) Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2020;50(1):1-9
doi:10.5222/TMCD.2020.001

Derleme / Review

Gegmisten Gliniimiize Antibiyotik Duyarlilik Testleri

Antibiotic Susceptibility Tests from Past to Present

Ahmet Celal Basustaoglu*©, Rifat Vedat Yildirim**®, Gizem ince* ©

*Bagskent Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara
**Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi, Tip Tarihi ve Etik Anabilim Dali, Ankara

Alindig tarih / Received:
23.07.2019 / 23.July.2019

Kabul tarihi / Accepted:
01.10.2019 / 01.0ctober.2019

Yayin tarihi / Publication date:
31.03.2020 / 31.March.2020

ORCID Kayitlari

A. Basustaoglu 0000-0002-2571-0637
R. V. Yildirim 0000-0001-8982-7239
G. ince 0000-0002-9012-620X

P rvyildirim77 @gmail.com

Atif: Bagustaoglu AC, Yildirm RV, ince G. Gegmisten
gliinimuze antibiyotik duyarlihk testleri. Turk
Mikrobiyol Cemiy Derg. 2020;50(1):1-9.

0z

Louis Pasteur (1822-1895), Robert Koch (1843-1910) ve ézellikle Paul Ehrlich’in (1854-1915),
antibiyozise isik tutan yayinlanmis ¢alismalari bakteriyolojinin ilk yillarinda, inhibe edici madde-
lerin organizmalar (zerindeki etkilerini gézlemlediklerini géstermektedir. Alexander Fleming’in
(1881-1955) 1928'de penisilin ile ilgili yayinlari tip tarihinde bir dénim noktasidir. Daha fazla
antimikrobiyal bilesik kesfedildik¢e, bu antimikrobiyallerin kullanimi yoluyla bulasici hastaliklarin
ortadan kaldirilacagi tahmin edilmistir. Antimikrobiyal bilesikler kesfedildikge, bu antimikrobiyal-
lerin kullanimi ile bulasici hastaliklarin yok edilecedi distintlmdistir. Maalesef, bu antimikrobiyal-
lere karsi gelisen bakteriyel direng bu iyimserligi hizla azaltti ve mikrobiyoloji laboratuvarinin bu
ajanlara duyarliligi belirlemek icin test ydntemleri gelistirmesine yol acti. ilk arastirmacilar tara-
findan, antimikrobiyal duyarlilik testlerinin sonuglarini etkileyen bir¢ok degisken oldugu hizla
anlasiimis ve degiskenlerin standardize edilebilmesi igin onlarca yéntem gelistirilmis ve bu yonde
calismalar yapilmistir. Sonug olarak, bu standardizasyon ihtiyaci, standart antibiyotik duyarlilik
test metodolojileri gelistiren birgcok organizasyonun olusturulmasini saglamis ve giiniimiizde de
bu standartlar kullanilir olmustur. Bu derlemede, meslektaslarimiza isik tutmasi amaciyla bu
yéntemlerin tarihgesi ve gelisimi anlatiimaktadir.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik duyarllik testleri, antibiyotik direnci, tarihge
ABSTRACT

The published studies of Louis Pasteur (1822-1895), Robert Koch (1843-1910), and especially Paul
Ehrlich (1854-1915) referring to antibiosis, shows that in the early years of bacteriology they
observed the effects of inhibiting agents on organisms. Alexander Fleming’s (1881-1955)
publications on penicillin in 1928 was a milestone for medical history. As the antimicrobial
compounds are discovered, it is thought that infectious diseases will be eliminated with the use
of these antimicrobials. Unluckily, bacterial resistance to these antimicrobials quickly reduced this
optimism and led the microbiology lab to develop test methods to determine sensitivity to these
agents. Early researchers quickly understood that there were many variables affecting the results
of antimicrobial susceptibility tests, and dozens of methods were developed and evaluated to
standardize these variables. As a result, the need for standardization has directed many
organizations to the production of standard antibiotic susceptibility tests methodologies, which
are used today. In this review, the history and development of these methods are summarized to
guide our colleagues.
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GiRiS

tedavi etmek igin yeni kimyasal ajanlar gelistirmeye
odaklanan ¢alismalarini vurgulamak gerekir +2),

Pasteur, Koch ve 6zellikle Paul Ehrlich’in, antibiyozise
1sik tutan yayinlanmis galismalari, bakteriyolojinin ilk
yillarinda arastirmacilarin, inhibe edici maddelerin
organizmalar Uzerindeki etkilerini gézlemlediklerini
gostermektedir. Ozellikle Paul Ehrlich’in Konigliches
Enstitliisi mudira olarak enfeksiyon hastaliklarini

ilk kemoterapétik olarak etkili antibiyotik, 1929'da
uzun siredir yara enfeksiyonlarinin tedavisi ile ilgile-
nen ingiliz bir bakteriyolog olan Alexander Fleming
(1881-1955) tarafindan kesfedildi. Kirsal kesimdeki
bir tatilden donerken laboratuvarinda tek bir kif
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kolonisi  tarafindan  kontamine olmus bir
Staphylococcus aureus kiltlriinG bir yigin petri kabi-
nin arasindan fark etti. Fleming plagi gézlemlerken,
kiifa saran kolonilerin saydam oldugunu ve pargalan-
maya maruz kaldigini ve kifiin, ortamdaki kolonilerin
parcalanmasina neden olan bir kimyasal maddeyi
ortama salgiladigini diistindli. Gézleminin olasi kemo-
terapotik 6nemini algilayan Fleming, Penicillium spp.
olarak tanimlanan kifi izole etti ve kiiltiir sizlintile-
rinin penisilin adi verilen bir antibakteriyel madde
icerdigini tespit etti. ilk kez tireme inhibisyon alanini
gozlemleyerek daha sonra penisilin olarak adlandirila-
cak maddenin inhibe edici etkisine iliskin ilk gbzlemini
yapti. Bu olay ¢agdas duyarhlik testi metodolojilerinin

evrimi igin baslangi¢ noktasidir®2),

Fleming tiim ugraslarina ragmen, penisilini saflastira-
madi, ancak bu haliyle bircok gram pozitif bakterinin
Uremesini onlemedeki dikkate deger etkinligini gos-
terdi ve hatta insanlarda goz enfeksiyonlarinin lokal
tedavisi icin basari ile kullandi. Bu arada, stlfonamid-
ler gibi diger antibiyotik olmayan bilesiklerin kemo-
terapotik etkinligi kesfedilmisti ve penisilinin saflasti-
rilmasindaki zorluklarla cesareti kirilan Fleming,
bunun lzerinde daha fazla calismayi birakti>?),

On yil sonra, HW. Florey (1898-1968) ve E. Chain
(1906-1979) penisilin calismasina devam etti. Kismen
saflastiriimis malzemeyle yapilan klinik galismalar
carpici bir sekilde basarili oldu. Ancak bu zamana
kadar, ingiltere savastaydi; penisilinin endiistriyel
gelisimi, bircok laboratuvarda yogun bir arastirma ve
gelistirme programinin baslatildigi Amerika Birlesik
Devletleri'nde yapildi. Ug yil icinde, penisilin enddist-
riyel 6lgekte Uretiliyordu®?.,

Oncelikle gram pozitif bakterilerin neden oldugu baz
bakteriyel enfeksiyonlar Gzerine penisilinin belirgin
kemoterapotik etkinligi, yeni antibiyotikler tGzerinde
yogun arastirmalara neden olmustur. Yeni antibiyo-
tikler kesfedildikge, enfeksiyonlara karsi miicadelenin
sonuna gelindigi dusinlliyordu. Ne yazik ki ortaya
¢ikan direng ile bu iyimserlik hayal kirikligina donus-
tl. Tedavide basarisizliklarin ortaya ¢ikmasi, direncin
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belirlenmesi icin yontemler gelistiriimesine yol acti.
Oncelikle penisilin tzerine yapilan calismalar ile
gliniimizdeki in-vitro test kavrami giindeme geldi ve
modern antimikrobiyal duyarlilik test metodolojisi-
nin temelini olusturdu. Daha sonraki yillarda anti-
mikrobiyal duyarlilik testinin gelisimi Gizerine bircok
yazar tarafindan gok gesitli galismalar yayinlandi3,

Bu makalemizde, rutinde uyguladigimiz antibiyotik
duyarlilik testlerinde halen siklikla kullandigimiz bazi
yontemlerin tarihini ve gelisimini, ulasabildigimiz
makalelerden yola c¢ikarak derlemeyi amagladik.
Ayrica bu konuda ulkemizde yapilmis ¢alismalardan
bazilari 6rnek olarak sunulmustur. Bu tarihsel veriler
ile elde edilen deneyimlerin ileride yapilacak birgok
arastirmaya Isik tutacagini diisiiniiyoruz.

Antibiyotik Duyarlilik Testlerinin Tarihsel Geligimi

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinin sorumluluklari
arasinda, enfeksiyon hastaliklarinda etken bakterinin
izole edilmesi, tanimlanmasi ve antibiyotik duyarlilik
testleri (ADT) uygulayarak tedavide klinisyene vyol
gosterici olmak yer almaktadir. Bir septik hastanin
yasami tehdit eden durumu ve hastanelerde antibi-
yotige direncli bakterilerin artan prevalansi goz
online alindiginda, dogru, glivenilir ve hizli ydontem-
lere gereksinim duyulmaktadir. Halen ginimizde
yaygin olarak kullanilan disk diflizyon, agar dillisyon,
gradyent serit test, sivi dillisyon ve otomatize test
sistemleri hakkinda yapilmis bazi ¢alismalardan
ornekler asagida tarihsel gelisim sirasiyla yer almak-
tadir. Gelismekte olan “Multiplexed automated digi-
tal microscopy”, “Single-cell morphological analysis”,
"Celloscope”, “BacterioScan FLLS”, ”"Life Scale
Microchannel Resonator”, ”Genefluidics”, “AFM
Cantilever”, "Flow Cytometry” gibi yeni gelistirilen
veya gelistirilmekte olan ve rutin kullanima henliz gir-
memis olan tekniklerden burada s6zedilmeyecektir®.

e 1874; William Roberts (1830-1899), “Studies on
biogenesis” isimli makalesinde Penicillium glau-
cum kiifinin iginde buyudigi sivi besiyerinin
bakteri ile kolayca kontamine olmadigini gbzlem-
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ledi (Philosophical Transactions of the Royal
Society of London). Lechevalier ve Solotorobsky’nin
“Three Centuries of Microbiology, 1965” isimli
kitaplarinda mikrobiyolojinin ilk yillarinda arastir-
macilarin bazi maddelerin bakteriler tzerine inhi-
be edici etkileri ve organizmalar arasindaki inhibe
edici etkilesim lzerine calistiklarini
belirtiimektedir*°),

1889, Beijerinck (1851-1931) tarafindan farkl
toksinlerin bakteriyel gelisim lzerindeki etkisini
incelemek icin agar diflizyon teknigi kullanildi*?),
1924, Fleming bir test ¢ozeltisinin antimikrobik
niteliklerini degerlendirmek icin “ditch plate”
teknigini gelistirdi. Agar ylzeyine test edilecek
organizmayi ekip, agar Uzerine agtigl kanal igine
test edecegi solisyonu koyup inkiibasyondan
sonra hendek etrafindaki inhibisyon alanini
gozlemledit+29),

1929, Reddish, agara hazneler agip bu hazneleri
antiseptik c¢ozeltilerle doldurarak Fleming’in
1924’te uyguladig teknigi degistirdi. Bu teknigin
prensibi, “Oxford cup”, “fish spine” veya “Heatley
cup” ile es anlamh disk plakalari ile daha da
gelistirilmistir®2°, Bu teknik, ¢agdas minimum
inhibitér konsantrasyon (MIiK) metodolojisinin
oncusl olarak tanimlanmistir. Fleming 1942 yilin-
da, bulanikhk yerine pH’1 indikator olarak kullana-
rak sivi diliisyon teknigini gelistirdi®”#,

1940, Heatley (1911-2004) duyarliligi degerlen-
dirmek icin test edilecek antibakteriyel madde
emdirilmis emici kagitlari kullandi. Penisilin ige-
ren filtre kagidi diskleri ilk kez Vincent ve
Whitgrove Vincent tarafindan kullanilmigtirt219,
Bu yontemin is yUkinU ve zamani azaltacagini ve
daha verimli sonuglar alinacagini savunmuslardir.
Ayni yayinda Hobby (1910-1993) ve ark./nin 1942
yilinda plak yonteminde besiyeri derinliginin, kuru-
lugunun ve bakterilerin lag fazinda olmalarinin
dezavantaj yarattigi yorumlari yer almaktadir®??),
1940, Schmith ve Reymann, ilk kez agar dilisyon
yontemini sulfapiridin etkinligini gonokoklar Gze-
rinde test ederek uyguladilar®?,

1940, Gardner, bulaniklik yerine organizmadaki
morfolojik degisimleri son nokta olarak kullandigi

bir sivi diliisyon teknigi kullandi. Bu yéntem, anti-
biyotik sonrasi etkiyi degerlendirmek icin kullani-
lan glinimuz yontemlerinin 6nciist sayilabilir?.
1941, Abraham ve ark.?, agara yerlestirilen bir
silindirin igine antimikrobiyal maddeleri koydu ve
buradan agara yayllmasini sagladi. ABD’de bu
silindirler penisilin silindirleri olarak tanimlanmis-
t1 ve gesitli antimikrobiyal maddeleri degerlendir-
mek icin populer bir test yontemi héaline geldi.
1942, Fleming yukarida belirtildigi gibi bulaniklik
yerine pH’l indikator olarak kullanarak sivi dilis-
yon teknigini gelistirdi®®. Birgok arastirmaci bu
yontemi gesitli sekillerde kullandilar. Genel olarak
bu uygulama basarili olamadi ancak ileride gelis-
tirilen Alamar sistemine 1sik tuttu.

1942, Rammelkamp ve Maxon, Schmidt ve Sesler
gibi arastirmacilar sivi dillisyon teknigi Uzerine
calismalarini yaymnladilart*?),

1945, Mohs, 15 mm c¢apinda diskleri olan bir
“radyal ekim disk yontemi” tanitti. Bu, bir test
organizmasinin ayni plak Uzerinde hassas bir
kontrol ile karsilastiriimasinin ilk uygulanmasiydi.
Bu ydntem, yakin zamana kadar ingiltere’de bir-
¢ok laboratuvarda halad kullanilan Stokes teknigi-
nin éncusu olarak tanimlanmigtirtt21Y,
1945,Copeland, Morley gibi diger arastirmacilar
da ayni yil disk yonteminde teknik degisiklikler
yaptilar®,

1945; Frisk, Streptococcus pneumoniae’nin duyar-
liligini test ederken penisilinin agar icerisine katil-
masini tanimladi. Daha sonra Frank ve ¢alisma
arkadaslari ¢ok sayida antibiyotik-organizma
kombinasyonunun incelenmesi icin agar dillisyo-
nunu kullandilar. Bu dénemde yapilan galismalar
ile agar diflizyon ve agar dilisyon teknikleri
uygun sekilde uygulandiginda benzer sonuglar
elde edildigi ancak agar diliisyonun zahmetli ve
zaman alici oldugu goruldiu*2', Yéntem, seri
dilisyonlarin organizmalari direngli ve duyarh
kategorilere ayiran bir veya daha fazla kritik kon-
santrasyon ile degistiriimesiyle basitlestirildi. Bu
yontem ilk kez Ericsson ve Sherris tarafindan kul-
lanilan ve ginimizde yayginlagan bir terim olan
sinir deger “break point” teknigi olarak anilir.



ikinci Diinya Savas’nin sonunda, penisilinin bircok
bulasici hastaligin tedavisi icin yaygin kullanimi nede-
niyle tiip dilisyon, disk diflizyon yontemleri ve agar
dilisyon yontemlerinin hepsi, penisilin duyarliliginin
kesin olarak tahmin edilmesi igin gegerli yontem ola-
rak kabul edildi. Bu donemde, hem Gram pozitif hem
de Gam negatif enfeksiyonlari tedavi etmek igin
tasarlanmis yeni antimikrobiyal ajanlarin kullanimi
baslamis ve ilaglarin sayisi arttik¢a, duyarliligi tahmin
etme ve belirli bir enfeksiyonu tedavi etmek igin en
uygun ajanlari segme gereksinim artmis bu da pratik
metodoloji kullanarak duyarliligi veya direnci ortaya
koymak icin yenilik¢i yaklasimlari beraberinde
getirmistir2),

e 1946, Garrett, agar dilisyon testini gerceklestir-
mek igin ¢ok sayida replikasyon cihazi gelistirdi ve
duyarhhg degerlendirmek icin ¢cok sayida seri
dilisyon kullanimi yerine kritik dilisyonlar kon-
septini ortaya koydu®.

e 1947, Hoyt ve Levine, emdirilmis filtre kagidi yeri-
ne penisilin iceren tabletleri kullanan bir teknik
gelistirdiler ve bu metodla penisilin ve streptomi-
sin duyarhliklarini galistilar®*3),

e 1947, Buglin hala yaygin olarak kullanilan geyrek
inclik (6-6.5 mm) filtre kagidi diskleri ilk olarak
1947'de Bondi ve ark. tarafindan tanimlandi>%4,

e 1950, Frank, Wilcox ve Finland bir¢ok antibiyotik-
organizma kombinasyonu igin agar dillisyon yon-
temini denediler®*,

e 1952, Gould ve Bowie disk difiizyon teknigi ile
cesitli konsantrasyonlardaki diskleri kontrol orga-
nizmalari ile karsilastirdilar®?.,

e 1952, Szybalski ve ark., agar dillisyon yontemleri
Uzerine cesitli calismalar yaptilar®?,

e 1954, Jackson ve ark., antibiyotik duyarhhgini
belirlemek icin indikatér olarak hemoglobin kul-
lanimini gelistirdiler(216),

e 1955, Stokes bilinen izolatlar ile klinik izolatlar
diskler ile plak Gzerinde karsilastirdigi ve kendi
ismini taslyan yontemi sundu. Bu yontem tim
Avrupa’da yaygin olarak kullanilmistir>?,

e 1959, Steers, Foltz ve Graves, diger birkag uygula-
ma ile agar dilisyon yontemini basitlestiren ve
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hala kullanilan bir replikasyon cihazini
gelistirdiler?,

e 1959, Bauer, Roberts ve Kirby tek disk, ¢coklu disk
ve plak dilisyon tekniklerini yayinladilar. Bu yon-
temleri, daha sonra Kirby Bauer duyarhlk testi
yontemi olarak bilindi>*7)

e 1959, Ericsson ve ark., duyarlilik testleri ve klinik
yorumlanmasi Gzerine ¢alismalar yayinladilart*®,

e 1960, Steers ve ark.?, agar difizyon ve dilisyon
tekniklerini  karsilastiran galismalar vyapti.
Neredeyse eszamanh olarak, Anderson ve
Troyanosky distk etkili diskler kullanan baska bir
standart disk teknigi tanitti.

e 1963, Tolhurst, Buckle ve Williams, zahmetli
dilisyon arahgini kullanmak yerine birgok ilacin
belirli bir klinik izolatta test edilmesini saglamak
icin, kritik sinir degerleri cevreleyen dilGsyonlara
odaklanarak, tiip dilisyon teknigini degistirmede
6nemli ilerleme kaydetmistir®®.

Bu dénemde rutin bakteri izolatlari i¢in agar dillisyon
ile MiK tahminlerinin yapilmasinin ok zaman alici ve
zahmetli oldugu kabul edilmis, ancak ¢oklu replikas-
yon cihazlari ile yapilan seri diliisyonlar, organizmala-
ri direngli ve duyarli kategorilere ayiran bir veya daha
fazla kritik konsantrasyon ile degerlendirerek basit-
lestirilmisti. Bu yontem ilk olarak Ericsson ve Sherris
tarafindan kullanilan bir terim olan “sinir deger”
“breakpoint” teknigi olarak adlandiriimaktadir.
Kirllma noktasi tekniginin yaygin kullanimi, bilinen
miktarlarda, 6nce filtre kagidi petlerinde ve daha
sonra filtre kagidi seritlerinde mevcut olan antimik-
robiyal madde ile kolaylastiriimistir.

Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa’daki ¢cogu klinik
mikrobiyoloji laboratuvari, bakterilerin antimikrobi-
yallere duyarlihigini belirlemek icin farkli besiyerleri,
inokilum konsantrasyonlari, inklibasyon sureleri,
inkiibasyon sicakliklari ve farkli antimikrobiyal kon-
santrasyonlar  kullanarak  farkli  yontemler
uyguladilar®3), Bu konuda bir¢ok arastirmaci, yon-
temde cesitli karisikliklara neden olan birgok farkl
protokoller yayinladi ve bu testlerin sonuglarini etki-

leyen bir¢ok degisken oldugu hizla anlasildi. Sonug
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olarak, bu tekniklerin standardizasyonuna gereksi-
nim duyulduguna dair (1950’lerin sonlarindan itiba-
ren) bir tartisma basladi. Bu gereksinim, bir¢ok kuru-
lusun standartlastirilmis ADT metodolojileri gelistir-
melerine yol agmistir. 1959’dan baslayarak, duyarlilik
testini standartlastirma gereksinimi belirgin hale
geldi ve bazi kuruluglar ve arastirmacilar bu kritik
konuyu ele almaya basladi®?. Diinya Saglik Orgiiti
(DSO), antimikrobiyal duyarlilik testi metodolojisinin
standardizasyonu konusunu ele aldi ve bir rapor
yayinladi*®,

e 1966, Bauer, Kirby ve ark., bu konudaki yayinlari
kapsamli olarak gozden gecirip, birlestirip glincel-
lediler ve disk diflizyon teknigini pratik bir yon-
tem olarak kurma girisimlerini yayinladiklari
zaman, disk difiizyon metodunun standartlastiril-
masinda dnemli ilerleme kaydedildi®%29,

e 1971, Ericsson ve Sherris, duyarlilik testi ydontem-
lerini degerlendirmek igin DSO’niin sponsor oldu-
gu, ADT’nin 10 yillik Uluslararasi isbirligi Calismasi
sonugclarini yayinlandilar®, Bu calisma, buyik
Olglide Ericsson ve meslektaslari tarafindan
tanimlanan disk diflizyon yontemine dayaniyor-
du. Diger bircok arastirma ADT metodolojisini
standart hale getirmek icin bu ilk girisimleri takip
etti. Bu donemde Avrupa’da, ADT igin en az alti
farkl sistem kullaniimaktaydi. 1972 yilinda Stokes
ve Waterworth’in ¢alismalari, duyarlilik testini
standartlastirma girisimlerine blyuk katki saglar-
ken 1973 yilinda Haltalin, Markley ve Woodman,
agar dilisyonda kritik sinir degerler Gzerine ¢als-
malar yaptilar®.

e 1975, Bauer ve Kirby’nin yayini??, tek bir antimik-
robiyal diski ile duyarhlik testi icin standart bir
proseddr gelistiriimesine zemin hazirladi ve 1974
yihinda, Klinik Laboratuvar Standartlari Ulusal
Komitesi (“National Committee for Clinical
Laboratory Standards”, NCCLS) tarafindan gegici
standardin yayinlanmasina zemin olusturdu®?.
Daha sonra, 1975 yilinda, ayni kurulus tarafindan
onaylanmis standart yayinlandi®. Sonucta, disk
diflizyon duyarlilik testi igin standart bir prosediir
elde edildi ve bundan sonra Kirby-Bauer disk

difiizyon testi olarak adlandirildi. Kirby-Bauer
disk difiizyon duyarlilik testinin amaci, klinisyene
tedavi seceneklerini segmesine yardimci olmak
icin patojenik aerobik ve fakdiltatif anaerobik bak-
terilerin gesitli antimikrobiyal bilesiklere duyarlili-
gini veya direncini belirlemekti®,

e 1975 sonrasi her ne kadar bazi yazarlar, disk
diftizyon teknikleri kullanilarak elde edilen sonug-
lari hizlandiran metotlari tanimlamis olsalar da,
kullanilan yontemler esas olarak 18 ila 24 saat
inkiibasyona dayanmaktaydi. Ayrica, disiik emek
girdisine sahip hizli ydéntemler igin klinik ve eko-
nomik baskilar, alternatif ADT yontemlerinin
gelistiriimesine neden olmustur. Bu donemde
klinik mikrobiyoloji ve klinik biyokimya gibi dallar-
daki diger uygulamalarda oldugu gibi antibiyotik
duyarlilik testlerinde de gittikge artan sekilde hata
payini, maliyeti, slreyi ve 6zellikle is yikini azal-
tan otomasyon uygulamalari gindeme geldi*=),

Bactec (Becton Dickinson, ABD) sisteminin kan klti-
ri otomasyonundaki basarisi, otomasyonun klinik
mikrobiyolojideki gecerliligini arttirdi. Bu dénemde,
bilgisayarlarin bircok laboratuvarda veri islemedeki
basarisi klinik mikrobiyolojinin bu gerekli modernles-
meye uyum saglamasi gerektigi algisini yaratmada
onemli bir faktordl. Ne yazik ki disk difiizyon yonte-
mi, otomasyona olanak vermedigi icin dilisyona
dayali otomatize antimikrobiyal test sistemleri, algi-
lanan ¢ogu sorunun ¢ézimi gibi gortindyordu®3,

ilk otomatik ADT yéntemlerinden biri, Pfizer
Diagnostics (Almanya) tarafindan pazarlanan ve tani-
tilan “Autobac disc elution” sistemi idi. Bu sistem,
bazi sonuglarin 4-6 saatte rapor edilmesini sagladi.
Antimikrobiyal duyarhlk testi alaninda devrim yapma
potansiyeline sahipti, ancak temel dezavantajlarin-
dan biri, bir organizma tanimlama sistemine sahip
olmamasi idi. 1975’e kadar, bu yeni hizli otomatize
sisteme olan ilgi, bu yeni aracin klinikte ne gibi bir rol
oynayacagina odaklandi®™®. Yukarida da belirtildigi
gibi ayni yil (NCCLS), onaylanmis Antimikrobiyal
Duyarhlik Test Standartlarini yayinladi®., Bu, duyarli-
Ik testi metodolojisini standartlastirmaya yonelik



daha onceki girisimlerin ¢ogunu ortak noktada bir-

lestirdi ve ilk kez klinik laboratuvarlar tarafindan

benimsendi.

1977, ikinci otomatik sistem, 1977’de tanitilan
Abbott MS-2 (ABD) Sistemi idi. Bu sistem dort
saatte sonug veren bir sistemdi, bir organizma
tanimlama boélimii iceriyor ve MIK degerlerini
hesapliyordu. Bunu kisa bir slire sonra, 1977’de
McDonnell Douglas Corporation (ABD) tarafin-
dan sunulan AMS Sistemi takip etti ve bu sistem,
buglin Vitek (BioMérieux, Fransa) Sistemi olarak
bilinen sistemin 6ncisi oldu. Bu sistem kapali
plastik kartlarda kurutulmus reaktifler kullan-
makta ve duyarhlik testi ve organizma tanimla-
masi icin ayri kartlar icermekteydi. Bu li¢ sistem
sonraki yirmi yilda hakim olacak olan otomatize
sistemlerin 6nclsl oldular. Gelecekte otomatik
duyarhlik testi metodolojisinin dnci rol oynayabi-
lecek teknolojik bir yenilik olmasi nedeniyle,
1977 yili duyarlilik testi alaninda da 6nemli bir yil-
dir. Daha sonra 1981 yilinda isve¢ Standardizasyon
Grubu, 1984 yilinda da Alman Standardizasyon
Grubu ve daha sonra Fransa Mikrobiyoloji Dernegi
ilk kez standartlarini yayinladi*3,

1977, Thornsberry ve ark.'?, duyarhlik testini ger-
ceklestirmek icin standartlastiriimis mikrotitre
plaklarinin piyasaya siiriilmesine 6ncilik yapti.
1978, Phillips ve ark.?, bu uygulamayi temel ala-
rak ilk 6nce dondurulmus paneller, daha sonra
liyofilize panelleri gelistirdi. Bu paneller, ayni ino-
kiilumdan organizma tanimlayabiliyor ve MiK
degerlerini saptayabiliyordu. Ticari olarak Ureti-
len bu panellerin otomatik degerlendirilmesi bir
sonraki mantikli adimdi ve tim diger teknolojik
gelismeler gibi, bu yeni teknoloji de hizla gelisti.
Bu teknolojinin uygulanmasi, Micro-Media
Systems (ABD), Sensititre (Trek Diagnostics,
ingiltere), BBL Sceptor (Becton Dickinson, ABD),
TouchScan (Dade Behring, ABD), AutoScan (Dade
Behring, ABD) ve mevcut MicroScan WalkAway
(Bekman Coulter, ABD), VITEK (BioMérieux,
Fransa) ve Phoenix (Becton Dickinson, ABD) gibi
yari otomatize/otomatize sistemlerin gelistirilme-
sine yol agti. Teknolojideki bu gelismelere rag-
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men, disk difiizyon metodolojisi, ekonomik olma-
sI, kolay uygulanmasi gibi ozellikleri ile kullanilirli-
gini strdlirmstr.

1986, Krogstad ve Moellering 1953 yilinda Elion
ve ark./nin anti kanser ilaglarda kullandiklari dama
tahtasi (“checkerboard”) yonteminin bakterilere
uyarlanmasi Uzerine calistilar. Seyreltme testi,
performans, standardizasyon ve yorumlamada
sorunlar olmasina ragmen, birgok ilag icin in-vitro
sinerjinin degerlendiriimesinde yaygin olarak
kullanildi??¥, Sonuglar, kombinasyonlarin siner-
jik, additif veya antagonistik olarak siniflandiril-
masini saglamaktadir.

1987, iki kath dilisyon semasi (izerine Horrevorts
ve ark.?® tarafindan alternatif bir ydntem oneril-
di. S. aureus’a karsi rifampin ve minosiklin kullani-
larak bir dizi calisma yaptilar.

1988, Stabilize ve kurutulmus ilacin stirekli kon-
santrasyon gradyanini tasiyan ince bir reaktif
seridinden uygulanan gradyent serit testi, agar
ortami lzerindeki antimikrobiyal ajanlarin mini-
mum inhibitér konsantrasyonunu belirlemek igin
gelistirilen yeni bir in-vitro yontem olarak ilk kez
1988’de Los Angeles’taki “Interscience Conference
on Antimicrobial Agents and Chemotherapy
(ICAAC)” Kongresinde sunuldu®®®. Eylul 1991’de
gradyent serit test, ABD Gida ve ilag idaresi (FDA)
onayini aldiktan sonra diinya capinda bir MiK
testi olarak kullanima girdi®. 1950’lerde AB
BIODISK’in (isvec) bilimsel kurucusu Hans Ericsson
(Karolinska Enstituisti), disk difizyon yontemini
standart hale getirmek, yinelenebilirligini ve
glvenilirligini gelistirmek icin bir dizi calisma
yapti. Disk difiizyon test sonuglarindan gelen inhi-
bisyon zon caplarini, referans agar seyreltme yon-
temine dayanan MIK degerleriyle karsilastirdi. Zon
caplari ve MIK degerleri arasindaki korelasyon,
regresyon analizi kullanilarak degerlendirdi.

1998, Klinik Laboratuvar Standartlari Enstitlisu
(Clinical Laboratory Standards Institute, CLSI) ve
Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Test Komitesi
(European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing, EUCAST) tarafindan stan-
dardize edilen tim duyarhlik teknikleri, izole
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edilmis bakterileri fenotipik olarak test etmeye
dayanmaktadir. Her ne kadar bu fenotipik duyar-
lilik test teknikleri nispeten basit olsa da bakteri-
yel izolasyon gerektirirler ve bu nedenle duyarhhk
testi sonucu 6rnek alindiktan yaklagik iki giin
sonra elde edilebilir. Bergeron ve OQuellette 1998
yilinda, duyarlilik profili elde etmek igin genellikle
birden fazla yontemin yapilmasi gerektigi gercegi
gibi, duyarlilik testine fenotipik yaklasimin diger
eksikliklerine dikkat ¢ekti ve direng testinin geno-
tipik yaklasim ile dogrulanmasi gerektigini
vurguladi®??. Direng testinin hizini ve glvenilirli-
gini arttirmak icin, genotipik bir yaklasimin kulla-
nimi savunuldu ve bakteriyel direng genlerinin
belirlenmesi icin cok sayida DNA bazli analiz gelis-
tirildi. Bu yaklasim gercek bir devrim olarak
tanimlanmis olmasina ragmen, diren¢ mekaniz-
malarinin ve ilgili genlerin iyi bir sekilde anlasil-
masini gerektirmektedir. Birgok arastirmaci bu
yontem icin kisitlamalari da vurgulamaktadir,
¢linkl bir direng geninin varligi her zaman direncg-
li bakterilerin gostergesi olmayabilir ve bunun
tersine, bir antibiyotige diren¢ kodlayan bir gen
belirlenmezse, bakterilerin o belirli maddeye
duyarli oldugu anlamina gelmeyebilir®3,

Yeni bir binyila girerken, rutin tanisal klinik mikrobi-
yoloji laboratuvarlarinda kullaniimakta olan ¢ogu
ADT metodolojisi, ilk olarak yirminci 20. basinda
aciklanan tekniklere dayanacaktir. Bu yontemlerin
sinirlamalari anlasilirsa ve prosedurler standartlasti-
rilirsa, Uretilen sonuglar duyarliliga, uygun maliyetli
bir sekilde glivenilir bir rehber sunacaktir. Yeni, geno-
tipik direng test yontemlerinin rutin kullanim igin
pratik olmasi ve rutin testler icin degerlendirilmeden
once rekabetci bir sekilde fiyatlandiriimasi gerekir.
Ayrica, karisik bir popilasyondaki farkli patojenler
veya klinik 6énemi olmayan organizmalar hakkinda
rapor vermekten kaginmak i¢in direng geni tasiyan
organizmanin tanimlanmasi gerekir. Bu sayede,
onlardan yarar gormeyecek hastalarda antibiyotikle-
rin kullaniimasini engelleyerek bakteriyel direng ris-
kini azaltabilirler.

Halen, Amerika Birlesik Devletleri’nde CLSI, Avrupa’da
EUCAST, Kirby ve Bauer’in orijinal prosedirinin
kiiresel bir uzlagsma stireci boyunca gilincellenmesin-
de ve degistirilmesinde oncilik yapmaktadirlar.

Ulkemizdeki Durum

Ne yazik ki yukarida bahsettigimiz donemdeki tekno-
lojik gelismelere destek olan bir ¢alisma Ulkemizde
yapilmamis, calismalar yalnizca duyarhlik testlerinin
uygulanmasi ile sinirli kalmistir. Kocagdz ve ark.?®
tarafindan gelistirilen ve 4-6 saatte sonug alinabilen
“Quicolor Yontemi” (Salubris, Tirkiye) bu konuda
Ulkemizde gelistirilen tek yontem olmustur. Bu yonte-
min Amerikan Patent Dairesi’'nden 6.265.182 B1 sayi
ve 24 Temmuz 2001 tarih ile patenti alinmigtir?®,

Ulkemizde yapilan ilk duyarlilik galismalarina érnek-
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Antibiyotikler, bulunduklari glinden bu yana insanla-
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rin elini enfeksiyonlara karsi énemli 6lgide gliclen-

dirmistir. Patojenler de her yeni cikan antibiyotige

karsi diren¢ mekanizmalari gelistirerek kendilerini

savunmuslardir. Ne yazik ki bugtine kadar bulunan

tiim antibiyotiklere karsi farkli bakterilerde de olsa

bir diren¢ goézlenmistir. Bu konunun mikrobiyoloji

diinyasinin en ¢ok arastirma yayinlanan konusu oldu-

gunu ve bundan dolayi, bu tarihsel veriler ile elde

edilen deneyimlerin ileride yapilacak bircok arastir-

maya Isik tutacagini disiiniiyoruz.
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