
CLOSTRİDİUM WELCHİİ TİP A'NIN ANTİBİYOTİKLERE 
DlJYARqL~GINDA ÇEŞİT~İ ANJ'İBİY09RAM . 

TEKNIKLERININ DENENMESI VE U~KEMIZ TEŞHIS 
LABORATUVARLARlNDA KULLANILABILECEK EN UYGUN 

ANTİBİYOGRAM YÖNTEMİNİN BELİRLENMESİ (*) 

"The Antimicrobial Susceptibility Testing of CI. welchii Type 
A with Different Methods and Determination of a Suitable 

Method Applicable to Diagnostic Laboratories" 

Fatma UY ANlK (**) 

Clostridium'lar doğada çok yaygın olarak bulunan anaerob veya mikroae­
rofıl basillerdir. Oksijen bulunan ortan1Iarda üremezler ve genellikle Gram po­
zitif boyanırlar (4, 27, 33).Bunların çoğu, proteinleri d~kompoze eder veya 
toksin oluşturur, bazıları ise her iki özelliğe de sahiptir. Insan ve hayvaniann · 
Qağırsaklannda ve toprakta yaygın olarak bulunurlar (4, 37). 

CI. welchii (perfringens) suşları sporlu, küçük ve kalın çamaklar şeklinde, 
hareketsiz, kapsüllü, 4-8xl-2 mikron boyutlarında basillerdir. CI. welchii 
anaerob koşullarda adi laboratuvar besiyerlerinde çabuk ürer. Diğer anaerob 
etkenler kadar tam biranaerob ortama ihtiyaç göstermez, az miktarda oksijen 
içeren ortkarniarda da üreyebilir. Alkali ortamlarda ise bol miktarda gaz 
oluşturarak hızla ürer. Sıvı besiyerlerinde ekzotoksin oluşturur (3, 27, 39). 

Du Preez ve ark. (19), Roldernan ve ark.'na atfen sağlıklı dokularda oksi­
do-redüksiyon (rodoks) potansiyelinin + 120 milivolt (mV) civarında 
olduğunu, anaerobik mikroorganizmaların çoğunun ise en iyi -150 mV'un 
altındaki değerlerde ürediklerini bildirmiştir. 

* Uzmanlık tezinden özetlenmiştir. 
**Vet. Hek., Etlik Hayvan f.Iııstalıklan Araştırma Enstitüsü 
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Aynı araştıncılar (19), Finegold ve ark.'na atfen aerob, mikroaerofil veya 
fakültatif organizmalar tarafından oluşturulan primer infeksiyonun sebep 
olduğu doku nekrozu, apse ve gaz oluşumu nedeni ile bölgeye kan sağlanması 
engellenerek redoks potansiyelinin düştüğünü belirtmiştir. Ayrıca dokuların 
redoks potansiyelininin düşmesine neden olan predispoze faktörlerin 
varlığında da sporsuz, obligat anaeroblann karıştığı sekonder infeksi yonların 
görüldüğü bildirilmiştir (19). 

CI. welchii tip A. CI. novyi tip A (Cl. oedematiens) ve CI. septicum gazlı 
gangren (Klostridial myositis) olaylarında en sık rastlanan etkenlerdir (4, 27, 
33, 35). Bunların yanısıra CI. bifemıetans, CI. histolyticum, CI. romasum, 
CI. sporogenes ve diğer anaerobik klostridial sporlu etkenler de gazlı gangren 
olayıarına katılmaktadır. CI. welchii'nin diğer patojen etkeniere kıyasla 
doğada daha yaygın olarak bulunduğu (48), Birinci Dünya Savaşında harp 
yarası infeksiyonu olarak önem kazanangazlı gangren olgulannın %75'inde 
etkenin CI. welchii olduğu bildirilmiştir (4). Gazlı gangren, yaraların spor 
kapsayan fekal bir materyal veya toprakla kontaminasyonu sonucu şekillenir. 
Etken yara bölgesinde çoğalarak dokulardaki karbonhidratlan femıente eder ve 
gaz oluşturur. Nekroze edici toksin ve hyaluronidaz enziminin sekresyonu ile 
birlikte kan akımı ile ilişkili olarak dokunun şişmesi infeksiyonun yayılmasını 
kôlaylaştınr. Doku nekrozu genişledikçe bakteriyel üreme de giderek artar. 
Sonuçta hemolitik anemi, şiddetli bir toksemi ve ölüm şekillenir (33). Gazlı 
gangren olaylarında miks infeksiyonlar kaçınılmazdır. Miks infeksiyonlarda 
toksijenik ve proteolitik Clostridium'lara ek olarak çeşitli koklar ve Gram ne­
gatif organizmalar da infeksiyana katılmaktadır (19, 23). Kadınların% 5'inin 
genital sisteminde CI. perfringens saptandığı, müdahaleli abortusları takiben 
klostridial infeksiyonların şekillendiği ve neoplasmalı hastalarda klostridial 
bakteriyemiterin sıkça görüldüğü bildirilmektldir (33). Açık kemik kırıklan ve 
doğum sonrası uterus yaralarının kontamine olması halinde infeksiyonun 1-3 
gün içinde yayıldığı ve deri altı dokularında ve adaJelerde krepitasyon, pis 
kokulu bir akıntı, hızla gelişen nekroz, ateş, hemoliz, toksemi ve şok sonucu 
ölüm şekillendiği bildirilmiştir (33). 

CI. welchii Tip A insanlarda to~si-infeksiyöz tipte gıda zehirlenmelerine 
neden olmaktadır (4, 33, 35). CI. welchii Tip A'nın sporlan ısıya duyarlı olan 
birinci alt tipinin gazlı gangren, sporlan ısıya dayanıklı olan ikinci alt tipinin 
ise gıda zehirlenmelerine neden olduğu bildirilmektedir (35). CI. welchii Tip 
A, yara infeksiyonu, yeni doğan kuzularda hemolitik anemi, ikterus ve he­
moglobinuri oluşturur, yetişkin koyun ve danalarda ise enterotoxemi'ye neden 
olur (4, 33. 42). Broilerlerde de nekrotik enteritis olgulanndan CI. welchii 
izole edildiği rapor edilmiştir (38). 

Kemoterapötikler, vücut sıvılannda oluşturdukları konsantrasyona bağlı 
olarak mikroorganizmalar üzerine bakterisid (öldürücü) ve bakteriostatik 
(üremeyi durdurucu) etki yaparlar. Bakteriostatik etkili antimikrobiyal madde­
ler bakteri hücresinin gelişimini ve üremesini önlerler bakteriyi doğrudan 
doğruya öldünnezler. Gelişme ve üremesi duran bakteriler vücudun savunma 
mekanizmalan tarafından kolayca yok edile bilirler. Her kemoterapötik madde­
nin sağıtıcı dozlarda etkili olabildiği mikroorganizma cinslerinin hepsine bir-
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den kemoterapötiğin etki spektrumu denir. Sınırlı sayıda mikroorganizma cins­
lerine etki eden antimikrobiyal maddelere dar spektrumlu, çok sayıda mikroor­
ganizma cinsine etki edenlere ise geniş spektrumlu kemoterapötikler adı veril­
mektedir (3, ll, 36). 

Antimikrobiyal maddeler mikrooganizmalann çeşitli işlev ve yapı maddeleri 
üzerine etki ederler. Antibiyotikler, bakterilerin hücre duvarı ve sitoplazmik 
membran sentezini inhibe etmek, protein sentezini engellemek, nükleik asit 
fonksiyonunu ve sentezini bozmak ve metabolik antogonistik etki yapmak su­
retiyle aktivite göstem1ektedirler (3, 5, 10, 11, 21). 

Direnç, bakteri ve diğer mikroorganizmaların kemoterapötik maddalerden 
etkilenmemesi demektir. Antimikrobiyal maddelere karşı direçHlik çeşitli me­
kanizmalar ile oluşur. Antibiyotiklerin tahribi, bakteri hücre duvarının pemlia­
bilitesinin azalması, antibiyotikler kombine edildiklerinde ortaya çıkan kompe­
tatif inhibisyon, mutasyon, ribozomlarda meydana gelen değişiklikler ve 
antagonist madde sentezi sonucunda antibiyotiklere dirençli mikroorganizmalar 
ortaya çıkmaktadır (1, 3, 10, 11, 15, 17, 21, 36). 

Antibiyotikler profilaktik ve terapötik olarak kullanılmalannın yanısıra hay­
vanlarda yemden yararlanma gücünü arttırmak ve büyümeyi hızlandırmak 
amacı ile yem katkısı olarak yaygın şekilde kullanılmaktadır (24, 38, 43, 52). 
Şanlı ve ark. (52), yumurtacı ve etçi piliçler ile yaptıklan bir çalışmada, oksi­
tetrasiklin ve çinko basitrasin'e karşı dirençli E.coli suşlannın sayısında %3.1-
100 arasında bir artış olduğunu saptan11şlardır. Aydın ve ark. (6). tarafından 
broilerler ile yapılan bir başka çalışmada, antibiyotikli yemlerle beslenen hay­
vanlardan izole edilen E. coli suşlanndan çoğunun çeşitli antibiyotiklere karşı 
dirençli bulunduğu bildirilmiştir. 

Allaeroblarda antimikrobiyal duyarlılık spektrumunun kısmen stabil olduğu 
(50, 54) bildirilmekle birlikte penisilin ve diğer beta-laktan1 antbiyotiklere karşı 
beta-laktan1az ile ilişki bir dirençliliğin meydana geldiği bildiribuiştir (2). Fine­
gold ve ark. (22) tarafından yapılan bir çalışma ile, Bacteroides fragilis 
suşlarırun penisilin G'ye dirençli, diğer anaerobların ise genellikle duyarlı 
olduğu saptanınıştır. Bir başka çalışmada da (19), laktasyon dönemindeki 
ineklerdeki mastitis olaylanı:ıın %12'sinden anaerob mikroorganizmaların izole 
edildiği ve bu olaylardan izole edilen tüm Bacteroides fragilis suşlannın penisi­
lin G ve tetrasiklin'e dirençli olduğu bildirilmektedir. Baba ve ark. (7), 
sığırlarda akciğer ve karaciğer apseleri ile caudal ve caval trombosis'e neden 
olan Fusobacteriurri necrophorum suşlannın penisilin ve sefalosporinler'e 
duyarlı olduklannı saptamışlardır. Salpingitis ve doğum sonrası endometritis­
lerden izole edilen 40 anaerob mikroorganizmanın %62.5'inin, anaerobik in­
feksiyonlann sağıtımnda etkili olduğu bildirilen klindasin'e dirençli olduğu 
kaydedilmiştir (44). Bir çok araştırıcı tarafından (9, 45, 48, 49) yemiere anti­
mikrobiyal maddelerin katılmasının antibiyotiklere dirençli CI. welchii 
suşlannın ortaya çıkmasına neden olduğu bildirilmektedir. Spico ve ark. (48), 
CI. welchii'nin tetrasikline karşı direnç kazandığını rapor etmişlerdir. Yaygın 
olarak kullanılan antibiyotiklere karşı mikroorganizmaların direnç kazanması 
sonucunda yeni antibiyotiklerin denenmesi gündeme gelmektedir. Bu an1açla 
Kondo ve Tateyama (38) tarafından yapılan bir çalışmada yeni geliştirilmiş bir 
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gliko-peptid grubu antibiyotiğin, broilerlerde nekrotik enteritis olgulanndan 
izole edilen CI. welchii suşlan üzerinde aktif olduğu saptanmıştır. Appelbauın 
ve ark. (2) tarafından yapılan bir başka çalışmada beta-laktam halkası içeren 
antibiyotikleriiı, beta-laktamaz inhibitörler ile kombine edildiğinde, beta­
laktamaz üreten anaeroblara karşı mükemmel bir aktivite gösterdikleri ve 
özellikle miks infeksi yonlarda yararlı olabileceği bildirilmektedir. 

Ortamın pH'sı, kullanılan besiyeri ve besiyerine katılan maddeler, ilacın 
stabilitesi, inokulumun büyüklüğü ve mikroorganizmanın metabolik aktivitesi 
gibi faktörler in vitro antimikrobiyal aktiviteyi etkiler (ll, 12, 14, 26. 48). 

Sağlam ve ark. (47), antibiyotik emdirilmiş disklerin boyanmasında kul­
lanılan bazı boyalann diffüzyon testlerinde antibiyotik inhibisyon zonunu etki­
lediğiili saptamışlardır. 

Bir infeksiyonun sağıtımında, infeksiyona neden olan mikroorganizmanın 
identifıkasyonu ve antibiyogram testleri ile uygun antibiyotiğin belirlenmesinin 
yanısan antibiyotik seçiminde, antibiyotiğin toksisite, protein bağlama, 
vücutta yayılımı, absorbsiyon ve vücuttan atılım şekilleri gibi farmakolojik 
özelliklerinin bilinmesi gerekir. Ayrıca sağıtırnda kullanılacak antibiyotiklerin 
seçiminde infeksiyona neden olan mikroorganizmanın belirlenen bir antibiyo­
tiğe karşı doğasında mevcut olan in vitro duyarlılık durumu ile konakçının 
yaşı, gebelik ve immunitedurumu da dikkate alınmalıdır (ll, 21, 36). 

Bazı kemoterapötik maddelerin kullanılmasının Klostridial aşılar ile 
aşılanmış hayvanlarda serum antitoksin titresinde düşüse neden olduğu bildi­
rilmiştir (32). 

Mikroorganizmaların özellikle bakterilerin kemc;ıterapötik maddelere direnç 
kazanmaları karşısında infeksiyöz hastalıkların sağıtımında dirençlilik derece­
lerinin bilinmesi ve buna bağlı olarak sağıtıcı dozun seçilmesi önem kazanmış 
ve mikroorganizmaların antimikrobiyal maddelere duyarlılıklannın saptanması 
için metodlar geliştirilmiştir. 

Gerek aerob gerekse anaerob mikroorganizmalarda antimikrobiyal aktivite­
nin saptanmasında iki temel metod kullanılmaktadır. Bunlar dilüsyon ve 
diffizyon metodlarıdır (5, 8, 10, 13, 21, 26). 

Dilüsyon metodu, antimikrobiyal maddelerin minimum inhil:>e edici kon­
santrasyonlarını (Ml C) veren kantitatif bir metoddur. Dilüsyon testleri sıvı 
veya katı besiyerlerine değişik konsantrasyonlarda antimikrobiyal madde 
katılmak sureti ile gerçekleştirilir. Çok duyarlı olan bu yöntem uzun 
maniplasyonları gerektirdiğinden sistematik incelemelerde kullanılmaktadır (5, 
11,18, 21). 

Tüp Dilüsyon, Buyyon Dilüsyon, Makro Dilüsyon gibi isimler de verilen 
sıvı otamda dilüsyon yönteminde antibiyotik, içinde sıvı besiyeri bulunan bir 
seri tüpte gittikçe azalan oranlarda dilüe edilir. Daha sonra tüplere eşit miktarda 
bakteri inokule edilir. Duyarlılığı saptanan bakterinin üremesine uygun olan 
bir inkı.ıbasyon süresi sonunda bakteri üremesinin görolmediği en düşük anti­
biyotik konsantrasyonu (Ml C) belirlenrnek sureti ile bakterinin duyarlılık dere­
cesi saptanır (5, 10, 21, 23). 

Buyyon dilüsyon metodunda modifıkasyonlar yapılarak mikro dilüsyon 
metodu geliştirilmiştir. Çeşitli araştıncılar (16, 23 , 28, 34, 46) tarafından , 
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· mikro dilüsyon metodu ve buyyon dilüsyon metodu ile elde edilen MIC 
değerlerinde %92.5-%95 birlik sağlandığı ve bu iki testin sonuçlan arasında± 
ı veya± 2 dilüsyonluk (log2) bir fark olduğu bildirilmiştir. 

Buyyon disk metodu, broth disk elüsyon testi olarak da isimlendirilir ve bu 
yöntem, buyyon dilüsyon testlerini basitleştinnek amacı ile Wilkins ve Theil 
tarafından geliştirilmiştir. Bu metodda antibiyotikler sıvı besiyeri içinde absor­
be edilirler. Benzer fakat çok daha basit, bu nedenle de daha pratik olan bir 
yöntem de Kurzynski ve ark. tarafından geliştirilmiştir (1 O, ı9, 21, 51 ). 

Katı ortan1da dilüsyon yönteminin kesin sonuç veren bir yöntem olmakla 
birlikte rutin testlerde kullanışlı olmadığı bildirilmektedir (5, 18). B u metod, 
çizgi yöntemi, nokta ekim yöntemi, Szybalske gradient yöntemi ve Fleming'in 
agar kanal yöntemi olmak üzere çeşitli şekillerde uygulanabilir (5, 21). Ayrıca 
bir çok araştıncı (2, 9, 18, 25, 26, 29, 30, 40, 41, 53, 54). tarafından yapılan 
çalışmalar ile, mikroorganizmaların optimum üreme koşullan dikkate alınarak, 
besiyerleri ve besiyerlerine katılan maddelerde değişiklikler yapılmak sureti ile 
metodda modifikasyonlar yapılmıştır. 

Disk diffüzyon veya agar diffüzyon metodu olarak isimlendirilen yöntem, 
bakterilerin bir çok antibiyotiğe karşı duyarlılıklarının saptanmasında kul­
lanılan kalitatif bir testtir. Aerobik mikroorganizmaların antibiyotiklere 
duyarlılığının saptanmasında günümüzde en çok Kirby-Bauer Disk Diffüzyon 
Metodu ve Barry ve ark. tarafından geliştirilen Agar Overlay metodu'nun kul­
lanıldığı bildirilmektedir (5, 10, ll, 18, 21, 26, 55, 56). 

Diffüzyon yönteminde antibiyotik emdirilmiş kağıt diskler besi yerlerine 
yerleştirilir ve disklerin etrafındaki inhibisyon zonlan ölçülerek mikroorganiz­
maların antibiyotiklere duyarlılıklan saptanır (5, 8, 21, 26, 48, 55). 

Disk diffüzyon testlerinin anaerobik mikroorganizmalarda kullanımının 
sınırlı olduğu bildirilmesine karşın (5, 1 O, 21), K w ak ve ark. ( 40) tarafından 
agar dilüsyon metodu ile paralel olarak yapılan bir çalışmada, disk diffüzyon 
testinin kısmen güvenilir sonuçlar verdiği ve dilüsyon testlerinin yapılabilmesi 
için yeterli malzeme bulunmayan laboratuvarlarda, disk diffüzyon metodunun 
kullanılabileceği bildirilmiştir. Yine Sutter ve ve ark. (50), disk diffüzyon tes­
tinin rutin kullanıpı için önennektedirler. 

MATERYAL VE METOD 

Test Suşu : Bu çalışmada Pendik Hayvan· Hastalıklan Merkez Araştınna 
Enstitüsü Anaerob Bölümü suş stokundan sağlanan liyofilize Clostridium 
welchii (Cl. perfringens) Tip A 107 suşu kullanıldı. 

Liyofilize halde bulunan bu suş ı ml steril fizyolojik tuzlu su ile su­
landınlarak taze hazırlanan kanlı agar'a inokule edildi. Agar petrileri B.T.L. 
Londra Anaerob jan içine yerleştirilerek jann havası alındı ve 37° C' de ı8 saat 
inkube edildi. Bu kanlı agar kültüründen 3-4 koloni (3 ının'lik bir öze dolusu) 
alınarak taze hazırlanmış %5 oranında %25 'lik glikoz solüsyonu ve %5 
koyun kanı katılmış Nutrient agar (Oxoid) üzerine inokule edilerek yukanda 
belirtilen şekilde inkube edildL Bu kültürden 3-4 koloni alınıp, ı5 dakika kay-
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natılıp soğutulmuş olan kı yınalı buyyon'a inakule edildikten sonra 37° C' de 18 
saat inkube edildi. Suş kıymalı buyyon'da idan1e ettirildi. 

Antibiyotik Solüsyonları : Penisilin, gentamisin ve tetr~~iklin disk ve 
toz halinde Etlik Hayvan Hastalıkları Araştım1a Enstitüsü Disk U retim Labora­
tuvarından sağlandı. 

Penisilin. gentam i sin ve tetrasiklin'in ı 000 ı.ıg/ml ve 2560 ı.ıg!ml olacak 
şekilde stok solüsyonları hazırlandıktan sonra 2 ml miktarlannda küçük 
şişelere bölünerek -20°C saklandı. Antibiyotik solüsyonlan çözdürüldükten 
sonra tekrar dondunılmadı. 

Antibiyotik Duyarlılık Testleri : Bu çalışmada kullanılan metodlarda 
inokulumda bir örneklik sağlanması amacı ile inakulum un türlJiditesi metod­
larda bildirilen besiyerleri kullanılarak Mac Farland Standart I' e göre ayar­
landı. 

Buyyon Dilüsyon Metodu: BU metodun uygulanışında Major ve ark. 
(42). tarafından bildirilen yöntemden yararlanıldı. 

Fluid thioglycollate medium (Difco). hazırlanarak 16x125 mm'lik vidalı 
kapaklı tüplere 4.5 ml. miktarlannda taksim edildi. Sterilize edildikten sonra 
2-8° C' de saklandı. Organizmanın kanlı agar kültüründen 3-4 kolani (3 mm'lik 
bir özel dolusu) alınarak 15 dak. kaynatılıp hemen sağutulan tl1ioglycollate 
broth'a inakule edildi ve 37o C' de 18 saat inkube edildi. İnokulum , 18 saatlik 
bu kültürün türbiditesi Mac Farland Standart I'e göre ayarlanarak hazırlandı. 
Antibiyotiklerin 1000 ı.ıg!ml'lik stok solüsyonlarından 0.5 ml alınarak 4.5 ml 
thioglycollate içerisine konuldu. Bu dilüsyon başlamak üzere tl1ioglycollate 
broth ile iki katlı dilüsyonlan yapıldı . Antibiyotik dilüsyonlarını içeren tüplere 
2'şer ml inakulum konuldu. Böylece antibiyotiklerin 50 ı.ıg/ml-0.09 ı.ıg!ml 
arasında değişen fınal konsantrasyonlan elde edildi. Tüpler 3 7° C' de 18 saat 
inkube edildi. Gözle görülebilir üreme saptarunayan en düşük antibiyotik kon­
santrasyonu MIC olarak değerledirildL 

Mikro Dilüsyon Metodu : Bir metodun uygulanışında Gavan ve Town 
(23) tarafından bildirilen yöntemden yararlanıldı. 

Brain heart infusion broth (BHI broth) (Oxoid) hazırlanarak 16xl25 
ının'lik vidalı kapaklı tüplere 10 ml miktarında konuldu. Sterilize edildikten 
sonra 2-8° C'de saklandı. Kullanılmadan önce 15 dak. kaynatılıp hemen 
soğutuldu ve içine Pastör pipeti ile %25'lik glikoz solüsyonunda 10 damla 
ilave edildi. Organizmanın kanlı agar kültüründen 3-4 kolani alınarak bu be­
si yerline inakule edildi ve BTL anaerob jan içine yerleştirildi. Jarın havası 
alınarak 37° C'de 18 saat inkube edildi. İnokulum, 18 saatlik BHI broth 
kültümün türbiditesi Mac Farland Standart l'e göre ayarlanarak hazırlandı. 
Antibiyotiklerin 1000 ı.ıg!ml'lik stok solüsyonundan 1 ml alınarak, 4 ml BHI 
broth içerisine katıldı. Böylece antibiyotikterin 200 ı.ıg/ml'lik çalışma 
solüsyonu hazırlandı. Bu çalışmada U tabanlı 96 delikli steril mikrotitrasyon 
plate'leri kullanıldı. Plate'lerin vertikal sırasındaki ilk delikiere çalışma 
solüsyonundan 100 ı.ıl konuldu. Horizontal sırada ise 2-12. delikiere 50 ı.ıl 
BHI broth konuldu. Birinci delikten 50 ı.ıı antibiyotik solüsyon alınarak 2. 
deliğe aktandı. Aynı işlem diğer deliklerde de tekrarlanarak antibiyotikleriniki 
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katlı dilüsyonu yapıldı. 12. delikl~re antibiyotik aktanlmadı ve bu delikler 
üreme kontrolü olarak kullanıldı. Ureme ve besiyeri kontrolü olarak ayrılan 
delikler dışındaki .,tüm delikiere 50'şer ı-tl inokulum konuldu. Böylece antibiyo­
tiklerin 100-0.09 ı.ı.g/ml arasında değişen final konstantrasyonları elde edildi. 
Plate'lerin kapağı kapatılarak desikatör içine yerleştirildi ve 37 o C' da 18 saat 
inkube edildi. Sonuçlar ışık altında okundu. Ve görülür bir üreme (bulanıklık) 
alnıayan en düşük antibiyotik konsantrasyonu MIC olarak değerlendirildi. 

Agar DHüsyon Metodu : Bu metodun uygulanışında Sutter ve ark. (51) 
tarafından bildirilen yöntemden yararlanıldı. 

Organizmanın kanlı agar kültüründen 3-4 kolani alınarak 15 dak. kaynatılıp 
soğutu~muş thioglycollate broth'a inakule edildi ve 37° C'de 18 saat inkube 
edildi. Inokulum, bu kültürün türbiditesi Mac Farland Standart I'e göre ayarla­
narak hazırlandı. Taze olarak hazırlanan Brucella agar (Difco) sterilize edildik­
ten sonra 50 o C' ye soğutuldu. İçine %5 defibrine koyun kanı ve 10 ı.tg/ml ola­
cak şekilde Kl vitamini ilave edildi. Antibiyotiklerin 2560 ı.ı.g!ml'lik stok 
solüsyonlanndan Tablo 1 'de belirtilen şekilde, steril distile su ile dilüsyonlar 
hazırlandı ve her bir dilüsyon 18 ml. agar içine katıldı. Böylece antibiyotiklerin 
agar içinde 0.015-256 ı.ı.g/rnl arasında değişen final konstrasyonlan elde edildi. 
Agar petrileri kuruması için 37° C 'de 30 dak. tutulduktan sonra 5 .. ı.tl i no kulum 
agar üzerine inakule edildi ve inakulum yayılmadan bırakıldı. Ureme ve be­
si yeri kontrolu için ·birer adet petri teste ilave edildi. Petriler BTL anaerob jar 
içine yerleştirilerek havası alındı ve 37° C' e 18· saat inkube edildi. İnokulum 
bölgesinde üreme görülmeyen en düşük antibiyotik konsantrasyonu MIC ola-
rak_rle..Q:erlendirilrlL.. M od da 
iaoıo . Agar Uııusyon et un 

Antibiyotik Dilüsyonlannın Hazırlanması. 

Konsantrasyon Fina! Konsantrasyon 18 
(}.Lg veya U) ml AB + 2 ml agar 

(}.Lg veya U/ml) 

Stok sol.* 2560 256 
4 ml ~2560~+ 4 ml su 1280 128 
2 ml 2560 + 6 ml su 640 64 
2 ml (2560)+ 14 ml su 320 32 

4 ml ~320r 4 ml su 160 16 
2 ml 320 + 6 ml su 80 8 
2 ml 320 ·+ 14 ml su 40 4 

4 ml tor 4 ml su 20 2 
2 ml 40 + 6 ml su 10 ı 
2 ml 40 + 14 ml su 5 0.5 

4 ml ~5r 4 ml su 2.5 0.25 
2 ml 5 + 6 ml su 1.25 0.125 
2 ml (5 + 14 ml su 0.62 0.062 

4ml (0.62)+ 4 ml su 0.31 0.031 
2 ml (0.62)+ 4 ml su 0.15 0.015 

* ı.tg/ml + ml su 
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Buyyon Disk Metodu :Bu metodun uygulanışında Kurzynski ve ark. 
(bak 1 O) tarafından geliştirilen yöntemden yararlanıldı. 

CI. welchii Tip A'nın kanlı agar kültüründen 3-4 koloni alınıp kul­
lanılmadan önce 15 dak. kaynatılıp hemen soğutulan kı yınalı buyyona inokule 
edilerek 37° C' de 18 saat inkube edildi. Bu kültürün türbiditesi, 15 dak. kay­
natılıp hemen soğutulan thioglycollat broth ile Mac Farland Standrat I'e ayar­
landı. Fluid Thiogycollate Medium (Difco) hazırlanarak 16xl25 ının'lik vidalı 
kapı:V<Iı tüplere 5'er ml miktarlannda taksim edildi. Sterilize edildikten soma 2-
.go C' de saklandı. Besiyeri kullanılmadan önce 15 dak. kaynatılıp hemen 
soğutuldu. Her antibiyotik için iki seri halinde besiyeri içeren tüp hazırlandı ve 
birinci tüpten başlayarak her tüpe giderek artan sayıda antibiyotik emdirilmiş 
disk konuldu. Tüplere konulan disk sayısı gentamisin için 1 ile 10 disk, peru­
silin ve tetrasiklin için ise 1/4 ile 1 O disk arasında değişti. 
Tablo 2. Buyyon Disk Metodunda Besiyerine Katılan Diskler ve Konsantrasyonları 

Antibiyotik Disk içeriği Jlg veya IU Disk sayısı 5 ml'de Fina! konsant Jlg veya IU 

Penisilin ı o* ı ı 

Tetrasiklin 30 ı** ı** 
Gentamisin ı o ı ı 

*,lU 
**, 10 ml besiyeri 

Böylece penisilin 0.5-20 lU/ml, gentamisin için 2-20 Jlg/ml, tetrasiklin için 
ise 0.75-20 Jlg/ml arasında değişen final konsantrasyonlar elde edildi. Anti­
biyotiklerin besiyerine difüzyonunu sağlamak amacı ile tüpler oda derecesinde 
iki saat bekletildi. Hazırlanan inakulumdan disk içeren her tüpe ve üreme 
kontrolü olarak kullanılan ve disk içermeyen iki tüpe 50'şer Jll inokule edildi. 
Aynca iki tüp besiyeri kontrolü olarak kullanıldı ve tüm tüpler 37°C'de 18 saat 
inkube edildi. Bu inkubasyon sonunda gözle. görülebilir üreme olmayan en 
düşük antibiyotik konsantrasyonu, MIC olarak değerlendirildi. 

Agar Diffüzyon Metodu: Bu metodun uygulanışında Sutter ve ark. 
(50) tarafından bildirilen yöntemden yararlarııldı. 

Inokulum, 18 saatlik thioglycollate broth kültürün türbiditesi Mac Farland 
Standart I' e göre ayarlanarak hazırlandı . Taze olarak hazırlanan Bruc·ella agar 
(Difco) strerilize edildikten sonra 50° C'a soğutuldu ve içine %5 defıbrine 
koyun kanı ve 0.5 Jlg/ml olacak şekildeki KI vitamini ilave edilerek petrilere 
5-6 mm kalınlığınd~ döküldü. Kullanılmadan önce 37° C'de 30 dak. tutularak 
kuruması sağlandı. Iki seri halinde hazırlanan petrilere 2'şer ml inokulum ko-
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nuldu ve inokulumun fazlası pipet ile geri alındı. Agar üzerine antibiyotik em­
dirilmiş kağıt diskler yerleştirildi. Disk içermeyen bir petri üreme kontrolü, 
disk ve inakulum içermeyen bir petri de besiyeri kontrolü olarak kullanıldı. 
Petriler BTL anaerob jan içine yerleştirildi ve havası alınarak 37° C'de 18 saat 
inkube edildi. Sonuçlar disklerin etrafındaki inhibisyon zonu ölçülmek sureti 
ile değerlendirildi. 

BULGULAR 

Bu çalışmada, CI. welchii Tip A 107 suşunun penisilin G, tetrasiklin ve 
gentanıisin'e karşı duyarlılığı huyyon disk, buyyon dilüsyon, mikrodilüsyon. 
agar dilüsyon ve agar diffüzyon metodlan ile saptanmış olup, penisilin, genta­
misin ve tetrasiklin'in MIC değerleri Tablo 3'de gösterilmiştir. Agar diffüzyon 
metodunda agar üzerinde homojen bir üreme olmadığı için sonuçlar 
değerlendirilemedi. Bu nedenle Tablo 3'de agar diffüzyon metodunda anti­
biyotikterin zon çaplanna ait değerleri verilmemiştir. Buyyon dilüsyon meto­
dunda penisilin, gentanı i sin ve tetrasiklin için sırasıyla O, 781 ı.ıg/ml, 25 ı.ıg/ml 
ve 1,562 ı.ıg!ml MIC değerleri saptanmıştır. Mikro dilüsyon metodunda elde 
edilen MIC değerleri penisilin için 0,390 ı.ıg!ml, gentamisin için 3,125 ı.ıg!ml 
ve tetrasiklin için ise 0,781 ı.ıg/ml olarak saptanmıştır. Agar dilüsyon meto­
dunda ise elde edilen MIC değerleri penisilin için 4 ı.ıg!ml, gentamisin için 8 
ı.ıg!ml ve tetrasiklin için 1 ı.ıg!ml olarak bulundu. 

Buyyon disk metodunda, 10 lU penisilin G emdirilmiş l/4 disk içeren 
tüplerde üreme meydana geldi. 1/2 ve daha fazla disk içeren tüplerde üreme 
görülmedi. Gentanlisin diski ( 10ı.ıg) konulan tüplerde, 9 disk içeren tüp de 
dahil olmak üzere tüm tüplerde üreme görüldü, 10 adet disk içeren tüpte ise 
üreme meydana gelmedi. Tetrasiklin diski (30 ı.ıg) konulan tüplerde ise 1/4 
disk konulan tüplerde üreme meydana geldi, 1/2 disk ve daha fazla disk içeren 
tüplerde üreme görülmedi. Buyyon disk metodu ile penisilin için 1.0 lU/ml 
(0,6 ı.ıg!ml), gentanıisin içn 20 ı.ıg/ml ve tetrasiklin için 1,5 ı.ıg!ml MIC değeri 

saqt~ğı3. CL welchii Tip A'nın Duyarlılık Testlerinde Penisilin, Genta~isin ve Tetra-
siklin MIC Değerleri 

MIC Değerleri (Jlg/ml) 

Penisilin * Gentamisin 

Metodlar (-) ** (+) (-) (+) 

Buyyon Dilüsyon 0,781 0,390 25,0 12,5 

Mikro Dilüsyon 0,390 0,195 3,125 1,562 

Agar Dilüsyon 4,0 2,0 8,0 4,0 

Buyyon Disk 1.0 0,5 20,0 18 

*, Buyyon disk metodunda birim IV (ı IV=0,6 flg) **. (-)= ürenıe inbibisyonu 
( + )= ürenıe başlangıcı 
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Tetrasiklin 

(-) (+) 

1,562 0,781 

0,781 0,390 

1,0 0,5 

1,5 0,5 



Tetraksiklin için tüm testlerde saptanan MIC değerleri arasında paralellik 
görülmektedir. Perusilinde elde edilen MIC değerleri agar dilüsyon metodunda 
diğer metodlara kıyasla oldukça yüksek bulundu. Gentamisinde ise buyyon 
dilüsyon ve buyyon diks metodlan ile elde edilen MIC değerlerinde paralellik 
görülmesine karşın agar dilüsyon ve mikro dilüsyon metodu ile farklı MIC 
değerleri elde edildi. Gentan1isinin MIC değeri haricinde mikrodilüsyon meto­
du ile elde edilen MIC değerleri, buyyon dilüsyon metodu ile elde edilen 
değerlerden bir dilüsyon basamağı (log2) düşük bulundu. Çalışmamızda dene­
nen metodların yapılan tüm tekarıarında benzer sonuçlar alındı. Buyyon 
dilüsyon ve buyyon disk metodlarında her üç antimikrobiyal maddenin MIC 
değerleri arasında ise tam bir uyum saptandı. 

TARTIŞMA VE SONUÇ 

Bu çalışmada kullanılan her üç antimikrobiyal maddenin MIC değerleri 
buyyon dilüsyon ve buyyon disk yöntemlerinde, tetrasiklin MIC değerleri ise 
kullanılan tüm metodlarda paralellik göstem1ektedir. 

Major v~ ark. (42), yedi CI. welchii suşunun antibiyotiklere duyarlılığını 
saptamışlar ve buyyon dilüsyon yöntemi ile saptanan penisilin MIC 
değerlerinin 0,2-1,6 lU/ml arasında değiştiğini rapor etmişlerdir. Traub ve 
Sherris (55) tarafından, Giovvannini'ye atfen CI. welchii'nin 0,006-1 lU 
arasındaki penisilin konsatrasyonlannda inhibe olduğunu bildirilmiştir. Aynı 
araştıncılar (55). 23 adet CI. welchii suşunun 0,12 ı.tg/ml (0,2 lU/ml) veya 
daha az penisilin konstrasyonlarında inhibe olduklannı saptanuşlardır. Bu 
çalışmada CI. welchii Tip A 107 suşu'nun, buyyon dilüsyon, mikro dilüsyon, 
agar dilüsyon ve buyyon disk metodlarında sırasıyla 0,781 ı.ıg!ml, 0,390 ı.ıg! 
ml, 4 ı.tg/ml ve 1 lU/ml penisilin konsantrasyonlannda inhibe olduğu sap­
tandı. Penisilin için saptanan bu MIC değerleri literatürler ile uygunluk 
göstermektedir. . 

19 adet CI. welchii suşunun mikro dilüsyon metodu ile yapılan duyarlılık 
testinde saptanan tetrasiklin MIC değerlerinin 0.1-6.2 ı.ıg/ml arasında değiştiği 
saptanmıştır (46). Çalışmamızda tetrasiklin için MIC değerleri, buyyon 
dilüsyon metodunda 1,562 ı.ıg!ml, mikro dilüsyon metodunda 0.781 ı.ıg!ml, 
agar dilüsyon metodunda 1 ı.ıg/ml ve buyyon disk metodunda 1.5 ı.tg/ml ola­
rak bulundu. Çalışmamızda elde edilen tetrasiklin MIC değerleri literatürde bil­
dirilen değerler ile uygunluk içindedir. 

Diğer antibiyotiklerden farklı olarak gentamisinin anaerobik mikroorganiz­
maların çağuna karşı inaktif olduğu kaydedilmiş ve CI. welchii suşlannın 
mikro dilüsyon metodu ile 25-100 ı.ıg/ml arasındaki gentam i sin 
konsantqrasyonlarında inhibe olduğu bildirilmiştir (46). Bu çalışmada ise gen­
tamisin MIC değerleri buyyon dilüsyon, mikro dilüsyon, agar dilüsyon ve 
buyyon disk metodlarında sırasıyla 25 ı.ıg!ml, 3,125 ı.ıg/ml, 8 ı.ıg/ml ve 20 J.Lg/ 
ml olarak saptandı. Buyyori dilüsyon ve disk dilüsyon metodları ile elde edilen 
değerler literatürde bildirilen değerler ile uygunluk göstermektedir. Ancak 
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mikro dilüsyon metodu ile saptanan değerler arasında farklılık görülmektedir. 
Bu farklılık, uygulanan metodlarda değişik besiyerlerinin kullanılmış 
olmasından kaynaklanabilir. 

Mikro dilüsyon testinin, buyyon dilüsyon testinden iki dilüsyon basamağı 
(log2) daha düşük bulunduğu bildirilmiştir (54). Haıwick ve ark. (28), buyyon 
dilüsyon metodu ile mikro dilüsyon metodu arasında iki dilüsyon basamağı 
farkın kabul edilebilir olduğunu ve yaptıklan çalışmada bu iki metodun 
sonuçlan arasında %87.5 oranında uygunluk sağladıklarını bildirmişlerdir. 
Chitwood (16) tarafından ise mikro dilüsyon testi ile buyyon dilüsyon testi 
arasında %94 oranında paralellik sağlandığı bildirilmekted·ir. Bizim 
çalışmamızda da gerrtamisin hariç iki antimikrobiyal maddenin buyyon ve 
mikro dilüsyon metodları ile elde edilen MIC değerleri arasında bir dilüsyon 
basamağı fark bulunmuştur. Mikro dilüsyon metodunun tekrarlanabilirliği 
%94.8 olarak bildirilmesine karşın buyyon dilüsyon metodunda bu oranın 
%99.1 olduğu kaydedilm~ştir (23). Bizim çalışmamızda da mikro dilüsyon tes­
tinde bazı tekrarlarda sonuçlarda çok az fark görüldü. Buyyon dilüsyon ve 
buyyon disk metodlannda ise yapılan tüm tekrarlarda aynı sonuçlar elde edildi 
ve bu testıerin tekrarlanabilirlik oranı %100 olarak belirlendi. 

Traub (54) tarafından, agar dilüsyon testi ile elde edilen MIC değerlerinin, 
mikro dilüsyon testi ile elde edilen değerlerden düşük bulunduğu bildirilmiştir. 
Bizim çalışmamızda ise, agar dilüsyon ve mikro dilüsyon testleri ile elde edilen 
tetrasiklin MIC değerleri uygunluk içinde olmakla birlikte penisilin ve gentami­
sinde agar dilüsyon testi ile elde edilen MIC değerleri yüksek bulunmuştur. 

Sapico ve ark. (48), ve Du Preez ve ark. (19) disk .diffüzyon metodunun 
CI. welchii'nin duyarlılığının saptanmasında kullanılabileceğini bildinnelerine 
karşın Traub (54), agar diffüzyon metodunda elde edilen zon çaplan ile agar 
dilüsyon metodunda elde edilen MIC değerleri arasında pazitif bir korelasyon 
saptanmadığını bildirmiştir. Bazı araştıncılar (10,21) agar diffüzyon testinin 
anaerob mikroorganizmaların duyarlılık testlerinde kullanışlı olmadığını bildir­
mektedirler. Bu çalışmada da agar yüzeyinde homojen bir üreme olmadığı için 
test sonuçlannın değerlendirilmesinde güçlüklerle karşılaşılmıştır. Saptanabi­
len zon çaplannın büyüklüğü ile diğer metodlarda elde edilen MIC değerleri 
arasında uyguniMk görülmemesinin yanısıra yapılan tekrarlarda da farklı inhi­
bisyon zonlan ortaya çıkmıştır. Bu durum besiyeri içine katılan maddelerden 
ileri gelebilir. Besiyerlerine kan, serum, plazma gibi protein derivelerinin 
katılmasının penisilinlerin albuminle bağlanmasına neden olduğu ve özellikle 
penisilin K ve daha az olmak üzere Penisilin G ve Fnin etkisini azarttığı bildi­
rilmektedir (26). 

Buyyon dilüsyon testi ile karşılaştırıldığında, mikro dilüsyon testinde MIC 
değerlerinde elde edilen ±1 veya ± 2 dilüsyon basamağı (log2) farkın, mikro 
plate'ler 2.5 saat UV altında tutularak mikro plate'lerdeki statik elektrik 
yükünün ortadan kaldınlması ile elimine edilebileceği ve bu işlem yapıldığında 
mikro dilüsyon testinin rutin olarak kullanllabileceği, anaerob mikroorganiz­
maların duyarlılığının saptanmasında ise gaz alışverişinin sağlanabilmesi için 
plate'lere kapatılan yapışkan bantta plate çukurlan üzerinde steril bir toplu iğne 
ile küçük delikler açılması gerektiği bildirilmiştir (23). Ancak literatürde belirti~ 
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len1er uygulamada pratik olmamaktadır.' Aynca plate'lerin aerobik koŞullarda 
inkube edilmesi gerekmektedir. Fakat plate'ler, standart büyüklükte olan jarlar 
(BTL anaerob jar, Gas pak jar) içine sı ğın adığından anaerob koşullarda inku­
basyonda sorun1arla karşılaştınlmıştır. Yine agar dilüsyon ve agar diffüzyon 
metodlannda in9,kulü edilen petrilerin anaerobik koşullarda inkube edilmeleri 
gerekmektedir. üzeilikle agar dilüsyon metodunda testte çok sayıda petri kul­
lanıldığından, klinik laboratuvarlannda anaerobik izolatlann çeşitli antibiyotik­
lere karşı duyarlılıklan saptanmak istendiğinde, çok sayıdajar veya anaerobik 
ortamı sağlayabilecek özel inkubatöre ihtiyaç duyulacaktır. Fakat buyyon 
dilüsyon ve buyyon disk metodlannda tüplerin anaerobik koşullarda inkube 
edilmeleri zorun1u olmayıp, tüpler tüm teşhis laboratuvarlannda mevcut olan 
hava dolaşımlı inkübatörlerde inkube edilebilirler. 

Mikro dilüsyon yönteminin masraflannın buyyon dilüsyon metodunun 1/ 
3'ü kadar olduğu bildirilmektedir (28). Ancak mikro dilüsyon metodu için ge­
rekli olan mikro plate, otomatik pipet ve pipet ucu gibi alet ve malzemeler 
ülkemizde üretilmediğinden bu malzemelerin sağlanması ülkemiz koşullannda 
ekonomik olmamaktadır. 

Agar dilüsyon metodu pek çok araştırıcı (7, 9, 25, 29, 31, 38, 44) 
tarafından rutin çalışmalarda kullanılmasına karşın yeni antibiyotiklerin aktivi­
telerinin denenmesi (2, 41,53), aktanlan direnç durumlannın saptanması (1), 
anaerobik hasillerin klasifikasyonu (22) gibi çalışmalarda kullanılmakta olup, 
kullanılan besiyerleri ve besiyerlerine katılan çeşitli maddelerin test sonuçlannı 
etkilernesi (12, 14, 26) ve testin uygulanışının zaman ve elemana ihtiyaç 
göstermesi nedeni ile daha çok referans bir test olduğu bildirilmektedir (18). 

Buyyon dilüsyon testi uygulaması uzun süren bir test olarak 
değerlendirilmekle birlikte rutin olarak yaygın şekilde kullanılmaktadır (20, 
37, 42, 46, 55). Buyyon disk metodu da rutin olarak kullanılabilen bir metod­
dur (19). 

Sonuç olarak, yapılışlannın kolay olması, yardıma ihtiyaç duyulmadan tek 
bir eleman tarafından gerçekleştirilebilmeleri, yapılan tüm tekrarlarda aynı 
sonuçlar elde edilmiş olmasının yanısıra ülkemizdeki tüm teşhis laboratuvar­
larında bulunabilen besiyeri alet ve malzeme i.le yapılabilmeleri mümkün 
olduğu için buyyon dilüsyon ve buyon disk yöntemlerinin ülkemizdeki teşhis 
laboratuvarlarında rutin çalışmalarda kullanabileceği kanaatine vanlmıştır. 

ÖZET 

Bu çalışmada ülkemizdeki teşhis laboratuvarlannda kullanılabilecek en 
çabuk,kolay, güvenilir ve ucuz yöntemin seçilmesi amacı ile, C. welchii (Cl. 
perfringens) Tip A'nın penisilin, gentamisin ve tetrasikline duyarlılığında 
buyyon dilüsyon, mikro dilüsyon, agar dilüsyon, buyyon disk ve agar 
diffüzyon metodlan karşılartırmalı olarak çalışıldı. 

Buyyon dilüsyon, mikro dilüsyon, agar dilüsyon ve buyyon disk 
yöntemleri ile penisilin MIC değerleri sırasıyla 0,781 jlg/ml, 0,390 ı.ıg/ml, 4 
ı.ıg/ml ve 1 lU/ml (0,6 jlg/ml), gentamisin MIC değerleri 25 ı.ıg/ml, 3,125 ı.ıg/ 
ml, 8 jlg/ml ve 20 ı.ıg/ml, tetrasiklin MIC değerleri 1,562jlg/ml, 0,781 ı.ıg/ml, 
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ı J.lg/ml ve ı .5 J.lg/ml olarak saptandı. 
Testlerde kullanılan antibiyotiklerin MIC değerleri yönünden buyyon 

dilüsyon ve buyyon disk metodları arasında tüm tekrarlarda uyumlu sonuçla 
eldt:.edildi ve her iki metodun da tekrarlanabilirlik oranı %100 olarak saptandı. 

Ulkemizdeki tüm teşhis laboratuvarlannda bulunabilecek alet ve malzeme 
ile yapılabilmeleri, çabuk, kolay ve güvenilir olmaları nedeni ile buyyon 
dilüsyon ve buyyon disk metodlan rutin olarak uygulanabilir bulunmuştur. 

SUMMARY 

In this study, the susceptibility test of CI. welchii type A (CI. perfringens) to· 
penicillin, gentamicin and tetracycline were perfonned by using broth dilution, 
micro dil u tion, agar dilution, broth disc and agar diffusion methods in order to 
detennine a rapid, easy, reliable method applicable to diagnostic laboratories. 

The MIC values deterınined by broth dil u tion, mi c ro . dilution, agar dilution 
and broth di sc methods for penicillin were O. 78ı J.lg/ml, 0.390 J.lg/ml, 4 J.lg/ml 
and ı lU/ml (0.6 J.lg/ml), for gentamicin were 25 ııg/ml, 3.ı25 J.lg/ml, 8 J.lg/ 
ml and 20 ııg/ml, for tetracycline were 1.562 J.lg/ml, 0.78ı J.lg/ml, 1 J.lg/ml 
and 1.5 J.lg/ml respectively. 

The results of broth dilution and broth d ise methods were always in agrement 
and the reproducibility of these method s were 100 %. 
Broth dilution and broth disc methods were found applicable to diagnostic 
laboratories, since they were rapid, easy to perfonn, reliable and also 
applicable with the media, equipment and glasware present in all diagnostic 
laboratories in our country. 
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