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Kolistin (polimiksin E)

e 1950’lerde klinik kullanim
1970’lerde terk edildi

» Ciddi nefrotoksik (akut tibdiler nekroz) ve
norotoksik

Kistik fibrozlu hastalarda

direncli Pseudomonas aeruginosa

enfeksiyonlarinda aerosol kullanim



Kolistin

Kolistin sulfat:

e Oral formu: bagirsak dekontaminasyonu (emilim yok)
* Topikal formu: bakteriyel deri enfeksiyonlari
 Damla formu: goz ve kulak enfeksiyonlarinda

(katyonik siklik dekapeptid, alfa amid bagi ile yag asidi zincirine bagh)
COLISTIN
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Kolistin

Kolistimetat sodyum:
|V formu (Turkiye’de 2010 da ruhsat ald1)

COLISTIMETHATE SODIUM
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Etki mekanizmasi

1) Dis membranin yapisini bozar

Polimiksinler; kuvvetli katyonik yapida (kuvvetli
pozitif yuklu) ve hidrofilik aril zincire sahip

Hedefi gram negatiflerin dis membranindaki
anyonik yapida (negatif yuklt) LPS yapiya
baglanma



Etki mekanizmasi

Hilcrenin iki valanli katyonlari olan Ca *2 ve Mg *2
ile yer degistirir.
Hidrofilik zincirin de katkisi ile membran gecirgenligi

bozulur, hicre icerigi disari sizar ve sonucunda bakteri
olumu

phospholipid
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Colistin: The Revival of Polymyxins for the Management
of Multidrug-Resistant Gram-Negative Bacterial Infections
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S Kolistin kullanimindan once

Kolistin kullanimiyla bakterinin
membran yapisi bozuluyor

Huicre icerigi disariya siziyor

Bakteri oluyor



Etki mekanizmasi  [[2 R =
s

2) anti-endotoksin etki

Gram negatiflerin LPS molekullerinin Lipid A

bolimine baglanarak endotoksin aktivitesini
notralize eder

Bakterilerin kolistine duyarhligi,

hiicre membraninin icerdigi fosfolipid miktari ve

ortamda bulunan divalan katyonlarin diizeyi ile
iliskilidir



Etki spektrumu

aerop gram negatif bakterilere etkili
En sik kullanim alani; coklu direncli nozokomiyal patojenler
Pseudomonas aeruginosa
Acinetobacter baumannii
Klebsiella spp. (karbapenemlere direngli)
ayrica
* Escherichia coli
* Bazi Enterobacter spp
* Salmonella spp
* Shigella spp
e Stenotrophomonas maltophilia
* Haemophilus influenzae
* Bordetella pertussis
* Legionella pneumophila



Etki spektrumu

Kolistine dogal direncli bakteriler

Serratia marcescens,
Providencia spp,

Morganella morganii
Proteus spp,

Moraxella catarrhalis,
Burkholderia cepacia,

Gram pozitif bakteriler ve anaeroplar-dogal direncli



Diren¢ mekanizmasi

» Adaptif / mutasyonel mekanizmalar

1. Bakteri (-) yiiklii yiizey LPS’lerini +Lipid A yapisini degistirir
PmrA-PmrB regulatuar sistem PmrE ve PmrHFIJKLM gen
ekspresyonunu saglar

LPS ‘in fosfat gruplarina etanolamin ekler ve lipid A’ya
aminoarabinoz ilistirir, boylece katyonik polimiksinlerin
baglanma affinitesi azalir




Diren¢c mekanizmasi

* PmrA-PmrB regulatuar sistem PmrE ve PmrHFIJKLM gen
ekspresyonunu uyaran cevresel faktorler;

Dusuk PH
Dlsuk magnezyum konsantrasyonu

Yuksek demir konsantrasyonu



Diren¢c mekanizmasi

2. Bakterilerin dis membran proteini OprH asiri sentezlenir,
membrandaki Mg yerlerine geger

PhoP-PhoQ regulatuar sistem OprH gen ekspresyonunu saglar.
OprH proteinleri sentezlenir

eksojen poliaminler &
disik magnezyum konsantrasyonu—> regulatuar sistemi uyarir
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Diren¢c mekanizmasi

Kasim 2015
Horizontal gecis!!

Plasmid aracili mcr-1 geni
Konjugasyon (E.coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa)

*Lipid A’ya fosfoetanolamin eklenmesi

Liu Y-Y, Wang Y, Walsh TR, et al. Emergence of plasmid-mediated colistin resistance
mechanism MCR-1 in animals and human beings in China: a microbiological and molecular
biological study. Lancet Infect Dis 2016; 16: 161-68



Liu Y-Y, Wang Y, Walsh TR, et al. Emergence of plasmid-mediated colistin resistance mechanism
MCR-1 in animals and human beings in China: a microbiological and molecular biological study.
Lancet Infect Dis 2016; 16: 161-68

* Domuzda; mcr-1 geni E coli SHP45 kokeni

Nisan 2011-Kasim 2014
E coli ve Klebsiella pneumoniae mcr-1

Cig etten, 523 E coli’"de 78 (%15)
Besi hayvanlarindan,804 E coli’de 166 (%21)
Yatan hastalardan, 902 E coli’"de 13 (%1.4)

420 K pneumoniae’da (%0.7)



Veteriner tibbinda kolistin kullanimi

50 yildir

Tavuk ve domuz ishalle seyreden hastaliklarinin kontroltiinde yaygin
kullanim

2012; Avrupa Birliginin 19 uye ulkesinde hayvanlarda msanlardan 600 kat
fazla tuketilmis (ECDC ve EFSA) RN T A it MY

=%

RL Skov, DL Monnet

Plasmid-mediated colistin resistance (mcr-1 gene): three months later, story unfolds
Euro Surveill. 2016



RL Skov, DL Monnet
Plasmid-mediated colistin resistance (mcr-1 gene): three months later, story unfolds
Euro Surveill. 2016

mcr-1 geni; kitalarin coguna yayilmis olup,

gida hayvanlarindan, cevresel orneklerden,
enfekte hastalar & uluslararasi seyahat eden
asemptomatik kisilerden uretilen bakterilerde
gosterilmistir.



Kolistin-ADT
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3. Antimicroblal susceptibllity testing of colistin - problems detected
with several commercially available products.

This Warning Was 1ssued My 2046 and moadfied and axtended 26 August and 28
Novernber, 2018, The currend lext &8 f crnm.ﬂ 18 & Sunmary of the prevous
WRIINGS ang incliaas e /esulls fallowing fThar teshing of mam brafh microaiutian fasls
B rare OigEnEIng. Warmnigs wmill be modified Of removed when SSuas have bean
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Antmicrobea! suscaptibiity testing of celiztn has baen fraught with aMcultins. A jort
CUCAST and CLSI subcommettee recently issusd recommendations ConSrming that broth
microdilution (EMD) Is 50 far tha only vaird method and that disk diffusion does not work
because of the poor diffusion of tha large coistin molecule. Tha raport aid not svaluate
grackent tests af colistin, bat raports In the ilerature have questioned the vakcty of MICs
obdained with gradient tects

We uzed a coileclion of cinical iIsciates (n=75) cbtaned fom Internationad contacts
(acknowladoa: SENTRY colection (P Rhomberg, JMI Lavoratories, USA), S Gatermann
Bochum Germany, R. Heneiezen, OTU, Copenhagen, Denmark, O. Sasmueken, Tromso,
Norway, J. Vila, Barcsiona and L Matinaz-Maninaz, Santandar, Spsn) of Escnenchis oo
(n= 14), Kietmela preumonwe, (n=18 | Poudomonas aevegnssa (n=21) and
ACIGetobactar Spp (N=22) Without and with vanows resistance mechanssms and with different
levels of resistance to colstin. Several Enferobacteraceae had the mor-1 gene Broth
microdiiution MIC vailuas of tha four spacikas wara §.25 - 123 mg/L

¢ EUCAST B,
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Recommendations for MIC determination of colistin (polymyxin E)
As recommended by the joint CLSI-EUCAST Polymyxin Breakpoints
Working Group

Calistin [palymyxin E) MIC delemination is associaled by several methadokegical
issues, The iIssucs have boen extensely investigated by the CLSI-EUCAST jomnt
Potymyxn Breakponts Werking Greup and the foilowing method for detemnination of
colistin MIC was agroed:

1. Reference testing of Entercbacteriacess, Fseudomonss aanuginass and
Acinetobacter spp. is by the 1SO-standard broth microdilution method (207 76-
1. Note

Cation-adjusied Muelcer-Hinton Broth is used

b. No additives may te induded in any pan of the testing process (in
particular, na palysarbatef0 or cther surfactants)

c. Trays must be made of glain polystyrene and not treated in any way
before ussa

d. Sulphate salts of polymyxins must be used (the methanasulfonate
derivalive of calistin must nat be psed - il is an inaclive pro<drug thal
breaks down skowly in solution)

2. Susceptibdity testing by other methods, inchiding agar dilution, disk @ffusion
and gradicnt diffusion, cannot be recommended untl histonical gata have been
reviewed or rew study data have been generated. Wark on thase methods is

ongoing.

Putlished on waw.eucastorg 22 March 2016



ADT-Kolistin

* Sivi mikrodilisyon

e Agar dilisyon?

e Strip test?

* Disk difizyon?

* Yari otomatize cihazlar (Vitek, Phoenix, Microscan)?
e Diger fenotipik testler?

* Gentotipik yontemler



Kolistin ADT-Dilusyon yontemleri

* Sivi mikrodillisyon (SMD)

— Uluslararasi referans metod (ISO 20776-1) ve EUCAST
Dokimanlari (http://www.eucast.org/guidance_documents/)
 Silfat tuzlarn
e Standart polistrien plaklar

* Plaklara herhangi bir madde ilave edilmemeli

— In house hazirlanabilir (taze/dondurulmus) veya ticari kitler
(kuru-dondurulmus)kullanilabilir

e Agar dillisyon
— Referans metot olarak yeterince veri yoktur, onerilmez
— Ticari kit de bulunmamaktadir



Kolistin ADT-Difuzyon yontemileri

Strip test
— SMD ile uyumu dusuk
— EUCAST Uyari www.eucast.com

e Disk difuzyon test
— Direncli ve duyari izolatlarin ayrimini yapamaz
— EUCAST Uyari www.eucast.com
* Kolistin agarda iyi difflize olmadigi icin difizyon
testlerinin performansi dusuktur
* Duyarli ve direncli izolatlarin ayrimini saglamak icin
besiyerine ilave kalsiyum eklenebilir
— EUCAST Uyari www.eucast.com




Sivi Mikrodilluisyon

* Sivi mikrodilisyon
— 96 kuyucuklu plaklar
— Antibiyotigin iki kat dilGsyonu
e MIK (Minimal Inhibitér Konsantrasyonu)

— Bakteriyi tamamen inhibe eden antibiyotik konsantrasyonu
* Ciplak gozle degerlendirme

— mg/L veya pg/mL olarak ifade edilir

* MIK degerine etki eden faktorler
— Inokulum miktari, besiyeri, inkiibasyon suresi, sicaklik,
— atmosfer, kalite kontrol susu kullanimi

Testin sonuclar glivenilir ve tekrarlanabilir olmali



SMD’da Okuma

 Okuma icin mutlaka pozitif ve negatif kontrollerin
cahisildigi ilgili kuyucuklarda tam Greme goézlenmeli

 Manuel ockuma referans ydntemdir

e Otomatize okuma sistemleri bulunmakla birlikte bu
kamera sistemlerinin mutlaka kalibre edilmesi
gerekir



EUCAST Referans Laboratuvari Kolistin Duyarhhk
Calisma Sonucu

* Disk difiizyon testi duyarli ve direncli izolatlar arasinda ayrim
yapamaz, tekrarlanabilirlik distk duzeydedir

e Kalite kontrol test sonuclari strip testte uygun olsa bile kolistin
duyarhhginin belirlenmesinde yetersiz kalabilmektedir

* Otomatize sistemler laboratuvar tarafindan kontrol edilme
sansl olmamis ancak ciddi bir kalite kontrol calismasi ile sonug
verilebilir

» Kalite kontrol suslari olarak
— Kolisitin duyarli: E. coli ATCC 25922 veya P. aeruginosa ATCC 27853

— Kolistin direncli: E. coli NCTC 13846 (mcr-1 pozitif)
e Hedef MiK 4 mg/L (nadiren 2 veya 8 mg/L’de olabilir)



; T.C. Saiik Bakanlig:
u Halk Saghig Genel Midiirligi

UAMDS Laboratuvari deneyimi

* Ekim 2017-Aralik 2017

— 107 izolat
» 44 AB,23PA,40E
* 64 Direncli (%59,81)
* 43 Duyarli (%40,19)
— Otomatize sistemlerde 15 duyarli bulunan izolat Direncli (Cok Bliylik HATA)

— Otomatize sistemlerde 9 direncli bulunan izolat Duyarh (Bayuk HATA)

Ankara Mikrobiyoloji Demegi, 10 Ocak 2018, Ankara

Ankara Mikrobiyoloji Demegi, 10 Ocak 2018, Ankara



Sensititre-Thermo Scientific

e Kuru-dondurulmus
e 2vyilraf dmru var

e Oda sicakhginda
saklama

e Duyarlihk/6zgulltk
yuksek

* Musteri istegine
yonelik panel
hazirlayabiliyorlar*

* Tuarkiye distribltora
Hemakim

*maliyet? validasyon?



Micronaut MIC-Bruker

e Kuru-dondurulmus

e 2vyilraf dmri var

* (Oda sicakhginda saklama
e Duyarlilik/6zgullik yiiksek
* 64-0,0625 mg/L

e Turkiye distribtutoru Savas
Medikal



SensiTest™ Colistin, Liofilchem

Liofilchem®

e Kuru-dondurulmus
° Raf 6 m ru ? ? scamaiciaanglcants g A av Do In T own tndd diliave, b allaes

o Lo s pdes i B st it o Bl e aclilc oo oeied e 1

* 2-8°C

e Duyarlihk/6zgillik ? I ]
gynanany

* 0,25-16 mg/L

* 4izolat degerlendirilir

* Turkiye distributora Kemiteks iR

.
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Umic-Biocentric

cmi par microdilution en milied liquide

MIC By brath microdilution

e Kuru-dondurulmus Umlc
. Raf &mrd 27
* 0Oda sicaklhginda

e Duyarliik/6zgullik ?*

* 64-0,0625 mg/L

* Tek izolat calismasina imkan tanir

e Turkiye distribttora ?

biccentric 4y

30 Kasim 2018, Ankara
Ulusal Antimikrobiyal Direng Stirveyansi (UAMDS)- CAESAR Yillik Toplantisi



ADT Karsilastirmasi

m Marka Adi Test Sayisi Diliisyon sayisi

Thermo Sensititre EN I1SO 20776/

Scientific EURGNCOL SMD Plakta 8 Test 0,25-8 (11)
;:;:Ezc Sensititre FRCOL EANA'[;C’O 20776/ | pjakta 3 Test 0,125-128 (6)
Bruker Micronaut MIC ;I\\I/“IDSO ALY Plakta 8 Test 0,0625-64 (11)
Bruker Micronaut MIC-Strip ;I\\I/”I)SO ALY Stripte 1 Test 0,0625-64 (11)
Liofilchem SensiTest Colistin E::I/I:)SO 20776 Plakta 4 Test 0,25-16 (7)
Biocentric Umic E:\\IA:DSO AT Plakta 8 Test 0,125-64 (11)
HSGM In house N 50 27713 Plakta 8 Test 0,0625-32 (11)

SMD

30 Kasim 2018, Ankara
Ulusal Antimikrobiyal Direng Stirveyansi (UAMDS)- CAESAR Yillik Toplantisi



EUCAST Referans Laboratuvari Kolistin Duyarhhk
Caligma Sonucu

Essential Categorical Categorical
SMD Yontemi agreement®* | agreement** | agreement

(%) Biiylik Hata Cok Biiyilik Hata
Sensititre (Thermo Fisher Scientific) 99 4/75 0/75
MICRONAUT-S (Bruker) 96 6/75 2/75
MICRONAUT MIC-Strip (Bruker) 99 5/75 2/75
SensiTest (Liofilchem) 88 7/75 1/75
UMIC (Biocentric) 32 3/75 3/75

*Essential agreement: Referans MiK yéntemi ile + 1 diliisyon (> %90)
**Categorical agreement: Referans MiK ydntemi ile Duyarli/Orta duyarli/Direncli arasindaki uyum

30 Kasim 2018, Ankara
Ulusal Antimikrobiyal Direng Stirveyansi (UAMDS)- CAESAR Yillik Toplantisi
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KLEBSIELLA PNEUMONIAE VE ESCHERICHIA COLI
KOKENLERINDE POLISTREN VE CAM PLEYTLERDE
UYGULANAN SIVI MIKRODILUSYON YONTEMLERI,
KALSIYUM EKLENMIS MUELLER-HINTON AGARDA
E-TEST YONTEMI VE VITEK2 KOLISTIN DUYARLILIK
SONUCLARININ KARSILASTIRILMASI

Yesim Besli’, Meltem Ayas®, Deniz Ece Kaya®, Ayca Pamukgu®,
Omer Ozden®, Ozgiir Asar’, Isin Akyar’

"Acibademn Mehmet Ali Aydiniar Oniversitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobi-
yoloji Anabilim Dali, Istanbul Turkiye.

2Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Oniversitesi, Saghk Bilimleri Enstitisi,
Medikal Biyoteknoloji Doktora Programy, Istanbul, Tiirkiye.

JAcibadem Mehmet Ali Aydinlar Oniversitesi, Biyoistatistik ve Tip Biligimi
Anabilim Dall, Istanbul, Tarkiye.

*Eskigehir Osmangazi Universitesi, Fen Edebiyat Fakiltesi, Istatistik Bolii-
mi, Eskisehir, Tarkiye.

Amag: "CLSI-EUCAST Polimiksin Klinik Simr Deger Calisma Gru-
bu’, kofistin duyarkbgmnin saptanmasinda referans yontem olarak
sivi mikrodilusyon (SMD) ydntemini Gnermisti. Ancak bu yonte-
min uyguianmasinda yasanan guclikler aragtirmacilan uygulama-
st daha kolay ve maliyet etkin yontemlerin aragtinlmasina itmis-
tir. Gwozdzinski ve ark. kalsiyum eklenmis Mueller-Hinton agann
(Ca-MHA) kullanddigr agar difusyon yontemi ile guvenilir kolistin
duyarhilik sonuglan elde ettiklerini belirtmisler ve bu besiyerinin ko-
listin gradiyent diffuzyon yéntemi icin de kullanilabilecegini ileri
surmuslerdir. Ancak kolistinin molekiler yapisi nedeniyle agar igin-
de difuzyonun yetersiz oldugu pek ¢ok arastirmaa tarafindan gds-
terilmistir. Aynca kolistin duyarliik testlerinde kolistinin polistren ile
baglandigs ve bu durumun SMD test sonucunu etkileyebildigi cesitli
yaymlarda bildirilmistic. Bunlann yan: sira rutin mikrobiyoloji labo-
ratuvariarinda stkga kullanilmakta olan otomatize sistemlerin kolis-
tin duyarlilik sonuclarninin degerlendirildigi arastirma sayisi kissthdir.
Bu ¢ahismada amacmiz Klebsiella pneumoniae (K. pneumonias) ve
Escherichia coli (E. coli) kokenlerinde polistren ve cam pleytlerde uy-
gulanan SMD yontemleri, Ca-MHA ile uygulanan E-test yontemi ve
VITEK2 ile elde edilen kolistin duyarliik sonuclannin giivenilirliginin
degerlendirilmesidir.

Yéntem: Calismaya dahil edilen 48 K. pneumoniae ve 12 E. coli kli-
nik kokenlerin tiir diizeyinde tarumlanmas: Bruker Daltonics Microflex
LT sistemi ve Bruker Bictyper software ver3.4 (Bruker Daltonics, Ger-
many) ile gercekiestirilmistir. Kokenlerin antibiyotik duyarhilik testleri
VITEKZ AST-N325 test kartlan ile calisilmistir. mcr-1 geninin varligr po-
limeraz zincir tepkimesi ile arastinlmestir. Kolistin SMD testleri, EUCAST
onerilerine gore cam ve polistiren pleytlerde ayn ayn cabsidirken gra-
diyent difiizyon test 5 mM kalsiyum klorir iceren Mueller-Hinton agar
kullanifarak cahsilmustir. Calssmalarda E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa
ATCC 27853 ve E.coli NCTC 13846 kontrol kékenleri olarak kullandmustir.

Bulgular: Kokenlerin hichirinde mer-1 saptanmamus olup elde
edilen kolistin duyarlilik sonuclan Sekil 1 ve Tablo 1de ozetlenmistir.

Ulusal Antimikrobiyal Direng Stirveyansi (UAMDS)- CAESAR Yillik Toplantisi
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KLEBSIELLA PNEUMONIAE SUSLARINDA KOLISTIN
DIRENC MEKANIZMALARININ TUM GENOM
DIZILEMESI ILE ORTAYA CIKARILMASI

Aysegiil Ulu Kilig?, O. Ufuk Nalbantoglu?, Hiseyin Kilig?,
Emine Alp’, Aycan Gundogdu?®

Erciyes Oniversitesi, Enfeksiyon Hastaliklan ve Klinik Mikrobiyoloji Ana-
bilim Dali, Kayseri

2Erciyes Universitesi, Mihendislik Fakdltesi, Bilgisayar Mahendisligi B6-
lima, Kayseri

3Erciyes Universitesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Daly, Kayseri

Amag: Son yiflarda coklu ila¢ direnci gosteren enfeksiyon etken-
lerinin yayginhai, tim dinya ile birlikte Turkiye'de de enfeksiyon
hastaliklarinda tedavi seceneklerini kisitlamaktader. Bu durum, son
care olarak kabul edilebilecek kolistinin tedavide sikhikla kullanimu-
na yol agmusti. Ancak, kolistinin stk kullanimu ile bidikte Kiebsiella
pneumoniae basta olmak Uzere bir ¢cok patojende kolistin direnci
rapor ediimeye baslanmstin. Bu caligmada, yatan hastalardan izole
edilen 6 kolistin direncli ve 1 kolistin duyarli K. pnesumoniae suslan
icin tim genom dizileme yapillarak karsilastirmali genomik ve
biyoinformatik yontemler Gzerinden séz konusu suslarda kolistin
direncine sebep olan genetik faktarlerin arastinimas: amacianmistis.

Yéntem: (alismaya dahil edilen 7 K pneumonige susunun
kolistin duyarlidiklan broth mikrodiliisyon ile dogrulandiktan sonra
kromozom we plazmitlere ait DNA'lar ticari kitlerle izole adilmistir.
Elde edilen genetik materyaller icin Illumina MiSeq platformlannda
tiim genom dizileme yapilmistir. Dizileme wverileri icin tiirm genom
ve plazmit genom birlestirme (SPAdes) islemlerinden sonra gen
anotasyonu (Prodigal ve NCBI PGAP) gergeklestiriimistir. Kolistin
direncinden sorumiu mobil genetik elemaniar blastx ile taranmistir.
Lipopolisakkarit sentez yolaklanna ait genler wveri tabanlannda
bulunan 4294 adet K. pneumcniae tum genomuma ait dizilerle
kargilastinlarak ¢calisma suslannin genetik varyasyonlarn aragtinlmastic.

Bulgular: Yapilan incelemelerde calismaya dahil edilen 6 kolistin
direncli K. pneumoniae susunda mobil kolistin direncgenlerine (mer-tip)
rastlanamazken, suslann biri hari¢ tamaminda pmrHFUKLM operonu
ifadesini inhibe eden MgrB geninin mutasyona ugradsgs gorulmustar.
Bu mutasyonlann tamaminin okuma cergevesini  kaydirarak
proteinin sentezlenmesini engelleyen insersiyon wve delesyonlar
oldugu tesbit edilmisgti. Bunun yaminda lipopolisakkarit sentez
yolaklannda diger de novo mutasyonlarnn varhgs tespit edilmistir.

Sonug: Bu ¢cahisma ile, kolistin direncli K pneumonias suslannda
Lipopolisakkarit modifikasyon mekanizmasimi  inhibe eden
regilatérlerin mutasyona ugrayarak koreldigi ortaya konulmustur.
Bu durum, ¢ahsma suslannda mcr-tip gene rastlanmames olmas: ile
birlikte, eldeki vakalarda direncin kolistin baskisi ile ortaya gkous
olabilecegi fikrini guglendirmektedir. Calisma sonuclanna gére
direncin belli antibiyotik rejimi stratejileriyle geri dondurulebilme
potansiyelinden bahsetmek mumkiin gorunmektedir.

SUgr st & Coromaton Saties, ANl
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KOLISTIN DIRENCININ TESPITINDE YANLIS TANI:
YALANCI MCR-1 POZITIFLIGI

Tdlay Kandemir, Togrul Nagyev, Fatih Koksal
Cukurova Universitesi, Tibbi Mikrobiyolojii Anabilim Dali, Adana

Amac: Aminoglikozidlerin ve genislemis spektrumlu beta-laktam
antibiyotiklerin, 6zellikle de karbapenemlerin her ikisine direng gelis-
tiren yayain ila¢ direncli (YID/XDR) Gram negatif bakterilerin prevalan-
sindaki kiiresel artisa bagh kombine tedaviye alternatif olarak kolistin
kullaniminin artmasi maalesef bu suglanin kolistine karsi da direng
gelistirmesine yol agmaktadir. Guncel calismalarda kolistin direncinin
sadece kromozomlar arachg: ile degil, plazmid araclh mer genlerinin
kazanimi ile de gelisebilecegi gosterilmistir. Plazmidler bircok direng
genini bir arada banndirabilir, bu genler tiir icinde ve turier arasinda
horizontal olarak da tasinabilir. Biz, kolitsin direncinin hizli tanusinda
onem kazanan mcr-1 geninin varlgmm: Cukurova Oniversitesi Balcal
Hastanesinde saghk hizmetiyle iligkili enfeksiyon tanili hastalardan
:zgle edilen YID Gram negatif bakteri izolatlarinda aragtsrmayi amac-
adik.

Yéntem: Calismamizda 75 Acinetobacter baumannii, 19 Pseudo-
monas aeruginosa ve 9 Klebsiella pneumoniae olmak lizere toplam
103 YID izolatta PCR yontemiyle mar-1 genini tespit etmek icin, spe-
sifik CLR5-F(S5-CGGTCAGTCCGTTTGTTC-3) ve CLRS-R(S-CTTGGTCGGT-
CTGTAGGG-3) primer dizileri kullanildi. PCR{+) izolatlarda mcr-1 geni-
nin varligim dogrulamak amaayla DNA dizi analizi yapildi

Bulgular: Fenotipik olarak kolistine direncli bulunan bir A. bau-
mannii ve ii¢ K. pneumoniae zolatinda PCR yontemiyle mcr-1 tespit
edilemedi. Fenotipik olarak kolistine duyarh dért (%3.9) A. bauman-
nii izolatinda ise hedeflenen 309 bp’lik DNA fragmentleri gorilda ve
mecr-1 PCR{+) olarak degerlendirildi. Bu mcr-1-PCR(+) ornekler DNA
dizi analiziyle incelendiginde, amplifikasyon urunlerinin hedeflenen
bolge oimadiklari, ancak yaklasik aymi baz ¢ifti uzunlugunda olduklan
ve hedefladigimiz gen bolgesiyle % 60-80 oranlannda benzerdik gos-
terdikleri belirlendi.

Sonug: Carpici bir sekilde mcr-1-PCR{+) olarak tespit edilen amp-
lifikasyon drinlerimizin hedefledigimiz mcr-1 gen bélgesi olmamasi,
ancak boyuk clciidde benzerlik gostermesi plazmidie tasinabilen de-
gisken bolgeler olabilecegini disundirdu. Her ne kadar calssmalann
bircogunda mcr-1-PCR genini tespit etmek icin kullanilan bu ve diger
primerlerin spesifitesinin 26100 oldugu belirtilse de, hezh rutin tanida
bu yontemlerin tek basina veya antibiyotik duyarlilik testieri ile birlikte
kullanifmalannin heniiz yeterli olmadigi, belli bir sure icin en azindan
pozitif gkan &rneklerin mutlaka DNA dizi analizi ile dogrulanmasmin
uygun olacagi kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: DNA dizi analizi, gram negatif bakteri, kolistin di-
renci, mcr-1 geni, PCR, yaygin ilag direnci
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KLEBSIELLA PNEUMONIAE KOKENLERINDE PLAZMID
ARACILI KOLISTIN DIRENCININ ARASTIRILMAS!

Galgen Alnnkanat, Serife Satdug, Ufuk Masdemic Goner Sayless

Mormang Dniversitet! Top Fakiires) Tt Mirabaclhof Ansbiim Dol
Irranbad

Amag: Karbapenem divencll Enteraboctaracece kokenbet e
?dxn onfekaponlann msel mﬂm e son secerek g obn
ofstnin kularemy doemb amegty. By ange sooecu
olaah son wiaeda eolistin dtmn wHm dinyada Soemi by sonn
haloe  geimitic  Alebseil  gncumocioe  hidhenkrinde  kokstn
dverdi goneilide bomodomal (mgrS genindeki degedlithec zamd
geninin  alevasong ve FhofiPho  ssteminin  upaegiiasyorg
nedeniie  Bpopolaakiart  modfikasyonu)  ofmakds  beraber
son wlarda plaemid ok bolstin direndi de Ay, ferupa e
Kaeey Amcda'@Ql (oith Ohclesden Dikdeimeye Baglanmge
Cabgmarada 201 7. 2018 yilan stasnda captli Ank Sineblarden ook
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oy aan
Yé Pratin Laborat ncda 200 72018 il s ouyith
Minik ornabiarden 2ok odilen VITEAD (BaoMerow] otomanae ssmenmi
e el stin seer euti 22 olan 75 K preuncnioe e galgmaye
dahd edilimigtie Bu kukanbenm misimad inlebi e koosarmentrayonian
NI EUCAST'n averderi dogut sda o mikrod) e
e calgdmgte Kontrol Aoken obuk l-:hotﬁu b A0 290
wo Lichenctva col NCTC l!ﬂ‘oiuhnlmm Kby dewn; gecleanin
{ blaroce-1, Bamers, Blamen | bomer4, Slamer-$ parss pesic
prenerier bulandaredk mralticleds PCR Yy i
z Son mikrodiinyon gootemi e et wdilen kokenlern
T¥tman Rkelatin MIKY 22mat chp dv'\gl wgrarsrken | kobenn

boletn: MK 1 mgil chp dugark [ i Muitighelo
IR yontenl i teas PETIES hnhnlmn higbiende  bamer-1,
blamcr2 Bancr-L blomer4, Bamer§ rastlanmamaghr

sonug: Son yibwdy hastanemizde drelich  kabopecem
dirergli kskenderin atgna paralel clvak kollern direng 3k da
sremays bqlnupt Qim dabd weblen 25 kbkenn 451 ayre
= dirnglachs Tu= duwya& plazmid anak
kbt dibenc %3-10 gkl

degigen
hyssanamiadeti X posimonioe eskmalenndett kntesn drencinden
bu melantoma seremiu Sediidie Ulemzden herdangl bie caligmada
bamid araok kollssin deencinin bidriimemiy odmay dbemitzndeld
okstin drencinin daha ok bromozomal kapmath  oldedury
digundGrmekaedic
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Ulkemizde mcr-1 ve mcr-2 tespit
edilemedi (Henuz

Editore Mektup/Letter to Editor

Mikrobiyol Bul 2017; 51(3): 299-303
doi: 10.5578/mb.57515

Ulkemizde Klinik Enterobacteriaceae izolatlarinda
Plazmit Aracah Kolistin Direnc Genlerini

(mcr-7 ve mcr-2) Arastiran Cok Merkezli
Cahsmaya Ait Sonuclar

Results of a Multicenter Study Investigating Plasmid Mediated
Colistin Resistance Genes (mcr-7 and mcr-2) in Clinical
Enterobacteriaceae Isolates from Turkey

Ayse Nur SARI'-2, Serap SUZUK?3, Onur KARATUNA*, Dilara OGUNCS, Ayse Esra KARAKOCS,
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Letter to the Editor

First report of Escherichia coli carrying the
mobile colistin resistance gene mcr-1 in Turkey

i)

Four Col® E. coli strains (A1, A5, A7 and A9) were isolated from
different chicken meat samples (n=80) purchased from butchers
and retail markets in two Turkish provinces (Hatay and Adana). All
isolates were identified using matrix-assisted laser desorption/
ionisation time-of-flight (MALDI-TOF) (Bruker Daltonics, Billerica,
MA). Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) typing of Col® E. coli
strains was performed following Xbal restriction. Antimicrobial
susceptibility testing of Col® E. coli isolates was performed using a
VITEK*2 system, and the broth microdilution method was
performed to determine the colistin minimum inhibitory concen-
tration (MIC). Extraction of total bacterial DNA was performed
using a commercial kit (QIACEN, Hilden, Germany). PCR was run to
determine the presence of the mcr-1 gene as previously described
[3]. Whole-genome sequencing (WGS) of the strains was
performed using a NextSeq500 sequencer (lllumina Inc, San
Diego, CA). Sequencing reads were assembled using SPAdes
genome assembler and the resulting contigs were annotated using
Blast tool. Multilocus sequence typing (MLST) and characterisation
of plasmid replicon types and resistance gene content of the strains
were performed in silico (http: //www.genomicepidemiology.org)).

Among 80 chicken meat samples analysed in this study, 4 £ coli
strains (5%) displaying a colistin MIC > 8 pg/mL were isolated and
all isolates were confirmed by PCR to harbour the mcr-1 gene. To
the best of our knowledge, this is the first report of mcr- 1 -positive
E. coli in Turkey. Among the four Col® E. coli isolates, PFGE revealed
three different pulsotypes (Fig. 1). One strain from each pulsotype
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Kolisitin Kolisitin
Direncgli Direng
izolat Sayisi | Orani

Yontem

E. coli
K. pneumoniae
P. aeruginosa

A. baumannii

Kolisitin
izolat Sayisi (%) | Calisilan
izolat Sayisi
4342 (% 23,8) 2742
3218 (% 17,6) 2262
1466 (% 8) 1038
2751 (% 15,5) 2322

83 % 3 (1.2
395 % 17,5 (11,3)
56 % 5,2
155 % 6,7 (2,87)

DD, GS, OT
DD, GS, OT
DD, GS, OT

DD, GS, OT



; T.C. Saglik Bakanhg
( ) Halk Saghg Genel MudirlGgi

Saghk hizmetleri ile iligkili enfeksiyonlarda kolistin direnci
18,75

17,37 18,05

3,81 2.96

Saglik hizmetleri ile iligkili Sagllk hizmetleri ile iligkili Griner Sagllk hizmetleri ile iligkili kan ~ Saglik hizmeti ile iligkili cerrahi
pnémoni sistem enfeksiyonu dolagim enfeksiyonu alan enfeksiyonu

2 81 3 32 3,45
1,58

W A.baumannii  w P.aeruginosa W K. pneumoniae

Ankara Mikrobiyoloji Dernegi, 10 Ocak 2018, Ankara



Kolistin kullanimi ve karbapenem direncli
K.pneumoniae izolatlarinda direnc gelisimi
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Paper Poster Session
Emergence and worldwide outbreaks of carbapenemase-producing bacteria

Multiclonal outbreaks with colistin-resistant carbapenemase-producing K.
pneumoniae isolates responsible for bloodstream infections in Turkey

Aurélie Jayol', Patrice Nordmann?, Zeynep Gllay?, M. Bicmen?, S, Alpcavus®, Laurent
Poirel*?

317 Karbapenem direngli kan izolati; 2012'de

kolistin direnci %5, 2013- %10, 2014- %31,

2015-%68'e yikselmis.

- NDM (+) kolistin direngli K pneumoniae
salginina bagl

* PmrB ve mgrB gen mutasyonlari



















Antimicrob. Agents Chemother. Mart 2016

Ni W, Li Y, Guan J, Zhao J, Cui J, WangR, Liu Y

Effects of efflux pump inhibitors on colistin resistance in
pneumoniae.

multidrug resistant Gram-negative bacteria

Kolistin direngli MDR Gram negatiflerde
ozellikle Acinetobacter baumannii ve
Stenotrophomonas maltophilia igin test
ortamina 10 mg/L CCCP

(siyanid 3-Klorfenilhidrazon) MiK’leri
anlamli sekilde dusirms.

Kolistin direncini baskilayabilir ve hatta
geri dondurebilir

Jayol A, Nordmann P, Desroches M, Decousser

JW, Poirel L.

Acquisition of broad-spectrum cephalosporin
resistance leading to colistin resistance in Klebsiella

Genis spektrumlu sefalosporin
kullaniminin segici baskisi nedeniyle
kolistin direnci de beraberinde seciliyor

(kromozomal mgrB genindeki
transpozisyon)



