Ped Cer: Pediyatrik Cerrahi,
Ped GoJ Hast: Pediyatrik Gogilis Hastaliklari, YBU: Yodun Bakim Unitesi
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Her 4 virtlans faktoru icin absorbans degerleri ortalamanin altinda kalan
P. aeruginosa kokenlerinin (n:16) QS genleri PCR yontemiyle arastiriimis
(Sekil 7) ve sonuglar Tablo 5'te verilmistir.

L PAO G0 70 81 83 84

lasl (605 bp) lasR (725 bp)

L (1] TO 81 B3 B4 a0 az 100 PAD

rhll (625 bp) rhIR (730 bp)

Sekil 7. Kokenlerde /asl (sol-list), lasR (sag-ust), rhll (sol-alt) ve rhIR
(sag-alt) genlerinin elektroforez (PCR) goruntuleri

L: DNA markora, PAO: P. aeruginosa PAO-1 pozitif kontrol kdkeni
4-100: Klinik P. aeruginosa kdken no’lari
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Tablo 5. PCR yontemiyle QS genleri arastirilan kokenlere (n: 16) ait
sonuglar

Virulans Faktor Absorbans Degerleri Quorum Se|_1$|ng
Genleri
Koken Alkali

No Biyofilm | Elastaz | Proteaz | Piyosiyanin lasl lasR | rhll | rhIR
4 0,093 0,161 0,619 0,050 POZ | POZ | POZ | POZ
8 0,099 0,800 1,249 0,056 POZ | POZ | POZ | POZ
[ ] 0,075 0,261 0,210 0,079 POZ | POZ | NEG | NEG
[ ] 0,100 0,162 0,148 0,063 POZ | POZ | NEG | NEG
31 0,071 0,217 0,280 0,037 POZ | POZ | POZ | POZ
B 0,076 0,172 0,286 0,032 NEG | NEG | NEG | NEG
45 0,058 0,707 0,281 0,035 POZ | POZ | POZ | POZ
47 0,055 0,290 0,993 0,050 POZ | POZ | POZ | POZ
] 0,058 0,166 0,214 0,035 NEG | NEG | NEG | NEG
70 0,060 0,242 0,178 0,033 POZ | POZ | POZ | POZ
81 0,060 0,167 0,183 0,033 POZ | POZ | POZ | POZ
-] 0,054 0,155 0,205 0,032 NEG | NEG | NEG | NEG
84 0,101 0,314 0,153 0,033 POZ | POZ | POZ | NEG
-] 0,061 0,226 0,158 0,034 POZ | NEG | POZ | NEG
92 0,055 0,280 0,209 0,067 POZ | POZ | POZ | POZ
100 0,093 0,288 0,235 0,034 POZ | POZ | POZ | POZ
PAO-1 0,124 2,557 2,671 0,185 POZ | POZ | POZ | POZ

LB 0,054 0,183 0,191 0,036

Bir veya daha fazla QS geni negatif bulunan kékenler kirmizi renkle belirtilmistir.

Her 4 virtlans faktoru icin absorbans degerleri ortalamanin altinda kalan
P. aeruginosa kokenlerinin (n:16) arasinda klonal iliski ERIC-PCR yontemiyle
arastinimis ancak bu yontemle kokenler arasinda klonal bir iligki
gOsterilememigtir (Sekil 7).

Sekil 8. ERIC PCR sonugclan
L: DNA markoéru, 4-100: Klinik P. aeruginosa kdoken no’lari
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P. aeruginosa kokenlerinin aminoglikozidlere (amikasin, gentamisin,

tobramisin), sefalosporinlere  (seftazidim, sefepim), florokinolonlara

(siprofloksasin, ofloksasin), karbapenemlere (imipenem, meropenem) ve anti-
psddomonal penisilinlere  (piperasilin ve beta-laktamaz inhibitorlu
kombinasyonu olan piperasilin/tazobaktam) duyarliliklari ve servislere gore

dagilimi Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Antibiyotiklere duyarli P. aeruginosa kokenlerinin servislere gore
dagihimi

Tim

e . Poliklinik Diger Servisler | Yogun Bakim Kokenler
Antibiyotik (n= 35) % = 36) “= 29) (n=100)
Sayi (%) Sayi (%) Sayi (%) Sayi (%)

AK 26 (74,3) 26 (72,2) 18 (62,1) 70 (70)
GM 28 (80,0) 21 (58,3) 11 (37,9) 60 (60)
TOB 32 (91,4) 25 (69,4) 12 (41,4) 69 (69)
PRL 30 (85,7) 25 (69,4) 14 (48,3) 69 (69)
TZP 34 (97 ,1) 28 (77,8) 18 (62,1) 80 (80)
CAZ 31 (88,6) 26 (72,2) 21 (72,4) 78 (78)
FEP 30 (85,7) 24 (66,7) 18 (62,1) 72 (72)
IPM 32 (914) 24 (66,7) 10 (34,5) 66 (66)
MEM 32 (914) 27 (75,0) 18 (62,1) 77 (77)
CIP 31 (88,6) 24 (66,7) 13 (44,8) 68 (68)
OFL 25 (71,4) 19 (52,8) 11 (37,9) 55 (55)

AK : Amikasin, GM: Gentamisin, TOB: Tobramisin, PRL: Piperasilin, _

TZP: Piperasilin/Tazobaktam, CAZ: Seftazidim, FEP : Sefepim, IPM: Imipenem,
MEM: Meropenem, CIP: Siprofloksasin, OFL: Ofloksasin

Virulans faktoru UGretimi ile antibiyotiklere duyarlihk arasindaki iligki
irdelendiginde; elastaz Ureten kokenlerin piperasilin ve seftazidime daha
duyarh olduklari; alkali proteaz ureten kokenlerin tobramisin, piperasilin,
piperasilin/tazobaktam, sefepim, imipenem ve siproflokasine daha duyarli
olduklari, piyosiyanin ureten kOkenlerin ise amikasin, tobramisin, seftazidim,
siproflokasin ve ofloksasine daha duyarli olduklari saptanmistir. Biyofilm
uretimi ile antibiyotik duyarlligi arasinda herhangi bir iliski saptanmamigtir.
(Tablo 7).
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Tablo 7. P. aeruginosa kokenlerinde virtlans faktoru uretiminin antibiyotik

duyarhhg ile iligkisi

Virulans Faktorleri (p degeri)*

Antibiyotik Elastaz Alkali proteaz Piyosiyanin
Amikasin 0,011
Gentamisin
Tobramisin 0,003 0,013
Piperasilin 0,041 0,000
Piperasilin-tazobaktam 0,001
Seftazidim 0,048 0,023
Sefepim 0,002
imipenem 0,009
Meropenem
Siprofloksasin 0,003 0,001
Ofloksasin 0,000

* Virtlans faktoru uretimi ile antibiyotik duyarliligi arasinda anlamli iligki

(p < 0.05) saptanan durumlar igin p degeri belirtilmigtir.

41



5. TARTISMA

Gram negatif bakterilere bagli hastane kaynakli enfeksiyonlarin en sik
rastlanan etkenlerinden biri olan P. aeruginosa oOzellikle bagisiklik sistemi
baskilanmis ya da kolaylastirici bir faktorin bulundugu hastalarda firsatgi
enfeksiyonlar olusturmaktadir. P. aeruginosa AIDS hastalarinda bakteriyemi
ile seyrettiginde olgularin yarisi kaybedilmektedir (66). Yanik hastalari
P. aeruginosa enfeksiyonlari igin ozellikle risk altindadir, yanik servislerinde
P. aeruginosa enfeksiyonlarina bagli 6lum oranlari %60’a dek ¢ikabilmektedir
(67). Solunum yollari P. aeruginosa tarafindan en sik enfekte edilen vicut
bolgesidir. P. aeruginosa’ya bagli akut pnomoniler %30, mekanik solunum
cihazi ilisikili pnomoniler ise %38 oraninda olumcul tablolara neden olabilir
(68, 69). Kistik fibroz hastalari P. aeruginosa enfeksiyonlarina ¢ok yatkin
olup, gelisen enfeksiyonlar hastanin yasam kalitesini azalttigi gibi, sagkalim

oranlarini da dusurmektedir (52).

P. aeruginosa’nin farkli vucut bolgelerinde ve bazen hayati tehdit
edebilen enfeksiyonlardan sorumlu olmasinin temelinde c¢ok fazla sayida
virllans faktoru Uretmesi yatmaktadir (1). Hucre disina salinan virtlans
faktorlerinin birgogunun sentezi, bakteriler arasinda haberlesmeye olanak
veren, ortamdaki bakteri yogunlugunun tetikleyici rol Ustlendigi hicreler-arasi

iletisim (Quorum Sensing) sistemi araciligiyla denetlenmektedir (70).

Bazi virilans faktorlerinin  belirli  vicut bdlgelerinde gelisen
enfeksiyonlarda daha belirgin rol oynadigini ortaya koyan g¢alismalar
P. aeruginosa enfeksiyonlarinin patogenezinin aydinlatiimasina onemli
katkida bulunmustur. Woods ve ark. farkli klinik érneklerden (yanik bolgesi,
yara, idrar, kan, KF hastasi balgami, akut pnomonili hasta balgam 6rnegi)
izole edilmis P. aeruginosa kokenlerinin virllans faktoru GUretimi agisindan
farkhliklarini arastirmiglardir. KF hastalarinin balgamlarindan izole edilen
kOkenlerde toplam proteaz dretim miktarinin diger klinik orneklere gore
oldukga dusuk, akut pnémonili hasta izolatlarinin elastaz Uretiminin ise diger
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izolatlara gore yuksek oldugunu belirlemiglerdir (71). Ayni ¢calismada kan ve
idrar izolatlarinda oldukga yuksek fosfolipaz C degerleri tespit edilmistir. Kan
izolatlarinda saptanan yuksek toplam proteaz, fosfolipaz C ve ekzotoksin A
seviyeleri, bu faktorlerin bakteriyemiden sorumlu faktorler olabilecegi lehinde
yorumlanmigtir. Rumbaugh ve ark. 3 farkli vicut bolgesinden (trakea, Uriner
sistem ve yara) izole edilen P. aeruginosa kokenlerindeki virtlans faktoru
seviyesinin (ekzotoksin A, ekzoenzim S ve elastaz) enfeksiyon turu ile olan
iligkisini aragtirdiklan galigmalarinda farkh bolgelerden izole edilen kokenlerin
elastaz uretimi agisindan fark gostermediklerini, buna kargin Uriner sistem ve
yara enfeksiyonu etkenlerinde ekzoenzim S  dretiminin, yara
enfeksiyonlarindan izole edilen kokenlerde ekzotoksin A aktivitesinin belirgin
olarak yuksek oldugunu saptamiglardir (72).

Elastaz  dretiminin  P.  aeruginosa  akciger enfeksiyonlari
patogenezindeki yeri agikca ortaya konmus olup solunum yolu orneklerinden
izole edilen P. aeruginosa izolatlarinin %73-95 oraninda bu enzimi urettigi
gOsterilmigtir  (73-75). Calismamizda elastaz pozitifligi %76 olarak

belirlenmistir.

Alkali proteaz akut akciger enfeksiyonlarinin erken doneminde
alveoller icinde olugsan yogun fibrinin eritiimesinden ve enfeksiyonun
ilerlemesinden sorumludur (25). Ayrica alkali proteazin elastaz gibi silyali
solunum yolu epiteli Uzerine yikici O0zelligi oldugu gosterilmistir (76). Buna
ragmen solunum yolu enfeksiyonlari patogenezinde alkali proteazin rolu
kisithdir.  Calismamizda alkali proteaz dretimi  kokenlerin  %73’Unde
saptanmistir. Ciragil ve ark. bu orani KF hasta izolatlarinda %52, KF disi

hasta izolatlarinda %61 olarak saptamiglardir (75).

P. aeruginosa’ya bagli akut ve kronik akciger enfeksiyonlarinda
piyosiyanin solunum yolu epitel hicrelerinde glutatyonu okside edip, katalazi
inaktive ederek oksidatif hasara yol agmaktadir (27,77). Calismamizda
kokenlerin %75’'inde piyosiyanin Uretimi saptanmistir.
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KF hastalarindaki akciger enfeksiyonlari gibi kronik enfeksiyonlarda ve
kateter enfeksiyonlarinda bakteri biyofilm olugsturarak belirli  vicut
bolgelerinde sinirli kalmakta ve enfeksiyon suregenlesmektedir. Biyofilm
gelisim agamalari; baslangi¢ tutunmasi, olgun biyofiimin gelismesi ve
biyofimden kopma olarak oOzetlenebilir (78). Olgun biyofiim, sivi dolu
kanallarla birbirinden ayrilan buyudk mikrokoloniler yapisindadir. Biyofilm
icerisinde P. aeruginosa polisakkaridlerden, nukleik asit ve proteinlerden
meydana gelen EPS (extracellular polymeric substance - hucredigi polimerik
madde) ile ¢evrili mikrokoloniler olugturur. Son basamakta olgun biyofilmden
ayrilan bakteri toplulugu bir bagka bodlgede tutunarak biyofilm gelisim
evrelerinin tumunu tekrar eder. Kirisits ve ark. iki farkli biyofilm turu tarif
etmigler, ylzey Uzerinde yukseklik gostermeden yayilan biyofilmi “yassi”,
hdcre kimelerinden meydana gelen ve kanal veya bogluklarla birbirinden
ayrilan sapkali mantar benzeri biyofilmleri ise “yapisal” olarak
adlandirmiglardir  (78). Calismamizda kokenlerin  %86’sinda mikroplak
yontemiyle biyofilm Gretimi saptanmis ancak teknik olanaksizliklar nedeniyle

biyofilm yapisi arastirilamamistir.

P. aeruginosa’nin hucre digina salinan viralans faktorlerinin
duzenlenmesinde buyuk rol Ustlenen Quorum Sensing sisteminin biyofilm
olusumuyla iligkisi Davies ve ark. tarafindan ortaya konmustur (79).
Arastirmacilar sokak tipi P. aeruginosa kokeni ve rhll mutant kdkenin yapisal
biyofilmler olusturdugunu, buna karsin /lasl ve lasl-rhll mutantlarinin yassi,
farkhlasamayan Dbiyofilmler olusturduklarini gozlemlemigler ve biyofilm
gelisimi  ve farkllagmasindan /as sisteminin sorumlu oldugunu Oone
surmuslerdir. Kronik enfeksiyonlarda QS’nin rolinu inceleyen Smith ve ark.
KF surecinde /asR mutantlarinin segildigini belirlemigler (80), bunu destekler
sekilde Singh ve ark. KF hastalarinin balgamlarinda belirgin olan sinyalin rh/
sistemine ait AHL sinyal molekullerinin oldugunu tespit etmiglerdir (81). Bu
sonuglar isiginda ise, las sistemi ile dizenlenen akut donem virllans

faktorlerinin  Uretimini durdurarak konak bagigik yanitindan kagan bakteri,
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kronik enfeksiyon gelisimi icin gerekli ve rhl ile duzenlenen biyofilm

olugsumuna gegebilir.

Bakterinin patogenezinde ¢ok onemli gorev ustlenen QS sisteminde
bir eksikligin bakterinin virilansinda onemli azalmaya neden olacagi acgiktir.
Bu hipotezi destekleyen hayvan caligmalarinda; Iglewski ve Howe alkali
proteaz uretimi belirgin olarak azalmig mutant kdkenlerin, farelerde gelistirilen
travmatize g6z modelinde korneay! kolonize edemediklerini ve kornea
hasarina yol agcamadiklarini, alkali proteazin digaridan eklenmesiyle ise alkali
proteaz ureten kokenlerin olusturdugu enfeksiyondan ayirt edilemeyecek bir
tablo gelistigini gozlemlemisledir (26). Wu ve ark. P. aeruginosa kokenlerini
ve ancak ekzojen AHL varliginda yesil floresan protein (YFP) Ureten E. coli
kOkenlerini aljinat boncuklar icerisinde farelere intratrakeal yoldan
uygulayarak bir pndmoni modeli gelistirmislerdir. Fareler farkli gunlerde
oldurulerek, akciger dokularindaki YFP ifade eden E. coli kdkenleri konfokal
taramali lazer mikroskopisi yontemiyle arastiriimis ve bu kokenlerin ciddi
derecede hasar gormus akciger dokusunda yogunlasmalari enfeksiyon
sirasinda P. aeruginosa tarafindan AHL molekullerinin dretilip ortama
salindigini, ve AHL uretiminin, dolayisiyla QS’nin, P. aeruginosa’nin akciger
enfeksiyonlari patogenezinde onemli rol oynadigini dusundurmustur (82).
Tang ve ark. /lasR geni mutasyona ugratiimis P. aeruginosa kdkeninin fare
akut pnémoni modelinde daha az virtlan oldugunu gostermislerdir (83). Wu
ve ark. sokak tipi P. aeruginosa kokeni PAO-1 ile, QS sisteminin sinyal
molekult Ureten genleri (/asl ve rhll) mutasyona ugratiimis P. aeruginosa
PAO-JP2 kokenleriyle sicanda P. aeruginosa’ya bagli pnomoni gelistirmis,
enfeksiyonun erken evrelerinde mutant PAO-JP2 kdkenine karsi daha hizli
ve guclu bagisik yanit saglandigini, daha fazla pulmoner INF-y dretildigini ve
daha guglu polimorfonuveli I6kosit cevabi ortaya ¢iktigini, ve antikor yanitinin
daha hizli gelistigini saptamislar ve fonksiyonel /asl ve rhll genlerinin
P. aeruginosa akciger enfeksiyonlarinin siddetinde belirgin rol oynadigi
sonucuna varmisglardir (84). Rumbaugh ve ark. farelerde geligtirdikleri yanik

modelinde QS sistemi mutant kdkenler kullanarak P. aeruginosa’nin vicutta
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yayilim gostermesi, cilt Gzerinde yayilmasi ve sagkalim orani kriterlerine gore
kiyaslamalar yapmiglardir. PAO-1’e kiyasla, lasl, lasR, rhll mutant kokenlerin
virllansinin belirgin olarak azaldigini belirlemigler ve en gbéze c¢arpan
azalmanin /asl- rhll ¢ifte mutantinda gozlendigini saptamiglardir. QS’nin yanik
ciltte horizontal yayillima ve yanik yaralari olusturulmus farede bakterinin

uzak organlara yayllmasindan sorumlu oldugunu belirtmiglerdir (85).

QS sisteminin P. aeruginosa patogenezindeki 6nemi ortaya konduktan
sonra caligmalar Ozellikle kistik fibroz hastalari Uzerinde yogunlagmigtir. KF
hastalarinin solunum yollari hemen her zaman P. aeruginosa ile kolonizedir
ve donem donem gozlenen akut alevlenmeler morbidite ve mortalite
oranlarini arttirmaktadir. KF hastalarindaki akciger enfeksiyonlari P.
aeruginosa QS sistemini incelemek icin olduk¢a uygun bir alandir.
Akcigerlerin kapali ve sinirli bir hacime sahip olmasi, P. aeruginosa’nin gok
yiiksek yogunluklara dek ireyebilmesi (balgamda 10” - 10® kob/ml) KF
hastasi akcigerlerinde QS ile dizenlenen genlerin uyarilmasi igin yeterlidir
(86). Erickson ve ark. KF hastalarinin akcigerlerindeki P. aeruginosa
kokenlerinin urettigi AHL molekul seviyesini ve transkript birikimini dlgmusler,
balgamda yuksek AHL molekul duzeylerini saptamiglar ve bu molekullerle
ifadesi duzenlenen virilans genlerininin KF hastalari akcigerinde aktif

oldugunu ve virtlansin duzenlenmesinde rol oynadigini savunmuslardir (87).

QS sisteminde eksiklik olan P. aeruginosa kokenlerinin insanlarda
enfeksiyon etkeni olup olamayacagini arastiran kisith sayidaki galigmada;
Zhu ve ark. okuler orneklerden izole edilmis 8 kokenin duguk proteaz ve AHL
aktivitesi gosterdigini belirlemis ve 2 kdkende /asl ve lasR, 2 kokendeyse rhIR
ve rhIAB genlerini negatif bulmuslar, diger 4 kokende ise tum QS genlerini
saptamiglardir. ilging olarak QS genlerinde eksiklik saptanan 4 kékenin 3l
asemptomatik kontakt lens kullanicisindan, 1’i de enfeksiyoz olmayan,
korneanin iltihabi yaniti olan kontakt lensin yol agtigi kirmizi géz tablosundan
izole edilmistir. Buna karsin dusik proteaz ve AHL Uretimi olmasina ragmen

incelenen tum genleri pozitif saptanan 4 koken de enfeksiy0z keratit
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olgularindan izole edilmigtir. Arastirmacilar klinik izolatlari hayvan deneyi
kapsaminda kornealarinda gizik gelistirilen farelere uygulamislar ve lasl ve
lasR mutanti olan 2 kdkenin farede avirtlan oldugunu gozlemleyerek, las QS
sisteminin kornea enfeksiyonlari igin gerekli oldugu fikrine varmiglardir (90).
Dénervaud ve ark. yogun bakim Unitesinde izlenen mekanik solunum
cihazina bagli 13 hastanin pulmoner aspirat orneklerinden izole edilen
toplam 442 P. aeruginosa kokeninin (34 koken/hasta) %81’'inde QS
sistemiyle duzenlenen elastaz, proteaz ve ramnolipid Uretimini saptamigtir.
Ugc hastada QS sisteminde mutasyon olan kokenler saptanmis ve bu
hastalarin ikisinde psddomonas bakteriyemisi ve pulmoner enfeksiyonu
geligsmistir (89). Bu beklenmedik bulgu bu hastalarin es zamanl olarak
virllans faktor Uretimi ¢ok yuksek olan bir bagka genotiple daha kolonize
olmalari ve enfeksiyondan bu kokenlerin sorumlu tutulabilecegi olasiligiyla
aciklanabilir. Schaber ve ark. farkhh enfeksiyonlardan izole edilen (alt
solunum yolu, Uriner sistem ve yara enfeksiyonlari) 200 P. aeruginosa
kokeninde elastaz uUretimini elastinli besiyeri iceren agar plagi kullanarak
arastirmiglar ve bes kokende elastaz Uretiminin olmadigini gostermiglerdir.
Bu kokenlerin slUpernatanlarinda elastin-kongo kirmizisi  varliginda
absorbans olgumu ve LasB-6zgul poliklonal antikorlar kullanarak immunoblot
yontemiyle bant aragtirilmasi uygulanmis ve bu dogrulama yontemleriyle de
elastaz saptanamamigtir. QS sinyal molekdulleri olan 3-okso-C12-HSL ve C4-
HSL molekulleri “cross biofeeding assay” (capraz-biyobesleme testi) ile
arastirildiginda kokenlerin 4’Gnde negatif, 1’inde pozitif bulunmus, kokenlerin
LasA elastaz, piyosiyanin ve biyofilm Uretimleri incelendiginde ise benzer
sekilde HSL uUretimi olmayan 4 koken negatif, HSL Ureten kodken ise pozitif
bulunmustur. QS’in dizenleyici genleri olan rhll, rhIR, lasl, lasR genleri PCR
yontemiyle arastirnimig, HSL Uretimi negatif olan 4 kokende bir ya da daha
fazla QS geni PCR ile saptanamamistir. Arastirmacilar QS-mutant kokenleri
irdelerken; QS sisteminin P. aeruginosa patogenezinde onemli roli olmasina
ragmen enfeksiyonun gelisimi i¢in mutlak gerekli olmadigini, diger QS-
bagimsiz virilans faktorlerinin QS-ile kontrol edilen virllans faktorlerinin

kaybinin yerini telafi edebilecegi yorumlarinda bulunmuslardir (62).
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Calismamizda arastirdigimiz her dort virtlans faktoru igin absorbans
degerleri ortalama absorbans degerlerinin altinda kalan 16 kdkenin QS
genleri PCR yontemiyle arastiriimis ve 9 kokende her 4 QS geni de pozitif
bulunmustur. Bu 9 koken virllans faktorleri icin esik degerler kullanilarak
irdelendiginde kokenlerin 8'inde tamamen QS ile kontrol edilen en az bir
faktorun (elastaz, alkali proteaz ve piyosiyanin) esik deger Uzerinde
bulundugu ve aslinda bu kokenlerde QS sisteminin fonksiyonel oldugu
gorilmektedir. iiging olarak 81 no’lu kdkende incelenen doért faktér de esik
degerin altinda bulundugu halde her dort QS geni de pozitif bulunmustur.
Calismamizda saptadigimiz QS gen veya genleri eksik yedi kokenin izole
edildigi hastalardan Ugunun yogun bakim hastasi olup (kOken no: 2, 83, 84)
aspirasyon pnomonisi tanisiyla antibiyotik tedavisi aldigi belirlenmigtir. Diger
dort koken (kdken no: 27, 39, 60, 90) ise poliklinik hastalarindan izole edilmig
olup kultir sonuglarinin klinisyen tarafindan nasil yorumlandigi bilgisine

ulasilamamistir.

Virtlans faktorlerinin Gretiminde QS sisteminin rolu buyUk olsa da
henlz aydinlatlamamis diger bazi yolaklarin bu faktorler Uzerine etkili
olabilecegi, QS genleri intakt olmasina ragmen virulans faktorlerini
uretemeyen kokenlerde QS sistemi Uzerine etkili global duzenleyici
sistemlerin (Vfr, GacA, Rsal, RpoS, RpoN) aktivitesinde bozukluk ya da QS
Uzerine inhibitor etkisi s6z konusu olabilir (62, 88). Calismamizda
kullandigimiz fenotipik virllans faktorl saptama testleri yari-nicel testlerdir,
diger calismalarda da baglangi¢ asamasinda benzer yontemler kullaniimis ve
supheli kokenlerde PCR yontemine yonelmeden oOnce virtlans faktoru
uretimini  incelemek icin daha glvenilir yontemlere (ince-tabaka

kromatografisi, capraz-biyobesleme testi gibi) bagvurulmustur.
Virulans faktor degerleri ortalamanin altinda kalan 16 koken ERIC-

PCR yontemiyle genotipik benzerlik agisindan arastiriimig ancak bir klonal
iliski kurulamamistir. Tingpej ve ark. erigkin KF hastalarinin akcigerlerinden
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izole edilen P. aeruginosa suslarinda klonal iliski gosterenlerin total proteaz
uretimini daha yuksek bulmuglar ve kronik enfeksiyonlardaki proteaz
aktivitesinin klonal iligkili suglarin gecisine katkida bulunabilecegini 6ne

surmuslerdir (90).

Diger bircok bakterinin aksine P. aeruginosa’da antibiyotiklere direng
bir virtulans faktoru sayilmaktadir. Bunun sebebi bakterinin Urettigi enzimler
veya c¢oklu ilag pompalari sayesinde dogal olarak bir¢ok antibiyotige dogal
direng gostermesi, mutasyonlar yardimiyla her tur tedavi segenegine karsi
hizla direng kazanmasidir (4, 62). Siklikla ciddi enfeksiyonlarin etkeni olarak
karsimiza ¢lkan P. aeruginosa’da antibiyotik direnci tedaviyi iyice
guclestirmektedir. GUnUmuzde az sayida da olsa bazi P. aeruginosa
kokenleri tum guvenilir antibiyotiklere kargi direnclidir (91).

Calismamizda 5 farklh antibiyotik grubu icin kokenlerin duyarliliklari
disk difuzyon yontemiyle belirlenmistir ve antibiyotik duyarlilik yuzdeleri Tablo
6'da verilmistir. Beklenildigi Uzere poliklinik hastalarinin izolatlari yogun
bakim Unitesi (YBU) ve diger servis izolatlarina gére daha duyarli bulunmus,
en ylksek direng oranlari YBU’de saptanmistir.

Calisma kokenlerimizde virtlans faktor uretimi ile antibiyotik duyarliligi
arasindaki iliski incelendiginde; elastaz Ureten kokenlerin piperasilin ve
seftazidime, alkali proteaz Uureten kokenlerin tobramisin, piperasilin,
piperasillin/tazobaktam, sefepim, imipenem ve siprofloksasine, piyosiyanin
ureten kokenlerin ise amikasin, tobramisin, seftazidim, siprofloksasin ve

ofloksasine daha duyarl olduklarini gdézlemlenmistir.

Antibiyotiklerin P. aeruginosa kokenlerinin virtlans faktoru
uretimi Uzerine etkisini inceleyen calismalar irdelendiginde; eritromisinin
elastaz ve IOkosidinin Uretimini azalttigi (92), azitromisinin biyofilm
olusumunu yavaslattigi (93), seftazidim, siprofloksasin ve tobramisinin
ekzoenzim A, ekzotoksin S, fosfolipaz C ve elastaz Uretimini azalttig
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gorulmektedir (94). Ancak kokenlerin antibiyotik duyarliliklari ile virtlans
faktoru Uretimlerini inceleyen fazla sayida ¢alisma bulunmamaktadir. Ciragil
ve ark. elastaz ureten kokenlerin tobramisine, alkali proteaz Ureten
kOkenlerin ise meropenem, sefepim ve piperasiline daha duyarli oldugunu
belirlemislerdir (75). Kong ve ark. Enterobacteriaceae ailesinde ampC
enziminin duzenleyicisi olan ampR geni mutanti P. aeruginosa PAOampR
kOkeninin mutant olmayan kokene gobre daha fazla piyosiyanin ve LasA
proteaz, daha az LasB elastaz Urettigini gozlemlemisler ve AmpR’nin ampC,
lasB, rhIR icin pozitif duzenleyici, poxB, lasA, lasl ve lasR igin negatif
duzenleyici etkileri olan bir global dizenleyici oldugunu belirlemislerdir (95).
Antibiyotik duyarlligi ile virtlans faktoru Gretimi arasindaki iliskiyi somut bir
sekilde ortaya koyan bu ¢alisma, ayni zamanda virulans faktoru uretiminin ne
kadar karisik mekanizmalarla duzenlendigini ve ayrica QS sistemi Uzerine
global duzenleyici sistemlerin etkisini vurgulayan guzel bir 0Ornek

olusturmaktadir.

P. aeruginosa’da antibiyotik direncinden sorumlu 6nemli bir
mekanizma genellikle ¢oklu ilag direncine yol acgan ilag diga atim (efluks)
pompa sistemleridir. Bakterinin dogal direncinde rol oynayan efliks
pompalarinin tanimlanmasi P. aeruginosa’da dis membran gegirgenliginin az
olmasina baglanan dogal direncin aslinda buyuk oranda efliks pompalarina
bagli oldugunu ortaya ¢ikarmistir (96, 97). Evans ve ark. 3-okso-C12-HSL’nin
MexAB-OprM pompa sistemi igin substrat oldugunu gostermigler, bu
pompayla iligkili operonun asir ifadesine neden olan bir mutasyonun AHL
sinyal molekulinin hucre icinde birikmesini engelleyerek las sistemi ile
duzenlenen virulans faktorlerinin ifadesinde azalmaya yol actigini

gOstermiglerdir (98).

Biyofilm icinde ureyen bakterilerin planktonik hucrelere kiyasla
antibiyotiklere daha direncli olmasinda, biyofilm igindeki bakterileri gcevreleyen
EPS’nin mekanik bariyer fonksiyonuyla antibiyotiklerin bakteriye ulasmasini
engellemesi onemli rol oynamaktadir. Biyofilm igindeki bakteriler yuksek
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siklikta mutasyon 6zelligi gosterip, hizla ¢oklu-ilag direnci kazanabilirler (99).
Calismamizda antibiyotik duyarhlik testi, planktonik hucrelerin duyarlihgin
test edildigi disk difizyon yontemi ile gergeklestirildiginden, biyofilm Uretimi ile
antibiyotik duyarliligi arasindaki iligki incelenmemistir. Delissalde ve ark. disk
difizyon yontemiyle biyofilm Ureten kokenlerin duyarlihiginda uretmeyen
kOkenlere gore hafif bir azalma bildirmigtir ancak, planktonik htcrelerin test
edilmesinin biyofilm duyarlihidini yansitmadigi daha yaygin bir kanidir (98).

Sonuglarimiz P. aeruginosaya bagl solunum yolu enfeksiyonlarinda
ifadesi QS ile duzenlenen virtlans faktorlerinin rolinU bir kez daha ortaya
koymakta ve QS eksik (mutant?) kokenlerin de enfeksiyon etkeni
olabilecegini dusundurmektedir. Ancak, bu enfeksiyonlarda QS ile
dizenlenmeyen virtlans faktorlerinin de rol almis olabilecegini ya da birden
fazla P. aeruginosa kokeninin de etken olabilecegi olasihigini gbz ardi
etmemek gerekir.
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