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Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi
Klinik Pseudomonas aeruginosa izolatlarinin viriilans ozellikleri ve

epidemiyolojik iliskisi
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OKEER3, Sabire Sohret AYDEMIR4, Fatma Feriha CiLLi*, Mine HOSGOR-LIMONCU?

OZET

Amacg: Pseudomonas aeruginosa konak savunmasinin
bozuldugu durumlarda, ozellikle saglik kuruluslarinda
ciddi enfeksiyonlara neden olabilen firsatc1 patojendir.
Direnc problemine ek olarak bu bakterilerin sahip
olduklar farkli virilans ozellikleri enfeksiyonun ve
tedavinin seyrini degistirebilmektedir. Bu c¢alismada
cesitli kliniklerden izole edilen P. aeruginosaizolatlarinin

antibiyotik duyarliiklarimin, epidemiyolojik iliskilerinin

ve virlulans faktorleri oOzelliklerinin  saptanmasi
amaclanmistir.
Yontem: Bu calisma Ege Universitesi Tip

Fakultesi Hastanesi’nin farkli kliniklerinden izole
edilen 83 P aeruginosa izolat1 ile gerceklestirildi.
Etken olan izolatlarin antibiyotik duyarliliklar
VITEK 2 Compact® otomatize sistemiyle ve klonal
iliskileri ~ “Enterobacterial  Repetitive Intergenic
Consensus-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (ERIC-PZR)”
ile arastinldi. Her bir klondan secilen temsilcilerin
virulans faktorlerinin belirlenebilmesi icin fenotipik
testler yapildi. Elastaz aktivitesinin arastirilmasinda
“Elastin Congo Red” olcum yontemi kullanlirken,
Proteaz, DNaz, Lipaz, Siderofor ve Hareket (Twitching)
aktivitelerinin fenotipik olarak belirlenmesi amaciyla
uygun yontemler izolatlarin

uygulandi. biyofilm

ABSTRACT

Objective: Pseudomonas  aeruginosa is an
opportunistic pathogen that can cause serious infections,
especially in health care settings where host defense
is impaired. In addition to resistance problem, the
different virulence characteristics of these bacteria can
change the course of infection and cure. In this study,
it was aimed to determine antibiotic susceptibilities,
epidemiological relations and virulence factors of

clinical P aeruginosa isolates.

Methods: This study was performed, a total of 83
P aeruginosa isolated from different clinical samples
of Ege University Faculty of Medicine Hospital.
Antibiotic susceptibilities of isolates were investigated
by the VITEK 2 Compact® automated system and
epidemiological relations of isolates determined via
“Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-
Polymerase Chain Reaction (ERIC-PCR)”. Phenotypic
tests were performed to determine the virulence
factors of the selected representatives from each clone.
While the “Elastin Congo Red” method was used for the
investigation of elastase activity, appropriate methods
applied for Protease, DNase, Lipase, Siderophore and
Twitching activities to the detect virulence properties

phenotypically. The biofilm production of isolates was
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uretimleri kristal viyole metoduyla ve biyofilmle iliskili
oldugu dusiinilen cogunlugu algilama (CA) genleri ise

PZR yontemiyle arastirildi.

Bulgular: Antibiyotik duyarliik testi sonuclarina
gore en yiiksek diren¢ imipeneme kars1 (%43,4), en dusuk
direnc ise amikasine kars1 (%14,5) gozlendi. izolatlarin
ERIC-PZR sonuclarina gore 19 iliskisiz klon icerisinde
yer aldiklarn saptandi. Her bir klonu temsilen secilen
izolatlarin tamaminda siderofor ve elastaz uretimi
gozlendi, proteaz, lipaz ve twitching motilitesi sirasiyla
5, 14 ve 15 izolatta belirlenirken, hicbir kokende DNAz
uretimi saptanmadi. 19 temsilci izolatin dokuzunun gucli
biyofilm urettigi ve lasl, lasR, rhIR genlerini sirasiyla 17,
18, 13 izolatta, rhll geninin ise tim izolatlarda pozitif

oldugu belirlendi.

Sonug: Bulgular  degerlendirildiginde, Ege
farkl

antibiyotik direnc profilleri olan P. aeruginosa izolatlan

Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde
saptandi. Bu direncli izolatlarin epidemiyolojik olarak
iliskisiz klonlarda yer almalari, genotipik olarak farkli
ozelliklere sahip izolatlarin kliniklerde dolasimda
katkida

bulunabilecek pek cok viriilans faktoriini de iceren bu

olduklarin1  gostermektedir.  Patogeneze
izolatlarda ozellikle biyofilm iretiminin yaygin oldugu
dikkat cekmektedir. Bu durum hem tedavinin daha
zor hale gelmesini, hem de saglik kuruluslarinda pek
cok farkli ylizeyde kolonize olabilmelerine katkida
bulunduklarim1  diisiindiirmektedir. ~ Ulkemizde ve
bolgemizde yapilacak daha kapsamli calismalarla P
aeruginosa bakterilerinin diren¢ durumlan ve virulans
faktorlerinin, enfeksiyonun siddetine olan etkileri

ortaya konulabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, ERIC-

PZR, viriilans faktorleri, biyofilm

investigated by crystal violet method, and the quorum
sensing (QS) genes thought to be related to biofilm were
determined by PCR method.

Results: According to results of antibiotic
susceptibility test, the highest resistance was observed
against imipenem (43,4%) and the lowest resistance was
observed against amikacin (14,5%). Isolates were found
in 19 unrelated clones according to ERIC-PZR results.
Siderophore and elastase production were observed in
all of the representative isolates. Protease, lipase and
twitching motility were determined at 5, 14 and 15
isolates respectively, no DNAse production was detected.
Nine of the 19 representative isolates produced strong
biofilms, and the lasl, lasR, rhlR genes were identified
in 17, 18, 13 isolates respectively and the rhll gene was

found in all strains.

Conclusion: When the data were evaluated,
different antibiotic resistant P. aeruginosa isolates which
have different resistance profiles were detected at Ege
University Faculty of Medicine Hospital. The inclusion of
these resistant isolates in epidemiologically unrelated
clones suggests that isolates with genotypically different
properties are circulating in the clinics. Despite the many
virulence factors that can contribute to pathogenesis,
it is noteworthy that biofilm production is particularly
prevalent in these isolates. This situation has meant that
treatment becomes more difficult, as well as being able
to colonize on many different surfaces in health care
facilities. More extensive studies in both our country
and our region could show the resistance profile of P.
aeruginosa bacteria and the effects of virulence factors

on the severity of infection.

Key Words: Pseudomonas aeruginosa, ERIC-PCR,

virulence factors, biofilm

GIRIS

Pseudomonas aeruginosahastane enfeksiyonlarina  olmak uzere pek cok farkli klinikten izole edilen bu

neden olan ve pek cok molekule direncli Gram negatif  bakteri, hastane kokenli enfeksiyonlarin %10-15’inden

non-fermentatif bakteridir (1). Basta yogun bakim sorumludur. Sadece kliniklerde degil hastanenin
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genel hijyeni acisindan da oldukca onemli sonuclar
doguran bu bakterinin, su kaynaklarini kontamine
ederek salginlara neden oldugu bilinmektedir (2,3).
Pseudomonas aeruginosa patogenezinde hicre
dis1 pek cok faktor gorev almaktadir. Bu sistemler
bakterinin hareketini artirarak (twitching motilitesi)
besin maddelerine daha kolay ulasmasini saglayabildigi
gibi,
(Elastaz, Proteaz, DNaz) araciligiyla dokulara daha

cesitli maddeleri parcalayabilen enzimler
kolay penetre olabilmelerini veya kolonize ettikleri
dokuda daha fazla hasara neden olabilmelerini
saglamaktadir. Bununla birlikte bakteriye ait en
onemli virtllans faktorl biyofilm uretimidir (4).
hemen tim virulans faktorleri
de,

mekanizma olan cogunlugu algilama (CA”quorum

Hemen gibi

biyofilm Gretimi hiicre yogunluguna baglh
sensing”) sistemine bagli olarak indiiklenmektedir.
CA sisteminin yardimiyla bakterilerin sayilarn belirli
seviyelere ulastiginda, bulundugu sisteme yapisik bir
ekzopolisakkarit yapinin icerisine gomiulerek Uremeye
baslarlar. Bu sayede bakteriler, etraflarin1 cevreleyen
koruyucu duvar olusturarak cevre kosullarina,
dezenfektanlara ve antimikrobiyallere daha direncli
hale gelirler. Pseudomonas aeruginosa, viriilans
faktorlerinin eksprese olmasin saglayan las ve rhl
genleri olmak uzere iki tane CA sistemine sahiptir
ve enfeksiyonlarinin siddeti, virlilans faktorlerinin
Uretimine baglidir (5,6) .

Bu calismada Ege Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda izole edilmis
ve klonal iliskisiz oldugu belirlenen P. aeruginosa
izolatlarinda antimikrobiyal duyarliik profillerinin,

virilans faktorlerinin, varliginin ve CA genleriyle olan

Tablo 1. Etken oldugu belirlenen izolatlarin materyal tiirleri

iliskilerinin ortaya konulmasi amaclanmistir.
GEREC ve YONTEM

izolatlarin secilimi:

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, Bakteriyoloji Laboratuvari’nda farkl
kliniklerden Ekim 2014 - Ocak 2015 tarih araliginda
izole edilmis 181 P aeruginosa kokeni VITEK MS
otomatize sistemi ile tur tayini yapilarak tanimlandi.
Bu izolatlar icerisinden etken oldugu belirlenen 83
izolat calismaya dahil edildi (Tablo 1). Bakteriler
calisiincaya kadar
-80°C’de stoklandi.  Kontrol
aeruginosa ATCC 27853 kullanildi.

gliserinli buyyon besiyerinde

kokeni olarak P

Antimikrobiyal duyarliliklar:

Etken oldugu saptanan izolatlara ait antibiyotik
duyarliiklann VITEK 2 Compact® otomatize sistemi
kullamlarak arastinldi. Otomatize sistemde elde
edilen sonuclar “Clinical Laboratory Standarts Institue
(CLSI)” kriterleri dogrultusunda duyarli, orta derece

duyarli ve direncli olarak siniflandinildr (7).

Epidemiyolojik tiplendirme:

izolatlarin epidemiyolojik iliskisi “Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensus-Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (ERIC-PZR)” ile Tablo 2’de gosterilmis

olan primerler araciigiyla saptandi. Elde edilen
son drunler %1,5 agaroz iceren jel icerisindeki
kuyucuklara yuklenerek elektriksel alana tabi

tutuldu. Jel UV 151k altinda Fusion FX7 goruntuleme
(Vilberlourmat) cihazinda goruntiilendi. Elde edilen

- Doku- Yara i Kornea Kist Dren Bl
Materyal Balgam kateter . . o Idrar P ponksiyon
biyopsi Suriintiisi suriintiisi SIVIST SIVIST
ucu SIVIS]
Say (83) 36 17 11 11 4 1 1 1 1
(%) (43,4) (20,4) (13,3) (13,3) (4,8) (1,2) (1,2) (1,2) (1,2)
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Tablo 2. Kullanilan primer dizileri

Gen Primer Dizi (5'—3’) Kaynak
ERIC-1R ATG TAA GCT CCT GGG GAT TCAC (8)
ERIC-2 AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G (8)
lasl-1 ATG ATC GTA CAAATT GGT CGG C )
lasl-2 GTC ATG AAA CCG CCAGTC G 9)
lasR-1 ATG GCC TTG GTT GAC GGT T )
lasR-2 GCA AGA TCA GAG AGT AAT AAG ACC CA )
rhli-1 CTT GGT CAT GAT CGAATT GCT C )
rhll-2 ACG GCT GAC GAC CTCACAC )
rh(R-1 CTT GGT CAT GAT CGAATT GCT C )
rh(R-2 GCT TCA GAT GAG GCC CAG C 9)

bant paternleri baz alinarak %80 benzerlik katsayisina
gore MEGA 4 programi araciligiyla dendrogram cizildi.
Aym klonlarda yer alan bakteriler genotipik olarak
ayni ozelligi gosterecegi icin her bir klondan temsilci
secilerek calismalara devam edildi.

Viriilans  faktorlerinin olarak
saptanmasi:

fenotipik

DNaz tespiti:

DNaz test agar plaklarina cizgi ekim yapilarak
35°C’de 18-24 saat
sonunda plak yiizeyi 1 N HCl ile yikandi. izolatlarin

inkiibasyona birakildi. Sure
uredikleri alanin etrafinda temiz zon olusumu DNaz
varligi olarak degerlendirildi (10).

Elastaz tespiti:

izolatlanin Luria Bertani (LB) sivi besiyerinde
37°C’de 16 saat inkiibasyonunu takiben 4°C’de
15.000 rpm hizda 10 dk. santrifiij uygulandi. Elastin
Congo red (ECR) tamponu hazirlandi (20 ml Trisbuffer
(100 mMTris + 1 mM CaCl2 = pH:7,5) + 0,44 gECR).

Turk Hij Den Biyol Derg

100 pl bakteri suipernatanti ile 900 ul ECR tamponu
ependorfa alimip kanstinldi. 37°C’de 3 saat 250
rpm hizda su banyosunda inkibasyona birakildiktan
sonra ¢ozilmeyen ECR 4°C’de 11.600 rpm hizda 14
dk. santrifuij uygulanarak uzaklastirildi. 96 kuyucuklu
mikroplaklara 3 tekrarli olacak sekilde aktarilan
absorbe edilmis supernatantlar 495 nanometre

(nm)’de olculdi (11).

Proteaz tespiti:

Proteaz testi icin hazirlanan besiyerlerine delikler
bakteri
stspansiyonundan 50 pl besiyerine ekilip, 35°C’de

acildi. 1 McFarland bulanikligina ayarli
18-24 saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda plakta
temiz bir zon gorulmesi pozitif sonuc¢ olarak kabul
edildi (10).

Lipaz tespiti:

Lipaz testi icin hazirlanan besiyerine cizgi ekim
yapildi. 35°C’de 18-24 saat inkubasyona birakildi.
Sire sonunda koloni etrafinda puslanma gorulmesi
pozitif sonuc olarak degerlendirildi (12).



Twicthing motilitesinin tespiti:

Bakteri kokenleri %1’lik LB agar plaklarina
delik acilarak inokile edildi. 35°C’de 18-24 saat
inkuibasyona birakild1 ve sure sonunda koloni caplan
olciildi. 10 mm ve lizeri degerler pozitif sonug olarak
kabul edildi (13).

Siderofor tespiti:

“Chrome Azurol S (CAS)” agar besiyerine cizgi
35°C’'de 18-24
birakildi. Siire sonunda mavi olan besiyerinde turuncu

ekim yapildi. saat inkubasyona
renkli Ureme gorilmesi pozitif sonuc olarak kabul

edildi (14).

Pigment tespiti:

Mueller Hinton Agar (MHA) besiyerine kokenler
ekilip 35°C’de 18-24 saat inkibasyona birakildi.
Sure sonunda plaklar gorsel olarak degerlendirilerek
pigment varligi saptandi (15).

Biyofilm iiretimini belirlenmesi:

Biyofilm  uretiminin  belirlenmesi
(16)

kristal viyole metodu kullanildi.

amaciyla
Stepanovic ve ark. tarafindan tanimlanan
Deney sonunda
absorbans

mikroplaka kuyucuklarindaki degerleri

mikroplaka okuyucu spektrofotometre (“Varioskan

Tablo 3. Kokenlerin Antimikrobiyal duyarlilik testi sonuclan

Flash, ThermoScientific”) ile 570 nm dalga boyunda
Olclilerek degerlendirildi. Absorbans degerlerine gore,
biyofilm uretimi biyofilm yok, zayif biyofilm, orta
diizey biyofilm ve giiclu biyofilm olarak simiflandirildi
(16,17).

Cogunlugu algilama (CA, “Quorum sensing”)
genlerinin tespiti:

Cogunlugu algilama genleri; lasl, lasR, rhll verh(R
PZRyontemikullanilarak Tablo2’debelirtilen primerler
araciligiyla saptandi. Elde edilen son iriinler %1,5
agaroz iceren jel icerisindeki kuyucuklara yiklenerek
elektriksel alana tabi tutuldu. Jel UV 151k altinda
Fusion FX7 goriintlileme cihazinda gorintilendi.

BULGULAR

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, Bakteriyoloji Laboratuvari’nda farkli
kliniklerden etken olarak izole edilen 83 P. aeruginosa
izolatinin antimikrobiyal duyarlilik sonuclarina gore,
amikasin, sefepim, siprofloksasin ve imipenem direnc
oranlan sirasiyla %14,5, %22,9, %26,5 ve %43,4 olarak
belirlendi (Tablo 3).

Duyarlilik AK CN MEM TAZ FEP CAZ CIP IMP

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

Duyarli (S) 83, 1 80,7 63,9 72,3 63,8 74,7 72,3 53

Orta Derece Duyarli (1) 2,4 3,6 7,2 3,6 13,3 8,4 1,2 3,6
Direncli (R) 14,5 15,7 28,9 24,1 22,9 16,9 26,5 43,4

AK: Amikasin, CN: Gentamisin, MEM: Meropenem, TAZ: Piperasilin-Tazobaktam, FEP: Sefepim, CAZ: Seftazidim, CIP:

Siprofloksasin, IMP: imipenem
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Seksen  Uc¢ izolatin  ERIC-PZR
incelendiginde, genotipik olarak iliskisiz 19 klonda yer
aldiklar belirlendi. Her bir klondan 24, 35, 50, 67, 70,
72, 74,79, 83, 85, 100, 111, 127, 135, 144, 160, 164,

171, 177 numarali izolatlar 19 epidemiyolojik gruba

sonuclarn

ait temsilciler olarak secildi. Bu izolatlarin virilans

ozellikleri incelendiginde, elastaz ve siderofor
uretimi tUim kokenlerde saptand. Bakterilerin
“twitching” (%78,9), lipaz (%73,7) ve proteaz (%26,3)

urettikleri belirlenirken, DNaz uretimi yapan hicbir

Tablo 4. Temsilci olarak secilen izolatlarin viriilans ozellikleri

kokene rastlanmadi. Virulans ozellikleri Tablo 4’de
ozetlenmistir.

Kristal viyole yontemine gore belirlenen biyofilm
uretme kapasitesi sonuclarina gore dokuz izolatin
giicli biyofilm Giretimi yaptig1 tespit edildi. Calismaya
alinan bakterilerde biyofilm ile iliskili olabilecegi
lasR,
18, 13 izolatta saptanirken, rh{/’nin tim kokenlerde

dusunulen CA genleri lasl, rhiR siraswyla 17,

pozitif oldugu belirlendi.

KN | LP | ™ | PM | BF | EL | PR | DNaz | SD | las/ | lasR | rhll | rh(R
24 (+) (+) PV z () () () (+) (+) (+) (+) ()
35 () () PV G () () () (+) (+) () (+) (+)
50 () () PV G (+) () () (+) (+) (+) (+) ()
67 () (+) PV G (+) () () (%) (+) (+) (+) (+)
70 () () PV G (+) () () () (+) (+) (+) (+)
72 (+) (+) PV G (+) (+) () (+) (+) (+) (+) (+)
74 (+) (+) PV G (+) () () (+) (+) (+) (+) (+)
79 (*+) (+) PS z (*+) () () (+) () (+) (+) (+)
83 () (+) PS G (+) () () () (+) (+) (+) (+)
85 (+) (+) PV Y (+) () () (+) (+) (+) (+) ()
100 (*+) (+) PV 0 (*+) (+) () (+) (+) (+) (+) (+)
11 (+) (+) Y 0 (+) () () (+) (+) (+) (+) )
127 () (+) PV 0 (+) () () (%) (+) (+) (+) ()
135 () (+) PS 0 (+) () () (+) (+) (+) (+) (+)
144 (+) () PS 0 (+) () () (+) (+) (+) (+) (+)
160 (*+) (+) Y 0 *+) (+) () (+) () (+) (+) (+)
164 (+) (+) PV G (+) (+) () (+) (+) (+) (+) (+)
171 () (+) PM z (+) () () () (+) (+) (+) ()
177 (+) (+) Yok G (+) (+) () (+) (+) (+) (+) (+)

KN: koken no, LP: lipaz, TW: twitching, PM: pigment, BF: biyofilm, EL: elastaz, PR: proteaz, SD: siderofor, PV: piyoverdin,
PS: piyosiyanin, PM: piyomelanin, Y: yok, Z: zayif, O: orta diizey, G: giicli

Turk Hij Den Biyol Derg



TARTISMA

P. aeruginosa gerek yapisal ozellikleri gerekse
hastane ortamindaki yogun antibiyotik stresinin
etkisiyle hizlica direnc gelistiren bir bakteridir.
Yurt icinde ve disinda antimikrobiyal duyarliliklarn
incelendiginde direnc oranlarinin yillara ve hatta
bolgelere gore degisik dagilimlar gosterdigi dikkati
cekmektedir (18). Bu durum farkli genetik atadan
gelen klonlarin dolasimda olabilecegini diisiindiirmis
ve miimkiin oldugunca her hastanenin kendi direng
paternini kullanim

belirleyerek, antimikrobiyal

politikalarint buna gore giincellemesi gerektigini

ortaya koymustur. Bu calisma kapsamindaki

izolatlarin epidemiyolojik tiplendirme sonuclan
yorumlandiginda 83 izolatin 19 ayr1 klonda yer aldig
dikkat cekmektedir. Tespit edilen 19 klon icerisinde
en yiiksek sayida izolat iceren grupta 25 izolat
(toplam izolatlarin % 30,1’i) bulunmakla birlikte diger
klonlarin temsil oranlart %12 ve altinda kalmaktadir.
Bu durum hastanede etken olarak dolasimda olan
P. aeruginosa bakterilerinin pek cok farkli genetik
atadan geldigi fikrini destekler niteliktedir.

Direnc durumu oOzelinde gbze alindiginda
karbapenem direncinin one c¢iktig1 gorilmektedir.
Calismamizda imipenem (%43) en yiksek direnc
oranlarinin olarak

goriildigli  antimikrobiyal

belirlenmistir.  Bir  baska  karbapenem  olan
meropeneme olan direnc ise imipeneme oranla gorece
daha disuk seviyelerde seyretmektedir. Calismamiz
dahilinde elde edilen bu veri bir baska dikkat ¢ekici
noktadir. Benzer gruplara ortak mekanizmalar ile
direnc goziikecegi bilinmekle beraber calismaya
alinan izolatlarda goziiken bu farkliligin oprD (outer
membran protein) porin aracili diren¢c mekanizmasinin
varligi nedeniyle olusabilecegi seklinde aciklanmistir.
Porin kaybina bagli olarak olusan direnc de ozellikle
imipenem molekilinin sahip oldugu
yap1 nedeniyle daha vyiiksek oranda etkilendigi
bilinmektedir (19).

yapilan farkli calismalarda da yuksek karbapenem

kimyasal

Yurt icinde ve vyurt disinda

direnci saptanmistir (18,20). Karbapenemler ozellikle

Gram-negatif basillerin tedavisinde beta-laktamlar
etkileyen direnc mekanizmalarinin bir kismindan
etkilenmemeleri nedeniyle son savunma hatti olarak
adlandinlirlar.  Karbapenem direncli izolatlarin
daha yiiksek mortalite oranlariyla iliskilendirildigi
duslinuldiigiinde calismamizdan elde edilen verinin
oldukca dikkat cekici oldugunu diisiinmekteyiz (21).
Sadece llkemizde degil diinya capinda kaygi veren
bu duruma kars1 aktif siirveyans, enfeksiyon kontrol
gibi
maddeler en etkin onleyici uygulamalar olarak one
cikmaktadir (22,23).

Hastanemizde dolasimda olan P.

uygulamalart ve akilc1 antibiyotik kullanim

aeruginosa

bakterilerinde  aminoglikozid tiurevlerine olan
direncin diger gruplara oranla daha diisiik oldugu
saptanmistir. Son vyillarda yapilmis pek cok farkl
calismada aminoglikozid direnci gorece dusik olarak
(24,25). Antibiyotik

egiliminin bu noktada etkin olan ana faktor olarak

seyretmektedir receteleme
ortaya cikmasi muhtemeldir (26). Giderek gelisen
farmasotik sektoriin ortaya koydugu yeni molekiillerin
tercihinin oldukca vyiksek toksisite ve yan etki
problemlerine sahip olan bu grubun recetelenme
egiliminin azalmis olmasinin bu molekiiller 6zelinde
antibiyotik stresini azalttig1 disuniilebilir. Yine de
toksisite ve yan etkilerine ragmen o&zellikle beta-
laktam gruplarnyla kombine kullanilabilme avantajina
ve Dbelli

sahip olmalan diuzeyde direnc azalisi

tedavide bir secenek olarak unutulmamasi gerektigini

hatirlatmaktadir.
Nozokomiyal  Pseudomonas enfeksiyonlarinin
biyuk bir kismi medikal cihazlarin kullanimiyla

iliskilendirilmistir. Bu cihazlarin ylizeyine sikica
tutunmasini saglayan biyofilm yapisi, enfeksiyonlarin
daha sik gorulmelerine ve daha inat¢i hal almasina
neden olmaktadir. Ayrica cesitli yuzeylerde
kolonizasyonu kolaylastiran bu sistemin konak immiin
yanit hiicrelerinden kacgista, antibiyotik maruziyetini
engelleme gibi noktalarda etkili oldugu bilinmektedir
(27). On dokuz temsilci izolatin biyofilm uretme
kapasitelerine bakildiginda 9’unun giiclii ve 6’sinin

orta diizey olmak uzere 15 izolatin (toplamda %78,9)
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biyofilmiirettikleridusiiniildiigiinde biyofilm olusturma
kapasitelerinin yiksek olmas1 beklenen bir sonuctur
(15). Biyofilm olusumu icin hiicrelerin bir grup halinde
hareket edebilmesi onemli bir basamaktir. Bakteriler
bu durumu yonetebilmek amaciyla CA adi verilen bir
sistemi kullanirlar. Bu sistemde kiicuk difuize olabilen
acil homoserin lakton (AHL) molekullerinin hicre
ici konsantrasyonlarinin degismesi, transkripsiyonal
regiilasyonu saglayarak bakterilerin birbirlerinin
durumundan haberdar olmasim1 ve grup halinde
(28).
aeruginosa’da las ve rhl sistemi olmak lizere iki temel

davranmalarin1  saglamaktadir Pseudomonas
CA sistemi bulunmaktadir (29). Lasl geni biyofilmin
olustugu ilk basamakta gorev alan ve adeta sistemi
baslatan orkestra sefi gorevindedir. Lasl ile etkilesen
AHL diger genlerin regiilasyonunu saglayarak CA
sistemini baslatir. Bu calismada 19 izolatta, bu geni
bulundurmayan iki kokenden biri zayif biyofilm
uretirken digerinin biyofilm tretmedigi saptanmistir.
Dolayisiyla bu geni bulundurmayan izolatlarin CA
davramsinda vyetersizlik goriilebilecegi ve buna
bagli olarak biyofilm uretiminin disiik seviyelerde
olmasi beklenen bir sonuc haline gelmektedir. Baz
calismalarda lasl’nin cevre kosullarindan etkilendigi
ve bu durumun genin varlig1 s6z konusu olsa dahi
uUretilecek AHL miktarinda degisiklik meydana
getirerek biyofilm Giretiminde azalma gozlenebilecegi
ortaya konulmustur (28).

Pseudomonas tirleri farkli pigment molekilleri

olusturabilmektedir. Virtilans ve yasamsal
fonksiyonlarda cesitli gorevleri oldugu bilinen
bu molekillerin Uretimi CA sistemi Uzerinden

yonetilebilmektedir. Ornegin rhIR’ nin piyosiyanin
pigmentinin ana indiikleyicisi oldugu belirlenmistir
(30).
acisindan degerlendirme yapildiginda rhlR genini

Bizim calismamizda pigment Uretimleri

icermeyen izolatlarda piyosiyanin  pigmentinin
bulunmadig1 goze carpmaktadir. Bu veri rhiR’ nin
piyosiyanin ile iliskilendirildigi pek cok calismay
destekler niteliktedir. Aym zamanda bir siderofor
olan piyoverdin bizim calismamizda en yiksek

oranda (% 57,9) tespit edilen pigment olarak goze
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carpmaktadir.
belli
oldugu duslinilmektedir. Bu molekilin varliginin

Cogunlugu
mutasyonlarin piyoverdin Uretimine neden

algilama genlerindeki

fotosensitizerlere  olan  dayanmkliigi  artirdig
diistiniildiigi icin, son donemlerde alternatif tedavi
olarak one c¢ikmaya baslayan fotodinamik tedavi
acisindan degerlendirilmesinin onemli veriler ortaya
koyabilecegini diislinmekteyiz (31).

Pseudomonas aeruginosa patojenitesi hiicre
disina salinan pek cok farkli enzim araciligiyla
diizenlenmektedir. Elastaz, proteaz, lipaz ve DNaz
gibi molekiillerin bu noktada etkin olan faktorlerden
olduklan bilinmektedir (32). Ozellikle akcigerdeki
elastin dokusuna zarar veren, lipit yapilari cozen
veya fibrini eriten enzimler enfeksiyonun yayilimin
ve ciddiyetini etkilemektedirler. Georgescu ve ark.
(33), calismalarinda, lipaz uUretiminin oraninm %83,
DNaz uiretimini ise calismada prevalansi en dusuk olan
faktor olarak %16 oraninda belirlemistir. Genellikle
yara bolgesinden yapilan izolasyonlarda artmis
DNaz miktarlan calismalarla gosterilmis olsa da (34)
bizim izolatlanimizda DNaz uretimi saptanmamistir.
Elastaz, proteaz, siderofor gibi virlilans faktorlerinin
genel olarak yiiksek oranlarda Uretildigini gosteren
calismalarin bulunmast bizim ¢alismamiza ait verileri
desteklemektedir (35). Bu noktada farkliliklarin,
izolatlarin sayida izole

fazla klinik  ornekten

edilmesinden kaynaklandig dusunulmektedir.
Bakterinin enfeksiyon olusturdugu bolgeye gore farkli
sistemlere ihtiyac duydugu bilinmektedir (34).

Pseudomonas aeruginosa gerek farkli direng
mekanizmalaniyla, gerekse pek cok viriilans faktorinin
yardimiyla tedavisi zor inatci enfeksiyonlara neden
olmaktadir.

Sahip oldugu antimikrobiyal direng

gerek  aktarilabilen  mekanizmalarla, gerekse
tercih edilen antimikrobiyallerin olusturdugu stres
nedeniyle degisiklikler gosterebilmektedir. Bu direnc
paternlerinin ve durumlarinin her bolgede, hatta
miimkiinse her saglik kurulusu tarafindan siki takibi
yapilarak antimikrobiyal kullanim politikalarinin buna
gore sekillendirilmesi gerekliligi 6ne ¢ikmaktadir.
Enfeksiyonun degistirme

seyrini ve ciddiyetini



potansiyeli olan viriilans faktorlerinin sikligimin  biitiiniinii hedef alabilecek olas1 farkli ilag molekiil
ve bu mekanizmalarin daha detayli calismalarla adaylarinin ortaya konulmasinin faydali olacagim

incelenmesinin, gen mutasyonlarinin bu noktalardaki
etkilerinin saptanmasinin  ve bu mekanizmalar
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