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OZET

Amag: Mikrobiyoloji laboratuvarinda etuvin 1sis1
onemlidir. Bakterilerin Uretilmesinde ve antimikrobiyal
duyarliigimin  saptanmasinda genellikle onerilen etiiv
1s1s1 35¢2 °C’dir.  Bununla birlikte Staphylococcus
aureus suslarinda dogru bir sekilde metisilin
direncinin saptanmasinda 35 °C’nin Uzerinde etiiv
1sisinin uygun olmadigi, 35 °C’de metisilin direncinin
dogru saptanamayacagi bilinmektedir. S. aureus’un
tammlanmasinda kullanilan tip koagulaz testinin
yapilmasinda onerilen etiv 1s1s1 farkli kaynaklarda
35 °C, 37 °C ve 35 °C - 37 °C olarak belirtilmistir.
Bu calismada S. aureus suslarinda tip koagulaz testi

icin en uygun etlv 1s1s1 arastirilmas1 amaglanmistir.

Yontemler: Bu calisma hastanemiz Enfeksiyon
Hastaliklarn ve Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarinda
yapilmistir.  Bakterilerin tanimlanmasinda VITEK 2
otomatize sistem kullanmilmistir. Cesitli klinik 6rneklerden
izole edilen 110 S. aureus susu calismaya dahil edilmistir.
Tip koagiilaz testi icin tavsan plazmasi kullanilmis, test
tretici firma onerileri dogrultusunda yapilmistir. Her
bakteri icin iki ayr koagulaz tiipli hazirlanmis, tipler ayn
ayn 35 °C ve 37 °C’ye ayarlanmus iki farkl etiivde inkiibe
edilmistir. Birinci, ikinci, lclincl, dordiincii ve 24. saatin
sonunda tiipler piht1 olusumu icin degerlendirilmistir.
Sonuglar ii¢ grupta degerlendirilmistir.

Grup 1: P1ht1 olusumu gozlenmeyen

Grup 2: Zayif piht1 olusumu gozlenen

Grup 3: Guclu pitht1 olusumu gozlenen

Verilerin analizi icin SPSS 15.0 programi ve
gruplarin karsilastirilmasi icin de McNemar Bowker testi
kullamlmstir.

ABSTRACT

Objective: Temperature of the incubatorisimportant
in microbiology laboratories. The recommended
temperature is generally 35+2 °C for the detection of
growing and antimicrobial susceptibility of bacteria.
Nevertheless it is known that temperature over 35 °C
is inappropriate for detecting methicillin resistance in
Staphylococcus aureus. In different references, the
optimum temperature for tube coagulase test used for
differentiating S. aureus from other staphylococci is
recommended as 35 °C, 37 °C, and 35 °C - 37 °C. In this
study it was aimed to investigate the most appropriate
incubator temperature for tube coagulase test in

S. aureus strains.

Methods: The study was conducted in Infectious
Diseases Laboratory of our hospital. VITEK 2 automated
system was used for identification of bacteria. Totally 110
S. aureus strains isolated from various clinical samples
were included in the study. Rabbit plasma was used for
tube coagulase test and the test was performed according
to the manufacturer’s instructions. Two identical sets of
tubes were prepared for each strain and each tube was
incubated at 35 °C and 37 °C in different incubators. All the
tubes were read at the end of first, second, third, fourth
and 24th hour for clot formation. Results were evaluated
in three groups.

Group 1: No clot formation

Group 2: Weak clot formation

Group 3: Strong clot formation

SPSS 15.0 program was used for data analysis
and McNemar Bowker test was used for comparing
groups.
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Bulgular: Suslarin hepsi her iki etiiv derecesinde de
test suresince piht1 olusturmustur. Bakterilerin zamana
gore 35 °C ve 37 °C’de piht1 olusturma durumlan
degerlendirilmistir. Sonuclarin karsilastirilmas
amaciyla  yapilan istatistiksel  degerlendirmede
inkubasyon sicakliklar ve gruplar arasinda anlamli fark
saptanmamuistir.

Sonug¢:  Calismanin sonuclarina dayanarak hem
35 °C ve hem de 37 °C’nin S. aureus suslarinda koagulaz
saptanmasinda uygun oldugu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler:
koagulaz test, sicaklik

Staphylococcus aureus, tup

Results: All of the strains had clot formation at
both of the incubator temperatures during test period.
The clot formation degree of strains were examined
at 35 °C and 37 °C according to time. The statistical
analysis showed no significant differences between
incubation temperatures and groups.

Conclusion: According to the results obtained in
this study, both 35 °C and 37 °C was found appropriate
for determining coagulase positivity in S. aureus.

Key Words: Staphylococcus aureus, tube coagulase
test, temperature

GIRIS

Koagulaz testi Staphylococcus aureus’u diger
stafilokok tirlerinden ayirmada kullanilan onemli
ve uygulamasi kolay bir yontemdir. Stafilokok oldugu
disunulen, Gram boyamasinda gram olumlu koklar
saptanan ve katalaz1 pozitif olan tim izolatlarda
yapilmalidir. Koagulaz testi, Lam testi ve tip testi
olarak iki temel yontem ile yapilir. Lam testi ile bagli
koagulaz (kiimelestirme faktorii= clumping factor)
saptanmaktadir. Bu yontemde; bakteri yuzeyindeki
kimelestirme faktorli, plazmadaki fibrinojeni
pihtilastinp stafilokoklarin kiimelenmesine neden
olur. Tup testinde ise stafilokoklarin besiyerine
saldiklarn bagimsiz koagulaz arastiriir. Bu enzim
niteligindeki madde, plazmada bulunan bir faktor
ile (koagulaz reaksiyon faktor) iliski kurar ve
fibrinojeni pihtilastinr. Tup testinde stafilokok
oldugu diisiiniilen kolonilerden birkac tane alinarak
tipe konulan plazma icinde ezilirerek emiilsiyon
haline getirilir. Tipler 35 °C - 37 ©°C’lik etuve
yerlestirilir, birinci, ikinci, Uciinci ve dordincu
saatlerde piht1 olusup olusmadigina bakilir (1).
Testin ilk dort saatlik uygulamasi sirasinda etiiviin
sicaklik derecesinin farkli kaynaklarda 35 °C, 37 °C,
35°C - 37 °C derece olarak belirtildigi gozlenmektedir
(2 - 5). ilk dort saatte piht1 gozlenmeyen tiiplerde
gecikmis koagiilaz aktivitesinin varligin1 arastirmak
icin tupln oda 1sisinda 24. saate kadar inkibe

edilmesi gerekmektedir. Bu calismada S. aureus
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tamimlamasinda kullanilan koagulaz testi icin en
uygun etiiv sicakliginin arastirilmas1 amaglanmis,
35 °C ve 37 °C arasinda fark olup olmadig
degerlendirilmistir.

GEREGC YONTEM

Calismada cesitli  klinik orneklerden izole
edilen VITEK 2 (bioMerieux, St. Louis, Missouri,
USA) otomatize sistem ile metisilin duyarli S.
aureus (MSSA) olarak tanimlanan 110 sus calismaya
alinmistir. koagulaz aktivitelerinin
saptanmasinda tavsan plazmast (BD Diagnostic
Systems, Sparks, MD) kullanilmistir.  Calismaya
dahil edilen bakteri izolatlarinin koyun kanli agar
besiyerine tek koloni pasajlar1 yapilmistir. Takiben
35 °C - 37 °C’de kalibre edilmis etilivlerde 18 saat
inklibe edilmislerdir. Test sirasinda steril vida kapakli
cam tiiplere, ticari firmanin onerileri dogrultusunda
sulandinlmis  tavsan plazmasindan 0,5’er ml
dagitilmistir. Teste alinan her bir bakteri izolati icin

Bakterilerin

plazma iceren iki ayr tup kullamlmistir. Taze pasaji
yapilan bakteri izolatlarinin herbirinden 3-5 koloni
alimp icinde tavsan plazmasi bulunan farkli test
tliplerine aktarilmistir. Tiplerin biri 35 °C’de digeri
ise 37 °C’de inkiibe edilmistir. Tupler, pitht1 olusumu
acisindan birinci, ikinci, Ucunci, dordiinci ve 24.
saatlerin sonunda incelenmistir.



Test degerlendirilmesi ve
yorumlanmasinda; ¢ temel grup dikkate alinmistir.

sonuclarinin

Grup 1: Piht1 olusumu saptanmayan,

Grup 2: Zayif piht1 olusumu saptanan,

Grup 3: Guglu piht1 olusumu saptanan,

Calismada S. aureus ATCC 25923 susu pozitif,
S. epidermidis ATCC 12228 susu da negatif kontrol
olarak kullamlmstir.

Gruplarin karsilastirmasinda McNemar-Bowker
testi kullamlmistir. p<0,05 degeri anlamli kabul
edilmistir.

SONUCLAR

Tupler birinci, ikinci, lciincl ve dordinci saatin
sonunda farkli sicaklik derecelerine ayarlanmis
etuivlerden cikarilmis ve pihti olusumu agisindan
degerlendirilmistir. S. aureus suslarinda gec koagulaz
aktivitesi gozlenebilecegi icin heniiz tanimlanmamis
ancak stafilokok oldugu distiniilen, ilk dort saatte
koagiilaz negatif olan suslarda gecikmis koagulaz

aktivitesinin arastirilmas1 gereklidir. Bu nedenle

Tablo 1. Bakterilerin birinci saatte 35 °C ve 37 °C’de pihti
olusturma durumlan

dordunci saatin sonunda piht1 olusumu gozlenmeyen
tupler etiivden cikarnlarak oda 1sisinda bekletilmis,
24. saaatin sonunda degerlendirilmeye alinmistir.
Suslarin hepsinde pihti olusumu farkli zamanlarda
(birinci, ikinci, Ucuncu, dordiunci ve 24. saatin
sonunda) gozlenmistir.

Bakterilerin belirlenen saatlerin sonunda 35 °C ve
37° C’deki piht1 olusturma durumlarn Tablo 1, 2, 3 ve
4’te verilmistir. Sonuclarin karsilastirilmasi amaciyla
yapilan istatistiksel degerlendirmede birinci saat
disindaki inkubasyon sicakliklar1 ve gruplar arasinda
anlamli fark saptanmamistir. Birinci saatte 35 °C’de
grup 3 olarak degerlendirilecek sus olmadigi icin
istatistik uygulanamamistir.

TARTISMA

Mikrobiyoloji laboratuvarinda bakterilerin
uretilmesi  ve  antimikrobiyal duyarliliklarinin
saptanmasi  sirasinda  kullanilan  etivin 15151

onemlidir. Onerilen etiiv 151 derecesi 35 + 2 °C
olmasina ragmen stafilokoklarda metisilin direncinin

Tablo 2. Bakterilerin ikinci saatte 35 °C ve 37 °C’de piht1
olusturma durumlan

37 °C 37 °C
Toplam Toplam
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 1 Grup 2 Grup 3

Grup 1 86 3 1 90 Grup 1 18 9 1 28

35°C Grup 2 3 15 2 20 35°C Grup 2 12 21 6 39
Grup 3 0 0 0 0 Grup 3 3 9 31 43

Toplam 89 18 3 110 Toplam 33 39 38 110

P=0.566

Tablo 3. Bakterilerin iictincli saatte 35 °C ve 37 °C’de pihti
olusturma durumlan

Tablo 4. Bakterilerin dordiincii saatte 35 °C ve 37 °C’de
piht1 olusturma durumlan

37°C : 37°C
Toplam Toplam

Grup 1 Grup 2 Grup 3 B Grup 1 Grup 2 Grup 3 g

Grup 1 6 2 0 8 Grup 1 4 1 0 5

35°C Grup 2 5 14 9 28 35°C Grup 2 1 16 4 21
Grup 3 1 6 67 74 Grup 3 2 13 69 84

Toplam 12 22 76 110 Toplam 7 30 73 110

P=0.410 P=0.080
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35 °C’de saptanabilecegi, bu derecenin iizerindeki
1s1da metisilin direncinin saptanamayacagi
bilinmektedir (6, 7). Buna benzer olarak Neisseria
gonorrhoeae’de de dogru antibiyotik duyarliliginin
saptanmasinda onerilen etiv 1sis1 36 + 1 °C olmali,
37 °C’yi asmamalidir (7).

S. aureus’ta koagulaz saptanmasinda ise
yapilan calismalarda etiuv 1sis1 35
37 °C olacak sekilde kullanmilmistir. S.
koagulaz saptanmasinda etuv 1s1s1 Manual of Clinical
Microbiology kitabinda 37 °C, Bailey ve Scott’s
Diagnostic Microbiology kitabinda ise 35 °C olarak
yazilmistir (3, 4). Tavsan plazmasinm Ureten Uretici
firmanin kullanim kilavuzunda tiplerin 35 °C -
37 °C’de inkiibe edilebilecegi belirtilmistir. Bu iki
1s1da koagulaz olusumu icin bir farklilik olup olmadigi
bilinmemektedir. Bu konuda literatirde herhangi

°C veya
aureus’ta
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bir bilgiye rastlanmamistir. Yapilan calismalarda
her iki 151 derecesi de kullamlmistir (8 - 11).
Metisilin  direncli  suslarda lam koagulaz
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tip koagiilaz testinin etkilendigine dair bir veri
bulunmamaktadir (12, 13). Bu calismada sadece
MSSA  suslart  kullanilmis, bu suslarin  koagulaz
olusumu 35 °C ve 37 °C’ye ayarlanmis iki farkli
etiivde degerlendirilmistir. Calismanin sonuclarina
bakildiginda iki etiiv 1s1s1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Bakterinin
tip  koagulaz degerlendirilmesinde

etiv 1sisimin 35 °C ve/veya 37

testinde
°C olmasinin

koagulaz olusumu {izerine bir etkisi olmadig
gorulmustur. Her iki 1simn da S. aureus
suslarinda  koagulaz testinde kullanilabilecegi
belirlenmistir.
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