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I. GĠRĠġ 

Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonadacae ailesinin major patojeni olup Gram 

negatif bir basildir. P. aeruginosa monotriĢ flagella ve fimbriya kaplı bir yüzeye 

sahiptir. Hemen hemen tüm suĢlar alginat olarak bilinen ekstrasellüler polisakkarit 

üreten genlere sahiptir. Bu madde literatürde mukoid ekzopolisakkarit olarak da 

geçmektedir (1). P. aeruginosa‟nın etken olduğu özellikle kistik fibrosis hastaları 

baĢta olmak üzere kronik obstrüktif akciğer hastalığı, diyabetik ayak gibi kronik yara 

yeri enfeksiyonları ve yabancı cisim enfeksiyonlarının kimyasal temelini oluĢturur. 

Son yıllarda ekstrasellüler polisakkrit yapısının pelikül ve biyofilm oluĢumunda rol 

aldığı anlaĢılmıĢ olup patogenezdeki önemi vurgulanmaktadır (2).  

P. aeruginosa minimum beslenme koĢullarında bile hemen tüm çevresel Ģartlarda 

üreyebilmesi nedeniyle öncelikle önemli bir nozokomiyal patojen olarak kabul 

edilmiĢtir. Hastane dıĢında P. aeruginosa toprakta, suda ve bitkilerde bulunmakla 

birlikte insanlarda ve hayvanlarda kolonizan olarak bulunur. Isıya dayanıklı bir 

bakteri olup 45-50°C ısıda yaĢamını sürdürebilir. Hastane ortamında hastaların nemli 

bölgelerine (aksilla, kulak, perine gibi), katater giriĢlerine, lavabo, tuvalet ve duĢ gibi 

cansız yüzeylere kolonize olabilir. Hasta odalarında bulunan çiçeklerin sularından da 

patolojik suĢlar izole edilmiĢtir. Ayrıca hastanede kullanılan temizlik malzemeleri 

(paspas, temizlik solusyonları gibi), mekanik ventilatörler, gıda ve gıda üretim 

cihazları da P. aeruginosa için kaynak oluĢturabilmektedir (3).  

Nozokomiyal P. aeruginosa dıĢında, toplum kökenli P. aeruginosa enfeksiyonları da 

giderek artan bir sıklıkta karĢımıza çıkmaktadır (4). Uzun süre solüsyonda kalan 

kontakt lenslerin kullanılmasına bağlı P. aeruginosa‟ya bağlı ülseratif keratit 

geliĢtiği bildirilmiĢtir (5, 6). Ayrıca otitis eksternanın da en sık nedenlerinden biri P. 

aeruginosa‟dır (7). Özellikle tenis oynayan çocukların ayaklarında ayakkabıların P. 

aeruginosa ile kolonizasyonuna bağlı yara yeri enfeksiyonları bildirilmiĢtir (8).  
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Nozokomiyal P. aeruginosa enfeksiyonları sıklıkla; mekanik ventilasyon 

uygulaması, antibiyotik kullanımı, kemoterapi uygulanması ve cerrahi giriĢimlerle 

iliĢkili kabul edilir (9). 
 

P. aeruginosa esas olarak fırsatçı bir patojen olarak kabul edilir. Patojenik ve 

patojenik olmayan suĢlar arasındaki temel farklılık, patojenik suĢların virulans 

faktörleri üretebilme kapasitesidir (10).  

ÇeĢitli virulans faktörlerinin katkısı ile septisemi, üriner enfeksiyon, akut veya 

kronik akciğer enfeksiyonu, endokardit, dermatit ve osteokondrit gibi enfeksiyonlara 

yol açar. Öncelikle bakteri; konak savunmasının ilk aĢamasını oluĢturan anatomik ve 

fizyolojik bariyerleri aĢarak adezyonu ve kolonizasyonu gerçekleĢtirir, sonrasında 

bulunduğu bölgede çoğalarak yeterli sayıya ulaĢmayı hedefler. Hedef sayıya 

ulaĢmasını takiben lokal invazyon süreci baĢlar. Bu dönemde bakteri kontrol altına 

alınamazsa yaygın sistemik enfeksiyona yol açar (11).  

P. aeruginosa antibiyotiklere direnç geliĢtirme konusunda oldukça baĢarılıdır. DıĢ 

membran yapısındaki lipopolisakkaritler doğal bariyer oluĢturarak çoğu antibiyotiğin 

penetrasyonunu engeller. Biyofilm oluĢturarak koruyucu bir matriks içinde kolonize 

olması, antibiyotiklerden korunmasını sağlar. Florokinolonlar, bazı aminoglikozidler 

ve imipenem gibi sınırlı sayıda antibiyotiklere karĢı hassas olmakla beraber giderek 

artan bir direnç sorunu söz konusudur ve bu hassasiyet de suĢlar arasında farklılıklar 

gösterir (12).  

Biyofilm, bir yüzey üzerinde mikroorganizma kolonileri ve onların ürettikleri 

ekstrasellüler polisakkaritler (EPS), proteinler, çevreden absorblanan organik ve 

inorganik maddelerden olusan bir tabakadır. Biyofilmin temel birimi 

mikrokolonilerdir. Mikrokoloniler bir veya daha fazla türde bakteri hücresinden 

oluĢabilir. Biyofilm, cansız ya da canlı bir yüzeye tutunmuĢ birçok bakterinin 

salgıladıkları müköz yapı içerisinde bir araya gelmesiyle oluĢan, “mikroplar Ģehri” 

olarak tanımlanmıĢtır (13).  

Mikroorganizmalar biyofilm oluĢturarak herĢeyden önce ciddi bir savunma sistemi 

geliĢtirmektedir. Biyofilmin kan akımı ve tükrüğün yıkama gücü gibi birtakım 
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fiziksel güçlere karĢı dayanıklılığı vardır. Biyofilm içindeki mikroorganizma; besin 

yoksunluğu, pH değiĢiklikleri, oksijen radikalleri, dezenfektanlar, fagositoz ve 

antibiyotiklere karĢı serbest yaĢayan bakterilere göre daha dirençlidirler. Biyofilmin 

büyük bir bölümünü oluĢturan ekstrasellüler polisakkaritler (bulunduğu bakteriyi 

çekim alanlarından (elektrik çekimi) uzaklaĢtırarak inflamatuar hücrelerin 

fagositozundan, antibiyotik etkisinden korur) savunmada önemli rol oynar (14).  

Konak için, biyofilmlerin oluĢturduğu savunma sisteminin bir diğer önemi ise 

biyofilm içerisindeki mikroorganizmanın antimikrobiyallere karĢı toleransının 

planktonik formlarına göre 500-1000 kat kadar fazla olmasıdır. Buna bağlı olarak 

patogenezinde biyofilmlerin rol aldığı hastalıklarda antimikrobiyal dirence bağlı 

olarak ciddi tedavi zorlukları ortaya çıkmaktadır (15).  

Mikroorganizma çevreye uyum sağlayabilirken hem metobolik açıdan değiĢikliğe 

uğramıĢ organizmanın duyarlılığı değiĢmekte hem de ortamdaki metobolitlerin 

kullanıma bağlı konsantrasyonu değiĢmektedir. Buna bağlı olarak da anti mikrobiyal 

etkinlik de olumsuz yönde etkilenebilmektedir (16). Özellikle yoğun bakım 

ünitelerinde yatmakta olan ve/veya ventilatöre bağlı hastalarda çoklu ilaca dirençli 

mikroorganizmalara bağlı enfeksiyonlarda tedavi seçenekleri kısıtlanmaktadır (17).  

Yoğun bakım ünitelerinde yatan hastalarda geliĢen P. aeruginosa‟ya bağlı 

enfeksiyonların tedavisinde, antimikrobiyal duyarlılık sonuçlarına göre iyi bir 

seçenekmiĢ gibi görünen kolistinin antibiyofilm etkinliği ile ilgili yeterli sayıda 

çalıĢma bulunmamaktadır.  

Bu çalıĢmada; Ankara Üniversitesi Ġbn-i Sina Hastanesi Yoğun Bakım Ünitelerinde 

yatmakta olan hastalardan gönderilen balgam ve derin trakeal aspirat kültürlerinden 

izole edilmiĢ ve in vitro endotrakeal tüp üzerinde matür biyofilm tabakası oluĢturan 

Pseudomonas aeruginosa suĢlarında ambroksol, kolistin, ambroksol ve kolistin 

etkilerinin araĢtırılması ve antibiyofilm etkinliklerinin tespit edilmesi amaçlanmıĢtır.  
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II. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. PSEUDOMONAS AERUGİNOSA 

2.1.1. Mikrobiyoloji 

Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonadacae ailesinin major patojeni olup Gram 

negatif bir basildir. P. aeruginosa‟nın boyu 1-3 µm ve geniĢliği 0. 5-1 µm arasında 

değiĢmektedir. Düz veya hafif kıvrık olabilir. Spor oluĢturmazlar. Tek polar flajellası 

ile hareketlidir. Diğer Pseudomonas türlerinde birden fazla flajella bulunabilir (18).  

P. aeruginosa’nın değiĢik pigmentleri vardır. Kökenlerin çoğunluğu mavi-yeĢil bir 

ekstraselüler pigment olan pyosiyanin pigmenti oluĢturur (ġekil-1). Pyosiyanin; 

phenazine yapısındadır, koloniye rengini veren esas pigmenttir. Bu pigment yalnızca 

aerop ortamda oluĢur, tanı değeri yüksektir. Piyosiyanin kloroformda erir. 

Pseudomonas spp. floresein pigmenti de yapabilirler. Floresein pyoverdin yapısında, 

soluk sarı renklidir. Özel besiyerlerinde ve UV (ultraviole) ıĢığında (wood lambası) 

daha iyi gözlenebilir. Daha seyrek rastlanmakla beraber; Pyorubin; kırmızı, 

pyomelanin; kahverengi-siyah renkte koloni oluĢturan pigment yapabilirler. Diğer 

pigmentlerin varlığı halinde piyosiyanin pigmentinin maskelenmesi söz konusu 

olabilir (19).  

 

ġekil 1. P. aeruginosa Mavi-YeĢil Pigment Görüntüsü (20)  
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Ġsmini aldığı „‟aeruginosa‟‟ kelimesi de bir çok klinik izolatta görülen renk tonundan 

gelmektedir. P. aeruginosa çok farklı morfolojilerde koloni oluĢturabilir. P. 

aeruginosa kolonileri üç farklı tipte olabilir. Doğal ortamdan, toprak ve sudan izole 

edilenler küçük, kaba koloniler oluĢturur. Klinik materyallerden üretilenler ise iki 

tipte görülür. Bir tipi büyük, yumuĢak, düz ve kalkık kenarlı koloniler (non-mukoid) 

oluĢtururken virulansı daha yüksek olan diğer tipte, alginat üretimi sonucu mukoid 

özellikte koloniler gözlenir. Kanlı besiyerinde 1-5 mm çapında, yassı, buzlu cam 

görünümünde, kenarları ondülan yapıda koloniler oluĢturur. Bazıları hücre dıĢına 

alginat salgıladıklarından mukoid koloniler yapar (21). Genellikle β hemoliz 

oluĢtururlar. Eozin Metilen Blue (EMB), McConkey agar gibi laktoz içeren 

besiyerlerinde laktoz negatif koloni yaparlar. Besiyerinde kendine özgü bir kokusu 

vardır. Tatlımsı aromatik meyve, tatlı üzüm ya da trimetilamin kokusuna benzeyen 

özel koku, 2 aminoasetofenon‟a aittir ve P. aeruginosa‟ya özgüdür (22).  

P. aeruginosa hemen tüm besi yerlerinde kolaylıkla üreyebilmektedir. En iyi aerobik 

Ģartlarda üreyebilmesine karĢın anaerobik ortamda da üreyebilmektedir. P. 

aeruginosa‟nın nutrisyonel gereksinimleri oldukça basittir. Distile su içinde bile 

üreyebilmesi ne kadar az besin ile yetinebildiğinin göstergesidir. P. aeruginosa 

karbonhidratları fermentasyonu gerçekleĢtiremez fakat glukoz, fruktoz ve ksilozdan 

asit üretebilmesine rağmen laktoz ve sükrozu fermente edemez. Oksidaz kuvvetli 

pozitiftir. Yani sitokrom C oksidaz içeren elektron transport zinciri sistemine 

sahiptir. Sitokrom C oksidaz içermeleri Pseudomonas cinsini Enterobacteriaceae 

ailesinden ayıran temel özelliklerdendir. Optimal büyüme 42 derecedir. Üç Ģeker 

agarda alkali reaksiyon gösterir, sitrat ve L-arjinin dehidrolaz pozitiftir. P. 

aeruginosa L-lizin dekarboksilaz ve L-ornitin dekarboksilaz negatiftir ve hidrojen 

sülfid üretmez (23).  

P. aeruginosa monotriĢ flagella ve yüzeyi fimbriya kaplı bir yüzeye sahiptir (ġekil-

2). Hemen hemen tüm suĢlar alginat (bir deniz yosunu türü olarak bilinen “varek”in 

ürettiği alginata benzediği için) olarak bilinen EPS üreten genlere sahiptir. Bu madde 

literatürde mukoid ekzopolisakkarit olarak dageçmektedir (24). P. aeruginosa‟nın 

etken olduğu özellikle kistik fibrosis hastaları baĢta olmak üzere kronik obstrüktif 

akciğer hastalığı, diyabetik ayak gibi kronik yara yeri enfeksiyonları ve yabancı 
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cisim enfeksiyonlarının kimyasal temelini oluĢturur. Genellikle çevreden ve 

nozokomiyal enfeksiyonlardan izole edilen P. aeruginosa suĢlarının non-mukoid 

özellikte olduğu düĢünülmektedir oysa non mukoid suĢların büyük bir çoğunluğu in 

vitro Ģartlarda düĢük düzeyde alginat polisakkarit üretmektedir (1, 25). Son yıllarda 

ekstrasellüler polisakkrit yapısının pelikül ve biyofilm oluĢumunda rol aldığı 

anlaĢılmıĢ olup patogenezdeki önemi vurgulanmaktadır (2, 26).  

 

ġekil 2. P. aeruginosa Flagella ve Fimbria Elektron Mikroskop Görüntüsü (27)  

 

Çevreden ve nozokomiyel enfeksiyonlarda elde edilen P. aeruginosa izolatlarının 

sadece %10-30‟u O yan zincirine sahiptir ve saf lipopolisakkarit (LPS) 

üretebilmektedir. Geriye kalan P. aeruginosa‟larda LPS molekülü içerisinde lipid A, 

dıĢ ve iç çekirdek bölge (core region) yer alırken O yan zinciri içermez. Son yıllarda 

yapılan çalıĢmalarda LPS dıĢ çekirdek bölgesinde O yanzincirine sahip suĢlardan 

yapısal olarak farklılık gösteren O yan zinciri olduğu gösterilmiĢtir. DıĢ membranları 

Gram negatif bakteriler için ortak olan çeĢitli fonksiyonları üstlenmiĢ (üreme ve 

metabolizma gibi) dıĢ membran proteinleri içerir. P. aeruginosa için yapılan 

incelemelerde 300‟den fazla dıĢ membran proteini olduğu gösterilmiĢtir. Bu 

proteinlerin ekspresyonları ise büyüme koĢulları veya bakterinin fenotipine göre 

değiĢkenlik göstermektedir (10, 11, 28, 29).  
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P. aeruginosa antibiyotiklere direnç geliĢtirme konusunda oldukça baĢarılı bir 

bakteridir. DıĢ membran yapısındaki LPS doğal bariyer oluĢturarak çoğu 

antibiyotiğin penetrasyonunu engeller. Biyofilm oluĢturarak koruyucu bir matriks 

içinde kolonize olması, antibiyotiklerden korunmasını sağlar. Doğal ortamda basiller, 

aktinomiçes ve mantarlarla bir arada olması doğal antibiyotiğe karĢı rezistans 

geliĢtirmesini sağlar. Antibiyotik rezistans plazmidleri içerir ve transdüksiyon ve 

konjugasyon ile bunları transfer eder (30).  

Florokinolonlar, bazı aminoglikozidler ve imipenem gibi sınırlı sayıda antibiyotiklere 

karĢı hassas olmakla beraber giderek artan bir direnç sorunu söz konusudur ve bu 

hassasiyet de suĢlar arasında farklılıklar gösterir (12, 31).  

 

2.1.2. Tarihçe 

Modern mikrobiyolojinin geliĢmesinden önce Dogget ve arkadaĢları tarafından P. 

aeruginosa‟nın ciddi yara yeri ve cerrahi enfeksiyonlarının etkeni olduğu 

gösterilmiĢti. Sédillot 1850 yılında cerrahi pansuman malzemeleri üzerinde 

enfeksiyona bağlı mavi-yeĢil akıntı olduğunu; 1862 yılında Luke mavi-yeĢil renkli 

püyden aldığı örneğin mikroskobik incelemesinde basiller gördüğünü bildirmiĢ. 

Gessard, 1882 yılında enfekte alanlardan izole ettiği mikroorganizmaya Bacillus 

pyocyanus adını vermiĢ. Osler 1925 yılında, sağlıklı dokuların tersine hasarlı 

dokularda fırsatçı bir mikroorganizma olabileceğini öne sürmüĢtür. P. aeruginosa 

1960‟lı yıllarda immunkompromize hastalarda, yanık yaralarında ve kistik fibrosisli 

hastalarda major etken patojen olarak önem kazanmıĢtır. Sonraki yıllarda ise P. 

aeruginosa nozokomiyal akciğer, kan akımı ve üriner enfeksiyonların en ciddi 

patojeni olarak modern tıpta yerini almıĢtır. P. aeruginosa‟nın hızlı antibiyotik 

direncine yol açabildiği, bazı suĢlarının çok ilaca dirençli hale gelebileceği tespit 

edildikten sonra özellikle antipseudomonal ilaçların geliĢtirilmesi için çalıĢmalar 

baĢlatılmıĢtır (32).  
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2.1.3. Epidemiyoloji 

P. aeruginosa minimum beslenme koĢullarında bile hemen tüm çevresel Ģartlarda 

üreyebilmesi nedeniyle öncelikle önemli bir nozokomiyal patojen olarak kabul 

edilmiĢtir. Hastane dıĢında P. aeruginosa toprakta, suda ve bitkilerde bulunmakla 

birlikte insanlarda ve hayvanlarda kolonizan olarak bulunur. KırkbeĢ – elli derece 

ısıya dayanıklıdır; çözünmüĢ karbon dioksit, sülfür, fosfor, demir ve divalan 

katyonları karbon kaynağı olarak kullanabildiğinden kolaylıkla distile suda 

yaĢayabilmektedir. Asidik (pH<4.5) ortama dayanıksızdır. Hastane ortamında 

hastaların nemli bölgelerine (aksilla, kulak, perine gibi), katater giriĢlerine, lavabo, 

tuvalet ve duĢ gibi cansız yüzeylere kolonize olabilir. Hasta odalarında bulunan 

çiçeklerin sularından da patolojik suĢlar izole edilmiĢtir. Ayrıca hastanede kullanılan 

temizlik malzemelerinden (paspas, temizlik solusyonları gibi), mekanik ventilatörler, 

gıda ve gıda üretim cihazları da P. aeruginosa için kaynak oluĢturabilmektedir (3, 

23).  

Nozokomiyal P. aeruginosa dıĢında, toplum kökenli P. aeruginosa enfeksiyonları da 

giderek artan bir sıklıkta karĢımıza çıkmaktadır. Özellikle çeĢitli banyo küvetleri, 

yüzme havuzu ve diğer su rezervuarlarının kullanıldığı banyo türlerini kullananlarda 

toplum kökenli P. aeruginosa enfeksiyonlarına rastlanmaktadır (33).  

Uzun süre solüsyonda kalan kontakt lenslerin kullanılması ile iliĢkili olarak P. 

aeruginosa‟ya bağlı ülseratif keratit geliĢtiği bildirilmiĢtir (5, 6). Ayrıca otitis 

eksternanın da en sık nedenlerinden biri de P. aeruginosa‟dır (7). Özellikle tenis 

oynayan çocukların ayaklarında ayakkabıların P. aeruginosa ile kolonzasyonuna 

bağlı yara yeri enfeksiyonları bildirilmiĢtir (8). Göz travması veya cerrahisi sonrası 

P. aeruginosa endoftalmiti, intravenöz ilaç kullananlarda endokardit olguları 

bildirilmiĢtir
 (
34, 35).  

Nozokomiyal P. aeruginosa enfeksiyonları sıklıkla; mekanik ventilasyon 

uygulaması, antibiyotik kullanımı, kemoterapi uygulanması ve cerrahi giriĢimlerle 

iliĢkili kabul edilir (9). Tüm bunların ötesinde toplumda küçük bir oranda normal 

flora elemanı olarak bulunmaktadır. Bunun nedeni yoğun bakım ünitelerinde tedavi 

almıĢ ve P. aeruginosa kolonize kiĢilerin topluma P. aeruginosa‟yı taĢıması Ģeklinde 
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ifade edilmektedir (36, 37). Yanık yaraları olan hastalar P. aeruginosa enfeksiyonu 

için ciddi risk altında idi ancak son yıllarda modern yanık merkezlerinin 

geliĢtirilmesi, etkin topikal tedavi ve yeterli debridman uygulamaları ile P. 

aeruginosaenfeksiyon insidansı önemli oranda azalmıĢtır
 (

38). Sağlıklı bireylerde; 

boğaz, nazal mukoza veya ciltte %7 oranında P. aeruginosa taĢıyıcılığı mevcuttur. 

DıĢkıda taĢıyıcılık oranı ise %24‟e kadar çıkmaktadır
 (
39).  

Ġnvaziv P. aeruginosa enfeksiyonundan önce; sıklıkla kolonizasyon gerçekleĢir, P. 

aeruginosa enfeksiyonu olan hastaların %50‟sinin önceden kolonize olduğu tespit 

edilmiĢtir. Kolonize hastaların hangisinin invaziv enfeksiyona gideceğine karar 

vermek veya baĢlangıç kaynağının ne olduğuna ya da bulaĢ Ģeklini bilmek çok 

zordur. Özellikle nozokomiyal salgınlarında kaynak genellikle kolonize bir hasta, 

nemli alanlar (duĢlar, tuvaletler, vazolar vb. ) veya piĢirilmemiĢ sebzeler olabilir. 

Birçok hastanın, özellikle mekanik ventilasyon uygulananların, üst solunum yolları 

P. aeruginosa ile kolonize olur fakat çok azında pnömoni geliĢir
 (

40). 

Gastrointestinal sistemin (GĠS) P. aeruginosa ile kolonozasyonu genellikle 

antibiyotik kullanımına sekonder floranın hasara uğraması sonucu geliĢir, GĠS‟den 

zaman zaman aspirasyon sonucu solunum yolları da kolonize olabilir ve pnömoniye 

yol açabilir. Selektitif GĠS dekontaminasyonunun yoğun bakım ünitelerinde P. 

aeruginosa‟ya bağlı ventilatör iliĢkili pnömoni mortalitesini azalttığı yönünde birçok 

çalıĢma mevcuttur (41-43). Bununla birlikte yapılan meta analizlerde selektif GĠS 

dekontaminasyonunun etkinliği doğrulanmamıĢtır
 (
44).  

Hastane ortamında P. aerugiosa kaynaklarının ve prevalansının tespiti 

epidemiyolojik açıdan enfeksiyon kontrolünü sağlamak için Ģarttır. Nozokomiyal 

ortamda kaynak olarak tespit edilen P. aeruginosa „nın tiplendirilmesi, bakteriosin 

(pyosiyanin) yapısı ve antibiyotik duyarlılık paterninin analizi yapılmalıdır
 (

45). 

Nozokomiyal enfeksiyonların epidemiyolojisi ve insidansı yerel özelliklere göre 

sürekli değiĢim göstermektedir ancak P. aeruginosa enfeksiyonları (özellikle 

nozokomiyal pnömoni ve ventilatör iliĢkili pnömoni Ģeklinde) rölatif olarak son 30-

40 yıldır benzer oranlarda karĢımıza çıkmaktadır. Amerika‟da 2003 yılında yapılmıĢ 

bir çalıĢmada P. aeruginosa; nozokomiyal pnömonilerde %18.1; üriner sistem 

enfeksiyonlarında %16.3; cerrahi alan enfeksiyonlarında %9.5 kan akımı 
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enfeksiyonlarında %3.4 oranında etken olarak tespit edilmiĢtir
 
(46). P. aeruginosa ile 

ilgili bir diğer önemli problem ise bir çok ilaca direnç geliĢtirebilmesi ve tedavi 

edilmesi güç enfeksiyonlara yol açmasıdır (47).  

 

2.1.3. Virulans ve Patojenite 

Bakteriyel virulans faktörlerinin formuna ve fonksiyonlarına bağlı olarak geniĢ ve 

değiĢken bir patolojik süreçten bahsetmek mümkündür. Farklı fonksiyonlara ve 

öneme sahip virulans faktörleri konakta çeĢitli patolojik olaylara yol açar. 

Organizmanın yayılmasını önleyen doğal immun sistemle bakteriyel çoğalmayla 

baĢlayan patolojik inflamasyon süreci arasında önemli bir denge söz konusudur. 

Dengenin hangi yöne kayacağı ve enfeksiyonun ciddi veya benign seyirli olacağı 

konak faktörleri kadar bakteri virulansı ile de iliĢkilidir. Son birkaç dekatta P. 

aeruginosa virulansı ile iliĢkili moleküler, hücresel ve hayvan çalıĢmaları yapılmıĢ 

ve P. aeruginosaenfeksiyonları ile ilgili önemli bilgiler edilmiĢtir. P. aeruginosa esas 

olarak fırsatçı bir patojen olarak kabul edilir. Patojenik ve patolojik olmayan suĢlar 

arasındaki temel farklılık, patojenik suĢların virulans faktörleri üretebilme 

kapasitesidir. Virulans faktörlerinin salınım ve düzenlenmesi kompleks bir 

düzenleyici sistem ile kontrol edilir vekoordinasyonun sağlanmasında hücreler arası 

iletiĢim sisteminin önemli rolü vardır (48). P. aeruginosa‟nın baĢlıca virulans 

faktörleri tablo-1‟de özetlenmiĢtir.  

Virülans faktörlerinin çoğunun ekspresyonu bazı çevresel uyarılara bağlıdır: 

Ortamdaki demir iyonu, nitrojen, ısı, ozmolarite gibi. Virülans faktörlerinin 

ekspresyonu genel olarak yüksek hücre dansitesine ulaĢana kadar çok belirgin 

değildir. Hücre dansitesine bağlı olarak ortaya çıkan quorum sensing (QS) 

(=çoğunluğu algılama) molekülleri virülans genlerinin kontrol ve düzenlenmesinde 

önemli rol oynar (49).  
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2.1.4.1. Patogenez 

P. aeruginosa enfeksiyonu, genellikle konak savunma mekanizmalarının yetersiz 

kalması sonucu ortaya çıkar. ÇeĢitli virulans faktörlerinin katkısı ile septisemi, üriner 

enfeksiyon, akut veya kronik akciğer enfeksiyonu, endokardit, dermatit ve 

osteokondrit gibi enfeksiyonlara yol açar. Öncelikle bakteri; konak savunmasının ilk 

aĢamasını oluĢturan anatomik ve fizyolojik bariyerleri aĢarak adezyonu ve 

kolonizasyonu gerçekleĢtirir, sonrasında bulunduğu bölgede çoğalarak yeterli sayıya 

ulaĢmayı hedefler. Hedef sayıya ulaĢmasını takiben lokal invazyon süreci baĢlar. Bu 

dönemde bakteri kontrol altına alınamazsa yaygın sistemik enfeksiyona yol açar (48, 

49).  

 

2.1.4.2. Adezyon ve Kolonizasyon 

P. aeruginosa adezyonu 2 aĢamalıdır: Primer adezyon ve Sekonder adezyon. Primer 

adezyonda bakteri epitele veya cansız yüzeye geri dönüĢümlü, kolay ayrılabilir 

Ģekilde tutunur. Primer adezyonun gerçekleĢmesi için çeĢitli faktörlerin rolü vardır. 

Bakteri ve hücre yüzeyinin hidrofobisitesi, van der Waals gücü ve hidrodinamik 

etmenler bakterinin hücreye tutunmasını etkilemektedir. Sayılan faktörler arasında en 

önemli etmenin hidrofobisite olduğu gösterilmiĢtir (49). Deri ve mukozalarda; 

travma, ciddi yanık, deri bütünlüğünün bozulması, normal florada değiĢiklik, 

kemoterapiye bağlı nötropeni ve mukozal hasar, diabetus mellitus, kistik fibrosis, 

AIDS gibi immün sistemin hasarlı olduğu durumlarda ilk savunma mekanizmalarının 

yetersizliğine bağlı olarak bakterinin adezyonu kolaylaĢır (48, 49).  

Sekonder adezyon spesifik proteinler ve bu proteinlerin karĢılıklı etkileĢimi sonucu 

gerçekleĢir. Bakteri yüzeyindeki piluslar, fimbriyalar veya fimbiller gibi ligandların 

epitel hücrelerindeki spesifik reseptörlere bağlanması ile oluĢan geri dönüĢümsüz 

adezyon aĢamasıdır. P. aeruginosa fimbriaları, bakteri yüzeyinde yer alan ince, kısa, 

düzgün çıkıntılardır. Ancak elektron mikroskobunda görülebilirler. Bakterinin 

yaĢamı için gerekli değildirler, bakterinin çeĢitli yüzeylere ve birbirine tutunması ile 

bu yüzeylerde üremelerinde rol oynar, küme veya film tabaka oluĢturmalarını 



12 
 

sağlarlar. Ayrıca bakterinin ürettiği bazı proteazlar epitel yüzeyindeki fibronektini 

yıkarak adezin molekülleri ve pilusların yapıĢacağı reseptörlerin açığa çıkmasına 

yardımcı olurlar. P. aeruginosa pilusları ile siyalikasit içermeyen gangliyozid (GM1) 

reseptörlerine tutunmaktadır Bakteri tarafından üretilen nörominidaz enzimi 

gangliyozidlerdeki siyalik asit kalıntılarını kaldırır. Böylecepilusların tutunması için 

daha uygun bölgeler oluĢur (50). Sekonder adezyonun gerçekleĢmesi ile birlikte 

bakteri çoğalmaya baĢlar ve konak savunma hücrelerinden korunmak amaçlı sayısı 

ile birlikte virulans faktörlerinin de salınımı artırmaya baĢlar. Bakterinin bu dönemde 

konak immun sistemi tarafından etkisizleĢtirilememesi sonucu kolonizasyon 

gerçekleĢir. Kolonizasyon döneminde bakteri invazyon için uygun konak ortamının 

yanında yeterli sayıya ulaĢmayı hedefler. Konak immun sisteminin zayıfladığı ve 

yeterli sayının elde edildiği dönemde ise bakteri QS moleküllerinin de etkisi ile bir 

birlik halinde hareket eder ve lokal invazyonu baĢlatır. Lokal invazyonu takiben 

bakteri konak savunmasının yetersiz kalması ile birlikte sistemik enfeksiyona yol 

açar (48-50).  

 

2.1.4.3. Virulans Faktörleri 

Tablo 1. Pseudomonas aeruginosa’ya Ait Virulans Faktörleri 

Enzim ve 

Proteazlar 

Adezyon 

Faktörleri 

Pigmentler Toksinler Kapsül 

Elastaz Flajella, Fimbria, 

Piluslar 

Piyosiyanin Endotoksin  

Fosfolipaz C Alginat Piyoverdin Ekzotoksin A  

Kollagenaz  α-oksifenazin Ekzotoksin S  

Jelatinaz  Piyorubin   

Alkalin proteaz  Piyosin   

Nötral proteaz  Fluoresein   

Lökosidin     

Lesitinaz     
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2.1.4.3.1. Enzim ve Proteazlar 

Epitelyal yüzeye yapıĢarak kolonize olan P. aeruginosa’nın doğal bariyerleri 

geçebilmek için doku invazyonu yapmasında salgıladığı ekstraselüler enzimler ve 

toksinlerin rolü büyüktür. Bu yolla fizyolojik bariyerleri bozar, hücre yıkımı ile 

konakçıya zarar verir, organ fonksiyonlarını bozar. P. aeruginosa, değiĢik 

ekstrasellüler ürünler sentezleyip, hücre dıĢına salgılayarak ilk aĢamada kolonize 

olmuĢ bakterinin doku hasarı oluĢturması ve yayılmasına katkı sağlar. Histolojik 

olarak Pseudomonas enfeksiyonlarında dokuda yaygın olarak nekroz, mikroapse 

formasyonları ve damar yapılarında bozulma ve kanama gözlenmiĢtir (51). Bu doku 

değiĢikliklerinin oluĢmasında Pseudomonas’ın ürettiği Elastazın yanında alkalin 

proteaz, fosfolipaz C, kollajenaz, lesitinaz, jelatinaz gibi ekstrasellüler proteazlar rol 

oynamaktadır (52).  

 

2.1.4.3.1.1. Elastaz 

Elastin akciğerlerin geniĢleyip daralmasına olanak sağlayan bir proteindir ve 

akciğerlerde bulunan proteinlerin yaklaĢık %30‟unu oluĢturur. P. aeruginosa 

enfeksiyonlarının patogenezinde elastaz çok önemli roloynamaktadır. Elastaz; bir 

metalloproteazdır, kollajeni, Immunglobülin (Ig) G, IgA ve komplemanı parçalar. 

Fibronektini yıkar ve mukozal yüzeyde bakteri adezyonunu kolaylaĢtırır, 

reseptörlerin açığa çıkmasını sağlar. BronĢ epitelinin bütünlüğünü bozarak siliyer 

aktiviteyi engeller. Akciğerde sürfaktan A ve D‟yi parçalar. Damar duvarındaki 

kollajenin yıkılması ve damar bütünlüğünün bozulması ile hemorajik ve nekrotik 

lezyonların oluĢmasına, akciğerde alveol yapısının bozulmasına yol açar. 

Pseudomonas ve oluĢan fırsatçı enfeksiyonda elastaz mikroorganizmanın epitelyal 

bariyer gibi doğal bariyerlerin bütünlüğünü bozacak doku invazyonu yapmasını 

sağlar. Ayrıca elastaz Interlökin (IL) -8 üretimini de uyararak proinflamatuar etki 

gösterir. P. aeruginosa‟nın elastolitik aktivitesinden Las A proteinaz ve Las B elastaz 

sorumludur (53).  
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Las-A, 22-kDa ağırlığında, çinko içeren bir metalloproteazdır. Ayrıca bir 

ekstraselüler serin proteazıdır. Las-A elastindeki Gly-Gly-Ala zincirindeki Gly-Ala 

köprülerine bağlanarak elastolitik etki yapar. Elastin yanında fibrin ve kollejeni de 

hasara uğratır. Kendisi elastolitik aktiviteye sahip olduğu gibi elastaz ve diğer 

proteinazların elastolitik etkisini arttırır. Elastaz ile sinerjistik olarak çalıĢır. Las-A 

aynı zamanda stafilolitik proteazdır. Staphylococcus aureus hücrelerini hücre 

duvarında bulunan peptidoglisin-peptidoglikan köprülerini yıkarak lizise uğratır. Bu 

özellik Las-A aktivitesini göstermekte kullanılır (54). Las-B 33-kDa ağırlığında bir 

diğer çinko metalloproteazdır. Las-A‟nın yıprattığı elastini parçalar. Las-B elastazın 

proteolitik aktivitesi oldukça fazladır (alkali proteazın yaklaĢık 10 katı). 

Enfeksiyonun baĢlangıç aĢamasında akciğerde hasara yol açarak, kompleman 

bileĢenlerini ve serum α1-proteaz inhibitörünü parçalayarak patogenezde önemli rol 

oynar (55). Deneysel çalıĢmalarda intratrakeal Pseudomonas elastazı uygulanan 

tavĢanlarda intraalveolar hemoraji geliĢtiği gösterilmiĢtir (56). Las-A ve Las-B 

mutant P. aeruginosa suĢlarının epitel hücreye invazyonunun azaldığı 2003 yılında 

yapılmıĢ bir çalıĢmada gösterilmiĢtir (57).  

 

2.1.4.3.1.2. Fosfolipaz C 

Hemolitik aktivitesine göre 2 tip fosfolipaz C vardır. Hemolitik fosfolipaz C, 

fosfatidil kolini ve sfingomyelini hidrolize eder. Hemolitik olmayan foslipaz C ise 

fosfatidilkolin ve fosfatidil serini hidrolize eder. En önemli fonksiyonu akciğer 

enfeksiyonu sırasında majör akciğer sürfaktanı olan fosfatidil kolinin 

parçalanmasıdır. P. aeruginosa‟nın akciğer epiteline adezyonunu kolaylaĢtırır ve 

sitotoksik akvite göstererek lokal doku hasarına yol açar. Ek olarak konağın nötröfil 

oksidatif yanıtını baskılar (58).  
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2.1.4.3.1.3. Alkalin Proteaz 

P. aeruginosa‟nın fibrinoliz etkili metalloproteazıdır. Kırkdokuz-kDA ağırlığında 

olup en iyi alkali pH‟da aktivite gösterir. Alkali proteazın doku invazyonu ve 

sistemik enfeksiyonlardaki rolü tam olarak bilinmemekle birlikte, kornea 

enfeksiyonlarının patogenezinde önemli rolü olduğu gösterilmiĢtir (59). Akut akciğer 

hasarında erken dönemde alveoller içinde oluĢan yoğun fibrinin alkalin proteaz 

tarafından eritilmesinin enfeksiyonun ilerlemesinde katkıda bulunduğu gösterilmiĢtir. 

P. aeruginosa‟nın invazyonunda rol alan diğer proteazlar da virulansa katkıda 

bulunur. Lökosidin nötrofillere ve çoğu ökaryot hücreye toksik etki gösterir. 

Lesitinaz lesitini parçalayarak enfeksiyonun ilerlemesinde rol oynar (60).  

 

2.1.4.3.2. Adezyon Faktörleri 

2.1.4.3.2.1. Flajella, Fimbria ve Piluslar 

Flajella, fimbria ve pilusların temel fonksiyonu bakteri motilitesini sağlamaktır. 

Ayrıca geri dönüĢümsüz adezyonun da ana basamağında rol oynarlar.  

Motilite bakterinin simbiyotik ve patojenik özelliklerini göstermesi için gerekli bir 

fonksiyondur. Motilite sayesinde bakteri besin elemanlarına ulaĢır, toksik 

maddelerden kaçar, konak hücresine translokasyon yapar, oluĢturduğu koloni 

içerisinde yer değiĢtirir, biyofilm içinde hareket eder. Motilite için bakteri flagella ve 

pili oluĢturmalı ve gerekenenerjiyi sağlamalıdır (61).  

Motilite bakteri fizyolojisinde oldukça ilginç ve önemli bir yer tutar. Bakteri 

hareketliliği ile ilgili çalıĢmalar üç farklı tip motilite olduğunu göstermiĢtir; 

swimming (yüzme), swarming (tırmanmak) ve twitching (seğirmek) (62). Bakterinin 

bu organellalarla motilitesini gerçekleĢtirebilmesi için öncelikle bakterinin yüzeye 

tutunması ve biyofilm tabakası oluĢturması gerekir (61, 62).  

P. aeruginosa aynı polde yer alan tek flajellası ile hareketlidir ve birden fazla tip IV 

pili içerir (63).  
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P. aeruginosa’nın hücre yüzeyi elemanlarından olan flajella bakterinin sıvı 

ortamdaki motilitesinden sorumludur (swimming). Flagella aynı zamanda swarming 

hareketinden de sorumludur. Hareket etme yeteneğine sahip bakterilerin sıvı ortamda 

yer değiĢtirmeleri flajellalarının dönerek hareket etmesi ile olur (64).  

Bakterinin katı ve yarı katı yüzeylerde hareket etmesi için farklı mekanizmalar 

gereklidir. P. aeruginosa’nınkatı yüzeydeki ilerlemesi twitching ile olur. Tip-IV pili 

ile sağlanır. Twitching sırasında pilus uzayarak yüzeydeki bir noktaya tutunur. Daha 

sonra kısalarak bakteriyi o noktaya doğru çeker ve hücrenin yüzey üzerinde 

ilerlemesi sağlanır. Pili aynı zamanda bakterinin epitelyal yüzeye yapıĢmasında da 

önemlidir, böylece virülansa katkıda bulunur (65, 66). Tip IV pili biyogenezi ile ilgili 

yaklaĢık 34 ayrı gen saptanmıĢtır ve bu genlerden herhangi birisinin mutasyonu 

pilisiz bakteri oluĢumu ile sonuçlanmakta ve bakteri twitching hareketini 

yapamamaktadır. Tip-IV pili biyofilm oluĢumunda adezyon ve mikrokoloni oluĢumu 

için gereklidir. Tek bakterinin adezyonu ve bir bakteri tabakası oluĢumundan sonra 

twitching motiliteside mikrokoloni oluĢumunda rol oynar (67).  

Bakterinin yarı katı yüzeyde ilerlemesi swarming ile olur. Swarming yapan 

hücrelerin boyu normal haline göre uzar ve flajella yapısı değiĢir. Normal Ģartlarda 

tek polar flajellası olan P. aeruginosa swarming yaparken çift polar flajellaya 

sahiptir (68). Swarming flajella yapısındaki bu değiĢikliğe ek olarak tip-IV pili ve 

yüzey aktif madde olarak rhamnolipit sekresyonunu gerektirmekte, bunlardan 

birisinin eksikliği bakterinin bu tür motiliteyi yapamamasına neden olmaktadır (69).  

 

2.1.4.3.2.2. Alginat 

P. aeruginosa‟ya özgün virulans faktörlerinden bir tanesi alginattır. Hücre dıĢı 

mukoid bir madde olan alginat, β 1-4 glikozit bağları ile birbirine bağlanmıĢ olan D-

mannuronat ve L-glukuronat kopolimeridir (ġekil-3). Alginat; kistik fibrozis, üriner 

enfeksiyonlar, biyoprotez ve doğal çevrede oluĢan tedavisi güç, inatçı Pseudomonas 

enfeksiyonlarına neden olan bakteriyel biyofilmin yapısındaki matrikspolimerde 

önemli rol oynar (70).  
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ġekil 3. Alginatın Kimyasal Yapısı (72)  

 

Alginat biyofilm matriksi içinde hücrelerin bir arada kalmasını sağlayan önemli bir 

virulans faktörüdür. Bu matriks içinde bakterilerin konak savunmasından, lenfosit ve 

fagositlerden, solunum sisteminde epitelin siliyer aktivitesinden, antikor ve 

kompleman sisteminden korunmasını sağlar. Epitel yüzeyi üzerinde yer alan müsin 

tabakası bakterinin adezyonunu engelleyenbir savunma mekanizmasıdır. Özellikle 

solunum sistemini döĢeyen epitelde bakteri giriĢini engelleyen faktörlerden biridir. 

Mukoid karakterdeki Pseudomonas suĢlarının ürettiği bir ekzopolisakkarit olan 

alginat bakterinin bronĢlardaki müsine yapıĢmasına yardımcı olur. Alginat üretimi ile 

birlikte bakterinin etrafında vizköz birjel oluĢur. Alginat üreten bakterilerin 

oluĢturduğu koloniler, alginat üretmeyen kolonilerden parlak görüntüleri ile 

kolaylıkla ayırt edilir (71).  

 

ġekil 4. Alginat Sentezi (72)  
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Alginatın öncü molekülü guanosine difosfat (GDP) -mannuronik asittir. GDP-

mannuronikasit sentezi için algA, algC ve algD genlerinin kodladığı enzimlere 

ihtiyaç duyulur. AlgC geninin kodladığı fosfomannomutaz (PMM) ve 

fosfoglukomutaz (PGM), alginat biyosentezi boyunca mannoz 6-fosfatın mannoz 1-

fosfata dönüĢümünü, geri dönüĢümlü olarak katalizler. PMM/PGM‟nin 

kristalizasyon çalıĢmaları sonucunda bu enzimlerin kalp seklinde dört alt birimden 

oluĢtuğu ve aktif bölgelerinde Mg2
++

 içerdikleri gösterilmiĢtir. PMM ve PGM 

lipopolisakkarit ve alginat sentezleri sırasında substrat olarak glukoz ve mannozu 

kullanabilir. AlgD geninin kodladığı GDP-mannoz dehidrogenaz, alginat üreten 

mukoid suĢlarda, GDP-mannozun GDP-mannuronik aside dönüĢümünü katalizleyen 

hız kısıtlayıcı enzimdir. GDP-mannuronik asit sentezlendikten sonra polimerize olur 

ve Alg8 ve Alg44 gen ürünlerinin kombine kullanımıyla iç membrana taĢınır. 

Polimerizasyondan sonra mannuronat rezidülerinin bir kısmı C5-epimeraz (AlgG) 

vasıtasıyla glukuronata epimerize olur. Yapı modeline göre algG periplazmik aralık 

içerisinde direkt olarak AlgK ile etkileĢime girerek, büyümekte olan alginat 

polimerlerini alginat liyazın yıkımından korur. Epimerizasyondan sonra mannuronat 

kalıntılarının bir kısmı AlgF, AlgJ ve AlgL gen ürünleriyle O2 ve/veya O3 

pozisyonlarına asetillenir. O-asetilasyon sonrasında alginat kopolimeri, dıĢ membran 

proteini AlgE boyunca hücre dıĢına taĢınır (72, 73).  

 

2.1.4.3.3. Pigmentler (Piyosiyanin ve Pyoverdin)  

Piyosiyanin mavi renkli, kloroformda eriyen bir pigmenttir. P. aeruginasa tarafından 

üretilir, bakterinin fizyolojisinde ve patogenezinde önemli rol oynarken, oluĢturduğu 

mavi renk de tanı konmasında kolaylık sağlar (74). Piyosiyanin üretimi ortamdaki 

karbon ve azot kaynaklarından etkilenir. Ortamda düĢük fosfat iyon konsantrasyonu 

ve yeterli sülfat iyonu varsa üretimi artar. Demir iyon konsantrasyonu da önemlidir. 

DüĢük fosfat iyonu olan ortama, demir iyonu eklenmesi ile sentezi artar. Piyosyanin, 

NADH (nikotinamid adenin dinükleotid) bağımlı oksijenin süperoksite veya hidrojen 

peroksite dönüĢümünü katalize eder ve böylece özellikle oksijenden zengin akciğer 

gibi organlarda ciddi doku harabiyetinde önemli rol oynar. Piyosiyanin, N-methyl-1-
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hydroxyphenazine ve iki elektron alarak redüksiyona uğradığında renksiz 

lökopyosiyanine dönüĢür. Redüksiyon kapasitesi olduğu için P. aeruginosa 

metabolizmasında solunum için gereklidir (75). Piyosyanin‟in piyoverdin ile birlikte 

siderefor fonksiyonları da vardır. P. aeruginosa çoğalabilmek için demire gereksinim 

duyar ve transferrin, ferritin gibi vücut proteinleri ile demir için yarıĢır. Kısıtlı demir 

içeren ortamlarda, piyosyanin ve piyoverdin demir iyonları ile Ģelasyon yapar ve 

membran içindeki reseptör proteinlere bağlanarak demirin hücre içine alınmasını 

sağlar (76). Pyosiyanin bakteri metabolizmasındaki bu önemli rolü yanında 

sitotoksik özelliği ile de virulansa katkıda bulunur. Pyosiyaninin ökaryot hücrelerde 

hücre solunumunu engellediği, siliya aktivitesini bozduğu, epitel hücresi ve lenfosit 

proliferasyonunu inhibe ettiği gösterilmiĢtir. Pyosiyanin otooksidasyon yaparak 

serbest oksijen radikallerinin oluĢmasına yol açmakta ve böylece sitotoksik etki 

göstermektedir (77).  

 

2.1.4.3.4. Toksinler (Ekzotoksin A ve Ekzoenzim S ve Endotoksin)  

P. aeruginosa nın ürettiği iki ekstrasellüler toksin, ekzoenzim S ve ekzotoksin A, 

sistemik enfeksiyon tablosunda rol oynar. Ekzoenzim S, adenozindifosfat ribozil 

transferaz görevi görür ve ökaryot konakçı hücresinde ADP (adenozindifosfat) 

molekülünü ribozilleyerek GTP (guanozin trifosfat) -bağlayıcı proteini modifiye 

eder. Bu özellikleri ile fagositik hücrelerin fonksiyonlarını bozar ve diğer organlarda 

yaptığı değiĢikliklerle Pseudomonas aeruginosa invazyonuna zemin hazırlar.  

Ekzotoksin A ise tamamen difteri toksinine benzer Ģekilde konakçı hücresinde 

Elongasyon Faktör 2‟yi ADP ribozilasyonuna uğratır. Hücre protein sentezi bozulur 

ve hücre ölümü oluĢur. Ekzotoksin A‟ nın oluĢturduğu hücre ölümü ve doku hasarı 

ile bir taraftan sistemik belirtiler ortaya çıkarken bir taraftan da bakterinin üreyip 

çoğalması için elveriĢli bir ortam oluĢtururlar. Ekzotoksin-A hücre dıĢı bir enzim 

olup P. aeruginosa suĢlarının çoğu tarafından yapılır. Ekzotoksin A'nın lokal doku 

hasarı ve bakteriyel invazyonda rolü vardır. Ekzotoksin-S hücrelere sitopatik etki 

gösterir. Bu toksini salgılamayan suĢlar yanık ve kronik akciğer enfeksiyonlarında 
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daha az virülan aktivite gösterir. P. aeruginosa LPS lipit A, organizmanın biyolojik 

etkisini düzenler, endotoksin oluĢumunu sağlayarak sepsise neden olur (78).  

 

2.1.4.3.5. Kapsül 

P aeruginosa’nın bazı koĢullarda oluĢturduğu polisakkarit kapsül yapısına slime 

tabakası da denir. Bu yapı alginatla sonlanan tekrar eden polisakkarit polimerlerinden 

oluĢur. Slime faktörün, konak immün sistemini etkileyerek bakterinin konak 

savunmasından korunduğu gözlemlenmiĢtir. Mikroorganizmanın nötrofil ve 

fagositlere karĢı korumasını sağlar. Ayrıca bakteriyi opsonizasyondan ve kompleman 

sisteminden korur. Diğer taraftan monosit ve makrofajları stimüle eder. Lenfositler 

üzerine mitojenik etkilidir. T hücrelerinde agregasyona neden olur, monositlerden de 

Tümör Nekrozis Faktör (TNF) salgılanmasını arttırır. Sonuç olarak sistemik 

dolaĢımdaki septik Ģok mediatörlerinin artmasına sebep olarak P. aeruginosa’ya 

bağlı septik Ģok patogenezinde önemli rol oynar (79).  

 

2.2. BĠYOFĠLM 

2.2.1. Tanım 

Ġlk olarak 17. yüzyılda Lewenhoek‟in diĢinden almıĢ olduğu örnekte plaklar içinde 

yaĢayan mikroorganizmalardan bahsetmesinden sonra, 1978 yılına kadar biyofilm 

varlığından bahsedilmemiĢtir. Burada bakterinin büyük bir kısmının biyofilm adı 

verilen besleyici bir oluĢum içinde olduğu ve bakterinin yapıĢmıĢ Ģekli ile serbest 

bulunan Ģekli arasında farklılık olduğu gösterilmiĢtir (80).  

Yapılan mikroskopik gözlemlerde bakterilerin doğadaki sıvısal ekosistemdelerde 

farklı yüzeylere yapıĢarak çoğalmasının %99. 9 oranında biyofilm aracılığı ile 

olduğu gösterilmiĢtir. Artık günümüzde derin yer altı suları ve okyanusların 

derinlikeri hariç biyofilmin tüm doğal ekosistemde oluĢabildiği kabul edilmektedir 
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(13). Biyofilm yıllardır endüstriyel bir sorun olarak bilinirken, artık tıptaki önemi 

sadece diĢteki plaklardan ibaret olmayıp özellikle yabancı cisim enfeksiyonları baĢta 

olmak üzere birçok kronik enfeksiyonda da rol olduğu gösterilmiĢtir. Aderans, 

antibiyotik direnci ve fagositozda önemli rolü olduğunun bilinmesi son yıllarda tıbbi 

önemini artırırken; bakterilerin birbirleri ile konuĢarak bir topluluk oluĢturmaları ve 

gen alıĢveriĢi aracılığıyla ortama adapte olmaları, tıbbi önemini daha da arttırmıĢtır 

(14). Costerson ve arkadaĢları, biyofilmi; bakteri tarafından üretilen ve bakterinin 

canlı ya da cansız yüzeylere yapıĢmasını sağlayan polisakkarit yapısında bir 

‟glikokaliks” tabakası Ģeklinde tanımlamıĢtır. Elder ve arkadaĢları ise 

mikroorganizmaların eksopolimer matriks aracılığı ile oluĢturdukları yapısal birlik 

olduğu yönünde bir tanımalama ortaya koymuĢtur. Günümüzde ise en yaygın kabul 

gören tanım; mikroorganizmalar tarafından oluĢturulan, herhangi bir yüzeye, ara 

yüzeye veya birbirlerine yapıĢmalarını sağlayan ve büyüme oranları ile gen 

transkripsiyonuna bağlı olarak farklı fenotip gösterebilen ve oluĢturan 

mikroorganizmanın içinde gömülü olarak bulunduğu ekstrasellüler polimerik 

maddeden oluĢmuĢ matriks Ģeklindedir (81). Bakteriler koni veya mantar 

görünümünde birbirlerine ve yüzeylere yapıĢmıĢ mikrokoloniler Ģeklinde bulunur. 

Mikrokoloniler; primitif bir dolaĢım sistemi gibi çalıĢan su kanalları ile çevrelenmiĢ 

durumda olup bu sistem; beslenme, atıkların atılması ve bakteriler arasındaki 

iletiĢimi sağlamaktadır (82).  

 

2.2.2. Biyofilm OluĢumu 

Biyofim oluĢumu ve oluĢumunu kontrol eden moleküler mekanizmalar, türlere hatta 

aynı türlerin farklı suĢları arasında bile farklılık göstermektedir (83).  

Genel biyofilm oluĢumu 5 aĢamada gerçekleĢir.  

1- Geri dönüĢümlü yapıĢma 

2- Geri dönüĢümsüz yapıĢma 

3- Biyofilm iskeletinin oluĢumu 

4- Mikrokolonilerin oluĢumu 

5- Hücrelerin biyofilm içerisine dağılması 
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2.2.2.1. Geri DönüĢümlü YapıĢma 

Geri dönüĢümlü ve gevĢek bir bağlanma Ģekli olup, bakteri ve yüzey arasında 

oluĢmaktadır. Bu yapıĢma Ģeklinin gerçekleĢmesi için öncelikle bakteri ve yüzey 

arasında yeterli yakınlığın (<1nm) oluĢması gerekmektedir. Uygun mesafede 

yakınlaĢma gerçekleĢtikten sonra her iki yüzeyin çekim ve itme gücüne bağlı olarak 

yapıĢma gerçekleĢir. Bu güç; elektrostatik ve hidrofobik iliĢki, van der Waals 

bağlarının gücü, ısı ve hidrodinamik güç Ģeklinde olmaktadır. Bakterilerin büyük 

çoğunluğu ve cansız yüzeyler negatif elektrik yüküne sahip olup birbirleri için itme 

gücü oluĢtururlar. Bakteri ve yüzeyler arası primer aderansta en önemli etkinin 

hidrofobik iliĢki olduğu bilinmektedir (83, 84).  

 

2.2.2.2. Geri DönüĢümsüz YapıĢma 

YapıĢmanın, bakteri yüzeyindeki piluslar, fimbrialar veya fibriller gibi ligandların; 

ökaryot hücrelerdeki spesifik ligandlara bağlanması ile oluĢan spesifik, geri 

dönüĢümsüz aĢamasıdır. Biyofilmin olgunlaĢması, bakterinin yüzeye geri dönüĢümlü 

olarak yapıĢması ile baĢlar. Örneğin, tip IV pili defektif mutant P. aeruginosa 

suĢlarında biyofilm formasyonu mikrokoloni aĢamasını geçememektedir (85). Ayrıca 

E. coli’ye bağlı geliĢen üriner sistem veya yabancı cisim enfeksiyonlarında, oluĢan 

biyofilm yapısının 3 boyutlu formasyonu için tip I fimbria varlığı gereklidir (86).  

 

2.2.2.3. Biyofilm Ġskeletinin OluĢumu ve Mikrokolonilerin OluĢumu 

Biyofilm esas olarak mikroorganizma ve EPS‟den oluĢur. Mikroorganizma yüzeye 

adezyonunu tamamlarken bir yandan da EPS üretimine baĢlar. Biyofilm içerisindeki 

karbon kaynağının %50-90‟ını oluĢturur. Türe göre kimyasal ve fiziksel özellikleri 

değiĢmekle beraber temel olarak polisakkaritten oluĢur. Genel olarak gram 

negatiflerde polisakkarit yapısı nötral veya polianyoniktir. EPS, yapısı içerisindeki 

hidrojen bağları sayesinde fazla miktarda suyu bünyesinde barındırabilir. EPS 

hidrofobik olabilir ancak genellikle hem hidrofobik hem de hidrofilik karakterdedir. 
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EPS‟nin biyofilm yapısının temel iskeletini oluĢturmasının yanında diğer bir önemi 

ise yapısında bir çok molekülü barındırabilmesi (metal iyonlar, katyonik bileĢikler, 

DNA, protein, lipid, fibrin, eritrosit…) ve buna bağlı olarak mikroorganizma için 

yaĢanabilir bir mikroçevre oluĢturmasıdır (87).  

 

2.2.2.4. Hücrelerin Biyofilm Ġçinde Dağılması 

Bakteriler oksijen kullanımı ve antibakteriyel direnç açısından tabakalı bir yerleĢim 

gösterir. Tabakalı yapının altında kalan hücreler diğerlerine nazaran daha stabildir. 

Biyofilmler, genel olarak mantarımsı görünümde olup tabanında ağırlıklı olarak 

stasyonel fazdaki bakteriler bulunurken yüzeye doğru bakteri dağılımı 

seyrelmektedir. Yüzeyde daha çok difüzyona izin veren kanallar, metabolik olarak 

daha aktif bakteriler, konak hücre parçaları, fibrin artıkları vb. maddeler 

bulunmaktadır. Bakteriler bu yapı içerisinde uygun ortamın geliĢmesi halinde özel 

bir iletiĢim sistemi ile haberleĢerek rahatlıkla stasyonel evreden çıkarak planktonik 

forma geçebilmekte ve oluĢmuĢ biyofilm içerisinde koparak vücudun baĢka 

bölgelerine ulaĢabilmektedir (88, 89).  

 

2.2.3. Biyofilmlerin Önemi 

Biyofilm oluĢumunun mikroorganizmalar ve konak açısından incelenbilir. 

Mikroorganizmalar biyofilm oluĢturarak herĢeyden önce ciddi bir savunma sistemi 

geliĢtirmektedir. Biyofilmin kan akımı ve tükrüğün yıkama gücü gibi birtakım 

fiziksel güçlere karĢı dayanıklılığı vardır. Biyofilm içindeki mikroorganizma; besin 

yoksunluğu, pH değiĢiklikleri, oksijen radikalleri, dezenfektanlar, fagositoz ve 

antibiyotiklere karĢı serbest yaĢayan bakterilere göre daha dirençlidirler. Biyofilmin 

büyük bir bölümünü oluĢturan EPS (bulunduğu bakteriyi çekim alanlarından 

(elektrik çekimi) uzaklaĢtırarak inflamatuar hücrelerin fagositozundan, antibiyotik 

etkisinden korur) savunmada önemli rol oynar (90). Konak için, biyofilmlerin 

oluĢturduğu savunma sisteminin bir diğer önemi ise biyofilm içerisindeki 
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mikroorganizmanın antimikrobiyallere karĢı toleransının planktonik formlarına göre 

500-1000 kat kadar fazla olmasıdır (15). Buna bağlı olarak patogenezinde 

biyofilmlerin rol aldığı hastalıklarda antimikrobiyal dirence bağlı olarak ciddi tedavi 

zorlukları ortaya çıkmaktadır. Biyofilmlere bağlı geliĢen antimikrobiyal direncin 

nedeni birtakım mekanizmalarla açıklanmaya çalıĢılmıĢtır:  

1 - Moleküler Filtre: Biyofilmi çevreleyen EPS etkin bariyer oluĢturarak, kimyasal 

reaktiflerin, biosidlerin, fagosite edici ajanların penetrasyonunu kısıtlar. Bu 

mekanizmanın özellikle vankomisin ve teikoplanin gibi glikopeptidlerin geçiĢinin 

engellenmesi ve vankomisinin, gentamisin ile olan sinerjistik etkisinin bozulmasında 

en önemli mekanizma olduğu gösterilmiĢtir (91). Seftazidim, piperasilin gibi beta-

laktam antibiyotiklerin alginat jelden penetrasyonu gentamisin ve tobramisin gibi 

antibiyotiklerden daha hızlı olmaktadır (92).  

Siprofloksasinin P. aeruginosa‟ya penetrasyonu normalde 40 saniye iken aynı 

genetik yapıya sahip biyofilm oluĢturmuĢ forma penetrasyonunun 21 dakika olması 

gibi çalıĢmalar biyofilmin bariyer fonksiyonunu destekleyen en önemli 

bulgulardandır. Diğer taraftan genel olarak anlaĢılmıĢtır ki, penetrasyon kısıtlaması 

baĢlangıçta biyofilm direncine neden olsa da, uzun dönem kullanımda bu pek 

mümkün olmamaktadır; çünkü ilaç moleküllerinin etkinligi, polisakkarit matrikste 

reaktif bölgelere bağlanmasına bağlıdır. Bu aktif bölgeler doymaya devam ettikçe, 

antibiyotigin öldürme iĢlemi devam eder. BaĢka bir deyiĢle, doz artımı yapılarak 

biyofilm penetrasyon kısıtlamasının önüne geçmek mümkün olabilmektedir (93). 
 

2 - Mikroorganizmaların Büyüme/Çoğalma Hızlarındaki DeğiĢiklikler: Bakterilerin 

büyüme oranlarındaki değiĢliklikler antibiyotik cevaplarını da değiĢtirmektedir. 

Biyofilm içindeki bakterilerin büyüme hızları planktonik bakterilerden belirgin bir 

Ģekilde düĢük olduğu tespit edilmiĢtir. Durağan fazdaki Gram negatif bakterilere 

sadece florokinolonların aktif olabildiği gösterilirken diğer bir çalıĢmada beslenmesi 

zayıflatılarak büyüme oranları düĢürülen S. aureus‟lara hiçbir antibiyotiğin yeteri 

kadar etkili olamadığı gösterilmiĢtir. Ayrıca biyofilm yüzeyindeki bakterilerin besin 

ve oksijene rahat ulaĢabilmesi, tabana yakın bakterilerin buna bağlı olarak daha 
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yavaĢ üremesi veya dorman fazda olması da biyofilm içerisinde heterojenite 

sağlamakta ve antimikrobiyal duyarlılık farklılıklarına yol açmaktadır (17).  

3 - Mikroçevrenin Antibiyotik Aktivitesine Etkisi: Biyofilm oluĢumu için gerekli pH, 

pCO2, 2 değerli katyonik konsantrasyonun hidrasyon seviyesi, primidin 

konsantrasyonu gibi mikroçevre değiĢkenleri biyofilm oluĢumu üzerine çok etkilidir. 

Biyofilm oluĢumunu kolaylaĢtıran bu mikroçevre değiĢkenleri özellikle 

aminoglikozit, tetrasiklin ve makrolidlerin antibakteriyel etkisini negatif yönden 

etkileyerek antibiyotik direncini oluĢturmaktadır. Ayrıca mikroçevre değiĢikliklerine 

bağlı mikroorganizmalarda da fenotipik varyantlar ortaya çıkabilmektedir. 

Mikroorganizma çevreye uyum sağlayabilirken hem metobolik açıdan değiĢikliğe 

uğramıĢ organizmanın duyarlılığı değiĢmekte hem de ortamdaki metobolitlerin 

kullanıma bağlı konsantrasyonu değiĢmektedir. Buna bağlı olarak da anti mikrobiyal 

etkinlik de olumsuz yönde etkilenebilmektedir (16).  

4 - Quorum - Sensing (Çoğunluğu Algıma): Quorum-sensing, biyofilm içi 

bakterilerin birbirleriyle haberleĢerek virulans faktörleri üretim özelliklerinin 

düzenlenmesini sağlayan bir ‟çogunlugu algılama” yeteneğidir. Açil-homoserine-

Lactone (AHL) sistemi bir grup Gram negatif bakteride; otoindükleyici-2 sistemi 

Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerde; peptid bağlantılı sistem ise Gram pozitif 

bakterilerde hücre-hücre arası iletiĢimde kullanılmaktadır. P. aeruginosa Quorum - 

Sensing sistemiyle ekstraselüler virulans faktörleri, stasyonel faz sigma faktörü ve 

biofilm farklılaĢmasını kontrol edebilir. Bununla beraber antibiyotik direncinde 

Quorum Sensing‟in rolü tam olarak belli değildir (94).  

Mikroorganizmanın konak ile temel etkileĢimi olan adezyon ve sonrasında 

kolonizasyonu gerçekleĢtirmesinde biyofilm oluĢumu önemli bir avantaj 

sağlamaktadır. Mikroorganizma; yüzey proteinleri, konakçının fibrinojen, 

fibronektin, vitronektin, elastin gibi ekstrasellüler matriks proteinlerine yapıĢır. 

Aderans sonrası bu bölgeye yerleĢen bakteriler bir yandan belli bir populasyona 

ulaĢmak için çoğalırken diğer yandan da biyofilm oluĢturma özelliklerine göre 

biyofilm yapımına baĢlarlar (95).  
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Biyofilm içerisindeki mikroorganizmalar ve çok hücreli organizmalar arasında 

birçok benzerlik vardır. Biyofilm içerisindeki mikroorganizmalar kendi çevrelerini 

hissedebilirler ve bu onlara kendi metabolik aktivitelerini buna göre ayarlama 

olanağı sağlarlar. Bu Ģekilde yaĢanabilir bir çevre ve topluluk oluĢturma fırsatı elde 

ederler. Bu mikroorganizmalar bulundukları ortamda elde edilebilir maddeleri 

maksimum oranda kullanırlar ve böylece tehlikeli Ģartlardan kendilerini 

koruyabilirler. Biyofilm içerisinde çoğaldıkça, biyofilm içi gen ekspresyon 

değiĢiklikleri meydana gelerek fenotipik heterojenite sağlanır, bu da biyofilm içinde 

tıpkı çok hücreli organizmalarda gözlenen hücresel farklılaĢma gibi özelleĢmeyi ve iĢ 

bölümünü sağlar (96).  

Biyofilmler, endüstri alanında yıllardır sorun olarak karıĢımıza çıkarken son yıllarda 

tıbbi alanda da özellikle yabancı cisim kullanımının artması ve ortalama ömrün 

uzaması ile birlikte kronik hastalıkların giderek önemli bir sağlık sorunu haline 

gelmesiyle gündeme gelmiĢtir. Ayrıca nativ kapak endokarditi, otitis media, kronik 

tonsillit ve kistik fibrozisli hastalarda kolonizasyon gibi sorunlara yol açmaktadır. 

Tüm sentetik medikal implantlarda da (Ġntravasküler kataterler, protez kalp 

kapakları, pacemaker, ortopedik implanlantlar, intrauterin araçlar, üriner kataterler, 

endotrakeal tüpler, kontak lensler…) biyofilm oluĢabildiği bilinmektedir (97).  

Enfekte biyomedikal implantlarda, konakçı tarafından kompleman, fibrinojen, 

fibronektin, glikozaminoglikan gibi matriks proteinleri veya inflamatuar cevap 

proteinlerinin indüklenmesinde biyofilm önemli rol oynamaktadır. Biyofilm 

oluĢturan bakterilere karĢı makrofaj fagositik aktivitesinin veya opsonik antikorların 

yetersizliği, mikroorganizmanın ortamdan temizlenmesini engellemektedir. Çevreden 

gelen streslerin artması ve quorum-sensing moleküllerinin etkisi ile biyofilm, 

içindeki bakteriyi kopartabilmekte ve septik embolilerle enfeksiyonun yayılmasına 

yol açabilmektedir (98). Tıbbi açıdan önemli biyofilm oluĢturan bazı 

mikroorganizmalar Tablo-2 de gösterilmiĢtir.  
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Tablo 2. Medikal Ġmplantlardan Ġzole Edilen Biyofilm ĠliĢkili Mikroorganizmalar 

Ġmplant Organizma 

Santral Venöz 

Kataterler 

Koagulaz-negatif stafilokoklar, S. aureus, E. faecalis,  

K. pneumoniae, P. aeruginosa, Candida albicans  

Prostetik Kalp 

Kapakları 

Viridans Streptokoklar, Koagulaz Negatif Stafilokoklar, 

Enterokoklar, S. aureus  

Üriner katater S. epidermis, E. coli, K. pneumoniae, E. faecalis, P. 

mirabilis  

Kalça protezleri Koagulaz Negatif Stafilokoklar, Hemolitik 

Streptokoklar, Enterokoklar, P. mirabilis, Bacteroides 

türleri, S. aureus, Viridan Streptokoklar, E. coli, P. 

aeruginosa  

Intrauterin araçlar S. epidermis, Corynebacterium türleri, S. aureus, 

Micrococcus türleri, Lactobacillus plantarum, group B 

Streptokoklar, Enterococcus türleri, C. albicans 

Donlam RM. Biofilm formation: A clinically relevant process. Clin Inf Dis. 2001; 33: 1387-1392  

 

2.3. QUORUM-SENSING (QS) = ÇOĞUNLUĞU ALGILAMA 

Bakterilerin salgıladıkları kimyasal maddeler aracılığı ile birbirleri ile haberleĢmeleri 

ve iletiĢim kurmalarıdır. QS sözcük olarak bir oturum veya toplantı için gerekli olan 

en az birey sayısının bir araya gelmesi anlamına gelmektedir. Biyoloji açısından ise, 

bir bakteri topluluğunda birey sayısı belli bir düzeye ulaĢtığında ortaya çıkan özel bir 

tip hücrelerarası iletiĢim anlamına gelir (99).  

QS; bakterilerde pek çok fizyolojik olayın düzenlenmesinde rol oynar; kümeleĢme 

(swarming), hareket, biyofilm oluĢturma, antibiyotik sentezi, konjugasyon, virülans 

(ekzoenzim ve proteaz üretimi) gibi. Bu düzenlenme sonucunda bakteri ortamdaki 

besin maddelerinin daha rasyonel kullanımı, bulunduğu ortama uyum sağlama, 

çevresel etkenlere karĢı korunma, aynı ortamdaki diğer mikroorganizmalarla yarıĢma 

veya konağın savunma mekanizması ile mücadele etme, populasyondaki birey 

sayısını ortamın gereklerine göre kontrol etme gibi fonksiyonları yerine getirme 

olanağı bulur. Bakterilerin salgıladıkları kimyasal maddeler aracılığı ile genetik 

mekanizmalar harekete geçer ve yeni davranıĢlar ortaya çıkar (100).  
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QS; bakterinin bir sinyal molekülü sentezlemesi, ekstrasellüler ortama salması, eĢik 

değer konsantrasyonuna ulaĢtığında onu algılamak üzere uygun reseptör ile bir 

kompleks oluĢturması ve gen transkripsiyonu ile toplu bir yanıt geliĢtirmesidir. QS 

sistemi bakterinin populasyon içinde yoğunluğunu saptamasını sağlayan bir sistemdir 

ve bakteri bu bilgiyi kullanarak uygun genetik materyalini kontrol eder (99, 100) 

(ġekil 4).  

 

ġekil 5. Quorum-Sensing Sisteminde Reseptör Spesifik Molekül ĠliĢkisi 

 

Biyofilmlere bağlı enfeksiyonların büyük oranla kronikleĢtiği bilinmektedir. 

Biyofilm oluĢumunun önemli bir komponentinin de QS sistemleri olduğu 

bilinmektedir. N-açil-homoserin-lakton (AHL) sinyal molekülü bazlı sistemler, 

üzerinde en fazla çalıĢılan sinyal sistemleridir. Yapılan bir çalıĢmada 70‟ten fazla 

Gram negatif bakterinin AHL sistemine sahip olduğu rapor edilmiĢtir (101). QS 

sistemi Gram negatif bakterilerde fonksiyonel açıdan geniĢ bir yelpazede kontrol 

mekanizması olarak görev alır. V. cholera, P. aeruginosa, B. cepacia bakterilerinde 

virulans genlerin ekspresyonu; P. aeruginosa ve S. liquefaciens bakterilerinde 

kümeleĢme (swarming) için yüzey motilite gen ekspresyonu gibi (102-104). QS 

sistemleri Gram pozitif bakterilerde de tanımlanmıĢtır. AHL yerine genellikle 5-17 

amino asit uzunluğunda küçük peptidler sinyal molekülü olarak görev yapmaktadır 

(105). Örneğin; B. subtilis‟te sporulasyon, E. facelis ve S. aureus‟ta da virulans gen 

ekspresyonunu sağladığı gösterilmiĢtir (106, 107). Bir diğer QS sistemi ise Gram 

negatif ve pozitiflerde bulunan otoindükleyici moleküllerin aracılık ettiği otouyarıcı 
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QS sistemidir (108). P. aeruginosa hücre-hücre iletiĢimi konusunda en fazla 

araĢtırılan bakteridir. Ġlk olarak 1990‟ların sonunda QS sisteminin virulans 

kontrolünde rolü olduğu rapor edilmiĢtir (109).  

P. aeruginosa temel olarak 2 sistem üzerine kurulmuĢtur. las ve rhl genleri tarafından 

kodlanan sırası ile Las I, R ve Rhl I, R sinyal üretici ve reseptör proteinleri sistemin 

temel komponentleridir. LasI tarafından 3-oxo-C12-HSL sinyal molekülü üretilir ve 

spesifik reseptörü olan LasR tarafından algılanır. RhlI tarafından ise C4-HSL sinyal 

molekülü üretilir ve RhlR spesifik reseptörü tarafından algılanır (110, 111). Hücre 

yoğunluğunun artması ile beraber las geni aktive olarak LasI 3-C12-oxo-HSL 

sentetaz sentezini baĢlatır. 3-oxo-C12-HSL molekülü hücre dıĢına efluks pompaları 

ile atılır. Hücre dıĢında yeterli birikime ulaĢması halinde spesifik reseptörü olan 

LasR düzeyi artar ve sinyal molekülü ile birleĢerek bir kompleks oluĢtururlar. Ayrıca 

3-oxo-C12-HSL RhlR reseptörüne de bağlanabilmekte ve gen ekspresyonuna yol 

açabilmektedir. Rhl sistemi Las sisteminin kontrolünde çalıĢtığı düĢünülmektedir 

(112). 3-oxo-C12-HSL molekülünü algılayan bir diğer reseptör ise QscR 

reseptörüdür. Sinyal molekülü belli bir eĢik düzeye ulaĢtığı zaman QscR ile bir 

kompleks oluĢturarak LasR ve RhlR inhibisyonunu gerçekleĢtirir. QscR mutant 

suĢların hipervirulan olduğu rapor edilmiĢ olup yüksek düzeyde LasR ve RhlR 

ekspresyonu tespit edilmiĢtir (113). P. aeruginosa QS sisteminin baĢka bir reseptörü 

olan VqsR ve 3-oxo-C12-HSL ile oluĢan kompleksin siderofor oluĢumu ve 

antibiyotik toleransında rolü olduğu gösterilmiĢtir (114). Rhl sistemi Las sistemine 

benzer Ģekilde çalıĢmaktadır. Rhl sisteminin sinyal molekülü C4-HSL‟dür. Bu 

molekül kısa bir açil zincirine sahip olduğundan hücre içi-dıĢı 2 yönlü transferi 

serbest difüzyonla gerçekleĢir. Rhl sistemi Las sisteminin kontrolünde çalıĢmasına 

karĢın özellikle beslenme koĢulları değiĢtiğinde Las sisteminden bağımsız 

çalıĢabilmektedir. Rhl sisteminin en önemli tetikleyicisi fosfor azlığıdır (115, 116). 

3-oxo-C12-HSL ve C4-HSL dıĢında 3. bir sinyal molekülü de Pseudomonas Sinyal 

(PQS) molekülüdür. pqsABCDE operonunda pqsh geni tarafından kodlanmaktadır 

(117). PQS, 2-heptil-3hidroksil-4-kinolon yapısındadır. Eksojen olarak da 

üretilebilmektedir. Hücreler arasında 2-heptil-4-kinolon (HHQ) Ģeklinde dolaĢır ve 

hedef hücre içerisinde PQS‟e çevrilir (118). PQS logaritmik üreme fazında da 

sentezlenmektedir ancak pik düzeye geç stasyonel fazda ulaĢır. PQS üretimi PqsR 
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reseptörü ile kontrol edilir. PqsR, 3-oxo-C12-HSL ile kompleks oluĢturduğunda 

(yani sinyal molekül konsantrasyonu arttığında) PQS üretimi artarken C4-HSL 

varlığında üretimi azalmaktadır (119). PQS P. aeruginosa‟nın geç stasyonel fazda 

üreyebilmesi için gerekli bir moleküldür. Ayrıca elastaz, ramnolipid, lektin ve 

pyosiyanin sentezinde de önemli bir role sahiptir (120).  

P. aeruginosa‟nın biyofilm yapısı mantar Ģeklindedir ve sağlam bir biyofilm iskeleti 

oluĢturmak için QS kontrolüne ihtiyacı vardır. Biyofilm mutant suĢlarla yapılan 

çalıĢmalarda bakterinin yassı bir iskelete sahip labil bir biyofilm oluĢturduğu 

gösterilmiĢtir. Bir baĢka çalıĢmada ise QS mutant suĢlar ve QS mutant olmayan daha 

az sayıda bakterilerin oluĢturduğu biyofilm incelenmiĢ, biyofilm yapısı içerisinde 

mutant suĢların besinlere kolay ulaĢabilmesi için yüzeyde ve planktonik Ģekilde 

yerleĢtiği ve zemindeki bakterilerin ise stasyonel fazda olduğu tespit edilmiĢtir. 

Biyofilm dayanıklılığının ise daha düĢük olduğu rapor edilmiĢtir (121, 122).  

 

2.4. AMBROKSOL YAPI VE ETKĠ MEKANĠZMASI 

Bromeksinin aktif bir metabolitidir. Kimyasal yapısı trans-4-2 amino 3, 5 

dibromobenszil-amino-siklo-hekzanol-hidroklorid Ģeklindedir.  

Ambroksolün etkilerini 6 baĢlık altında özetlenebilir.  

 (i) Mukolitik ve mukokinetik etkilidir (123)  

Yapılan hayvan çalıĢmalarında (fare, kurbağa, köpek...) ambroksolün; siliyer 

aktiviteyi artırarak, mukus viskozitesinde azalmaya ve yumuĢamaya neden olara 

mukosiliyer klerensi artırdığı görülmüĢtür. Ayrıca, solunum sisteminde sekresyon 

stimülasyonuile mukus atılımını artırmaktadır (124).  

 (ii) Akciğerlerde alveol hücreleri tarafından sentezlenen doğal sürfaktan sentezini ve 

salgılanmasını arttırır.  
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Etki mekanizması halen tam olarak bilinmemektedir. Sürfaktan, fosfolipid ve 

proteinden oluĢan, akciğerler için yaĢamsal önemi olan bir maddedir. Alveolün hava 

ile temas eden yüzünü ince bir film Ģeklinde örter ve alveollerin gerilme durumuna 

göre çeperin yüzey gerilimini dönüĢümlü olarak değiĢtirerek alveol çeperinin 

yapıĢmasını ve boĢluğun kapanmasını önler. ArtmıĢ sürfaktan sentezi, mukus 

viskozitesinde azalmaya neden olarak mukusun taĢınmasını hızlandırır. 

Ambroksolün sürfaktan sentezini arttırdığı, çeĢitli hayvan çalıĢmalarında ve insan tip 

II alveoler hücre kültürlerinde gösterilmiĢtir (125). Ambroksol özellikle tip II 

alveoler hücrelerin matürasyonunu sağlayarak, sayısını artırarak ve sürfaktan 

sentezini ve sekresyonunu stimüle ederek ortamdaki sürfaktanı arttırmaktadır. Öte 

yandan alveoler lizozimal fosfolipaz A‟yı inhibe ederek sürfaktan yıkımını da inhibe 

etmektedir (126).  

 (iii) Hava yolu mukozası üzerindeki epitel hücrelerinden Na+ absorpsiyonunu inhibe 

eder. Bu yolla hava yolu yüzeyindeki sıvıda su bileĢenini arttırmakta ve mukus 

viskozitesini azaltmaktadır (127).  

 (iv) Antioksidan etkilidir. Reaktif serbest oksijen radikallerinin çeĢitli akciğer 

hastalıklarında oksidatif hasara yol açarak önemli rol oynadığı bilinmektedir. 

Ambroksol, bu bileĢenleri doğrudan ortamdan temizleyebilir; bunun yanısıra 

radikallerin sentez ve salgılanmasını inhibe edebilir (128). Ambroksol‟ün doğrudan 

antioksidan etki mekanizması tam olarak bilinmemekle birlikte yapısında bulunan 

NH2 ve OH grupları ile elektron aktarımını sağlayarak yükseltgediği ve bu yolla 

akciğer dokularını klinik olarak koruduğu düĢünülmektedir (129). N-asetil sistein 

(NAC) ile yapılan karĢılaĢtırmalı çalıĢmalarda, ambroksolün anti-OH etkisinin ve 

anti-O2 kapasitesinin NAC‟den daha fazla olduğu, HOCl‟ü aynı derecede 

etkiledikleri gösterilmiĢtir (130).  

 (v) Akciğerler üzerinde antiinflamatuvar etkilidir.  

Ambroksolün antiinflamatuvar etkisi; hem antioksidan etkisi hem de sitokin salınımı 

inhibisyonuna bağlıdır (131). Ambroksol alveoler makrofaj ve PMN‟deki fosfolipaz 

A aktivitesini azaltır. Buna bağlı olarak ambroksolün bu hücrelerden sitokin 

salınımını inhibe ettiği düĢünülmektedir (132). Fizyolojik konsantrasyonlarda 
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polimorfonükleer lökosit kemotaksisini inhibe eder, periferik kandaki mononükleer 

hücrelerden IL-1 ve TNF-α sentezini inhibe eder, hem periferik kan hem de 

bronkoalveoler lavajdaki (BAL) mononükleer hücrelerden IL-2, interferon (IFN) - α 

ve TNF- α sentezini inhibe eder (133). Ambroksol ile NAC‟nin antiinflamatuvar 

etkilerini karĢılaĢtırmaya yönelik yedi sağlıklı kiĢi BAL sıvısından elde edilen 

alveoler makrofaj kültüründen yapılan çalıĢmada; her iki ilacın sitokin sekresyonuna 

farklı yönden etkidiği gösterilmiĢtir. NAC IL-10 ve IL-12 sekresyonu, IL-12/IL-10 

oranını etkilemeden arttırırken; ambroksol IL-10 sekresyonu arttırmaksızın IL-12 

sekresyonunu arttırır, IL-12/IL-10 oranını arttırır. Sonuçlar göstermiĢtir ki; NAC 

inflamatuvar durumlarda alveoler makrofajlardan IL-10 ve IL-12 sentezini dengeli 

bir Ģekilde sağlayarak immün cevapta rol alır; ambroksol ise IL-12 yönünde bir artıĢ 

sağlayarak, Th-1 hücre geliĢimini kolaylaĢtırarak hücresel immün cevap yoluyla 

antiinflamatuvar cevapta rol alır (131). Ambroksol tip II alveoler hücrelerden 

fosfotidilkolin sentezini artırarak bronĢiyal hiperreaktiviteyi azaltır. 

Lisofosfotidilkolin (LPC) astmatik olgularda artar. LPC beta-adrenerjik reseptörlerin 

azalmasından, hücre içine Ca
++

 ve Na
+
 giriĢinden ve ATPaz stimülasyonundan 

sorumludur. Ambroksolün LPC‟yi azaltarak hiperreaktiviteyi azalttığı 

düĢünülmektedir. Öte yandan; sekresyonun yapısındaki değiĢikliklerle irritan 

reseptörlerin uyarılabilmesi de azalmaktadır, bu da bronĢ hiperreaktivitesinin 

azaltılmasında etkili olmaktadır (134). Ambroksol, IgE ile stimüle edilen 

bazofillerden histamin, IL-4, IL-13 salınımını doz-bağımlı olarak inhibe eder. Gibbs 

ve arkadaĢları bazofil aktivasyonunda serbest radikallerin etkili olduğunu; bu serbest 

radikalleri yok eden ilaçların allerjik inflamasyonda etkili olabileceğini ileri 

sürmüĢlerdir (135).  

 (vi) Antibiyofilm etkinliği vardır. Antibiyofilm etkinliği yönünde kısıtlı sayıda 

çalıĢma bulunmaktadır. Fang Li ve arkadaĢları, 2008 yılında ambroksolün P. 

aeruginosa matür biyofilm tabakası üzerine etkinliğini araĢtırmıĢlardır. ÇalıĢmada 

ambroksolün, P. aeruginosa biyofilm tabakasının temel iskelet yapısını oluĢturan 

alginat sentezinin hız kısıtlayıcı basamağı olan GDP-D-mannoz dehidrogenaz enzim 

sentezini ve aktivasyonunu inhibe ettiği gösterilmiĢtir. Alginat sentezinde önemli 

rolü olan AlgU operonu tarafından kodlanan sigma 2 faktörünü inhibe eden anti 

sigma 2‟yi kodlayan mucA gen ekpresyonunu da artırdığı rapor edilmiĢtir (136). Bir 
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baĢka çalıĢmada ise fareler P. aeruginosa biyofilm tabakası ile kaplı endotrakeal tüp 

takılmıĢ ve farelere ambroksol tedavisi verilmiĢ. Ambroksol tedavisi alan ve kontrol 

grubunda 4. ve 7. günlerde tüpler üzerindeki biyofilm tabakaları incelenmiĢ. 

Ambroksol ile tedavi alan grupta bakteri miktarının daha az olduğu ve biyofilm 

maturasyonunun ise tam olarak sağlanamadığı rapor edilmiĢtir (137).  

Ambroksolün farmakokinetik özellikleri konusunda bilgilerimiz oldukça kısıtlıdır. 

Lee ve arkadaĢları 24 sağlıklı gönüllü erkekte, 30 mg iki farklı ambroksol 

preparatının oral olarak alımından sonra plazma konsantrasyonu değiĢimini 

kromotografik olarak değerlendirmiĢlerdir. Ambroksolün yarılanma ömrü yaklaĢık 

olarak 10 saat olarak bildirilmiĢtir (138, 139).  

 

2.5. KOLĠSTĠN (POLĠMĠKSĠN E)  

Polipeptid yapılı antibiyotiklerdendir. Bu kompleks bir yapıdır. Fazla polar olan 

peptid grubu bir yağ asidine bağlanmıĢtır. Bu nedenle moleküllerinde hidrofilik ve 

lipofilik nitelikte iki ayrı grup bulunur. Deterjan özelligi bulunan yüzeyde aktif 

maddelerdir. Bakteri hücresinin sitoplazmik membranının permeabilitesini artırmak 

suretiyle bakterisid etki yaparlar. Diğer bir bakterisid antibiyotik grubu olan 

penisilinlerden farklı olarak, geliĢmesini tamamlamıĢ ve üremesi durmuĢ bakterileri 

de yok ederler. Tedavi edici dozlarda sistemik olarak verildikleri taktirde konak 

hücreleri üzerinde de toksik etkisi vardır. Konak hücresi ile bakteri arasında fazla 

seçicilik göstermezler. Bin dokuz yüz elli yılında Japonya‟da Bacillus colistinus‟tan 

Polimiksin-E diğer adıyla kolistin elde edilmiĢtir. Polimiksin kimyaca, bir amid bağı 

ile metil- 6-oktanoik aside bağlanmıĢ bir dekapeptidtir. Dekapeptid‟in yedi amino 

asidi bir halka oluĢturur ve bu halkaya diğer üç amino asidin yaptıgı lineer zincir 

bağlanır. Polimiksin B ve Polimiksin E arasında tek aminoasit farkı vardır (140, 

141). Kolistinin klinik kullanıma 1970‟li yıllarda ABD ve Avrupa ülkelerinde 

girmiĢtir. Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) ilk olarak 1970 yılında 

yayımladığı önerilerde kolistin için duyarlılık sınırları vermiĢ ancak 1981 yılından 

itibaren kullanımı artık neredeyse yok denecek kadar azaldıgı için rutin duyarlılık 

kriterlerinden geri çekmiĢtir (142). Kullanımının dramatik olarak azalmasının nedeni 



34 
 

bu ilaca karĢı geliĢen antimikrobiyal direnç değil, ilacın indüklediği nefrotoksisite ve 

nörotoksisitedir. Ayrıca, 80‟li yıllardan itibaren daha etkin ve yan etki insidansı ciddi 

oranda az olan 3. kuĢak sefalosporinlerin ve takip eden yıllarda mükemmel 

antibakteriyel etkinlikleri ile karbapenemlerin kullanıma sunulması kolistinin 

tamamen kullanımdan kalkmasına yol açmıĢtır (143). Kolistinin antibakteriyel 

spektrumu oldukça dardır. Sadece Gram negatif aerobik basillere karĢı etkilidir. En 

etkin olduğu türler Shigella spp., Pseudomonas spp., Enterobacter spp., Klebsiella 

pneumoniae ve Escherichia coli‟dir. Anaerobik ajanlara karĢı ise etkisizdir.  

Kolistin, sülfat veya metilsülfat tuzu seklinde kullanılır. Son Ģekline “kolistimetat-

sodyum” adı verilir. Sülfat tuzu oral yoldan, kolistimetat ise parenteral yoldan 

kullanılır (140, 141).  

Kolistinin klinik kullanımı, özellikle çoklu dirençli non-fermentatif ajanların neden 

olduğu ve klasik tedavilere cevap alınamayan olgularla sınırlıdır. Kistik fibrozis 

hastalarında sık tekraralayan Pseudomonas spp. ve Burkholderia spp. türü 

bakterilerin neden olduğu alt solunum yolu enfeksiyonları, kolistinim en sık 

kullanıldığı alanlardır. Oral yolla alındığında gastrointestinal kanaldan çok az 

absorbe olur. Bu yoldan barsak antiseptiği olarak da kullanılır. Kolistimetat‟ın 

intramüsküler injeksiyon yerinden absorpsiyonu ve böbrekten atılımı yavaĢtır. 

Duyarlı bakterilere bağlı infeksiyonlarda 75-150 mg dozunda intravenöz yoldan 

yavaĢ infüzyonla verilir (143). 

Parenteral uygulamada, görme bozukluğu, ağız etrafında ve bazen ekstremitelerin uç 

kısımlarında parestezi gibi nörotoksik semptomlara neden olabilmektedir. Özellikle 

böbreklerin toplayıcı sistem, glomerül epiteli ve papiller hücrelerine olan zararlı 

etkilerinden dolayı nefrotoksik olarak kabul edilir. Günlük mutad dozlarda verilse 

bile albuminüri, silendirüri, hematüri, kan üre azot seviyelerinde artıĢ yapabilir. Bu 

belirtiler genellikle tedavinin 4-5‟inci günü ortaya çıkar. Böbrekte yaptıgı patolojik 

lezyonlar akut tübüler nekroz veya interstisyel nefrit Ģeklinde olabilir. Histamin açığa 

çıkması nedeniyle yüz, boyun ve göğüs bölgesinde diffüz makulopapüler 

döküntülere (Flushing reaksiyonu) neden olabilir. Nöromüsküler blokaj ve buna 

bağlı solunum felci yapabilir. Bu durum kalsiyum glukonat injeksiyonu ile geri 
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döndürülebilmektedir. Nefrotoksik ve nörotoksik yan etkilerin kalıcı olup-olmadığı 

konusunda yeterli bilgi bulunmamaktadır (144). Kolistin, bakteri hücresine “self-

promoted uptake” sistemi ile alınır ve LPS üzerine bağlanarak aktivitesini gösterir. 

Sadece Gram negatif bakterilere etkili olmasının moleküler mekanizması LPS 

molekülüne spesifik olarak çalıĢmasına bağlıdır. Nonfermentatif ajanlarda kolistin 

direncinin dıĢ membran proteinlerinden olan OprH‟ın mutasyonu sonucu ilacın 

bakteri LPS‟si üzerindeki bağlanma bölgesinin Mg
++

 iyonlarınca bloklanması sonucu 

geliĢtiği gösterilmiĢtir (145). Bu mekanizmanın aktivasyonu ile sedece kolistin 

direnci değil, polimiksin, aminoglikozit ve EDTA gibi antibakteriyel ajanlara da 

direnç ortaya çıkmaktadır (146).  
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III. GEREÇ ve YÖNTEM 

Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi Ġbn-i Sina Hastanesi yoğun bakım ünitelerinde 

(YBÜ) yatan hastalara ait; balgam ve derin trakeal aspirat (DTA) örneklerinden 

Klinik Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon Hastalıkları Laboratuarında izole ve identifiye 

edilen 27 P. aeruginosa suĢu çalıĢma kapsamına alındı. P. aeruginosa suĢları balgam 

ve DTA örneklerinden izole edildikten sonra tek koloni pasaj ile çoğaltıldı. 

ÇalıĢmada kullanılan kontrol suĢu P. aeruginosa (PAO1, ATCC 15692)‟dan 

sağlandı. Tüm izolarlarda CLSI krtiterlerine uygun Ģekilde E-test yöntemi ile kolistin 

minimum inhibitör konsatrasyon (MĠC) değerleri çalıĢıldı. 27 P. aeruginosa suĢunun 

tamamı kolistine duyarlı olduğu tespit edildi. Balgam ve DTA örneklerinden izole 

edilen 27 P. aeruginosa suĢunun kliniklere göre dağılımı tablo 3‟te sunulmuĢtur.  

Tablo 3. P. aeruginosa Ġzolatlarının Kliniklere Göre Dağılımı 

Yoğun Bakım Ünitesi (YBÜ)  Bakteri Sayısı (n=27)  

Kardiyoloji YBÜ 3 

Nöroloji YBÜ 3 

Beyin Cerrahisi YBÜ 5 

Göğüs Cerrahisi YBÜ 5 

Genel Cerrahi YBÜ 4 

Anestezi ve Reanimasyon YBÜ 4 

Acil YBÜ 3 

  

3.1. BĠYOFĠLM OLUġTURAN BAKTERĠLERĠN SEÇĠLMESĠ 

Kongo kırmızılı agar besiyeri litrede 10 g agar, 50 g sukroz, 37 g Beyin-Kalp 

infüzyon buyyonu ve 0.8 g Kongo kırmızısı içerecek Ģekilde hazırlandı. Bu 

besiyerlerine tek koloni düĢecek Ģekilde yapılan ekimler 37°C‟de bir gece inkübe 

edildi. Ġnkubasyon sonrası koloni morfolojisi ve fenotipik özelliklerine göre koyu 

kırmızı siyah renkli koloniler biyofilm oluĢumu pozitif, pembe veya sadece ortası 

siyah çevresi pembe koloniler zayıf pozitif olarak değerlendirildi. 24‟üncü saatte 
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yapılan değerlendirmede 15 P. aeruginosa suĢunda biyofilm oluĢumu gözlendi. 

Biyofilm oluĢturan her bir P. aeruginosa suĢu 1‟den 15‟e kadar numaralandırıldı.  

 

ġekil 6. Biyofilm oluĢumunun Kongo Red Agar yöntemi ile değerlendirilmesi  

[a-biyofilm negatif, b- biyofilm pozitif, c-biyofilm negatif (üst) ve biyofilm pozitif (alt)] 

 

3.2. ENDOTRAKEAL TÜPLERĠN (ETT) HAZIRLANIġI 

Steril ETT‟ler her bir bakteri için 16 parça kullanılacak Ģekilde steril Ģartlarda 1‟er 

cm uzunluğunda bölündü. Bölünen her 1 cm‟lik parça 4‟erli gruplar halinde sıvı 

besiyerlerine atıldı. Her tüpten ek olarak 1 cm‟lik parça kontaminasyonu 

değerlendirmek amacı ile kanlı besiyerine roll-plate yöntemi ile ekildi.  

 

3.3. BESĠYERLERĠNĠN HAZIRLANIġI 

Her bir bakteri için 1 adet kontrol (99 ml), 1 adet kolistinli (98 ml), 1 adet 

ambroksollü (98 ml), 1 adet kolistin ve ambroksollü (97 ml) olmak üzere 4 adet brain 

heart infüzyon sıvı besi yeri seti hazırlandı.  

Her besiyerine 1 cm‟lik 4 adet ETT parçası ve Mcfarland 1 konsantrasyonunda 1 ml 

bakteri süspansiyonu konularak 37°C‟de 24 saat inkübe edildi.  
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24 saatlik inkübasyon sonrası 1. besiyerinde 8 µgr/ml konsantrasyonunda (147) 

kolistin olacak Ģekilde olacak Ģekilde 1ml‟lik kolistimetat Na solusyonu ilave edildi.  

2. besiyerine 2,5 mg/ml konsantrasyonunda olacak Ģekilde 1 ml‟lik ambroksol (136) 

ilave edildi. Üçüncü besiyerine 8 µgr/ml konsantrasyonunda kolistin ve 2,5 mg/ml 

konsantrasyonunda ambroksol olacak Ģekilde 1‟er ml‟lik kolistin ve ambroksol ilave 

edildi. Dördüncü besiyeri kontrol grubunu oluĢturduğu için kolistin veya ambroksol 

ilave edilmedi. Tüm besi yerleri 37°C‟de inkübe edilerek 24., 48., 72. ve 96. 

saatlerde ETT üzerinde biyofilm oluĢumu ve biyofilm içindeki bakteri sayısı 

açısından değerlendirildi. Bakteri sayımı kültür metodu koloni sayım tekniği ile 

yapıldı.  

 

3.4. BAKTERĠ SAYIMI 

Yirmidördüncü saatte her bir bakteri için 4 besiyerinden oluĢan setten; ambroksol, 

kolistin, ambroksol+kolistin ve kontrol besiyerlerinden 1‟er adet 1 cm‟lik ETT 

parçası steril olarak çıkarıldı. ETT parçası planktonik bakterileri uzaklaĢtırmak amacı 

ile 3 kez 5 ml steril distile su ile yıkandı. Yıkama iĢleminden sonra tüp parçası, 

üzerinde biyofilm oluĢturan aderan bakterileri tüpten ayırmak amacı ile 5ml %0, 

5‟lik Tween80 çözeltisi içerisine atılarak 15 saniye vortekslendi. Elde edilen 

çözeltiden 0,5 ml örnek alınarak 4,5 ml pepton tamponlu solusyon (PBS) ile 

karıĢtırıldı ve 1/10 oranında 4 kez dilue edildi. Her dilusyon için 3 adet kanlı besiyeri 

kullanılarak 0,1 ml inokulum ekim yapılarak standart L tipi tek kullanımlık öze ile 

yayıldı. Kanlı besiyerleri 37°C‟de 24 saatlik inkubasyonun ardından koloni sayım 

tekniği ile bakteri sayısı tespit edildi.  

Aynı iĢlemler her bir bakteri ve besiyeri seti içindeki 4 adet ETT parçası için 48., 72. 

ve 96. saatlerde tekrar edildi.  
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3.5. ĠSTATĠSTĠKSEL YÖNTEM 

Ġstatistiksel analizler için SPSS 11.5 programı kullanılmıĢtır. Ölçümle elde edilen 

değiĢkenler bakımından bağımsız grupların karĢılaĢtırılmasında parametrik test 

varsayımlarının sağlanıp sağlanmama durumu ShapiroWilk ve KolmogorovSmirnov 

testleri ile incelenmiĢ ve varsayımların sağlanmadığı görülmüĢtür. Bu sonuçlara göre, 

bağımsız ikiden fazla grubun karĢılaĢtırılmasında tek yönlü varyans analizinin 

parametrik olmayan karĢılığı olan Kruskal-Wallis varyans analizi kullanılmıĢtır. 

Ayrıca grupların ayrı ayrı zaman noktaları arasındaki ölçümleri bakımından 

farklılığın araĢtırılmasında Wilcoxonsignedrank test kullanılmıĢtır. Tanımlayıcı 

istatistik olarak nitel değiĢkenlerde oran ve frekansları, nicel değiĢkenlerde ise 

ortanca (minimum-maksimum) verilmiĢtir. Ġstatistiksel anlamlılık sınırı olarak p<0. 

05 kabul edilmiĢtir.  
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IV. BULGULAR 

Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi Klinik Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon Hastalıkları 

Laboratuarına ġubat 2010 - Haziran 2010 tarihleri arasında gelen, yoğun bakım 

ünitelerinde yatmakta olan hastalardan alınmıĢ balgam ve DTA örneklerinden izole 

edilmiĢ 27 P. aeruginosa suĢu çalıĢmaya alındı. Ġzolatların YBÜ‟lerine göre 

dağılımı; %18,5 Beyin Cerrahisi YBÜ, %18.5 Göğüs Cerrahisi YBÜ, %15 Genel 

Cerrahi YBÜ, %15 Anestezi ve Reanimasyon, %11 Kardiyoloji YBÜ, %11 Nöroloji 

YBÜ ve %11 Acil YBÜ, Ģeklinde idi. Biyofilm oluĢumu saptanmayan 12 izolat 

çalıĢma dıĢı bırakıldı.  

On beĢ P. aeruginosa suĢu; ETT üzerindeki matür biyofilmlerden sonikasyon 

yöntemi ile ayrıldıktan sonra ambroksol, kolistin, kolistin+ambroksol içeren 

besiyerlerinde ve kontrol besiyerlerinde 4 gün inkübe edilerek bakteri ekiminden 

sonraki 24., 48., 72. ve 96. saatlerde, koloni sayım iĢlemi yapılmak üzere kanlı 

besiyerlerine yayma iĢlemi yapıldı.  

Ambroksol ve kolistinin P. aeruginosa matür biyofilmi üzerine etkinliği bakımından 

4 grup (ambroksol, ambroksol+kolistin, kolistin, kontrol) arasında fark olup 

olmadığı; 24., 48., 72. ve 96. saatlerdeki biyofilm içerisindeki bakteri sayıları temel 

alınarak karĢılaĢtırıldı (Tablo 4).  

Sonuç olarak 4 grup arasında, 4 farklı zaman noktasında istatistiksel olarak anlamlı 

fark olduğu tespit edildi.  

Ambroksol grubunda matür biyofilm içinde 24. saatte 3. 4x10
5
 kob/ml; 48. saatte 4. 

7x10
3
 kob/ml; 72. saatte 1. 6x10

2
 kob/ml ve 96. saatte 1. 4x10

2
 kob/ml düzeyinde 

üreme tespit edildi. Amboksol grubunda, matür biyofilm üzerine etkinlik zamana 

göre değerlendirildiğinde 24. -48. saatlerdeki etkinliği arasında fark olmadığı 

(p≥0.05) gösterildi (Grafik 1). Yirmidödüncü ve 48. saatlere göre 72. ve 96. saatlerde 

etkinliğinin anlamlı olarak daha yüksek olduğu tespit edilmiĢtir (p≤0.05) (Grafik 2).  
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Kolistin grubunda matür biyofilm içinde 24. saatte 3.5x10
6
 kob/ml; 48. saatte 2. 

3x10
6 

kob/ml; 72. saatte 2. 6x10
6
 kob/ml ve 96. saatte 2.9x10

5
 kob/ml düzeyinde 

üreme tespit edildi. Kolistin grubunda, matür biyofilm üzerine etkinlik zamana göre 

değerlendirildiğinde 24.-48. saatlerdeki etkinliği arasındaki fark anlamlı iken 

(p≤0.05) 48.-72. saatlerdeki etkinkiği arasında fark olmadığı (p≥0.05) gösterildi. 

Doksanaltıncı saatte ise etkinliğinin kontrole göre anlamlı olarak daha yüksek olduğu 

tespit edilmiĢtir (p≤0.05) (Grafik 1).  

Ambroksol+kolistin grubunda matür biyofilm içinde 24. saatten itibaren biyofilm 

içerisindeki bakteri sayısının 10
3
 kob/ml‟nin altında olduğu tespit edildi. 

Amboksol+kolistin grubunda, matür biyofilm üzerine etkinlik zamana göre 

değerlendirildiğinde 24.-48., 24-72., 24-96., 48-72., 48-96. ve 72.-96. saatlerdeki 

etkinliği arasında fark olmadığı (p≥0. 05) gösterildi (Grafik 1).  

Kontrol grubunda matür biyofilm içinde 24. saatte 2.7x10
7
 kob/ml; 48. saatte 2x10

7
 

kob/ml; 72. saatte 1.3x10
7
 kob/ml ve 96. saatte 1x10

7
 kob/ml düzeyinde üreme tespit 

edildi (Grafik 2).  

Ambroksol, Ambroksol+kolistin, kolistin ve kontrol grupları arasında etkinlik 

bakımından yapılan kıyaslamada; 24. saatten itibaren ambroksol + kolistin 

kombinasyonunun en yüksek etkinliğe sahip olduğu gösterildi.  
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Grafik 1.  Kolistin, ambroksol ve kombinasyonlarının zamana göre bakteriyel 

koloni sayıları üzerine karĢılaĢtırmalı etkileri 

 

 

 

 

Grafik 2.  Kolistin, ambroksol ve kombinasyonlarının bakteriyel koloni sayıları 

üzerine etkileri 
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Tablo 4.  Kolistin, Ambroksol ve Kombinasyonlarının Bakteriyel Koloni Sayıları 

Üzerine Etkileri 

Grup  24.Saat 48.Saat 72.Saat 96.Saat 

Ambroksol (n= 15)  

Ortalama bakteri 

sayısı (kob/ml)  
340x103 P≤0.05 40x103 P≤0.05 1.6x103 P≤0.05 

0, 
14x103 

P≤0.05 

Ortanca 2x102 P≤0.05 0 P≤0.05 0 P≤0.05 0 P≤0.05 

Minimum bakteri 

sayısı 
0 P≤0.05 0 P≤0.05 0 P≤0.05 0 P≤0.05 

Maksimum 

bakteri sayısı 
5100x103 P≤0.05 70x103 P≤0.05 2.4x103 P≤0.05 0.22x102 P≤0.05 

Kolistin (n = 15 )  

Ortalama bakteri 

sayısı (kob/ml)  
3.5x106 P≤0.05 2.3x106 P≤0.05 2.6x106 P≤0.05 2.9x105 P≤0.05 

Ortanca 3, 5x106 P≤0.05 2.2x106 P≤0.05 0.7x106 P≤0.05 0.1x106 P≤0.05 

Minimum bakteri 

sayısı 
1.5x105 P≤0.05 7x105 P≤0.05 2.2x105 P≤0.05 0.41x105 P≤0.05 

Maksimum 

bakteri sayısı 
1.6x107 P≤0.05 1x107 P≤0.05 2.5x107 P≤0.05 0.11x107 P≤0.05 

Kolistin + Ambroksol (n=15)  

Ortalama bakteri 

sayısı (kob/ml)  
0 P≤0.05 0 P≤0.05 0 P≤0.05 0 P≤0.05 

Ortanca 0 P≤0.05 0 P≤0.05 0 P≤0.05 0 P≤0.05 

Minimum bakteri 

sayısı 
0 P≤0.05 0 P≤0.05 0 P≤0.05 0 P≤0.05 

Maksimum 

bakteri sayısı 
0 P≤0.05 0 P≤0.05 0 P≤0.05 0 P≤0.05 

Kontrol (n=15 )  

Ortalama bakteri 

sayısı (kob/ml)  
2.7x107 P≤0.05 2.0x107 P≤0.05 1.3x107 P≤0.05 1.0x107 P≤0.05 

Ortanca 11x106 P≤0.05 6.6x106 P≤0.05 3.5x106 P≤0.05 2.5x106 P≤0.05 

Minimum bakteri 

sayısı 
3.3x105 P≤0.05 2.2x105 P≤0.05 1.5x105 P≤0.05 2.0x105 P≤0.05 

Maksimum 

bakteri sayısı 
1.5x108 P≤0.05 1.3x108 P≤0.05 8.2x108 P≤0.05 6.3x108 P≤0.05 

Total (n=60 )  

Ortalama bakteri 

sayısı (kob/ml)  
7.7x106 P≤0.05 5.6x106 P≤0.05 4.0x106 P≤0.05 2.5x106 P≤0.05 

Ortanca 1.5x105 P≤0.05 0.7x105 P≤0.05 0.1x105 P≤0.05 0.02x105 P≤0.05 

Minimum bakteri 

sayısı 
0 P≤0.05 0 P≤0.05 0 P≤0.05 0 P≤0.05 

Maksimum 

bakteri sayısı 
1.5x108 P≤0.05 1.3x108 P≤0.05 8.2x108 P≤0.05 6.3x108 P≤0.05 

 

Yirmidördüncü ve 96. saatlerdeki maksimum ve ortalama bakteri sayılarına 

bakıldığında sırası ile ambroksol grubunda 24. saatte 5100x10
3
, 340x10

3
, 96. saatte 
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0,22x10
3
, 0,14x10

3
 kob/ml; kolistin grubunda 24. saate 1,6x10

7
, 3,5x10

6
, 96. saatte 

0,11x10
7
, 2,9x10

5
 kob/ml; kontrol grunda 24. saatte 1,5x10

8
, 2,7x10

7
, 96. saatte 

6,3x10
8
, 1,0x10

7
 kob/ml idi. Kolistin + ambroksol grubunda ise 24. saatten itibaren 

üreme olmadığı tespit edildi.  

ÇalıĢmada kolistin, ambroksol ve kombinasyon grubunda tüm zaman dilimlerinde 

biyofilm içindeki canlı bakteri sayısı temel alındığında her 3 grubun da antibiyofilm 

etkinlik yönünden kontrolden üstün olduğu gösterilmiĢtir (Grafik 1 ve 2).  
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V. TARTIġMA 

Biyofilm oluĢumu mikroorganizmalar için önemli bir savunma mekanizmasıdır. Kan 

akımı, tükrük gibi fiziksel yıkama gücüne karĢı dayanıklı olması, mikroorganizmalar 

için ideal bir üreme ve besin ortamı sağlamasının yanında; fagositozdan, dezenfektan 

ve antibiyotik etkilerinden de korunmalarını sağlar (14). Biyofilm içerisindeki sesil 

bakteriler planktonik bakterilere kıyasla antibiyotiklere 500-1000 kat daha 

dirençlidirler (15). Direnç geliĢimi; biyofilmi çevreleyen EPS‟lerin bariyer etkisi 

(moleküler filtre), biyofilm içerisindeki mikroorganizmaların çoğalma hızlarındaki 

değiĢiklikler, biyofilm içerisindeki mikroçevrenin antibiyotiklerin etkisini azaltması 

ve mikroorganizmalar arası iletiĢimi sağladığı düĢünülen quorum-sensing sistemi 

gibi mekanizmalarla açıklanmaya çalıĢılmaktadır (91-96, 100).  

Biyofilmlerin klinikteki asıl önemi kronik enfeksiyonlara neden olmasının yanında, 

tedavi süresinin uzamasına ve tedavi güçlüğüne yol açmasıdır. Bunun yanında tedavi 

amaçlı kullanılan antibiyotiğin biyofilm içindeki bakterilere etkiyebilmesi için 

yüksek dozlarda kullanılması gerekmektedir (15, 16). Bilindiği gibi yüksek dozlarda 

uzun süreli uygulanan tedavilerde de yan etki sıklığı artmakta, zaman zaman tedavi 

değiĢikliğine hatta tedavinin kesilmesine gerek duyulmaktadır.  

Ġmmunsupresif ajanların kullanımının artması, yabancı cisim implantasyon 

uygulamalarının yaygınlaĢması ve ortalama insan ömrünün uzaması ile birlikte 

kronik hastalıkların artması da yine biyofilm iliĢkili enfeksiyonların sık görülmesine 

sebep olur (87, 90).  

Tıbbi olarak önem taĢıyan biyofilm oluĢturan bakteriler arasında P. aeruginosa; 

hastane içinde salgınlara yolaçabilmesi, mortalitesi yüksek olan enfeksiyonlara yol 

açabilmesi, hızlı direnç geliĢtirmesi ve çoklu ilaca direnç geliĢtirebilmesi, tedavisi 

zor ve uzun süre gerektiren enfeksiyonlara yol açması nedeniyle ayrı bir öneme 

sahiptir (148-151).  



46 
 

P. aeruginosa, immün yetmezliği olan, uzun süre antibiyotik kullanan ya da 

radyoterapi alan, malign ya da metabolik hastalığı bulunan, yaĢlı, Human 

Immundeficiency Virus (HIV) ile enfekte, kistik fibrozisli, geniĢ ağır yanıklı 

kiĢilerde en önemli fırsatçı enfeksiyon etkenlerinden biridir ve doğada yaygın olarak 

bulunmaktadır (152).  

DeğiĢik çalıĢmalarda hastane kaynaklı enfeksiyonların %8-25‟inde P. aeruginosa 

sorumlu tutulmuĢtur. Bu bakteri hastanelerde nemli ortamlardan ve hasta tedavisinde 

kullanılan alet ve sıvılardan sıklıkla izole edilir ve özellikle yoğun bakım ünitesi ve 

nötropenik hastaların izlendiği birimler için daha da önem kazanmaktadır (149, 152).  

P. aeruginosa insanda farklı anatomik bölgelerde farklı koĢullarda fırsatçı 

enfeksiyonlara neden olmaktadır. Enfeksiyon geliĢiminde konak hücre yanıtı yanında 

bakteriye ait çesitli virülans faktörlerinin önemli rolü olduğu bilinmektedir. Bu 

virülans faktörleri arasında kirpik, pilus, LPS, alginat, piyosiyanin, piyoverdin, 

proteaz, elastaz, fosfolipaz C, ekzoA, ramnolipid ve biyofilm yer almaktadır (152).  

P. aeruginosa mevcut virulans faktörleri ile iliĢkili olarak ağır seyirli enfeksiyonlara 

yol açabilmektedir. Bu enfeksiyonlar arasında pnömoni (nötropenik hastalarda, 

mekanik ventilasyon desteğindeki hastalarda, kistik fibrozisli hastaların 

alevlenmelerinde ve HIV enfeksiyonunu da içeren (CD4<50 mm3)), bağıĢıklık 

sistemi baskılanmıĢ hastalardaki bakteriyemiler, yanık sonrası geliĢen yanık yarası 

enfeksiyonları, malign otitis media (diabetik hastalarda ve yüzücü kulağında), 

komplike menenjit (intrakraniyal cerrahi, kafa travması, intraventriküler shunt ve 

BOS sızıntısı ile iliĢkili) ve beyin abseleri, penetran yaralanma ve intraoküler cerrahi 

sonrası ortaya çıkan göz enfeksiyonları ve endoftalmit ile birlikte olan keratit, 

hematojen yayılım veya penetre edici travma veya cerrahi ile iliĢkili komĢu bir 

odağın yayılımı sonucu oluĢan septik artrit ve osteomyelit, deri ve yumuĢak doku 

enfeksiyonları; primer veya ektima gangrenosum, subkutan nodüller, selülit, abse, 

veziküller, püstüler veya makülopapüler lezyonlar, büller veya nekrotizan fasiit ve 

gangren gibi ortaya çıkan metastatik odaklar, intravenöz ilaç kullananlarda doğal 

kapak endokarditi ve prostetik kapak endokarditi sayılabilir (153).  
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P. aeruginosa‟ya bağlı akciğer enfeksiyonlarının en önemli özelliği kronisite 

göstermesi ve mikrobiyolojik eradikasyonunun son derece güç olmasıdır. Bunun 

temel nedeni mikroorganizmanın akciğer dokusunda kolaylıkla biyofilm tabakası 

oluĢturması ve böylelikle konak savunma mekanizmalarının yanında biyofilm 

içindeki bakteriye tedavi amaçlı kullanılan antibakteriyellerin etkisinin yetersiz 

kalmasıdır. Özellikle yapısal bozukluğu olan hastalarda ve mekanik ventilasyon 

desteği ihtiyacı olan hastalarda P. aeruginosa’ya bağlı akciğer enfeksiyonu oldukça 

sıktır. Yapılan bir çalıĢmada ventilatör iliĢkili pnömonilerin %21.8‟inde P. 

aeruginosa etken patojen olarak tespit edilmiĢtir (154). EriĢkin kistik fibrozisli 

hastaların ise %80‟inin P. aeruginosa ile enfekte olduğu bildirilmiĢtir (155).  

P. aeruginosa‟da AHL aracılı hücreden hücreye sinyal iletimi, çesitli ekstrasellüler 

virülans faktörlerinin salınımının kontrolünün düzenlenmesinde ve biyofilm 

oluĢumunda önemlidir. Sentezlenen bu moleküller lasI ve rhlI genleri olmak üzere 2 

otoindükleyici sentez geni ile bağlantılıdır. AHL molekülleri kistik fibrozisli 

hastaların akciğer sekresyonlarında saptandığı gibi in vitro P. aeruginosa biyofilm 

modelinde ve üretral kateterlerde de saptanmıĢtır (156).  

Bu çalıĢmada Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi Ġbn-Ġ Sina Hastanesi Klinik 

Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon Hastalıkları Laboratuvarı‟nda balgam ve DTA 

örneğinden tanımlanan toplam 15 P. aeruginosa suĢunda in vitro Ģartlarda ETT 

üzerinde oluĢturulan matür biyofilm üzerine kolistin ve ambroksolün tek baĢlarına ve 

kombine etkinlikleri değerlendirildi. Kolistin ve ambroksolün etkilerinin kontrole 

kıyasla tek baĢlarına ve kombine kullanımlarında matür biyofilm üzerine kontrolden 

üstün olduğu gösterildi (p≤0,05).  

Kolistinin biyofilm üzerine tek baĢına etkinliğinin tek baĢına ambroksole kıyasla 

daha yetersiz olduğu ve maksimum etkinliğine ancak 96. saatte ulaĢabildiği 

gösterilmiĢtir. Kolistin dar spektrumlu bir antibakteriyel olmasına karĢın özellikle 

hastane kökenli çoklu ilaca dirençli P. aeruginosa suĢlarına karĢı etkili olmasından 

ötürü sıkça kullanılmaktadır. VĠP, kistik fibrozis ve enfekte broĢekatazi gibi 

patogenezinde biyofilmlerin rol oynadığı enfeksiyon hastalıklarında; bilindiği gibi 
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etken patojenin, biyofilm içerisinde iken planktonik formalarına göre 

antibakteriyellere olan duyarlılığınınaza olduğu bilinmektedir (157).  

ÇalıĢmaya alınan 15 P. aeruginosa suĢunun ETT üzerinde oluĢturduğu matür 

biyofilme kolistinin tek baĢına antibiyofilm etkinliğinin kontrolden üstün olduğu 

ancak ambroksol ve kombinasyon uygulamasına göre yetersiz olduğu tespit edildi. 

Kolistinin matür biyofilm üzerine en yüksek etkinliğinin ise 72.-96. saatte elde 

edildiği tespit edilmiĢtir. Kolistinin biyofilm etkinliğini değerlendiren kısıtlı sayıda 

çalıĢma vardır. Cai Y ve arkadaĢlarının 2009 yılında yapıtığı çalıĢmada P. 

aeruginosa matür biyofilmi üzerine anlamlı etkinliğinin 8 µgr/ml konsantrasyonunda 

elde edildiği; 24. ve 48. saatlerde antibiyofilm etkinliğinin yetersiz olduğu 

belirtilmiĢtir (147). Cai Y ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmada kolistinin 24. ve 48. 

saatlerdeki etkinliğinin düĢük olması kolistinin biyofilm oluĢumunun baĢlangıç 

aĢamasına etkisinin yetersiz olması ve ancak matürasyonu tamamlanmıĢ biyofilm 

içerisindeki bakterilere etkinlik gösterebilmesi ile açıklanmaktadır. Haagensen ve 

arkadaĢları kolistinin P. aeruginosa’nın mantar Ģekline benzer biyofilm yapısı 

içerisindeki bakteriler üzerine etkinliğini değerlendirmiĢ ve kolistinin biyofilm 

tabanında yer alan; daha az aktif olduğu bilinen bakterilere, yüzeye yakın olan 

bakterilere göre daha fazla etkidiğini göstermiĢtir (158). ÇalıĢmamızda kolistinin 

anlamlı etkinliği 72. saatte ulaĢması mevcut çalıĢmalarla uyumluluk göstermektedir.  

Ambroksol bromeksinin aktif bir metabolitidir. Mukolitik ve mukokinetik etkilidir 

(123). Akciğerlerde alveol hücreleri tarafından sentezlenen doğal sürfaktan sentezini 

ve salgılanmasını arttırır (125). Hava yolu mukozası üzerindeki epitel hücrelerinden 

Na
+
 absorpsiyonunu inhibe eder. Bu yolla hava yolu yüzeyindeki sıvıda su bileĢenini 

arttırmakta ve mukus viskozitesini azaltmaktadır (127). Akciğerler üzerinde 

antiinflamatuvar etkinliğinin yanında antibiyofilm etkinliğinin de üzerinde 

durulmaktadır (131). Ambroksolün P. aeruginosa biyofilmi üzerine etkinliğini 

değerlendiren kısıtlı sayıda çalıĢma mevcuttur. Ambroksolün mukoid P. aeruginosa 

suĢu biyofilmi üzerine etkinliğinin araĢtırıldığı bir çalıĢmada 2, 5 mg/ml 

konsatrasyonunda P. aeruginosa matür biyofilm yapısını bozduğu ve kolay 

parçalanmasını sağladığı gösterilmiĢtir (136). P. aeruginosa‟nın önemli bir virulans 

faktörü olan alginat sentezini inhibe ederek matür biyofilm oluĢumunu engellemekte 
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ve antibakteriyellerin biyofilm üzerine etkinliğini arttırmaktadır. ÇalıĢmamızda 

ambroksolün tek baĢına uygulandığında etkinliğinin 24. saatten itibaren biyofilm 

içerisinde yaĢayan bakteri sayısını anlamlı oranda azalttığı ve 96. saatte de 

etkinliğinin devam ettiği gösterildi. Fare modellerinde yapılmıĢ bir baĢka çalıĢmada 

mukoid P. aeruginosa biyofilmi ile kaplanmıĢ endotrakeal tüpler kullanılarak fare 

akciğerlerinde pnömoni oluĢturulmuĢ. Entübasyonun 2. Gününden itibaren 22,5 

mg/kg dozunda günde bir kez intravenöz yolla ambroksol verilmiĢ. Tedavinin 4. ve 

7. günlerinde yapılan değerlendirmelerde; ambroksol ile tedavi edilen grupta 

biyofilm tabakasının daha ince olduğu ve yaĢayan bakteri sayısının daha düĢük 

olduğu gösterilmiĢtir. Fare akciğerlerinde yapılan histopatolojik incelemelerde 

ambroksol ile tedavi edilen grupta akciğer dokusunda daha fazla bakteri yükü olduğu 

tespit edilmiĢ. Ambroksolün biyofilm yapısını parçalayarak serbest bakteri sayısını 

arttıdığı ve buna bağlı olarak akciğer dokusuna ulaĢan bakteri sayısının da arttığı 

belirtilmiĢtir. ÇalıĢmada tedavi amaçlı ambroksol kullanımının antibakteryellerin 

etkisini arttırabileceği düĢünülmekte ve antibakteriyeller ile kombine kullanımının 

uygun olacağı bildirilmektedir (159).  

Biyofilm varlığında bakterilerin persistansının kolaylaĢtığı ve tedavisinin daha zor 

bir hal aldığı bilinmektedir. Buna bağlı olarak anti biyofilm stratejiler geliĢtirilmesi 

konusunda çeĢitli araĢtırmalar yapılmıĢtır. Yapılan bir çok çalıĢmada biyofilm 

matriksinin parçalanması hedeflenmiĢtir. Donelli ve arkadaĢlarının 2007 yılında 

yaptığı bir çalıĢmada stafilokok biyofilmi için anahtar görevi gören N asetil 1,6 

glukozamin bileĢiğinin dispersin B (çözünür ß-N glukozaminidaz) tarafından 

parçalanarak matür biyofilm oluĢumunun önlenebileceği belirtilmektedir (160).  

Chaignon ve arkadaĢları ortopedik implant yüzeyinde in vitro Ģartlarda proteinaz K, 

tripsin, pankreatin ve dispersin B enzimlerinin biyofilm yapısını bozduğunu 

göstermiĢtir. Her iki çalıĢmada da biyofilm yapısının tek baĢına bozulmasının 

tedavide yeterli olmayacağı vurgulanmaktadır. Bu nedenle antimikrobiyallerin de 

antibiyofilm stratejileri içinde yer alması gerektiği ve patogenezinde biyofilm 

yapısının rol oynadığı enfeksiyonlarda kullanım Ģekillerinin ve etkinliklerinin 

değerlendirilmesi gündeme gelmiĢtir (161).  
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N-asetil sistein (NAC), antibiyotik özelliğinde olmayan ancak antimikrobiyal özellik 

taĢıyan mukolitik bir ajandır. Yapılan çalıĢmalarda konsantrasyona bağlı olarak 

biyofilm yapısını parçaladığı ve yüksek konsantrasyonlarda antibakteriyel etkiye de 

yol açtığı gösterilmiĢtir. Biyofilm matriksini parçalamaya yönelik konsantrasyonların 

yüksek olması; intra venöz veya oral kullanımlarında etkin serum 

konsantrasyonlarına ulaĢılamaması nedeniyle lokal kullanımı önerilmektedir (162). 

Bir baĢka çalıĢmada S. aureus, S. epidemidis, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa 

ve P. vulgaris biyofilmleri üzerine NAC‟ın tek baĢına ve siprofloksasin ile kombine 

kullanımının etkinliği değerlendirilmiĢtir. Hem NAC‟ın hem de siprofloksasinin 

biyofilm üzerine etkinliklerinin doza bağlı olduğu gösterilmiĢ olup kombine 

kullanımlarının monoterapiden üstün olduğu gösterilmiĢtir. ÇalıĢmada P. aeruginosa 

biyofilmi içindeki canlı bakteri yükünü tek baĢına NAC, MĠC düzeyinde 

uygulandığında %68.2, siprofloksasin %81,4 oranında azalttığı belirtilmektedir. 

Kombine kullanımlarında ise canlı bakteri sayının %96 azalttıkları gösterilmiĢtir 

(164). BaĢka bir çalıĢmada ise K. pneumoniae biyofilm formasyonuna amikasin, 

tobramisin ve kolistinin subinhibitör konsantrasyonlarda etkileri değerlendirilmiĢtir. 

Minimum inhibitör konsantrasyonlarının yarısı konsantrasyonlarda 

uygulandıklarında amikasinin %21,2, tobramisinin %25,1 ve kolistinin %7,4 

oranında biyofilm formasyonunu inhibe ettiği gösterilmiĢtir (165).  

VĠP, P. aeruginosa, özellikle geç dönemde geliĢen enfeksiyonların önde gelen 

patojenlerindendir. VĠP patogenezinde endotrakeal tüp üzerinde geliĢen biyofilm 

tabakası, anahtar rol oynamaktadır. P. aeruginosa tedavisinde son yıllarda çoklu 

ilaca direnç geliĢtirmesi nedeniyle kolistin kullanımı giderek artmıĢtır. Çoklu ilaca 

dirençli, kolistin duyarlı P. aeruginosa’ya bağlı VĠP tedavisinde tek baĢına kolistin 

tedavisi; ETT üzerindeki biyofilm varlığı, akciğer dokusuna ve plevral kaviteye 

geçiĢinin zayıf olması nedeniyle yeterli değildir (165).  

Kolistin ve ambroksolün birlikte uygulanması halinde 24. saatten itibaren 

antibiyofilm etkinliğinin baĢladığı ve 96. saatte de devam ettiği tespit edildi. 

Kolistinin tek baĢına uygulanması durumunda 48. ve 72. saatlerde kombinasyon 

grubuna göre yeterli etkinlik sağlayamadığı gösterildi. Bu durum ambroksolün 

biyofilm oluĢumunu engellemesi ve matür biyofilmi parçalayarak bakterinin 
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kolistinin etkilerine açık hale gelmesini sağladığı, antibakteriyel etkinliğini azaltacak 

mikroçevre oluĢumunu engellediği ve biyofilmin moleküler filtre etkisini azaltması 

ile açıklanabilmektedir.  
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VI. SONUÇ 

Biyofilmler yıllardır endüstriyel bir sorun olarak karĢımıza çıkarken özellikle 

yabancı cisimlerin tıpta kullanımın artması ile birlikte enfeksiyon hastalıkları 

açısından önemi gündeme gelmiĢtir. Özellikle çoklu ilaca dirençli bakterilerin neden 

olduğu enfeksiyonların tedavisinde kullanılan antimikrobiyallerin biyofilm içindeki 

bakterilere yeterli etkisinin olmayıĢı ve enfeksiyonların kronikleĢmesini 

önleyememesi nedeni ile antibiyofilm etkinliği olan ajanların araĢtırılması ve 

antibakteriyellerin biyofilmler içindeki farmokokinetiğinin yeniden gözden 

geçirilmesi gerekliliğini doğurmuĢtur. Ambroksolle birlikte N-asetil sistein, EDTA, 

furanon türevleri gibi ajanların temel kullanım alanlarının dıĢında antibiyofilm 

etkinliklerinin de olduğu çeĢitli çalıĢmalarla gösterilmiĢtir. Ventilatör iliĢkili 

pnömoni, enfekte bronĢiektazi ve kistik fibrozis gibi kronik P. aeruginosa 

kolonizasyonu ve enfeksiyon atakları ile seyreden hastalıklarda ambroksolün 

antibakteryel ajanların yanında kullanılması; kolistinin biyofilm üzerine etkinliğini 

artırmak amaçlı kullanılmasının faydalı sonuçlar doğuracağı sonucuna varılmıĢtır. 

Ayrıca biyofilm matriksini parçalayan ajanların tek baĢına kullanımlarının 

planktonik bakteri sayısını artıracağı ve mevcut enfeksiyonun progresyonuna yol 

açabileceği göz önünde tutulduğunda tedavi stratejileri geliĢtirirken antibiyofilm bir 

ajanla antibakteriyel ajanların kombinasyonunun klinikte tercih edilmesinin gerektiği 

düĢünülmektedir. Diğer bakteriler ve farklı antibakteriyel ajanlarla olan etkinliğinin 

değerlendirilmesi için daha ileri çalıĢmalara ihtiyaç vardır.  
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VII. ÖZET 

Bu çalıĢmada kolistin ve ambroksolün in vitro Ģartlarda ETT yüzeyinde oluĢturulmuĢ 

P. aeruginosa biyofilmine etkinliği değerlendirilmiĢtir.  

Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi Ġbn-i Sina Hastanesi YBÜ‟de yatan hastalara ait; 

balgam ve DTA örneklerinden Klinik Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon Hastalıkları 

Laboratuarında izole ve identifiye edilen 27 P. aeruginosa çalıĢma kapsamına alındı. 

Biyofilm oluĢumu Kongo Red Agar besiyeri ile tespit edildi. Kongo Red Agar 

besiyerinde yapılan koloni morfolojisi ve fenotipik değerlendirme sonucu 15 P. 

aeruginosa suĢunun biyofilm üretebildiği tespit edildi. Biyofilm üreten suĢlar 

kullanılarak elde edilen bakteri suspansiyonları hazırlandı. Steril Ģartlarda 1cm‟lik 

parçalara ayrılmıĢ ETT ile birlikte, her suĢ için 4 ayrı Brain Heart Ġnfusion sıvı 

besiyerlerine ekim yapıldı. Bir günlük inkübasyon sonrası her suĢ için hazılanmıĢ 

olan 4 besiyerine kolistin, ambroksol, kolistin + ambroksol ayrı ayrı eklendi. Bir adet 

besi yeri kontrol amaçlı kullanıldı. Eklenen ajanlarla birlikte bakteriler ve ETT tekrar 

inkubasyona bırakıldı. Ġnkubasyonun 24., 48., 72. ve 96. saatlerinde her bir 

besiyerinden alınan ETT parçaları steril distile su ile yıkandıktan sonra %0,5 

Tween80 sıvılarında vortekslendi ve oluĢan suspansiyon dilue edilerek kanlı besi 

yerlerine ekildi. Bir günlük inkübasyon sonrası koloni sayım yöntemi ile bakteriler 

sayıldı.  

Ambroksol grubunda matür biyofilm içinde 24. saatte 3. 4x10
5
 kob/ml; 48. saatte 4. 

7x10
3
 kob/ml; 72. saatte 1.6x10

2
 kob/ml ve 96. saatte 1.4x10

2
 kob/ml düzeyinde 

üreme tespit edildi. Kolistin grubunda matür biyofilm içinde 24. saatte 3.5x10
6
 

kob/ml; 48. saatte 2.3x10
6 

kob/ml; 72. saatte 2.6x10
6
 kob/ml ve 96. saatte 2.9x10

5
 

kob/ml düzeyinde üreme mevcuttu. Ambroksol+kolistin grubunda matür biyofilm 

içinde 24. saatten itibaren biyofilm içerisindeki bakteri sayısı 10
3
 kob/ml‟nin altında 

izlendi. Kontrol grubunda matür biyofilm içinde 24. saatte 2.7x10
7
 kob/ml; 48. saatte 

2x10
7
 kob/ml; 72. saatte 1.3x10

7
 kob/ml ve 96. saatte 1x10

7
 kob/ml düzeyinde üreme 

tespit edildi. Elde edilen sonuçlarda kolistinin tek baĢına biyofilm üzerine 

etkinliğinin kontrolden fazla olduğu ancak ambroksolden daha az olduğu gözlendi. 
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Ambroksol ve kolistinin birlikte kullanılması halinde ise biyofilm etkinliğinin 

maksimuma ulaĢtığı gösterildi. Bu etkinin ambroksolün biyofilm yapısını ve 

maturasyonunu bozarak kolistinin biyofilm içerisine geçiĢini ve antibakteriyel 

etkinlik için uygun mikroçevre oluĢumuna bağlı olduğu düĢünüldü.  

ÇalıĢmanın sonucunda kronik enfeksiyonların önlenmesinde ve tedavisinde 

antibiyofilm strajilerin geliĢtirilmesi gerektiği, özellikle çoklu ilaca dirençli P. 

aeruginosa enfeksiyonlarında kolistin tedavisine ek olarak antibiyofilm etkinliği olan 

bir ajanın kullanılmasının uygun olacağı kanısına varıldı.  
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VIII. SUMMARY 

This study has evaluated the impact of colistin and ambroxol on P. aeruginosa 

biofilm, formed on ETT under in vitro conditions.  

Twenty-seven P. aerugniosa which has been insulated and identified in Clinical 

Microbiology and Infectious Diseases Laboratory through samples of sputum and 

DTA belonging to the inpatients in Ankara University Medical Faculty Ibn-i Sina 

Hospital ICU (intensive care unit), has been taken as the scope of this research. 

Biofilm formation has been determined with Congo Red Agar medium. It has been 

determined that 15 P. aerugniosa strains could produce biofilm in consequence of 

colony morphology and phenotypic evaluation in the Congo Red Agar medium. 

Bacteria suspensions obtained by using the strains producing biofilm have been 

prepared. Four separate Brain Heart Infusion liquid for each strain with ETT cut into 

1 cm pieces in the sterilized conditions have been inoculated to the mediums. 

Colistin, ambroxol, colistin + ambroxol separately have been added to the 4 mediums 

prepared for each strain after diurnal incubation. One medium has been used for 

control purposed. Bacteria and ETT with addition agents have been put for the 

incubation again. ETT pieces taken from every medium at 24., 48., 72. and 96. hours. 

They have been made vortex in the liquid of 0, 5 %Tween80 after being washed with 

sterilized distilled water and suspension consisted has been inoculated to the blood 

agar medium by diluting. Bacteria has been counted by colony counting method after 

diurnal incubation.  

The reproduction into the maturebiofilm in the group of ambroxol has been 

determined at a level of 3.4x10
5 

cfu/ml at 24. hour; 4.7x10
3 

cfu/ml at 48. hour; 

1.6x10
2 

cfu/ml at 72. hour; 1. 4x10
2 

cfu/ml at 96. hour. There have also been 

reproduction into the mature biofilm in the group of Colistin at a level of 3.5x10
6 

cfu/ml at 24. hour; 2.3x10
6 

cfu/ml at 48. hour; 2.6x10
6 

cfu/ml at 72. hour; 2.9x10
5 

cfu/ml at 96 hour. Number of bacteria within the mature biofilm in the group of 

Ambroxol+Colistin has been monitored beneath 10
3 

cfu/ml in the biofilm at 24. hour. 
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The reproduction into the mature biofilm within control group has been determined 

at a level of 2.7x10
7 

cfu/ml at 24. hour; 2x10
7 

cfu/ml at 48. hour; 1.3x10
7 

cfu/ml at 

72. hour; 1x10
7 

cfu/ml at 96. hour.  

It has been observed that the single efficiency of colistin on biofilm has been more 

than control, but less than ambroxol. The study has shown that when the amboxol 

and colistin have been used together, the efficiency of biofilm has reached 

maximum. It has been thought that this increasing efficiency firstly has depended on 

to the better transition of colistin into the biofilm and secondly to the suitable micro 

environmental formation for antibacterial efficiency therefor getting damaged 

biofilm structure and maturation by ambroxol.  

The outcomes of the research shows that the antibiofilm strategies should be 

developed for prevention and treatment of chronic infections and an agent having 

antibiofilm efficiency should be added to colistin treatment especially in multiple 

drug resistance. P. aeruginosa infections.  
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