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Nilai Diagnostik Tes Kepekaan Kuman Metode Langsung untuk
Mendapatkan Hasil Kepekaan Kuman yang Lebih Cepat pada
Bakteremia

Diagnostic Value of Direct Antibiotic Susceptibility Test for Faster Bacte-
rial Susceptibility Reporting in Bacteremia

Rebriarina Hapsari'’, Vincentia Rizke Ciptaningtyas!, Masfiyah*?

ABSTRACT

Background: Rapid and accurate information on susceptibility of bacteria causing bacteraemia is very helpful in
sepsis management. Blood culture is the gold standard for bacteraemia diagnosis. Standard antibiotic susceptibility
testing needs at least three days for completion while direct method can give the result a day earlier. The aim of
this study was to investigate the diagnostic value of direct antibiotic susceptibility testing in blood culture.
Methods: Bloods from positive BACTEC bottles which met inclusion and exclusion criteria were put into sterile
tubes and centrifuged. The pellets were then used to make 0.5 McFarland bacterial suspensions and directly used
for antibiotic susceptibility testing. Interpretations of direct method were compared to standard method to count
sensitivity, specificity, sensitive predictive value, resistant predictive value, accuracy, and kappa value.

Results: From 58 samples (containing 22 gram negative, 36 gram positive bacteria), there were 309 total antibiotic
susceptibility tests. Direct method showed sensitivity, specificity, sensitive predictive value, resistant predictive
value, accuracy, and kappa value of 89.3%, 92.9%, 93.8%, 87.8%, 86.4%, and 0.82, respectively.

Conclusion: Direct antibiotic susceptibility testing has a good agreement with the standard method so it can aid
faster antibiotic susceptibility reporting in bacteraemia (Sains Medika, 4(2):174-181).
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ABSTRAK

Latar belakang: Informasi hasil kepekaan kuman penyebab bakteremia yang cepat dan akurat sangat membantu
dalam penanganan pasien sepsis. Kultur darah merupakan baku emas pemeriksaan untuk bakteremia. Kultur
darah metode standar paling cepat memerlukan waktu tiga hari sedangkan metode langsung dapat memberikan
hasil satu harilebih cepat. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui nilai diagnostik tes kepekaan kuman metode
langsung pada kultur darah.

Metode penelitian: Material darah dari Botol BACTEC yang menunjukkan hasil positif dan memenuhi kriteria
inklusi dan eksklusi ditempatkan dalam tabung steril dan dipusingkan. Pellet yang dihasilkan digunakan untuk
membuat suspensi kuman 0,5 McFarland untuk langsung dilakukan tes kepekaan kuman. Interpretasi metode
langsung dibandingkan dengan metode standar kemudian dihitung sensitivitas, spesifitas, nilai ramal positif,
nilai ramal negatif, akurasi, dan nilai kappa.

Hasil: Dari 58 sampel yang diinklusikan (22 bakteri gram negatif, 36 gram positif), terdapat total 309 pemeriksaan
kepekaan terhadap antibiotika. Metode langsung menunjukkan sensitivitas sebesar 89,3%, spesifitas 92,9%, nilai
ramal sensitif 93,8%, nilai ramal resisten 87,8%, akurasi 86,4%, dan nilai kappa 0,82.

Simpulan: Tes kepekaan kuman metode langsung memiliki kesesuaian yang baik dengan metode standar sehingga
dapat membantu pelaporan hasil kepekaan kuman yang lebih cepat (Sains Medika, 4(2):174-181).

Kata kunci: bakteremia, kultur darah, tes kepekaan kuman

PENDAHULUAN
Bakteremia adalah adanya bakteri dalam peredaran darah. Kondisi ini

menyebabkan implikasi klinis yang signifikan ketika berlanjut menjadi infeksi peredaran
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darah (blood stream infection), sepsis dan syok septik. Implikasi untuk pasien yaitu lama
rawat inap yang lebih lama, peningkatan pembiayaan rumah sakit, morbiditas dan
mortalitas (Diekema et al., 2003, Salomao et al., 1999, Rodriguez-Creixems et al., 2008).

Baku emas diagnosis bakteremia dan sepsis adalah kultur darah (Magadia and
Weinstein, 2001). Diagnosis yang cepat dan tepat tentang etiologi beserta profil kepekaan
kuman terhadap antibiotika sangat penting untuk keberhasilan penanganan bakteremia
dan sepsis. Keterlambatan dalam memberikan antibiotika yang tepat dan adekuat terbukti
merupakan faktor risiko independen untuk mortalitas serta dapat menyebabkan resistensi
kuman penyebab (Schwaber and Carmeli, 2007, Erbay et al., 2009, Boucher et al., 2009).

Kultur darah dan pemeriksaan kepekaan kuman dengan metode standar di RSUP
Dr. Kariadi Semarang memerlukan waktu paling cepat tiga hari. Satu hari atau lebih untuk
pertumbuhan di botol BACTEC dengan mesin BACTEC 9050 (Becton Deckinson
Microbiology Systems, Sparks, Md) (Gopi et al., 2011). Satu hari untuk mengisolasi kuman
pada media agar darah dan MacConkey, dan satu hari untuk melakukan tes biokimiawi
dan tes kepekaan di media Mueller Hinton (Clinical and Laboratory Standards Institute,
2010, Clinical and Laboratory Standards Institute, 2007). Hal itu menyebabkan hasil
pemeriksaan kultur darah paling cepat bisa didapatkan dalam 3 hari.

Terdapat berbagai upaya untuk mempercepat diagnosis kuman beserta
kepekaannya, antara lain dengan metode berbasis PCR (Paolucci et al., 2010), tetapi metode
ini memerlukan peralatan canggih dan biaya mahal yang belum terjangkau untuk dilakukan
di sebagian besar laboratorium mikrobiologi walaupun hasilnya dapat diketahui dalam
hitungan jam. Metode alternatif lainnya yaitu dengan pemeriksaan langsung dari botol
BACTEC yang positif untuk dilakukan diagnosis kuman dan kepekaan tanpa menunggu
isolasi kuman (Barman et al., 2010). Metode langsung ini bisa dilakukan dengan cara
manual ataupun dengan mesin (Barman et al., 2010, Lupetti et al., 2010). Upaya ini dapat
memberikan hasil satu hari lebih cepat. Kelemahan metode ini adalah hanya bisa digunakan
untuk kultur darah yang memperlihatkan hasil morfologi tunggal pada pengecatan Gram.
Pada pasien dengan bakteremia oleh polimikroba, metode ini tidak dapat digunakan karena
bakteremia polimikroba memerlukan isolasi tiap-tiap kuman pada media agar darah dan
MacConkey (Barman et al., 2010).

Langkah untuk mempercepat pelaporan hasil pemeriksaan kepekaan terhadap
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antibiotika akan membimbing pemberian antibotika yang tepat dan hal ini dapat
menghindarkan pemakaian antibiotika yang tidak perlu, mencegah resistensi, menurunkan
lama rawat di rumah sakit, serta menurunkan kematian akibat infeksi (Schwaber and
Carmeli, 2007, Erbay et al., 2009, Kerremans et al., 2008).

Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis nilai diagnostik pemeriksaan kepekaan
kuman metode langsung untuk pada kultur darah yang dibandingkan dengan metode

standar.

METODE

Penelitian ini menggunakan desain uji diagnostik yang dilakukan selama bulan
Oktober 2011 di Bagian Mikrobiologi FK Undip/ RSUP Dr. Kariadi Semarang. Kriteria inklusi
adalah sampel darah pasien rawat inap yang diperiksa kultur darah dan menunjukkan
sinyal positif pada mesin BACTEC 9050 (Becton Deckinson Microbiology Systems, Sparks,
Md) dan menunjukkan morfologi tunggal pada pemeriksaan Gram. Kriteria eksklusi adalah
apabila morfologi mikroorganisme menunjukkan komponen jamur, terdapat lebih dari
satu macam koloni kuman pada isolasi sampel di media Blood Agar/MacConkey, atau
terdapat kontaminan pada saat pembacaan AST.

Besar sampel minimal dihitung berdasarkan rumus penghitungan besar sampel
untuk penelitian diagnostik dengan berdasarkan sensitivitas alat yang diinginkan adalah
90%, dengan penyimpangan yang dapat diterima adalah 10%, dan prevalensi kultur yang
menunjukkan morfologi tunggal pada pengecatan Gram sebesar 70%. Dari penghitungan
besar sampel didapatkan bahwa besar sampel minimal adalah 49 sampel.

Sampel diambil secara consecutive sampling dari botol BACTEC yang berisikan
material darah pasien yang menunjukkan adanya pertumbuhan kuman. Cairan botol
BACTEC yang positif kemudian dicat menggunakan pengecatan Gram. Sampel diteruskan
untuk diperiksa apabila menunjukkan morfologi tunggal setelah dilihat minimal pada 20
lapangan pandang. Pemeriksaan kepekaan kuman metode standar dilakukan berdasarkan
metode Kirby-Bauer dengan penentuan spesies kuman berdasarkan pengecatan, bentuk
koloni kuman dan tes biokimiawi (oksidase, indol, motilitas, urea, TSI untuk Gram negatif;
katalase dan koagulase untuk kuman Gram positif). Untuk metode langsung, cairan dari

botol BACTEC diambil secara asepsis dan dimasukkan kedalam tabung reaksi bertutup
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ulir steril dan kemudian di sentrifuge selama 5 menit dengan kecepatan 3000 rpm.
Supernatan dibuang dan pellet yang dihasilkan digunakan untuk membuat suspensi kuman
sesuai standard McFarland 0,5. Dari suspensi kuman tersebut dilakukan penanaman kuman
pada media agar Mueller Hinton sesuai metode Kirby Bauer. Cakram antibiotika yang
dipasang pada media adalah cefotaxime (30 ug), amoxicillin-clavulanic acid (30 ng),
meropenem (10 pg), amikacin (30 pg), dan sulphamethoxazole-trimethoprim (25 pg) untuk
kuman Gram negatif; dan amikacin (30 pg), dan sulphamethoxazole-trimethoprim (25
ug), vancomycin (30 ug), cefoxitin (30 ug), dan erythromycin (15 pg) untuk kuman Gram
positif. Interpretasi hasil kepekaan kuman menganut pada standar CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute). Pada penelitian ini, pemeriksaan kepekaan kuman metode
standar dan metode langsung masing-masing dilakukan oleh orang yang berbeda, yang
sebelumnya telah diukur memiliki nilai kappa 0,75; untuk menghindari bias akses
diagnostik.

Hasil analisis disampaikan dalam akurasi (jumlah total hasil yang benar dibagi
jumlah total sampel), proporsi kesalahan minor (intermedia pada metode standar
dilaporkan sebagai sensitif atau resisten pada metode langsung atau sebaliknya), mayor
(sensitif dilaporkan sebagai resisten), dan sangat mayor (resisten dilaporkan sebagai
sensitif). Dilakukan juga penghitungan sensitivitas, spesifitas, dan nilai kappa metode

langsung menggunakan tabel 2x2 dimana hasil intermediate dianggap sebagai sensitif.

HASIL

Dari 69 permintaan kultur darah yang memberikan sinyal positif pada botol BACTEC
tanggal 13-27 Oktober 2011, didapatkan 58 sampel yang memenuhi kriteria inklusi dan
eksklusi. Sembilan sampel dieksklusikan karena terdapat kontaminasi atau lebih dari satu
spesies bakteri dan dua sampel dieksklusikan karena mengandung sel ragi jamur. Dari
sampel yang diikutsertakan, 22 merupakan bakteri gram negatif dan 36 bakteri gram positif.

Isolat yang diidentifikasi selama penelitian adalah Staphylococcus aureus (44,8%),
Staphylococcus epidermidis (15,5%), Acinetobacter spp. (15,1%), Pseudomonas aeruginosa
(10,3%), Enterobacter aerogenes (6,9%), Klebsiella pneumoniae (3,4%), Escherichia coli
(1,7%), dan Streptococcus spp. (1,7%).

Berdasarkan tabel 2x2 dimana hasil intermediate dianggap sebagai sensitif (Tabel
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1), dari total 309 pemeriksaan kepekaan terhadap antibiotik, keseluruhan sensitivitas
metode langsung adalah 89,3% dengan spesifitas sebesar 92,85%; nilai ramal sensitif
93,8%; nilai ramal resisten 87,8%; akurasi 86,4%; dan nilai kappa 0,82 ketika dibandingkan
dengan metode standar. Terdapat 5,5% kesalahan minor (17/309); 5,8% kesalahan mayor
(18/309) dan 2,2% kesalahan sangat mayor (7/309). Kesalahan sangat mayor terjadi paling
banyak pada pemeriksaan kepekaan terhadap pada pemeriksaan kepekaan terhadap
sulphamethoxazole-trimethoprim (4 dari 7 kesalahan sangat mayor), diikuti oleh amikacin
(2/7), dan meropenem (1/7). Ini terjadi pada masing-masing satu isolat Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, dan Acinetobacter spp.
terhadap sulphamethoxazole-trimethoprim, satu isolat Pseudomonas aeruginosa terhadap
meropenem dan amikacin, serta satu isolat Streptococcus spp. terhadap amikacin. Untuk
masing-masing antibiotik, pemeriksaan kepekaan kuman gram negatif terhadap cefotaxime
memiliki akurasi 90,9%; amoxicillin-clavulanic acid 92,3%; meropenem 77,3%;
sulphamethoxazole-trimethoprim 50%; dan amikacin 86,4%. Untuk pemeriksaan kepekaan
kuman gram positif terhadap sulphamethoxazole-trimethoprim memiliki akurasi 77,1%;

amikacin 94,1%; vancomycin 91,1%; cefoxitin 79,4%; dan erythromycin 100%.

Tabel 1. Tabel kontingensi untuk penghitungan sensitivitas, spesifitas, nilai ramal sensitif,
nilai ramal resisten

Metode direct AST Metc.u!e standard AST . Total
Sensitif Resisten

Sensitif 151 10 161

Resisten 18 130 148

Total 169 140 309

Sensitivit L 89,3%
ensitivitas = 720 = 89,3%

Spesifit —130—9290/
pesifitas = 720 = 92,9%

Nilai 1 itif = bl 93,8%
ilai ramal sensitif = 7= = 93,8%

Nilai I resist —130—8780/
ilai ramalresisten = 70 = 87,8%
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PEMBAHASAN

Diagnosis yang cepat dan tepat tentang etiologi kuman penyebab bakteremia
beserta profil kepekaan kuman terhadap antibiotika sangat penting untuk keberhasilan
penanganan bakteremia dan sepsis. Ini dapat digunakan untuk membimbing pemberian
yang tepat oleh klinisi. Pelaporan yang cepat telah terbukti dapat menurunkan penggunaan
antibiotika dan mempercepat pemberian antibiotik yang sesuai dengan patogen yang
ditemukan (Kerremans et al., 2008). Pemeriksaan kepekaan kuman metode langsung
memiliki kemampuan untuk memberikan hasil 1 hari lebih cepat walaupun hanya bisa
digunakan untuk monoinfeksi. Cara pengerjaan metode ini juga sederhana dan mudah
dilakukan tanpa atau minimal untuk risiko kontaminasi.

Metode langsung mendeteksi kepekaan dengan benar pada 86,4% pemeriksaan
kepekaan. Hasil ini sedikit lebih rendah dibandingkan perkiraan yaitu minimal 90% akurasi.
Kesalahan ini paling banyak disumbang oleh pemeriksaan kepekaan terhadap
sulphamethoxazole-trimethoprim pada bakteri gram negatif dan positif, serta kepekaan
terhadap cefoxitin pada bakteri gram positif. Perbedaan dalam hasil kepekaan mungkin
sebagai akibat konsentrasi bakteri yang lebih sedikit pada metode langsung dibandingkan
metode standar. Faktor lain yang mungkin menyumbang untuk perbedaan ini adalah
eritrosit, leukosit, debris seluler, dan isi dari botol BACTEC itu sendiri yang bisa
mempengaruhi kepekatan dan proses difusi antibiotika pada media Mueller Hinton.

Nilai sensitivitas 89,3%, spesifitas sebesar 92,85%, dan kappa yang cukup tinggi
yaitu 0,82 menunjukkan bahwa metode ini bisa menjadi tambahan untuk membantu
pelaporan cepat sembari menunggu hasil kepekaan metode standard.

Penelitian kami memiliki keunggulan dibandingkan penelitian lain yaitu kami
menghindari bias akses diagnostik dengan menggunakan dua pemeriksa, satu untuk
metode direct-AST dan satu untuk standard-AST, dimana sebelumnya kedua pemeriksa

ini memiliki nilai kappa yang baik.

KESIMPULAN
Metode direct-AST ini bisa digunakan untuk membantu pelaporan hasil kultur yang
lebih cepat satu hari. Kekurangan metode ini adalah hanya bisa digunakan pada infeksi

monomikrobial. Akibat dari pelaporan yang lebih cepat terhadap keluaran klinis pasien
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perlu diteliti lebih lanjut pada penelitian mendatang.
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