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          Uygulamanın Adı:            Stafilokoklar ve antibiyotik duyarlılık testleri

          Uygulama No (1-13-1):      

          Uygulama Sorumluları:    

I.        Uygulamanın Amacı:

          Gram pozitif kokların tanımlanması   
          Stafilokok türlerinin tanımlanması (Koagülaz testi ve novobiosine duyarlılık testi)

          Antibiyotik duyarlılık testlerinin öğrenilmesi (Disk difüzyon testleri)

          Antibiyotik duyarlılık test sonuçlarının yorumlanması

II.    Genel Bilgiler:  Gram pozitif koklar arasında tıbbi açıdan önemli iki cins vardır. Bunlar streptokoklar ve stafilokoklardır. Streptokoklar mikroskop altında gram pozitif kok zincirleri biçiminde, stafilokoklar ise gram pozitif kok salkımları biçiminde görülürler. Bu özellikten yola çıkarak bu iki cins bakteri birbirinden ayırt edilebilir. Ancak bazı durumlarda söz konusu klasik morfolojik görünümler, yani zincir veya üzüm salkımı görünümü olmayabilir. Bu nedenle bu iki cins bakterinin ayrımında morfolojik görünüm yanında katalaz testi kullanılır. Bu test ile bakterilerin hidrojen peroksidi parçalayan katalaz enzimlerinin olup olmadığı araştırılır. Stafilokokların katalaz enzimi vardır ve   dolayısı ile test pozitiftir.
                                          Katalaz

                              H2O2                 H2O + 1/2 O2
Stafilokokların türlerinin ayrımında kullanılan temel test koagülaz testidir. Bu test ile bakterilerin plazmayı       koagüle edebilen koagülaz enzimine sahip olup olmadığı araştırılır. Koagülaz pozitif olan türler patojen kabul edilir. Koagülaz testi lamda ve tüpte yapılabilir. İnsan sağlığı açısından en önemli olan koagülaz pozitif stafilokok  Staphylococcus aureus’tur. Koagülaz negatif türler ise genellikle normal florada yer alırlar. Bunlar içinde en önemlileri S.epidermidis ve S.saprophyticus’dur. S.epidermidis cildin normal florasında bulunur ve fırsatçı infeksiyonlara neden olur. S.saprophyticus genç kadınlarda idrar yolu infeksiyonlarına yol açar. Bu iki koagülaz negatif türün ayrımında novobiosine duyarlılık test edilir. S.epidermidis novobiosine duyarlı, S.saprophyticus ise dirençlidir.

Antibiyotik duyarlılık testi başlıca iki yöntemle yapılır. Bunlardan ilki ve rutinde en sık kullanılanı Kirby-Bauer disk difüzyon yöntemidir. Bu yöntemde duyarlılığı test edilecek bakteri katı besi yeri üzerine yayılır. Daha sonra üzerine belirli bir konsantrasyonda antibiyotik emdirilmiş diskler konur. Bir gecelik inkübasyonun ardından disklerin çevresinde bakteri üremesinin olmadığı  zonların çapları ölçülür ve tablo değerleri ile karşılaştırılarak bakterinin antibiyotiğe duyarlı olup olmadığı belirlenir. Dilüsyon yöntemlerinde ise test edilecek antibiyotik farklı konsantrasyonlarda sıvı yada katı besiyerinin içine eklenir. Ardından, sabit konsantrasyonda bakteri süspansiyonu ortama eklenir. Bir gecelik inkübasyonun ardından bakteri üremesinin olup olmadığı araştırılır. Bakteri üremesini inhibe eden en düşük antibiyotik konsantrasyonu belirlenir. Buna Minimal İnhibitör Konsantrasyon (MİK) denir. MİK değeri bilinen değerlerle karşılaştırılarak bakterinin o antibiyotiğe duyarlı mı yoksa dirençli mi olduğu saptanır. Antibiyotik sağaltımında temel hedef MİK değerinin 4-10 katı serum ilaç değerlerine ulaşılmasıdır.    
III.     Uygulama İçin Gerekli Malzemeler: 

1. Bakteri kültürleri

2. Gram boyama seti

3. Öze, lam ve fizyolojik tuzlu su 

4. Mikroskop

5. % 3 H2O2 çözeltisi

6. 1/5 sulandırılmış tavşan plazması

7. Lam ve tüp

8. Macfarland eşeli

9. Antibiyogramlar

10. MİK tüpleri

11. Cetvel

12. Zon çaplarını ve MİK değerlerini gösteren tablo
IV.     Uygulama Basamakları: 
1. Her masada A, B ve C diye adlandırılan üç ayrı bakteri kültürü bulunmaktadır. Bir arkadaşınızla birlikte  bunlardan bir tanesini seçiniz ve aşağıdaki  basamakları uygulayarak bu bakteriyi tanımlamaya çalışınız.

2. Koloniden bir preparat hazırlayınız ve Gram boyası ile boyayıp inceleyiniz. Bulgularınızı tablo 1 de ayrılan yere not ediniz ve gördüklerinizi çiziniz.

3. Preparatınız kururken, katalaz testini yapınız. Bunun için koloniden öze ile bir miktar alıp temiz bir lamın üzerine koyunuz. Üzerine % 3 H2O2 çözeltisinden bir damla ekleyiniz. Hava kabarcıkları görmeniz testin pozitif olduğunu gösterir. Test sonucunu tablo 1’e not ediniz.
4. Bakteri Gram pozitif kok morfolojisinde ve katalaz pozitif ise koagülaz testi yapınız. Lam deneyi için koloniden öze ile bol miktarda (1-2 koloni) bakteri alın ve lam üzerine önceden koyduğunuz bir damla fizyolojik tuzlu su ile iyice süspanse edin. Süt kıvamında bir süspansiyon elde etmelisiniz. Bunun üzerine beşte bir sulandırılmış tavşan plazması ekleyin ve lamı elinizde yavaşça döndürerek karışmasını sağlayın karışım içinde 30-60 saniye sonunda kümeleşme olması sonucun pozitif olduğunu gösterir. Tüp deneyi için tüpteki fizyolojik tuzlu su ile 1/5 oranında sulandırılmış 1 cc tavşan plazmasının içerisine 1 stafilokok kolonisi ezilerek emülsifiye edilir. 37 °C’de inkübasyona bırakılır. 1, 2, 4. saatlerde kontrol edilir. Eğer pıhtılaşma olmadıysa oda ısısında 24 saat kadar bekletilir ve tekrar değerlendirilir. Testinizin sonucunu tablo 1’de ayrılan yere not ediniz.

Tablo 1: Test sonuçları

	KÜLTÜR
	GRAM  VE MORFOLOJİ
	ÇİZİM
	KATALAZ
	KOAGÜLAZ
	TANI*

	      A
	
	
	
	
	

	      B
	
	
	
	
	

	      C
	
	
	
	
	


                *Genel bilgiler bölümüne ve EK-1’e bakınız
5. Antibiyogram nasıl yapılır konusundaki demostrasyonu izleyiniz.

6. Size iki ayrı bakterinin antibiyogramları verilmiştir. Bu bakterilerden biri Staphylococcus aureus, diğeri ise Escherichia coli’dir. Antibiyogramlardaki disk zonlarını cetvelle ölçünüz. Sonuçları disklerin adlarınıda yazarak tablo 2’de ayrılan yerlere not ediniz.
7. Sonuçlarınızı size verilen tablodaki değerlerle karşılaştırarak incelediğiniz bakterinin o antibiyotiğe duyarlı (D), orta duyarlı (ODD), dirençli (R) mi olduğuna karar veriniz ve not ediniz.
Tablo 2: Antibiyogram sonuçları

	          ANTİBİYOTİKLER

   KISALTMA        AÇIK ADI
	     ZON ÇAPLARI

             (mm)
	                SONUÇ

            (D, R, ODD)

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	


V.      Uygulamada Öğrenilen Bilgilerin Değerlendirilmesi:
          Uygulamada elde ettiğiniz verilerden ve daha önceki bilgilerinizden yararlanarak aşağıdaki soruları  yanıtlayınız.

1. Stafilokokların katalaz ve koagülaz enzimlerine sahip olmaları bakteriye ne tür bir avantaj sağlamaktadır? Bakterilerin virülans mekanizmaları açısından tartışınız.

2. Stafilokokların neden olabildiği infeksiyonlara örnek veriniz.

3. Deri lezyonlarından örnek alırken nelere dikkat edilmesi gerekmektedir? Bunlara dikkat edilmediğinde hangi durumlarla karşılaşılır? 
4. Deri florasındaki başlıca bakteriler hangileridir? Normal floranın vücut savunmasındaki önemi nedir? Koagülaz deneyi kaç türlü yapılır? Ve bu deneylerde hangi tür koagülaz araştırılır?

5. Size verilen antibiyogram plaklarını yorumlayınız: Bu olgularda öncelikle seçebileceğiniz antibiyotikleri nedenleriyle belirtiniz.

VI. Anahtar Sözcükler: 

    Stafilokok (Staphylococcus), koagülaz (coagulase), katalaz (catalase), antibiyotik direnci (antibiotic  resistance)

VII. Kaynaklar: 

1. Bilgehan H: Klinik Mikrobiyoloji  1996

2. Bilgehan H: Klinik Mikrobiyoloji Tanı 1999

3. Isenberg HD: Clinical Microbiology Procedures Handbook 1992

( Kitaplar kütüphane ve Mikrobiyoloji Anabilim Dalında mevcuttur)
                        EK-1 : GRAM POZİTİF KOKLARIN AYIRICI TANISI 

                                                         GRAM POZİTİF KOK

             STAFİLOKOKLAR                                                          STREPTOKOLAR

                 ( üzüm salkımı)                                                                      (zincirler)
Koagülaz (+)                                       Koagülaz (-)

Staphylococcus aureus                    Novobiosine duyarlılık

                                                                Duyarlı                                      Dirençli

                                        Staphylococcus epidermidis                    Staphylococcus saprophyticus     

