Turkish Journal of Agriculture - Food Science and Technology, 7(spl): 160-162, 2019

DOI: https://doi.org/10.24925/turjaf.v7isp1.160-162.2792

Turkish Journal of Agriculture - Food Science and Technology

Available online, ISSN: 2148-127X | www.agrifoodscience.com | Turkish Science and Technology

Use of Cross-Streak Method to Determine Antimicrobial Activity”

Mustafa Ersall®”

!Department of Biotechnology, Institute of Science and Technology, Akdeniz University, 07070 Antalya, Turkey

*Corresponding author

ARTICLE INFO

ABSTRACT

#This study was presented as an oral
presentation at the 4th International
Anatolian Agriculture, Food,
Environment and Biology Congress
(Afyonkarahisar, TARGID 2019)

Review Article

Received : 30/06/2019
Accepted : 04/09/2019

Keywords:

Antimicrobial activity
Determination of activity
Primary screening
Cross-streak method
Microbiological diagnosis

Antimicrobial susceptibility testing can be used for prediction of therapeutic results, epidemiology and
drug discovery. Microbial infections are an important problem which have developed resistance
towards antimicrobial agents. Otherwise, efficacy of these agents is considerable with treatment failures
associated with multidrug-resistant bacteria and it has become a global concern to public health.
Therefore, explore the new antimicrobial agents and widely use of antimicrobial susceptibility need to
be developed. There are many techniques for the determination of antimicrobial activity. Many of these
techniques, which are applied to inhibit sensitive microorganisms, are based on diffusion-related
methods in the solid or semi-solid production environment. Cross-streak among these techniques is an
easy technique that allows for relatively rapid screening of cultures in research for the discovery of the
new antibiotics. However, the biggest disadvantage of the Cross-streak test is the difficulty in obtaining
quantitative data. Because the edges of the inhibition zone are usually very fuzzy and unclear. Some
antimicrobial susceptibility testing techniques were standardized by Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI) and European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) to
determine the striking steps in this area. This testing procedure requires the use of specific test
conditions and methods. In addition, the medium, incubation conditions and time are among these
requirements. It is important to understand and develop the Cross-streak method from the currently
used activity determination methods.
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Antimikrobiyal duyarlilik testleri, ilaglarin kesfedilmesi, epidemiyoloji ve terapotik sonuglarin tahmini
i¢in kullanilabilmektedir. Giiniimiizde mikrobiyal yasamdaki direnglilik artig gdstermekte oldugu i¢in
antimikrobiyal bilesikler etkilerini kaybetmekte ve bu durum onlan tehlikeye sokmaktadir. Ayrica,
antimikrobiyal ajanlarin etkileri, ¢oklu ilaca direngli bakterilerle iliskili tedavilerde basarisizlik
gostermektedir. Bu durum, halk saglig: icin kiiresel bir endise olma durumuna gelmistir. Bu yiizden,
yeni antimikrobiyal ajanlarin kesfedilmesi ve antimikrobiyal duyarlilik testlerinin yaygin olarak
kullanilmasi ve gelistirilmesi gerekmektedir. Antimiktobiyal aktivitenin belirlenmesi igin birgok teknik
bulunmaktadir. Duyarli mikroorganizmalari inhibe etmek amaciyla uygulanan bu tekniklerden ¢ogu,
kat1 ya da yar kat1 iiretim ortamindaki difiizyon ile iligkili metodlara dayalidir. Bu teknikler arasinda
Cross-streak ise yeni antibiyotik kesfi i¢in yapilan arastirmalarda kiiltiirlerin nispeten hizli bir sekilde
taranmasini saglayan kolay bir tekniktir. Fakat Cross-streak testinin en bilyiik dezavantaji, niceliksel
verilerin elde edilmesindeki giicliiktiir. Ciinkii inhibisyon bolgesinin kenarlar1 genellikle ¢ok bulanik
ve belirsizdir. Bazi antimikrobiyal duyarlilik test teknikleri, bu alandaki dikkat ¢ekici adimlar
belirlenerek Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) ve European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) tarafindan standardizasyona tabi tutulmustur. Bu test prosediiri,
spesifik test kosullarinin ve metotlarmin kullanimma gereksinim duymaktadir. Ayrica, besiyeri ve
inkiibasyon kosullari ile zaman bu gereksinimler arasindadir. Hali hazirda kullanilan aktivite belirleme
yontemlerinden Cross-streak yonteminin iyi anlasilip gelistirilmesi 6nem arz etmektedir.
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Giris

Antimikrobiyal duyarlilik testi; ilaglarin kesfedilmesi,
epidemiyoloji ve terapdtik sonuglarmn tahmini i¢in
kullanilabilmektedir. Golden era (altin ¢ag) devriminden
sonra, hemen hemen biitiin 6nemli antibiyotik gruplari
(tetrasiklinler, sefalosporinler, amino glikozitler ve
makrolitler) kesfedilmistir. Bu sayede, kemoterapi
uygulamalarindaki ana sorunlar 1960larda ¢oziilmeye
baslamistir. Gilinlimiizde tarih kendini tekrarlamaktadir.
Mikrobiyal yasamdaki direnclilik artig gostermekte oldugu
icin antimikrobiyal bilesikler etkilerini kaybetmekte ve bu
durum onlari tehlike sokmaktadir (Mayers ve ark., 2017).

Antimikrobiyal ajanlarin etkileri, ¢coklu ilaca direngli
bakterilerle iligkili tedavilerde basarisizlik gostermektedir.
Bu durum, halk sagligi icin kiiresel bir endise olma
durumuna gelmistir (Guschin ve ark., 2015; Martin ve ark.,
2015). Bu yiizden, yeni antimikrobiyal ajanlarin
kesfedilmesi gergekten dnemli bir konudur. Dogal iirtinler
buglin Dbile hala yeni ilag molekiillerinin ana
kaynaklarindan birisidir. Bu {riinler hayvan, bitki ve
mikroorganizmalar ~ gibi  ¢esitli  organizmalardan
tiiretilmektedir. Ozellikle mikrobiyal ve bitkisel iiriinler,
simdiye kadar kesfedilmis antimikrobiyal bilesiklerin
biiyiik bir boliimiinii olugturmaktadir (Bérdy, 2005). Son
yillarda, mikrobiyal direnglilik ile miicadele igin gesitli
kaynaklardan yeni antimikrobiyal ajanlarin gelistirilmesi
ve arastirilmast konusuna olan ilgi giderek artmaktadir
(Balouiri ve ark., 2016).

Antimikrobiyal akvite belirlenmesi igin birgok teknik
bulunmaktadir. Bunlardan bazilari antimikrobiyal ajanlarin
stvi kiiltiirde seyreltilmesine dayanmaktadir. Fakat, cogu
teknik duyarli mikroorganizmalarin biiylimesini inhibe
etmek icin kat1 veya yari-katt kiiltiir ortaminda difiizyon
uygulamasma dayanmaktadir (Parente ve ark., 1995;
Fleming ve ark., 1975; Con ve ark., 2001). In vitro
kosullarda kullanilan teknikler arasinda Cross-streak
metodu, mikroorganizmalarin antagonistik iligkilerinin
hizli  taranmasi  ig¢in  kullanilan  bir  tekniktir
(Lertcanawanichakul ve Sawangnop, 2011).

Cross-Streak Teknigi

Coklu ilaca direngli bakterilerle miicadelede yeni
kesfedilecek antimikrobiyal iiriinlerin cezbedici 6zellikleri
bulunmaktadir. Yeni iiriinlerin kesfedilmesi ¢evre, tarim ve
insan sagligi uygulamalar1 i¢in gereklidir. Bu tarz
uygulamalarda kullanilan iiriinlerin saf ya da ekstrakte
formlar1 antimikrobiyal aktivitenin taranmasini1 ve/veya
miktarmin belirlenmesini saglamaktadir. Hali hazirda
kullanilan aktivite belirleme yontemlerinin iyi anlasilip
gelistirilmesi 6nem arz etmektedir (Balouiri ve ark., 2016).

Mikrobiyal enfeksiyonlar, mevcut mikrobiyal ajanlara
kars1 gelistirdikleri direng sebebiyle onemli bir klinik
tehdit haline gelmistir (Balouiri ve ark., 2016). Bunun yant
sira, ¢oklu ilaca direnglilik artik¢a, antibiyotik kesfi ve
gelistirilmesi diisiis gostermektedir (Fischbach ve ark.,
2009; Walsh, 2009). Bu nedenle, ¢oklu ilag direncine sahip
patojenik bakteri suslari ile miicadele etmek i¢in yeni
antibiyotiklerin kesfine ve/veya gelistirilmesine siirekli ve
dongiisel olarak bir ihtiyag vardir (Clardy ve ark., 2006).

Bazi antimikrobiyal duyarlilik test teknikleri, Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI) ve European

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) tarafindan bu alandaki dikkat ¢ekici adimlar
belirlenerek standardizasyona tabi tutulmasi gerekliligini
belirtmistir. Fakat, dogal {rilinlerin testleri yapilirken
standardize edilmis protokollerin bazi modifikasyonlari
gerekmektedir. Bu nedenle, kiiltiir ortaminin seyreltilmesi
ve yiksek konsantrasyonlu bir inokulum kullanilarak
mikrobiyolojinin temellerinin degistirilmemesine dikkat
edilmelidir. Diger taraftan, test edilen mikroorganizmanin
biliylimesinde etkili olabilecek ¢dzgenler kullanilmasina
dikkat edilir ise, standardize edilmis protokollerde ufak
metodolojik adaptasyonlarm yapilmasina imkan saglar. Bu
durum, arastiricilarin sonuglart kargilagtirabilmesine ve
dogru deneysel yaklagimlar kazanilmasina olanak saglar
(Balouiri ve ark., 2016). Sonug olarak, bakteriyal patojene
kars1 in vitro kosullarda antimikrobiyal duyarlilik testi i¢in
uygun metotlar kullanilmak zorundadir (OIE, 2012).

Antibakteriyal aktivitenin belirlenmesinde birincil
tarama yontemi olan Cross-streak teknigi, antimikrobiyal
aktivitesi belirlenecek olan mikrobiyal Ornegin agar
plakasinin merkezine tek bir hat boyunca ¢izgi ¢izilerek
inokiile edilerek gergeklestirilir. Inokiilasyon islemi
sonunda petri uygun sicaklik ve siirede inkiibasyona
kaldirilir. Test edilecek patojen organizma, inokiilime
uygulanan inkiibasyon siliresi sonrasi merkezdeki
inokiilasyona dik olacak sekilde ¢izgi ¢izilerek petriye
ekilir. Daha sonra petri tekrar inkiibasyona kaldirilir.
Mikrobiyal o6rnek ile test edilen mikroorganizmlar
arasindaki antimikrobiyal interaksiyon inkiibasyon siiresi
sonrasinda  inhibisyon zonlarmin mm  cinsinden
oOlglilmesiyle analiz edilir (Balouiri ve ark., 2016). Cross-
streak teknigi Sekil 1°de gorsel olarak verilmistir.

Test edilecek izolat inokiilasyonu

Patojen organizma inokiilasyonu

Sekil 1 Cross-streak Teknigi.
Figure 1 Cross-streak Method

Cross-streak uygulamasinin temelinde, test edilen
izolat ile test edilen patojen organizmanin rekabet etme
zorunlulugu yatmaktadir. Bu durum sonucu izolat
bulundugu ortamda patojene karsi metabolit iiretmeye
baslamaktadir.  Urettigi ~ metaboliti  oncii  olarak
kullanmadig1 i¢in agarda yeterli miktarda metabolit
kalmaktadir. Sonug olarak, ortamda liretilen bu metabolit
sonucunda patojene kars1 bir inhibisyon zonu olusmakta ve
antimikrobiyal aktivite test edilmektedir.

Cross-streak  teknigi, antimikrobiyal aktivitenin
belirlenmesinde kullanilan bir 6n tarama yontemidir. Bu
teknik hem hizli hem de ucuz bir yontemidir. Coklu izolat
calismalarinda en aktif izolat ya da izolatlarin
belirlenmesinde ¢ok uygun bir test yontemidir. Bu sayede
coklu izolat ile yapilan caligmalardaki maliyet ve siire
biliyiilk oranda azalmaktadir. Cross-streak tekniginde
kullanilan antimikrobiyal ajanlar hizli sonug¢ vermelerine
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ragmen yontem, spesifik ekipmanlar ile daha sonraki
denemelerde yeniden kullanilabilirlik ve standardizasyon
kosullarina ihtiya¢ duymaktadir. Ayrica test edilen
mikroorganizmalarda gériilen hiicre hasart ve canlilik
iizerindeki etkilerinin daha iyi anlagilmasini saglamaktadir.
Ek olarak, antimikrobiyal duyarhilik testi (AST)
metodolojisinin se¢iminde; performans kolaylig1, esneklik,
otomatik veya yar1 otomatik sistemlere adaptasyon,
maliyet, tekrarlanabilirlik, giivenilirlik, dogruluk, Diinya
Hayvan Saghgi Orgiiti (OIE) iiyelerinin ilgilendigi
organizmalar ve antimikrobiyaller ile duyarlilik testine tabi
tutulacak organizma araligt i¢in uygun validasyon
verilerinin mevcudiyeti gibi faktorlere dikkat etmek
gerekmektedir (OIE, 2012).

Modifiye edilmis Cross-streak metodu kullanilarak
gergeklestirilen  ¢alismada, antimikrobiyal —aktivite
belirlemek i¢in 30 aktinobakteriyel kiiltiir ¢aligilmistir.
Bunlardan 28 tanesinin, gram-negatif ve gram-pozitif
bakteri ile maya gibi cesitli patojenik mikroorganizmalara
karsi aktif bilesikler tirettikleri bulunmustur (Velho-Pereira
ve Kamat, 2011).

Yapilan c¢aligmada, Bacillus tiirlerinin, Gram (+) ve
Gram (—) patojen bakterilere kars1 (Staphylococcus aureus
TISTR 517 ve Escherichia coli TISTR 887) antagonistik
etkisinin Cross-streak ve agar-well difiizyon metodlari
karsilastirilarak belirlenmesi amaglanmigtir. Kullanilan
Cross-streak metodu sonuglar1 ile agar-well difiizyon
metodu sonuglar karsilagtirildiginda, Cross-streak metodu
ile daha yiiksek inhibisyon sonuglari elde edildigi
belirlenmistir. (Lertcanawanichakul ve Sawangnop, 2011).

Sonug¢

Ozetle, antimikrobiyal aktivite arastirmasinda Cross-
streak yontemi pratik ve uygun bir tekniktir. Cesitli
organizmalar tarafindan {iretilen antimikrobiyal bilesikler,
patojen mikroorganizmalarin biiyiimesini kontrol etmek
icin biiyiik bir potansiyele sahiptir (Mazza, 1994; Adami
ve Cavazzoni, 1993; Kumprecht ve Zobac, 1996;
Hyronimus ve ark., 2000; Choopan ve ark., 2011).
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