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Kolistin Direncinin Saptanmasinda Sivi Mikrodiliisyon ve Otomatize Sistem
Sonuclarinin Karsilastirnlmasi™
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Amac: Kolistin ¢ok ilaca direngli Gram negatif bakterilerin tedavisinde kullanimi artan antibiyotiklerden biridir.
Duyarliliginin belirlenmesinde European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) tarafindan
onerilen Mueller-Hinton buyyonda sivi mikrodiliisyon (BMD) yontemi altin standart olarak belirlenmistir. Bu
calismada Vitek2 Compakt otomatize cihazinin belirledigi duyarlilik sonucuyla BMD yonteminin sonuglarinin
karsilastirilmasi amaglanmustir.

Gere¢ ve Yontemler: Calismaya 126 Gram negatif izolat dahil edilmistir. Bu izolatlarin kolistin duyarliligi Vitek2
Compakt otomatize sistemiyle belirlenmis olup tiim 6rneklerin kolistin duyarliligit BMD y6ntemi ile de ¢alisilmustir.
Bulgular Otomatize sistemde 126 izolatin 16 tanesi kolistin direngli olarak bulunmustur (%12,7). BMD yo6nteminde
126 izolatin 34 tanesi kolistin direngli olarak bulunmustur (%27). Iki yontem karsilastirildiginda otomatize sistem igin
kategorik uyum (KU) oran1 %84,12, biiyiik hata (BH) oran1t %1,09, ¢ok biiyiik hata (CBH) oran1 da %55,88 olarak
saptanmistir. Otomatize sistem ile incelenen izolatlarin minimum inhibitér konsantrasyon degerleri (MiKs, ve MiKgg)
strastyla 0,5 pg/ml ve 16 pg/ml olup BMD yéntemi ile elde edilen sonuglarm MiKsy ve MiKg, degerleri sirastyla 0,5
ng/ml ve 2 pg/ml olarak bulunmustur.

Sonuc¢: Otomatize sistem sonuglarina bakildiginda direngli izolat sayisinin daha az oldugu goriilmektedir. Bu sonuglar
ile otomatize sistemde direngli olan izolatlarin gézden kagabilecegi goriilmektedir. Kolistin duyarliliginda EUCAST
onerdigi BMD yonteminin kullanilmasinin gerekliligi ve otomatize sistemlerin beklentileri tam olarak karsilamadigi bu
¢aligma ile vurgulanmistir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal duyarlilik; kolistin; s1vi mikrodiliisyon.

Comparison of the Results of the Microdilution and Automated System in Determination of
Colistin Resistance

ABSTRACT

Aim: Colistin is one of theantibiotics with increasing usage in the treatment of multidrug-resistant Gram-negative
bacteria. The Mueller-Hinton broth microdilution (BMD) method proposed by the European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) is the gold standard for the determination of sensitivity. The aim of this
study was to compare the sensitivity of the Vitek2 Compact automated device with BMD results.

Material and Methods: Total of 126 Gram negative isolates participated in the study. Colistin sensitivity of the
isolates was determined by Vitek2 Compact automated system and BMD method.

Results: Sixteen of 126 isolates in the automated system were found to be colistin resistant (12.7%). Colistin resistance
was found in 34 (126%) out of 126 isolates with BMD. These two methods, the categorical adjustment (KU) ratio for
the automated system was found to be 84.12%, major error (BH) was 1.09%, and very large error (MDI) was 55.88%.
The minimum inhibitory concentration values (MICs, and MICgq) of the isolates studied in the automated system were
0.5 pg / ml and 16 pg / ml. The MICsgand MICgq values of the results obtained by BMD method were 0.5 pg / ml and 2
png / ml.

Conclusion: When the automated system results are examined, it is seen that the rate of resistant isolates is less.

1 Ondokuz Mayis Universitesi, Tip Fakiiltesi Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Samsun, Tiirkiye

*Bu galisma, 27-31 Mayis 2020 tarihleri arasinda Antalya’da diizenlenen 34. ANKEM kongresinde poster bildiri olarak sunulmustur.

Sorumlu Yazar / Corresponding Author: Yeliz TANRIVERDI CAYCI, e-mail: yeliztanriverdi@gmail.com
Gelis Tarihi / Received: 07.08.2019, Kabul Tarihi / Accepted: 09.06.2020

Diizce Universitesi Saglik Bilimleri Enstitlisti Dergisi 2020; 10(3): 297-301 297



TANRIVERDI CAYCI ve ark.

With these results it is seen that resistant isolates can be
overlooked in automated system. In the sensitivity of
colistin, it was seen that the automated system did not
fully meet the expectations.

Keywords: Antimicrobial susceptibility; colistin; broth
microdilution.

GIRiS

Cok ilaca direngli Gram-negatif bakteriler diinyada
bir¢ok iilkeden artan oranlarda bildirilmektedir (1).Bu
bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi
oldukca giigtiir ve bu nedenle yiiksek mortalite ve
morbidite oranlarina sahiptirler (2). Hastanelerde gram-
negatif bakterilerin sebep oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde gereksiz ve uygunsuz antibiyotik kullanimi
¢oklu antibiyotik direnci gosteren bakterilerin artmasinin
en Onemli nedenleri arasindadir (3). Gram negatif
bakteriler icinde en 6nemli hastane enfeksiyonu etkenleri;
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii ve
Klebsiella tiirleridir (4).

Kolistin, polimiksin grubu bir antibiyotik olup, daha
onceki yillarda nefrotoksisite ve norotoksisite gibi yan
etkilerinden dolayr kullanimi azalmistir (5). Ancak
giinlimiizde kolistin, karbapenem direngli Gram negatif
etkenlerin tedavisi i¢in tigesiklin ile birlikte artan oranda
kullanilmaktadir (6). Karbapenem direngli izolatlar biitiin
beta-laktamlara in-vitro direngli olup, bu bakterilerde
siklikla kinolon gruplarina da direng gdzlenmekte ve son
secenek tedavi olarak kolistin kullanilabilmektedir (7). P.
aeruginosa, A. Baumannii ve K. Pneumoniae gibi ¢ok
ilaca direngli gram-negatif bakterilerin son yillarda
artmasi sebebiyle bu ilaca olan gereksinim de giderek
artmaktadir. Kolistin kullaniminin artmasi, diinya ¢apinda
kolistin direncinin ortaya ¢ikmasina yol a¢mustir (8).
Kolistin duyarliligin  belirlenmesinde disk diflizyon
yontemi, gradient diflizyon ydntemi ve otomatize
sistemler kullanilmaktaydi. Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) — European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) ortak bir
kararla, Enterobacteriaceae, P. Aeruginosa ve
Acinetobacter spp.’de kolistin duyarliliginin
calistlmasinda en glvenilir yontemin Mueller-Hinton
buyyonda mikrodiliisyon (BMD) yontemi oldugunu ve
duyarlhiliklarin =~ belirlenmesine  BMD  ydnteminin
kullanilmas1  gerektigi  belirtmistir  (9). European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) kriterlerine gore Pseudomonas spp. ,
Acinetobacter spp. ve Enterobacteriaceae i¢in kolistin
MIK degeri >2 pg/ml ise o bakteriler kolistine direngli
olarak kabul edilmektedir (10). Bu 6neriler dogrultusunda
laboratuvarimizda kolistin duyarliliginin belirlenmesinde
BMD yontemi kullanilmaktadir. Bu ¢alismada son
yillarda ozellikle karbapenem direngli izolatlarda
kullanim1 artan kolistinin Vitek2 Compact otomatize
sistemiyle elde edilen duyarlilig: ile referans yontem olan
BMD yontemi ile buldugumuz sonuglarin
karsilastirilmasi amag¢lanmustir.

GEREC VE YONTEMLER

Calismada Mart 2018-Nisan 2019 tarihleri arasinda
Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilmis olan cesitli
klinik érneklerden izole edilen ¢ogu karbapenem direncli
gram negatif bakteriyel izolatlarin kolistin duyarlilig
arastinlmistir.  Izolatlarin duyarhiligi  Vitek2 Compak
totomatize sisteminde ve BMD yontemiyle calisiimustir.
Sonuglar EUCAST kriterlerine gore degerlendirilmistir
(10). Buyyon mikrodiliisyon yonteminde aktif madde
olarak kolistin siilfat (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
ABD) fireticinin Onerileri dogrultusunda siispansiyon
haline getirilerek 256 pg/ml’lik stok soliisyonlar
hazirlanmistir. Stok soliisyonundan almarak
mikrodiliisyon plaklarindaki Mueller-Hinton buyyonunda
seri diliisyonlar (0.25-128ug/ml) yapilmistir. Tim
izolatlardan 0.5McFarland standardi  bulanikliginda
stispansiyon  hazirlandiktan ~ sonra  son  bakteri
konsantrasyonu 5%10°cfu/ml olacak sekilde
mikrodiliisyon plaklarina eklenmis ve mikroplaklar 16-20
saat 35°C’de inkiibe edilmistir. Uremenin olmadigi en
diisiik kolistin  konsantrasyonu minimum inhibitor
konsatrasyon (MIK) degeri olarak tespit edilmistir.
Calisma icin Ondokuz Mayis Universitesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulundan alinmis etik kurul onayi
bulunmaktadir (B.30.2.0DM.0.20.08/742-797). Calisma
sirasinda Arastirma ve Yayin Etigine uyulmustur.
istatistiksel Analiz

BMD ve otomatize sistemin Kkarsilastirilmasinda
kategorik uyum (KU) oranmi1 dikkate alinmistir. Kategorik
uyum; test susunun CLSI wvb. kriterlerine gore

yorumlanan duyarlilik sonug¢larmin (duyarl, orta duyarl,
direngli) uyumu olarak tanimlanmistir. Biiyiik hata (BH)
bir antibiyotik duyarlilik testinde direncli, referans
testinin duyarli sonu¢ vermesi; ¢ok biiyilik hata (CBH) ise
bir antibiyotik duyarlilik testinde duyarli iken referans
testinin direngli sonug vermesi olarak tanimlanmigtir (11).
Referans testi olan BMD sonuglariyla, Vitek2 sonuglar
karsilagtirildi ve KU, CBH ve BH oranlar1 hesaplandi.
International Organization for Standardization (ISO) (12)
tarafindan belirlenen kriterlere goére kabul edilebilir
performans, KU i¢in >%90; CBH ve BH’ler i¢in <%3
olarak belirlenmigtir

BULGULAR

Caligmaya 126 Gram negatif izolat (Acinetobacter spp.
n=73, Klebsiella spp. n=43, P. aeruginosa n= 4, E. coli
n=1, Providencia spp. n=1, Enterobacter spp. n=3,
Serratia spp. n=1) dahil edilmistir. Incelenen 6rneklerin
58’s1 (%46) kan, 32’si trakealaspirat (%25,4), 12’si yara
(%9,5), 6 ‘st kateter (%4,8), 6’s1 steril viicut sivisi
(%4,8), 4t balgam (%3,1), 4’4 ameliyat materyali
(%3,1) ve 4’ii de idrar (%3,1) o6rnegidir. Bu orneklerin
kolistin duyarliligi Vitek2 Compakt otomatize sisteminde
calisilmis olup tiim Orneklerin kolistin duyarliligt BMD
ile de calisilmistir.
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Tablo 1. Vitek2 ve BMD ile Elde Edilen Sonuglar

iki farkli yontemde elde edilen sonuglar

Kolistin duyarli sus sayisi

Kolistin direngli sus sayisi

Sivi
Mikrodills
o

Q
S5 E
9 < % Kolistin duyarli sus sayisi
> 9 x

© Kolistin direngli sug sayisi

0 20 40 60 80 100 120
Vitek2 Otomatize Sistem Sivi Mikrodiltisyon
Kolistin direngli sug Kolistin duyarli sug Kolistin direngli sus Kolistin duyarh sus
sayisl sayisi sayisl sayisl
mSeril 16 110 34 92
Tablo2. Kolistin Duyarlilig1 i¢in BMD ve Vitek2’nin Karsilastirilmasi
Yontem Duyarh Direncli MiKs, MiKq, KU BH CBH
(%) (%0) (ng/ml) (ng/ml)
Sivi 73,02% 26,98% 0,5 2 Referans Referans Referans
mikrodiliisyon
yontemi
Vitek2 Compakt 87,30% 12,70% 0,5 16 84,12% 1,09 % 55,88 %
TARTISMA VE SONUC

CALISMADA INCELENEN iZOLATLARIN DAGILIMI
Steril Viicut Sivisi; Balgam; 3,1% Ameliyat Materyali;
4,8% 3,1%

Idrar; 3%

Kateter;
4,8%

Kan; 46%

Yara; 9,5%.

Trakeal Aspirat

Sekil 1.Calismada Incelenen izolatlarm Dagilimi

Otomatize sistemde elde edilen sonuglara gore 126 susun
16’s1 (%12,7) kolistin direngli olarak saptanmistir. Sivi
mikrodiliisyon yontemi ile elde edilen sonuglara gore de
126 izolattan 34’4 (%27) kolistin direngli olarak
saptanmugtir.  Vitek2 Compakt otomatize sistemiyle
incelenen izolatlarm MiKs, ve MiKg, degerleri sirasiyla
0,5pg/ml ve 16 pg/ml olup BMD yo6ntemi ile elde edilen
sonuglarm MiKsy ve MiKgy degerleri sirasiyla 0,5pg/ml
ve 2 pg/ml olarak bulunmustur.

Otomatize sistemden ve altin standart yontem olan sivi
mikrodiliisyon yonteminden elde edilen kolistine direng
oranlart karsilastirildiginda KU oran1 %84,12 olarak
bulunmus olup BH oran1 %1,09, CBH orani1 da %55,88
olarak saptanmustir.

Diizce Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Dergisi 2020; 10(3): 297-301

Kolistin, ozellikle karbapeneme direngli Gram-negatif
bakteri enfeksiyonlarinin tedavisinde nefrotoksisite gibi
yan etkilerine ragmen kullanimi giderek artan
antibiyotiklerdendir. Fakat gliniimiizde kolistin direncinin
de yayginlasmasiyla klinisyenlerin tedavi secenekleri gi-
derek azalmaktadir (8). Kolistine duyarlilik testlerinde en
onemli zorluk duyarliligin belirlenmesindeki sorunlardir
(13). Polimiksinler 6zellikle agar yiizeyinde zayif yayilim
gosterdiginden disk diflizyon ve gradient diflizyon
sonuglarinda hatali veriler elde edilebilmektedir (14).
Disk difiizyon ydntemi uygulama kolayligi nedeniyle
kolistin duyarliliginda sik kullanilan bir yontem olmakla
birlikte S1v1 mikrodiliisyon yontemleri ile
karsilagtirildiginda giivenilir olmayan sonuglar verdigi
bilinmektedir (15). Kolistin duyarliligi i¢in referans
yontem CLSI-EUCAST onerilerine gére BMD olarak
belirlenmistir (16). Tan ve ark. antimikrobiyal duyarlilik
yontemlerini karsilagtirdiklar1 validasyon c¢alismasinda
otomatize sistemlerden Vitek2 Compakt ile agar diliisyon
yontemini kargilagtirmug, Vitek2 Compakt’in kolistin
duyarliliginin  belirlenmesinde  giivenilir ~ olmayan
sonuglar verdigini bildirmistir (17). Vitek2 Compakt ve
BMD yonteminin karsilastirildign  bir ¢aligmada KU
%94.1, CBH orant %0,7, biiyiikk hata oran1 %0 olarak
bildirilmistir (18). Vitek2, Micro Scan, E test ve agar
diliisyon yontemlerinin karsilastirildigi bir c¢aligmada
Vitek2 otomatize sisteminin KU oran1 %99,1 olarak
bulunmustur (19).
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Kolistin duyarliliginin  karsilastirildigi  bir c¢alismada
BMD yontemi ile Vitek2 Compakt’ nin tiim izolatlar igin
KU orant %96,7, CBH oran1 %0, BH oran1 %3,3 olarak
bulunmustur (20). Rojas ve ark. yaptig1 bir caligmada ise
gradient test ile yapilan kolistin duyarlilik sonuglarinin
BMD yontemlerine gore %35 hata orami verdigini ve
giivenilir olmadigi da belirtilmistir (21). Bizim
¢alismamizda oldugu gibi Vitek2 Compakt gibi ticari test
yontemlerinin  EUCAST  Onerilerini  karsilamadigi
goriilmiistiir. Tiizemen ve ark. kolistin direncinde BMD
ve otomatize sistemlerinin karsilastirdigi bir ¢alismada
otomatize sistemde referans yontem olan BMD’ ye gore,
KU oraninin %92, CBH oraninin %0 ve BH oranmin %8
oldugu bulunmustur. Ayni ¢caligmada otomatize sistemde
kolistin icin MiKsgy ve MiKgy degerleri sirastyla >4ug/ml
ve >4pg/ml oldugu, BMD yénteminde de MiKs, ve
MiKg, degerleri sirastyla 32pg/ml ve >64pg/ml oldugu
bulunmustur (22). Ancak Tiizemen ve ark. ¢aligmasinda,
secilen izolatlarin otomatize sistemde direngli tespit
edilmis  izolatlar ~olmasi nedeniyle CBH hig
saptanmamustir. Biz ¢alismamizda Vitek2 Compakt
otomatize sistemi ile kolistin duyarlihginda referans
kabul edilen BMD yontemi ile karsilagtirdik ve Vitek2
Compakt otomatize sisteminde saptanan kolistin direng
oranint daha diigiik bulduk (%12,7). KU oranint %84,12,
CBH oranini %55,88, BH oraninin da %1.09 olarak tespit
ettik. Buna gore KU ve CBH oraninin kabul edilebilir
sinirlarda  olmadigint  BH oraninin  kabul edilebilir
siirlarda oldugunu belirledik (KU igin; (>%90) , CBH
igin; ( <3) , BH igin; (<3)). Ozellikle BMD yéntemi ile
direngli buldugumuz ve otomatize sistemin duyarli olarak
tespit ettigi izolat sayisinin varligit CBH oraninin oldukga
yliksek olmasinin sebeplerindendir.

Vitek2 otomatize sistemi ve BMD ydnteminin
karsilastirildigi ¢alisma sayisi ¢ok fazla bulunmamaktadir
yapilmis calismalarda ise genellikle Vitek2 otomatize
sisteminin  beklentileri karsilamadigr goriilmiis olup
aksini sOyleyen calismalar da mevcuttur. Ancak son
yapilan c¢aligmalar kolistin direncini saptamak igin
otomatize sistemlerin kullanilmamasi, BMD y&nteminin
kullanilmas1 gerektigini vurgulamaktadir. EUCAST da
BMD yonteminin kullanilmasi konusunda laboratuvarlari
uyarmaktadir (23). Calismada test ettigimiz izolat
sayisinin sinirlt olmast ve Onceleri kolistin duyarlilig
tespitinde kullanilan gradient difiizyon yonteminin test
edilmemis olmasi ¢alismamizin kisithiliklar1 arasindadir.

Kullanim:  gittikge artan bu antibiyotigin direng
oranlarinin azimsanmayacak diizeyde oldugu, otomatize
sistemle  direncli  suslarin  gbézden  kagabilecegi
bilinmelidir.

Yazarlarm Katkilar: Fikir/Kavram: Y.T.C., K.B., AB;
Tasarim: Y.T.C, D.G.V.; Veri Toplama ve/veya Isleme:
Y.T.C., C.C.; Analiz ve/veya Yorum: Y.T.C., C.C., K.B.,
D.G.V.; [Literatiir Taramasi: Y.T.C., C.C.; Makale
Yazimi: Y.T.C., C.C., AB.; Elestirel Inceleme: Y.T.C.,
K.B.,D.G.V., AB.
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