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Kistik fibrozis (KF), solunum yollarinda yogun mukus birikimi nedeniyle kronik enfeksiyonlara yol acan
genetik bir hastaliktir. Pseudomonas aeruginosa, KF hastalarinda sik rastlanan ve uzun siireli enfeksiyonlara
ve kolonizasyona neden olan 6nemli bir patojendir. Bu calisma, KF cocuk hastalarinin solunum yolu
orneklerinden ardisik olarak elde edilen P.aeruginosa izolatlarinin antibiyotik duyarllik profillerinin ve
biyofilm olusturma yeteneklerinin karsilastirlmasini amaclamistir. Hacettepe Universitesi ihsan Dogramaci
Cocuk Hastanesi KF Unitesinde 2021-2023 yillari arasinda prospektif olarak takip edilen KF hastalarindan
(n= 80) alinan solunum yolu orneklerinde Ureyen ardisik kronik P.aeruginosa izolatlari incelenmistir.
Bakteri tiir tanimlamasi MALDI-TOF MS ile yapilmig ve konvansiyonel yontemlerle dogrulanmuistir.
Antibiyotik duyarlilik testleri EUCAST onerileri dogrultusunda sivi mikrodiliisyon ve gradiyent test
yontemleriyle gerceklestirilmistir. Antibiyotik diren¢ genleri (bla,,, bla,,, blap,, bla,.) polimeraz
zincir reaksiyonu yontemiyle incelenmistir. Biyofilm olusumu, kristal viyole mikrotitrasyon plak yontemiyle
degerlendirilmistir. Kistik fibrozis hastalarinda eslik eden en sik sistemik bulgu ekzokrin pankreas yetmezIligi
(n=58) ve bronsektazi (n= 44) olarak saptanmistir. P.aeruginosa disinda 56 hastada bagka bir etkenin daha
uredigi [metisiline duyarl Staphylococcus aureus (n= 46), metisiline direncli S.aureus (n=31), Acinetobacter
spp. (n= 2) ve tlberkiloz digi mikobakteri (n= 2)] saptanmistir. Bu calismada, izolatlarin antibiyotik
direnci seftazidime en ylksek (%3.75), kolistine en diistik (%1.25) bulunmustur. Tobramisin, meropenem
ve levofloksasine direng %2.5 olarak saptanirken, siprofloksasine direng tespit edilmemistir. Antibiyotik
direng genleri agisindan en sik saptanan gen bla,, . olup ilk izolatlarda %12.5, sonraki izolatlarda ise

VIM

%10 oraninda belirlenmistir. Calismaya dahil edilen izolatlarin hicbrisinde bla,,, bla,,,, ve bla,p,, direng
genleri saptanmamistir. Biyofilm olusumu degerlendirildiginde, ilk izolatlarin %77.5’inde, sonraki ardisik

80 izolatin 59 (%73.7)'unda kantitatif olarak biyofilm olusumu gosterilmistir. izolatlarin 11 (%18.6)'inin
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glclu pozitif, 33 (%55.9)'Unin orta pozitif ve 15 (%25.4)'inin zayif pozitif biyofilm olusturdugu
saptanmistir. Sonug olarak, P.aeruginosa’nin KF hastalarinda yiiksek biyofilm olusturma kapasitesine sahip
oldugu belirlenirken antibiyotik tedavisinin mikroorganizmanin eradikasyonunda etkin rol oynamadigi
saptanmustir. Bu calisma, ardisik izolatlarin biyofilm yapimi ve antibiyotik diren¢ paternlerinde anlaml
degisiklikler gostermedigini ortaya koymustur. Benzer antibiyotik duyarlilik ve biyofilm yapimi gosteren
ardisik P.aeruginosa izolatlarinda bakterinin yok edilmesi icin antibiyofilm duyarlilik testlerinin yapilmasi
ve yeni antibiyofilm tedavi stratejilerinin gelistiriimesi 6nem arz etmektedir.

Anahtar kelimeler: Kistik fibrozis; Pseudomonas aeruginosa, antibiyotik duyarliligi; antibiyotik diren¢
genleri; biyofilm.

ABSTRACT

Cystic fibrosis (CF) is a genetic disorder that causes chronic infections due to the buildup of thick
mucus in the airways. Pseudomonas aeruginosa is a common and significant pathogen in CF patients,
contributing to long-term infections and colonization. This study aimed to evaluate and compare
the antibiotic susceptibility patterns and biofilm-forming capacities of sequential P.aeruginosa isolates
recovered from respiratory tract specimens of pediatric cystic fibrosis (CF) patients. Sequential
chronic P.aeruginosa isolates (n= 80) were obtained from respiratory samples of CF patients who were
prospectively monitored at the Hacettepe University ihsan Dogramaci Children’s Hospital CF Unit
between 2021 and 2023. Identification of the bacteria to the species level was performed using MALDI-
TOF MS and confirmed by conventional methods. Antibiotic susceptibility testing was conducted by
broth microdilution and gradient test methods according to EUCAST recommendations. Antibiotic
resistance genes (bla,,,, bla,, ., bla . ., bla,,) were investigated by PCR. Biofilm formation was evaluated
using the crystal violet microtiter plate assay. The most frequently observed systemic manifestations
accompanying CF were exocrine pancreatic insufficiency (n= 58) and bronchiectasis (n= 44). In addition
to Paeruginosa, co-isolation of other pathogens was detected in 56 patients, including methicillin-
susceptible Staphylococcus aureus (n= 46), methicillin-resistant S.aureus (n= 31), Acinetobacter spp. (n=
2), and nontuberculous mycobacteria (n= 2). The highest antibiotic resistance rate among P.aeruginosa
isolates was observed against ceftazidime (3.75%), while the lowest resistance was detected against
colistin (1.25%). Resistance to tobramycin, meropenem, and levofloxacin was identified at a rate of
2.5%, whereas no resistance to ciprofloxacin was detected. The most prevalent antibiotic resistance
gene was bla,,,,, detected in 12.5% of the initial isolates and 10% of the subsequent isolates. None of
the isolates harbored bla,,, bla,,, or bla,,, genes. Biofilm formation was observed in 77.5% of the
initial isolates and 73.7% of the subsequent isolates. Quantitative analysis revealed biofilm formation
in 59 (73.7%) of the 80 sequential isolates, with 11 (18.6%) classified as strong biofilm producers, 33
(55.9%) as moderate biofilm producers and 15 (25.4%) as weak biofilm producers. In conclusion, our
results indicate that P.aeruginosa isolates exhibited a high biofilm formation capacity in CF patients, while
antibiotic treatment played a limited role in bacterial eradication. The study revealed that sequential
isolates did not demonstrate significant alterations in biofilm production or antibiotic resistance patterns
over time. The persistence of P.aeruginosa isolates with similar antibiotic susceptibility and biofilm
formation capacities in CF patients underscores the necessity of performing anti-biofilm susceptibility
testing and developing novel anti-biofilm therapeutic strategies to improve bacterial eradication.

Keywords: Cystic fibrosis; Pseudomonas aeruginosa; antibiotic susceptibility; antibiotic resistance genes;
biofilm.

GiRis
Kistik fibrozis (KF), bircok epitel hiicresinde ve kan hicresinde eksprese edilen, ye-
dinci kromozomun uzun kolunda yer alan kistik fibrozis transmembran regulator (KFTR)

proteinini kodlayan gendeki mutasyondan kaynaklanmaktadir. KF iliskili semptomlar ya-
sam boyu ortaya ¢cikmakta ve semptomlar hastadan hastaya degiskenlik gostermektedir.
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KF'li bebeklerin %85-90'iInda dogumda mevcut olabilen veya yasamin ilk yilinda geli-
sebilen pankreas yetmezli§i ortaya cikar'. KFTR proteini; solunum yolu, gastrointestinal
sistem, karaciger, pankreas ve treme sistemi dahil olmak lizere viicudun cesitli organ-
larinda bulunur. Solunum yollarinda bu proteinin fonksiyonunun bozulmus olmasi, mu-
kosiliyer sistem tarafindan temizlenemeyen mukus kalinliginin artmasina neden olur. Bu
durum, solunum yollarinda kronik enfeksiyona ve sonrasinda duizensiz enflamasyona yol
acmaktadir?. KF'li hastalarda yasamlari boyunca yasa bagl sekilde farklilik gosteren mik-
roorganizma turleriyle tekrarlayan enfeksiyonlar gorulir. Staphylococcus aureus genellikle
kicuk yaslarda saptanirken; Pseudomonas aeruginosa, Achromobacter spp., Stenotropho-
monas maltophilia ve Burkholderia cepacia kompleksi tiirleri cocuklarda ve yetiskinlerde
yaygin olarak gorilmektedir. Her ne kadar bu bakteriler klasik KF solunum yolu pato-
jenleri olarak kabul edilse de bu hastalarda mikobakteri, mantar ve viral enfeksiyonlarin
énemi ve patojenitesi giderek artmaktadir’.

KF'li hastalarin solunum yollari, Gremeleri icin son derece uygun ortama sahip olmasi
nedeniyle bu hastalarda P.aeruginosa en sik goriilen gram-negatif patojendir. P.aeruginosa
oksidaz pozitif, laktozu fermente etmeyen bir basil olup anoksik kosullar altinda (KF akci-
geri dahil) terminal elektron alicisi olarak nitrit veya nitrati kullanma yetenegine sahiptir.
Baslangicta P.aeruginosa, KF'li hastalarda konak tarafindan temizlenebilen veya antibi-
yotik tedavisiyle ortadan kaldirilabilen mukoid olmayan bir sus olarak tiremektedir*. Za-
manla P.geruginosa kolonileri aljinat sentezleyerek biyofilmler olustururlar®. Bu biyofilmler
olustuktan sonra standart antibiyotik tedavisiyle ortadan kaldiriimalari zor oldugundan,
patojenin uzun sureli oral kinolon tedavisiyle birlikte veya tek basina nebiilize kolistin/in-
hale tobramisin kullanimi yoluyla direng artisina neden olmaksizin akcigerlerden eradike
edilmesine yonelik stratejiler bulunmaktadir®. Genel olarak, P.aeruginosa’nin antibiyotik-
lere karsi baglica direng mekanizmalari; intrinsik, kazanilmis ve adaptif direng olarak sinif-
landinlabilir. Paeruginosa’nin intrinsik direnci diger gram-negatif bakterilere kiyasla dogal
rezistom lizerinde cok etkilidir. intrinsik dirence neden olan mekanizmalar; indiiklenebilir
AmpC sefalosporinaz ekspresyonu gibi antibiyotikleri inaktive eden enzimlerin sentez-
lenmesi, temel (MexAB-OprM) ve indiklenebilir (MexXY) disa atim pompasi tretimi ve
diisiik dis membran gecirgenligidir®. Kazaniimis direng, direng genlerinin yatay transferi
veya mutasyonel degisiklikler yoluyla elde edilmektedir. P.aeruginosa’nin adaptif direnci
ise, enfekte hastalarin akcigerlerinde biyofilm olusumu yoluyla ortaya cikmaktadir’. Ay-
rica, biyofilm olusumu sirasinda coklu ilag toleransina sahip persister hiicreler olusabilir;
bu hiicreler KF hastalarinda uzun siireli ve tekrarlayan enfeksiyonlardan sorumludur®.

Biyofilm, canli veya cansiz bir ytizeyde birbirine yapisan ve ekzopolisakkarit, protein,
metabolit ve hiicre disi DNA dahil olmak lizere hiicre digi polimerik maddelerin kendi
kendine Urettigi bir matris icine gémuli olan mikroorganizmalar toplulugudur. Biyofilm-
lerde Ureyen mikrobiyal hicreler, antimikrobiyal ilaclara ve sivi siispansiyonda Ureyen
hiicrelere gére konagin immiin yanitina daha az duyarlidir®. P.aeruginosa, KF'li hastalarin
akcigerlerinde kronik enfeksiyonlara neden olurken DNA, protein ve ekzopolisakkaritlerin
iretimi ile akciger epitel hiicre yiizeylerinde biyofilm olusturur'®'",
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Bu calismada, KF'li hastalarin enfeksiyon nedeniyle hastaneye yaptiklari ilk bagvuru-
dan sonra ikinci ve Gglnci kez rutin hastane ziyaretleri sirasinda alinan solunum yolu
orneklerinde lreyen ardisik P.aeruginosa izolatlarinin antibiyotik duyarlilik ve biyofilm
Uretiminin incelenmesi, ayrica KF'li hastalarin ilk kontrollerinde tespit edilen P.aeruginosa
izolatlari ile takip eden surecte ireyen bu izolatlarin karsilagstirmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Etik Kurulu onayi
(Tarih: 30.03.2021 ve Karar No: 2021/07-11) ile gergeklestirildi.

Calisma Popiilasyonu ve Bakteri izolatlari

Prospektif olarak yuritilen bu calismaya, Ocak 2021-Mayis 2023 tarihleri arasinda
Hacettepe Cocuk Hastanesi Gogus Hastaliklari Polikliniginde takip edilmekte olan KF has-
talarinda hem hastalik nedeniyle hem de rutin takipleri sirasinda yapilan hastane ziya-
retlerinde alinan solunum yolu drneklerinde (bogaz surtntisu, balgam, bronkoalveoler
lavaj) ardisik treyen ikinci ve t¢lincu P.aeruginosa izolatlar dahil edildi.

Hasta ve klinik 6rneklere ait demografik ozellikler (ortalama yas, cinsiyet, hastalarin
izlem suresi, viicut kitle indeksi, 6rnek tipi) ve risk faktorleri [eslik eden diger hastalik tani-
si (diyabet vb.)], P.aeruginosa ile birlikte Gremis olan farkli mikroorganizmalar) calismaya
alinan her hasta icin hazirlanan hasta bilgi formuna ileriye doniik olarak doldurularak
kayit altina alind.

P.aeruginosa’nin tur tanimlamasi, matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizas-
yon ugus zamani kitle spektrometresi [matrix assisted laser desorption ionization-time of
flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS)] (MALDI Biotyper Bruker Daltonics, Bremen,
Almanya) sistemiyle gerceklestirildi. Tim izolatlarda tir diizeyinde tanimlama, Hacette-
pe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda konvansiyonel yéntem-
lerle {Gram boyama, oksidaz testi ve Ug¢ sekerli demirli besiyerine [triple sugar iron (TSI)
agar] ekim} tekrar calisilarak Gram boyamada gram-negatif basil gérinimuinde olan, TSI
besiyerinde tiim besiyerini kirmizi renge donistiiren ve oksidaz testi pozitif olan izolat-
lar Paeruginosa olarak tanimlandi. Calismanin baglangicindan itibaren tim P.aeruginosa
izolatlari, tir diizeyinde tanimlanmasi ve dogrulanmasinin ardindan -20 °C’de gliserolli
triptik soy buyyon icinde stoklanarak saklandi.

Antibiyotik Duyarlilik Testleri

Antibiyotik duyarlilik testleri European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) 6nerileri dogrultusunda sivi mikrodiltisyon yontemi ve gradiyent testle
gerceklestirildi. izolatlarin antimikrobiyal duyarlilik testleri icin EUCAST &nerilerine gore
hazirlanan Mueller-Hinton buyyon (MHB) (Sigma Aldrich, Amerika Birlesik Devletleri) ve
Mueller-Hinton agar (MHA) (BD, ABD) besiyerleri kullanildi. Calismada sivi mikrodiliisyon
yéntemi icin tobramisin [minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) araligi= 0.016-256
mg/L], meropenem (MIK araligi= 0.002-32 mg/L), seftazidim (MiK araligi= 0.016-256
mg/L), levofloksasin (MiK araligi= 0.002-32 mg/L), kolistin siilfat (MiK araligi= 0.125-
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256 mg/L) ve siprofloksasin (MiK araligi= 0.002-32 mg/L) antibiyotik tozlari kullanildi.
Antibiyotik gradiyent test yontemi icin piperasilin-tazobaktam gradiyent seritleri kullanil-
di. Kontrol susu olarak P.aeruginosa ATCC 27853 susu kullanildi.

Genomik DNA Eldesi

Nukleik asit izolasyonu kaynatma yontemiyle gerceklestirildi. Kanli agara tek koloni
ekim yontemiyle ekilen izolatlar bir gece 37 °C’de inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan
stispansiyon, 15 dakika 3000 rpm‘de santrifiij edilerek Ustte kalan sivi uzaklastirildi. Co-
kelti Gizerine 1 ml Tris/EDTA (TE) tampon ¢ozeltisi eklenerek vortekslendi ve siispansiyon
tekrar bir dakika 10000 rpm’de santrifiij edilerek tistteki sivi uzaklastirildi’®. TE ile yikama
islemi en az Ug kez tekrarlandi. Son ylkamadan sonra Ustteki sivi atilarak ¢okeltiye 100 pl
TE tampon c¢ozeltisi eklendi ve mikrosantrifiij tipleri 1si blogunda 20 dakika 100 °C’de
bekletildi. Bu islemi takiben bir dakika santriflij edilen tlplerde bulunan Ustteki sivi ¢o-
keltiye dokunmadan yeni bir steril mikrosantrifiij tipline alindi ve elde edilen DNA, ileri
molekiiler testlerin uygulanmasi asamasina kadar -20 °C’de saklandi.

Antimikrobiyal Diren¢ Genlerinin Arastiriimasi

Calismaya dahil edilen tim izolatlar bla,,,, bla,,, bla,p,, ve bla,,- genleri bakimin-
dan polimeraz zincir reaksiyonu [polymerase chain reaction (PCR)] kullanilarak 1s1 dongti
cihazi (Global Genomics Partner, MyGenie96, ABD) ile gerceklestirildi (Tablo 1). Amplifi-
kasyon; 10 dakika 94 °C’de ilk denatiirasyon gerceklestirildikten sonra; toplam 36 dongi
denatirasyon 94 °C’de 30 saniye, primer birlesmesi 55 °C’de 40 saniye ve amplifikasyon
72 °C’de 50 saniye olacak sekilde programlandi. Amplifikasyonun sonunda 72 °C’de bes
dakika son uzamanin ardindan reaksiyon sonlandirildi'2.

Agaroz Jel Elektroforezi

PCR drinlerinin her birinden 10 pl alindi ve 10 pl orange G yiikleme tamponu ile
karistirilarak jeldeki kuyucuklara ytklendi. Molekuler agirlik belirteci olarak 100 baz cifti
[base pair (bp)] ladder (New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, ABD) kullanildi. Yirit-
me islemi 120 voltta 120 dakika stirede gergeklestirildi. Amplifikasyon Griinlerinin varhg
jelde BioSpectrum 500 imaging system (UVP, Cambridge, Birlesik Krallik) ile ultraviyole
1stk altinda incelendi.

Tablo I. Antimikrobiyal Direng Genleri Tespitinde Kullanilan Primer Dizileri

Gen Bolgesi Oligoniikleotit Dizisi Gen Biiyiikligii (bp)
F- 5'- GGT TTG GCG ATC TGG TTT TC- 3

bla 621
R- 5’- CGG AAT GGC TCATCA CGA TC- 3’
F-5'- CGT CTAGTT CTG CTG TCT TG- 3’

bla, 798
R- 5- CTT GTC ATC CTT GTT AGG CG- 3’
F- 5’- GCA CTT CTC GCG GAG AT- 3’

bla,,, 390
R- 5’- ACT GGA CCG AAG CGC ACT G- 3’
F- 5’- CTA CCG CAG CAG AGT CTT TG- 3’

bla,,, 232
R- 5'- AAC CAG TTT TGC CTT ACC AT- 3’
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Biyofilm Yapiminin Kristal Viyole Yontemiyle Ol¢iimii (Mikrotitrasyon Plak
Yontemi)

Hastalardan izole edilen tiim klinik izolatlar triptik soy buyyon (TSB) iceren tiiplerde
bir gece inklbe edildikten sonra, inokilum son konsantrasyonlari 106 CFU/mL olacak
sekilde ayarlandi. Bakteri stispansiyonlari her bir kuyucukta 100 pl hacimde 96 kuyucuklu
mikroplaklara eklendi ve 37 °C’de 24 saat sureyle inkiibatorde bekletilerek bakterilerin
kuyucuklara tutunmalari saglandi. Kuyucuklar 24 saat sonunda steril distile suyla l¢ kez
yikandi ve mikroplaklar oda sicakliginda bekletilerek kurumalari saglandi. Siire sonunda
her bir kuyucuga 140 pl %1'lik kristal viyole ¢ozeltisi eklenerek 15 dakika beklendi. Ku-
yucuklarda bulunan kristal viyole ¢ozeltisinin uzaklastirilip yikama yapilmasinin ardindan
tim kuyucuklara etanol-aseton ¢ozeltisinden eklendi ve 15-20 dakika oda sicakliginda
beklendi. Her bir kuyucuktaki 6rnekler absorbans degeri OD590 nm’de spektrofotomet-
rik olarak olciilerek izolatlarin biyofilm olusturma diizeyleri belirlendi'®. Bu yéntemde,
P.aeruginosa ATCC 27853 susu pozitif kontrol olarak kullanildi. Optik dansite sinir degeri
(ODc), negatif kontroliin OD degeri ortalamasinin tizerinde Ui¢ standart sapma [standard
deviation (SD)] olarak belirlendi: ODc= negatif kontrollin ortalama OD’si + (3 x SD nega-
tif kontrol). Sonuclar optik dansitelerine gore; gticli biyofilm olusumu (4 x ODc <OD),
orta dlizeyde biyofilm olusumu (2 x ODc< OD< 4 x ODc); zayif biyofilm olusumu (ODc
<OD <2 x ODc); ve biyofilm olmayan (OD <ODc) olarak degerlendirildi.

BULGULAR

2021-2023 yillar arasinda ikinci ve Uglincu kez rutin kontroller sirasinda alinan so-
lunum yolu o6rneklerinde Ureyen ardisik P.aeruginosa izole edilen toplam 80 KF'li cocuk
hastanin, 48 (%60)’inin kiz, 32 (%40)'sinin erkek oldugu belirlenmistir. KF’li hastalarin
ortalama yagl 10.5 olarak bulunmustur. Hastalarin ortanca viicut kitle indeksi 15.2 olarak
saptanmigtir. Hastalarin hepsinin izlem stresi bir yildan fazladir. Hastalarin 13’tnde oro-
farengeal strtinti 6rneginde, 67 hastanin balgam kdltiriinde P.aeruginosa izole edilmis-
tir. Hastaliga eslik eden sistemik bulgular degerlendirildiginde en sik ekzokrin pankreas
yetmezligi (EPY) (n= 58) ve bronsektazi (n= 44) saptanmis, 25 hastada malnutrisyon, 22
hastada kronik karaciger hastaligi, 15 hastada alerjik bronkopulmoner aspergillozis ve
bes hastada osteoporoz oldugu belirlenmistir. Paeruginosa diginda 56 hastada baska bir
etken daha uremis; en sik 46 hastada metisiline duyarl S.aureus (MSSA) lremesi tespit
edilirken, 31 hastada metisiline direncli S.qureus (MRSA), iki hastada Acinetobacter spp.
ve bir hastada tiiberkiiloz disi mikobakteri Giremesi saptanmistir. U¢ hastada ayni érnekte
ilkinden farkli bir P.aeruginosa koloni tipi (KF2) saptanmustir.

Hastalardan elde edilen ardisik izolatlara ait Antibiyotik duyarllik test sonuglarina
gore en yuksek direng, seftazidime karsi gorulirken (n= 3, %3.75) bunu tobramisin,
meropenem ve levofloksasin (n= 2, %2.5) takip etmistir. En dustik direncg ise kolistine
(n=1, %1.25) karsi tespit edilmistir. Siprofloksasin direnci hicbir izolatta belirlenme-
mistir (Tablo II). Toplam 80 KF'li cocuk hastanin ilk rutin hastane ziyaretleri sirasinda
elde edilen P.aeruginosa izolatlarinda da en ytuiksek direng seftazidime karsi saptanmistir
(n= 3, %3.75). Hastalarin ilk izolatlarinda tobramisin direnci ve meropenem direnci
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(n= 2, %2.5) distk oranda tespit edilmigsken en dustk direnc kolistine (n= 1, %1.25)
karsi saptanmustir. Levofloksasin direnci hicbir izolatta tespit edilememistir (Tablo 1). Ca-
lismaya dahil edilen 80 KF'li cocuk hastanin ilk rutin hastane ziyaretleri sirasinda saptanan
P.aeruginosa izolatlarinda siprofloksasine karsi antibiyotik duyarlihgr calisilamamistir.

Calismaya dahil edilen hastalardan ardisik olarak solunum yolu 6rneklerinden elde
edilen Paeruginosa izolatlarinda en sik saptanan antimikrobiyal diren¢ geni bla,,,
(n= 8, %10) olmustur. Hastalarin ilk izolatlarinda da benzer sekilde en sik saptanan
antimikrobiyal diren¢ geni bla,,,, (n= 10, %12.5) olmustur. Calismaya dahil edilen

VIM
izolatlarin hicbirisinde bla, ., bla,,, ve bla, ., direng genleri saptanmamistir.

KPC!

Biyofilm tespiti icin gerceklestirilen mikrotitrasyon plak yonteminde; 37 °C’de 24 sa-
atlik inkibasyonun ardindan kristal viyoleyle boyama sonrasinda absorbans 6l¢ctimleri ya-
pilarak ilk izolatlarin biyofilm yapimi degerlendirildiginde, negatif kontrole gore yapilan
Olctimlerde 80 izolatin 59 (%73.8)'unda biyofilm olusumu kantitatif olarak gosterilmistir.
izolatlarin 11 (%18.6)'inin giiclii pozitif, 33 (%55.9)’liniin orta pozitif ve 15 (%25.4)'inin
zayif pozitif biyofilm olusturdugu saptanmistir. Yirmi bir (%26.2) P.aeruginosa izolati ise
biyofilm olusturmamistir (Sekil 1). Ardisik olarak izole edilen 6rneklerin biyofilm yapi-
mi acisindan yapilan degerlendirmesinde, negatif kontrole gore yapilan 6lcimde 80
izolatin 62 (%77.5)'sinde biyofilm olusumu kantitatif olarak gosterilmistir. Bunlarin 11
(%17.7)'inin glcli pozitif, 33 (%53.2)'lnun orta pozitif ve 18 (%29)'inin zayif pozitif
biyofilm olusturdugu saptanmustir (Sekil 2).

Tablo II. Kistik Fibrozisli Cocuk Hastalarin P.aeruginosa Ardisik izolatlarinin Antibiyotik Duyarhilik Sonuglari
(n=80)

Antimikrobiyal illac ~ MiK,, (ug/mL)  MiK, (ug/mL)  MiK Araligi (ug/mL)  Direng n (%)

Seftazidim 2 4 0.001-4 3 (3.75)
Tobramisin 0.5 2 0.125-64 2(2.5)
Meropenem 0.25 0.5 0.06-128 2(2.5)
Levofloksasin 0.25 1 0.001-8 2(2.5)
Kolistin 0.5 2 0.06-128 1(1.25)
Siprofloksasin 0.25 0.5 0.001-0.5 0

MiK: Minimum inhibitdr konsantrasyon.

Tablo IlI. Kistik Fibrozisli Cocuk Hastalarin P.aeruginosa llk izolatlarinin Antibiyotik Duyarliik Sonuclari
(n=80)

Antimikrobiyal ilag¢  MIK,, (ug/mL) MK, (ug/mL) MiK Arahigi (ug/mL)  Direng n (%)

Seftazidim 2 4 0.001-8 3(3.75)
Tobramisin 0.5 1 0.125-64 2(2.5)
Meropenem 0.25 0.5 0.06-64 2(2.5)
Kolistin 1 2 0.06-64 1(1.25)
Levofloksasin 0.5 1 0.001-1 0

MiK: Minimum inhibitor konsantrasyon.
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Biyofilm tespit /Guglpi)jotz,ii)t/i?ﬁlm
edilemeyen ~\ D

%26.2

Zayf
biyofilm
pozitif

%25.4\

I

Orta biyofilm
pozitif
%55.9

Sekil 1. Kistik fibrozisli cocuk hastalarin P.aeruginosa ilk izolatlarinin biyofilm olusturma
ozelliklerinin dagilimi (n= 80).

Biyofilm tespit Giiglii biyofilm
edilemeyen gosz
%225 T\ %17.7

\

Zayif biyofilm
pozitif
(o)
%029 Orta biyofilm
pozitif
%53.2

Sekil 2. Kistik fibrozisli ¢cocuk hastalarin P.aeruginosa ardisik izolatlarinin biyofilm
olusturma ézelliklerinin Dagilimi (n= 80).

TARTISMA

P.aeruginosa, kistik fibrozisli hastalarin solunum yollarinin viskoz yapisi nedeniyle bu
hasta grubunda siklikla enfeksiyona yol acan bir patojendir. P.aeruginosa, fakiltatif bir
metabolizmaya sahip oldugu icin hem aerobik hem de mikroaerofilik ortamlarda treye-
bilir. Bu ozellik, distik oksijenli KF’li hastalarinin akcigerlerinde bakterinin hayatta kalma-
sini kolaylastirmaktadir'®,
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KF'li hastalarda siklikla akciger enfeksiyonlarina neden olan Paeruginosa, genellikle
solunum yolu 6rneklerinden izole edilmektedir. P.aeruginosa’nin izolasyonu icin en yay-
gin 6rnek tipi balgam érnegidir. Emerson ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada'®,
KF'li hastalardan alinan balgam 6rneklerinin P.aeruginosa izolasyonu icin altin standart
oldugu vurgulanmistir. Klinik duruma gore, balgam 6rnegi veremeyen KF'li hastalarda
kullanilan invaziv olmayan alternatif klinik 6rnek ise orofarengeal striintli 6rnegidir. Ram-
sey ve arkadaslari', balgam cikaramayan hastalarda orofarengeal siiriintii érneklerinin
P.aeruginosa ve S.aureus’un tespitinde pozitif prediktif degerini yliksek bulmustur. Bu ¢a-
ismada da izolatlarin sadece %16.25'i balgam orneklerinden, %83.75’i orofarengeal
surlintiiden izole edilmistir.

KF, cesitli organ sistemlerini etkileyen multisistemik bir hastaliktir. Ozellikle akciger,
gastrointestinal sistem ve endokrin organlar basta olmak lzere bircok sistemde ciddi
bulgulara yol agmaktadir. KF'li hastalarda gastrointestinal sistem bozuklugu olan EPY
oldukca yaygindir. 2021 yilinda yayimlanmis olan bir derleme, KF'li cocuk hastalarin
%85-90'Inda pankreasin ekzokrin fonksiyonlarinin bozuldugunu géstermektedir. Ayrica
pankreas enzimlerinin yetersiz tretimi nedeniyle malabsorbsiyon, steatore (yagh diski) ve
vitamin eksikliklerine yol actigini bildirmektedir'”. 2023 yilinda yayimlanmis olan baska
bir derlemede de KF'li cocuklarin %85‘inde pankreas yetersizliginin varhigr vurgulanmak-
tadir'®, Bu calismada da 80 hastanin 58’inde ekzokrin pankreas yetmezligi tespit edilmis-
tir. KFli hastalarin buyiik cogunlugu, artmig mukus vizkozitesi nedeniyle kronik bakteriyel
enfeksiyonlara maruz kalmaktadir. Bu durum bronsektazi ve solunum yetmezligine yol
acabilir. Tayvan’da yapilan bir arastirmaya gore KF'li hastalarin %80-90'inda akcigerlerde
bronsektazi bulgulari saptanmustir'®. Lu Wang ve arkadaslarinin 2024 yilinda yayimlamis
oldugu bir meta-analizde?®, bu hasta grubunda bronsektazi prevalansi %80-90 olarak
bildirilmistir. Bu calismada da 80 hastanin 44 (%55)’lnde bronsektazi varhgi tespit edil-
mistir. EPY, KF'nin en yaygin komplikasyonlarindan biridir ve genellikle pankreas enzim
replasman tedavisiyle yonetilmektedir. Bu, hastalarin solunum fonksiyonlarini ciddi sekil-
de etkilemekte ve tedavi edilmezse hastaligin ilerlemesine yol acabilmektedir.

KF'li hastalarda P.aeruginosa’nin yani sira baska mikroorganizmalar da kolonize olarak
enfeksiyona neden olmaktadir. Ozellikle geng ve cocuk yastaki KF'li hastalarda S.aureus
etken olarak yaygindir. 2016 yilinda yayimlanmis olan bir makalede, MSSA'nin 6zellikle
geng hastalarda yaygin oldugu ve genel prevalansinin %50’ye kadar ulastigi bildirilmis-
tir. MRSA ise daha az gorilmekle birlikte prevalansi Amerika Birlesik Devletleri’'nde %25
civarindadir. Avrupa’da ise bu oran %3 ile %10 arasinda degisiklik gostermektedir. MRSA
enfeksiyonlari genellikle daha ciddi klinik sonuglarla iliskilidir ve tedavisi daha zordur''2".
Calismaya dahil olan hastalarin daha 6nceden %57.5’inde MSSA, %38.75'inde MRSA ile
enfekte olduklari tespit edilmistir.

KF'li hastalarda P.aeruginosa’nin antibiyotik diren¢ oranlari 6nemli bir sorundur. Farkh
bolgelerde yapilan ¢alismalarda direng oranlari degisiklik gostermektedir. 2023 yilinda
yayimlanmis olan bir derlemede, 6zellikle KF’li hastalardan elde edilen P.aeruginosa izolat-
larinin beta-laktamlara karsi 6nemli 6lctide direng gosterdigi ve meropenem, aztreonam
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ve seftazidim gibi antibiyotiklere direncin genellikle %30-40 oranlarinda yiiksek diizeyde
oldugu bildirilmistir?2. KF'li hastalardaki P.aeruginosa izolatlarinin seftazidime karsi direng
oranlari bolge ve hasta populasyonuna gore degismektedir. Ramsay ve arkadaglarinin yap-
g1 calismada??, P.aeruginosa izolatlarinin seftazidime karsi direng oranlarinin %30-50 ara-
sinda oldugu bildirilmistir. Bu calismada sadece ¢ izolatta seftazidim direnci géralmdastar.
Bu durum, merkezimizde seftazidime direncin dislik oldugunu gostermektedir.

Tobramisin ve kolistin gibi inhalasyon yoluyla uygulanan antibiyotiklere karsi direng
de belirgindir. Bir calismaya gore, P.aeruginosa izolatlarinda tobramisin diren¢ oranlari
KF'li hastalarda %20-40 arasinda degismektedir. Bu direng, kronik enfeksiyonlar ve uzun
stireli antibiyotik kullanimi nedeniyle gelismekte ve tedavi stratejilerini zorlagtirmaktadir.
Bu nedenle, alternatif tedavi secenekleri veya kombinasyon tedavileri gerekebilmekte-
dir?*. Bu calismada direnc orani diisiik olup, ayni hastanin ardisik olarak elde edilen iki
izolatinda tobramisin direnci tespit edilmistir. KF’li hastalarda P.geruginosa tedavisi icin
inhaler tobramisin ve oral siprofloksasin sonrasi kullanilan ikinci secenek ilac inhaler kolis-
tin ve/veya oral kolistindir. Narimisa ve arkadaslari tarafindan Ekim 2024 tarihinde yayim-
lanmis olan bir meta-analizde?*, 32 iilkede kolistin icin P.aeruginosa’nin direng oranlari
incelenmistir. Bu calismaya gore, Misir (%15) ve Pakistan (%13)"in kolistin direncine en
yuiksek oranda sahip oldugu bildirilmistir. Sistematik derlemede incelenen makalelerin
yayin yilina gore yapilan alt grup meta-analizlerinde, P.aeruginosa’nin kolistine direng
orani 2006-2010 arasi donemde %2 iken, bu oranin 2020-2023 arasi donemde %3’e
ciktigr bildirilmistir. Bu calismada hastalara ait ilk ve sonraki izolatlar karsilastirildiginda
kolistin direncinin ayni ve ¢ok distik oldugu (%1.25) tespit edilmistir. Kolistin direnci
tespit edilen izolatlar ayni hastaya aittir.

KF'li hastalarda P.aeruginosa’nin antibiyotik direncine neden olan genler, mikroorga-
nizmanin adaptasyon yetenegi ve cevresel baskilara yanit olarak gelistirdigi mekanizma-
larla iliskilidir. Bu hasta poptulasyonunda P.aeruginosa’da bulunan karbapenemaz genleri
arasinda bla,,,,, bla, ., bla,,, ve bla,,. 6nemli bir yer tutmakla birlikte bla,,,, geninin
prevalansi genellikle daha ytiksektir. Kolombiya’da lic merkezin dahil oldugu bir calisma-
da, karbapenem direncli Paeruginosa izolatlarinin %44.6’sinda bla,,,, , geni tespit edilmis-
tir. bla, ,, geninin prevalansi, genellikle diger karbapenemaz genlerine kiyasla daha dustk
olsa da bu genin bulunma orani cografi bolgelere ve hastane kosullarina gore degismek-
tedir?. KF hastalarinda P.aeruginosa’da bla ., , ve bla,, genlerinin prevalansi, genellikle
diger karbapenemaz genlerine gore daha dustktur. bla . geninin ozellikle P.aeruginosa
suslarinda yayllmasi, Hindistan ve cevresindeki bolgeler gibi bazi cografi alanlarda daha
fazla goralir. Ancak KF'li hastalarda bla,,,, geninin orani genellikle %1in altindadir®.
Bu calismada 10 hastanin ilk reyen izolatlarinda bla,,, geni tespit edilmistir. Ancak ikinci
uremelerde sadece sekiz izolatta bla,,,, geni saptanirken diger direng genlerinin varligi
hem ilk hem de sonraki izolatlarda tespit edilememistir. Ikinci izolatlarda bla,,,, geni
tespit edilmis olan hastalar ile ilk izolatlarda bla,,, geni tespit edilen sekiz hasta ayni
hastadir.

154 MiKROBIYOLOJi BULTENI




Giirpinar Tosun O, Késeoglu Eser O.

KF'li hastalarda, P.aeruginosa’nin biyofilm olusturma yetenegi, enfeksiyonun kronik-
lesmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Winstanley ve arkadaslarinin yapmis olduklari
calismada?’, KF'li hastalarda P.aeruginosa izolatlarinin %80’inin biyofilm olusturma ye-
tenegine sahip oldugu belirtilmistir. Bu calisma, hastalarin akcigerlerinde biyofilm olu-
sumuyla bakteriyel direncin arttigini gostermektedir. Tahran’da 2021 yilinda yapilmis
olan calismada da KF hastalarinda P.aeruginosa izolatlarinin %76’sinin biyofilm olusturma
ozelliginde oldugu tespit edilmistir?®. Biyofilm, bu bakterilerin viicutta uzun siire kalma-
sina ve antibiyotik tedavilerine karsi daha direncli olmalarina neden olmaktadir. Cals-
mamizda da ardisik izolatlarda biyofilm olusturma 6zelligi ilk izolatlara gore artis (n= 3)
gOstermistir. Ayrica her iki izolat grubunda da literatiirle benzer sekilde biyofilm olusumu
yuksek oranda gozlenmistir.

Prospektif olarak yiiriitiilmiis olan bu calisma, Hacettepe Universitesi ihsan Dogra-
maci Cocuk Hastanesi Gogus Hastaliklari Polikliniginde takip edilmekte olan KF'li cocuk
hastalarin rutin takipleri sirasinda yapilan hastane ziyaretlerinde alinan ilk ve sonraki izo-
latlarin antibiyotik duyarliligini, antibiyotik diren¢ genlerini ve biyofilmlerini tespit eden
Turkiye’deki ilk calismadir. Bu cahsmanin kisithligi, molekiiler tiplendirme yontemiyle
ayni direng paterni ve biyofilm yapimi gosteren ilk ve sonraki izolatlarin karsilastirlama-
mis olmasidir. Antibiyotik duyarllik sonuglari agisindan degerlendirildiginde; seftazidim,
tobramisin ve meropeneme direncli ilk ve sonraki izolatlarin ayni hastalara ait oldugu
belirlenmistir. Sadece iki hastada ilk izolatta levofloksasin direnci yokken sonraki izolat-
larinda diren¢ ortaya ciktigi saptanmigstir. Benzer sekilde orta ve glicli biyofilm yapimi
gosteren ilk ve sonraki izolatlarin da ayni hastalara ait oldugu tespit edilmistir. Bu durum
hastalarin sahip olduklari P.aeruginosa susunu zaman icerisinde kaybetmediklerini, bu
suslar ile kolonize olmaya devam ettiklerini gostermektedir.

Hem yapilan calismalarda hem de bu calismada tespit edilen yiiksek biyofilm var-
g1, hastalarin tedaviye yanitinin bakteri eradikasyonu diizeyinde olmayabilecegini ve
dolayisiyla mevcut enfeksiyonlarin kroniklesme egiliminde oldugunu gosteren 6nem-
li bir faktordir. Bu calismada elde edilen veriler neticesinde, KF'li hastalarda treyen
P.aeruginosa’nin biyofilm iligkili treme modunda metabolik olarak daha az aktif bir duru-
ma gecerek daha yavas treme hizi gosterme egiliminde oldugu, bu nedenle bakterinin
antibiyotik baskisi altinda persister alt popilasyon olarak varligini stirdiirdigi sonucuna
varilmistir. P.aeruginosa’'nin ytiiksek virtlansi nedeniyle KF'li hastalarin tedavisinde, yeni
antibiyofilm tedavi stratejilerinin gelistiriimesi hedeflenmelidir.

ETiK KURUL ONAYI

Bu calisma, Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan onaylanmistir (Tarih: 30.03.2021 ve Karar No: 2021/07-11).

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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