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Uygulamanin adi Biyogiivenlik uygulamalari, infeksiyonlarin
bulasmasi ve yayllmasi; mikroorganizmalarin
vlcuda girig yollari, vicutta yayillmasi, vucuttan
cikigi, mikroorganizmalarin bulagma sekilleri,
infeksiyonlarin yayilmasi ile ilgili faktérler
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Uygulamanin temel hedefi infeksiyonlarin bulasmasi ve yayiimasi;
mikroorganizmalarin vicuda giris yollari, vicutta
yayilmasi, vucuttan ¢ikigi, mikroorganizmalarin
bulagma sekilleri, infeksiyonlarin yayilmasi ile ilgili

faktorler
Kullanilacak materyal ve
malzeme adi
Gerekli olan giuvenlik Uzun kollu 6nlik, plastik gézlik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.
UYGULAMA BILGISI
MiIKROORGANIZMALARIN VUCUDA GiRiS YOLLARI

« Mikroorganizmalarin vicuda girig yollari sunlardir

-Sindirim sistemi yoluyla

-infeksiyoz etkenler, kontamine yem ve sular ile viicuda girer.

-Solunum sistemi yoluyla

-Hava ¢ok sayida mikroorganizma igerir ve bu etkenler soluk havasi ile alinabilirler.
-Bu etkenlerin ¢ogu Ust solunum yollarinda tutulur, daha kuguk yapida olanlar
(viruslar, mikoplazmalar) akcigerlere kadar inerler.

-Solunum sistemine giren etkenler genellikle solunum sistemi infeksiyonlarina neden
olurlar.

-Urogenital sistem yoluyla

‘Mikroorganizmalar disi genital kanalina giftlesme, suni tohumlama yoluyla veya
vulvadan direk temas ile girerler.

-Erkek genital kanalina ve Uriner sisteme disaridan giris ise ¢cok ender gorulur. Erkek
ve digi genital ve uriner sistemlerine dessendens yolla yayilan etkenler de vardir.

-Deri yoluyla

-Saglam deri ¢odu etkenin vicuda girisine izin vermez, ancak yaralanma ve yanik
gibi deri butunlugunun bozuldugu durumlarda deride bulunan veya ¢evreden
bulasan mikroorganizmalar bu yolla vicuda girebilirler.

-Bazi etkenler saglam deriden de viucuda girebilirler (6rn; brusella, leptospira).

-G0Oz ve kulak mukozasi yoluyla

-Cogu goz patojenleri (6rn; Moraxella bovis, Mycoplasma conjunctivae) ve bazi
mukoza patojeni viruslar (6rn; sigir vebasi virusu) géz mukozasindan girebilirler.
-Kulak mukozasi ile giris yolunu daha ¢ok firsatgi patojenler kullanir.

-Dolagim sistemi yoluyla

-Normal kosullarda mikroorganizmalar dolasim sistemine direk olarak ulasamazlar.
Ancak, derin yaralanmalar, operasyonlar, injeksiyon ve kan emici arthropodlarin
bulundugu durumlarda kan dolagsimina direk mikroorganizma girigi olabilir.

-Meme yoluyla

-Cevrede veya meme basinda bulunan mikroorganizmalar, meme basi kanalindan




iceri girebilirler.
-Normal meme basi kanali kapalidir, ancak sagim ve sonraki bir saat igin agik kalir
ve etken girisine izin verir.

MiKROORGANIZMALARIN VUCUTTA YAYILMASI
-Hulcrelerarasi yaylima
—Ozellikle invazif karekterdeki mikroorganizmalar ve viruslar, viicuda girig
noktalarinda veya kolonize olduklari yerlerde hicreden hicreye yayilabilirler.
-Bu yayilma sekli deride, mukoz membranlarda ve i¢ organ hucrelerinde gorulebilir.
-Ornegin; Salmonella typhi barsak hicrelerinden bu sekilde yayilir.
-Deride bulunan stafilokok ve streptokoklar, uygun kosullari bulduklarinda, hicreden
hlcreye yayilarak derinin derin katlarina ulasirlar.
-Karaciger lezyonlarindaki tuberkuloz etkenleri de bu sekilde yayilir.
-Fagositik hucrelerle yayilma
-invazif bakterilerin gogunlugu makrofajlar tarafindan fagosite edilmelerine karsin,
bu hucreler icinde oldurtlemezler. Dolayisiyla, bakteriyi fagosite eden hucre
vicudun bir bolgesinden digerine gog ettigi zaman bakteriyide oraya tasimis olur.
-Tuberkuloz olaylarindaki metastaz olay genellikle bu sekilde olur.

-Kan yoluyla yaylima

-invazif bakterilerin bir kismi kani sadece yayilma, bir kismi da hem yayilma hemde
Uureme araci olarak kullanirlar.

-Kani yayllma araci olarak kullanan bakteriler, vicuda girdikten sonra kana geger,
burada bakteriyemi donemi gecirdikten sonra affinite duyduklari organa yerlegirler.
-Ornegin; Brucella abortus ve Campylobacter fetus subsp fetus viicuda girip kanda
bakteriyemi donemi gecirdikten plasentaya yerlesirler.

-Tavuk kolerasinin etkeni Pasteurella multocida ise kani hem yayilma araci olarak
hem de Ureme araci olarak kullanir.

Lenf yoluyla yayilma

-Bazi mikroorganizmalar vucutta Uredikten sonra lenf dolasimi ile yayilir ve lenf
yumrularina  yerlesirler  (Orn; Francisella  tularensis,  Corynebacterium
pseudotuberculosis ovis).

«Sinir yoluyla yaylima

-Bazi infeksiyoz etkenler sinir yoluyla yayilirlar

-Orn; Kuduz virusu priferik sinirden viicuda girer ve sinir boyunca beyine dogru
ilerler.

MIKROORGANIZMALARIN VUCUTTAN CIKISI

-Deri yoluyla

-Deride infeksiyon olusturan etkenler yine deri salgilari ile vicuttan gikar ve gevreye
yayilirlar

-Ornegin; cicek virusu, Marek hastaligi virusu, anthraks etkeni, ruam etkeni ve deri
tuberkilozu etkeni.

-Solunum sistemi yoluyla

-Solunum sisteminde yerlesen etkenler buradan burun akintisi, mukoid salgi-lar ve
Oksuruk (damlacik infeksiyonu) vasitasiyla disari c¢ikarlar. Damlacik infeksiyonu
kimes ve ahir gibi kapali barinaklarda tutulan hayvanlarin solunum sistemi
hastaliklarinda énemli bir role sahiptir.

-Sindirim sistemi yoluyla

-infeksiydz etkenler sindirim sisteminden iki yolla ¢ikarlar; digki ve kusma.

-Urogenital sistem yoluyla
-idrar ile ancak spesifik hastalik etkenleri vicut disina cikar.
-Ornegdin; Corynebacterium renale, Leptospira tirleri.




-infeksiydz etkenler disi genital kanalindan vaginal akintilar, amnion sivisi ve atik
fetus vasitasiyla gikarlar.

-Ornegin; genital infeksiyonlara neden olan Mycoplasma tirleri, Haemophilus
somnus, abortusa neden olan tim mikroorganizmalar.

- infeksiy6z etkenler erkek genital kanalindan sperm yoluyla ¢ikarlar

-0rn; veneral infek-siyon etkenleri.

-Salgilar yoluyla

—-Mastitis etkenleri ve bazi infeksiyoz etkenler sut ile vicut digina ¢ikarlar.

-Ornegin; mastitis etkeni olan stafilokok ve streptokok tiirleri, veya Brucella abortus
ve Brucella melitensis.

-Goz infeksiyonu olusturan infeksiyoz etkenler (6rn; Moraxella bovis, Mycoplasma
conjunctivae) veya sistemik infeksiyon etkenleri (6rn; sigir vebasi virusu) gozyasi ile
de vucut disina gikarlar.

MIKROORGANiIZMALARIN BULASMA SEKILLERI

‘VERTIKAL BULASMA

-Infeksiyoz etkenlerin bir generasyondan digerine taginmasina denir. Bu sekille
bulasan yavru infekte olarak dogar.

~HEREDITER BULASMA-> genetik olarak genoma bagh olan bulasma seklidir.
Orn: retroviruslar

~KONGENITAL BULASMA-> ciftlesmenin herhangi bir anindan doguma kadar
gecen surede olusan bulasmadir. Memelilerde uterusta, kanathlarda yumurta yolu ile
olur.3 sekilde olabilir:

-GERMINAL BULASMA-> ovum vasitasi ile olan bulasmadir. Genellikle kanatlilarda
gozlenir.orn: salmonella-mycoplazma

‘PLASENTAL B.-> 6rn; mavi dil — kedi panlokopenisi

-DOGUMDA B.-> dogum aninda ananin alt genital kanalinda bulunan etkenler
yavruyu bulastirabilir. Bu yolla genellikle fekal etkenler bulagir. Orn: C.jejuni

-HORIZONTAL BULASMA

-Populasyondaki bireyler arasinda olugan bulagsmadir. Diger bir deyisle; postuterin
bulagsmadir. Ve dogumdan sonraki donemlerdeki bulasma sekli bu gruba girer.
-DIREKT BULASMA

«Temas sonucu olur.»> venereal — fekal-oral — hava kdkenli bulasma=damlacik
enfeksiyonu

-INDIREKT BULASMA

-Hastalik etkeninin bir konakgidan digerine canli veya cansiz aracilar veya insan
vasitasiyla taginmasidir.

JATROJENIK B.->Tibbi veya cerrahi bir miidahale sirasinda hekimin hayvani infekte
etmesidir.

.CANSIZ ARACILAR ILE B.»> yem vs.gibi. Rlzgarla taginan infeksiydz etkenler,
Fomit

.CANLI ARACILAR ILE B.> vertebrali olanlarina REZERVUAR; vertebrasiz olanlara
ise VEKTOR denir. Vektorler;

-Mekanik Vektor : hastalik etkeni vektdrde higbir GUreme ve gelisme dénemi
gecirmiyorsa M.V. denir.

-Biyolojik Vektor: hastalik etkeni duyarli konakgi hayvana gegmeden once vektorin
vicudunda yasam siklusunun bir bolumunu gegiriyorsa B.V. denir.




Uygulamanin adi Epidemiyolojik arastirma tipleri; kalitatif arastirma,

kantitatif arastirma; analitik deneysel arastirma,
analitik gozlemsel aragtirma, model ¢alismasi ve
surekli gozlem
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Uygulamanin temel hedefi Epidemiyolojik arastirma tipleri; kalitatif arastirma,

kantitatif arastirma; analitik deneysel arastirma,
analitik gozlemsel arastirma, model galismasi ve
surekli gozlem

Kullanilacak materyal ve
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Gerekli olan guvenlik Uzun kollu 6nlik, plastik gézluk, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

®
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®

Sahada hastaligin ve hastalik nedenlerinin gézlenmesi anlamina gelir.
Epidemiyolojik bir arastirmanin genellikle ilk adimidir.

Hastaligin ;

dagihmi,

boyutlari,

gOrulme zamani,

etkilenen turler ve populasyonlar,

hastalik sikhgi ,

yeni vakalarin gorulmesi,

olasi etken,konakgi ve ¢evre faktorleri ve bulagsma yollari gibi yonlerini
kapsar.

Secilen veya olusturulan gruplarda hastaligin gézlenmesi anlamina gelir.
Deneysel epidemiyolojide genellikle bir hipotezin test edilmesi amaglanmistir.
Deneysel epidemiyolojide; populasyon iginde  mutlaka kontrol gruplari
bulunur.

Tanimlayici ve deneysel epidemiyoloji gézlemlerinin kantitatif veriler haline
cevrilip, matematiksel ve istatiksel yontemler ile degerlendiriimesini kapsayan
epidemiyoloji dahdir.

Genellikle hipotez edilen iligkilerin istatiksel Gnemi belirlenir.
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EPIDEMiYOLOJIK ARASTIRMA
EPIDEMiYOLOJiK ARASTIRMA TiPLERI

Epidemiyolojik arastirmalar, amacina ve kullanilan yonteme gore cesitli

bolimlere ayrilabilir.

|.KALITATIF INCELEME
II.LKANTITATIF ARASTIRMA

A.Analitik deneysel aragtirma
B.Analitik gozlemsel aragtirmalar
1.Kesit (kros-seksiyonal) ¢alisma
2 Longitudinal ¢calismalar
a.Vaka kontrol ¢galismasi
b.Kohort ¢galigma
C.Model galismasi
D.Sdrekli gozlem




|.KALITATIF INCELEME

Kalitatif epidemiyolojik inceleme, hastalik ve olasi nedenleri Uzerindeki
subjektif gdzlemlere dayanir. Bu gozlemler hastaligin dogal kosullardaki dagilimi,
yayllmasi, konakgilari, ekolojisi ve infeksiyoz hastaliklarin bulagmasi ile ilgili olabilir.
Kalitatif incelemede &lgim veya sayim yapilmaz; bir hastalik Gzerinde veya bir
problem uzerinde subjektif gdzlem yapilir. Bunun sonucunda, hastaliklara direk veya
indirek yolla neden olabilecek etkenler ve hastalikla iligkili faktérler hakkinda oénfikir
elde edilir. Bu nedenle Kkalitatif inceleme, tanimlayici epidemiyolojinin ¢alisma
yontemi olarak da nitelenebilir. Saha gozlemleri sirasinda, bazi faktorlerin hastalikla
iliskisi oldugundan suphelenilirse, bu iligkiyi degerlendirmek icin sebep hipotezi
kurulur.

- Kalitatif inceleme 1940'h yillara kadar epidemiyolojinin baslica calisma sekli
olmustur. Bu dénemden sonra epidemiyoloji daha ¢ok kantitatif arastirmalara
yonelmigtir. Ancak bu, kalitatif incelemelerin epidemiyolojik degeri olmadigi veya
gunumuzde kullaniimadigi anlamina gelmez. Bugun tim yonleri ile anlasiimig
hastaliklar hakkindaki bilgilerin gogu baslangigta kalitatif gdzlemler sayesinde elde
edilmistir. Boyle hastaliklarda artik kalitatif inceleme yapma geregi kalmamistir.
Ancak, bugun yeni bir hastalik ortaya ¢iksa, ilk olarak kalitatif gozlem yapilmasi
gerekecek ve buna goére analitik galismalara gecilecektir. Diger bir deyisle, kalitatif
g6zlem epidemiyo-lojik arastirmanin ilk asamasidir.

J[l.LKANTITATIF ARASTIRMALAR

. Kantitatif epidemiyolojik arastirma, hastalik olaylari ve bununla ilgili faktérler
hakkindaki sayisal verilerin edilmesi ve bunlarin numerik analizi-nin yapilmasi
temeline dayanir. Kalitatif incelemenin aksine, bunda esas olan sayim veya 6l¢gim
yapilmasi ve bunlarin analitik yontemler kullanilarak yorumlanmasidir. Bu nedenle,
kantitatif arastirmalar, analitik epidemiyoloji-nin calisma yontemi olarak nitelenebilir.

-ANALITiIK DENEYSEL ARASTIRMALAR

- Belirli bir ¢iftlikte, hayvancilik isletmesinde veya arastirma kurumunda kontrollu
kosullarda ve 0Ozel secilmis hayvanlarda deneysel yolla olusturulan hastaliklar
Uzerinde yapilan galismaya deneysel arastirma denir. Bu tip arastirmada, arastirici
hastalikla ilgili faktorleri iceren gruplar olustu-rabilir. Deneysel arastirmalardaki en
onemli amagclar, supheli hastalik etkenlerinin hastalik olusumundaki rollerinin
belirlenmesi veya hastalik olusumunda konakgi Ozellikleri ve c¢evre kosullarinin
rollerinin saptanmasidir. Bu yuzden hayvanlar, farkli yas, cinsiyet, irk ve kontrol
gruplarina, slpheli hastalik etkenlerine veya farkli ¢evre kosullarina maruz
birakilacak gruplara ayrilabilir. Yine bu tip arastirmalarda, ¢alisma devam ederken,
gruplarda veya gruplarla ilgili faktdrlerde degisiklikler yapmak mumkindir. Boyle
arastirma-lardan elde edilen veriler analitik yontemler kullanilarak yorumlanir ve
hastalik 6zelliklerinin tanimlanmasinda (tanimlayici epidemiyoloji) kullanilir.

Deneysel arastirmalarin, sahada yapilan arastirmalara (dogal hastalik
vakalarinin gobzlenmesine dayanan arastirmalara) gore bazi avantajlari ve
dezavantajlari vardir. Bunlarin baglica avantajlari; az sayida arastirmaciya
gereksinim gostermesi, kontrolli kosullarda gercgeklestirilebilmesi, birgok faktérin
ayni anda degerlendirilebilmesi ve en onemlisi, hastalik nedenlerinin direk olarak
saptanabilmesidir. Deneysel arastirmalarin dezavantajlari arasinda, maliyetin
yuksek olmasi ve sinirli sayida hayvan kullanilabilmesi-dir. Bu arastirma tipinin en
onemli dezavantaji ise, hastaligin dogal kosul-lardaki davranisi ile
O0zdeslestirilememesidir. Diger bir deyisle, hastaligin dogal kogullardaki davranisinin,
deneysel arastirmada belirlenen formlara mutlaka uyacagr hi¢ bir zaman
sOylenemez.




-ANALITiIK GOZLEMSEL ARASTIRMALAR

. Dogal kosullarda olusan hastaliklarin, olustuklari ortamda izlenmesine ve
analiz edilmesine dayanan arastirma tiplerine gézlemsel (obzervasyonal)
arastirmalar denir. Boyle arastirmalar, dogal olaylar kapsadigi "saha caligsmasi”
seklinde ve analitik yontemler kullanildigi igin "analitik c¢alisma" seklinde de
nitelenebilirler. G6zleme dayali arastirmalarin amaci ve temel yaklasimi, deneysel
arastirmalar ile aynidir. Gézlemsel arastirmalarda da hayvanlar bilgilerin toplanmasi
veya deg@erlendiriimesi agamasinda gruplara ayrilabilir-ler; 6rnegin, hasta ve saglikl
hayvanlar veya hastalik etkenine maruz kalanlar ve kalmayanlar seklinde. Boyle
calismalar sirasinda, arastirmacinin gruplarla ilgili faktorlerde degisiklik yapmasi s6z
konusu degildir, cinku hastalik dogal seyrini takip etmektedir.

*Gozleme dayali arastirmalarin avantaijlari, hastaliklarin gok sayida hayvan Uzerinde
ve dogal ortaminda izlenebilmeleridir. Bu nedenle, aragtirmadan elde edilen bulgular
hastaligin dogal kosullardaki davranigi hakkinda fikir verir ve diger hayvan
populasyonlari i¢cin de genellestirilebilir. Gdézlemsel arastirmalarin en &6nemli
dezavantajlari, ¢ok sayida arastirmaciya gereksinim duymasi, sinirh sayida
parametrenin degerlendiri-lebilmesi ve direk sebep-sonug iligkisinin kurulamamasi
yani tanimlayici amagla kullanilamamasidir.

. Analitik calismalar belli bir zaman kesitinde (kesit calisma) ve belli bir
periyodda (longitudinal ¢alisma) yapilabilir.

-Kesit Calisma

« Kesit galisma (kros-seksiyonal ¢alisma) belli bir zaman kesitinde hastaliklarin
veya infeksiyonun saptanmasi esasina dayanir. Bu tip calismada cesitli
populasyonlardaki veya populasyon i¢i gruplardaki hastalik prevalansi saptanir ve
hastalik determinantlarinin hastalik Gzerindeki etkileri incelenir. Bunun igin hasta ve
saglikli olarak veya etkene maruz kalma durumuna gore siniflandi-rilan hayvanlarla
ilgili bilgiler toplanir ve numerik analize tabi tutulur. Béylece cesitli faktorlerin hastalik
prevalansi Uzerindeki etkisi belirlenir. Kesit gcalismada gézlem belli bir zamanda bir
kez yapildidi icin, bu tip arastirma, zaman icinde degismeyen determinantla-rin (yas,
Irk, cinsiyet, yer) etkilerini saptamak igin daha uygundur. Ornegin; bir
populasyondaki sigirlar, kisirlik yonunden klinik olarak ve uUreplasmalar yonunden
bakteriyolojik olarak bir kez taranmis olsun. Burada, populasyon-daki infertilite ve
Ureplasma prevalansi saptanmis olacaktir. Ayrica, Ureplasma ile infertilite arasindaki
iliski olup olmadigi belirlenecektir. Ancak, bu tip calismalarda mantiki olarak
ureplasmalarin infertiliteye yol actigi kanisina varilsa bile, hi¢ bir zaman infertil
sigirlarda ureplasmalarin daha kolay yerlestigi seklindeki bir gérts de reddedilemez.




Uygulamanin adi Hastaliklarin kontroll ve eradikasyonu; hastalik
kontrol ve eradikasyon yontemleri, kontrol ve
eradikasyonu etkileyen faktorler, dnemli infeksiydz
hastaliklarin kontroll ve eradikasyonu
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UYGULAMA BILGiISIi

« Epidemiyolojik olarak, bu hastaliklarin nedenlerinin, diger faktorlerle
iligkilerinin, yayllmasinin veya bulasmasinin arastiriimasina yonelik ¢galigmalar
yapilir. Arastirma alanini belirlemek igin oncelikle daha Once yapiimis
calismalarin (literattrin) bilinmesi gerekir. Literatlran incelenmesi, daha once
yapiimig ¢alismalardaki bulgularin ve metodlarin 6grenilmesine olanak saglar.
Boylece, daha ©Onceden yapilmis bir calisma tekrarlanmamis olur, bu
calismalardaki aksakliklar ve hatalar gorulir ve planlanan ¢alisma igin en
uygun yol cizilir. Bunlar degerlendirildikten sonra arastirmanin amaci ve bu
amaca ulasmak igin gerekli olan bilgiler Dbelirlenir. Yukaridaki
degerlendirmeleri yapmak igin sorulacak sorular su sekilde 6zetlenebilir;

* Problem arastirmaya degermi?

. EVET HAYIR

. Problemi acgiklayabilecek veriler mevcutmu? (literatir ve kayit)
. EVET HAYIR

. Bu calismayi yapmak icin yeterli bilgi kaynagi varmi?

. EVET HAYIR

. Arastirma yapilmaya uygundur.

« Calismayi planlarken verilerin hangi kaynaklardan ve ne sekilde toplanacag
da goz 6nune alinir. Bunun icin hedeflenen amaca en uygun olan en ucuz
veri kaynagi veya veri toplama yolu secilir. Mevcut verilerin istenen amaca
uygun olmadigi anlagilirsa, yeni veri kaynaklari belirlenir.

. Amacin kesin sinirlari bir hipotez ile belirlenir. Epidemiyolojik bir
hipotezde su unsurlar bulunmaldir;

Calisilacak populasyon: Problem iceren populasyonun sinirlari ve oOzellikleri
belirlenir. Buna hedef populasyon denir. Pratik nedenlerle g¢ogunlukla hedef
populasyonlardan daha kuguk boyuttaki populasyonlar secilir. Boyle durumlarda,
ornek populasyonun, hedef populasyonlardan elde edilecek bulgulari yansitacak
nitelikte olmasi gereklidir. Cogunlukla hedef populasyon igindeki farkli gruplarda
degerlendirilmeler yapilmasi gerekir. Ornegin, bir populasyonda hastaligin
prevalansi yaninda, populasyon igindeki ¢esitli gruplarin hastalik prevalansinin da
saptanmasi amaglanabilir. Bu durumda, gruplardaki hayvanlarin degerlendirme
yapilabilecek sayida olmasi gerekir. Populasyondaki ornek Uniteleri belirlerken de
g6z énunde tutulmasi gereken noktalar vardir. Ornegin; calismanin baslangicinda
buzagi olarak alinan bir Unite, zaman gecince ne olarak nitelenecektir? Veya suru
kavraminin boyutu nedir? Bin hayvanlik bir sigir strisu gibi, 10 hayvanlik bir sigir




grubu da suru olarak nitelenebilir.

Dikkate alinacak determinantlar: Calismada degerlendirilecek hastalik
determinantlarinin belirlenmesinde g6z onune alinacak noktalar vardir.
Ornegin; stres, iklim ve bakim gibi determinantlar ne derecede belirlenebilir?
Bu determinantlar nasil 6lglltr? Bu Olgim ydntemlerinin avantajlari ve
dezavantajlari nelerdir? Bu yontemler bu kriterleri 6lgmede ne kadar yeterli
olabilir?

Dikkate alinacak hastalik veya hastaliklar: Hangi hayvanlarin incelenen
hastaliktan etkilendiklerinin bilinmesi gerekir. Ornegin; hastalik sadece klinik
belirtilere géremi saptanacaktir? Eger bdyleyse hangi belirtilere gore teshis
yapilacaktir? Ayirici teshiste sorun olacakmidir? Teshisin laboratuvarda
desteklenmesi gerekecekmidir? Egder gerekecekse, bunun igin yeterli
laboratuvar  yontemleri  varmidir? Bu  yoOntemler tim  Orneklere
uygulanabicekmidir?  Diagnostik testler kullanilacakmidir ve  bunlar
yeterlimidir?

Hangi oranlar hesaplanacaktir? Ornegin,insidens ve atak orani kesit
calismalarla saptanamaz. Eger hastaligin yol actigi ekonomik kayiplar
hesaplanacaksa, ¢esitli Uretim verilerinin de bilinmesi gerekir.

Determinantin hastalik sikligi (zerindeki etkisi: Determinant sikliginin
hastalik sikligi Uzerindeki etkisi goz onune alinmahdir. Determinantlarin
etkilerini, hastaliktan 6nce gosterdiklerinin unutulmamasi gerekir. Bu ytzden,
ornegin, retrospektif calismalarda determinantin etkisini saptamak gugtir.

Biyolojik mantik: Epidemiyolojide hastalik verileri Uzerinde iliskiler,
Ozellikle neden iligkileri kurulmaya caligilir. Ancak sans eseri bir hastalik ile
determinant arasinda kurulan iliskini mutlaka dogru oldugu sdylenemez. Bu
yuzden kurulan iligkinin biyolojik anlamda mantikli olmasi da gerekir.

Unutmamak gerekirki, bir hastaligi en basit sekilde agiklayan hipotez
en dogru hipotezdir. Kompleks hipotezleri test etmek gugtur. Yukarida
belirtilen noktalar, bir epidemiyolojik arastirmanin dikkatli ve detayl olarak
planlanmasi gerektigini gostermektedir. Ayrica, arastirilacak konu hakkinda
detayl bilgilere intiyag vardir.




Uygulamanin adi Mikroorganizmalarin Uretilmesi, besiyerleri
hazirlanmasi ve ekim yontemleri

Yapilacagi hafta 4

Uygulamanin temel hedefi Mikroorganizmalarin Uretilmesi, besiyerleri
hazirlanmasi ve ekim yontemleri

Kullanilacak materyal ve Besiyeri, otoklav, petri kabi, 6ze, svap, cam baget

malzeme adi

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

uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

Besiyerleri

OMikroorganizmalarin uygun g¢evre kosullari saglanarak in vivo veya in Vvitro
ortamlarda dretilmeleri iglemine kultir yapmak, besleyici ortamda dretiimis olan
mikroorganizmalarin tumune kultur adi verilir.

OBakteri ve mantarlarin gogu in vitro olarak besiyeri adi verilen cansiz ortamlarda
uretilirler.

OMikroorganizmalari ilk olarak besiyerinde Uretebilen bilim adami Robert Koch'tur.

OKoch 1876 yilinda Bacillus anthracis’i besiyerinde Uretmistir.

Agar

®Agar, agarophytes olarak tanimlanan Gellidium, Gracilaria, Pterocladia vb deniz
yosunlarindan elde edilen bir galaktoz polimeridir.

®Katilastirma 6zelligini icinde bulunan D-galakton saglar.

®Normal inklibasyon 1sI derecesinde erimemesi ve uzun dallanmis zincir
yapisindan dolayr mikroorganizmalar tarafindan besin maddesi olarak
kullaniimamasi jelatine olan Ustunlukleridir.

Fiziksel Ozelliklerine Gére Besiyerleri

OSivi besiyerleri

OYari-kati besiyerleri

0O%0,05-0,5 agar

OKati besiyerleri

O%0,5-3 agar

Kimyasal Ozelliklerine Gore Besiyerleri

OSentetik veya kimyasal yapilari tam olarak bilinen besiyerleri

OSentetik olmayan veya kompleks besiyerleri
Kullanim Amaglarina Gore Besiyerleri
OTemel besiyerleri

OSegcici besiyerleri

OZenginlestirici besiyerleri

OAuyirt edici (identifikasyon) besiyerleri
OTasima besiyerleri

OsSaklama besiyerleri

Temel Besiyerleri
OBuyyon:




OPepton (%1)

OEt 8ziitli (%1)
ONaCl (%0,5)
ODistile su

OAdi agar (Jeloz):
OBuyyon+%2-3 agar
Segici Besiyeri
OEMB
OMacConkey

OGram negatiflerin Gremesi kristal viyole ve safra tuzlari tarafindan baskilanir.
Zenginlestirici Besiyeri
OsSelenit F

OSalmonella ve Shigella igin
Identifikasyon Besiyeri
Ositrat

OUre

Tasima Besiyeri

OAmies

OStuard

OAmies besiyeri oksijeni absorbe eder. Bu nedenle anaerop érneklerin tasinmasi
icin uygundur.
Saklama Besiyeri
OGliserinli Triptik soy broth

Oizole edilen kdkenlerim -20 veya -70 C’de saklanmasinda kullanilir.
Besiyerlerinde kalite kontrol
OsSterilligi denetleme

OMikroorganizmalari  Uretebilme, secicilik, zenginlestirme ve biyokimyasal
Ozelliklerini saptayabilme agisindan uygunlugunu denetleme.

Seyreltme yontemi ile kati besiyerine ekim yontemi




Uygulamanin adi Gram boyama, Ziehl-Neelsen boyama, Mantar
boyama, Preparatlarin incelenmesi ve
yorumlanmasi

Yapilacagi hafta 5

Uygulamanin temel hedefi Gram boyama, Ziehl-Neelsen boyama, Mantar
boyama, Preparatlarin incelenmesi ve
yorumlanmasi

Kullanilacak materyal ve Mikrobiyolojik boyalar

malzeme adi

Gerekli olan glivenlik Uzun kollu o6nluk, plastik gozlik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

Gram boyama

*Hans Christian Joachim Gram

-Bakterilerin cogu Gram olumlu ya da olumsuz boyanir

«Once jansiyan moru ya da kristal moru ardindan da mordan olarak lugol eriyigi
uygulanir (tum bakteriler boyayi alirlar)

*% 96 lik etil alkol ile renksizlestirme islemi yapilir (Gram olumlular boyayi birakmaz,
olumsuzlar renksizlesir)

Z1t boya eriyigi ile Gram olumsuzlar boyanarak gorunur hale getirilir

Sulu fuksin kullanilirsa pembe, eozinle kirmizi , safraninle turuncu, parlak yesili ile
yesil, pikrik asitle sariya boyanirlar.

Gram boyama

*Bazi bakteriler sinirda tepkime verebilir

*Gram olumlu oldugu halde eskiyen kulturlerde olumsuz gibi boyanabilir

*Bazi Gram (+)’ler besiyerinde en az % 5 serum ya da kan bulunmadik¢a Gr (-)
lesme egilimindedirler

*Ortam pH sinin asitlesmesi Gram olumsuzlagsmaya egilimi arttirir

*Kesin karar verilirken boyamanin yenilenmesi ve ayni preparatta kesin Gram (+) ya
da (-) oldugu bilinen kontrol bakterilerin boyanmasi iyi olur

«Gram olumlu bakterilerdeki peptidoglikan tabaka Gram olumsuzlara gére daha
kalindir ve hucre ¢eperinde teikoik asit icerirler.

-Gram (-) lerde ise farkli olarak peptidoglikan tabakanin disinda bir lipopolisakkarit
tabaka bulunur

Kristal viyole ve lugol her iki bakteride hucre ¢eperini gegerek hucre igine girer,
Gram (4) lerde bu maddeler hicre g¢eperi ile zor ayrilabilen bilesikler olusturur.
«Gram (+) lerin hlcre geperinde bulunan Mg ribonukleat, lipidler ve karbonhidratlar
ribonlkleaz, eter ve sicak su ile uzaklastinildiginda Gram olumluluk &zelliklerini
kaybederler

«Gram olulu bakterilerden olusan protoplastlar Gram (-) boyanirlar.

-Jensen’in degisik Gram boyama yontemi
+A) kristal moru ya da jansiyan moru eriyigi

-Kristal viyole ya da jansiyan viyole 1gr
+Asit fenik kristal 2qr
% 96 lik etil alkol 10 ml
-Saf su 100 ml

Bir cam havanda boya ezilirken yavas yavas alkol ve asit fenik kristalleri de atilip
karigtirilarak eritilirler
Suyun 2/3 U eklenir




Eriyik dereceli mnezure konur
Artan su ile havan calkalanarak mezure aktarilir ve hacim 100 ml e tamamlanir
24 saat oda derecesinde bekletildikten sonra slizge¢ kagidindan suzilerek saklanir

*B) Gram iyot eriyigdi (Lugol eriyigi)

«lyot kristalleri 1gr
*Potasyum iyodur 2 gr
«Saf su 300 mi

«Cam havanda | ve Kl kristalleri ezilerek karistiriir. Uzerlerine saf su eklenerek
eritilir. Renkli siselerde saklanir

*C) % 96 lik etil alkol (veya aseton alkol)

D) Sulu fuksin eriyigi

Gram boyama

*Tespit edilen preparat Uzerine kristal viyole eriyigi dokilip 1-2 dk beklendikten
sonra yikanir.

*Lugol eriyigi dokular, 30-60 sn beklendikten sonra yikanir.

*Aseton alkol ile 10-15 saniye renksizlestirilir, preparat yikanir

*Sulu fuksinle 30 sn boyanir, kurutulduktan sonra immersiyon objektifi ile incelenir
*Gram olumlu bakteriler mor, Gram olumsuzlar pembe-kirmizi renkte goralur

Gram boyamada diger zit boya eriyikleri

*Notral kirmizisi

*Safranin

*Bismark kahverengisi

*Asit pikrik

*Malasit yesili

«Gram boyasi ile olumlu ya da olumsuz karari verilemeyen bakterilerin ayirt
edilmesinde kullanilan ydontemler;

-KOH deneyi: Lam Uzerine bir damla % 3 luk KOH eriyigi konur. Bakteri kolonisinden
dze ile alinan bir parca bu eriyik iginde ezilerek 1 dk kadar karistirilir. Oze yavasca
cekildiginde iplikgikler halinde uzama goérulirse bakteri Gram olumsuzdur. (KOH
bateri duvarini harab edip yapigskan DNA yi ortaya ¢ikarmistir)
-L-alanine-4-nitroanilide (LANA) aerop ya da fakultatif anaeroplar i¢in kullanilir. Ticari
olarak pamuklu silgiclere emdirilmis halde bulunur, Gram olumsuz bakteri kolonisine
dokunduruldugunda sari renge donusur.

Crystal Uiolet
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Gram boyama basamaklari
Aside direngli bakterilerin boyanmasi
-Asiderezistan bakteriler diger yontemlerle kolay boyanmazlar
-Boyanmalari icin fenolli ve yogun boya eriyiklerinin uzun sure ya da sicaklik etkisi




ile uygulanmasi gerekir

-Bu sekilde boyama sonrasi asit, asitli alkol ve diger renk gidericilerle boyalarini
birakmazlar

Asidorezistan bakterilerin hiicre geperi yapisinda diger bakterilere oranla ¢ok daha
fazla lipid bulunur

-Fenollu fuksin lipid ortamda alkol ve sulu ortama gore daha kolay eridiginden bakteri
lipidlerini kolayca gecer, bakteriyi boyar. Renksizlestiricilerde daha az eridiginden
bunlarin uygulanmasi ile bakteriyi terk etmez

Erlich- Ziehl-Neelsen boyama yontemi

+A) Ziehl-Neelsen fenollu fuksini (Karbol fuksin)

-Bazik fuksin logr

Fenol kristalize 5gr

-Saf etil alkol 10 mi

-Saf su 100 ml

-Fenol saf suda eritilerek % 5 lik eriyik hazirlanir, 50 ml si balon jojeye aktarilir.
-Bazik fuksin cam havanda ezilirken alkolle karistirilarak eritilir. Bu eriyik balon
jojedeki fenolli suya eklenir. Arta kalan fenolli su ile havan galkalanarak yikanti
suyu da balona aktarilir ve 100 ml e ulasilir. 24 saat oda isisinda beklendikten
sonrakagit suzgegten suzular.

*B) Asit-alkol eriyigi

*HCL 3 mi
*% 95 lik etil alkol 97 ml
*Karigtirilir

*C) Loéflerin metilen mavisi eriyigi

Tespit edilmis preparat Gizerine karbolfuksin dokultr
-Alttan alev gecirilerek kaynatilmadan 3-5 dk isitilir. Boya azalirsa eklenir.
*Yikanip asit alkol ile 2 dk dekolarize edilir

«ZIt boyama icin 1-2 dk metilen mavisi ile boyanir, yikanip kurutulur ve X100
buyutmede incelenir. Mikobakteriler kirmizi, zemin mavi renkte gorulur.
«Z1t boyamada farkli boyalar kullanilabilir.
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Ziehl-Neelsen boyama sonucu gorulen kirmizi basiller
Mantarlarin incelenmesi
*Gram boyama: tim mantarlar Gram olumludur.
sLaktofenol 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 kiiltiir 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
kullanihir

Ornek bélgesi etil alkol ile silinir. Bistiri ile kazinti alinir. Materyal (izerine bir damla
% 15 lik KOH veya NaOH eriyigi damlatilip lamel kapatilir. Alttan hafif¢e 1sitilir

*X40 buyutmede hifler, sporlar vs mantar elemanlari goralir.
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Candida etkenleri Aspergillus etkenleri Penicillium
etkenleri
Preparatlarin Hazirlanmasi
*Lamlar temiz, yagsiz, giziksiz olmali
*% 50 lik etil alkolde tutulup silinebilirler
*Kullanilan malzeme steril olmali
*isi biten lamlar dezenfekte edilmeli
Boyasiz preparatlar
*Bakteri hareketlerinin incelenmesi
*Karanlik alanda inceleme
*Hucrelerin gorulmesi
*Protozoa ve parazitlerin gorulmesi

sLamlar silinerek temizlenir

*Preparat hazirlanacak yuzu alevden gegirilir

*Dogrudan sivi madde ya da serum fizyolojikle sulandiriimig yari kati materyal ile
preparat hazirlanir.

*Karanlik alan mikroskobisi ile hareket incelemesi yapilabilir.

*Karanlik alanda bakteri kirpiklerinin gorilmesi

*Asili damla preparati: gukurlu lam kullanilir

Boyali preparatlarin incelenmesi

*Temiz lamlarla uygun kosullarda preparat hazirlanir

*Havada kurutulur

*Materyal tespit edilir

eHavada kurutarak (2-3 hatta 18 saat)

eAlevde tespit

eKimyasal maddelerle tespit (etil alkolle 8-10 dk, metil alkolle 3 dk, aseton ile 5 dk)




Preperatlar




Uygulamanin adi Biyokimyasal aktivitenin dlgulmesi, Antibiyogram
testinin yapilmasi ve yorumlanmasi

Yapilacagi hafta 6

Uygulamanin temel hedefi Biyokimyasal aktivitenin ol¢uimesi, Antibiyogram
testinin yapilmasi ve yorumlanmasi

Kullanilacak materyal ve Kaltar, besiyeri

malzeme adi

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

uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISI

Katalase Testi
Metot

1) Kati besi yerinde (kanli agar hari¢) Uremis olan mikroorganizma kolonilerinden
platin 6ze (veya cam baget) yardimi ile yeterli miktarda alinarak temiz ve yagsiz bir
lamin Gzerine konulur. Sonra buna % 30 Iuk hidrojen peroksidden bir damla
damlatilir veya
2) Sivi besiyerinde (5 ml) dremis kultir Uzerine % 3 IUk hidrojen peroksid'den 3-4
damla ilave edilir.

Degerlendirme

Hidrojenperoksid katilmasindan sonra kabarciklarin gorilmesi veya ¢ikmasi pozitif
reakiyon olarak degerlendirilir. SUpheli durumlarda mikroskop altinda muayene
yapilabilir. Reaksiyon en iyi pH 7.0 da meydana gelir ve oda sicakliginda yapilir.
Sonuglar, negatif (-), zayif (+), orta (++) ve kuvvetli (+++) pozitif olarak
derecelendirilir.

Koagulase Testi

Bu test, ozelilkle stafilokoklarda bulunan ve kan plazmasini pihtilagtiran koagulase
enzimini (stafilokoagulase) ortaya koyma, patojenik olanlarla nonpatojenik olanlari
ayirmak amaci ile yapilir. Patojenik olan S. aureus pozitif reaksiyon vermesine
karsin S. epidermidis ve S. saprophyticus negatif reaksiyon gosterir. Aslinda
koagulase'nin patojenite ile iligkisi de tam olarak aydinlatiimamistir.

Karbonhidrat Fermentasyon Testi

Bu test, mikroorganizmalarin c¢esitli spesifik karbonhidratlari ayristirma
yeteneklerini  (sakkarolitik  aktivite) belirlemek amaci ile yapilmaktadir.
Mikroorganizmalar karbonhidratlari, kendileri tarafindan sentezlenen hidrolase
(karbohidrase) enzimleri yardimi ile ayrigtirirlar. Ancak bu yetenek mikroplar
arasinda oldukca fazla degisiklik gosterdigi gibi, bir tire ait mikroorganizmalar
arasinda da ayri fermentasyon 0Ozelligi gOsteren variant suslar da meydana
cikmaktadir. Bazi mikroorganizmalarin fermentasyon 6zelligi yok denecek kadar az
olmasina karsin Enterobacteriaceae familyasina ait olanlarda bu aktivite oldukcga
yuksektir.

Karbonhidratlar (monosakkarid, polisakkarid ve alkoller), bakteriler tarafindan degisik




tarzda (aerobik ve anaerobik) ayristirilarak gesitli Granler, organik asitler (asetik asit,
butirik asit, formik asit, laktik asit, propionik asit, suksinik asit, vs.), nétral Uruanler
(Asetilmetilkarbinol, 2,3-butilenglikol, aseton, etil alkol, isopropil alkol, butil alkol, vs.)
ve gazlar (hidrojen, oksijen, metan, karbondioksit) meydana gelirler.

Bu maddeler cgesitli testler yardimi ile ortaya konabilir ve mikroorganizmalarin
identifikasyonunda 6nemli goreve sahip olurlar. Enerji ve karbon kaynagi olarak,
karbonhidratlarin 6nemi fazladir. Metabolize olabilenlerin Ureme Uzerine olumlu
etkileri vardir. Ancak, ayrisma sonu olusan organik asitler, besi yerinin pH sini
dusurerek belli bir sire sonra uremeyi sinirlar ve durdururlar. Bu yonden de zararl
etkisi olur. Karbonhidratlarin aerobik ayrismasi sonu c¢ok fazla enerji ortaya
cikmasina karsin anaerobik ayrismada (fermentasyon) enerji daha az ¢ikmakta ve
organik asit olusumu daha fazla goérulmektedir. Laboratuvarlarda kullanilan besi
yerleri ve diger kosullarin etkisi altinda, mikroorganizma turlerine gore degismek
Uzere, karbonhidratlarin ayrismasi, genellikle, 1-10 gun arasinda degismektedir.
Bazen daha uzun bir stireye gereksinim duyulabilir. Ayrismay! ortaya koyabilmek igin
besi yerlerine Ureme Uzerine olumsuz etkisi olmayacak yogunlukta bazi indikatorler
(Andrade, bromkrezol moru, brom timol mavisi, fenol kirmizisi, vs.) katilir. Bunlarin
Ozelliklerine goére renklerinde meydana gelen degismeler ayrismayi ve derecesini
belirtir. Bu indikatorler besi yerlerine, yukaridaki siraya gore, % .005, % 0.0025, %
0.001 son konsentrasyonda olacak tarzda ilave edilirler. Andrade hari¢ olmak tGzere
digerleri asit ortamlarda sari renk meydana getirirler. Besi yerlerinde gaz olusumunu
saptamada, tersine yerlestiriimis kiguk Durham tuplerinden yararlanilir. Gaz, bu
tipln Ust tarafinda birikir. Bu amacgla 6zel Smith tlpleri de kullanilabilir. Nétral
urinlerden asetoin'i (asetil metilkarbinol) saptamada Voges Proskauer (VP)
reaksiyonu laboratuvarlarca benimsenmektedir.

Oksidase Testi

Bu test, mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen ve intraselliler olan oksidase
enziminin (sitokrom C oksidase) varhgini ortaya koymada kullanilir. Deneyden ayni
zamanda cinslerin (Moraxella (+), Neisseria (+), Yersinia (-), Acinetobacter (-), ve
turlerin (B. ovis (-), B.neotomae (-) ve B. abortus ( + ) ayirminda yararlanilir.
Oksidase reaksiyonu, bakterilerde (aerobik olanlarda) sitokrom oksidase sisteminin
bulundugunu ifade eder. Uzerine ayira¢c damlatilan kolonilerin 1-2 dakika icinde
kirmizi mavi renk almalari pozitif oksidase testi olarak kabul edilir. Hi¢ bir renk
degisikliginin olmamasi negatif olarak degerlendirilir. Kolonilerin siyah renk almasi
6lduklerini ifade eder.




Onxidase o Oxidase
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Oksidaz testi
Belirli bir bakteri veya bir ka¢ turinin gelismesini ve Uremesini hangi antibiyotigin
Onleyecedi veya hangi oranda azaltacagini ortaya koyan biyolojik metottur. Bir
mikrobun alt gruplarinin veya sonraki degisik dollerinin antibiyotiklere karsi ayni
cevabi vermedigi bilinmektedir. Halbuki muayyen bir mikroba veya bir mikrobun
muayyen dolune karsi hangi antibiyotigin veya antibiyotiklerin tesirli oldugunu bilmek
hem tedavi olan hasta agisindan. hem de saglikli toplum agisindan énemlidir. Hasta
daha c¢abuk tedavi olur. Daha az antibiyotik dolayisiyla para harcanir ve daha ilerisi
igin direng kazanmig mikrop dolleri birakilmamig olur

Bazan antibiyogram. veya mikrop cinsini belirlemek imkansiz olabilir. Hasta organ
veya hastalikli materyalden numune alinamaz veya enfeksiyon ¢ok siddetli oldugu
icin beklemeye tahammdul olmayabilir. Boyle durumlarda yani antibiyogram elde
edilemeyecek veya gecikecek durumlarda

kuvvetli antibiyotiklerden veya hasta sistem icin Ozellik kazanmis antibiyotiklerden
ikisi kombine olarak kullanilir. Bu arada bir yandan mumkuin olursa, antibiyogram
sonucunda belirlenen etkili antibiyotiklere gegilir.

Antibiyogram yapilirken. az etkilenenler ve direngli olanlar diye derecelendirilir.

Antibiyogram yapiminda halen en c¢ok disk metodu kullaniimaktadir. Bu usulde
mikrop petri kutusu i¢inde hazirlanan kati jeloz besi yerine ekildikten sonra Uzerine
cesitli antibiyotik sivilarina batirilmis yuvarlak kagit parcalari konulur. Besi yerinde
ureyen mikrop etkili olan antibiyotigin c¢evresinde Uremediginden yasak bolge
meydana gelir. Yasak bolgenin genigligi antibiyotigin tesir kuvvetinin fazlaligina
isarettir. Eger antibiyotikli kagidin hemen etrafinda dahi ¢cepe ¢evre mikrop kolonileri
ortaya ¢ikabilmigse mikrobun bu antibiyotige direngli oldugu goésterilmis olur.

Antibiyogram testi socu olusan zon caplari




Uygulamanin adi Serolojik reaksiyonlar, mekanizmalari, kullanim
alanlari, Aglutinasyon testleri, cabuk lam
aglutinasyon testi yapilmasi ve yorumlanmasi,
Yavas tup aglutinasyon testinin yapiimasi ve
yorumlanmasi
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Uygulamanin temel hedefi Serolojik reaksiyonlar, mekanizmalari, kullanim
alanlari, Aglutinasyon testleri, cabuk lam
aglutinasyon testi yapiimasi ve yorumlanmasi,
Yavas tup aglutinasyon testinin yapiimasi ve
yorumlanmasi

Kullanilacak materyal ve Pleyt, mezur, kan alma tupleri, santrifij, pipet, pipet
malzeme adi uclari

Gerekli olan giuvenlik Uzun kollu 6nlik, plastik gézlik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

« Antijen : Organizmaya uygun yollardan girdiklerinde kendilerine karsi bagisik
yanitin olusmasina yol agan, bu yanit sonucunda ortaya c¢ikan drunlerle
(antikorlar ve duyarli hicrelerin reseptorleri) 6zgul olarak birlesme 6zelliginde
olan, organizmanin kalitsal yapisina yabanci maddelerdir.

« Antikor : Antijenlere karsi sivisal bagisik yanit sonucunda plazma hticreleri ve
dolayisiyla duyarli B lenfositleri tarafindan olusturulan ve antijenleri ile 6zgul
olarak birlesme 6zelliginde olan 6zgul globulinlerdir.

Serolojik reaksiyonlar antijen antikor komplekslerinin baglanma durumlarina gore
sekillenir ve yorumlanir.

Aglutinasyon bir antijen-antikor reaksiyonu olup serolojik testler arasinda sekonder
baglanma testleri icinde yer alir. Partikiler karakterdeki antijenler , elektrolitli
ortamda homolog antikorlarla birleserek gozle gorulebilecek buyuklukte kimeler
halinde gokerler ki bu olaya AGLUTINASYON denir.

Farkli 1lg molekdllerinin aglutinasyon ydntemleri birbirinden farkhidir. Bu fark
antikorlarin antijen ile baglanma gliclerinden ileri gelir. Ornegin, Ig’lerin aglutinasyon
gucu lgG’lerden daha fazladir.




Aglutinasyon testleri genelde uygulanmasi basit olan testlerdir. Oldukga
duyarli olan bu testler ile 1ml. serumdaki 0.1 pugm. miktarindaki antikorlar
saptanabilir.

Aglutinasyon reaksiyonundan;

-infeksiyonlarin teshisinde (Brucella, Listeria, Salmonella, Campylobacter,
Ruam, Morexella, vs.)

-Mikroorganizmalarin identifikasyonunda

-Bagisiklik durumunun belirlenmesinde ( antikor titresi ) yararlanilir.

Aglutinasyonun Mekanizmasi:

Aglutinasyon 0.5 M NaCl solusyonunda meydana gelir.Bu reaksiyonda iyon
glcu 6nemlidir. Antijen ve antikor arasinda yeterli oranda spesifik baglarin olugsmasi
icin hucrelerin yuzeyindeki negatif yukun kargit yikler tarafindan notralize edilmesi
gerekir.Bu da nétral pH'da olur. Bu nedenle antikorlar antijenlerle 6zgll olarak
baglanmis olsalar bile 10-3NaCl ve daha diisiik tuz konsantrasyonunda aglutinasyon
meydana gelmez. Ortamda fazla miktarda tuz bulunmasi halinde ise antikorlarin
bulunmadigdi durumlarda bile aglutinasyon olugur.

Laboratuvarda aglutinasyon iki sekilde yapilir:
-Cabuk lam aglutinasyonu
-Yavas tup aglutinasyonu

Cabuk Lam Aglutinasyonu:

Bu yontem, PLATE test veya CARD test olarak da isimlendirilir. Bu test daha
cok bir tarama testi olarak kullanilir. Serum veya kan ile uygulanan testte kullanilan
antijen tup aglutinasyon antijenine gore 10-50 kat daha konsantredir ve boyanmigtir.
Ornegin, pullorum antijeni kristal violet, Brucella antijeni rose bengal, Mycoplasma
antijeni ise metilen mavisi ile boyanmistir.

Bu test igin temiz bir lam Uzerinde bir damla (0.05 ml) kan veya kan serumu
esit miktarda lam aglutinasyon antijeni ile karistirilir.Birkag dakika icinde kum tanesi
seklinde gorulen ¢okuntl pozitif reaksiyon olarak degerlendirilir.Negatif durumlarda
ise homojen bir dagilim olusur.

Lam aglutinasyon




Uygulamanin adi Primer baglanma testleri (ELISA, immunofluoresan
testi, RIA) temel bilgiler, Diger sekonder baglanma
testleri (komplement fikzasyon ve Coombs testi)

temel bilgiler
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Uygulamanin temel hedefi Primer baglanma testleri (ELISA, Immunofluoresan

testi, RIA) temel bilgiler, Diger sekonder baglanma
testleri (komplement fikzasyon ve Coombs testi)

temel bilgiler
Kullanilacak materyal ve Pleyt, mezur, kan alma tupleri, santrifdj, pipet, pipet
malzeme adi uclari
Gerekli olan guvenlik Uzun kollu 6nlik, plastik gézlik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGISI

PRIMER BAGLANMA TESTLERI : Antijen ve antikorun reaksiyona girmesine
mulsaade edilir. Olusan immun kompleksin miktari direkt ya da dolayl olarak
Ol¢ulur. Bu reaksiyonu olgebilmek icin Ag. Veya Ab. ; radyoizotop, floresan boya ve
ya enzim ile igaretlenir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra ; birlesmemis materyaller
ortamdan uzaklastirilarak, reaksiyona giren kismin miktari , isarete dayanilarak
olcalur.
KULLANILAN MATERYALLER ;

e Mikroplate
Antilen>normalden az ya da fazla kullaniimamalidir.
Wash buffer
Supheli serum
Substrat = renksizdir ve reaksiyona girince renk verir.

e Konjugat = substrat’a baglanir. Baglanma sonucu renk olusur.
Olusan immunolojik reaksiyonun, enzim-substrat sistemi ile gértintr hale getirilmesi
esasina dayanan teknikleri kapsar. Hem ag , hem de ab varligi ve miktari hassas
olarak olgulur.

(n) sayidaki serum igin (n) sayida sulandirma yapilir. Her g6z bir serumu temsil
etmektedir.

Bir tane IB igin 6zel mikroplate kiti alinir.
Her drnek serum icin 1 g6z kullaniimaktadir.
Goze 0,1 ml en son sulandirmadan koy.
30 dk beklenir.

Sivi dokaldr.

4 kez yikama solusyonu ile yikanir.

0,1 ml konjugat koy.

30 dk beklenir.

Yikama

0,1 ml substrat koy

15 dk bekle

0,1 ml stop solusyonu koy.

650 nm de sonuglar okunur.




***  Mikroorganizmalarin izolasyonunda ve serumdaki antikorlarin tespitinde
kullanilan c¢ok duyarli ve spesifik bir testtir.

Testin esasi; supheli antijen veya antikorun homologu olan ve enzim ile
isaretli bir konjugata baglanmasi ve bu baglantinin substrat adi verilen kimyasal bir
madde yardimi ile renginin degistirilip gorultr hale getiriimesidir.

1. DIREKT ELISA-> siipheli marazi maddede m.o. aranmasi igin yapilir.

2. INDIREKT ELISA-> siipheli serumda antikor aranmasi ve titre saptanmasi

igin yapilir.

NDV-IBV-IBD-Mg-Ms-ReoVirus v.b. icin ticari kitler mevcuttur ve rutin olarak
uygulanmaktadir.

SUPHELI SERUM daki Ab + Ag -> birlesir.
Bu komplekse konjugat baglanir ki enzim ile
isaretlenmistir.
Ortama substrat eklenir ve komplekse baglanir.
Enzim substrati pargalar ve renk olusgur.
Stopper eklenerek reaksiyon durdurulur.
ELISA reader da okutulur.

KULLANILAN MATERYALLER

Supheli Serum

+/- kontrol

Serum sulandiricisi

Ticari mikropleyt

Wash buffer= yilkama solusyonu
Konjugat

Substrat

Stopper

Reader

TESTIN YAPILISI

Enfeksiyona spesifik ticari mikropleytler vardir ve mikropleytin her goézu taranacak
olan enfeksiyonun etkeni ile yani antijen ile kaphdir.

Mikropleyt 8x12 olmak Uzere 96 gozludar.

llk gbze negatif kontrol konur.

Ikinci goze pozitif kontrol konur.

Diger gozlere de serum sulandiricisi ile 1/500 oraninda sulandirilmis serumlar
konur.

30 dk beklenir.

Wash buffer ile 4 defa yikanir ve kurutulur.

Her goze konjugat eklenir.

30 dk beklenir.

Wash buffer ile 4 defa yikanir ve kurutulur.

Her gbze substrat eklenir.

15 dk beklenir.

Substratin Uzerine stopper eklenerek, reaksiyon durdurulur.

ELISA reader da okutulur.

SONUGC

Reader otomatik olarak renk degisikliklerini tespit eder ve bize antikor titresini
verir. Boylece surunun antikor titresi tespit edilir.




Hastalik durumu belirlenir.

Asi zamani belirlenebilir.

Yakin zamanda uygulanmis olan aginin suruyu ne kadar korudugu hakkinda bilgi
verir.

Immunofloresans Yontemler

immiinofléresan yéntem (immunofluorescence assay), doku veya hiicrede bulunan
antijenlerde oldugu gibi “in situ” antijenlerin ya da dokudaki veya hucresel antijenlere
kargi gelismis ve bunlara baglanmis antikorlarin (6r. otoantikorlar) saptanmasi
amaciyla sikga kullaniimaktadir. Ozellikle doku kesitlerinde antijen varligi UV 1sik
kaynagi olan mikroskop yardimi ile ve fléresan bir madde ile isaretli 6zgul antikorlar
kullanilarak saptanabilmektedir. Bu amagla kullanilmak Uzere antikorlar bazi
florokrom maddeler ile isaretlenmektedir. Antikoru isaretlemek icin en fazla
fluorescein isothiocyanate (FITC) kullaniimaktadir

A. Direkt floresan antikor testi:

Direkt floresan antikor testi doku kesitlerinde viral antijenin saptanmasi (6r. enfekte
beyin dokusunda kuduz virusuna ait antijenlerin gosterilmesi) gibi degisik amaglar
igin kullaniimaktadir. Direkt immunofléresan yontemde antijen varligini saptamak
amaci ile kullanilan birincil antikor FITC ile isaretlidir

B. indirekt floresan antikor (IFA) testi
Indirekt floresan yontemde arastirilan antijene 6zgiiil birincil antikor ve birincil
antikora baglanabilen FITC ile isaretli ikincil antikor kullaniimaktadir.

Radioimmunoassay yontemi 6zellikle diustk miktarlardaki antijen tayininde spesifitesi
cok yuksek olan bir testtir. Radioimmunolojik testlerde antijen veya antikor bazi
radioizotop maddeler ile (6r. 125I, 57Co) isaretlenerek daha ¢ok kompetisyon
esasina dayanmak Uzere, sandwich-ELISA yéntemindeki gibi farkli sekillerde de
yapilabilmektedir. Temel mekanizma radioizotop bir madde ile igaretli antijen veya
antikor araciligi ile karsiligi olan (6zgul oldugu) antikor veya antijenin varlhigini ve
miktarini saptamaktir.

0,6 ml FTS + 25ul supheliserum - 1/25

IOmOmOROnOn®nOs®a0s

09ml FTS + 100 wl Lsulandirma -> 1/250

IOmOEOEOROROROsO0x

ELISA testi




Floresan antikor testi
Coombs Testi

A. Direkt Coombs testi: Direkt Coombs testi ile yenidoganin eritrositlerine
baglanmis olan anne kaynakli antiRh antikorlarinin varhgi gosterilir. Yenidogandan
alinan eritrositler yikandiktan sonra Uzerine antigamaglobulin (Coombs serumu)
eklenir. Aglutinasyon olusur ise bebegin eritrositlerine anne kaynakli antiRh
antikorlarinin baglanmig oldugunu gosterir.

B. indirekt Coombs testi: indirekt Coomb testi Rh(-) anne kaninda antiRh
antikorlarin varligini goéstermek icin yapilir. Rh pozitif 0 kan grubu eritrosit
suspansiyonuna anne serumu eklendiginde veya bu islem sonrasi Coombs serumu
eklendiginde aglutinasyon olugursa anne kaninda antiRh antikor varligini gosterir.

Komplement Fikzasyon Testi

Antijen ve buna 6zgll antikorun birlesmesi ile immiin kompleks olusur. immin
kompleks olusumu antikorun Fc kisminda konfiglirasyonel degisiklige neden olur.
Antikorun Fc kisminda olusan bu degisiklik, kompleman proteinlerinin baglanmasina
ve aktivasyona neden olur. S6zkonusu olan antijen eritrosit ise buna baglanan
antikorlar araciligi ile aktive olan kompleman proteinlerinde zincirleme reaksiyon
geliserek eritrosit hiicre membraninda zimba delikleri seklinde zedelenme olur ve
hdcre 6lUr (lizis). Antijen antikor birlesmesinin komplemani uyarmasina dayanarak
geligtirilen iki basamakli bu teste “kompleman fiksasyon testi” denir. Kompleman
fiksasyon testi ile 1 ug/ml’den daha dusuk konsantrasyonlardaki antikor duzeyleri
saptanabilmektedir.

AN/ A\ 7

Komplement Fikzasyon Testi




Uygulamanin adi Serolojik testler ile elde edilen sonuglarin
hastaliklarin tanisi veya agi bagigikhginin
degerlendiriimesi amaci ile incelenmesi ve
yorumlanmasi, Asilar, aktif bagisiklik olusumu ve
as! uygulamalari
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Uygulamanin temel hedefi Serolojik testler ile elde edilen sonuglarin
hastaliklarin tanisi veya agi bagigikhginin
degerlendiriimesi amaci ile incelenmesi ve
yorumlanmasi, Asilar, aktif bagisiklik olusumu ve
as! uygulamalari

Kullanilacak materyal ve Pleyt, mezur, kan alma tupleri, santriflj, pipet, pipet
malzeme adi uglari

Gerekli olan glivenlik Uzun kollu onluk, plastik gozlik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGISIi

eimmiinolojinin bir alt dali olan seroloji antijenlerle bagisiklik sistemi Uriinlerinin
etkilesimini invitro olarak inceler. Antijen ve antikor birlesmesi 6zgul bir reaksiyon
oldugu icin, bilinen bir antijen oldugunda 6rnek materyal icerisinde 6zgul antikor
aranabilir veya bilinen bir antikor oldugunda 6rnek materyal i¢erisindeki 6zgul antijen
degisik teknikler ile saptanabilir. Ayrica ornek materyal igerisindeki 6zgul antijen
veya antikor miktarlari niceliksel testler kullanilarak saptanabilmektedir.

*Serolojik testlerden elde edilen sonuglar;

*1.Klinik tani veya diger laboratuvar bulgulari ile tanisi konan hastaliklarda serolojik
testler dogrulama amacl kullanilabilir.

*2.Bir kiginin veya toplumun bagisiklik durumunu saptamak amaci ile kullanilabilir.
*3.Hastaligin gidisi, tedavi ve\veya prognozu serolojik testlerle izlenebilir.
*4.Etken mikroorganizmanin serogrup, serotip veya immunotipi saptanabilir.

*5.Etken mikroorganizmanin Uretilemedidi veya Uretmenin pratik olmadigi
durumlarda etkeni tanimlamak sadece serolojik testlerle mumkundur.

*Bir infeksiyonun tanisinda 6nemli olan, varolan infeksiyonu yansitan antikorlarin
onceden gegiriimis infeksiyona iligkin antikorlardan ayirdedilmesidir. Burada
ayirimda o6nemli olan, infeksiyonu izleyen 2-3 hafta suresince antikor titresinin
yukselip sonra yavas yavas dusmesidir 10-14 gun ara ile alinan iki serum Ornegi
antikor titresinin yukseldigini gosterirse yeni bir infeksiyon s6z konusudur. ilk serum
ornegdinin infeksiyonun erken evresinde alinmasi énemlidir; tersi durumda, titre artisi
atlanmig olur. Yeni infeksiyonun taninmasina olanak saglayan bir baska durum
infeksiyondan sonra ilk ortaya ¢ikan antikorlarin gogu kez IgM sinifinda olmalaridir.




*Serolojik testlerin miktar tayininde duyarlihk bakimindan ayriliklari vardir. Ornegin
basit presipitasyona bakarak agarda iki yonli yayillma 15, bakteri aglttinasyonu ve
kompleman baglanmasi 300, dolayli hemaglitinasyon 600, ELISA ve virls
noturlenmesi 300000 kez daha hassas bildirilmistir.

«Duyarllik (sensitivite) : Belirli bir hastaligi olan kigilerde bir ydntemle alinan pozitif
sonuglarin yuzdesine o metodun duyarliligi denir. Duyarli bir testte yalanci negatiflik
cok azdir.

«Ozglllik (spesifisite) : Saglikli kisilerde bir ydntem ile arastirilan hastalik
bulgusunun negatif sonug¢ ylzdesine o yontemin 6zgullugu denir.

*Bir testin duyarlihdr aranan hastaldi olan , 6zgulligu ise o hastaligi olmayan
secilmig bir populasyonda aranir.

Antijenin tek bir determinantinin antikorun tek bir yanina yani bir epitopun bir
paratop’a olan birlesme ilgisine afinite denir.

Dogal antijenlerin cogunlugu ¢ok valanshdir. Antikorlarinda en az iki valansi vardir.
Bu sekilde ¢ok valansli(determinanth) bir antijenin ¢ok valansli antikorlarla baglanma
gucune avidite denir.

ASILAR

Tanim: Verildikleri canlida immun sistemi uyararak vicudu hastaliklara kargi
aktif bagisik hale getiren maddelerdir.

Bagisiklik ise, vicuda giren immunojenlere (mikroorganizma , toksin, cesitli
protein ve kompleksleri gibi) karsi organizmanin hiicresel ve humoral bir yanit bir
yanit olusturacak kisa veya uzun bir sure o immunojenin zarari etkisinden
korunmasidir.

Asilarin Siniflandiriimasi
I- Klasik asilar

a) Mikroorganizma asilari (bakteri, virus, mantar, protozoon, vs.)

- Canl (aktif) asilar
- Ol (inaktif) agilar

b) Toksin asilari

lI- Biyoteknoloji yolu ile elde edilen asilar (Rekombinant DNA asilari, Rekombinant
virus asllari, mutant asilar, anti-idiotip asilar, sentetik asilar)
Canli_asilar: Hastalik etkeninin kendi konakgisi veya degigik konakgilarda oldugu
gibi gesitli besiyerleri, doku kulturleri ve embriyolu yumurtalarda uzun stre pasajlari
sonucu hastalik yapma yetenekleri kaybolmus veya c¢ok zayiflamis ancak,
immunojenik yetenekleri korunmus mikroorganizmalardan hazirlanirlar. Bu sekilde
elde edilen suslarla hazirlanan asilara ATTENUE ASILAR, isleme ise
ATTENUASYON  denir.  Attenuasyon  mikroorganizmalarin  kendi  dogal
konakgilarinda uretiimesiyle gergeklesebilir ve utant suslar elde edilebilir.

Ornek:

Veteriner Hekimlikte Antraks Mavi dil
Br. abortus S19 At vebasi
Newcastle (adale) Avianize kuduz (Kelev)
Marek Koyun gicegi
Gumboro Kanath encephalomyelitisi
ILT

BCG




insan Hekimliginde Cicek Kizamik
Poliomyelit Kabakulak
Sarl humma Influenza

Olu_asilar: Bu asilara “Bakterin” adi da verilir. Agl suslari besiyerlerinde Uretilerek
toplandiktan sonra gesitli yontemlerle dlduralerek (is1, formol, fenol, UV, vs.) ml'deki
bakteri sayisi asi FTS ile standardize edilir. Asiya koruyucu amacla fenol veya
merthiolat katilr.

Ornek:
Veteriner Hekimlikte Sigir ve mandalarin P. multocida
Koyun vibriosisi
L. gryppotyphosa
Sap
Kanatli korizasi
Hindi erysipelasi
Kanatlilarin bazi kombine agilari
insan Hekimliginde Kolera
Tifo
Veba

Toksin _asilari: Bu asilar toksine karsi bagisiklamada kullanilir. Toksin olugturan
mikroorganizmalarin  kultar filtratlarinin suzulmesiyle elde edilen toksinin
detosifikasyonundan (gemnellikle formolle) sonra uygun sulandirmalari asi olarak
kullanilir (Toksoin).
Ornek:
Anaerob infeksiyon etkenlerine kargi hazirlanan asilar.
Cl. haemolyticum (beta toksinine kargi)
Cl. botulinum
Cl. septicum
Cl. chauvoei vs.
Anaeroblarda bazen tum kuiltir formolle muamele edilip asi olarak kullanilir ki
bunlara anakultur asilari denir.
insanlar igin: Difteri toksin asilari
Tetanoz toksin asilari
H. pertusisi aslilari vs.

CANLI ASILAR INAKTIF ASILAR
- Bagisiklik verme gucu fazla - Zayif
- Meydana gelen bagisiklik uzun sureli - Bagisiklik kisa sureli
- Bagisiklamada tek doz yeterli - Genellikle ¢ift doz uygulanir
- Dozun miktar1 az verilir - Miktari fazla verilir
- Genellikle adjuvant kullaniimaz - Adjuvant kullanihir
- immun defekti olanlarda kullaniimaz - Kullanilabilir
- Stres yaratir - Strese neden olmaz
- Canli asllar ile diger infektif etkenler bulasabilir - Bulagma tehlikesi yok

- Latent seyirli hastaliklar1 aktive edebilir

- Canl asi viruslari dogada pasaja ugrayarak
virulent olabililer ve gogalma sirasinda da
spontan mutantlar olugabilir




Biyoteknoloji Yolu ile Elde Edilen Asilar

1) Rekombinant DNA asilari

Rekombinant DNA teknolojisi yardimi ile E. coli'de hazirlanan biyosentetik
asilar (Orn. Sap) kullaniimaktadir. Yine Newcastle, influenza, vesiculer stomatitis,
kuduz, herpes simplex vs. viruslarinin ylzey proteinlerini kodlayan genler (DNA,
RNA virus) saptanarak bunlara karsi cesitli mikroorganizmalarda agi hazirlama
calismalari vardir.

2) Mutant Asilar

Mikroorganizmalarin herhangi bir antijenik determinantini kodlayan genin
kodlanmasi ile elde edilen asilara Subunit asilar denir.

3) Sentetik Asilar

Gelisen teknoloji ve molekller kimya sayesinde antijenik karakterdeki

yapilarin agik kimyasal formuller ortaya konarak etkili asilarin hazirlanmasina bir
basamak olusturmaktadir.
Ornek: Str. pyogenes’in “M” ylizey proteini (A grubu Streptokoklarin fagositoza olan
direncglerinin bu ylzey proteininden ileri geldigi sanilir). “M” proteininin yapilmasina
uygun 35 aa’den kurulu sentetik peptit asisi (SCB7) tavsanlara verildiginde “M”
proteinine karsi hem hucresel hem de humoral yanit olugturmaktadir.

- Difteri toksini, difteriye kargl kobaylarda, difteri toksininin derideki nekrotik
aktivitesi ve letel etkisini nétralize eden antikorlari olusturan 188-201 a.a.’den olusan
sentetik bir polipeptit asisi da yapiimigtir.

4) Anti idiotip Antikor Asilari

Asi hazirlamada dikkat edilecek noktalar

- Susun antijenik 6zelligi

- Antijenik dterminantlarin saglam olmasi

- Asinin canli veya 0lU olusu

- Adjuvant

Asilamada Olusabilecek Bagdisiklik Duzeyine Etki Eden Faktorler
- Asinin dozu

- Asinin hazirlanmasi

- Asinin titresi

- Asinin muhafazasi, liyofilizasyonu

- Asilama yollari

- Asilama adedi

- Asilanan canlinin yasi, cinsiyeti, beslenmesi, parazitleri
- Bireysel faktorler

- Maternal antikor durumu

- Adjuvantlar

- Antibiyotikler

Asilarin Kontrolu

- Hazirlanan asilarin uygulamaya konmadan &nce c¢esitli kontrollerinin
yapilmasi gerekir.

1- Kontaminasyon, sterilizasyon testi

2- Potens (etkinlik)testi

3- Yabanci patojenler igin test

4- Antijen igeriginin kontrolu

5- Zararsizlik testi

6- Dayanikllik testi

lyi bir ast;
- Zararsiz olmali




- Etkili olmali ve yeterince bagisiklik saglamali
- En az bir yil sureyle bagisiklik saglamal

- Ekonomik olmali

- Ozellikle canli agilar bulasici olmamali

- Saklanmasi ve verilmesi kolay olmali

Asi Reaksiyonlari

- Asinin genellesmesi ve yayilmasi

- Allerjik reaksiyonlar

- Postvaksinal ensefalit

- Latent bakteriyel ve viral hastaliklarin proaktivasyonu
- Onkojenik etki

- Asinin hastaligin klinik tablosunu degistirmesi

IMMUNSERUMLAR

Hiperimmun serum: Antijen uygun deneme hayvanina belli kurallar ve slreler
icinde enjekte edilerek elde edilen yuksek titrede homolog antikor iceren serumlardir
(antibakteriyel, antiviral, antiparaziter vs.).

Antitoksik serum: Once toksoid sonra da az miktarlardan baglayarak arttirmak
Uzere tosinin birkag kez ve uygun araliklarla enjeksiyonu sonucu elde edilen yuksek
titrede antitoksin iceren serumlara denir.

Konvelesans serum:

ASILAR VE IMMUNSERUMLARLA BAGISIKLAMA

Insanlar ve hayvanlar, canli (attenue, patojenitesi zayif veya zayiflatiimig)
veya inaktif (fiziksel, kimyasal vs. yontemlerle) mikroorganizmalar veya bunlarin
cesitli urunleri (toksin, toksoid, toksik substanslar) ile hayatlarinin belli ddnemlerinde
kisa veya uzun bir sure temas etmeleri halinde dogal aktif bir bagisiklik olusur.
Oysa, organizmaya etken koruma veya sagaltim amaciyla asi olarak verildiginde
yapay aktif spesifik _bir bagisikhk meydana getirilir. Yani asilama ile vicutta
immunolojik sistemler uyarilarak humoral veya sellller (veya her ikisi birden) yanit
olusturulur.

Oysa, bagka bir sahista bulunan veya hazirlanan antikorlarin (hiperimmun
serum, antitoksik serum) hasta kisilere sagaltim amaciyla verilmesiyle pasif bir
badisiklik olusur. Ancak, bodyle elde edilen bagisikhk uzun omurlu olmaz ve
genellikle 2-3 ay sonra sona erer. Pasif badisiklik olusturmak icgin verilen antikorlarin
katabolize olma oranlari da yuksek oldugundan kisa bir sure sonra etkinliklerini
kaybederler.

Yapay pasif bagisiklikta, baska bir hayvandan veya insandan elde edilen
hiperimmun serumun ya da antitoksik serumun korunma veya sagaltim amaciyla
diger hayvana veya insana verilmesi amagclanir. Ancak, pasif bagisiklamada
olumsuz sonuglarla karsilagilabilir. Bunlar: kisa bir bagisiklik olusumu, serum
hastaligi, anaflaksi ve aktif immunizasyonun baskilanmasidir.




Uygulamanin adi Streptococcus, Staphylococcus ve
Corynebacterium turlerinin Gram boyama ile
incelenmesi, kolonilerinin incelenmesi, CAMP testi
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Uygulamanin temel hedefi Streptococcus, Staphylococcus ve
Corynebacterium turlerinin Gram boyama ile
incelenmesi, kolonilerinin incelenmesi, CAMP testi

Kullanilacak materyal ve Besiyeri, 6ze, 6ze ucu, mastitisli sut, lam, serum
malzeme adi fizyolojik, mikroskop, bliinzen beki, gram boyama
seti, mikroskop, hidrojen peroksit, bakteri kulturd,
CMT test ayraglari, dezenfektan, alkol, pamuk.

Gerekli olan guvenlik Uzun kollu 6nlik, plastik gézlik, koruyucu maske,
uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

****Anabilim dalinin uygulama i¢in 6ngdrdugu bilgi/sekil/resim koyulacak****
Ornegin;

Uygulamada yaptirilacak testin yapim asamalari
Uygulamada gdsterilecek preparatin géranimu
Uygulama materyalinin mikroskop gorinim resmi/sekli
Uygulamada dgretilecek alet ekipman bilgisi
Uygulamada ogretilecek konunun bilgi ve semalari

ve benzeri bilgiler

Mastitis, evcil ¢iftlik hayvanlarinda meme dokusun yapisinin ve fonksiyonunun
bozulmasi sonucu meydana gelen bir hastaliktir. Ozellikle sit verimi agisindan
beslenen sidir, koyun ve kecgilerde siklikla, atlarda ise daha seyrek goérilmekle
beraber tedavi edilmeyen durumlarda sut veriminin dismesi, meme dokusunun
korelmesi ve hatta 6lumle sonuglanan ekonomik kayiplar olusabilmektedir.

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

1) mikroorganizmalarin dokuya girmesi,

2) mikroorganizmanin dokuya yapismasi ve

3) cogalarak yayilmasi olmak tzere genellikle (¢ safhada meydana gelir.

Cevre damarlari genisler, bol miktarda I6kosit damarlardan sizarak meme dokusuna
ve sute karisir. Ayrica, damarlarin geniglemesi nedeniyle, kandan sute albUmin,
sodyum Klorlr ve sodyum bikarbonat gibi maddelerin gegisi artar ve sutin pH’si
degisir. Laktoz sentezi durur, kazein sentezi azalir; buna bagh olarak sutin fiziksel
ve kimyasal yapisi bozulur. Mastitis teshisinde kullanilan en pratik test California
Mastitis Testi (CMT) dir. Normal gérinimdeki sttleri saha kosullarinda kontrol etmek
ve subklinik mastitisleri meydana ¢ikarmak igin bu test sikga kullaniimaktadir. Test
sutle I0kosit ve epitel hucre sayisinin artmasina bagli olarak DNA ve RNA'larin, aryl
alkyl sulfanat gruplar/ ile birleserek presipitasyon olusturmasi esasina dayanir.
Testin uygulanmasinda dort gézllu kuguk bir plastik kap kullaniir. CMT kabinin her
g6zune, hayvanin her memesinden, 2 ml sut konulur: Uzerine 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 kabi icerisindeki
karisim 15 - 20 saniye dairesel hareketler ile karistirilir, olusan presipitasyon
durumuna gore Idkosit sayisi hakkinda bilgi edinilir. Ayiragta bulunan brom kreosol
moru ile de sutun pH'si hakkinda fikir edinilir. Bu testle saghkl sutler sari, mastitisli
sutler mor renkte gozukaur.

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
suslari sigirlarda meme dokusu hastaliklarinda gerek etiyolojik olarak gerekse
firsatcl patojen olarak hastaliklara yol agmaktadirlar.

Streptokoklarin laboratuvar teshisinde ise 6nce mastitisli sit meme basi dezenfekte
edildikten sonra enjektore alinir ve soguk zincir altinda +4 °C’de laboratuvara
getirilir. Daha sonra 1 damla siit dérnegi besiyerine konulur. Oze ucu alevde sterilize
edildikten sonra seyreltme metodu ile ekimi yapilir. Besiyeri 37 °C'de 1-2 gece
inkubasyona birakilir. Besiyerinde Greme durumuna bakilir. Ureyen koloni varsa
morfolojik olarak incelenir. Toplu igne basi buyuklugunde hafif seffaf koloniler
Streptokok identifikasyonuna tabi tutulur. Daha sonra Gram boyama yontem ile
koloniler mikroskopik olarak incelenir. Koloni 6ze alindiktan sonra. Lam Uzerine
damlatiimis hidrojen peroksit ile katalaz testine tabi tutulur. Katalaz testinde eger
bakteride hidrojen peroksiti oksijen ve suya ayristiran enzim bulunmaz ise herhangi
bir degisiklik gértilmez. Reaksiyonun negatif olmasi treyen koloninin Streptokok tirt
oldugunu gostermektedir. Diger bir identifikasyon metodu ise CAMP testidir.
Lancefield B grubu streptokoklarin (Streptococcus agalactiae) identifikasyonu igin
CAMP testi kullanihr. B grubu streptokoklar sigir matitlerinin etkenlerinden biridir.
CAMP faktord, B grubu streptokoklar tarafindan dretilen diflzibl, 1siya dayanikli
ekstrasellller 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 igin stafilokoklarin beta toksini ile sinerijistik
olarak etki eder. Tavsan, at ve insan eritrositleri Uzerine sinerjistik etkisi yoktur.
Staphylococcus aureus ATCC 25923 beta hemolizin olusturmaktadir ve  CAMP
testinde kullanilir. Koyun kanlh agar Uzerine duz bir hat boyunca beta toksin Ureten
S. aureus turu ekilir. Bu ekim cizgilerine 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 inkube
edilir. inkiibasyon sonunda, streptokok ve stafilokoklarin reme yapilari incelenir.
Birbirlerine yakin olduklari yerde ok basi seklinde hemoliz meydana gelirse "CAMP
testi pozitif* denir. S. aureus'un beta lizini ile S. agalactiae'nin ekstraselltler Grinu
birlikte hareket ederek buyuk bir beta hemoliz olusturur.

-

Streptokoklarin mikroskopik gérunima CMT testinin uygulama proseduru



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

Stafilokoklar, evcil ciftlik 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 suglari sigirlarda meme dokusu hastaliklarinda gerek etiyolojik
olarak gerekse firsatci patojen olarak hastaliklara yol agmaktadirlar.

Stafiloklarin laboratuvar teshisinde ise 6nce mastitisli sit meme basi dezenfekte
edildikten sonra enjektore alinir ve soguk zincir altinda +4 °C’de laboratuvara
getirilir. Daha sonra 1 damla sit 6rnegi besiyerine konulur. Oze ucu alevde sterilize
edildikten sonra seyreltme metodu ile ekimi yapilir. Besiyeri 37 °C’de 1-2 gece
inkubasyona birakilir. Besiyerinde Greme durumuna bakilir. Ureyen koloni varsa
morfolojik olarak incelenir. 1 mm c¢apindaki beyaz, krem rengi ve sari renkli koloniler
Stafilokok identifikasyonuna tabi tutulur. Daha sonra Gram boyama yontem ile
koloniler mikroskopik olarak incelenir. Koloni 6ze alindiktan sonra. Lam Uzerine
damlatilmis hidrojen peroksit ile katalaz testine tabi tutulur. Katalaz testinde eger
bakteride hidrojen peroksiti oksijen ve suya ayrigtiran enzim bulunuyor ise gaz cikisi
gozlenir. Reaksiyonun pozitif olmasi dreyen koloninin Stafilokok tlrd oldugunu
gOstermektedir. Patojenik Stafilokok ve Koagulaz Negatif Stafilokokttrlerinin ayrimi
icin koagulaz testi yapilir. Koagulaz testinde ise EDTA’'ll tavgan serumu ile koloni
homojenize edilir ve aglutine yapilar goérildigu zaman reaksiyon pozitif olarak
degerlendirilir. Eger bakteride koagulaz enzimi yoksa herhangi bir degisiklik
g6zlenmez ve bakteri Koagulaz Negatif oalrak degerlendirilir. Diger bir identifikasyon
metodu ise CAMP testidir.

Stafilokoklarin mila'oskopik goranimu
Corynebacterium cinsi i¢cinde hayvan ve insanlar i¢in patojenik olan 30’dan fazla tir
tanimlanmistir. Korinebakterilerin gogu firsatci patojendirler.

Korinebakterilerin  hucre duvarlari 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, kapsulsiz ve geng¢ kulturleri fazlaca pleomorfiktir. Boyal
preparatlarda genellikle kimeler ve yan yana gelmis gesitli sekiller (X,V,Y,Z) halinde
goralurler. Aerobik bir Greme 06zelligine sahip olmalarina karsin mikroaerofilik
kosullarda gelisebilir ve Ureyebilir.

Corynebacterium turleri bir hayvan paotojenleridir ve ¢ogu tir mukoz membranlarda
kommensaldir. Derideki portantrelerin mikroplu eksudatlarla ya da bunlarla bulasik
su toprak, altlik gibi maddelerle temasi sonucu bulasir. C. renale infeksiyonlari igin
soguk hava, kesif yemle besleme ve yuksek verim predispoze edici
faktorlerdir.Bulasma kirli ve kontamine kataterlerin kullaniimasi, kontamine firgalarla
vulvalarin yikanmasi, infekte bogalarla giftiesme gibi nedenlerle olur.




C. renale grubundaki bakteriler sigirlarda sistit ve pyelonefrite neden olan Uriner
sistem patojenleridir. Ureaz Uertirler ve Greyi hidrolize ederler. Ure yikilimina bagli
olarak amonyak Uretimi enflamatuar olayi, idrarda ylksek alkaliniteyi (pH 9.0)
antibakteriyel savunma mekanizmasinin baskilanmasini baslatir. C. renale grubu
uyeleri Grogenital mukozaya yapismay! saglayan fimbrialara sahiptir. Urotheliuma
pilus aracihgi ile tutunma ve ure 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,
sut, sperma gibi maddeler gonderilir. Marazi maddelerden hazirlanan preparatlar
Gram boyama teknigine gore boyanir. Gram pozitif pleomorfik mikroorganizmalarin
gorulmesi korinebakterilerden suphe ettirir. Ancak boyama ile teshis konmasi
mumkun degildir.

Marazi maddelerden zenginlegtiriimis kanli agara ve serumlu agara ekimler yapilir.
37 oC de 1-2 gluin inkubasyona birakilir. Bu sire sonunda 0.5-1 mm c¢apinda kiguk,
S tipli koloniler Urer. Bunlar streptekok kolonilerine benzerler. Korinebakteriler serum
iceren buyyonlarda, tipun dip kisminda granuler tarzda bir Greme gosterir ve
buyyonun Ust kismi berrak kalir.

R.equi etkenleri Gram pozitif, koktan gomaga kadar degisen sekillerde, 1x5 um
boyutlarinda gorulen aerobik mikroorganizmalardir. Nutrient agar gibi
zenginlestiriimemis besi yerlerinin cogunda, aerobik olarak, genis bir 1s1 araliginda
(10°C'den baslayan) Urer ve yaklasik 48 saat igerisinde karakteristik mukoid, somon
rengi koloniler olugtururlar. Koloniler buyuktur (3-5 mm). Hemoliz olusturmazlar.
Kapstul formasyonu ve pigment Uretimi 6zellikleri vardir. Organizma hareketsiz,
katalaz, Ureaz 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 Gretim bdlgelerinde en fazla bulunur. R
.equi hem topraga, hem de hayvanlarin barsaklarina yerlesir. GUbrede ve
barinaklarin altliklarinda uzun stre canli kalir. Etken bulasik toprak, gubre, infey6z
sekresyonlar veya digkida bulunur. infeksiyon direkt temas, inhalasyon, sindirim,
umblikal veya mukoz membran araciligiyla konkonjenital olarak alinir. Yaz aylarinda
en fazla gorulur. 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 goérulir. Stpheli materyal inokule edilen kanli
agar ve MacConkey agar besi yerleri aerobik olarak, 24-48 saat sureyle 37 °C'de
inkube edilir. izolatlar igin identifikasyon kriterleri; kanli agardaki 3-5 mm capinda,
dizgun, nonhemolitik, somon rengi ve mukoid koloniler, MacConkey agarda
uremenin olmamasi, CAMP testinin pozitif olmasi (R. equi kaynakli hemolizinler,
C.pseudotuberculosis'in fosfolipaz D'sinin veya S.aureus'un hemolizininin hemolizini
glglendirir), oksidasyon fermentasyon ve seker fermentasyon testlerinde reaksiyon
vermemesi, ticari kitler kullanilarak elde edilen biyokimyasal profildir




PATOJEN KONAKCI

C. bovis Sigir

C. kutscheri Laboratuvar
rodentleri

C. pseudotuberculosis

Nitrati Koyun, kegi
indirgemeyen

biyotip

Nitrati indirgeyen At, sigir
biyotip

C. renale grubu

C.renale (tip1) Sigir

Koyun, kegi
C. pilosum (tip 2) Sigir
C. cystitidis (tip 3) Sigir

C. ulcerans Sigir

BULUNDUGU
YERLER

Subklinik mastitis Meme ucu

Mukoz membranlar,
cevre

HASTALIK

Superficial
apseler,
karaciger,
akciger ve lenf
nodullerinde
kazeoprulent
odaklar

Kazeoz
lenfadenit

Deri, Mukoz
membranlar, cevre

Ulseratif
lenfadenit,
apseler

Cevre

Sistit, pyelonefrit Urogenital kanal

Ulseratif Prepusyum

balonopostitis

Sistit, pyelonefrit Sigir Urogenital
kanal

Sistit, pyelonefrit Sigir Urogenital
kanal

Mastitis insan faringeal
mukoza

Korinebakterilerin yaptigi haastaliklar
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Korinebakterilerin mikroskopik gorunimu

A
R. equi mikroskopik goriunumu




Uygulamanin adi Bacillus anthracis, Clostridium ve Mycobacterium
turlerinde laboratuvar teshisi
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Uygulamanin temel hedefi Bacillus anthracis, Clostridium ve Mycobacterium
turlerinde laboratuvar teshisi

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

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

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

uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

Endospor olusturan Gram pozitif gomaklar ve koklar grubu icindedirler. Bu gruptaki
etkenlerden B. anthracis disindakilere Antraks benzeri ve anthracoid ismi
verilmektedir.Gram pozitif gcomak bigimli, sporlu, peritrik flagellalari ile hareketli (B.
anthracis hari¢) aerobik veya fakultatif anaerobiktirler. Katalaz pozitif, oksidaz
degiskendir. Sporlar oval veya yuvarlak olabilir. Sporlar sentral, subterminal veya
terminal lokalizasyon gosterir. Bazi Bacillus turleri karbonhidrat karakterinde kapsul
meydana getirirler.

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

Direkt tani igin yeterli bulgu yoktur. Spor kontaminasyonu nedeniyle kural olarak
Sarbon supheli hayvanlara otopsi yapiimaz.

Anthrax supheli hayvanlardan alinan kan, dalak, ilikli kemik, kulak parcasi ve
organlardan alinan parcalar ile o6dem sivilari laboratuvara muayene igin
gonderilebilir.

Laboratuvara gonderilen materyallerden frotiler hazirlanarak Gram ve Giemsa
boyama yontemleri ile boyanir. Boyamalarda tek tek veya 2-8 basillik zincirler
seklinde etkenler gorulur. Giemsa boyamada tek veya ikili kirmizi renkte boyanmis
kapsule 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 ¢apinda R formu benzeri gri koloniler meydana gelir. Kaltlrlerden yapilan Gram
boyamalarda etken sa¢ benzeri uzun flament6z bir yapidadir. Bazilari sporlu Gram
pozitif bakterilere rastlanir. Olimden sonra alinan numunelerde B. anthracis’e
benzeyen birgok bakteri bulunabilecedinden ayirici identifikasyon yapilmahdir.
Ozellikle, diger Bacilluslar (B. subtilis, B. megaterium, vs) ve P. aeruginosa ¢ok
karigir.

identifikasyon igin asagidaki tarzda hareket edilir:
— A) KAPSUL FORMASYONU: B. anthracis vucut icinde kapsul verir.




Buna karsilik spor in vitro olusur.B. anthracis ayni zamanda invitro
olarak serumlu ve % 10-30 CO2'li ortamlarda kapsul olusturabilir.
Besiyerrlerinde Uremis kolonilerden emulsiyon vyapilip, farelere
intraperitoenal verildikten 6-8 saat sonra, periton sivisindan yapilan
frotiler Giemsa ile boyanirsa kapsulli basillere rastlanir. Digerlerinde bu
kapsul formasyonu gorilmez.

— 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 uUretildikten sonra frotiler yapilip Gramla
boyanirsa, basillerin yuvarlaklastigi ve tespih gibi bir gorunim aldigi
saptanir. Bu gérunum digerlerinde yoktur.

Laboratuvara gonderilen marazi maddelerden hazirlanan inokulumlar fare veya
kobaylara deri alti veya intraperitoneal yolla verilir. Yaklagik 2-7 gun sonra hayvanlar
olurler. Olen hayvanlarin otopsisi yapilir, basta kan ve dalak olmak Uzere diger
dokularindan frotiler yapilir. Gram ve Giemsa ile boyanir ve tipik etken aranir. Ayrica,
besiyerlerine de dalak ve karaciger gibi dokulardan ekimler yapilir. Ureyen koloniler
B. anthracis yonunden incelenir.

Serolojik tanida bagta Ascoli termopresipitasyon testi olmak Uzere az olarak agar jel
presipitasyon testi, indirek mikrohemaglutinasyon testi ve ELISA’dan yaralanilir.
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Zincir seklinde(kulturde) ve tek tek (dokudan) B.anthracis’in mikroskopik gorunimu

B. anthracis’in kati besi yerinde uzaktan ve yakindan koloni goruntuleri




Clostridium tirleri, dogada ve 06zellikle toprakta yaygin olarak bulunan anaerobik
veya mikroaerofilik sporlu mikroorganizmalardir. Insan ve hayvanlarin sindirim
sisteminde flora bakterisi olarak da bulunan bu mikroorganizmalar, birgok hayvan
turande sinir, sindirim, kas ve i¢ organlari etkileyen toksinleri ve vegetatif formlariyla
hastalik olustururlar.

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

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

. chauvoei: Yanikara (s1gir, koyun, kegi, geyik, domuz, tavsan, kobay)
. septicum: Bradzot hastaligi (gen¢ 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 bdbrek hastaligi (koyun, kuzu)

. welchii tip-E: Buzagi enterotoksemisi (buzagi)

. welchii tip-F: Enteritis necroticans

. novyi: infeksiydz nekrotik hepatitis (koyun, sigir)

. haemolyticum: infeksiy6z ikterohemoglobiniri (sigir, koyun, kegi, domuz)
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Kllturlerde tek tek, cift, kisa zincirler veya flamentler tarzinda gorilir. Genelde
sporlarin ¢api basillerin gapindan buyldk oldugu igin, basile ylzuk, tokmak, raket,
mekik gibi cgesitli sekiller verdirir. Clostridium tlrleri Clostridium perfringens harig
hareketlidirler ve kapsul olusturmaziar. C. perfringens kapsul olusturur ve
hareketsizdir. Klostridiumlar kati besi yerlerinde 37 oC de 24-48-72 saat iginde ortasi
kabarik, grandlli, duzenli veya duzensiz, kenarlari c¢entikli, bazen de duzgun,
flamentli goérinimde, 2-4 mm capinda, saydam koloniler olusturur. Kanli agarda
grimsi, nemli ve buyuk boyda beta hemolitik koloniler meydana getirir.

Supheli gida maddeleri ve hastaliktan 6lmus hayvanlarin gesitli i¢ organlari, yara
veya portantre civarindan el ayasi buyukligunde parga, yaradan alinan kazinti ve
yara iginden gelen akinti (C. tetani), kan ve 6dem sivisi (C. chauvoei), femur,
abomasus igerigi, idrar (C. welchii) gibi marazi maddeler laboratuvar tanisinda
kullanilr.

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

Kaltar

a) Kati besi yeri: Kanli agar, laktozlu yumurta sarili ve sitli agar, glukozlu kanli agar.
b) Koloni morfolojisi: Klostridium'lar kati besi yerlerinde, ortasi kabarik, granulld,
dizenli veya dizensiz, kenarlari ¢entikli, bazen de dizgtn, flamentli gérinimde, 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 fosfatli,
potasyum tellUritli, sodyum azidli ve glukozlu VF besi yeri. Besi yerlerine %0.5
glukoz, %0.5 K2HPO4, kan serumu ve inorganik tuzlarin ilave edilmesi Uremeyi
olumlu etkiler.

d) Buyyon kultart: Klostridiumlar sivi besi yerlerinde 24-48 saat i¢inde bol ve
homojen bir Greme ve bazen de dipte ¢okuntl gosterirler. cok miktarda gaz olusumu,
H2S teskili ve bozulmus aci tereyadi kokusu veya peynirimsi bir koku meydana gelir.
Buyyonda bulunan et pargalari dijeste olur ve ette bazi degisiklikler sekillenir.




Clostridium turlerinin genel mikroskopik gérunumu

Sigir tuberkulozunun etkeni olan M. bovis Gram pozitif, asidorezistans karakterde
aerobik, sporsuz bir bakteridir ve dort mikobakteri tlrinl iceren Mycobacterium
tuberculosis complex olarak adlandirilan grup iginde 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 kapsull yoktur. Tuberkuloz etkenlerinin hicre
duvarlarinda diger bakterilere goére ¢ok daha fazla bulunan lipoidal maddeler bu
bakterilerin normal laboratuvar boyalari ile boyanmamasina neden olur. Bu nedenle
Ziehl-Neelsen boyama yéntemi ile boyanirlar.

Ehrlich-Ziehl - Neelsen (EZN) Mikobakterileri boyama yéntemi

a) Preparat hazirlanir, kurutulur ve tespit edilir.

b) Lam Uzerine ve butln lami kaplayacak tarzda karbol fichsin solusyonu konur.
c) Preparat alttan 4-5 dakika ve aralikli olarak hafifge 1sitilir. Preparatin
yanmamasina ve kabarciklarin gikmamasina dikkat edilir (preparat Gzerinden hafif
buharlar ¢ikabilir).

d)Boya dokulur ve preparat asit-alkolde (% 95 alkol + % 3 HCI asit) dekolore edilir.
e) Su ile yikanir.

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

g) Boya dokulur ve su ile yikanir.

h) Kurutulur ve immersiyonla muayene edilir.

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




Ziehl-Neelsen boyamada tiberklloz basillerinin gérinimu




Uygulamanin adi Enterobakterilerin genel mikroskopik yapisi ve
laboratuvar teshisi, Burkholderia tirleri morfolojik
yapilari ve laboratuvar teshisi, Brucella turleri
morfolojik yapilari ve laboratuvar teshisi

Yapilacagi hafta 12

Uygulamanin temel hedefi Enterobakterilerin genel mikroskopik yapisi ve
laboratuvar teshisi, Burkholderia turleri morfolojik
yaplilari ve laboratuvar teshisi, Brucella turleri
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 kalturt, dezenfektan, alkol,
pamuk.

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

uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

Enterobacteriaceae familyasindaki mikroorganizmalarin ortak ozellikleri;
— Gram negatif,
- c¢omak tarzinda,
— spor olugturmamalari,
- aerobik veya fakultatif anaerobik Greme 6zelligine sahip olmalaridir.
- Ayrica bu etkenler rutin labaratuvar besi yerlerinde kolaylikla
ureyebilmektedirler.
- Genellikle hareketli olan bu etkenler arasinda hareketsiz olanlara da
rastlaniimaktadir (Ornegin: S.gallinarum ve S.pullorum)
- Yine bu etkenler katalaz pozitif olup, genellikle nitratlar nitritlere
redukte etme 6zelligine sahiptirler.
TESHIS
E. coliigin;
I-Bakteriyoskopi: Septisemiden dlen hayvanlara ait organlardan yapilan
preparatlarda Gram negatif comaklarin gérilmesi E. Coli’yi disundurebilir.
2-Kultdr: Bu amagla kanli agar, MacConkey agar ve EMB agar gibi besi yerlerine
ekimler yapilir ve 24-48 saat 37°C'de inkubasyondan sonra Ureyen koloniler E. coli
yonunden degerlendirilir. Buyyon kultirinde 24 saatte homojen bulaniklik yapan
E.coli biyokimyasal testlerle (karbonhidrat fermentasyon testleri, H2S, Indol, MR, VP,
Nitrat, vs) identifiye edilir. Ureyen E. colilerin virulens faktorlerinin PCR gibi
molekuler yontemlerle de dogrulanmasi yapilabilir.
3-Hayvan deneyi: Ozellikle ETEC suslar belirlenmesi amaciyla, bagirsak lup testi,
fare testi ve doku kultura testlerinin kullaniimasi gerekmektedir.
4-Serolojik testler: Buzagilarda hastalik yapan E. Coli serotiplerine kargi hazirlanmis
antiserumlarla Ureyen kolonilerin lam Uzerinde yapilan aglutinasyon testi ile hangi
serogruba ait olduklari, dolayisiyla antijenik 6zellikleri kesin olarak saptanabilir.

Salmonella tirleri igin;

1- Bakteriyoskopi: Bakteriyolojik muayene materyallerden hazirlanan preparatlar,
Gram boyama yéntemi ile incelenmelidir. Gram negatif etkenlerin gorulmesi, S.
abortus equi'yi disundurmesine ragmen mutlaka kultar yapiimalidir.

2-Kultdr: Laboratuvara gelen ana veya fetusa ait taze materyallerden kanl agar,




MacConkey agar nutrient, buyyon gibi besi yerlerine ekim yapilarak treyen etkenler
Salmonella yonunden 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 supheli koloniler
veya kontamine atik materyallerinden hazirlanan inokulumlar gebe kobaylara injekte
edilmekte ve injeksiyon sonucu olugan atiklardan yapilan kulturel yoklamalarla etken
izolasyon ve identifikasyonu kesin olarak yapilabilmektedir

4-Serolojik testler: Atlk yapmis hayvanlardan bakteriyolojik muayenelerin
yapiimadigi durumlarda veya portor kisraklarin belilenmesi amaciyla serolojik
yoklamalardan vyararlaniimaktadir. S.Abortus equi'ye karsi olusmus antikorlarin
saptanmasi, ancak atiklardan en erken 20 gin sonra mimkin olmakta, bu amacla
kan alinarak, "O" ve "H" antijenleri kullaniimak suretiyle aglitinasyon testleri
yapilmaktadir. Ancak, saglikl atlarda S.Abortus equi' nin "O" antijenine kargi normal
aglutininler bulunabildiginden, aglutinasyon titresinin 1/1000 ve Uzerinde bulunmasi
pozitif olarak de@erlendirilir. Ya da siri taramalarinda saglikli hayvanlara ait
serumlarin aglutinasyon titreleri saptandiktan sonra atik yapan hayvanlarin
aglutinasyon titreleri degerlendiriimelidir. "H" antijenine karsi saptanan antikorlar,
S.Abortus equi icin spesifik kabul edilmektedir. Bu nedenle, 6zellikle portorlerin
saptanmasinda "H" antijeni ile yapilan aglutinasyon testleri kullaniimahdir.

Yersinia turleri igin;
Bu amagla, 6len veya agoni halinde kesilen hayvanlara ait i¢ organlar (karaciger,
kalp, dalak vs.) aseptik kosullarda ve suratle laboratuvara génderilmelidir.

1-Bakteriyoskopi: Marazi maddelerden yapilan preparatlar Gram boyama yontemi
incelenir. Gram negatif etkenlerin gorulmesi Yersinia etkenlerini dusundurir. Ancak
kesin teshis kulttrle konulabilir.

2-Kultdr: Bu amagla, marazi maddelerden, genel ve selektif besi yerlerine ekimler
yapilir. incelenen materyal diski veya gida maddeleri ise, soguk zenginlestirme
yonteminden yararlaniimalidir. 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. enterocolitica’nin patojenite denemeleri igin ¢esitli laboratuvar
hayvanlari kullanilabilmektedir. Bu amagla en ¢ok gerbiller kullanilir. Gerbillerin
intraperitoneal injeksiyonlari sonucunda 4 gun iginde septisemiye bagh olumler
sekillenmektedir. Kobaylarda da konjunktivitis olusturmaktadir.

4- Serolojik testler: Hayvanlarda Y. enterocolitica infeksiyonlarinin serolojik teshisi
pratik degildir.

E. coli mikroskopik gérunumu Salmonella turleri mikroskopik
gorunumu




Yersinia turleri mikroskopik gérinumu

Burkholderia cinsi bakteriler Gram negatif, comak sekilli, hareketli ve obligat aerobik
kosullarda ureme fizyolojisine sahip bakterilerdir. Tum dinyada her 1sidaki toprakta
ve ylzey sularinda bulunabilir. Bu bakteriler, 7°C'lik 1siya sahip Antartika
topraklarinda bile yasayabilirler.

Ozel Greme ihtiyaci olmamasina kargi B.mallei optimum Greme igin besiyerlerinde
gliserole gereksinim duyar. B.mallei izolatlarinin %75'den fazlasi MacConkey agarda
iyi urer. Optimal ureme sicakligi 37 °C olmasina karsin bakteri 22-24°C'ler arasinda
ureme gosterebilir. Kati besiyerlerinde 37 °C de 24-48 saat iginde klguk, S-tipli,
kokusuz beyaz koloniler meydana getirir. Kanli agarda hemoliz olusturmaz. Gliserinli
sivi besiyerlerinde hafif bir bulaniklik ve tipln Ust kisminda pelikul olusumu gézlenir.
Zamanla sivi kultarin rengi koyulasir ve dip kisimda yapigkan bir tortu sekillenir.
Tapun hafifce galkalanmasi ile tortu yukari dogru kalkar fakat parcalanmaz.

Hastaligin endemik seyir gosterdigi bolgelerde, hayvanlarda sekillenen noduller,
ulserler, yaralar ve asiri 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.
Cunkl, Burun Ruami rinitis, sintzitis ve Gurm ile; Deri Ruami dermatomikozis,
sporotrikozis, lenfangitis Ulseroza ve lenfangitis epizootika ile; Akciger Ruami da
tuberkulozis, akciger parazitleri ve diger akciger infeksiyonlari ile karistirilabilir.

Ruam suphesiyle 6len hayvanlara nekropsi yapilmasi kanunen yasak oldugundan,
laboratuvar muayeneleri igin karkasdan organ veya doku ornekleri alinamaz.
Hastaligin laboratuvar tanisinda kultirel muayeneler i¢in supheli canli hayvanlardan
lezyonlardan gelen akintilar, serolojik muayeneler i¢in de kan drnekleri alinabilir.
Ruam supheli klinik orneklerin laboratuvarda caligilmasi sirasinda c¢ok dikkatli
davranilmali ve steril kabinler kullaniimalidir.

Laboratuvara goénderilen klinik érneklerden surme preparatlar hazirlanarak Gram
boyama ydntemiyle boyanir. Mikroskopik muayenede Gram negatif, ¢ift veya gruplar
halinde duz ya da hafif egri comaklar gorular. B. mallei'nin direkt bakteriyoskopisinde
fluoresan antikor teknigi de kullanilabilir.

Supheli materyalden %1 gliserinli veya kanh agara ekimler yapilarak, kultirler
aerobik kosullarda, 37°C'de 48-72 saat slre inklbe edilirler. B. mallei suslarinin
cogu MacConkey agarda da iireme gosterebilir. inkiibasyon siiresinin sonunda kati
besiyerlerinde sekillenen kolonilerin morfolojisine bakilir. B. mallei beyaz renkte,
kokusuz ve S-tipli koloniler meydana getirir. Kultirun eskimesi ile birlikte koloniler
granuler bir gérunum kazanir ve rengi de kahverengine doner. Kanli agarda hemoliz
olusturmaz.




B.mallei suslarinin %75'den fazlasi laktozu kullanmaksizin MacConkey agarda
ureme gosterir. Besiyerlerinde pigment olusmasi gozlenmez. B. mallei'nin selektif
izolasyonunda 100 ml trypticase soy agara 1000 unite polimiksin E, 1250 Unite
basitrasin ve 0,25 aktidion ilave edilmig besiyerleri kullanilabilir. B.mallei'nin Gremesi
B. pseudomallei'ye gére daha yavas olmasina karsin, 24-48 saat icinde 1-2 mm
capinda yumusak S-tipli ve beyazdan krem rengine kadar degisen renklerde
koloniler sekillenir. Koloniler eskidikge granuler bir gorunum alarak sarimsi 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 ¢esitli serolojik yontemler kullanilabilir.

Ruam'in allerjik tanisi icin 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 Uretilmesinden sonra bakterinin isiyla veya alkolle ¢oktirulmesi ile elde
edilen ve bakteriye ait endotoksinleri iceren bir glukoprotein ekstrakti mallein,
intradermal, subkutan, intrapalpepral veya oftalmik yollarla uygulanabilir.

Burkholderia tirleri mikroskopik 6rl'.'|ni,'|m[]

Brucella cinsindeki mikroorganizmalar hareketsiz, Gram negatif, kiicuk kokobasiller
tarzinda olup, spor teskil etmezler. Genellikle aerobiktirler, ancak Br. abortus ilk
izolasyonlarinda % 10 COZ2'ye gereksinim gosterir.Brucella larin neden oldugu
Brusellozis sigir, koyun, keci, domuz, ko¢ 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, kegi, domuz ve insanlara da bulasir.

Brucella melitensis: Koyun ve kegcilerin brucellosis etkenidir. insanlar icin ¢ok
onemli zoonoz etkendir. Monospesifik serumlarla ortaya konulabilen 3 biyotipi
bulunmaktadir.

Brucella suis: Etkenin 4 biyotipi bulunmaktadir. ilk 3 tip domuzlarda Brusellozisin
baglica etkenidir. Biyotip-2, epizootiyolojik c¢alismalar sonucu Avrupa
tavsanlarinda, biyotip-3 ise ren geyiklerinde Brusellosisde oldukg¢a patojendir.
Koyun ve kecilerde de hastalik olugturabilir.

Genellikle, yavru atimindan baska klinik belirtiye rastlanmayan Brucella hastaligi,
Campylobacteriosis, Trichomonas fetus, Chlamydia psittaci, mikotik abortuslar, viral
abortuslar ve gida zehirlenmeleri ile karigtirilabilir. Bu nedenle kesin teshis icin




laboratuvar muayeneleri esastir. Laboratuvara gonderilen materyallerin muayenesini
ise, baslica 5 asamada gergeklestirilebilir. Laboratuvar muayeneleri i¢cin en ¢ok
kullanilan marazi maddeler atik yavruya ait kotiledonlar, fétal membranlar, fétusun
mide igerigi, fotus karacigeri, ayrica anaya ait vaginal akintilar, atimamis plasenta,
sut ve kandir.

Laboratuvara ulastirilan materyallerden, &ncelikle, frotiler hazirlanarak, Gram,
modifiye Ziehl Neelsen, Stamp ve Koster boyama yontemleri ile boyamalar yapilarak
mikroskop altinda etken aranir. Ozellikle, Stamp boyama yéntemi Chlamydia
psittaci, Coxiella burnetti ve Brucella etkenlerini ayirmada 6nem tasimaktadir.
Bakteriyoskopide ayrica, Fluorescein’le hazirlanmis 06zel konjugatlar ile direkt
Fluoresans Antikor Testinden de yararlaniimaktadir. Son yillarda Ko-aglutinasyon
testi de alternatif bir yontem olarak kullaniimaktadir.

Gonderilen materyallerden c¢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. ik izolasyonlarda
B.abortus icin %10 CO2’li atmosferden yararlanilir. EKim yapilan besi yerlerini iceren
petriler 37 °C’de 5-7 gun inkubasyona birakilarak Ureyen koloniler Brucella etkenleri
yoninden degerlendirilerek identifikasyon igcin c¢esitli biyokimyasal testlere
basvurulur. Kontamine materyallerden veya supheli kolonilerden etken izolasyon ve
identifikasyonu igin, genellikle, kobaylardan yararlanilir.

Erkek kobaylara periton i¢i inokulasyon yapildiktan sonra 3-6 hafta slre icinde
hayvanlar gozlem altinda tutularak bu sire iginde kobaylardan kan alinir ve serolojik
testler uygulanir.

Olen veya o&ldirilen kobaylarin nekropsilerinde, testislerde orsitis (Straus
Reaksiyonu), lenf digumlerinde biylume, dalak 6demi ve karacigerdeki degisiklikler
kaydedilerek bunlardan Brucella igin 6zel zenginlestiriimis besiyerlerine ekim
yapilarak etken izolasyonuna gidilir.

Brucellosis’in tanisinda serolojik testlerin ¢ok buyuk onemi vardir. Kesin teshis
koyabilmek icin bir serolojik testle yetinmeyip en az ikinci veya uguncisunu
uygulamak gerekmektedir. Serolojik test uygulamasinda abort yapmis hayvanlarda,
kan veya kan serumunda gercgeklestirilecek testler icin gereken kan ornekleri, en
erken Ug¢ hafta gectikten sonra alinmalidir. Serolojik test uygulamalarini ¢ ana
baslik altinda toplamak mumkundur.

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 Uzerine boyali ve konsantre
antijenden bir damla konularak 5-10 dakika i¢inde olusan aglutinasyon sonucuna
gore degerlendirilen bu test, 6zellikle, sahada genel bir fikir vermesi yéniinden énem
tasiyan kalitatif bir testtir. Cabuk aglutinasyon testi taze kan ile de
uygulanabilmektedir.

2-Rose Bengal Plate Test (RBPT): Lam uzerinde uygulanabilen bu testte Rose
Bengal ile boyanmig standart antijen kullanilir. Ancak, antijen hazirlamada kullanilan
Buffer'in pH’si 3.6 civarindadir. Bu asidite, serumdaki IgM’lerin aktivitesini 6nleyerek,
IgG’lerin, 6zellikle, IgG1’lerin reaksiyona katilmasina yardimci olur.

3-Serum_Aglutinasyon Testi (SAT): Hastaligin teshisinde dnemli olan temel




testlerden birisidir. Genellikle, erken olgularin ortaya konulmasinda yarari bulunan
bu testin uygulanmasinda ve degerlendiriimesinde dikkat edilmesi gereken hususlar
onemlidir.

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

*Abortuslardan hemen sonra kandaki antikorlari 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 cikariimasinda énemli bir test olarak
dederini korumakta ise de arastiricilar, bu testle birlikte Coombs (Antigulobulin)
testinin uygulanmasiyla daha kesin sonug alinacagini ileri sirmektedirler.

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

*Dolayisiyle bu testin uygulanmasindaki amag, serum aglutinasyon testinde
reaksiyon vermeyen bu antikorlari ortaya koymakiir.

*Testin uygulaniginda ilk olarak antijen ve slpheli serum inkubasyona birakilir,
sonra ylkama islemi yapilarak baglanmamis antikorlar uzaklagtulir. Sonra bu
komplekse tlre 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 c¢ok kullanilan duyarli
ve guvenilir bir test olup dogrulama testi olarak da yararlaniimaktadir.

*Yukarda agiklanan testlere gore daha spesifik ve ¢cogu zaman da duyarli olan
ELISA’dan, 6zellikle, saha taramalarinda yararlaniimaktadir.

*Bu teknikte tercih edilen konjugata (anti-immunoglobulin) bagh olarak tim
immunoglobulin sinif ve alt siniflari ayri ayri belirlenebilmektedir.

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

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

8-Fluoresans Antikor Teknidi (FAT): Bu testin, Ozellikle, sigir Brucellosis’inin
teshisinde yarar sagladigi, spesifik ve duyarl bir test olarak uygulandidi ileri
surulmektedir.
B) Sut ve Sut Serumu ile Yapilan Serolojik Testler
1-Ring Test: Bir saha tarama testi olarak yararlanilan bu test, reaktor suruleri ortaya
koymada dneme sahiptir.

-Bu testin esasi sutle gikartilan antikorlarin saptanmasidir.

-Hematoksilen veya tetrazolium’la boyanmis antijenden 1 ml. sit i¢cin 1 damla
damlatilarak oda isisinda bekletilir. Sayet sut Uzerinde kirmizi veya mavi renkte bir
halka olusursa pozitif olarak degerlendirilir. Homojen dagilim ise negatiftir.

2-Sut Serumu ile Aglutinasyon Testi:
-Hastaliktan supheli hayvanlardan alinan yeterli miktardaki sut ornekleri
laboratuvarda 3000 dev/dak ile 10-15 dakika santriflje edildikten sonra tortu ve yag




kismi atilarak sadece sut kismi alinir.

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

-Sat serumu ile aglutinasyon tipki kan serumundaki gibi tipte ve lamda
uygulanabilir. Hastahgin teshisinde, sit serumu kan serumu kadar degerli degildir.
C) Diger Testler
1-Vaginal Mukus Aglutinasyon Testi: Hastaliktan supheli ineklerden alinan vaginal
mukus, fenolll fizyolojik tuzlu su ve santrifigasyon yardimi ile klarifiye edildikten
sonra yavas tup aglutinasyon testi uygulamak suretiyle degerlendirme yapilir.

2-Sperma _ile Aglutinasyon Testi: Erkek hayvanlardan alinan sperma kuvvetlice
santrifuje edildikten sonra Ust kisim (seminal plazma) alinarak yavas tup
aglutinasyon testine tabi tutularak degerlendirme yapilir.

3-Kas_sivisi_ile Aglutinasyon (Myoaglutinasyon): Atilmis yavrunun kas pargalari
ezilip, homojenize edilerek, santrifigasyondan sonra ust sivi yavas tlp aglutinasyon
testinde kullanilir.

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

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

5-Allerjik Testler: Bazi Ulkelerde sigir, koyun, kegi ve domuz Brucellosis’ini ortaya
cikarmak icin allerjik testler kullaniimaktadir.

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

- Asillanmamis surulerde infeksiyonun belirlenmesinde buylk 6nem tasiyan bu
test, asili ve dogal bir infeksiyon sonucu iyilesen hayvanlarda gegerli olmamaktadir.

Brucella turleri mikroskopik gorunumu




Uygulamanin adi Pasteurella ve Mannheimia tlrlerinde gram
boyama ve mikroskopik inceleme, Campylobacter
tarlerinin preparatlarinin incelenmesi ve laboratuar
teshis proseduru, Mantarlarda izolasyon,
identifikasyon proseduirl, mantarlarin boyanmasi
ve incelenmesi
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Uygulamanin temel hedefi Pasteurella ve Mannheimia turlerinde gram
boyama ve mikroskopik inceleme, Campylobacter
turlerinin preparatlarinin incelenmesi ve laboratuar
teshis proseduru, Mantarlarda izolasyon,
identifikasyon proseduru, mantarlarin boyanmasi
ve incelenmesi

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

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

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

uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

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

*infekte dokulardan yapilan siirme preparatlarda karakteristik bipolar tarzda
boyanirlar.

*Aerob ve fakultatif anaerob kosullarda kolayca Ureyebilirler.

*Genel besi yerlerinde pek iyi Uireme 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 donustururler.

*Oksidaz ve katalaz testi pozitiftir.

*Sutu koagule etmezler ve jelatini eritmezler.
*Ekzotoksinleri cok az patojenik olup endotoksinleri vardir.

*Yeryuzunde ¢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 vicuda girdikleri yerlerde yani infeksiyon bolgesinde ¢ogalarak
dolasim sistemine girerler.

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




yol acarlar.

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

Patogenesis

*Pasteurella infeksiyonlarinda, genellikle, siregen durumlarda diger bakteriler de
(Strep-tokok, Stafilokok, Korinebakteriler v.s.) ise karigsarak sekonder olarak rol
oynarlar ve hastaligin seyrinin degismesine ve hem de prognozun agirlasmasina
sebep olurlar.

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

*Pastorellozda etkenin bu kadar ¢abuk ¢ogalmasi ve yayilmasinda "agresin'lerin” rol
oynadigi ileri sirulmektedir. Agresinler fagositoza ve bakteriolizise engel
olduklarindan vicudun direnci ¢abuk kirilmaktadir.

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 oldurur. Bu nedenle de genellikle semptomlara rastlamak mumkuin olmaz.
*Hastalarda vucut 1sis1 40°C' nin Ustune gikar.

‘Nabiz zayiflamis, hayvanlar durgun istahsizdirlar.

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

«Gaita 6nceleri suludur, sonralar kan izleri igerir.

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

‘Nekropside: Oliimden sonra kaslarda, akcigerlerde, mukoz ve seréz
membranlarda fazla derecede hemorajiler ve i¢ organlarda hiperemiler gbze ¢arpar.
Lenf yumrulari sismis ve 6demlidir. Kesit yuzleri kirmizi renktedir. Akcigerlerde
hemorajik odaklara rastlanir. Karaciger ve bobreklerde ¢ok hafif bir blyime
gorulebilir. Ser6z kavitelerde kanl bir eksudat bulunur.

+2- Subakut (6demli) form : Bu hastalik tablosuna subakut olgularda tesaduf edilir.
*Hayvanda bas, boyun, gogus bodlgesinde 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 sismis 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 &lUrler.
‘Nekropside; vucuttaki 6demli bolgelerde, deri altinda hemoraijik bir infiltrasyon
bulunur. Dil siyanozi renkte, sert ve buyumustur. Kesilince iginden sari-serdz bir sivi
akar. Retrofarangial ve servikallenf yumrularinda; akut bir sisme goézlenir.
Abomasum ve ince barsaklarda hemorajik bir enterit vardir. Barsak igerigi kanhdir.
«3-Kronik (pektoral) form: Hayvanin derecesi 40-41°C' ye ¢ikar, solunum kisa ve
hizhidir; hayvanin genel durumu bozulmusgtur.

«Hayvan kuru ve agrili bir sekilde dksurar.

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




-Baglangicta bir kabizlik sonra' yerini hemorajik bir ishale birakir ve hayvan
bitkinlikten olar.

‘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 (st solunum yollarinda kataral bir yangi bulunur. Retrofarengial,
servikallenf yumrularinda; akut bir sisme musahede edilir. Abomasum ve ince
bagirsaklarda hemorajik bir enterit vardir.

-Afetzede akciger bolgesi sertlegmis, kesit yuzu koyu kirmizi-esmer veya kirmizigri
bir manzara arz eder. interlobuler septa kalinlasmig oldugundan damarl bir mermer
manzarasi gorunumdedir. Bu duruma kontagiy6z pleurapdnomonida da rastlanir.
Akcigerin diger kisimlari hiperemik ve édemlidir.

« Laboratuvar muayeneleri

« 1-Bakteriyoskopi: Akut olaylarda, mikroorganizma her yerde bulundugu igin,
gonderilen kalp kani, ddem 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 teshis 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 ézellikleri incelenir.

« 3-Hayvan deneyi: Gerek gdonderilen marazi maddelerden ve gerekse izole
edilen mikroorganizmalardan fare ve guvercine siringalar yapilir. Hayvanlar
virulent suslar 24-48 saat icinde 6lirler. Olen hayvanin kanindan froti ve
ekimler yapilarak teshis dogrulanir. Tavsanlar da P.multocida infeksiyonlarina
hassastirlar.

*M.haemolytica koyun, sigir ve domuzlarda enzootik pndmonilere 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 kiltirlerde P. multocida ile ayni morfolojik
Ozelliklere sahiptir.

*Gram negatif hareketsiz, sporsuz, kapsulli gcomakgiklar halinde guralur.
*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 olustururlar. Bu 6zellik besi
yerlerinde devamli pasajlar ile azalir, fakat hayvan pasajlari ile tekrar kazanilir.
Klinik Belirtiler

*Mikroorganizma kuzularda septisemilere neden olur.

*Akcigerlerde pleuresie ve pldora Uzerinde fibrin oturmasi géze ¢arpar. Akcigerler
kostalara yapisik bir hal alabilirler.

*Akcigerlerde lenf yumrulari hiperemik ve édemlidir.

*Serdz ve mukoz membranlarda hemorajiler vardir.

*Pl6ra ve periton boslugunda eksudat bulunur. Bu sivi icinde fazla miktarda




mikroorganizmaya rastlanir.

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

*M. haemolytica'dan ileri gelen infeksiyonlar ¢ok sayidadir. Bu nedenle buyuk
ekonomik zararlara neden olmaktadir. Hastalik kuzularda septisemi, koyun ve
sigirlarda ise plora-pndmonia 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 gorunimu

® 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.

® Birgok turinun 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 yeryuzu sulari,
pastorize edilmemis suitler, infekte hayvanlarla direkt temas, hastaligin
bulasma kaynaklari arasinda yer almaktadir.

® Gram negatif, “S”harfi, helical veya daha uzun spiral seklinde, mikroaerofilik,
sporsuz, kapsulsiz 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.




Tarlerin gogu zorunlu mikroaerofiliktir.

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

Tarlerin gogu aerobik ve anaerobik ortamda Uremez.

Optimal dreme isilari 37 °C dir.

Oksidaz pozitiftirler

Asit veya notral son urtnler olusturmazlar.

Jelatin, Ure, MR ve VP negatiftirler. Ureme 1sI limitleri, katalaz, nitrat, hippurat,
H2S, selenit reaksiyonlari, glisin ve tuz toleranslari yonunden tirler arasinda
farkhliklar vardir.

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

TESHIS
oKlinik Teshis: Diger abortus vakalarindan ayirmak zordur.

oOtopsi bulgulari:

eFokal karaciger nekrozu

eKotiledonlarin Uzeri stite benzer veya peynirimsi bir kitle ile kapl ve 6dematdzduir.
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 i¢c organlardan %7 defibrine kan ilave
edilmis BHI agar, kolombiya agar, brusella agar, tiyoglukonat agar gibi besiyerlerine
ekim yapilir.

eEJer 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 teghis igin;

oELISA

eAglutinasyon

eKomplement fikzasyon testleri kullanilir.

Campylobacter tirlerinin mikroskopik gérinumu




Mantarlarin incelenmesi
*Gram boyama: tim mantarlar Gram olumludur.
sLaktofenol 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 (izerine bir damla % 96 lik etil alkol konur. igne ile bir miktar kiiltir alip ezilir
*Bir damla boya damlatilip lamel kapatilir

+X40 buyutmede mantar elemanlari agik mavi boyali olarak goralr

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

+Uzerinde bir damla boya olan lam tizerine yapistirilarak X40 buyitmede incelenir

*Criptococcus neoformans ve Histoplasma capsulatum gibi kapsulli mantarlarin
incelenmesinde ¢ini murekkep ile yas preparat hazirlanir

*KOH ve NaOH preparatlar

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

Ornek bélgesi etil alkol ile silinir. Bistiri ile kazinti alinir. Materyal Gizerine bir damla
% 15 lik KOH veya NaOH eriyigi damlatilip lamel kapatilir. Alttan hafif¢e 1sitilir

+X40 buyutmede hifler, sporlar vs mantar elemanlari gorulir.
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Candida etkenleri Asperglls etkenleri Penicillium
etkenleri




Uygulamanin adi Kanatlilarda gorulen bakteriyel ve viral
infeksiyonlarda izolasyon ve identifikasyon
yontemleri

Yapilacagi hafta 14

Uygulamanin temel hedefi Kanatlilarda gorulen bakteriyel ve viral
infeksiyonlarda izolasyon ve identifikasyon
yontemleri

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

malzeme adi fizyolojik, mikroskop, bliinzen beki, gram boyama
seti, mikroskop, bakteri kulturl, dezenfektan, alkol,
pamuk.

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

uygulamalari lateks eldiven.

UYGULAMA BILGiISIi

PRIMER BAGLANMA TESTLERI : Antijen ve antikorun reaksiyona girmesine
muisaade edilir. Olusan immun kompleksin miktari direkt ya da dolayl olarak
Olculur. Bu reaksiyonu oOlgebilmek icin Ag. Veya Ab. ; radyoizotop, floresan boya ve
ya enzim ile isaretlenir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra ; birlesmemis materyaller
ortamdan uzaklastirilarak, reaksiyona giren kismin miktari , isarete dayanilarak
olcalur.
KULLANILAN MATERYALLER ;

e Mikroplate
Antilen>normalden az ya da fazla kullaniimamalidir.
Wash buffer
Supheli serum
Substrat - renksizdir ve reaksiyona girince renk verir.

e Konjugat = substrat’a baglanir. Baglanma sonucu renk olusur.
Olusan immunolojik reaksiyonun, enzim-substrat sistemi ile goranar hale getirilmesi
esasina dayanan teknikleri kapsar. Hem ag , hem de ab varligi ve miktari hassas
olarak olgulir.
(n) sayidaki serum icin (n) sayida sulandirma yapilir. Her g6z bir serumu temsil
etmektedir.

G G (o (7 (O (O (G-

0,6 ml FTS + 25l supheliserum > 1/25

) (o) ()

09ml FTS + 100 ul lLsulandirma - 1/250

IOmOmOROROn0uOs®a0s

200 I serum diluent + 200 pl II. Sulandirma -> 1/500




Bir tane IB igin 6zel mikroplate kiti alinir.
Her 6rnek serum igin 1 goz kullaniimaktadir.
Goze 0,1 ml en son sulandirmadan koy.
30 dk beklenir.

Sivi dokualdr.

4 kez yikama solusyonu ile yikanir.

0,1 ml konjugat koy.

30 dk beklenir.

Yikama

0,1 ml substrat koy

15 dk bekle

0,1 ml stop solusyonu koy.

650 nm de sonuclar okunur.

rrk Mikroorganizmalarin izolasyonunda ve serumdaki antikorlarin tespitinde
kullanilan ¢ok duyarli ve spesifik bir testtir.

Testin esasi; supheli antijen veya antikorun homologu olan ve enzim ile
isaretli bir konjugata baglanmasi ve bu baglantinin substrat adi verilen kimyasal bir
madde yardimi ile renginin degistirilip gorulur hale getiriimesidir.

3. DIREKT ELISA-> siipheli marazi maddede m.o. aranmasi igin yapilir.

4. INDIREKT ELISA- siipheli serumda antikor aranmasi ve titre saptanmasi

igin yapilir.

NDV-IBV-IBD-Mg-Ms-ReoVirus v.b. icin ticari kitler mevcuttur ve rutin olarak
uygulanmaktadir.

SUPHELI SERUM daki Ab + Ag - birlesir.
Bu komplekse konjugat baglanir ki enzim ile
isaretlenmistir.
Ortama substrat eklenir ve komplekse baglanir.
Enzim substrati pargalar ve renk olusur.
Stopper eklenerek reaksiyon durdurulur.
ELISA reader da okutulur.

KULLANILAN MATERYALLER

Supheli Serum

+/- kontrol

Serum sulandiricisi

Ticari mikropleyt

Wash buffer= yikama solusyonu
Konjugat

Substrat

Stopper

Reader

TESTIN YAPILISI

Enfeksiyona spesifik ticari mikropleytler vardir ve mikropleytin her gézu taranacak
olan enfeksiyonun etkeni ile yani antijen ile kaphdir.

Mikropleyt 8x12 olmak Uzere 96 gozludur.

llk gbze negatif kontrol konur.

Ikinci géze pozitif kontrol konur.

Diger gozlere de serum sulandiricisi ile 1/500 oraninda sulandiriimis serumlar




konur.

30 dk beklenir.

Wash buffer ile 4 defa yikanir ve kurutulur.

Her gbze konjugat eklenir.

30 dk beklenir.

Wash buffer ile 4 defa yikanir ve kurutulur.

Her gbze substrat eklenir.

15 dk beklenir.

Substratin Gzerine stopper eklenerek, reaksiyon durdurulur.
ELISA reader da okutulur.

SONUC

Reader otomatik olarak renk degisikliklerini tespit eder ve bize antikor titresini
verir. Boylece surunun antikor titresi tespit edilir.
Hastalik durumu belirlenir.
Asi zamani belirlenebilir.
Yakin zamanda uygulanmis olan asinin suruyu ne kadar korudugu hakkinda bilgi
verir.

HEMAGLUTINASYON TESTi

Eritrositlerin serum ya da m.o. etkisiyle bir araya gelerek, kiimeler halinde
¢okmeleridir. Pek ¢ok m.o. ve viruslar; HA yetenedine sahiptir. Burada olay bir ag-ab
reaksiyonu degil ; dogrudan dogruya m.o.da bulunan ve eritrositlerdeki reseptorlere
yapisma ve onlari ¢oktirme ozelligidir.

MEKANIZMA : HA oézellignde olan m.o.larin duyarli eritrositlerin yiizeylerine
yapisma egiliminde oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarda; HA 6zelligi bulunan
m.o.larin yuzeylerinde kisa ,givi benzeri organeller bulundugu goézlenmigtir. Bunlarin
eritrositlerin  ylzeylerindeki mukopolisakkarit iceren reseptdr bolgelerine 6zgun
olarak baglandiklari saptanmistir. HA sirasinda pek c¢ok virus partikall duyarh
eritrosite etki eder. Virus 2 eritrosit arasinda kalacak sekilde baglanir.

Bu baglanma surekli degildir. Virus , salgiladigi Neuroamidase enzimi ile
reseptor bolgelerini tahrip eder. Ve eritrositlerden ayrilir. Bu olaya ELUSYON denir.
Ayrilmadan sonra eritrosit yuzeyindeki reseptorler tahrip oldugu igin; ayni eritrosit ile
ayni virus tekrar baglanamaz. Ancak baska bir virus ile baglanma olabilir. CUnku
eritrositler ylizeyinde her virus igin ayri bir spesifik reseptér bulunmaktadir.
AMACLARI :

1. etken varligini saptamak

2. Hl testinde kullanilacak olan virus ya da bakterinin HA Unitesini belirlemek.
KULLANILAN REAKTIFLER :

1. Yikanmig Tavuk Eritrositi (YTE)

2. antijen

3. FTS
CABUK HA = LAMDA HA : virus yada bakterinin varhgini ortaya koymak icin yapilr.
- lamin Gzerine-> 1 damla Ag + 1 damla YTE - suspanse edilir-> ¢okme varsa =
HA +

YAVAS HA = TUPTE/MIKROPLATE'TE HA : bu yéntemle virusun HA titresi de
hsaplanir.
1. supheli virus log 2 tabanina gore sulandirilir.
2. butin gozlere %2’lik eritrosit suspansiyonundan virus sulandirmalarina esit
miktarda konur.
3. oda sicakliginda 2 saat ya da 37°C’de 30 dk. inkubasyona birakilir. Ve
sonugclar degerlendirilir.




DEGERLENDIRME :
e HA + - tupun dibinde dantela tarzinda irili ufakli kimelesme vardir.
e HA--> digme ¢okuntd olusur.
HEMAGLUTINASYON BiRiMi ( HB ) : HA olusturan en son sulandirma orani, o virus
i¢cin HA Birimidir.

HEMAGLUTINASYON INHIBISYON TESTI = HI

HA yetenegine sahip olan m.o.larin bu yeteneklerini, bu m.o.ya karsi olusmus
spesifik ab.tarafindan inhibe edilmesidir. Yani spesifik serum ile virus birleserek,
onun HA yetenegini ortadab kaldirir.

AMAC :
1. HI 6zelligndeki m.o.larin identifikasyonu
2. serumdaki ab.larin titrelerinin dlgiimesi.
YAPILISI :
1. tum gozlere FTS konur ve stpheli serum log 2 tabanina gore sulandirilir.
2. serum sulandirmalarina esit hacimde 4HB oraninda sulandiriimig olan bilinen
virustan ilave edilir.
37°C’de 45 dk inkubasyona birakilir.
her gbze virus+serum toplami kadar %2’lik YTE ilave edilir.
. 37°de 45 dk beklenip—> sonuglar degerlendirilir.
DEGERLENDIRME :

e HA meydana gelmesi bilinen virus ile ag nin birlestigini yani bilinen
virus ile supheli serum ab larinin birlesmedigini gosterir. Dolayisi ile
supheli serumda — bilinen virusa spesifik ab yoktur. HA (-) ise HI (+) tir.
- dugme tarzindaki reaksiyonun gorundugu son goz, tespit edilir. Ve 4
ile carpilir. Bulunan rakam SERUM HI TiTRESI'dir.
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Uygulamanin adi Kanatli hastaliklarinda serolojik ve molekuler teshis
yontemleri
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Uygulamanin temel hedefi Kanatli hastaliklarinda serolojik ve molekuler teshis
yontemleri

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

malzeme adi fizyolojik, 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

Temel olarak mekanizma yuksek sicaklikta yapisi bozulmayan bir DNA polimeraz
kullanilarak ,bir Thermo Cycler (Isi Dlizenleyici) yardimiyla Dna replikasyonunu in
vitro ortamda tekrarlanmasi sonucu dna nin c¢ogaltiimasini saglamaktir.Bu
mekanizma gunumuzde molekuler biyoloji ve genetik labratuarlarinin sikga
kullandigi bir yontemdir.

Genetik tani, gen klonlamasi , Babalik tayini ,Nokta mutasyonlari analizi ,prenatal
tanida ve birgcok diger uygulama alani olmasi nedeniyle ¢ok o6nemli bir kesif
olarak biyoloji biliminde yeni ufuklar agmistir.

PCR (POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU)

Laboratuvar ortaminda spesifik DNA dizilerinin ;primer denilen sentetik
oligonukleotid diziler yardimiyla ¢ogaltiimasi islemidir
Standart bir PCR Protokoli yoktur. Bilesenler cogaltilacak DNA bdlgesinin
Ozelliklerine gore degisir.

KLASIK PCR: Hedef DNA dizisinin her iki ucuna 6zgi spesifik primerler kullanilarak
termostabil DNA polimeraz yardimiyla uygulanan PCR c¢esididir.Daha sonraki
analizler igin dongu sayisina gore Ustel oranda artan dizeyde Urlin elde edilir.Tipik
bir PCR Ug¢ temel basamakta gergeklesir:

*Denatiirasyon:ilk asamada DNA molekiliinin cift zincirli yapisi yiiksek Isi
yardimiyla birbirinden ayrilir(denattirasyon) .Cogunlukla 94°C- 97°C arasinda 15-60
sn slresince uygulanir.(ilk denatirasyon tek saykil olarak 15 dakikaya kadar
uygulanir)

*Annealing(Baglanma):Denatirasyonu takiben daha dusik isilarda oligonikleotid
primerler, ayrilmig olan tek zincirli DNA Uzerinde kendi egslenikleri olan bdlgelere
baglanirlar.Bu olay cogunlukla 47°C- 60°C arasinda 30-60 sn ‘de gerceklesir.(G/C
orani yuksek olan bdlgelerde baglanma isisi 68°C’ye kadar arttirilabilir)

*Elongasyon(uzama):Son asamada 1s1 72°C’ye kadar arttirilarak DNA polimeraz
enziminin tamamlayici DNA zincirini uzatmasi saglanir.Elongasyon basamaginin
suresi kullanilan polimerazin cinsine ve amplifiye edilecek DNA‘nin uzunluguna gore




30sn ile 3 dakika arasinda degisir.

Termal sayklirin bu U¢ basamagi her tekrarinda DNA miktari teorik olarak iki katina
cikar.Olusan urln; ilk koyulan DNA miktari ve saykil sayisina baglidir. 25-40 saykil
uygulanir.

Klasik PCR normalde sayisal (quantitatif) bir degerlendirme 6l¢isu degildir fakat
quantitatife donustaralir.Jel elektroforez de Urlnler karsilastirilarak veya most
probable number (MPN) yardimiyla sonuca ulasilirrMNP yonteminde ardarda
seyreltmeler ve MNP hesaplayicisi kullanilir. Tercih edilmeyen bir yontemdir.Bir
diger yontem de competitive (karsilagstirmali)) PCR’dir. Kargilagstirmada delesyon
veya insersiyon tasiyan orneklerle (farkli uzunlukta bant olustururlar) elde edilen
urun jel elektroforezde kargilastirilir.

MULTIPLEX PCR: Klasik veya Real-time PCR’nin modifikasyonuyla iki veya daha
fazla farkh PCR amplifikasyonunun ayni reaksiyonda gerceklestiriimesine
dayanir.Klasik PCR ile ayni basamaklarda gerceklesir fakat her bir reaksiyonda
coklu primer setleri kullanilir.Multiplex PCR ile daha az zamanda daha ¢ok hedef
bdlge amplifikasyonu gergeklestirildiginden kullanisli bir inceleme yéntemidir.Fakat
onemli derecede optimizasyon gerektirir.Degisik hedeflerin ayni reaksiyon
sartlarinda amplifikasyonunu saglamak icin kullanilacak primerlerin dikkatli segilmesi
,annealing isilarinin birbirine uygun olmasi, birbirleriyle dimerizasyona girmemeleri
gibi bazi énemli sartlari gerceklestiriimesi gereklidir.Farkli primer ciftlerinin en iyi
konsantrasyonlarinin seg¢imi ve non spesifik amplifikasyonlarin énlenmesi birgok
deneme gerektirir.

Reverse Transcription (RT)-PCR: mRNA ve viral RNA gibi RNA hedef dizilerinin
amplifikasyonu amaciyla kullanilir.Bu PCR ¢esidinde bir reverse transkriptaz enzimi
ve DNA primeri kullanilir.DNA primeri genellikle dT oligonUkleotidi icerir ( sadece
hexamer yapida thymidine nukleotidi) veya bir spesifik primerdir.dT messenger RNA’
nin poli A kuyruguna baglanir ( 5’ ucunda). dT hexameri tim RNA cesitlerinde
bulunmakla birlikte dezavantaji 25°C de hibridize olmasi ve ortamda RNase
inhibitord bulunmaz ise gabuk bozunmasidir.

Reverse transcription ve PCR amplifikasyonu bir veya iki asamada uygulanabilir.Ayri
ayri iki asama halinde uygulanan RT-PCR daha hassas ; tek agsamall ise daha az
kontaminasyon riski tasir ( ¢linku tip transkripsiyondan sonra agiimamaktadir).Hangi
yontemin kullanilacaginin belirlenmesi bizim hassasiyetmi yoksa kontaminasyondan
kacinmakmi istedigimize baghdir.RT-PCR igin birka¢ c¢esit reverse transcriptase
enzimi vardir.Bir veya iki agamali reaksiyon sec¢imi ve daha sonraki aplikasyonlara
gOre enzim karekteristigi secilir.Bu segcimde RNase aktivitesinin olup olmamasi , iyon
gerekliligi,dUTP ekleyebilme yetenegi ve optimum c¢alisma isisi gibi etmenlerde
onemlidir.

NESTED PCR: Komplex mikrobiyal populasyonlara ait hedef dizilerin spesifik bir
sekilde amplifikasyonu klasik PCR ydntemleriyle bazen mimkin olmayabilir.Eger
amplifikasyonunu yapmaya c¢alstigimiz fragment uzunlugunda non-spesifik
fragment(ler) amplifiye olmus ise bu bizi yanhs sonuca gétirebilir.Bundan kaginmak
icin Nested PCR yodntemleri uygulanir.Bu metod ; klasik PCR’ye farkli primer
takimlariyla ikinci bir amplifikasyon uygulamaktan ibarettir.ilk amplifikasyonda elde
edilen Urun ikinci PCR igin kalip olarak kullanilir.Kullanilan ikinci primer takimi diziye
ozguddr.

KULLANILAN ENZIMLER: Termofilik bir bakteri olan Thermus aquaticus’ dan elde
edilen Tag DNA polymeraz ve modifikasyonlari neredeyse tim DNA




amplifikasyonlarinda kullanilir.Diger DNA polimerazlar da birbirlerinden nukleotid
ekleme hizlari, yarilanma omdurleri, 1s1 tolerans farkliliklari, eksonukleaz 6zelliklerinin
olup olmamasi gibi yonleriyle ayrilirlar.Hot-start DNA polimeraz enzimleri non-
spesifik Urin olusumunu engellemesi, yuksek Isilara dayanabilmesi, dusuk
annealing isilarinda da ¢aligabilmesi gibi nedenlerle tercih edilmektedir.

Enzim tipinin segimini yapilacak amplifikasyonun kosullari belirler.Bir tek enzim

kullanildigi gibi kombinasyon da olusturulabilir.
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PCR asamalari

Kalip DNA

1. Asama
Denatirasyon
(94°C'de 1 dakika)

2. Asama
Primer Baglanmas:
(50-54°C'de 1 dak)

3. Asama
Yeni Zincir Sentezi
(72°C'de 2 dakika)




