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Amag: Kolistin icin hassas duyarlilik test yontemlerine ihtiya¢ vardir. Calismamizda VITEK 2 (bioMérieux, Marcy-L'Etoile, Fransa)
otomatize sistem ile sivi mikrodilisyon yontemini karsilastirarak, VITEK 2 ydnteminin kolistin duyarlihgini saptamadaki etkinligini
belirlemeyi amagladik.

Materyal ve Metot: Cesitli Gram negatif bakterilerin kolistin duyarliligi igin laboratuvarimizda kullandigimiz VITEK 2 otomatize sistem ve
sivi mikrodiliisyon yontemini geriye donuk olarak karsilastiriidi. Suslarin tanimlanmasi konvansiyonel mikrobiyolojik yéntemler ve VITEK
2 otomatize bakteri tanimlama sistemi kullanilarak yapildi.

Bulgular: Cogunlugu yodun bakim Unitelerinden (n=56) izole edilen suslar olmak lizere 104 Gram negatif mikroorganizmanin kolistin
duyarlilik sonuglari kargilastirildi. Sivi mikrodilisyon yéntemi referans alindiginda VITEK 2 ile 7 gok buyik hata (% 6.7), 4 biyuk hata (%
3.8) tespit edildi. VITEK 2 igin duyarlilk %92.9, 6zglllik %20, pozitif prediktif deder %95.8, negatif prediktif deger % 12.5 olarak
bulundu.

Sonug: Calismamizda VITEK 2, % 6.7’lik cok buyik hata orani ve <% 90 genel uyum oraniyla yontem kabulu igin gerekli kriterleri
saglayamadi. Kolistin duyarliigini saptamada VITEK 2'nin kullanilabilirligi ile ilgili ¢cok sayida galismada farkl sonuglar olsa da
calismamizda ydéntem kabulii igin gerekli kriterleri saglayamamigtir.

Anahtar Kelimeler: Kolistin, sivimikrodiliisyon, otomatize antibiyotik duyarlilik sistemi.

Abstract

Aim: Accurate susceptibility testing methods are needed for colistin. In our study, we aimed to determine the efficacy of VITEK 2
(bioMérieux, Marcy-L'Etoile, France) in detecting colistin sensitivity by comparing the broth microdilution method with VITEK 2
automated system.

Materials and Methods: We retrospectively compared VITEK 2 automated system and broth microdilution method for colistin sensitivity
of various Gram-negative bacteria. The isolates were identified by conventional microbiological methods and VITEK 2 automated
bacterial identification system.

Results: The colistin susceptibility results of 104 Gram-negative microorganisms were compared, mostly from intensive care units (n =
56). When the broth microdilution method was taken as a reference, 7 very major errors (6.7%) and 4 major errors (3.8%) were
determined in VITEK 2. The sensitivity was 92.9%, specificity was 20%, positive predictive value was 95.8%, negative predictive value
was 12.5%.

Conclusion: In our study, VITEK 2 could not meet the required criteria for the acceptance of the method due to the very major errors of
6.7% and the agreement of <90%. Although there are different results in many studies about the use of VITEK 2 in detecting the
sensitivity of colistin, in our study did not meet the criteria for acceptance of the method.

Keywords: Colistin, sivi microdilution, automated antimicrobial susceptibility system.
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GiRIiS

Coklu ilag direnci ve yeni antibiyotiklerin
kesfindeki gecikmeler Gram negatif
mikroorganizmalarin  tedavisinde  glgliklere

neden olmaktadir. Olusan bu durum, 1980'lerin

basinda rapor edilen nefrotoksisite ve
ndrotoksisite nedeniyle terk edilen kolistinin ¢cogul
Pseudomonas ve Acinetobacter

direngli gibi

Gram negatif bakterilere  karsi  yeniden

kullanimina neden olmustur.

Kolistin (polimiksin E), 1947°de kesfedilmistir ve
1959'dan beri Gram-negatif bakterilerin neden
oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan eski
bir antibiyotiktir. Gram negatif bakterilerin dis
membran lipopolisakarid (LPS) yapisini hedef
alir. Kolistin peptidi ve LPS arasindaki baglanma,
zar butinluglna azaltarak gecirgenligini arttirir ve
hicre iceriginin sizmasiyla hicre 6lumine neden
olur. Diger antibiyotiklerle kombinasyon halinde
verilmelidir ve ampirik tedavi ve monoterapi igin
onerilmez?. Kullanimi giderek artan kolistinin
daha az toksik ve iyi bir klinik etkinlige sahip

oldugu gosterilmigtir®.

Kolistin, karbapenem diren¢li Pseudomonas

aeruginosa, Acinetobacter spp.ve Klebsiella

pneumoniae izolatlarinin neden oldugu ciddi
enfeksiyonlarin tedavisi igin tercih edilen ilag

haline gelmigtir®.

Polimiksin duyarhlik testlerinde polimiksinlerin

agar icine zayif difizyonu, dogal katyonik
Ozellikleri, hetero-direncinin olusmasi gibi cesitli
zorluklar bulunmaktadir®. Kolistin molekilinin
blyikligu zayif difizyona neden olur ve duyarli
direngli ayrimi yapilamayacagindan disk difiizyon
yéntemi uygulanmamalidir. Gradiyent testlerinde
(MIK)

degderleri dusuk c¢ikmakta ve hatall olarak duyarl

minimum inhibisyon  konsantrasyonu

sonu¢ alinmaktadir. Bu nedenle kalite kontrol

sonugclarl istenilen aralikta c¢iksa bile kolistin

duyarliligi icin gradiyent testlerinden

kaciniimalidir. Yari otomatize sistemlerde ise
duyarli olmayan araliklar i¢in ¢ok blylk hatalar
gosterilmistirs. Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik
Test komitesi (EUCAST) o6nerilerine gore halen

tek gecerli yontem sivi mikrodillisyondur”.

Calismamizda kolistin duyarhliginin
belirlenmesinde, VITEK 2 otomatize sistemi ile
altin standart sivi mikrodilisyon yonteminin

sonuglarini geriye donuk olarak kargilastirarak

VITEK 2 otomatize sisteminin etkinligini
belirlemeyi amagcladik.

MATERYAL VE METOT

Suglar: Suslarin  tanimlanmasi  konvansiyonel

mikrobiyolojik ydntemler ve otomatize bakteri
tanimlama sistemi VITEK 2 (bioMérieux, Marcy-

L’Etoile, Fransa) kullanilarak yapildi.

Sivi mikrodilisyon yoéntemi: EUCAST Onerileri
g6z onlne alinarak siv imikrodilisyon yontemi
icin polistren mikropleytler ve 25 mg/L Ca™ ve
12.5 mg/L Mg**eklenen Miller-Hinton buyyon
(Oxoid, Ingiltere) kullanildi. Her mikroorganizma
icin 8 kuyucuk kullaniimistir. Tim kuyucuklara
100ul Sivi

mikrodilisyon seri

Mdller-Hinton  buyyon eklendi.

yontemi  igin  Kolistin
dilisyonlari (16-0.5 mg/L) ilk 6 kuyucuga yapildi.
Daha

McFarland bulaniklikta hazirlanan inokilum 1:10

sonra mikroorganizmalardan 0.5
dilie edildikten sonra sterilite kuyucugu haric
diger ilk 7 kuyucuga 5 pl olarak ekildi. Bdylece
her kuyucuktaki bakteri yogunlugu 5x105 CFU/ml
olarak ayarlandi. Ureme kontroliinde 7. kuyucuk,
sterilizasyon kontrolinde ise 8. kuyucuk
kullanildi. Negatif kalite kontrol i¢in Escherichia
ATCC 25922, pozitif kalite kontrol
Proteus ATCC 12453 kullanildu.
Mikropleytler 35+2°C’de 20-24 saat inklibe edildi.
Uremenin olmadidi en disiik antimikrobiyal ilag

MiK edildi.

coli icin

mirabilis

konsantrasyonu olarak tespit
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EUCAST onerileri dogrultusunda <2 mg/|_ Tablo 2. Sivi mikrodilisyon referans olarak alindiginda
VITEK 2 i¢in uyum oranlari

degderleri duyarli kabul edildi. VITEK 2 otomatize P. Klebsiella E.coli — A. Entero-  Tiim

) aeruginosa spp n=18 baumannii bacter spp izolatlar

sistemde ise duyarli suglarda MIK degeri <0.5 n=36 n=28 n=12 n=10 _ n=104
Temel Uyum

mg/L olarak rapor edildi. (%) 77 o7 88 916 7 79
Gok Biiyiik
Hata (%) 1 2 1 1 2 7

. o - . . . Biiyiik H.
Calisma, Tekirdag Namik Kemal Universitesi Tip " ata 2 1 1 0 0 4

Fakultesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar

Etik Kurulunun 30-05-2019 tarih ve
2019.97.06.18 sayili izni alinarak, Helsinki
deklerasyonu  prensiplerine  uygun  olarak

gerceklestirildi.

BULGULAR

Cogunlugu yogun bakim Unitelerinden (n=56)
izole edilenler olmak Uzere 104 Gram negatif
mikroorganizmada kolistin duyarlilik sonuglari
karsilastinldi. Etkenlerin dagihmi Pseudomonas
(n=36), (n=28),
Escherichia coli (n=18), Acinetobacter baumannii

aeruginosa Klebsiella spp
(n=12), Enterobacter spp (n=10) seklindeydi. Sivi
mikrodilisyon edilen 96
etkenden 92’si VITEK 2 ile duyarh, direngli tespit
VITEK 2 ile direngli
bulundu. VITEK 2 ile 7 (% 6.7) ¢ok bliylk hata, 4
(% 3.8) blylk hata, % 75.9 temel uyum orani

ile duyarli tespit

edilen 8 etkenden T1’i

tespit edildi. MiK degerleri Tablo 1’de gdsterildi.
Etkenlere gore temel uyum oranlari ise Tablo

2’'de gosterildi.

Tablo 1. Sivi mikrodiliisyon ve VITEK 2 Kolistin MiK degerleri

5 4
g
23 2 14 1 1
BE
X0 1 13 2
ES
s
» <05 | 63 1 1
<0.5 1 2 4 8 >16

VITEK 2
MIC (mg/L)
*VITEK 2 igin kirmizi alan gok buyik hatayi, turuncu alan ise
blyuk hatayi gbstermektedir.

Calismamizda EUCAST o6nerileri dogrultusunda
sivi mikrodilisyon referans alindiginda VITEK 2
icin duyarliik % 95.8 (92/96), 6zgullik % 12.5
(1/8), pozitif prediktif deger % 92.9 (92/99),
negatif prediktif deger % 20 (1/5) olarak bulundu.
VITEK 2'de pozitif prediktif degerin ylksek
olmasina ragmen 4 buyudk hata tespit edildi,
negatif prediktif deger c¢ok disUkti ve 7 ¢ok
bayudk hata goéralda.

TARTISMA

Tim dinyada c¢ogul direngli Gram negatif
bakteriyel infeksiyonlarin tedavisinde artan
sekilde polimiksinler kullaniimaktadir. Kolistin

duyarliligini belirlemede otomatize sistemler, sivi
mikrodilisyon ve agar dilisyon gibi farkli fenotipik
yontemler kullaniimaktadir. Polimiksin duyarlilhk
testinde; polimiksinin katyonik o&zellikleri agar
ortaminda mikroplaklara

zayif  difiizyon,

adsorpsiyon, guvenilir bir duyarliik testinin
olmamasi, profesyonel kuruluslarinin spesifik bir
sinir deger vermemesi, Tween 80'in sinerjik etkisi
gibi ¢ok sayida zorluk bulunmaktadir®. Ayrica
cogunlugu duyarl populasyon ile birlikte bulunan
direngli  bir populasyonu
aktif

basarisizligina

mikroorganizma alt
(heterorezistans), antibiyotik varhginda
olarak blyumekte ve tedavi
neden olabilmektedir. Kolistin heterorezistansini
saptamadaki tanisal testlerin yetersizlikleri,
etkisiz tedavi nedeniyle hasta morbiditesinin ve
mortalitesinin artmasina neden olabilmektedir®.
Bakterilerin kendi yapisal &zelliklerine bagli
zorluklar da bulunmaktadir. Bunlara érnek olarak
baumannii'nin uremesi

Acinetobacter yavas

gosterilmigtir'.
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Altin standart olarak kullanilan sivi mikrodilisyon

ydnteminin ise rutin laboratuvarda

uygulamasinda zorluklarin olmasi ve
olusabilecek hatali sonuglari 6nlemek icin yeni
besiyeri ve mikroplak kullaniminin gelistiriimesi
bildirilmigtir'"12,

mikrodilisyon ydntemine alternatif olarak kolay

calismalari Ayrica SIVI

uygulanabilir ve glvenilir yontemlerin

gelistiriimesi calismalari da yapilmistir.
Humphries ve ark. sivi disk elisyon ve agar
testinde yliksek kategorik uyum bulmustur ve bu
yontemler CLSI tarafindan onaylanmistir'®. Bir
baska calismada da sivi mikrodilisyon yéntemi
ile kolistin sivi disk ellisyon ydntemi arasindaki
kategorik uyum % 99.3, cok buyuk hata orani %
0.2 olarak saptanmistir'*. Ucuz ve glvenilir test
olarak gosterilen bir bagka ydntem olan
ResaPolymyxin testi ile 4 saatte sonu¢ alinmig,
duyarlilk ve 6zgillik degerleri % 100’e yakin
bulunmustur''®, Bagka bir ¢alismada da 2 saat
icerisinde sonuglanan, ¢ok buylk hata tespit
edilmeyen ve kategorik uyumu % 99 olan Flow

sitometri teknigi bildirilmigtir'”.

Su anda kullanimda olan yontemlerin sivi
mikrodiliisyon testi ile karsilastirdi§i ¢ok sayida
¢alisma bildirilmistir. Bunlarin bazilari sonuglarin
uyumlu  bazilari  da

uyumsuz  oldugunu

vurgulamistir.  Gradiyent diflzyon ve agar
dilusyon testinin sonuglarinin kolistin duyarhhgini
saptamada yetersiz oldugu bildirilmistir'®'®. Akin
ve ark. Polimiksin B i¢in gradiyent diflizyon, disk
difizyon ve sivi  mikrodiliisyon yontemleri
arasinda fark bulunmadigini bildirmistir?®. Bir
calismada ise Polimiksin B duyarhlik testi igin
gradiyent difizyon ve agar dilisyon ydnteminin
sivi  mikrodilisyon yontemiyle uyumunun iyi

oldugu, disk difizyonun ise tarama igin
Baska bir

calismada disk difizyon yonteminin Kkolistin

kullanilabilece@i  vurgulanmistir?®.

duyarliigini 6lgmek icin ylksek hata oranlari

nedeniyle guvenilir olmayan bir yéntem oldugu;

gradiyent difiizyon, agar dilisyon ve VITEK 2
sisteminin referans metod olan sivi mikrodillisyon
ile  ylksek diizeyde uyum gOsterdigi
bildirilmistir?2. van der Heijden ve ark. tarafindan
bildirilen bir ¢calismada ise gradiyent test ile iyi
sonuglar alinsa da referans metot olan sivi
ile konfirme edilmesi

mikrodillsyon gerektigi

vurgulanmistir?®, Bir bagka c¢alismada Sivi
makrodilusyon testi icin kategorik uyumun % 100

oldugu bildirilmistir?4.

Hazir ticari kitlerinin uyumlulugunun arastinildigi
calismalar da bildirilmistir. MicroNAUT (MERLIN
Gmbh,
SEMPA1 (custom Sensititre plate, Thermo Fisher
Scientific, East Grinstead, UK) ve ComASP

Colistin panel (Liofilchem®) gibi hazir ticari sivi

Diagnostika Bornheim,  Germany),

mikrodiliisyon kitlerinin iyi korelasyon gosterdigi

bulunmustur'®25,

Otomatize sistemlerden BD Phoenix100 Sistemi
ABD) ve

Brea, CA)in sonuglarinin

(Becton Dickinson, MicroScan
(Beckman Coulter,
yetersiz oldugu vurgulanmistir’#2627  VITEK 2
otomatize sisteminin ise kullaniimasini éneren
¢aligmalarin yani sira kolistinlere direncgli Gram

negatif izolatlar tespit etmek igin dusik bir

duyarliik goésterdigi ve heterodirencgli  alt
populasyonlari tespit etmek icin guvenilir
olmadigini vurgulayan calismalar da

bildirilmigtir5-20.26-29,30,

Antibiyotik duyarlihk testlerinde hata oranlarinin

degerlendiriimesi icin bazi esik degerlerin
uygulanmasi gerektigi bildiriimistir. Jorgensen,
yeni bir antibiyotik duyarlilik testinin verifikasyonu
icin bazi kriterler 6nermistir: ¢cok blylk hata orani
(bir bakteri icin direngli olan antibiyotigin duyarli
%3,

antibiyotigin direncli verilmesi) ve kuguk hata

verilmesi) < toplam  buyudk (duyarh
(orta duyarh antibiyotigin duyarli veya direngli
verilmesi) orani < %7 ve temel uyum orani (iki

farkll yontem arasindaki uyumun 1 dilisyon
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90
bildirmistir®!. Buna gore galismamizda VITEK 2,

icinde  olmasi)>% olmasi  gerektigini

referans yontem olan sivi  mikrodilisyon
yontemiyle karsilastinldiginda % 95.8 duyarllik
ve % 92.9 pozitif prediktif degere sahip olmasina
ragmen, % 6.7’lik gok blyUk hata orani ve % 75.9
temel uyum oraniyla yéntem kabulu igin gerekli
VITEK
farkl

alinmig, bir kismi yeterli oldugunu vurgularken bir

kriterleri saglayamamistir. 2’nin

karsilastinldigi  calismalarda sonuglar

kismi da yetersiz oldugunu bildirmigtir520.26-29.30,

Farkh

halen tek gegerli ydntem olan sivi mikrodilisyon

yontemlerin EUCAST &nerilerine gore

ile  karsilagtinldigi ¢cok sayida calisma

ginumizde de yapilmaktadir. Ancak kullanimda
olan rutin yontemler ve ticari olarak Uretilen

otomatize ve manuel sistemlerin SIVI

mikrodilisyon ile Kkarsilastirildigi ¢alismalarda

farkh sonuglar alinmasi ve onaylanan bazi yeni
gelistirilmis testlerin olmasi nedeniyle yontemlerin
daha fazla optimize ve standardize edilmesi ve
uluslararasi kilavuzlarin uyumlu hale getirilmesi

saglanmalidir.
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