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ÖZET 

Giriş ve Amaç: Pseudomonas aeruginosa, nonfermentatif Gram negatif basildir. P. 

aeruginosa patogenezinde, birçok virülans faktörü rol oynamaktadır. Bu çalışmada 

P.aeruginosa çoklu ilaç direnci ile birlikte artmış salgın yapma potansiyeli olan 

yüksek riskli klonları olarak adlandırılan ST111, ST175, ST235, ST253, ST395’in 

MALDI-TOF MS yöntemi ile erken tespiti ve P. aeruginosa virulans faktörlerinin 

üretiminde rol alan genlerin PZR ile araştırılması amaçlanmıştır. 

Gereç ve Yöntem: Ondokuz Mayıs Üniversitesi Hastanesi Tıbbi Mikrobiyoloji 

laboratuvarına 01.01.2021-07.06.2022 tarihleri arasında çeşitli kliniklerden 

gönderilen örneklerden izole edilen P. aeruginosa izolatları (n:100) kullanılmıştır. 

P. aeruginosa izolatlarında, toxA tespiti için uniplex; algD, plcN, lasB, plcH tespiti 

için multiplex PZR yapılmıştır.Yüksek riskli klonlara özgü piklerin araştırılması, 

MALDI-TOF MS yöntemiyle, Vitek- MS (Biomeriux, France) kullanılarak 

yapılmıştır. 

Bulgular: PZR işlemi sonuçlarında ToxA %89, LasB %99, PlcH %98, PlcN %100 

ve AlgD %100 oranında pozitif olarak saptanmıştır. MALDI-TOF MS ile yüksek 

riskli klonlarının varlığı değerlendirildiğinde en sık saptanan yüksek riskli klon 

ST111 (%49) olup bunu, ST253 (%7), ST175 (%6) takip etmektedir. ST235 ile 

ST395 klonları ise çalışmamızda saptanmamıştır. 

Tartışma ve Sonuç: Virulans faktörleri hem yüksek riskli klonlarda hem de diğer 

suşlarda yüksek oranlarda tespit edilmiş olup, yüksek riskli klonlar ile virulans 

faktörleri arasında anlamlı bir ilişki tespit edilmemiştir. Bu ilişkiyi değerlendirmek 

için daha ileri moleküler çalışmaların yapılmasına ihtiyaç olduğu düşünülmektedir. 

Yüksek riskli klonların erken tespiti ve uygun antimikrobiyal tedavi gibi stratejik 

tedavi seçeneklerinin geliştirilebilmesi yüksek riskli klonların dünya çapında 

yayılımını engellemeye yardımcı olacaktır.  

Anahtar Kelimeler: Virulans faktörleri, Yüksek riskli klon, MALDI-TOF MS.  
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ABSTRACT 

Objective: Pseudomonas aeruginosa is a nonfermentative Gram negative bacillus. 

Many virulence factors play a role in the pathogenesis of P. aeruginosa. In this study, 

early detection of ST111, ST175, ST235, ST253, ST395, which are high-risk clones 

with increased epidemic potential with P.aeruginosa by MALDI-TOF MS method and 

It was aimed to investigate the genes involved in the production of virulence factors 

by PCR.  

Materials and Methods: P. aeruginosa isolates (n:100) isolated from samples sent 

from various clinics to Ondokuz Mayıs University Hospital Medical Microbiology 

laboratory between 01.01.2021 and 07.06.2022 were used. Uniplex PCR for toxA; 

multiplex PCR was performed for the detection of algD, plcN, lasB, plcH. 

Investigation of peaks specific to high-risk clones was performed using MALDI-TOF 

MS method using Vitek-MS (Biomeriux, France).  

Results: In the PCR results, ToxA 89%, LasB 99%, PlcH 98%, PlcN 100% and AlgD 

100% were positive. When the presence of high-risk clones was evaluated with 

MALDI-TOF MS, the most frequently detected high-risk clone was ST111 (49%), 

followed by ST253 (7%) and ST175 (6%).  ST235 and ST395 clones were not detected 

in our study. 

Conclusion: Virulence factors were detected at high rates in both high-risk clones and 

other strains, and no significant relationship was found between high-risk clones and 

virulence factors. It is thought that further molecular studies are needed to evaluate 

this relationship. Early detection and appropriate antimicrobial therapy will help 

prevent the worldwide spread of high-risk clones. 

Keywords: Virulance factors, High-risk clones, MALDI-TOF MS. 
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1.GİRİŞ VE AMAÇ 

Pseudomonas aeruginosa aerob, sporsuz, hareketli, nonfermentatif Gram negatif 

basildir. Genellikle doğada ve nemli ortamlarda bulunan P. aeruginosa, hastanelerde 

dezenfektanlarda, yanık ünitelerinde, entübasyon tüpleri ve stentler gibi birçok 

implante medikal aletlerde kolonize olarak nozokomiyal enfeksiyonlara sebep 

olmaktadır (1). Özellikle bağışıklık sistemi baskılanmış, kistik fibrozis hastalarından 

izole edilen çoklu ilaca dirençli (ÇİD) ve yaygın ilaca dirençli (YİD) izolatları kronik 

enfeksiyonlara sebep olan fırsatçı bir patojendir (2). Son yıllarda artan insidansı, 

ürettiği virülans faktörlerinin çeşitliliği ve sürekli artan antibiyotik direnç oranlarıyla 

tedavisi zor, sık rastlanan, mortalite ve morbiditesi yüksek enfeksiyonlara neden 

olmaktadır(3,4). 

P. aeruginosa patogenezinde, çeşitli genler aracılığıyla salgılanan virülans faktörleri 

ve toksinler gibi hücre dışı proteinlerle ilişkili birçok faktör rol oynamaktadır. Alginat, 

pili, lipopolisakkarid, ekzotoksin A, fosfolipaz, elastaz, piyosiyaninler tanımlanmış 

virülans faktörlerinden bazılarıdır (5). Alginat biyofilm oluşumunu sağlayarak 

bakteriyi antibiyotiklerin ve immun yanıtın etkisinden korur (6,7). Ekzotoksin A lokal 

doku hasarı, protein sentezinin inhibisyonu, hücresel aktivite ve makrofaj yanıtının 

bozulmasında rol alır (5). Fosfolipaz C sitoplazmik membran ve akciğer sürfaktanı 

yıkımına neden olur.  Opsoninleri inaktive ederek bakteriyi fagositozdan korur (8). 

Elastaz immünglobulinler ve kompleman komponentlerinin parçalanmasına sebep 

olur, nötrofillerin aktivitesini bozar (9). Piyosiyaninler diğer bakterilerin 

baskılanmasına, solunum yolu silier aktivitesinin bozulmasına ve dokularda oksidatif 

hasara neden olurlar. Virülans faktörlerinin üretiminin ve patogenezdeki işlevlerinin 

tespiti, tedavi seçimi ve yeni antibakteriyel stratejilerin geliştirilmesinde önem arz 

etmektedir. 

P. aeruginosa dünya çapında hastanelerde salgınlardan sorumlu, çoklu ilaca dirençli 

yüksek riskli klonlara sahiptir. ST235, ST111 ve ST175 daha yaygın olanlarıdır. 

Yüksek riskli klonların özellikle de ST235’in aktarılabilir dirençle ilişkisi 

bulunmaktadır. ST235 izolatlarında şimdiye kadar 100’den fazla kazanılmış direnç ve 

60 kadar edinilmiş beta-laktamaz bildirilmiştir (10). Yüksek riskli klonların küresel 

yayılımının kontrolü ve çoklu antimikrobiyal dirence etkilerinin araştırılması yeni 
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terapötik seçenekler geliştirilmesi açısından önemlidir. Bu çalışmada P.aeruginosa 

çoklu ilaç direnci ile birlikte artmış salgın yapma potansiyeli olan yüksek riskli klonları 

olarak adlandırılan ST111, ST175, ST235, ST253, ST395’in hızlı, pratik bir yöntem 

olan matriks ile desteklenmiş lazer desorpsiyon/iyonizasyon uçuş zamanı kütle 

spektrometresi (MALDI-TOF MS) yöntemi ile erken tespiti ve P. aeruginosa toksin 

A, alginat, fosfolipaz, elastaz virulans faktörlerinin üretiminde rol alan gen 

bölgelerinin (toxA, algD, plcN, lasB, plcH) polimeraz zincir reaksiyonu ile 

araştırılması amaçlanmıştır.  

 Yüksek riskli klonların varlığı ile virulans genleri arasındaki ilişki 

değerlendirilecektir. Elde edilecek verilerin enfeksiyon kontrol önlemlerinin hızlı bir 

şekilde uygulanabilmesine, tanıda ve antimikrobiyal tedavide yeni stratejiler 

geliştirilmesine ve epidemiyolojik verilere katkı sağlayacağını düşünmekteyiz. 
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2. GENEL BİLGİLER   

2.1. Pseudomonas aeruginosa 

P. aeruginosa, Pseudomonaceae ailesi içinde yer almakta olup Pseudomonas cinsi 

içinde sınıflandırılan nonfermentatif Gram negatif basildir. İlk kez 1882 yılında 

Gessard’ın enfeksiyon bölgelerinde mavi- yeşil püy etkeni olarak izole ettiği bu 

mikroorganizmaları, 1894’te Migula tanımlamıştır (11). Pseudomonas türleri rRNA 

gruplarındaki farklılıklara bağlı olarak taksonomik olarak beş gruba ayrılırlar (5). P. 

aeruginosa grup 1’de yer almaktadır.  

Tablo 1. Pseudomonadların sınıflandırılması. 

 rRNA  grubu Alt Grup, Cins ve Tür 

I Floresan grup              Pseudomonas aeruginosa 

                                    Pseudomonas fluorescens 

                                    Pseudomonas putida 

Stutzeri grubu            Pseudomonas stutzeri 

                                   Pseudomonas mendocina 

Alkaligenes grubu     Pseudomonas alcaligenes 

                                   Pseudomonas pseudoalcaligenes 

II Pseudomallei grubu    Burkholderia mallei 

                                    B. pseudomallei 

                                    B. cepacia kompleks 

                                    B. gladioli 

III Zayıf oksidan grup    Acidovorax delafieldii 

                                  Acidovorax facilis 

                                  Comamonas terrigena 

                                  Comamonas aquatica 

IV Diminuta grubu       Brevundimonas diminuta 

                                 Brevundimonas vesicularis 

V                                  Stenotrophomonas maltophilia 

2.1.1. P. aeruginosa mikrobiyolojik özellikleri 

P. aeruginosa  bir uçta tek flagellası ile hareketli, düz veya hafif kıvrımlı Gram negatif 

basildir. Klinik örneklerden en sık izole edilen türdür. Karbonhidratları son elektron 

alıcısının oksijen olduğu aerobik solunum ile kullanırlar (1). Koyun kanlı agarda 

ürediğinde karakteristik bir görünüm oluşturur. Çevreye yayılan geniş gri koloniler 

şeklinde görünür ve beta hemoliz yapar. Koloniler sıklıkla timsah derisi görünümdedir 

ve metalik parlaklık verir. Piyosiyanin (mavi), piyoverdin (yeşil- sarı), piyorubin 

(kırmızı), piyomelanin (kahverengi- siyah) pigmentlerini oluşturur. Klinik izolatların 

yarıdan fazlası piyosiyanin pigmentini oluşturur (12). Kültürde P. aeruginosa’ nın 

hızlı tanımlanması tipik koloni morfolojisi,  pigment üretimi, meyvemsi kokusu ve 
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oksidaz pozitifliği ile yapılabilir. Piyosiyanin üretimi ve 42°C’de üreyebilme yeteneği 

ile floresan grubunun diğer üyelerinden ayrılır (5).  

2.1.2. Virulans faktörleri 

P. aeruginosa fırsatçı bir patojen olduğundan enfeksiyon oluşturmasında konağa ve 

bakteriye ait faktörler rol oynamaktadır. P. aeruginosa’nın enfeksiyon patogenezinde 

ve antimikrobiyal direnç gelişiminde virulans faktörleri işlev görmektedir. Virulans 

faktörlenin salınımı üremenin arttığı logaritmik fazda artış gösterir. Salınımlarının 

düzenlenmesinde hücreler arası iletişim sistemi görev yapmaktadır. Virulans 

faktörlerinin üretimi genetik düzeyde kontrol edilir (13). 

 

Şekil 1. P. aeruginosa virulans faktörleri ve mekanizmaları (13) 

2.1.2.1. Adezinler 

P. aeruginosa’nın piluslar ve tutunucu hücre yüzey yapıları olmak üzere iki protein 

adezini bulunmaktadır. Bu yapılar epitele tutunmadan sorumludur. Pilusları ile 

öncelikle sialik asitsiz gangliosid reseptörlere tutunur (14). Piluslar musine tutunmaz. 

Non- pilus adezinlerin bir bölümü ise hem epitele hem de musine tutunmayı 

sağlamaktadır. Piluslar solunum yollarında kolonizasyon ve biyofilm oluşumunda da 

görev almaktadırlar (15). 

2.1.2.2. Alginat 

Alginat tekrar eden yapılar şeklinde mannuronik asit ve glukuronik asitten 
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oluşmaktadır. Hücre dışında bu yapıya slime tabaka denilmektedir. P. aeruginosa 

biyofilminin ana bileşenidir. Bakterinin etrafında bakteriyi iyice tespit ederek onu 

mukosiliyer aktivite, fagositoz, antikor ve kompleman gibi konakçı savunmasından 

korumaktadır (16). Alginat üreten mukoid suşlar, sıklıkla kistik fibrozisli (KF) 

hastaların solunum yollarından izole edilir. Ayrıca alginat tobramisin gibi 

aminoglikozidlerin bakterisidal etkisini inhibe edebilir. (17,18). 

2.1.2.3. Lipopolisakkarit 

Bakteri hücre duvarının dış membranın dış yüzeyinde bulunan kompleks bir 

glikolipiddir. Lipopolisakkarit tabaka lipid A, çekirdek bölge ve O-polisakkaridi 

olmak üzere üç bölümden oluşur (19). Astım, kronik obstruktif akciğer hastalığı 

(KOAH) ve KF hastalarının morbidite ve mortalitesi ile ilişkili olan hava yolu epitel 

hücrelerinde serbest oksijen radikalleri ve müsin üretimini uyarır (20).  Lipid A 

fraksiyonu endotoksin işlevi görür ve mikroorganizmanın biyolojik aktivitesini 

düzenler. Özellikle sepsis gelişiminde önemli rol oynamaktadır. O polisakkaridi majör 

yüzey antijenidir. Membran atak kompleksinin lizis etkisinden bakteriyi korur (21). 

2.1.2.4. Elastaz 

P. aeruginosa’nın hücre dışı proteazlarından biridir. Elastini parçalayarak doku 

hasarına sebep olur. Elastin solunum yolu epitelindeki sıkı bağlantılar arasında 

bulunduğundan elastini parçalandığında epitel geçirgenliği artarak enfeksiyon 

bölgesindeki inflamasyonu artırır (22). Elastin akciğer ve damar duvarının majör 

komponentidir. Pnömoni ve bakteri yayılımı ile beraber hemorojik lezyonlar olan 

ektima gangrenozum oluşumu ile ilişkilidir. LasA bir serin proteaz, LasB çinko 

bağımlı bir metalloproteazdır. LasA elastin içindeki glisin- glisin bağlarını parçalar. 

Bu işlevi LasB’nin proteolitik aktivitesini artırır (23). LasB en bol bulunan proteazdır 

ve ana hücre dışı virülans faktörü olarak kabul edilir. Güçlü proteolitik özelliğe sahiptir 

(24). 

2.1.2.5. Fosfolipaz C 

Fosfolipaz hemolitik aktivite özelliklerine göre iki tipe ayrılır. Hemolitik fosfolipaz C 

fosfotidilkolin ve sfingomiyelini hidrolize uğratır. Hemolitik olmayan fosfolipaz C ise 

fosfotidilkolin ve fosfotidilserini hidrolize uğratır. Akut akciğer hasarı patogenezinde 

önemli rol almaktadır. Akciğer sürfaktanını parçayarak etki gösterir. Kistik fibrozis 
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hastalarının akciğerinde IL-8 üretimini modüle eder. ( 25,26).   

2.1.2.6. Ekzotoksin A 

Hücre dışı bir enzim olup çoğu P. aeruginosa tarafından salgılanmaktadır. Difteri 

toksini için tanımlanan mekanizma ile adenozin difosfat transferini katalize eder. Bu 

reaksiyon elongasyon faktör 2’yi inaktive ederek konakçı protein sentezini inhibe eder 

(27). İnvazyondan ve bölgesel doku hasarından sorumludur. Ayrıca apoptoz sürecinde 

yer alan kaspazların aktivasyonunu da tetikler (28). Bu toksini üreten suşların çok daha 

virulan olduğu belirtilmiştir (5).  

2.1.2.7. Piyosiyanin 

Öncü molekülü korizmik asit olan mavi pigment metabolitidir (29). Piyosiyanin 

oksijenin toksik formu olan hidrojen peroksit ve süperoksit oluşumlarını katalize 

ederek oksidatif hasara sebep olur. Serbest radikal ve proinflamatuar etkileri nedeniyle 

hastalık şiddeti ve akciğer fonksiyonu azalması ile ilişkilidir. Akciğerde kalsiyum 

homeostazını bozduğu, hücre solunum inhibisyonu, siliyer aktivite bozukluğu ve 

epidermis çoğalmasını durdurduğu gösterilmiştir (30). 

2.1.2.8. Biyofilm  

P. aeruginosa antibiyotiklere, dezenfektanlara ve konak savunmasına yüksek dirençli 

sağlam biyofilmler geliştiren bir bakteridir. Biyofilm bir yüzeye tutunan ve bakteriyel 

enfeksiyonların kalıcılığında önemli rol oynayan mikroorganizma topluluklarıdır. 

Biyofilm içerisinde bulunan bakteriler planktonik bakterilere kıyasla birkaç kat daha 

dirençlidir. Biyofilm gelişimi birkaç yol ile kontrol edilmekle birlikte hücreler arası 

iletişimi sağlayan “quorum sensing” sinyal sisteminin, stres tepkilerini düzenleyen 

genlerin ekspresyonun, oksijen ve demir miktarına bağlı olarak ortama adaptasyonun 

bu süreç için hayati önem taşıdığı gösterilmiştir (31). Biyofilmler insan vücudunda 

akciğerde mukus tıkaçlarında, kateter, protez, kontakt lensler gibi canlı ve cansız 

yüzeylerde oluşabilir (32). P. aeruginosa biyofilminde hücreleri çevreleyen ve 

çevresel stresten korunmasını sağlayan bir matriks bulunur. Matriks polisakkarit, 

protein, lipid ve hücre dışı DNA’dan oluşur. Polisakkarit yapı Pel, Psl ve Alginat’tan 

oluşur (33,34). Psl biyofilm hücrelerini bağlayarak matriks oluşumunu sağlar (35). Pel 

hücreleri bağlamak ve hava-sıvı molekülleri arasında bir düzenek oluşmasını sağlamak 

için gereklidir (36). Alginat özellikle mukoid P. aeruginosa suşlarının biyofilmlerinde 
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yoğun olarak bulunur. Mukoid suşlar mukoid olmayanlara göre biyofilm yapısından 

dolayı antibiyotiklere daha dirençlidir (37).  

2.1.2.9. Quorum sensing (Çoğunluğu algılama) 

Quorum sensing (QS) bakteriyel virulans ve biyofilm oluşumunun düzenlenmesinde 

önemli bir rol oynayan hücre yoğunluğuna dayalı hücreler arası iletişim sistemini 

oluşturmaktadır. QS ağının yalnızca bakteriyel popülasyondaki değişikliklere yanıt 

vermekle kalmayıp aynı zamanda çevresel stres faktörlerine de yanıt verdiği 

bilinmektedir. Bakteriler tarafından kullanıldığı bilinen üç tip QS sinyali vardır. Gram 

negatif bakteriler tipik olarak açil-homoserin laktonlar (AHL) üretirken, Gram pozitif 

bakteriler küçük peptidler kullanır. Otoindükleyici-2 (AI-2) sinyal molekülü hem 

Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilerde tespit edilmiştir. Bu nedenle bakterinin 

diğer bakteri popülasyonlarını algılamasına izin veren evrensel bir sinyal molekülü 

olduğu düşünülmektedir (38,39,40). Quorum sensing ağını las, iqs, pqs, rhl dahil 

olmak üzere birkaç bağlantılı sistem oluşturmaktadır (13). Bakteri popülasyonu 

arttıkça P.aeruginosa, N- (3 oxohexanoyl)- L homoserin lakton (OHHL) ve N- bütiril 

homoserin lakton tarafından üretilen otoindükleyici sinyal molekülleri birikir ve hücre 

içi eşik konsantrasyonu elde edilir edilmez bu moleküller aynı kökenli transkripsiyonel 

düzenleyicilere bağlanır ve aktive eder (41). Las ve rhl  sistemleri çoklu virulans 

faktörlerinin üretimini düzenlemektedir. Ana çekirdek algılayıcı sistem lasR’deki 

mutasyonlar özellikle kistik fibrozis hastalarının akciğer enfeksiyonlarından izole 

edilen P. aeruginosa suşlarında yaygındır (42,43). 

2.1.3. Epidemiyoloji 

P.aeruginosa tüm dünyada yaygın olarak bulunmaktadır. Sudan, havadan, 

hayvanlardan ve bitkilerden izole edilebilir. Üremek için çok az besin maddesine 

ihtiyaç duymaktadır. Distile su içinde dahi üreyebilmektedir. Farklı fiziksel koşullara 

çok kolay adapte olabilmektedir. Bu özellikleri etkili bir fırsatçı patojen olmasını 

sağlamıştır.  

P. aeruginosa nemli ortamlarda kolay yaşabilmektedir. İnsanlarda  kulak, koltuk altı, 

perine gibi nemli bölgelere yerleşir (1). Solunum cihazları, dezenfektanlar, küvet ve 

paspaslar önemli P. aeruginosa rezervuarlarıdır.  

P. aeruginosa insanlarda normal florada nadiren de olsa bulunabilir. Deride % 0-2, 
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burun mukozasında % 0-3,3, boğazda % 0-6,6, dışkıda % 2,6-24 oranlarında 

görülebilmektedir. Hastaneye yatan yanıklı, solunum cihazına bağlı, kemoterapi alan 

ve geniş spektrumlu antibiyotik kullanılan hastalarda taşıyıcılık % 50’lere kadar 

yükselmekte ve enfeksiyonlara zemin oluşturmaktadır (44).  

2.2 Klinik Hastalıklar 

2.2.1. Solunum yolu enfeksiyonları 

Alt solunum yollarında P. aeruginosa enfeksiyonları asemptomatik kolonizasyon, 

trakeabronşit, pnömoni veya ciddi nekrotizan bronkopnömoniye kadar farklı klinik 

çeşitlilikte görülebilmektedir. Kolonizasyon nötropenik hastalarda, kistik fibrozis veya 

diğer kronik akciğer hastalıkları olan kişilerde görülmektedir. Geniş spektrumlu 

antibiyoterapi kullanımı, mikroorganizmanın kolonizasyonu kolaylaştıran mekanik 

ventilatör kullanımı özellikle immün sistemi bozuk olan hastaları P.aeruginosa 

enfeksiyonlarına yatkın hale getirmektedir (1). Bu tip hastalarda genellikle akciğer 

enfeksiyonu diffüz, bilateral ve nodüler infiltratlar içeren bronkopnömoni şeklindedir. 

Kistik fibrozis hastalarından sıklıkla mukoid suşlar izole edilmektedir. Ağır ve 

progresif seyirli akciğer hastalığı olanlarda daha fazla P. aeruginosa enfeksiyonu 

görülmekle birlikte P. aeruginosa enfeksiyonu geçirenlerde kistik fibrozis daha ağır 

seyirli olmaktadır (45).  

2.2.2. Bakteriyemi 

Bakteriyemi fokal bir enfeksiyon odağı yoksa primer olarak kabul edilir. Genellikle 

immun sistemi baskılanmış hastalarda ortaya çıkmaktadır. Hematolojik malignite, 

diabetes mellitus, nötropeni, ağır yanıklar, organ transplantasyonu ve AIDS 

predispozan faktörlerdir. P. aeruginosa bakteriyemisinde diğer Gram negatif 

bakterilerden farklı olarak solunum yetmezliği ve sarılık   daha sık görülür. Ektima 

gangrenozum gibi patognomonik deri lezyonları görülmektedir. Ektima gangrenozum 

veziküller şeklinde başlar. Hemoroji, nekroz ve ülserasyon ile küçük yuvarlak nodül 

şeklini alır. Lezyondan Gram boyama ve kültür ile etken gösterilebilir (1,45).  

2.2.3. Santral sinir sistemi enfeksiyonları 

P. aeruginosa enfeksiyonlarında beyin absesi ve menenjit gelişimi kulak, paranasal 

sinus gibi bir kaynaktan komşuluk yoluyla, kafa travması veya invaziv bir girişimle, 
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nadir olarak da uzak bir kaynaktan bakteriyemi sırasında olabilmektedir (45).   

2.2.4. Kulak enfeksiyonları 

P. aeruginosa normal kulak florasında nadiren bulunur. Yüzücü kulağı olarak tabir 

edilen eksternal otit enfeksiyonunda yüzmek önemli bir risk faktörüdür. Bu enfeksiyon 

kendini sınırlayıcı, iyi huyludur. Malign eksternal otit ise daha çok diyabetli, yaşlı 

hastalarda ve küçük damar hastalığı olan kişilerde görülmektedir. Bu enfeksiyon 

alttaki yumuşak dokulara invaze olabilen daha virulan formdur (1). 

2.2.5. Göz enfeksiyonları 

P. aeruginosa bakteriyel keratitin en sık etkenlerindendir. Kontakt lens kullanımında, 

önceden göz radyasyonu almış, yoğun bakım hastalarında daha sık görülmektedir. 

Erken tedavi başlanılmazsa korneal ülser ve perforasyona kadar ilerleyebilmektedir 

(45).  

2.2.6. Gastrointestinal enfeksiyonlar 

P. aeruginosa gastrointestinal enfeksiyonları en sık yenidoğanlarda ve nötropenik 

hastalarda görülmektedir. Sepsis gelişimi için gastointestinal yol önemli bir giriş 

kaynağıdır. Hastanede uzun süreli kemoterapi tedavisi alan nötropenik kanser 

hastalarında, geniş spektrumlu antibiyotik kullanım öyküsü de olması P. 

aeruginosa’nın gastrointestinal sistemde kolonize olmasına ve hastaların enfeksiyona 

yatkın hale gelmesine sebep olmaktadır. Yenidoğan ve nötropenik hastalarda ağır 

seyirli nekrotizan enterokolite etken olabilmektedir (45).  

2.2.7. Üriner sistem enfeksiyonları 

P. aeruginosa’nın üriner sistem enfeksiyonları sıklıkla sonda, kateterizasyon ve 

cerrahi girişime bağlı olarak hastane kaynaklı gelişmektedir. Enfeksiyon asendan 

olabileceği gibi primer bir odaktan bakteriyemi ile de gelebilmektedir. Özellikle çoklu 

antibiyoterapi kullanan hastalarda P. aeruginosa etken olmaktadır (1,45).  

2.2.8. Kemik ve eklem enfeksiyonları 

Bu enfeksiyonlar hematojen ve komşuluk yolu ile olmak üzere iki yol ile oluşmaktadır. 

Hematojen enfeksiyonlar daha çok intravenöz ilaç bağımlılarında gelişir. Eklem 

aralığı, kıkırdak ve komşu kemiği tutar. Komşuluk yolu ile gelişen enfeksiyonlar 
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travma, cerrahi girişim ya da yumuşak doku enfeksiyonuna bağlı olarak gelişir. Kemik 

ve eklem enfeksiyonları çocuklarda, yaşlılarda ve altta yatan hastalığı olan kişilerde 

görülür (45).  

2.2.9. Deri ve yumuşak doku enfeksiyonları 

P. aeruginosa çeşitli primer deri ve yumuşak doku hastalıklarına sebep olur. Yanık, 

travma gibi bütünlüğü bozulmuş deride nem de varsa primer enfeksiyon meydana 

gelebilmektedir. Örneğin ağır yanıklarda deride hakim olan Gram pozitif bakteri 

florası yerini Gram negatif bakterilere özellikle de P. aeruginosa’ ya bırakır (45). 

Lenfatikler boyunca ilerleyip, perivasküler dokuda çoğalarak kan dolaşıma geçer ve 

bakteriyemi ile sonuçlanır. Yanıklı hastalardaki P. aeruginosa sepsisinde mortalite 

oranları yüksek düzeydedir (1).  

2.2.10. Endokardit 

P. aeruginosa ilaç bağımlılarında doğal kapakta yerleşerek, diğer hastalarda ise 

prostetik kalp kapağına yerleşerek enfektif endokardite neden olmaktadır. Triküspit 

kapak tutulumu daha sıktır. Aortik veya mitral kapak endokarditlerine göre 

kronikleşmeye daha eğilimlidir fakat daha ılımlı seyretmektedir (1). 

2.3. P. aeruginosa Enfeksiyonlarının Tedavisi 

Son yıllarda çok ilaca dirençli (ÇİD)/ yaygın ilaca dirençli (YİD) P. aeruginosa yüksek 

riskli klonlarının dünya çapında yayılımı ile birlikte P. aeruginosa enfeksiyonlarının 

tedavisi bir halk sağlığı sorunu haline gelmiştir. Bu durumun başlıca nedenleri;  P. 

aeruginosa’ nın özellikle hastane ortamında ve bağışıklık sistemi baskılanmış 

hastalarda ciddi enfeksiyonlara neden olması, antimikrobiyal direnç gelişimi ve 

aktarılması için yüksek kapasiteye sahip olmasıdır ( 46,47). Terapötik alternatiflerin 

olmaması nedeniyle bu antibiyotik dirençli bakterilere bağlı enfeksiyonlar dünya 

çapında önemli morbidite ve mortaliteye sahip bir tehdit unsuru olmaktadır. Dünya 

Sağlık Örgütü 2017 yılında karbapenem dirençli P. aeruginosa’ nın yeni 

antibiyotiklerin acilen gerekli olduğu “kritik” grupta listelendiğini bildirmiştir (48). 

2.3.1. Beta-laktamlar 

Beta laktam antibiyotikler penisilin bağlayan proteinlere bağlanarak transpeptidaz 

aktivasyonunu inhibe edip peptidoglikan sentezini engellemektedirler. Böylece bakteri 
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hücre duvar sentezi gerçekleşemez ve bakterisidal etki göstermiş olurlar (49).   

2.3.1.1. Penisilinler 

Aminopenisilinler P. aeruginosa’ ya karşı etkisizdirler. Karboksipenisilin grubunda 

yer alan tikarsilin, karbenisilin ile üreidopenisilin grubunda yer alan piperasilin, 

mezlosilin, azlosilin antipseudomonal penisilinlerdir. Karboksipenisilinler yüksek 

oranda tuz içeriği ve yüksek direnç nedeniyle klinik olarak kullanılmamaktadır. 

Ürediopenisilinler, tazobaktam ve aminoglikozidlerle kombine kullanımda sinerjik 

etki gösterirler (49).  

2.3.1.2. Sefalosporinler  

Birinci ve 2. kuşak sefalosporinler P. aeruginosa’ ya karşı etkisiz iken Gram negatif 

etkinliği yüksek olan 3. kuşaktan sefoperazon ve seftazidim P. aeruginosa’ ya etkili 

sefalosporinlerdir. 4. kuşakta bulunan sefepim ve sefpirom da P. aeruginosa’ ya karşı 

etki etmektedir ve parenteral olarak kullanılmaktadır (50).  

2.3.1.3. Karbapenemler 

Bu grupta klinikte sıklıkla kullanılan imipenem ve meropenem bulunmaktadır. P. 

aeruginosa bir diğer karbapenem olan ertapeneme karşı doğal dirençlidir. Doripenem 

P. aeruginosa’ya en etkili karbapenemdir. Meropenemin Gram negatif bakterilere, 

imipenemin ise Gram pozitif bakterilere etkinliği biraz daha fazladır. Çoklu ilaca 

dirençli P. aeruginosa suşlarında yeni stratejilere ihtiyaç duyulduğundan kullanılan 

dozun artırılması, infüzyon süresinin uzatılması veya kombinasyon rejimleri gibi 

seçenekler uygulanmaktadır. Örneğin; ciddi P. aeruginosa enfeksiyonlarında 

karbapenemler aminoglikozidlerle kombine kullanılmaktadır (51). 

2.3.1.4. Monobaktamlar 

Bu grupta klinik olarak kullanımda bulunan tek üye aztroenamdır. Gram negatif 

bakterilere karşı etkili iken Gram pozitif bakterilere ve anaerop bakterilere karşı 

etkinliği yoktur. P. aeruginosa’ ya karşı etkilidir. Ancak dar spektrumlu bir antibiyotik 

olduğundan polimikrobiyal ve nedeni bilinmeyen enfeksiyonlarda tek başına 

kullanılmamalıdır (52). 
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2.3.2. Aminoglikozidler  

Aminoglikozidler genel olarak hücrenin protein sentezini engelleyerek bakterisidal 

etki gösterirler. Gram negatif bakterilere karşı etkinlik gösterirler. Anaeroblara karşı 

etkileri yoktur. P. aeruginosa’ nın etken olduğu idrar yolları enfeksiyonlarında 

monoterapide kullanılabilmelerine rağmen ÇİD/YİD P. aeruginosa suşlarının neden 

olduğu daha ciddi enfeksiyonların tedavisi için diğer antimikrobiyallerle kombine 

kullanılmalıdırlar (53). Pnömoni ve menenjit gibi enfeksiyonlarda farklı uygulama 

yolları kullanılabilir. Pnömoni tedavisi için inhale, menenjit tedavisi için 

intraventriküler aminoglikozidler, sistemik yolla uygulanan bir ilaç ile kombine 

verilebilmektedir. Böylelikle enfeksiyon odağında yüksek konsantrasyon elde edilir 

ve sistemik toksisitenin etkilerinden kaçınılmış olunur (54,55). 

2.3.3. Kinolonlar 

Bu grup antibiyotikler DNA giraz ve topoizomeraz 4’ün aktivitesini inhibe ederek 

bakterisidal etki gösterirler. Özellikle siprofloksasin P. aeruginosa  enfeksiyonlarında 

oral yolla kullanım avantajlarından ötürü sıklıkla tercih edilir. Tek başına ya da 

kombine olarak kullanılabilmektedir (56). 

2.3.4. Kolistin 

Kolistin (Polimiksin E) ve polimiksin B klinik kullanımda olan polimiksinlerdir. 

Polimiksinler pozitif yüklüdür ve lipopolisakkarit tabakanın negatif yüklü fosfat 

gruplarıyla etkileşime girerler. Ayrıca lipopolisakkarit tabaka ile etkileşime girebilen 

hidrofobik bölgelere sahiptirler. Bu etkileşimler sonucu sitoplazmik membranda porlar 

açarak bakterisidal etki gösterirler. Kolistin ÇİD/YİD P. aeruginosa enfeksiyonlarının 

tedavisinde bir veya daha fazla ajanla kombinasyon halinde kullanılmalıdır (57,58).  

2.3.5. Yeni antipsödomonal antibiyotikler 

2.3.5.1. Sefiderokol 

Sefiderokol bir siderefor sefalosporindir. Bakteriyel demir taşıma mekanizmasını 

kullanarak bakteri dış zarından geçer. Metallo betalaktamazlar dahil dört beta laktamaz 

sınıfının tümüne karşı etkindir ve çoklu ilaca dirençli suşlar dahil olmak üzere birçok 

gram negatif bakteriye karşı etkilidir (59). 
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2.3.5.2. Seftolozan-tazobaktam 

Özellikle ÇİD/YİD P. aeruginosa olmak üzere birçok ÇİD gram negatif basile karşı 

etkili bir kombinasyondur. Seftolozan en aktif antipsödomonallerden biridir. AmpC’ 

ye karşı etkili ancak KPC, MBL’ e karşı etkinliği yoktur. Seftolozan-Tazobaktam, doz 

optimizasyonu yapılarak ve olası bir direnç gelişiminin önüne geçmek için 

kombinasyon tedavisi seçilerek kullanılmalıdır (60).   

2.3.5.3. Meropenem-vaborbaktam 

Vaborbaktam siklik boranik asit bazlı beta laktamaz inhibitörüdür. Serin beta 

laktamazlara karşı inhibitör etkiye sahiptir. Sınıf A ve C beta laktamazlara etkilidir 

(61). 

2.3.5.4. Seftazidim-avibaktam  

Avibaktamın seftazidime eklenmesi seftazidimi P. aeruginosa’nın Amp- C, GSBL ve 

GES’in neden olduğu enzimatik bozulmadan korur ve seftazidimin minimum 

inhibisyon konsantrasyonu (MİK) değerlerinin düşmesini sağlar. MBL üreten suşlara 

karşı etkinliği yoktur. Avibaktam sınıf A,C ve kısmen de D beta laktamazlara karşı 

etkili iken, Acinetobacter izolatlarının ürettiği sınıf D beta laktamazlara karşı etkinliği 

yoktur. Yeni antipsödomonal antibiyotiklerin etkinlikleri ile ilgili daha ayrıntılı bilgi 

için, bu antibiyotiklerle tedavi edilmiş daha fazla ÇİD/YİD P. aeruginosa 

enfeksiyonlarının verilerine ihtiyaç vardır (62,63).   

2.4. P. aeruginosa Antimikrobiyal Direnç Mekanizmaları 

2.4.1. Beta-laktam direnci 

Bu antibiyotiklere dirençten başlıca sorumlu mekanizma Beta-laktamaz enzim 

grubudur.  Enzim beta-laktam halkasındaki karbonil grubu ile bir ester köprüsü 

kurarak siklik amid bağını parçalar (64,65). Ambler sınıflandırmasında beta-

laktamazlar aminoasit ve nükleotid sekans analizine göre 4 ayrı sınıf olarak 

tanımlanmıştır. Bush, Jacoby ve Medeiros sınıflandırmasına göre beta-laktamazlar 

substrat profilleri, inhibitörlere duyarlılıkları, molekül ağırlıkları gibi özelliklerine 

göre sınıflandırılmıştır. A,C,D sınıfı serin-ester aracılığıyla işlev görürken, B sınıfı 

çinko iyonuna gereksinim duyan metalloenzimlerdir. A sınıfının temel substratı 

penisilinlerdir. Birinci kuşak sefolosporinleri ve karbapenemleri de parçalar. Çoğu 
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plazmidle taşınır (66,67). B sınıfı çinko iyonuna gereksinim duyan thiol grubu 

bulundurur. Çoğu karbapenemaz aktivitesi taşımaktadır ve penisilin, sefolosporinlerin 

yanında karbapenemleri de parçalamaktadır (68). C sınıfı esas olarak sefolosporinaz 

aktivitesi gösterir. Kromozomlarda lokalize AmpC geni tarafından kodlanırlar. 

Genellikle indüklenebilir niteliktedir. Beta-laktam varlığında üretimleri artar ve 

klavulanik asitle inhibe edilemezler. P. aeruginosa tarafından da aktif olarak 

üretilirler. D sınıfı ise oksasilini hidrolize edebilme yeteneğine sahip enzimlerdir ve 

bu sınıfın tamamına yakını Acinetobacter baumannii’ de saptanmıştır (64,65). 

Karbapenemazlar, çoğunlukla plazmid üzerinde transpozonlarda kodlanan, kolayca 

aktarılabilen enzimlerdir.  

Tablo 2. Karbapenemazların sınıflandırılması 

Ambler Sınıf Bush Jacoby Medeiros 

Sınıf 

Enzimler 

A 2f KPC, GES, IMI 

B 3 IMP, VIM, GIM, NDM 

D 2d OXA 

 

Metallobetalaktamazlar aztreonam hariç tüm beta-laktamları hidroliz edebilirler. 

P.aeruginosa’da tanımlanmış karbapenemazların büyük çoğunluğunu oluştururlar. 

Dış membran proteinlerindeki değişiklikler ile de Gram negatif bakterilerde porin 

değişikliklerine bağlı olarak direnç gelişimi gözlenebilir. P. aeruginosa’da özel bir 

kanal proteini olarak bulunan OprD kaybı ile karbapenemlere direnç gelişir. Bir diğer 

direnç mekanizması aktif pompa sistemleriyle antibiyotiğin hücre içinde birikimi 

azalarak direnç gelişimidir. Aktif dışa atım (effluks) pompalama sistemleri çoğunlukla 

yapısal olup düzenleyici genler tarafından kontrol altındadır. Bu genlerdeki 

mutasyonlar ile direnç gelişimi görülmektedir. P. aeruginosa’da MexAB-OprM, 

MexCD-OprJ, MexEF-OprN gibi aktif dışa atım pompaları bulunmaktadır. Bunlardan 

en bilineni MexAB-OprM aktif pompalama sistemidir. Bu sistem imipenem hariç tüm 

beta-laktamalara ve kinolonlara direnç oluşturması ile dikkat çekmektedir (69).  

2.4.2. Aminoglikozid direnci 

Aminoglikozidlere karşı direnç gelişiminde en önemli mekanizma enzimatik 

inaktivasyon olmakla birlikte ribozomal ve aktif pompa sistemleri ile de direnç 

gelişimi gözlenebilmektedir. P. aeruginosa’da en yaygın saptanan enzimler amikasin, 
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gentamisin, tobramisin direncine yol açan nükleotidiltransferaz enzimidir (48).  

2.4.3. Kinolon direnci 

P. aeruginosa’da kinolon direncinde aktif pompa sistemleri tanımlanmıştır. Bunun 

dışında kromozomal kaynaklı DNA giraz enzim mutasyonları ile direnç gelişimi 

olmaktadır. DNA giraz enziminin alt birimlerine karşı direnç gelişmektedir. Bunlardan 

GyrA gen mutasyonları tüm kinolonlara karşı direnç gelişiminden sorumlu iken GyrB 

mutasyonu tarafından oluşturulan direnç tüm kinolonlara karşı olmayabilir. GyrB gen 

mutasyonları daha çok P. aeruginosa ve E. coli’ de tanımlanmıştır (70). Qnr genleri 

ile de plazmid aracılı aktarılabilir florokinolon direnci görülmektedir (71).  

2.4.4. Kolistin direnci 

P. aeruginosa’ da kolistin direnci diğer antibiyotiklere oranla daha az görülmektedir. 

Ancak çoklu ilaca dirençli P. aeruginosa izolatlarında artan kolistin kullanımı 

nedeniyle direnç gelişimleri görülmektedir. Lipopolisakkarid tabakanın lipid A 

kısmındaki değişimlerden kaynaklanan PmrAB, PhPQ ile bağlantılı mutasyonlar ile 

kolistin direnci görülebilmektedir. Bunun dışında P. aeruginosa’da plazmid aracılı 

mcr-1 gen mutasyonu ile de direnç gelişimi görülebilmektedir (72).   

2.5. P. aeruginosa Yüksek Riskli Klonları 

Çok ilaca dirençli (ÇİD) ve yaygın ilaca dirençli (YİD) fenotipik özelliklerle ilişkili 

küresel P. aeruginosa türleri, yüksek riskli klonlar olarak adlandırılmaktadır. Yüksek 

riskli klonlar dünya çapında hastanelerdeki salgınlarla ilişkilidir. Sınırlı sayıda tedavi 

seçeneği mevcut olmasından dolayı büyüyen bir tehdit oluşturmaktadır (73,74). 

Özellikle geniş spektrumlu beta- laktamaz (GSBL) ve karbapenemaz enzimi 

üretimlerine göre küresel anlamda en önemli yeri ST111, ST175, ST233, ST235, 

ST244, ST277, ST298, ST308, ST357, ST654 almaktadır (75). ST235 A ve B 

sınıflarından çoklu karbapenemazlar dahil, 60’ dan fazla çeşitli varyasyonla beta 

laktamaz üretimi ile hastanelerde yayılımdan sorumludur ve dünya çapında baskın 

olan tiptir. Belçika, Portekiz, Yunanistan, Almanya, Kore, Japonya, Brezilya ve 

Rusya’da izole edilmiş olup geniş bir coğrafik dağılım göstermektedir. ST235 

suşlarında kolistin direnci yaygın değildir fakat mcr pozitif ST235 suşları 

bildirilmiştir. ST175 daha sıklıkla bazı Avrupa ülkelerinde bulunur ve spesifik 

kromozomal mutasyonlar ile ÇİD/YİD izolatlar oluşturur ve diğer yüksek riskli 
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klonlara istinaden daha düşük virulansa sahiptir. 2019’da İspanya’da ÇİD bir 

P.aeruginosa suşunun OXA-681 taşıdığı tespit edilmiştir. OXA-681 seftolozan dahil 

olmak üzere sefolosporinleri hidroliz edebilmektedir. Seftolozan-tazobaktam ve 

seftazidim-avibaktam gibi yeni kombine antipseudomonal antibiyotiklere karşı çapraz 

direnç gelişimine sebep olabilmektedir (76). ST298, ST308, ST357 bir sitotoksin olan 

ekzoenzim U üretirler bu nedenle yüksek virulansa sahiptirler. ST277 Brezilya’da 

yaygın olarak bulunmaktadır. Özellikle SPM tip metallobetalaktamaz üretimi ile 

ilişkilidir ve çoğu suş sadece kolistine duyarlıdır. (77,78). ST277 suşunun yayılımda 

göçmen kuşların önemli rol oynadığı ve ayrıca çevresel su kaynaklarında da 

ST277’nin izole edildiği bildirilmiştir (79). ST111 çoğunlukla Avrupa ülkelerinde 

raporlanmıştır ve OprD karbapenem porin kaybı, effluks pompasının aşırı ekspresyonu 

ve GSBL üretimi ile ilişkili olduğu tespit edilmiştir (80). ST233 ilk başlarda kolistine 

duyarlı bir klon olarak rapor edilmiştir fakat son yıllarda kolistine dirençli YİD bir 

klon olarak bildirilmiştir (81).  

2.6. Matriks ile Desteklenmiş Lazer Desorpsiyon/ İyonizasyon Uçuş Zamanı 

Kütle Spektrometresi (MALDI-TOF MS)  

MALDI-TOF MS klinik örneklerden mikroorganizmaların tanımlanmasında en 

yaygın kullanılan yöntemlerden biridir. MALDI-TOF MS kullanılarak 

mikroorganizmaların tanımlanması hızlı, pratik ve uygun maliyetlidir. Böylelikle bu 

yöntem mikrobiyoloji laboratuvarlarında adeta bir devrim yaratmıştır (82,83). Bu 

yöntemde kültür plaklarında üretilen bakteri kolonileri kullanılmaktayken, kültüre 

ihtiyaç duymadan klinik örneklerden direkt bakteri izolasyonunun geliştirilmesi 

MALDI-TOF MS ‘in kullanışlılığını artırmıştır. Kültürde üreyen bakteri kolonisi bir 

plaka üzerine yerleştirilir ve matriks eklenir. En sık kullanılan matriks a-siyano-4-

hidroksisinamik asittir (CHCA). Matriks lazerin enerjisini verimli bir şekilde emer, 

moleküle proton transfer ederek molekülün iyonlaşmasını sağlar. Matriks eklenip 

kuruması beklenen plaka daha sonra MS cihazına yerleştirilir. Plaka daha sonra mor 

ötesi (UV) ışınlar kullanılarak ışınlanır ve bakterilerdeki proteinler (esas olarak 

ribozomal proteinler) iyonize edilir. İyonizasyon işlemi sonrasında katı veya likit halde 

bulunan moleküller yüklü iyonize gaz molekülleri haline dönüştürülürler. Ardından bu 

iyonlaşan moleküller plaktan ayrılarak serbest hale geçerler. Uçuş zamanlı kütle 

analizörlerinde, üretilen iyonların dedektöre ulaşmak için sabit bir mesafeyi 
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katetmeleri gerekmektedir. Bu nedenle iyonlara yaklaşık uzunluğu 1 metre olan bir tüp 

içerisinde hareket etmeleri için hızlandırıcı voltaj (20 kV) uygulanır (84). Levhadan 

ayrılan iyonize analit molekülleri, uygulanan voltaj ile uçuş tüpü içerisinde dedektöre 

ulaşana kadar sürüklenirler. Analit moleküllerinin uçuş tüpünü katetme süreleri, 

moleküllerin kütlesi ile orantılıdır. Bu iyonize proteinlerin dedektöre uçması için 

gereken süre kütle/yük (m/z) oranını belirler. Bileşen proteinlerin ve sinyalin 

yoğunluğu kütle spektrumlarını oluşturur ve tepe noktaları 2000-20000 m/z arasında 

değişen kütle spektrumlarıyla sonuçlanırlar. Elde edilen kütle spektrumu bakterinin 

tanımlanması için referans veri tabanındaki bilgiler ile karşılaştırılır. Karşılaştırma 

sonrasında cins ve tür düzeyinde tanımlama yapılabilmektedir. MALDI-TOF MS 

bakterinin tanımlanma süresini yaklaşık bir gün kısaltabilmektedir. Böylelikle daha 

erken antibiyoterapi ve müdahale ile hızlı klinik yanıt sağlayabilmektedir (85,86). 

MALDI-TOF MS diğer teknolojilerle de birlikte uygulanmaya başlandığından bu 

alandaki gelişmeler ile mikrobiyal tiplendirme çalışmaları ve dirençli bakterilerin 

tespiti için daha yaygın kullanım alanı bulabilecektir (87,88).  

  



18 
 

3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Tez çalışmasına dair etik kurul onayı, Ondokuz Mayıs Üniversitesi Klinik 

Araştırmalar Etik Kurulu tarafından 23.02.2022 tarihli 2022/96 karar nolu 

mikrobiyoloji çalışması olarak verilmiştir. Etik kurul onayı EK-1’de verilmiştir. 

Bu çalışmada Ondokuz Mayıs Üniversitesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarı’na 

çeşitli kliniklerden 01.07.2020- 07.06.2022 tarihleri arasında gönderilen örneklerden 

izole edilen imipenem veya meropenem antibiyotiklerinden en az birine dirençli 

olduğu saptanan 100 adet P. aeruginosa  izolatı dahil edilmiştir. Her hastanın tek 

örneği çalışmaya alınmıştır.  

3.1. Bakterilerin Tanımlanması ve Duyarlılık Testleri  

Laboratuvara gelen klinik örnekler %5 koyun kanlı agar ve Eozin Metilen Blue agara 

ekilip 35˚C’ de 18-24 saat inkübe edildi. Üreyen bakterileri tür düzeyinde tanımlama, 

Vitek MS (BioMeriux, Fransa) otomatize sistemi veya konvansiyonel yöntemler ile 

yapıldı. Gram negatif, karakteristik koloni morfolojisine sahip, laktoz negatif, oksidaz 

pozitif, mavi-yeşil pigment oluşturan mikroorganizmalar P. aeruginosa olarak 

tanımlandı. Antibiyotik duyarlılıkları Vitek 2 (BioMerieux, Fransa) otomatize sistemi 

veya Kirby Bauer disk difüzyon yöntemi ile European Committee on Antimicrobial 

Susceptibility Testing (EUCAST) önerilerine göre yapıldı ve yorumlandı (89). 

İzolatlar moleküler testler yapılana kadar -20 ˚C’ de saklandı.   

3.2. Virulans Genlerinin Moleküler Yöntemler ile Tespit Edilmesi 

3.2.1. P. aeruginosa DNA’ sının izolasyonu 

DNA ekstraksiyonu kaynatma yöntemi ile yapılmıştır.  

1. Bakteriler kanlı agara pasajlanarak 35 ˚C’ de 18-24 saat inkübe edildi. 

2. Elde edilen saf kolonilerden bir öze dolusu alınarak 500 µl distile su içeren 

mikrosantrifüj tüplerine aktarıldı. 

3. Vorteks ile homojenizasyon işlemi yapıldı. 

4. Tüpler 100 ˚C’de 15 dakika bekletilecek şekilde kuru ısı bloğuna yerleştirildi. 

5. Tüpler soğutmalı santrifüj cihazına yerleştirilerek 4 ˚C ve 15000 x g’de 20 dakika 

santrifüj edildi. 

6. Daha sonra üstte kalan süpernatant DNA kullanmak üzere -20 ˚C’ de saklandı.  
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3.2.2. DNA amplifikasyonu 

Virulans genlerinin tespiti optimizasyon çalışmaları yapılarak bir otomatik termal 

döngüleyicide (Eppendorf, Hamburg, Almanya)  toxA için unipleks; algD, plcN, lasB, 

plcH için multipleks PZR işlemi gerçekleştirildi (90). 

Tablo 3. ToxA, LasB, AlgD, PlcN, PlcH gen bölgelerine ait spesifik primer dizileri (90).  

 Forward Primer Reverse Primer bp 

tox A 5’-CTGCGCGGGTCTATGTGCC-3’ 5’-GATGCTGGACGGGTCGAG-3’ 270 

las B 5’-GGAATGAACGAACGAAGCGTTCTCCGAC-3’ 5’-TTGGCGTCGACGAACACCTCG-3’ 284 

alg D 5’-CGTCTGCCGCGAGATCGGCT-3’ 5’-GACCTCGACGGTCTTGCGGA-3’ 313 

plc N 5’-TCCGTTATCGCAACCAGCCCTACG-3’ 5’-TCGCTGTCGAGCAGGTCGAAC-3’ 481 

plc H 5’-GCACGTGGTCATCCTGATGC-3’ 5’-TCCGTAGGCGTCGACGTAC-3’ 608 

Tablo 4.  ToxA PZR karışımı (90). 

10X taq buffer  2,5 µl 

25 mM MgCl2   2 µl 

10 mM dNTP mix  1 µl 

20 pmol ToxA-F primer  1 µl 

20 pmol ToxA-R primer 1 µl 

5 U/ µl Taq DNA polimeraz 0,5 µl 

Kalıp DNA 2 µl 

Saf Su 15 µl 

Toplam 25 µl 

Tablo 5. LasB, AlgD, PlcN, PlcH PZR karışımı (90). 

10X taq buffer  2,5 µl 

25 mM MgCl2   2 µl 

10 mM dNTP mix  1 µl 

20 pmol lasB-F primer 1 µl 

20 pmol lasB-R primer 1 µl 

20 pmol AlgD-F primer 1 µl 

20 pmol AlgD-R primer 1 µl 

20 pmol PlcN-F primer 1 µl 

20 pmol PlcN-R primer 1 µl 

20 pmol PlcH-F primer 1 µl 

20 pmol PlcH-R primer 1 µl 

5 U/ µl Taq DNA polimeraz 0,5 µl 

Kalıp DNA 2 µl 

Saf Su 9 µl 

Toplam 25 µl 
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Tablo 6. Virulans genlerinin PZR amplifikasyon programı (90).  

 İlk denatürasyon 94 ˚C 3 dakika 1 döngü 

 Denatürasyon 94 ˚C 1 dakika  

ToxA  Bağlanma 63 ˚C 1,5 dakika 30 döngü 

 Uzama 72 ˚C 1 dakika  

 Son Uzama 72 ˚C 5 dakika 1 döngü 

 İlk denatürasyon 94 ˚C 3 dakika 1 döngü 

LasB,AlgD, Denatürasyon 94 ˚C 1 dakika  

PlcN, PlcH Bağlanma 60 ˚C 1,5 dakika 30 döngü 

 Uzama 72 ˚C 1 dakika  

 Son Uzama 72 ˚C 5 dakika 1 döngü 

3.2.3. DNA elektroforezi 

Amplifikasyon ürünlerinin elektroforezi, konsantrasyonu %2 ‘lik TBE (Tris- Borik 

Asit-EDTA) tamponu içinde %1,5’lik agaroz jel hazırlandı. Mikrodalga fırında eritilen 

agaroz yatay elektroforez jel kabına döküldü ve 30 dk soğumaya bırakıldı. Agaroz jel 

kuyucuklarına 10 µl amplifikasyon ürünü 2 µl 6X yükleme tamponu ile karıştırılarak 

uygulandı. 120 V 50 dk süresince moleküler boyutlarına göre DNA bantları 

ayrıştırıldı. 0,5 µg/ml etidyum bromid içeren distile suda 20 dk boyunca jel boyandı. 

DNA bantları GeneRuler 100 bp DNA ladder plus belirteçleri ile karşılaştırılarak BIO-

RAD jel görüntüleme cihazında incelendi.  

3.3. MALDI-TOF MS ile Yüksek Riskli Klonların Varlığının Araştırılması 

Kanlı agarda üremiş olan bakteri kolonisi öze ile alınarak MALDI-TOF MS 

slaytlarındaki kuyucuklara yayılarak, üzerine 1 ml  CHCA matriks solüsyonu 

damlatıldı. Slaytlar kuruduktan sonra Vitek MS (BioMeriux, Fransa) cihazına 

yerleştirilerek değerlendirmeye alındı. ST111, ST175, ST235, ST253 ve ST395 

yüksek riskli klonlarının varlığı MALDI-TOF MS ile kütle spektrumlarının analizi 

yapılarak Saramis (bioMérieux, Marcy I’Etoile, Fransa) yazılımının spektrum 

görünümü kullanılarak yüksek riskli klonlara özgü pik biyobelirteçlerinin varlığı 

araştırılmıştır (Tablo 7) (91, 92). 
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Tablo 7. P. aeruginosa yüksek riskli klonlarına ait pik biyobelirteçleri (91,92). 

Yüksek riskli klonlar Pik biyobelirteçleri (m/z) 

ST111 3657, 10538 

ST175 6911,7359 

ST235 11610 

ST253 5813 

ST395 8550 

3.4. İstatistiksel Analiz 

Tanımlayıcı istatistik olarak kategorik değişkenler için sayı ve yüzde değerleri 

verilmiştir. Kategorik değişkenler için gruplar arası farklılık Pearson Ki kare testi ile 

incelenmiştir. Çalışmada P değeri 0,05’den küçük olduğunda istatistiksel açıdan 

anlamlı kabul edilmiştir. Tüm analizler, IBM SPSS (Statistical Package for Social 

Science) Statistics 20.0 programından yararlanılarak yapılmıştır. 
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4. BULGULAR 

4.1. P. aeruginosa İzolatların Özellikleri  

Bu çalışmada Ondokuz Mayıs Üniversitesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarı’na 

çeşitli kliniklerden 01.07.2020- 07.06.2022 tarihleri arasında gönderilen örneklerden 

izole edilen imipenem veya meropenem antibiyotiklerinden en az birine dirençli 

olduğu saptanan 100 adet P. aeruginosa izolatı dahil edilmiştir. İzolatlar en çok yoğun 

bakım ünitelerinden (%45), solunum yolu örneklerinden (%46) izole edilmiştir. Örnek 

türüne ve gönderildikleri kliniklere göre dağılımları Tablo 8’ de gösterilmiştir.  

Tablo 8. P. aeruginosa izolatlarının örnek türü ve gönderildikleri kliniklere göre dağılımı. 

  Yoğun 

bakım 

n(%) 

Dahili 

klinikler 

n(%) 

Cerrahi 

klinikler 

n(%) 

Toplam 

Solunum Yolu Örneği  30 (66,7) 15 (39,47) 1 (5,88) 46 

Yara/Abse  1 (2,22) 5 (13,16) 11 (64,71) 17 

Kan   4 (8,89) 8 (21,05) 2 (11,76) 14 

İdrar  5 (11,11) 8 (21,05) 1 (5,88) 14 

Steril Vücut Sıvısı  - 2 (5,26) 2 (11,76) 4 

Kateter  2 (4,44) - - 2 

Kulak/Göbek Sürüntü 

Örneği 
 2 (4,44) - - 2 

BOS  1 (2,22) - - 1 

Toplam  45 38 17 100 

 

4.2. P. aeruginosa Antimikrobiyal Duyarlılık Profilleri  

Çalışmaya dahil edilen imipenem veya meropenemden en az birine dirençli 100 adet 

P. aeruginosa izolatı karbapenem grubu antibiyotikler dışında değerlendirildiğinde, en 

duyarlı olduğu antibiyotik amikasin iken, en dirençli olduğu antibiyotik ise piperasilin 

olarak saptanmıştır. Antibiyotik duyarlılıkları tablo 9’ de verilmiştir.  
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Tablo 9. P. aeruginosa izolatlarının antibiyotik duyarlılık profilleri 

Antibiyotikler Duyarlı 

n (%) 

Orta Duyarlı* n 

(%) 

Dirençli  

n (%) 

Amikasin 78 (78) 0 22 (22) 

İmipenem 0 0 100 (100) 

Meropenem 0 36 (36) 64 (64) 

Siprofloksasin 0 38 (38) 62 (62) 

Levofloksasin 0 27 (28,12) 69 (71,88) 

Piperasilin 0 12 (12,50) 84 (87,50) 

Piperasilin/ 

Tazobaktam 

0 29 (29,29) 70 (70,71) 

Sefepim  0 45 (45) 55 (55) 

Seftazidim 0 61 (61) 39 (39) 
*Orta Duyarlı: Duyarlı, yüksek dozda- Bir mikroorganizmanın, antibiyotiğin dozlama rejimi 

değiştirilerek veya enfeksiyon yerinde antibiyotik konsantrasyonu artırılarak tedavi edilmesi 

durumunda başarı olasılığı yüksek olduğunda “artmış dozda duyarlı” olarak kategorize edilir. 

4.3. Virulans Genlerinin Tespiti İçin Yapılan PZR Sonuçları 

Çalışmaya alınan 100 izolatın PZR işlemi sonuçlarında ToxA 89 izolatta pozitif, LasB 

99 izolatta pozitif, PlcH 98 izolatta pozitif, PlcN ve AlgD tüm izolatlarda pozitif olarak 

saptanmıştır. Tüm PZR çalışmalarında ToxA, LasB, PlcH, PlcN, AlgD genleri için 

pozitif kontrol çalışılmış olup hepsi olumlu sonuç vermiştir. PZR işlemleri sonucunda 

oluşan bantlara örnekler şekil 2,3 ve 4’te gösterilmiştir.  P. aeruginosa’ ların izole 

edildikleri örnekler ve virulans genlerinin dağılımı tablo 10’ da verilmiştir. LasB geni 

varlığı açısından izole edildikleri örnekler arasında anlamlı farklılık bulunmuştur 

(p<0,05). Antibiyotik direnç oranları ile virulans genleri arasında anlamlı bir fark 

bulunmamıştır (p>0,05) (tablo 11). 

 
Şekil 2. ToxA genine ait amplifikasyon ürünlerinin %1,5’lik agaroz jelde görüntülenmesi. M: 

marker (100 bp), 1: Pozitif kontrol, 2-6: ToxA pozitif hasta suşu, 7: ToxA negatif hasta suşu. 
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Şekil 3. AlgD, LasB, PlcN, PlcH genlerine ait amplifikasyon ürünlerinin %1,5’lik agaroz jelde 

görüntülenmesi. M: Marker, 1: Pozitif kontrol, 2,3,4,6,7,8: AlgD, LasB, PlcN, PlcH pozitif hasta 

suşları, 5: AlgD, PlcN, PlcH pozitif; LasB negatif hasta suşu. 

 

Şekil 4. AlgD, LasB, PlcN, PlcH genlerine ait amplifikasyon ürünlerinin %1,5’lik agaroz jelde 

görüntülenmesi. M: Marker, 1: Pozitif kontrol, 2-3: AlgD, LasB, PlcN pozitif; PlcH negatif hasta 

suşları, 4-8: AlgD, LasB, PlcN, PlcH pozitif hasta suşları. 
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Tablo 10. P. aeruginosa’ ların izole edildikleri örnekler ve virulans genlerinin dağılımı  

 ToxA   LasB PlcH PlcN AlgD 

Solunum Yolu Örneği n(%) 39 (84,78) 46 (100) 45 (97,83) 46 (100) 46 (100) 

Yara/Abse n(%) 15 (88,24) 17 (100) 16 (94,12) 17 (100) 17 (100) 

Kan n(%)   13 (92,86) 14 (100) 14 (100) 14 (100) 14 (100) 

İdrar n(%)   13 (92,86) 14 (100) 14 (100) 14 (100) 14 (100) 

Steril Vücut Sıvısı n(%)   4 (100) 4 (100) 4 (100) 4 (100) 4 (100) 

Kateter n(%)   2 (100) 2 (100) 2 (100) 2 (100) 2 (100) 

Kulak/ Göbek Sürüntü Örneği 

n(%) 

2 (100) 1 (50) 2 (100) 2 (100) 2 (100) 

BOS n(%)   1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 

P değeri 0,936 < 0,05 0,956 > 0,05 > 0,05 

Tablo 11. P. aeruginosa’ ların antibiyotik direnç oranları ile virulans genlerinin dağılımı. 

 ToxA n(%) LasB n(%) PlcH n(%) PlcN n(%) AlgD n(%) 

Amikasin 18 (20,22) 21 (21,21) 22 (22,45) 22 (22) 22 (22) 

İmipenem 89 (100) 99 (100) 98 (100) 100 (100) 100 (100) 

Meropenem 58 (65,17) 63 (63,64) 63 (64,29) 64 (64) 64 (64) 

Siprofloksasin 62 (62) 61 (61,62) 61 (62,24) 62 (62) 62 (62) 

Levofloksasin 62 (72,89) 68 (71,58) 68 (72,34) 69 (71,88) 69 (71,88) 

Piperasilin 75 (88,24) 83 (87,37) 82 (87,23) 84 (87,50) 84 (87,50) 

Piperasilin/ 

Tazobaktam 

62 (70,45) 69 (70,41) 68 (70,10) 70 (70,71) 70 (70,71) 

Sefepim  49 (55,06) 54 (54,55) 55 (56,12) 55 (55) 55 (55) 

Seftazidim 36 (40,45) 39 (39,39) 39 (39,80) 39 (39) 39 (39) 

P değeri 0,223 0,887 0,982 >0,05 >0,05 

4.4. Yüksek Riskli Klonları Tanımlama İçin Yapılan MALDI-TOF MS Sonuçları 

Çalışmaya dahil edilen 100 adet P. aeruginosa izolatının 49’ unda ST111 klonuna ait 

biyobelirteçlerden sadece 3657 m/z’ de pik görülmüş; 10538 m/z’ de pik 

görülmemiştir. 7 izolatta ST253 klonuna ait 5813 m/z’ de pik görülmüştür. ST175 

klonuna ait biyobelirteçlere bakıldığında 1 izolatta sadece 6911 m/z’de, 3 izolatta 

sadece 7359 m/z’de, 2 izolatta ise her iki pik değeri de saptanmıştır. ST235 ve ST395 

klonlarına ait pik biyobelirteçleri hiçbir izolatta saptanmamıştır. Yüksek riskli klonlara 

özgü pikler şekil 5’ te gösterilmiştir. Yüksek riskli klonlar ile izole edildikleri örnek 

türleri arasında anlamlı fark bulunmuştur (p=0,034) (tablo 12). Bu fark solunum yolu 

örneklerinden kaynaklanmaktadır. ST111 klonlarının %36,73’ü, ST175 klonlarının 

%66,66’sı ve ST253 klonlarının %28,57’si solunum yolu örneklerinden izole 

edilmiştir.Yüksek riskli klonlar ile antibiyotik direnç oranları arasında anlamlı fark 

bulunmamıştır (p=0,990) (tablo 13).Yüksek riskli klonlar ile virulans genleri arasında 

anlamlı bir fark bulunmamıştır (p=1,00) (tablo 14).  
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Şekil 5. MALDI-TOF MS ile tespit edilen ST111,ST175,ST253 klonlarına özgü pik 

biyobelirteçleri. A: ST111 klonuna özgü 3657 m/z pik, B: ST253 klonuna özgü 5813 m/z pik, C-D: 

ST175 klonuna özgü 6911, 7359 m/z pikleri.  

Tablo 12. P. aeruginosa yüksek riskli klonlarının izole edildiği örnek türlerinin dağılımı (p=0,034). 

 ST111 ST175 ST253 Yüksek Riskli Klon Dışı 

İzolatlar 

Toplam 

Solunum Yolu Örneği 18 4 2 22 46 

Yara/Abse 9 1 - 7 17 

Kan 9 - 2 3 14 

İdrar 9 1 - 4 14 

Steril Vücut Sıvısı 1 - 1 2 4 

Kateter 2 - - - 2 

Kulak/ Göbek Sürüntü 

Örneği 1 - 

1 - 2 

BOS - - 1 - 1 

Toplam 49 6 7 38 100 

Tablo 13. P. aeruginosa yüksek riskli klonlarının antibiyotik direnç oranlarının dağılımı (p=0,990). 

 ST111 

n (%) 

ST175 

n(%) 

ST253 

n(%) 

Yüksek Riskli Klon Dışı 

İzolatlar n(%) 

Amikasin 15 (30,61) 0 (0) 0 (0) 7 (18,42) 

İmipenem 49 (100) 6 (100) 7 (100) 38 (100) 

Meropenem 41 (83,67) 3 (50) 3 (42,86) 17 (44,74) 

Siprofloksasin 35 (71,43) 3 (60) 5 (71,43) 19 (50) 

Levofloksasin 39 (84,78) 3 (60) 7 (100) 20 (52,63) 

Piperasilin 44 (95,65) 5 (100) 6 (85,71) 29 (78,38) 

Piperasilin/ Tazobaktam 39 (79,59) 5 (100) 4 (57,14) 22 (57,89) 

Sefepim  33 (67,35) 3 (50) 4 (57,14) 15 (39,47) 

Seftazidim 20 (40,82) 3 (50) 3 (42,86) 13 (34,21) 
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Tablo 14. P. aeruginosa yüksek riskli klonlarında virulans genlerinin saptanma oranlarının dağılımı 

(p=1,00). 

 ST111 

     n (%) 

ST175 

     n (%) 

ST253 

     n (%) 

Yüksek Riskli Klon Dışı 

İzolatlar n (%) 

Toplam 

n (%) 

ToxA 44 (89,80) 5 (83,33) 7 (100) 33 (68,75) 89 (89) 

LasB 48 (97,96) 6 (100) 7 (100) 38 (100) 99 (99) 

PlcH 49 (100) 6 (100) 7 (100) 36 (75) 98 (98) 

PlcN 49 (100) 6 (100) 7 (100) 38 (100) 100 (100) 

AlgD 49 (100) 6 (100) 7 (100) 38 (100) 100 (100) 
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5. TARTIŞMA 

Doğada geniş yayılımı ile fırsatçı enfeksiyon oluşturma potansiyeline sahip olan P. 

aeruginosa hastane kaynaklı ciddi enfeksiyonlardan izole edilmektedir (93). Son 

yıllarda ÇİD/YİD P. aeruginosa enfeksiyonlarının sıklığında artış görülmektedir. 

Virulans faktörlerinin üretimindeki çeşitlilik ve yüksek riskli klonların hızla yayılması 

ile antimikrobiyallere karşı direnç gelişim ve aktarım kapasiteleri küresel halk 

sağlığını tehdit edici unsurlar olmuştur (10). Dünya Sağlık Örgütü 2017 yılında 

karbapenem dirençli P. aeruginosa’nın yeni antibiyotiklerin acilen gerekli olduğu 

“kritik” grupta listelendiğini bildirmiştir (48). Avrupa Hastalık Önleme ve Kontrol 

Merkezi 2015 ve 2016 yılındaki epidemiyolojik verilerinde, P. Aeruginosa 

izolatlarının %13,7' sinin en az üç antimikrobiyal gruba ve %5,5' inin en az beş 

antimikrobiyal gruba dirençli olduğunu belirtmiştir (94). Ayrıca P. aeruginosa'nın 

pnömoni alevlenmeleri, idrar yolu enfeksiyonları ve kan dolaşımı enfeksiyonları dahil 

olmak üzere çeşitli yoğun bakım ünitesi (YBÜ) ve hastane kaynaklı enfeksiyonlara 

neden olduğunu bildirmiştir (95,96). Bir diğer çalışmada Avrupa hastanelerinin 

dördüncü en yaygın patojeni olarak bildirilen P. aeruginosa’nın, hastane kaynaklı 

enfeksiyonların %9' una neden olduğu belirtilmiştir (97). Benzer şekilde, Birleşik 

Devletler'de hastane enfeksiyonlarının %7,1'ine P. aeruginosa’nın neden olduğu 

bildirilmiştir (98). Ayrıca, Çin Antimikrobiyal Gözetim Ağı yayınladığı verilerinde P. 

aeruginosa'nın %7,96 görülme oranıyla Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve 

Staphylococcus aureus'tan sonra dördüncü hastane enfeksiyonu etkeni olduğunu 

bildirmiştir (99).  

Son zamanlarda karbapenem grubu antibiyotiklere karşı artan direnç oranları dikkat 

çekmektedir. OprD porin kaybı, effluks pompası ve karbapenemaz enzim üretimleri 

gibi çeşitli mekanizmalar direnç gelişimden sorumludur. Karbapenem dirençli suşlar 

çoğunlukla diğer antibiyotiklere de daha yüksek direnç oranlarına sahiptir. Bu durum 

tedavi seçeneklerini kısıtlayarak mortalitesi ve morbiditesi daha yüksek 

enfeksiyonlara neden olmaktadır (100,101). Buehrle ve ark. 37 karbapenem dirençli 

P. aeruginosa izolatıyla yaptıkları çalışmada amikasin direncini %8, gentamisin 

direncini %27, sefepim direncini %32, piperasilin/tazobaktam direncini %43, 

siprofloksasin direncini %43, levofloksasin direncini %62 olarak bildirmişlerdir (102). 

Hoşbul ve ark. karbapenem dirençli 100 adet P. aeruginosa ile yaptıkları çalışmada 
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direnç oranlarını piperasilin %88,7, piperasilin/tazobaktam %86, sefepim %71, 

amikasin %39, siprofloksasin %84, levofloksasin %90 olarak bildirmişlerdir (103). 

Üstün ve ark. 150 P. aeruginosa izolatı ile yaptıkları çalışmada karbapenem dirençli 

izolatlarda amikasin direncini %61, siprofloksasin direncini %60, sefepim direncini 

%93, seftazidim direncini %89 oranında saptayarak, yüksek antibiyotik direnç oranları 

tespit edildiğini bildirmişlerdir (104). Azizoğlu ve ark. 301 P. aeruginosa ile yaptıkları 

çalışmada karbapenem dirençli izolatlarda amikasin direncini %40, siprofloksasin 

direncini %68, seftazidim direncini %70, piperasilin/tazobaktam direncini %82 olarak 

bildirmişlerdir (105). Çalışmamızdaki yüksek direnç oranları, diğer çalışmalardaki 

karbapenem dirençli izolatlarda görülen yüksek antibiyotik direnç oranlarını 

destekleyici niteliktedir.  

Çeşitli çalışmalarda P. aeruginosa’ nın izole edildiği örnek türleri ve virulans 

faktörleri arasındaki ilişki incelenmiş ve patogenezine dair araştırma yapılmıştır. 

Badamchi ve ark. idrar yolu örneklerinden izole edilen 150 adet P. aeruginosa 

izolatıyla yaptıkları çalışmada virulans genlerini sırasıyla lasB (%92,9), aprA (%81,2), 

toxA (%69,4), algD (%60), plcH (%38,8) ve plcN (%38,8) olarak tespit etmişlerdir. 

Virülans faktör genlerinin çoğunun, izolatların önemli bir kısmında tespit edildiğini 

göstermişlerdir. İdrar örneklerinden alınan P. aeruginosa izolatlarında AprA geninin 

yüksek derecede varlığını tespit etmişlerdir. Alkalin proteaz (aprA), temel mikrobiyal 

moleküllerden biri olan monomerik flagellini parçalar. Ayrıca aprA, kompleman 

proteinleri ve sitokinler gibi konakçı proteinleri degrade eder. Yüksek oranda algD 

varlığının kateterle ilgili biyofilm oluşumu ile ilişkili olabileceğini bildirmişlerdir 

(106). Fazeli ve ark. 102 P. aeruginosa izolatı ile yaptıkları çalışmada virulans 

genlerini sıklık sırasına göre exoS (%67,64) plcH (%45,09), toxA (% 35,29), plcN 

(%33,33), lasB (%17,4), algD (%7,84) olarak tespit etmişlerdir. Yanık 

enfeksiyonlarının en yüksek virulans gen oranına sahip olduğunu tespit etmişlerdir. 

Özellikle akciğer enfeksiyonları patolojisinde önemli rol oynayan ExoS geninin yara, 

solunum ve idrar yolu enfeksiyonları olmak üzere klinik örneklerde en yüksek 

insidansa sahip olduğunu bildirmişlerdir (107). Ullah ve ark. beta-laktamaz üreten 54 

P. aeruginosa ile yaptıkları çalışmada virulans genlerini sırasıyla oprI (%40,74), toxA 

(%33,3), lasB (%24) ve PlcH (%18,5) olarak saptamışlardır. OprI P. aeruginosa’ ya 

karşı bağışıklama çalışmaları yürütülen dış membran proteindir. P. aeruginosa'da 
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virulans faktörlerinin varlığı ile beta-laktamaz üretimi arasında güçlü bir korelasyon 

olduğunu savunmuşlardır (108). Nikbin ve ark. 118 solunum yolu örneği, 100 yanık 

ve 50 yara örneğindeki P. aeruginosa ile yaptıkları çalışmada tüm izolatlarda lasB, 

oprI,opL genlerini tespit etmişlerdir. Yanık örneklerinde toxA (%97) genini solunum 

yolu örneklerinden (%85,6) daha yüksek bulmuşlardır (109). Dawodeyah ve ark. 61 

solunum yolu örneğinden izole edilen P. aeruginosa ile yaptıkları çalışmada algD, 

lasB, toxA virulans genlerini sırasıyla %98, %98, %80 olarak bildirmişlerdir. ÇİD P. 

aeruginosa izolatlarının tümünün algD, lasB, toxA geni pozitif olduğunu tespit 

etmişlerdir. Bu genlerin daha çok solunum yolu örnekleri ile ilişkili olduğu kanısına 

varılabileceğini bildirmişlerdir (110). Haghi ve ark. yanık yara örneklerinden izole 

edilen 93 P. aeruginosa izolatı ile yaptıkları çalışmada en yaygın virülans genini toxA 

(%97,8) olarak, bunu plcH (% 96,7), phzI ( %96,7), exoY (%93,1) ve phzII (%90,3)’ 

nin takip ettiğini bildirmişlerdir. Tüm ÇİD izolatların en az 5 virulans geni taşıdığını 

tespit etmişlerdir (111). Lanotte ve ark. 81’ i KF hastalarına ait toplam 162 P. 

aeruginosa izolatı ile yaptıkları çalışmada izolatların tamamında algD, lasB, toxA, 

plcH, plcN genlerini tespit etmişlerdir. ExoS genini ise %84,5 oranında tespit 

etmişlerdir. ExoS prevalansını, KF solunum izolatlarında anlamlı derecede yüksek 

bulmuşlardır (112). Bizim çalışmamızda araştırılan beş virulans geni de yüksek 

oranlarda bulunmuştur. 100 izolatın hepsinde en az üç virulans geninin varlığı tespit 

edilmiştir. Virulans genleri içerisinde en az toxA (%89) saptanmıştır. ToxA’nın en az 

saptandığı örnek solunum yolu örnekleri (%84,78) olmuştur.  

P. aeruginosa’da diğer çoğu bakterinin aksine antibiyotiklere direnç bir virülans 

faktörü olarak sayılmaktadır. Çünkü P. aeruginosa ürettiği enzimler ve dışa atım 

pompaları sayesinde birçok antibiyotiğe doğal direnç göstermekte, geçirdiği 

mutasyonlar ile antibiyotiklere karşı hızlı direnç kazanabilmektedir (22).Virulans 

faktörleri ile antibiyotik dirençleri arasındaki ilişkiyi araştıran çalışmalarda Karatuna 

ve ark. solunum yolu örneklerinden izole edilen 100 adet P. aeruginosa’ da lasB 

pozitif izolatların piperasilin ve seftazidime daha duyarlı olduklarını; aprA pozitif 

izolatların tobramisin, piperasilin, piperasilin/tazobaktam, sefepim, imipenem ve 

siproflokasine daha duyarlı olduklarını bildirmişlerdir (113). Maçin ve ark. 50’ si KF 

hastasına ait 100 adet P. aeruginosa ile yaptıkları çalışmada elastaz üretimi ile 

antibiyotik direnci arasında anlamlı bir ilişki olmadığını; alkali proteaz üreten suşların 
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bu enzimi üretmeyen suşlara göre amikasine, seftazidime, siprofloksasine, 

piperasiline, tobramisine, sefepime, gentamisine ve levofloksasine daha duyarlı 

oldukları bildirmişlerdir (114). Çalışmamızda ise ToxA saptanan izolatlar 

saptanmayanlara göre amikasin ve piperasilin/tazobaktama daha duyarlı, plcH 

saptanan izolatlar saptanmayanlara göre piperasilin, piperasilin/tazobaktam ve 

seftazidime daha duyarlı bulunmuşlardır. LasB saptanan izolatlar ise saptanmayanlara 

göre amikasin, meropenem, siprofloksasin, levofloksasin, piperasilin, 

piperasilin/tazobaktam ve sefepime daha duyarlı bulunmakla birlikte; çalışmamızda 

toxA, lasB, algD, plcH, plcN virulans genleri ile antibiyotik dirençleri arasında anlamlı 

bir farklılık bulunmamıştır (p>0,05). 

P. aeruginosa’nın küresel yayılım gösteren ST111, ST175, ST235, ST253 ve ST395 

yüksek riskli klonları çoğunlukla ÇİD/YİD ile ilişkilidir. Bununla birlikte yüksek riskli 

klonlar dünyadaki yayılımlarına, GSBL, karbapenemaz gibi beta-laktamaz 

üretimlerine bağlı olarak tanımlanmıştır. ST111, ST175 ve ST235 yüksek riskli 

klonları dünya çapında en geniş yayılımı olan, hızla artmakta olan yüksek riskli 

klonlardır. Pena ve ark. 81 YİD suşu ile yaptıkları çalışmada 62 suşun ST175, 9 suşun 

ST111 ve 2 suşun ST235 klonu olduğunu tespit ederek beklendiği gibi izolatların 

büyük çoğunluğun önceden tanımlanmış yüksek riskli klonlara ait olduğunu 

bildirmişlerdir (115). Üç büyük yüksek riskli klondan ST235, beş kıtadan birçok 

ülkede bulunan, en geniş dağılıma sahip olanıdır (10). Rusya’ da ÇİD, VIM üreten 

ST235 klonunun Rusya’dan Belarus ve Kazakistan’a yayıldığı ortaya çıkmıştır (73). 

Ülkemizde de ST235 klonunun varlığı bildirilmiştir (116). Ancak bu yüksek riskli 

klonlara ait mutasyonel ve kazanılmış direnç mekanizmaları hakkında çok az bilgi 

bulunmaktadır (117). Mikrobiyoloji laboratuvarlarında, yüksek riskli klonların tespiti, 

epidemiyoloji, enfeksiyon kontrolü ve önlem alma açısından önemlidir. Moleküler 

yöntemler bu klonların tespitinde başlıca yöntemlerdir. Bunun dışında basit ve hızlı 

bir tarama tekniği olarak O-antijeni serotiplendirmesi öne çıkmaktadır. ST235 için 

O11, ST111 için O12, ST175 için O4 serotipinin belirlenmesi yüksek riskli klonların 

saptanmasını sağlamaktadır (118). Son dönemde yüksek riskli klonların tespitinde 

MALDI-TOF MS sisteminin kullanımı doğru ve hızlı tespit olanağı sağlamaktadır. 

Cabrolier ve ark. yüksek riskli klonlara ait olduğu bilinen izolatların MALDI-TOF MS 

ile saptanmasına yönelik yaptıkları çalışmada MALDI-TOF MS’ in özgüllüğünü 
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ST111, ST175, ST253 ve ST395 için %96,6 ve ST235 için %82,5 olarak tespit 

etmişlerdir. Pozitif prediktif değerin (PPD) %41,2 ile %89,5 arasında ve negatif 

prediktif değerin (NPD) %97,0 ile %100 arasında değiştiğini bildirmişlerdir (91). 

Mulet ve ark. ST175 klonunun MALDI-TOF MS ile saptanmasına yönelik 506 P. 

aeruginosa suşu ile yaptıkları çalışmada 35 (%6,9) izolatın ST175 klonuna ait 

olduğunu saptamışlardır. 6911 m/z tepe noktasını tüm ST175 izolatlarında 

bulduklarını, ancak 7359 m/z tepe noktasının izolatların sadece birinde olmadığını 

bildirmişlerdir. Tüm YİD izolatların %41,7 kadarı ST175 klonuna ait olduğunu ve 

bunların çoğunun sadece seftolozan/tazobaktam ve kolistine duyarlı olduğunu 

saptamışlardır. ST175 izolatlarının meropenem direncini %88,6, amikasin direncini 

%8,6 olarak bildirmişlerdir (119). ST175 klonuna ait olduğu doğrulanmış izolatlar ile 

yapılan başka bir çalışmada 7359 m/z zirvesinin varlığının ST175 tespiti için yüksek 

duyarlılık (%100) ve NPD’ye (%100) sahip olduğunu ancak; ST175 olmayan 26 

izolatta da 7359 m/z piki saptandığını, bu durumda özgüllük (%92,6) ve PPD’in 

(%41,2) daha düşük olduğunu bildirmişlerdir. 6911 m/z ve 7359 m/z tepe noktalarının 

her ikisinin birlikte saptandığı izolatların içinde ise ST175 olmayan sadece 4 suş 

olduğunu ve iki pikin birlikteliğinin özgüllüğü ve PPD' i önemli ölçüde artırdığını 

saptamışlardır (92). Ülkemizde Çekin ve ark. 45 P. aeruginosa  izolatında 5 yüksek 

riskli klonun varlığını araştırdıkları çalışmada MALDI-TOF MS analizine göre, 

karbapenemaz üreten izolatlarda yüksek riskli klonlara ait karakteristik tepe 

noktalarını saptamadıklarını, karbapenemaz üretmeyen bir izolatın ST253 için 5813 

m/z’ te karakteristik pik verdiğini bildirmişlerdir. ST253’ ün yoğun bakım ünitesinden 

izole edildiğini ve kolistin dışındaki tüm antibiyotiklere dirençli olduğunu 

bildirmişlerdir (120). Ülkemizde yapılan bir diğer çalışmada Malkoçoğlu ve ark. 84 

karbapenem dirençli P. aeruginosa izolatında ST111, ST175, ST235, ST253 ve ST395 

varlığını araştırmışlardır. MALDI-TOF MS analizine göre, karbapenemaz üreten 

suşların hiçbirinin yüksek riskli klonlara ait olmadığını bildirmişlerdir (121). MALDI-

TOF MS ile yüksek riskli klonlarının varlığını araştırdığımız çalışmamızda en sık 

saptanan yüksek riskli klon ST111 (%49) olup bunu, ST253 (%7), ST175 (%6) takip 

etmektedir. Ülkemizde daha önce bildirilmiş olan ST235 ile ST395 klonu ise 

çalışmamızda saptanmamıştır.  ST111 klonların %46,93’ ü, ST175 klonlarının %50’ 

si ve ST253 klonlarının %28,57’ si yoğun bakım ünitelerinden gelen örneklerde izole 
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edilmiştir. Yüksek riskli klonların en sık izole edildiği örnek türü solunum yolu 

örnekleri olmuştur. ST111 klonlarının %36,73’ü, ST175 klonlarının %66,66’sı ve 

ST253 klonlarının %28,57’si solunum yolu örneklerinden izole edilmiştir. ST111 

izolatlarının en duyarlı oldukları antibiyotikler amikasin (%69,39) ve seftazidim 

(%59,18) olarak bulunmuştur. ST175 izolatlarında amikasine karşı direnç 

saptanmamış olup, ST253 izolatlarında da amikasine karşı direnç saptanmamıştır. 

Karbapenem dirençli yüksek riskli klonlara karşı test edilen antibiyotikler içerisinde 

en etkili antibiyotik grubu aminoglikozidler olarak görülmektedir. Yunanistan’ da 

meropenem minimum inhibitör konsantrasyonu (MİK) 2 mg/L’ den yüksek olan 120 

P. aeruginosa izolatında multilokus sekans tipleme (MLST) ile yüksek riskli klonları 

araştıran bir çalışmada sırasıyla ST111 (%42,5), ST235 (%30,83), ST395 (%13,33), 

ST253 (%1,66) olarak tespit etmişlerdir. Yüksek riskli klonlarda önemli oranlarda 

MBL üretimi tespit etmişler. ST111 klonlarının %66,66’sı, ST235 klonlarının 

%40,54’ü ve ST395 klonlarının %62,5’inin VIM ürettiğini bildirmişlerdir (122). 

ABD’ de yapılan bir çalışmada kan kültürlerinden izole edilen 57 adet P. aeruginosa 

izolatının MLST ile analizinde en yüksek oranda ST111 (%38,6) klonunu tespit 

etmişlerdir. Yirmi iki ST111 klonunun 21’inin hastane kaynaklı enfeksiyon etkeni 

olduğunu ve 15’inin meropenem dirençli olduğunu bildirmişlerdir (123). Hollanda’da 

yapılan bir çalışmada 168 P. aeruginosa izolatının MLST ile analizinde %45’inin 

ST111 klonuna ait olduğu saptanmıştır. ST111 izolatlarının 73’ünün VIM, 1’inin IMP 

ürettiği ve geri kalan 1 suşun ise karbapenemaz üretmediği bildirilmiştir (124). 

Kolombiya’da yayımlanmış bir raporda, ST111 klonuna ait bir P. aeruginosa suşunda 

VIM-2 ve KPC-2’nin birlikte bulunduğu ve karbapenem, aztreonam dahil tüm beta-

laktamlara ve amikasin, siprofloksasin, kolistine dirençli olduğu bildirilmiştir (125). 

İspanya’da karbapenemaz üreten 71 P. aeruginosa izolatının MLST ile analizinde en 

yaygın yüksek riskli klonun ST175 (%46,47) olduğunu, iki izolatın ST111, iki izolatın 

da ST253 klonuna ait olduğunu tespit etmişlerdir. ST175 izolatlarının diğer izolatlara 

göre antibiyotiklere daha dirençli olduğunu bildirmişlerdir (126). Başka bir çalışmada, 

çalışmaya dahil edilen P. aeruginosa izolatlarının 19’u YİD, 4’ ü ÇİD olmak üzere 

23’ünde ST175 klonu tanımlanmıştır. ST175 yüksek riskli klonuna ait 23 izolatın biri 

dışında diğerlerinin; sefalosporinler, penisilin beta-laktamaz inhibitör 

kombinasyonları, aztreonam, karbapenemler, florokinolonlar ve aminoglikozidleri 
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içeren benzer bir direnç profiline sahip olduğunu bildirmişlerdir (127). Başka bir 

çalışmada 183 P. aeruginosa izolatının MLST ile analizinde 104’ünün ST175 klonuna 

29’unun ST235 klonuna ait olduğunu tespit etmişlerdir. ST175 klonların 103’ünün 

VIM, 1’inin IMP ürettiğini; ST235 klonlarının hepsinin GES ürettiğini saptamışlardır. 

ST175 klonlarının sadece piperasilin/tazobaktama (%79,8), aztreonama (%86,5), 

amikasine (%75) ve kolistine (%100) duyarlı olduklarını bildirmişlerdir. ST235 

izolatlarının ise sadece aztreonama (%13,8), tobramisine (%70,4), amikasine (%13,8), 

siprofloksasine (%3,6) ve kolistine (%100) duyarlı olduklarını bildirmişlerdir (128). 

Polonya’ da metallobetalaktamaz üreten 454 P. aeruginosa izolatının MLST ile 

yapılan analizinde en çok ST235 (%31,3) ve ST111 (%16,7) klonları saptanmıştır 

(129). Ülkemizde yapılan bir çalışmada OXA-48 ve NDM-1’ in birlikte tespit edildiği 

11 P. aeruginosa izolatının MLST ile analizinde 8’ inin ST235 klonuna ait olduğunu 

ve tüm izolatların karbapenemlere ve kolistine dirençli olduğunu bildirmişlerdir (116).  

Çalışmamızda virulans faktörleri ve yüksek riskli klonlar arasındaki ilişki 

araştırılmıştır. Virulans faktörleri hem yüksek riskli klonlarda hem de diğer suşlarda 

yüksek oranlarda tespit edilmiş olup, yüksek riskli klonlar ile virulans faktörleri 

arasında anlamlı bir farklılık tespit edilmemiştir (p=1,00). Virulans faktörleri ve 

antibiyotik dirençleri arasındaki ilişkiler de dikkate alınarak yüksek riskli klonların 

global yayılımını etkileyen faktörler araştırılmalıdır. Mikrobiyoloji laboratuvarlarında 

uluslararası ÇİD/YİD yüksek riskli klonların tespiti epidemiyolojik, enfeksiyon 

kontrolü ve halk sağlığı açısından önem taşımaktadır. MLST şu an için en yaygın 

olarak kabul edilen altın standart yöntemdir. Ancak Çoklu Lokus Değişken Sayısı 

Tandem Tekrar Analizi (MLVA), O-antijen serotiplendirmesi ve MALDI-TOF MS 

gibi daha ucuz ve daha hızlı tiplendirme tekniklerinin uluslararası yüksek riskli 

klonların tespiti için karşılaştırılabilir sonuçlar sağladığı gösterilmiştir (73, 91). Biz de 

çalışmamızda MALDI-TOF MS’in yüksek riskli klonları saptama yeteneğini 

göstermiş olduk. Yüksek riskli klonların erken tespiti, enfeksiyon kontrolü için önemli 

sonuçlara sahiptir ve hastane ortamında yayılmalarını önlemeye yardımcıdır. Erken ve 

uygun antimikrobiyal tedavi, monoklonol antikorlar gibi stratejik tedavi 

seçeneklerinin geliştirilebilmesi yüksek riskli klonların dünya çapında yayılımını 

engellemeye yardımcı olacaktır.   
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6. SONUÇLAR 

 Klinik örneklerden izole edilen P. aeruginosa izolatlarının (n:100) antibiyotik 

direnç oranları; amikasin %22, imipenem %100, meropenem %64, siprofloksasin 

%62, levofloksasin %71,88 piperasilin %87,50, piperasilin/tazobaktam %70,71, 

sefepim %55, seftazidim %39 olarak saptanmıştır. Çalışmamızda seçtiğimiz 

izolatlar imipenem veya meropenem antibiyotiklerden en az birine dirençli olacak 

şekilde seçildiğinden yüksek direnç oranları görülmektedir. Çalışmamızdaki 

yüksek direnç oranları diğer çalışmalardaki karbapenem dirençli izolatlarda görülen 

yüksek antibiyotik direnç oranlarını destekleyici niteliktedir. 

 Tüm P. aeruginosa izolatlarının (n:100) virulans faktörleri değerlendirildiğinde 

ToxA %89, LasB %99, PlcH %98, PlcN %100 ve AlgD %100 oranında pozitif 

saptanmıştır. LasB geni varlığı açısından izole edilen örnekler arasında anlamlı 

farklılık tespit edilmiştir (p<0,05). Antibiyotik direnç oranları ile virulans 

faktörlerinin varlığı arasında anlamlı bir farklılık  tespit edilmemiştir (p>0,05). 

  MALDI-TOF MS ile yüksek riskli klonların varlığı değerlendirildiğinde en sık 

saptanan yüksek riskli klon ST111 (%49) olup bunu, ST253 (%7), ST175 (%6) 

takip etmektedir. ST235 ile ST395 klonu ise çalışmamızda saptanmamıştır. Yüksek 

riskli klonlar ile izole edildikleri örnek türleri arasında anlamlı fark bulunmuştur 

(p=0,034). Yüksek riskli klonlar en sık solunum yolu örneklerinden izole edilmiştir. 

Yüksek riskli klonlar ile antibiyotik direnç oranları değerlendirildiğinde anlamlı 

farklılık tespit edilmemiştir (p=0,990). 

 Virulans faktörleri hem yüksek riskli klonlarda hem de diğer suşlarda yüksek 

oranlarda tespit edilmiş olup, yüksek riskli klonlar ile virulans faktörleri arasında 

anlamlı bir ilişki tespit edilmemiştir (p=1,00). Bu durum P. aeruginosa 

izolatlarında virulans faktörlerinin yüksek oranda üretildiğini göstermektedir. 

 Çalışmamızda MALDI-TOF MS’in yüksek riskli klonları saptama yeteneğini 

değerlendirmiş olduk. Yöntemin geliştirilerek yüksek riskli klonların erken 

tespitiyle, enfeksiyon kontrolü için önemli sonuçlar alınabilecektir.   
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