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Uygulamanin adi Biyogulvenlik uygulamalari, Pasteurella ve
Mannheimia turlerinde gram boyama ve
mikroskopik inceleme

Yapilacagi hafta 1

Uygulamanin temel hedefi Pasteurella ve Mannheimia turlerinde gram
boyama ve mikroskopik inceleme

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

malzeme adi mikroskop, bunzen beki, gram boyama seti,
mikroskop, bakteri kaltlrl, dezenfektan, alkol,
pamuk.

Gerekli olan glivenlik Uzun kollu o6nluk, plastik gozlik, koruyucu maske,

uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGISI

*Pasteurella'lar Gram negatif, kokoid, oval, kisa kiguk gomaklar ve bazen flamentler
tarzinda gorunume sahiptirler.

*infekte dokulardan yapilan siirme preparatlarda karakteristik bipolar tarzda
boyanirlar.

*Aerob ve fakiiltatif anaerob kosullarda kolayca Ureyebilirler.

*Genel besi yerlerinde pek iyi Ureme gostermemelerine karsin, kan ve serum igeren
besi yerlerinde daha kolay gelisirler. Kati besi yerlerindeki kolonileri kliguk
boyuttadir.

*Hafif veya orta siddette bir asit olusturmak suretiyle gaz yapmaksizin,
karbonhidratlari fermente ederler.

*Nitratlari nitritlere donusturarler.

*Oksidaz ve katalaz testi pozitiftir.

*S0tl koagule etmezler ve jelatini eritmezler.
*Ekzotoksinleri ok az patojenik olup endotoksinleri vardir.

*Yerylzunde ¢ok yaygin olarak bulunurlar ve hayvanlar arasinda buyuk solunum
yolu patojenleri olarak kayiplara ve ekonomik zararlara neden olan hemorajik,
septisemik hastaliklara neden olurlar.

Patogenesis

*Pasteurella'lar viicuda girdikleri yerlerde yani infeksiyon boélgesinde gogalarak
dolasim sistemine girerler.

*Kan damarlarinda Ureyen mikroorganizmalar damar cidarinin zedelenmesine, kanin
disari sizmasina (hemorajilere) neden olurlar. Kan vs. dokularda mikroorganizmalar
¢ok cabuk Ureyerek hayvanin 12-24 saat gibi kisa bir zamanda 6limUne (septisemi)
yol acarlar.

*Uzun suren olaylarda i¢ organlarda bakterinin Gredigi ve yerlestigi yerlerde nekrotik
odaklara rastlanir.

Patogenesis

*Pasteurella infeksiyonlarinda, genellikle, siregen durumlarda diger bakteriler de
(Strep-tokok, Stafilokok, Korinebakteriler v.s.) ise karigarak sekonder olarak rol




oynarlar ve hastaligin seyrinin degismesine ve hem de prognozun agirlagsmasina
sebep olurlar.

*Bazen de tersi olur ve Pasteurella'lar sekonder olarak infeksiyonlarda bulunurlar. Bu
durumun teshiste 6nemi fazladir.

*Pastorellozda etkenin bu kadar ¢abuk gogalmasi ve yayllmasinda "agresin'lerin” rol
oynadigi ileri sirulmektedir. Agresinler fagositoza ve bakteriolizise engel
olduklarindan vicudun direnci gabuk kirlimaktadir.

Klinik Belirtiler

*Hastalik sigirlarda akut, subakut ve kronik tarzda seyreder.

«1- Akut (septisemik) form,

«2- Subakut (6demli) form,

+3- Kronik (pektoral) form.

«1-Akut (septisemik) form: Bu formda hastalik aniden baslar ve kisa zaman iginde
hayvanlari éldurtr. Bu nedenle de genellikle semptomlara rastlamak mumkin olmaz.
«Hastalarda vucut 1sis1 40°C' nin Ustlne cikar.

‘Nabiz zayiflamig, hayvanlar durgun istahsizdirlar.

*Mukozalar siyanoz bir durumdadir. Sonralari kolik ve ishal gézlenir.

*Gaita 6nceleri suludur, sonralar kan izleri igerir.

-Hastaligin diger semptomlari arasinda epitaksis ve hematuria da vardir. Hastalik ya
bu sekilde seyrederek hayvanin 6lumune neden olur veya diger sekiller meydana
gelir.

‘Nekropside: Olimden sonra kaslarda, akcigerlerde, mukoz ve serdz
membranlarda fazla derecede hemorajiler ve i¢ organlarda hiperemiler géze carpar.
Lenf yumrulari sismis ve 6demlidir. Kesit yuzleri kirmizi renktedir. Akcigerlerde
hemorajik odaklara rastlanir. Karaciger ve bobreklerde ¢ok hafif bir bliyime
gorulebilir. Serdz kavitelerde kanli bir eksudat bulunur.

«2- Subakut (6demli) form : Bu hastalik tablosuna subakut olgularda tesaduf edilir.
*Hayvanda bas, boyun, gogus bdlgesinde ve gittikge yayilma egiliminde olan
ddemler meydana gelir. Odemler anus, genital organlar, dil, bacaklar ve eklemlerde
de gorulebilir.

-Odemli yerlerdeki deri gergin, sicak ve agrilidir.

«Gozlerde akut konjonktivitis ve lakrimasyon bulunur.

-Bukkal mukoza hiperemik ve agrilidir. Dil sismig ve agrih bir hal almistir. Rengi koyu
kirmizi esmerdir. Hayvan yutkunamaz ve salyasi agzindan ak.ar.

-Barsakta hemorajik bir enterit bulunur.

*Hayvanlar asfeksi veya kanli ishal sonucu meydana gelen bitkinliklerden olurler.
‘Nekropside; vicuttaki 6demli bélgelerde, deri altinda hemorajik bir infiltrasyon
bulunur. Dil siyanozi renkte, sert ve buyumustar. Kesilince iginden sari-serdz bir sivi
akar. Retrofarangial ve servikallenf yumrularinda; akut bir sisme gézlenir.
Abomasum ve ince barsaklarda hemorajik bir enterit vardir. Barsak igerigi kanlidir.
«3-Kronik (pektoral) form: Hayvanin derecesi 40-41°C' ye ¢ikar, solunum kisa ve
hizhidir; hayvanin genel durumu bozulmustur.

*Hayvan kuru ve agrili bir sekilde dksurur.

-Burundan 6nce mukoz sonralari mukopurulent ve kanl bir akinti gelir.
«Akcigerlerde krepitasyon duyulur.

-Baslangicta bir kabizlik sonra' yerini hemorajik bir ishale birakir ve hayvan
bitkinlikten olUr.

‘Nekropside; Vucuttaki 6demli bolgelerde, deri altinda hemorajik bir infiltrasyon
bulunur. Dil siyanozi renkte, sert ve buyumustur. Kesilince iginden sari-serdz bir sivi
akar. On ve Ust solunum yollarinda kataral bir yangi bulunur. Retrofarengial,
servikallenf yumrularinda; akut bir sisme mugsahede edilir. Abomasum ve ince
bagirsaklarda hemorajik bir enterit vardir.




-Afetzede akciger bodlgesi sertlesmis, kesit yuzu koyu kirmizi-esmer veya kirmizigri
bir manzara arz eder. interlobuler septa kalinlasmig oldugundan damarli bir mermer
manzarasi gorunumdedir. Bu duruma kontagiyoz pleuraponomonida da rastlanir.
Akcigerin diger kisimlari hiperemik ve 6demlidir.

« Laboratuvar muayeneleri

« 1-Bakteriyoskopi: Akut olaylarda, mikroorganizma her yerde bulundugu igin,
gonderilen kalp kani, 6dem sivilari, dalak, karaciger, kemik iligi ve dokulardan
preparatlar hazirlanarak Giemza ile boyanir ve frotide bipolar
mikroorganizmalar aranir. Kronik olgularda mikroorganizmalar daha ziyade
organlarda lokalize olmuslardir. Frotilerde bipolar mikroorganizmalarin
gorulmesi ile kesin teghis konamaz.

« 2-Kiiltur: Gonderilen marazi maddelerden petri kutularindaki kanli agara
veya diger serumlu ve 6zel besi yerlerine ekimler yapilarak 37°C'de 24-48
saat birakilir. Ureyen mikroorganizmalarin koloni morfolojileri, mikroskopik
morfolojileri ve biyokimyasal 6zellikleri incelenir.

« 3-Hayvan deneyi: Gerek gonderilen marazi maddelerden ve gerekse izole
edilen mikroorganizmalardan fare ve guvercine siringalar yapilir. Hayvanlar
virulent suglar 24-48 saat icinde oliirler. Olen hayvanin kanindan froti ve
ekimler yapilarak teshis dogrulanir. Tavsanlar da P.multocida infeksiyonlarina
hassastirlar.

*M.haemolytica koyun, sigir ve domuzlarda enzootik pnémonilere neden olur.

*Son yillarda yapilan toksonomide Pasteurella haemolytica, Mannheimia cinsi
icerisinde yer almistir. P. haemolytica'nin biotip A'si, Mannheimia haemolytica olarak
kabul edilmistir.

Etiyoloji

*M. haemolytica taze izole edilmis kulturlerde P. multocida ile ayni morfolojik
Ozelliklere sahiptir.

*Gram negatif hareketsiz, sporsuz, kapsulli gomakgiklar halinde gurulur.

*Metilen mavisi veya Giemsa ile boyanan bipolar karakteri farkedilirse de P.
multocida kadar bariz degildir.

sLaboratuvarda adi besiyerlerinde kolayca Urer.

*Buyyonu homojen olarak bulandirir ve tupun dibinde tortu olusturur.

*Kati besi yerlerinde 24 saat iginde kenarlari yuvarlak, nemli ve parlak koloniler
meydana getirir.

*At, koyun ve tavsan kanli agarinda beta hemoliz olugtururlar. Bu 6zellik besi
yerlerinde devamli pasajlar ile azalir, fakat hayvan pasajlari ile tekrar kazanilir.
Klinik Belirtiler

*Mikroorganizma kuzularda septisemilere neden olur.

*Akcigerlerde pleuresie ve plora lzerinde fibrin oturmasi géze carpar. Akcigerler
kostalara yapisik bir hal alabilirler.

*Akcigerlerde lenf yumrulari hiperemik ve édemlidir.

*Ser6z ve mukoz membranlarda hemorajiler vardir.

*Plora ve periton boslugunda eksudat bulunur. Bu sivi iginde fazla miktarda
mikroorganizmaya rastlanir.

*M.haemolytica koyun, sigir ve domuzlarda enzootik tarzda seyreden pnomonilere
neden oldugu gibi, koyunlarda gangren6z mastitislere de yol agar.

*M. haemolytica'dan ileri gelen infeksiyonlar gok sayidadir. Bu nedenle buyuk
ekonomik zararlara neden olmaktadir. Hastalik kuzularda septisemi, koyun ve
sigirlarda ise plora-pnémonia tarzinda seyir takip eder. Prognozu P.multocida'daki
gibidir.




*Teshis
*P. multocida'daki teshis ydntemleri burada da aynen uygulanir.

«Sagaltim

*Sulfanamid ve antibiyotiklerle hastalar tedavi edilebilirler.

Koruma

*1-Aktif immunizasyon: Hem monovalan bakteriler (M. haemolytica) ve hem de
polivalan bakterilerle (P. multocida ve M. haemolytica) aktif immunizasyon
saglanabilir.

«2-Pasif immunizasyon: Hiperimmun serumlarla olur. Gerek hasta hayvanlara ve
gerekse profilaktik olarak kullanilabilirler.
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Pasteurella turlerinin mikroskopik gorunumu




Uygulamanin adi

Haemophilus ve Actinobacillus turlerinde gram
boyama ve mikroskopik inceleme

Yapilacagi hafta

2

Uygulamanin temel hedefi

Haemophilus ve Actinobacillus turlerinde gram
boyama ve mikroskopik inceleme

Kullanilacak materyal ve
malzeme adi

Besiyeri, 6ze, 6ze ucu, lam, serum fizyolojik,
mikroskop, bunzen beki, gram boyama seti,
mikroskop, bakteri kultiru, dezenfektan, alkol,
pamuk.

Gerekli olan guvenlik
uygulamalari

Uzun kollu 6nlik, plastik gézlik, koruyucu maske,
lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

*Hemofilus infeksiyonlari, hemofilus grubu mikroorganizmalar tarafindan meydana

getirilen infeksiyonlardir.

*Hemofilus grubu mikroorganizmalarin 6zellikleri laboratuvarda hazirlanan yapay
besi yerlerinde irememeleridir. Ancak, kanda bulunan iki blytime faktorinG iceren
besi yerlerinde Uremektedirler. Bu grup mikroorganizmalarin treyebilmeleri igin tam
kana gereksinimleri nedeniyle bu gruba hemofilus adi verilmistir.

*Hemofilus grubu mikroorganizmalar insan ve ¢esitli hayvanlarda 6zel infeksiyonlara
yol acgarlar ve ayrica cesitli infeksiyonlara katilirlar.

*Hayvanlarda gorilen 6zel hemofilus infeksiyonlarindan énemli olanlari,

—Tavuklarin infeksiy6z korizasi,
—Koyunlarin bronkopndémonisi ve
—Domuzlarin influenzasi' dir.

—Kopeklerin prepisyum eksudatlarindan ve bronkopnémonilerinden de izole

edilmigtir.

*Hemofiluslar ¢ok klicik comak veya kokobasillerdir. Boyutlari 0.3-0.5 x 1.5

mikrometre kadardir.

*Boyall preparatlarda tek tek veya ikiser gorulurler. Eski ve ¢ok pasaj edilmis
kultarlerde pleomorfik flamentler goérilimektedir.

*ilk izolasyonda kimi hemofiluslar kapsiil olusturur. Ancak, olusan kapsdiller
flamentlerin tesekkull ile kaybolurlar.

*Sporsuz ve hareketsizdir.

*Boyalarla kolay boyanmazlar. Sulu karbolfuksin ile boyanir. Gram negatiftir.
*lyi bir Gram reaksiyonu igin sulu karbolfuksin kullaniimalidir.

*Hemofiluslar aerobiktir ve cogu zaman anaerobik kosullarda da Urerler.

*Laboratuvarlarda treyen mikroorganizmalardan farkli bir ireme gereksinimi
gosterirler. Izolasyon igin kullanilan yapay besi yerlerinde X ve V faktorlerinden biri
veya her ikisinin bulunmasi zorunludur.

*X buyume faktéri haemin tabiatinda bir maddedir. Istya dayanikli olan bu bliyime

faktori kanda bulunur.




*Y buyume faktoru bir koenzimdir.

*Difosfopyridine nkleotid (DPN) veya nikotinamid adenin dinlkleotid (NAD)
koenzimi olan V faktoru 1siya dayanikli degildir.

*Kanda bulunur. 70-80°C' ye kadar 1sitilan kanda serbest hale geger. Bu 6zelligi
nedeniyle isitiimis kanl agar (cikolata agar) hazirlanirken besi yeri 70-80°C'de iken
kan katilarak V faktorinin serbest hale gegmesi saglanmaktadir.

*V/ buyume faktora Stafilokoklar tarafindan sentezlenen bir enzimdir.

*Bu ozellik hemofiluslar ile Stafilokoklarin ayni besi yerinde uremeleri sirasinda
satelite fenomeninin olusmasina yol agmaktadir.

*Uremeleri igin V bllyiime faktoriine gereksinim duyan hemofiluslar, bu enzimi
sentezleyen Stafilokoklarla birlikte kati besi yerlerine ekildiklerinde karakteristik bir
ureme meydana gelmektedir.

*Stafilokok kolonilerine yakin olusan hemofilus kolonileri daha bol Grer ve daha
belirgin koloniler olustururlar. Bu olay satellatizm olarak bilinmektedir.

*Hemofiluslarin daha bol Ureyerek belirgin koloniler olusturmalari, yakinlarinda
ureyen Stafilokoklarin dremeleri sirasinda hemofiluslari gereksinimleri olan V
blylUme faktoéri sentezlemeleri ve ortama yaymalarindan ileri gelmektedir.
Stafilokoklar tarafindan sentezlenen buyume faktora stafilokok kolonilerinin hemen
yakinlarina kadar yayilabildiginden ancak stafilokok kolonilerinin ¢cok yakininda
bulunan hemofiluslar bu enzimlerden yararlanmakta ve daha bol bir Greme
gOstermektedir.

*Hemofiluslann Gremeleri icin gerek duyduklari X ve V faktorleri kanda bulunur.

*Ozel olarak hazirlanan ¢ikolata agarda hemofiluslar bol trer ve ¢ok kiiclk seffaf
koloniler olustururlar.

*Ozel olarak hazirlanan Levinthal besi yeri ve Filles besi yerinde hemofiluslar,
cikolata agarda oldugu gibi, bolca Gremektedir. Bu besi yerleri isI ile veya peptik
enzimlerle parcalanan alyuvarlarla hazirlanan besi yerleridir.

*Hemofiluslar dis etkilere direngsizdir. 55°C'de 30 dakikada in aktive olurlar.

*Kapsulli H. influenza suslari 6 serotipe ayrilmaktadir. Ayrimi kimyasal yapisindaki
Ozelliklere gore yapilmistir. Kapsulsuz olan suslar antijenik olarak heterojendir.

*H. parasuis'in 12'den fazla serotipi, H. somnus'un 15 serotipi ve H.
paragallinarum'un yaklasik 9 serotipi identifiye edilmigtir.

*Ruminantlarda bas ve yumusak dokularin, ézellikle dil, dudak, farengeal ve
maksiller lenf yumrularinin sismesi, apselesmesi ve granulasyon dokusunun
olusmasi ile karakterize olan kronik infeksiy6z bir hastaliktir.

*Hastaligin etkeni Actinobacillus lignieresii'dir. Etken ayni zamanda barsaklarin ve
agiz boslugunun bir komensalidir.

Etiyoloji

*Hastaligin etkeni olan Actinobacillus lignieresii'nin bireysel ve koloni morfolojisi
uredigi ortama (sivi ve kati), inkubasyon suresine gore degisiklik gosterir.

*Kati ortamlarda kokokobasil gérinimiune ve pleomorfizme fazla rastlanir.




*Sivi besi yerlerinde ve eski kilttrlerde flamentoz formlarla karsilasilir.

*A. lignieresii'nin boyutlari 0.4x1.2 mikrometre (flamentler 15 mikrometre) olup,
*Gram negatif aerobik (veya mikroaerofilik), hareketsiz, sporsuz ve kapstilstiz bir
mikroorganizmadir.

*Aerobik karakter gosteren etken, mikroaerofilik kosullarda (%10 CO2'li) daha iyi
gelisir.

*Asidorezistans degildir ve bipolar boyanma 6zelligine sahiptir.

Etiyoloji

*Kati ortamlarda 37°C'de 24 saat icinde 1-1.5 mm c¢apinda, kuguk, yuvarlak, Gzerleri
dizgun, mavimsi-gri ve parlak koloniler meydana gelir.

*Zamanla koloniler gelisir, kenarlari ¢entikli olur ve 4 mm c¢apina ulasir.

*Serum, kan ve %10 CO; ureme Uzerine olumlu etki yapar.

*Serumlu sivi ortamlarda, kisa sure iginde (24 saatte) bol ve granuilli bir Greme
gosterir ve dipte tortu meydana gelir.

*TUpun Ust kismi berrak kalir.

Etiyoloji

*Vlcuttaki lezyonlarda ve irinlerde de mikroorganizmaya kuguk, esmer-beyaz
renkteki granuller i¢cinde rastlanir.

*Bunlar aktinomikoz graniillerine benzerler. iki lam arasinda ezilerek boyandiktan
sonra mikroskop altinda muayene edilen granullerin ortasinda Gram negatif
comaklar, buradan disari dogru uzanan Gram negatif, oval veya sise seklinde
mantar elementleri gorulur.

*Aktinomikozisde ortada Gram pozitif difteroid mikroorganizmalar bulunur.

Teshis

-Laboratuvar Muayeneleri Lezyonlardan godnderilen irin materyali laboratuvar
muayeneleri i¢in yeterlidir.

*1-Bakteriyoskopi: Cerahattan bir miktar alinarak petri kutusundaki steril tuzlu suya
konur ve hafif karistirilarak granul aranir. Grantller iki lam arasinda ezilir ve lamlar
Gram boyama yontemi ile boyanirlar. Ortada Gram negatif mikroorganizmalar ve
buradan disari dogru uzanan Gram negatif mantar elementleri Aktinobasillozis'den
stiphelendirir. Natif muayene icin bir granil lam Uzerine konur ve buna 2-3 damla
%10 NaOH damlatilir. Uzerine lamel konularak bastirilir ve ezilir. Kiiglik blyitme ile
muayene edilir.

Teshis

«2-Kultiir: Yikanmis granullerden 6-7 tane alinarak, steril bir saat cami iginde (veya
lam Gzerinde) ezilir. Buradan Mac Conkey agar ve kanli agar gibi kati besiyerleri ile
sivi ortamlara ekimler yapilir. Aerobik ve ayrica mikroaerofilik (%10 CO2) kosullarda
kultir yapihir. Ureyen koloni ve Kkiiltiirler Actinobacillus lignieresii  yoniinden
incelenirler.

*3-Hayvan deneyi:  SUpheli  kolonilerden  veya grantllerden  yapilan
suspansiyonlardan erkek kobaylarin peritonu igine siringa edilir. Hayvanlarda
Strauss reaksiyonuna benzeyen orsit tesekkil eder ve 7-8 giunde Olurler. Buradaki
lezyonlardan froti ve kulttrler yapilir.

*4- Serolojik testler: Hayvanlarda serolojik teshise yeterli oranda antikorlar
olusmaz.
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Haeméphilus turlerinin mikroskopik géranimda
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Actinobacillus turlerinin mikroskopik gorunumu




Uygulamanin adi Taylorella ve Bordotella turleri ve Gram boyama ile

incelenmesi, kolonilerinin incelenmesi

Yapilacagi hafta 3

Uygulamanin temel hedefi Taylorella ve Bordotella turleri ve Gram boyama ile
incelenmesi, kolonilerinin incelenmesi

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

malzeme adi mikroskop, blinzen beki, gram boyama seti,
mikroskop, bakteri kultlrl, dezenfektan, alkol,
pamuk.

Gerekli olan guvenlik Uzun kollu 6nlik, plastik gézlik, koruyucu maske,

uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

Hastaligin etkeni, Alcaligenaceae familyasi igerisinde yer alan Taylorella
cinsine ait yeni bir tir olan T.equigenitalis'dir.
Gram negatif, hareketsiz, sporsuz, aside dayaniksizdir ve etrafinda belli bir
kapsulu yoktur.
Boyali preparatlarda kokoid, kokobasil ve ¢ok kuguk comakgiklar halinde
gorularler.
Mikroorganizma en iyi 37°C'de mikroaerofilik kosullarda (%5-10 CO2'li) ve
cikolata agar Uzerinde Uremektedir.
At kaninda (%5-10) hazirlanan Eugon c¢ikolata agarn (at kani 80°C'de 10
dakika isitilarak), izolasyon ve Uretmek igin uygun bir besi yeridir.
Etken cikolata agar Uzerinde 48 saat iginde gdzle gorulebilecek buyuklikte,
0.3-1 mm capinda, kenarlari duzgun, yuvarlak, parlak, kokusuz, konveks ve
gri-beyaz renkte koloniler meydana getirir.
infeksiyonun bir bélgeden digerine veya bir (ilkeden ébiiriine bulasmasinda

B infekte hayvanlarin,

B portorlerin,

B gizli infektelerin,

B saglam gorunuslu tasiyicilarin rolleri dGnemlidir.
Digilerin klitorial fossa ve Kklitorial sinuslar da fazla miktarda etken
barindirmaktadir.
Aygirlarda, o6zellikle, prepisyum, penis, fossa uretra ve preejakulator
sivisinda mikroorganizma bulunmaktadir. Ancak mikroorganizmay! esas
olarak uretral fossanin barindirdigi ve buradan diger kisimlarin bulagsacagini
bildiren arastirmacilar da vardir.
Erkekler, genital organlarinin c¢esitli yerlerinde etkeni tasimalarina kargin
herhangi bir klinik belirti gostermezler.
Enfekte olmus damizliklar ve kisraklar hastaligin temel rezervuarlaridirlar.
infeksiyonun bakteriyle bulagmasi, genellikle, koitus esnasinda meydana
gelir.
Dogal infeksiyonlar sonu yavru atma bildiriimemisgtir.
infekte hayvanlarda da gebe kalma orani gok diiser (%35-37) ve bu durum
da buyuk ekonomik kayiplara yol acgar.
infeksiyona ilk kez yakalanan digilerde, ikinci veya daha sonraki hastalik
durumlarina oranla, ¢ok daha belirgin bir klinik tablo geligir. Hastalgi
gecirenlerin kanlarinda antikor olmasina karsin, bunun koruyucu olarak hig bir
roli olmamakta ve hayvanlar ikinci kez tekrar hastalanabilmektedirler, Ancak,
bu son hastallk daha az belirgin olmakta ve kisa slrede iyilesmektedir.




Mikroorganizmanin sagilma orani daha az ve suresi daha kisa olmaktadir.

B Kendiliginden iyilesen veya sagaltilan hayvanlar uzun sure etkeni ¢ikarirlar ve
genital organlarda barindirilirlar (portor).

B infekte disilerden dogan yavrular saglam olmalarina karsin viicut
yuzeylerinde fazlaca etken bulunur, bdyle hayvanlar da bulasmada rol
oynarlar.

B Disiler, infekte aygirlarla temasta, kisa bir sure icinde (2-6 glin) klinik belirti
gosterirler ve 6strus donemine girerler. Kizginlik doneminde olanlarda vaginal
veya servikal akintilar daha fazladir.

B Kontagiydz equine metritis genital sistemde bazi Onemli histopatolojik
bozukluklar meydana gelmektedir.

B Akut olgularda, vagina ve serviks mukozasi hiperemik ve uzerinde
mukoid bir eksudat bulunmaktadir.

m infeksiyonun uterusa yayildigi durumlarda, uterus mukozasi Uzerinde
de benzer mukoid salglya rastlanir. Histopatolojik ydnden yapilan
muayenelerde, hicrelerde fokal bozukluklar goézlenir. Laminal epitelyal
hicrelerde proliferasyon ve basal bolgelerinde c¢esitli derecede
vakuolizasyon goze carpar. Vakuoller icinde debris, granul er materyal
ve dejenere olmus IOkositlere rastlanir. Ayrica, luminal hucrelerin
arasinda ve stratum compactum'da polimorf nukleer |I6kositler (PNL)
bulunur. Stromada ise mononukleer hicre infiltrasyonu daha
belirgindir.

Teshis

A) Klinik Teshis

mKontagiyoz equine metritisli yukarida bildirilen klinik bulgulara gore tanimak
oldukga kolaydir.

mProteus mirabilis ve Klebsiella aerogenes'den ileri gelen ve saf kan atlarda
rastlanan genital infeksiyonlarin varligi bir cok kez rapor edilmistir.

mS. abortus equi abortuslara ve

mR.equi endometritislere neden olabilmektedir.

mMikoplasmalar (M. equigenitalium, M. subdolum, M. equirhinis vs.) ve
mAcholeplasmalar (A. laidlawii, A. equifetale, A. hippikom, A. oculi) atlarda
genital infeksiyonlara yol agarlar.

Teshis

B) Nekropsi Bulgulari

BVaginal ve servikal eksudatlar, dig genital organlardaki hiperemi ve
endometriumdaki histopatolojik bozukluklar ve ayrica, biyopsi materyallerindeki
polimorf nukleer I16kositlerin fazlali§i teshise yardimci olur.

Teshis

A) Laboratuvar Teshis

mCEMO'yu izole ve identifiye edebilmek igin

mdisi hayvanlarin genital kanallarinin gesitli yerlerinden (vagina, serviks, uterus,
fossa Klitoris, klitarial sinuslar)

merkeklerden de prepisyum, penis, fossa uretralis, uretra ve preejakular sivi) ve
mserviko-vaginal akintilardan steril svablar (eklUvyonlar) alinarak o6rneklemeler
yapllir.

mOrneklerin en geg 20-24 saat icinde ekimleri yapilir.

mAyrica, akintilardan da 4-5 lam Uzerinde ince preparatlar hazirlanir.

mSerolojik yoklamalar i¢in hayvanlardan kan alinarak serumlari gikarilir.

Teshis

A) Laboratuvar Teshis

BBAKTERIYOSKOPI:

BUterus ve serviko vaginal eksudatlardan hazirlanan preparatlardan bir kismi Gram,
digerleri Stamp ve Giemsa boyama teknikleri ile boyanirlar. Gram'la boyananlarda,




Gram negatif kokoid-kokobasil gérinimunde sporsuz mikroorganizmalar aranir.
Teshis

A) Laboratuvar Teshis

sKULTUR:

mAseptik kosullar altinda alinarak laboratuvara getirilen svablar asagidaki tarzda
ekime tabi tutulurlar.

ma) %10 at kanindan hazirlanmis Eugon ¢ikolata agar (streptomisin’ li, 200 mg/ml).
mb) %10 at kanindan hazirlanmis Eugon ¢ikalata agar (streptomisinsiz).

aC) Eger kontaminasyon fazla ise, Eugon cikolata agara streptomisin (200 mg/ml) +
klindamisin (5 mg/ml) + amfoterisin (4 mg/ml) katilarak kullanilir.

sSvablar, dnce a) ve b) maddelerinde bildiri-len gikolata agara ekilirler. Petri kutulari
% 5-10 CO2'li ortama birakilarak Uremeleri icin bir hafta kadar rutubetli (%70-80)
etlvde tutulurlar.

mEJer svablarin kontamine olduklari disltnuliyorsa, svablar ¢) maddesindeki besi
yerine ekilir ve ayni mikro-aerofilik kosullarda inkube edilirler.

sGram negatif, hareketsiz,  kokoid-kokobasil, sporsuz ve kapsulsiz
mikroorganizmalar T. equigenitalis yonunden incelenir
Teshis

A) Laboratuvar Teghis

mSEROLOJIK TESTLER:

minfeksiyonun serolojik ydnden teghisi igin gesitli testlerden yararlanilmaktadir.
maglutinasyon (lam ve tlpte) ve

mkomplement fikzasyon reaksiyonu. Gerektigi durumlarda

mdirekt ve indirekt fluoresan antikor,

mindirekt hemaglutinasyon,

manti-globulin,

mELISA ve

mkoaglutinasyon teknikleri de kullanilabilir.

B Bordetella cinsi igerisinde yer alan bakteriler kligik Gram negatif tarzda olup
Ozellikle, Gst solunum yolu mukoz membranlarinda komensal bir yasam
surdarurler.

B Zorunlu aerobik, zenginlestiriimemis besi yerlerinde ve Mac Conkey agarda
ureyebilen, katalaz ve oksidaz pozitif, hareketli bakterilerdir.

B Toksijenik suslari memeli eritrositlerini aglutine etme 6zelligine sahiptirler.

B Bu grubu olusturan bakterilerden

B B. pertussis insanlarda bogmaca,

B B. parapertussis insanlarda bogmaca benzeri infeksiyonlar,

B B. bronchiseptica kopekler basta olmak Uzere domuz, kedi yavrulari,
at, tavsan ve kemirici laboratuvar hayvanlarinda solunum yolu ile iligkili
infeksiyonlar ve

B B. avium ise hindilerin koriza hastaliginin etkenidirler.

B B.bronchiseptica normal olarak kdpeklerin solunum yolunda bulunan
mikroorganizmadir.

B Bulasma, solunum yolu sekresyonlariyla direk temas veya aerosol olarak
sekillenir.

B Etkenin mekanik olarak transferinde, kontamine gida, igme suyu, kopek
kulUbelerindeki fomitler, kuglk evcil hayvan satis yerleri ve hayvan
barinaklarinin rola vardir.

B Hastaligin morbiditesi %50 olmakla birlikte mortalite orani diguktar.

B Hastalik etkeni klinik olarak iyilegseler bile, hastalarin solunum yollarindan
aylarca etrafa yayilabilir.

B Lezyonlardan B. bronchiseptica’nin izole ve identifiye edilmesi ile teshis
kesinlesir.




izolasyon igin glukoz, penisilin ve mycostatin katilmis MacConkey besiyeri ve
koyun kanli agar kullaniimaktadir.

Bordetella tarlerinin mikroskopik gérunimu




Uygulamanin adi Neisseria ve Francisella turlerinin laboratuar tanisi

Yapilacagi hafta 4

Uygulamanin temel hedefi Neisseria ve Francisella turlerinin laboratuar tanisi

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

malzeme adi mikroskop, bunzen beki, gram boyama seti,
mikroskop, bakteri kultlrl, dezenfektan, alkol,
pamuk.

Gerekli olan guvenlik Uzun kollu 6nlik, plastik gézlik, koruyucu maske,

uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

® Neisseria genusu iginde su turler bulunmaktadir:

® N. animalis, N. bacilliformis, N. canis, N. cinerea, N. denitrificans, N.
entiae, N. elongata, N. flava, N. flavescens, N. gonorrhoeae, N.
iguanae, N. lactamica, N. macacae, N. meningitidis, N. perflava, N.

pharyngis, N. polysaccharea, N. sicca, N. subflava, N. weaveri.

o®Neisseria genusunun Uyeleri, O,6 x 1,0 ym capinda koklardir ve c¢ogunlukla
diplokok formunda bulunurlar.

e®Bazi suslar kapsulli ve fimbrialidir.

oOptimal Greme 1silari 35-37°C'dir.

eCogu turler nutrient agarda ureyebilir ve kuguk, seffaf "S" tipli veya kuru, besiyerine
yapisan koloniler olustururlar.

oOksidaz ve katalaz aktivitesine sahiptirler.

eBu cinsin en onemli antijenik komponenti yuzey polisakkaridleridir ve
serotiplendirmede kullanilir.

oNeisserialar fimbria ve adhezinleri sayesinde mukozalara adapte olmus
mikroorganizmalardir.

ON. canis kopek ve kedilerin bogaz florasinda bulunur ve bu hayvanlar tarafindan
Isirilan insanlarda lokal deri infeksiyonlarina neden olur.

®Diplokok seklindedir ve "S" tipli, acik sari renkli ve kuru koloniler olusturur.
[

®Glukoz ve laktoz negatif, nitrat pozitiftir.

® Francisella cinsi icinde,
O insan ve hayvanlarin tularemi ve tavsanlarin, geyiklerin sinek hummasi
gibi isimlerle tanimlanan infeksiyonunu olusturan F. tularensis ve
O sulardan izole edilen F. novicida ile F. philomiragia turleri
bulunmaktadir.

® Hayvan saghgi agisindan 6nem tagiyan F. tularensis'in rezervuar konakgilari
O tavsan gibi kemirici hayvanlar,
O kanathlar
O geyiklerdir.

® ki alt tipinin bulundugu ortaya konulmustur. Bunlar;

® F. tularensis subsp. tularensis ¢ok virulent Tip-A suglari - insan ve hayvanlarin

klasik tularemi hastaliginin nedenidir. Bu tip suslar Kuzey Amerika'ya hastir.
® F. tularensis subsp. halarctica ise dusUk virulansa sahip Tip-B suslari olup




insan ve hayvanlarda daha hafif seyirli hastaliklara yol agarlar. Bu tip suslar
Kuzey Amerika, Avrupa ve Asya'da bulunmaktadir.
® Kene, bit, pire, tahta kurusu ve kan emici sinekler vasitasiyla da bulasma
olabilir.
® Bu infeksiy6z hastalik basta A.B.D. olmak tGzere Avrupa ulkelerinde Rusyada,
Japonyada ve Ulkemizde de bulundugu tespit edilmigtir.
® Hastaligin ¢cikisinda mevsimlerin de rolli vardir. Ozellikle yaz aylarinda
® icme ve kullanma sulari etkenin bulasmasi ve yayilisinda 6nemli rol
oynamaktadir.
® Etken agiz, burun ve g6z mukozasi ve deriden girebilir.
TESHIS
O A- Klinik teshis
®Hayvanlarin derisi Uzerinde fazla keneye rastlanmasi bu hastaliktan
suphelendirebilir.

®B-Nekropsi bulgulari
® Tularemide nekropsi bulgulari kesin teghis igin yeterli degildir.

®C- Laboratuvar muayeneleri
o 1-Bakteriyoskopi: Sismis lenf yumrulari, dalak ve diger i¢c organlarla keneler
bakteriyolojik yoklamalar i¢in gonderilir. Materyallerden hazirlanan frotilerde etkeni
tespit etmek mumkun degildir.
® 2-Kaltar:
® Lenf yumrular, kene, dalak ve diger i¢ organlardan uygun besi yerlerine
ekimler yapilarak etkenin izolasyonuna caligilir. Ureyen bakteriler F. tularensis
yonunden incelenerek identifikasyonu yapilir.

® 3-Hayvan deneyi:

® Marazi maddelerden veya besi yerlerinde uUreyen etkenlerden kobay ve diger
laboratuvar hayvanlarina inokulasyon yapilarak kesin teshise varilir.

® 4-Serolojik testler: Hasta veya hastaligi gecirmis olan hayvanlardan gonderilen
kan serumlarina aglutinasyon testi uygulanir.

® Koyunlarda 1/80 ve yukari titredeki aglutinasyon reaksiyonu pozitif olarak
kabul edilir.

® Hasta koyunlarda bu titre 1/640 ile 1/1500 arasinda degisir.




Francisella turlerinin mikroskopik gorunumdu




Uygulamanin adi Legionella ve Coxiella turlerinin Gram boyama ile

incelenmesi

Yapilacagi hafta 5

Uygulamanin temel hedefi Legionella ve Coxiella turlerinin Gram boyama ile
incelenmesi

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

malzeme adi mikroskop, bunzen beki, gram boyama seti,
mikroskop, bakteri kultiru, dezenfektan, alkol,
pamuk.

Gerekli olan guvenlik Uzun kollu 6nlik, plastik gézluk, koruyucu maske,

uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

Legionellaceae familyasinda yer alan Legionella cinsine bagh 36 tir ve 47
serogrup bulunmaktadir.

Legionella turleri arasinda Legionella pneumophila en fazla bilinenidir. Bu tlre
ait 3 alt tur (pneumophila, fraseri ve pascullei) saptanmigtir.

Legionella spp. ¢evrede ¢ok yaygin olarak bulunur. Suyun bulundugu her
tlrld cevrede rastlanabilir.

Legionella infeksiyonlari genellikle insanlarda ve ender olarak da hayvanlarda
gorulen akut, infeksiydoz karakterde bir hastaliktir. Etkeni ¢ogu zaman L.
pneumophila‘dir.

insanlarda pnémoni veya daha hafif bir atesli hastalia (Pontiac atesi) neden
olur.

Legionella cinsine bagh etkenler;

aerobik,

Gram negatif,

2-20 mm x 0,3-0,9 mm yada daha buyuk,

sporsuz,

kapsulsuz,

hareketli,

kokobasil seklinde bakterilerdir.

Legionella'lar;

Katalaz pozitif,

® oksidaz negatif veya zayif pozitif,
® nitrat negatif,

® (reaz negatif,
[
[
[

jelatinaz pozitiftir.
Karbonhidratlari fermente ve okside etme yetenekleri yoktur.
Hucre duvarinda dallanmis yag asidi zincirleri fazladir.

Teshis

OKlinik bulgular ve nekropsi ile teshis icin yetersizdir.

®L aboratuar muayeneleri olmadan teshis koymak oldukga gugtur.

®Balgam, trakeobronsiyal aspirasyon sivilari, plevra sivisi ve bagta akciger olmak
Uzere lezyonlu dokulardan alinan otopsi drnekleri marazi madde olarak laboratuara
gonderilir.

®Direk fluoresan antikor teknigi cabuk tanida yardimci olabilir.

Teshis
®Kesin tani icin kultir yapilmasi, etkenin izolasyonu ve identifikasyonu gerekir. Besi




yerlerine ekim yapilarak %2,5 CO2'li ortamda 36°C de 10-14 gin inkube edilir.
Ureyen koloniler biyokimyasal dzellikleri ydniinden incelenider.
®| atex aglutinasyon kitleri cabuk tani igin yararlidir.
OPCR tabanli molekuler teknikler son zamanlarda kullaniimakta ve teshisi
kolaylastirmaktadir.
B Coxiella cinsi mikroorganizmalar;
B Gammaproteobacteria sinifinda,
B [egionellales takiminda,
B Coxiellaceae familyasina aittirler.

B Coxiella cinsinde 6nemli patojenik tar C. burnetii'dir.

B Evcil hayvanlardaki bu infeksiyon, yakin iligkili insanlarda bir meslek hastaligi
olarak gorulmektedir.

B Keneler, C. burnetii igin bir vektor gorevi yapip 6zellikle Dermacenter, Argasid
ve Haemaphysalis cinsleri etkenin yayillmasinda énemli rol oynamaktadir.

B Ancak, etken dogada bir ara konakgiya gerek olmadan da yayilabilmektedir.

B Hayvanlarda hastalik, daha c¢ok subklinik seyrettiginden hayvanlar arasi
bulasma daha kolay olmakta ve insanlar i¢cin de devamh bir infeksiyon
kaynagi olusturmaktadir.

B C. burnetii ruminantlarin disi genital bolgelerine ve meme bezlerine yerlesir ve
cogalir.

B infekte hayvanlar uterus akintilariyla, fotal sivilariyla ve sutleriyle intermittant
veya devamli olarak organizmalari yayarlar.

B Etkenin infekte hayvanlarin atik yavru suyu, plasenta, idrar, diski, sut ve her
tarld bulasik Urunlerinden diger hayvanlara ve insanlara gegmesi mumkun
gorunmektedir.

B C. burnetii'nin aerosol yolla bulagsmasi evcil hayvanlar ve insanlarda yaygin
olarak gorulmektedir.

B Sindirim yoluyla da bulasma olmaktadir.

Teshis
mA- Klinik Teshis
mEvcil hayvanlarda Q hummasinin tanimi igin klinik belirtiler yeterli degildir.

mB- Nekropsi Bulgulari
mSigir, koyun, kegi ve kopeklerde genelde higbir belirti gdostermeden seyretmesine
ragmen az da olsa plasentitis, fotusta granulamatéz hepatitis, myokarditis ve
interstitiel pneumoni lezyonlarina rastlanmaktadir.
B C-Laboratuvar Muayeneleri
B Laboratuar muayeneleri icin kan, sut, idrar, plasenta, atik yavru gibi drnekler
alinir.

B 1-Bakteriyoskopi: Plasental doku ve uterus akintilarindan yapilan ve Modifiye
Ziehl Neelsen yontemi ile boyanan preparatlarda kuguk kirmizi kokobasiller
cisimcik kumeleri goruldr.

B 2-Kdltdr: C. burnetii kobay ve fare, hicre kuilturleri ve 5-7 gunlik embriyolu
yumurtalarin  yumurta sari keselerinde kulture edilebilir. Kobaylara
intraperitoneal inokulasyon yapilabilir. Canli kalan hayvanlarda bir kan 6rnegi
2-3 hafta sonra antikor igerebilir. Yumurtalarda, doku kiltirinde ve deneme
hayvani  dokularinda  direkt immunofluoresans  boyama izolatin
tanimlanmasinda kullanilabilir.

B 3-Serolojik testler: C. burnetii'nin serolojik teshisi igin komplement fikzasyon
testi, indirekt immunofluoresan, ELISA ve bir kompetetif immunoassay
kullanilabilir.




B 4-Molekuler tani: Referens laboratuvarlarinda yapilan polimeraz zincir
reaksiyonu dokulardaki az sayida organizmanin saptanmasinda kullanilabilir.

Coxiella tarlerinin mikroskopik gorunumda




Uygulamanin adi Moraxella ve Acinetobacter tirlerinin

preparatlarinin incelenmesi

Yapilacagi hafta 6

Uygulamanin temel hedefi Moraxella ve Acinetobacter turlerinin
preparatlarinin incelenmesi

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

malzeme adi mikroskop, buinzen beki, gram boyama seti,
mikroskop, bakteri kultirt, dezenfektan, alkol,
pamuk.

Gerekli olan guvenlik Uzun kollu 6nlik, plastik gézlik, koruyucu maske,

uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

r
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Moraxellaceae familyasi, Proteobacteria'larin, gamma-proteobacteria grubu
icinde yer alir.

Moraxelaceae familyasinin tyeleri Gram negatif, aerob, sporsuz, hareketsiz
ve aside direngsizdir.

Bazi turlerde kapstl bulunabilir ve ¢odu fimbrialidir.

Tek tek veya ikili kok, kokoid veya kisa gomakgiklar seklindedirler.

Optimal dreme isilari 32-37°C'dir.

Moraxellaceae familyasinin ¢ogu uyeleri genellikle sicak kanlilarin mukoz
membranlarina adapte olmuslardir.

En cok Ust solunum sistemi, farinks, adiz ve g6z mukozasina yerlesir ve
buralarda gogunlukla sporadik infeksiyonlara neden olurlar.

Bu familya icinde hayvanlarda infeksiyonlara neden olan veya floralarinda yer
alan 3 cins (Genus) bulunur; Moraxella, Acinetobacter ve Psychrobacter.

M. bovis Moraxella genusunun Moraxella subgenusu' i¢cinde yer alir.

M. bovis kat, kalin, uglari yuvarlak tek veya ikili kisa gomakgiklar seklindedir
ve uguca eklenerek kisa zincirler olusturabilir.

Suslarin ¢gogu fimbriahdir.

Ureme gereksinimleri komplekstir; ve zenginlestiriimis kanli veya serumlu
besiyerlerinde urer.

Fimbriali suglar kanli agarda konveks ve basik, 1-3 mm ¢apinda hemolitik
koloniler olustururlar.

M. bovis infeksiyonlarinin kaynagi infekte hayvanlarin gbézyasi ve burun
akintilaridir.

Bulasma hayvandan hayvana direkt temas yoluyla veya mekanik vektor
sinekler vasitasiyla olur.

Morbidite bazi surtlerde %80’e kadar ulasabilir.

infeksiyon yaz aylarinda kisa gére daha sik gérilir. Bunup nedeni giinesin
UV isinlarinin infeksiyona duyarliligi arttirmasidir.

Teshis
sA-Klinik Teshis

=»GOzdeki infeksiyon belirtileri herhangi bir asamada olabilir ve belirtilerin her biri
infeksiyoz keratokonjunktivitisten suphelendirir. Ancak, bu lezyonlarin sadece M.
bovis infeksiyonuna spesifik olmadigini unutmamak gerekir.

=B-Patolojik Bulgular




sinfeksiyonda, konjunktivitis ve llseratif keratitise 6zel patolojik belirtiler ortaya cikar.
=Histopatolojik bakida, hastaligin donemine gore, epitel hucrelerinde piknoz, nekroz,
yangisal reaksiyonlar ve hicre infiltrasyonlari dikkati ceker.

C- Laboratuvar Muayeneleri:

L
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Laboratuvara muayene amaciyla gbzyagi akintisi veya gobze deddirilen
ekuvyonlar gonderilir.

1-Bakteriyoskopi:

Gobzyasl akintisindan hazirlanan slrme preparat Gram yontemi ile
boyandiginda, Gram negatif, kisa-kut, ¢ogunlukla ikili kisa ¢omakgiklar
goralUr.

2-Kultur:

GoOzden alinan materyallerden kanli agara veya 2,5 pg/ml kloksasillin iceren
selektif kanli agara ekim yapilir. Patojenik suslar iki gun icinde besiyeri
Uzerine yapisan ve besiyerinde iz birakan, hemolitik ve 1-3 mm c¢apinda
koloniler olustururlar. Ayrica Tween 80 diferensiyel besiyeri kullanilabilir.
Etken, morfolojojisi, negatif nitrat, pozitif oksidaz, jelatin ve litmus sut
Ozellikleri ile benzer bakterilerden ayrilir.

3-Hayvan deneyi:

M. bovis laboratuvar hayvanlarindan sadece farelerde UV radyasyonu ve
kortikosteroid uygulamasindan sonra deneysel infeksiyon olusturabilir. Bu
yontemin rutin teshiste degeri yoktur.

4-Serolojik testler:

M. bovis'e karsi olugsan antikorlar ELISA, immunodifizyon ve pasif
hemaglutinasycn testleri ile saptanabilir, ancak pratikte teshis amaciyla
serolojik test kullaniimamaktadir.

Acinetobaeter turleri toprak, su ve hayvanlarin c¢evresinde yaygin olarak
bulunan bakterilerdir.

A.calcoaceticus turt disinda 21 yeni Acinetobaeter turu belirlenmistir:
A. baumannii, A. bylyi, A. bouvetii,
A. gerneri, A. glutaminasificans, A. grimontii, A. haemolyticus, A. johnsonii, A.
junii,
A. lwoffii, A. marinus, A. parva,
A. radioresistens, A. rhizosphaerae,
A. schindleri, A. seohaensis, A. tandoii,
A. tiernbergiae, A. towneri, A. ursungii,
A. venetianus.
McConkey agarda Uremez.
Penisiline direnglidir.
A.calcoaceticus'un 6 biyotipi vardir ve bazi kaynaklar bunlari ayri turler olarak
degerlendirir.
Glukoz negatif suslara A. Iwofii adi da verilir.
A.calcoaceticus'un Klinik suslarinin cogu beta-laktam grubu antibiyotiklere,
gentamisine ve tetrasiklinlere direnglidir.
A.calcoaceticus, hayvanlarin yasadigl ¢evrede ¢ok yaygin olarak bulunur ve
immun sistemi baskilanmis hayvanlarda c¢ok cesitli sporadik infeksiyonlara
neden olur.
Hayvanlarda su vakalardan izole edilmigtir:
» Atlarda; myositis, septisemi, hematuri, abortus ve infertilite.
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Sigirlarda; abortus, menenjit, pnédmoni, metritis ve mastitis.
Koyunlarda; septisemi

Kdpeklerde; septisemi, otitis, menenijitis, konjunktivitis ve bogaz apsesi
Domuzlarda; septisemi ve abortus.

Tavsanlarda; bronkopndmoni ve metritis.

Tavuklarda; septisemi, perikarditis ve pnémoni.

»
t.
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Moraxella turlerinin mikroskopik gorun
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Acinetobacter tirlerinin mikroskopik gérUnUmU.




Uygulamanin adi Vibrio infeksiyonlarinda 6rnek alimi klinik tani

prosedurunin belirlenmesi
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Uygulamanin temel hedefi Vibrio infeksiyonlarinda ornek alimi klinik tani
prosedurdnun belirlenmesi

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

malzeme adi mikroskop, bunzen beki, gram boyama seti,
mikroskop, bakteri kultiru, dezenfektan, alkol,
pamuk.

Gerekli olan guvenlik Uzun kollu 6nlik, plastik gézlik, koruyucu maske,

uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

(m
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Vibrionaceae familyasi, Proteobacteria'lara bagli Gammaproteobacteria
grubu i¢inde yer alir.

Vibrionaceae familyasi iginde;

Gram negatif,

duz veya egri gomakgik seklinde,

hareketli,

sporsuz ve

aside direncli olmayan mikroorganizmalar yer almaktadir.

Aerobik kogullarda ve genellikle basit besi yerlerinde ureyebilirler.

Vibriolar duz veya kivrik gomakgiklar seklinde mikro organizmalardir.

Kihfli flagella ile aktif hareket ederler.

Sivi besi yerlerinde monotrik, kati besi yerlerinde peritrik flagella olustururlar.
Lateral flagellalar kilifsiz ve polar olanlara gére daha kisa ve farkl protein
yapisindadir.

Cogu suslarin Greme gereksinimleri mineral madde, tuz ve glikozdan ibarettir.
Alkali kogullarda pH 10'a kadar toleranshdirlar.

Tdm suglar 20°C'de, ¢ogu 30°C'de memelilerde infeksiyon olusturanlar 37
°C'de urerler.

Kati besi yerlerinde 18-24 saat icinde dizgun kenarli, konveks, kirli beyaz
renkli S tipli koloniler olustururlar.

Tum suglar glukoz, fruktoz, maltoz ve gliserolu kullanirlar.

Glukoz fermentasyonu sonucu asidik ve nétral son urtnler olusur.

Cogu sus oksidaz pozitiftir.

TUm tarler vibriostatik ajan 0-129'a duyarhdir.

Patojenik V. cholerae O:1 mukozal hlcrelerinin iyon transportunu bozarak,
hastalikta gorulen gsiddetli sekrotorik ishale yol acar.

O:1 serovari icinde bilinen gruplara girmeyen ve toksin uretmeyen non-
patojenik suglar da vardir.

O:1 disinda kalan diger V. cholerae serovarlari ise kolera toksini Uretmez,
fakat enterotoksin vasitasiyla ishale neden olabilir. Bu serovarlar genellikle
epidemi ve pandemilere neden olmazlar.

V. cholerae kaynagi sulardir, bulasma genellikle su ve kontamine su ile
bulagik gidalar vasitasiyla olur.




Vibrio turlerinin mikroskopik gérunumu




Uygulamanin adi Aeromonas turlerinin preparatlarinin incelenmesi
ve laboratuar teshis prosediru

Yapilacagi hafta 8

Uygulamanin temel hedefi Aeromonas turlerinin preparatlarinin incelenmesi
ve laboratuar teshis prosediru

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

malzeme adi mikroskop, bunzen beki, gram boyama seti,
mikroskop, bakteri kultiru, dezenfektan, alkol,
pamuk.

Gerekli olan guvenlik Uzun kollu 6nlik, plastik gézlik, koruyucu maske,

uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

» Aeromonadaceae familyasi, Succinivibrionaceae familyasi ile birlikte
> Proteobacteria'larin
» Gammaproteobacteria grubu

icinde yer almaktadir.

Gram negatif,

yuvarlak uc¢lu diz veya egri comakgiklar seklinde,
hareketli,

sporsuz ve

aside direncli olmayan bakterilerdir.

VVVVY

»Hareketsiz ve psikrofilik Aeromonaslar ise

¢A. salmonicida ve alt turlerini kapsamaktadir.

>

»Aeromonas'lar 0,3-1,0x1,0-3,5 um boyutlarinda,

» Comakgik seklinde Gram negatif mikroorganizmalardir.

»Fakultatif anaerobturlar.

»Karbonhidratlari respiratorik ve fermentatif yolla metabolize ederler.

» Oksidaz, katalaz ve nitrat pozitiftirler.
»Vibriostatik ajan O-129'a direnglidirler.
» Tam tirler glukoz ve maltoz pozitif, ksilol, dulsitol ve adonitol negatiftir.
»Tam suslar jelatinaz, DNAaz, RNAaz ve esteraz aktivitesine sahiptir.
> Nutrient agar icinde dizgun, yuvarlak kenarli, konveks, pigmentsiz, 0.5-2.0
mm ¢apli, S tipli koloniler olustururlar.
» Cogu suslar kanl agarda hemoliz yaparlar.
» Hareketli Aeromonas turlerinin timu;
® mannitol, trehaloz, fruktoz, galaktoz, dekstrin, nisasta, lesitinaz,
fosfotaz ve ONPG pozitif;

® sorboz, eritrol, raffinoz, ornitin dekarboksilaz, triptofan ve fenilalanin
deaminaz negatiftirler.




Teshis

Hareketli Aeromonas turlerinin dogal yasam ortamlari deniz ve tatli sulardir.
Bu bakteriler lagim sularindan kaynak sularina kadar her turli su 6rneginde
bulunabilirler,

@ Kirli sularda daha ¢ok A. caviae,

® Temiz sularda ise daha ¢ok A. hydrophila ve A. sobria
Sularda hareketli Aeromonas orani sicak mevsimlerde yukselir, soguk
mevsimlerde duser.
Sulardaki yaygin varligi nedeniyle, etkenler tath su ve deniz baliklarinin,
kabuklu hayvanlarin ve amfibianlarin bagirsak florasinda ve vucut
yuzeylerinde bulunurlar.
Bu turler arasinda en ¢ok A. hydrophila suglarina rastlanir ve hayvanlar
arasinda genellikle temas yoluyla bulagir.

»A- Klinik Teshis

»>Su hayvanlarinda ve memeli hayvanlarda gorilen klinik belirtiler diger Gram
negatif bakteri infeksiyonlarinda da ortaya ¢ikar.

»B-Nekropsi Bulgulari

»>Su h
bakteri

Y VYV VYV

ayvanlarinda ve memeli hayvanlarda gorulen lezyonlar, diger Gram negatif
infeksiyanlarinda da ortaya c¢ikar.

C-Laboratuvar Muayeneleri

Muayene amaciyla hasta veya Olu baliklar, memeli hayvanlarin kan ve digki
ornekleri laboratuvara goénderilir.

1-Bakteriyoskopi: Bakteriyoskopinin teshiste degeri yoktur.
2-Kiultur: Marazi maddelerden ampisilinli kanli agara ekim yapilir ve 18-24
saat icinde udreyen S tipli hemolitik koloniler biyokimyasal testler ile

degerlendirilir.

3-Serolojik testler: Hareketli Aeromonas infeksiyonlarinin teshisinde
serolojik testlerin pratik degeri yoktur.

Aeromonas turlerinin mikroskopik gorunumu




Uygulamanin adi Campylobacter tirlerinin preparatlarinin

incelenmesi ve laboratuar teshis proseduru

Yapilacagi hafta 9

Uygulamanin temel hedefi Campylobacter turlerinin preparatlarinin
incelenmesi ve laboratuar teshis proseduru

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

malzeme adi mikroskop, binzen beki, gram boyama seti,
mikroskop, bakteri kultiru, dezenfektan, alkol,
pamuk.

Gerekli olan guvenlik Uzun kollu 6nlik, plastik gézlik, koruyucu maske,

uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGISI

® Kampilobakterle c¢esitli evcil ve yabani hayvanlarin normal bagirsak
floralarinda bulunmakta ve bu hayvanlarda enterik ve genital sistem
infeksiyonlarina neden olmaktadir. Ayrica bu etkenler insanlarda da
infeksiyon olusturmaktadir.

® Bircok turunun Vibrio cinsi iginde oldugu sanilan Kampilobacterlerden
Campylobacter fetus gebe koyun-kegi ve sigirlarda salgin seklinde yavru
atmalarin, Campylobacter jejuni ve Campylobacter coli insanlarda
gastorenteritisin baslica nedenleri arasindadir.

® Basta kanatlilar olmak Uzere hayvansal gidalar, kontamine yerylzu sulari,
pastorize edilmemis sutler, infekte hayvanlarla direkt temas, hastaligin
bulagma kaynaklari arasinda yer almaktadir.

® Gram negatif, “S”harfi, helical veya daha uzun spiral seklinde, mikroaerofilik,
sporsuz, kapsulstz ve aside direncli olmayan bakterilerdir.

® Bakterinin tek her ucuna yerlesmis kilifsiz polar flagellalar ile aktif
hareketlidirler.

® Fimbria veya piluslari yoktur.

® Karbonhidratlari kullanmayan sinirli respiratorik bir mekanizmaya sahiptirler.

® Enerjilerini tirkarboksilik asit mekanzimasindan saglarlar.

® Turlerin cogu zorunlu mikroaerofiliktir.

® Optimal Ureme igin ortamda %3-5 oksijen, %7-10 kaobondioksit bulunmasi
gerekir.

® Turlerin cogu aerobik ve anaerobik ortamda Uremez.

® Optimal ureme 1silari 37 °C dir.

® Oksidaz pozitiftirler

® Asit veya noétral son Urdnler olusturmazlar.

® Jelatin, Gre, MR ve VP negatiftirler. Ureme 1sI limitleri, katalaz, nitrat, hippurat,
H2S, selenit reaksiyonlari, glisin ve tuz toleranslari yonunden turler arasinda
farklihklar vardir.

® 42 °C de ureyebilen turler “Termofilik Campylobacter” grubunu olusturur.

TESHIS

oKlinik Teshis: Diger abortus vakalarindan ayirmak zordur.

eOtopsi bulgulart:

eFokal karaciger nekrozu

eKotiledonlarin Uzeri sute benzer veya peynirimsi bir kitle ile kapli ve 6dematozdur.
el aboratuvar Muayeneleri:




oAtk fotus, steril kosularda alinan mide, karaciger ve diger i¢ organlar, kotiledonlar
ve yavru zarlari kisa surede laboratuvara yollanir.

eBAKTERIYOSKOPI: Mide icerigi ve kotiledonlardan hazirlanan siirme preparatlar
Gram boyama yontemi ile boyandiginda “S” vaya daha uzun spiral sekilli gram
negatif bakteriler gorulebilir.

oKULTUR: Mide igerigi, karaciger vediger ic organlardan %7 defibrine kan ilave
edilmis BHI agar, kolombiya agar, brusella agar, tiyoglukonat agar gibi besiyerlerine
ekim yapilir.

eEgder fOtus taze degilse veya kotiledonlardan ve vyavruzarrlarindan ekim
yapilacaksa bu besiyerlerine SKIRROW veya BUTZLER selektif suplemanlari
konulur. Besiyerleri mikroaerofilik ortamda 37 °C de 3-5 gun inkube edilir. Daha
sonra biyokimyasal testlerle taniya gidilir.

eHAYVAN DENEYI: Bu amagla fare, embriyolu yumurta ve kobaylar kullanilir.
eSEROLOJIK TESTLER: Bu amagla atik yapan koyunlardan 15 giin sonra kan
alinir. Serolojik teshis igin;

oELISA

eAglutinasyon

eKomplement fikzasyon testleri kullanilir.

Campylobacter turlerinin mikroskopik gbrﬁnufnu




Uygulamanin adi Arcobacter ve Helicobacter tlrlerinde laboratuar

tanisi
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Uygulamanin temel hedefi Arcobacter ve Helicobacter turlerinde laboratuar
tanisi

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

malzeme adi mikroskop, bunzen beki, gram boyama seti,
mikroskop, bakteri kultiru, dezenfektan, alkol,
pamuk.

Gerekli olan guvenlik Uzun kollu 6nlik, plastik gézlik, koruyucu maske,

uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

1977'de Ellis ve arkadaslari atik sigir, koyun ve domuz fétuslerinden izole
edilen fenotipik olarak birbirinden ayri iki mikroaerofilik, spiral mikroorganizma
grubunu bildirmiglerdir.

Birinci grup Campylobacter fetus olarak identifiye edilmis, 2.grup ise
tanimlanamayan Campylobacter sinifi olarak ele alinmigtir.

ikinci grupta yer alan kampilobakterler mikroaerobik sartlarda ilk izolasyondan
sonra 30°C'de aerobik olarak Uremelerinden dolayr "aerotolerant
campylobacter"” olarak siniflandiriimigtir.

Daha sonra bu grup Campylobacter cryaerophila olarak isimlendirilmistir.
Arkobakterler (latince arcus: yay, kavis, bacter: comak) mikroaerofilik (%3-10
O2'e gereksinim duyan) 1-3 x 0.2-0.9 ym boyutlarinda, Gram-negatif, helikal
ve spor olusturmayan mikroorganizmalardir.

Kilifsiz polar flagellaya sahip olup kurbaga larvasi yada tirbuson benzeri
harekete sahiptirler.

Kanli agarda 30°C'de 2-3 gunlik inkibasyondan sonra 2-4 mm ¢apinda, gri-
beyaz, konveks, duzgun kenarli koloniler meydana getirirler.

Arcobacter skirrowi ve bazi A. butzleri suslan alfa hemolitik aktiviteye
sahiptirler.

%0.6 maya ekstrakti ve %10 kan igeren Brain heart infusion agar veya
herhangi bir bagka kanl agar (6rnegin Muller Hinton agar veya Blood agar
base No. 2 v.b.) rutin kilttirel yoklamalar i¢in kullaniimaktadir. Bununla birlikte
birgok susun sivi ortamlarda kultlre edilmesi ve uretilmesi zordur.

Arcobacter tirlerin Greme 1si limitleri 15-37°C, pH ise 5.5 - 9.5ir.

Arkobakterleri kampilobakterlerden ayiran en 6nemli 6zellik 15-30°C'de ve
aerobik sartlarda Ureyebilme yetenekleridir.

Ayrica arkobakterler 37°C'de anaerobik sartlarda zayif bir Greme gdsterirler.

Campylobacter jejuni, C. coli ve C. lari 42°C'de Ureyebilmesine karsin ¢ok az
Arcobacter susu boyle bir termotoleransa sahiptir.

Arkobakterlerin  metabolik  aktiviteleri  zayif olup  karbonhidratlar
fermente/okside edemezler; karbon kaynagi olarak aminoasitleri ve organik
asitleri kullanirlar.

Klinik materyal, diski, hayvansal orijinli gida vb. gibi ortamlardan
arkobakterlerin izolasyonunda kullanilan standart bir metot bulunmamaktadir.
Arkobakterler, kampilobakterlerin izolasyonunda kullanilan ortamlardaki




inhibitorlere karsi duyarli olduklarindan dolayr bu ortamlar arkobakterlerin
izolasyonu i¢in uygun degillerdir.

Ancak kampilobakterlerin izolasyonunda kullanilan ortam ve metotlarin
modifiye edilmesiyle gelistiriimis yeni metot ve ortamlar kullaniimaktadir.
Arkobakterlerin izolasyonu igin baslangicta, Leptospiralar igin kullanilan ve 5-
fluorouracil ilave edilmig Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris
Polysorbate 80 (EMJH P80) besiyeri kullaniimistir.

Collins et al. cefoperazone-vancomisin-amphotericin ve kan igeren ortam ile
modifiye cefsulodin-irgasan-novobiocin igeren otaminin 30°C'de mikroaerobik
sartlarda inkube edildiginde arkobakterlerin izolasyonunda etkin oldugunu
bildirmiglerdir.

De Boer ve ark. arkobakterlerin izolasyonu igin 24°C'de 48-72 saat aerobik
sartlarda inkibasyonu esasina dayanan bir ortam geligtirmiglerdir.

Johnson and Murano 48 saat aerobik sartlarda inklibe edilen zenginlestirilmis
buyyon ve selektif kati besiyeri esasli ortami bildirmiglerdir.

izolasyonu yapilan arkobakterlerin tiir diizeyinde identifikasyonlarinda
biyokimyasal ve Ureme testlerini igceren fenotipik ozellikler ile molekuler
mikrobiyolojik metotlar kullaniimaktadir.

Arcobacter turlerinin birbirinden ayiriminda katalaz, nitrat reduksiyonu,
kadmiyuma duyarlilik, 20°C'de mikroaerofilik ireme, MacConkey'de Ureme,
%1 glisinde ureme, ve %3.5 NaCl'de Ureme gibi fenotipik 6zellikler kullanilir.
Tam Arcobacter izolatlari indoksilasetat pozitiftir.

Fenotipik 6zellikler ile ilgili olan ve turlerin ayiriminda kullanilan testler Tablo-
2'de verilmigtir.

Arkobakterleri tir dizeyinde identifiye etmek amaciyla molekller metotlardan
da yararlaniimaktadir.

Tum hlcre proteinlerinin  SDS-PAGE'i Arcobacter turlerinin  ayiriminda
oldukga faydali bulunmustur.

DNA problari ve Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) primerleri de Arcobacter
suglarinin genus ve tur duzeylerinde ayirimi amaciyla basariyla kullaniimistir.

Arcobacter tirlerinin mikroskopik gérinima




Uygulamanin adi Spiroketlerin genel mikroskopik yapisi ve
laboratuvar teshisi
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Uygulamanin temel hedefi Spiroketlerin genel mikroskopik yapisi ve
laboratuvar teshisi

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

malzeme adi mikroskop, bunzen beki, gram boyama seti,
mikroskop, bakteri kultirt, dezenfektan, alkol,
pamuk.

Gerekli olan guvenlik Uzun kollu 6nlik, plastik gézluk, koruyucu maske,

uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

mSarmal sekilli ve gok hareketlidirler.

mProtoplazmik silindirile distaki kilif arasinda bulunan aksiyel flament denen
periplazmik flagella ile hareket ederler.

mileri geri hareket, gram negatif, kapsiilsiizdiirler.

mKendi ekseni etrafinda burgu hareketi

mEgilip bukulmek suretiyle yilansi hareket

Bataklik, sulu, sicak ve alkali topraklarda bulunurlar. Ayrica
rodentler Leptospiralarin rezervuarlaridir.

Aerobik karaktere sahiptir. Optimal treme isisi1 28-30°C’dir.

Parazitik Leptospiralar, insan ve hayvanlarda ikterus, septisemi, anemi,
hemoglobinuri, abortus ve 6lum ile son bulan infeksiyonlara yol acarlar.

Leptospiralarin bazilari insan ve hayvanlarda hastalik olusturmasina karsin
(L. interrogans), bir kismi sulardaserbest bir yasantiya sahip olup parazitik degildirler
(L. biflexa).
Sigirlardaki Leptosrpiroz genellikle L.grippotyphosa, L. hebdomatis,
L.icterohemorrhagiae, L. pomona ve diger serotipler neden olurlar.
Govde kisimlari ¢gok diiz olan ve sarmal bigimde mikroorganizmalardir.
Bukulebilir yapida olup bir veya iki ucu g¢engel tarzinda kivrilmistir. Bu kivrimlar,
etkene ¢engel, olta, C, S, L gibi sekiller verir.
Flagellalari olmamasina karsin aktif harekete sahiptirler. Bu hareket baglica 3 tarzda
gorular:
1- uzun eksen etrafinda dénerek olusturulan hareket
2- aksial flamentin kasilarak, genisleyerek meydana getirdigi hareket
3- kayma hareketi
Leptospiralar en fazla deri ve konjuktivalardan viicuda girerek enfeksiyon olusturur.
Vusuda girdikten 4-6 gun sonra leptospiraemia ile butun vicuda yayilir. Bu devrede
ates ylkselir, ancak kanda antikorlar hentiz gértlmez. Antikor titresi 4-5 hafta igcinde
maksimum seviyeye yukselir. Septisemi donemi sonunda kanda antikorlar artmaya
baglar, leptospiralar azalir. Mikroorganizmalar bobrege yerlesir ve idrarla atilmaya
baslar. Bobreklerde lokalize leptospiralar, tubuluslarin bozulmasina ve nekrotik
odaklara yol agarlar.
TESHIS




A- Klinik teshis: en fazla babesiosis, anaplasmosis, basiller ikterohemoglobinuri ile

karigir.

B- Otopsi Bulgulari: bobrek blylUmesi, kapsula altinda nekrozlar gibi bulgular

hastalik icin patognomik bulgu degildir.
C- Laboratuar Muayeneleri
1. Bakteriyoskopi:
a) Leptospiremi déneminde hayvandan defibrine kan alinir ve preperat

hazirlanir. Alinan preperat karanlik saha mikroskobunda muayene edilir ve
leptospiralar aranir.

b) Alinan kan ile yapilan preperatlar Giemsa ile boyanarak muayene edilir, yada

1
a)

b)

C)

Kaltar:
a)

b)

c)
d)

e)

f)

Kongo red ile negatif boyama yontemi ile incelenebilir.

Bakteriyoskopi:

Leptospiruria doneminde hastadan aseptik kosullarda idrar alinir, hafif sekilde
sanrifij edilir ve Ustten bir damla idrar alinarak karanlik saha mikroskobunda
bakilir. Sonug¢ negatif ise 6-7 gun sonra tekrar idrar alinarak muayene
yenilenir. idrarin asidik karakterinin etkene zarar vermemesi icin idrarin pH’si
ayarlanmalidir.

Bobrek ve karaciger dokularindan kesit alinir. Levaditi veya Fontana
gumusleme yontemlerinden biriyle boyanarak muayene edilir. Ayrica
dokulardan alinan stispansiyonlarla lam-lamel arasi muayene de yapilabilir.
Mevcut serotipe uygun konjugat varsa, floresan antikor ve immun peroksidaz
yontemiyle idrar, doku ve serebrospinal sividan etken aranir.

Kandan izolasyon: atesli dénemde alinan kan, sivi veya yarikati besiyerine
(Fletcher, EMJH, Korthoff, Stuart, vs.) ekilir. Besiyeri 28-32°C’de 5-6 gun
inkubasyona birakilir. Bazi durumlarda ilk izolasyon icin 37°C uygun
olmaktadir. Besiyerine 5-fluoruracil eklenmesi, diger kontaminantlarin
uremesine mani olmaktadir.

idrardan izolasyon:ikinci haftadan sonra aseptik kosullarda alinan idrardan
direkt ekim yapildiktan sonra, geri kalani fosfat buffer veya Stuart besiyeri ile
1/10 oraninda sulandirilir. Bu stok solusyondan dilusyonlar hazirlanir (1/20,
1/40, 1/80). Dilisyonlardan birer damla besiyerine ekilir inkubasyona birakilir.
Kan kulturandeki gibi muayene edilir.

Serebrospinasl sividan izolasyon: hastaliin ilk safhasinda alinan sivi gesitli
ortamlara ekilir. Muayeneler kan ve idrardaki gibi yapilr.

Otopsi materyalinden izolasyon: steril siringa ile sidik kesesinden idrar c¢ekilir
ve kultura yapilir.

Beyinden izolasyon: beyinden suspansiyon yapilir ve yarikati besiyerine eKilir.
Sulardan izolasyon

3. Hayvan deneyleri: hamster, kobay, civciv: embriyolu yumurta, doku kaltiri
Serolojik testler:

a)

h)
Borrel

Mikroskop lam aglutinasyon testi: standart antijen kullanilir. Lam Gzerine
standart antijen konur ve buna 1 damla grup antijenlerden ilave edilir. Sonug¢
degerlendirilir.

Mikroskopik aglutinasyon testi: canli antijenle aglutinasyon, formolle
aglutinasyon testi olmak Uzere ikiye ayrilir.

Semi mikro test ve mikrotitre yontemleri

indirekt hemaglutinasyon testi

Komplement fikzasyon reaksiyonu

Trombositobarin deneyi

Koruma deneyi

ia burgdorferi

mLyme hastaligi yapar.
mKene Isirmasiyla bulasir.




mOrganizmanin ana rezervuari kiguk kemiricilerdir.
mEnfektif bir dozun bulagmasi i¢in kenenin 24-48 saat beslenmesi zorunludur.

1990 vyilinda lIsveg'te insanlar arasinda erythema chronica migrans olarak
adlandirilan deride kizariklik ile karakterize hastalik tanimlanmistir.

Etiyoloji

B. burgdorferi, gram negatif olmasina kargin en iyi Giemsa ve gumugleme yontemi
ile boyanirlar. Lyme hastaligi, keneler tarafindan bulastirilir. Bulasmada Ixodes cinsi
keneler 6nemli rol oynar (I. dammini).

® Tan:

B Serolojik olarak tani konur.
B Pozitif testler dogrulanmalidir.
B PCR kullantlir.
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Borrelia turlerinin mikroskopik gorinumu




Uygulamanin adi Bacteriodes, Fusobacterium turleri laboratuvar
teshisi

Yapilacagi hafta 12

Uygulamanin temel hedefi Bacteriodes, Fusobacterium turleri laboratuvar
teshisi

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

malzeme adi mikroskop, buinzen beki, gram boyama seti,
mikroskop, bakteri kultirt, dezenfektan, alkol,
pamuk.

Gerekli olan guvenlik Uzun kollu 6nlik, plastik gézlik, koruyucu maske,

uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

*Bacteriodeceae familyasi Bacteriodes cinsi

*insan ve hayvanlarin gastrointestinal mikrofloralarinda bulunurlar
*Konakg! direnci azaldigi zaman patojen hale donusurler.

*Gram negatiftirler

*Pleomorfiktirler.

*Kokoid veya ¢comak seklindedirler

*37 °C de 2-5 gun icinde Urerler.

*Bacteriodes cinsi etkenler, Fusabacterium’lardan farkl olarak kanamisine duyarli
degildir.
* Turlerin identifikasyonunda gaz kromotografi yonteminin kullaniimasi énemlidir.

*Endotoksin ve enzim sentezlerler. En 6nemli enzimleri; neurominidaz, hyalurinidaz,
lesitinaz, kollogenaz, jelatinaz ve fibrinolizindir.

*Somatik O antijenine sahiptirler.

*Bu mikroorganizmalar insan ve hayvanlarin agiz boglugunda ve barsak kanalinda
normal olarak bulunmaktadirlar.

*Gram negatif, hareketsiz, sporsuz, kapsulsiiz, gomak seklinde genellikle fusiform
(ig) gérunumunde

*Obligat anaerobik mo. lardir.

* Sekilleri pleomorfizm gosterebilir. Kokoid form, flamentdz form

*37 °C de maya 0Ozeti, serum ilave edilmis besiyerlerinde Urerler
*Genellikle karbonhidratlari ayrigtirirlar.

*Fusobacterium’larin  bir ¢ogunun endotoksin ve |06kosidin sentezledikleri
bilinmektedir.

*Bazi suslarin lipaz, hemolizin ve hemaglutinin aktiviteleri vardir.




*A-Klinik Teshis

*Buzag: difterisi klinikte kolaylikla taninir. Agiz mukozasinda (dilde, damak,
yanaklarin igi, larinks, farinks) karakteristik kenarlari belirgin, nekrotik membran
bulunur ve alttaki dokulara yapigik vaziyettedir.

*Hastalik daha ziyade sap hastaligi ile karigabilir.

Teshis

*B-Nekropsi Bulgulan

*Agizda, larinks ve farinksdeki lezyonlar, nekropside daha kolay goérulerek
*C-Laboratuvar Muayeneleri

*Bu amacla agiz ve i¢ organlardan marazi maddeler alinarak laboratuvara gonderilir.

*|-Bakteriyoskopi: AJizdaki lezyonlardan veya i¢ organlardaki nekrotik adaklardan
yapilan frotilerde uzun flamentler meydana getiren Gram negatif mikroorganizmalara
rastlanabilir.

*C-Laboratuvar Muayeneleri

*2-Kultur: Lezyonlardan alinan materyaller sivi ve kati besi yerlerine ekilerek
anaerobik kosullar altinda uretilir.

*Ureyen kolonilerden frotiler yapila-rak F. necrophorum yéninden morfolojik,
kultarel, biyokimyasal. ve hayvan denemeleri yapilarak etken identifiye edilir.
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Bacteriodes tirlerinin miklzoskopik gorunumu
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Fusobacterium turlerinin mikroskopik gérunimu




Uygulamanin adi Mycoplasma turleri morfolojik yapilari ve
laboratuvar teshisi

Yapilacagi hafta 13

Uygulamanin temel hedefi Mycoplasma tirleri morfolojik yapilari ve
laboratuvar teshisi

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

malzeme adi mikroskop, bunzen beki, gram boyama seti,
mikroskop, bakteri kultlrl, dezenfektan, alkol,
pamuk.

Gerekli olan glivenlik Uzun kollu onluk, plastik gozlik, koruyucu maske,

uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGISI

mBu etkenler, hareketsiz, sporsuz ve kapsulstuzdurler.

mGram negatif olmalarina ragmen anilin boyalari ile gu¢ boyanirlar.

mGiemsa, Macchiavello ve Castaneda gibi boyama yontemleri ile boyanabilen bu
mikroorganizmalar

mHUcre duvarlari olmamasi nedeniyle pleomorfik 6zellige sahiptirler

mHUcre duvari yerine UNIT MEMBRAN adlandirilan lipidlerden (fosfolipidler,
glikolipidler, lipoglikanlar, steraller), karbonhidratlardan ve proteinlerden olusan bir
katmanla ¢evrilmislerdir

mUnit membrandaki

mKarbonhidratlar, komplementi fikse etmede ve notralizan antikorlarin
saptanmasinda rol oynarken

mProteinler ise, metabolik inhibisyon ve presipitasyonda rol alan antikorlarin
sentezini uyarirlar.

mMycoplasma etkenlerini Uretmek olduk¢ca guctir. Besiyerlerinde Uremelerinde
kolestrol gereksinimleri nedeniyle besi yerlerine %20 at serumu ilave edilir.

mUremeyi artirmasi amaciyla maya ekstratlarinin ve DNA’nin katilmasi ve ¢ok iyi
kalitede distile suyun kullaniimasi gerekmektedir.

mGram pozitif bakterilerin UGremesini baskilamak igin penisilin, Gram negatif
bakterilerin ve mantarlarin Uremesini engellemek amaciyla Thallium asetat ilave
edilmedir.

mMycoplasma etkenlerini L-formlarindan ayirmak igin bazi yontemlere bagvurmak
gerekir.

mL-formlari, penisilin veya buna benzer maddelerin etkisiyle bakterilerin hlicre duvari
sentezinin dnlenmesi sonu olusan sekilsiz etkenlerin olusturduklari koloni formlaridir.

mBu koloni formlari da mycoplasma kolonileri gibi ortasi dugmeli gérunumdedir.
mBu nedenle antibakteriyel madde icermeyen ortamlara supheli kolonilerin pasajinin
yapilmasi ya da Dienes boyama yontemi ile kolonilerin boya 6zelliginin incelenmesi

gerekir.

mL- formlari ise ait olduklari etkenin koloni morfolojisinin gérinimunu goésterir.




mMycoplasma kolonileri Dienes boyasi ile boyandiginda dekolore olmaz iken, L-
formu koloniler 15 dakika icinde dekolore olmaktadir.

mAcholeplasma ve ureaplasmalardan digitonin duyarlilik ve Ureaz testleriyle ayirt
edilen Mycoplasma turlerinin identifikasyonunda, glukoz fermentasyonu, arginin
hidrolizi, fosfataz aktivitesi ve tetrazolium rediksiyonu gibi biyokimyasal testlerden
yararlanilir.

min vitro ortamlar disinda Mycoplasmalari embriyolu yumurtalarda ve hiicre
kalturlerinde de (HelLa, tavuk kalbi fibroblast ve diger hicreler) tretmek mumkundur.

mMycoplasma etkenleri ekstraseluler etkenlerdir. Ancak vicut igine 6zellikle mikoz
membranlara bazilarinin tutunma ozellikleri vardir. Ayrica konakgi hucrelerinin
olimune neden olan ya da olusturduklari infeksiyonlarin kroniklesmesinde 6nem
tasiyan hemolizin, proteaz ve diger bazi toksik maddeler sentezlerler.

Teshis

mA-Klinik Tesghis

mHastaligin, klinik bulgularina bakarak kesin teshise varmak genellikle ¢ok gugtur.
infeksiyon pndmoni, pastérellozis, sigirlarin IBR infeksiyonlari, parazitik pnémoni
traumatik pericarditis, tuberculosis gibi diger hastaliklarla karigabilir.

mB-Nekropsi Bulgulari

mYukarda aciklanan nekropsi tablosu da kesin teghis icin her zaman yeterli degildir.
Akcigerlerde rastlanan bozukluklar pastorellozis, nekrobasillozis ve embolik
nekrozlarda da gorulebilir.

nC-Laboratuvar Muayeneleri
mHastalardan alinan kan, dlen hayvanlardan lezyonlu akciger parcalari ve plorada
toplanan sivi muayene igin gonderilir.

nl-Bakteriyoskopi: Lezyonlu akciger veya plora sivisindan yapilan ve Giemsa ile
boyanan preparatlarda etkeni gormek ve buna dayanarak kesin bir taniya gitmek
olanaksizdir.

mFluoresan antikor teknigi ve ELISA, etkeni saptamada yardimci olabilirler.
n2-Kiltiir:

mAkciger dokusu suUspansiyonlarindan ve plora sivisindan kati ve sivi ortamlara
ekimler yapilarak %5-10 CO2'li ortamda 37°C' de bir hafta sire ile inkubasyona
birakilirlar.

mKati ortamda Ureyen ve ortasi dugmeli gibi gorulen koloniler, agarla birlikte alinarak
sivi PPLO besi yerlerine ekilir ve saf kultarleri yapilir.

nSivI besi yerlerinde Uretilen saf kultirlerden de Giemsa ile boyamalar yapilir ve
incelenir. Mikroskop altinda, belli bir sekli olmayan, oval, kokoid, halka, vs formlarin
gbrilmesi PPLO' dan siphelendirir. identifikasyon icin gerekli biyokimyasal testler

yapilir

Mycoplasma tirlerinin mikfoskopik gOrinimi




Uygulamanin adi Ricketsia, Chlamydia ve Chlamydophila
infeksiyonlarinda teshis metotlari

Yapilacagi hafta 14

Uygulamanin temel hedefi Ricketsia, Chlamydia ve Chlamydophila
infeksiyonlarinda teshis metotlari

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

malzeme adi mikroskop, bunzen beki, gram boyama seti,
mikroskop, bakteri kultirt, dezenfektan, alkol,
pamuk.

Gerekli olan guvenlik Uzun kollu 6nlik, plastik gézlik, koruyucu maske,

uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

« Gram negatif, zorunlu hticre i¢i (R.quintana hari¢) bakterilerdir. Pleomorfizim
gOsterirler.

» Hareketsizdir.

« Canli hucre iginde bolinerek ¢ogalmalari ve eklembacakllarda hayatlarinin
mutlak bir bolumund gegirmeleri onemli karakteristik 6zellikleridir.

*Bircok riketsiya Proteus vulgarisin OX 19, OX 2 , OXk antijenleri ile capraz
reaksiyon veren antijenlere sahiptir.

*Hasta serumunda Proteus bakyerileri ile ¢apraz reaksiyon veren antiriketsiyal
antikorlari aramaya yonelik Weil-Felix testi bu ¢apraz reaksiyona dayanir.

*Konak endotel hucrelerinde yerlesir. Damar duvarinda harabiyet ve tromboz
meydana gelir. Periferden merkeze dogru yayilarak vaskulit meydana getirirler.

*Vaskdulit deri dokuntulerinden organlardaki kanamaya kadar olan klinik tabloyu
aciklar.
Benekli ates grubu

*R.ricketsii

*Temel patoloji deri ve organlarda yaygin vaskulit gértlmesidir.
*Kayalik Daglar Atesi. (3/1.000.000)

*Tedavi edilmezse 6lum orani %95 ‘e ulagabilir.

*2-12 gun kulugka suresi

*Aniden baslayan ates, bas adrisi, yorgunluk, Usume. Makulopapuler deri
dokuntuleri

*GIS yakinmalari, artralji, konjunktivit, boyun sertligi, periorbital 6dem goriilir.
*Vaskulit , kalp, Karaciger, bobrek yetmezlIigi ile lUm gelisebilir.

*Tanida IFA ile antikor 6lgimu ve PCR kullanilir.

*infeksiyon gecisinde ixodes cinsi keneler sorumludur.

*Klamidyalar yeterli enzimleri olmadigindan ve metabolizmalar i¢in gerekli ener;ji
bilesiklerini sentezleyemedikleri igin konak hicrenin ADP ve ATP’sine gerek




duyarlar.
*Yalniz canli hiicre iginde ¢ogalirlar.

*Ozel hiicre Kiltiirlerinde, embriyonlu yumurta sari kesesinde veya deney
hayvanlarinda uretilebilirler.

*Isiyla hizli sekilde inaktive olurlar.

* Eterle 30’da , fenolle 24 saatte inaktive olmalarina ragmen, klorlanmis ylizme
havuzunda 24 saat canh kalirlar.

TESHIS

1. KLINIK VE NEKROPSI BULGULARI

2. LABORATUVAR MUAYENELERI

A. Bakteriyoskopi:

Giemsa veya Modifiye Ziehl-Neelsen (Stamp) teknikleri ile boyanarak isik
mikroskobunda incelenir.

Giemsa ile mor, Stamp boyama ile pembe renkte tek tek veya kiimeler halinde
(htcre iginde ve disinda) elementer cisimcikler veya hicre iginde inklusiyonlari
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Uygulamanin adi Mantarlarda izolasyon, identifikasyon proseduru,
mantarlarin boyanmasi ve incelenmesi

Yapilacagi hafta 15

Uygulamanin temel hedefi Mantarlarda izolasyon, identifikasyon prosedurd,
mantarlarin boyanmasi ve incelenmesi

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

malzeme adi mikroskop, bunzen beki, gram boyama seti,
mikroskop, bakteri kultirt, dezenfektan, alkol,
pamuk.

Gerekli olan guvenlik Uzun kollu 6nlik, plastik gézlik, koruyucu maske,

uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

Mantarlarin incelenmesi
*Gram boyama: tum mantarlar Gram olumludur.
Laktofenol pamuk mavisi yontemi

el aktik asit 20 ml
eFenol kristal 20 gr
oGliserin 40 ml
eSaf su 20 ml

*Pamuk mavisi (Poirrier mavisi) 0.075 gr
«Saf su, Laktik asit ve Gliserin karistirilir. Isitilirken Fenol kristalleri eklenir boya atilir
ve eritilir.

«Lam Uzerine bir damla % 96 lik etil alkol konur. igne ile bir miktar kiltir alip ezilir
*Bir damla boya damlatilip lamel kapatilir

+X40 buyutmede mantar elemanlari agik mavi boyali olarak gorulur

«Saydam bant-Laktofenol pamuk mavisi yontemi: saydam banttan 3 cm kesilerek
yapiskan ylUzu alt tarafa gelecek sekilde bir penset ile tutularak mantar kolonisine
dokundurulur (kuflerde)

+Uzerinde bir damla boya olan lam (izerine yapistirilarak X40 blyiitmede incelenir
*Criptococcus neoformans ve Histoplasma capsulatum gibi kapsulli mantarlarin
incelenmesinde ¢ini murekkep ile yas preparat hazirlanir

*KOH ve NaOH preparatlari

*Kil, deri, tirnak gibi keratinize dokunun mantar infeksiyonlarinda mantar aramasinda
kullanihr

Ornek bolgesi etil alkol ile silinir. Bistiiri ile kazinti alinir. Materyal (izerine bir damla
% 15 lik KOH veya NaOH eriyigi damlatilip lamel kapatilir. Alttan hafifge 1sitilir

*X40 buyutmede hifler, sporlar vs mantar elemanlari gorulir.
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Candida etkenleri prgillus etkenleri Penicillium etkenleri




