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ANTIBIYOTIK DUYARLILIK TESTLERI VE -
UYGULAMA ALANLARI

Jale ERDEGER (*)

_ Patolojik materyallerden izole edilen, bir infeksiyodz hastalik et-
keni olan mikroorganizmalarin, antibiyotiklere duyarliidini: inceleme-
ye veya bu duyarliigin arastiriimasi amaciyla yapilan isleme antibi-
yogram denir.

" Viicuda giren ve hastalik etkeni olan organizmalar. ¢ok gesitli
oldugu icin, kemoterapide kullanilan kimyasal maddeler de o olgiide
cesitlilik gosterir.  Organizmanin yapisini olusturan canli hiicreler,
mikroorganizmalar gibi secici gegirgen bir zara, benzer yapida sitop-
iazmaya ve mestabolizmalarini saglayan, mikroorganizmalarinkine
benzer enzimlzre sahiptirlar. Bu durumda bir kemoterapotik madde-
nin seciminde, mikroorganizmayla organizma arasinda secici tdksi_k
oima ¢zelligini gézéninde tutmak gerekir. Bahsedilen secici toksik
olma 6zelligi, mikroorganizma hiicresiyle, memeli hayvan hiicresi
arasindaki’ yapi ve kimyasal mekanizmalar yéninden. var olan fark-
lar sayesinde ortaya cikar. Bugiin bircok antimikrobial ila¢ bulun-
masina kargin, ancak ¢ok azi insan ve hayvan hastaliklarinda kul-
laniimaktadir. Bunlarin bir kismi konake¢i organizmasi icin toksik ve-
ya irritan bir 6zellige sahip:oldugundan, Klinikte yararlanma - olanagi
yoktur. Bu nedenle, antimikrobial maddelerin terapétik-indeksinin ¢gok
iyi- hesaplanmasi gerekir.

Antibiyotikler pratikte ¢ok kullanilan, degisik mikroorganizmalar
ve mantarlar tarafindan seniezlenen, sentetik ve yari sentetik anti-
mikrobial kimyasal maddelerdir. Antibiyotiklerin mikroorganizma cins-
leri ve tlrlerine. hatta ayni etkenin degisik suslarina, degisik bigcim-
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de etki gostermesi sonucu, s6z konusu etkenin, antibiyotiklere kargi
duyarliiginin saptanmasi gerekmektedir. Genellikle hangi antibiyo-
tiklerin, hangi bakterilere etkin oldudu saptanmissa da, zamanla bak-
terilerin direnc kazandiklari bilinmektedir. Bu nedenle de antibiyotik
duyarlilik testlerinin yapimi zorunlu hale gelmistir.

Kemoterapotik- maddelerin bakteriler tzerindeki etkileri degisik-
tir. Bu etkiler, yogun konsantrasyoniarda oldirict (bakierisid), az
yogun konsantrasyonlarda ise lremelerini durdurucu (bakteriostatik)
etkilerdir. Antibiyotiklerin bakteriler tzerinde: 1 — Hlcre duvari sen-
tezinin bozulmasi veya inhibe edilmesi, 2 — Sitoplazmik membran
sentezinin inhibe edilmesi, 3 — Protein sentezinin engellenmesi, 4 —
Nikleik asit fonksiyon ve sentezinin bozulmasi veya engellenmesi,
5— Metabolik antagonistik etki, gibi aktiviteleri oldugu bilinmekte-
dirifue T -

Bu tir ilaclara maruz kalan bakteri populasyonlari arasinda kar-
silasilan rezistans olgusu, insan ve veteriner hekimliginde en fazla
dikkat edilmesi gei’ekli sorunlardan biridir. ila¢ rezistansi (direnci),
belli bir kemoterapétik ilacin etkisi altinda, benzer hiicrelerin (ire-
mesinin durdugu, tahrip oldugu veya inhibe edildigi kosullarda (re-
me kapasitesine sahip olabiimektir. Diger bir anlatimla, mikroorga-
nizmalarin Gzellikle bir kemoterapdtik ilaca karsi duyarsiziagmasina
rezistans adi verilir. Bir kemoterapétik ilaca karsi rezistans olan mik-
roorganizma tirl, dedisik gruptan diger bir kemoterapdtige kargi
duyarl olabilir. Ancak, benzer kimyasal yapiya sahip kemoterapotik-
ler 1cin durum ayni degildir. Ornk.: Penisiline diren¢ kazanan bir bak-
teri turl, yapisinda betalaktam halkasini iceren, penisilin analogu
diger bilesiklere kars! da rezistans kazanabilir (Capraz rezistans).

ilac rezistansi dogal ya da kazanimis bir Ozellik gosterebilir.
Dogal rezistans, mikroorganizmanin bir kemoterapétige maruz kaiip
kalmadigr dikkate alinmaksizin, tiirler veya suslarda: intrinsik bir ol-
gu olarak ortaya cikar. Butlin kemoterapétik ilaclar ayni etki spek-
trumuna sahip olmadiklar icin, mikroorganizmalarin farkh kemote-
rapotiklere farkh duyarlihk gostermeleri veya tlimiiyle duyarsiz ol-
malari dogaldir. Bu durum genetik yap! ve metabolik proceslerle ya-
kindan ilgilidir. Kazanilmis rezistans, bir mikroorganizmanin invitro
veya invivo olarak, bir ilaca maruz kalmasi sonucunda sgekillenir. Ka-
zaniimis rezistansta, bakterinin kemoterapdtik ilac ile ilk temasa ge-
lisinde, ilac bakteri lzerine etkilidir, ancak temas siiresi boyunca
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veya tekrarianan temaslarda bakteri, ‘ilacin antibakteriyel etkisine
karsi rezistans gelisir.

- Sagaitim-strasinda olusan direngli suslarin antibiyotik uygulama-
st ve kombinasyonu bakimindan- énemi ¢ok fazladir. Antibiyotiklerin
yeterli miktarda ve siirede alinmamasi, uygun olanin secgilmemesi di-
rencliligi hazirlayicr faktérler arasindadir. Baslica direnclilik tirleri :
1 — Antibiyotiklerin tahribi, 2 — Permiabilite azalmasi, 3 — Kompe-
tatif inhibisyon, 4 — Mutasyon, 5 — Ribozomal direng, 6 — Ilcc ok-
divitesinde azalma, 7— Antagonist' madde sentezi'dir.

iki’ cntibiyotik birlestirildiginde b0$|ICG 5 tirlii etki goriilebilir;
1 — Sinergetik (ayni yonde) -etki, 2— Additif (ilave) ‘etki, 3 — inter-
ferens etki, 4 — Etki potensmln artmasi (pmonswohzosyon) 5—
Antagonist’ (zit) -etki. A : ?

Bir infeksiyonun sagaltiminda, infeksiyondan sorumlu mik'rbdrgc-
nizmanin identifikasyonu ve uygun antibiyotiklerin se¢imi bazi 6zel-
likler-g6sterir (Tablo ‘1). Bu ozellikler degiskenlik gdsterir. Bunlar;

— Baz bakteri tirleri cok heterojen olup, antibiyotikliere direng-
lilik ve duyarlihklar cesitli derecelerde dedisen suslari icererek, do-
Gal bir direnglilik gdsterirler. Orn.: Stafilokoklar; bazi streptokoklar
(viridans, faecalis), koliformlar.

— Bazi suslar tedavi sonrasinda direnglilik - kazanirlar. Orn.:
Streptomisinie uzun siren t°d3v1de veya uriner mfeksxyonlcrda kisa
tedavide. ;

— Poliinfeksiyon durumlarinda invitro inceleme gerekmektedir.
Degisik antibiyotiklere, degisik bakterilerin duycrllllgl polivalan bir
sekilde incelenmelidir.

Ayrica bir antibiyotigin seciminde dUsUnL‘llmesi gereken onemli
konular;

— Uygun antibiyotige karsi, infekte eden'orgunizmanm tabiatin-
da var olan invitro duyariihidin bilinmesi,

— Ayni tlrtin diger ouslan arcxsmdckl duycrllhk |hsk|lerm|n bi-
linmesi,

— Ozellikle hepatik ve renal yetmezlik' durumlarinda, antibiyo-
tigin toksisite, protein baglama, viicutta yayilim, absorbsiyon ve vi-
cuttan atilim-gibi farmakolojik 6zelliklerin bilinmesi,
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. .= Aynr ilriin sebep -oldugu infeksiyonlarin scgultrmmdo etkm,
ciddi klinik deneylerin gbzéniinde bulundurulmasi,

— Dogustan var olan patolojik progesin bilinmesi, onun daha
onceki durumunun ve kemoterapiye etkisinin bilinmesi,

— Konakeinin 1mmun durumunun godzontinde bulundurulmasidir.

Butlin bu faktoérler, organlzmclarm invitro inhibe edilmeleri veya
dludurilmeleri ve tedavi boyunca, viicut sivilarinda belli konsantras-
yonlarda bulunmalari igin ihtiyac duyulan, antimikrobial ‘ilag kon-
santrasyonlarinin, klinik laboratuvarlarinda 6l¢limiine neden olurlar.

Bu konuyla ilgili olarak kurulmus sorumlu laboratuvarlar, -sorun
olan organizmaya karst etkili, uygun antibiyotigin aktivitesinin' stan-
dardize invitro testlerle saptanmasina calisiimakta ve bilgi sagla-
maktadir.

 AEROB BAKTERILERIN ANTIBIYOTIK DUYARLILIK TESTLERI

1 — Dilﬂsyon (Sulandirma) Metodu
A — Agar (Kati ortamda) Dllusyon Testl

— Nokta ekim yont\,mi

— Cizgi yontemi

— Szybalski Gradient (Plak) yontemi
— Fleming agar kanal yéntemi

B — Broth (Siv ortamda) Diltisyon Testi
— Mikrodillisyon ydntemi
- — Makrodiliisyon yontemi
2 — Difflizyon (Yayinma) Metodu
A — Kirby Bauer Disk Difflizyon Testi
B — Agar Overlay Metodu
1 — DILUSYON (SULANDIRMA) METODU

Diltisyon testleri, mikroorganizmaiari-6ldirmek veya UGrsmelerini
inhibe etmek icin, ihtiyac duyulan antimikrobial ajanlarin (antibiyo-
tiklerin) minimal konsantrasyonlarint (MIC) tayin etmek icin kullani-
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lan metottur. Antibiyotiklerin 'seri dillisyonlarina organizmalarin ino-
kule -edilmesi:ve inkubasyonu-ile elde edilir. MIC (Minimal inhibis-
yon konsantrasyonu) - mikroorganizmada Uremenin goériilmedidi, en
distk antibiyotik konsantrasyonudur. Bu test iki yontemle yapilabi-
lir:

1 — Agar (Kati brtomdo) Dilisyon Testi
2 — Broth (Sivi ortamda): Diliisyon Testi

Agar (veya plate) ve sivi (veya tip) terimlerine, kati besiyerinde
ve sivi besiyerinde yapilan testleri belirtmek icin «diliisyon test» te-
rimi eklenmistir. Her iki terim gergekie yanhs kullaniimistir. Clnki
diliie edilen, agar veya sivi-dedil, antimikrobial ilactir.

Cok duyarii olan bu teknik, uzun maniplasyonlari ge.ekurmekte
ve sistematik incelemelerde kullaniimaktadir.

— Yeni bir antibiyotigin aktivite spektrumu,
— Bakteri tiir ve cinslerinin bircok antibiyotige duyarhligini,

— Degisik llkeler ve zamanlardaki bir tlrn duyorhllk degisi-
mini,

— Antibiyotiklerin kot yayilimini,

— Yavas lireyen bakterilerin duyarliidini, 6zel beéiyerlerinde,
bulaniklik veya lireme inhibisyonuyla ortaya koyar.

-Antibiyotik duyarliik testi- icin, daha kantitatif bir metot olan
dilisyon testi, temel olarak International . Colloborative Study Re-
commendations veya NCCLS standartlarindan alinan dilisyon test-
lerinden biridir. Bu testler 6zellikle organizmalarin Greme oranlarin-
dan etkilenmeyen ve antimikrobial ilaglarin difflizyon glclikleri ol-
mayan direk kantitatif sonuclar verir. Dilusyon testleri, difflizyon test-
lerinin esnekligine sahip degildir. Genellikle klinik materyallerin di-
rek testleri icin kullanilmaz, c¢linkii kontaminasyonu saptamak giic-
tir. Diliisyon testleri, antimikrobial terapinin, uygulamadaki dogru-
lugunu saptamak icin zorunlu oldugunda, kantitatif bilgi saglamak
amaciyla yapilabilir. Kalitatif bilgi, genelde bircok infeksiyonun te-
rapisinde yol goéstermek icin tatmin edicidir. Kantitatif bilgiye, se-
rumdaki ilagc doz seviyeleri birbirine yakin olarak goézlendiginde ve-
ya - disk testleri uygulanamadidindan, sonugclarin slipheli veya glive-
nilmez oldugu durumiarda ihtiyac duyulabilir. Yavas “lireyen organiz-
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malarda polymxinlere ‘karsi duyarlihgin, aminoglycosidlere (6zellikle
gentamicin, tobramycin, amikacin) karsi direncin saptanmasi ve disk
difflizyon: testleri ‘ile. orta derecede duyarli veya: sipheli ‘sonuclar
meydana getiren, muhtemelen toksik, ‘ancak: klinik olarak faydah an-
tibiyotiklerin testleri igin kullanilabilir. Diliisyon metodlari icinde, uy-
gulanan diger onemli testlerden biri anaeroblarin duyarhhk testleri-
dir. Onem tasiyan anaerob mikroorganizmalara ~karsi antagonizm
veya sinergizmin sgptanmasi veya bakterisidal aktivitenin:tayin-edil-
mesi icin yapiimaktadir. Sonucta, diliisyon testlerinin rutinde kulla-
nimi, agar dllusyon veya yari otomatlklestmlml$ mukrodllusyon tek-
mklermden dolayi ekonomnk ve pratik bulunmustur ‘

Dilisyon teknikleri, 'yukaridaki gecerhllgme kcruln bazn sakm-
colcrl lcermektedlr Bunlar:

— Standcrt dlffuzyon yontemlenne oranlo daho fczlc beceri ve
dikkat isterler,

— Kemoter opotlklf—*rm elle doldurulmasn ve sulcndmlmqsn hata-
larin koynagml olusturur.

- Kontcminasyonun ‘kontrol edilmesi ve 6l¢lilmesi zordur,

— Direng¢ degisim araligi ¢ok yaygin oldugundan MIC’'nun belir-
lenmeS| zordur,

— Eklm m|ktor|ndak| degl$|kllklerm MIC’nu etkilemesi,
~='MIC ‘degerieri yaygin oldugundan, toksik ve sagdaltici deger

-sinirlari yakin olan antibiyotikier icin: dnemli-bir: problemdir.

A — AGAR (KATI ORTAMDA) DiLUSYON TESTI
1 — NOKTA EKIM YONTEMi

Agar dilisyon metodu, bircok ‘susun testi icin uygun oldugun-
dan, mikrobial kontammasyonu saptama olasthdindan ve sivi dilis-
yon metodunddn bII’GZ daha tiretken sonuclcr almdlgl icin terc:h edll-
mektedlr

-+ Antibiyotik dllusyonlcxrmln hazirlanmasi : -Antibiyotik diliisyonlari,
final testte arzu'edilen titrenin 10 kati:daha . fazla bir titrede stok
soliisyondan: hazirlanir. MIC saptanmasinda 2 kathi (log.) dilisyonlar
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kullanilmaktadir.. Degerlerin log, olarak ifade edilmesi, istatiksel ma-
niplasyonlari kolaylastirir.

Besiyerinin se¢imi ve hazirlanmast : Cabuk olarak lreyen aero-
bik ve fakiiltatif anaerobik bakteriler icin Miieller-Hinton agar &éne-
rilmistir. Bu besiyerine, b02| zor Ureyen bakteriyel patojenlerin {re-
mesinden emin olmak icin % 5 defibrine koyun, at veya diger hay-
van kanlarinin eklenmeS| gerekli gorilmustir. Mueller-Hinton agara
kan ilavesi nafcillin. veya novobiocin gibi yiiksek derecede protein
bagh kemoterapoétikler haric digerlerinin test sonuclarina ' etkisinin
cok- az ‘oldugu saptanmistir.: Trimethoprim veya silfonamidlerin:ak-
tivitesi, 'lize at' kani harig, tiim kan komponentleri ‘tarafindan anta-
gonize edilmektedir. Rutinde Mueller-Hinton -agara ‘kan ilavesi zo-
runlu degildir. Ancak streptokoklar icin defibrina kan ve haemophilus
ti]rlerinin testi icin Ico Vital X veya Vx her bir final konsantrasyonda

5 1. oraninda kullanilabilir. Neisseria meningitidis testlerinde Miiel-
Ier Hinton agara kan ilave edilmediginden sonuglar. tatmin edici. bu-
lundugu- halde, Neisseria gonorrhoeae’nin GC (Difco) temel besnye-
rindeki- testlerinde % 5 koyun kani gerekli bulunmustur.

Besiyerinin uygun miktarlari (100 mm'lik- petrilere 25 ml.. agar)
wvida kapakli siselere konulur ve -otoklavlanir. Besiyeri isisi su ban-
yosunda 50°C’ye ayarlanir (Daha yiiksek 1sida antibiyotik ilavesi, bo-
zulmaya neden olur, daha disiik isida ilave ise, yeterli karisima: en-
gel olacaktir). Defibrine kan besiyerine antibiyotik ilave edilip, iyice
'konstlkton sonra katilabilir. Besiyerinin pH'1 7,2 - 7,4 olmaldir.

Refercns calisma icin, antibiyotigin her: bir dllusyonunun 1 vo-
lumi, ‘agarin her bir 9 volumiine' eklenir. Orn.: 128 pg/ml final kon-
santrasyona 90 m! agara, 1,280 pg/ml'lik solusyondan 10 ml eklene-
rek ulasilabilir. Kap igindekinin tamamen karistinimasi ve petri ku-
tularina agarin hizli olarak dékiilmesi gerekir.. (Kismi katilasma ve
soguma onlenmelidir). Kontroller antibiyotik .icermeyen, defibrine ko-
yun kanli ve kansiz olarak hazirlanmaktadir. Besiyerleri 4°C’'de sak-
lanmalidir. Ryan ve arkadaslar 1 hafta 4°C’'de saklanmis agarda,
antibiyotik dillisyonlarinin aktivitelerinde bir diisme olmcdlgml gos-
termistir. Referans caligmalart icin 24 ‘'saatten daha uzun sure sak-
lanmamig besiyerlerinin kullaniimasi arzu edilir.

_ inokulum hazirlanmasi : Testi yapilan organizma numunesinin
benzer 4 veya 5 kolonisi Soybean-casein digest (Trypticase soy brotn
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veya tryptic soy broth) gibi 4-5 mi. uygun bir sivi besiyeriné inokule
edilir. Ureme sonunda barium sulfate standardinin yogunluguna ayar-
lanir. Bu yogunluk Pseudomonas aeruginosa icin yaklasik olarak
1x10° —5x10° ve Enterobocterlocece familyasi igin 5x107 CFU/ml’ye
esittir. Daha' sonra hazirlanmis antibiyotikli agara inokilasyon icin,
tuzlu su veya Miieller- Hinton broth iginde 1:20 diliisyonu hazirlanir.
Inokulasyon inokulum haziriandiktan 30 dk. iginde yapilmalidir,

Besiyerinin inokiilasyonu : inokulum antibiyotik iceren. besiyerle-
ri-ve antibiyotik icermeyen kontrollerin agar ytizeyine 0.001 -0.002 ml.
birakmak icin ayarlanmis 6ze veya steers replikatori ile nokta sek-
linde inokule edilir. Antibiyotiklerin-en disik konsantrasyonunu |ce-
ren petriler ilk 6nce, kontroller en son ekilmelidir.

" inkubasyon ; inokule edilen petrilerde, inokulum noktalar tam
olarak absorbe oluncaya kadar bekletilir. Sonra 35°C'de 16-20 saat
inkube edilir. CO,'li atmosferde inkube edilmez. Bu césitli antibiyo-
tiklerde yiizey pH'ina etkilidir.

Kontroller : Petri kutularinin her bir setine kontrol olarak sap-
tanmis suslar inokule edilir. Kotrol suslarin herbiri icin cesitli anti-
biyotiklerin MIC® dederleri saptanmistir. MIC’larinin en ‘az ‘% 95'i bu
degderler ‘icinde olmalidir. ‘Bu degerlerden 6nemli sapmalar, kontrol
‘organizmalarinin kontaminasyonu veya metotta’ miimkiin olabilecek
‘hatalari dikkatlice arastirmayi gerektirir.

Scm}u'c'lar: MIC, test edilen organizmada tam inhibisyon meyda-
na getiren, antibiyotigin en dusiik konsantrasyonunu ifade eder. Bu
arada belirsiz -olarak  goriilen veya tek koloni liremesi 6nemsizdir.
-‘MIC noktast Uremenin blrdenblre (% 80-90) eksilme gosterdlgn petri
olorok chnmalldlr

: 2 i ClZGI YONTEMI

. Arzu. edilen final t|trén|n 10 kati fazla bir titrede bir antibiyotik
serisi _hazirlanir. Orn.: 8 pug’dan 1000 pg’a kadar. Herbir diliisyondan
18 ml. agara 2 ml. konulqrck 0.8 ug'dan 100 pg/ml'e kadar kon-
'scntrasyonlor hozwlomr Bu’ sekilde hazirlanan agarlar, petri kutula-
riha doKiilerek, antibiyotik lcermeyen bir petri kutusu da Kontrol ola-
rak birakilir.

incelenmesi istenilen bakterinin, 24 saatlik buyyon kilturlerinin
-1/71000'lik- dilisyonlari -hazirlandiktan sonra, 5 mm aralik ile 25 mm
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uzunlukta, paralel gizgiler agar {izerine cizilir. Genellikle 2 kolon ha-
linde 8 cizgiden, 16 deneme bir petride gerceklestirilir. Ekim, 2 mm
capinda standart bir 6ze ile yapilabildidi gibi, Heatley pipeti denilen,
ince uclu ve ucunun 1 cm’'si 45° egilmis pastér pipetleri ile de yapi-
labilir ve kapillarite 6zelliginden yararlanilir. 18-24 saat inkibasyon-
dan sonraq, kolonilerin sayxs: kontrolle k0r$||d$tlrllﬂl’0k karar verilir.

3 — SZYBALSKI GRADIENT (PLAK) YONTEMI

Bu metotta, nutrient agar bir petri kutusuna -dokildiikien son-
ra, hafif egik tutularak, iki ucu arasinda 1-cm’lik bir farkhlik sagla-
nir. Soguduktan sonra, bilinen antibiyotik konsantrasyonunu iceren,
esit miktardaki agar lizerine akitilir. Birka¢ saat sonra o egdimle, yiik-
sek agar crasinda antibiyotik konsantrasyon farkhligi meydana ge-
lir ve lzerine cizgi halinde "ekim- yapilir., Sonuclar ek!m hattindaki
lremeye gore degerlendmhr :

4 — FLEMING’ iN AGAR KANAL 'METODU

Bir antibiyotik lceren agar petri kutusuna dokiilir. Buzluktc 48
saat bekletildikten sonra, petri kutusunun kenarindaki oluktan, tek-
rar antibiyotik konsantrasyonlari birakilir. Daha sonra suslar bu oluga
dik olarak ekilir. 24 saat sonra olusan zonlar degerlendirilir.

B — BROTH (SIVI ORTAMDA) DILUSYON TESTI

Sivi ortamda dllusyon antibiyotik duyarhlik testleri agar dilus-
yon metodunun yerine gecen kigciik bir modifikasyonudur. Bazi ézel-
likleri sivi dilisyon. metoduna 'o'zgiﬂdi)r.

1 — MIKRODILUSYON YONTEMI

Klinik Laboratuvar Standartiarr Uluslararasi Komitesi,- Interna-
tional Colloborative Study raporlarinda 6ne striilen standartlar iz-
leyerek, dilisyon metodlari icin deneysel bir stondort kurorok yayin-
lamustir.

Dllusyonlarm hazirianmasi ve besxyerlerl Diltisyonlari - hazirla-
mada 1 {initeden (1 pg/ml) 2 kath sulandirma serileri veya 1/2 di-
lisyon araliklari tercih edilir. Testin yapiminda, fakiltatif anaerobla-
rin hizli iremesi icin- Mg*+ ve Ca*t+ gibi divalent katyonlu, sivi Muel-
ler-Hinton  besiyeri tavsiye edilmistir. Divalent katyonlu besiyerinin
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Preudomonas aeruginosa testi, aminoglikosidler, tetrasiklin ve poll-
miksinlerin MIC’lari {izerine stkisi blyuktir.

Platelerin inokiilasyonu : Aktif olarak lreyen siwvi kiiltiirler, Mc
Ferland 0.5 yoguniuguna ayarlanir ve istenilen inokulumu hazirlamak
icin diiie edilirler. Son inokulum yaklagik olarak 5x105 CFU/mI ol-
malidir. Antibiyotik sollisyonu inokulumia 1/2 dilie edilebe@i icin,
son konsantrasyon orjinal olarak hazirlananin yarisi kadar olacaktir.
Plate gdzleri plastik veya metal inokulum replikatérleri ile 100 pl an-
timikrobial ilac ve 5 pl standardize inokulum ile doldurulur. inokulum
konsantrasyonundaki degisikliklerin test sonuclari (izerine etkisi bii-
yOktir, Bl

 Platelerin inkiibasyonu : inokule edilen mikrodiliisyon plateleri,
buharlagmay! en aza indirmek icin bir bantla kapatilir. Plateler plas-
tik veya diger kapiara yerlestirilir, Ustleri kapatilir. Her bir kabin di-
bine 1slak haviu konularak, kiiclik nemli bir odada 35°C’de 16-20 saat
inkubasyona birakilir. Asiri nemden kacinilmalidir.. Nem platelerin
ylzeyinde yogunlastiginda kontaminasyona neden olabilir. '

Sonuclarin degerlendirilmesi : Plateler yukaridan bakilarak -de-
gerlendirilebilecegi gibi, sonuclar yari otomatik veya otomatik -alet-
lerle de okunabilir. MIC noktasi, goriinir bir Greme oimayan, en di-
siik ilac konsantrasyonudur. Ureme kriteri, mikroorganizmanin diig-
me seklindeki sedimentidir. Bu 2 mm veya daha blylk capta olabi-
lir. MIC degerlendiriimesinde, her bir platede kullanilan Greme kont-
roliindeki mikroorganizmalarin ireme karakterleri ile, plate goézlerin-
deki diger lremelerin karsilastiriimasinin' gézéniine alinmasi énem-
lidir. MIC tayini, acik veya az yodun cukura-karsi, yogun cukuru oku-
yarak kolayhkla yapilabilir.

2 — MAKRODILUSYON YONTEMI

_ Dilisyoniann hazirlanmas::  Antibiyotik solﬁsyonlarl,'Mijeller—
Hinton sivi besiyerinde diliie edilen ilaclar ile hazirlanmiglardir. Sterii
test tupierinde, antibiyotigin 2 kath diliisyonlart hazirlanir. Sulandir-
ma “serisi icin 1. test tlpl icine antibiyotigin hazirlanan sollisyonun-
dan 2 ml. konulur. Eldeki her bir tiipe 1 ml. Mueller-Hinton sivi besi-
yeri- konulur. Steril pipetle 1. tipten 2. tipe 1 ml. aktarilir. Son tup-
ten. bir éncekine kadar bu islem yapilir ve 1 ml. alinarak uzaklastiri-
lir. Son tip antibiyotik almaz ve {ireme Kkontrolu olarak kullanilir. Bu
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testte antimikrobial ilacin son konsantrasyonu, ilk dillisyonun yadrisi
kadar olacaktir. Cunki Gzerine inokulumun esit miktari eklenir.

Tiiplerin inokiilasyon ve inkiibasyonu : inokulum yogdunluk stan-
dardina 'uygun olarak, 10°—10° CFU/ml. icerecek sekilde hazirlan-
misgtir. Bu inokulum sivi besiyerinde 1:200'e kadar dillie edilmistir.
Hazirionan inokulumdan her: bir test tlipiine 1 ml eklemr Tupler
35°C’de 16-20-saat inkube -edilir.

. Sonuclarin deéerler’:dir‘ilmesi: Antibiyotigin en ‘dlsuik konsant-
rasyonunda, (iremenin tam inhibisyonu MIC’'nu verir. Belirsiz Greme
ve kiiclik diigmeler genelde 6nemsizdir. Eger plate cukurundaki dug-
me biiyiik ve belirli bir yogunlukta ise, bu ilacin bu konsantrasyonun-
da dremenin -tam inhibisyonunun basari saglamadigi disinalir.

Kontroller : Kahte kontrol c¢aligmalarinin® amaci uygulanan me-
todun dogruluk ve kesinliginden emin olmaktir. Bu amacla, ézel me-
totlar ve genetik stabiliteleri saptanmig referens suslar kullanilmis-
tir. Bu suslarin degisik antibiyotikierle MIC’lari saptanmistir.’ Kontrol
olarak kullanilan bu antibiyotikler icin MIC’larinin % 95’i bu deger-
ler icinde olmahdir. Bu kalite kontrol caligmalari, antimikrobial et-
kinlik ve dayaniklilik, alet fonksiyoniari ve teknik beceri gibi diliis-
yon duyarhlik metodolojisinde degiskenligin siirekii olarak incelen-
mesini veya gozden gecirilmesini saglar. Tayin edilen MIC'lari kont-
rol limitlerinde degilse, bu deneysel bulguiardaki farkhlik, tsknik cla-
rak sistematik hatalarin var oldugunu dustndurdr.

Diger kontrol cahsmolan

— Test organizmalarinin yoscm kabihyetmn tayin etmek ve {re-
me karsilastiriimalarinda gerek duyulan, bazi bakteri-ilag kombinas-
yonlari igin yogunluk kontrolii olarak ise yarayan, antimikrobial ilac-
siz, temel besiyerinden ibaret bir {ireme kontrolu kullaniimaldir.

— Her bir inokulum numunesi uygun besiyerine ekilmeli ve kon-
taminosyqn tayini icin 1 gece inkube edilmeljdir.

— Periyodik olarak, diliisyon metodlarinin tam ve inokulum stan-

dardizasyonundan emin olmak i¢in, inockulum numunesinden bakteri
sayimlari yapiimalidir.

— Sonuclari okuyan personel tecribeli olmali, sonuclar forkh
laboratuvar- personeli tarafindan bagdimsiz degerlendmhp karsilasti-
rilmalidir.
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2 — DIFFUZYON (YAYINMA) METODU

Difflizyon yéntemi, medikal laboratuvarlarda hélé en yaygin ola-
rak: kullanilan yoniemdir. Basit ve cabuk olup, dider testlerle yakia-
stk sonuclar verir. Bununla beraber, tamamlayici yéntem olarak kul-
lanilan dillisyon testleri ile kullanim -orani hemen hemen yari yariya-
air.. Duyarh, az cok duyarh (intermediate), direncli olarak tayin edi-
len organizmalorin kalitatif testidir. Bu metod esnek sonuclar verir.
Genellikle Greme oranlari yaklasik organizmalara. uygulanabilir. Bun-
lar Enterobakteriler ve Stafilokoklar gibi cabuk {ireyen bakteri tiir-
leridir. Bu test simdi Streptococci, Haemophilus influenza, Neisseria
gonorrhoeae ve Pneumococci'lerin testine adapte edilmistir.

Klinik olarak acil vak'alarda, ~klinik materyal testte inokulum
olarak is gorebilir. Difflizyon testlerinin . yetersizlikieri; non-kantitatif
degerlendirme vermesi, bircok yavas iireyen mikroorganizma ve ana-
eroblara uygulanamayisi, polimiksinler gibi iyi diffuz olmayan anti-
biyotiklerin testte kullanilamayisi ve organizmalarin énceden bilinen
duyarhiliklarindaki hatalardir. Bitiin bunlara karsin, rutin testleri icin
etkili bir metottur. Uygulanrad:ginda . veya daha cok kantitatif sb-
nuglar istendiginde diliisyon testleri ile tamamlanmalidir.

Bu ydntem cok sayida degiskenden etkilenmektedir;

— Antibiyotik miktari ve diffuz edilebilirligi, -

— Besiyerinin yogunlugu ve kaimhgl, )

— Besiyerinin bilesimi, pH ve iyonik guicd,

— Ekileﬁ bakteri miktdrl ve metabolik faaliyetleri,

— Inkubasyon siresi, | ,

—_ Ant_ib:iyo-t'ik ve agarin saklanabilme kosullari.

Difflizyon yontemleri ile inkubasyondan sonra elde edilen’ inhi-
bisyon zoniarindan bakterilerin antibiyotiklere duyarhliklari saptan-

maktadir: Ayni bakteri igin, her antibiyotigin inhibisyon zonu farkli
olabilir, fakat bu farkli zonlar farkhi duyarhlik olarak dederlendiriie-

mezler. Orn.: Polipeptidler ve. polimisinler . kicuk inhibisybn zonlari,
penisilinler ise genis inhibisyon zonlari vererek, bir bakteri-icin ayn
oranda duyarl olabilmektedirler. : -
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Sulandirma ydntemleri.ile ayni kosullarda ayni sonuclari veren,
cok Ozel bir standartlasma gerektirmeyen, ABD ve diger (ilkelerde
uygulama alani bulmus, veteriner pratige de girmis olan difflizyon
yontemi Kirby-Bauer adiyla bilinen yéntemdir. Kirby-Bauer yontemin-
de antibiyotik emdirilmis diskler kullaniimaktadir. Diffiizyon testleri
disk ve multi-disk kullanarak yapimaktadir. Disk diffizyon testleri-
nin multi-disk diffiizyon testlerinden daha uygun sonuclar verdigi
yapilan orostlrmalarlo ortaya konulmu$tur :

Antibiyotikler genellikle kuru filire kagit diskieri hulmde besi-
yerlerine uygulanmistir. Disk test ortaminin inokule. edilen yiizeyine
uygulandiginda bir ka¢ olay birlikte gehs;r Once kuru disk agar or-
tamindan su absorbe eder ve ilag ¢dzZinir. Antibiyotik agar ortamina
gecerek, diffuz olmak icin serbest kalir. Her bir diskin cevresini sa-
ran agarda, ila¢ konsantrasyonu derece derece degisir. Antibiyotik
difflizyonu ilerledikce mikrobial cogalma da ilerler. inhibitor kon-
santrasyonlarda, ilacin bulundudu alanda lireme olmadigi goriiliir.
Antibiyotije daha duyarli test organizmalarinin inhibisyon zonu .da-
ha genis olacaktir, Generasyon siiresi uzun olan mikroorgdnizmola-
rin, ontlblyotlklere karsi daha duyarl olduklar gorulur Clnkd, ilag-
lar diffuz olmak icin daha uzun zamana sahiptirler. Inhlblsyon zonu-
nun buydkiiginde bakizrilerin Grems oranlarindaki degiskenlik fark-
h iiaglarin farkit oranlarda diffuz olmast ve kullanilan agardan ilac-
larin diffiizyon oran farkiiliklari etkilidir. Bu sebeple bir antibiyotikle
elde edilen zon, digsr antibiyotikle gdzlenen zonla karsilastiriiamaz.
Inhibisyon zonunun capi, diliisyon metodundaki MIC degerleri ile in-
direk olarak orantilidir.

Her bir antibiyotik icin direncli ve 'duycrh kategorileri tayin eden
MIC noktaiari saptanmalidir. MIC’larin karsihdi olan log, ve zon ¢ap-
lar arasindaki linear |h$k1 istatiksel metod uygulanarak ifade edi-
lebilir. '

Pratikte rutin olarak test yapilan antibiyotik sayisi sinirlandiril-
mistir. Benzer kimyasal yaptya sahip ve benzer aktivite spektrumun-
da olan antimikrobial ilaglar bir sinif olarak kabul edilebilir. Her si-
niftan bir ilag 6rnegi, bu siniftaki diger ilaglar i¢in organizmanin du-
varli veya direncli oldugunu énceden saptamak icin kullanilabilir. ilac
seciminde 6nemli olan aktivite spektrumudur. Sinif numuneleri her
bir sinif iginde en az aktif ila¢ olmalidir. Bdylece tiim yanhstikiar,
glivenilmez duyarhliktan cok, hatalt direnclilik yéniinde meydana ge-
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lecektir.-Ancak; sinif numunelerine direngli bir sus, bu sinif icindeki
ilaglardan-bir veya daha fazlasina duyarl olabilir. Eger bu Klinik ola-
rak gosterilirse, dillisyon metodlar ile tekrar test sdilmeleri gerekir.

' NCCLS ve,»FDA tarafindan &nerilen ve ginimizde ein cok kul-
lanilan disk difflizyon testleri;

A — Kirby-Bauer Disk Diffiizyon Testi,
B — Agar Overlay Metodu (Barry ve crkdd‘aslan)'ddr.'

Antibiyotik duydr!:hk disklerinin hazirlanmas:: Bu amacla emme

ve emdigi maddeyi, uygulandidi besiyerine diffuz ettirebilme " yete-
ne@i fazla'olcm kagitlar kullaniimaktadir. Bu amagla Watman No. 1
ve Watman No. 2 siizgec kagitlari en uygun k&gritlar olarak belirlen-
mistir. Bu l<og|tlar 6zel makinalar cracxhglylo 5-7 mm capmda kesi-
lirler. Genis bir prodiiksiyon igin degisik antibiyotiklere ait disklerin
birtakim nétr boyalarla boyanmasiyla, testlerin degerlendlrllmesmdﬂ
koloyhk sog'onmoktcdlr Boyanmig diskler sterilize edilip, aerob ve
cmoerob sartlarda sterilite kontrolune blraklhrlar Kullanilan k&gidin
cinsine goére, her bir diskin emebllecegl sivi miktari hesaplanir. Bu
0.01--0.02 m!. civarindadir. Cézeltilerin hazirlanisinda kullanilacak
antimikrobik maddenin dzzllikle potensinin bilinmesine gerek duyu!-
maktadir. Sterilite kontrollerinden gegmis, boyali ya da boyasiz disk-
ler 100’erlik veya daha fazla gruplar halinde emebilecedi miktarda
cozelti ile temasa getirilir. Sonra siiziilir. Siiziilen diskler serin bir
ortamda vantilasyon araciligiyla ve ultraviyole altinda kurutulur. Ku-
rutulmus diskler 50 veya 100'liik gruplar halinde steril siselere, steril
sartlarda daditihp etikenlendikten sonra, potens ve temizlik kontrol-
lerine alinmahdir.

A — KIRBY-BAUER DiSK DIFFUZYON METODU

Disk diffiizyon metodu, Mueller-Hinton agar ile standardize edil-
mistir. Mikroorganizmalarin ¢ogunun bu besiyerinde Uremesi mim-
kiindiir. Bazi mikroorganizmalar, % 5 defibrine koyun, at veya diger
hayvan kanlarinin  ortama ilave edilmesine gereksinim gosterirler.
Nafciliin ve Novobiocin kan ilave edilmis besiyerinde test edilmeme-
lidir. _

Metod : Testi. yapilan bakterinin orjinal kiltirliinden 6ze ile bir
kac kolonisi alinir vé 4 ml. tryptose phosphate veya trypticase soy
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broth iceren test tiiptine inokule edilir. Bu tipler daha sonra 2-5 saat
kadar bakterial stspansiyonu hazirlamak' igin inkube edilir. Bu siis-
pansiyon gerekirse tuzlu su ile dillie edilerek Mc Farland No. 0.5 veya
0.5 ml. % 1’lik BaCl ¢ozeliisine, 99.5 ml. % 71’lik siilfirik asit (0.36 M)
¢Ozeltisi katilarak hazirlanan.standart solliisyona ayarlanir. Petri ku-
tularina 5-6 mm. kalinliginda Mueller-Hinton agar dokillr. Beriyerle-
ri inokulasyondan 6nce kurutulmahdir. Mieller-Hinton agar hazirlan-
diktan sonra 4 ‘gin icinde kullaniimalidir.. Bakteri sivi slispansiyonu
pamukiu swab veya baget ile besiyeri ylizeyine esit olarak t¢ ydnde
vayihr. Bu islem, bir pipet ile 1-2 ml. miktarinda inokulum konulup,
butliin besiyerini kapladiktan sonra fazlasi alinarak da  yapilabilir.
Besiyerinin ylizeyi steril sartlarda Kurutulur. Diskler agar ylizeyine,
uygun araliklarla, zonlar birbiri lizerine gelmeyecek sekilde, bir pens
veya basit disk aplikatorii ile yerlestirilir. Uzerine hafifce bastiriia-
rak, besiyeri ile temasi saglanir. Hemen veya 30 dk. icinde 37°C'de
inkube edilir. Bir gece sonra sekillenen inhibisyon zonlari kompasia
Olglilerek degerlendirilir.

Bircok klinik mikrobiyoioji laboratuvarlarinda, antibiyotik ve ke-
moterap6tik ajanlara karsi bakterilerin duyarhiikiarini tayin etmede
bu testin modifikasyonlari kullaniimaktadir. :

B — AGAR OVERLAY METODU

Ayni morfolojik 6zellikte, izole edilmis 4-5 koloni segiiir ve tlipte
0.5 ml. Brain hzart infusion broth besiyerinde godzle goriilebilir yo-
guniukta siispansiyon hazirlanir. Bu sivi kiiltiirler 85-87°C'lik su ban-
yosunda 4-8 saat inkube edilirler. fyice karistirimis sivi Kiiltiirden
bir 6ze dolusu (0.001 ml.) % 1.5 sulandiriimis ve 45-50°C'ye sogutul-
mus agarin’' 9 ml.’sine aktarilir. Vida kapakl tuplerdeki agar, inoki-
lasyondan Once 8 saat bu isida tutulmahdir. Ekim yapiian agar, ha-
fifce ters dondirme ile kanstirnilir ve Mueller-Hinton agar (4 mm de-
rinliginde) iceren petri kutularinin yiizeyleri lizerine esit olarak ya-
yilir. Petri kutulari ekimden 6nce oda isisina getirilmelidir. inokuis
edilen petriler diskler uygulanmadan once 3-5 dk. bekletilmelidir.

Besiyerleri inokule edildikien sonra 15 dk. icinde antibiyotik do-
yurulmus diskler, steril pensler ile el kullanarak veya mekanik alet-
lerle besiyeri ylizeyines uygulanir. Tim diskler agar yiizeyi ile tam
kontakt sagiamak icin pensler ile agar ylzeyine hafifce bastiriima-
lidir. Disklerin yerlestiriimesinde inhibisyon zonlart kenarlarinin lst
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tste gelmesini énlemek icin diskler, yeterli uzaklikta birbirinden ayri
olmali ve petri kutularinin kenarlarina 15 mm.’den daha yakin olma-
mahdir. Genel olarak 100 mm.lik petri kutusuna 4 veya 5, 150 mm.lik
petri kutusuna 12 veya 13 tane yerlestirilebilir. Diskler uygulandik-
tan sonra petri kutular ters cevrilir ve 35°C’de inkubatére yerlesti-
rilir. inkibasyon 6ncesi gecikme antibiyotiklerin  prediffiizyonunu
arttiracaktir. Artan CO,'li ortamlarda inkiibasyondan kacinilmalidir.
CO. bazi antibiyotiklerin aktivitesine etkili olan yiizey pHini degis-
tirebilir.

Testlerin okuma ve degderlendirilmesi: 16-18 saat inklbasyon-
dan sonra petri kutulari dederlendirilir. Tam inhibisyon zonlarinin
caplari, uygun aletler (cetvel veya cap pergeli vs.) ile yakin olarak
dlciiliir. Degerlendirmede siyah zemin kullaniimasi ‘yararlidir. Kan'i
besiyerinde zonlar agar ylizeyinde dlglilmektedir. Acik inhibisyon
zonunda dreyen biyiik koloniler, direncli variantlar veya karisik
inckulumu temsil edebilir. Bu testin tekrarini gerektirir. Stilfonamid-
ler veya siifonamid trimethoprim karisimiari durumunda mikroorga-
nizmalar inhibisyon olusturmadan énce birkac generasyon (reyebi-
lirler. Sekillenen zayif Ureme Onemsizdir (% 80 inhibisyon). Klinik
olarak acil durumlarda, inokilasyondan 5-6 saat sonra 6n bilgi elde
ediiebilir. Ancak inklbasyon tekrarianmali ve son raporlar 16-18 saat
dolduktan sonra veriimelidir. Zon c¢aplari duyarh, az ¢ok duyarii (in-
termediate) ve direncli olarak degerlendirilir. Bu kategoriler i¢in zon
caplarinin siniriar daha 6nceden saptanmistir. '

Testlerin kulicnmu ve dzel tedbirler : Yavas lreyen organizma-
lar, obligat anaeroblar ve capnophiller, cabuk lreyen aerobik veya
fakiltatif organizmalarin testi icin standardize edilen disk difflizyon
metodu ile test edilmemeslidir. Bunlarin duyarhlik testleri igin diliis-
yon metodlarina ihtiyac vardir. Ozel problemier, methicillin-direncli
heterorezistans. Staph. aureus’larda gérilir. Bu suglar invitro test-
lerde duyarhiik godsterse hile Penicillin ve Cephalosporinlere karsi
klinik olarak artmis. bir direnc gdérulmektedir. Bazi direncli susiari
saptamakta glclik cekilmektedir. Tastler 35°C’de yapilmalidir. Clin-
iku, direnglilik 37°C’de saptanamamaktadir. P.aeruginosa’nin Genta-
misine duyarhlik test sonuclart eriyebilir Mg ve Ca miktarlarina bag-
lidir. Polymyxin B ve E agar jel icinde kétl diffuz olur. Disk testinde
polymyxinlere direnc onemlidir, ancak. sistemik terapi i¢in kullanila-
caksa, diilisyon' testleri ile saptanan duyarlihk &énemlidir. Disk dif-
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flizyon testleri giic tGreyen mikroorganizmalar icin kullanilacaksa mo-

difiye edilmelidir. Uygun kontrol 'suglari testin yapildigi -her.giin uy-

gulanmaiidir. Tim kontrol suslarl guvenlhr kaynaklordon elde edil-
mis olmalidir. : -

Klinik materyalden direk olarak testin yapimi: Acil klinik infek-
siyon problemlerinde, duyarliik test besiyerlerine direk olarak ‘inoku-
lasyon cok ‘dederli 6n bilgi saglar. Direk testler direk-gram boyama
preparatlarinda ¢ok sayida tek tir baktari gériiliiyorsa, serebrospi-
nal swvi, diger vicui sivilar veya prulent numuneler- gibi, -acil vak’a
numuneleri ile yapilabilir. Bununla baraber, klinik materyalden direk
rutin testlerinden sakinilmalidir. Cunki, bircok materyalden kdr|$|k
mikroorganizma Urer ve dederlendirme dogru olmaz. Ayrica inoku-
lum yogunlugunu standardize etmek ¢ok glctiir. Acil test sonuclari,
deneysel ‘veya én bilgi olarak rapor edilmeli, 6nerilen: metodlardan
biri ile test tekrarlanmal ve dogrulugu-kuvvetlenmelidir.

MiKOBAKTERILERIN DUYARLILIK TESTLERI

Mikobakterilerin iiac duyarliik tayininde iki ilkenin bilinmesi ge-
rekir. Birincisi; mikobakiterilerdeki ila¢ rezistansinin, ildclara maruz
kalmaya baglt olmayisidir. - Mikobakteri kiiltlirindeki ila¢ .rezistans
mutantlari. streptomisin igin 10° isoniazid i¢in 10° bakteri-olarak sap-
tanmigtir. Mutarit insidensinin bilinmesi 6nemlidir. 107 - 10°. total re-
zistant mutanta .sahip hastalar tespit edilmistir. Bu hastalar basit
antittiberkiloz ilaclar igin sagdaltihrsa, kiltirleri bu-ilaca. karsi-kisa
strede yanliz direncli organizmalar meydana getirebilir ve' sagaltim
basarisiz olabilir. Bu sebeple tlberkilozisli hastalar daima iki ve ter-
cih olarak ¢ ilacla sagaltilmahdir. Yalniz bir tek ilac alindiginda,
ilaca direngli basillerin hizla ¢ogaltiimasi ile sagaltim basarisiz go-
rilebilir.

ikincisi; invivo olarak antimikrobial ilaca karsi klinik yanit ve
invitro duyarlitik test sonuclari arasindaki korelasyondur. Klinik ola-
rak- faydali olmayan ilaglarla tedavide, ilaclara karsi sekillenen di-
reng, invitro olarak tibzarkilozlu hastalarin % 1’'inden daha fazlasin-
da bulunmustur. Mikobakterilerin antibiyotik duyarlilik -testleri veri-
len-ilaca karsi duyarl ve direncli basillerin tayinini mimkin kilmali-
dir. Direnclilik insidensinin tayini icin, duyarlihik test platelerinin ge-
nellikie iki setini inokule etmek zorunludur. 2. sette, ilk set icin ‘kul-
lanilan inokulumun 100 kath diltsyonlari kullanilir., Bu metod, oran-
tili duyarliik test metodu olarak bilinmektedir. -

17



Antibiyotik duyarlilik testleri - Erdeger

Su anda  tlberkilozisin sadaltiminda kullanilan 11 ila¢ vardir.
Buniardan besi ilk olarak distnulir. Bunlar; streptomycin, isoniazid,
para-aminosalicylic .acid, rifampin ve ethambutol’dur. Geriye kalan
ethionamide, caprecmycin, kanamycin, cycloserine, viomycin ve
pyrazinamid ikinci planda disuanilen ilaglardir, ilk ilaglara direnc
olustugunda kullaniimaktadir. '

Testin yapilisi: Test 4 ceyrege bolinmis plastik petri kutuiar
kullanularak yapilir.Her bir ceyrege 5 ml. agar konulur ve iik ceyrek
antimikrobial ilacsizdir, (ireme kontrolu olarak kullanilir. Test icin
yodun yumurtah temel besiyeri kullaniimissa da diger 7H11 veya
7H10 temel besiyerleri de 6nerilmektedir. ilaclar ilave edilmeden én-
ce agar 45°C’ye sogutulur. Bu yolla meydana gelebilecek aktivite
kaybi azalir.

ilag duyarlilik testi icin basitlestirilmis bir metod antitiiberkiiloz
ilaclart iceren filtre kagit disklerinin kullanimidir. istenilen ilag kon-
santrasyonunu igceren besiyeri plate boliimlerine konulur ve bir cey-
redine disk yerlestirilir. Her bir diskin ila¢ konsantrasyonu belirlidir.
Duyarlilik test besiyerinin bir setine bakteri inokulumunun 10— di-
lisyonundan 3 damla inokule . edilir, ikinci setine 10— dillisyondan
yine 3 damla inokule edilir. Plateler 37°C'de CO,'li ortamda inkube
edilirler. Ethambutol i¢ceren ortamin 3 haftadan daha fazla inkubds-
vonu, ilag inaktivasyonu sonucu mikrokolonilerin gériinmesi ile so-
nuclanabilir. Sonuglarin degerlendirilmesinin bir yolu, ilach besiyeri
ve kontrolde kolonilerin direk olarak sayilmasi veya hesaplanmasi-
dir. llagh besiyerinde liremede inhibisyon gelse bile tiim koloniler sa-
yilmah ve kontrol c¢eyredindeki kolonilerin sayisi ile karsilastiriima-
lidir. Kontrol bolimi test ortamina ekilmis mikroorganizmalarin sa-
yisini- verir. Direncli koloni %’si 100 kathi sulandiniimis farkh kdltiir-
lerin iki dilisyonu (10— - 10—)inokule edilmis platelerin iki setinden
kolayca hesaplanabilir.

Mikobakterial duyarlilik platelerine, aside-direncgli basiller icin
pozitif bulunan salya veya tikriikler yogunlastirma ile direk olarak
da -ekilebilirler (Direk Test). ilk kiitiir kolonilerinden elde edilen swvi
kdltiirin kullanimi ile yukarida tanimlanan metod «indirek Test» ola-
rak tanimlanmistir. Direk test eger materyalde cok sayida mikobak-
teri varsa iyi sonuclar verir. Direk duyarhlik testlerinin avantaji, 6-8
haftada sonuc¢ alinabilen indirek teste karsi 3-4 haftada ilacin di-
rencli veya duyarl oldugunun erkenden saptanmasidir. Direk duyar-
hlik testinin dezavantaji, basanli bir ireme icin genellikle oldukca
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fazla sayida mikobakteriye ihtiyac gdstermesi ve genellikle konta-
minant bakteri Gremesinin goriilmesidir. Ciddi olarak sagaltilamayan
hastaiardan izole edilen bakteriler, ilaglara direngli organizmalar ola-
rak tayin edilmistir, Eger sagaltiminda isoniazid gibi bir ilaca karsi,
primer bir direnclilik varsa, uygun miktarlan saglayacak el ilac
sagaitimi dnerilmistir. llac tedavisinde iken niiks gésteren hastalar-
dan yapiian baktzrial izolatlarda duyarhlik testlerinin yapimi zorun-
ludur. Béyle hastalorda muhtemelen direng olusumu yuksektir.

ANAEROB BAKTERILERIN DUYARLILIK TESTLERI

Tum anaerobik izolatlar, rutin antibiyotik testlerine gereksinim
gGstermezler. Cinkl, cogunun antimikrobial ilaglara karsi duyarli-
likiarn o6nceden saptanmistir. Bazi durumlarda test sonuglan yanil-
tici olabilir. Clinkd duyarhhk, polimikrobial ve dogal anaerobik infek-
siyon numunesinin alinmas! ve sonugclarin rapor edilmesi arasindaki
siirede degisabilir. Bununla beraber duyarlilik testleri tekrarlayan in-
feksiyonlar veya osteomyeiitis gibi uzun siiren tedaviye ihtiyac gos-
teren infeksiyoniar ile beyin apseleri veya endokarditis gibi ciddi in-
feksiyonlu hastalar igin istenmektedir.

Anaszrobik bakterilerin duyarhilik testlerinin standardizasyonundc
cchisanlar, tekrarlayan sonuclar verdigi goriilen Agar dilisyon me-
todunu yaymlamistarair. Sivi diliisyon testlerinin her ikisi de (makro-
mikrodilusyon)  gelismis laboratuvariarda kolay uyguianmaktudir.
Broth-disk teknigi  bir¢cok laboratuvarda faydali kabul ediimistir.
Anaerob bakterilerin duyariilik testlerinde agar difflizyon testleri dne-
rilmez. Clnkli yavas {Ureyen veya degisik Ureme oranlarina sahip
anaerob bakteriler ile ortaya cikan degisiklik ve giicliikler olumsuz-
dur.

4 — AGAR DiLUSYON TESTI

Bilinen agar dillisyon testinin anaeroblar icin modifikasyonudur.
Yavas (reyen ve beslenme ydninden muskiilpesent suslar icin, be-
siyeri veya inkibasyon siresinin  modifikasyonlari gerekmektedir.
Modifiye test Onerilen kontrol suslan ile de test edilmelidir.

Testi yapilan her bir bakteri icin indikatdrsiiz thioglycolate sivi
besiyeri igcinde 5 veya daha fazla koloninin inokulumlari hazirlanir.
Bu besiyeri otoklava girmeden 6nce vit. K (0.1 pg/ml) ve hemin (5
ng/mi) ile ve kullanilmadan hemen 6nce sodium. bicarbonate (1 mg/
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ml) ile tamdmlanmis olmalidir. Besiyeri 18-20 saat inkube edilir veya
gerekirse lireme siiresi uzatilabilir. inokulum testte kullanilmadan he-
men o6nce barium sulfate standart yogunluguna ayarlanir. Bu inoku-
lum brucella broth iginde de hazirlanabilir.

Testin yapildigi giin Wilkins-Chalgren agar iginde antimikrobial
ilac dillisyonlar hazirlanir (Agar diliisyon teknigine gére). Bu antibi-
yotikli -besiyeri lzerine, steers replikatoérii veya 0.001 mllik 6ze ile
inokulumun ekimi yapilir. Petri kutularindaki agar ylzeyinin kuru-
masi saglandiktan sonra, ancerobik jarlarda 42-48 saat inkube edi-
lir. Her susun MIC'nu lreme goriimeyen veya ancak belirsiz olarak
gérﬁlébi!en, farkli koloni iremesi olusmayan en dusiik ilac konsant-
rasyonudur. Hazirlanan test inokulumlari, antibiyotik iceren besiyer-
lerinin inokulasyonundan once ve sonra antibiyotik icermeyen Wil-
kins Chalgren agarin 2 petrisine kontrol olarak inokule edilirler. Be-
siyerlerinin bir kismi anaerobik jarda inkube edilir, bir kismi aerobik
veya fakiltatif olarak inkube edilir ve kontaminasyon arastirilir.

2 — BROTH DIiLUSYON TESTI

Bilinen sivi diliisyon testlerinin anaerob bakteriierin iremesi i¢in
gerekli modifikasyonlart yapiim:s metottur. Besiyeri olarak 5 pg/ml.
final konsantrasyonunda, vitamin K. (0.1za/ml) ve hemin iceren va-
ya % 5 final konsantrasyonda koyun kanli peptik dijest igeren Bru-
cella broth kullanilabilir. Wilkins-Chalgren sivi basiyeri veya Schaed-
fer brain heart infusion diger besiyerleri olarak kullanilabilir. inoku-
lum, agar diliisyon testinde oldugu gibi hazirlanir. Minimal CO,'li sivi
besiyerinde 1:200°z dilue edilir. Antibiyotik iceren tliplere inokulumun
esit hacmi eklenir ve yaklasik olarak 48 saat anaerobik jarlarda in-
kiibe edilir. Antibiyotik icermeyen sivi besiyeri, her bir susun testi
foin Gireme kontrolli olarak kullanilir, Bir tlip de mikroorganizma ino-
kule edilmeden kullanilir. Bu mikroorganizmalarin Gremesi disinda,
inkubasyon esnasinda sividaki zayif yoduniugu saptamak icin kulla-
nilir. Bu inokule edilmeyen tiipler gercek lireme ve yogunluk arasin-
da ayirima yardimci olur.

2 — BROTH DiSK ELUSYON TESTLERI

Bu testte antibiyotikler, istenilen spesifik konsantrasyonu sagla-
mak ve difflizyon testlerinde kullanmak icin, isaretii k&gt disklerine
sivi besiyeri iginde adsorbe edilirler. :
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Wilkins ve Thiei'in Broth Disk Testleri:

Lastik kapakh tipler kullanihr. CO'li aimcsferde % 0.05 cysiein,
% 0.0005 hemin, % 0.002 menadione ve % 0.5 yeast extract ilave
edilmis, brain heart infusionun 5 ml.’sine bir veya daha fazia cniibi-
yotik diskleri konulur. Elde edilen konsanirasyon besiyerinin hacmi
arttirllarak veya disk sayisinin artmasi ile ayarlanabilir: inokulum,
Chopped-meat besiyerinde 18-24 saatlik kiitiirler ile hazirlanir. CO,'li
atmosferde, antibiyotik iceren nher bir tlipe inokulumdan bir damia
damlatihir. Tipler 35°C'de 18-24 saat inkube edilirler. Ureme kontrol
ile ilac iceren tiiplerdeki sivinin yogunlugu karsiastirir. flaca karst
duyarliik, Greme kontroliinin % 50'sinden daha dz yodunlukta oi-
mast veya yogunlugun olmamasi olarak tayin edilir.

Kuraynski ve Arkadaslarinin Broth Ellisyon Testleri:

Yukarida tanimianan testin  basit bir modifikasyonudur. CO,'H
ortamda uygulamaya gereksinim gdstermez. Thiogiycolate besiye-
rinde yapilan bu testler aerobik olarak inkube edilirler. inkincsym
35°C'de yapilr. Sonuclcr Wilkins ve Thiel metodundckl aibi deger-
lendirilir.

4 — ANAEROBLAR iCiN DIGER BIR TUP TEKNIGI -

Besiyeri olarak VF jeloz besiyeri (1000 ml.) 4 Demir sulfat (0.5
gr.) + Glukoz (2 gr.) kullanilir (pH 7.4). Besiyerinde sporlu bakteri-
ler icin 10—7 - 10—%, cabuk Ureyen sporsuz bakteriler icin 105, zayif
kulttrler icin 10— - 10— sulandirmalar hazirlanir. 80 -ml. besiyeriyla
2 ml. optimal diliisyon hazirlanir. 5 tipe 10’ar ml. dagitilarak, soguk
su altinda hizla sodutulur. Araya disk konularak 10’ar damla erimig
ve 80°C'de ayarlanmis jeloz ilave edilir. Uzerine ayni miktarda ekil-
mis besiyeri konur. Yavas treyen bakteriler i¢in 37°C’de, ¢abuk Ure-
yenler 37°C’'de inkiibe edilip 12 saat sonunda oda isisinda blrokxhr-
lar. inhibisyon zonu disklere gore degerlendirilir. Sonuclar sivi b
yerinde indikatériin rengine goére dederlendirilir.

5 — CHABBERT TEKNIGi

Test icin Viant Fua jelozundan, jelatin jelozundan veya antibi-
yogram igin 6zel besiyerlerinden yararianiiir. Besiyerleri 20 dk. 100°C’
.de bekletilir ve 45°C'ye sogutulduktan sonra incelenecek bakteriden
bir domla damlatilir. Petri kutusuna dékildiikten sonra diskler yer-
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lestirilir. Tekrar besiyeri dokiilerek sogutulur. inhibisyon zonunun
varligi veya yoklugu ancak kalitatif olarak degerlendirilebilir.

ANTIFUNGAL {LACLAR iLE DUYARLILIK TESTLERI

-Antifungal ilaglar -iie duyarhilik testleri, antibakteriye! ilacglar ile
yapilan testlerde ayni sonuclart almak amaci ile yapilir. Burada amag,
insan infeksiyonlarinin sagaitiminda kullanmak igcin en uygun ilagla-
rin ‘secimine izin verecek glivenilir bilgiyi saglamaktir. Bu bilgi, oia-
bilecek klinik yanitin 6nceden haber verilmesi gibi kalitatif veya MIC’
larin tayini gibi kantitatif olabilir. Antifungal ilaclar ile yapilan test-
ler, antibakterivel ilaclaria yopilan duyarilik testlerinin benzeridir. An-
cak bunun yapimi, antifungal ilagiar icin daha gietir ve farklihklar
vardir. En dnemlileri, organizmaiarin ¢odundaki tireme farkliliklar
ve testte kullanilan besiyeri bilesiminin temel 6zelliklerindeki farkli-
liklardir,

Antifungal ilaclar ile invitro testler, mantarlarin bazi karakterie-
riyle gliclesir. Bu karakterler dimorfizm, uzun (reme siiresi ve spe-
sifik Ureme isisidir. Mantarlarin Gireme 1s1 farklarindan dolayi orta-
lama inkubasyen isist olarak 30°C alinmustir. i

Antifungal ilaclara érnek olarak antifungal -antibiyotikierden
amphotericin B ve nystatin, sentetik imidazollerden miconazole ve
sentetik antimetabolit 5-fluorocytosine verebiliriz. i

- Antifungal ilaclar ile invitro duyarhlik test yapimi i¢in 3 metot
tanimlanmigtir.

1 — Broth dilusyon
2 — Agdr dilusyon
3 — Difflizyon disk testi

1 — BROTH DILUSYON METODU

Sivi dllUSYOH metodu, spesifik mikroorganizmalar i¢in verilen an-
tifungal ilaglarin MIC’larinin kantitatif degerini invitro olarak élgme-
yi. saglar. Ayni zamanda, bilesimin minimal fungisidal konsantrasyon
degerini Olcmeyi de saghyabilir.

Besiyeri : Besiyerinin secimi, testi yapilan ilaca baghdir. U_nbuf—
fered (tamponsuz) yeast-nitrogen base’'e % 1 glikoz ve % 0.15 as-

22



Etlik Vet. Mikrob. Derg. 1990 7 (1)

paragine eklenerek 5-FC ile yapilan testte kullaniimaktadir. Ampho-
tericin B ve nystatin ile testler antibiyotik besiyeri 3FDA’da yapil-
maktadir. Miconazole ve ketoconazole brain heart infusion broth ve
-sabouraud gibi zengin besiyerleri ile antagonize edilirler.. Bu subs-
tenslor icin uygun besiyerleri YNB ve casein-yeast extract glukoz
brothtur. 3 grup ilag¢ igin tek uygun besiyeri YNB bufferdir. -

iiac solusyonlar : Standart 5-FC solusyonu distile suda hazir-
lanmig ve titrasyon ile sterilize edilmistir. Amphotericin B ve nysta-
tin ile standart ilactan 5.000 pg/ml. solusyon hazirlanir. Bu ilaclarin
standart substanslar dimethyl sulfoxide veya dimethylformamide’de
eritilebilir. imidazoller icin degisik eriticiler kullanilmistir, Ketocona-
zole en iyi 0.2 N HCl'de ¢bzinr.

inokulum hazirlanmasi : inokulum Sabouraud agar veya YNB
agarda Ureyen 28-48 saatlik kdltiirlerden hazirlanir. Siispansiyonlar
steril tuzlu su ile hazirlanir. 530 nm'de % 95 transmissiona ayarla-
nir. inokulum ayarlamada diger bir teknik Wickerham card teknigi-
dir. Ayni siispansiyon kontrol organizmalar icin de hazirlanmalidir.

ilac dilusyonlari - testin yapihsi: 1x YNB, antibiyotik besiyeri
3FDA, casein-yeast extract-glucose broth veya 1x YNB buffer ile
ilaclarin 128 mg/ml. solusyonlari veya Amphotericin B'nin 32 -mg/mi.
solusyonundan 10 mi. miktarinda hazirlanir.

12 steril tip alinir. 2. den 12. tipe kadar 5 ml. uygun sivi besiyeri
konulur. 1 ve 2. tliplere ila¢ solusyonlarinin 5 ml.'si ilave edilir. 2 tiip
icindekiler karistirilir ve seri olarak ilaclar dilue edilirler. Son tiipten
S ml atilir. Bu islem 0.06 - 128 mg/ml. Amphotericin B igin 0.02 - 32
mg/ml. konsantrasyonda dilusyon serilerini verecektir. Her dilusyon-
dan 4 ml. alinir ve 4 steril tiipe esit olarak bdlintr. Geriye kalan 1
ml. kontrol olarak kullanilir. Ureme kontrolii olarak 4 ml. inokulum
bulunan tiipe, 1 ml. ilagsiz sivi besiyeri eklenir. Kontrol organizma-
lari ve testin standardize slispansiyonunun 0.05 ml.’si ile ilacin her
bir konsantrasyonunun her iki tiipii inokule edilir. Ayni zamanda ire-
me kontrolll icin ilacsiz besiyerinin iki tlipli her bir siispansiyon ile
inokule edilir. Kiiltiirler 30°C’de 48 saat veya {ireme kontrol tiipiinde
gériliir bir Gireme oluncaya kadar inkiibe edilirler. Ureme kontrol po-
zitif verdikten sonra en kisa stirede okunmalidir. inkiibasyondan son-
ra tipler incelenir ve MIC'lar kayit edilir. MIC, zayif bir yogunluk
veya belirsiz bir Greme ile acik olarak goériilebilen, lireme inhibisyo-
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nuna neden:olan ilaclarin en disiik konsantrasyonu olarak tayin: edi-
lir. Minimal fungisidal. konsantrasyon 3 koloniden daha az veya ne-
gatif subkiiltirierde kullanllun ilaclarin  en duslk konsantrasyonu
olarak hesaplanir. : ,, '

2 — AGAR,DILUSYON METODU

Antibakteriyel ilacldrda oldugu gibi, antifungal ilaclarla sivi di-
lusyon testleri, agar dilusyon testlerine adapte edilebilir. Agar dilus-
yon testleri C.albicans’in imidazole karsi direncini saptayamaz. Buna
karsin agar dilusyon testi sm dilusyon ‘testine oranla daha etkllx bu-
lunmustur. :

ilac dilusyonlan ve besiyerieri: Stok ilac solusyonlari yukarida
tanimlandigi gibi hazirianit. llag dilusyonlari arzu- edilen final kon-
santrasyonun 10 kati titrede uygun bir sivi-besiyerinde hazirlanir. Di-
lusyonlar Molten*agara 1/10 oraninda olacak sekilde ilave edilir. Uy-
gun “besiyerleri - antibiyotik medium 12, - polyene icin bufferli yeast
morphology agar (YMA), 5-FC icin buffersiz YMA ve imidazol igin
casein-yeast extractgiucose -agar'dir. 5-FC disinda tim ilaglar igin
uygun. bir besiyeri Kimmig agar'dir. Bufferll YMA,. antifungal ilaclarin
tumu |c|n Onerilmektedir.

inokulum ve testin yapihisi: Agar dilusyon testleri icin inokulum,
sivi_dilusyon testleri igin yukarida tammlandidi gibi hazirlanmakta-
dir. inokulasyonda en az 10° CFU/ml. organizma tasiyan 0.001 - 0.003
ml'ye ayarlanmis mekanik replikatdrler kullaniimaktadir. Bu testte
ilag dilusyonlarini iceren besiyerlerinin inokulasyonundan énce ve
sonra ilagsiz besiyerlerinin ekimi yapilir. Testten givenilir sonuglar
elde‘e_t‘mek,icin her bir kontrolden pozitif GUreme yanitlart alinmaldir.
inkubasyon 30°C’de yapilir. inkubasyon siiresi, ilacsiz kontrol besi-
vyerlerinde, liremenin gériilmesiyle ayarlanabilir. Sonuclar kolonilerin
Q'lgunlas,,tn(;l goruldiuginde okunmalidir. MIC makroskobik olarak go-
riilebilen kolonilerin lremesini engelleyen ilaclarin en disgik kon-
ssantrasyonu olarak tayin edilir. Belirsiz veya nokta seklindeki kolo-
niler negatif olarak kabul edilir.

Inokulum hacmi 5-FC ile testte cok énemlidir. Asiri derecede
kiicik inokulum invitro duyarliikta giivenilmez sonuglar verir. imida-
zollerde besiyerinin secimi ¢cok dnemlidir. Cok zengin besiyeri, invit-
ro rezistansin yanhs saptanmasina neden olur. Antifungal ajanlar
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ile sivi ve agar dilusyon test metodiarinin standardizasyonu icin bu
iki problemin ¢oziiimesi gerekir.

3 — DIFFUZYON DiSK TESTLERI

Antifungal ilaclarla diffuzyon disk testleri tanimlanmis ancak
heniiz tam olarak standardize edilememistir. Deneysel olarak hazir-
lanmig disk cesitleri ticari-olarak bulunmaktadir. Antifungal ilaclar
ile diffuzyon disk testlerinin uygulanmasi sinirlidir. Polyene bilesik-
leri-ve imidazol i¢in bu testin uygulanmasi sakincalidir (Eksik duyar:
lfik, farkh-erime ozelligi, vs.). 5-FC dlffuzyon disk testlerine kolayca
uygulcnablhr bir substansdir.

Test se.ektlf bes:yermde diffuzyon dlSk metoduna gbre ve her
antifungal ajan i¢in modifiye edilerek uygulanir. Zon caplarina gore
sonuglar, duyarl, az ¢ok duyarli (mtermedlote) ve.direncli olarak de-
gerlendirilir.

Antifunga! ajanlaria diffuzyon testlerinde disklerden baska tab-
letler de kullaniimaktadir. Yapilan dlffuzyon tablet testlen disk test-
lermm bir analogudur.
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