Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2022;52(3):184-191
doi:10.54453/TMCD.2022.37167

Arastirma / Research Article

Gram Negatif Bakterilerde Modifiye Sivi Disk Eliisyon Yontemi ile
Kolistin Direncinin Belirlenmesi

Determination of Colistin Resistance in Gram Negative Bacteria by
Modlified Broth Disk Elution Method

Nazmiye Ulkii Tizemen®, Ozlem Isik®, Bekir Ak¢a®, Ciineyt Ozakin

Bursa Uludag Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Bursa, Tiirkiye

Atif/Cite as: Tizemen NU, Isik O, Akca B, Ozakin C. Gram negatif bakterilerde modifiye sivi disk eliisyon yéntemi ile kolistin direncinin
belirlenmesi. Turk Mikrobiyol Cemiy Derg. 2022;52(3):184-191.

Alindigi tarih / Received:
17.05.2022 / 17.May.2022

Kabul tarihi / Accepted:
10.06.2022 / 10.June.2022

Erken gevrimigi / First Published:
01.09.2022 / 01.September.2022

ORCID Kayitlari

N. U. Tiizemen 0000-0003-3544-3509
0. Isik 0000-0002-0928-0008

B. Akga 0000-0002-2153-6627

C. Ozakin 0000-0001-5428-3630

b utuzemen@uludag.edu.tr

0z

Amag: Calismamiz, kolistin direncini malzeme ve is yiikiinden tasarruf ederek sivi disk eliisyon (SDE) yénteminde
kullanilan tiip ve kolistin diski sayisini azaltarak, is yiki fazla olan tibbi mikrobiyoloji laboratuvarlarinin
kullanabilecedi alternatif bir yéntemi sunmak ve referans yontem ile performansini karsilastirmak amaciyla
yapilmistir.

Yontem: Hastanemizde 2020-2022 yillari arasinda cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 100 adet otomatize
sistem ile kolistin duyarli, 50 adet kolistin direngli Gram negatif bakteri ¢calismaya alinmistir. Tek tiip ile yapilan
modifiye SDE yénteminin ve otomatize sistemin sonuglari, referans yontem olan sivi mikrodiliisyon (SMD)
yéntemi ile kategorik uyum (KU),¢ok blyiik hata ((BH) ve bliyiik hata (BH) oranlari ile karsilastiriimistir.
Bulgular: Otomatize sistemin tiim izolatlarda KU %86, ¢BH orani %10.7 ve BH orani %3.3 olarak bulunmustur.
Modlifiye SDE y6nteminin ise tiim izolatlarda KU %80, CBH orani %4 ve BH orani %16 olarak bulunmustur.
Otomatize sistemde CBH olarak yorumlanan 16 izolatin 10°u (%62.5) modifiye SDE yénteminde olmasi gerektigi
gibi direngli, BH olarak yorumlanan bes izolatin ligii (%60) ise modifiye SDE yénteminde olmasi gerektigi gibi
duyarli olarak saptanmistir.

Sonug: Cogu mikrobiyoloji laboratuvarinda antibiyotik duyarlilik testinde kullanilan otomatize sistemin KU’'mu
I1SO standartlarina yakin olmasina ragmen, kolistin duyarliligi agisindan ¢BH oraninin ¢ok fazla oldugu, bunlarin
modifiye SDE yéntemi ile ¢calisildiginda bu oranin azaldigi saptanmustir. Ozellikle giinliik antibiyogram sayisi
fazla olan mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kolistin duyarlilik sonuglarinin SMD yéntemi ile ¢alisilamadigi
durumlarda, Enterobacteriaceae ve Pseudomonas spp. izolatlarinda otomatize sistemde kolistin duyarli ise
modifiye SDE yéntemi ile ¢alisiimasinin daha giivenilir bir sonug verdigi gérilmdistiir.

Anahtar kelimeler: Kolistin sivi disk eliisyon yontemi, BD Phoenix sistemi, kolistin sivi mikrodiliisyon yontemi
ABSTRACT

Objective: The aims of this study were to evaluate the performance of the Modified Broth Disk Elution (BDE)
test with diminished test tubes and colistin disks, compare it with the reference method and consequently hope
to present an alternative method for busy microbiology laboratories.

Method: A total of 100 colistin-susceptible and 50 colistin-resistant gram-negative bacteria, isolated from
various clinical samples in our hospital between 2020-2022 with the automated system were included in this
study. The results of the modified BDE method and the automated system were compared with the reference
method as broth microdilution (BMD), with categorical agreement (CA), very major error (VME) and major
error (ME) rates.

Results: Overall, the categorical agreement (CA) rate of the automated system was 86%, VME rate was 10.7%,
and ME rate was 3.3%. In the modified BDE method, these rates were 80%, 4% and 16%, respectively. Ten of
the 16 (62.5%) isolates which were interpreted as VME in the automated system, were found to be resistant in
modified BDE method. Similarly, three of five (60%) isolates which were interpreted as ME, were found to be
susceptible in the modified BDE method.

Conclusion: Although the CA of the automated system is close to ISO standards, it was found that the rate of
VME was very high in terms of colistin sensitivity, and this rate decreased when these were studied with the
modified BDE method. When colistin susceptibility tests could not be studied with the BMD method, and if
isolates of Enterobacteriaceae and Pseudomonas spp. are found as susceptible in the automated system, the
modified BDE method gives more reliable results.

Keywords: Colistin broth disk elution method, BD Phoenix system, colistin broth microdilution method
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GiRiS

Antibiyotikler, bakteriyel enfeksiyonlarla savasmak
amaciyla insanlarda oldugu gibi hayvancilik ve
su Urlinleri vyetistiricilig§inde de yaygin olarak
kullanilmaktadir.  Antibiyotiklerin gozetimsiz ve
sirekli olarak kullanimi, bakteriler (izerinde segici
baskiya ve antibiyotik direnci prevalansinda artisa
yol agmaktadir. Antibiyotige direncli bakteriler ve
iliskili antibiyotik diren¢ genleri cevresel kirleticiler
olarak kabul edilirler®™. Polimiksinler, ribozomal
olmayan siklik oligopeptit yapida antibiyotikler
olup, kimyasal olarak ayirt edilebilen bes bilesigi
(polimiksinler A, B, C, D ve E) mevcuttur. Polimiksin
B ve kolistin (polimiksin E) su anda piyasada bulunan
iki polimiksindir®. Kolistin Bacillus polymyxa’dan
Uretilmis olup, ilk olarak 1947 yilinda klinik kullanima
girmis, ancak daha sonra toksisitesi nedeniyle
kullanimi azalmistir®. Coklu ilaca direngli (MDR),
asiri artmis direng (XDR) ve tim ilaglara direngli
(PDR) olgularin ortaya ¢ikmasi, siddetli bakteriyel
enfeksiyonlara karsi son care bir ila¢ olan kolistinin
yeniden kullanilmasina yol agmistir*2),

Kolistin katyonik bir peptiddir ve Gram negatif
bakterilerin dis membraninda bulunan
anyonik yapidaki lipopolisakkaridlere baglanir.
Lipopolisakkarid molekiillerini  bir arada stabil
halde tutan divalan katyonlarin (Ca*?, Mg*) yerini
degistirir ve bunun sonucu olarak dis membranda
permeabilite artisi ve bakterinin 6limine neden
olur®, Polimiksin grubu antibiyotiklere direng cesitli
mekanizmalarla olmaktadir. Bunlardan bazilari (i)
dis membran porinlerinin spesifik modifikasyonu
ve lipopolisakkaritlerin toplam negatif yuikiandeki
azalmalar, (ii) disa akis pompa sistemlerinin asiri
ekspresyonu, (iii) kapsul polisakkaritinin asiri Gretimi
ve (iv) simdiye kadar enzimatik diren¢ mekanizmalari
rapor edilmemis olsa da, B. polymyxa suslarinin
kolistinaz Urettigi bilinmektedir®. Fakat son yillarda,
edinilmis kolistin direnci olgulari bildirilmektedir.
Kolistin direncinin kazanilmasina ya bir plazmitin
(mcr-1 ve mcr-2) aracilik ettigi ya da iki bilesenli
PhoP/PhoQ ve PmrAB duzenleyici sistemlerindeki
degisikliklerin  veya mgrB dizisinin  kesintiye
ugramasinin neden oldugu bulunmustur®. Plazmit
aracil kolistin direncine yol agan mcr-1 proteiniilk kez
2015 yilinda Escherichia colive Klebsiella pneumoniae

izolatlarinda tanimlanmis ve bunu takiben 2016
yilinda mcr-2 proteini tanimlanmistir. Plazmit aracih
diren¢ mekanizmalari, yatay gen transferi ile hizli bir
sekilde tiirler arasinda yayilim gostermesi ve salgin
olusturma potansiyeli tasimasindan dolayi, klinik
ve epidemiyolojik acilardan olduk¢a 6nemlidir®.
Ulkemizde ilk kez 2018 yilinda mcr-1 geni tasiyan
E. coli susu izole edilmis® ve bu tarihten itibaren
kolistin direnci tilkemizde giderek artmistir.

Kolistinin  blylk ve amfipatik vyapisi, agarda
difizyonunu zorlastirmakta ve bu nedenle duyarlilik
testlerinde disk difizyon ve gradiyen diflizyon
metodunun kullanilmasi énerilmemektedir®®. 2017
yilinda “Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI)” ve “European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST)” Polimiksin Esik
Deger Belirleme Calisma Grubu calisma grubu, 1SO
20776 standardi geregince kolistin duyarlliginin
belirlenmesi  igin, sivi  mikrodilisyon (SMD)
yontemini “referans yontem” olarak belirlemistir®,
Fakat SMD yontemi pratik bir yontem olmadigi
icin rutin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
stk uygulanmamaktadir. Ekim 2018 yilinda Simner
ve ark.®? kolistin sivi disk eliisyon (SDE) yontemini
tanimlamislardir. Calismamiz is yiiki fazla olan tibbi
mikrobiyoloji  laboratuvarlarinin  kullanabilecegi
alternatif bir yontemi sunmak amaciyla yapilmistir.
Kolistin direncini, malzeme ve is yikinden tasarruf
ederek modifiye bir SDE yontemini gelistirmek ve
referans yontem ile performansini karsilastirmak
amaciyla yapilmistir.

GEREG ve YONTEM

Bu calisma, Uludag Universitesi, Tip Fakdltesi, Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan (11.05.2022 tarih
ve 2022-10/38 Karar No.) onaylanmistir.

Bakteri izolatlari: Nisan 2020 ile Nisan 2022
tarihleri arasinda hastanemiz Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’'na gonderilen gesitli klinik 6rneklerden
izole edilen, “matrix-assisted laser desorption
ionization time-of-flight mass spectrometry” (MALDI-
TOF MS) (Bruker Daltonik, Bremen, Almanya) ile
isimlendirilen, 100 adet Phoenix™ M50 (Becton
Dickinson, Sparks, MD, ABD) otomatize sistemiyle
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kolistin duyarh, 50 adet kolistin direngli Gram negatif
bakteri izolati randomize olarak secilmistir. Yapilan
bir calismada, Phoenix otomatize sistemiyle direngli
kolistin suslarinin tiiminin referans yéontem olan
SMD yontemi ile de direngli saptanmasi nedeniyle
direncli sus sayisini daha az tutulmustur®. Farkli
zaman dilimlerinde yatan her hastadan yalnizca bir
izolat calismaya dahil edilmistir. E. coli ATCC 25922
(kolistin duyarli) ve E. coli NTCC 13846 (kolistin
direncli) kalite kontrol susu olarak kullaniimistir.
izolatlar calisilana kadar -70°C’de gliserollii saklama
besiyerlerinde korunmustur.

Sivi__mikrodilisyon yéntemi: Aktif madde olan
kolistin silfat (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, ABD)
Ureticinin  Onerileri dogrultusunda sispansiyon
haline getirilerek stok sollisyonlar hazirlanmistir.
Stok solliisyondan Mueller-Hinton sivi besiyerinde
seri dilusyonlar (0.125-64 ug/ml) hazirlanarak
mikrodillisyon plaklarina aktariimisti. ~ Tim
izolatlardan 0.5 McFarland standardi bulanikliginda
siispansiyon hazirlandiktan sonra son bakteri
konsantrasyonu 5x10° CFU/ml olacak sekilde
mikrodilisyon plaklarina eklenmistir. Mikroplaklar
18-20 saat 35°C’de inkiibe edilmistir. Uremenin
olmadigl en diisiik konsantrasyon kolistin icin MiK
degeri olarak belirlenmistir. Her bir mikroplakta E.
coli ATCC 25922 ve E. coli NTCC 13846 kalite kontrol
susu olarak kullaniimistir.

Modifive sivi disk ellisyon testi: Simner’in*? SDE
yonteminde 10 ml katyon eklenmis Mueller Hinton
sivi besiyeri iceren doért adet tip kullanilir. ilk
tip UGreme kontroli olarak kullanilir ve icerisine
kolistin diski (10 pg) konmaz. Calismadan en az
yarim saat 6nce ikinci, ti¢lnci ve dérdincl tuplere
sirasiyla bir, iki ve dort adet kolistin diski (10 pg)
eklenir ve oda isisinda inkiibe edilir. Her tiipe
0.5 McFarland standardi bulanikhgina esdeger
bulanikhikta hazirlanan bakteri siispansiyonundan
50 pl eklenerek son bakteri konsantrasyonu 7.5x10°
CFU/ml olacak sekilde suspansiyon hazirlanir.
35°C’de 16-20 saat inkiibasyon sonrasi minimum
inhibitér konsantrasyonu (MiK) degerleri hesaplanir.
EUCAST standartlarina goére kolistin MIK degeri
Enterobacteriaceae ve Acinetobacter spp. igin
2 pug/ml, Pseudomonas spp. icin 4 pg/ml'dir¥.
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Calismamizda, Simner’in®? bu ydntemi modifiye
edilmistir.  Bes ml katyon eklenmis Mueller
Hinton sivi besiyeri icerisine Enterobacteriaceae
ve Acinetobacter spp. i¢in bir adet kolistin diski
konularak MIK degeri 2 pg/ml olan kolistin SDE
tlpl, Pseudomonas spp. icin iki adet kolistin diski
konularak MiK degeri 4 pg/ml olan kolistin SDE tiipi
ile cahsilmistir. Her tiipe 0.5 McFarland standardi
bulanikhgina esdeger bulaniklikta hazirlanan bakteri
siispansiyonundan 25 pl eklenerek 35°C’de 16-20
saat inklibasyon sonrasi bu tipte bulaniklik olmasi
durumunda kolistin direngli, bulanikhk olmamasi
durumunda duyarli olarak yorumlanmistir. Kalite
kontrol susu olarak E. coli ATCC 25922 ve E. coli NTCC
13846 kullaniimistir.

Yontemlerin karsilastiriimasi: Kategorik uyum (KU)
test susunun CLSI, EUCAST vb. kriterlerine gore
yorumlanan duyarlilik sonuglarinin (duyarli, yiksek
dozda duyarl, direncli) uyumu; temel uyum (TU)
ise test edilen susun antibiyotik MiK’inin %1 cift kat
dilisyon icindeki uyumu olarak tanimlanir. Kigik
hata (KH) bir antibiyotik duyarlilik testinde yiiksek
dozda duyarli sonug¢ bulunurken, referans testinde
duyarli veya direngli sonug¢ alinmasi anlamina
gelmektedir. Cok biliylik hata (CBH) referans test
yontemiyle direncli bulunan bir susun, test edilecek
antibiyotik duyarllik testiyle duyarli sonug vermesi
anlamina gelmektedir. Buyik hata (BH) ise referans
test yontemiyle duyarli bulunan bir susun, test
edilecek antibiyotik duyarlilik testiyle direngli
sonu¢ vermesi demektir®, Referans test olan
SMD sonuglariyla, Phoenix™ M50 ve modifiye SDE
yontemi sonuglari karsilastirilmis ve KU, ¢BH ve BH
oranlari hesaplanmistir. IS0 tarafindan belirlenen
kriterlere gore kabul edilebilir performans, KU icin
>%90; CBH ve BH’ler igin <%3 olarak belirlenmistir.

BULGULAR

Calismamizda, 80  Acinetobacter spp. (79
Acinetobacter ~ baumannii, 1 Acinetobacter
nosocomialis), 54 Enterobacteriaceae (45 Klebisella
pneumoniae, 5 E. coli, 1 Enterobacter asburiae, 1
Enterobactercloacae, 1 Klebsiella oxytoca, 1 Klebsiella
variicola) ve 16 Pseudomonas spp. (15 Pseudomonas
aeruginosa, 1 Pseudomonas putida) olmak Uzere
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150 sus kullanilmistir. Calisma izolatlarinin klinik
dagilimi; %60.6 (n=91) eriskin yogun bakim klinikleri,
%16.7 (n=25) eriskin cerrahi brans klinikleri, %12
(n=18) eriskin dahili brans klinikleri, %10.7 (n=16)
cocuk saghgi klinikleri seklindedir. izolatlarin %53.3i
(n=80) solunum yolu o6rnegi, %23.3'G (n=35) steril
vicut sivisi 6rnegi, %22.7’si (n=34) yara yeri ve
ameliyat materyali %0.7’si  (n=1) idrar
ornegidir. Tum izolatlarin referans yontem olan SMD

ornegi,

yontemi ile MiK degerlerinin dagilimi Tablo 1'de
verilmistir.

Referans yontem ile kiyaslandiginda, Phoenix
Sisteminintiimizolatlarda KU %86ile CBHoran1%10.7,
BH orani %3.3 olarak bulunmustur (Tablo 2). Phoenix
Sisteminde CBH olarak yorumlanan 16 izolatin

14’G Acinetobacter baumannii, ikisi K. pneumoniae
izolatidir. Bu 14 A. baumannii izolatinin modifiye
SDE yonteminde sekizi (%57.1) direngli, altisi (%42.9)
duyarh olarak saptanmistir. Phoenix Sisteminde CBH
olarak yorumlanan iki K. pneumoniae izolati modifiye
SDE yonteminde referans yontemde oldugu gibi
direncli olarak belirlenmistir. Phoenix Sisteminde
BH olarak yorumlanan beg izolatin dagilimi ise bir K.
oxytoca, bir K. pneumoniae, iki A. baumannii ve bir P.
aeruginosa seklindedir. A. baumannii izolatlarindan
biri modifiye SDE yontemi ile duyarli, biri direngli
saptanmistir. Enterobacteriaceae ailesinden olan
Klebsiella spp. suslarindan da biri modifiye SDE
yontemi ile duyarh, biri direngli saptanmistir. P.
aeruginosa susu ise modifiye SDE yontemiile referans
yontemde oldugu gibi duyarli olarak saptanmistir.

Tablo 1. izolatlarin sivi mikrodiliisyon yéntemi ile MiK degerlerine gére dagilimi

izolatlarin MiK degerlerine gére dagilimi (ug/ml)

Mikroorganizma

<0.5 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 >256

Acinetobacter spp. 19 0 25 8 7 3 2 2 2 2 2 8

Enterobacteriaceae 19 0 2 0 2 3 4 9 9 5 1 0

Pseudomonas spp. 3 0 10 1 2 0 0 0 0 0 0 0

Total 41 0 37 9 11 6 6 11 11 7 3 8

MiK: Minimum Inhibitér Konsantrasyonu.

Tablo 2. izolatlarin kolistin duyarliliginin sivi mikrodiliisyon yéntemi, Phoenix sistemi ve modifiye sivi disk eliisyon yontemi ile

karsilagtirilmasi
. Duyarh Direngli KU CBH BH

Yontem Izolat Gruplari

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
SMD Tum izolatlar 89 (59.3) 61 (40.7)
Acinetobacter spp. 52 (65) 28 (35)
Altin Standart Yontem
Enterobacteriaceae 21(38.9) 33(61.1)
Pseudomonas spp. 16 (100)

Phoenix Sistemi  Tiim izolatlar 100 (66.7) 50 (33.3) 129 (86) 16 (10.7) 5(3.3)
Acinetobacter spp. 64 (80) 16 (20) 64 (80) 14 (17.5) 2(2.5)
Enterobacteriaceae 21(38.9) 33(61.1) 50 (92.6) 2(3.7) 2(3.7)
Pseudomonas spp. 15(93.7) 1(6.2) 15(93.7) 0 1(6.2)

Modifiye SDE Tiim izolatlar 71 (47.3) 79 (52.7) 120 (80) 6 (4) 24 (16)
Acinetobacter spp. 42 (52.5) 38 (47.5) 58 (72.5) 6(7.5) 16 (20)
Enterobacteriaceae 13 (24.1) 41 (75.9) 46 (85.2) 0 8(14.8)
Pseudomonas spp. 16 (100) 16 (100) 0 0
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TARTISMA

Genis spektrumlu beta-laktamaz ve karbapenemaz
direnci, Enterobacteriaceae’lerde MDR ortaya
¢ikmasina neden olurken, bu durum uygun
antibiyoterapi seciminde zorluk yaratmis ve kolistin
kullanimindaartisaneden olmustur. Fakatgiinimizde
kolistin direncinin de giderek yayginlasmasiyla tedavi
secenekleri giderek azalmistir. Plazmit aracili mcr-1
geninin yayilmasi ile kolistin direnci hayvanlar, gida
Urlnleri ve insanlar gibi cok gesitli konakgilar arasinda
kisa slrede yayilmistir®*®), Amerika’da 2017 yilinda
cok merkezli yapilan iki calismada, karbapenem
direncli K. pneumoniae izolatlarinda kolistin direnci
orani %13 ve %16 olarak bildirilirken, italya’da 2014
yilinda yapilan ¢ok merkezli calismada ayni oran
%43 olarak bildirilmistir®®. Ulkemizde 2018 yilinda
karbapenem direngli Enterobacteriaceae’larda (CRE)
yapilan bir calismada, referans yontem olan SMD ile
kolistin direncinin %76.19 oldugu ve MDR ve XDR
suslari igin duzenli bir izleme sistemine gereksinim
duyuldugu bildirilmistir®. Ulkemizde 2017 yilinda
yapilan ¢cok merkezli bir calismada, mcr-1 veya mcr-
2 gen bolgesi saptanmamis olmasina ragmen, ilk
kez 2018 yilinda mcr-1 geni tasiyan E. coli susu izole
edilmis”® ve bu tarihten itibaren kolistin direnci
Ulkemizde giderek artmistir. Ulkemizdeki bu yiiksek
direng orani® mcr-1 geninin yayilmasi ile kolistin
direncinin artisini  dramatik olarak gostermesi
acisindan anlamhdir.

Sivi disk eltisyon yontemi ilk defa yaklasik 45 yil 6nce
tanimlanmis olup, anaeoplar i¢in CLSI tarafindan
onaylanmigtir®.  Kolistin igin ise ilk defa Ekim
2018’de Simner ve ark.“? klinik laboratuvarlarin
kullanimina uygun olarak SDE metodunu gelistirmis
ve referans yontem ile karsilastinildiginda, KU’un
%98, TU'un %99 oldugunu bildirmislerdir. CLSI ise bu
yontemi 2019 yilinda, yaptigi bir calismanin verilerini
yayinlayarak Enterobacteriaceae ve P. aeruginosa
icin onayladigini ve KU’'un %97.9, CBH oraninin %3.2
ve BH oraninin %0.9 oldugunu bildirmistir?Y. Bell ve
ark.?? ise bu yontemi biraz daha gelistirmis, plazmit
aracih kolistin direncini tespit etmek amaciyla EDTA
varliginda kolistin MiK’'deki azalmayi arastirmis
ve EDTA’lI SDE MIK degeri ile EDTA'siz SDE MIK
degerini karsilastirmiglardir. EDTA’lI SDE yonteminin
molekdiler genotip sonuglarinin duyarhiliginin %100,
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0zgllliglinin ise %95.8 oldugunu bildirmislerdir.
Fenwick ve ark.?® EDTA’li kolistin SDE yontemi ile
plazmid aracil kolistin direncini arastirmis, molekdler
yontemlerle dogruladiklari Gram negatif basillerdeki
mcr geni pozitifligi ile karsilastirmis ve pozitif
prediktif degerin %100, negatif prediktif degerin ise
%94.3 oldugunu bildirmislerdir. Cielo ve ark.? ise
polimiksin B i¢cin SDE ydontemini referans metot ile
karsilastirmis ve KU’un %99.5, BH’'nin %0, CBH’nin
%1.11 oldugunu bildirmislerdir. Fransa’da yapilan
bir calismada, CRE izolatlarinda kolistin direncini
belirlemek igin alti fenotipik yontem ile SMD yéntemi
karsilastirilmis ve kolistin SDE yonteminin kategorik
uyumunun %100 oldugu bildirilmistir®. Ulkemizde
yapilan bir calismada ise, kolistin SDE testi SMD
yontemi ile karsilastiriimis ve KU %99.3, CBH orani,
%0.2 ve BH orani %0.5 olarak bildirilmistir. Ayni
¢alismada, BD Phoenix yonteminin KU %95, CBH
orani %5 olarak bildirilmistir®).

Brezilya’da yapilan bir ¢alismada, kolistin direncini
tespit etmek icin yontemimize benzer bir yontem
uygulanmis, kolistin elisyon duyarlilik tarama test
tlpu yontemi ile SMD yontemi karsilastiriimig?®),
Bes ml katyon eklenmis Mueller Hinton sivi
besiyeri icerisine tiim Gram negatif bakteriler icin
(Pseudomonas spp. dahil) bir adet kolistin diski
konularak, ek olarak Gireme kontroli igin kolistin diski
olmayan 5 ml katyon eklenmis Mueller Hinton sivi
besiyeri ile birlikte calismislar. Enterobacteriaceae
icin KU’'un %91.18, CBH oraninin %6.98 ve BH oraninin
%12 oldugunu bildirmislerdir. Non-fermentatif Gram
negatif bakteriler icin KU’un 82.35, CBH oraninin

%37.5 ve BH oraninin %0 oldugunu agiklamiglardir
(26)

Laboratuvarimizda Phoenix™ M50 otomatize sistemi
kullanilmaktadir. Daha 6nce laboratuvarimizda
otomatize sistem ile kolistin direncli Gram negatif
bakteriler ile yaptigimiz ¢alismada, otomatize
sistemin KU’u tiim izolatlar igin %92, K. pneumoniae
icin %100, A. baumannii icin %77.8 ve P. aeruginosa
icin %60 olarak bulunmustur. Bu ¢alismada, kolistin
direnci yeni artmaya bagladigl icin otomatize
sistemde kolistin duyarl érnekler calsilmamisti?”,
Simdiki ¢alismamizda ise hem kolistin direngli hem
de kolistin duyarli 6rnekler birlikte ¢alisilmistir.
Otomatize sistemin KU’u tlim izolatlar igcin %86,
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Enterobacteriaceae icin %92.6, Acinetobacter spp.
icin %80 ve Pseudomonas spp. icin %93.7 oldugu
ve ISO standartlarina gore Enterobacteriaceae ve
Pseudomonas spp. icin yapilan kolistin duyarhlik
sonucunun  kabul edilebilir dizeyde oldugu
saptanmistir. Modifiye SDE yonteminin KU ise tim
izolatlar icin %80, Enterobacteriaceae igin %85.2,
Acinetobacter spp. icin %72.5 ve Pseudomonas
spp. icin %100 olarak saptanmistir. Bu ydntemle
ise yalnizca Pseudomonas spp. izolatlarinda kabul
edilebilir dizeyde bulunmustur.

Cokbuyik hata otomatize sistemin duyarlisonugverip
referans yontem ile sonucun aslinda direngli olmasi
demektir. Phoenix™ M50 otomatize sisteminde
tiim izolatlar i¢cin CBH orani %10.7, Acinetobacter
spp. icin %17.5, Enterobacteriaceae igin %3.7 ve
Pseudomonas spp. icin %0 olarak bulunmustur. En
fazla CBH oraninin Acinetobacter spp. izolatlarinda
oldugu ve ISO standartlarina uygun olmadigi
saptanmistir. Bu izolatlari modifiye SDE yontemi ile
calistigimizda, sekizinin (%57.1) referans yontemde
olmasi gerektigi gibi direngli, altisinin (%42.9) ise
yine duyarl oldugu bulunmustur. CBH sonucu veren
iki Enterobacteriaceae (K. pneumoniae) modifiye SDE
yonteminde de olmasi gerektigi gibi direncli olarak
saptanmistir. Modifiye SDE yonteminde ise tim
izolatlarda CBH orani %4 olup, Acinetobacter spp.
izolatlarinda %6, diger izolatlarda ise CBH oraninin
gbzlemlenmedigi saptanmistir. CLSI'in SDE yontemini
yalnizca Enterobacteriaceae ve P. aeruginosa igin
onayladigi gbz 6niinde bulunduruldugunda modifiye
SDE yonteminin de kabul edilebilir sinirlarda oldugu
saptanmistir. BH otomatize sistemin direngli sonug
verip referans yontem ile sonucun aslinda duyarl
olmasi durumudur. Tim izolatlar icinde otomatize
sistemde BH sonucu veren bes 6rnegin ise l¢lnin
(%60) modifiye SDE yontemi ile olmasi gerektigi
gibi duyarli sonug¢ verdigi saptanmistir. Modifiye
SDE ybnteminde ise BH orani Acinetobacter spp.
ve Enterobacteriaceae igin I1SO standartlarini
karsilamamaktadir.

Sonug¢ olarak, ¢cogu mikrobiyoloji laboratuvarinda
antibiyotik duyarlilik testinde kullanilan otomatize
sistemin KU’mu ISO standartlarina yakin olmasina
ragmen, kolistin duyarliligi agisindan CBH oraninin
cok fazla oldugu, ayni zamanda BH oranina kiyasla

daha fazla oldugu ve bunlarin modifiye SDE yontemi
ile cahsildiginda bu oranin azaldigi saptanmistir.
Bu nedenle otomatize sistemde Gram negatif
bakterilerde  ©zellikle  Enterobacteriaceae  ve
Pseudomonas spp. izolatlarinda, kolistin duyarl ise
modifiye SDE yontemiile ¢alisiilmasinin daha glivenilir
bir sonug verdigi gorilmustir. Ayrica modifiye SDE
yontemi, Acinetobacter spp. izolatlarinda gerek BH
gerekse CBH oranlarinin yiksek olmasi nedeniyle
kullaniimamalidir.  Ozellikle giinliik antibiyogram
sayisi fazla olan mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
kolistin duyarlilik sonuglarinin SMD yontemi ile
calisilamadigi  durumlarda  Enterobacteriaceae
ve Pseudomonas spp. izolatlarinda bu ydntemin
kullanilmasi duslintlebilir.
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