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Yogun Bakim Unitelerinde Izole Edilen Acinetobacter
Baumannii zolatlarimin Kolistin MIK Degerlerinin ve
Direng Genlerinin Irdelenmesi

Colistin MICs and Resistance Genes of Acinetobacter
Baumannii 1solated in Intensive Care Units

0Z Amag: Acinetobacter baumannii yogun bakim (initelerinde yatan hastalarda saglik bakimi
iliskili enfeksiyonlara neden olan firsatgi bir patojendir. A. baumannii farkli mekanizmalarla hizli
bir sekilde antimikrobiyallere karsi direnc gelistirebilmektedir. Coklu ilag direncli (CID) izolatlarinin
olusturdugu enfeksiyonlar; morbidite ve mortalitesi yliksek, uzun slreli hospitalizasyon gerektiren
enfeksiyonlardir. Kolistin, CID A. baumannii izolatlarina karsi kullanilabilen son antimikrobiyallerden
biridir. Bu izolatlarinin artmasina bagli olarak kolistin kullanimi tim diinyada artmistir. Calismamizda
yogun bakim Unitelerinde yatan hastalarin kan kiiltirlerinden izole edilen CID A. baumannii
izolatlarinda kolistin direng oranlarinin, minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degerlerinin
ve kolistin direncine neden olan plazmid aracili yayilim gdsteren direnc genlerinin arastiriimasi
amagclanmistir.

Gereg ve Yéntem: Calismamiza Ocak 2017-Aralik 2018 tarihleri arasinda laboratuvarimizda kan
kiiltir érneklerinden izole edilen 97 A. baumannii izolati alindi. izolatlarin MIK degerleri Avrupa
Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi 6nerileri dogrultusunda broth mikrodilisyon yontemiyle
arastinldi. Polimeraz zincir reaksiyonu ile kolistin direnc gen bolgeleri mcer 1-5 calisild.

Bulgular: Calisilan A. baumanniiizolatlarinin 8'i (%8,2) direncli, 89'u (%91,8) duyarli saptandi. Kolistin
l\/IiK50 degeri 0,5 pg/mL, l\/IiK90 degeri 2 pg/mL olarak bulundu. Kolistin direncinin horizontal yayilim
tehlikesi acisindan arastirilan plazmid aracili mcr gen bélgeleri (1-6 mer genleri) belirlenemedi.
Sonug: Kolistin hastanemiz yogun bakim Unitelerinde yatan hastalarin, A. baumannii izolatlarina
bagl enfeksiyonlarinin tedavisinde hala etkin olarak kullanilabilecek énemli bir antimikrobiyaldir.
Ancak kolistine karsi direnc gelisimini 6nlemek icin, irrasyonel antibiyotik kullanimi engellenerek
antimikrobiyal duyarlilik testi sonuglarina gore tedavi uygulanmasi gerekmektedir. Ayrica direngli
izolatlarin hastanelerde kolonizasyonunun énlemesi icin gerekli enfeksiyon kontrol énlemlerinin
alinmasinin 6nemli oldugu kanisindayiz.

Anahtar Kelimeler: Acinetobacter baumannii, kolistin, yogun bakim Unitesi

ABSTRACT Objective: Acinetobacter baumannii is an opportunistic pathogen that causes
healthcare-associated infections in hospitalised patients in intensive care units. A. baumannii can
quickly develop resistance to antimicrobials through different mechanisms. Infections caused
by multidrug-resistant (MDR) isolates have high morbidity and mortality and require long-term
hospitalisation. Colistin is one of the last antimicrobials that can be used against MDR A. baumannii
isolates. Due to the increase of these isolates, the use of colistin has increased worldwide. Our
study aimed to investigate colistin resistance rates, minimum inhibitory concentration (MIC) values
and plasmid-mediated resistance genes in isolates from the blood cultures of patients hospitalised
in intensive care units.

Materials and Methods: A total of 97 A. baumannii isolates from blood culture samples were
included in our study. MIC values of the isolates were investigated by the broth microdilution method
according to The European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing recommendations.
Colistin resistance gene regions mcr 1-5 were studied by polymerase chain reaction.

Results: Eight (8.2%) of the A. baumanniiisolates were resistant, and 89 (91.8%) were sensitive.
The colistin MIC, value was 0.5 pg/mL, and its MIC, value was 2 pg/mL. The plasmid-mediated
mcr gene regions (1-5 mcr genes) investigated for the risk of horizontal spread of colistin resistance
could not be determined.
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Conclusion: Colistin is an important antimicrobial that can still be used effectively to treat infections due to A. baumanniiisolates in our intensive care units.
However, to prevent the development of resistance against colistin, irrational antibiotic use should be prevented, and treatment according to antimicrobial
susceptibility test results is required. In addition, we believe that it is important to take the necessary infection control measures to prevent the colonisation

of resistant isolates in hospitals.
Keywords: Acinetobacter baumannii, colistin, intensive care units

Giris

Yogun bakim (initelerinde (YBU) yatan hastalarda gelisen
enfeksiyonlar gerek hastalarin ¢oklu organ yetmezligi ve
gerekse de etken mikroorganizmanin antimikrobiyal direnci
nedeniyle ylksek mortalite ve morbiditeye neden olmaktadir
(1-3). Bu enfeksiyonlar tim saglik bakim iliskili enfeksiyonlarin
yaklasik yarisini olusturmaktadir. Acinetobacter baumannii
immUn yetmezlikli, ventilatér bagiml hastalarda sepsis,
pndémoni, menenjit ve yara enfeksiyonlarina neden olan
firsatcl bir patojendir (1,2). A. baumannii'nin saghk bakim
iliskili enfeksiyonlarin %3-20'den sorumlu oldugu ve YBU
A. baumannii'ye baglh enfeksiyonlarinin mortalite oraninin
%50-60 arasinda oldugu bildirilmektedir (2,3). Dolayisiyla YBU
gelisen enfeksiyonlarda etkenlerin takibi, kontrol 6nlemlerinin
planlanmasi, uygulanmasi, sonuglarin gézlenmesi ve uygun
tedavi stratejilerinin gelistiriimesi icin dnem tasimaktadir.

A. baurmannii coklu ilac direnci (CID) ve enfeksiyonlarinin
artmasi nedeniyle tedavi yonetiminde 6nemli sorunlara yol
acmaktadir. A. baumannii ginimUzde antimikrobiyal direng
krizindeki temel faktorlerden biri olarak kabul edilmektedir.
Ayrica YBU en sik rastlanilan firsatci patojendir (4,5). Orta
Asya ve Dogu Avrupa Antimikrobiyal Direng Slrveyans
Agl (CAESAR) 2017 vyili raporunda dinyada invaziv
drneklerden YBU izole edilen Acinetobacter oraninin %23,
2018'de %21 oldugunu, tim dinyada CID'ye (kinolonlar,
aminoglikozidler ve karbapenemler) sahip Acinetobacter
oraninin ise 2017'de %57, 2018 raporunda %62 oldugu
bildirilmektedir. Tirkiye'de ise CiD'ye sahip Acinetobacter
oraninin 2017 %76, 2018 %78 olarak belirtmistir (6,7).
CID'ye sahip A. baumanniiizolatlarinin tedavisi igin mevcut
terapdtik secenekler kolistin ve tigesiklin ile sinirhdir.
Ancak, tigesiklinin farmakokinetik profili ve dislik serum
konsantrasyonlari nedeniyle bakteriyemi tedavisi igin uygun
bir secenek degildir (8).

Ciddi nefrotoksik etkileri nedeniyle kullaniimayan
polimiksinler, CID Gram-negatif bakteriler (6zellikle
A. baumannii) ile olusan enfeksiyonlarin sikliginda artis ve
tedavilerinde yasanan yetersizlikler nedeniyle son vyillarda,
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tekrar giindeme gelmislerdir. Klinik olarak kullanilan en
populer polimiksin ailesi Uyesi antimikrobiyal kolistindir.
Kolistinin klinikte CID bulunan A. baumannii'nin neden
oldugu enfeksiyonlarda ve 6zellikle de kolistin disindaki diger
antibiyotiklere direnc varliginda kullanilmasi énerilmektedir.
Ancak, son raporlar kolistin direncinin tim ditnyada, sik
kullanimina baglh olarak arttigini géstermektedir (9-11).
Calismamizda YBU yatan hastalarin kan kulttrlerinden
izole edilen CID sahip A. baumannii izolatlarinda kolistin
diren¢ oranlarinin, minimum inhibitér konsantrasyon (MIK)
degerlerinin ve kolistin direncine neden olan plazmid aracili
yayihim gosteren diren¢ genlerinin arastirimasi amaclanmistir.

Gerec ve Yontem

Ornekler ve identifikasyon

Calismamiza Ocak 2017-Aralik 2018 tarihleri arasinda
tibbi mikrobiyoloji laboratuvarinda kan kdltar 6rneklerinden
izole edilen 97 A. baumannii izolati alindi. Ayni hastaya ait
tekrarlayan ¢rnekler calisma disi tutuldu.

Kan kultlr siselerinde laboratuvarimiza génderilen
ornekler, BACT/ALERT 3D (BioMérieux, France) tam
otomatize kan kultlr sisteminde 5 glin inktbasyonda birakildi.
Pozitif sinyal veren kan kiltr érnekleri; %5 koyun kanli agar,
eozin metilen blue agar besiyerlerine ekimi yapildi. On sekiz-
24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi saf olarak treyen
izolatlarin identifikasyonu Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization Time of Flight Mass Spectrometry (BioMérieux,
France) ve konvansiyonel yontemler ile yapildi.

Broth Mikrodiliisyon

Broth mikrodilisyon (BMD); Avrupa Antimikrobiyal
Duyarlilik Testi Komitesi (EUCAST) kurallarina gére 96
kuyucuklu BMD panelleri kullanilarak gerceklestiriimistir.
BMD MIK test araligi 32 pg/mL-0,06 pg/mL olarak
belirlenerek galisildi. EUCAST 6nerileri dogrultusunda BMD
yontemi ile MIK degeri 2 ug/mL ve altinda bulunan izolatlar
duyarli, Ustlinde bulunan izolatlar direncli olarak yorumlandi
(12).
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Kolistin disinda diger antimikrobiyallerin duyarliliklari
otomatize sistem (MicroScan, Simens, USA) ve EUCAST
onerileri dogrultusunda Kirby-Bauer disk diffiizyon yontemi
kullanilarak belirlendi.

Kolistin Diren¢ Genlerinin Molekiiler Analizi

Kolistin icin direng gen bolgeleri mcr 1-5 Rebelo ve ark.
(13) tarif ettigi sekilde multipleks polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) ile calisildi. Calisilan primer setlerine ait gen bdlgeleri
Tablo 1'de gdsterilmektedir.

istatistiksel Analiz

Calisma verilerinin degerlendiriimesinde tanimlayici
istatiksel analiz kullanild.

Bulgular

Altin standart olan BMD yoéntemi ile 8 (%8,2) izolat
direncli, 89 (%91,8) izolat duyarli saptandi. BMD ile
A. baumannii kolistin MIK_; 0,5 pg/mL, MIK,, 2 pg/mL olarak
belirlendi (Tablo 2). Kolistin direncinin horizontal yayilim
tehlikesi acisindan, plazmid aracii mcr gen bolgelerinin
varligr arastirildi. Ancak, plazmid aracili kolistin direnci ile
iliskili mcr gen bolgeleri (1-5 mcr genleri) bulunamamistir.
Kolistin ve diger antimikrobiyallerin diren¢ oranlari Sekil 1'de
gosterilmistir.

Tartisma

lIk olarak 1939 yilinda tanimlanan A. baumannii cevresel
olarak toprak ve suda bulunan Gram-negatif kokobasildir.
Insanda ise derinin bakteriyel florasinda dzellikle aksilla, kasik,
tirnak gibi nemli bolgelerde bulunabilmektedir (14). Ancak
hastane ortamina kolonize olabilmekte, basta YBU olmak
Uzere cerrahi ve dahili Unitelerde yatan kritik hastalarda saglk
bakimi iliskili enfeksiyonlara neden oldugundan, en dnemli
firsatgl patojenler arasinda yer almaktadir (1,5). Hastalk
Kontrol ve Onleme Merkezleri verilerine gore, CID'ye sahip
A. baumannii izolatlan YBU enfeksiyonlarinin %20’sini, fiziksel
olarak tibbi ekipmana bagl olan hastalarda enfeksiyonlarin
%7'sini olusturmaktadir (15).

A. baumannii dzellikle altta yatan patolojileri olan
bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda saglik bakim iliskili
pnomoni ve kan dolasimi enfeksiyonlarinin Gnemili bir nedeni
olarak karsimiza ¢cikmaktadir. ABD'de yilda yaklasik 12.000
A. baumannii enfeksiyonu ve bu enfeksiyonlara bagli
500 6liumle meydana geldigi tahmin edilmektedir (16).
A. baumannii ile olusan enfeksiyonlar icin risk faktorleri
arasinda; ileri yas, altta yatan ciddi hastaliklarin varhgi,
immuUn yetmezlik, major travma veya yanik yaralanmalari,
invaziv islemler, kalici kateterlerin varligi, mekanik
ventilasyon, uzatilmis hastanede kalis ve daha donce
antimikrobiyal tedavi 6zellikle Gglincl kusak sefalosporinler,

Tablo 1. Kolistin direng gen bdlgeleri primer setleri Direng orani (%)
Primer | Primer sekans Gene ::;:Jir 100 1 89.4 S oA B e 90.1
(bg) o] .
mcr-1(F) | 5-AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC-3' bla 320
mer-1(R) | 5-AGATCCTTGGTCTCGGCTTG-3' e 601
mcr-2 (F) | 5-CAAGTGTGTTGGTCGCAGTT-3" bla 715 40 I
mer-2 (R) | 5-TCTAGCCCGACAAGCATACC-3' mer2 5 o
mcr-3 (F) | 5-AAATAAAAATTGTTCCGCTTATG-3' bla 929 . - ' . . . , . ‘
mcr-3 (R) | 5-AATGGAGATCCCCGTTTTT-3' mer3 4 § B E = B B £ T
mcr-4 (F) | 5-TCACTTTCATCACTGCGTTG-3' S % = B % & 2=%g 7 Ee
mr-4 (R) | 5-TTGGTCCATGACTACCAATGy | D omas | 1116 == v o& S
mcr-5 (F) | 5-ATGCGGTTGTCTGCATTTATC-3' bl 1644 Sekil 1. Acinetobacter baumannii izolatlarinin antimikrobiyallere direnc
mcr-5 (R) | S“TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG-3 il ;r(aTn #‘i:1etoprim/sulfametoksazol, SAM: Ampicillin/sulbactam
Tablo 2. Acinetobacter baumanniiizolatlarinin kolistin inhibisyon ve %50, %90 MiK degerleri
Kolistin MiK (ugr/mL) inhibisyon % MiK (ugr/mL)
0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 %50 %90
Acinetobacter baumannii 7.2 14,4 21,6 50,6 75,3 91,8 95,9 98 99 100 0,5 2
MiK: Minimum inhibitér konsantrasyon
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florokinolonlar ve karbapenemler uygulanmasi yer
almaktadir (2,6).

Son vyillarda destekleyici tedavilerin, invaziv girisimlerin
artmasi ve hastanelerde irrasyonel ve uzun sureli antibiyotik
tedavisi, Ozellikle A. baumannii izolatlarinda antibiyotik
direncinin yayllmasini ve CID'ye sahip izolatlarin seleksiyonunu
kolaylastirmaktadir. A. baumannii bircok antimikrobiyale cesitli
mekanizmalar ile direng gelistirmesi sonucu enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilan ampisilin-sulbaktam, seftazidim,
florokinolonlar, kotrimoksazol, amikasin ve tetrasiklin gibi
antimikrobiyaller yetersiz kalmaktadir. Karbapenemler su
anda enfeksiyonlara karsi tercih edilen antibiyotiklerdir,
ancak son vyillarda diren¢ oranlari 6nemli dl¢tide artmistir
(4,5). 2017 yih CAESAR raporunda Ulkemizde A. baumannii
izolatlarinda karbapenem direncinin %92, 2018 yili raporunda
%91 olarak bildirmektedir (6,7). Calismamizda karbapenem
grubu antimikrobiyallerden imipenem ve meropeneme direng
oranini %98 olarak belirledik. Benzer sekilde aminoglikozidler,
kinolonlar ve sefalosporinlere karsida ylksek oranda direnc
saptadik.

CID'li A. baumannii, uygun enfeksiyon kontrol énlemleri
alinmadiginda hastane salginlarina neden olabilir. Ayrica
bu izolatlar hastane ortaminda kolonize olabilir ve kolonize
olduktan sonra eredike edilmesi zordur. CID'ye sahip
A. baumannii oranlari, Kuzey Avrupa Ulkelerinde <%1,
GUney ve Dogu Avrupa'daki birgok Ulkede ise >%50 kadar
degismektedir. Bu yiiksek CiD'ye sahip A. baumannii
izolatlarinin oranlari, hastane ortaminda direncli klonlarin
yayllimini yansitmaktadir.
ylUksek olan Ulkelerde A. baumannii'nin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavi seceneklerinde ciddi kisitlamalara
neden olmaktadir (1,14). CID'ye sahip A. baumannii
izolatlarina bagli enfeksiyonlarda son grup antimikrobiyal
olarak kullanilan karbapenem ve kolistin gibi antibiyotiklere
olan direncin her gecen gln artmasi, klinik olarak énemli
endise olusturmaktadir (8). Lee ve ark. (17) 12 hastanin
tedavisinde yalniz kolistin kullandiklarini ve kisa strede
kolistin MIK degerlerinde anlamli bir artis tespit edildigini ve
3 hastada kolistin direncinin gelistigini bildirmistir. Ulkemizde
yapilan c¢esitli calismalarda kolistin direncini; Yolbas ve ark.
(18) %6, Boral ve ark. (19) %1,2 belirlemis, Cetinkol ve ark.

Bu durum direnc oranlari
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(20) ise kolistine karsi direng saptamadiklarini bildirmislerdir.
Talan ve ark. (5) ise 2015 yilinda YBU izole edilen A. baumannii
izolatlarinda direng oranini %27,2 olarak belirlemisler. Ayrica
kolistin direncli izolat izole edilen hastalarin YBU kalis
surelerinin iki kat uzun oldugu belirtmislerdir. Yurt disinda
yapilan calismalarda Maraki ve ark. (21) kolistin direncini
%7.9, Gao ve ark. (22) ise %3, Bogiel ve ark. (23) % 1,5 olarak
bildirmislerdir. Calismamizda, YBU yatan hastalarinin kan
kaltarlerinden izole edilen A. baumannii izolatlarinda l\/IiK50
degerini 0,5 pgr/mL, l\/liK90 degerini 2 pugr/mL, direng orani
ise %8,2 olarak saptadik. Ancak kolistin direncinin horizontal
yayillim tehlikesi acisindan arastirdigimiz plazmid aracili mcr
gen bolgeleri (1-5 mcr genleri) bulamadik.

Sonug

CID sahip A. baumanniiizolatlari yogu bakim Unitelerinde
onemli bir sorundur ve neden oldugu enfeksiyonlarin
morbidite ve mortalitesi ylksektir. Kolistine karsi her gecen
gln artan diren¢ bu izolatlara bagli enfeksiyonlarin tedavi
seceneklerini azaltmaktadir. Her ne olursa olsun, kolistine
karsi direng artisi korkunctur. A. baumannii'nin neden
oldugu enfeksiyonlari tedavi etmek icin yeni antibiyotik
rejimlerine ihtiyac vardir. Ayrica 6zellikle YBU bu izolatlarin
direng oranlarinin takip edilmesinin ve direncli izolatlarin
hastanelerde kolonizasyonunun &nlenmesi icin gerekli
enfeksiyon kontrol dnlemlerinin alinmasinin énemli oldugu
kanisindayiz.
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