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OZET

MINIMAL INHIBISYON KONSANTRASYONU (MIK) BELIRLEME
TESTi SERIDi

Bu bulus; pamuk, keten, ve ipek kumas iizerine antibiyotik ekerek iiretilmis
seritler (1) kullanilarak bir minimal inhibisyon konsantrasyonu (MIK) belirleme
testi ile ilgilidir. Bulusun amaci, minimal inhibisyon konsantrasyonu (MIK)
belirleme testi kitinde Ol¢iim yapabilmek ic¢in kullanilan ve bir yiizeyi cetvel
iceren seritler i¢in pamuklu kumas, keten kumas, ipekli kumas veya pamuk-

polimer karisimindan olusan kumas kullanilmasidir.
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ISTEMLER

1. Bulus konusu MIK (Minimal Inhibisyon Konsantrasyon) belirleme testi

seridi (1), viicut dist tan1 cihazi (IVD) kullanilarak, mikroorganizmalarin

(A) anti bakteriyeller (anibiyotik, anti mikostatiklerin veya diger biylojik

stvilarda) ile etkilesimi 6lciitiiniin (MIiK degerinin) belirlenmesi amaciyla

uygun agarli besiyerine sahip bir petri kabinda (B) ekimi yapilmis

mikroorganizmalarla (A) ilac ekili katmam temas ettirilecek sekilde petri

kabina (B) yerlestirilen ve tercihen dikdortgen bir plaka formunda olup,

antibiyotik ekili katman petri kabindaki (B) mikroorganizmalarin (A)

tizerine temas edecek sekilde petri kabina (B) yerlestirilen ve penset ile

hafifce serit iizerine bastirilarak, her yerin yapismasi saglanan,

bir dikdortgen plaka formunda olup, petri kabindaki (B)
mikroorganizmalara (A) temas edecek sekilde konumlandirilan en az
bir etkilesim katmani (2),

etkilesim katmani (2) ile ayn1 form ve boyutlarda olup, etkilesim
katmanina (2) mikroorganizmalara (A) temas etmeyen Yyiiziinden
birlestirilen en az bir cetvel katmani (3) iceren ve,
mikroorganizmalara (A) temas eden yiizeyi lizerine
mikroorganizmalar (A) ile etkilesimi incelenecek olan antibiyotigin,
dikdortgen yapisimin  kisa kenarlarnt  arasinda giderek azalan
miktarlarda ekildigi ve kumas malzemeden iiretilmis etkilesim
katmani (2),

etkilesim katmami (2) {izerine ekilen antibiyotik konsantrasyonunu
anlasilabilmesi amaciyla, konsantrasyon degerini ifade eden sayilara
ve bu konsantrasyonlara karsilik gelen konumlarin ifade edildigi
cizgilere sahip cetvel katmanmi (3) ile karakterize edilen bir MiK

(Minimal inhibisyon Konsantrasyon) belirleme testi seridi (1).

2. Etkilesim katmanina (2) benzer olarak pamuklu kumas kullanilarak

tiretilen ve etkilesim katmani (2) ile yekpare olarak olusturulan bir cetvel
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katmam (3) ile karakterize edilen istem 1’ deki gibi bir MIK (Minimal

Inhibisyon Konsantrasyon) belirleme testi seridi (1).

. Hava gecirgenligi bulunmayan, yirtilmaya ve kopmaya karsi daha

dayanikli, maliyet acisindan daha avantajli, temini daha kolay ve
antibiyotik maddenin daha kolay ve daha hizli difiize olmasina olanak
taniyan pamuklu kumas, keten kumas, ipekli kumas veya pamuk- polimer
karistmindan olusan etkilesim katman (2) ile karakterize edilen istem 1°
deki gibi bir MiK (Minimal Inhibisyon Konsantrasyon) belirleme testi
seridi (1).

. Pamuk-polimer karistmindan olusan kumas yapilarinda kullanilan

polimerin, polipropilen ve etilen biitilakrilat kopolimeri olan etkilesim
katmani (2) ile karakterize edilen istem 1° deki gibi bir MIK (Minimal

Inhibisyon Konsantrasyon) belirleme testi seridi (1).

. Pamuk- polimer karistmi kumasinin, %50 veya daha fazla oranda pamuk

icerigine sahip sentetik kumas olan etkilesim katmani (2) ile karakterize
edilen istem 4’ teki gibi bir MIK (Minimal Inhibisyon Konsantrasyon)

belirleme testi seridi (1).

. Aliiminyum, plastik veya kagit malzemeden iiretilmis olan cetvel katman1

(3) ile karakterize edilen Istem 1’ deki gibi bir MiK (Minimal inhibisyon

Konsantrasyon) belirleme testi seridi (1).

. Uretilmesi esnasinda, yiizeyine okuma yapilabilmesini saglayan sayisal

degerler ve cizgilerin matbaada basilmasi ile olusturulan cetvel katmani
(3) ile karakterize edilen Istem 1’ deki gibi bir MIK (Minimal Inhibisyon

Konsantrasyon) belirleme testi seridi (1).

11



36832.01

8. Bir etiket yapisinda olup, etkilesim katmani (2) lizerine yapistirilarak
sabitlenen cetvel katmani (3) ile karakterize edilen Istem 1° deki gibi bir

MIK (Minimal Inhibisyon Konsantrasyon) belirleme testi seridi (1).
9. Etkilesim katmami (2) ve cetvel katmanmin (3) kumas malzeme

kullanilarak iiretilmesi ile karakterize edilen istem 1’ deki gibi bir MiK

(Minimal Inhibisyon Konsantrasyon) belirleme testi seridi (1).
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TARIFNAME

MINIMAL INHIBISYON KONSANTRASYONU (MIK) BELIRLEME
TESTi SERIDi

Teknik Alan

Bu bulus; pamuk, keten ve ipek kumas lizerine antibiyotik ekerek iiretilmis seritler
kullanilan bir minimal inhibisyon konsantrasyonu (MIK) belirleme testi ile

ilgilidir.

Onceki Teknik

Antimikrobiyal duyarhlik testleri, bir antimikrobiyal ajanin belli bir bakteri tiiriine
karst viicut disindaki etkinligini saptamak amaciyla uygulanan testlerdir ve

"difiizyon" ve "diliisyon" olmak iizere baslica iki metot kullanilmaktadir.

Diliisyon testleri, bir antimikrobiyal ajanin bir mikroorganizmanin iiremesini
inhibe etmek veya oOldiirmek icin gerekli olan minimum konsantrasyonunu
belirlemek icin uygulanir. Diliisyon testleri "tiip diliisyon" ve "agar diliisyon"

olmak iizere iki sekilde uygulanmaktadir.

Irith Wiegand, Kai Hilpert ve Robert E.W. Hancock tarafindan, 17 Ocak 2008 de
Centre for Microbial Diseases and Immunity Research yayminda (163-175
(2008)) tiip diliisyon yonteminin "makro" ve "mikro" olmak iizere iki sekilde
uygulanabileceginden bahsedilmektedir. Prensipte her iki yontemin de ayn1 olup,
makrodiliisyonda test tiipleri, mikrodiliisyonda ise "U" ya da "V" tabanh
"mikroplate"ler kullamilir. Tiip diliisyon metodunda besiyeri olarak katyon
(kalsiyum ve magnezyum) eklenmis Mueller-Hinton buyyon kullanilir. Test
edilecek olan antibiyotikler 6nce 6zel ¢oziiciileri i¢inde hazirlanir ve takiben bu

stvi besiyerinde iki kat azalan sulandirimlart yapilir. Mikroorganizmanin standart
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bir inokiilumu (1x10° CFU/ml) hazirlamp, antimikrobiyal ajanin cesitli
dilisyonlarim iceren her bir tiipe esit miktarlarda eklenir. Ayrica antibiyotik
icermeyen, iremenin gostergesi olan kontrol tiipiine de eklenir. Bakteri inokiile
edilmemis, sadece besiyeri konmus bir tiip veya ¢ukur da besiyeri kontrolii olarak
hazirlanir. Besiyerleri 37°C sicaklikta 16-20 saat siireli inkiibasyondan sonra
bakteri tiremesini gOsteren bulaniklik yoniinden incelenir. Bakterinin iiremesini
onleyen, gozle goriiniir bir bulanmikligin olmadig1 en diigiik ila¢ konsantrasyonu,
minimum inhibitor konsantrasyon (MIK) olarak degerlendirilir. Diliisyon testleri
sonucunda elde edilen MIK degerleri klinisyene, infeksiyona neden olan
mikroorganizmay: inhibe etmek icin gerekli olan antimikrobiyal ilag

konsantrasyonunu vermektedir (Sekil 6.).

Teknigin bilinen bir uygulamasinda, antibiyotikler soldan saga dogru azaltilarak
s1v1 besiyeri (broth) icinde sirayla sulandirilmis ve iizerlerine esit hacimde ve esit
konsantrasyonda mikroorganizma ilave edilmistir. Mikroorganizma ilavesi
yapilmis tiipler 37 °C sicaklikta 16-20 saat siiresince inkiibe edilerek, elde edilen
sonu¢ degerlendirilmistir. Mikroorganizmanin iiremedigi tiipteki antibiyotik

konsantrasyonu MIK degeri (6.25 ug/ml) olarak kaydedilmistir /"',

Teknikte bilinen, US47783758 referans numarali Birlesik Devletler dokiimaninda
bahsedilen bulus viicut disi tam igin kullanmilan MIK testleri ile ilgili olup,
kullanilan belirleme testi seridi (strip) materyalinin seffaf, inert ve gozeneksiz
yiizeye sahip oldugu belirtilmektedir. Bu patent ile ilk kez tiip diliisyon testi ile

yapilan MIK saptamasi yerine, bir serit iizerine ekilmesi basarilmustir.

Oxoid Limited firmasinin RAPIDMICROBIOLOGY’de 30/05/2008 tarihli
“ML.LC.E valuators (M.ILC.E.) Simple, Convenient Method for Accurate MIC

Values” baslikli yayminda bahsedilen MIK testi seritleri polimer malzemeden
tretilmektedir. Ayrica firmanin US6010910A referans numarali Birlesik Devletler
patent dokiimaninda, test kitleri icerisindeki seritlerin plastik, kart veya benzer

materyallerden iiretilebilecegi belirtilmistir.
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Liofilchem Srl firmasinin EP2480682 referans numarali Avrupa patent
dokiimaninda bahsedilen bulusta ise MIK testleri i¢in kullanilan belirleme testi
seridi materyalinin kagit malzemeden {retildigi belirtilmektedir. Kagit
malzemeden Uretilmis seritler kullanilarak bakteri ekilmis besiyeri {iizerine
yapistirtlan  serit materyalinde hava kabarcigi olusmasinin Onlenebildigi ve
seritlerin ortam ile hava temasinin saglanabildigi belirtilmektedir. Bununla
birlikte, teknikte halihazirda mevcut olan yontemde, serit materyali besiyeri
tizerine konulduktan sonra hava kabarcigi olusmamasi icin lizerine penset ile
bastirilmaktadir. Bu sebeple kullanilan materyalden bagimsiz olarak, hava

kabarci1@1 olusmasi onlenebilmektedir.

Teknigin bir bagka bilinen durumunda, CN2564584 referans numaral Cin faydali
model dokiimaninda bahsedilen bulug, bakteriyofaj virlislerinin minimum
antibakteriyal derisiminin tespiti i¢in kullanilan membrandan yapilma test cubugu
iceren bir tespit plakasi ile ilgilidir. Filtrasyon membran ¢ubugu bir substrata
sabitlenerek, tespit plakasi ile ila¢ duyarliliginin test edilebilmesine olanak
saglamaktadir. Bulus, minimum antibakteriyal derisimi (MIK) ve ila¢ duyarlilig1
olmak iizere iki tespit bir arada yapabilmektedir. Ayrica maliyeti diisiik olmast,
kolay kullanilabilirligi ve giivenilirligi bakimindan avantajli  oldugu

belirtilmektedir.

Onceki teknikteki uygulamalar ile karsilastinldiginda, pamuklu kumas, keten
kumas, ipekli kumas veya pamuk- polimer karisimindan olusan kumas iiretilmis
seritler kullanilan bir minimal inhibisyon konsantrasyonu (MIK) belirleme testi
seridi iiretiminde kullanilan malzemenin, temininin kolay olmasi, maliyetin diisiik
olmasi, yipranmaya ve yirtilmaya karsi direngli malzemeden iiretilmis olmasi,
antibiyotik maddenin daha kolay ve daha hizli difiize olmasina olanak tanimasi

acisindan avantajli oldugu goriilmektedir.
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Bulusun Kisa Aciklamasi

Bulusun amaci, minimal inhibisyon konsantrasyonu (MIK) belirleme testi kitinde
Olciim yapabilmek icin kullanilan ve bir yiizeyi cetvel igeren seritler i¢cin pamuklu
kumas, keten kumas, ipekli kumas veya pamuk- polimer karisimindan olusan

kumas kullanilmasidir.

Bulusun diger amaci, pamuklu kumas, keten kumas, ipekli kumas veya pamuk-
polimer karisimindan olusan kumas kullamlarak yipranmaya ve yirtilmaya karsi

direncli seritler iiretilmesini saglamaktir.

Bulusun diger amaci, pamuklu kumas, keten kumas, ipekli kumas veya pamuk-
polimer karisimindan olusan kumas kullanilarak, antibiyotik maddenin daha kolay

ve daha hizli difiize olmasina olanak tanmyan seritler iiretilmesini saglamaktir.

Bulusun bir diger amaci, minimal inhibisyon konsantrasyonu belirleme testi kiti
icin daha uygun maliyetli ve temini daha kolay olan pamuklu kumas, keten
kumas, ipekli kumas veya pamuk- polimer karistmindan iretilmis seritler

kullanilmasidir.

Bulusun bir bagka amaci, iki katmanl ve ince seritler kullanilarak, kullanim

esnasinda kolayca kivrilabilme riskinin ortadan kaldirilmasini saglamaktir.
Bulusun Ayrintili Aciklamasi

Bu bulusun amacina ulagmak icin gerceklestirilen “MIK (Minimal inhibisyon
Konsantrasyon) belirleme testi seridi”’, ekli sekillerde gosterilmis olup bu

sekiller;

Sekil 1. MIK (Minimal Inhibisyon Konsantrasyon) belirleme testi seridinin petri

kabindaki goriiniimuidiir.
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Sekil 2. MIK (Minimal Inhibisyon Konsantrasyon) belirleme testi seridi genel
goriinimiidiir.

Sekil 3. MIK (Minimal Inhibisyon Konsantrasyon) belirleme testi seridi
katmanlarinin goriintimiidiir.

Sekil 4. MIK (Minimal Inhibisyon Konsantrasyon) belirleme testi seridi
katmanlarinin patlatilmig goriintimiidiir.

Sekil 5. MIK (Minimal Inhibisyon Konsantrasyon) belirleme testi seridinin
patlatilmis goriiniimiidiir.

Sekil 6. Tiip diliisyon yontemi uygulamasina ait gériiniimdiir.

Sekillerdeki parcalar tek tek numaralandirilmis olup, bu numaralarin karsiligi

asagida verilmistir.

1. MIK (Minimal inhibisyon Konsantrasyon) belirleme testi seridi
2. Etkilesim katmani

3. Cetvel katmam

A. Mikroorganizmalar
Petri kab1
C. MIK degeri

=

Bulus konusu MiK (Minimal Inhibisyon Konsantrasyon) belirleme testi seridi (1),
viicut dist tam cihazi (IVD) kullamlarak, mikroorganizmalarin (A) anti
bakteriyeller (anibiyotik, anti mikostatiklerin veya diger biylojik sivilarda) ile
etkilesimi ol¢iitiiniin (MIK degerinin (C)) belirlenmesi amaciyla uygun agarli
besiyerine sahip bir petri kabinda (B) ekimi yapilmis mikroorganizmalarla (A)
ilag ekili katmani temas ettirilecek sekilde petri kabina (B) yerlestirilen ve
tercihen dikdortgen bir plaka formunda olup, antibiyotik ekili katman petri
kabindaki (B) mikroorganizmalarin (A) lizerine temas edecek sekilde petri kabina
(B) yerlestirilen ve penset ile hafifce serit lizerine bastirilarak, her yerin yapigmasi

saglanan,
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— bir dikdortgen plaka formunda olup, petri kabindaki (B)
mikroorganizmalara (A) temas edecek sekilde konumlandirilan en az bir
etkilesim katmani (2),

— etkilesim katmam_(2) ile aymt form ve boyutlarda olup, etkilesim

katmanmna (2) mikroorganizmalara (A) temas etmeyen yiiziinden
birlestirilen en az bir cetvel katmani (3) iceren ve,

— mikroorganizmalara (A) temas eden yiizeyi lizerine mikroorganizmalar
(A) ile etkilesimi incelenecek olan antibiyotigin, dikdortgen yapisinin kisa
kenarlar arasinda giderek azalan miktarlarda ekildigi ve pamuklu kumas,
keten kumas, ipekli kumas veya pamuk- polimer karisimindan olusan
kumas kullanilarak tiretilmis etkilesim katmani (2),

— etkilesim katmani (2) {izerine ekilen antibiyotik konsantrasyonunu
anlasilabilmesi amaciyla, konsantrasyon degerini ifade eden sayilara ve bu
konsantrasyonlara karsilik gelen konumlarin ifade edildigi ¢izgilere sahip

cetvel katmani (3) ile olusturulmaktadir.

Bulusun bir uygulamasinda cetvel katmani (3), etkilesim katmanina (2) benzer
olarak pamuklu kumas kullamlarak iiretilmigtir. Bu dogrultuda bulusun bu
uygulamasinda cetvel katman1 (3) ve etkilesim katmani (2) yekpare olarak birlikte
iretilmekte, birlestirilmemektedir. Bulus kapsaminda tercih edilen pamuklu
kumas, keten kumas, ipekli kumas veya pamuk- polimer karisimindan olusan

kumas kullanilarak iiretilmis seritlerin hava gegirgenligi bulunmamaktadir.

Bulusun bir uygulamasinda, pamuklu kumas ve polimer kombinasyonundan
olusan yapilarda kullanilan polimer; polipropilen ve etilen biitilakrilat kopolimeri

olarak tercih edilmektedir.

Bulusun bir uygulamasinda etkilesim katmani (2), mikroorganizmalara (B) temas
eden yiizeyi iizerinde ekilen antibiyotigin besiyerine kolayca difiize olmasini

saglayan hazneler yer almaktadir.
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Bulusun farkli bir uygulamasinda etkilesim katmam (2) olarak, teknigin bilinen
durumunda yer alan kagt uygulamalarina goére emis giicii daha yiiksek olan
polimer- pamuklu kumas karigimi kullanilmaktadir. Bu baglamda pamuklu kumasg
olarak %50 veya daha fazla oranda pamuk igerigine sahip olan sentetik kumaglar
da kullanilmaktadir. Pamuklu kumasa alternatif olarak koton bez, koton ve
polyester karigimi bez, keten bez veya ipek bez kullanimi uygulamalar: da bulus

kapsaminda gerceklestirilmektedir.

Bulusun farkli bir uygulamasinda cetvel katmani (3), aliiminyumdan plastik veya

kagit etiketten iiretilmistir.

Bulusun bir uygulamasinda cetvel katmani (3), etiket dzelliginde olup, etkilesim
katmaninin  (2) mikroorganizmalara (A) temas etmedigi ylizeyl iizerine
yapistirllmaktadir. Cetvel katmani (3), imal edildikten sonra yiizeyine okuma
yapilabilmesini saglayan sayisal degerler ve cizgiler matbaada baskilama ile

gerceklestirilmektedir.

Bulus konusu MIK testi seridi (1), hem ilac ekimini hem de ekilen ilacin yiizeyde
tutunarak tasinmasini ve muntazam sekilde durmasini saglamaktadir. Ilag ekimi,
cetvel katmam (3) ile etkilesim katmani (2) birlestirilerek bulus konusu MiK testi
seridi (1) yapisi olusturulduktan sonra gergeklestirilmektedir. Etkilesim katmanina
(2) yapilan ilac ekimi, ters yiizeydeki cetvel katmanindaki (3) konsantrasyon
degerlerine uygun olarak, etkilesim katmanimn (2) iki kisa kenan arasinda
azalarak yani gradiyent tarzda yapilmaktadir. Bulus konusu MIK testi seritleri,
tercihen dikdortgen serit formunda iiretilmektedir. Boylelikle petri kab1 (B) gibi
mikroorganizmanin ekildigi ortam iizerine kolaylikla yerlestirilebilmekte ve
okuma cetveli iizerindeki sayilardan ilag ve bakteri arasindaki etkilesiminin
kesisme noktasi daha belirgin bir sekilde tespit edilebilmektedir. Bu sayede, MIK
degeri olarak ifade edilen, mikroorganizma-antibiyotik etkilesimin gerceklestigi
minimal antibiyotik konsantrasyonunun, bir sayisal veri halinde ifade edilebilmesi

kullanicinin isini kolaylastirmaktadir.
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Bulus konusu MIK test seritleri, -20 ile + 8 °C araliginda muhafaza
edilebilmektedir. Ote yandan, MIK test seritleri, Amerikan orijinli CLSI (Clinic
and Laboratory Standards Institute) ve Avrupa orijinli EUCAST (European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) isimli diinyada kabul edilmis

iki standart degerine uyum gostermektedir.

Pamuklu kumas, keten kumas, ipekli kumas veya pamuk- polimer karistmindan
olusan kumas kullamilarak iiretilmig test seritlerine gittikce azalan
konsantrasyonlarda antibiyotik ekilmekte ve test seritlerinin ila¢ (antibiyotik)
ekilmemis, aliiminyum malzemeden iiretilmis olan katmanina, deney sonucunun
degerlendirilebilmesi adina bir cetvel basilmaktadir. Literatiirde bilinen MIC
degerleri araliklarina gore diizenlenmis cetvelin, bakterilerin {iremesinin
engellenmis oldugu en diisiik antibiyotik konsantrasyonu (mg/l) MIK degeri

olarak tamimlanmaktadir.

Uretiminde pamuklu kumas, keten kumas, ipekli kumas veya pamuk- polimer
karistmindan olusan kumas kullanilmasi ile yirtilmaya ve kopmaya karsi daha
dayanikli, maliyet acisindan daha avantajli, temini daha kolay ve antibiyotik
maddenin daha kolay ve daha hizli difiize olmasina olanak taniyan seritler elde
edilmistir. Ayrica, hava gecirgenligi olmayan seritlerin kullanilmasiyla,
antibiyotik ile bakteri arasinda meydana gelen etkilesimin dis ortamdaki havadan

etkilenmesinin Oniine gecilebildigi gozlemlenmistir.

Bulusun bir baska uygulamasinda, test icin kullanilan seritlerin, ila¢ ekilmemis

olan ve cetvel basilan tabakasi plastik veya kigit malzemeden iiretilmektedir.

Bulusun diger bir uygulamasinda hem etkilesim katmanmi ve hem de cetvel

katmani kumas malzeme kullamilarak tiretilmektedir
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