ISTINYE UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI

DONEM III
MiKROBIYOLOJi ve KLINIK
MiKROBIYOLOJI

Uygulama Kitapc¢igi

2024 - 2025

"Gozlem alanlarinda, sans yalnizca hazirlikly zihni tercih eder.”

Louis Pasteur

(1822 - 1895)

Hazirlayan:

iSUTF-MOTEP o oo | ISTINYE

Laboratuvar Kurulu I SU PE&VEI;SIBTESIIJ Revizyon No: 2024-v0.




ONSOz

Sevgili Ogrenciler,

Bu laboratuvar el kitabi, tibbi mikrobiyoloji alaninda temel deneyleri, prosedurleri ve laboratuvar
prensiplerini anlamaniza ve uygulamaniza yardimci olmak i¢in hazirlanmigtir. Mikrobiyoloji,
birgok yonulyle insan sagligi ile yakindan iliskili olan mikroorganizmalarin yapisini, iglevini ve
rollerini inceleyen bir bilim dalidir. Bu alan sayesinde bulasici hastaliklar, tani yontemleri ve
tedavi stratejileri hakkinda bilgi ediniriz. Bu nedenle, laboratuvar ¢alismalar mikrobiyolojik
kavramlari anlamada ve pratik beceriler gelistirmede hayati bir rol oynar.

Laboratuvar oturumlarimizda mikroskopi, boyama, kultur yontemleri ve antibiyotik duyarlilik
testleri gibi temel mikrobiyolojik tekniklerle ugrasacaksiniz. Bu kilavuz, laboratuvarda uyulmasi
gereken kurallari, kullanilan ekipmanlari, deneylerin teorik temellerini ve her prosedur icin detayli
adimlan sunmaktadir. Bu rehberlik, laboratuvar calismalarinizi glivenli ve etkili bir sekilde
yuritmenize yardimci olacaktir.

Laboratuvarda disiplinli, dikkatli ve 6zenli calismak dnemlidir. Her deneyin sonunda, verilerinizi
analiz etmeniz ve sonuglarinizi bilimsel distince ve etik degerlerle uyumlu bir sekilde
degerlendirmeniz beklenmektedir. Edindiginiz her bilgi ve gelistirdiginiz her beceri, sizi gelecegin
bilgili ve yetenekli bir hekimi olmaya bir adim daha yaklastiracaktir.

Bu el kitabinin laboratuvar calismalarinizda size rehberlik edecegini ve mikrobiyolojiye olan
ilginizi artiracagini umuyoruz. Yolunuz her zaman bilimin isigiyla aydinlansin.

Basarilar dileriz,
istinye Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali



OGRENIM CIKTILARI ve DEGERLENDIRME YONTEMI

s . DEGERLENDIRME
KURUL ADI DENEYIN ADI OGRENiIM CIKTISI ST

CSS, AUS*, BD*

Antibiyotik duyarhlik test yéntemlerini, disk diflizyon ve
E-test dahil olmak tzere tanimlayabilir

Kan-immiin DBk Dglg/liml_lsest,;_)lr_}uglarlnl yorumlayarak antibiyotik se¢imini | ¢SS, AUS*, BD*
Sistem-Tiimor Duyarlilik Testleri ye rebfir — — —
Kirby-Bauer disk diflizyon testini uygulayabilir ve CSS, AUS*, BD*

inhibisyon boélgelerini CLSI/EUCAST standartlarina
g6re yorumlayabilir

CSS: Coktan Segmeli Sinav, AUS: Agik Uglu Soru, BD: Bosluk Doldurma

*Mazeret sinavlarinda uygulanilir




LABORATUVARDA UYULMASI GEREKEN KURALLAR

1. Laboratuvar Onliigii Giyin: Laboratuvara girerken her zaman temiz ve iliklenmis bir
laboratuvar onliigii giyin. Laboratuvar dnliikleri laboratuvar disinda giyilmemelidir
ve uzun saclar giivenli bir sekilde toplanmalidir.

2. Yemek Yemeyin veya I¢gmeyin: Laboratuvarda yemek yemeyin, igmeyin veya
agziniza bir sey koymayim. Laboratuvar faaliyetleri sirasinda yiiziliniize
dokunmaktan kag¢inin.

3. Kullanimdan Sonra Temizleyin: Her oturumun sonunda, kullanilan tiim
malzemeleri diizenli bir sekilde temizleyin ve belirlenen kisilere teslim edin.

4. Kimyasal Giivenligi: Ozellikle belirtilmedikce herhangi bir kimyasal veya biyolojik
maddeye dokunmayin, koklamayin veya tatmayin.

5. Dokiilmeleri Hemen Bildirin: Dokiillme veya kirilmis kaplar durumunda, hemen
laboratuvar sorumlusuna bildirin, dezenfektanla (6rnegin, %10 hipoklorit) kaplayn,
15-30 dakika bekleyin ve talimatlara gore temizleyin.

6. Ekipman Sterilizasyonu: Halka, igne ve diger yeniden kullanilabilir ekipmanlart her
kullanimdan 6nce ve sonra, Bunsen briilorii alevi veya baska uygun bir yontemle
sterilize edin.

7. Ekipmani Dogru Kullanin: Pipet, mikroskop ve terazi gibi ekipmanlar1 sadece
egitim aldiysaniz kullanin; her kullanimdan sonra ekipmani kapatin.

8. Atiklarin Dogru Atilmasi: Tiim atik malzemeleri belirtilen kaplara atin (6rnegin,
kesici aletler “kesici-delici” kutulara, enfekte materyaller “kirmizi tibbi atik
kutularina” ve enfekte olmayan atiklar “gri evsel atik kutularina™).

9. Yanict Maddeler: Yanict maddeleri (6rnegin, alkol) agik alevlerden uzak tutun.

10. El Yikama: Her oturumdan sonra ellerinizi sabun ve su ile iyice yikayin ve gerekirse
antiseptik siv1 kullanin.

11. Yoklama ve Raporlama: Her oturumdan sonra yoklama kagidini imzalayin ve
gerektiginde sorumlu kisiye bir ¢alisma raporu sunun.

12. Son Kontroller: Cikmadan 6nce tiim gaz, su musluklar1 ve mikroskop lambalarinin
kapali oldugundan ve laboratuvar malzemelerinin disariya ¢ikarilmadigindan emin
olun.

DIKKAT

,ﬁ#

TIBBi
ATIK

a-Kesici ve delici atik kutusu b-Tibbi atik kutusu c-Evsel atik kutusu



Kan-immiin Sistem-Tiimér KURULU
1. Antibiyotik Duyarhlik Testleri

LABORATUVAR: ANK-215

OGRENiIM CIKTISI

Antibiyotik duyarlilik test yontemlerini, disk difiizyon ve E-test dahil olmak Gzere
tanimlayabilir

Duyarlilik sonuclarini yorumlayarak antibiyotik secimini yénlendirebilir

Kirby-Bauer disk diflizyon testini uygulayabilir ve inhibisyon boélgelerini CLSI/EUCAST
standartlarina gére yorumlayabilir

Antibiyotikler enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Etken olarak izole edilen mikroorganizmalarin antimikrobiyallere duyarlilik durumlarinin
saptanmasi;

1-Klinisyenin tedavi icin en dogru antibiyotigi segmesine yardimci olmak
2-Toplum sagligi icin 6nemli olan antibiyotik diren¢ durumuna iliskin veri olusturmak

3-Yeni antibiyotiklerin etkinligini belirlemek acilarindan 6nemlidir.

Duyarlilik testlerinde;

*Antibiyotik duyarliliklari agisindan test edilecek bakterilerin saf kultlrler halinde olmasi
gerekmektedir.

*Testte kullanilacak bakteri miktari standart (McFarland) bir inokdlimde olmalidir

*Duyarlilik testleri cevre kosullari ile degisebileceginden testin guvenilirligini belirlemek
icin bilimsel ¢gevrelerce onerilen standart mikroorganizma suslari da kullanilmalidir.

*Antimikrobiyal duyarlilik testlerinin uygulanmasi ve yorumlanmasinda, dinyada
duyarlilik testlerini standart hale getiren CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute)
veya EUCAST’In (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) yaygin
kullanimdaki temel standart olarak belirlenen yontem ve degerleri baz alinir.

Duyarlilik testleri:

a) Agar diffiizyon testleri b) Diliisyon testleri
*Kirby-Bauer disk difflzyon *Agar dilusyon
*E-test *Broth dillisyon



A- Agar Diffuzyon testleri
Bu yontemde;

*Petri kaplarina 4 mm kalinuginda doékilmus Mialler-Hinton Agar (muskulpesent
mikroorganizmalar igin at kanli muller hinton agar 6nerilmektedir) kullanilmaktadir.

*Besiyerlerinin oda 1sisina getirilmesi ve yuzeyinin nemli, 1slak olmamasina dikkat
edilmesi gerekmektedir.

* Bakteri yogunlugu standartlar tarafindan dnerilen sivi igerisinde 0,5 McFarland (~108
CFU/ml) olacak sekilde hazirlanir

*Steril eklvyon yardimiyla bakteri sispansiyonu agar ylzeyine yayilir ve kurumasi igin
biraz beklenir

1. Kirby-Bauer Disk diflizyon yontemi

*Petri ylzeyine test edilecek antibiyotik emdirilmis kagit diskler steril penset yardimiyla
birbirlerine ¢ok yakin olmayacak sekilde (diskler besiyeri kenarindan yaklasik 15 mm ve
birbirinden 25-30 mm uzaklikta dizilirler) yerlestirilir.

*Petriler bir gece 37 °C’de inkubasyona birakilir.

*inkiibasyon sonrasinda diskler etrafinda olusan inhibisyon zon gaplar élgiilerek not
edilir ve gercek duyarliigin saptanmasi icin standart verilerle karsilastirilir.

* Bakterinin duyarliigini nitel olarak (kalitatif) belirleyen bir testtir.

@ Ampicillin
Gentan @ B Cin
4
,,/,’/ \ \
, M0 comycin
Tetracyclifié Trinﬁhoprim/ |
| - Sulfamethoxazole

1
x\

\ Erythromycin

© Optochin @ pdficiin

Namoxicillin/ ® Stemycin
Clawagic Acid @ '
{

L coli

Sekil I. Kirby-Bauer Disk difiizyon



Tablo 1: CLSI duyarlilik sinir degerleri

Antimikrobiyal | Disk bilegimi Duyarli Orta duyarli direncli
ajan

S.aureus icin onerilen diskler

Penisilin G 10U <20 21-28 =29
Eritromisin 15 ug <13 1417 =218
Kloramfenikol | 30 pg <12 13-17

Tetrasiklin 30 ug <14 15-18 2




Tablo 2: EUCAST duyarlilik sinir degerleri

Enterobacterales*

Expert Rules and Infrinsic Resistance Tables

Egphamp.urin51 MIC breakpoints Disk Zone diameter
ImgIL] content breakpoints {mm)

5= R=> ATU (pg) Sz R=< ATU

Cefaclor - - - -

Cefadroxil {uncomplicated UTI only) 16 16 30 12 12

Cefalexin juncomplicated UTI only) 16 16 30 14 14

Cefazolin (Infections orginating from the 0.0 4 P P (3

urinary tract), E. coli, and Kiebsializ spp.

(ecept K. seroganes

Cefepime i 4 30 a7 2

Cefizime (uncomplicated T anly) i 1 i7 17

Cefotaxime i 2 20 17

Cefoxitin {screen only)* NA A 30 18 18

Cefpodoxime I i 10 Fal 21

(uncomplicated UTI only)

Ceftaroline 0.5 05 ] 23 23 2223

Ceftazidima i 4 10 a2 14

Ceftazidime-avibactam g B 10-4 13 13

Ceftibuten (Infections originating from the i 1 30 23 23

urinary tract)

Ceftoblprole 025 .25 5 23 23

Ceftolozane-tazobactam’ F r 30-10 a2 22

Ceftriaxone i 2 30 25 2

2. E-test (Epsilon, Gradient test)

*Petri ylizeyine antimikrobiyallerin ¢esitli konsantrasyonlarini igeren stripler steril penset

yardimiyla yerlestirilir.

*Petriler bir gece 37 °C’de inklUbasyona birakilir.

*Bakteri inhibisyon zonunun E-test stribini kestigi yerin bir Gst degeri minimum inhibisyon

konsantrasyonu (MiK) degeri olarak kaydedilir ve standart verilerle karsilastirilir.

*Bakterinin duyarliligini nicel olarak (kantitatif) belirleyen bir testtir.




Sekil ll. Gradient test (E-test)

B-Dillisyon testleri

*Antimikrobiyal ajanlarin, onerilen sivilar icerisinde gittikce azalan seri dillisyonlari
hazirlanir.

Ornek:

256 pg/ml-128 pg/ml-64 pg/ml-32 pg/ml-16 pg/ml-8 pg/ml-4 pg/mit.......

1. Agar Dilusyon

Aerop bakteriler igin Muller Hinton Agar (MHA), anaerop bakteriler igin Brucella Agar,
Campylobacter gibi mikroaerofilik bakteriler igin at/koyun kanli MHA gibi besiyerleri
kullanilir.

*Hazirlanan antibiyotiklerin seri sulandirimlar standartlarda belirtilen oranlarda petrilere
dokualur (antibiyotik besiyerine 1/10 olacak sekilde eklenir).

*Uzerine 56 °C civarinda olan agardan belirtilen oranda ilave edilir ve petri elde hafifce
saga sola egilerek karismasi saglanir.

* Test edilecek bakterinin yogunlugu 0.5 McFarland bulanikliga ayarlanir, takiben 1:10
oraninda sulandirilarak 107 kob / ml elde edilir.

*Hazirlanan bakteri sispansiyonundan 0.1-2 pl otomatik pipetler yardimiyla alinarak
besiyeri ylizeyine inokule edilir.

* Boylelikle agar ylizeyindeki bakteri sayisi ortalama 1-2x10* kob / ml olur.



*Petriler bir gece 35°C’de 16-20 saat inkiibasyona birakilir.

*Uremenin olmadigl ilk diliisyon minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) degeri olarak
kaydedilir ve standart verilerle karsilastirilir.

Sekil ll. Agar diliisyon

2. Broth diliisyon

Broth diltsyon, "makro" ve "mikro" olmak lzere iki sekilde uygulanabilir. Her iki
yontemin de prensibi aynidir. Makrodilisyonda test tupleri, mikrodilisyonda ise "U"
tabanli mikropleytler kullanilir.

*Tap dilusyon yonteminde besiyeri olarak katyon (kalsiyum ve magnezyum) eklenmis
Mueller-Hinton broth kullanilir.

*Antimikrobiyal ajanlarin, 6nerilen siviigerisinde gittikce azalan seri dilusyonlari hazirlanir
*Mikroorganizmanin standart bir inokuliima (108 Kob/ml) hazirlanip, antimikrobiyal ajanin
cesitli dilusyonlarini iceren her bir tipe esit miktarlarda eklenir.

*Ayrica antibiyotik icermeyen, Uremenin gostergesi olan kontrol tiUpune de eklenir.
*Bakteri inokule edilmemis, sadece besiyeri konmus bir tup de besiyeri kontroll olarak
hazirlanir.

*Besiyerleri 35°C'de bir gecelik inkubasyondan sonra bakteri Uremesini gosteren
bulaniklik yoninden incelenir.

10



32

16

8 mg/ml

4 mg/ml

*Bakterinin Uremesini onleyen, gozle gorindr bir bulanikligin olmadigl en dustk ilag
konsantrasyonu, minimum inhibitdr konsantrasyon (MiK) olarak degerlendirilir.

Minemum

::"lhlhl?!’l"ti

concentration —
;

CONTROL TUBE N a " ) w! 125 28 0

Sekil lll. Tupte diliisyon

2 mg/ml

1 mg/ml

0,5mg/m

Sekil IV. Mikropleytte diltisyon (mikrodiliisyon) yontemi 11



UYGULAMA

1) Kirby-Bauer Disk diflizyon yontemi ile kullanilan antibiyotik disklerine karsi olusan
bakteri zon ¢aplarini (milimetre) 6lctintz ve 01.01.2020 tarihinde EUCAST tarafindan
yayimlanan asagidaki glincel tablodan yola ¢ikarak; bakteriyi her bir antibiyotige karsi
Direncli (R), Orta (I), Duyarli (S) olarak degerlendiriniz.

Enterobacterales*®
Expert Rules and Infrinzic Resistance Tables

Egphamp.urin51 MIC breakpoints Disk Zone diameter
Img.fL] content breakpoints {mm)

5= R=> ATU (pg) Sz R=< ATU

Cefaclor - - - -

Cefadroxil {uncomplicated UTI only) 16 16 30 12 12

Cefalexin juncomplicated UTI only) 16 16 30 14 14

Cefazolin (Infectians orginating from the 0.0 4 P P P

urinary tract), E. coli, and Kiebsializ spp.

(except K. ssrogenes )

Cefepime i 4 30 i el

Cefizime (uncomplicated UTI anly) i 1 5 i7 17

Cefotaxime i 2 ] 20 17

Cofoxitin (screen only)® NA A k] 18 18

Cefpodoxime I i 10 Fal 21

(uncomplicated UTI only)

Ceftaroline 0.5 0.5 5 23 23 223

Ceftazidima i 4 10 2 14

Ceftazidime-avibactam g g 10-4 13 13

Ceftibuten (Infections originating from the i 1 30 23 23

urinary tract)

Ceftoblprole 025 .25 5 23 23

Ceftolozane-tazobactam’ F r 30-10 a2 22

Ceftriaxone i 2 30 25 2

Bakteri: Escherichia coli (Enterobacterales takimindan)

Antibiyotik Zon ¢api (mm) R/1/S
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