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Cok ilaca direncli gram-negatif bakteri enfeksiyonlarindaki artis ve artan kolistin direnci nedeni ile
kolistin duyarliiginin hizli ve glvenilir bir ydntemle saptanmasi 6nemlidir. “Clinical and Laboratory Stan-
dards Institute (CLSI)” ve “European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)” tara-
findan referans yontem olarak sivi mikrodiliisyon (SMD) yontemi 6nerilmesine ragmen uygulama zorlugu
ve zaman alici olmasi nedeni ile rutinde kullanimi sinirhidir. SMD temelli, pratik uygulamasi kolay bircok
ticari Grlin kullanima girmistir. Bu calismada, kolistin duyarliliginin saptanmasinda kullanimda olan iki
ticari sistemin sonuclarinin referans yontemle karsilastiriimasi amaclanmistir. Calismaya, 2017-2018 do-
neminde cesitli klinik 6rneklerden elde edilen 38 Klebsiella pneumoniae izolati dahil edilmistir. Bakteri ta-
nimlama ve antibiyotik duyarlilik testleri “matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight, mass
spectrometry (MALDI-TOF MS)” ve Vitek-2 (bioMérieux, Fransa) sistemleri ile yapilmistir. SMD testleri,
Sensititre (Sensititre custom plate, Thermo Fisher Scientific, Birlesik Krallik) ve “Micronaut MIC-Strip”
(Merlin Diagnostika GmbH, Almanya) kitleri ile calisiimistir. Ticari SMD testleri, firma onerileri dogrul-
tusunda 0.5 McFarland bakteri siispansiyonu kullanilarak 0.0625-128 mg/L konsantrasyon araliginda
dehidrate kolistin iceren kitler ile yapilmistir. Referans SMD testi, “International Organization for Standar-
dization (ISO-20776-1)" 6nerileri dogrultusunda calisiimistir. Kalite kontrold, kolistin duyarli ATCC 25922
Escherichia coli ve kolistin direncli NCTC 13846 (mcr-1 pozitif) E.coli suslari ile gerceklestirilmistir. EUCAST
versiyon 9.0 onerileri dogrultusunda minimum inhibitér konsantrasyon degeri < 2 mg/L olan izolatlar
duyarli, > 2 mg/L olan izolatlar direncli olarak degerlendirilmistir. Referans yontemle izolatlarin 35'i ko-
listin direncli, ticti duyarl bulunmustur. Sensititre kiti ile bir izolatta cok biiyilik hata saptanirken (%2.8);
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Micronaut kiti ile biyiik ve ¢ok biyiik hata saptanmamistir. Sensititre ve Micronaut kitleri ile referans
yontemin temel ve kategorik uyumu, sirasiyla %74-76 ve %97-100 olarak belirlenmistir. Cok ilaca direncli
bakterilerin neden oldugu ciddi enfeksiyonlarin tedavisi amaciyla son secenek olarak kullanilan kolistin
icin ¢cok biiylik hata ve blyik hata esit ciddiyette kabul edilmektedir. Sensititre kiti ile bir izolatta ¢ok
biylk hata saptanmasina ragmen referans yontemle kiyaslandiginda, her iki ticari kitin kategorik uyumu
> %90 bulunmustur. Sonug olarak, ek ekipman ve tecriibe gerektirmeyen SMD temelli ticari sistemlerin
rutinde kullanilabilecegi gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Kolistin; antibiyotik duyarlilik testi; ilag direnci; sivi mikrodiliisyon; minimum inhibitér
konsantrasyon.

ABSTRACT

A rapid and reliable method for antimicrobial susceptibility test of colistin is needed because of in-
creasing numbers of multi-resistant gram negative bacterial infections and simultaneus increasing of
colistin resistance. Although broth microdilution (BMD) is recommended by the Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) and the European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
as a reference method, the use in routine laboratory practice is limited because of the difficulties in
application and time-consuming characteristics. Recently, many BMD based commercial products were
developed. The study was aimed to compare the results of the two commercial systems available for
the detection of colistin sensitivity with the reference method. Totally 38 Klebsiella pneumoniae strains
isolated from various clinical specimens between 2017-2018 were included in our study. Identification
and antibiotic susceptibility tests were performed with “matrix-assisted laser desorption/ionization time-
of-flight, mass spectrometry (MALDI-TOF MS)” and Vitek-2 (bioMérieux, Marcyl’Etoile, France) systems.
BMD tests were performed with Sensititre (Sensititre custom plate, Thermo Fisher Scientific, UK) and
Micronaut MIC-Strip (Merlin Diagnostika GmbH, Germany) kits. Commercial BMD assays containing
dehydrated colistin in the concentration range of 0.0625-128 mg/L were tested with 0.5 McFarland bac-
terial suspensions prepared according to the manufacturer recommendations. The reference BMD test
was performed by following the recommendations of the International Organization for Standardization
(1SO-20776-1). ATCC 25922 colistin-susceptible Escherichia coli and NCTC 13846 (mcr-1 positive) colis-
tin-resistant E.coli strains were used as the quality control strains. According to the recommendations of
EUCAST version 9.0, strains with minimum inhibitory concentration value of < 2 mg/L were considered
susceptible and strains > 2 mg/L as resistant. Thirty-five isolates were resistant to colistin by the reference
method and three of them were susceptible. The Sensititre kit detected a very major error (2.8%) in one
isolate; no major or very major errors were detected for the Micronaut kit. The essential and categorical
agreement of the Sensititre and Micronaut kits with the reference method was defined as 74-76% and
97-100%, respectively. Colistin is the last agent for the treatment of the multi drug resistant severe bac-
terial infections so major and very major error for colistin should be considered equally serious. Although
a very major error was detected by the Sensititre kit in one isolate, the categorical agreement of both
commercial kits was greater than 90% when compared with the reference method. It was concluded
that, commercially available, BMD based systems that do not require additional equipment and experi-
ence can be routinely used.

Keywords: Colistin; antibiotic susceptibility testing; drug resistance; broth microdilution; minimum inhibitor
concentration.

GiRis
Kolistin, Paenibacillus polymyxa organizmasindan izole edilen polimiksin grubu anti-
mikrobiyal ila¢c grubuna ait bir antibiyotiktir. Bu gruptaki molekiiller A'dan E’ye kadar

ayrilmis olup, yalnizca polimiksin E (kolistin) ve polimiksin B insan enfeksiyonlarinin
tedavisi icin klinik kullanimda bulunmaktadir. Kolistin, polimiksin ET ve E2’nin karigimi-
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dir. Gram-negatif bakterilerin dis membraninda yer alan lipopolisakkarit ve fosfolipit-
lere baglanarak membran bozulmasi ve hiicre éliimiine neden olmaktadir'. Cok ilaca
direncli mikroorganizmalarla olusan bakteri enfeksiyonlarindaki tedavi seceneklerinin
kisitlihgi, ozellikle karbapenem direncli bakteri enfeksiyonlarinda son tedavi secenegi
olarak kolistinin 6nemini tekrar giindeme getirmistir?. Polimiksin grubu antibiyotiklerin
artan kullanimi, kazanilmis kolistin direnci artisina neden olmustur. Kolistin direncinin
en stk nedeni, lipit A sentezini diizenleyici sistemi kodlayan genlerdeki mutasyon sonucu
dis membran negatifliginin ve sonrasinda kolistinin baglanmasinin azalmasidr. ilk ola-
rak 2015 yilinda plazmit aracili kolistin direncinin (mcr-T) tanimlanmasini takiben diger
mcr varyantlar (mcr-2/mcr-8) gorilmeye baslamistir. Plazmit aracili direncin kolaylikla
yayilabilme potansiyeli dolayisiyla kolistin direnci; kiiresel bir sorun olarak algilanmis ve
énemli bir halk saghgi problemi olarak degerlendirilmistir>.

Kolistin icin antimikrobiyal duyarlilik testleri bircok nedenle teknik olarak sorun olus-
turmaktadir. Bunun ana nedeni, biiyiik molekil agirhgina sahip olan kolistinin agara
difizyonunun zor olmasi, bu durumun disk difiizyon ve gradiyent test yontemlerinin
performansini diisiirmesidir'. Yapilan calismalarda, yari-otomatize sistemlerin perfor-
manslarinin da kolistin direncini saptamada yeterli olmadigi gésterilmistir*>. 2017 yilin-
da “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” ve “European Committee on An-
timicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)” ortak calisma grubu, kolistin duyarliiginin
belirlenmesinde polistren mikroplak ve kolistin siilfat tuzu kullanimini, referans yontem
olarak ise “International Organization for Standardization (ISO)” standart sivi mikrodilGs-
yon yéntemine (SMD) (20776-1) gére calisilmasini dnermistir®”.

Referans yontem olarak SMD 6nerilmesine ragmen uygulama zorlugu, zaman alici ol-
masl! ve taze hazirlanmig antibiyotik stispansiyonu kullanimini gerektirmesi gibi nedenler
yontemin rutinde kullanimini sinirflamaktadir. Kolistin duyarliliginin hizli ve givenilir bir
yontemle saptanmasi 6nemlidir. Son zamanlarda SMD temelli, pratik uygulamasi kolay
bircok ticari Griin kullanima girmistir. Bu calismada, kolistin duyarlihginin saptanmasi
amaciyla tretilmis iki ticari sistemin sonuglarinin referans yontemle karsilastirlmasi amac-
lanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calismaya, 2017-2018 yillari arasinda cesitli klinik orneklerden [idrar (n= 18),
kan (n= 7), solunum yolu ornegi (n= 7) ve diger (n= 6)] izole edilip -80°C’de stokla-
nan, farkli hastalara ait ¢ok ilaca direncli 38 Klebsiella pneumoniae izolati dahil edildi.
izolatlarin tanimlama ve antibiyotik duyarlilik testleri “matrix-assisted laser desorption/
ionization time-of-flight, mass spectrometry (MALDI-TOF MS)” ve Vitek-2 (bioMérieux,
Marcyl’Etoile, Fransa) sistemi ile yapildi. Referans SMD testi, ISO-standart (20776-1) 6ne-
rilerine gore polistren mikroplak ve kolistin stlfat tuzu (Sigma-Aldrich C4461, ABD) kulla-
nilarak yapildi. Minimum inhibitér konsantrasyon (MiK) EUCAST énerileri dogrultusunda
0.125-128 mg/L diliisyon araliginda calisildi. Oncelikle 51.2 mg kolistin tartilip 10 ml
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steril distile suda (dH,0) ¢ozilerek, stok solisyon 1:10 oraninda seri sulandinm yapilarak
512 mg/L kolistin iceren antibiyotik ¢ozeltisi hazirlandi. Firma onerileri dogrultusunda
katyon ayarli Mueller Hinton buyyon (CAMHB) (Becton-Dickinson, Fransa) hazirlanarak,
uygun MIK araliginda seri sulandirnm yapilan kolistin kuyucuklara eklendi. Koyun kanli
agara pasajlanmis taze kultiirden bakteri kolonileri alinarak steril serum fizyolojik iceri-
sinde 0.5 McFarland (1.5-2 x 108 cfu/ml) siispansiyon hazirlandi. Bakteri siispansiyonu
(1:100 sulandirilarak hazirlanan ve 10° cfu/ml bakteri iceren) her kuyucuga, son bakteri
konsantrasyonu 5 x 10° cfu olacak sekilde 50 pl dagitildi.

Calismada, mikrodilisyon temeline dayanan 0.0625-128 mg/L konsantrasyon arali-
ginda dehidrate kolistin ve Greme kontrol kuyucugu iceren mikroplaklar halinde kulla-
nima hazir olarak uretilmis Sensititre (Sensititre custom plate, Thermo Fisher Scientific,
Birlesik Krallik) ve Micronaut MIC-Strip (Merlin Diagnostika GmbH, Almanya) marka kitler
kullanildi. Firma onerileri dogrultusunda, Sensititre icin taze kiltirden steril dH,O iceri-
sinde 0.5 McFarland bakteri stispansiyonu hazirlandi. Hazirlanan ¢6zeltiden 10 pl alinarak
11 ml CAMHB igeren tilipe eklendi. Buradan 50 pl alinarak, 0.12-128 mg/L kolistin iceren
hazir mikroplaklara inokule edildi.

Micronaut MIC-Strip testi icin once %0.9 NaCl kullanilarak taze bakteri kolonilerin-
den 0.5 McFarland bakteri stispansiyonu hazirlandi. Bu ¢6zeltiden 50 pl alinarak 11.5 ml
CAMHB iceren tuplere dagitildi. Homojenizasyon sonrasi 0.0625-64 mg/L kolistin iceren
mikroplaklara 100 pl ekim yapildi.

Calismamiz, ayni giin icinde ayni ekip tarafindan gerceklestirildi. Biutin SMD plak-
lari 35-37°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda sonuglar, birbirinden
bagimsiz cift goz kontrolli olarak degerlendirildi. Kalite kontroli, kolistin duyarli ATCC
25922 Escherichia coli ve kolistin direncli NCTC 13846 (mcr-1 pozitif) E.coli suslari ile
gerceklestirildi. EUCAST versiyon 9.0 énerileri dogrultusunda MiK degeri < 2 mg/L olan
izolatlar duyarli, > 2 mg/L olan izolatlar direncli olarak degerlendirildi®. Her iki ticari siste-
min referans yontemle temel uyumu (TU) (MIK degeri + 1 diliisyon icinde olan sonuglar)
ve kategorik uyumu (KU) [ortlisen (S,R) kategorik sonug sayisi]; buyik hata (BH) (refe-
rans yontemle duyarli olup, yanhs direncli saptanan sonugclar) ve cok buyiik hata (CBH)
(referans yontemle direncli olup, yanls duyarli saptanan sonuglar) oranlari hesaplandi.
Sonuclar, 1SO kriterlerine gére degerlendirildi (TU ve KU > %90; BH ve CBH < %3)’.

BULGULAR

izolatlarin 35'i referans yontemle kolistine direncli, ticii duyarli bulunmustur. Kalite
kontrol suslarinin MIK degeri negatif kontrol ATCC 25922 icin 0.5 mg/L, pozitif kontrol
NCTC 13846 icin MiK: 4 mg/L olarak saptanmustir. Sensititre ve Micronaut kitleri ile refe-
rans yontemin TU ve KU oranlari sirasiyla %74-76 ve %97-100 olarak belirlenmistir. Sen-
sititre ile bir hastada CBH saptanirken (%2.8); Micronaut ile BH ve CBH saptanmamistir.
Calismanin sonuglari Tablo I'de 6zetlenmistir.
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Tablo I. Referans SMD Yéntemi ve iki Farkl Ticari Sistemin Kolistin MiK (mg/L) Sonuglari

Kolistin MiK degerine sahip izolat sayisi (mg/L)

Yontem 128 64 32 16 8 4 2 0.5 0.25
Sensititre 2 1 9 10 12 - 1 2

Referans SMD - - 2 7 22 4 - 1 2
Micronaut - 3 10 15 5 2 - -

SMD: Sivi mikrodiliisyon, MiK: Minimum inhibitér konsantrasyon.

TARTISMA

Antibiyotik duyarlihginin saptanmasi icin kullanilan disk diflizyon ve gradiyent difiiz-
yon testlerinin performansi, kolistin molekdiltiniin agara zayif diflizyonu nedeni ile diistik
oldugundan rutin calismalarda kullanilmasi 6nerilmemektedir. Polimiksinlerin plastik yu-
zeylere baglanmasi (pipet ucu, titrasyon plagi vb.) kolistin duyarhliginin saptanmasini
zorlastiran diger bir teknik nedendir'. CLSI/EUCAST tarafindan énerilen referans SMD
testi emek yogun, pahal ve tecriibe gerektiren bir yontem oldugundan, yiiksek hata
oranlarina ragmen bazi laboratuvarlar tarafindan disk ve gradiyent diflizyon testlerinin
kullanimina devam edilmektedir®. Kolistin duyarliligini saptamaya yénelik olarak kullani-
lan Polymyxin NP gibi hizli testler yiiksek duyarllik ve 6zgdilliikteki sonuglarina ragmen
glikoz metabolizmasi tizerinden sonug verdiginden non-fermenter bakteriler icin kullani-
mi sinirhdir’ %, Mevcut sorunlar ve kolistin duyarliiginin hizli, dogru ve tekrarlanabilirligi
yuksek bir yontemle calisilarak optimum tedavinin mimkiin olan en kisa siirede bas-
lanmasi gerekliligi, uygulamasi kolay, ek ekipman ve tecriibe gerektirmeyen kullanima
hazir ticari SMD temelli testlerin bircok laboratuvar tarafindan giderek artan oranlarda
kullanimina neden olmustur'".

2015 yilinda rutin kullanilan duyarllk testleri ile direncli bulunan 41 K.pneumoniae
izolatinin alti farkl yontemle kolistin direncinin karsilastirildigi calismada, polysorbate 80
(P80) ilaveli SMD yontemi ile izolatlarin P80 ilavesiz SMD (referans yontem) yontemine
gore yiiksek oranda duyarl saptandigi (%12.2 CBH) bulunmustur'2, Bu nedenle 1SO-
standart SMD (20776-1)de, artik SMD testlerinde herhangi bir katki maddesi kullaniima-
st 6nerilmemektedir'3.

Pfennigwerth ve arkadaslari tarafindan yapilan 206 K.pneumoniae izolatinda alti farkh
yoéntemle kolistin direncinin kiyaslandigi calismada'*, Micronaut-S ve Sensititre kitleri icin
TU ve KU oranlar sirasiyla %82.8-91.3 ve %94.2-98.5 olarak bulunurken, Micronaut-S
kiti ile bir izolatta BH, iki izolatta CBH; Sensititre kiti ile 10 izolatta BH, iki izolatta ise CBH
saptanmistir. Mevcut calismaya kiyasla sus sayimizin kisitli, izolatlarimizin ise cogunlukla
direncli olmasi BH saptamamis olmamiza neden olabilir.

Matuschek ve arkadaslari tarafindan 2017 yilinda yapilan yedi farkli yéntemle top-
lam 32 E.coli ve K.pneumoniae izolatinda kolistin direncinin arastirnldigi calismada® hem
Sensititre hem de Micronaut kiti icin TU ve KU degerleri > %90 olarak bulunmustur. Her
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iki ticari kitle CBH saptanmamis; Sensititre ile bir izolatta, Micronaut’la iki izolatta BH
saptanmistir. Arastirmacilar, kolistin duyarliiginin saptanmasinda gradiyent test ve disk
difiizyon yonteminin guivenilir olmadigini vurgulamuslardir.

2018 yilinda Bardet ve arkadaglari tarafindan yapilan birden ¢cok yontemin sonuglari-
nin kiyaslandigi genis kapsamli calismada'®, Sensititre kitinin TU orani %96, KU orani ise
%94.7 olarak bulunmus; %10.2 oraninda BH saptanirken, CBH saptanmamistir. Ayni ¢a-
lismada Micronaut testinin TU ve KU oranlari sirasiyla %99 ve %90.7 olarak bulunurken,
BH (%12.8) ve CBH (%5.6) kabul edilebilir degerin tizerinde saptanmistir.

Jayol ve arkadaglarinin 185 gram negatif basilde (133 kolistin direncli, 52 kolistin du-
yarli) ¢ farkli ydntemi degerlendirdikleri calismada'® ise Sensititre sisteminin KU orani
%97 .8 olarak belirlenmis olup; %3 CBH orani saptanirken BH saptanmamistir.

Calismamizda her iki ticari yontemle BH, CBH ve KU oranlari (%97-100) kabul edile-
bilir olmakla birlikte, TU orani %90’in altinda bulunmustur. Calismamizdaki izolat sayisi-
nin nispeten azhgr ve suslarin cogunun direncli olmasi calismamizin baslica kisithhigidir.
Degerlendirilen her iki test icin de TU oranlarinin disiik olmasi (%74-76) bu kisitlihga
bagl olabilir. Caismamizin gelistiriimeye acik kismi, izolatlar arasindaki klonal iliskinin
genotiplendirme yontemleriyle arastiriimasidir.

Sonug olarak, calisma kapsaminda degerlendigimiz SMD temelli her iki sistemin; kulla-
nima hazir olmasi, ek ekipman ve tecriibe gerektirmemesi, kisa siirede sonug alinabilmesi
nedeni ile kolistin duyarliiginin saptanmasi icin rutinde kullanilabilecegini distinmek-
teyiz. Daha fazla say! ve cesitte izolatin dahil edildigi karsilastirmali calismalarla daha
glvenilir yorumlar yapilabilecegi kanaatindeyiz.

ETiK KURUL ONAYI
Bu calisma icin etik kurul onayr gerekmemektedir.
CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir cikar catismasi bildirmemislerdir.
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