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Cok ilaca Direngli Gram-Negatif Basillerde
Kolistin Duyarlilik Sonuglarinin Kolistin Sivi Disk
Elisyon Yontemi ile Degerlendirilmesi

Evaluation of Colistin Susceptibility Results in Multidrug-Resistant Gram-
Negative Bacilli by Colistin Broth Disk Elution Method
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OZET

Amag: Kolistin duyarliliginy, standart referans yonteme gore belirlemek klinik mikrobiyoloji laboratuvarlari i¢in sorun
olmaktadir. Smirli imkanlara sahip laboratuvarlar igin hizli, kolay uygulanabilir, dogrulugu yiiksek basit bir yonteme
ihtiyag duyulmaktadir. Caligmamizda, kolistin siv1 disk eliisyon (KSDE) testinin uygulanabilirliginin degerlendiril-
mesi amaglandi.

Yontemler: Laboratuvarimizda gesitli klinik 6rneklerden izole ettigimiz 193 Gram-negatif bakteri ¢aligmaya dahil
edildi ve sivi mikrodiliisyon yontemi referans yontem olarak kullanildi. Her bir bakteri izolat1 i¢in katyon ayarli Muel-
ler-Hinton buyyon (MHB) igeren bes tiip hazirlandi ve bu tiiplerin igine 0, %, 1, 2, 4 adet kolistin disk (10 pg; Becton
Dickinson, ABD) eklendi. Son konsantrasyonlar sirasiyla; 0 (iireme kontroli), 0.5, 1, 2 ve 4 pg/ml olacak sekilde ha-
zirlands. Tiiplerin i¢ine bakteri inokiile edildikten 16-20 saat sonra gozle degerlendirme yapilarak minimum inhibitor
konsantrasyonu (MIK) degerleri belirlendi.

Bulgular: Enterobacterales grubunda “kategorik uyum” %94, “biiyiik hata” %5, “cok biiyiik hata” oran1 0 bulundu. Non-
fermentatif bakteri grubunda ise sirasiyla “kategorik uyum” %94, “biiyiik hata” %1, “cok biiyiik hata” %33 tespit edildi.
Sonug¢: Rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda, KSDE testi kolay uygulanabilir ve ucuz olmasi nedeniyle Enterobac-
terales grubu igin iyi bir segenektir.

Anahtar Sozciikler: kolistin, disk eliisyon, antibiyotik direnci, stv1 mikrodiliisyon, Enterobacterales

ABSTRACT

Objective: Determining colistin susceptibility according to the reference method is a significant problem for clinical
microbiology laboratories. There is a need for a fast, easy-to-apply, and accurate method for laboratories with limit-
ed opportunities. In our study, we aimed to evaluate the applicability of the colistin broth disk elution (CBDE) test.
Methods: A total of 193 Gram-negative bacteria, which were isolated from various clinical specimens in our laborato-
ry, were included in the study. Colistin susceptibility was determined by broth microdilution as the reference method.
The CBDE test was performed as previously described. For each bacterial isolate, 0, %, 1, 2, and 4 colistin discs (10 pg;
BD) were added to 5 tubes containing cation-adjusted Mueller-Hinton broth (MHB). The final colistin concentrations
in the tubes were 0 (growth control), 0.5, 1, 2, and 4 pg/ml, respectively. The minimum inhibitory concentration values
were determined by visual evaluation 16-20 hours after the bacterial inoculation.

Results: In the Enterobacterales group, the categorical agreement was 94%, the major error was 5%, and the very major
error was 0%. In the non-fermentative bacteria group, the categorical agreement was found to be 94%, the major error
1%, and the very major error 33%, respectively.

Conclusion: The CBDE test is a good alternative to broth microdilution in routine microbiology laboratories for the
Enterobacterales group since it provides easy-to-apply, cost-effective testing for colistin susceptibility and has a high
categorical agreement compared to the reference microdilution method.

Keywords: colistin, disc elution, antibiotic resistance, broth microdilution, Enterobacterales

o
=
24
£
c
Rl
7]
f=
O
2
2
7]
=
o]
2
i
7]
O
o
<]
=
O
©
2
)
<
<
N
[J]
£
K
=
o
o
=]
i
=
O
R
=
=
>
O
O
=
=
<
)
c
o
£
£
o
O
[]
2
=
o]
[
=
O
o]
£
g
T
o
3
[a]

Cite this article as: Ozkagmaz A, Milletli-Sezgin F. [Evaluation of colistin susceptibility results in multidrug-resistant Gram-negative bacilli
by colistin broth disk elution method]. Klimik Derg. 2022;35(3):155-8. Turkish. Sorumlu Yazar / Correspondence: Fikriye Milletli-Sezgin,
E-posta / E-mail: fikriyemilletli@hotmail.com, Gelis / Received: 10 Mart / March 2022, Kabul / Accepted: 05 Haziran / June 2022,

Yayin Tarihi / Published Date: 28 Eyltl/ September 2022. DOI: 10.36519/kd.2022.4245



https://orcid.org/0000-0002-0833-1854
https://orcid.org/0000-0002-8317-2312
mailto:fikriyemilletli@hotmail.com

Cok ilaca direncli Gram-negatif bakterilerle gelisen infeksiyonlar giinii-
miizde giderek artig gostermektedir (1, 2). Bu nedenle direngli bakteri-
lerle gelisen infeksiyonlarin tedavisi i¢in eski antibiyotiklerin yeniden
kullanimina baglanmistir. Kolistin bu antibiyotiklerden biri olup ¢oklu
antibiyotik direnci olan Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter bauman-
nii, Klebsiella pneumoniae ve Escherichia coli bakterilerinin neden oldugu
infeksiyonlarin tedavisinde son segenek olarak kullanilmaktadur (3, 4).

Son yillarda hastane kokenli infeksiyonlarda sik kullanilmasi nedeniyle
tedaviler basaril olsa bile direng gelisme riski goz 6niinde tutularak ko-
listin duyarlilig: takip edilmelidir. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlari-
nin, karbapenem direngli Gram-negatif bakterilerde kolistin direncini
tanimlayabilmesi 6nemlidir. Ancak bu sekilde, kolistin direnci belirlenen
bakteri ile infekte olan hastalarda ciddi yan etkisi olan bu antibiyotigin
gereksiz yere kullaniminin 6niine ge¢ilmis olur. Son yillarda, tiim diin-
yada oldugu gibi tilkemizde de kolistin direngli bakteriler raporlanmis-
tir (5). Bu nedenle, kolistin duyarlilik testinin “Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI)” ve “European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST)” tarafindan 6nerilen sivi mikrodiliis-
yon yontemi ile galisilarak dogru sonucun raporlanmasi 6nemlidir (6).
Ancak stvi mikrodiliisyon yonteminin pratik olmamasindan dolayi rutin
bakteriyoloji laboratuvarlarinda kolistin direncini belirlemek her zaman
problem olmustur. Bu nedenle pratik, basit, hizli ve etkin bir yonteme
ihtiyag vardur.

Bu ¢aligmada, Gram-negatif bakterilerde kolistin duyarliliginin belir-
lenmesinde daha 6nceden tanimlanan basit ve pratik bir yontem olan
kolistin siv1 disk eliisyon (KSDE) testinin degerlendirilmesi amaglandi.

Caligmamiza 2018-2020 yillar1 arasinda gesitli klinik 6rneklerden izole
ettigimiz toplam 193 Gram-negatif bakteri dahil edildi. Bu izolatlar
K. pneumoniae (59), E. coli (20), E. cloacae (18), A. baumannii (51) ve
P, aeruginosa (45)dan olugsmaktadir.

Kolistin siilfat (Sigma-Aldrich, Almanya) ve 32 ile 0.064 mg/lt konsantras-
yonlar arasinda, katyon ayarli Mueller-Hinton buyyon (MHB) kullanila-
rak ¢ift kat diliisyonlar seklinde hazirlanan 96 kuyucuklu mikroplaklarda
CLSI/EUCAST onerilerine gore ¢alisildi (7, 8). Kalite kontrolii; negatif
kontrol olarak E. coli 25922 ve pozitif kontrol olarak mcr-1 tireten E. coli
susu (NCTC 13846) kullanilarak yapildi.

KSDE testi, Simner ve arkadaslarmnin (9) tanimladig1 metoda uygun olarak
caligildi. Her bir bakteri izolati i¢in 10 ml katyon ayarli MHB iceren 5
tip hazirland. Bu tiiplere; 0, %, 1, 2, 4 adet kolistin diski (10 pg; Becton
Dickinson, ABD) eklendi. Son konsantrasyonlar sirasiyla; 0 (tireme kont-
rolii), 0.5, 1, 2 ve 4 ug/ml dir. Daha sonra tiipler oda sicakliginda kolis-
tinin siviya gegebilmesi igin inokiilasyondan 6nce 30 dakika bekletildi.
Kanli agarda iiretilen taze kiiltiir kolonilerinden 0.5 McFarland bakteri
stispansiyonlar1 hazirlandi ve her tiipe 50 pl bu siispansiyonlardan ek-
lenerek vortekslendi. 35 °Cde 18-20 saat inkiibasyondan sonra kolistin
minimum inhibitdr konsantrasyonu (MiK) degerleri okundu ve EUCAST
verilerine gore degerlendirildi.
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Kolistin Sivi Disk Eliisyon Testi

Enterobacterales
N=97 MiK
<05 1 2 4 >4
(pg/ml)
<0.064 36
0.128 2
0.256 2
0.5 6 1
Sivi ! 12
Mikrodilusyon 2 3 1 2 1
Referans
Yontemi 4 8
8 4
16 6 2
32 5
>32 6

“Cok biiyiik hata” (CBH), KSDE yontemi ile duyarli iken referans yontem
ile direngli; “biiyiik hata” (BH), KSDE yontemi ile direngli iken referans
yontem ile duyarli bulunmasi olarak tanimlandi. Referans yontem olan
sivi mikrodiliisyon ile KSDE yontemi arasindaki “temel uyum” (TU) ve

“kategorik uyum” (KU) degerleri hesaplandi. KSDE testi igin TU degeri
olarak bakterilerin yiizdesi referans metoda gére MIK degerinin +1 di-
lisyon dahilinde kabul edilerek; KU degeri ise bakterilerin duyarl ya
da direngli olmalarina goére ayni kategoride bulunma yiizdesine gore
hesaplandi.

Galisma igin Ahi Evran Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastir-
malar Etik Kurulu'ndan 29 Mayis 2020 tarih ve 2020-07/48 karar numa-
rastyla onay alinmistir.

Kolistin i¢in klinik sinir degerler, EUCAST standartlarina gore (< 2 mg/L
duyarli ve > 2 mg/L direngli) degerlendirildi.

Test edilen 97 Enterobacterales grubunda referans yonteme gore 31 izolat
kolistin direngli, 66 izolat kolistin duyarli bulundu. Referans sivi mikro-
diliisyon ydntemine gére MiK araliklar1 <0.064 ile > 32 pug/ml arasinday-
d1 (Tablo 1). KSDE testinin performans degerlendirilmesinde, KU %94
ve TU %89 olarak tespit edildi; CBH oranu ise sifirdi. KSDE testi ile iig
K. pneumoniae izolat1 direngliyken referans yontem ile duyarliydilar. BH
orani %5 olarak saptandi.

Test edilen 96 non-fermantatif bakteri grubunda, referans yénteme gore 93
izolat kolistin duyarli ti¢ii ise kolistin direngliydi. Direngli izolatlardan biri
A. baumannii diger ikisi ise P. aeruginosa olarak tespit edildi. Referans siv1
mikrodiliisyon yontemine gére MIK araliklari <0.064 ile 32 pug/ml arasin-
dayd (Tablo 2). KSDE testinin performans degerlendirmesinde KU %94
ve TU %92 olarak tespit edildi. P aeruginosa izolatinda referans yonteme
gore MIK degeri 32 olup KSDE testi 0.5°ti; CBH orant ise %33’tii. Referans
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) Kolistin Sivi Disk Eliisyon Testi
Nonfermentatif

Grup
N6 (g";'rir'fl) <05 1 2 4 >4
<0.064 47 1
0.128 15
0.256 9
0.5 9
Sivi t e
Mikrodilisyon 5 5
Referans
Yontemi 4 1
8
16
32 1 1
>32

yonteme gore MIK degeri 0.064 olan A. baumannii izolatinda ise KSDE ile
MIK degeri >4 bulundu; BH orani ise %1di (Tablo 3). Calisilan izolatla-
rin referans yonteme gére kolistin MiK dagilimi Tablo 4’te gosterilmistir.

Kolistin, karbapenemaz tireten Gram-negatif basillerin etken oldugu in-
feksiyonlarin tedavisinde halen son segenek oldugu igin laboratuvarla-
rimizda kolistin duyarliligini dogru saptamanin énemi biyiiktiir. Cogu
mikrobiyoloji laboratuvarinda antibiyotik duyarlilik testleri disk diftizyon,
gradyan difiizyon gibi yontemler ve otomatize sistemler (Vitek, Phonex)
kullanilarak gergeklestirilmektedir. Ancak hem CLSI hem de EUCAST
kolistin i¢in s6z konusu yontemleri 6nermemektedir. Kolistinin biiyiik
katyonik bir molekiil olmasi, plastik yiizeylere tutunmasi, otomatize
sistem sonuglarindaki CBH oranlarinda %35-53 gibi yiiksek degerler-
le karsilagilmas1 nedeniyle referans yontem olarak sivi mikrodiliisyon
yontemi tek segenektir (10). Bununla birlikte, kaynaklar: yetersiz olan
tilkelerdeki laboratuvarlar i¢in kolistin tozunu saglamak zordur. Ayni
zamanda tiim diinyada, kolistinin ¢ok kullanimina bagl olarak direng
de artmaya devam etmektedir (11). Bu nedenle rutin laboratuvarlarda

Enterobacterales Nonfermentatif
n (%) n (%)
Temel Uyum 89 (92) 92 (96)
Kategorik Uyum 94 (97) 94 (98)
Cok Biiyiik Hata 0(0) 1(33)
Bilyiik Hata 3(5) 1(1)

kullanabilecek basit, pratik ve ucuz bir kolistin test metodunun acilen
geligtirilmesi gerekmektedir.

1lk olarak 2018 yilinda Simner ve arkadaslari (9) CLSI'nin bir alt komite-
sinde KSDE testini tanimlamigtir. 2021 CLSI-M100-S31'de Enterobacte-
rales ve Pseudomanas suslarinda kolistin i¢in; sivi mikrodiliisyon, KSDE
ve KA (kolistin agar) test metotlarinin kullanimi 6nerilmistir. Acineto-
bacter spp. icin ise sadece kabul edilen MIK ydntemi sivi mikrodiliisyon
olarak belirtilmistir (7).

2018 yilindan giiniimiize bu konuda yapilan ¢aligma sayis1 oldukga azdir.
Ozyurt ve arkadaglarinin (12) yaptiklar: calismada, Gram-negatif bakte-
rilerde KSDE y6ntemi, otomatize sistem sonuglar1 ve stvi mikrodiliisyon
yontemi birlikte degerlendirilmistir. S6z konusu ¢alismada, KSDE ile sivi
mikrodiliisyon yontemi arasindaki KU orani %99.3, CBH orani %0.2 ve
BH orani %0.5 olarak saptanmigtir. Otomatize sistem ile referans yonte-
min KU orani ise %95, CBH orani ise %5 olarak tespit edilmistir. KSDE
yonteminin, referans yontem ile karsilagtirildiginda performansinin iyi,
uyumunun ise yiiksek oldugu belirtilmistir.

Simner ve arkadaslar1 (9) yaptiklari ¢aliymada, 171 Gram-negatif bak-
teride KSDE testinin dogrulugunu degerlendirmistir. KSDE yontemi ile
referans sivi mikrodiliisyon yontemi arasindaki KU orani %98, TU orani
%99 ve CBH orani ise %8 olarak tespit edilmistir. Bu ¢alismada mer-1
pozitif E.coli izolatlar1 da test edilmis olup mcr-1 E. coli izolatlarinda KU
ve CBH oran1 %50 olarak saptanmustir. mcr-1 E. coli disindaki izolatlar-
da ise iki test arasindaki KU ve TU oranlar1 %100 olarak saptanmustir.

Cielo ve arkadaglarmin (13) ¢aligmasinda ise Polimiksin B i¢in siv1 disk
eliisyon testi degerlendirilmistir. Referans yontem olarak sivi mikrodi-
lisyon yontemi ile karsilastirildiginda disk eliisyon yonteminin; KU, BH
ve CBH oranlar sirasiyla %99.5, %0 ve %1.11 (bir yanlis negatif K. pneu-
moniae MIK 4 pg/ml) olarak saptanmustur.

Minimum inhibitdr Konsantrasyonu (MiK)

izolatlar n <0.064 0.128 0.256 0.5
K. pneumoniae 59 5 2 1 7
E. coli 20 19 1

E. cloacae 18 12

A. baumannii 51 30 9 2 3
P. aeruginosa 45 17 6 7 6

1 2 4 8 16 32 >32
5 6 5 4 9 10 5
1 1 1 2 1
6

4 2 1 2
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Dalmolin ve arkadaslarinin (11) Gram-negatif basillerde eliisyon meto-
dunu degerlendirdikleri ¢aligmasinda, kolistin sivi mikroeliisyon testi;
Enterobacterales izolatlarinda KU ve “esas uyum” (EU) oranlarinimn yani
sira duyarlilik ve 6zgiillik degerleri kabul edilebilir tespit edilmekle
birlikte BH ve CBH daha az tatmin edici bulunmustur. Ayni ¢aligmada,
nonfermentatif izolatlar i¢cin de sonuglar tatmin edici bulunmamaigtir. Bu-
nunla birlikte 6nerilen yontemin, referans yonteme gore kolay ve ucuz bir
segenek olmasi nedeniyle Enterobacterales’ler arasinda kolistin direncini
saptamak i¢in tarama testi olarak kullanilabilecegi belirtilmistir.

Ulkemizde yapilan diger bir ¢alismada, kolistin duyarliliginin saptan-
masinda siv1 mikrodiliisyon referans yontemini temel alan iki ticari test
ve kolistin agar tarama plag1 yontemi degerlendirilmis; Klebsiella spp.
izolatlarinda, ek ekipman ve tecriibe gerektirmeyen sivi mikrodiliisyon
temelli ticari sistemlerin ve kolistin agar tarama plaginin rutinde kulla-
nilabilecegi ancak nonfermantatif bakterilerde referans yontem olan sivi
mikrodiliisyon ile dogrulanmasi gerektigi vurgulanmistir (6).

Caligmamizin sonuglarina gore, Enterobacterales grubunda CBHnin ol-
mamasi, BH’nin ise %5 olmasi olumlu bulunmustur. Ancak nonfermen-
tatif grupta, CBH orani1 %33, BH orani ise %1 tespit edilmistir. Literatiirle
uyumlu olarak nonfermentatif grupta bu testin kullaniminin uygun ol-
madig1 goriilmektedir.

KSDE'nin en biiyiik avantajlarindan biri kolistin tozuna ihtiya¢ duyul-
mamasidir. Basit ekipmanlarla galigilabiliyor olmasinin yani sira deger-
lendirilmesinin kolay olmasi da bu yéntemin diger 6nemli avantajlaridir.
Ancak sinirda MIK degerlerine sahip mcr-1 pozitif izolatlar i¢in mutlaka
swvi mikrodiliisyon yontem ile tekrar ¢aligilmasi gerektigi vurgulanmigtir
(9). Plasmid kaynakl kolistin direncinin gosterilebilmesi i¢in EDTA1
KSDE testi gelistirilerek ¢alismasi yapilmistir (14). $u an igin yaygin olan
kromozomal kaynakli kolistin direncidir; plazmid kaynakl direng tiim
diinyada kolistin direngli izolatlarin %3’iinii olusturur (10). Ulkemizde
mcr-1 pozitif izolatlara nadir olarak rastlanmaktadir (5); s6z konusu izo-
latlarda kolistin MIK degerleri 2-4 arasinda ¢ikabilmektedir. CLSI, MiK
degeri 2 olan izolatlarin kolistin sonuglarinin sivi mikrodiliisyonla dog-
rulanmasini 6nermektedir.

Calismamizda kisithiliklar mevcuttur. Siviya gegen kolistin konsantrasyo-
nu bagka bir analitik metot ile dogrulanmalidir. Farkl: ticari markalarin
kolistin diskleri kullanilmamus; ¢alisilan izolatlarin mcr-1 genlerine ba-
kilmamigtir. Caligmaya dahil edilen nonfermentatiflerin sayisi ise azdur.

Sonug olarak; rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda basit ama giivenilir
yontemlere ihtiyacimiz vardir. Kolistin duyarlilik testi i¢in yontem gelis-
tirilmesi, validasyon ve verifikasyon ¢aligmalarinin yapilmasi kaynaklari
sinirl tilkeler igin degerlidir. Bu ¢alisma ile KSDE testinin Enterobacterales
grubu igin giivenle kullanilabilecegi sylenebilir.
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