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Heterodireng, kolistin direncinin gelisimi i¢in bir adim kabul edilmektedir. Son yillarda, farkl iilke-
lerden karbapenem direngli A.baumannii (KDAB) izolatlarinda kolistine karsi heterodireng ve
direng gelisimi bildirilmistir. Bu ¢alismada, ilimizde ikinci basamak bir hastanenin gesitli birimle-
rinden izole edilen KDAB izolatlarinin kolistine karsi heterodireng profillerinin arastiriimasi amag-
lanmustir.

Haziran 2016 ve Haziran 2017 tarihleri arasinda ikinci basamak hastaneden toplanan ve
Universite Hastanemizin Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali arsivinde saklanan, kolistine duyarl 47
KDAB izolati ¢alismaya dahil edilmistir. izolatlarin tanimlanmasi ve antibiyogramlari otomatize
sistem (Phoenix, BectonDickinson, ABD) ile yapilmistir. Stoklanan bakterilerin kolistin minimum
inhibisyon konsantrasyonlari sivi mikrodiliisyon yéntemi ile dogrulanmistir. Heterodirengli alt
popilasyonlarin tespiti igin 4 ug/ml kolistin iceren Mueller-Hinton agar (MHA) petri plaklari hazir-
lanmustir. Plaklara, 100 mikrolitre KDAB bakteri siispansiyonu (10° CFU/ml) ilave edilmistir. 24
saat inkiibasyonun ardindan MHA “da iireme gésteren koloniler, heterodirengli olarak tanimlan-
mis ve mandiel olarak koloni sayimi yapilmistir.

Toplanan tiim izolatlar kolistine karsi duyarli ve karbapenemlere karsi direngli bulunmustur.
izolatlarin % 34’iinde (16/47 izolat) kolistine karsi heterodireng tespit edilmistir. Bu suslarda hete-
rodireng oranlari 107 ile 10 arasinda gézlemlenmistir.

Calismamizda izolatlarda 6nemli oranda (% 34) heterodireng saptanmstir. Ulkemizde, kolistin
heterodirenci ile ilgili ¢alismalar sinirli sayidadir. Bu ¢alismamiz ilkemizde KDAB izolatlarinda
kolistin heterodirencinin raporlandidi ilk arastirmalardan biridir. Bununla beraber, kolistin hetero-
direncinin gergek oranini ve klinik 6nemini ortaya koymak igin yeni ve daha genis ¢alismalar
gereklidir.

Anahtar kelimeler: A.baumannii, heterodireng, karbapenem, kolistin
ABSTRACT

Colistin heteroresistance is a step for the development of full colistin resistance. Recently,
heteroresistance and resistance to colistin have been reported for carbapenem-resistant
Acinetobacter baumannii (CRAB) isolates in different countries. In this study, we aimed to
investigate colistin heteroresistance profiles of CRAB strains isolated from various units of a
secondary care hospital in our city.

Forty-seven colistin susceptible CRAB isolates stored in our University Hospital Medical
Microbiology Department collection and previously collected from secondary care hospital
between June 2016 and June 2017 were included in the study. Identification and antibiograms of
the isolates were performed by the automated system (Phoenix, Becton-Dickinson, USA). Colistin
MICs were confirmed by broth microdilution test for the stored bacteria. Mueller-Hinton agar
(MHA) plates containing colistin at concentration of 4 ug/ml were prepared for detection of
heteroresistant subpopulations. The plates were inoculated with 100 microliters amount from
CRAB bacterial suspensions (10° CFU/ml). Colonies which were able to grow on MHA plates after
48 hours incubation were defined as heteroresistant and counted manually.

All isolates were susceptible to colistin and resistant to carbapenems. Among 47 CRAB isolates,
16 isolates (34 %) were found heteroresistant to colistin. The rates of heteroresistance for these
isolates were between 107 and 10*.

In our study, we detected a significant rate of heteroresistance (34 %) to colistin. In our country,
there are limited numbers of studies about heteroresistance to colistin. This study may be one of
the first researches reporting the existence of colistin heteroresistance among CRAB isolates in
our country. New and larger studies are necessary to evaluate the real rate and clinical
importance of colistin heteroresistance.
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GiRiS

Acinetobacter cinsine ait bakteriler, Gram
negatif, non-fermenter, siklikla solunum yolu, idrar
yolu ve yara enfeksiyonlarina neden olan firsatgl
patojenlerdir, ek olarak septisemiye de neden
olabilirler®. Acinetobacter baumannii ise, genellikle
solunum yolu enfeksiyonlari, kan dolasimi
enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonlari, cerrahi
bolge enfeksiyonlari ve yara enfeksiyonlari da dahil
olmak uzere bir dizi hastane iliskili enfeksiyona
neden olan 6nemli bir patojendir®), Kolistin,
karbapenem direngli Acinetobacter baumannii
(KDAB) ile enfekte olan hastalarin tedavisinde
kullanilabilecek son care ilaglardan biri olarak kabul
edilmektedir. Ancak, son yillarda, KDAB igin kolistine
karsi da direng¢ ve heterojen direng rapor
edilmistir®>2, A.baumannii suslarinda kolistin direnc
mekanizmalarini tespit etmek lizere yapilmis bazi in
vitro calismalarin bulgularina gore, kolistine karsi
direng gelisimine, lipopolisakkarit (LPS) tabakasini
Ureten genlerdeki mutasyonlar neticesinde, LPS
tabakasinin tam kaybi veya pmrA ve pmrB genlerindeki
mutasyonlar aracilik eder®'”). Yeni yapilan bir
calismada, kolistin  monoterapisi neticesinde
indliiklenen pmrB mutasyonlari ile gelisen kolistin
direnci tespit edilmistir®®. 2016 yilinda Cin’de yapilan
bir calismada, MCR-1 mekanizmasi ile E.coli susunda
plazmid aracili kolistin direncinin ortaya c¢iktig
bildirilmis ve bu olgu, bilim insanlarinin tim ilaglara
direngli Gram negatif bakteri enfeksiyonlarina karsi
miicadele etmek icin, acilen kiiresel eylem planlari
hazirlamalari gerekliligini ortaya koymustur!®®,

Heterodireng, klinik olarak elde edilmis bir
bakteri popilasyonu icerisinde, herhangi bir
antibiyotige hem direngli hem de duyarli alt
popilasyonlarin mevcut olmasi olarak tanimlanabilir.
Kolistin heterodirenci ise, kolistin icin minimum
inhibitér konsantrasyon (MiK) degeri <=2 ug/ml olan
bir izolatta, >2 ug/ml kolistin varliginda treyebilen
alt popdlasyonlarin saptanmasidir®>?, Bu tir bir
heterodirencin, kolistine maruziyet ile olustugu
dustnulmektedir®®®), Coklu ilaca direngli
A.baumannii suslarinda kolistine karsi heterojen

direng ile ilgili ilk arastirmalar Li ve ark. tarafindan
yapilmis ve sonrasinda diger arastirmacilar da bu
konuyla ilgilenmeye baslamiglardir®>?®. Yine bu
calismalarda, heterodirencli A.baumannii
populasyonarinin, kolistine surekli olarak maruz
birakilmasi neticesinde, kolistine tamamen direncli
hale gelebilecekleri gosterilmistir®>28.  Kolistin
monoterapisinin, heterodireng ve direncg gelisimi gibi
sorunlara yol acabilecegi de bildirilmistir, ancak
yaygin olarak kullanilan rutin antimikrobiyal duyarhhk
testleri, kolistine karsi heterojen direnci kolaylkla
tespit edememektedir. Son zamanlarda, kolistin
heterodirenci, KDAB enfeksiyonu nedeniyle tedavi
edilen hastalarda, tedavi basarisizliklarinin nedeni
olarak suglanmaktadir®. Moosavian ve ark.*®,
kolistine heterodirencli A.baumannii’nin neden
oldugu bir menenjit vakasi raporlamis ve kolistin
tedavisi sirasinda kolistine karsi tam direncin
gelistigini bildirmislerdir. Bu nedenle, hastanelerdeki
veya bolgesel duzeydeki kolistin heterodireng
oranlarint  bilmek, tedavi basarisizliklarini
degerlendirmek agisindan 6nem arz edebilir. Bu
calismada, ilimizdeki bir ikinci basamak hastanenin
cesitli birimlerinden izole edilen KDAB izolatlarinda
kolistine karsi heterojen direng oranlarinin

arastirilmasi amaclanmistir.
GEREC VE YONTEM

Calismamiza, Gaziantep Universitesi Hastanesi
Tibbi  Mikrobiyoloji ~ Anabilim  Dali  kiltur
koleksiyonunda saklanmakta olan ve daha &nce
Gaziantep Devlet Hastanesi’'nden toplanmis olan 47
kolistin duyarli KDAB izolati dahil edilmistir. izolatlar
1 Haziran 2016 - 1 Haziran 2017 tarihleri arasinda
ilimizdeki bu ikinci basamak hastanenin gesitli
birimlerinden toplanmistir®?. Tam izolatlar klinik ve
mikrobiyolojik olarak A.baumannii enfeksiyonu tanisi
almis olan hastalardan elde edilmistir. izolatlar,
Phoenix Otomatize Tanimlama Sistemi (BD, ABD)
kullanilarak A.baumannii olarak identifiye edilmis ve
izolatlarin antibiyogramlari yine ayni sistem
tarafindan gergeklestirilmistir. Antibiyogram sonuglari
CLSI kilavuzlarina gore yorumlanmistir®. Tim
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izolatlar, heterodireng analizi 6ncesinde % 15 gliserol
iceren Mueller-Hinton buyyon tiplerinde -80°C’de
saklanmistir.

Dogrulamabasamagi:imipenemve meropenem
icin, Mueller-Hinton agar (MHA) plaklari ve gradient
test (M.I.C evaluator strips, Oxoid, ingiltere)
kullanilarak, izolatlarin antimikrobiyal direngleri
dogrulanmistir. Test, Uretici tavsiyeleri dogrultusunda
yapilmis ve CLSI kriterlerine gore degerlendirilmistir®.
Kalite kontrolu icin P.aeruginosa ATCC 27853 ve E.coli
ATCC 25922 kullanilmistir®. Heterodireng analizinden
once, izolatlarin kolistin duyarliliklari, katyon ayarli
Mueller-Hinton buyyon ve kolistin stilfat suda ¢6zintr
toz (Sigma, ABD) kullanilarak sivi mikrodillisyon testi
ile dogrulanmis ve sonuglar CLSI kriterlerine gore
degerlendirilmistir®.

Modifiye edilmis popiilasyon analizi ile kolistin
heterodirencinin aragtirilmasi: Kolistine karsi
heterodireng analizi asagidaki gibi Li ve arkadaglarinin
dnerdigi yontem kullanilarak yapilimistir®). ilk énce,
saklanmis olan bakteriyel izolatlar iki kez % 5 koyun
kanl agar Uzerine pasajlanmis ve etlv icerisinde
37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Ureyen kolonilerden,
0.5 McFarland standardina egdeger bulaniklikta
bakteri slspansiyonlari hazirlanarak steril test
tiplerine aktariimistir. Kolistin heterodirenci, MiK
degeri <=2 pg/ml olan bir izolat igin, MiK >2 pg/ml
kolistin varliginda saptanabilir alt populasyonlarin
Ureyebilmesi olarak tanimlandigindan, heterojen
direncli kolonilerin tespiti i¢in 4 pg/ml kolistin iceren
MHA plaklari hazirlanmis ve plaklar tiiplerden (108
CFU/ml KDAB) alinan 100 mikrolitre bakteri
suspansiyonu ile (1/10 diltisyon) inokile edilmistir.
Ek olarak bu siispansiyonun (1/100 ve 1/1000'lik
dilisyonlarinin da ekimi vyapilmistir). Bakteri
siispansiyonlari es zamanl olarak, kolistin icermeyen
MHA plaklarina ve kontaminasyon riskine karsi
kontrol icin % 5 koyun kanli agar plaklarina
pasajlanmistir. Plaklar 37°C’de 48 saat enkibe
edildikten sonra, 4 ug/ml kolistin varliginda
Ureyebilen  koloniler heterodirengli  olarak
tanimlanmistir. Sonrasinda plaklarda tireyen koloniler
manuel olarak sayilmistir.
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En son asamada, kolistine heterojen direncli
olarak bulunan izolatlardan iretilen kolonilerin MiK
degerleri sivi mikrodiliisyon yontemiyle hesaplanmis
ve bu alt popiilasyonlarin MiK degerlerinin kolistin
icin 24 pug/ml oldugu dogrulanmistir.

BULGULAR

A.baumannii izolatlari hastanenin farkli
kliniklerinden 29 (% 62) erkek ve 18 (% 38) kadin
hastadan toplanmistir. Ortalama yas 52 (1-91) yil
olarak hesaplanmistir. Numuneler, trakeal aspirat
(% 36), kan kultara (% 34), yara (% 15), balgam (% 8),
beyin omurilik sivisi (% 4) ve digerleri (% 3) olarak
dagilim gdstermistir. izolatlarin kliniklere gére
dagilimini analiz ettigimizde, 33 izolat (% 70) genel
yogun bakim Unitesinden, 4 izolat (% 9) vyara
kliniginden, 3 izolat (% 6) i¢ hastaliklari servisinden, 3
izolat (% 6) gogus hastaliklarindan, 2 izolat (% 4)
kardiyovaskiler cerrahi servisinden, 1 izolat (% 2)
beyin cerrahisi servisinden ve bir izolat (% 2) nefroloji
biriminden génderilmistir.

ilk basamakta, 47 izolatin tim{ Phoenix sistemi
ile kolistine duyarli ve karbapenemlere (imipenem,
meropenem ve ertapenem) direncli bulunmustur.
izolatlarin karbapenem direncleri gradient test ile
dogrulanmis ve tim izolatlar imipenem ve mero-
penem’e direncli bulunmustur. Phoenix sisteminden
elde edilen kolistin antibiyogram sonuglari, referans
kabul edilen sivi mikrodiliisyon testi kullanilarak tekrar
arastirilmig ve tiim izolatlarin kolistine duyarli (Mik=0.5
ug/ml) olduklari dogrulanmustir.

Heterodiren¢ analizi basamaginda, 16/47
izolatin (% 34) kolistine heterodirengli oldugu, 31/47
(% 66) izolatin ise kolistinli agarda Uremedigi ve
heterodirengliolmadigi tespit edilmistir. Heterodireng
pozitif alt populasyonlarda, heterodireng oranlari, 16
farkli izolat icin 107 ila 10 arasinda tespit edilmistir
(Tablo). Klinik izolatlarin g¢ogunlugu, 107 (n=11)
seviyesinde heterodirenc sergilemistir. Heterodirencli
izolatlarin, kolistin direngli alt popilasyonlarinin MiK
degerleri ise son basamakta 4 ila 128 pg/ml arasinda
bulunmustur.
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Tablo. izolatlarin koloni sayimi sonucu elde edilen CFU degerleri ve kolistine karsi heterodireng diizeyleri.

izolat No Koloni Sayimi Sonucu (CFU/ml) Heterodirengli Alt Populasyon Oranlari
2 480 10°
3 1000 10°
5 10000 10*
6 20 107
8 10 107
12 490 10°
13 10 107
16 10 107
21 50 107
24 50 107
25 740 10°
27 30 107
28 10 107
38 20 107
46 10 107
47 10 107
TARTISMA calistiklari 30 Acinetobacter izolatinda % 23 kolistin

Bir enfeksiyon sirasinda, bazi bakteri
popilasyonlari antimikrobiyal duyarhligi azalmis alt
popilasyonlar icerebilir. Bu duyarh ve direngli alt
populasyonlarin bir arada oldugu heterojenite
durumuna, heterojen direng veya heterodireng
denmektedir. Heterodirengli bir populasyon,
tamamendirenglibirpoptilasyonaddnisebildiginden,
herhangi bir heterodirencli bakteri enfeksiyonun,
tam direng gelisimi igin bir risk faktorii olabilecegi
ileri surtlmektedir?”. Kolistin heterodirenci ve direncli
suglarin segilme olasiligi, A.baumannii enfeksiyonla-
rinin tedavisi agisindan énemli problemlerdendir.
A.baumannii izolatlarinda, bir antibiyotige karsi
heterodireng raporlayan ilk c¢alismalardan biri
Pournaras ve ark.?V tarafindan Yunanistan'da
yapilmistir. A.baumannii izolatlarinda, karbape-
nemlere karsi gradient test yontemini kullanarak
heterodireng arastirmasi yapmislar ve bu izolatlarda
karbapenemlere karsi MIK diizeyleri ¢ok daha
ylksek ve heterojen olan altpopulasyonlara sahip
A. baumannii izolatlarini raporlamislardir.

Son vyillarda, kliniklerden izole edilen kolistin
direngli ve heterodirencli A.baumannii suslarinda bir
artis gozlemlenmektedir®2?, Li ve ark.*® 2006
yilinda vyaptiklari bir calismada, 16 A.baumannii
izolati arasindan 15’inde kolistine karsi heterodireng
tespit ettiklerini bildirmislerdir. Akabinde, 2008
yilinda yapilan bir ¢alismada, Yau ve ark.?® Gzerinde

heterodirenci ve % 3.3 kolistin direnci raporlamislardir.
Hawley ve ark.'®, Amerika Birlesik Devletleri’nde,
timiu kolistin ile tedavi edilen Acinetobacter
baumannii-calcoaceticus complex ile enfekte 21
hastada, % 100 diizeyinde kolistin heterojen direnci
tespit etmislerdir. Daha sonra 2010 yilinda, Rodriguez
ve ark.?®, Arjantin’de A.baumannii izolatlarinda % 43
oraninda kolistin heterodirenci saptamislardir. Bir yil
sonra, Herrera ve arkadaslari, ayni Ulkeden kan
kllturlerinden elde edilen Acinetobacter izolatlarinda
% 18.7 oraninda kolistin heterodirenci bildirmis-
lerdir®, 2018 yilinda Amerika’da yapilan bir
calismada, Srinivas ve ark.?”, kolistin heterodiren-
cinin, A.baumannii klinik izolatlarin % 83’lUnde
sergilendigini bildirmislerdir.

Ulkemizde, kolistin direnci raporlamis olan
sinirlh sayida galisma vardir ve A.baumannii klinik
izolatlariarasinda kolistine karsi heterodireng varligini
tespit etmis olan sadece bir galisma bulunmaktadir.
Caglan ve ark.®, Aralik 2019’da yayinladiklari
arastirmalarinda Tirkiye’den ilk heterojen direncli
izolatlari raporlamislardir. Eser ve ark.® ise, Turkiye’de
kolistin direncgli A.baumannii izolatlarinin ortaya
ciktigini ilk olarak bildirmislerdir. Daha sonra, Citkman
ve ark.®, 2015 yilinda Turkiye’de yapilan bir
calismada, 40 A.baumannii izolatindan birinde
kolistine direng tespit edildigini raporlamislardir
ancak ginumizde kolistin i¢in Onerilmeyen bir
yontem olan gradient test kullandiklari igin sonuglar
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kuskuludur. Goruldigi Uzere, son yillarda diinyada
kolistine direncli A.baumannii izolatlarinda 6nemli
artislar gézlemlenmektedir. Bu nedenle, tlkemizde
kliniklerden izole edilen A.baumannii patojenlerinin,
kolistin diren¢ ve heterodireng oranlarinin
belirlenebilmesi icin daha genis klinik ve laboratuvar
arastirmalaraihtiyag bulunmaktadir. Bizim ¢alismamiz
irdelendiginde, izolatlarin ¢ogunda (11/16) 107
dizeyinde kolistin heterodirenci gézlemlenmistir. Bu
sonucumuz, Li ve ark/nin® popilasyon analizi
bulgulari ile karsilastirildiginda, her iki calismada da,
4 pg/ml kolistin konsantrasyonunda, heterodirengli
alt popilasyon dizeylerinin birbirlerine ¢ok yakin
oldugunu gozlemlenmistir. Daha 6nce, 2012 yilinda
yaptigimiz bir ¢alismada, 2010-2012 yillari arasinda
toplanan A.baumannii izolatlari degerlendirilmis ve
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Hastanesi'nde
sepsisli hastalardan elde edilmis olan 31 kolistin
duyarli KDAB klinik izolati arastiriimistir. Ancak, klinik
izolatlarin higbirinde kolistine karsi heterojen direng
saptanamamistir®. Son yillarda kolistin ilacinin kolay
erisilebilir hale gelmesi ile kolistin kullaniminin
artmasi, bu iki calisma arasinda bdyle bir farkin
olusmasinin nedeni olabilir.

Kolistine karsi heterodireng saptanmasi, bu
ilacin uygunsuz kullanilmis olabilecegini diisiindiiren
gucli bir uyandir®, Ek olarak, énceden kolistin
kullanmis olmak, yiksek heterodireng orani igin bir
risk faktori olabilir. Rodriguez ve ark.9, kolistine
karsi heterojen direng orani yiiksek olan bir yogun
bakim Unitesinde, beyin cerrahisi sonrasi menenjit
geciren hastalarda, kolistin direncli A.baumannii
izolatlarinin secilimin gergeklestigini raporlamislar-
dir®, Yunanistan’da 2012-2014 vyillari arasinda,
kolistine direncli A.baumannii oranlarini arastiran bir
baska ¢alismada, yillar gectikge kolistine direngli
A.baumannii izolatlarinda belirgin bir artis
gozlemlendigi bildirilmistir. Tum izolatlarin, OXA-23
benzeri karbapenem-hidrolize edici sinif D B-laktamaz
Ureten ve pmrA/pmrC genlerindeki mutasyonlarla
iliskili ayni klona ait oldugu raporlanmis, klonun
Larissa Universitesi Hastanesi'nde kolistin tedavisi
alan bir hasta ile iligkili oldugu ve hastanedeki diger
hastalara bulasarak llkeye yayildigi iddia edilmistir®.
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Bu nedenle, lokal olarak kolistin heterodireng
verilerinin taramalar ile arastirilmasi ve antimikrobiyal
tedavide heterodirenclialt popilasyonlarin segilimine
neden olmayacak sekilde dikkatli bir tedavi planlamasi
yapilmasi biiylik 6nem arz etmektedir.

Calismamizda, KDAB izolatlarinin % 34’Gnde
(cogunlukla 107 dizeyinde), kolistine karsi
heterodireng tespit edilmistir. Tibbi literatird
taradigimizda, Turkiye’de kolistine karsi heterodirencg
varhigini bildiren bir arastirmaya ulasamamistik,
ancak calismamiz degerlendirme asamasinda iken
Gaglan ve ark.® Turkiye’den bu konudaki ilk verileri
yayinlamislardir ve 3 adet kan izolatinda (% 21.4)
heterojen direng tespit etmislerdir. Bu nedenle,
calismamiz Turkiye’de Acinetobacter baumannii
izolatlarinda kolistine karsi heterojen direng varligini
saptayan ve oranini raporlayan ilk arastirmalardan
biridir. Blatin bunlara ragmen, calismamizin da
belirtilmesi gereken bazi kisithhklari bulunmaktadir.
Calismamizda elde edilen izolatlar, sehrimizdeki
sadece bir devlet hastanesinden elde edilmistir.
ikincil olarak, incelenen klinik izolatlarin ayni klona
ait olup olmadigini incelemek icin molekiler bir
analiz yapilamamistir. Ulkemizde, yiiksek oranda
kolistin heterodirencine isaret eden bulgularimiz,
kolistin direncli klonlarin segilmesini dnlemek igin, bu
ilacin uygun dozda kullaniminin ve kombinasyon
tedavilerinin 6nemini vurgulamaktadir. Diinyada ve
Ulkemizde kolistin heterodirencinin dizeyini ve klinik
anlamini degerlendirebilmek icin yeni ve sireklilik
arz eden ek galismalara ihtiyag vardir.
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