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Comparative Evaluation of VITEK 2 and Broth Microdilution Methods for Colistin Antimicrobial 
Susceptibility Test  
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Bu çalışma, 6-8 Nisan 2018 tarihinde İstanbul’da düzenlenen “13. Antimikrobik Kemoterapi Günleri”nde poster bildiri olarak 
sunulmuştur. 
 

Çalışma, Tekirdağ Namık Kemal Üniversitesi Tıp Fakültesi Girişimsel Olmayan Klinik Araştırmalar Etik Kurulunun 30.05.2019 
tarih ve 2019.97.06.18 sayılı izni alınmıştır. 
 
Öz 
Amaç: Kolistin için hassas duyarlılık test yöntemlerine ihtiyaç vardır. Çalışmamızda VITEK 2 (bioMérieux, Marcy-L’Etoile, Fransa) 
otomatize sistem ile sıvı mikrodilüsyon yöntemini karşılaştırarak, VITEK 2 yönteminin kolistin duyarlılığını saptamadaki etkinliğini 
belirlemeyi amaçladık. 

Materyal ve Metot: Çeşitli Gram negatif bakterilerin kolistin duyarlılığı için laboratuvarımızda kullandığımız VITEK 2 otomatize sistem ve 
sıvı mikrodilüsyon yöntemini geriye dönük olarak karşılaştırıldı. Suşların tanımlanması konvansiyonel mikrobiyolojik yöntemler ve VITEK 
2 otomatize bakteri tanımlama sistemi kullanılarak yapıldı. 

Bulgular: Çoğunluğu yoğun bakım ünitelerinden (n=56) izole edilen suşlar olmak üzere 104 Gram negatif mikroorganizmanın kolistin 
duyarlılık sonuçları karşılaştırıldı. Sıvı mikrodilüsyon yöntemi referans alındığında VITEK 2 ile 7 çok büyük hata (% 6.7), 4 büyük hata (% 
3.8) tespit edildi. VITEK 2 için duyarlılık %92.9, özgüllük %20, pozitif prediktif değer %95.8, negatif prediktif değer % 12.5 olarak 
bulundu. 

Sonuç: Çalışmamızda VITEK 2, % 6.7’lik çok büyük hata oranı ve <% 90 genel uyum oranıyla yöntem kabulu için gerekli kriterleri 
sağlayamadı. Kolistin duyarlılığını saptamada VITEK 2’nin kullanılabilirliği ile ilgili çok sayıda çalışmada farklı sonuçlar olsa da 
çalışmamızda yöntem kabulü için gerekli kriterleri sağlayamamıştır. 

Anahtar Kelimeler: Kolistin, sıvımikrodilüsyon, otomatize antibiyotik duyarlılık 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, sıvı microdilution, automated antimicrobial susceptibility system. 
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GİRİŞ 

Çoklu ilaç direnci ve yeni antibiyotiklerin 

keşfindeki gecikmeler Gram negatif 

mikroorganizmaların tedavisinde güçlüklere 

neden olmaktadır. Oluşan bu durum, 1980'lerin 

başında rapor edilen nefrotoksisite ve 

nörotoksisite nedeniyle terk edilen kolistinin çoğul 

dirençli Pseudomonas ve Acinetobacter gibi 

Gram negatif bakterilere karşı yeniden 

kullanımına neden olmuştur1. 

Kolistin (polimiksin E), 1947’de keşfedilmiştir ve 

1959'dan beri Gram-negatif bakterilerin neden 

olduğu enfeksiyonların tedavisinde kullanılan eski 

bir antibiyotiktir. Gram negatif bakterilerin dış 

membran lipopolisakarid (LPS) yapısını hedef 

alır. Kolistin peptidi ve LPS arasındaki bağlanma, 

zar bütünlüğünü azaltarak geçirgenliğini arttırır ve 

hücre içeriğinin sızmasıyla hücre ölümüne neden 

olur. Diğer antibiyotiklerle kombinasyon halinde 

verilmelidir ve ampirik tedavi ve monoterapi için 

önerilmez2. Kullanımı giderek artan kolistinin 

daha az toksik ve iyi bir klinik etkinliğe sahip 

olduğu gösterilmiştir3. 

Kolistin, karbapenem dirençli Pseudomonas 

aeruginosa, Acinetobacter spp.ve Klebsiella 

pneumoniae izolatlarının neden olduğu ciddi 

enfeksiyonların tedavisi için tercih edilen ilaç 

haline gelmiştir4. 

Polimiksin duyarlılık testlerinde polimiksinlerin 

agar içine zayıf difüzyonu, doğal katyonik 

özellikleri, hetero-direncinin oluşması gibi çeşitli 

zorluklar bulunmaktadır5. Kolistin molekülünün 

büyüklüğü zayıf difüzyona neden olur ve duyarlı 

dirençli ayrımı yapılamayacağından disk difüzyon 

yöntemi uygulanmamalıdır. Gradiyent testlerinde 

minimum inhibisyon konsantrasyonu (MİK) 

değerleri düşük çıkmakta ve hatalı olarak duyarlı 

sonuç alınmaktadır. Bu nedenle kalite kontrol 

sonuçları istenilen aralıkta çıksa bile kolistin 

duyarlılığı için gradiyent testlerinden 

kaçınılmalıdır. Yarı otomatize sistemlerde ise 

duyarlı olmayan aralıklar için çok büyük hatalar 

gösterilmiştir6. Avrupa Antimikrobiyal Duyarlılık 

Test komitesi (EUCAST) önerilerine göre halen 

tek geçerli yöntem sıvı mikrodilüsyondur7. 

Çalışmamızda kolistin duyarlılığının 

belirlenmesinde, VITEK 2 otomatize sistemi ile 

altın standart sıvı mikrodilüsyon yönteminin 

sonuçlarını geriye dönük olarak karşılaştırarak 

VITEK 2 otomatize sisteminin etkinliğini 

belirlemeyi amaçladık. 

MATERYAL VE METOT 

Suşlar: Suşların tanımlanması konvansiyonel 

mikrobiyolojik yöntemler ve otomatize bakteri 

tanımlama sistemi VITEK 2 (bioMérieux, Marcy-

L’Etoile, Fransa) kullanılarak yapıldı. 

Sıvı mikrodilüsyon yöntemi: EUCAST önerileri 

göz önüne alınarak sıv ımikrodilüsyon yöntemi 

için polistren mikropleytler ve 25 mg/L Ca++ ve 

12.5 mg/L Mg++eklenen Müller-Hinton buyyon 

(Oxoid, İngiltere) kullanıldı. Her mikroorganizma 

için 8 kuyucuk kullanılmıştır. Tüm kuyucuklara 

100µl Müller-Hinton buyyon eklendi. Sıvı 

mikrodilüsyon yöntemi için kolistin seri 

dilüsyonları (16-0.5 mg/L) ilk 6 kuyucuğa yapıldı.  

Daha sonra mikroorganizmalardan 0.5 

McFarland bulanıklıkta hazırlanan inokülum 1:10 

dilüe edildikten sonra sterilite kuyucuğu hariç 

diger ilk 7 kuyucuğa 5 μl olarak ekildi. Böylece 

her kuyucuktaki bakteri yoğunluğu 5x105 CFU/ml 

olarak ayarlandı. Üreme kontrolünde 7. kuyucuk, 

sterilizasyon kontrolünde ise 8. kuyucuk 

kullanıldı. Negatif kalite kontrol için Escherichia 

coli ATCC 25922, pozitif kalite kontrol için 

Proteus mirabilis ATCC 12453 kullanıldı. 

Mikropleytler 35±2°C’de 20-24 saat inkübe edildi. 

Üremenin olmadığı en düşük antimikrobiyal ilaç 

konsantrasyonu MİK olarak tespit edildi. 
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EUCAST önerileri doğrultusunda ≤2 mg/L 

değerleri duyarlı kabul edildi. VITEK 2 otomatize 

sistemde ise duyarlı suşlarda MİK değeri ≤0.5 

mg/L olarak rapor edildi. 

Çalışma, Tekirdağ Namık Kemal Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Girişimsel Olmayan Klinik Araştırmalar 

Etik Kurulunun 30-05-2019 tarih ve 

2019.97.06.18 sayılı izni alınarak, Helsinki 

deklerasyonu prensiplerine uygun olarak 

gerçekleştirildi. 

BULGULAR 

Çoğunluğu yoğun bakım ünitelerinden (n=56) 

izole edilenler olmak üzere 104 Gram negatif 

mikroorganizmada kolistin duyarlılık sonuçları 

karşılaştırıldı. Etkenlerin dağılımı Pseudomonas 

aeruginosa (n=36), Klebsiella spp (n=28), 

Escherichia coli (n=18), Acinetobacter baumannii 

(n=12), Enterobacter spp (n=10) şeklindeydi. Sıvı 

mikrodilüsyon ile duyarlı tespit edilen 96 

etkenden 92’si VITEK 2 ile duyarlı, dirençli tespit 

edilen 8 etkenden 1’i VITEK 2 ile dirençli 

bulundu. VITEK 2 ile 7 (% 6.7) çok büyük hata, 4 

(% 3.8) büyük hata, % 75.9 temel uyum oranı 

tespit edildi. MİK değerleri Tablo 1’de gösterildi. 

Etkenlere göre temel uyum oranları ise Tablo 

2’de gösterildi. 

Tablo 1. Sıvı mikrodilüsyon ve VITEK 2 Kolistin MİK değerleri 

S
ıv

ım
ik

ro
d

ilü
s

y
o

n
 

M
IC

 (
m

g
/L

) 

≥16 5 1    1 

8 1      

4       

2 14   1  1 

1 13 2     

≤0.5 63   1 1  

 ≤0.5 1 2 4 8 ≥16 

VITEK 2 
MIC (mg/L) 

*VITEK 2 için kırmızı alan çok büyük hatayı, turuncu alan ise 
büyük hatayı göstermektedir. 

 

Tablo 2. Sıvı mikrodilüsyon referans olarak alındığında 
VITEK 2 için uyum oranları 
  P. 

aeruginosa 
n=36 

Klebsiella  
spp 
n=28 

E.coli 
n=18 

A. 
baumannii 

n=12 

Entero‐ 
bacter spp 

n=10 

Tüm 
İzolatlar 
n=104 

Temel Uyum 
(%) 

77,7  60,7  88,8  91,6  70  75,9 

Çok Büyük 
Hata (%) 

1  2  1  1  2  7 

Büyük Hata 
(%) 

2  1  1  0  0  4 

Çalışmamızda EUCAST önerileri doğrultusunda 

sıvı mikrodilüsyon referans alındığında VITEK 2 

için duyarlılık % 95.8 (92/96), özgüllük % 12.5 

(1/8), pozitif prediktif değer % 92.9 (92/99), 

negatif  prediktif değer % 20 (1/5) olarak bulundu. 

VITEK 2’de pozitif prediktif değerin yüksek 

olmasına rağmen 4 büyük hata tespit edildi, 

negatif prediktif değer çok düşüktü ve 7 çok 

büyük hata görüldü. 

TARTIŞMA 

Tüm dünyada çoğul dirençli Gram negatif 

bakteriyel infeksiyonların tedavisinde artan 

şekilde polimiksinler kullanılmaktadır. Kolistin 

duyarlılığını belirlemede otomatize sistemler, sıvı 

mikrodilüsyon ve agar dilüsyon gibi farklı fenotipik 

yöntemler kullanılmaktadır. Polimiksin duyarlılık 

testinde; polimiksinin katyonik özellikleri agar 

ortamında zayıf difüzyon, mikroplaklara 

adsorpsiyon, güvenilir bir duyarlılık testinin 

olmaması, profesyonel kuruluşlarının spesifik bir 

sınır değer vermemesi, Tween 80'in sinerjik etkisi 

gibi çok sayıda zorluk bulunmaktadır8. Ayrıca 

çoğunluğu duyarlı popülasyon ile birlikte bulunan 

dirençli bir mikroorganizma alt popülasyonu 

(heterorezistans), antibiyotik varlığında aktif 

olarak büyümekte ve tedavi başarısızlığına 

neden olabilmektedir. Kolistin heterorezistansını 

saptamadaki tanısal testlerin yetersizlikleri, 

etkisiz tedavi nedeniyle hasta morbiditesinin ve 

mortalitesinin artmasına neden olabilmektedir9. 

Bakterilerin kendi yapısal özelliklerine bağlı 

zorluklar da bulunmaktadır. Bunlara örnek olarak 

Acinetobacter baumannii’nin yavaş üremesi 

gösterilmiştir10. 
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Altın standart olarak kullanılan sıvı mikrodilüsyon 

yönteminin ise rutin laboratuvarda 

uygulamasında zorlukların olması ve 

oluşabilecek hatalı sonuçları önlemek için yeni 

besiyeri ve mikroplak kullanımının geliştirilmesi 

çalışmaları bildirilmiştir11,12. Ayrıca sıvı 

mikrodilüsyon yöntemine alternatif olarak kolay 

uygulanabilir ve güvenilir yöntemlerin 

geliştirilmesi çalışmaları da yapılmıştır. 

Humphries ve ark. sıvı disk elüsyon ve agar 

testinde yüksek kategorik uyum bulmuştur ve bu 

yöntemler CLSI tarafından onaylanmıştır13. Bir 

başka çalışmada da sıvı mikrodilüsyon yöntemi 

ile kolistin sıvı disk elüsyon yöntemi arasındaki 

kategorik uyum % 99.3, çok büyük hata oranı % 

0.2 olarak saptanmıştır14. Ucuz ve güvenilir test 

olarak gösterilen bir başka yöntem olan 

ResaPolymyxin testi ile 4 saatte sonuç alınmış, 

duyarlılık ve özgüllük değerleri % 100’e yakın 

bulunmuştur15,16. Başka bir çalışmada da 2 saat 

içerisinde sonuçlanan, çok büyük hata tespit 

edilmeyen ve kategorik uyumu % 99 olan Flow 

sitometri tekniği bildirilmiştir17.  

Şu anda kullanımda olan yöntemlerin sıvı 

mikrodilüsyon testi ile karşılaştırdığı çok sayıda 

çalışma bildirilmiştir. Bunların bazıları sonuçların 

uyumlu bazıları da uyumsuz olduğunu 

vurgulamıştır. Gradiyent difüzyon ve agar 

dilüsyon testinin sonuçlarının kolistin duyarlılığını 

saptamada yetersiz olduğu bildirilmiştir18,19. Akın 

ve ark. Polimiksin B için gradiyent difüzyon, disk 

difüzyon ve sıvı mikrodilüsyon yöntemleri 

arasında fark bulunmadığını bildirmiştir20. Bir 

çalışmada ise Polimiksin B duyarlılık testi için 

gradiyent difüzyon ve agar dilüsyon yönteminin 

sıvı mikrodilüsyon yöntemiyle uyumunun iyi 

olduğu, disk difüzyonun ise tarama için 

kullanılabileceği vurgulanmıştır21. Başka bir 

çalışmada disk difüzyon yönteminin kolistin 

duyarlılığını ölçmek için yüksek hata oranları 

nedeniyle güvenilir olmayan bir yöntem olduğu; 

gradiyent difüzyon, agar dilüsyon ve VITEK 2 

sisteminin referans metod olan sıvı mikrodilüsyon 

ile yüksek düzeyde uyum gösterdiği 

bildirilmiştir22. van der Heijden ve ark. tarafından 

bildirilen bir çalışmada ise gradiyent test ile iyi 

sonuçlar alınsa da referans metot olan sıvı 

mikrodilüsyon ile konfirme edilmesi gerektiği 

vurgulanmıştır23. Bir başka çalışmada Sıvı 

makrodilüsyon testi için kategorik uyumun % 100 

olduğu bildirilmiştir24. 

Hazır ticari kitlerinin uyumluluğunun araştırıldığı 

çalışmalar da bildirilmiştir. MicroNAUT (MERLIN 

Diagnostika Gmbh, Bornheim, Germany), 

SEMPA1 (custom Sensititre plate, Thermo Fisher 

Scientific, East Grinstead, UK) ve ComASP 

Colistin panel (Liofilchem®) gibi hazır ticari sıvı 

mikrodilüsyon kitlerinin iyi korelasyon gösterdiği 

bulunmuştur18,25. 

Otomatize sistemlerden BD Phoenix100 Sistemi 

(Becton Dickinson, ABD) ve MicroScan 

(Beckman Coulter, Brea, CA)’in sonuçlarının 

yetersiz olduğu vurgulanmıştır14,26,27. VITEK 2 

otomatize sisteminin ise kullanılmasını öneren 

çalışmaların yanı sıra kolistinlere dirençli Gram 

negatif izolatları tespit etmek için düşük bir 

duyarlılık gösterdiği ve heterodirençli alt 

popülasyonları tespit etmek için güvenilir 

olmadığını vurgulayan çalışmalar da 

bildirilmiştir5,20,26-29,30. 

Antibiyotik duyarlılık testlerinde hata oranlarının 

değerlendirilmesi için bazı eşik değerlerin 

uygulanması gerektiği bildirilmiştir. Jorgensen, 

yeni bir antibiyotik duyarlılık testinin verifikasyonu 

için bazı kriterler önermiştir: çok büyük hata oranı 

(bir bakteri için dirençli olan antibiyotiğin duyarlı 

verilmesi) ≤ %3, toplam büyük (duyarlı 

antibiyotiğin dirençli verilmesi) ve küçük hata 

(orta duyarlı antibiyotiğin duyarlı veya dirençli 

verilmesi) oranı ≤ %7 ve temel uyum oranı (iki 

farklı yöntem arasındaki uyumun 1 dilüsyon 
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içinde olması)>% 90 olması gerektiğini 

bildirmiştir31. Buna göre çalışmamızda VITEK 2, 

referans yöntem olan sıvı mikrodilüsyon 

yöntemiyle karşılaştırıldığında % 95.8 duyarlılık 

ve % 92.9 pozitif prediktif değere sahip olmasına 

rağmen, % 6.7’lik çok büyük hata oranı ve % 75.9 

temel uyum oranıyla yöntem kabulu için gerekli 

kriterleri sağlayamamıştır. VITEK 2’nin 

karşılaştırıldığı çalışmalarda farklı sonuçlar 

alınmış, bir kısmı yeterli olduğunu vurgularken bir 

kısmı da yetersiz olduğunu bildirmiştir5,20,26-29,30.  

Farklı yöntemlerin EUCAST önerilerine göre 

halen tek geçerli yöntem olan sıvı mikrodilüsyon 

ile karşılaştırıldığı çok sayıda çalışma 

günümüzde de yapılmaktadır. Ancak kullanımda 

olan rutin yöntemler ve ticari olarak üretilen 

otomatize ve manuel sistemlerin sıvı 

mikrodilüsyon ile karşılaştırıldığı çalışmalarda 

farklı sonuçlar alınması ve onaylanan bazı yeni 

geliştirilmiş testlerin olması nedeniyle yöntemlerin 

daha fazla optimize ve standardize edilmesi ve 

uluslararası kılavuzların uyumlu hale getirilmesi 

sağlanmalıdır. 
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