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Amag: Karbapeneme direngli Klebsiella pneumoniae ile gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde yasa-
nan kisithhklar, son yillarda yiiksek morbidite ve mortalite ile iliskilendirilmistir. Bu enfeksiyonlara
karsi son segenek ilag olarak gériilen kolistinin yaygin kullanimi sonucu kolistin direncinde artis
gorilmektedir.

Yéntem: Bu calismada, Eyliil 2018-Aralik 2018 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Merkez Laboratuvari’nda gesitli klinik 6rneklerden izole edilmis ve karbapenem direnci
belirlenmis 81 K. pneumoniae izolatinda kolistine duyarlilik sivi mikrodiliisyon yéntemiyle EUCAST
standartlarina gére belirlenmistir.

Bulgular: Test edilen izolatlarin %39.5’inde (n=32) kolistin direnci saptanmstir. idrar izolatlarinin
%35’i, kan izolatlarinin %56°s1 kolistin direngli bulunmustur. Calismaya déhil edilen 3 beyin omu-
rilik sivisi érnedi de kolistin direngli olarak belirlenmistir.

Sonug: Yiiksek kolistin direng oranlari ¢oklu ilag direngli K. pneumoniae enfeksiyonlarinin tedavi-
lerinde sorun yasanmasina neden olacaktir.

Anahtar kelimeler: Karbapenem direngli Klebsiella pneumoniae, kolistin, antimikrobiyal duyarlilik
ABSTRACT

Objective: The limitations of treatment options in carbapenem resistant Klebsiella pneumoniae
infections have been related to high morbidity and mortality in recent years. The wide usage of
colistin as the last-line treatment for those infections has led to the development of an increasing
resistance to colistin.

Method: In the present study, a total of 81 carbapenem- resistant K. pneumoniae, which were
isolated from various clinical specimens in Central Laboratory of Hacettepe Universiy Medical
Faculty between September 2018-December 2018, were tested against colistin by using broth
microdilution method according to the EUCAST standards.

Results: Colistin resistance was determined in 39.5% (n=32) of the isolates tested. According to
the sample site, 35% of the urine isolates and 56% of the blood isolates were resistant to colistin.
Isolates all of the total 3 cerebrospinal fluid samples included in the analysis were also resistant
to colistin.

Conclusion: The high prevalence of colistin resistance may cause limitations in treatment options
in multiple- drug resistant K. pneumoniae infections.

Keywords: Carbapenem resistant Klebsiella pneumoniae, colistin, antimicrobial susceptibility

GiRiS

Cok ilaca direngli Gram-negatif bakteriler diinyada
birgok Ulkeden artan oranda rapor edilmektedir!®.

Karbapenem direngli Klebsiella pneumoniae yiiksek
mortalite oranlarinin gorialdigld salginlara neden
olabilen, 6zellikle yogun bakim hastalarindan siklkla
izole edilen nozokomiyal patojenlerdendir?. Cok
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ilaca direngli, genislemis spektrumlu beta laktamaz
(ESBL) ve karbapenemaz enzimlerini bulunduran izo-
latlar 6zellikle gelismekte olan Ulkelerde, antibiyotik-
lerin asiri ve yanlis kullanimi ile birlikte yiksek preve-
lans gostermektedir®4,

Genig etki spektrumu olan karbapenemler, ESBL Ure-
ten enterik bakterilerde ilk secenek tedavilerdendir®.
Karbapenem direncli bakteriyel enfeksiyonlarda en
sik izole edilen etken K. pneumoniae’dir. Diinya Saglk
Orgiitii (DSO) tarafindan 2014 yilinda yayinlanan
global direng raporuna gore K. pneumoniae karbape-
nem direngli izolatlar %50 lizerinde bildirilmis ve bu
oranin  olduk¢a kritik seviyelerde oldugu
vurgulanmistir®. DSO CAESAR 2018 vyili raporuna
gore ise Turkiye’de kan ve beyin omurilik sivisi 6rnek-
lerinden izole edilen K. pneumoniae izolatlarinda
ertapenem direnci %43, imipenem/meropenem
direnci %38 olarak bildirilmistir?.

Karbapeneme direncli K. pneumoniae enfeksiyonlari-
nin tedavisinde son segenek tedavi alternatifi olan
kolistin (Polimiksin E) kullaniimaktadir. Kolistin, poli-
miksin grubu eski bir antibiyotik olup, daha onceki
yillarda nefrotoksisite ve nérotoksisite gibi yan etkile-
rinden dolayr kullanimi yeglenmemistir®®. Ancak
glinimulzde kolistin, karbapenem direngli Gram-
negatif etkenlerin tedavisi icin tigesiklin ile birlikte tek
tedavi alternatifi olarak artan oranda kullaniimaktadir.
Kolistin, ozellikle karbapenem direncli K. pneumoniae
kan dolagimi enfeksiyonlarinda, konsantrasyona bagli
bakterisidal etkisi ve serumda yeterli konsantrasyona
ulasabilme 6zellikleri ile tek secenek tedavidir®®,

Kolistinin karbapenem direncli K. pneumoniae’da tek
secenek tedavi olmasi ile birlikte kullanimi yayginlas-
mis ve kolistin direnci artmaya baslamistir. Kolistin
direnci kromozomal mutasyonlar sonucu veya plaz-
mid aracili olabilmektedir*!?, Karbapenem direncli
enterik bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarda
tek segenek tedavi olan kolistine karsi direng giini-
miizde 6nemli klinik sorunlarin basinda gelmektedir.

Bu ¢alismada, Eylll 2018-Aralik 2018 tarihleri arasin-

18

Turk Mikrobiyoloji Cem Derg 2019;49(1):17-23

da gesitli klinik 6rneklerden izole edilen karbapenem
direncli K. pneumoniae izolatlarinda kolistin direng
prevelansinin saptanmasi amaglanmistir.

GEREG ve YONTEM

Bu galismada, Eylil 2018-Aralik 2018 tarihleri arasin-
da izole edilen gesitli klinik 6rneklerden izole 81
K. pneumoniae izolati dahil edilmistir. Kan kaltlra
ornekleri BD BACTEC Fx (Becton Dickinson, Maryland,
ABD) otomatize sisteminde inkiibe edilmistir. Ureme
sinyali veren Ornekler Gram boyama islemine tabi
tutulmus ve %5 koyun kanh agar, cukulata agar, Mac
Conkey agar besiyerlerine ekilerek 24-48 saat siire-
since inkiibe edilmistir. idrar drnekleri %5 koyun
kanli agar ve Mac Conkey agar besiyerlerine, solu-
num sistemi drnekleri %5 koyun kanli agar, cukulata
agar, Mac Conkey agar besiyerlerine, periton sivisi,
doku ve safra 6rnekleri ise %5 koyun kanli agar, ¢uku-
lata agar, Mac Conkey agar ve Tiyoglukonatli sivi
besiyerlerine ekilerek 24-48 saat siiresince inkiibe
edilmistir. Besiyerlerinde Greme gozlenen mikroor-
ganizmalarin tanimlanmasinda konvansiyonel yon-
temler ve MALDI TOF MS (Bruker Daltonics, Almanya)
kullaniimistir. K. pneumoniae izolatlarinin antibiyotik
duyarlilik testleri PhoenixTM 100 otomatize sistemi
(Beckton Dickinson, ABD) ile saptanmistir. Otomatize
sistem ile karbapenemlerden en az birine karsi
direng saptandiginda gradiyent test ile konfirmasyo-
nu yapilmis ve gradiyent test sonuglari baz alinmistir.
Dolayisiyla, Phoenix™ 100 otomatize sisteminden
elde edilen imipenem, meropenem ve ertapenem
duyarhhk sonuglari gradient test (Biomerieux, Fransa)
ile konfirme edilmis, gradient testle de imipenem,
meropenem ve ertapenem direnci saptanan izolat-
lar, karbapenem direngli olarak kabul edilmistir.

Hastane merkez laboratuvarina gonderilen cesitli
klinik 6rneklerden izole edilen 81 adet K. pneumoniae
izolatinin kolistine duyarliligi sivi mikrodilisyon yon-
temiyle EUCAST standartlarina gore saptanmistir.
Duyarlilik kategorileri EUCAST v8.1'de belirtilen klinik
duyarlilik sinir degerlerine gore belirlenmistir. Kolistin
icin MiK <2 mg/L bulunan izolatlar duyarl olarak
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kabul edilmistir®®. Ozetle, Mueller Hinton Broth ekle-
nen 96 kuyucuklu mikroplaklarda kolistinin 0.0625-64
pg/mL araligindaki iki kat azalan konsantrasyonlari
hazirlanmistir. Kolistin silfatin kullanim konsantrasyo-
nu (Sigma, ABD) 128 ug/mL olarak hazirlanmstir.
Kolistine duyarli ve kolistin direncli kontroller icin sira-
siyla Escherichia coli ATCC 25922 ve mcr1 pozitif E. coli
NCTC 13846 standart bakterileri kullaniimistir.

BULGULAR
Calismaya dahil edilen 81 K. pneumoniae izolatinin

izole edildikleri klinik 6rneklerin sikhigi sirasiyla 40
(%49.4) idrar, 25 (%30.9) kan, 5 (%6.2) balgam, 3

K. pneumoniae (n)

(%3.7) beyin omurilik sivisi, 2 (%2.5) doku, 2 (%2.5)
piy, 1 (%1.2) periton sivisi, 1 (%1.2) plevra sivisi, 1
(%1.2) safra, 1 (%1.2) derin trakeal aspirat) olarak
siniflandirilmistir (Sekil 1).

Karbapeneme direngli olarak belirlenen 81 izolatin
kolistin direnci EUCAST tarafindan énerilen sivi mik-
rodilisyon yontemi ile belirlenmis ve izolatlarin
%39.51’i direngli olarak saptanmistir (Sekil 2).

Sozgelimi, alindig bolgeye gore degerlendirildiginde
balgam, derin trakeal, aspirat, doku, periton sivisi,
safra orneklerinden izole edilen K. pneumoniae izo-
latlarinin timandn kolistin duyarli oldugu saptanmistir.

I %4938 idrar

% 30.86 Kan

% 6.17 Balgam

% 3.70 BOS

% 2.47 Doku

% 2.47 Ply

% 1.23 Derin trakeal aspirat
% 1.23 Periton sivisi

% 1.23 Plevra sivisi

% 1.23 Safra

B0EEO0ONO

Sekil 1. Calismaya dahil edilen klinik 6rneklerin alindig1 bélgeye goére yiizde dagilimi.
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Sekil 2. Karbapeneme direngli K. pneumoniae izolatlarinda, A) Kolistinin minimum inhibitér konsantrasyon degerine gore
bulunan izolat sayisi; B) Kolistine duyarli ve direngli izolatlarin yiizde dagilimi.
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Tablo 1. Orneklerin alindigi bolgeye gore kolistin direng oranlari.

Kolistin direngli (n) Kolistin duyarli (n)  Toplam (n)

idrar 14
Kan 14
Balgam 0
Beyin omurilik sivisi 3
Doku 0
Ply 1
Derin trakeal aspirat 0
Periton sivisi 0
Plevra sivisi 0
Safra 0
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Tablo 2. Calismamizda ve literatiirde diger bazi ¢alismalarda saptanan karbapenem direngli Klebsiella pneumoniae izolatlarinda kolistin

direng (ColR) yiizdeleri.

Referans Yontem Degerlendirme kriteri n ColR (%)
Bizim galismamiz Sivi mikrodilsyon EUCAST 81 39.5
Rojas ve ark., 201714 Sivi makrodiltisyon, E-test CLSI ve FDA 246 13.0
Souli ve ark., 201022 E-test EUCAST 50 14.0
Meletis ve ark., 201127 Sivi mikrodiltisyon EUCAST 20 20.0
Samonis ve ark., 20128 E-test EUCAST 65 24.6
Capone ve ark., 20131 VITEK2, Sivi mikrodiltisyon EUCAST 97 36.1
Halaby ve ark., 2013?% E-test EUCAST 134 55.2
Chen ve ark., 201169 Agar diltsyon EUCAST 68 4.4

Calismamiza dahil edilen 3 BOS 6rneginin timinde
kolistin direncli izolatlar oldugu belirlenmistir. idrar
orneklerinde kolistin direngli izolat orani %35 olarak
belirlenmistir. Kan 6rnekleri tek basina degerlendiril-
diginde ise, kolistin direngli izolatlar %56 oraninda
saptanmistir (Tablo 1).

TARTISMA

Kolistin (Polimiksin E), kuvvetli katyonik polipeptid
antibiyotiklerdendir. Gram-negatif bakterilerin dig
membraninda bulunan lipopolisakkaritlere baglana-
rak hiicre membraninin bozulmasina ve bakterinin
olimine neden olur. Kolistinin dahil oldugu polimik-
sin grubu antibiyotikler ilk kez 1947 yilinda izole
edilmis ancak toksik etkileri nedeni ile kullanimi ter-
cih edilmemistir®. Karbapenem direncli enterik bak-
terilerin son yillardaki hizli artisi sonucu bu enfeksi-
yonlarda kolistin kullanimi tek se¢cenek tedavi olarak
yeniden glindeme gelmistir®19,

Klebsiella pneumoniae tirlerindeki artan direng yayi-
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limi tedavi alternatiflerini sinirlandirmasi nedeni ile
onemli bir sorun héline gelmistir. Karbapenem
direncgli izolatlar blitin beta-laktamlara in-vitro
direngli olup, bu bakterilerde siklikla kinolon grupla-
rina da diren¢ gozlenmekte ve son secenek tedavi
alternatifi olarak kolistin kullanilabilmektedir®.
Karbapenem direncli enterik bakterilerde kolistinin
yaygin kullanimi sonucu K. pneumoniae suslarinda
kolistin  direnci  kritik seviyelere ulasmaya
baslamistir®**%, Kolistin direnci kromozomal mutas-
yonlar sonucu olusabildigi gibi, plazmid aracili direng
gelisimi de gozlenebilmektedir”*'2, Plazmid aracih
kolistin direncinden sorumlu olan mcr-1, mcr-2 ve
mcr-3 genlerinin 2015 ve 2017 yillari arasinda tanim-
lanmis ve horizontal gegisin kolistin direncinin hizh
yayihmindaki rol fark edilmistir®%12),

Dunyada farkl referans yontemlerin kullanilarak
yapildigi calismalarda farkli sonuglar bildirilmistir.
Farkli calismalar ve galismamizda belirlenen kolistin
direng ylizdesi Tablo 2'de Ozetlenmistir. Kolistin
duyarhhg icin referans yontem EUCAST oOnerilerine
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Tablo 3. Tiirkiye’de gesitli bildirilerde sunulmus olan Enterik bakterilerde kolistin direng (ColR) prevelansi.

Referans Yontem Degerlendirme kriteri n ColR (%)
Yis, 2018 Y Sivi mikrodiliisyon EUCAST 108 43.8
Arabaci ve ark., 2018 ?9 Phoenix EUCAST 57 60.0
Yildiz ve ark., 2018 29 Sivi mikrodiliisyon EUCAST 147 76.2
Cayci ve ark., 2018 ? Sivi mikrodiltisyon EUCAST 101 29.7

gére sivi mikrodiliisyon olarak belirlenmistir®®, Bu
nedenle literatlrde gradient test yonteminin kulla-
nildigi calismalarda farkl dizeyde hata oranlari
bildirilmektedir®7), Disk diflizyon ydntemi uygula-
ma kolayhgi nedeniyle kolistin duyarhhginda sik kul-
lanilan bir yontem olmakla birlikte sivi mikrodiliisyon
yontemleri ile karsilastirildiginda glivenilir olmayan
sonuglar verdigi bilinmektedir®®. Ornek yogun labo-
ratuvarlarda bakterilerin hizli tanimlanmasi ve anti-
mikrobiyal duyarhlik testleri siklikla kullaniimaktadir.
Tan ve ark.®, antimikrobiyal duyarlilik yéntemlerini
karsilastirdiklari validasyon galismasinda otomatize
sistemlerden VITEK 2 ile agar dilisyon yontemini
karsilastirmig, VITEK 2’nin kolistin duyarliligini belirle-
mede guvenilir olmayan sonuglar verdigini bildirmis-
tir. Bu galismada da, kolistin duyarlihginda referans
yontem olan polisorbat-80 ilavesiz sivi mikrodillisyon
yontemi kullanilmis ve sonuglar EUCAST kolistin sinir
degerleri tablosuna gore degerlendirilmistir.

Rojas ve ark."* tarafindan yapilan calismada, 2011-
2014 yillari arasinda K. pneumoniae ile enfekte veya
kolonize hastalarda kolistin duyarliligi 246 hastada
arastirilmis ve %13 oraninda kolistin direnci saptan-
mis ve kolistin direncli K. pneumoniae enfeksiyonlari-
ni yiksek mortalite ile iliskilendirmislerdir. Ayrica
ayni calismada gradient test ile yapilan kolistin duyar-
lilik sonuglarinin sivi dillisyon ydéntemlerine gore %35
hata orani verdigini ve glvenilir olmadigi da belirtil-
mistir. Souli ve ark.?®, 2007-2008 vyillari arasinda
yogun bakim servisinde yatan hastalardan izole ettik-
leri karbapenemaz-2 (KPC-2) lreten 50 K. pneumoniae
susunda E-test ile %10 kolistin direnci bildirmislerdir.
Bu yontemle galismaya dahil edilen suslarda kolistin
MiK 0.125-48 pg/ml araliginda degisen konsantras-
yonlarda saptanmistir. Calismamizda 81 izolatta kolis-

tin direng orani %39.5 olarak literattire gore oldukga
yiiksek saptanmistir. Ayrica kolistin MiK degeri sivi
mikrodiliisyon yontemi ile <0.0625->64 pg/ml ara-
sinda degisen konsantrasyonlarda olmak lizere diger
¢alismalara gore daha genis bir aralikta bulunmustur.
Bu durum, diger bircok ¢alismanin kolistin duyarhhk
testlerinde otomatize sistemleri veya gradient testle-
ri kullanmis olmasi ile agiklanabilir. Ayni zamanda
2018 yilinda izole edilmis olan yeni izolatlarla yaptigi-
miz ¢alismamiz kolistin direnci prevelansinin yillar
icinde dramatik bir sekilde artmis oldugunu da gos-
termektedir.

Calismamiza benzer bir drneklem buyukligi ile ve
sivi mikrodilisyon yontemi kullanilarak yapilan ¢ahs-
mada karbapenem direncli K. pneumoniae izolatla-
rinda kolistin direnci %36.1 oraninda bulunmustur®®,

Ulkemizde sivi mikrodiliisyon ydntemi ile karbape-
nem direngli K. pneumoniae’da kolistin direnci preve-
lansinibildiren sinirlisayida ¢alismavardir. Tirkiye’den
yapilan ¢alismalardan biri olan Kalem ve ark.?Y’ nin
calismasinda, karbapenem direncli 4 K. pneumo-
niae susunda klonal iliski incelenmis ayni zamanda
suslarin  timi  kolistine direngli  bulunmustur.
Guducuoglu ve ark.?? tarafindan yapilan yeni bir
calismada, karbapenemaz Ureten kolistine direncli
K. pneumoniae salgini bildirilmistir. Bu ¢alismada,
yogun bakim lnitesinde yatan 6 hastadan izole edi-
len 7 K. pneumoniae susu klonal olarak ¢oklu direng
gosteren ST11 tipinde bulunmus, kolistin ve test edi-
len diger tim antibiyotiklere karsi direngli bulunmus-
tur. Yiksek mortalite ile iliskilendirilmis olan bu sus-
lar icin enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin alinmasi
gerekliligi vurgulanmustir.

21



Turkiye’den yapilan ¢alismalari iceren farkl bildiriler-
deki diren¢ oranlari Tablo 3’te 0Ozetlenmistir.
Kahraman ve ark.?® retrospektif olarak yaptiklar
calismada, kok hiicre nakli yapilan hastalarda nakil
sirasinda gelisen enfeksiyonlardan 2012-2018 yillari
arasinda izole edilen karbapenem direncli
K. pneumoniae izolatlarinin %20’sinin kolistin direng-
li oldugunu saptamistir. Bu tabloya gore kolistin
direng oranlari yakin tarihlerde izole edilen enterik
bakterilerde olduk¢a ylksek bulunmustur. Diger
calismalara gore daha dislik bulunan kolistin direnci
daha eski yillarda izole edilen 6rneklerinde ¢alismaya
dahil edilmis olmasi ile agiklanabilir. Daha yakin
tarihlerde izole edilen izolatlarin kullanildigi calisma-
larda ise direng oranlari daha yliksek bulunmustur®*
28 Bu durum kolistin direncinin yillar icerisinde artti-
gini ve yuksek yayihm gosterdigini gostermektedir.
Bizim ¢alismamizda da, oldukga yiiksek oranda bulu-
nan kolistin direnci, ilerisi icin dnlemler alinmasi
gerekliligini vurgulamaktadir. Kolistinin tek basina
yliksek dozlarda kullanimi yerine kullanimda olan
diger antibiyotiklerle sinerjik etkilerinin degerlendi-
rilmesi ve kombinasyon tedavilerinin uygulanmasi
hizla yayilan kolistin direncinin 6niine gegebilmek
icin en uygun secenek gibi gériinmektedir.
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