Mic 12a-STAFILOKOKLARIN
IDENTIFIKASYONU:

written by Dr. Aydogan Lermi

STAFILOKOKLARIN IDENTiFIKASYONU:

YUl WN =

. STAF KAT+
. GRAM + KOK ( eski kulturlerde - boyanabilir),
. Pigment identifikasyonda onemli degil en iyi 25 C de pigment yapar.
. Katalaz + ise aureus - ise sapr / epid.
. Glikozu fermentasyon - stafilokoklar fermentatif mikrokoklar oxidatif.
. Koagtlaz: aureus Koag + koagiilaz tiipte yada lamda yapilabilir.
1. Tup koagiilaz: tupe 1 ml SF + 4 ml sitrath tavsan plazmasi eklenir tizerine 1 0ze S.

Aureus eklenir 1 - 2 - 4 - 8 - 24 .saatlerde pihtilasmaya bakilir. Burada sureus larin
salgiladiklar1 bagimsiz koagiilaz aranir, bu madde plazmadaki Coagulaz Reactingg
Factor ( CRF) ile iliskili kurar ve fibrinojeni fibrine c¢evirir. Bunun i¢in Ca+ gerekmez. S.
Aureus, Pseudomonas aerugenosa, Serratia marcesscens, Streptococcus fecalis te tup
koag + dir. Pseudomonas, cerratia ve strep CRF aktive ettikleri icin degil sitrati
metabolize ettiklerinden koagulaz + dirler. Citrath tavsan plazmasi yerine EDTA I
tavsan plazmasi kullanilirsa koag negatif olur.

. Lam koagtlaz: lama 2 bakteri siispansiyonu hazirlanir , birine sf digerine 1 damla tavsan

plazmasi damlatilir , karigtirilir koagiilaza bakilir. Lam koagiilaz bagh koagiilaza bakar (
clumping factor) bu salinmaz ve aktive olmasi i¢gin CFR gerekmez. Lam koag - ise tup te
de bakilmali. Ozellikle MRSA lar lam koag - olabilir, tiip bakilirsa + bulunur.

1. Fibrinojen kapl lateks parcalar ile de koag bakilabilir, bu yolla clumping faktor bakilir.

7. Termostabil niikleaz:

1. S. Aureus 1s1ya dayanikh nukleaz yapar (DNAz)
1. S. Epidermidis 1siya dayaniksiz niikleaz yapar.

1. Bu ayrim icin termoniikleaz agar kullanilir buna DNAz agar denir ortamda
termostabil niikkleaz varsa (yani s. Aureus varsa ) olusan oligoniikleotidler tolidin
mavisi ile pembeye doner + .

8. Lizostafin: stafilokoklar ve mikrokoklar lisozstafin ve furazolidon direncine gore ayrilirlar.
9. Stafilokoklarin peptidoglikan tabakasindaki glisin baglari lizostafin ( lizozim) ile ¢oziiniir.

Mikrokoklarda bu bag yoktur. Lizostafin BY ortasina damlatilir hassas ise zon olusur.

10. Slime test: patojen S. Epidermisler epitele yapismak icin glikokalix olusturur, slime

patojenitede onemlidir. Triptikoz soy buyyona ekim yapilip 1 gece bekletilir sonra BY dokulur
tip ytizeyinde tabaka olusup olusmadigina bakilir. I¢ yiizeyde yapisma varsa slime + denir.
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11. Endotoksin: stafilokokal gida zehirlenmelerinden sorumludur. Elisa ve ifa ile bakilabilir.
12. Stafilokoklarin antibiyotik duyarliliklar ile ayrimau:
1. POLIMIKSIN DUYARLILIGI >>>DIRENCLI ISE S. AUREUS
1. POLIMIKSINE HASSAS ISE S. EPIDERMIDIS YADA SAPROFITIKUS TUR DENIR.
1. NOVOBIOCIN HASSAS ISE>>>> S. EPIDERMIDIS
1. NOVOBIOCIN DIRENCLI ISE >>>S. SAPROFITICUS TUR.

13. Fibrinojen:
1. Plazma kapl latex >>clumping faktor bakar >> + ise aureus
1. IgGkaplh latex >>prot A bakar>>+ ise aureus

POLIMIKSIN KAT KOAG NOVOBIOCiN NEOMIiSiN BACITRACIN

STAFILOKOK HASSAS DIRENCLI
S. AUREUS DIRENCLI + +
S.
EPIDERMiDis HASSAS  + - HASSAS
S. : .
SAPROFiTicUs HASSAS ~ + - DIRENCLI
STREPTOKOK - DIRENCLI
MIKROKOK + HASSAS

1. Stafilokoklarin faj tiplendirmesi : s. Aureus birgurup bakteriofaja karsi duyarhdir. Faj
tiplendirmesi hastane enfeksiyonlarinda epidemiyolojik analizlerde kullanilir.

2. S. Aureus antibiyotik direnci: s. Aureus Beta laktamazlar nedeniyle %80 - 90 penisiline
direnclidir. Penisilin direnci plazmide bagldir. Ayrica penisilinaza diencli penisilinlere (
metisilin ozasilin nafcilin) kars: direnc¢ artmaktadir. Metisilin direnci kromozomaldir (PBP ler
degisir).

Mic 12-GRAM POZITIiF KOKLAR

written by Dr. Aydogan Lermi

GRAM POZITIiF KOKLAR
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STAFILOKOK  MIKROKOK STREPTOKOK

KATALAZ + + -
GLUKOZ FERMENTATIF OXiDATIF FERMENTATIF
LIZOSTAFIN DIRENCLI HASSAS

FUROZOLIDON  HASSAS DIRENCLI

MODIFIYE OXIDAZ +

BACITRACIN DIRENCLI HASSAS

Stafilokoklar ve streptokoklar glikozu fermente eder.
STAFILOKOKLAR
Gram pozitif salkim seklinde hareketsiz, kapsiilsiuz, katalaz +,

KATALAZ KOAGULAZ MANNitol NOVOBIiOCIN POLIMIKSIN

S. AUREUS + + + HASSAS DIRENCLI
S. EPIDERMIDIS + - - HASSAS HASSAS
S. SAPROFITICUS + - - DIRENCLI HASSAS

En tipik kanli agarda trer. S. Aureus beta hemoliz yapar, sar1 pigmentli S tipi koloni yapar. S.
Epidermidis ve S. Saprofiticus ise bazilari sar1 turuncu pigment yapar, hazilar1 hemoliz yapar.
Stafilokoklar glikozu fermente ederek parcalar ve laktik asit uretirler. Stafilokoklar deri florasinda,
barsak florasinda bulunur. normal insanlarin % 10 - 40 inda burun florasinda S. Aureus, % 80-90
inda staf epidermidis var. S. Saprofiticus un tirogenital mukozaya yapisma 6zelligi vardir. Daha ¢ok

urogenital bolgede kolonize olur, nadiren uriner enfeksiyona yol acar.

STAFILOKOKLAR :

e deride
o Fronkil,
o Karbonkil,
o Pararis,
o Derialt1 apse,
o Hidradenit,
o Blefarit,
o Flegmon,
o Bulloz sellilit,
o Impedigo yapar.

o Stafilokokal enfeksiyonlar sirasidna epidermolitik toksine baglh olarak citte yaygin
makulopapuler dokiintu, gorulebilir 6zellikle stafilokokal skalded skin sendrom da ve

stafilokokal toksik sok sendromunda sik gorulur.



e Mukozada
o Tonsillit,
o farenjit,
o peritonsiller apse
o Uriner enfeksiyon yaparlar.
o Stafilokoklar Sepsis ve endokardit yapabilirler.
o Organ tutulumu
= Pnemoni,
= Enterit,
Akciger apsesi,
Periostit,
Tromboflebit,
Otitis media,
Menenjit,
Siniizit,
Otit,
Uriner sistem enfeksiyonu yapar.
o Gida enfeksiyonu
» Stafilokokal gdia zehirlenmesi. Enterotoksin yapan stafilokus aureus A-F suslarinin
neden oldugu gastroenterittir. Past astt ve kremada kolay iirerler.

Stafilokok kultiru

e Kanl agar,

e Kalp infuzyon buyyon,

e Triptik soy buyyon da iyi urer,

 Diskidan stafilokok identifikasyonu i¢in mannitollii tuzlu agara ekilir.

e Osteomyelit gibi kronik enfeksiyonlarda ve Antibiyotik kullanan hastalarda ornekte koklar
oldugu halde kiltiirde ireme olmayabilir yada ciice koloniler olusur. Besiyerine menadion -
tiamin eklenirse normal koloni olusur.

 Stafilokoklar kanlh besi yerinde yada mannitollu tuzlu agarda gayet iyi urerler, 24/48 saatlik
inkiibasyondan sonra kolonileri goruniir hale gelir. Koloniler genellikle yuvarlak, opak, kremsi
veya sar1 renkte gorunebilir (ozellikle S. aureus igin).

e Staphylococcus aureus‘u diger koagulaz negatif stafilokoklardan ayirt etmek icin koagiilaz
testi yapilir. S. aureus, koagtlaz pozitifken, digerleri genellikle koagiilaz negatiftir.

e Mannitol Tuzlu Agar: S. aureus mannitolu fermente ederek agarin rengini sariya gevirir.
Diger stafilokok tiirleri bu 6zelligi gostermez.

o Katalaz Testi: Stafilokoklar, hidrojen peroksidi oksidize ederek oksijen ve su uretirler. koloni
lam {iistiine alinip %5 oksijen peroksit dokiiliirse kopiiriir KATALAZ + DENIR, BUTUN
STAFILOKOKLAR KATALAZ POZITIFTIR.

e Ayrica DNaz, lipaz ve ureaz testleri de yapilabilir.

» Koagiilaz Testi, Staphylococcus aureus’u diger Staphylococcus tiirlerinden ayirt etmek icin



kullanilan bir laboratuvar testidir. Bu test, S. aureus’un koagulaz adi verilen bir enzim tiretme
yetenegine dayanmaktadir. Koagilaz testi pozitif olan bakteriler genellikle hastalik yapma
potansiyeline sahipken, koagiilaz negatif olanlar genellikle daha az patojeniktir. BU AMACLA
O+ insan kani serumu kullanilabilir. lama 1 damla serum damlatilir izerine oze ile koloni
ornegi alinarak karistirihir kiimelesme agglutinasyon olursa KOAGULAZ POSITIF DENIR
ORNEK S. AUREUSTUR.

» Katalaz + Koagiilaz + ise Staf aureus

» Katalaz + Koagiilaz - ise Staf epidermidis veya Staf saprofiticus tur. novobiocin
hassasiyetine bakilir: novobiocin direncliyse S. saprofiticus, novobiocin hassas ise S.
epidermidis tir.

Koagiilaz negatif stafilokoklar ( S. Epidermidis ve S. Saprofiticus) imm. Sist. Dusuk kisilerde
enfeksiyon yaparlar. Koagiilaz negatif stafilokoklarin hastalik nedeni olarak kabul edilebilmesi i¢in :

Immiin sistemin baskilanmis olmasi,

Ornege flora karismadigindan emin olunmasi,

Ornekte PNL goriillmesi,

Steril sartlarda alinan BOS, Kan ve diger sivilarda koagiilaz negatif stafilokoklarin iremis
olmasi gerekir.
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S. EPIDERMIDIS immiin sistemi baskilanmis kisilerde deri -ve yumusak doku enfeksiyonu,
pnemoni, menenjit, normal kapak endokarditi, penetran kafa yaralanmalarindan sonra MSS
enfeksiyonu, sant enfeksiyonu, protez enfeksiyonu, katater sepsisi, periton diyalizi sonrasi peritonit
yapabilir.

S. SAPROFITICUS: bayanlarda iiriner enfeksiyon, yapabilir.
STAF IDENTIFIKASYON KUME UZUM SEKLINDE GRAM POZITIF KOKLAR
KATALAZ + KOAG +P0OZ >S. AUREUS

KATALAZ + KOAG - NEG > S. EPID / S. SAPR NOVOBIOCIN 5 mg DIRENCLIYSE S. SAPROFITCUS
/ HASSAS iSE S. EPIDERMIDIS DIR.

Mic 3-GRAM NEGATIF ENTERIK
BAKTERILERIN BIYOKIMYASAL
OZELLIKLERI

written by Dr. Aydogan Lermi

1. Ayirici BY de supheli ireme OX - ise enterobacteriaceae olabilir.
1. Hareket BY ek,
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1. TSI ek ( fenol kirmizisi pH ayracidir, ferrik amonyum siilfat H2S ayracidir)

1. LIA ek ( Lizin Arginin iron)

Glikoz,

Lizin,

Kukrt,

H2S ayraci ( ferrik amonyum sulfat),

pH ayraci (Brom Krezol Blue)

1. glikozu parcalarsa dip sari olur,

1. Lizin DEK varsa ( cadaverin) alkali reax bagh dip mor olur,

1. Lizin DEAMINAZ varsa bu morluk sadece oksijen alan yerde yiizeyde olur,
1. H2S yaparsa siyahlasir.

1. INDOL by: icinde triptofan var triptofan kullanan bakteriler bunu indol e ¢evirirler icine
KOVAKS yada ERLICH ayraci damlatilinca kirmizi olur INDOL + denir.

1. CLARK LUBS by: bakteri clark lubs siv1 by ekilir.

1. METIL RED TESTI: Daha sonra burdan bir miktar alinir izerine METIL KIRMIZISI
damlatilir. Bakteri glikozdan asit yaptiysa metil kirmizis1 damatilinca kirmizi kalir.
MR+

1. VOGES PROKAUSER TESTI: Birmiktar by iizerine de alfa naftol ve KOH damlatilir.
Glikozdan asetolin yaptiysa kirmizi olur. VP+ denir.

1. SIMMONS SITRAT by bakterinin tek karbon kaynagn olarak sitrat: kullanip
kullanmadigina bakar. Kullaniyorsa ortam asitlesir. Bromtimol mavisi damlatilinca
Prusya mavisi olur. Yada besiyeri mavilesir.

1. KRISTENSEN URE by: 24- 48 saat 35C bakteri iireyi parcaliyormu diye bakilir. Fenol
kirmizisi ayraci kullanir uire parcalanirsa sar1 BY kirmizi ya doner.

1. GRAM NEGATIF ENTERIK BAKTERILERIN KARBONHIDRATLARA ETKILERI

1. GLIKOZ a etkileri: enterobacteriaceae ailesinin tiimii FLIKOZU FERMENTE eder.
Fakat hepsi gaz yapmaz. Glukozdan gaz olusumu TSI de goriiliir yada DURHAM
tupt ile gorulir. Glukoz fermentasyon buyyonuna ekim yapilip durham tupu ters
kapatilir gaz yaparsa tiipte birikir.

1. LAKTOZ a etki: bakterinin laktoza etkisi McConkey, ENDO ve EMB besiyerlerine
ekimle anlasilir. LAKTOZ + bakteriler renkli LAKTOZ - bakteriler renksiz koloniler
yaparlar.

1. DIGER KHlara etki icin ( sukroz, arabinoz, myoinozitol, malonat, xiloz, ramnoz vb.)
aramak i¢in fermentasyon BY hazirlanir. PEPTON+ bu KH lardan biri + pH ayraci
konur. Ortam asitlenirse renk degisir. Bu KH dan gaz yapip yapmadigi da durham
tupu kapatilarak bakilir.

1. LAO ( LIZIN ARGININ ORNITIN) by: bakteride Lizin Arginin Ornitin dekarboksilaz varmi
diye bakilir. Bu AA katildig1 by + pH ayraci konur. Ekildikten sonra tizeri mineral yag ile
kapatilarak java ile temasi kesilir. GL fermente eden bakteri asit olusturur, eger asit
ortamda bakteri bu AA leri DEK ediyorsa ortam alkaliye doner. Bu islemi gormek igin
MOLLER DEKARBOKSILAZ BAZ BESIYERI kullanilir. By ne bu AA den biri eklenir, ekim
yapilir, sar1 renk olusursa (gl ferm sonucu asit) her gun renk kontrolu yapilirbakteride
DEK az varsa sar1 renk kirmizi - mor renge doner.

1. DNAz: bakteride DNAz varsa ortamdaki DNA y1 parcalar ve oligoniikleotidler olusur.
DNA 11 plak BY e cizgi ekim yapilir, DNAz varsa ¢izgi seklinde presipitasyon bandi olusur.
Indikator olarak toludin mavisi kullanilirsa DNAz + bakterrilerin etrafidna parlak pembe
bir hat olusur.

1. FENIL ALANIN DEAMINAZ testi fenilalanini deamine ediyorsa iirer ve keto fenil privik
asit olusur, ferro klorik asit ile yesil renk verir. PROTEUS PROVIDENCIA VE
MORGANELLA da var. Diger enterobakterlerde yok. PPM +

1. KCN testi: potasyum siyanur testi. Potsayum siyantur KCN bir sitokrom oksidaz

—_ = = =



inhibitorudur ve anaerobik solunumu Onler. Enterobacteriaceae ler fakiiltatif anaerob
olduklarindana KCN den etkilenmezler. KCN de tireme enterobacteriaceae leri non
fermentatif ( aerob) bakterilerden ayirmada kullanilir. ( baz1 nair aeroblar flavoprotein
kullandiklarindan KCN den etkilenmezler.

. ONPG testi (ORTO NITRO PARA BETA D GALAKTOZIDAZ) : laktoz bakteri icine permeaz
ile girer bakteriler laktozu beta galaktozidaz la parcalarlar:



laktoz ——-permeaz—- laktoz——>betagalaktezidaz—->glikoz+galaktoz. Her iki enzimde
indiiklenebilir. Bu iki enzimi ( permeaz ve beta galaktozidaz) tasimayan bakteriler LAKTOZ NEGATIF
tir. Zamanla olusan mutantlar laktoz + olabilirler ( ge¢ laktoz pozitif bakteriler). ONPG bu tur geg
laktoz pozitif olan beta galaktozidaz + bakterilerin ayriminda kullanilir. Laktoz iceren bir BY de
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ureyen koloni alinir, siispansiyon yapilir, icine toliien atilir, bu Beta galaktozidazi ortaya ¢ikarir,
ustune ONPG damlatiliretiive konur, 1. 8. Ve 18. Saatlerde bakilir sararirsa ONPG .... Saatte + dir
denir. ONPG hiicre i¢ine girmek icin permeaz gerektirmez.

ONPG->betagalaktozidaz->galaktoz+ orto nitro fenol e ayrilir ortonitrofenol sar rengi verir.

1. NITRATLARIN NITRITLERE CEVRILMESI: biitiin enterobacteriaceaeler nitratlar nitritlere
cevirirler( erwinia haric).
1. PYER testi: PROLIDON NAFTILAMID hidrolizi esas alinarak ENTEROBACTERIACEAE
VE STREPTOKOKLARIN ayriminda kullanilir. KOLI, HAFNIA, PROTEUS, SS,
AEROMONAS, VIBRIO PYR- DIR, CITROBACTER, EIKENELLA, KLESIELLA, YERSINIA
PYR + DiR.

Mic 2-ENTEROBACTERIACEAE
IDENTIFIKASYONU

written by Dr. Aydogan Lermi

I. 1 Adet kanl agar ( zengin BY ayirici degil) + 1 adet AYIRICI BY ( MC conkey, EMB , ENDO)
ekim yapilir
1. SS s6z konusu ise COGALTICI BY ( SELENIT F, TETRATIONATLI ) ekilir, burdan SECICI
BY aktarilir ( SS, XLD AGAR; HEKTOEN, BIZMUT SULFAT)

I1. Koloniler incelenir. ENDO, McConkey, EMB besiyerleri laktoz + ile - bakterileri ayirir. Laktoz
+ olan koli, klebsiella, enterobakter gibi bakteriler renkli koloni yapar. Laktoz negatif SS,
Proteus, Morganella, Providencia, SErratia renksiz koloni yapar. SSSPPM -

1. SALMONELLA III ( S. Arizona laktoz + dir. Baz1 E. Koli ler ise gec¢ laktoz + yada laktoz -
olabilirler.
1. Selenit F ve Tetrationat sivi BY gogalticidir.
1. SS: salmonella ve Sigella renksiz bazen ortasi siyah koloni yapar. Laktoz + bakteriler SS
besiyerinde baskilanirlar, uirerlerse de pembe mat koloniler yaparlar.
1. XLD besiyerinde
1. LAKTOZ + bakteriler SARI
1. SALMONELLA : PEMBE,
1. SIGELLA : RENKSIZ koloni yapar.
1. HEKTOEN besiyerinde
1. LAKTOZ + LER SARI,
1. SS: MAVI YESIL koloni yapar:


https://enfeksiyonhastaliklari.com/enterobacteriacea-identifikasyonu/
https://enfeksiyonhastaliklari.com/enterobacteriacea-identifikasyonu/

ITI. Kolonilere OXIDAZ testi yapilir. Enterobacteriaceae ailesi OX - dir. Oxidaz testi ayiric1 BY den
yapilmaz( Mc Conkey, ENDO, EMB). Oxidaz testinin ayraci tetra metil fenilindi metil fenilin dir
ve sitokrom oksidaz varmi diye bakar. Enterobacteriaeceae lerde yoktur.

IV. Kulturden saf koloni elde edilip biyokimyasal ozelliklerine bakilir.



