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Klebsiella Pneumoniae ve Acinetobacter Baumannii Suslarinda Kolistin

Duyarhhginin Saptanmasi: Yontem Karsilastirmasi

Detection of Colistin Susceptibility in Klebsiella Pneumoniae and Acinetobacter
Baumannii Strains: Method Comparison
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Amag: Bu ¢alisma ile ¢ok ilaca direngli Gram negatif bakterilerde kolistin duyarlilig1 igin sivi mikrodiliisyon (SMD) temelli ticari
sistem ile kolistin siv1 disk eliisyon (KSDE) yontemlerinin karsilastirilmas: amaglanmistir.

Araclar ve Yontem: Mart 2020 - Haziran 2022 tarihleri arasinda gesitli klinik 6rneklerden izole edilen 112 K. pneumoniae ve 62 A.
baumannii izolat1 caligmaya alinmistir. Suslarin kolistin duyarliliklar1 SMD temelli ticari sistem ve KSDE yontemleri ile karsilagtiril-
mugtir.

Bulgular: K. pneumoniae izolatlarinin KSDE test sonuglar1 ile SMD temelli ticari kit sonuglar1 arasinda ¢ok iyi uyum bulunmusgtur
(k=0.88). A. baumannii izolatlarinim KSDE test sonuglar1 ile SMD temelli ticari kit sonuglar1 kargilastirildiginda ise 6nemsiz diizeyde
uyum bulunmustur (k=0.11).

Sonug: Klebsiella izolatlarinda KSDE yonteminin kolistin duyarliligmmn belirlenmesinde uyumu yiiksektir. Acinetobacter izolatla-
rinda ise uyum diizeyinin diisiik olmasi altin standart SMD yontemine alternatif, rutin laboratuvarda uygulanabilir yontemlere ihtiyag
oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: antibiyotik duyarhlik; disk eliisyon; kolistin; si1vi mikrodiliisyon
ABSTRACT

Purpose: The aim of this study was to compare the broth microdilution method (BMD)-based commercial system and colistin broth
disk elution method (CBDE) for colistin susceptibility in multidrug resistant Gram-negative bacteria.

Materials and methods: 112 K. pneumoniae and 62 A. baumannii isolates which were isolated from various clinical specimens
between March 2020 and June 2022 were included in the study. The colistin susceptibilities of the strains were compared with BMD-
based commercial system and CBDE methods.

Results: For K. pneumoniae isolates, a very good agreement was found between the results of the KSDE test and those of the com-
mercially available SMD-based kit (k=0.88). However, for A. baumannii isolates, there was a negligible level of agreement between
the results of the KSDE test and the commercially available SMD -based kit (k=0.11).

Conclusions: The CBDE method is highly compatible in determining the colistin susceptibility of Klebsiella species. The low level
of agreement in Acinetobacter isolates indicates that new methods that can be applied in the routine laboratory as an alternative to the
gold standard BMD method, are needed.
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GiRiS

Cok ilaca direngli Pseudomonas aeruginosa (P. aerugi-
nosa), Acinetobacter baumannii (A. baumannii) ve Kleb-
siella pneumoniae (K .pneumoniae) gibi Gram negatif bak-
terilerin neden oldugu ciddi enfeksiyonlarda, kolistin tek
basina ya da diger antibiyotiklerle kombine olarak kullani-
lan tedavi segeneklerindendir.® Kolistin, Gram negatif
bakterilerin dis membran yapisinda bulunan lipopolisak-
karitlere baglanarak bakterisidal etki gosterir. Hayvancilik
ve gida alaninda kolistin kullaniminin yayginlasmasi ve
klinikte kolistine maruziyet, artan kolistin direncine neden
olmaktadir.?® Disk difiizyon, gradiyent test ve otomatize
sistemler ilacin yapisindan da kaynaklanan nedenlerle di-
rengli ve duyarli izolatlar1 dogru ayirt edememekte, yanlis
duyarlilik sonuglarina sebep olarak ¢ok bilyiik hataya yol
acmaktadir. Bu nedenle 2016 yilinda, Clinical and Labo-
ratory Standards Institute (CLSI) ile European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) kuru-
luslarinin ortak olarak belirledigi standarda gore kolistin
duyarliligim saptamak igin sivi mikrodiliisyon yontemi
(SMD) referans ydntem olarak belirlenmistir.* Kolistin di-
rencinin saptanmasi i¢in, CLSI tarafindan s1vi mikrodiliis-
yona ilaveten, sivi disk eliisyon ve agar diliisyon yontem-
leri de o6nerilmektedir.® Kolistin disk eliisyon yontemi
(KSDE), son zamanlarda ucuz olmasi ve daha kisa siirede
sonug vermesi bakimindan is yiikii fazla olan mikrobiyo-
loji laboratuvarlarinin kullanabilecedi alternatif bir tarama
testi olarak denenmektedir.® Bu galismada, kolistin duyar-
lihig agisindan, ¢ok ilaca direngli Gram negatif bakteri-
lerde, SMD temelli ticari test ile KSDE yontemlerinin kar-

silastirilmas1 amaglanmustir.
ARACLAR ve YONTEM

Bu calisma icin Sanko Universitesi Girisimsel Olmayan
Arastirmalar  Etik Kurulu’ndan 07.12.2022 tarih ve

2022/12 karar no ile izin alinmustir.
Calisma Grubu

Mart 2020 - Haziran 2022 tarihleri arasinda Sanko Univer-
sitesi Hastanesi’ne yatan hastalarin gesitli klinik 6rnekle-
rinden (kan, idrar, bronkoalveoler lavaj, beyin omurilik si-
visl, yara, trakeal aspirat) izole edilen 112 K. pneumoniae

ve 62 A. baumannii izolat1 caligmaya alinmustir.

Laboratuvar Cahsmalar
Sivi Mikrodiliisyon Temelli Ticari Sistem

Rutin laboratuvarda iireyen mikroorganizmalarin otoma-
tize sistem BD Phoenix100 (Becton Dickinson, Maryland,
ABD) ile tamimlama ve antibiyotik duyarliliklar1 yapildik-
tan sonra ¢ok ilaca direngli tespit edilen K. pneumoniae
ve A. baumannii izolatlarinin kolistin minimum inhibitor
konsantrasyon (MIK) degeri sivi mikrodiliisyon temelli ti-
cari sistem (Diagnostics I.n.c., Galanta, Slovakya) ile ¢ali-
silmistir. Onceden liyofilize edilmis, 0.25 ile 16 ug/ml ara-
sinda iki kat azalan konsantrasyonlarda kolistin bulunan 8
kuyucuklu pleytlere, iiretici firmanin 6nerileri dogrultu-
sunda Mueller Hinton broth kullamlarak 18-24 saatlik kiil-
tir plaklarindan hazirlanan bakteri siispansiyonlarindan
100 ul pipetlenmistir. 35+1°C’de 16-20 saat inkiibasyon
sonunda pleytlerdeki kuyucuklar tireme varlig1 agisindan
renk degisimine gdre incelenerek kolistin MIK degeri be-
lirlenmigtir. EUCAST klinik siir degerlere gére MIK de-
geri <2 pg/ml olan izolatlar kolistin duyarli, >2 pg/ml olan

izolatlar ise kolistin direngli olarak degerlendirilmistir.”
Kolistin Siv1 Disk Eliisyon (KSDE) Testi

Kolistin siv1 disk eliisyon yonteminde her izolat igin 10 ml
katyon eklenmis Mueller Hinton broth iceren dort adet tiip
kullanilmustir. Tiiplere son konsantrasyonlari sirasiyla; 0
(tireme kontrol), 1, 2 ve 4 pg/ml olacak sekilde, birinci
tiipe 1, ikinci tiipe 2 ve tglincii tiipe 4 adet kolistin diski
(10 pg) (Becton Dickinson) eklenmistir. Tiipler 30 dk oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Her birine 0.5 McFarland
bulanikliginda hazirlanan bakteri siispansiyonundan 50/1
eklenerek vortekslenmistir. 35°C’de 16-20 saat inkiibas-
yon sonrasi gozle goriiniir bir bulanikligin olmadigi ilk tiip
konsantrasyonu kolistin MIK degeri olarak belirlenmistir.®
Kalite kontrol susu olarak E. coli ATCC 25922 ve daha
onceki calismalarda sekans analizi ile dogrulanan mcr-1
pozitif E. coli kullanilmgtir. Sonuglar EUCAST klinik s1-

nir degerlere gore degerlendirilmistir.
istatiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi i¢in SPSS Ver 23.0.0 prog-
ramu kullamilmistir. Yontemler arasindaki uyum Cohen k

(kappa) degerlendirmesi ile Landis-Koch dikkate alinarak
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belirlenmistir.® Yontem Karsilastirilmas1 Cohen’s Kappa
metodu kullamlarak, pozitif 6rneklerin kargilastiriimasi ve
anlamli fark yorumu da %95 giiven aralif1 [confidence in-
terval (CI)] kullanilarak yapilmistir.® Ayrica p degeri he-

saplanmamugtir.
BULGULAR

Caligmamizda 62 A. baumannii ve 112 K. pneumoniae
izolat1 incelenmistir. Calismaya alman 174 izolatin kolis-
tin duyarliliklar1 stvi mikrodiliisyon temelli ticari kite gore
degerlendirildiginde, A. baumannii izolatlarinin 40’1 du-
yarli, 22’si direngli; K. pneumoniae izolatlarinin 40’1 du-
yarl1 72’si direngli olarak bulunmustur. Bu izolatlarin ko-
listin duyarliliklar1 KSDE yontemine gore degerlendirildi-
ginde ise, A. baumannii izolatlarmim 60’1 duyarl, ikisi di-
rengli; K. pneumoniae izolatlarinin 42’si duyarl 70’1 di-

rengli olarak bulunmustur.

A. baumannii izolatlarinda kolistin direncinin belirlenme-
sinde KSDE ile siv1 mikrodiliisyon temelli ticari kit ara-
sinda % 67.7 (C1 0.034-0.263) uyum saptanmustir. A. bau-
mannii izolatlarinin, KSDE test sonuglari ile sivi mikrodi-
liisyon temelli ticari kit sonuglan karsilastirildiginda Lan-
dis-Koch degerlendirmesine gore, "iki test arasinda dnem-
siz derecede uyusma bulunmaktadir" seklinde yorumlan-
mustir (k=0.11). A. baumannii izolatlar1 i¢in KSDE ve s1vi
mikrodiliisyon temelli ticari kit MIK degerlerinin karsilas-

tirtlmasi Tablo.1’de verilmistir.

Tablo 1. A.baumannii izolatlarinim iki yonteme gére MIK deger-
leri.

Kolistin siv1 disk eliisyon

MIK (g/ml) 1 2 4 >4

0.5 18
Kolistin s1vi 1 16 3
Mikrodiliisyon 2 3
temelli ticari sistem 4 8
8 6 1
16 6 1

K. pneumoinae izolatlarinda kolistin direncinin belirlen-
mesinde KSDE ile sivi mikrodiliisyon temelli ticari kit ara-
sinda % 94.6 (CI10.795-0.974) uyum saptanmustir. K. pne-
umoniae izolatlarimin KSDE test sonuglar1 SMD ile
karsilagtirldiginda Landis-Koch degerlendirmesine gore,

"iki test arasinda ¢ok iyi derecede uyusma bulunmaktadir"

seklinde yorumlanmustir (k=0.11). K.pneumoniae izolat-
lar1 i¢in KSDE ve stvi mikrodiliisyon temelli ticari kit MIK

degerlerinin karsilastirilmasi Tablo.2’de verilmistir.

Tablo 2. K.pneumoniae izolatlarinin iki yonteme gore MiK de-
gerleri.

Kolistin siv1 disk eliisyon

MiK (g/ml) 1 2 4 >4

0.5 18 5
Kolistin s1vi mikrodi- 1 15
liisyon temelli ticari 2 2
sistem 4 3 9 2
8 1 5 9
16 7 36

TARTISMA

Kolistin direngli Gram negatif bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlar daha yiiksek mortalite ile iliskili oldugundan
kolistin duyarlilik testlerinin rutin laboratuvarlarda yapil-
mas1 dnem arz etmektedir.'® Otomatize sistemler, disk di-
flizyon ve gradient testler polimiksinlerin duyarliliginda
diisiik performanslari nedeniyle kullanilmamaktadir.'* Ko-
listin duyarhliginin saptanmasinda referans yontem sivi
mikrodiliisyon olmasina karsin bu ydontemin zaman alici,
pahali olmasi, heterodirenci tespit etmedeki sinirliliklar
Ve kolistinin toz formuna erisilebilirlikteki zorluklar nede-
niyle alternatif metotlarin gelistirilmesine ihtiya¢ duyul-
mustur. Kolistin direncinin belirlenmesinde kolistin agar
test ve kolistin sivi disk eliisyon yontemi, CLSI’nin 6ner-
digi alternatif yontemlerdendir.® Kolistin direncinin belir-
lenmesinde KSDE ydnteminin avantaji, ek bir tecriibe ve
cihaz gerektirmeden herhangi bir klinik mikrobiyoloji la-
boratuvari tarafindan kolaylikla temin edilebilecek kolistin
diskleri ile Mueller-Hinton broth kullanarak sonug alinma-

sidir.

Ik olarak Simmer ve ark yapmis olduklan ¢alismada,
KSDE yontemi ile kolistin SMD sonuglarini kargilagtir-
mus, iki test arasinda %98'lik kategorik uyum, %99'Tuk te-
mel uyum tespit edilmis ve mcr-1 saptanan izolatlarda
MIK degeri 2 ug/ml olanlarin sivi mikrodiliisyon ile dog-
rulanmas: gerektigi belirtilmistir.® Bell ve ark mcr-1 pozi-
tif olan Enterobacterales izolatlarinda KSDE metodunun
stipheli sonuglart nedeniyle modifiye KSDE yontemini ge-
listirmistir. EDTA varliginda KSDE yontemini modifiye
ederek yaptiklari bu ¢alismada, molekiiler yontemle karsi-

lastinldiginda EDTA ilaveli KSDE yonteminin duyarlilig
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ve 6zgiilliigii sirastyla %100 ve %95.8 olarak belirlenmis-
tir.? Calismamizda klasik KSDE yéntemi kullamlarak gok
ilaca direngli Gram negatif bakterilerin kolistin duyarlilik-
lar1 degerlendirilmistir. Test edilen K. pneumoniae izolat-
larinda kolistin direncinin belirlenmesinde iki yontem ara-
sinda uyumun ¢ok iyi, A. baumannii izolatlar1 i¢in ise
KSDE yo6nteminin uyumunun diisiik oldugu goriilmekte-
dir. Ulkemizde Ozyurt ve ark’nin ¢ok ilaca direncli gram
negatif bakterilerin kolistin MIK sonuglarim otomatize
sistem, s1v1 mikrodiliisyon ve KSDE yontemleri ile deger-
lendirdikleri ¢aligmada, KSDE yontemi ile kolistin SMD
sonuglart karsilagtirilmis KSDE yénteminin performansi-
nin iyi oldugu, otomatize sistemin yeterli diizeyde perfor-
mans gostermedigi bulunmustur.*® Humphries ve ark’nin
yaptig1 ¢ok merkezli calismada, gram negatif bakterilerde
KSDE yontemi ile SMD yontemi arasinda %94.4 temel
uyum ile %97.9 kategorik uyum tespit edilmistir.X* Anna-
maria ve ark. yaptig1 ¢alismada Klebsiella izolatlarinda
KSDE yonteminin kolistin direncini tespit etmede iyi de-
recede performans gosterdigi belirlenmistir.'> Butt ve
ark’nin KSDE sonuglarini referans metotlar ile karsilastir-
diklar1 ¢aligmalarinda, KSDE yonteminin Enterobactera-
les tiirleri arasindaki duyarliligi ve ozgiilliigii sirasiyla
%90.90, %92.07, P.aeruginosa’nin %100, %83.3 ve A.ba-
umannii’nin %30, %50 olarak saptanmustir.'® Ulkemizde
2022 yilinda Sarikaya ve ark’nin yapmis oldugu Acineto-
bacter, Pseudomonas, Enterobacterales tiirlerinde SMD ile
KSDE yontemlerinin karsilastirildigr ¢alismada enterik
bakterilerde kategorik ve temel uyumun yiiksek oldugu
tespit edilirken Acinetobacter izolatlart igcin uyumun diisiik
diizeyde oldugu gosterilmistir.’” Calismamizda da benzer
sekilde KSDE yonteminin K. pneumoniae izolatlart i¢in
sonuglart iyi diizeyde uyumlu olmasina ragmen A. bau-
mannii izolatlarinda uyum diizeyinin diisiik oldugu goriil-
miistiir. Calismamizin kisithiligr ise klasik yontem sivi
mikrodiliisyon ile karsilastirmamak ve direng genleri tes-
pit edilen daha cesitli bakteri izolatlarinin degerlendirilme-
mis olmasidir. Ayn1 zamanda Acinetobacter izolatlarinin
daha az sayida olmasi nedeniyle sonuglarda farkliliklar ¢1-

kabilecegi diistinilmiistiir.

Sonug olarak KSDE yontemi, SMD yontemine gore rutin
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda basit, maliyeti diigiik ve
giivenilir bir yontem olarak alternatif secenektir. Kolistin

stvi disk eliisyon yonteminin Klebsiella izolatlarinda

uyum diizeyi yiiksek oldugundan kullaniminin giivenilir
oldugu ancak degisken sonuglar nedeniyle Acinetobacter
izolatlarinda farkli direng mekanizmalarina sahip daha
fazla sayida ve farkli MIK degerlerinde izolat ile calisil-
masina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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