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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

KiSTIiK FIBROZLU HASTALARIN SOLUNUM YOLU ETKENLERININ
ARASTIRILMASI

Aynure ALISHOVA

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah

Tibbi Mikrobiyoloji, Tezli Yiiksek Lisans Program

Damisman : Prof. Dr. Nevriye GONULLU
II. Damisman : Dr. Ogr. Uyesi Kiibra CAN KURT

Kistik fibrozis (KF) beyaz irkta en ¢ok goriilen, otozomal resesif kalitim gdsteren genetik bir
hastaliktir. KF hastalarinda mortalitenin en ©nemli nedeni, sik goriilen akciger
enfeksiyonlaridir. Mukozadaki genetik bir bozukluk, farklt mikroorganizmalarin ncelikle tist
solunum yolunda, ardindan alt solunum yolunda kolonize olmasina yol acar. Bu ¢alisma da 100
hasta 6rnegi ile calisilmis, bunlardan 19 hastanin 6rneginden ya hi¢ bakteri Gremedi ya da
sadece flora bakterileri iiredi. Bu KF'li hastalarin 54’4 (%54) kadin, 46’s1 (%46) erkekti.
Kadin/Erkek oranlari 1,17'dir. Calismamizda bakteriyel solunum yolu patojenleri saptandi. Bu
patojenlerin antibiyotik duyarlilik testleri yapildi. Calismaya aldigimiz 6rneklerden 68’1 balgam
Ornegi, 32’1 ise transtrakeal aspirasyon 6rnegi olarak kabul edildi. Pozitif bakteri kiiltiirlerinden
%49,38 S.aureus, %32,09 P.aeruginosa, %16,04 Moraxella, %6,17 S.pneumoniae, %1,23
B.cepacia, %1,23 E.coli, %7,40 H.influenzae, %4,93 Corynebacterium ve %1,23 Klebsiella
pneumoniae iiredi. Calismamizda en ¢ok S.aureus ve P.aeruginosa izole edildi. S. aureus
izolatlarindan 13’G MRSA olarak saptanmistir. Burada en yiiksek diren¢ orani eritromisine

(%50) karsi bulunmustur. P. aeruginosa izolatlarinda ise en etkili antibiyotik meropenem
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oldugu goriildii. Izole edilmis P. aeruginosa suslarindan 10 izolatin mukoid yapida oldugu
saptandi. S. aureus ve P.aeruginosa’da ele alinan 2 yas grubunda antibiyotikler arasinda
anlaml bir iliski olup olmadigini belirlemek i¢in Pearson Ki-kare testi kullanildi. Bu testte p-
degeri 0.05'in altinda oldugu zaman sonu¢ anlamli kabul edilir. P.aeruginosa’da tiim veri
gruplarinda p-degerleri 0.05’in {izerinde bulundugu i¢in anlamsiz bir iliski oldugu goriildi.
S.aureus i¢in ise Pearson Ki-kare testi sonuglaria baktigimizda P.aeruginosa ‘dan farkli olarak
eritromisin ve ciprofloksasin antibiyotiklerinde anlamli sonuglar elde edilmistir. Bu hastalar,
genellikle ¢oklu ilag direngli ya da tiim ilaglara direngli P. aeruginosa suslariyla enfektedirler.
Bu problemler nedeniyle, bakteriyofaj tedavisi gibi alternatif tedavi yontemlerine yonelme
egilimi artmistir. Bu ¢alismadaki KF’1i hastalardan izole edilen P.aeruginosa suslarindan 2 adet
faj izolasyonu gergeklestirildi. Izole edilen fajlarin genom analizi yapild. Fajlara ait filogenetik

agaclar ve genom haritalar1 ¢ikarildi.

Aralik 2024, 70 sayfa.

Anahtar kelimeler: Kistik Fibrozis, S.aureus, P.aeruginosa
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ABSTRACT

M.Sc. THESIS

INVESTIGATION OF RESPIRATORY PATHOGENS IN PATIENTS WITH CYSTIC
FIBROSIS

Aynura ALISHOVA

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies
Department of Medical Microbiology

Microbiology Programme

Supervisor : Prof. Dr. Nevriye GONULLU
Co-Supervisor: Assist. Prof. Dr. Kiibra CAN KURT

Cystic fibrosis (CF) is a genetic disorder most commonly seen in Caucasians, inherited in an
autosomal recessive manner. The leading cause of mortality in CF patients are frequently lung
infections. This genetic disorder leads to the colonization of the mucosa with various
microorganisms, initially in the upper respiratory tract and later in the lower respiratory tract.
This study was conducted with 100 patient samples, 19 of which showed no bacterial growth
or only flora bacteria. Among these CF patients, 54 were female (54%) and 46 were male
(46%), with a male-to-female ratio of 1.17. This study focused on bacterial respiratory
pathogens and their antibiotic susceptibility testing. Of the samples, 68 were sputum samples,
and 32 were transtracheal aspiration samples. Bacterial cultures yielded 49.38%
Staphylococcus aureus, 32.09% Pseudomonas aeruginosa, 16.04% Moraxella, 6.17%
Streptococcus pneumoniae, 1.23% Burkholderia cepacia, 1.23% Escherichia coli, 7.40%
Haemophilus influenzae, 4.93% Corynebacterium, and 1.23% Klebsiella pneumoniae. S.
aureus and P. aeruginosa were the most frequently isolated pathogens. Among the S. aureus
isolates, 13 were found to be MRSA. The highest resistance was observed against
erythromycin (50%). For P. aeruginosa isolates, meropenem was found to be the most
effective antibiotic. Of the P. aeruginosa isolates, 10 were found to have a mucoid phenotype.
The association between antibiotics and two age groups of S. aureus and P. aeruginosa was
evaluated using the Pearson Chi-square test. In this test, a p-value below 0.05 indicates
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statistical significance. For P. aeruginosa, p-values were above 0.05 in all data groups,
indicating no significant relationship. However, for S. aureus, significant results were
obtained with erythromycin and ciprofloxacin. These patients are typically infected with
multidrug-resistant or pan-resistant P. aeruginosa strains. Due to these issues, there has been
an increasing trend toward alternative treatment methods, such as phage therapy. In this study,
two P. aeruginosa isolates from CF patients were subjected to phage isolation. Genomic
analysis of the isolated phages was performed, and phylogenetic trees and genomic maps of
the phages were generated.

December 2024, 70 pages.

Keywords: Cystic fibrosis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus
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1. GIRIS

Kistik fibroz (KF), genetik bir hastalik olup, diinya c¢apinda yaklasik 75.000 insant
etkilemektedir. KF, bir¢ok sistemleri etkileyen bir hastalik olmasina ragmen, en Onemli
morbidite ve mortalitesi kronik akciger hastaligidir. KFTR modiilatorleri gibi tedavilerde
yasanan gelismeler, bir¢ok hastada yasam siiresi ve yasam kalitesi keskin dlgiide artirmig
olsada, kronik akciger sorunlar1 hastaligin yonetiminde temel bir zorluk olarak kalmaya devam
etmektedir. KF, kistik fibrozis transmembran iletkenlik diizenleyici (KFTR) geninde olan
mutasyonlar tarafindan kaynaklanir. KFTR geni, kloriir ve bikarbonat gibi elektrolitlerin
tasinmasini diizenlemekte olan, protein kinaz A tarafindan aktive edilen ATP kontrollii bir

anyon kanalin1 kodlamaktadir (1).

Solunum yollarina bagli olusan enfeksiyonlar genellikle; Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, Burkholderia cepacia complex ve
Stenotrophomonas maltophilia’dir (2). Bakterilerden baska virus ve mantar liyeleri de KF
hastalarinda ciddi kolonizasyon olusturabilmektedir. KF’da olan mikroorganizmalarin, tek
veya birlikte kolonizasyona olusturduklar1 ve polimikrobiyal enfeksiyon yapabildikleri
bilinmektedir. Hastanin yasam siirecinde siklikla uygulanan antibiyotik tedavisi sonucunda
yapist degismis olan bir akciger ortami (hipoksi, anoksi) ile karsilagmaktayiz. Bu durum,
ozellikle akciger florasindaki azalmaya ve tedaviye diren¢ kazanmis ve ya adapte olmus
patojenlerin kolonizasyonuna sebep olmaktadir. Ayrica polimikrobiyal enfeksiyonlar

olusturan patojenler de kendi aralarinda antagonistik veya sinerjistik iliskiler sergilerler (3).

Bu hastalarin solunum yollarinda polimikrobiyal enfeksiyonunun olusmasinda en sik saptanan
patojenler P. aeruginosa ve S. aureus’dur. S. aureus, KF hasta pediatrik gruplarinda en erken
saptananmakta olan patojenlerden biridir. KF hastalarinda en sik goriilen bakteriyel
enfeksiyonlarin kaynagi Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa’dir. KF'li hastalar
omiir boyu antimikrobiyal tedaviye ihtiya¢ duydugundan, antibiyotiklere diren¢ gelisimi
oldukca yaygindir.



P. aeruginosa hastaligin ilk déoneminde siklikla kolonizasyon olusturmazken, hastaligin geg

evrelerinde ise baskin hale gelmektedir.

2024 itibartyla kistik fibrozis (KF) ile ilgili baz1 giincel veriler ve gelismeler su sekildedir:

KF hastalariin yagam siiresi, 2024 itibartyla 30'lu yaslarin ortasi civarindadir. Son yillarda

yapilan tedavi yontemleri, yasam siiresinde 6nemli artislara yol agmustir.

KF’de akciger hastaliginin tedavi olunmasinda bes temel yontem yer almaktadir; mukolitik
ajanlar, antibiyotikler, antiinflamatuar ilaglar, bronkodilatérler ve havayolunun

temizlenmesinde rolii olan otojenik drenaj ve oksijen terapisidir (3).

Tedavide olan yeni yontemler ise gen terapisi, DNA/RNA diizenleme ve kombinasyon
tedavileridir. Gen tedavisi, KF'nin temel sebeplerini hedef almaktadir ve bir takim klinik
deneylerde test edilmektedir. Bu yaklasimlar, KF'daki kék nedenleri diizeltmeyi
amaglamaktadir. Kombinasyon Tedavileri: Farkli tedavi yaklagimlart ve KFTR
modiilatorlerinin kombinasyonlari, KF'nin tedavisinde daha etkili stratejiler sunma

potansiyeline sahiptir (4,5).



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1. Kistik Fibrozis

Kistik fibroz (KF) beyaz irkta en ¢ok goriilen, otozomal resesif bir genetik hastaliktir. 2000-
3500 dogumda bir goriilmektedir (6). Insan viicudunda yer alan epitel hiicrelerindeki
transmembran regiilator (KFTR) genindeki mutasyonlar bu hastaligin nedenidir. Bu gen 7.
kromozom {izerinde bulunmaktadir ve KFTR proteinini kodlamaktadir. Bu zamana kadar 2061
farkli mutasyon tespit edilmistir. Kistik Fibrozis hastaligima bu mutasyonlardan 1500’den
fazlasinin neden oldugu diisiiniiliiyor (3). Hastaligin 6nde gelen klinik 6zellikleri incelendigi
zaman; ekzokrin ve endokrin pankreas yetmezligi, kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH),
terde yiiksek sodyum (Na) ve klor (Cl) kaybina bagli gelisen psodo-Bartter sendromu ile
erkeklerde goriilen infertilite olarak 6zetlenebilir (6). Kistik fibroziste (KF) morbidite ve
mortaliteden en ¢ok sorumlu olan solunum yolu enfeksiyonlar1 kabul ediliyor. KF’te
enfeksiyona en sik sebep olan ve 6nemli olan mikroorganizmalar Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa Haemophilus influenzae, ve Burkholderia cepacia kompleks olup,
ikinci derecede dneme sahip olanlar ise solunum influenza virus, sinsityal virus, ve Aspergillus
fumigatus olarak siralanabilir. KF’li hastalarin balgami yogun vizkdéz yapida olmasi
polimikrobiyal liremelere ve bazi bakterilerin yavas lireme hiz1 gostermesine neden olmaktadir.
Bu zaman kiiltiirlerin degerlendirilme asamasi oldukga giigtiir ve yiikksek deneyim
gerektirmektedir (7). Kistik fibroz hastalarinda klor transportunda olan defekt, pankreasta,
solunum yollarinda, gastrointestinal sistemde, diger ekzokrin dokularda ve ter bezlerinden

salgilanan s1vida degisikliklere yol agmaktadir (6).

KF genetik hastalik oldugundan dolay: tedavi daha c¢ok proflaktik ve semptomlarla ilgilidir.
Genel anlamda akcigerde olan yogun sekresyonu temizlemek, enfeksiyonu ve pankreatik
yetmezligi tedavi etmek i¢in gerekli besin ve vitamin destegi hastaya saglanmalidir. Bu
tedavilerle birlikte son senelerde klor (Cl) kanalindaki hasar1 diizelten tedavilerin gelistirildigi
bildirilmektedir (6). Bu hastaliga erken tan1 koymak ve uygun tedavi siireci uygulamak

hastalarin yasam kalitesini ve sagkalim oranini arttirmaktadir (8).



Kistik fibrozlu hastalarda 6nemli mortalite nedenlerinden biri olan akciger enfeksiyonlari,
genellikle bakterilerin kolonize olmasi ile baslamaktadir. Staphylococcus aureus ve

Pseudomonas aeruginosa bu hastalarda en ¢ok goriilen solunum yolunun patojenleridir.

H. influenzae, Staphylococcus aureus, S. pneumoniae gibi patojenler KF hastalarin erken
donemlerinde baskin kolonizasyon yaparken; daha ge¢ donemde, B. cepacia kompleks,

P.aeruginosa belirginleserek kronik enfeksiyonlara sebep olmaktadir.

Solunum yolunun viral patojenleri, saglikli insanlarda ve KF hastalarinda beraber siklikta
enfeksiyona sebep olmaktadir. Viral enfeksiyon, KF hastalarinin hastanede yatmasini
gerektiren pulmoner alevlenmelerle sonuglanabilmekte ve bu enfeksiyonu tetkik ederken

hastalarin 6rneklerinden yeni bakteri tiirleri izole edilmektedir.

2.1.1. Tarihce

Kistik fibroz ile ilgili ilk kaynaklar Avrupa’da 18. yiizyil edebi yazilarinda rastlanilmaktadir.
Bu kayitlardaki bilgilerde ¢cocuklar alnindan 6piildiigiinde tuz tadi alinmasi ve bunun onlarin
biiylilenmis olmalarindan kaynakli meydana geldigi ve yakin zamanda 6leceklerine isare ettigi
ifade edilmektedir. Bu ifadeler tanida yer alan tuz kaybu ile ilgili erken donemlerde baglanti
olustugunu gostermektedir (9). Amerikali Tip Doktoru Dorothy Hansine Andersen tarafindan
1938 yilinda ,,pankreasin kistik fibrozisi* olarak bilinen kistik fibrozis (KF), genetik hastalik
olup beyaz irkta sik goriilmektedir. Kistik fibroz hastalarinin 6nemli bir kisminin ikinci
yaglarina gelmeden hayatlarini kaybetmeleri goriilmiis ve bunun nedenin akcigerlerde ve
bronsta olusan enfeksiyonlar oldugu diisiinlilmiistiir. Sonraki zamanlarda hayatin1 kaybetmis
cocuklarda yapilmis otopsilerde, cocuklarin 6liimlerinin sebebinin akciger parenkiminde olan
enfeksiyonlar olmadigi, sebebin solunum yollarinda olan yapiskan, yogun, yesilimsi renk bir
maddenin solunum yolunu tikamasi sonucu ¢ocuklarin 6liimiine sebep oldugu goriilmiistiir

(6,10).

Stafilokoklar ilk kez Koch ve Pasteur tarafindan iiretilmis ve goriilmiistiir. Daha sonra 1881
yilinda Ogston isimli bilim adamu stafilokoklar1 Staphylococcus cinsi olarak isimlendirmistir.
Sonrasinda S. aureus’un 1884°te Rosenbach tarafindan infeksiyonlari ve tiir ad1 tanimlanmustir.
Staphylococcus cinslerine ait olan penisiline karsi direngli suslar 1950 yilinda, 1962°de

metisiline direngli olan S. aureus (MRSA) suslar1 tanimlanmustir (11).



KF’li hastalarda Andersen beslenme bozukluguna bagli olarak ortaya ¢ikan pankreas
yetmezligi ve solunum yolu hastaliklarini tespit etmistir. Bu durum hastalar1 karsilastig1 temel
sorunlardandir. Bunlar hastalarin asir1 miktarda viskoz salgi tiretmesi ve bu salgilarda
P.aeruginosa gibi bazi bakterilerin kolonize olmasina ve tekrarlayan enfeksiyonlara bagl

olarak kronik akciger hastaligi ve biliylime-gelisme geriligine sebep olmaktadir.

1945 yilinda bu hastaligr Farber’in “mukovisidosis” olarak isimlendirse de 1946 senesinde
Hodges ve Andersen KF’nin mutasyon sonucu olusmus genetik bir hastalik oldugu fikrini
ortaya atmiglardir. 1946’da diSant’Agnese ve arkadaslari. KF’li hastalarda olan tuz kaybini
gormiisler; 1959°da Gibson ve Cook 1967°de ise Schwachman ve Mahmoodian bu hastaligin
tanist ve tedavisi ile ilgili birtakim c¢aligmalar yiiriitmislerdir. KF tanisinda terde pilokarpin
iyontoferez yontemi ile elektrolit dlgiimiinii yapmislardir (12). Quinton ter bezindeki kloriir
iyonlarinin etkilenmis transportunu agiklamis (13); Knowles ve arkadaglari solunum yolundaki
epitellerin 1980’li yillarda iyon transport anormalliklerini tanimlamislardir (6). 1985 senesinde
Tsui ve arkadaslari. (15) 7. Kromozomun uzun kolunda hastaliktan sorumlu olan genin
oldugunu gostermistir. 1989 senesinde KF’de mutasyona ugramis geni tespit ederek bu geni

“Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator” (KFTR) olarak isimlendirmislerdir

(6).

2007 yilinda KF hastalarindaki MRSA kolonizasyonunu arastiran ve S. aureus prevalansini
genis kapsamli bir ¢aligma yliriitmiisler ve 627 hastanin 275’inde (%44) S. aureus gorilmiistir.
%?5 oranda MRSA kolonizasyonu; Kiigiik Koloni Varyantlari (KKV) kolonizasyon orani ise
%4 olarak saptanmistir (14).

Tiirkiye’de 2008°de bir prevelans ¢alismasi yapilmis ve 248 KF hastasindan 512 klinik 6rnek
toplanmis ve incelenmis 248 hastanin 20’sinden (% 8,1); 512 6rnekten ise 32’sinden (% 6,4)
KKYV izole edilmistir (14).

2.1.2. Patogenez

Bildigimiz gibi KF genetik bozukluk sebebi ile olugsmus olan otozomal resesif bir hastaliktir.
Bu genetik bozukluk KFTR (Kistik Fibrozis Transmembran Regiilator) olarak isimlendirilen
proteinin epitelyal dokudaki anormal fonksiyonu, yani defekti olusur (10). Viicudun tiim
hisselerindeki epitelyal olan hiicreler KF’den etkilenebilir. KFTR geni etkilenmis tiim epitelyal
olan hiicrelerde goriiliir. KFTR proteininin yer aldigi hiicre tiplerine; havayolu epiteli, ter

bezleri, pankreas, karaciger ve {ireme organlart Ornek verilebilir. KFTR proteininin



morfolojisine bakildiginda burada iki niikleotit baglanma bolgesi, iki transmembran bolgesi ve

bir diizenleyici “R”bdlgesi olmakla hepsinin bes kisimdan olustugu goriilmektedir.

Epitel hiicrelerde dogal olarak yerlesen KFTR geni, sodyum ionlarinin kontrolii ve klor
iyonlarinin bu protein araciligityla taginmasindan sorumludur. Bu proteinler ATP baglayici

proteinlerin bir iiyesi olarak biliniyor (16,17).

Epitel hiicrelerinin en iist kistm membraninda goriinen KFTR proteini, Cl ve Na transferinin
diizenlenmesinde 6nem saglar. Bu proteininin fonksiyon bozuklugu sonucu, yerlestigi dokuya
gore degisiyor. Proteinin ter bezindeki fonksiyon bozuklugu incelendiginde, kistik fibrozis
hastaliginda tan1 koymak i¢in kullanilmakta olan ter testinin temelinin olusmasinda bir cesit
patofizyolojik mekanizmanin oldugu tespit edilmektedir. Saglikli insanlarda olusan ter, ter
bezinin kanalina ilerliyor ve Cl, KFTR proteini tarafindan tekrar absorbe edilmektedir. Ancak
KF’li hastalarinda ter bezi kanallarinin sodyum ve klorun geri absorbe mekanizmasinin

bozulmasi sonucu olusan ter Na ve Cl bakimindan zengindir (10,18).

Normalde akcigerde KFTR proteinine bagli olmadan geri absorbe yollar1 var olmaktadir. Ancak
sodyumun gecirgenligi klorun gegirgenliginden ¢ok oldugu icin sodyumun emilimi daha ¢ok
olmaktadir ve su ile sodyumun mukozalara dogru ¢ekilmesi ile solunum yolu salgilarinda su
eksikligi gortliir. Dehidratasyonla ilgili olarak sekresyon katilasir ve mukus tikaclara sebep
olur. Neticede, tikaglarin olusumu ve mukosiliyer mekanizmadaki yaranan fonksiyonel
bozukluk sonucu alt solunum yollarinda tekrar eden bakteriyel kokenli enfeksiyonlar olusur.
Kistik fibrozis hastaliginda akciger tutulumu hayat standartlar1 ve yasam siiresini belirleyen en
onemli faktorlerden biridir. Akcigerlerde yaranan yapiskan salgilar submukozal olan bezlerin
ve solunum yollarinin tikali olmasia ve sonugta solunum yollarinin nétrofillerle zengin,
iltihapli ve viskoz yani koyu ve yogun yapili salgilarla tikanmasina sebep olmaktadir. Solunum
yollarinin bu tip tikaniklik yapmasi kistik fibrozisin en yaygin patolojik belirtisidir. Solunum
yollarinda olusan enflamasyon sonucunda bronsiektazi, kronik bronsit ve peribronsiyal
enflamasyon olusmaktadir (9,19). Solunum yollarinda olusan bu kati kivamdaki yapiskan
mukuslu salgilardaki baslica patojenler; Burkholderia cepacia, P. aeruginosa, Haemophilus
influenzae ve S. aureus gibi patojenlerdir. Bu patojenler kolay bir sekilde uzaklastirilamazlar.
Kronik olan bakteriyel enfeksiyon ile kronik enflamasyon, akciger islevinin azalmasindaki en

biiyiik sebeptir (9).



Kistik fibrozis hastalarinin ¢ogunda sindirim sistemi problemleri de goriilmektedir. Pankreas
yetmezligi sonucu gelisen bagirsak sekresyonlarindaki bozulma nedenli gastrointestinal sistem
(GIS) problemleri olusur. Bu problemler sirasinda; kabizlik, rektal prolapsus, megakolon, yeni

dogan bebeklerde mekonyum ileusu ve nadiren de pankreatit goriilmektedir (20).

2.2. Kistik Fibrozis Hastalarinda Sik Rastlanan Solunum Yolu Patojenler

2.2.1. Stafilokoklar

S. aureus, kok sekilli, gram ve koagiilaz pozitif, hareketsiz, aerop ortamda ¢ogalma yetenegine
sahip, bununla birlikte fakiiltatif anaerop lireme 6zelligine ve biyofilm yaratma yetenegine de
sahip bir bakteridir. Cildin dogal bakteri dengesi 0Ozellikle de burun mukozasinda

gortinmektedir (11).

S. aureus metisiline direng olusturmasina gore iki grupta inceleniyor: Metisiline direngli S.
aureus (MRSA) ve metisiline duyarli S. aureus (MSSA). 1959 senesinde metisilin isimli
antibiyotigin tanimlanmasi yaklagik 2 yil igerisinde mecA genleri ile iliskili olarak metisilin
direnci saptanmis ve MRSA suslar1 belirlenmistir. S. aureus KKV mikrobiyolojik besiyerinde
diisiik hizla trerler ve tipik S. aureus’un morfolojisini yaratmazlar. Standart S. aureus
kolonilerinden tahmini 10 kat daha ufak koloniler olustururlar. Normal kolonilerden kiigiik
koloniler olusturmasinin sebebi genellikle onlara biiyiime faktorii rolii oynayan hemin veya

timidin, menadiona, bagimli olmasindan kaynaklanmaktadir (21).
KKV’larin solunum, fermentasyon yetenekleri zayif ve diisiik ATP diizeyine maliktirler.
2.2.1.1. S.aureus’un KF’deKki yeri

S. aureus hem yetigkin hem de ¢ocuk KF hastalarinda pndmoninin en sik rastlanan etkenidir. S.
aureus KF enfeksiyonlarindaki 6nemi ve yeri 20. yy. baslarinda yapilmis calismalarda ortaya
konulmusur. 1905°te yapilmis bir ¢alismada, KF hastalarindan 15 6rnek alinmis ve alinmis
orneklerin dokuzunda kiiltiirde S. aureus pozitif olmus ve bu hastalarda dikkati ¢eken ilk bakteri
olmustur; giiniimiizde de bu problem konumunu korumaktadir. S. aureus KF hastalarinin yasam
dongiilerinin ilk donemlerinde solunum yollarinda kolonize olan patojenlerden biri de

S.aureus’dur (3).



Yapilan ¢aligmalarda, KF hastalarinin ilk donemlerde S. aureus suslar1 yaygin sekilde izole
edilebilen etkenler arasinda iken, MRSA suslar1 akciger islevlerinde hizli bozulma, hastanede

yatis ve artmis olan mortalite ile baglantili olarak kronik enfeksiyonlarin nedeni olarak

bilinmektedir (22).

2.2.1.2. S. aureus KF’da virilansi

Staphylococcus aureus konakta hasar olusturmak ve konagm savunmasindan kagmak igin

birden fazla viriilans faktorii yaratmaktadir (3).

S. aureus suslarinin virulans faktorlerinden bir tanesi MRS A suslarindan ekspresyonu daha ¢ok
goriinen, Panton Valentin 16kosidin (PVL) 16kositolitik bir toksinidir. Bu toksin ¢ok ciddi
akciger infeksiyonlarinin da sebebidir (23). Toksin yayilimi, KF hastasinin akcigerinde oldugu

gibi anaerob ortamdada bir¢ok faktor tarafindan diizenlenmektedir (14).

Normal S. aureus suslarina gére KKV’lar antibiyotiklere daha yliksek miktarda direng
gostermektedirler (24). Antibiyotik direng¢ profili disinda, KKV ’nin en ¢ok hiicre igerisinde
yerlesim gosteriyor olmasi, konakta savunma mekanizmasina daha direngli olmasina sebep
olmaktadir (25). Bundan bagka S. aureus suslari (KKV ve MRSA dahil olmakla) biyofilm

sentezleme becerisine sahiptirler ve bu da giiclii bir viriilans 6zelligi olarak bilinmektedir (26).
- Enzimler

Virtilans faktorii olarak S. aureus ¢ok sayda enzim iiretebilmektedir;

Katalaz:

Biitiin stafilokoklar katalaz enzimini tretmektedir. Bu toksin hidrojen peroksidi suya ve

oksijene parcalar (27).
Koagiilaz:

Serbest ve bagl olarak iki sekilde goriiliir ve ekstraseliiler olan bir proenzimdir. Coagulase-
Reacting Factor (CRF)’e baglanarak aktif forma gecerek plazmada pihtilagmaya sebep
olmaktadir. Stafilokoklarin patojen 6zellikte olup olmamasi ayirimi yapilmasi i¢in koagiilaz
yapilmaktadir. Patojen olan stafilokoklar ¢ok zaman bagli olan (clumbing factor: KF)
kiimelestirici faktor ve serbest (Stafilokinaz) koagiilazlara sahip olurlar. Serbest sekilde olan

koagiilaz proteinin yapisinda olup proteolitik enzimler ile birlikte kolay sekilde aktive olur. Bu



enzim fibrinojenin fibrine ¢evrilmesinde rol alarak plazmada pihtilagmaya neden olup, normal

plazmada goriilen ve koagiilazi etkileyen CRF’yi aktiflestiriyor.
Fibrinolizin:

Fibrin olan yapilar1 parcalayarak dokularda yayilmaya yardim eder (28).
Lipaz:

Lipid yapilarda pargalayic1 Ozellige sahiptir. Ayrica subkutan ve kutandz tabakalarda
yayillmayida kolaylagtirmaktadir (28).

Hiyaliironidaz:

Bu enzimle hiicreler arasi zeminde goriinen hyaliironik asidin par¢calanmasini saglamaktadir

(27).

Deoksiriboniikleaz:
DNA’y1 pargalamaktadir.
Beta Laktamaz:

Gram pozitif olan bakterilerden stafilokoklar beta laktamaz {iretimi yapan patojenler arasinda
ilk sirada gelmektedir. Beta laktamazlar plazmidlerle kodlanmaktadir. Ayrica antibiyotik
direncindende sorumlu bir yapidir ve yalniz beta laktam antibiyotik var olan ortamda veya

bilesimsel olarak devamli sekilde iiretilmektedirler (27,28).

- Toksinler

S. aureus’un yarattig1 toksinler 16kosidin (Panton-Valentine: P-V Lokosidini), hemolizinler,

eksfoliatif toksin, enterotoksin, toksik sok sendromu toksini-1 (TSST-1) olarak siralanmaktadir.
Panton-Valentine (P-V Lokosidini):

Bir tiir y-hemolizinidir ve bu hemolizin tiirler arasindada taginabilmektedir (27). Elektroforetik
olarak birbirinden farkl: iki protein komponentinden olusmaktadir F (Fast: hizli) ve S (Slow:
yavag) bu iki komponent de antijenik oOzelliktedir. Formaldehitle toksoite c¢evrilebilir.
Lokositleri bozdugu igin fagozitoz prosesini engeller ve virulansda rolii olan bir toksindir. S.

aureus bakterilerinin yaklasik %2’inde goriilmektedir. En ¢cok ¢ocuklarda ve yetiskinlerde deri
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enfeksiyonlari, pnomonide ve toplum kaynaklit MRSA enfeksiyonlarinda olusmaktadir (29).

Bundan baska bu toksin ¢ok ciddi akciger enfeksiyonlarina sebep olmaktadir

Eksfoliatif Toksin:

Stafilokok kokenli enfeksiyonlarin cilt ylizeyindeki belirtilerinden sorumlu tutulan toksin
eksfoliatindir ve ilk defa 1971 senesinde tanimlanmistir. Eksfoliatif immiinolojik ve
biyokimyasal olarak farkli yapilara sahip olan iki proteinden olusmaktadir; eksfoliyatif toksin
B (ET-B) ve eksfoliyatif toksin A (ET-A)’dir. ET-A (is1iyla dayanikli olan) gen tarafindan
kodlantyorken ET-B (1stya duyarli olan) plazmidlerin yardimi ile kodlanir. Eksfoliatif toksin
cilde 6zgii diisiik sicaklikta enzimatik aktivite gOsteren serin proteaz enzimi ile birlikte

siiperantijen olarak bilinmektedir (27,30,31).
Toksik sok Sendromu Toksini-1 (TSST-1):

Bu toksin hastane kaynakli S. aureus’lardan salgilandig: bilinmektedir. Ayrica S. aureus’un
vajinada yerlesmesine sebep, menstruasyon donemindeki bazi kadmlarin kullandigi

tamponlardan kaynaklandig belirtilmektedir (30).
Enterotoksin:

Insandan izole olunan S. aureus suslarinin birgogu enterotoksin salgiliyor ve serolojik
bakimdan birbirinden farkli olan yaklasik 15’ten ¢ok enterotoksin oldugu bildirilmektedir. Isiya

direng gostermektedir.

Enterotoksinin A, E, B, D C1, C2 ve F olarak immiinolojik acidan 7 tip bulunmakta ve her biri
stiperantijendir. Birbirlerinden kendilerine 6zgii antikorlar1 ile sebep olduklar1 immunolojik
olan reaksiyonlara gore ayrilirlar. D ve A gida zehirlenmesinde rol oynarken, hastane kokenli
enfeksiyonlarda ise B goriilen bir toksindir. Stafilokoklarin enterotoksin salgilayabildikleri
gidalar arasinda dondurma, patates, makarna sosu, siit tozu, salam ve tuzlanmis et mahsiilleri

ornek verilebilir (27,28,30).
2.2.1.3. Patogenez

S. aureus bilindik mekanizmalarindan bagka antimikrobiyal olan ajanlardan saklanmak icin
baska tip stratejiler gelistirmektedir. Biyofilm iiretilmesi veya hiicre i¢ine yerleserek difiizyon

bariyerler olugturmasi bu kagis mekanizmalarindandir. Ancak ¢oguzaman S. aureus, hiicre
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icinde yerlesim gdsteremeyen patojen olarak goériilmektedir (32,33). insanin bagisiklik sistemi
mekanizmasi, patojenlerin sayist ve virulans faktorii, deri ve mukozanin biitiinliigliniin
dagilmasi infeksiyon olusumunda etki yaratan faktorler sirasindadir. Damar igindeki plastik
kateterler ve protezler uygulanmis kisilerde bakteriyemi olusmasi goriilebilmektedir. En 6nemli
enfeksiyon kaynaklarindan bir digeri burnunda stafilokok bakterisi tagiyanlarin olmalaridir. Bu

bakteriler temas ve hava yolu ile yayilabilmektedir (30).
2.2.1.4. Yaptig1 Hastaliklar

S. aureus birgok enfeksiyona sebep olmaktadir; abse, lokal olan enfeksiyonlar, piyojenik
eksuday1r o6rnek olarak gosterebiliriz. Bununla birlikte ekzotoksinlerle ilgili olarak qida

zehirlenmeleri, toksik sok sendromuna benzer vakalar da karsilasmaktayiz.

2.2.2. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa, gram negatif, katalaz pozitif, hareketli, c¢omak sekilli,
nonfermentatif olan bir bakteri tiiridiir. Oksidasyon yolu ile glikozu pargalar. Kiiltiirde 25°C
ile 37°C derecede iyi lireyebilme 6zelligine sahipken, 42°C’de de iireyebilme 6zelligine sahip
olmast onu bagka Pseudomonas tiirlerinden ayirt ediyor. Bu bakterilerin birgok tiirii, birden
fazla renk veren pigment molekiilleri olusturmaktadir. Bu pigmentlerden en ¢ok goriilen,

piyoverdin (yesil-sar1), piyosiyanin (yesil-mavi), ve piyorubindir (kirmizi-kahverngi) (34).

Insanlarin normal florasinda bulunan bu bakteri firsat¢t bir patojen olarakta karsimiza
cikmaktadir. P.aeruginosa gevre kosullarina dayanikli olmasi sebebi ile suda, toprakta ve
dogada yaygin bulunmaktadir. Son senelerde, fazla antibiyotik direnci olusturan suslarin ortaya
cikmasi ile dikkat ¢eken dnemi yiiksek olan hastane kaynakli enfeksiyon etkenli bakterilerden
birisidir. Once bagisikligi baskilanmis kisilerde ve kanser olan hastalar olmak iizere, KF

hastalarida dahil hastalarda firsat¢1 enfeksiyonlara neden olmaktadir.

2.2.2.1. P. aeruginosa’nin KF’deki yeri

KF hastalarinin solunum sisteminin P. aeruginosa ile enfekte olmasi, bu hastalarda mortalitede

ve morbiditesinde onem tagimaktadir. Bu hastalarda bir¢ok solunum yolu problemlerinin
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yanisira, P. aeruginosa’nin sebep oldugu kroniklesmis akciger enfeksiyonunun en 6nemli

klinik bulgularindan birisidir (35).

P. aeruginosa, 2 tip farkli fenotip seklinde KF’da mukoid ve mukoid olmayan olarak izole
edilmektedir. Ilk kolonizasyonunda en ¢ok mukoid formda olmayan suslar belirirken, kalict
kolonizasyonda ise mukoid olan suslar goriilmektedir. Mukoid fenotip, yiiksek miktarda aljinat
salgisinin yiikselmesine bagli olarak olusturdugu biyofilm ve antibiyotikler ile eradikasyonun
zor oldugu kronik enfeksiyonlardan sorumludur (36). P. aeruginosa’nin salgiladigi birden fazla
viriilans faktorleri, “quorum sensing” (QS) olarak nitelendirilen, bakterilerin birbirleri ile
iletigsimi ve bakteri ile hiicre artiginin izlenmesini miimkiin kilan bir mekanizma tarafindan idare

edilmektedir (37).

KF’da solunum sistemindeki en dnemli 6zelliklerden biri bir veya birden fazla patojenin
kolonize olmalarina zemin yaratmaktir. Bu durumda, hastalarin zamanla birgok farkli
siiflardan olan antibiyotik kullanmalarina sebep olusturmaktadir. Sonugta, 6zellikle kronik
enfekslyondan sorumlu tutulan bakterilerde kazanilmis olan antibiyotik direnci siklikla
goriilmektedir. En ¢ok gram negatif olan bakterilerde bu durumun siklikla karsilanmasi ile

birlikte ¢ok fazla ilaca direncli suslar da goriilmektedir (3).

2.2.2.2. P. aeruginosa’nin KF’deki Viriilansi

Baz1 P. aeruginosa suslar1 ortamda mukoid formda goriilmektedir. Bu yapida olmasinin sebebi,
bakterinin fazla miktarda polisakkarid yapida olan aljinat salgilamasindan kaynaklanmaktadir.
Aljinat, mucA genininde olan mutasyon sonucu yanisira, algT ninde katkisiyla P. aeruginosa
tarafindan iiretilmektedir. Aljinat, makrofajlardan salinan serbest radikallerin engel olunmasi,
bariyer yaratarak fagositozun engellenmesi, ndtrofil kemotaksisi ile bakterini oldugu ortamdan
uzaklagtirilmamasinda birden fazla rol iistlenmektedir. Bundan baska, solunum yollarinda

P.aeruginosa’nin biyofilm yaratmasina da katkida bulunmaktadir (38).

P. aeruginosa’nin KF solunum yollarinda kolonizasyonu, biyofilm olusturarak ¢ogalmasina
sebep olmaktadir. Biyofilm, hiicre ayrilmalari, farklilasmay1r ve ayrismayi olusturan cok
sistemli bir yapiya sahiptir. Bu yapinin olusmasi i¢in, flajeller, tip IV pili ve bagka gen
modellerine gerek duyulmaktadir. P. aeruginosa’da iki tip farkli biyofilm olusmasi
gozlenmektedir. Birincisi KF hastalarinin ilk kolonizasyonunda veya KF dis1 kolonizasyonda,

ikincisi ise KF hastalarinda kronik olan akciger enfeksiyonunda rol alir. Ilk biyofilm
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olusmasinda P. aeruginosa, flajelleri veya pili ile epitel ylizeyine tutunarak, birkag hiicre
boliinmeleri ve biyosentez sonrasinda mikrokolonizasyonlar olusturmaktadir. Sonra bu
mikrokoloninin ¢ogalmasi ve olgunlasmasi ile makrokolonilerin yani biyofilm tabakasinin
olusmasi goriilmektedir. Olusan biyofilm, KF hastalarinin solunum yolunda kalin mukusun
icinde goriilmesi ile P. aeruginosa’y: ¢ok direngli patojene ¢evirerek kalici bir kolonizasyona

ve kronik enfeksiyona neden olmaktadir (39).

QS sisteminde 300’den ¢ok genin diizen olusturmasinda P. Aeruginosa nin biiyiik rolu oldugu
bilinmektedir. Bakteriyel etkenlerde Ozellikle de mikst enfeksiyonlarda QS biiyilk 6neme
sahiptir. Biyofilm olusumu, bakteri viiriilans faktorlerinin diizene girmesi, ekzotoksin A,
ekzoproteazlar, rhamnolipidler, hidrojen siyaniir ve fanezinler gibi bakterilerin viiriilans
faktorlerinin diizene sokulmasi bu mekanizma ile olusmaktadir.Viicut savunma sisteminden
kacis, mikroplara karsi direng ve konakta olan yayilim bu sistemin koordinatorliigiinde

gelismektedir (40).
-Piyosiyanin

Piyosiyanin, P. aeruginosa tarafindan iiretilen ikincili metabolik iriinlerden birisidir. Bu
molekiiliin biyolojik membranda tutunmasini kolaylastiran sebep hem negatif hem de pozitif

yiike sahip olmasidir.

Piyosiyanin KF hastalarinin akcigerinde, konak hiicrede solunum ve siliyer fonksiyonlarini
engelledigi, P. aeruginosa’nin yayilimini yiikselttigi, prostasiklin tiretimi ve kalsiyum
hemostazini inhibe eden &zellikleri oldugu bilinmektedir. Bundan baska viicudun immun
yanitinda da bazi degisiklikler yapmaktadir. P. aeruginosa’nin KF solunum yolundaki mukus
tabakasinda anaerob kosulda tlireyebilmesi ve bu ortamda iireyebilme 6zelligi gosteren Bacillus
spp. ve Staphylococcus gibi bakterilerin ortamda var olmasi, P. aeruginosa igin bir ortam
yaratmakta, bu rekabet olusan ortamda piyosiyanin salgilanmasi ile diger bakterilerinde

cogalmalar1 engellemektedir (41).

2.2.2.3. P. aeruginosa’nin Sebep Oldugu Hastalhiklar

Firsatg1 patojen Ozelliginde olan P. aeruginosa, son senelerde hastane ortamlarinda sikikla

rastlanmaktadir ve insanlarda bir¢ok farkli enfeksiyonlara neden olmaktadir (42,43).
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Merkezi sinir sistemi enfeksiyonlari, endokardit, solunum sistemi enfeksiyonlari, kulak
enfeksiyonlari, gastrointestinal sistem enfeksiyonlari, kemik ve eklem enfeksiyonlari, goz
enfeksiyonlari, liriner sistem enfeksiyonlari, bakteriyemi, deri ve yumusak doku enfeksiyonlari

P. aeruginosa’nin sebep oldugu en 6nemli enfeksiyonlar olarak bilinmektedir (43).
Solunum Sistemi Enfeksiyonlar:

P. aeruginosa daha ¢ok, akciger solunum yollarinda ve immun savunmasinda hasar oldugu
zaman, alt solunum yollarinda kolonize olarak enfeksiyona neden oldugu goriilmektedir ve
immun sisteminde defekt olan insanlarda hayati tehdit edici, akut, bakteriyemik veya non-
bakteriyemik sekilde pnOomoniye sebep olmaktadir. Bu kisilerde P. aeruginosa
enfeksiyonlarinin olusmasindaki en O6nemli etken fagositoz, opsonizasyon, ve bakterisit
mekanizmalarin etkin olmamasidir (43,44). KF hastalarinin akcigerlerinde goriinen P.
aeruginosa’nin non-mukoid yapidan mukoid yapiya doniismesi solunum sisteminde hizli bir
diislise sebep olmaktadir. P. aeruginosa’nin ilerleyen akciger enfeksiyonu olusumunda 6nemli
rolii vardir. Erken tani ve tedavideki 6nemli gelismeler ile geri doniistimsiiz akciger defektinin

onlenmesi ve geciktirmesi oldukca onemlidir (44).

2.2.3. Haemophilus influenzae

Haemophilus cinsi, Pasteurellaceae ailesinden bir liyedir. Bu cinsteki bakteriler hareketsiz,
kiiglik, sporsuz, fakiiltatif anaerop veya aerop bazen pleomorfik formda, gram negatif
kokobasiller seklindedirler Haemophilus grubu insanda ve hayvanlarin muk6z membranlarinda
goriilmektedir. Bu tiirden olan bakterilerin liremesi ve gelisebilmesi acisindan kan ve kanda

olan faktorlere gerek duymaktadir (43,44,45).

Haemophilus cinsi ilk defa 1892 senesinde Pfeiffer tarafindan saptanmistir. Influenza
pandemisi oldugu zamanlarda, influenzadan hayatin1 kaybeden hastalarin akciger doku
parcalarindan ve balgam kiiltiirlerinden bu bakteriler izole edilmistir. 1889 yilinda ise menenjit
etkeni gibi Slawyk tarafindan tanimlanmistir. 1931°de M. Pittman tarafindan kapsiillii formlar

ve kapsiilsiiz formlar1 tanimlanmigtir (46).

H. influenzae 0.5-3 um boyunda, u¢ kisimlar1 yuvarlak sekilli, kokobasil formlardir. Birbirine
paralel olan kiimeler yaratirlar, kisa zincirler olustururlar ve bir kismi l6kositler tarafindan

fagosite olunmus olarak goriilmektedir. Sporsuz, hareketsiz, gram negatif olan kokobasillerdir.
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Bazen kapsiillii sekildedirler bazense beyin omurilik sivisi (BOS) gibi steril klinik 6rneklerden
izole edilmis preparatlarda kapsiillii formlar kisa zincir veya kiimeler seklinde saptanmaktadir.
Balgam izolatinda pleomorfik, kapsiilii olmayan ince ve uzun sekillerde goriilebilir. Kapsiil
polisakkaritte olan antijenik yapiya gore alti farkli serotip (a-f) olarak tanimlanmaktadir.
Serotip b’nin kapsiilii ise invaziv olan enfeksiyonlarin %95’lik kismindan sorumlu
tutulmaktadir. Bu kapsiiliin temelini poliribozil ribitol fosfat (PRP) olusturmaktadir. Bundan
baska iceriginde niikleik asit, pentoz, fosfor ve diger elemanlar mevcutdur. (43,44). H.
influenzae aerop ayn1 zamanda fakiiltatif anacrop olan bir bakteri tiirtidiir. Adi besiyerlerinde
tiremeleri goriilmez ve aerop kosullarda tireyebilmesi i¢in faktor X’e ve faktor V’ye gerek
duymaktadir. Ayn1 zamanda aerop sartlarda iireyebilmek i¢in pH 7.4-7.6 arasi, optimum
sicakliksa 37 °C olmalidir. H. influenzae ¢ukulata agar, kanli agar, ve Levinthal’in kaynamis
kanli agarlarinda tireme becerisine sahiptir. Rutinde en ¢ok kullanilan agar ise ¢ukulata agardir.
H. influenzanin diger haemophiluslardan farki deltaaminolevulinik asitten (ALA) protoporfirin
salgilayamamasidir. H. influenzae sekiz biyotip (I-VIII) igermektedir. Bunu soéyleye
bilmemizdeki sebep iireaz iretimi, indol ftretimi, ve ornitin dekarboksilaz aktivitesi

bulunmasidir. Genel olarak biyotip I’in bir menenjit etkeni oldugu saptanmaktadir (43,4).

2.2.3.1. Patojenitesi ve Patogenez

H. influenzada olan hiicre substansi, deney yapilan hayvanlarda toksik bir etkiye neden
olmaktadir. S1vi1 kiiltlirde yaranan toksik substans tavsanda 6liimciil etki yaratmaktadir. Bilinen
bir ekzotoksini yoktur ama endotoksin tesiri goriilmektedir. H. influenza’nin patojenitesini
olusturan yapitaglar1 dis membran proteinleri ve kapsilidiir. Diger viriilans faktor ise,
salgiladig1 1gA proteazidir. 1gA proteaz iireten bes bakteri tiiriinden biri H. Influenzae’dr.
1gA proteazlar, ayn1 zamanda nétral endopeptitlerdir. H. influenzae ise 1gA tarafindan korunan
hedef bolgelere enfeksiyon bulastirmaktadir (45).

H. influenza’nin patogenezinde ilk etap iist solunum yollarinda yer edinmesidir. Bir takim
adezin molekiilleri ile nazofarinksteki kendine 6zgii reseptorlere tutunarak burada artar ve

kolonize olur. Bu kolonizasyonun sonucunda asemptomatik tastyicilik saptanmaktadir (90,91).

2.2.3.2. Epidemiyoloji
H. influenzae diinyanin her bolgesinde bulunmaktadir ve 5 yasin altinda olan ¢ocuk grubu igin

risk faktori tagimaktadir. H. influenzae enfeksiyonunda b serotipi en sik rastlanan susdur. Artan
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yasla birlikte invaziv hastaliklarin goriilme sikliginda diisiis goriiliir ancak hastaligin riskini
yiikselten, orak hiicreli anemi, kronik pulmoner hastaliklar, immiinglobulin defekti,
splenektomi, ve eriskinlerde alkol kullanilmasi gibi bir sira faktorleri goz 6niinde bulundurmak
gerekir (43,44).

2.2.3.3. Direnclilik

H. influenzae ¢evre kosullarinda oldukga direngsizdir. Kuruluga, dezenfektan maddelere ve
sicakliga kars1 duyarlidirlar. 30 dakikalik siirede 55 °C 1sida oliirler. Penisiline ve ampisiline
kars1 direng gosterirler ve beta-laktamaz salgilamaktadirlar. TMP/SXT’ye klindamisine, ve
gentamisine karsi duyarhidir fakat tetrasiklin ve kloramfenikole direnglidir. Bu direnci ise

plasmid ile olustururlar (43).

2.2.3.4. Yaptig1 Hastaliklar

H. influenzae’nin bilinen tek bir rezervuari insanlardir ve birgok sistemde hastalik yapmaktadir.
H. influenzae tip b (Hib) invaziv olan hastaliklarin yaklasik %95’inden mesuldiir.
Mikroorganizma bogazda nazofarinkse kolonize olduktan sonra bunu orta kulakta iltihap,
nazofarenjiti siniizit, ve pndmoni seyredebilmektedir. Hib invaziv hastaliklarinin %54 ile %671
oranini menenjitlerin yaptig1 bilinmekte ve ¢ogunlugu 3 yasin alti olan c¢ocuklarda akut
menenjit yapmaktadir. 6 yas iistii olan ¢ocuklarda ise epiglotisde mikroapseler olusturur ve

olusan 6dem, hava yolunda tikanmaya neden oldugundan acil sekilde trakeostomi yapilmasi
gerekebilir (43).

2.2.4. Enterobactericeae

Enterobactericeae ailesi liyeleri insanlarin ve hayvanlarin bagirsak floralalarinda goriinen gram
negatif olan bakterilerdir. Baz1 kisim patojen olmakla birlikte bir kism1 florada olup firsatg1
patojen olarak goriinmektedir. Bu iiyeden olan bakteri gruplar1 pndomoni, gastroenterit,
menenjit, idrar yolu enfeksiyonu, septisemi gibi organlara ve sisteme etki eden enfeksiyonlara
neden olmaktadir. Ayrica bircok Enterobactericeae tiirli nozokomiyal olan enfeksiyon

bakteriler arasinda yer almaktadir. insanlarda en gok gériilen bakteriyel etkenler E. coli, Proteus
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ve K. pneumoniae tiirleridir. KF hastalarinda da enterobakterlerin kolonize olmalarina ve bunun

sonucuna bagli olarak solunum yolu enfeksiyonlar1 goriilmektedir (44).

2.2.5. Burkholderia cepacia Kompleksi

Burkholderia cepacia Kompleksi (Bcc), ¢evrede kaynaklarindan veya kisiden kisiye bulagma
ozelligine sahip 20'den fazla tiirden olusan bir grup oksijen gerek duyan gram-negatif

basillerdir.
Cevresel Bulunma ve Viriilans:

1. Cevresel Kaynaklar: Bu bakteriler cogunlukla ¢evre kosullarinda, 6zellikle de toprakta

ve saksi bitkilerinde bulunur. Oksijenli ortamda biiylime 6zelligine sahiptir.

2. Viriilans Faktorleri: Pili epitel hiicrelerine yapismasi kolaylastirmaktadir. Quorum

Sensing Genleri ise biyofilmin olusmasinda kolaylik saglar.

2.2.5.1. Kistik Fibrozis (KF) ile iliskisi

Kistik fibrozis (KF) hastalar1 i¢in bu bakteriler 6zellikle 6nemlidir ¢iinkii bu bakteri ile kolonize
olan kisilerde genellikle iyi olmayan klinik sonuglar gézlemlenmektedir. Burkholderia cepacia
enfeksiyonlari, akciger fonksiyonunda hizla bir diisiise ve hem akciger nakli oncesi hem de
sonrasinda artmakta olan mortaliteye neden olabilir. Bu tiir enfeksiyonlar, hastalarin genel

sagligini ciddi sekilde etkileyebilmektedir.

Yayginhk: Erken epidemiyolojik arastirmalarda, Burkholderia cepacia, Kistik fibrozis (KF)
hastalarinda en yaygin olan Bcc organizmast olarak tanimlanmistir. Son zamanlarda,
Burkholderia multivorans daha yaygin hale gelmistir ve neredeyse B. cepacia'nin yerini
tutmustur. Bu degisikligin sebebi, enfeksiyon kontrolii ve onlemlerin giiglendirilmesiyle B.
cepacia'nin edinim oranlarinin azalmasi, bununla birlikte B. multivorans'in ise g¢evreden daha
sik izole edile bilmesidir. Burkholderia gladioli ise KF hastalarindan izole edilen {iglincii sirada

yer alan en yaygin Burkholderia tiiriidiir, ancakbu tiir Bcc grubuna dahil degildir (46).

2.2.6. Stenotrophomonas maltophilia
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Doga, toprak, bitki, su, organik kalintilar benzeri kaynaklarda, ¢evresel kaynaklarda ¢ok sik
rastlanan ve klinik izolatlarda Acinetobacter ve P. aeruginosa tiirlerinden sonra siklikla izole
edilmis olan, gram negatif ve nonfermentatif bir bakteridir. Bu bakteriler, hastanelerde yatan
hastalarin hastane enfeksiyonu gegirmelerine sebep olur. Birgok antimikrobiyal ajanlara ve
dezenfektanlara karsi direng olusturmaktadir. Bunun nedeni ise sahip oldugu dis membran
formatidir. KF hastalarinin solunum yollarinda kolonizasyona ve enfeksiyonlarada sebep

olmaktadir.

2.2.7. Acinetobacter

Gram negatif nonfermentatif olan mikroorganizmalar i¢inden P. aeruginosa’dan sonra ikinci
sirada yer alan bakterilerdir. Genellikle mukozada ve deride kolonize olurlar. Bunlarin
mortalitesi ve morbiditesi yiiksek olup hastane enfeksiyonlarina neden olmaktadirlar.
Antibiyotiklere kars1 yliksek direng gosterdiklerinden, yaptiklar1 enfeksiyonlar biiylik sorun
olusturmaktadir. KF hastalarininda solunum yollarinda kolonizasyon yapmaktadir ve ¢esitli

enfeksiyonlara neden olmaktadirlar (42).

2.3. Kistik Fibrozis Hastahginda Tan1 Metotlar.

2.3.1. Yeni dogan taramalari

Bazi devletlerde 1979 senesinden simdiye kadar yeni dogmus bebeklerden, yasam siiresinin ilk
li¢ gilinii dahilinde topuktan alan kan Gutrie kartlara damlatilarak Immiinreaktif Tripsinojen
(IRT) diizeyi izlenerek tarama yapilir. Ulkemizde ise KF hastaliginda tarama programmin
yapilmasi 1 Ocak 2015 yilinda gerceklestirilmistir. Sagliklt dogan bebeklerde kistik fibrozisli
bebeklere gore daha diisikk IRT degerlerine sahiptir. Kanda IRT seviyesinin yiiksekligi
pankreasta iiretilen IRT nin, kanallarda tikaniklik olmasi nedeni ile dolasima ge¢mesinden
kaynakli oldugu belirtilmektedir. IRT diizeyine yenidogan disinda tani testi seklinde

kullanilmamaktadir.
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2.3.2. Ter Testi

Kistik fibrozisin tanisi genellikle hastalarin terlerindeki kloriin konsantrasyonu olgiimii
sonucunda konulmaktadir. Bu testi bebeklerde dogumlarindan 2 giin sonra uygulandigi zaman
daha dogru veriler elde edilir. Bunun sebebi 2 giin icerisinde bebeklerdeki terlerin elektrolit
degerleri gegici siire yiikseklik gosterebilir (99,100). Ter testindeki temel prensip “Pilokarpin
iyontoforez yontemi” ile, dndeki kola 5 mV’luk elektrik akimi1 gonderilerek {iretilen terin
stimiile olunmasi ve bu terin, “Gibson Cooke” yontemiyle pedde, ya da “Macroduct yontemi”
ile plastik olan disk seklindeki kapiller tiiplerde saklanmasi ve ig¢inde olan potasyum, klor,

sodyum, laktatin ve bikarbonat miktarlarinin 6l¢iilme islemidir (6).

Alt1 aylik olmamis bebekler i¢in terdeki dlgiilen Cl miktar1t <29 mmol/L ise negatif, 30- 59
mmol/L oldugunda siipheli; >60 mmol/L ise pozitif oldugu kabul edilmektedir. Alt1 ayindan
biiyiik olan bebeklerde ise sonucun >40 mmol/L olarak goriilmesi normal olmayan aralik kabul
olundugundan, testin tekrar yapilmasi Onerilmektedir. Eger sonucu >60 mmol/L seklinde
goriirsek, o zaman KF tanis1 lehinde degerlendirilir. Ter testini en dogru sekilde
degerlendirmeye alinmasi i¢in; hastanin akut olan bir enfeksiyonunun olmamasi, klinik agidan
stabil olmasi, iyi bir sekilde hidrate olmasi1 ve mineral kortikoid almamis olmasina da dikkat

edilmesi gerekmektedir (9).

2.3.3. Mutasyon analizi

Kistik fibrozis tanist konuldugu zaman 6zellikle ter testi baz olarak alinmaktadir ancak ter
testinin siiphe yarattig1 durumlarda “DNA analiz yontemi” ile tan1 koyulmaktadir (47). KFTR
geninde yaklagik 2000’in iistiinde bir sekans degisikligi goriilmiistir. KFTR genetik analizinde
mutasyonun belirleme oran1 >%95 olmasi gerekmektedir. Ancak dikkatli olunmasi gereken bir
konu da yasadigimiz toplumda beyaz irkta olusan mutasyonlarin sikli§inin az olmasi
durumudur. Boylece bu orana ulasabilme ihtimali azdir. Normal sartlar altinda tan1 konmasi
icin klinik acidan bulgulart uyumlu olan KF hastasinin bilinen iki adet KF mutasyonunun
varhigi yeterlidir. Iki veya daha ¢ok mutasyonu olan hastalarda bu mutasyonlar ayn1 kromozom
tizerinde cis konumunda ya da farkli kromozomlarin tizerinde trans konumunda olabilir.Burada
onemli olan konu, genetik analizler sonucunda eger tespit olunmus mutasyonlar ayni
kromozom iizerinde ise genellikle hastalik yapmamaktadir. Tanis1 konulamayan hastalara DNA

analizi yapilirken buna dikkat edilmesi Onerilmelidir (48,49). Genetik analizin sonucunun
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degerlendirilme asamasinda dikkat edilmesi gereken diger bir nokta ise KF’de klinik bulgularin
diger cevresel ve genetik olan faktorlerle birlikte KFTR genotipinden de etkilenmesidir.
Mutasyon gruplarini degerlendirecek olursak; grup I, II ve III mutasyonlarina sahip hasta
gruplarinin, grup IV ve V mutasyonlarina sahip hasta gruplarindan daha agir klinik tablo
olusturmaktadir (50,51).

2.4. Klinik Bulgular

Kistik fibrozis hastalarinin bazi organlar sistemin tutulumu s6z konusudur. Ancak KF tiim
organlari etkilemekte olan multisistem bir hastalik olsada, KF hastalarinin herbirinde her organ
ayni oranda etkilenmeyebilir. En c¢ok etki goren organlar akcigerlerdir. Hastanin klinik
bulgular1 yasina, tutulan organlarina, tanist konuldugu zamana ve komplikasyonun varligina

gore degiskenlik gostermektedir (9).

Kistik Fibroziste akciger tutulumu

Kistik Fibrozis’te solunum yolunun biiyiik oranda etkilenmesi s6z konusudur. Hastalarin
yaklasik %99’unda kronik pansiniizit goriilmektedir. Bunun sebebi siniis epitellerinde anormal
Cl iyon transportu, mukozal gland hiperplazisi ile birlikte bakterilerin kolonize olmasidir. Bu
kronik enfeksiyonlarin sonucunda mukozalarda 6dem ve sigkinlik yaranmaktadir. Mukoz
membranlarin tikama yapmasi sonucu hastalarda geniz akintisi, bas agrisi, yiiz kaslarinda agri
ve koku almada sorun olusmaktadir. Ust solunum yolunda olan enfeksiyonlarin kontrol altina
alinmasi i¢in alt solunum yolundaki enfeksiyonlarin tekrarlamasim1 Onlemek biiyiik fark
olusturacaktir. Kistik fibroziste morbidite ve mortalitenin en 6nemli nedenti ilerleyici akciger
hastaligidir. Hastaliga bagli olarak oOliimlerin %80’inden akciger tutulumu sorumludur.
Solunum yollarindaki viskozitesi ¢cogalan salgilar, mukosiliyer aktiviteyi bozarak bakteriyel
enfeksiyonun gelismesine yol agmaktadir. KF hastalarinda akciger enfeksiyonu ve bakteri
kolonizasyonu yasla ilgili olarak degisiklik gdstermekte ve belli bir patojenlerle olusmaktadir.
Hastaligin ilk evrelerinde en ¢ok izole olunan patojenler S. aureus ’la birlikte tiplendirilemeyen
H. influenzae olarak bilinmektedir. Daha fazla ilerleyen zamanlarda ise P. aeruginosa
enfeksiyonlart goriilmektedir. P. aeruginosa suslart polisakkaritten olusmus bir tabaka ile

kaplandiginda mukoid forma cevrilirler ve mukoid olan suglarin parcalanmasi olduk¢a zordur.
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Klinik akis bozulur ve P. aeruginosa akcigerlerde bir kez kolonizasyon olusturursa bu zaman

eradikasyonu neredeyse imkansiz hale doniistir (9,10,52).

Gastrointestinal Sistem Tutulumu

KF hastalarinda olusan gastrointestinal sistem tutulumu, koyulagmis ve yapiskan olan
salgilarina bagl gelismekte olup, gastrointestinal, karaciger ve pankreas tutulumunu 6ne
cikarmaktadir. KF’de gastrointestinal sistemde olan problemler yenidogan doneminde
genellikle bagirsak obstriiksiyonu semptomlari ile kendini belli eder. KF’1i hastalar hayatlarinin

erken donemlerinde pankreas yetmezligi ile karsilasmaktadir (53).

Karaciger Tutulumu

Transmembran ileti regiilasyon proteyini safra kanalinin {istiinde yerlesmekle birlikte bu
hiicrelerin dis kisminda hepatositlerde dahil olmakla higbir hiicrelerde bu protein yoktur. Safra
kanalina salgilanan klordaki deformasyon sonucu safra akigi azalmis oluyor ve sekresyonda
dehidrate goriiliiyor. Obstriiksiyon sebebi ile serbest radikal hasari, safra asiti retansiyonu ve

kollajen sentezi artig1 goriiliir. Boylece karacigerde siroz ve fokal nekroz gelisir (54).

2.5. Kistik Fibrozis Hastali@inin Epidemiyolojisi

Kistik fibrozisin goriilme orami etnik gruplar arasinda degisim gostermektedir. Kuzey
Avrupadaki 1rklarin bireylerinde ¢ok sik rastlanmakla birlikte, Giiney Avrupa’da ve

Amerikadaki Asyali ve Afrikali gruplarda da 6nemli dereceye ulagsmaktadir (55).

Diinya genelinde 60.000’e yakin Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) ise 30.000, KF’li hasta
oldugu bildirilmigtir. Bundan baska yaklagik 7.000.000 kisinin de asemptomatik olan
heterozigot tasiyici olmasi diisiiniilmektedir. KF hastalarinda ortalama yas 29 senenin {izerinde
olup 1/3 iinilin de eriskin insanlar oldugu belirtilmektedir (56). Kuzeydogu, Bat1, Orta ve Kuzey
Avrupada KFTR’yi kodlayan gen mutasyonunun ¢ogunlugunun homojen sekilde oldugu ifade
olunmaktadir. AF508 mutasyonunun goriilme orani Danimarka’nin Faroe adalarinda %100’e

ulasirken Tiirkiye i¢in bu % 24,5 gibi bir siklikta rastlanmaktadir (57).

2.6. Kistik Fibrozis Hastah@inin Tedavisi
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KF hastaliginin tedavisinde son zamanlarda biiyiik bir ilerleme kaydedilmistir. Genel olarak
etkinligini korumakta olan ve uygulanmasi devam etdirilen inhalasyon ajanlari, solunum
fizyoterapisi, mukolitikler, pankreatik enzim replasmani, antienflamatuvar tedaviler, kendi

yerini halen korumaktadir (58).

2.6.1. Akciger Hastaligr Tedavisi

Kistik fibrozis’li hastalarin mortalitesi ve morbiditenin en biiyiik sebebi akciger tutulumudur.
Bu nedenle akciger enflamasyonunun ortaya c¢ikmasma neden olan mekanizmalarin
engellenmesi gerekmektedir. Solunum sistemine yapilmakta olan tedaviler KF’li hastalarda
yapilan temel tedavilerden biridir. Akciger hastaliginda yapilan tedavilerin ilkinde, mukolitik
ajanlar, fizyoterapi, antibiyotikler, anti-inflamatuar ajanlarin kullanimi1 uygulamasi gelmektedir
(59). KF’li hastalarin yasam kalitesinin giderek artmasinda beslenmenin diizene sokulmasi,
genel bakim kurallarinin ihmal edilmemesi gibi faktorlerle birlikte, antibiyotiklerin daha
diizenli ve etkin sekilde kullanilmasi da biiylik 6nem tasimaktadir. Antibiyotik tedavisi akut
akciger enfeksiyonu teshisi veya solunum yolu drneginin arastirilmasi sonucu mikroorganizma
saptanmissa uygulanabilir. Balgam 6rneginin ve bogaz kiiltiiriiniin incelenmesi, hastanin hangi
antibiyotigi kullanacagi konusunda doktora yardim etmektedir. Antibiyotik tedavisi sirasinda
dikkat edilmesi gereken diren¢ gelisimini Onlemek i¢in kombine tedavi yapilmasi

onerilmektedir ve bu ajanlarin 2-3 hafta aralikla kullanilmasi gerekmektedir (60).

S. aureus enfeksiyonlari igin oral antibiyotikler kullanilir. Nafsilin, sefazolin, klindamisin,
flukloksasilin, fusidik asit gibi antibiyotikler kullanilabilir. MRSA enfeksiyonlar1 oldugunda
ise linezolid, vankomisin, teikoplanin, tedavisi uygulanmasi tedavi protokollerinde yer

almaktadir.

P. aeruginosa enfeksiyonu; Kolistin ve tobramisin kullanilmasi yaygin durumdur ancak agir
klinik tablo olusturan olgularda ise cogunlukla ilk se¢im aminoglikozidlerle beta laktam grubu
antibiyotiklerin kullanilmasi ile olusan kombine tedavilerdir. Tedavi siireci, 2-4 haftay1

kapsamaktadir (60,61).

Akciger transplantasyonu: Son donemlerde, akciger hastaligi goriilen KF’1i hastalarda sagkalim

siirecini ve yasam standartlarimi1 yiikselten Onemli bir tedavi yontemi olarak akciger
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transplantasyonu sdylenebilmektedir. Bu hastalarin transplantasyon sonrasinda sagkalim

oranlar1 %60-70’lere yiikselmektedir (62).

2.7. Bakteriyofaj ve KF ile iliskisi

Bakterilerde zorunlu parazit olarak bilinen bakteriyofajlar, yalniz canli bakteri hiicresi i¢inde
cogalabilirler. Konaga 6zgiildiirler; yani her bir bakteriyofaj sadece kendisine uygun bakteriyi
enfekte edebilir (63). 1917 yilinda d'Hérelle ve 1915 yilinda Twort tarafindan bakteriyofajlar
(fajlar) Dbirbirlerinden habersiz sekilde kesfedilmesinden kisa donem sonra, fajlar
antibakteriyeller olarak genis kapsamda uygulanmistir. Fajlar, yer yiiziinde en ¢ok bulunmakta
olan canlilardir; konum olarak her yerde denizlerde, okyanuslarda, toprakta olduk¢a fazla
miktarda bulunmaktadirlar. Antibiyotiklerin kesfi ile birlikte, Bat1 diinyasinda fajlar biiyiik bir
kisimda unutulmustur. Giintimiizde ise Ozellikle ¢oklu ilag diren¢li olan (MDR) bakteriler
giincel bir sorun halini olusturmaktadir. Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Proteus spp. bakterileri, Diinya Saglik Orgiitii'nde (DSO) yeni antibiyotik
tirlerinin arastirilmas1 ve gelistirilmesi i¢in Onemli patojenler listesini olusturmaktadir.
Antibiyotik direnciyle savasmak i¢in saglik hizmetlerinin maliyetleri sasirticidir. Tahmini yillik
harcanan kaynak Avrupa'da 1,5 milyar avro, ABD'de 77,7 milyar dolar ve Kanada'da 200
milyon dolara kadardir (64,65).

Glinlimiizde antibiyotik direnci probleminin ¢éziimiine ulasabilmek i¢in alternatif arayislar

stirdiiriilmistiir. Béylece Batida unutulan fajlar tekrar giindeme gelmeye baglamistir.

Polonya'daki Immiinoloji ve Deneysel Terapi Enstitiisii ve Giircistanda olan Eliava
Enstitiisii’'nde, farkli bakteriyel patojenlere yonelik faj kokteylleri yapilarak, uzun yillardir
tedavide kullanilmaktadir. Batida bir¢ok iilkede faj terapi ¢alismasi klinikte uygulanmaya
baslanmistir. Diinyada faj ajanlarinin gelismesine yonelik merkezler ABD, Giircistan, Polonya,

Belgika, Avustralya, Finlandiya gibi birgok tilkede faj terapi linitesi yapilmaktadir (66).

Faj kokteylleri, genis bir bakteriyel sus yelpazesini hedefleyebilen bir tedavi stratejisi olarak
one cikar. Bu tiir kokteyller, tek bir faj ile tedaviye kiyasla, fajlara karsi direng gelistiren
bakteriyel mutasyonlarin olusumunu azaltabilir ve bakterilerin 6ldiiriilme hizini artirabilir. Bu
ozellik, bakteriyofajlarin tedavi edici potansiyelini dnemli Slgiide artirmaktadir (67). Kistik
fibrozis hastalarinda en yaygin olarak karsilasilan enfeksiydoz patojenler arasinda

Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa bulunmaktadir. Bu hastalar genellikle
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stirekli antibiyotik tedavisi gormekte ve bu durum, Pseudomonas aeruginosa ve
Staphylococcus aureus'un ¢oklu ilag direngli (MDR) suslari ile enfekte olmalarina neden
olmaktadir. Bu direngli suslar, global c¢apta antibiyotik direnci sorununu artirmakta ve
antibiyotiklerin etkin olmalarimi sinirlamaktadir (68). Bu bakimdan, alternatif tedavi
yontemlerine ihtiya¢ artmistir. Faj terapisi, antibiyotiklere direngli bakteriyel enfeksiyonlarla

miicadelede umut verici bir segenek olarak degerlendirilmektedir (69).

Fajlarin kendi kendine ¢ogalabilmesi, 6zgiil olan hedeflere etkin olmasi ve viicudun her tarafina
ulagilabilir olmas1 onlarin antibiyotiklere {istlinliik sagladiginin gostergesidir. Faj tedavisi 6zgiil
sekilde patojeni yok ederek mikrobiyotaya zarar vermemesi, fiziksel bariyerlerden kolay bir
sekilde gecis yapmasi ve konagin her bir bolgesine ulasim saglamasi, hedef organizmayi
oldiirdiikten sonra ortadan kaybolmasi gibi bir¢ok listiinliige sahiptir (70). Faj tedavisinde
bulunan yeni fajlarin uygulanmasi, teknolojinin gelismesiyle genislemektedir. Giiniimiizde
antibiyotik direncindeki artis alternatif bir tedavi olarak faj tedavisinin gelistirilmesinde biiytik

bir gii¢ olacagi 6n goriilmektedir (68,71).
2.7.1 Akciger Enfeksiyonlarinda Faj Tedavisi

Faj tedavisinin akciger hastaliklarinda uygulanmasi ile ilgili 6rnekler Abedon (72) ve Abedon
ve ark. (73,74) tarafindan gdzlemlenmistir. Ik &nce yapilan arastirma faj tedavisinin
antibakteriyel etkinligi ile ilgili olmustur (75). Ik yapilmis ¢aligmalar, 1936 yilinda Morrison
ve Gardner tarafindan yapilmistir. Bacillus kaynakli olan akciger hastasina bolgesel faj tedavi
uygulamasi yapilmis ve tam basar1 elde edilmistir. 1938 senesinde ise Shiskenko tarafindan,
yenidoganlarda ve g¢ocuk hastalarda stafilokok kaynakli enfeksiyonlarda topikal olan faj

tedavisinin etkinligi aragtirtlmistir (76).

Akciger enfeksiyonlarinda fajlarla tedavide, fajlar ¢ogunlukla sistemik, topikal veya oral
yoldan uygulanmistir. Akciger enfeksiyonunun fare modelindeki fajlarla olan tedavisinde
sistemik (parenteral) ve topikal faj uygulanmas: tek tek ya da birlikte yapilabilmaktedir. Bazi

zamanlarda direkt enjeksiyon da uygulanabilir (77).

Topikal tedavi zamani, dozu yiiksek olan viriyonlar giivenli ve basit sekilde
uygulanabilmektedir. Fajin hedef bolgeye direkt uygulanmasi, bu bdlgede olan faj
konsantrasyonunda etkin diizeyde artis saglar ve alternatif uygulamalar kullanilamiyorsa tercih
edilir. (78).
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Oral yol uygulamasinda ise, fajlar ilk 6nce sindirimde yasamini siirdiirmeli ve daha sonra kanla

karigmalidir. Bagirsakta emilme diisiik seviyede oldugundan faj kayb1 ¢coktur (79).

Sistemik tedavide, fajin kanla birlikte enfekte olan akciger dokularina gecis yapmasi ve
bakterileri yok edecek dozda bulunmasi beklenir. Akciger dokusundaki bakteriyel enfeksiyon
dokuda gecirgenligi arttirabildigi igin, kandan zarar goérmiis dokuya faj penetrasyonunu
arttirmakta ve buradaki konak bakterinin var olmasi fajlarin gectikten sonra yiliksek miktara

ulasimini saglayabilmektedir (78).

Son zamanlarda, antibiyotik direngli akciger enfeksiyonlarini tedavi etmek i¢in uygulanmakta
olan faj terapisi vakalari, bu yontemin yenilik¢i ve etkili bir alternatif olabilecegini ortaya
koymustur. Bu vaka raporlari, faj terapisi konusundaki yenilik¢i yaklagimlarin ve hasta
verilerinin titiz bir sekilde toplanarak klinik yararin degerlendirildigi bir siirecin basladigini
gostermektedir. Ayrica, temel arastirmalarin bu baglamda Onemli bir rol oynadigi
vurgulanmalidir. Ozellikle, fajlarin tek basina, sirali olarak veya karisimlar halinde (kokteyller)
kullanildiginda hedef bakteriyel patojenler iizerinde nasil bir etki yarattifinin daha iyi
anlasilmasi gerekmektedir (80).
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3. YONTEM

3.1 KULLANILAN ARAC ve GERECLER
* Steril plastik 6ze (Looplast,Italy)
* Otoklav

* Giivenlik kabini

* Hassas terazi

* Pipet uglart (10-200-1000 pnL)

* Cam tlip

* 50 ml steril Falkon tiipii

* Eppendorf tiipler

« Steril 6ze (Tek kullanimlik)

* Steril ekiivyon (Tek kullanimlik)

* Filtre/ 0.22 pm

3.2. Kullanilan Besiyerleri

%35 Koyun Kanl1 Agar (BioMerieux, Fransa)
MacConkey Agar (BioMerieux, Fransa)
Cikolata agar

Mueller Hinton Agar
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Burkholderia cepacia selektif agar
Mannitol tuzlu agar

Triptik Soy Agar (TSA)

Triptik Soy Broth (TSB)

Dip agar

Top agar

3.3. Kullanilan Kimyasallar
CaCl2

Lamda SM

Jelatin

3.1.2. Kullanmilan Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Hazir sekilde olan toz besiyerleri firma onerilerine gore hazirlanmistir. 121°C’de 15 dakika,

otoklavda sterilizasyon islemi gerceklesmistir.

3.2 Yontemler

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Cocuk Gogiis
Hastaliklar1 polikliniginde 2024 yilinda KF tanisi ile takip edilen 100 hastanin G6rnekleri
mikrobiyoloji laboratuvarimiza rutin kiiltiir i¢in génderilmistir. Ayrica, laboratuvarimizda KF
hastalarindan izole edilmis suslardan bakteriyofaj izolasyonu, zenginlestirilmesi ve
saflagtirilmas1 protokolii uygulanip elde edilen fajlarin in vitro degerlendirilmesi i¢in spot test

yapilmistir.

3.2.1. Bakterilerin Tanimlanmasi
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Bakterilerin tanimlanma siirecinde konvansiyonel ve otomatik yéntemlerden olan VITEK2

(Biomerieux) ve Maldi-Tof (Bruker) kullanildu.
3.2.2. Konvansiyonel yontemler
3.2.2.1. Kiiltiir Yontemleri

Balgam ve trakeal aspirasyon gibi solunum 6rnekleri, 1 adet kanli besiyerine, 1adet ¢ikolatamsi
agara, MacConkey besiyerine, Mannitol agar besiyerine ve Burkholderia cepacia besiyerine
ekim yapildi.  Kolonilerin morfolojik 6zellikleri, biiyiikliikleri, renkleri ve kivamlar
gozlemlendi. B hemolitik streptokoklar, Staphylococcus aureus, Pseudomonas tiirleri,

Burkholderia cepacia, Haemophilus influenzae klasik yontemlerle tanimlandi.

Tanimlanamayan koloniler ise otomatize sistem ile calisildi. Ureyen difteroid gomaklar,
koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS), neisseria tiirleri ve alfa hemolitik streptokok tiirleri

normal flora bakterileri olarak degerlendirildi.

Segici besiyerlerden biri olan Mannitol agar besiyerinde Staphylococcus aureus ve koagiilaz
negatif stafilokoklarin ayiriminda kullanilmistir (KNS). Bu besiyerinde, mannitol

fermentasyonu sonucunda renk degisimi olusmaktadir.

Mannitol agarda iireyen Staphylococcus aureus kolonilerinden DNZ testi yapildi. Ureyen
Staphylococcus aureus'un MRSA veya MSSA oldugunu belirlemek icin ise sefoksitin

direncine bakildi.

Kistik fibrozis hastalarinda etken olan Burkholderia cepacia suslarini izole etmek igin izole

etmek i¢in segici besiyerlerden biri olan Burkholderia cepacia besiyeri kullanildi.
3.1.3. Antibiyotik Duyarhhk Testi

Antibiyotik duyarlilik testi disk difiizyon yontemi ile yapildi. Bakterilerin antibiyotiklere karsi
olan duyarliligini belirlemek i¢in antibiyotik diskleri kullanilmistir ve EUCAST standartlarina

gore yorumlanmistir (81).
3.2.3. Otomatize yontem.

Mikroorganizmalarin tanimlanmasinda MALDI-TOF kiitle spektrometrisi ve VITEK sistemleri

kullanilmistir. Bu yontemde, "matriks" olarak adlandirilan bir kimyasal yiizey iizerine, 24 saati
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dolmamis bakteriyel kiiltiirden yayma uygulanmaktadir. Matriks {izerinden gegen iyonizasyon
yapan lazer 15181 ile etkilesim saglandiktan sonra, matriks tizerindeki farkli molekiiler yapilarin
15181 emme farkliliklarina gore bir spektrum olusturulmaktadir. Elde edilen bu profiller, referans

spektrumlarla karsilastirilarak mikroorganizmalarin tanimlanmasi gerceklestirilmektedir.

3.3. Faj izolasyonu
On hazirhk

Calismaya alinan KF’li hastalarin direngli suslarindan faj izolasyonu yapildi. Suglarin ¢gogaltma
islemi Triptik Soy Broth (TSB)’da yapilmistir. Kat1 besiyeri olarak ise Triptik Soy Agar (TSA)

kullanildi. 10ml s1v1 besiyerine alinan suslar 37C% ik etiivde inkiibe edildi.

Elli mI’lik falkon tiiplerine 10 ml DSB (normal broth miktariin 2 kati), 10ml atik su, 100l s1v1

besiyerine aldigimiz bakteriyi ilave edip 24saat 37C° etiivde inkiibe edildi. Daha sonra 10000
devirde 10 dakika santrifiij edildi. Stipernatant siviyr 10ml’lik enjektorle ¢ekip, 0,22mm’lik
filtreden gecirildi ve tiiplere koyuldu.

Spot test asamasi

Hazirlanan dip agara 100ml bakteri suspansyonu koyup yayma metoduyla ekildi. Uzerine
siipernatantdan 5 mikrolitre alinarak birka¢ bolgeye damlatildi. Islem sonrasi petriler oda
1s1sinda kurumasi icin yarim saat bekletildi. Daha sonra 24saat 37C° lik etiive kaldirildi. Eger

ortamda litik faj mevcut ise petrilerde litik alanlar (bosluklar) goriiliir (resim 4.10).

Saline Magnezyum (SM) Lam diliisyon asamasi
24 saat sonra Dip agar {izerinde plaklar olusmussa SM deneyi yapildi.
SM igerigi

e NaCl-5,8gr
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e MgSO4-20gr
e 1M Tris-HCI-50 ml
e %2 Jelatin-5 ml

%?2 jelatin elde etmek i¢in 2 gr jelatin ve 100 ml distille su kullanilmigtir. Bir M Tris HCl i¢inse
1,2 gr Tris ve 90 ml distille su gerekmektedir. Ph’sinin 7.6 ya ayarlanmasi mutlaktir. Karisim
otoklav siiresin gegirdikten sonra 3-4 ml SM petrilere dokiildii. 2-3 saat bekletildikten sonra
olusan s1v1 1000 pl’lik pipetle falkonlara toplanildi ve santrifiij edildi. Sonrasinda filtrelenerek
10 ml’lik falkonlarda dolaba kaldirildi.

3.4. Faj genom analizi

Faj genom dizilemesi Illumina cihazinda Genera firmasinda hizmet alimi1 seklinde
calisilmistir. Elde edilen ham dizilerin kalite kontrolii FastQC (v0.11.750) programu ile
yapilmistir (82). Kotii kalitedeki okumalar ve barkod dizileri Trimmomatic (v0.40) programi
ile yapilmistir (83). Konak bakteriye ait okumalar Bowtie2 ve Samtools programi
kullanilarak ger¢eklestirilmistir (84,85). Faja ait genom assemblisi (genom birlestirme)
MegaHit assembler (v1.2.9) programi ile yapilmistir (86). Elde edilen faj genom dizilerindeki
proteinler PROKKA (v1.12) yardimu ile belirlenmistir (87). Tespit edilen proteinlerin
tanimlanmas1 BLASTp programi ile NCBI protein veri bankasinda taranmistir (88).
Filogenetik aga¢ ve tiim genom karsilastirilmast ViPTree web sitesinde diger virtislerle
karsilastirilarak elde edilmistir (89). Elde edilen viriislerin genom haritas1 DNAPIotter

modiilii ile hazirlanmistir (90).

3.5. istatistiksel Analiz

Yas gruplar arasindaki antibiyotiklere kars1 direng profillerinin anlamli fark olup olmadiginin,
istatistiksel hesaplar1 Pearson’s Chi kare testi ile hesaplanmigtir. P degeri 0.05 ten kiiglik
(P<0.05) olanlar istatistiksel agidan anlamli oldugu kabul edilmistir. R version 4.2.1 programa

dili ile hesaplanmistir.
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4. BULGULAR

Mayis 2024- Eyliil 2024 zaman araliginda Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Cocuk Gogiis Hastaliklart Kliniginden 100 Kistik fibrozis tanisi
almis hastanin solunum yolu 6rnekleri mikrobiyoloji laboratuvarina génderilmistir. KF’li

hastalarin 46°s1 (%46) erkek, 54’1 (%54) kadindir. K/E oram 1,17 dur.

Vaka grubu cinsiyet dagilimi

Sekil 4.1. KF hastalarinin cinsiyete gore dagilimi

Calismaya dahil edilen 100 hastadan 81 hastada bakteri {iredi. Bu hastalar arasinda 65'inde bir
tip bakteri, 15'inde iki tip, birinde ise iig tip tespit edildi. On dokuz hastada ise hig bakteri

tiremedi ya da sadece flora bakterileri iiredi.
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Sekil 4.2. Hasta sayinin iireyen mikroorganizma sayisiyla iliskisi

Incelenen drneklerin 681 (%68) Balgam 6rnegi, 32’ (%32) ise Transtrakeal aspirsyon drnegi
olarak geldi. Bu 6rneklerden liremis olan bakteri sayis1 98 olmustur. Vakalarin balgam,
trakeal aspirasyon kiiltiirlerinde S.aureus, P.aeruginosa gibi mikroorganizmalarin daha sik
liredigi tespit edilmistir. Orneklerde saptanan bakterilerin sonuglarmin dagilimi Sekil 4.3 te

verilmistir.

m 1. S.aureus| 4938% \I
m2 P.aeruginnsa“| 32.09%

m 3. S. pneumoniae E17%

4 Moraxella| 1449
u 5.Klebsiella

= 7.H. influenzae

m 8. B. Cepacia
® 9 Corynebacteriun

Sekil 4.3. Hasta 6rneklerinde lireyen bakteri tiirlerinin dagilimi



33

20vyas Ustl

11-20 yas

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

B Yatan hasta sayisi B Ayaktan hasta sayisi

Tablo 4.1. Kistik Fibrozisli Hastalarin Yas Gruplarina Gore Yatan ve Ayaktan Hasta Dagilim1

Calismaya dahil edilen hastalarin yas gruplarina goére yatan ya da ayaktan hasta olma

durumlar1 Tablo 4.1’de sunulmustur.

Sekil 4.4. Mannitol agar besiyerinde Staphylococcus aureus goriintiisii

Resimde (sekil 4.4) Staphylococcus aureus kolonileri, fermentasyon sonucu sari renkte

goriilmektedir.
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Sekil 4.5. Mannitol agar besiyerinde koagiilaz negatif stafilokok (KNS) goriintiisii

Koagiilaz negatif stafilokok (KNS) iirediginde, besiyerinin renginin degismedigi
gozlemlenmektedir (sekil 4.5).

Sekil 4.6. Burkholderia cepacia selektif besiyerinde tireme

Sekil 4.6’da B.cepacia kolonilerinin besiyerinde iireyen kahverengi ve sar1 tonlarindaki

kolonileri izleniyor.
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Antibivotik Direncli izolat Orta duvarh izolat | Duyarh izolat
n (%) n (%) n (%)
Vankomisin 0 (0%) 0 (0%) 100 (%100)
Rifampisin 4 (%10) 0 (0%) 36 (%90)
Linezolid 0 (0%) 0 (0%) 100 (%100)
Klindamisin 17 (%42 5) 0 (0%) 23 (%657.9)
Metisilin 13 (%32.5) 0 (0%) 27 (%67 .3)
Teikoplanin 0 (0%) 0 (0%) 100 (%100)
Ertromisin 20 (%30) 0 (0%) 20 (%30)
Tetrasiklin 9 (%22.5) 0 (0%) 31 (%77.3)
Ciprofloxacin 3 (%7.3) 32 (%80) 5 (%l2.5)
Trimetoprun/silfametoksazol | 2 (%03) 0 (0%) 38 (%93

Tablo 4.2. Staphylococcus aureus suslarinda ¢esitli antibiyotiklere karsi antibiyotik

direnc oranlari

Kirk S. aureus susundan 13 kokende (%32,5) metisilin direnci saptanmistir. En yiiksek direng

orani eritromisine (%350) karst bulunmustur.

Antibiyotik Direncli izolat Orta duyarh izolat | Duyarh izolat
n (%) n (%) n (%)
Meropenem 0 (0%) 0 (0%) 100 (%100)
Imipenem 5 (%019.23) 21 (%80.77) 0 (0%)
Levoflaksin 5 (%019.23) 21 (%80.77) 0 (0%)
Tobramisin 7 (%026.92) 0 (0%) 19 (%73.08)
Cefepime 6 (%23.07) 20 (%076.93) 0 (0%)
Ceftazidime 5 (%019.23) 21 (%80.77) 0 (0%)
Amikasin 7 (%026,92) 0 (0%) 19 (%673.08)
Piperasilin 2 (%7.69) 24 (%92 .30) 0 (0%)

Tablo 4.3. Pseudomonas aeruginosa suslarinda gesitli antibiyotiklere kars1 antibiyotik

direng oranlar1

P. aeruginosa suslarina karsi en etkili antibiyotik meropenem olarak bulundu.

Izole edilmis P. aeruginosa izolatlarindan 10 (%38,46) izolat mukoid yapida oldugu saptandi.
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Sekil 4.7. P. aeruginosa’nin suslarinda goériilen mukoid formu
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Veri Seti Ki-kare (X2) Degeri Serbestlik Derecesi (df) p-degeri
Psa/cefepime 0 1 1
Psa/ceftazidime 0.15007 1 0.6985
Psa/ levofloksasin 6.4031e-31 1 1
Psa/amikacin 0.23222 1 0.6299
Psa/imipenem 1.616e-31 1 1
Psa/tobramisin 0.23222 1 0.6299
Psa/meropenem NaN 1 NA
Psa/piperasilin 1.3907e-30 1 1
Psa/total 1.1535 2 0.5617

Tablo 4.4. P.aeruginosa 'da ki-kare testi sonucu

Tablo 1'de gosterilen veriler, PSA verilerine uygulanan ki-kare bagimsizlik testlerinin
sonuglarin1 gostermektedir. Yapilmis testlerde, 0-15 yas ve 15 yas tstii gruplar arasindaki
antibiyotik direng profillerinin arasinda anlamli fark olup olmadiginin gézden gegirmek igin iki
kategorik degisken karsilastirildi ve bagimsiz olup olmadigini belirlemek i¢in Pearson Ki-kare

testi kullanilmastir.

psa/feb verisi igin ki-kare degeri X 2=0, serbestlik derecesi df=1 ve p-degeri 1 olarak
hesaplanmugtir. Ki-kare testinde, p-degeri genellikle 0.05'ten kiigiikse sonug¢ anlamli kabul
edilir. Bu durumda, p-degeri 1

oldugundan, istatistiksel olarak anlamh bir iligki

bulunmamaktadir. Bu sonug, baz alinan iki degiskenin bagimsiz oldugunu gostermektedir.

Diger yandan, psa/lev, psa/imp, psa/ak, psa/tob, psa/mem, psa/tpz ve psa/caz veri
gruplarinda p-degerleri aynmi sekilde 0.05’in {izerinde bulunmus ve anlamsiz bir iliski

gbzlemlenmistir.
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Tablo 4.5 Pseudomonas aeruginosa suglari direng grafigi

Veri Seti Ki-kare (X?) Degeri Serbestlik Derecesi p-degeri
(df)

Staf/va NaN 1 NA
Staf /Inz NaN 1 NA
Staf /da 3.3574 1 0.06691
Staf /fox 0.056405 1 0.8123
Staf /sxt 0.34024 1 0.5597
Staf /tec NaN 1 NA
Staf /ra 6.0509e-31 1 1
Staf /e 4.9495 1 0.0261
Staf/cip 25.782 2 2.521e-06
Staf/te 0.1173 1 0.732
Staf/total 3.6189 2 0.1637

Tablo 4.6. S.aureus da ki-kare testi sonucu
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Tablo 2'de, staf verileri igin yapilan ki-kare testlerinin sonuglari 6zetlenmistir. Tablodan
goriindiigii gibi staf/e verisi i¢in yapilan ki-kare testi sonucu X?=4.9495, serbestlik derecesi
df=1 ve p-degeri 0.0261 olarak hesaplanmistir. Bu p-degeri 0.05'in altinda oldugu igin, veriler

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmaktadir.

Staf/cip verisi i¢in X2=25.782 serbestlik derecesi 2df=2 ve p-degeri 2.521¢-06 olarak
bulunmustur. Bu sonug, son derece anlamlidir (p < 0.05) ve incelenen degiskenler arasinda

giiclii bir iligki oldugunu gostermektedir.

Diger staf verileri igin yapilan testlerde p-degerleri 0.05'in iizerinde bulunmustur. Ornegin,

staf/fox i¢in p=0.8123 ve staf/sxt i¢in p=0.5597 bulunmustur. Burada p-degerlerinin 0.05'in

* *k * ‘
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istlinde olmasi, bu veriler arasinda anlamli iliski olmadigin1 géstermektedir.
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Tablo 4.7 Staphylococcus aureus suglari direng grafigi

Bu ¢alismamizda KF’li hastalardan izole ettigimiz baz1 P.aeruginosa suslarindan faj
izolasyonu yapildi. izole edilen fajlar petride litik alanlar seklinde goriildii (sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Petride faj lizisi gorlintiisii

Faj 2, 43826 niikleotid uzunlugunda ¢ift iplikli DNA genomuna sahiptir. Bu faja ait genom
haritast ve genetik karakteristikler sekil 4.11°de gosterilmistir. Tiim faj 2 nin NCBI refseq
verilerindeki diger bakteriyofajlarla tiim genom dizisi hizalamasi, Pseudomonas phage

vB PaeP FBPa29 ile maksimum benzerligi (%100 6zdeslik, %100 kapsam) paylastigini
gostermistir (sekil 4.10). Dolayisiyla bu ¢alismada, daha dnce izole edilmis ve tanimlanmis

olan Pseudomonas phage vB_PaeP_FBPa29 tekrar izole etmis bulunmaktayiz.

Faj 2 i¢in, tiim genom dizilerine dayali bir filogenetik aga¢ olusturduk ve faj 2 ile diger P.
aeruginosa fajlariyla yakin benzerlik gosterdi (sekil 4.9).

Prokka tarafindan toplam 74 tahmini gen bulunmustur. BLASTp analiz sonuglarina gore,
tahmin edilen gen {iriinlerinin 11'1 yapisal proteinler olarak tanimlanmistir. P24, P28, P36,
P37 DNA replikasyonunda rol alan sirasiyla ekzoniikleaz, DNA polimeraz, Dna polimeraz
egzoniikleaz alt linitesi ve DNA primaz/helikaz proteinlerini kodlamaktadir. P31 holin

proteini olarak tanimlanmistir. Faj 2 ye ait protein blast sonuglari ek tabloda verilmistir.



Left line: Virus family

Right line: Host group
I Pscudomonadota (15)

ONESTAREL

IBLAST: % identity
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I

N
& g; 16 sequences
%
0.05 0.1
F Pseudomonas phage UFV-P2 (NC_018850) [45,517 nt]

Pseudomonas phage NV1 (NC_042107) [45,058 nt]

Pscudomonas phage PhICHU (NC_028933) [45,626 nt]
Pseudomonas phage PaP3 (NC_004466) [45,503 nt)

Pseudomonas phage MR299-2 (JN254801) [44,789 nt]
Pseudomonas phage vB_PaeP_p2-10_Or1 (NC_019813) [44,030 nt]

Pseudomonas phage vB_PaeP_C1-14_Or (HE983844) [45,469 nt]
H ON857936.1 [43,826 nt]
Pseudomonas phage vB_PacP_C2-10_Ab22 (NC_026599) [45,808 nt]
Pseudomonas phage TL(NC_023583) [45,696 nt]
Bruynoghevirus LUZ24 (NC_010325) [45,625 nt]
Pseudomonas phage PaP4 (NC_042343) [43,895 nt]
Pseudomonas phage philBB-PAA2 (NC_022971) [45,344 ni]
Pseudomonas phage DLS4 (NC_028919) [45,673 nt]

Pseudomonas phage Bjorn (NC_042103) [45,936 nt]
Pseudomonas phage tf (NC_017971) [46,271 nt]

i
|

Sekil 4.9 Faj 2 Filogenetik agag
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Sekil 4.10 Faj 2 ile NC026599 ile tiim genom karsilastirilmasi.



42

------

W\ “ha,,,
\\\\\\\\\\\\ I

N

S

//

36000

12000

- A
it

////
//////////ﬂﬂllumm\m

/

\\\\\\\\

,’///

i m\\‘\\

N
S
S
Z
~
Z
32000 ////

////////////// I \\\\\\\

28000

Sekil 4.11 Faj 2'nin genom haritasi.

Yesil ve mor renkli en igteki daireler sirasiyla pozitif ve negatif GC garpikligini géstermektedir.
Siyah daire GC igerigini gosterir. ORF'lerin islevsel kategorileri belirli renklerle gosterilmistir;
turkuaz mavisi ORF'ler varsayimsal proteinleri, mavi ORF'ler niikleotid diizenleme

proteinlerini, yesil ORF'ler yap1 ve paketleme proteinlerini ve kirmizi ORF'ler lizis proteinlerini

temsil eder. Olgek birimleri baz ciftleridir.
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Faj 1 277.893 niikleotid uzunlugunda ¢ift iplikli DNA genomuna sahip dev (giant) fajdir. Bu
faja ait genom haritas1 ve genetik karakteristikler sekil 4.14°te gosterilmistir. Tiim faj 1’in NCBI
refseq verilerindeki diger bakteriyofajlarla tiim genom dizisi hizalamasi sonucuna gore,
Pseudomonas phage phiKZ ile maksimum benzerligi (%100 o6zdeslik, %100 kapsam)
paylastigint gostermistir (sekil 4.13). Bu caligmada, daha dnce izole edilmis ve tanimlanmis

olan Pseudomonas phage PhiKZ tekrar izole edilmistir.

Faj 1 i¢in, tiim genom dizilerine dayali bir filogenetik agac¢ olusturduk ve faj 1 ile diger P.
aeruginosa fajlariyla yakin benzerlik gosterdi (sekil 4.12).

Prokka tarafindan toplam 366 tahmini gen bulunmustur. BLASTp analiz sonuglarina gore, bu
gen lrilinlerinin 44'l yapisal proteinler olarak tanimlanmistir. P15 DNA polimeraz, p31 DNA
baglanma proteini, p43 riboniikleaz, p49 RNA polimeraz beta alt linitesi, p5S8 RNAse H, P141
helikaz, p149 ve p 167 RNA polimeraz beta alt {initesi, p196 ekzoniikleaz, p215 primaz, p227
DNA bagimli RNA polimeraz Beta altiinitesi, p308 RNA polimeraz beta polimeraz, p331
endoniikleaz, p346 RNA polimeraz Beta gibi replikasyon ve transkripsiyonda rol oynayan
genlere sahiptir. Bu faj litik etkisini Rz like spanin proteini (p36) ile saglamaktadir. Faj 2 ye ait

protein blast sonuglari ek tabloda verilmistir.

Left line: Virus family

&
Right line: Host group G 15 sequences
I Pscudomanadota (14) oy o
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Klelsiclla phage Kplz-2_35 (NC_061418) [296,707 1]
phage RP12 (NC_041911) [279,845 nt]
Ralstonia phage RSL2 (NC_028950) [223,932 m1]
Ralstonia phage RSF1 (NC_028899) [222,885 ni]

Pseudomonas phage Noxifer (NC_041994) [278,136 ni]
Psendomonas phage Psall (NC_062581) 305,260 nt]
Pseudomonas phage Phabio (NC_062582) [309,157 ni]
Pseudomonas phage 201 phiZ-1 (NC_0108Z1) [316,674 mi]
Pseudomonas phage vi8_Paeh_PS1T9XW (NC_070582) [301,543 nt]
Psendomonas phage PRiIPA3 (NC_028599) [309,208 nt]
Pseudomonas phage S12 (NC_042081) [279,696 ni]
Pseudomonas phage PAT (NC_042060) [266,743 ni]
Pseudomonas phage phiKZ (NC_004629) 280,334 1]

F NODE_1 [277,893 ni]

EL
| Klelsiella phage vB_KpM_FBKp24 (NC_061421) [307,210 ni]

Sekil 4.12 Faj 1 filogenetik agag
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NC_004629
Pscudomonas phage phiKZ
280,334 ot

Sekil 4.13 Faj 1 ile NC004629 ile tiim genom karsilastirilmasi
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Sekil 4.14 Faj 1'in genom haritasi.

Yesil ve ve mor renkli en icteki daireler sirasiyla pozitif ve negatif GC carpikligini
gostermektedir. Siyah daire GC igerigini gosterir. ORF'lerin islevsel kategorileri belirli
renklerle gosterilmistir; turkuaz mavisi ORF'ler varsayimsal proteinleri, mavi ORF'ler
niikleotid diizenleme proteinlerini, yesil ORF'ler yap1 ve paketleme proteinlerini ve kirmizi

ORF'ler lizis proteinlerini temsil eder. Olgek birimleri baz giftleridir.

Izole edilen bakteriofaj DNA’sindan yiiksek verimli Illumina tiim genom dizilemesini yapildi.
Toplamda 17 Gb (114933865 okuma) eslestirilmis u¢ okumasi elde edilmistir. Temizlemeden
sonra toplam 110024594 okuma elde edilmistir. Temizlemeden sonra %95,73 oraninda okuma

kalmistir. Konak bakteriye ait okumalar uzaklastirildiktan sonra 109244751 adet okuma elde
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edilmistir. Ornekler birlestirildikten sonra, 490 contig'de toplam 426100 bp okuma elde
edilmistir. 5000 bp den kiiciik diziler uzaklastirildiktan sonra 71 contig'de toplam 956570 bp
okuma eclde edilmistir. Elde edilen contiglerin bakteriyofaj genomlarina ayrilmasi sonucu

43826 bp uzunlugunda bakteriyofaj 2 ve 277893 bp uzunlugunda faj 1 elde edilmistir.
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TARTISMA

Kistik fibrozis, otozomal resesif kalitim gosteren yaygin bir genetik hastaliktir. Diizenli yapilan

takip, erken tani ve tedaviye uyum hastalarin yasam kalitesini ve siiresini artirmaktadir.

Bu c¢alismada Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve
Cocuk Gogiis Hastaliklar1 polikliniginde KF tanisi ile takipte olan 100 hastadan toplanmis

ornekler c¢alisildi. Calismada hastalarin balgam ve trakeal aspirasyon o6rnekleri incelendi.

Literatiir taramasi yapildiginda Amerikan Kistik Fibrozis Vakfi'nin 2022 yili verilerine gore
hasta cinsiyet orani yaklasik olarak %50,9 erkek ve %49,1 kadin olarak belirlenmistir. Bu
oranlar, 2021 yil1 verilerinde ise %51,4 erkek ve %48,6 kadin olarak belirtilmis olup, iki ardigik
yilin oranlarmin birbirine olduk¢a yakin oldugu gézlemlenmistir (91,92). Kanada’da yapilmis
bir calismada hastalarin toplam sayisi 38 olup, bunun 20 (%53,6)’s1 kadin 18 (%47,4)’1 erkektir
(93). 2020 senesinde Avusturya da yapilmis tek merkezli bir ¢calismadaysa toplam hasta sayisi
52°dir, bunun 19 (%37)’u erkek, 33 (%63)’1 ise kadindir (94). Tiirkiye’de yapilan ¢aligmalar
incelendiginde ise 2002 yilinda Marmara Universitesinde Karakog ve arkadaslari tarafindan
yapilmis bir ¢alismada 60 hasta dahil edilmis, bunun %41,7’si erkek %58,3’1i ise kadin, olarak
bildirilmistir (95). 2014 yilinda Isparta’da Saygili tarafindan yiiriitiilmiis 93 hastanin alindig
calismada, %71,7 oran erkek, %28,3 oranda ise kadin olmustur (96). Ulusal Kistik Fibrozis
Kayit Sistemi (UKKS) 2022 yilina ait veriler 1s181inda toplam kayith hasta sayis1 2088’dir.
Bunun 1108 (%53,1)’inin erkek, 980 (%46,9)’inin kadin oldugu bildirilmistir (97). Bizim
calismamizda hastalarin 54’1 (%54) kadin, 46’s1 (%46) ise erkek olmustur. Bu ¢alismadaki

veriler literatiirdeki 6rneklerle benzerlik gostermektedir.

2022 Ulusal KF Hasta Kayit Sistemi verilerinde 2088 hastada yapilmis incelemede hastalarin
%24,3’de P.aeruginosa, %33,1°de S. aureus, %5’inde H. influenzae, %1 inde S. maltophilia,
%0,53’tinde ise Achromobacter iiremesi saptanmistir (97). 1990-2013 yillarinda Karakog ve
arkadaslarinin gerceklestirdigi calismada, 60 KF'li hastanin balgam, orofaringeal siiriintii ve
BAL kiiltiirlerinde %16,6 oraninda S. aureus ve %50 P. aeruginosa iiremesi olmustur (95).
ABD'de 2013 yilinda KF hastalariyla ilgili yapilan ¢aligmada, KF hastalarinin %17,2’inde S.

aureus %33,5'inde ise P. aeruginosa iiremesi tespit edilmistir (98). 2011 yilinda Montagna ve
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arkadaslari tarafindan yapilan arastirmada 188 KF’li hastanin 1217 6rnegi degerlendirilmis ve
bu 6rneklerin %58’inde P.aeruginosa goriilmistiir (99). 2005 yilinda Semczuk ve arkadaslari
tarafindan yaptiklar1 ¢alismada 58 KF’li hastadan toplanan bogaz ve balgam kiiltiirlerinden
%13 oraninda P.aeruginosa bulunmustur (100). Calismamiza aldigimiz hastalarin 6rneklerinde
saptanan mikroorganizmalar incelendiginde ise en sik %49,38 S.aureus ve %32,09
P.aeruginosa  bakterileri  iiredigi  gozlemlendi. Literatiirdeki  diger ¢alismalarla
karsilastirildiginda bizim ¢alismamizla ¢ok benzerlik gostermedigi saptandi. Bu sonuglar, bize
P. aeruginosa ve S. aureus'un KF hastalar1 arasinda ¢ok yaygin patojenler oldugunu
gostermektedir. Ozellikle P. aeruginosa bir takim fenotipik degisiklikler gostererek mukoid
forma ge¢mesi ve alt solunum yollarinda yerlesmesi ile morbidite ve mortaliteyi artirmaktadir.
P. aeruginosa nin en ¢ok geng yetiskinlerde artan yayginlik géstermesinin 6nemli sebebinin,
bakteriyel etkilesimden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Sener, 2014 yilinda P. aeruginosa
tiremesi olan 20 KF’li hastayr dahil ettigi bir ¢alismayr sunmustur. Bu 20 hastadan alinan
balgam Kkiiltiirlerinde toplam 107 P. aeruginosa susu izole edilmistir. izole edilen suslardan
mukoid sus sayist 58, mukoid olmayan suslar ise %49 olarak tespit edilmistir (101). Bizim
caligmamizda KF’li hastalardan elde edilen 26 P. aeruginosa izolatlarindan 10(%38,46)

tanesinin mukoid, 16(%61,53) tanesinin ise non mukoid yapida oldugu saptandi.

Ramsey ve arkadaglarinin 2016 yilinda yaptiklar1 bir ¢calismada KF hastalarinin akciger
mikrobiyotasinin stabil kalmadig1 ve yas arttikga degistigi bildirilmistir. Bu sebeple, daha
kiiciik ¢ocuklar S. aureus ve H. influenzae gibi bakteriler ile enfekte olurken, yetiskinler
genellikle P.aeruginosa, B.cepacia ve metisiline direngli olan S. aureus (MRSA) gibi daha
direncli bakterilerle enfekte olmaktadirlar (102). 2023 yilinda Ingiltere, Avusturalya, Irlanda,
Kanada ve Amerika’da KF hastalarinin dahil edildigi bir derlemede hastalarin erken ¢ocukluk
doneminde en c¢ok H. influenzae ve S. aureus ile enfekte oldugu goriiliirken, ilerleyen
zamanlarda B. cepacia, P. aeruginosa ve diger Gram negatif bakteri gruplari tespit edilmistir
(103). Bizim ¢alismamizda ise H. influenzae sadece 2-10 yas grubunda goriiliirken 10 yas tistii
grupta saptanmadi. Stafilokoklar ise 2-10 yas ve 10 yas iistii gruplarda ayni oranlarda goriildii.
P.aeruginosalar ise genellikle 10 yas iistii grupta daha sik rastlandi. B.cepacia sadece 5
yagindaki bir hastada iiredi ve bu hastada B.cepacia ile birlikte P.aeruginosa tiremesi de oldu.
Literatiirdeki kaynaklarda da B.cepacia genellikle P.aeruginosa ile birlikte hastada

gorilmektedir.
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S. aureus, son donemlerde bazi faktdrden dolayr KF’li hastalarda ¢ok yaygin goriilen bir
patojene donilismiistiir. S. aureus, cocukluk doneminde sik¢a goriiliir, ikinci en yiiksek
yayginliga sahip mikroorganizmadir (102). 2023 Kistik Fibrozis (KF) Vakalar1 Kayitlari
verilerine gore, MRSA (Metisiline Direngli Staphylococcus aureus) KF hastalarinin yaklasik
%19'unda bulunmustur. (104). Bu ¢alismada, Liverpool Paediatric CF Merkezi'ndeki kistik
fibrozisli hastalarda MRS A'nin prevalansi incelenmistir. 2000 yil1 itibariyle, MRSA prevalansi
%6.5 olarak bildirilmistir. Calisma, MSSA'nin da 6nemli bir patojen oldugunu vurgulamaktadir
(105). Almanya’daki ¢esitli CF merkezlerinde, Steinkamp ve arkadaslar1 2000 yilinda MRSA
ve MSSA prevalansi arastirmistir. 213 balgam Ornegi arasinda, MRSA %5.2 oraninda tespit
edilmistir (106). Bizim c¢alismamizda ise 40 S. aureus izolati iiremis olup, bunlardan 13’ilin
(9%32,5) MRSA saptanmistir. 2023 yilinda gergeklestirilen bir metaanalizde, 19 makalenin
dahil oldugu 10 iilkede ve dort kitada toplam 3394 izolat incelenmistir. Bu ¢alismada, S.
aureusun en yiiksek diren¢ oranina sahip oldugu antibiyotik eritromisin (%73) olarak
belirlenirken, en diisiik direng orani teikoplanin (%0.00) olarak belirlenmistir (107). Garbacz
ve arkadaglari, 2018 yilinda Polonya’da gergeklestirdikleri caligmada S. aureus izolatlarinin
antibiyotiklere karst diren¢ oranlarmi incelemislerdir. Calismada, penisiline %83,3,
eritromisine %49,8, azitromisine %50,7, klindamisin ve siprofloksasine %13, tetrasikline %7,9,
amikasine%38,8, tobramisine %6,1 ve gentamisine %5,6 oraninda direng tespit edilmistir (108).
Yapilan ¢alismamizda S. aureuslar’da en direngli antibiyotik ise eritromisin (%50) oldugu

gozlemlendi. Vankomisin, linezolid ve teikoplanine ise direng saptanmadi.

2022 yilinda gergeklestirilen bir metaanalizde, 122 makalenin dahil edilmesiyle P.
aeruginosa’nin antibiyotik direnci incelenmistir. Bu ¢alismada, sefotaksim %67 ile en yiiksek
diren¢ oranina sahip antibiyotik olarak belirlenirken, kolistin %5 ile en diisiik diren¢ oranina
sahip oldugu tespit edilmistir. En uygun tedavi olarak kolistin secenegi belirlenmistir (109).
Bizim ¢alismamizda ele alinan tiim P.aeruginosa suslarinin meropeneme duyarli oldugu

goruldii.

Tiirkiyede yapilmis bir tez calismasinda balgam, orofaringeal siiriintii, nazofaringeal aspirat ve
BAL kiiltiirlerinde iiremis hasta basina diisen etken mikroorganizmalarin sayis1 son bir yilda
degerlendirildiginde 19 (%20,2) hastada bir tip bakteri, 10 (%10,6) hastada iki etken, 4 (%4,2)
hastada ti¢ tip etken bakterinin beraber iiredigi belirlenmistir (110). Bizim ¢alismamizda, hasta
basina diisen etken mikroorganizma sayis1 65(%80,24) hastada 1 tip bakteri, 15(%18,51)
hastadaz2 tip, 1(%1,23) hastada ise 3 tip bakteri olarak tespit edildi.
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Bir yiiksek lisans g¢alismasinda, S. aureus ve P.aeruginosa antibiyotik diren¢ oranlari
karsilagtiritlmis ve istatistiksel fark saptanmamistir (111). Bizim ¢alismamizda yas gruplari
arasindaki antibiyotik direng profillerinin arasinda anlamli fark olup olmadiginin goézden
gecirmek i¢in istatistiksel hesaplari Pearson’s Chi kare testi ile hesapladik. Yapilmis testlerde,
iki kategori yani 0-15 yas ve 15 yas ustii hasta gruplar karsilagtirildi ve bagimsiz olup
olmadigini belirlemek i¢in Pearson Ki-kare testi kullanildi. P.aeruginosa igin yapilan testte p-
degeri biitiin verilerde 0.05’in tizerinde bulundugu i¢in anlamsiz bir iliski gézlemlenmistir.
S.aureus’da ise eritromisin ve ciprofloxacin’in p-degeri 0.05'in altinda oldugu i¢in, (p <0.05)

veriler arasinda istatistiksel olarak son derece anlamli bir iliski bulunmaktadir.

Antibiyotiklerin biyofilm tizerindeki etkisi sinirhidir ve antibiyotige direncli tiirlerin ortaya
¢ikmasina yol agmaktadir. Bu problemler nedeniyle, bakteriyofaj tedavisi gibi alternatif tedavi
yontemlerine yonelim artmistir. Faj tedavisinin, kistik fibrozisli hastalarin brons epiteline
yerlesen P. aeruginosa biyofilm tabakasini azalttigi gozlemlenmistir. (112). Ayrica, P.
aeruginosa suslarma kars1 yapilan PAK P1, PAK P2, PAK P3, PAK P4, PAK P5,P3 CHA,
CHA_P1, phiKZ, LBL3, LUZ19 bakteriyofaj kokteyllerinin etkinligi test edilmistir ve
%64,6’1n faydali oldugu bildirilmistir (113). Fajlar, antibiyotiklere gére daha avantajlidir.
Ciinki belirli bir bakteri tiiriine 6zgiidiirler, bu nedenle ikincil enfeksiyonlar ve direng sorunlari
olusturmazlar, normal mikrobiyotaya zarar vermezler ve biyofilm tabakasin etkileyerek yapiy1
bozarlar. Ancak antibiyotikler, tiim bakterileri hedefledikleri i¢in hem diren¢ sorunlarina yol
acar hem de tiim mikrobiyota dengesini bozarlar (114). Calismamizda KF’li hasta grubundan
izole edilen P.aeruginosa suslarindan faj izolasyonu gerceklestirildi. Izole edilen fajlarm
genom analizleri yapildi ve filogenetik agaglari olusturuldu. KF hastalar1 i¢in yeni bir
antibiyotik gelistirmek uzun bir siirectir ve birkag y1l siirebilir, ayrica basar1 sans1 belirsizdir.
Ancak, hedef bakteriler i¢in yeni bakteriyofajlarin kesfi birkac giin icinde miimkiindiir. Bu
nedenle, secici toksisite gibi faydalar1 goz oniine alinarak, bakteriyofaj tedavisi gelecekte kisiye

0zel tedavi yaklagimlarina dontisebilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, kistik fibrozis hastalarindan elde edilen 100 Ornek iizerinde yapilan
mikroorganizma izolasyonlar1 ve direng profili analizleri, hastalarin enfeksiyonlarina neden
olan cesitli bakteriyel suslar1 ortaya koymustur. Bu c¢alisma, kistik fibrozis hastalarinda
enfeksiyonlarin genellikle ¢oklu diren¢li mikroorganizmalarla iliskilendirildigini ve tedavi
seceneklerinin sinirlt oldugunu gostermektedir. Ayrica, hastalarin suslarindan izole edilen
bakteriyofajlar, bu enfeksiyonun tedavisinde alternatif bir yaklasim olarak potansiyel
tasimaktadir. Fajlarin, antibiyotik direngli bakterilere karsi olan etkisi, Kistik fibrozisli

hastalarda enfeksiyon yonetimi a¢isindan umut verici bir bulgu olarak degerlendirilebilir.

Kistik fibrozis hastalarinda antibiyotik direncinin arttigi gozlemlenmistir. Bu sebeple,
hastalarin diizenli araliklarla diren¢ profillerinin bakilmasi, tedavi segeneklerinin optimize
edilmesine yardimci olabilir. Klinik pratige entegre edilecek sekilde, multidisipliner bir
yaklagim benimsenmeli; enfeksiyon yonetimi icin farmakogenetik ve molekiiler biyoloji
testlerinin  kullanim1  artirllmalidir.  Fajlarin  etkinligini  ve giivenligini daha 1iyi

degerlendirebilmek i¢in daha biiyiik hasta gruplariyla yapilacak calismalar nerilmektedir.
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