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Abstract

Purpose: Pseudomonas aeruginosa is an aerobic, non-
spore forming, straight or slightly curved, gram-negative
bacilli and it can grow at 42 °C. Virulence factors of P.
aeruginosa are various and its morbidity, mortality and
antibiotic resistance rates are increasing constantly. The
aim of this study was to examine the virulence factors of
P. aeruginosa isolates that isolated from various sites of
the body.

Material and Method: Isolates of patients that were
identified as P. aeruginosa were included into the study
(n:258). Identification was done in Hacettepe University
Hospital Microbiology ILaboratory. DNase, protease,
elastase, pyocyanin, mucoid phenotype, haemolysis and
motility tests were performed as phenotypic tests.

Results: Positivity rates of the virulance factors are; 190
(73.6%) elastase, 170 (65.9%) protease, 222 (86%) motility,
56 (21.7%) pyocyanin, 205 (79.5%) hemolysis, 67 'si (26%)
DNase and 53 (20.5%) mucoid phenotyp, respectively.
Conclusion: Since the diversity of virulence factor
produced by P. aeruginosa and antibiotic resistance rate
increase, it causes difficult to treat infections. The data will
provide an insight into new approaches to treatment.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, virulence factors,
bacteraemia.

GIRIS

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa); aerob,
sporsuz ve oksidaz pozitif Gram negatif bir basildir.
Saglikli bireylerin normal florasinda bulunan P.
acruginosa en sik gastrointestinal sistem, bogaz,
burun mukozasi ile koltuk alti, perine gibi nemli deri

Oz

Amag: Pseudomonas aeruginosa aerob, sporsuz, diiz veya
hafif kivrimli, 42 C° de treyebilen Gram negatif basillerdir.
P. aeruginosa; urettigi virtilans faktorlerinin gesitliligi ve
strekli yitkselen antibiyotik direng oranlartyla sik rastlanan,
mortalite  ve  morbiditesi  yuksek, tedavisi  gii¢
enfeksiyonlara neden olmaktadir. Bu ¢alismadaki amacimiz
cesitli  klinik Orneklerden izole edilen P. aeruginosa
suslarinin virulans faktorlerini incelemektir.

Gereg ve Yontem: Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuvar’nda hastalara ait
orneklerden izole edilen ve P.aeruginosa olarak tanimlanan
258 sus calismaya dahil edildi. Fenotipik testler olarak
DNaz, proteaz, elastaz, piyosiyanin, mukoid fenotip,
hemoliz ve hatreket testi calisildi.

Bulgular: Calismaya dahil edilen suslarin 190t (%73.6)
clastaz, 1701 (%065.9) proteaz, 222’si (%86) hareket, 56’s1
(%21.7) piyosiyanin, 205’1 (%79.5) hemoliz, 67’si (%26)
DNaz, 53’4 (%20.5) mukus varligi acisindan pozitif
saptanmistir.

Sonug: P. aecruginosa drettigi virulans faktSrlerinin
cesitliligi ve artan antibiyotik diren¢ oranlariyla tedavisi giic
enfeksiyonlara neden olmaktadir. Elde edilen vetilerin yeni
bir tedavi stratejisine yardimet olabilecegi dugtinilmektedir.
Anahtar kelimeler: Psecudomonas aeruginosa, Virulans
faktorleri, bakteriyemi.

yuzeylerinde kolonize olur. P. aeruginosa saglikls
kisilerde hastalik olusturmazken, konak
savunmasinin bozuldugu durumlarda ¢esitli virulans
faktorlerinin  etkisiyle ciddi enfeksiyonlara neden
olabilir. Cok cesitli virulans faktorlerinin de katkist
ile septisemi, uriner enfeksiyon, akut ve kronik
akciger enfeksiyonlar, endokardit, dermatit ve
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osteokondrit gibi enfeksiyon hastaliklarina yol agar!.
P. aeruginosa 6zellikle immun sistemi baskilanmis
hastalarda hastane kaynakli enfeksiyonlara neden
olan major patojendir ve genelinde
nozokomiyal  enfeksiyonlarin 10-15’inden
sorumludur?.

P. aeruginosa enfeksiyonlarinin  patogenezinde
konaga ve bakteriye ait faktSrler rol oynar.
Bakterinin virulans faktorleri hiicre ile iligkili ve
hiicre disina salinan faktdrler olarak incelenebilir.
Virulans faktérlerinin salinimi; dremenin oldugu,
hiicre yogunlugunun arttigr logaritmik fazda artar.
Virulans faktorlerinin - salinim  ve  diizenlenmesi
karmasik bir diizenleyici sistem ile kontrol edilir ve
koordinasyonun  saglanmasinda  hiicreler  arast
iletisim sisteminin 6nemli roli vardir. Virulans
faktor tretimi bakteride genetik dizeyde regile
edilir. DNA diizeyindeki regtilasyonun buytk kismi1
6zgul virulans faktorleri kodlayan gendeki yeniden
dizenlemeleri, promoter veya diger regilator
elemanlart iceren genlerdeki degisimleri veya yeniden
duzenlemeleti icerit?.

diinya
%

P. aeruginosa cesitli genler araciligi ile hiicre dist
proteinler ile iliskili virtlans faktorleri salgilar.

Adezinler, pyosiyanin, elastaz, proteazlar,
hemolizinler, ekzotoksin ve ekzoenzim S P.
acruginosa  suslarinda  tanumlanmug  virtlans

faktorleridir. Bu calismadaki amacimiz, ¢gesitli viicut
bélgelerinde enfeksiyon hastaligina yol acan P.

aeruginosa suslarinin  virulans faktorlerini
incelemektir.
GEREC VE YONTEM

P. aeruginosa Suslar1

Calismamiza cesitli klinik 6rneklerden izole edilen P.
aeruginosa suslar1 (n:258) dahil edilmistir. Calismaya
herhangi bir viicut bolgesinden alinan 6rnekten izole
edilen P. aeruginosa suslart dahil edilmis olup hicbir
hastalik grubu veya o6rnek g¢esidi diglanmamistir.
Bakterilerin tanimlama islemleri “Phoenix” (Becton
Dickinson, A.B.D) otomatize sistemi ile
gerceklestirilmistit.

Fenotipik testler

Her hastadan sadece tek klinik 6rnek ¢alismaya dahil
edilmisitir. Pozitif kontrol olarak Pseudomonas
acruginosa PAO1 (ATCC 15692) susu kullanilmustir.
Elastaz ve proteaz testlerinde pozitif kontrolin
yanistra negatif kontrol olarak Pseudomonas
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acruginosa PAO-JP2 ve PAO-JP3 suglart da
kullamlmistr.
Elastiyolitik ~aktivitenin arastirilmasinda “Elastin

Congo red” (ECR) él¢tim yontemi uygulandi4. Tim
klinik suslar, P.aeruginosa PAO1, PAO-JP2 ve
PAO-JP3 suslart luria bertani broth (LBB) icinde
37° Cde bir gece inkiibe edildi. Yart nicel olarak
elastaz Uretiminin saptanmasi amactyla, klinik P.
aeruginosa suglart (n: 100) ve P. aeruginosa PAO-1,
PAO-JP2 ve PAO-JP3 suslart i¢in hazirlanan bakteri
stispansiyonlart sogutmalt santrifiijde ¢evrilerek, elde
edilen stipernatanlardan 0,5 ml, 1 ml 30 mM Tris ve
10 mg elastin kongo kirmuzist (pH: 7,2) igeren
tiplere eklendi. Tum suslar 37°C’de 24 saat boyunca
calkalayict tizerinde inkiibe edildi. Daha sonra tiipler
3000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi ve her bir sus
icin ikiser kuyucuga 200 ml siipernatan koyularak
absorbans degerleri 495 nm’de optik okuyucu ile
Olgildi. Her sus icin iki kuyucugun absorbans
degerlerinin ortalamast alindi . Esik degerin (cut-off)
belirlenebilmesi amaciyla elastaz tiretimi negatif olan
P. aeruginosa PAO-JP2 ve PAO-JP3 suglart ile
yaptlan caligmalarin  ortalamalarina  iki  standart
sapma cklenerek, %95 duyarlilikla esik deger 0,474
olarak belitlendi, 495 nm’de absorbans degeri
>0.474 saptanan suslar elastaz Uretimi acisindan
poritif olarak degetlendirildi.

Alkali proteaz aktivitesinin degerlendirilmesi icin
BHI icinde %3 “skim milk”, %1.5 agar olacak
sckilde hazirlanan  “skim-milk” agar (SMA)
kullanddi. Klinik 6rneklerden izole edilen bakteri
supernataninin 20 pl’si SMA’da steril pastor pipeti
aracihigt ile hazitlanmis olan kuyucuklar icine kondu.
Besiyeri 25°C’de 18-24 saat inkibe edildi. Bakteri
konan kuyucuklarin etrafinda seffaflasma zonu
proteaz  aktivitesi  pozitif

gorilmesi olarak

yorumlands®.

Bakterilerin %5 koyun kanli agara ekimleri yapildi ve
37 °C de 24 saat inkibasyondan sonra hemoliz
olusumu belirlendi. Hareket (Twitching) testi icin
suslar, hareket besiyerinin dibine kadar igne 6ze ile
batirilarak ekildi. Kiltirler 37 °C’ de 24-48 saat
inkiibe edildi. Ekim yapilan alandan ¢evreye dogru
tremeler ve sisli zon gérilmesi pozitif sonug olarak
degerlendirildi. P. aeruginosa ATCC 27853 susu
poritif kontrol olarak kullanildi.

Kanlt agarda tremis olan bakteriden steril bir 6ze
yardimuyla alinan koloniler DNaz agar test besiyeri
tzerine ¢izgi seklinde inokile edildi. Plaklar 18 ila 24
saat boyunca acrobik olarak 37 °C’de inkiibe
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edildi.Bakteri kolonileri etrafinda herhangi bir
berraklasma saptanmamast DNaz negatif olarak
kabul edildi. Bakterilerin ekim c¢izgisinin etrafinda
actk zonlar olugmast ise DNaz pozitif kabul edildi.
Mukoid koloni olusturan suslarin  saptanmast
amactyla tim klinik 6rneklerin Mueller Hinton agara
ekimleri yapildt ve 24 saat 37 °C de inkiibe edildi.
Piyosiyanin pigmentinin tespitl amactyla,
Pseudomonas agar P (King A) besiyeri ylzeyine,
Pseudomonas suslarindan ekim yapildi. 18-24 saat
inkiibasyondan sonra UV 1stk altinda incelendi.
Mavimsi yesil ya da mavi renkte olusumlar
piyosiyanin pigment olarak degerlendirildi.

Calismanin  gerceklesebilmesi  i¢in ~ Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi, Cerrahi ve Ilag
Aragtirmalart Etik Kurulu’nun onayt (20.02.2013
tarihli ve 17388665/285 sayili) alinmistir.

Pseudomonas aeruginosa suslart virulans faktorleri

Istatistiksel analiz

Istatistiksel ~degerlendirme yapilirken —tanimlayict
istatistikler ylizde ve siklik olarak verildi. Tum
analizler, IBM SPSS (Statistical Package for Social
Science) Statistics 21.0 programindan yararlanilarak
yapimistir.

BULGULAR

Bu ¢alismada izole edilen 258 P. aeruginosa susunun
93’4 balgam, 69’u kan, 32’si derin trakeal aspirat
(DTA), 22’si idrar, 17’si piy, 15’1 yanik yarast, 571
bronkoalveolar lavaj (BAL), 44 dren ve 11
konjonktiva 6rneginden izole edilmistir (Tablo 1).
Hastalarin ortalama yast 38.17 (£27.2) olup, en
genci bir, en yaslist 92 yasindadir.

Tablo 1. P. aeruginosa izolatlarinin izole edildikleri klinik 6rneklere gore dagilimi (n:258)

Klinik Ornek Say1 Yiizde (%)
Balgam 93 36
Kan 69 26.7
Derin Trakeal Aspirat 32 12.4
Idrar 22 8.5
Puy 17 6.5
Yanik yarast 15 5.8
Bronkoalveolar lavaj stvist 5 1.9
Dren 4 1.5
Konjonktiva 1 0.4

Tablo 2. P. aeruginosa suslarinin izole edildikleri bélgelere gore sahip olduklar: virulans faktorlerinin dagilimi

Virulans Balgam Kan DT Idrar Puy Yanik BAL Dren Konjonk | Toplam

Faktor A yarast tiva

Elastaz 73 (%78.5) | 43 (%62.3) 24 16 14 13 4 (% 80) 2 (%50) | 1 (%100) 190
(%75 (%72.7) (%82.4) (%686.6) (%73.6)
)

Proteaz 61 (%65.6) 37 (%53.6) 20 19 (% 17 9 (%60) 5 (%100) 1 (%25) 1 (%100) 170
(%62. | 86.4) (%100) (%65.9)
5

Hareket 83 (7089.2) 53 (%76.8) 30 20 15 14 5 (%100) 1 (%25) 1 (%100) 222 (%386)
(%93. | (%90.1) ©882) | (%493.3)
7)

Pyosiyanin 19 (%20.4) 21(%30.4) 9 3 3 1 (%6.6) 0 0 0 56
(%28. | (%13.6) (%617.6) (%21.7)
)]

Hemoliz 72 (%77.4) 53 (%76.8) 25 19 17 10 5 (%100) 3 (%75) 1 (%100) 205
(478, | (%86.4) (/100) (%66.6) (%79.5)
D

DNaz 20 (%21.5) | 19(%27.5) | 16 5 2 5 0 0 0 67 (%26)
(%50 | (%22.7) (%11.8) (%33.3)
)

Mukus 24 (%25.8) | 21(%30.4) | 1 2%9.1) | 2 1(%6.6) | 1(%20) 1(%25) |0 53
(%3.1 (©11.8) (%20.5)
)

Calismaya dahil edilen 258 P. aeruginosa susunun
190’1 (%73.6) elastaz, 170’1 (%065.9) proteaz, 222’si
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(%86) hareket, 56’st (%21.7) piyosiyanin, 205i
(%79.5) hemoliz, 67’si (%26) DNaz, 53’ (%620.5)
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mukus varligi agisindan pozitif saptanmistir (Tablo
2). Payden izole edilen suslarin tamaminda proteaz

ve hemoliz varligi saptanmistir. Tum klinik
orneklerde  mukus  varligr  disik  oranlarda
bulunurken, suglarin  cogunun hareketli oldugu

saptanmistir. En fazla balgam 6rneklerinde mukoid
yapt saptanmistir (%25.8). Piyosiyanin pigmenti ise
en stk kan kiulturlerinden izole edilen suglarda
saptanmistir (%30.4).

TARTISMA

P. aeruginosa son yillarda yikselen insidansi, Grettigi
virulans  faktorlerinin  gesitliligi  nedeniyle stk
rastlanan, mortalite ve morbiditesi yiiksek, tedavisi
gic enfeksiyonlarin etkenidir. Genellikle saglikli
kisilerde hastalik olusturmamasina ragmen bagistk
yanitin yetersiz oldugu durumlarda salgiladig1 cesitli
virulans faktorlerinin etkisi ile hayatt tehdit eden
enfeksiyonlara sebep olmaktadirlar. Ozellikle kistik
fibrozis, kanser, yanik, immunstipresif ve travmatik
yarast olan hastalarda mortalite ve morbiditesi
yuksek, ciddi enfeksiyonlar olusturmaktadir.

Akciger dokusuna yerlesme ve yayilimda, elastaz ve
proteaz turetiminin 6nemli bir virtlans faktora
oldugu bilinmektedir. Elastaz, elastin proteinini
harap eder. Elastin insan akciger dokusunun majoér

elamanidir,  ekspansiyon ve  kontraksiyondan
sorumludur. Pseudomonas  enfeksiyonlarinda
elastaz  mikroorganizmanin  dogal bariyerlerinin

butinligini bozarak doku invazyonu yaparG.
Ayrica alkali proteazin da elastaz gibi silyalt solunum
yolu epiteli izerine yikict  OSzelligi  oldugu
gosterilmistir7. Alkali proteaz enzimi karaciger,
kornea ve deride nekroz olusturur. Proteazlar doku
harabiyeti  olusturduklart i¢in ayni  zamanda
bakterinin dokular arasinda yayihimini kolaylagtirir.
Bu nedenle bakterinin patogenezinde 6nemli rol
oynayan virulans faktotlerinin daha iyi anlagilmasinin
ozellikle strekli ventilatére baglt ve pnémoni riski
tastyan siregen hastalarda ve immin sistemin
baskilandigt durumlarda tedavinin diizenlenmesinde
yardimei olabilecegi diisinilmektedir.

Cesitli  calismalarla  virulans faktorleri ile P.
aeruginosa’nin izole edildigi viicut bolgeleri arasinda
ki iliski  incelenmis P.  aeruginosa
enfeksiyonlarinin patogenezi aydinlatilmaya
caliglmustir.  Ciragil  ve arkadaslariin  yapug
calismada cesitli viicut bolgelerinden izole edilen P.

ve

aeruginosa suslarinin elastaz, proteaz ve alginat
Ozellikleri calislmistir  Alkali proteaz varhgini alt
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izolatlarinda %61 olarak
saptamuslardir.  Bizim calisgmamizda ise balgam
orneklerindeki proteaz porzitifligi % 65.6 olarak
bulunmustur.  Elastaz  tretiminde ise  vicut
boélgelerine gore istatistiksel olarak bir fark
saptanamamustir8. Alt solunum yolu 6rneklerinde
%73, idrar Orneklerinde %76 ve kan Orneklerinde
%84 oraninda elastaz pozitif bulmuglardir. Bizim
calismamizda da izolatlarin ¢ogu elastaz pozitif
(%73.6) olarak saptanmistir. Calismamizda, alt
solunum yolu 6rneklerinden izole edilen suglardaki
elastaz tretimi %77.7, idrar 6rneklerinde %72.7 ve
kan 6rneklerinde ise % 62.3 olarak saptanmistir.

solunum  yolu

Piyosiyanin P. aeruginosa tarafindan olusturulan
mavi yesil renkli pigment olup memeli hiicrelerini ve
bakterileri  6ldurebilen  redoks-aktif  fenazin
bilesigidir. Pseudomonas tirleri arasinda sadece P.
aeruginosa piyosiyanin tretmektedir. P. aeruginosa
tarafindan Uretilen bircok virulans faktoriniin
yaninda piyosiyaninin tespitinde yasana zotluklar
nedeniyle piyosiyaninin ¢ogul hiicresel fonksiyonlar
ile ilskisi in vitro olarak yapian calismalarla
gosterilmesine ragmen klinik olarak
enfeksiyonlardaki rolii tam olarak anlasilamamistir”.
Piyosiyaninle ilgili yapilan c¢alismalarda solunum
yollarindaki epitelyal hiicrelerde siliyal fonksiyonlari
inhibe ettigi gosterilmistir10. Calismamizda balgam
orneklerinde  %20.4, derin  trakeal  aspirat
orneklerinde ise %28.1olarak bulunmus olup toplam
%21.7 oraninda saptanmistir. Yapilan bir ¢alismada
idrar 6rneklerinde  piyosiyanin  Uretiminin  yara
orneklerine gbre daha fazla oldugu bulunmustur!l.
Bizim ¢alismamizda da idrar 6rneklerinde saptanan
piyosiyanin dretimi (%13.5) yara o6rneklerinden
(%6.6) daha fazla bulunmustur.

Hareket sayesinde bakteri besin elde eder ve toksik
maddelerden kacar. Hareket 6zelligi sayesinde P.
aeruginosa konak hiicresine translokasyon yapar,
olusturdugu koloni icerisinde yer degistirir ve
biyofilm icinde hareket eder. P. aeruginosa suslar
genellikle hareketli olarak bilinmesine karsin 6zellikle

kronik P. aeruginosa enfeksiyonlarinda hareket
Ozelligi daha az saptanmaktadir'?. Calismamizda ise
258 susun  222’si  (%86)  hareketli olarak
bulunmustur. DNaz varligt o6zellikle siddetli P.
aeruginosa enfeksiyonlarinda daha stk
gorilmektedir. Fegan ve arkadaslari kistik fibrozis
hastalarinin ~ virulans  faktorlerini  arastirdiklar

calismalarinda; 206 P. aeruginosa susunu incelemis
ve DNaz varligini %63.3 olarak saptamiglardir’’.
Calismamizda ise en yiksek DNaz varhgt DTA
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(%50) ve yanik yarast (%33.3) 6rneklerinden
saptanmustir. Toplam DNaz varligt ise %26 olarak
saptanmistir. Aradaki fark arastirmacilarin  kistik
fibrosis gibi kronik hasta grubuyla calismast ile
aciklanabilir. Arastirmacilar hemoliz varligint %74.7
oraninda saptamuglardir. Bizim c¢alismamizda da
uyumlu sekilde %79.5 olarak saptanmistir. En
yitksek hemoliz oranlar1 piiy (%100) ve BAL (%100)
orneklerinde  saptanmugtir.  Mukoid ~ fenotipe
donisim basta alt solunum yolu enfeksiyonlarinda
olmak tzere bircok viicut bolgesinde gorulebilen
bakterinin en 6nemli adaptasyonlarindan biridir!?.
Calismamizda en yuksek mukoid fenotip kan

(%30.4) ve balgam  (%25.8)  Orneklerinde
saptanmigtir.
Calismamizda  konjoktivadan  izole edilen P.

aeruginosa susu elastaz, proteaz, hareket ve hemoliz
gibi virulans faktorlerine sahip oldugu saptanmistir.
Esterellas ve atk yaptigt calismada gbz 6rneklerinde
alkali proteaz varligr saptanmustir'4. Bagka Dbir
calismada da goézden alinan bir 6rnekten P.
acruginosa’nin virulans faktorleri caligtlmis  bizim

sonuglarimiza benzer sekilde DNaz aktivitesi
gosterilememistir!>.
Arastirmada incelenen P. aeruginosa suslarinin

bircogunun vicut bélgesi ayirtetmeksizin elastaz
proteaz  ve hemoliz  enzimlerini  urettikleri
saptanmustir. Bakteriyemiye neden olan suslarda ise
hareket 6zelligi daha az fakat mukoid yapi ise diger
bélgelere nazaran daha fazla saptanmustir. Bakterinin
mukoid  yapidaki  kapsilli  formunun  kan
orneklerinde daha fazla saptanmasi, kanda bulunan
viicudun savunma htcrelerinden korunmak icin bir
adaptasyon yontemi oldugu sOylenebilir. Tahrip
olmus dokulardaki nikleik asitleri parcalamaya
yarayan DNaz enziminin, yanik hastalarindan izole
edilen P. aeruginosa suslarinda ytksek bulunmast da
dikkat ¢ekicidir. Calismamizin kisithhigt olarak; P.
aeruginosa’nin virulans faktorleriyle iligkili genlerinin
genotipik diizeyde de incelenememesi gosterilebilir.

P. aeruginosa suglarinin viicudun bircok bélgesinde
enfeksiyon olusturdugu bilinmektedir. P. aeruginosa
Urettigi virulans faktorlerinin cesitliligi ve yerlestigi
viicut bolgesine adaptasyonu sebebiyle tedavisi giic
enfeksiyonlara neden olmaktadir. Bu nedenle
bakterinin  patogenezinde O6nemli rol oynayan
virulans faktorlerinin daha iyi anlasilmast buyiik
o6nem tastmaktadir. Elde edilen veriler; giinimuzde
bazt suslart ¢ogul antibiyotik direncli ve hatta pan-
rezistan olan P.aeruginosa suslatinin neden oldugu,
(6zellikle persistan ve kronik olmak izere)
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enfeksiyonlarin tedavisindeki yeni yaklasimlara gtk
tutacaktir.
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