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Clostridium'lar dogada ¢ok yaygin olarak bulunan anaerob veya mikroae-
rofil basillerdir. Oksijen bulunan ortamlarda iiremezler ve genellikle Gram po-
zitif boyanirlar (4, 27, 33).Bunlarin ¢ogu, proteinleri dekompoze eder veya
toksin olusturur, bazilan ise her iki ¢zellige de sahiptir. Insan ve hayvanlarn-
bagirsaklarinda ve toprakta yaygin olarak bulunurlar (4, 37).

CI. welchii (perfringens) suslari sporlu, kiiciik ve kalin comaklar geklinde,
hareketsiz, kapsiillii, 4-8x1-2 mikron boyutlarinda basillerdir. CI. welchii
anaerob kosullarda adi laboratuvar besiyerlerinde ¢abuk tirer. Diger anaerob
etkenler kadar tam bir anaerob ortama ihtiyac¢ gostermez, az miktarda oksijen
iceren ortkamlarda da iireyebilir. Alkali ortamlarda ise bol miktarda gaz
olugturarak hizla iirer. Siv1 besiyerlerinde ekzotoksin olugturur (3, 27, 39).

Du Preez ve ark. (19), Holdeman ve ark.'na atfen saglikli dokularda oksi-
do-rediiksiyon (rodoks) potansiyelinin + 120 milivolt (mV) civarinda
oldugunu, anaerobik mikroorganizmalarin ¢ogunun ise en iyi -150 mV'un
altindaki degerlerde tirediklerini bildirmigtir.

* Uzmanlik tezinden 6zetlenmistir.
** Vet. Hek., Etlik Hayvan Hastaliklar1 Arastirma Enstitiisii
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Aym arastiricilar (19), Finegold ve ark.'na atfen aerob, mikroaerofil veya
fakiiltatif organizmalar tarafindan olusturulan primer infeksiyonun sebep
oldugu doku nekrozu, apse ve gaz olusumu nedeni ile bolgeye kan saglanmasi
engellenerek redoks potansiyelinin diistiiiini belirtmistir. Ayrica dokularin
redoks potansiyelininin diigmesine neden olan predispoze faktdrlerin
varliginda da sporsuz, obligat anaeroblarin kangtig1 sekonder infeksiyonlarin
goriildigi bildirilmigtir (19).

CI. welchii tip A, CI. novyi tip A (CI. oedematiens) ve CI. septicum gazli
gangren (Klostridial myositis) olaylarinda en sik rastlanan etkenlerdir (4, 27,
33, 35). Bunlarin yanisira CI. bifermetans, CI. histolyticum, CI. romasum,
CI. sporogenes ve diger anaerobik klostridial sporlu etkenler de gazli gangren
olaylarina katilmaktadir. CI. welchii'nin dier patojen etkenlere kiyasla
dogada daha yaygin olarak bulundugu (48), Birinci Diinya Savasinda harp
yarasi infeksiyonu olarak 6nem kazanan gazli gangren olgulanimn %75'inde
etkenin CI. welchii oldugu bildirilmistir (4). Gazli gangren, yaralarin spor
kapsayan fekal bir materyal veya toprakla kontaminasyonu sonucu gekillenir.
Etken yara bolgesinde ¢ogalarak dokulardaki karbonhidratlan fermente eder ve
gaz olusturur. Nekroze edici toksin ve hyaluronidaz enziminin sekresyonu ile
birlikte kan akimu ile iligkili olarak dokunun sismesi infeksiyonun yayilmasini
kolaylastirir. Doku nekrozu genigledikce bakteriyel iireme de giderek artar.
Sonugta hemolitik anemi, siddetli bir toksemi ve 6liim sekillenir (33). Gazli
gangren olaylarinda miks infeksiyonlar kaginilmazdir. Miks infeksiyonlarda
toksijenik ve proteolitik Clostridium'lara ek olarak c¢esitli koklar ve Gram ne-
gatif organizmalar da infeksiyona katilmaktadir (19, 23). Kadinlarin % S'inin
genital sisteminde CI. perfringens saptandig1, miidahaleli abortuslar: takiben
klostridial infeksiyonlarin sekillendigi ve neoplasmali hastalarda klostridial
bakteriyemilerin sik¢a goriildiigii bildirilmektidir (33). Acik kemik kinklan ve
dogum sonrasi uterus yaralarinin kontamine olmasi halinde infeksiyonun 1-3
giin icinde yayildig1 ve deri alt1 dokularinda ve adalelerde krepitasyon, pis
kokulu bir akinti, hizla geligen nekroz, ates, hemohz toksemi ve sok sonucu
6lim sekillendigi bildirilmigtir (33).

CI. welchii Tip A insanlarda toksi-infeksiyoz tipte gida zehirlenmelerine
neden olmaktadir (4, 33, 35). CI. welchii Tip A'nin sporlarn 1s1ya duyarl olan
birinci alt tipinin gazli gangren, sporlarn 1s1ya dayanikli olan ikinci alt tipinin
ise gida zehirlenmelerine neden oldugu bildirilmektedir (35). CI. welchii Tip
A, yara infeksiyonu, yeni dogan kuzularda hemolitik anemi, ikterus ve he-
moglobinuri olusturur, yetiskin koyun ve danalarda ise enterotoxemi'ye neden
olur (4, 33. 42). Broilerlerde de nekrotik enteritis olgularindan CI. welchii
izole edildigi rapor edilmigtir (38).

Kemoterapotikler, viicut sivilarinda olusturduklarn konsantrasyona bagh
olarak mikroorganizmalar iizerine bakterisid (6ldiiriicii) ve bakteriostatik
(iiremeyi durdurucu) etki yaparlar. Bakteriostatik etkili antimikrobiyal madde-
ler bakteri hiicresinin gelisimini ve liremesini Onlerler bakteriyi dogrudan
dogruya ¢ldiirmezler. Gelisme ve iiremesi duran bakteriler viicudun savunma
mekanizmalan tarafindan kolayca yok edilebilirler. Her kemoterapotik madde-
nin sagitict dozlarda etkili olabildigi mikroorganizma cinslerinin hepsine bir-
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den kemoterapotigin etki spektrumu denir. Sinirh sayida mikroorganizma cins-
lerine etki eden antimikrobiyal maddelere dar spektrumlu, ¢ok sayida mikroor-
ganizma cinsine etki edenlere ise genis spektrumlu kemoterapotikler ad: veril-
mektedir (3, 11, 36).

Antimikrobiyal maddeler mikrooganizmalarin ¢esitli iglev ve yap1 maddeleri
tizerine etki ederler. Antibiyotikler, bakterilerin hiicre duvar ve sitoplazmik
membran sentezini inhibe etmek, protein sentezini engellemek, niikleik asit
fonksiyonunu ve sentezini bozmak ve metabolik antogonistik etki yapmak su-
retiyle aktivite gostermektedirler (3, 5, 10, 11, 21).

Direng, bakteri ve diger mikroorganizmalarin kemoterap6tik maddalerden
etkilenmemesi demektir. Antimikrobiyal maddelere kars1 direglilik ¢esitli me-
kanizmalar ile olugur. Antibiyotiklerin tahribi, bakteri hiicre duvannin permia-
bilitesinin azalmasi, antibiyotikler kombine edildiklerinde ortaya ¢ikan kompe-
tatif inhibisyon, mutasyon, ribozomlarda meydana gelen degisiklikler ve
antagonist madde sentezi sonucunda antibiyotiklere direncli mikroorganizmalar
ortaya ¢ikmaktadir (1, 3, 10, 11, 15, 17, 21, 36).

Antibiyotikler profilaktik ve terapitik olarak kullanilmalarinin yanisira hay-
vanlarda yemden yararlanma giiciinii arttirmak ve biiylimeyi hizlandirmak
amact ile yem katkisi olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir (24, 38, 43, 52).
Sanli ve ark. (52), yumurtaci ve et¢i piligler ile yaptiklan bir ¢aligmada, oksi-
tetrasiklin ve ¢inko basitrasin'e karsi direngli E.coli suglarinin sayisinda %3.1-
100 arasinda bir artis oldugunu saptamiglardir. Aydin ve ark. (6). tarafindan
broilerler ile yapilan bir bagka ¢aligmada, antibiyotikli yemlerle beslenen hay-
vanlardan izole edilen E. coli suglarindan cogunun cesitli antibiyotiklere karsi
direncli bulundugu bildirilmistir.

Anaeroblarda antimikrobiyal duyarlilik spektrumunun kismen stabil oldugu
(50, 54) bildirilmekle birlikte penisilin ve diger beta-laktam antbiyotiklere karsi
beta-laktamaz ile iligki bir direnclilifin meydana geldigi bildirilmigtir (2). Fine-
gold ve ark. (22) tarafindan yapilan bir ¢alisma ile, Bacteroides fragilis
suglarinin penisilin G'ye direngli, diger anaeroblarin ise genellikle duyarl
oldugu saptanmigtir. Bir bagka ¢aligmada- da (19), laktasyon dénemindeki
ineklerdeki mastitis olaylarinin %12'sinden anaerob mikroorganizmalarin izole
edildigi ve bu olaylardan izole edilen tiim Bacteroides fragilis suglarinin penisi-
lin G ve tetrasiklin'e direncli oldugu bildirilmektedir. Baba ve ark. (7),
sigirlarda akciger ve karaciger apseleri ile caudal ve caval trombosis'e neden
olan Fusobacterium necrophorum suslarinin penisilin ve sefalosporinler'e
duyarli olduklarii saptamiglardir. Salpingitis ve dogum sonrasi endometritis-
lerden izole edilen 40 anaerob mikroorganizmanin %62.5'inin, anaerobik in-
feksiyonlarin sagitimnda etkili oldugu bildirilen klindasin'e direngli oldugu
kaydedilmistir (44). Bir ¢ok arastiric tarafindan (9, 45, 48, 49) yemlere anti-
mikrobiyal maddelerin katilmasinin antibiyotiklere direngli CI. welchii
suglarinin ortaya ¢tkmasina neden oldugu bildirilmektedir. Spico ve ark. (48),
CI. welchii'nin tetrasikline kars1 diren¢ kazandigini rapor etmislerdir. Yaygin
olarak kullanilan antibiyotiklere karg1 mikroorganizmalarnn diren¢ kazanmasi
sonucunda yeni antibiyotiklerin denenmesi giindeme gelmektedir. Bu amagla
Kondo ve Tateyama (38) tarafindan yapilan bir ¢calismada yeni gelistirilmig bir
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gliko-peptid grubu antibiyotigin, broilerlerde nekrotik enteritis olgularmdan
izole edilen CI. welchii suslan iizerinde aktif oldugu saptanmistir. Appelbaum
ve ark. (2) tarafindan yapilan bir bagka caligmada beta-laktam halkas: iceren
antibiyotiklerin, beta-laktamaz inhibitérler ile kombine edildiginde, beta-
laktamaz iireten anaeroblara kargi miikemmel bir aktivite gosterdikleri ve
ozellikle miks infeksiyonlarda yararii olabilecegi bildirilmektedir.

Ortamin pH's1, kullanilan besiyeri ve besiyerine katilan maddeler, ilacin
stabilitesi, inokulumun biiyiikliigli ve mikroorganizmanin metabolik aktivitesi
gibi faktorler in vitro antimikrobiyal aktiviteyi etkiler (11, 12, 14, 26, 48).

Saglam ve ark. (47), antibiyotik emdirilmig disklerin boyanmasinda kul-
lanilan bazi boyalarin diffiizyon testlerinde antibiyotik inhibisyon zonunu etki-
ledigini saptamiglardur.

Bir infeksiyonun sagitiminda, infeksiyona neden olan mikroorganizmanin
identifikasyonu ve antibiyogram testleri ile uygun antibiyotigin belirlenmesinin
yanisan antibiyotik seciminde, antibiyotigin toksisite, protein baglama,
viicutta yayilimi, absorbsiyon ve viicuttan atilim gekilleri gibi farmakolojik
Ozelliklerinin bilinmesi gerekir. Ayrica sagitimda kullanilacak antibiyotiklerin
seciminde infeksiyona neden olan mikroorganizmanin belirlenen bir antibiyo-
tige karst dogasinda mevcut olan in vitro duyarlilik durumu ile konak¢inin
yasi, gebelik ve immunite durumu da dikkate alinmalidir (11, 21, 36).

Baz1 kemoterapsOtik maddelerin kullamilmasinin Klostridial asilar ile
agilanmig hayvanlarda serum antitoksin titresinde diisiise neden oldugu bildi-
rilmigtir (32).

Mikroorganizmalarin 6zellikle bakterilerin kemoterapdtik maddelere direnc
kazanmalari karsisinda infeksiy6z hastaliklarin sagitiminda dlrenghhk derece-
lerinin bilinmesi ve buna bagh olarak sagitici dozun secilmesi 6nem kazanmig
ve mikroorganizmalarin antimikrobiyal maddelere duyarliliklarimin saptanmast
icin metodlar geligtirilmistir.

Gerek aerob gerekse anaerob mikroorganizmalarda antimikrobiyal aktivite-
nin saptanmasinda iki temel metod kullanilmaktadir. Bunlar dilisyon ve
diffizyon metodlaridir (5, 8, 10, 13, 21, 26).

Diliisyon metodu, antimikrobiyal maddelerm minimum mhlbe edici  kon-
santrasyonlarini (MIC) veren kantitatif bir metoddur. Diliisyon testleri siv1
veya kati besiyerlerine degisik konsantrasyonlarda antimikrobiyal madde
katilmak sureti ile gergeklestirilir. Cok duyarh olan bu y6ntem uzun
maniplasyonlan gerektirdiginden sistematik incelemelerde kullanilmaktadir (5,
11,18, 21).

Tiip Diliisyon, Buyyon Diliisyon, Makro Diliisyon gibi isimler de verilen
stvi otamda dillisyon yonteminde antibiyotik, i¢cinde siv1 besiyeri bulunan bir
seri tiipte gittikce azalan oranlarda diliie edilir. Daha sonra tiiplere egit miktarda
bakteri inokule edilir. Duyarhilig1 saptanan bakterinin iiremesine uygun olan
bir inkubasyon siiresi sonunda bakteri tiremesinin goriilmedigi en diigiik anti-
biyotik konsantrasyonu (MIC) belirlenmek sureti ile bakterinin duyarlilik dere-
cesi saptanir (5, 10, 21, 23).

Buyyon diliisyon metodunda modifikasyonlar yapilarak mikro diliisyon
metodu gelistirilmigtir. Cesitli arastiricilar (16, 23, 28, 34, 46) tarafindan,
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~ mikro dillisyon metodu ve buyyon diliisyon metodu ile elde edilen MIC
degerlerinde %92.5-%95 birlik saglandig1 ve bu iki testin sonuglan arasinda +
1 veya + 2 diliisyonluk (logy) bir fark oldugu bildirilmistir.

Buyyon disk metodu, broth disk eliisyon testi olarak da isimlendirilir ve bu
yontem, buyyon diliisyon testlerini basitlestirmek amaci ile Wilkins ve Theil
tarafindan gelistirilmigtir. Bu metodda antibiyotikler siv1 besiyeri i¢inde absor-
be edilirler. Benzer fakat ¢ok daha basit, bu nedenle de daha pratik olan bir
yontem de Kurzynski ve ark. tarafindan gelistirilmistir (10, 19, 21, 51).

Kat1 ortamda diliisyon yonteminin kesin sonug¢ veren bir yontem olmakla
birlikte rutin testlerde kullanigh olmadigi bildirilmektedir (5, 18). Bu metod,
cizgi yontemi, nokta ekim ydntemi, Szybalske gradient yontemi ve Fleming'in
agar kanal yontemi olmak tizere cesitli sekillerde uygulanabilir (5, 21). Ayrica
bir ¢ok arastinc (2, 9, 18, 25, 26, 29, 30, 40, 41, 53, 54). tarafindan yapilan
calismalar ile, mikroorganizmalarn optimum tireme kosullan dikkate alinarak,
besiyerleri ve besiyerlerine katilan maddelerde degisiklikler yapilmak sureti ile
metodda modifikasyonlar yapilmigtir.

Disk diffiizyon veya agar diffiizyon metodu olarak isimlendirilen yontem,
bakterilerin bir ¢ok antibiyotige kars1 duyarliliklarinin saptanmasinda kul-
lanilan kalitatif bir testtir. Aerobik mikroorganizmalarin antibiyotiklere
duyarlih§inin saptanmasinda giiniimiizde en ¢ok Kirby-Bauer Disk Diffiizyon
Metodu ve Barry ve ark. tarafindan gelistirilen Agar Overlay metodu'nun kul-
lanildig1 bildirilmektedir (5, 10, 11, 18, 21, 26, 55, 56).

Diffiizyon yonteminde antibiyotik emdirilmis kagit diskler besi yerlerine
yerlestirilir ve disklerin etrafindaki inhibisyon zonlan ¢lciilerek mikroorganiz-
malarnn antibiyotiklere duyarliliklan saptamur (5, 8, 21, 26, 48, 55).

Disk diffiizyon testlerinin anaerobik mikroorganizmalarda kullaniminin
sinirli oldugu bildirilmesine kargin (5, 10, 21), Kwak ve ark. (40) tarafindan
agar diltisyon metodu ile paralel olarak yapilan bir ¢caligmada, disk diffiizyon
testinin kismen giivenilir sonugclar verdigi ve diliisyon testlerinin yapilabilmesi
icin yeterli malzeme bulunmayan laboratuvarlarda, disk diffiizyon metodunun
kullamlabilecegi bildirilmigtir. Yine Sutter ve ve ark. (50), disk diffiizyon tes-
tinin rutin kullamm i¢in 6nermektedirler.

MATERYAL VE METOD

Test Susu : Bu ¢alismada Pendik Hayvan Hastaliklar Merkez Arastirma
Enstitlisii Anaerob Bolimii sug stokundan saglanan liyofilize Clostridium
welchii (CI. perfringens) Tip A 107 susu kullamldi.

Liyofilize halde bulunan bu sug 1 ml steril fizyolojik tuzlu su ile su-
landinlarak taze hazirlanan kanli agar'a inokule edildi. Agar petrileri B.T.L.
Londra Anaerob jan i¢ine yerlestirilerek jarin havasi alindi ve 37° C'de 18 saat
inkube edildi. Bu kanli agar kiiltiiriinden 3-4 koloni (3 mm'lik bir 6ze dolusu)
alinarak taze hazirlanmis %5 oraninda %25 'lik glikoz sollisyonu ve %5
koyun kam katilmig Nutrient agar (Oxoid) lizerine inokule edilerek yukarida
belirtilen gekilde inkube edildi. Bu kiiltiirden 3-4 koloni almip, 15 dakika kay-
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natilip sogutulmus olan kiymali buyyon'a inokule edildikten sonra 37° C'de 18
saat inkube edildi. Sug kiymali buyyon'da idame ettirildi.

Antibiyotik Soliisyonlar: : Penisilin, gentamisin ve tetrasiklin disk ve
toz halinde Etlik Hayvan Hastaliklar1 Aragtirma Enstitiisii Disk Uretim Labora-
tuvarindan saglandi.

Penisilin, gentamisin ve tetrasiklin'in 1000 pg/ml ve 2560 pg/ml olacak
sekilde stok soliisyonlar1 hazirlandiktan sonra 2 ml miktarlarinda kiigiik
siselere boliinerek -20°C saklandi. Antibiyotik soliisyonlan ¢ozdiiriildiikten
sonra tekrar dondurulmadi.

Antibiyotik Duyarlhihk Testleri : Bu calismada kullanilan metodlarda
inokulumda bir 6rneklik saglanmasi amaci ile inokulumun tiirbiditesi metod-
larda bildirilen besiyerleri kullamilarak Mac Farland Standart I' e gore ayar-
landi.

Buyyon Diliisyon Metodu: Bu metodun uygulaniginda Major ve ark.
(42). tarafindan bildirilen yontemden yararlamildi.

Fluid thioglycollate medium (Difco), hazirlanarak 16x125 mm'lik vidali
kapakl tiiplere 4.5 ml. miktarlarinda taksim edildi. Sterilize edildikten sonra
2-8° C'de saklandi. Organizmanin kanli agar kiiltiiriinden 3-4 koloni (3 mm'lik
bir 6zel dolusu) alinarak 15 dak. kaynatilip hemen sogutulan thioglycollate
broth'a inokule edildi ve 37°C'de 18 saat inkube edildi. Inokulum, 18 saatlik
bu kiiltiiriin tiirbiditesi Mac Farland Standart I'e gore ayarlanarak hazirlandi.
Antibiyotiklerin 1000 pg/ml'lik stok soltisyonlarindan 0.5 ml alinarak 4.5 ml
thioglycollate icerisine konuldu. Bu diliisyon baglamak iizere thioglycollate
broth ile iki kath dillisyonlan yapildi. Antibiyotik diliisyonlarim iceren tiiplere
2'ser ml inokulum konuldu. BOylece antibiyotiklerin 50 pg/ml-0.09 pg/ml
arasinda degisen final konsantrasyonlar elde edildi. Tiipler 37°C'de 18 saat
inkube edildi. Go6zle goriilebilir lireme saptanmayan en diisiik antibiyotik kon-
santrasyonu MIC olarak degerledirildi.

Mikro Diliisyon Metodu : Bir metodun uygulaniginda Gavan ve Town
(23) tarafindan bildirilen yontemden yararlanildi.

Brain heart infusion broth (BHI broth) (Oxoid) hazirlanarak 16x125
mm'lik vidali kapakl tiiplere 10 ml miktarinda konuldu. Sterilize edildikten
sonra 2-8° C'de saklandi. Kullanilmadan 6nce 15 dak. kaynatilip hemen
sogutuldu ve igine Pastor pipeti ile %25'lik glikoz soliisyonunda 10 damla
ilave edildi. Organizmanin kanli agar kiiltiiriinden 3-4 koloni alinarak bu be-
siyerline inokule edildi ve BTL anaerob jar i¢ine yerlestirildi. Jarn havasi
alinarak 37°C'de 18 saat inkube edildi. Inokulum, 18 saatlik BHI broth
kiiltiimiin tiirbiditesi Mac Farland Standart I'e gore ayarlanarak hazirlandi.
Antibiyotiklerin 1000 pg/ml'lik stok soliisyonundan 1 ml alinarak, 4 ml BHI
broth igerisine katildi. BOylece antibiyotiklerin 200 pg/mllik caligma
soliisyonu hazirlandi. Bu ¢alismada U tabanli 96 delikli steril mikrotitrasyon
plate'leri kullanildi. Plate'lerin vertikal sirasindaki ilk deliklere galigsma
soliisyonundan 100 pl konuldu. Horizontal sirada ise 2-12. deliklere 50 pl
BHI broth konuldu. Birinci delikten 50 pl antibiyotik soliisyon alinarak 2.
delige aktaridi. Aym islem diger deliklerde de tekrarlanarak antibiyotiklerin iki
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kath diliisyonu yapildi. 12. deliklere antibiyotik aktarilmadi ve bu delikler
tireme kontrolii olarak kullanildi. Ureme ve besiyeri kontrolii olarak ayrlan
delikler digindaki fiim deliklere 50'ser pl inokulum konuldu. Boylece antibiyo-
tiklerin 100-0.09 ng/ml arasinda degisen final konstantrasyonlari elde edildi.
Plate'lerin kapag: kapatilarak desikator igine yerlestirildi ve 37 °C'da 18 saat
inkube edildi. Sonugclar 151k altinda okundu. Ve goriiliir bir tireme (bulaniklik)
olmayan en diisiik antibiyotik konsantrasyonu MIC olarak degerlendirildi.

Agar Diliisyon Metodu : Bu metodun uygulaniginda Sutter ve ark. (51)
tarafindan bildirilen yontemden yararlanildi.

Organizmanin kanl1 agar kiiltiiriinden 3-4 koloni alnarak 15 dak. kaynatilip
sogutulmug thioglycollate broth'a inokule edildi ve 37° C'de 18 saat inkube
edildi. Inokulum, bu kiiltiiriin tiirbiditesi Mac Farland Standart I'e gére ayarla-
narak hazirlandi. Taze olarak hazirlanan Brucella agar (Difco) sterilize edildik-
ten sonra 50 ° C'ye sogutuldu. Icine %S5 defibrine koyun kani ve 10 pg/ml ola-
cak sekilde K1 vitamini ilave edildi. Antibiyotiklerin 2560 pg/ml'lik stok
soliisyonlarindan Tablo 1'de belirtilen gekilde, steril distile su ile diliisyonlar
hazirlandi ve her bir diliisyon 18 ml. agar icine katildi. BOylece antibiyotiklerin
agar icinde 0.015-256 pg/ml arasinda degisen final konstrasyonlar elde edildi.
Agar petrileri kurumast i¢in 37° C 'de 30 dak. tutulduktan sonra 5 pl inokulum
agar tlizerine inokule edildi ve inokulum yayilmadan birakildi. Ureme ve be-
siyeri kontrolu igin-birer adet petri teste ilave edildi. Petriler BTL anaerob jar
icine yerlegtirilerek havasi alindi ve 37° C'e 18 saat inkube edildi. Inokulum
bolgesinde lireme goriilmeyen en diisiik antibiyotik konsantrasyonu MIC ola-

rakrgg%e{l_exdmlg&usyon Metodunda

Antibiyotik Diliisyonlarinin Hazirlanmasi.

Konsantrasyon Final Konsantrasyon 18
" (ng veya U) ml AB + 2 ml agar
(pg 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 (320)+ 4 ml su 160 16

2 ml (320)+ 6 ml su 80 8

2 ml (320)+ 14 ml su 40 4

4 ml (40)+ 4 ml su 20 2

2 ml (40)+ 6 ml su 10 1

2 ml (40)+ 14 ml su 5 0.5

4 m] }5 +4 ml su 2.5 0.25

2 ml (5)+ 6 mlsu 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

* ug/ml + ml su
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Buyyon Disk Metodu : Bu metodun uygulamginda Kurzynski ve ark.
(bak 10) tarafindan geligtirilen yontemden yararlanildi.

CI. welchii Tip A'min kanh agar kiiltiirinden 3-4 koloni alinip kul-
laniimadan 6nce 15 dak. kaynatilip hemen sogutulan kiymali buyyona inokule
edilerek 37° C'de 18 saat inkube edildi. Bu kiiltiiriin tiirbiditesi, 15 dak. kay-
natilip hemen sogutulan thioglycollat broth ile Mac Farland Standrat I'e ayar-
landi. Fluid Thiogycollate Medium (Difco) hazirlanarak 16x125 mm'lik vidal
kapakl tiiplere 5'er ml miktarlaninda taksim edildi. Sterilize edildikten sonra 2-
8°C'de saklandi. Besiyeri kullamlmadan Once 15 dak. kaynatilip hemen
sogutuldu. Her antibiyotik i¢in iki seri halinde besiyeri iceren tiip hazirland1 ve
birinci tiipten baglayarak her tiipe giderek artan sayida antibiyotik emdirilmig
disk konuldu. Tiiplere konulan disk sayis1 gentamisin i¢in 1 ile 10 disk, peni-
silin ve tetrasiklin icin ise 1/4 ile 10 disk arasinda degisti.

Tablo 2. Buyyon Disk Metodunda Besiyerine Katilan Diskler ve Konsantrasyonlar

Antibiyotik | Disk igerigi pg veya IU| Disk sayis1 5 ml'de | Final konsant pg veya IU
Penisilin 10 *
Tetrasiklin 30 1, % 1 K
Gentamisin 10

* 1U

#** 10 ml besiyeri

Boylece penisilin 0.5-20 IU/ml, gentamisin i¢in 2-20 pg/ml, tetrasiklin i¢in
ise 0.75-20 pg/ml arasinda degisen final konsantrasyonlar elde edildi. Anti-
biyotiklerin besiyerine difiizyonunu saglamak amaci ile tiipler oda derecesinde
iki saat bekletildi. Hazirlanan inokulumdan disk iceren her tiipe ve iireme
kontrolii olarak kullanilan ve disk icermeyen iki tiipe 50'ser ul inokule edildi.
Ayrica iki tiip besiyeri kontroli olarak kullamld: ve tiim tiipler 37° C'de 18 saat
inkube edildi. Bu inkubasyon sonunda gozle. goriilebilir lireme olmayan en
diisiik antibiyotik konsantrasyonu, MIC olarak degerlendirildi.

Agar Diffiizyon Metodu: Bu metodun uygulanisinda Sutter ve ark.
(50) tarafindan bildirilen yontemden yararlamildi.

Inokulum, 18 saatlik thioglycollate broth kiiltiiriin tiirbiditesi Mac Farland
Standart I'e gore ayarlanarak hazirlandi. Taze olarak hazirlanan Brucella agar
(Difco) strerilize edildikten sonra 50° C'a sogutuldu ve icine %5 defibrine
koyun kam ve 0.5 pg/ml olacak sekildeki K1 vitamini ilave edilerek petrilere
5-6 mm kalmhginda dokiildi. Kullamilmadan 6nce 37° C'de 30 dak. tutularak
kurumasi saglandi. Iki seri halinde hazirlanan petrilere 2'ser ml inokulum ko-
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nuldu ve inokulumun fazlasi pipet ile geri alindi. Agar lizerine antibiyotik em-
dirilmig kagt diskler yerlestirildi. Disk icermeyen bir petri iireme kontroli,
disk ve inokulum icermeyen bir petri de besiyeri kontrolii olarak kullanildi.
Petriler BTL anaerob jan i¢ine yerlestirildi ve havasi alinarak 37° C'de 18 saat
inkube edildi. Sonuclar disklerin etrafindaki inhibisyon zonu 0l¢iilmek sureti
ile degerlendirildi.

BULGULAR

Bu calismada, CI. welchii Tip A 107 susunun penisilin G, tetrasiklin ve
gentamisin'e karsi duyarlilif1 buyyon disk, buyyon diliisyon, mikrodiliisyon,
agar diliisyon ve agar diffiizyon metodlar ile saptanmig olup, penisilin, genta-
misin ve tetrasiklin'in MIC degerleri Tablo 3'de gOsterilmigtir. Agar ditfiizyon
metodunda agar lizerinde homojen bir lireme olmadifi i¢in sonuglar
degerlendirilemedi. Bu nedenle Tablo 3'de agar diffiizyon metodunda anti-
biyotiklerin zon ¢aplarina ait degerleri verilmemistir. Buyyon diliisyon meto-
dunda penisilin, gentamisin ve tetrasiklin i¢in sirasiyla 0,781 pg/ml, 25 pg/ml
ve 1,562 pug/ml MIC degerleri saptanmistir. Mikro diliisyon metodunda elde
edilen MIC degerleri penisilin icin 0,390 pg/ml, gentamisin i¢in 3,125 pg/ml
ve tetrasiklin icin ise 0,781 pg/ml olarak saptanmigtir. Agar diliisyon meto-
dunda ise elde edilen MIC degerleri penisilin i¢in 4 pg/ml, gentamisin i¢in 8
pg/ml ve tetrasiklin icin 1 pg/ml olarak bulundu.

Buyyon disk metodunda, 10 IU penisilin G emdirilmis 1/4 disk iceren
tiiplerde lireme meydana geldi. 1/2 ve daha fazla disk igeren tiiplerde lireme
goriilmedi. Gentamisin diski (10pg) konulan tiiplerde, 9 disk iceren tiip de
dahil olmak iizere tiim tiiplerde lireme goriildi, 10 adet disk igeren tiipte ise
lireme meydana gelmedi. Tetrasiklin diski (30 pg) konulan tiiplerde ise 1/4
disk konulan tiiplerde tireme meydana geldi, 1/2 disk ve daha fazla disk iceren
tiiplerde ireme goriilmedi. Buyyon disk metodu ile penisilin i¢in 1,0 IU/ml
(0,6 ng/ml), gentamisin i¢cn 20 pg/ml ve tetrasiklin igin 1,5 pg/ml MIC degeri

Sa[}t;?ﬁgl& CI. welchii Tip A'min Duyarlilik Testlerinde Penisilin, Gentamisin ve Tetra-
siklin MIC Degerleri

MIC Degerleri (pg/ml)
Penisilin * " Gentamisin Tetrasiklin
Metodlar (=) ** +) @) +) ) )
Buyyon Diliisyon 0,781 0,390 25,0 12,5 1,562 0,781
Mikro Diliisyon 0,390 0,195 3,125 1,562 0,781 0,390
Agar Diliisyon 4,0 2,0 8,0 4,0 1,0 0,5
Buyyon Disk 1,0 0,5 20,0 18 1,5 0,5

*  Buyyon disk metodunda birim IU (1 IU=0,6 pg) **, (-)= iireme inbibisyonu
(+)= tireme baglangici
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Tetraksiklin i¢in tiim testlerde saptanan MIC degerleri arasinda paralellik
gorilmektedir. Penisilinde elde edilen MIC degerleri agar diliisyon metodunda
diger metodlara kiyasla olduk¢a yiiksek bulundu. Gentamisinde ise buyyon
diliisyon ve buyyon diks metodlan ile elde edilen MIC degerlerinde paralellik
goriilmesine kargin agar diliisyon ve mikro diliisyon metodu ile farkli MIC
degerleri elde edildi. Gentamisinin MIC degeri haricinde mikrodiliisyon meto-
du ile elde edilen MIC degerleri, buyyon diliisyon metodu ile elde edilen
degerlerden bir diliisyon basamagi (log,) diisiik bulundu. Calismamizda dene-
nen metodlarin yapilan tiim tekarlarinda benzer sonuglar alindi. Buyyon
dillisyon ve buyyon disk metodlarinda her ti¢ antimikrobiyal maddenin MIC
degerleri arasinda ise tam bir uyum saptandi.

TARTISMA VE SONUC

Bu caligmada kullamilan her {i¢ antimikrobiyal maddenin MIC degerleri
buyyon diliisyon ve buyyon disk yontemlerinde, tetrasiklin MIC degerleri ise
kullamlan tiim metodlarda paralellik gostermektedir.

Major ve ark. (42), yedi CI. welchii susunun antibiyotiklere duyarliliim
saptamiglar ve buyyon dillisyon yOntemi ile saptanan penisilin MIC
degerlerinin 0,2-1,6 IU/ml arasinda degistigini rapor etmiglerdir. Traub ve
Sherris (55) tarafindan, Giovvannini'ye atfen CI. welchii'nin 0,006-1 IU
arasindaki penisilin konsatrasyonlarinda inhibe oldugunu bildirilmigtir. Aym
arastiricilar (55). 23 adet CI. welchii sugunun 0,12 pg/ml (0,2 IU/ml) veya
daha az penisilin konstrasyonlannda inhibe olduklanm saptamiglardir. Bu
¢aligmada CI. welchii Tip A 107 susu'nun, buyyon diliisyon, mikro diliisyon,
agar diliisyon ve buyyon disk metodlarinda sirasiyla 0,781 pg/ml, 0,390 pg/
ml, 4 pg/ml ve 1 1IU/ml penisilin konsantrasyonlarinda inhibe oldugu sap-
tandi. Penisilin i¢in saptanan bu MIC degerleri literatiirler ile uygunluk
gostermektedir. - :

19 adet CI. welchii susunun mikro diliisyon metodu ile yapilan duyarlilik
testinde saptanan tetrasiklin MIC degerlerinin 0.1-6.2 pg/ml arasinda degistigi
saptanmuigtir (46). Caligmamizda tetrasiklin i¢cin MIC degerleri, buyyon
diliisyon metodunda 1,562 pg/ml, mikro diliisyon metodunda 0.781 pg/ml,
agar diliisyon metodunda 1 pg/ml ve buyyon disk metodunda 1.5 pg/ml ola-
rak bulundu. Calismamizda elde edilen tetrasiklin MIC degerleri literatiirde bil-
dirilen degerler ile uygunluk icindedir.

Diger antibiyotiklerden farkli olarak gentamisinin anaerobik mikroorganiz-
malann ¢ofuna kars1 inaktif oldugu kaydedilmis ve CI. welchii suglarinin
mikro diliisyon metodu ile 25-100 pg/ml arasindaki gentamisin
konsantqgrasyonlarnnda inhibe oldugu bildirilmistir (46). Bu ¢aligmada ise gen-
tamisin MIC degerleri buyyon diliisyon, mikro diliisyon, agar diliisyon ve
buyyon disk metodlarinda sirasiyla 25 pg/ml, 3,125 pg/ml, 8 pg/ml ve 20 pg/
ml olarak saptandi. Buyyon dillisyon ve disk diliisyon metodlan ile elde edilen
degerler literatiirde bildirilen degerler ile uygunluk gostermektedir. Ancak
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mikro diliisyon metodu ile saptanan degerler arasinda farklilik goriilmektedir.
Bu farklilik, uygulanan metodlarda degisik besiyerlerinin kullanilmig
olmasindan kaynaklanabilir. -

Mikro dilisyon testinin, buyyon dillisyon testinden iki diliisyon basamagi
(log,) daha diigiik bulundugu bildirilmigtir (54). Harwick ve ark. (28), buyyon

diliisyon metodu ile mikro diliisyon metodu arasinda iki diliisyon basamagi
farkin kabul edilebilir oldugunu ve yaptiklan ¢aligmada bu iki metodun
sonuglan arasinda %87.5 oraninda uygunluk sagladiklarini bildirmiglerdir.
Chitwood (16) tarafindan ise mikro diliisyon testi ile buyyon diliisyon testi
arasinda %94 oranminda paralellik saglandifi bildirilmektedir. Bizim
caligmamizda da gentamisin hari¢ iki antimikrobiyal maddenin buyyon ve
mikro dilisyon metodlar ile elde edilen MIC degerleri arasinda bir diliisyon
basamag: fark bulunmugstur. Mikro diltisyon metodunun tekrarlanabilirligi
%94.8 olarak bildirilmesine kargin buyyon diliisyon metodunda bu oranin
%99.1 oldugu kaydedilmigtir (23). Bizim ¢aligmamizda da mikro diliisyon tes-
tinde bazi tekrarlarda sonuclarda ¢ok az fark goriildii. Buyyon diliisyon ve
buyyon disk metodlarinda ise yapilan tiim tekrarlarda ayni sonuglar elde edildi
ve bu testlerin tekrarlanabilirlik oram %100 olarak belirlendi.

Traub (54) tarafindan, agar diliisyon testi ile elde edilen MIC degerlerinin,
mikro diliisyon testi ile elde edilen degerlerden diisiik bulundugu bildirilmistir.
Bizim ¢aligmamizda ise, agar diliisyon ve mikro diliisyon testleri ile elde edilen
tetrasiklin MIC degerleri uygunluk icinde olmakla birlikte penisilin ve gentami-
sinde agar diliisyon testi ile elde edilen MIC degerleri yiiksek bulunmugtur.

Sapico ve ark. (48), ve Du Preez ve ark. (19) disk diffiizyon metodunun
CI. welchii'nin duyarlilifinin saptanmasinda kullanilabilecegini bildirmelerine
kargin Traub (54), agar diffiizyon metodunda elde edilen zon ¢aplan ile agar
diliisyon metodunda elde edilen MIC degerleri arasinda pazitif bir korelasyon
saptanmadi@ini bildirmistir. Bazi aragtiricilar (10,21) agar diffiizyon testinin
anaerob mikroorganizmalarin duyarlilik testlerinde kullamigh olmadigim bildir-
mektedirler. Bu ¢caligmada da agar ylizeyinde homojen bir tireme olmadig icin
test sonug¢larinin degerlendirilmesinde giicliiklerle kargilagilmigtir. Saptanabi-
len zon ¢aplaninin biiyiikligi ile diger metodlarda elde edilen MIC degerleri
arasinda uygunluk goriilmemesinin yamsira yapilan tekrarlarda da farkl: inhi-
bisyon zonlan ortaya ¢ikmigtir. Bu durum besiyeri i¢ine katilan maddelerden
ileri gelebilir. Besiyerlerine kan, serum, plazma gibi protein derivelerinin
katilmasmin penisilinlerin albuminle baglanmasina neden oldugu ve 6zellikle
penisilin K ve daha az olmak tizere Penisilin G ve F'nin etkisini azatlag bildi-
rilmektedir (26).

Buyyon diliisyon testi ile kargilastirldifinda, mikro diliisyon testinde MIC
degerlerinde elde edilen 1 veya * 2 dillisyon basamagi (log,) farkin, mikro
plate'ler 2.5 saat UV altinda tutularak mikro plate'lerdeki statik elektrik
yiikiiniin ortadan kaldirilmas: ile elimine edilebilecegi ve bu islem yapildiginda
mikro diliisyon testinin rutin olarak kullanilabilecegi, anaerob mikroorganiz-
malarn duyarhihiinin saptanmasinda ise gaz aligverisinin saglanabilmesi icin
plate'lere kapatilan yapiskan bantta plate ¢ukurlarn tizerinde steril bir toplu igne
ile kiiciik delikler acilmas: gerektigi bildirilmistir (23). Ancak literatiirde belirti-
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lenler uygulamada pratik olmamaktadir. Ayrica plate'lerin aerobik kosullarda
inkube edilmesi gerekmektedir. Fakat plate'ler, standart biiyiikliikte olan jarlar
(BTL anaerob jar, Gas pak jar) icine sigmadigindan anaerob kosullarda inku-
basyonda sorunlarla karsilagtinlmigtir. Yine agar dillisyon ve agar diffiizyon
metodlarinda inokulii edilen petrilerin anaerobik kosullarda inkube edilmeleri
gerekmektedir. Ozellikle agar dilisyon metodunda testte ¢ok sayida petri kul-
lanildigindan, klinik laboratuvarlarinda anaerobik izolatlann ¢esitli antibiyotik-
lere kars1 duyarliliklan saptanmak istendiginde, ¢ok sayida jar veya anaerobik
ortami saglayabilecek ©6zel inkubatore ihtiya¢ duyulacaktir. Fakat buyyon
diliisyon ve buyyon disk metodlarinda tiiplerin anaerobik kosullarda inkube
edilmeleri zorunlu olmayip, tiipler tiim teshis laboratuvarlarinda mevcut olan
hava dolasimli inkiibat6rlerde inkube edilebilirler.

Mikro diltisyon yonteminin masraflarinin buyyon diliisyon metodunun 1/
3'{i kadar oldugu bildirilmektedir (28). Ancak mikro diliisyon metodu i¢in ge-
rekli olan mikro plate, otomatik pipet ve pipet ucu gibi alet ve malzemeler
tilkemizde tiretilmediginden bu malzemelerin saglanmasi lilkemiz kosullarinda
ekonomik olmamaktadir.

Agar dillisyon metodu pek ¢ok arastirict (7, 9, 25, 29, 31, 38, 44)
tarafindan rutin ¢aligmalarda kullanilmasina karsin yeni antibiyotiklerin aktivi-
telerinin denenmesi (2, 41,53), aktanilan diren¢ durumlarinin saptanmasi (1),
anaerobik basillerin klasifikasyonu (22) gibi ¢aligmalarda kullanilmakta olup,
kullanilan besiyerleri ve besiyerlerine katilan ¢esitli maddelerin test sonu¢larni
etkilemesi (12, 14, 26) ve testin uygulanigimin zaman ve elemana ihtiyag
gOstermesi nedeni ile daha ¢ok referans bir test oldugu bildirilmektedir (18).

Buyyon dililisyon testi uygulamas: uzun siiren bir test olarak
degerlendirilmekle birlikte rutin olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir (20,
37,42, 46, 55). Buyyon disk metodu da rutin olarak kullanilabilen bir metod-
dur (19).

Sonug olarak, yapiliglarinin kolay olmasi, yardima ihtiya¢c duyulmadan tek
bir eleman tarafindan gerceklestirilebilmeleri, yapilan tiim tekrarlarda ayni
sonuclar elde edilmis olmasinin yanisira iilkemizdeki tiim teghis laboratuvar-
larinda bulunabilen besiyeri alet ve malzeme ile yapilabilmeleri miimkiin
oldugu i¢in buyyon diliisyon ve buyon disk yontemlerinin tilkemizdeki teghis
laboratuvarlarinda rutin ¢aligmalarda kullanabilecegi kanaatine varilmigtir.

OZET

Bu caligmada iilkemizdeki teshis laboratuvarlarinda kullamilabilecek en
cabuk kolay, giivenilir ve ucuz yontemin se¢ilmesi amaci ile, C. welchii (CIL.
perfringens) Tip A'min penisilin, gentamisin ve tetrasikline duyarlilifinda
buyyon diliisyon, mikro diliisyon, agar diliisyon, buyyon disk ve agar
diffiizyon metodlari karsilartirmal olarak ¢aligild.

Buyyon diliisyon, mikro diliisyon, agar diliisyon ve buyyon disk
yontemleri ile penisilin MIC degerleri sirasiyla 0,781 pg/ml, 0,390 pg/ml, 4
ug/ml ve 1 1U/ml (0,6 pg/ml), gentamisin MIC degerleri 25 pg/ml, 3,125 pg/
ml, 8 pg/ml ve 20 ug/ml, tetrasiklin MIC degerleri 1,562 pg/ml, 0,781 pug/ml,
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1 pg/ml ve 1.5 pg/ml olarak saptandi.

Testlerde kullanilan antibiyotiklerin MIC degerleri yoniinden buyyon
diliisyon ve buyyon disk metodlar: arasinda tiim tekrarlarda uyumlu sonugla
elde edildi ve her iki metodun da tekrarlanabilirlik oram %100 olarak saptandi.

Ulkemizdeki tiim teghis laboratuvarlarinda bulunabilecek alet ve malzeme
ile yapilabilmeleri, ¢abuk, kolay ve giivenilir olmalar1 nedeni ile buyyon
diliisyon ve buyyon disk metodlari rutin olarak uygulanabilir bulunmugtur.

SUMMARY

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

The MIC values determined by broth dilution, micro dilution, agar dilution
and broth disc methods for penicillin were 0.781 pg/ml, 0.390 pg/ml, 4 pg/ml
and 1 IU/ml (0.6 pg/ml), for gentamicin were 25 pg/ml, 3.125 pg/ml, 8 pg/
ml and 20 pg/ml, for tetracycline were 1.562 pg/ml, 0.781 pg/ml, 1 pg/ml
and 1.5 pg/ml respectively.

The results of broth dilution and broth disc methods were always in agrement
and the reproducibility of these methods were 100 %.

Broth dilution and broth disc methods were found applicable to diagnostic
laboratories, since they were rapid, easy to perform, reliable and also
applicable with the media, equipment and glasware present in all diagnostic
laboratories in our country.
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TESEKKUR

Bu tez ¢caligmasini uyan ve destekler ile yonlendiren damigmanim Sayin Dr.
Asuman Berkoglu'na, ¢aligmalanimin yiiriitiilmesinde yakin ilgi, uyan ve des-
teklerini esirgemeyen Etlik Hayyvan Hastaliklar1 Aragtirma Enstitiisti Anti-
biyogram ve Antibiyotik Disk Uretim Laboratuvart Sefi Sayin Uzm. Vet.
Hek. Nedret Aydin'a, Teshis Laboratuvar Sefi Sayin Uzm. Vet. Hek. Muh-
sin Bekar'a, ¢aligmalarninin yiiriitiilmesinde yardimci olan Antibiyogram ve
Antibiyotik Disk Uretim Laboratuvan ve Teghis Laboratuvar Teknisyenlerine
ve personeline tesekkiir ederim.
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