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Uygulamanin adi Biyogiivenlik uygulamalari, Streptococcus tiirlerinde
gram boyama ve mikroskopik inceleme, mastitisli siit
ornegi alinmasi, laboratuara gonderilmesi, laboratuar
teshis prosediirii, CAMP ve Katalaz testleri

Yapilacag hafta 1

Uygulamanin temel hedefi Mastitis vakalarinda Streptococcus tiirlerinin izolasyonu
Kullanilacak materyal ve Besiyeri, 6ze, 6ze ucu, mastitisli siit, lam, serum
malzeme adi fizyolojik, mikroskop, biinzen beki, gram boyama seti,

mikroskop, hidrojen peroksit, bakteri kiiltiirii, CMT test
ayraclari, dezenfektan, alkol, pamuk.

GereKkli olan giivenlik Uzun kollu 6nliik, plastik gozliik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.
UYGULAMA BILGISI

Mastitis, evcil ¢iftlik hayvanlarinda meme dokusun yapisinin ve fonksiyonunun bozulmasi
sonucu meydana gelen bir hastaliktir. Ozellikle siit verimi agisindan beslenen sigir, koyun ve
kegilerde siklikla, atlarda ise daha seyrek goriilmekle beraber tedavi edilmeyen durumlarda
siit veriminin diismesi, meme dokusunun korelmesi ve hatta 6liimle sonu¢lanan ekonomik
kayiplar olusabilmektedir.

Mastitisler, meme kanali yolu, meme bezlerinde agilan bir portantre veya metastaz ile
mikroorganizmanin girmesinden olusur. Bu olay1

1) mikroorganizmalarin dokuya girmesi,

2) mikroorganizmanin dokuya yapismasi ve

3) cogalarak yayilmasi olmak tizere genellikle li¢ sathada meydana gelir.

Cevre damarlar1 genisler, bol miktarda 16kosit damarlardan sizarak meme dokusuna ve siite
karisir. Ayrica, damarlarin geniglemesi nedeniyle, kandan siite albiimin, sodyum kloriir ve
sodyum bikarbonat gibi maddelerin gegisi artar ve siitiin pH’s1 degisir. Laktoz sentezi durur,
kazein sentezi azalir; buna bagl olarak siitiin fiziksel ve kimyasal yapist bozulur. Mastitis
teshisinde kullanilan en pratik test California Mastitis Testi (CMT)’dir. Normal gortiniimdeki
stitleri saha kosullarinda kontrol etmek ve subklinik mastitisleri meydana ¢ikarmak i¢in bu
test sikca kullanilmaktadir. Test stitle 16kosit ve epitel hiicre sayisinin artmasina bagl olarak
DNA ve RNA'larn, aryl alkyl sulfanat gruplar: ile birleserek presipitasyon olusturmasi
esasina dayanir. Testin uygulanmasinda dort gozli kiiciik bir plastik kap kullanilir. CMT
kabinin her goziine, hayvanin her memesinden, 2 ml siit konulur: iizerine esit miktarda CMT
ayiraci ilave edilir. CMT ayiraci, % 2 arylalkaline sulphate + % 0,01 brom kreosol moru +
15 cc % 10 NaOH + 1000 ml distile su terkibindedir. CMT kabu1 igerisindeki karisim 15 - 20
saniye dairesel hareketler ile karistirilir, olusan presipitasyon durumuna gore 16kosit sayisi
hakkinda bilgi edinilir. Ayiragta bulunan brom kreosol moru ile de siitiin pH's1 hakkinda fikir
edinilir. Bu testle saglikli siitler sar1, mastitisli siitler mor renkte goziikiir.

Streptokoklar, evcil ¢iftlik hayvanlarindan siklikla izole edilen bakterilerdir. Dogada yaygin
bulunmasindan dolayr mastitis vakalarinda da primer etiyolojik ajan konumunda
bulunmaktadirlar. Ozellikle S. uberis, S. agalactiae, S. dysgalactiae suslar1 sigirlarda meme
dokusu hastaliklarinda gerek etiyolojik olarak gerekse firsatg1 patojen olarak hastaliklara yol
acmaktadirlar.




Streptokoklarin laboratuvar teshisinde ise Once mastitisli siit meme basi dezenfekte
edildikten sonra enjektore alinir ve soguk zincir altinda +4 °C’de laboratuvara getirilir. Daha
sonra 1 damla siit 6rnegi besiyerine konulur. Oze ucu alevde sterilize edildikten sonra
seyreltme metodu ile ekimi yapilir. Besiyeri 37 °C’de 1-2 gece inkubasyona birakilir.
Besiyerinde iireme durumuna bakilir. Ureyen koloni varsa morfolojik olarak incelenir. Toplu
igne bag1 biiytikliigiinde hafif seffaf koloniler Streptokok identifikasyonuna tabi tutulur. Daha
sonra Gram boyama yontem ile koloniler mikroskopik olarak incelenir. Koloni 6ze alindiktan
sonra. Lam tizerine damlatilmis hidrojen peroksit ile katalaz testine tabi tutulur. Katalaz
testinde eger bakteride hidrojen peroksiti oksijen ve suya ayristiran enzim bulunmaz ise
herhangi bir degisiklik goriilmez. Reaksiyonun negatif olmasi iireyen koloninin Streptokok
tirt oldugunu gostermektedir. Diger bir identifikasyon metodu ise CAMP testidir.
Lancefield B grubu streptokoklarin (Streptococcus agalactiae) identifikasyonu i¢in CAMP
testi kullanilir. B grubu streptokoklar sigir matitlerinin etkenlerinden biridir. CAMP faktord,
B grubu streptokoklar tarafindan iretilen difiizibl, 1siya dayanikli ekstraselliiler bir protein
olup Staphylococcus aureus'un spesifik bir beta hemolizini ile bir araya gelince agardaki
koyun eritrositlerini tam hemolize ugratir. Bu protein, koyun ve sigir eritrositlerini hemoliz
icin stafilokoklarin beta toksini ile sinerjistik olarak etki eder. Tavsan, at ve insan eritrositleri
lizerine sinerjistik etkisi yoktur. Staphylococcus aureus ATCC 25923 beta hemolizin
olusturmaktadir ve CAMP testinde kullanilir. Koyun kanli agar iizerine diiz bir hat boyunca
beta toksin {ireten S. aureus tiirii ekilir. Bu ekim ¢izgilerine dik dogrultuda, stafilokok ekim
cizgisine dokundurmamaya dikkat ederek, incelenecek mikroorganizma 2-3 cm uzunlukta
ekim yapilir. Her plaga 4-5 organizma ekilebilir. Plaklar 37°C'de 18-24 saat inkiibe edilir.
Inkiibasyon sonunda, streptokok ve stafilokoklarin iireme yapilar1 incelenir. Birbirlerine
yakin olduklar1 yerde ok basi seklinde hemoliz meydana gelirse "CAMP testi pozitif* denir.
S. aureus'un beta lizini ile S. agalactiae'nin ekstraselliiler {iriinii birlikte hareket ederek biiyiik
bir beta hemoliz olusturur.

Streptokoklarin mikroskopik goriiniimii CMT testinin uygulama prosediirii



http://web.inonu.edu.tr/~iozerol/iozerol/BAKTERIYOLOJI/diagtest/camptest1.htm

Uygulamanin adi Staphylococcus tiirlerinde gram boyama ve mikroskopik
inceleme, mastitisli slit 6rnegi alinmasi, laboratuara
gonderilmesi, laboratuar teshis prosediiri, CAMP ve
Koagulaz testleri

Yapilacag hafta 2

Uygulamanin temel hedefi Mastitis vakalarinda Staphylococcus tiirlerinin
izolasyonu

Kullanilacak materyal ve Besiyeri, 6ze, 6ze ucu, mastitisli siit, lam, serum

malzeme adi fizyolojik, mikroskop, biinzen beki, gram boyama seti,

mikroskop, hidrojen peroksit, bakteri kiiltiirii, CMT test
ayraglari, dezenfektan, alkol, pamuk.

Gerekli olan giivenlik Uzun kollu onliik, plastik gozliik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.
UYGULAMA BILGISI

Mastitis, evcil ¢iftlik hayvanlarinda meme dokusun yapisinin ve fonksiyonunun bozulmasi
sonucu meydana gelen bir hastaliktir. Ozellikle siit verimi agisindan beslenen sigir, koyun ve
kecilerde siklikla, atlarda ise daha seyrek goriilmekle beraber tedavi edilmeyen durumlarda
siit veriminin diismesi, meme dokusunun korelmesi ve hatta 6liimle sonug¢lanan ekonomik
kayiplar olusabilmektedir.

Mastitisler, meme kanali yolu, meme bezlerinde agilan bir portantre veya metastaz ile
mikroorganizmanin girmesinden olusur. Bu olay1

1) mikroorganizmalarin dokuya girmesi,

2) mikroorganizmanin dokuya yapigmasi ve

3) ¢ogalarak yayilmasi olmak tizere genellikle ii¢ sathada meydana gelir.

Cevre damarlar1 genisler, bol miktarda 16kosit damarlardan sizarak meme dokusuna ve siite
karisir. Ayrica, damarlarin genislemesi nedeniyle, kandan siite albiimin, sodyum kloriir ve
sodyum bikarbonat gibi maddelerin gegisi artar ve siitiin pH’s1 degisir. Laktoz sentezi durur,
kazein sentezi azalir; buna bagl olarak siitiin fiziksel ve kimyasal yapisi bozulur. Mastitis
teshisinde kullanilan en pratik test California Mastitis Testi (CMT)’dir. Normal goériiniimdeki
stitleri saha kosullarinda kontrol etmek ve subklinik mastitisleri meydana ¢ikarmak i¢in bu
test sik¢a kullanilmaktadir. Test siitle 16kosit ve epitel hiicre sayisinin artmasina bagli olarak
DNA ve RNA'larin, aryl alkyl sulfanat gruplar: ile birleserek presipitasyon olusturmasi
esasma dayanir. Testin uygulanmasinda dort gozlii kiiglik bir plastik kap kullanilir. CMT
kabinin her géziine, hayvanin her memesinden, 2 ml siit konulur: {izerine esit miktarda CMT
ayiraci ilave edilir. CMT ayiraci, % 2 arylalkaline sulphate + % 0,01 brom kreosol moru +
15 cc % 10 NaOH + 1000 ml distile su terkibindedir. CMT kabir igerisindeki karisim 15 - 20
saniye dairesel hareketler ile karigtirilir, olusan presipitasyon durumuna gore 16kosit sayisi
hakkinda bilgi edinilir. Ayiragta bulunan brom kreosol moru ile de siitiin pH's1 hakkinda fikir
edinilir. Bu testle saglikli siitler sar1, mastitisli siitler mor renkte goziikiir.

Stafilokoklar, evcil ¢iftlik hayvanlarindan siklikla izole edilen bakterilerdir. Dogada yaygin
bulunmasindan dolayr mastitis vakalarinda da primer etiyolojik ajan konumunda
bulunmaktadirlar. Ozellikle S. aureus, S. intermedius ve Koagulaz Negatif Stafilokoklar
suslar1 sigirlarda meme dokusu hastaliklarinda gerek etiyolojik olarak gerekse firsatci patojen




olarak hastaliklara yol agmaktadirlar.

Stafiloklarin laboratuvar teshisinde ise once mastitisli siit meme bas1 dezenfekte edildikten
sonra enjektore alinir ve soguk zincir altinda +4 °C’de laboratuvara getirilir. Daha sonra 1
damla siit 6rnegi besiyerine konulur. Oze ucu alevde sterilize edildikten sonra seyreltme
metodu ile ekimi yapilir. Besiyeri 37 °C’de 1-2 gece inkubasyona birakilir. Besiyerinde
iireme durumuna bakilir. Ureyen koloni varsa morfolojik olarak incelenir. 1 mm capindaki
beyaz, krem rengi ve sar1 renkli koloniler Stafilokok identifikasyonuna tabi tutulur. Daha
sonra Gram boyama yontem ile koloniler mikroskopik olarak incelenir. Koloni 6ze alindiktan
sonra. Lam tizerine damlatilmig hidrojen peroksit ile katalaz testine tabi tutulur. Katalaz
testinde eger bakteride hidrojen peroksiti oksijen ve suya ayristiran enzim bulunuyor ise gaz
cikist gozlenir. Reaksiyonun pozitif olmasi lireyen koloninin Stafilokok tiirii oldugunu
gostermektedir. Patojenik Stafilokok ve Koagulaz Negatif Stafilokoktiirlerinin ayrimi ig¢in
koagulaz testi yapilir. Koagulaz testinde ise EDTA’1 tavsan serumu ile koloni homojenize
edilir ve aglutine yapilar goriildiigii zaman reaksiyon pozitif olarak degerlendirilir. Eger
bakteride koagulaz enzimi yoksa herhangi bir degisiklik gézlenmez ve bakteri Koagulaz
Negatif oalrak degerlendirilir. Diger bir identifikasyon metodu ise CAMP testidir.

Q,

Stafilokoklarin mikroskopik goriintimii




Uygulamanin adi Corynebacterium tiirleri ve Rhodococcus equi’ nin
Gram  boyama ile incelenmesi, kolonilerinin
incelenmesi, CAMP testi (C. renale, R. equi)

Y apilacag hafta 3

Uygulamanin temel hedefi Corynebacterium tiirleri ve Rhodococcus equi’ nin
izolasyon ve identifikasyonu

Kullamilacak materyal ve Besiyeri, 6ze, 6ze ucu, lam, serum fizyolojik,

malzeme adi mikroskop, blinzen beki, gram boyama seti, mikroskop,

hidrojen peroksit, bakteri kiiltlirii, CMT test ayraclari,
dezenfektan, alkol, pamuk.

Gerekli olan giivenlik Uzun kollu onliik, plastik gozliik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.
UYGULAMA BILGISI

Corynebacterium cinsi i¢inde hayvan ve insanlar icin patojenik olan 30’dan fazla tiir
tanimlanmistir. Korinebakterilerin ¢ogu firsat¢1 patojendirler.

Korinebakterilerin hiicre duvarlart meso-diamino-pimelic acid (meso-DAP), arabinogalaktan
ve mikolik asitleri igerir. Bu igerikler Mycobacterium ve Nocardia cinslerini de kapsayan
“coryneform” bakterilerin tipik 6zelligidir. Gram pozitif, hareketsiz, sporsuz, kapsiilsiiz ve
geng kiiltlirleri fazlaca pleomorfiktir. Boyali preparatlarda genellikle kiimeler ve yan yana
gelmis ¢esitli sekiller (X,V,Y,Z) halinde goriiliirler. Aerobik bir lireme 0Ozelligine sahip
olmalarina karsin mikroaerofilik kosullarda gelisebilir ve iireyebilir.

Corynebacterium tiirleri bir hayvan paotojenleridir ve ¢ogu tir mukoz membranlarda
kommensaldir. Derideki portantrelerin mikroplu eksudatlarla ya da bunlarla bulagik su
toprak, altlik gibi maddelerle temasi sonucu bulasir. C. renale infeksiyonlari i¢in soguk hava,
kesif yemle besleme ve yiiksek verim predispoze edici faktorlerdir. Bulasma kirli ve
kontamine kataterlerin kullanilmasi, kontamine fir¢alarla vulvalarin yikanmasi, infekte
bogalarla ¢iftlesme gibi nedenlerle olur.

C. renale grubundaki bakteriler sigirlarda sistit ve pyelonefrite neden olan iriner sistem
patojenleridir. Ureaz {iertirler ve iireyi hidrolize ederler. Ure yikilimina bagli olarak amonyak
tiretimi enflamatuar olayi, idrarda yiiksek alkaliniteyi (pH 9.0) antibakteriyel savunma
mekanizmasinin baskilanmasin1 baglatir. C. renale grubu iiyeleri {irogenital mukozaya
yapismay1 saglayan fimbrialara sahiptir. Urotheliuma pilus aracihigi ile tutunma ve iire
hidrolizi patogeneziste onemli noktalar olarak kabul edilir. Olusan patolojik degisiklikleri
nétrofilik infiltrasyon ve endotelial hasar karakterize eder. Lezyonlar apselerdir.

Laboratuvara apse igerigi, akciger, lenf yumrulari, uterus, burundan alinan svablar, diger
organlardan alinan pargalar, atilan yavru veya organ pargalari, eklem sivisi, siit, sperma gibi
maddeler gonderilir. Marazi maddelerden hazirlanan preparatlar Gram boyama teknigine
gore boyanir. Gram pozitif pleomorfik mikroorganizmalarin goriilmesi korinebakterilerden
sliphe ettirir. Ancak boyama ile teshis konmasi miimkiin degildir.

Marazi maddelerden zenginlestirilmis kanli agara ve serumlu agara ekimler yapilir. 37 oC de
1-2 giin inkubasyona birakilir. Bu siire sonunda 0.5-1 mm ¢apinda kiigiik, S tipli koloniler
irer. Bunlar streptekok kolonilerine benzerler. Korinebakteriler serum iceren buyyonlarda,




tiiplin dip kisminda graniiler tarzda bir tireme gosterir ve buyyonun iist kismi berrak kalir.

R.equi etkenleri Gram pozitif, koktan gomaga kadar degisen sekillerde, 1x5 um boyutlarinda
goriilen aerobik mikroorganizmalardir. Nutrient agar gibi zenginlestirilmemis besi yerlerinin
cogunda, aerobik olarak, genis bir 1s1 araliginda (10°C'den baslayan) iirer ve yaklasik 48 saat
icerisinde karakteristik mukoid, somon rengi koloniler olustururlar. Koloniler biiyiiktiir (3-5
mm). Hemoliz olusturmazlar. Kapsiil formasyonu ve pigment iretimi &zellikleri vardir.
Organizma hareketsiz, katalaz, lireaz ve nitrat pozitif, oksidaz negatif ve zayif olarak aside
direnclidir.

R. equi toprak kaynaklidir ve siklikla giibrede bulunur. Atlarin bulundugu gevrenin bir
parcasidir. Problemli ciftliklerde ve taylarin iiretim bolgelerinde en fazla bulunur. R. equi
hem topraga, hem de hayvanlarin barsaklarina yerlesir. Giibrede ve barmaklarin altliklarinda
uzun siire canli kalir. Etken bulagik toprak, giibre, infeydz sekresyonlar veya diskida bulunur.
Infeksiyon direkt temas, inhalasyon, sindirim, umblikal veya mukoz membran araciligiyla
konkonjenital olarak alinir. Yaz aylarinda en fazla goriiliir. Bu, duyarli taylara ve solunum
sistemi savunma mekanizmalarina ilave zorluklar yaratan sicak ve tozun yogunluguna
baglanmaktadir.

Korinebakterilerin teshisinde laboratuvar muayene Ornekleri igin trakeal aspiratlar ve
lezyonlardan alinan irinler kullanilir. Apse materyalinde Gram pozitif, genellikle kokoid,
comak seklinde organizmalar goriliir. Slipheli materyal inokule edilen kanli agar ve
MacConkey agar besi yerleri aerobik olarak, 24-48 saat siireyle 37 °C'de inkube edilir.
Izolatlar igin identifikasyon kriterleri; kanli agardaki 3-5 mm capinda, diizgiin, nonhemolitik,
somon rengi ve mukoid koloniler, MacConkey agarda tiremenin olmamasi, CAMP testinin
pozitif olmas1 (R. equi kaynakli hemolizinler, C. pseudotuberculosis'in fosfolipaz D'sinin
veya S. aureus'un hemolizininin hemolizini gii¢clendirir), oksidasyon fermentasyon ve seker
fermentasyon testlerinde reaksiyon vermemesi, ticari kitler kullanilarak elde edilen
biyokimyasal profildir

PATOJEN KONAKCI HASTALIK BULUNDUGU
YERLER
C. bovis Sigir Subklinik mastitis Meme ucu
C. kutscheri Laboratuvar Stiperficial Mukoz membranlar,
rodentleri apseler, karaciger, cevre
akciger ve lenf
nodiillerinde

kazeoprulent




C. pseudotuberculosis

Nitrati Koyun, keg¢i
indirgemeyen

biyotip

Nitrat1 indirgeyen  At, sigir
biyotip

C. renale grubu

C. renale (tip 1) Sigir

Koyun, keg¢i

C. pilosum (tip 2)  Sigir
C. cystitidis (tip 3) Sigir
C. ulcerans Sigir

odaklar

Kazeoz lenfadenit Deri, Mukoz
membranlar, ¢cevre

Ulseratif Cevre
lenfadenit, apseler

Sistit, pyelonefrit Urogenital kanal

Ulseratif Prepusyum
balonopostitis

Sistit, pyelonefrit Sigir Urogenital kanal
Sistit, pyelonefrit Sigir Urogenital kanal

Mastitis Insan faringeal
mukoza

Korinebakterilerin yaptig1 hastaliklar

e

Korinebakterilerin mikroékopik gorinimi

R. equi mikroskopik goriinimii




Uygulamanin adi Actinomycet, Nocardia ve Dermatophilosis laboratuar

tanisi

Yapilacag hafta 4

Uygulamanin temel hedefi Actinomycet, Nocardia ve Dermatophilosis
identifikasyonu

Kullanilacak materyal ve Besiyeri, 6ze, 6ze ucu, lam, serum fizyolojik,

malzeme adi mikroskop, biinzen beki, gram boyama seti, mikroskop, ,

bakteri kiiltiirli, dezenfektan, alkol, pamuk.

Gerekli olan giivenlik Uzun kollu 6nliik, plastik gozliik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.
UYGULAMA BILGISI

Bu cinslerdeki tiirler Gram pozitif, sporsuz, hareketsiz ve iiremeleri i¢in zenginlestirilmis
besi  yerine  gereksinim  goOsteren  bakterilerdir.  Anaerobik  veya fakiiltatif
anaerobiktirler.Morfolojik olarak heterojendirler. Modifiye Ziehl-Nelsen (M ZN) negatifdir.
Mukoz membranlara kolonize olurlar. Arcanobacterium pyogenes son yillarda 2 isim
degisikligine ugramistir. Daha 6nce Actinomyces pyogenes olarak isimlendirilirken, bundan
once de Corynehacterium pyogenes denilmekteydi. Actinobaculum suis de daha o6nce
Actinomyces suis olarak bilinmekteydi. Bu iki tiir organizma da korineform morfolojiye
sahipken Actinomyces tiirleri genellikle uzun ve flamentdzdiir. Kisa, V, Y ve T
koniigiirasyonlar1 da vardir. Veteriner hekimlikte 6neme sahip tiirler, Arcanobacterium
pyogenes, Actinobaculum suis, Actinomyces bovis, Actinomyces viscosus ve Actinomyces
hordeovulneris'tir.

Koloni morfolojisi tiirler arasinda degiskenlik gosterir; Arcanobacterium pyogenes 24 saatlik
aero inkubasyondan sonra karakteristik belirsiz hemoliz olusturur. 48 saat sonra pinopoint
(igne ucu seklinde) B hemolitik koloniler goriiliir. Actinomyces bovis ve A.hordeovulneris
kolonileri tipik olarak agara yapisir ve genellikle non-hemolitiktirler. Actinomyces viscosus
biri biiyiik ve diizgiin, digeri kiigiik ve kaba olmak iizere 2 tiir koloni olusturur. Biiyiik koloni
V, Y, T hiicre konfigiirasyonlarindan olusur ve daha kiiclik koloniler kisa bransl
flamentlerden olusur. Actinobaculum suis 3 mm capinda ortasi parlak ve yiiksek, kenarlar
mat olan koloniler olusturur. Koyun kani katilmis kanli agarda tam siirlanmamis hemoliz
gortliir.

Aktinomikotik infeksiyonlarin ¢ogu endojendir. Infeksiyon kommensal bir susun kendi
konakgisindaki duyarli bir dokuya ulagmasi ile sekillenir. Infeksiyonlar iist sindirim
sisteminin mukoz membranlarindaki yaralada baslar. Isirma (disleme) diger bir bulasma
yoludur, Bursalarin veya viicut kavitelerinin infeksiyonu hematojen yolla veya
perforasyonlar (sindirim sistemi, viicut duvari) sonucu olabilir, Aktinomikozis ev disinda
yasayan kopeklerde, yar1 kirag bolgelerdeki otlarla ilgili sekillenebilir.

Klinik goriiniim, etkilenen hayvanlar, lezyonlarin tipi ve yerlesimi olaya katilan bakteri
tirlerini  diisiindiirebilir. A. bovis infeksiyonlarinda, ilerlemis vakalarda klinik belirtiler
siklikla ayirt edicidir. Klinik hasarin derecesinin saptanmasinda radyografi kullanilabilir.
Cene kemiklerinde siskinlikle sonuglanan durumlardan ve kafanin yumusak dokularinin
infeksiyonu aktinobasillozisten ayirt edilmelidir.

Laboratuvar islemleri i¢in uygun ornnekler eksudatlar, aspiratlar ve doku ornekleridir.




Graniiller igeren, agilmamis lezyon veya dokulardan alinan Ornekler tercih edilir. Siipheli
eksudatlar birkagc mm capinda sarimsi partikiiller (siilfiir graniilleri) a¢isindan nuayene edilir.
Graniller tuzlu suda (saline) yikanir ve bir damla tuzlu su igerisinde lam iizerine yerlestirilir.
Yavasga bir lamel iizerine bastirilir ve 151k altinda preparat incelenir. Ezilmis graniiller Gram
boyama metodu ile boyanir. Gram pozitif, pleomorfik, aside direngli olmayan branglh
flamentler bu etkenleri akla getirir.

Hayvanlardan elde edilen suslarin, ¢ogu anaerobik inkubasyon gerektirmez, fakat artmis
CO2¢den yarar saglarlar. Ornekler kanl1 agar ve MacConkey agarlara inokule edilir ve 5 giin
stireyle 37 °C'de inkube edilir. A.bovis kanli garda, beyin kalp infiizyon agarda ve
thioglycolate buyyonda iyi tirer. %5-10 CO2 igeren atmosfer tercih edilir. A. pyogenes
disindaki tiirlerin identifikasyonu giictiir. Identifikasyonda koloni karakterleri, boyali
preparatlardaki morfoloji, kanli agarda hemolizin varlig1 veya yoklugu, MacConkey agarda
iiremenin olmayisi, Sabouraud dextrose agarda (SDA'da) subkiiltiir edildiginde tiremenin
varhigt veya yoklugu, Loeffler’s serum besi yerine lireme (A.pyogenes), iireaz {iretimi
(A.suis), hiicre duvari analizi ve diger biyokimyasal testler onem tasir.

Nocardia tiirleri hareketsiz, sporsuz, aerobik, genellikle bransli ve aerial hifa olusturan Gram
pozitif ¢omaklar seklinde saprofitik actinomycetlerdir. Gramla boyanmis Nocardia spp.
Actinomyces spp. 'den ayirt edilemeyebilir. Nokardialar kokobasiller (dinlenme fazi) ve aktif
sekilde {iireyen flamentdz sekiller arasinda degisiklik gosterir. Infekte dokularin
eksudatlarindan yapilan preparatlarda comak ve koklar1 igeren uzun, silindirik bransh
flamentler seklinde goriiniirler. Kiiltiire edildiklerinde bu organizmalar spor olusturabilen
aerial flamentler halindedir.

Laboratuvar muayenesi i¢in uygun drnekler eksudatlar, aspiratlar, siit, graniilomlardan alinan
doku ve histopatoloji i¢in fikze edilmis dokudur. Irin ye eksudatlardan hazirlanan preparatlar
Gram ve MZN yontemleri boyanmalidir. Gramla boyanmis yaymalar ¢comakli veya ¢omaksiz
olarak Gram pozitif brangh flamentler goriiliir. N. asteroides MZN negatif olan Actinomyces
tirlerinin aksine MZN pozitiftir. Patojenik nokardialar genellikle asi direnglidir, ancak bazi
suslar direngli degildir. Doku oOrneklerinden yapilan histopatolojik muayene nokardial
flament kiimelerini ortaya koyabilir.

Kiiltiir: Organizma kanli agarda veya charcoal-yeast extract gibi besi yerlerinde kiiltiire
edilebilir. Petriler 10 giin 37°C'de aerobik olarak inkube edilir. Kanli agardaki koloniler
genellikle giinliik bir inkiibasyondan sonra goriiniir hale gelir. Bunlar beyaz, pudramsi ve
agara siki sekilde yapisiktir. Kolonilerin hemolitik 6zelligi degiskendir ve kokusuzdur.
SDA'daki subkiiltiirde 5 giinliik inkiibasyondan sonra kuru, burusuk portakal rengi koloniler
olusur. Kolonilerden, yapilan preparatlarda Gram boyamada ¢omak koklarin baskin oldugu
bazi filamentdz sekiller goriiliir. Nokardialar nitrati indirger ve katalaz pozitiftir. N.
asteroides laboratuvar ortamini kontamine edebilen Streptomyces tiirlerin ayirt edilmelidir.
Streptomyces tiirlerini N. asteriodes ten ayiran Ozellikler giiclii topraks1 koku, MZN negatif
flamentler ve SDA'daki tozlu beyaz goriinlimdeki kolonilerdir. Katalaz testleri pozitiftir.

Dermatophilus congolensis Gram pozitif bir bakteri olup, 0,5-1,5 um c¢apindaki bransh
flamentleri uzunlamasina ve ¢aprazlamasina boliintirler. Boliinmeden sonra 8 adet kokoid
veya kiibik sekilli hiicreler (hareketli sporlar) meydana gelir. Teshiste “HAALSTRA”
metodu kullanilmaktadir. Bu metoda gére Bu metoda gore; Dermatitisli bolgeden ayrilan
kabuk, kiiclik pargalara ayrildiktan sonra igerisinde 1 ml. steril distile su bulunan tiiplere
koyulur. Tiipler 3-4 saat siire ile oda 1sisinda bekletilir. Oda 1sisinda bekletilen tiipler agizlar
acik bir sekilde % 5-10 COz igeren bir jar igerisine konulup ve 37 °C’de 15 dk. inkubasyona
birakilir. Inkube edilmis tiiplerin iist sivilarindan Kanli Agarlara (1000 IU/ ml Polymixin B
ilaveli) ekimleri yapilir. Ekim yapilan petriler mikroaerofilik ortamda 37°C’de 48 saat inkube
edilir. Ayrica inkube edilmis tiiplerin {ist sivilarindan mikolojik izolasyon amaciyla
Sabouraud Dextrose Agarlara ekimleri yapilir ve oda 1sisinda bir hafta inkubasyona birakilir.




Inkubasyon sonrasi yapilan muayenelerde herhangi bir {ireme olmadig1 saptanir. Kanli Agar
petrilerinin 37°C’de 48 saatlik inkubasyonlarindan sonra goriilen 3 hemolitik gri-beyaz renkli
rough koloniler Gram boyama metodu ile boyanir. Gram boyama metodu ile boyanmis
preparatlar mikroskop altinda incelenerek bransh flamentler icerisindeki Gram pozitif koklar
goriilir.
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. Dermatophilus congolensis mikroskopik goriiniim




Uygulamanin adi Listeria tlirlerinin Gram boyama ile incelenmesi

Yapilacag hafta 5

Uygulamanin temel hedefi Listeria tiirlerinin identifikasyonu
Kullanilacak materyal ve Besiyeri, 6ze, 6ze ucu, lam, serum fizyolojik,
malzeme adi mikroskop, biinzen beki, gram boyama seti, mikroskop,

bakteri kiiltiirli, dezenfektan, alkol, pamuk.

Gerekli olan giivenlik Uzun kollu 6nliik, plastik gozliik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.
UYGULAMA BILGISI

Listerialar dogada (toprak, sular, lagim sulari, atik sular, giibrelerde), gidalarda (yemler,
otlar, silajlar, sebzeler, bitkiler, et, slit ve bunlarin mamullerinde, vs.) saglam insan ve
hayvanlarin atik yavrularinda, vajinal akintilarinda, fotal membranlarda, siit, idrar,
gaitalarinda ve diger kontamine materyallerde fazlaca bulunurlar. L. monocytogenes zoonotik
ozellige sahip bir bakteridir.

Listerialar Gram pozitif, hareketli, sporsuz, kapsiilsiiz, kiiclik, diiz veya hafif biikiilmiis
comakeik veya kokoid tarzinda mikroorganizmalardir. Kiiltiirlerde tek tek, ¢ift, V, Y seklinde
veya kisa zincirler halinde goriiliirler. Geng kiiltlirlerde ¢omak sekilli mikroorganizmalarin
yanisira, korinebakterilere ¢ok benzeyen kokoid formlara da sikca rastlanir. Kanli agarda L.
monocytogenes suslar1 dar bir beta-hemoliz alan1 meydana getirirler. Serumlu glukozlu veya
kanli glukozlu tryptose agar gibi kati besi yerlerinde 24-48 saat iginde 0.5-1.0 mm ¢apinda
parlak, seffaf, yuvarlak, S-tipli koloniler meydana getirir. Eski kiiltiirlerde ise R-formu
koloniler olusturur.

Hastalikta kendiliginden iyilesmelerin ¢ok nadir olmasi ve infeksiyonun insanlara da
bulagmasi nedeniyle, teshis ve erken sagaltim 6nemlidir.
A) Klinik teshis: Infeksiyon klinik olarak asagida belirtilen hastaliklarla karisabilir:
EnterotoksemiBeyin apseleri Brusellozis Vibriozis
Ketozis Bradzot Louping ill ~ Zehirlenme Akut  gastroenteritis
Kuduz Viral ensefalitis
Coenurus cerebralis infeksiyonu gibi
B) Otopsi bulgular1: Patognomik degildir.

Laboratuvara serum, 6len hayvanlarin karaciger, dalak, pons, medulla oblongata ve spinal
kordun anterior kismi, aborte olmus fetus, fotal membranlar ve uterus akintilari gonderilir.
Marazi maddelerden hazirlanan preparatlar Gram yontemi ile boyanir ve preparatta Gram
pozitif kii¢iik comakgik veya kokoid formlu mikroorganizmalar goriilmeye calisilir. Ancak,
materyaller genelde kontamine olduklar1 i¢in bakteriyoskopide etkeni tanimlamak
olanaksizdir.

Kiiltiir

a) Kati besiyeri: Kanli agar, serumlu glukozlu triptoz agar veya kanli glukozlu triptoz agar.
Laboratuvara gonderilen marazi maddelerden ayr1 ayr1 buyyon i¢inde homojen bir
stispansiyon (1/10) yapilir. Bu siispansiyonlardan 6zel besi yerlerine ekimler yapildiktan
sonra siispansiyonlar buzdolabi sicakliginda (+4 °C) tutulurlar (soguk zenginlestirme).
Ureme oluncaya kadar bu siispansiyonlardan her giin ekimler yapilarak 37 °C' de 3-4 giin
inkiibasyona birakilir.

b) Koloni morfolojisi: Listerialar kati besiyerlerinde 0.5-1.0 mm ¢apinda parlak, seffaf,




yuvarlak, S-tipli ve dar hemolitik koloniler meydana getirir.

c) Spesifik besi yeri: % 0.05 Potasyum telliiritli veya %3.75 Kalium rhodanitli serumlu
tryptose agar, thioglikolatl veya beyinli besi yeri, % 0.2 glukoz + % 0.2 talyum asetat + 40
mg/ml nalidiksik asit + 1/5000 furasin i¢eren serumlu triptoz agar.

d) Buyyon kiiltiirii: Stv1 besi yerlerine karaciger ekstrakti, serum, kan ve az miktarda glukoz
katilmas1 lireme iizerinde olumlu etkide bulunur. Listeria 'lar buyyonda homojen bir
bulaniklik olustururlar.

Hayvan deneyi
Farelerde (subkutan ve intraperitoneal) ve tavsanlarda (intravendz) deneysel Listeriosis
olusturulabilir.

Serolojik Testler

Infekte hayvanlardan alinan kanla yapilan serolojik testlere fazla giivenilmez. Ciinkii, L.
monocytogenes,  Stafilokok, Enterokok, E. coli ve Korinebakteri gibi bazi
mikroorganizmalarla kros-reaksiyonlar verir. Hasta ve portér hayvanlari ortaya koymada
komplement fikzasyon, indirekt hemaglutinasyon ve agar jel difiizyon testlerinden
yararlanilabilir. Aglutinasyon testinde de, ancak monospesifik ve absorbe serumlar
kullanilmalidir.

IL. L. seeligeri |L. L. L. L.

monocytoenes ivanovii finnocua |grayi |murrayi
B hemoliz + + + - - -
Hareket + + + + + +
CAMP (S. + + + _ _ .
aureus)
CAMP (R. equi) - - + - - -
Gram Boyama + + + + + +
Katalaz + + + + + +
Oksidaz - - - - - -
I"Jre - - - - - -
TSI ala ala ala ala ala ala
Glukoz O/F +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
MR-VP +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
NO3 - - - - - -
Mannitol - - - - + +
Ksiloz - + + - - -
Ramnoz + - - +/- - +/-

Listeria tiirlerinde identifikasyon semast




Listeria tiirlerinin mikroskopik goriintimii




Uygulamanin adi Bacillus anthracis tiirlerinin preparatlarinin incelenmesi,
spor yapilarimin goriilmesi ve laboratuar teshis

prosediirii
Yapilacag hafta 6
Uygulamanin temel hedefi Bacillus anthracis tiirlerinin identifikasyonu
Kullanilacak materyal ve Besiyeri, 6ze, 6ze ucu, lam, serum fizyolojik,
malzeme adi mikroskop, biinzen beki, gram boyama seti, mikroskop,

bakteri kiiltiirii, dezenfektan, alkol, pamuk.

Gerekli olan giivenlik Uzun kollu 6nliik, plastik gozliik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.
UYGULAMA BILGISI

Endospor olusturan Gram pozitif ¢omaklar ve koklar grubu igindedirler. Bu gruptaki
etkenlerden B. anthracis disindakilere Antraks benzeri ve anthracoid ismi verilmektedir.
Gram pozitif comak bi¢imli, sporlu, peritrik flagellalar1 ile hareketli (B. anthracis harig)
aerobik veya fakiiltatif anaerobiktirler. Katalaz pozitif, oksidaz degiskendir. Sporlar oval
veya yuvarlak olabilir. Sporlar sentral, subterminal veya terminal lokalizasyon gosterir. Bazi
Bacillus tiirleri karbonhidrat karakterinde kapsiil meydana getirirler.

Hastalik perakut ve akut seyreden birgok hastalikla karisabilir. Klinik belirtiler tani igin
yetersizdir. Sigirlarda Yanikara, Piroplasmosis, Leptospirozis, Pastorellozis, Basiller
hemoglobinuri, koyunlarda Bradzot, Leptospirozis, atlarda sanci ile seyreden mide-barsak
hastaliklari ile karisir.

Direkt tani igin yeterli bulgu yoktur. Spor kontaminasyonu nedeniyle kural olarak Sarbon
stipheli hayvanlara otopsi yapilmaz.

Anthrax siipheli hayvanlardan alinan kan, dalak, ilikli kemik, kulak parcasi ve organlardan
alinan pargalar ile 6dem sivilar: laboratuvara muayene igin génderilebilir.

Laboratuvara gonderilen materyallerden frotiler hazirlanarak Gram ve Giemsa boyama
yontemleri ile boyanir. Boyamalarda tek tek veya 2-8 basillik zincirler seklinde etkenler
goriiliir. Giemsa boyamada tek veya ikili kirmizi renkte boyanmis kapsiile sahip etkenler
tipiktir.

Laboratuvara gonderilen numunelerden uygun besiyerlerine ekim yapilarak aerobik
kosullarda 37 °C’de 24-48 saat inkubasyona birakilir. Genellikle, 24 saat sonra 3-5 mm
capinda R formu benzeri gri koloniler meydana gelir. Kiiltiirlerden yapilan Gram
boyamalarda etken sa¢ benzeri uzun flamentéz bir yapidadir. Bazilar1 sporlu Gram pozitif
bakterilere rastlanir. Oliimden sonra alinan numunelerde B. anthracis’e benzeyen birgok
bakteri bulunabileceginden ayirici identifikasyon yapilmalidir. Ozellikle, diger Bacilluslar
(B. subtilis, B. megaterium, vs) ve P. aeruginosa ¢ok karisir.

Identifikasyon i¢in asagidaki tarzda hareket edilir:

— A) KAPSUL FORMASYONU: B. anthracis viicut icinde kapsiil verir. Buna
karsilik spor in vitro olusur.B. anthracis ayn1 zamanda invitro olarak serumlu
ve % 10-30 CO2’li ortamlarda kapsiil olusturabilir. Besiyerrlerinde iiremis
kolonilerden emulsiyon yapilip, farelere intraperitoenal verildikten 6-8 saat
sonra, periton sivisindan yapilan frotiler Giemsa ile boyanirsa kapsiilli




basillere rastlanir. Digerlerinde bu kapsiil formasyonu goriilmez.

— B) BOYAMA: Kolonilerden yapilan boyamalarda antraks sa¢ gibi uzun ve
birbirine paralel flamentler meydana getirir.

— C) HAREKET: B. anthracis hareketsiz olmasina karsin B. subtilis, B. cereus,
B. megaterium hareketlidir.

— D) INCI REAKSIYONU: Eger, B. anthracis, icinde 5-10 Ul/ml penisilin
iceren ortamlarda 8-9 saat iiretildikten sonra frotiler yapilip Gramla boyanirsa,
basillerin yuvarlaklastigi ve tespih gibi bir goriiniim aldig1 saptanir. Bu
goriiniim digerlerinde yoktur.

Laboratuvara gonderilen marazi maddelerden hazirlanan inokulumlar fare veya kobaylara
deri alt1 veya intraperitoneal yolla verilir. Yaklasik 2-7 giin sonra hayvanlar dliirler. Olen
hayvanlarin otopsisi yapilir, basta kan ve dalak olmak iizere diger dokularindan frotiler
yapilir. Gram ve Giemsa ile boyanir ve tipik etken aranir. Ayrica, besiyerlerine de dalak ve
karaciger gibi dokulardan ekimler yapihir. Ureyen koloniler B. anthracis yéniinden incelenir.

Serolojik tamda basta Ascoli termopresipitasyon testi olmak iizere az olarak agar jel
presipitasyon testi, indirek mikrohemaglutinasyon testi ve ELISA’dan yaralanilir.

B. anthracis’in kat1 besi yerinde uzaktan ve yakindan koloni gdriintiileri




Uygulamanm adi Clostridium infeksiyonlarinda 6rnek alimi klinik tani prosediiriiniin

belirlenmesi
Yapilacag hafta 7
Uygulamanin temel hedefi Clostridium tiirlerinin identifikasyonu
Kullanilacak materyal ve Besiyeri, 0ze, 6ze ucu, lam, serum fizyolojik,
malzeme adi mikroskop, biinzen beki, gram boyama seti, mikroskop,

bakteri kiiltiirli, dezenfektan, alkol, pamuk.

GereKli olan giivenlik Uzun kollu 6nliik, plastik gozliik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.
UYGULAMA BILGISI

Clostridium tiirleri, dogada ve Ozellikle toprakta yaygin olarak bulunan anaerobik veya
mikroaerofilik sporlu mikroorganizmalardir. Insan ve hayvanlarin sindirim sisteminde flora
bakterisi olarak da bulunan bu mikroorganizmalar, bir¢ok hayvan tiirlinde sinir, sindirim, kas
ve i¢ organlart etkileyen toksinleri ve vegetatif formlartyla hastalik olustururlar.

. botulinum: Botulismus (insan, sig1r, koyun, at, tavuk, érdek, mink)

. tetani: Tetanoz (at, domuz, koyun, nadiren de diger memeliler)

. chauvoei: Yanikara (si1g1r, koyun, kegi, geyik, domuz, tavsan, kobay)
. septicum: Bradzot hastaligi (geng koyunlar)

. welchii (C. perfringens): Enterotoksemi (koyun , kuzu)

. welchii tip-A: Gazli gangren, septisemi, gida zehirlenmesi (insan)

. welchii tip-B: Kuzu dizanterisi (1-2 haftalik kuzular)

. welchii tip-C: Koyunlarin hemorajik enterotoksemisi (koyun)

. welchii tip-D: Yumusak bobrek hastaligi (koyun, kuzu)

. welchii tip-E: Buzagi enterotoksemisi (buzagi)

. welchii tip-F: Enteritis necroticans

. novyi: Infeksiydz nekrotik hepatitis (koyun, sigir)

. haemolyticum: Infeksiydz ikterohemoglobiniiri (s1g1r, koyun, kegi, domuz)

O000000000O00O00

Kiiltiirlerde tek tek, ¢ift, kisa zincirler veya flamentler tarzinda goriiliir. Genelde sporlarin
cap1 basillerin ¢apindan biiyiik oldugu icin, basile yiiziik, tokmak, raket, mekik gibi cesitli
sekiller verdirir. Clostridium tiirleri Clostridium perfringens hari¢ hareketlidirler ve kapsiil
olusturmazlar. C. perfringens kapsiil olusturur ve hareketsizdir. Klostridiumlar kati besi
yerlerinde 37 oC de 24-48-72 saat iginde ortas1 kabarik, graniillii, diizenli veya diizensiz,
kenarlar1 ¢entikli, bazen de diizgiin, flamentli gériiniimde, 2-4 mm ¢apinda, saydam koloniler
olusturur. Kanli agarda grimsi, nemli ve biiyiilk boyda beta hemolitik koloniler meydana
getirir.

Stipheli gida maddeleri ve hastaliktan 6lmiis hayvanlarin c¢esitli i¢ organlari, yara veya
portantre civarindan el ayast biiyiikliiglinde parca, yaradan alinan kazinti ve yara i¢inden
gelen akint1 (C. tetani), kan ve 6dem sivisi (C. chauvoei), femur, abomasus igerigi, idrar (C.
welchii) gibi marazi maddeler laboratuvar tanisinda kullanilir.

Laboratuvara gonderilen marazi maddelerden hazirlanan preparatlar Gram ve spor boyama
yontemleriyle boyanarak Gram pozitif sporlu etkenler goriilmeye calisilir.

Kiiltiir




a) Kat1 besi yeri: Kanli agar, laktozlu yumurta saril1 ve siitlii agar, glukozlu kanli agar.

b) Koloni morfolojisi: Klostridium'lar kat1 besi yerlerinde, ortasi kabarik, graniillii, diizenli
veya diizensiz, kenarlar1 ¢entikli, bazen de diizgiin, flamentli goriiniimde, 2-4 mm ¢apinda,
saydam ve hemolitik koloniler olustururlar.

c) Spesifik besi yerleri: Cooked meat buyyon (Merck 1.10928), glukozlu VF buyyonu,
Terezzi, VF (Viande Foie), kiymali-, beyinli- ve karacigerli buyyon, dihidrojen fosfatl,
potasyum telliiritli, sodyum azidli ve glukozlu VF besi yeri. Besi yerlerine %0.5 glukoz,
%0.5 K2HPO4, kan serumu ve inorganik tuzlarin ilave edilmesi liremeyi olumlu etkiler.

d) Buyyon kiiltiirii: Klostridiumlar sivi besi yerlerinde 24-48 saat iginde bol ve homojen bir
iireme ve bazen de dipte ¢Okiintli gosterirler. cok miktarda gaz olusumu, H2S teskili ve
bozulmus ac1 tereyagi kokusu veya peynirimsi bir koku meydana gelir. Buyyonda bulunan et
parcalar1 dijeste olur ve ette baz1 degisiklikler sekillenir.

Clostridium tiirlerinin genel mikroskopik goriiniimii




Uygulamanm adi Clostridium perfringens tiirlerinin  preparatlarinin  incelenmesi, spor
yapilarmin goriilmesi ve laboratuar teshis prosediirii

Yapilacag hafta 8

Uygulamanln temel hedefi Clostridium perfringens tiirlerinin identifikasyonu

Kullanilacak materyal ve Besiyeri, 6ze, 6ze ucu, lam, serum fizyolojik,

malzeme adi mikroskop, biinzen beki, gram boyama seti, mikroskop,

bakteri kiiltiirli, dezenfektan, alkol, pamuk.

GereKli olan giivenlik Uzun kollu onliik, plastik gozliik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.
UYGULAMA BILGISI

C. perfringens klostridi genel ozelliklerini tasir. Klostridiler i¢inde flagellasiz olan ve
kapsillii klostridi tiiriidiir. Comaklar kisa ve kalindir. Uzunluklar1 4-8 mikrometre,
genislikleri 1-2 mikrometredir. Taze kiiltiirlerde etken Gram pozitiftir. Tek tek veya ikiser
comak halinde goriiliirler Pleomorfizm gosterirler. Karbonhidratli besi yerlerinde kisa
comaklar, proteinli besi yerlerinde filamantdoz goriiniim kazanirlar. Proteinden zengin,
karbonhidratsiz ve alkali besi yerlerinde spor verirler. Spor klostridi gévdesini sisirir. C.
perfringens barsak igeriginde spor verir, fakat etkilenen dokuda spor olusmaz. Dokulardan ve
viicut sivilarindan hazirlanan preparatlarda etken kapsiilliidiir.

A- Klinik teshis: Genel olarak C. perfringens infeksiyonlar1 (enterotoksemiler) klinik
olarak teshis edilemezler.

B- Otopsi bulgular1: Hemorajik ve iilseratif bir enteritis tablosu, kanli barsak igerigi genel
olarak C. perfringens degisik tipleri tarafindan olusturulan enterotoksemilerde goriilen
baglica otopsi bulgularidir.

C- Laboratuvar muayeneleri: Laboratuvar muayeneleri i¢in gonderilecek 6rneklerin taze
olmasi, 6liimden sonra bir iki saat icerisinde 6rneklerin alinip laboratuvara ulastirilmast,
laboratuvar muayenelerinde basari i¢in ¢ok dnemlidir.

Laboratuvara gonderilecek ornekler, barsak igerigi, i¢ organlar, 6zellikle karaciger, bobrek,
dalak parcalar1 ve lenf yumrularidir. Barsak icerigi ii¢ ayr1 yerden alinip, steril sise veya
kapakli kavanozlar icerisinde gonderilir. Koruyucu olarak barsak i¢erigine kloroform katilir.

Teshis

Laboratuvar muayeneleri:

1- Bakteriyoskopi: C. perfringens degisik tipleri, barsak florasin1  olusturan
mikroorganizmalar arasinda yer alirlar. Bu nedenle bakteriyoskopi i¢in kullanilacak
materyalin ¢ok taze olmasi veya materyal alinirken lezyonlu yerlerden frotilerin yapilip
gonderilmesi gerekir. Preparatlar Gram boyasi ile boyanir ve Gram pozitif gomaklar aranir.
Baz1 C. perfringens infeksiyonlarinda bakteriyoskopik muayenede klostridilerin veya
sporlarin goriilmesi teshise yardimci olabilir. C. perfringens Tip-A infeksiyonunda atlardaki
enterotoksemi olgularinda, barsak iceriginden yapilan bakteriyoskopide ¢ok sayida klostridi
(C. perfringens Tip-A) goriilmesi infeksiyon i¢in dikkati c¢ekicidir. C. perfringens Tip-C
infeksiyonlarinda bakteriyoskopi pek uygulanmaz. C. perfringens Tip-D infeksiyonunda
bakteriyoskopik muayene i¢in barsak drneklerinden preparat yapilmasi dnerilmektedir.
Laboratuvar muayeneleri:

2- Kiiltiir: Etken izolasyonu i¢in dihidrojen fosfatli potasyum tellurit ve glukoz igeren besi
yerleri ve buyyonlar kullanilmaktadir. Bu besi yerlerinde iiretilen etkenler kanli agar veya
glukoz, potasyum tellurit iceren kati besi yerlerine aktarilarak tek koloni diigiiriilmeye




caligilir. Kati1 besi yerlerinde tek diisen koloniler ile C. perfringens tipleri yoniinden
biyokimyasal testler uygulanarak etkenin 'dentifikasyonuna gidilir. C. perfringens Tip-A
infeksiyonunda at barsak iceriginde cok fazla miktarda 10* - 107 C. perfringens tip-A
bulunmustur. Normal atlarda bu say1 10? oldu-gu igin bu bulgu teshis yoniinden 6nemli
sayilmaktadir. Diger C. perfringens infeksiyonlarinda etkenin izolasyonu identifikasyonu bu
derece teshis i¢in 6nemli kabul edilemez.

3- Hayvan Deneyi: Kobaylar kullanilir

4- Toksin Aranmasi:

Enterotoksemilerin kesin teshisi C. perfringens tiplerinin olusturduklari toksinlerin ortaya
konulmasi ve tiplerinin saptanmasi ile gergeklesir. C. perfringens tipleri A, B, C, D ve E
tarafindan olusturulan 12 degisik toksik maddeden alpha, beta, epsilon ve iota toksinlerinin
ortaya konulmasi ve anti serumlarla toksinlerin tiplendirilmesi ile teshis kesinlesir.

Toksin aranmasi i¢in kullanilan materyal ince barsak icerigi veya kiiltiirdiir. Ince barsak
iceriginin taze olmasi gerekir. Test icin muayene edilecek barsak icerigi agzi kapakli cam
kavanoz veya sisede gonderilir veya laboratuvarda cam kavanoz veya siseye aktarilir. Sahada
aliman barsak igerigi i¢in her 10 cc barsak igerigine bir damla kloroform ilave edilmesi,
ornekteki toksinlerin bir ay dayanmasini saglar. Barsak igeriginin, 6zellikle {ilserlere yakin
yerlerden bir pipet yardimi ile almmasi onerilmektedir. Olen hayvanin ince bagirsaginda
yeteri kadar icerik bulunmadig1 zamanlarda, barsak i¢ine buyyon verilerek 6rnek alinabilir.

5- Toksin noétralizasyonu: Barsak igerigi veya kiiltiirde toksinin varlig1 belirlendikten sonra,
toksin notralizasyon testi uygulanarak C. perfringens tiplerinin A. B, C, D ve E olarak kesin
teshisi yapilir.

Toksin notralizasyon (Serum notralizasyon) testi farelerde letal etki, kobaylarda nekrotik etki
ve spesifik anti serumlarla etkenin nétralize edilmesine gore degerlendirilir. Testte kullanilan
anti-toksinler Diinya Saglk Orgiitiinin (World Health Organiza-tion-WHO) lisansh
laboratuvariarinda standart olarak hazirlanmaktadir. Anti serumlar biitiin diinyada teshis
laboratuvarlarina istek {izerine gonderilmektedir. Teshis laboratuvarlarinda, standart anti-
serumlardan yararlanilarak konsantre toksinler ve bunlara kars1i sub-serumlardan
yararlanilarak konsantre toksinler ve bunlara karsi sub-standard antiserumlar hazirlanir.
Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitlisiinde antitoksinler hazirlanmaktadir.

6- Serolojik testler: Enteratoksemilerin teshisinde AGP, flokulasyon, hemaglutinasyon ve
opalesans testleri ile fluoresans antikor ve ELISA testlerinden yararlanilir.

Olen farelerin

aldiklar1 igerikte icerikte
i i olasi olamayacak
anti-toksin tilor maval
tipi p p
A B,C,.D,E A

B E AB,CD




C B.D,E AC
D B,CE AD
E B,C.D AE

Toksin nétralizasyon testi ile C. perfringens tiplerinin saptanmasi

C. perfringens mikroskopik goriiniimii




Uygulamanin adi Clostridium novyi ve Clostridium haemolyticum
tiirlerinin preparatlarinin incelenmesi, spor yapilarinin
goriilmesi ve laboratuar teshis prosediirii

Y apilacag hafta 9

Uygulamanin temel hedefi Clostridium novyi ve Clostridium haemolyticum
tiirlerinin identifikasyonu

Kullanilacak materyal ve Besiyeri, 6ze, 6ze ucu, lam, serum fizyolojik,

malzeme adi mikroskop, blinzen beki, gram boyama seti, mikroskop,

bakteri kiiltiirii, dezenfektan, alkol, pamuk.

GereKkli olan giivenlik Uzun kollu 6nliik, plastik gozliik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.
UYGULAMA BILGISI

C. novyi tam bir an aerob klostrididir. Stvi ve kat1 besi yerlerinde kolay tirer. Kanli agarda 3-
4 milimetre ¢apinda, yogun ince graniillii, kenarlar1 ¢entikli koloniler olustururlar.
Hemolitiktir. Yumurta sarili agarda diizensiz kenarli, etrafinda ve altinda presipitasyon
sonucu radyal ¢emberler olusturan koloniler verir. S1v1 besiyerlerinde, buyyonda bol iireme,
gaz ve tiip dibinde tortu sekillenir. Kiymali besi yerinde iirediginde, besi yerindeki et kizarir
ve fenadir. Et dijeste olmaz. Besi yerlerine serum katilmasi tiremeyi kolaylastirir.

Klinik Teshis: Genellikle zordur.
Otopsi bulgulari: Erken yapilmis otopsiler taniya yardimci olabilir. Karacigerde fazla
miktarda parazit Ozellikle F. hepatica goriilmesi
Laboratuvar muayeneleri: Hastaliktan yeni 6len hayvanlardan, viicut sivilar1 ve oran
par¢lar lab.a gonderilir.
— Bakteriyoskopi: Frotilerden Gram Boyama
— Kiiltiir: Etken izolasyonu zordur. Taze hazirlanmis besiyerlerine ekim yapilir.
Sporlar incelenir.
— Toksin aranmasi: Kesin teshis i¢in yapilir. Toksin aragtirmasi i¢in otopsi
materyali veya kiiltiir kullanilir.
Tip tayini invitro ve invivo yapilmaktadir. In-vitro test igin, tiip ndtralizasyon testi, agar
jel presipitasyon ve opelasans testi uygulanir.

C. hemolyticum, bir toprak anaerobudur. Kontamine bdlgelerde saglam hayvanlarin
karacigerinde etkene rastlanmaktadir. Sporlarin toprakta ne kadar canli kaldig
bilinmemektedir. Ancak hastaliktan 6len hayvanlarin kemiginden iki yil sonra etken izole
edilmistir. Sporlar, dezenfektanlarin ¢goguna siiresiz direng gosterirler.

TESHIS

A-KLINIK TESHIS: Hastalik, klinik olarak leptospirosis, piroplasmosis, pyelonefritis,
cystitis, anthraks, pasteurellosis, yanikara ve zehirlenmelerle karigabilir. Klinik olarak teshis
konulamaz.

B-OTOPSI BULGULARI: Karacigerde anemik infarktlar, deri alti dokularinda hemoraji ve
yaygin infiltrasyonlar ve diger otopsi bulgular1 teshiste yardimci olabilir. Yalniz otopsi
bulgulari teshis icin yeterli degildir.

C-LABORATUAR MUAYENELERI:

1-BAKTERIYOSKOPI: Karacigerden hazirlanan preperatlarda, yeni sporlanmaya baslayan
etkenleri gormek miimkiindiir. Yalniz bakteriyoskopide etkenin goriilmesi teshis i¢in yeterli
sayllmaz.




2-KULTUR: Etken izolasyonu icin kullanilan materyallerin taze olmasi ve kontamine
olmamas1 gerekmektedir. Hazirlanan materyal kanli agara ekilir ve anaerob kosullarda
inkube edilir. Olusan kolonilerden alinan etkenin biyokimyasal 6zellikleri incelenir. Etken
identifikasyonunda indol olusumu baglica letal toksin olan beta lesitinazin varligina bakilir.
3-HAYVAN DENEYI

4-SEROLOIJIK TESTLER: AGP, lesitin, notralizasyon ve FAT teknigi uygulanabilir.

C. haemolyticum mikroskopik goériiniimii




Uygulamanin adi Mycobacterium tiirlerinde Zichl-Neelsen boyama
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Uygulamanin temel hedefi Mycobacterium tiirleri identifikasyonu
Kullanilacak materyal ve Besiyeri, 6ze, 6ze ucu, lam, serum fizyolojik,
malzeme adi mikroskop, biinzen beki, gram boyama seti, mikroskop, ,

bakteri kiiltiirli, dezenfektan, alkol, pamuk.

Gerekli olan giivenlik Uzun kollu 6nliik, plastik gozliik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.
UYGULAMA BILGISI

Sigir tiiberkiilozunun etkeni olan M. bovis Gram pozitif, asidorezistans karakterde aerobik,
sporsuz bir bakteridir ve dort mikobakteri tiirinii igeren Mycobacterium tuberculosis complex
olarak adlandirilan grup icinde yer alir. Bu grupta kendisi disinda M. tuberculosis, M.
africanum ve M. microti yer alir. M. bovis 0.2-0.6 x1.4.0 mikrometre boyutlarindadir. Gergek
bir kapsiilii yoktur. Tiiberkiiloz etkenlerinin hiicre duvarlarinda diger bakterilere gore ¢ok
daha fazla bulunan lipoidal maddeler bu bakterilerin normal laboratuvar boyalar1 ile
boyanmamasina neden olur. Bu nedenle Ziehl-Neelsen boyama yontemi ile boyanirlar.

Ehrlich-Ziehl - Neelsen (EZN) Mikobakterileri boyama yontemi

a) Preparat hazirlanir, kurutulur ve tespit edilir.

b) Lam tizerine ve biitiin 1am1 kaplayacak tarzda karbol fiichsin solusyonu konur.

c) Preparat alttan 4-5 dakika ve aralikli olarak hafifge 1sitilir. Preparatin yanmamasina ve
kabarciklarin ¢tkmamasina dikkat edilir (preparat iizerinden hafif buharlar ¢ikabilir).
d)Boya dokiiliir ve preparat asit-alkolde (% 95 alkol + % 3 HCI asit) dekolore edilir.

e) Su ile yikanir.

f) Preparat {izerine metilen mavisi solusyonu konur ve 10-15 saniye boyanir.

g) Boya dokiiliir ve su ile yikanir.

h) Kurutulur ve immersiyonla muayene edilir.

Mikobakteriler veya asidorezistens mikroorganizmalar pembe kirmizi renkte ve diger
mikroplar ise mavi renkte goriiliirler.




Ziehl-Neelsen boyamada tiiberkiiloz basillerinin goriiniimii




Uygulamanin adi Enterobakterilerin  genel mikroskopik yapist ve
laboratuvar teshisi
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Uygulamanin temel hedefi Enterobakterilerin identifikasyonu

Kullanilacak materyal ve Besiyeri, 6ze, 6ze ucu, lam, serum fizyolojik,

malzeme adi mikroskop, blinzen beki, gram boyama seti, mikroskop,

bakteri kiiltiirii, dezenfektan, alkol, pamuk.

GereKkli olan giivenlik Uzun kollu 6nliik, plastik gdzliik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.
UYGULAMA BILGISI

Enterobacteriaceae familyasindaki mikroorganizmalarin ortak 6zellikleri;
— Gram negatif,
— ¢omak tarzinda,
— spor olusturmamalari,
— aerobik veya fakiiltatif anaerobik tireme 6zelligine sahip olmalaridir.
— Ayrica bu etkenler rutin labaratuvar besi yerlerinde kolaylikla
iireyebilmektedirler.
— Genellikle hareketli olan bu etkenler arasinda hareketsiz olanlara da
rastlanilmaktadir (Ornegin: S.gallinarum ve S.pullorum)
— Yine bu etkenler katalaz pozitif olup, genellikle nitratlar1 nitritlere rediikte
etme Ozelligine sahiptirler.
TESHIS
E. coli igin;
I-Bakteriyoskopi: Septisemiden olen hayvanlara ait organlardan yapilan preparatlarda Gram
negatif comaklarin goriilmesi E. Coli’yi diistindiirebilir.
2-Kiiltiir: Bu amagla kanli agar, MacConkey agar ve EMB agar gibi besi yerlerine ekimler
yapilir ve 24-48 saat 37°C'de inkubasyondan sonra iireyen koloniler E. coli yoniinden
degerlendirilir. Buyyon kiiltiirinde 24 saatte homojen bulaniklik yapan E. coli biyokimyasal
testlerle (karbonhidrat fermentasyon testleri, H2S, Indol, MR, VP, Nitrat, vs) identifiye
edilir. Ureyen E. coli’lerin virulens faktdrlerinin PCR gibi molekiiler yontemlerle de
dogrulanmas: yapilabilir.
3-Hayvan deneyi: Ozellikle ETEC suslar belirlenmesi amaciyla, bagirsak lup testi, fare testi
ve doku kiiltiirii testlerinin kullanilmas1 gerekmektedir.
4-Serolojik testler: Buzagilarda hastalik yapan E. coli serotiplerine karsi hazirlanmig
antiserumlarla iireyen kolonilerin lam {izerinde yapilan agliitinasyon testi ile hangi serogruba
ait olduklari, dolayisiyla antijenik 6zellikleri kesin olarak saptanabilir.

Salmonella tiirleri igin;

1- Bakteriyoskopi: Bakteriyolojik muayene materyallerden hazirlanan preparatlar, Gram
boyama yontemi ile incelenmelidir. Gram negatif etkenlerin goriilmesi, S. abortus equi'yi
diistindiirmesine ragmen mutlaka kiiltiir yapilmalidir.

2-Kiiltlir: Laboratuvara gelen ana veya fetusa ait taze materyallerden kanli agar, MacConkey
agar nutrient, buyyon gibi besi yerlerine ekim yapilarak tireyen etkenler Salmonella
yoniinden degerlendirilir. Biyokimyasal testlerle identifiye edilebilen S. abortus equi'nin
kesin teshisi, tip spesifik antiserumlardan yararlanilarak dogrulanmalidir.

3-Hayvan deneyi: Laboratuvarlarda izole edilen S. abortus equi siipheli koloniler veya
kontamine atik materyallerinden hazirlanan inokulumlar gebe kobaylara injekte edilmekte ve




injeksiyon sonucu olusan atiklardan yapilan kiiltiirel yoklamalarla etken izolasyon ve
identifikasyonu kesin olarak yapilabilmektedir.

4-Serolojik testler: Atik yapmis hayvanlardan bakteriyolojik muayenelerin yapilmadigi
durumlarda veya portor kisraklarin belirlenmesi amaciyla serolojik yoklamalardan
yararlanilmaktadir. S. abortus equi'ye karsi olusmus antikorlarin saptanmasi, ancak
atiklardan en erken 20 giin sonra miimkiin olmakta, bu amacgla kan alinarak, "O" ve "H"
antijenleri kullanilmak suretiyle agliitinasyon testleri yapilmaktadir. Ancak, saglikli atlarda S.
abortus equi' nin "O" antijenine karsi normal agliitininler bulunabildiginden, aglutinasyon
titresinin  1/1000 ve tizerinde bulunmasi pozitif olarak degerlendirilir. Ya da siiri
taramalarinda saglikli hayvanlara ait serumlarin agliitinasyon titreleri saptandiktan sonra atik
yapan hayvanlarin aglutinasyon titreleri degerlendirilmelidir. "H" antijenine karsi saptanan
antikorlar, S. abortus equi igin spesifik kabul edilmektedir. Bu nedenle, 6zellikle portdrlerin
saptanmasinda "H" antijeni ile yapilan aglutinasyon testleri kullanilmalidir.

Yersinia tiirleri i¢in;
Bu amagla, dlen veya agoni halinde kesilen hayvanlara ait i¢ organlar (karaciger, kalp, dalak
vs.) aseptik kosullarda ve siiratle laboratuvara gonderilmelidir.

1-Bakteriyoskopi: Marazi maddelerden yapilan preparatlar Gram boyama yontemi incelenir.
Gram negatif etkenlerin goriilmesi Yersinia etkenlerini diisiindiiriir. Ancak kesin teshis
kiiltiirle konulabilir.

2-Kiiltlir: Bu amagla, marazi maddelerden, genel ve selektif besi yerlerine ekimler yapilir.
Incelenen materyal diski veya gida maddeleri ise, soguk zenginlestirme ydnteminden
yararlanilmalidir. Ureyen koloniler, ayirt edici biyokimyasal reaksiyonlar kullanilarak
identifiye edilir. Ayrica, 25°C' de ve 37°C' de hareket muayenelerinin de yapilmasi
gerekmektedir.

3-Hayvan deneyi: Y. enterocoliticanin patojenite denemeleri igin g¢esitli laboratuvar
hayvanlar1 kullanilabilmektedir. Bu amagla en ¢ok gerbiller kullanilir. Gerbillerin
intraperitoneal injeksiyonlar1 sonucunda 4 giin icinde septisemiye bagh Oliimler
sekillenmektedir. Kobaylarda da konjunktivitis olusturmaktadir.

4- Serolojik testler: Hayvanlarda Y. enterocolitica infeksiyonlarinin serolojik teshisi pratik
degildir.
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E. coli mikroskopik goriiniimii Salmonella tiirleri mikroskopik goriintimii




Yersinia tiirleri mikroskopik goriiniimii




Uygulamanm adi Pseudomonas tiirleri morfolojik yapilar1 ve laboratuvar teshisi
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Uygulamanm temel hedefi Pseudomonas tiirleri identifikasyonu

Kullanilacak materyal ve Besiyeri, 6ze, 6ze ucu, lam, serum fizyolojik,

malzeme adi mikroskop, biinzen beki, gram boyama seti, mikroskop,

bakteri kiiltiirli, dezenfektan, alkol, pamuk.

Gerekli olan giivenlik Uzun kollu 6nliik, plastik gozliik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.
UYGULAMA BILGISI

Pseudomonadaceae familyasindaki bakteriler O0,5-1,0 x 1,0-5,0 um boyutlarinda, Gram
negatif ¢omak sekilli ve zorunlu aerobik etkenlerdir. Karbonhidratlar1 okside edebilirler.
Izolatlarin birgogu katalaz ve oksidaz pozitiftir. Sahip olduklar1 bir veya daha fazla polar
flagella yardimi ile aktif hareket ederler. P. aeruginosa ¢ok sayida hayvan tiiriinde c¢esitli
oportunistik infeksiyonlar meydana getirebilir. P. fluorescens ve P. putida gibi tiirler tatli su
baliklarin1 infekte ederlerken, klinik Orneklerden diger Pseudomonas tiirleri de izole
edilebilmektedir.

Pseudomonas'lar orta biiyiikliikte, Gram negatif ¢omak seklinde bakteriler oldugundan ve
ayirt edici baska bir 6zelligi olmadigindan, marazi maddelerden direkt bakteriyoskopi
yapilmasinin tan1 ag¢isindan fazla bir 6nemi bulunmamaktadir

Laboratuvara gonderilen marazi maddelerden etken izolasyonu amaciyla kanli agar ve
MacConkey agara ekimler yapilir.

P. aeruginosa'min tretilmesi icin, genellikle %0,03 oraninda cetrimide (cetyl trimethyl
ammonium bromide) iceren ticari selektif besiyerleri de bulunmaktadir.

P. aeruginosa ayrica, Enterobacteriaceae tiirlerinin iiretilmesi i¢in kullanilan MacConkey
agar, brilliant green agar ve XLD agar gibi bir¢ok selektif besiyerinde de rahatlikla
iireyebilmektedir.

Etkenin iiretilmesi amaciyla pyocyanin ve pyoverdin iiretimini destekleyen ve gii¢lendiren,
sirasiyla Pseudomonas agar P ve Pseudomonas agar F gibi ticari besiyerleri de kullanilabilir.
Ekim yapildiktan sonra kiiltiirler aerobik kosullarda, 37°C'de 24-48 saat siireyle inkiibasyona
birakilir.

Inkiibasyon siiresi sonunda sekillenen kolo-niler P. aeruginosa yéniinden etken e ait S-, R-
ve M-tipi koloni morfolojisi ve tipik iiziim-benzeri, meyvemsi koku yoniinden incelenir.
Koyun kanli agarda hemoliz goriilmesi, metalik parlaklik olmasi, MacConkey agarda
yesilimsi-mavi renkte biiylik, laktoz negatif; brilliant green ve XLD agarda ise kirmizi
koloniler olugsmasi ve besi-yerinin kirmiziya dénmesi ve TSI agarda her hangi bir degisiklik
olmamasi, P. aeruginosa yoniinden siiphe ettirir.

Kiiltiirlerden hazirlanan Gram boyali preparatlarda orta biiyiikliikte Gram negatif ¢omak
sekilli bakterilerin goriilmesi ile laboratuvar tanisina devam edilir.

Pyocyanin iretimi ve kuvvetli pozitif oksidaz reaksiyonu P. aeruginosa’mn 6n
identifikasyonu i¢in yeterlidir.

Kuvvetli pozitif oksidaz reaksiyonu P. aeruginosa'nin Enterobacteriaceae familyasinda
bulunan oksidaz negatif bakterilerden ayirt edilmesinde oldukca faydali bir 6zelliktir. Ayrica
hareket muayenesi, 42°C'de ireyebilme yetenegi, glukoz, laktoz ve sukroz oksidasyon
testleri ile de etkenin kesin identifikasyonu gergeklestirilir. P. aeruginosa'nin
identifikasyonunda API 20E gibi ticari identifikasyon sistemlerinden de yararlanilabilir.




P. aeruginosa mikroskopik goriiniimii




Uygulam anmin ada Burkholderia tiirleri morfolojik yapilar1 ve laboratuvar teshisi
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Uygulamanin temel hedefi Burkholderia tiirleri identifikasyonu

Kullanilacak materyal ve Besiyeri, 6ze, 6ze ucu, lam, serum fizyolojik,

malzeme adi mikroskop, blinzen beki, gram boyama seti, mikroskop,

bakteri kiiltiirii, dezenfektan, alkol, pamuk.

GereKkli olan giivenlik Uzun kollu 6nliik, plastik gozliik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.
UYGULAMA BILGISI

Burkholderia cinsi bakteriler Gram negatif, ¢omak sekilli, hareketli ve obligat aerobik
kosullarda tireme fizyolojisine sahip bakterilerdir. Tiim diinyada her isidaki toprakta ve
ylizey sularinda bulunabilir. Bu bakteriler, 7°C'lik 1s1ya sahip Antartika topraklarinda bile
yasayabilirler.

Ozel iireme ihtiyac1 olmamasina kars1 B. mallei optimum iireme i¢in besiyerlerinde gliserole
gereksinim duyar. B.mallei izolatlarinin %75'den fazlas1t MacConkey agarda iyi tirer. Optimal
ireme sicakliglt 37 °C olmasina karsin bakteri 22-24°C'ler arasinda iireme gosterebilir. Kati
besiyerlerinde 37 °C de 24-48 saat iginde kiiciik, S-tipli, kokusuz beyaz koloniler meydana
getirir. Kanli agarda hemoliz olusturmaz. Gliserinli siv1 besiyerlerinde hafif bir bulaniklik ve
tiiptlin tist kisminda pelikiil olusumu gozlenir. Zamanla s1vi kiiltiiriin rengi koyulasir ve dip
kistmda yapiskan bir tortu sekillenir. Tiiplin hafifce calkalanmasi ile tortu yukar1 dogru
kalkar fakat par¢alanmaz.

Hastaligin endemik seyir gosterdigi bolgelerde, hayvanlarda sekillenen nodiiller, iilserler,
yaralar ve asir1 takatsizlik gibi klinik belirtiler hastalik i¢in tanimlayici olabilir. Ruam'in
sporadik oldugu ve hastaligin latent veya subklinik bir seyir gosterdigi bolgelerde ise
semptomlara bakarak hastaligi tanimlamak neredeyse olanaksizdir. Ciinkii, Burun Ruami
rinitis, siniizitis ve Gurm ile; Deri Ruami dermatomikozis, sporotrikozis, lenfangitis iilseroza
ve lenfangitis epizootika ile; Akciger Ruami da tiiberkiilozis, akciger parazitleri ve diger
akciger infeksiyonlar ile karigtirilabilir.

Ruam siiphesiyle ©len hayvanlara nekropsi yapilmasi kanunen yasak oldugundan,
laboratuvar muayeneleri i¢in karkasdan organ veya doku Ornekleri alinamaz. Hastaligin
laboratuvar tanisinda kiiltiirel muayeneler icin siipheli canli hayvanlardan lezyonlardan gelen
akintilar, serolojik muayeneler i¢cin de kan Ornekleri alinabilir. Ruam siipheli klinik
orneklerin laboratuvarda c¢alisilmasi sirasinda ¢ok dikkatli davranilmali ve steril kabinler
kullanilmalidur.

Laboratuvara gonderilen klinik orneklerden siirme preparatlar hazirlanarak Gram boyama
yontemiyle boyanir. Mikroskopik muayenede Gram negatif, ¢ift veya gruplar halinde diiz ya
da hafif egri ¢comaklar goriliir. B. mallei'nin direkt bakteriyoskopisinde fluoresan antikor
teknigi de kullanilabilir.

Stipheli materyalden %1 gliserinli veya kanli agara ekimler yapilarak, kiiltiirler aerobik
kosullarda, 37°C'de 48-72 saat siire inkiibe edilirler. B. mallei suslarinin ¢ogu MacConkey
agarda da iireme gosterebilir. Inkiibasyon siiresinin sonunda kat1 besiyerlerinde sekillenen




kolonilerin morfolojisine bakilir. B. mallei beyaz renkte, kokusuz ve S-tipli koloniler
meydana getirir. Kiiltiiriin eskimesi ile birlikte koloniler graniiler bir goriinlim kazanir ve
rengi de kahverengine doner. Kanli agarda hemoliz olusturmaz.

B. mallei suslarinin %75'den fazlasi laktozu kullanmaksizin MacConkey agarda {ireme
gosterir. Besiyerlerinde pigment olusmasi gézlenmez. B. mallei'nin selektif izolasyonunda
100 ml trypticase soy agara 1000 iinite polimiksin E, 1250 {inite basitrasin ve 0,25 aktidion
ilave edilmis besiyerleri kullanilabilir. B.mallei'nin {iremesi B. pseudomallei'ye goére daha
yavas olmasina karsin, 24-48 saat i¢inde 1-2 mm ¢apinda yumusak S-tipli ve beyazdan krem
rengine kadar degisen renklerde koloniler sekillenir. Koloniler eskidik¢e graniiler bir
gorlinlim alarak sarims1 veya kahverengine donerler.

Ruam'in serolojik tanisi komplement fikzasyon (CF) testi, aglutinasyon testleri, indirekt
hemaglutinasyon (IHA) testi, counter-immunoelectrophoresis (CIE), indirekt fluoresan
antikor (IFA) ve ELISA teknigi gibi cesitli serolojik yontemler kullanilabilir.

Ruam'in allerjik tanisi igcin MALLEIN testi uygulanir. Mallein testi hem hasta hayvanlarin
dogrulanmasi hem de infekte hayvanlarla temas halinde bulunanlarin taranmasinda kullanilan
oldukga etkili bir saha testidir. B. mallei'nin %1 gliserinli sivi besiyerinde iiretilmesinden
sonra bakterinin 1siyla veya alkolle c¢oktiiriilmesi ile elde edilen ve bakteriye ait
endotoksinleri igeren bir glukoprotein ekstrakti mallein, intradermal, subkutan, intrapalpepral
veya oftalmik yollarla uygulanabilir.

Burkholderia tiirleri mikroskopik érﬁnﬁmﬁ
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Uygulamanin temel hedefi Brucella tiirleri identifikasyonu
Kullanilacak materyal ve Besiyeri, 6ze, 6ze ucu, lam, serum fizyolojik,
malzeme adi mikroskop, biinzen beki, gram boyama seti, mikroskop,

bakteri kiiltiirli, dezenfektan, alkol, pamuk.

Gerekli olan giivenlik Uzun kollu 6nliik, plastik g6zliik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.
UYGULAMA BILGISI

Brucella cinsindeki mikroorganizmalar hareketsiz, Gram negatif, kii¢iik kokobasiller tarzinda
olup, spor teskil etmezler. Genellikle aerobiktirler, ancak Br. abortus ilk izolasyonlarinda %
10 CO2’ye gereksinim gosterir.Brucella larin neden oldugu Brusellozis sigir, koyun, kegi,
domuz, kog vb. gibi hayvanlarda testis, meme, uterus gibi genital organlara yerleserek yavru
atmalara ve infertiliteye neden olan kronik, bulasici, nekrotik ve yangisal infeksiyonlarla
ortaya ¢ikan zoonoz bir hastaliktir.

Brucella abortus: Sigirlarin enzootik yavru atma hastaliginin etkenidir. 9 biyotipi
bulunmaktadir. Koyun, ke¢i, domuz ve insanlara da bulasir.

Brucella melitensis: Koyun ve kegilerin brucellosis etkenidir. Insanlar i¢in ¢ok onemli
zoonoz etkendir. Monospesifik serumlarla ortaya konulabilen 3 biyotipi bulunmaktadir.

Brucella suis: Etkenin 4 biyotipi bulunmaktadir. Ilk 3 tip domuzlarda Brusellozisin
baslica etkenidir. Biyotip-2, epizootiyolojik ¢alismalar sonucu Avrupa tavsanlarinda,
biyotip-3 ise ren geyiklerinde Brusellosisde oldukg¢a patojendir. Koyun ve kegilerde de
hastalik olusturabilir.

Genellikle, yavru atimindan bagka klinik belirtiye rastlanmayan Brucella hastaligi,
Campylobacteriosis, Trichomonas fetus, Chlamydia psittaci, mikotik abortuslar, viral
abortuslar ve gida zehirlenmeleri ile karistirilabilir. Bu nedenle kesin teshis igin laboratuvar
muayeneleri esastir. Laboratuvara gonderilen materyallerin muayenesini ise, baslica 5
asamada gergeklestirilebilir. Laboratuvar muayeneleri igin en ¢ok kullanilan marazi maddeler
atik yavruya ait kotiledonlar, fotal membranlar, fotusun mide icerigi, fotus karacigeri, ayrica
anaya ait vaginal akintilar, atitlmamis plasenta, siit ve kandir.

Laboratuvara ulastirilan materyallerden, oOncelikle, frotiler hazirlanarak, Gram, modifiye
Ziehl Neelsen, Stamp ve Koster boyama yontemleri ile boyamalar yapilarak mikroskop
altinda etken aranir. Ozellikle, Stamp boyama yontemi Chlamydia psittaci, Coxiella burnetti
ve Brucella etkenlerini ayirmada 6nem tasimaktadir. Bakteriyoskopide ayrica, Fluorescein’le
hazirlanmis 6zel konjugatlar ile direkt Fluoresans Antikor Testinden de yararlanilmaktadir.
Son yillarda Ko-aglutinasyon testi de alternatif bir yontem olarak kullanilmaktadir.

Gonderilen materyallerden ¢esitli besi yerlerine ekimler yapilarak izolasyona gidilir. Bu
amagla en ¢ok kullanilan besi yerleri, serumlu Tryptose Agar, Brucella Albimi Agar,
Trypticase Soy Buyyon gibi zenginlestirilmis besi yerleridir. Ilk izolasyonlarda B.abortus
icin %10 CO2’li atmosferden yararlanilir. Ekim yapilan besi yerlerini i¢eren petriler 37 °C’de
5-7 giin inkubasyona birakilarak T{reyen koloniler Brucella etkenleri yOniinden
degerlendirilerek identifikasyon i¢in ¢esitli biyokimyasal testlere bagvurulur. Kontamine




materyallerden veya siipheli kolonilerden etken izolasyon ve identifikasyonu i¢in, genellikle,
kobaylardan yararlanilir.

Erkek kobaylara periton igi inokulasyon yapildiktan sonra 3-6 hafta siire iginde hayvanlar
gozlem altinda tutularak bu siire i¢inde kobaylardan kan alinir ve serolojik testler uygulanir.
Olen veya 6ldiiriilen kobaylarmn nekropsilerinde, testislerde orsitis (Straus Reaksiyonu), lenf
diigiimlerinde biiyiime, dalak 6demi ve karacigerdeki degisiklikler kaydedilerek bunlardan
Brucella i¢in 6zel zenginlestirilmis besiyerlerine ekim yapilarak etken izolasyonuna gidilir.

Brucellosis’in tanisinda serolojik testlerin ¢ok biiyiik 6nemi vardir. Kesin teshis koyabilmek
icin bir serolojik testle yetinmeyip en az ikinci veya li¢linciisiinii uygulamak gerekmektedir.
Serolojik test uygulamasinda abort yapmis hayvanlarda, kan veya kan serumunda
gergeklestirilecek testler i¢cin gereken kan ornekleri, en erken iic hafta gectikten sonra
alinmalidir. Serolojik test uygulamalarini ii¢ ana baslik altinda toplamak miimkiindiir.

Kan Serumu Kullanilarak Yapilan
Serolojik Testler

Bu amagla, hayvanlarin vena jugularis’inden alinan kandan serum elde edilerek asagidaki
testler uygulanir.

1-Cabuk Aglutinasyon Testi (Plate Test): Kan serumu iizerine boyali ve konsantre
antijenden bir damla konularak 5-10 dakika iginde olusan aglutinasyon sonucuna gore
degerlendirilen bu test, 6zellikle, sahada genel bir fikir vermesi yoniinden 6nem tasiyan
kalitatif bir testtir. Cabuk aglutinasyon testi taze kan ile de uygulanabilmektedir.

2-Rose Bengal Plate Test (RBPT): Lam iizerinde uygulanabilen bu testte Rose Bengal ile
boyanmis standart antijen kullanilir. Ancak, antijen hazirlamada kullanilan Buffer’in pH’s1
3.6 civarindadir. Bu asidite, serumdaki IgM’lerin aktivitesini onleyerek, 1gG’lerin, 6zellikle,
IgG1’lerin reaksiyona katilmasina yardimci olur.

3-Serum_Aglutinasyon Testi (SAT): Hastaligin teshisinde 6nemli olan temel testlerden

birisidir. Genellikle, erken olgularin ortaya konulmasinda yarari bulunan bu testin
uygulanmasinda ve degerlendirilmesinde dikkat edilmesi gereken hususlar 6nemlidir.

*Bu test, gerek asilama ve gerekse infeksiyon sonu olusan spesifik ve ayrica
nonspesifik antikorlar1 belirler ancak ayrimlarini yapamaz.

*Abortuslardan hemen sonra kandaki antikorlar1 saptayamaz. Kronik olgularda ise
negatif calisabilir.

*Ayrica, kullanilan antijenin hazirlanmasindaki ve uygulanmasindaki aksakliklar da
testi olumsuz yonde etkileyebilir.

4-Komplement Fikzasyon Testi (KBR): Serum aglutinasyon testine oranla, 6zellikle, kronik
olgularda daha spesifik bir testtir.

*Ancak, spesifik olmayan ve inkomple antikorlarin araya girdigi durumlarda hemen
daima negatiftir. Infeksiyonun ortaya ¢ikarilmasinda o6nemli bir test olarak degerini
korumakta ise de arastiricilar, bu testle birlikte Coombs (Antigulobulin) testinin
uygulanmastyla daha kesin sonug alinacagini ileri stirmektedirler.

5-Coombs (Antiglobulin) Testi: Brucella etkenlerine karsi serumda bulunan bazi spesifik
inkomple antikorlarin aglutinasyon olusturmadig: bilinmektedir.

*Dolayisiyle bu testin uygulanmasindaki amag, serum aglutinasyon testinde reaksiyon
vermeyen bu antikorlar1 ortaya koymaktir.

*Testin uygulanisinda ilk olarak antijen ve silipheli serum inkubasyona birakilir, sonra
yikama islemi yapilarak baglanmamig antikorlar uzaklagtulir. Sonra bu komplekse tiire
spesifik antiglobulin eklenir. Aglutinasyon sekillenmesi pozitif olarak degerlendirilir.




6-Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA): Bu test antikor ya da antijeni saptamak
icin direkt veya indirekt olarak uygulanabilmektedir.

*Son yillarda Brucellosis’in teshisinde indirekt ELISA daha ¢ok kullanilan duyarli ve
giivenilir bir test olup dogrulama testi olarak da yararlanilmaktadir.

*Yukarda agiklanan testlere gore daha spesifik ve ¢ogu zaman da duyarli olan ELISA’dan,
ozellikle, saha taramalarinda yararlanilmaktadir.

*Bu teknikte tercih edilen konjugata (anti-immunoglobulin) bagli olarak tim
immunoglobulin smif ve alt siniflar1 ayr1 ayr1 belirlenebilmektedir.

*Yakin zamanlarda, monoklonal antikor kullanilarak uygulanan Competetif ELISA’in de
Ig smiflarmin saptanmasi ve asili hayvanlari ayirmada yardimci olan bir test olarak
uygulandig ileri siirtilmektedir.

7-Pasif Hemaglutinasyon Testi: Spesifik ve duyarli oldugu bildirilen bu yontemden de
Brucellosis’in teshisinde yararlanilmaktadir.

8-Fluoresans Antikor Teknigi (FAT): Bu testin, 6zellikle, sigir Brucellosis’inin teshisinde
yarar sagladigi, spesifik ve duyarli bir test olarak uygulandigi ileri siiriilmektedir.
B) Siit ve Siit Serumu ile Yapilan Serolojik Testler
1-Ring Test: Bir saha tarama testi olarak yararlanilan bu test, reaktor siiriileri ortaya koymada
oneme sahiptir.

-Bu testin esast siitle ¢ikartilan antikorlarin saptanmasidir.

-Hematoksilen veya tetrazolium’la boyanmis antijenden 1 ml. siit i¢in 1 damla
damlatilarak oda 1sisinda bekletilir. Sayet siit {izerinde kirmizi veya mavi renkte bir halka
olusursa pozitif olarak degerlendirilir. Homojen dagilim ise negatiftir.

2-Siit Serumu ile Aglutinasyon Testi:

-Hastaliktan siipheli hayvanlardan alinan yeterli miktardaki siit drnekleri laboratuvarda
3000 dev/dak ile 10-15 dakika santrifiije edildikten sonra tortu ve yag kismi atilarak sadece
stit kismu alinir.

-Bunun her ml’sine peynir mayasi (rennin) katilarak 37 °C’de su banyosunda 6 saat
bekletilir. Berrak olan sivi alinarak tekrar santrifiije edilir ve bu sekilde elde edilen siit
serumu aynen kan serumu gibi islenir.

-Siit serumu ile aglutinasyon tipki kan serumundaki gibi tiipte ve lamda uygulanabilir.
Hastaligin teshisinde, siit serumu kan serumu kadar degerli degildir.

C) Diger Testler

1-Vaginal Mukus Aglutinasyon Testi: Hastaliktan siipheli ineklerden alinan vaginal mukus,
fenollii fizyolojik tuzlu su ve santrifiigasyon yardimu ile klarifiye edildikten sonra yavag tiip
aglutinasyon testi uygulamak suretiyle degerlendirme yapilir.

2-Sperma ile Aglutinasyon Testi: Erkek hayvanlardan alinan sperma kuvvetlice santrifiije
edildikten sonra iist kisim (seminal plazma) alinarak yavas tiip aglutinasyon testine tabi
tutularak degerlendirme yapilir.

3-Kas sivisi ile Aglutinasyon (Myoaglutinasyon): Atilmis yavrunun kas parcalari ezilip,
homojenize edilerek, santrifiigasyondan sonra iist sivi yavas tiip agliitinasyon testinde
kullanilir.

4-Bakteriyofaj Testi: Brucella etkenlerinin identifikasyonunda Tibilisi (Th), Weybridge;
Berkeley ve Anti Rough fajlarindan yararlanilmaktadir.

-Steril bir pamuk tamponla ¢izgi halinde kesif bir Brucella suspansiyonundan ekim
yapildiktan sonra iizerinde bir damla faj dilusyonlarindan (RTD) konulur ve 48 saat 37 °C’de
inkubasyondan sonra lize olma durumu goézlenerek degerlendirme yapilir.

5-Allerjik Testler: Bazi iilkelerde sigir, koyun, ke¢i ve domuz Brucellosis’ini ortaya
cikarmak icin allerjik testler kullanilmaktadir.




- Genellikle, Brucellin olarak bilinen allergenlerle (Brucella lysate, Brucellergen, Melitin,
MBP vs.) yapilan bu test daha ziyade sigir, koyun ve kegilerin kuyruk alt1 derisine 0.1-0.2 ml
miktarinda uygulanmaktadir. Domuz ve kegilerin kulak iistii ve sigirlarin koyun derisi altina
da 0.5 ml verilmektedir.

- Asillanmamus siirtilerde infeksiyonun belirlenmesinde biiyiilk 6nem tasiyan bu test, asil
ve dogal bir infeksiyon sonucu iyilesen hayvanlarda gecerli olmamaktadir.

»
Brucella tiirleri mikroskopik goriintiimii

| .— 1 2
Rose Bengal testi yorumlanmasi

Négatif
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Uygulamanin temel hedefi Bartonella tiirleri identifikasyonu

Kullanilacak materyal ve Besiyeri, 6ze, 6ze ucu, lam, serum fizyolojik,

malzeme adi mikroskop, biinzen beki, gram boyama seti, mikroskop,

bakteri kiiltiirii, dezenfektan, alkol, pamuk.

Gerekli olan giivenlik Uzun kollu 6nliik, plastik gozliik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.
UYGULAMA BILGISI

Mikroskopik olarak biitiin Bartonella tiirleri Gram negatif, kokobasil veya hafifce kivrik
comaklardir (0.6 x 1.0 fJ-m). B. bacilliformis ve B. clarridgeiae flagellalidir. Diger
Bartonella tiirleri flagellasizdir. B. tribocorum'da fimbriaya benzeyen polar yapilar
gozlenmistir. B. quintana ve B. henselae pilusla iliskili twitching (segirme) seklinde bir
hareket gosterirler. Infekte dokularda Warthin-Starry silver impregnation (giimiisle
doyurulmus) boyast ile siki sekilde yogunlasmis organizma kiimeleri seklinde, kiigiik basiller
goriillir. Benzer sekilde kiiciik organizmalar MayGriinwald Giemsa boyamast ile kirmizi kan
hiicreleri igerisinde identifiye edilebilir. Klinik olarak hastaligin teshisi giictiir. Ozellikle
kopeklerde Bartonella infeksiyonlarinin Borrelia, Babesia, Ehrlichia gibi kronik, subklinik
infeksiyonlardan ayirt edilmesi gereklidir.

Etkenlerin spesifik konakg¢isinda Intraeritrositik olmasi kani kiiltiir materyali larak 6n plana
cikarmistir. Bakterinin hemine bagimli olmasi kullanilan agara %5-7 tavsan kani, koyun kani
veya at kani eklenmesini gerektirir. Besiyeri olarak kalp infiizyon agar, Columbia agar,
Trypticase Soy agar, Mueller Hilton agar, cikolata agar kullanilabilir. Lizis solusyonu ig¢eren
izolatdr santrifiij tiipleri veya EDTA'li kan oOrneklerinin 70°C'de 24 saat dondurulup
¢oziildiikten sonra bir kanli agara inokulumun ekilmesi ile kandan Bartonella tiirlerinin izole
edilmesi basarilmistir.

Besiyerleri ekimler yapildiktan sonra 35°C veya 37°C'de %5 CO2'li ve yiiksek oranda
rutubetli ortamda inkube edilir. Koloniler 5-15 giin arasinda goriilmeye baslar, 45 giin
inkiibasyondan sonra iireme yok ise negatif olarak kabul edilir. Ureyen kolonilerin
mikroskopik muayenesinde Gram negatif kii¢iik comaklar gdzlenir. Biyokimyasal olarak
Bartonella tiirleri katalaz, oksidaz, iireaz ve nitrat rediiktaz negatiftir.

Bartonella tiirlerinin ayriminda PCR amplifikasyonu ve degisik genlerin sekans analizi
kullanilir. Kiiltiir siiresinin uzun olmasi, etkenlerin zor iiremesi ve bu siire zarfinda saprofitik
mantar kontaminasyonunun olmasi gibi olumsuzluklar karsisinda iireyen kolonilerden tiir
tayini yerine direkt kandan PCR amplifikasyonu yapilmaktadir.
Bartonella tiirlerinin ~ subtipinin, filojenik  6zelliklerinin  siniflandirilmasinda  ve
identifikasyonunda;

165/235 rRNA intergenik ara bolgesinin 1s1 sok protein geni (groEL),

sitraz sentez geni (gltA),

riboflavin sentez geni (Ribe) ve

pap31 gen dizilisleri kullanilmistir.




Bartonella tiirlerinde intraeritrositik yerlesim




