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Ozet

Antimikrobiyal duyarlilik testleri, antimikrobiyal ajanin belli bir bakteri tiiriine karsi in-vitro etkinligini
saptamak amaciyla uygulanan testlerdir. Bu ¢alismanin amaci gorintl isleme teknikleri ile farkh

antibiyotik gruplarinin Disk Diflizyon Test'i sirasinda bakterilere karsi gosterdigi davranisi zamana gore
Anahtar kelimeler incelemektir. Bu sayede hem nicel veriler elde edilmis hem de kontaminasyon problemlerinin 6niine

Gériintii isleme; Disk gecilmis olacaktir. Bu c¢alisma ile antibiyotikler ve bakteri gruplarinin  etkilesimi belirlenerek
' mikrobiyolojik calismalar igin alternatif degerlendirme metodunun gelistiriimesi hedeflenmektedir. Bu

Diflizyon Metodu;
¢alismada Escherichia Coli (E. coli) suglarinin 24 saat inkiibasyonu boyunca goérintileri alinmis ve

Antibiyotik Duyarlilik

Testi; inhibisyon kaydedilmistir. E. coli suslarinin Gremelerinin gézlemlenmesi 20. saat ve sonrasinda gerceklesmistir. E.

Bélgesi Capi Coli bakterisi Cl antibiyotigine karsi direngli, Zox ve C antibiyotiklerine karsi duyarli oldugu tespit
edilmigtir. En ylksek duyarlilik seviyesi C antibiyotigi igin belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore
zaman araligi (20-24 saat) boyunca 6l¢tim ¢aplarinda buytk bir degisim gézlemlenmemistir. Bu ylizden
Disk difizyon metodunun uygulandigi ¢alismalarda 24 saat inkibasyon beklenmeksizin bakterinin
Ureme hizina bagl olarak duyarhhk-direnglilik durumlari belirlenebilir. Bu sonug DDT ydntemi igin daha

kisa siirede test sonuglarina ulasabilecegini gostermistir.

Determination of Antibiotic Susceptibility of Escherichia Coli Bacteria
with Image Processing Techniques

Abstract

Antimicrobial susceptibility testing is performed to determine the in vitro activity of antimicrobial
agents against a certain type of bacteria. The aim of this study, is to examine the behavior
demonstrated against bacteria with different groups of antibiotics by disk diffusion test over time using
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image processing techniques. Whereby both quantitative data will be obtained and preventing the
contamination problem. In this study determined the interaction of antibiotics and bacterial group and
aims to develop alternative assessment methods for microbiological studies. In this study, 24 hours
incubation for Escherichia coli (E. coli) strains taken image and recorded. Observation of growth of E.
coli strains occurring on or after the 20th hour. E. Coli bacteria has been found resistant to antibiotics
of the Cl and sensitive to Zox and C antibiotics. The highest level of sensitivity was observed for the C
antibiotics. According to the results, in this time period (20-24 hours) it did not exhibit a large change
in the diameter measurement. Therefore, the disk diffusion method is applied in the study 24 hours,

Susceptibility Testing;
Diameter of Inhibition
Zone

depending on the bacteria's growth rate, without waiting until the incubation sensitivity-resistance
state can be determined. This results have shown that in less time for DDT method access to test results.
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1. Giris

Enfeksiyon sirasinda canhdan alinan o6rneklerden
Uretilen bakterinin, hangi ilaglara ve bunlarin hangi
yogunluklarina duyarh oldugunu saptamak amaciyla
yapilan in-vitro (Laboratuvar ortami yada yapay
kosullarda) testlere Antibiyotik Duyarllik Testi (ADT)
ADT; Disk Diflzyon, E-Test,
Otomatize Yontemler ve Molekiler Yontemler

denir. Dilisyon,
olmak Uzere bes farkl test grubundan olusmaktadir
(Int Kyn. 1). Disk diftizyon yontemi (DDT) antibiyotik
duyarliliginin

belirlenmesinde basitligi,

tekrarlanabilirligi ve distk maliyetli olmasi
acisindan mikrobiyoloji laboratuvarlarinda tercih

edilmektedir.

DDT yonteminde belirli yogunluktaki bakteri, besi
yerine yayilir ve antibiyotik emdirilmis diskler bunun
Gzerine yerlestirilir. Disk difiizyon yonteminde disk
cevresinde inhibisyon (bakterilerin Uremedigi
dairesel bolge) alani olusur. Diskin etrafinda olusan
alanlarinin

inhibisyon olgtlmesi ile

mikroorganizmanin duyarhligi hakkinda yargiya
varilir (Int Kyn. 2). Sekil 1'de goriilen zon ¢aplarinin
cetvel kullanilarak

Olgllmesi, kumpas vya da

yaptimaktadir. Bu da o6l¢cim vyapan Kkisi icin
kontaminasyon risklerine sebep olmakla birlikte

kullanici kaynakli hatalara neden olmaktadir.

Sekil 1. Zon gaplarinin dlgima

Klinik
sistemleri son yillarda gelisme gdstermistir. Bunun

laboratuvar uygulamalarinda otomasyon
sebebi otomasyon sistemlerinin test maliyetlerini
disirmesi ve testlerin verimliligini arttirmasidir

(Orsulak, 2000).

Yoon ve ark. (2015) yapmis olduklari ¢alismada agar

pleytleri Gzerinden alinan hiperspaktral

goriintilerde gida kaynakli patojenler (zerine
calismistir. Bu calismada k en yakin komsuluk
92 olarak

belirlenmistir. Sonug¢ olarak renkli hiperspektral

algoritmasi ile dogruluk orani %

goriintilemenin gercek hiperspaktral goriintiileme
kabul edilebilir
gerceklestirilebilecegini gostermislerdir.

karsisinda dogrulukta

Le Page ve ark. (2015) yapmis olduklari ¢alismada
25 adet iyi karakterize edilmis gram negatif bakteri
serisi icin gercek zamanh ve yilksek ¢dzunurlikla
kamera iceren 6zel inkubator AdvencisBio-System'i
kullanarak disk difiizyon metodu ile olusan zonlarin
caplarini  6lgmuistiir. Gram negatif bakterinin
imipeneme olan duyarlihginin 3,5 saat icerisinde
belirlenebildigini, karbapenemazin (reten gram
negatif bakterilerin ise 3 saat gibi kisa bir slirede
duyarhliklarinin

belirlenebildigini ortaya

koymuslardir.

Huang ve ark. (2016) yapmis olduklari ¢alismada

azinhk  popilasyondaki  antibiyotige  duyarh

bakterilerin algilanmasinda, tek hiicre
algilanmasinda kullanilan ¢ok hassas bir yontem
olan akis sitometrik yontemini antibiyotige karsi
direncli bakterilerin azinhk nifusunu kanitlamak igin
kullanmislardir.

Gammoudi ve ark. (2016)

calismada zamana bagh olarak Escherichia coli

yapmis olduklari
bakterisinin morfolojik ve nano vyapili vyizey
degisiklikleri incelemislerdir. Bu ¢alismada c¢ubuk
seklindeki saghkli bir bakterinin 6limine kadar
slirecte ylizey degisimleri atomik glic mikroskobu ile
incelenmistir.

Ferrari ve ark. (2015) yapmis olduklari ¢alismada
kolonileri saymak icin konvolilsyonel sinir aglari
(CNN) iceren bir ¢6ziim Onerisi sunmuslardir. Bu
¢alisma sonucunda zorlu veri kiimeleri igin %92.8
dogrulukla sayimlar yapilmistir. Koloni agregalarinin
tahmin edilebilmesi CNN

onem dlizeyinde
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yontemini geleneksel goriinti isleme yontemlerine
gore 6ne cikardigini belirtmislerdir.

Glasson ve ark. (2015) yapmis olduklari ¢alismada
2163 adet idrar kdltirinden alinmis olan 6rnegi
mikrobiyoloji uzmanlari tarafindan degerlendirilmis
ve otomatik plaka okuma sistemi APAS® (LBT
Innovations, Ltd, South Australia) ile
karsilastirmislardir. APAS®'In koloni bulmada %99,1
dogruluk  oranina  sahip

oldugunu ortaya

koymuslardir.

Bu ¢alismanin amaci gercek zamanli goriinti isleme
teknikleri ile farkli antibiyotik gruplarinin DDT
sirasinda bakterilere karsi gosterdigi davranisi
zamana gore incelemektir. Bu sayede hem nicel
veriler elde edilmis hem de kontaminasyon
problemlerinin 6niine gecilmis olacaktir. Bu ¢alisma
ile antibiyotikler ve bakteri gruplarinin etkilesimi
belirlenerek mikrobiyolojik ¢calismalar igin alternatif
metodunun

degerlendirme gelistirilmesi

hedeflenmektedir.

2. Materyal ve Metot

Escherichia coli (ATCC 25922) bagirsak bakterisi
olarak memeli ve kuslarda bulunmaktadir. Bagirsak
faaliyetlerinde  flora ile  dengeli  bigcimde
bulunmaktadir. Bagisikhgin dismesiyle doku ya da
kana karisarak enfeksiyon ozelligi tasimakta ve
ishale neden olmaktadir (Int Kyn. 3). Bu calismada
kullanilan Escherichia coli bakterisi Afyon Halk

Saghgi Laboratuvari'ndan temin edilmistir.

Stoklardan alinan mikroorganizmalar Tryptic Soy
Agar (TSA) besiyeri icerisinde 37°C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. 102 diliisyonu yapilan aktif kiltiirden
steril swaplar ile 6nceden hazirlanan MHA (Merck
1.05437) CE besiyeri lizerine strtimleri yapilmistir.
antibiyotik disk
yerlestirilmis ve 37°C’de inkiibe edilmistir.

Her petri kutusuna 3 farkl

Gorilntilerin alinmasi ve inkiibasyonun yapilmasi
icin tasarlanan kabin Sekil 2' de gortlmektedir.

13 MUH 09 BAPK PROJES; |
S
I

Sekil 2. Tasarlanan inkiibasyon kabini

Miller Hinton Agar kullaniminda 34 g Miller Hinton
Agar 100ml su ile ¢ozilmektedir (Int Kyn. 4). 85 g
Midller Hinton tartim yapilarak 250 ml distile su ile
Antibiyotik disk olarak Sekil 3' te
gosterilen Bioanalyse firmasi tarafindan tretilen 30
(C) ve

¢cozlilmustir.

mcg'lik  Ceftizoxime (Zox), Cephalexin

Chloramphenicol (Cl) kullaniimistir.

e e
L Disc Disponser Systom

Sekil 3. Antibiyotik disk

2.1. Disk Difiizyon Testi ile Eszamanli gériintiilerin
Alinmasi ve Analizi

Oransal integral Tiirev (PID, A Proportional Integral
Derivative) kontrolli Elektromag M3025p model
etliv kif, maya ve bakteri gelisimi icin gerekli ortam
sartlarinin saglanmasi igin revize edilerek ¢alismaya

uygun  hale kabin  Sekil 4'te

getirilen

gosterilmektedir.

Led Tabanli
Aydinlatma

Plexiglass Malzeme

Petrilerin
Yerlegtirilecegi
Boliim

Sekil 4. inkiibatér kabini i¢ tasarimi
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Gorintilerin alinabilmesi icin 1280x720
¢OzUnUrlikli Microsoft 720p HD USB kamera kabin
icerisine yerlestirilmistir. Goranti isleme teknikleri
ile kameradan alinan goriintilerin islenebilmesi igin
kabin
yapilmistir.

icerisine aydinlatma sisteminin montajl

Goruntt  islemenin  6nemli  On
asamalarindan olan aydinlatmanin homojenligi test
edilerek inkibasyon kabini kullanima hazir hale
getirilmistir.  Petri kaplarinin yerlestirilmesi igin
gerekli olan tasima platformu kabin 1s1 dagilimini
etkilememesi ve goriintl odagini saglayacak sekilde
kabin

konumlandiriimistir.

zemininden 10 cm yukarida

Sekil 5'te gorintilerin kaydedilmesi ve analizi igin
gelistirilmis olan bilgisayar yazilimina ait akis semasi
alinmasi ve

gorilmektedir. Gorintilerin

kaydedilmesi program araciligi ile yapilmaktadir.

Gorunti Adedi
Goruntia Alma
Sikh@i{dk)
Kayit Yerini Belirle
Kamera Baglant
Ayarlari

Gardnti Adedi
=

Alinan Goruntu

Sayisi

Gorantiyi Al

Goruntulerin Sistem Saati
ile Isimlendirilerek
Kaydedilmesi

Alinan Gardntd
Sayisi=Alinan
Gorunti Sayisi+1

Gordnti
Analiz
Edilecek Mi?

Resim Secg

k2

Gri Skala

!

Kontrast
Germe

+

Bluring Filtresi P

Caplarin
Clgumi

Sekil 5. Programa ait algoritma

Gorlntiler istege baglh olarak anlik alinabilirken belli
bir zaman araligi icerisinde alim sikligi belirlenerek

kayitlar yapilabilmektedir. Analiz isleminde,
kullanici ilk olarak analiz etmek istedigi gorinti
sayisini  girmektedir. Ardindan analiz edecegi

gorintuleri se¢mektedir. Kullanicinin yaptigi secime
gore gorintilerde kag tane alan igin alan belirlemesi
yapmak isteniyorsa sayisini girebilmektedir.

Cap Olglimlerinin kalibrasyonu icin antibiyotik
diskler kullanilmistir. Antibiyotik disklerin capi 6 mm
olup ¢apin belirlenmesinde 55 piksel sayisinin 6 mm'
ye karsilik geldigi belirlenmistir. Olusan inhibisyon
zone gaplar piksel cinsinden belirlenmis ve oran
oranti iliskisi  kullanilarak  mesafe bilgisine
donustirtlmustir. Analiz asamasinda gorintiler
gri skalaya cevrildikten sonra gorintlii 6n isleme
adimlari  olan kontrast germe ve filtreleme
islemlerine tabi tutulmustur. Sekil 6'da C antibiyotigi
icin uygulanan metodlara iliskin goriintli adimlari
verilmistir. Farkli filtreleme metotlari denenmis ve
bu gorintl icin en iyi sonucu blurring filtresi
vermistir. Gergeklestirilen yazilm 4gb ram 2
cekirdek islemcisi olan Hp Compac 6730p model

dizistl bilgisayarda calistiriimistir.

Kontrast

Sekil 6. a) Gri seviye gorintisi b) germe

c) Blurring filtresi uygulanmis gorinti

3. Bulgular

Sekil 7'de gosterildigi bigcimde, ekimi yapilp
antibiyotik disklerin yerlestirilmesi sonrasinda petri
kaplari 37°C’'ye ayarlanmis olan kabin icerisine
yerlestirilmis ve gorlintliniin istenen araliklarla alimi

ve kaydedilmesi saglanmistir.
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araliklarinda alinan goriintiler Gzerinde inhibisyon
alani belirlenmistir. E.coli bakterisi Cl antibiyotigine
karsi zon olusmadigl (0 cm) direngli, Zox ve C
antibiyotiklerine karsi duyarliliga sahip oldugu tespit

edilmistir. En ylksek duyarlilik seviyesi 202 piksel

B (2.027 cm) zon alanina sahip C antibiyotiginde tespit
ﬂm& BAPK PROJES edilmistir.

Alinan gorintilerin analizi igin tasarlanan arayiz
yardimiyla kisinin isteklerine bagh olarak analiz
islemleri yapilmis ve 6l¢iim sonuglari veri tabanina

kaydedildigi araylize ait gorinti Sekil 8'de

Sekil 7. Gorunti Kaydinin Alinmasi verilmektedir.

— Gl M.

Gelistirilen yazilm ile goérinti adedi 24 ve e
gorintileme sikligl 1 saat olacak sekilde ayarlanmig e
ve gorlintller alinmistir. DDT analizinde petri kabina
yerlestirilen antibiyotik diskin ve olusan inhibisyon
bolgesinin netligini arttirmak igin gorUntiler -
bolgelere ayrilmis ve goriintli analizi Gzerinden

inhibisyon caplari 6lctlerek Tablo 1' de verilmistir . G owkton

Tablo 1. Zone Alanlarinin Siireye (Sr) Bagh Belirlenmesi st || ame |

ve Olgiilmesi 8 o
Sr zox cl C

20
- Sekil 8. DDT Goriinti Analizi
4. Tartisma ve Sonug
Piksel:161 piksel:0 Piksel:202 E. coli suslarinin 24 saat inkiibasyonu boyunca
2 B gorintiler alinmis ve kaydedilmistir. E. coli
R A ‘ suslarinin Gremelerinin gézlemlenmesi 20. saat ve
@5495 o <A ' sonrasinda gerceklesmistir. Bu zaman arahgi (20-24
' : saat) boyunca 6l¢lim caplarinda blylk bir degisim
S : ’ gozlemlenmemistir. Bu ylzden Disk difiizyon
Piksel:149 Piksel:0 Piksel:187

metodunun uygulandigi c¢alismalarda 24 saat
inkGibasyon beklenmeksizin bakterinin tireme hizina
bagh  olarak  duyarhlik-direnglilik ~ durumlari
belirlenebilir. Bu sonu¢ DDT yontemi i¢in daha kisa
slrede test sonuclarina ulasabilecegini gostermistir.

Piksel:139 Piksel:0 Piksel:175

Bu calisma sonucunda mevcut degerlendirme

Yirminci saatten itibaren antibiyotik disklerin kriterlerine  alternatif  olarak  disk diftizyon

bakterideki Gremeden dolayl bakteri Gzerindeki metodunun  uygulanmasi  esnasinda  inhibisyon

etkinligi gosterebildiginden 20 ila 24. saat zonlarinin zaman igerisinde degisimleri gorintil

isleme teknikleri ile belirlenerek mikrobiyolojik
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calismalar icin alternatif degerlendirme metodu
gelistirilmistir. Gelistirilen metot sayesinde hem
nicel veriler elde edilmis hem de kontaminasyon
problemlerinin 6niline gecilmistir. Yapilan sinirli
sayidaki denemelerde gerceklestirilen
Ancak vyapilan

¢alismanin farkli tirdeki bakteriler ve antibiyotikler

calisma

olumlu sonuglar vermektir.

icin tekrarlanarak dogrulugunun belirlenmesi
¢aismanin  devaminda  yapilacak  galismalar
arasindadir.
Tesekkiir
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