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Giiniimiizde ¢oklu ilag direncine sahip Gram negatif mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyon-
larin tedavisinde kullanilacak antimikrobiyallerin kisith olmasi nedeniyle kolistin gibi eski antibiyotik-
ler siklikla tercih edilmeye baslanmistir. Ancak, kolistinin katyonik yapisi nedeniyle rutin laboratuvar-
da siklikla kullanilan antibiyotik duyarlilik testlerinde (disk difiizyon, gradient test, otomatize sistem-
ler) birtakim sorunlar yasanmaktadir. Bu nedenle European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) ve Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) tarafindan kolistin duyarliligini
saptamak igin sadece sivi mikrodiliisyon testi 6nerilmektedir. Ancak sivi mikrodiliisyon testlerinin
zaman alici ve zahmetli olmasi nedeniyle rutin laboratuvarlarinda hizli ve giivenilir kolistin duyarliligi
sonucu saglayabilen testlere ihtiyag duyulmaktadir. Bu ¢alismada, Klebsiella pneumoniae ve
Acinetobacter baumannii kbkenlerinde kolistin duyarliliginin saptanmasinda ticari olarak hazir olarak
uretilen Diagnostics MIC-COL (Diagnostics I.n.c., Galanta, Slovakya) testinin performansinin deger-
lendirilmesi amaglanmustir. Rutin laboratuvarimizda 2016-2019 yillari arasinda cesitli klinik 6rnekler-
den izole edilen K.pneumoniae (n=22) ve A.baumannii (n=28) kékenleri ¢calismaya dahil edilmistir.
Kékenlerin kolistin minimum inhibitér konsantrasyonlari (MIK) hem referans yéntem olan sivi mikro-
diltisyon yéntemi ile hem de ticari olarak retilen Diagnostics MIC-COL testi ile ¢alisiimistir. Elde edilen
sonuglar karsilastirilarak testin temel uyum, kategorik uyum, biiyiik hata ve ¢ok bliyiik hata oranlari
hesaplanmigtir. Sivi mikrodiliisyon yéntemi ile karsilastirildiginda Diagnostics MIC-COL testinin temel
uyumu % 84, kategorik uyumu % 98, biiyiik hata orani % 3,8 olarak tespit edilirken ¢ok biiyiik hata
tespit edilmemistir. Rutin laboratuvarlarda hizli ve gtivenilir kolistin duyarliliginin tespit edilerek teda-
vinin yénlendirilmesi olduk¢a 6nemlidir. Calismamizda kullanilan ticari test kullanimi kolay ve zaman
alici olmayan bir testtir. Ayrica strip seklinde olmasi sayesinde her izolat ayri ¢alisilabilmektedir.
Biiyiik hata oraninin beklenilen degerlerin lzerinde olmasi nedeniyle daha fazla sayida ve farkh
direng diizeylerine sahip kékenlerle yapilacak ileri calismalarla bu oranlarin yeniden degerlendirilme-
si faydali olacaktir.

Anahtar kelimeler: A.baumannii, diagnostics MIC-COL-strip, kolistin duyarliligi, K.pneumoniae
ABSTRACT

Due to the limited number of antimicrobials to be used in the treatment of infections caused by
Gram-negative microorganisms with multi-drug resistance recently, old antibiotics such as colistin
have started to be preferred frequently. However, some problems are encountered in antibiotic
susceptibility tests (disk diffusion, gradient test, automated systems) which are frequently used in the
routine laboratory due to the cationic nature of colistin. For this reason, only the broth microdilution
test is recommended by European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) and
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) for the detection of colistin susceptibility. Since
broth microdilution tests are time consuming and inconvenient, tests that can provide fast and
reliable colistin susceptibility result is needed in routine laboratories. In this study, it was aimed to
evaluate the performance of the commercially produced Diagnostics MIC-COL test (Diagnostics I.n.c,
Galanta, Slovakia) for the detection of colistin susceptibility in Klebsiella pneumoniae and
Acinetobacter baumannii strains. The strains of K.pneumoniae (n = 22) and A.baumannii (n = 28)
isolated from various clinical specimens between 2016 and 2019 in our routine laboratory were
included in the study. Colistin minimum inhibitory concentrations (MIC) of the strains were studied
with both the reference broth microdilution method and the commercially produced Diagnostics
Colistin MIC-COL test. The essential agreement, categorical agreement, major error, and very major
error rates of the test were calculated by comparing the obtained results. The essential agreement
of the Diagnostics Colistin MIC-Strip test was determined as 84 %, categorical agreement as 98 %,
and major error rate as 3.8 %, while no very major error was detected. It is very important to guide
antimicrobial treatment with rapid and reliable detection of colistin susceptibility. The commercial
test used in our study is easy to use and not time-consuming. Also, due to its strip from, each isolate
can be studied separately. Because of the major error rate being above the expected values, it will be
useful to re-evaluate these rates with further studies to be conducted with a larger number of strains
with different resistance levels.
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GiRIS

Son yilda Acinetobacter spp., Pseudomonas spp.
ve karbapenemaz lrreten Enterobacterales gibi ¢ok
ilaca direncli Gram negatif bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlar tiim dinyada endise verici dizeyde
artmaktadir. Bu enfeksiyonlarda kullanilacak tedavi
secenekleri de oldukca sinirlidir. ik olarak 1949'da
Paenibacillus polymyxa’dan izole edilen kolistin, bir
heptapeptid halkasi, bir ekzosiklik zincir ve Gram
negatif lipopolisakkarit membrani ile etkilesime
giren pozitif yukli bir yag asiti kuyrugundan olusan
katyonik bir polipeptitdir. Klinik kullanima 1959’'da
girmis ancak nefrotoksik ve norotoksik etkileri ve doz
optimizasyonundaki problemler nedeniyle
1980’lerde kullanimlari sinirlandiriimistir. Yapilan
bazi ¢alismalarda kolistin sulfatin intravendz formu-
nun daha givenilir oldugu gosterildikten sonra ¢ok
ilaca direncli Gram negatif bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlarda kullanimi tekrar glindeme gelmistir.
Kolistinin hizli bakterisidal etkisi, genis spektrumlu
aktiviteye sahip olmasi ve yeni gelistirilen antibiyo-
tiklerin sayisinin azalmasi gibi nedenlerden otiiri
1990’lardan itibaren klinisyenler tarafindan tekrar
tercih edilmeye baslanmistir®,

Son yillarda kolistin kullanimindaki artis berabe-
rinde direng oranlarinin da artisina sebep olmustur.
Uygun tedavi protokoliniin belirlenmesi icin hizli,
dogru ve glvenilir in vitro antibiyotik duyarlhk test-
lerinin yapilmasi olduk¢a 6nemlidir. Kolistinin katyo-
nik yapisi, buyik molekil agirligi nedeniyle agarda
zayif difiizyonu, ilag kompozisyonlarindaki degisimler
ve heterodirenc gibi 6zellikleri nedeniyle rutin labo-
ratuvarda sikhkla kullanilan antibiyotik duyarhlik
testlerinde (disk diflizyon, gradient test, otomatize
sistemler)  birtakim sorunlar yasanmaktadir*®,
Yapilan birgok ¢calismada bu yontemler ile elde edilen
sonugclarda kabul edilemeyecek diizeyde ¢ok buyik
hata tespit edilmistir®”)., Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) - European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
Polimiksin Calisma Grubu tarafindan 2016 yilinda
kolistin duyarhihgini saptamak icin polisorbat-80 gibi
katki maddeleri olmaksizin polistren plaklarda yapi-
lan sivi mikrodiliisyon yéntemi referans yéntem ola-
rak belirlenmistir®. Ancak sivi mikrodiltisyon testleri-
nin zaman alici ve zahmetli olmasi nedeniyle glnlik
is akisi icerisinde rutin mikrobiyoloji laboratuvarla-
rinda uygulanmasi oldukc¢a zordur. Bu nedenle hizl,
glvenilir, tekrarlanabilirligi yiksek ve kullanici dostu
antibiyotik duyarhhk testlerinin gelistiriimesine ihti-
yag vardir. Bu amagla gelistirilen Diagnostics MIC-
COL (Diagnostics l.n.c, Galanta, Slovakya) testi, liyofi-
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lize 7 farkh konsantrasyonda (0,25-16 mg/L) kolistin
iceren tekli polistren stripler halinde kullanima hazir
bir sivi mikrodilGsyon kitidir.

Calismamizda, Klebsiella pneumoniae ve
Acinetobacter baumannii kokenlerinde kolistin
duyarhhginin saptanmasinda ticari olarak hazir ola-
rak Uretilen Diagnostics MIC-COL (Diagnostics l.n.c,
Galanta, Slovakya) testinin performansinin degerlen-
dirilmesi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Bakterilerin seg¢imi: 2016-2019 vyillari arasin-
da Marmara Universitesi Hastanesinde servis ve
yogun bakim Unitelerinde yatmakta olan hastalar-
dan alinip laboratuvarimiza gonderilen gesitli klinik
orneklerden (apse, bronkoalveolar lavaj, balgam,
kan, derin trakeal aspirat, idrar, yara) etken olarak
izole edilen Klebsiella pneumoniae ve Acinetobac-
ter baumannii kdékenleri incelenmistir. Kokenlerin
tir dizeyinde tanimlamalari matriks aracili lazer
dezorpsiyon iyonizasyon-ugus zamanli-kitle spekt-
rometresi (MALDITOF-MS) VITEK-MS (bioMérieux,
Marcy-I’Etoile, Fransa) kullanilarak yapilmistir. Rutin
antibiyotik duyarliliklari K.pneumoniae kokenleri icin
VITEK Compact (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Fran-
sa) otomatize sistemi ile, A.baumannii kdkenlerinin
ise disk difizyon yontemi ile yapilmistir. Rutin
antibiyotik duyarlilik profillerine bakilarak cok ilaca
direngli oldugu tespit edilen 22 K.pneumoniae
ve 28 A.baumannii kokeni kolistin duyarlihginin
belirlenmesi igin ¢calisma kapsamina alinmistir.

Antibiyotik duyarhlik testi: Tum kokenlerin kolis-
tin minimum inhibitdr konsantrasyonu (MiK) deger-
leri EUCAST oOnerileri dogrultusunda International
Organisation for Standardization (ISO) Standart
20776-1'e uygun olarak sivi mikrodiliisyon yontemi
ile belirlenmistir”. Mikrodilisyon plaklarinda aktif
madde olan kolistin siilfatin (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, A.B.D) seri dilisyonlari (0,25- 16 mg/L) katyon
eklenmis Mieller Hinton sivi besiyeri (Becton
Dickinson, A.B.D) kullanilarak hazirlanmistir. Tim
kokenlerden hazirlanan 0,5 Mc Farland standart
bulanikhgi son bakteri konsantrasyonu 5 x 10° cfu/ml
olacak sekilde mikrodillisyon plaklarina eklenmis ve
18-20 saat 35°C’de inkibe edilmistir. Ayrica, ayni
bakteri inokGlimiu kullanilarak es zamanli olarak
0,25-16 mg/L liyofilize kolistin silfat konsantrasyon-
lari iceren ticari Diagnostics MIC-COL (Diagnostics
I.n.c, Galanta, Slovakya) ureticinin 6nerileri dogrul-
tusunda galisilmistir. Sonuglar EUCAST’in kolistin sinir
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degerlerine (<2 mg/L duyarl; >2 mg/L direngli) gbre
yorumlanmistir. Her iki yéntem igin de kontrol kdken
olarak Escherichia coli ATCC 25922 ve mcr-1 pozitif
E.coli NCTC 13846 kullanilmistir.

Sonuglarin degerlendirilmesi: Temel uyum (TU)
referans sivi mikrodillisyon testi ile ticari yontem ile
elde edilen antibiyotik MiK degerlerinde +1 diliisyon
fark olmasi, kategorik uyum (KU) ise test edilen koke-
nin EUCAST kriterlerine gére yorumlanan duyarlilik
sonuglarmin (duyarli, direngli) her iki yontem arasin-
daki uyumu olarak tanimlanmistir. Bliylk hata (BH)
referans sivi mikrodiliisyon yontemi ile duyarli bulu-
nan bir kékenin ticari yontem ile direngli bulunmasi,
cok bilylk hata (CBH) ise referans sivi mikrodilisyon
yontemi ile direncli olan bir kdkenin ticari yontem ile
duyarh bulunmasi olarak tanimlanmistir. ISO tarafin-
dan belirlenen kriterlere gore kabul edilebilir perfor-
mans TU ve KU igin 2% 90, CBH ve BH'ler igin <% 3
olarak belirlenmistir*Y. Kohen’in kappa (k) katsayis,
yontemler arasindaki uyum derecesini gostermek
icin hesaplanmistir. k > 0,75 ise ¢ok iyi uyum; k =
0,4-0,75 ise orta-iyi uyum ve k <0,4, zayif uyum sek-
linde yorumlanmistir.

BULGULAR

Referans sivi mikrodiliisyon yontemi ile ¢alismaya
alinan K.pneumoniae koékenlerinin 9'u (% 40,9),
A.baumannii kokenlerinin 17'si (% 67) kolistine
duyarli bulunmustur.

A.baumannii  kdkenlerinde referans sivi
mikrodillisyon yontemi ile Diagnostics MIC-COL testi
arasindaki temel uyum % 82,1, kategorik uyum ise %
100 iken K.pneumoniae kokenlerinde temel uyum %
86,3, kategorik uyum ise % 95,4 olarak saptanmistir.
Bir K.pneumoniae kékeninin kolistin MiK degeri sivi
mikrodilisyon yontemi ile 2 mg/L (duyarli) iken
Diagnostics MIC-COL testi ile 8 mg/L (direncli) olarak
belirlenmistir. A.baumannii kbkenlerinde blyik hata
ve ¢ok biylik hata gozlemlenmemistir. Tim kokenler
birlikte degerlendirildiginde sivi mikrodillisyon yon-
temi ile Diagnostics MIC-COL testi arasindaki temel
uyum, kategorik uyum, biylk hata ve g¢ok blyik
hata oranlari sirasiyla % 84, % 98, % 3,8 ve % 0’dir
(Tablo). Kappa istatistigi ile yontemler arasinda ¢ok
iyi diizeyde uyum bulunmustur (k = 0.96).

TARTISMA

Antibiyotik direnci, halk saghgini tehdit eden
onemli bir sorundur. Tum diinyada ¢ok ilaca direngli

(MDR) bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlardaki
artis endise verici diizeydedir. Tedavide kullanilacak
antimikrobiyaller her gecen giin azalmakta ve yeni
ilag tretimi neredeyse yok denecek kadar azdir.

Tablo. Klebsiella pneumoniae (n = 22) ve Acinetobacter bauman-
nii (n = 28) igin Diagnostics MIC-COL testi ve referans sivi mikro-
diliisyon yontemiyle elde edilen kolistin MiK degerlerinin karsi-
lastinimasi.

Kolistin Referans Yontem MiK (mg/L)

025 05 1 2|4 8 16 >16

0,25 1 2
0,5 3 9 1
1 2 2

Diagnostics 1 2 2

MIC -COL

(mg/L) 4 1
8 1 2 3 1
16 4 5 3
>16 2 1 2

Kolistin, karbapenem direngli Gram negatif bak-
terilere karsi sinirh tedavi segenekleri nedeniyle son
zamanlarda 6nemli bir antibiyotik olarak yeniden
glindeme gelmistir. Yakin zamana kadar kolistin
direncinin kromozomal olarak kodlandigi bilinirken,
2015 yihinda ilk plazmid aracili direng geni olan mcr-1
tanimlanmistir. Son yillarda da diger direng genleri
(mcr-2, mcr-3, mer-4, mer-5, mcr-6, mcr-7 ve mcr-8)
tespit edilmistir. Plazmid aracili§iyla transfer edilen
bu direng genlerinin 4-8 mg/L gibi dustik duizey kolis-
tin direncine neden oldugu belirlenmistir®213),
European Centre for Disease Prevention and Control
(ECDC), Haziran 2016’da plazmid aracili kolistin
direncinin yayilmasini kontrol etmek igin bir rapor
hazirlamistir®. Bu raporda siirveyans ve antimikrobi-
yal yénetim uygulamalarina yonelik yapilmasi gere-
ken eylem planlari ele alinmistir. Bu planlar arasinda
kolistin MiK degerini dogru tespit edebilecek labora-
tuvar yontemlerinin belirlenmesi ve direng genleri-
nin molekuler olarak tespit edilmesi yer almaktadir.
Hem basarili antibakteriyel tedavi saglamak hem de
kolistinin olasi toksik etkilerinden korunmak igin
glvenilir bir yéntem ile MiK degerinin belirlenmesi
enfeksiyonun dogru yonetimi icin oldukga 6nemli-
dir®, Ancak, kolistin klinik uygulamalarda siklikla
tercih edilmeye devam ederken rutin laboratuvarlar-
da kolistin duyarhligini belirlemek i¢in hangi yontem-
lerin kullanilabilecegi belirsizligini korumaktadir.

Birgcok laboratuvarda siklikla kullanilan antibiyotik
duyarhhk yontemleri disk difiizyon, gradient test ve
otomatize sistemlerdir. Disk diflizyon ve gradient test
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yontemleri 6zel ekipman gerektirmeyen, distik mali-
yetli ve kullanimi kolay testlerdir. Ancak polimiksinler
blylk ve katyonik yapilarindan dolayi agar ylizeyine
yeterli miktarda difiize olamazlar. Bu nedenle disk
difiizyon ve gradient test yontemleri kolistin icin
glvenilir antibiyotik duyarlilik test kategorisinde yer
almamaktadirlar. Kolistin disk difiizyon ve gradient
diflizyon testleriyle yapilan ¢alismalarda kabul edile-
meyecek diizeylerde biiylik hata veya ¢ok biyilk hata
oranlari tespit edilmistir. Duyarli ve direngli izolatlar
arasinda ayirnm yapilamamakta ve oOzellikle dusik
diizey direncin saptanmasinda yetersiz kalmaktadir-
|ar(4,12,14,15,17)'

Otomatize sistemler ise klinik mikrobiyoloji labo-
ratuvarlarinda is yliklini azaltmalari. tekrarlanabilir-
liklerinin yiksek olmasi. uzman sistem analizi ile veri
yonetimi yapilabilmesi ve daha kisa slirede sonuca
ulasilabilmesi nedeniyle sik kullanilan yontemlerdir.
Ancak her antibiyotik icin test edilen konsantrasyon
sayisi sinirhdir ve gercek bir MiK degeri vermezler.
Chew ve ark/min® yaptiklari cahismada VITEK 2 ile
referans yontem arasinda temel uyum orani % 93,4
ve kategorik uyum orani % 88,2 olmasina ragmen
cok buyuk hata orani % 36 olarak tespit edilmistir.
Vourli ve ark.®® tarafindan yapilan ¢calismada kolistin
duyarhhginin belirlenmesinde kullanilan Phoenix 100
ve VITEK 2 otomatize sistemlerinin ¢ok biyik hata
oranlari sirasiyla % 41,4 ve % 37,9 olarak tespit edil-
mistir. Cok biiyiik hatalar genellikle MiK degeri 1-2
mg/L olan izolatlarda tespit edilmistir. Bu nedenle
otomatize sistemde duyarli olarak saptanan kdkenle-
rin referans yontem ile dogrulanmasi gerektigini
vurgulamislardir®®, Girardello ve ark.®® yaptiklar
calismada VITEK 2 ile en iyi performansin MiK degeri
<0,5 ve 216 mg/L olan K.pneumoniae ve E.coli
kokenlerinde elde edildigini ve MiK degeri 1-8 mg/L
olarak belirlenen tim kékenlerin referans yontem ile
dogrulanmasi gerektigini belirtmislerdir.

Bircok laboratuvarin bu yontemleri siklikla labo-
ratuvarda kullandigl gbz 6niine alindiginda, kolistin
icin bu yontemlerle hatali sonu¢ verme ihtimali
oldukga ylksektir. Bu da klinisyenlerin uygunsuz
kolistin kullanmasina yol agacak bir durumdur. Bu
nedenle CLSI-EUCAST Polimiksin Calisma Grubu tara-
findan kolistin duyarliliginin belirlenmesi icin sadece
sivi mikrodilisyon yontemi 6nerilmektedir®- Sivi mik-
rodillisyon yontemi zahmetli, zaman alici ve 6zellikle
dilisyonlarin hazirlanmasi agisindan deneyim gerek-
tiren bir yontemdir. Bu nedenle rutin mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda yapilmasi oldukga zordur. Bu agli-
dan klinik mikrobiyoloji laboratuvarlari icin yeni yon-
temlerin gelistirilmesi zorunludur. Ticari antibiyotik

12

ANKEM Derg 2021;35(1):9-13

duyarhhk test panelleri (Sensititre, Micronaut, UMIC
vb) Umit vadeden alternatif yontemler olarak karsi-
miza c¢ikmaktadir. Bu yoéntemlerin performansini
degerlendiren calismalarin mevcut verileri 1siginda
rutin laboratuvarda kolistin duyarhhgini saptamada
kullanilabilecek guvenilir yontemler olarak goziik-
mektedirler. Matuschek ve ark. *® calismalarinda bes
ticari Urlnin (Sensititre, Micronaut-S, Micronaut
MIC-Strip, SensiTest ve UMIC) referans sivi mikrodi-
lGsyon yontemi ile temel uyum oranini % 82-% 99,
kategorik uyum oranini % 89-% 95, biiyiik hata ora-
nint % 3-% 7 ve ¢ok blylk hata oranini %3 olarak
bildirmislerdir. Calismamizda kullanilan Diagnostics
MIC-COL testinin hazirlk prosediiri kolaydir ve ek bir
ekipman gerektirmemektedir. Degerlendirilmesi
basit ve hizli bir testtir. Testin strip seklinde olmasi
her hasta 6rneginin ayri ayri ¢alisiimasina imkan sag-
lamasi acisindan olduk¢a 6nemlidir. Testin referans
yontem ile kategorik uyum orani yiksek olup, ¢cok
blylik hata gézlemlenmemistir. Blylk hata ylzdesi
(% 3,8) tavsiye edilen degerlerin (BH<% 3)uzerinde
kalmaktadir. Bu durum ¢alismamizda kullanilan izolat
sayisinin az olmasi ile iliskili olabilir. Bu nedenle daha
fazla sayida ve farkli direng diizeylerine sahip koken-
lerle yapilacak ileri calismalarla bu oranlarin yeniden
degerlendirilmesi faydali olacaktir.

Ticari dilisyon panelleri yogun 6rnek kapasitesi-
ne ve direng oranlarina sahip rutin laboratuvarlar icin
kullanigh olabilir. Uygun tedavi kararinin verilebilmesi
icin rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarina bu Grinle-
rin entegre olmalari olduk¢a 6nemlidir. Bu sayede
uygunsuz kolistin kullaniminin 6nlne gecilerek
direng gelisimi sinirlandirilabilir.
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