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KAN KULTURU UREMELERINDE DIiREKT DISK
DIFUZYON TESTI UYGULAMASININ
DEGERLENDIRILMESI

Zeynep GULAY, Tuba ATAY, M. Ali OKTEM, Nuran YULUG

OZET

Kandaki infeksiyon etkenlerinin ve duyarlilik profitlerinin en kisa siirede tanumlanarak
etkin sagaltima baglanmasi hasta prognozu agisindan son derece dnemlidir. Bu nedenle, si1-
vt kan kiiltiirii sistemlerinde direme saptanr saptanmaz, kanlt ve EMB agar yanisira Muel-
ler Hinton agara da pasaj yapilarak disk difiizyon testi uygulanmakta, béylelikle bakteri ta-
nimlanmasi ile egzamanh olarak antibiyotik duyarhilik sonuglart bildirihmektedir. Bu uygu-
lamanin dogrulugunun degerlendirilmesi amaciyla ¢alismamizda, 156%s1 Staphylococcus
spp. (41 Staphylococcus aureus, 115 koaglilaz negatif stafilokok), 42°si Gram negatif ¢o-
mak (19 Escherichia coli, 10 Acinetobacter baumannii, 6 Pseudomonas aeruginosa, 3 FEn-
terobacter cloacae, 1 Klebsiella pnewmnoniae, 1 Serratia marcescens, 1 Stenotrophomonas
maltophilia, 1 Burkholderia cepacia) ve ikisi Corynebacterivm jeikeiunm olmak zere, tre-
me saptanan 200 kan kiiltiirlinde direkt antibiyogram uygulamas: ile aliman sonuglar,
NCCLS disk difiizyon yontemi kullamlarak elde edilen sonuglarla kargtlagtinlnmgtir. Bu
amagla 15 farkh antibiyotikle elde edilen 1280 sonug degerlendiriimis ve her iki ydntem
ile saptanan sonuclarin % 92 oranminda uyumlu oldugu belirlenmistir. Direkt disk difiizyon
sonuglartmn % 6.5"inin kiigiik hata, % 1’inin biiyiik hata ve % 0.5’inin ise ¢ok biiyiik ha-
ta kategorilerine girdigi, uyumsuz sonuglarin 6zellikle dksasilin, eritromisin, amikasin, sul-
baktam-ampisilin ve amoksisitin-klavulanat duyarlilifinda ortaya g1kt gézlenmistir, Ay-
rica duyarhilik kategorileri uyumlu olmakla beraber, her iki yontem ile clde edilen inhibis-
yon zon ¢aplar arasinda fark bulundugu da saptanmistir.

Sonug olarak, en kisa siirede antibiyotik sagaltimina baglanabilmesi igin, s1v1 kan kiil-
tiirli sistemlerinde {ireme saptandigmda direkt duyarhilik testleri uygulanabilir. Ancak Hzel-
likle biiyiik hata gdzlencbilen antibiyotiklere kars: kesin duyarlilik paternierinin saptanma-
s1i¢in, bir giin sonra standart bir duyarlilik testi yapilmasi da gereklidir.

SUMMARY
The evaluation of direct disk diffusion test in positive blood cultures.

Identification of infectious agents in blood, and determination of their antimicrobial
susceptibility profiles are of utmost importance for patients prognosis. Therefore, inocula-
tion onto Mueller Hinton agar, as well as blood and EMB agar is carried out as soon as a
growth is observed in a liquid based medium, thus yielding both the bacterial identificati-
on and its susceptibility aspects in parallel. In order to evaluate the confidence of this met-
hod, we performed this study, which compared the results of direct antibiogram method
with NCCLS disk diftusion method, in a total of 200 positive blood cuiture, comprising of
156 Staphylococcus spp. (41 of which were Staphylococcus aureus, and 115 were coagu-
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lase negative staphylococci), 42 Gram negative rods (19 Escherichia coli, 10 Acinetobac-
ter bqumannii, 6 Pseudomonas aeruginosa, 3 Enterobacter cloacae, 1 Klebsiella pneumao-
nige, 1 Serratia marcescens, and | Stenotrophomonas maltophilia, 1 Burkholderia cepa-
cta) and 2 Corynebacteriwm jeikeium strains, A total of 1280 results using 15 different an-
tibiotics were evaluated, and a consistency of 92% between the two aforementioned met-
hods was observed. The results obtained by the direct disk diffusion method was found to
show 6.5% minor discrepancies, 1% major discrepancies and 0.5% very major discrepan-
cies and that these incompatible results were found to be associated mostly with oxacillin,
erythromycin, amikacin, ticarcillin-clavulanate, and amoxicillin-clavulanate. Furthermore,
although the susceptibility categories were identical for the two groups, the relevant inhi-
bition zone diameters differed.

In a conclusion, we put forward that susceptibility tests can be applied as soon as
growth is observed in liquid blood culture media for the immediate initiation of appropri-
ate antibiotherapy, but the standard day-after inoculation tests should be performed to get
the accurate susceptibility pattern, especially for the drugs is the major discrepancy group.

GIRIS

Bakteriyemi ve sepsis yagamu tehdit edici nitelikteki infeksiyonlar arasinda &n sirada
gelmektedir (6). Bu nedenle, kandaki infeksiyon etkenlerinin ve duyarhlik profilierinin en
kisa stirede belirlenmesi, hasta prognozu agisindan énem tasimaktadir (4,14). Bakteriyemi
etkenlerinin saptanmasi amaciyla, BACTEC 9240 gibi otomatize kan kitltiir sistemleri yay-
ain olarak kullamlmaktadir (16). Ancak bu sistemlerde, 6nce stvi besiyerinden katr besiye-
rine pasaj yapiimasi ve dreyen kolonilerden antibiyogram uygulanmas: halinde sonug alin-
mast igin gerckli siire 16-24 saat arasinda degigmektedir (15,17). Bu siire kaybinin azaltil-
mast i¢in, sivi kan kiiltiiri sistemlerinde lireme saptafiir saptanmaz, kanli ve EMB agar ya-
msira Mueller Hinton agara da pasaj yaplarak disk difiizyon testi uygulanmakta, biylelik-
le bakteri tammlanmass ile es zamanh olarak antibiyotik duyarhilik sonuglan bildirilmek-
tedir {9).

Bu uygulamanin dogrulugunun deferlendirilebilmesi amacrylu ¢aligmamizda, degisik
tiirlerden bakteri {iremesi saptanan 200 kan kiiltiiriinde direkt antibiyogram uygulanmas:
tle alinan sonuclar, bir giin sonra pasajlarda olusan koleniler ve National Committee [or
Clinical Laboratory Standards (NCCLS) disk difiizyon ytntemi (10) kullanilarak elde edi-
len sonuglarla karsilastimlmgtin,

GEREC VE YONTEM

Bakteriler: Caligmamizda, Haziran 1998 - Ocak 1999 tarihleri arasinda laboratuvari-
miza gelen ve BACTEC 9240 kan kiiltiir cthazinda iireme saptanan 200 ardigik kan kiiltii-
rii incelenmigtir. Kiiltiirlerde iireyen bakteriler, iireme, boyanma ve biyokimyasal 6zellik-
lerine gore tantmlanmugtir. Sik rastlanmayan bakteriler icin ise Vitek bakteri identifikasyon
sistemi (btoMerieux) kullanilmustir.

Antibiyotikler: Ureyen bakterilerin tiirine gére Gram pozitif bakteriler icin oksasilin
(OX), teikoplanin {TEC), eritromisin (E), Gram negatil bakteriler i¢in suibaktam-sefope-
razon (SCF), aztreonam (ATM), imipenem (IMP), meropenem (MEM), seftriakson (CRO}),
seftazidim (CAZ), Gram pozitif ve negatifler igin ortak olarak siprotloksasin (CiP}, sulbak-
tam-ampisilin (SAM), amoksisilin-klavulanat {AMC), tikarsilin-klavulanat (TIM), genta-
misin {G), amikasin (AK) diskleri kullanilip duyarliliklar: direkt yéntem ve NCCLS disk
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difizyon ytntemi ile saptanarak, kargilagtinlmagtir.

NCCLS disk difiizyon yoniemi: Bu amagla kat1 besiyerinde liretilen 18-24 saatlik bak-
teri kolonilerinden bir siispansiyon hazirlanarak inokulum miktar: 1X108 bakteri/mi olacak
sekilde ayarlanmigtir. Stispansiyon Mueller Hinton agara yayilip, antibiyotik diskleri yer-
legtiritmis ve 35°C’de 16-18 saat inkiibe edilmistir. Bu siirenin senunda disk etrafindalki
zon ¢aplan 6lgiilerek NCCLS’in énerdigi duyarlilik sinirlarina gére duyarl, orta duyarh
veya direncli kategorileri belirlenmigtir (10).

Direkt disk difiizyon yontemi: Ureme saptanan kan kiiltiirlerinden 0.2 ml alimip, Mu-
eller Hinton agar besiyerine aktarilmis, ekiivyon ile yayilip, ylizey kuruduktan sonra disk-
ler yerlestiriimistir, Bir gece 35°C’de inkiibasyon sonunda zon ¢aplart degerlendirilmisgtir.
Sonuglar NCCLS disk difiizyon yontemi ile alinanlarla karsilagurilarak, kiiciik (“orta”(I)
ve duyarl (8) veya “orta” ve direngli (R), kategorileri arasinda degigim), biilyiik (R [dirckt
yontemle direncli saptananlar]’den S [NCCLS yontemi ile duyarl saptananlar] kategorisi-
ne degisim) ve gok bliyiik (S [direkt yontemle duyar]: saptananlar]’den R [NCCLS yénte-
mi ile direngli saptananlar] kategorisine degisim) hata oranlan saptanmistr. Ayrica, mili-
melre cinsinden zon gaplar dl¢iilerek <6 mm, 7-10 mm, 11-15 mm, 16-20 mm, 21-25 mm,
26-29 mm, 30-34 mm, 35-39 mm, 240 mm seklinde gruplara ayrilnug ve NCCLS ydatemi
ile elde edilen zon gaplan ile kiyaslanmgtin.

BULGULAR

Ureme saptanan 200 ardigik kan kiiltiiriinden izole edilen bakteriler tablo 1'de giste-
ritmigtir. Bu bakteriler ve 15 antibiyotik ile elde edilen toplam 1280 sonug incelenmis ve
her iki yontern sonuglannin % 92 oramnda uyumlu oldugu belirlenmistir. Direlct disk di-
fiizyon sonuglarinin % 6.5’inin kiiciik hata, % 1’min biiylik hata ve % 0.57inin ¢ok biiyiik
hata kategorilerine girdi3i, cok biiyiik ve biiyiik hatalatin ise oksasilin, eritromisin, amika-
sin, sulbaktam-ampisilin ve amoksisilin-klavulanat duyarlihfinda ortaya ¢iktig1 saptanmig-
t1ir (Tablo 2). Ayrica duyarhilik kategorileri uyumlu olmakla beraber, direkt ve standart y6n-
temlerle elde edilen inhibisyon zon gaplari arasinda fark bulundugu ve bunlarin kullanilan
antibiyotik disklerine gore, % 40 ile % 82 arasinda degismekle birlikte ortalamma olarak an-
cak 9% 61.5 oraninda aym grupta yer aldif belirlenmistir {Tablo 3}.

Tablo 1. Kan kiiltiirlerinde iireyen bakteriler ve sayilar.

Gram pozitif bakteriler

Koagiilaz negatif stafilokoklar f13
Metisiline duyarl: Staphylococcus aureus 26
Metisiline direngli Staphylococcus aureus 15
Corynebacterium jeikeium 2
Gram negatif bakteriler
Escherichia coli 19
Acinetobacter baumannii 10
Pseudomonas acruginosa 6

Enterobacter cloacae

Serratia marcescens
Klebsiella pneumoniae
Stenotrophomonas maltophilia
Burkholderia cepacia

Toplam : ' 200

—_— a2
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Tablo 2. Iki ayn yontem ile ahnan duyarliik sonuglannin antibiyotiklere goire analizi,

Antibiyotik Uyumlu sonug Kigiik hata Biiyiik hata Cok biiytik hata
(test sayisi)

Say1 (%) Say1 (%) Say (%) Say1 (%)
SAM (170) 159 (93.5) 953 - 2.(1
CIP (165) 156 (94.5) 9(5.5 - -
OX (156) 150 (96) i 2( 32
E (156) 140 (90) 11 ¢ 3(2) 2(1.5)
TEC {{36) 156 (100) - - -
AMC (155) 143 (92) 10 (6.8) f (0.6 1 {0.6)
AK (50) 84 (93.3) 3(3.3) 3(3.3) -
TIM (67) 61 (91) 6(9) - -
G (49) 48 (98) I(2) - -
IMP (41} 40 (97.5) 1(2.5) - -
ATM (36) 32 (89) 2(5.5) 2(5.3) -
MEM (12} 10 (83.3) [(8) 1(8) -
CRO (11) 11 (100 - - -
SCF (10} 8 (80) 2 (20} - -
CAZ (9) 7 (78) 2(22) = -

SAM: Sulbaktam-ampisilin, CIP: Siprofioksasin, OX: Oksasilin, E: Eritromisin, TEC; Teikoplanin, AMC:
Amoksisilin-klavulanat, AK: Amikasin, TIM: Tikarsilin-klavulanat, G: Gemtamisin, IMP: Imipenem, MEM:
Meropenem, CRO: Seftriakson, SCF: Sulbaktam-sefoperazon, CAZ: Seftazidim.

Tablo 3. Direkt ve standart NCCLS disk diftizyon yontemi ile elde edilen inhibisyon zonlarimn katsi-

lagtiriimasi.

Anibiyoiik Gruplar*
(test sayis1} say1 (%)

2-3 -2 -1 Aym i 2 3
SAM (170} 2(1) 13 (7.6} 20012) 85 (50) 31{18) 13(7.5) 633
CIP (165) 2(1) 8(5) 17(0) 10463  25(15) 6 (4) 3(2)
OX (156) 3(2) 5(3) 16 (10) 96 (61.5) 23{15) 745 64
E (136) 3(2) 9(58) 1064 116743y 10(64) 32 5¢3.2)
TEC (156} - 425 16(10) 77 (49) 43 (28) 15 (10) 1{0.5)
AMC (155) 4 (2.5} 745 25(l6) 81(52.5) 29(19) 5(3) 4 (2.5)
AK (50) 1(h 2(2) 9(10) 45 {50) 24 (27 443 3053
TIM (67) - 2 (3 3(4.5) 47 (70 12 (8) 3(4.5) -
G (49) - - 2(4) 38 (78) 3(6} 4 (8) PACY
IMP (41} - 1(2.4) 3(N 31 (75.6) 3(7) 37 -
ATM (36) - 1(3) 3(8) 26 (72) 1(3) 3 (8} 2 (6)
MEM (11) - - 4(33) 5(42) 2(17) - -
CRO (11) - - 1M 9(82) 1(9) - -
SCF (10} - - F(I0) 7 {70} 220 - -
CAZ (10) - - 3 (30) 4 (40) 3(30) - -

*: Direkt ve standart yontemlerin kargitagtirilmast amaciyla inhibisyon zonlan Sigliferek (mm) 1) <6,2) 7-10, 3) 11-
15, 4) 16-20, 5) 21-25, 6) 26-29, 7) 30-34, 8) 35-39, 9) 240 mm olacak sekilde gruplandirilims ve standart yontem
ile.alinan sonuglarin direkt disk difiizyona géire hangi grupta yer aldig1 gésterilmistir. Ornegtin (-1) direkt ydnteme

gre bir ale grupta yer alanlarl gstermektedir.
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TARTISMA

Yitksek mortaliteye sahip olan bakteriyermi ve sepsis tablosunda etkenin bir an Snce
belirlenmesi ve en kisa siirede antibiyotik tedavisine baglanmas: gereklidir (6). Bakteriye-
mi etkenlerinin saptanmast igin otomatize kan kiiltiir sistemleri ve hizl identifikasyon sis-
termnleri gelistiriimigtir (2,14). Otomatize kan kiiltiir sistemleri Klinik Mikrobiyoloji Labo-
ratuvarlarinda yaygin bir bigimde kullamilmaktadir, Laboratuvanimizda da 1996 yihndan
beri BACTEC 9240 sistemi kullamilmaktadir. Bu sistemde iireme oldugunda dnce sivi be-
siyerinden kati besiyerine pasaj yapilmakta aym anda kati besiyerleri yaninda Mueller Hin-
ton agara da pasaj yaptlarak disk difiizyon testi uygulanmaktadir. Béylelikle bakteri tanim-
lanmas ile es zamanli olarak etkenin antibiyotik duyarkligi da bildirilmektedir. Ancak, an-
tibiyotik duyarlilik test sonuglari, inokulum miktar, bakterinin treme fazi, besiveri kalin-
lig1, pH’1, tuz konsantrasyonu, ortamdaki kan diriinleri gibi birgok fakttrden etkilenmekte-
dir (7,17). Bu nedenle galismamzzda, bir standardizasyon olmaksizin yapilan kan kiiltlir(in-
den direkt antibiyogram uygulamasimn dogralugunu aragtirmak amaciyla, bu yontem ile
alinan sonuglar pasajlarda iireyen kolonilerden NCCLS disk difiizyon yontemi uygunlana-
rak elde edilen sonuglarla karsilagtinimustir, Uretilen 200 bakteride 15 antibiyotikle elde
edilen 1280 sonug direkt disk difiizyon ve NCCLS disk difiizyon yontemleriyle degerlen-
dirildiginde her iki yontem ile elde edilen sonuglarm % 92 oraninda uyumlu oldugu goriil-
mektedir. Uyumsuz sonuglarnin % 6.5’inin kiigiik hata, % 1’inin biyiik hata ve % 0.5’inin
cok biiylik hata kategorilerine girdigini, ¢ok bliyiik hatalarin oksasilin, eritromisin, amok-
sisilin-klavulanat ve sulbaktam-ampisilinde oldugu saptanmigtic. Doern ve ark. (3) kan kiil-
tiirii tiremelerinde direkt disk difiizyon ve NCCLS disk difiizyon yontemlerini kargilastiran
galigmalarinda % 96.8 uyum oldugunu, % 1.6 kilglik hata, % 1.5 biiyiik hata ve % 0.1 ¢ok
biiyiik hata bulundugunu bildirmislerdir, Fay ve ark. {5) disk difiizyonla elde edilen 1069
sonucu kargilagtirmuglar ve sonuglarda % 94.6 uyum, % 4.5 kiiciik hata, % 0.9 bilyiik hata
saptamigtardir. Putnam ve atk. (12) 1997 yilinda Enterobacteriaceae Uyelerinin tredigi kan
kiiltiirlerinde yapuklan direkt disk difiizyon yontemiyle, mikrodiliisyon yOntemini kargi-
lagtirmalan sonucu direkt disk difiizyon yonterminin % 0.3 ¢ok bliytk, % 0.9 bilyiik, % 6.4
oraninda kiigtik hata icerdigini saptamiglardir. Satch ve ark. (13) Japonya’da yaptiklan ¢a-
higmada direkt ve standart yontemler arasinda Gram negatif comalklarda % 98 uyum, % 0.7
¢ok biiyiik hata, Gram pozitif koklarda ise % 97.2 uyum, % 2.8 oraninda ¢ok biiylik hata
belirlemiglerdir. Nolte ve ark. (11) yaptiklan calismada % 88.2 uyum, % 7.8 kiigiik hata,
% 1.8 biiylik hata, % 2.2 ¢ok bityiik hata saptamuglar, ok biiyiik hatalanin ampisilin, kar-
benisilin, sefalotin, amikasin‘ve tobramisinde oldugunu belirlemisterdir. Kamm ve ark. (8)
Gram negatif comaklarda yaptiklart caligmada ise % 86.3 uyum, % 6.5 kiigiik hata, % 6.8
biiyiik hata, % 0.4 ise ¢ok biiylik hata oldugunu bunlann 6zellikle amoksisilin-klavulanat,
sefalotin ve tobramisinde oldugunu belirlemislerdir. Caligmarmzda ¢ok biiyiik hata katego-
risine giren sonuglarin sulbaktam-ampisilin, oksasilin, eritromisin, amoksisilin-klavulanat
ile alindif saptanmigtir.

Caligmamizda ayrica, direkt disk difiizyon ve NCCLS yintemi ile elde edilen inhibis-
yon zon gaplan karsilastindmg, duyarhlik kategorileri degismemekle beraber, zon ¢aplan-
nin birbirlerinden oldukca farkli oldupu gorifimiigtiir, Bilindigi gibi, antimikrobiyal duyar-
hilik testleri epidemiyolojik olarak baglantili kékenleri ayirt etmek icin de kullanilabilmek-
tedir. Bu nedenle hastane infeksiyonlarinda etken olabilen izolatlarn izlenmesi agisindan
direkt yontem uygun goziilkmemektedir,

Direkt duyarlilik testi, pasaj ve NCCLS disk difiizyon testi uygulanmasina gore 24 sa-
at daha kisa bir siirede sonug vermektedir (9), Ayrica caligmamizda da goriitdiigii gibi, di-
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rekt disk difiizyon testinde uyumsuz sonuglar ¢ok diiglik oranlarda gozlenmektedir. Genisg
spektrumiu antibiyotik tedavisi ve yatis siiresine etkisi de gdz 6niline ahmdifinda bu uygu-
lamanin mortalite ve morbiditenin yamsira maliyet {izerine (Srnegin Anestezi ve Re-
animasyon Yogun Bakim Unitesinde bir giinliik tedavi maliyeti 50-100 milyon TL. arasin-
da degigmektedir) olumlu etkilerinin de bulunabilecefi goriilmektedir (1, Dokuz Eyiiil
Universitesi hastane verileri). ‘

Sonug olarak kan kiiltiriinden direkt disk difiizyon yéntemi ile alinan sonuglar stan-
dart yontem ile ylksek oranda uyumbu olduBu igin, kisa siirede sonug verebilinesi amaciy-
la bu yontemin de uygulanabilecegi ancak; biiyiik ya da ok biiyiik hata kategorilerine gi-
ren antibiyotiklere karsi kesin duyarlilik paternlerinin saptanmasi ve 6zellikle hastane in-
feksiyonu etkenlerinin izlenmesi agisindan zon ¢aplarimin karsilastinlabilmesi igin bir giin
sonra standart bir duyarhilik testi yapilmasinin da gerekli oldugu digliniilmigtiir.
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