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AGAR WELL DIFUZYON YONTEMINDE
STANDARDIZASYON CALISMASI
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Oz

Antibiyotik duyarlilik testleri hastalik etkeni mikroorganizmalara kars1 kullanilabilecek antibiyotiklerin
belirlenmesinde 6nemlidir. Antibiyogram testlerinde farkli kuruluslar tarafindan standardizasyon ¢aligmasi
yapilmasina kargm agar well testleri igin standardizasyon ¢aligmasinin yapilmadigi goriilmiis ve bu
caligmada disk diflizyon testiyle karsilagtirmali standardizasyon ¢alismasi yapilmasi amaglanmustir. Testler
0,5 McFarland bulaniklikta bakteri siispansiyonu ile 3 farkli kalinlikta (4, 6, 8 mm) Mueller Hinton agar
besiyeri ve 3 farkli ¢apta kuyucuk (4, 6, 8 mm) kullanilarak {i¢ tekrarli olacak sekilde yuriitilmiistir. S.
aureus ATCC 25923 ve E. coli DH10B bakterileri i¢in sirasiyla eritromisin (15pug) ve kloramfenikol (10pg)
antibiyotikleri kullanilmistir. Tiim petriler 16-18 saat, 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
disklerin ve kuyucuklarin etraflarinda olusan inhibisyon zonlar: 61¢iilmiistiir. Antibiyotik duyarlilik testinde
kullanilan agar well yontemi i¢in yaptigimiz standardizasyon ¢alismasinda en uygun Mueller Hinton Agar
besiyeri kalinlig1 ve kuyucuk ¢ap1 saptanmistir. Agar kalinligi ne olursa olsun, disk difiizyon zon ¢apiyla
agar well kuyucuk zon ¢apinin 8 mm kuyucukla eslestigi goriilmiistiir. Agar kalinlig: arttik¢a inhibisyon
zonu artmaktadir. Disk diflizyon testinde standart 4 mm kalinligindaki besiyeri oldugu i¢in bu kalinliktaki
besiyerinde disk diflizyon sonucuna uyan inhibisyon zonu olusturan kuyucuk g¢api 8 mm olarak
saptanmistir. Standart 6l¢iim i¢in 4 mm agar kalinligi ve 8 mm kuyucuk ¢ap1 olmalidir.

Calismamiz agar well diflizyon konusundaki ilk standardizasyon ¢alismasidir. Diger laboratuvarlarin
benzer standardizasyon galismalar1 yapmalari halinde agar well difiizyon yontemini tiim diinyada gegerli
olabilecek bir standarda kavusturabiliriz.

Anahtar Kelimeler: Agar well, Standardizasyon, Besiyeri kalinligi, Kuyucuk ¢ap1

STANDARDIZATION STUDY FOR AGAR WELL DIFFUSION
METHOD

Extended Abstract

Antibiotic sensitivity tests are important to determine antibiotics that can be used against disease-causing
microorganisms. Although different standardization studies for disk diffusion and MIC tests were
established by several organizations, no standardization study was done for agar well diffusion method.
Standardization for disk diffusion method, antibiogram, was done first by World Health Organization
(WHO). Today many organizations including, The European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) in Europe, Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) in USA, and
Standardization of Antibiotic Sensitivity Tests (ADTS) group of Turkish Microbiology Society (TMC) in
Turkey developed their own standardization methods. TMC advises the use of EUCAST protocols for
studies in Turkey.

The aim of the present study was standardization of agar well diffusion method. Disk diffusion method
from EUCAST was used as a reference method to compare results of agar well diffusion test. For both disk
diffusion method as well as agar well diffusion test 0.5 McFarland bacterial suspension and Mueller Hinton
Agar (MHA) media were used. For agar well diffusion test 3 different thicknesses, 4 mm, 6 mm and 8 mm,
of MH agar was used. Also three different well diameter, 4 mm, 6 mm and 8 mm were tested. All tests were
performed as three repetitions. Two antibiotics were used for disk diffusion tests and agar well diffusion
tests. The concentration of erythromycin and chloramphenicol were 15 pg and 10 pg, respectively. A Gram
positive and a Gram negative strain were used for susceptibility tests, S. aureus ATCC 25923 and E. coli
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DH10B strains, respectively. All of plates were incubated at 37°C for 16-18 hours. At the end of incubation,
the inhibition zones around wells were measured.

The inhibition zones of S. aureus ATCC 25923 with erythromycin disk were 29, 30 and 31 mm on 4, 6 and
8 mm agar, respectively. Agar well diffusion with 4, 6 and 8 mm MHA media, erythromycin inhibition
zones were 21, 25 and 29 mm, 22, 26 and 30 mm, and 23, 27 and 31 mm, respectively. The inhibition zones
of E. coli DH10B with chloramphenicol disk were 25, 26 and 27 mm on 4, 6 and 8 mm agar, respectively.
Agar well diffusion with 4, 6 and 8 mm MHA media, chloramphenicol inhibition zones were 5, 6 and 7
mm, 15, 16 and 17 mm, and 25, 26 and 27 mm, respectively. It was observed that the disk diffusion
inhibition zones were in accordance with the results of 8 mm agar well zone, in every MH agar thicknesses.
As the standard for disk diffusion test the MHA thickness is 4 mm, the agar well diameter for this thickness
is 8 mm. So for standardization of agar well diffusion tests, the MHA thickness should be 4 mm and the
diameter should be 8 mm.

A standardization method for agar well diffusion test is necessary to compare results obtained elsewhere.
Our study is the first study for standardization of agar well diffusion test. Standardization assays should be
done by other laboratories to determine a worldwide usable and comparable agar well diffusion method.
Keywords: Agarwell, Standardization, Media thickness, Well diameter

1. Giris

Mikroorganizmalarin antimikrobiyallere hassasiyetlerini belirlemek i¢in farkli antibiyotik duyarlilik testleri
yapilmaktadir. Bu testler arasinda antibiyotik emdirilmis kagitlar kullanilarak yapilan antibiyogram,
antibiyotik iceren sivi besiyeri kullanan mikro veya makrodiliisyon testleri yaninda farkli agar besiyeri
kullanan agardiliisyon yontemi sayilabilir (Courvalin, 2006). Antibakteriyel aktivite tayininde kullanilan in
vitro testler ilk antibiyotigin kullanimi kadar eskidir (Stimerkan, 1996). Antibiyogram yontemi olan Kirby-
Bauer testi 70 yillik bir ge¢misi olmasina ragmen hala kullanilmaktadir. Antibiyogram yonteminin
standardizasyonu ise ilk kez Diinya Saglik Orgiitii tarafindan Bauer ve arkadaslarinin galismasinin
sonucuna gore yapilmistir (Bauer vd., 1966; WHO, Second Edition). Standardizasyon ¢aligsmalari farkli
laboratuvarlarda veya iilkelerde yapilan test sonuglarinin karsilastirilabilir olmasint saglamaktadir. Bu
amagla diinya ¢apinda klavuz olarak kullanilan en énemli standardizasyon yaymlar1 Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI) ve European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
tarafindan yillik olarak yayimlanmaktadir. Bunlardan National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS), yeni adiyla CLSI’1n kriterleri uzun yillar boyunca tilkemizde antimikrobiyal duyarlilik
testlerinin yorumlanmasinda kullanilmigtir. Ancak 2015 yilindan itibaren Avrupa Birligi’ne iiye birgok
iilkede kullanilmaya baglanan EUCAST kriterleri tilkemizdeki tim mikrobiyoloji laboratuvarlarinda TMC-
Antibiyotik Duyarlilik Testlerinin Standardizasyonu Calisma Grubunun (ADTS) ¢alismalar1 sayesinde
kullanima ge¢mistir. (Milletli-Sezgin vd. 2019; Giir, 2016). Her iki standardizasyon kurulusunda da agar
well difiizyon yontemi ile alakali herhangi bir standardizasyon yapilmamistir. Bu ¢alismada agar well
diflizyon yonteminin standardize edilmesine yonelik ¢aligmalar yapilmis ve agar disk difiizyon yontemi
referans olarak kullanilmustir.

2. Materyal ve Metot

2.1 Kullanilan Suslar
Antimikrobiyal aktivite standardizasyonu i¢in ¢alismamizda iki sus kullanilmistir. Bunlar, Escherichia coli
DH10B ve Staphylococcus aureus ATCC 25923 suslaridir.

2.2 Agar Besiyeri Hazirlanmasi

Caligmamizda kullanilacak bakterileri stoktan canlandirma yapmak i¢in Triptic Soy Agar (TSA) besiyeri
kullanilmigtir. Agar well difiizyon yontemi ve disk difiizyon yontemi i¢in Mueller Hinton agar (MHA)
kullanilmistir. Petrilere besiyeri dékmek igin sterilize edilmis dipenser kullamilmustir. Istenilen agar
kalinligim elde etmek igin kalinlik defiskenine bagh olarak nr?h silindir hacim formiilii kullamlmusgtir.
EUCAST tarafindan, disk difiizyon testi i¢in kabul edilen standart besiyeri kalinligi 4 mm’dir (EUCAST,
2019). Disk difiizyon yontemi i¢in 4 mm kalinhiginda MH agar kullanilmis, ancak agar kalinligina gore
inhibisyon zon ¢ap1 degisimini gézlemek i¢in 6 ve 8 mm kalinliginda MH besiyerinde de disk diflizyon
deneyi yapilmustir. Agar well difiizyon deneyi igin 3 farkli kalinlikta besiyeri (4, 6, 8 mm) ve 3 farkl capta
kuyucuk (4, 6, 8mm) (Sekil 1) kullamilarak {i¢ tekrarli olacak sekilde yapilmistir.
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Sekil 1. a) Besiyeri kalinliklar1 b) Kuyucuk ¢ap1 biiyiikliikleri

2.3 Agar well Difiizyon Yéntemi igin Kuyucuklarin Hazirlanmasi ve inokiilasyon

Agarda istenilen ¢apta delik olusturmak i¢in agar delici (corkborer) kullanilmig ve her kullanista alkol i¢ine
batirthip ¢ikarildiktan sonra ateste yakilarak sterilize edilmistir. Sterilize edilmis agar delici ile istenilen
boyutlardaki kuyular agilmistir. Bakteri soliisyonu hazirlamak i¢in stispansiyon yontemi kullamilmigtir. Bu
amagcla gecelik kiiltiirden 0.5 McFarland bakteri soliisyonu hazirlanmig ve ekiivyon ile agar petrilere yayma
ekim yapilmustir (Giir, 2016; EUCAST, 2019).

2.4 Antibiyotiklerin Hazirlanmasi

S. aureus ATCC 25923 ve E. coli DH10B bakterilerine kars1 sirastyla eritromisin 15 pg ve kloramfenikol
10 pg antibiyotikleri uygulanmistir. Disk diflizyon yontemi igin antibiyotik emdirilmis ticari diskler
kullanilmustir. Bununla es zamanl olarak yapilan agar well difiizyon yontemi i¢in de kuyucugun hacmine
uygun miktarda distile suda uygun konsantrasyonda hazirlanmig antibiyotikler kullanilmistir. Toplam
volum kuyucuklar igin farkli olsa da (mr?h) toplam antibiyotik konsantrasyonu esit tutulmus, eritromisin
icin 15 pg, kloramfenikol i¢in 10 pg antibiyotik kullanilmigtir. Kuyulara konulan antibiyotik soliisyonlarini
besiyerlerinin emmesi i¢in 30 dk beklenmistir. Hazirlanan plaklar 16-18 saat boyunca 37°C’ye ayarli etiivde
inkiibe edilmistir (Balouiri vd., 2016; EUCAST, 2019).

3. Bulgular ve Tartigsma

Agar well difiizyon yontemi igin genel kullamilabilir standartlar olugturulmamustir. Bu aragtirmada 3 farkli
kalinliktaki MH besiyerinde (4, 6 ve 8 mm) ve 3 farkli ¢apta kuyucuklarin (4, 6 ve 8 mm) kullanildig:
standardizasyon ¢aligmasi yapilmistir.

Calismada agar well difiizyon testi sonu¢larim karsilastirabilmek igin EUCAST direktifleri dogrultusunda
disk difiizyon testi yapilmigtir. Bu sonuglar referans alinarak agar well difiizyon testi sonucu olusan
inhibisyon zonlari, disk difiizyon zonlari ile karsilagtirnlmistir. (Tablo 1, Sekil 2 ve 3)

S. aureus ATCC 25923 igin 15pg eritromisin ile 4mm yiikseklikteki MH besiyerinde, diskin olusturdugu
zon ¢ap1 29 mm, 4 mm’lik kuyucukta olusan zon ¢ap1 21 mm, 6 mm’lik kuyucugun olusturdugu zon gap1
25 mm, 8 mm’lik kuyucugun olusturdugu zon ¢api 29 mm bulunmustur.
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Ayni sus i¢in 6 mm yiikseklikteki MH besiyerinde, diskin olusturdugu zon ¢ap1 30 mm, 4 mm’lik kuyucukta
olusan zon ¢ap1 22 mm, 6 mm’lik kuyucugun olusturdugu zon ¢ap1 26 mm, 8 mm’lik kuyucugun
olusturdugu zon ¢apt 30 mm bulunmustur.

7mm

26mm 9 > 16mm q 6mm

25mm

Sekil 2. E. coli DH10B ile disk difiizyon ve agar well yontemleri kullanilarak 10pg kloramfenikolle farkli
kalinliktaki besiyerlerinde disk ve farkli g¢aplardaki kuyucuklarla olusan inhibisyon zonlari
goriilmektedir. 8mm (A), 6 mm (B) ve 4 mm (C) kalinliginda besiyerindeki disk (1. resim), 8§ mm
(2. resim), 6 mm (3. resim), 4mm (4. resim) ¢apinda kuyularla olusan zon ¢aplar1 gériilmektedir.

Besi yeri kalinligi 8 mm oldugunda, diskin olugturdugu zon ¢ap1 31 mm, 4 mm’lik kuyucukta olusan zon
¢ap1 23 mm, 6 mm’lik kuyucugun olusturdugu zon ¢ap1 27 mm, 8 mm’lik kuyucugun olusturdugu zon ¢ap1
31mm bulunmustur. Kuyucuk ¢ap1 kii¢iildiik¢e inhibisyon zon ¢apinin kii¢iildiigii gozlenmistir.

E. coli DH10B igin kloramfenikol 10 pg ile 4mm’lik standart besiyerinde, disk’in olusturdugu zon ¢ap1 25
mm, 4 mm’lik kuyucukta olusan zon ¢ap1 5 mm, 6 mm’lik kuyucugun olusturdugu zon g¢ap1 15 mm, 8
mm’lik kuyucugun olusturdugu zon ¢ap1 25 mm bulunmustur.
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Besiyeri kalinligi 6mm oldugunda, disk’in olusturdugu zon ¢ap1 26 mm, 4 mm’lik kuyucukta olusan zon
¢apt 6 mm, 6 mm’lik kuyucugun olusturdugu zon ¢ap1 16 mm, 8 mm’lik kuyucugun olusturdugu zon ¢ap1
26 mm bulunmustur.

8mm’lik kalinliga sahip besiyerinde, disk’in olusturdugu zon ¢ap1 27 mm, 4 mm’lik kuyucukta olusan zon
capt 7 mm, 6 mm’lik kuyucugun olusturdugu zon ¢ap1 17 mm, 8 mm’lik kuyucugun olusturdugu zon ¢ap1
27 mm bulunmustur.

Caligmamizda E. coli DH10B ve S. aureus ATCC 25923 i¢in belirlenen standart disk difiizyon inhibisyon
zon ¢ap1 ile agar well difiizyon inhibisyon zon ¢apinin, agar kalinligi ne olursa olsun 8 mm kuyucukla
eslestigi gortilmistiir (Tablo 1). Sekil 2 ve 3’de de goriilecegi gibi agar kalinlig1 arttik¢a inhibisyon zonu
artmaktadir. Disk diflizyon testinde standart 4 mm kalinligindaki besiyeri oldugu i¢in bu kalinliktaki
besiyerinde disk diflizyon sonucuna uyan inhibisyon zonu olusturan kuyucuk ¢apt 8 mm olarak
saptanmigtir.

Sekil 3. S. aureus ATCC 25923 ile disk difiizyon ve agar well yontemleri kullanilarak 15 pg eritromisinle
farkli kalinliktaki besiyerlerinde disk ve farkli caplardaki kuyucuklarla olusan inhibisyon zonlar1
goriilmektedir. 8mm (A), 6 mm (B) ve 4 mm (C) kalinliginda besiyerindeki disk (1. resim), 8 mm
(2. resim), 6 mm (3. resim), 4mm (4. resim) ¢apinda kuyularla olusan zon ¢aplar1 goriilmektedir.
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Tablo 1. Besiyeri kalinligina ve kuyucuk ¢ap1 biyiikliigiine gore olusan inhibisyon zon ¢aplart

. Kuyucuk P

Bakteri Ad1 Caplan Inhibisyon Zon Caplar1
Ly Disk 25 26 27
S x
TE 4mm 5 6 7
fa) &E_’ é"
SE™ 6mm 15 16 17
© s
ui ¥ 8mm 25 26 27

Disk 29 30 31

g 8 < 4mm 21 22 23
=)

AR 6mm 25 26 27
TOE -

M 8mm 29 30 31

4mm 6mm 8mm

Besiyeri kalinhigi

Agar well difiizyon yontemiyle yapilan ¢ok g¢aligma olmasina ragmen herhangi bir standardizayon
yapilmamuistir.

Literatiir taramasi yaptigimizda agar well difiizyonu i¢in farkli ¢alismalarda farkli yontemler kullanildig:
goriilmiistiir. Devillers ve arkadaglar1 bakteri ve funguslarda kimyasal toksisite degerlendirmesi i¢in agar
well difiizyon yontemi kullanmislardir. Dispenser ile 25ml steril besiyeri 90 mm c¢aph petrilere
dokiilmiistiir. Test suslarinin siispansiyonlart agar iizerine ekilmistir. Ardindan 6 mm’lik kuyulara p-
benzoquinone farkli konsantrasyonlarda 200 pl dokiilmiis ve 24°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Deney g
tekrarl yapilmustir (Devillers vd., 1989). Baska bir ¢alismada, dogal bir raf dmrii uzatic1 bakteriyosin olan
nisin’in antimikrobiyal aktivitesine agar well difiizyon yontemiyle bakilmigtir. 20’ser ml bakteri spesifik
farkl besiyerleri petrilere doktlmiistiir. Katilastiktan sonra 6.8 mm ¢apinda agilan kuyulara 50°ser pl nisin
standarti konmustur. Petriler dnce +3°C’de 24 saat 6n inkiibasyon yapilarak veya yapilmadan 30°C’de
inkiibasyona birakilmistir (Rogers ve Montville, 1991). insan hiicre kiiltiirii icin toksik olmayan
konsantrasyonlardaki gesitli antimikrobiyallerin bakteri duyarliliginin agar well difiizyon yontemi ile
degerlendirilmesi yapilmistir. Teknik uygulanirken 6 mm kuyular agilmig ve bunlar 100ul antimikrobiyal
soliisyonlar ile doldurulmustur. 35°C’de gecelik inkiibe edilmistir. 0.5 McFarland bakteri soliisyonlart 150
mm Mueller Hinton Agar petrilerine ekilmistir (Holder ve Boyce, 1994). Yanik yara enfeksiyonlarinin
topik ajanlara kars1 duyarhiliklarin1 6l¢mek i¢in agar well difiizyon teknigi kullanilmistir. Standart 150 mm
MHA igeren petrilere 6mm kuyular agilmis ve topik antimikrobiyal ajanla doldurulmustur. Bakteri
stispansiyonlar1 0.5 McFarland olarak hazirlanmistir. 37°C’de 22-24 saat inkiibe edilmistir (Vu vd., 2002).
Antifungal duyarlilik testi i¢in agar well difiizyon metodu kullamilmistir. Bu metotta 90 mm petrilere 20
ml besiyeri dokiilmistiir. 0.5 McFarland bakteri soliisyonlart kullanilmigtir. Kuyular 4 mm’lik ¢aplarda
acilmis her kuyu 20°ser pl antifungal ajanla doldurulmustur. Petriler 35°C’de 24 saat inkiibe edilmistir
(Magaldi vd., 2004). Bitkilerden salgilanan re¢inemsi bir madde olan Bulgarian propolis’in %30’luk
etanolik ekstrakti, agar well difiizyon yontemi ile 94 Helicobacter pylori susuna karsi uygulanmustir.
Mueller-Hinton agar (%5 koyun kanlr) kullanilmistir. Burada kullanilan agar well difiizyon yonteminde 7
mm capinda kuyular farkli konsantrasyonlarda 30, 60, 90 ul (sirastyla her kuyuya 9, 18, 27 mg gelecek
sekilde) propolis ekstrakti ile doldurulmus ve 35°C’de 72 saat inkiibasyon sonrasi zon ¢aplari 6l¢iilmiistiir
(Boyanova vd., 2005). Bazi endodontik ilaglarin antimikrobiyal aktivitelerine agar well difiizyon yontemi
ile bakilmigtir. Yontemde, 90 mm g¢apinda petriler, 4 mm derinliginde Mueller Hinton Agara 6 mm ¢apinda
kuyu agilmistir. Kullanilan mikroorganizmaya goére 0.5 veya 1.0 McFarland standart kullanilmistir. Her
kuyuya 50pl test ilact konmustur. 35°C’de 48 saat inkiibe edilmistir (Athanassiadis vd., 2009). Listeria
monocytogenes’in hemolitik aktivitesini degerlendirmek i¢in agar well difiizyon yontemi kullanilmustir.
Yoéntemde, MHBA ve MHBAAC+Ca*? besiyerlerine 6mm ¢apinda kuyular agilmis ve her siispansiyondan
20u1 konmustur. 37°C’de inkiibe edilmistir. 6-24-48 saat arayla dl¢timler yapilmistir. Deneyler ii¢ tekrarlt
yapilmustir (Ruiz vd., 2009). ignesiz arilardan elde edilen ballarin antimikrobiyal aktivitesine bakilmugtir.
20 ml Mueller-Hinton agar iceren petrilere 8 mm ¢apinda kuyu agilmistir. Kuyu 100pl %50°lik bal
soliisyonu ile doldurulmusgtur. %25°lik bal soliisyonu ile inhibisyon zonu goriilmemistir. 37°C’de 24 saat
inkiibe edilmistir (Boorn vd., 2010). Farkli konsantrasyonlardaki bitki yaprak ekstrakt1 solventlerinin Gram




AYTAR vd.. Bartin University International Journal of Natural and Applied Sciences
JONAS, 2019, 2 (2): 138-145

negatif ve Gram pozitif bakterilere karsi antimikrobiyal aktiviteleri agar well difizyon yontemiyle
Ol¢lilmistiir. 20ml Mueller Hinton Agar petrilere dokiilmistiir. Kuyular agildiktan sonra 100 ul ham yaprak
ekstrakti ile doldurulmustur. Petriler 37°C’de 16-18 saat inkiibe edilmistir (Aadesariya vd., 2017). Giimiis
nanopartikiillerinin ve %2’lik klorhekzidinglukonatin yalniz ve birlikte kullanildigindaki antimikrobiyal
etkisinin degerlendirilmesi agar well difiizyon yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Bu yontemde 6
mm ¢apinda kuyular 20 pl soliisyon ile doldurulmustur. 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir (Charannya vd.,
2018).

Yukaridaki ¢aligmalarda da goriildigii gibi agar well yontemi ile ilgili herhangi bir standardizasyon
bulunmamaktadir. Farkli yerlerde birbirinden bagimsiz olarak yapilan ¢alismalarin referans alabilecegi,
sonuglarimin giivenilebilecegi bir standartlasmaya ihtiya¢ vardir. Besiyeri kalinligi ne olursa olsun disk
difiizyon yontemi ile agar well difizyon yontemi arasindaki uyumun yalnizca kuyucuk ¢apimim 8 mm
olmasi durumunda uyumlu oldugu gdzlenmistir.

4. Sonug

Antibiyotik duyarlilik testinde kullanilan agar well yontemi i¢in yaptigimiz standardizasyon ¢alismasinda
en uygun Mueller Hinton besiyeri kalinlig1 ve kuyucuk ¢ap1 saptanmistir. Buna gore agar kalinligi ne olursa
olsun 8 mm kuyucukla eslestigi goriilmistiir ve agar kalinlig1 arttik¢a inhibisyon zonu artmaktadir. Disk
diflizyon testinde standart 4 mm kalinligindaki besiyeri oldugu icin bu kalinliktaki besiyerinde disk
diflizyon sonucuna uyan inhibisyon zonu olusturan kuyucuk ¢ap1 8 mm olarak saptanmustir.
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