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Çok İlaca Dirençli Gram-Negatif Basillerde 
Kolistin Duyarlılık Sonuçlarının Kolistin Sıvı Disk 
Elüsyon Yöntemi ile Değerlendirilmesi
Evaluation of Colistin Susceptibility Results in Multidrug-Resistant Gram-
Negative Bacilli by Colistin Broth Disk Elution Method

ÖZET
Amaç: Kolistin duyarlılığını, standart referans yönteme göre belirlemek klinik mikrobiyoloji laboratuvarları için sorun 
olmaktadır. Sınırlı imkanlara sahip laboratuvarlar için hızlı, kolay uygulanabilir, doğruluğu yüksek basit bir yönteme 
ihtiyaç duyulmaktadır. Çalışmamızda, kolistin sıvı disk elüsyon (KSDE) testinin uygulanabilirliğinin değerlendiril-
mesi amaçlandı. 
Yöntemler: Laboratuvarımızda çeşitli klinik örneklerden izole ettiğimiz 193 Gram-negatif bakteri çalışmaya dahil 
edildi ve sıvı mikrodilüsyon yöntemi referans yöntem olarak kullanıldı. Her bir bakteri izolatı için katyon ayarlı Muel-
ler-Hinton buyyon (MHB) içeren beş tüp hazırlandı ve bu tüplerin içine 0, ½, 1, 2, 4 adet kolistin disk (10 µg; Becton 
Dickinson, ABD) eklendi. Son konsantrasyonlar sırasıyla; 0 (üreme kontrolü), 0.5, 1, 2 ve 4 µg/ml olacak şekilde ha-
zırlandı. Tüplerin içine bakteri inoküle edildikten 16-20 saat sonra gözle değerlendirme yapılarak minimum inhibitör 
konsantrasyonu (MİK) değerleri belirlendi. 
Bulgular: Enterobacterales grubunda “kategorik uyum” %94, “büyük hata” %5, “çok büyük hata” oranı 0 bulundu. Non-
fermentatif bakteri grubunda ise sırasıyla “kategorik uyum” %94, “büyük hata” %1, “çok büyük hata” %33 tespit edildi. 
Sonuç: Rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarında, KSDE testi kolay uygulanabilir ve ucuz olması nedeniyle  Enterobac-
terales grubu için iyi bir seçenektir.
Anahtar Sözcükler: kolistin, disk elüsyon, antibiyotik direnci, sıvı mikrodilüsyon, Enterobacterales

ABSTRACT
Objective: Determining colistin susceptibility according to the reference method is a significant problem for clinical 
microbiology laboratories. There is a need for a fast, easy-to-apply, and accurate method for laboratories with limit-
ed opportunities. In our study, we aimed to evaluate the applicability of the colistin broth disk elution (CBDE) test.
Methods: A total of 193 Gram-negative bacteria, which were isolated from various clinical specimens in our laborato-
ry, were included in the study. Colistin susceptibility was determined by broth microdilution as the reference method. 
The CBDE test was performed as previously described. For each bacterial isolate, 0, ½, 1, 2, and 4 colistin discs (10 µg; 
BD) were added to 5 tubes containing cation-adjusted Mueller-Hinton broth (MHB). The final colistin concentrations 
in the tubes were 0 (growth control), 0.5, 1, 2, and 4 µg/ml, respectively. The minimum inhibitory concentration values 
were determined by visual evaluation 16-20 hours after the bacterial inoculation.
Results: In the Enterobacterales group, the categorical agreement was 94%, the major error was 5%, and the very major 
error was 0%. In the non-fermentative bacteria group, the categorical agreement was found to be 94%, the major error 
1%, and the very major error 33%, respectively.
Conclusion: The CBDE test is a good alternative to broth microdilution in routine microbiology laboratories for the 
Enterobacterales group since it provides easy-to-apply, cost-effective testing for colistin susceptibility and has a high 
categorical agreement compared to the reference microdilution method. 
Keywords: colistin, disc elution, antibiotic resistance, broth microdilution, Enterobacterales
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GİRİŞ

Çok ilaca dirençli Gram-negatif bakterilerle gelişen infeksiyonlar günü-
müzde giderek artış göstermektedir (1, 2). Bu nedenle dirençli bakteri-
lerle gelişen infeksiyonların tedavisi için eski antibiyotiklerin yeniden 
kullanımına başlanmıştır. Kolistin bu antibiyotiklerden biri olup çoklu 
antibiyotik direnci olan Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter bauman-
nii, Klebsiella pneumoniae ve Escherichia coli bakterilerinin neden olduğu 
infeksiyonların tedavisinde son seçenek olarak kullanılmaktadır (3, 4).

Son yıllarda hastane kökenli infeksiyonlarda sık kullanılması nedeniyle 
tedaviler başarılı olsa bile direnç gelişme riski göz önünde tutularak ko-
listin duyarlılığı takip edilmelidir. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarları-
nın, karbapenem dirençli Gram-negatif bakterilerde kolistin direncini 
tanımlayabilmesi önemlidir. Ancak bu şekilde, kolistin direnci belirlenen 
bakteri ile infekte olan hastalarda ciddi yan etkisi olan bu antibiyotiğin 
gereksiz yere kullanımının önüne geçilmiş olur. Son yıllarda, tüm dün-
yada olduğu gibi ülkemizde de kolistin dirençli bakteriler raporlanmış-
tır (5). Bu nedenle, kolistin duyarlılık testinin “Clinical and Laboratory 
Standards Institute (CLSI)” ve “European Committee on Antimicrobial 
Susceptibility Testing (EUCAST)” tarafından önerilen sıvı mikrodilüs-
yon yöntemi ile çalışılarak doğru sonucun raporlanması önemlidir (6). 
Ancak sıvı mikrodilüsyon yönteminin pratik olmamasından dolayı rutin 
bakteriyoloji laboratuvarlarında kolistin direncini belirlemek her zaman 
problem olmuştur. Bu nedenle pratik, basit, hızlı ve etkin bir yönteme 
ihtiyaç vardır. 

Bu çalışmada, Gram-negatif bakterilerde kolistin duyarlılığının belir-
lenmesinde daha önceden tanımlanan basit ve pratik bir yöntem olan 
kolistin sıvı disk elüsyon (KSDE) testinin değerlendirilmesi amaçlandı.  
 

YÖNTEMLER
Bakteri İzolatları

Çalışmamıza 2018-2020 yılları arasında çeşitli klinik örneklerden izole 
ettiğimiz toplam 193 Gram-negatif bakteri dahil edildi. Bu izolatlar  
K. pneumoniae (59), E. coli (20), E. cloacae (18), A. baumannii (51) ve  
P. aeruginosa (45)’dan oluşmaktadır. 

Sıvı Mikrodilüsyon Referans Yöntemi
Kolistin sülfat (Sigma-Aldrich, Almanya) ve 32 ile 0.064 mg/lt konsantras-
yonlar arasında, katyon ayarlı Mueller-Hinton buyyon (MHB) kullanıla-
rak çift kat dilüsyonlar şeklinde hazırlanan 96 kuyucuklu mikroplaklarda 
CLSI/EUCAST önerilerine göre çalışıldı (7, 8). Kalite kontrolü; negatif 
kontrol olarak E. coli 25922 ve pozitif kontrol olarak mcr-1 üreten E. coli 
suşu (NCTC 13846) kullanılarak yapıldı.

Kolistin Sıvı Disk Elüsyon (KSDE) Testi
KSDE testi, Simner ve arkadaşlarının (9) tanımladığı metoda uygun olarak 
çalışıldı. Her bir bakteri izolatı için 10 ml katyon ayarlı MHB içeren 5 
tüp hazırlandı. Bu tüplere; 0, ½, 1, 2, 4 adet kolistin diski (10 µg; Becton 
Dickinson, ABD) eklendi. Son konsantrasyonlar sırasıyla; 0 (üreme kont-
rolü), 0.5, 1, 2 ve 4 µg/ml dir. Daha sonra tüpler oda sıcaklığında kolis-
tinin sıvıya geçebilmesi için inokülasyondan önce 30 dakika bekletildi. 
Kanlı agarda üretilen taze kültür kolonilerinden 0.5 McFarland bakteri 
süspansiyonları hazırlandı ve her tüpe 50 µl bu süspansiyonlardan ek-
lenerek vortekslendi. 35 °C’de 18-20 saat inkübasyondan sonra kolistin 
minimum inhibitör konsantrasyonu (MİK) değerleri okundu ve EUCAST 
verilerine göre değerlendirildi.

Veri Analizi
“Çok büyük hata” (ÇBH), KSDE yöntemi ile duyarlı iken referans yöntem 
ile dirençli; “büyük hata” (BH), KSDE yöntemi ile dirençli iken referans 
yöntem ile duyarlı bulunması olarak tanımlandı. Referans yöntem olan 
sıvı mikrodilüsyon ile KSDE yöntemi arasındaki “temel uyum” (TU) ve 

“kategorik uyum” (KU) değerleri hesaplandı. KSDE testi için TU değeri 
olarak bakterilerin yüzdesi referans metoda göre MİK değerinin ±1 di-
lüsyon dahilinde kabul edilerek; KU değeri ise bakterilerin duyarlı ya 
da dirençli olmalarına göre aynı kategoride bulunma yüzdesine göre 
hesaplandı.

Çalışma için Ahi Evran Üniversitesi Girişimsel Olmayan Klinik Araştır-
malar Etik Kurulu’ndan 29 Mayıs 2020 tarih ve 2020-07/48 karar numa-
rasıyla onay alınmıştır.

BULGULAR
Kolistin için klinik sınır değerler, EUCAST standartlarına göre (≤ 2 mg/L 
duyarlı ve > 2 mg/L dirençli) değerlendirildi. 

Test edilen 97 Enterobacterales grubunda referans yönteme göre 31 izolat 
kolistin dirençli, 66 izolat kolistin duyarlı bulundu. Referans sıvı mikro-
dilüsyon yöntemine göre MİK aralıkları <0.064 ile ≥ 32 µg/ml arasınday-
dı (Tablo 1). KSDE testinin performans değerlendirilmesinde, KU %94 
ve TU %89 olarak tespit edildi; ÇBH oranı ise sıfırdı. KSDE testi ile üç  
K. pneumoniae izolatı dirençliyken referans yöntem ile duyarlıydılar. BH 
oranı %5 olarak saptandı.

Test edilen 96 non-fermantatif bakteri grubunda, referans yönteme göre 93 
izolat kolistin duyarlı üçü ise kolistin dirençliydi. Dirençli izolatlardan biri 
A. baumannii diğer ikisi ise P. aeruginosa olarak tespit edildi. Referans sıvı 
mikrodilüsyon yöntemine göre MİK aralıkları <0.064 ile 32 µg/ml arasın-
daydı (Tablo 2). KSDE testinin performans değerlendirmesinde KU %94 
ve TU %92 olarak tespit edildi. P. aeruginosa izolatında referans yönteme 
göre MİK değeri 32 olup KSDE testi 0.5’ti; ÇBH oranı ise %33’tü. Referans 
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Enterobacterales
N=97

Kolistin Sıvı Disk Elüsyon Testi

MİK  
(µg/ml) ≤ 0.5 1 2 4 > 4

Sıvı  
Mikrodilüsyon  
Referans  
Yöntemi

<0.064 36

0.128 2

0.256 2

0.5 6 1

1 12

2 3 1 2 1

4 8

8 4

16 6 2

32 5

>32 6

Tablo 1. Enterobacterales Grubu İçin Sıvı Mikrodilüsyon Referans 
Yöntemi ve KSDE Testinin Kolistin MİK Değerleri

MİK: Minimum inhibitör konsantrasyonu
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yönteme göre MİK değeri 0.064 olan A. baumannii izolatında ise KSDE ile 
MİK değeri >4 bulundu; BH oranı ise %1’di (Tablo 3). Çalışılan izolatla-
rın referans yönteme göre kolistin MİK dağılımı Tablo 4’te gösterilmiştir.

İRDELEME
Kolistin, karbapenemaz üreten Gram-negatif basillerin etken olduğu in-
feksiyonların tedavisinde halen son seçenek olduğu için laboratuvarla-
rımızda kolistin duyarlılığını doğru saptamanın önemi büyüktür. Çoğu 
mikrobiyoloji laboratuvarında antibiyotik duyarlılık testleri disk difüzyon, 
gradyan difüzyon gibi yöntemler ve otomatize sistemler (Vitek, Phonex) 
kullanılarak gerçekleştirilmektedir. Ancak hem CLSI hem de EUCAST 
kolistin için söz konusu yöntemleri önermemektedir. Kolistinin büyük 
katyonik bir molekül olması, plastik yüzeylere tutunması, otomatize 
sistem sonuçlarındaki ÇBH oranlarında %35-53 gibi yüksek değerler-
le karşılaşılması nedeniyle referans yöntem olarak sıvı mikrodilüsyon 
yöntemi tek seçenektir (10). Bununla birlikte, kaynakları yetersiz olan 
ülkelerdeki laboratuvarlar için kolistin tozunu sağlamak zordur. Aynı 
zamanda tüm dünyada, kolistinin çok kullanımına bağlı olarak direnç 
de artmaya devam etmektedir (11). Bu nedenle rutin laboratuvarlarda 

kullanabilecek basit, pratik ve ucuz bir kolistin test metodunun acilen 
geliştirilmesi gerekmektedir. 

İlk olarak 2018 yılında Simner ve arkadaşları (9) CLSI’nın bir alt komite-
sinde KSDE testini tanımlamıştır. 2021 CLSI-M100-S31’de Enterobacte-
rales ve Pseudomanas suşlarında kolistin için; sıvı mikrodilüsyon, KSDE 
ve KA (kolistin agar) test metotlarının kullanımı önerilmiştir. Acineto-
bacter spp. için ise sadece kabul edilen MİK yöntemi sıvı mikrodilüsyon 
olarak belirtilmiştir (7). 

2018 yılından günümüze bu konuda yapılan çalışma sayısı oldukça azdır. 
Özyurt ve arkadaşlarının (12) yaptıkları çalışmada, Gram-negatif bakte-
rilerde KSDE yöntemi, otomatize sistem sonuçları ve sıvı mikrodilüsyon 
yöntemi birlikte değerlendirilmiştir. Söz konusu çalışmada, KSDE ile sıvı 
mikrodilüsyon yöntemi arasındaki KU oranı %99.3, ÇBH oranı %0.2 ve 
BH oranı %0.5 olarak saptanmıştır. Otomatize sistem ile referans yönte-
min KU oranı ise %95, ÇBH oranı ise %5 olarak tespit edilmiştir. KSDE 
yönteminin, referans yöntem ile karşılaştırıldığında performansının iyi, 
uyumunun ise yüksek olduğu belirtilmiştir. 

Simner ve arkadaşları (9) yaptıkları çalışmada, 171 Gram-negatif bak-
teride KSDE testinin doğruluğunu değerlendirmiştir. KSDE yöntemi ile 
referans sıvı mikrodilüsyon yöntemi arasındaki KU oranı %98, TU oranı 
%99 ve ÇBH oranı ise %8 olarak tespit edilmiştir. Bu çalışmada mcr-1 
pozitif E.coli izolatları da test edilmiş olup mcr-1 E. coli izolatlarında KU 
ve ÇBH oranı %50 olarak saptanmıştır. mcr-1 E. coli dışındaki izolatlar-
da ise iki test arasındaki KU ve TU oranları %100 olarak saptanmıştır. 

Cielo ve arkadaşlarının (13) çalışmasında ise Polimiksin B için sıvı disk 
elüsyon testi değerlendirilmiştir. Referans yöntem olarak sıvı mikrodi-
lüsyon yöntemi ile karşılaştırıldığında disk elüsyon yönteminin; KU, BH 
ve ÇBH oranları sırasıyla %99.5, %0 ve %1.11 (bir yanlış negatif K. pneu-
moniae MİK 4 μg/ml) olarak saptanmıştır. 

Nonfermentatif 
Grup
N=96

Kolistin Sıvı Disk Elüsyon Testi

MİK 
(g/ml) <=0.5 1 2 4 >4

Sıvı 
Mikrodilüsyon 
Referans 
Yöntemi

<0.064 47 1

0.128 15

0.256 9

0.5 9

1 10

2 2

4 1

8

16

32 1 1

>32

MİK: Minimum inhibitör konsantrasyonu

Tablo 2. Nonfermentatif (A. baumannii ve P. aeruginosa) Grup 
için Sıvı Mikrodilüsyon Referans Yöntemi ve KSDE Testinin  
Kolistin MİK Değerleri

Enterobacterales
n (%)

Nonfermentatif
n (%)

Temel Uyum 89 (92) 92 (96)

Kategorik Uyum 94 (97) 94 (98)

Çok Büyük Hata 0 (0) 1 (33)

Büyük Hata 3 (5) 1 (1)

Tablo 3. Enterobacterales ve Nonfermentatiflerde “Temel Uyum”, 
“Kategorik Uyum”, “Çok Büyük Hata” ve “Büyük Hata” Oranları

Minimum İnhibitör Konsantrasyonu (MİK)

İzolatlar n <0.064 0.128 0.256 0.5 1 2 4 8 16 32 >32

K. pneumoniae 59 5 2 1 7 5 6 5 4 9 10 5

E. coli 20 19 1

E. cloacae 18 12 1 1 1 2 1

A. baumannii 51 30 9 2 3 6

P. aeruginosa 45 17 6 7 6 4 2 1 2

Tablo 4. Çalışılan İzolatların Referans Yönteme Göre Kolistin MİK Dağılımı
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Dalmolin ve arkadaşlarının (11) Gram-negatif basillerde elüsyon meto-
dunu değerlendirdikleri çalışmasında, kolistin sıvı mikroelüsyon testi; 
Enterobacterales izolatlarında KU ve “esas uyum” (EU) oranlarının yanı 
sıra duyarlılık ve özgüllük değerleri kabul edilebilir tespit edilmekle 
birlikte BH ve ÇBH daha az tatmin edici bulunmuştur. Aynı çalışmada, 
nonfermentatif izolatlar için de sonuçlar tatmin edici bulunmamıştır. Bu-
nunla birlikte önerilen yöntemin, referans yönteme göre kolay ve ucuz bir 
seçenek olması nedeniyle Enterobacterales’ler arasında kolistin direncini 
saptamak için tarama testi olarak kullanılabileceği belirtilmiştir. 

Ülkemizde yapılan diğer bir çalışmada, kolistin duyarlılığının saptan-
masında sıvı mikrodilüsyon referans yöntemini temel alan iki ticari test 
ve kolistin agar tarama plağı yöntemi değerlendirilmiş; Klebsiella spp. 
izolatlarında, ek ekipman ve tecrübe  gerektirmeyen sıvı mikrodilüsyon 
temelli ticari sistemlerin ve kolistin agar tarama plağının rutinde  kulla-
nılabileceği ancak nonfermantatif  bakterilerde referans yöntem olan sıvı 
mikrodilüsyon ile doğrulanması gerektiği vurgulanmıştır (6).

Çalışmamızın sonuçlarına göre, Enterobacterales grubunda ÇBH’nın ol-
maması, BH’nın ise %5 olması olumlu bulunmuştur. Ancak nonfermen-
tatif grupta, ÇBH oranı %33, BH oranı ise %1 tespit edilmiştir. Literatürle 
uyumlu olarak nonfermentatif grupta bu testin kullanımının uygun ol-
madığı görülmektedir.

KSDE’nin en büyük avantajlarından biri kolistin tozuna ihtiyaç duyul-
mamasıdır. Basit ekipmanlarla çalışılabiliyor olmasının yanı sıra değer-
lendirilmesinin kolay olması da bu yöntemin diğer önemli avantajlarıdır. 
Ancak sınırda MİK değerlerine sahip mcr-1 pozitif izolatlar için mutlaka 
sıvı mikrodilüsyon yöntem ile tekrar çalışılması gerektiği vurgulanmıştır 
(9). Plasmid kaynaklı kolistin direncinin gösterilebilmesi için EDTA’lı 
KSDE testi geliştirilerek çalışması yapılmıştır (14). Şu an için yaygın olan 
kromozomal kaynaklı kolistin direncidir; plazmid kaynaklı direnç tüm 
dünyada kolistin dirençli izolatların %3’ünü oluşturur (10).  Ülkemizde 
mcr-1 pozitif izolatlara nadir olarak rastlanmaktadır (5); söz konusu izo-
latlarda kolistin MİK değerleri 2-4 arasında çıkabilmektedir. CLSI, MİK 
değeri 2 olan izolatların kolistin sonuçlarının sıvı mikrodilüsyonla doğ-
rulanmasını önermektedir.

Çalışmamızda kısıtlılıklar mevcuttur. Sıvıya geçen kolistin konsantrasyo-
nu başka bir analitik metot ile doğrulanmalıdır. Farklı ticari markaların 
kolistin diskleri kullanılmamış; çalışılan izolatların mcr-1 genlerine ba-
kılmamıştır. Çalışmaya dahil edilen nonfermentatiflerin sayısı ise azdır.

Sonuç olarak; rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarında basit ama güvenilir 
yöntemlere ihtiyacımız vardır. Kolistin duyarlılık testi için yöntem geliş-
tirilmesi, validasyon ve verifikasyon çalışmalarının yapılması kaynakları 
sınırlı ülkeler için değerlidir. Bu çalışma ile KSDE testinin Enterobacterales 
grubu için güvenle kullanılabileceği söylenebilir. 

Hasta Onamı 
Hastalardan izole edilen bakteri izolatları kullanıldığı için hasta onamı 
alınmamıştır. 
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