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ÖZ

Günümüzde çoklu ilaç direncine sahip Gram negatif mikroorganizmaların neden olduğu enfeksiyon-
ların tedavisinde kullanılacak antimikrobiyallerin kısıtlı olması nedeniyle kolistin gibi eski antibiyotik-
ler sıklıkla tercih edilmeye başlanmıştır.  Ancak, kolistinin katyonik yapısı nedeniyle rutin laboratuvar-
da sıklıkla kullanılan antibiyotik duyarlılık testlerinde (disk difüzyon, gradient test, otomatize sistem-
ler)  birtakım sorunlar yaşanmaktadır. Bu nedenle European Committee on Antimicrobial Susceptibility 
Testing (EUCAST) ve Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) tarafından kolistin duyarlılığını 
saptamak için sadece sıvı mikrodilüsyon testi önerilmektedir. Ancak sıvı mikrodilüsyon testlerinin 
zaman alıcı ve zahmetli olması nedeniyle rutin laboratuvarlarında hızlı ve güvenilir kolistin duyarlılığı 
sonucu sağlayabilen testlere ihtiyaç duyulmaktadır. Bu çalışmada, Klebsiella pneumoniae ve 
Acinetobacter baumannii kökenlerinde kolistin duyarlılığının saptanmasında ticari olarak hazır olarak 
üretilen Diagnostics MIC-COL (Diagnostics I.n.c., Galanta, Slovakya) testinin performansının değer-
lendirilmesi amaçlanmıştır. Rutin laboratuvarımızda 2016-2019 yılları arasında çeşitli klinik örnekler-
den izole edilen K.pneumoniae (n=22) ve A.baumannii (n=28) kökenleri çalışmaya dahil edilmiştir.  
Kökenlerin kolistin minimum inhibitör konsantrasyonları (MİK) hem referans yöntem olan sıvı mikro-
dilüsyon yöntemi ile hem de ticari olarak üretilen Diagnostics MIC-COL testi ile çalışılmıştır. Elde edilen 
sonuçlar karşılaştırılarak testin temel uyum, kategorik uyum, büyük hata ve çok büyük hata oranları 
hesaplanmıştır. Sıvı mikrodilüsyon yöntemi ile karşılaştırıldığında Diagnostics MIC-COL testinin temel 
uyumu % 84, kategorik uyumu % 98, büyük hata oranı % 3,8 olarak tespit edilirken çok büyük hata 
tespit edilmemiştir. Rutin laboratuvarlarda hızlı ve güvenilir kolistin duyarlılığının tespit edilerek teda-
vinin yönlendirilmesi oldukça önemlidir. Çalışmamızda kullanılan ticari test kullanımı kolay ve zaman 
alıcı olmayan bir testtir. Ayrıca strip şeklinde olması sayesinde her izolat ayrı çalışılabilmektedir. 
Büyük hata oranının beklenilen değerlerin üzerinde olması nedeniyle daha fazla sayıda ve farklı 
direnç düzeylerine sahip kökenlerle yapılacak ileri çalışmalarla bu oranların yeniden değerlendirilme-
si faydalı olacaktır.
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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. İt 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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GİRİŞ

Son yılda Acinetobacter spp., Pseudomonas spp. 
ve karbapenemaz üreten Enterobacterales gibi çok 
ilaca dirençli Gram negatif bakterilerin neden olduğu 
enfeksiyonlar tüm dünyada endişe verici düzeyde 
artmaktadır. Bu enfeksiyonlarda kullanılacak tedavi 
seçenekleri de oldukça sınırlıdır. İlk olarak 1949’da 
Paenibacillus polymyxa’dan izole edilen kolistin, bir 
heptapeptid halkası, bir ekzosiklik zincir ve Gram 
negatif lipopolisakkarit membranı ile etkileşime 
giren pozitif yüklü bir yağ asiti kuyruğundan oluşan 
katyonik bir polipeptitdir. Klinik kullanıma 1959’da 
girmiş ancak nefrotoksik ve nörotoksik etkileri ve doz 
optimizasyonundaki problemler nedeniyle 
1980’lerde kullanımları sınırlandırılmıştır. Yapılan 
bazı çalışmalarda kolistin sülfatın intravenöz formu-
nun daha güvenilir olduğu gösterildikten sonra çok 
ilaca dirençli Gram negatif bakterilerin neden olduğu 
enfeksiyonlarda kullanımı tekrar gündeme gelmiştir. 
Kolistinin hızlı bakterisidal etkisi, geniş spektrumlu 
aktiviteye sahip olması ve yeni geliştirilen antibiyo-
tiklerin sayısının azalması gibi nedenlerden ötürü 
1990’lardan itibaren klinisyenler tarafından tekrar 
tercih edilmeye başlanmıştır(8). 

Son yıllarda kolistin kullanımındaki artış berabe-
rinde direnç oranlarının da artışına sebep olmuştur. 
Uygun tedavi protokolünün belirlenmesi için hızlı, 
doğru ve güvenilir in vitro antibiyotik duyarlılık test-
lerinin yapılması oldukça önemlidir. Kolistinin katyo-
nik yapısı, büyük molekül ağırlığı nedeniyle agarda 
zayıf difüzyonu, ilaç kompozisyonlarındaki değişimler 
ve heterodirenç gibi özellikleri nedeniyle rutin labo-
ratuvarda sıklıkla kullanılan antibiyotik duyarlılık 
testlerinde (disk difüzyon, gradient test, otomatize 
sistemler)  birtakım sorunlar yaşanmaktadır(19). 
Yapılan birçok çalışmada bu yöntemler ile elde edilen 
sonuçlarda kabul edilemeyecek düzeyde çok büyük 
hata tespit edilmiştir(9,17). Clinical and Laboratory 
Standards Institute (CLSI) - European Committee on 
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) 
Polimiksin Çalışma Grubu tarafından 2016 yılında 
kolistin duyarlılığını saptamak için polisorbat-80 gibi 
katkı maddeleri olmaksızın polistren plaklarda yapı-
lan sıvı mikrodilüsyon yöntemi referans yöntem ola-
rak belirlenmiştir(6). Ancak sıvı mikrodilüsyon testleri-
nin zaman alıcı ve zahmetli olması nedeniyle günlük 
iş akışı içerisinde rutin mikrobiyoloji laboratuvarla-
rında uygulanması oldukça zordur. Bu nedenle hızlı, 
güvenilir, tekrarlanabilirliği yüksek ve kullanıcı dostu 
antibiyotik duyarlılık testlerinin geliştirilmesine ihti-
yaç vardır. Bu amaçla geliştirilen Diagnostics MIC-
COL (Diagnostics I.n.c, Galanta, Slovakya) testi, liyofi-

lize 7 farklı konsantrasyonda (0,25-16 mg/L) kolistin 
içeren tekli polistren stripler halinde kullanıma hazır 
bir sıvı mikrodilüsyon kitidir. 

Çalışmamızda, Klebsiella pneumoniae ve 
Acinetobacter baumannii kökenlerinde kolistin 
duyarlılığının saptanmasında ticari olarak hazır ola-
rak üretilen Diagnostics MIC-COL (Diagnostics I.n.c, 
Galanta, Slovakya) testinin performansının değerlen-
dirilmesi amaçlanmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM

Bakterilerin seçimi: 2016-2019 yılları arasın-
da Marmara Üniversitesi Hastanesinde servis ve 
yoğun bakım ünitelerinde yatmakta olan hastalar-
dan alınıp laboratuvarımıza gönderilen çeşitli klinik 
örneklerden (apse, bronkoalveolar lavaj, balgam, 
kan, derin trakeal aspirat, idrar, yara)  etken olarak 
izole edilen Klebsiella pneumoniae ve Acinetobac-
ter baumannii kökenleri incelenmiştir. Kökenlerin 
tür düzeyinde tanımlamaları matriks aracılı lazer 
dezorpsiyon iyonizasyon-uçuş zamanlı-kütle spekt-
rometresi (MALDITOF-MS) VITEK-MS (bioMérieux, 
Marcy-l’Étoile, Fransa) kullanılarak yapılmıştır. Rutin 
antibiyotik duyarlılıkları K.pneumoniae kökenleri için 
VITEK Compact (bioMérieux, Marcy-l’Étoile, Fran-
sa) otomatize sistemi ile, A.baumannii kökenlerinin 
ise disk difüzyon yöntemi ile yapılmıştır. Rutin 
antibiyotik duyarlılık profillerine bakılarak çok ilaca 
dirençli olduğu tespit edilen 22 K.pneumoniae 
ve 28 A.baumannii kökeni kolistin duyarlılığının 
belirlenmesi için çalışma kapsamına alınmıştır.

Antibiyotik duyarlılık testi: Tüm kökenlerin kolis-
tin minimum inhibitör konsantrasyonu (MİK) değer-
leri EUCAST önerileri doğrultusunda International 
Organisation for Standardization (ISO) Standart 
20776-1’e uygun olarak sıvı mikrodilüsyon yöntemi 
ile belirlenmiştir(7). Mikrodilüsyon plaklarında aktif 
madde olan kolistin sülfatın (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, A.B.D)  seri dilüsyonları (0,25- 16 mg/L) katyon 
eklenmiş Müeller Hinton sıvı besiyeri (Becton 
Dickinson, A.B.D) kullanılarak hazırlanmıştır. Tüm 
kökenlerden hazırlanan 0,5 Mc Farland standart 
bulanıklığı son bakteri konsantrasyonu 5 x 105 cfu/ml 
olacak şekilde mikrodilüsyon plaklarına eklenmiş ve 
18-20 saat 35°C’de inkübe edilmiştir. Ayrıca, aynı 
bakteri inokülümü kullanılarak eş zamanlı olarak 
0,25-16 mg/L liyofilize kolistin sülfat konsantrasyon-
ları içeren ticari Diagnostics MIC-COL (Diagnostics 
I.n.c, Galanta, Slovakya)  üreticinin önerileri doğrul-
tusunda çalışılmıştır. Sonuçlar EUCAST’ın kolistin sınır 
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değerlerine (≤2 mg/L duyarlı; >2 mg/L dirençli) göre 
yorumlanmıştır.  Her iki yöntem için de kontrol köken 
olarak Escherichia coli ATCC 25922 ve mcr-1 pozitif 
E.coli NCTC 13846 kullanılmıştır.

Sonuçların değerlendirilmesi:  Temel uyum (TU) 
referans sıvı mikrodilüsyon testi ile ticari yöntem ile 
elde edilen antibiyotik MİK değerlerinde ±1 dilüsyon 
fark olması, kategorik uyum (KU) ise test edilen köke-
nin EUCAST kriterlerine göre yorumlanan duyarlılık 
sonuçlarının (duyarlı, dirençli) her iki yöntem arasın-
daki uyumu olarak tanımlanmıştır. Büyük hata (BH) 
referans sıvı mikrodilüsyon yöntemi ile duyarlı bulu-
nan bir kökenin ticari yöntem ile dirençli bulunması, 
çok büyük hata (ÇBH) ise referans sıvı mikrodilüsyon 
yöntemi ile dirençli olan bir kökenin ticari yöntem ile 
duyarlı bulunması olarak tanımlanmıştır. ISO tarafın-
dan belirlenen kriterlere göre kabul edilebilir perfor-
mans TU ve KU için ≥% 90, ÇBH ve BH’ler için ≤% 3 
olarak belirlenmiştir(11). Kohen’in kappa (κ) katsayısı, 
yöntemler arasındaki uyum derecesini göstermek 
için hesaplanmıştır. κ > 0,75 ise çok iyi uyum; κ = 
0,4–0,75 ise orta-iyi uyum ve κ <0,4, zayıf uyum şek-
linde yorumlanmıştır. 

BULGULAR

Referans sıvı mikrodilüsyon yöntemi ile çalışmaya 
alınan K.pneumoniae kökenlerinin 9’u (% 40,9), 
A.baumannii kökenlerinin 17’si (% 67) kolistine 
duyarlı bulunmuştur. 

A.baumannii kökenlerinde referans sıvı 
mikrodilüsyon yöntemi ile Diagnostics MIC-COL testi 
arasındaki temel uyum % 82,1, kategorik uyum ise % 
100 iken K.pneumoniae kökenlerinde temel uyum % 
86,3, kategorik uyum ise % 95,4 olarak saptanmıştır. 
Bir K.pneumoniae kökeninin kolistin MİK değeri sıvı 
mikrodilüsyon yöntemi ile 2 mg/L (duyarlı) iken 
Diagnostics MIC-COL testi ile 8 mg/L (dirençli) olarak 
belirlenmiştir. A.baumannii kökenlerinde büyük hata 
ve çok büyük hata gözlemlenmemiştir. Tüm kökenler 
birlikte değerlendirildiğinde sıvı mikrodilüsyon yön-
temi ile Diagnostics MIC-COL testi arasındaki temel 
uyum, kategorik uyum, büyük hata ve çok büyük 
hata oranları sırasıyla % 84, % 98, % 3,8 ve % 0’dır 
(Tablo). Kappa istatistiği ile yöntemler arasında çok 
iyi düzeyde uyum bulunmuştur (κ = 0.96).

TARTIŞMA 

Antibiyotik direnci, halk sağlığını tehdit eden 
önemli bir sorundur. Tüm dünyada çok ilaca dirençli 

(MDR) bakterilerin neden olduğu enfeksiyonlardaki 
artış endişe verici düzeydedir. Tedavide kullanılacak 
antimikrobiyaller her geçen gün azalmakta ve yeni 
ilaç üretimi neredeyse yok denecek kadar azdır. 

Tablo. Klebsiella pneumoniae (n = 22) ve Acinetobacter bauman-
nii (n = 28) için Diagnostics MIC-COL testi ve referans sıvı mikro-
dilüsyon yöntemiyle elde edilen kolistin MİK değerlerinin karşı-
laştırılması.

 Kolistin Referans Yöntem MİK (mg/L)

  0,25 0,5 1 2 4 8 16 >16

Diagnostics 
MIC -COL 
(mg/L)

0,25  1 2      

0,5  3 9 1     

1  2 2      

2  1 2 2     

4     1    

8    1  2 3 1

16      4 5 3

>16      2 1 2

Kolistin, karbapenem dirençli Gram negatif bak-
terilere karşı sınırlı tedavi seçenekleri nedeniyle son 
zamanlarda önemli bir antibiyotik olarak yeniden 
gündeme gelmiştir. Yakın zamana kadar kolistin 
direncinin kromozomal olarak kodlandığı bilinirken, 
2015 yılında ilk plazmid aracılı direnç geni olan mcr-1 
tanımlanmıştır. Son yıllarda da diğer direnç genleri 
(mcr-2, mcr-3, mcr-4, mcr-5, mcr-6, mcr-7 ve mcr-8) 
tespit edilmiştir. Plazmid aracılığıyla transfer edilen 
bu direnç genlerinin 4-8 mg/L gibi düşük düzey kolis-
tin direncine neden olduğu belirlenmiştir(1,8,13). 
European Centre for Disease Prevention and Control 
(ECDC), Haziran 2016’da plazmid aracılı kolistin 
direncinin yayılmasını kontrol etmek için bir rapor 
hazırlamıştır(5). Bu raporda sürveyans ve antimikrobi-
yal yönetim uygulamalarına yönelik yapılması gere-
ken eylem planları ele alınmıştır. Bu planlar arasında 
kolistin MİK değerini doğru tespit edebilecek labora-
tuvar yöntemlerinin belirlenmesi ve direnç genleri-
nin moleküler olarak tespit edilmesi yer almaktadır. 
Hem başarılı antibakteriyel tedavi sağlamak hem de 
kolistinin olası toksik etkilerinden korunmak için 
güvenilir bir yöntem ile MİK değerinin belirlenmesi 
enfeksiyonun doğru yönetimi için oldukça önemli-
dir(2). Ancak, kolistin klinik uygulamalarda sıklıkla 
tercih edilmeye devam ederken rutin laboratuvarlar-
da kolistin duyarlılığını belirlemek için hangi yöntem-
lerin kullanılabileceği belirsizliğini korumaktadır.

Birçok laboratuvarda sıklıkla kullanılan antibiyotik 
duyarlılık yöntemleri disk difüzyon, gradient test ve 
otomatize sistemlerdir. Disk difüzyon ve gradient test 
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yöntemleri özel ekipman gerektirmeyen, düşük mali-
yetli ve kullanımı kolay testlerdir. Ancak polimiksinler 
büyük ve katyonik yapılarından dolayı agar yüzeyine 
yeterli miktarda difüze olamazlar. Bu nedenle disk 
difüzyon ve gradient test yöntemleri kolistin için 
güvenilir antibiyotik duyarlılık test kategorisinde yer 
almamaktadırlar.  Kolistin disk difüzyon ve gradient 
difüzyon testleriyle yapılan çalışmalarda kabul edile-
meyecek düzeylerde büyük hata veya çok büyük hata 
oranları tespit edilmiştir. Duyarlı ve dirençli izolatlar 
arasında ayırım yapılamamakta ve özellikle düşük 
düzey direncin saptanmasında yetersiz kalmaktadır-
lar(4,12,14,15,17).  

Otomatize sistemler ise klinik mikrobiyoloji labo-
ratuvarlarında iş yükünü azaltmaları. tekrarlanabilir-
liklerinin yüksek olması. uzman sistem analizi ile veri 
yönetimi yapılabilmesi ve daha kısa sürede sonuca 
ulaşılabilmesi nedeniyle sık kullanılan yöntemlerdir. 
Ancak her antibiyotik için test edilen konsantrasyon 
sayısı sınırlıdır ve gerçek bir MİK değeri vermezler. 
Chew ve ark.’nın(3) yaptıkları çalışmada VITEK 2 ile 
referans yöntem arasında temel uyum oranı % 93,4 
ve kategorik uyum oranı % 88,2 olmasına rağmen 
çok büyük hata oranı % 36 olarak tespit edilmiştir. 
Vourli ve ark.(19) tarafından yapılan çalışmada kolistin 
duyarlılığının belirlenmesinde kullanılan Phoenix 100 
ve VITEK 2 otomatize sistemlerinin çok büyük hata 
oranları sırasıyla % 41,4 ve % 37,9 olarak tespit edil-
miştir. Çok büyük hatalar genellikle MİK değeri 1-2 
mg/L olan izolatlarda tespit edilmiştir. Bu nedenle 
otomatize sistemde duyarlı olarak saptanan kökenle-
rin referans yöntem ile doğrulanması gerektiğini 
vurgulamışlardır(18). Girardello ve ark.(10) yaptıkları 
çalışmada VITEK 2 ile en iyi performansın MİK değeri 
≤0,5 ve ≥16 mg/L olan K.pneumoniae ve E.coli 
kökenlerinde elde edildiğini ve MİK değeri 1-8 mg/L 
olarak belirlenen tüm kökenlerin referans yöntem ile 
doğrulanması gerektiğini belirtmişlerdir.

Birçok laboratuvarın bu yöntemleri sıklıkla labo-
ratuvarda kullandığı göz önüne alındığında, kolistin 
için bu yöntemlerle hatalı sonuç verme ihtimali 
oldukça yüksektir. Bu da klinisyenlerin uygunsuz 
kolistin kullanmasına yol açacak bir durumdur.  Bu 
nedenle CLSI-EUCAST Polimiksin Çalışma Grubu tara-
fından kolistin duyarlılığının belirlenmesi için sadece 
sıvı mikrodilüsyon yöntemi önerilmektedir(6). Sıvı mik-
rodilüsyon yöntemi zahmetli, zaman alıcı ve özellikle 
dilüsyonların hazırlanması açısından deneyim gerek-
tiren bir yöntemdir. Bu nedenle rutin mikrobiyoloji 
laboratuvarlarında yapılması oldukça zordur. Bu açı-
dan klinik mikrobiyoloji laboratuvarları için yeni yön-
temlerin geliştirilmesi zorunludur. Ticari antibiyotik 

duyarlılık test panelleri (Sensititre, Micronaut, UMIC 
vb) ümit vadeden alternatif yöntemler olarak karşı-
mıza çıkmaktadır. Bu yöntemlerin performansını 
değerlendiren çalışmaların mevcut verileri ışığında 
rutin laboratuvarda kolistin duyarlılığını saptamada 
kullanılabilecek güvenilir yöntemler olarak gözük-
mektedirler. Matuschek ve ark. (16) çalışmalarında beş 
ticari ürünün (Sensititre, Micronaut-S, Micronaut 
MIC-Strip, SensiTest ve UMIC) referans sıvı mikrodi-
lüsyon yöntemi ile temel uyum oranını % 82-% 99, 
kategorik uyum oranını  % 89-% 95, büyük hata ora-
nını % 3-% 7 ve çok büyük hata oranını %3 olarak 
bildirmişlerdir.  Çalışmamızda kullanılan Diagnostics 
MIC-COL testinin hazırlık prosedürü kolaydır ve ek bir 
ekipman gerektirmemektedir.  Değerlendirilmesi 
basit ve hızlı bir testtir. Testin strip şeklinde olması 
her hasta örneğinin ayrı ayrı çalışılmasına imkan sağ-
laması açısından oldukça önemlidir. Testin referans 
yöntem ile kategorik uyum oranı yüksek olup, çok 
büyük hata gözlemlenmemiştir. Büyük hata yüzdesi 
(% 3,8) tavsiye edilen değerlerin (BH<% 3)üzerinde 
kalmaktadır. Bu durum çalışmamızda kullanılan izolat 
sayısının az olması ile ilişkili olabilir.  Bu nedenle daha 
fazla sayıda ve farklı direnç düzeylerine sahip köken-
lerle yapılacak ileri çalışmalarla bu oranların yeniden 
değerlendirilmesi faydalı olacaktır.

Ticari dilüsyon panelleri yoğun örnek kapasitesi-
ne ve direnç oranlarına sahip rutin laboratuvarlar için 
kullanışlı olabilir. Uygun tedavi kararının verilebilmesi 
için rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarına bu ürünle-
rin entegre olmaları oldukça önemlidir. Bu sayede 
uygunsuz kolistin kullanımının önüne geçilerek 
direnç gelişimi sınırlandırılabilir. 
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