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ANTiBiYOTiK · :QUYARLILffi TESTL~Rt VE .: 

· - UJ::GULAMA ·ALANLARI 
; .1 ı . . 

Jale ERDEGER·(•) 

. Patolojik materyallerden . izole edilen, bir infeksiyöz hastalık. et­
keni ola~ mikroorganizmal9rın .' .. antibiyotiklere -duyarhhğını ' i.nceieme~ 
ye veya bu duyarlılığın araştırılması amacıyla yapılan işleme antibi­
yagram denir. 

Vücuda ~giren ve lıast~·lıiS. et~~ ni . bl cin ôrgar:ıi~malc:ir . çok ceş.ttli 
olduğu için, ker:noterapide ku_llcinıla,n kiinyas,al maddeler· de· o olçüde 
çeşitlilik gösterir. Orgal')izmanın yapıs ı_nı oluştur~ n can h . hOcreler, 
mil<"roorganizmalar gibi s?cici g·ecirgen bir. zara, benzer yapıda sitqp­
lazmaya ve m-~tciboli;ç:maların.ı · sağlayan, ·. mihoorgariizmölarınkirie 
benzer enzim!·3re sahiptif~·3r. Bu durUmda bir l<eriıoterapöti~ rtıad çle­
niri seçif\linde, m_i_l<roorganiziııayla o_rganizma arasında seçl~i toksik 
olma öze lliğini gÖzönÜnde tutmcik gerekir. Balisedilen seçici_ toks.ik 
olma özelliği; . mikroorganizma' hüçresiy_l ~. . memeli hayvan 'hüc~esi 
ı:ırasıridakr ydpı v~t kill'1yas.al _rriekcini_zn:ıplar .yöiıünd~n . var o.l(:ın faı:k­
!ar . sayesinde ortOya ç:ıkar. Bugün birçok antimikrobial .,i laç bulun-. 
mösına l<arşıiı, ancak çok azı · insan ve _ hayvan hastalıklannda kul­
lariılmal<tadır. Bunların bir · kısmı konakçı ·arganizması . icin toksik ve­
ya irritaiı bir özelliğe sahip ' olduğundan, klinikte yararlanma :oldnağı 
yoktur. Bu neden!e,-antimikrobial mdddelerin terapötiJ< ·indeksinin çok 
iyi hesapianması gerel<:ir. 

. Antibiyotikler pratikte çok kullanılan, değiŞik mikroorganizm:ali:.i r 
ve mantarlar tarafından sentezlenen, sentetik ve yarı ·sen.tetik anti­
l!lihobial l<.imyasal maddele.rdir. Antibiyotiklerih~.mÜ~röorgaııi~ma c_'i ~s­
!eri ve türlerine, hatta ciynı etkeı:ıin değişik suşlorlna, değişik IJicim-

. . 
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de etki göstermesi sonucu, söz konusu etkenin, antibiyotiklere karşı 
duyarlılığının saptanması gerekmektedir. Genellikle hangi antibiyo­
tik!erin, hangi bakterilere etkin olduğu saptanmışsa da, zamanla bak­
terilerin direnç kazandıkları bilinmektedir. Bu nedenle de antibiyotik 
duyarlilık testlerinin · yapımı -zorunlu h·ale gelmiştir. . · · 

Kemoterapötik -maddelerin bakteriler üzerilideki etkileri değişik­
tir. Bu etkiler, yoğun konsantrasyonlarda öldürücü (bakterisid), az 
yoğun konsantrasyonlarda ise üremelerini durdurucu (bakteriostatik) 
etkilerdir. Antibiyotikleri n bakterile-r "üzer.inde: 1- Hücre duvarı sen­
tezinin bozulması veya inhibe edilmesi, 2- Sitoplazmik membran 
sentezinin inhibe edilmesi, 3- Protein sentezinin engellenmesi, 4-
Nükleik asit fonksiyon ve· sentezinin-bozulması vey'a engeiıeiımesi, 
5~;'· i'v1etabolik antagonistik etki, gibi aktiviteleri olduğu bilinmekte-
dirJ ·-: · ·· · '· · - · _., .- .. · · ' 

. _ Bu tür ilaçlara maruz kalan bakte~i populasyonları arasında 1\ar­
Şı:ıaş'ılan_ reziştans olgus·ı..ı. insa,n ve ~-v~teriner hekimliğinde en fazla 
dikkat eoilmesi gerekli sorunlardan . blridir.' ilaç rezistansı (direnci). 
belli. bir kemoterapötik ilacin etkisi altında, benzer ·hücrelerin · üre~ 
. r; ,.., ··· ,. .· · r• ~ ; · · · -.- • '·( . ı ·, ' , • · · · , · · · ·· 
mes,inin durduğu, · tahrip olduğu · veya inhibe · edildiği koşulla~dc( üre-. 
me kcip~'sitesine sahlp olabi!mektir. D.iğe; bir . anlatımla , mikroo'rga­
niz~aları:~ : Ö~elli~le bir kem-oterapotik ·ila ca karşı d_~yarsızlaşm·asına 
r~zistans 'adi verilir. sir .ke-moterÖpqtik ilacci . karşı' rezistcins ,olan mik­
~9ö.rgm:ıizmd . N~Ü; ·• ·d~ğfşi~ ,9 ·~uptan · d,iğ~r · bir _kem~terapöti~e karş! 
düyarlı olabilir. Ancak, benzer kimyasal yapıyci sahip kemoterapötik­
le:- iciı{d'ururri aynı . değildir. örn I<.: Penisiline·. Ciir~nc' k~~anan bir bak­
teri . 'türü'';· yapısındq . betalaktam halkasını ,icereri .' -penisilin ançıloğu 
diğer.· bl leşikiere karşı da·-rezfstdns · . kaz~na·b-ilir (Ça-praz rezistans). . 
, '' / ,,'·•'~;-.,)·· ~ t~~: • ', ' • ,,'' ! ' t • • ,'~ ' ;·~'•:, • ' •. -: .. •'r' ' 

.. ,_. · İlaç ,_ rezistansı . doğal :ya .da kazanılmış: - bir. özellik gösterebilir. 
Doğal rezistans. mikroorganizmanın bir . kemoterapötiğe maruz. kalıp 
kaimadığı dikkate alınmaksızın. türler veya _ suşlqrda intrinsik bir · ol_­
gu. olarak ortaya çıkar. Bütün l<emoterapötik ilaçlar aynı etki spek­
thJn1uriÖ ' sahip ' olm~dıi<lar i . i'çin, mikroorganizmqlarıh farklı ·kemot-a­
rapötii(J~:re ' tbrk'ı ; ·d Uya·rlılık gÖstermeleri veya· tÜmüyie duyarsiz' pl­
~6k~rı .dö6hıCiir:· ·su du~6m . 9enetik yapı ve metabolik proçesıerle ya­
ı<lndan :ilgilidir. ı<azanı.ımış rezistans. bir mikroorganizmanın invitro 
veya invivo olarak. bir ilaca maruz kalması sonucunda şekillenir. Ka~ 

zanılmış rezistansta, l;>akterirıin kemoterapötik ·ilaç ile .ilk te_rf1asa ge­
lişinde, ilaç bakteri üzerine etkilidir, ancak temas süresi . boyunca 
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- Bazı suşlar tedavi sonrasında dirençlili.k · kazanırlar. Örn.: 
Streptomisinle uzun süren tadavide·. veya ~ürin~r Jnfeksiyonlarda kısa 
tedavide. . _. · · · ·' ,, . : ·.: '· ··· · ~ 

- Poliinfel<siyon durumlarında invitro iı:ıce!em~ gerekmektedir. 
Değişik antibiyotikler~. ' de~işlk bakteriierin . duyarlılığı -· polivalan bir 
şel<i!de incelenmelidir. . .. -···ı. - ·. 

Ayrıca bir antibiyotiğin seeiminde düŞÜiıülmesi · gereken önemli 
konular; 

• 1 ı .• -.--· ' 

- Uygun antibiyotiğe karşı, Inf~kt~ eden .orgçınizmanın tabiatın­

da var olan invitro duyarlıli~ın · bil.in.m~_si, · · 

- Aynı türün diğer suşları arasındaki duyarlılık ilişkilerinin bi-
!inmesi, 

.. :~ ·Özelli:kle hepatik-ve ·renal : yet~ez!ik · durumlarında, ·antibiyo­
tiğin toksisite, protein , bağlama, vücutta yayılırn, absorbsiyon . ve,vü­
CkJttan atılını ·gibi farn:ıokol.ojik ·özelliklerin bilinmesi, . 
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.: ......:... Aynı · türün sebep .olduğu infeksiyenların sağaltınıında etkili, 
ciddi klin!k deneyierin gözönünde bulundurulması, 

·- : [)oğuştan var olan · patolojik. proçesin bilinmesi, onun daha 
önceki ·durumunun ve kemoterapiye etkisinin bilinmesi,· 

~ Konakcıqın · iriımun durumunun_ gözönünde bul,unduruimasıd;r. 

. Bütün bu faktörler, orgariizmaların invitro .inhibe edilmeleri veya 
ölüdürülmeleri ve tedavi boyunca, vücut sıvılarında belli konsantras­
yonlarda bulunmaları ·.icin ihtiyaç duyulan, anti mikrobitıl . ilaç kon­
s_ant ~asyonlarının, klinik l_aboratuvarlarında ölçümüne neden. olurlar. 

Bu -konuyla ilgili olarak 'kurulmuş sorumlu laboratuvarlar, sorun 
olan argonizmaya karşı· etkili, uygun antibiyotiğin aktivitesinin · sttır'ı ~ 
dardize invitro testlerle saptanmasına çalışılmdl<ta ve bilgi sağla­
maktadır. 

AEROB· BAKTERiLERiN :ANTiBiYOTiK DUYARLILIK TESTLERi 

1 ---:-. Dilüsyon {Sulandırma) Metqdu .. 

A '- Agar {Katı ortamda) Dilüsyon Testi 

- Nokta ekim yöntemi · 
- Çizgi yöntemi ,. 

· - Szybalski Gradient {Piak) yöntemi 
- Fleming agar kanal yöntemi 

B ___.:. Broth (Sıv ortc;mdq) Dilüsyon · Testi · 

- Mikrodilüsyon yöntemi 
~ Makrodilüsyon yöntemi 

2 - Diffüzyon {Yayınma) Metodu 

A - Kirby Bauer Disk. Diffüzyon Testi 
B - Agar Overlay Metodu 

1 - DiLÜSYON (SULANDIRMA) METODU 

Dilüsyon testleri, mikroorganizmaları öldürmek veya' ür-3melerini 
inhibe etmek için, · ihtiyaç duyuian antimil<robial ajanların {anlibiyo­
tiklerin) minimal .konsantrasyonlarını . {Ml C) tayin · etmek · için kulian ı -· 
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lan . metottur. Antibiyotikleri n ·seri dilüsyonianna organizma!arın · i no~ 

kule ,edilmesi ve inkubasyonu · ile elde edilir. Ml C (Minimal i nh ibis­
yon konsantrasyonu) · mikroorganizmada üremenin görülmediği, ·en 
düşük: antibiyotik. konsantrasyoniıdur. Bu test iki yöntemle yapılabi­
lir: 

1 - Agar (Katı ortamda) Dilüsyon Testı . . ~ . . . . . ·. . . . . . . 

2 ---' Broth (Sıvı ortamda) .Dilüsyon Testi 

Agar (:veya plate) ve sıvı (veyq tüp) terimlerine. kçıtı besiyerinde 
ve. sıvı besiyerinde yg'piian teştleri . belirtmek için «dilüsyon test» te­
rimi eklenmiştir. ·Her .. ikr teri m · gerçekte yani iŞ kullanilmıştir: CünkO 
dilüe edilen, .agar veya, sıvı : ' değil, antimikrobial ilactır. 

Çok duyariı olan bu teknik, uzun maniplcisyonları gerektirmekte 
ve sistematik incelemelerde kullanılmaktadır: :. 

- Yeni bir antibiyotiğin aktivite spektrumu, 
. . 

. ·_ Bakte~i· tür ve cinsierinin birçok a'ntibiyoti6e duyarlılığını, _ 

~ [)ei;jişik 911<eler ve zamqnla~daki bir türün duyarl~lı~ _değişi­
mini, 

~ Antibiyotik[erin kötü yayılıminı, · 

- Yavaş üreyen bakterilerin duyarlılığını, özel besiyerlerinde, 
bulanıklık veya üreme inhibisyonuyla ortaya .koyar. 

Antibiyoti.k d.uvarlılı~ testi icin; daha kantitatif bir metot olan 
dilüsyon testi·, tetr;ıel . olorçık International . Colloborative . Study Re­
commendations veya NCCLS standartlarından alınan dilüsyon test­
lerinden biridir. E3u t~stl~r _ özellikle organizmaların üreıne oranların­
dan etl<ilenmeyen ve antiınikrobial Hacların diffüzyon güçlükleri ol­
mayan direk kantitatif sonuclar verir. Dilüsyon testleri, diffüzyerı test­
lerinin esnekliğine sahip değildir. Genellikle klinik materyall'erin di­
re.k testleri için kullanı lmaz, . çünkü kontaminasyonu saptamak güç­
tGr.' . 'oilü~yon . testleri,_ cintimikrobial terapinin, . uygu.lamadaki doğru­
luğunu 'saptamak icin zÖrunıu olduğunda, kantitatif bilgi sağlamak 
amacıyla yapılabilir. Kalitatif bilgi, genelde birçok infeksiyenun te­
rapisinde yol göstermek için tatmin edicidir. Kantitatif bilgiye, se­
ruındaki ilaç doz seviyeleri · birbirine yakın olarak · gözlendiğinde ve­
ya : disk testleri uygulanamadığından, sonuçların şüpheli -,veya güve­

. nilmez olduğu durumlarda ihtiyac duyulabilir. Yayaş · üreyen organiz-
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malarda polymxinlere karşı duyarlılığın, amirioglycosidlere ,·(özellikle 
gentamicin;. tobramycin, tımikacin) karşı: direnci n .söptanması.:ve disk 
diffüzyon ;.testleri ile .. orta derecede duyarlı veya .. şüpheli · ·sonuçlar 
meydana getiren;- muhtemelen toksik, .. ancak· klinik oldrqk · faydalı an. 
tibiyotiklerin testleri için kullanılabilir. Dilüsyon metodları içinde, uy~ 

gulanan diğer önemli te._stlerde .. n .b.irL. anae~qblçırın _ duy.orlılık testleri­
dir. önem taşıyan anaerob riıikroorgarÜtıliölara - .. karŞı ·(inta-gonizm 
veya sinergizmin sqptanmdsı . v~yaı.l:5akterisidal aktiyitenin-.tayin,edil­
mesi icin yapılmaktadır. Sonuçia, dilüsyon testlerinin rutinde kulla-
.n.lrti( ci_gaf.9.i (üsy~h ·. vidy~ yarı :,ot6rri~t i )<'l~·$~i:ri:(rrii~ .0.i .kf9a.iiy_~y~·rı .. t~.~; 
hi .kleı:)'nde.n clöld~ı eka'namik ve.~ pratik ' 6ı.iü.ınm4stür.' :· ... '--~-.· -· . - ' - ~: 
, · ;·.: :·~... ·i r .. i .... · = :·. · -= :· ·, - · if ı:~- . .. - , ·· .,· , ~· .: ... : ·:·_, .. 

Dilüsyon telq1ikleri, : yukarıdaki ' geçerli liğine- . karşın .·bazr . sakııi.._ 

ca .ları jç~rmekteqir. Bunlar: 
. . . . . :.· .... j· !'. >. _ ; · __ ··:~. •• ": -: ~. · - : :: • • • , • • • -:: - ~ ı , • -· . - . · · · ~··..:.~ · ' .• ;;' 

- Standart diffüzyon yöntemlerine oranla .daha .fazla· be.ceri ve 
dikkat isterler, 

• . ' ' • . • ••· .• .. J, • • :· • •' 

- Kemoterapötiklerin elle daldurulması ve sulandıniması hata-
ların.\(~yn'a~'ııi1ı 61uŞtü ri.ıt. : · .. ~ -·-· ·· -< · ··.. · .. · " ·· 
. • ·. . . • : ı . ' ' • ·,- . '-, • . . - . . '.. . :· - - . ~, . . ~ .. -- •• ·. . : .· . . · ... 

- · .- ·:...:::... KbnfaminasyOnuh· ·kontrol edilmesi~ ve "ölÇülmesi· zordur, 

- Direnç değişlm aralığı ,.co,k , y~ygın plduğLındarı _MIÇ'nun belir­
le:nmesi zordl!r, 

: -· ---. • • • • .• ••.• • • . ""1' 
• •. ' J ' l ... ~ ' ··' • l • __ .. - ; . • . .J •. · - • • ' • :ı ; ;, ,; ' 

- Ekim miktarındaki.' .değişi~liklerin MIC'nu : etkilemesi, · 

.. ,, · ....:::..:.::; Ml C · değerleri yaygıii" 'oldüğundan, toksik··ve sağaltıcı ' değer 
·sı'r1 ırkırı ·yakin : olan a'ntibiyotikler, -içilf önemli ·-·bi ı'.- "j:ırobleriidir. · · . 

. · ..... .--:.; 

<:~ :·ıi; '. . ·, . . .. . .. ı ; ·· i . ,'·;" .. : .. ·. ; • • ı :·:·~:: . . • ' 
,. . ..A - AGAR (KATI ORTAMDA) · DILUŞYOI\I . TI:STI 

• •• • • 1 •. • .,. ı •" . . . . . . .. . . .•.• ,. 

· · '': ı ~-:. · r\ıoi<TA EKiM voNtEMI , .... 
. :' . ; . . .. ' .. ~ . . . -

:. ~ .. 

' .. _ '·ı"·:; . . 

··, .-:·: Ag:çir· dilüsyon -metoi::li.i ;- bircoK ·.suŞuiı te.s'ti itin ·uygun ~l~uğun­
·dô'n . ' inikrbbiaf ko.ntamlhasyciıi\.ı saptama .. olasılıginda'n · veı · sivı 'dilüs­
yo'ıi' ~etodu~~an : bitcli daha üretk~rı' _ ~oiiuçiar . alindiğı için.: fercih adil­
riiektec'ıir: : .. : · · · - · :. · · :- · .. ,., · ·· ., ·, · · : .. ··· '·· · ·;, 

; .,. 
' .' ı ' 

. Anti~iyotik : dilüsyonlarının hazırlanması :.-Antibiyotik dilüsyonları, 
fina!: testte . ·arzu •.edilen titrenin ·10 . katı : daha .:fqzla bir titrede · sto.k 
solüsyondan: hazırlanır .. MIG- saptanmasında 2 katlı (logı) dilüsyonlar 
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kullanılrnaktadır:.' Değerleı:in ,. log 2 . olarak · i fa d~ edilm.esi·, istatiksel · ma.· 
niplasyonları kı::>laylaştırır . . 

• • • ' • ı • ' . • ~ . 1 •• ' ı . :. • • ' -! 1 
- '. . 1 :. ••• 

Besiy~rinin . seçjmi .. ve hazırlcınması . : . Çabuk olarak üreyen aero-
b ik ~e·-:f~*ül~a_ht ari~ero~ik ~akterileı:: ic.'irı )vtueııer-Hinton . agar öne~ 
riltn_iştir_:: ·su . l:ıe~Jyerine; bazı _' zor' üreyen b·akteriyeı ' pdtoje-~lerin . üre-

! l . ; ' . ; 1 ! ~' ; ' . ! . .... . ' ' . ı ·- • • ' : ' • : •• ı ' ~~ 1 - ı 

mesinden ,emi.n_._olmak. için % 5 defibrine .koyun, at ';/eya diğer .hay-
van könlar'ıriın ekierimesi ·gerekli' görüı'müştür. tvfüeller~·Hinton· ·agÖra 
kan ilavesi . nafcillin-. veya . novobiocin gibi yüksek derecede -protein 
bağlı kemotertipötikler hariç · <tl iğerleri nin. test . sonuçlarına ı etkisinin 
çok. az olduğu ··saptciiımıştıc Tr:imethoprim veyCil .' sülfonamidlerin '·ak­
tivitesi, · ıize at: kanı h'ariç,. tüm ·kan koinpon-e·ntıeri · tarafından dhta­
gonize edilmektedir . . Rutinele ·Müeller-Hinton·:. agara· ·kCil·n . ilaVesi •:Zo­
runlu .. d.~,ği,lçl_ir. ~ncak streptokoklar için de.fibrina kar:ı ve. haemqphilus 
türl~rin.fn ~ teşti .. icin. lcô Vitaı x v'evo vx. her bir tfnaı konsantrasyonda 
~-~ 1. org·n'ındçı }Lillaiıılabilir .. Neisserici . meningiÜd.is testlerinde )Vıüel~ 
. ! ~ . . • ' : . . . . . ._ . . - ) j ~ • .... ' • ~. 

lediinton ag·ara kan ilave · edilmediğinqen sor:ıuç!ar tatmirı . edici .. p.u.-
lunduğu halde, Neisseıria gonorrhoeae'nın GC ·(Öifco) 'temel 'besiy~~ 
rindeki . testleri nde· % 5 koyun kanı gerekli bulunmi.ışti.Jr .. · ·· · .. <: 

• :: '...: , ; .. \' '· ' , :. r: ·· .-~'r · . . , .. , : ... · ,;: ... ~·' 1 ~-:ı -.-~:~.: 

:: , · Bı:ıs.iye~inin . uygun · mi.k~arları- . .(1 00( rrım'lik ·, pe~rilere 25 mL , ,agar) 
·'{ida .. kapaklı., ş_işelere . kqnult;ır-ve - otoklavlanır ... Beslyeri ı.sısı şu_,·~,Qr:ı­
y_os_urdq _500C'ye ayarlaı;ıı~ . (Daha .yüksek ısıçja antibiyotik· ilavesi;, bqt 
zulmaya neden olur, daha dQşük _ ısıda ilave ise, y~terli karışıırıa · en­
gel olacaktır). Defibrine kan besiyerine antibiyotik ilave edilip, iyice 

·ka r!Ştiktci'n· so.nra katıiabilir: ·8eslyerinin pH'ı: 7;2- -7,4' olm.aiı'dır.~· :: 
·.·~ . '· ' . · · .... :.~.~· . : ·: · , .· ~--- ı. ·... . .. ,· . .... ·· 

.. , ... ·: Referans· _çalışma . icin; antibiyotiğin her · bir dilüsyonunun 1 vo~ 
.. Jumü; 'ögarin · rıer . bir 9 volümüne \eklenir. Örn.: ·128 ıı.g/ml fina! kon· 
santrasyona 90 ml agara, 1,280 ıı.g/ml'lik solusyondan JO : niJ; eklehe· 
rek ulaşılabilir. Kap içindekinin tamamen karıştırılması ve petri ku­
tularına agarın hızlı olarak dökülmesi gerekir.: . (l(ısmi-.'katılaşriıa ve 
soğuma_ önlenrrıeJ.i.dir). , Kof')troller antibiy()tik . iç~\-m~yen, pefi~riı:ıe ko­
yu.rı . K.c:ı 'ı:ı 'ıı v·~ . kan~ ız · oldrak hazıl-ıoni'D.aktq9ır. · s'eı:;iye~ı,e.rı, AOC'd~ .. s.a~­

' ıa~m·c]lidır . . Rydn ' .ve cifkadaşiarı 1 ' ha.fta 4°C'de sdkı'an'riııŞ ' agcirdci, 
: • • • • ; • 1 • • . " \ ı . 1 • J 'ı • : ·.ı ı • ; • : t f! ·,' ~ • ; 1 - ı ı ,u ..... . ·,-ı : t 

ô~tibiyötik. diiQsyonLarfı:ıtn . aktivitelerin_d,e pir düşm!3 olmadığını. ·. gqı?-
t~~miştir. Ref~·ra·n.s .c,c;ılışmöları icin ?4 ~sqottS:ri . daha ' üzur:ı sy·r~::s·qk~ 
ıdnınamış besiyer lerinin . ki.ıllaiıılriıası ' arzu edilir. . .. 

in'!kylum .. haz,rlanması : T~sti _vc:ıpılan. organizmq . n_umunesinin 

.benzer 4 veya .5 .kolonlsi Soybean~casein digest (Trypticase soy·bro.th 
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v·eya ·tryptic soy broth) gibi 4-5 ml.. uygun bir sıvı ·besi yerine inekule 
edilir. Üreme sonunda barium sulfate standardının yoğunluğuna -ayar­
lanıı;. Bu yoğunluk Pseud()monas aerugino~a için . yaklaşık olarak 
1x1Ö3 ...:...:. 5x1Ö8 ve Enter.ob'actefiocecfe . familyasi için ·şx1'07 CFU/ml'ye 
eŞittir : ·Daha sonra h-azırlanmış antibiybtikli dgard inökülasypn icin~ 
tuz ı u! su veya ' Müener-~i-iinton· broth ici.nde 1 :2o dilüsyonü " hazırlanır. 
lnokulasyor)' iriokutum hazırlandıktaiı so dk. içinde yapılmalıdır. · · 

• '. • • ~.. 1 • • : • •. ' '. • ,• ; • ~ . ~ ' - • • • ' • • • • • • 

. "" . -· B.esiye_rinin in9külqsyonu : inekulum .antibiyotik içeren. besiyerle­
ri :ve! antibiyotik. içermeyen kontrollerin agar yüzeyine 0.001 .-· 0.002_ ml. 
bırakmak. , için oyarionmış öze veya · steers~ replikatörü i!e nokta şek­
.IJ.,nde inokule edilir. Antibiyotiklerin--en düşük konsantrasyonunu ice• 
.r-..e.n petrjJer ilk-öQce, ·kontroller .. en · son ekilmelidir. · 

;; ·inkubasyon :: inekule ·edilen. petrilerde, inekulum noktala-rı tam 
ol8rak ·ab'sorbe ·olunca.ya kadar bekletilir. Sorira 35°C'd~ 16~20 saat 
i'nkül)e:'edilir. ·co2'1i atmosterde ·inkub·e edilmez~ ·su çeşitli ahtibiyo-
tikiEirC!e yuiey· : t:>H'ına ·etkilidir. · · · · ·· · · · 

. : ·. . ;<- .·· .. . . . . 1 1 •• 

Kontrol!er : Petri . k1,1tularının . her. bir setine kontrol olarak sap­
tanmış suşlar inekule edilir. Ketrol suşların herbiri için çeşitli anti­
biyotikterin · Mı c: de·ğerleri· ·saptanmıştır. - MiG'larının en · az· '0/o 95'i bu 
değerler · içinde olmalıdır. ·Bu· değerlerden önemli' sapmalar, kontrol 
·organizmalarının kontaminasyonu veya metotta· mümkün olabilecek 
· hataları dikkatlice araştırmavı .gerektirir. · · 

ı\ . '.~ . ....• ::- . ·• . " . ' . . .· . . . 

· Scınuçlar: MIC, test edilen .organizmada tam_ inhibisyon meyda-
na geÜre~ :-· antibiyotiğin eri düş'ük konsantrasyonunu . ifade eder. Bu 
arada . .belirsiz olarak · görülen . Veya tek kolon i üremesi önemsizdir. 
Ml C 'noktası üremen in birdenbire (% 80-90) eksilma gösterdiği · petri 

-olarak alınmalıdır. 

:.·· · :. 2' -~ .CiZGi:·VÖNTEMi 
... _._ .. 

·.:Arzu edilen ·. tinai:· titrenin · ı o katı tazfa bir titred.e bir antibiyotik 
-~~~isf·· tıaziriÖriır.' 6rh:·:' 8 ~~·Cıdn 1006 ~g·~ kadar: Herbit dilüsyondan 
YŞ· in( . aclör~' ·2-· mL konularak'; · 0,8 . p.g'dan . ·100 (ig/ml'e . kadar _kon-
santrÖsyörilar hcjzirlanir. Bu · şekilde hazırlanan c,lga.rJar, petri kutula-
rıbo dökÜlerek, antibiyotik içermeyen ~ir p~tri kutusu da Kontrol okı-
rak bırakılır. . . · · · 

: · · incele-nmesi istenilen bakterinin, 24 saatlik buyyon küiturlerinin 
1 f.lOOO'Iik:· dilüsyonları haiırlandıktan sonra, 5 mm· aralık ile 25· Ilim 
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uzunlukta, paralel çizgiler cigar üzerine .çizilir: Genellikle 2 kolcin ha:..: 
linde 8 çizgiden, 16 deneme bir petride gerçekleştirilir. Ekim, 2 mm 
çapında standart, bir öze ile yapılabildiği gibi, Heatley pipeti denilen, 
irıce uçlu ve· ucunun 1 cm'si 45° eğilmiŞ pastör pipetleri ile de yapı_­

labiljr ve kapilldrite . Özelli~inden ya idrlanıllr. 18~24 saat inkübasyon ~ 
dan 'sonra, kolol!ilerin sayisı kpntrolie karşılaştırılarak karar- verilir. 

• 
0 

,' O .... 'O : • ' 0 ' 
0

' : ',, o' Oh, 

3 ~ SZVBALSKI. GRADiENT (PLAK) YÖNTEM'i 
. .. . . ' ·,· 

-Bu metotta, .nutr_ient agar bir_· p~tri -kutusuna ,döküldükten . son:­
ra, hafif eğik tutularak, .iki ucu qrosında 1 · cm'lik bir· farklılık sağla~ 
nır. Soğuduktan sonra, bilinen antibiyotik konsantrasyonunu içeren, 
eşit miktardaki agar üzerine akıtılır. Birl~aç saat sonra o eğimle, yük­
sek· agar erasında antibiyotik konscıntrasydr'ı farklılığı meydana ge­
lir ve üzerine çizgf halinde · ekim · yapı.lır.' Sonuçlar ekim hattında !ci 
üremeye göre değerlendirilir. · 

4 - i=LEMlNG'iN AGAR KANAL METODU 
.. 

Bir antibiyotik içeren agar petri kutusuna dökülür. Buzlukta 48 
saat bekletildikten sonra, petri kutusunun kenarındaki oluktan, tek­
rar antibiyotik konsahtrasy'onlari bırakilır. Daha sonra . suşlar bu .oluğa 
dik olarak ekiİir. 24 saat sonra oluşah zonla f değerlendirilir. 

·s - ·BROTH ·(SIVI ORTAMD.A) ~iLÜSYON. TESTi 

Sıvı ortamda dilüsyon antib.lyotik duy9rlılık testleri agar. dilü~ ­

yon metodunun yerine geçen küçük ~ir- modifikasyonudur. Bazı ÖLel­
lik,leri sıvı_ d!lü.syon . metoduna özgüldik . 

1 - MiKRODiLÜSYON YÖNTEMi 

Klinik Laboratuvar Standa itlö rı' Uluslararası Komitesi, Interna­
tional . Collobqratiye Study raporlarıpoa öne sürülen standartları iz­
leyenik, dilü~y6n . metodları ·_ (çin deneysel bir standart . ~urçı rqk yayın-
lamıştır. · · · · · - · .. 

Dilüsyoıilarıh hazırlanması ve besiyerleri : ·: Dilüsyonları · hazırla­
mada ·1 üniteden · (1 p.g/ml) 2 katlı sulandırma serileri veya 1/2 di­
lüsyon · aralıkları tercih edilir. Testin yap·ımında, fdkültatif anaerobla­
rın hızlı üremesi için · Mg2+. ve Ca"+ gibi divalerit katyonlu, sıvı Müel­
ler-Hinton · besiyer~ tavsiye edilmiştir. Divalent katyonlu . besiyerinin 
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Preudomonas aeruginosa testi ; aminoglikosidler,· tetrasiklin ve poli­
miksinlerin MIG'ları üzerine etkisi büyüktür. ·~ . 

':. ' pi~tele~in lnokü!asy~i~.u .: · . A~tif, o.la.rak ur~yen sıvı l<Ô,Itl.irler, rvf~ 
Ferland 0.5 yoğu.nluğuna ayarlanır ·ye,.is~eriilen inokulumu hazırlaina k 
icin difüe edi!irler. Son . iiıokt.İium yaklaŞ·ık okırak 5x1os CFÜ/ml ol~ 
malıdir. Antibiyotik solüs.yonu .. iriokulumla· 112 diiüe · edilecegi · için·, 
son konsantrasyo,n orjinal olarak hazırlananın yarısı kadar olacaktır. 
Plate gözleri plastik veya metal inakulum replikatorleri ile-100 ı~l an­
timikrobial ilaç -Ve 5 p.l standardize inakulum ile doldurulur, inbkulum 
konsantrasyonundaki değişikliklerin test' sonuçlar'ı üzerine etkisi bü-
yüktür. · . , -

.... · '-: ... 

Plateieriın inki.ibasy~nu: inokule, şdilen · mi~rodllüsyon- platel~rl, 
buhar)aşmayı en aza indirmek .is:in bir -- ba_ntla kapı:ıtılır. Plateler plas­
tik veya diğer kaplara yerleştirilir, üstleri · kapatılır. Her. b.ir kabın di.: 
bine ıslak havlu konularak, küçük nemli bir odada 35.C'de 16-20 saat 
inkubasyona bırakılır. Aşırı nemden l<açınılmalıdır. . Nem platelerin 
yüzeyinde _voğunlaştığında l<:ontaminasyona neden olabilir. . 

Sonuçların · değerlendirilmeı:;i :. Piat~l.er. yukandçın · bakılarak -de­
ğerlendirilebileceği gibi, soı:ıuçlar. yon . o,tomatjk veya oto.matik alet­
lerle de okunabilir. ·.MIC . ı:ıoktası, görünür bir ü(eme olmayçın, en dij­
şük ilaç konsantrasyonudur. Üreme kriteri, mikroorganizmanın düğ­
me saklindeki sedimentidir-. Bu 2 mm veya . daha büyük .. çapta olabi­
lir. [~~lC değerlendirilmesinde, tier bir platede ku-llanılan lJ'reme kont­
ı:Oiündeki · mikroorganizmaların üreme karakterleri ile, 'plate gözlerin­
deki dfğer üremalerin . k'arşi laştırılmasınıri .' gözönüne alınması 'Önem·­
lidir. MIC tayini, açık veya ai'yoğuti çukura karŞı, yoğun :çukuru oku­
yarak kolaylıkla yapılabilir. 

2 - MAKRODiLÜSYON YÖNTEMİ 

. Dilü_sy~nl~rıh · ha~lrlanması': Antibiyotik solusybnl~rı /· Müeller-
1-li.nton sıvı besiyerinde diiüe' edil~ii · ilac!ar ile ha:tı.rlO'nmıŞlardır: Sterii 
test tüplerinde, antibiyotiğin 2 katlı dilüsyonları hazırlanır. Sulancilr­
ma ·~serisi · için 1.- test tüpü _ içine antibiyotiğin . hazırlanan solüsyonun­
dan ·2 ml. -konulur. Eldeki her. bir tüpe 1 ml. Müeller~ Hin,ton. sıvı · besi­

yeri- konulur .. ·Steril pipetle 1. tüpten.- 2. tüpe. 1 ml. )aktarılır:. Son ,tüp­
ten .bir öncekine kadar bu· işlem yapılır ve ·t. ,mL alınarak- uzaklaştırı­

lır. Son tüp antibiyotik almaz ve üreme. l<.ontro!u olarak kullanılır. Bu 
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testte antimikrobial ilacın .son . konsantrasyonu, ilk'.dilüsyonun ya"rısı 
kodar oıacaktır . Çünkü üzerine inokulumun eşit miktarı -~kl~nir. 

. - . _. . . . · .. ' 

Tüplerin inakülasyon ve inkübasyonu: inakulum yoğunluk · stan­
dardına ·uygun olarak, 105 ---:- 105 CFU/ml. icerecek şekilde - hazırlan­

mıştır. · Bu inakulum sıvı . besiyerinde 1 :200:e kadar dilüe . edilmiştiL 
Hazırlanan inokulumdah her· bir. test tüpüne 1 ml: eklenir. Tüpler 
35°C'de 16-20·· saat inkube ·edilir. · . ': '·.· 

· .. -Sqrıucıa'rııı çteğ~rleıidi~ilmesi; Arıtibiyotiğin en · düşük · konsa'nt" 
rbsyoiıÜnda .. üremenin töm [nhibisyor;u MIC~nu v_erir ." ·selirsiz ''ü-reme 
ve· kücü~ ,dügn:ıeler· genelde önemsizdir. _Eğer plp~e_:cuku r.und.aki düğ ~ 
me büyük ve "belirli bir yoğunl u l<ta ise. bu ilckın bu konsantrasyonun­
da üre_menin J am _ inhibisyonı.mun b(Jşarı sağlamadığı _ .düşünülür: . 

. Ko·ntroller.: Kalit~ kontrol calıŞmaları nın · amacı uygulanan m-e­
todun 'doğruluk ve kesinliğinden · emin olmaktır. Bu amacİa, · öze.! me~ 
totkır· ·ve · geri'etik stabiliteleri saptanmış referens. suşlar .,.kullaflılmış:. 
tir> B·u suşiai·ıiı degişik antibiyotiklerle. Ml9'1arl saptanmıştır. · Kontrol 
okırak kulianılan bu antibiyotikler ·için MIG'larının % 95;i bu değer­
ler içinde· olmalıdır. B"u ·kalite kontrol ·Ça fısmaları, antimikrobial et ­
kinlik ve dayanıklılık.-· aıet fon.ksiyonlcirı .- v~t teknik be~eri gibi dilÜs­
yon duyarlılık mE1todolojisinde değişkenliğin sürekli olarak incelen­
mesini veya . gözden geçirilmesini sağlar. Tayin edileı-l Ml C; ları ·kont­
rol limitlerinde değils~. bu. deneysel bulgulardaki farklılık, teknik ola-
rak sistematik hatal~rın var oldu~Lm·u -düşundurÜr. . . 

:. ·. 

Diğer kontrol calışmala"rı; 
\ . . 

- Test organizmalarının yaşam kabiliyetini tayin etmek ve üre-
me karşılaştırılmaldrinda gerek düyuk.ın, : bazı bakteri-Hac ·kombinas­
yonları için yoğunluk kontrolü olarak işe yarayan, antimikrobial ilac­
sız, temel besiyerinden ibaret bir üreme kontrolu kul laniimaiıdır. 

- Her bir inokulu'rri numunesi uygun besiyerine ekiinieli ve kon-
taminasyon ,tayin i. için 1 gece in ku be edilmelidir. . . ... 

• .- J. • • ' • • • ~ • 

, .. · .:...:.... Periyodik olara!<, dilüsyon metodlarının tam ve·.inokulum stan­
. dardizcisyonundan emin olmak iÇin, inakulum numunesinden bakteri 
sayı .mları yapılinalidır. . . 

· .:.:.:.:. Sonuçları okuyan personel tecr.übeli olmali, ·sonUçlar -farklı 
laböratı:ıvar· personeli tarafından bağı·msız değerlendirilip karşılaştı · 

rılmalıdır. ,_ ;, 
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2 '"'- ·DiFFÜZYON. (YAVINMA) METODU . · 

Diffüzyo:n yönte;,i, medikal lab;ratuvarlard~ hôlô en yaygın oia­
rak;·kullanılqn yöntemdir. Basit ve çabuk olup; diğer testlerle· yakla­
şık . sonuçlar verir. Bununla beraber, tarnariilayıcı · yöntem olarak kul­
lan_;lan :dilüsyon testleri ile kullanım oranı hemen hemen yari yarıya­
dır. Duyarlı, az çok duyarlı (intermediate), dirençli olarak tayin edi:.. 
len organizmalorın kalitatif testidir. Bu. metod · esnek sonuçlar verir. 
Genellikle Cıreme oranları yaklasık organizmalara. uygulanabilir. Bun­
lar E.nterobakteriie~ ~e Stafilök~klar gibi çabuk üreyen ' bdkt~ri tür­
.leridir. Bu. t~st şimdi Streptococci, Haemophilus irifluehia, Neisseri6 
gonorrhoe'ae 've . PneumocÖccl'lerin testine ad(Jpte edilmiştir. . 
. . :· ....._ . . ·- . . ' . . : . ~ . : . - ' . . ' 

Klinik- Olarak· acil vak'alarda; · klinik materyaı ·testte inekulum 
o!ara.k iş görebilir . . Diffüzyon . testlerinin . yetersizlikleri;. non-kantitatif 
'çıeğe i: lendjriJ1e .vermesi, .blrçök:' yava'ş üreyen mikroorganizma ve ana.­
eroblai:a ~yg.İ.Jiancimayışı', ._ poiiruiksinler gibi iyi diffuz olmayan anÜ­
b.iyotiklerin testte kullanılamavışı ve .organizmalar:ın önceden bilinen 
düyarlilıklarındaki · hatalord ır . Bütün. bunlara karşın, · rutin testleri için 
etkili bi ~ · metottur . . Uygu fanrnad!ğında . veya daha çok kantitatif so­
ı:!uclar istendiğ.inde .dilüsyon. testleri ile tamaml.anma.lıdır .. 

·· :· ,· ' . . . . . . . . . 

· · · -:~u . yö~t~~ çpk say.ıda degişkenden etkilerimektedir; 

- Antibi.yotik miktarı- ve diffuz edilebilirliği; 

- Besiyerinin yoğunluğu ve kaiınlığı, 

~ s.esiyerinin b~le~imi,_.P~ ye Iyonik gücü, 

:.__ Ekilen bakteri mikt~rı v~ metabolik faaliyetleri, 
. . ~ ~. . . ' ' 

··- ;· 

-:-- An_tibiyo~ik ve ~~sırın s~klanabilme ~-oşulları . . 

Diffüzyon yöntemleri · ile · inkubasyondan sonra ·elde edilen · inhi­
bisyon zordanndan bakterilerin antibiyotil<:lere 9uyarlılıklar.ı saptan­
maktadır: Aynı ·bakteri . için, . her antibiyotiğin inhibisyon z~nu farklı 
olabilir, fakat bu farklı zonlar farklı duyarlılık olarak değe_rl~ndir i:e-

. mezler . . örn.:. Polipeptidler ve. polimisinler . küçük inhibisyon, zçınları, 

penisilinler- ise · geniş inhipisyon ~onları vererek, bir bal<teri · içjn aym 

oranda duyarlı olabilmektedirler. 
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Sulandır'ma' yöntenıleri . ile a.ynı koşullarda aynı sonucları veren, 
çok özel ·bir standartiaşma gerel<tirmeyen, ABD ve diğer - ülkelerde 
uygulama alani bulmuş, veteriner · pratiğe de girmiş .olan .diffüzyon 
yöntemi Kirby-Bauer aqıyla bilinen yöntemdir. Kirby-Bouer yöntemin­
de antibiyotik emdirilmiş dis'kler kulla'nılmoktadır .. Diffüzyon testleri 
disk ve multi-disk kullanarak yapılmaktadır. Disl< diffüzyon tesiıe.ri­
nin multi-disk diffüzyon testlerinden daha -uygun sonuclar verdiği 
yapılan araştırmalarla ortaya konulmuştur. 

Antibiyotikler genellikle kuru filtre kôğıt diskieri halinde besi­
yerlerine uygulanmıŞtır~ Disk test ortaminın inokule . edilen yüzeyine 
uygular;ıdığında _bir kaç olay birlikte gelişir. Önce kuru disk agar or­
tamından su absarbe eder ve ilaç. çözünur. Antibiyotik agar ortamınci 
geÇerek; diff.uz olmak . için serbest kalır. H~r bir diskfn çevresini sa­
ran agarda, :Hac . !<orisantrasyonu. derece .. derece değişir. Antlbh/otlk 
diffüzyonu ilerledikçe mikroblal . çoğalma da ·iferler. irihit:iitör kon­
sm1trasyonlarda, ilacın bulunduğu alanda cireme olmadığı görüiür. 
Antibiyotiğe daha duyarlı test organizmalarının . -i~h1bisyon zonu ·da­
ha geniş olacaktır. Generasyon süresi uzun olan ı:iıikr.oorganizmala­
rın , antibiyotiklere karşı daha duyarlı o!dukiaı·ı görülür. · Çünkü, ilaç, 
!ar.diffuz cilmak icin daha uzun zamana sahiptirler. inhibisyon zonu~ 
nun büyüklüğü_nde bakt3ri!erin ür~m-3 oranlannd.aki. değişkenlik farl<­
lı . Haciann 'ta rk i ı oranlaı;cla diffuz olması . ve kullanılan agardan il::ıç, 
ların diffüzyon oran farkiılıkları etkilidir. Bu s'ebeple bir. antibiyotikle 
elde, edilen zon, diğ ·3r antibiyotikle .gözlenen .zonla karşılaştırılamaz. 
iııhibisyon zonunun çapı,. dilüsyon metodundaki MIC değerleri ile in ~ 
direk olarak orantılıdır . . 

Her bir antibiyoÜk için direnci i ve· ·duyarlı kategorileri tayin eden 
MIC noktaian saptanmalıdır. MIG'ların karşılığı olan log!··ve ion Çap~ 
f:arı arasındaki Jinear ilişki, ,istatiksel metod uygulsınarak ifade_ edi­
lebilir. 

__ .Pratikte rutin olarak test yapilan qntibiyotik sayısı sınırlandırıl­
mıştır. Benzer kimyasal yapıya sahip ve benzer aktivite sp~ktrumun~ . 
cia olan antlmikrobial_ ilaçlar bir stnıf olarak kabul edilebilir. Her sı­
nıftan bir ilaç örneği, bu sıniftaki diğer ilaçlar icin orgaııizmanın du-. 
yarlı veya dirençli olduğunı.i önced€m saptamak icin kullanıiÖbilir. ilaç 
seeiminde önemli olan aktivite spektrumudur. Sınıf numuneleri her 
bir sınıf. icinde en . az . aktif ilaç olmalıdır. Böylece tüm yanlışlıklar, 
güvenilmez duyarlılıktan çok; hatalı. direnelilik yönünde .meydana ge~ 
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lecel<.tir.. -Ancak; sınıf numunelerine direnÇli bir._ suş, bu · sınıf içlndel<i 
ilaciardan ·bir veya daha fazlasına duyarlı olabilir. Eğer bu klinik ola­
rak gösterilirse, : dilüsyon metodları ile tekrar: test edilmeleri -gerekir. 

... ": NÇCÜ:> '. V~ :-FDA tarafı-nd~ n· 'Önerilen ve günQmü-~de e~ . ~ok kul~ 
. - . ~ . . . . -. . . . . . .. . .... .. . 

lçıiıilan . disk diffüzyon.:testleri; . ._.. . . ' . ' - ._. . ' 

··~,_.- -A ·-: Kirby-Bouer_, Disk Diffüzyon Testi, 

B - Agar Overlay Metodu·· (Barry ve · arkadaşla.rı)'dJr . 

. Antibiy_otik duyarlılık · disklerinin hazırlanması : Bu amaçla . emme 

ve e'mdiği ~ ~add~yi; uygulandiği besiyerine ' dfffi.ı.z 'ettirebilme · yete­
ı1eği f.azla .. olan '.kô.ğıtlqr k\-fllanılmaktadı'r. Bu· amaçla Wa~man No. 1 

;'' i;:. ıfl .•. •: ' • ' -· -· .. ('/ • . .. ve Wqtmdn No. 2: süzgeç . kôğıtları en uygun l~ôğıtlor o ltırak belirlen-
miŞÜr. su.· ~agıtlar özel . rnaı<ı'n_aiar a~acı_ı lğıyia .. 5-7 mm capi-nda keii­
ıi~le:r. Geniş bir .. prodüksiyon .. için değlşlk antibiyotiklEke ·ai(disklerin 
b!rtcikım nötr 'ıJoya'iarla boyanmasıyla, testierin dege.rlendirilm'esind~ 
ı<olayll k ·sağ!an~aktaCıi r. · Boya.nmıŞ diskler sterilize edilip, aerob ve 
a'naerob ·şartiarda sterilite .kontrolune bırakıfırlar. ·Kullan-ılan kô!;hdın 
Cins'ine göre, her bir diskin eniebileceğ( sıvı -miktarı hesaplanır. Bu 
0.01-·- 0.02 mL civarındadır. Cözeitilerin . ı-iazırlanısında l<ulla~;lacak 
aritimihobik maddenin OzGIIiki-3 potensinin bili.nm~sirie gerek duyu! ~ 
ma ktadır. Steril_ite ·l(ontroller inden ~ecniiş, payalı ya da boyasız disk­
ler 1CiÖ'erlik-. veyçı daha fazla. gruplar halinde ernebileceği miktard_a 
cöielti ' ile temasa getirilir . .-Sonra s-üzÜlür. Süzülen diskler serin· bir 
b'rtamda vantilasyon aracılığıyla ve ultraviyole · altında l<urutulur. Kı.,ı .­
rutulmuş disklei 50 veya 100'1ük gruplar halinde steril şişeler~~ sterii 
şartlarda dağıtılıp .etil<enlendikten sonra, potens._ve temizlik kontrol-
lerine alınrria .lıdır. · · 

A - KIRBY~BAUER DISK DiFFÜZYON METODU 

. Disk d.iffüzyon_ metodu, tv1ü(3_1Ier-J-ii~ton agar ile standardize edil­
m-iştir. ~ Mil<roorganizrrlalçırın cogı.inurı bu· besiyerinde üremesi müm­
kündür. · Şaiı mikroorganizmal.ar, o;~~ defi_brine koyun, at veya diğer 
hayvqn l<ônlarının .· ortama ilave ecli)h,ıesine gerek_sinim . gösterirler. 
Nafeili in .'v'e Novobiocln ka ri ilave 'e.dilmis besiyerinde test edilmeme-

~' • - • • • • 1 • • •• 

lidir. · 

--·, Metod -: Testi.- yapılan bakterinin orjinal kültüründen ()ze ile bir 
kaç :kolon_isi alınır ve :4 ·ml. tryptose phosphate veya trypticase . soy 
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broth. içeren test tüpüne inekule edilir . . Bu tüpler ·daha sonra 2-5 saat 
kadar bakterlal süspansiyonu hazırlamak· için inkube edilir. Bu' .süs­
pansiyon gerekirse tuzlu su ile dilüe edilerek Mc Farland ·No. 0.5 veya 
0 .'5 :· mı. % 1 'lik BciCI çözeltisi ne, 99.5 ·ml. % l'lik sülfirik asit (0.36 M) 
çözeltisi katılarak · ııazırlarian .standart' solüsyona ayarlanır. Petri ku­
tularıncı 5-6· mm. kalınlığında Müeller-Hinton 'agar dökülür. Beriyerle­
ri inokulasyondan önce kurutulnialıdır. Müeller-Hinton agar hazırlan­
dıktan sonra 4 :gün içinde kullanılmalıdır. - Bakteri sıvı süspansiyonu 
pamuklu swab veya baget ile besiyeri yüzeyine eşit olarak üç yönde 
yayılır. ~Y . W~rrı. bir pip~t ile 1-2. ml. lJliktarında inakulum kqnulup, 
pÜtün ?'esiyeı\ni "ka'pıadı,ktan so.nra fçızlası . a, lına~a~ da yqpılabilir: 
1;3esiyeri.nirı "yü;leyi .steril _ şartlqrda .ı<wutulur . . Di~kler qgqr yüzeyin~. 
wvgun .an:ilık.la~ıa •. zqnlcir bir.biri d4e.ril')e. geımevec.el< şekilde, bi.r pens 
veya baş it · d_isk apli~atörü ile : ye~leştirilir : ü.zerihe hafifçe bastı n la.~ 
i·ak, ~esiyeri ·il~ t~ması ·sağla,nır: Hemen veya 30 dk: içinde 37"C'.de 
fnkube _edilir. Bi r gece son,rci' şekillenen inhibisyon zonları kampasla 
ölcülerek değerli:mdirilir: · 

Birçok klinik mikroöiyoioii laboratuvarlarında , antibiyotik ve ke­
moterapötik ajaniara karşı bal<.terilerin duyarlılıklarını tayin etmede 
bü l estin inodif i kasyonları kullanılmaktadır .. 

. .. 
B- AGAR _OVERLAY METODU 

. . A~-~ı ·~~~fol.ojik özellikte, izole e_dilmiş 4-5 kolon i seçili~ ve tüpte 
0.5 ml. Brain heart infusion brotlı besiyerinde gözle görülebilir yo­
ğu'nlukta süspansiyon ha~ırlanır. Bu sıvı l<ültürfer 3'5-37CC'Iik su' ban-
,., .,·, ,. · r" r · · '! • ~ r · . ' • · 

yosi.ında 4~8 ~ saat· inkube edilirler.' Iyice karıştırılmış sıvı kültürden 
bir ··öze dolusu (0:001 mi.) ' ·% 1.5 sulçı_'ndırılmış ve 45-50°C'ye soğutul ~ 
n1uŞ "agarln · 9 ml. ;-si.ne aktarıl ir . Vldci kapaklı tuplerde'ı<i · agar, i.nol<ü­
las\iÖhdan· öiıc~ 's saat bu ı 's l~a tutulmaiıdı'r. Ekim yapılan agar, ha­
fifç'e . ters dön'düri!le i!-3 karıştırılır ve ' Müeller-Hinton agar· (4 mm de~· 
,:inliğinde)' . içere'ıl' 'p?tri kutulahnın yüzeyleri uzerine eşit olarak- ya­
yılır ~ Petri kut'uiai"ı ekimden önce oda: ıs i ·sına getirilmelidir.· inokul·3 
edilen ·petriler. diskler ~ygulanmadan önce·· 3-5 di<~ bekletilmelidir. 

j · •• ' 

..... B~siyerler i inol<ule edildikten sonra 15 dk. içinde antibiyotlk do­
yurulrnuş . diskier, st53ril pensler ıie el kullanarak veya mekC?nik alet­
lerle · besiyeri yüzeyin·3 uygulanır . Tüm diskler agar yüzeyi ile tam 
ı<ontakt ·sağlamak için pensler · ile · cigar · yüzeyine hafifçe bastırılma­
lıdır. 'Disklerin yerleştirilmesinde inhibisyon zonlan kenarlarının üst 
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üste gelmesini önlemek için öiskler, yeterli uzaklıkta birbirinden ayrı 
olmah ve petri kutularının kenarlarına 15 mm:'den daha yakın olma­
malıdır. Genel olara!<. 100 mm.lik petri kutusuna 4 veya 5, 150 mm.lik 
petri kutusuna 12 veya 13 tane yerleştiriiebilir. Diskler uygulandık­
tan sonra. petri ·kutu ları ters. çevrilir ve 35.C'de in ku batöre yerleşti­
rilir. inkübasyon öncesi gecikme antibiyotiklerin prediffüzyonunu 
arttıracaktır. Artan COı'li. ·ortamlarda . inkübasyondan kaçınılmalıdır. 
CO.: bazı antibiyotiklerin aktivitesine etkili olan yüzÇ3y pH : ını değiş~ 
tirebilir: 

Testl~rin okuma_ v~ değerlendirHme.si · : 16-18 sdat' lnkübasy.on­
dan . sonra petri kutuları değerlendirilir. Tam inhibisyon zonlarının 
çaplah. uygun gli:rtler · (cetvel ve·{a çap pergeli vs . ı' lle yakın olarak 
ölçÜiür, ·.Değerl~ndiqiıede siyah .zemin kullanılması yararlıdır, . Kan ~ ı 
be.siyerinde .zoiılar · agar · yüzeyinde ölcülmektedir. Açık iiıhibisyo;ı 
zon0nda · ürey~n . büyük · koiö'n.iler, dirençli veriantlar veya karışik 
inökLilumu temsil edebilir. Bu testin tekrarını gerektirir. Sülfonamid~ 
ler veya sülfonamid trimethoprim karışımiarı durumunda · mikroorga­
nizmolar inhibisyon _oluşturmadan önce· birkaç generasyon . üreyebi­
lirler.- Şe.killenen zayıf üreme önemsizdir (% 80 inlıibisyon). Klinil< 
olarak acil durumlarda, inokü!asyondan . 5-6 saat sonra ön bilgi .elde 
edilebilir. Ancak inkübasyon tekrarlanmalı ve son raporlar 16-18 saat 
dolduktan sonra veri lmelidir. Zon çapları duyarlı, az çok duyarlı (irı­

termediate) ve dirençli olarak değerlendirilir. Bu kategoriler için zon 
cöplannin·· sınırları dahÖ önceden saptanmıştır. 

- Testierin kul!cmımı . ve özel. tedbirler : , Yavaş üreyen organizma~ 
lar. obligat aı~aeroblar ve capnophilier, çabuk üreyen aerobik veya 
f.akültatif organizmaların ~esti için standardize edilen disk . diffüzyon 
metodu ile test edilmemelidir. Bunların duyarlılık testleri için dilüs­
yon metodlanna · ihtiyaç vardır. Özel problemler, methicillin-dirençli 
he~erorezistans . Staph. aureus,.larda görülür. Bu suşlar invitro test­
lerde duyarlılık gösterse pile Penicillin ve Caphalosporinlere karşı 

klinik olarak artmış bir direnç -görülmektedir. Bazı dirençli suşları 

saptarnokta .güçlük .çeki!mektedir. T3stler 35.C'de yapılmalıdır. Çün-

kü! elirenelil ik 37.C'de saptanamamaktadır. P.aeruginosa'nın Genta- l 
misiri'e duyarlılık test sonuçları eriyebilir Mg ve Ca miktarlarına · bağ-
lıdir. Polymyxin B . ve Eogar j~l içinde. kÖtü diff~z olur. Disk .t~stinde 
polymyxinlere direnç .önemlidir •. ancak., sistemik terapi için kullanıla- / 

ca!~sa, diiüsyon· testleri ile saptanan duyarlılık Çnemlidir. Disk dif-
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fi:izyorı testleri güç üreyen mikroorganizmalar için kullanılacaksa mo­
difiye edilmelidir. Uygun kontrol ·suşları testin yapıldığı her. gü h uy~ 
gulanmaiıdır.' Tüm kontrol suşları güvenilir kaynaklardan elde edil-
m iş olmalıdır. . ;. · 

Klinik materyalden direk olarak testlın yapımı : Acil klinik infek­
siyon problemlerinde, duyarlılık test besiyerlerine direk olarak ·inoku­
lasyo'n çok değerli ön bilgi -sağlar. Direk testler direk ··gram· ·boyama 
preparatlarında . çok sayıda tek tür bakt8ri g'örülüyorsa, serebrospi~ 
nal SIVI, diğer' VÜCUt SIVIları veya prulent numuneler· gibi, acil va k' d 
numuneleri ile yapılabilir; B·cmunla b-3raber, klinik materyalden direk' 
rutin testlerinden sakınılmalıdır. Cüiikü, bircek ·materyalden ' karışık 
mikroorganizma ürer ve değerl·3ridirme doğru ·olmaz. Ayrıca inoku~ 

lurn yoğunluğunu standardiz-3 etmek çok güçtür. Acil test sonuçları, 
deneysel vGya ön bilgi olarak rapor edilmeli, ônerilen .. metodlardan 
biri ile :-test tekrarlanmalı VG doğruluğu kuvvetlenmelidir. 

MiKOBAKTERiLERiN DUYARLILIK TESTLERi . 

Mikobakt-::ırilerin ilaç duyarlılık tayininde iki ilkenin bilinmesi ge­
rekir. Birincisi; mikobakterilerdeki ilaç rezistansının, ilaclara .maruz 
kalmaya bağlı · o!mayışıdır. · Mikabakteri kültüründeki ilaç .rezistans 
mutantlorı . streptornisin icin '10''. isoniazid için 103 bakteri olarak sap· 
tanrnıştır. Mutarıi: ins:densin.in bilinmesi önemlidir. 107 - 1.08 . total re­
zistant mutanta sahip hastalar tespit edilmiştir. Bu hastalar basit 
antitüberküloz ilaçlar için sağaltılırsa, kültürleri bu · ilaca karşı - kısa 

sürede yanlız dirençli organizrnalar meydana getirebilir ve · sağaltı m 
başarısız olabilir. Bu sebeple tüberkülozisli hastalar ·daima iki ve ter­
cih olarak üç ilaçla sağaltılmalıdır. Yalnız bir tek ilaç _ alındığında, 

ilaca ·dirençli basill·3rin hızla çoğaltılması ile . sağaltı m başarısız gö­
rülebilir. 

ikincisi; invivo olara!< antimikrobial ilaca karşı klinik yanıt ve 
invitro duyarlılık test sonuçları arasındaki korelasyondur. Klinik ola­
rak : faydalı · olmayan ilaçlarla tedavide, ilaçlara . karşı şekillenen di­
renç, invitro olarak tüb-3rl<:ülozlu hastaların % 1 'i nden daha fazlasın­
da bulunmuştur . . Mikobak.te.rilerin antibiyotik duyarlılık ·testleri yeri~ 

len ilac·a karşı duyarlı ve dirençli basillerin tayinini mümkün kılmalı~ 
dır: Dirençlilik insidensinin tayini için, duyarlılık test platelerinin ge_­
rıt:!HI<Ie iki setini inekule etmek zorunludur. 2. set~e. ilk set icin kul­
lanılan inokulumun 100 katlı dilüsyonları kullanılır. Bu metod, oran­
tılı duyarlılık test metodu olarak bilinmektedir. 
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Şu tında . tüberkülozisin sağaltımında kullanılan 11 ilaç vardır. 

Bunlardan . beşi ilk olarak düşünülür. Bunlar; streptomycin, isoniazid, 
para-aminosalicylic .acid, rifarnpin ve ethambutol'dur. Geriye kalah 
ethionamide, capreomycin, kanamycin, cycloserine, viomycin ve 
pyrazinamid ikinci plqnda düşünül~n ilaçlardır. · ilk ilaçlara direnç 
oiuŞtuğunda kullanılmaktadır. 

Testin yapılışı: Test 4 çeyreğe bölünmüş plastik petri kutuları 

kullanılara.k yapılır.Her bir çeyreğe 5 ml. agar konulur ve Ilk çeyrek 
aııtimikrobial ilaçsızdır, . üreme kontrolu olarak kullanılır. Test için 
yoğun yumurtalı temel besiyeri kullanılmışsa da diğer 7H11 . veya 
71-110 temel besiyerleri de önerilmektedir.ilaclar ilave edilmeden ön­
ce agar 45°C'ye soğutulur. f?u yolla meydana gelebilecek aktivite 
kaybı azalır. 

ilaç 'duyarlılık testi için basitleştirilm i ş bir metod antitüberküloz 
ilaçları iceren filtre · kôğıt disklerinin kullanımıdır. istenilen ilaç kon~ 
santrasyonunu içeren besiyeri plate bölümlerine konulur ve bir çey­
reğine disk yerleştirilir. Her bir diskin ilaç kon~antrasyonu belirlidir. 
Duyarlılık test besiyerinin bir setine bakteri inakulumunun 10-2 di­
lüsyonundan 3 damla · inakule . edilir, ikinci setine 10-4 dilüsyondan 
yine 3 damla inekule edilir. Plateler 37"C'de COı'li ortamda inkube 
edilirler. Ethambutol içeren ortamın 3 haftadan daha fazla inkubds­
yonu, ilaç inaktivasyonu sonucu mikrokolonilerin görünmesi ile so­
nuçlanabilir. Sonuçların değerlendirilmesinin bir yolu, ilaçlı besiyeri 
ve kontrolde kolonil.erin direk olarak sayılması veya hesaplanması­

dır. iıaclı besiyerinde üremede inhibisyon gelse bile tüm koleniler sa­
yılmalı ve kontrol çeyreğindeki kolonilerin sayısı ile karşılaştırılma­

lıdır. Kontrol .bölümü test ortamına ekilmiş mikroorganizmaların sa­
yısını verir. Dirençli kolon i %'si 100 katlı sulandırılmış farklı kültür­
lerin iki dilüsyonu (10-'2 - 10-4)inokule edilmiş platelerin iki setinden 
kolayca hesqplariabilir. 

Mikobakterial duyarlılık platelerine, aside-dirençli basil!er için 
pozitif bulunan salya veya tükrükler yoğunlaştırma ile direk olarak 
da · ekilebilirler (Direk Test). İlk kültür kolonilerinden elde edilen sıvı 
kültürün kullanımı ile yukarıda tanımlanan metod « İndirek Test» ola­
rak tanımlanmıştır. Direl< test eğer materyalde çok sayıda mikabak­
teri varsa iyi sonuçlar verir. Direk duyarlılık testlerinin avantajı, 6-8 
haftada sonuc alınabilen indirek teste karşı 3-4 haftada ilacın di­
rençli veya duyarlı olduğunun erkenden saptanmasıdır. Direk duyar­
lılık testinin dezavantajı, başarılı bir üreme için genellikle oldukça 
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fazla sayıda . mil<:obal<teriye ihtiyaç gösterınesi ve gen(311jkl·e konta­
minant bal(teri i,iremesinin görülmesidir. Ciddi olarak sağoltılamayan 
hc:ıstalardan izole edilen bqkteriler, ilaçlara dirençli organizmalar ola­
rak tayin edilmiştir. Eğer sağqltımında isonlazid gibi bir ilaca karşı, 

primer bir dirençlilik varsa, uygun miktarları sağlayacak üçlü ilaç 
söğditımı" önerilmiştir. ilaç tedavisinde il<en nüks göstereri · lıastalar­
dan'· yapıian·· baktBrial izolatlarda duyarlılık testiGrinin yapımı zorün­
ludur: Bö.y!e hastalarda muhtemelen direnç oluşur'nu yüksektir. 

' . . 

ANAEROB BAKTERiLERiN DUYARLILIK TESTLERi . 

Tüm anaerolJik izo!atlar, rutin antibiyotik testlerine gereksinim 
göstermezler. Çünkü, çoğunun antimikrobial fıaçlara karşı d~yarlı­
l : k.ları önceden saptanmıştır. Bazı durumlarda test sonuçları yanıl­

tıcı olabilir. Çünkü duyarlılık, · polimikrobial ve doğai anaerobik infek­
siyon .numunesin fn alınması ve sonuçların rapor .edilmesi ' aras.ındaki 
sürede değişebilir. Bununla beraber duyarlılık testleri tekrçırlayan in­
fel<siyo"nlar veya osteomyeiitis gibi" uzun süren tedaviye ihtiyaç gös­
teren infeksiyenlar ile beyin apseleri veya endokarditis gibi ciddi in­
fel<"siyonlu hastalar için istenmektedir. 

Ano.:;robil< bal<:teriiGrin duyarlılık testlerinin stan~ardizasyonundd 
Çcfısan!ar, tsl<rarlayan sonuçlar verdiği görülen Agar dilüsyon me-. . . . . . 

todunu yayınlamış!araır. Sıvı dilüsyon testlerinin her ikisi de (makro-
mihodilusyon) gelişmiş laboratuvariarda kolay uygulanmaktuöır. 
Broth-disk tekniği birçok laboratuvarda faydalı !<"abul edilmiştir . 
Anaerob bal<terilerin duyariılık testlerinde agar diffüzyon testleri öne­
rilmez. Çünkü yavaş üreyen veya değişil< üreme oranlarına sahip 
aiıaerob bakteriler ile ortaya çıkan değişiklik ve güçlükler olumsuz­
dur. 

1 - AGAR DilÜSYON TESTi 

Bilinen agar dilüsyon testiniri anaeroblor için modifikösyonüdur. 
Yavaş üreyen .ve beslenme yönünden müşkülpesent suşlar için, be­
siyori V·3ya inkübasyon süresinin modifikdsyonları gerekmektedir. 
Modifiye test öneril·en kontrol suşları ile de test edilmelidir. 

Testi yapılan her bir bakteri için indikatörsüZ thioglycolate sıvı 

besiyeri içinde 5 v_eya daha fazla koloninin inakulumları hazırlanır. 

Bu besiyeri otoklava girmeden önce vit.K (0.1 :!-lg/ml) ve hernin (5 

1_tg/ml) ile ve kullanılmadan hemen önce sod.ium. bicarbonate .(1 mg/ 
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ml} ile tarridmlanriıış olmalıdır. Besiyeri 18~20 saat inkube edilir veyd 
gerekirse üreme süresi uzatılabilir. inol<ulum testte kullanılmadan h·e­
men ônce barilım sulfate standart yogunluğuna ayarlanır. Bu inciku­
lum b~ucella broth içinde de hazırlanabilir. 

Testin yapıldığı gün Wilkins-Chalgren agar içinde antimikrobial 
ilaç dilüsyonları hazırlanır (Agar dilüsyon tekniğine göre}. Bu antibi­
yotikli .besiyeri üzerine, steers replikatörü veya 0.001 ml.lik öze . ile 
inokulumun ekimi yapılır. Petri kutularındaki agar yüzeyinin kuru­
ması sağlandıktan sonra, · anaerobik jarlarda 42A8 saat in ku be edi­
lir. Her suşun .MIC'nu üreme görülmeyen veya ancak belirsiz olarak 
görulebilen, farklı kolani üremesi oluşmayan en düşük ilaç konsant­
ra'syonudür. Hazırlanan test inokulumları, antibiyotik içeren besiyer­
lerinin inokulasyonundan önce ve sonra antibiyotik içermeyen Wil­
kins Chal~j"ren agorın 2 petrisine kontrol olarak inakule edilirler. Be­
slyerleririin bir kısmı anaerobik jarda inkube edilir, bir kısmı aerobik 
veya fcikültatif olarak irikube edilir ve ·kontaminasyon araştırılır. 

2 - BROTH DiLÜSYON TESTi 

Bilinen sıvı dilüsyon testlerinin anaerob bakterilerin üremesi için 
gerekli modifikasyonları yapılm ı ş m3tottur. Besiyeri olarcik 5 IJ.q / ml. 
tıncil konsantrasyonunda, vitam:ıı 1( (0.1y.q/ml) ve hernin iç'-3ren v-J~ 
ya % 5 final l(onsantrasyonda koyun · kanlı peptik dl[est içeren Bru­
ceila broth kullanılabilir. Wilkins-Chalgren sıvı besiyeri veya Schaed­
!er brain heart infusion diğer besiyerleri olarak kullanılabilir. inoku­
lum, agar dilüsyon testinde olduğu gibi hazırlanır. Minimai COı'li sıvı 
besiyerinde 1 :200'-3 dilue . edilir. Antibiyotik içeren tüplere inokulumun 
eşit hacmi eklenir ve yaklaşık olara!< 48 saat anaerobik jarlarda in­
kübe edilir. Antibiyotik içermeyen sıvı besiyeri , her bir suşun testi 
lçin üreme kontrolü olarak l<ullanılır. Bir tCıp de mikroorganizma ina­
kule edilmeden kullanılır. Bu mikroorganizmaların üremesi dışında, 

inl<ubasyon esnasında sıvıdaki zayıf yoğunluğu saptamak için kulla­
nılır. Bu inakule edilmeyen tüpler gerçek üreme ve yoğunluk arasın­
da ayınma yardımcı olur . 

. 3 - BROTH DİSK ELÜSYON TESTLERi 

Bu testte antibiyotikler, istenilen spesifik konsantrasyonu sağla­
mal< ve diffüzyon testlerinde kullanmak için, işareti i kôğıt disklerine 
sıvı besiyeri içinde adsorbe edilirler. 
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Wilkins ve Thiel'in Broth Disk Testleri : 

Lastik kapaklı tüpler kullanılır. CO.:ı'li atmosferde % 0.05 cystein. 
% 0.0005 lıemin, . % 0.002 menadione ve '% 0.5 yeast extract ilave 
edilmiş, brain heart infusionun 5 ml.'sine bir veya daha fazia antibi­
yötik diskleri koı:ıulur. Elde edilen konsantrasyon besiyerinin hacmi 
arttırılarak veya disk sayısının artması ile ayarlanabilir; inoku!urn. 
Chopp~d-meatbesiyerinde 18.-24 saatlik kültürler ile hazırlanır. CO/li 
atnıosferde, an1ibiyotik içeren her bir tl)pe inekulumdan bir dam!a 
damlatılır . Tüpler 350C'de 18-24 s.aat inkube edilirler .. Üreme kontrol 
ile ilaç iceren tüplerdeki sıvının . yoğunluğu karşılaştırılır. ilaca karşı 
duyarlılık, üreme kontrolünün % 50'sinden daha az yoğunlukta ai­
ması veya yoğunluğun olmaması olarak tayin edilir. 

Kuraynski ve Arkadaşlarının Broth Elüsyon Testleri : 

Yukarıda tanımlanan testin basit bir modifikasyonudur. CO/!l 
ortamda uygulamaya gereksinim göstermez. Thiogiycolate besiye­
rinde yapılan bu testler ·aerobik olarak inkube edilirler. inkübasyon 
35oC'de yapılır. Sonuçlar Wilkins ve Thiel metodundaki ·gibi değer­
lendirilir. 

4 - ANAEROBLAR iCiN DiGER BiR TÜP TEKNiGi 

· Besiyeri olarak VF jeloz b~siyeri (1000 ml.) + Demir sülfat (o:s 
gr.) -~ Glukoz (2 gr.) kullanılır (pH 7.4). Besiyerinde sporlu bakteri­
ler için 1G-7 - 10--ıı. çabuk üreyen sporsuz bal<teriler için 1Q-S, zayıf 
kültürler için 1(r3- 10-4 sulandırmalar hazırlanır. 80 -ml. besiyeriy!e 
2 ml. optimal dilüsyon hazırlanır. 5 tüpe 10'ar ml. dağıtılarak, soğuk 
su altında hızla soğutulur. Araya disk konularak 10'ar damla erimış 
ve 800C'de ayarlanmış jeloz ilave edilir. Üzerine aynı miktarda ekil­
miş besiyeri konur. Yavaş üreyen bakteriler için 3rC'de, çabuk üre­
yenler 3rC'de inkübe edilip 12 saat sonunda oda ısısında bırakılır­
lar. inhibisyon zonu diskiere göre değerlendirilir. Sonuçlar sıvı besi 
yerinde indikatörün rengine göre değerlendirilir. 

5 - CHABBERT TEKNiGi 

Test için Viant Fua jelozundan, jelatin jelozundan veya antibi• 
yogram için özel besiyerlerinden yararlanılır. Besiyerleri 20 dk. 100' C' 
d.e bekletilir ve 45"C'ye soğutulduktan sonra incelenecek bakterıden 
bir damla damlatılır. Petri l<utusuna döküldükten sonrçı diskler yer-

21 



Antibiyotik duyarlılık . testleri • t:ideğer 

leştirilir. Tekrar besiyeri dökülerek soğutulur. irihibisyon zonunuri 
varlığı veya yokluğu ancak kalitatif olarak değerlendirilebilir. 

. ANTiFUNGAL iLAÇLAR iLE DUYARLILIK TESTLERi 

Antifungal ilaçlar .. iie duyarlılık testleri, antibakteriyel i:aclar ile 
yapılan testlerde aym sonuçları almak amacı ile ycipılır. Burada amac, 
insan infeksiyonlarının sağaltımrnda kullanmak için en uygun ilaçla­
rın ·seçimine izin verecek güvenilir bilgiyi sağlamaktır. Bu bilgi, ola­
bilecek klinik yanıtın önceden haber verilmesi gibi kalitatif veya MIC' 
ların tayini gibi kantitatif okıbilir. Antifungal ilaçlar ile yapıian test­
ler, antibal<teriyel ilaçlarla yapılan duyanlık testlerinin benzeridir. -Ari­
cak bunun yapımı, antifungal ilaçlar için daha güçtür ve farklılıklar 

vardır. En önemlileri, · organizmaiarın çoğundaki Cıreme farklılıkları 

ve testte kulkınılan besiyeri bileşiminin . temel azeiliklerindeki farl<lı­
lıklardır. 

Antifungal ilaçlar i!e invitro testler, mantarların bazı. l<cirakter;e­
riy!e güçleşir. Bu karakterler dimorfizm, 0zun üreme süresi ve -spe­
sifik üreme ısısıdır. Mantarların üreme ısı farkianndan dolayı orta-
lama inkubasyon ısısı olarak 30°C alınmıştır. ·-

Antifungql ilaçlam örnek olarak .antifunga! . ·antibiyotikierden 
arnphotericin B ve nystatin, sentetik imidazollerden miconazole ve 
sentetil< antimetabolit 5-fluorocytosine verebiliriz . 

. Antifungal ilaçlar . ile invitro duyarlılık test yapımı için 3 metot 
tanımlanmıştır. 

1 ......:... Broth dilusyon 

2 - Agar dilusyon 

3 - Diffüzyon disk testi 

1 ~ BROTH DiLUSVON METODU 

Sıvı dilusyon metodu, spesifik mikroorganizmalar icin verilen an­
tifungal ilaçların MIG'larının kantitatif değerini ·invitro olarak ölçme­
yi sağlar. Aynı zamanda, bileşim i n minimal fungisidal konsantrasyon 
değerini ölçmeyi de sağlıyabilir. · 

Besiyeri : Besiyerinin seçimi, testi" yapılan ilaca bağlıdır. Unbuf-· 
fered (tampo·nsuz) yecist-riitrogen base'e· % 1 glikoz ve % 0.15 as-· 
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paragine eklenerek 5-FC ile . yapılan testte kullanılmaktadır .. Ampho­
tericin B v.e nystatin ile . testler . antibiyotik besiyeri 3FDA'da yapıl­

maktadır. Miconazole ve ketoconazole brain heart infusion broth ve 
-sabouraud gibi zengin besiyerleri ile antagonize edilirler .. Bu subs­
tcnslor için uygun besiyerleri YNB ve casein-yeast extract glukoz 
brothtur. 3 grup ilaç için tek uygun besiyeri YNB bufferdır. · · 

iiaç solusyonları : Standart 5-FC solusyonu distile suda hazır­
lanmış ve titrasyon ile sterilize edilmiştir. Amphotericin B ve nysta­
tin ile standart ilaçtan 5.000 [J.g/ml. solusyon hazırlanır. au ilaçların 
standart substansları dimethyl sulfoxide- veya dimethylformamide'de 
eritilebilir. imidazoller için değişik eriticHer kullanılmıştır. K~tocona­
zo!e en iyi 0.2 N HCl'de çözünür. 

inakulum hazırlaınması : fnokulum Sabouraud agar .veya YN_B 
agarda üreyen 28-48 saatlik kültürlerden hazırlanır. Süspansiyonlar 
steril tuzlu su ile hazırlanır. 530 nm'de % 95 transmissiona ayarla­
rıır .. inakulum ayarlamada diğer bir teknik Wickerham card tekniği­
dir. Aynı süspansiyon kontrol organizmaları için de hazırlanmalıdır. 

ilaç dilusyonları - testin yapıtışı : 1 x YNB, antibiyotik besiyeri 
3FDA, casein-yeast extract-glucose broth veya 1 x YNB buffer· ile 
ilaçların 128 mg/ml. solusyonları veya Amphotericin B'nin 32 mg;ml. 
solusyonundan 10 ml. miktarında hazırlanır. 

12 steril tüp alınır. 2. den 12. tüpe kcidar 5 ml. uygun sıvı besiyeri 
konulur. 1 ve 2. tüplere ilqç solusyonlannın 5 ml.'si ilave edilir. 2 tüp 
icindekiler karıştırılır ve seri olarak Ilaçlar dilue ·edilirler. Son tüpten 
5 ml. atılır. Bu işlem 0.06- 128 mg/ml. Amphotericin B için 0.02-32 
mg/ml. konsantrasyonda dilusyon serilerini verecektir. Her dilusycin­
dan 4 ml. alınır ve 4 steril tüpe eşit olarak bölünür. Geriye kalan 1 
ml. kontrol olarak kullanılır. Üreme kontrolü olarak 4 ml. iriokutum 
bulUnan tü pe, 1 ml. ilaçsız sıvı besiyeri eklenir. ·Kontrol organizmb­
ları ve testin standardize süspansiyonunun 0.05 ml.'si ile ilacın h~r 
bir konsantrasyonunun her iki tüpü inekule edilir. Aynı zamanda üre­
me kontrolü için ilaçsız besiyerinin iki tüpü her bir süspansiyon ife 

inekule edilir. Kültürler 30°C'de 48 saat veya üreme kontrol tüpünde 

görülür bir üreme oiuncaya kadar inkübe edilirler. Üreme kontrol po­

zitif verdikten sonra en kısa sürede okunmalıdır. inkübasyondan son­

ra tüpler incelenir ve MIC'Iar kayıt edilir. MIC, zayıf bir yoğunluk 

veya belirsiz bir üreme ile açık olarak görülebilen, üreme inhibisyo-
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nu"'a· neden: olan ilaçların en düşük konsantrasyonu olarak tayin: edi­
lir . . Minimal fungisidal. konsantrasyon 3 koloniden daha az veya ne­
gatif subl<ültürlerde. kullamlan ilaçların en düşük konsantrasyonu 
olarak liesaplarıır. 

2 - AGAR DiLUSYON METODU 

.·. Antibakteriyel ilaçlarda 'olduğu gibi, antifungal ilaçlarla sıvı di­
lüsyon testleri, agar· dilusyon testlerine adapte edilebilir. Agar dilus­
yon testleri C,dlbicans'ın imidazole karşı direncini saptayamdz. Buiıa 
karşın agör dilusyon testi sıvı dilusyon testine oran'la daha etkili' bu­
lunmuştur. 

ilaç dilusyonları ve besiyeriari : Stok ilaç solusyonları yukarıd·a 
tanımlarıdığı gibi hazırlanır~· ilaç dilusyonları arzu . edilen final kon­
santrasyonun 10 katititrede uygun bir sıvı besiyerinde hazırlanır. Di­
Jusyonlar Moltem·agara 1/10 oranında olacak şekilde ilave edilir. Uy­
gun besiyerleri ·antibiyotik ·medium 12, ·. polyene için bufferii yeast 
mo'rphôlogy agar (YMA). 5~FC için buffel'siz YMA ve imidazol için 
ços~eip~yea~t extractgiucose · agar'dır. 5"FC dışında tüm ilaefor için 
uygun bir besiyeri Kimmig agar'dır. Bufferli YryJA, antifungal ilaçların 
tumü icin önerilmektedir. 

inekulum ve testin yapılışı : Agar dilusyon testleri için inokuluııı, 
sıvı dilusyon testleri için yukarıda tanımlandığı Q.ibi hazırlanmakta­
dır·. :inokulasyo~d·a en az 106 c·FU/ml. organizma taş:yan 0.001 - 0.003 
m).'ye ayarlanmış mekanik replikatörler. kullanılmaktadır. Bu testte 
Jiac . dilusyanların i iceren be.siyerlerinin inokulasyonundan önce. ve 
s~nra ilac.sız besiyerierinin ekimi yapılır. . Testten güvenilir sonuçlar 
eld~ et.mek. icin her bfr kontrolden pozitif üreme yanıtkın alınmalıdır. 
inki..ibasyon . 3ooC'de yapılır. inl<ubasyon süresi, ilacsız kontrol besi­
yerieriiıde, üremenin görülmesiyle ayarlanabilir. Sonuclar koloriilerin 
ü'tgunlaştığı gprüldüğünde okunmalıdır. MIC makroskobik olarak gö­
rülebiieri . koleniterin ürerıiesini engelleyen ilaçların en düşük kon­

. saiıtrÖsyonu ·olarak tayin edilir. Belirsiz veya nokta şeklindeki kolo-
niler negat.if ' olarak kabul edilir. . 

· Inekulum hacmi 5-FC ile testte çok önemlidir. Aşırı derecede 

küçük: inekulum invitro duyarlılıkta güvenilmez sonuçlar verir. imida­

zellerde besiyerinin seÇimi çok önemlidir. Çok zengin besiyeri, invit­

ro rezistansın .yanlış saptanmasına nede.n olur. Antifungal .ajanlar 
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ile sıvı ve agar dilusyon test metodlarının standardizasyonu için bu 
iki problemin çözülmesi gerekir . . 

3 - DiFF~ZYON DiSK TESTLERİ 

Antifungal ilaçlarla diffuzyon cjisk testleri tanımlanmış .ancak 
henüz tam olarak standardize edilememiştir. · Deneysel olarak hazır­
lanmış disk ceşltlari ticari ·olarak oulunmaktadır.· Antifungal · ilaçlcir 
ile diffuzyon disk testlerinin uygulanması sınırlıdır. Polyene bileşik­

leri . ve imldazol için bu testiri uygulanması sakuıcalıdır (Eksik duyar:: 
lıl'ık, farklı erime özelliği, vs.). 5-FC diffi.Jzyon disk testlerine kolayca 
uygulanabilir bir substansdır. 

Test, selektif besiyerinde, diffuzyon disk metoduna göre ve her 
antifungal ajqn için modifiye edilerek _ uygu!anır. Zon çaplarına göre 
sonu~lar, duyarlı, az cok duyarlı (intermediate) ve. dirençli olarak de­
ğerlendirilir. 

Antifungal · ajanlarla diffuiyon testlerinde disklerden başka tab­
Ietler de kullanılmaktadır. Yapılan diffuzyon tablet testleri, disk test­
lerinin bir analoğudur: 
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