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OZET

Macin, S. Pigmentli Ve Pigmentsiz Pseudomonas aeruginosa Suslarinin Virulans
Faktorlerinin Fenotipik Ve Genotipik Olarak Karsilastirlmas1 Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Uzmanhk Tezi,
Ankara, 2014. Pseudomonas aeruginosa aerob, sporsuz, hareketli, diiz veya hafif
kivrimli, 42 C°de iireyebilen Gram negatif basillerdir. P. aeruginosa; son yillarda
artan insidansi, Urettigi viriilans faktorlerinin g¢esitliligi ve siirekli yiikselen
antibiyotik diren¢ oranlariyla sik rastlanan, mortalite ve morbiditesi yiiksek, tedavisi
giic enfeksiyonlarin etkenidir. Bu ¢alismadaki amacimiz pigment iireten ve pigment
iiretmeyen P. aeruginosa suslar1 arasindaki virulans faktorlerinin karsilastirilmasidir.
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda
hastalara ait orneklerden izole edilen ve P.aeruginosa olarak tanimlanan suslar
calismaya dahil edildi. Hasta suslar1 (n:100) iki ana gruba ayrildi. Birinci gruba;
kistik fibrozis tanisiyla takip edilen ve P. aeruginosa izole edilen hastalarin suslari
(n:50) alind1. Ikinci gruba ise pily, idrar, yamk yarasi, beyin omurilik sivis1 ve
balgam gibi ¢esitli viicut bolgelerinden izole edilen P. aeruginosa suslari alindi. Her
iki ana grupta izole edilen P. aeruginosa suslari pigment tiretimlerine gére de kendi
icinde esit sayida (n:25) iki gruba ayrildi. Tiim suslarin antibiyotik duyarlilik testleri
disk difiizyon yontemiyle ve CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)
standartlarina gore yapildi. Fenotipik testler olarak DNaz, proteaz, elastaz, hemoliz
ve hareket testi ¢alisildi. Genotipik testler olarak ise “quarum sensing” mediatorleri
olan rhlA ve rhIB ve virulans ile iliskili genleri kodlayan ekzotoksinler olan T
(exoT), S (exo0S), U (exoU) ve Y (exoY) bolgeleri Real-time PCR yontemiyle
calisildi. P. aeruginosa suslarimin pigment tretimlerine gore virulans faktorleri
incelendiginde, elastaz aktivitesi ve mukus iiretimi pigment iireten ve iiretmeyen
suslarda benzer bulunmustur. Proteaz aktivitesi ve hemoliz varlig1 pigment iireten P.
aeruginosa suslarinda pigment iiretmeyen suslara gore daha yiiksek bulunmustur
(p<0.05). Hareket ozelligide pigment {iireten suslarda pigment iiretmeyen suslara
kiyasla daha yiiksek bulunmustur. DNaz aktivitesi ise pigment iiretmeyen suslarda
pigment lretenlere kiyasla daha yiiksek bulunmustur (p<0.05). Pigment iiretmeyen
P. aeruginosa suslarinda pigment {ireten suslara gore daha yiiksek antibiyotik direng
oranlar1 saptanmustir.  Pigment {retimlerine goére genotipik virulans faktorleri
incelendiginde; pigment iireten suslarin rhiB, exoS ve exoY virulans gen bolgelerine
pigment {iiretimi olmayan suglara gore daha fazla sahip olduklari goriilmistiir
(p<0.05). ExoT gen bolgesi de yine pigment iiretimi olan suslarda daha fazla
saptanmigtir. Bu sonuglar pigment iiretimi olan P. aeruginosa suslarinin hem
fenotipik virulans faktorlerinin hem de genotipik virulans faktdrlerinin pigment
tiretmeyen suglara gore daha fazla sahip olduklarin1 géstermektedir. Edinilen
sonuglara gore pigment {iretimi virulanst degerlendirmek acisindan onemli bir
belirtec olarak kabul edilebilir.

Anahtar Kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, virulans, kistik fibrozis, pigment

Destekleyen Kurulus: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi (Proje no:
17388665/285)



ABSTRACT

Magin, S. Comparison of Virulence Factors in Pigmented and Non-Pigmented
Pseudomonas aeruginosa By Using Phenotypic and Genotypic Tests. Hacettepe
University Faculty of Medicine, Thesis in Medical Microbiology, Ankara, 2014.
Pseudomonas aeruginosa is an aerobic, motile, non-spore forming, straight or
slightly curved, gram-negative bacilli and it can grow at 42 °C. The incidence of P.
aeruginosa has been increased in recent years and its virulence factors are various. It
has high morbidity and mortality and its rates of antibiotic resistance is increasing
constantly. The aim of this study was to compare the differences in the virulence
factors of pigmented and non-pigmented P. aeruginosa isolates. Isolates of patients
that were identified as P. aeruginosa were included into the study. Identification was
done in Hacettepe University Medical Faculty Microbiology Laboratory. Strains of
patients (n: 100) were divided into two main groups. In the first group, strains were
isolated from cystic fibrosis patients (n: 50). In the second group, the strains which
were isolated from various body parts (pus, urine, burn wounds, sputum, and
cerebrospinal fluid) included (n: 50). The isolated P. aeruginosa strains from both
main groups were divided into two subgroups according to their pigment production
(n: 25). Antibiotic susceptibility tests of all strains were performed by disk diffusion
method according to CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) standards.
DNase, protease, elastase, haemolysis and motility tests were performed as
phenotypic tests. The presence of several virulence-associated genes encoding
exotoxins T (exoT), S (exo0S), U (exoU) and Y (exoY) and quorum sensing mediators
(rhlA and rhIB) were assessed by Real-time PCR method for genotypic
identification. The relationship between pigment production, antibiotic resistance and
virulence factors were examined. There was no significant difference between
pigmented and non-pigmented isolates when elastolytic activity and mucus
production were compared. Pigmented isolates produced significantly more (p<0.05)
protease and haemolysis activity. Motility was present in pigmented isolates more
frequently than in non-pigmented isolates. DNase activity was significant in
pigmented isolates then non-pigmented isolates (p<0.05). Antibiotic resistance was
present more frequently in non-pigmented isolates than pigmented isolates.
Pigmented isolates had more frequently and significant more (p<0.05) virulence-
associated genes rhlB, exoS, exoY (p<0.05). ExoT was present in pigmented isolates
more frequently than in non-pigmented isolates. The results of this study suggest that
both phenotypic and genotypic virulence factors are associated with the pigment
production in P. aeruginosa. Pigment production is easy to determine, which might
be a good starting point to identify the virulence status of an isolate.

Key Words: Pseudomonas aeruginosa, virulence, cystic fibrosis, pigment
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1. GIRIS

Pseudomonas aeruginosa; aerob, sporsuz ve hareketli Gram negatif bir
basildir. Hidrofilik oldugu i¢in lavabolardan, sebzelerden, nehir sularindan ve hatta
antiseptik solusyonlardan rahatlikla izole edilebilir. Saglikli insanlarda nadiren
kolonize olur (1). Sik antibiyotik kullanan kisilerde gastrointestinal kolonizasyon
olabilmektedir. Kanser tedavisi gorenler, mekanik ventilasyona bagli hastalar,
notropenik olanlar ve yanik hastalar1 Pseudomonas enfeksiyonlarina karsi ciddi risk

altindadir.

P. aeruginosa, tipik koloni morfolojisi, pigmentleri ve {iziimsii kokusuyla
kolaylikla taninabilir. Pozitif oksidaz ve arjinin reaksiyonlar1 ve ii¢ sekerli demirli

besiyerinde alkalen renk degisimi ile tan1 dogrulanabilir.

P. aeruginosa cesitli genler araciligi ile hiicre dis1 proteinler ile iligkili
viriilans faktorleri salgilar. Adezinler, pyosiyanin, elastaz, proteazlar, hemolizinler,
ekzotoksin ve ekzoenzim S P. aeruginosa suslarinda tanimlanmis viriilans
faktorleridir (2). Elastaz enfeksiyonun baslangi¢ fazinda akcigerde hasara yol agarak,
kompleman bilesenlerini ve serum ol-proteinaz inhibitériinii pargalayarak
patogenezde 6nemli rol oynar. Siderofor proteinleri, bakterinin konak hiicrelerden
demiri kazanmasini saglarlar (3). Pigment iiretiminin de gesitli virulans genleriyle

iliskisi gosterilmistir (4).

P. aeruginosa bir¢ok antibiyotige karsi i¢sel dirence sahiptir. Baslica iki
mekanizma vardir; ampisilin, amoksisilin amoksisilin-klavulanat, dar ve genis
spektrumlu  sefalosporinler, sefotaksim ve seftriaksona direnci saglayan
indiiklenebilir kromozomal AmpC beta laktamazlar ve ¢esitli atim pompa sistemeleri
(5). Genis spektrumlu penisilinler, genisletilmis spektrumlu sefalosporinler,
monobaktamlar, aminoglikozidler ve kolistin bu i¢sel direncin iistesinden gelebilir.

Bu antibiyotiklere kars1 kazanilmis direng gelisebilir.

Kistik fibrozis hastalarinin solunum yollarindan en sik izole edilen patojen P.
aeruginosa’dir (6). P. aeruginosa konaga bir kez yerlestikten sonra genelde kalici
olur ve mukoid koloni morfolojisi, hareket kaybi, cesitli ekzotoksinlerin ve diger
tirtinlerin hipoekspresyonu gibi bazi degisikliklere ugrar (7-9). Kistik fibrozis

hastalarmin akcigerlerinde bulunan P. aeruginosa’nin non-mukoid fenotipten



mukoid fenotipe doniisiimii genellikle solunum fonksiyonlarinda hizli bir diisiise ve
kotiilesen prognoza neden olmaktadir. Ayrica kistik fibrozis hastalarinin sik sik
antibiyotik kullanmalar1 birgok antimikrobiyal ajana karsi direncli suslarla kronik

olarak enfekte olmalarina neden olmaktadir (10).

P.aeruginosa enfeksiyonlarinda  farkli  bolgelere  kolonizasyon ve
enfeksiyondan sorumlu suslarin viriilans farkliliklari yeterince ortaya konmamustir.
Ayrica pigmentli olan P. aeurinosa suslari ile pigment iirctmeyen suslar arasindaki
ve Kistik fibrozis gibi sik enfekte olan hasta grubuyla diger viicut bolgelerinden izole
edilen sugslar arasindaki virulans faktorleri arasindaki farklar da yeterince
calisilmamistir. Bu ¢alismadaki amacimiz kistik fibrozis hastalarindan izole ettigimiz
balgam Ornekleriyle, diger viicut bolgelerinden izole ettigimiz pigment iireten ve
pigment iretmeyen P.aeruginosa suslarmin virulans faktorlerini fenotipik ve

genotipik olarak incelemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas cinsi Pseudomonadaceae ailesi iginde yer alan suda ve toprakta
yasayan biiyiik bir non-fermentatif bakteri toplulugudur. insanlarin yan1 sira bitki ve
hayvanlarda da enfeksiyon olusturabilmektedirler. Pseudomonas cinsinde en sik
izole edilen insan patojeni Pseudomonas aeruginosa’dir. Aeruginosa adi bircok
klinik izolattaki koloniler i¢inde goriilen yesil-mavi renkten kaynaklanmaktadir.
Ondokuzuncu yiizyill baslarinda yaralarda, 06zellikle de ameliyat yaralarinda
mavi-yesil renkli cerahat etkeni olarak gbze garpan P. aeruginosa 1882’de Gessard
tarafindan tamimlanmistir (44). Bu cinste bulunan bakteriler rRNA homoloji
sonuglarina gére bes grupta incelenmektedir. Pseudomonas aeruginosa homoloji
grup I’de bulunmaktadir. Farkli 6zelliklere sahip olan homoloji grup II’de bulunan

tirler Burkholderia cinsi i¢ine alinmigtir (11).

2.1.1. Pseudomonas aeruginosa’min mikrobiyolojik 6zellikleri

P. aeruginosa; 0,5-0,8 um eninde, 1,5-3 pm boyunda olabilen basil veya
kokobasil morfolojisinde Gram negatif boyanan bakterilerdir. Diiz veya hafif kivrik
olabilir. Spor ve kapsiil olusturmazlar. P. aeruginosa ugta bulunan tek polar flajeli ile

hareketlidir. Diger Pseudomonas tiirlerinde birden fazla flajel bulunabilir (12).

Zorunlu aerobtur, ancak oksijen yoklugunda da ortamda elektron alici olarak
yeterli NO3z varsa yasamimi devam ettirir. Pseudomonas bakterilerinin mezofil,
psikrofil veya psikotrof tiirleri vardir. En iyi 37°C’de olmakla beraber, 20-42°C
arasindaki 1silarda tireyebilir. P. aeruginosa’nin 42°C’de de iireyebilme o6zelligi P.
putida ve P. florescens’den ayirmaktadir. Pseudomonas tiirleri pH=5.6 ve pH=8.0
arasinda lremelerine ragmen en iyi pH=6.6-7.0 araliginda iirerler. Kolay iireyen
bakterilerdir. Organik {ireme faktdrlerine gereksinimleri yoktur. Tek bir karbon
kaynagi  varliginda  iireyebilen  nadir  bakterilerdendir. =~ Mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda siklikla kullanilan besiyerlerinde rahatlikla iiredikleri igin

izolasyonlar1 kolaydir.



P. aeruginosa  besiyerlerinde  ¢esitli  koloni  morfolojilerinde
goriilebilmektedir. Dogal ortamdan, toprak ve sudan izole edilenler kiigiik, kaba
koloniler olusturur. Klinik materyallerden tiretilenler ise iki tipte goriliir. Bir tipi
biiyiik, yumusak, diiz ve kalkik kenarli koloniler (non-mukoid) olustururken daha
virulan olan diger tipte bir tiir ekzopolisakkarit olan alginat iiretimi sonucu mukoid
tipte koloniler gozlenir (13). Kistik fibrozis hastalarindan, kronik obstriiktif pulmoner
hastalig1 olan hastalardan izole edilen suslar siklikla mukoid koloni (M koloni)
seklindedir. Kanli besiyerinde 1-5 mm c¢apinda, yassi, buzlu cam goriiniimiinde,
kenarlar1 ondiilan yapida koloniler olusturur. Genellikle kanli agarda beta hemoliz
olustururlar. “Eosin methylene blue” (EMB), McConkey ve Endo agar gibi laktoz
iceren besiyerlerinde laktoz negatif koloni yaparlar. Besiyerinde, triptofan 2-
aminoasetofenon sebebiyle tatlims1 aromatik meyve veya tath liziime benzeyen P.

aeruginosa’ya 6zgi bir kokusu vardir (14).

Cogu Pseudomonas suslart kiiltiir ortaminda pigment iretirler. Pigment
olusumu kiiltiir kosullarina baglidir. Mutasyonla bu 6zellik kaybolur yada ayn1 anda
bir¢cok pigment olusumu goriilebilir. Bu pigmentler oksijensiz ortamda olusmazlar,

oda sicakliginda daha iyi olusurlar.

Fluoresan pigmentler, fluoresans ozellik tasiyan Pseudomonas’larin (P.
aeruginosa, P. putida, P. fluorescens, P. chlororaphis, P. syringae, P. cichori, P.
flavescens) karakteristik Ozelligidir. Bu pigmentler sideroforlardir ve kiiltiir

ortaminda diisiik demir konsantrasyonlarinda bol miktarda tiretilirler.

Piyoverdin (“flouressein”), kloroformda ¢6ziinmeyen ancak suda ¢oziinen
sarims1 renkte bir fluoresan pigmentidir. Bu pigmentin goriilebilmesi i¢in bazen UV
1s18a ihtiya¢ duyulur. King B besiyerinde klinik izolatlarin bir¢ogu bu pigmenti
olusturur (15).

P. aeruginosa mavi-yesil bir pigment olan piyosiyanin {iretebilir.
Piyosiyanin; fenazin yapisindadir, genellikle mavi-yesil renklidir ve koloni mavi-
yesil renk alir. Bu pigment yalnizca aerob ortamda olusur, tani1 degeri yiiksektir.
Piyosiyanin iretimi King A besiyeri kullanilarak arttirilabilir. Pyoverdin suda

¢Oziinen mavi renkli piyosiyaninle birlestiginde parlak yesil renk olustururlar.



Piyorubin, bazi P. aeruginosa suslari tarafinda iiretilen parlak kirmizi renkte,
kloroformda c¢oziinmeyen ancak suda ¢Ozlinen bir fenazin pigmentidir. Diisiik
oksijen konsantrasyonunda geri doniisiimsiiz olarak rengini yitirir. Piyorubin klinik

izolatlarin %?2'sinde saptanmaktadir.

Piyomelanin, P. aeruginosa tarafindan iiretilen kahverengi, siyah renkte sik
gozlenmeyen bir pigmenttir Diger pigmentlerin varligi piyosiyanin pigmentinin
maskelenmesine neden olabilir (16). Pigmentler bakterinin demir alimu igin siderofor
olarak gorev yaptiklari i¢in demirin sinirli oldugu durumlarda pigment {iretimi artar.
Besiyerinde ozellikle piyosiyanin ve piyoverdin pigmentlerinin  olusumu

Pseudomonas aeruginosa'nin tanist yoniinden olduk¢a dnemli bir 6zelliktir.

Klinik Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda pigmentli koloniler tanida her zaman
yardimc1 olmustur. Uretilen pigmentler ¢ogu zaman konaga karsi virulan etkiler
gostermistir. Pseudomonas aeruginosa’nin pigmentlerinin yanisira; S. aureus’un
stafiloksantin pigmenti, Cryptococcus neoformans ve Aspergillus tiirlerinin koyu
kahverengi veya siyah pigmentleri ve Serratia marcescens’in kirmizi pigmenti diger

onemli pigment tiirleridir (17).

Mikrobiyal pigmentlerin baz1 dogal etkileri
1- Ultraviole radyasyona kars1 koruma

2

Oksidan maddelere karsi koruma
3- Asirt sicak ve soguga karst koruma

4- Diger mikroorganizmalarin antimikrobiyal aktivitelerine kars1 koruma

5

Besin eldesi (demir vs.)

6

Fotosentezle enerji eldesi

Enterobacteriaceae ailesinin aksine P. aeruginosa karbonhidratlar1 fermente
etmez, karbonhidratlar1 oksidasyon yolu ile pargalayip asit olusturur. P. aeruginosa
oksidaz pozitiftir. Sitokrom C oksidaz i¢ermeleri Pseudomonas cinsini

Enterobacteriaceae ailesinden ayiran temel 6zeliklerdendir. Pseudomonas tiirleri



degisik sekerleri metabolize etmek igin 2-keto-deoksiglukonat yolunu kullanir.
Bundan dolay1 ATP iiretimi i¢in elektron transport zincirine gereksinimleri vardir.
Bu 6zellik Pseudomonas cinsini zorunlu aerob yapar. Ancak P. aeruginosa
anaerobik sartlarda da yasayabilir, bu farklilig1 terminal elektron alici olarak nitrati
kullanabilme oOzelliginden kaynaklanir. Bdylece P. aeruginosa farkli c¢evre
kosullarinda varligin1 devam ettirebilmektedir. indofenol oksidaz, katalaz, sitrat,
tireaz ve L-arginin dihidrolaz pozitiftirler. L-lizin dekarboksilaz, L-ornitin
dekarboksilaz metil kirmizis1 ve Voges-Proskauer testleri negatiftir. Ug sekerli

demirli besiyerinde (TSI) alkali reaksiyon verir ve gaz olusturmazlar.

2.1.2. Epidemiyoloji ve bulas

P. aeruginosa hidrofilik yapida olup nemli ortam1 sever. Insanda perine, koltuk
alti, kulak gibi nemli bolgelere yerlesir. Solunum cihazlari, yataklar, carsaflar,
temizlik soliisyonlari, ilaglar, dezenfektanlar, kiivetler, paspaslar ve lavabolardan
kolaylikla ayristirilabilir. Cig sebzeleri kolonize edebilme yetenegi o6zellikle
bagisikligi baskilanmis hastalar i¢in ciddi risk olusturur (18).

P. aeruginosa saglikli kisileri nadiren de olsa kolonize edebilir. Kolonizasyon
invaziv enfeksiyona doniisebilir. Altta yatan risk faktorii olanlarda %50 oraninda
kolonizasyon invaziv P. aeruginosa enfeksiyonuna ilerleyebilir. Hastane
enfeksiyonlarina neden olabilen 6nemli bakterilerden biridir. Hastane ortaminda P.
aeruginosa’nin  kaynak ve yaygmlhigmin belirlenmesi enfeksiyonun etkin
epidemiyolojik kontrolii i¢in gereklidir. Yanik hastalarinin derilerinde, solunum
cihazina bagli hastalarin alt solunum yollarinda, kemoterapi alan hastalarin
gastrointestinal sisteminde ve antibiyotik alan hastalarda %50 oraninda tasiyicilik
olabilmektedir (19). Kistik fibrozis hastalarinda akciger enfeksiyonuna neden olmasi
ve artan antibiyotik direnci sebebiyle onemini giderek artmaktadir (20,21). Kistik
fibrozis hastalarinin yasam siirelerinde ki belirgin artis sebebiyle hastaligin tedavisi
cocuk saglig1 ve hastaliklart uzmanlarinin yani sira yetiskin hastaliklariyla ilgilenen

tip dallarini da ilgilendirmektedir.



2.1.3. Virulans faktorleri ve patogenez:

P. aeruginosa enfeksiyonlarinin patogenezinde konaga ve bakteriye ait
faktorler rol oynar. Bakterinin virulans faktorleri hiicre ile iliskili ve hiicre disina
saliman faktOrler olarak incelenebilir. Virulans faktorlerinin salinimi; tliremenin
oldugu, hiicre yogunlugunun arttigi logaritmik fazda artar. Virulans faktorlerinin
salmmm ve diizenlenmesi karmagsik bir diizenleyici sistem ile kontrol edilir ve
koordinasyonun saglanmasinda hiicreler arasi iletisim Sisteminin énemli rolii vardir.
Virulans faktor iiretimi bakteride genetik diizeyde regiile edilir. DNA diizeyindeki
reglilasyonun biiylik kismi 6zgiil virulans faktorleri kodlayan gendeki yeniden
diizenlemeleri, promoter veya diger regiilator elemanlar1 igeren genlerdeki

degisimleri veya yeniden diizenlemeleri igerir (22).

P. aeruginosa saglikli kisilerde hastalik olusturmazken, konak savunmasinin
bozuldugu durumlarda ¢esitli virulans faktorlerinin etkisiyle ciddi enfeksiyonlara
neden olabilir. Cok ¢esitli virulans faktorlerinin de katkisi ile septisemi, iriner
enfeksiyon, akut ve kronik akciger enfeksiyonlari, endokardit, dermatit ve

osteokondrit gibi enfeksiyon hastaliklarina yol agar.

Bir P. aeruginosa enfeksiyon hastaliginin gelisme siireci birbirini takip eden iig
basamaga ayrilabilir;

e Bakteri adezyon ve kolonizasyonu
e Lokal invazyon
e Yaygin sistemik enfeksiyon

Bakterinin virulans faktorleri her bir basamagi diizenler ve c¢esitli

sendromlardan sorumludurlar.

2.1.3.1. Kirpik:. P. aeruginosa’nin yiizme seklindeki hareketinden sorumlu
yapidir. Bakterinin adezyonunu saglar. Kirpik giiclii bir immunojendir. Kronik P.
aeruginosa enfeksiyonlarinda konak bagisiklik cevabindan kagmak igin kirpiksiz

mutantlar se¢ilmektedir (4).



2.1.3.2. Pili (Fimbriae): Fimbrialar bakteri yiizeyinde yer alan ince, kisa,
diizgiin ¢ikintilardir. Genelde prokaryot hiicrelerde pili hareketten sorumlu degil iken
P. aeruginosa’da pili segirme (twitching) seklindeki hareketten sorumludur (23).
Sadece elektron mikroskobunda goriilebilirler. Bakterinin ¢esitli yiizeylere ve
birbirine tutunmasi ile bu yiizeylerde iiremelerinde rol oynar, kiime veya film tabaka

olusturmalarini saglarlar (24).

2.1.3.3. Aljinat: Aljinat mannuronik ve glukuronik asidin tekrarlayan
polimerlerinden meydana gelen mukoid bir ekzopolisakkarittir. P. aeruginosa’nin
neden oldugu solunum yolu infeksiyonlarinda aljinat iiretimi ¢ok 6nemli rol oynar
(25). Aljinat da kirpik gibi bakterinin adezyonunda rol oynar ve bakteriyi kolonize
ettigi solunum yolu epiteli iizerine sabitler. Kistik fibrozis hastalarinin solunum
yollarinda goézlenen suslar genellikle aljinat asir1 {iretimine bagli mukoid fenotipte

suslardir.

2.1.3.4. Slime faktor: P. aeruginosa’nin bazi kosullarda olusturdugu
polisakkarit kapsiil yapisina “slime tabakasi1” denir. Slime faktoriin, konak bagigiklik
sistemini etkileyerek bakterinin konak savunmasindan korundugu gozlemlenmistir
(26). Mikroorganizmanin nétrofil ve fagositlere karsi korumasimi saglar. Ayrica
bakteriyi opsonizasyondan ve kompleman sisteminden korur. Diger taraftan monosit

ve makrofajlar1 stimiile eder. Lenfositler lizerine mitojenik etkilidir.

2.1.3.5. Lipopolisakkarit (LPS) : Bakteri duvart dis membraninin dis
yiizeyinde yer alan LPS; fosfolipid ikili-katman i¢ine yerlesen lipid A ve buna bagh
kor polisakkaridi ve O-6zgiil polisakkaridi i¢eren hidrofilik kuyruktan olusur. Uzun
O zincirleri komplemanin litik etkisini engelleyerek, bakteriye karst olusan yanittan

korumaktadir.

2.1.3.6. Elastaz: Elastaz, elastin proteinini harap eder. Elastin insan akciger
dokusunun major elamamdir, ekspansiyon ve kontraksiyondan sorumludur.
Pseudomonas enfeksiyonlarinda elastaz mikroorganizmanin dogal bariyerlerinin
biitiinliigiinii bozarak doku invazyonu yapar (27). Pseudomonas enfeksiyonlarinda
olusan doku hasarinda kollajen yikiminin 6nemli rolii vardir Elastaz; tip-3 ve tip-4
kollajeni yikar. Tip-3 kollajen interstisyel kollajen olarak siniflandirilir. Deri, akciger

ve damar duvarinda bulunur. Karaciger ve dalak stromasinda yer alir. Tip-4 kollajen;



bazal membran da yer alir ve vaskiiler yapilarin major komponentidir. Yapilan
hayvan deneylerinde intratrakeal Pseudomonas elastazi uygulanan tavsanlarda hizli
ve yaygin intraalveolar hemoraji gozlemlenmistir (28). Elastaz eksikligi olan P.
aeruginosa ile olusturulan deneysel pnomoni modellerinde enfeksiyonun daha az

oldugu gozlemlenmistir (29).

P. aeruginosa’nin elastolitik etkisinden LasA proteaz ve LasB elastaz
sorumludur. Enzimler sinerjistik etki gostererek elastini pargalar. LasA bir serin
metalloproteinazdir. LasA proteaz, elastini yikamaz ancak lasB elastazin elastolitik
aktivitesini arttirtr. LasB bir ¢inko metalloproteinazdir, 1asA proteazin yiprattigi

elastini parcalar. LasB elastazin proteolitik giicii oldukca fazladir.

Hiicre disina tip 2 salgi sistemi ile salgilanan elastaz enfeksiyonun baslangi¢
fazinda akcigerde hasara yol agarak, kompleman bilesenlerini ve serum al-proteinaz
inhibitoriinii pargalayarak patogenezde Onemli rol oynar. Ayrica solunum yolu
epitellerindeki sik1 baglantilar1 par¢ayarak epitel gecirgenligini artirir ve enfeksiyon
bolgesinde notrofil sayisinin ¢ogalmasina yol agar. Elastaz I1L-8 iiretimini uyararak

pro-inflamatuvar etki gosterir.

2.1.3.7. Proteazlar: Proteolitik aktivite gosteren bakteriler arasinda
Pseudomonas, Clostridium, Bacillus ve Proteus cinsleri almaktadir. Bu bakterilerin
haricinde bazi maya ve kiif tiirleri de proteolitik aktivite gosterebilmektedir. P.
aeruginosa cesitli proteazlar salabilir ve bu yolla konak bagisik yanitini etkisiz hale
getirebilir. Bu proteazlar hiicrelere toksiktir ve enfeksiyon olusumuna yol acarlar.
Alkali proteaz, LasA proteaz, LasB elastaz, proteaz IV gibi proteazlar doku hasarina

yol acarak P.aeruginosa patogenezinde rol almaktadirlar (30).

Alkalin proteaz, yiiksek proteolitik aktiviteye sahiptir, 49 kDa agirligindaki
enzim apr geni tarafindan kodlanir ve enzim en iyi alkali pH degerlerinde etkinlik
gosterir.  Akut akciger hasarinda erken donemde alveoller i¢inde olusan yogun

fibrinin alkali proteaz ile eritilmesinin infeksiyonun ilerlemesine yol acabilir (31).

Proteaz IV, farelerde yapilan caligmalarda farelerde iilseratif keratit
gelisimine yol agmistir. Cok sayida farkli proteazlar ve potensiyel proteazlar
fenotipikve genotipik testlerle gosterilmistir ancak higbirinin patogenezde 6nemli bir

rolii gosterilememistir.
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2.1.3.8. Piyosiyanin: P. aeruginosa enfeksiyonu sirasinda hiicresel hasar,
ozellikle de akcigerin, epitelyal ve endotelyal hiicrelerinde olusur. Bu hasarin bir
kism1 piyosiyanin araciligiyla olur. P. aeruginosa’nin mavi renkli, kloroformda
eriyen bir pigmentidir. Oncii molekiilii olan korizmik asitten, son hali olan ii¢ halkali
piyosiyanine sentezlenir. P. aeruginosa tarafindan iiretilir, bakterinin fizyolojisinde
ve patojenezinde Onemli rol oynarken, olusturdugu mavi renk sayesinde tani

konmasinda kolaylik saglar (32).

Piyosiyanin bakteri metaboizmasindaki bu 6nemli rolii yaninda sitotoksik
ozelligi ile de virulansa katkida bulunur. Piyosiyanin hidrojen peroksit ve siiperoksit
gibi reaktif oksijen tiirevleri lreterek hiicrelere zarar verir. Yapilan caligmalar
sonucunda, piyosiyaninin hiicre solunumunu inhibe etttigi, siliyer fonksiyonlari
bozdugu, epidermis c¢ogalmasini durdurdugu, prostasiklin salinimina yol actigi,
kalsiyum homeostazini bozdugu saptanmistir. Piyosiyanin ayrica al-proteaz
inhibitoriinii de etkisizlestirerek, proteaz-antiproteaz dengesini bozar ve akcigerlerde
hasara sebep olur. Piyosiyanin otooksidasyon yaparak serbest oksijen radikallerinin

olusmasina yol agmakta ve boylece sitotoksik etki gostermektedir (33,34).

2.1.3.9. Piyoverdin: Bir siderofordur. P. aeruginosa’nin metabolizmasi igin
demir saglar. Ekzotoksin A’nin iiretimini diizenledigi gibi kendi iiretimini de

diizenleyerek viriilansta rol oynar (35).

2.1.3.10. Toksin iiretimi: Ekzotoksin A (ExoA), lokosidin, fosfolipaz ve
hemolizin: Enfeksiyon etkeni P. aeruginosa’larin birgogu ekzotoksin A sentezler.
Deney hayvanlarinda kiigiik bir dozu bile 6liimciil bulunmustur. Etkisini difteri
toksinine benzer sekilde ADP-ribozil transferaz 6zelligi ile elongasyon faktorii 2’yi

(EF-2) ve dolayisiyla protein sentezini inhibe edip hiicre 6liimiine yol agarak gosterir
(36).

Bagka bir P. aeruginosa toksin faktorii ise bir sitotoksin veya 16kosidin olarak
adlandirilir ve P. aeruginosa 158 susunun kromozomuyla biitiinlesmis faj

genomundan retilir. Sadece bazi P. aeruginosa suslarinda saptanmaktadir.
P. aeruginosa suslar1 hemolitik fosfolipaz C PIcHR iiretimi yoluyla

eritrositlerin hemolizine neden olabilir. Bir bagka fosfolipaz C (PIcN) ise hemolitik

Ozelligi olmayan ve P. aeruginosa suslar1 tarafindan tretilen bir enzimdir. PICHR,
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fosfatidilkolin ve sfingomiyelini hidrolize ederken, PIcN ise fosfatidilkolin ve
fosfatidilserini hidrolize eder. PIcHR ¢esitli hayvan modellerinde ve in vitro
sistemlerde orta seviyede virulan olarak gosterilmistir. PIcN’nin ise virulans ile
iligskisi gosterilememistir. P. aeruginosa tarafindan iiretilen diger bir hemolizinde

ramnolipid yapisindadir.

2.1.3.11. Tip Il Sekresyon Sistemi: Bu sistem, Okaryotik hiicreler igine
bakteri toksinlerinin direkt enjeksiyonunu saglar. Bunun sonucunda da aktin hiicre
iskeletini ve protein sentezini inhibe ederek hiicresel aligverisi bozarlar. Bakteri
hedef hiicre lizerinde porlar agarak, pilus benzeri bir olusumla iki hiicre arasinda
koprii olusturur ve efektor proteinlerini 6karyot hiicreye iletir. P. aeruginosa igin, tip
Il toksinlerin ekspresyonu, akut enfekte hastalarda artmis mortalite dahil olmak
tizere kotii klinik sonuglar ile iligkilidir. P.aeruginosa’nin tip III sekresyon sistemiyle

salinan toksinleri ekzoenzim S, ekzoenzim T, ekzoenzim Y ve ekzoenzim U dur (37).

ExoS ve exoT’nin birden fazla enzimatik ve kimyasal islevi vardir. Her iki
enzimde, ADP-ribosilat hedef proteinleri olmasina ragmen ExoT protein aktivitesi
exoS ten ¢ok daha diisiiktiir. ExoS’in 53 kdalton ve 49 kdalton olarak iki formu

mevecuttur. Iki aktif bolgesi olan ve iki fonksiyonlu bir sitotoksindir. Kronik akciger

enfeksiyonlarina, yanik ve yaralara sebep olan ve bakterinin yayilmasina yardimci
olan énemli bir faktordiir. ExoS ve exoA birlikte enfekte olan hastalarda, mortalite
orani daha yiiksek bulunmustur (38). ExoS hiicresel apoptozis i¢in gereklidir ve Rho
GTPaz’in protein aktivitesi azalmasina yol agabilir. ExoT P. aeruginosa nin

makrofajlar tarafindan alinmasini engeller. EXOT 'nin yara iyilesmesini inhibe edici
ozelligi gosterilmistir (39).

ExoU fosfolipaz A2 benzeri aktivitesi olan bir fosfolipaz olarak tarif edilen
bir giiclii bir sitotoksindir ve cesitli hedef hiicreleri pargalar. ExoU ilk olarak kiiltiirii
yapilmis memeli hiicrelerine sitotoksik oldugu gosterilen P. aeruginosa suslarinin
bazilarinda tespit edilmistir. P. aeruginosa suslarinin yaklagik % 20 - % 30’unda
ExoU iiretilir, daha ¢cok goz enfeksiyonlar1 ve akut pnomonilerden izole edilir (40).
Kistik fibrozis hastalarindan izole edilen 6rneklerden (%1) diger viicut bdlgelerinden
izole edilen Orneklere (%18) gore ¢ok daha az ExoU varligi gosterilmistir (41).

Yapilan hayvan ¢alismalarinda ExoU toksini {ireten P. aeruginosa suslarinin viriilans
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ile iliskisi ortaya konmustur. ExoU son derece Oldiiriicii klinik izolatlar i¢in bir
belirte¢ gibi goriinmektedir. Hayvan modellerinde ExoU salgilayan suslar her zaman
daha virulan bulunmustur. ExoU iiretmeyen suslarin virulansinda istatistiksel olarak

anlamli bir azalma saptanmustir (42).

ExoY, P. aeruginosa’nin bilinen dordiinci tip III efektor proteindir.
Bordetella pertussis ve Bacillus anthracis’in, hiicre dis1 adenil siklazlarina benzer
adenil siklaz aktivitesi vardir. Sitozolik cAMP’yi arttirarak pulmoner vaskiiler
hiicrelerde hiicrelerarasi bosluk olusumunun artmasina ve dolayisiyla gecirgenligin

artmasina neden olur (43).

2.1.3.12. Hareket: Hareket sayesinde bakteri besin elde eder ve toksik

maddelerden
kacar. Motilite igin bakteri flajel ve pili olusturmalidir ve bunun i¢in gerekli

enerjiye sahip olmalidir (44). Hareket ozelligi sayesinde P. aeruginosa konak
hiicresine translokasyon yapar, olusturdugu koloni igerisinde yer degistirir ve

biyofilm i¢inde hareket eder.

2.1.3.13. DNaz aktivitesi: Bazi1 bakterilerde bulunan deoksiriboniikleaz

enziminin P. aeruginosa suslarinin bazilarinda da bulundugu gosterilmistir (9).

2.1.4. Biyofilm olusumu

Yiizeylerindeki molekiiller araciligi ile birbirlerine tutunan bakteri
topluluklart kendi salgiladiklar1 polisakkarit matriks icerisinde yerleserek “biyofilm”
olarak adlandirilan karmagik bir yapi olustururlar. Biyofilmler dogal veya yapay
bircok ortamda kendisini olusturan bakterilere koruyucu dinamik bir mikrogevre
olusturarak bu bakterilerin hayatta kalabilme sansini artirir (45). Biyofilmler
olgunlagtiklar1 zaman antimikrobiyal ajanlara ve konak bagisiklik sistemine karsi
etkili bir bariyer gorevi gorerek olustuklari alanda kalici kolonizasyon ve/veya

enfeksiyonlara yol agarlar (46,47).

Biyofilm olusturan bakterilerde hareketin azaldigi, metabolizmanin
yavagladigi, viriilans faktorlerinin ekspresyonunun arttigi fenotipik bir farklilagma

goriiliir. Biyofilmlerin koruyucu yapist igerisinde bakteriler arasi kanallar olusur. Bu
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kanal sistemleri bakterilerin besinlere kolay ulagmasini ve atiklarin ortamdan kolayca
uzaklastirilmasini saglar (48). Biyofilm igerisindeki bakteriler tarafindan salgilanan
hiicrei¢i sinyal molekiilleri farkli konak 6zellikleri ve ¢evresel faktorlere bagl olarak
biyofilmin biliyiime ve davranis paternini etkilemektedir. Antimikrobiyal ajanlar ve
antiseptiklerin uygulanmasi sonrasi biyofilm icerisinde canliligini siirdiiren hiicrelere
“kalict (persister) hiicreler” adi verilir. Bu hiicreler kotii ¢evre kosullarinda onlari
programli hiicre Oliimiine tasityan mekanizmalart durdurarak biyofilm igerisinde

repopiilasyonu saglarlar. Bu durum biyofilm eradikasyonunda basarisizliga neden

olur.

Sekil 2.1. Biyofilmin 7. ve 14. giinde ¢elik ylizeydeki goriintiisii. Aradaki siyah
alanlarsu kanalciklarina aittir. Matriks icinde yer alan mikroorganizma

topluluklariizlenmektedir (36).

2.1.5. “Quorum Sensing” ve virulans faktorlerin iiretimi

Dokudaki bakteri sayilari arttikga organizma “Quarum sensing” (QS) denen
bakterilerin birbirleriyle iletisim kurduklar1 diisiiniilen bir yap1 olusturacak kritik bir
kiitleye ulagir. Kritik bakteriyel kitlelerde, QS yanitinin diisiik molekiil agirlikli
aracilari, sentezlenip  salgilanir. Bakteriyel topluluk arasindaki difiizyon, gen

trankripsiyonunu ve virulans faktor tiretimini etkiler.

P. aeruginosa i¢in, ti¢ biiyiik, birbiriyle iliskili QS sistemi ( las, Pseudomonas
kinolon sistemi (PQS) ve rhl) bilinmektedir. QS’deki bu molekiiler mediyatorler
otoindiikleyici (Als) olarak bilinirler, ¢iinkii bakterinin g¢evreye yanitin1 kendileri

diizenlerler. Las QS sisteminin Al araci, bir ag¢il-homoserin lakton olan N-(3-
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oxododecanoyl)-L-homoserin lakton (C12-HSL) dur. Rhl sisteminin AI araci N-
butiril-L-homoserin laktondur (C4-HSL). PQS sistemi sinyalizasyon i¢in 2-heptil-3-

hidroksi-4-kinolon kullanir.

2.1.5.1. las QS Sistemi: P. aeruginosa’da tanimlanan ilk QS sistemidir.
Gram negatif bakteriler arasinda yaygin olan bu sistem ¢evreyi algilamaya yardimci
olur. Sistemin bilesenleri; oto-uyaran sentaz geni olan lasl, sentaz geninin triinii N-
(3-oksododekanoyl)-L-homoserin lakton (3-okso-C12-HSL) ve transkripsiyonel
aktive edici proteini kodlayan lasR genidir (49). Las sistemi lasB ifadesini diizenler
ve diger hiicre dis1 viriilans faktorlerinden lasA elastaz ve ekzotoksin A sentezi igin

gereklidir.

2.1.5.2. rhl QS Sistemi: Bu sistem ramnolipid sentezi igin gerekli bir enzim

olan

ramnoziltransferazi kodlar ve rhlAB operonunun ifadesini diizenler. Rhl sistemi
tarafindan iretilen AHL molekili ile LasB elastaz, LasA proteaz, piyosiyanin,
siyaniir ve alkali proteaz {iretimleri diizenlenir (50). Hem las hem de rhl sistemleri

Ozgiil sistemlerdir ve birbirleriyle etkilesim igindedirler.

® Biyofilm farkhlagsmasi

.+ Bagisikhik sistemi iizerine etki
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Sekil 2.2. P. aeruginosa’da “Quorum Sensing” sistemi (2)
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P. aeruginosa enfeksiyonlarinda QS sisteminin 6nemi ile ilgili sinirli ¢alisma
vardir. Bakterinin iirettigi ekzotoksin ve hemolizin gibi bazi virulans faktorleri de QS
ile diizenlenmektedir. QS sistemlerinin aktivasyonu bakteri sayisi ile ilgilidir. Bu
nedenle baslangic doneminde mikroorganizma sayisi az oldugundan QS aktive
olmamaktadir. Bu yilizden virulans faktorleri salinmamaktadir. Hayvan modelleri ile
yapilan c¢aligmalarda PAOI1 susunun las ve rhl mutantlarinda azalmis virulans
gosterdigi yanik yarasi (51) , akut (52) ve kronik akciger enfeksiyonunda (53)

gosterilmistir.

QS ile biyofilm olusumu arasinda yakin iliski oldugu ile ilgili bir ¢ok ¢alisma
vardir. Yapilan bir ¢alismada da quarum sensing yapmayan suslarin daha zayif
biyofilm tabakas: yaptiklar1 gosterilmistir (54). Mikroorganizmalar, {iretilen
molekiillerin  yogunlugunu dOlgerek cevrelerindeki mikroorganizma miktarini
belirleyebilmektedirler. Bakteri bircok geni diizenleyerek uyaranlara karsi cevap
verebilmektedir.

2.1.6. Pseudomonas aeruginosa enfeksiyonlari

Pseudomonas aeuginosa tiim viicut bolgelerinde kolonize olabilir ve

enfeksiyona yol agabilir.

2.1.6.1. Endokardit: P. aeruginosa ilag bagimlis1 olanlarda normal kapakta
diger insanlarda ise prostetik kalp kapaginda yerleserek enfektif endokarditlere yol
acarlar. Amerika Birlesik Devletleri’nden bildirilmis olan Pseudomonas endokarditli
hastalarin %90‘indan fazlasi ilag bagimlisidir (55). Bakterinin kan akimindan direkt
invazyonla veya eroin ile beraber karistirilan maddelerin sebep oldugu subendotelyal
hasar sonucu endokardiyuma ulastigi disiinilmektedir. En sik trikiispit kapak
tutulumu olur. Ayrica pulmoner aortik veya mitral kapak da tutulabilir. Sol kalp
tutulumunda akut semptomlar goriiliirken sag kalp tutulumunda ise semptomlar
subakut seyreder. Pseudomonas aeruginosa’ya baglh gelisen endokarditin
patognomonik bir semptomu veya isareti yoktur. Tan1 endokarditin klinik bulgular
ile birlikte kan kiiltiirlerinde saptanan {iireme ile konur. Trikiispit kapak
endokarditinin tedavisinde yiiksek doz aminoglikozid ile birlikte antipseudomonal
penisilin baglanmalidir. Sol kapak endokarditinde ise triskiispit endokarditinde ki
tedaviye ek olarak erken kapak degisimi gerekebilir (56).
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2.1.6.2. Bakteriyemi: P. aeruginosa sagligi tehdit eden en ciddi bakteriyemi
etkenlerinden biridir. Yapilan c¢alismalarda % 50’yi asan mortalite oranlar
gosterilmistir  (57). AIDS, diabetes mellitus (DM), hematolojik maligniteler,
immunglobulin eksiklikleri, nétropeni, organ nakli, agir yaniklar predispozan
faktorlerdir. Hastalarin kooperasyonu bozuktur. Ates sarilik ve solunum yetmezligi
goriilebilir. Ektima gangrenosum gibi patognomonik deri lezyonlart Pseudomonas
aeruginosa bakteriyemisinde ¢ok onemlidir (Sekil 3). Lezyondan Gram boyama ve
kiiltiirle etken gosterilebilir. Tedavisinde antipseudomonal beta laktam antibiyotikler

ile aminoglikozidler kombine edilebilir.

Sekil 2.3. Notropenik hastada Pseudomonas aeruginosa’ya bagli ektima

gangrenosum A: enfeksiyonun baslangicindan 72 saat sonraki lezyon B: ge¢ lezyon
(56).

2.1.6.3. Santral sinir sistemi enfeksiyonlari: P. aeruginosa’ya bagh primer
santral sinir sistemi enfeksiyonlar1 nadirdir. Hemen hemen her zaman bir cerrahi
miidahaleye, kafa travmasima ve bakteriyemiye sekonder gelisir. Diger bakteriyel
menenjitlerde oldugu gibi ates, basagrist ve konflizyon vardir. Tedavide secilecek
ajanin BOS’a gecisi iyi olmalidir. Seftazidim kullanilabilir. Durumu koti olan

hastalarda aminoglikozid ile kombine edilebilir.

2.1.6.4. Goz  enfeksiyonlar: Bakteriyel keratit, endoftalmit,
blefarokonjuktivit, skleral abse ve orbital selliilite neden olabilir. Gérme kayb1 ve

gorme keskinligindeki azalma bu enfeksiyonlarin en sik sonuglaridir. Kontakt lens
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kullananlar, agir yaniklar, komadaki hastalar, AIDS’li hastalar risk altindadir.
Travmaya sekonder veya hematojen yolla bulasmasi hizli proliferasyona neden olur.
Pseudomanas aeruginosa nin elastaz, alkali proteaz ve ekstraselliller enzimleri
yardimiyla ilerleyici ve yikici enfeksiyonlar olusur. Enfeksiyon 48 saat iginde tiim
korneay1 kaplayarak perforasyona gidebilir. Ulser tabanindan alinan 6rnekten Gram
boyama ve kiltir yapilmalidir. Kiigiik yiizeysel {ilserler i¢in topikal tedavi
(aminoglikozid soliisyonu) yeterlidir. Ancak sklera, stroma ve 6n kamarayi tehdit
eden durumlarda gentamisin veya seftazidim subkonjuktival enjeksiyonla verilebilir
(56).

2.1.6.5. Kulak enfeksiyonlari: Kulakta goriilen P. aeruginosa enfeksiyonlari
hafif yiiziicii kulag1 enfeksiyonuna neden olabildigi gibi nérolojik sekel birakan ve
hatta Oliimle sonuclanabilen ciddi enfeksiyonlara da yol acabilir. Yiiziicii kulag:
ozellikle ¢cocuklarda goriilen dis kulak kanalinin nemli kivrilmis bolgelerinde olusan
deri enfeksiyonudur. Sekel birakmaz ama bazi hastalarda kronik kulak akintisi
olabilir. Normal kulakta nadiren bulunur. Yaralanma enflamasyon veya nem varsa
oditor kanala yerlesebilir. Yasli DM’li hastalarda, AIDS’li hastalarda ve kiigiik
damar hastalig1 olanlarda: malign eksternal otit ve nekrotizan otitis eksterna denen
kronik ve hayati tehdit eden enfeksiyonlara yol agabilir. Bunun yanisira otitis media
enfeksiyonlarina da yol acar. Tedavi tutulan bolgeye ve enfeksiyonun siddetine gore

degisir. Seftazidim veya siprofloksasin kullanilabilen ajanlardir (56).

2.1.6.6. Uriner sistem enfeksiyonlari: P. aeruginosa idrar yolu
enfeksiyonlar1 genellikle bir tas, stent veya kateter varliginda veya iiriner sisteme
yonelik yapilan bir cerrahi girisim sonrasinda gelisir. Tekrarlayan enfeksiyonu
onlemek i¢in foley kateterler ve stentler ¢ikarilmalidir. P. aeruginosa’ya bagli iiriner
sistem enfeksiyonu asendan olabilecegi gibi primer bir odaktan bakteriyemi ile de
gelisebilir. Kilinik bulgulart diger bakterilere baglh gelisen {iriner sistem
enfeksiyonlar1 ile aynmidir. Tedavide siprofloksasin, aninoglikozidler veya

antipseudomonal beta laktam antibiyotikleri kullanilabilir (56).

2.1.6.7. Solunum sistemi enfeksiyonlari: P.aeruginosa akut, bakteriyemik
veya non-bakteriyemik pnomoniye neden olabilir. {ist solunum yollarinda kolonize

olan bakteri enfeksiyona ilerleyebilir. Ates, titreme, dispne, oksiiriik, piiriilan balgam,
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mental konflizyon ve siyanoz gibi semptomlar1 vardir. Kistik fibrozis hastalarinda da

en sik izole edilen etkenlerdendir (56).

2.1.6.8. Diger Pseudomonas enfeksiyonlari: Pseudomonas aeruginosa
farinksten rektuma kadar tiim gastrointestinal sistem de enfeksiyonlara yol agabilir.
Yenidogan ve notropenik hastalarda nekrotizan enterokolitlere neden olabilir. Kemik
ve eklemlerde hematojen veya komsuluk yoluyla enfeksiyonlara sebep olur. Damar
i¢i ilag bagimlilarinda {iriner sistem enfeksiyonu sonrasi hematojen yolla enfeksiyon
olustururken, travma veya cerrahi girisim sonrasi ise komsuluk yoluyla enfeksiyona
neden olur. Biitinliigli bozulmus deride diffiiz veya lokalize deri lezyonlar
olusturabilir (56).

2.1.7. Pseudomonas aeruginosa tanisi

Tipik koloni morfolojileri, tziimsii kokular1 ve pigmentleriyle izole
edildikleri besiyerlerinde kolaylikla taninabilirler. Kolonileri genellikle diiz ve
kenarlar1 girintili ¢ikintili yapidadir. Mukoid koloni varyantlari genellikle kistik
fibrozisli hastalarin balgam oOrneklerinde tanimlanmaktadir. Enfeksiyon bolgesine
gore kabul edilen Ornekler; balgam, idrar, piiy, BOS ve siirliinti 6rnekleri

olabilmektedir.

Klinik 6rneklerden izole edebilmek igin %5 koyun kanli agar ve secici bir
besiyeri olan Mc Conkey agar kullanilmaktadir. Oksidaz pozitif, non-fermentatif bir
bakteridir, ayrica 42°C’ de iireyebilmesi tanimlamayi kolaylastirir. Pigment olusumu
Mueller-Hinton agar gibi besiyerlerinde gosterilebilir. King A ve King B gibi 6zel
besiyerleri kullanarak UV 11k altinda pigment tiirii gosterilebilir. Rutin
laboratuvarlarda uygulanan konvansiyonel testlerin yaninda tanimlamada otomatize

sistemler de kullanilmaktadir.

2.1.8. P. aeruginosa suslarinda antimikrobiyal direng
P. aeruginosa’nin tehlikeli bir patojen olarak kabul edilmesinin énemli bir

sebebi de birgok antibiyotige direng gostermesidir. Sadece kisith sayida antibiyotigin
bakteriye etkisi vardir ama bu gii¢lii antibiyotiklere kars1 dahi artan oranlarda direng

bildirilmektedir. Akilc1 olmayan antibiyotik kullanim1 antibiyotik tiikketimini biiyiik
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oranda artirmaktadir ve direng gelisimine neden olmaktadir. Hastanede yatan
hastalarin tedavisinde uygun antibiyotik se¢iminde zorluklar yasansa da bir¢ogu
direngli hale gelmis kokenlerle kolonize Kkistik fibrozis hastalarinda gelisen

enfeksiyonlarin tedavisi ¢ok gli¢ bir hal almaktadir.

P. aeruginosa igsel ve kazanilmis mekanizmalar ile pek ¢ok antibiyotige
direng gosterir. Baslica iki diren¢ mekanizmasi vardir: ¢esitli attm pompa sistemleri
(5) ve indiiklenebilir kromozomal AmpC beta laktamazlar. P. aeruginosa igsel
direng ile ampisilin, amoksisilin, amoksisilin — klavulanat, dar ve genis spektrumlu

sefalosporinler, sefotaksim ve seftriaksona direng gosterir (58).

Genis spektrumlu penisilinler (piperasilin ve tikarsilin), genislemis
spektrumlu sefalosporinler (seftazidim ve sefepim), monobaktamlar (aztreonam),
aminoglikozidler (gentamisin ve tobramisin), karbapenemler (meropenem ve
imipenem), florokinolonlar (siprofloksasin) ve kolitsin P. aeruginosa enfeksiyonu
olan hastalarda diigtiniilebilir. Bu antibiyotiklere karst kazanilmis direng gelisebilir.
Bu nedenle bu antibiyotiklere karsi gelisebilecek direncin izlenmesi ve kontrolii
onemlidir (59). P. aeruginosa nin antibiyotik direncinden, tirettigi beta laktamazlar
(GSBL enzimleri, AmpC, Oxa, Per, Imp, Vim, Ser gibi), pompa sistemleri, OprD

mutasyonu ve aminoglikozid modifiye edici enzimler sorumludur.

2.1.9. Kistik fibrozis

Kistik fibrozis ile ilgili ilk kayitlara 18.yiizyilin Alman ve Isvec edebiyatinda

yer alan uyarida rastlanir. “Alnindan 6piildiigiinde tuz tadi alinan ¢ocugun durumu ne

acidir; biiyiilenmis olan bu ¢ocuk yakinda 6lecektir” anlamina gelen sozleri kistik
fibrozis ve terle kaybedilen tuz arasindaki baglantinin erken dénemde anlasildigim
acikca gostermektedir. Kistik fibrozisin ilk kapsamli tanimi 1938’de Andersen
tarafindan yapilmistir (60). Bin dokuz yiiz seksen dokuz yilinda CFTR (Kistik
fibrozis transmembran regiilator) geninin belirlenmesiyle otozomal resesif genetik
bozukluk olan kistik fibrozis (KF) daha net anlagilmistir (61). Kistik fibrozis
hastalig1, ayn1 anda solunum sistemi, sindirim sistemi gibi viicudun birden ¢ok sistem
ve organint etkileyebilir. Cocuklarda ve eriskinlerde goriilebilir. Belirlenen KF

hastalarin yaklasik % 45" yetiskindir. Kistik fibrozis hastalar1 1960’l1 yillarda
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yasamlarinin ilk yilinda kaybedilirken yasam beklentisi son 4 dekadda oldukca
artarak 2009 yilinda ortanca yasam siiresi 36 yas dolaylarina yiikselmistir. Artan
yasam siireleri sebebiyle yetiskinler icin tedavi programlart gelistirilmistir. Beyaz
irka mensup kisilerde en sik goriilen (1/2500) otozomal resesif gegisli hastaliktir
(62).

40

Age (Years)

1987-1991 1992-1996 1997-2001 2002-2006 2007-2011
Years

Sekil 2.4. KF’li hastalarin yillara gore yasam siireleri. KF’li hastalarin yasam

stirelerinin yillara gore arttigi gorilmektedir (63).

Tim diinyada goriilebilmekle birlikte en sik Kuzey ve Orta Avrupa’da ve
Amerika Birlesik Devletleri’nde goriilmektedir . Ulkemizde yapilan smirli sayidaki
caligmalar KF sikliginin 3000 de 1 oldugunu gostermektedir. Akraba evliliklerinin
siklig1 ve tilkemizde kesin tanis1 konamadan gastrointestinal sistem ve solunum yolu
enfeksiyonu nedeniyle kaybedilen ¢ocuklarin oraninin yiiksek oldugu g6z Oniine

alinirsa, bu oranin daha yiiksek oldugu agiktir (64).

Kistik fibrozise neden olan gen, hasarli bir gendir ve bunun kodladigi protein
1989 yilinda tanimlanmistir. “Kistik fibrozis transmembran regiilatdr protein”i
(KFTR) ad1 verilen proteini kodlayan gen 250 kilobaz uzunlugunda, 7. kromozomun
uzun kolunda, q31.2 bolgesinde bulunmaktadir. Bu protein epitel hiicrelerinin apikal
membraninda bulunan bir klor kanal1 olarak goérev yapmakta ve bir¢ok sitoplazmik

diizenleyici alt iiniteden meydana gelmektedir (65). Binbesylizden fazla farkli KF
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mutasyon geni tespit edilmistir. En yaygin mutasyon fenilalanin yoklugunda CFTR
proteininin 508. pozisyonunda meydana gelen ii¢ baz ¢ift delesyon mutasyonudur
(66).

Kistik fibrozis gen iiriinii olan KFTR proteini 1480 aminoasitten ve iki
membran motifinden olusmaktadir. ATP’ nin hidrolizi gergeklesir ve klor
gecirgenligi icin gerekli olan enerji saglanir. KFTR proteini bozuk olursa hiicreden
disartya klor ¢ikisi olmaz, hiicre i¢ine sodyum girisi artar. Olusan sekresyon su ve
elektrolitten yoksun hale gelir. Solunum yolu epiteli, pankreas kanal epiteli, vas
deferens, safra kanal1 epiteli, ince ve kalin bagirsak epitellerindeki KFTR nin mutant

olmast hastaligin klinigini belirlemektedir

2.1.10. Mikrobiyolojik etkenler

Staphylococcus aureus ve P. aeruginosa KF hastalarinda pulmoner
enfeksiyondan primer sorumlu etyolojik ajanlardir. Hayatin ilk yillarinda S. aureus
ve Haemophilus influenzae ile tekrarlayan enfeksiyonlar goriilmektedir. S. aureus
genellikle yasamin ilk 2 yili solunum yollarinda kolonize olabilmektedir. Adolesan
caglarda kistik fibrosis hastalarinda S. aureus daha sik goriilmekteyken yetiskinlerde
P. aeruginosa daha siktir.

Cocukluk ya da erken ergenlik doneminde, KF hastalar1 P. aeruginosa ile
kronik olarak enfekte olur. P. aeruginosa ile kronik enfeksiyon, akciger
fonksiyonlarinda daha hizh diisiis ve kotli sagkalim ile iligkilidir. Mukoid fenotipteki
P. aeruginosa bir kere gegirildikten sonra kronik enfeksiyon haline gelir ve tedavisi
oldukga giigtiir. Mukoid fenotipler antibiyotiklere daha direnglidirler. Hastalarin
birgogu ilk olarak ¢evre suslari ile enfekte olur. Ancak KF hastalar1 arasinda ¢apraz
enfeksiyon olabildigi gibi ve KF olmayan kisilerden de gegis olabilmektedir (67).
Kistik fibrozis hastalarinin solunum yollarindan en sik izole edilen patojen P.

aeruginosa’dir (6).

Kistik fibrozis hastalarinin solunum yolu o6rneklerinden geleneksel kiiltiir
yontemleri ile H. influenzae, Burkholderia cepacia kompleks, Stenotrophomonas
maltophilia, Achromobacter xylosoxidans, Cupriavidus, Pandorea tiirleri ve

Ralstonia tiirleri degisen siklikta izole edilmektedir (68,69). Yasam beklentisi KF
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hastalarinda artmasina ragmen, B. cepacia tedavisi gii¢ bir patojen olarak ortaya
cikmistir. B. cepacia ile enfekte hastalarin sadece %10’u kurtarilabilmektedir (70).
Burkholderia multivorans, Burkholderia cenocepacia ve Burkholderia dolosa tiirleri
KF hastalarinda bir hastalik siirecine neden olmaktadir buna "cepacia sendromu’’
ismi verilmektedir (71). Prevotella, Porphyromonas, Fusobacterium ve Actinomyces

tiirleri de kistik fibrozis hastalarinda etken olan anaerop bakterilerdir (72).

S. aureus’ 67.9% B H. influenzae 16.5% B 5. maltophilia 14.0% B MDR-PA™ §.1%

M P aeruginosa” 50.6% M MRSA® 25.9% B Achromobacter

B.cepacia complex 2.6%
xylosoxidans 6.2%

Percent of People with CF

Achrom "_".I.': acter

<2 2-5 &-10 11-17 18-24

Age (Years)

Sekil 2.5.Kistik fibrozisli hastalarda saptanan patojenlerin yasa gore degisen
saptanmasikliklari (63).

KF hastalarinin solunum yolu Orneklerinden c¢esitli mantarlar da izole
edilmektedir. Yapilan c¢aligmalarin ¢ogunda en sik izole edilen ajan Aspergillus
fumigatus’tur ve alerjik bronkopulmoner aspergillozise (ABPA) neden olmaktadir
(73). Aspergillus enfeksiyonu, akciger transplantasyonu, trakeobronsiyal anastomoz
enfeksiyonlari, trakeobronsit ve invaziv pndmoni sonrasi nispeten sik goriilmektedir.
Aspergillus tiirlerini; Pseudallescheria boydii/Scedosporium apiospermum kompleks,

Exophiala dermatitidis, Paecilomyces ve Penicillium tiirleri izlemektedir (74,75).

Viriislerle ilgili ¢aligmalar az sayidadir ve genellikle ¢ocuk hastalardan izole

edilmistir (76). En sik viral ajanlar solunumsal sinsityal viriis ve parainfluenza
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viriistiir. Bunun yanisira Rhinoviriis ve Influenza viriis de etkenler arasindadir. Viral

enfeksiyon tipik pulmoner alevlenmeleri tetikleyebilir.

2.1.11. Kistik fibroziste klinik bulgular

KF Klinik belirtileri, visk6z salgilar tarafindan organlarin tikanmasi sonucu
olusur. Akcigerde, bu durum kronik bakteriyel enfeksiyona yol agar. solunum
yollarinda hem hipersekresyon hem de sekresyonun temizlenmesindeki yetersizlik
nedeniyle bol miktarda mukus birikir ve buna bagli olarak enfeksiyon gelisir. Kronik
stiptiratif hava yolu hastaligi KF sahip yetiskinlerin % 98'den daha fazlasinda
mevcuttur. KF’ye bagl oliimlerin % 90"'indan fazlasini ilerleyici akciger yetmezligi
ile ilgilidir. Kronik oksiiriik, dispne, diisiik seviyede ates, anoreksiya ve kilo kaybi1

gortilebilir (77).

Yetigkin KF hastalarinda akciger enfeksiyonuna bagli komplikasyonlar sik
goriilmektedir. Hemoptizi yaygin bir olaydir ve masif hemoptizi her yil yetigkin KF
hastalarin yaklagik % 1'inde olusur. Hastalarin % 4.1°1 yasamlar1 boyunca bir kez
masif hemoptizi gegirirler (78). Pnomotoraks, kronik malabsorbsiyon, osteoporoz ve
siniizit goriilebilen diger bulgulardir. KF’li hastalarin bircogunda ilerleyici pankreas
yikimi ve endokrin fonksiyon kaybi oldugu i¢in yasla beraber diabetes mellitus

prevelansi da artar (79).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali’nda gergeklestirilmistir. Calismanin gerceklesebilmesi igin Hacettepe
Universitesi T1p Fakiiltesi T1bbi, Cerrahi ve ila¢ Arastirmalar1 Etik Kurulu’nun onayi

(20.02.2013 tarihli ve 17388665/285 sayil1) alinmistir.

3.1. P. Aeruginosa Suslari

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi hastanelerinin degisik klinik ve yogun
bakim tinitelerinde yatan hastalara ait; kan, trakeal aspirat, idrar, yara, ve kateter
orneklerinden Klinik Patoloji Laboratuvari’na goénderilen 50 adet P. aeruginosa susu
calisma kapsamina alindi. Ayrica kistik fibrozis tanist almis hasta 6rneklerinden izole

edilen 50 adet P. aeruginosa susu ¢alismaya dahil edildi.

Pigment {ireten suslar (n:50) Pigment {liretmeyen suslar (n:50)

.

.

Kistik fibrozis
hasta ornekleri
(n:25)

Diger viicut
bolgelerinden
ornekler (n:25)

/

.

Kistik fibrozis
hasta ornekleri
(n:25)

Diger viicut
bolgelerinden
ornekler (n:25)

Bakterilerin tanimlama iglemleri “Phoenix” (Becton Dickinson, A.B.D)
otomatize sistemi ile gergeklestirilmistir. Bakterilen tanis1 koloni morfolojileri, Gram
boyama Ozellikleri, pigment {iretimi, oksidaz testi ve li¢ sekerli demirli besiyerinde
verdikleri reaksiyon ile dogrulandi. Izole edilmis suslar beyin kalp infiizyon stok
besiyerinde -20 °C’da muhafaza edilmistir. Pigment varligini saptamak amaciyla
King A ve King B besiyerleri kullanilmistir ve sadece tek tip pigment iireten suslar

calismaya dahil edilmistir.
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3.2. Besiyerleri

3.2.1. Pseudomonas F agar ( King B )

e Dehidrate besiyeri (Merck) 35 gr
e Gliserol 10 mit

e Distile su 1000 ml

e pH7.3

Besiyeri ile birlikte gliserol 1 1t igerisinde eritildi. Daha sonra otoklavda

121°C’de ve 2 atm basingta 15 dakika sterilize edilip ve petri kaplara dokiildi.

3.2.2. Pseudomonas P agar ( King A)

e Dehidrate besiyeri (Merck) 44 gr
e Gliserol 10 mit

e Distile su 1000 ml

e pH73

Besiyeri ile birlikte gliserol 1 It igerisinde eritildi. Daha sonra otoklavda
121°C’de 15 dakika sterilize edilip petri kaplarina dokiildii.

3.2.3. Kanh agar

e Kanli agar baz1 (blood agar base) (Difco) 40 gr
e Distile su 1000 ml
. pH 7.3

Kanli agar baz1 1 It su ile karistirilarak, otoklavda 121°C’de 15 dakika
sterilize edildi ve 50° C’ye kadar sogutulduktan sonra %5-10 kadar EDTA’l

(antikoagiilan) steril insan kani ilave edilerek karistirilip petri kaplarina dokiildii.

3.2.4. “Brain-Heart Infusion” agar (BHI)

e Beyin kalp infiizyon agar 52 gr
e Distile su 1000 ml
° pH 7.4
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Besiyeri distile su ile karistirildiktan sonra otoklavda 121°C’de 15 dakika
sterilize edilip sicaklik 50°C’ye diisiince petri kaplarina dokiildi.

3.2.5. “Brain-Heart Infusion” (BHI) siv1 besiyeri

¢ Beyin kalp infiizyon siv1 besiyeri 37 gr
e Distile su 1000 ml
° pH 1.4

Besiyeri distile su ile karistirildiktan sonra tiiplere dagitilip otoklavda
121°C’de 15 dakika sterilize edildi.

3.2.6. “Skim milk” agar
e “Skim milk” (Difco) 100 gr
e Distile su 1000 ml
e pHG6.3

Besiyeri distile suda karistirilarak otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize
edildi.

3.2.7. DNase Test Agar (Difco)

e Tripton (Bacto) 20,0 gr

e Sodyum Kloriir 5,0 gr

e Deoksiriboniikleik asit 2,0 gr
e Agar15,0qgr

e Metil yesili 0,05 gr

e pH73

Hazirlanan besiyeri 121 °C de 15 dakika otoklavda steril edildi. Otoklavdan

¢ikan besiyeri 50 °C lik su banyosuna konduktan sonra petrilere dagitildi.

3.2.8. Mc Conkey agar

e Pepton 17 gr
e Polipepton 3 gr
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e Laktoz 10 gr

e Safratuzlar 1.5 gr

e Sodyum kloriir 5 gr

e Agar135g¢r

e Notral kirmizist 0.003 gr (%1°likten 3ml)
e Kiristal viyole 0.001 gr (%1 likten 0.1 ml)
e Distile su 1000 ml

e pH71

Ilk olarak 900ml saf su icerisinde peptonlar eritildi. Sodyum kloriir, safra
tuzlar1 ve agar bu karisima ilave edilip 15-20 dakika bekletildi. Sonra kaynatildi ve
karigima sicak saf su eklenerek 1000 ml’ye tamamlandi. Notral kirmizist ve kristal
viyole eklendi. Otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi. 50°C’ye kadar Soguyunca
petri kaplaria dokiildi.

3.2.9. Luria bertani (LB) s1v1 besiyeri (Sigma)

e Sodyum kloriir 5 gr
e Tripton 10 gr

e Maya oziitii 5 gr

e Distile su 1000 ml
e pH75

Hazirlanan karisima % 1 kadar olacak sekilde glukoz ilave edildi. Daha sonra
otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi.

3.2.10. Hareket besiyeri

o Sigir oziitli 3 gr

e Pepton (Merck) 10 gr
e Sodyum klortir 5 gr

e Agardgr

e Ph:74

e Distile su: 1000 ml
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Hazirlanan besiyeri tiiplere dagitildi. Tiipler otoklavda 121 °C de 15 dakika
steril edildi.

3.2.11. Mueller Hinton Agar

e Mueller Hinton Agar 38 gr
e Distile su 1000 ml
e pH73

Karigim distile suda eritilerek 121°C’de 15 dakika steril edildi ve 50°C’ye
kadar soguyunca steril petri kaplarina dagitildi.

3.2.12. “Triple sugar iron” agar (ii¢ sekerli demirli agar)

e Polipepton 20 gr

e Laktoz 10 gr

e Sukroz 10 gr

e Dekstroz 1 gr

e Sodyum klorid 5 gr

e Ferrik amonyum sulfat 0.2 gr
e Sodyum tiyosulfat 0.2 gr
e Agar13gr

e Fenol kirmizis1 0.025 gr
e Distile su 1000 ml

e pH73

Hazirlanan karigim sicak su banyosunda eritildi ve tiiplere 8-10 ml
dagitildi.Otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildi. Daha sonra tiiplerde 2-3 cm dik

kisim ve istte yatik kisim olacak sekilde sogutuldu.
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3.3. Antibiyotik Duyarhhik Testi

Pseudomonas  aeruginosa suslarinin  aminoglikozidlere  (amikasin,
gentamisin, tobramisin), sefalosporinlere (seftazidim, sefepim), florokinolonlara
(siprofloksasin, ofloksasin), karbapenemlere (imipenem, meropenem) ve anti-
psddomonal penisilinlere (piperasilin) duyarliliklart CLSI  kriterlerine  gore
belirlenmistir. Bakterilerin antibiyotiklere karsi duyarliigi Kirby — Bauer disk
difiizyon yontemi kullanilarak c¢alisildi. Bu amagla Mueller-Hinton Agar (MHA)
(Oxoid Ltd., Basingstoke,UK) kullanildi. Bakteri izolatlarinin taze kiiltlirlerinden
triptik soy buyyona (TSB) (Oxoid Ltd., Basingstoke,UK) 0.5 McFarland bulaniklik
olacak sekilde siispansiyonlar1 hazirlandi ve steril pamuk uglu ekiivyon yardimiyla
MHA yiizeyine homojen sekilde yayildi. 37°C ‘de 24 saat (yavas iireyenler icin 36
saat) normal atmosferde inkiibe edilen plaklarda olusan zon ¢aplari cetvel yardimiyla
ol¢iildii. Sonuglar; duyarli, orta derecede duyarli ve direngli olarak kaydedildi.
Istatistiksel olarak degerlendirme yapilirken bazi antibiyotiklere karsi orta duyarli

bulunan suslarda direngli kabul edildi.

Antibiyotik diskleri:

1. Amikasin (30 mg) (BD)

2. Gentamisin (10 mg) (BD)
3. Tobramisin (10 mg) (BD)
4. Seftazidim (30 mg) (BD)
5. Sefepim (30 mg) (BD)

6. Imipenem (10 mg) (BD)

7. Meropenem (10 mg) (BD)
8. Siprofloksasin (5 mg) (BD)
9. Levofloksasin (5 mg) (BD)
10. Piperasilin (100 mg) (BD)

11. Kolitsin (10 mg) (BD)
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3.4. Elastaz Uretiminin Saptanmasi:

Elastiyolitik aktivitenin aragtirllmasinda daha o©nce tanimlanan “Elastin
Congo red” (ECR) 6lgiim yontemi uygulandi (80). Tiim klinik Suslar, P.aeruginosa
PAO1, PAO-JP2 ve PAO-JP3 suslari LBB icinde 37°C’de bir gece inkiibe

edildi.Yar1 nicel olarak elastaz {liretiminin saptanmasi amaciyla, klinik P. aeruginosa

suslart (n: 100) ve P. aeruginosa PAO-1 , PAO-JP2 ve PAO-JP3 suslart igin
hazirlanan bakteri siispansiyonlar1 sogutmali santrifiijde cevrilerek, elde edilen
stipernatanlardan 0,5 ml, 1 ml 30 mM Tris ve 10 mg elastin kongo kirmizist (pH:
7,2) igeren tiiplere eklendi. Tiim suslar 37°C’de 24 saat boyunca calkalayici iizerinde
inkiibe edildi. Daha sonra tiipler 3000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi ve her bir sus
icin ikiger kuyucuga 200 ml siipernatan koyularak absorbans degerleri 495 nm’de
optik okuyucu ile Olgiildii. Her sus i¢in 2 kuyucugun absorbans degerlerinin
ortalamasi alind1 (81).

Esik degerin (cut-off) belirlenebilmesi amaciyla elastaz tiretimi negatif olan
P. aeruginosa PAO-JP2 ve PAO-JP3 suslari ile yapilan ¢aligmalarin ortalamalarina 2
standart sapma eklenerek, %95 duyarlilikla esik deger 0,474 olarak belirlendi, 495
nm’de absorbans degeri >0.474 saptanan suslar elastaz tiretimi agisindan pozitif
olarak degerlendirildi. Calismalarda pozitif kontrol olarak P. aeruginosa PAO-1

susu, negatif kontrol olarak steril LB siv1 besiyeri kullanildi.

Sekil 3.6. Elastaz iiretiminin mikroplakta saptanmasi, A1-2: P. aeruginosa PAO1
susu (pozitif kontrol), A3-4,5-6: PAO-JP2 ve PAO-JP3 (negatif kontroller), diger

kuyucuklar klinik 6rnekler
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3.5. Alkali Proteaz Uretiminin Saptanmasi

Alkali proteaz aktivitesinin degerlendirilmesi i¢in BHI icinde %3 “skim
milk”, %]1.5 agar olacak sekilde hazirlanan “skim-milk” agar (SMA) kullanildi.
Klinik 6rneklerden izole edilen bakteri siipernataninin 20 pl’si SMA’da steril pastor
pipeti aracilig1 ile hazirlanmis olan kuyucuklar i¢ine kondu. Besiyeri 25°C’de 18-24
saat inkiibe edildi. Bakteri konan kuyucuklarin etrafinda seffaflasma zonu goriilmesi

proteaz aktivitesi pozitif olarak yorumlandi (82).

Sekil 3.7. Alkali proteaz tiretiminin “skim milk™ agar tizerinde saptanmasi

3.6. Pigment varhgimin ve tipinin degerlendirilmesi

Piyoverdin pigment olusumu, Pseudomonas agar F (King B) besiyeri
yiizeyine, P. aeruginosa suslarindan ekim yapilarak 18-24 saat inkiibasyondan sonra
UV 1sik altinda degerlendirildi. Sarimsi yesil renkte olusumlar piyoverdin pigmenti

olarak degerlendirildi.

Piyosiyanin pigment olusumu Pseudomonas agar P (King A) besiyeri
yiizeyine, Pseudomonas suslarindan ekim yapildi. 18-24 saat inkiibasyondan sonra
UV 151k altinda incelendi. Mavimsi yesil ya da mavi renkte olusumlar piyosiyanin

pigment olarak degerlendirildi.



Sekil 3.8. Pigment varliginin Mueller Hinton agar tizerinde gosterilmesi

A-Mavi yesil pigment

B- Sar1 yesil pigment

C- Kirmiz1 pigment

D- Pigment iiretmeyen sus

32
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Sekil 3.9. King A ve King B agardaki tiremelerin giinisigindaki gériiniimleri.

A: King A agarda mayi-yesil pigment iireten (piyosiyanin) P. aeruginosa kolonileri
B: King B agarda sari-yesil pigment tireten P. aeruginosa kolonileri

Sekil 3.10. Piyosiyanin pigment varliginin King A ve King B agar tlizerinde floresan

mikroskop altinda incelenmesi

A- King B agar lizerinde floresan vermeyen koloniler

B- King A agar iizerinde mavi-yesil renkte (piyosiyanin) floresan veren koloniler
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Sekil 3.11. Piyoverdin pigment varliginin King A ve King B agar iizerinde floresan

mikroskop altinda incelenmesi

A. King A agar iizerinde floresan vermeyen koloniler
B. King B agar iizerinde sarimsi yesil renkte (piyoverdin) floresan veren koloniler

3.7. Hemoliz testi

Bakterilerin %5 koyun kanli agara ekimleri yapildi ve 37 °C de 24 saat

inkiibasyondan sonra bakterilerin iiremeleri ve hemoliz olusumu belirlendi.
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Sekil 3.12. Hemoliz varliginin %5 koyun kanli agarda gdsterilmesi

A- Hemoliz olusturmayan Pseudomonas aeruginosa kolonileri
B- Beta hemoliz yapan Pseudomonas aeruginosa kolonileri

3.8. Hareket testi

Hareket (Twitching) testi igin suslar, hareket besiyerinin dibine kadar igne
Oze ile batirilarak ekildi. Kiiltiirler 37 °C” de 24-48 saat inkiibe edildi. Ekim yapilan
alandan ¢evreye dogru iiremeler ve sisli zon goriilmesi pozitif sonug olarak

degerlendirildi. P.aeruginosa ATCC 27853 susu pozitif kontrol olarak kullanild:.
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(+) (-)

Sekil 3.13. Hareket 6zelliginin hareket besiyerinde saptanmasi

3.9. DNaz testi

Kanli agarda iiremis olan bakteriden steril bir 6ze yardimiyla alinan koloniler
DNaz agar test besiyeri lizerine ¢izgi seklinde inokiile edildi. Negatif kontrol olarak
Staphylococcus epidermidis ve pozitif kontrol olarak S. aureus kullanildi. Plaklar 18
ila 24 saat boyunca aerobik olarak 37 °C’de inkiibe edildi. Bakteri Kkolonileri
etrafinda herhangi bir berraklagma saptanmamasi DNaz negatif olarak kabul edildi.

Bakterilerin ekim ¢izgisinin etrafinda agik zonlar olusmasi ise DNaz pozitif kabul
edildi.
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Sekil 3.14. DNaz varliginin DNaz agarda gosterilmesi

3.10. Mukoid koloni varhgi

Mukoid koloni olusturan suslarin saptanmasi amaciyla tim klinik orneklerin

Mueller Hinton agara ekimleri yapildi ve 24 saat 37 °C de inkiibe edildi.

Sekil 3.15. Kanli agarda mukoid koloni gortiniimii
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3.11. Virulans faktorlerinin Real-Time PCR ile arastiriimasi

Luria-bertani sivi besiyerinde 18-24 saat inkiibe edilen P. aeruginosa
suslarmin santrifiijleri yapildi. Ustteki stv1 kismi ayr1 bir mikrosantrifiij tiipiine konup
fenotipik testlerin uygulanmasi amaciyla ayrildi. Tiipiin antinda kalan kismu fosfat
tamponu ile sulandirilip molekiiler testler i¢in kullanildi. P. aeruginosa suslarinin
izolasyonlar1 High piire PCR Template Preparation kiti kullanilarak yapildu.
Izolasyonu yapilan suslar lightcycler Fast Start DNA Master SYBR Green ve
Lightcycler Kapillary (Roche Diagnostics) kullanilarak Real-time PCR uygulamasi
icin hazirlandi. Real-time PCR uygulamasi Light cycler Carousel-Based System
(Roche Diagnostics) cihazi kullanilarak yapildi. Pozitif kontrol olarak PAO1 susu

kullanildi. Kullanilan primerlerin dizileri Tablo 1 de yer almaktadir.

Primer Dizileri

Tablo 3.1. Calismamizda kullanilan primer dizileri

Vlrl_JIans Primer Dizisi Tm S:(:akllgl
geni C
ExoTF 5 CAATCATCTCAGCAGAACCC 3’ 54
ExoTR 5 TGTCGTAGAGGATCTCCTG 3’

ExoUF 5> GATTCCATCACAGGCTCG 3’ 62
ExoUR 5 CTAGCAATGGCACTAATCG 3’

ExoSF 5> ATCCTCAGGCGTACATCC 3’ 54
ExoSR 5 ACGACGGCTATCTCTCCAC 3’

ExoYF 5> TATCGACGGTCATCGTCAGGT 3’ 62
ExoYR 5 TTGATGCACTCGACCAGCAAG 3’

RhIAF 5 GCGCGAAAGTCTGTTGGTAT 3’ 59
RhIAR 5’ CAGGTGATTGACCTCGAAGC 3’

RhIBF 5 GAGCGACGAACTGACCTACC 3’ 59
RhIBR 5’ GTTGAACTTGGGGTGTACCG 3’
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3.12. istatistiksel degerlendirme

Tanimlayic istatistik olarak kategorik degiskenler icin say1 ve ylizde degerleri
verilmistir. Kategorik degiskenler i¢in gruplar arasi farklilik Pearson Ki kare, Yates
diizeltmeli ki kare veya Fisher kesin ki kare testi ile incelenmistir. Caligmada P
degeri 0,05’den kiiclik oldugunda istatistiksel acidan anlamli kabul edilmistir. Tiim
analizler, IBM SPSS (Statistical Package for Social Science) Statistics 21.0

programindan yararlanilarak yapilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamizda; enfeksiyon etkeni olarak belirtilen klinik 6rneklerden alinan
toplam 100 adet Pseudomonas aeruginosa susu incelenmistir. Pozitif kontrol olarak
Pseudomonas aeruginosa PAO1 (ATCC 15692) susu kullanilmistir. Sayisal deger
olarak elde edilen verilerin hepsi pozitif kontrol ile kiyaslanarak normalize edilmistir.
Elastaz ve proteaz testlerinde pozitif kontroliin yanisira negatif kontrol olarak
Pseudomonas aeruginosa PAO-JP2 ve PAO-JP3 suslar1 kullanilmistir. Her hastadan

sadece tek klinik 6rnek ¢alismaya dahil edilmisitir.

Hastalarin 37°si kadin 63’1 ise erkektir. Yas dagilimlarina bakildiginda ise en
kiiglik hasta 1 en biiyiik hasta 90 yasinda olup ortalama yas 28.32 dir. Cinsiyet ile
virulans faktorleri arasindaki iligki incelendiginde elastaz, proteaz hareket, DNaz ve
hemoliz aktivitesi ile cinsiyet arasnda anlamli bir fark bulunamamistir. Sadece kadin
hastalarda izole edilen P. aeruginosa izolatlarinda erkek hastalara gére mukoid
koloni varligi daha yiiksek bulunmustur (%30.0 - %9.5). Ayrica antibiyotik direnci

ve cinsiyet arasinda anlamli bir fark saptanamamustir.

P. aeruginosa suslarinin izole edildigi hastalarin yasi ile fenotipik virulans
faktorleri arasindaki iliski ¢ocuklarda (< 18) (n: 45) ve eriskinlerde (<18) (n:55)

incelenmis ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir.
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Klinik o6rneklerden elde edilen P. aeruginosa izolatlarindan yapilan
antibiyotik duyarlilik testleri sonucunda; kolistin direnci saptanmamistir. Amikasin
(%23), seftazidim (%17), siprofloksasin (%21), imipenem (28), meropenem (%22),
piperasilin  (%23), tobramisin (%19), sefepim (%24), gentamisin (%28) ve
levofloksasin direnci (%27) olarak bulunmustur (Tablo 4.2).

Eriskin hastalardan izole edilen P. aeruginosa izolatlarinda seftazidim,
siprofloksasin, meropenem, sefepim antibiyotiklerine karsi ¢ocuk hasta izolatlarina
gore yiiksek bulunan direng istatistiksel olarak anlamlidir. Imipenem ve piperasilin
direncide eriskin hasta izolatlarinda istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte

daha yiiksek bulumustur. Her iki grupta da kolistin direnci saptanmamustir.

Tablo 4.2. Cocuk ve eriskin hastalardan izole edilen P. aeruginosa izolatlarinin

antibiyotik direng oranlar1

Cocuk Eriskin Toplam

hastalardan izole | hastalardan izole direng

edilen suslar edilen suslar (n:100)

(n:45) (n:55)
Antibiyotik Direng Direng P degeri

(n) % (n) % n %
Amikasin 10 22.2 13 23.6 1.0 23 |23
Seftazidim 3 6.7 14 25.5 0.026 17 17
Siprofloksasin | 4 8.9 17 30.9 0.015 21 |21
Kolistin 0 0 0 0 1.0 0 0
Imipenem 8 178 |20 36.4 0.066 28 |28
Meropenem 4 8.9 18 32.7 0.009 22 | 22
Piperasilin 7 15.6 16 29.1 0.173 23 |23
Tobramisin 8 17.8 11 20.0 0.980 19 |19
Sefepim 4 8.9 20 36.4 0.003 24 | 24
Gentamisin 11 24.4 17 30.9 0.622 28 |28
Levofloksasin | 11 244 16 29.1 0.769 27 | 27
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Degerlendirmeye alinan 6rneklerin yarist (n=50) kistik fibrozis tanisiyla takip

edilen hastalarin alt solunum yollarindan izole edilen P. aeruginosa suslaridir. Diger

suslarin izole edildigi orneklerin dagilimi tablo 4.3 de verilmistir. Ayrica drneklerin

izole edildigi viicut bolgelerine gore balgam, idrar, kan, yara, konjonktiva ve piiy

olmak iizere alt1 grup ele alinarak kendi i¢inde karsilastirma yapilmistir.

Tablo 4.3. P. aeruginosa suslarinin izole edildikleri viicut bolgelerine gore fenotipik

virulans faktorlerinin dagilimi

Ornegin

Say1 Elastaz | Proteaz | Hareket | Hemoliz | DNaz | Mukus

alindig1 viicut

. ) () + |- + |- + |- + - + |- + |-
bolgesi
Balgam

o 50 42 |8 |32 (18 (41 |9 |34 |16 |9 |41 |16 |34
(kistik fibroz)
Idrar 13 12 (1 (10|13 |12 |1 |13 |0 |2 (11|0 |13
Yara 14 13/1 |8 |6 |13 |1 |10 |4 |5 |9 |0 |14
Kan 8 8 |0 |7 |1 |8 |0 |7 |1 |3 |5 |1 |7
Piy 14 12 (2 |14 |0 |14 |0 |14 |0 |1 |13 |0 |14
Konjonktiva |1 1 10 |1 (0 |1 |0 |1 0O |0 |1 |0 |1
Toplam 100 (88 |12 |72 |28 (89 |11 |79 |21 |20 |80 |17 |83
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Klinik 6rneklerden izole edilen P. aeruginosa suslari pigment &zelliklerinin

belirlenebilmesi amaciyla King A ve King B besiyerlerine ekildi. Calisilan 100 klinik

Ornegin yarisinda (n:50) pigment iiretimi saptanmadi. Pigment iireten suslarin %64’

piyoverdin, %26’

ozelliklerine gore dagilimi tablo 4.4 te verilmistir.

piyosiyanin ve %10’u piyorubin olarak bulundu. Pigment

Tablo 4.4. Pigment iireten P. aeruginosa suslarinin (n: 50) viicut bolgelerine gore

pigment tiirlerinin dagilimi

Pigment Balgam | Idrar | Yara | Kan Py Konjonktiva | Say1 (n)
Piyoverdin 14 5 3 4 5 1 32
Piyosiyanin | 8 2 1 0 2 0 13
Piyorubin 3 0 1 1 0 0 5
Toplam 25 7 5 5 7 1 50

Tablo 4.5. Tim P. aeruginosa suslarinin (n: 100) virulans faktorlerinin

degerlendirilmesi

Virulans faktorii Pozitif 6rnekler Negatif 6rnekler
Elastaz 88 12
Proteaz 72 28
Hemoliz 79 21
DNaz 20 80
Hareket 89 11
Mukus varlig 17 83
RhIA 91 9
RhIB 88 12
ExoT 14 86
ExoU 2 98
ExoS 69 31
ExoY 88 12

Calismada degerlendirilen tim P. aeruginosa suslarinin sahip olduklar

fenotipik ve genotipik virulans faktorleri Tablo 4.5 de verilmistir.
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Tablo 4.6. P. aeruginosa suslariin pigment iiretimlerine gore fenotipik virulans

faktorlerinin dagilimi

Pigment iireten suslar | Pigment liretmeyen suslar
Virulans (n:50) (n:50) P deseri
faktor ceett
n % n %
Elastaz 42 84 46 92 0.356
Proteaz 48 96 24 48 0.000
Hareket 48 96 41 82 0.055
Hemoliz 49 98 30 60 0.000
DNaz 2 4 18 36 0.000
Mukus 9 18 8 16 1.000

Pseudomonas aeruginosa suslarmin pigment {iiretimlerine gore virulans
faktorlerini incelendiginde, elastaz aktivitesi ve mukus {iretimi pigment iireten ve
tiretmeyen suglarda benzer bulunmustur. Proteaz aktivitesi (%96) ve hemoliz varlig
(%98) pigment iireten P. aeruginosa izolatlarinda pigment iiretmeyen izolatlara gore
istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bulunmustur. Hareket 6zelligi de pigment tireten
izolatlarda pigment iretmeyen izolatlara kiyasla istatistiksel olarak fark
bulunamamistir ancak daha yiiksek bulunmustur. DNaz aktivitesi ise pigment
iretmeyen izolatlarda pigment {retenlere kiyasla istatistiksel acidan anlamli

bulunmustur (p<0.05). (Tablo 4.6)
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Tablo 4.7. P. aeruginosa suslarinin pigment iretimlerine gore antibiyotik direng

oranlarinin karsilastirilmasi

Pigment {ireten Pigment iiretmeyen
Antibiyotik sqslar (n:50) sqslar (n:50)

Direng Direng

(n) % (n) % P degeri
Amikasin 8 16 15 30 0.154
Seftazidim 6 12 11 22 0.287
Siprofloksasin | 6 12 15 30 0.050
Kolistin 0 0 0 0 1.000
Imipenem 10 20 18 36 0.119
Meropenem 8 16 14 28 0.227
Piperasilin 9 18 14 28 0.342
Tobramisin 7 14 12 24 0.308
Sefepim 8 16 16 32 0.101
Gentamisin 11 22 17 34 0.265
Levofloksasin | 10 20 17 34 0.177

P. aeruginosa suslarinin pigment iiretimlerine gore antibiyotik direngleri
karsilastirildiginda (Tablo 7); tiim izolatlar kolistine duyarli saptanmistir. Pigment
tiretmeyen suslarda pigment {ireten suslara kiyasla sirofloksasin direnci istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p:<0.05). Calisilan diger tiim antibiyotiklerde pigment
tiretmeyen P. aeruginosa izolatlar1 pigment iireten izolatlara gore istatistiksel olarak

anlamli olmasa da belirgin derece de daha yiiksek diren¢ saptanmastir.
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Tablo 4.8. P. aeruginosa suslariin pigment tiirlerine gore fenotipik virulans

faktorlerinin dagilimi (n:50)

Virulans Piyoverdin (n:32) Piyosiyanin (n:13) Piyorubin (n:5)
faktor

N % n % n %
Elastaz 29 90.6 11 84.6 5 100
Proteaz 30 93.7 13 100 5 100
Hareket 32 100 13 100 5 100
Hemoliz 32 100 13 100 4 80
DNaz 1 3.1 0 0 1 20
Mukus 6 18.7 1 7.6 2 40

Calisma suslarinin pigment tiirlerine gore virulans faktorleri incelendiginde
piyoverdin, piyosiyanin ve piyorubinin virulans faktorleri arasinda istatistiksel bir
fark saptanmamistir. Tiim gruplarda hareket 6zellikleri pozitif saptanmistir (%2100).
Elastaz, proteaz, hareket ve hemoliz aktivitesi tiim gruplarda yiiksek oranlarda pozitif
bulunmustur. Piyorubin pigmenti {ireten tiim suslarda elastaz, proteaz ve hareket
ozelligi pozitif bulunmustur (%100). DNaz aktivitesi ise sadece iki susta pozitif
bulunmustur (Tablo 4.8).



Tablo 4.9. Pigment tiiriine gore antibiyotik direng oranlari (n:50)
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Piyoverdin (n:32)

Piyosiyanin (n:13)

Piyorubin (n:5)

Antibiyotik

n % n % n %
Amikasin 3 94 4 30.8 1 20
Seftazidim 5 15.6 1 7.7 0 0
Siprofloksasin | 4 125 2 154 0 0
Kolistin 0 0 0 0 0 0
Imipenem 7 21.9 3 23.1 0 0
Meropenem 7 21.9 1 7.7 0 0
Piperasilin 8 25 1 7.7 0 0
Tobramisin 5 15.6 2 154 0 0
Sefepim 6 18.8 2 154 0 0
Gentamisin 6 18.8 3 23.1 1 20
Levofloksasin | 7 21.9 3 23.1 0 0

Pigment tiiriine gore antibiyotik direng oranlart incelendiginde; piyorubin

ireten 5 sustan kistik fibrozis hastasindan izole edilen sadece bir susta amikasin ve

gentamisin direnci saptanmstir. Calisilan diger tiim antibiyotiklere duyarli olduklar

saptanmistir (Tablo 4.9).
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Tablo 4.10. Kistik fibrozis hastalarindan ve diger viicut bélgelerinden izole edilen

Pseudomonas aeruginosa suslarinin virulans faktorlerinin karsilastirilmasi

Virulans Kistik fibrozis Diger viicut bolgelerinden
faktor hastalarinin balgam izole edilen suslar (n:50)

orneklerinden izole

edilen suglar (n:50)

n % n % P degeri
Elastaz 42 84 46 92 0.356
Proteaz 32 64 40 80 0.119
Hareket 41 82 48 96 0.055
Hemoliz 34 68 45 90 0.014
DNaz 9 18 11 22 0.803
Mukus 16 32 1 2 0.000

Calismamiza dahil edilen suslarin yarisi (n:50) kistik fibrozis hastalarinin
balgam orneklerinden o6teki yarist ise (n:50) diger viicut bolgelerinden gonderilen
klinik Orneklerden izole edilmistir. Her iki grubun virulans faktorleri
karsilastirildiginda mukus iretiminin kistik fibrozis hastalarinda ¢ok daha fazla
oldugu saptanmistir. Hemoliz varlig: ise kistik fibrozis’li hasta drneklerinden izole
edilen P. aeruginosa suslarinda diisik bulunmustur bu da istatistiksel olarak
anlamlidir (p:<0.014). Diger virulans faktorleri agisindan iki grup arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (Tablo 10).
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Tablo 4.11. Kistik fibrozis hastalarindan ve diger viicut bolgelerinden izole edilen P.

aeruginosa suslarinin antibiyotik direng oranlarinin karsilagtirilmasi

Kistik fibrozis

hastalarinin balgam
orneklerinden izole

Diger viicut

bolgelerinden izole
edilen susglar (n:50)

o edilen suslar (n:50)
Antibiyotik %)reng o al)reng: " P degeri
Amikasin 16 32 7 14 0.057
Seftazidim 2 4 15 30 0.001
Siprofloksasin | 9 18 12 24 0.623
Kolistin 0 0 0 0 1.000
Imipenem 9 18 19 38 0.045
Meropenem 6 12 16 32 0.030
Piperasilin 8 16 15 30 0.154
Tobramisin 9 18 10 20 1.000
Sefepim 8 16 16 32 0.101
Gentamisin 14 28 14 28 1.000
Levofloksasin | 15 30 12 24 0.652

Kistik fibrozis

bolgelerinden izole edilen

hastalarinin  balgam o6rneklerinden ve

diger

vicut

suslarin  antibiyotik direncleri karsilastirildiginda;

seftazidim, imipenem ve meropenem direncinin diger viicut bdlgelerinden izole

edilen suslara gore yiiksek bulunmustur ve bu durum istatistiksel olarak anlamlidir

(p:<0.05). Her iki grupta da kolistin direnci mevcut degildir (Tablo 4.11).
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Tablo 4.12. P. aeruginosa suslarinda mukoid koloni varlig1 ve virulans faktorlerinin

karsilastirilmast

Mukoid suslar (n:17) Mukoid olmayan suslar (n:83)
Virulans faktor

n % n %
Elastaz 15 88.2 73 88.0
Proteaz 10 58.8 62 4.7
Hareket 14 82.4 75 90.3
Hemoliz 13 76.5 66 83.5
DNaz 0 0 20 24.1

Calisma suslarinin mukoid olan ve mukoid olmayanlarin virulans faktorleri

karsilastirildiginda elastaz her iki gruptada benzer bulunmustur. Proteaz, hareket ve

hemoliz aktivitesi mukoid olmayan suslarda mukoid suslara gore daha yiiksek

bulunmustur. Mukoid suslarin hi¢birinde DNaz iiretimi saptanamamistir. DNaz

tiretimi olan 20 susun tamami mukoid olmayan grupta saptanmistir. Mukoid koloni

Olugturan suglarin pigment 6zellikleri incelendiginde 17 susun 8 tanesinin

pigmentsiz, 6 tanesinin piyoverdin, 2 tanesinin piyorubin ve 1 tanesinin piyosiyanin

olusturdugu saptanmustir.

Antibiyotik direngleri acisindan 1ki grup

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (Tablo 4.12).

arasinda



Tablo 4.13. P. aeruginosa suslarinin pigment iiretimlerine gore genotipik virulans

faktorlerinin dagilimi
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Pigment iireten suglar | Pigment {iretmeyen suslar
Virulans (n:50) (n:50)
faktor

N % n % P degeri
RhIA 46 92 45 90 1.000
RhIB 49 98 39 78 0.006
ExoT 10 20 4 8 0.150
ExoU 1 2 1 2 1.000
ExoS 40 80 29 58 0.031
ExoY 50 100 38 76 0.001

Pigment {retimlerine goére genotipik virulans

faktorleri incelendiginde;

pigment tireten suslarin rhiB, exoS ve exoY virulans gen bdlgelerine pigment tiretimi

olmayan suslara gore daha fazladir bu da istatistiksel olarak anlamlidir (p:<0.05).

ExoT gen bolgeside istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte yine pigment

tiretimi olan suslarda daha fazla saptanmistir. ExoU varhigi ise her iki grupta sadece 1

adet saptanmustir (Tablo 4.13).

Kistik fibrozis hastalarindan izole edilen suslar ve diger viicut bdlgelerinden

izole edilen sugslar arasinda genotipik virulans faktorleri agisindan anlamli fark

saptanmamistir.

Pseudomonas aeruginosa suslarinin izole edildigi hastalarin yasi ile genotipik

virulans faktorleri arasindaki iliski ¢ocuklarda (< 18) (n: 45) ve eriskinlerde (<18)

(n:55) incelenmis ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir.



Tablo 4.14. P. aeruginosa suslarinin izole edildikleri viicut bolgelerine gore

genotipik virulans faktorlerinin dagilimi

Ornegin S RhlA RhIB ExoT | ExoU ExoS ExoY
alindig1 viicut (r?)yl

bolgesi + |- + |- |+ |- |+ |- + |- |+ |-
Balgam

(kistik 50 |45(5 |46(4 |11|39|1 |49 31|19 |46 |4
fibrozis)

Idrar 13 (11 (2 |10(3 |1 (12|0 |13 |9 |4 |10 |3
Yara 14 |12 2 |10|4 |1 |13|0 |14 /104 |12 |2
Kan 8 8 |0 (7 |1 |1 |7 |1 |7 (7 |1 |7 |1
Piy 14 |14 /0 [14|0 |0 |14|0 |14 |11|3 |12 |2
Konjonktiva |1 11]/0 |1 /0 |0 |1 |O |2 |1 |0 |1 |O
Toplam 100 |88 (12 | 72|28 |89 |11|79 |21 (20|80 |17 |83
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Klinik 6rneklerin izole edildigi viicut bolgelerine gore balgam, idrar, kan,

yara, konjonktiva ve pilly olmak iizere alti grup ele alinarak genotipik virulans

faktorlerinin varhigi agisindan incelenmistir (Tablo 4.14).
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Tablo 4.15. P. aeruginosa suslarinin pigment tiirlerine gére genotipik virulans

faktorlerinin dagilimi (n:50)

) Piyoverdin (n:32) Piyosiyanin (n:13) Piyorubin (n:5)
Virulans
faktor

N % n % n %

RhIA 30 93.8 11 84.6 5 100
RhIB 31 96.9 13 100 5 100
ExoT 5 15.6 3 23.1 2 40
ExoU 1 3.1 0 0 0 0
ExoS 24 75 11 84.6 5 100
ExoY 32 100 13 100 5 100

Ex0oY tiim pigment gruplarinda pozitif bulunmustur. ExoU ise sadece bir adet
piyoverdin pigmenti {ireten susta pozitif saptanmistir. Piyorubin diireten suslar
incelendiginde tiim suslarin rhlA, rhiB, exoS, exoY virulans genlerine sahip olduklari
goriilmiistiir. Bu suglar detayli incelendiginde antibiyotiklerin hemen hepsine duyarli

olduklar1 saptanmistir (bir 6rnekte sadece amikasin ve gentamisin direnci mevcuttur).

Fenotipik ve genotipik virulans faktorleri kendi aralarinda karsilastirildiginda
hareketli suslarda rhIB pozitifligi daha yiiksek bulunmustur (82/89) (p:0.003). RhlA
pozitifligi ise istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte hareketli suglarda daha

yiiksek bulunmustur (83/89) (Tablo 4.15).

ExoS pozitifligi hareket 6zelligi pozitif olan ve hemoliz varligi gosteren suslarda

istatistiksel olarak anlamlidir (p:0.003, p:0.001).
Hemoliz varligi gosteren suslarda ise ExoS varligi yiikksek bulunmustur (p:0.007).

Proteaz aktivitesi olan suslarda ise RhIB, ExoT, ExoS ve ExoY pozitifligi
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (sirasiyla; p:0.000, p:0.009, p:0.020, p:0.031)

Genotipik virulans faktorleriyle fenotipik virulans faktorleri olan DNaz,elastaz ve

hemoliz 6zellikleri arasinda anlamli bir fark bulunmamustir.
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5. TARTISMA

Pseudomonas aeruginosa son yillarda yiikselen insidansi, irettigi virulans
faktorlerinin gesitliligi ve siirekli artan antibiyotik direng¢ oranlariyla sik rastlanan,
mortalite ve morbiditesi yiiksek, tedavisi gii¢ enfeksiyonlarin etkenidir. Dogada
yaygin olan bu mikroorganizmalar, firsat¢i patojenlerdir. Genellikle saglikli kisilerde
hastalik olusturmamasina ragmen bagisik yanitin yetersiz oldugu durumlarda
salgiladig1 ¢esitli virulans faktorlerinin etkisi ile hayati tehdit eden enfeksiyonlara
sebep olmaktadirlar. Ozellikle Kistik fibrozis, kanser, yanik, immunsiipresif ve
travmatik yarasi olan hastalarda mortalite ve morbiditesi yiiksek, ciddi enfeksiyonlar

olusturmaktadir.

Calismamizda kadin hastalardan izole edilen P. aeruginosa suslarinda erkek
hastalara gére mukoid koloni varligi istatstiksel olarak daha yiiksek bulunmustur
(p<0.05). Sanjay ve ark yaptigi ¢alismada Ostrojen ile P. aeruginosa’nin mukoid
formu arasindaki iliski icelenmis ve Ostrojen tiirevleri olan dstradiol ve Gstrioliin P.
aeruginosa’nin  mukoid forma geg¢mesini ¢esitli mutasyonlarla indiikledigi

gosterilmistir (83).

P. aeruginosa suslariin antibiyotik direnci incelendiginde kolisitin direnci
saptanmamakla birlikte diger antibiyotiklerin direnci %17 ile %28 arasinda
bulunmustur. En yiiksek diren¢ imipenem ve gentamisin antibiyotiklerine karsi
(%28) bulunmus olup, seftazidim direnci ise sadece %17 bulunmustur. Finlayson ve
ark yaptig1 caligmada imipenem direnci saptanmamis seftazidim direnci ise diisiik
bulunmustur (4). Tungoglu ve ark yaptigi ¢alismada en diisiik diren¢ amikasinde
(%5.6) saptanmustir (84). Bizim g¢alismamizda ise amikasin direnci %23 olarak
saptanmustir. Ulkemizde yapilan farkli calismalarda ise amikasin direnci % 2-34

arasinda degismektedir (85-87).

Calismamizda siprofloksasin direnci % 21 olarak bulunmustur. Ulkemizden
bildirilen ¢esitli ¢aligmalarda bu oran % 7-46.6 arasinda degismektedir (84-87).
Kirby ve ark.’nin yapmis olduklar1 ¢ok merkezli ¢calismada siprofloksasin direncinin
Kuzey Amerika’da % 26, Latin Amerika’da % 49 ve Avrupa’da % 27 oldugu
bildirmistir (88). En yiiksek siprofloksasin diren¢ orant % 80.3 olarak

Bulgaristan’dan bildirilmistir (89). Calismamizda seftazidim direnci % 17, sefepim
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direnci % 24, piperasilin direnci % 23 olarak bulunmustur. Ulkemizde yapilan cesitli
calismalarda seftazidim direnci % 15.2-62 (84,86,87,90) , sefepim direnci % 21-34
(87,90) , piperasilin direnci % 18-33 (84,87) olarak bildirilmistir. Imipenem ve

meropenem direnci sirastyla %28 ve %22 bulunmustur.

Erigkin hastalardan izole edilen P. aeruginosa izolatlarinda diren¢ oranlari
cocuk hasta suslarina gore daha yiiksek bulunmustur. Bu durum yasla beraber
antibiyotik kullannomindaki artis ve buna bagli bakterinin gelistirdigi direng

mekanizmalariyla agiklanabilir.

Tungoglu ve ark yaptigi ¢alismada impenem (%7.8) ve meropenem (%9.5)
diranci diisiik oranlarda saptanmistir. Bizim g¢alismamizda ise imipenem ve
meropenem direnci sirasiyla %28 ve %22 bulunmustur. Diindar ve ark yaptigi
calismada ise hastanelerinde yaygin karbapenem kullanimina bagli bu oranlar
imipenem (%21) ve meropenem (%?22) olarak bizim sonuglarimizla uyumlu

bulunmustur.

Hiicreleraras1 iletisim P aeruginosa’nin konakg¢i savunmasina karsi
koymasinda 6nemli rol oynamaktadir. Bakteri sayica az iken sessiz kalarak konakgi
savunma sistemlerini uyaracak ozelliklerini gizlemekte, yeterli bakteri yogunluguna
erisildiginde 1ilgili genleri aktive ederek ¢esitli virulans faktorlerini iiretmeye
baslamaktadir (91). “Quorum sensing” yoluyla tiim bakteri populasyonunun bir

koordinasyon iginde davranmasi saglanmaktadir.

Cesitli galismalarla virulans faktorleri ile P. aeruginosa’nin izole edildigi
viicut bolgeleri arasinda ki iliski incelenmis ve P. aeruginosa enfeksiyonlarinin
patogenezi aydinlatilmaya c¢alisilmistir. Woods ve ark. farkli klinik 6rneklerden
(yanik bolgesi, yara, idrar, kan, KF hastas: balgami, akut pndmonili hasta balgam
ornegi) izole edilmis P. aeruginosa kokenlerinin viriilans faktorii tiretimi agisindan
farkliliklarini arastirmislardir. KF hastalarinin balgamlarindan izole edilen suslarda
proteaz varligi (%40) diger klinik 6rneklere (%90) gore olduke¢a diisiik oldugunu
belirlemiglerdir (71). Bizim ¢alismamizda ise balgam O&rneklerindeki proteaz
pozitifligi % 64 diger viicut Olgelerinde ise %80 olarak bulunmustur. Kan
izolatlarinda saptanan yiiksek toplam proteaz, fosfolipaz C ve ekzotoksin A

seviyeleri, bu faktorlerin bakteriyemiden sorumlu faktorler olabilecegi lehinde
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yorumlanmigtir. Kan izolatlarinin (n:8) tamaminin elastaz {iretimi olan hareketli

suslar oldugu saptanmustir.

Alkali proteaz akut akciger enfeksiyonlarinin erken doneminde alveoller
icinde olusan yogun fibrinin eritilmesinden ve enfeksiyonun ilerlemesinden
sorumludur. Ayrica alkali proteazin elastaz gibi silyali solunum yolu epiteli ilizerine
yikict 6zelligi oldugu gosterilmistir (92). Alkali proteaz enzimi karaciger, kornea ve
deride nekroz olusturur. “Ecthyma gangrenosum” adi verilen deri lezyonlarinin
olusumunda da proteazlar rol oynar (Sekil.3). Proteazlar doku harabiyeti

olusturduklart i¢in ayni zamanda bakterinin dokular arasinda yayilimini kolaylastirir.

Ciragil ve arkadaglarinin yaptigi calismada gesitli viicut bolgelerinden izole
edilen P. aeruginosa suslarinin elastaz, proteaz ve alginat o6zellikleri ¢alisilmistir.
Crragil ve ark. Alkali proteaz varligini KF hasta izolatlarinda %52, KF dis1 hasta
izolatlarinda %61 olarak saptamiglardir. Bizim ¢alsmamizda ise kistik fibrozis’li
hasta balgamlarinda proteaz pozitifligi %64, diger viicut bolgelerinden izole edilen
izolatlarda ise %80 bulunmustur. Elastaz {retiminde viicut bolgelerine gore
istatistiksel olarak bir fark saptanamamistir (93). Bizim c¢alismamizda da viicut
bolgeleri karsilastirildiginda anlamli bir fark saptanamamis olup izolatlarin ¢ogu

elastaz pozitif (%88) saptanmustir.

Calismamizda bulunan konjoktivadan izole edilen P. aeruginosa susu elastaz,
proteaz, hareket ve hemoliz gibi virulans faktorlerine sahipti ancak DNaz aktivitesi
yoktu. Esterellas ve ark yaptigi ¢aligmada gbz Orneklerinde alkali proteaz varligi
saptanmistir  (94). Baska bir ¢alismada da gozden alinan bir Ornekten
P.aeruginosa’nin virulans faktorleri ¢alisilmis bizim sonuglarimiza benzer sekilde

piyoverdin pigmenti varligi saptanmis ancak DNaz aktivitesi gosterilememistir (4).

Klinik 6rneklerde pigment varligini arastiran bir ¢aligmada pigmentli 100
izolat incelenmis ve %35’inde piyosiyanin %63’iinde ise piyoverdin {iretimi
saptanmustir (95). Pigment varligin1 arastiran bir baska ¢alismada ise 57 izolatin 47’si
(%82.5) pigment iireten izolat olarak bulunmus ve ¢ogunlugu piyoverdin (%78.9)
tireten izolat oldugu gosterilmistir (4). Bizim ¢alismamizda ise pigmentli 50 isolatin
32’sinin (%64) piyoverdin,13’tiniin (%26) piyosiyanin, 5’inin (%10) ise piyorubin

irettigi bulunmustur.
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Piyosiyanin P. aeruginosa tarafindan olusturulan mavi yesil renkli pigment
olup memeli hiicrelerini ve bakterileri 6ldiirebilen redoks-aktif fenazin bilesigidir.
Pseudomonas tiirleri arasinda sadece P. aeruginosa piyosiyanin iiretmektedir. P.
aeruginosa ile enfekte kistik fibrozis’li hastalarin balgam 6rneklerinde piyosiyanin
liretimi yaygin olarak goriilebilmektedir. Bizim ¢alismamizda da pigment iireten 25
izolatin 8’inin piyosiyanin oldugu saptandi. P. aeruginosa tarafindan iiretilen birgok
virulans faktoriiniin yaninda piyosiyaninin tespitinde yasana zorlukalar nedeniyle
piyosiyaninin ¢ogul hiicresel fonksiyonlar1 ile ilskisi in vitro olarak yapilan
caligmalarla gosterilmesine ragmen klinik olarak enfeksiyonlardaki rolii tam olarak
anlasilamamistir (96). Piyosiyaninle ilgili yapilan ¢aligmalarda solunum yollarindaki

epitelyal hiicrelerde siliyal fonksiyonlar1 inhibe ettigi gosterilmistir (97,98).

Finlaysonn ve ark yaptigi ¢alusmada pigmentli P. aeruginosa suslarinin
pigmentsiz suslara gore daha yiiksek proteaz, elastaz, DNaz, hareket ve lipaz
aktivitesi bulmuslardir. Bizim ¢alismamizda ise elastaz aktivitesi ve mukus tiretimi
pigment iireten ve iiretmeyen suslarda benzer bulunmustur. Proteaz aktivitesi (%96)
ve hemoliz varligi (%98) ise pigment tireten P. aeruginosa izolatlarinda pigment
tiretmeyen izolatlara gore (p<0.05) daha yiiksek bulunmustur. Hareket 6zelligi de
pigment iireten izolatlarda pigment lretmeyen izolatlara kiyasla daha yiiksek
bulunmustur. DNaz aktivitesi ise tam tersi bir sekilde pigment iiretmeyen izolatlarda
pigment iiretenlere kiyasla daha yiiksek bulunmustur (p<0.05). Finlaysonn ve ark
DNaz aktivitesini pigmentsiz suslarda daha az bulmalar1 bizim ¢alsmamiza oranla

daha az sayida pigmentsiz P. aeruginosa susu (n:10) ile ¢alsmalar ile agiklanabilir
(4).

Amitani ve arkadaslarinin yaptifi bir c¢alismada kronik bronsiyal
enfeksiyonlu  hastalarda P.aeruginosa’nin  {irettigi  elastazin ~ mukosiliyer
temizlenmenin gecikmesine yol agtigin1 gostermiglerdir (99). Bizim ¢alismamizda da
Kistik fibrozisli hastalarin balgamlarindan izole edilen P. aeruginosa izolatlarinda
%84 elastaz pozitifligi saptanmistir. Pseudomonas larin kistik fibrozis hastalarinin
alt solunum yollarinda zararsiz kolonizasyon yapmadiklar1 goriilmektedir. Ancak P.
aeruginosa nin patojen olmasinin ardindaki mekanizmalar net degildir. Bu virulans
faktolerinin ~ bilinmesi  kistik  fibrozisli hastalarin yasam kalitesine Kkatk1

saglayabilecek tedavilere de katki saglayabilir.
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Yapilan bazi ¢aligmalarda idrar 6rneklerinde piyosiyanin ve biyofilm iiretimi
yara ve alt solunum yollar1 6rneklerine gore daha fazla bulunmustur (100,101).
Bizim c¢alismamizda ise piyosiyanin iiretimi a¢isindan fark bulunamamistir. Bu

durum gaistigimiz idrar izolatinin azligina baglanabilir (n:7).

Elastaz iiretiminin P. aeruginosa akciger enfeksiyonlar1 patogenezindeki
Oonemi agikca ortaya konmus olup solunum yolu Orneklerinden izole edilen P.
aeruginosa izolatlarimin  %73-95 oraninda bu enzimi {rettigi gosterilmistir
(93,102,103). Yapilan bir ¢alismada kronik akciger hastaligi olan hastalardan izole
edilen P.aeruginosa suslarinda %93 oraninda proteaz lrettiklerini agiklamislar ve
hasta serumlarinda elastaz ve alkali proteaza karsi antikor bulunmasi enfeksiyonun
olusumunda, bu enzimlerin oynadigi roliin Onemini gostermistir (104). Bu
calismalarla uyumlu olarak bizim c¢alismamizda ise elastaz {iretimi %488, alkali
proteaz {iiretimi %72 bulunmustur. Klinik ve c¢evre Orneklerinden yapilan bir
aragtirmada klinik orneklerde ki elastaz iiretimi %78,84 proteaz iiretimi %71.15,
dogadan elde edilen orneklerde ise elastaz %74.5 proteaz %56.8 bulunmustur (95).
Klinik orneklerde daha yiiksek enzim aktivitesi saptanmistir. Klinik orneklerden
izole edilen basgka bir ¢aismada da incelenen P. aeruginosa izolatlarinin %63.3’iinde

proteaz varligi gosterilmistir (105).

P. aeruginosa iirettigi virulans faktorlerinin gesitliligi ve artan antibiyotik
direng oranlariyla tedavisi gii¢ enfeksiyonlara neden olmaktadir. Bu nedenle
bakterinin patogenezinde dnemli rol oynayan QS sisteminin ve virulans faktorlerinin
daha 1iyi anlagilmasinin yeni bir tedavi stratejisine yardimer olabilecegi
diistiniilmektedir. Yeni bir antibakteriyel tedavi yaklasimi olarak QS inhibisyonunun
bakteri hiicresinde virulans genlerinin ekspresyonunun engellenmesinin ve bu sayede
bakteri virulansinin azaltilmasinin enfeksiyon hastaliklarinin  Onlenmesi ve
tedavisinde Onemli bir strateji olabilecegi diisiiniilmektedir. Elde edilen veriler;
giniimiizde baz1 suslar1 ¢ogul antibiyotik direngli ve hatta pan-rezistan olan
P.aeruginosa suslarinin neden oldugu, (6zellikle persistan ve kronik olmak {izere)

enfeksiyonlarin tedavisindeki yeni yaklagimlara 151k tutacaktir.

Bakterinin {irettigi enzimler veya c¢oklu ilag pompalar1 sayesinde dogal olarak

bircok antibiyotige dogal direng gdstermesi ve mutasyonlar yardimiyla birgok tedavi
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secenegine karsi hizla direng kazanmasi sebebiyle antibiyotiklere direng varligi da P.
aeruginosa i¢in virulans faktorler arasinda degerlendirilmektedir (100). Bu durum

tedavide ciddi zorluklara neden olmaktadir.

P. aeruginosa suslarinin amikasin (30 mg), gentamisin (10 mg), tobramisin
(10 mg), seftazidim (30 mg), sefepim (30 mg), imipenem (10 mg), meropenem (10
mq), siprofloksasin (5 mg), levofloksasin (5 mg), piperasilin (100 mg), kolitsin (10
mg) duyarhiliklar1 CLSI kriterlerine gore belirlenmistir. Bakterilerin antibiyotiklere

kars1 duyarlilig1 Kirby — Bauer disk difiizyon yontemi kullanilarak ¢aligiimistir.

Calisilan tiim P. aeruginosa suslart kolistine duyarli olarak bulunmustur.
Calisma suslarimizda virulans faktor tiretimi ile antibiyotik duyarliligi arasindaki
iliski incelendiginde elastaz iiretimi ile antibiyotik direnci arasinda anlamli bir iliski
bulunamamistir. Proteaz {iretimi ile antibiyotik direnci karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmamakla birlikte alkali proteaz iireten
kokenlerin  bu enzimi iretmeyen suslara gore amikasine, seftazidime,
siprofloksasine, piperasiline, tobramisine, sefepime, gentamisine ve levofloksasine
daha duyarli olduklar1 gdzlenmistir. imipenem ve meropenem direnci ve proteaz
tiretimi arasinda fark saptanamamistir. Karatuna ve ark yaptigi ¢aligmada elastaz
ireten suslarin piperasilin ve seftazidime, alkali proteaz ireten suslarin ise
tobramisin, piperasilin, sefepim, imipenem ve siprofloksasine daha duyarli olduklari

saptanmugtir (103).

Hareket varligi ve antibiyotik direnci arasindaki iligki incelenmis ve anlaml
bir fark bulunamamustir. Calisilan suglarda beta hemoliz varlig1 ve antibiyotik direnci
incelendiginde; hemoliz yapan suslarin (%82.3) hemoliz yapmayan suslara (%57.1)
gdre amikasin duyarlilig1 istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Istatistiksel olarak
anlamli bir fark olmamakla birlikte beta hemoliz yapan suslarda hemoliz
yapmayanlara oranla siprofloksasin (%82.3 - %66.7), piperasilin (%79.7 - %66.7),
tobramisin (%83.5 - %71.4), sefepim (%79.7 - %61.9) duyarliliklar1 daha yiiksek

bulunmustur.

DNaz varlig1 ve calisilan antibiyotiklerin direnci arasinda anlamli bir fark
bulunamamistir. P. aeruginosa suslarindaki mukoid koloni varligi ve antibiyotik

direnci karsilastirildiginda tiim mukoid suslarin (n:17) seftazidime ve kolistine
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duyarli olduklar1 saptanmistir. Amikasin (n:16) % 94.1, siprofloksasin (n:16) %
94.1, imipenem (n:15) %88.2, meropenem (n:16) % 94.1, piperasilin (n:14) %82.4,
tobramisin (n:15) %88.2, sefepim (n:16) % 94.1, gentamisin (n:13) %?76.5,
levofloksasin (n:9) % 52.9 duyarli olarak bulunmustur. En yiiksek diren¢ oram
levofloksasinde saptanmustir (%47.1).

Mukoid olan ve mukoid olmayan gruplarin antibiyotik direngleri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Manno ve ark. Kistik
fibrozis hastalarinda antimikrobiyal diren¢ arastirdiklar1 ¢alismalarinda mukoid
formdaki P. aeruginosa suslarinin mukoid olmayan suslara gore imipenem,
amikasin, tobramisin, netilmisin ve siprofloksasine daha direngli oldugunu
saptamislardir (106). Calismamizda az sayida mukoid sus (n:17) bulunmasi sebebiyle

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulmamus olabiliriz.

Pigment varligi ve virulans iligkili genler arasindaki iligkiyi inceleyen bir
caligmada en sik exoS (%51), rhlA (%37) ve rhiB (%46) genleri saptanmistir. ExoY
gen bolgesi haric diger gen bolgeleri pigment iireten grupta pigment iiretmeyen gruba
gore daha yiiksek bulunmustur. ExoU gen bolgesi hicbir susta saptanamamustir (4).
Bizim caligmamizda ise; pigment liretimlerine gore genotipik virulans faktorleri
incelendiginde; pigment iireten suslarin rhiB, exoS ve exoY virulans gen bolgelerine
pigment iiretimi olmayan suslara gore daha fazla sahip olduklar1 goriilmiistiir. EXOT
gen bolgeside istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte pigment iiretimi olan
suslarda daha fazla saptanmigtir. Her iki gruptan birer adet olmak {izere 2 susta ExoU

gen bolgesi saptanmustir.

Calisma suslarinin pigment tiirlerine gore virulans faktorleri incelendiginde
piyoverdin, piyosiyanin ve piyorubinin virulans faktorleri arasinda istatistiksel bir
fark saptanmamustir. Piyorubin pigmenti lireten tiim suslarda (n:5) elastaz, proteaz ve
hareket ozelligi gibi fenotipik virulans faktorler ve rhlA, rhiB, exoS, exoY gibi
genotipik virulans faktorleri pozitif bulunmustur. Bu hasta suslari incelendiginde
sadece bir kistik fibrozis hastasindan izole edilen susta amikasin ve gentamisin

direnci saptandi. Calisilan diger tiim antibiyotiklere duyarli olduklari1 saptanmustir.

ExoY’nin sitozolik cAMP’yi arttirarak pulmoner vaskiiler hiicrelerde

hiicreleraras1 bosluk olusumunun artmasina ve dolayisiyla gecirgenligin artmasina
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neden olur. ExoY virulans gen bdlgesi; pigmentli suslarin hepsinde tespit edilmistir.
Finlayson ve ark. yaptigi calismada exoY gen bolgesi %19.29 oraninda tespit
edilmistir. Bizim c¢alismamizda ise bu oran %88 olarak bulunmustur. Bu durum
bizim ¢alismamizda suslarin yaristin  kistik fibrozis gibi kronik pulmoner

hastaliklarla seyreden hastalik grubundan alinmasiyla agiklanabilir.

ExoU giiglii bir sitotoksindir ve g¢esitli hedef hiicreleri pargalar. ExoU, daha
cok goz enfeksiyonlar1 ve akut pnomonilerden izole edilir ve son derece Sliimciil
suslar i¢in bir belirtectir. Calismamizda sadece 2 adet exoU geni saptanmistir. Bu
durum ¢alisma grubumuzda sadece bir goz enfeksiyonu (konjonktivit) bulunmasi ve
Kistik fibrozis gibi kronik enfeksiyonlardan izole edilen suslarla calisilmasi ile
aciklanabilir. ilging bir sekilde, kistik fibrozis hastalarinda da nadiren exoU
gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda 50 kistik fibrozis hastasindan birinde exoU gen

bolgesi saptanmistir.

ExoS kronik akciger enfeksiyonlarina, yanik ve yaralara sebep olan ve
bakterinin yayilmasina yardimci olan 6nemli bir faktordiir. Calismamizda exoS gen
bolgesi %69 oraninda saptanmistir. Bu oran ¢alisma grubumuzun kistik fibrozis gibi
kronik akciger enfeksiyonu olan hastalardan (%50) ve yara enfeksiyonlarindan izole

edilen suslardan (%14) yiiksek oranda ¢alisilmasi ile agiklanabilir.

P.aeruginosa enfeksiyonlarindan sorumlu suslarin pigment tretimleri ile
virulans faktorleri arasindaki iliski ile ilgili yeterince ¢alisma ortaya konmamuistir.
Ayrica pigmentli olan P. aeurinosa suslari ile pigment liretmeyen suslar arasindaki
ve Kistik fibrozis gibi sik enfekte olan hasta grubuyla diger viicut bélgelerinden izole
edilen suslar arasindaki virulans faktorleri arasindaki farklar da yeterince
calisilmamistir. Bu ¢alismada kistik fibrozis hastalarindan izole ettigimiz balgam
ornekleriyle, diger viicut bolgelerinden izole ettigimiz pigment iireten ve pigment
tiretmeyen P.aeruginosa suslarinin virulans faktorlerini fenotipik ve genotipik olarak

incelenmistir.

Pigment iireten klinik suslarin hem fenotipik hemde genotipik virulans
faktorlerine pigment liretmeyen suslara kiyasla daha ¢ok sahip olduklar1 goriilmiistiir.
Pigment iireten ve virulans faktorler yoniinden daha zengin olan bu suslarin

antibiyotik diren¢ oranlar1 ise daha diisik bulunmustur. Bu durum genetik
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adaptasyon (“genetic fitness”) ile agiklanabilir. Bakterilerin antibiyotiklere daha
duyarl olabilmek icin virulans genlerinden fedakarlik edip antibiyotik diren¢ genleri
ile donanimli olduklar1 disiiniilmektedir. Ciinkii bakteri kazanacagi her ekstra
genetik bilgi i¢in bir bagka genetik bilgiden vazge¢mek zorunda kalacaktir. Pigment
varligint degerlendirmek susun virulansi ve antibiyotik direnci hakkinda fikir sahibi
olunmasi agisindan iyi bir baslangi¢ olabilmektedir.Bu arastirmanin verilerinin, ¢ok

daha biiyiik hasta sayilari ile desteklenmesi gerekmektedir.
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SONUCLAR

1-

Klinik 6rneklerden elde edilen P. aeruginosa suslarindan (n:100) yapilan
antibiyotik duyarlilik testleri sonucunda; kolistin direnci saptanmamistir.
Amikasin (%23), seftazidim (%17), siprofloksasin (%21), imipenem (28),
meropenem (%22), piperasilin (%23), tobramisin (%19), sefepim (%24),

gentamisin (%28) ve levofloksasin direnci (%27) olarak bulunmustur.

Tim P. aeruginosa suslarmin (n:100) virulans faktorleri degerlendirildiginde;
elastaz (%88), proteaz (%72), hemoliz (%79), DNaz (%20), hareket (%89),
mukus varligi (%17), rhlA (%91), rhIB (%88), exoT (%14), exoU (%2), exoS
(%69), exoY (%88) oraninda pozitif saptanmistir.

P. aeruginosa suslarmin pigment {retimlerine gore fenotipik virulans
faktorlerini incelendiginde, elastaz aktivitesi ve mukus {iiretimi pigment
lireten ve liretmeyen suslarda benzer bulunmustur. Proteaz aktivitesi (%96)
ve hemoliz varligi (%98) pigment iireten P. aeruginosa izolatlarinda pigment
iretmeyen izolatlara gore (p<0.05) daha yiliksek bulunmustur. Hareket
Ozelligi de pigment iireten izolatlarda pigment iiretmeyen izolatlara kiyasla
istatistiksel agidan olmasa da daha yiiksek bulunmustur. DNaz aktivitesi ise
pigment ilretmeyen izolatlarda pigment iiretenlere kiyasla daha yiiksek

bulunmustur (p<0.05).

Pigment dretimlerine gore genotipik virulans faktorleri incelendiginde;
pigment iireten suslarin rhiB, exoS ve exoY virulans gen bolgelerine pigment
iretimi olmayan suslara gore daha fazla sahip olduklar1 goriilmistiir
(p<0.05). ExoT gen bolgeside istatistiksel olarak anlamli olmamala birlikte

yine pigment liretimi olan suslarda daha fazla saptanmistir.

P. aeruginosa suslarinin pigment iiretimlerine gore antibiyotik direngleri
karsilastirlldiginda; pigment {liretmeyen suslarda pigment iireten suslara
kiyasla siprofloksasin direnci daha yiiksek bulundu (p:<0.05). Calisilan diger
antibiyotiklerde pigment iiretmeyen P. aeruginosa izolatlarinda pigment

tireten izolatlara gore daha yiiksek direng oranlar1 saptandi.
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6- Calisma suslarinin pigment tiirlerine gore virulans faktorleri incelendiginde
piyoverdin, piyosiyanin ve piyorubinin virulans faktorleri arasinda

istatistiksel bir fark saptanmamastir.
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