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INVESTIGATION OF SIDEROPHORE, TOTAL MATRIX PROTEASE AND
ELASTASE ACTIVITY IN PSEUDOMONAS AERUGINOSA ISOLATES FROM
LOWER RESPIRATORY TRACT AND EXTRA-RESPIRATORY TRACT SAMPLES
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OZET: Onemli firsatci patojenler olan Pseudomonas aeruginosa suslari, gesitli genler
araciligi ile virlans faktért olarak kabul edilen hiicre disi proteinler salgilamaktadirlar.
Adezinler, pyosiyanin, proteazlar, hemolizinler, ekzotoksin A ve ekzoenzim S, P.aeruginosa
suslarinda tanimlanmis virtlans faktérleridir. Bu calismada, hastanede yatan hastalarin
alt solunum yolu (n: 81; balgam, bronkoalveolar lavaj, trakeal aspirat) ve solunum
yolu disi (n: 76; idrar, yara, kan) 6rneklerinden izole edilen toplam 157 P.aeruginosa
susunun siderofor, total matriks proteaz ve elastaz aktiviteleri ile antibiyotiklere karsi
duyarlliklarinin arastinimasi amaclanmistir. Siderofor aktivitesinin arastinimasinda “Chrome
azurol S” (CAS) agar ydntemi; total matriks proteaz aktivitesinin arastinimasinda substrat
olarak “hide powder azure”; elastin aktivitesinin arastirimasinda ise “elastin congo red”
kullanilmistir. Enzim aktiviteleri spektrofometrik olarak olgiimus, test edilen suslarin
enzim aktiviteleri P.aeruginosa PAO1 pozitif kontrol susunun aktivitesi ile karsilastirilarak
degerlendirilmistir. Tum suslar CAS agarda pozitif reaksiyon vermislerdir. Total proteaz
ve elastaz aktivitesi, test edilen suslarda PAO1 aktivitesinden ortalama olarak daha
disutk saptanmig, ancak PAO1’den daha yuksek aktivite gosteren suslarin mevcudiyeti
de belirlenmistir. Alt solunum yolu érneklerinden izole edilen suslar ile diger 6rneklerden
izole edilen suslar arasinda gerek ortalama total proteaz ve elastaz aktivitesi acisindan
gerekse antibiyotiklere diren¢ oranlan yéninden fark saptanamamistir (p<0.05). Her iki
grupta da en fazla direng seftazidim (sirasiyla %67.9 ve %57.9) ve sefoperazona (sirasiyla
%49.3 ve %48.7) kars tespit edilmistir. Sonug olarak farkli viicut bélgelerden izole edilen
suslarin virtlans 6zelliklerinin enfeksiyon gelisimindeki rollerinin aydinlatilabilmesi igin
ileri in vivo calismalara gereksinim oldugu didsunulmustar.

Anahtar sézclikler: Pseudomonas aeruginosa, virlilans faktérd, siderofor, elastaz,
total matriks proteaz.
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ABSTRACT: Pseudomonas aeruginosa is an important opportunistic pathogen.
P.aeruginosa strains secrete several virulence factors, in the form of extracellular
proteins. Adhesins, pyocyanin, proteases, hemolysins, exotoxin A and exoenzyme
S are some of the virulence factors found in P.aeruginosa strains. In this study, the
presence of siderophore, total matrix protease and elastase activities were investigated
in a total of 157 P.aeruginosa strains isolated from lower respiratory tract (n: 81;
sputum, bronchoalveolar lavage, tracheal aspirate) and extrarespiratory sites (n: 76;
urine, wound, blood) of hospitalized pati ents. Chrome azurol S (CAS) agar plates
were used for detection of siderophore activity. Hide powder azure was used for the
investigation of total matrix protease activity and elastin congo red was used to test
elastase activity. All strains gave positive reaction on CAS agar. Enzyme activities of the
test strains were compared with the activity of P.aeruginosa PAO1 positive control strain.
Mean total matrix protease and elastase activities were less than P.aeruginosa PAO1
activity in the test strains, however, some strains exhibited activity higher than PAO1.
There was no significant difference for mean protease and elastase activities between
the strains isolated from lower respiratory tract samples and the others (p<0.05), as
well as no difference with respect to antibiotic resistance (p<0.05). It was found that
ceftazidime and cefoperazone were the most resistant agents in both groups (67.9%
and 57.9% for ceftazidime and 49.3% and 48.7% for cefoperazone, respectively). It
was concluded that further in vivo studies are necessary to clarify the role of virulence
factors of P.aeruginosa in the establishment of infection in different body sites.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, virulence factors, siderophore, elastase,
total matrix protease.

GiRiS
Pseudomonas aeruginosa énemli bir firsatgl patojendir. P.aeruginosa suslari
hastane kaynakli pnémoni, idrar yolu enfeksiyonu, cerrahi yara yeri enfeksiyonu,
yanik sonrasi enfeksiyonlari ve bakteriyeminin dnemli nedenlerindendir.

P.aeruginosa entube hastalarda ventilatérle iliskili 6lumcul seyredebilen
pndmonilerde en 6énemli etken patojen olarak bildirilmigtir'2.

P.aeruginosa suslari gesitli genler araciligi ile hiicre digi proteinler ile iligkili
virtlans faktorleri salgilarlar. Adezinler, pyosiyanin, proteazlar, hemolizinler,
ekzotoksin ve ekzoenzim S P.aeruginosa suslarinda tanimlanmis virtlans
faktorleridir'-2. Hemolizin ve siderofor proteinleri, bakterinin konak htcrelerden demir
elementini kazanmasini saglarlar®*. P.aeruginosa suslarinin siderofor Urettikleri
cesitli calismalarda goésterilmistir®®. P.aeruginosa suslarinda siderofor yapisinda
olan “pyochelin” ve “pyoverdin”, “pseudobaktin” olarak isimlendiriimektedir’.

P.aeruginosa suslarinin kolonizasyonunda ve akut enfeksiyon olusturmasinda
ekstraseluler virtlans faktérlerinin dnemli rolt vardir. Proteazlar P.aeruginosa
suslarinda akut enfeksiyon sirasinda temel rol oynamaktadir. P.aeruginosa, LasA
elastaz, LasB elastaz ve alkalin proteaz gibi gesitli proteazlar sentezlemektedir'.
Elastaz, elastin ve kollajeni pargalayan klasik bir metalloproteazdir. Elastiyolitik
aktivite, olasilikla enfeksiyonun baslangic evresinde elastin iceren akciger
dokusunun yapisinda bozulmaya ve doku i¢i kanamaya neden olmaktadir'.
Elastazin P.aeruginosa suslarinin neden oldugu enfeksiyonlarda énemli rol
oynadigi bildiriimistir®®.Deney hayvanlarinda yapilan galismalarda, Las B elastazin
pndémoni olusumunda énemli bir virllans faktori oldugu bildirilmistir'.
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P.aeruginosa suslarinin kolonizasyonunda virtlans faktérlerinin rolinin
oldugu bilinmekle birlikte, farkli bolgelere kolonizasyon ve enfeksiyondan
sorumlu suglarin viralans farklliklar yeterince ortaya konmamistir. Bu nedenle
bu calismada, hastanede yatan hastalara ait alt solunum yolu érnekleri ile
diger enfeksiyon bolgelerinden alinan érneklerden etken olarak izole edilen
P.aeruginosa suslarinda total matriks proteaz, elastaz ve siderofor varliginin
ve Ornekler arasindaki farkliigin arastirnimasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Suslar: Galismaya, Pamukkale Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi,
Mikrobiyoloji Laboratuvar’'nda yatan hastalara ait érneklerden izole edilen
ve P.aeruginosa olarak tanimlanan suslar alindi. Tim suslarin daha énceden
antibiyotik duyarlliklari disk difizyon yéntemi ile ve CLSI standartlarina gére
belirlenmisti. Hastalarin tekrarlayan drnekleri calisma disinda tutuldu ve ayni
hastadan farkli bélgelerden génderilmis olan érneklerden sadece biri calismaya
alindi. Toplam 157 P. aeruginosa susu siderofor, total matriks proteaz ve elastaz
Uretimi yéninden arastirildi. Total matriks proteaz ve elastaz arastirmasinda
pozitif kontrol sus olarak P.aeruginosa PAO1 susu (Dr.AN Hamood, Dr.JC
Hamood; Texas Tech University Health Sciences Center Department of
Microbiology and Immunology) kullanild.

Siderofor saptanmasi: “Chrome azurol S (CAS) agar plate” yontemi ile
arastirldi’®, Bu amacla 60.5 mg CAS, 50ml distile su ile karistirildi ve 10 ml Felll
solisyonu (1 mM FeCl-6H,0, 10 mM HCL) buna eklendi. 72.9 mg HDTMA
(hexadecyltrimethylammonium) 40ml distile suda ¢dézduraldi ve yukaridaki
solisyon bu sollsyona ytiiksek sicaklikta yavasca eklendi. Sollsyonlar iyice
cozdurllerek karistirildi ve 50°C’ye sogutuldu. Ayri bir yerde 750 ml distile su,
100 ml 10xMM9 soltsyonu, 30.24 g Pipes karistirildi ve Pipes’in pH’si, NaOH
ile 6.8’ya ayarlandi. Bu karisim yukarida 50°C’ye sogutulmus olan karisim ile
kanistirilip 15 g agar ilave edilerek otoklavlandi. Otoklavlanmis besiyeri 50°C’ye
sogutuldu. Filtre edilerek 30 ml (%10) casamino asit, 10ml (%20) glukoz, 1ml
thiamine HCI (%0.2) eklendi ve petri kutularina dékildi. Hazirlanmis olan mavi
renkli bu besiyerine arastirilan suslarin hazirlanmis olan slUspansiyonlarindan
5 ul olacak sekilde nokta ekimi yapildi. 37°C’de 24 saat inklbe edildi. Arastirilan
suslarin kolonileri etrafinda sari renkte halo’larin gértimesi siderofor Uretimi
yoninden pozitif olarak degerlendirildi.

Total matriks proteaz aktivitesi: Bu amacgla Petermann ve arkadaslan'
tarafindan daha 6nce tanimlanan ydntem uygulandi. Tum Klinik suslar ve
P.aeruginosa PAO1, “Luria-Bertani broth” (LBB) icinde 37°C’de bir gece inklbe
edildi. Bir gecelik Uremeden sonra suglarin kultirleri LBB iginde 0.5 McFarland
bulaniklikta olacak sekilde hazirlandi ve erken duragan faza kadar yeniden
inklbe edilerek yogunluklari degerlendirildi. Daha sonra sivi besiyerindeki bu
bakteri stispansiyonlari 20,800xg’de 5 dakika santrifij edildi. Total matriks
proteaz arastirmasi icin her sus i¢in ayr bir tUp icinde 20 mg “hide powder
azure blue” (HPAB) 2ml 10 mM sodyum HEPES (pH 7.5)-0.5 mM CaCl,



200 P.AERUGINOSA'DA SIDEROFOR, TOTAL MATRIKS PROTEAZ VE ELASTAZ AKTIVITESI

solusyonu icinde stspanse edildi. HPAB iceren bu tlpler icine santriflj edilmis
bakteri sispansiyonlarinin stipernatan kismindan 2 pl eklendi. Tium tlpler ¢alkalayici
Uzerinde 2 saat 37°C’de inklbe edildi. Daha sonra tim tupler ¢6zinmemis
HPAB partikullerini ¢oktirmek icin 150xg’de 15 dakika santrifij edildi. Tuplerin
sUpernatan kisimlarinin absorbanslar spektrofotometrede 595 nm’de okutuldu.
Bakteri stpernatani yerine 2 pl distile su ile hazirlanan ttpler negatif kontrol, PAO1
sUpernatanindan hazirlanan tupler pozitif kontrol olarak kullanildi. Klinik suslarin
absorbanslar P.aeruginosa PAO1’den elde edilen absorbanslarla karsilastirilarak
yorumlandi. Sonuclar P.aeruginosa PAOT’in aktivitesinin ylzdesi olarak verildi' 2,

“Skim milk” agarda proteaz aktivitesi: Bu yontemde “Brain Heart Infusion
broth” icinde %3 “skim milk”, %1.5 agar olacak sekilde hazirlanan “skim-milk”
agar (SMA) kullanildi. Klinik érneklerden elde edilen sUpernatanin 20 ul’si
SMA’da steril pastér pipeti araciligi ile hazirlanmis olan kuyucuklar icine kondu
ve plaklar 25°C’de 18 saat inklibe edildi. Kuyucuklarin etrafinda seffaflasma
zonu gorulduginde proteaz aktivitesi pozitif olarak yorumlandi’®14,

Elastaz aktivitesi: Elastiyolitik aktivitenin arastirimasinda daha &énce
tanimlanan “Elastin Congo red” (ECR) 6lcim ydntemi uygulandi'. Tim klinik
suglar ve P.aeruginosa PAO1 susu, LBB icinde 37°C’de bir gece inklibe edildi.
Daha sonra 0.5 McFarland bulaniklikta olacak sekilde suslarin LBB icinde
kulturleri hazirlandi ve erken duragan faza kadar yeniden inklibe edilerek
yogunluklari deg@erlendirildi. Bu bakteri stspansiyonlar 20,800xg’de 5 dakika
santrifij edildikten sonra, elastaz arastirmasi icin her sus icin ayr bir tlp
icinde 20 mg ECR 2 ml 10 mM sodyum fosfat tampon (pH 7.0) solusyonu
icinde suspanse edildi. ECR iceren bu tupler icine santriftj edilmis bakteri
suspansiyonlarinin stipernatan kismindan 2 pl eklendi. Tum tupler calkalayici
Uzerinde bir gece 37°C’de inklbe edildi. Sire sonunda tum tupler ¢ézinmemis
partikUlleri coktirmek icin 150xg’de 15 dakika santrifuij edildi. Spektrofotometrede
495 nm’de absorbanslar okutuldu. Bakteri sipernatani yerine 2 ul distile su
konarak hazirlanan tlpler negatif kontrol, PAO1 supernatanindan hazirlanmig
olan tupler pozitif kontrol olarak kullanildi. Klinik suglarin absorbanslari PAO1’den
elde edilen absorbanslarla karsilastirilarak yorumlandi. Sonuclar P.aeruginosa
PAO71’in aktivitesinin ytzdesi olarak verildi'"'2.

Istatistiksel degerlendirme: Tiim suslar PAO1’den elde edilen absorbansin
yarisindan daha az absorbans vermigse dusUk aktiviteli, yarisindan fazla
absorbans vermisse normal-yUksek aktiviteli olarak degerlendirildi. Disuk ve
ylUksek aktivite gdsteren sus oranlarinin ve antibiyotiklere diren¢ oranlarinin
karsilastirlmasinda ki-kare; gruplar arasinda proteaz ve elastaz aktivitesinin
karsilastirnimasinda parametrik olmayan Mann-Whitney U testi kullanildi; p<0.05
anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Calismaya alinan 157 P.aeruginosa klinik susunun 81’i alt solunum yolu
Orneklerinden (balgam, bronkoalveolar lavaj, trakeal aspirat), 76’si solunum
yolu disi 6rneklerden (idrar, yara, kan) izole edilmistir. Alt solunum yolu
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6rneklerinin cogu yogun bakim Unitesinden génderilen érneklerdir. Tim suslarin
siderofor Urettikleri saptanmis, proteaz aktivitesi suslarin 150‘sinde pozitif
olarak bulunmustur. Pozitif kontrol olarak kullanilan P.aeruginosa PAO1 ile test
edilen suslarin total matriks proteaz ve elastaz aktiviteleri karsilastirmall olarak
Tablo I-lll ve Sekil 1, 2'de gosterilmistir. DlslUk ve yuksek aktiviteli izolatlar
Ornek tiplerine gére deg@erlendirildiginde, gruplar arasinda total matriks proteaz
ve elastaz Ureten sus sayisi agisindan fark saptanmamistir (sirasiyla, p=0.516
ve p=0.141). Alt solunum yolu izolatlan ve diger izolatlar arasinda elastiyolitik
aktivite karsilastinldiginda diger 6rneklerde ortalama aktivite daha yuksek olmakla
birlikte istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p=0.06). Total matriks
proteaz aktivitesi acisindan da gruplar arasinda fark yoktur (p=0.179).

Tablo I. Klinik Suslarin Total Matriks Proteaz ve Elastaz Aktivitesinin
PAO1 Aktivitesi lle Karsilastirimasi

Total matriks Elastaz
proteaz aktivitesi aktivitesi*
*ortalama-ortanca Proteaz ortalama-ortanca
Suslar (min-max) aktivitesi (min-max)
Pozitif kontrol sus (PAO1) 100 + 100
Alt solunum yolu izolatlan (n=81) 62-31.8 (1-277) 77 41.7-27.9 (0-153)
Diger izolatlar (n= 76) 77.2-36.6 (4-365) 73 50.7-41.9 (0-185)
Toplam (n=157) 69-34 (1-365) 150 46-34 (0-185)

* Sonuglar PAO1 aktivitesinin ylzdesi olarak verilmistir. PAO1 aktivitesi %100 olarak kabul edilmistir.

Tablo IlI. Klinik Suslarin Total Matriks Proteaz Aktivitesinin PAO1 Aktivitesi
Yuzdelik Dilimlerine Gére Dagilimi

PAO1 Aktivitesine gore ylzdelik dilimler

Dustk Yiksek
aktivite aktivite
sayl (%) sayl (%)
Suslar <25 25-50 51-100 101-200 >200 Toplam

Alt solunum yolu izolatlan (n=81) 35 (43) 16 (20) 12 (15) 13 (16) 5(6) 81 (100)
Diger izolatlar (n=76) 27 (35 17 (22) 10 (13) 11 (14) 11 (14) 76 (100)
Toplam (n=157) 62 (39) 33 (21) 22 (14) 24 (15) 16 (10) 157 (100)

Tablo Ill. Klinik Suslarin Elastaz Aktivitesinin PAO1 Aktivitesi
Yuzdelik Dilimlerine Gére Dagilimi

PAO1 Aktivitesine gére ylzdelik dilimler

Dustk Yuksek

aktivite aktivite

sayl (%) sayl (%)
Suslar <25 25-50 51-100 101-200 Toplam
Alt solunum yolu izolatlan (n=81) 34 (41) 24 (30) 14 (17) 9 (11) 81 (100)
Diger izolatlar (n=76) 23 (30) 24 (32) 17 (22) 12 (15) 76 (100)
Toplam (n=157) 57 (36) 48 (31) 31 (20) 21 (13) 157 (100)
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Sekil 1. Suslarin total matriks proteaz aktivitesinin PAO1 aktivitesine goére dagilimi.
1: Alt solunum yolu izolatlari, 2: Diger izolatlar (PAO1 aktivitesi %100 olarak kabul edilmistir).
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Sekil 2. Suslarin elastaz aktivitesinin PAO1 aktivitesine goére dagiimi. 1: Alt solunum yolu
izolatlari, 2: Diger izolatlar (PAO1 aktivitesi %100 olarak kabul edilmistir).

Calisilan suslarin gesitli antibiyotiklere karsi direng oranlari Tablo IV ve V'de
gOrulmektedir. Alt solunum yolu izolatlari ile diger izolatlar arasinda antibiyotiklere
direnc oranlari ydoninden fark bulunmamistir. Total proteaz aktivesi duzeyi ile
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direng oranlarina bakildiginda, piperasilin-tazobaktam disinda (p=0.037) anlaml
bir fark saptanamamistir. Elastaz aktivitesi duzeyi ile antibiyotiklere direng
oranlar arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p>0.005).

Tablo IV. Klinik izolatlarin Antibiyotiklere Direnc Oranlari

Alt solunum yolu izolatlan Diger izolatlar (n: 76)  Toplam (n:157)

Antibiyotikler Sayi (%) Say1 (%) Say1 (%)
Seftazidim 55 (67.9) 44 (57.9) 99 (63.1)
Sefoperazon 40 (49.3) 37 (48.7) 77 (49.0)
Sefepim 32 (39.5) 20 (26.3) 52 (33.1)
Piperasilin 29 (35.8) 18 (23.7) 47 (29.9)
Piperasilin/tazobaktam 21 (25.9) 11 (14.5) 32 (20.4)
Aztreonam 33 (40.7) 40 (52.6) 73 (46.5)
Gentamisin 31 (38.3) 24 (31.6) 55 (35.0)
Amikasin 28 (34.6) 20 (26.3) 48 (30.6)
Tobramisin 25 (30.9) 26 (34.2 51 (32.5)
Netilmisin 30 (37.0) 23 (30.2 53 (33.7)
Siprofloksasin 9 (11.1) 13 (17.1) 22 (14.0)
imipenem 24 (29.6) 17 (22.3) 41 (26.1)

Tablo V. Kilinik izolatlarin Enzim Aktivitesi Diizeylerine Gore Cesitli
Antibiyotiklere Direnc Oranlari

Proteaz aktivitesi Elastaz aktivitesi

Dusuk Yuksek Dusuk Yuksek Toplam

(n: 95) (n: 62) (n: 105) (n: 52) (n: 157)
Antibiyotikler Sayl (%) Sayi (%) Say (%) Sayi (%) Say (%)
Seftazidim 55 (57.8) 44 (71.0) 69 (65.7) 30 (57.6) 99 (63.1)
Sefoperazon 45 (47.4) 32 (51.6) 57 (54.2) 20 (38.5) 77 (49.0)
Sefepim 28 (295) 24 (38.7) 33 (31.4) 19 (365) 52 (33.1)
Piperasilin 29 (30.5) 18 (29.0) 34 (32.3) 13 (25.0) 47 (29.9)
Piperasilin/tazobaktam 25 (26.3) 7 (11.3) 21 (20.0) 11 (21.1) 32 (20.4)
Aztreonam 45 (47.4) 28 (45.1) 50 (47.6) 23 (44.2) 73 (46.5)
Gentamisin 33 (347) 23 (355) 33 (31.4) 19 (365 55 (35.0)
Amikasin 28 (295) 20 (32.3) 31 (295) 17 (32.6) 48 (30.6)
Tobramisin 31 (326) 20 (323) 34 (323) 17 (32.6) 51 (32.5)
Netilmisin 33 (34.7) 20 (32.3) 36 (342) 17 (32.6) 53 (33.7)
Siprofloksasin 11 (11.6) 11 (17.7) 12 (11.4) 10 (19.2) 22 (14.0)
imipenem 29 (30.5) 12 (19.3) 26 (24.7) 15 (28.8) 41 (26.1)

TARTISMA

Pseudomonas aeruginosa insanda farkli bolgelerde ve farkli kosullarda
firsatci enfeksiyonlara neden olan bir patojendir. Enfeksiyonlarin siddetinde
konak hucre yanitinin 6neminin yaninda bakteriye ait virtlans faktorleri de son
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derece 6nemli rol oynamaktadir. P.aeruginosa’nin virtlansi bircok faktére baglidir.
Bakterinin Greme ortaminin kosullarn ve bakteri tarafindan salgilanan elastaz, proteaz,
siderofor, ekzotoksin A ve ekzoenzim S virllansi belirleyen énemli faktérlerdir®1s,
Bu calismada, hastanede yatan hastalardan enfeksiyon etkeni olarak izole edilen
P.aeruginosa suslarinin siderofor, proteaz ve elastaz Uretimlerinin belirlenmesi ve
alt solunum yolu ile diger érneklerden izole edilen suslar arasinda enzim Uretimi
yoninden farkliik olup olmadiginin arastirnimasi amaclanmistr.

Ozellikle ventilator ile iliskili solunum yolu enfeksiyonlari ve kistik fibrozisli
olgularin akciger enfeksiyonlarindan P.aeruginosa siklikla izole edilmektedir.
P.aeruginosa suslari, siderofor aracih demir kazanma sistemleri ile konak
hicrenin demir baglayan transferin ve laktoferrin gibi yapilarindan demiri
koparir ve Uremeleri icin serbest demiri kullanirlar. P.aeruginosa icin cesitli
demir transport ve kazanim sistemleri tanimlanmigtir. Kimyasal olarak “pyoverdin
(hidroksamat tip)” ve “pyochelin (fenolat tip)” ylksek afiniteli siderofor olarak
tanimlanmistirs”. Bu sideroforlarin enfeksiyonun olusumundaki rolleri deneysel
enfeksiyon modellerinde calisiimistir’®'7. Calismamizda da siderofor varligi
CAS agar yontemi ile arastirilmistir. Bu yéntemde tip tayini yapiimaksizin,
ortamdaki bagh demirin koparilmasi temeline dayanarak siderofor varligi
arastinlabilmektedir. Bizim calismamizda tim suslarin siderofor Uretimleri
pozitif olarak bulunmustur. Yapilan bir calismada, Ulseratif keratit ile iliskili 63
P.aeruginosa susunun hepsinin CAS agarda siderofor Urettikleri bildirilmistir®.

Pseudomonas aeruginosa suslarinda virtlans faktdrlerinin rolt gesitli klinik
ve deneysel galismada arastinimistir'®'e24. P aeruginosa suslar cesitli yapida
proteaz sentezlemektedir. LasA, LasB ve alkalin proteaz bunlardan bazilarndir.
TUm bu proteazlarin varligi total proteaz aktivitesini olusturur. Calismamizda
da total matriks proteaz aktivitesi arastirimis ve hem alt solunum yolu (ASY)
hem de diger érneklerden izole edilen suslarin gogunda pozitif bulunmustur.
PAO1 aktivitesi ile karsilastirldiginda, ASY &rneklerinin ortalama olarak PAO1
aktivitesinin %62’si kadar; diger orneklerin ortalama olarak PAO1 aktivitesinin
%77’si kadar total matriks proteaz aktivitesi gdsterdikleri saptanmistir. Ancak
gruplar arasindaki fark anlamli bulunmamistir. Buna karsin ASY 6rneklerinden
PAOT’in aktivitesinin %277’si kadar, diger érneklerden %365’i kadar yUksek
aktivite gosteren suslar da tespit edilmistir (Tablo I). Matar ve arkadaslari?',
hem klinik hem de cevresel érneklerden izole ettikleri suslarin hepsinde (%100)
proteaz aktivitesi saptadiklarini bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda proteaz
aktivitesi SMA yontemi ile yedi susta negatif olarak bulunmus, buna karsin
suglarin %95’inde farkl duzeylerde olmakla birlikte pozitif olarak saptanmistir.

Elastin damar duvarinin ve akciger dokusunun énemli bir yapi elemanidir.
P.aeruginosa suslari suslarinda hem LasA hem de LasB elastiyolitk aktiviteden
sorumludur. LasB elastaz sadece elastini degil, fibrin ve kollajeni de parcgalar;
ayni zamanda IgG, IgA, hava yollarindaki lizozim ve kompleman proteinleri gibi
bagisiklik sisteminde rol alan molekdlleri inaktive ederek konak savunmasinin
zayiflamasina neden olur'. Elastaz Uretiminin P.aeruginosa suslarinda gesitli
faktorlerle dizenlendigi ve lUreme oraninin elastaz Uretiminde rol aldig:



MiKROBIYOLOJi BULTENI 205

bildirilmistir®. Bizim calismamizda, tim suslarin ayni Greme ortaminda olmalarina
ve test edilecek yodunlugun ayni olmasina &zellikle dikkat edilmistir. Bu
calismada, iki sus disinda arastirilan tim suslarin elastaz aktivitesi gosterdigi,
ancak bazi suslarin kontrol susuna gbére daha az, bazilarinin daha fazla
elastaz aktivitesi gosterdikleri saptanmistir (Tablo Ill, Sekil 2). PAO1 aktivitesi
ile kargilastirldiginda, ASY izolatlarinin %71’inin, diger izolatlarin ise %62’sinin
PAO1 aktivitesinin yarisindan daha az aktivite gosterdikleri bulunmustur.
Ancak PAO1’e gbre goreceli olarak az aktivite géstermis olsalar da, suslarin
cogunlugunun elastaz aktivitesinin pozitif olmasi 6nemlidir. Galismamizda ASY
suslari ve diger suslar arasinda elastiyolitik aktivite yoninden anlamli bir fark
saptanmamistir. Hamood ve arkadaslari® yaptiklar calismada, trakeal, Uriner
ve yara Orneklerinden izole edilen suslar arasinda elastaz Uretimi acisindan
fark bulamadiklarini, ancak ylUksek miktarda elastaz ve fosfolipaz C Uretiminin
bu enfeksiyonlarda énemli rol oynadigini belirtmislerdir. Yagci ve arkadaslari™,
P.aeruginosa izolatlar arasinda elastaz ve alkali proteaz oranini anlamh bir
sekilde ylksek saptadiklarini bildirmislerdir. Ciragil ve Sdyletir* calismalarinda,
farkh vlcut boélgelerinden izole edilen suslar arasinda elastaz Uretimi ydninden
fark bulamadiklarini bildirmislerdir. Diger bir calismada, klinik ve cevresel
P.aeruginosa susglarinda proteaz ve elastaz aktivitesi arastiriimis ve klinik
izolatlarin %87’sinde elastaz aktivitesi pozitif bulunmustur?'.

Pseudomonas aeruginosa suslar bazi antimikrobiyal maddelere karsi
dogal olarak direnclidir. Ancak P.aeruginosa suslarn baslangicta duyarh
olduklar bazi antimikrobiyal maddelere karsi plazmid aracili enzimler Uzerinde
degisim, induklenebilir beta-laktamaz Uretimi, “multidrug efflux” pompasi gibi
cesitli mekanizmalar ile sonradan direnc gelistirmektedir®. Ozellikle hastane
enfeksiyonu ile iligkili suglarda direnc gelisimi daha fazladir. Bu calismada
arastirilan suslarin antibiyotiklere diren¢ oranlari Tablo 1V’de gérulmektedir.
Suslarda en yuksek direng seftazidim (%63.1), sefoperazon (%49) ve aztreonama
(%46.5) kars! saptanmigtir. ASY suslar ile diger suslar arasinda direng oranlari
acisindan fark bulunmamistir. Ulkemizde P.aeruginosa suslarinda antibiyotik
direncine yonelik cesitli calismalar yapilmigtir?®28, Galismamizda PAO1’e gdére
enzim aktivitesi daha dusuk ve yuksek olan suglarda antibiyotik direng oranlari
Tablo V’de verilmistir. ASY suslan ile diger suslar arasinda enzim aktiviteleri
acisindan fark bulunmadigindan, arastirilan tim suslar icinde dusuk aktiviteli ve
yuksek aktiviteli suglar antibiyotiklere direng oranlari ydonunden karsilagtirimigtir.
Total proteaz aktivesi ile direng oranlarina bakildiginda, piperasilin-tazobaktam
(PIP/TAZ) disinda (p=0.037) anlaml bir fark bulunamamistir. Elastaz aktivitesi
duzeyi ile antibiyotiklere direnc¢ oranlar arasinda da fark saptanmamistir. Yapilan
cesitli calismalarda, P.aeruginosa suslarinda antimikrobiyal ajanlara direng
gelisimi ile virllans fakt6rlerinin ve virtilans genlerinin iligkisinin olup olmadig
arastinlmistir®®3°. Yapilan bir calismada P.aeruginosa suslarinda beta-laktamaz
regulasyon mekanizmasinda rol alan ampR geninin, antibiyotik direnci ve
ekstraselller proteaz ve pyosiyanin gibi virilans faktérlerinin tretimi ile iligkili bir
dizenleyici oldugu gosterilmistir®. AmpR genindeki bir mutasyonun hem Las A
proteaz hem de Las B proteaz uretimi tzerine etkisi oldugu, ampR yoklugunda
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Las A proteaz Uretiminin arttigi, ampR geninin LasA proteaz Uretimini negatif
olarak duzenledigi ve ayrica indUkleyicilerin varliginda Las B proteaz Uzerine
pozitif dizenleyici oldugu bildirilmistir®. Diger bir calismada coklu antibiyotik
direnci olan iki susta “wild” tipe gbére pyosiyanin, pyoverdin, kazeinaz ve
elastaz gibi “quarum-sensing” genleri ile diizenlenen bilesiklerin aktivitesi daha
disuk bildirilmistir®®. Bizim calismamizda, toplam proteaz duzeyi PAO1’den
yuksek olan suslarda PIP/TAZ direnci daha disik saptanmis ve aradaki fark
anlaml bulunmustur. Bu farklihgin, PIP/TAZ direnci olan sus sayisinin toplam
suglar icinde daha az olmasindan kaynaklanmis olabilecegi dusunulmustur.
Ancak daha cok sayida PIP/TAZ direncli susta enzim aktivitelerinin calisiimasi
ve benzer sonucun bulunmasi durumunda bu iligskinin tesadufi olmadigi
disUndlebilir. Buttin bu degerlendirmelerin 1siginda PIP/TAZ direnci ile virilans
genleri arasinda gergek anlamda bir iligkinin olup olmadiginin ileri fenotipik ve
molekuler calismalarla desteklenmesi gerektigi dustunilmektedir. Hem coklu
antibiyotik direnci olan hem de PIP/TAZ direnci olan P.aeruginosa suslarinda
virlans genlerinin caligiimasi yararl olacaktir.

Bizim calismamizda, ASY izolatlan ile diger izolatlar arasinda arastirilan
virtlans faktorleri acisindan fark bulunmamistir. Ancak P.aeruginosa suslarinin
Ozellikli konakta ve 6zellikle belli bélgelerde enfeksiyon olusturdugu bilinmektedir.
Kistik fibrozis gibi klinik durumlarda akciger enfeksiyonlarinin énemli bir nedeni
P.aeruginosa’dird’. Ozellikle akciger dokusuna yerlesme ve yayilimda, elastaz
Uretiminin énemli bir virtlans faktéra oldugu bilinmektedir. Proteaz Uretiminin
tim suslarda belli dizeyde bulunmus olmasi nedeniyle bakterinin yerlestigi
boélgede elastin, kollajen veya laminin gibi yapilarin varliginda daha fazla
yaylhm gosterecedi ve buna bagl olarak daha siddetli enfeksiyon gelisecegi
dusgundlebilir. Suslarin virtlans faktérlerinin mi yoksa elastin, kollajen ve laminin
varligi gibi enfeksiyon bolgesinin &zelliklerinin mi enfeksiyonun siddetinde
belirleyici oldugu Uzerine ileri deneysel calismalara gereksinim vardir. Bu
calismada suslarin virtlans 6zellikleri acisindan farklihk bulunmamis olmakla
birlikte, kendi hastanemizdeki suslarin virilans &zelliklerinin ve antibiyotiklere
diren¢ oranlarinin bilinmesinin, 6zellikle sirekli ventilatére bagh ve pnémoni
riski tasiyan slregen hastalarda, kistik fibrozisli ve immun sistemi bakilanmig
hastalarda tedavinin dizenlenmesinde fikir verebilece@i disunulmastar.
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