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Pseudomonas aeruginosa’mmn Viriillans Faktorlerinin ve Kolistin Direncinin

Arastirilmasi
OZET

Amac: Pseudomonas aeruginosa, ¢oklu ilag direncine sahip firsat¢1 bir patojendir ve 6nde
gelen nozokomiyal enfeksiyon etkenlerinden biridir. Yogun bakim iiniteleri antibiyotik
direnci gelisimine ortam hazirlamakla birlikte en ¢ok etkilenen hasta grubuna sahiptir. Bu
calisma, servis ve yogun bakim hastalarindan izole edilen Pseudomonas aeruginosa'nin

virlilans faktor prevalansini ve antibiyotik direng profilini ortaya koymay1 amaglamaktadir.

Metod: Hastanede yatarak tedavi goren (yogun bakim ve servis) toplam 208 hasta 6rnegi
calismaya dahil edilmistir. Elastaz aktivitesi i¢in nutrient agar-elastin yontemi kullanilirken
piyoverdin ve piyosiyanin i¢in 6zel iiretim besiyeri kullanilmistir. Virulans faktorii olan
biyofilm i¢in kristal viyole yontemi tercih edilirken polimeraz zincir reaksiyonu ile las B ve
mcr-1 genleri incelenmistir. Antibiyotik duyarlilik testi i¢cin Sivi Mikrodilisyon yontemi
kullanilmistir. Kolistin duyarliligi i¢in ayrica Rezasurine Dayali Hizli Polimiksin yontemi

ve disk eliisyon yontemi degerlendirilmistir.

Bulgular: Toplam 208 hastanin dahil edildigi ¢alismamizda yogun bakim ve servis
izolatlarinin antibiyotik direnci ve viriilans faktor sonuglari; piyosiyanin %90,1, %89,6,
piyoverdin %86,2, %86,7, elastaz %68,6, %67,9, las B %93,1, %89,6, biyofilm %51,9,
%48,1, meropenem %41,1, %28,9, kolistin %11,7, %13,2, seftazidim %43,1, %41,1,
sefepim %52,9, 9%48,5 olarak bulunmustur. Disk eliisyon duyarlilik ve 6zgiilliik
sonuclarimiz sirastyla %84 ve %88, Hizli Polimiksin duyarlilik ve 6zgiilliik sonuclarimiz
sirastyla %87 ve %92 bulunmustur. Kolistin direnci bulunan suslarin higbirisinde mcr-1 geni

tespit edilememistir.

Sonug¢: Calisma grubumuzda en sik las B faktorii tespit edilmistir. Gruplarda sefepim harig
antibiyotik direngleri %50'in altinda kalmistir. Kolistin direncinde mcr-1’in etken olmadigi
goriilmiistiir. Ek olarak kolistin direncini diigiik oranlarda bulmamiz bolgemizde kolistine
kars1 direncin heniiz yaygin olmadigini gostermektedir. Ayrica kolistin i¢in son donemlerde
gelistirilen Rezasurine Dayali Hizli Polimiksin ve Disk Eliisyon yontemlerinin referans

yontem yerine gegebilecek iyi birer alternatif yontem oldugu goriilmektedir.

Anahtar kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, viriilans faktori, antibiyotik direnci.



Investigation of virulence factors and colistin resistance of Pseudomonas aeruginosa

ABSTRACT

Objective: Pseudomonas aeruginosa has multidrug resistance and it is an opportunistic
pathogen, and is one of the leading nosocomial infections agents. Intensive care units have
the most affected patient group as well as preparing the environment for the development of
antibiotic resistance. This study aims to reveal the prevalence of virulence factor and

antibiotic resistance profile of Pseudomonas aeruginosa isolated from hospitalized patients.

Methods: A total of 208 patient samples hospitalized (intensive care unit and service) were
included in the study. For the biochemical activity of elastase, a nutrient agar-elastin method
was used. Special production medium for pyoverdine and, pyocyanin and polymerase chain
reaction method for las B were used. The crystal violet method was preferred using
microtiter plates for biofilm. Broth microdilution was used for antibiotic sensitivity.

Results: The results of antibiotic resistance percentages and virulence factor frequency in
intensive care and service isolates in our study: pyocyanin 90.1%, 89.6%, pyoverdine 86.2%,
86.7%, elastase 68.6%, 67.9%, las B 93.1%, 89.6%, biofilm 51.9%, 48.1%, meropenem
41.1%, 28.9%, colistin 11.7%, 13.2%, ceftazidime 43.1%, 41.1%, cefepime 52.9%, 48.5%.
For colistin, disc elution sensitivity and specificity results were 84% and 88%, and our
Resazurin-Based Rapid Polymyxin sensitivity and specificity results were 87% and 92%,

respectively.

Conclusion: The most common factor B was found in our study groups. The resistance of
the studied antibiotics was found below 50% in the groups. In addition, low rates of
colistin resistance indicate that colistin resistance is not yet widespread in our region. The
recently developed Resazurin-Based Rapid Polymyxin and Disc Elution methods for
colistin seem to be good alternative methods that can replace the reference method.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, virulence factors, antibiotic resistance
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1.GIRiS

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), klinik 6rneklerden en sik izole edilen
bakteriyel patojenlerdendir. Bir¢ok ortamda bulunmasinin yani sira hastane ortamindaki
lavabolarda, dezenfektanlarda, solunum ekipmanlart ve kateter gibi hasta ile dogrudan
temasi olan malzemelerin yilizeyinde bulunabilmektedirler. Bu durum o&zellikle yatarak

tedavi goren hastalarda ve immunsuprese hastalarda nemli bir tehdit unsuru olmaktadir.*

P. aeruginosa’nin her bir viriilans faktorii konak organizmada hayatta kalma sansini
artirmaya katkida bulunurken cesitli mekanizmalar1 ile de hasara neden olmaktadir.
Calismamizda dahil ettigimiz virlilans faktorlerinden olan elastaz enzimi; konak
organizmanin elastin, fibrin, kollajen gibi proteinleri parcalayarak doku hasarina neden
olmaktadir. Ozellikle akcigerdeki olusturdugu tahribat nedeniyle kistik fibrozisli hastalar
icin 6nem arz etmektedir. Diger faktorlerimiz arasinda yer alan piyoverdin, piyosiyanin,
biyofilm bakterinin konakta; ortamdaki demiri absorbe etme, reaktif oksijen iiretilmesini
saglamak, antibiyotik direncinin olugmasinda etkin rol oynamak gibi gorevleri yerine

getirmektedirler.?3

P. aeruginosa, enfeksiyonlarinda en 6nemli konulardan biri tedavisinde kullanilan
ilag cesitliliginin azalmasidir. P.aeruginosa, Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan 2017
yilinda insan saglig1 i¢in en biiyiik tehdidi olusturan ve oncelikli patojen listesinde "kritik™
veya "yiiksek" oncelikli olarak kabul edilen ¢oklu ilag¢ direnci bulunan organizmalar arasinda
yer almaktadir.® Bakterinin mevcut tedavisinde kullanilan karbapenemlere, florokinolonlara
ve aminoglikozidlere direng gelistirmesi, tedavi i¢in yeni antibiyotik seceneklerinin
olusturulmasini veya alternatif tedavi yontemlerinin gelistirilmesini gerektirir. Polimiksinler
(Polimiksin E ve Polimiksin B), bu degerlendirme sonucu tekrar uygulamaya girmis bir
antibiyotik grubudur.®Bu gruptan olan Polimiksin E (kolistin) P. aeruginosa icin tercih
edilen antibiyotiktir. Fakat kolistin i¢in de P. aeruginosa’nin direng gelistirmesi s6z
konusudur. Giliniimiizde kolistin direncini belirlemek i¢cin EUCAST ve CLSI tarafindan
tavsiye edilen sivi mikrodiliisyon yontemini kullanmaktadir. Bu yontem yogun emek ve
zaman gerektirdiginden alternatif yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Sivi mikrodiliisyon
yontemine alternatif olarak bir¢cok yontem gelistirilmistir. Rezasurine Dayali Hizlh
Polimiksin® ve Disk eliisyon® bu yéntemler arasindadir. Bu yontemlerin duyarlilik ve

ozgilliiklerinin degerlendirilmesi ve klinik laboratuvarlarda uygulanabilirliginin test



edilmesi kolistin direncini daha kisa zamanda ve daha kolay bir sekilde tespit etmek i¢in

Onem arz etmektedir.

1.1.Pseudomonas aeruginosa’nmin Genel Ozellikleri

Pseudomonas grubu bakteriler nonfermantatif ve mikroskop goriintiisiinde tek
hiicreye benzer iki hiicre halinde bulunmaktadirlar. Mikroskop goriintiilerinden dolay1
pseudomonadlar olarak adlandirilmaktadirlar. Pseudomonas grubunda 200°den fazla bakteri
olmasina karsin en 6nemli tiiri P. aeruginosa’dir. P. aeruginosa, ilk kez 1850 yilinda yara
ornekleri i¢in kullanilan pansuman malzemelerindeki renk degisimi (mavi-yesil) ve {iziim
benzeri kokusu ile Sédillot tarafindan fark edilse de basarili olarak ilk izolasyonu Carl
Gessard tarafindan 1882 yilinda gerceklestirilmistir.” P. aeruginosa, iiremek i¢in ¢ok fazla
gereksinimi olmadigindan her ortamda iireyebilmektedir. Toprak, su ve bitkiler gibi dogal
ortamlarda bulunmasinin yani1 sira hastane ortaminda; nemli bolgelerde, tuvaletlerde,
temizlik malzemelerinde, hasta ile dogrudan temasi olan kateter, solunum ekipmanlarinda
bulunabilmektedir. Bu yiizden klinik 6rneklerden en sik izole edilen bakterilendendir.®
Saglikli bireylerin mikrobiyotasinda cok az goriilmektedir.® insanlarda spesifik bolgeler igin
temsili kolonizasyon oranlari deri igin %0 ila 2, burun mukozasi i¢in %0 ila 3,3, bogaz i¢in

%0 ila 6,6 ve diski drnekleri icin %2,6 ila 24'tiir.*°

P. aeruginosa, Gram boyamasi negatif, basil, hareketli, oksidaz ve katalaz pozitif,
aerob bir bakteridir. Laboratuvar ortaminda kullanilan kanli agar, EMB, Mueller-Hinton
agar gibi bir¢ok besiyerinde tireme gostermektedir. Optimal tireme sicakligi 37°C olmasina
karsin 42°C’de de ireme goriilmektedir. Bu ozelligi ile diger Pseudomonas cinslerinden

farklilik gostermektedirler.®
1.2.Viriilans Faktorleri

P. aeruginosa ¢ok cesitli viriilans faktoriine sahip bir mikroorganizmadir. Bunlardan
bir kism1 adezinler olarak gorev yaparken bir kismi salgilanan enzim ve toksinlerdir.
Adezinler; flagella, pili, lipopolisakkarit, aljinat olarak dort gruptan olusmaktadir ve konak
hiicreye tutunmasimin yani sira hastalik olusturmada ¢esitli fonksiyonlara da sahiptir. P.
aeruginosa, yiizeyinde bulunan adezinleri, salgiladigi toksin ve enzimleri ve biyofilm
olusturmasi ile hem konak savunma sisteminden kendini korumaktadir hem de konak

hiicrede dogrudan veya dolayli olarak hasara neden olmaktadir. Ornegin ortamdaki demiri



baglayarak konak hiicrenin kullanimini1 engellemek (Piyoverdin), reaktif oksijen tiirlerinin
tiretilmesini saglayarak konaga zarar vermek (Piyosiyanin), konak hiicrenin peptit sentezini
inhibe etmek (ekzotoksin A), elastin, kollajen gibi proteinlerin yapisini pargalamak (elastaz),

antibiyotik direncini artirarak varligini siirdiirmek gibi ¢esitli fonksiyonlara sahiptir.

1.2.1.Flagella

P. aeruginosa, sarmal dizilislerden olusan bir filament, polimerize flagellin (F1iC),
tipe 6zgl bir baslik proteini (FliD), filamentin tabanindaki kanca (FIgE), iki filament-kanca
baglant1 proteini (FIgKL) ve bir dizi dis ve i¢ membran boyunca bazal viicut bilesenlerinden

olusan tek bir polar kamg1ya sahiptir.®

Flagellum, P. aeruginosa ‘nin kat1 yiizeyler {lizerinde ileri dogru hareket ettiren bir
on kisim olusturarak hareketini saglamasinin yani sira tirbuson seklinde donerek diisiik
viskoziteli ortamlarda ylizme motilitesinden de birincil derecede sorumludur. Kemotaksis,
P. aeruginosa'nin kistik fibroz solunum yolu epiteline ilk baglanmasi i¢in 6nemlidir ¢iinkii
bu hiicrelere dogru flagella aracili yiizmeyi yonlendirmek i¢in kullanilmaktadir; sonug
olarak, flagellum Onemli bir hastalik olusturma faktorii olarak kabul edilmektedir.
Motilitenin yan1 sira FliC proteini (i) akciger epitel hiicrelerinin apikal yiizeyindeki
membran glikolipid asialo-GM1'e, (ii) bazolateral yiizeyde lokalize heparan siilfat
proteoglikanlara ve (iii) SP-A yiizey aktif maddeye baglanmaktan, FliD ise insan solunum

MUC]1 miisine yapismaya aracilik etmekten sorumludur.®*!

Flagellar baglanma yetenegi, ilk biyofilm olusumuna yardimci olurken hareketlilik,
son adimlarda hiicre dagilimina izin vermektedir; bununla birlikte, olgunlasma agamasinda

motilite kontrolii zamanlamasi ile saglam biyofilmler olusturmaya katkida bulunmaktadir.!
1.2.2.Tip IV Pili (T4P)

Tip IV pili kutupsal olarak bulunan sa¢ benzeri ipliksi yapilardir. Bunlar, monomerik
protein olan major pilin (PilA) ile birlikte, pilusun ucunda lokalize olan ve ¢ekirdek mindr
pilinler (pili formasyonu ve stabilizasyonu i¢in 6nemli) ve ¢ekirdek olmayan minor pilinler
(agregasyon, adezyon ve DNA aliminda yer alir) olarak alt boliimlere ayrilmis, daha az
miktarda bulunan mindér pilinlerin binlerce molekiiliinden olugmaktadir. PilA, hidrofobik N-
terminali a-heliks bolgesi, merkezi bolge ve C-terminal bdlgesi olarak ii¢ alandan

olusmaktadir.



Farkl1 biyofilm iiretimi ve ¢oklu ila¢ direnci modelleri ile iligkili bes T4P (I, II, 1V,
V) grubu vardir. Pili, motilite ve adezyona aracilik ederek enfeksiyonun baslatilmasi igin
gerekli yapilardir.>'%'! Farkli yiizeylerde hizli kolonizasyon igin kullanilan twitching
hareketliligini kontrol etmektedirler. Bu, hiicreyi ileriye dogru itme kuvvetini olusturan T4P
liflerinin sirali uzama, yapisma ve geri ¢ekilme dongiilerini igermektedir. Pilusun uzamasi
ve geri ¢ekilmesi, sirastyla PilA alt birimlerini tabanlarinda polimerize eden ve depolimerize

eden iki sitoplazmik zarla iliskili ATPaz (PilB ve PilT) araciligiyla saglanmaktadir. 1

Kiigiik uglu pilin PilY1, epitel hiicrelerinin bazolateral yiizeyinde lokalize olan bir
konakg1 reseptorii 6zel olarak tanimaktadir ve arjinin-glisin-aspartik asit (RGD) igerisindeki
integrini kalsiyuma bagimli bir sekilde baglamaktadir. PilY1 ayrica T4P'nin ifadesi ve
stabilizasyonu igin gereklidir ve diger minoér pilinlerle birlikte P. aeruginosa ekinin neden

oldugu viriilans igin bir mekanosensor olarak gorev yapmaktadir.!

T4P, yapiskan ve hareketli oOzelliklerinden dolayi, biyofilm gelisimi ve
agregasyonunda ve mantar benzeri biyofilm baslik yapilarinin olusumunda rol

oynamaktadir. Ayrica biyofilmde bulunan DNA’y1 baglayabilmektedir.'112

1.2.3.Aljinat

Mukoid ekzopolisakkarit olan aljinat, en ¢ok incelenen ekzopolisakkarittir (EPS) ve
mukoid P. aeruginosa biyofilminin ana bilesenidir. Yiiksek molekiiler agirlikli, D-
mannuronik ve L-guluronik asitlerin degisken oranlarina sahip, f1-4 baglantili ve kismen O-

asetile polimerdir. %112

Bu eksopolisakkarit, mukoid P. aeruginosa suslar tarafindan asir1 iiretilmektedir ve
biyofilm olusumu i¢in bir gereklilik olmamasina ragmen, olgunlagmasina, mimarisine ve
stabilitesine yardimci olmaktadir. Asetil gruplari su ve besini tutarak ortamin viskozitesini
arttirmaktadir. Aljinat’in en 6nemli gorevi, akcigerlerde konakg1 fagositozuna ve notrofiller
tarafindan iretilen reaktif oksijen tiirlerine (ROS) kars1 P. aeruginosa'yi korumaktadir.
Diger bir gorevi ise antibiyotik direncine katkida bulunmasidir.1*'? Aminoglikozid grubu
antibiyotikleri baglayabilmektedir ve biyofilm igindeki penetrasyonlarini azaltarak direncin

artmasini saglamaktadir.*?



1.2.4.Liposakkarit

Gram negatif bakterilerin dis zarinda bulunan lipopolisakkarit (LPS), ii¢ domainden
olusmaktadir: lipid A, ¢ekirdek bolgesi ve O antijen. Fiziksel bir bariyer olusturmasinin yani
sira konak reseptorleri ile iletisim kurmasi ve endotoksik aktivitesi ile doku hasarina neden
olmasi gibi gorevleri vardir. LPS, astim, KOAH ve Kistik Fibrozisli hastalarin morbiditesi
ve mortalitesi ile iliskili olarak solunum yolu epitel hiicrelerinde ROS ve miisin {iretimini
uyarmaktadir.’? Solunumda gorevli hiicrelerin permeabilitesini arttirmaktadir ve timor
nekrosis faktor (TNF), Interlokin (IL)-1, IL-6 ve interferon (IFN)- Y ‘1 uyararak akciger
inflamasyonuna neden olmaktadir. Ayrica LPS antibiyotik direncine katkida bulunur ve dis

zardaki elemanlarin formasyonunu ve biyofilmi etkilemektedir.!12

1.2.5.Piyoverdin

Piyoverdin (PVD) peptit dogasina sahip bir siderofordur. PVD f{iretimi enerji
gerektiren bir siire¢ oldugundan, P. aeruginosa oncelikle diger bir siderofor olan piyosiyelin
tiretir ve yalnizca demir konsantrasyonu gergekten diistiigiinde PVD iiretimine gegmektedir.
PVD, degisken bir peptit zincirinden ve demiri baglayan korunmus bir hidroksikinolin
kromoforundan olugmaktadir. Peptid zincirindeki farkliliklara dayali olarak ii¢ tipte (PVDI,
PVDII ve PVDIII) gruplandirilabilmelerine ragmen, farkli suslar tarafindan 50'den fazla
piyoverdin iiretiimektedir.®*?2 PVD hem serbest demiri selatlamaktadir hem de onu konak
proteinlerden temizlemektedir. Bu karmasik bir zar ve periplazmik akis pompalar1 ve
tastyicilar ag1 tarafindan gergeklestirilmektedir.2%2 Piyoverdinlerin enfeksiyon sirasinda
ikili bir rolii vardir. Demir temizlemeye ek olarak, iki hayati viriilans faktoriiniin (endo-
proteinaz PrpL ve ekzotoksin A) iretimi i¢in sinyal molekiilleri olarak islev

gormektedirler.t?

Piyoverdin; yiiksek demir afinitesine sahiptir ve piyoverdin iiretemeyen suslarin
farelerdeki P. aeruginosa enfeksiyonlari sirasinda viriilans1 azalttig1 bildirilmistir.*® 2019
yilinda yayinlanan bir ¢aligmada 70 kistik fibrozlu pediatri hastalarindan izole edilen P.
aeruginosa orneklerinde ve incelenen canli modellerinde (C. elegans ve akut pnomoni

murine) piyoverdin birikiminin patojenite ve konak &liimii ile iliskili oldugu gosterilmistir.**

Diger bir siderofor olan piyosiyalin P. aeruginosa tarafindan ilk olarak

tretilmektedir. Piyosiyalin dretimi, kistik fibrozis akcigerlerinde oldugu gibi kronik



enfeksiyonlarda doku hasarina neden olan siirekli inflamatuar yamitta rol
oynayabilmektedir.t3!* P. aeruginosa ayrica demir disindaki metal iyonlarinin alimina 6zel

liciincii bir metalofor olan Psédopalin de iiretmektedir.™®

1.2.6.Piyosiyanin

Piyosiyanin, Paeruginosa’nin mavi-yesil kolonileri olusturmasini saglayan ikincil
metabolitidir. Bu metabolit hiicre i¢i Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) ve H202’yi arttirarak
hiicre dongiisiindeki komponentlere, baz1 enzimlere zarar vermektedir ve konak hiicre
DNA ’sinda hasara neden olarak hiicre lizisine yol agmaktadir.!® Hiicre lizizi ile serbest hale
gelen DNA ile biyofilm olusumuna katkida bulunmaktadir. ROS iiretimini indiiklemekten
ve notrofillerin  apoptozuna yol agmaktan sorumludur. Ek olarak, siliyer hareketi
yavaglatmaktadir, epitelyal bozulmaya neden olmaktadir ve solunum yolunda mukoza

sekresyonunu arttirmaktadir ve akciger kolonizasyonuna katkida bulunmaktadir.!!

1.2.7.Ekzotoksinler

P. aeruginosa, konakgiya saldirmak i¢in ¢ok ¢esitli toksin ve hidrolitik enzim
salgilayan bes salg1 sistemine sahiptir. Tip [ ve V sekresyon sistemi (T1SS ve T5SS) en basit
salgilama yollaridir. T1SS, kronik enfeksiyonlar sirasinda nétrofil akisini bastiran alkalin
proteaz APRA'y1 ve TESG'yi serbest birakmaktadir. TSSS, hiicre dis1 adezin ve LEPA
ekzoproteaz salgilamaktadir. Tip II salg1 sistemi ¢ok yonlii bir sistemdir ve ¢ok genis bir
ekzoprotein ¢esidi salgilamaktadir. Tip IIT salgt sistemi P. aeruginosa’nin kullandigi en
onemli salg1 sistemidir ve konak immiin sisteminin engellenmesi ve yok edilmesinde goérev

almaktadir.t’

T2SS ve T5SS periplazmanin tahribi i¢in iki basamakli sistem kullanirken digerleri
tek basamakli kullanmaktadir. T3SS, hedef hiicreye dogrudan etki ederek ekzoproteinleri
sitoplazmalarina enjekte etmektedir. Farkli suslar tarafindan, Tip III salgilama sistemi ile

eksprese edilen en bilinen dért toksin vardir: Exo U, Exo T, Exo S ve Exo Y. 9%

Exo U, sitotoksindir. Konak hiicre membranin1 doniisiimsiiz olarak tahrip etmektedir
ve hiicre 6liimiine neden olan fosfolipaz aktivitesi gostermektedir. Bu toksin, siddetli akut
akciger hasari, sepsis ve mortalite ile iliskili olarak hastalik seyrinin ciddiyetinde en biiyiik

etkiye sahiptir.>’



ExoY, memeli hiicrelerinde, proteinkinazlar1 aktive eden ¢esitli siklik niikleotidleri
(CAMP, CCMP) arttiran bir adenilat siklazdir. Aktin mikrotiibiiliiniin diizenini, hiicre
nekrozunu ve akciger hasarmi ve ardindan endotelyal bariyer biitiinliigiiniin geri

doniisiimsiiz olarak tahribine neden olmaktadir.®*’

Exo T, tek basina bakterinin uzun siire hayatta kalmasinda etkili degildir. Fagositozu
engellemek ve konak epitel membranini bozmak gibi fonksiyonlarin yanisira NK (Natural
killer) hiicrelerinde interferon gamma iiretimini arttirmaktadir. Aktin hiicre iskeletinin

tersinir bozulmasina yol agmaktadir.%’

ExoS, Exo T ile benzer fonksiyona sahip olmasina ragmen cok cesitli hiicre
faktorlerini ve yolaklarini hedef olarak almasi ve sonug¢ olarak hiicre 6limd, aktin hiicre
iskeletinin bozunmasi ve DNA sentezinin inhibisyonu gibi etkilere neden olmasi agisindan

farklilik gostermektedir.%1017

Exotoksin A, T2SS tarafindan salgilanan ADP ribozil transferazdir. Bir¢ok klinik P.
aeruginosa izolat: taranfindan salgilanan en toksik 6zellige sahip molekiildiir.® Konak
hiicrelerinde protein sentezini inhibe etmektedir, apoptoz mekanizmalarini indiiklemektedir,
IL-18 salgilanmasini inhibe etmektedir ve TNF-a, IL-6, IL-8 ve IL-10 iiretimini

azaltmaktadur.1"18
1.2.8.Ramnolipidler

Ramnolipidler amfipatik, hiicre disi, ikincil metabolitlerdir. Akciger yiizey aktif
cismini bozarak, transepitelyal elektrik direncini azaltarak ve solunum epitelyumundaki siki
baglantilar (tight junction) bozarak akcigerdeki P. aeruginosa patogenezine énemli dlgiide
katkida bulunmaktadirlar.’®*°Bu molekiillerin sentezi, ventilatorle iliskili pndmoni (VAP)

gelisiminde izolatlarin kolonizasyonundan sorumlu olmasiyla iliskilendirilmistir.'®

Ramnolipidlerin  asir1  tretimi  biyofilm  gelisimini  engellerken, diisiik

konsantrasyonlar1 LPS (lipopolisakkaritler) salinimini artirarak hidrofobikligi ve sonug

olarak bakterilerin afinitesini arttirmaktadir.®°



1.2.9.Proteolitik Enzimler

P. aeruginosa, akut enfeksiyonlardaki invazyonu i¢in kritik 6neme sahip olan Las A
ve Las B elastaz, alkalin proteaz (AprA), tip IV proteaz (PIV), Genis ExoProteaz A, P.
aeruginosa aminopeptidaz gibi  ¢esitli  peroteolitik  aktiviteye sahip  enzim

salgilamaktadir.19%

Las A ve Las B elastazlari, quarum sensing (QS) sistemi tarafindan diizenlenen
T2SS ile salgilanmaktadir. Las B elastaz, las B geninden sentezlenen ve en ¢ok bulunan
¢inko bagimli bir metalloproteazdir.?° P.aeruginosa’nin hiicre disina saldig1 viriilans faktori
olarak kabul edilmektedir.?! Las B, elastin, kollajen, fibronektin ve miisinler gibi hiicre dist
matris bilesenlerini ve vaskiiler endotel kaderin gibi hiicresel baglanti bilesenlerini bozarak
doku hasarma ve bakteriyel yayilmaya neden olabilmektedir.?%? las B geni daha diisiik
kronik akciger kolonizasyonu insidansi ile iliskili olmasinin yanisira P.aeruginosa’nin
kronik kolonizasyonun erken asamasinda dnemli bir rol oynamaktadir.?* Las B elastaz
akcigerde konak savunmasina kars1 koyarak bakterinin konakta daha uzun siire bulunmasina
olanak saglamaktadir.?> Ve ramnolipid regiilasyonu ile biyofilm olusumunu

etkilemektedir.?122

Las A, las A tarafindan kodlanan bir serin proteazdir ve elastinolitik aktivitesi
kisithdir. Fakat elastin igeren glisin-glisin baglarini1 pargalayarak Las B’nin aktivitesini

arttirmaktadir.?22® Klinik suslarda antibiyotik direnci ile korele edilmistir.?®

Alkalin proteaz, T1SS araciligiyla salgilanan ve aprA geni tarafindan kodlanan
cinko bagimli bir metaloendopeptidazdir.?? Temel gérevi endoteldeki fibronektin ve laminin
ile etkilesime girerek bakterinin fagositozdan kagmasini saglamaktadir. Bunu yani sira

kompleman proteinlerini (C1q, C2 ve C3) ve sitokinleri degrade etmektedir.?

Tip IV proteaz, T2SS tarafindan salgilanan bir serin proteazdir.!”?* Kornea
viriilansinda 6nemli bir rolii olmasina ragmen, doku invazyonuna ve hasarina katkida
bulunarak fibrinojeni proteinlerini pargalayarak Kistik fibrozis akcigerindeki P. aeruginosa

patogenezinde de dnemli rol oynamaktadir.?*
1.2.10.Biyofilm

Mikroorganizmalarin bir¢cogu, cesitli stres kosullariyla karst karsiya kaldiklarinda
farkl1 hayatta kalma mekanizmalarina sahiptir.?® Bakterilerin biiyiik bir kism1 koruyucu bir
ortam olan biyofilm olusturmaktadir.?® Bakteriyel biyofilmler, hiicre dist polimerik madde
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(EPS) matriksinin igerisinde; ekzopolisakkaritler, hiicre dis1 proteinler, hiicre dist DNA

(eDNA) ve lipidlerin bulundugu mikrobiyal topluluklardir.?>2°

Hiicre dis1 polimerik maddeler adezyon ve agregasyonu kolaylastirmaktadir,
biyofilm hiicresel bilesenini stabilize etmektedir, bakteriler arasinda etkilesimli bir ortam

olusturmaktadir ve konakg1 bagisiklik sistemine karsi koruyucu bir bariyer saglamaktadir.?’

Klinik olarak, bakterilerin insanlarda uzun siireli kolonizasyonu, biyofilmlerdeki
bakterilerin, konak¢min bagisiklik tepkilerine ve antibiyotik tedavisine direncli olmasi
nedeniyle kronik enfeksiyonlara neden olmaktadir.?>?%%” P, aeruginosa'dan tanimlanmus
olan biyofilm matris bilesenleri, esas olarak, biyofilmlerin yapisinda ve ila¢ direncinde
onemli bir rol oynayan ekzopolisakaritleri, eEDNA'y1 ve matris proteinlerini igermektedir. P.
aeruginosa en az ig¢ tir ekzopolisakarit sentezler: aljinat, Pel polisakkarit ve Psl

polisakkarit.?627

P. aeruginosa'nin biyofilm yapisinin olusumu, dort ana agamay1 igeren siirekli bir
siirectir. Ik asama, ilk baglanmadir.’’Bu asamada asit-baz, hidrofobik ve elektrostatik
etkilesimler ile bakteri hiicreleri tersinir sekilde yiizeye yapisabilmektedir veya planktonik
hiicrelere geri donebilmektedir. Biyofilm gelisiminin ikinci asamasinda, bagli bakteriler
kademeli olarak daha bagimsiz bir yapiya doniismektedir ve bakteri hiicreleri geri
dontisiimlii baglanmadan geri doniisiimsiiz baglanmaya ge¢is yapmaktadir. Bu asamada
bakteriler biiyiimektedir ve mikro koloniler olusturmaktadir ve antimikrobiyal maruziyet
veya bagisiklik hiicresi saldirisi gibi gesitli stres kosullarindan koruma saglamak igin
biyofilm hiicreleri ve c¢evresi arasinda bir blokaj gorevi géren EPS'leri sentezlemeye

baslamaktadir.?®?’

EPS'lerin salgilanmas1 devam ederken, mikro kolonileri olusturan hiicreler yavas
yavas olgunlasmaktadir ve cesitli fizyolojik degisikliklere ugrayarak besinleri, suyu ve
atiklar tasiyan kiiciik kanallardan olusan ii¢ boyutlu mantar benzeri yapilar olusturmaktadir
ve besinlerin ve hiicreler arasi iletisim i¢in olan sinyal molekiillerinin dagilimina katkida
bulunmaktadir.?2® Son asama ayrilmadir. Biyofilm icerisindeki hiicreler planktonik
biiyiime moduna gegis yaparak hiicreler diger biyomolekiillerin yiizeyine baglanabilir hale
gelmektedir veya yeni bir biyofilm gelisim dongiisii baslatabilmektedir (Sekil 1.1).28
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Sekil 1.1. Biyofilm olusumunun temel olarak ger¢eklesen basamaklari: 1.Bakteri hiicreleri yiizeye geri doniigiimlii olarak
baglanmakadir. Bir araya gelen ve ¢ogalan bakteriler mikrokoloniler olusturmaktadir ve eksopolisakkarit salgilamaktadur.
Ekzopolisakkarit igerisinde serbest DNA, lipid protein gibi birgok hiicre disi molekiil ve bakteriler bulunmaktadir.
Mikrokoloniler olgunlasarak daha biiyiik mantar seklinde yapilara dontismektedir. Son asamada biyofilm yapisindaki
bakterilerin bir kism1 planktonik hale gecerek yeni biyofilmler olugturmak i¢in yapidan ayrilmaktadir.

Antibiyotikler, biyofilm enfeksiyonlarin1 tedavi etmek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir, fakat ila¢ direnci sorunlari, ilag penetrasyonunu engelleyen biyofilm
matrisleri ve ilag-mikrop etkilesimleri gibi nedenlerden dolay1 tedavide bir¢ok zorluk hala
devam etmektedir?® Bu nedenle, geleneksel tek antibiyotik tedavisi, biyofilm
enfeksiyonlarinin tedavisinde sinirhdir ve artan sayida ¢alisma, P. aeruginosa
enfeksiyonunu tedavi etmek icin yeni antimikrobiyal ilaglarin ve anti-biyofilm terapdtik
programlarinin gelistirilmesini aragtirmaktadir. Bakteriyofaj terapisi, Antimikrobiyal peptid
(AMPs), DNaz uygulamasi gibi birgok uygulama ile antibiyotik tedavisine alternatif

sunulmaya yonelik ¢alismalar bulunmaktadir.?%%

1.3.Klinik Onemi

P. aeruginosa, bir¢ok akut ve kronik enfeksiyonlarda rol oynayarak hastaligin seyrini
etkilemektedir 6zellikle immiin sistemi baskilanmis hastalarda sepsis ve bakteriyemi gibi
ciddi enfeksiyonlar olusturmaktadir.! Cogunlukla baska nedenle hastanede tedavi gdren
kisilerde enfeksiyona neden olmaktadir (nosokomiyal). Nosokomiyal kaynakli pnémoni ve
solunum yetmezligi gibi hastaliklarda etken bakteridir.>® P. aeruginosa enfeksiyonlarinin

Onemi, bakterinin ¢ok cesitli viriilans faktorleri ve antibiyotik diren¢ mekanizmalarina sahip
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olmasindan kaynaklanmaktadir.3%® Bgylelikle bulundugu konak canlida yasamini uzun
stire muhafaza ederek enfeksiyon siddetini arttirmaktadir. Bu nedenle tedavisi zor bir
mikroorganizmadir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) ve Hastaliktan Koruma ve Onleme
Merkezi (CDC)’ne gore ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, ve

Enterobacter spp.) grubu bakteriler igerisine dahil etmistir.3

Antibiyotige kars1 direngli mikroorganizmalarin hastane ve diger klinik ortamlarda
bulunma insidans1 farklidir.'32 Yogum bakim, diger klinik ortamlara gore bu tiir
patojenleri daha fazla barindirmaktadir.3? Yogun bakim iinitelerinde enfeksiyon tedavisi igin
kullanilan antibiyotiklerin siklig1, antibiyotige direngli bakterilerin gelismesi i¢in bir
kaynaktir ayrica tedavi goren hastalarda zayiflayan konak savunmasi ve kullanilan mekanik
ventilasyon, santral venoz kateterizasyon ve idrar yolu kateterizasyonlari gibi ¢oklu prosediir

ve invaziv cihazlarm kullanimi bu insidans farkinin olusmasinin nedenleri arasindadir.®?

P. aeruginosa, akut idrar yolu enfeksiyonlarmin (IYE) en yaygin iiciincii nedenidir.
P. aeruginosa, komplike IYE'lerde, 6zellikle kateteri olan kisilerde hayati tehdit eden
piyelonefrite yol acan ciddi bir patojendir.’! P. aeruginosa, savunmasiz konak¢ida kan
dolagimi enfeksiyonu, solunum, idrar yolu, yumusak doku ile iliskili enfeksiyonlar da dahil
olmak tizere bircok hastalikta 6nemli bir etkendir.®® Yaralar, P. aeruginosa enfeksiyonlari
icin oldukca elverislidir. Ozellikle hastanede yatan kisilerde yaniklar, travma ve basing
yaralanmalar1 gibi durumlarda P.aeruginosa enfeksiyonlari ciddi doku hasarina ve
bakteriyemiye yol acabilecegi ve bu yaralarin iyilesme siirecini giiglestirecegi i¢in tedavisi
ciddi 6nem arz etmektedir.3* P. aeruginosa, diyabetik ayak iilserleri, vendz bacak iilserleri
ve basing iilserleri dahil olmak {izere tiim kronik yaralarda (3 ay iginde iyilesmeyen yaralar)

en ¢ok bulunan ve siklikla bildirilen Gram negatif patojenik bakteridir.!%3!

1.4.Kronik Enfeksiyonlar

P. aeruginosa, Kistik Fibrozis (KF)’e sahip kisilerde en 6nemli morbidite sebebidir.
KF, epitelyal yiizeylerdeki iyon tagima kanal ile ilgili gende olusan mutasyonlar nedeniyle
meydana gelen bir hastaliktir.®® Pankreas, sindirim sistemi, ter bezleri dahil olmak iizere
birgok organi etkilemesine ragmen en ciddi patoloji solunum sisteminde goriilmektedir.>53¢
P.aeruginosa, KF’ye sahip yetiskinlerde daha ¢ok goriiliir ve olusturdugu enfeksiyonla

solunum yetmezliginde 6nemli rol oynamaktadir.®>3% KF enfeksiyonlarindaki kisilerde
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P.aeruginosa asir1 aljinat tiretimi ile hem biyofilm tabakasinin kalinlasmasii hem de
mukoid formunun olusmasini saglayarak antibiyotik direncini arttirmaktadir ve immiin
hiicrelerinden kagarak hayatta kalmasini kolaylastirmaktadir.®>3® Bu da hastalarda akciger

fonksiyonlarinin bozulmasina ve kétii prognoza yol agmaktadir.®®
1.5.Antibiyotik Etki Mekanizmalar1 ve Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalar:

P.aeruginosa, klinik izolatlar1 arasindaki antimikrobiyal direng orani diinya ¢apinda
son 5 yilda keskin bir sekilde artmistir.3” Ozellikle birden fazla antimikrobiyal sinifina direng
(coklu ilag direnci), P. aeruginosa'da giderek yayginlasmaktadir.3” Siklikla beta laktamlar,
aminoglikozidler, florokinolonlar ve hatta polimiksinler dahil olmak iizere ¢esitli antibiyotik
smiflarina karsi direng gostermektedir ve bu antibiyotiklere karsi en yiiksek direng

insidansin1 gdsteren yogun bakim iinitelerinden izole edilen suslardir.3"8

Genel olarak P. aeruginosa'nin antibiyotiklere karsi kullandigi direng mekanizmalari
i kategoriye ayrilabilmektedir; igsel (intrinsik), edinilmis ve uyarlanabilir (adaptif). P.
aeruginosa'nin igsel direnci, azalmis dis zar gecirgenligini, hiicreden antibiyotik salgilayan
akis pompalarinin ekspresyonunu ve B-laktamaz gibi antibiyotikleri etkisiz hale getiren
enzimlerin iiretimini icermektedir."*® Edinilmis diren¢, P. aeruginosamin mutasyonel
degisikliklerle diren¢ kazanabildigi mekanizmadir.®® Adaptif mutasyonlar yoluyla
kazanilmis direng, kronik enfeksiyonun uzun siireli antibiyotik tedavisi sirasinda uzun siireli
secici basing ve konake¢t immiin efektorlerin eylemleri nedeniyle KF izolatlarinda

yaygindir,3%

P. aeruginosa'nin bir diger Onemli diren¢ mekanizmasi, adaptif direng
mekanizmasidir; biiylime durumu veya strese maruz kalma gibi cevresel kosullardan
kaynaklanan degisiklikler ile gelisen diren¢ mekanizmasidir.®® Stres faktorleri ve bazi
antibiyotiklerin varhig1 gibi dis uyaranlarla indiiklenmektedirler.8%Bu, kazanilmis
mutasyon direncinden farklidir, ¢linkii adaptif direng gegici ve kararsizdir. Adaptif direng
mekanizmalari, mutasyonel olaylardan farkli olarak kalici degildir ve stres faktoriiniin

ortadan kalkmasiyla etkisiz hale gelmektedir. 37383

1.5.1.B-Laktam Grubu Antibiyotiklerin Etki Mekanizmalari ve Direng

B-laktamlar, yapilarinda B-laktam halkasi bulunduran ve bakterinin hiicre duvarinin
onemli bir bileseni olan peptidoglikan sentezini inhibe eden antibiyotik grubudur.’® Bu
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etkileri ile bakterilerin ¢ogalma ve bdlinme yetenegini engellerken ayni zamanda hiicre
duvarmin biitiinliigiinii azaltarak hiicresel par¢alanmaya yol agmaktadir.®® P.aeruginosa,
mutasyon yoluyla PBP3 (penisilin baglayici protein) hedef proteinindeki degisikliklere,
azalan antibiyotik alimina, antibiyotik molekiillerinin bozunmasina yol agarak B-laktam
grubu antibiyotiklere kars1 direng gelistirebilmektedir.*! Ayrica horizontal gen transferi ile
diger bakterilerden B-laktam grubu antibiyotikleri parg¢alayan enzimler (B-laktamazlar) ile

ilgili genleri alarak da direnc kazanabilmektedir.*?
1.5.1.1.Karbapenem Etki Mekanizmasi ve Diren¢

P. aeruginosa, 1980'lerin ortalarinda ilk karbapenem olan imipenemin piyasaya
siiriilmesinden sonra karbapenem direncinin ortaya ¢iktig1 ilk tiirdiir.*® Karbapenemler, B-
laktam halkasi ile birlikte bir penemik tasimaktadirlar ve diger tim [-laktamlar gibi,
Penisilin Baglayici Proteinlere (PBP'ler) baglanarak ve onlari etkisiz hale getirerek bakteri
hiicre duvari sentezini inhibe etmektedirler. Bu yapi, AmpC ve genisletilmis spektrumlu
beta-laktamazlarin (ESBL'ler) ¢cogu dahil olmak {izere bir¢ok B-laktamazlar karsi stabilite

saglamaktadir.*
1.5.1.2.Sefalosporin Etki Mekanizmasi ve Direng

P. aeruginosa tipik olarak iki B-laktamaz, bir C simifi sefalosporinaz, AmpC ve bir
D smifi oksasilinaz, PoxB (priivat oksidaz) icin kromozomal genler tasimaktadir.3” AmpC,
klinik izolatlarda yaygin olarak B-laktam direnciyle baglantil, iyi karakterize edilmis bir -
laktamazdir.**3" PoxB aktivitesi ise yalnizca AmpC'den yoksun laboratuar mutantlarinda
tespit edilmistir ve klinik 6nemi belirsizdir. Bircok Gram-negatif bakteride kromozomal
olarak kodlanan ortak bir enzim olan AmpC, bir dizi B-laktam antibiyotik (6rn., benzil
penisilin ve dar spektrumlu sefalosporinler) tarafindan indiiklenebilmektedir ve bu nedenle
bunlara kars1 bakterinin icsel direng gelistirmesini saglamaktadir.3” AmpC'nin mutasyonel
derepresyonu (asir1 P-laktamaz {iiretimi), P.aeruginosa'da genisletilmis spektrumlu
sefalosporinler (6rn. seftazidim) ve penisilinler (6rn. tikarsilin) dahil olmak {izere -

laktamlara kars1 en yaygin diren¢ mekanizmasidir.+3’

1.5.2.Florokinolon Etki Mekanizmasi ve Direnc

P. aeruginosa tedavisinde siklikla kullanilan bir antibiyotik grubudur. Siprofloksasin
ve Levofloksasin bu gruba ait antibiyotiklerdendir.*® Tlacin temel etki mekanizmasi DNA

giraz ve topoizomerazi inhibe ederek bakterinin DNA sentezinin durdurmaktir.*>4®
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Boylelikle bakterinin ¢ogalmasi engellenmis olmaktadir. P. aeruginosa bu ilaglara karsi
temel olarak DNA giraz (gyrA) ve topoizomeraz 1V ( parC )* kodlayan hedef genlerdeki
mutasyonlarla ve efflux pompa sistemleri ile iligkili diizenleyici genlerdeki mutasyonlar ile

direng gelistirmektedir.*®
1.5.3.Aminoglikozit Etki Mekanizmasi ve Diren¢

P. aeruginosa enfeksiyonlarini tedavi etmek i¢in kullanilan antibiyotiklerin ¢ogu,
hiicre i¢i hedeflere ulasmak icin hiicre zarin1 gegebilmektedir.*” Gentamisin ve amikasin gibi
aminoglikozit antibiyotik ailesi tiyeleri, bakterinin ribozomal 30S alt birimlerine baglanarak
bakteriyel protein sentezini inhibe etmektedir.*® P.aeruginosa bu grup antibiyotiklere kars1
edinilmis diren¢ mekanizmalar1 ile aminoglozitleri modifiye edici enzimler, rRNA
metilazlar ve efflux pompa sistemleri ile direng gelistirmektedir.*’*8 Modifiye edici enzimler
ile antibiyotik inaktivasyonuna neden olan aminoglikozit modifikasyonu; fosforilasyon
(aminoglikozit fosforiltransferazlar ile), asetilasyon (aminoglikozit asetiltransferazlar,
AAC'ler tarafindan) veya adenilasyondan (aminoglikozit niikleotidiltransferazlar (ANT))
olusmaktadir.*® rRNA metilazlar, bakterinin 30S ribozomal alt biriminin, 16S rRNA'sina
aminoglikozid baglanmasini engelleyerek gentamisin, tobramisin ve amikasin gibi Klinikte
kullanilan aminoglikozitlere direng gelistirmesini saglamaktadir.®” Efflux pompa sistemleri

ise ilacin bakteriden atilarak birikiminin engellenmesini saglamaktadir.?’

1.5.4.Polimiksin Direnci

P. aeruginosa’nin bir¢ok antibiyotige kars1 gelistirdigi diren¢ nedeniyle son yillarda
polimiksin grubu antibiyotikler, P. aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavi programlarina dahil
edilmistir. Antibakteriyel 6zelligi 1940 yilinda kesfedilen polimiksinlerin klinikte kullanilan
en 6nemli iki sinifi polimiksin E (kolistin) ve polimiksin B (PMB) ‘dir.>® Her iki smiftaki
polimiksinler (E ve B) bakteride ayni etki mekanizmasina sahiptir. Polimiksin E ve B,
P.aeruginosa’nin dis zarinda bulunan lipopolisakkaritin lipid A kismindaki negatif yiiklii
fosfat gruplar ile etkilesime girerek bakteriyel dis zarin stabilizasyonun bozulmasina ve
sonucunda bakterinin sitoplazmasinin sizmasina, polimiksinlerin bakteriye daha fazla
geemesi ile bakterinin hiicresel solunumunun bozulmasina, hiicre parcalanmasina
dolayistyla hiicre 6liimiine neden olmaktadir.®® Ayrica polimiksinler giiclii anti-endotoksin
aktiviteye sahiptir ve Lipid A’ya baglandiktan sonra endotoksin noétralizasyonuna yardimci

olmaktadir.®?
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Giincel tedavilerde Polimiksin grubu antibiyotiklerin eklenmesi ile P.
aeruginosa’nin bu antibiyotiklere karsi direng gelistirmesi ve bu direncin devam eden

yillarda artacagi diistiniilmektedir.

P. aeruginosa’nin dis zarina etki eden bu antibiyotik grubuna kars1 koyabilmesi i¢in
bakteri, duvar yapisini ve zar yapisini degistirmeye yonelik fonksiyonlar gostermektedir.
Polimiksinlere karsi direng, esas olarak, LPS lipid A kismindaki negatif yiiklii fosfat
gruplarinin  yerine pozitif yiiklii 4-amino-deoksi-L-arabinoz (L-Ara4-N) ve/veya
fosfoetanolamin (pEtN) kalintilarinin eklenmesinden kaynaklanmaktadir.®*? Dis zarin
negatif yiikiindeki bu degisiklikler, polimiksinin baglanmasini &nlemektedir. Bu tiir
degisikliklere, LPS modifikasyonu i¢in gerekli genleri diizenleyen iki bilesenli sinyal iletim

sistemlerindeki mutasyonlar neden olmaktadir. °!

Bu direng i¢in kromozomal mutasyonlarin etkili oldugu diisiiniiliitken 2015 yilinda
Cin’de bildirilen bir ¢alismada plazmid araciligiyla aktarilan bir genin (mcr-1) de kolistin
direncinde etkili oldugunu ve bakterinin Lipid A molekiiliiniin yiikiinii degistirecek bir
molekiil sentezinde gorev aldigim gostermistir.>> Bu molekiiller, bakteriyel hiicre
zarindaki lipopolisakaritin lipid A'sina bir fosfoetanolamin (pEtN) parcas1 baglayarak ve
bdylece katyonik kolistin/polimiksinlerin afiniteye sahip oldugu negatif yiikleri ortadan

kaldirarak kolistine diren¢ kazandiran fosfoetanolamin transferazlardir.>?

mcr-1 geninin kesfedilmesinden sonra, yedi kitanin altisinda insanlardan,
hayvanlardan ve ¢cevreden alinan izolatlarda ¢ok sayida varyantiyla birlikte dokuz baska mcr
gen tipi (mcr-2 ila mer-10) tespit edilmistir.>*® Plazmid aracili hareketli kolistin (COL)
direnci (mcr) genlerinin ortaya ¢ikisi ve yayilmasi, ¢oklu ve yaygin olarak ilaca direngli
Gram-negatif basillerin (GNB) neden oldugu 6liimciil enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in son

care olarak kabul edilen kolistinin etkinligiyle ilgili bir tehdit unsurudur.®

In vitro polimiksin duyarlilik testi zordur ve birkag farkli faktdrden etkilenmektedir.
Polimiksinlerin katyonik polipeptitlerinin dogal 6zellikleri, onu rutin laboratuvar testlerinde
elverissiz ve zahmetli hale getirmektedir. Kolistinin minumum inhibisyon konsantrasyonunu
(MIK) belirlemek i¢in EUCAST ve CLSI s1vi mikrodiliisyon yontemini énermektedir.548°
Diger antibiyotik duyarlilik metodlarindan olan agar diliisyon kolistinin plakalara
adsorbsiyonunu engelleyebileceginden tercih edilmemektedir. Ayrica disk ve gradyan

difiizyon yontemleri, kabul edilemeyecek kadar yiiksek hata oranlar1 nedeniyle, CLSI veya
EUCAST tarafindan kolistin testi i¢in 6nerilmemektedir. Kolistinin kolistin metat sodyum
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(KMS) ve kolistin siilfat olarak iki formiilii vardir.>* Yapilan ¢alismalarda KMS nin MiK
degerleri kolistin siilfat ile karsilastirildiginda 3-8 kat daha fazla oldugu goriilmiistiir.>*
Bunun sebebi olarak sulandirilmig KMS’nin farkli sicakliklarda stabilitesinin korunmadigi
diisiiniilmektedir. Bu yilizden kolistin direnci belirleme de etken madde olarak kolistin stilfat

tercih edilmelidir.>*

Rutin laboratuvarlarda kullanilan otomatize sistem VITEK® cihazi kolistini 0,5-16
mg/mL araliginda degerlendirimektedir. Cihazin kolistin duyarlili1, referans yontem olan
stvi mikrodiliisyon yontemi ile kiyaslandiginda genel uyum %78,6 olarak bildirilmistir.>* Bu
zayif uyumdan dolayr VITEK® otomatize sistemi kolistin hetero direncini saptamak igin

giivenilir olmamaktadir.>*

Kolistin direncinin belirlenmesinde EUCAST ve CLSI tarafindan 6nerilen Sivi
Mikrodiliisyon yontemi, cok zahmetli ve zaman gerektiren bir yontem oldugundan yeni,
uygun, ekonomik, hizli ve dogru kolistin duyarlilig1 saptama yonteminin gelistirilmesi ve
yayginlastirilmas1 gerekmektedir. Bu alanda yapilan caligmalardan birisi Lescat ve
arkadaglarinin 2019 yilinda yayinladig1 bir ¢aligmada kolistinin hem Enterobacteriaceae
tiirleri hem de fermente olmayan bakteriler i¢in duyarliligini 4 saat i¢ginde hizli bir sekilde
tespit edebilen Rapid ResaPolymyxin Acinetobacter/Pseudomonas NP testi adli hizli bir
resazurin-mukoid duyarlilik testi ydntemi gelistirmislerdir.> Testin temel prensibi, 3,75mg/L
kolistin varliginda iireme gosteren bakterilerin, rezasurini (mavi renkli), pembe floresan
resofurine indirgenmesine dayanmaktadir.®® P.aeruginosa icin bu ydntemin duyarliligi

referans yoéntem olan sivi mikrodiliisyona gore %100 bulunmustur.®

Diger bir giincel yontem ise disk eliisyon yontemidir. Bu yontem, kolay bulunabilen
ve uygun fiyathi malzemeler kullanilarak gerceklestirilmektedir. Caligma prensibi, bilinen
bir konsantrasyondaki antimikrobiyal disklerin, MiK'leri belirlemek icin belirli bir siv1
besiyeri (Katyon Ayarli Mueller Hinton Broth) hacminde ayristirilmasina dayanmaktadir.®
Hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki sirali stvi besiyerlerine (6rn.2ug/ml, 4ug/ml) eklenen
0,5 Mcfarland bakteri siispansiyonlarinin, ilgili konsantrasyondaki besiyerindeki
bulanikligin gézlenmesi ile degerlendirilmektedir. Bulanikligin olmadig: ilk besiyerindeki

konsantrasyon degerlendirilen bakteri igin kolistinin MiK degerini vermektedir.
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1.6. Genetigi

P. aeruginosa, ortalama 6,6 Mb¢ boyutuyla bakteriyel insan patojenleri arasinda en
biiyik genomlardan birine sahiptir.®®Genomu; metabolik enzimleri, ¢oklu ikincil
metabolitleri ve polimerleri ekspresyonu ile iligkili genlerden ve diizenleyici genlerden
olusmaktadir. Teknolojinin ilerlemesi ile sekanslama analizlerinin gelismesi canlilarin
genomunu daha iyi anlamamizi saglamaktadir. Bu teknolojiler P. aeruginosa izolatlarindaki
genom sekanslamasinin yapilmasimi ve izolatlarin genetik bilgisinin karsilastirilmasini
mimkiin hale getirmektedir. Calismalar, P. aeruginosa’nin tiim genom sekanslamasi
yapildiginda her susunda bulunmayan bir aksesuar gen bdlgesinin varligini ve bir de
korunmus ¢ekirdek bélgesi oldugunu ortaya ¢ikarmustir.>’Y” P. aeruginosa'min ¢ekirdek
genomu hemen hemen tiim suslarinda bulunan ve kaynagina bakilmaksizin (¢evresel, klinik
veya laboratuvar) tiim P. aeruginosa suslar1 tarafindan paylasilan bir dizi metabolik ve
patojenik faktorii kodlayan genler olarak tanimlanmaktadir.!” Cekirdek genom, toplam
genomun yaklasik %90"1n1 olusturmaktadir ve sustan susa yiiksek oranda korunmaktadir.*”>’

Aksesuar gen bolgesi; biitiinlestirici ve konjugatif elementler, degistirme adalari, profajlar

ve faj benzeri elementler, transpozonlar ve integronlardan olusan bir bolgedir.>’

Aksesuar gen bolgesi, P. aeruginosa susunun belirli bir ortamda varligini siirdiirme
yeteneginin 6nemli bir unsurudur. P. aeruginosa’nin normal yasam ortaminda bulunmayan
agir metaller ve toksik organik bilesikler gibi hayatini tehdit eden ortamlarda yasamasini
saglamaktadir. Bakteriyel aksesuar genomun da 6nemli klinik sonuglar1 olabilmektedir. Pek
cok bakteride oldugu gibi P. aeruginosa’da da aksesuar genom viriilans genleri agisindan
zengindir.>"*80rnegin, PAPI-2 ve ilgili adalar, insan hastalarda artan viriilansla baglantil1 bir
tip-III salg: sistemi tarafindan iiretilen ExoU'yu kodlayan geni icermektedir. Intrinsik
antibiyotik diren¢ mekanizmalari P. aeruginosa'nin ¢ekirdek genomunda kodlanmis olsa da,
edinilmis antibiyotik direng genleri aksesuar genomda mevcut olmaktadir.® Bu genlerin
suslar arasinda transferi, saglik hizmeti ortamlarinda ¢oklu antibiyotige direngli suslarin
yayginlasmasina katkida bulunabilmektedir. Kolistin direnci ile iligkilendirilen mcr-1 geni
bu direng tipine drnek olarak verilebilmektedir.>”*° Plazmid araciligiyla aktarilan bu gen ilk
kez Cin’de Liu ve ark. tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada E. coli suslari lizerinde bu genin

diren¢ mekanizmasini tanimlamastir.%°
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2.AMAC

P. aeruginosa, ¢oklu ilag direncine sahip, nozokomiyal enfeksiyon etkeni firsatgi
patojendir (Wood ve ark.,2023). Cesitli viriilans faktorlerine ve antibiyotik direncine sahip
olmasi, tedavisinin giiclesmesine neden olarak enfeksiyonlarin seyrini etkilemektedir ve
ciddi patolojik sonuglara yol acarak mortalite ve morbidite oranlarina katkida bulunmaktadir
(Martin ve ark., 2021). P. aeruginosa, hastane ortaminda; lavabolar, temizlik malzemeleri,
dogrudan hasta ile temasta bulunan kateter, solunum ekipmanlar1 gibi bir¢ok yiizeyde
bulunmaktadir. Bu yiizden klinik 6rneklerden en sik izole edilen bakteriler arasindadir.
Ozellikle immiin sistemi zayiflamis hastalarda ciddi sonuglara yol agmaktadir. Hastanelerde
uzun siireli yatarak tedavi géren hasta gruplar1 P. aeruginosa enfeksiyonlari i¢in daha fazla

risk altindadir (Kollef ve ark., 2001).

P. aeruginosa, tedavisi i¢in kullanilan antibiyotiklere karsi gelistirdigi direng
nedeniyle son yillarda polimiksin grubu kolistin kullanimi giindeme gelmistir (Chung ve
ark.,2017). Bu kisith antibiyotik ¢esidi nedeniyle kolistine karsi gelisen diren¢ ve bunun

ulkelerdeki insidansi 6nemli bir konudur.

Bu ¢alismada yatarak tedavi goren hasta gruplarindaki, P. aeruginosa viriilans
faktorlerinin ve antibiyotik direncinin arastirilmasi, gruplar arasi farkliliklarin incelenmesi
ve kolistin direnci i¢in referans yontem olarak kullanilan Sivi Mikrodiliisyon yontemine

alternatif yontemlerin degerlendirilmesi amaglanmustir.

3. YONTEM
3.1. Cahsmada Kullanilan izolatlar:

Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina 2018-2021
yillar1 arasinda gonderilen yatarak tedavi goren hasta orneklerinden izole edilen 208 P.
aeruginosa c¢alismaya dahil edilmistir. Dahil edilen hasta suslar1 gram boyama, hemoliz ve

oksidaz testi ile dogrulanmistir.

P. aeruginosa izolatlar1 yogun bakim (102) ve servis (106) 6rnekleri olarak iki grupta

caligilmistir.
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Antibiyotik duyarlilik testleri i¢in P. aeruginosa ATCC 27853, E.coli NCTC 13846,
E.coli ATCC 25922, viriilans faktorlerinden biyofilm i¢in P.aeruginosa ATCC 27853 diger
viriilans faktorleri i¢in P. aeruginosa PAO1 (ATCC 47085) kullanilmstir.

3.2.Besiyerlerinin Hazirlanmasi
3.2.1.Triptik Soy Broth (TSB) (Merck, Almanya)

1000 ml distile su igerisinde 30 gr toz besiyeri karistmindan eklenerek
karistirtlmistir. Ardindan hazirlanan karigim 121°C” de 15 dakika otoklavla (Alp, Tirkiye)
steril edilmistir. Steril edilen besiyeri karistmi +4 °C’de kullanilacagi zamana kadar

saklanmistir.
3.2.2.Pseudomonas izolasyon agar P (Biolife, italya)

1000 ml distile su igerisine 46,4 gr besiyerinden eklenerek igerisine 10 ml gliserol
ilave edilmistir. Karisim 121°C’de 15 dakika otoklav ile sterilize edilmistir. Sterilizasyon
stiresi sonunda besiyeri karisiminin 47-50 °C’ye kadar sogumasi beklenmistir. Ardindan

hazirlanan besiyeri karigimi petri kutularina dokiilmiistiir.
3.2.3.Pseudomonas izolasyon agar F (Biolife, italya)

1000 ml distile su igerisinde 38 gr besiyerinden eklenerek igerisine 10 ml gliserol
ilave edilmistir. 121°C’de 15 dakika otoklav ile sterilize edilmistir. Sterilizasyon siiresi
sonunda besiyeri karisimi 47-50 °C’ye kadar sogumasi beklenmistir. Ardindan petri

kutularma boliistiirilmiistiir.
3.2.4.Nutrient Agar (Biolife, italya)

1000 ml distile su icerisine 23 gr besiyerinden eklenerek karistirmistir ve ardindan
otoklav ile sterilizasyon gerceklestirilmistir. 47-50 °C’ye kadar sogumas1 beklenen

karisima %0,1’lik elastin (Sigma, Almanya) eklenmistir.
3.2.5.Katyon Ayarhh Mueller Hinton Broth (KAMHB)

Katyon ayarli 1000 ml distile su igerisinde 21gr besiyeri toz karisimindan eklenerek
karistirilmistir ve ardindan 121°C’de 15 dk sterilizasyona birakilmistir. Sterilizasyon islemi

gerceklesen besiyeri soguduktan sonra +4 °C’de muhafaza edilmistir.
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3.3.Hazirlanan Cozeltiler
3.3.1.%71’lik Kristal Viyole

100 ml’de 1gr olacak sekilde toz kristal viyole tartilip distile su igerisinde

¢Oziilmiistiir. Ardindan kagit filtreden geg¢irilip cam boya kavanozuna aktarilmistir.
3.3.2.Rezasurin (Sigma, Almanya)

10 mI’lik ¢ozelti hazirlanmistir. Bunun i¢in 0,01 gr rezasurin tartilarak 10 ml steril
distile su icerisinde ¢oziilmiistiir. Hazirlanan ¢ozelti steril 15 ml falconlara alinmis ve 1s1k

ile temas1 engellemek i¢in alimunyum folyo ile sarilmistir.
3.3.3. 0,5 Mcfarland standardi

Baryum kloriir (BaCly) (0,048 mol/l) ¢ozeltisinden 0,5 ml, siilfiirik asit ¢ozeltisinden

(0,18 mol/1) 99,5 ml alinarak cam bir tiip i¢erisinde karigtirilmistir.

3.3.4. GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder

50ul Ladder, 200 pl deiyonize su, 50 pul DNA loading dye steril bir ependorf
konularak pipetaj yapilmistir. Ardindan +4 °C’de muhafaza edilmistir.

3.4.Mastermix

Hot-Start GoTaq® DNA Polymerase in a Ready-to-Use Master Mix, M512B, 100
reaksiyonluk kullanilmistir.

3.5.DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in kaynatma metodu tercih edilmistir. Steril eppendorf icerisinde
200ul distile su konularak 5-6 koloni taze pasaj bakteri 6rnegi alinarak karigtirtlmustir.
Ardindan karisim vortekslenmistir. Vortekslenen karigim 1sitici bloga yerlestirilerek 96
°C’de 10dk bekletilmistir. Daha sonra sogumasi beklenen siispansiyon 13000 rpm’de 3 dk
santrifiij uygulanmistir. Ayrisan siispansiyonun siipernatant kismi bagka bir tiipe aktarilarak

-80°C’de calisilacagi zamana kadar muhafaza edilmistir.
3.6.Piyosiyanin

Ozel izolasyon agar kullanilmistir. Piyosiyanin i¢in Pseudomonas Izolasyon agar F

kullanilmistir.%°
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3.7.Piyoverdin
Piyoverdin degerlendirilmesi i¢in 6zel izolasyon agar P tercih edilmistir.
3.8.Elastaz Aktivitesi

Nutrient agar-elastin yontemi kullanilmistir. Hazirlanan %0,01°lik elastin Nutrient
agar besiyerlerine, bir besiyerinde 2-3 adet hasta 6rnegi olacak sekilde 6rnekler ¢izgi ekim
yontemiyle inokule edilmistir. Daha sonra inkiibasyon i¢in 37 °C’de 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Besiyerinde ekim ¢izgisinin etrafindaki aciklik degerlendirilerek (aciklik
pozitif) sonuglar kaydedilmistir.5*

3.9.las B

Daha 6nce izolasyonu gergeklestirilen ve -80 °C’deki DNA 6rnekleri calismaya dahil
edilmistir. Klasik polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile lasB gen bdlgesi incelenmistir. PZR
kosullart: Baglangi¢ sicakligt 5 dk 94°C denatiirasyon, 35 siklus 94 °C 1 dk, baglanma
sicakligt 57 °C 1 dk ve uzama 72 °C’de 1 dk, son uzama 72 °C’de 10dk olacak sekilde
belirlenmistir. %0,5 Etidyum bromiir igeren %]1°lik jelde yiiriitiilerek otoradyografide bant
goriintiileri incelenmistir.®? las B i¢in kullanilan primer (Sentebio, Tiirkiye) bilgileri tabloda

gosterilmistir (Tablo 3.1.).

Tablo 3.1. las B primer sekans bilgileri

Hedef gen | Primer sekansi Cogaltilacak Baglanma
bolgenin sicaklig
biiyiikliigii(bg)

las B F- 5ACAGGTAGAACGCACGGTTG 3" | 1220 bg 57°C

R-5" GATCGACGTGTCCAAACTCC3’

%1°lik agaroz jel i¢in 0,3 gr agar tartilmistir. 30 ml 1X TAE ile 250 ml’lik cam
kavanozda mikrodalgada 1sitilarak karistirilmistir. Karistm homojenize olma siirecinde ara
ara mikrodalgadan ¢ikartilarak homojenligi kontrol edilmistir. Homojenizasyonundan emin
olunan karisim 45-50°C’ye sogutulduktan sonra Etidyum bromiir (EtBr) (2ul) eklenmistir.
EtBr eklenen karisim homojen oluncaya dek hafif¢e dondiiriilerek calkalanmistir. Ve
ardindan jel kalibina dokiilmiistiir. Hazirlanan jel kalibina yiiklenen 6rnekler 100V, 45 dk

yiiriitiilerek incelenmistir.
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3.10. Biyofilm Yontemi

Kristal viyole boyama ile mikrotiter plak metodu kullanilmistir. U tabanli 96
kuyucuklu plaklarin her bir kuyucuguna 180ul TSB (Tryptic Soy Broth) eklenmistir. Ilk
kuyucuk negatif kontrol (20 ul distile su) i¢in birakilmistir. Diger kuyucuklarin her birine
0,5 Mcfarland bakteri siispansiyonundan 20ul her ii¢ kuyucuk tek bir izolata ait olacak
sekilde eklenmigtir. 18-20s c¢alkalamali etiivde (100rpm) inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklarda bulunan TSB pipet yardimiyla uzaklastirilmistir.
Kuyucuklara, 200ul distile su ile ii¢ kere yikama islemi uygulanmistir. Daha sonra 200ul
metanol eklenerek 20 dk beklenmistir. Metanol uzaklastirilarak plaklar kabin icerisindeki
steril ortamda kapaklar1 acik sekilde bekletilerek kurutulmustur. Ardindan her bir kuyucuga
%1’lik kristal viyole eklenerek 15 dk bekletilmistir. Distile su ile tekrar ii¢ kez yikama
yapilmustir. Son olarak bir siire kurumasi beklenen plaklarin her bir kuyucuguna 100ul etil

alkol eklenerek 620 nm'de ELISA cihazinda okutulmustur. &
3.11.Antibiyotik Duyarhlik Testleri
3.11.1.Sv1 Mikrodiliisyon

Antibiyotik duyarlilig1 i¢in s1vi mikrodiliisyon yontemi kullanilmigtir. Katyon ayarl
Mueller-Hinton sivi besiyerinden U tabanli 96 kuyucuklu mikroplak kuyucuklarinin her
birine 100 pl konulmustur. A1 sterilite kontrol olarak birakilirken A2 iireme kontrol olarak
kullanilmigtir. Ureme kontrol olarak P. aeruginosa ATCC 27853 kullanilmustir. Sterilite
kontrol icin KAMHB kullanilmistir. Kalan kuyucuklardan ilkine her bir antibiyotigin ilk
konsantrasyonundan 100ul eklenerek seri diliisyon ile son kuyucuga kadar seyreltme islemi
gerceklestirilmistir.  Ardindan EUCAST oOnerilerine gore bakteri siispansiyonu 0,5
Mcfarland (5x108 CFU/ml)) olarak ayarlandiktan sonra 1/10 diliie edilerek 5x10’
konsantrasyonu elde edilmistir ve bu konsantrasyondaki siispansiyondan ilgili kuyucuklara
5ul eklenmistir. Kuyucuklardaki son bakteri konsantrasyonu 5x10° (CFU/ml) olmustur.
37°C 24s inkiibasyona birakilmistir. Son olarak kuyucuklardaki bulanikliklar gozle
)94

degerlendirilerek MIK (Minumum Inhibisyon Konsantrasyonu)®* sonuglari kaydedilmistir.
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Tablo 3.2. P. aeruginosa i¢in antibiyotiklerin sinir degerleri

Antibiyotik ad1 MK Sinir Degeri (mg/L)
Duyarh (S)< Direncli (R)>
Meropenem 2 8
Seftazidim 0,0001 8
Sefepim 0,0001 8
Kolistin 4 4

3.11.1.1.Antibiyotik Cozeltilerinin Hazirlanmasi
Tiim antibiyotiklerin ¢oziiciisii olarak steril distile su tercih edilmistir. EUCAST
Onerilerine gore her bir antibiyotik i¢in duyarlilik ve diren¢ sinir degerlerini kapsayacak

sekilde dillisyon oranlar1 belirlenmistir.

Antibiyotik miktari; ml cinsinden ¢6ziicii hacminin, antibiyotik konsantrasyonu

(ug/ml) ile carpiminin antibiyotigin potensine (pg/ml) boliinmesi ile elde edilmistir.
3.11.2.Disk Eliisyon

Katyon ayarli Mueller Hinton Broth (KAMHB) besiyeri hazirlanmistir. Testte 15ml
steril cam tiipler kullanilmistir. Bir izolat i¢in 4 cam tiip ayrilmistir. Her tiipe 10ml KAMHB
eklenmis ve ilk tiip iireme kontrol i¢in birakilmistir. Ureme kontrol i¢in P. aeruginosa ATCC
27853 susu kullanilmistir. Sonraki tiipleri sirasiyla 1, 2 ve 4 adet kolistin disk (10ug)
eklenmistir. 30 dk boyunca oda sicakligina birakilmistir. Sonrasinda hazirlanan 0,5
Mcfarland bakteri siispansiyonundan her bir tiipe 50ul inokule edilmistir. Ve 37°C’de bir
gece inkiibasyona birakilmistir. Test sonucunda tiiplerdeki bulaniklarlar degerlendirilmistir.®

Bulanikligin gézlenmedigi ilk kuyucuk MIK degeri olarak belirlenmistir.

Sonuglar EUCAST breakpoint tablosuna gére degerlendirilmistir.®

3.11.3.Rezasurine Dayah Hizhh Polimiksin-NP

Iki tane kolistin igeren ve kolistin icermeyen iki Miieller-Hinton Broth (MHB)
soliisyonu hazirlanmistir. Kolistin iceren MHB besiyeri konsantrasyonu 4mg/L olarak

ayarlanmugtir.
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96 kuyucuklu mikroplatelerin ilk yatay sirasina A1-AS8 arasi kolistin igermeyen
MHB’den 180ul her bir kuyucuga eklenmistir. Sonraki yatay siradaki kuyucuklarin her
birisine (B1-B8) kolistin iceren MHB besiyerinden 180ul eklenmistir. Bu sekilde bir sira
kolistin igermeyen besiyerlerinden bir sira kolistin igeren besiyerlerinden eklenerek plaklar
hazirlanmistir. A1-B1 kuyucuklari sterilite kontrol igin A2-B2 iireme kontrol (P. aeruginosa
ATCC 27853) A3-B3 pozitif kontrol (E.coli NCTC 13846) i¢in birakilmustir. Bir 6rnek igin
aym siitundaki {ist iiste denk gelen iki kuyucuk (A4-B4,...,A8-B8) calisilmistir. Sterilite
kontrol igin ayrilan kuyucuklara 20ul %0,85lik NaCl ¢dzeltisi eklenmistir. Ureme kontrol,
pozitif kontrol ve orneklerde kullanilacak bakteri siispansiyonlart 3 Mcfarland olarak
ayarlanmigtir. Ve ilgili kuyucuklara 20 ul inokiile edilmistir. Boylelikle kolistin igeren
kuyucuklardaki son konsantrasyon 3,75mg/L hale gelmistir. Hazirlanan plateler 37°C’de 3s

inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda %0,1’lik rezasurin boya cozeltisinden 22ul her bir
kuyucuga eklenmistir. Her 15 dk’da bir renk degisimleri kontrol edilecek sekilde 1s etiive
kaldirilmastir.

Uremenin oldugu kuyucuklarda maviden pembe/mor rengine déniisiim goriildiigii

kuyucuklarda test pozitif olarak kabul edilmistir.
3.12.mcr-1

Sivi Mikrodiliisyon yontemi ile belirlenen kolistin direngli suslarda mcr-1 genine
bakilmistir. Yogun bakim ve servis hasta gruplarinda kolistin direnci gozlenen toplam 26

hasta ¢alismaya dahil edilmistir.

PZR amplifikasyonu, 2 pl 6rnek DNA’s1, 25 pl 2x GoTaq DNA PCR Master Mix ve
1 uM konsantrasyonda her bir primerden 5 pl eklenmistir. Primer (Sentebio, Tirkiye)
bilgileri tabloda gosterilmistir (Tablo 3.3.). 13ul niikleaz igermeyen su ilave edilmistir.

Boylelikle pzr tiiplerindeki total hacim 50ul olmustur.

PZR kosullart;

94 °C'de 15 dakika ilk denatiirasyon, 94 °C'de 30 saniye 25 dongii denatiirasyon, 54
°C'de 90 sn baglanma, 72 °C' de 60 saniye uzama ardindan 72 °C'de 10 dk siireyle son bir

uzatma adimi seklinde gerceklestirilmistir.%
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Tablo 3.3 mcr-1 igin kullanilan primer sekans bilgileri

Hedef | Primer sekansi Cogaltilacak bolge Baglanma
gen biiytikligii(bg) sicakligi
mcr-1 | F-5'- 309 be 54°C

CGGTCAGTCCGTTTGTTC-3’

R-5'-
CTTGGTCGGTCTGTAGGG-3'

%1,5’luk agaroz jel i¢in 0,45gr agar tartilarak 30ml 1X TAE igerisinde ¢oziilmiistiir.
Mikrodalga kullanilarak homojenize hale getirilen ¢ozelti 45-50°C’ye sogutulduktan sonra
1,5ul EtBr eklenmistir. Cozelti jel kalibina dokiilmeye hazir hale geldiginde kaliba
dokiilerek katilasmasi beklenmistir. Ardindan katilasan jel tanka yerlestirilerek ornekler
kuyucuklara yiiklenmistir. PZR’da cogaltilan 6rnekler jelde 100V 40 dk yiiriitiilerek

otoradyografide sonuclar incelenmistir.
3.13.istatistiksel Analiz

Tiim sonuglarin istatistiksel yorumlanmasi, IBM SPSS 20.0 (IBM Corp., Armonk,
NY, USA) paket programi ile gergeklestirilmistir. Nimerik degiskenler frekans
(ylizdelikler) olarak verilmistir.

Gruplar arasi farkliliklar: kategorik degiskenlerde Fisher’s Exact kikare testi, Yates’
kikare testi ve Monte Carlo kikare testi ile degerlendirilmistir. Ek olarak yeni yontemlerin
tan1 degerlerini belirlemek amaciyla duyarlilik ve 6zgiilliikk oranlar1 belirlenmigtir. p<0.05

iki yonlii testlerde istatistiksel onemlilik i¢in yeterli kabul edilmistir.

4 BULGULAR
4.1.0rnek Toplama ve Identifikasyon

Caligmaya dahil edilen 6rneklerin Gram boyamasi, hemoliz aktivitesi ve oksidaz testi
yapilmustir. izolatlar Gram negatif hiicre duvar yapisina sahip oldugundan mikroskop altinda

bakteriler kirmizi renkte goriilmiistiir. Oksidaz test sonuglar1 da pozitif sonug¢ vermistir.

Kan, idrar, diger (kateter, géz v.b.) 6rneklerden izole edilen P. aeruginosa suslarinin
yogun bakim ve servis 6rneklerine gore dagilimi tabloda gosterilmistir (Tablo 4.1.).
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Calisma grubunda total 6rnek sayisinin (208) 84°ii kadin hastalardan olusurken 124’1
erkek hasta 6rneklerinden olusmaktadir (Sekil 4.1.).

[zolatlarin Cinsiyet Dagilimi

Kadin

Erkek

Sekil 4.1. Orneklerin cinsiyetlere gore dagilimi

Tablo 4.1. P. aeruginosa izolatlarinin alindig1 6rnek tiirlerinin gruplara gore dagilimi

Ornek tiirii Yogun bakim Servis
Balgam 4 29
Yara 11 29
Idrar 6 21
Aspirasyon 55 2
BAL* 4 2

Kan 11 1
Diger 11 22

*BAL:Bronkoalveolar lavaj
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Yogun Bakim Izolatlarindaki Orneklerin Dagilimi

Diger Balgam
10,9% 4,0%
Yara
10,9%
Kan .
10,9% Idrar
5,9%
BAL*
3.0%
Aspirasyon
54,5%
Sekil 4.2. Yogun bakim izolatlarinin 6rnek tiirlerine gére dagilimi
Servis |zolatlarindaki Orneklerin Dagilimi
Diger
20,8% Balgam
27,4%
Kan
0,9%
BAL*
1,9%
Aspirasyon
1,9%
idrar
19.8%
Yara
27,4%

Sekil 4.3. Servis izolatlarinin 6rnek tiirlerine gore dagilimi



4.2.Piyoverdin

Calisilan izolatlarin biiyiik bir gogunlugunda piyoverdin liretimi goriilmiistiir. Yogun

bakim hasta drneklerinin %86,2’inde ve servis hastalarinin %86,7’sinde piyoverdin iiretimi

gbzlenmistir.

Sekil 4.4. Piyoverdin pozitif izolat sonucu

4.3.Piyosiyanin

Piyosiyanin tireten suglarin toplam suslara oran1 yogun bakim hasta grubunda %90,1

ve servis hasta gruplarinda %89,6 olarak goriilmiistir.

i A‘“‘:.
Sekil 4.5. Piyosiyanin pozitif izolat sonucu
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4.4.Elastaz Aktivitesi

Ekim ¢izgisinin etrafindaki aciklik (Sekil 4.6.) pozitif kabul edilir. Servis hastalarinin

%67,9'sinda ve yogun bakim hastalarinin %68,6'sinda elastaz aktivitesi pozitif olarak tespit

edilmistir.

-

P ——

Sekil 4.6.Elastaz test sonucu pozitif izolat gorintisi

45.las B

Elastaz aktivitesinin molekiiler olarak degerlendirdigi bu yontemde c¢aligilan
izolatlardan yogun bakim hasta gruplarinda %93,1’linde ve servis hasta gruplarinda
%89,6’unda pozitif olarak gozlenmistir. Sekilde goriildiigii iizere yiikleme kuyucuklarindan

sonraki goriilen 4.bant (1200bg) ¢izgisine yakin bir konumda goriilmiistiir (Sekil 4.7.).

Sekil 4.7. las B geni (1220 bg) jel gortintiisii.
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4.6.Biyofilm

Yogun bakim hasta 6rneklerinin (102), 53’linde biyofilm varlig1 goriiliirken servis
hastalarinin (106), 51’inde biyofilm varlig1 goriilmiistiir. Negatif kontrol olarak steril TSB
besiyeri ve pozitif kontrol olarak P. aeruginosa ATCC 27853 kullanilmustir.

Sekil 4.8. Kristal viyole yontemi kullanilarak hazirlanan mikroplak
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Tablo 4.2. 208 P. aeruginosa izolatindaki viriilans faktorlerinin dagilimi

i Yogun Bakim Servis
Ornek
Turi Piyosiyanin | Piyoverdin :;':15 Elastaz | Biyofilm | Piyosiyanin | Piyoverdin Es Elastaz | Biyofilm
Balgam | 2 2 3 3 3 23 27 26 | 19 17
Yara 10 10 11 8 6 26 25 26 | 26 12
idrar 4 6 4 3 6 18 17 18 | 14 11
ASP* 50 50 55 39 28 2 2 2 1 0
BAL*

3 3 3 2 1 2 2 2 2 1
Kan

8 10 9 8 6 1 1 1 1 0
Diger |11 11 11 7 1 20 21 20 | 15 10

* ASP:Aspirasyon, *BAL:Bronkoalveolar lavaj

Yogun bakim hasta grubundaki 55 aspirasyon 6rneginin 50’sinde piyosiyanin ve
piyoverdin ve tamaminda las B faktorleri tespit edilirken, servis hasta grubundaki ¢cogunlugu
olusturan balgam (29) ve yara (29) orneklerinde en sik piyosiyanin, piyoverdin, las B ve

elastaz faktorleri goriilmiistiir (Tablo 4.2.).
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4.7.Antibiyotik Duyarhhklar:
4.7.1.S1v1 Mikrodiliisyon

P. aeruginosa i¢in meropenem, kolistin, seftazidim, sefepim antibiyotikleri
degerlendirilmistir. Sonuglarin EUCAST tablosuna gore MIK degerleri belirlenmistir.
Sekildeki gorselde ilk siitun A1-Gl {ireme kontrol i¢in birakilmistir. Meropenem
antibiyotiginin degerlendirildigi kuyucuklarin (A2-12) ilk konsantrasyonu 128 pg/ml
belirlenmistir. Goriildiigii gibi MIK degeri 0,25ug/ml olarak bulunmustur (Sekil.4.9.). Bu da
standart susumuz (P. aeruginosa ATCC 27853) i¢in EUCAST da gosterilen kalite kontrol
tablosundaki® degerler ile ortiismiistiir. Seftazidim ve sefepim igin ilk kuyucuk
konsantrasyonlart 256 pg/ml olarak ayarlanmistir. Her ikisinde de standart susumuz (P.

aeruginosa ATCC 27853) igin bulunan MIK degeri 1ug/ml olarak bulunmustur.

Kolistin i¢in iki standart sus degerlendirmesi gerceklestirilmistir. Bunlardan birisi
negatif kontrol (NK) kolistin duyarli susumuz P. aeruginosa ATCC 27853 digeri ise pozitif
kontrol (PK) kolistin direngli susumuz mcr-1 NCTC 13846 E. coli’dir. Kolistin i¢in duyarli
susumuz D-E yatay sirasinda ¢aligilmistir. Kolistinin ilk konsantrasyonu (D2) 128ug/ml
olarak belirlenmistir. Negatif kontrol, MIK degeri 0,5ug/ml olarak gdzlenmistir. Pozitif
kontrol i¢in G yatay sirasinda degerlendirilmis olup MiK degeri 2ug/ml olarak bulunmustur.
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Sekil 4.9. S1v1 Mikrodiliisyon ile antibiyotik duyarlilik sonuglari

Yogun bakim ve servis hasta gruplarinda goriilen antibiyotik direng sayilari ve

yiizdeleri tabloda gosterilmis ve s1vi mikrodiliisyon ile belirlenen antibiyotik duyarliliklar

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermemistir (Tablo 4.3.).

Caligilan antibiyotiklerden en yiiksek direng¢ oranina sahip antibiyotik, her iki grupta da

dordiincii kusak sefalosporin grubuna ait olan sefepim olmustur. Her iki grupta en diisiik

direng¢ orani kolistin antibiyotigine karsi olmustur.

Tablo 4.3. Sivi Mikrodiliisyon ile Antibiyotik Duyarlilik Sonuglar

Yogun MIiK50 MIiK90 Servis (S) | MIK50 | MiK90 | p
Bakim(YB) Yogun Yogun N (%) Servis | Servis | degeri
Antibiyotikler | N (%) Bakim Bakim (ng/ml) | (ng/ml)
(ng/ml) (ng/ml)
Meropenem | 42(41,1) 4 32 31(28,9) | 1 16 0,079
Kolistin 12(11,7) <0,125 2 14(13,2) | <0,125 | 1 0,733
Seftazidim | 44(43,1) 4 128 44(411) | 4 64 0,860
Sefepim 54(52,9) 8 64 52(48,5) | 8 32 0,626
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Tablo 4.4. Yogun bakim hasta grubundaki antibiyotik direnci ve viriilans faktorleri goriilme

siklig1 arasindaki iligki

Viriilans Meropenem Kolistin Seftazidim Sefepim
Faktorleri
D D R D R D R
Piyosiyanin 54 38 81 11 53 39 44 48
6 4 9 1 5 5 4 6
p degeri 1,000 1,000 0,742 0,746
Piyoverdin 53 35 78 10 51 37 44 44
7 7 12 2 7 7 4 10
p degeri 0,667 0,668 0,789 0,360
las B 55 40 84 11 52 43 46 49
5 2 6 1 6 1 2 5
p degeri 0,697 1,000 0,137 0,442
Elastaz 50 20 60 10 44 26 42 28
10 22 30 2 14 18 6 26
p degeri <0,001 0,331 0,111 <0,001
Biyofilm 29 24 44 9 32 21 24 29
31 18 46 3 26 23 24 25
p degeri 0,500 0,164 0,586 0,861

Yogun bakim hasta grubundaki izolatlarda degerledirilen tiim viriilans faktorleri ve

antibiyotik direngleri arasindaki iligski incelendiginde elastaz ile meropenem ve sefepim

direnci arasinda istatistiksel olarak anlamli sonu¢ bulunmustur (Tablo 4.4.).
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Tablo 4.5. Servis hasta grubu igerisindeki antibiyotik direnci ve viriilans faktorleri
arasindaki iligki

Viriilans Faktorleri | Meropenem Kolistin Seftazidim Sefepim
D R |D R D R D R
Piyosiyanin + |69 26 87 8 59 36 51 44
- |6 5 5 6 3 8 3 8
p degeri 0,292 0,001 0,048 0,180
Piyoverdin + |63 29 82 10 54 38 47 45
- |12 2 10 4 8 6 7 7
p degeri 0,226 0,088 1,000 1,000
las B + |65 30 85 10 55 40 48 47
- |10 1 7 4 7 4 6 5
p degeri 0,169 0,037 1,000 1,000
Elastaz + |52 20 64 8 45 27 38 34
- |23 11 28 6 17 17 16 18
p degeri 0,799 0,370 0,313 0,342
Biyofilm + |38 13 46 5 31 20 28 23
- |37 18 46 9 31 24 26 29
p degeri 0,545 0,478 0,792 0,432

Servis hasta grubundaki viriilans faktorlerinin goriilme siklig1 ve antibiyotik direnci
arasindaki iliski incelendiginde las B ve piyosiyanin ile kolistin direnci arasinda ve

seftazidim ile piyosiyanin arasinda anlamli bir iligki bulunmustur (Tablo 4.5.).
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4.7.2.Disk Eliisyon

Pozitif kontrol olarak P. aeruginosa ATCC 27853 kullamilmustir. Tiplerdeki
bulaniklik pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.10.). Referans olarak EUCAST
kullanilarak >4pg/ml direncli olarak kabul edilmistir. Calisma sonuglarimiza gore 106 servis
hastasinin 17’sinde (%16,0) ve 102 yogun bakim hasta 6rneginin 18’inde direngli izolat
(%17,6) tespit edilmistir.

Ureme 1Hg/ml >
Kontrol

Sekil 4.10. P. aerginosa ATCC 27853 disk eliisyon sonucu.
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Tablo 4.6. Sivi Mikrodiliisyon ve Disk Eliisyon sonuglarinin karsilastirilmasi

Kolistin Duyarh N(<4ug/ml) Kolistin Direncli N (>4ug/ml)
Yoéntemler

Yogun Servis | p Yogun Servis | p

Bakim degeri | Bakim degeri
Sivi 90 92 0,916 12 14 0,916
Mikrodiliisyon
Disk Eliisyon 84 89 0,901 18 17 0,901

Sivi mikrodiliisyon ile 102 yogun bakim hasta Orneginin %11,7’sinde direng
gozlenirken, disk eliisyon yontemi ile %17,6’sinda direng gozlenmistir. 106 servis hasta
orneginin s1vi mikrodiliisyon ile %13,2’si disk eliisyon ile %16,0’iinde kolistin direnci tespit
edilmistir (Tablo 4.6.). Kolistin i¢in degerlendirdigimiz disk eliisyon yonteminin duyarlilik

ve Ozgiilliigii sirasiyla %84 ve %88 olarak bulunmustur.

4.7.3.Rezasurine Dayalh Hizli Polimiksin

Yogun bakim hasta 6rneklerinin %10,7’sinde servis hasta 6rneklerinin %16,9’unda
kolistin direnci goriilmiistiir. Sonuglar 4pg/ml MIK degerine gore duyarli ve direngli olarak
belirlenmistir. Kolistin iceren besiyerlerinde renk degisiminin oldugu kuyucuklardaki

izolatlar kolistine direngli olarak belirlenmistir.

Resimde goriilen A yatay sirasi kolistin igermeyen MHB ve B yatay siras1 kolistin
igeren besiyerlerinden olusturulmustur. Ik siitin A1-B1 sterilizasyon kuyucuklaridir ve
%0,85°lik NaCl (20ul) ¢ozeltisi ile hazirlanmistir. Ikinci siitun (A2-B2) ilk negatif kontrol
P. aeruginosa ATCC 27853 susunun bulundugu kuyucuklardan, {igiinci siitiin diger negatif
kontrol E.coli ATCC 25922 susunun bulundugu ve son siitun pozitif kontrol E.coli NCTC
13846 susunun bulundugu kuyucuklardir. A2-A4 sirasinda beklenildigi gibi kolistin
icermeyen MHB igerisinde tiim suslar tireme gostermis ve kuyucuklardaki renk mor-pembe
rengine dénmiistiir. Ikinci yatay sirada yine bekledigimiz gibi sadece kolistin direnci

bulunan susumuzun oldugu kuyucukta tireme goriilmiistiir (B4) (Sekil 4.11.).
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P.aeruginosa E.coli

Sterilizasyon ATCC 278553 ATCC25922
kontrol

E.coli
NCTC 13846

%0.85"lik
NaCl

Sekil 4.11. Rezasurine dayali hizli polimiksin test sonucu, pembe-mor (+)

Tablo 4.7. Sivi Mikrodiliisyon ve Hizli Polimiksin sonuglarinin karsilastirilmasi

Kolistin Duyarl N(<4pg/ml)

Kolistin Direncli N

Polimiksin

Yontemler (>4pg/ml)
Yogun Servis | p Yogun Servis | p
Bakim degeri | Bakim degeri
Sivi Mikrodiliisyon 90 92 0,916 12 14 0,916
Rezasurine Dayali Hizh | 91 88 0,276 11 18 0,276

S1vi mikrodiliisyon sonucuna gore kolistin direnci yogun bakim 6rneklerinin %11,7

servis hastalarinin %13,2’sinde goriilmiistiir. Buna karsilik rezasurine dayali hizli polimiksin

yontemiyle yogun bakim hasta Orneklerinin %10,7’sinde servis hasta Orneklerinin

%16,9’unda kolistin direnci goriilmiistiir.
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Her iki yontemde de hasta gruplari arasinda anlamli bir fark goriilmemistir. Bununla
birlikte test edilen rezasurine dayali hizli polimiksin metodunun duyarlilik ve 6zgilliigi

strasiyla %87 ve %92 bulunmustur.

4.7.4.mcr-1

Kolistin i¢in referans yontem olan Sivi Mikrodiliisyon Yontemine gore belirlenen
her iki gruptaki kolistin direnc¢li suslarimizin higbirisinde mcr-1 genine rastlanmamastir.
Sekilde pozitif kontroliin jel goriintiisti goriilmektedir (Sekil 4.12.). Calismada direngli sus
olarak E. coli NCTC 13846 (pozitif kontrol) ve duyarli sus olarak P. aeruginosa ATCC
27853 kullanilmigtir. PZR i¢in negatif kontrol distile su kullanilmstir.

Sekil 4.12. E. coli 13846 mcr-1 (+) jel goriintiisii
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S5.Tartisma

Askeri doktor olan Charles-Emmanuel Sédillot, 1850'de P. aeruginosa'y1 igeren
enfeksiyondan bahseden ilk kisidir. Sonraki yillarda Carl Gessard yara 6rneklerinden P.
aeruginosa’y ilk kez basarili bir sekilde izole etmistir. ikisi de cerrahi yara 6rneklerindeki

mavi-yesil renk degisimi ile fark etmistir.®

P. aeruginosa, gram-negatif bakterilerin neden oldugu hastane kaynakli
enfeksiyonlarda; Ozellikle bagisikligt  baskilanmis bireylerde en sik  goriilen
bakterilerdendir.6”®® Kanser ilaclar1 alan hastalarda bakteriyemi ve sepsisin 6nde gelen
nedenidir ayrica diyabetik {ilserlerde, yanik yaralarinda, cerrahi yaralarda ve kornea
ilserlerinde sik goriilen bir enfeksiyon etkenidir ve kronik kistik fibroz hastalar1 i¢in 6liimciil
bir etkiye sahiptir.®® Bu bakterinin klinik agidan énemli olmasinin nedenleri arasinda hiicre
ile iligkili ve hiicre dis1 salgiladigi enzim, toksin ve yapisal elemanlar1 dahil birgok viriilans
faktoriine sahip olmasi ve ¢ok sayida antibiyotige karsi direng gelistirmis olmasi

bulunmaktadir.

Viriilans faktorleri, konak organizmaya ¢esitli mekanizmalar ile zarar vermesinin
yani sira bakterinin, konak organizmanin bagisiklik yanitina karsi savunmasimi da
saglamaktadir.!’! Calismamizda P. aeruginosa icin 6nemli oldugunu diisiindiigiimiiz
piyosiyanin, piyoverdin, elastaz enzim aktivitesi ve biyofilm olusumu degerlendirilmistir.
Orneklem grubunda enfeksiyon acisindan dezavantajli goriilen; yogun bakim ve servis
hastalar1 tercih edilmistir. Toplam 208 adet P. aeruginosa izolatlar1 g¢aligmaya dahil
edilmistir. Orneklerin 84°ii kadin hastalardan 124°ii erkek hastalardan olusmaktadir. Yogun
bakim hasta grubunda en ¢ok bulunan 6rnek tiirii aspirasyonken, servis hastasi grubundaki

en sik ornek tiirii yara ve balgam 6rnekleri olmustur.

Piyosiyanin, P. aeruginosa i¢in en 6nemli viriilans faktorlerindendir ve suslariin
%90'mdan fazlasi tarafindan iiretilmektedir.® 2018 yilinda solunum izolatlar ile yapilan
calismada izolatlarin %87 sinde piyosiyanin iiretimi tespit edilmistir.”® Calismamizda da her
iki izolat grubunda biiyiik oranda (%89,6 servis, %90,1 yogun bakim) piyosiyanin tespit
edilmistir. Piyoverdin bakterinin sideroforu olarak gorev yaparak ortamdaki demiri

baglamaktadir ve konak organizmanin demiri kullanmasini engellemede gorev almaktadir.
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Onemli bir viriilans faktdrii olan piyoverdinin, kistik fibrozis hastalarinda hastalik
patojenitesiyle ve akcigerlerdeki birikiminin mortalite artist ile iliskili oldugu
gosterilmistir.** 2023 yilinda yayinlanan ¢oklu ilag direncine sahip 10 P.aeruginosa izolat:
ile yapilan calismada: izolatlarin %100’ {inde piyoverdine iiretimi gdzlenmistir.”* Bir baska
calismada nispeten diisiik bir sonug elde edilmis ve 80 klinik izolatin %58,8’inde tespit
edilmistir.”> Bunun nedeni olarak drneklem grubunun biiyiik bir ¢ogunlugunun ¢oklu ilag
direnci bulunan P.aeruginosa izolatlar1 ile iliskili oldugu diisiiniilmiistiir. Orneklem
grubumuzda ¢oklu ilag direncine sahip izolatimiz ¢ok diisiik bir orana sahiptir. Piyoverdin
faktorii acisindan bulgularimizi degerlendirdigimizde her iki orneklem grubumuzda da

piyoverdin (%86,7 servis, %86,2 yogun bakim) daha yiiksek frekanslarda bulunmustur.

Klinik 6rneklerden elde edilen P. aeruginosa izolatlarinda elastaz aktivitesi belirgin
olarak gozlenmektedir. Elastaz, las B geninin asil sorumlu oldugu ve bunun disinda ii¢ gen
(las A, las R, rhIR) tarafindan da diizenlenen, elastin, fibrinojen, kolajen gibi hiicresel ve
hiicreler aras1 baglant1 elemanlarii parcalayan bir enzimdir.”® Calismamizda bu enzimin
aktivitesi hem gen bazinda hem de biyokimyasal metod ile incelenmistir. Ayrica érneklem
gruplarindaki prevalanslar1 arasinda farklilik olup olmadigi da arastirilmistir. Molekiiler
olarak degerlendirdigimiz las B, daha Onceki yayinlanan c¢aligmalar ile korele olarak
izolatlarin ¢ok biiyiik bir kisminda tespit edilmistir.”%™* 61 klinik izolat ile yapilan bir
calismada las B varlig1 %98 olarak bulunmustur.’® Brezilya’da elastaz aktivitesi igin las A
ve las B’inin incelendigi bir baska ¢alismada izolatlarin %100’tinde las B ve %82,5’unda las
A genini tespit etmislerdir.’* Elastaz aktivitesini fenotipik olarak degerlendirdigimizde;
servis hastalarmin %67,9'unda, yogun bakim hastalarinin %68,6'sinda goriilmiistiir. 2019
yilinda yayinlanan bir ¢alismada farkli kliniklerden izole edilen 83 adet P.aeruginosa
orneginde elastaz enzim aktivitesi degerlendirilmis ve %100 enzim aktivitesi gdzlenmistir.”
Bununla birlikte ¢alismamizdaki sonuglara benzer sekilde Kasim 2021'de yayinlanan
Pittsburgh Universitesi Tip Merkezi'ndeki yogun bakim hastalarindan izole edilen
P.aeruginosa suslarinda elastaz aktivitesi incelendiginde, izolatlarin %75'inde saptanmis ve
bu durum mortalite artis1 ile iliskilendirilmistir.”® Elastaz aktivitesini molekiiler ve fenotipik
olarak degerlendirdigimizde gruplar arasi anlamli bir farklilik gériilmemistir. Bunun yani
sira molekiiler prevanlansi fenotipik prevalanstan daha fazla olarak tespit edilmistir ve las B
geni bulunan izolatlarimizin bazilarinda fenotipik olarak enzim aktivitesi goriilmemistir. las

B geninin ifadesinin baskilanmasini bu durumdan sorumlu olabilecegini diisiinmekteyiz.
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Biyofilm bakterilerin stres kosullar1 altinda hayatta kalmalarini saglayan mikrobiyal
topluluklardir. Bakteriler bu olusum sayesinde antibiyotiklere kars1 da daha direngli hale
gelmektedirler. P. aeruginosa'nin viriilansinda en énemli faktorlerden biri olan biyofilm
olusumunu oOrneklem grubumuzdaki servis hastalarinin %48,1'inde ve yogun bakim
hastalarinin %51,9'unda saptanmistir. Yogun bakim hasta grubunda biyofilm varligi en fazla
aspirasyon Orneklerinde gozlenmistir. Aspirasyon Orneklerinin 6rneklem grubumuzun
biiyiik bir kismin1 olusturmasini bunun nedeni olarak diisiinmekteyiz. Ulkemizde daha énce
kistik fibrozisli hastalardan izole edilen 60 P. aeruginosa izolati incelenmis ve bunlarin
%33"iniin biyofilm olusturdugu goriilmiistiir.”” Yanik yaralarindan elde edilen P.
aeruginosa izolatlari ile 2015 yilinda yayimnlanan bir baska ¢alismada 144 izolatta %92,4
oraninda biyofilm olusumu gozlenmistir.”® Calismamizda yogun bakim hastalarindaki yara
orneklerinden izole edilen P. aeruginosa'nin biyofilm varhigi daha diisik oranda
bulunmustur (%54,5 yogun bakim; %41 servis iinitesi). Orneklem grubumuzda onceki
calismadan farkli olarak izolatlarimizin ¢ok kiigiik bir kismi ¢oklu ilag direncine sahip
bakterilerden olusmaktadir. Yanik yara 6rnekleri ile yapilan bir bagka bir calismada 100
ornekten 27’sinde biyofilm olusumu gozlenmistir.” fran’da farkli klinik éreklerden izole
edilen P. aeruginosa ile yapilan bir baska ¢alismada 104 izolatin %58’inde biyofilm

olusumu tespit edilmistir.%

Coklu ilaca direngli P. aeruginosamin neden oldugu enfeksiyonlar diinyada
yayginlasmaktadir.3! Antibiyotik direnci ve direngli bakteriler dzellikle hastanede uzun siire

yatarak tedavi gdren hasta gruplarini etkilemektedir.!

P. aeruginosa'nin ¢ok sayida
antibiyotige kars1 gelistirdigi direng ve birgok viriilans faktorii ile enfeksiyonlarda morbidite
ve mortalite oranlarinin artmasi bu bakterinin énemini artirmaktadir. Iran'da 2018 yilinda
yayinlanan bir caligmada 138 P.aeruginosa klinik izolatinda meropenem direnci %53,6 ve
seftazidim direnci %63,7 olarak bulunmustur.®? Cesitli klinik 6rneklerden izole edilen
P.aeruginosa ile yapilan farkli bir caligmada ise, 175 izolatin %63" seftazidime, %5,3'i
meropeneme direncli bulunmustur.® Tiirkiye'de bir yogun bakim {initesinden alman 120
P.aeruginosa izolat1 ile yapilan bir ¢calismada meropenem %90,1, seftazidim %7,5 olarak
bulunmustur.®* Calismada meropenem direnci olan hastalarda serebrovaskiiler atak dykiisii
oldugu agiklanmis ve seftazidim direnci néroloji yogun bakim iinitesinde yatis 6ykiisii olan
hastalar ile iliskilendirilmistir.3* Meropeneme direngli grupta kardiyovaskiiler hastalik oran

ve serebrovaskiiler hastalik Oykiisii anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur.

Serebrovaskiiler hastalik ykiisiinii, meropenem direngli P. aeruginosa enfeksiyonlari igin
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bagimsiz bir risk faktorii olarak tanimlamislardir.®* Calismamizda seftazidim direnci daha
yiiksek (%43,1) ve meropenem (%41,1) direnci daha diisiik bulunmustur. Hasta grubumuzda
sadece noroloji yogun bakim iinitesinden degil, genel yogun bakim iinitesinden alinan
orneklerin de bulunmasi bu farkta etkili olmus olabilir. 2019 yilinda iilkemizde yayinlanan
retrospektif bir baska calismada ise klinik 6rneklerden elde edilen 631 P. aeruginosa
izolatinda meropenem, seftazidim ve sefepim direnci arastirilmig ve sirasiyla %23, %26 ve
%28 olarak bulunmustur.8* Ornek grubunun biiyiikliigii ¢alisma sonuglarimizdaki direng
oranlar1 arasindaki farklilikta etkili oldugu diisiiniilmektedir. Dursun ve ark. ¢cocuk yogun
bakim iinitesinde P. aeruginosa izolatlari igin seftazidime direng oranini %33,8 ve sefepim
direng oranin1 %19,1 olarak saptamistir.%? Caligmamizda yogun bakim grubunda sefepim
direnci %52,9 ve seftazidim direnci %43,1 olarak bulunmustur. Dursun ve arkadaglarinin
yaptig1 calismada sadece cocuk yogun bakim iinitesindeki hastalar ile calisilmasi ve
orneklerin daha eski yillara (2013-2017) ait olmas1 bulgularimizdaki sefepim ve seftazidim
direncindeki farklilig1 acgiklayabilecegini diisiinmekteyiz.

2020 yilinda Balikesir Universitesi'nde yapilan bir baska ¢alismada yogun bakim
tinitelerinden izole edilen P. aeruginosa suslarinda seftazidim direnci %29,4 ve sefepim
direnci %28,13 olarak bulunmustur.® Yine ¢alismada P. aeruginosa'nin en ¢ok izole edildigi
ornek tipinin aspirasyon 6rnegi oldugu tespit edilmistir.

P. aeruginosa tedavisi i¢in son se¢eneklerden oldugu diisiiniilen kolistin, polmiksin
grubu bir antibiyotiktir. Karbapenemler, florinolonlar ve sefalasporinler gibi P. aeruginosa
enfeksiyonlarinda kullanilan antibiyotik gruplarina karsi artan direncin varligi kolistinin
tekrar tedavi programlarina eklenmesine neden olmustur. Kolistin, katyonik bir polipeptit
olarak, pozitif yiikliidiir ve bakteriyel dis zarlarin LPS'sindeki lipid A'nin negatif ytiklii fosfat
grubuna baglanabilmektedir. Bu etkilesim, zar stabilitesini bozarak sitoplazmik igerigin
sizmasina ve nihayetinde hiicre pargalanmasina neden olmaktadir.8*

P. aeruginosa enfeksiyonlarinda kullanilmaya baslanan kolistine karsi direncin
ortaya ¢ikmasi tedavi segeneklerini kisitlamaktadir. Bu yiizden kolistin direncinin insidansi
onemli bir konudur. Ulkemizde bu konu hakkinda yaymlanan makalelerde g¢aligma
gruplarinda ¢ok diisiik diizeyde kolistin direnci direnci tespit edilmistir.358

Tirkiye'de 2016 yilinda Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi'nde degerlendirilen
klinik P. aeruginosa izolatlarmin kolistin duyarlilig1 %100 olarak bulunmustur.?® Yakin
zamanda yapilan bir ¢alismada yogun bakim iinitelerinden izole edilen 420 P. aeruginosa
izolatinda %S5 gibi ¢ok diisiik bir oranda kolistin direnci saptanmustir.%® Yogun bakim

hastalarindan izole edilen suslarimizin kolistin direnci %]11,2 ile daha yiiksek oranda
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bulunmustur. Orneklem grubumuzda kolistin direncinin daha yiiksek bulunmasimin
nedenleri arasinda yeni orneklerin (2018-2021) yer almasi ve uzun siireli tedavi goéren
hastalardan izole edilen P. aeruginosa suslarinin dahil edilmesi yer almaktadir. 2018 yilinda
yayinlanan bir bagka caligmada Safak ve ark. yatan hastalarda en etkili antibiyotiklerin

amikasin ve kolistin oldugunu bildirmislerdir.®’

Santos ve ark. 62 klinik P. aeruginosa izolatinda %3,89 oraninda kolistin direnci
bulmustur.®® 1997-2016 yillar1 arasinda birgok bdlgeden alinan verilerle yapilan siirveyans
calismasinda: P. aeruginosa en yaygin bakteri tiirlerinden biri olarak tespit edilmistir. Ayni
calismada Avrupa, Asya Pasifik Bolgesi ve Latin Amerika’da en sik izole edilen bakteriler
arasinda birinci sirada yer almistir. Antibiyotik duyarliliklarinin da incelendigi bu ¢alismada
2015-16 yillar1 arasindaki kolistin duyarliligit Avrupa, Asya Pasifik bolgesi ve Latin
Amerika'da sirastyla %99,8, %99,7 ve %100,0 olarak bulunmustur.?

Kolistin direncini belirlemek i¢in EUCAST ve CLSI tarafindan altin standart yontem
olarak Sivi Mikrodiliisyon y&ntemi énerilmektedir.548 Fakat bu yontem oldukca zahmetli
ve zaman alic1 bir yontemdir. Ozellikle kritik 6neme sahip hastalarda antibiyotik direng
profilinin belirlenip hizli bir tedavi segeneginin olusturulmas: Onemlidir. Tedavi
programlarinin belirlenmesindeki siirenin kisalmasi tedavide etkinlige katki saglamasinin
yan1 sira hastanede yatis siiresini kisaltabilecek bir unsurdur. Hastane laboratuvarlarinda
kullanilan otomatize sistemler birgok antibiyotik i¢in giivenilir sonug verse de kolistin i¢in
duyarlilig1 tartisma konusudur. Bu yiizden kolistin direncini daha hizli tespit edebilecek ve
stvi mikrodiliisyon kadar giivenilir, kolay bir yonteme ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amagla
gelistirilen bir¢ok yontem bulunmaktadir. Rezasurine dayali hizli polimiksin testi ve disk

eliisyon yontemi bu yontemler arasinda yer almaktadir.

[k olarak 2016'da Nordmann ve arkadaslari, Enterobacteriaceae tiirleri i¢in Hizli
polimiksin NP testini gelistirmislerdir.®* Yéntem, PH gostergelerinin renk degisimleri
yoluyla polimiksin B veya kolistin varliginda biiytiyebilen, glikozu metabolize edebilen ve
asit iiretebilen bakterileri tespit etmek icin kullanilabilen bir yontemdir. Bununla birlikte, bu
yontem, Acinetobacter baumannii ve P. aeruginosa gibi nonfermantatif bakteriler igin
uygun degildir. Daha yakin zamanlarda, Lescat ve arkadaglari, Rapid ResaPolymyxin
Acinetobacter/Pseudomonas NP testi ad1 verilen ve kolistin direncini hizli bir sekilde tespit

edebilen bir resazurin-mukoid duyarlilik testi yontemi gelistirmislerdir.?® Jia ve ark. bu
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yontemi kullanarak klinik drneklerden izole edilen 253 Gram-negatif bakteri ile ¢calismis ve
yontemin sivi mikrodiliisyon yontemi ile karsilastirmasini yapmislardir. Sonug¢ olarak
degerlendirdikleri izolatlarda kolistin direnci i¢in bu yontemin duyarlilik ve 6zgiilliigiinii
%100 ve %99 olarak bulmuslardir. Calismamizda Rezasurine Dayali Hizli Polimiksin
testinin duyarlilik ve 6zgilligi sirasiyla %87 ve %90 olarak bulunmustur. Bu farklilik
orneklem grubumuzda sadece P. aeruginosa izolatlarinin dahil edilmesinden

kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz.

Caligmamizda sivi mikrodillisyon yontemine alternatif olarak disk eliisyon yontemi
de test edilmistir. Bu yontem sivi mikrodiliisyon yontemine alternatif olarak diisiiniilen ve
hizl1 polimiksin yontemindeki eksiklikleri gidermek i¢in gelistirilen bir yontemdir. Testte
temel olarak belirli konsantrasyonlardaki kolistin diskleri kullanilmaktadir ve bakteri
slispansiyonlarindaki bulanikliklar degerlendirilmektedr. Bulanikligin gézlenmedigi ilk tiip
MIK degeri olarak belirlenmektedir. Simner ve ark. bu yontemi gelistirerek 121 retrospektif
Klinik izolat, 45 prospektif klinik izolat ve 6 mcr-1-pozitif E. coli izolat1 ile test etmislerdir.
Caligsmalarinda Enterobacteriaceae grubu bakterilerde kolistin duyarlilik ve 6zgiilliigii %100
olarak bulunmustur.® Sharma ve ark. 125 Gram negatif bakteri ile yaptiklari ¢aligmada disk
eliisyon yonteminin duyarlilik ve 6zgiillerini sirasiyla %100 ve %98,40 bulmuslardir.®
Caligmamizda disk eliisyon yontemi i¢in duyarlilik ve 6zgiilliikk sonuglart %84 ve %88
olarak daha diisiik oranda bulunmustur. Calisma grubumuzda sadece P.aeruginosa
izolatlarinin degerlendirilmis olmasi; diger ¢alismalarda Acinetobacter baumanii gibi farkli
bakteri tiirlerinin de dahil edilmesinin yani sira 6rneklem gruplarimizin biytkligi de

farklilik gostermektedir.

Hizl1 polimiksin ve disk eliisyon karsilastirildiginda; rezasurin hizli polimiksin
yontemi 0zel reaktiflerin (rezasurin) hazirlanmasmn1  ve renk degisikliklerinin
yorumlanmasint  gerektirdiginden subjektif sonuglar verebilmektedir. Bu sonuglari
yaniltabilmektedir. Disk eliisyon yontemi bu olumsuzluklari kaldiran daha objektif sonuglar
veren bir yontemdir. Fakat ¢ok sayida ornek ile ¢alismak i¢in zahmetli bir yontemdir.
Kullanilan malzemelerin sterilizasyonu ve birden fazla 6rnek ile ayn1 anda ¢alisma imkanini
zorlastiran bir yontemdir. Rezasurine dayali hizli polimiksin yontemi bu a¢idan daha

avantajhidir.
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Kolistin direncinin plazmid aracili gelismesinde mcr (mcr-1..mcr-9) gen ailesinin
etkili oldugu tespit edilmistir.*? Bu genler, fosfoetanolamin transferazlar1 kodlayarak, lipid
A'nin fosfat grubuna fosfoetanolamin eklenmesini katalize ederek bakteri dis zarinin negatif
yiikiinii azaltmaktadir ve Kolistine olan afinitesini azaltarak antibiyotik direncine neden
olmaktadir.®® Wang ve ark. mcr-10'un yeni bir plazmid kaynakli kolistin diren¢ geni
oldugunu gostermistir.®® Cografi olarak dagilimmna gore bu genlerden mcr-1 ve mcr-9 en
yaygin bulunan genlerdir. mcr-1 ilk kez Cin’de gida olarak tiiketilen hayvanlar ile yapilan
calismada hayvanlardan izole edilen E.coli suslarinda bulunmustur.>® mcr-1'in muhtemelen
hayvan kokenli bakterilerden kaynaklandigi ve daha sonra insanla iligkili bakterilere
yayildig1 bilinmektedir.>*% Wise ve ark . diinya ¢apinda topladig1 908 Enterobacteriaceae
izolatinda 22 izolatin mcr-1 genini tasidigimi bulmustur.* Sonnevend ve arkadaslar insan
kaynakli dort E. coli izolatinda mcr-1 geninin varligimi rapor etmislerdir.®® Ulkemizde bu
gen ailesinden mcr-1 geni goriilmektedir. Kiirek¢i ve ark. bu geni bildiren ilk ¢alismay1
gerceklestirmiglerdir. Calismalarinda perakende ¢ig tavuk etinden izole ettikleri E.coli
izolatlarinda mcr-1 geni tespit etmislerdir.®® Bir baska calismada 40 kolistin direngli
Enterobacterales izolatinin 2’sinde mcr-1 geni tespit edilmistir.®” Tarhan ve ark. 2021 y1linda
yaymlanan, klinik Orneklerden izole edilen gram negatif bakterilerin dahil ettikleri

calismalarinda 11 P.aeruginosa izolatinin 1’inde mcr-1 geni saptamislardir.%

Caligmamizda degerlendirdigimiz yogun bakim ve servis hasta gruplarindaki kolistin
direngli P. aeruginosa izolatlarinin hi¢birinde mcr-1 geni saptanmamistir. Bunun nedeni
olarak hasta grubumuzdaki kolistin direng grubumuzun kii¢iik olmasini ve Kkolistin

direncinin plazmid aracilig1 ile gergeklesmemis oldugunu diisinmekteyiz.
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P. aeruginosa, nosokomiyal enfeksiyon etkeni bakterilerin basinda gelmektedir ve
bu durumdan en ¢ok hastanede yatarak tedavi goren hasta grubu etkilenmektedir.
Calismamizda yatarak tedavi goren hasta gruplarindan 103 yogun ve 106 servis
hastas1 dahil edilmistir.

Viriilans faktorlerinin fenotipik degerlendirmesinde piyosiyanin, piyoverdin her iki
hasta grubunda da en sik goriilen viriilans faktorlerindendir. Molekiiler olarak
degerlendirilen las B bolgesi gruplarin biiyiik ¢ogunlugunda tespit edilmistir.
Antibiyotik direnglerinden sefepim, her iki hasta grubumuzda en fazla goriilen
antibiyotik direncidir. Sirasiyla seftazidim, meropenem ve kolistin takip etmektedir.
Antibiyotik direnci ile iligkili oldugu diisiiniilen biyofilm {iretimi ¢alismamizda
antibiyotik direnci ile istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Yogun bakim hasta grubunda en sik goriilen viriilans faktorii las b elastaz ve
piyosiyanin olmustur. Servis hastalarinda en sik goriilen viriilans faktorleri las B,
piyosiyanin ve piyoverdin olmustur.

las B elastaz her iki grupta da yiiksek oranda bulunmasina karsin enzimin fenotipik
degerlendirmesinde ayni siklik gozlenmemistir.

Kolistin direnci her iki grupta da diisiik oranda tespit edilmistir. Fakat servis hastalar1
oransal olarak yogun bakim hasta grubundan daha fazla bulunmustur.

Direnci belirlemek i¢in sivi mikrodiliisyon yontemine alternatif olarak Rezasurine
Dayal1 Hizli Polimiksin testi ve Disk eliisyon yontemleri kullanilmigtir.

Is yiikii ve zaman agisindan Rezasurine Dayali Hizli polimiksin testi daha
avantajliyken sonuglar1 degerlendirmede disk eliisyon daha pratik ve basittir.
Ozgiilliikleri her iki test i¢in de yiiksek olmasina karsin Rezasurine Dayali Hizli
Polimiksin yonteminin 6zgiilliik oran1 daha ytiksektir.

Duyarlilik i¢in Rezasurine Dayali Hizli Polimiksin testi daha iyi sonuca sahiptir.
Kolistin direnci tespit edilen suslardan plazmid aracili direng aktarimai ile iligkili mer-
1 geni incelenmistir. Ve direngli suslarin hi¢birisinde bulunamamaistir.

Calisma gruplarimizda kolistin direncinin diisiik oranda bulunmasi kolistin
antibiyotiginin bolgemizde P. aeruginosa enfeksiyonlari igin hala bir segenek
oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

P.aeruginosa enfeksiyonlarinda 6nemli rol oynayan las B elastaz, piyosiyanin,

piyoverdin gibi viriilans faktorlerini inhibe etmeye yonelik c¢alismalar ile
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enfeksiyonlarin siddetinin azalmasina ve P.aeruginosa patogenezinin olumsuz

etkilenmesine katki saglayacak caligsmalara ihtiya¢ vardir.
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