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MiKROBIYOLOJi LABORATUVARI FOYU

KONU: Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Antibiyotiklerin ~ mikroorganizmalara  etkileri  ¢esitli  yonlerden

incelenmektedir. Bunlardan baslicalari sunlardir:
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Antimikrobiklerin  mikroorganizmalar  Gzerindeki  etkinliklerinin
Olglilmesi

Vicut sivilarindaki antimikrobik etkinliginin 6lgtlmesi

Sagaltim sirasinda vicut sivilarindaki antimikrobik maddenin hastalik
etkeni Gzerindeki etkinliginin saptanarak dozunun ayarlanmasi
Mikroorganizmalarin antimikrobiklere karsi olusmus direngliliginin
saptanmasi

Diliisyon (sulandirim) yontemlerinde kural; sivi ya da kati besiyerleri
icinde antimikrobiklerin belirli sulandirimlar yapilarak
mikroorganizmalarla karsilastiriimasidir. Antimikrobik maddenin hangi
sulandirrma kadar mikroorganizma Uzerinde etkili oldugu MIC
(Minimal inhibitor konsantrasyon), MCC (Minimal sidal
konsantrasyon) ya da MBC (Minimal bakterisidal konsantrasyon)
yontemleri ile saptanabilmektedir.

Sivi  besiyerlerinde mikroorganizmalarla antimikrobikler dogrudan
iliskide bulunduklarindan sonuglar daha duyarli olarak bulunmaktadir.
Gerek antimikrobiklerin etkinliklerinin arastirilmasinda, gerekse
mikroorganizmalarin  direnglilik  durumlarinin  arastirilmasindaki
calismalarda kalite kontroli yapmak icin pozitif kontrol olarak
antimikrobiklere karsi direnglilik durumlarn  bilinen standart
mikroorganizmalardan yararlanmak gerekmektedir.

Mikroorganizmalarin antibiyotiklere duyarhliklar gesitli yontemlerle

saptanir:

1- Disk diflizyon yoOntemi: Kati besiyerinde vyayilim (Difiizyon)
(Kalitatif) (Kirby-Bauer Disk Diflizyon Yontemi)

2- Kati besiyerinde sulandirma (Dillisyon) (Kantitatif)



3- Sivi besiyerinde sulandirma (Kantitatif) MiK (Minimal inhibitor
Konsantrasyon) tayini. Mikrodilisyon ve makrodiliisyon olmak
uzere iki sekilde yapilabilir.

4- Gradient test (E test) (Kantitatif)

Kirby-Bauer Disk Diflizyon Yontemi

Besiyeri: Mueller Hinton Agar

Ticari olarak hazir elde edilebilir veya laboratuvarlarda
hazirlanabilir. Besiyeri diiz tabanli 90 mm i¢ ¢aph petri kutularina 4
mm kalinhkta dokulir. Hemen kullanilacak besiyerleri katilastiktan
sonra yulzeylerinin kurumasi icin kapaklari Ustte ve hafif aralik
olarak 35-37°C de 30 dakika tutulurlar.

Hemen kullaniimayacak besiyerleri ise nem kaybinin dnlenmesi igin
plastik torbalara doldurulup torbalarin agzi yapistirildiktan sonra
buz dolabinda bekletilirler. Bu sekilde + 4 ile + 10°C’de 2 hafta sire
ile bozulmadan saklanabilirler.

Bakteri yogunlugunun standardizasyonu: Antimikrobiklere karsi
duyarlihg olgulecek olan mikroorganizmanin besiyerine standart
miktarda ekilmesi gerekir. Bunun igin 0,5 Mc Farland bulanikhk
standardi kullanilir. (Yaklastk 10®° Kob/ml bakteri yogunluguna
karsilik gelir.)

74 . Sekil I. McFarland

| Densitometre cihazi
(spektrofotometre) ile
Mc Farland standartinin
okutulmasi




. Duyarhihg arastirilacak saf bakteri kuiltirinden 5-6 koloni
secilerek sivi besiyerine aktarilir, 37°C'de inktube edilerek, sivi
kiltir elde edilir.

. Ikinci bir yéntem saf lremis kolonilerden secilerek Mieller
Hinton Broth besiyerinde 0.5 Mc Farland bulaniklhk standardina
gore slispansiyon hazirlanir.

. Bir pamuklu eklivyon ahlnip kaltire daldirilir. Eklvyon
besiyerinin yuzeyine cevrile cevrile surilerek tim vylzeye
yaygin, homojen ekim yapilir.

. Antimikrobik disklerinin segilmesi: Tedavide kullanilan birgok
antibiyotik vardir. Bunlarin bir kismi mikroorganizmalarin
Uzerinde ayni ya da benzer etki mekanizmasi ile etki ederler. Bir
kismina ise bazi mikroorganizmalar dogal direng gosterir.
Bunun icin hastalik materyaline ve ayrimi yapilan
mikroorganizmaya gore gerekli gorilen disklerin segilerek
kullanilmalari gerekir.

. Disklerin yerlestirilmesi: Besiyerinin ylzeyi kuruduktan sonra
diskler belli bir plan dahilinde, ince uglu bir penset ile tutulup
besiyeri ylzeyine birakilarak UGzerlerine hafifce bastirilip
yapismalari saglanir. Her defasinda pensetin ucu alkole sokulup
alevde yakilir.

. Diskler besiyeri kenarindan yaklasik 15 mm ve birbirinden 25-30
mm uzaklikta dizilirler. Bu sekilde 90 mm lik bir petri kutusuna
6-7 si kenarda, biri ortada olmak tzere 7-8 disk yerlestirilebilir.

. Disklerin dizilmesinden itibaren en ¢ok 15 dakika iginde
besiyerleri  35°C’lik  etlivde uremeye birakilir. Bir gecelik
inkiibasyondan sonra disklerin etraflarinda olusan Uremenin
olmadigi dnlenim zonlarinin gaplari mm olarak olgllerek not
edilir. Olciim goz ile gorillen Gremenin olmadigl dnleme
zonunun gapi alinarak yapilir.

. Sonuglarin degerlendirilmesi: Milimetre olarak yapilan zon
Olgimleri gizelgedeki sinirlar gergevesi igerisinde incelenerek
"direngli, duyarl ve orta derecede duyarl" olarak
degerlendirilir.

Burada direngli sonucu, o mikroorganizmanin, séz konusu
antibiyotigin sagaltimda kullanilan dozlari ile elde edilen kan ve
doku konsantrasyonlarina karsi direngli oldugu anlamindadir.



Duyarli sonucu, mikroorganizmanin antibiyotigin  ayni
konsantrasyonlarina karsi duyarl oldugunu gosterir.

Orta derecede duyarli sonucu ise kullanilan antibiyotigin
daha ylksek dozlarda verilmesi halinde sonug¢ alinabilecegi
anlamindadir.
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Sekil Il. Kirby-Bauer disk difiizyon testi

Gradient Test: Sispansiyon disk diflizyon testinde anlatilan sekilde
hazirlanir. Mueller Hinton Agar besiyerine yayma ekim yapildiktan sonra
ticari  olarak satilan ve lzerinde antimikrobiyallerin  ¢esitli
konsantrasyonlarini barindiran gradient test stripleri besiyeri Uzerine
uygulanir, inkiibasyona birakilir.

inkiibasyonun ardindan E test stripleri ile Gremenin inhibe oldugu
kesisme noktalari minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) degerini
verir.



Sekil lll. Gradient test (E test)

Tip Dillisyon Yontemi:

Tup dillisyon "makro" ve "mikro" olmak Uzere iki sekilde uygulanabilir. Her iki
yontemin de prensibi aynidir. Makrodiliisyonda test tlipleri, mikrodilisyonda ise "U"
ya da"V" tabanli "mikroplate"ler kullanilir. Tip dilisyon yonteminde besiyeri olarak
katyon (kalsiyum ve magnezyum) eklenmis Mueller-Hinton buyyon kullanihr.

Test edilecek olan antibiyotikler 6nce 6zel ¢ozliclileri icinde hazirlanir ve takiben bu
sivi besiyerinde iki kat azalan sulandirimlari yapilir. Mikroorganizmanin standart bir
inokulimu (1x10° kob/ ml) hazirlanip, antimikrobiyal ajanin cesitli diliisyonlarini
iceren her bir tlipe esit miktarlarda eklenir. Ayrica antibiyotik icermeyen, lGremenin
gostergesi olan kontrol tliptine de eklenir. Bakteri inokiile edilmemis, sadece besiyeri
konmus bir tlip de besiyeri kontroll olarak hazirlanir. Besiyerleri 35°C'de bir gecelik
inklibasyondan sonra bakteri lremesini gosteren bulaniklik yéniinden incelenir.
Bakterinin (iremesini onleyen, gozle gorinir bir bulanikligin olmadigl en disik ilag
konsantrasyonu, minimum inhibitdr konsantrasyon (MiK) olarak degerlendirilir.
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Sekil IV. Tiip Diliisyon Yéntemi




Antibiyogram sonuclarinin yorumlanmasi uluslararasi standartlar kullanilarak yapilr.
(EUCAST,CLSI gibi)

Ornegin;

Staphylococcus aureus’ta Vankomisin ve Teikoplanin antibiyotiklerin MIK

Degerlerine Gore EUCAST Klinik Simir Degerleri

Duyarh Direncli

Vankomisin <2 pg/ml > 2ug/ml

Teikoplanin <2 pg/ml > 2ug/ml




