ANTIMIKROBIYAL DUYARLILIK TESTLERI

Yrd. Dog. Dr. Ugur DEMIRPEK

Antimikrobiyal duyarlilik testleri, bir antimikrobiyal ajanin belli bir bakteri tlrtine karsi
in-vitro etkinligini saptamak amaciyla uygulanan testlerdir. Klinikte antimikrobiyal tedavinin,
duyarlilik testlerinin sonuclarina gére belirlenmesi esastir. Ancak bazi durumlarda etiyolojik
ajanin Uremesi ve duyarliiginin belirlenmesi beklenmeden ampirik tedavi protokolleri
uygulanabilir. Ampirik tedavi protokollerini belirlemede belli bir bdlge veya hastanede
dnceden belirlenmis duyarllik sonuglari géz éniine alinmaktadir.

Antibakteriyel Duyarlilik Testleri
Antibiyotik duyarlilik testlerinde "difiizyon" ve "dilisyon" olmak Uzere baslca iki metod
kullanihr.

A. Diflizyon testleri

1. Disk diflizyon testi

Rutin laboratuvarlarda antibiyotik duyarlihginin saptanmasinda en sik olarak
kullanilan yéntem disk diflizyon testleridir. Ucuz ve uygulamasi basit olan bu yéntem Kirby-
Bauer tarafindan gelistirilmistir ve bu isimlerle de anilmaktadir. Bu test, kagit disklere
emdirilen antibiyotigin, duyarlih@ arastirilan organizmanin inokule edildigi besiyerine
difize olmasi temeline dayanmaktadir. Bu amagla; belli miktarlarda antibiyotik emdirilmis
kagit diskler, test edilecek olan mikroorganizmanin yogun bir sekilde inokile edildigi kat
besiyerlerine yerlestirilir. Diskler bir sire sonra ¢6zinUp agara dogru difize olurken,
inoklle edilen mikroorganizma da c¢ogalmaya baslar. Belirli bir inklbasyon siresinden
sonra ilacin inhibitér konsantrasyonlarinin saglandigi diskin ¢evresinde Ureme goérulmez.
Mikroorganizma ilaca ne kadar duyarli ise, diskin etrafinda olusan inhibisyon zonu o kadar
genis olacaktir. inhibisyon zonunun capi mm seklinde dlgllerek, standart zon tablolarina
gbre degerlendirmeler yapilir ve mikroorganizmanin kullanilan antimikrobik ajanlara kars!
duyarhlik durumu belirlenir.

Bu y6ntemde, incelenecek olan mikroorganizma trypticase soy buyyonda 2 saat
sireyle 37°C'de inkilbe edilir. Bulaniklik olustuktan sonra McFarland 0.5 (10®
mikroorganizma / ml)'e gére ayarlanarak standart bir bulaniklik olusturulur (McFarland
standartlari, bir sivi besiyerinde bulunan bakteri sayisini belirlemek amaciyla gelistirilmistir.
McFarland'in baryum klortr ve sulfirik asit kullanarak gelistirdigi standart bulanikhk tlpleri,
sivi bir besiyerine ekilen bakterinin miktarina esdeger bulaniklik derecelerini icerir). Bu
sUspansiyondan steril bir ekiivyon yardimiyla alinan érnek Mueller-Hinton agar yuzeyine
inokule edilir. Takiben farkli antibiyotikleri iceren diskler steril bir pens yardimiyla agar
yuzeyine yerlestirilir. Bu iglem yapilirken, olusacak zonlarin birbiri Gzerine gelmemesi icin
diskler arasinda 22 mm, petri kenarindan ise 14 mm uzaklik olmasina dikkat edilmelidir.
Daha sonra besiyerleri 18-24 saat stireyle 35°C'de inkiibe edilir ve olusan inhibisyon
zonlar olgular.

2. E-test

Glnimiizde kati besiyerinde difiizyon yoluyla MIK (minimum inhibitér konsant-
rasyon) degerlerinin saptanmasina olanak saglayan yontemler de bulunmaktadir. E-test bu
prensibe dayanan bir yéntemdir. MiK bir mikroorganizmanin tiremesini énleyen en disik
ilag konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir.



E-test yonteminde test edilecek bakteri 0.5 McFarland yogunluga getirilip Mueller-
Hinton agar ylUzeyine steril bir eklivyonla yayilir. Takiben agar ytzeyine, belli bir antibiyotik
gradienti iceren E-test seritleri yerlestirilir. Plaklar 18-24 saat siireyle 35°C'de inkiibe edilip
MIK degeri belirlenir. MiK degeri serit etrafinda olusan inhibisyon elipsinin serit Gizerindeki
Olcekle kesistigi noktadir.

B. Diluisyon testleri

Dilusyon testleri, bir antimikrobiyal ajanin bir mikroorganizmanin Gremesini inhibe
etmek veya o6ldirmek igin gerekli olan minimum konsantrasyonunu belirlemek icin
uygulanir. Dilisyon testleri "tip dilisyon" ve "agar dilisyon" olmak Uzere iki sekilde
uygulanmaktadir.

1. Tap dilisyon

Tdp dilisyon "makro" ve "mikro" olmak Uzere iki sekilde uygulanabilir. Her iki
ybntemin de prensibi aynidir. Makrodilisyonda test tUpleri, mikrodilisyonda ise "U" ya da
"V" tabanli "mikroplate"ler kullanilir. TUp dilisyon metodunda besiyeri olarak katyon
(kalsiyum ve magnezyum) eklenmis Mueller-Hinton buyyon kullanilir.

Test edilecek olan antibiyotikler 6nce 6zel ¢bziculeri icinde hazirlanir ve takiben bu
sivi besiyerinde iki kat azalan sulandirimlari yapilir. Mikroorganizmanin standart bir
inokdilumu (1x10° CFU / ml) hazirlanip, antimikrobiyal ajanin cesitli diliisyonlarini iceren
her bir tlipe esit miktarlarda eklenir. Ayrica antibiyotik icermeyen, Gremenin gdstergesi olan
kontrol tiplne de eklenir. Bakteri inokule edilmemis, sadece besiyeri konmus bir tip veya
cukur da besiyeri kontroll olarak hazirlanir. Besiyerleri 35°C'de bir gecelik inklibasyondan
sonra bakteri Uremesini gosteren bulaniklik yoninden incelenir. Bakterinin Uremesini
Onleyen, g6zle gorunadr bir bulanikhdin olmadigi en dusuk ila¢g konsantrasyonu, minimum
inhibitor konsantrasyon (MiK) olarak degerlendirilir.

2. Agar dilisyon

Agar dilisyon ydnteminin prensipleri tip dilisyon yontemiyle aynidir. Tek fark, agar
dilisyon yoénteminde antibiyotik sulandirimlarinin agar igine konmasi ve petri plaklarina
dékulmesidir. Béylece her plakta antibiyotigin farkli konsantrasyonlari bulunur. Bu yontem
icin de dnerilen besiyeri Mueller-Hinton agardir.

Test edilecek bakterinin yogunlugu 0.5 McFarland bulanikliga ayarlanir, takiben
1:10 oraninda sulandirilarak 10° CFU / ml elde edilir. Bu bakteri siispansiyonundan
manuel olarak veya 0Ozel inokUlatérler yardimiyla 1-2 ml inokule edilir. Boylelikle agar
ylUzeyindeki bakteri sayisi ortalama 10* CFU / ml olur. inokiile edilen plaklar 35°C'de 18-24
saat sireyle inkiibe edilir. MIK degeri Gremenin engellendigi en disik antibiyotik
konsantrasyonudur.

DiSK DiFUZYON TESTi PROSEDURU

AMAC:Bu ybéntemde, sik rastlanan belirli patojen bakteriler agar disk difiizyon testi
prosedurllyle yar-kantitatif in  vitro duyarlihk testi i¢in  kullanilir.  Bunlara
Enterobacteriaceae, Staphylococcus tirleri, Pseudomonas tirleri, Acinetobacter tirleri,
Enterococcus tirleri, Vibrio cholera ve modifiye prosedirler yoluyla Haemophilus
influenzae, Neisseria gonorrhoeae, Streptococcus pneumoniae ve diger streptokoklar
dahildir.



ONEMI: Belirli konsantrasyonlarda antimikrobiyal ajan emdirilen, kurutulmus filtre kagit
diskleri kullanilan agar difiizyon yontemleri 1940’larda gelistiriimistir. Bu test yonteminde
degiskenligi ortadan kaldirmak veya azaltmak icin, Bauer ve arkadaslari, test ortami olarak
Mueller Hinton Agar'in secildigi standartlastirimis bir prosedir gelistirdiler. Daha sonra
gesitli denetim daireleri ve standart olusturma kurumlari, Bauer-Kirby ydntemine
dayanarak standartlastiriimis referans prosedurleri yayinlamislardir. Bu standartlastinimis
prosedurlerin ilk ve en gok kabul gdrenleri, ABD Gida ve llag Dairesi (FDA) ve Dinya
Saghk Orgutinin  (WHO) vyayinladigi prosedirler olmustur. Prosedir, Klinik ve
Laboratuvar Standartlari Kurumu (CLSI, eski adiyla NCCLS) tarafindan bir konsensts
standardi olarak kabul edilmistir ve belirli araliklarla giincellenmektedir.

PROSEDUR ILKELERI: Cok cesitli antimikrobiyal ajan iceren diskler, saf klinik izolat
kaltarlerinin inoklle edildigi Mueller Hinton Agar (veya H. influenzae i¢in Haemophilus Test
Ortami Agari, N. gonorrhoeae igin zenginlestiricili GC Agar veya S. pneumoniae, B-
hemolitik ve viridans grubu streptokoklar icin %5’lik Koyun Kani iceren Mueller Hinton
Agar) plak yiizeylerine yerlestirilir. inkilbasyon sonrasinda plaklar incelenir ve diskleri
cevreleyen inhibisyon zonlari &lcllip, belirlenen zon boyutlanyla karsilastinlarak
antimikrobiyal terapide kullaniimak i¢in en uygun antimikrobiyal ajan/ajanlar tespit edilir.

REAKTIFLER: Antimikrobiyal ajan igeren diskler, yiiksek kalitede absorban kagida
(WHATMAN kagidi) tam olarak belirlenen antimikrobiyal ajanin standart konsantrasyonda
emdirilmesi ile hazirlanan 6-mm’lik disklerdir. Disklerin her iki tarafi da etken madde ve
miktarini belirten harflerle ve rakamlarla belirgin sekilde isaretlidir. Disk performansi
yalnizca disk etkinligine degil, dogru inokldlum ve kontrol kilttrlerinin kullanimina, islevsel
olarak 6n denemesi yapilmis plaklarin kullanimina, uygun saklama sicakhdina ve diger
faktorlere baghdir. Tim prosedirler boyunca mikrobiyolojik tehlikelere karsi uygun aseptik
teknikleri ve belirlenen 6nlemler uygulanir. Kullanim sonrasi kdltdrler, kaplari ve diger
kontamine olmus malzemeler sterilize edilir.

SAKLAMA TALIMATLARI:

1. Diskler -20°C ile +8 °C’de saklanir. Laboratuvar buzdolabi sik sik acilip kapaniyor ve
uygun sicaklik korunamiyorsa, dolaba yalniz bir hafta yetecek kadar disk konur. Bazi
diskler (6rnegin karbapenemler) tercihen -20 °C’de dondurularak saklanmalidir.

2. Diskler yerlestiriimeden 6nce oda sicakhgdina gelmeleri beklenir. Disklerin uygulanmasi
tamamlandiktan sonra kartuslar buzdolabina geri konur.

3. Once en eski diskleri kullanilir.

4. Son kullanma tarihi gecen diskleri atilir. Hafta boyunca disklerin sik sik ¢ikarildig
kartuslar ve gece laboratuvarda birakilmis diskler de atilmali ya da kullanima devam
etmeden 0&nce disklerin kabul edilebilir performans g&6sterip gdstermedigi test
edilmelidir.

5. Diskler 6nerilen kontrol organizmalariyla hatali zon boyutlari olusturuyorsa prosedurin
tamami kontrol edilmelidir. Hatali zon boyutu diskten, inokulasyondan, ortamin
hazirlanmasindan veya derinliginden (yaklasik 4 mm) veya diger faktdrlerden
kaynaklaniyor olabilir.

ORNEKLER: Killtiirler, antimikrobiyal terapiye baslanmadan ®nce hastalardan alinan
6rneklerden turetilmelidir.



PROSEDUR

Saglanan Malzemeler: Antimikrobiyal duyarlilik testi diskleri

Gerekli Fakat Saglanmamis Malzemeler: Yardimci kiltlr ortami, reaktifler, kalite kontrol
organizmalari ve standartlastinlmis prosedirle disk difzyon duyarllik testini
gerceklestirmek igin gerekli laboratuvar ekipmani. 0,5 mL 0,048 M BaCly'U (%1,175 [w/v]
BaClz*2H-0) 99,5 mL 0,18 M (0,36N) HxSO4e (%1 [v/v]) ekleyerek 0,5°lik McFarland
tirbidite standardini elde edilir. 1 cm’lik 11k yolu ve uygun klveti olan bir spektrofotometre
kullanarak dogrulanir; 625 nm’deki absorbans 0,08 — 0,13 olmalidir.

Kullanici Kontrollerini iceren Talimatlar:
1. Test ve kontrol kiiltdrleri ile inokdlum hazirlanmasi:

a. Yalnizca saf kaltdr kullanilir.

b. Ug ila bes benzer koloni segilir ve inokllasyon ignesi veya 6ze kullanarak 4 — 5 mL’lik
triptik soy broth gibi uygun bir sivi ortamina (broth) (veya glg¢ Ureyen organizmalar igin
Mueller Hinton Broth) aktarilir.

c. Gerekiyorsa, 0,5 McFarland’lik tirbidite standardini (yaklasik olarak, 1 ila 2 x 10® CFU /
mL) elde etmek icin sivi ortamdaki kiltlrler 35 °C’de 2-6 saat slreyle inklibe edilebilir.
Alternatif olarak; gece boyunca inklbe edilen agar plagindan alinan kolonileri kullanarak
dogrudan bir sivi besiyer veya tuz suspansiyonu hazirlanir. (H. influenzae ve N.
gonorrhoeae icin kanli agar veya cikolata agar gibi secici olmayan bir ortam
kullaniimalidir). Dogrudan koloni stspansiyon ydntemi, Staphylococcus tirleri, S.
pneumoniae ve diger streptokoklar, Haemophilus tirleri ve N. gonorrhoeae igin tercih
edilir.

d. 0,5 McFarland’lik turbidite standardina esdeger bir tlrbidite dederi elde etmek icin
gerekiyorsa seyreltilir. Seyreltim sivisi olarak steril sivi besiyeri veya tuz c¢dzeltisi
kullanilabilir. Alternatif olarak; inokilum fotometrik olarak standartlastirilir.Geceden kalma
sivi besiyeri kiltdrleri inokdlum olarak kullaniimamahdir.

2. inokdlasyon:

a) 15 dakika iginde, steril bir eklvyon uygun bir sekilde ayarlanmis inokiluma daldirilir ve
fazla sivinin akmasi igin eklvyon tlpun i¢ Ust duvarina bastirilarak birkag kez
dénduaraldr.

b) Mueller Hinton Agar (veya uygun baska bir agar) plaginin yizeyi, tamami U¢ kez
cizilerek ekim yapilr. Egit bir inokulasyon elde etmek icin her ¢izimden sonra plak 60°
dénduaraldr.

c) llag agilanmig diskler uygulanmadan 6nce, varsa ylizey neminin emilmesi igin kapak 3
— 5 dakikaligina aralik birakilabilir ama bu stire 15 dakikayr asmamalidir.

3. Uygun diskler segilir.

4. Diskler dispanser veya penset araciligiyla, aseptik énlemlere dikkat edilerek uygulanir.

Diskler, merkezleri arasinda en az 24 mm olacak sekilde yerlestirilir. Penisilin ve

sefalosporin disklerinin petri kabi kenarindan en az 10 mm uzakta olmasi ve merkezleri

arasinda en az 30 mm mesafe bulunmasi tercih edilir. H. influenzae, N. gonorrhoeae ve S.

pneumoniae ile 150 mm’lik plak i¢in en fazla dokuz veya 100 mm’lik plak igin en fazla dort

disk kullanilir. Disklerin agar Uzerinde ylUzeyle temasi saglamak icgin steril bir igne veya
forsepsle disklere bastirilabilir.



5. Plaklar 15 dakika iginde, agar ylizeyi yukari bakacak sekilde 35 + 2 °C’lik inkUbatére
yerlestirilir  (Staphylococcus turleri icin  test 35 <°C’den yiksek sicakliklarda
gergeklestirildiginde metisiline direngli stafilokoklar [MRS] tespit edilemez. N. gonorrhoeae
ise 36 + 1°C’de [37 °Cyi asmayin] inkibe edilmelidir). Haemophilus tirleri, N.
gonorrhoeae, S. pneumoniae ve diger streptokoklar %5’lik CO. ile zenginlestirilmis
atmosferde inkibe edilmelidir.

6. 16-18 saat inkibasyondan sonra plaklar incelenir (N. gonorrhoeae,
S.pneumoniae ve diger streptokoklar igcin 20-24 saat).

Metisilin / nafsilin / oksasilin / vankomisine direncin tespiti amaciyla Staphylococcus tirleri
icin ve vankomisine direncin tespiti amaciyla Enterococcus turleri icin tam 24 saatlik
inklbasyon &nerilir. Tamamen inhibisyon gérilen zonlarin ¢aplar genel gérsel incelemede
belirtilen sekilde Olgulir. Zonlar, en yakin tam milimetre degerine kadar ol¢ulir. Sadece
izole kolonilerin gelismesi inokUlumun yetersiz oldugunu gdsterir, bu durumda test
tekrarlanmalidir. Farkh ilaglar iceren disklerin etrafindaki zonlar ilaglarin etkisinin
kargilastirimasi amaciyla kullanilamaz. Sik gérilen aeroblarin testi icin tahmini degerleri
gbsteren Zon Capi Yorumlama Tablosuna (CLSI) bakilir.

7. Onerilen kiltiirlerin kullanildigi kontrol testleri, duyarlilik testinin gerceklestirildigi her
gin veya CLSI standardina goére yeterli performans belgelenebiliyorsa her hafta
yapiimalidir. E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923, P. aeruginosa ATCC 27853, H.
influenzae ATCC 49247, H. influenzae ATCC 49766, N. gonorrhoeae ATCC 49226, S.
pneumoniae ATCC 49619, E. coli ATCC 35218 (B-laktamaz Ureten sus), E. faecalis ATCC
29212 (gentamisin 120 ug ve streptomisin 300 pg disklerinin kalite kontrol testi igin) ve
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 (ESBL’lerin tarama ve teyit testleri igin) icin tipik zon
boyutlari tabloda verilmistir (CLSI) ve tim prosedlr igin dogru performans kriterlerini
gbstermektedir. E. faecalis ATCC 29212 (veya 33186), yeni Mueller Hinton Agari lotlarinin
disUk timin ve timidin igerigi bakimindan degerlendirilmesi igin de &nerilir. H. influenzae
ATCC 10211, Haemophilus Test Ortami Agarinin ¢ogalmayi tesvik edici 6zelliklerini
dogrulamak igin dnerilen baska bir kalite kontrol susudur.



MiK MiKRODILUSYON VE MAKRODILUSYON HAZIRLANMASI VE EKIMi

Doc. Dr. Ahmet Yilmaz COBAN

Antimikrobiyal ajanlarin MIiK degerlerinin tespit edilmesi igin diliisyon ydntemleri
kullaniimaktadir. Bu yéntemler antimikrobiyal duyarlilik testleri i¢in referans yontemlerdir.
Dilisyon testlerinde, antimikrobiyal ajanin dilisyonlarini iceren mikroplak kuyucuklarinda
ya da agar yuzeyinde Uremenin gbzle g6rllebilir olmasi temel alinir. Bir
mikroorganizmanin gbézle gorllebilir olarak Uremesinin inhibe oldugu en dasik
antimikrobiyal ajan konsantrasyonu “Minimal Inhibitér Konsantrasyon (MIK)” olarak
belirlenir. Dillisyon testleri sonucunda elde edilen MiK degerleri klinisyene, infeksiyona
neden olan mikroorganizmay! inhibe etmek igin gerekli olan antimikrobiyal ilag
konsantrasyonunu vermektedir.

Antibiyotik duyarliik ydéntemlerinin  uygulanmasi ve breakpoint degerlerinin
belirlenmesinde birgok Ulke tarafindan standartlarin  olusturulmasi igin komiteler
kurulmustur. Bunlar; The European Society of Clinical Microbiology and Infectious
Diseases tarafindan olusturulan The European Committe on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST), Fransa’da Comite de I’Antibiogramme de la Societe Francgaise de
Microbiologie (CA-SFM), Almanya’da Deutsches Institut fir Normung (DIN), Norvec'te
Norwegian Working Group on Antimicrobials (NWGA), isvec’te Swedish Reference Group
of Antibiotics (SRGA), Hollanda’da Commissie Richtlijinen Gevoeligheidsbepalingen
(CRG), ingiltere’de British Society for Antimicrobial Chemotherapy (BSAC) ve ABD’de
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)'dir. Burada makro ve mikrodillisyon
yéntemiyle MiK belirlenmesinin anlatiimasinda CLSI'nin M7-A6 dokiimani (Aerop Ureyen
Bakteriler i¢in Dilisyon Yéntemi ile Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri; Onaylanmis Standart-
Altinci Baski) temel alinacaktir.

AEROP UREYE__N BAKTER!LER ICIN DILUSYON YONTEMI IiLE ANTIMIKROBIYAL
DUYARLILIK YONTEMLERI

A. Antimikrobiyal ilaclar:
- GCalisilacak ilag, dogrudan ila¢ Uretici firmadan ya da diger ticari kaynaklardan
saglanmalidir.
- Parenteral kullanim igin Uretilen preparatlar antibiyotik duyarlilik testlerinde
kullaniilmamalidir.
- Buamaca uygun hazirlanmig tozlar;
o llacin jenerik adini
o Seri numarasini
o Potensini
= Genellikle her mg toz i¢in pg ve 1U olarak gésterilmektedir
o Son kullanim tarihini igermektedir
- Antimikrobiyal tozlar Uretici firma O6nerileri dogrultusunda veya < -20°C’de
desikatérde saklanmalidir.
o Desikatér, buzdolabi ya da derin dondurucudan c¢ikarilinca agilmadan énce
oda sicakligina gelmesi saglanmalidir.

A. 1. Antimikrobiyal tozlarin tartiimasi:



- Uretici tarafindan saglanan tozun potensinin degeri
o Saflik élgiimlerini (genelde HPLC ile yapilan)
o Suigerigini (Karl Fischer analizi veya kurutuldugunda agirlik kaybr)
o Tuz / karsihdi iyon fraksiyonunu (eger maddenin serbest asit ya da baz
yerine tuz formu saglanmissa) icermelidir.
- Potens; yizde veya pg/ml (w / w) (agirhk / agirlik) seklinde ifade edilebilir
- Antimikrobiyal tozlar kalibre edilmis hassas terazide tartilmaldir.
- Mudmkinse 100 mg’dan az toz tartiimamaldir.
- Gereken toz miktarini veya ¢6zicu miktarini hesaplamada su formdl kullanilir;

Hacim (ml) X Konsantrasyon (ug/ml)

Agirlik (mg) =
Potens (ug/mg)
Veya
Agirhk (mg) X Potens (ug/mg)
Hacim (ml) =

Konsantrasyon (ug/ml)

A. 2. Stok cozeltilerin hazirlanmasi:

- Antimikrobiyal ajan stok solUsyonu en az 1000 pg/ml konsantrasyonda veya test
edilecek konsantrasyondan en az 10 kat fazla olmaldir (6rn: 1280 pg/ml).

- Gozunurlikleri dugtk olan bazi antimikrobiyal ajanlar igin daha disik
konsantrasyon hazirlanabilir ve ¢6zanarligin saptanmasinda ila¢ dreticisinin
Onerileri g6z 6ninde bulundurulur.

- Bazi antimikrobiyaller su disinda bagka ¢éziculerle ¢ézilmelidir. Bu durumda;

o En az miktarda ¢6zlcU kullanilarak antimikrobik ajan ¢dzulmeli,
o Son konsantrasyon su veya uygun ¢6zicl ile sulandirilarak ayarlanmal

- Mikrobiyal kontaminasyon nadir oldugundan sterilizasyona gerek yoktur.

o Ancak istenirse membran filtrasyon yontemiyle soltsyonlar sterilize edilebilir.

- Hazirlanmig olan stok solUsyonlar kiigik hacimler halinde steril cam, polipropilen,
polistren veya polietilen tiplerde saklanabilir.

o Saklama kosullari — 60°C veya daha altinda olmali, —20°C’den daha yiksek
sicakhk olmamalidir.

o Uygun kosullarda stok sollsyonlar 6 ay veya daha uzun slre aktivitelerini
kaybetmeden saklanabilirler.

- Gozeltiler ihtiyag oldugunda eritilip ayni gtin kullanilir

o Kullaniimayan ilag giin bitiminde atilmalidir
- Antimikrobiyal bir ilagta herhangi bir bozulma olup olmadigini belirlemek igin;
o Kalite kontrol suslari kullanilarak duyarhlik testleri ile belirlenmelidir.

B. Duyarlilik testinde kullanilacak besiyerinin hazirlanmasi:
- Kolay izole edilen ve hizlh Ureyen ve fakiltatif anaerop mikroorganizmalar igin
Mueller-Hinton sivi besiyeri (MHB) 6nerilmektedir.
o MHB duyarllik testlerinde Uretimden Uretime fark gdstermeyen ve tekrar
edilebilirligi iyi bir besiyeridir.



Silfonamid, trimetoprim ve tetrasiklin inhibitérleri disik miktardadir
Cogu patojen bakterinin Gremesi igin elverislidir
Bu besiyerinin kullanimi ve sonuglari ile ilgili ¢ok fazla veri bulunmaktadir.
Duyarllik testlerinde kullanilacak olan MHB’'un katyon ayarli olmasi
gerekmektedir.
o Besiyerinin istenilen kalsiyum ve magnezyum katyon oranlari;
= Kalsiyum; 20-25 mg/L (daptomisini test ederken 50 mg/L olmali)
= Magnezyum: 10-12.5 mg/L olmali
= Degil ise;

e Aminoglikozitlerin P. aeruginosa igin, tetrasiklinlerin tim
bakteriler i¢in ve daptomisinin Gram pozitif mikroorganizmalar
icin MiK’leri Mueller-Hinton Agar (MHA)'da elde edilenlerden
farkl olacaktir.

= Ticari olarak satilan MHB besiyerlerinin bazilari belirli oranda katyon
icermektedir bu nedenle katyon ayari yapilirken dikkate alinmalidir

e Gereginden fazla katyon eklenmesi de yanlis sonuglara yol
acabilir

o Ticari olarak satilan MHB besiyerleri iki ¢egittir;
= Katyon ayari yapiilmamig olan MHB
e Difco™ MHB
o Kalsiyum: 2.9-5.9 mg/L
o Magezyum: 3.2-5.2 mg/L
e BBL™MHB
o Kalsiyum ve magnezyum igermemektedir
e Merck™ MHB
= Katyon ayari yapilmis olan Mueller-Hinton Il Broth
e BBL™MHB
o Kalsiyum: 20-25 mg/L
o Magnezyum: 10-12.5 mg/L
O
B.1. MHB hazirlanmasi ve katyon ayarlamasinin yapilmasi:
Magnezyum stok ¢ézeltisi hazirlanmasi;
o 8.36 g MgCl».6H>O 100 ml deiyonize suda ¢dzlllr ve filtre ile steril edilir
Kalsiyum stok ¢dzeltisi hazirlanmasi;
o 3.68 g CaCl,.2H.O 100 ml deiyonize suda ¢dzlllr ve filtre ile steril edilir
Her iki ¢cOzelti de 2-8°C’de saklanir.
MHB Uretici firmanin o6nerilerine gbére hazirlanmali, otoklavlanmali ve katyon
eklenmeden dnce bir gece 2-8°C’de bekletilmeli
Ayni gun kullanilacaksa buz banyosunda sogutulmalidir
MHB icerisinde her litrede 1 mg’lik artis saglamak icin kalsiyum ve magnezyum stok
cozeltisinden litre basina 0.1 ml eklenmelidir
Katyon ayarh MHB (KAMHB) mikro ve makrodilisyon duyarlilik testlerinin
uygulanmasinda kullanilir
Eger besiyeri hemen kullanilmayacaksa 4 °C de tutulabilir.

O O O O

. Diltisyon testleri icin inokiilumun hazirlanmasi:

inokllumun yogunlugunun standardizasyonu igin McFarland 0.5 standardina esit
BaSO4 bulanikhk standardi veya onun optik esdegeri kullanilir.

Klinik mikrobiyoloji laboratuarlarinin  hemen hepsinde bulaniklik 6lciminde
kullanmak i¢in tasarlanmis McFarland cihazlarina ulasmak mimkuandur.



Inoklilum hazirlanmasinda iki yontem kullanilmaktadir
o Uretme yéntemi:

= Kiltdr plagindaki benzer en az 3-5 koloni segilir.

= Bunlar 6zeyle alinarak 4-5 ml sivi besiyerine (triptik soy buyyon gibi)
aktarilir.

= Sivi besiyeri McFarland 0.5 bulanikligina erisinceye kadar 35°C’de
inkGibe edilir (yaklagik 2-6 saat).

= Sivi besiyerindeki kdltirin yogunlugu McFarland 0.5 bulanikligina
serum fizyolojik veya buyyon ile ayarlanir.

e E. coli ATCC 25922 igin yaklasik 1-2 x 108 CFU / ml'dir.
o Dogrudan koloni slispansiyon yéntemi:

Kanli agar gibi segici olmayan bir besiyeri kullaniimahdir,

= 18-24 saat inklbe edilmis plaktan tek dismUs koloniler segilir

= Dogrudan buyyon veya serum fizyolojik ile McFarland 0.5 bulaniklig
standardina ayarlanir.

= Bu ybntem Ozellikle Haemophilus spp., N. gonorrhoeae ve
streptokoklar gibi glc¢ Ureyen mikroorganizmalar test etmek icin
kullanilir

= Stafilokoklarda olasi metisilin ya da oksasilin direncini test etmek igin
de 6nerilmektedir.

o Inokllum hazirlandiktan sonra 15 dakika icinde sivi  besiyerinde
(makrodilisyon yéntemi), su ya da SF icinde (mikrodilisyon y&ntemi)
sulandiriimalidir

= Sulandirim sonrasi yapilacak olan inokilasyon sonrasi her tip ya da
kuyucukta bakteri yogunlugu 5 x 10° CFU / ml olmalidir. Bunun igin;
e Eger kuyucuktaki hacim 0.1 ml ise 0.5 McFarland
sispansiyonu (1 x 10® CFU / ml) 1/10 diltie edilerek 10" CFU /
ml elde edilmelidir.
e Bundan 5 pl 0.1 ml iceren kuyucuga inokile edildiginde
bakterinin test konsantrasyonu 5 x 10° CFU / ml olur.

o Laboratuarlarda inokilum konsantrasyonunun test edilmesinde E. coli ATCC
25922 kullanihir

= 5 x 10° CFU / ml iceriginden emin olmak icin periyodik olarak
inokdlumlardan koloni sayimi yapiimahdir.

= Inokiilasyondan hemen sonra tireme kontrol kuyucugu / tipiinden 0.01
ml alinip 10 ml SF ile sulandirilir (1:1000 sulandirim)

= 0.1 ml alinip agar besiyerine yayilir ve inkibe edilir

= Inklbasyon sonrasi 50 koloninin varhg 5 x 10° CFU / ml oldugunu
gbsterir.

D. Sivi mikrodiliisyon yontemi:

Sivi mikrodilisyon yénteminde KAMHB kullanilir.
Test 96-kuyucuklu U-tabanli mikroplaklarda uygulanir
Test icin mikroplaklarin hazirlanmasinda stok soltiisyondan antimikrobiyal ajanlarin
sulandinmlari Tablo 1’deki semaya goére yapilabilir.
Bu sekilde hazirlanan antibiyotik konsantrasyonlari ayni sira ile mikroplaklara
dagitilir.
Antibiyotik konsantrasyonlari bu sekilde hazirlandigi gibi iki kat dilisyon ile de
hazirlanabilir;

o Mikroplagin tim kuyucuklarina 0.1 ml KAMHB konulur.



o Baglanmak istenilen antibiyotik konsantrasyonunun iki kat Ust
konsantrasyonu hazirlanir
= Ornegin; 256 pg/ml'den baslamasi isteniyorsa 512 pg/ml
konsantrasyon hazirlanir
o Ik kuyucuga 0.1 ml konulur ve daha sonra iki kat diliisyonlar yapilarak
istenilen konsantrasyonlar hazirlanir (en son 0.1 ml disar atilir)
Her plakta bir sterilite kontrol kuyucudu ve bir de Ureme kontrol kuyucugu
bulunmalidir
Hazirlanan plaklar -60°C’ye kaldirlip ¢alisilincaya kadar saklanabilir.
o Ancak mikroplaklar dondurucudan cikarlip ¢6zUlup tekrar
dondurulmamalidir.

D.1. Hazirlanan mikroplaklara bakteri inokiilasyonu:
McFarland 0.5 standardi bulanikliinda hazirlanan inokdlum 1:10 dilie edildikien
sonra sterilite kuyucugu hari¢ diger tim kuyucuklara 5 pl olarak ekilir.
inokllum standardize edildikten sonra 15 dk icinde mikroplaklara ekim yapilir.
inokllum miktari kuyucuktaki hacmin %10’undan fazla olmamalidir.
inokllumun saflik kontrol(i selektif olmayan agar plagina ekim yapilarak belirlenir.
Kurumayi énlemek icin mikroplaklar plastik torbaya konup inkiibasyona birakilabilir.

. Sivi makrodilisyon yontemi:
Test icin steril 13x100 mm boyutlarinda tapler kullanilir
TlOpler gevsek vidal kapak, plastik ya da metal kapak ya da pamuk tipa ile
kapatiimahdir
Sivi makrodilisyon yonteminde KAMHB kullantlir.
Test igin tdplerin hazirlanmasinda stok solisyondan antimikrobiyal ajan sulandirimi
Tablo 1’deki semaya gore yapilabilir.
Bu sekilde hazirlanan antibiyotik konsantrasyonlari ayni sira ile tiplere dagitilir.
Antibiyotik konsantrasyonlari bu sekilde hazirlandigi gibi iki kat dilisyon ile de
hazirlanabilir;
o Tuplere 1 ml KAMHB konulur.
o Baglanmak istenilen antibiyotik konsantrasyonun iki kat Ust konsantrasyonu
hazirlanir
= Ornegin; 256 pg/ml'den baslamasi isteniyorsa 512 pg/ml
konsantrasyon hazirlanir
o Ik tipe 1 ml konulur ve daha sonra iki kat dillisyonlar yapilarak istenilen
konsantrasyonlar hazirlanir (en son 1 ml disari atilir)
Her test igin antibiyotiksiz bir Greme kontrol ve bir de bakteri inokllasyonu
yapiimayan sterilite kontrol tip0 hazirlanmalidir.

E.1. Hazirlanan tiplere bakteri inokiilasyonu:
McFarland 0.5 standardi bulanikliginda hazirlanan inokilum 1:100 dilGe edildikten
sonra sterilite tlpU hari¢ diger tim tlplere 1 ml olarak konulur.
o Her tlipte hazirlanmis olan antibiyotik konsantrasyonu iki kat dilie edilmig
olur
o Bu nedenle istenilen konsantrasyonun iki kat fazlasindan baglayarak tupler
hazirlanir
o Her tiipteki bakteri son konsantrasyonu 5 x 10° CFU / ml olur
inokllum standardize edildikten sonra 15 dk iginde tliplere ekim yapiimalidir.
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inokllumun saflik kontrolii selektif olmayan agar plagina ekim yapilarak belirlenir.

F. inkiibasyon:

inokile edilmis mikroplaklar veya tiipler 35°C de 16-20 saat inkiibe edilmelidir.
Stafilokok ve enterokoklarda oksasilin ve vankomisinin test edilmesi icin 24 saat
inkUbe edilmelidir.

G. MiK degerlerinin belirlenmesi:

MIK;

o Mikroorganizmanin tOplerdeki ya da mikrodilisyon kuyucuklarindaki
dremesini tamamen inhibe eden ve ciplak gbzle belirlenebilen en disik
antimikrobiyal ilag konsantrasyonudur

Trimetoprim ve sulfonamidlerle besiyerinde bulunabilen antagonistler zayif Gremeye
neden olabilirler
Bu nedenle son nokta;
o Kontrol ile kiyaslandiginda %80 veya daha fazla bir azalmanin oldugu
konsantrasyondur
Bir mikrodilisyon testinde arada Ureme olmamis tek bir kuyucuk gérillrse;
o Enyiiksek MiK okunmalidir
o Arada birden fazla ireme olmayan kuyucuk varsa test tekrarlanmalidir
Mikrodilusyon yénteminde;

o Gram negatif basiller icin elde edilen MIK degerleri makrodiliisyonla elde

edilen MiK degerleri ile ya ayni ya da 1-2 kat sulandirim daha disUktir.
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Tablo 1. Sivi dilisyon yontemi icin kullanilacak antimikrobiyal sulandirim semasi

Stok Antibiyotik KAMHB Test
Soliisyon (sulandirnm kismi/ miktar1)  (sulandirim kismi/ miktari) konsantrasyonu
5120 pg/ml 1 ml 9 ml 512ug/ml
512 ug/ml 1 ml 1 ml 256 pg/ml
512 pg/ml 1 mi 3ml 128 pg/ml
512 pg/ml 1 ml 7 ml 64 ug/ml
64 pg/ml 1 mi 1 ml 32 pg/ml
64 pg/ml 1 ml 3ml 16 pg/ml
64 pg/ml 1 ml 7ml 8 ug/ml

8 pg/mli 1 ml 1 ml 4 pg/ml

8 pg/mli 1 ml 3ml 2 yg/mi

8 pg/mli 1 ml 7ml 1 pg/ml

1 pg/ml 1 ml 1 ml 0.5 pg/mi

1 pg/mi 1 mi 3ml 0.25 pg/ml
1 pug/ml 1 ml 7 ml 0.125 pg/ml




GUC UREYEN MiIKROORGANIZMALAR iCiN DUYARLILIK TESTI

O

Hizh  Greyen aerop patojenler igcin uygun olan MHB, gu¢ CGreyen
mikroorganizmalar i¢in uygun dedgildir.

Bu mikroorganizmalar i¢in uygulama prosedurleri, kalite kontrol ve yorumlama
kriterleri farklihk gOsterir

Bu bakteriler
o Haemophilus tirleri
o N. gonorrhoeae

o Streptokoklar

A. Haemophilus tirleri

o Haemophilus Test Besiyeri (HTB) kullanilarak yapilir
o Yalnizca sivi dilisyon yontemi ile yapilir

o Agar dilisyon ydntemi ile uygulanabilirligi arastirilmamistir

o Kullanilan MHB igerisinde;

o 15 ug/ml B-NAD (otoklavlanmaz)
o 15 pg/ml sigir hematini (otoklavlanabilir)
o 5 g/L maya 6zitu

o Trimetoprim veya sulfanamidler test edilecekse 0.2 IU/ml timidin fosforilaz
olmalidir

o HTB’nin hazirlanigi:

o 50 mg sigir hematini tozu 100 ml 0.01 mol/L NaOH igerisinde eriyene
kadar isitilarak ve ¢alkalanarak ¢ozalur

o 1L MHB igerisine 30 ml hematin stok ¢ozeltisinden ve 5g maya 6zitinden
katilir

o Otoklavlanip soguduktan sonra katyon ayar yapihr

o 50 mg NAD 10 ml distile suda eritilip filtre ile steril edilir ve bu ¢bzeltiden 3
ml besiyerine aseptik sartlarda eklenir

o Eger stlfonamidler veya trimetoprim test edilecekse aseptik sartlarda 0.2
IU/ml olacak sekilde timidin fosforilaz eklenir

o pH 7.2-7.4 arasinda olmalidir

o Testin uygulanmasi:

o Dogrudan koloni suspansiyonu yéntemi kullaniimalidir
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o Bir gecelik (tercihnen 20-24 saatlik) cikolata agar plagindan alinan
koloniler kullaniimalidir

o McFarland 0.5 bulanikhidina ayarlanmahdir
= Yaklasik 1-4 x 10® CFU/ml igerir

= Eger inokilum konsantrasyonu ylksek olursa &zellikle beta
laktamaz Ureten H. influenzae suslar test edildiginde bazi beta-
laktam antibiyotiklere yalanci direngli sonuglara neden olur

» Haemophilus turleriyle yapilan duyarllik testlerinde 5 x 105 CFU /
ml’den yiksek inokUlumlar kullanilirsa;

e Ozellikle beta-laktamaz Ureten suslarda bazi
sefalosporinlere dogru olmayan yuksek MIK degerleri
saptanabilmektedir.

o Test edilecek inokulumlar yukarida anlatilanlara gére hazirlandiktan
sonra testin uygulanigi sivi dilisyon bélimande anlatildigi gibi yapilir

o Plaklar MiK degerleri okunmadan énce 35°C’de normal atmosferde 20-24
saat inklbe edilmelidir

B. Neiserria gonorrhoeae
o Yalnizca agar dilisyon yéntemi tanimlanmistir

o GC besiyeri kullanihr
o Besiyeri otoklavlandiktan sonra %1’lik Gretme katkisi eklenir
= Uretme katkist;

e 1.1g L-sistein, 0.03g guanin HCI, 3 mg tiamin HCI, 13mg
PABA, 0.01g B12, 0.1g ko-karboksilaz, 0.25g NAD, 1g
adenin, 10g L-glutamin, 100g glukoz, 0.02g ferik nitrat 1 litre
suda

= Karbapenem ve klavulanat test edilecekse sistein icermemelidir

o Dogrudan koloni yontemi ile McFarland 0.5 bulanikligina ayarlanir ve 15 dk
icerisinde kullaniimahdir

o Agar dilisyon yénteminde belirtilen asamalara gére test uygulanir
o Inkiibasyon 35°C’de %5 COy'li ortamda 20-24 saat yapilir

C. Streptococcus pneumonia ve diger Streptococcus turleri
o Yalnizca sivi dilisyon yontemi uygulanir

o KAMHB’ne %2-5 oraninda hemolizli at kani eklenir

o Inokiilum hazirlanmasinda dogrudan koloni stispansiyonu yéntemi kullanilir
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= Bir gecelik kanli agarda Ureyen kolonilerden alinarak McFarland
0.5 bulanikh@ina ayarlanir ve 15 dk i¢erisinde kullaniimalidir

= Sivi diliisyon ydéntemi igin belirtilen basamaklar uygulanir

= inkiibasyon 35°C’de normal atmosferde 20-24 saat yapiimalidir
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AGAR DILUSYON YONTEMi
Doc. Dr. Serhan SAKARYA

Gerekli malzemeler
— Steril distile su
— Baz antibiyotik
— Mueller-Hinton agar
— Steril petri
— Bakteri
— McFarland standardi
— Enjektdr ucu filtre
— Dispenser
— Otomatik pipet
— Steril pipet ucu
— Steril polipropilen tlp
— Steril cam Tup
— Petri
— pH metre
— Spektrofotometre
- Kivet
- Etdv
— Vorteks
— Manyetik karistirici

1 Stok sollisyonun hazirlanmasi

1.1 Antimikrobiyal ajanlar

Antimikrobiyal ajanlar, etkinligini (potensi) sertifikalandirmis firmalardan temin
edilmelidir. Hazirlanacak antibiyotigin etkinligi %100 den az ise baslangi¢ tartiminda
bu fark g6zénline alinarak hazirlanmalidir.

1.2 Solventler
Antimikrobiyal ajanlarin solventleri ve dillientleri CLSI (Vol. 27 No 2 p 33-34)
tarafindan 6nerilen sekilde hazirlanmalidir (Tablo 1)

1.3 Sterilizasyon

Kontaminasyon riskine karsin solventlerin = sterlizasyonu filtrasyon ydntemi
kullanarak yapiimaldir. Filtrasyonda asbestos, cam veya kagit filtreler
onerilmemektedir. Filtrasyon  sirasinda  antimikrobiyal  ajanin potens
kaybetmediginden emin olunmalidir.

1.4 Antimikrobiallerin Dilisyonu

Hazirlanan stok sollisyonun, kullanilacak olan MIK calismasina gére Mueller-Hinton
broth veya agarda dilisyonu yapiimalidir.
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1.5 Agara eklenmesi
Her bir plak basina, dokilecek Mueller-Hinton agar i¢in hazirlanmis dilient miktari
plaklara eklendikten sonra, 45-50 °C ye getirilen Mueller-Hinton agar, dillisyonun
icine dokulerek dairesel ¢cevirmeler ile karistirdiktan sonra oda isisinda ve karanlik
bir ortamda sogumaya birakilmalidir.
Ornek: 64-1 pg/ml konsantrasyon araliginda hazirlanmak istenen plaklar igin;
Antibiyotik dilisyonlar

e Her bir petri icin 20 ml Mueller-Hinton agar kullanilacaksa;

O
O

O
O

64 ug/ ml plaklar icin 1280 pug/ml olacak sekilde stok hazirla.

Diger konsantrasyonlar icin icinde Mueller-Hinton broth veya su olan
steril tipler hazirla,

Stoktan 1. tlipe esit miktarda koyarak 32 pg/ml (=640 pg/ml),

Daha sonraki tiplere ayni islemleri yaparak diger dilisyonlari hazirla.

| —— = Mueller-Hinton
i broth

1

B ! 1
1 | |
E ’ I, ‘ ’ E ,
R\ - I'\.,__.-" R x_ 4
16 8 4 2

32

Sekil 1:Antibiyotik konsantrasyonunun tipte hazirlanisi

Antimikrobik Cozelti

Ara Son Konsantrasyon

Konsantrasyon Hacim Sulandirnia Konsantrasyon Agarda 1:10 Diliisyon

Adm  (ug/mL) Kaynak  (mL) (mL) (ug/mL) {ng/L) Log,
5120 Stok 5120 512 9 B

1 5120 Stok 2 2 2560 256 8

2 5120 Stok 1 3 1280 128 7

=} 5120 Stok 1 7 640 64 6 o

4 640 “Adm3 2 2 320 32 5

5 640 Adim 3 1 3 160 16 4

6 640 Adim 3 1 7 80 8 ) 37

7 80 ~ Admé6 2 2 40 4 2

8 80 Adim 6 1 3 20 2 1

2 80 Adim 6 1 7 10 1 0

10 10 Adim 9 2 7 5 0.5 1

11 10 Adim 9 1 3 2.5 0.25 2

12 10 Adim 9 1 7} 1.25 0.125 3

Tablo 2: Dilisyon hesaplanigi NCCLS e gbre
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e Petrileri konsantrasyonlarina gére gruplandirip etiketlendir.

e Her bir konsantrasyon grubundaki petrilere, hazirladigin dilisyondan 1 mi
ekle.

e Uzerine 45-50 °C ye kadar sogutulmus Mueller-Hinton agardan 19 ml
ekleyerek dairesel olarak galkala.

e QOda i1sisinda ve karanlhk ortamda sogumaya birak.

1.6 Antimikrobiyal stoklarinin saklanmasi

Hazirlanan stok sollisyonlardan tetrasiklin ve oksitetrasiklinler taze hazirlanmalidir.
Beta-laktamlar -68 ile -72 °C de maksimum 30 giin digerleri 6 ay kadar polipropilen
veya polietilen tipler icinde saklanabilir.

2 Besiyer

2.1 Besiyer tipi

Agar dilisyon deneyi Mueller-Hinton agar ile yapiimahdir. CLSI de tanimlanmig
form0l0 iceren bilinen firma GrUnleri kullaniimahdir. Katyon ekleme gereksinimi
yoktur.

2.2 Besiyer hazirlama
Mueller-Hinton besiyeri Uretici firmanin uyarlar dogrultusunda hazirlanmalidir.
Besiyerin pH’ 1 7.2 ile 7.4 arasinda olmalidir.

2.3. Su kalitesi
Besiyer distile veya taze deiyonize su kullanilarak hazirlanmalidir. Suyun iletkenligi
10 uS/cm den fazla olmamalidir.

2.4 Besiyerin eklenmesi

Plaklardaki besiyerin kalinhigi 4 mm olacak sekilde eklenmelidir. Sicak dokullen
besiyerin olusturacagdi bugulanma ve nemin engellenmesi icin 30°C de bekletiimeli
veya laminer akim kabininde 30 dk agzi acik birakilarak kurutulmaldir.

2.5 Hazirlanan petrilerin saklanmasi

Antibiyotikle karistirilarak hazirlanan belli konsantrasyondaki Mueller-Hinton agar
petrileri kesinlikle karanlikta saklanmaldir. Tetrasiklin ve oksitetrasiklin igeren
petrilerin hazirlanir hazirlanmaz kullanilmasi gerekirken, diger antibiyotiklerle
hazirlanmis petriler 2-8°C de en fazla 4 giin saklanabilir.

2.6 Sterilite

Her plak hazirlanisindan sonra yapildigi gibi 22°C de 72 saat inkiibe edilerek tireme
olup olmadigi kontrol edilerek yapilir.
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3. inokiilum

3.1 Baslangi¢ kultar

Test edilecek bakteri tek koloni alinarak taze Mueller-Hinton agara ekim yapilr.
Yavas Ureyen bakteriler hari¢ diger bakteriler, ekim yapildiktan sonra 48 saatten
fazla bekletiimemelidir.

3.2 inokiilum hazirlanig!
Kultdr plagindan alinan en az 3 koloni, %0.9 luk tuzlu su icinde suspanse edilir.
inokiilum 1-2 x108 CFU / ml olacak sekilde standardize edilmelidir.

3.2.1 Baslangi¢ inokililum siuspansiyon konsantrasyonunun hazirlanigi
Baslangic konsantrasyonu olarak bakteri siispansiyonu 1-2x10® CFU / ml olacak
sekilde hazirlanmalidir. Bu hazirlik;

a. Spektrofotometrik olarak 625nm de 0.08 - 0.1 OD degeri hemen tim
bakteriler icin 1 - 2 x 10% CFU / ml degerini vermektedir.

b. Ticari MacFarland 0.5 standardi ile karsilastirmali olarak yapilabilir.
Olusabilecek aglitinasyon, élcim hatasi olusturabileceginden miktar belirlemeden
once vortekslenerek iyice karigtiriimaldir.

c. Alternatif bir ydontem olarak; bakteri Mueller-Hinton Broth’ a ekildikten sonra,
bir gece bekletilerek 1/10 dilisyon hazirlandiginda, 102 CFU / ml
konsantrasyon elde edilebilmektedir. Fakat bu yéntemde;

e Bakterinin log Greme degeri
e “Hangi dénem maksimum Ureme oldugu dénemdir?” gibi sorular
yéntemin guvenilirligi ydninden problem olusturmaktadir.

3.3 inokiilasyon

Hazirlanan petrilere, icinde 10* CFU bakteri olacak sekilde bakteri
sUispansiyonundan 1 damla damlatiimahdir. Sulfonamidlerin kullanildigi testlerde bu
miktar 10° olmalidir. Bakteri diliisyonlari % 0.9 NaCl icinde yapiimalidir.

3.4 inokiilasyon hacmi
Galismada otomatik multi dispenser kullaniliyorsa damlaciklar 1-3 pl olacaktir.
Manuel olarak koyulacaksa 10 pl hacimde koyulmalidir.

Ornek: Deneyimizde kullanilan inokiilatér basliklari 1-3 pl damlacik tasimaktadir.
Bu durumda 2x10° CFU / ml bakteri siispansiyonu hazirladigimiz takdirde
inokiilatér ucu 10* CFU bakteri ekebilmektedir. Manuel olarak koyulacak olursa 10°
CFU / ml bakteri sispansiyonu hazirlanmalidir. Buna gore;

inokilatér icin hazirladigimiz 0.5 McFarland slispansiyonu 5 kez,

Manuel i¢in ise100 kez dilte edilmelidir.

3.5 inokiilasyon sirasi
Hazirlanan petrilere, en kiglk dilisyondan blyldk dilisyona dogru ekim

yapiimalidir. Buna gbére birinci olarak kontrol plagina, en son da en yiksek
konsantrasyona ekim yapiimahdir.
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4 inkiibasyon

4.1 inkiibasyon éncesi

Bu dénemde ortam isisinin 6nemli bir yeri vardir. Oda isisi ile inkiibasyon isisi arasi
5°C den fazla fark varsa, bakteri inokiile edildikten sonra 10 dk icinde inkiibasyon
icin etlive konmalidir. Bu 1si farki 5°C den az ise inokilasyon yapilir yapiimaz etiive
konmalidir.

4.2 inkiibasyon sartlari

Tdm petriler karanlikta ve ,bakteri 6zelligine gbére degisik 1siladar olabilmekle
birlikte, genellikle 37°C de inkilbe edilmelidir. Etlivde petriler ters pozisyonda
olmalidir ve yeterli havalanmalari igin en fazla 5 petri tst Gste konabilir.

4.3 Standard inklibasyon suresi

Bu slre bakterilerin Ureme 0&zelliklerine gore 22-28 ve 44-48 saat olarak
degisebilmektedir.

5 Petrilerin okunmasi

5.1 Degerlendirme kosullari
Petriler yansimasiz koyu bir zeminde giplak g6zle degerlendiriimelidir.

5.2 Bitis noktasinin belirlenmesi
Bitis noktasi iremenin olmadiginin tesbit edildigi konsantrasyondaki petridir.

6 Red kriterleri
6.1 Kontrol suslarinin kabul edilen limitlerin digsinda duyarhlik vermesi.

6.2 Kontaminasyonun tesbit edilmesi
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Antimikrobik ilag

géz;;]cu Sulandina
Amikasin Su
Amcksisilin Fosfat tamponu, pH 6.0, 0.1 mol/L Fosfat tamponu, pH 6.0, 0.1 mol/L
Ampisilin Fosfat tamponu, pH 8.0, 0.1 mol/L Fosfat tamponu, pH €.0, 0.1 mol/L
Azitromisin %95 etanol veya glasiyal asetik asit®’ Buyyon besiyeri
Azlosilin Su
Aztreonam Doymus sodyum bikarbonat ¢ozeltisi Su
Dalbavansin DMSO9 DMSOgh
Daptomisin Su Su
Diritromisin Glasiyal asetik asit’ Su
Doksisiklin Su
Doripenem 950,85 serum fizyolojik 9%0.85 serum fizyolojik
Enoksasin 1/2 hacim su, sonra eriyene kadar Su
0.1 mol/L NaOH damlatilir
Eritromisin %95 etanol veya glasiyal asetik asit®’ Su
Ertapenem Fosfat tamponu, pH 7.2, 0.01 mol/L Fosfat tamponu, pH 7.2, 0.0T mol/L
Faropenem Su Su
Fleroksasin /2 hacim suya, 0.1 mol/L NaOH Su
eriyene kadar damilatilir
Garenoksasin Su (karistirarak)
Catifloksasin Su (karstirarak)
Gemifloksasin Su
Gentamisin Su
[klaprim DMSO¢ Su
Imipenem Fosfat tamponu, pH 7.2, 0.01 mol/L Fosfat tamponu, pH 7.2, 0.01 mol/L
Kanamisin Su
Karbenisilin Su
Kinupristin/dalfopristin Su
Klaritromisin Metanol® veya glasiyal asetik asit®’ Fosfat tamponu, pH 6.5, 0.1 mol/L

Klavulanik asit

Fosfat tamponu, pH 6.0, 0.1 mol/L

Fosfat tamponu, pH 6.0, 0.7 mol/L

Klinafloksasin

Su

Klindamisin Su
Kloramfenikol %95 etanol Su
Kolistin? Su Su
Levofloksasin 1/2 hadim su, sonra eriyene kadar Su
0.1 mol/L. NaOH damlatilir
Linezolid Su
Linopristin-flopristin DMF Su
Lomefloksasin Su
Lorakarbef Su
Meropenem Su
Mesilinam Su
Metisilin * Su
Metronidazol DMSO=S Su
Mezlosilin Su
Minosiklin Su
Moksalaktam (diamonyum tuzu)” 0.0< mol/L HA (1.5-2 saat bekletilir) Fosfat tamponu, pH 6.0, 0.1 mol/L
Moksifloksasin Su
Mupirosin Su Su
Nafsilin Su
Nalidiksik asit 1/2 hadm su, sonra erniyene kadar
; 1 mol/L N2OH damlatlir
Netilmisin Su
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Antimikrobik ilag

Coziicl

Sulandina

Nitrofurantoin®

Fosfat tamponu, pH 8.0, 0.1 mol/L

Fosfat tamponu, pH 8.0, 0.1 mol/L

Norfloksasin 1/2 hacim su, sonra eriyene kadar Su
0.1 mol/L NaOH damlatilir
Ofloksasin 1/2 hacim su, sonra eriyene kadar Su
0.1 mol/L NaOH damlatihr
Oksasilin Su
Oritavansin Suda %0.002 polisorbzt-80 Suda 260.002 polisorbat-80i
Penisilin Su
Piperasilin Su
Polimiksin B su Su
Rifampin Metanol® (maksimum konsantrasyon= &0 Su (kansbrarak)
Sefadroksil Fosfat tamponu, pH 6.0, 0.1 mol/L Su
Sefaklor Su
Sefaleksin Fosfat tamponu, pH 6.0, 0.1 molfL Su
Sefalotin Fosfat tamponu, pH 6.0, 0.1 mol/L Su o
Sefamandol Su
Sefapirin Fosfat tamponu, pH 6.0, 0.1 mol/L Su
Sefazolin Fosfat tamponu, pH 6.0, 0.1 mol/L Fosfat tamponu, pH 6.0, 0.1 mol/L
Sefdinir Fosfat tamponu, pH 6.0, 0.1 mol/L Su -
Sefditoren Fosfat tamponu, pH 6.0, 0.1 mollL Su
Sefepim Fosfat tamponu, pH 6.0, 0.1 molflL Fosfzt tamponu, pH 6.0, 0.1 mol/L
Sefetamet Fosfat tamponu, pH 6.0, 0.1 moliL Su
Sefiksim Fosfat tamponu, pH 7.0, 0.7 mallL Fosiat tamponu, pH 7.0, 0.1 mol/L_
Sefmetazol Su
Sefoksitin Su
Sefonisid Su
Sefoperazon Su
Sefotaksim Su
Sefotetan DMSO=2 Sas
Sefpodoksim %0.10 (112 mmol/1) suis sooweam Diabonst Su
Sefprozil Su
Sefradin Fosfat tamponu, pH 6.0, 0.7 ol Su
Seftarolin %0.85 serum fizyoiojic %085 serum fizyolojik
Seftazidim Sodyum karbona® Su
Seftibuten 1/10 hacim DMSOS Se
- Seftizoksim Su
Seftobiprol DMSO0E = Glasiyal ===tk ==i™ Su, fvice vorteksleyin

Seftriakson

Su

Sefuroksim

-

Fosfat tamponu, pii 60, G717 el

Fosfat tampony, pH 6.0, 0.1 mol/L

Sinoksasin

1/2 hadm su, som= sswene kadar
1 mol/L Na2OH dami=Siir

Su

Siproﬂoksasin

Su




Antimikrobik ilag Coziici Sulandiria

Sparfloksasin Su o
Spektinomisin Su

Streptomisin Su

Sulbaktam Su

Stlfonamidler

1/2 hacim sicak su ve eritecek en az
miktarda 2.5 mol/L NaCH

Su

Siilopenemk

0.01 M fosfat tamponu, pH 7.2, eritmek icin calkala

0.01 M fosfat tamponu, pH 7.2

Tazobaktam Su
Telavansin DMSO® Su
Telitromisin Glasiyal asetik asit’ Su
Tetrasiklin Su )
Tigesiklin Su Su .
Tikarsilin Fosfat tamponu, pH 6.0, 0.1 mol/L Fosfat tamponu, pH 6.0, 0.1 mol/L
Tobramisin Su
Trimetoprim Son hacmin %10°u kadar 0.05 mol/L Su (isitmak gerekebilir)
laktik® veya hidroklorik® asit
Trimetoprim (laktat ise) Su N
Trospektomisin Su
Vankomisin Su

Tablo 1: Antibiyotiklere gére kullanilacak solvent ve sulandiricilar
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ANTIBiYOTIKLERIN BAKTERISIDAL ETKILERININ BELIRLENMESi

Doc. Dr. Biilent Bozdogan

infeksiyon hastaliklarinin tedavisinde antibiyotiklerin kullaniimaya baslamasiyla yeni
bir cigir aciimis ve gecmis ylzyillarda en énemli 6lim nedeni olan infeksiyon hastaliklarini
bu siralamada daha gerilere itmistir. Tedavide kullanilan antibiyotiklerin bir kisminin etkisi,
yalnizca bakterilerin ¢ogalmasini durdurmakla sinirl  kalmakta, antibiyotik baskisi
kalktiginda bu etki de ortadan kalkmakta ve bakteriler ¢cogalmalarina devam etmektedir.
Antibiyotiklerin bu etkilerine “bakteriyostatik etki” denir. Makrolid grubu antibiyotikler ve
kloramfenikol bu tip etki gdstermektedirler. ilk kullanilan antibiyotik olan penisilinin de
icinde yer aldigi B-laktam grubu antibiyotikler ise “bakterisidal” etki gosterirler, yani
bakterinin élimine neden olurlar. Bakteriyostatik etkili antibiyotikler, immun sistemin de
yardimiyla ¢cogu infeksiyonda basarili sonug vermektedir. iImmin sistemi yeterli olmayan
hastalarda, immuinosupresif ila¢ kullananlarda bakteriostatik etki yeterli olmamakta ve
bakterisid etkili antibiyotiklerin kullanimi gerekmektedir. Bu antibiyotiklerin mutlaka
kullanilmasi gereken durumlar; endokardit, menenjit, osteomiyelit gibi infeksiyon
hastaliklaridir. immiin sistemin infeksiyon alaninda yeterince etkili olamadigi bu tip
durumlarda bakterisidal etkili antibiyotikler tercih edilmelidir.

Antibiyotiklerin bakteriler Uzerinde olusturduklari etkileri incelemek igin pek cok
yontem gelistiriimistir. Diger bdlimlerde c¢ogdalmayi baskilayan en dusik antibiyotik
yogunlugunun yani MIK &lcimii veya antibiyotik disklerinin uygulanmasiyla duyarlilik
6lcumU anlatilmistir. Bu bélimde ise bakterisidal etki belirlenmesi igin kullanilan yontemler
anlatilacaktir.

YONTEMLER

Antibiyotik - bakteri etkilesimini degerlendirmek igin olusturulan ydntemlerde, belirli
miktarda bakterinin belirli yogunluktaki antibiyotikle belirli bir stre temasi gerekmektedir.
Bu slre sonrasinda canl bakteri sayllmasi ise bakterisidal etki belilenmesinde temeldir.
Bakterisidal etkiden bahsedebilmek igin canli bakterilerin miktarinin %99.9 azalmasi
gerekmektedir. iki farkli ydntem bu etkinin belirlenmesinde kullanilir:

a) En kuclk bakterisidal konsantrasyon (MBC): Bir gecelik inkibasyondan
sonra (18-24 saat) canli bakterilerin sayimi esasina dayanir. Bu ise,
baslangictaki bakterilerden belirli bir kismini éldiren en disik antibiyotik
yogunlugudur.

b) Time Kkill: Zamana ve antibiyotik yogunluguna bagh olarak, antibiyotigin
bakterisidal etkisini dinamik olarak ortaya koyan bir yontemdir. Bu yéntemde,
bakteri miktarindaki azalma zamana bagl olarak her bir bakteri yogunlugu igin
ayri verilir. Zamana bagli azalma igin farkh zamanlarda canh bakteri sayimi

yapilr.

Minimal Bactericidal Concentration (MBC) : MiK degerinin belirlenmesinin ardindan
yapilir. MIK degeri ve (Uzerindeki konsantrasyonlarda canli bakteri sayimi yapilr.
Bakterisidal etki, baslangictaki canli bakterilerin azalmasini saglayan en disuk
konsantrasyondur. Bu azalma Fransa'da %0.01, ingiltere’de %0.1 olarak degerlendirilir.
Baslangictaki inokiilum 10° bakteri (CFU) / ml'dir (100000). Yani Fransizlara gére <10’
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CFU / ml (<10), Ingilizlere gére <10 CFU / ml (<100). Eger MBC degerinin MiK degerine
orani 1 veya yakinsa bakterisidal etkiden bahsedilebilir. Bu oran, antibiyotik bakterisidal
etkili olmasina karsin bazi suslar igin 32 veya daha fazla olabilir. Bu durumda toleranstan
bahsedilir. Vankomisine toleransli Streptococcus pneumoniae susu tanimlanmistir. MiK
degerleri degismemekle birlikte, streptograminlerin stafilokoklar ve enterokoklar icin
bakterisidal etkilerinin, bu suslarin ribozomu metilleyen bir enzim i¢in kodlanan erm genleri
iceren suglarinda goértlmustar.

TIME KILL YONTEMI
Besi yeri: Sivi besi yeri olarak Mueller Hinton Broth kullanilir. Canli bakteri sayimi igin
bakteri cinsine gore Triptik Soy Agar veya Kanli Agar kullanilabilir.

inokiilum: Baslangicta 10° CFU / ml kullanilir.

Gerekli malzemeler:
Hemoliz tapleri

15 mllik ttp
Calkalamali ben mari
Etav

DilGsyon tupleri

Hazirlanigi

MIK degerinin 2 alt ve Ust konsantrasyonlarinda antibiyotik iceren 5 ml MH besiyeri
hazirlanir.

Ornegin; eger test edilecek bakterinin MiK degeri 1mg/L ise 0.25, 0.5, 1, 2 ve 4 mg/L
antibiyotik iceren tlpler seri dilisyonla inoktlum eklenmesine hazir hale getirilir (Sekil 1).

5ml

R

’-___-\ ’.pﬂ-_--.\ — SIS
Sml 10m| 5ml Sml 5| Sl
Kontrol 4mg/L 2mg/L 1mg/L 0,5mg/L 0,25mg/L

Sekil 1. Time Kill igin antibiyotik dilisyonlarinin hazirlanmasi. 1/4 MiK, 1/2 MiK, MIK,
2XMIK ve 4XMIiK olmak iizere 5 konsantrasyon ve 1 kontrol tiipii hazirlanir.

ilk tlp 4mg/L antibiyotik icerir ve 10ml olarak hazirlanir. En az 3 kez pipetaj yapilarak 5ml
bu tipten alinir ve 5ml MH igeren ikinci tipe konur. En az 3 kez pipetaj yapilir ve bir
sonraki tipe 5 ml antibiyotik konsantrasyonu 2 mg/L olmus bu besi yerinden alinir ve bir
sonraki tipe aktarilir. Bdylece seri dilisyonla en son tlpe de bir énceki tipten alinan 5mi
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besiyeri aktarildiktan sonra en az 3 kez pipetajla karigtirihir ve 5 ml alinarak atilir. Béylece
seri sekilde dille edilmis antiyotik iceren 5 ml besiyeri iceren 5 tlp elde edilmis olur.

inokiilum Hazirlanmasi

Time kill icin baslangigta 10° CFU / ml bakteri gerekmektedir. Gecelik besi yeri 10° CFU /
ml bakteri icerir. Eger bu kiiltiirden 50 pl alirsak 5X10” CFU almis oluruz. Bunu 5 ml
besiyerinde diltie edersek yaklasik 5X10° CFU / ml bakteri inokiile etmis oluruz.

Saat 0’da 6rnek alinmasi

Kontrol tipU ve antibiyotik iceren tlpleri bakteri ile inoklle eder etmez her tipten 100 pl
alinir ve 900 pl su iceren hemoliz tiplerine aktarilir. Aktarilan 1. tipten 100 pl alinarak yine
900 pl su igeren 2. tipe aktarilir. En az 3 kez pipetajla karistirildiktan sonra 100 pl alinir ve
3. tipe aktanlir. Her konsantrasyon tlpinden ve kontrol tipinden 6 dilisyon hazirlanir.
Yani total 0. Saat igin 6X6=36 tUp hazirlanir. Hazirlanan her tipten 100 pl alinarak agar
besi yerine yayilir. Agar petrilerinin arkasina hangi antibiyotik dilisyonundan alindigi
petrilerin arkasina hangi konsantrasyondan, kacginci saatte alindigi ve hangi dilisyon
oldugu yazilmahdir.

.

~——77—1 01ml

)
)

0.1ml 0.1ml 0 1ml .1m|

F_‘T

Kontrol 0.9ml | 0.9ml I 0.9ml | 09m]| | O9m|| 0.9m

6

l l 1 !

0.1ml 0.1ml 0.1ml| 0.1ml|

{j)
Cj)

0.

=

mi

=

G

— — ) — ) — | —

Sekil 2. inokiilasyon yapilir yapilmaz 0. saat i¢in drnekleme yapilmasi. Kontrolden 0.1ml
alinarak seri dilisyon yapilmis ve her dilisyondan 0.1ml igaretlenen petriye aktarilarak
yayllmis. Ornekte kontrol (K) tipinden 0. Saatte (0) alinmis 6. dilisyon (6) ekiminin
petrisinin yazimi gésterilmis.

inokiilasyon sonrasi 3. saatte 6rnek alinmasi

inokillasyon saatinden 3 saat gectikten sonra, 0. saatte yapildigi gibi her
konsantrasyondan 0.1ml érnek alinarak 6 seri dilisyon hazirlanir ve her bir dilisyon TS
agar iceren besi yerine yayilarak ekilir. Petrilerin yazilmasinin énceden yapilmasi daha
uygun olur.
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Diger saatlerde 6rnek alinmasi

Laboratuvara gére degismekle birlikte en uygun yéntem 0, 3, 6, 12 ve 24. saatlerde
o6rnekleme yapilmasidir. 12. saat geceye kalacagi icin bazi laboratuvarlarda 0, 2, 4, 6 ve
24. saatlerde 6rnekleme yapilmasi tercih edilmektedir.

Koloni sayimi

Galisilan saatlerde her konsantrasyon igin 6 petriye dilisyonlarla ekim yapilmistir. Bu
petrilerden her biri igin sayim yapmaya gerek yoktur. Hangi dilisyonda 30-300 arasi koloni
olusmussa o petrideki koloniler sayilir. Petrinin iki veya ddérde bélinerek yalnizca bir
alanda sayim yapilip, bélinen alan sayisiyla ¢arpiimasi suretiyle toplam koloni sayisinin
elde edilmesi uygun bir yontem degildir. Sayim gdzle, kalemle veya otomatik sayicilarla
yapilabilir.

Koloni sayisinin hesaplanmasi

Ekim yapilirken dilisyon yapildigi igin koloni sayiminda da bu g6z 6nilne alinmalidir.
Ornegin; eger 3. diliisyonda 112 koloni saydiysak antibiyotikli besiyerinde mililitreye diisen
canl bakteri sayisini CFU / ml cinsinden nasil hesaplariz?

112 koloni demek 1,12 X 10? koloni denektir.

3. diltisyon oldugu icin 10° eklenir.

Besiyerinden 0.1ml 6rnek aldigimiz icin ml’'deki konsantrasyonu hesaplamak icin 10' daha
eklenir.

3. dilisyonda 112 koloni sayilan antibiyotikli besi yerindeki total koloni sayisi 1,12 X 1
yani 1,12 X 10° olur.

02+3+1

Sekil 3'de verilen érnekte koloni sayimi

MIK konsantrasyonu igin 5. Diliisyon sayim igin kullanilacaktir. Diger petrilerde koloni
sayisi 30-300 koloni sinirinda olmadigr i¢in bu petriler sayim igin kullaniimaz. Bu
dilisyondaki sayima gdére MIK konsantrasyonunda 4,1X10"*'*° koloni yani 4,1X10” koloni
vardir.

2XMIK konsantrasyonunda ise 2. diliisyon koloni sayiminin yapilmasi gereken petridir. Bu
petride 48 koloni oldugu icin total 2 MIK konsantrasyonundaki bakteri miktari 4,8X10'+2*!
yani 4,8X10* olarak hesaplanir.

4XMiK konsantrasyonunda da diliisyonlarda sayilabilir petri yoktur. Sayim icin diliisyonsuz
ekime bagvurulabilir. Veya 4X10" olarak degerlendirilebilir. Eger baslangic konsantrasyonu
10° ise 3 log’dan fazla azalma vardir (6.9-1,6=5,3 log) ve bu konsantrasyonda antibiyotik
bakterisidal etkilidir.
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1. Diltisyan 2. Dillisyen 3. Diliisyon £ Diltisyon 5. Diltisyon 6. Dillisyon
 Kooni 300 Kaloni 330 Kaloni 300 kzloni -300 31 lelori <30 keleni
2XMIK
1. Dilisyon 2. Dillsyon 3. Dilusyon 4. Dilisyon 5. Dilisyon 6. Diliisyon
Koleni +300 Keloni 45 Lolori - 30 Lalom - 30 Leloni - 30 Lolani <30 keloni
AXMIK
1. Diliisyon 2. Dilusycn 3. Dilusyon 4. Dilusyon S. Dillisyon €. Diltiisyon
39 Laloni 30 loloni - 30 eloni 30 Leloni 30 beloni <30 1e oni

Sekil 3. Time kill testinde hiicre sayimi. MiK. 2MiK ve 4MIK konsantrasyonlarinda ekilen
petrilerde koloni sayimi sematik olarak gdsterilmistir.

Log(10) cinsinden degerlerin hesaplanmasi

Ornegimizde MIK konsantrasyonu icin 4,1X10° koloni hesaplamistik. Bu degeri grafik
olarak ifade etmek igin Log(10) degerlerini hesaplanmasi gerekmektedir. Bunu logaritma
hesaplayan bir hesap makinesinde yapabiliriz. Sekil 3'de verilen drnekte 3. saatteki MK,
2MIK ve 4MIK degerleri logaritmik degerlere dénistirdiigimiizde elde ettigimiz sonuglar
Sekil 4’deki grafikte kullaniimigtir; 4,1X10° icin log degeri 6,61, 4,8X10* icin 4,68 ve
4X10" degeri icin 1,6 degerleri bulunmustur. Bu degerleri Excel sayfasina
yerlestirdigimizde ve zaman-konsantrasyon iliskisi ile grafik ¢izdirdigimizde time kill grafigi
elde etmis oluruz.
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Kontrol 4xMIC 2xMIC MIC

0 6.9 6.9 6.9 6.9
3 7.5 3.47 6.2 6.4
6 9.5 1.6 4,68 6,61
12 9.7 0 6.47 6,63
24 9.8 0 7.6 747

Sekil 4. Sekil 3'de verilen deg@erlerin sari ile isaretlenmis 6. saat verileri oldugu bu sekilde,
time Kkill sonuclari verilmistir. Sonuglara gbére test edilen antibiyotik 6. saatten 4X
konsantrasyonunda bakterisidal etkilidir.

PROTOKOL

Hazirlhik

Test edilecek bakteri igin test edilecek antibiyotigin MIK degerinin bilinmesi gerekir. Bu
amagla kitabin makrodiliisyon bélimiinde yazildigi gibi MiK tayini yapilir. Hemoliz tipleri
agizlani pamukla kapali halde pastor firininda steril edilir. Bir antibiyotigin 1 sus Uzerine
bakterisidal etkisini 6lgmek icin 1 kontrol ve 5 antibiyotik konsantrasyonu olmak Uzere 6
kaltar / her kaltdr icin 6 dilisyon / 0, 3, 6, 12 ve 24 olmak Uzere toplam 5 zamanda
Olcltlecedi icin 6 X 5 X 5 = 150 hemoliz tipd / 150 agar pleyt gerekmektedir. Hemoliz
tiplerine 0.9 ml steril distile su veya MH broth eklenir.

Bir 6nceki aksamdan 5ml MH broth’a test edilecek bakteri antibiyotik eklenmeden ekilir.

1. Gln
Eger vankomisin MiK degeri 2 olan S. aureus susu ile calisiyorsak;
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-1/4MIK, 1/2 MiK, MIK, 2MiK ve 4 MIK konsantrasyonlarinda bakteri kiltirii hazirlamak
gerekir. Eger test edilecek susun MIK degeri 2 ug/ml ise 4X MiK degeri 8ug/ml olacaktir.
10 ml MH broth bulunan besi yerinde 8ug/ml antibiyotik konsantrasyonu igin 80ug
vankomisin eklemek gerekir. Eger 2 mg / ml vankomisin igeren antibiyotik sollisyonumuz
varsa iceren her pl’de 2 pg vankomisin icereceginden 40 pl stok solisyonunu 10 ml besi
yerine eklenir. Eklemeden 6nce 10 ml'den 40 pl besi yerini alinmasi gerekir ki hacim
degisikligi konsantrasyonu etkilemesin. Pipetleme yoluyla karistirdiktan sonra 5 ml alip 5
ml MH broth bulunan tupe aktariir ve karigtirihr. Bdylece 2. tUpteki antibiyotik
konsantrasyonu yariya yani 4 ug / ml’'ye dismus olur bu da 2X konsantrasyonudur. Sirayla
3., 4. ve 5. tlplere de seri diltisyon yapilir ve 2, 1 ve 0.5 ug / ml'lik MiK, 1/2MIK ve 1/4MiK
konsantrasyonlari elde edilmis olur. Son tip dilisyonunda karistirdiktan sonra 5 ml
alinarak atilir bdylece tim tiplerde 5 ml kalmig olur. Gogalma kontrolU i¢cin 1 tlp de
antibiyotiksiz hazirlanir.

-Hazirlanan 6 adet 5 ml besi yeri igceren tlplere 50 pl, gecelik kiltirden eklenir ve
karistirilir.

-Bakteri ¢gogalmaya baslamadan 6rnek alinmasi gerekir. Her bir konsantrasyondan ve
kontrol kaltirden 100 pl alinip 900 pl distile su bulunan hemoliz tlptne eklenir. Kaltdrler
37°C’da calkalamali ben mari iginde inkiibe edilir.

-Kiltarden 100 pl eklenmis 1. dilisyon tipinden 100 pl alinir ikinci dilisyon tipUne eklenir
karistirtlir ve 100 pl 3. dilisyon tipUne eklenir ve sirayla 4., 5. ve 6. dilisyon tUplerinde seri
dilisyona tabi tutulur.

Ekim

Dilisyonlar hazirlandiktan sonra mimkuan oldugunca ¢abuk ekim yapilmasi gerekir. Her
dilisyonda 100 pl alinarak TS veya kanli agara ekilir. Petrinin her alanina yayilacak
sekilde ekilir. L haline geririlmis Pastor pipeti veya plastik L bageti bakterileri yaymak icin
kullanilabilir. Eger en kiglUk dillsyondan yaymaya baslanirsa ayni pastor pipeti ile
yayilabilir.

inkiibasyon.

Inkiibasyon sicakligl ve ortami test edilen bakteriye gore degisir. Eger S. aureus igin test
yapihyorsa 37°C ve normal havada inkibasyon yapmak gerekir. Inklbasyon stresi 18-24
saattir.

-Ekim ve érnekleme islemleri 3., 6., 12. ve 24. saatte tekrarlanir

Sonug.

Bakterisidal etki zaman ve konsantrasyon bagimli olarak time kill testi ile g&sterilir. Eger 3
log azalma varsa bakterisidal etkiden bahsedilir. Sekil 5°de 100000 yani 11X10° koloni ile
MiK ve 2MiK konsantrasyonlarinda antibiyotikli besi yerinde inkiibe edilen bakterilerde MiK
konsantrasyonunda koloni sayisi 10X10° den 10X10°® diizeyine kadar inmis yani
bakterisidal etki 24 saat boyunca gézlenmemistir. 2 MiK konsantrasyonunda ise 3. saatte
koloni sayisi 10X10? ‘nin altina inmis ve 24 saat boyunca bu diizeyin altinda kalmistir. 3
log’luk azalma <10X10 CFU oldugundan “2MiK konsantrasyonda test edilen antibiyotik 3.
saatten itibaren bakterisidal etki gosteriyor” denebilir.
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Sekil 5. Bakterisidal etki. Test edilen antibiyotik 2MiK konsantrasyonunda 3. saatten
itibaren bakterisidal etkilidir.

Kaynakca
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L’Antibiogramme 1985. Courvalin P, Goldstain F, Philippon A, Sirot J. Edition MPC
Briksel.

Bactericidie: Aspects Theorique et Therapeutiques. 1990. Courvalin P, Drugeon H,
Flandrois JP, Goldstein F. Edisyon Maloine. Paris
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ANTiB_iYOTiK INAKTIVASYONUNA BAGLI DIRENCIN FENOTIPIK
TESPITI

Doc. Dr. Biilent Bozdogan

Antibiyotik direncine neden olan mekanizmalarin baglicalari; hedefte degisiklik
olmasi, antibiyotiklerin hicreye alinmamasi veya hlcreden atilmasi ve antibiyotiklerin
enzimlerle etkisiz metabolitlerine dénlstiriilmesi olarak sayilabilir. inaktivasyona bagli
direnc pek ¢ok antibiyotik grubunu etkiler. Bunlar arasinda B-laktamazlarla etkisizlesen B-
laktam grubu antibiyotikler, asetiltransferaz, nikleotidiltransferaz veya fosfotransferazlarla
etkisizlesen aminoglikozid grubu antibiyotikler, nUkleotidiltransferazla etkisizlesen
linkozamidler veya asetiltransferazla etkisizlesen kloramfenikol sayilabilir. Antibiyotikleri
etkisiz metabolitlerine dénlstiren enzimlerin tespiti icin pek ¢ok ydntem gelistirilmistir.
Bunlar arasinda Gots testi ve sefinaz testi sayilabilir.

Gots’ testi

Penisilinaz etkisini géstermek icin Joseph S. Gots tarafindan bulunan bir ydntemdir. Temel
prensibi, antibiyotik varliginda ¢ogalmayan bir bakterinin bu antibiyotigi inaktive eden bir
bakteri varliginda c¢ogalabilmesidir. Ortamdaki antibiyotik, inaktive edici enzim tagiyan
bakteri tarafindan etkisizlestirildiginde indikatér bakteri gogalabilir hale gelir.

Cember ekimle Gots’ testi

Ornek: Inaktivasyon yoluyla linkomisine direncli S. aureus susunda enzim varliginin
tespiti. indikatér bakteri Micrococcus luteus ATC9341.

- Sicakhgi 60°C a gelmis otoklavlanan 19ml beyin kalp infizyon (BHI) agar igine 1ug/ml
linkomisin (veya klindamisin) icerecek sekilde antibiyotik ve gecelik Micrococcus luteus sivi
kaltarinden 1ml eklenir ve karistirilarak petri igine dokalir.

-Besiyeri soguduktan ve katilastiktan sonra, petri etivde 15 dakika kurutulur.

- Enzim varh@: test edilmek istenen bakteriden 6ze ile birkag koloni alinir ve hazirlanan
petri Ozerinde yaklagik 2 cm ¢apinda ¢cember seklinde ekim yapilir.

-Pozitif kontrol olarak linkomisini inaktive ettigi bilinen bir sus, negatif kontrol olarak da
linkomisine hassas bir sus ile gember ekimi yapilir.

-1 gece 37°C da inklUbe edildikten sonra oda oda sicakliginda 1 gece daha inkibe edilir.
-48 saat sonra gember icinde mikrokok gelisip gelismedigine bakilir.

Modifiye Gots’ testi

1945 yilinda Gots tarafindan bulunan yéntem Lee ve Komarmy tarafindan modifiye
edilmistir. Antibiyotikli agar dékmek yerine disk diflizyon testinde kullanilan antibiyotik
disklerinin kullanimi énerilmigtir.
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o

F1c. 1. Paiterns of the streak method illustrate the different effects of ampicillin-resistant and -susceptible
H. influenzae isolates on inhibition zones. (A) Cross-streak pattern. The resistant isolate (upper-lower streak)
caused distortion at the spherical inhibition zone, and the susceptible isolate (left-right streak) showed no
effect on the zone. (B) Parallel streak pattern. The inhibition zone on the side of a resistant isolate (lower) was
much smaller than the zone near the susceptible isolate (upper).
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Yontem.

-Test edilecek bakterinin cogalmasina uygun besi yerine M. luteus ekimi yapilir, 10°-10°
yogunlukta bakteri kullanilir.

-Ekim ekdvyon cubugu araciligiyla yapilabilir

Veya 10 ml distile su igcinde homojen hale getirilen M. luteus ekim yapilacak besi yerine
bosaltilir ve cevirerek karistirildiktan sonra sivi atilir. 45° egik tutulan petride kalan sivi
pipet yardimiyla alinir

-M. luteus ekildikten sonra petri etlvde kurutulur.

-Petrinin ortasina test edilecek antibiyotik diski konur

-Test edilecek bakteriden birkag koloni 6ze ile alinir ve petri kenarindan antibiyotik diskine
dogru ¢izgi ekim yapilir.

-Diskin dért tarafindan ekim yapilabilir ve pozitif ve negatif kontrol disinda 2 bakteri test
edilebilir.

-24 saat 37°C da inklbasyondan sonra oda sicakliginda bekletilir.

-Ekimden 48 saat sonra test edilen bakteri gevresinde inhibisyon zonunda M. luteus
cogaliyorsa test pozitif olarak kabul edilir.

Sekil. 2. Klindamisine inaktivasyonla direngli S. aureus suslarinin modifiye Gots testiyle
belirlenmesi.

Kaynakca
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Haemophilus influenzae and Staphylococcus aureus. Antimicrob. Agents Chemother.
10:664-656
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