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OZET

Pseudomonas aeruginosa toplum kaynakli enfeksiyonlara nadiren yol
agar. Yogun bakimda tedavi gbéren hastalarda sepsis, ventilator iligkili pnédmoni,
menenjit, gastroenterit, santral vendz kateter, Uriner sistem, cilt ve yumusak
doku, cerrahi yara yeri enfeksiyonu gibi ¢ok ¢esitli klinik tablolara yol agabilir.

P. aeruginosa ¢ogu hastanede endemik diizeyde bir hastane enfeksiyonu
ajani olarak gorulur. Bazen epidemik duzeye gikabilir ve salginlara yol acgabilir.

Ozellikle hastane enfeksiyonuna neden olan bakterilerin  gogul
antibiyotiklere direngli olmalari, tedavilerinin zor olmasi, mortalite ve morbiditeyi
arttirmalari nedeniyle Pseudomonas ve diger firsatci bakterilerin cins, tar, izolat
dizeyinde ayiriminin yapilmasi hastane salginlarina yol agan bakterilerin
hastane igindeki epidemiyolojisinin belilenmesi ve salginlarinin énlenmesi igin
son derece Onemlidir. Bu calismada molekiler yontemlerden Repetitive
Element Palindromik Polimeraz Zincir Reaksiyonu (REP-PZR) kullanilarak
hastanemizdeki Pseudomonas aeruginosa epidemiyolojisinin belirlenmesi

amagclandi.

Calismamizda Diversilab yontemi ile tiplendirilen 49 Pseudomonas
izolatinda 31 farkh klon bulunmustur. %9%’in Uzerinde benzerlik 11 sustan
olusan bir ana klonda (A klonu), 3 tane sus igceren 2 ayri klonda (B ve C
klonlari), 2’li sus iceren 4 ayri klonda goézlenmis (D,E,F,G klonlari), 24 tane ise
tekli klon tespit edilmistir. Ana klona ait suslar yenidogan yogun bakim Unitesi
(n=2), cocuk yogun bakim unitesi (n=2), ¢cocuk enfeksiyon hastaliklari (n=1),
dahiliye yogun bakim (n=4) ve eriskin hematoloji-onkoloji (n=2) servislerinde

izole edildi.

Sonug¢ olarak bu calisma ile hastanemizde, 11 benzer Pseudomonas
susundan olusan ana klonunun servisler arasinda klonal yayilim gosterdigi
ortaya konmustur. REP-PZR yonteminin epidemiyolojik c¢alismalarda ve
enfeksiyon kontrolinde kullanilabilecek yararh bir yontem olabilecedi kanisina

varilmistir.

Anahtar sozcukler: Pseudomonas aeruginosa, klonal iliski, REP-PZR,

genotiplendirm



INGILizCE OZET

Epidemiological investigastion of Nasocomial Pseudomonas Aeruginosa
infection with REP-PCR

Pseudomonas aeruginosa rarely cause community acquired infections. P.
aeruginosa is often responsible for health care associated infections. P.
aeruginosa can lead to a variety of clinical statements such as sepsis, ventilator
associated pneumonia, meningitis, gastroenteritis, central venous catheter,
urinary tract, skin and soft tissue, surgical wound infections in patients treated in
intensive Unit.

P.aeruginosa are seen as an hospital infection agent in endemic level in
most of the hospitals. It can sometimes reach to the epidemic level and may
cause outbreaks.

It is extremely important to discriminate Pseudomonas and the other
opportunist bacteria at the level of species, genus and isolates because the
bacteria that causes the hospital infections are resistant to multiple antibiotics.
They also increase the mortality and the morbidity and the infections caused by
them are difficult to treat. That discrimination is also important for the
determination of the in-hospital epidemiology of the bacteria which causes
hospital outbreaks and also for the prevention of the epidemics.

In this study, it is aimed to determine the epidemiology of Pseudomonas
aeruginosa in our hospital by using the molecular method of Repetitive
Elements Palindromic Polymerase Chain Reaction(REP-PCR) .

In our study, 31 different clones have been detected in 49 Pseudomonas
isolates which were typed by using Diversilab method. Over %95 similarity was
monitored in the main clone which contains 11 strains, in 2 different clones each
of which contains 3 strains and in 4 different clones each of which contains 2
strains. Morover, 24 single-strained clones were identified. The strains belong to
the main clone have been isolated in neonatal intensive care unit (n = 2),
pediatric intensive care unit (n = 2), the service of pediatric infectious diseases
(n = 1), the service of medical intensive care (n = 4) and the service of adult

hematology-oncology (n=2) .



In conclusion, major clone which was created by homologous 11
Pseudomonas strains showed clonal dissemination in our hospital. REP-PCR
can be useful method for molecular epidemiological purposes and aid to

infection control measures.

Key Words: Pseudomonas aeruginosa, clonal relationship, REP-PCR,

genotyping.



1. GIRIS ve AMAG

Pseudomonas ve benzer cinsler, aerob, hareketli, spor olusturmayan
toprakta, suda ve bitkilerde yasayan non-fermantatif gram negatif basillerdir. Bu
cinse ait tirler dogada yaygin olarak bulunurlar (1).

Isi gibi fiziksel kosullara dayanikli olmasi ve nutrisyonel gereksinimini
minimuma indirebilme yetenegi pseudomonas turlerinin dogada bu kadar
yaygin bulunmasina ve firsatgi patojen olarak karsimiza ¢ikmasina neden
olmaktadir.

Saglikh bir bireyde de hastalik olusturabilmelerine ragmen siklikla firsatgi
bir patojen olarak kistik fibrozis, yanik, malignite, immun yetmezlik, immun
supresif tedavi alanlar ve malnutrisyonu bulunan hastalarda hastaliklara yol
acarlar. Firsatgi enfeksiyonlara en sk yol acan pseudomonas tird
Pseudomonas aeruginosa’dir (1).

Pseudomonas aeruginosa toplum kaynakli enfeksiyonlara nadiren yol
acar. Daha c¢ok saglik bakimi ile iligkili enfeksiyonlardan sorumludur. Yogun
bakim hastalarinda sepsis, ventilator iligkili pnémoni, menenjit, gastroenterit,
santral vendz kateter, Uriner sistem, cilt ve yumusak doku, cerrahi yara yeri
enfeksiyonu gibi ¢cok cesitli klinik tablolara yol agabilir. Siklikla yogun bakimda
solunum sistemi, Uriner sistem ve yara yeri enfeksiyonu seklinde karsimiza
cikar. Bakteriyemi ve septik sok ise primer olarak immun yetmezlikli hastalarda
goéralir.  Amerika Hastalik Kontrol Merkezi (CDC)’nin verilerine goére etken
olarak nazokomiyal pnémonilerde ikinci, Uriner sistem enfeksiyonlarinda tguncu
ve bakteriyemide yedinci sirada yer almaktadir (2).

P. aeruginosa nemli ortamda bulunmayi sever. insanda perine, aksilla,
kulak gibi nemli ortamlarda rahatlikla kolonize olur. Nemli ortam ayni zamanda
P. aeruginosa’nin hastane rezervuarlari igin 6nemli bir faktordir. Solunum
cihazlari, solusyonlar, ilaglar, dezenfektanlar, lavabolar, paspaslar rezervuar
gOrevi gordurler.

Saglikh kisilerde kolonizasyon oranlari dusuktlr. Hastanede yatis ve
genis spekturumlu antibiyotik kullanimi ile kolonizasyon oranlari artis gosterir.
Mekanik ventilatore baglanan hastalarin solunum yollarinda, kemoterapi alan
hastalarin bagirsak sisteminde, yanik hastalarinin ciltlerinde pseudomonas

kolonizasyonuna sik rastlanir. Kolonizasyon icin risk faktorleri olarak; hastanede



yatis suresi, antibiyotik kullanimi, cerrahi girisim ve diger girisimsel islemler
sayilabilir. Invaziv hastalik igin risk faktorleri olarak; agir nétropeni, diyabet, agir

yaniklar, steroid tedavisi, cerrahi girisimler, invaziv cihaz kullanimi sayilabilir (2).

P. aeruginosa ¢ogu hastanede endemik dizeyde bir hastane enfeksiyonu
ajani olarak bulunmasina ragmen bazen epidemik duzeye ¢ikarak salginlara yol
acgabilir (3). Bu salginlar genellikle ayni hastane icerisinde, servislerden
servislere yayllim seklinde olmaktadir (4). Fakat son yillarda ¢oklu ila¢ direnci
bulunan suslar sadece hastane ve sehirlerarasinda degil, ayni zamanda ulkeler

arasinda yayilarak tim dunyayi tehdit eder hale gelmistir (5,6).

Gram negatif bakterilerin hastane ortaminda genetik madde aktarimi ve /
veya antibiyotiklerin secici baskisi ile ¢ogul diren¢ 6zelligi kazanmasi sorun
olusturmaktadir.

Pseudomonas ve diger firsat¢i bakterilerin cins, tur, izolat duzeyinde
ayirimi 6zellikle hastane enfeksiyonuna neden olan tirlerin cogul antibiyotiklere
direncli olmalari, tedavilerinin zor olmasi, mortalite ve morbiditeyi arttirmalari,
ayni zamanda hastane salginlarinin énlenmesi igin alinmasi gereken tedbirlerin
hizlica uygulamaya koyulmasi icin son derece onemlidir. Ek olarak salgin
suglarinin epidemiyolojik olarak iligkisiz olan diger suslarla tur alti duzeyde
kargilastiriimasi gerekir. Bu amagla kullanilan 2 farkh sistem vardir:

a) Fenotipik tiplendirme: fenotipik tiplendirme sistemleri biyokimyasal
Ozelliklere, antibiyotik duyarlilik paternlerine, serolojik reaksiyonlara, faj
tiplendirmesine ve protein profiline dayanir.

b) Genotipik tiplendirme: genotipik tiplendirme sistemleri plazmid profilleme,
ribotipleme, jel elektroforezi, DNA amplifikasyonu, Repetitive Element
Palindromik Polimeraz Zincir Reaksiyonu (REP-PZR) gibi yontemleri icerir.

Genel olarak uygulanan antimikrobiyal duyarhlik testleri hem uygun
tedaviyi belirler hem de bakteri irklarini tanimlamada yardimci olur. Ancak
yuksek direnclilik veya duyarliik 06zelligi olan patojenlerde bu tip testlerin
hassasiyeti sinirlidir. Faj tiplemesinde oldugu gibi oldukga spesifik fenotipik
belirlemeler gelistiriimesine karsin, bu testlerde kullanilan besi yeri bilesenleri
her zaman ticari olarak elde edilemeyebilir. Biyokimyasal testler igin harcanan

surenin uzun olmasi, sonuglarin zaman zaman yaniltici olmasi ve diger



dezavantajlar fenotipe dayali testlerin standart hale getiriimesinde engel
olusturmustur.

Molekuler yontemler ise hastane enfeksiyonuna sebep olan etkeni kisa
surede gosterir, tanimlar, belirli antibiyotiklere karsi direng profillerini
belirleyebilir ve patogenezden sorumlu genlerin arastiriimasinda kullanilabilir.

Molekuler tiplendirmenin enfeksiyon hastaliklarinda en fazla gerekli
oldugu alan, hastane enfeksiyonlarinin irdelenmesidir. Molekuler tipleme
yontemleriyle salginlarin kaynadi ve yayilma yollari arastirilabilir. Salginin
Ozellikleri belirlenerek, kimin nerede, ne zaman, ne ile ve nasil etkilendigi, bulas
yollari, potansiyel kaynak ve vektorlerin tanimi yapilabilir. Endojen ve ekzojen
kaynakli enfeksiyonlar ayirt edilebilir. Molekller tiplendirme yontemleriyle
patojen bakterilerin hastane ortaminda yayginlik dereceleri ve kalig sureleri
arastirilabilir.

Bu calismadaki amacimiz, hastanemizdeki P. aeruginosa

epidemiyolojisinin REP-PZR ile belirlenmesidir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Pseudomonas Cinsi

DNA-rRNA hibridizasyonu, DNA-DNA hibridizasyonu ve 16S rRNA
sekanslama tekniklerinin kullanimiyla orijinal siniflandirmada Pseudomonas
cinsi bakteriler temelde bes rRNA grubuna ayrilmiglardir. Her rRNA grubu
icinde de DNA homoloijilerine gore alt gruplar olusturulmustur (Tablo 1).

Tablo 1. Insanlarda hastaliga neden olan 5 Pseudomonas homoloji grubunda
yeni taksonomik degisiklikler ve yeniden siniflandirma

Homoloji grubu  Onceki belirlenen Mevcut belirlenen
I Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas flourescens

Pseudomonas putida

Chryseomonas luteola Pseudomonas luteola
Flavimonas oryzihabitans Pseudomonas oryzihabitans

I Pseudomonas cepacia Burkholderia cepecia
Pseudomonas mallei Burkholderia mallei

[l Pseudomonas acidovarens Delftia acidovarens

AV Pseudomonas vesicularis Brevundimonas vesicularis

Vv Xanthomonas maltophilia Stenotrophomonas maltophilia

Pseudomonadaceae familyasinda yer alan pseudomonas cinsi bakteriler
toprakta, suda, bitkilerde ve hayvanlarda yasayan aerob, hareketli, spor
olusturmayan, non-fermantatif, gram negatif basillerdir. Genellikle zorunlu aerob
olmalarina karsin, nitrat ve arjinin varliginda anaerob bakteriler gibi
cogalabilirler.  Fosfoenol piruvat-hekzofosfotransferaz  sistemine  sahip

olmadiklarindan, karbonhidratlari Entner-Doudoroff yoluyla katabolize ederler.
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Cok cesitli karbon kaynaklarini (basit ve kompleks karbonhitratlar, alkol,
aminoasit) kullanabildiklerinden, minimum miktarda organik bilesige sahip

herhangi bir yerde yasayip ¢ogalabilirler (7).

Pseudomonas cinsinin klinik olarak en dnemli tirG P. aeruginosa’dir.
Boyutu 0,5-0,8 ym’den 1,5-3 ym’ye kadar degisen, oksidaz pozitif gram negatif
comaktir. Codu sus tek veya cift kamgi, pili, fimbriyaya sahiptir ve hareketlidir.
P. aeruginosa hazir laboratuvar kulturlerinde kolayca uUrer. Optimal Ureme 37
derecede  gorulir. Pseudomonas izolatlart (Pseudomonas luteola,
Pseudomonas oryzihabitans hari¢) oksidaz pozitif ve katalaz pozitiftir.
MacConkey agarda laktoz fermente etmeyen olarak tanimlanir. Karbonhidratlari
fermente etmemesine ragmen glukoz ve ksiloz gibi monosakkaritleri okside
eder. Baz tlrler kanli agarda beta hemoliz yapabilir. P. aeruginosa turi
mikroorganizmalarin  %90’1 mavi-yesil fenazin pigmenti, sari-yesil florasan
pigmenti uretirler. Ayrica nadirde olsa koyu kirmizi veya siyah pigment de
Uretebilirler. Bu pigmentler kiltir vasatinin igcine dogru yayilir, kolonilerin
cevresinde kultard renklendirirler. P. aeruginosa suslari epidemiyolojik
calismalar igin serolojik tiplendirme, faj tiplendirme, ribotiplendirme, pyocin

tiplendirme ile birbirlerinden ayirt edilebilirler (7).

2.2. Epidemiyoloji

P. aeruginosa ¢i§ sebze ve meyvelerin ylzeyinde, bitki értistinde, su ve
toprakta bulunabilen essiz bir cevresel mikroorganizmadir. ilk defa Gessard
tarafindan yesil cerahat igerisinde tespit edildiginde patojen olarak
tanimlanmistir. Minimal beslenme gereksinimi ve c¢ok farkli fiziksel kosullarda
cogalabilmesi organizmanin farkli ekdlojik ortamlara uyum saglama yetenegini
arttirmistir. ~ Saglikh  insanlarin  normal florasinda nadiren  bulunur.
Gastrointestinal sistem insanlardaki kolonizasyonun en sik yeridir. Saglikl
insanlarda %5-30 gibi yuksek kolonizasyon oranlarina ulasabilse de nadiren
baskin mikroorganizma olur (7). Yemek yendikten sonra en sik gegici
kolonizasyonun oldugu bdlge kalin bagirsaktir. Uzun siredir hastane yatan,
entlbasyon tupu veya trakeostomi gibi yabanci cisim ile takip edilen,
mukosiliyer klirensi bozuk olan, kemoterapi veya genis spekturumlu antibiyotik

almis olan hastalarin nemli vicut bélgeleri (solunum yollari, bodaz, nazal
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mukoza, aksilla ve perine) P. aeruginosa ile kolonize olabilir. Genel olarak
firsat¢i bir patojendir, saglikli insanlarda enfeksiyona nadiren neden olur. Cilt
ve mukozada kolonize olma yetenegi bulunmasina ragmen nadiren devamli
kolonizasyona yol acar. Konak dokusuna zarar verecek spesifik toksik maddeler
uretmez. Normal cilt ve mukozaya invazyon yetenegi yoktur. P. aeruginosa
normal konak savunma sisteminin bozuk oldugu; kistik fibrozis (mukosiliyer
klirens bozuklugu), kemoterapiye bagli nétropeni, yaniga bagh bozulmus cilt

bariyeri gibi durumlarda patojen hale gelir (1, 7).

P.aeruginosa hastane ortamina siklikla hastalarin veya hastane
personelinin ciltleri, solunum vyollari, giysileri ve ayakkabilar ile girer ve ¢ogu
nemli bdlge P. aeruginosa ile kolonize olur. Hastanede distile sularda, goz
damlalarinda, antiseptik solUsyonlarda, mutfakta, yer paspaslarinda,
¢amasirhanede, dus basliklarinda, diyaliz ekipmanlarinda, nebulizatérlerde ve
diger solunum cihazlarinda tespit edilebilirler. P. aeruginosa’nin hastadan
hastaya veya hastane personelinden hastaya gecisi varsayilabilir fakat bu
nadiren gercgeklesir. Hastanede yatan hastalarda kolonizasyon ihtimali yatis

suresinin uzamasiyla artar.

Kolonizasyon sonrasi enfeksiyonun gelistigi hastane disi P. aeruginosa
kaynaklari olarak yuzme havuzlari, sicak kuvet, su kaydiragi, kontak lens
solUsyonlari, kozmetikler, yasadisi enjekte edilebilir ilaglar, ayakkabi i¢ tabani
sayllabilir. Cig sebze ve meyvelerin ylzeyinde yaygin olarak bulunur. Bu
yiyeceklerin tuketilmesi agir immun yetmezligi olan c¢ocuklarda ilk Once

kolonizasyon, ardindan invaziv enfeksiyon ile sonuglanabilir.
2.3. Patogenez

Pseudomonas enfeksiyonlarinin patogenezinde birgok faktdr rol oynar.
Nadir géralmeyen bir insan saprofiti olmasina ragmen genellikle firsatgi olarak
hastaliklara neden olur. P. aeruginosa immun sistemi saglam kisilerde
enfeksiyonlarin énemli bir nedenidir. P. aeruginosa’nin farkl ¢evre kosullarina
adaptasyon yetenegi, asgari beslenme gereksinimi ve antibiyotiklere direng
geligtirme egilimi immun sistemi saglam kisilerde yasamasina imkan verir.

Endotoksin, enterotoksin, pili, flajella ve hucre disi toksinler gibi birgok virulans
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faktorine sahiptir. Endotoksini diger gram negatif bakterilerin ki kadar guglu
degildir. Fakat endotoksin bakteriyi komplemanin etkilerinden korur ayrica
sitokin yolagini uyararak sepsis ve septik soka neden olur. Ayrica endotoksin
diyare sendromuna yol agabilir. Pseudomonas enterotoksini de tarif edilmigtir

fakat insanlarda olusturdugu ishal tablosu net degildir.

Lesitinaz, kollejenaz, lipaz, elastaz, kazeinaz, jelatinaz, fibrinolizin,
hemolizin, alkalen proteaz, fosfolipaz C, ekzoenzim S, ekzoenzim U, ekzotoksin
A P. aerginosa’nin ekstraseliler salgiladigi enzimlerdir. Deri veya akcigerin
lokalize nekrozundan, korneal Ulserasyondan sorumlu enzimler proteolitik
enzimler olabilir. Ekzotoksin A difteri toksinine benzer mekanizma ile 6karyot
hicre protein sentezini inhibe eder. Spesifik ekzotoksin A tasimayan P.
aeruginosa susglari fare ve sican akcigerlerinde enfeksiyon olusturmada dusuk
virulansa sahiptirler. Ayrica ekzotoksin A konak fagositik hucre fonksiyonlarini
bozar. Ekzotoksin A’ya karsi gelistiriien aktif veya pasif immunizasyon,
deneysel olarak, ekzotoksin Ureten suslarla gelisen enfeksiyonlara karsi korur.
Fosfolipaz C Okaryat hlicre membraninda bol miktarda bulunan, prokaryot hicre
membraninda bulunmayan foslipidleri pargalar. Isiya dayanikli bir pargasiyla
veya Isitya dayanikl fosfolipaz C ile hemoliz meydana getirebilir. Ekzoenzim S

diger bir virtlans faktortddr.

Yanik hastalarinda, yanik bdlgesinde Ureyen P. aeruginosa ekzoenzim S
uretirken saglam deride bu enzimi Uretmez. Sepsis gelisen yanik hastalarinin
kaninda bakteri tespit ediimeden dnce bu enzim tespit edilebilir. Ekzoenzim S
uretemeyen P. aeruginosa suslari daha az invaziv enfeksiyon yetenegine

sahiptir.

Cesitli  proteazlar kompleman ve  koagllasyon  proteinlerini
pargalayabilirler. P. aeruginosa’nin lektini (surfaktan) suda c¢6zundr hale
getirebilme ve destrikte edebilme yetenegi, akciger enfeksiyonlarinda meydana
getirdigi atelektazilerin nedeni olabilir. Kapsul yapisinda yer aldigi dusunulen bir
lokosidin tanimlanmigtir. Saf haldeki gamur tabaka ve olusturdugu pigmentler
toksik degildir.
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P.aeruginosa’da fimbria ve pili gibi ylzey yapilari mukozal epitelyal hicre
yuzeylerine tutunmakta goérevlidir. Hayvan modellerinde flajella tasimayan
suslarin daha az dissemine olduklari, daha az bakteriyemi ve pndmoniye neden
olduklari gorulmastur. Bazi Enterobacteriacea uyelerinin tersine P. aeruginosa
normal solunum yolu musinine baglanmay! daha fazla tercih eder. Fibronektin
epitelyal hucreleri bakteriyel baglanmadan korur. Ancak kistik fibrozisli
hastalarin solunum vyollarinda bulunan yidksek proteaz seviyesi ayrica
entubasyon ve alt solunum yollarinin viral enfeksiyonu (6zellikle influenza)
sonras! olusan hucresel hasar fibronektinin bu yeteneginde azalma ile
sonuglanir. Glikokaliks (ekstraselliler camur tabakasi) konagin fagositik
fonksiyonlarindan, antikor ve antibiyotiklerin etkilerinden mikroorganizmayi

koruyarak, P. aeruginosa’ya mikrokoloniler olusturma firsati verir.

P. aeruginosa’nin patojenitesindeki diger dnemli noktalardan bir tanesi de
fagositoza olan direncidir. Fick ve Reynold Kkistik fibrozisli hastalarda 1gG
molekulindeki Fc kisminin degismesine bagh IgG’'nin opsonik aktivitesinin
azaldigini belirtmislerdir. Bu degisiklik ozellikle akcigerlerde daha belirgindir.
Cunku bakteriyal proteazlar akcigerlerde daha yogundurlar ve IgG’yi pargalama
ve dahasi opsonik fonksiyonlarini bozma yetenekleri vardir. Kistik fibrozis
hastalarinin akcigerlerinde P. aeruginosa’nin persistan bulunmasinin nedeni
balgamlarinda bulunan bir ya da iki faktoére bagh olabilir. Bu faktorler P.
aeruginosa’ya karsi olusmus taze insan serumuna etki ederler. Ornek olarak
IgG antikorlarinin insan serumundaki bakterisidal IgM antikorlarini bloke ettigi

gOsterilmigtir.

Kistik fibrozis hastalarindaki 1gG subgrup konsantrasyonlari yasa gore
saglikli gocuk ve adodlasan degerleri ile karsilastiriimistir. Presler ve arkadaglari
kistik fibrozis hastalarinda 4 subgruptan en az bir tanesinin kontrol grubuna
goére daha yuksek oldugunu bulmusglardir. Ayrica artmis IgG2 dederi ile azalmig
zorlu ekspiratuvar volum (FEV) arasinda onemli bir iligki saptamiglardir (8).
Moss ve arkadaslari ise Tip spesifik lipopolisakkaritlere yani opsonik
immuanodeterminantlara karsi olugan IgG seviyesinde 6nemli miktarda artis ve
IgG3 sifti gozlemislerdir. Kistik fibrozisli hastalarda opsonik aktivite azalmistir

fakat kompleman bagimh  noétrofil  fagositozu  korunmustur.  1gG4
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konstantrasyonu ile opsonik aktivite ters orantihdir. Pulmoner makrofajlar P.
aeruginosa’nin pulmoner klirensinden sorumludur. Literatlir isiginda Moss,
opsonik immunodeterminantlara karsi olusmus yuksek I1gG4 seviyesinin
makrofaj fonksiyonlarini ve pulmoner P. aeruginosa klirensini bozdugunu iddia
etmigtir (9).

P. aeruginosa iki elastolitik enzim (LasA ve LasB) uretir. Enfeksiyon
esnasinda bu enzimler viriilans faktérleridir. iki enzim muhtemelen akciger
dokusuna (akciger proteinlerinin  %30’u elastindir) direkt hasar verir.
P.aeruginosa’nin akcigerden immun Kklirensini etkilerler. Arastirmacilar C3b
reseptorlerinin proteolitik enzimler tarafindan bozuldugunu gdéstermislerdir. Bu
bozulma, P. aeruginosa klirensindeki basarisizligin nedenlerinden bir tanesi
olarak 6ne surulmustar. CUnkUu birgok hucre tipi; makrofaj, monosit, B lenfosit,
bazi T lenfositler C3b reseptorleri tasir. Proteolitik aktivite bu hucrelerin
ylzeyindeki C3b reseptorlerini yok eder. Sonug olarak monosit ve makrofajlarin

fagositik aktiviteleri bozulur.

Kistik fibrozis hastalarinin akcigerlerinden izole edilen P. aeruginosa’nin
mukoid suslari yuksek miktarda aljinat Uretirler. Bu polisakkarit polimer, P.
aeruginosa suslarina besi yerinde mukoid gérunum ayni zamanda akcigerde
antifagositik aktivite saglar. Ek olarak P. aeruginosa’ya bagli kronik akciger
enfeksiyonunda ciddi bir immun cevap olugsmasini uyararak akciger hasarina
katkida bulunur. Dogal viskdz yapisi nedeniyle kistik fibrozisli gocuk hastalarin
akcigerlerinde kalin bir brongiyal sekresyon olusmasina katkida bulunur. Bu
sekresyon kuguk hava yollarini tikar, mukosilier klirensi ve fagositik hicrelerin
hareketini bozar. Aljinat Uretimi regule edilebilir ve induklenebilir. Laboratuarda
seri kulturlerde mukoid suslar mukoid 6zelliklerini kaybederler. Fare modelinde

non mukoid suslar mukoid fenotipi dénusebilirler.

P. aeruginosa’nin virulansinda lipopolisakkaritlerin rolu de arastiriimistir.
Yanik olusturuimus fare modellerinde lipopolisakkarit butinlGginin direkt
virulansla iligkili oldugu gdézlenmistir. Lipopolisakkarit O zincirindeki eksiklik

onemli oranda virulansi azaltir.
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2.4. Klinik Belirti ve Bulgular

P. aeruginosa saglikli, immun yetmezligi olmayan c¢ocuklarda hastalik
yapabilir. Genellikle daha 6nce saglikli oldugu bilinen bir g¢ocukta hastalik
meydana geldiginde, organizma su, toprak veya bitki ile kontamine olmus
yaradan vucuda girig yapar. Kontaminasyonu, yesil veya mavi renkte akintili
apse formasyonuna ilerleyen lokal bir selllit takip eder. Ister direkt
inokulasyonla, ister sepsise sekonder olusmus olsun, cilt lezyonlari ilk 6nce
pembe bir makul seklinde baslar. Daha sonra bu makul kiglk bir kutanoz
hemorajik nodule donusur. Daha sonra bu nodul, ektima gangrenozum olarak
bilinen ortasi nekrotik, eskar dokusu bulunan lezyona dénusur. Cilt lezyonlari
disinda saglklh cocuklarda sepsis, endokardit, mastit, menenijit, korneal
enfeksiyon, otitis eksterna, dakriyosistit, mastoidit, pndmoni, diyare, nekrotizan
fasiyit, peritonit ve idrar yolu enfeksiyonu gibi lokalize ve sistemik enfeksiyonlara
neden olabilir. Pseudomonas osteokondriti veya osteomyeliti delici yaralanma
sonrasi Ozellikle ayakta geligir. Saglikli cocuklarda sistemik P. aeruginosa
enfeksiyonlari olumcul olabilir, %55 gibi yuksek mortalite oranlari rapor
edilmistir. Cin’de yapilan bir ¢alismada, Ozellikle daha 6nce saglikli oldugu
belirtilen ve sepsis bulgulariyla basvuran hastalarda, bagvuru esnasinda ¢ok
agir hastalik bulgular, nobet, ciddi gastrointestinal hastalik, hipotansiyon,
Iokopeni var ise P. aeruginosa bakteriyemisinden slphe edilmesi gerektigi
belirtilmistir (10).

Ortak ylzme havuzu, aile icgi kuvet, jakuzi ve su kaydiraklarinin
kullanimindan sonra saglikh c¢ocuklarda P.aeruginosa’'ya bagh dermatit
(follikalit), plantar nodul, oftitis eksterna, mastit ve Uriner sistem enfeksiyon
salginlari bildirilmistir (11,12). Bu gibi yerlerle temastan ortalama 48 saat sonra
(saatler-5 gun) kasintii veya agnl cilt lezyonlari geligir. Cilt lezyonlari
eritematdz, makuler veya pustller olabilir. Bazi vakalarda ¢ok hassas noduller
gérullebilir. Lezyonlar birkag adet daginik lezyondan trunkal tutuluma kadar
gidebilir. Bazi ¢ocuklarda gorulen halsizlik, ates, otalji, kusma, bogaz agrisi,
konjonktivit, rinit, piyuri, abdominal kramp dermal lezyonlarla iligkili olabilir.

P. aeruginosa’nin birgok serotipi bu salginlarla iligkilidir. Jakuzi cildin

hyperhidrasyonuna ve deskuamasyonuna neden olur. Jakuzilerde su isisi gogu
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zaman 37,8 derecenin Uzerindedir ve genellikle su filtre edilmez. Yukaridaki

sebepler P. aeruginosa’nin gogalmasi ve temasi igin 6nemli faktorlerdir.

P. aeruginosa ile enfekte yizme havuzlarinda duzenli yuzen kigilerde P.
aeruginosa’ya bagh akut otitis eksterna bildirilmistir (13). Bu organizmaya bagli
gelisen malign otitis eksterna kliniginde yuksek ates, dis kulak yapilarinda
nekroz, 7. sinir paralizisi, mastoidit, temporal kemik osteomyeliti vardir. Bu
enfeksiyonun ilerlemesiyle nadiren menenijit gelisir. Malign eksternal otit
genellikle malnutrisyon, I6kopeni (notrofil disfonksiyonu), malignite veya diyabet
ile iligkilidir. Bu durumun etkin tedavisi agresif cerrahi debritman ve uygun

sistemik antibiyotikdir.

P.aeruginosa kronik suUpuratif otitis media (kolestatomlu veya
kolestatomsuz), akut veya kronik mastoiditde sik goérlilen bir ajan olarak
karsimiza c¢ikar. Kronik supduratif otitis media iyi tedavi edilmemis akut otitis
medianin komplikasyonudur ve persistan otoreye eslik eden perfore timpanik
membranla kendini gosterir. Yetersiz tedavi edilmis otitis mediada, cerrahi
olarak perfore edilerek takilan timpanostomi tupli hastalarda da geligebilir.
Saglam timpanik membrani olan ¢ocuklarda gorilen akut otitis media etkenleri
ile timpanostomili gocuklarda goérulen etkenler farklidir. Timpanostomi tlipa olan
akut otitis mediali ¢ocuklarin %12’sinde P. aeruginosa tespit edilmistir.
Timpanostomi tipl P. aeruginosa ile kolonize oldugunda, organizmanin biyofilm
olusturmasi nedeniyle eradikasyon komplike hale gelebilir. Biyofilm sistemik ve
topikal antibiyoterapinin etkinligini azaltir. Ayaktan tedavi cogu zaman basarisiz
olur. Timpanostomi tupunden akintisi olan akut otitis mediali ¢ocuklarda
deksametazonla  birlikte veya deksametazonsuz baglanan  topikal
siprofloksasilin tedavisinin oral baslanan amoksisilin-klavulanik asit tedavisinden

daha efektif ve Ustln oldugu gosterilmigtir (14).

Orta kulak sivisinin aspirasyonu ile izole edilen bakterilere yonelik verilen
sistemik antibiyotik tedavi, kronik slUpuratif otitis mediada kur saglamak igin
gerekli olabilir. Bu tedavi ilerde gerekli olabilecek timpanomastoid cerrahi

ihtiyacini dnleyebilir.
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Ticari olarak satilan, Piercing olarak bilinen kulak takilarinin kulaga
takildiktan sonra P. aeruginosa’ya bagli gelisen kulak kartilaj enfeksiyonlari
bildirilmigtir. Tek kullanimhk olan bu takilarin tekrar kullanimlari enfeksiyon

riskini artirmaktadir.

Go6z enfeksiyonlari genellikle P. aeruginosa’nin travma veya cerrahi
operasyon esnasinda inokule edilmesiyle geligir. Katarakt ameliyati sonrasi
gelisen salginlar bildirilmigtir (15). Bazen de topikal ajanlarla olusabilir. Nadiren
hematojen yolla gergeklesir. Kontamine kontak lens solUsyonlarinin kullanimi,
kontak lens bakimi i¢cin musluk suyu kullaniimasi, gozler korunmadan
endotrakeyal aspirasyon yapilmasi da g6z enfeksiyonlarina neden olabilir.
Korneada llserasyon ve daha sonra endoftalmit gelisebilir. Uygun tedavi hizl

bir sekilde bagslanmaz ise gorme kaybi gelisebilir.

P. aeruginosa yenidogan doneminde ciddi enfeksiyonlara yol acabilir.
Yasamin en erken saatlerinde sepsis rapor edilmistir ve mortalite ve morbiditesi
cok yiksektir. Intraamniyotik enfeksiyon, neonatal sepsis ve 6limle sonuglanan
intrauterin kazanilan enfeksiyonlar bildirilmistir. Klinik bulgular, yenidoganda
gorilen diger gram negatif bakteriyel enfeksiyonlarla benzerdir. Hipotansiyon,
solunum sikintisi, cilt lezyonlari ana bulgulardir. Mortalite oranlari %80 gibi
yuksek degerlere ulasabilir. Ge¢ neonatal P. aeruginosa enfeksiyonlari
¢ogunlukla nasokomiyal ( bakteriyemi, Uriner sistem enfeksiyonlari, pnémoni)
enfeksiyonlardir ve hastanede yatan hastalarda yabanci cisim (Uriner veya
vaskuler kateter uygulamalari, endotrakeyal tup) ile iligkilidir. Dogum esnasinda
gevsetme amaciyla kullanilan sicak kivetler yenidogani pseudomonas igin riskli

gruba sokabilir.

implante edilebilir cihazlarin giderek artan kullanimi saglik bakimi ile
iligkili yeni pseudomonas enfeksiyonlarina zemin hazirlamigtir. Spastiteyi
¢6zmek icin kullanilan intratekal baklofen pompalari P. aeruginosa’nin neden
oldugu menenijit ve yara yeri enfeksiyonlar ile iligkilidir. Kohlear implanti
bulunan hastalarda ge¢ 6nemde P. aeruginosa enfeksiyonlari bildirilmigitr. Bu
tir cihazlarla gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde cihazin g¢ikartiimasi

infeksiyonun basarih bir sekilde tedavi edilebilmesi igin sarttir.
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Diger pseudomonadlar (B. Pseudomallei disinda) saghkh kigilerde
nadiren enfeksiyonlara yol acgarlar. Raporlar genellikle saglikli gocuklar
icerisinde yogun bakimda yatanlarda gorulir. B. cepecia’ya bagl pndémoni,
keratit, apse, Shewenalla putrefaciens’ e bagli otitis media, P. flourescens’e
bagli apse, P. stutuzeri’'ye bagli otitis media, osteomyelit, pnémoni,
Sphingomonas paucimobilis’e bagl post travmatik bacak Ulserleri, beyin
apsesi, S. matophilia’ya bagli selulit, pndmoni, sepsis, endokardit, peritonit,

menenjit geligebilir.
2.4.1 Yanik ve Yara Yeri Enfeksiyonlari

Yanik ve yara yuzeyleri siklikla pseudomonadlar ve diger gram negatif
basillerle kolonize olurlar. Kolonizasyon mutlaka enfeksiyon olacagi anlamina
gelmez. Fakat kolonizasyon invaziv enfeksiyon olusumu igin 6n asamadir.
Yanik hastalarinda P. aeruginosa’ya bagli sepsis ana problemdir ve mortalitesi
yuksektir. Sistemik tutulum, P. aeruginosa’nin cansiz dokuda c¢ogalmasi ile
iligkili olabilir. Ayrica uzun suredir takili olan intravaskuler veya Uriner kateterler
de invaziv enfeksiyona neden olabilirler. Antibiyotikler normal florayi
baskilayarak ¢ok daha direng¢li P. aeruginosa suslarinin secilmesine ve
gelismesine yol agar. Ek olarak yanik bolgesine uygulanan hidroterapide yanik
alanlarinin ve diger alanlarin kolonizasyonuna yol agar. Sonug¢ olarak hastane
ortaminda direngli P. aeruginosa suslariyla kolonize olan hastalarda gelisen
hastaliklarda gorulen mortalite orani duyarli suglarla gelisenlere gore daha
yuksektir (16).

Hayvan c¢alismalariyla, 1s1 yaralanmasinin gastrointestinal sistemde
kolonize olmus endojen veya ekzojen flora elemanlarinin translokasyonuna
neden oldugu gosterilmistir. Isi hasarina maruz kalan bireylerde gastrointestinal

sistem florasi sepsis i¢in potansiyel kaynaktir (17).

Yanik hastalarinda kemik iligi baskilanir, ayni zamanda nétrofil
fonksiyonlari (kemotaksi ve hidcre ic¢i 6ldirme) bozulur. Notrofillerin
pseudomonaslari oldurmesi bozulmustur. Yanik hasari antijenlere anormal
yanit, graftin gec¢ rejeksiyonu, anormal vaskiler yanit, bozulmus geg
hipersensivite yaniti, artmis antimikrobiyal farmokokinetik ile iligkilidir. YiUksek
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bakteri konsantirasyonu ile gelisen kolonizasyon yara yerinin iyilesmesini
engeller. P. aeruginosa yara yerinin iyilesmesini saglayan birgcok mekanizmayi
inhibe eden maddeler yapar ve salgilar. Yara yerinin iyilesmesinde etkin olan,
kontraksiyonu saglayan fibrini pargalayan ekzojen plasminojen aktivatoér salgilar
ve kontraksiyonu durdurur. Ekzotoksin A yara iyilesmesini geciktiren potent bir

protein sentez inhibitérudar.
2.4.2 Kemik ve Eklem Enfeksiyonlari

Delici yaralanma sonrasi ayakta gelisen osteomyelitlerin %90’dan
fazlasinda etken P. aeruginosa’dir. En sik etkilenen kemikler kalkaneus ve
metatarsal kemiklerdir. Teshis koymadan 6nce semptomlarin siresi 2 ile 40 gin
arasinda (ortalama 9 gun) degisir. Agri ve sislik en sik semptomlardir. Akinti ve
ates nadiren bildirilir. Cogu hastada lokositoz ve ylksek sedimentasyon degeri
vardir. Tedavinin ve degerlendirmenin herhangi bir evresinde osteomyelitin
radyolojik bulgularina genellikle rastlanir. Kemik sintigrafisi her zaman
anormaldir ve siklikla direkt grafilerden 6nce bulgu verir. Ayakkabi i¢ tabanhgi
¢cogu zaman P. aeruginosa’nin kaynagidir. Cocuk yalinayak olsa da veya
ayakkabi disinda baska bir giyecek giyse de eger delici bir yaralanma ile

enfeksiyon meydana geldi ise etken ¢ogunlukla P. aeruginosa’dir.

Diger kemik ve eklemlerin P. aeruginosa enfeksiyonlari cocuklarda
nadirdir. IV ilag bagimlilarinda ayak digi eklem ve kemiklerde P. aeruginosa’ya
bagli enfeksiyonlar gorllebilir. Baska bolgelerin kemik ve eklemlerinde
enfeksiyona yol actiklarinda yayilimlari gogu zaman hematojen yolladir ve
kaynak pelvik veya uriner sistem enfeksiyonlaridir. S. aureus nedeniyle olugan
kemik ve eklem enfeksiyonlarina goére klinigi daha sessizdir. Penetran travma,
cerrahi, deklbit Glser ve yumusak doku enfeksiyonu sonrasi komsuluk yoluyla

kemiklerde enfeksiyona yol acabilir.
2.4.3 Kistik Fibrozis

Kistik fibrozis ¢ocuklarda en sik 6lume yol acan kalitimsal hastaliktir
(1,7). Kistik fibrozis transmembran regulator geninde (CFTR) olusan mutasyon

sonucu, ekzokrin bezler etkilenir, su ve tuz transportunda bozukluk meydana
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gelir. Hastaligin gidisatt ve prognozu opportunistik bakterilerin meydana
getirdigi hava yolu hastaligi tarafindan belirlenir. Olim genellikle kronik
obstruktif pulmoner hastalik sonucu olusur. P. aeruginosa ¢ogu kistik fibrozis
hastasindan izole edilebilir. Pankreas enzim destegine ihtiyaci olan ¢ocuklarda
daha fazla oranda P. aeruginosa kolonizasyonu gorulir. Kistik fibrozis hastasi
bir cocugun balgaminda P. aeruginosa uremesi, bu mikroorganizmaya bagli
enfeksiyon veya destruktif pnémoni olustugunu tam olarak yansitmaz.
Mukosilier klirens kistik fibrozis hastalarinda bozulmustur ve bunun sonucu
olarak bakteriler gibi inhale partikaller bronkopulmoner epitel yuzeyinden
temizlenemez. Akcigerlerdeki CFTR gen bozukluguna bagl gelisen asidik ortam
P. aeruginosa’nin epitel hicre yluzeyine baglanmasini arttirir.  Sdrekli genis
spekturumlu antibiyotik kullanmak, saglik ile iligkili kurumlarda P. aeruginosa ile
temas etmek, kistik fibrozis hasta kamplarina katilmak, buhar c¢adiri veya
inhalasyon tedavileri kullanmak kolonizasyon riskini arttirir. Solunum yollarinin
mukoid suslarla kolonizasyonu hastanin yasi, pulmoner fonksiyonlar, klinik skor,
immunglobulin dizeyleri, akciger grafisinde ciddi dedisiklikler ile koreledir. Bir
kez P. aeruginosa solunum yolunda gorullrse, antibiyotiklerle nadiren eradike
edilebilir.

Kistik fibrozis hastalari hemen hemen her zaman olagan disi bir mukoid
susa ev sahipligi yaparlar. Ve bu suslar ¢ok yuksek miktarda kapsuler ¢camur
tabakasi Uretirler.  Kistik fibrozis hastalarinin %70-80’i bu mikroorganizma ile
kronik kolonizedir (7). Kistik fibrozis olmayan hastalarda ise bu oran % 0,5-1,7
arasinda degisir. Kistik fibrozis hastalarindaki kronik akciger enfeksiyonuna P.
aeruginosa genetik adaptasyon gosterir. Kronik, persistan enfeksiyon akut
enfeksiyonun baslangici icin gerekli virilans Ozellikleri saglayan genlerin
kaybina yol acar. immun sistemin efektif immun cevap olusturabilmesi icin bu
virulans faktorlerini tanimasi gerekir. Bu virulans faktérlerinin kaybi hava
yollarindan P. aeruginosa’nin eradike edilmesi i¢in gerekli olan immun sistemi
inhibe eder (7).

Solunum yollarinda P. aeruginosa’nin persistan olarak kalmasi, aljinat
yapisindaki biyofilm iginde c¢ogdalarak mikrokoloniler olusturmasina baglidir.

Biyofilm mikroorganizmanin ihtiya¢c duydugu besinlerin gegigine izin verirken,
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mikroorganizmayl da vicut savunma sisteminden, antikorlardan ve

antibiyotiklerden korur.

Kistik fibrozis hastalarinda gorulen P. aeruginosa serotiplerinde bir

kimelesme gorulur. Hastalarin %50-93'Unde Homma tipi 8 sus gorulur (7).

Kistik fibrozis hastalarinda gorulen bakteriyel enfeksiyonlar her zaman
solunum vyollariyla sinirli kalir. En ¢ok pulmoner alevilenme ile giden
endobronsiyal hastalik gorulir. Pulmoner parankim nadiren tutulur. Aksine
epitelyum ve submukozal tabaka &demlidir ve kronik inflamatuvar hicre
infiltrasyonu vardir. Pulmoner alevlenme belirtileri olarak produktif 6ksurik
sikliginda artig, balgam miktarinda artis veya balgam karakterinde degisme,
istahta azalma, solunum sayisinda artma, solunum sikintisinda artma, egzersiz
intoleransi sayilabilir. Ates ve |0kositoz az sayida hastada gorulur. Bunlarin
olmasi koétu pulmoner fonksiyonlar ve kétlye giden prognostik skor ile iligkilidir.
Pulmoner alevlenme esnasinda balgamdaki P. aeruginosa konsantrasyonu,
DNA seviyesi, protein miktari artar. Uygun antimikrobiyal tedavi ile bunlarin
duzeyi 6nemli olgide azalir. Pulmoner enfeksiyon kroniktir. Bronsit, bronsiolit,
bronsektazi gelisebilir. Sonunda immun supresif hastalarda goérilen generalize
nekrotizan pnémoni yerine lokal nekrotizan pnémoni gelisir. Sepsis nadirdir

fakat santral ven6z kateter takilanlarda gorulebilir.
2.4.4 Malignite

Lésemili gocuklar, 6zellikle immun supresif tedavi alanlar ve nétropenik
olanlar P. aeruginosa ve diger pseudomonaslarin neden oldugu sepsise
oldukga duyarlidirlar. Pseudomonas putida gibi bir ¢ok pseudomonadin
maligniteli cocuklarda sepsis nedeni oldugu belirtiimigtir. Genellikle enfeksiyon
bagirsak sisteminde kolonize olmug olan mikroorganizmanin kan dolagim
yoluna invazyonu ile gergeklesir. istahsizlik, halsizlik, bulanti, kusma, ates
gorilebilir. Generalize vaskilit gelisir, tim organlarda hemorajik nekrotik
lezyonlar olusur. Ciltte gangrendz lezyona donusen palpable nodul ve ekimotik
alanlar olusur. immun supresif tedavi alan gocuk hastalarda gérilen P.
aeruginosa enfeksiyonlarinda hemorajik gangrendz perirektal selllit veya apse,

tiflitis, preseptal sellit ve nekrotizan fasiyit bildirilmigtir.
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Malignite nedeniyle kemoterapi alan c¢ocuklar bakteriyel enfeksiyona
oldukga duyarlidir. Kemoterapi ve radyoterapi mukozal bariyerlere zarar
verebilir, orta-ciddi immunsupresyona yol acabilir. Bir arastirmada kanser
hastalari icerisinde P. aeruginosa bakterimi hizinin en yuksek |6semi
hastalarinda oldugu bildirilmistir. Cogu vaka, hastalarda mutlak notrofil sayisi
100/mm¥un altina indiginde gorular. P. aeruginosa sepsisine bagli mortalite
relaps doneminden ziyade solid timorli hastalarda, mutlak nétrofil sayisi
100/mm?¥Un altinda olanlarda, perineal cilt lezyonu olanlarda, remisyonda iken

bakteriyemi gelisenlerde ve induksiyon tedavisi alanlarda gorular (7).

Kanser hastasi ¢ocuklarda enfeksiyon gelisimini kolaylastiran en énemli
faktor granulositopenidir. Loésemi ve farkli kanser hastaliyi olan c¢ocuklarin
bakterisidal kapasiteleri bozulmus olabilir. P. aeruginosa igin spesifik olan isiya
dayanikli opsoninler yogun kombine kemoterapi alan lésemi hastalarinda
azalmis olabilir. P. aeruginosa’ya baglh fetal enfeksiyonlar bu spesifik

opsoninlerdeki eksiklikten kaynaklaniyor olabilir (7).
2.4.5 immun Supresyon

Kanser hastaliklari, transplantasyon ve kollajen doku hastaliklarinin
tedavisi icin immun suresif ajanlar kullanilabilir. Enfeksiyonun lokalizasyonu ve
enfeksiyon ajaninin tipi altta yatan hastaliga bir sekilde baghdir. P.
aeruginosa’ya bagh gelisen sepsis ve pnomoni saglikli populasyondan ziyade

immunsupresif tedavi alan ¢ocuklarda goralur.
2.4.6 Hastane Enfeksiyonlari

Hastane enfeksiyonlari (HE), hastaneye vyattiginda enfeksiyon
hastaliginin inkibasyon déneminde olmayan veya enfeksiyon belirti ve bulgulari
izlenmeyen hastada, hastaneye yatistan sonra gelisen enfeksiyonlar olarak
tanimlanir. Yenidogan i¢cin dogumdan 48 saat sonra, gocuklarda hastaneye
yatistan 48-72 saat sonra baglayan, her iki grup igin taburculuk sonrasi ilk 10
gun icinde gelisen enfeksiyonlar hastane kdkenli enfeksiyon olarak kabul edilir
(18).
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Florence Nightingale ve William Farr hastanelerde mortalite oranlarinin
yuksek oldugunu saptamislar ve hastane sartlarinin ve hijyenin dizeltiimesi igin
caligsmalar yapmiglardir. 19. yuzyilin sonlarina dogru gocuk hastalarda meydana
gelen hastane enfeksiyonlarinin etkileri ile ilgili bilgiler toplanmaya baslanmistir.
1934 yihinda Stockholm sehrinde yapilan ‘Cocuk Hastalarda Nasokomiyal
Enfeksiyonlar’ adli kongrede bu konu ile ilgili bir rapor hazirlanmig, nasokomiyal
enfeksiyonlarin ¢ocuklarda artmis mortalite ve morbiditeye neden olduklari

kanitlarla gosterilmistir (19).

Cocuklardaki HE tiptaki ilerlemeler ile yakindan iligkilidir. Eskiden erken
olume sebep olan hastaliklara karsi geligtirilen yeni tedavi yontemleri ile daha
uzun bir yasam saglanirken, bu tedaviler immunsupresif ¢ocuk sayisinda ve
edinilen hastane enfeksiyonu sayisinda artis meydana getirmistir. Genis
spekturumlu ilaglarin yaygin kullaniminin olusturdugu segcici baski daha dnce
bilinmeyen antimikrobiyal diren¢ mekanizmalarinin ortaya ¢ikmasina neden

olmustur.

Modern hastanelerdeki invaziv girisimler HE icin en Onemli risk
faktorleridir. Cocuklarda HE riski hastanin yasi, yatirildigi servis, esas hastaligi
ve hastaligin ciddiyeti, immunitesi, uygulanan invazif igslemler gibi bazi faktorlere
bagli olarak blyuk 6l¢ude degisir. Cocuklarda HE yas ile ters orantilidir, yas
azaldikca enfeksiyon riski artar. HE hastane servisleri icerisinde en sik yogun
bakim Unitelerinde gorulur. Yenidogan yogun bakim Unitesinde veya cocuk
yogun bakim Unitesinde yatan, kritik hastaligi bulunan, bagisiklik sistemi
baskilanmis olan, invaziv alet kullanilan ( santral ven6z kateter, Uriner kateter,
mekanik ventilasyon), parenteral yolla beslenen, cerrahi iglem uygulanan

hastalarda HE riski 6nemli 6lgtide artmaktadir (20).

Yenidogan ve cocuk yogun bakim unitelerinde HE etkeni olan bakteriler
siklikla deri ve bagirsak sisteminden koken alirlar. Koagulaz negatif stafilokoklar
ve Staphylococcus aureus deri, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Enterokok ve Enterobacter turleri bagirsak sistemi kokenli
mikroorganizmalardir. Pseudomonas ve Acinetobacter gibi bakteriler,
intraven6z sivi ve ilaclarda, sivi sabunlarda, antiseptik ve dezenfektanlarin

icinde varhigini sirdurebilen agir enfeksiyonlara yol agan mikroorganizmalardir.
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Hastane enfeksiyonlarindan sorumlu mikroorganizmalar her Ulkede ve
hastanede farkli olabilmektedir. Avrupa Ulkelerini kapsayan bir galismada, 20
pediatri Unitesinde HE'dan sorumlu ajanlarin %68’inin (gram negatif basiller
%37, gram pozitif koklar %31) bakteriler oldugu tespit edilmigtir. Alt solunum
yollarinda en sik (%44) P. aeruginosa, bakteriyemide en sik koagullaz negatif
stafilokoklar (KNS) (%50), cerrahi yara yeri enfeksiyonlarinda en sik (%35)
Stapylococcus aureus, uriner sistem enfeksiyonlarinda (%27-%27) kandida ve
P. aeruginosa izole edilmigtir (21). Brezilya’da ¢ocuk hastalarda saptanan
hastane kaynakli kan dolagim yolu enfeksiyonlarinda gram negatif organizmalar
%49, gram pozitif organizmalar %42,6 ve mantarlar %8,4 oranlarinda patojen
olarak saptanmistir. En sik saptanan etkenler koagullaz negatif stafilokoklar
(%21,3) ve klebsiella spp ( %15,7) olmustur (22). Isvigrede en sik neden
Enterobacteriaceae ve KNS’lar iken Cin Halk Cumhuriyeti'nde en sik neden K.

pneumoniae ve P. aeruginosa gibi gram negatif basillerdir (20).

Amerika Birlesik Devletlerinde cocuk yogun bakim unitelerinde (CYBU)
bakteriyemiye KNS, pndmonilere P. aeruginosa, uriner sistem enfeksiyonlarina

E. coli en sik neden olmaktadir (23).

Gram negatif basillere bagli gelisen bakteriyemide mortalite icin risk
faktorlerinin tespit edildigi bir calismada P. aeruginosa en sik gorulen 2. patojen
bulunmus, mortaliteyi en ¢ok arttiran risk faktorlerin yogun bakim Unitesinde
yatis ve ventilator destegi oldugu belirlenmigtir. Bakteriyemi kaynaklari olarak
pnoémoni, kateter iliskili kan dolasim yolu enfeksiyonu ve duriner sistem

enfeksiyonlar belirtilmigtir (24).

Cerrahi alan enfeksiyonlarinin arastirildigi bir calismada en sik patojenler
E.coli, P. aeruginosa, S. aureus saptanmig, tespit edilen risk fakorleri ise uzun

ameliyat (>2 saat) ve dren yerlestiriimesi olarak belirtiimigtir (25).

Kateter iligkili enfeksiyonlarda P. aeruginosa’nin virulans faktorlerinin
kargilastirildigi bir galismada suslar biyofilm tretimi, hateketlilik ve ekstraseluler
protein salinimi yéninden incelenmis ve %70’den fazla susun LasB elastaz,
pyoverdin, hemolizin Urettigi saptanmistir. Ayni ¢alismada izolatlarin %80’ninin
biyofilm Urettigi gdzlenmis, tim suslarin hareketli oldugu bulunmustur (26).
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Biyofilmin bakteriye besin gegisine izin vermesi, konak savunma sisteminden
korumasi ve bakteriyi dldurebilecek diuzeyde antibiyotik gegisine engel olmasi
kateterin ¢cekilmeden sadece antibiyotik tedavisi ile duzelmesini imkansiz hale

getirmektedir.

Coklu ilaca direngli P. aeruginosa (MDR-PAN) izolatlarinin alindi§i bir
calismada MDR-PAN gelisiminin daha c¢ok nasokomiyal oldugu, uzun sure
hastanede yatig, uriner kateter uygulamasi, steroid ve uygunsuz antibiyotik
baglanmasiyla iligkili oldugu ©One sudrulmustur (27). Fransa’da yapilan bir
calismada, imipenem ve siprofloksasilin kullaniminin hastanelerde direngli P.
aeruginosa suglarinin ortaya ¢ikmasina neden oldugu iddia edilmistir (28).
italya’da yapilan bir calismada, coklu ilag direncli P. aeruginosa suslarinin
neden oldugu kan dolagim yolu enfeksiyonlari igin tespit edilen risk faktorleri
olarak; santral ven6z kateter varligi, daha once antibiyotik kullanimi, steroid

tedavisi sayilmistir (29).

Sonug olarak hastanede yatis suresi, antibiyotik kullanimi, cerrahi girisim,
invaziv islemler kolonizasyon igin risk faktorleridir. Altta yatan ciddi hastalik
olmasi, hastanede yatma, invaziv cerrahi iglemler, immun yanitin zayiflamasi,
genis spektrumlu antibiyotik kullanimi ise enfeksiyon gelismesi icin risk

faktorleridir.
2.4.7 Tani ve Ayirici Tani

Pseudomonas enfeksiyonu tanisi organizmanin kan, beyin omurilik sivisi,
kontaminasyonun engellendigi ve uygun kosullarda alinmis idrar (infantlarda
suprapubik aspirasyon ve Uriner kateterizasyon ile), eklem sivisi, periton diyaliz
sivisi ve selllit veya subkutan apseden aspirasyonla elde edilen purilan sivida
gosteriimesiyle konur. Organizmanin cilt ylzeyinde, bodazda ve trakeal
aspirasyon sivisinda goésterilmesi mutlak enfeksiyon oldugu anlamina gelmez,

kolonizasyonu da gdsterebilir.

Bir kultlr pozitifligi saptandiginda onun dogrulugu kultarin alindigi anda
o mikroorganizma igin tipik klinik, radyolojik ve laboratuar bulgular var ise artar

(6rnek: tipik ylzme havuzu kaynakh folliktlit gelismis cilt lezyonunda P.
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aeruginosa’nin gdsterilmesi veya immun yetmezlikli bir hastada gelisen ektima
gangrenozum lezyonunda P. aeruginosa’nin gésterilmesi ). Entlbe bir sekilde
mekanik ventilatorde takip edilen hastalarin endotrakeyal aspirasyon sivilarinda
P. aeruginosa’nin gosterilmesi alisilmadik bir durum degildir. Bu durum
kolonizasyondan ayrilmalidir. Kaltirdn alindigr donemde ¢ekilmis 2 seri akciger
grafisinde yeni veya ilerleyici infiltrasyon/konsolidasyon (radyolojik bulgular) var
ise, ayni ddnemde hastada ates, I6kositoz veya |6kopeni saptanmis ise, balgam
veya Oksurukte degisiklik meydana geldi ise veya gaz degisiminde kotulesme
(klinik bulgular) olustu ise ve endotrakeyal aspirasyonla veya bronkoalveolar
lavaj ile alinmig solunum sekresyonlarinin gram degerlendirmesinde Ornekte
hicre ici bakteri (>%5), noétrofil (her alanda >25) hakimiyeti, az epitel hlicresi
goéruldu ise bu kultur anlamli olarak kabul edilmeli ve tedavi baslanmalidir.
Fakat radyolojik ve klinik bulgular yok ise, alinan trakeal aspirasyon sivisinin
gram boyamasinda gram negatif basiller gorilmemis ise, notrofil hakimiyeti
yerine epitel hiicre hakimiyeti var ise ireme kontaminasyon veya kolonizasyon

olarak degerlendirilmelidir.

Mavimtirak cilt lezyonlari ve ortasi ekimotik, kangrendz Ulserler ¢cogu
zaman P. aeuruginosa enfeksiyonlari i¢in patognomik kabul edilmektedir.
Nadiren bu cilt lezyonlari Aeromonas hydrophilia sepsisinde gorulen lezyonlarla
ayirt edilemeyebilir. immun yetmezIikli kisilerde gérilen kutandz veya dissemine
Aspergillus ve Fusarium enfeksiyonlarida ciltte ektima gangrenozum benzeri

lezyonlara yol acgabilir.

Cogu Pseudomonas spp. standart laboratuvar kulttirinde (%5 lik koyun
kanli agar ve cikolata agar) kolaylikla Gretilebilir. Karisik flora elemanlarinin

g6rildiugu durumlarda segici besi yerleri (MacKonkey agar) kullanilabilir.

Kaltirlerde karekteristik koloni morfolojisi, eder olusmugsa yayilan
pigment ve kokusu P. aeruginosa’yl dusundurur. Koloniler genellikle duzdur ve
yayilirlar.  Genellikle metalik bir parlaklia sahiptirler. Fakat kistik fibrozis
hastalarinda genellikle mukoid koloni morfolojisi gorulur. P. aeruginosa pozitif
oksidaz testi, 42 dercede ureme, Muller-Hinton agarda yayilan, agik mavi veya
mavi-yesil pigment Uretimiyle belirlenebilir. Birgok laboratuar P. aeruginosa’nin

belirlenmesinde ticari sistemlere guvenmektedir. Bu sistemlerin pigmentli P.
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aeruginosa’nin belirlenmesindeki dogrulugu ortalama %90’nin Uzerindedir.
Pigment olusturmayan P. aeruginosa’nin belirlenmesindeki dogruluklar ise
daha azdir (7).
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3. GEREG-YONTEM
3.1 Orneklerin Toplanmasi

Bu caligma Mersin Universitesi Dekanligi, Etik Kurul Baskanh@inin etik

kurul onayi alinarak yapildi.

Calisma igin toplanan ornekler Subat 2013-Ocak 2014 tarihleri arasinda
Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi
poliklinik, servis ve yogun bakim Unitelerinde yatan hastalarin mikrobiyoloji
laboratuvarina gonderilen, c¢esitli klinik 6rneklerde Ureyen Pseudomonas
aeruginosa ve Pseudomonas spp. izolatlart REP-PZR calisilincaya kadar -30
derecede saklandi. Cocuk hasta grubunda 25 d6rnek, erigkin hasta grubunda 24
ornek calismaya alindi. Retrospektif olarak hasta dosyalarindan hastalarin
yasglari, yattiklari servisler, tanilari, altta yatan hastaliklar, alinan kualtar
ornekleri, kultarlerinin alinma tarihleri, kiltir orneklerinin alinma tarihindeki C-
reaktif protein, beyaz kire, prokalsitonin degerleri, kultir antibiyogramlari
kaydedildi. Hastalarda tespit edilen Uremeler klinik, laboratuvar ve radyolojik
bulgularla birlestrilerek kolonizasyon, enfeksiyon ayirimi yapildi. Antibiyogram
sonuglarina gore diren¢g oranlari tespit edildi. Hastalardaki tUremeler CDC

kriterlerine gore tanimlandirildi.
3.2 Molekiiler Tiplendirme

Calismaya dahil edilen hasta érneklerinden izole edilen 49 Pseudomonas
susu arasindaki klonal iliski REP-PZR Diversilab sistemi ile arastirildi. Rep-PZR
ile amplifiye edilen Pseudomonas DNA'lari Diversilab labchip kitine (BioMerieux
Sa-Fransa) yuklenerek Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Tecnologies, A.B.D.)
ile  mikroakiskan elektroforez uygulandi. Labchip elektroforez islemi
tamamlandiktan sonra elde edilen ham grafikler internet tabanh Diversilab
yorumlama ve yazilim programi (DiversiLab, version 3.4, BioMerieux, Fransa)

ile degerlendirildi.
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3.2.1 REP-PZR Diversilab Yontemi ile Molekiuler Tiplendirme

REP (Repetetive Extragenic Palindromic Element) PZR ydnteminde,

epidemiyolojisi arastirilan mikroorganizmalarin kromozomlari Uzerinde bulunan,

kisa, tekrarlayan ve konservatif yapilari hedef alan kisa primerler kullanilir. Bu

bolgelerin birbirlerine yakinligina bagl olarak iki ekstragenik bodlge arasinda

kalan kisim amplifiye edilir ve elde edilen PZR UrUnleri agoroz jel elektroforezde

degerlendirilir. Diversilab sistemine bagh REP-PZR uygulamasi asamalari;

koloniden DNA ekstraksiyonu, DNA miktarinin 6lgulmesi, diversilab parmak izi

kitleri ile REP-PZR; diversilab ¢ipleri ile mikro akigkan elektroforez ve internet

tabanli yazilim programi ile sonuglarin degerlendiriimesini takip eder.

3.3.3 Suslarin REP-PZR Parmak izi iligkilerinin Degerlendirilmesi

Bu calismada REP-PZR parmak izi profil benzerliklerinin yorumlanmasi

Diversilab rehberinde verilen kriterler referans alinarak yapildi.

a)

b)

Ayirt Edilemez: Orneklerin benzerlik ylizdeleri (benzerlik >%97)
yuksektir. Bu grupta yer alan ornekler genellikle %97’nin Uzerinde
benzerlik gosterirler ve bant farklihgi yoktur. Calismada bu grupta yer
alan ornekler ana klonun alt tipi (alt klon) olarak degerlendirildi.

Benzer: Orneklerin benzerlik oranlari (benzerlik %95-97 arasinda, 1-2
bant farki) biraz dusuktir. Genellikle %95’'in Uzerinde benzerlik
gosterirler ve 1-2 bant farkhligi vardir. Calismada bu 06zellige sahip
kornekler ana klon olarak olarak degerlendirildi.

Farkh: Ornekler dislik benzerlik oranina (<%95 ve >2 bant farki)
sahiptirler. Benzerlik orani genellikle %95’in altindadir ve bant farklihgi
fazladir. Bu grupta yer alan odrnekler galismada farkli klon olarak

degerlendirildi
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4. BULGULAR
4.1 Orneklerin degerlendirilmesi

Calismaya kulturlerinde Pseudomonas aeruginosa ve Pseudomonas spp.
ureyen 25 ¢ocuk hasta ve 24 eriskin hasta alindi. Cocuk hastalarda medyan yas
8 (17 gun-15 yas) aydi. Eriskin hastalarda medyan yas 61 (18-78 yas) yasti.
Cocuk hasta grubunda 15 kiz, 10 erkek hasta, erigkin hasta grubunda ise 19
erkek, 5 bayan hasta mevcuttu.

Cocuk hasta grubundaki Uremelerden 5 (%20) hastadaki Ureme
kolonizasyon, 20 (%80) hastadaki Ureme ise enfeksiyon olarak degerlendirildi.
Cocuk hasta grubundaki Uremelerin %601 ¢ocuk yogun bakim (n=10) ve
yenidogan (n=5) yogun bakim Unitelerinde goruldi. Uremelerin goérildigi diger
servis ve poliklinikler ¢ocuk nefroloji (n=3), ¢ocuk cerrahisi (n=2) g¢ocuk
enfeksiyon (n=2), cocuk hematololoji (n=1), ortopedi (n=1), plastik cerrahi (n=1
hasta) servisleriydi (Sekil1).

Cocuk hasta grubunda 6 hastada idrar kilttriinde, 6 hastada kateter ucu
kultirinde, 6 hastada trakeal aspirat kultiriinde, 2 hastada doku kultirinde, 2
hastada yara suruntu kultirinde, 2 hastada kan kulturinde, 1 hastada ise
balgam kultirinde Pseudomonas uremesi saptandi. Kolonizasyon olarak
degerlendiriimeyen, laboratuvar ve klinik olarak enfeksiyon kabul edilen ¢gocuk
hastalardan 5 hasta ventilator iligkili pnédmoni, 3 hasta idrar yolu enfeksiyonu,1
hasta saglik bakimi ile iligskili pnémoni, 1 hasta ventilator iliskili pnémoniye
sekonder kan dolasim yolu enfeksiyonu, 1 hasta primer kan dolasim yolu
enfeksiyonu, 2 hasta ylzeyel cerrahi alan enfeksiyonu, 1 hasta derin cerrahi
alan enfeksiyonu, 3 santral ven6z kateter enfeksiyonu, lhasta osteomyelit, 1
hasta yumusak doku enfeksiyonu, kistik fibrozis tanisiyla izlenen 1 hasta ise

pulmoner alevlenme tanisi aldi (Tablo 2).

32



ocyYB
BYYB
OCN
ocgces
B CEH
O Diger

1. Ceyrek

Sekil 1 Cocuk hasta grubunda Pseudomonas saptanan servisler ve yizdeleri

CYB: Cocuk yodun bakim, YYB: Yenidogan yogun bakim, CN: Cocuk nefroloji CCS: Cocuk cerrahisi servisi, CEH:
Cocuk enfeksiyon hastaliklari

Tablo 2. Cocuk hasta grubunda bulunan hastalarin aldigi tanilar

Tanilar Sayil/lyuzde

Kolonizasyon 51/ %20

Enfeksiyon 20/ %80
Ventilator iligkili pnédmoni 5/ %25
idrar yolu enfeksiyonu 3/ %15
Santral vendz kateter enfeksiyonu 3/ %15
SBIiP 1/ %5
VIPSKDYE 1/ %5
PKDYE 1/ %5
Yizeyel cerrahi alan enfeksiyonu 2/ %10
Derin cerrahi alan enfeksiyonu 1/ %5
Osteomyelit 1/ %5
Yumusak doku enfeksiyonu 1/ %5
Pulmoner alevlenme 1/ %5

SBIIP: Saglik bakimi ile iligkili pnémoni, VIPSKDYE: ventilator iliskili pnémoniye sekonder kan dolagim yolu
enfeksiyonu PKDYE: primer kan dolagim yolu enfeksiyonu



Cocuk hasta grubunda hastaneye yatigstan sonra enfeksiyonun ortaya
¢ctkma suresi medyan 10 (4-200) gun olarak bulundu. Hastalik gelisen ¢ocuk
hastalarda en sik bulgular ates (n=12), yara yeri akintisi (n=4), takipne (n=4),
sekresyon artigi (n=4), oksijen saturasyonunda disme (n=3), idrar yaparken
agn (n=2), kateter giris yerinde akinti, kizariklik (n=1), Oksuruk ve balgam
miktarinda artma ve veya balgam karekterinde degisiklik (n=2) olarak bulundu.
Enfeksiyon gelisen c¢ocuk hasta grubunda enfeksiyonun saptandigi gun
(kUltirde Gremenin oldugu gun) bakilan medyan beyaz kire sayisi 15560
(4850-38660) /mm?3, medyan prokalsitonin degeri 1,3 (0,06-13,5) ng/ml, medyan
CRP degeri 91(0,2-241) mg/dl bulundu (Tablo 3).

Tablo 3. Enfeksiyon gelisen 20 ¢ocuk hastada klinik ve laboratuvar bulgular

Klinik bulgular Sayi / yluizde
Ates 12/ %60
Yara yeri akintisi 4/ %20
Sekresyonlarda artma 4/ %20
Oksijen saturasyonunda digme 3/ %15
idrar yaparken agri 2/ %10
Kateter giris yerinde kizariklk, akinti 1/ %5
Okslirik, balgam miktarinda artis 2/ 10

Laboratuvar bulgulan

Medyan beyaz kire sayisi/mm?3 15560 (4850-38660) /mm?
Medyan prokalsitonin degeri (ng/ml) 1,3 (0,06-13,5) ng/ml
Medyan CRP degeri (mg/dl) 91 (0,2-241) mg/dl
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Cocuk hasta grubunda 11 kilturde saptanan Pseudomonas turlerinin tim
antipseudomonal antibiyotiklere duyarli oldugu goérulurken, 15 kaltirde
antibiyotik direnci saptandi. En sik direng seftazidime (5 kuilttr) kargi gérulurken
piperasilin direnci 4 kultirde, imipenem, gentamisin ve siprofloksasin direnci 3
kultarde, sefepim ve meropenem direnci 2 kultirde, kolistin direnci ise 1
kultarde tespit edildi (Tablo 4).

Tablo 4. Cocuk ve erigkin hasta gruplarinda saptanan antibiyotik direng oranlari

Cocuk hastalar Erigkin hastalar

llag Direng orani (sayi/yuzde) Direng orani (sayi/yuzde)
Amikasin 2/ %7,69 3/ %12,5
Gentamisin 3/ %11,53 6/ %25

Seftazidim 5/ %19,2 4/ %16,66

Sefepim 3/ %11,53 3/ %12,5

Piperasilin 4/ %15,38 4/ %16,66
Siprofloksasin 3/ %11,53 9/ %37,5

imipenem 3/ %11,53 5/ %20,83
Meropenem 2/ %7,69 4/ %16,66

Kolistin 1/ %3,84 1/ %4,16

Erigkin hasta grubundaki Uremelerden 5 (%20,8) hastadaki Ureme
kolonizasyon, 19 (%79,2) hastadaki Ureme ise enfeksiyon olarak
degerlendirildi. Erigkin hasta grubundaki Gremelerin (n=8) %33,3’U genel yogun
bakimda goérildi. Uremelerin gorildigu diger servisler onkoloji-hematoloji
(n=4), ortopedi (n=4), géguls cerrahisi (n=2), plastik cerrahisi (n=2), troloji (n=1),

nefroloji (n=1), kulak burun bogaz (n=1), gégus hastaliklari (n=1) servisleriydi
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(sekil 2). Erigskin hasta grubunda 2 hastada idrar kulturinde, 9 hastada trakeal
aspirat kulturinde, 8 hastada yara siOruntt kaltirinde, 3 hastada kan
kultirinde, 2 hastada ise balgam kultirinde Pseudomas Uremesi saptandi.
Kolonizasyon olarak degerlendiriimeyen, laboratuvar ve klinik olarak enfeksiyon
kabul edilen erigkin hastalardan 9 hasta ventilator iligkili pnédmoni, 1 hasta
kateter ile iligkili idrar yolu enfeksiyonu,1 hasta saglik bakimi ile iligkili pnémoni,
1 hasta ventilator iligkili pndmoniye sekonder kan dolasim yolu enfeksiyonu, 2
hasta primer kan dolasim yolu enfeksiyonu, 1 hasta derin cerrahi alan
enfeksiyonu, 2 hasta diyabetik ayak enfeksiyonu, 1 hasta osteomyelit, 1 hasta

yumusak doku enfeksiyonu tanisi aldi (Tablo 5).
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GYB:Genel yogun bakim, Hem:Eriskin hematoloji-onkoloji, Orto:Ortopedi, GC:Gdgus cerrahisi, PC: Plastik cerrahi

Sekil 2. Erigkin hasta grubunda Pseudomonas saptanan servisler ve yuzdeleri
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Tablo 5. Erigkin hasta grubunda bulunan hastalarin aldigi tanilar

Tanilar Sayi/yuzde
Kolonizasyon 51 %20,84
Enfeksiyon 19/ %79,16
Ventilator iligkili pnémoni 9/ %45
Kateter iligkili idrar yolu enfeksiyonu 1/ %5
SBIIP 1/ %5
VIPSKDYE
S 1/ %5
PKDYE
2/ %10
Derin cerrahi alan enfeksiyonu
1/ %5
Diyabetik ayak
2/ %10
Yumusak doku enfeksiyonu
1/ %5
Osteomyelit
1/ %5

SBIiP: Saglik bakimi ile iligkili pnémoni, VIPSKDYE: ventilatér iligkili pnémoniye sekonder kan dolagim yolu
enfeksiyonu, PKDYE:Primer kan dolasim yolu enfeksiyonju

Erigkin hasta grubunda hastaneye yatistan sonra enfeksiyonun ortaya
ctkma suresi medyan 11 (5-20) gun olarak bulundu. Enfeksiyon gelisen eriskin
hastalarda en sik bulgular ates (n=12), yara yeri akintisi (n=4), takipne (n=7),
sekresyon artigi (n=4), oksijen saturasyonunda disme (n=6), oksurik ve
balgam miktarinda artma ve veya balgam karekterinde dedgisiklikti (n=5).
Enfeksiyon gelisen erigkin hasta grubunda enfeksiyonun saptandigi gun

(kUltirde Uremenin oldugu gun) bakilan medyan beyaz kire sayisi 11320 (610-
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81700) /mm?3, medyan prokalsitonin degeri 2,2 (0,01-48) ng/ml, medyan CRP
degeri 82(4,89-179) mg/dl bulundu (Tablo 6).

Tablo 6. Enfeksiyon gelisen 19 eriskin hastada klinik ve laboratuvar bulgular

Klinik bulgular Sayi / yiizde
Ates 12/ %50
Yara yeri akintisi 4/ %33,3
Yara yerinde kizariklik, agr 4/ %33,3
Sekresyonlarda artma 4/ %33,3
Oksijen saturasyonunda disme 6/ %25
Oksiiriik, balgam karekterinde 5/ %20,8

degisiklik

Laboratuvar bulgulari

Medyan beyaz kure sayisi/mm? 11320 (610-81700) /mm?3
Medyan prokalsitonin degeri (ng/ml) 2,2 (0,06-13,5) ng/ml
Medyan CRP degeri (mg/dl) 82(4,89 -179) mg/dI

Erigkin hasta grubunda 7 kultirde Ureyen Pseudomonas tlirlerinin tGm
antipseudomonal antibiyotiklere duyarli oldugu gorulirken, 17 kulturde
antibiyotik direnci saptandi. Erigkin grupta en sik direng siprofloksasin (9 kaltur)
ve gentamisine (6 kultar) kargl goruldu. Piperasilin, seftazidim ve meropenem

direnci 4 kultlirde, imipenem direnci 5 kultirde, sefepim ve amikasin direnci 3
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kultarde, kolistin direnci 1 kultirde tespit edildi (Tablo 4). Yaygin ilag direnci

cocuk hasta grubunda 1 hastada, erigkin hasta grubunda ise 3 hastada gorulda.

4.2 REP-PZR sonuglari

Calismada Rep-PZR Diversilab yontemi ile tiplendirilen 49 Pseudomonas
izolatinda 31 farkli klon bulundu. %95’in Gzerinde benzerlik 11 sustan olusan bir
ana klonda (A klonu), 3 tane sus iceren 2 ayri klonda, 2’li sus igeren 4 ayri
klonda (B,C,D,E klonlari) gézlendi (Sekil 3 ve Sekil 4). 24 tane ise tekli klon
tespit edildi (Sekil 3 ve Sekil 4).

Diversilab sistemi ile ana klonu olusturan Pseudomonas tlrinin
Pseudomonas aeruginosa oldugu tespit edildi. Ana klona ait suslar yenidogan
yogun bakim Unitesi (n=2), cocuk yogun bakim Unitesi (n=2), ¢ocuk enfeksiyon
hastaliklari (n=1), dahiliye yogun bakim (n=4), eriskin hematoloji-onkoloji (n=2)
servislerinde izole edildi (Sekil 3). Ana klona ait ilk sus 27.1.2013 tarihinde
genel yogun bakim Unitesinde kronik akciger hastaligi ve koroner arter hastaligi
tanilariyla mekanik ventilatorde izlenen hastanin trakeal aspirat kultirinde
tespit edildi. Benzer sus 11.02.2013 tarihinde ¢ocuk yogun bakimda opere
laringosel ve boyun apsesi tanilariyla izlenen ve cerrahi alan enfeksiyonu
gelisen hastanin kateter kulturinden izole edildi. 14.02.2013 tarihinde ana klona
ait benzer sus erigkin hematoloji-onkoloji servisinde akut myeloid |6semi
tanisyla izlenen pnémonili bir hastanin balgam kultiriinden izole edildi. Takip
eden aylarda ana klona ait benzer suglar nisan ayi igerisinde ilk 6nce yenidogan
yogun bakim Unitesinde, daha sonra genel yogun bakim servisinde ve son
olarak erigkin hematoloji-onkoloji servisinde izole edildi. Mayis ayinda ayni sus
cocuk enfeksiyon hastaliklari servisinde ilk kez izole edildi, ayni ayda tekrar
yenidogan servisinde baska bir hastada goérildi. 3 ay sonra 17.08.2013
tarihinde ¢ocuk yodun bakim Unitesinde lizozomal depo hastaligi tanisyla
mekanik ventilatdrde izlenen hastanin kan kiltariinde izole edildi. Ana klona ait
sus son olarak gocuk yogun bakimda bronkopulmoner displazi, konjenital kalp
hastaligi, opere Osafagus atrezisi, tanilariyla izlenen hastanin trakeal aspirat
kdltarinde izole edildi. Ana klon susu 27.01.2013 tarihinden baslayarak
05.09.2013 tarihine kadar servisler icinde yayilarak 8 ay boyunca hastanemizde

varhgini surdurdu.
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Uclii sustan olusan bir klonu, Pseudomonas stutzeri suslari olustururken
digerini Pseudomonas oryzihabitans suslari olusturdu. Pseudomonas stutzeri
suslarinin dagilimi erigskin hematoloji-onkoloji (n=2), ¢ocuk hematoloji (n=1)
seklindeydi. Kanser hastalarinin balgam, kan ve yara kuilturlerinden izole edildi.
Bu susa ilk defa 19.5.2013 tarihinde kulak burun bogaz bolimde larinks kanseri
nedeniyle opere edilen bir hastada son olarak ise 20.09.2013 tarihinde
pankreas kanseri nedeniyle eriskin hematoloji onkoloji servisinde izlenen bir
hastanin balgam kuiltirinde rastlandi. Pseudomonas oryzihabitans suslarinin

dagilimi ise plastik cerrahi (n=2) ve ¢ocuk hematoloji-onkoloji (n=1) seklindeydi.

ikili sustan olusan 4 farkh klonun Diversilab sistemi le P. aeruginosa
tirine ait oldugu belirlendi. Birinci 2’li klonunun (B klonu) hastanemizdeki
dagihmi gocuk enfeksiyon ve gocuk yogun bakim seklindeydi. Cocuk enfeksiyon
servisinde Kkistik fibrozis tanisi ile izlenen bir hastanin balgam kultarinde
31.02.2013 tarihinde, ¢ocuk yogun bakimda ise 12.07.2013 tarihinde ventilator
iligkili pndmoni tanisiyla izlenen bir hastanin trakeal aspirat kulturinde tespit
edildi. Ikinci 2'li klon (C klonu) genel yodun bakim ve gocuk yodun bakim
servislerinde gortldi. Uglinct (D klonu) ve dérdinci (E klonu) 2'li klonlar ise

¢ocuk yogun bakimda saptandi.

Geleneksel yontemlerle Pseudomonas aeruginosa ve Pseudomonas spp.
olarak bildirilen 49 dremenin, Diversilab kitiphanesine bakildiginda 32’sinin P.
aeruginosa, 5’nin Pseudomonas stutzeri, 6’sinin Pseudomonas oryzihabitans, 3
uremenin Pseudomonas luteola, 2 uremenin Pseudomonas putida, 1 dremenin

ise Pseudomonas alcaligenes Uremesi oldugu tespit edildi.
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5.TARTISMA

Hastane enfeksiyonlarinda molekuller yéontemlerin kullaniimasi ilk defa
Amerika’da 1979 yilinda gocuk yogun bakimda c¢ogul ilag direncine sahip K.
Pneumoniae’nin meydana getirdigi bir salgin esnasinda gergeklesmistir. Bu
salgini bir sene sonra ayni tur ile gergeklesen ikinci bir salgin izlemigstir.
Molekuler yontemlerle tespit edilen susun eriskin hastalarda goérilen susla ayni
oldugu ve bunun ¢ocuk bakimda yatan bir cocugun annesi araciligiyla tasindigi
saptanmistir. ikinci salgindan sonra Uglinci bir salgin gézlenmis, molekiler
yontemlerle son salginin farkh bir ¢ogul ila¢ direncine sahip K. Pneumoniae
tarafindan gercgeklestirildigi bulunmustur. Bu hastane salginlarindan sonra
cagdas hastanelerde hastane enfeksiyonlarinin epidemiyolojisinin

belirlenmesinde molekiler tekniklerin kullaniimasi gerektigi belirtiimistir (30).

Japonya’da 1990l yillarda Pulsefield Jel Elektroforez (PFGE) yontemi
kullanilarak methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) suslarinin
genomik DNA parmak izleri karsilastirlmis, = PFGE’nin MRSA’ya badgli
nazokomiyal enfeksiyonlarin kaynagini erken bulmada ve nasil yayildigini tespit

etmede yararli bir ydontem oldugu belirtilmistir (31).

Widmer tarafindan yazilan bir derlemede yogun bakimlarda enfeksiyon
kontrol programlari igerisinde molekuiler yontemlerin klinik epidemiyolojistlerin

epidemileri erken yakalamalarindaki dnemi belirtiimistir (32).

Ruckdeschel nasokomiyal pnomonilerin tanisinda molekuler yontemlerin
patojenlerin antijenlerini kan ve idrarda saptayan direkt florasan gibi yontemlere
gére daha duyarl ve 6zgul oldugunu belirtmigtir (33). Buna karsin Murdoch
molekuler tekniklerin mycoplasma pneumoniae, legionella ve chlamydia
pneumoniae’ya bagli tarlerin yol acgtigi pndémonileri tanimlamada geleneksel
testlere gore daha yararli oldugunu belirtse de molekuler yodntemlerin
kolonizasyonu ve gercek hastaligi ayiramadigini bu konuda daha fazla

calismaya ihtiya¢ duyuldugunu vurgulamistir (34).

Yenidogan hasta grubu HE gelisimi i¢in diger gruplara gore daha fazla
riski barindiran bir gruptur. Iimmun sistem maturasyonu bu grupta
tamamlanmadigindan hastane enfeksiyonlarinin mortalitesi bu grupta yuksektir.

Erken tani ve tedavi diger hastalarda oldugu gibi bu grupta da mortalite ve
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morbiditeyi belirlemektedir. Tani i¢in rutin kullanilan kan kulturlerinde dreme
orani yenidoganlarda %25 civarindadir ve kan kuiltir sonuglari hemen
sonuglanmamaktadir. Bu da erken taniyr ve erken tedaviyi kisitlamaktadir.
Molekuler yontemler bu grupta erken tani agisindan kullanilabilir. Kasper ve
arkadaslarinin yaptiklari ¢galismada preterm infantlarda neonatal sepsis erken
tanisinda kan kultirine ek olarak multipleks PZR’'in kullanilabilirligi  ve

potansiyel yarari gosterilmistir (35).

Pseudomonas digindaki bakterilerin meydana getirdigi hastane
enfeksiyonlarinda REP-PZR’in  kullanilabilecedi yukaridaki c¢alismalarla
gOsterilmigtir. Literatlire bakildiginda hastane enfeksiyonlarinda Pseudomonas
aeruginosa epidemiyolojisinin belirlenmesinde REP-PZR kullaniminin gavenilir
oldugu belirtiimektedir. Farkli epidemiyolojik kosullarda o6rnek olarak Kistik
fibrozis hastalarinda, kimelenmis  vakalarin bulundugu hastane
enfeksiyonlarinda ve hastane odalarinda P. aeuruginosa suslarinin
saptanmasinda ve ayinmlarinda REP-PZR’in guvenilirligi Doleans ve

arkadaslarinin yaptigi gcalismada gosterilmistir (36).

Kistik fibrozis hasta grubu P. aeruginosa enfeksiyonlarinin sik géruldugd,
diger gruplardan bazi yonleri ile ayrilan 6zel bir gruptur. P. aeruginosa kronik
enfeksiyona yol actigi kistik fibrozis tanili hastalarda fenotipik olarak oldukca
unstabildir. Kistik fibrozis hastalari cogunlukla ayni susla birka¢ dekad boyunca
enfekte olurlar. Fakat bir stre sonra bakteri fenotipik degisiklige ugrar. Bu
nedenle bu hasta grubunda fenotipik tiplendirme yontemleri kullanisl
olmayabilir. Fakat molekuler teknikler akut enfeksiyonlarin epidemiyolojisini
anlamada oldukca degerli bilgiler saglar (37). Eriskin ve gocuk kistik fibrozis
hastalarinin alindi§i diger bir calismada her iki hasta grubunda P. aeruginosa
izolatlarininin tiplendirilerek surveyans verilerinin ortaya konmasinda PZR
yonteminin yuksek diuzeyde tanimlayici oldugu, farkli suslari ayirt edebildigi,
hizli ve dogru sonug verdigi gosterilmistir (38).

Farkli cocuk hasta gruplarinda P. aeruginosa cesitliligini arastiran bir
calismada 5 hasta grubu cgaligmaya alinmig ve saptanan Pseudomonas
aeruginosa suslan karsilastinimistir. Birinci grubu ilk kez Pseudomonas
aeruginosa enfeksiyonu gegiren Kkistik fibrozisli hastalar, ikinci grubu kronik

enfeksiyonu bulunan kistik fibrozisli hastalar, Gglncl grubu kronik sUppuratif
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otitli hastalar, dordincu grubu yodun bakim tedavisi alanlar veya immun
yetmezligi olanlar, besinci grubu idrar yolu enfeksiyonu bulunanlar
olusturmustur. Molekdler yontem ile kronik enfeksiyonu bulunan kistik fibrozisli
hasta grubunda izole edilen suslarin fenotipik ve genotipik cesitliligi diger
gruplara gére daha az bulunmus ve ilk kez P. aeruginosa enfeksiyonu geciren
grup ile P. aeruginosa ile kronik enfeksiyonu bulunan kistik fibrozisli hasta
grubunda izole edilen suslarin diger gruplarda hastaliga yol agmadiklari tespit
edilmistir (39). Sonug olarak belirli suslarin belirli hasta gruplarinda enfeksiyona
yol actiklari molekiler yontemlerle saptanmistir. lleride yapilacak daha fazla
molekuler ¢alisma ile sus tiplerine, hasta gruplarina, risk faktorlerine gore hangi
susun Kkolonizasyona, hangi susun hastaliga neden oldugu Kklinik bulgularla

birlestirilerek anlasilabilir.

Molekiler yontemlerin disinda kalan sistemlerin  pigmentli P.
aeruginosa’nin belirlenmesindeki dogrulugunun ortalama %90’nin Uzerinde
oldugu belirtiimektedir. Fakat pigment Uretmeyen Pseudomonas tirlerini
tanimlamada daha sinirh etkilerinin oldugu bilinmektedir. Calismamizda,
geleneksel yontemlerin belirleyemedidi (Uremelerin Pseudomonas spp olarak
bildirilmesi) tlr duzeyindeki tanimlamalari Diversilab sisteminin belirleyebildigi
goruldi. Calismamizda, Diversilab sisteminin geleneksel yontemlerin
saptayamadigi tlrleri saptamis olmasi ve buna bagl olarak farkh ttrlerin fakli
klonlar seklinde karsimiza c¢ikmasi cok fazla sayida farkh klonun tespit

edilmesinin nedeni oldugunu disundurmektedir.

Diversilab PZR yoéntemi ile ana klondaki P. aeruginosa suslarinin hem
cocuk hemde erigkin servislerinde bulundugu tespit edildi. Bu epidemiyolojik
veri P. aeruginosa’nin belirli suslarinin hastane icerisinde yayildigini, buna
yonelik daha siki izolasyon ve temas Onlemlerinin alinmasi gerektigni

dusundurmektedir.

Calismamizda ana klona ait susglarin yenidogan yogun bakim uUnitesi
(n=2), ¢ocuk yodun bakim unitesi (n=2), cocuk enfeksiyon hastaliklari (n=1),
dahiliye yogun bakim (n=4), erigkin hematoloji-onkoloji (n=2) servislerinden
izole edildigi goruldd. Ana klona ait ilk sus 27.1.2013 tarihinde genel yogun
bakim Unitesinde izlenen bir hastada goruldikten 15 gun sonra 11.02.2013
tarihinde cocuk yogun bakimda opere laringosel ve boyun apsesi tanilariyla
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izlenen ve cerrahi alan enfeksiyonu geligen hastanin kateter kulturinden izole
edildi. Ana klona ait iki susun farkl iki serviste fakl iki hastada saptanmasi
ortak hizmet aldiklari bir baska bolimin kaynak olabilecegini dusundurdu.
Cocuk hastanin dykustinde operasyon olmasi ve kateterinde Greme saptanmasi
ameliyathane ortamindan kaynaklanan bir bulag olabilecegini dusundursede
erigkin  hastanin  operasyon  Oykisunun olmamasi, ameliyathanede
bulunmamasi bu iddiadan uzaklasiimasina sebep oldu. Hastalarin ortak hizmet
aldiklari kaynak olabilecek diger bir yer ise radyoloji Unitesiydi. Kaynak
olabilecek diger bir faktor taginabilir rontgen cihazlariydi. Fakat galismayi
kisitlayan mali but¢ce nedeniyle bu cihaz ve bolumlerden ortam kulturleri ve bu
kulturlerden REP-PZR calisilamadigi i¢cin bu kaynaklar arastirilamadi.
Calismanin subat ayinda baslamasi nedeniyle ana klon suslarinin bu tarihten
oncede hem erigkin yogun bakimda hem de ¢ocuk yodun bakimda var

olduklarini dastundurda.

Calismamizda ana klon suslarinin saptandi§i servisler géz online
alindiginda, servisler arasindaki hasta nakillerinin (eriskin hematoloji onkoloji ile
eriskin yogun bakim arasindaki ve ¢ocuk yogun bakim ile ¢ocuk enfeksiyon,
cocuk enfeksiyon ile yenidogan yogun bakim servisi arasindaki) suslarinda

transportuyla iligkili olabilecegini dusundurdu.

Sonug olarak ortaya gikan veriler enfeksiyon kontrol énlemlerine sadece
servislerde degil hastane icerisinde ortak hizmet verilen yerlerdede siki bir
sekilde uyulmasi gerektigini gostermektedir. Buna yonelik tum personel devamli

egitim toplantilariyla bilgilendirilmeli, dnlemler sikilastiriimalidir.

Su an icin Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi bakterilerden Bacillus anthracis,
Clostridium difficile, Coxiella burnettii, Chlamidya thachomatis, Neisseiria
gonorrhoeae, Enterococcus, Eschericia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Francisella tularensis, Mycobacterium tuberculosis,
Mycoplasma pneumoniae, Staphylococcus, Streptococci, Yersinia pestis igin

molekuler testlerin kullanimini onaylamistir (40).
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6. SONUG VE ONERILER

Calismamizda ana klona ait suglarin ve diger klonlara ait suslarin
servisler arasinda klonal yayilm gosterdigi tespit edildi. En sik yayillimin ise

yogun bakimlarda oldugu goérulda.

Yogun bakimlardan diger servislere olan hasta naklinin klonal yayilimla

iligkili olabilecegi dusunulda.

Ayrica ortaya c¢ikan veriler enfeksiyon kontrol onlemlerine sadece
servislerde degil hastane icerisinde ortak hizmet verilen yerlerdede siki bir

sekilde uyulmasi gerektigini gosterdi.

Buna yonelik hem servis hem de hastanin diger bodlumlerinde
(ameliyathane, radyoloji) calisan personelin daha sik ve devamli yapilacak
egitim toplantilariyla enfeksiyon kontrol énlemleri hakkinda bilgilendirilmelerinin

gerektigi dusunulda.

Sonugta geleneksel kultir yodntemleri de, molekiler ydntemler de
kolonizasyonu, enfeksiyondan ayirt ettirmemektedir. Elde edilen sonuglar klinik,
radyolojik ve diger laboratuar bulgulariyla birlegtirilerek enfeksiyon veya
kolonizasyon ayirimi yapilabilir. Fakat molekuler yontemlerin avantaji erken
sonuc¢lanmasindan kaynaklanir. Erken sonuglar oOzellikle yogun bakim,
yenidogan ve immun yetmezligi bulunan hasta gruplarinda sepsis mortalitesini
belirleyen dogru tedavinin en hizli bir sekilde baglanmasi i¢in gok dnemlidir. Bu

hasta gruplarinda molekuler yontemler kullanilabilir.

Ayrica geleneksel yontemlerin yapamadigi tur dizeyindeki tanimlamalari
molekuler ydontemler tanimlayabilir. Diger bir avantaji spesifik patojenleri 6rnek
olarak virtsleri, yavas uUreyen bakterileri, dis ortama ¢ok hassas ve kultlirde
uretilemeyen bakterileri ve mantarlari saptayabilir. Ayrica sonug¢ kolonizasyon
ile uyumlu olsa da eger hastada direngli bir bakteri (vankomisin direngli
enterokok, metisilin direncli stafilokok, ESBL(+) E. Coli/Klebsiella, multiresistan
diger gram negatif basiller) saptandi ise, erken tani enfeksiyon kontrol
onlemlerinin hizla alinmasini, patojenin hastane igcinde yayilimini ve epidemi

olusumunun 6nune gegilmesini saglayabilir.
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