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OZET

Giris ve amac: Son yillarda, yogun bakim iinitelerinde (YBU) yatan hastalarda,
yiikksek oranda morbidite ve mortalite ile seyreden, nozokomiyal enfeksiyonlara sebep
olabilen gram negatif bakterilerde ¢oklu ilag direnci goériilmeye baslanmasi, gegtigimiz on
yillik siiregte eski bir antibiyotik olan kolistinin klinik kullanimda tekrar yer bulmasina neden
olmustur. Bu yaygin kullanimin bir sonucu olarak enfeksiyon etkeni bakterilerde bu ilaca
karst da direng gelisimi izlenmeye baslamustir. Ilacin potansiyel yan etkileri de gdz Oniine
alindiginda etkenlerin kolistin duyarliliginin belirlenebilmesi 6nemli bir mesele olarak
goriilmektedir. Sunulan galismanin amaci Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda incelenen kan kiiltiiri 6rneklerinde tireyen K. pneumoniae suslarindaki
kolistin diren¢ oranlarini belirleyerek epidemiyolojik veri elde etmek ve kolistin duyarliligi
belirlenmesinde altin standart yontem olarak belirlenmis ancak uygulanmasi zor bir yontem
olan sivi mikrodiliisyon (BMD) ile alternatif yontemleri kiyaslayarak, bu yontemlerin rutin
laboratuvar isleyisine uygunlugunu belirlemektir. Ayrica aktarilabilen, plazmid aracili mobil
kolistin direnci (mcr) genlerinin, gergek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
gPCR) yontemi ile tespiti ve prevalansinin degerlendirilmesi de hedeflenmistir.

Gere¢ ve yontem: Calismaya, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na, EKim 2019-Aralik 2021 arasinda kabulii yapilan kan kiiltiirii
orneklerinde tireyen 151 K. pneumoniae susu dahil edildi. BMD, Sensititre™, kolistin sivi
disk eliisyon (CBDE), ETEST® ve VITEK®2 yontemleri ile, saf Kkiiltiirleri elde edilen
izolatlarin kolistin duyarliliklar1 belirlendi. Alternatif yontemlerin BMD ile uyumlari
degerlendirildi. Ayrica polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile ¢alisma grubundaki suslarda mcr
gen varlig1 degerlendirildi.

Bulgular: Calisma grubunda kolistin direng oram %16,6 saptandi. Sensititre™, CBDE,
ETEST" yontemleri duyarlilik sonucu belitlemede BMD ile %100 uyumlu bulunurken
VITEK®2’nin kategorik uyum (CA), biiyiik hata (ME) ve ¢ok biiyiik hata (VME) oranlar1
sirastyla %98, %0,79 ve %8 olarak belirlendi. Sensititre™, ETEST® ve VITEK®2 yéntemleri
icin temel uyum (EA) degerlendirmesi yapildi ve sirasiyla %92,7, %52,3 ve %78,1 olarak
belirlendi. Suslarin higbirinde aktarilabilen kolistin direncinden sorumlu mcr geni saptanmadi.

Sonu¢: MDR etken enfeksiyonlarin tedavisinde son secenek olarak kullanilan kolistine
kars1 gelisen direng endise vericidir. BMD’nin zor uygulanabilir bir yontem olmasi sebebiyle
ilkemizde ve diinyada, kolistin direnci siirveyans verileri diger antibiyotikler i¢in yapilan
izlemlere kiyasla yetersiz kalmaktadir. Direng oranlarinin takip edildigi epidemiyolojik
caligmalarin siirekli hale getirilmesi gerekmektedir. BMD’ye alternatif kullanilabilecek
yontemler, kontrollii ¢alismalarla ilerlenerek laboratuvar rutin isleyisinde yer bulabilir. ileri
donemlerde daha fazla sayili drneklem ve daha cesitli bakteri gruplariyla yapilacak yontem
kargilastirilmasi ¢alismalarina ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: antibiyotik direnci, kolistin, polimeraz zincir reaksiyonu,
Klebsiella pneumoniae



ABSTRACT

Introduction and Aim: In recent years, multidrug-resistant gram-negative bacteria
which causing nosocomial infections with high rates of morbidity and mortality have emerged
in intensive care units (ICUs). This has led to the reintroduction of colistin, an old antibiotic,
for clinical use in the past decade. However, as a consequence of its widespread use,
resistance to colistin has also started to develop among the bacterial pathogens. Considering
the potential side effects of the drug, determining the susceptibility of the pathogens to
colistin becomes an important issue. The aim of this study is to determine the prevalence of
colistin resistance in K. pneumoniae strains isolated from blood culture samples received in
Medical Microbiology Laboratory, Ege University Faculty of Medicine Hospital, obtain
epidemiological data, and evaluate alternative methods for determining colistin susceptibility
by comparing them with the gold standard method, broth microdilution (BMD), which is a
challenging method to implement but has been established as the gold standard. Additionally,
the detection and evaluation of the prevalence of transferable plasmid-mediated mobile
colistin resistance (mcr) genes using the polimerase chain reaction method are also targeted.

Materials and Methods: The study included 151 K. pneumoniae strains, isolated
from blood culture samples received at the Medical Microbiology Laboratory, Ege University
Faculty of Medicine Hospital, between October 2019 and December 2021. The colistin
susceptibilities of the isolates obtained from pure cultures using the BMD, Sensititre™,
colistin broth disk elution (CBDE), ETEST®, and VITEK®2 methods were determined. The
concordance of alternative methods with BMD was evaluated. Additionally, the presence of
mcr genes in the study group strains was assessed using polymerase chain reaction.

Results: The colistin resistance rate in the study group was found to be 16.6%.
Sensititre™, colistin broth disk elution (CBDE), and ETEST® methods showed 100%
concordance with BMD in determining susceptibility results, while VITEK®2 exhibited
categorical agreement (CA), major error (ME), and very major error (VME) rates of 98%,
0.79%, and 8%, respectively. Essential agreement (EA) assessment was performed for
Sensititre™, ETEST®, and VITEK®2 methods, resulting in 92.7%, 52.3%, and 78.1%
agreement rates, respectively. No transferable mcr gene which responsible for colistin
resistance was detected in any of the strains.

Conclusion: The development of resistance against colistin, which is used as the last
resort in the treatment of multidrug-resistant bacterial infections, is concerning. Due to the
challenging implementation of the broth microdilution method (BMD), surveillance data on
colistin resistance remains insufficient in our country and worldwide, compared to monitoring
conducted for other antibiotics. It is necessary to establish continuous epidemiological studies
that monitor resistance rates. Alternative methods to BMD can be incorporated into laboratory
routines through controlled studies. In the future, there is a need for a greater number of
samples and comparative studies involving diverse bacterial groups.

Keywords: antibiotic resistance, colistin, polymerase chain reaction, Klebsiella
pneumoniae
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1. GIRIS

Gram negatif bakteriler, antibiyotiklere karsi yiiksek oranda direng gelistirebilmeleri
nedeniyle diinyadaki en 6nemli halk saglig1 sorunlar1 arasinda yer almakta ve siklikla yogun
bakim fiinitelerinde (YBU) yatan hastalarda, yiiksek oranda morbidite ve mortalite ile
seyreden, nozokomiyal enfeksiyonlara sebep olmaktadir. Ulkemizde de YBU’deki hastalarda
meydana gelen enfeksiyonlarda en sik saptanan etkenlerin gram negatif bakteriler oldugu
bildirilmistir (1, 2).

Klinik o6rneklerden izole edilen gram negatif bakterilerin biiyiik bir kismini
Enterobacterales takimi ve non-fermantatifler olusturmaktadir (1). Klebsiella pneumoniae,
Enterobacterales takimina ait, kapsiillii ve hareketsiz bir bakteridir. Normal florada
bulunabilen bir bakteri olmasina karsin, alkol kullanim bozuklugu, immunsupresyon veya
diyabetes mellitusu olan hasta popiilasyonlarinda, basta pndmoni olmak tizere, salginlara
sebep olabilecek hastane enfeksiyonlarinda etken olabildigi goriilmiistiir. Diinyadaki tim
hastane kokenli enfeksiyonlarm %11,8’inde etken olarak saptanmustir. Bakteri, toplum
kokenli pndmoniye de sebep olmakla beraber, bu durum daha nadir olup gelismis iilkelerde
%3-5 oraninda goriilmektedir. Ancak gelismekte olan iilkelerde %15 civart oldugu
diistiniilmektedir (3).

Bakteriler enzimatik aktivite ile ilacin etkisinin sonlandirilmasi, duyarli dis zar
proteinlerinin kaybi, biyofilm olusumu, disa atim pompalarinda artig, ilacin baglanma
bolgesinde modifikasyonlar, membran gecirgenliginde degisiklikler gibi mekanizmalarla
antibiyotiklere direng gelistirebilir. Diger gram negatif bakterilerde oldugu gibi K.
pneumoniae i¢in de genislemis spektrumlu beta laktamaz (ESBL) ve ardindan karbapenemaz
iireten suslarin yayilmasi, bu etkenlerle meydana gelen enfeksiyonlarin tedavisini oldukga
gliclestirmistir (1, 4).

Kolistin (Polimiksin E) 1950 yilinda kullanima girmis, polikatyonik yapida,
bakterisidal bir ilagtir. Gram negatif bakterilerde, dis membran yiizeyindeki lipopolisakkarit
tabakanin Lipid A komponentine baglanarak etki gostermektedir. Norotoksisite ve
nefrotoksisite gibi yan etkileri sebebiyle 1980’li yillarin basinda klinik kullanimdan
kaldirilmistir. Zaman igerisinde artan ¢oklu ila¢ direncgli (MDR) bakterilerin tedavisinde
karbapenemlerin de etkisiz kalmasi iizerine, kolistinin Klinik kullanimi tekrar giindeme
gelmistir. Ozellikle MDR Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
tirleri, Enterobacter tiirleri, Escherichia coli, Salmonella tiirleri, Shigella tiirleri ve
Citrobacter tiirleri gibi etkenlerle olusan nozokomiyal enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilabilmesi sebebiyle yeniden onem kazanmistir (5). Ancak yillar icerisinde kolistine

kars1 direng gelisimi de artan bir sorun haline gelmistir. Uzun yillar boyunca bakterilerin bu
1



ilaca kars1 gelistirdikleri direncin kromozomal genler araciligiyla meydana geldigi
diistiniilmiis, ancak 2015 yilinda plazmid aracili, aktarilabilen mobil kolistin direnci (mcr)-1
geni saptanmistir. Bu genin aktariminin ayni tiir bakteriler arasinda olabilecegi gibi,
Enterobacterales takimi iiyeleri arasinda veya P.aeruginosa’ya aktarim seklinde olabildigi
gosterilmistir. Karbapenemaz iceren Enterobacterales suslarinin mcr-1 genini kazanmasi, bu
suslarla olusan enfeksiyonlari tedavi edilemez hale getirme potansiyeline sahiptir (6, 7).

Ulkemizdeki siirveyans sistemleri verilerine gore kolistin diren¢ oranlar1 tiim
kiiltirlerde treyen K. pneumoniae izolatlarinda %17,5, hastane enfeksiyonu etkeni olarak
saptananlarda ise %31,93’tiir (8, 9). Diinya verilerine bakildiginda ise iilkeler arasi %5 ila
%35 aras1 degisen oranlarda kolistin direnci saptanabildigi goriilmektedir (10).

MDR etken enfeksiyonlarinin tedavisinde, son basamak antibiyotik olarak
kullaniliyor olmasi, kolistinin duyarlilik durumunun belirlenmesini 6nemli kilmaktadir.
Ulkemizde antibiyotik duyarlilik testleri (AST), Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri
Komitesi (EUCAST) standartlarina gore yapilmaktadir. EUCAST Kkolistin duyarliliginin
belirlenmesinde altin standart yontem olarak sivi mikrodiliisyon (BMD) ydntemini
onermektedir. Bu yontemle duyarhilik degerlendirilmesinde, kolistin i¢in sinir minimum
inhibitdr konsantrasyon (MIK) degeri Enterobacterales ve Acinetobacter tiirleri i¢in 2 pg/ml;
P. aeruginosa i¢in 4 pug/ml olarak belirlenmistir (11). Ancak BMD’nin zaman alic1 ve hatalara
acik bir yontem olmasi, ayrica heterorezistansin belirlenmesinde sinirliliklar sergilemesi,
kolistin duyarliliginin belirlenmesi i¢in kolay uygulanabilir, alternatif yontemlerin aranmasina
sebep olmaktadir. Bu amaca yonelik olarak kolistin duyarliligmin belirlenmesinde; diliisyon
temelli yontemler, BMD temelli ticari yontemler, disk difiizyon ve gradiyent test yontemleri,
otomatize AST sistemleri, kolistin siv1 disk eliisyon yontemi (CBDE), hizli kalitatif yontemler
ve “Matrix-Assisted Laser Desorption-lonization Time-of-Flight Mass” (MALDI-TOF MS)
denenmektedir. Ayrica polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve genom dizileme yontemleriyle
hem kromozomal hem plazmid aracili genler tespit edilebilmektedir (6).

Ticari BMD yontemleri; konsantrasyon hesaplanmasi, besiyerinin ayarlanmasi ve
ilacin seri diliisyonlarin yapilmasi gibi, referans yontemdeki hatalara agik basamaklarin, firma
tarafindan gelistirilmis kitler icerisinde hazirlanmis olarak temin edildigi yontemlerdir.
Referans BMD ile uyumluluk oranlar1 basarili bulunmustur (6, 12).

CBDE referans yonteme gore daha genis hacimli tiipler igerisinde, besiyerine
kolistin disklerinin eklenmesi prensibine dayanan bir yontemdir. Rutin laboratuvar isleyiginde
uygulanabilirligi kolay ve maliyet etkin bir yontem olup, Klinik ve Laboratuvar Standartlari
Enstitiisii (CLSI) tarafindan referans BMD alternatifi olarak kullanilabilecegi bildirilmistir
(13).



Gradiyent test laboratuvarlarin rutin isleyisinde, MIiK belirlenmesi igin siklikla
kullanilan bir yontemdir. Bakteri inokiillumu yayilmis agar {izerine, belirli konsantrasyonlarda
antibiyotik iceren seritlerin yerlestirilmesiyle uygulanir. Farkli ¢caligmalarda referans yontemle
uyumuna dair degisken sonuglar elde edilmistir (14, 15).

Otomatize AST’leri laboratuvarlarin is akisini olduk¢a kolaylastiran, enkiibasyon
stirelerini kisaltan sistemlerdir. Gradiyent teste benzer sekilde BMD ile uyumlarinda farkli
sonuglar elde edilen ¢aligmalar mevcuttur (16, 17).

Gergek zamanl kantitatif polimeraz zincir reaksiyon (RT- qPCR) yontemi kolistin
direncinden sorumlu olan mcr genlerinin saptanmasinda kullanilabilen genotipik
yontemlerden biridir. Plazmid aracili genlerin bakteriler arasinda aktarilabiliyor olusu, kolistin
direncinin yayilimin1 hizlandirabilme riski barindirmakta ve bu genin tespitini 6nemli hale
getirmektedir (6).

Sunulan bu ¢alismanm amaglar1 Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda degerlendirilen kan kiiltiirii 6rneklerinde iireyen K. pneumoniae suslarindaki
kolistin direng oranlarmin belirleyerek epidemiyolojik veri elde etmek ve alternatif
yontemlerle elde edilen kolistin duyarlilik sonuglarini referans yontem ile kiyaslayarak, rutin
laboratuvar  isleyisinde  uygulanabilecek yontemleri  degerlendirebilmektir.  Ayrica
aktarilabilen, plazmid aracili mcr genlerinin, RT- qPCR yontemi ile tespiti ve prevalansinin

degerlendirilmesi de hedeflenmistir.



2.GENEL BILGILER
2.1. Klebsiella pneumoniae
2.1.1. Tarihge ve siniflandirma

K. pneumoniae ilk olarak 1875 yilinda Edwin Klebs tarafindan, pnémoni sebebiyle
Olen iki hastanin solunum yolu oOrneklerinin incelenmesi sirasinda izole edilmistir. 1882
yilinda Carl Friedlander bakteriyi tiir olarak tanimlamig bu sebeple bakteri 1886 yilina kadar
Friendlander basili olarak adlandirilmistir (18, 19).

K. pneumoniae, Enterobacterales takimi ic¢indeki Enterobacteriaceae ailesinde
bulunan, Klebsiella cinsine ait bir bakteridir (3). Cins igerisinde yer alan bakteriler 16S rRNA
ve baktert RNA polimerazin B alt birimini kodlayan rpoB genlerininin karsilastirmali dizi
analizleriyle ti¢ kiimeye ayrilmis ve K. pneumoniae kiime I’de yer almistir (20). K.
pneumoniae alt tiirleri tim genom analizi ile incelenmis ve “Klebsiella pneumoniae species
complex (KpSC)” olarak adlandirilmislardir. Bu alt gruplar Klebsiella pneumoniae (Kpl),
Klebsiella quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae (Kp2), Klebsiella quasipneumoniae
subsp. similipneumoniae (Kp4), Klebsiella variicola subsp. variicola (Kp3), Klebsiella
variicola subsp. tropica (Kp5), Klebsiella quasivariicola (Kp6), Klebsiella africana (Kp7)
olarak belirlenmistir. Bu gruplarin 6zgiil etkileri heniiz belirlenememis olmakla birlikte insan
enfeksiyon etkeni olarak izolasyonlar1 yapilabilmektedir (21).

2.1.2. Mikrobiyolojik 6zellikler

K. pneumoniae gram negatif, kapsiillii, hareketsiz bir bakteridir. Diger
Enterobacteriaceae ailesi tiyeleri gibi 0,3-1 pm eninde 1-6 um boyundadir. Koyun kanli
agarda iri, mukoid koloniler olusturur. Laktozu fermante eder. Bu fermantasyon ve asit
olusumu MacConkey agarda mor renkli, mukoid koloniler goriilmesinin sebebidir. Ornitin
dekarboksilasyonu yapmaz. Indol negatiftir. Ureyi yavas hidrolize eder ve iire agarmn egik
yiiziinde hafif pembe renk olusturur (20, 22).
2.1.3. Viriilans faktorleri
2.1.3.1. Kapsiil

Kapsiil, kompleks asit polisakkaritlerden olusur ve virilanstan sorumlu temel
faktordiir. Bakteri yiizeyinde kalin fibriler bir yapt olusturur, bakteriyi fagositozdan korur ve
bakterisidal serum faktorlerine kars1 dayaniklilik saglar (23). Yetmis sekiz adet kapsiiler
serotip tanimlanmistir (K1-K78). Son on yilda 6nem kazanan, komorbiditesi olmayan saglikli
insanlarda yasami tehdit eden toplum kaynakli enfeksiyonlara sebep olan hiperviriillan K.
pneumoniae (hvKp) tiirlerinin ¢ogunlukla K1 ve K2 serotip kapsiil antijeni bulundurdugu
saptanmistir (24). K7 ve K21a serotiplerinin ise diisiik viriilansla iligkili oldugu cesitli fare

deneyleri ile gosterilmistir (25, 26).



2.1.3.2. Fimbriya

Bakteri ylizeyinde kamgcili olmayan, ipliksi cikintilardir. Bakterinin epiteliyal
hiicrelere ve immiin sistem hiicrelerine tutunmasimi saglar. K. pneumoniae’da baskin iki tip
pili mevcuttur. Tip 1 fimbriya mannoza baglanma 6zelligine sahiptir. Bakterinin idrar yolu
enfeksiyonu yapabilmesinde esansiyel faktordiir. Ayrica solunum yolu kolonizasyonunda
gorevli oldugu gosterilmistir. Tip 3 fimbriya tannin ile muamele edilmis eritrositlere baglanip
agliitinasyona sebep olur. Endoteliyal hiicrelere, solunum yolu ve lirogenital epitel hiicrelerine
baglanmada gorevlidir (23, 24, 27).
2.1.3.3. Lipopolisakkarit (LPS)

Bakteri hiicre duvarinda bulunan bir yapidir. Lipid A, ¢ekirdek polisakkaridi ve O
antijeni olmak {izere ii¢ komponenti bulunmaktadir. LPS molekiilleri gram negatif
bakterilerde antijenik yapida olup, endotoksin islevi gormektedir. Endotoksin aktivitesi
kompleman yolaklarinin uyarilmasina ve yaygin damar i¢i pthtilasmanin meydana gelmesine
sebep olabilir (20).
2.1.3.4. Siderofor

Sideroforlar bakterilerde bulunan, konak hiicrelerindeki demirin konak tasiyici
molekiillerinden ayrilmasini saglayan yiiksek afiniteli molekiillerdir. K. pneumoniae’de
enterobaktin, yersinyabaktin, salmoselin ve aerobaktin olmak iizere dort tip siderofor
tanimlanmistir. Demir i¢in en yiiksek afiniteye sahip olan ve birincil siderofor olarak
kullanilan enterobaktindir. Aerobaktin ve yersinyabaktin ise hvKp suslarinda daha yaygindir
(24).

2.1.4. Sebep oldugu enfeksiyonlar

K. pneumoniae saglikli insanlarda ¢esitli mukozal yiizeylerde, iist solunum yolunda
ve sindirim sisteminde semptomatik bir enfeksiyona yol agmadan kolonize halde bulunabilir.
Hastane yatis gegmisi olan; kronik alkol kullanan, diyabetli veya immunsuprese tedavi alan
hastalarda kolonizasyon, enfeksiyona doniigebilmektedir (4). Sivi elektrolit bozukluklari,
norolojik bozukluklar ve sik hastaneye yatis Oykiisliniin de kolonizasyonun enfeksiyona
doniisimiinde etkili oldugu gosterilmistir. K. pneumoniae basta iiriner sistem enfeksiyonlari
olmak tizere pnomoni, yumusak doku enfeksiyonlari ve sepsise neden olabilmektedir (28).
2.1.5. Tedavi ve antibiyotik direnci

K. pneumoniae kromozomal SHV beta laktamaz geni sebebiyle ampisilin,
karbenisilin ve tikarsiline dogal direnglidir (21). Tedavide, duyarlilik durumlarina gore genis
spektrumlu beta laktam antibiyotikler, karbapenemler, aminoglikozidler, tetrasiklinler,

stilfonamidler, nitrofurantoin ve polipeptid antibiyotikler kullanilabilmektedir (29).



Aminoglikozidleri modifiye ederek ilaca karsi direng gelisimine sebep olan plazmid
aracili gen gruplarmin tamami (asetiltransferaz, niikleotidiltransferaz ve fosfotransferaz) K.
pneumoniae’de tanimlanmustir. Ayrica bakteri, KpnEF disa atim pompalari ve KpnO porin
kaybi ile de aminoglikozidlere karsi direng kazanabilmektedir (30).

Bakteri topoizomerazina etki ederek DNA sentezini inhibe eden kinolon grubu
ilaglara direng gelisimi temelde {ic mekanizmayla saglanir. Hedef bolge degisimi bu
mekanizmalarin ilkidir ve gyrA, gyrB, parC ve parG genlerinin sorumlu oldugu
disiiniilmektedir. Diger diren¢ mekanizmalar1 ¢oklu ilag disa atim pompasi genlerinin asiri
ekspresyonu ve plazmid aracili genler ile hedef bolge koruma proteinlerinin sentezidir (30).

K. pneumoniae’nin beta laktamaz sentezleme 6zelligiyle beta laktam antibiyotiklere
kars1 direng kazanmasinda SVH geni disinda TEM-1 ve AmpC genlerinin de etkisi mevcuttur.
Bu genlerdeki nokta mutasyonlarla bakteri ESBL iireterek tigiincii kusak sefalosporinler ve
aztreonam: inhibe edebilir. Tedavide siklikla karbapenem grubu antibiyotikler tercih
edilmektedir (31). Karbapenemlere direng gelisiminde ise en onemli faktor karbapenemaz
genleridir. Ayrica ESBL etkili suslar disa atim pompalarinin asir1 ekspresyonu ve porin
gecirgenligi azalmast gibi modifikasyonlar ile karbapenemlere direng 6zelligi
kazanabilmektedir (4).

Karbapenem direngli suslarin artis1 tedavide eski bir grup olan polimiksinleri tekrar
giindeme getirmistir. Kolistin (polimiksin E) ¢oklu ila¢ direnci olan gram negatif bakterilerin
tedavisinde 6nemli bir antibiyotiktir. K. pneumoniae, hiicre duvar dis membranindaki LPS’nin
yapisini bozarak etki eden bu antibiyotige karsi, LPS’nin anyonik yapismi degistiren
kromozomal veya plazmid aracili genlerle direng gelistirebilmektedir (32). Coklu ilaca
direngli bakterilerin tedavisinde yasanan zorluklar géze alindiginda, kolistinin antibiyotik
kombinasyonlari ile kullanilabilirliginin degerlendirilmesi agisindan direng mekanizmalarinin
tanimlanmasi ve rutin laboratuvarlarda duyarlilik testlerinin yapilabilmesi 6nem tasimaktadir.
2.2. Kolistin (Polimiksin E)

Polimiksin grubu antibiyotikler o6zellikle MDR gram negatif bakteri kaynakli
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilen, peptit yapili ilaglardir. Polimiksin B ve E (kolistin)
klinik kullanim1 olan polimiksin gesitleridir (33).

[lk olarak 1947 yilinda Bacillus polymyxa (giiniimiizdeki  ismi
Paenibacillus polymyxa) suslarindan izole edilen Kkolistin 1950 yilinda Klinik kullanima
girmistir. Yan etkileri (nefrotoksisite ve norotoksisite) sebebiyle seksenli yillarin basinda
yerini aminoglikozidlere birakmis olmasina ragmen, yillar i¢inde antibiyotik direncinin biyiik
bir soruna doniismesi, giinlimiizde kolistinin tekrar onem kazanmasina sebep olmustur (34,

35).



2.2.1. Kimyasal yap1

Kolistin bir heptapeptid halkasi, buna bagli bir tripeptid zinciri ve devaminda bir agil
zincirinden olusan, 1750 dalton (Da) agirhiginda bir molekiildiir. Peptid yapidaki halka ve
zincir, pozitif yiikli amin gruplari icerir ve molekiiliin hidrofilik yapilaridir. Acil zinciri ise
hidrofobik yag asitlerinden olugsmaktadir. Hem hidrofilik hem hidrofobik yapilar1 blinyesinde
bulundurmasi sebebiyle kolistin amfipatik bir molekiildiir (36). Molekiiliin yapisindaki amino
asitler D-16sin, L-treonin ve L-diaminobutirik asittir. A¢il gruplari ise 6-metil-oktanoik asit ve
6-metil-heptanoik asit olabilmektedir. 6-metil-oktanoik asit igerenler kolistin A (polimiksin
E1), 6-metil-heptanoik asit igerenler kolistin B (polimiksin E2) olarak adlandirilmistir. Farkli
farmasotik preparatlar, farkli kolistin tiplerini farkli oranlarda igerebilmektedir (37). Sekil

1.’de ilacin kimyasal yapisi gosterilmistir (36).
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Sekil 1. Kolistinin kimyasal yapis1 (36).
A: Hidrofobik agil zincir, B: Tripeptit zincir, C: Heptapeptit halka

Kolistinin, kolistin siilfat ve sodyum kolistin metansiilfonat (CMS) olmak {izere iki
ticari formu bulunmaktadir. Kolistin siilfat katyonik ve stabil bir molekiil olup, bagirsak
dekontaminasyonu i¢in oral, deri enfeksiyonlarinin tedavisinde de topikal yoldan
uygulanabilmektedir. CMS ise anyonik ve stabil olmayan bir molekiildiir. Yalnizca parenteral
(intravendz, intramiiskiiler ve nebulizasyon) formiilasyonu mevcuttur. CMS, kolistin siilfata

gore daha az toksik etkilidir (37, 38).



2.2.2. Farmakokinetik ve farmakodinamik o6zellikler

Yan etkileri sebebiyle bir donem kullaniminin birakilmis olmasi Kolistinin
farmakokinetik ve farmakodinamik Ozellikleriyle iliskili ¢alismalar planlanmasini
sinirlandirmustir (39). 2000 yili sonrast MDR bakterilerin sebep oldugu enfeksiyonlardaki
artis ile kolistinin tekrar giindeme gelmesi, bu konudaki ¢aligsmalarin sayisinin artmasina
sebep olmustur.

CMS bir 6n ilag olup parenteral kullanimla viicuda verildikten sonra bir kismi
hidrolize olarak aktif forma doniisiirken bir kism1 bobrekler yoluyla atilir. Bu sebeple bobrek
yetmezIligi olan hastalarda atilimin daha az olacagi on goriilerek doz ayarlamasi yapilmasi
gerekmektedir. Kolistin siilfatin ise bobrek tiibiillerinden geri emilimi fazladir ve giiniimiizde
hala tam olarak tanimlanamamis olan bobrek disi yollarla elimine edilir (40).

Kolistin intravendz uygulamadan sonra 10 dakika i¢inde serumda pik seviyesine
ulasmaktadir. Intravendz uygulandiginda serumdaki yarilanma omrii yaklasik dort saattir.
[lacin plevral bosluk, akciger parankimi, kemik ve beyin omurilik sivisinda dagilimi zayiftir
(%15-25) (41). Kolistin gastroinstestinal sistemden emilmemekte, mukozalar ve genis yiizey
alanli yaniklardan zayif oranda absorbe olabilmektedir (42).

Kolistinin, etki spektrumundaki bakteriler {izerinde doza bagimli bir 6ldiirme etkisi
bulunmaktadir. Ik uygulamada giiglii bir dldiirme etkisi gdstermesine ragmen, uygulamanin
24 saat sonrasinda tekrarlayan bakteri {iremelerini, yiiksek konsantrasyonlarla dahi
engelleyememektedir. Bu durumun ilaca karsi gelisen heterorezistans kaynakli olabilecegi
diisiiniilmiistiir. Ozellikle YBU hastalarindaki MDR bakteriler kaynakli enfeksiyonlarin
tedavisinde -antimikrobiyal duyarlilik saptama yoOntemleriyle duyarli bulunmus olsa dahi-
suslarin heterorezistans gelistirebilme riskleri géz Oniine alinarak, Kkolistinin tedavide tek
basina kullanilmamasi ve dozlarin uzun aralikla uygulanmamasi 6nerilmektedir (41, 43).
2.2.3. Etki mekanizmasi

Kolistinin yapisinda bulunan amino gruplari, molekiiliin pozitif yiikli olmasini
saglamaktadir. Pozitif yiikli kolistin molekiilii, gram negatif bakteri hiicre duvari dis
membraninda bulunan LPS tabakanin, 6nemli bir bileseni olan Lipid A’nin negatif yiiklii
fosfatlarina baglanir (36). Lipid A, endotoksin aktivitesi yan1 sira dig membranin dayanikliligi
ve gecirgenliginden sorumludur. Kolistin ve LPS’nin elektrostatik etkilesimi sonrasi ilag,
LPS’nin stabilizasyonunu saglayan iki degerlikli kalsiyum (Ca*?) ve magnezyum (Mg*?)
iyonlariyla yer degistirir. Bu degisim dis membran yapisinda bozulmaya ve gegirgenlik
artisgina sebep olur. Ayrica kolistin hidrofobik agil yag zincirini dis membran igine
yerlestirerek bu bolgede genisleme meydana getirir. Bu siire¢ hiicre gegirgenligi artigini, hiicre

iceriginin sizmasin1 ve ardindan hiicre Oliimiinii beraberinde getirmektedir. Kolistin
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bakterisidal etkisini esas olarak bu yolak ile gosterirken; elektrostatik etkilesim, LPS’nin
notralizasyonuna sebep olarak Lipid A’nin endotoksin aktivitesi iizerinde inhibitor etki
gostermekte ve septik sok gelisiminin indiiklenmesini Onlemektedir (37, 44). Kolistinin
bakteriyel membran {izerindeki etki mekanizmasi Sekil 2.’de 6zetlenmistir (45).

Kolistin LPS’ye baglamr  ©@ 2+ » Mg 2+

ve hasar verir

Hiicre lizisi

OmpA porin Elektrostatik etkilesim

Dis membran

, <
655 B
M E T wAR TSNS iy
TR ot R 2

A
1

membram yikar

Sekil 2. Kolistinin bakteriyel membran tizerindeki etki mekanizmasi (45). Pozitif yiikli
kolistinin elektrostatik etkilesim ile negatif yiikli lipopolisakkarit molekiiliine baglanmasi,
gram negatif hiicre duvar1 dis membranindan kalsiyum ve magnezyum iyonlarinin kaybi,

permeabilite degisimi ve hiicre igeriginin dagilmasi

Kolistinin bir hedefi de dis membranin ige bakan kisminda bulunan tip 1l
nikotinamid adenin diniikleotid hidrit (NADH) kinon oksidorediiktaz enzimi olabilmektedir.
Bakteride hiicresel solunumdan sorumlu olan bu enzimin inhibisyonu hiicrenin geri
dontisiimsiiz hasarina yol agar (46). Ayrica kolistinin LPS tabakay1 gegmesinin serbest radikal
olusumunu indiikledigi ve olusan oksidatif stresin bakteri DNA, protein ve lipidlerinde hasar
meydana getirerek hiicre Oliimiine sebep oldugu disiiniilmektedir. Bu 0dldiirme
mekanizmasinin, ¢oklu ilag direnci bulunan kolistin duyarli A. baumannii ve E. coli
izolatlarinda bulundugu, ancak polimiksine direngli suslarda yer almadig gosterilmistir (45).
2.2.4. EtKi spektrumu

Kolistin gram negatif basillerin bircoguna etkili bakterisidal bir antibiyotiktir. Etki
spektrumu igerisinde bulunan bakteriler: Acinetobacter tiirleri, P. aeruginosa, Klebsiella
tirleri, Enterobacter tiirleri, Escherichia coli, Salmonella ve Shigella tiirleri, Citrobacter

tirleri, Yersinia pseudotuberculosis ve Haemophilus influenzae olmakla birlikte,



Stenotrophomonas maltophilia’ya karst in vitro etkinligi de gosterilmistir. Ayni zamanda
Mycobacterium xenopi, Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium phlei ve Mycobacterium smegmatis gibi bazi
mikobakter tiirlerine kars1 aktivite gésterdigine dair calismalar mevcuttur (37).

Gram pozitif bakteriler, gram negatif koklar, anaeroplar, mantar ve parazitler
kolistinin etki spektrumu disindadir. Ayrica Pseudomonas mallei, Burkholderia cepacia,
Proteus tiirleri, Morganella morganii, Providencia tiirleri, Serratia tiirleri, Edwardsiella
tiirleri ve Brucella tiirleri kolistine dogal direng gostermektedir (37).

2.2.5. Klinik kullanim

MDR bakteri enfeksiyonlart son yillarda hizli bir yayilim gostermektedir. Yogun
bakim fiiniteleri de bu durumdan fazlasiyla etkilenmekte ve YBU hastalarindaki mortalite
artis1 dikkat ¢ekmektedir (47). Kolistin, ézellikle YBU hastalarindaki MDR gram negatif
bakteriler (siklikla A. baumannii, P. aeruginosa, K. pneumoniae) sebebiyle olusan, sepsis ve
ventilator iliskili pndmoni (VIP) tablolarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica menenjit,
osteomiyelit, deri-yumusak doku enfeksiyonlari, géz ve kulak enfeksiyonlari, {iriner sistem ve
gastrointestinal sistem (GIS) enfeksiyonlarinda da kullanimi mevcuttur (48, 49).

Sepsis ve osteomiyelit tablolarinda ilag, intravenéz olarak CMS formunda
kullanilmaktadir. GIS enfeksiyonlarinda kolistin siilfatin tablet veya siispansiyon formlari oral
olarak tercih edilebilmektedir. Bagirsaktan emilimin az olmasi sebebiyle bu bolgede iyi bir
lokal etki saglanmaktadir. Deri-yumusak doku, goz ve kulak enfeksiyonlarinda ise kolistin
stilfatin topikal formlar1 enfeksiyon bolgesine uygulanabilmektedir (48).

Antibiyotigin inhalasyon yoluyla kullanimi, 6ncelikli olarak kistik fibrozis tanili
hastalardaki MDR P. aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisinde denenmis ve klinik olarak
olumlu oldugu diisiiniilen sonuglar elde edilmistir (50). “Food and Drug Adminstration
(FDA)” onay1 bulunmamasia ragmen, VIP ve hastane kaynakli pnomonilerin tedavisinde,
kolistinin toksik etkilerinin olusabilme riski bulunan hasta gruplarinda, CMS inhalasyon
yoluyla uygulanabilmektedir. inhaler tedavinin dogrudan enfeksiyonun bulundugu bolgeye
uygulaniyor olmasinin, sistemik maruziyet ve toksisite riskini azaltirken, akciger sivisinda
etkinligi artirdig1 diigiiniilmektedir. Ayrica sistemik tedaviyle yanit alinamayan MDR gram
negatif bakteriler sebebiyle meydana gelen pnomonilerde de inhaler uygulamasi
onerilmektedir (49, 51).

Menenjit ve ventrikiilit gibi santral sinir sistemi enfeksiyonlarinda kolistinin
intratekal veya intraventrikiiler yolla uygulanmasi s6z konusu olabilmektedir. Girisimsel
islemler gerektirmesi sebebiyle bu uygulama yoOntemleri ancak MDR gram negatif

bakterilerin  sebep oldugu, intravendz tedaviye yanit almamayan hastalarda
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uygulanabilmektedir. Kolistinin kan bos bariyerinden ge¢isinin zayif olmasi (serum diizeyinin
%15-25’1 kadar) sebebiyle lokal uygulamalarla daha etkin bir konsantrasyona ulagmak
hedeflenmektedir. Yapilan ¢alismalar kolistinin intratekal/intraventrikiiler yolla, tek basina
veya sistemik antimikrobiyallerle kombine olarak uygulanmasinin gram negatif basil kaynakli
santral sinir sistemi enfeksiyonlarinda etkili bir tedavi yontemi oldugunu diistindiirmiistiir.
Ancak bu uygulama yoOntemlerinin hastalarda kimyasal menenjit, kimyasal ventrikiilit ve
ndbetlere sebep olabildigi de gézlenmistir. Bu sebeple klinik kullanima uygunlugu agisindan
ileri caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir (48, 49, 52).

Kolistinin klinik kullaniminda monoterapi yerine bagka antibiyotiklerle kombine
uygulama tercih edilmektedir. Yapilan ¢alismalar kolistinin ile karbapenemler, rifampisin,
seftazidim ve glikopeptid antibiyotiklerin kombine kullaniminda, bakterisidal etkinin arttigini
gostermistir. Yalnizca kolistine duyarli oldugu bulunan suslarda bile karbapenem ile kombine
kullanimda, karbapenemlerin az miktarda dahi olsa yol a¢tigi hiicre duvari hasarmin,
kolistinin bakterisidal etkisinde artis sagladig1 goriilmiistiir. Ayrica kolistinin monoterapide
kullanimi1, kolistine duyarli bulunan suslarda heterorezistans ile direng gelisimine sebep
olabilecegi i¢in kolistinin kombine tedavi iginde kullanimi 6nerilmektedir (53-55).

2.2.6. Toksisite ve yan etkiler

Kolistinin en sik karsilasilan toksik etkileri bobrekler ve sinir sistemi tlizerinedir.
Gelisen nefrotoksisite ve ndrotoksisite doza bagimlidir. Nefrotoksisite siklikla akut tiibiiler
nekroz klinigiyle goriilmektedir. CMS’nin renal tiibiillerden ekstrakte edilmesi, kolistin
silfatin ise aymi bolgeden absorbe olmasi toksik etkinin bu bolgede goriilmesini
aciklamaktadir. Kolistinin ilk kullanima girdigi yillarda ¢ok sayida hastada nefrotoksisite yan
etkisi bildirilmis olmasina ragmen yakin zamanli c¢aligmalarda bu oranin aslinda daha az
oldugunu diisiindiirecek veriler rapor edilmistir (37, 56). Baska bir nefrotoksik ilagla (6rnegin
steroid olmayan antiinflamatuar ilaglar) birlikte kullanimin veya hastada altta yatan bobrek
hastalig1 bulunmasinin ilacin sebep oldugu nefrotoksisite oranlarinda artisa sebebiyet verdigi,
kolistinin tek basina ya da nefrotoksik olmayan bir ilagla kombine kullaniminda bobrek hasar
oranlarinin daha az oldugu gosterilmistir (38). Ayrica dogru doz ayarlamasi yapilmamasinin
da neftoksik yan etkiyi artirdigi diistiniilmektedir. Kolistine bagl nefrotoksisite gelisen
hastalarda doz azaltimi veya ilacin kesilmesi gerekebilmektedir (37, 38).

Norotoksisite gelisen hastalarda parestezi, bas donmesi, halsizlik, gorme
bozukluklari, ataksi, néromuskiiler blokaj, konfiizyon gibi semptomlar goriilebilmektedir. Bu
semptomlar uzun siire kolistin tedavisi alan hastalarda meydana gelmektedir ve siklikla geri
doniislidiir. Kolistine bagli ndrotoksisite oranlarmin yaklasik %7 oldugu tahmin edilmektedir

(37, 38).
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Kolistin kullaniminda yaklasik %2 oraninda deri dokiintiisii, iirtiker, yaygin kasinti,
anafilaksi gibi alerjik reaksiyonlar goriilebilmektedir. Ayrica nadir bir yan etki olarak
psddomembrandz kolit gelisebildigi bildirilmistir (37).

2.2.7. Kolistine karsi gelisen diren¢ mekanizmalari

Kolistin direnci, MDR etken enfeksiyonlarin tedavisini olduk¢a kisitlayan bir
problemdir. 2010’lu yillarin baslangicindan giiniimiize kadar olan siiregte kolistine karsi
gelisen direng oranlar1 global olarak artis gostermektedir (57). Ulkemizde de durum benzer
sekilde olup her yil yapilan Ulusal Saglik Hizmeti Iliskili Enfeksiyonlar Siirveyans Agi
(USHIESA) raporlarinda 2020 yilinda A. baumannii ve K. pneumoniae suslarinda kolistin
direnci sirastyla %3,88 ve %12,1 saptanmisken; 2021 yilinda bu oranlar %10,96 ve %31,93
olarak belirlenmistir (8, 58).

Kolistine karsi, bakteri tiirlerinin gosterdigi direng paternleri dogal direng ve
kazanilmis direng seklinde smiflandirilabilmektedir. Gram pozitif bakteriler ve anaerop
bakteriler hiicre duvarlarinda, kolistinin hedef bolgesi olan LPS tabakayi bulundurmamalari
sebebiyle  kolistine  karsti  dogal direng  gosterir.  Brucella tiirleri, Burkholderia
cepacia kompleks, Edwardsiella tiirleri, M. morganii, Proteus tiirleri, Providencia tiirleri
ve Serratia tiirlerindeki dogal direncin kaynaginin ise LPS tabakanin yapisina pozitif yiiklii
molekiiller ekleyerek, kolistine afiniteyi azaltan modifikasyon genleri  oldugu
diistiniilmektedir (59, 60).

Gram negatif bakterilerde kazanilmig Kolistin direncinden cesitli mekanizmalar
sorumlu tutulmustur. Mekanizmalarin birgogu aktarilamayan kromozomal genler araciligiyla
olmakla beraber, aktarilabilen plazmid aracili diren¢ mekanizmasi da tanimlanmistir. En sik
karsilasilan kromozomal diren¢ mekanizmasi LPS tabakanin modifikasyonlar1 olmakla
beraber; LPS sentez geni mutasyonlari, disa attm pompalari da dahil olmak {izere dis zar
proteinlerindeki degisim ve kapsiil formasyonunda degisiklikler de kolistin direnci
gelisiminde rol oynayabilen faktorlerdir (61, 62). Kolistin direnci gelisiminde rol oynayan
temel mekanizmalar Sekil 3.’de gosterilmistir (63).
2.2.7.1. LPS modifikasyonlari ile direng gelisimi

LPS tabakanin negatif yiikiinii saglayan Lipid A’nin fosfat gruplari ve 3-deoksi-D-
manno-okt-ulosonik asit (Kdo) yapisina pozitif yiikli karbonhidratlarin eklenmesi ile
bakteriler kolistine kars1 diren¢ kazanabilmektedir. Bu degisiklik LPS tabakanin net negatif
yiikiinde diisiikliige sebep olarak, pozitif yiiklii kolistin molekiiliiniin bakteri hiicresine
baglanmasini azaltmaktadir. Lipid A ve Kdo yapisina en sik eklenen karbonhidrat gruplari
fosfoetanolamin (PEtN) ve 4-amino-4-deoksi-L-arabinoz (L-Ara4N) olmaktadir. LPS

modifikasyonlari siklikla iki bilesenli sistemler (TCS) tarafindan gergeklestirilir. Bu sistemler
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bir histidin kinaz ve bir yanit diizenleyici proteinden olustuklar1 i¢in iki bilesenli sistemler
olarak adlandirilmaktadir. Cevresel uyarilar1 algilayarak aktiflesen histidin kinaz, yanit
diizenleyicisini fosforile eder. Fosforile edilen yanit diizenleyicisi, Lipid A yapisina pozitif
yiiklii molekiillerin eklenmesinden sorumlu kromozomal genlerin transkripsiyonunu uyarir.
L-AradN eklenmesi -PEtN eklenmesine oranla LPS tabakanin negatif yiikiinii daha fazla

azaltmas1 sebebiyle- daha yiiksek oranda bir direng olusumu saglar (60, 61).

cAMP, Al yiiksek Fe*, diisiik pH cAMP, diisiik Mg*2, diigiik pH
— SO0T PmrB 3
W‘rrﬂ Wm recocosoa PhoQ )
M . ” PmrD 3 -’%ooo‘-MgrB
- / PmrD 4
' 4 - ® f X v f
CrrA » CrrAy o -; +, A e J e
) * cnc ~ PmrAy PmrA PhoP PhoP
4 > 318 - > P S -
crrC crrAd v gt/ s
- porC v
™ ‘ - + +
anBCADTEF operon e pmrCAB operon arnBCADTEF operon
™ . . ax
tizerine etki
l L iSabal - epeA-1,-2,-3 XL
Lipid A’ya galaktozamin, Lipid A’ya 915_111 AL mer-1 1T Tinid Aval. Ara:tN'
eklenmesi ekl s i PME ) S
i ppg MCR, 5& MCR_bound X lnmer membrane
| & PEA MCRT PEIN-4"-Kdo2-lipid A < — Kdo2-lipid A
g X ':,;;‘"“d < LipidA —> PPEA-4“lipid A __h PE
S MCR | Diacylglycerol

. :
Pozitif regiilasyon Dis membran Lipid Efluks pompalar1 (AcrAB-TolC,

Negatif regiilasyon A modifikasyonu FkpnEE)

Sekil 3. Kolistin direnci gelisiminde rol oynayan temel mekanizmalar (63).

Iki bilesenli sistemlerden en iyi tanimlanmis olanlar PmrA/PmrB ve PhoP/PhoQ
sistemleridir. Bu sistemler diisik Mg*?, diisik pH, yiiksek oranda ferrik demir (Fe*3),
polimiksin antibiyotik varli§i gibi c¢evresel faktorlerle aktive olabildigi gibi, cesitli
mutasyonlarla da etkinliklerinde artis meydana gelerek etki gosterebilirler. PhoP/PhoQ iki
bilesenli sistemi aktive oldugunda, sistemin kinaz aktivitesine sahip olan bileseni PhoQ,
PhoP’yi fosforile eder. PhoP dogrudan kendisi veya dolayli olarak PmrD araciligiyla
PmrA/PmrB iki bilesenli sistemini aktiflestirir. Bu sistemde de digerinde oldugu gibi histidin
kinaz oOzelligindeki PmrB’nin PmrA’y1r fosforile etmesi aktivasyonu saglar. PmrA’nin
fosforilasyonu pmrCAB operonu, arnBCADTEF (pmrHFIJKLM) operonu ve PmrE geninin
transkripsiyonunu uyarir. arnBCADTEF operonu ve PmrE geni Lipid A’ya L-Ara4N grubu
eklenmesi yolagindan sorumluyken, pmrCAB operonu pmrC geni araciligiyla PEtN

eklenmesini saglar. K. pneumoniae gibi bazi bakterilerde PhoP-PhoQ sistemi dogrudan

13



arnBCADTEF operonunu aktif hale getirebilir. Ayrica PmrA/PmrB sistemi, PhoP/PhoQ
sistemi ile aktive olabilmesi yam sira gevresel faktorlerle (diisik Mg*?, diisiik pH, yiiksek
oranda ferrik demir (Fe*3), polimiksin antibiyotik varlig1) de aktif hale gegebilmektedir (45,
60, 64, 65).

Bu temel mekanizmalarin yani sira farkli bakteri tiirlerinde farkli kromozomal genler
ve TCS’ler de kolistin direncine katkida bulunabilmektedir. Bu genlerden birisi siklikla
Klebsiella tiirlerinde kolistin direncinden sorumlu tutulan mgrB genidir. Normal kosullarda
mgrB geninin kodladigi, 47 aminoasitli bir transmembran proteini olan MgrB proteini,
PhoP/PhoQ ikili sistemi iizerinde negatif bir geri bildirime sahip olup, bakteri i¢in diizenleyici
bir gorev siirdiirmektedir. PhoP aktivitesinde artis, mgrB geninin up-regiilasyonuna sebep
olur. MgrB proteini, fosfoetanol transferazi kodlayan ve PhoQ aktivasyonunu saglayan eptB
geninin ekspresyonunu baskilar. Bu durum Kdo’ya PEtN eklenmesinde azalmayla ve LPS’nin
negatif ylikiiniin korunmasiyla sonuglanir. Ancak mgrB geninin ekspresyonunda azalmaya yol
acan mutasyonlar PhoP/PhoQ sistemi tizerindeki baskinin kalkmasina ve kolistin direnci
gelismesine sebep olur. K. pneumoniae’deki kolistin direncinin biiyiik oranda mgrB genindeki
insersiyon ve nokta mutasyonlari oldugu diisiiniilmektedir. mgrB mutasyonlar1 araciligiyla
gelisen direng E. coli suslarinda da goriilebilmektedir (60, 65, 66). K. pneumoniae’deki bir
baska diren¢ mekanizmasimin crrAB operonuyla kodlanan CrrA/CrrB iki bilesenli sistemi
araciligiyla meydana geldigi diisiintilmektedir. Diger TCS’lerde oldugu gibi bu sistemde de
bir kinaz (CrrB) ve bir yamit diizenleyici (CrrA) protein bulunmaktadir. crrB geninde
aminoasit degisikligi ile sonug¢lanan anlamli mutasyonlarin pmrAB operonunun asiri
ekspresyonuna yol agarak LPS tabakaya pozitif yiiklii karbonhidrat gruplarinin eklenmesini
saglayan yolagi aktive ettigini gosteren ¢alismalar mevcuttur (67, 68).

P. aeruginosa’da, siklikla karsilasilan PmrA/PmrB ve PhoP/PhoQ TCS’ler disinda
ti¢ farklit TCS daha tanimlanmistir. Bunlar ColR/ColS, CprR/CprS ve ParR/ParS sistemleridir.
colR/colS ve cprR/cprS genlerindeki mutasyonlarin, bu genlerin kodladigi ayni isimli
ColR/ColS ve CprR/CprS TCS’ler araciligiyla phoQ genini up-regiile ederek PhoP/PhoQ
sisteminin aktiflesmesini sagladigi gosterilmistir. Ayrica ColR/ColS ve CprR/CprS
sistemlerinin kolistin direncinden sorumlu tutulabilecek genleri diizenliyor olabilecegi fikri
ortaya atilmig, ancak bu genler heniiz tanimlanamamistir. ParR/ParS iki bilesenli sistemini
kodlayan parR ve parS genlerindeki mutasyonlarin ise PmrA/PmrB sisteminden bagimsiz
olarak arnBCADTEF operonunun ekpresyonunu artirdigi ve kolistin direnci gelisimine
katkida bulundugu diisiiniilmektedir (32, 60).
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Acinetobacter baumannii ise L-Arad4N biyosentezini saglayan arnBCADTEF
operonu Ve ilgili genlerden yoksun olmasi sebebiyle yalnizca pmrCAB operonu iizerinden
PEIN sentezleyerek LPS modifikasyonu yapabilmektedir. Ayrica bu bakteride farkli bir
mekanizma olarak aktiflesen PmrA/PmrB ikili sisteminin naxD gen ekspresyonu araciligiyla
Lipid A yapisina galaktozamin ekleme yoluyla da kolistin direnci gelistirebildigine dair
caligmalar mevcuttur (65).

Kolistine karsi gelisen direng i¢in farklt LPS modifikasyonlarindan biri de Lipid A
yapisina yag asidi eklenmesidir. Eklenen yag asidi zincirlerinin dis membran gegirgenligini
azaltarak direng gelisimine katki sagladigi diistiniilmiistiir (64). Ayrica Lipid A tabakasindaki
yag asitleri, LPS’nin L-Ara4N ile modifikasyonuna katki saglamaktadir. Baz1 K. pneumoniae,
E. coli ve Salmonella suslarinda goriilebilen, Lipid A’ya yag asidi eklenmesinden sorumlu
enzimi kodlayan IpxM geninde gelisen mutasyonlar, Lipid A yapisindan yag asitlerinin
eksilmesine (deagilasyon) sebep olur. Bu durum daha kuvvetli bir pozitif yiikk ve kolistin
direnci olugmasimi saglayan L-Ara4N ile modifikasyonu azaltip yolagin PEtN yoOniine
kaymasina yol acar. Ayrica bu deacilasyon dis membran gec¢irgenligini artirarak kolistinin
hidrofobik yag zincirlerinin bu bolgeye penetrasyonunu artirir (60).
2.2.7.2. LPS sentez geni mutasyonlari ile direng¢ gelisimi

LPS sentez genlerindeki mutasyonlar kimi zaman LPS tabaka kaybi yoluyla, kimi
zaman ise LPS tabakanin kalinligini artirarak kolistin direncine sebep olabilmektedir. LPS
tabaka kaybina bagli direng¢ gelisimi A. baumannii suslarinda tamimlanmistir. Lipid A
sentezinde gorevli olan IpxA, IpxC, IpxD genlerinde meydana gelen mutasyonlarin LPS
iretiminde kayba yol actig1 gdsterilmistir. Bu durum bakteride kolistinin hedef bolgesinin
yokluguna sebep olarak ilaca karsi yliksek diizeyde dirence neden olur (69). Bu mutasyonlara
sahip kolistin direngli A. baumannii suslari, LPS tabakanin yoklugunu telafi etmek i¢in
membran biyogenezinde, lipoprotein taginmasinda ve ekzopolisakkarit iiretiminde yer alan
genlerin ekspresyonunda artis gosterebilir. Ayrica LPS yoklugundan kaynakli artan hiicre
gecirgenligi sebebiyle, toksik etkenlerin hiicreye zarar vermesini dnlemek i¢in disa atim
pompalarinda artig meydana getirebilir (70).

Klebsiella, Enterobacter, Salmonella ve Citrobacter tiirlerinde bulunabilen ram gen
bolgesi araciligiyla iiretilen RamA regiilatuar proteininin Lipid A biyosentezinde gérevli olan
IpXC, IpxL-2 ve IpxO genlerinin ekspresyonuna yol actigi ve gegirgenlik bariyerlerini
saglamlastirarak kolistin direncine katkida bulundugu disiiniilmiistiir. Artan RamA
seviyelerinin K. pneumoniae’nin konak hiicre immiin sisteminden kagisin1 ve sistemik

yayilimi artirdig1, ayrica kolistine direng gelisimi iligkili oldugu gosterilmistir (71).
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2.2.7.3. Dis zar proteinlerinin ekspresyonundaki degisiklikler ile direng gelisimi

KpnEF, AcrAB and Sap gibi protein yapili disa atim pompalarinin varligi
Enterobacteriaceae iiyesi bakterilerde gosterilmistir. Bu pompalarin aktivasyonu, bakteri
hiicresine alinan antibiyotikleri disar1 atmak yoluyla diren¢ gelisimini saglar. KpnEF, “small
multidrug resistance” (SMR) protein ailesine aittir ve bu attm pompasin1 kodlayan genlerde
meydana gelen mutasyonlarin K. pneumoniae’de kolistin minimum inhibitér konsantrasyon
(MIK) degerlerinde iki kat azalmaya sebep oldugu gosterilmistir. Benzer bicimde AcrAB—
TolC protein kompleksine ait olan AcrAB disa atim pompasi sentezini saglayan genlerdeki
mutasyonlarin E. coli’nin kolistin i¢in MIK degerlerini sekiz kat azalttig1 gdsterilmistir. Sap
disa akim pompast ise SapABCDEF operonu tarafinda kodlanir ve bu bdlgenin
mutasyonlarinda kolistine dogal direngli olan P. mirabilis suslarinda kolistine kars1 duyarlilik
goriilebilmektedir (62). P. aeruginosa suslarinda MexAB-OprM disa atim pompasinin
kolistin direnci ile iliskili olabilece8i diisiiniilmiistiir. Ayrica kolistine karst dogal direncli
oldugu bilinen Burkholderia cinsi bakterilerde NorM pompalar1 bu direngten sorumlu
tutulmustur (64).

Disa atim pompalarindan baska bazi dis zar proteinleri de kolistin direnci gelisimine
katkida bulunabilmektedir. P. aeruginosa’da ortamdaki Mg*? seviyelerinde azalma meydana
gelmesi OprH proteini ekspresyonunu artirir ve bu protein negatif yiiklii fosfat gruplarina
baglanarak kolistinin hedef bolgesine baglanmasini 6nler (65). K.pneumoniae'de ise 6karyotik
hiicrelere baglanmaya aracilik eden dis zar proteini OmpA'daki bir eksiklik, polimiksin B'ye
karsi artan duyarlilik ile iliskilendirilmistir (64).
2.2.7.4. Kapsiil formasyonlari ile direnc¢ gelisimi

Kapsiil bakterilerde fagositozdan koruma ve antibiyotiklere karsi1 direng gelisiminde
onemli bir hiicre elemanidir (45). Kapsiiler polisakkarit (CPS) sahip oldugu negatif yiik
sayesinde pozitif yiiklii Kolistinin, bakteriyel hiicre yiizeyine ulagmasini ve hedef bolgeye
baglanmasini dnler. Bakteri hiicre ylizeyindeki CPS miktarinin, kolistine kars1 gelisen direng
ile dogru orantili oldugu gosterilmistir. CPS sentez genlerinde mutasyon olan bakteri
suglarinin, vahsi tip kapsiillii suslara oranla antimikrobiyal peptid yapili ilaglara (polimiksin
B, kolistin gibi) daha duyarli olduklar1 saptanmustir (72). K. pneumoniae’de kapsiiler
biyosentez genlerinin aktivasyonu, CPS iretimini artirarak polimiksinlerin Lipid A’ya
ulasamadan CPS tarafindan yakalanmasini saglar. Ortamda kolistinin bulunmasi kapsiiler
biyosentez genlerinin aktivasyonunu tetikler (65).

Bazi bakteri tiirleri kapsiil polisakkaritlerini hiicre ylizeyinden serbest
birakabilmektedir. Bu durumda serbest kalan negatif yiiklii kapsiil polisakkaritleri, pozitif

yiiklii kolistin molekiillerine baglanarak ilacin bakteri hiicresine ulagip antimikrobiyal etkinlik
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gostermesini Onler ve direng gelisimi saglar (73). Ayrica, konjugatif pilus ekspresyon (Cpx)
ve kapsiil sentez regiilatorii (Rcs) gibi kapsiil formasyonu diizenleyicisi olan proteinler,
KpnEF diga atim pompasin1 ve PhoP/PhoQ ikili sistemini aktivite ederek kolistin direncine
katkida bulunabilmektedirler (45).

2.2.7.5. Plazmid aracili direng¢ gelisimi

Uzun yillar boyunca kolistine karst gelisen direncin yalnizca aktarilamayan
kromozomal genler araciligiyla gelistigi diisiiniilmekteyken 2015 yilinda Cin’de yapilan bir
sirveyans c¢aligmasi sirasinda, gida olarak kullanilan hayvanlardan izole edilen E. coli
suslarinda artan bir kolistin direnci gdzlenmesiyle, direncin suslar arasinda aktariliyor
olabilecegi ihtimali degerlendirmeye alinmis ve ilk plazmid aracili kolistin diren¢ geni olan
mcr-1 tanimlanmistir (7). Ardindan yapilan ¢alismalarda siklikla E. coli suslarinda olmakla
birlikte Klebsiella, Entrobacter, Salmonella, Shigella ve Cronobacter gibi Enterobacteriaceae
cinslerinde de mcr-1 geni saptanmistir (62). Bu genin kodladigi MCR-1 proteini
fosfoetanolamin transferaz ailesine ait bir enzim olup Lipid A’ya PEtN eklenmesini saglar. Bu
durum kromozomal mekanizmalarda oldugu gibi kolistin ve LPS tabaka arasindaki
elektrostatik bag1 zayiflatarak direng gelisimine neden olur. Farkli bir diren¢ mekanizmasina
sahip olmayan bakteri suslarinda, yalmzca mcr-1 geninin varligi tek basina kolistin MiK
degerlerinde 4 ila 8 kat artisa yol agmaktadir (32).

Giliniimiizde 10 farkli mer tipi tanimlanmistir (mcr-1’den mcr-10’a kadar). Her bir
mcr gen grubu da farkli varyantlar igerebilmektedir. mcr-1 ile en ¢ok benzerlik gosteren tip
mcr-2 olup %81 aminoasit benzerligi tasimaktadir. mcr genine sahip suslarda ¢ogunlukla
bulunan tip mcr-1 olup bunu ikinci sirada mer-3 takip etmektedir (65, 74).
2.2.7.6. Heterorezistans

Heterorezistans, bir antibiyotige karst duyarli oldugu saptanan bir susun alt
popiilasyonlarinda, o ilaca karst diren¢ gelisimini ifade etmektedir. Tiim popiilasyonun
antibiyotige direncli oldugu geleneksel dirence gore daha riskli olabilecegi diisliniilmektedir.
Ciinkii ilaca kars1 duyarli saptanan etken i¢in tedavi baslandiginda etken duyarl popiilasyonu
oldiirtir, direngli popiilasyon hayatta kalarak hizli bir artig gosterebilir (75).

Kolistine karsi heterorezistans K. pneumoniae, A. baumannii ve P. aeruginosa
tirlerinde gosterilmistir. Heterorezistan alt suslarin daha once kolistinle tedavi edilmis hasta
gruplarinda anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir. Diisiik doz ve yetersiz kolistin
tedavisinin heterorezistans gelisimine katki sagladig1 6n goriilmektedir (64, 76).

Heterorezistansin bir 6nemi de standart antimikrobiyal duyarlilik testlerinde
saptanamiyor olusudur. Standart bir yontem belirlenmis olmamakla birlikte heterorezistansin

saptanmasi i¢in en sik kullanilan ii¢ yontem: Popiilasyon Analiz Profili (PAP), Etest ve disk
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difiizyondur. Direngli alt popiilasyonun siklig1 ve MIK degerleri hakkinda bilgi saglayan PAP
yontemi bu direng seklinin saptanmasinda altin standart olarak kabul edilmektedir. Ancak
maliyetli ve uygulanmasi zor olmasi sebebiyle Etest ve disk difiizyonda inhibisyon zonu
icerisinde direngli alt popiilasyon iiremesinin izlenmesi daha sik tercih edilmektedir (77).
2.2.8. Kolistin duyarhihg: saptanmasinda denenen antibiyotik duyarhlik test yontemleri

Kolistin yillar igerisinde, MDR etken kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde 6nemli
bir ila¢ haline gelmistir. Kolistine karsi direng gelisiminin, hastalarda yiiksek mortalite
oranlartyla seyretmesi sebebiyle duyarlilik testlerinin kullaninmi 6nem teskil etmektedir.
Ancak polimiksinlerin agar icerisindeki zayif diflizyonu ve heterorezistans gelisimi gibi
faktorler kolistin duyarliliginin belirlenmesinde kisitlayici olabilmektedir (32).

CLSI ve EUCAST, kolistin duyarliliginin saptanmasinda altin standart yontem
olarak 1SO 20776-1 standartlarina gore yapilan sivi mikrodiliisyon (BMD) yontemini
onermektedir. Ancak yontemin uygulama zorlugu ve az sayida laboratuvarin rutin isleyisinde
yer bulabilmesi sebebiyle, alternatif yontemlere gereksinim duyulmustur. CLSI, MiK 8l¢iimii
yapan iki yontem olan sivi disk eliisyon ve kolistin agar testlerinin Enterobacterales tiyesi
bakteriler ve Pseudomonas tiirlerinde alternatif yontemler olarak kullanilabilecegini belirtmis
olsa da, EUCAST kolistin duyarlilig1 sonucunun raporlanmasi i¢in BMD ydntemiyle mutlaka
dogrulanmasi gerektigini bildirmistir. Ulkemizde AST sinir degerleri EUCAST standartlarina
gore degerlendirilmektedir. EUCAST, kolistin i¢in MIK smir degerlerini Enterobacterales ve
Acinetobacter tiirlerinde 2 pug/ml; Pseudomonas tiirlerinde ise 4 pg/ml olarak belirlemistir.
Kolistine duyarli E. coli ATCC 25922 veya P. aeruginosa ATCC 27853 ve kolistine direngli
mcr-1 pozitif E. coli NCTC 13846 suslarinin kontrol suslar olarak kullanilmasini 6nermistir
(11, 13).

Giliniimiizde BMD yo6ntemi yerine kullanilabilecek, maliyet etkin ve kolay
uygulanabilir yontem arayislar1 devam etmektedir. Bu amag¢ dogrultusunda diliisyon temelli
yontemler, manuel veya otomatize standart duyarlilik testleri, secici besiyerleri ile kiiltiir,
kalitatif yontemler, fosfoetanolamin transferaz aktivitesini saptayan yontemler ve Kolistin
direncine sebep olan genlerin saptanmasina yonelik genotipik yontemler gibi farkl: tiir testler
gelistirilmistir. Bu testlerin rutin laboratuvar isleyisine uygunluklari denenmeye devam
etmektedir (6, 32).
2.2.8.1. Diliisyon temelli yontemler

Bu yontemlerde amag; 35 + 2 °C’de, 16-24 saat inkiibasyon sonrasi, goriiniir bakteri
biiylimesini inhibe eden en diisiik ilag konsantrasyon degeri olan MIK degerinin

hesaplanmasidir (32).
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2.2.8.1.1. Sivi mikrodiliisyon yontemi

Kolistin i¢in antimikrobiyal duyarliligin saptanmasinda referans yontem olarak kabul
edilmektedir (11, 13). Yontem herhangi bir siirfaktan madde eklenmemis olan 96 kuyucuklu
polistren plaklarda, kolistin siilfat etken maddesi ile uygulanir. Besiyeri olarak katyon ayarli
stvi Mueller-Hinton (CA-MHB) kullanilir. Kolistin siilfatin iki kat seyreltilerek hazirlanmig
seri diliisyonlarina, bakteri inoklumlarmin eklenmesi ve inkiibasyon siiresi sonunda
bulanikligin olmadig1 ilk kuyucuktaki ilag konsantrasyon degerinin MIK olarak belirlenmesi
temelinde uygulanan bir yontemdir (78).

BMD; hatali bir kolistin konsantrasyonu hazirlanmasi, hatali diliisyon,
kontaminasyon gibi risklere agik bir yontem olmasi sebebiyle, her laboratuvarmn rutin
isleyisinde yer bulamamaktadir (6). Ayrica kolistin siilfatin polistren plak ylizeylerinden
adsorbe olabildigi gdsterilmis ve bu adsorbsiyonun MIK degerlerinde hatali bir yiikseklige
sebep olabilecegi diistiniilmiistiir. Bu durumu 6nlemek i¢in kuyucuklara polisorbat-80 gibi
sirfaktan maddeler eklenmesinin denendigi ¢alismalarda, siirfaktan madde eklenmis
kuyucuklarda MIK degerlerinin eklenmemis olanlara gére daha diisiik oldugu gosterilmistir
(79). Ancak 1SO 20776-1 standartlari, referans yontemde siirfaktan madde kullanilmamasini
onermektedir (6). Ote yandan Enterobacter, Acinetobacter, Pseudomonas tiirlerinde bakteri
iiremesinin goriilmedigi kuyucuktan sonraki kuyucuklarda “atlamali” olarak tekrar {ireme
gozlenebilmektedir. Bu durum bakteri alt popiilasyonlarinda heterorezistans gelismis
olabilecegini diistindlirmekle beraber, tekrarlanamayan ve yorumlanamayan BMD sonuglarina
sebep olabilmektedir. Bu negatif 6zelliklere karsin testin uygulamasinda otomasyon devreye
sokularak, insan kaynakli hata oranlarinin azaltilabilmesi ve tekrarlanabilirliginin yiiksek
olmasi sebebiyle referans yontem olarak kullanimina devam edilmektedir (6, 32).
2.2.8.1.2. S1ivi makrodiliisyon yontemi

BMD ile ayni prensibe dayanan, polistren plaklar yerine cam tiiplerde ve daha
yiiksek hacimde besiyeri kullamlarak uygulanan bir MIK belirleme yontemidir (32). Siv1
makrodiliisyonun, BMD ile karsilastirilmasinda temel uyumun (EA) %83 bulundugu, ¢ok
biiylik hataya (VME) rastlanmayan bir ¢aligma mevcut olup ayni ¢alismada testin hazirliginin
zor olmasi ve ticari besiyerlerinin bulunmamasi sebebiyle rutin laboratuvar uygulamalari igin
pratik bir yontem olmadigi vurgulanmistir (80).
2.2.8.1.3. Agar diliisyon yontemi

Sivi diliisyonlarin agarda uygulanan bir versiyonu olarak tanimlanabilen bir
yontemdir. CLSI tarafindan kolistin duyarlilig1 saptanmasinda sivi mikrodiliisyona alternatif
olarak onerilen kolistin agar testi, bir agar diliisyon yontemidir. Kolistin siilfatin 2 kat seri

diliisyonlar1 hazirlanarak, eritilmis Mueller-Hinton agara (MHA) karigtirilir. Besiyeri kati
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halini alinca, CLSI 6nerileri dogrultusunda hazirlanan bakteri inokilumunun ekimi, manuel
olarak veya otomatik inokiilator ile yapilir. Yontemin avantaji bir plakta birden fazla bakteri
susunun degerlendirilebilmesine olanak saglamasidir. Hazirligin zaman alici ve emek yogun
olmas1 ve hazirlanan agarlarin bir hafta i¢cinde kullanilmasi gerekliligi testin rutin laboratuvar
isleyisinde yaygin kullanilmamasina sebep olmaktadir (32). Birkag yil dncesine kadar BMD
ile yliksek uyum gosterdigine dair ¢alismalar yapilmis olsa da yakin zamanl bir ¢alismada
polimiksin B ve kolistin i¢in sirasiyla VME oranlart %12,2 ve %9,1; EA oranlar1 %85 ve
%75,1; kategorik uyum (CA) oranlar1 %87,3 ve %90,9 olarak saptanmustir (81).
2.2.8.1.4. Sivi mikrodiliisyon temelli ticari yontemler

Sivi mikrodiliisyon yontemindeki insan kaynakli hatalar1 en aza indirebilmek ve
uygulamay1 daha kolay hale getirebilmek amaciyla, ¢esitli firmalar tarafindan kolistinin seri
dilisyonlarinin ve CA-MHB’nin hazir halde bulundugu Kkitler gelistirilmistir. Bu testlerin
referans BMD ile uyumlarinin iyi oldugu yoniinde ¢alismalar mevcuttur (6, 12).

Sensititre sistemi (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, ABD), kolistinin 0,12’den
128 pug/ml’ye kadar, iki Kat seri diliisyonlar1 hazirlanmis, 96 kuyucuklu mikroplaklara bakteri
inokiilumu eklenmesi prensibine dayanmaktadir. Bir plakta sekize kadar bakteri susunun kolistin
duyarliligi degerlendirilebilir. EKim ve degerlendirme i¢in otomasyonun miimkiin oldugu bir
yontemdir (32). UMIC (Biocentric, Bandol, Fransa) ve MICRONAUT MIC Strip (MERLIN
Diagnostika Bornheim-Hersel, Almanya) testleri birbirleriyle benzer bi¢imde kurgulanmis olup,
12 kuyucuklu polistren stripler icerisinde uygulanir. Kolistin diliisyonlar1 0,06’dan 64 ug/ml’ye
kadar iki kat seri seyreltmeler seklinde hazirlanmistir (6). SensiTest™ (Liofilchem, Roseto
degli Abruzzi, Italya) ise diliisyonlarin 0,25’ten 16 pg/ml’ye kadar hazirlandigi bir yontemdir.
Bir mikroplakta dort bakteriye kadar degerlendirme ve okuma asamasi i¢in otomasyon imkani
mevcuttur (82).
2.2.8.2. Standart duyarhhk testleri
2.2.8.2.1. Manuel yontemler

Standart antimikrobiyal duyarlilik testlerinin basinda gelen yontem Kirby-Bauer disk
difizyon (DD) testidir. Duyarliligi tanimlanmak istenen bakterinin CLSI ve EUCAST
onerileri dogrultusunda hazirlanan standart inokillumu, MHA vyiizeyine yayilir ve belirli
konsantrasyonda kolistin igeren disk yerlestirilir. 35 + 2 °C’de, 16-24 saat inkiibasyon sonrasi
zon cap1 degerlendirilir. MIK degeri &lgiim imkami yoktur. Yontemin ucuz ve kolay
uygulanabilir olmasi biiyiik avantaj saglasa da, kolistinin agara difiizyonunun zayif ve yavas
olmasi sebebiyle, bakteri suslarinin bu ilaca karst duyarhiliklarinin belirlenmesinde DD testi
giivenilir bulunmamaktadir. Bakteri inokilumun yayildigit MHA yiizeyine disk yerine,

0,016’dan 256 pg/ml’ye kadar konsantrasyonlarda kolistin iceren seritlerin yerlestirildigi
20



gradiyent test yontemi de manuel standart antimikrobiyal duyarlilik testlerindendir. Bu
yontemle MIK degeri hesaplanabilir. Goreceli olarak bir miktar pahali fakat kolay
uygulanabilir bir yontemdir. Ancak DD ile benzer sebeplerden, kolistin duyarlilig:
belirlenmesi amaciyla kullanimi uygun bulunmamistir (32). DD yontemi igin siklikla VME
oranlar1 yiiksek saptanmis ve kolistin duyarlilig1 belirlenmesi i¢in uygun bir yontem olmadigi
diistiniilmustiir (14, 83). Gradiyent test igin ise VME ve EA oranlarinin farklilik gosterebildigi
caligmalar mevcuttur (14, 83, 84). CLSI ve EUCAST her iki yontemin de kolistin duyarlilig
saptanmasinda kullanilamayacagini belirtmektedir (11, 13).

DD ve gradiyent test yontemlerinde inhibisyon zonlar1 igerisinde bakteri kolonisi
goriilmesi heterorezistan suslar i¢in bir alarm seklinde yorumlanabilmektedir. Bu iki yontem
heterorezistansin saptanmasinda PAP’a bir alternatif olarak kullanilabilmektedir (6, 77).
2.2.8.2.2. Otomatize sistemler

Manuel duyarlilik yontemlerine kiyasla sensitivitenin artirilmasi, sonug siirelerinin
kisaltilmasi ve yanliligin azaltilmasi amaciyla otomatize AST sistemleri gelistirilmistir.
VITEK®2 (BioMérieux, Marcy I'Etoile, Fransa) yar1 otomatize bir sistemdir. Kolistinin 0,5’ten
16 pg/ml’ye kadar iki kat seri konsantrasyonlarini igeren plastik reaktif kartlar kullanilir.
Kisaltilmig bir inkiibasyon siiresi (4-10 saat) boyunca bakteri liremesi izlemini yapar. Hizli
tanima ve AST’yi birlestiren bir yontemdir. BD Phoenix™ (Becton Dickinson, Le Pont de Claix,
Fransa) sistemi ise 1°’den 4 pug/ml’ye kadar iki kat seri kolistin konsantrasyonlar1 bulunduran
bir sistem olup, biiyiik bir inkiibatér ve okuyucuya sahiptir. Okuma 6-16 saat inkiibasyon
stirecinde oksidasyon-rediiksiyon gostergelerine gore yapilmaktadir. Bir diger otomatize
sistem olan MicroScan WalkAway (Beckman Coulter, San Diego, CA, ABD), 2 ve 4 ug/ml
konsantrasyonlarda kolistin igeren standart mikrodiliisyon plaklarini kullanan bir sistemdir.
Manuel inokiilasyon sonrasi cihazda 4-18 saat inkiibasyon sirasinda florometrik okuma
gergeklestirilir (85).

Otomatize sistemlerin MIK araliklarimin degisken olmasi ve calismalarin ¢ogunda
VME oranlarinin  kabul edilebilir diizeyden yiliksek olmast kolistin duyarliliginin
degerlendirilmesinde kullanimlarimi kisitlayan etmenlerdir (16, 17, 86).
2.2.8.3. Kolistin siv1 disk eliisyon yontemi (CBDE)

Kolistin duyarliligi saptanmasi amactyla yakin zamanda denenmeye baglanmis bir
yontemdir. Degerlendirilecek her bir bakteri susu i¢in dort adet steril tiipe 10’ar ml CA-MHB
hazirlanir. Tiplere 10 pg kolistin disklerinden sirasiyla 0, 1, 2, 4 adet atilir ve oda
sicakliginda 30 dakika bekletilir. Boylelikle ilk tlip tireme kontrolii olacak sekilde, diger
tiplerde sirasiyla 1, 2, 4 pg/ml kolistin konsantrasyonu elde edilir. CLSI &nerileri

dogrultusunda hazirlanan bakteri inokiilumu tiiplere eklenir ve 35 + 2 °C’de 16-20 saat
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inkiibasyon sonrasi degerlendirme yapilir. Bulanikligin olmadig: ilk tiipiin konsantrasyonu
MIK degeri olarak belirlenir (87). Disk eliisyon ydnteminin referans yontem ile iyi uyum
gosterdigini ve VME oranlarinin diisiik oldugunu gosteren ¢aligmalar mevcuttur (88,89).
Uygulanabilirliginin BMD’ye kiyasla daha kolay olmasi yontemin avantajidir (87). CLSI,
Enterobacterales tiyesi bakteriler ve P. aeruginosa ‘da kolistin duyarliliginin belirlenmesi igin,
bu yontemin BMD alternatifi olarak kullanimini uygun gérmektedir (13).
2.2.8.4. Hizh kalitatif yontemler

MIK degeri belirlemeden, kisa siirede duyarlilik durumunu tanimlamak amaciyla
gelistirilmis testlerdir. Hizli Polimiksin Nordmann-Poirel Testi (Elitech Microbio, Signes,
Fransa) bakterilerin glukozu metabolize ederken olusan pH degisimlerinin izlemi ile kolistinin
duyarliliginin saptanabilmesini amaglayan bir yontemdir. pH’daki diisiis, indikator olarak
kullanilan fenol kirmizisi sayesinde, testin uygulandigi kuyucuklarda renk degisimi meydana
getirir. Uygun metabolitler ve kolistin siilfat tozu ile hazirlanan reaktif soliisyonlar igerisine
bakteri inokiillumlar1 eklenir. Kolistine duyarli suslarin metabolik aktivite gosterememesi ve
renk degisikligi olmamasi; kolistine direngli suglarin ise glukozu metabolize ederek ortam
pH’ m1 asidiklestirmesi ve renk degisikligi goriilmesi beklenir. Yontem ortalama iki saat
icerisinde sonug verebilmektedir. Maliyet etkin bir yontem oldugu diistiniilmektedir. Testin
duyarhlik ve o6zgiilligli yiiksek saptanmasina karsin heterorezistan suslar1 atlama riski yiiksek
goriilmistiir (90, 91). Bir diger kalitatif test olan Micromax Testi (Halotech DNA SL, Madrid,
Ispanya) ise A. baumannii suslar1 iizerinde tanimlanip calisilmis olup, kolistin varliginda
bakteri hiicresinde meydana gelen niikleik asit ve hiicre duvar hasarinin saptanmasi prensibine
dayanir. DNA fragmanlar1 florokrom boyalar ile isaretlenir. Kolistine direngli suslarda
floresans goriilmemesi beklenir. 3-4 saatte sonuglar alinabilir. Hizli Polimiksin Nordmann-
Poirel Testi’ne benzer sekilde duyarlilik ve 6zgiilligii yiiksek bulunmus, ancak direng tipini
belirlemede yetersiz goriilmiistiir (6).
2.2.8.5. Segici besiyerleri ile kiiltiir

Kolistine direngli suslarin belirleyebilen bir kiiltiir ortam1 olusturabilmek amaciyla
cesitli yontemler denenmistir. Selektif olmayan besiyerlerine, gram pozitif bakteri
kontaminasyonunu onleyecek antibiyotikler ve kolistin ilavesiyle denemeler yapilmistir. Bu
yontemler Serratia marcescens ve Burkholderia cepacia gibi kolistine dogal direngli bakteri
suslarinin taranmasi igin uygun bulunsa da, diisiik diizey direng goésteren suslari, 6zellikle
plazmid aracili direnci yakalayamadiklar1 goriilmiistiir. Bu eksilikleri giderebilmek amaciyla
SuperPolimiksin (Elitech Microbio, Signes, Fransa), CHROMagar™ COL-APSE, ChromID
Colistin R (bioMérieux, Marcy 1'Etoile, Fransa), Luria-Bertani ve Lucie-Bardet-Jean-Marc-

Rolain (LBJMR) besiyerleri gelistirilmistir. Farkli selektif olmayan ortamlara, degisik
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miktarlarda kolistin eklenerek olusturulan bu besiyerlerinin, direngli suslar1 saptamada
duyarliliklart yiiksek bulunmustur. CHROMagar™ COL-APSE besiyerinin non-fermantatif
bakterilerdeki direnci saptamasmin SuperPolimiksin’e kiyasla daha etkili oldugu
gosterilmistir (92-95).

2.2.8.6. Fosfoetanolamin transferaz aktivitesini saptayan yontemler

Mikroorganizmalar1 kiitle/ylik oranmindan faydalanarak tanimlamaya imkan saglayan
MALDI-TOF MS cihaz ile uygulanan MALDIXxin testi, kolistin direnci varliginin arastirilmasi
ve diren¢ mekanizmasinin tanimlanabilmesi amaciyla gelistirilmis yontemlerden biridir.
Yontem ilk olarak E. coli suslarinda ¢alisilmistir (96). Gram negatif bakteri hiicre duvari
eleman1 olan Lipid A’nin MALDI-TOF MS ile degerlendirmede belirli bir degerde pik
olusturdugu belirlenmistir. Kolistin direnci bulunan bakteri suslarinda, LPS yapisina eklenen
karbonhidrat gruplarinin varligin1 gésteren baska bir pik daha goriilmiistiir. Bu pik, o bakteri
susunda kolistine karsi direng ile iliskilendirilmistir. Ancak s6z konusu ikinci pik var olan
direncin kaynaginin kromozomal ya da plazmid aracili oldugunu belirlenmesi i¢in yetersizdir.
Degerlendirilen susta MCR proteini (fosfoetanol transferaz enzimi) varliginda tigiincii bir pik
daha izlenmis ve direncin plazmid aracili oldugu sonucuna varilmistir. Test, sonrasinda diger
bakteri tiirleri iizerinde de denenmistir. Lipid A’nin orijinal halinin ve diren¢ gelisimi
saglayan modifikasyonlarmin pik degerleri bakteri tlirleri arasinda farklilik gdstermektedir.
Test ile 15 dakikada kolistin diren¢ varliginin saptanabilmesi ve direng mekanizmasina dair
bilgi edinilebilmesi en biiylik avantajlaridir. Cihazin tiim mikrobiyoloji laboratuvarlar1 i¢in
ulagilabilir olmamasi ise testin yaygin kullanimini engelleyen bir durumdur (96, 97).

Kolistin MAC testi, ¢inko selatéleri varliginda, bir ¢inko metalloproteinaz olan
MCR’nin inhibisyonunun gosterilmesi prensibine dayanir. Dipikolinik asit varliginda
kolistinin MiK degerlerinde azalma meydana gelmesi, bakteri suslarinda MCR proteininin
varligimmi ve dolayisiyla bu suslarin plazmid aracili kolistin direng genine sahip olduklarini
diistindiirmustiir (98).
2.2.8.7. Genotipik yontemler

Diren¢ genlerinin veya direng gelisimine sebep olan gen mutasyonlarinin
belirlenmesinde hassas yontemlerdir. Fenotipik yoOntemleri tamamlayici niteliktedir ve
dogrulama saglar. Kolistine karsi kromozomal genler araciligiyla gelisen direng TCS’leri ve
bunlara etkili bircok gen bolgelerini icerdiginden, bu sistemlerdeki mutasyonlarin
saptanabilmesi aktarilabilen bir diren¢ geninin saptanabilmesine oranla daha karmagik
olmaktadir. Bu mekanizmalarin ve mutasyona ugrayan genlerin (siklikla phoP, phoQ, pmrA,

pmrB ve mgrB) tanimlanmasi i¢in tiim genom sekanslama (WGS) yapilmasi gereklidir (6).
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Plazmid aracili kolistin direng genlerinin (mcr) saptanmasinda altin standart
yontemler konvansiyonel polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve WGS’dir. Konvansiyonel
PCR ile her reaksiyonda tek bir tip mcr saptanabilirken, WGS tiim direng genlerinin
dizilenmesini saglar. Bu iki yontem diginda multipleks PCR (M-PCR), RT- gPCR, mikroarray
ve Loop Aracili izotermal Amplifikasyon (LAMP) yontemleri de mcr genlerinin tespiti
amaciyla kullanilabilmektedir (6, 95).

M-PCR sistemleri siklikla mcr ve karbapenem direng genlerini tespit edecek sekilde
dizayn edilmektedir. Giiniimiizde mcr-9’a kadar olan mcr tiplerini saptayabilen yontemler
gelistirilmistir. Bu dogrultuda gesitli ticari multipleks PCR Kitleri de kullanima sunulmustur.
Ornegin, Amplidiag Carba-R+ MCR (Mobidiag, Espoo, Finlandiya) ve AusDiagnostic MT
CRE EU (AusDiagnostics, Chesham, Birlesik Krallik) testleri karbapenemaz ve mcr-1/-2
genlerini saptamak amaciyla gelistirilmis testlerdir (95, 99, 100).

mcr genlerinin tespiti i¢in gelistirilen RT-PCR yontemleri dsDNA baglayici bir boya
olan SYBR yesili veya floresan 1s1ma saglayan TagMan® probu kullanilarak uygulanabilir.
SYBR yesili kullanilan yontemlerle mcr-5’e kadar olan mcr genlerinin degerlendirildigi,
TagMan® probu kullanilanlarda ise mcr-1’den mcr-8’e kadar olan genlerin saptanabildigi
sistemler gelistirilmistir. RT-PCR yontemlerinin duyarlibk ve Ozgiilliikleri basarili
bulunmustur (95).

Reaksiyonun siirekli ayni sicaklikta gerceklestigi bir yontem olan LAMP yontemi,
mcr-1 geninin saptanmasi amaciyla denenen yontemlerden birisi olmustur. LAMP prensibiyle
calisan Eazyplex SuperBug mcr-1 (Amplex Biosystems Gmbh, Giessen, Almanya) kitinin 20
dakika gibi kisa bir siire igerisinde mcr-1 genini saptayabildigi gosterilmistir. Ayrica testin
calisildig1 cihazin mobil olabilmesi ve 4 saat enerji kaynagina ihtiyag duymadan calisabilmesi
avantajlar1 olarak degerlendirilmistir. Testin kisitliliklar1 ise saatte maksimum alt1 6rnek
calisilabilmesi, yalnizca mcr-1 genini tespit edebilmesi ve dogrudan klinik 6rneklerden
denenmemis olmasi olarak belirlenmistir (101). Kitin kisitliliklarini azaltabilmek amaciyla
caligmalar yapilmig, mcr-2 ve mcr-5 igin ikili ve mcr-1, mcr-3 ve mcr-4 igin tgliic LAMP
yontemleri gelistirilerek bes adet mcr geni saptayabilir hale getirilmistir. Yontemin duyarliligi
konvansiyonel PCR’ye gore 10 kat fazla bulunmustur (102).

“Gen ¢ipi” olarak adlandirilan ve ayni anda binlerce genin ekspresyon diizeyinin
izleme olanak taniyan mikroarray yontemi kullanilarak gelistirilen CT103XL testi ESBL,
karbapenemaz genleri ile birlikte mcr-1 ve mcr-2 tespiti i¢in de denenmis, duyarlilik ve

ozgilligil yiiksek bulunmustur. Ayni anda 24 ornek test edilebilmekte ve 6,5 saatte sonuglar
elde edilebilmektedir (103).
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Giincel molekiiler yaklagimlarda en hassas yontem, yeni nesil dizileme teknikleridir.
Kisa gen boélgeleri dizilemesi saglayabilen Illumina (Illumina Inc., San Diego, CA, ABD) ve
daha uzun dizileme imkan1 saglayabilen PacBio RS Il (Pacific Biosciences, Menlo Park, CA,
ABD) bu amag¢ i¢in gelistirilmis sistemlerdir. Sistemler araciligiyla elde edilen diziler
birlestirilerek genom olusturulur ve referans veri tabanlari ile karsilagtirilarak haritalama
yapilir. Boylelikle bir bakteri hiicresindeki tiim genomun dizilenmesi ve barindirdigi tiim
direng genleri tespit edilebilir. Yeni genlerin saptanabilmesi igin veri tabanlarinin siirekli
giincellenmesi gerekliligi testler icin bir kisithlik olustursa da, fenotipik yontemlerle

belirlenen direncin dogrulanmasi i¢in son basamak olarak kabul edilirler (6).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Calisma tasarimi

Sunulan bu ¢alisma referans yontemle karsilastirmali olarak alternatif yontemlerin
kullanilabilirligini test etmesi nedeniyle metodolojik ozelliktedir. Bagimli degiskenler
kullanilacak olan yontemlerle elde edilen kolistin duyarlilik sonuglari; bagimsiz degiskenler
ise ¢aligmaya dahil edilen Klebsiella pneumoniae suslaridir.

3.2. Calisma grubu

Calismaya, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali Bakteriyoloji Laboratuvari’na, Ekim 2019-Aralik 2021 arasinda kabulii yapilan kan
kiiltiirii 6rneklerinde iireyen 151 K. pneumoniae susu dahil edildi. Orneklem biiyiikliigii, daha
once yapilmig ¢alismalardaki kolistin direng prevalanslari temel alinarak, NCSS data PASS
programi ile %95 (+10) giiven araliginda hesaplandi. Tekrarlayan K. pneumoniae iiremesi
olan kan kiiltiirlerinden yalnizca ilk drnekler ¢calismaya dahil edildi.

EUCAST onerileri dogrultusunda her test igin kontrol grubu olarak, kolistine direngli
mcr-1 pozitif E. coli NCTC 13846 (MIK hedefi:4 pg/ml, MiK araligi 2-8 pg/ml) ve kolistine
duyarli E. coli ATCC 25922 (MiK hedefi:0,5-1 pg/ml, MIK arahgi 0,25-2 pg/ml) suslart
kullanild1 (11, 104).

3.3. Kiiltiir ve tammlama

Laboratuvara kabulii yapilan kan kiltiirii siseleri, inkiibasyon i¢in bes giin siireyle
VersaTREK® System (Thermo Fisher Scientific, Cleveland, OH, ABD) kan kiiltiir cihazina
yerlestirildi. Bes gilin icinde sinyal veren siseler cihazdan ¢ikarilarak, %5 koyun kanli agar
(KKA) ve eozin metilen blue (EMB) agara ekimleri yapildi. Plaklar 37 °C’de 48 saat inkiibe
edildi. Her iki besiyerinde de iireyen gram negatif bakteriler, MALDI-TOF teknolojisini
kullanan VITEK® MS (bioMérieux, Marcy 1'Etoile, Fransa) cihazi ile identifiye edildi.

3.4. Bakteri suslarimin saklanmasi ve canlandirilmasi

K. pneumoniae olarak tanimlanan ve galismaya dahil edilmesi planlanan bakteri
kolonilerinden %5 KKA’da saf kiiltiirler elde edildi ve uygun besiyerlerine stok yapilarak -80
°C’de saklandi. Calisma giintinden bir giin 6nce dondurucudan ¢ikarilan izolatlar %5 KKA’da
37 °C’de 24 saat inkiibe edilerek taze kiiltiirler hazirlandi.

3.5. Antibiyotik duyarhlik testlerinin uygulanmasi
3.5.1. Referans BMD yonteminin uygulanmasi
Yontem, ISO 20776-1 standartlar1 temel alinarak hazirlanan CLSI MO7 rehberi

yonergeleri dogrultusunda uygulanmigtir (78).
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3.5.1.1. CA-MHB besiyerinin hazirlanmasi

Uretici firmanm talimatlarma uygun olarak, 22 mg CA-MHB tozu (Sigma-Aldrich,
ABD) ve 1000 ml distile su orani korunacak sekilde 500 ml ¢6zelti hazirlandi. Etken madde
tamamen homojen ¢oziindiikten sonra 121 °C’de 10 dakika otoklavlandi. Oda sicakligina
geldiginde kullanildu.
3.5.1.2. Antibiyotik stok soliisyonunun hazirlanmasi

Antibiyotik stok soliisyonu >19,000 IU/mg kolistin siilfat (Sigma-Aldrich, ABD)
kullanilarak hazirlandi (iiriiniin potensi iretici firma tarafindan 22986 1U/mg olarak
ol¢iilmiistiir). Agirlik (mg) = Hacim (ml) x Istenilen konsantrasyon (ug/ml) / Potens (pg/mg)
formiilii kullanilarak 3 ml distile su igerisinde 13,7 mg kolistin stilfat ¢oziildii ve 5120 pg/ml
konsantrasyonda stok soliisyonu hazir hale getirildi. Birer ml hacimde steril tiiplere boliinerek
-20 °C’ye kaldirildi.
3.5.1.3. Bakteri inokiilumunun hazirlanmasi

%35 KKA’da 18-24 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasi, hazirlanan taze kiiltiirlerden
serum fizyolojik iginde 0,5 McFarland (108 cfu/ml) yogunlugunda bakteri siispansiyonu
hazirland1. Ol¢iim i¢in dansitometre kullanildi. Hazirlanan siispansiyondan 50 pl almarak
4950 pl serum fizyolojik iginde diliie edildi. Ardindan son yogunlugu 10° cfu/ml
konsantrasyon olan bu ¢dzeltiden 5x10* cfu igerecek sekilde 50 ul almarak mikroplaklara
inokiile edilmesi planlandi.
3.5.1.4. Yontemin uygulanisi

Uygulama 96 kuyucuklu, U tabanli mikroplaklar igerisinde gerceklestirildi.
Hazirlanan CA-MHB besiyerinden tim kuyucuklara 50 ul dagitildi. Daha once hazirlanip
stoklanmig antibiyotik soliisyonu oda sicakligina getirildi. 5120 ug/ml konsantrasyondaki
soliisyonun 1 ml’si 9 ml CA-MHB iginde diliie edilerek 512 pg/ml konsantrasyonda
antibiyotik soliisyonu elde edildi. Hazirlanan bu soliisyondan 50 pl alinarak mikroplaklarin ilk
yedi satirinin, ilk kuyucuklarina eklendi. Ardindan ilk kuyucuklardan 50’ser upl ikinci
kuyucuklara aktarildi ve bu islem 11. kuyucuga kadar devam ettirildi. Son olarak 11.
kuyucuktan c¢ekilen 50 pl atildi. Boylelikle son satir hari¢ ilk kuyucuklarda 256 pg/ml, 11.
kuyucuklarda 0,25 pg/ml konsantrasyon olacak sekilde kolistinin iki kat seri diliisyonlari
hazirland: ve tiim kuyucuklarin son hacmi 50 pl oldu. Her plakta 12. kuyucuklar tireme
kontrolii olarak kullanilacagi i¢in antibiyotik eklenmedi. Plaklarin uygulamaya
hazirlanmasinin ardindan her bakteri i¢in, bir satirin tiim kuyucuklarina 5x10* cfu bakteri
iceren inokiilumdan 50’ser pl eklendi. Béylece 5x10* cfu/kuyucuk (5x10° cfu/ml) bakteri
konsantrasyonu saglandi. Son satirlarin sterilite kontrolii olarak kullanilmasi planlandigindan

yalnizca besiyeri igerecek sekilde birakildi. inokulumlarin eklenmesiyle kuyucuklardaki
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hacim iki katina ¢iktig1 i¢in, son kolistin konsantrasyonlar1 ilk kuyucuklarda 128 ng/ml, 11.
kuyucuklarda 0,125 pg/ml olacak sekilde seri diliisyonlar elde edildi. Kapagi kapatilan
mikroplaklar 37 °C etiivde 18-20 saat inkiibasyona birakildi.
3.5.1.5. MiK degerlerinin belirlenmesi

Inkiibasyon siiresi sonrasi etiivden ¢ikarilan plaklarin her biri igin ilk olarak iireme
kontrolii olarak belirlenen 12. kuyucukta bakteri liremesi oldugu ve sterilizasyon kontrolii
olarak belirlenen son satirda kontaminasyon olmadigi teyit edildi. Ardindan gozle okuma
gerceklestirildi. Her bakteri i¢in iiremenin (kuyucukta bulaniklagmanin) goriilmedigi ilk
konsantrasyon degeri MIK olarak belirlendi.
3.5.2. Otomatize sistem VITEK® 2 ile kolistin duyarlihginin belirlenmesi

Bakteri suslarinin tanimlamasi yapildiktan sonra, laboratuvarda otomatize sistemle
degerlendirilmesi uygun olan antibiyotiklerin duyarhiliklarinin belirlemesinde rutin olarak
uygulanan yontem, tiretici firmanin onerileri dogrultusunda gercgeklestirildi. Her bakteri i¢in 3’er
ml serum fizyolojik igerisine, dogrudan koloni siispansiyonu yontemi ile 0,5 McFarland
yogunlukta bakteri siispansiyonu hazirlandi. Bu siispansiyondan 145 pl alinarak 3 ml serum
fiyolojik igerisinde diliie edildi. Ardindan tiipiin igerisine gram negatif AST-N325 Karti
koyularak VITEK® 2 Compact (BioMérieux, Marcy I'Etoile, Fransa) cihazina yerlestirildi. 8-18
saatlik siire sonrasi cihazin <0,5 ile >16 pg/ml arasinda belirledigi MiK degerleri ve duyarlilik
sonuglar1 kaydedildi.
3.5.3. BMD temelli ticari Sensititre™ yénteminin uygulanmasi

Yontem iiretici firmanin Onerileri dogrultusunda c¢alisildi. Canlandirilan bakteri
suslarindan 0,5 McFarland standartlarinda inokiilum hazirlandi. Bu inokiilumun 10 upl’si
Sensititre™ (Thermo Fisher Scientific, Cleveland, OH, USA) kit igeriginde hazir gelen 11 ml
CA-MHB igeren tiipe aktarildi ve homojen karisma saglanmasi i¢in tiip alt iist edildi.
Ardindan 30 dakika igerisinde, her satir i¢in ilk kuyucukta 0,125 pg/ml ve 11. kuyucukta 128
pg/ml konsantrasyonda olmak iizere kolistinin iki kat seri diliisyonlar1 hazir halde bulunan
mikroplaklara CA-MHB i¢inde hazirlanan inokiilumdan 50’ser ul eklendi. Antibiyotik
icermeyen 12. kuyucuklar tireme kontrolii olarak kullanildi. Bir plakta toplam sekiz bakteri
susunun kolistin duyarlilig1 degerlendirilmek {iizere, plaklarin iizeri yapigskan seffaf bantlarla
kapatilarak 37 °C etiivde 18-24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi etiivden
cikarilan plaklarda oncelikle 12. kuyucuklardaki tireme varligt kontrol edildi. Ardindan
goriiniir bakteri {iremesinin olmadig1 ilk degerler MiK olarak belirlendi.
3.5.4. Kolistin siv1 disk eliisyon yonteminin (CBDE) uygulanmasi

Her bakteri susu i¢in 10 ml hacminde CA-MHB besiyeri igeren dort adet steril cam

tip hazirlandi. Tiiplerin ilki iireme kontrolii olarak kullanilmak iizere bos birakildi. Diger
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tiiplere 10 pg kolistin disklerinden (Oxoid, Ingiltere) sirasiyla 1, 2 ve 4 adet atilarak, tiipler 30
dakika oda sicakliginda bekletildi. Tiiplerdeki kolistin konsantrasyonlarinin sirasiyla 0, 1, 2 ve
4 ng/ml olmasi saglandi. Bu siire sonunda ¢alisma i¢in canlandirilan bakterilerden hazirlanan
0,5 McFarland konsantrasyondaki inokiilumlardan 50’ser pl tiiplere eklendi ve tiipler diisiik
hizda vortekslendi. Boylelikle yontem i¢in referans alinan c¢aligmada belirtildigi tizere her
tiipte 7.5x10° CFU/ml bakteri konsantrasyonu elde edildi (87). Tiipler 37 °C etiivde 16-20
saat inkiibasyon sonrasi degerlendirildi. Bakteri tiremesinin (bulanikligin) olmadig: ilk tiipiin
icerdigi konsantrasyon, MIK degeri olarak belirlendi.
3.5.5. Gradiyent test yonteminin uygulanmasi

Dogrudan  koloni  siispansiyonu  yontemiyle hazirlanan 0,5 McFarland
yogunlugundaki bakteri inokiilumu, steril pamuklu ekiivyonla fazla suyu birakilacak sekilde
alinarak, oda sicakligina getirilmis Mueller-Hinton agar yiizeyine, 60 derecelik agilarla ii¢
kere yayild1 ve son olarak ekiivyon plak ¢evresinde gezdirildi. ETEST" stripleri (BioMérieux,
Marcy I'Etoile, Fransa) yiizeye yerlestirilmeden once 3-5 dakika nemin agar yiizeyinden
absorbe olmasi beklendi. Ardindan dondurucudan cikarilip oda sicakligina gelen gradiyent
test seritleri ince bir penset yardimiyla, ilk olarak diisiik konsantrasyonlu u¢larindan agara
temas edecek sekilde besiyerinin yiizeyine yerlestirildi. Plaklar 15 dakika igerisinde 37 °C
etiive kaldirildi. 16-20 saat inkiibasyon sonrasi ¢ikarilan plaklar, aydinlik bir ortamda, koyu
renkli zemin {izerinde degerlendirildi. Inhibisyon zonunun gradiyent test seridine temas ettigi
konsantrasyon degeri, MIK olarak belirlendi. Bu yéntemin temel uyumunun
degerlendirilebilmesi igin testin MIK 6l¢iim araligi (0,094-32 ug/ml), BMD diliisyonlarina
gore uyarlandi.
3.5.6. Real Time PCR yontemi ile mcr genlerinin saptanmasi
3.5.6.1. Niikleik asit izolasyonu

Calisma grubundaki bakterilerden niikleik asit izolasyonu kaynatma ve sonikasyon
yontemlerinin kombinasyonu ile gergeklestirildi. 1,5 ml’lik Eppendorf tiiplere birer ml fosfat
buffer salin (PBS) dagitildi. %5 KKA’da canlandirilan bakterilerden bir 6ze dolusu alinarak
tiiplere eklendi ve karisim homojen hale gelene kadar vortekslendi. 14.000xg’de 15 dakika
santrifiij sonrasi ist sivi atildi. Peletlerin iizerine 300°er ul PBS eklendi ve vortekslendi.
Ardindan tiipler 95 °C su banyosunda 20 dakika bekletildi. Siirenin sonunda sonikatore
aktarildi ve 15 dakika sonikatorde tutuldu. 14.000xg’de 10 dakika santrifiij sonrasi iist siv1
PCR’de kullanilmak iizere steril tiiplere alindi.
3.5.6.2. PCR reaksiyonunun kurulmasi

mcr genlerinin saptanmasi amactyla mcr-1’den mcr-8’e kadar degerlendirme imkani

saglayan, Kolistin Direnci Real-Time PCR Tespit Kiti (Biocksen Ar Ge Teknolojileri A.S.,
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Istanbul, Tiirkiye) kullanildi. Uretici firmanin &nerileri dogrultusunda soguk blok iizerinde,
ornek basma 5 pl DNA polimeraz, dNTP karisimi ve reaksiyon tamponu karigimi igeren
“Prime gPCR Mix” ve 2,5 pul saptanmasi hedeflenen gen bolgesinin primerlerini igeren “Oligo
Mix” olacak sekilde hesaplanarak PCR karisimi hazir hale getirildi. Kitin icerisinde her mcr
tipi i¢in ayr1 “Oligo Mix” bulunmasi sebebiyle her gen i¢in ayr1 PCR karigimi hazirlandi.
Soguk blok iizerinde, her tiipte 7,5 pl karisim olacak sekilde PCR tiiplerine dagitim yapildi.
Calisma grubundaki bakterilerden izole edilen niikleik asitleri igeren soliisyonlardan 2,5 ul
tiplere eklenerek, her tiipte 10 ul reaksiyon hacmi elde edildi. Kit igeriginde bulunan
negatif/pozitif kontroller ve kontrol suslarindan (E. coli NCTC 13846 ve E. coli ATCC
25922) izole edilen niikleik asitler her reaksiyonda ¢alisildi. “Oligo Mix’”’lerin igerdigi, hedef

gen bolgelerinin primer dizileri Tablo 1.’de gosterilmistir.

Tablo 1. Hedef gen bolgelerinin primer dizileri

Primer dizileri

F* R**

mcr-1 AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC AGATCCTTGGTCTCGGCTTG

mcr-2 CAAGTGTGTTGGTCGCAGTT TCTAGCCCGACAAGCATACC

mcr-3 | AAATAAAAATTGTTCCGCTTATG AATGGAGATCCCCGTTTTT

Hedef | mcr-4 TCACTTTCATCACTGCGTTG TTGGTCCATGACTACCAATG

gen | mcr-5 ATGCGGTTGTCTGCATTTATC TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG

mcr-6 GTCCGGTCAATCCCTATCTGT | ATCACGGGATTGACATAGCTAC

mcr-7 TGCTCAAGCCCTTCTTTTCGT TTCATCTGCGCCACCTCGT

mcr-8 AACCGCCAGAGCACAGAATT TTCCCCCAGCGATTCTCCAT

F*: “forward” primer dizileri

R**: “reverse” primer dizileri

3.5.6.3. Orneklerin cihaza yiiklenmesi ve reaksiyonun baslatiimasi

PCR dongiileri i¢in Roto-Gene Q (Qiagen Inc., Hilden, Almanya) cihazi kullanild.
Soguk blok {izerinde taginan 6rnekler cihaza yerlestirildi. Cihaza baglh bilgisayarda, PCR kiti
tireticisinin Onerileri dogrultusunda, 95 °C’de 5 dakika denatiirasyon, ardindan 95 °C’de 10
saniye ve 60 °C’de 40 saniye 40 dongii olacak sekilde diizenlendi ve ¢alisma baslatildi.
3.5.6.4. Sonug¢larin yorumlanmasi

Sonuglar degerlendirilirken kit kullanim kilavuzunda onerildigi iizere; “Dynamic
Tube” etkin, “Slope Correct” pasif, “Outlier Removal” sifir ve “Threshold” 0,02 olarak
ayarlandi. Kontrollerin tamaminin ¢alisip ¢alismadigr degerlendirildi. Testin gegerli oldugu
teyit edildiginde Orneklerin degerlendirilmesine gecildi. Amplifikasyon egrilerinin sekli
degerlendirilerek sigmoidal egriler pozitif, diiz ¢izen ya da sigmoidal olmayan egriler negatif
olarak kabul edildi.
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3.6. Istatistiksel parametreler

Karsilagtirmali tablolarin hazirlanmasi ve istatistiksel analiz i¢in IBM SPSS Statistic
Data Editor programinin 27.0 siirimii kullanildi. Alternatif olarak kullanilma durumu
arastirtlan yontemler, referans yontem ile dort gozlii gapraz tablolarda kiyaslanarak, her test
icin duyarlilik (testin direngli suslar1 saptayabilme yiizdesi), 6zgilliik (testin duyarli suslar
saptayabilme yiizdesi), pozitif prediktif deger (PPD) (yeni yontemle direngli bulunan suslarin
yiizde kagmin referans yontemle de direngli bulundugu) ve negatif prediktif deger (NPD)
(yeni yontemle duyarli bulunan suslarin yiizde kaginin referans yontemle de duyarh
bulundugu) hesaplandi. Referans yontemin duyarlilik kategorisi (duyarli, direngli) ile test
edilen yontemin duyarlilik kategorisinin uyumunu ifade eden kategorik uyum (CA) oranlari
degerlendirildi. Ayrica referans test ile kolistine duyarli bulunan suslardan alternatif yontemin
direngli saptadiklarinin orani olarak tanimlanan biiylik hata (ME) ve referans yontem ile
kolistine direncli saptanan suslardan alternatif yontemin duyarh saptadiklarinin orani seklinde

tanimlanan ¢ok biiyiik hata (VME) degerleri hesaplandi.

Tablo 2. Istatistiksel parametrelerin hesaplanmas igin olusturulan ¢apraz tablo

ALTIN STANDART
YONTEM
DIRENCLI (n) | DUYARLI (n) | Toplam
YENI YONTEM | DIRENCLI (n) a b at+b
DUYARLI (n) c d c+d
Toplam a+c b+d a+b+c+d

n: tamimlanan gruplarda bulunan bakteri susu sayisi

Her alternatif test i¢in olusturulan ¢apraz karsilastirma tablolarinin sablonu Tablo
2.’de gosterilmistir. Tanimlanan istatistiksel parametreler bu tablo iizerinden asagidaki
formiilasyonlar ile hesaplandi:

1) Duyarlilik: (a/ (a+c)) x 100

2) Ozgiilliik: (d / (b+d)) x 100

3) Pozitif prediktif deger: (a / (at+b)) x 100

4) Negatif prediktif deger: (d / (c+d)) x 100

5) Kategorik uyum (CA): ((a+d) / (a+b+c+d)) x 100

6) Biiyiik hata (ME): (b / (b+d)) x 100

7) Cok biiyiik hata (VME): (¢ / (a+c)) x 100
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Listelenen parametreler disinda, karsilastirmaya alinan testlerden, MIK 6lciim
araliklar1 uygun olan Sensititre™, VITEK®2 ve ETEST" i¢in; bu yontemlerle saptanan MIK
degerlerinin, referans yontemle saptanan MIK degerleri ile =1 konsantrasyon degerine kadar
uyumu, anlamina gelen esansiyel uyum (EA) oranlar1 korelasyon tablolariyla incelendi. 1ISO
20776-2:2021 standartlarinda gore veri analizi yapilmis yakin zamanli ¢alismalar referans
almarak MIK degerlerinin tek yonlii olup olmadig1 agisindan bias degerlendirmesi yapildi
(105, 106). CBDE testinin saptayabildigi yalnizca iic MIK degeri (1, 2 ve 4 pg/ml) olmasi
sebebiyle bu yontem igin EA ve bias hesaplanmadi.

Elde edilen sonuglarin altin standart yonteme goére uyumu degerlendirilirken kabul
edilebilir CA, EA, ME ve VME oranlari, CLSI verilerine gore, sirasiyla >%90, >%90, <%3
ve <%]1,5 olarak; bias oranlar1 ise 1SO 20776-2:2021 standartlarina gore £%30 aralig1 olarak
belirlendi (105-107).

3.7. Etik Kurul

Calisma Ege Universitesi T1bbi Arastirmalar Etik Kurulu’nun 17.09.2020 tarihli, 20-

9.1T/18 numarali kararina gore etik kurallara uygun bulunmustur.
3.8. Biitce destegi
Calisma biitgesi Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii

tarafindan karsilanmistir (Proje no. 22130).

32



4. BULGULAR
Calismaya alman 151 K. pneumoniae susunun laboratuvarin rutin isleyisinde
calisilan antibiyotik duyarlilik sonuglar1 incelendiginde ESBL iireten suslarin orami %24,5
(n=37); karbapenem direngli suslarin oran1 %47,6 (n=72) olarak belirlendi (Sekil 4). Kolistin
duyarliliginin saptanmasinda altin standart olan BMD yontemi ile hastanemizde kan
kiiltiirlerinden izole edilen K. pneumoniae suslarinin, Ekim 2019-Aralik 2021 arasindaki
kolistin direnci prevalansi %16,6 olarak bulundu. ESBL pozitif suslarda kolistin direng orani

%2,7 (n=1), karbapenenem direng¢li suslarda ise %33,3 (n=24) olarak saptand.

ESBL (+)
%279 %245

KARBAPENEM
DIRENCLI

ESBL (-), KARBAPENEM
%47
7476 DUYARLI

Sekil 4. Suslarin genislemis spektrumlu beta laktamaz iiretim ve karbapenem direng oranlari

ESBL: genislemis spektrumlu beta laktamaz

Kullanilan standart suslarin MIiK degerleri altin standart yéntem ile E. coli NCTC
13846 ve E. coli ATCC 25922 i¢in 4 ve 1 ug/ml olarak belirlendi. Degerlendirilen
yontemlerin tamamu ile E. coli NCTC 13846 susu direngli, E. coli ATCC 25922 susu ise
duyarli bulundu. E. coli NCTC 13846 susunun test edilen yontemler ile saptanan MIK
degerleri Sensititre™, VITEK®2, ETEST" ve disk eliisyon i¢in sirasiyla 8, 8, 3 ve 4 pg/ml; E.
coli ATCC 25922’nin MIK degerleri ise 1, <0,5, 0,5 ve 1 pg/ml olup, BMD ile saptanan
degerler ile £1 konsantrasyon uyumu sagladi. RT-qPCR yontemi ile E. coli NCTC 13846
susunda mcr-1 pozitif saptanirken, E. coli ATCC 25922 susunda herhangi bir mcr geninin
varlig1 belirlenmedi.

BMD temelli ticari Sensititre™, ETEST® ve CBDE yontemleri, duyarhilik
kategorilerinin belirlenmesinde altin standart yontem ile birebir uyum gosterdi. Ug ydntem
icin de duyarlilik, 6zgiillik, PPD, NPD ve CA %100; ME ve VME oranlar1 sifir olarak
saptandi. Yontemlerin duyarlilik sonuglarinin BMD ile karsilastirilmalar1 Tablo 3, Tablo 4 ve

Tablo 5’te gosterilmistir.
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Tablo 3. Sensititre™ yontemi duyarlilik  sonuglarinin = sivi mikrodiliisyon
sonug¢lartyla karsilagtirilmasi
BMD
DIRENCLI (n) |DUYARLI (n)| Toplam
Sensititre™ | DIRENCLI (n) 25 0 25
DUYARLI (n) 0 126 126
Toplam 25 126 151

Nn: Tamimlanan gruplarda bulunan bakteri susu sayisi; BMD: Sivi mikrodiliisyon

Tablo 4. ETEST® yéntemi duyarlilik sonuglarinin sivi mikrodiliisyon sonuglariyla

karsilagtirilmasi
BMD
DIRENCLI (n) |DUYARLI (n) | Toplam
ETEST" DIRENCLI (n) 25 0 25
DUYARLI (n) 0 126 126
Toplam 25 126 151

n: tamimlanan gruplarda bulunan bakteri susu sayisi; BMD: Stvi mikrodiliisyon

Tablo 5. Kolistin siv1 disk eliisyon yontemi duyarlilik sonuglarinin sivi

mikrodiliisyon sonuglariyla karsilastirilmasi

BMD
DIRENCLI (n) | DUYARLI (n) | Toplam
CBDE DIRENCLI () 25 0 25
DUYARLI (n) 0 126 126
Toplam 25 126 151

n: tamimlanan gruplarda bulunan bakteri susu sayisi; BMD: Stvi mikrodiliisyon

CBDE: Kolistin siv1 disk eliisyon

Otomatize AST sitemi VITEK®2 sonuglar1 incelendiginde; BMD ile duyarli saptanan
bir susun VITEK®2 ile direncli, BMD ile direncli saptanan iki susun ise VITEK®2 ile duyarli
olarak saptandig1 goriildii (Tablo 6). Yontem i¢in duyarlilik %92, 6zgiilliik %99,2, PPD %95,8,
NPD 9%98,4, CA %98, ME 9%0,79 (n=1) ve VME %8 (n=2) olarak hesaplandi. Sonug¢larin
uyumsuz bulundugu {i¢ susun altin standart yontem ile saptanan MIK degerleri sirastyla 1, 4 ve 8
ug/ml; VITEK®2 ile >16, 2 ve <0,5 pg/ml idi. Calismada denenen diger duyarlihk
yontemlerininin bu suslarda saptadigi MiK degerleri ise Sensititre™ icin 1, 4, 32 pg/ml; CBDE
icin 1, 4, >4 pug/ml; ETESTi¢in 0,38, 4, 3 pg/ml olarak belirlendi.

34



Tablo 6. VITEK®2 duyarlilik sonuglarinin sivi mikrodiliisyon sonuglariyla

karsilastirilmasi
BMD
DIRENCLI (n) | DUYARLI(n) | Toplam
VITEK®2 | DIRENCLI (n) 23 1 24
DUYARLI (n) 2 125 127
Toplam 25 126 151

yontemin saptadigi MIK degerlerinin altin standart yontem ile bakteri sayis1 iizerinden

N: tamimlanan gruplarda bulunan bakteri sugu sayisi; BMD: Stvi mikrodiliisyon

Yontemlerin EA oranlari Sensititre™, VITEK®2 ve ETEST" igin sirasiyla %92,7,
%78,1 ve %52,3; bias degerleri ise +%35,1, -%68,8, -%76,8 olarak hesaplanmistir. Her bir

karsilastirilmasi: Tablo 7, Tablo 8 ve Tablo 9’da gosterilmis, £1 MIK uyumlar renkli

isaretlenmistir.

Tablo 7. Sensititre™ ile saptanan minimum inhibitor konsantrasyon degerlerinin sivi

mikrodiliisyon ile saptananlar ile karsilastirilmasi

BMD MIK |
025 | 05 | 1 2 4 s | 16 | 32 |64 128 | oPlam

025 | 0 | 0 0 | o 0 | o o | o |o]| o 0
05 | 0 | 4 1 0 0 | o o | o |o]| o 5

1 1 | 19 | 43 | 12 | 0o | o o | o |o]| o 75

2 0o | 4 | 25 | 17 | 0 | o o | o |o]| o 46
Sensititrer |4 0 | o 0 | o 2 | o o | o |o]| o 2
MK 8 0 | o 0 | o 0 | o 0o | o |o]| o 0
6 | 0 | o0 0 | o 0 1 4 | o0 |o]| o 5
2 | 0 | 0 0 | o 0 1 3 1 |0 o 5
64 | 0 | 0 0 | o 0 | o 2 6 | 0| 0 8
128 | 0 | 0 0 | o 0 1 o | 3 |o]| 1 5

Toplam 1 | 27 | 69 | 20 | 2 3 o | 10 |0 | 1 | 151

MIK: Minimum inhibitor konsantrasyon (ug/ml); BMD: Stvi mikrodiliisyon
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Tablo 8. VITEK®2 ile saptanan minimum inhibitér konsantrasyon degerlerinin sivi

mikrodiliisyon ile saptananlar ile karsilagtirilmasi

BMD MIK |
0125[025] 05 | 1 | 2 | 4 | 8 | 16 | 32 | 64 |128] OPO"
<0,5 O 1 27 67 29 0 1 0 0 0 0 125
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
VITEK®2 2 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
MIK 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 2
>16| O 0 0 2 0 0 1 9 10 0 1 23
Toplam 0 1 27 69 29 2 3 9 10 0 1 151
MIK: Minimum inhibitor konsantrasyon (ug/ml); BMD: Sivi mikrodiliisyon
Tablo 9. ETEST" ile saptanan minimum inhibitdr konsantrasyon degerlerinin sivi
mikrodiliisyon ile saptananlar ile karsilastiriimasi
BMD MIK
N Y o5 [05] 1 [ 2] 48 [16]32]6a 128 oPaM
0,094 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 2
0,125 0.25 0 5 9 6 0 0 0 0 0 0 20
0,19 ’ 1 3 7 5 0 0 0 0 0 0 16
0,25 0 5 19 5 0 0 0 0 0 0 29
0,38 0 5 24 110 O 0 0 0 0 0 39
0,5 0:5 0 5 4 1 0 0 0 0 0 0 10
0,75 1 0 4 4 1 0 0 0 0 0 0 9
ETEST® 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1
MIK 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 4 0 0 0 0 0 2 2 1 0 0 5
4 0 0 0 0 2 0 2 0 0 0 4
6 3 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 3
8 0 0 0 0 0 1 0 2 0 0 3
12 16 0 0 0 0 0 0 1 2 0 0 3
16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
24 32 0 0 0 0 0 0 1 2 0 1 4
32 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 3
Toplam 1| 27 69| 29 2 3 9] 10 0 1 151

MIK: Minimum inhibitor konsantrasyon (ug/mi)

N*: Etest ile saptanan normal MIK degerleri

U**: Temel uyum degerlendirilmesinde BMD 'ye gére uyarlanmis Etest MIK degerleri

BMD: Sivi mikrodiliisyon
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mcr genlerinin varliginin belirlenmesi amaciyla uygulanan RT-gPCR testinde
caligmaya dahil edilen suslarin hi¢gbirinde mcr-1’den mcr-8’e kadar olan direng genleri
saptanmadi. Standart olarak kullanilan mcr-1 pozitif oldugu bilinen E. coli NCTC 13846
susunun RT-qPCR ile degerlendirilmesinde mcr-1 “Oligo Mix” ile hazirlanan reaksiyonda

sigmoidal egri saptandi ve mcr-1 pozitif olarak degerlendirildi.
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5. TARTISMA

Enterobacteriaceae ailesindeki bakterilerin antibiyotiklere diren¢ oranlarinda yillar
icerisinde goriilen artis endise vericidir. MDR bakteriler ile meydana gelen enfeksiyonlar,
yilda 700000 6liim ile sonuglanmakta ve bu sayinin 2050 yilina kadar 1000000°a yiikselmesi
beklenmektedir (108). Bu suslarla olusan enfeksiyonlar, tedavi basarisizligina sebep olarak
artan tedavi maliyetleri ve hastaneye yatis oranlarini beraberinde getirmekte ve iilkeler i¢in
sosyoekonomik bir yiikk olusturmaktadir (108, 109). Son basamak beta laktam grubu
antibiyotikler olan karbapenemlere karsi gelisen direncin ve MDR bakterilerin etken oldugu
enfeksiyonlarin hizla artis1 ve bu artisa karst yeni gelistirilen antibiyotik olanaklarinin
kisithiligi, eski bir ilag olan Kkolistinin klinikte kullanimimi yeniden yayginlastirmistir.
Kullanimmin artis1 ise ilaca karsi gelisen direng oranlarindaki yiikselmeyi beraberinde
getirmistir (6). Yan etkileri de goz 6niine alindiginda, enfeksiyon etkeni bakterilerin kolistine
kars1 antibiyotik duyarliliginin belirlenerek ilacin akilc1 kullaniminin saglanmasi biiyiik 6nem
teskil etmektedir (110). CLSI ve EUCAST tarafindan kolistin duyarliligi belirlenmesinde altin
standart yontem olarak kabul edilen BMD yoénteminin uygulanmasindaki zorluklar, rutin
laboratuvarlarda kullaniminin sinirli olmasina sebep olmaktadir. Bu durum hem kolistin
duyarlhiligimin hem de diinya genelinde direng siirveyansinin degerlendirilmesinde zorluklara
yol agmakta ve BMD’ye alternatif olabilecek AST ihtiyacin1 dogurmaktadir (6, 10, 110).

K. pneumoniae suslar1 hastane kaynakli enfeksiyonlarin yaygin etkenlerinden birisi
olup, Enterobacteriaceae ailesindeki diger iiyelerde oldugu gibi antibiyotik diren¢ oranlar
istikrarli bir sekilde artmaktadir (109, 110). Dogu ve Giineybat1 Avrupa ile Akdeniz iilkeleri,
3. kusak sefalosporinler, florokinolonlar ve aminoglikozidlere karst %50-60 oraninda direng
gosteren, ESBL iireten K. pneumoniae suslar: igin endemik bolgelerdir (109). Ulkemizde K.
pneumoniae suslarindaki ESBL orani Ulusal Antimikrobiyal Direng Siirveyans Sistemi
(UAMDSS) 2016 verilerine gore %58; hastane enfeksiyonu etkeni olarak degerlendirilen
suslardaki ESBL oram ise USHIESA 2021 verilerine gore %66’°dir (8,9). Avrupa siirveyans
verilerine gore 2005 yilinda karbapeneme direngli K. pneumoniae suslari yalnizca
Yunanistan’da %27,8 oraninda saptanmisken, 2021 yilinda Yunanistan’da oranin %73,7’ye
yiikselmis oldugu goriilmiis ve ayrica Romanya, Bulgaristan, Slovakya, Hirvatistan, Ispanya,
Portekiz, Polonya ve Kibris’taki suslarda da degisen oranlarda (%6-54) karbapenem direnci
saptanmustir (111). Ulkemizde ise bu oranlar UAMDSS 2016 verilerine gore imipenem ve
meropenem icin %40,1, ertapenem icin ise %48,9; USHIESA 2021 verilerine gore %63,57

olarak belirlenmistir (9).
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Duyarlilik testi i¢in kullanilan altin standart yontemin zorluklarina ragmen, Kkolistin
direnci yaygmliginin belirlenebilmesi igin yapilan ¢ok sayida ¢aligma mevcuttur. Japonya’da
ESBL iireten veya karbapenem direngli 273 adet Enterobacteriaceae susunun incelendigi bir
caligmada, kolistin diren¢ oranlar1 tiim izolatlarda %7,7; ESBL pozitif izolatlarda %1,1 ve
karbapenem direngli Enterobacteriaceae (CRE) izolatlarinda %20,4 olarak saptanmustir (112).
Amerika’da kan dolasimi, idrar yolu, deri, solunum sistemi ve intraabdominal enfeksiyon
sebebiyle YBU’de takip edilen hastalardan izole edilen etkenlerin degerlendirildigi bir
caligmada ise kolistin diren¢ oranlari, tim Orneklerden izole edilen Enterobacterales iiyesi
bakterilerde 9%20,7, kan kultiri oOrneklerinden izole edilenlerde ise %15,7 olarak
belirlenmistir. Ayn1 calismada ESBL iireten suslarda %1, CRE suslarinda %14,3 oraninda
kolistin direnci saptanirken, ¢alismaya dahil edilen K. pneumoniae suslarindaki direng orani
%1,1 olarak izlenmistir (113). Iran’da K. pneumoniae suslarindaki kolistin diren¢ oranlarin
belirlemeyi hedefleyen ve 19 ¢alismanin dahil edildigi bir meta analizde %6,9 olarak saptanan
kolistin direng oranlar1 Misir, Suudi Arabistan, Avustralya, Hindistan, Polonya, Pakistan ve
Ispanya’da yapilan calismalar (kolistin direng¢ orani yiizdeleri %4,8-34,5 araliginda) ile
kiyaslanmistir (10). Ulkemizdeki siirveyans programlarinin verileri incelendiginde UAMDSS
2016 raporunda K. pneumoniae, E. coli, P. aeruginosa ve Acinetobacter tiirlerinde kolistin
direng oranlar1 sirasiyla %17,5, %3, %5,2 ve %4 olarak belirlenmis ancak, siirveyans
kapsamindaki laboratuvarlarin bir¢ogunda altin standart yontem yerine otomatize sistem
sonuglarmin degerlendirmeye alinmasit sebebiyle verilerin ger¢ek direng oranlarim
yansitmiyor olabilecegi bildirilmistir (9). USHIESA 2021 raporunda ise kolistine direngli K.
pneumoniae orani %31,93; A. baumannii orani ise %10,96 olarak aciklanmustir (8).

Bu ¢alismada kan kiiltiirii 6rneklerinde iireyen K. pneumoniae suslarinda, CLSI ve
EUCAST tarafindan altin standart yontem olarak onerilen BMD yontemi kullanilarak
belirlenen kolistin direng oran1 %16,6’dir. Suslardan 37’si ESBL pozitif, 72’si karbapenem
direncli saptanmistir. ESBL pozitif suslarda kolistin diren¢ oran1 %2,7 (n=1) iken karbapenem
direncli suslarda %33,3 (n=24) olarak bulunmustur. Ulkemizin farkli cografi bdlgelerinde
bulunan 20 merkezin verileriyle planlanan bir ¢alismada kan kiiltiirlerinden izole edilen 460
K. pneumoniae susunun kolistin diren¢ oranlari, ¢alismamiza benzer sekilde %16,1 bulunmus,
ancak bu calismada kolistin duyarliliginin belirlenmesinde otomatize sistem sonuglari
kullanilmistir (114). Yine tilkemizde ¢esitli 6rneklerden izole edilen karbapenem direngli 150
K. pneumoniae susunda kolistin direncinin arastirildigi ve kandan izole edilen suslardaki
kolistin direncinin %38,7 olarak saptandigi bir calisma ile sonug¢larimizin benzer oldugu
goriilmiistir (115). Avrupa verileri incelendiginde CRE suslarindaki kolistin direng

oranlariin {ilkeler arasi heterojenite gostermekte oldugu dikkat ¢ekmektedir. Yunanistan’da
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2007 yilinda karbapenemaz tireten K. pneumoniae suslarinda kolistin direnci bulunmazken,
yillar icerisinde kolistin direncinin arttigi ve 2014-2016 yillar1 arasinda %40,4 oranina
ulastigl, Almanya’da bu oranin %13,3 oldugu bildirilirken Ispanya ve Italya’da CRE
suslarinda %31 ve %43’e varan oranlarda direng tespit edildigi raporlanmistir (116). Dadashi
ve ark. E. coli suslarinda kolistin direnci ve mcr gen prevalansini arastirmak tizere, 2000-2020
yillart arasinda Tiirkiye dahil 56 iilkeden yayinlanmis 190 makaleyi dahil ederek yaptiklari meta
analizlerinde, kolistin diren¢ oranlarin1 Asya, Avrupa, Amerika ve Afrika kitalarinda sirasiyla
%3,6, %0,62, %0,48 ve %]1,25 olarak belirlemislerdir (74). Kambogya, Suudi Arabistan,
Cezayir, Irlanda, Finlandiya, Portekiz, Venezuella, Ekvador ve Yeni Zelanda gibi baz iilkelerde
E. coli suslarindaki kolistin direng orant %100 saptanmakla birlikte bu yiiksek direng oranlari,
caligmaya dahil edilen makalelerde izole edilen bakteri sus sayilariin azligindan kaynaklanmis
olabilir. En az kolistin direnci saptanan iilkeler Asya, Avrupa, Amerika ve Afrika kitalarinda
sirast ile Kore (%0,17), Rusya (%0,006), Kanada (%0,19) ve Tunus (%0,15) olarak
belirlenmistir. Aymi ¢alismada Tiirkiye’deki direng oran1 %3,63 olarak bildirilmistir (74). Aris ve
ark. 2013-2018 yillar1 arasinda yayinlanmis verilerle, Orta Dogu bolgesindeki K. pneumoniae
suslarinda kolistin direnci prevalansim arastirdiklar1 calismalarinda, Tiirkiye, Iran, Suudi
Arabistan, Birlesik Arap Emirlikleri, Kuveyt, Israil ve Liibnan’dan rapor edilmis 590 susun
verilerini incelemis ve kolistin direngli belirlenen suslarin %90’dan fazlasinin Tiirkiye ve
[ran’dan bildirildigini saptamislardir (117). Calismada Tiirkiye’de 2013-2016 yillar1 arasinda
sifir ila %6 aras1 degisen kolistin direng oranlarmin 2016’da %20’lerin iizerine ¢iktigina dair
sunulan veriler dikkat ¢ekicidir (117).

Sivi  mikrodiliisyon temelli ticari Sensititre™, calismamizda degerlendirilen
yontemler arasinda altin standart ile en fazla uyum gosteren test olarak belirlenmistir.
Yontemin duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif prediktif deger, negatif prediktif deger ve CA oranlari
%100, ME ve VME oranlar sifir, EA orani ise %92,7 olarak saptanmistir. ISO 20776-2:2021
kriterlerine gore degerlendirildiginde CA, EA, ME ve VME oranlarinin kabul edilebilir
degerlerde oldugu goriilmistir (118). Farkli ¢alismalar incelendiginde Sensititre™
yonteminin BMD ile uyumunda degisik sonuglar izlenmektedir. Chew ve arkadaslarinin 76
Enterobacteriaceae  susunu inceleyerek yapmis oldugu bir c¢aligmada, BMD ile
kiyaslanmasinda Sensititre™ icin duyarlhilik %96, ozgiillik %88,2, CA %90,1, EA %89,5,
ME %11,8, VME ise %#4 olarak saptanmis olup, ME ve VME oranlarindaki yiiksekligin 6rnek
sayisinin kisithihigr kaynakli olabilecegi diisiiniilmiistiir (86). Bu ¢alismada o donem igin
tiretici firma tarafindan temin edilen Sensititre™ plaklarinin MIK belirleme araliklarinin 0,25-
4 png/ml, uygulanan manuel BMD yonteminin ise 0,06-64 pg/ml olmasi, klinige dogrudan etki

edecek bir etkisi Ongoriillmese de, in vitro kosullar i¢in, hesaplanan EA oranlarinda
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tutarsizliklar meydana gelmis olabilecegini diisiindiirmektedir. Gram negatif bakteriler ile
planlanmis 44’1 Enterobacterales takimina ait 70 sus ile yapilan bir ¢aligmada Sensititre™
yonteminin CA’s1 %92,9, VME’si %14,7 ve ME’si sifir olarak hesaplanmis; saptanan MiK
degerlerinin BMD ile karsilastirilmasinda suslarin  tamami i¢in EA oran1 %87,1,
Enterobacterales takimindaki suslar i¢in %88,6, ¢alismadaki 14 adet K. pneumoniae susu igin
ise %78,6 olarak belirlenmistir (119). Chung ve ark.’min 213 A. baumannii susu ile
planladiklar1 ¢alismalarinda Sensititre™ i¢in CA, VME ve ME oranlarimi sirastyla %99,1,
%1,2 ve %0,8 olarak belirlenmistir (120). Calismada MIK smir degerlerinin BMD ile kesisim
kiimeleri alinarak ve alinmadan tiim suslar iizerinden olacak sekilde iki EA orani hesaplanmig
ve her ikisi de kabul edilebilir diizeyden diisiik bulunmustur (120).

Ulkemizde Kansak ve ark. tarafindan, 38 adet (35°i kolistin direngli, 3’ii kolistin
duyarli)) MDR K. pneumoniae susu ile planlanan, mikrodiliisyon temelli iki ticari testin
performanslarinin BMD ile karsilastirildigi ¢alismada Sensititre™ igin CA %97, EA %74,
VME %2,8 olarak belirlenmis, ME saptanmamistir (121). Yazarlar bu calismada izolat
sayisinin azligi ve cogu izolatin kolistin direngli olmasini, calismanin kisitliligi olarak
degerlendirmisler ve EA oranmin disiikliigiiniin bu kisithliklara bagli olabilecegini
distinmiislerdir (121). Yine iilkemizde yakin zamanda Demir Cuha ve ark.’nmin 218
karbapenem direngli gram negatif bakteride %19,3 oraninda kolistin direnci saptadiklar
calismalarinda Sensititre™ yonteminin BMD ile kiyasinda yiiksek CA (%94,9) ve EA (%89)
oranlar1 saptanirken, VME (%7,14) ve ME (%3,4) oranlarinin da yiiksek bulundugu
goriilmektedir (122). Calismaya dahil edilen 93 Klebsiella tiirtinde ise CA %97,8, EA %88,2,
VME %7,4 ve ME sifir olarak belirlenmistir (122). Jayol ve arkadaslarinin 146’s1
Enterobacteriaceae susu olan 185 gram negatif bakteri {izerinde yaptiklar1 ¢alismada ise
sunulan galismamiza benzer bigimde Sensititre™ yontemi %98,7 CA, %3 VME ve sifir ME
oranlartyla altin standart yontem ile kiyasla, olduk¢a basarili bulunmustur (123). Bu
caligmada degerlendirilen yontemlerin EA oranlarina dair veri bilgisi paylasiimamis olmasi
caligmanin bir kisithlig1 olarak distniilebilir. Matuschek ve arkadaglarinin 75 adet gram
negatif bakteri susu (32 tanesi E. coli ve K. pneumoniae) tizerinde yedi farkl ticari yontemi
degerlendirdikleri ¢alismalarinda da Sensititre™ yonteminin altin standart yontemle yiiksek
uyum gosterdigi saptanmis ve EA %96, CA %95, VME sifir olarak belirlenmistir (12). CRE
saptanan 325 sus ile yapilan bir baska ¢aligmada ise CA %92,9 olarak saptanmasina ragmen,
bizim bulgularimizin aksine EA %81,7, VME %6,6 ve ME %7,3 bulunmustur (17).
Calismamiz verileri ve destekleyen literatiir bilgileri ile degerlendirildiginde Sensititre™
yonteminin kolistin duyarlilig1 belirlenmesinde BMD’ye alternatif olarak kullanilma ihtimali

olmakla birlikte, maliyet etkinligi laboratuvarlarin is yilikiine gore degiskenlik gosterebilir.
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Son bes yillik dénem i¢inde kullanimina baslanan ve CLSI ¢aligma grubu tarafindan,
Enterobacterales tiyeleri ve P. aeruginosa nin kolistin duyarliliginin saptanmasinda BMD’ye
alternatif olarak kullanilabilecegi raporlanan CBDE, altin standart yonteme gore kolay
uygulanabilir ve laboratuvar rutininde yer bulabilir bir yontem olarak degerlendirilmektedir
(13, 87). Bu sebepten yontemi degerlendirmek amaciyla yapilmis ¢ok sayida calisma
mevcuttur. Sunulan ¢aligmada CBDE yonteminin BMD ile duyarlilik sonuglart %100 uyumlu
bulunmus, ancak yéntem ile degerlendirilen MIK degerlerinin sayisinm kisitli olmasi (1, 2, 4
ug/ml) sebebiyle EA orani hesaplanmamistir. Simner ve ark.’nmin 2018 yilinda CBDE
yonteminin ilk olarak tanimlandigi ¢aligmalarinda, altisinin mcr-1 pozitif oldugu bilinen
toplam 172 gram negatif bakterinin kolistin duyarliliklar1 degerlendirilmis, BMD ile
kiyaslamada CBDE yonteminin CA %98, EA %99, VME %8 ve ME sifir olarak bulunmustur
(87). Calismadaki ornekler incelendiginde, hatali duyarlilik sonuglarmin mcr-1 pozitif olan
suslara ait oldugu goriilmektedir. mcr-1 pozitif alt1 adet susun tiglinde altin standart yontem ile
kolistin MIK degeri 4 ug/ml olarak belirlenirken, CBDE ile 2 ug/ml bulunmustur. Yazarlar bu
durumu goze alarak, kullanima sunduklar1 bu ydntem ile 2 pg/ml saptanan MIK degerlerinin
BMD ile konfirme edilmesini ve bu izolatlarm mcr pozitifligi agisindan arastirilmasini
onermislerdir (87). Bizim c¢alismamizdan farkli olarak bu c¢alismada, hazirlanan BMD
plaklarinda kolistin konsantrasyon araliklar1 0,25-8 pg/ml olarak planlanmis ve CBDE
yontemi i¢in EA oranmi hesaplanmistir. Ayrica bizim ¢alismamizda, kullanilan standart sus
disindaki higbir bakteride mcr gen pozitifligi saptanmadigi i¢in, CBDE yonteminin mcr
pozitif suslarda hatali sonuglar verip vermedigi degerlendirilememis, mcr pozitif E. coli
NCTC 13846 standart susunun MIK degeri ise 4 pg/ml olarak bulunmustur. Humphries ve
arkadaslarinin 627 gram negatif bakterinin (348’1 Enterobacterales, 148’1 P. aeruginosa, 131’i
Acinetobacter tiirleri), kolistin duyarlhiliklarin1 iki farkli yontemle degerlendirdikleri ve
referans BMD ile karsilastirdiklar1 ¢caligsmalarinda, ¢alisma grubunun tamami i¢in CA %97.,9,
EA %94,4, VME %3,2 ve ME %0,9 olarak saptanmistir (124). Bu calismada da bizim
calismamizdan farkli olarak, Simner ve ark. tarafindan yapilan ¢alismadakine benzer sekilde,
referans olarak kullanilan BMD yoénteminin degerlendirdigi MiK araliklar1 0,25-16 pg/ml
oldugu icin EA orani da hesaplanmistir. Ayrica bu ¢alismada Simner ve ark.’nin ¢alismasinda
hazirlanan 0, 1, 2, 4 ng/ml konsantrasyonda kolistin igeren tiipler haricinde, 10 pg kolistin
diskinin 25 ml CA-MHB i¢inde bekletilmesiyle 0,4 pg/ml konsantrasyonda kolistin iceren ek
bir tiip kullamlmis ve ydntem ile degerlendirilebilen MIK degerlerinin artirilmasi
hedeflenmistir. Hesaplanan parametrelerin her bakteri grubuna goére degerleri incelendiginde
CBDE yonteminin BMD ile en yiiksek P. aeruginosa suslarinda (CA %99,3, EA %96,6,

VME sifir, ME %0,7), en diisiik ise Acinetobacter spp. suslarinda (CA %95,4, EA %93,1,
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VME %5,6, ME %3,3) uyum gosterdigi goze carpmaktadir. Enterobacterales takimina ait
bakterilerde ise CA %98,6, EA %94,3, VME %2,5 ve ME sifir olarak belirlenmistir (124). Bu
calisma verileri de CLSI oOnerilerinde oldugu gibi Enterobacterales ve P. aeruginosa
suglarinin kolistin duyarliliginin belirlenmesi icin CBDE yonteminin kullanilmasinin uygun
oldugunu desteklemektedir. Butt ve ark.’nin 114’ Enterobacterales, 16’s1 P. aeruginosa ve
10°’u A. baumannii susu olan orneklem grubuyla yakin zamanli yaptigi bir ¢alismada da
Humphries’inkine benzer sekilde A. baumannii’de CBDE yonteminin VME oran1 yiiksek
saptanmistir (125). Ancak bu calismaya dahil edilen A. baumannii sus sayisinin azlhigi
degerlendirme i¢in bir kisitlhilik teskil etmektedir. Romanya’da, 2022 yilinda, Féldes ve
ark.’nin, kolistin duyarliliginin degerlendirilmesi amaciyla alti farkli yontemi altin standart
yontem ile karsilastirdigi bir calismada, bizim calisma sonucglarimiza benzer sekilde CBDE
yonteminin duyarlhlik, 6zgilliik ve CA oranlar1 %100; VME ve ME oranlari1 sifir bulunmustur
(126). Ulkemizde de CBDE testinin degerlendirilmesinde yonelik yapilan calismalar
mevcuttur. 2019 yilinda Koyuncu-Ozyurt ve ark. tarafindan yapilan, 419 gram negatif
bakterinin kolistin duyarliliklarinin CBDE ve BMD ile karsilastirilmali degerlendirildigi bir
calismada CA %99,3, VME %0,2 ve ME %0,5 olarak saptanmistir (127). Bu ¢alismada bizim
caligmamiza benzer sekilde CBDE yontemi i¢in EA oranmi1 hesaplanmamistir. Yine lilkemizde
97’si Enterobacterales takimindan olan 193 gram negatif bakterinin dahil edildigi baska bir
caligmada CBDE yontemi ile saptanan duyarlilik sonuglarinin CA, EA, VME ve ME degerleri
Enterobacterales i¢in sirasiyla %94, %89, sifir, %5; non-fermantatif bakteri suslari igin ise
%94, %92, %33 ve %] olarak saptanmistir (128). Calismada degerlendirmeye alinan 96 non-
fermantatif bakteriden yalnizca {i¢ tanesi kolistine direngli bulunmus ve CBDE yo6ntemi bu {i¢
sustan bir tanesi i¢in hatali sonu¢ vermistir. Direngli sus sayisinin azliginin VME oraninin
yiiksek saptanmasina sebep olmus olabilecegi akla gelmektedir. Alhamwi ve Oksiiz’iin kan
kiiltiirlerinden izole edilen 102 adet gram negatif bakteriyle planladigi ¢calismalarinda CBDE
yontemi, c¢alismamizdaki gibi BMD ile tam uyum gostermis ve yazarlar tarafindan kolay
uygulanabilir, maliyet etkin bir yontem olarak yorumlanmustir (88).

Molekiiler biiyiikliigii sebebiyle kati yiizeylere absorbsiyonu kisitli olan kolistinin
duyarlilik sonuglarmin belirlenmesinde, agar ylizeyinden yayilimla etki gdsterme prensibine
dayanan gradiyent test (Etest) yonteminin kullanimi onerilmemektedir (6). Ancak alternatif
yontem olarak kolay uygulanabilir ve maliyet etkin olmasi sebebiyle gradiyent test
yonteminin BMD ile uyumunun arastirildigi ¢ok sayida g¢alisma mevcut olup, ¢alismalarda
farkli oranlarda uyum elde edildigi dikkat ¢gekmektedir. van der Heijden ve ark. 2007 yilinda
karbapenem direncli 109 P. aeruginosa susu ile yaptiklari ¢alismada, kolistin ve polimiksin B

icin duyarlilik sonuclarini altin standart BMD ile karsilagtirmis ve kolistin igin Etest
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yonteminin CA %100, EA %79,5, VME ve ME sifir olarak saptanmistir (129). Arroyo ve
arkadaslarinin, 115 A. baumannii susu ile yaptiklari bir ¢alismada ise Etest yonteminin CA
%98, VME %1,7 ve ME sifir, EA ise %16,5 olarak belirlenmistir (130). van der Heijden ve
ark. gradiyent test yonteminin daha biiyiik test gruplarinda ¢alisilmasina ihtiya¢ oldugunu ve
o zamana kadar FEtest ile saptanan kolistin duyarlilik sonuglarinin referans yontemle
dogrulanmas1 gerektigini vurgularken, Arroyo ve ark. yontem ile MiK degerlerinde en gok
tutarsizlik belirledikleri 1 ve 2 pg/ml degerlerinin saptanmast durumunda, BMD ile
dogrulama yapilmasint onermislerdir (129, 130). Calismamizda gradiyent test yontemi,
duyarlilik sonuglart agisindan BMD ile %100 uyum gostermis, yontemin EA oran1 ise %52,3
olarak saptanmistir. Sonuglarimiz van der Heijden’in g¢alismasi ile CA, ME ve VME
oranlarinda bire bir, Arroyo’nun ¢alismasi ile de yiiksek uyum gostermektedir. Ancak EA
acisindan her iki c¢alismadan farkli sonu¢ elde edilmistir. Nhung ve ark. 2015 yilinda
Vietnam’da yaptiklar1 ¢calismalarinda, 241 gram negatif bakterinin, BMD ve Etest ile ¢alisilip
karsilagtirilan kolistin duyarlilik sonug¢larinin, her bakteri grubu i¢in uyum degerlendirilmesini
yapmustir (131). Arastirmacilar A. baumannii ve Enterobacteriaceae icin CA’y1 %100
hesaplarken, P. aeruginosa i¢in yontemin bir (%0,4) ME gosterdigini saptamiglardir. Higbir
bakteri grubunda VME’ye rastlanmamistir. EA oranlar1 da bakteri gruplarina gore
incelendiginde en yiiksek uyum P. aeruginosa (%90), en diisik uyum A. baumannii (%76)
suslarinda izlenmistir. Enterobacteriaceae’de EA %84 saptanmis ve tiir diizeyinde inceleme
yapildiginda E. coli suslarinda %95,5, K. pneumoniae suslarinda ise %76 oldugu goriilmiistiir
(131). Calismaya alinan suslarin BMD ile saptanan kolistin duyarliliklar1 incelendiginde 241
susun toplam 14’tniin direngli saptandigi, A. baumannii suslarinin tamaminin ise duyarli
oldugu goriilmektedir. Direncli suslarin sayisinin az olmasi bu ¢alismada bir kisithilik olarak
goriilebilir. Bu caligmada saptanan EA oranlar1 ¢alismamizla benzer olmamasina ragmen,
arastirmacilarin K. pneumoniae suslarinda bu uyumu diger bakteri gruplarina gore diisiik
bulmasi, calismamizda da oranin %52,3 olarak saptanmasinin segilen bakteri grubundan
kaynaklanabilecegini diisiindiirmiistiir. Pfennigwerth ve ark.’nin ¢aligmasinda ise 206 tanesi
K. pneumoniae olan 325 CRE susunun kolistin duyarlilik sonuglari, Etest yontemi de dahil
alt1 farkli yontem ile ¢alisilip BMD ile kiyaslanmistir (17). Caligmada Etest yonteminin CA,
VME ve ME sirasiyla %96,3, %9,4 (n=10) ve %1; EA %80,6 olarak belirlenmistir. VME
gosteren suslarin dordii Enterobacter cloacae olup, K. pneumoniae suslarinda bir adet VME
saptanmustir. EA oranlar1 ise E. cloacae, K. pneumoniae ve E. coli i¢in sirasiyla %72,2, %79,8
ve %92,2 olarak belirlenmistir (17). Bu calismada saptanan EA oranlari, Nhung ve
arkadaslarinin ¢alismasinda da oldugu gibi tiirler arasi farklilik gostermistir. Her iki ¢aligmada

da yontemin EA orani, rutin kullanim igin diisiik tespit edilmis olsa da E. coli tiirlerinde >%90
44



bulunmustur (17, 131). Bu durum, daha fazla galisma ile dogrulanabilirse, Etest yonteminin
E. coli suslarinda, kolistin duyarlil@inin saptanmasinda uygulanabilir bir ydntem
olabilecegini diisiindiirebilmekle birlikte Menifio ve ark.’nm, mcr pozitif E. coli suslariyla
yaptigl, CA %91 ve VME sifir bulunan ¢alismalarinda, EA oranini %36 saptamis olmalari
Etest yonteminin bu bakteri grubunda da calismalar arasi farkli sonuglar verebilecegini
gostermektedir (14). Chew ve ark. Sensititre, VITEK®2 ve Etest yontemlerini BMD ile
karsilastirdiklar1 ¢aligsmalarinda Etest i¢in CA, VME, ME ve EA’y1 sirasiyla %92,1, %12,
%5,9 ve %75; Matuschek ve ark. ise kendi ¢aligmalarinda ayni oranlar1 %85, %25, %5 ve
%47 olarak bulmuslardir (12,86). Féldes ve ark. 2022 yilinda yaptiklar1 c¢alismalarinda,
Etest’in altin standart ile uyum oranlarini, Matuschek’in ¢alismasina benzer sekilde CA
%383,7, VME %26,6 ve EA %50 olarak belirlemis ve Etest yonteminin kolistin duyarlilik
saptanmasi i¢in uygun olmamakla beraber, inhibisyon zonu igerisinde iireyen heterorezistan
suslarin saptanmasinda faydali olabilecegi yorumunda bulunmuslardir (126). Tarafimizca
sunulan ¢alismada inhibisyon zonu i¢inde lireme gosteren ve heterorezistans siiphesi olusturan
bir susla karsilasilmamistir. Ranjan ve ark.’nin Hindistan’da 100 CRE susunda, Etest’in BMD
ile uyumu aragtirdiklar1 yakin zamanh c¢aligmalarinda CA %97, ME sifir, VME %33,3 ve EA
%68 saptanmustir (132). Yazarlar iilkelerinde baska ¢alismalarin da benzer sonuglar verdigine
dikkat ¢cekmis, Etest yonteminin 6zellikle yiiksek VME orani gdstermesi sebebiyle kolistin
duyarliligmin belirlenmesinde rutin bir yontem olarak kullanilamayacagini vurgulamislardir
(132). Hindistan’da yapilan bir baska ¢alismada Das ve ark. altin standart ile karsilastirarak
Etest ve VITEK®2 yontemlerinin birbirlerine iistiinliiklerini degerlendirmis, Etest’in CA, ME,
VME ve EA oranlarini - Ranjan ve ark.’nin ¢alismasindakine benzer sekilde- sirasiyla %93,1,
sifir, %23,3 ve %63,7 olarak belirlemislerdir (133). Ulkemizde ise Yis ii¢ farkli yéntemin
performanslarin1 belirlemeyi amacladigi calismasinda Enterobacterales takimina dahil olan
120 bakteri susunun kolistin duyarliliklarini incelemis ve Etest i¢in CA %385,8, ME %]1,7,
VME %12,5 ve EA %71 olarak belirlemistir (134). Hem kendi verilerimiz hem literatiirdeki
diger veriler incelendiginde, Etest yonteminin BMD ile karsilastirildiginda cogunlukla
CA’sinin yiiksek oldugu, MIK uyumu agisindan ise yetersiz kaldigi goriilmektedir. Her ne
kadar ¢aligmamizda duyarlilik sonuglart BMD ile %100 uyumlu bulunmus olsa da, farkli
caligmalarda siklikla VME oranlarinin degisken bulunmus olmasi Etest yonteminin kolistin
duyarliliginin belirlenebilecegi bir yontem olmadigini diistindiirmektedir.

CLSI ve EUCAST tarafindan rutin kullanim igin Onerilmeyen, ancak pratik bir
yontem olmasi sebebiyle ¢ok sayida calismanin kurgusunda yer alan bir baska yontem
VITEK®2 otomatize AST sistemidir. Sunulan ¢alismada, altin standart ile karsilastirilmasinda

VITEK®2 duyarhlik sonuglarinm CA, ME, VME ve EA oranlari sirastyla %98, %0,79, %8 ve
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%?78,1 olarak saptanmig, VME oraninin yiiksekligi ve EA oranmin diisiikliigii sebebiyle kolistin
duyarlilif1 saptanmasinda uygun bir yéntem olmadig diisiiniilmiistiir. Literatiirde VITEK®2 nin
BMD ile uyumunun aragtirildigi ¢alismalarda degisken sonuglar elde edildigi goriilmektedir.
Dafopoulou ve ark. 2015 yilinda, 20’si A. baumannii, 41°i K. pneumoniae olan 61 karbapenem
direngli gram negatif bakteri ile yaptiklar1 calismalarinda VITEK®2 nin CA’sim %96,7, EA’sin1
%78,6, ME’sini %3,3 ve VME’sini sifir olarak belirlemislerdir (135). Yazarlar CA’nin yiiksek
olmasi ve yalanci negatif sonu¢ olmamasini géz dniine alarak, kolistin direncinin hizli tespiti igin
bu yontemi BMD alternatifi olarak kullanilabilir olarak yorumlamislardir (135). Bu ¢aligmaya
benzer sekilde Lo-Ten-Foe ve ark. 2007°de, Lee ve ark. 2013’te yaptiklar1 galismalarinda
VITEK®2’nin kolistin duyarlihg: belirlenmesinde kullamlabilecek bir ydntem oldugu sonucuna
varmiglardir (83,136). Ancak bu iki ¢alismada altin standart yontem olarak BMD yerine agar
diliisyon yonteminin kullanilmis olmast EUCAST onerileriyle ortiismemektedir. Daha yakin
zamanl ¢alismalarda ise yontemin CA ve EA oranlarindaki degiskenlik ve 6zellikle VME nin
siklikla kabul edilebilir orandan yiiksek bulunmasi sebebiyle, kolistin duyarliliginin
belirlenmesinde BMD’ye alternatif olarak kullanimi uygun goriilmemistir (17, 86, 126, 133).
Chew ve ark. yontemin altin standart ile uyum degerlendirmesinde CA, ME, VME ve EA
oranlarim sirastyla %88,2, sifir, %36 ve %93,4; Pfennigwerth ve ark. %90,5, sifir, %29,2
(n=31) ve %75,9; Foldes ve ark. %91,3, sifir, %14,28 ve %91,3; Das ve ark. ise %92,6, %4,3,
%17,2 ve %88,4 olarak belirlemislerdir. (17, 86, 126, 133). Pfennigwerth ve ark.
degerlendirdikleri 325 CRE susu iginde en yiiksek VME oranin1 E. cloacae kompleks
tiyelerinde, %81,2 (n=13) olarak belirlemislerdir (17). Calismada K. pneumoniae suslarinda
yontemin  VME oram1 %15 (n=12) bulunmustur. Ayrica yontemin herhangi bir ME
gdstermemesi sebebiyle, VITEK®2 ile direncli bulunan sonuglarin gegerli kabul edilebilecegi
diistinilmustiir (17). Féldes ve ark.’nin ¢alismasinda ise 78’i K. pneumoniae olan 92 CRE
suslu caligma grubunda, yontemin hatali duyarl sonug verdigi sekiz izolatin tamaminin K.
pneumoniae oldugu belirlenmistir. Pfennigwerth’in ¢alismasina benzer sekilde, yontemin ME
oraninin sifir saptanmasi iizerine yazarlar BMD ve PAP yapilma imkani bulunmayan
laboratuvarlarda, heterorezistans belirlenmesine yardimci olabilecek gradiyent test gibi bir
yontemle kombine edilerek kolistin direngli suslarin belirlenmesinde kullanilabilecegi
yorumunda bulunmuslardir (126). Bu ¢alismada K. pneumoniae disindaki Enterobactericeae
suglarinin sayisinin az olmasi, bu bakteri gruplarinda yontemin altin standart ile uyumunun
yorumlanmasini kisitlamaktadir. Das ve ark. ¢alismalarinda VITEK®2 nin kolistin duyarlilig
belirlenmesinde Etest’e iistiin oldugunu ancak her iki yontemin de BMD ile uyumlarmin yetersiz
olmasi sebebiyle rutin kullanima uygun olmadig1 sonucuna varmislardir (133). Khurana ve ark.

468’1 Enterobacterales, 273’ A. baumannii ve 139°u P. aeruginosa olan 910 gram negatif
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bakterinin  kolistin  duyarliliklarinin ~ belirlenmesinde ~ VITEK®2’nin  performansini
degerlendirmeyi amagcladiklar1 ¢aligmalarinda, yontemin altin standart ile uyumunu bakteri
gruplarina aymrarak incelemislerdir ve yontemin tim bakteri gruplarinda VME oranim kabul
edilebilir diizeyin iizerinde, CA ve EA oranlar1 ¢ogunlukla kabul edilebilir diizeyin altinda
bulmuslardir (137). CA ve EA oranlari en yiiksek E. coli suslarinda (%96 ve %89) saptanirken,
K. pneumoniae suslarinda CA %86, EA %76, ME%3,5 ve VME %28 olarak belirlenmis ve
yazarlar tarafindan VITEK®2’nin kolistin duyarlilik sonucu belirlenmesinde kullanilamayacag1
sonucuna varilmistir (137). Ulkemizde 104 gram negatif bakteriyle yapilan bir ¢alismada ise
yontemin VME oran1 bizim ¢alismamizdakine benzer sekilde %6,7 bulunurken ME oran1 %3,8,
CA oranmt %89,4 olarak belirlenmis ve yontem tim uyum parametreleri agisindan basarisiz
bulunmustur (138). Literatiir ve sunulan ¢alismanin verileri géz oniine alindiginda otomatize
AST sistemi VITEK®2’nin kolistin duyarlilik sonucu belirlenmesinde rutin test olarak kullanim1
miimkiin goriilmemektedir.

Kolistin direncinin aktarilabilir bir hale gelmesinden sorumlu tutulan, bir
fosfoetanolamin transferaz enzimini kodlayan plazmid aracili mcr geninin varligim arastiran,
insan ve hayvan verileri ile planlanmis ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. ilk mcr geni olan mcr-
1 2015 yilinda Liu ve ark. tarafindan, Cin’deki gida kaynakli hayvanlardan izole edilen E. coli
suslarinda tanimlanmustir (7). Gliniimiizde ise mcr-10’a kadar olan genler ve bunlarin alt tipleri
saptanmis durumda olup Asya, Avrupa, Amerika, Afrika ve Okyanusya kitalarindan mcr pozitif
suslarin varlig1 bildirilmistir (74). Elbediwi ve ark. dért Ingiliz ve iki Cin kaynakli veri tabanimi
tarayarak yaptiklar1 sistematik derleme ve meta analizlerinde, insanlardan, hayvanlardan,
cevreden ve gida Triinlerinden izole edilen bakterilerde mcr genlerinin  yaygimligimni
arastirmiglardir (139). Calismada alt1 kita ve 47 {ilkeden bildirilen ortalama kiimiilatif mcr gen
prevalanst %4,6 olarak belirlenmistir. mcr pozitifligi en sik gevresel tiriinlerden izole edilen
bakterilerde saptanirken, en az klinik insan 6rneklerinden izole edilen suslarda tespit edilmistir.
Pozitif saptanan suslarin %95’inde mcr tipi mcr-1 olarak belirlenmis, geni barindiran bakteri
suslarinin ¢ogunlugunun E. coli suslar1 oldugu bunu Salmonella tiirleri, K. pneumoniae ve
Aeromonas tiirlerinin takip ettigi gorilmiistir (139). Sundugumuz calismada Orneklem
grubundaki suslarda mer-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7 ve mcr-8 genlerinin varli1 arastirilmis ve higbir
bakteride pozitiflik saptanmamustir. Wise ve ark. 2014-2016 yillar1 arasinda “International
Network for Optimal Resistance Monitoring” (INFORM) siirveyans verileri kapsamindaki
908 kolistin direngli Enterobacteriaceae liyesinde (dogal direngli olan suslar harig), mcr-1’den
mcr-5’e kadar olan genleri arastirmis ve suslarin %3,2’sinde pozitiflik saptamiglardir (140).
mcr pozitif saptanan 29 sustan 27’sinin E. coli, birinin K. pneumoniae ve birinin E. cloacae;

22’sinin mcr-1, ikisinin mcr-1 alt tipleri, dérdiiniin mcr-3 alt tipleri ve birinin mcr-5 oldugu
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goriilmiistiir. Bu suslarin en sik Malezya ve Tayland’da, ardindan siklikla Avrupa iilkelerinde
tespit edildigi belirlenmistir (140). Dadashi ve ark.’nin 2707 kolistin direngli E. coli’nin
degerlendirildigi meta analizlerinde, mcr gen prevalansi kitalara gore incelendiginde Asya,
Avrupa, Amerika, Afrika ve Okyanusya’da sirasiyla %66,72, %25,49, %5,19, %2,27 ve %0,32
olarak belirlenmis, genlerin %97,89’unun mcr-1 oldugu goriilmiistiir (74). Diger kitalara gore
cok yiiksek mcr pozitiflik oran1 belirlenen Asya kitasindaki iilkelerin verileri incelendiginde 411
mcr pozitif susun 252°sinin Cin’den bildirildigi, bunu 71 &rnekle Vietnam’in takip ettigi
goriilmektedir. Avrupa iilkelerinde ise 153 mcr pozitif susun 67’si Italya’da, 33’ii ise
Almanya’da saptanmistir. En diisiik orana sahip Okyanusya kitasinda, Yeni Zelanda’da biri mcr-
1 digeri mcr-3 olmak iizere iki adet mcr pozitif E. coli susu tespit edilmistir. Asya, Avrupa ve
Amerika’da en sik, Afrika’da tek saptanan mcr geni mcr-1 olmakla birlikte Asya’dan mcr-2,
mcr-3 ve bazt mcr-1 alt tipleri; Avrupa ve Amerika’dan mcr-2 genleri tasiyan varyantlar
bildirilmistir (74). Ulkemizde mcr geni ilk olarak Kiirek¢i ve ark. tarafindan tavuk etlerinden
izole edilen kolistine direngli E. coli suslarinda gosterilmis ve WGS ile dogrulanmistir (141).
Yine lilkemizde klinik ornekler iizerinde de mcr gen prevalansin1 degerlendirmek amaciyla
yapilmis calismalar mevcuttur. Sar1 ve ark. Subat 2015-Mart 2016 doneminde, klinik
orneklerden izole edilen, 329 Enterobacteriaceae susunda mcr-1 ve mcr-2 varligini
arastirdiklar1 ¢ok merkezli calismalarinda, calismamizdakine benzer bi¢cimde, hi¢bir 6rnekte
pozitiflik saptayamamus, ililkemizde heniiz plazmid aracili direng mekanizmasinin yaygin
olmadigini, ancak klinik 6rnekler disinda hayvan ornekleri lizerinde de ¢alismalar yapilmasi
gerektigini belirtmislerdir (142). Tekeli ve ark.’nin 10 K. pneumoniae susunda karbapenemaz
tretimlerini degerlendirmek igin planladiklar1 galismalarinda izolatlarda mcr-1 varligi da
aranmis ve saptanamanustir (143). Ornek sayisinin azlig1 bu calismada bir kisithilik olarak
diisiiniilebilir. Ulkemizde klinik &rneklerden izole edilen etkenlerde ilk mcr geni varhg,
Ozkaya ve ark.’min 2017-2018 yilinda 40 Kkolistine direngli Enterobacterales iiyesi bakteride,
karbapenemaz ve mcr (1’den 5’¢) genlerinin bulunma oranini arastirdiklar1 ¢alismalarinda
tespit edilmis ve iki izolat mcr-1 pozitif olarak saptamistir (144). mcr pozitif saptanan suslarin
ikisi de E. coli izolat1 olup izolatlardan birinin kolistin diginda yalnizca ampisiline, digerinin
ise ampisilin, amoksisilin-klavulonik asit ve siprofloksasine direngli bulunmus olmast MDR
bulunmayan bakterilerde de kolistin direnci olabilecegini gostermesi agisindan yazarlar
tarafindan degerli bulunmustur (144). Hazirolan ve Karagoz, farkli klinik 6rneklerden izole
edilen karbapenem ve kolistin direngli 93 K. pneumoniae susunda, ¢alismamizdakine benzer
sekilde, mcr-1’den mcr-8’e kadar olan genlerin varligimi arastirip iki 6rnegi mcr-1 pozitif
bulurken; Arabaci ve ark. 57 kolistin direngli K. pneumoniae’de mcr-1 arastirmis ve g

izolatta pozitiflik saptamislardir (145, 146). Sunulan literatiir verileri 1s18inda mcr gen
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prevalansinin iilkeler arasi biiyilik farkliliklar gosterdigi ve lilkemizde klinik 6rneklerde heniiz
endise verici oranda olmadigr yorumu yapilabilmekle birlikte, aktarilabilen bir direng
profiline sebep olmasi agisindan daha genis kapsamli calismalarla takibin faydali olacagi
diistiniilmistiir.

Bu calismada literatiirdeki farkli ¢alismalar kaynak alinarak, ISO 20776-2:2021
standartlarinin Onerileri dogrultusunda altin standart ile EA orani belirlenen {i¢ yontem igin
bias oranlar1 belirlenmistir (105, 106). Sensititre™, VITEK®2 ve ETEST" igin sirasiyla
+%35,1, -%68,8, -%76,8 olarak hesaplanan bias degerleri, kabul edilebilir goriilen (-%30)-
(+%30) sinirlart disinda kalmistir. Bias degerlendirmesinin ISO tarafindan yakin tarihli 2021
kriterlerine dahil edilmesi sebebiyle, literatiirde kolistin duyarliliginin degerlendirilmesi igin

yontem kiyaslamasi yapan ¢alismalarda bias verisine ulagilamamustir.
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6. SONUC VE ONERILER

MDR etkenler sebebiyle olusan enfeksiyonlarin artisiyla birlikte, son on yillik
slirecte tekrar giindeme gelen ve son segenek antibiyotik olarak kullanilan kolistine kars1 da
direng geligsmesi, enfeksiyonlarin kontrol altina alinmasindaki zorluluklara ve mortalite
artisgina sebep olmasiyla onemli bir halk saglhigi sorunu haline gelmistir. Laboratuvarda
kolistin duyarlilik sonuglarmin belirlenebilmesi, akilci antibiyotik kullanimi ve akabinde
kolistine direng gelisiminin sinirlandirilabilmesi agisindan 6nem teskil etmektedir. Ancak
altin standart yontem olan sivi mikrodiliisyon yonteminin zaman alic1 ve hatalara agik bir
yontem olmasi, rutin laboratuvar isleyisine adaptasyonunu zorlastirmakta ve alternatif yontem
arayisina sebep olmaktadir.

Sunulan ¢alismada kan kiiltiirlerinden izole edilen K. pneumoniae suslarinda kolistin
direng oran1 %16,6 saptanmistir. Calismamiz Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde
kolistin direng prevalansinin arastirildigi ilk calisma o6zelligini tasimakla birlikte direng
oranlarmin takibi igin planlanacak yeni ¢alismalara ihtiya¢ oldugunu gostermektedir.

Sensititre™ yontemi bu ¢alismada altin standart yontem ile yiiksek uyum gostermis
olmasi sebebiyle rutin kullanima uygun goriilebilir. Ancak laboratuvarimiz gibi ornek
kapasitesi yiiksek laboratuvarlarda, yontemin c¢alismamizda uygulandigi gibi manuel
pipetasyon ve okuma ile uygulanmasinin zor olabilecegi, yontemin otomasyon imkanlari ile
kullanilmasinin laboratuvar isleyisine adaptasyonu kolaylastirabilecegi diistinilmdistiir.

Kolistin s1v1 disk eliisyon yontemi CLSI ¢alisma grubu tarafindan kolistin duyarlilig1
belirlenmesinde onerilmesi ve c¢alismamizda da altin standart ile yiiksek uyum gostermesi
ayrica maliyet etkin ve kolay uygulanabilir bir yontem olmasi nedeniyle rutin kullanimda yer
bulabilecek bir yontem olarak degerlendirilebilir.

Calismamizda gradiyent test yontemi ETEST®, Sensititre™ ve CBDE yontemine
benzer sekilde duyarlilik kategorisi agisindan BMD ile yiiksek uyumlu saptanirken, otomatize
AST sistemi VITEK®2 kabul edilebilir orandan fazla VME gostermistir. Her iki yontemin de
EA oranlarimin diisiik olmas ve literatiirdeki veriler géz oniine alindiginda hem ETEST® hem
VITEK®2 ile saptanan kolistin duyarliik sonuglarimin dogrulanmadan bildirilmesinin uygun
olmayacag diisliniilmiistiir.

Aktarilabilen kolistin direncine onciiliik eden mcr genlerinin klinik 6rneklerden izole
edilen kolistin direncli suslarda taranabilmesi, hem bu suslarla meydana gelen hastane kaynakli
salginlarin olugmasinin 6nlenebilmesi hem de degerli bir epidemiyolojik veri birikimi saglanmast

acisindan onem teskil etmektedir.
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Sonug¢ olarak, MDR etken enfeksiyonlarin tedavisinde onemli bir antibiyotik olan
kolistine karst gelisen direng endise vericidir. Enfeksiyon etkeni bakterilerde ilaca karsi
duyarliligin belirlenebilmesi ve diren¢ mekanizmalarinin tanimlanabilmesi, ilacin akilct
kullanimini saglayarak hem gereksiz maliyetin 6niine gegmek hem de direngli suslarla meydana
gelebilecek salginlart 6nlemek acgisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Direng oranlarmin takip
edildigi epidemiyolojik ¢alismalarin siirekli hale getirilmesi gerekmektedir. Ulkemizde ve
diinyada, kolistin direnci siirveyans verileri diger antibiyotikler i¢in yapilan izlemlere kiyasla
yetersiz kalmaktadir. Bunun en biiylik sebebi kolistin duyarliligmin belirlenmesinde altin
standart yontem olarak kabul edilen BMD’nin zor uygulanabilir bir yontem olmasidir. BMD’ye
alternatif kullanilabilecek yoOntemler, kontrollii ¢aligsmalarla ilerlenerek laboratuvar rutin
isleyisinde yer bulabilir. ileri donemlerde daha fazla sayili &rneklem ve daha cesitli bakteri

gruplartyla yapilacak yontem karsilastirilmasi caligmalarma ihtiyag vardir.
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