KARBAPENEM DIRENCLiI A. BAUMANNII SUSLARINDA,
KOLISTIN HETEROJEN DIRENCININ VE BUNA ETKI EDEN
BAZI FAKTORLERIN ARASTIRILMASI

DENIZ GAZEL*, MUSERREF TATMAN OTKUN**

* Gaziantep Universitesi, Tip Fakiltesi,
Tibbi Mikrobiyoloji AD.

** Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Tip Fakiiltesi,
Tibbi Mikrobiyoloji AD.



RESEARCH ARTICLE / ARASTIRMA

DOI: 10.4274/mjima.2017.1
Mediterr J Infect Microb Antimicrob 2017;6:1
Erisim: http://dx.doi.org/10.4274/mjima.2017.1

Investigation of Colistin Heteroresistance and Some Factors
Affecting Heteroresistance in Carbapenem-Resistant

A. baumannii Strains

Karbapenem Direncli A. baumannii Suslarinda, Kolistin Heterojen Direncinin ve Buna E}tki
Eden Bazi Faktorlerin Arastirimasi

Deniz GAZEL!, Miiserref TATMAN OTKUNZ

1Gaziantep University Faculty of Medicine, Department of Medical Microbiology, Gaziantep, Turkey
2Canakkale Onsekiz Mart University Faculty of Medicine, Department of Medical Microbiology, Canakkale, Turkey



* A. baumannii complex (ABC) hastane
enfeksiyonlarinda en dnemli etkenlerden

* Coklu ilac direncli ABC enfeksiyonlarinda
karbapenemler

e Karbapenem direncli ABC (CR-ABC)
enfeksiyonlu hastalarda kolistin

— Kolistin icin de heterodirenc¢/direnc bildirilmeye
baslandi



e Rutin antibiyotik duyarlilik testleri ile kolistin
heterodirenci tespit edilemez

 ABC 6zelinde heterojen diren¢ tanimi

— Bakterinin kolistin MIK degerinin <2 pg/ml
olmasina karsin, >2 pug/ml colistin varliginda 48
saat enklibasyon sonunda altpopulasyonlarinin
saptanabilmesidir.



* Bu heterodirencin 6zellikle mikroorganizmanin
kolistin’e maruziyeti ile induklendigi
dustntlmektedir

* CR-ABC enfeksiyonlarindaki tedavi basarisizliklarinin
nedeni olarak kolistin heterodirenci suclanmaktadir.



AMAC

1. Bucalismada CR-ABC suslarinda kolistin heterojen direng
oranini ve

2. Ek olarak standart ABC susu ve bir yogun bakim hastasinda
kan kultlirinden izole edilen susu kullanarak;

Ikili antibiyotik kombinasyonlarinin heterodiren¢/direnc
olusumu uzerine etkisini arastirmayi amacladik.

— Kolistin - rifampisin,
— Kolistin - tigesiklin,

— Kolistin - gentamisin
— Kolistin - flukonazol

 Bu calisma COMU BAP-2012-028 No’lu proje ile desteklenmistir



YONTEM

* Calisma COMU-SUAM Tibbi Mikrobiyoloji AD
Laboratuvari’nda, kan kulturlerinden izole
edilen 31 adet CR-ABC susu ile gerceklestirildi.

 Tum suslar izole, genel ve dahiliye yogun bakim
Unitelerinden izole edildi.



YONTEM

e Kolistin icin mikrodillsyon test yontemiyle,

» Karbapenemler icin E-test kullanilarak MIK
degerleri tespit edildi.

— Kalite kontrol kokenleri olarak A.baumannii ATCC

19606, P.aeruginosa ATCC 27853 ve E. coli ATCC
25922 kullanildi



Heterodirenc¢ analizi

* 0.5 McFarland standardina uygun bakteri
suspansiyonu hazirlandi

* 100 pl siispansiyon 4 pg/mil kolistin iceren
Mueller-Hinton agar (MHA) besiyerine ve
kontrol icin %5 koyun kanli agara pasajlandi.

* Plaklar 35°C de 48 saat tutuldu ve 48 saat
sonrasinda ureyen koloniler sayild

* Dort pg/ml kolistin iceren besiyerinde tireyen koloniler
heterojen direncli A.baumannii olarak degerlendirildi

 Buradan yapilan pasajlardaki bakterilerin MiK degerinin

>2 pug/ml oldugu mikro buyyon diliisyon testi ile
dogrulandi.



Sub-inhibitor duzeyde kolistin ile muamele edilerek
heterodirenc analizi

0.5 x MiK konsantrasyonunda kolistin ve KAMHB
iceren test tupleri, bir 6ze dolusu koloni ile
inokule edildi

Tupler 37°C calkalamali su banyosunda 48 saat
enklbasyona kaldirild

EnklUbasyon esnasinda her tlipten 100ul alinarak,
4 pg/ml kolistin iceren MHA besiyerine
pasajlandi

Antibiyotikli agarda Greyen koloniler kolistine
direncli olarak degerlendirildi ve koloniler manuel
olarak sayildi.



Time-kill yontemi

Standart ATCC susu ve secilen bir klinik izolat
Uzerinde calisildi

0.5ml’lik KAMHB besiyerinde 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4,
8, 16, 32, 64,128xMIK kolistin iceren
suspansiyonlar hazirlandi.

Bu tlplerin her birine 0.5 ml logaritmik faza
getirilmis bakteri suspansiyonu eklendi

Sdspansiyonlar hazirlandiktan 0, 1, 2, 3, 4, 6 ve 24
saat sonra, koloni sayimina uygun olacak sekilde
50’ser ul alinarak nutrient agar plaklarina ekim
vapildi ve koloniler 35°C’'de 48 saat enkiibasyon
sonrasi sayildi.



Ikili Antibiyotik Kombinasyonlarinin Heterojen Direng
Oranina Olan Etkilerinin Arastiriimasi

e Kolistinin tek basina etkisi ile
e Kolistinin
— rifampisin, gentamisin, tigesiklin ve flukanazol ile ikili
kombinasyonlarinin

heterojen direncg gelisimine olan etkileri, standart bakteri ve
secilen A.baumannii izolatinda seri pasajlarla incelendi

* Bu kombinasyonlarin, suslarin MiK degerlerinin 0.5, 2, 8
ve 64 kati diizeyinde heterodirenc¢-direng gelisimini
onleyici etkileri;
glinden gune kombinasyon antibiyotiklerin dozu
arttinillarak seri pasajlarda incelendi



Seri pasajlar

1.giin: Bir 6ze dolusu A.baumannii kolonisi 0.5xMiK kolistin
iceren 10 ml KAMHB’a pasajlandi. 37°C calkalamali su
banyosunda 48 saat enklibe edildi (100 rpm ).

3.guin: Birinci glin cekilen pasaj tupunden 0.1 ml kalttr
2xMIK kolistin iceren 10 ml KAMHB’ye transfer edilerek ve
tekrar bir onceki gibi enktibasyona alindi.

4.giin: Uguinci gun cekilen pasaj tipunden 0.1 ml kalttr
8xMIK kolistin iceren 10 ml KAMHB’ye transfer edilerek ve
tekrar bir 6nceki gibi enktibasyona alindi.

5.glin: Dorduncu gin gekilen pasaj tiptnden 0.1 ml kdltdr
64xMiK kolistin iceren 10 ml KAMHB'ye transfer edilerek ve
tekrar bir onceki gibi enktibasyona alindi.



e 6.gun: Kulturlerden alinan 5 ml 6rnek 3000 g,
10 dk, +4°C’de santriflj edildi, 10 ml tuzlu su
ile 2 kez yikandi ve sonra 10 ml antibiyotiksiz

KAMHB’ye ekildi.

* Daha sonraki on giin boyunca 6. glinde yapilan
islemler tekrarlandi.

* Her pasaj esnasinda 50 ul alinarak 4 pg/ml
kolistinli MHA iceren petriye ekilip Greyen
koloniler sayildi ve heterojen diren¢ olusumu
arastinildi.



BULGULAR

Antibiyogram sonuclari:

e Tim suslarda karbapenemlerin MiK degerleri >32
ug/ml olarak bulunmustur.

 Tum kinik izolatlarin ve standart ATCC suslarinin
kolistin MIK degerleri 0.5 pug/ml bulunmustur.
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Figure 1. Time-kill curve for Acinetobacter baumannii clinical isolate.
Each colored band represents different antibiotic concentration. Number of
colonies (log10) that were able to grow on agar plates are on the vertical axis



Table 2b. Serial passaging results at different antibiotic combinations and concentrations for Acinetobacter baumannii clinical

isolate (CFU/mL)

Antibiyotik seri pasaj testi

Colistin alone Col+Gen Col+Rif Col+Tig Col+Flu
0.5x MIC >100000 >100000 0 0 >100000
2x MIC >100000 >100000 0 0 >100000
8x MIC >100000 10000 0 0 >100000
64x MIC >100000 0 0 0 >100000
15t day * >100000 0 0 0 >100000
2nd day* >100000 0 0 0 >100000
3rd day* >100000 0 0 0 >100000
4th day* >100000 0 0 0 >100000
5th day* >100000 0 0 0 >100000
6th day* >100000 0 0 0 >100000
7th day® >100000 0 0 0 >100000
gth day® >100000 0 0 0 >100000
gth day* >100000 0 0 0 >100000
10th day* >100000 0 0 0 >100000

*Passages in colistin free broth, Col+Gen: Colistin-gentamicin, Col+Rif: Colistin-rifampicin, Col4+Tig: Colistin-tigecyciine, Col+Flu: Colistin-fiuconazole, MIC: Minimum inhibitory

concentration, CFU: Colony-forming unit



SONUCLAR

* 31 klinik izolatin hicbirisi baslangicta
heterojen direncli bulunmadi

* Sub-inhibitor dlizeyde kolistin ile muamele
sonucunda tum suslar kolistin direncli hale

geldi



SONUCLAR

* Time-kill deneyinde

— Dusuk kolistin konsantrasyonlarinda neredeyse hic
inhibisyon olmadi

— Yuksek kolistin konsantrasyonlarinda 6. saatten sonra
cok hizli bir yeniden Ureme gozlendi
* Kolistin-rifampisin, kolistin-tigesiklin
kombinasyonlari cok diistk dozlarda bile
bakterileri inhibe etti ve direnc gelisimini dnledi



* Bu veriler isiginda, kolistin

— Mutlaka verilebildigi en yliksek dozlarda ve uygun
araliklarla kullaniimali

— Mutlaka baska bir antibiyotik ile kombine edilmeli
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