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Kistik Fibrozlu Hastalarin Solunum Yollarindan Izole Edilen
Mikroorganizmalarin Fenotipik Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Evaluation of Phenotypic Characteristics of Microorganisms Isolated From
Respiratory Tract of the Patients With Cystic Fibrosis
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Ozet

Amag: Kistik fibroz (KF)'da akciger infeksiyonlarina neden olan
mikroorganizmalar dnce Ust solunum yolu mukozasinda koloni-
ze olmakta, buradan akcigere gegcmektedir. Bu calismada kistik
fibrozlu hastalarda Ust solunum yolunda kolonize olmus pato-
jenlerin saptanmasi ve bu bakterilerde gozlenen fenotipik degi-
sikliklerin irdelenmesi amaclandi.

Yontemler: Mayis 2016-Mayis 2017 tarihleri arasinda Gazian-
tep Universitesi Sahinbey Uygulama ve Arastirma Hastanesi
Cocuk immiinolojisi ve Alerji Hastaliklari Polikliniginden daha
once konulmus KF tanisiyla takip edilmekte olan (Grup I) veya
KF tanisi yeni konularak takip edilmeye baslanmis olan (Grup II)
hastalardan alinan solunum yolu (bogaz surlintisi veya bal-
gam) ornekleri degerlendirildi. Bakterilerin tanimlanmasinda
konvansiyonel yontemler ve Bruker MALDI Biotyper™ (Becton
Dickinson, Sparks, MD, ABD) otomatize sistemi kullanildi.
Bulgular: Calismada 123 hastaya ait 500 solunum yolu 6rnegi
degerlendirildi. Orneklerin 218 (%43.6)'inde 232 farkli patojen
mikroorganizma izole edildi. 96 (%18.3) Staphylococcus aure-
us ve 62 (%11.8) Pseudomonas aeruginosa en sik izole edilen
mikroorganizmalar olarak bulundu. 16 S. aureus izolatinda, k-
cuk koloni varyanti ve 24 P aeruginosa izolatinda ise mukoid
koloni biciminde fenotipik farklilik saptandi. Fenotipik farklilik
saptanan izolatlarin timu Grup ll'de yer alan hastalardan izole
edilmisti.

Sonuclar: KF hastalarinda hastalik siiresi uzadikga solunum
yollarinda kolonize olan bakterilerde immin sistemi yaniltan
ya da immiin sistemden kagmalarini saglayan fenotipik degi-
siklikler meydana gelmektedir. Bu degisikliklerin saptanmasi

Abstract

Objective: Microorganisms that cause lung infections in cystic
fibrosis (CF) are initially colonized in the upper respiratory tract
mucosa and then pass into the lungs. In this study, we aimed
to determine the pathogens colonized in the upper respiratory
tract and the evaluation of phenotypic changes observed in
these bacteria in patients with cystic fibrosis.

Methods: Between May 2016 and May 2017 the routine respi-
ratory tract samples (throat swab or sputum) taken from the pa-
tients who were under follow-up with a previously diagnosed
CF (Group I) or who were started to be followed up for a newly
diagnosed CF (Group Il) were evaluated in the Gaziantep Uni-
versity Sahinbey Research and Practice Hospital Pediatric Im-
munology and Allergy Outpatient Clinic. Conventional methods
and Bruker MALDI Biotyper™ (Becton Dickinson, Sparks, MD,
USA) automated system were used to identify bacteria.
Results: 500 respiratory tract samples from 123 patients were
evaluated in the study. In 218 (43.6%) of the samples, 232 dif-
ferent pathogenic bacteria was isolated. 96 (18.3%) Staphylo-
coccus aureus and 62 (11.8%) Pseudomonas aeruginosa were
found as the most frequently isolated microorganisms. Pheno-
typic differences were detected in 16 S. aureus isolates as small
colony variants and 24 P aeruginosa isolates as mucoid colony
producers. All of the isolates with phenotypic differences were
isolated from patients in Group Il.

Conclusions: In CF patients, depending on the prolongation
of the disease duration, phenotypic changes misleading the
immune system or escaping from it occur in bacteria that are
colonize the respiratory tract. Detection of these changes may
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kolonizasyondan koruyucu medikal yaklasimlarin olusturulabilmesi
acisindan 6nemli olabilir.
Klimik Dergisi 2019; 32(2): 178-81.

Anahtar Sozciikler: Kistik fibroz, solunum yolu infeksiyonlar, Pseu-
domonas aeruginosa, Staphylococcus aureus.

be important in order to establish medical approaches to prevent
colonization.
Klimik Dergisi 2019, 32(2): 178-81.

Key Words: Cystic fibrosis, respiratory tract infections, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus.

Giris

Kistik fibroz (KF), basta solunum sistemi olmak Uzere
Ureme sistemi, gastrointestinal sistem, ter bezleri, pankre-
as ve karaciger gibi bircok organi etkileyen, 2000-3500 canl
dogumda bir rastlanan, otozomal resesif gecisli genetik bir
hastaliktir (1,2). KF geni 7. kromozomda yer almakta olup,
kodladigi protein, hiicrelerin apikal ylizeyinde klor kanali ola-
rak gorev yapar. Bu gende meydana gelecek mutasyonlar,
klor transportundan sorumlu protein yapisinda degisimlere,
hiicre membranindan su ve tuz transportunda defekte yol
acar. KF'de klor transportundaki defekt, solunum yollari basta
olmak uzere bircok ekzokrin dokunun salgisal iceriginde de-
gisikliklere yol acar. Bu degisiklik akcigerlerde viskoelastisi-
tenin artmasi ve epitelyal ortl sivisinin daha tuzlu olmasiyla
birlikte cesitli infeksiyon ajanlarinin kolonizasyonuna neden
olur. Akcigerlerde viskdz mikis, bakteriler ve inflamasyon
sureci, brons obstriiksiyonlarina ve zamanla kronik akciger
hastaligina neden olur (3,4).

KF hastalarinda en 6nemli mortalite nedenlerinden olan
akciger infeksiyonlari genellikle bakterilerin kolonizasyonuyla
baslar. Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus
bu gruptaki hastalarda en sik rastlanan solunum yolu pato-
jenleridir. Bu calisma, pediyatrik yas grubundaki KF hasta-
larinin solunum yolu orneklerinde hangi patojenlerin en sik
kolonizan oldugunun saptanmasi amaciyla yapilmistir. Ayrica
bakterilerin immiin sistemden kacisini saglayan veya bakteri-
yel virtlansla ilgili bazi fenotipik degisikliklerin (S. aureus’ta
kiiclik koloni varyantlari, P aeruginosa’da alginat Greten mu-
koid izolatlar) saptanmasi amaclanmistir.

Yontemler

Hastalar: Calismaya Mayis 2016-Mayis 2017 tarihleri ara-
sinda Gaziantep Universitesi Sahinbey Uygulama ve Arastir-
ma Hastanesi Cocuk immiinolojisi ve Alerji Hastaliklari Polik-
liniginde izlenen KF hastalar dahil edildi. Calisma 6ncesinde
18 Nisan 2016 tarih ve 2016/123 sayili Gaziantep Universitesi
Tip Fakultesi Etik Kurulu onayi alindi.

Calisma grubunu 123 KF hastasi olusturdu. KF tanisi, kli-
nik bulgular, ter testi ve gen mutasyonu esas alinarak Kistik
Fibroz Tani ve Tedavi Rehberi kriterlerine gore konuldu (5).
Hastalar poliklinik takibinde olanlar (Grup I) ve yeni tani ala-
rak takibe girenler (Grup Il) olmak Gzere iki gruba ayrildu.

Bakteriyolojik kdiltiir icin alinan ornekler: Hastalardan ru-
tin olarak alinan bogaz siiriintiist veya ¢ikarabilenlerden elde
edilen balgam &rnekleri degerlendirildi. Ornek alma sikligi,
klinik ve laboratuvar bulgulari, biiytime grafikleri vb. bulgular
degerlendirilerek belirlendi. Ornek alma sikligi, ardisik olarak
4 hafta arayla alinan 2-3 ornekte [1] normal flora urediyse
3 ayda bir kez; [2] patojen bir mikroorganizma saptanmissa,
2-3 haftada bir; antibiyotik kullanimi sonrasi ise ayda bir kez
olacak sekilde uygulandi.

Bogaz sliruntusu ornekleri, koyun kanl agar ve “eosin
methylene blue” (EMB) agarina; balgam ornekleri, koyun

kanh agar, EMB agari ve cikolata agarina ekildi. Ekim yapi-
lan kanli agar ve EMB agari plaklari normal atmosferik ko-
sullarda, cikolata agan plaklarn %5 CO,’li etliivde, 20-24 saat
36+2°C’de inkiibe edildi.

Bakterilerin tanimlanmasi: Bakterilerin tanimlanmasinda
konvansiyonel yontemler (koloni morfolojisi, Gram boyama-
s1, katalaz testi, koaglilaz testi, oksidaz testi) ve Bruker MALDI
Biotyper™ (Becton Dickinson, Sparks, MD, ABD) otomatize
sistemi kullanildi.

Istatistiksel degerlendirme: Calismadan elde edilen ve-
rilerin analizinde Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) for Windows. Version 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
ABD) paket programi kullanildi. Tanimlayic istatistikler ola-
rak ortalama, standard sapma ve ylizde dagilimlari verildi.
ikili degiskenlerin sayisal verilerle karsilastinlmasinda ba-
gimsiz degiskenler t-testi kullanildi. Elde edilen sonuglar %95
(p<0.05) anlamlilik dizeyinde degerlendirildi.

Bulgular

Calismaya dahil edilen 123 hastanin 61 (%49.6)'i kiz ve
62 (%50.4)'si erkekti. Grup I'de 86 (%69.9) hasta, Grup IlI'de
37 (%30.1) hasta yer aldi. Grup I'deki hastalarin 38 (%44.2)"i
kiz, 48(%55.8) erkek; Grup ll'deki hastalarin 23 (%62.2)' kiz,
14 (%.37.8)'U erkekti. Grup | ve Grup Il arasinda cinsiyet da-
gihmi acisindan fark saptanmadi (p=0.067). Hastalar 0-18
(4.37+4.57) yas araligindaydi. Grup | ve Grup ll'de yas or-
talamasi sirasiyla 1-18 yil (5.8+4.35) ve 0-16 yil (1.05+3.13)
olarak bulundu. Grup I'de yer alan hastalarin yas ortalamasi-
nin Grup lI'den anlaml sekilde daha yliksek oldugu saptandi
(p<0.001). Hastalarin hastalik suresi, Grup | icin 3 ay-17 yil,
Grup Il igin 1-12 ay arasinda degismekteydi.

Kiiltir sonucglarinin degerlendirilmesi: Calisma siiresince
toplam 123 hastadan 500 kez solunum yolu 6rnegi alindi ve
incelendi. Calisma siiresince hastalardan 1-12 kez (ortalama
3.68) ornek alindigi saptandi.

incelenen &rneklerin 471 (%94.2)'i bogaz siiriintiisii ve
29 (%5.8)'u balgamdi. Orneklerin 282 (%56.4)'si normal flo-
ra olarak degerlendirildi. 218 (%43.6) Ornekte, 242 patojen
bakteri saptandi. Orneklerde saptanan mikroorganizmalarin
dagilimi Tablo 1'de g0Osterilmistir.

96 (%18.3) S. aureus ve 62 (%11.8) P aeruginosa, en sik
izole edilen patojenlerdi. 54 (%10.3) bakteri ise Enterobac-
teriaceae ailesindendi. 123 hastanin 29 (%23.5)'unda P ae-
ruginosa, 41 (%33.3)'inde S. aureus’un en az bir kez liredigi
saptandi.

Tum hastalarin 39'unda hig¢ patojen bakteri saptanmayip
alinan tim 6rnekler normal flora olarak seyretti. Kiltlrleri
normal flora olarak seyreden 39 hastanin 25 (%29.01)i Grup
I, 14 (%37.8)'4 Grup IlI'ye ait hastalardi. Normal floranin sii-
rekliligi agisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmadi (p>0.05). Ornek alma sikligina ait belirtilmis olan
kriterlere gore normal flora saptanan hastalarin higbiri pro-
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Tablo 1. Orneklerde Saptanan Mikroorganizmalarin Dagilimi

Grupl Grupll Toplam

Bakteri Tiirleri Sayl (%) Sayt (%) Say1 (%) p

Normal flora bakterileri 226 (54.6) 56 (50.9) 282 (53.8) >0.05

Staphylococcus aureus 81 (19.6) 15 (13.6) 96 (18.3) <0.05
Pseudomonas aeruginosa 54 (13) 8 (7.3) 62 (11.8) <0.05
Escherichia coli 16 (39) 8 (7.3) 24 (4.6) <0.05
Klebsiella pneumoniae 5 (1.2) 11 (10) 16 (3.1) <0.05
Streptococcus pyogenes 11 (27) 1 (0.9) 12 (2.3) <0.05
Acinetobacter junii 5 (1.1) 2 (1.8) 7 (1.3) >0.05
Acinetobacter baumannii 2 (0.5) 2 (1.8) 4 (0.8) <0.05
Enterobacter cloacae 1 (02) 3 (27) 4 (0.8) >0.05
Serratia marcescens 4 (09 - 4 (0.8) <0.05
Klebsiella oxytoca 2 (05 1 (09 3 (0.6) >0.05
Enterobacter aerogenes 1 (02) 2 (1.8) 3 (0.6) <0.05
Streptococcus agalactiae 2 (05) - 2 (0.4)
Stenotrophomonas 2 (05) - 2 (0.4)
maltophilia

Haemophilus influenzae - 1 (09 1 (0.2)
Enterococcus sp. 1 (02) - 1 (0.2
Moraxella catarrhalis 1 (02) - 1 (0.2)

Resim 1. Mukoid koloni olusturan Pseudomonas aeruginosa.

filaktik antibiyotik almiyordu. Patojen olarak degerlendirilen
etkenlerin izole edildigi hastalar klinik ve laboratuvar deger-
lendirme sonuglarina gore uygun antibiyotik profilaksisi al-
maktaydi (5).

Bakterilerde saptanan fenotipik farkhiliklar: Kiltirlerin
degerlendirilmesinde bazi 6rneklerde mukoid R aeruginosa
(Resim 1) ve kiictk koloni varyanti gosteren S. aureus sap-
tandi (Resim 2).

Resim 2. Kii¢iik koloni varyanti olusturan Staphylococcus aureus.

Grup I'de yer alan P aeruginosa turlerinden 15 (%27.8)'i
mukoid ve kapstlliyken; Grup II'de saptanan tim P aeruginosa
izolatlarinin koloni morfolojisi normal gériiniimdeydi. Mukoid
formda P aeruginosa gorilmesi agisindan Grup | ve Grup Il ara-
sinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0.05).

Grup I'de yer alan S. aureus tirlerinden 45 (%46.9)"i ku-
¢k koloni varyanti seklinde, atipik gortintusteyken; Grup Il'de
saptanan stafilokok izolatlarinin 4 (%26.7)'( atipik koloni mor-
folojisine sahipti. Kiiclik koloni varyanti gortilme orani Grup
I'de anlamli olarak yiiksek saptandi (p<0.05).

Hastalardan Uglincl siklikla izole edilen Enterobacteria-
ceae Uyesi bakterilerde fenotipik fark gézlenmedi.

irdeleme

KF'de en 6nemli mortalite ve morbidite nedeni, tekrar-
layan akciger infeksiyonlaridir. Solunum sekresyonlarindaki
viskozite artisi, solunum yollarinda gesitli mikroorganizmala-
rin kolonizasyonuna neden olmakta, kolonizan mikroorganiz-
malarin aspirasyonu tekrarlayan akciger infeksiyonlarina kay-
nak olusturmaktadir (6-8). Hastalarda solunum yolu infeksi-
yonlari genellikle polimikrobiyaldir. En sik rastlanan mikroor-
ganizmalar S. aureus, P aeruginosa, Haemophilus influenzae
ve Burkholderia cepacia'dir (6,9). Bu calisma, hastanemizde
rastlanan KF hastalarinin genel 6zellikleri ve bu grup hasta-
larda solunum yolunda en sik rastlanan mikroorganizmalarin
irdelenmesi amaciyla yapildi. Calisma diizenlenirken hasta-
larda rastlanan farkliliklari karsilastirmak amaciyla irdelenen
hasta gruplari, eski tanili hastalar (Grup I) ve ¢alisma sire-
since tani almis yeni hastalar (Grup Il) olarak gruplandirildi.

KF'nin her iki cinste de benzer oranlarda goraldigu bil-
dirilmektedir (10,11). Bu calismada da KF'nin her iki cinste
benzer oranda gorildigi saptanmistir. Bir stiredir takibimiz-
de olan Grup I'deki hastalarin yas ortalamasi beklendigi gibi
Grup Il'de yer alanlara gore daha yiiksek saptanmistir.

Akciger infeksiyonu distintldiigiinde etken mikroorga-
nizmalarin saptanmasi icin en kolay alinan ve eger kaliteli bir
ornekse tani degeri yuksek olan 6rnek balgamdir. Ancak KF'li
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kiiclik cocuklarda balgam o6rnegi alabilmek oldukga glgtr.
Balgam ornegi alinamayan bu hastalarda bogaz kultirinde
saptanan patojenler, alt solunum yolu etkenlerini 6ngérmede
anlamli hale gelmektedir. Calisma grubumuzu olusturan has-
talarin yas ortalamasi 4.37 olarak bulunmus olup, cogundan
balgam 6rnegi alinamamistir.

KF hastalarinin solunum yolu orneklerinden en sik izole
edilen mikroorganizmanin S. aureus oldugu bildiriimektedir
(12). P aeruginosa izolasyonu oranlari da %13-80 olarak de-
gismektedir (1,4,7). Bizim arastirmamizda da en sik S. aure-
us, ikinci siklikla P aeruginosa izole edilmistir. Her iki etkenin
de izolasyon oranlarinin eski hastalarin oldugu Grup I'de di-
ger gruba gore anlamli oranda ytiksek oldugu bulunmustur.

KF hastalarinda en sik rastlanan patojenler olan S. au-
reus ve P aeruginosa’da kolonizasyon slresi uzadikga, bak-
terinin kolonizasyonunu kolaylastiran, immun sistemden
kacmasina ve antimikrobiyal sagaltima direngli olmasina
neden olan farkli fenotipte adaptif formlara rastlanmaktadir
(13). Bakteride savunma mekanizmasi olarak sayilabilecek
bu atipik morfolojiye sahip formlar S. aureus'ta kiiciik kolo-
ni varyanti P aeruginosa'da alginat ureten kapsullt, mukoid
formlar seklinde gorilmektedir. P aeruginosa’da KF fenoti-
pi olarak adlandirilan bu atipik formlar bakterinin solunum
yollarindan eradikasyonunu zorlastiran biyofilm olusumuyla
ilgilidir. S. aureus’ta saptanan kigilik koloni varyanti seklin-
de atipik fenotip %24-55 oraninda bildirilmektedir (14-16).
Bizim galismamizda Grup | ve ll'de kiiglik koloni varyanti go-
rilme orani sirasiyla %46.9 ve %26.7 olarak bulunmus olup,
eski tani almig hastalarda atipik S. aureus izolatlari anlaml
oranda yuksek bulunmustur. P aeruginosa izolatlari igin %54
oraninda biyofilm olusturabilecedi bildiriimektedir (17). Bu
calismada Grup I'de %27.8 oraninda KF fenotipinde P aeru-
ginosa saptanirken Grup Il'de saptanan tiim izolatlarin koloni
morfolojisi normal gériiniimdeydi (p<0.05). Literatiirde belir-
tilmis oldugu gibi kronik hastalarda mukoid izolatlarin daha
siklhikla saptandigi tespit edildi.

Sonug olarak, calismamizda saptanan ve fenotipik farkli-
liklar gosteren mikroorganizmalarda daha kapsamli ¢alisma-
larla genotipik farkhliklarin da gosterilmesi anlamli olacaktir.
Saptanan genotipik farklliklarin, tedavide kullanilabilecek
farkli tedavi modalitelerinin gelistirilmesinde yol gdsterici rol
oynayarak gelecege 1sik tutmasi olasidir.

Cikar Catismasi
Yazarlar, herhangi bir ¢ikar ¢catismasi bildirmemislerdir.
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