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DÖNEM II 4. MODÜL “SABAH OLA HAYROLA”

LABORATUVAR UYGULAMALARI KILAVUZU


Uygulamanın Adı

: İdrar kültürü ve antibiyotik duyarlılık testleri

Uygulama No (Dönem no – Modül no – Uygulama no)
:

Uygulama Sorumlusu




: Dr. Melek DEMİR, Dr. Ergun METE, Dr. Çağrı ERGİN, Dr. İlknur KALELİ
I. AMAÇLAR

· İdrar kültürünün ekilmesi ve değerlendirilmesi
· Gram negatif basillerin tanımlanması (biyokimyasal testler) Antibiyotik duyarlılık test sonuçlarının yorumlanması
II. GEREKLİ MALZEME

· Santrifüje edilmiş idrar
· Lam ve lamel
· Bakteri kültürleri
· Mikroskop
· Antibiyogramlar
· Cetvel
· Zon çaplarını gösteren tablo
III. UYGULAMA BASAMAKLARI

Aşağıda verilen olguları inceledikten sonra soruları yanıtlayınız

Olgu 1: 32 yaşında öğretmen Ali ÇEKER bütün gece çok şiddetli yan ağrısı nedeniyle uyuyamaz ve sabah idrarından kan gelince acil servise başvurur. Acil servis doktoru Ali Bey’ i muayene ettikten sonra tetkiklerini ister. İdrarın makroskobik incelemesinde rengi kahverengi ve görünümü hafif bulanık olarak tespit edilir. Mikroskobik incelemede ise her sahada bol eritrosit ve oksalat kristalleri görülür.

1. İdrar kültüründe üreyen bakterinin preparatını mikroskopta inceleyiniz. Morfoloji ve Gram boyanma özelliklerini belirleyiniz.

2. Kanlı ve EMB besiyerlerinde üreme özelliklerini ve biyokimyasal testleri tablo 1’ e yazınız ve genel bilgilerden yararlanarak bakterinin adını belirleyiniz.

Tablo 1: Etken bakterinin özellikleri

	Kanlı agarda üreme özelliğia
	EMB agarda üreme özelliğib
	TSI’ de üreme özellikleric
	İndol testid
	Metil kırmızısı testie
	Sitrat testif
	Bakterinin adıg

	
	
	
	
	
	
	


(a) Kanlı agarda hemoliz, pigment, yayılma(swarming), vs; koloni tipi düzgün (S), düzensiz (R), mukoid(M) (b) EMB agarda üreyip üremediği (c) TSI agarda dip sarı glukoz(+), yatık sarı ise laktoz(+) ve/veya sukroz(+), besiyerinde siyahlanma var ise H2S(+) olur. (d) İndol reaksiyon sonucu kırmızı halka oluşması(+), oluşmaması(-) (e) Metil kırmızısı indikatörü damlatıldığında kırmızı renk oluşması(+), sarı(-) (f) Besiyerinin maviye dönüşmesi veya sadece besiyerinde bakterilerin üremesinin gözlenmesi(+), üremenin olmaması(-) (g) İncelediğiniz bakterilerin adı ve değişik özellikleri genel bilgilerde verilmektedir. Bulgularınızla bu tablodaki bilgileri karşılaştırıp incelediğiniz bakteriyi tanımlayınız.

Olgu 2: 2 yaşında Ceren AYDIN  annesi tarafından son iki gündür zaman zaman ağlama nöbetlerine girdiği için doktoruna getirilir. Fizik inceleme sonunda yapılan idrar tetkikinde idrarında bol lökosit görülmesi ve idrar kültüründe 105 koloni Escherichia coli üremesi üzerine antibiyotik duyarlılık testi yapılır.

1. Kanlı ve EMB besiyerlerinde üreme özelliklerini ve biyokimyasal testlerin sonuçlarını tablo 2’ ye yazınız.

2. Antibiyogramlardaki disk zonlarını cetvelle ölçünüz. Sonuçları disklerin adlarını da yazarak tablo 3’ de ayrılan yerlere not ediniz. Sonuçlarınızı size verilen tablodaki değerlerle karşılaştırarak incelediğiniz o bakterinin o antibiyotiğe duyarlı (S), orta duyarlı (I) ya da dirençli (R) mi olduğuna karar veriniz ve not ediniz. Tabloda ayrılan yere incelediğiniz her bir antibiyotiğin etki mekanizmasını not ediniz.  Bunun için tablo 6’ dan yararlanabilirsiniz.

Tablo 2: Escherichia coli’ nin özellikleri

	Kanlı agarda üreme özelliğia
	EMB agarda üreme özelliğib
	TSI’ de üreme özellikleric
	İndol testid
	Metil kırmızısı testie
	Sitrat testif
	Bakterinin adıg

	
	
	
	
	
	
	


Tablo 3: Antibiyogram sonuçları

	ANTİBİYOTİKLER
	ZON ÇAPLARI

(mm)
	SONUÇ

(R, I ya da S)
	ANTİBİYOTİĞİN ETKİ MEKANİZMASI

	Kısaltma
	Açık  adı
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	


IV. UYGULAMA VERİLERİNİN YORUMU

Uygulamada elde ettiğiniz verilerden ve daha önceki bilgilerinizden yararlanarak aşağıdaki soruları yanıtlayınız.

1. İdrar yolunda en sık enfeksiyon etkeni nedir?

2. İdrarda üretilen Gram negatif basillerin ayrımında kullanılan testlerden örnekler veriniz.

3. Hücre duvar sentezini engelleyen antibakteriyel ajanlardan örnekler veriniz.

4. Protein sentezini engelleyen antibakteriyel ajanlardan örnekler veriniz.

1. BESİYERLERİ ve KÜLTÜR
Mikroorganizmaların üretilmesi, saf olarak elde edilmesi, koloni ve biyokimyasal özelliklerinin incelenmesi, transportu ve saklanması için kullanılan besi ortamlarına “besiyeri”, bu ortamlarda mikroorganizmaların üretilme işlemine de “kültür” adı verilir. İlk kullanılan besiyerleri daha çok kan, serum, yumurta gibi doğal maddeler içermekteydi. Günümüzde ise besiyerleri amaca uygun organik ve inorganik maddelerin belirli formüllere göre hazırlanması ile elde edilmektedir. Bakteriyolojik besiyerlerinin içeriğinde bulunabilen maddeler arasında nitrojen kaynağı (pepton), büyüme faktörleri (kan, serum, maya ekstresi), tamponlayıcı tuzlar (fosfat, sitrat), mineral tuzlar (kalsiyum, magnezyum, demir), selektif ajanlar (kimyasallar, boyalar, antimikrobiyaller), indikatörler (fenol kırmızısı), jelleştirici (agar) sayılabilir. İdrar kültüründe en sık kullanılan besiyerleri kanlı agar ve eosin methylene blue (EMB) agar, diagnostic susceptibility testing (DST) agar (Tablo 4)

Tablo 4: İdrar kültürlerinde sık kullanılan besiyerleri ve kullanım amaçları

	BESİYERİ
	ÖZELLİK
	KULLANIM AMACI

	Kanlı Agar
	Katı by

 %5 kan içerir

Zenginleştirilmiş by
	Genel (bakterilerin çoğunun üretilmesini sağlar)

	EMB Agar
	Katı by

Selektif ajanlar ve indikatörler içerir
	Enterik basillerin üretilmesinde kullanılır. Bu bakterilerin laktozu kullanma özellikleri yönünden ayırt edilmesini sağlar. Laktoz pozitif olanlar mavi-mor, laktoz negatif olanlar ise renksiz koloniler oluşturur. Gram pozitif bakterilerin üremesini baskılar. 

	Mueller – Hinton
	Katı by
	Antibiyogramlarda kullanılır.


2. KÜLTÜRDE ÜREYEN BAKTERİLERİN TANIMLANMASI
Üriner sistem gibi florası olmayan anatomik bölgelerde gelişen infeksiyonlarda çoğunlukla tek tip etken söz konusudur. Dolayısıyla bu tür klinik örneklerde etken bakteri saf kültür olarak elde edilir.

Bakterilerin tanımlanmasında temel yaklaşım şöyledir:

1. Gram reaksiyonu

2. Hücre morfolojisi (kok, basil vb) ve düzeni (zincir, üzüm salkımı vb)

3. Koloni morfolojisi M tipi (Mukoid) koloniler (kapsüllü bakteriler oluşturur), S tipi (Smooth) düzgün kenarlı, konveks koloniler, R tipi (Rough) düzgün yüzeyli olmayan, kuru koloniler. Ayrıca pigment oluşumu, koku, hemoliz gibi özellikler de önemlidir. Medikal açıdan önemli birçok bakterinin tanımlanması için yukarıda sayılanlar genellikle yeterli bilgi verir. Daha ileri tanımlamalar için bakterilerin biyokimyasal özelliklerinden yararlanılır. Örneğin;

4. Enzimlerin varlığı araştırılır (ör: katalaz, koagulaz, oksidaz, lesitinaz vb)

5. Şekerleri oksidatif ya da fermentatif yoldan metabolize etme özellikleri araştırılır

6. Değişik substratları kullanma özellikleri araştırılır)ör: karbonhidratlar, amino asitler vb)

7. Bazı bakteri türlerinin ileri tanımlanması için (ör: Salmonella spp, Shigella spp, Escherichia coli) serolojik testler kullanılır. Serolojik testler bakteriler üzerindeki antijenik yapıların spesifik antiserumlar kullanılarak varlığını araştırma ilkesine dayanır.

Üriner sistemde birçok mikroorganizma infeksiyon oluşturabilse de  en sık etken Escherichia coli’ dir. Bu infeksiyonların çoğu da O1, O2, O4, O6, O7, O75, O150 gibi birkaç Escherichia coli serotipi tarafından oluşturulur. Bunlara üropatojenik Escherichia coli (UPEC) denir. Bu serotiplerdeki suşların normal dışkı florasında bulunan Escherichia coli’ lerden farklı olarak idrar yollarında kolonizasyon, invazyon ve hastalık oluşturma ile ilgili ek virulans faktörleri bulunmaktadır.

1. Vajinal ve üroepitel hücrelere artmış adherens: Bu özellik çoğu fimbriyal olan adhezyon faktörleri ile ilişkilidir. Adhezyon, idrar yollarına ulaşma ve kolonizasyonda hem alt hem de üst üriner sistemde önemlidir. Pyelonefrit etkeni Escherichia coli izolatlarının  üroepitelyal hücrelere sistit izolatlarından, sistit izolatlarının da normal dışkı izolatlarından daha kuvvetli tutunma özelliğinde olduğu gösterilmiştir. UPEC fimbriyaları kromozom kontrolündedir. Birçok fimbriya tipi ayırt edilmiştir. Bunlar genellikle glikolipid içeren epitelyal hücre reseptörlerine bağlanır ve bu bağlanmanın α-metil mannozid ile önlenip önlenmemesine göre mannoz rezistan (MR) veya mannoz sensitif (MS) olarak adlandırılırlar. Böbrek infeksiyonlarından sorumlu olanlar daha çok MR, alt üriner sistem infeksiyonlarında MS fimbriyaların işlev gördüğü gösterilmiştir. MR olanlardan en sık rastlananı P fimbriyalardır. En sık böbrekte bulunan (gal-gal) globoseriden glikolipid reseptörlerine bağlanır. P fimbriyaları, insan eritrositleri ve üroepitelyal hücrelerdeki P kan grup antijen kompleksinin bir üyesidir. E. coli suşlarının çoğunda bulunan Tip 1 fimbriyalar ise MS’ dir. Bunlardan başka moleküler bağlanma ve serolojik özellikleri birbirinden farklı S tip  1c, G fimbriyaları ve M ve X adhezinleri de bulunabilmektedir.

2. Serum bakterisidal aktiviteye direnç

3. Hemolizin üretimi doku invazyonuna neden olur

4. Demir bağlama yeteneğindeki aerobaktinin varlığı

5. K (kapsüler) antijen miktarında artış, bakterinin lökositler tarafından fagositozunu engeller

Escherichia coli’ den başka diğer Enterobacteriaceae üyeleri ve hatta bazı Gram olumlu bakteriler de üriner sistem infeksiyonlarına neden olurlar. Uygulamada karşılaşabileceğiniz bakteriler kısaca tablo 5’ de özetlenmiştir. 

Tablo 5: Uygulamada incelenen bakterilerin temel özellikleri (Bu bilgilerden yararlanarak incelediğiniz bakterilerin neler olabileceğini bulunuz)

	Bakteri
	Özellikler

	Escherichia coli
	Gram negatif basil, hareketli, EMB’ de metalik yeşil refle veren mor-siyah renkli koloniler oluşturur. Bazı kökenler kanlı agarda beta hemoliz yapar. Laktoz olumludur. Glukozdan gaz oluştururlar. İndol ve metil kırmızısı testleri olumlu, sitrat testi olumsuzdur. Barsak florasında bulunur, idrar yolları infeksiyonlarının en sık etkenidir, bazı kökenleri enteritlere neden olur.

	Klebsiella pneumoniae
	Gram negatif basil, hareketsiz, belirgin kapsülü nedeniyle mukoid (M)koloniler oluşturur. Laktoz olumludur. Glukozdan gaz oluştururlar. İndol ve metil kırmızısı testleri olumsuz, sitrat testi olumludur. Barsak florası ve üst solunum floralarında bulunur. Solunum sisteminden başka  idrar yollarında da  infeksiyonlara neden olur.

	Proteus mirabilis
	Gram negatif basil. Bol peritrih kirpikleri nedeniyle %3’ den az agarlı besiyerlerinde yayılma (swarming) özelliği vardır. Laktoz olumsuzdur. TSI besiyerlerinde H2S oluşturur. İndol olumsuzdur.

	Staphylococcus saprophyticus
	Gram pozitif üzüm salkımı biçiminde kümeler oluşturan kok; katalaz (+), koagülaz (-). S. saprophyticus genç kadınlarda idrar yolu infeksiyonlarına yol açar. S. epidermidis  ile ayrımında novobiosine karşı duyarlılığı test edilir. S. epidermidis novobiosine duyarlı, S. saprophyticus ise dirençlidir.


3. ANTİBİYOTİK DUYARLILIK TESTLERİ
Bakteri tanımlandıktan sonra çeşitli antibiyotiklerle duyarlılıkları test edilebilir. Bu testlere genel olarak antibiyotik duyarlılık testleri (ABT) adı verilir. ABT genel olarak difüzyon temeline ve sulandırım temeline dayalı olan iki yöntemle yapılır. (Mikrobiyoloji uygulama kılavuzuna bakınız)

4. BAKTERİLERİN YAPISAL ÖZELLİKLERİ ve ANTİBİYOTİKLERİN ETKİ MEKANİZMALARI
I. BAKTERİLERİN YAPISAL ÖZELLİKLERİ
Mikrobiyoloji uygulama kılavuzuna bakınız

II. ANTİMİKROBİYAL İLAÇLAR ve ETKİ MEKANİZMALARI
Mikroorganizmaların etken oldukları hastalıkların sağaltımında antimikrobiyaller kullanılır. Seçici toksik etki antimikrobiyal sağaltım prensiplerinin en önemlisidir. Bu, konak hücresine zarar vermeden mikroorganizmanın üremesine engel olmak anlamındadır. Seçici toksik etki için mikroorganizma ile insan hücresi arasındaki yapısal ve metabolik farklılıkların ortaya konması gereklidir.

Bakteri hücresinde ilaçların hedefi olabilecek ve insan hücresinden yeterince farklı 4 yapı bulunmaktadır; hücre duvarı, ribozomlar, nükleik asitler ve hücre zarı. Klinik sağaltımda kullanılan antimikrobiyal ilaçların çoğu bu bölgelerden birine etki etmektedir. (Tablo 6/ Şekiller 1-2)

Şekil 1: Antibiyotik moleküllerinin Gram pozitif ve negatif bakterilere girişi ve etkisi
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Şekil 2: Antibiyotiklerin etki mekanizması
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Tablo 6: Önemli antibakteriyel ilaçların etki mekanizmaları

	Etki mekanizması
	İlaç grubu ve bazı örnekler

	Hücre duvarı sentezinin engellenmesi

Peptidoglikandaki  peptid zincirleri arasında çapraz bağlantı oluşumunun (transpeptidasyon) önlenmesi
	Penisilinler (ampisilin, amoksisilin, karbenisilin, tikarsilin, piperasilin, nafsilin, dikloksasilin),

Sefalosporinler

· 1. kuşak sefazolin, sefalotin

· 2. kuşak sefoksitin, sefaklor, sefamandol

·  3. kuşak sefotaksim, seftriakson, seftazidim

·  4. kuşak sefepim

Karbapenemler (imipenem, meropenem)

Monobaktamlar (aztreonam) ve diğer beta laktam ajanlar

	Peptidoglikan  sentezinde diğer basamakların engellenmesi
	Glikopeptidler (vankomisin, teikoplanin), sikloserin, basitrasin

	Protein sentezinin engelenmesi

50S ribozomal alt üniteye etki edenler
	Kloramfenikol, klindamisin, makrolidler (eritromisin, klaritromisin, roksitromisin, azitromisin), linkozamidler, streptograminler

	30S ribozomal alt üniteye etki edenler
	Aminoglikozidler (gentamisin, tobramisin, kanamisin, netilmisin, amikasin, streptomisin) ve tetrasiklinler (oksitetrasiklin, doksisiklin, minosiklin)

	Nükleik asit sentezinin engellenmesi

Nükleotid sentezini engelleyenler
	Sülfonamidler

	DNA sentezini engelleyenler (DNA giraza bağlanarak)
	Kinolonlar (ofloksasin, siprofloksasin, pefloksasin, norfloksasin, temofloksasin vb)

	mRNA sentezini engelleyenler
	Rifampin

	Hücre zarı işlevinin bozulması

Antibakteriyel etkinlikte olanlar
	Polimiksinler

	Antifungal etkinlikte olanlar
	Amfoterisin B, nistatin, azoller (ketokonazol, flukonazol)
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