ACINETOBACTER SPP. ICIN HIZLI RESAZURIN BAZLI
POLIMIKSIN NP TEST VE BROTH MIKRODILUSYON YONTEMI
ILE KOLISTIN DUYARLILIGININ KARSILASTIRILMASI

T.C.
SAGLIK BILIMLERi UNIVERSITESI .
ANKARA DISKAPI YILDIRIM BEYAZIT EGITiM VE ARASTIRMA HASTANESI
ENFEKSIYON HASTALIKLARI VE KLINiK MIKROBIYOLOJI
KLINIGI

Dr. Derya Tung



Amac

Acinetobacter tirleri saglik hizmeti ile iliskili enfeksiyonlarda etken olarak siklikla saptanmaktadir.
Bu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan kolistin, elde kalan son care ilag¢lardandir.

Kolistin, 0zellikle klinigi agir seyreden hastalarda kullanildig: i¢in antimikrobiyal duyarlilik sonucunun daha
kisa slirede elde edilmesinin ve tedavinin olabildigince erken diizenlenmesinin blyuk 6nemi vardir.

Calismamizda, bu konuda klinisyenlere yardimci olacak, kolistin duyarliiginin 4 saat igcinde saptanmasini
saglayan hizli resazurin bazli polimiksin NP test ve kolistin duyarliligini tespit etmek icin altin standart olan
ancak yogun emek gerektiren, 16 saatte sonu¢ alinabilen BMD ydntemini karsilastirmay1 amacladik.



Gere¢-Yontem

Hastanemiz Klinik Mikrobiyoloji laboratuvarina, 01.07.2019-15.11.2020 tarihleri arasinda gelen klinik
orneklerden izole edilen 112 Acinetobacter spp. izolati ¢calismaya dahil edilmistir.

[zolatlarm kolistin duyarliligi hem BMD yontemi ile EUCAST standartlarina gore hem de hizli resazurin bazli
polimiksin NP teste gore belirlenip her iki yontemin sonuglari karsilastirilmistir.

Hizli Resazurin Bazli Polimiksin NP Test, kolistin varliginda iireyen bakterilerin bir renklendirici olan
resazurinin reaktif olarak indirgenmesi sonucunda renk degisikligi ile kolistin direncini kisa siirede
saptamaktadir.

Renk degisimi, metabolik olarak aktif hiicrelerin aerobik solunum ile mavi resazurini pembe rezorufine
indirgemesine dayanmaktadir.

Resazurin bu 6zelliginden dolay1 hiicre canliliginin bir gostergesi olarak kullanilir.



Gere¢-Yontem/ HizLI RESAZURIN BAZLI POLIMIKSIN NP TEST

IIk olarak iki farkl1 besiyeri hazirladik:

-5120 mg/ L konsantrasyonda hazirladigimiz kolistin siilfat1 (Sigma Aldrich, Almanya) MHB2-CA (Sigma
Aldrich, Almanya) icinde nihai konsantrasyonu 3.75 mg/ L olacak sekilde dille ederek olusturdugumuz
kolistinli besiyerti,

-Kolistin sulfat icermeyen MHB2-CA besiyeri

Yirmi dort saat arayla iki kez pasajlayip inkilbe ettikten sonra etlivden cikardigimiz izolatlar1 3.5
MacFarland konsantrasyon elde edecek sckilde serum fizyolojik icinde homojenize hale getirdik ve
inokulumlar1 hazirladik.

* 96 kuyucuklu mikrodillisyon plaklarini (Sigma Aldrich, Almanya) kullandik.
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Gerecg-Yontemy/ HizLI RESAZURIN BAZLI POLIMIKSIN NP TEST

Inokiilasyon basamaginda sirasiyla su islemleri yaptik:

1.180 pl kolistinsiz MHB2-CA siv1 besiyerini A;-H;, As-H;, Ac-Hg, A,-H,, Ay-Hg ve A, ;-Hy; arasindaki tim
kuyucuklara aktardik.

2.180 pl kolistin iceren MHB2-CA besiyerini A,-H,, A,-H,, As-Hgs, Ag-Hg, A-Hy, Ve A ,-Hy, arasinda
bulunan tim kuyucuklara aktardik.

3.A,,Vve Hy, ;, kuyucuklaria 20 pl serum fizyolojik ekledik ve homojenizasyon i¢in yukari asagi pipetledik.

4 Negatif kontrol olarak kullanilan kolistine duyarli P. aeruginosa ATCC 27853 susunun inokulumundan B, _,
ve G, 1, kuyucuklarina 20 pl ekledik.

5.Pozitif kontrol olarak kullanilan kolistine direngli E. coli NCTC 13846 susunun inokulumundan C,, ve F;;_
1» kuyucuklarina 20 pl ekledik.

6.Geriye kalan kuyucuklara, birbirlerine paralel ve kolistinli/ kolistinsiz MHB2-CA icinde olacak sekilde test
edecegimiz her bir izolatin inokulumundan yirmiser ul ekledik ve homojenizasyon icin yukari asagi
pipetledik.



Gerec¢-Yontemy/ HizLI RESAZURIN BAZLI POLIMIKSIN NP TEST

Inokiile edilmis plag1 35 °C-37 °C' de kapatmadan ve calkalamadan inkibe ettik.

Plaklarin 3 saatlik inkiibasyonundan sonra her bir kuyucuga %2’ lik resazurin reaktifinden yirmi ikiser ul ilave
ettik ve her kuyucugu yukar1 ve asagi pipetleyerek karistirdik.

Resazurin reaktifini ekledikten sonra plagi 1 saat boyunca her 15 dakikada bir ve takibindeki 120 dakikada da
saatte bir olmak Uzere gorsel olarak inceledik.



Gerec¢-Yontemy/ HizLI RESAZURIN BAZLI POLIMIKSIN NP TEST

Bakteriyel inokulumun olmadigi serum fizyolojik iceren kuyucuklar (A, ve H;;;,) mavi kaldiginda
besiyeri kontaminasyonu olmadig1 sonucunu ¢ikardik.

Bakteri suspansiyonunun olup kolistinin olmadigt MHB2-CA iceren kuyucuklar (B;-Hy, As-Hg, Ac-Hc, A, -
H,, Ag-Hg ve A;-G4;) maviden mor veya pembeye dondiigiinde bakteri hucrelerinin canliligin1 dogruladik.

Negatif kontrol olan P. aeruginosa ATCC 27853 susunun oldugu ve Kkolistin iceren MHB2-CA
solisyonunun oldugu kuyucuklar (B, ve G;,) mavi kaldiginda bakterinin kolistin varliginda iiremedigini

dogruladik.

Pozitif kontrol olan E. coli NCTC 13846 susunun oldugu ve kolistin iceren MHB2-CA ¢0zeltisinin oldugu
kuyucuklar (C, ve F;,) maviden mora veya pembeye dondiigiinde bakterinin kolistin varliginda canliligini
dogruladik.



Gerec¢-Yontemy/ HizLI RESAZURIN BAZLI POLIMIKSIN NP TEST

Izolat kolistin varliginda iiremisse testi pozitif (mor veya pembe, polimiksin direncini gosterdi) olarak
kaydettik.

Izolat kolistin varliginda {irememisse testi negatif (mavi, polimiksin duyarliligini gésterdi) olarak kaydettik.

Istatiksel analiz i¢in SPSS 22.02’ yi kullandik.
Kategorik degiskenleri ki-kare testi ile “%” olarak hesapladik.
BMD’ ye gore hizli resazurin bazli polimiksin NP testin kategorik uyumunu belirledik.

Hizli resazurin bazli polimiksin NP testin duyarlilik, 6zgiilliik, ¢ok biiyiik hata oran1 (CBH), biiyiik hata orani
(BH), pozitif prediktif deger ve negatif prediktif degerini hesapladik

(CBH; yanlis duyarli sonuca, BH; yanlis direngli sonuca karsilik gelmektedir.



Gerec¢-Yontemy HizLI RESAZURIN BAZLI POLIMIKSIN NP TEST




Bulgular

Hizli resazurin bazli polimiksin NP test referans yontem olan BMD’ ye gore tim Acinetobacter izolatlarinin
(n=112) 108’ inin ve 6 kolistine i¢sel direncli bakterinin kolistin duyarlilik sonucunu uyumlu saptamastir.

BMD yontemi ile 15 izolatta (%13,4), hizli resazurin bazli polimiksin NP test ile 11 izolatta (%9,8) kolistin
direnci saptandi.

BMD’ ye gore duyarli izolatlarin hepsi hizli resazurin bazli polimiksin NP teste gore de duyarliydi.



Bulgular

Hizli resazurin bazli polimiksin NP testin BMD ile uyumu

Istatiksel analiz

Test sonucu

Kategorik uyum %96,4
Duyarlilik %73,3
Ozgiilliik %100
CBH %26,7
BH %0
Pozitif prediktif deger %100
Negatif prediktif deger %96




izolat sayis

Kategorik uyum
Duyarlilik
Ozguilliik

CBH
BH

PPD
NPD

43 A. baumanni
49 P. geruginosa

%100
%97

n=1

82 A. baumanni

%95,1
%93,3
%93,3

%1,2
%3,7

%92,3
%97,7

58 A. baumanii
61 P. aeruginosa

70 K. pneumoniae

64 E. coli

%100-%100
%99-%96

n=2

112 A. baumanii

%96,4
%73,3
%100

%26,7
%0

%100
%96

(BH: Buyuk hata, CBH: Cok blyik hata, PPD: Pozitif prediktif deger, NPD: Negatif prediktif deger)



Sonug

Calismamizda hizli resazurin bazli polimiksin NP testin kategorik uyumu %96, 4 saptanmustir.

Kolistin duyarliligi i¢in altin standart yontem olan BMD ile kiyaslandiginda; pratikte kullanimi daha kolay olan
ve ayn1 zaman araliginda daha ¢ok sayida izolatin test edilebilecegi bu yontemle daha kisa siirede sonug
alinabilmektedir.

Bu durum da hem antibiyotik yonetiminin hizla optimize edilmesini hem de i1zolasyon onlemlerinin daha hizl
uygulanmasini saglayacaktir.



