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OZET

TOZLUYURT A. Hacettepe Universitesi Hastanelerindeki Klinik Orneklerden
Elde Edilen Acinetobacter Baumannii Complexin Klorheksidin ve Kolistin
Duyarhihklarimin Belirlenmesi. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanhg ,
Mikrobiyoloji Tipta Uzmanhk Programm , Asistanhk Tezi , Ankara 2020.
Acinetobacter baumannii complex (ABC)’in 2006’11 yillarda yara yeri enfeksiyonu
olarak ilk olgunun ortaya ¢ikmasindan sonra tiim diinyaya yayilarak ve artan oranda
antimikrobiyal direng profilinin ortaya ¢ikmasi, WHO (Diinya Saglik Orgiitii)’nun bu
patojeni hedef tahtasina oturtmasini saglamistir. Neden oldugu enfeksiyonun tedavisi
yeni tedavi modaliteleri piyasaya surilmesinin ardindan gelisen direng nedeniyle
komplike bir duruma donismistir. Hem kromozomal hem de hareketli genetik
yapilar olmasi bakimindan, ¢ok yetenekli bir patojene ile yillardir maruz
kalmaktayiz. Bu ¢alismanin amaci, ABC izolatlarinda kolistin ve klorheksidin
arasinda capraz direncin olup olmadig1 ve kolistine karsi diren¢ profilini ortaya
cikartmaktir. Dolayisiyla, c¢alisma; kan kiiltiirii, BAL, DTA gibi bolgelerde
enfeksiyon yapan ABC’nin izole edilmesi, kolistin ve klorheksidin duyarlilik
profilinin ortaya ¢ikarilmast ve klonal varliginin cesitliliginin tesbiti (zerine
dayanmaktadir. Calismaya dahil edilen 100 A. baumannii izolati1 i¢in, EUCAST
(EUROPEAN COMMITTE ON ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY TESTING)
klinik esik ve sivi mikrodiliisyon Onerilerine gore kolistin ve klorheksidin duyarlilik
profili belirlenmistir. 15 izolatta kolistin direnci, on yedi izolatta ise 17 klorheksidin
orta duyarli izolat bulunmustur. Yalmz bir 1 izolatta, hem klorheksidin orta
duyarlilik hem de kolistin direnci saptanmistir. A. baumannii disinda yapilan diger
bakterilerle pleiotropik direncin arastirilmasi igin yapilan in-vitro deneylere gore, A.
baumannii’de kolistin direncinin, klorheksidinin maruziyetiyle kazanmasinin
uyumun maliyeti olabilecegini ifade edebilmesi icin ileri deneylere gereksinim
vardir. Ayrica kolistin direnci olan ABC izolati i¢in, PFGE (Pulsed Field Gel
Electrophoresis) yapilmis olup yedi farkli klon saptanmistir. Bu ¢alisma klorheksidin
ile kolistin arasindaki iliskiyi A. baumannii’de inceleyen ilk ¢alisma olup, basta I¢
Hastaliklar1 Yogun Bakim Unitesinde, klorheksidin azalmis duyarliigin ve kolistin
direncinin diger yataklibakim servislerine gore daha yiiksek oldugu, kolistin direngli
enfeksiyon etkenlerinin tek bir klondan kaynaklanmayip yedi farkli klondan

kaynaklandig ortaya ¢ikarilmistir.



Anahtar Kelimeler:Acinetobacter baumannii, Kolistin, Klorheksidin, PFGE,

Antimikrobiyal Direng, Pleiotropik Direng

Bu ¢alisma Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi

tarafindan THD-2019-18475 proje numarasiyla desteklenmistir.



ABSTRACT

TOZLUYURT A. Determination of Sensitivity of Acinetobacter Baumannii
Complex to Chlorhexidine and Colistin obtained from Clinical Samples at
Hacettepe University Hospitals. Hacettepe University Faculty of Medicine
Dean's Office, Microbiology Medical Specialization Program, Assistant Thesis,
Ankara 2020. Acinetobacter Baumannii Complex (ABC) covers all over the
world soonafter the emergence of the first case occured as a wound site infection
in 2006 andthe emergence of an mounting number of antimicrobial compound with
which the pathogens concerned could fight, which enabled WHO (World Health
Organization) to locate this pathogen on the first rank. The treatment of the infection
has become complicated due to the resistance that was developed following the
introduction of new treatment modalities. Therefore, after isolation and identification
of the agent, it is vital to reveal an accurate antibiogram resistance profile, however
another problemthat need to be overcome is that it is necessary to wait every other
day for the antibiogram testing. We have been exposed to a highly skilled pathogen
for years, given that both chromosomal and mobile genetic elements exploited. The
aim of this study was to identify pathogen of interest, decipher susceptibility patterns
to antimicrobials and elaborate if there was in exist a cross-resistance between the
chlorhexidine and colistin in. ABC. Accordingly, The study was composed in the
isolation of ABC that infects in part of the body such as blood culture, lavage fluid,
tracheal aspirate material, on the detection of the susceptibility profile of colistin and
chlorhexidine and determination of the diversity of clonal presence. The colistin and
chlorhexidine resistance profiles were determined according to 100 isolates of A.
baumannii, EUCAST clinical margin and broth microdilution guidelines. The
colistin resistance was found in 15 isolates and chlorhexidine intermediate
susceptibility was found in 17 isolates. In an isolate, both chlorhexidine intermediate
sensitivity and colistin resistance were detected. According to in-vitro experiments
thus far conducted to investigate pleiotropic resistance in other pathogensother than
A. baumannii, it is stated that the colistin resistance in A. baumannii may befitness-
cost with exposure to chlorhexidine. Among the A. baumannii isolates showing
resistance to colistin, the number of 7 different clones were detected by performing
PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis). These thesis is the first study to examine

the relationship between chlorhexidine and colistin. In this thesis, it has been
vi



revealed that bacteria in especially the Internal Diseases Intensive Care Unit have
decreased sensitivity to chlorhexidine and colistin resistance is higher than other
inpatient care units one, and ones conferring resistance to colistin do not originate

from a single clone, however from seven different clones.

Keywords: Acinetobacter baumannii, Colistin, Chlorhexidine, PFGE, Antibiotic

Resistance, Cross-Resistance.
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1. GIRIS

Acinetobacter baumannii  non-fermenter, gram negatif kokobasil
goriiniimiinde olup, ¢evrede yaygin bir sekilde bulunmaktadir. Gittikge artan direng
profili ve yogun bakimlarda 6zellikle ventilator iliskili pnomoni etkeni olmasi ve
2010’lu yillarda, Hindistan’da ilk NDM (New Delhi Metallo-f-Laktamaz)’nin iireten
susun izole edilmesinden sonra tiim diinyaya yayilmasiyla beraber daha da 6nem

kazanmustir.

Su an igin A. baumannii kaynakli enfeksiyonlarmn tedavisinde son kusak
antibiyotik olarak kolistin kullanilmaktadir. Kolistin, lipopolisakkarit icerisindeki
negatif yiikii fosfat gruplariyla etkilesim sonucu lipopolisakkariti bir arada tutan
katyonlarin uzaklagmasini saglar ve ardindan hiicre igerisine girerek etkisini gosterir.
[k olarak Japonya’da uretilmesinden sonra tim dinyada kullanilmaya baslanmustir.
Fakat ciddi bobrek ve norolojik hasarlar birakmasi gibi yan etkileri nedeniyle bir siire
kullanom dis1  kalmistir. Ancak direngli bakterilerin  neden oldugu ciddi
enfeksiyonlarin tedavisinde ¢aresiz kalindig1 zaman son ¢are antibiyotik olarak tekrar
kullanilmaya baslanmistir. Bu beraberinde baska sorunlar1 da getirmistir. Asir
derecede kolistin kullanimindan sonra hizla direng gelismeye baslamistir. Cin’de
2016 yilinda artan kolistin direncinin sorumlusu olarak mcr-1 igeren plazmid
sorumlu tutulmus olup diinyanin bir¢cok yerinden bu ve benzeri gen dizisine sahip

mcr igeren izolatlar tespit edilmistir.

Klorheksidin, 1950°li yillarm sonunda ingiltere’de kullanilmaya baslanan bir
antiseptiktir. Kullanilmaya baglandiktan bir miiddet sonra klinik izolatlarda azalmis
duyarlilik saptanmistir. Fakat yapilan ¢esitli arastirmalara ragmen klorheksidinin etki
mekanizmasi tam olarak agiklanamamistir. Klorheksidin giiniimiizde hastanelerin
cesitli birimlerinde antiseptik olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Klinik
izolatlarda azalmis duyarlilik saptanmasina ragmen etkin MIK degerleri ticari olarak
satilan klorheksidin preparatlar tarafindan karsilanmaktadir. Klebsiella pneumoniae
klinik izolatlar1 kullanilarak 2017 yilinda yapilan bir ¢alismada klorheksidin ile
kolistin direnci arasinda bir iligki olabilecegi diisiincesi ortaya atilmistir. Bu
calismada klorheksidine in-vitro artan maruziyet sonucu klinik izolatlarda kolistin

direncinin ortaya ¢iktig1 gosterilmistir(1).



Bu arastirmada, yatan hastalarin gesitli klinik 6rneklerinden izole edilen A.
baumannii suslarin klorheksidin ve kolistin duyarlilik profilleri ve aralarinda var
olabilecek bir iliskinin sivi mikrodilisyon ve PFGE y0Ontemleriyle gdsterilmesi

hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii, gram negatif kokobasil, katalaz pozitif, oksidaz
negatif, zorunlu aerop, firsat¢1 olan ve 6zellikle hastane kaynakli enfeksiyonlara
neden olan bakteridir. Bu patojene ismini bakteriyolog Paul Baumann’dan
esinlenerek verilmistir. Bakteri flajellasi olmamasina ragmen molekiiler olarak
hareket etmektedir. Bu hareketi salgiladigi eksopolisakkarit ile arkasinda ylksek

molekil agirliklibir zincir olusturarak, 6ne dogru yer degistirerek saglar(2).

Acinetobacter. spp en fazla Moraxella. spp ile karstirilirsa da sitokrom
oksidaz negatif ile ayrilabilir(90). DNA-DNA hibridizasyonu ile bugline kadar 33
farkli  Acinetobacter spp genomu bulunmustur. Bunlardan  genomtir-1
(Acinetobacter  calcoaceticus), genomtir-2 (A. baumannii), genomtr-3,
Acinetobacter genotur 13, birbirinden ayrilmasi gii¢ olan fenotipik Ozellikler
sergilediklerinden dolay1 Acinetobacter baumannii-calcoaceticus kompleks olarak
adlandirilmistir.  Bunlardan A. calcoaceticus, daha ¢ok cevresel kaynaklarda
mevcutken ve daha az insanlardaki enfeksiyonlardan sorumluyken, A.baumannii ise

daha ¢ok insanlarda enfeksiyon yaparak klinik anlami1 olan izolattir(3).

A. baumannii , ESKAPE (E. coli, S. aureus, K. pneumoniae, A. baumannii,P.
aeruginosa, Enterobacter. spp) patojenleri icersinde yer almaktadir(92). Bunun
disinda, Amerika-Irak savasi esnasinda, Amerikali askerlerin yara yeri enfeksiyonu
etkeni olmas1 nedeniyle “Iraqibacter* olarak da isimlendirilmistir ve buradan da tiim

diinyaya yayilim olmustur(4).

A. baumannii fenotipik olarak 44°C uremesiyle diger Acinetobacter. spp ile
de ayrilabilir. MacConkey, EMB (Eozin — Metilen Mavisi), kanli agar besiyerlerinde
kolaylikla ¢ogalabilmektedir. Ayrica OXA-51 karbapenem direncinden sorumlu olan
A.baumannii’de kromozomal olarak bulunmasindan dolayi, polimeraz zincir

reaksiyonu ile de saptanarak A. baumannii nin tanimlanmasinda kullanilabilir(5).

Bilindigi gibi, enfeksiyon hastaligina patojenlerin neden olabilmeleri igin,
oncelikle konaga tutunmasi gerekmektedir. A4.baumannii’de OmpA isimli protein
vasitasiyla  konagin  epitelyum  hicrelerine  tutunmaktadir(6).  Enfeksiyon

olusturmasindaki bir diger 6nemli etken ise ortamda demir iyonlarinin varligidir(7).
3



A. baumannii’de AbaR ismi verilen ve cesitli antibiyotik direnciyle ilgili

genleri kodlayan ve insersiyon sekanslariyla ¢evrelenmis patojenite adalar1 vardir(8).

Bilindigi gibi antibiyotiklere direncin olusmasinda atim pompalar1 6nemli rol
oynamaktadir. A. baumannii’de bulunan ve AdeB olarak isimlendirilen atim pompasi
aminoglikozid direnciyle iliskilidir(9). A.baumannii’de bulunan bir diger atim

pompasi olan EmrB’nin kolistin direnciyle iliskili oldugu ileri strtilmektedir(10).



2.2. Acinetobacter baumannii Kolistin Diren¢c Mekanizmalar:

2.2.1. Kolistinin Tarihcesi ve Yapisi

Kolistin ilk defa Bacillus polymyxa’dan, Japonya’da izole edilmis olup gram
negatif bakterilerle olusan enfeksiyonlarin tedavisinde kullanimaktadir(11). Halen
otuz kadar farkli polimiksin olmasina karsilik A’dan E’ye olmak {izere bes cesit
molekiil klinik olarak daha fazla onem tasir. Kolistin, polimiksin E (6.aminoasit
olarak 10zin igerir) olarak da bilinmektedir. Polimiksin B (6.aminoasit olarak
fenilalanin icerir) de aminoasit degisiklikleri disinda benzer molekiiller yapiya sahip
olup, etki mekanizmasinin ayni oldugu disiiniilmektedir(12). Kolistinin aktif ve 6n
ilag formu mevcuttur. Ik defa 1959 yilinda 6n ilag formu piyasaya siiriilmiistiir.
Fakat 1970 yilinda nefrotoksik ve norotoksik olmasi nedeniyle kullanimi terk
edilerek aminoglikozidler tercih edilmeye baslanmistir. Antibiyotiklere direcin

artmaya basladig1 2000°’li yillarda son ¢are olarak kolistine tekrar bagvurulmustur.

Kolistin altt L-Dab (diaminobutirik asit), yag asidi ve yedi amino asit igeren
peptid halkasina sahiptir. Polimiksin E ile B arasindaki fark;7 amino asit iceren
halkanin 6. aminoasidinin  sirastyla  16sin  ve  fenilalanin  olmasindan
kaynaklanmaktadir(13).

Fatty Acid Exocyclic Heptapeptide Ring
Chain
_'5] p-Lou/D-Phe-6
N -
'\)k Sl I
N e

-NH

Hg Ox %__. = % [o-Phes]
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CH3 H 0 T NH HN o It

/\
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= H
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NH, N e ]
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Sekil 1.1. Kolistin ve Polimiksin B “nin Iki Boyutlu Yapis1(13)




2.2.2. Kolistinin Etki Mekanizmasi

Kolistin yapisindaki L-Dab’in pozitif yiiklii olmasiyla, negatif yiiklii fosfat
gruplarina bagli magnezyum ve kalsiyum iyonlarinin da {izerinde bulundugu LPS ile
etkilesmekte ve sonug olarak magnezyum ve kalsiyum iyonlarini, fosfat gruplarindan
ayrarak dis membran stabilitesinin bozulmasina neden olmaktadir. Bir sonraki
asamada kolistinin hidrofobik kisimlar1 olan yag asidi kuyrugu ve yedi aminoasit
iceren halkas1 dis membrandan iceri girer ve i¢c membran zarimmi gecerek hicre
icerisine ulasir(14). Kolistin, sadece gram negatif bakteriler Gzerine etkili gibi
gdziikse de bazi gram pozitif bakteriler {izerine de etkili olabilir. Ornegin, Bacillus
polymyxia Uzerinede kolistin 80.000-160.000 IU/ml konsantrasyon ve Uzerinde,
hlcre igeriginin disar1 ¢ikarak ve hlcre membranini pargalayarak etki eder(15).
Magnezyum ve kalsiyum iyonlarmin kolistin etkisi Uzerindeki rolii bu iyonlarin
disardan eklenmesi yOntemiyle arastirilmistir. Bu aragtirma sonucunda kalsiyumun
daha etkili oldugu gosterilmistir. Boylesi bir etkinin olas1 nedeni ise, gram pozitif
bakterilerin hiicre duvarinda daha fazla negatif yiiklii teikoik asit mevcut oldugundan
dolay1 kolistinin etkili olabilmesi igin daha yuksek konsantrasyonlar gerekmesi
olabilir. Gram pozitif bakterilerin duvarinin en dis kismi olusturan peptidoglikan
tabaka, gram negatif hiicre duvarina gore daha gegirgen oldugundan dolay: kolistin
hiicre igerisine de girebilir ve hiicre i¢eriginin disar1 ¢ikmasina da neden olabilir(15).
Kolistinin bir diger hedefi ise i¢ hiicre zarindaki tip2-NADH-kinon-oksidorediiktaz
enzimidir(16). Olas1 bir diger mekanizma ise oksijen ya da hidroksi radikalleri
uzerindendir. Hidroksi-radikalleri ve Fenton reaksiyonu, A. baumannii‘nin, kolistin
kaynakli bakteri 6luminu artirmaktadir. Bu etki muhtemelen hidrojen radikal
iiretimini artiran ve kullanilan antibiyotige olan diren¢ durumuna gore degisen, ikili
sistem sensorlerine baghidir. Bu ikili sensorlerin direkt olarak antibiyotik ile
etkilesimini azaltmak igin Acinetobacter. spp’de PetN, LPS’ye eklendigi
gosterilmistir(17). Bir diger calismada ise, A.baumannii’de Kolistinin 0,25 mg/L gibi
degerlerde membran akigkanligini artirdigi gozlemlenirken, artan dozlarda(2 mg/L)
membranin dis kisminda akiskanlikta bir azalma oldugu ve daha sert bir hale geldigi
sonug¢ olarak hiicre zarina zarar verip atim pompalarini etkileyerek akridin oranj
atilminin  azalmasi gosterilmigtir.  Membran akigskanligi (fludite), fizyolojik
islemlerin devam ettirilmesi i¢in bakteri i¢in ¢ok 6nemlidir(17). Kolistinin etki

mekanizmasi ayrica Sekil 1.3'de gosterilmistir(18).



Sekil 1.2. Membran Akigskanlig1 ve Viskozitesi (https://ib.bioninja.com.au/standard-

level/topic-1-cell-biology/13-membrane-structure/membrane-fluidity.html)

Sekil 1.3. Kolistinin Etki Mekanizmasi (18)
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2.2.3. Kolistinin Etki Spekturumu

Basta E. coli, K. pneumoniae, Enterobacter. spp, Citrobacter. spp,
Salmonella. spp, Shigella. spp, Pseudomonas. spp, Acinetobacter. spp,
Stenotrophomonas. spp. basta olmak {izere gram negatif basillere etkilidir.
Morganella. spp, Providencia. spp, Proteus. spp, Serratia marcescens, Burkholderia.
spp, Legionella. spp, Brucella. spp, Neisseria. spp, Edwardsiella. spp,
Campylobacter. spp, Vibrio cholerae, Chromobacter. spp, Hafnia. spp. ve baz

anaerop bakteriler, kolistine kars1 direnclidir(19).

2.2.4. Kolistinin Farmasotik Formlari

Kolistinin 6n ilag formu olan colistimethate-sulphate (CMS) ve aktif form

olan kolistin farmakokinetik olarak birbirinden su yonlerle farklidir;

CMS aktif olmayan bir 6n ila¢ formu olup yikildiginda metanostlfat ara
iirlinti ve kolistin aciga ¢ikmaktadir. CMS in vitro/in vivo olarak kolistinden daha az
kararlidir. CMS daha ¢ok renal yol ile atilirken, Kkolistin ise hem renal emilime
ugramasi ve ekstra-renal yollarla atilmasi 6zellikleri ile farklilik gostermektedir(19).
Bir diger onemli farklilik ise kullanim yoludur. CMS parenteral yolla kullanilirken,
kolistin topikal yolla kullanilmaktadir. Toksisite agisinda da 6nemli farkliliklar
vardir. CMS parenteral yolla kullanildiginda daha az toksik etkili olmasi

gelistirilmesinin ana nedenidir.

CMS, P. aeuroginosaya karsi, kolistine gore iki ile dort kat daha az etkinlige
sahiptir. On ilag olmasmin disinda, CMS’in fizyolojik pH’da net elektriksel yiikii -5
olurken, kolistinin ise +5 degerliklidir, bu da LPS iizerine etki farki yaratmaktadir
(20).

Kolistinin, Acinetobacter. spp. igin sirasiyla 1., 2., 3., 3.5. saatlerde post
antibiyotik etkisinin yiiksek MIK degerlerinde (16-32-64XxMIK) olmasi nedeniyle
klinik olarak post-antibiyotik etkinligi minimaldir(21, 22).



2.2.5 Time-Kill Deneyleri

Kolistin, bakteriler Gzerine doza bagimli olarak hizli bir sekilde etki

etmektedir. Diger taraftan MIK degerlerinin 64 kat1 kadar yiiksek bir degerde bile

bakterilerin yeniden ¢ogalmasi, bir heterodirencin oldugunu gostermektedir. Aslinda

bu da kolistin ile tek basina yapilacak tedavide heterodiren¢ nedeniyle basarisizlik

olabilecegini ve kombine tedavinin 6nemini gostermektedir(22). Kombine tedavi

konusunda mcr-1 Ureten E.coli ile yapilan ¢alismada, tek basina kolistin ya da

kolistin-rifampin, kolistin-azitromisin kombinasyonunda sadece E. coli inhibisyonu

daha basarili olsalar da yeniden g¢ogalma g6z 6niine alindigi zaman Kolistin-

rifampin-azitromisin kombinasyon uygulamasinda sinerji saptanmistir(23).
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Sekil 1.4. Sinerji testi (https://femerypharma.com/biology/antimicrobial-

synergy-study-checkerboard-assay)



Acinetobacter. spp. ve P. aeruginosa ile yapilan sinerji testlerinde, kolistin-
meropenem ya da kolistin-doksisiklin ya da kolistin-rifampisin sinerjistik olarak
bulunmustur(24). Diger bir calismada ise kolistin-telavancin kombinasyonu, A.
baumannii Uzerine sinerjistik etkisi gosterilmistir(25). Kolistin maruziyetinden sonra
24 saat icerisinde yeniden ureme gozlenirken, telavancin-kolistin kombinasyonunda
yeniden treme gozlenmemistir(25). A. baumannii ile yapilan bir diger ¢alismada ise
kolistin-doripenemin sinerji gosterdigi ve dokulara monoterapiye gore daha fazla

zararli olmadig1 gosterilmistir(26).

2.2.6. Kolistin Duyarhhik Testleri

Kolistin direncli bakteriler genellikle ciddi hastane enfeksiyonlarina neden
olur ve mortaliteleri yuksektir. Bu enfeksiyonlarda tedavinin dogru ve hizli bir

seklilde yapilmasi1 mortalite Uzerine ¢ok biyik etkilidir.

Kolistin direncinin saptanmasinda kullanilan baglica testler; mikrodiliisyon,
agar dilisyon ve makrodilisyon testleridir. Bunun yaninda disk diffizyon ve

gradiyent testler de kullanilmaktadir.

Broth mikrodiliisyon (BMD), CLSI-EUCAST tarafindan nerilen yontemdir.
Is guclt gerektirmesi, atlayan kuyucuk olmasi, kontaminasyona agik olmast,

kuyucuklarin yapilan maddeye gore duyarliligin degismesi gibi sorunlar1 mevcuttur.

Makrodillsyon prensip olarak mikrodilusyon ile en yiksek uyumluluk

goOsteren yontemdir.

Agar dilisyon, mikrodiliisyon ile benzer sonuglar vermesine ragmen is giicii
gerektirmesi bakimindan uygulamasi zordur. Bu nedenle BMD disinda herhangi bir

yontemonerilmemektedir(https://eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST file

s/General documents/Recommendations for MIC determination of colistin Mar

ch 2016.pdf). Yukarida sayilan (¢ yoOntemde kullanilan besiyerleri ¢esitli
oranlarda magnezyum, kalsiyum, demir ve manganez icermekte olup bu bilgiler bir

Tablol.1-2 olarak verilmistir.
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Tablo 1.1 Besiyeri Kalsiyum Icerikleri (19)

Iyon Konsantrasyonu (mg/L)

Besiyeri Ticari Kalsiyum Magnezyum Manganez Demir Cinko
Marka

MHB Oxoid 3.1 3.9 <0.04 0.6 0.6
Difco 2.4 2.5 <0.04 0.8 0.2
Merck 2.1 0.6 <0.04 <0.5 <0.2
Himedia 2.2 1.1 <0.04 <0.5 0.3

MHA Oxoid 20.9 13.3 <0.09 <2.2 <0.7
Difco 16.1 4.9 <0.09 <0.6 <0.7
Merck 7.5 6.2 19.3 <2.2 1.1
Himedia 25.3 31.2 <0.09 <2.2 <0.7

CLsSI 20-25 10-12.5 - - -

Parametreleri

Tablo 1.2 Kolistin i¢in Esik Degerler (14)

Kolistin Polimiksin B
MIK Kriterleri MIK Kriterleri
Kriterler ~ Duyarli Orta Direngli  Duyarli Orta Direngli
Duyarh Duyarh
CLSI <2 mg/L - >4 <2 mg/L - >4
mg/L mg/L
EUCAST <2mg/L - >2 <2 mg/L - >2
mg/L mg/L

11



2.2.7. Kolistin Direncine Yonelik Hizh Testler

Kolistin hayati 6nem tasiyan bir antibiyotik kabul edildigi icin, hizli bir
sekilde antibiyotik duyarlilik profilinin ortaya ¢ikarilmas:1 hastalar ve hastane
enfeksiyon kontolli agisindan 6neme sahiptir. Bu hizli yontemlerden bir tanesi,
Micromax testidir. Bu yontemde MHB’de 90 dakika eksponansiyonel faza kadar
ulasan bakteri daha sonra 60 dk kadar 0-0,5 mg/L kolistin iceren ortamda inkiibe
edilir. Bir sonraki asamada ise bakteri agaroz igeren jele gomiiliir. Hiicre artiklar1 ve
zarar gormiis yapilar1 uzaklastirmak amaciyla lizis ¢ozeltisi eklenerek ve SYBR
gold ile boyanir. Hazirlanan preparat floresans veren mikroskop altinda incelenir.
Degerlendirmede DNA fragmanlar1 ve intakt hiicre orani arastirilir. Temel amag
kolistin ile karsilasan ve etkilenen bakteriden aciga ¢ikan DNA ve hiicre icindeki
DNA oranlarmin karsilastirilmasidir. Micromax yonteminin A. baumannii kolistin
duyarliligi i¢in duyarlilik ve 6zgilligi sirasiyla %96-100°diir(27). Bir diger test ise
Rapid-NP test olup, 3.75 mg/L kolistin ve fenol kirmizist i¢eren ortama yiiksek
miktarda bakteri ilave edilmesiyle sonuglarinin gorsel olarak degerlendirilmesi
esasina dayanir. Kolistin direnci olan suslar, kolistin iceren ortamda ¢ogalacagindan
dolay1 sar1 renk gozlenmesi pozitifken, herhangi bir renk degisiminin olmamasi ise
negatif olarak yorumlanir. Rapid-NP testinin duyarlilik ve 6zgiilligu %95-99 olarak
belirlenmistir. Rapid-NP testi kiltir plaklarinda Greyen bakterinin disinda, kan
kaltard pozitif veren ve gram boyama o6zelligi dogrulanmis olan vasatlardan da
dogrudan ¢aligmaya uygundur. Rapid NP testi 2-4 saat icinde sonu¢ vermektedir
(28, 29). Bir diger test ise kolistin varligina ragmen, hayatta kalabilen direngli
bakterilerin varhginda rezasurin ve rezarufin dontisimiine dayanan test olup
duyarlilik ve ozgilliik sirastyla %2100-95 olarak bulunmustur(30). Rezasurin’in

rezarufine doniistimi, Sekil 1.5 te gosterilmistir.
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2.2.8. Kolistin Direncini Saptamada Secici Besiyerleri

Kolistin direnci olan bakterileri saptamak amaciyla ticari maksatl,
besiyerleri gelistirilmistir. Bunlardan ilk ikisi, CHROMAgar-COL-APSE agar ve
CHROMID-Colistin-R agar olup, kolistin direncli bakterileri saptama konusunda
yiksek duyarliliga sahiplerdir(31, 32). Bir diger besiyeri ise SuperPolymyxin olup
EMB agara 3,5 mg/L miktarinda kolistin ilavesiyle olusturulmustur. Besiyerine ilave
edilen daptomisin ve amfoterisin B ise kontaminasyonu engellemek icin

eklenmektedir. Besiyerinin kullaniminin duyarlilik ve 6zgilliigi %100°diir(33).

2.2.9. Kolistin Direncini Saptamada MALDI-TOF Kullanimi

Klinik  mikrobiyoloji  laboratuvarlarinda, diisiik rezolisyonlu MS
kullanilmaktadir oysa ki kolistin direncini saptayan kiitle spektrofotmetrisi yuksek
rezolisyonda calismaktadir. MALDIXIN yoOntemi ise, diistik rezolusyonlu MS
kullanarak kolistin direncini saptayan bir yontemdir. Bu yontem mcr-1,2,3,4,5 ve 8
ailelerini igeren E. coli suslarinin ve kromozomal kolistin direngli E. coli suslarinin
LPS piklerinde meydana gelen degisiklik saptamaya yoOneliktir. Bu yodntemde
kolistin-duyarli E. coli ile suslarmin dogal LPS 1,796.2 m/z pik vermektedir. Buna
karsilik mcr ailesi gen iceren E. coli suslar1 genlerin ekspresyonu sonucu ortaya
cikan pEtN-fosfotidiletanolamin’in LPS’e baglanmasiyla 1,919.2 m/z’de pik
vermektedir. Ancak bu pikin degeri pEtN’in, LPS’deki hangi fosfat (1-4’)’a
baglandigina gore degismektedir. Bir u¢ kismina baglandigi zaman +123 m/z’lik pik,
LPS’nin 4’ ucundaki fosfat bagina bagli olmast durumunda ise, 1 ucundaki fosfat
gurbunun kopmasina ve +25 m/z’lik bir degerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.

Diger taraftan bir sus ise mcr igermeyip, kromozomal kaynakli bir direng geni
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icermekte olan susta 1,927.2 m/zde pik elde edilir ve bu da LPS’e L-4Ara-N
eklenmesi sonucudur(34). MALDIXIN yontemi A. baumannii ile yapildigi zaman
dogal-LPS’nin 1,728.1 m/z ve 1,910.3 m/zde iki adet pik veridigi goriilmektedir. Bu
farkliliklar muhtemelen , lipid zincirin uzunluklarindan kaynaklanmaktadir. Deney

sonuglarinda +25 m/z ve +123 m/z’lik degisim net bir sekilde gorilmektedir(35).
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Sekil 1.6. LPS’ye L-4Ara-N ve pEtN eklenmesiyle beraber artan m/z degerleri (34)
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2.3. Kolistin Diren¢ Mekanizmalari

Kolistine olan direncin sebebinin tam olarak aydinlatilamamasina ragmen

LPS modifikasyonu, kaybi, kolistini baglayan kapsiil mevcudiyeti veya kaybi, mcr

tirevi plazmid varligi, attm pompasi varligi , dogal direng gibi diizenlemeler kolistin

direncinden sorumludur. Kolistin direncinden sorumlu genler Sekil 1.8°de yer
almaktadir.(36)
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Sekil 1.8. Kolistin Diren¢g Mekanizmalarindan Sorumlu Genler (36)

Gram negatif bakterilerde, ortamlarindaki degisiklikleri algilayan histidin
kinaz yada tirozin kinaz ailesinden olan PmrA/B, PhoP/Q, ColR/S, CprR/S, CrrB/A
gibi cesitli sensorler mevcuttur. Yukarida goriildiigii gibi cesitli degiskenlere karsi
yanit vermektedirler ve kolistinde bu cevresel faktorler arasinda yer almaktadir.
Bunlar diginda LPS sentezinde gorev yapan genlerinde kolistin direncinden sorumlu
oldugu gosterilmistir. Bu konuyla ilgili en dikkati ceken c¢alisma Moffatt ve
arkadaslar1 tarafindan 2010 yilinda yayinlanmistir. Caligmada kolistin duyarli olan

ATCC 19606 (kolistin icin MIK 1mg/L) A. baumannii nin, 10 mg/L-kolistin iceren
besiyerinde ekimi yapildiktan sonra, in-vitro mutant sus elde edildigi ve yapilan tim
sekans incelemelerinde histidin kinaz ailesinden olan pmrA/B genlerinde herhangi

bir mutasyon saptanmadigi buna karsilik LPS sentezinde gorevli IpxA geninde
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translasyonu sonlandiran bir mutasyon saptandigi ag¢iklanmaktadir. Mutasyona
ugramis genin tekrar ana susa aktarimi ile 128 mg/L’lik MIK degeri saptandig1 ifade
edilmektedir. Arastirmacilar IpxA geninin kodladigi enzimim 6nemini gdéstermek
amaciyla SDS-PAGE yaptiklar1 zaman Kkolistin duyarli bakterilerde gordiikleri 6-10-
kDA’luk bir bandin mutant suslarda goriilmedigi saptamiglardir. LPS yoklugu
limulus lizat testi ile teyit edilen ¢alismada, Kolistin direncinin LPS yoklugu ile
iliskili oldugu sonucuna varilmistir. LPS tabakanin hasarini dolayli gosteren bir
baska yontem ise NPN-floresans veren bilesigin hiicre igine alinmasidir. Bu
yontemle kolistin direngli varyantta, hicre zarinin defektif oldugu gosterilmistir.
Hicre zar1 defektif bakterinin kolistine direncli iken diger antibiyotiklere de olan
duyarliligin arttigi gosterilmistir. Bunun diginda, lipid A sentezinde gorevli
IpxA/C/D’de goriilebilecek mutasyonlarin  kolistin ~ direncine neden oldugu
gosterilmistir. Ayni ¢alismada klinik izolatta IpxD’de geninde, insersiyon-sekans
ailesinden 1S4-benzeri bir hareketli genetik elemanin’in neden oldugu gen kesintinin

oldugu dizileme ile gosterilmistir(37).

Bir diger ¢alismada bir dig membran proteini olan OprH’in P. aeruginosa 'da,
LPS’in divalan katyon baglayan kismima baglanarak, polimiksinlerin baglanmasini
engelledigi ve direncin tek nedeni olmadigi, gelismesine olanak sagladigi ileri
strilmektedir(38).

2.3.1. Kolistin Dogal Direnci

Photobacterium. spp, Providencia. spp.ve Serratia. spp. kolistin i¢in dogal
direncgli oldugu bilinmektedir. Bu mekanizmalaradan bir tanesi ise eptC
(fosfoetanolamin transferaz) genidir. Bu gen Enterobacterales ailesine 6zgil
degildir; fakat yukarida zikredilen cinsler igerisinde %75-77 oraninda benzerlik
gostermektedir. Dogal direngte pEtN’in LPS’ye eklenmesi araci yollardan bir
tanesidir(38). Bir diger yol iseL-4Ara-N’in LPS’ye eklenmesi olup, MS ¢alismasinda
131 m/z’lik artig L-4Ara-N degisimini gostermektedir(39-41).

Burkholderia. spp.de ise MS incelemesinde 131 m/z’lik bir farkin olmas1 L-4-
Ara-N’in lipidA kismima eklendigini ve bunun da Kkolistin i¢in dogal direng
olusmasinda etkisi oldugunu gostermektedir(42). Bakteride arn tarafindan kodlanan

L-4-Ara-N’mn LPS {izerinde olmamasi1 durumunda hiicre zar1 gegirgenligi artmakta
17



oldugu gosterilmistir(43). Bunun disinda, rpoE, NorM (atim pompasi), ispH
(izoprenoid sentezi ile ilgili gen), hpnJ (hapnoid) gibi genlerinde kolistin direncinde
rolii olabilecegi ifade edilmistir(44).

Hafnia alvei ve Hafnia paralvei ile yapilan incelemede, suslarin 6nemli bir
kisminda kolistin direnci saptanmistir. ileri ¢alismalarda PFGE ile klonal olarak
farklilik gostermekle birlikte 16s-rRNA dizileme ve LeBiBi ile yapilan analizde
Hafnia alvei (4 farkli PFGE tipi) ve Hafnia paralvei (10 farkli PFGE tipi) ayni
kokenden geldigi gosterilmistir. Klonal farkliligin olmasina karsilik ayni1 kokenden
gelmeleri kolistin direncinin kromozomal olmasi lehine olarak yorumlanmaktadir.
Bu durum H.alvei ve paralvei nin dogal direngli olabilecegini gdstermektedir(18).
Bir baska ¢alismada ise Hafnia. spp nin, kolistin dogal direngli olan Serratia. spp ve
Providencia. spp ile olan iliskileri de gosterilmistir(19). Bu sonuglar 1s18inda, H.alvei

ve Hafnia paralvei nin Kolistin direncli olmas1 muhtemeldir.

2.3.2. Kolistine Kazanilmis Direng
Kolistine kars1 dogal direncli olan bakteriler de cesitli mekanizmalarin direg

olusumunda rol oynamasi gibi kazanilmig direngte de ¢esitli mekanizmalar

bulunmaktadir.
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2.3.3. PmrC/A/B Sistemi

pmrC pmrA pmrB
Transmenbrane Transcptonal  yrancrenbrane
domain regulatory domain, dicsin

Receiver doman Ctermnal S R Histidne kinase doman  Histdine knase-kke ATPase domain
o g, (HisKA) (HATPase_c)

|

B Adamsetal. [40]
Beceiro et al. [44)

Arroyo etal. [34]

=
=)
B Parketal.(41]
(Back]
B
=

Rolain et al. [46]

Snitkin et al. [47]

Leshoetal. [42]
[Red ] Kimetal.[48]
Choi et al. [43]
I Choietal. [45] T35

Sekil 1.9. pmrCAB operonu ve direngte sorumlu olabilecek mutasyonlar (101)

Yukarida, pmrCAB’ye ait operon gosterilmistir ve sirasityla pmrC, pmrA ve
pmrB kodlar. PmrB (histidin kinaz/BasS) ailesindendir. PmrB bakteri ¢evresindeki
katyonik peptid, diisiik pH, yliksek demir igerigi, diisiik aliminyum gibi ¢evresel
degisiklikleri algilar ve PmrA’y1r fosfatlayarak aktif hale getirir. PmrA
(BasR/regulator) pmrC’yi aktif hale getirilir. PmrC fosfoetanolamin transferaz olup,
LPS’ye pEtN (katyonik)’yi ekler ve +5 degerlikli olan kolistini, elektriksel olarak
kendisinden uzaklastir ayn1 zamanda hilicre zarin1 daha hidrofobik hale getirir. A.
baumannii’de bu yol gegerlidir. PmrCAB yolunu diizenleyen baska bir yol ise
crrABC yoludur ve site-directed mutagenesis ve komplementasyon deneyleri sonucu,
crrd/B’in, pmrCAByi pozitif yonde etkileyerek kolistin direncinden sorumlu oldugu
yoniinde bilimsel goriisler de vardir. SMART tool yardimiyla olast mutasyonlarin
histidin kinaz ve transmembran kisimlarinda oldugu ve crrB’nin otofosforilasyonu ve
konformasyonel degisikligini indiikleyebilecegine gosterilmistir. Calismada crrC’nin

de kolistin direncinde rol aldigi, bu gen bdlgesinin Enterobacter. spp ile %45
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aminoasit benzerligi oldugu ve transport yapan bir protein oldugu tahmin
edilmektedir. Ancak TrSSP tool’a gore bdyle bir gorev yapabilecek spesifik substrat
saptanamamustir. Fakat crrC’nin crrAB ile pmrAB sistemleri arasinda baglanti
kurudugu tahmin edilmektedir(45). pmrC ve pmrHFIJKLM arasindaki iliski Sekil
2.0"de gosterilmistir.

i

Colistin resistance

Sekil 2.0. crrCAB ve pmrCAB ile iliskisi (45)

2.3.4. PhoP/Q SISTEMI

Bir diger ikili sistem ise phoPQ sistemi olup, tirozin kinaz ailesindendir.
PhoQ bakteri makrofaj fagozomu i¢inde veya serbest halde iken diisiik pH, diisiik
magnezyum diizeyini algilar ve phoP‘yi fosfatlayarak aktif hale getirir. Hicre igine
magnezyum alimi, hiicre stresiyle, virtilans ile ilgili olan genleri dizenleyerek, bu
gibi sartlar altinda bakterinin hayatta kalmasini1 saglar. Kolistin direnciyle olan kismi
ise, pmrHFIJKLM operonunun transkripsiyonunu ve dolayisiyla LPS’ye L-4AraN
(arabinoz-katyonik) eklenmesini saglar. Bunun disinda pmrD (mediator) phoPQ ve
pmrCAB operonunun arasindaki iliskiyi saglar. Bu yolun diizenleyicilerinden bir
tanesi mgrB (YobG) olup, phoP’nin aktif olmasi mgrB’yi de aktifler. MgrB
(repressor) ise PhoPQ sistemini baskilamaktadir. mgrB’de islev bozuklugu yaratan
mutasyonlar ikili sistemin aktif hale getirerek pmrHFIJKLM (pmrF,pbg,arn)

operonunu aktif hale getirmektedir ve mgrB genine 1S4, 1S10 gibi ailelerden -35, -
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10 gibi promotor bolgeleriyle mgrB gen bolgesi arasina girdigi ve genin isleyisinde
bozukluga yol ac¢tig1 (insersiyonal inaktivasyon), ayrica baska izolatlarda non-sense
mutasyon oldugu ve vyine bunun da mgrB geninin isleyisini etkiledigi

gosterilmistir(46).

2.3.5. Genel Duzenleyiciler

Antibiyotige 0zgu genlerin disinda, hucre igerisindeki strese ve
antimikrobiyal kullanimma gore degiskenlik gosteren protein kodlayan genler
mevcut olup bunlar; ramA, rob, rarA, soxS, marA‘dir. RamA en ¢ok calisilmis
olanlarindandir. LpxC-L2-O gibi genlere baglanarak LPS modifikasyonu yapar.
AcrAB atim pompasini artirir ve OmpF, porin proteinini azaltarak antimikrobiyal
direngte rol oynar. MALDITOF-MS ile hiperaktif RamA’nin hidroksillenmis lipid A
yapilari1  goOstererek, LPS’in yapisinin degistiginin, artan m/z degerleriyle,
polimiksin B’ye de azalmis duyarliliga neden oldugu ifade edilmektedir(47).

2.3.6. Atim Pompalari

KexD, RND-ailesi grubundan bir atim pompasidir. Kolistin direncli crrB
mutant-K. pneumoniae’de bu atim pompalarinin ifade diizeyi arttigi ¢aligmalarda
gosterilmigtir. Diger taraftan fenilalanin arjinin-beta-naftilamid atim pompasi
inhibitori olup kullanildigi zaman bakterinin atip pompalarinin devre dis1 kalmasi
sonucu kolistin MIK degeri 1.024 mg/L’den 256 mg/L’ye diistiigii gdsterilmistir. Bu

bulgu KexD’nin kolistin direncine katkida bulundugunu géstermektedir(48).

Bir diger pompa ise H239_3064 olup, ayn1 zamanda tigesiklin direncinde de
rol oynamaktadir. Kolistin direngli crrB mutant bakteride ilgili gen bdlgesinin
silinmesiyle EtBr’nin disar1 atilmas1 azalmakla beraber, floresansin artmasi ise bize
bunun bir RND tipi attim pompasi kolistin direncinde rolii oldugunu gdstermektedir.
Diger taraftan crrB ile H239 3064 tn operon olarak birlikte transkribe edildigi
gosterilmistir(49). K. pneumoniae’da, ACrAB deterjan, boyalarin atilmasindan
sorumlu pompadir. Bu atim pompasmin AcrR (repressor) ve AcrB (sitoplazmik
membran domain) kisimlarinda yapilan mutasyonlarin fluorokinolonlar ve -
laktamlarda duyarlilikta azalma buna karsilik polimiksine karsi artan duyarliliga

neden oldugu gosterilmistir(50).
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A. baumannii’de in-silico ve in-vitro testler sonucunda E. coli, K. pneumoniae
ve P. aeruginosa’da EmrB ve EmrA atim pompasma ait bir diger protein
incelendiginde %50 ve Ustl aminoasit benzerligi icerdigi saptanmistir. Bu da
genlerin mevcut olan diger bakterilerde yakin dizilimi ayni operonda olabilecegi
diisiincesi akla getirmistir. Bunu kanitlamak icin qPCR yapilarak cDNA ve gDNA
elde edilmis ve ayni boyutta olmus olmasi genlerin birbirine yakin oldugunu ve
birlikte transkribe edildigini gostermektedir. Spot-assay’de ise daha Onceden
hazirlanan mutasyona ugratilmis emrB iceren atim pompasini iceren susun kolistin
duyarliliginin az oldugu ve kolistin igermeyen ortamda ise vahsi tipe gore herhangi
bir buyume defekti gostermemesi, emrAB’nin kolistin direncinden sorumlu
olabilecegini gostermektedir(51). Bir diger ¢alismada, Yersinia. spp’de rosA/B‘nin
hicre sicakliginin 37 °C’de olmasi ve polimiksin varliginda ifade yiizdesinin arttig
ve hem sitozoli asidifiye ettigi bununda katyonik peptidlere (polimiksin) karsi
korudugu hem de atim pompasi vasfiyla polimiksini hicre disina attig

gosterilmistir(52). Gram negatif bakterilerdeki atim pompasi aileleri Sekil 2.1°de

gosterilmistir(53).
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Sekil 2.1. Gram negatiflerdeki gesitli atim pompa tipleri (53)
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2.3.7. Mobile Colistin Resistance (MCR)

Ilk plazmid kaynakli kolistin direnci ile ilgili arastirma 2015 yilinda
yaymlanmadan Once sadece kromozomal kaynakli bir direncin oldugu
diistiniilmekteydi. Fakat Cin’deki hayvan ve domuz ciftliklerindeki kolistin
direncininin giderek artmast ve E. coli igin kromozomal Kkolistin direncin
mevcudiyetinin nadir olmasi tizerine 2011-2014 yillar1 arasinda silirveyans calismast
baslatildi. Bu ¢alismada Kkolistin- MIK degeri 8 mg/L olan E. coli susu kullanilarak
plazmid ayrilarak dizilemeye alinmistir. Dizileme sonucu, 64-kb’lik, 60 adet ORF
iceren Incl?2 tipi plazmid oldugu anlagilmigtir. Plazmidin 57kb’lik kism1 gen transferi,
replikasyon genleri ve diizenlenmesi ile ilgili oldugu anlagildi. Plazmid iizerinde
1626bp’lik ve %46 GC oranina sahip kismma mcr-1 ismi verildi. Gen dizisinde
ifade edildigi gibi plazmid transferiyle ilgili proteinlerin olmasi ve in-trans’in
olmast plazmidin suslar (Klebsiella. spp ve Pseudomonas. spp) arasinda
aktarilabildigini ve oldukca yiksek bir frekansa sahip oldugu ortaya koymustur.
Calismanin devaminda, 1322 adet E. coli ve K. pneumonie iceren klinik suslar
toplandi ve 16 tanesinde mcr-1 saptandi. Daha sonra yapilan aminoasit dizi
incelenmesiyle Paenibacillus sophorae’nin fosfoethanolamin transferaz (eptA) ile
%63 gibi bir homoloji gostermesinin disinda Moraxella. spp ile %59 uyumlulugu
mcr-1 ile eptA ile aralarinda yakinlik oldugunu gdstermektedir. Kolistin-ireten
bakteriden, E.coli’ye bir genetik transferi de gostermektedir. I-Tasser ile yapilan,
protein homolojisini gosteren ¢alismada ise Neisseria. spp'nin IptA ve
Campylobacter. spp’nin eptC’si (her ikisi de fosfoethanolamin transferazdir) ile en
yakin akraba olarak gdziikkmektedir. Ismi gecen enzimlerin katalitik aktivitelerinden
sorumlu olan aminoasitlerinde mcr-1’de var olmasi islevsel olarak da yakin iligki
icerisinde oldugunu gostermektedir(54). En son olarak mcr-10, E. roggenkampii’de
kolistin MIK degeri 2 mg/L olan bir izolatta elde edildi ve mcr-9°a aminoasit
benzerligi %83 oldugu gosterildi ve in-trans ile duyarh bir E. roggenkampii susu ile
yapilan gen klonlama isleminde, kolistin MIK degerleri sirasiyla 1-4 mg/L olarak
bulundu. Bu dakolistin direncinden sorumlu oldugunu gdstermekle beraber mcr-
10’un induklenebilir oldugunu gostermek icin laktoz-IPTG uygulanmasindan sonra
indiiklenme goriilmemistir. Ana sus, WGS’ye tabii tutuldugunda, 2 adet 10 kb ve 71
kb’lik iki adet plazmid mevcut oldugu gorildd; fakat tekrarlanan konjugasyon

caligmalarinda, herhangi bir mcr-10 geninin aktiralamadigi saptandi. Saptanan
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71kb’lik plazmid i¢inde, konjugasyon ilgili olan bir gene rastlanmamasi sonucunda
plazmidin aktarilma yeteneginin olmadig1 gosterildi. Yapilan elektroporasyon ile
transkonjugat elde edilmesi sonucu mcr-70’un plazmid kaynakli oldugunu
gostermistir. Daha sonra ulusal tip kiitiiptahesi (NCBI) incelendiginde mcr-10
benzeri genlerin ¢esitli suslarda oldugu saptanmistir. Daha sonra yapilan filogenetik
analizde ise mcr- 9 , mcr-10 ve mcr-B 'nin digerlerinden ayr1 bir kiime igerisinde yer
aldigi, mcr-B ise Buttiauxella brennerae nin kromozomunda yerlestigi izlenmistir.
Dolayisiyla mcr-10 buradan kaynaklanmis olabilecegi diislincesi ortaya atilmistir.
Yapilan 3D-modelde ise mcr-1 ile 10 ve B'nin katalitik kisimlarmin korundugu
gozlenmistir. Arastirma sonucunda mcr-/0’un 5’ ucunda (upstream), XerC-tipi
tirozin rekombinaz oldugu goriluyor (site-spesific rekombinasyon yapabilir ve
Enterobacter. spp icersinde yaygindir) rekombinasyonun bundan kaynaklanmig
olabilecegini gosteren durum bu olmasina ragmen, mevcut plazmidin her iki ug
kisimda 75903 °Un olmas1 ve TSD’lerin farkli olmasi nedeniyle , 1S903’kaynakli bir
insersiyon olmasi ihtimalini azaltmakta oldugu sonucuna varilmistir(55). Mcr-10 gen

kiyaslamasi Sekil 2.2°de gosterilmistir.
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pPMCR10_090065 AATCGTAAA GATCAGCA

CP045065
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pEC27-2 ISKpn26 ISSend
CP020091 4
Unnamed1 s ISEc36
v “—ﬂ—-—'
pECC18A13-1 orf 1ST00A ISSen7A
AP019635

500 bp

Sekil 2.2. mcr-10’un diger mcr-10 iceren plazmidlerle benzerligi (55)

Kolistin direnci ve mcr-1-5 baglantisin1 aragtiran bir bagka arastirmada ise
domuz diskisindan izole edilen 147 adet E. coli’nin 35’inde Kkolistin direnci
saptanmustir. Kolistin direngli izolatlardan 15 tanesinin mcr-1 ve 8 tanesinin mcr-5
tagidigr gosterilmistir. Yapilan laboratuvar ¢alismalarinda farkli PFGE patternlerine
sahip olmalarina ragmen, MLST sonuglar1 aynm orijinden geldiklerini gdstermistir.
Transkonjugasyon sonrasi plazmid analizi yapildiginda, mcr-1 iceren sus IncH2 tipi
plazmid icerirken, mcr-5'te ise konjugasyon sonucu herhangi bir plazmid
saptanmamas1 iizerine yapilan elektroporasyon ile mcr-5in E.coli’ye aktarimi
saglanmistir. Calismanin devaminda PBRT ile tiplendirme islemi mcr-5’in 6kb’lik
bir plazmid igerisinde 3810-bp’lik bir kasetin igersinde yer aldig: ortaya ¢ikarilmistir.
Aragtirmacilara gore bu kaseti gevreleyen AATTA dizisinin her iki ugta olmus olmasi
bunun bir yatay gen aktarim sonucu oldugunu akla getirmekte ise de diziye
bakildiginda herhangi bir transposoaz geni goze carpmamaktadir. Diger taraftan

plazmidin 3’ ucunda, Tn3 ailesine ait olan IRL dizisi gbze ¢arpmasi, IRR dizisinin
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yerine 148bp uzunlugunda bir dizi Sbp’lik TSD’in alt kisminda (downstream) yer

almas1 bunun mobilizasyondan sorumlu olabilecegini gostermistir. In-silico olarak

yapilan aragtirmada 148bp’lik kisim mcr-5 tasiyan baska bir susun IRL kismi ile

%85 niikleotid benzerligi gdstermesi mcr-5 iceren plazmidin bir MITE oldugunu
gostermistir. Dogrulayan testlerde, E. coli (alic1) ve mcr-5 i¢eren baska bir plazmid
ve transposoaz igeren baska plazmidle beraber yapilan klonlama sonucunda, alici
hlcre Uzerinde mcr-5 ’in goziikkmesi, konjugasyonun neden olmadigini ve bunun bir
MITE oldugu diisiincesini dogrulamistir (56). Mcr-5'in tahmini gen aktarimi Sekil
2.3 de gosterilmistir.

IR148

% ) dan) mmmp =) |

} <= B m—p )

IR148 IRL
DR DR
\ J
Y
TIME-MCR-5

Sekil 2.3. mcr-5'in olas1 aktarimi (56)

Ingiltere’de 657 adet gram negatif bakteride yapilan ¢alismada, E. coli
plasmidi PECJS-59-244 ile Moraxella. spp’nin kromozomuyla karsilastiriimistir.
Bulunan ¢ok yiiksek oranda genetik igerigin benzerligi ve transpozon’un her iki ug
kisimlarinda ti¢lii ve ikili korunmus bolgelerin olmasi, mcr’nin Moraxella. spp.’den
kaynaklandiginin bir diger gostergesi olabilir diisiincesini olusturmustur(57). mcr-

1’in olasi orijini Sekil 2.4°de gosterilmistir.
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(b) 26}8 bp
pECJS-59-244 ( 1

MSG13-C03

KX528699

PECIP-59-244 ACAATTCAAGATACAAATTA CA
MSG13-C03 TCAATTTTATATACAAATITA CA

KX528699 ACAATTCAAGATACAAATTA  CAAGITTAATCGGCTGAATTTA

TTAATCGGCTGAATTTA

AGT
AGTTTAATCGTTTAGAAAAT

Sekil 2.4. mcr-1’in olasi orijini (57)

Yapilan aragtirmalarda mcr gruplamasinin yapilmasinda mevcut aminoasit

benzerlik cut-off degeri %88-96 olmasina ragmen karisiklik olmaktadir. Bu nedenle,
aragtirmacilardan diziledikleri yeni mcr varyantlarini dergilere gondermeden dnce
NCBI’ya gonderip, degerlendirilmesini 6nermektedirler(57, 58). Ulkemizde ise mcr
kaynakl kolistin direnci daha cok mcr-1 ile ilgilidir(59).

The dissemination of mer-1

Sekil 2.5. mcr-1¢in tlim dunya genelinde dagilimi (58)
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2.4. Klorheksidin

Ik kez 1950°1i yillarda, ingilterede kesfedilen klorheksidin (CHX), renksiz,
kokusuz olup daha cok alkol ya da povidin iyot ile kombine kullanilmaktadir.
Fizyolojik pH’da +2 degerlikli yike sahip bazik bir bilesiktir. Diisiikk dozlarda,
bakteriyostatik etkiliyken, yiiksek dozlarda ise bakteriyosidal etkinlige sahiptir.
Bunun disinda virosidal, fungisidal ve baz1 protozoalara da etkinligi mevcuttur.
Baslica oral hijyen, topikal antiseptik, katater girisim Oncesi, enjeksiyon dncesi, pre-
operatif yara yeri temizligi, uriner kataterizasyon Oncesi, hastane yatisiyla beraber
CHX banyosu yapmak i¢in kullanilir(60). Nepalde, yenidoganlarin umblikal kord
kaynakli enfeksiyondan ©lim oram1 %34°tlr. Nepal’e, CHX kullanilarak
enfeksiyonlarin azaltilmasindan dolayr USAID 6diilii verilmistir. Klorheksidinin iki
boyutlu yapis1 Sekil 2.6'de verilmistir. Iki adet biguanid halkasmni baglayan
heksametilen zincirinden olugmasmin yaninda, CHX-diglukonat, glukonat, asetat,

fosfonilat gibi ek gruplar1 da tagiyabilmektedir.

hexamethylene
HN ; ; NH
biguanide HN  »-N N—4 NH  biguanide
N H H N
HN H H NH
ClI Cl
4-chlorophenyl 4-chlorophenyl

Ficure 1: Structure of chlorhexidine
[1:6 di(4-chlorophenyl-diguanido) hexane].

Sekil 2.6. Klorheksidin'in iki boyutlu yapist (60)
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2.4.1. Klorheksidin Etki Mekanizmasi

Cytoplasfl leakage

Sekil 2.7. Klorheksidin Olas1 Etki Mekanizmasi (https://www.chlorhexidinefacts.com/mechanism-

of-action.html)

CHX, etki mekanizmas1 olarak kolistine benzemektedir, hiicre yiizeyindeki
negatif yukli lipid ve protein igerige elektrokimyasal olarak baglanir ve hiicre zari
hasari meydana getirir, hiicre igeriginin disar1 ¢ikmasini saglar, daha yiksek
konsantrasyonlarda ise niikleik asitlerle birliklte geri doniisiimii olmayan presipitatlar
olusmaktadir(61). Bacillus subtilis ve E. coli kullanilarak elektron mikroskobuyla
yapilan c¢alismalarda, CHX’in B.subtilis’te hicre kutup kisimlarinda etkinlik
gOsterirken, E. coli’de ise hiucre govdesini de igine alan bir tutulum gosterdigi
saptanmigtir. Bu dagilim bdlgelerine bakildiginda, B. subtilis’in kutup bdlgeleri,
kardiyolipin ve fosfoetanolamin’den zengin olurken, E. coli’de ise fosfoetanolamin

daha homojen bir sekilde bakteride yayilmistir.
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Bu bilgiler 1s1381nda CHX’in kardiyolipin veya fosfoetanolaminden zengin

kisimlarla etkilesebilecegi diisiiniilebilir ve her iki lipid negatif yike sahiptir(62).

Sekil 2.8-9. Klorheksidin E.coli ve B.subtilis tizerine etkisi (62)
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2.4.2. Klorheksidine Azalmis Duyarhlik Mekanizmasi

CHX’in atilimin1 kromozomal ve hareketli genetik elemanlar olmak tizere iki

kisimda ele alabiliriz.

2.4.3. QAC Atim Pompalan

gacA-B-C-D-E-E1-G-H-J genleri icinde gacAB tipi iirtinler MFS tipi atim
pompasi olarak gorev yaparken, qacC-D-E-E1-G-H-J ise SMR grubu atim pompasi
olarak islev gdrmektedirler. Baslica dezenfektan, akridin oranj, EtBr gibi boya
icerikli bilesikleri hiicreden disar1 atmaktadirlar(63). Qac atim pompalarinin dagilimi
Sekil 2.10"da verilmistir. (64)

Cell

membrane

606 600660

Jrig  H” Drug H™ Drug Na~ As7p Drug - ADP+Pi

N SO

1 ac £ C:

NorC QacG MsrA

QacA QacH Vgak Cytoplasm
QacB QacJ VgaB

LmrS Sav1866

MdeA

Sekil 2.10. Qac Atim Pompalarinin Dagilimi1 (64)

Tayvan’da yapilan incelemede, 1990, 1995, 2000 ve 2005 yillarinda kandan
izole edilen 240 MRSA incelenmistir. Calismada CHX ig¢in ise sinir deger olmadigi
icin baska bir c¢alismadan faydalanarak CHX icin MIK'i 4 mg/L olarak
belirlenmistir. PCR ile gacAB genlerini saptamiglardir. Yillara goére %1.7,50, 40 ve

46.7 olacak sekilde yiiksek MiK'lere sahip MRSA’lar1 saptanmustir. Yillara gore
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artan direncin nedeni olarak ilgili hastanede CHX kullanimi1 devreye sokulmasi
diistintilmektedir(65). Bir diger ¢aligmada ise 60 MSSA ve 96 MRSA kan izolati
CHX ve qaCAB ve C i¢in degerlendirilmeye alinmistir. MSSA suslarin %3’ qaCAB
tasirken MRSA izolatlarin %431 tasimaktadir. izolatlarin %51.6’sinin CHX MiK
degeri agar dilusyonla 4 mg/L olarak bulunmustur. Yapilan ¢alismada qaCAB varligi
ve CHX icin MiK 2 mg/L ve iizeri olan MRSA’lar icin CHX-emdirilmis katater
iliskili kan kiiltiir (+) ile iliski bulunmustur(66).

Malezya'da yapilan ¢alismada ise, hastanede takip edilen hastlardan elde
edilen Klinik Staphylococcous aureus izolatlardan 95 MRSA ve 164 MSSA
qaCAB(+) olan sus sayilar1 sirastyla 67(%70) ve 3(%1.8) iken, MIK ise sirasiyla
20.7 mg/L iken, 10.3 mg/L’dir. QacC’nin ise izolatlar ¢ok az saptanmasi dikkati
cekmektedir(67). Bir diger ¢alisma karbapenem direncli 51 adet A. baumannii ile
yapilmis olup CHX’in igin MIK 4-64 mg/L arasinda degismekle beraber, hemen
hemen tiim suslar gacEl icerdigi bulunmustur. Bu suslarda qaCAB az oranda
bulunmaktadirlar, bu da qaCAB’nin genellikle gram pozitif suslarda bulunmasi

bilgisiyle uyumludur. Bu suslarda ayrica qacJ’ye rastlanilmamistir(68).

Klinik 6rneklerden izole dilen 64 adet K. pneumoniae izolati ile yapilan
aragtirmada ise qack, gacE (varyant)’nin, CHX duyarlilig1 lizerine olan etkisini atim
pompa inhibitdrii kullanilarak incelenmistir. Bir atim pompa inhibitorii olan CCCP
varliginda 128 kata kadar varan MiK diismeleri meydana gelmis olmasi cepA’nin
CHX direncinde rol oynadigin1 gosterebilir(69). Bazi calismalar K. pnemuoniae’de
CHX direnciyla qacE1 ve cepA atim pompalariyla arasinda bir iliski gosterse de

bunun aksini gosteren ¢alismalar da vardir(70).

Yapilan bir diger ¢aligmada ise, 70 adet XDR ST258 K. pneumoniae, 56 adet
XDR Non-ST258 K. pneumoniae incelenmistir. ST258 klonunun, 32-256 mg/L’lik
bir CHX dagilimi varken diger grubun 8-256 mg/L dagilimi1 mevcuttur. cepA, acrA,
kdeA genlerinin, CHX direncinden sorumlu olup olmadiklari anlamaya yonelik
logaritmik faza ulasan sub-MIK degerlerinde bekletilen ve bekletilmeyen bakterilerle
qPCR yapilmasinin ardindan, CHX maruziyeti olan ile olmayan grup arasinda RNA
diizeyi olarak 1.5 kat fark mevcuttur ve dolayisiyla iki deney grubu arasinda anlamli
bir farklilik gorilmemistir. Bunun (zerine, gPCR ile saptanamayacak bir sub-

popullasyon olma ihtimaline kars1 ST258 ve diger klonlardan yapilan popdilasyon
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analizinde, MIK degeri ve klondan bagimsiz olarak heterodirencin oldugu

saptanmistir(71).

Yapilan bir diger ¢caligmada ise, 400 adet S.aureus izolatindan 10 adet smr(+)
ve 10 adet smr(-) izolat: alinarak, smr (gacC) geni varligi ve CHX MIK dizeyleri
karsilastirildiginda, smr (gacC) geni varliginda, MIiK degeri 0,5 mg/L ve MBC 64
mg/L iken ilgili gen yoklugunda ise 0,25 mg/L ve 4 mg/L oldugu gozlenmistir(72).
A. baumannii ile yapilan bir diger ¢alismada, CHX’inin Acel ismi verilen atim
pompastyla atildig1 ve bunu diizenleyen genin ise AceR oldugu ve alisilagelmis atim
pompalarinin disinda PACE tipi aileye mensup oldugu gosterilmistir. AceR’nin
CHX’e baglandigi ve bununda konformasyonel degisiklige neden olarak, Acel
geninin -35 promotor bolgesinin yukarisinda, genler arasi bolgeye baglandigi ve
Acel’nin transkripsiyonunu artirdigi gosterilmistir(73). AceR-I ve promotor/operon

bolgesi Sekil 3.0°de verilmistir.

acel = acer
dimer  dimer ™. v

AceR

OO
Chlorhexidine

Acel

Sekil 3.0. Klorheksidin ve AceR-I ve promotor/operon bolgesi (73)

2.4.4. iKili Sistem

Bir diger incelemede, kan kaynakli ve CHX MIK degeri 1,7 mg/L olanE.
faecium C-1 1,2 mg/L CHX igeren ortamda inkiibe edilmesi ve daha sonra yapilan
microarray based-transposon mapping (M-TraM) isleminde EfmE1162_2203 isimli
genin ifadesi, CHX’e maruz kalmayan bakterilere gore 8.7 kat daha az ifade edildigi
ve bu genin DNA baglayan yanit eleman1 olduguna saptanmistir. Bu gene yakin olan
bir diger gen Efm E1162 2202 ise bir histidin kinaz kodluyor olup ve CHX

maruziyetiyle 3 kat kadar genin ifade diizeyi distiigii gozlenmistir. Her iki gen
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bolgesine E1162_ 2202 icin ChtS, E1162_ 2203 icin ise ChtR olarak ve ikili sistem ,
ChtRS-2CS olarak isimlendirilmistir. CHX ve E. faecium incelenen yayinlara ve
NCBI'e gore, ChtRS-2CS ’nin tiim suslarda mevcut oldugu, CHX- tolerant olan
suslarda, P102H aminoasit degisikligi oldugu saptanmistir. Bu kismin, ChtR’nin
sinyal alma kisminda dimerizasyon ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Daha sonra
ChtRS’de mutasyon yaparak ve bu genler yonelik komplemantasyon ile blylime
egrileri incelenmesinin ana susa gore, lag fazinin 4 saat kadar daha uzun oldugu, log
fazinin da uzadig1 gozlenmektedir. In-trans incelemede ise ana sus gibi lireme zamant
gozlendi. Daha sonra yapilan elektron mikroskobisi igleminde, in- vitro yapilan
mutantlarin zincir formasyonu gosterirken, mutant olmayan genin komplementasyon
sonrasinda yeniden eski hallerine geldikleri gozlenmektedir(74). ChtR/S mutant ve

komplemantasyon sonras1 mikrsokobik goriintiisii Sekil 3.1°de mevcuttur.

AchtS+chtS AchtR+chtR

MHB

CHX

Sekil 3.1. chtR/S Mutant ve komplemantasyon sonras1 mikrsokobik gorintisi (74)

2.4.5. Plazmid Kaynakh Direng

Yukarida ismi gegen atim pompalarmin, plazmidler vasitasiyla direncin
tasinmasi da s6z konusudur. Qac4(Yeni varyant)-igeren plazmid (pAQZI1) tasiyan
Staphylococcous. spp’in daha yiiksek CHX MIK-50 (4 mg /L) sahiptir, gaCA ve B
pozitif olanlarin ise MIK-50 degeri 1 mg/L‘dir. NCBI'de gqaCA4 iceren suslar
simdiden bes ayr1 Ulkede mevcuttur(75). QaCA4 iceren pAQZ1l plazmidi Sekil
3.2 de yer almaktadir.
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Sekil 3.2. QaCA4 iceren pAQZ1 plazmidi (75)

Brezilya'da yapilan bir diger ¢aligmada ise, su kaynaklarindan izole edilen 27
adet E. coli'ye ait smif-1 integron ailesinin incelenmesi icin yapilan calismada,
izolatlarin ¢ogunda qaCELl genine rastlandigi gosterilmistir(76). Simif-1 integron
iceren Tn402 Sekil 3.3 de mevcuttur. Avustralya’da yapilan bir diger ¢alismada ise
cevre izolatlarindan elde edilen Tn402-tranpozon igeren plazmid igerisinde sinif-1
integron dahil oldugu gosterilmistir(77). Smif-1 integron iceren Tn402, Sekil 3.3'de

verilmistir.

IRi _intl1 attll  cassette array gac attC tni module IRt

- ' 284> «i285

i chromosome

« 285

Sekil 3.3. Sinif-1 integron iceren Tn402 (76)
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2.4.1. GEREC VE YONTEM

Bu c¢alisma Ocak 2020 ile Temmuz 2020 tarihleri arasinda Hacettepe
Universitesi  Hacettepe  Universitesi Tip Fakiltesi Hastaneleri Merkez
Laboratuvari’na gelen ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen ABC suslar1 iizerinde

yuriitilmistir.

Bu calismada bakterilerin iiretilmesi i¢in %5 koyun kani igeren kanli agar
(Sigma, Almanya) ve EMB agar (Sigma, Almanya), stok icin %15 gliserol iceren
stok besiyeri, antibiyotik duyarlilik testleri igin katyon iceren MHB kullanilmustir.

Tim besiyerleri besiyeri ana bilim dalimizda standart formallere gére hazirlanmstir.

Kolistin silfat, klorheksidin diglukonat (Sigma, Almanya) temin edilmistir.
Diger malzemelerden; melting agarose (ThermoFisher, ABD), Apal (Takara,
Japonya) ve MS matriks solusyonu (Biomeriux, Craponne, Fransa) firmalarindan

temin edilmistir.

Kullanilan standart suslar Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali, Merkez Laboratuvari stoklarindan temin

edilmistir.

3.1. izolatlarm Eldesi ve Uretilmesi

Hacettepe Universitesi Saglik Hizmetleri Birimi Merkez Laboratuvari’na
gelen klinik 6rneklerden izole edilen ABC, %15 gliserol iceren stok besiyerine-
20°C’de stoklanmigtir. Bakteri stoklarindan daha sonra %35 kanli agar ve EMB agar
plaklarma 0ze ile tek koloni ile ekim teknigi ile pasajlar yapilmistir. Besiyerleri
daha sonra 37°C’lik etiivde 18-24 saat inklbe edilmistir.

3.2. Bakteri Tanimlanmasi

Stoktan ¢ikartilan bakteriler oda sicakliginda bekletildikten sonra %5 koyun
kanli agar ve EMB agara tek koloni ekim 37°C’de 18-24 saat kadar inkube edildikten
sonra, bakteri tanimlanmasi igin otomatize sistem olan MALDI-TOF MS

(Biomerieux, Fransa) kullanilmistir.
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3.2.1. Kutle Spektrofotometrik Yontemle Tammmlama

Hacettepe Universitesi Saglik Hizmetleri Birimi Merkez Laboratuvari’nda
tamimlama amagh Kkitle spektrometri yontemi olarak matriks destekli lazer
dezorpsiyon iyonizasyon-ugus suresi kitle spektrometrisi, MALDI-TOF MS
(Biomerieux, Crappone, Fransa) kullanilmigtir. Bu nedenle, eklvyon ile bakteri
kolonisi metal plak Uzerindeki alana suruldikten sonra Gzerine 1 pl matriks ¢ozelti
damlatilarak 25°C’de kurutulmustur. Metal plak, MS icine yerlestirildikten sonra
lazer 1sinlart atiglariyla protein igerikleri ayristirlmistir. Proteinlerin hepsi +1

yiklenerek uguslar1 suresince sadece kitlelerin farkliliklar: ile analizre ulagsmalari

saglanmistir. Elde edilen veriler, bakteri kiitiiphanesiyle karsilastirilmis ve skor elde

edilmistir degeri 1.7 lizerinde olan skorlar anlamli kabul edilmistir(78).

3.3. Antimikrobiyal Duyarhlik Profillerinin Belirlenmesi

Izolatlarin kolistin duyarliliklarinin belirlenmesinde 1148001 {iriin numarasi
olan kolistin sulfat (Sigma, ABD) ve C9394 Urin numarasi olan %20’lik
klorheksidin diglukonat stok soliisyon (Sigma, ABD) kullanilmistir.

Kolistin Sulfat(H)=[A x P] / D formaliine gore 1024 mg/L stok ¢Ozeltisi
hazirlanmigtir. (H: Distile-Deiyonize miktari, A: agirhgi, P: potens, D: derisim).
Hazirlanan 512 mg/L ileri kullanim i¢in mikrosantrifiij tiiplerine konularak -20 °C’ye
konulmustur. Derin dondurucuda saklanan antibiyotik ¢dzeltilerinin, kullanmadan

once 25 °C sicaklikta erimesi i¢in bekletilmistir.

Klorheksidin icin ise %20’lik stok ¢ozelti kullanilmistir. Stok ¢ozelti SF
icerisinde 1024 mg/L’lik konsantrasyona sahip derisik ¢ozelti hazirlanmistir.

3.3.1. Sivi Mikrodiltsyon Yontemi

Sivi mikrodilisyon yontemi icin steril U tabanli 96 kuyucuk iceren plaklar
kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak P. aeruginosa ATCC 27853 (kolistin duyarli, 1
mg/L ) E. coli NCTC13846 (kolistin direngli, 4 mg/L) kullanilmigtir. E.coli ATCC

25922 (2 mg/L), klorheksidin duyarlilik testi icin kontrol olarak kullanilmistir.
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Bir giin o6ncesinden kanli besiyerine ekilmis olan taze pasajdan koloniler
alinarak serum fizyolojik (SF) icerisinde 0,5 McFarland yogunluga ulasanlar

dansitometre ile dl¢lilmistiir. Sirastyla asagidaki sira takip edilmistir ;

1.-Butun  kuyucuklara 50 upl CA-MHB  konmustur. Onikinci  kuyucuk

antibiyotik/antiseptik icermeyen kontrol olarak ayrilmistir.

2.-Mikrosantrifiij  tipl icerisindeki antibiyotik c¢ozelti 25°C’de c¢ozlinerek

vortekslenmistir.

3.-Sulandirim hazirlanmis (kolistin 512mg/L ve klorheksidin 1024 mg/L) ve plaklara

her siranin ilk kuyucuklarina 50’ser pl konulmustur.

4.-1lk kuyucuklardan digerlerine gok kanalli pipet ile 50°ser ul dagitilmistir. Bu
sayede soldan saga gittik¢e azalacak sekilde kolistin ve klorheksidinin sirasiyla 256-

025 mg/L, 512 mg/L-0,5 mg/L araliginda seri derisimleri hazirlanmistir.

5.-Bir giin dncesinden kanli besiyerine ekilmis olan taze pasajdan koloniler alinarak
serum fizyolojik (SF) igerisinde 0,5 McFarland yogunluga ulasanlar dansitometre ile

Olclilmiistiir.

6.-0,5 McFarland olan tipten 50 ul alip 4950 uL katyon-igceren-Mueller-Hinton
besiyeri iceren tupe aktarilmistir, kontrol disindaki her bir kuyucuga 50’ser pl

eklenmistir.

7.-Son olarak her kuyucukta 100 pl hacimde besiyeri, bakteri, antimikrobiyal
karigsim1 bulunurken, kolistinin ve klorheksidin ilk konsantrasyonu sirastyla 128 mg/

L ve 256 mg/L’den 0,125 mg/L ile 0,25 mg/L’ye kadar belirlenmistir.

8.-Inokiile edilmis plaklar 35°C’de 18-24 saat siire ile aerobik kosullarda etiivde
inkiibe edilmistir. Tiim kiiltlirlerde ayn1 inkiibasyon sicakligini saglayabilmeye 6zen

gosterilmistir.

3.3.2. Minimal Inhibitér Konsantrasyonun Belirlenmesi

MIK, bakterilerin kuyucuklardaki Gremesini ciplak gozle goriilemeyecek
kadar Gremenin olmadig1 en diisiik antibiyotik derisimidir. Duyarlilik kategorileri
EUCAST’ta belirtilen klinik duyarlilik simir degerlerine gore degerlendirilmistir.

Kolistin i¢in MIK<2 mg/L bulunan izolatlar duyarli olarak kabul edilmistir.(79)
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Klorheksidin duyarlilik herhangi bir uluslararasi standart olmadig1 i¢in MIK degeri
>64 mg/L olan izolatlar direngli, <16 mg/L olan izolatlar duyarli olarak kabul
edilmistir. Klorheksidin i¢in 16 mg/L< MIK <64 mg/Lbulunan izolatlar orta duyarl
kabul edilmistir(80).

o
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Resim 3.4. MIK degerlerin okunmasi
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3.4. Pulsed Field Gel Elektroforezi

Pulsed Field Jel Elektroforezi (Biorad, Kaliforniya, ABD) Halk Saghigi
Laboratuvar1 Molekiler Mikrobiyoloji Laboratuvarinda uzmanlarin gézetiminde

yapildi.

Direngli izolatlar % 5 koyun kanli agar besiyerine tek koloni ekimi yapildi.
Etiivde (ISOLAB) 35 °C‘de 2024 saat aerobik kosullarda inkiibe edildi. Bir gecelik
inkiibasyondan sonra, saf kiiltir halinde treyen koloniler, plastik 6ze ile toplanarak 4
ml SF icinde MacFarland 4.0 olacak sekilde stispanse edildi. Hiicre siispansiyonu
10.000 rpm’de 4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi. Cokelti iizerine tekrar 1 ml soguk
SF eklenerek kisa streli vorteks yapildi.

3.4.1. Agaroza Gomme Islemi

Diisiik erime 1s1l1 %2’°lik agaroz hazirlandi. Hazirlanan agaroz 50 °C’lik 1s1
bloguna konuldu ve % 10’luk SDS’den 1 ml eklenerek karistirildi. Agaroz-SDS
karisimindan 100 pl mikrosantrifuj tiplere dagitilarak 55 °C’de 1s1 blogunda
bekletildi. Bakteri stispansiyonunda 100 pl alinarak 55°C’de tutulan ve igerisinde
100 pl diisiik erime 1sili agaroz-SDS bulunan tiipe eklendi. Birkag defa pipetaj
yapildi. Hucrelerin agaroz iginde homojen dagilmasi saglanarak bekletilmeden
hlcre-agaroz-SDS karisimindan hava kabarcigi olmayacak sekilde agaroz kalibina
100 pl dagitildi. Kaliplar, +4°C’de agaroz katilagincaya kadar 10 dakika bekletildi.

Agaroz kaliplarin sogukta tutulmasi kaliteli DNA hazirlanmasi igin dnemlidir.

3.4.2. Hucrelerin Lizisi

Hicre lizis cozelitisi-1 (HLS-1); 50 mM Tris-HCL (Sigma, Steinheim,
Almanya) (pH 8.0), 50 mM EDTA (Sigma, Steinheim, Almanya), 2.0 mg/ml
lizozim, 1.5 mg/ml proteinaz K (Sigma, Steinheim, Almanya) hazirlandi. Ancak,
lizozim ve proteinaz K pargalama tamponunun icerisine kullanim sirasinda eklendi.
Hazirlanan lizis-¢ozelti-1 5 ml’lik steril kapakli tlplere 0.5 ml olacak sekilde
dagitildi. Agaroz, kaliptan ¢ikarilarak lizis ¢ozeltisine yerlestirildi, 37 °C’de 1 saat
calkamali su banyosunda bekletildi. HLS—1 dokulerek yerine hucre liziz ¢ozeltisi—2

(HLS-2; 0.4 M EDTA, % 1 N-sarkozil, 300 pg/ml proteinaz K) konuldu. HLS-1"de
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oldugu gibi proteinaz K, parcalama tamponu icerisine kullanim sirasinda eklendi.
50 °C’de 1,5 saat su banyosunda bekletildi.

3.4.3. Agaroz Kaliplarin Temizlenmesi

Tupler buz icerisinde 15 dakika bekletilerek agaroz kalibinin katilasmasi
saglandi. Ardindan, HLS-2 dikkatlice ortamdan gekildi. Agaroz kalip bulunan tupe,
50°C’ye 1sitilmig olan steril saf sudan 4 ml eklenerek 50°C su banyosunda 15 dakika
bekletildi. Su tamamen c¢ekildikten sonra yikama islemi iki defa daha tekrarlandi.
Daha sonra agaroz kaliplari ii¢ defa (her biri 50°C’de 15 dakika olmak tizere) 4 ml

TE tamponuyla yikandi. Yikama sonrasinda agaroz kaliplarinin seffaflastigi goriildi.

3.4.4. Endoniikleazlarla Kesim Islemi

Bir lam U(zerine alinan agaroz kalibi % oraninda Kesilerek mikrosantrifij
tiplne koyuldu. Pargalardan biri 100 pl 1X Apal (Sigma, Almanya) tamponu
icerisine konularak su banyosunda 37°C’de 10 dakika tutuldu. Ardindan sivi igerik
dokiildi. Her 15 agaroz kalibi igin; 10 pl 10X Apal tamponu 2 ul Apal enzimi (15
U/6rnek) 88 pl steril saf su, total hacim 100 pl olacak seklinde dl¢iildii. Stre sonunda
enzim tamponu dokiilerek yukarida anlatildigi gibi hazirlanan enzim karisimindan
mikrosantriflij tiptne konulup su banyosunda 37°C’de 2 saat kadar bekletildi. Islem
sonunda tiipler 4 °C’de 20 dakika kadar bekletildi.

3.4.5. Jel Hazirlama ve Yiikleme islemi

TBE (0,5X) icerisinde 100 ml % 1’lik agaroz hazirlandiktan sonra
45-55°C’de su banyosunda bekletildi. Agarozun dokiilecegi kaset hazirlandi. On bes
disli taragin u¢ kismina enzimle kesilmis agaroz kaliplariin her biri yerlestirildi.
Taragin iki kenar ve ortasindaki dislere kontrol susuna ait kaliplar yiklendi.
Sicakligr yaklasik 45-55°C olan agaroz, dikkatli bir sekilde hava kabarcigi
olusmasima izin verilmeksizin kaset igine pipet yardimiyla konuldu. 25 °C’de

katilagincaya kadar beklenildi. Tarak dikkatlice ¢ikarildiktan sonra agaroz kasetinin
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cerceveleri ¢ikarilarak tabla {izerindeki agaroz, i¢erisinde 1900-2000 ml 0.5X TBE
tamponu bulunan PFGE tankina yerlestirildi.

3.4.6. Elektroforez Sonrasi ve Yorumlama

Elektroforez sonrasinda jel, etidyum bromdir iceren ultra saf su i¢ine alind1. 20
dakika boyanarak UV 15181 altinda goriintiilendi. DNA bant goriintiilerinin fotografi
cekildi. Ekran gorintuleri kaydedildi ve bant dizileri analiz edildi. Oncelikle her

resimde iki adet bulunan kontrol susuyla ile goriintiiler arasi optimize edildi. PFGE

profillerinin dendrogram olusturuldu. Bantlara bagli %80 benzerlige gore suslar
arasindaki iliskiler Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic mean (UPGMA)
ile belirlendi(81, 82).
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Resim 3.5. PFGE Tanki (Biorad, ABD)
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2.4.2. BULGULAR
4.1. Kolistin Duyarhlik Sonuglari

100 ABC izolatinin kolistin duyarliligi sivi mikrodiliisyon yoéntemi ile
saptanmistir. Duyarlilik EUCAST uluslararasi standartlarina gore degerlendirilmistir.
Buna gore, MIK degeri >2 mg/L olan izolatlar direncli, <2 mg/L olan izolatlar
duyarli olarak kabul edilmistir. Degerlendirilen izolatlara ait sivi mikrodillisyon
yontemi ile elde edilmis diren¢ oranlar1 MIC50, 0,5 mg/L ve MIC-90, 4 mg/L
olarak bulunmustur. Kolistin duyarli ve direngli izolatlarin dagilimi ve hangi
bélimden kaynaklandigina yonelik tablo asagidaki Tablo 1.3. de verilmistir. Kolistin
direncli izolatlarin, %53’ DTA, %33,3’1l kan, %6,6’s1 balgam ve diger %6,6’s1 ise
BAL’dan izole edilmistir. Kolistin direngli izolatlarin boliimlere gore dagilimi ise
sOyledir; izolatlarin %40’1 i¢ hastaliklar1 yogun bakimdan, %13,3’u anestezi
servisiden, %13,3’u genel cerrahi yogun bakim kliniginden, %13,3’i noroloji
kliniginden, %6,6’s1 KBB klniginden, %6,6’s1 acil servisten, %6,6’s1 beyin cerrahi
kliniklerinden koken almaktadir. Kolistin direnci ve bolimlere gore dagilimi Tablo
1.4.-5.°de yer almaktadir. Bizim g¢alismamizda , 100 A. baumannii ile yapilan
calismada 15 adet izolat Kolistin direncli olup MIK degeri 4 mg/L ile 128 mg/L

arasindadir.

Ilgili ornek trlerine ait sirasiyla duyarli ya da azalmis duyarlilik ve toplam izolat
say1s1 kesir seklinde ifade edilmistir.
Tablo 1.3. Kolistin Duyarli ve Direncli Izolat Sayist

Duyarh Direncli
Balgam 11/12 1/12
DTA 36/44 8/44
BAL 1/2 1/2
KAN 33/38 5/38
BOS 1/1 0/1
PLEVRA 33 0/3

DTA: Derin Trakeal Aspirat, BAL: Bronko-alveolar Lavaj, BOS: Beyin Omurilik

Stvisi
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Tablo 1.4. Kolistin Direncli Izolatlarin Kendi Igerisinde Dagilim

Kolistin Direng Profili

| ]
|
||
| |
| |
||
||
||
Tablo 1.5. Kolistin Direncli Gosteren izolatlarin Servislere Gore Dagilimi
Boliimler
| |
| |
||
| ]
| |
n
| ]

4.2. Klorheksidine Duyarhlik Sonuclar:

Yuz ABC izolatinin klorheksidin duyarlilig1 sivi mikrodiliisyon yontemi ile
saptanmugtir. Duyarlilik herhangi bir uluslararas: standart olmadig icin, MIK degeri
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>64 mg/L olan izolatlar direngli, <16 mg/L olan izolatlar duyarli olarak kabul
edilmistir. 17 izolatin (%17), klorheksidin MiK degeri 32 mg/L olan orta duyarl
olmakla beraber, izolatlarin klorheksidin MiK dagilimi 0,5 mg/L ile 32 mg/L
arasinda oldugu ve direncli izolatin saptanamadig1 gézlenmistir. Klorheksidine kars1
orta duyarli olan bir izolatin, ayrica kolistin direngli oldugu da gézlenmistir. Suslarin
klorheksidin sivi mikrodiliisyon yontemi ile elde edilmis direng oranlar : test edilen
izolatlarin sayica %50 ve daha fazlasinin inhibisyon olan degeri 8 mg/L ve MIC90
degeri 32 mg/L olarak bulunmustur. Klorheksidin duyarli ve azalmis duyarli olan
izolatlarin sayist1 ve hangi boélimden kaynaklandigina yonelik tablo asagida
verilmistir. Klorheksidine azalmis duyarlili§i olan bakterilerin %47’si kan kaynakl
izolatlar olup %29,4°’ti ise DTA ve %23,5’i balgamdan izole edilmistir.
Klorheksidine azalmis duyarlihiga sahip 6rneklerin %47’si I¢ hastaliklari yogun
bakimdan, %12’si Noroloji yatakli servisinden, %12’si genel dahiliye servisinden,
%6’s1 medikal onkoloji, %6’s1 acil servisten, %6’s1 genel cerrahiden, %6’s1 anestezi
klinigi ve diger %6’s1 ise Urolojiden elde edilmistir. Klorheksidin azalmig duyarlilik

profili ve boliimlere gore dagilimi Tablo 1.7-8 de yer almaktadir.

Ilgili 6rnek tiirlerine ait sirasiyla duyarli ya da azalmis duyarlilik ve toplam izolat

say1s1 kesir seklinde ifade edilmistir.

Tablo 1.6. Klorheksidin Duyarli ve Azalmis Duyarli izolatlarin Sayist

Duyarh Azalmis Duyarhhk
BALGAM 8/12 4/12
DTA 39/44 5/44
BAL 2/2 0/2
KAN 30/38 8/38
BOS 1/1 0/1
PLEVRA 3/3 0/3

DTA: Derin Trakeal Aspirat, BAL: Bronko-alveolar Lavaj, BOS: Beyin Omurilik

Stvisi
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Tablo 1.7. Klorheksidin Azalmis Duyarli izolatlarin Kendi Iginde Dagilimi

Klorheksidin Azalmis Duyarhhk Profili

Tablo 1.8. Klorheksidine Azalmis Duyarlilik Gosteren izolatlarin Servislere

Gore Dagilimi

Bolimler
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4.3. PFGE Klonal Analizi

Incelenen 15 izolattan, 1 izolatin iki kez Apal ile kesim yapilmasina ragmen
PFGE’de gorintl elde edilememistir ve dolayisiyla %80 benzerlik géz 6nine
alindiginda 14 izolatta 7 farkli pulsotip oldugu saptanmistir(76). Asagida gosterilen
elektroforezde, sag ve sol kenarlarda standart sus olan Salmonella braenderup
H9812 kullanilmistir. PFGE bilgi bankasindaki verileriyle eslestirerek, elektronik
goriintiileri normallestirmek amaciyla S. braenderup H9812 (Tirkiye Halk Saglig:
Kurumundan temin edilmistir.) referans sus olarak kullanilmistir. Sol en bastaki
referans sustan sonra ritmik olarak incelenen A. baumannii izolatlar1 gosterilmistir. 2
numarali izolat iki kez kesim iglemine tabii tutulmasina ragmen herhangi bir sekilde
elektroforezde patern alinamamistir ve dendrogram cizilirken g6z ardi edilmistir(83).

PFGE analizi ve iligili dendrogramlar Sekil 3.6-8 de yer almaktadir.
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Sekil 3.6. 1 ile 13.izolatlarin PFGE goriintiisii ve standart sus (Salmonella
braenderup H9812)
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Sekil 3.7. 14 ve 15.izolatlarin PFGE goriintiisii ve standart sus (Salmonella
braenderup H9812)

Sekil 3.8.1-14 izolatlara ait dendrogram
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5. TARTISMA

A. baumannii Klinik izolatlarinda 2000’li yillarin basindan itibaren,
antimikrobiyal direng profilinde giderek artmasi sonucu, Diinya Saglik
Orgiitiiniin(DSO) bu patojeni, hedef listesinde ilk siraya almistir. Son kusak
antimikrobiyallerden olan kolistine kars1i da direng gelismesiyle beraber, yeni

antimikrobiyal gelistirme ¢abalarini tetiklemistir.

1960’1 yillardan itibaren klorheksidinin, kullanima girmesiyle beraber,
molekiler tekniklerin gelismesi ve dizileme yodntemlerinin ucuzlamasiyla daha
yaygin hale gelmesi, cesitli hareketli genetik elemanlarin dizisinin belirlenmesini
saglamistir. Cesitli plazmid ve integron kaynakli antiseptik diren¢ genlerinin ¢evrede

mevcudiyeti toplum saghgi agisindan son derece kaygi vericidir.

Degisik tarihlerde yapilan calismalar antiseptikler ile antibiyotik direnci
arasinda iligkinin aydinlatilmasina ihtiya¢ olusturmustur. Klorheksidin kullaniminin
artmasiyla eslenik olarak, kolistin direncin artmasmin paralel olmasi Uzerine
“klorheksidine maruz kalan bakterilerde kolistin direnci gelisiyor olabilir mi?* tezi
ortaya atilmig ve incelenmistir. A. baumannii CHX setrimid ile birlikte ve ayr1 olarak
bir dakika kadar muamele edilmesinin bakterinin zeta potansiyeli Uzerindeki
etkisinin incelenmesi sonug olarak bakteri tUzerindeki negatif yikte ciddi bir azalma
oldugunun gozlenmesi bu konuda dikkatleri ¢eken arastirmalardan birisidir(84).
Klinik oOrneklerden izole edilen K. pneumaniae izolatlarin, kademeli olarak
klorheksidine maruz kalmasindan sonra kolistin direncinin ortaya ¢iktig1 ve bunun da
pmrB genlerinden kaynaklanan mutasyonlarin sonucu oldugu, ayrica klorheksidine
direngli hale getirilen suslarda OD (optik dansite) ile yapilan incelemede fitness-cost
saptandig1  gosterilmistir(78). K. pneumoniae’'mn  kademeli olarak alkol,
benzalkolyum, Kklorheksidin gibi anti-septik maruziyetleri sonucunda sadece
klorheksidin maruziyeti olan izolatlarda kolistin direci meydana geldigi ve pmrDK,
phoPQ’nun mRNA duzeyleri 5 ile 19°a kata kadar arttig1 gézlenmistir. Klorheksidin
direncli hale getirilen suslarin gesitli genlerinde mutasyon meydana gelmis olup
bunlar arasinda; phoP ve smvR gibi sirasiyla kolistin ikili sistem ve MFSgrubu atim

pompasi duzenleyici genlerde vardir(1).

A. baumannii de literatiirde yeterli ¢alismanin olmamasi bizim bu konuya

egilmemizi saglamistir. Bu tezde A. baumannii nin klorheksidin, kolistin duyarlilik
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profillerinin ve direncli izolatlarda klonal analizinin incelenmesi (izerinde

durulmustur.

Calismada Ocak- Temmuz-2020 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi
Hastanesi Merkez Laboratuvarina gonderilen ¢esitli 6rneklerden izole edilen yiiz A.

baumannii izolat1 dahil edilmistir.

Bizim ¢alismamizda , yiiz A. baumannii ile yapilan ¢alismada onbes izolatin
(%15) kolistin direncli olup MIK degerleri 4 mg/L ile 128 mg/L arasinda
saptanmistir. Onyedi izolatin (%17) klorheksidin orta duyarli oldugu, bu izolatlarin
32 mg/L MIK degerine sahip oldugu ve direngli izolatin saptanamadig1 gdzlenmistir.
Klorheksidine kars1 orta duyarli olan sadece bir (%1) izolatin kolistin direngli oldugu
gozlenmistir. Klorheksidin azalmis duyarli olan bakterilerin %47’si kan kaynakli
izolatlar olup %29,4’ti ise DTA gibi numunelerden izole edilmesi ve izolatlarin
%47 sinin ise i¢ hastaliklar1 yogun bakimdan izole edilmesi kayg1 vericidir. Kolistin
direncli izolatlarin %53,3’t DTA, %33,3’i kan kaynakli olmasi ve direngli
izolatlarin %40’ 1n1n i¢ hastaliklar1 yogun bakimdan kaynaklanmaktadir. Bu durum i¢
hastaliklar1 yogun bakim servisinin enfeksiyon kontrol komitesi tarafindan daha siki
karar ve tedbir almasini saglayabilir. Bunun disinda prmB, crrA,B,C, pmrA, pmrC,
genlerdeki degisikleriklerin, gen klonlanmasiyla ekspresyon vektori —icerisine

konarak etkinliklerinin degerlendirilmesi gibi ileri diizey ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Vakili ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 bir calismada, %95 izolatin MDR
oldugu 60 adet A. baumannii izolatinin, 7(%11,6) tanesi E-test ile kolistin direngli
oldugu saptanmistir(85). Hameed ve arkadaglarinin 62 adet A. baumanni izolatini
mikrodillisyon yontemiyle degerlendirdikten sonra 6 (%9,6) izolatin kolistin direncli
oldugu goriilmistir(86). Pormohammad ve arkadaslarimin ele aldigr  bir
metaanalizde, Liibnan’da (%17), Cin’de (%12) ve en diisiik olan iilke ise Almanya
(%0,2) oldugu gozlenmistir(87). Nowak ve arkadaslarinin yaptiklari bir ¢alismada,
Italya, Ispanya ve Yunanistan’da ventilator ile iligskili pndmoni hastalarindan izole
edilen 124 A. baumannii, kolistin direng orani sirasiyla %42.9, %28.6 ve % 56.8
olarak bulunmustur(88). Lin ve arkadaslar1 42 A. baumannii klinik izolat1 ile
yaptiklart ¢caligmada Kolistin duyarli, orta duyarli ve direng oranlarini sirastyla; %36,
%17 ve %47 olarak bulmuslardir(80).
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S. mutans izolatlarinda, klorheksidine maruz birakildiginda, daptomisin ve
kloramfenikol igin artmis MIK degerlerine sahip koloni varyantlariim oldugu ve
azalmig bakteriosin iiretimi ve artmig hidrojen peroksit duyarliligi gézlenmektedir.
Ayrica bu c¢alismada insan kaynakli oral biyofilm icerisinden S. mutans’in
izolasyonun  azalmasi  klorheksidin ~ maruziyetinin  fitness-cost  oldugunu
gOstermektedir(84). Bundan hareketle, bizim c¢alismamizda A. baumannii’lerin
klorheksidin orta duyarli 17 adet (%17) izolattan, 1 (%1) tanesinde kolistin direnci

olmasi fitness-cost olabilecegini gosterebilir.

Diger taraftan kolistin direnci ile ilgili laboratuvar g¢alismalarinda ciddi
yontem kisithiliklart  vardir.  Yontem  kisithliklar1  galismalarin  bire  bir
karsilastirilmalar1 Uzerindeki en biyuk engeldir. Kolistin, hedefinde kalsiyum,
magnezyum ile yarigmaya girdigi icin, yiksek katyon konsantrasyonu Kkolistinin
etkisini azaltarak ve MIK degerlerinde yalanci yiiksekliklere neden olabilir. Diger
taraftan, idrardaki artmisg kalsiyum ve azalan pH fizyolojik degisiklerin her
ikisindede MIK degerleri artirdigi gdsterilmistir. Bunun disinda in vivo ve in vitro
MIK degeri arasinda farkliliklar olabilir. Dolayisiyla, insan serumunda var olan
antibakteriyal maddelerin MIK degeri Uzerine etkili oldugu diisiiniilmektedir.
Antibakteriyal peptidlerin ve komplemanin bakteriyel membran biitiinligiinii
bozarak porlar olusmasina nedcen olmaktadirlar. Bakteri bunlardan kaginmak igin
LPS’ye bagl acil miktarim1 azaltmaktadir ve bu da kolistin duyarliligini
artirmaktadir. Fakat 1s1 ile muamele edilen serumda herhangi MIK degeri degisikligi
gozlenmemistir(89). Bunun disinda, kullanilan besiyerine gore de antimikrobiyal
duyarlilik  degismektedir.  Isosensitest (Oxoid), sabit mineral igerigiyle
antimikrobiyal duyarlilik ve heterodireng gosteren suslari saptama konusunda
MHA’a gore daha iyi sonug vermektedir(90).

CLSI, kalsiyum ve magnezyum degerlerini sirasiyla 20-25 mg/L ve 10-12,5
mg/L arasinda olmasii 6nermektedir. Tablo 1.1-2. gosterildigi gibi ticari sistemlerde
divalan katyon degerleri oldukca diistiktiir ve test ©Oncesi istenilen seviyeye
getirilmesi gerekmektedir ve muhtemeldir ki disk diftizyon ve gradiyent testlerindeki
daha yiiksek kalsiyum, magnezyum degerleri nedeniyle, MIK degerleri referans

yonteme gore daha yiiksek ¢ikmaktadir(91).

Yontemler arasinda bir diger farklilik ise inokllum miktarinin degigmesidir.

Inokulum miktar1 arttikca, ticari olarak kullanilan, CA-MHB besiyerlerine gore
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ayarlanan duyarlilik testlerindeki MIK degeri artmaktadir. Bu fenomen inokilum
etkisi olarak da bilinmektedir. Artan inokilum miktarlarinda duyarli E.coli’nin
kolistin MiK degerleri, yanlislikla direncli olarak okunmasimaneden olabilecek esik
degeri gegecek seviyelere gelebilmektedir. Ayrica yapilan fare modelinde ise,
inokllum artmis olmasi1 , mcr-1 ihtiva eden E. coli ile ayn1 mortalite oranina sahiptir
ve bu da ilacin etkinliginin azalmasi konusunda fikir vermekle beraber, kolistin-

direngli sub-populasyon olma ihtimalinin de arttig1 gosterilmistir(92).

Kullanilan kolistinin molekiiler yapist da yontemi etkilemektedir. Bilindigi
gibi ticari kolistin icerigi ¢esitli oranlarda polimiksin E ve B igerigi mevcut olup daha
cok polimiksin B olusturmaktadir. Ticari olarak hazirlanmis olan polimiksinin B (1-
4) kendi icerisinde dikkate deger bir fark olmadigi gbzlenmistir(93).
Mikrodilusyonun yapildigi materyal; polipropilen, polistren, diisiik sicaklikta

protein baglayan tipler, cam tlplerden olusmaktadir. Kolistin dogasi geregi
polikatyonik, hidrofilik ve lipofilik yapisindan dolay1, bir ¢ok maddeyle
etkilesmektedir. Dolayisiyla sinerji testi, duyarlilik testi, pK-pD testlerinin yapildigi
mikroplakalarin hangi maddeden oldugu 6nem arz etmektedir. Polistren negatif yiike
sahip olup, kolistinin adsorbsiyonuna neden olur ve etkin miktarin azalmasina neden
olmaktadir. Sonug¢ olarak yapilan deney sonuglarma goére polistren onerilmezken,
diistik-protein  baglayan tlpler  (polypropilen) CLSI/EUCAST tarafindan
onerilmektedir. Bunun disindaki cam tupler ve polistren kolistini baglamasi
nedeniyle Oonerilmemektedir. Laboratuvar ¢aligmalarinda kolistin seyreltilirken, yeni
kuyucuklara konuldugunda da ylizeylere baglanacag: icin, konsantrasyon daha da
diismektedir(94). Sivi mikrodiliisyonda kullanilan maddelerdeki Kkolistin ylzdesi
Sekil 3.9°da mevcuttur. Polimiksin B, plastik yiizeylere, kolistine gore daha c¢ok
baglanmaktadir ve bu da kolistin duyarli suslarda MIK degerlerinden daha yiiksek
degerlerde seyretmesine neden olmaktadir. Aksi olarak, kolistin direncli olan

suslarda ise polimiksin B daha etkili gibi g6ziikmektedir(95).
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Sekil 3.9. Sivi Mikrodillisyonda Kullanilan Maddelerdeki Kolistin YUzdesi (94)

Kullanilan mikroplaka ve tiiplerin yapisindaki farkliliklarin sonuglar {izerine
ciddi etkisi olacagi agiktir. Bu problemin iizerinden gelmenin bir yolu ise siirfaktan
olan Twen-80/Polysorbat 80 kullanmak olabilir. Bu bilesik kozmetikten, as1 ve ilag
endiistrisine kadar, kopiik olugsmasini engelleyici madde ve eksipiyen madde olarak
kullanilmakla beraber, CLSI tarafindan heniiz kullanimini énermemektedir. Diger

tarftan siirfaktanlarin 6zellikle P-80’in kendisine ait hem antimikrobiyal aktivitesi

olup hem de diger antimikrobiyal maddelerle-klorheksidin ve kolistin-sinerjistik
etkilesime girebilir. Ancak siirfaktanlarin bu intrinsik antimikrobiyal aktivitesinin
kolistin direncli olan suslar Gzerinde etkisi tartismahidir. Surfaktanlar diger
antimikrobiyallerle kombine edildiginde hiicre gecirgenligini artirmaktadir(96, 97).
Sonug olarak P80 polimiksinlerle beraber kullanildiginda, kolistinin hiicre duvarina

zarar vermesinden sonra hticre icerinse girerek, hiicre 61imUn0 hizlandirabilir(98).

Yontem olarak farklik olarak ifade edilmese de kolistin direncinin korunmasi
testler arasinda farkli sonuglarin elde edilmesine neden olabilir. Ortamda
antimikrobiyal madde olmaksizin, ¢esitli hareketli genetik elementlerin, hiicreden
ayrildig1 bilinmektedir(99). Benzeri durum, kolistin iginde gegerli olabilmektedir ve
yapilan bir ¢aligmada ise in-vitro, kademeli olarak kolistin-direncli hale getirilen
bakterilerin, kolistin icermeyen ortamda, yeniden duyarli hale gelebildigi
gosterilmistir(100). Bakterilerin -70°C ortamda uzun sure (6-8 ay) saklanmasinin

kolistin duyarlilig1 Gzerine bir etkisi olabilir(101).
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Bu arastirma Ulkemizde, A. baumannii izolatlarinin klorheksidin duyarlilik

profilini degerlendiren ilk ¢alisma olma 6zelligine sahiptir.

Sonug olarak, A. baumannii kaynakli enfeksiyonlarda kullanilan son kusak
antimikrobiyal olan kolistine kars1 gerek kromozomal gerekse plazmid
kaynaklidirencin artmasi g0z Onlnde bulundugunda ve klorheksidin igin ticari
olarak satilan soliisyonlar igerisinde konsatantrasyonun heniiz mevcut MIK
degerlerinin ¢ok iizerinde olmasi, endige verici olmasada, antiseptiklerin daha akilci
kullanim: ve direcin takip edilmesine yonelik standart bir test veya testlerin

yayimlanmasi gerekmektedir.

6. SONUC VE ONERILER

Ocak 2020 ile Temmuz 2020 tarihleri arasinda, Hacettepe Universitesi
Hastaneleri, Merkez Laboratuvarindan elde edilen yliz A. baumannii izolatinin
onbesinin (%15) kolistin direncli oldugu, on yedisinin (%17) ise klorheksidine
azalmis duyarlilik gosterdigi gézlenmistir. Bunlardan bir izolat ise hem klorheksidine

azalmig duyarlilik hem kolistine direng gostermistir.

Izolatlarin  kolistin icin, EUCAST (2019) yili Onerilerine gore sivi
mikrodiliisyon kullanilarak analiz edilirken, Klorheksidin icin herhangi bir rehberin
olmamasi nedeniyle, alaninda givenilen dergilerde yayinlanan makalelerin
yontemlerinin EUCAST ve CLSI kriterlerine adapte edilmesiyle olusturulan sivi

mikrodilusyon yontemine gore degerlendirilmistir.

PFGE c¢alismasinda, esik deger %80 olarak belirlenmistir on dort kolistin
direncli izolatin yedi farkli pulsotip geldigi bulunmustur. Bu ise vertikal olarak farkl
klonlardan ~ A.baumannii izolatlarin, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi

Hastanelerinde mevcut oldugunu ve enfeksiyon nedeni oldugunu gostermektedir.

In-vitro klorheksidine kademeli olarak direncli hale getirilen K. pneumoniae
suslarmin kolistin direnci gostermesi; on yedi klorheksidin azalmis duyarililigi olan
A. baumannii suslarindan, bir tanesinin kolistin direncinin olmas: fitness-cost a

neden oldugunu gosterebilir.
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Mevcut kolistin direncinin artmasindan dolay1 iilkemizdeki direng frekansini
saptayacak ve bu izolatlarin var olan direngten sorumlu elemanlarin gerek kiitle
sprektrofotometrik yontemle gerekse gunumuz teknolojisini kullanarak molekuler
calismalarin yapilmasi gerekmektedir. Klorheksidine ait ulusal capta, izolatlarin
toplanip sinir deger olusturmak ve buna yonelik bir kilavuz olusturulmasi bizi bu
alanda 6n plana gecirecektir. Cunki heniiz diinya genelinde mevcut antiseptiklerle

calisma klavuzu bulunmamaktadir.
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