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Coklu ilaca direncli bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarda karbapenemler, karbapeneme direncli
olanlarda ise kolistin (polimiksin E) son care olarak kullaniimaktadir. Gram-negatif bakterilerin sitoplazmik
membraninin gecirgenligini bozarak hiicre 6limiine neden olan kolistinin tim diinyada kullaniminin artisi
diren¢ sorununu giindeme getirmistir. Aktarilabilir kolistin direnci enzimi olan mcr, lipid A’ya fosfoetanola-
min eklenip lipopolisakkaritleri modifiye ederek polimiksin direncine yol acan bir fosfoetanolamin transfe-
razdir. Bu calismada kolistine direncli Enterobacterales izolatlarinda en yaygin goriilen plazmit aracili bazi
kolistin ve karbapenemaz diren¢ genlerinin arastinlmasi amaclanmistir. Calismada Karadeniz Teknik Uni-
versitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Ekim 2016-Eylil 2018 tarihleri
arasinda klinik birimlerde tedavi géren hastalarin numunelerinde tespit edilen Enterobacterales izolatlar kul-
lanilmistir. izolatlar klasik yontemlere ilaveten MALDI-TOF-MS (Bruker Daltonics, Almanya) ile tir diizeyinde
tanimlanmistir. Enterobacterales izolatlarinin antibiyotik duyarliliklari Phoenix (Becton Dickinson, ABD) oto-
matize mikrobiyoloji sistemi ile calisiimistir ve “European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST)” onerilerine gore degerlendirilmistir. Kolistine direncli bulunan izolatlarda ve duyarli saptanan
ancak kolistin duyarlilik test sonucu hasta raporuna eklenmesi gereken izolatlarda kolistin duyarlilik testleri
EUCAST standartlarina uygun olarak sivi mikrodiliisyon yontemiyle tekrarlanmistir. Kolistine direncli Ente-
robacterales izolatlarinda EUCAST Onerileri dogrultusunda genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL),
AmpC beta-laktamaz ve karbapenemaz varligi fenotipik yontemlerle arastiriimigstir. Ayrica, polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) yontemiyle mcr-1-5, blaoxmsl blaKPC, bIaNDM, blavwv blaIMP diren¢ genleri arastiriimis,
ardindan amplifiye edilen Griinlerin niikleotit dizi analizleri yapilmistir. Calismamizda, farkl klinik birimlerde
tedavi goren 7535 hastaya ait 14657 Enterobacterales izolati retrospektif olarak irdelendiginde en sik Esche-
richia coli %61.2 (n= 8968), Klebsiella pneumoniae %22.7 (n= 3334) ve Enterobacter cloacae %6.9 (n=1005)
oldugu goriilmdstir. Karbapenem direnci toplamda 894 izolatta tespit edilmis olup; Ekim 2016-Eylil 2017

iletisim (Correspondence): Dr. Ogr. Uyesi Esra Ozkaya, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, Trabzon, Tiirkiye. Tel (Phone): +90 462 377 5155, E-posta (E-mail): esraozkaya@ktu.edu.tr



https://orcid.org/0000-0001-8497-5419
https://orcid.org/0000-0003-1673-9101
https://orcid.org/0000-0002-6772-1043
https://orcid.org/0000-0003-4500-5668
https://orcid.org/0000-0001-9522-707X
https://orcid.org/0000-0002-0139-908X

Klinik Enterobacterales izolatlarinda Plazmit Aracili mer Kolistin Direng Geninin Arastiriimasi

tarihleri arasinda izole edilen 7135 izolatin %5.8 (n= 412)’i, Ekim 2017-Eylil 2018 tarihleri arasinda izole
edilen 7522 izolatin %6.4 (n= 482)’l direncli bulunmustur. Tim izolatlar icinde kolistine direncli bulunan
izolatlar Ekim 2016-Eyliil 2017 tarihleri arasinda 65 (%0.9) iken, Ekim 2017-Eyliil 2018 tarihleri arasinda 97
(%1.3)'dir. Ayni hastaya ait farkli 6rneklerdeki ayni etken tiremelerinde sadece ilk izolatlar calismaya dahil
edilerek kolistine direncli 46 izolat secilmistir. Stok kiiltlirden Uretilemeyen 6 izolat ¢alisma materyalinden
cikarimistir. Calismaya dahil edilen kolistine direncli 40 Enterobacterales izolatinin 13 (%32.5)'G 2017, 27
(%67.5)'si 2018 yilinda izole edilmistir. Bu izolatlarin 22'sinde GSBL, 6'sinda AmpC beta-laktamaz, 15‘inde
karbapenem direnci fenotipik yontemlerle tespit edilmistir. Bu islemlerin ardindan PCR yontemiyle 2 izolatta
mcr-1, 2 izolatta bla,, , ,o, 1 izolatta bla,, 1 izolatta bla,,. ve blay, ,. birlikteligi, 5 izolatta blay,, ve bla-
oxasg Dirlikteligi tespit edilmistir. mcr-1 saptanan izolatlarda niikleotit dizi analizi ile dogrulama yapilmustir.
Tespit edilen mcr-1 genleri hastanemizde tedavi géren 65 yas Ustl 2 kadin hastanin idrar kdltiri orneklerin-
de ureyen E.coli izolatlarinda bulunmustur. Bu hastalardan 1’inde test edilen antibiyotikler arasinda sadece
ampisiline diren¢ gozlenmis, digerinde ise ampisilin, amoksisilin-klavulonik asit ve siprofloksasine direng
belirlenmistir. Sonug olarak, yayinimiz literattirde ulasabildigimiz kadaryla tilkemizde klinik 6rneklerde mcr-
1 geni varhgini gosteren ve DNA dizi analizi ile dogrulanmis ilk calismadir. Coklu ilag direnci goriilmeyen
izolatlarda mcr geninin saptanmis olmasi tibbi mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kolistin duyarlilik testi cali-
silmasinin énemini bir kez daha gozler 6niine sermektedir. Ayrica calismamizda farkli direng genlerini bir
arada iceren izolatlarin saptanmig olmasi, karbapenem ve kolistin direncinin yayliminin beklenenden daha
hizli olabilecegini bir kez daha hatirlatmustir.

Anahtar kelimeler: Enterobacterales; kolistin direnci; karbapenem direnci; mcr-1 geni.
ABSTRACT

Carbapenems are used in the treatment of infections caused by multidrug-resistant bacteria and co-
listin (polymyxin E) is used as the last choice of antimicrobial agent in those resistant to carbapenems.
The worldwide and increased use of colistin, which causes cell death by disrupting the permeability of
the cytoplasmic membrane of gram-negative bacteria, raised the problem of resistance. The transferable
colistin resistance enzyme mcr, is a phosphoethanolamine transferase that adds phosphoethanolamine to
lipid A and modifies lipopolysaccharides, leading to polymyxin resistance. The aim of this study was to
investigate some of the most prevalent plasmid mediated colistin and carbapenemase resistance genes in
colistin resistant Enterobacterales isolates. Enterobacterales isolates which were isolated in the samples of
patients treated in the clinical units between October 2016 and September 2018 in the Karadeniz Techni-
cal University Faculty of Medicine Farabi Hospital Medical Microbiology Laboratory were included in the
study. In addition to conventional methods, isolates were identified to the species level by MALDI-TOF MS
(Bruker Daltonics, Germany). The antibiotic susceptibilities of Enterobacterales isolates were studied by an
automated microbiology system (Phoenix, Becton Dickinson, USA) and evaluated according to European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) criteria. In isolates that are resistant to colistin,
and the isolates that are found to be sensitive but should be included in the patient report of the colistin
susceptibility test, colistin susceptibility tests were repeated with liquid microdilution method in accordance
with EUCAST standards. The presence of extended spectrum beta-lactamase (ESBL), AmpC beta-lactamase
and carbapenemase were determined by phenotypic methods according to EUCAST recommendations
in colistin resistant Enterobacterales isolates. Furthermore, resistance genes of mcr-1-5, blay,, 46, blOy,c
bla, . bla,,, bla,,, were detected by polymerase chain reaction (PCR) method, followed by nucleotide
sequence analysis of the amplified products. In our study, 14657 Enterobacterales isolates belonging to
7535 patients treated in different clinical units were examined retrospectively. Escherichia coli 61.2% (n=
8968), Klebsiella pneumoniae 22.7% (n= 3334) and Enterobacter cloacae 6.9% (n= 1005) were the most
prevalent isolates. Carbapenem resistance was detected in 894 isolates, and 5.8% (n=412) of 7135 isolates
isolated between October 2016 and September 2017; 6.4% (n= 482) of 7522 isolates between October
2017 and September 2018 were found to be resistant. Considering all isolates, colistin resistant isolates
were 65 (0.9%) between October 2016 and September 2017 and 97 (1.3%) between October 2017 and
September 2018. By including only the first isolates in the study for the same agent growths in different
samples of the same patient, 46 colistin resistant isolates were selected. Six isolates which could not be
cultivated from stock cultures were excluded from the study material. Thirteen (32.5%) of the 40 colistin
resistant Enterobacterales isolates were isolated in 2017 and 27 (67.5%) were isolated in 2018. ESBL was
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detected in 22, AmpC beta-lactamase was detected in 6, carbapenem resistance was detected in 15 of
them by phenotypic methods. As a result of PCR analysis, mcr-1 gene detected in 2 isolates, bla,,, ,o in 2

isolates, blavIM in 1 isolate, blaKPC and bIaOXA_ 48 in 1 isolate, blaNDM and bIaOXA_ 8 in 5 isolates. These results

were confirmed by sequencing of the PCR products. The mcr-1 genes were found in E.coli isolates grown in
urine culture samples of 2 women over 65 years of age treated in our hospital. Among the antibiotics tes-
ted, only ampicillin resistance was observed in 1 of the patients, whereas ampicillin, amoxicillin-clavulanate
and ciprofloxacin resistance were detected in the other. In conclusion, as far as we can reach in the literature
our publication is the first study showing the presence of mcr-1 gene in clinical samples in our country and
confirmed by DNA sequence analysis. The detection of mcr gene in isolates without multidrug resistance
showed once again the importance of colistin susceptibility testing in the laboratories. In addition, the
presence of isolates containing more than one resistance genes in our study, suggests that the spread of
carbapenem and colistin resistance may be faster than expected.

Keywords: Enterobacterales; resistance to colistin; resistance to carbapenems; mcr-1 gene.
GIRi$

Karbapenemler ve kolistin glinimiizde 6zellikle immiin sistemi baskilanmis hastalar-
daki gram-negatif bakteri enfeksiyonlarinda hayat kurtaricidir. Nitekim, genislemis spekt-
rumlu beta-laktamaz (GSBL) lireten coklu ilaca direncli bakterilerin neden oldugu enfek-
siyonlarda karbapenemler, karbapeneme de direncli olanlarda ise kolistin (polimiksin E)
son care olarak kullaniimaktadir’-2. Gram-negatif bakterilerin sitoplazmik membraninin
gecirgenligini bozarak hiicre 6limiine neden olan kolistinin tim dinyada kullaniminin
artisi direnc sorununu yaninda getirmistir'3. Cin’de Lui ve arkadaslari, 2015 yilinda Ente-
robacterales izolatlarinda plazmit aracili mcr-1 kolistin direng geninin varligini gosterene
kadar, kolistin direncinin yalnizca kromozomal mutasyonlardan kaynaklandigi bilinmek-
teydi'#. Mcr-1 enzimi, lipid A’ya fosfoetanolamin eklenip lipopolisakkaritleri modifiye
ederek polimiksin direncine yol acan bir fosfoetanolamin transferazdir®. mcr-1'in tespi-
tinden kisa bir stire sonra diger Mcr homologlarinin (mcr-2-9) bildirimleri yapilmistir ve
direng genlerinin izolatlar arasinda transfer olabilecegi gésterilmistir>.

Calismamizda Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi Mikro-
biyoloji Laboratuvarinda, Ekim 2016-Eylil 2018 tarihleri arasinda cesitli klinik 6rneklerden
izole edilen kolistine direncli Enterobacterales ailesi Uyesi izolatlarda en yaygin gorilen
plazmit aracili bazi kolistin ve karbapenemaz direng genlerinin arastirimasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Aragtirmalar Etik Kurulu
onay! ile gerceklestirildi (Tarih: 31.12.2018 ve Karar no: 24237859-10).

Bakteri izolatlari

Bu calismada, Ekim 2016-Eylul 2018 tarihleri arasinda laboratuvarimizda klinik 6rnek-
lerden izole edilen ve uygun sartlarda saklanan Enterobacterales izolatlar kullanildi.

Enterobacterales izolatlarinin Tanimlanmasi

Laboratuvarimiza gonderilen klinik 6rnekler, %5 koyun kanh agar (BD, Becton Dickin-
son, ABD), EMB agar (Oxoid, ingiltere) ve cikolata agar (Becton Dickinson, ABD) besiyer-
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lerine ekilerek 24-48 saat 35-37°C’de aerobik ortamda inkulbe edildi ve lireyen koloniler
degerlendirmeye alindi. Mikroskobik incelemede gram-negatif basil goriiniimiinde olan
koloniler, klasik yontemlere ilaveten MALDI Biotyper (Bruker Daltonics, Almanya) ile lire-
tici firma onerileri dogrultusunda tir dizeyinde tanimlandi.

Antimikrobiyal Duyarllik Testleri ve Minimum inhibitér Konsantrasyonu (MiK) Tayini

Enterobacterales olarak tanimlanan izolatlarin antibiyotik duyarhliklari Phoenix (Bec-
ton Dickinson, ABD) otomatize mikrobiyoloji sistemi ile calisildi ve “European Commit-
tee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)” kriterlerine gére degerlendirildi’.
Uygunsuz direng profillerindeki testler disk diflizyon, antibiyotik gradiyent ve/veya sivi
mikrodillisyon testleri ile tekrarland.

Calisma suiresince tim Enterobacterales izolatlarinda otomatize sistem ile kolistin di-
renci tarandi. Bu yontemle direncli bulunan izolatlarda ve duyarli saptanan ancak kolistin
duyarlilik test sonucu hasta raporuna eklenmesi gereken izolatlarda kolistin duyarlilik
testleri EUCAST standartlarina uygun olarak sivi mikrodiliisyon yéntemi ile tekrarlandi’.
Kalite kontrol icin Escherichia coli ATCC 25922 ve E.coli NCTC 13846 suslari kullanildi’.

GSBL ve AmpC Beta-Laktamaz Saptanmasi

EUCAST onerileri dogrultusunda GSBL cift disk sinerji; AmpC beta-laktamaz testi ise
sefoksitin/sefoksitin-boronik asit diskleri kullanilarak kombine disk yontemi ile caligildi. Bu
testlerde kalite kontrol icin E.coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 ve
K.pneumoniae ATCC 13883 suslari kullanildi®®.

Karbapenemazlarin Belirlenmesi

Enterobacterales izolatlarinda karbapenemaz varligi karbapenem inaktivasyon yontemi
(CIM) kullanilarak arastirildi’®. Bu incelemeler sirasinda KPC pozitif olan K.pneumoniae ATCC
BAA1705 ve KPC negatif olan K.pneumoniae BAA1706 kontrol suslari olarak kullanildi.

Molekiler analizler uygulanincaya kadar izolatlar %15 gliserol (Merck, Almanya) ice-
ren triptik soy buyyon besiyerinde (Fluka, 22092, ABD) -80°C’de saklandi'’.

izolatlarin Yeniden Canlandiriimasi ve DNA izolasyonu

Calismaya dahil edilen secilmis izolatlar stoklardan cikarilarak %5 koyun kanli agarda
pasajlandi. Karbapenem ve kolistin duyarlilik testleri tekrarlandi. DNA izolasyonu icin bir
0ze dolusu izolat, 500 pl steril saf su icinde stispanse edildi. 2500 x g’de bir dakika santrifij
edilerek stipernatan uzaklastirildi. Ayni islem iki kez daha tekrar edildikten sonra ¢okelti 500
ul steril Tris-EDTA (TE), pH= 8 tamponu icinde yeniden stispanse edildi. Cozelti kaynayan saf
su icinde 10 dakika bekletildikten sonra 10.000 x g’de 5 dakika santrifijj edildi. Steril saf su
ile 10 kat sulandirilan stipernatan alikotlanarak kullanilincaya kadar dondurucuda stoklandi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Fenotipik yontemlerle kolistin direnci saptanan izolatlarda mcr-1-5, karbapenem direnci

saptanan izolatlarda ise bla bla,, ., bla bla,,,, bla,,, gen varhg arastiridi. Bu

OXA-48" KPC’ NDM/ viM?/
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islem icin toplam 25 pl’lik hacmin icinde; 5 pl tampon (Promega Madison, WI, ABD),
1 U DNA polimeraz (Promega, Madison, WI, ABD), 0.2 mM dNTP karisimi (Ampligon,
Danimarka), 0.2 pM primer (Oligomer, Ankara), 1.5 mM MgCl, ve 2 ul kalip DNA olacak
sekilde PCR karigimi hazirlandi. Kullanilan primerler Tablo I'de sunulmustur. Amplifikasyon
kosullari; 94°C’de 5 dakika baslangi¢ denattrasyonu sonrasi, her dongu icin 94°C’de 30 sn
denatirasyon, 58°C’de 90 sn primer birlesmesi, 72°C’de 60 sn polimerizasyon agamalarini
iceren 25 dongu ve sonrasinda 72°C’de 10 dakika son uzama suresi olarak diizenlendi.
Cihazda (Applied Biosystems® GeneAmp® PCR System 9700, ABD) gerceklestirilen ampli-
fikasyon isleminin sonucu, 0.5 pg/ml etidyum bromiir iceren %1.5’lik agaroz jele yiiklenen
drlinlerin 110 Volt'da elektroforezi sonrasi UV transiliminatérde gozlendi.

Niukleotit Dizi Analizi

Agaroz jel elektroforezi sonucunda buydklikleri uyumlu olan bant gézlenen PCR Griin-
leri temizlendikten sonra ayni PCR primerleri ile dizileme dongusu (cycle sequencing)
gerceklestirildi (BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, Waltham, MA, ABD).
Dizileme islemi ABI PRISM® 3100 Genetic analizérde (Applied Biosystems, ABD) ger-

Tablo I. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Yonteminde Kullanilan Primerler
Amplikon buytklugu

Primer adi Dizisi (5’-3") (bp) Kaynak

CLRF F- CGG TCA GTC CGT TTG TTC 309 1

CLRR R- CTT GGT CGG TCT GTA GGG

MCR2 IF F- TGT TGC TTG TGC CGA TTG GA 567 5

MCR2 IR R- AGA TGG TAT TGT TGG TTG CTG

mcr3_900bp_fw F- AAA TAA AAATTG TTC CGC TTA TG 929 12

mcr3_900bp_rev  R- AAT GGA GAT CCCCGT TIT T

mcr4_1100bp_fw  F- TCA CTT TCA TCA CTG CGT TG 1116 12

mcr4_1100bp_rev  R- TTG GTC CAT GAC TAC CAA TG

MCRS5_fw F- ATGCGGTTGTCTGCATTTATC 1644 13

MCR5_rev R- TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG

bla,, F- GATACCACGTTCCGTCTGG 246 14
R- GCAGGTTCCGGTTTTGTCTC

blagy , 45 F- TTGGTGGCATCGATTATCGG 744 15
R- GAGCACTTCTTTTGTGATGGC

blay o, TCG ATC CCA ACG GTG ATATT 287 15
TGG ATC AAG CAG GAG ATC AA

bla,,, , AGT GGT GAG TAT CCG ACA G 261 16
ATG AAA GTG CGT GGA GAC

bla,, CTA CCG CAG CAG AGT CTT TG 587 16
AAC CAG TTT TGC CTT ACC AT

bp: Baz cifti.
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ceklestirildi. Elde edilen dizilerin benzerligi “Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)”
kullanilarak arastirildi.

BULGULAR

Calismamizda, farkh klinik birimlerde tedavi goéren 7535 hastaya ait 14657 Enterobac-
terales izolati retrospektif olarak irdelenmis ve en sik E.coli%61.2 (n= 8968), K.pneumoniae
%22.7 (n=3334) ve Enterobacter cloacae %6.9 (n= 1005) oldugu goértlmustir. Karbape-
nem direnci toplamda 894 izolatta tespit edilmis ve Ekim 2016-Eylul 2017 tarihleri ara-
sinda izole edilen 7135 izolatin %5.8 (n=412)’i; Ekim 2017-Eyltl 2018 tarihleri arasinda
izole edilen 7522 izolatin %6.4 (n= 482)'G direncli bulunmustur. Tim izolatlar icinde
kolistine direncli bulunan izolatlar Ekim 2016-Eylul 2017 tarihleri arasinda 65 (%0.9)
iken, Ekim 2017-Eyltl 2018 tarihleri arasinda 97 (%1.3) olarak tespit edilmistir. Hastalarin
tekrarlayan tremelerinde sadece ilk 6rnekleri calismaya dahil edilerek kolistine direncli 46
izolat secilmistir. Stok kultirden uretilemeyen 6 izolat calisma materyalinden cikariimis-
tir. Calismaya dahil edilen kolistine direncli 40 Enterobacterales izolatinin 13 (%32.5)"u
2017, 27 (%67.5)'si 2018 yilinda izole edilmistir.

Calisma siresince tim Enterobacterales izolatlarinda otomatize sistem kolistin direnci
taranmistir. Bu yontemle direncli bulunan izolatlar ve duyarl saptanan ancak kolistin
duyarlilik test sonucu hasta raporuna eklenmesi gereken izolatlarin kolistin duyarlilik testi
EUCAST standartlarina uygun olarak sivi mikrodiliisyon yontemi ile tekrarlanmistir. Her
iki calisma arasinda uyumsuzluk tespit edilmistir. Tim izolatlar icinde kolistine direncli
bulunan 40 izolat calismaya alinmistir. Calismaya dahil edilen kolistine direncli Entero-
bacterales izolatlarinin kolistin MiK oranlari Tablo II’de sunulmustur.

Kolistine direncli izolatlarin 26 (%65.0)'sinin hastane kaynakli, 14 (%35.0)’Gn{in top-
lum kaynakli, bu izolatlarin da en sik (%42.5) yogun bakim Unitelerinden gelen 6rnek-
lerden oldugu saptanmistir.

Calismaya dahil edilen kolistine direncli Enterobacterales izolatlarinin 22’sinde GSBL,
altisinda AmpC beta-laktamaz, 15’inde karbapenem direnci varligi fenotipik yontemlerle
tespit edilmistir. Bu islemlerin ardindan uygulanan PCR analizinde 2 izolatta mcr-1, 2

izolatta blay,, . 1 izolatta bla,,,, 1 izolatta bla,,. ve blag,, ,q birlikteligi, 5 izolatta

bla,, ve b/qOXA_48 birlikteligi tespit edilmistir. PCR analizi yapilan izolatlarin karbapenem

ve kolistin MIK degerleri, fenotipik ve genotipik test sonuclar Tablo Ill'te gosterilmistir.

Tablo Il. Kolistine Direngli Enterobacterales izolatlarinin Kolistin MiK Oranlari

Bakteri izolatlar MiK araligr (ug/ml) MK, MiK
Klebsiella pneumoniae (n= 19) 8 -> 64 64 > 64
Escherichia coli (n= 14) 4-32 16 32

Klebsiella aerogenes (n= 4) 16-> 64 32 > 64
Enterobacter cloacae (n= 3) 64-> 64 > 64 > 64

MiK: Minimum inhibitér konsantrasyonu.
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Tablo Ill. Kolistine Direngli Enterobacterales izolatlarinin Karbapenem ve Kolistin MIK Dederleri, Fenotipik
ve Genotipik Test Sonuglari

izolat ERT imp MEM co Direng
no Bakteri tirti  (ug/ml) (ug/ml) (ug/ml) (ug/ml) GSBL  AMP-C ciM genleri
TK-1 K.pneumoniae >1 4 4 64 Pozitif ~ Negatif  Pozitif  blagyy, ,o +
blay on,
TK-2 E.cloacae 1 2 <0.125 64 Negatif ~ Pozitif ~ Negatif -
TK-3 E.coli <0.25 <025 <0.125 32 Negatif  Negatif Negatif -
TK-4 K.pneumoniae < 0.25 1 <0.125 32 Pozitif ~ Negatif  Negatif -
TK-5 K.aerogenes 0.5 <025 <0.125 > 64 Negatif ~ Pozitif ~ Negatif -
TK-6 E.coli <0.25 <0.25 <0.125 32 Negatif ~ Negatif Negatif -
TK-7 E.coli <0.25 <0.25 <0.125 32 Pozitif ~ Negatif  Negatif -
TK-8 K.pneumoniae >1 8 8 > 64 Pozitif ~ Negatif  Pozitif  blagyy, ,o +
IaNDM
TK-9 E.cloacae <0.25 1 <0.125 > 64 Negatif ~ Negatif  Pozitif -
TK-10  K.pneumoniae >1 8 >8 > 64 Pozitif ~ Negatif  Pozitif blagya 4a
TK-11  K.pneumoniae > 1 8 >8 64 Pozitif ~ Negatif  Pozitif  blagy, ,q +
bla, o,

TK-12 K.aerogenes <0.25 <0.25 <0.125 16 Negatif  Negatif  Pozitif -

TK-13 E.coli <0.25 0.5 <0.125 Negatif  Negatif Negatif mcr-1
TK-14  K.pneumoniae < 0.25 <025 <0.125 16 Pozitif ~ Negatif  Negatif -
TK-15  K.pneumoniae > 1 >8 >8 8 Negatif ~ Negatif  Pozitif blagy, 4a
TK-16 E.coli <0.25 <0.25 <0.125 32 Pozitif ~ Negatif  Negatif -
TK-17 E.coli <0.25 <0.25 <0.125 32 Negatif  Negatif Negatif -
TK-18  K.pneumoniae < 0.25 <025 <0.125 64 Pozitif ~ Negatif  Negatif -
TK-19 E.coli <0.25 <025 <0.125 16 Pozitif ~ Negatif  Negatif -
TK-20  K.pneumoniae 0.25 <0.25 <0.125 64 Pozitif ~ Negatif  Negatif -
TK-21  K.pneumoniae >1 >8 >8 32 Pozitif ~ Negatif  Pozitif  blagy, .o +
bla,,
TK-22 E.coli >1 <0.25 1 > 64 Pozitif ~ Negatif  Negatif -
TK-23  K.pneumoniae >1 <0.25 1 > 64 Pozitif ~ Negatif  Negatif -
TK-24 E.coli <0.25 <0.25 <0.125 4 Negatif ~ Negatif  Negatif -
TK-25  K.pneumoniae > 1 <0.25 1 > 64 Pozitif ~ Negatif  Negatif -
TK-26  K.pneumoniae < 0.25 0.5 <0.125 > 64 Pozitif ~ Negatif  Negatif -
TK-27 E.coli <0.25 <025 <0.125 32 Negatif ~ Negatif  Negatif -
TK-28  K.pneumoniae = < 0.25 0.5 <0.125 > 64 Negatif ~ Negatif Negatif -
TK-29  K.pneumoniae < 0.25 <0.25 <0.125 8 Pozitif ~ Negatif  Negatif -
TK-30  K.pneumoniae >1 0.5 1 > 64 Pozitif ~ Negatif  Negatif -
TK-31  K.pneumoniae < 0.25 1 <0.125 16 Negatif ~ Negatif Negatif -
TK-32 K.aerogenes >1 4 8 32 Negatif ~ Negatif  Pozitif  blag,, .o +
blay
TK-33 E.cloacae >1 8 2 > 64 Negatif  Pozitif Pozitif bla,,,
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Tablo Ill. Kolistine Direngli Enterobacterales izolatlarinin Karbapenem ve Kolistin MIK Dederleri, Fenotipik
ve Genotipik Test Sonuglari (Devami)
izolat ERT imp MEM co Direng
no Bakteri tirti  (ug/ml) (ug/ml) (ug/ml) (ug/ml) GSBL  AMP-C ciM genleri
TK-34 E.coli <0.25 <0.25 <0.125 16 Negatif Negatif  Negatif mcr-1
TK-35 E.coli <0.25 <0.25 <0.125 16 Pozitif ~ Negatif  Negatif -
TK-36  K.pneumoniae >1 0.5 2 > 64 Pozitif ~ Negatif  Negatif -
TK-37 E.coli > 1 1 1 16 Pozitif ~ Negatif  Pozitif  blayy, ,o +
blay o,
TK-38 E.coli <0.25 <0.25 <0.125 32 Pozitif ~ Negatif  Negatif -
TK-39 K.aerogenes >1 8 4 8 Negatif ~ Pozitif ~ Negatif -
TK-40  K.pneumoniae < 0.25 0.5 <0.125 8 Pozitif ~ Negatif  Negatif -
ERT: Ertapenem, iMP: imipenem, MEM: Meropenem, CO: Kolistin, GSBL: Genislemis spektrumlu beta-laktamaz,
CIM: Karbapenem inaktivasyon yontemi.

mcr-1 pozitif PCR urlGinu dizi analizinde 309 bp uzunlugunda veri elde edilmistir. Dizi
Blast veri tabaninda arastirildiginda mcr-1 dizileri ile %100 benzerlik gorilmustur.

Tespit edilen mcr-1 genleri hastanemizde tedavi goren 65 yas Ustl 2 kadin hastanin
idrar kultiri orneklerinde tireyen E.coli izolatlarinda bulunmustur. Bu hastalardan 1’inde
test edilen antibiyotikler arasinda sadece ampisiline karsi diren¢g gozlenmis, digerinde ise
sadece ampisilin, amoksisilin-klavulonik asit ve siprofloksasine karsi diren¢ belirlenmistir.

TARTISMA

Enterobacterales ailesi Uyeleri hem saglik hizmeti ile iliskili hem de toplum kaynakh
enfeksiyonlarin en 6nemli nedenleri arasindadir'’. Hastanelerde her klinikte gériilse de,
enfeksiyonlarina en sik yogun bakim Unitelerinde karsilasiimakta ve sonuclari da daha
agir seyredebilmektedir'®. Calismamiza dahil ettigimiz kolistine direncli Enterobacterales
izolatlari da en sik olarak yogun bakim Unitelerinden (%42.5) saptanmistir.

Mobil kolistin diren¢ genlerinin ortaya ¢ikmasi, kolistin direncinin olusmasi ve yayil-
mas! ile ilgili verilerin yeniden gézden gecirilmesine neden olmustur®. Cin’de mcr-1'in
kesfinden sonra diinyanin ¢esitli bolgelerinden mcr genleri ile ilgili bildirimler yayimlan-
mustir’. Bu bildirimlerde Enterobacterales ailesinde siklikla mcr-1 ve mcr-3 tespit edilmistir,
mcr-2, mcr-4 ve mcr-5 varhgi oldukga nadirdir®. Ulkemizde mcr-1 geni ilk kez Kiirekgi ve
arkadaslar'® tarafindan tavuk etlerinden dretilmis E.coli izolatlarinda gésterilmistir. Sari
ve arkadaslan?® 2017 yilinda yayimladiklari calismada toplam 22 merkeze ait 329 En-
terobacterales izolatinda mcr-1 ve mcr-2 gen varligini PCR yontemi ile arastirmis ancak
calismaya alinan izolatlarin hicbirinde aranan gen bdlgelerine rastlanmamugtir. Arabaci ve
arkadaslan?’ 2018 yilinda sunduklari bildiride ii¢ K.pneumoniae izolatinda PCR yéntemi
ile mcr-1 genini tespit ettiklerini bildirmisler ancak ileri dogrulama testlerini gerceklestire-
memislerdir. Kandemir ve arkadaslari?? Acinetobacter baumannii izolatinda PCR yéntemi
ile elde ettikleri amplifikasyon Grtinlerini DNA dizi analizi ile incelediklerinde, hedeflenen
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bdlge ile yaklasik ayni bp uzunlugunda ancak %60-80 oranlarinda benzerlik tespit ettik-
lerini bildirmigler ve pozitif cikan 6rneklerin DNA dizi analizi ile dogrulanmasinin uygun
olacagini 6nermislerdir.

Bu calisma, literatiirde ulasabildigimiz kadariyla tlkemizde klinik 6rneklerde mcr-1 geni
varligini gosteren ve DNA dizi analizi ile dogrulanmug ilk arastirmadir. Pozitif sonuglardan
birisi enfeksiyon hastaliklari polikliniginde ayaktan takip edilen, digeri ise i¢ hastaliklari
nefroloji servisinde yatarak tedavi goren 65 yas Usti iki kadin hastanin idrar kilttrd or-
neklerinde etken olarak tireyen E.coli izolatlarinda tespit edilmistir. Ulkemizde tavuklardan
izole edilen kolistine direncli E.coli izolatlarinin antibiyotik profilinde piperasiline, tetrasik-
line, levofloksasine, siprofloksasine, sefepime, aztreonama, seftazidime ve trimetoprim-
siilfametoksazole kargi direnc varligi gésterilmistir'®. izolatlarimizdan birinde test edilen
antibiyotikler arasinda kolistine, ampisiline, amoksisilin-klavulonik asite ve siprofloksasine
karsi diren¢ gozlenmis, digerinde ise kolistin ve ampisilin disinda direng belirlenmemistir.
Bu durum coklu ilag direnci goriilmeyen izolatlarda da kolistin direncinin gértilebilecegi-
ni hatirlatarak, tibbi mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kolistin duyarhlik testi cahsilmasinin
onemini bir kez daha gozler 6niine sermistir.

Kolistine direncli E.coli izolatlarinda plazmit tzerinden mcr-1 geniyle birlikte GSBL ve
kinolon direng genlerinin de aktarilabildigini gosteren calismalar mevcuttur®3'?, Calis-
mamizdaki izolatlar fenotipik testler ile GSBL negatif olarak tespit edilmistir ancak izo-
latlarimizda konjugatif plazmit varligr arastirlamamasi calismamizin kisitl yanini olustur-
maktadir.

Karbapeneme direncli bakterilerle gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde tigesiklin, poli-
miksin, aminoglikozitler ve fosfomisin gibi antimikrobiyaller kullanilmaktadir; ancak bu
molekdllerin farmakokinetik 6zellikleri, toksisiteleri ve gelisen diren¢ problemleri nedeniy-
le uygulanmasinda kisitliliklar yasanmaktadir. Bu nedenle Enterobacterales ailesi tyelerin-
de gozlenen artan karbapenem direnci tim diinyada ciddi kaygilar uyandirmaktadir ve
gelisen direncin nedenlerini belirlemek giderek nem kazanmaktadir'-23, Bu nedenle ¢a-
hismaya aldigimiz kolistine direncli bu 6zel grupta karbapenem direnci incelemeye deger
bulunmus ve yapilan incelemeler sonucunda izolatlarimizin 15 (%37.5)'inde fenotipik
olarak karbapenem direnci belirlenmistir. Diren¢ nedenlerini inceledigimizde karbape-
nem inaktivasyon testinin pozitif bulundugu dokuz izolatta direng genlerinin (blag,, 4o,
bla,,., blayp,, bla,,,) varhgr tespit edilmistir. Bu testin negatif bulundugu alt izolatta
direnc genlerine rastlanmis ancak iki izolatta AmpC, dort izolatta GSBL Uretimi gortilmus
ve karbapenem direncinin bu enzimlerin asiri Gretimine bagli olabilecegi disinilmustir.

Ulkemizde yaygin olarak tespit edilen blay, .5 9eni bizim calismamizda da en sik
rastlanan gen olmustur?*. Diinyada daha énce Monako, Tunus ve isvicre’de gdsterilmis
ve Ulkemizde ilk kez 2015 yilinda Kili¢ ve arkadaslari®® tarafindan K.pneumoniae izola-
tinda bildirilmis olan OXA-48 ve NDM birlikteligi daha sonra E.coli, Citrobacter freundlii,
Providencia rettgeri gibi farkli izolatlarda da gézlenmistir?®. Bizim calismamizda da beg

izolatta bla ve bla gen varligi beraber saptanmustir. bla ve bla, ., birlikte

OXA-48 NDM OXA-48
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pozitif olan E.coli izolatinda sadece ertapenem direncinin gosterilmis olmasi, var olan
direnc genlerinin aktif olmayabilecegini distindirmustir. Ancak konjugasyon calismalari
ile dogrulanmamis olmasi calismamizin kisith yanidir.

NDM gibi diger bir metallo-beta-laktamaz olan VIM llkemizde 2014 yilinda yapilan
cok merkezli bir calismada %2.8 oraninda tespit edilmistir ve pozitif saptanan dort izolat-
tan biri merkezimizden génderilmistir?”. Calismamizda da bla,,,, geninin karbapenemaz
ve AmpC beta-laktamaz Ureten bir E.cloacae izolatinda saptanmis olmasi, bolgemiz icin

var olan tehdidin hala devam ettigini gostermektedir.

Ulkemizde ilk kez 2014 yilinda Romanyali bir hastanin endotrakeal aspirat kiiltiiriinde
izole edilen K.pneumoniae izolatinda bla,, . enzimi geni varligi tespit edilmis, ardindan l-
kemizin cesitli bélgelerinden bildirimler yapilmistir?®, Literatiirde ulasabildigimiz kadary-
la daha &nce Tayvan ve ingiltere’de saptanan bla,. ve bla birlikteligine tlkemizde
calismamiz disinda rastlanmamistir?®-3°,

OXA-48

Sonug olarak, calismamiz literatiirde ulasabildigimiz kadaryla tilkemizde klinik 6rnek-
lerde mcr-1 geni varligini gosteren ve DNA dizi analizi ile dogrulanmis ilk cahismadir. Cok-
lu ilag direnci goriilmeyen izolatlarda mcr geninin saptanmis olmasi tibbi mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda kolistin duyarlilik testi calisiimasinin nemini bir kez daha gozler 6ni-
ne sermektedir. Ayrica, calismamizda farkli direng genlerini bir arada iceren izolatlarin
saptanmis olmasi, karbapenem ve kolistin direncinin yayiliminin beklenenden daha hizli
olabilecegini bir kez daha hatirlatmistir. Kolistinin &zellikle karbapeneme direncli gram-
negatif bakterilerin enfeksiyonlarinin tedavisinde son secenek olarak kullaniimasi, direng
yayillim mekanizmasinin anlasiimasinin ve direncli izolatlarla ilgili siirveyans calismalarinin
yuratilmesini olduk¢a 6nemli hale getirmistir.
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