KiSTIK FIBROZISTE MIKROBIYOLOQJI

ONEMLI NOKTALAR

= KFte solunum yollarinda kolonizasyona ve enfeksi-
yona en sk yol acan mikroorganizmalar
Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae,
Pseudomonas aeruginosa ve Burkholderia cepacia
komplekstir.

e |kinci derecede 6neme sahip olanlar ise solunum
sinsityal virus, influenza virus ve Aspergillus
fumigatus'tur.

= Non-tiiberkiiloz mikobakteriler, Stenotrophomonas
maltophilia ve Achromobacter xylosoxidans KF'te
son yillarda gittikce artan siklikta izole edilmektedir,
ancak patojenik rolleri hentiz kesinlik kazanmamistir.

= P. aeruginosa KF'te solunum yollarinda hastaliga yol
acan en onemli patojendir. ilk izole edilen
P. aeruginosa suslar nonmukoid koloni tipinde olup,
pek ¢ok antibiyotige duyarlidir. Zaman icinde olgula-
rin cogu “mukoid” fenotipte P. aeruginosa suslari ile
kronik enfeksiyon gelistirirler. Mukoid susun saptan-
masi enfeksiyonun kroniklestiginin en 6nemli goster-
gesidir.

= KFteki balgamin yogun vizkdz yapisi, polimikrobiyal
Uremeler ve bazi bakterilerin yavas Greme hizi gos-
termeleri nedeniyle kiltirlerin degerlendiriimesi
oldukca glictur ve deneyim gerektirmektedir.

= Kullanimda olan ticari otomatize sistemlerin cogu
KF patojenlerini dogru tanimlamada ve antibiyotik
duyarllik sonuglarini saptamada yetersiz kalmak-
tadir.

= KF'te sekresyonlar siklikla vizk6z oldugundan 6rnek-
lerin uygun bir yontemle ¢6zinmesi gerekmektedir.
Bu amagla balgam dithiothreitol veya DNase gibi
mukolitik ajanlar ile muamele edildikten sonra sulan-
dinlmali ve kantitatif kiltur yapiimalidir.

= Polimikrobiyal kolonizasyon/enfeksiyon, KF icin
karakteristik oldugundan 6rnekte bulunan her mik-
roorganizmanin ayri ayri izole edilmesi ve tanimlan-
masi gerekmektedir.

= Mukoid P. aeruginosa kiltur plaklarinda siklikla diger
gram negatif ve pozitif bakterileri kapatarak izolas-
yonlarini zorlastirdigi icin KF solunum yolu drnekleri-
nin mikrobiyolojik degerlendirmesi icin secici besiyer-
lerinin kullaniimasi gerekmektedir.

Solunum yolu enfeksiyonlari kistik fibrozis (KF) olgula-
rinda morbidite ve mortaliteden en sik sorumlu olan kli-
nik durum olarak kabul edilmektedir. KF’te goriilen solu-
num yolu enfeksiyonlari siklikla polimikrobiyal 6zellikte
olup, tedavi ile eradikasyon her zaman mumkin olma-
maktadir. KF'te solunum yollarinda kolonizasyona ve
enfeksiyona en sik yol agan ve esas dnemli olan mikroor-
ganizmalar Staphylococcus aureus, Haemophilus influen-
zae, Pseudomonas aeruginosa ve Burkholderia cepacia
kompleks olup, ikinci derecede 6neme sahip olanlar ise
solunum sinsityal virus, influenza virus ve Aspergillus
fumigatus olarak siralanabilir. Non-tiiberkiiloz mikobakte-
riler  (NTM), Stenotrophomonas maltophilia ve
Achromobacter xylosoxidans bu olgularda son yillarda
gittikce artan siklikta izole edilmekle birlikte, bu mikroor-
ganizmalarin patojenik rolleri hentiz kesinlik kazanmamis-
tir [1-5].

KF'te mikrobiyal ekolojiye bakildiginda (¢ nokta dik-
kati gcekmektedir. Birinci nokta KF’te farkli tirde bakteri,
veya bakteri, virus ve mantarlarin siklikla koenfeksiyon
yapmasi; ikinci nokta ise koenfeksiyon yapan bu tirlerin
birbirlerine karsi sinerjistik ve/veya antagonistik dzellikte
olmasidir. Dikkati ceken son nokta ise bu patojenlerin KF
akcigerlerinde ortaya ¢ikan segici baski ortaminda evrim-
lesmeleri ve bu nedenle bazi farklilik ve avantajlar kazan-
malaridir [6]. Koenfeksiyon ayni tir bakterinin tamamen
farkl fenotip ve genotipteki suslari ile de gerceklesebil-
mektedir. Yapilan arastirmalar bir KF balgam 6rneginde
farkli fenotipte P. aeruginosa izolasyonunun bir ile alti
arasinda degistigini gostermektedir [6]. Kronik enfeksi-
yon ortaminda gerceklesen evrimlesme sirasinda bakteri
dogal olarak genetik degisikliklere ugrayabilmektedir. Bu
genetik degisiklikler bakterinin antibiyotiklere ve konagin
savunma mekanizmalarina direng gdéstermesini saglaya-
rak bakterinin yasam sansini arttirmakta ve enfeksiyonun
kaliciigina neden olmaktadir.

Farkli mikroorganizmalar arasindaki etkilesim sinerjistik
veya antagonistik 6zellikte olabilmektedir. KF mikrobiyolo-
jisinde uzun suredir kabul goren bir gercek hastaligin
erken donemlerinde gelisen S. aureus kolonizasyonu/
enfeksiyonunun solunum yollarini P. aeruginosa’ya duyarli
hale getirmesidir. Benzer bir iliski solunum sinsityal virus ve
P. aeruginosa arasinda da gosterilmistir. Mukoid P. aerugr-
nosa ile kronik kolonizasyonun S. maltophilia, A. xylosoxi-
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dans ve Mycobacterium abscessus gibi nadir gorilen bak-
terilerle enfeksiyonu kolaylastirdigi da one strilmektedir
[2,6]. Antagonistik iliskiye en guzel 6rnek ise yine S.
aureus-P. aeruginosa arasinda gorilen kompetetif iliskidir.
P. aeruginosa, S. aureus ve diger gram pozitif bakterileri
parcalayarak aciga ¢cikan demiri kendi Gremesi icin kullan-
maktadir.

KF'TE KOLON!ZASYON VE_ENFEKSiYONA
YOL ACAN MIKROORGANIZMALAR

Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa KF'te solunum yollarinda hastaliga yol
acan en dnemli patojendir. AP. aeruginosa'nin alt solunum
yollarina yerlesmesi artan morbidite ve mortalite ile iligki-
lendirilmektedir. ilk izole edilen P. aeruginosa suslari
nonmukoid koloni tipinde olup, pek ¢ok antibiyotige
duyarlidir. Bazi arastiricilar bu devrede yogun bir antimik-
robiyal tedavi ile eradikasyonun saglandigini ileri sirmek-
tedirler [5]. Ancak zaman icinde olgularin ¢ogu “mukoid”
fenotipte P. aeruginosa suslar ile kronik enfeksiyon gelis-
tirmektedirler. Mukoid susun saptanmasi enfeksiyonun
kroniklestiginin en 6nemli gostergesidir. Mukoid suslar
solunum yolunda, bir tur ekzopolisakkarit olan aljinattan
zengin biyofilmler seklinde yasamaktadirlar. KF hastala-
rinda solunum yollarinda gelisen enflamatuvar yanit sira-
sinda olusan oksijen radikallerinin bakteri genomunda
mutasyonlara yol agarak aljinat sentezini indukledigi gos-
terilmistir. Bakteriler ortam kosullarina bagl olarak mole-
kiiler organizasyonlarini degistirebilmekte ve bdylelikle
farkli patojenite segeneklerine sahip olma yetenegi
kazanmaktadirlar. Bu durum bakteri acisindan cesitli
avantajlar saglamaktadir. Biyofilmi olusturan hiicreler
ekzopolisakkarit matriks sayesinde ortamdaki besin mad-
delerini kolaylikla yakalayip yogunlastirirlar. Biyofilm igin-
de Ureme sayesinde P. aeruginosa hem antibiyotiklerin
etkisinden hem de akcigerlerdeki immdin yanittan korun-
maktadir [7-9].

KF hastalarinda kolonize olan P. aeruginosa suslar
erken yaslarda genetik heterojenite gosterirken zamanla
solunum yollarina yerlesen P. aeruginosa genotipinin
degismedigi, hastaligin stabil oldugu ve alevlenme gos-
terdigi donemlerde ayni genotipi gdsteren susun izole
edildigi izlenmektedir [9].

KF hastalarinda P. aeruginosa kolonizasyonunun era-
dikasyonunda kritik nokta bakteri izolasyonunun bakteri
solunum yollarina ilk yerlestigi zaman yapilabilmesidir.
Bilindigi gibi bu dénemde P. aeruginosa genellikle non-
mukoid 6zellikte olup, antibiyotiklere duyarlidir [5,10].
Enfeksiyon kroniklestikce P. aeruginosa suslari bazi feno-
tipik degisimlere ugradiklarindan mikrobiyolojik tanilarin-
da da guglik yasanmaktadir. Ayni zorluk antibiyotik
duyarlilik testlerinin yorumunda da gorulmektedir
[11,12].

P. aeruginosa’y: kulturde saptamanin gicligu ve bazi
durumlarda saptamada ge¢ kalma anti-Pseudomonas
antikorlarinin tanidaki yerini glindeme getirmistir. Cesitli

prospektif calismalar serolojik ydontemlerle antikor saptan-
masinin kilttr pozitifliginden 6nce gerceklesebilecegini ve
P. aeruginosa kolonizasyonunu erken belirleme agisindan
tanisal degeri oldugunu ileri surmektedirler [13-15].
P. aeruginosa’ya ait virulans faktorlerinden ekzotoksin A,
elastaz, fosfolipaz C ve proteaza karsi saptanan antikor
titreleri erken anti-pseudomonal tedaviye olanak saglaya-
rak hastalik prognozunu olumlu yonde etkileyebilmekte-
dir. Ratjen ve ark. anti-pseudomonal antikorlarin tedavi
izleminde de faydali oldugunu, basarili bir tedavi sonun-
da antikor titresinin anlaml dl¢tude dustigund vurgula-
maktadirlar [15].

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus 10 yasini gegen KF olgularinin
yaklasik %50’sinde saptanan bir bakteridir. S. aureus
siklikla KF olgularinda solunum yolu 6rneklerinden ilk
izole edilen patojendir [4, 16]. S. aureus’a bagl morbidi-
te ve mortalite yiiksek olmamakla birlikte solunum yolla-
rnnda S. aureus’a bagl gelisen hasarin P. aeruginosa ile
kolonizasyonu kolaylastirdigi ileri strulmektedir. Bu
nedenle KF olgularinda S. aureus eradikasyonu oneril-
mektedir. S. aureus nazal tasiyiciligi KF olgularinda daha
yuksektir [17]. S. aureus hastadan hastaya veya aile Uye-
leri arasinda siklikla gecis gosterebilmekte ve ayni sus ile
uzun sureli kolonizasyon ve/veya enfeksiyon gelisebil-
mektedir [17].

KF olgularindan izole edilen S. aureus suglarinin bir
0zelligi okzotrofik formlarin sik gorulebilmesidir. Bu okzot-
rofik formlar daha ©nceden “timidin bagiml izolatlar”
olarak tanimlanirken giinumiizde “ktcuk koloni varyantlari
(KKV)” olarak isimlendirilmektedirler. KKV mikrobiyolojik
besiyerlerinde yavas Ureyen, tipik S. aureus morfolojisi
gostermeyen ve normal S. aureus suslarina gore antibiyo-
tiklere daha ylksek oranlarda diren¢ gosteren turlerdir.
KKV, S. aureus'un KF solunum yollarinda kaliciigi ile iliski-
lendirilmektedir. KKV’nin daha ¢ok hicre ici yerlesim gos-
termeleri, konak savunma mekanizmalarina daha direngli
olmalarina neden olmaktadir [18,19]. S. aureus KKV’nin,
KF hastaliginda gorilme oraninin yiksek oldugu saptan-
mistir. KF hastalarinda S. aureus prevalansini inceleyen
prospektif bir calismada hastalarin %72.2’sinin S. aureus
ile enfekte oldugu, bunlarin %46’sinda S. aureus KKV
bulundugu belirlenmistir [20]. S. aureus KKV kronik
P. aeruginosa kolonizasyonu olan olgularda daha sik gorl-
mektedir. Bu durum hem A. aeruginosa tarafindan salgila-
nan 4-hidroksi 2-heptilkinolin-N-oksid maddesine hem de
biyofilm ortaminda S. aureus’un ortama daha kolay uyum
saglayan KKV formuna donlisme mekanizmasina baglan-
maktadir [21]. S. aureus KKV hem antibiyotik direnci hem
de solunum yolu enfeksiyonunun kaliciigi agisindan énem
tasidigindan KF hastalarinin solunum yolu 6rneklerinde
dikkatle degerlendirilmeli ve rapor edilmelidir.

Metisilin direncli S. aureus (MRSA) suslari ile koloni-
zasyon ve enfeksiyon orani tim topluluklarda arttigi gibi
KF populasyonunda da artis gostermektedir. Bu oran
farkli merkezlerde %0-23 arasinda degismektedir [19].
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KF’te kronik MRSA enfeksiyonu ciddi bronsektazi ile iliski-
lendirilse de MRSA enfeksiyonu ile akciger fonksiyonlari-
nin kétlesmesi arasindaki iliskiye yonelik sonuglar ¢eliski-
lidir. Kronik MRSA enfeksiyonunun solunum fonksiyonla-
rni bozdugu ve daha yogun bir tedavi gerektirdigi sap-
tanmakla birlikte gegici MRSA kolonizasyonunun akciger
fonksiyonlari Gzerine belirgin bir etkisi olmadig ileri strtl-
mektedir [22]. Miall ve ark. MRSA enfeksiyonunun solu-
num fonksiyonlar Uzerine belirgin bir etkisi olmadigini
ancak KF'li ¢ocuklarda biyume Uzerine negatif etkisi
oldugunu 6ne sirmektedirler [23]. MRSA ile kolonize
pek cok KF olgusunun AP. aeruginosa, B. cepacia komp-
leks ve diger bakterilerle de kolonize/enfekte oldugu g6z
online alinirsa, MRSA’nin KF’teki klinik 6nemini kesin
olarak aciga ¢ikarmak her zaman olasi degildir.

Haemophilus influenzae

H. influenzae 0Ozellikle ¢cocuk KF olgularinda ugtinct
siklikta izole edilen patojen olup erigkin olgularda nadiren
saptanmaktadir. KF olgularindan izole edilen H. influenzae
izolatlarinin biyiik cogunlugu kapsulsuz tiplerdir. Cocuk
KF olgularinda siklikla izole edilen bu bakterinin KF akciger-
lerinde gelisen patolojideki rolleri heniiz acikliga kavusma-
mistir. KF'te H. influenzae izolasyonu ile ilgili olarak karsi-
lagilan en buyuk problem balgam 6rneginde siklikla bulu-
nan mukoid P. aeruginosa suslarinin kullanilan besiyerle-
rinde H. influenzae kolonilerini kaplamasi ve izolasyonu
hemen hemen olanaksiz hale getirmesidir [2,11].

Burkholderia cepacia Kompleks ve

Diger iliskili Bakteriler

KF solunum yolu hastaliginin daha ge¢ dénemlerinde
izole edilen bakteriler B. cepacia kompleks, Stenotrop-
homonas maltophilia ve Achromobacter xylosoxidans ola-
rak siralanabilir. Bunlar arasinda en ciddi patolojiye yol agcan
B. cepacia kompleks grubunda bulunan patojenlerdir. B.
cepacia kompleks icinde yaklasik 10 farkli genomovar
bulunmakta olup, bunlar i¢inde B. multivorans (genomovar
I) ve B. cenocepacia (genomovar Ill) en sk hastaliga yol
acan turlerdir (Tablo 1). B. cenocepacia hizla ilerleyen nek-

rotizan pndémoni ve olumle karakterize “cepacia sendro-
mu” olarak tanimlanan bir kliniJe neden olmaktadir
[24,25]. B. cepacia dncelikle bir bitki patojeni olarak bilin-
mektedir. Ayni zamanda B. cepacia kompleks turleri siklikla
tarm alaninda biyopestisid ve triin gelistirme ajani olarak
kullaniimaktadir [26].

Bu komplekste yer alan tirler siklikla ¢oklu antibiyotik
direnci tagimakta ve hastadan hastaya kolaylikla gegebil-
mektedir. Capraz bulagin yani sira yeni olgularin daha ¢ok
cevreden sporadik kazanima bagl oldugu distunilmekte-
dir. B. cepacia kompleks prevalansi merkezler arasinda
buyik degiskenlik géstermekle birlikte herhangi bir epide-
minin s6z konusu olmadigi bolgelerde genellikle %10’un
altindadir. Tur dagilimi cografi bolge ve enfeksiyon kontrol
Onlemlerinin uygulanmasina gére dedismektedir. Medikal
cihazlarin, dezenfektanlarin ve fizyoterapi igin kullanilan
bazi aletlerin B. cepacia kompleks tarafindan kontaminas-
yonunun salginlara yol actigi bilinmektedir [26].

KF'te B. cepacia kompleks’e ait olarak en sik sapta-
nan patojen B. cenocepaciadir. B. cenocepacia Kuzey
Amerika ve italya’da daha yayginken, B. multivorans
Avrupa’nin diger bolgelerinde daha yaygindir [26,27].
Ancak ingiltere ve ABD’de bu bakterinin yayilimini engel-
lemek amaciyla uygulanan siki enfeksiyon kontrol énlem-
leri sonucunda KF populasyonunda B. cenocepacia preva-
lansi giderek azalirken B. multivorans sikhginin arttigi
izlenmektedir [26].

Avrupa, Amerika ve ingiltere’deki KF Enfeksiyon
Kontrol gruplarinin olusturdugu goris birligi sonucu
2004 yilinda yayinlanan dékimanlarda KF’li olgularin B.
cepacia kompleks varligi ve capraz bulas agisindan diizen-
li mikrobiyolojik stirveyansi onerilmektedir. Ozellikle B.
cenocepacia tanimlanan bir hastanin diger KF hastalarina
capraz bulagi 6nlemek icin izole edilmesi gerektigi belirtil-
mektedir [5,25].

KF hastalarinda Burkholderia turleri disinda diger non-
fermentatif gram negatif basillere de rastlanmaktadir.
Bunlar arasinda bulunan Stenotrophomonas maltophilia
distk virtilansa sahip firsatci bir patojen olarak bilinmek-

Tablo 1. Burkholderia cepacia kompleks genomovarlari (Gowan 2007, Mahentiralingam 2008’den modifiye edilmistir)

Tar Genomovar
Burkholderia cepacia |
Burkholderia multivorans I
Burkholderia cenocepacia I

Burkholderia stabilis \Y
Burkholderia vietnamiensis V
Burkholderia dolosa Vi
Burkholderia ambifaria Vil
Burkholderia anthina Vil
Burkholderia pyrocinia IX
Burkholderia ubonensis X

Gapraz bulas riski KF akciger hastaliginda rolu

+ +
+ +
+ +
? i
? +
+ +
?
? +
+ ?
?

?: Yeterli klinik veri bulunmamaktadir, +: ¢cok zayif olasilikli
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le birlikte immunkompromize olgularda ciddi nozokomi-
yal enfeksiyonlara yol acabilmektedir. S. maltophilia gibi
Achromobacter xyslosoxidans da KF olgularinda giderek
artan oranlarda izole edilmektedir [2,3]. Bunun nedeni
hem bu olgularin yasam surelerinin uzamasina bagl ola-
rak solunum yollarini kolonize eden mikroorganizma
cesitliliginin artmasi hem de gelisen mikrobiyolojik tani
tekniklerine bagl olarak tanimlanabilen tirlerin artmas-
dir. B. gladioli, B. cepacia kompleks disinda bulunan bir
tir olup akut solunum yolu enfeksiyonu, apse ve trans-
plantasyon sonrasi komplikasyonlarla iliskilendirilmekte-
dir. Son yillarda KF drneklerinden tanimlanan tirler arasi-
na Ralstonia ve Pandoraea tirleri de katilmistir [3].
Ralstonia turlerinin KF'teki klinik 6¢nemi bilinmemekle
birlikte, son yillarda yayinlanan raporlar Pandoraea turle-
rinin ciddi solunum yolu hastaligi ve bakteriyemiden
sorumlu olabilecegini belirtmektedirler [28]. Prevelansin
artmasina ragmen tim bu tdrlerin KF solunum yolu has-
taligindaki patojenik rollerine dair kesin kanit heniz
bulunmamaktadir. Bu bakteri tirleri ile ilgili en énemli
problem yanlis olarak B. cepacia kompleks Uyeleri olarak
tanimlanmalari ve bu nedenle hastaya ciddi medikal,
psikolojik ve sosyal yik getirmesidir.

Non-tuberkuloz Mikobakteriler

KF’te non-tuberkiloz mikobakterilere (NTM) baglh
hastalik tanimlanmasi, KF’in ciddi ilerleyisi yaninda NTM’e
bagli hastaligin yavas ilerlemesi, NTM ve KF’e bagli klinik
ve radyolojik bulgularin ¢akismasi gibi nedenler dolayisiy-
la glcluk gostermektedir. Bazi olgu raporlar NTM enfek-
siyonu ile KF’te klinik ve radyolojik bulgularin kottlesmesi
arasinda bir iliski kurarken, diger ¢alismalar NTM izolasyo-
nu ve buna bagl ortaya ¢ikan etkiler arasinda uzun bir
zaman araligi oldugunu vurgulamaktadirlar [28,29]. Bazi
olgularda ise gegici bir NTM tastyicihdr oldugu saptanmis-
tir [29]. Olivier ve ark.nin ABD’de 21 KF merkezinden
yaklasik 1000 olgunun izlemi ile gerceklestirdikleri calis-
manin sonuglarina gére NTM prevalansi %13 olup, bun-
larin %72’si Mycobacterium avium kompleks ve %16’si
Mycobacterium abscessus'dur. Bu ¢alismada NTM pozitif
bulunan olgularin %40" 40 yasin Ustiinde olup, akciger
patolojilerinin daha hafif diizeyde oldugu, daha fazla S.
aureus ancak daha az P. aeruginosa kolonizasyonuna
sahip olduklari belirlenmistir [29].

NTM’nin KF klinigi Uzerine olan etkileri konusunda
farkli veriler bulunmaktadir. KF'te en belirgin klinige
M.abscessus'un yol actigi bildirilmektedir. NTM kiltlra
acisindan bir kez pozitif olan bir KF olgusunda klinik gidi-
sin bozulacagdr veya mikobakteriyel enfeksiyona yonelik
bir patoloji gelisecegdi sdylenemez. Ote yandan NTM ag-
sindan birkag kez kiltur pozitifligi olan ve balgam yayma-
sinda aside direncli basil saptanan olgularda klinik olarak
anlamli NTM enfeksiyonu gelismesi daha olasidir. NTM
acisindan pozitif kdlturd olan bazi KF olgularinin anti-
tlberkiloz tedaviye yanit vermeleri, bu bakterilerin
KF’teki klinik dnemlerine dikkat ¢cekmektedir [2,28,29].

Aspergillus ve Diger Mantarlar

Mantarlar KF olgularinin solunum 6rneklerinde siklikla
saptanmaktadir. Aspergillus fumigatus olgularin %40-
60’indan, Candida albicans %75-90’indan izole edilmek-
tedir. Mikrobiyolojik tani tekniklerindeki ilerleme ile birlik-
te bu olgulardan sik izole edilen mantarlar arasina
Scedosporium turleri de girmistir. KF'te Aspergillus tirleri
astim, alerjik bronkopulmoner aspergillozis (ABPA),
aspergilloma ve nadiren gercek doku invazyonu ile karak-
terize enfeksiyona yol acarlar. KF’te aspergillozis tanisi
klinik bulgularin értiismesinden dolay guglik gostermek-
tedir [30,31].

Aspergillusa bagl en sk gorilen hastalik tablosu
ABPA’dir. ABPA KF olgularinin yaklasik %10’unda gordl-
mektedir. Akcigerlerde A.fumigatusa bagl gelisen bir
asin duyarllik tepkimesi olan ABPA siklikla ylksek IgE
duzeyleri ve yuksek eozinofil sayisi (>1000/mm?3) ile
karakterizedir. KF'te sik antibiyotik kullanimi fungal kolo-
nizasyonu kolaylastirmaktadir. KF’te ABPA gelisimi igin en
onemli risk faktorlerinden biri de atopidir. Epizodik ve
tekrarlayan bir hastalik olan ABPA, KF’te pulmoner hasta-
lik bulgularinin kéttlesmesine yol agmaktadir [2,31].

A. fumigatus'un disinda Scedosporium apiospermum,
Aspergillus terreus, Exophiala dermatitidisve Scedosporium
prolificans da KF'te solunum yollarinda kronik kolonizasyo-
na neden olabilirler [30]. Fungal kolonizasyonun KFte
solunum yolu hastaligi Uzerine etkisi tartismali olmakla
birlikte filament6z mantarlarla kolonizasyonun lokal enf-
lamatuvar yaniti arttirabilecegi ve bunun da akciger fonk-
siyonlarini kotilestirebilecegdi goz éniinde bulundurulma-
lidir. Fungal kolonizasyonun saptanmasi 0zellikle akciger
transplantasyonu planlanan olgularda ciddi 6neme sahip-
tir. KF olgularinin balgam 6rneklerinde Candlida tirleri de
siklikla izole edilmektedir. Genis spektrumlu antibiyotikle-
rin yogun kullanimlari sonucunda mukozalarin Candida
turleri ile kolonizasyonu beklenen bir sonugtur. Ancak
Candida turlerinin alt solunum yolu enfeksiyonu olusu-
munda rolleri olduguna dair bir bulgu heniiz bulunma-
maktadir [2].

KF'TE MIKROBIYOLOJIK ORNEKLERIN
LABORATUVAR ANALIZ

Etken Mikroorganizmalarin izolasyonu ve

Tanimlanmasi

KF mikrobiyolojisinde balgam ve bronkoalveolar lavaj
(BAL) kulturinun kantitatif yapiimasi Onerilmektedir.
Kantitatif kultdr ile elde edilen sonuclar 6zellikle antipse-
udomonal antimikrobiyal tedavi sonuglarinin izlenmesin-
de yarar saglamaktadir. Kantitatif kiltir sonuclar deger-
lendirilirken gecerli olan kriter balgam veya BAL’da
>105cfu/ml bakteri bulunmasinin alt solunum yolu enfek-
siyonu lehine yorumlanmasidir.

KF olgularinin solunum yolu 6érneklerinin degerlendi-
rilmesi mikrobiyoloji laboratuvarlar igin cesitli yonlerden
zorluk tasimaktadir. Balgamin yogun vizkdz yapisi, poli-
mikrobiyal Gremeler ve bazi bakterilerin yavas treme hizi
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Tablo 2. KF solunum yolu patojenlerinin kiltird icin énerilen kosullar

Organizma Besiyeri

Haemophilus influenzae
at kanl cikolata agar

Staphylococcus aureus Mannitol tuz agar

Columbia kanl agar

Pseudomonas aeruginosa MacConkey agar

EMB agar?

BCSAP, OFBL®
MacConkey agar

Burkholderia cepacia complex

Stenotrophomonas maltophilia MacConkey agar

EMB agar

MacConkey agar
EMB agar

BCSA, OFBL
MacConkey agar
EMB agar
BACTEC
Léwenstein Jensen

Achromobacter xylosoxidans

Ralstonia, Pandoraea, Inquilinus

Nonttiiberkiiloz mikobakteriler

Aspergillus spp.

300 pg/ml basitrasin igeren

Sabouroud dekstroz agar

inkiibasyon kosullari Tanimlama metodu

35-37°C, %5-10 CO,, Konvansiyonel
72 saat
35-37°C, normal atmosfer, Konvansiyonel
72 saat
35-37°C, normal atmosfer, Konvansiyonel
72 saat
35-37°C, normal atmosfer, Molekuler
96 saat
35-37°C, normal atmosfer, Konvansiyonel
72 saat
35-37°C, normal atmosfer, Konvansiyonel, molekler
72 saat
35-37°C, normal atmosfer, Molekdiler
96 saat
37°C, normal atmosfer, PCR RFLP¢

6-8 hafta Sekans analizi
30°C, normal atmosfer, Konvansiyonel
3 hafta

2 Eosin methylene blue agar, °: Burkholderia cepacia selective agar, °: Oxidative fermentative bacitracin lactose agar, ¢: Restriction fragment length poly-

morphism

goOstermeleri nedeniyle kalturlerin  degerlendirilmesi
oldukca guctir ve deneyim gerektirmektedir. Bunun yani
sira kullanimda olan ticari otomatize sistemlerin cogu KF
patojenlerini dogru tanimlamada ve antibiyotik duyarlilik
sonuclarini saptamada yetersiz kalmaktadir. KF’te sekres-
yonlar siklikla vizkdz oldugundan oOrneklerin uygun bir
yontemle ¢oziinmesi gerekmektedir. Bu amagla balgam
dithiothreitol veya DNase gibi mukolitik ajanlar ile mua-
mele edildikten sonra sulandirimali ve kantitatif kaltar
yapiimalidir [32].

Polimikrobiyal kolonizasyon/enfeksiyon KF icin karak-
teristik oldugundan &rnekte bulunan her mikroorganiz-
manin ayri ayri izole edilmesi ve tanimlanmasi gerekmek-
tedir. Mukoid P. aeruginosa kultir plaklarinda siklikla
diger gram negatif ve pozitif bakterileri kapatarak izolas-
yonlarini zorlastirmakta hatta 6nlemektedir. Bu nedenle
KF solunum yolu drneklerinin mikrobiyolojik degerlendir-
mesi icin segici besiyerlerinin kullaniimasi gerekmektedir
(Tablo 2). KF ortaminda ¢cogu bakteri yavas Ureme fazina
gectiginden, ekim yapilan besiyerlerinin 48-96 saat inku-
basyonu bakteri izolasyon sansini arttirmaktadir.

KF orneklerinden S. aureus izolasyonu icin 6nerilen
besiyeri mannitol-tuz agar (MSA) dir. MSA ayni zamanda
S. aureus kiglk koloni varyantlarinin izolasyonu icin de
Onerilen besiyeridir. S. aureus'a 6zgu secici bir besiyeri
olan CHROMagar Staph aureus (CSA)in duyarliligi
MSA’dan daha yiiksektir, MSA’ya gore daha hizli sonug
vermektedir ancak rutin uygulama icin maliyeti yuksek bir
besiyeridir. Orneklerde S. aureus KKV'nin yavas (redigi
dikkate alinarak MSA’da inkibasyon siresi 72 saate
kadar uzatiimali, mannitol pozitif veya negatif, kigik

koloniler KKV agisindan ileri incelemeye alinmalidir
[11,25].

P. aeruginosa pek cok besiyerinde kolaylikla tiremek-
tedir. KF kulttrlerinde Ureyen P. aeruginosa suslar ile
ilgili problem bir drnekte ¢ok farkli morfotiplerde Ureye-
bilmeleri ve bunlarin tek tek tanimlanma ve antibiyogram
gerektirmesidir. Bir diger sorun bu hastalarda karakteris-
tik koloni morfolojisi, pigment gdstermeyen, yavas Ure-
yen atipik ozellikte P. aeruginosa izolatlarimin varligidir.
Standart mikrobiyolojik yéntemlerle zor tanimlanabilen
bu izolatlarin ticari tanimlama sistemleri ile de dogru
tanisinda problemler yasanmaktadir. Saiman ve ark. oto-
matize sistemlerle non-mukoid P. aeruginosa izolatlarinin
%57’sinin, mukoid izolatlarin ise %40’ inin P. aeruginosa
olarak dogru tanimlanabildiklerini saptamislar ve sistem-
de inkiibasyonun 48 saate uzatilmasi ile dogru tanimlan-
maoranininarttigini belirtmislerdir [33,34]. Wellinghausen
ve ark. ise tipik P. aeruginosa morfolojisi gdstermeyen
izolatlarin  %59’unun tanimlanamadigini veya yanlis
tanimlandigini belirtmisler ve molekuler yontemlerin KF
izolatlarinin dogru tanisi igin gerekli oldugunu vurgula-
mislardir [35].

izole edilen bakterilerin dogru tanimlanmasi bu bak-
terilerin klinik 6nemlerini ve tedavi gereksinmesini de
dogrudan etkilediginden biyuk énem tasimaktadir. KF'e
0zgu akciger ortaminda kronik kolonizasyon yapan bak-
teriler siklikla fenotipik degisikliklere ugramaktadirlar. Bu
nedenle Ozellikle gram negatif non-fermentatif basillerin
tur dizeyinde dogru tanisi icin otomatize ticari tani sis-
temlerine degil, standart metotlara basvurulmasi éneril-
mektedir. P. aeruginosa izolatlar i¢in belirtildigi gibi tim
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diger gram negatif non-fermentatif bakteriler icin de
kesin taniya yonelik molekdler yontemlerin uygulanmasi
gerektigi belirtiimektedir. Bu amagla B. cepacia komp-
leks, A. xylosoxidans, Ralstonia ve Pandoraea basta
olmak Uzere gram negatif non-fermentatif bakterilerin
molekdler tanilari igin 16S ribozomal DNA sekanslarina
yonelik PCR ydntemleri gelistirilmistir ve referans merkez-
ler basta olmak Uzere bazi laboratuvarlarda uygulanmak-
tadir [35-37].

Mycobacterium Tirleri

M.tuberculosis KF'te nadir olarak izole edilmektedir.
Ancak 1990’lardan itibaren non-ttiberkiiloz mikobakteri-
lerin (NTM) bu olgulardaki izolasyon sikhiginin arttigina
dair raporlar bildiriimektedir. KF drneklerinden NTM izo-
lasyonu icin dikkat edilmesi gereken nokta 6rnegin
uygun sekilde dekontaminasyonunun yapimasidir. Bu
amagcla N-asetil sistein NaOH uygulamasini takiben oksa-
lik asit uygulamasi P. aeruginosa’ya bagl kontaminasyo-
nu azaltarak NTM izolasyonunu arttirmaktadir [38]. NTM
izolasyonu amaciyla BACTEC gibi otomatize sistemlerin
kullanimi ve izolatlarin tir dizeyinde tanimlanmasi icin
PCR-RFLP analizi tercih edilen yontemlerdir. NTM izolas-
yonu bu hastalarda genellikle gegici olmakla birlikte ali-
nan balgam yaymalarinin aside direncli basil yontinden
stirekli pozitif olmasi enfeksiyon olasihgini giiclendirmek-
te ve tedaviyi gerektirmektedir.

Antibiyotik Duyarhlik Testleri

KF hastalarinin yasam surelerinin artisinda antimikro-
biyal tedaviler en 6nemli rollerden birini oynamaktadir.
Hastaligin erken donemlerinde izole edilen patojenler
genellikle antibiyotiklere duyarli iken yas ilerledikce gide-
rek artan antibiyotik baskisi altinda P. aeruginosa basta
olmak Uzere pek cok bakteride artan bir antibiyotik
direng problemi ile karsilasiimaktadir. Coklu direncli veya
tum antibiyotiklere direncli (“panrezistan”) izolatlarin
orani gesitli merkezlerde giderek artmaktadir. Enfeksiyon
hastaliklarinin dogru tedavisinde temel ilke etken olan
patojenin tanimlanmasi ve antibiyotik duyarliik test
sonuglarina gére en uygun tedavinin baslanmasidir.
Gunumuzde gecerli olan konvansiyonel antibiyotik duyar-
lilik testleri daha ¢ok parenteral yolla uygulanan antibiyo-
tiklere, ilag dagilimi igin bilinen farmakolojik modellere ve
in-vitro kosullarda Uretilen logaritmik Greme dénemindeki
homojen planktonik bakteri populasyonlarina gore stan-
dardize edilmistir. KF &rneklerinde konvansiyonel yon-
temlerle yapilan antibiyotik duyarllik testlerinin klinik
yaniti belirleyici degeri tartismali bir konu olup, in-vitro
in-vivo sonuglarin uyumsuzlugu yoniinde pek cok rapor
bulunmaktadir [39,40]. KF'te gelisen kronik solunum
yolu enfeksiyonlarinda bilinen kriterlere gore elde edilen
duyarhlik sonuclarinin her zaman gecerli olamayacag!
aciktir. Cesitli calismalarda P. aeruginosa ile kronik olarak
enfekte olan hastalarda antibiyotiklerin in-vitro duyarliigi
ile tedaviye karsi klinik yanit arasinda anlaml bir fark
saptanmamistir [39]. Duyarlilk test sonucunda direng

saptansa dahi klinik yanit alinan durumlarda test sonucu
dikkate alinmaksizin tedaviye devam edilmesi tercih edil-
mektedir.

KF’te antibiyotik direnci sadece bilinen direng mekaniz-
malarina bagl olmayip, bu hastaligin solunum yollarinda
neden oldugu patolojiye bagl olarak farkli direng mekaniz-
malari da s6z konusudur. Bu mekanizmalarin basinda
“biyofilm direnci” ve “hipermutasyon” gelmektedir [40].
KF olgularindan izole edilen ¢oklu direncli izolatlarda kaza-
nilmis diren¢ genlerinin saptanmayisi bu suslarda ¢oklu
direncin nedenini daha ¢ok hipermutasyon ile iliskilendir-
mektedir. Oliver ve ark.nin 2000 yilinda yayinladiklar aras-
trma KF P. aeruginosa izolatlarinda antibiyotik direnci
konusunda bir ¢igir acmistir. Calisilan KF olgularinin
%37’sinin hipermutabl P. aeruginosa izolatlar ile kolonize
oldugu bildirilen bu ¢alismada hipermutabl suslarda en sik
etkilenen genin mutS oldudu saptanmistir [41].
Hipermutabl suslarin antibiyotiklere hipermutabl olmayan
suslardan daha direngli olduklari in-vitro olarak hem kesit-
sel hem de longitudinal calismalarda gosterilmistir
[41,42]. Takiben yine KF olgularindan izole edilen S.
aureus izolatlarinda da yiiksek oranda hipermutabl suslar
saptanmis ve bu durum bu izolatlarda gorulen makrolid
direnci ile iliskilendirilmistir [43]. Hastanemizde izlenen
KF olgularindan izole edilen P. aeruginosa suslarinin
hipermutasyon agisindan degerlendirildigi ¢calismada 80
izolattan 26’sinin hipermutant 6zellige sahip oldugu ve
bu izolatlarda ortalama mutasyon frekansinin 2x10°
oldugu gosterilmistir. Ayni ¢alismada hipermutant suslar-
da aztreonam, seftazidim ve tobramisin direncinin hiper-
mutant olmayan suslara gore daha yiksek oldugu da
saptanmistir [44]. Bu veriler KF izolatlarinda saptanan
ylksek antibiyotik diren¢ oranlarini agiklayabilir. Bu sus-
larda ¢oklu diren¢ sk karsilasilan bir durumdur.
P. aeruginosa’da nokta mutasyonlar p-laktamlara, ami-
noglikozidlere ve kinolonlara direng gelismesine yol aca-
bilirler. Bu nedenle KF olgularina ait izolatlarin antibiyog-
ramlari degerlendirilirken U¢ veya daha fazla antibiyotik
zonu icinde direncgli mutantlar saptandiginda bu susun
hipermutant olabilecegi rapor edilmeli ve klinisyen kom-
bine antibiyotik tedavisinin gerekliligi konusunda bilgilen-
dirilmelidir. Direncli mutantlarin kolonizasyon veya enfek-
siyonun erken dénemlerinde fazla olmadigi kabul edildi-
ginde agresif tekli antibiyotik tedavisi ile bu suslarin
Ustesinden gelinebilecegi, ancak enfeksiyonun ileri
donemlerinde 0zellikle hipermutant suslarin artisina bagh
olarak mutlaka kombine antibiyotik tedavisi gerektigi
cesitli calismalarda vurgulanmaktadir.

KF patojenlerinin antibiyotik duyarlilik testleri icin
Onerilen yontemler agar bazli yontemlerdir. Disk diftiz-
yon, E-test veya agar dilisyon ydntemlerinin sivi diliisyon
esasl yontemlere gore daha givenilir sonuglar verdigi
ileri stirulmekteyse de bu yontemlerin performansinin
non-mukoid izolatlarda mukoidlere gére daha ytksek
oldugu saptanmistir [45]. Otomatize ticari sistemlerde KF
izolatlarinin tanimlanmasinda karsilasilan sorunlar antibi-
yotik duyarlilik sonuglari icin de gecerlidir. KF izolatlarinin
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duyarliik degerlendirmesinde ticari sistemlerin referans
metoda gore uyumu bazi sistemlerde kabul edilemez
sinirlarda saptanmaktadir [33]. Son yillarda gelistirilen
sistemlerde uyum daha yiuksek olarak saptansa da 6zel-
likle yavas Ureyen izolatlar sz konusu oldugunda “yanlis
duyarl’” bildirimler olabilecegi dikkate alinmalidir.

KF duyarlilik testlerinde dikkat edilmesi gereken bir
diger konu farkli koloni morfotiplerinin duyarliliklarinin
ayri ayri belirlenmesidir. Bir drnekte farkli morfotipte P.
aeruginosa izolatlar ile sik karsilasilabildiginden “karisik
morfotip” duyarlilik yontemi onerilmistir. Bu yontemde
farkli morfotipteki kolonilerden birer koloni suspanse
edilmekte ve antibiyotik duyarlilik testi gergeklestiriimek-
tedir. Boylelikle tim morfotiplerin temsil edilmesi saglan-
maktadir [46]. Ancak “karisik morfotip” duyarlilik testin-
de “diren¢” daha ¢ok gézden kagmaktadir. Foweraker ve
ark. ayni morfotipe sahip farkli kolonileri degerlendirdik-
leri calismalari sonucunda ayni morfotipin farkli kolonile-
rinin antibiyotik direnci yontnden farklilik gosterebildigini
saptamislar ve rutin duyarlilik testlerinin tekrarlanabilirligi-
nin distk oldugunu ve direnci gbzden kagirabilme orani-
nin yuksek oldugunu vurgulamislardir [12].

KF ortaminda P. aeruginosa'nin mukoid suslar dikkate
alindiginda planktonik htcrelerle yapilan antibiyotik
duyarllik testlerinin gercegi yansitamayacagdi ileri strdl-
mektedir. Bu nedenle duyarllik testlerinin biyofilm orta-
minda gerceklestiriimesi  6nerilmektedir [47,48].
Planktonik formda duyarl olarak belirlenen bir izolat biyo-
film ortaminda direngli olarak kendini gosterebilir.
Biyofilmlerin antimikrobiyal ajanlara karsi direnglerinde bili-
nen diren¢ mekanizmalari, 6rnedin enzimatik inaktivasyon,
efluks pompalar, ilag hedefinde mutasyon gibi mekanizma-
lar primer sorumlu faktorler olarak goézukmemektedir [8].
Herhangi bir sekilde antimikrobiyal ajanlara direngli olmayan
bir mikroorganizma biyofilm olusturunca direncli hale, biyo-
filmden ayrildiginda ise tekrar duyarli hale dénlsebilmekte-
dir. KF’te biyofilm ortaminda antibiyotik direnci baslica su
mekanizmalara baglanmaktadir: i) Antimikrobiyal ajanin
biyofilm icine dusiik penetrasyonu, ii) Distk blyime hizi, iii)
Genel stres yaniti ve biyofilm direng genlerinin ekspresyonu,
iv) “Persister” fenotipi [8].

KF'te ¢oklu direncli ve izolatlarin varoldugu kronik
enfeksiyonlarin goérulmesi, tekli antibiyotik duyarliligini
belirleyen konvansiyonel yontemler ile yapilan testlerin
yararini kisitlayabilir. Kombine antibiyotik kullaniminin
gindemde oldugu KF enfeksiyonlarinda kullanilacak
kombinasyonu belirlemeye yonelik farkli duyarllik yén-
temleri gelistirilmistir. Bunlar arasinda sinerji testleri ve
coklu kombinasyonlu bakterisidal test (MCBT) sayilabilir.

Antibiyotik sinerji testi ABD, Avustralya, Kanada ve
Avrupa’da bulunan referans merkezlerinde KF hastalarin-
dan izole edilen suslara uygulanmaktadir. Bu testte farkl
antibiyotik kombinasyonlarinin aktivitesi “checkerboard
mikrodiliisyon” veya E-test yontemi ile test edilir ve frak-
siyonel inhibitdr konsantrasyon (FIC) hesaplanir [48,49].
FIC indeksi <0.5 ise “sinerji”, >4 ise “antagonizma” etki-
sinden soz edilir. Sinerji testlerinin klinik validasyonu

hen(z belli olmamakla birlikte yapilan bir calismada klinis-
yenlerin %96’si bu testin yararli oldugunu, %89’'u bu
testi tedavi kombinasyonlarini belirlemede kullandiklarini
ve %840 hastalarin bu test sonuglarindan fayda gorduik-
lerini belirtmislerdir [50].

MCBT on iki farkli antibiyotigin bakterisidal konsant-
rasyonlarinda 298 ayri kombinasyonda, ikili, Ucli veya
dortli olarak test edilmesini saglayan bir yéntemdir [51].
Maliyeti yliksek ve uygulamasi zahmetli olan bu ydntem
biyuk Umitlerle uygulanmis ancak klinik yararliligina ilis-
kin yapilan bir ¢alisma sonucunda MCBT’nin konvansiyo-
nel duyarlilik testlerine bir Ustlinligu olmadigr sonucuna
variimistir [52].

Sinerji testleri dzellikle bakterinin panrezistan olmasi
veya farkli gruptan iki antibiyotik secimine olanak verme-
yen ¢oklu direnc profiline sahip olmasi durumunda yarar
saglayabilir. Hastaya uygulanan tedaviye yanit alinmama-
si veya ila¢ alerjileri durumu da bu testlerin kullanimini
gundeme getirebilir. Sinerji testlerinin veya konvansiyonel
duyarlilk testlerinin klinik ile uyumsuzlugunun basinda
KF'e 6zel akciger ortami ve biyofilm varligi gelmektedir.
In-vitro galismalar KF hastalarinda tedavi protokollerinin
belirlenmesinde testlerin biyofilm ortaminda yapilmasinin
yararini desteklese de bu sonuclarin klinik yanita etkileri
hentiz net degildir ve ileri, uzun sdreli klinik ¢alismalara
gereksinim vardir.
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