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OZET

Giris-Amag: Coklu ilag direngli (CID) bakteriyel enfeksiyonlarda kolistin
kullanimina duyulan ihtiyag arttik¢a kolistin duyarlilik testleri de dnem kazanmastir.
Bu ¢alisma ile ¢oklu ilag direngli A.baumannii, P. aeruginosa, K. pneumoniae ve E.
coli izolatlarinda otomatize sistem ile saptanan kolistin minimal inhibitor
konsantrasyon degerlerinin (MIK) s1vi mikrodiliisyon (SMD) ile saptanan MIK

degerleriyle karsilastirilmasi amaglanmastir.

Gereg-Yontem: Calismaya Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi T1ibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bakteriyoloji Laboratuvarina génderilen klinik
orneklerden iireyen A. baumanni (92 izolat), K. pneumoniae (68 izolat), P.
aeruginosa (55 izolat) ve E. coli (21 izolat) izolat1 dahil edilmistir. Izolatlarin
antimikrobiyal duyarlilik testleri (ADT) , idrar ve diger ornekler i¢in sirasiyla
Phoenix UNMIC-401/ ID Paneli ve NMiC-400/ID panelleri kullanilarak BD Phoenix
100 (Becton Dickinson, A.B.D) otomatize sistemi sistemi ve SMD yontemi ile
calisilmistir. SMD yontemi referans kabul edilerek Phoenix 100 otomatize sistemin

kolistin duyarhiligini saptama durumu karsilastirilmistir.

Bulgular: Calismaya dahil edilen 236 izolatin 65’1 trakeal aspirat, 64’1 idrar,
51’i kan, 44’1 yara, 4’1 apse, 4’1 dren, 4’i de plevra 6rneklerinden izole edilmistir.
Toplam 236 izolatin 36’sinda (%15.3) kolistine direng saptanmustir. A. baumannii, K.
pneumoniae , P. aeruginosa ve E. coli izolatlarinda sirasiyla %15.2, %20.6, %5.5 ve
%23.8 oraninda kolistine diren¢ saptanmistir. Phoenix 100 sisteminin ¢ok biiyiik hata

(CBH) oran1 %75); biiyiik hata (BH) oran1 %0.5 bulunmustur.

Sonug: Coklu ilag direngli bakteriyel enfeksiyonlarda kolistin direng
testlerinin sonuglar1 uygun antibiyoterapi i¢in ¢ok dnemlidir. Phoenix 100 sisteminin
kolistine direncli izolatlar1 saptayamadig1 goriilmiistiir. Yeni gelistirilecek testlerin
veya otomatize sistemlerdeki modifikasyonlarin duyarliliklarinin saptanmasinda sivi

mikrodiliisyon test sonuclar1 referans alinmalidir.

Anahtar Kelimeler: Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Kolistin, Phoenix 100, s1v1

mikrodiliisyon



ABSTRACT

Objective-Aim: Colistin susceptibility tests have gained importance as the
need for colistin use increases in multidrug-resistant (MDR) bacterial infections. The
aim of this study was to compare the minimal inhibitor concentration (MIC) of
colistin detected by automated system with MICs determined by broth microdilution
(BMD) in multidrug resistant A.baumannii, P. aeruginosa, K. pneumoniae and E.
coli isolates.

Materials and Methods: A. baumanni (92 isolates), K. pneumoniae (68
isolates), P. aeruginosa (55 isolates) and E. coli (21 isolates) strains which were
isolated from clinical specimen sent to Dicle University Hospitals microbiology
laboratory were included in the study. Antimicrobial susceptibility tests (AST) of the
isolates were studied with the BD Phoenix 100 (Becton Dickinson, USA) automated
system by using the Phoenix UNMIC-401 / ID Panel and NMIC-400 / ID panels, for
urine and other samples, respectively. The isolates were also studied by BMD
method which was taken as the reference method. Colistin sensitivities of Phoenix

100 system were compared with those obtained with BMD system.

Results: Of the 236 isolates included in the study, 65 were isolated from
tracheal aspirate, 64 from urine, 51 from blood, 44 from wounds, 4 from abscess, 4
from drains, and 4 from pleural samples. Colistin resistance was found in 36 (15.3%)
of 236 isolates. 15.2%, 20.6%, 5.5% and 23.8% colistin resistance were determined
in A. baumannii, K. pneumoniae, P. aeruginosa and E. coli isolates, respectively.
The Phoenix 100 system has a very major error (VME) rate of 75%; the major error
(ME) rate was 0.5%.

Conclusion: The results of colistin susceptibility tests in MDR bacterial
infections are very important for appropriate antibiotherapy. The Phoenix 100 system
was found to be unable to detect colistin-resistant isolates. SMD results should be
referenced to determine the sensitivity of newly developed tests or modifications to

automated systems.

Keywords: Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Colistin, Phoenix 100, broth microdilution
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1. GIRIS ve AMAC

Polimiksin grubu bir antibiyotik olan kolistin 1940’11 yillarda sentezlenmis,
kullanimi1 1970’lere kadar devam etmistir. Yaklasik otuz farkli polimiksin
bilesiklerinden Polimiksin B ve Polimiksin E (kolistin) benzer yapida olup klinik
olarak kullanilmaktadir(1). Polimiksin E, diger adiyla kolistin 1200 Da agirhiginda
olup hidrofilik yapidaki polikatyonik peptid zincirine hidrofobik yapida yag asid
kuyrugunun eklenmesiyle sentezlenmistir(2).Ciddi nefrotoksik ve norotoksik
etkilerinden dolay1r 1970’11 yillardan sonra kolistinin parenteral kullanim1 giderek
azalmistir. Gram negatif bakterilerde aminoglikozid, ardindan karbapenem
gruplarma kars1 direng gelismesi 2000’11 yillarda kolistinin yeniden parenteral
kullanima girmesine yol agmistir(3,4).

Antibiyotiklerin kullanilmaya baslanmasindan kisa bir siire sonra bakterilerde
kullanilan antibiyotiklere kars1 diren¢ mekanizmalar1 devreye girmistir. Penisiline
kars1 penisilin baglayan proteinlerde degisiklikler, beta-laktam grubu antibiyotiklere
kars1 beta-laktamaz enzimleri bu direng mekanizmalarma 6rnektir. Antibiyotiklerin
gerekli-gereksiz kullanimi, klinisyenlerin dar spektrumlu antibiyotikler yerine genis
spektrumlu antibiyotikleri tercih etmeleri gibi yanlis antibiyotik kullanim politikalar
sonucunda son dekatlar en gdzde antibiyotikleri olan karbapenemlere direng
gelistiren Gram negatif bakterilerde ciddi artiglar gézlenmektedir. Bu durum
karbapenem direncli bakterilerin tedavisinde kolistin kullanilmasini veya
kombinasyon tedavilerine kolistin eklenmesini ka¢inilmaz hale getirmistir.

Basta ¢oklu ilag direngli (CID) Acinetobacter baumannii olmak iizere,
karbapenem direngli Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacterales takimi
iiyelerinde kolistin kullanimma duyulan ihtiyag arttik¢a kolistin duyarlilik testleri de
onem kazanmigtir. Coklu ilaca direngli bu bakteri gruplarinda yeni direng
mekanizmalarinin kazanilmasi da kolay olmakta, bu nedenle olusturduklari
enfeksiyonlarin tedavisi zorlagmaktadir.

Gerek Acinetobacter tiirleri gerekse diger direncli bakteri tiirlerinde kolistinin
antimikrobiyal etkinligini test etmek i¢in disk difiizyon, gradient test, agar diliisyon

ve s1vi mikrodillisyon yontemlerinin karsilastirildigi calismalar yapilmistir(5-7).



Rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanim kolayligindan dolayi tercih edilen
disk difiizyon ve gradient test yontemlerinin kolistinin antimikrobiyal duyarliligini
test etmede giivenilir olmadigini gésteren ¢aligmalardan dolayr gerek Amerikan
kaynakli CLSI, gerekse Avrupa kaynakli EUCAST, kolistin i¢in bu testleri
onermemektedir(5,8,9). Ayni kaynaklar yari-otomatize sistemlerin de kolistin igin
valide olmadigini bildirerek kolistin duyarliligini saptamada tek giivenilir yontem
olarak sivi mikrodiliisyon yontemini 6nermektedirler (8-10). Ancak kolay
uygulanabilirligi nedeniyle tilkemizde birgok laboratuvarda kolistin direnci

saptanmasinda otomatize sistemler kullanilmaya devam etmektedir.

Bu ¢alisma ile Dicle Universitesi T1p Fakiiltesi Hastaneleri Merkez Laboratuvari
bakteriyoloji birimine gonderilen klinik 6rneklerden izole edilen ¢oklu ilag¢ direngli
A.baumannii, P. aeruginosa, K. pneumoniae ve E. coli izolatlarinda otomatize sistem
ile saptanan kolistin minimal inhibitdr konsantrasyon degerlerinin (MIK) Siv1
mikrodiliisyon yontemi ile saptanan MIK degerleriyle karsilastiriimasi

amaclanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kolistin

2.1.1. Kolistinin kimyasal yapis1

Kolistin, diger adiyla Polimiksin E, polimiksin grubunda yer alan polipeptid
yapida (10 aminoasit) bir antimikrobiyaldir. Basillus polymyxa subspecies
colistinus’tan elde edilmistir. Hidrofilik polikatyonik peptit zincirine hidrofobik yag
asit kuyrugunun eklenmesiy olusan kolistin molekiilii 1200 Da agirhigindadir.

Kimyasal yapisi, polimiksin grubundaki Polimiksin B ile benzerlik gosterir (11).

A
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Sekil 1. Polimiksinlerin kimyasal yapis1 A: Polimiksin B, B: Kolistin (Polimiksin
E) (11).



Kolistin ve polimiksin B yapica ¢ok benzerdir, peptid zincirindeki bir aminoasit
aralarinda farka yol agar. Polimiksinler gérece biiyiik lipopeptidlerden olustugu i¢in
ag1z yoluyla emilimleri ¢ok zayiftir (12,13). Parenteral veya nebulizatorle kullanilan,
kolistin metansiilfonatin sodyum tuzu formundaki formu kolistimetat sodyum(CMS)
olarak adlandirilir. Kolistinin diger formu olan kolistin siilfattan daha az etkin, ayn1
zamanda daha az toksiktir. Bir 6n ila¢ olan CMS in vivo olarak hidrolize ugradiktan
sonra aktif forma doniisiir. Kolistin siilfatin oral formu da mevcuttur ancak tek

kullanim alani bagirsak dekontaminasyonudur(1,3,4).

Kolistin ve Polimiksin B’nin en 6nemli farkliliklarindan biri de idrar
konsantrasyonlaridir. Polimiksin B’nin ¢ok az kismi idrarla atilirken CMS’nin biiyiik
kismi idrar yollarinda kolistine doniisiir. Her iki ilacin nefrotoksik etkileri olmakla
birlikte CMS’nin Polimiksin B’ye nazaran bobreklere daha fazla toksik etki

gosterdigini bildiren ¢alismalar mevcuttur(14).

2.1.2. Kolistinin etki mekanizmasi
Kolistinin esas olarak Gram-negatif bakterilerinin sitoplazmik membranina etki
eder. Membrandaki lipopolisakkarit (LPS) yapiya baglanarak Ca** ve Mg*
kopriilerinde yer degisikligine neden olur; boylece membran gegirgenliginde
bozulma ve hiicre 6liimii gergeklesir(15,16). Kolistinin etkisi konsantrasyon
bagimlhidir. Kolistin ayrica bakteri hiicre membranindaki Lipid A yapisina baglanarak

bakterinin endotoksini notralize eder (11).

Konsantrasyon bagimli antibiyotikler i¢in iki farmakodinamik parametre
degerlendirilir. Ilk antibiyotik doz sonrasi hasta serumunda bulunan en yiiksek ilag
konsantrasyonunun (Cmax) minimal inhibitér konsantrasyonuna (MIK) orani;
Cmax/MIK bu parametrelerden biridir. Diger farmakodinamik parametre ise 24
saatlik serum konsantrasyonunun egri altinda kalan alanin (AUC), MIK’e oranidir;
AUC/MIK. Bu oranin yiiksek olmas1 i¢in antibiyotigin sik araliklarla veya yiiksek
dozda uygulanmasi 6nerilmistir(17). Neftotoksik etkisi g6z Oniine alinarak 24 saatlik
dozun {ige boliinerek uygulanmasi dnerilmektedir. Direng gelisme olasiligina karsin
kolistinin diger antibiyotiklerle kombine kullanimi da dikkat edilmesi gereken

noktalardandir (1,11,17).



2.1.3. Kaolistinin etki spektrumu

Kolistin Gram-negatif bakterilere (Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa ve Enterobacterales takimindaki ¢ogu cinse) ve baz1 Mikobakteri
tiirlerine (M. tuberculosis, M. intracelulare, M. fortuitum, M. xenopi) etkilidir. Buna
karsin Gram-negatif koklar, Gram-pozitif bakteriler, anaerobik bakterilerin biiyiik
kismina, ayrica parazit ve mantar tiirlerine karsi da etki gostermez (11,16).

Enterobakterales takiminin bir¢ok tiyesi kolistine duyarliyken Proteus tiirleri,
Providencia tiirleri, Morganella morganii ve Serratia tiirleri kolistine dogal
direnglidir. Kolistine direngli diger mikroorganizmalar Nocardia, Campylobacter,
Vibrio (cholerae ve el tor) ve Brucella tiirleridir. Bacteroides fragilis kolistine
diren¢liyken B. melaninogenicus ve B. oralis kolistine duyarlidir. Pseudomonas
cinsinde kolistine duyarh tiirler (P.aeruginosa, P. fluorescens, P. putida, P.
maltophilia) oldugu gibi direngli tiirler (P. pseudomallei, P. cepacia, P. picketti) de
mevcuttur (2,11).

2.1.4. Kolistine karsi diren¢ mekanizmalarn

Gram-negatif bakterilerde kolistine kars1 direng gelismesi mutasyon veya
adaptasyon mekanizmalariyla iligkilidir. Adaptasyonun aksine, mutasyona bagh
gelisen direng antibiyotik maruziyetinden bagimsizdir. Diislik diizey direngle

karakterize olup kalitsaldir(3).

Kolistin Gram-negatif bakterilerin hiicre membranindaki LPS yapilara
baglanarak etki gdsterdiginden, kolistine kars1 direng mekanizmalar1 da esas olarak
LPS yapilarindaki degisikliklerle meydana gelir. Ancak antibiyotik molekiiliiniin
disa atimin1 saglayan eflux pompalar1 ve hiicre membranina ulagsmasini 6nleyen

kapsiil olusumu gibi yollarla da kolistine kars1 direng gelistigi bildirilmistir (18).

Lipopolisakkarit degisimlerinden en sik karsilagilani L-Ara4N eklenmesi ve bu
katyon degisiminin sonucu olarak lipid A’nin net negatif ylikiiniin sifirlanmasidir.
Ikinci LPS degisimi ise PEtN eklenmesidir ki, bu modifikasyonla hiicre membraninmn
net negatif yiikii -1/-1,5 araligma diiser. Hiicre membraninin negatif yiikii

azaldiginda kolistinin baglanmasi ve bakteriye etki etmesi engellenmis olur (13).



Farkl1 bakteri gruplar1 kolistine kars1 farkli genetik modifikasyonlarla direng
gelistirebilmektedir. Bakteri hiicre membranlarinda regiilasyonu saglayan
pmrA/pmrB ve phoP/phoQ gibi sistemlerde farkli genetik mutasyonlar sonucu
aktivasyon artiglar1 olmaktadir. Bu tiir aktivasyon artiglar1 LPS modifiye eden
genlerin ekspresyonunu arttirarak PEtN ve L-Ara4N gibi molekiillerin ytiksek
miktarda sentezine yol agmaktadir. Sentezlenen molekiillerin lipid A’ya transferini
saglayan pmrCAB ve arnBCADTEF-pmrE operonlarinin regiilasyonunun phoP/phoQ
sistemini aktive ederek dirence katki sagladigi gosterilmistir(18).

Cannatelli ve ark., kolistin direngli K. pneumoniae izolatlarinda mgrB geninin
delesyona ugradigi veya inaktive oldugunu, bunun sonucunda da phoP, phoQ, and
pmrK genlerinin transkripsiyonunun arttigini géstermis. Bu bulgulara dayanarak
PhoQ/PhoP sisteminin upregulasyonu ve pmrHFIJKLM operonunun aktivasyonunda
mgrB geninin diizenleyici role sahip oldugunu belirtmislerdir. Arastiricilar tiim bu
genetik modifikasyonlarin bakteride LPS hedef degisiklikleri sonucu kolistin
direncine yol a¢tig1 sonucuna varmig(19).

Enterobakterales takimi iiyelerinde kolistin direncinde rol oynayan diger
genler mgrR ve micA genleridir.Escherichia coli izolatlarinda mgrR geninin eptB
genini baskilayarak LPS yapinin PEtN ile modifikasyonuna yol agtig1
gosterilmistir(12,20). Bir baska gen olan micA da phoP genlerinin baskilanmasi
yoluyla kolistin direncine neden olabilecegi gosterilmistir(21).

Pseudomonas aeruginosa izolatlarindaki diren¢ mekanizmalar1
Enterobakterales takim iiyelerindekine benzerlik gosterir. P. aeruginosa izolatlarinda
pmrA mutasyonlar1 nadir goriilirken pmrB mutasyonlarinin kolistin direncine
siklikla eslik ettigi saptanmig(22). Ek olarak parR/parS ve cprR/cprS sistemlerinin
de LPS modifikasyonlarinda rolii oldugu belirtilmis. Regiilator genlerden ColRS and
CprRS sistemlerinin varliginin ise P. aeruginosa’da yiiksek diizey polimiksin
direncine neden olabildigi gosterilmistir(23).

Acinetobacter baumannii izolatlarindaki kolistin direnci bilyiik 6l¢iide PEtN
molekiilii izerinden olmaktadir. Lipid yapisina PEtN eklenmesine yol agan en
onemli mutasyonlar pmrB gen mutasyonunun yanisira pmrC benzeri eptA gen
ekspresyonudur(18). A. baumannii’de bir diger direng mekanizmasi da lipid A sentez

genlerindeki (IpxA, IpxC ve IpxD ) modifikasyonlardir. Bu genlerde delesyon,



niikleotid degisimleri veya insersiyonlarin LPS kaybi ile sonug¢landigi

gosterilmistir(24).

2.1.5. Kolistin duyarhhk testleri

Uluslararasi standardizasyon kurulusu antimikrobiyal maddelerin minimal
inhibitor konsantrasyonlarinin test edilmesi i¢in s1vi mikrodiliisyon yontemini
referans yontem olarak kabul eder. Giivenilir sonuclar elde etmek icin diger
antimikrobiyal duyarlilik test yontemlerinin (disk difiizyon veya diger tani testleri

gibi) dogrulanmasi i¢in bu referans yontemle karsilastirilmasi gerekir(25).

Kolistinin yeniden kullanima girmesiyle birlikte mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda disk difiizyon yontemi kullanilarak 10 pg’lik kolistin stilfat
diskleri ile kolistin duyarliliklari test edilmeye baslandi. Es zamanli olarak strip
iizerinde kolistin siilfatin farkli konsantrasyonlarmin bulundugu gradient testler
iiretildi. Ancak gerek disk diflizyon gerekse gradient test yonteminde kolistinin agar
icine yeterince yayilamamasina bagl olarak yanlis duyarhlik sonuglar1 elde edildi.
Bu sonuglara dayanarak gerek disk difiizyon gerekse gradient test yonteminde

duyarl saptanan sonuglarin sivi mikrodiliisyon ile dogrulanmas1 gerektigi
bildirildi(3,6,26).

S1vi mikrodiliisyon temelli otomatize sistemlerle kolistin direnci
saptanmasiyla ilgili yapilan calismalarda saptanan yanlis duyarh veya direngli
sonuglar, EUCAST in kolistin direng testleriyle ilgili uyarida bulunmasina yol
agmistir(3,26,27). Bu tez ¢aligmasi planlandiginda otomatize sistemlerle ilgili net bir
sonuca ulasilmadigimdan biz de laboratuvarimizdaki mevcut sistemle s1vi

mikrodiliisyon yontemini karsilastirmay1 amagladik.

Ulkemizde 2015 yilindan beri antimikrobiyal duyarlilik testlerinin
yorumlanmasinda EUCAST kriterleri baz alinmaktadir. EUCAST , Enterobacterales
iiyeleri, Acinetobacter ve Pseudomonas tiirleri i¢in 2mg/L ve altindaki MIK
degerlerini duyarl kabul ederken, 2mg/L nin iistiindeki MiK degerine sahip

izolatlar1 ise direngli olarak siniflandirmaktadir(28).



3. GEREC VE YONTEM

3.1.Bakteri izolatlariin Toplanmasi

Bu calisma i¢in Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi, Girisimsel Olmayan Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu’ndan 06.06.2018 tarih ve 236 say1li kararla onam

alinmustir.

Calismaya Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dal1 Bakteriyoloji Laboratuvarina gonderilen klinik 6rneklerden iireyen A. baumanni
(92 izolat), K. pneumoniae (68 izolat), P. aeruginosa (55 izolat) ve E. coli (21 izolat)

izolat1 dahil edilmistir.

3.2. Klinik Orneklerin Kiiltiir Islemleri

Periferik ve kateter kan 6rnekleri, beyin omurilik sivis1 (BOS), eklem sivisi
ve plevra sivis1 gibi steril viicut sivilar1 Bactec Plus aerobic/F veya BD Bactec Peds
Plus/F siselerine alinarak BACTEC FX (Becton Dickinson, A.B.D) sisteminde
inkiibasyona birakilmisg, lireme olan siselerden kat1 besiyerlerine -%5Koyun Kanl
Agar (KKA), Eozin Methylen Blue Agar (EMB), Sabouraud Dextrose Agar (SDA)-
subkiiltiirler yapilmustir. Idrar, nefrostomi, trakeal aspirat ve bronkoalveolar lavaj
(BAL) oOrnekleri kantitatif yontemle, diger Ornekler seyreltme yOntemiyle
besiyerlerine ekilmistir. Trakeal aspirat ve balgam Ornekleri i¢in oncelikle Gram
boyama yapilmis ve Bartlett skorlama sistemi kullanilarak Bartlett skoru sifirdan
biiyiik olan 6rnekler degerlendirmeye alinmistir(29). Yara kiiltiirii 6rneklerinde Gram
boyama i¢in Q skorlama sistemi kullanilmis ve Q skoru sifirdan biiyilik olan 6rnekler
degerlendirmeye almmistir(30). Kateter iligkili kan dolasimi enfeksiyonlar1 i¢in es
zamanl olarak kateter ucu ve/veya kateter kan kiiltiirii ile periferik bir venden kan
kiiltiirti almmigstir. Hem kateter ucu ve/veya katater kan kiiltiiriinde hem de periferik
venden alman kan kiiltiiri 6rneginde ilireme olmasi durumunda kateter iliskili
bakteriyemi diisiiniiliip antibiyogram ¢alisilmistir. Sadece kateter ucu ve/veya kateter
kan kiiltiiriinde tireme olup periferik venden alinan kan kiiltiiriinde {ireme olmamas1

durumunda ise kontaminasyon veya kolonizasyon olarak degerlendirilmistir(31).



3.3. Bakteri izolatlarinin Tanimlanmasi

Kiiltiirde iireyip enfeksiyon etkeni oldugu diisiiniilen izolatlar, Maldi Biotyper
3 (Bruker Daltonics, ABD) sistemi kullanilarak kiitle spektrometre (Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization- Time Of Flight- Mass Spectrometry: MALDI-TOF-

MS) yontemi ile tanimlandi.

Kiiltiirde iireyen koloniler, 6n ekstraksiyon islemi uygulanmadan temiz bir
kiirdan yardimiyla paslanmaz celik plagm {izerindeki dairesel alana siiriilerek
kurumas1 beklendi. Tanimlama islemine alinacak Orneklerin taze kiiltiir 6rnekleri
olmasima dikkat edildi. Celik plaktaki 6rneklerin iizerine sirastyla 1’er pl formik asit
ardindan da siyano 4-hidroksisinnaminik asit (HCCA)’ten olusan matrix ¢ozeltisi
eklendi. Islemler arasinda drnekler oda 1s1sinda kurumaya birakildi. Matriks ¢ozeltisi,
lazer 1sinlarmnin celik plak iizerindeki orneklere iletilmesini saglayarak oOrnekteki
molekiillerin diizgiin sekilde iyonizasyonu saglayan bir ortam olusturur. Iyonize olan
ve kiitlelerine gore hiz kazanan molekiiller cihaz igindeki silindirik alanda hareket
kazanir ve cihazdaki detektore ulasir. Laboratuvarimizda mevcut Microflex LT
(Bruker Daltonics, Almanya) sistemi kullanilarak pozitif lineer mod, 2-20 kDa kiitle
araliginda iyonlar olusturuldu. Dedektére c¢arpan iyonlarin OGlgiimiiyle olusan
spektrumlar MALDI Biotyper 3.1 yazilimi (Bruker Daltonics, Almanya) yardmiyla
veri tabanindaki spektrum gorintiileriyle karsilastirildi. Her ¢alisma Oncesi
tanimlama sisteminin kalibrasyonu i¢in tiretici talimat1 dogrultusunda Bakteriyel Test

Standard1 ( BTS) kullanild.

MALDI-TOF MS sisteminde, mevcut veri tabanindaki spektrumlarla
benzerlik oranma gore mikroorganizmalarin tanimlama skorlar1 elde edilir.
Tanimlama skorlarmnin ytiksekligi, tanimlamanin giivenilirligi ile dogru orantilidir.
Tanimlama skorunun 2 ve lizerinde olmasi tanimlamanin cins ve tiir diizeyinde; 1.7-2
arasinda olmasi cins diizeyinde giivenilir oldugunu gosterir(32). Giivenilir olmayan
sonuglarda Orneklerin saf alinip alinmadigi, kiiltliriin taze olup olmamasi, cihazin
periyodik bakimlarinin yapilip yapilmamasi ve kalibre edilme durumlar1 kontrol
edilmesi oOnerilmektedir(33). Calismamizda izole edilen bakteri suslari kiitle

spektrometre ile cins ve/veya tiir diizeyinde giivenilir skorlarla tanimlandi.



3.5. Antimikrobiyal Duyarhhk Testi (ADT)

3.5.1. Phoenix 100 otomatize sistemi ile ADT

Calismaya dahil edilen izolatlarin antimikrobiyal duyarlilik testleri (ADT) , idrar ve
diger ornekler icin sirasiyla Phoenix UNMIC-401/ ID Paneli ve NMIC-400/ID
panelleri kullanilarak BD Phoenix 100 (Becton Dickinson, A.B.D) otomatize sistemi
sistemi ile c¢aligildi. Kiiltiirde saf iireyen izolatlar 0.5 McFarland bulanikliginda
suspanse edildikten sonra otomatize sistemin ilgili panellerine aktarildi. Yaklasik 16-
18 saat sonra ¢ikan ADT sonuglar1t EUCAST v.8.0 kriterleri ve uzman kurallar1
uyarinca degerlendirildi(28). Otomatize sistemin kolistin duyarliligi i¢in verdigi
duyarlilik sonuclar1 kayit altmma alindi.  Coklu ilaca diren¢li ( en az 3 grup
antibiyotige direncli) bakterilerde kolistin duyarlilig1 otomatize sistemin yanisira siv1

mikrodiliisyon (SMD) yontemiyle de test edildi.

3.5.2. Sivi mikrodiliisyon yontemiyle ADT

Kullanilan Malzemeler:

-Steril U tabanl plate

-Otomatik ¢oklu (sekizli) pipet,

-Pipet uclar

-Katyon ayarli Mueller Hinton Broth (KAMHB) (Becton Dickinson, A.B.D.)
- Colistin siilfat (Carbosynth, Ingiltere)

-Bakteri siispansiyonlar1

-Steril serum fizyolojik siispansiyonlar1

-Steril distile su

Dehidrate haldeki KAMHB toz besiyerinden 5.5 gr tartildi, tizerine 250 ml
distile su eklenerek balon joje icinde benmari usulii tamamen ¢dziindii. Uretici
talimatlarina uygun sekilde 116-121°C’de 10-15 dakika otoklavlandi. Bu besiyeri
Amerikan Klinik Standartlar Enstitiisii M7 nin kantitatif ADT i¢in 6nerdigi sekilde
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Ca ve Mg iyonlar1 ayarlanmis, ayrica diisiik timin ve timidin i¢erigine sahip sivi

besiyeridir(34).

Antibiyotik stok soliisyonu hazirlamak i¢in toz haldeki kolistin siilfat,”Agirlik
(mg) = Hacim (mL) x Konsantrasyon (mg/L)/Potens (png/mg)” formiilii uyarinca
tartildi, uygun miktarda distile su i¢inde ¢oziinerek 256 mg/l konsantrasyonlarda
hazirlandi. S1vi mikrodiliisyon yonteminde stok antibiyotik konsantrasyonu,
calisilacak en yiiksek konsantrasyonun iki kat1 olmalidir. Porsiyonlara boliinen stok

soliisyonu daha sonraki kullanimlar i¢in porsiyonlara boliinerek -20°C’de saklanda.

Bakteri siispansiyonlari taze ve saf kiiltiirlerden 0.5 McFarland bulanikliginda

hazirlanarak serum fizyolojik (SF) i¢inde 1/20 oraninda diliie edildi.

SMD c¢alismalar1t Amerikan Klinik Standartlar Enstitiisiit M7 talimatlarina
uygun olarak yiiriitiildii(34). Ilk olarak, ¢ahsilacak tiim kuyucuklara 100’er ul
KAMHB birakildi. On birinci siitundaki kuyucuklara antibiyotik stok soliisyonundan
100°er pul eklendi. Pipetaj yapildiktan sonra 11. siitundaki kuyucuklardan 100’er pl
almarak 10. stitundaki kuyucuklara birakildi. Bu sekilde birinci siitundaki
kuyucuklara kadar seri diliisyon yapilmis oldu. Birinci siitundaki kuyucuklardan
alinanlar ( 100’er pul) disar1 atildi. Boylece kuyucuklardaki son antibiyotik
konsantrasyonlari sirasiyla 0.125- 1.25- 0.5-1-2-4-8-16-32-64 ve 128 mg/l oldu.
Kuyucuklara son olarak 10’ar ul bakteri siispansiyonu birakildi, boylece her

kuyucuktaki bakteri miktar1 10° CFU/ml olarak belirlendi.

Kalite kontrol izolatlar1 olarak her ¢aligmada kolistin duyarli ( E. coli ATCC
25922 ) ve kolistin direngli (mcr-1 tagiyan E.coli NCTC 13846 ) bakteri
suspansiyonlar1 kullanildi. Bakteri siispansiyonlar1 da eklendikten sonra plaklarin
lizeri kapatilarak 35-37 °C inkiibatdrde 16-18 saat inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon
sonrast kuyucuklarda bulaniklik olup olmadigina bakildi. Bulaniklik goriilmeyen ilk
kuyucuk o izolatn MIK degeri olarak kayit altina alind1.

Her ¢alismada birer kuyucuk tireme kontrol (bakteri var, antibiyotik yok) ve
besiyeri sterilite kontrol (sadece besiyeri var, bakteri ve antibiyotik yok) kuyucuklar1
olarak saptandi. Plaklarin degerlendirme asamasinda, besiyeri sterilite kontrol

kuyucugunda bakteri iirememesi, lireme kontrol kuyucugunda iiremenin saptanmas,
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kalite kontrol izolatlarinm MIK degerlerinin beklenen araliklarda olmas1 durumunda
testler gecerli kabul edilerek degerlendirildi.
Ureme kontrol kuyucugunda iireme olmayan plaklar ile besiyeri sterilite

kuyucugunda iireme olan plaklar degerlendirilmeyerek test tekrarina gidildi.

Calismamizda EUCAST in A. baumannii, P. aeruginosa ve Enterobacterales
tiyeleri i¢in belirledigi MIK smir degerleri referans alinmustir. Buna gore 2 mg/L ve
altindaki MIK degerine sahip izolatlar duyarli, 2 mg/L’n iistiindeki degerlere sahip

izolatlar ise direngli olarak kabul edilmistir (28).

ISO standartlar1 temel alinarak, SMD yonteminde duyarli saptanan izolatlarin
otomatize sistemde direncli saptanmasi biiyiik hata (BH), SMD yonteminde direncli
saptanan izolatin otomatize sistemde duyarh saptanmasi ise ¢ok biiyiik hata (CBH)

olarak degerlendirildi(25).

Sonuglarm analizinde oran ve orant1 gibi temel istatistik yontemler kullanildi.
Ayrica SMD testi referans alinarak otomatize sistemin gegerlilik ve giivenilirlik test

parametreleri (duyarlik, 6zgiilliik, pozitif ve negatif prediktif degerleri) hesaplandi.

4. BULGULAR

Calismaya toplam 236 ¢oklu ilag direngli izolat dahil edildi. Calismaya dahil
edilen A. baumanni, K. pneumoniae, P. aeruginosa ve E. coli izolat sayilar1 sirasiyla
92, 68, 55 ve 21°di. A. baumannii izolatlar1 en sik solunum yolu 6rneklerinden (46
izolat) izole edildi. Solunum dis1 A. baumannii izolatlar1 kan (18 izolat), yara (13
izolat), idrar (11 izolat), dren (2 izolat) ve plevra dan (2 izolat) izole edildi. Toplam
68 K. pneumoniae izolatinin bityiik kismi (37 izolat) idrar, 19°u kan, 6’s1 trakeal
aspirat, 2’si apse, 2’si dren, 2’si de yara drneklerinden izole edildi. Coklu ilag
direngli P. aeruginosa izolatlarmin 26°s1 yara, 11°i trakeal aspirat, 9’u kan, 9’u da
idrar 6rneklerinden izole edildi. Calismaya dahil edilen 21 E. coli izolati idrar (7
ornek), kan (5 6rnek), yara (3 6rnek), trakeal aspirat (2 6rnek), apse (2 6rnek) ve dren
(2 6rnek) orneklerinden izole edildi. Caligmaya dahil edilen izolatlar ve izole
edildikleri klinik 6rnekler Tablo 1’de 6zetlendi.
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Tablo 1. Calismaya dahil edilen izolatlarin elde edildigi klinik 6rnek sayilar

Ornek cinsi = . e
izolat % g E S g sé_ § % f_gd_
& | = Y | > < a o ~

A.baumannii 46 11 18 |13 2 2 92
K. pneumoniae 6 37 19 |2 2 - 2 68
P. aeruginosa 11 9 9 26 - - - 55
E. coli 2 7 5 3 2 2 - 21
Toplam 65 64 51 |44 4 4 4 236

A.baumannii: Acinetobacter baumannii, K. pneumoniae: Klebsiella pneumoniae,

P. aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa, E. coli: Escherichia coli

A.baumannii izolatlarinin 14’tinde (%15.2) referans yontem kabul edilen
SMD ile kolistin direng saptandi. Toplam 92 A. baumannii izolatinin 87’sinde
otomatize sistemle kolistin MiK degeri <=1 olarak saptandi. Otomatize sistemde 1
veya 1’in alt1 MIK saptanan izolatlarin 65(%74.7)’inde SMD ile 1 veya 1’in alti MiK
saptanirken 22 (%25.3)’sinde 1’in iizerinde MiK degerleri saptandi. Otomatize
sistemde 5 A. baumannii izolat1 kolistine direngli saptanirken SMD yontemiyle 14
izolatta kolistin direnci mevcuttu. A. baumannii izolatlarinin BD Phoenix otomatize

sistemi ve SMD yontemiyle saptanan MIK degerleri Tablo 2’de 6zetlendi.

A. baumanni izolatlarinin 14’4 SMD ile direngli saptanmis, bu izolatlarin
10’unu Phoenix 100 otomatize sistemi duyarh (9 izolatta MiK<=1 mg/L, bir izolatta
MIK=2 mg/L) bulmustur. Direncli izolatlarin duyarli bulunmasin1 CBH, duyarh
izolatlarin direngli bulunmasini ise BH olarak tanimladigimizda; A. baumannii

izolatlarinda CBH oran1 %71.4 olarak saptandi, BH ise gozlenmedi (Tablo 2).
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Tablo 2. Otomatize sistem ve s1vi mikrodiliisyon ile kolistin MIK degerleri
belirlenen A. baumannii izolat sayilar:

SMD MIK (mg/L) c
<=0.125(025 |05 |1 |2 |4 |8 |16 |32 |64 |>=128 g
n n n n n nin n n n n IE
<=1]1 11 (53 |13 (4 |2 |1 1 1 87
n
232 1 1
e E
AR 3 |1 4
-1
o =
Toplam 1 11 |53 |13 (4 (2 |1 1 3 3 92

SMD: Sivi mikrodiliisyon, MIK: Minimal inhibitdr konsantrasyon, n: izolat sayisi

K. pneumoniae izolatlar1 incelendiginde; otomatize sistemle kolistin MIK
degerleri <=1 olarak belirlenen 62 izolatin 45 (%72.6)’inde SMD ile de benzer
sonuglar almirken 17 izolatta 1’den biiyiik olarak (7 izolatta 2, 5 izolatta 4, 2 izolatta
8, 2 izolatta 128, 1 izolatta da 32) saptandi. SMD ile kolistine direng saptanan 14 K.
pneumoniae izolatmin 10’ ununu Phoenix 100 sistemi duyarli raporlamustir. K.
pneumoniae izolatlarmda CBH %71.4, BH %1.5 (1 izolat) olarak saptandi. K.

pneumoniae izolatlarinin 14’tinde (%20.6) referans yontem kabul edilen SMD ile

kolistin direng saptand1 (Tablo 3).

P. aeruginosa izolatlarinin 3’1 (%5.5) referans yontem kabul edilen SMD ile
kolistine direngli olarak saptandi. Toplam 55 P. aeruginosa izolatmin tamaminda
otomatize sistemle kolistin MiK degerleri 1 ve altinda saptandi. SMD ydntemi ile bu
izolatlarn altisinda 0.5, otuz dokuzunda 1, yedisinde 2, ikisinde 4, birinde ise 128 ve
iizeri olarak gozlendi. SMD ile kolistine direngli saptanan izolatlarm ii¢li de Phoenix

100 ile duyarli rapor edildi. P. aeruginosa izolatlar1 icin CBH %100 iken BH
gbzlenmedi (Tablo 4).
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Tablo 3. Otomatize sistem ve s1vi mikrodiliisyon ile kolistin MIK degerleri
belirlenen K. pneumoniae izolat sayilari

SMD MIK (mg/L) e
<=0.125{025 |05 (1 |2 |4 |8 |16 |32 |64 |>=128 c_g_
n n n n|ini{nj|n|n n n n 2
<=1 24 |21 |7 |5 |2 |- 1 2 62
n
=22 1 1
[SRE-Y)) n
2 E
P N’
oo >4 1 1 |1 1 1 5
o= n
o =
Toplam 25 |22 |7 |5 |3 |1 1 1 3 68
SMD: Sivi mikrodiliisyon, MIK: Minimal inhibitér konsantrasyon, n: izolat say1s1
Tablo 4. Otomatize sistem ve s1v1 mikrodiliisyon ile kolistin MIK degerleri
belirlenen P. aeruginosa izolat sayilar1
SMD MIK (mg/L) c
<=0.125[025 |05 |1 |2 |4 |8 |16 |32 |64 |>=128 | =
n n n|n|in|nj|n|n n n n 2
<=1 6 9|7 (2 |- |- - 1 55
n
g2
[SE-T))
gE
>4
o=
ms|n
Toplam 6 397 |2 1 55

SMD: S1vi mikrodiliisyon, MIK: Minimal inhibitor konsantrasyon, n: izolat sayisi

E.coli izolatlarinin 5’inde (%23.8) referans yontem kabul edilen SMD ile
kolistine direng saptandi. Otomatize sistemde 21 E. coli izolatinin 20’sinde kolistin
MIK degeri 1 ve 1’in altinda saptanirken 1 izolatta kolistin MIK >4 olarak
sonuglandi. BD Phoenix ile >4 saptanan MIK degeri SMD ile de >128 mg/L olarak

gozlendi. MIK degerleri otomatize sistemde <=1 olarak kayit edilen 20 izolatin
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11’inde SMD ile 6l¢iilen MiK 0.5, dort izolatta 1, birer izolatta da 2, 4, 16, 32 ve
>128 olarak 6l¢iildii. SMD ile kolistine direngli bulunan 5 E. coli izolatinin 4’
otomatize sistemle duyarli bulundugu i¢cin CBH %80 olarak saptandi, BH saptanmadi
(Tablo 5).

Tablo 5. Otomatize sistem ve sivi mikrodiliisyon ile kolistin MiK degerleri
belirlenen E. coli izolat sayilar1

SMD MIK (mg/L) e
<=0125[025 |05 |1 |2 |4 |8 |16 |32 |64 |>=128 | =
n n n nini|{nj|n|n n n n 2
<=1 11 |4 1 1 - 1 1 1 20
n
£3|2
Bz
o >4 1
=1 1
m =
Toplam 11 |4 |1 |1 1 1 2 21

SMD: Sivi mikrodiliisyon, MIK: Minimal inhibitér konsantrasyon, n: izolat sayisi

Toplam 236 izolatin 36’sinda (%15.3) kolistine direng saptandi. Caligmaya
dahil edilen ¢oklu ilag direngli A. baumannii, K. pneumoniae , P. aeruginosa ve E.
coli izolatlarinda kolistin direnci sirasiyla %15.2 (92 izolatin 14°1), %20.6 (68
izolatin 14°11) , %5.5 (55 izolatin 371) ve %23.8 (21 izolatin 5°1) olarak bulundu.

Caligmaya dahil edilen tiim izolatlar degerlendirildiginde; SMD ile direngli
olarak saptanan 36 izolatin 9’unun otomatize sistemde direngli goriindiigii, 27sinin
ise otomatize sistemde duyarl olarak rapor edildigi gézlendi. Dolayisiyla Phoenix
100 otomatize sisteminin CBH oran1 %75 (27/36) olarak belirlendi. Duyarli izolatin
direngli ¢ikmasi olarak tanimlanan BH ise sadece 1 K. pneumoniae izolatinda (%

0.5) goriildil.

Referans yontem olan SMD ile karsilastirildiginda BD Phoenix otomatize
sisteminin duyarl izolatlar1 saptama yiizdesi %99.5 iken direngli izolatlar1 saptama
orani %25 olarak belirlendi (Tablo 6). Direngli izolatlar1 saptama konusunda testin
pozitif prediktif degeri (PPD) %25 (9/36), negatif prediktif degeri (NPD) ise %99.5
(199/200) olarak saptandi.
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Tablo 6. SMD yontemi referans alinarak otomatize sistemin gegerlilik ve

giivenilirliginin test edilmesi

Otomatize SMD Toplam
sistem Duyarli Direngli

Duyarl 199 27 226
Direngli 1 9 10

Toplam 200 36 236

SMD: Sivi mikrodiliisyon
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5. TARTISMA

Antibiyotiklerin gereksiz ve uygunsuz kullanimi, ¢oklu ilaca direngli
bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar1 klinisyenler i¢in kabus haline getirmistir.
Yeni antibiyotiklerin arastirilmasi veya sentezlenmesi bakterilerin direng gelistirme
hizma yetisememektedir(35). Bu durum 1950li yillarmn antibiyotigi olan kolistinin
¢oklu ilaca direngli A. baumannii, P.aeruginosa ve genislemis spektrumlu beta-
laktamaz veya karbapenemaz iceren Enterobacterales iiyelerinin yol agtigi
enfeksiyonlarda yeniden kullanimini giindeme getirmistir(4,15,36). Nefrotoksik yan
etkileri nedeniyle 200011 yillardan 6nce kullanimindan kag¢inilan kolistin direncli
mikroorganizmalara bagli enfeksiyonlarda lokal veya sistemik, tek basina veya

kombine tedavilerde kullanilmaya baslanmistir(2,3,19).

Kolistinin klinik kullanima girmesi laboratuvarda kolistin i¢in antimikrobiyal
duyarlilik testleri kullanimini gerekli kilmistir. Disk diflizyon testleri rutin
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda siklikla kullanilan ADT yontemleridir. Amerikan
Klinik Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) 2007 yilinda ¢ikardigi ek raporda
kolistinin disk diflizyon testi i¢cin yorumlayici kriterler belirlemis; P. aeruginosa
izolatlar1 i¢in 10 pg’lik kolistin diski ile ¢alisilan disk diflizyon testinde 10 mm’nin
altindaki zon ¢apinin direngli, 11 mm ve tstiindeki zon ¢aplarinin ise duyarl olarak
raporlanmasi gerektigini bildirmistir(37). Disk diflizyon testi i¢in Avrupa kaynakli
standartlardan; British Society for Antimicrobial Chemotherapy (BSAC) 25 g,
French Society for Microbiology (SFM) ise 50 pug’lik kolistin disklerini
onermislerdir(5,38). Disk difiizyon yonteminin gradient test yontemi ile
karsilastirildig: bir galigmada toplam 778 bakterinin (K. pneumoniae, Enterobacter
tiirleri, E. coli, A. baumannii, P. aeruginosa, S. maltophilia) kolistine duyarlilig1 test
edilmis. Calismada Enterobacterales tiyeleri i¢in 11 mm ve alt1 direngli, 14 mm ve
iistii duyarh kabul edilmis. Bu sekilde ¢ok biiyiik (direngli izolatin duyarh
raporlanmast) ve biiyiik hata (duyarl izolatin direngli raporlanmasi) saptanmadigi
belirtilmis ancak izolatlarin yaklasik %15’inin ara degerlerdeki zon ¢aplarina sahi
oldugu ve degerlendirilemedigi belirtilmistir. Ayni1 ¢calismada A. baumannii izolatlar

icin ise 12 mm ve altindaki zon ¢aplar1 direngli, 14 mm ve iistiindeki zon ¢aplari
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duyarli sayildiginda ¢ok biiyiik ve biiyiik hata saptanmadig1 ama izolatlarin %4 {iniin

ara deger olan 13 mm’lik zon ¢apina sahip oldugu rapor edilmistir(5).

Singapur’da 2006 yilinda yapilan bir ¢alismada E-test ve Vitek 2 sistemi agar
diliisyon yontemi referans almarak karsilastirilmis. Acinetobacter tiirleri,
Enterobacteriaceae iiyeleri, P. aeruginosa and Stenotrophomonas maltophilia
izolatlarmi iceren toplam 172 izolatin dahil edildigi calismada izolatlarin 54 iiniin
kolistine direng¢li oldugu saptanmis. Agar diliisyon ile E-test yonteminin kategorik
uyumu %87 iken Vitek 2 otomatize sistemi ile agar diliisyon uyum oran1 %82 olarak
saptanmis. Bu sonuglara dayanarak Vitek 2 sisteminin kolistin direncinin
saptanmasinda giivenilmez oldugu, Etest ile elde edilen sonuglarm ise standart bir
MIK saptama yontemi ile dogrulanmasi gerektigi belirtilmistir(6). Bizim ¢alismada
test ettigimiz otomatize sistemin de CBH orani yiiksek oldugundan kolistin duyarlilik

sonuglarmin SMD ile dogrulanmasi gerekmektedir.

Antimikrobiyal slirveyans programi kapsaminda SENTRY laboratuvarlarinda
yapilan bir ¢alismada kan kiiltiirlerinden izole edilen toplam 200 A. baumannii ve P.
aeruginosa izolat1 i¢in disk difiizyon, agar diliisyon ve s1vi mikrodiliisyon testleri
uygulanmis. MIK sinir degeri 2 pg/ml olarak alidiginda SMD ve agar diliisyon
yontemleri arasinda mitkemmel uyum (r = 0.96 ile 0.98 arasinda) saptanmis; sonuglarin
%94.3°ii £1 log araliginda bulunmus. MIK sinir degeri 4 pg/ml olarak alindiginda ise
kolistin i¢in %35, Polimiksin B i¢in %6 oraninda ¢ok biiyiik hata (kabul edilemez
yanlis duyarlilik) rapor edilmis. Disk diflizyon i¢in modifiye edilmis zon ¢aplar1 (11
mm ve alt1 duyarly, 14 mm ve iistii direngli) kullanilarak yapilan disk diftizyon
testinde de %3.5 ve lizerinde hata oranlar1 saptanmis. Calismanin sonucunda disk
difiizyon ile duyarli saptanan tiim izolatlarin MiK saptayan testlerle dogrulanmasi

gerektigi belirtilmis(26).

MIK saptama yontemlerinden olan E-test, diger adiyla gradient testlerin
giivenilirligi ile ilgili 2015 yilinda bir calismada Dafopoulou ve ark., 61 karbapenem
direngli izolat1 (40’1 karbapenem direngli K. pneumoniae, 21’1 A. baumannii) test
etmis. SMD yontem referans alinarak agar diliisyon (AD), Etest, Vitek-2 otomatize
sistem ve MIK test stripleri (MTS)test edilmis. Testlerde saptanan ¢ok biiyiik hata
(CBH) oranlar1 Etest ve MTS’de sirasiyla %39.3 and 31.1% olarak belirtilmis. AD
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yonteminde bu oran %3.3 iken Vitek-2 otomatize sisteminde CBH saptanmamus.
Biiyiik hata orani tiim yontemlerde ¢ok diisiikmiis. Bu sonuclara dayanarak
Dafopoulou ve ark., gradient diflizyon yontemlerinin (Etest ve MTS) yanlis duyarl
sonuclarla uygunsuz kolistin tedavilerine yol acacagini belirtmisler(39). Bu
caligmalar iizerine gradient testlerin kolistin direnci saptanmamasinda
kullanilmamas1 konusunda EUCAST uyarida bulunmustur(27). Farkli ticari kitlerin
test edildigi bir ¢alismada gradient testlerin toplam 75 izolatin 9-18’inde yanlig
duyarli sonug verdigi bildirilmistir(40).

Yunanistan’da 2017 yilinda Vourli ve ark.’nin yiiriittiigii bir calismada 117 A.
baumannii izolatinda kolistin duyarlilig1 farkli yontemlerle ¢alisilmis. SMD yontemi
referans alinarak mikrobiyoloji laboratuvarlarinda sikca kullanilan Phoenix 100 ve
Vitek-2 sistemlerinin yanisira AD yontemi de test edilmis. Kolistin direng oranlari
SMD ile %24.8 olarak saptanirken AD, Vites 2 ve Phoenix 100 ile sirastyla %35.9,
%16.2 ve %15.4 olarak bulunmus. Her iki otomatize sistemde yiiksek oranlarda CBH
saptanmis; Phoenix100 ile %41.4 ve Vitek2 ile %37.9. Calismada BH orani ise her
iki sistem de de %]1.1. olarak ¢ok diisiik bulunmus. AD yonteminde ise BH orani
%15.9 olarak bulunmus. Calismada otomatize sistemlerin kolistine direngli A.
baumannii izolatlarin1 saptamada yetersiz kaldig1, 6zellikle MiK degeri 2 mg/L olan
izolatlarin SMD ile dogrulanmas1 gerektigi onerilmistir(10). Bizim ¢alismamizda da
benzer sekilde BH orani oldukga diisiik (%0.5) bulunmustur. Calismamizda A.
baumanni izolatlarinin yanisira karbapenem direngli K. pneumoniae, P. aeruginosa
ve E. coli izolatlar1 da dahil edilmistir. Toplam 236 izolattan 36’s1 SMD ile direngli
saptanmis, bunlarm 27’si Phoenix 100 ile yanlis duyarli bulunmustur. Calismamizda
saptadigimiz CBH oran1 (%75) Vourly ve ark.’nin buldugu orandan yiiksek
bulunmustur. Sadece A. baumanni izolatlar1 degerlendirildiginde SMD ile direngli
bulunan 14 izolattan 10’u Phoenix 100 ile duyarli (9’unda MiK<=1, 1’inde MIK=2)
bulunmustur. A. baumannii izolatlarinda kolistin direnci saptanmasinda Phoenix 100
sisteminde CBH oran1 %71.4 olarak saptanmistir. K. pneumoniae, P. aeruginosa ve
E. coli izolatlarinda sirasiyla %71.4 (14 izolattan 10’u), %100 (ii¢ izolatin tigii) ve

%80 (5 izolatin 4°1i) olarak bulunmustur.

20



Tiirkiye’de 2017 yilina ait bir calismada Tiizemen ve ark., Phoenix 100
sistemi ile kolistine direngli oldugu saptanan 36 K. pneumoniae, 9 A.baumannii ve 5
P. aeruginosa izolat1 SMD ve gradient test yontemi ile ¢aligmis. Altin standart
yontem olarak kabul edilen SMD yontemiyle karsilagtirildiginda her ii¢ bakteri
tirtinde CBH saptanmazken 2 A. baumannii, 2 de P. aeruginosa izolatinda BH
saptanmis. K. pneumoniae izolatlarinda BH saptanmamis. Calismada gradient test
diftizyon yontemi ile CBH orani tiim izolatlarda %80, K. pneumoniae, A. baumannii
ve P. aeruginosa izolatlarinda sirasiyla %83.3, %77.8 ve %60 olarak bulunmus.
Calismaya dahil edilen izolatlarin Phoenix 100 otomatize sistemi ile direngli
saptanan izolatlar olmasi, Phoenix 100 sisteminde CBH saptanmamasini
aciklamaktadir. Bizim ¢alismamizda da Phoenix 100 sistemi ile direngli saptanan
izolatlarm sadece 1’inde SMD ile duyarhlik saptandi. Calisma, gradient test diflizyon
yonteminin kolistin direncini saptamada yetersiz oldugunu gostermekle birlikte;
Phoenix 100 sisteminde duyarli saptanan izolatlarin calismaya dahil edilmemesi
nedeniyle otomatize sistemin direngli izolatlar1 yakalama orani hakkinda net bilgi

vermemektedir(41).

Jayol ve ark., 40’1 kolistine duyarli, 83’ ise direngli olan toplam 123
Enterobacteriyel klinik izolatin kolistin duyarliligini SMD, Phoenix 100 ve Rapid
Polimiksin NP test ile calismig. SMD referans alindiginda Phoenix 100 sistemi ile 10

kolistin direngli izolat1 (7 Enterobacter spp., 1’er E. coli, K.pneumoniae

ve Salmonella enterica izolat1) saptayamadigi belirtilmis. Arastiricilar Rapid

Polimiksin NP testin ise 1 E. coli izolat1 disinda kolistin diren¢li tiim izolatlar1
saptayabildigi ve testin 2 saat i¢inde hizli sonug verdigini bildirmisler. Phoenix 100
sisteminin CBH oran1 %12 (83 izolattan 10’u) olarak bulunmus ve sonug olarak
Phoenix 100 otomatize sistemiyle duyarl saptanan izolatlarin SMD ile dogrulanmasi
gerektigi vurgulanmis(7). Giske ve ark., bu calisma hakkindaki yorumlarinda, MiK
degeri 2-8 mg/L arasinda olan izolat sayismin azligima ve K. pneumoniae
izolatlarmimn MIiK degerlerinin yiiksek olduguna dikkat gekmektedir. Rapid
Polimiksin NP testinin MiK degeri 8 mg/L olan E. coli izolatindaki direnci
saptayamadig1 ancak 2 E.coli ve 1 Salmonella izolatinda 4 mg/L MIK degeri olan
kolistin direncini saptayabildigini belirtmislerdir. Hizli ve kolay uygulanan bir

kolistin direng testi olarak piyasaya siiriilen Rapid Polimiksin NP testin uygulanmasi
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zor ve nispeten yavas olan SMD’nin yerini alip alamayacaginin tartigildig1 yayinda
hizl1 testin hasta yonetimi i¢in avantajlart olmakla beraber bazi smirliliklarindan

dolay1 heniiz SMD’nin yerini alamayacagi sonucuna varilmig(42)

Calismaya dahil edilen 236 izolatin 36’sinda (%15.3) kolistine direng
saptanmistir. Bu izolatlarin ¢oklu ila¢ direngli izolatlar oldugu g6z oniine alindiginda
tedavi secenekleri neredeyse sifirlanan enfeksiyon tablolar1 karsimiza ¢ikmaktadir.
Calismaya dahil edilen goklu ilag direngli A. baumannii, K. pneumoniae , P.
aeruginosa ve E. coli izolatlarinm sirasiyla %15.2, %20.6, %5.5 ve %23.8’inde
kolistin direnci saptanmistir. Kolistine en yiiksek direng Enterobacterales ailesinden
E. coli (21 izolatin 3’iinde) ve K. pneumoniae (68 izolatin 14’{inde) saptanmistir. Bu
durum literatiirde karbapenem direncli K. pneumoniae izolatlarinda kolistin tedavisi
sonrast kolistine direng¢ gelistigini bildiren ¢aligmalarin bulgulariyla
uyumludur(19,43). Galani ve ark. da A. baumannii ve P. aeruginosa izolatlarinin
kolistine daha duyarl saptarken K. pneumonia, E. coli ve Enterobacter tiirlerinde

duyarliligin diisiik saptandigini bildirmislerdir(5).

Sonug olarak kolistin direnci antibiyotik direncinin tepe noktalarina
yaklasildigini gosteren ciddi bir alarm niteligindedir. Mikrobiyoloji
laboratuvarlarinin rolii diger antibiyotik duyarlilik testlerinde oldugu gibi dogru ve
olabildigince hizli sonuglar vermektir. Otomatize sistemler tibbi mikrobiyoloji
uzmanlarinin ve laboratuvar ¢alisanlarmin islerini kolaylastirmakla birlikte dogruluk
ve kesinliklerinin test edilmesi gereken sistemlerdir. Antibiyotik duyarlilik testlerinin
cogunda giivenilir sonu¢ vermekle birlikte kolistin duyarlilik testinde otomatize
sistemlerde sorunlar yasanmaktadir. Rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinin gogunda
bulunan ve calisilma prosediirii nispeten kolay olan otomatize sistemlerden olan
Phoenix 100 sisteminin kolistine direngli izolatlar1 biiyiik oranda saptayamadigi
goriilmiistiir. Ozellikle ¢coklu ilag direncli enfeksiyonlarda kolistin kullanimina karar
verirken kolistin direng testlerinin sonuglar1 biiyiik 6nem arz eder. Uygun antibiyotik
tedavisi i¢in dogru ADT sonuglar1 gerekir. Dogrulugundan emin olunan test
sonuglarinin klinisyene bildirilmesi mikrobiyoloji uzmaninin sorumluluklarmmdandir.
SMD her ne kadar zahmetli bir test olsa da kolistin duyarliliginin saptanmasinda

referans yontem olmaya devam etmektedir. Yeni gelistirilecek testlerin veya
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otomatize sistemlerdeki modifikasyonlarin duyarhiliklarinin saptanmasinda SMD

sonuglar1 referans alinmalidir.
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