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ACINETOBACTER BAUMANNII VE PSEUDOMONAS AERUGINOSA
SUSLARINDA KARBAPENEM DUYARLILIGINDA DISK DIFUZYON
TESTININ DEGERLENDIRILMESI

EVALUATION OF DISK DIFFUSION TEST FOR CARBAPENEM SENSITIVITY IN
ACINETOBACTER BAUMANNII AND PSEUDOMONAS AERUGINOSA STRAINS

Ozay ARIKAN AKAN¥, Sevil UYSAL*

OZET: Bu calisma, hastanemizde rutin disk difiizyon testi (DD) yapilirken
meropenem direngli Acinetobacter turlerinin E-test kullanilarak dogrulanmasi
sirasinda baz suslarda uyumsuzluk gérilmesi sonucunda, DD’nin fermenter
olmayan basillerde karbapenem duyarliik durumunu tespitteki basarisini
sorgulamak amaciyla gerceklestirilmistir. Rutin haftalik antibiyotik duyarlilik testi
kalite kontrol galismalarinin yapildidi klinik mikrobiyoloji laboratuvarimizda izole
edilmis olan 157 Acinetobacter baumannii ve 157 Pseudomonas aeruginosa
susunun karbapenem (imipenem ve meropenem) duyarlihgr DD testinin yani
sira E-test ile degerlendirilmigtir. Meropenem igin A.baumannii ve P.aeruginosa
suslarinda DD ile E-test arasindaki uyumsuzluk orani sirasiyla %10.8 ve %4.5
olarak bulunmustur. Her iki grup bakteride de uyumsuziuk MiK degerleri
ve disk difiizyon caplari géz 6nlne alindiginda anlamh farklilik seklindedir.
imipenemde ise A.baumannii’de uyumsuzluk saptanmazken, P.aeruginosa’da
%5.1 oraninda uyumsuzluk tespit edilmisse de, MiK degerlerinin orta diizey
direnci gbéstermesi ve disk difuzyon caplarinin alt sinira yakin olmasi, bu
farklihgin teknik agidan tekrarlanabilirliginin distk oldugunu disindirmektedir.
DD testi ile karbapenem duyarliliginin bakildigi rutin laboratuvarlarda 6zellikle
meropenem direnci tespit edildiginde, farkli bir yéntem ile dogrulanmasi hem
hasta sonuclari hem de epidemiyolojik veriler acisindan édnemlidir. Rutin
antibiyotik duyarlilik testlerinin uygulanmasi sirasinda her laboratuvar kendi
kosullar icerisinde kontrol calismalari yapmaldir.

Anahtar sézclkler: Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa,
antibiyotik duyarlilik, disk difiizyon, E-test.

ABSTRACT: This study was conducted upon the detection of discordant
results obtained for Acinetobacter species against meropenem by disk diffusion
susceptibility and E-test method. The aim of this study was to investigate
the reliability of disk diffusion method for the determination of carbapenem
susceptibility in non-fermentative bacilli. Carbapenem (imipenem and meropenem)
sensitivites of 157 Acinetobacter baumanii and 157 Pseudomonas aeruginosa
strains were performed by disk diffusion test and E-test in our laboratory
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where quality control of antibiotic susceptibility tests are performed weekly. For
meropenem, discordance of the two tests were 10.8% and 4.5% for A.baumannii
and P.aeruginosa, respectively. MIC values and disk diffusion zone diameters
were significantly different from each other. There was no difference in terms
of imipenem in A.baumannii strains but 5.1% of P.aeruginosa isolates showed
discordance. Since, for the P.aeruginosa isolates with discordant imipenem
susceptibility results, the imipenem disk diffusion zones were close to the lower
level and their MIC values were within the intermediate resistance range, it was
assumed that this technical discordance had low risk of reproducibility. In routine
laboratories, meropenem resistance detected by disk diffusion method, should
be verified by another technique. This is not only important for patient results
but for epidemiological data as well. Routine quality control studies for antibiotic
susceptibility tests and close observation of suspicious results, is mandatory for
each laboratory, in order to achieve good quality performance.

Key words: Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, antibiotic
susceptibility, disk diffusion, E-test.

GIiRIS

Rutin uygulamalarin gergeklestigi klinik laboratuvarlarda en énemli konulardan
biri “standardizasyon”dur. Antibiyotik duyarlilik testlerinin standardizasyonu, hem
hastalarin tedavisinin yonlendiriimesi hem de epidemiyolojik verilerin olusturulmasi
acisindan ayrica 6nem tasir. Antibiyogramlarin standardizasyonu amaciyla
tim dinyada degisik Ulkelerde titizlikle hazirlanan kurallar benimsenmis ve
kullaniimaktadir’®. Bu standartlarin Glke genelinde dogru olarak uygulanmasi,
kiyaslanabilir verilerin elde edilmesi igin cok dnemlidir. Bu kurallar uygulansa bile tim
dunyada gelisen yeni direnc mekanizmalari ile zaman zaman yeterlilikleri tartisiimakta
veya standardize edilmis konularda dahi rutin uygulamalar sirasinda sapmalar
gbdzlenebilmekte ve tUm standartlar zaman zaman gozden gegiriimektedir*.

Bu calisma, hastanemizde rutin disk diftzyon testi (DD) uygulamasi esnasinda
meropenem direngli Acinetobacter tarlerinin E-test kullanilarak dogrulanmasi
sirasinda bazi suslarda uyumsuzluk goértimesi sonucunda, DD’nin nonfermenter
basillerde karbapenem duyarlilik durumunu tespitteki basarisini sorgulamak
amaciyla yapilmistir.

GEREC ve YONTEM

Ankara Universitesi Tip Fakltesi Merkez Laboratuvari Mikrobiyoloji Ginitesinde
2002-2004 yillar arasl, farkli ddonemlerde farkli hastalara ait izole edilmis ve Mini-
api (bio-Merieux) sistemi kullanilarak tanimlanmis 157 Acinetobacter baumannii
ve 157 Pseudomonas aeruginosa susu ¢alismaya alindi. Gram negatif bakteriler
icin E.coli ATCC 25922 susu kullanarak haftalik disk difizyon (DD) kalite kontrolU
yapilan laboratuvarimizda, rutin laboratuvar galismalari sirasinda DD testi ile
karbapenem duyarliligi bakilan izolatlarda, es zamanli olarak E-test ile imipenem
ve karbapenem MIK degerlerine bakildi ve sonuglar kiyaslandi.
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Disk difuizyon testi: National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS-yeni adiyla CLSI -The Clinical and Laboratory Standards Institute) 6nerilerine
uygun olarak, Mueller Hinton Agar (MHA) besiyerinde 0.5 McFarland’a ayarlanmis
bakteri sispansiyonu ile imipenem (Oxoid-10mcg) ve meropenem (Oxoid-10 mcg)
diskleri kullanilarak uygulandi®. Ekimler 35°C de bir gece inkibasyondan sonra
degerlendirildi. Zon caplar her iki antibiyotik icin <13 mm ise direncli (R), 14-
15 mm ise orta direncli (1), >16 mm ise duyarl (S) olarak kabul edildi.

E-test: Bu amacla MHA besiyeri kullanildi ve sonuglar dretici firmanin 6nerileri
dogrultusunda 35°C de 48 saat inkibasyondan sonra degerlendirildi. Her iki
antibiyotik icin MIK degerleri <4 mcg/ml ise direncli (R), >16 mcg/ml ise duyarli
(S) ve aradaki dilusyonlar orta direncli olarak kabul edildi.

BULGULAR

imipenem icin A.baumanii’de E-test ve DD testleri arasinda uyumsuzluk
g6zlenmezken, P.aeruginosa’da DD ile duyarl olarak bulunan 8 izolat E-test ile
direncli olarak tanimlanmistir (uyumsuzluk orani %5.1). Meropenem igin uyumsuz
test orani A.baumanii ve P.aeruginosa igin sirasiyla %10.8 ve %4.5 olarak
bulunmustur. Bu uyumsuzluk oranlari DD testinde yalanci direng seklindedir
(Tablo 1). A.baumanii ve P.aeruginosa suslarinda DD testinin antibiyotiklere gore
duyarlilik ve 6zgullik durumlarn ile belirleyici degerleri Tablo IlI'de gdsterilmistir.

Tablo I: Calisilan Antibiyotikler igin E-test ve Disk Difiizyon Testlerinin Uyumu
Disk Diftizyon Testi ile

imipenem E-Test ile Direncli* Duyarli
A.baumanii (n:157) Direncli* 79 0

A.baumanii (n:157) Duyarli 0 78

P.aeruginosa (n:157) Direncli 28 8

P.aeruginosa (n:157) Duyarli 121

Meropenem

A.baumanii (n:157) Direncli 76 0

A.baumanii (n:157) Duyarli 17 64

P.aeruginosa (n:157) Direncli 25 0

P.aeruginosa (n:157) Duyarli 7 125

*Direncli (R) ve "intermediate" (I) suslan icermektedir.

Tablo II: Disk DifGzyon Testinin Antibiyotiklere ve Bakterilere Gore
Duyarlilik ve Ozguillik Degerleri

Duyarliik % Ozgillik % PPV* % NPV* %
imipenem
A.baumannii 100 100 100 100
P.aeruginosa 77 100 100 93.7
Meropenem
A.baumannii 100 84.2 86.5 100
P.aeruginosa 78 94 78 100

*PPV: Pozitif prediktif deger, NPV: Negatif prediktif deger.
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Tablo Ill: Meropenem icin Uyumsuzluk Saptanan
A.baumannii Suslarinin Degerleri

Sus No. MiK Degeri (mcg/ml) DD Capi (cm)
1 3 *
74 3
75 3 *
77 3 *
83 1.5 *
84 3 12
87 1 14 (I)**
91 15 14 (I)
92 1.5 *
94 1 14 ()
95 0.75 13
110 1.5 13
114 05 14 (I)
126 1.5 12
127 0.75 *
130 0.75 13
137 05 15 ()

* Zon igi uremelerle direngli kabul edilmistir.
** |: Orta direncli.

Tablo IV: Meropenem ve imipenem icin Uyumsuzluk Saptanan
P.aeruginosa Suslarinin Degerleri

Meropenem icin

Sus No. MiK degeri (mcg/ml) DD cap! (cm)
29 4 14
100 1 9
127 0.0064 *
128 0.25 *
144 0.5 0
153 15 0
155 0.5 0

imipenem igin

Sus No. MIK degeri (mcg/ml) DD capi (cm)
29 8 (h)** 18
31 6 () 16
125 8 (I) 18
130 12 (1) 16
131 8 (I) 16
133 8 () 16
149 8 () 19
154 8 () 20

* Zon igi uremelerle direngli kabul edilmistir.
** |: Orta direngli.
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TARTISMA

Klinik laboratuvarlarin verdigi antibiyotik duyarllik sonuclari antibiyotik
kullanim politikalarini yénlendirmesi ve hasta hayati agisindan ¢gok énemlidir.
Bunlarin belirli standartlara uygun olarak yapiimasi gerekmektedir. Ulkemiz
genelinde kabul edilmis olan standartlar CLSI standartlar olup, kendi igerisinde
yenilenen araliklarla duzeltmeler saglanmaktadir. Geligtirilmis hi¢ bir standart
gunumuzde tek basina yeterli olmadidi icin, eksikliklerin yakin takibi ve gerekli ek
testlerin laboratuvarda uygulanmasi dogruya yaklasmayi saglar. Belirli konularda
laboratuvarlarin kendi deneyimleri ve kendi kosullari icerisinde standardizasyonu
sorgulamalari gerekmektedir2478, Fermenter olmayan bakteriler son yillarda yogun
bakim Uniteleri basta olmak Uzere hastanelerde sikligi artan patojenler arasinda
gorunmektedirler. Bu mikroorganizmalar, yapilari ve mutasyona meyilleri, yol
actiklari fatal enfeksiyonlar ve antibiyotiklere diren¢ durumlari nedeniyle 6zel olarak
ele alinmaldir*". Rutin laboratuvarlarda DD sonuglarini etkileyebilecek faktorler
cok cesitli ve degiskendir ve sorun ciktigi her zaman kesin tespiti mumkuin
olmayabilir. Calismamizda saptanan orani gok yuksek olmamakla birlikte, E-test
ile orta derecede direngli olarak goérinen Pseudomonas suslarinin DD ile duyarli
sonug vermesi, in vitro kosullarda majér hata olarak degerlendirilebilir. Ozellikle
ciddi enfeksiyonlarda mortaliteyi direk olarak etkileyen sonuclara yol acabilir.

Her iki yontem arasinda ortaya cikan farkliigin MiK ile orta direncli olarak
degerlendirilen suslarin, DD ile duyarl goéruntrken zon caplarnin sinira gok yakin
olmasi, hatanin tekrarlanabilirliginin dustk oldugunu dasundidrmektedir. Hatanin
tekrarlanabilirliginin arastinimasi amaciyla, lot numaralari farkl diskler kullanilabilir
ve diger degiskenler gbzden gegirilebilir. Calismamizda bu durum arastinimamistir,
zira calismamizin amaci uygun testin aranmasi degil, rutin laboratuvar uygulamalar
sirasinda kalite kontrol normlari icerisinde kabul edilen bir uygulamanin yol
acabilecegi sakincali durumlara dikkati ¢cekmektir.

Karbapenem direncini tespitte DD testinin &zellikle meropenem icin yalanci
direncli sonuglara yol actigi dikkat cekmistir. Bu konu yéntemin yani sira etken
madde stabilitesi sorgulanmasini ya da meropenem disklerinin gunltk kalite
kontroltiniin yapilmasi konusunu giindeme getirebilir. Onlem alinmadidi takdirde bu
sorun tedavi acisindan zaten kisith olan antibiyotik seceneklerini azaltacak, ayrica
Ulkemiz adina epidemiyolojik verilerde yanlis degerlendirmelere neden olabilecektir.
Galismamizda E-test yerine altin standart olarak sivi dilisyon testi daha guvenilir
bir kargilastirma saglayabilir diye dusunulirse de, uygulama kolayhdi ile birlikte
E-testin bu bakteri grubu icin guvenilir oldugu saptanmistir’,

Karbapenem grubu antibiyotikler, direncli Gram negatif bakteri enfeksiyonlarinda
oldukga etkin kullanim alani bulmustur'4. Kullanim sikliginin yiksek olmasi
nedeniyle fermenter olmayan Gram negatif bakterilerde artmakta olan direng, son
yillarda enterik Gram negatif bakterilerde de gorllmeye baslanmig potansiyel bir
tehlike olarak kargimiza cikmaktadir'®e,

Bu calisma direng orani tespit etmek amaciyla yapilmamistr. is yogunlugu
fazla olan ve DD testi kalite kontrolint CLSI'de 6nerilen sekilde yapan bir
laboratuvarin, rutin testlerinin sorgulanmasi sirasinda dikkati geken bir durumun
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bildiriimesi ve bunun rutin uygulamalara yansiyacak sonuclarina dikkat cekilmesi
amaclanmistir. Rutin laboratuvar pratiginde DD ile tespit edilmis meropenem
direncinin hastalara iletiimeden 6nce farkli bir yontem ile dogrulanmasi uygun
olacaktir. Bu konu epidemiyolojik verilerin toplanmasi sirasinda da géz onunde
bulundurulmalidir. Bu ¢aligmada gézlenen durumun bizim kullandigimiz uluslar
aras! gecerliligi onaylanmis disk markasi disindaki degisik markalar icin de s6z
konusu olup olmadiginin belirlenmesi de uygun olacaktir. Ayrica laboratuvar disk
kalite kontrolleri ile ilgili verilerin, marka ve lot numarasi belirtilerek kayit altinda
tutulmasi, retrospektif sorgulamalar sirasinda laboratuvarlar arasi kiyaslamalarin
yaplimasina olanak verecektir.
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