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ANAEROP GRAM NEGATIF COMAKLARIN
DUYARLILIKLARININ BELIRLENMESINDE AGAR
DILUSYON, E TEST VE BUYYONDA DISK ELUSYON
YONTEMLERININ KARSILASTIRILMASI*

Nezahat GURLER, Hengameh ZANDI, Kurtulus TORECI
OZET

Gesitli muayene maddelerinden izole edilen 86 anaerop Gram negatif gomagin
anaerop bakterilere ctkili olarak bilinen antibiyotiklerden sefoksitin ve klindamisine
duyarlihkian agar diliisyon, E test ve buyyonda disk cliisyon yéntemleri ile
belirlenmis, sonuglar birbirleri ile kargilagnnlmistir.

Istatistiksel degerlendirme 3 yontemle alinan sonug!dr arasina anlamh bir fark
olmadiFin ortaya koymustur (p>0.05).

SUMMARY

Comparison of agar dilution, E test and broth disk elution methods for
susceptibility testing of anaerobic Gram negative rods.

Eightysix anaerobic Gram negative rod strains isolated from various clinical
specimens were tested by three methods for susceptibility against cefoxitin and
clindamycin which are known as effective antibiotics for anaerobic bacteria. The
methods used were agar dilution, E test and broth disk elution methods.

The results were compared with each other. The Statistical analysis revealed that
the differences between the results obtained by three methods were negligible
(p>0.05).

GIRIS

Giniimiizde anaerop bakteriyoloji ile ilgili ¢alismalarin yogunlagmasy, bu
bakterilerin daha iyi ve kolay tanimlanmalarina olanak saglamg, giderek klinik
onemleri artmig ve birgok infeksiyondan sorumlu olduklan anlagilmistir, Anaerop
bakterilerle olusan infeksiyonlann artmasiyla aerop bakterilerde oldugu gibi, bu
bakterilerde de antimikrobik maddelere direng sorunu ortaya ¢tkmistir. Anaerop
bakterilerde antimikrobik maddelere zaman iginde direng gelisimi énemli bir artig
ghstermektedir (2,10,16).

Anaerop bakterilerin antimikrobik maddelere duyarlihifinm saptanmas igin gegitli
yontemler kullanthr, Bu ydntemlerden agar dillisyon yontemi, NCCLS"in dnerdiji
referans bir yontemdir. Bu yonteme alternatif olarak buyyonda mikrodilitsyon yontemi
bildirilmektedir. Anaerop bakterilerin duyarhliklanmin belirlenmesinde disk diffiizyon
ve buyyonda disk elilsyon yontemleri kullamilabilirse de, bu ydntemler NCCLS'in
onermedigi yontemlerdir. Son willarda gelistirilen E testin anacrop bakterilerin
duyarliigi icin de kullamlabilecegi bildirilmektedir (£,2,3,5,9,10,11,17,18),

* 11, Anribiyarik ve Kemoterapi (ANKEM) Kongresi'nde sunuimustur (2-6 Haziran 1996, Kugadasi}.
Estanbul Tip Fakiiltest, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyeloji Anabilim Dah, Tibbi Mikrobiyoloji Bitim Dal, Capa, Isianbul.
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Anacrop bakterilerin izolasyon ve identifikasyonlart zaman alicidir. Bu nedenle
duyarhilik deneylerinin yapilip, sonucunun bildirilmesi de uzun siirer. Ancak anacrop
infeksiyonlar ciddi seyirli, hatta 6ldiiriicii olabildiklerinden, tedavinin erken
baglatilmasi gerekir. Cofu kez anacrop infeksiyon diigiiniildéifiine ampirik olarak,
anaerop bakterilere etkili oldugu bilinen antimikrobiklerle tedaviye baglanmaktadir,
Antimikrobik maddelere direng ozellikle gelisigiizel antibiyoiik kullantminm yaygin
oldugu iilkelerde, daha hizh gelismektedir (3,4,6,7,11,18). '

Antibiyotiklerin belli bir disiplin iginde uygulandif iitkelerde anaerop bakteriler
igin rutin duyarlilik deneylerinin her zaman gerekli olmadif1 éne siirlilmekte, ancak
ciddi seyirli ve tekrarlayan infeksiyonlar, yeni antibiyotiklerin kullanilmast
diigiiniildiigii zamanlarda ve bazi 6zel durumlarda yapilmast onerilmektedir. Ancak
yakin zamana kadar direng saptanmamig baz antibiyotiklere de direng saptanmasi,
giiniimiizde anaerop bakterilerin duyarhihik dencylerini  #nem!li kilmaktadir
(4,11,16,17,18).

Bu yéntemlerden agar dilisyon yontemi kalite ve kantite agisindan tim
yontemlere oranla istiin, standart bir yodntem olmasina ragmen rutin olarak
uygulanmas: gligtiir ve ekonomik degildir (3,10,11, 14,15,16).

Disk diffiizyon yontemi, anaerop bakterilerin birgogunun gii¢ tiremesi ve anaerop
bakteriler igin standart inhibisyon zon c¢aplarimin bulunmamasi nedeniyle
snerilmemektedir. 70°1i yillarin baginda tarif edilen buyyonda disk eliisyon yéntemi
ozellikle kisa siirede sonug vermesi nedeniyle birgok laboratuvar farafindan yiltarca
kullanilmastna kargin, bu yontemin de olumsuz yénleri bildirilmistir ve NCCLS
tarafindan énerilmeyen bir yontemdir (8,9,1 1,16,1.

Son yillarda gelistirilen E test, agar diliisyon yOnteminin avantajlariny, disk
difiizyon yonteminin kullamim pratikligini saflamast agisindan anaerop bakteriler igin
de kullanilabifecek bir yéntem olarak goriiimektediz (2,10,11,12,13,15,18,20).

Bu calismada agar diliisyon, E test ve buyyonda disk eliisyon yontemi ile gesitli
anacrop Gram negatif gomakianin duyarhlikian yaptlarak, sonuglari kargilaghribmustir.

GEREC VE YONTEM

Muayene maddelerinden izole editmis 86 anaerop Gram negatif ¢omak susunun
Kklindamisin ve sefoksitine duyarhiiklan agar diliisyon (AD), E test (ET) ve buyyonda
disk eliisyon yontemi (BDE) ile denenerek sonuglar kargilagtirilmistir. Deneylerde
bakterilerin efri besiyerindeki geng kiiltiirlerinden (24-72 saatlik) Brucella buyyon
besiyerinde .5 McFarland tiipiiniin bulanikliginda olacak sekilde siispansiyonlar
hazirlanmistir. Duyarhlik deneylerinde NCCLS’in dnerdigi sekilde, pigmentsiz suslar
i¢in Wilkins-Chalgren buyyon ve agar besiyeri, pigmentli suglar igin Brucella buyyon
ve agar besiyeri kullamlmugnr. Tiim besiyerlerine hemin, vitamin K ve sistein
monchidrokloriir ilave edilmigtir.

AD ve ET'de besiyerleri 24-48 saat, BDE ydnteminde ise 18-24 saat, 37°C’de
GasPak kavanozda inkiibe cdilmislerdir. AD ybntemi igin sefoksitinin 1-128pg/ml,
klindamisinin ise 0.25-64 pg/mi antibiyotik igeren diliisyonlan hazirlanmigtir. BDE
yontemi igin 5 ml besiyerine herbiri 30 pg sefoksitin iceren 3 disk konarak besiyerinde
18pg/ml sefoksitin konsantrasyonu veya herbiri 2 pg klindamisin igeren 8 disk konarak
besiyerinde 3.2 pg/m! klindamisin konsantrasyonu saglanmigtir.

AD ve ET’de MIK un sefoksitin igin = 32 pg/ml, klindamisin igin = 4 pg/ml olmasi,
BDFE’da tiiplerde iireme olmasi direng isareti olarak alimug, deneylerde antibiyotiksiz
besiyerleri kontrol olarak kullamlmistir.
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BULGULAR

Cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 38’1 Bacterides fragilis, 15j
B.vulgatus,T’si B.ovatus, 6's1 B.thetaiotaomicron, 6°’s1  B.distasonis, 8'i
Prevotella melaninogenica, 2’seri  Pbivia, P.ntermedia ve Porphyromonas
asaccharelytica olarak tammlanmug 86 anaerop Gram negatif comagm ii¢ yontemle
yaptlan duyarhihk deneylerinde alinan toplam sonuglar tablo 1’de, bakteri tiirlerine
gore alinan sonuglar tablo 2°de gosterifmistir.

Tablo 1. Ug yintemle duyarl: ve direngli olarak saptanan sug sayitari (ve % oranlart).

AD HET BDE
Du Di bu Di Du Di
Sefoksitin 72 (84 14 (16) 69 (80) 17 (20 67 (78 190 (22)
Klindamisin T7 (90} 910 73 (B&)* 10(12) 73 (85) 13 (15)

* 83 suy denenmiglir, Difer deneylerde 86 sug denenmistic.
AD= Agar dilisyon, ET= E test, BDE= Buyyonda disk cliisyon.

Du= Duyarhi, Di= Direngli.

Scfoksitin i¢in 64 sug 3 yontemle de aym sonucu vermis, 577si duyarh, 7'si
direngli bulunmugtur. Diger iki yontemle duyarl bulunan 4 sug AD ile, 4 sus ET ile, 7
sug BDE ile direngli bulunmustur, Diger iki yintemle direngli bulunan 4 sug AD ile, 1
sus ET ile, 2 sug BDE ile duyarh bolunmugtur,

Tablo 2. Anaerop Gram negatif gomak tiirlerinin iig ydntemle sefoksitin ve klindamisine
duyarhlik sonuglari. o

AD ET BDE
Bakieri (n}
Du bi Du D Du Di

B.fragilis Sefoksitin 32 6 32 6 27 11

(38) Klindamisin 34 4 32 6 32 6
B.vulgatus Sefoksitin I3 2 it 4 11 4

(15) Klindamisin 13 2 13 2 12 3
B.ovatus Sefoksitin ) 2 4 3 6 i

)] Klindamisin 6 | 6 1 6 [
B.thetaiotaomicron Sefoksitin 5 1 4 2 5 1

(6} Klindamisin 5 1 5 | 3 3
B.distasonis Sefoksitin 4 2 4 2* 5

(6) Klindamisin 6 0 6 0 3
Prevotella Scfoksitin 8 0 8 0 8 0
melaninogenica Klindamisin 8 0 6 * 0 8 it

%)
Diger pigmentli Sefoksitin 6 0 5 i 4 2
Gram (-} gomaklar Klindamisin ) 0 4 #x 3 3

(6

* 6 sug denenmistir; ** 5 sug denenmigtic.
$ i § §
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Klindamisin igin iig yontemle de denenen 83 susun 66’s1 ayni sonuglart vermis,
62°si duyarh, 4'it direngli butunmugtur, Diger iki yontemie duyarl bulunan 3 sug AD
ile, 4 sus ET ile, 7 sus BDE ile direngli bulunmustur. Diger iki yontemle direngli
bulunan 1 sus AD ile, | sus ET ile duyarh bulunmustur. Yalniz AD ve BDE ile
denenen 3 sug iki yontemle de duyarli bulunmugtar.

Degisik yontemlerle su farkli sonuglar alinmigtur:

a) Sefoksitine standart yiéntem olarak kabul edilen AD ile duyarh bulunan 8 sug
ET ile direngli; AD ile direngli bulunan 5 sug ET ile duyarh bulunmustur. Bu suglar igin
iki yontemle saptanan MIK’ler genellikle ancak bir dilitsyon kadar farklanmigtir. AD
ile duyarh bulunan 12 sus BDE ile direngli, AD ile direngli bulunan 5 sug ise BDE ile
duyarli; BDE ile duyarh bulunan 6 sus ET ile direngli, BDE ile direngli bulunan 8 sug
ise ET ile duyarl bulunmustur. P.melaninogenica suglarinda ii¢ yontemie farkh sonug
alinan sug bulunmamigtir (Tablo 3).

Tablo 3. Ug ybntemle sefoksitin igin farkli sonug veren sug sayilan ve tirlere
dagilmi.

Bakieri (n) Du: AD ET AD  BDE BDE ET
Di: ET AD BDE AD ET BDE

B.fragilis (38) 3 3 7 2 1 6
B.vulgatus (15) 2 0 3 | 1 i
B.ovatus (7) 1 0 0 | 2 0
B.thetaiotaomicron (6) | 0 0 0 1 0
B.distasonis {6) | i 0 1 1 0
P.melaninogenica (8) 0 0 0 0 0 0
Diger (6) 0] 1 2 0 0 l
Toplam (86) 8 5 12 5 6 8

b) Klindamisine standart yéntem olarak kabul edilen AD ile duyarly bulunan 4 sug
ET ile direncli, AD ile direngli bulunan 5 sug ET ile duyarlr bulunmustur. AD ile
duyarh bulunan 8 sug BDE ile direngli, AD ile direngli bulunan 3 sug BDE ile duyarly;
BDE ile duyarl bulunan 5 sug ET ile direngli, BDE ile direngli bulunan 7 sus ise ET ile
duyarli bulunmustur. P.melaninogenica suglan klindamisin igin de ii¢ yontemle aym
sonucu vermigtir (Tablo 4).

Tablo 3. Ug yontemie klindamisin igin Tarkle sonugveren sug sayilarl ve Hirlere
dagilimi.

Bakteri (n) Du: AD ET AD BDE BDE ET
Di: EfT AD BDE AD ET BDE

B.fragilis (38) 2 2 3 1 4 2
B.vulgatus (15) 1 1 2 1 0 i
B.ovatus (7) i 1 0 0 1 1
B.thetaiotaomicron (6) 0 0] 2 0 0 2
B.distasonis (6) 0 0 1 0 0 1
P.melaninogenica (8} 0 0 ] 0 0 0
Difter (6) 0 1 0 1 0 0
Toplam (86) : 4 S 8 3 5 7
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TARTISMA

Bu galigmada 86 anacrop Gram negatif ¢omak sugunun sefoksitin ve klindamisine
duyarhibiklart NCCLS’in standart agar diliisyon yontemi, E test ve buyyonda disk
eliisyon yOntemi ile belirlenerek sonuglan karsitagtirilmugtir. Sefoksitin igin ahnan
sonuglarda AD ile ET arasinda %15 (13/86), AD ile BDE arasinda %20 (17/86), ET
ile BDE arasinda %16 (14/86) uyumsuzluk saptanmig; 64 sugta (% 74) ii¢ yontemle
de aym sonug alinmigtir. Kiindamisinle yapian deneylerde AD ile ET arasinda %11
{9/83), AD ile BDE arasinda %13 (11/86), ET ile BDE arasinda ise %14 (12/83)
uyumsuz senuca rastianmig, 66 susta 3 yontemle de ve 3 sugta denenen iki yontemle
aymi sonug ahmmgtir {%80). Sonuglar arasindaki farklar istatistiki olarak anlamh
bulunmargtir (p > 0.05).

‘Rosenblatt ve Gustafson (12} E test ile agar diliisyonu kargilagtirdiklan
¢ahgmalaninda E testin agar diliisyona benzer sonuglar verdigini, agar diliisyona
alternatif bir dency oldugunu bildirmislerdir. Bir bagka ¢alismada da yine.E testin agar
diliisyonla uyumiu sonuglar verdigi, 6zellikle beta-laktam antibiyotikler ve klindamisin
igin deneylerde Wilkins-Chalgren agar ve Brucelia agar besiyerlerinin kullamlmasimin
uygun oldugu belirtitmistir. Ayrica E test igin bakteri siispansiyonunun 0.5 No.lu
McFarland tiipii bulamkiigs yerine 1 No.lu McFarland bulanikliginda olmasi ile ilgili
cahismalar varsa da, coguniukla ¢ahigmalarda 0.5 No.lu McFarland tiipi bulanikhiginda
bakteri siispansiyonu Onerilmektedir (1,2,13,15,17,20). Bu ¢aligmada da bakteri
siispansiyonu 0.5 No.lu McFarland tiipiine gore ayarlanmisgtir,

Duyarhilik deneylerinde siyah pigmentli Gram negatif bakteriler igin hemin,
vitamin K ve sistein monohidrokloriir ilave edilmis Brucella buyyon ve agar besiyerleri
kullamimm dnerilmektedir (9,11,12,13,1). Agar dillisyon ydntemi ile E teste gore
saptanan MIK degerleri arasinda biiyiik bir fark olmadig1, ancak 1-2 diliisyonluk fark
oldugu belirtilmigtir (20). Bu caligmada da uyumsuz suglarin bircogunda ancak 1-2
diliisyonluk bir fark bulunmustur.

Agar diliisyon ve E test ile yapilan duyarhilik deneylerinde dzellikle geg lireyen
anaerop bakteriler igin 24 saatlik inkiibasyonun yeterli olmadigi, en ideal inkiibasyon
siiresinin 48 saat oldugu bildirilmektedir (20). Calhigmamizda her iki yontemle 24
saatlik inkiibasyon yeterli bulunmamg, kesin sonuglar 48 saat sonra ckunmustur,

‘Schieven ve arkadaglar (13) da E testin standart agar diliisyon yontemi ile iyi bir
uyum gosterdifini, 6zellikle Gram pozitif bakterilerde uyumun daha yiiksek oldugunu
bildirmigierdir. Ayni arastincitar ve birgok bagka arastirict E festin disk diffiizyon gibi
basit olarak tatbik edilebilecek bir yontem oldugunu ve ¢abuk lireyen anaerop
bakleriler igin bir gecelik inkiibasyondan sonra sonuglartn degerlendirilebilecegini
bildirmektedir (1,2,3,12,13,15).

Bu ¢alismada buyyonda disk eliisyon yontemi de kullanilmig ve ydntemin agar
diliisyon yontemiyle uyumunun %80’lerin iizerinde oldugu belirlenmigtir (8). Calisma-
mizda ti¢ yontemle sefoksitin i¢in %74, klindamisin igcin %80 tam vyum elde edilmistir.

Calisma sonuglarina gore lic yOntem arasinda istatistiksel agidan fark olmadif,
anaerop bakterilerin MIK degerlerinin belirlenmesi igin basit fakat pahah bir yéntem
olan E testin agar dilisyon yontemi yerine kullamlabilecegi, bu iki yontem
kullamlamadifiinda, dzellikle rutin calismalarda, buyyonda disk eliisyon yOnteminin de
kullamlabilecegi stylenebilir.
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