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Otomatize Sistemde Kolistin Direnci Saptanan izolatlarin
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Ozet

Amagc: Antibiyotik duyarlilik testlerinde sik olarak kullanilan
polistrene baglanma kapasitesinin yiksek ve molekul agir-
liginin buyik olmasi, kolistinin duyarhlik testlerinin optimi-
zasyonunu guglestirmektedir. Calismamizin amaci otomatize
sistemde kolistin direnci saptanan etkenlerde gradyan difiiz-
yon yontemi (GDY) ile altin standard olan sivi mikrodillisyon
(BMD) yontemi kullanilarak elde edilen sonuglari karsilastir-
maktir.

Yontemler: Agustos 2016-Nisan 2017 arasinda Merkez Mikrobi-
yoloji Laboratuvarina gonderilen gesitli klinik 6rneklerden izo-
le edilen, Phoenix™ 100 (Becton Dickinson, Sparks, MD, ABD)
otomatize sistemiyle isimlendirilen ve kolistine direnc sapta-
nan 36 Klebsiella pneumoniae, 9 Acinetobacter baumannii ve
5 Pseudomonas aeruginosa izolati calismaya alind.. izolatlarin
kolistin duyarhligi GDY ve BMD yontemiyle de test edildi.
Bulgular: Otomatize sistemle ve altin standard yontem olan
BMD yontemiyle elde edilen kolistine direng¢ oranlari karsilas-
tirldiginda, otomatize sistemin kategorik uyum (KU) orani tim
izolatlar icin %92, K. pneumoniae icin %100, A. baumannii icin
%77.8 ve P aeruginosa i¢in %60 olarak bulundu. Tum izolatlar
icin cok buylk hata (CBH) orani %0, biyuk hata (BH) orani %8
olarak saptandi. Tim izolatlar icin GDY kullanildiginda ise KU
%20, K. pneumoniae i¢in %16.7, A. baumannii igin %22.2 ve
P aeruginosa icin %40 olarak bulundu. Tim izolatlar i¢in CBH
orani %80 olup BH orani %0 olarak bulundu.

Sonuglar: Phoenix™ 100 otomatize sisteminin, kolistin duyar-
lthginin belirlenmesi icin KU, CBH ve BH oranlari, ISO 20776

Abstract

Objective: Optimizing colistin susceptibility testing has diffi-
culties because of its high molecular weight and high binding
capacity to polystyrene which is frequently used in antibiotic
susceptibility testing. We aimed to compare the results of iso-
lates, which were detected as colistin-resistant in the automat-
ed system, obtained by using broth microdilution (BMD) meth-
od which is the gold standard, with gradient diffusion method
(GDM).

Methods: We investigated 36 Klebsiella pneumoniae, 9 Aci-
netobacter baumanniiand 5 Pseudomonas aeruginosa isolates,
identified by the Phoenix™ 100 (Becton Dickinson, Sparks, MD,
USA) automated system, isolated from various clinical speci-
mens sent to the Central Microbiology Laboratory between Au-
gust 2016 and April 2017. The susceptibility of the isolates was
also tested by GDM and BMD method.

Results: When the colistin resistance rates obtained from the
gold standard BMD method were compared with the automat-
ed method, the categorical agreement (CA) rate of the automat-
ed system was 92% for all isolates, 100% for K. pneumoniae,
77.8% for A. baumannii, and 60% for P aeruginosa. The very
major error (VME) rate was 0%, and the major error (ME) rate
was 8% for all isolates. When GDM was used for all isolates, CA
was found to be 20% for all isolates, 16.7% for K. pneumoniae,
22.2% for P aeruginosa and 40% for A. baumannii. VME was
found to be 80%, and ME was %0 for all isolates.

Conclusions: CA, VME and ME rates of Phoenix™ 100 for de-
tecting colistin resistance is within acceptable limits according
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standardina gore kabul edilebilir sinirlarda iken, GDY’nin oranlari bu
standarda uymamaktadir. Klimik Dergisi 2019, 32(1): 57-61.

Anahtar Sozciikler: Kolistin, antibiyotik duyarlilik testi, ila¢ direnci.

to ISO 20776 standard, but the rates of GDM is not suitable for this
purpose. Klimik Dergisi 2019; 32(1): 57-61.

Key Words: Colistin, antibiotic susceptibility testing, drug resistance.

Giris

Polimiksinler ilk defa 1947 yilinda Bacillus polymyxa’dan
uretilen polipeptid yapisinda antibiyotiklerdir (1,2). Bunlar,
A’dan E'ye kadar gruplara ayrilmisg bes farkh yapisal ana-
loga sahip olup, klinik kullanimda olanlar polimiksin B ve
E (kolistin)'dir (2). Katyonik bir peptid olan kolistin, Gram-
negatif bakterilerin dis membraninda bulunan anyonik ya-
pidaki lipopolisakaridlere baglanir. Lipopolisakarid molekiil-
lerini bir arada stabil halde tutan divalan katyonlarin (Ca*?,
Mg*?) yerini degistirerek, dis membranda permeabilite arti-
sina neden olur ve bu olay bakterinin 6limiyle sonuglanir
(1). Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii ve
Klebsiella pneumoniae gibi ¢ok ilaca direngli Gram-negatif
bakterilerin son yillarda artmasi sebebiyle bu ilaca olan ge-
reksinim de giderek artmaktadir. Kolistin kullaniminin art-
masi, dinya ¢apinda kolistin direncinin ortaya ¢ikmasina yol
acmistir. Direng oranlari genellikle %10’un altinda olsa da bir
artis egilimi gozlenmektedir (1,3,4). Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) - European Committee on Anti-
microbial Susceptibility Testing (EUCAST) (5), Enterobacte-
riaceae, P aeruginosa ve Acinetobacter spp.'de kolistin icin
minimum inhibitér konsantrasyon (MiK)'un belirlenmesinde
referans yontem olarak standard sivi mikrodiliisyon (BMD)
yontemini 6nermektedir. EUCAST (6)'a gbre Pseudomonas
spp., Acinetobacter spp. ve Enterobacteriaceae igin kolistin
MIK degeri >2 pg/ml ise, o bakteriler kolistine direngli olarak
kabul edilmektedir.

Disk diflizyon metodu, kolistinin agara zayif sekilde da-
gilmasindan dolayi yanlis sonuglar vermekte ve bu nedenle
kullanilmasi 6nerilmemektedir (7). BMD yontemiyle karsilas-
tinldiginda, %50’sinin yanlis sonu¢ vermesi nedeniyle, grad-
yan difizyon yontemi (GDY)'nin sonuglari da dikkatli yorum-
lanmalidir (4,8). Bazi ¢calismalarda GDY ve BMD yonteminin
sonuglart uyumlu bulunurken, bazi calismalarin sonuglari
GDY’nin glivenilirliginin sorgulanmasina yol agmistir (4,7-9).
Calismamizin amaci, otomatize sistemde kolistin direnci sap-
tanan etkenlerde GDY ve altin standard olan BMD yontemini
kullanarak, elde edilen sonugclari karsilastirmaktir.

Yontemler

Bakteri izolatlari: Agustos 2016-Nisan 2017 tarihleri ara-
sinda hastanemizin Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvarina
gonderilen cesitli klinik 6rneklerden izole edilen, Phoenix™
100 (Becton Dickinson, Sparks, MD, ABD) otomatize sistemiy-
le isimlendirilen ve kolistine direng saptanan (MIK >4 pug/ml)
36 K. pneumoniae, 9 A. baumannii ve 5 P aeruginosa izolati
olmak uzere toplamda 50 izolat ¢alismaya alindi. Otomatize
sistemde P aeruginosa ATCC® 27853 kalite kontrol susu ola-
rak kullanildi. izolatlar galisilana kadar -70°C’de gliserolli sak-
lama besiyerlerinde muhafaza edildi. Olasi salgin suslarinin
dislanmasi amaciyla molekiler yontemlerle bir calisma ya-
piimadi. Farkli zaman dilimlerinde yatan her hastadan sadece
bir izolat calismaya dahil edildi.

Gradyan diftizyon yontemi: Otomatize sistemde kolistine
direnc¢ saptanan (>4 pg/ml) tum izolatlardan 0.5 McFarland
standardi bulanikliginda slispansiyon hazirlandi. Hazirlanan
suspansiyondan Mueller-Hinton agari iceren plak yuzeyine
yaygin ekim yapildi. Plaklar kuruduktan sonra kolistin em-
dirilmis ticari seritler (Liofilchem s.r.I, Roseto degli Abruzzi,
italya) yerlestirildi ve 18-20 saat 35°C’de etiivde inkiibe edildi.
Kolistin i¢in elde edilen MiK degerleri EUCAST (7)"in dnerileri
dogrultusunda degerlendirildi. Buna gore GDY seritlerinin in-
hibisyon elipsleriyle kesistigi noktalardaki MiK degeri >2 pg/
ml olarak bulundugunda, o izolat kolistine direncli; <2 pg/ml
olarak bulundugunda ise duyarli olarak kabul edildi.

Sivi mikrodiliisyon yéntemi: Aktif madde olarak kolistin
silfat (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, ABD) Ureticinin 6nerileri
dogrultusunda slispansiyon haline getirilerek stok solisyon-
lar hazirlandi. Stok soliisyonundan alinarak mikrodiliisyon
plaklarindaki Mueller-Hinton buyyonunda seri dillisyonlar
(0.125-64 pg/ml) yapildi. Tum izolatlardan 0.5 McFarland
standardi bulanikhdinda suspansiyon hazirlandiktan son-
ra son bakteri konsantrasyonu 5x10° cfu/ml olacak sekilde
mikrodilGisyon plaklarina eklendi ve mikroplaklar 18-20 saat
35°C’de inkiibe edildi. Uremenin olmadigi en distik kolistin
konsantrasyonu MIK degeri olarak tespit edildi. Her bir mik-
roplakta P aeruginosa ATCC® 27853 kullanilarak testin ¢alisir-
lig1 kontrol edildi.

Karbapenem duyarlihiginin  yorumlanmasi: izolatlarin
karbapenemlere duyarliliklari, Phoenix™ 100 otomatize sis-
teminde arastirilarak EUCAST (6) 6nerilerine gore analiz edil-
di. Enterobacteriaceae icin imipenem (IMP) ve meropenem
(MEM) MIK degeri <2 ug/ml olarak bulundugunda duyarli, >8
pg/ml olarak bulundugunda direncli, ara degerler orta duyarl
olarak kabul edildi. P aeruginosa icin, IMP MIK degeri <4 ug/
ml olarak bulundugunda duyarli, >8 pg/ml olarak bulundu-
gunda direncli, ara degerler orta duyarli; MEM MIK degeri <2
pg/ml olarak bulundugunda duyarli, >8 pg/ml olarak bulun-
dugunda direngli, ara degerler orta duyarli olarak kabul edil-
di. Acinetobacter spp. icin IMP ve MEM MIK degeri <2 pg/ml
olarak bulundugunda duyarli, >8 pg/ml olarak bulundugunda
direncli, ara degerler orta duyarli olarak kabul edildi.

Yontemlerin karsilastirlmasi: Temel uyum (TU), test
edilen susun antibiyotik MiK'inin =1 ¢ift kat diliisyon igindeki
uyumu; kategorik uyum (KU) ise test susunun CLSI vb. kri-
terlerine gore yorumlanan duyarlilik sonuglarinin (duyarli,
orta duyarli, direncli) uyumu olarak tanimlandi. Kic¢uk hata
(KH) bir antibiyotik duyarhlik testinde orta duyarliyken, refe-
rans testinde duyarl veya direncli sonug vermesi; bliylik hata
(BH) bir antibiyotik duyarlilik testinde duyarliyken, referans
testinin direncli sonug vermesi; ¢cok blyik hata (CBH) ise bir
antibiyotik duyarhlik testinde direncli iken referans testinin
duyarh sonu¢ vermesi olarak tanimlandi (10). Referans tes-
ti olan BMD sonugclariyla, Phoenix™ 100 ve GDY sonuclari
karsilastirildi ve KU, CBH ve BH oranlari hesaplandi. ISO (11)
tarafindan belirlenen kriterlere gore kabul edilebilir perfor-
mans, KU i¢in >%90; CBH ve BH'ler icin <%3 olarak belirlendi.
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Bulgular

Otomatize sistemle isimlendirilen ve kolistine direng
saptanan 36 K. pneumoniae izolatinin %97.2'si imipeneme,
%94.4'G meropeneme; 9 A. baumannii izolatinin %77.8'i imi-
peneme ve meropeneme, 5 P aeruginosa izolatinin %601
imipeneme, %401 meropeneme direngli olarak bulundu. izo-
latlarin %46’sinin Reanimasyon Yogun Bakim Unitesi’'nden,
%30"unun Genel Cerrahi Klinigi'nden ve %24’Gnln diger kli-
niklerden génderildigi saptandi. Izolatlarin %36’si yara akinti-
si veya pli, %26's1 solunum yolu, %22'si idrar ve %16's1 kan-
dan izole edildi (Tablo 1).

Otomatize sistemden ve altin standard ydntem olan
BMD yonteminden elde edilen kolistine diren¢ oranlari karsi-
lastirildiginda, Phoenix™ 100 otomatize sisteminin KU orani
tiim izolatlar i¢cin %92, K. pneumoniaeigin %100, A. bauman-
niiigin %77.8 ve P aeruginosa icin %60 olarak bulundu. Tim
izolatlar icin CBH orani %0, BH orani %8 olarak saptandi. BH
orani K. pneumoniae i¢in %0, A. baumannii i¢cin %22.2 ve R
aeruginosa icin %40 olarak bulundu. Tim izolatlar icin GDY
kullanildiginda ise KU orani %20, K. pneumoniae i¢in %16.7,
A. baumanniiigin %22.2 ve P aeruginosa i¢in %40 olarak bu-
lundu. Tim izolatlar icin CBH orani %80 olup, K. pneumoni-
ae icin %83.3, A. baumannii icin %77.8 ve P aeruginosa igin
%60 olarak saptandi. BH orani ise tiim izolatlar i¢cin %0 olarak
bulundu (Tablo 2).

irdeleme

Antibiyotik direnci giinimuzde kliresel bir problem hali-
ne gelmistir. Kolistin, ozellikle karbapeneme direncli Gram-
negatif bakterilerin infeksiyonlarinin tedavisinde nefrotok-
sisite gibi yan etkilerine ragmen kullanimi giderek artan
antibiyotiklerdendir. Fakat gliniimizde kolistin direncinin de
giderek yayginlagsmasiyla klinisyenlerin tedavi segenekleri gi-
derek azalmaktadir (1,3,4,12).

Kolistine duyarlilik testlerinde en énemli gug¢liuk duyarli-
ligin belirlenmesindeki sorunlardir (13,14). Polimiksinler bu-
yuk katyonik peptid molekillerdir. Agar ylzeyine dagilimi iyi
olmadigi igin duyarlilik testinde disk difiizyon yontemi 6ne-
rilmez (3,4,9,15). Yapilan bir calismada disk diflizyon meto-
du, agarda diliisyon metoduyla karsilastirildiginda CBH orani
farkh kriterlere gore %0.5 ile %3.5 arasinda bulunmus, bas-
ka bir calismada ise bu oranlar %5-44 arasinda saptanmistir
(16,17). Bir baska calismada disk diflizyonla GDY karsilasti-
rildiginda CBH orani %1.4 olarak bildirilmistir (18). Farkh bir
calismada disk difiizyon ve BMD ydntemleri arasindaki KU
orani %58 olarak bildirilmistir (8).

Duyarlilik testi yapilirken bir diger secenek olan GDY'nin
bazi calismalarda uyumlu, bazi ¢calismalarda uyumsuz sonug-
lar verdigi gorulmektedir. Kolistin icin GDY ve agarda dilis-
yon yontemlerini karsilastirilan calismalarda TU orani %87 ve
%96.7 olarak bildirilmistir (19,20). Arroyo ve arkadaslari (21) ta-
rafindan GDY ve altin standard yontem olan BMD karsilastiril-

Tablo 1. Otomatize Sistemde Kolistin Direnci Saptanan izolatlarin Klinik Orneklere Gore Dagilimi

) K. pneumoniae A. baumannii P aeruginosa Toplam
Klinik Ornek (%) (%) (%) (%)
Kan 14 0 2 16
idrar 18 4 0 22
Alt solunum yolu 14 8 4 26
Yara akintisi veya pu 26 6 4 36

Tablo 2. Kolistin Duyarlihg icin Sivi Mikrodiliisyon Yéntemiyle Otomatize Sistem ve Gradyan Difiizyon Yénteminin

Karsilastirilmasi

. Duyarh Direncli MiKso MiKgo KU CBH BH
Yéntem izolat Gruplarn Sayi (%) Sayi (%) (ug/ml) (pug/ml) Sayi (%) Sayi(%) Sayi (%)
Sivi mikrodilisyon yontemi  Tum izolatlar 4 (8) 46 (92) 32 >64 Altin Altin Altin
K. pneumoniae 0000  36(1000 32 264 g SAncerd standerd
A. baumannii 2(22.2) 7 (77.8) >64 >64
P aeruginosa 2 (40) 3 (60) 4 >64
Phoenix™ 100 Tum izolatlar 0 (0) 50 (100) >4 >4 46 (92) 0 (0) 4 (8)
K. pneumoniae 0(0) 36 (100) >4 >4 36 (100) 0(0) 0 (0)
A. baumannii 0(0) 9 (100) >4 >4 7 (77.8) 0(0) 2(22.2)
P aeruginosa 0 (0) 5(100) >4 >4 3 (60) 0(0) 2 (40)
Gradyan diflizyon yontemi Tlm izolatlar 44 (88) 6 (12) 125 3 10 (20) 40 (80) 0(0)
K. pneumoniae 30 (83.3) 6 (16.7) 1.5 g 6(16.7) 30 (83.3) 0 (0)
A. baumannii 9 (100) 0 (0) 1.5 2 2(22.2) 7(77.8) 0 (0)
P aeruginosa 5 (100) 0 (0) 1.5 2 2 (40) 3 (60) 0 (0)

MIK: minimum inhibitér konsantrasyon, KU: kategorik uyum, CBH: gok biiyiik hata, BH: biiyiik hata.
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diginda ise ayni oran %16.5 olarak bildirilmistir. Bununla birlik-
te GDY ve BMD yontemini karsilastiran bir baska calismada ise
KU orani %100 olarak bildirilmistir (22). Nhung ve arkadaslar
(9) tarafindan GDY ve BMD yontemi arasindaki TU oranlari, A.
baumannii izolatlan igin %76, P aeruginosa izolatlari igin %90
ve Enterobacteriaceae izolatlari icin %84 olarak bildirilmistir.
Ayni calismada KU oranlari hem A. baumannii hem de Ente-
robacteriaceae izolatlari i¢cin %100, P aeruginosa izolatlari icin
%98 olarak bildirilmistir. Kurumumuzda 2004-2005 arasinda
100 A. baumannii susu kolistin duyarlihgi acisindan disk diftiz-
yon yontemi, GDY ve BMD yontemiyle test edilmis olup suslar
her tU¢ yontemle de %100 duyarli bulunmustur (23). Calisma-
mizda tim izolatlar igin GDY ve BMD yontemi karsilastirildi-
ginda KU orani %20, K. pneumoniae i¢in %16.7, A. baumannii
icin %22.2 ve P aeruginosa icin %40 olarak saptanmistir. Tim
izolatlar icin CBH orani %80 olup, K. pneumoniae icin %83.3,
A. baumannii igcin %77.8 ve P aeruginosa i¢in %60 olarak sap-
tanmis, BH orani ise tiim izolatlar icin %0 olarak bulunmustur.
Dolayisiyla calismamizda GDY'nin performansi, ISO 20776
standardina gore kabul edilebilir sinirlar igcinde degildir.

Klinik o6rneklerden izole edilen mikroorganizmalarin
isimlendirilmesinde ve antibiyotik duyarlihdini saptamada
otomatize sistemler cogu laboratuvarda dnemli bir role sa-
hiptir. Kolistin duyarhliligini test etmek i¢in yapilan ¢alismalar
genellikle VITEK® 2 (bioMérieux, Hazelwood, MO, ABD) ile ya-
piimis olup g¢alismamizda kullandigimiz Phoenix™ 100 oto-
matize sistemiyle karsilastirma calismalari daha azdir. Bir ca-
lismada VITEK® 2 ve BMD ydntemi arasinda TU orani %93.4
olarak bildirilmis, baska bir calismada ise TU orani %44.8,
KU orani %94.1, CBH orani %0.7 ve BH orani %0 olarak bil-
dirilmistir (22,24). Dafopoulou ve arkadaslari (4) tarafindan
yapilan bir calismada ise BMD yontemiyle karsilastinldigin-
da VITEK® 2'nin tiim izolatlar i¢in TU orani %78.6, KU orani
%96.7, CBH orani %0 ve BH orani %3.3 olarak bulunmustur.
Ayni calismada K. pneumoniae’nin TU orani %75.6, KU orani
%100, CBH orani %0 ve BH orani %0, A. baumannii'nin TU
orani %85, KU orani %90, CBH orani %0 ve BH orani %10
olarak bildirilmigtir. Acinetobacter spp. izolatlariyla agarda
dilisyon yontemini altin standard kabul ederek ti¢ farkl kolis-
tine duyarlilik yontemini karsilastiran bir calismada ise GDY,
VITEK® 2 ve MicroScan WalkAway 96 Plus (Siemens Healt-
hcare Diagnostics, Deerfield, IL, ABD) otomatize sistemleri-
nin KU oranlari sirasiyla %99.1, %99.1 ve %87.3 olarak bildi-
rilmistir (25). Phoenix™ 100 otomatize sistemiyle yapilan bir
calismada BMD yontemi altin standard olarak kabul edildi-
ginde; Pseudomonas spp. izolatlarinda kolistine duyarlilik so-
nuglarinin KU orani %100 olarak bildirilmis olmakla birlikte,
bu calismadaki izolatlarin higbirinin direncli izolat olmadigi
belirtilmistir (26). Calismamizda ise altin standard yontem
olan BMD yo6nteminden elde edilen kolistine direnc¢ oranla-
riyla karsilastirildiginda, Phoenix™ 100 otomatize sisteminin
KU orani tiim izolatlar icin %92, K. pneumoniae icin %100,
A. baumannii i¢in %77.78 ve P aeruginosa igin %60 olarak
bulunmustur. Tim izolatlar icin CBH orani %0, BH orani tim
izolatlar icin %8 olarak saptanmis, BH orani K. pneumoniae
icin %0, A. baumannii icin %22.22 ve P aeruginosa icin %40
olarak bulunmustur. Bu sonuglarla ISO 20766 standardi tara-
findan belirtilen kurallar cercevesinde Phoenix™ 100 otoma-

tize sisteminin kabul edilebilir sinirlarda oldugunu gérmekte-
yiz. Cahismamizda otomatize sistemde ¢ikan kolistine direncli
izolatlar kullanilmis olup duyarli izolatlarin BMD yontemiyle
dogrulanmamasi ¢alismamizin kisithliklari arasindadir.

Son yapilan calismalar kolistin direncini saptamak igin
GDY veya otomatize sistemlerin kullanilmamasi, BMD yo6n-
teminin kullaniimasi gerektigini vurgulamaktadir. EUCAST
da BMD yonteminin kullaniimasi konusunda laboratuvarlar
uyarmaktadir (27).

CLSI-EUCAST Polimiksin Esik Deger Belirleme Calisma Gru-
bu, ISO 20776 standardi geregince kolistin duyarliliginin belirlen-
mesi i¢in, BMD yontemini “referans yontem” olarak belirlemistir
(5). Calismamizin sonuglari, rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarin-
da kullanilan Phoenix™ 100 otomatize sisteminin kolistin igin
KU, CBH ve BH oranlarinin, kabul edilebilir sinirlarda oldugunu;
GDY’nin oranlarinin ise standardi karsilamadigini gostermekte-
dir. Buna gore, kolistin direnci BMD yontemiyle dogrulanamaya-
caksa, sonucun Phoenix™ 100 otomatize sisteminde elde edilen
MIK degerine gore bildirilmesi uygun olacaktir.

Cikar Catismasi
Yazarlar, herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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