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" Orijinal Makale

Sekiz bolmeli kolistinli agar besiyerinde acinetobacter baumannii
turlerinde kolistin direncinin saptanmasi

Determining colistin resistance in acinetobacter baumannii species in
eight-compartment colistin agar medium
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Samsun Egitim ve Arastirma Hastanesi, Samsun / TURKIYE

Oz

Amag: Acinetobacter baumannii suslari siklikla coklu ilag¢ direnci gésteren ve mortalite orani ylksek opurtunistik
nozokomiyal patojenlerdir. Bu calismada, Acinetobacter klinik izolatlarinda kolistin diren¢ paterninin tiip dilisyon ve agar
dilisyon yontemleriyle kiyaslamali olarak degerlendirilmesinin yani sira rutin kullanimda olmayan sekiz bélmeli kolistinli
agar besiyerinin performansinin degerlendirilmesi amaclanmistir.

Gereg ve Yontemler: Calismada, Samsun Egitim ve Arastirma Hastanesi'de 2018-2019 yillari arasinda cesitli kliniklerinde
yatmakta olan 104 hastadan izole edilen ve tam otomatik bakteri identifikasyon cihazinda (VITEK 2, Biomerioux, France)
tanimlamasi yapilmis A.baumannii suslarinin kolistin direnci tiip makro diliisyon ve agar dillisyon yontemleriyle saptandi.
Agar dillisyon testi, sekiz sabit bélmeli tek bir petri kutusunda ve 0,125-16 pg/ml konsantrasyonda kolistin ilaveli Mueller
Hinton agar besiyerinde yapildi. The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) verilerine gore
yorumlama yapilarak, 2 pg/ml ve alti minimal inhibitor konsantrasyon (MiK) degeri kolistine duyarli sus olarak kabul edildi.

Bulgular: Calismaya dahil edilen 104 susun 68'i (%65,4) otomatize sistemde, 66's1 (%63,5) sivi tlip dillisyon testinde, 64l
(%61,5) agar dilisyon testinde kolistine duyarli olarak saptandi. Tup dilisyon testinde 38 (%36,5) sus kolistine direncli
iken, agar diliisyon testinde ise 40 (%38,5) sus kolistine direncli olarak tespit edildi. Direng testinde 2ug/ml ve alti kolistine
duyarh kabul edildi. Ancak secilen 6rneklem grubu nedeniyle direng testinde 0,125 ve 0,250 ug/ml konsantrasyonlarda
kolistin duyarliigi gérilmedi. Tip diliisyon yénteminde en fazla gériilen MiK degeri 1 ug/ml iken agar diliisyonunda en
fazla gérilen MIiK degeri 2 pg/ml idi.

Sonug¢: Sundugumuz calismada agar ve tlp diliisyon yontemleri arasinda anlamli bir fark bulunamamistir. Sekiz bolmeli
tek bir kolistinli agar besiyerinde yapilan direnc¢ calismasi sonucu laboratuvar maliyet avantaji saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kolistin direnci; tlip dillisyon testi; agar dillisyon

Sorumlu Yazar*: Selim GORGUN, Samsun Egitim ve Arastirma Hastanesi, Samsun
E-mail:selimgorgun55@gmail.com

ORCID: 0000-0001-5841-591X

GOnderim:08.10.2020 Kabul: 08.02.2021

Doi: 10.18663/tjcl.803042

184


https://orcid.org/0000-0001-5841-591X

0)

AN
>

GORGUN
I Sekiz bolmeli kolistinli agar besiyerinde kolistin direnci

Abstract

Aim: Acinetobacter baumannii strains are opportunistic nosocomial pathogens that are frequently multi-drug resistant
and have a high mortality rate. In this study, we aimed at evaluating the colistin resistance pattern in Acinetobacter clinical
isolates through comparison using tube dilution and agar dilution methods, as well as the performance of a single petri

dish with eight compartments that is not in routine use.

Material and Methods: In the study, A. baumannii, which was isolated from 104 patients hospitalized in Samsun Training
and Research Hospital between 2018 and 2019 in various clinics and identified in the automatic bacteria identification
device (VITEK 2, Biomerioux, France). The colistin resistance of the strains was determined by tube dilution and agar
dilution methods. Agar dilution test was performed in a single petri dish with eight compartments and Mueller Hinton
Agar Medium supplemented with colistin at a concentration of 0.125-16 ug/ml. The results were interpreted according to
The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) data, and a Minimal Inhibitory Concentration

(MIC) value of 2 ug/ml and less was accepted as a colistin sensitive strain.

Results: Of the 104 strains included in the study, 68 (65.4%) were sensitive to colistin in the automated system, 66 (63.5%)
in the liquid tube dilution test, and 64 (61.5%) in the agar dilution test. While 38 (36.5%) strains were resistant to colistin
in the tube dilution test, 40 (38.5%) strains were found to be resistant to colistin in agar dilution test. 2ug/ml and less was
accepted as sensitive to colistin in the resistance test. However, due to the chosen sample group, no colistin sensitivity
was observed at 0.125 and 0.250 pg/ml concentrations in the resistance test. While the most seen MIC value in the tube

dilution method was 1 pg/ml, the most seen MIC value in agar dilution was 2 ug/ml.

Conclusion: In the study, no significant difference was found between agar and tube dilution methods. The laboratory
provided a cost advantage to the as a result of the resistance study performed on a single colistin agar medium with eight

compartments.
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Giris

Acinetobacter baumannii c¢oklu ila¢ direnci g0sterebilen,
Uriner sistemde ve ciltte plrulan enfeksiyonlardan ventilator
kaynakli pnémoni, menenjit ve sepsise kadar uzanan ciddi
enfeksiyonlara sebep olabilen nozokomiyal bir patojendir
[1]. Hastane kaynakli suslan siklikla karbapenemler dahil pek
cok ilaca direng gostermekte ve oOzellikle yogun bakimda
yatan hastalarda mortalite oranini arttirmaktadir [1,2]. Gelisen
bu direnc nedeniyle A. baumannii suslarinin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde ¢ok kisitli antimikrobiyaller veya
bunlarin kombinasyonlar tercih edilmektedir. Glinimiizde
direncli A. baumannii suslarina karsi kullanilan en etkili
antimikrobiyal kolistindir [3]. Son zamanlarda direncli A.
baumannii  suslarinin  neden oldugu enfeksiyonlarda
"kurtarma" tedavisi olarak giderek daha fazla kullanilmaktadir
[4]. Bu suslarda kolistin direncinin kolay ve dogru belirlenmesi
onemlidir. Kolistin direncinin dogru belirlenmesi ise zordur.
CLSIMIK <2 pg/mL altindaki suslar icin duyarli degil orta derece

duyarh tanimini kullanmakta, EUCAST ise bu konsantrasyonun

altini duyarli kabul etmektedir [5,6]. Bu konudaki zorluklar
direncin belirlenmesinde kullanilan farkli yéntemlere de
yansimistir. A. baumannii icin kolistin direnci otomatik bakteri
tanimlama sistemlerinin yaninda, Kirby Bauer disk difflizyon
yontemi, E test, sivi dilisyon, agar dilisyon ve molekiiler
tani yontemleriyle belirlenebilmektedir. Kolistin direncinin
belirlenmesinde bu ydntemlerin birbirine gdre avantaj ve
dezavantajlari bulunmaktadir [7-12].

A. baumannii tirlerinde kolistin direncinin belirlenmesinde
CLSI ve EUCAST Tup dilisyon yontemini énermektedir [5,6].
Tup dilisyon yonteminde Mueller Hinton Broth hazirlanmis
tiplere eklenmis farkh konsantrasyonlarda kolistine maruz
birakilan bakterilerin tGreme durumlarn kontrol edilir. Bu
yonteme benzer sonuclar veren Agar diliisyon yonteminde ise
farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis kolistin ilaveli Mueller
Hinton besiyeri dokiilmus petri kutularinda bakteri ireme
durumu incelenerek antibakteriyelin direnci hakkinda bilgi

edinilmektedir [7-12].
Tup dilisyon yonteminin ¢alisma ve degerlendirme zorlugunun
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yaninda agar dilisyon testinini tek petride hazirlanarak
calisilmasi ekonomik degildir. Calismada, A. baumannii klinik
izolatlarinda kolistin direng paterninin tlip diliisyon ve agar
dilisyon yontemleriyle kiyaslamali olarak degerlendirilmesi yani
sira rutin kullanimda olmayan sekiz bdlmeli petri kutusunda
hazirlanan agar dillisyon testinin laboratuvarda rutin ¢alismaya
dahil edilmesinin arastirilmasi amaclanmistir.

Gere¢ ve yontemler
Saghk Bilimleri Universitesi, Samsun Egitim ve Arastirma
klinik

orneklerden izole edilen ve tam otomatik bakteri tanimlama

Hastanesi  Mikrobiyoloji laboratuvarinda  ¢esitli
ve antibiyogram cihazinda (VITEK 2, Biomerioux, France)
tanimlamasi yapilan 104 farkli hastadan izole edilen A.
baumannii susun kolistin direnci0,125,0,250,0,5,1,2,4,8ve 16
pg/ml konsantrasyonlarda kolistin ilaveli Mueller Hinton agar
besiyeri iceren sekiz sabit bolmeli petri kutularinda arastirildi.
Besiyeri hazirlanmasinda; beef extract 2 g, kazein asit pepton
17,5 g, nisasta 1,5 g, agar agar 17,0 g ve kolistin'in 0,125-16 pg/
ml konsantrasyonlari eklenerek pH degeri 7,3’e ayarlandi. Bu
calisma icin Ozel olarak dizayn edilen sabit sekiz bolmeli petri

kutularina (Sekil 1) besiyeri dokulerek hazirlandi.

Sekil 1. Sekiz bélmeli petri kutusu A) U¢ boyutlu gériiniis B) Ustten
gorunus.

Derin dondurucuda-80°C de stok besiyerinde saklanan 104 klinik
A. baumannii susu ve bir adet kalite kontrol susu (A. baumannii
19606 ATCC) %5 koyun kanl agar (GBL, Tirkiye) ve Eosin
Methylene Blue agar besiyerlerine (GBL, Turkiye) pasajland.
Ekimler 24 saat 37°C'de inkiibe edildi. Ureme g&steren bakteri
(108
bakteri/ml) bakteri stispansiyonlari dilie edilerek inokulumda

kolonilerinden 0,5 McFarland bulanikliga ayarlanan

104 bakteri olacak sekilde 10 plt miktarda kolistinli sekiz bolmeli
besiyerlerine ekimleri yapildi [13]. Besiyerleri 24 saat inkubasyon
sonrasinda EUCAST kriterlerine gore degerlendirildi [12,13].
MiK degeri 2 pug/ml ve altinda olan A. baumannii suslar kolistin
duyarli kabul edildi. Degerlendirme sirasinda kolistin icermeyen
kontrol besiyerindeki Greme kontrolu icin de ekim yapildi. Suslar

186

icin es zamanli olarak tiip dilisyon yontemi ile de kolistin direnci
arastirildi. Bunun icin 0,125, 0,250, 0,5, 1, 2, 4, 8 ve 16 pg/ml
konsantrasyonlarda kolistin ilaveli sekiz tipe ekimler yapildi. Tiip
dilisyon yapilarak hazirlanan duyarlilik testi 24 saat inkiibasyon
sonrasi degerlendirilerek MIK degerleri saptandi.Calisma icin
27.05.2020 tarih ve 2020/7 sayili yerel etik kurulu izni alinmistir.

Bulgular

Galismaya dahil edilen 104 A. baumannii susunun 68'i (%65,4)
otomatize sistemde kolistin duyarli (<=0.500 pg/m) suslardi.
Bu suslardan 66's1 (%63,5) tiip diltsyon testinde ve 0,5 pg/ml
(8 sus), 1T ug/ml (31 sus), 2 ug/ml (27 sus) konsantrasyonlarda
duyarl olarak saptandi. Otomatize sistemde duyarli saptanan
iki sus (%1,9) tiip diliisyon testinde 4 pug/ml ve 8 pug/ml MiC
degerinde direngli olarak saptanmistir.

Cahsmaya dahil edilen A.baumannii suslarinin 36'si (%34,6)
otomatize sistemde kolistin direncli (>2 pg/m) suslardi. Bu
suslarin timd, tip dilisyon yonteminde 4 pg/ml (10 sus), 8
pg/ml (6 sus), 16 pg/ml (22 sus) konsantrasyonlarda direncli
olarak saptandi.

Tup dilisyon yonteminde duyarl saptanan suslar (n:66) sekiz
bolmeli agar diliisyon testinde 0,5 pg/ml (6 sus), 1 pg/ml
(28 sus), 2 pg/ml (30 sus) konsantrasyonlarda toplamda 64
sus kolistine duyarl saptandi. Tup dilisyon testinde direncli
saptanan suslar sekiz bélmeli agar diltisyon testinde 4 pug/ml
(12 sus), 8 pg/ml (4 sus), 16 pg/ml (24 sus) konsantrasyonlarda
direncli olarak saptandi. Tiip diltsyon testinde duyarli saptanan
iki sus (%1,9) sekiz bélmeli agar diliisyon testinde 4 pg/ml MiK
degerinde direncli saptanmistir. Calismaya dahil edilen suslar
icinde secilen 6rneklem grubu nedeniyle 0,125 ve 0,250 pg/ml
konsantrasyonlarda kolistin duyarlihgi gériilmedi. Tlp diliisyon
yénteminde en fazla gérillen MIK degeri 1 ug/ml iken agar
diliisyonunda en fazla gériilen MiK degeri 2 ug/ml idi. (Tablo 1)

MIK dagilimlar acisindan gruplar arasinda anlamli farklilik
bulunmustur (p<0,001). Farkhhg olusturan degerler koyu
renkle gosterilmistir. Ornegin; VITEK 2 yéntemiyle 0,5 ug/
ml MiK degerine sahip oldugu saptanan izolat orani (%65,4)
diger yontemlerle 0,5 ug/ml oldugu saptanan izolat oranlarina
(%7,7 ve %5,8) gore anlamli yiiksek bulunmustur. (Tablo 1)

Yaptigimiz calismada VITEK 2'ye ait ortalama MIK degerleri
diger iki gruba gore anlamli dusik bulunmustur (Sivi
dillisyona gore p=0,002; agar dillisyona gore p<0,001). Sivi ve
agar dilisyon sonugclari kendi aralarinda benzer bulunmustur
(p=0,641)(Tablo 2).



Tartisma

Rutinde kolistin direncinin saptanmasinda; Kirby Bauer disk
difizyon yontemi, E test, otomatik bakteri tanimlama ve
antibiyogram cihazi kullaniimaktadir. Ancak bu yontemlerde
birbilerine uyumsuz sonuglar elde edilmektedir. Bu durum da
sonuclariyorumlayanlarda stipheile karsilanmaktadir[7-12].Bu
nedenle EUCAST VE CLSI uygulamalarinda kolistin direncinin
daha dogru tespiti icin tiip dillisyon testi dnerilmistir. Ancak
bu yontemin calisma zorlugu ve alternatif olarak gelistirilen
ticari sistemlerin maliyet gerektirmeleri dezavantajlaridir [13].
Calismamizda kolistin direncinin belirlenmesinde ucuz, pratik
ve ayni zamanda calisma kolayhgi saglayan sekiz bolmeli agar
dilisyon petri kutularinin laboratuvarda ilk kez kullanimi ve
test performansi arastirilmistir.

Bakteriyoloji laboratuvarinda yapilan testlerle ilgili olarak
daha pratik ve ekonomik kullanimlar tercih edilmektedir.
Kultir yapilan testler icin ise ayr ayn petri kutularinda
dokilen besiyerlerine ekimler yapilmasi yaygindir. Son
zamanlarda kiltlr testleri icin kullanilan besiyerlerinde iki
bolmeli, G¢ bolmeli ve dort bolmeli petri kaplarinin benzer
[14,15]. Fakat
boélmeli petri kutusunda hazirlanan agar diliisyon yontemi

sekilde kullanildigi  goriilmektedir sekiz
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ile duyarlilik testinin calisiilmasi heniiz laboratuvarlarda
kullanilmamistir. Sekiz bolmeli petri kutusunda ilk kez bu
calismayi gerceklestirdik. Calismay1 yaparken elde ettigimiz
kolistin duyarlilik sonuglarinin dogrulugunun karsilasgtirilmasi
icin altin standart duyarlilik testi olan tlp dilisyon test
sonuclarini kullandik. Yine ¢alismamizda son yillarda 6zellikle
yogun bakim Unitelerinin sorunu kabul edilen, gii¢ tedavi
edilebilen ve pek cok antibiyotige direncli A. baumannii
tarlerini kullandik. Bu tiirlerin tedavisinde glinlimizde kolistin
en dnemli tedavi seceneklerinden biridir. Ozellikle bu tirlerde
kolistin direncinin dogru belirlenmesi hastanin prognozu
acisindan daha da 6nemli hale gelmistir. Calismamizda iki
bakteri susu otomatize sistemde duyarli saptanmasina karsin
tlp dillisyon testinde ve alternatif olarak calistigimiz sekiz
bdlmeli agar dillisyon testinde direncli saptanmistir.

Calismamizda tiip diliisyon testleri referans MIiK degerleri ile
sekiz bolmeli petride hazirlanan agar diltsyon testleri arasinda
hem duyarli hem de duyarli olmayan suslarda benzerlik
bulunurken,duyarliMiKsonuclariagardiliisyondabirlogyiiksek
saptanmistir (p<0,63). Bu farkliligin nedeniolarak agar diltisyon
testinde buylk kolistin molekdllerinin zayif difizyonunun
sonuglar Uzerinde etkili olabilecegi degerlendirilmistir [7-
10,16]. iki sus (%1,9) tip dilisyon testinde duyarli olmasina
ragmen agar dilisyon testinde direncli saptanmistir. Ancak
bu sonuclar genelle kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamh
saptanmadigindan benzer degerlendirilmistir.

Sonu¢

Bakteriyoloji laboratuvarinda birden fazla 6rnegin ayni anda,
es zamanl olarak calisilmasina imkan saglayan tek kullanimlik
sekizbolmeli petride hazirlanan agar dillisyon testinde calisilan
Acinetobacter suslarinin kolistin duyarhhgr tip dilisyon
test sonuclarina benzer saptanmistir. Sekiz bélmeli petride
ilk kez laboratuvar sartlarinda kullanim icin hazirladigimiz
agar dillisyon testi ekonomik ve pratik olup ayni zamanda
glvenilir kolistin duyarhlik sonucu verecegi diistinilmustar.
Bu petrilerde hazirlanan agar dilisyon testinin kullanimi
ozellikle is yiikii fazla laboratuvarda ayni anda sekiz bakteriye
ait kolistin duyarliliginin belirlenmesine imkan saglayacaktir.
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