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ONEMLI NOT

Bu Rehber

(Ulusal Mikrobiyoloji Standartlar, Bulasici Hastaliklar Laboratuvar Tani Rehberi)

Tani Standartlan Calisma Gruplarn tarafindan hazilanmis ve én dizeltmeleri
yapilarak yayina hazirlanmis bir

TASLAK

dokUmandir.

Es zamanli olarak THSK web sitesinde (bkz. www.thsk.org.tr) de kullanima
sunulmustur. Bu yayinlar yoluyla Rehber ilgili Uzmanlik derneklerinin, Meslek
orgutlerinin ve sahadaki kullanicilarin géruslerine de acilmis bulunmaktadir.

Alinacak geri bildirimlere gére son seklinin verilmesi ve 2014 yili sonu itibariyle
onaylanmis “Ulusal Mikrobiyoloji Standartlar” belgesi olarak yayinlanmasi
hedeflenmektedir.

Rehber 3 yilda bir glncellenecektir.
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BAKTERIYOLOJI

Mikrobiyolojik tani/tanimlama

Solunum yolu patojenleri

B-MT-01  Bogmaca

B-MT-02  Difteri

B-MT-03  Neisseria meningitidis enfeksiyonlari

B-MT-04 Haemophilus influenzae invaziv enfeksiyonlar
B-MT-05 Streptococcus pneumoniae invaziv enfeksiyonlar
B-MT-06 Lejyoner hastaligi

Enterik patojenler

B-MT-08 Salmonella enfeksiyonlari
B-MT-09  Shigella enfeksiyonlari

B-MT-10 Campylobacter enfeksiyonlari
B-MT-11  EHEC enfeksiyonlar

B-MT-12  Kolera

B-MT-13  Yersiniyoz

B-MT-14  Listeriyoz

B-MT-15  Botulismus

Cinsel yolla bulasan enfeksiyonlar (CYBE)

B-MT-16  Chlamydia trachomatis enfeksiyonlar
B-MT-17  Gonore
B-MT-18  Sifiliz

Zoonozlar

B-MT-19  Bruselloz
B-MT-20  Sarbon
B-MT-21  Tularemi
B-MT-22  Q atesi
B-MT-23  Leptospiroz
B-MT-24  Lyme hastaligi
B-MT-25  Epidemik tifUs
B-MT-26 Veba
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CiLT Il

ENFEKSIYOZ MADDE TASIMA REHBERI

GEN-OY-01 Enfeksiydz maddelerin tasinmasi rehberi

TEST PROSEDURLERI

B-TP-01 Sus saklama prosedury B-TP-13 Lizin - Ornitin - Arjinin dekorboksilaz/

B-TP-02 Bile-eskUlin hidrolizi dihidrolaz testleri

B-TP-03 Gram boyama B-TP-14 Metilen mavisi (Loeffler's) boyama

B-TP-04 Hareket testi B-TP-15 Nifrat / Nitrit redUksiyonu testleri

B-TP-05 Hippurat hidrolizi B-TP-16 Oksidaz testi

B-TP-06 IMVIC testleri B-TP-17 ONPG testi

B-TP-07  indoksil asetat testi B-TP-18  Optokin duyarliligi

B-TP-08 Karanlik alan mikroskopisi B-TP-19 PYR testi

B-TP-09 Karbonhidrat B-TP-20 Safrada erime festi
fermentasyon/oksidasyonu B-TP-21 Tuz tolerans testi (%6.5 NaCl'de

B-TP-10 Katalaz testi Ureme)

B-TP-11  KIA/TSI testleri B-TP-22  Ureaz testi

B-TP-12 KoagUlaz testi B-TP-23 X, V ve XV faktér gereksinimi

ANTIMIKROBIYAL DUYARLILIK TESTLERI (UAMDS)

AMD-TB-01 AMD testi hangi durumlarda yapilmali, drnek yénetimi ve kavramlar
AMD-TB-02 Kullanilan standartlar ve farklar (CLSI, EUCAST)
AMD-TB-03 Antibiyogram yorumlama kriterleri ve kisith bildirim kurallarn

Mikrobiyolojik tani/tanimlama

AMD-MT-01  Staphylococcus aureus ve AMD testleri

AMD-MT-02  Enterococcus faecalis/faecium ve AMD testleri
AMD-MT-03  Sfreptococcus pneumoniae ve AMD testleri

AMD-MT-04  Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae ve AMD testleri
AMD-MT-05  Pseudomonas aeruginosa ve AMD testleri

AMD-MT-06  Acinetobacter baumanii ve AMD testleri

Test ProseduUrleri

AMD-TP-01 AMD testlerinde kullanilan besiyerlerinin hazirlanmasi
AMD-TP-02 McFarland opasite standardi hazirlanmasi
AMD-TP-03 Kirby-Bauer disk diflzyon yéntemi

AMD-TP-04 MIK saptama ydntemleri
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CiLT Il

PARAZITOLOJI

Ornek ydnetimi

P-OY-01

Diski &rneklerinin parazitolojik incelemesi

P-OY-02 Diger intestinal érneklerin parazitolojik incelemesi

P-OY-03 Kan ve kemik iligi érneklerinin parazitolojik incelemesi

Mikrobiyolojik tani/tanimlama

P-MT-01

P-MT-02
P-MT-03
P-MT-04
P-MT-05
P-MT-06
P-MT-07
P-MT-08
P-MT-09
P-MT-10

Amibiyaz (Entamoeba histolytica
enfeksiyonlari)

Giardia intestinalis
Cryptosporidium tUrleri
Kala azar

Sark cibani

Sitma

Ekinokokkoz (kistik, alveolar)
Toksoplazmoz

Trisinoz

Sistozomiyaz (Uriner)

VIROLOJI

V-MT-01
V-MT-02
V-MT-03
V-MT-04
V-MT-05
V-MT-06
V-MT-07
V-MT-08
V-MT-09
V-MT-10

Viral hepatitler

HIV enfeksiyonu

Norovirus enfeksiyonu

Rotavirus enfeksiyonu

Poliomyelit

Kabakulak

Kizamikcik ve konjenital kizamikgik
Kizamik ve SSPE

Sucicedi

influenza ve avian influenza

SENDROMIK TANI YAKLASIMI

SY-01
SY-02
SY-03
SY-04
SY-05

Akut ishall

Akut hemorajik ates

Akut nérolojik sendrom
Akut respiratuvar sendrom
Akut sariliklar

Test prosedurleri

P-TP-01

P-TP-02

P-TP-03

P-TP-04
P-TP-05

P-TP-06
P-TP-07

V-MT-11
V-MT-12
V-MT-13
V-MT-14
V-MT-15
V-MT-16
V-MT-17
V-MT-18

V-MT-20

Mikroskop kalibrasyonu (okUler
mikrometre)

Diski 6rneklerinin direkt
mikroskopisi

Diski 6rneklerinin coklastirma
yontemleri

Trikrom boyama

Modifiye Kinyoun asit-fast
boyama

Giemsa boyama

Kalin damla ve ince yayma

Viral hemoraijik atesler
Kinm-Kongo kanamali atesi (KKKA)
Hantavirus enfeksiyonlar

Sar humma

Bati Nil Virusu enfeksiyonu
Chikungunya atesi

Kene kaynakli ensefalitin (TBE)

Akut solunum yetmezIigi
sendromu (SARS)

Kuduz
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Bulasici Hastaliklar Laboratuvar Tani Rehberi _

Kisaltmalar ve Tanimlar

ABD / Amerika Birlesik Devletleri

aerosol / belirli bir kuvvet eftkisi altinda sivilarn
(veya katilann) orfam atmosferine damlaciklar
halinde dagilmasi veya sacilimasi.
Laboratuvarda pek cok islem sirasinda aciga
clkabilen ve mikroorganizmalan daiceren
enfeksiydz aerosoller laboratuvar kaynakli
enfeksiyonlar icin dnemili tehlike kaynaklanndan
biridir. pipetaj, calkalama, sert yuzeylere disme,
dokUime-sacilima, 6zeyi alevde yakma, &zenin
besiyerinde sogutulmasi, santrifUj, vorteks,
liyofilize ampullerin acilmasi, pipetteki son
damlanin Uflenmesi aerosol Ureten islemler
arasinda sayilabilir.

AIDS / acquired immune deficiency syndrom
alikot / (i) kisim, (i) bir ¢ézeltinin toplam miktarnin
bir boIimMU, (i) bir bGTGNUN temisili bir parcasi

(kUtle veya volUm olarak)
AMD / antimikrobiyal duyarlilik
ARB / aside-rezistan bakteri
ATCC / American Type Culture Collections
BAL / bronkoalveolar lavaj

BGD / biyogUvenlik dUzeyi. mikroorganizmalarin risk
siniflamasi temelinde doért laboratuvar
biyogivenlik dUzeyi tanimlanmistir; ajanlarnn
bulasma, yayilma potansiyeli ve patojenlik
arttikca laboratuvar korunma dizeyi BGD1'den
BGD4'e dogru artar. klinik mikrobiyolojide
karsilasilan ajanlann bUyUk kismi BGD2
laboratuvar sartlannin saglanmasini
gerektirmektedir.

BGK / biyogUvenlik kabini

bildirim / saglik otoritesinin resmi iletisim kanallan ile
vakalar veya salginlardan haberdar edilmesi
islemi.

bildirimi zorunlu hastalik / yasal bir gereklilik ile
uygun yetkide bir mercie (yerel veya merkezi
saglik otoritesi) rapor edilmesi zorunlu olan
hastalik.

BOS / beyin-omurilik sivisi

buffy-coat / santrifUj edilmis antikoagUlanl kanin
erifrosit tabakasi ve plazmasi arasinda kalan ve
beyaz kan hicrelerini iceren (bulutsu) katman

bulas / dogrudan veya dolayl olarak bir enfeksiy6z
ajanin herhangi bir mekanizma ile baska bir
konaga ulasmasi.

bulasici hastalik / bir mikroorganizma veya onun
toksik UrUnlerine bagli olarak ortaya cikan
hastalikfir. etkenin, bir enfekte kisiden,
hayvandan veya rezervuardan; hayvan konak,
vektdr veya cansiz cevre araciligryla, dogrudan
veya dolayli olarak bir duyarl konaga gegcisiyle
olusur.

buyyon / sivi besiyeri
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CDC / Center for Disease Control and Prevention
(Atlanta)

cfu / colony forming unit

CYBE / cinsel yolla bulasan enfeksiyon
DFA / direkt floresan antikor (festi)

dk / dakika

DNA / deoksiribonUkleik asit

DSO / Dinya Saglik OrgUtt (WHO)

duyarli kisi / bir birey veya hayvanin bir
mikroorganizma ile enfeksiyon gelisimine acik
olmasi (kural degilse de, genellikle
mikroorganizmaya karsi spesifik koruyucu
antikorlarin olmayisi konagin duyarliigr icin bir
gbsterge olarak degerlendirilir).

EDTA / efilen diamin tetra asetik asit

EIA / enzyme immuno assay (ELISA ile ayni
anlamda)

ELISA / enzyme linked immunosorbent assay

eliminasyon / bir enfeksiyon etkeni yeryUzinden
yok edilemese bile neden oldugu hastaligin
gorUlmemesinin saglanmasi.

EMB / Eozine-Methylene-Blue (Agar)

endemik / bir enfeksiyon etkeninin veya hastaligin
belirli bir cografyada veya toplulukta sUrekli
gorilmesi durumu. hastaligin o bélgede veya
grupta alisimis bir prevalansinin olmasi da ayni
mesajl verir.

enfeksiyon / bir organizmanin bir konakgida (insan,
hayvan, artropod) yerlesmesi, cogalmasi ve
genellikle birimmuon yanit olusturmasini tanimiar.
klinik bir hastalik tablosuna neden olabilir veya
olmayalbilir.

ENIVD / European Network for Diagnostics of
"Imported" Viral Diseases
(http://www.enivd.de/ENIVD_P.HTM )

epidemi (salgin) / bir hastaligin veya saglikla iliskili
spesifik bir durumun belirli bir cografyada veya
toplulukta beklenenden daha fazla sayida
gorulmesi. salgin, bazi kaynaklarda, kisa
zamanda hizla yayllan enfeksiyon anlaminda
da kullanimaktadir.

eradikasyon / hastaligin etkeni ile birlikte
yeryUzinden yok edilmesidir.

ETA / endofrakeal aspirasyon (sivisi)

FITC / fluorescein isothiocyanate (floresan boya)

genisletilmis bagisiklama programi (GBP) / difteri,
bogmaca, tetanos, tUberkdloz, kizamik ve
cocuk felci standart bagisiklama programinin
maternal tetanos dnleme ve yenidogan hepatit
B asllamailan ile birlikte uygulamaya konan son
durumu.

gercek-zamanl / ‘real-time’ (PCR)
HAV / hepatit A virUs




_ Ulusal Mikrobiyoloji Standartlar

HBV / hepatit B virUs

HCV / hepatit C virUsU

HDV / hepatit D virUs

HEV / hepatit E virUs

HIV / human immunedeficiency virUs
IFA / indirekt floresan anfikor (testi)
IgA / immunglobulin A

IgG / immUnglobulin G

IgM / immUnglobulin M

IHA / indirekt hemaglUtinasyon (testi)

IMVIC / indol testi, metil kirmizisi festi, Voges-
Proskauer ve sitrat testlerinin olusturdugu ve
bakteri tanimlamasinda kullanilan bir
biyokimyasal test paketini formUle eder. aradaki
kUcUk “i" harfi ses uyumunu saglamak Uzere
kullanilir.

ihbar / baz bildirimi zorunlu hastaliklarda vaka
veya salgin séz konusu oldugunda tani koyan
saglik kurumundan yerel saglik otoritesine
durumun en kisa zamanda ilefilmesi.

ilk tanimlama / mikroorganizmalarn koltor
vasatlannda Uremelerini takiben bir test veya
fest grubu uygulanarak yapilan fanimlama
(primer identifikasyon).

indeks vaka / bir toplulukta (aile, okul, bir cografi
bdlgede yasayanlar gibi..) bir hastaligin
topluma yayiimasina yol acan ilk vaka (digerleri
icin enfeksiyon kaynagi olabileceginden dolayi
Snemlidir).

insidans / belirli bir toplulukta belirli bir sUre icinde
bir hastaliga ait yeni vaka sayisinin o toplumda
risk altinda bulunan nUfusa bélinmesi ile elde
edilen hiz (salgin incelemelerinde atak hizi
olarak kullanilir).

invaziv / derin doku ve organlara ilerleyen ya da
ilerleme yetenegine sahip olan
(mikroorganizma)

invaziv metot / drnek almak veya benzeri bir
nedenle derin doku ve organlara ulasmak igin
bir enstrimanin (enjektér, endoskopi borusu, tGp
vb) kullanildigi metot

invazyon / derin doku ve organlara ilerleme

in-vitro / laboratuvar ortfaminda ya da yapay
kosullarda

in-vivo / canl ortamda ya da yasayan kosullarda

KKD / kisisel koruyucu donanim. laboratuvar
islemleri sirasinda enfeksiydz materyale
maruziyetten korunmak icin personelin giymesi
veya fakmasi gereken &nlUk, eldiven gibi
kiyafet/donanim.

koloni / bir bakteriden kdken alan bakteri
foplulugu.

kuru buz / kuru buz, karbondioksitin (COg2) kat
halidir. renksiz, tatsiz ve kokusuzdur; =79°C
sicakhiga sahiptir. sivi CO2'den elde edilir, yUksek
basing altinda saklanabilir. kuru buz mMUhoro
tasiyici kutularla satilir. kutu acildiktan sonra,
kaliplar 4-7 gUn icinde tUketilmelidir. ortam isisi ile
temasi halinde sivi faza gecmeden buharlasir
(sUblimlesme). kuru buz, tamamen buharlasana
kadar gecen sure boyunca (~5 gin) materyalin
donmus olarak korunmasi icin efektif ortam
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saglar. kuru buzda tasinmasi gereken enfeksiydz
materyalin nasil paketlenecegine dair yeterli
bilgi icin ilgili rehbere bakimalidir (UMS, GEN-OY-
01 Enfeksiydz Maddelerin Tasinmasi Rehberi).

kimelenme / hastaliklarin belirli bir yer veya grupta
beklenenden daha yUksek sayida ortaya
clkmasi

laboratuvara dayal sirveyans / belirli bir
organizmanin laboratuvarda izolasyonu veya
fanimlanmasi verisini baslangi¢ noktasi olarak
alan sUrveyans (6rn. salmonelloz sGrveyans...)

LP / lomber ponksiyon

morbidite hizi / her yUz bin popUlasyonda, bir
hastaligin etkiledigi birey sayisi

mortalite hizi / her yUz bin popUlasyonda, bir
hastaliktan dlen birey sayisi

MRLDB / Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlarn
Daire Baskanhgr (THSK'nin)

NAAT / nUkleik asit amplifikasyon testleri
nested / yuvalama (PCR isleminde)

normal flora / deri, agiz- burun mukozasi gibi vicut
bélgelerinde normalde bulunan
mikroorganizma ftoplulugu.

nozokomiyal enfeksiyon (hastane-kaynakli
enfeksiyon) / bir hastane ya da fibbi kuruma
basvuru sirasinda herhangi bir enfeksiyon belirtisi
yokken veya hastaligin inkUbasyon suresi icinde
olmadigi bilinen bir bireyde hastaneye yatistan
sonra orfaya cikan enfeksiyon.

OS / oda sicakligi

pasaj / saf kUltUr elde etmek veya diger amaglar
icin bir mikroorganizma kolonisinin Uredigi
besiyerinden alinarak yeni bir besiyerine ekilmesi
(subculture)

patojenite / bir enfeksiydz ajanin duyarli bir konakta
hastalik olusturma yetenedi (bazi patojen
olmayan ajanlar da immdn sistemi yetersiz bir
konakta patojenik hale gelebilir)

PCR / polimerase chain reaction (polimeraz zincir
reaksiyonu)

PNL / polimorf nUveli I6kosit

prevalans / belirli bir popUlasyonda, yeni ve eski
vaka ayrnmi yapmaksizin, bir hastalik icin hasta
bireylerin t{UmMUNUN, o toplumda risk altinda
bulunan ntfusa bolinmesi ile elde edilen hiz.

real time PCR / gercek-zamanli PCR (rPCR)

referans laboratuvar / bir enfeksiyon etkeninin
arastinimasinda taniya yardimei tUm teknikleri
kullanabilen, séz konusu etken ile ilgili uzun
doénemli bilgi ve deneyime sahip, gerektiginde
ayni calismalar yurGten uluslararasi
laboratuvarlarla isbirligi yapan, gerektfiginde
epidemiyolojik arastirmalar igin ulusal saglik
otforitesine (saglik bakanhgi) uygun feknikler ile
veri saglayan, ulusal laboratuvar.

rezervuar / bir enfeksiydz ajanin normal olarak
bulunabilecegi ve cogalabilecedi (ve diger
konaklar icin enfeksiyon kaynagdi olabilecek) kisi,
hayvan, toprak veya cevredir.

RNA / ribonUkleik asit
RT-PCR / revers franskriptaz PCR
rutin sirveyans / bir hastaligi veya saglik olayini




izlemek icin ihtiyac duyulan bilginin dUzenli ve
sistematik olarak foplanmasidir.

sa / saat

sendrom / her birinin tek basina bulunmasina
kiyasla daha ¢ok siklikla bir arada bulunmasi ile
tanya gétiren semptomlar ve/veya bulgular
kompleksi

sendromik bildirim / sUrveyans altindaki bir saglik
olayinin, spesifik bir hastalik tanimina gére degil,
sendrom femelinde yapilmis bir vaka tanimina
gore bildiriimesi (6r., akut hemorajik ates
sendromu, Uretral akinti sendromu, genital Glser
sendromu...)

sentinel sirveyans / bir hastalik igin olgularin erken
saptanmasi veya egdilimler hakkinda gésterge
sayllabilecek bilgiye ulasimasinda; verilerin -
tfoplumun kalan kismindaki duruma isaret
edecek sekilde- bir tfemsili nGfustan toplandigi
sUrveyans tipi (Or., influenza virds yapisinin takip
edilmesi veya asinin dogru antijenleri icerip
icermediginin kontrol edilmesinde influenza icin
bir kac¢ ildeki hastanelerin kullaniimasi ile yapilan
sUrveyans)

SF / serum fizyolojik
sn / saniye

soguk zincir / biyolojik bir maddenin bir yerden
baska bir yere gdnderilmesi, tasinmasi ve gegici
sUre ile saklanmasi esnasinda tUm asamalarda
aksi belirtimedikge 2°-8°C (buzdolabi/buzluk isi
kosullan) 1si araligr icinde tutulmasi

SPS / sodyum polyanetol sGlfonat
S8S / santral sinir sistemi

siUrvey / bilginin sistematik olarak toplandidi bir
arastirmadir. genellikle belilenmis bir foplulukta,
belli bir zaman araliginda yUrGtolor.
(sUrveyanstan farkli olarak streklilik arz etmez;
bununla birlikte, eger dizenli tekrarlaniyorsa, bir
sUrveyans sisteminin temelini sGrveyler
olusturabilir)

sUrveyans / verilerin sistematik olarak toplanmasi,
biriktirimesi ve &zellikle elde edilen sonuclara
gore harekete gececek kisiler basta olmak
Uzere bu sonuclara intiyaci olan birimlere
zamaninda geri bildirimini saglayacak sekilde
verilerin degerlendiriimesi sUrecidir. akfif
sUrveyans: sUrveyans sisteminde bildirim
yapmakla yikimlU kisi veya birimlerin
kendiliginden rapor etmesini beklemeksizin,
yefkili biimlerce dUzenli olarak verilerin
toplanmasi; pasif sirveyans: katilimcilardan aktif
olarak veri toplanmayan, bildirimin
kendiliginden yapiimasinin beklendigi sUrveyans
sistemi.

Bulasici Hastaliklar Laboratuvar Tani Rehberi _
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temasl / enfekte bir kisiyle, hayvanla veya
kontamine cevreyle, o enfeksiyonu edinme
olasiigr doguran bir iliskisi olmus kisi veya
hayvan.

THSK / TUrkiye Halk Saghdr Kurumu (Saglik
Bakanliginin yeniden yapilanmasi kapsaminda,
baslica, eski adi Refik Saydam Hifzisshha Merkezi
Baskanligi olan kurum ile eski adi Temel Saglik
Hizmetleri Genel MUdUrligU olan birimleri bir cati
altinda toplayan yapi)

TTA / franstrakeal aspirasyon (sivisi)

UAMDS / Ulusal Antimikrobiyal Direng SUrveyansi
UMS / Ulusal Mikrobiyoloji Standardi

UV / ultraviole (isik)

vaka / sUrveyans amaglar veya salgin icin yapilmis
bir vaka tanimiile uyumlu bir hastaliga ya da
saglik sorununa sahip kisi (sirveyans veya salgin
arastirma amaci igin yapilmis bir vaka taniminin
geleneksel klinik fanimlamalarla ayni olmasi bir
gerexlilik degildir).

vaka bazl siirveyans / her bir vakaya ait spesifik
verinin toplanmasi yoluyla bir hastaligin
sUrveyansi (6rn. poliomyelit sUrveyansinda AFP
vakalarina ait detayl bilgi toplanmasi)

vaka siniflamasi / kriterlerin destekleme derecesine
gore *vaka" olma olasiiginin derecelendiriimesi
(6rn., olasi vaka, kesin vaka...) (bu, 6zellikle
vakanin ¢ok erken bildirilmesi gerekli durumlar
(ebola hemoraijik ates v.b.) icin ve kesin tanisinin
konulmasinda gUg¢luk olan (karmasik
laboratuvar testleri gerektiren v.b.) durumliaricin
kullanishdir).

vaka tanimi / belli bir hastaligin sirveyansi veya
salgin arastirma amaclar icin bir bireyin bir
“vaka" olarak tanimlanabilmesinde bir arada
bulunmasi gereken tanisal kriterler sefti (vaka
fanimlari; kisi, yer ve zaman elemanlariyla
birlikte, klinik kriterler, laboratuvar kriterleri veya
bunlarin bir kombinasyonu seklinde olabilir).

virblans / konagin dokularina invazyon yetenegine
ve/ veya neden oldugu hastaligin siddetine
gobre, bir enfeksiydz ajanin patojenite
derecesinin 6lcUm degeri.

VTM / viral transport medium
WHO / World Health Organization

zoonoz / hayvanlardan insanlara dogal kosullar
altinda gecebilen enfeksiyon hastaligidir.
endemik (enzootik) veya epidemik (epizootik)
olabilir.
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ONSOZ

Bulasict hastaliklarin, insanlik tarithi boyunca hem bireyleri hem de toplumlart
etkileyerek ciddi saglik tehdidi olusturduklart bilinmektedir. Bulasict
hastaliklarin ktiresel boyutta kontrol altina alinmast, ulusal diizeylerde
uygulanan kontrol programlartinin basarisina baglidir. Bu nedenle ‘gtivenilir’,
‘dogru’ ve ‘zamaninda’ veri toplanmast 6nem kazanmaktadir. Stirveyans ve
kontrol programlarina veri saglayan en é6nemli kaynaklardan biri ise
laboratuvarlardar.

Ulkemizde bulasict hastaliklarin stirveyanst ve kontroliine yénelik calismalar
mevzuat ile diizenlenmis olup sistemin kanita dayali islemesi esas alinmustir.
Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlari, kanita dayali bilgi tiretmeleri nedeniyle
ulusal stirveyans sisteminin vazgecilmezi konumundadir. Ulkelerin laboratuvar
tant kapasitelerinin gticlendirilmesi, Uluslararast Saglik Ttiztigii (2005)’ntin 2007
yiindan itibaren Diinya Saglik Orgiitii’ne taraf tiye iilkelerde ytiriirliige konmast
ile birlikte, ayrica 6nem kazannustir.

“Bulasict Hastaliklarin Stirveyanst ve Kontrolti Projesi” kapsaminda
Baskanligumiz Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlart Daire Baskanligt
tarafindan ulusal laboratuvar tant kapasitesinin belirlenmesi amaciyla
gerceklestirilen calismalar; bildirimi zorunlu bulasict hastaliklarin mikrobiyolojik
tarnusinda gecerli yéntemlerin kullanimunin yayginlastirdmasina gereksinim
oldugunu gdéstermektedir. Projenin en énemli faaliyetlerinden biri “Mikrobiyoloji
Laboratuvart Performans Kalitesinde Stirekli Iyilestirme Saglanmast ve Kalite
Gtivence Kulavuzlar ile Islemlerinin Desteklenmesi’dir. Bu cercevede tilkemizde
laboratuvar tani kapasitesinin gelistirilmesi amaciyla “Ulusal Mikrobiyoloji
Standartlart, Bulasict Hastaliklar Laboratuvar Tant Rehberi” olusturulmustur.

Bu Rehber, bulasict hastaliklarnin kesin tanist ve erken uyari-yanit sistemini
ilgilendiren halk saglig: tehditlerinin arastiriimasinda gecerli tekniklerin, gecerli
teknik adimlarla uygulanmast icin yol gdsterecek, ‘gtivenilir’, ‘dogru’ ve
‘zamanminda’ sonuclar elde edilmesine hizmet edecektir.

“Ulusal Mikrobiyoloji Standartlar, Bulasict Hastaliklar Laboratuvar Tant
Rehberi’nin olusturulmasinda gdérev alan ve emegi gecen herkese tesekkltir eder,
calismalarinda basarilar dileriz.

Prof. Dr. Secil OZKAN
Tiirkiye Halk Saglhgt Kurumu Baskant
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GIRIS

Laboratuvardan ¢ikan sonuc dncelikle *hasta yaran’ni ilgilendirir. Dogru, guvenilir
ve zamaninda tani hasta bireyin en kisa stirede uygun tedaviyi almasinin
gUvencesidir. Laboratuvarin sonuclarn *hastaliklarla micadele'yi de yakindan
ilgilendirmektedir. Zira laboratuvarlardan sunulan veriler sayesinde halk saghgini
tehdit eden sorunlara kanita dayal ¢cézimler Uretilebilir.

Bulasici hastaliklann sirveyansi ve kontrolunde dogru, guvenilir ve zamaninda veri
toplanmasi son derece dnemlidir. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlar surveyans
sistemine veri saglayan temel yapilardan biridir. Ulusal mevzuatimiz ve Uluslararasi
Saglik TOzGGU sistemin kanita dayali islemesini kacinilmaz kimakta, bu da tani
kapasitesinin gelistiriimesi geregini beraberinde getirmektedir.

Avrupa Birligi fonlarindan desteklenen ve Dinya Sadlik Orgitinin teknik
danismanliginda yurGtilen “Bulasici Hastaliklarin SUrveyansi ve KontrolU Projesi”
kapsaminda ulusal laboratuvar tani kapasitesinin belilenmesi amaciyla
gerceklestiriien calismalar bildirimi zorunlu bulasici hastaliklarn tanisinda gecerli
yéntemlerin kullaniminin yayginlastinimasina gereksinim oldugunu géstermistir.

REHBERIN AMACI

Elinizdeki Rehber (Bulasici Hastaliklar Laboratuvar Tani Rehberi) bu gereklerden
dogmus; dogru ve guvenilir taniicin gecerli ydntemlerin kullaniminin
yayginlastinimasi ve Glkemizin mikrobiyolojik tani kapasitesinin gelistiriimesi
amaciyla olusturulmustur.

Rehberin bulasici hastaliklarin kesin tanisi ve erken uyari/yanit sistemini ilgilendiren
halk saghgi tehditlerinin arastinimasinda gecerli tekniklerin gecerli adimlarla
uygulanmasina yol gosterecegi 6ngortimektedir. Rehberden beklenen diger
onemli etki de, tanida laboratuvarlar arasi standardizasyonu saglamasidir. Ayrica
hastalik kontrol programlarnna dogru ve guvenilir veri sunulmasi sayesinde, etkin
kontrol dnlemlerinin gelistiriimesi mimkUn olabilecektir. Rehberin kurumlar ve
sektorler arasi iletisim ve isbirliginin guclenmesine de katki saglayacagr umut
edilmektedir.

REHBERIN HEDEF KITLESI

Rehberin baslica dort farkl hedef gruba hizmet edecegdi dUsunUimektedir.

1 Oncelikle sahada klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda nihai karar
sorumlulugu olan profesyonellere - tanida standart yaklasimlar sunan bir
kaynak olarak (gerektiginde detayli uzman gorisune ayrica basgvurulmalidir);

2 Hekimlere - laboratuvar hizmetlerinin standardi ve uygun testlerin secimi /
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talep edilimesi hakkinda bilgi saglayan bir kaynak olarak;

3 Halk saghgi otoritelerine — dzellikle halk saghgini yakindan ilgilendiren
enfeksiyon vakalarinin ya da salginlarin arastinimasinda, bir yandan olmasi
gereken asgari laboratuvar kapasitesi hakkinda bir yandan da ‘kesin tani’ya
ulasilmasi sUrec ve sureleri hakkinda bilgi saglayan bir kaynak olarak;

4 Odeme kurumlarina - ‘kesin tani’ya ulasimasinda asgari standart
mikrobiyolojik islem paketleri hakkinda bilgi saglayan ve Ucretlendirmelerin
rasyonel bir cerceve icinde yapimasina destek verecek bir kaynak olarak.

REHBERIN KAPSAMI ve OLUSTURULMA SURECI

Rehber; saydam, katiimcl, kanita dayali, surdurUlebilir ve kurumsal olma ilkeleri
temel alinarak olusturulmustur. Bu cercevede baslangic olarak “Ulusal
Mikrobiyoloji Standartlarn Yonergesi” yaziimis ve “Ulusal Mikrobiyoloji Standartlari,
Bulasici Hastaliklar Laboratuvar Tani Rehberi”"nin kapsami belirlenmistir.
Kapsamda iki temel kategori ayirt edilebilir:

Birinci kategoride mikrobiyoloji laboratuvarlarinin tani strec¢lerinde yararlanacagi
standartlar yer almaktadir. Bu standartlar bildirimi zorunlu enfeksiyon hastaliklar
icin mikrobiyolojinin ana dallarina goére -bakteriyoloji, viroloji ve parazitoloji olmak
Uzere- bélumlenmis olup (i) érnek yonetimi ve (i) mikrobiyolojik tani/tanimlama,
ve (iii) test prosedurleri belgeleridir.

Ornek yénetimi belgeleri klinik drneklerin secimi ve uygun alinmasini; drnedin
islenmesine kadar gecen sure icinde &zelligini kaybetmeden korunmasini;
alinmasi, tasinmasi ve islenmesi sirasindaki guvenlik gereklerini ve érnegin
islenmesinde uygulanacak sistematik yaklasimi aciklayan belgelerdir.

Mikrobiyoloji tani/tanimlama belgeleri bildirimi zorunlu hastaligin
mikrobiyolojik tanisi veya patojen etkenin tanimlanmasinda uygulanan ana islem
basamaklarni anlatan belgelerdir.

Test proseddurleri ise baslhca bakteriyolojide kullanilan tanimlama testlerinin
yapilisint ayrintill olarak aciklayan, testin her seferinde ve farkli kisiler tarafindan
ayni bicimde yapilmasini saglayan belgelerdir. Bu noktada belirtmek gerekirse;
hem “test prosedurleri” bashdi altinda verilenlerden, hem de diger bircok UMS'nin
icinde/ekinde yer alan prosedUrlerden bildirim sistemi disinda kalan enfeksiyon
hastaliklarnin tanisinda da laboratuvarlarin yararlanabilmesi hedeflenmistir.
Laboratuvarlar bunlar érnek prosedur olarak diger calismalarnna uyarlayabilirler.

ikinci kategoride ise ‘sendromik tani yaklasimi’ belgeleri bulunmaktadir. Bu
kategorideki belgeler ulusal sUrveyans sisteminde yer alan ve erken uyar/yanit
sistemini ilgilendiren halk saghgr acillerine temel tani yaklasiminin 6zetlendigi
belgelerdir. Burada DSO’'nUn éngdérdigu bes ana sendroma (akut gastroenterit,
akut respiratuvar sendrom, akut hepatit/sarilik sendromu, akut nérolojik sendrom
ve akut hemorajik sendrom) ydnelik tani algoritmalarn verilmekte, bu algoritmalar
dogrultusunda istenecek mikrobiyolojik incelemeler ve laboratuvara
gonderilecek drnekler listelenmektedir. Sendromik Tani Yaklasimi belgeleri alanda
calisan hekimlere ve Halk Sagligr ModurlUklerine bu sendromlar karsisinda
olasiliklarin hizia g6z 6nune getirilmesini saglamak bakimindan yol gésterici
dokUmanlar olduklarn kadar, laboratuvarlara da bir sendrom 6n tanisi ile gelen
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ornekte hangi olasiliklar calismaya hazir olmalarn gerektigi hakkinda fikir vermesi
beklenen “hazrlikliik” dokUmanlandir.

Rehberin olusturuimasinda bildirimi zorunlu bulasicr hastaliklar listesi temel
alinmistir. Her etkenin/hastaligin iliskili oldugu sendromlar, érnek yonetimi ve
mikrobiyolojik tani/tanimlama hususlari ile tanida kullanilan yéntemler ve bu
yéntemlerin gerektirdigi biyogUvenlik dUzeyleri belirlenmistir. Takiben Rehberde
yer alacak konu basliklarn belilenmis ve “Tani Standartlan Calisma Gruplan”
olusturulmustur.

Calisma Gruplarnnin konularinda yetkin kisilerden olusmasi hedeflendiginden
gruplara katilma kriterleri belilenmistir. Su kriterlerden en az birini karsilayan
uzmanlar Calisma Gruplarina davet edilmislerdir: (i) son bes yilda Pubmed/Turk
Tip Dizininde yer alan en az G¢ yayininin olmaisi, (i) kitap veya kitap bolimu
yazmis olmak, (i) Saglik Bakanligi'nin bilimsel komisyonlannda gérev almak, (iv)
KLIMUD veya TMC komisyonlarinda gérev almak, (v) Sagdlik Bakanh@i, KLIMUD
veya TMC'nin organize ettigi egitimlerde egitici olarak gérev yapmis olmak, (vi)
TUbitak projesi veya uluslararasi projelerde yer almak, (vii) énceki yillarda
hazirlanan “Bildirimi Zorunlu Bulasici Hastaliklarnn Laboratuvar Tanisina Yonelik
Standart Uygulama ProsedUrleri” veya “Bulasici Hastaliklarin Tanisinda Sahada
Calisan Hekimler icin Laboratuvar Rehberi”nin yaziimasi ve gézden
gecirimesinde goérev almis olmak.

Nihayet, Aralik 2013'te ‘Ulusal Mikrobiyoloji Standartlarn Calistayl’'nda 82 uzman,
Rehber kapsaminda bulunan 107 konu bashgini hazirlamak Gzere 12 Calisma
Grubu halinde bir araya gelmislerdir. Her bir Uye bilimsel ilkeler dogrultusunda,
mevcut bilimsel kanit ve bilgiler 1siginda ve kendi deneyimlerinden de
yararlanarak Ustlendikleri konu ile ilgili gincel ve gecerli dokimanlar
gelistirmislerdir.

Calistayin ardindan dokumanlarda dil birligi ve bilimsel bGtinlGgun saglanmasi
amaclyla yogun bir gdzden gecirme streci yasanmis, “UMS Bulasici Hastaliklar
Laboratuvar Tani Rehberi” yayina hazir hale getiriimistir. Rehber, es zamanli
olarak THSK web sitesinde (bkz. www.thsk.org.tr) de kullanima sunulmaktadir.

Rehber bu haliyle bir TASLAK dokUmandir. Boylece ilgili uzmanlik derneklerinin,
meslek orgUtlerinin ve sahadaki kullanicilann goruslerine aciimis bulunmaktadir.
Alinacak geri bildirimlere gére son seklinin veriimesi ve 2014 yili sonu itibariyle de
onaylanmis “Ulusal Mikrobiyoloji Standartlan” belgesi olarak yayinlanmasi
hedeflenmektedir.

REHBERIN KULLANIMI

“UMS Bulasici Hastaliklar Laboratuvar Tani Rehberi” 3 ciltten olusmaktadir.

Birinci ciltte “Bakteriyoloji” baslgr altinda solunum yolu patojenleri, enterik
patojenler, cinsel yolla bulasan enfeksiyonlar ve zoonozlara ydnelik mikrobiyolojik
tani/tanimlama standartlar yer almaktadir.

ikinci cilt enfeksiydz madde tasima rehberi, bakteriyolojik test prosedirleri ve
antibiyotik duyarlilik test standartlarnni icermektedir.

UcUncU cilt ise “Parazitoloji”, “Viroloji” ve “Sendromik Tani Yaklasimi” balimlerini
kapsamaktadir. “Parazitoloji” béliUmUnde érnek ydnetimi, mikrobiyolojik
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tani/tanimlama ve test prosedurleri yer alirken “Viroloji” bdliUmunde viral
etkenlere yénelik mikrobiyolojik tani/tanimlama standartlan bulunmaktadir.

“UMS Bulasici Hastaliklar Laboratuvar Tani Rehberi”"ne standartiar bir kodlama
sistemi kullanilarak yerlestirilmistir. Buna gére; bakteriyoloji “B”, viroloji “V”,
parazitoloji “P" ile sembolize ediimektedir. Standart kategorisine gére ise
sendromik tani yaklasimi “SY”, érnek yonetimi “OY”, mikrobiyolojik
tani/tanimlama “MT", test prosedurleri “TP”, antimikrobiyal duyarlilik “AMD”
olarak kisaltimistir. Kodlama sistemi yapilandirilirken ise énce dokUmanin hangi
mikrobiyolojik alana ait oldugunu belirtmek Uzere “B”, “V", “P"; ardindan standart
kategorisi ve numarasi gelmektedir. Ornedin, bakteriyoloji grubundaki
“Bogmacanin Mikrobiyolojik Tanisi”, “B-MT-01 Bogmaca” olarak kodlanmustir.

Rehber moduler yapidadir; bUtinlUgUu ve dokUmanlar arasindaki baglanti, atiflar
yardmiyla saglanmistir. Oregin “B-MT-02 Difteri” dokUmaninda ilgili diger UMS
dokUmanlarina atifta bulunulmustur; bu atiflar da her belgenin sonunda “ilgili
diger UMS belgeleri” bashgr altinda kod numaralari ve isimleri ile ayrnca
listelenmistir.

GUnUmuzde bilginin hizla degisen karakteri Rehberin sUrekli gelisen “canli” bir
dokUman olmasini bir bakima zorunlu kiimaktadir. Bu nedenle basil materyalin
yani sira THSK web sitesinde de yayinlanarak guncellemelerin paylasimasi
amaclanmaktadir. UMS.LabTaniRehberi@thsk.gov.tr adresinden bize ulasabilir;
icerik ve diger hususlarla ilgili her tUrl0 énerinizi ve elestirinizi ileterek veya
uygulamada karsilastiginiz sorunlarn paylasarak Rehberin gelistirimesine katki
saglayabilirsiniz.
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Bogmaca

Kapsam ve Amag

Bogmaca, Bordetella pertussis’in etken oldugu akut, bulasici bir solunum sistemi
enfeksiyonudur. Bogmaca Ulkemizde bildirimi zorunlu hastaliklar arasinda yer alir
ve asl ile dnlenebilir bir hastalik olarak 6zel program yuruttulmektedir (1,2,3,4).
Tani mikrobiyolojik incelemeye dayanir. Hem hasta ydénetimi hem de sire giden
badisiklama programlarinin etkinliginin analizi bakimindan vakalara kesin tani
konulabilmesi 6nem tasimaktadir. Kesin tani Bordetella spp’nin kultlirden izole
edilmesi ile konur. Ayrica PCR, DFA ve serolojik ydntemlerden de yararlanilabilir.

B. pertussis klasik mikrobiyoloji egitiminin iyi bilinen mikroorganizmalarindan biri
olmasina ragmen Ulkemizde az sayida klinik laboratuvarin B. pertussis tanisi
koyabiliyor olmasi dikkat gekicidir. 2012 yilinda dlke genelinde laboratuvar
kapasitesinin mevcut durumunun dederlendirildigi bir calismanin sonuglarina
gbre, calismaya katilan 510 klinik mikrobiyoloji laboratuvarinin sadece %?2.1i
bogmaca tanisi koyabilmektedir (5).

Taninin sahada yaygin bir egilimle klinikte karakteristik 6yku ve fizik muayene
bulgularina dayali konuyor olmasi laboratuvar tani kapasitesini sinirlayan
faktorlerden biri gibi goziikmektedir. Clinkli cogu laboratuvar bogmaca tanisi icin
gereken kaynadi (is glici, maddi vb.) yetersiz 6rnek akisi olasiligi yiziinden
verimli kullanamayacadini varsayarak ayirmamaktadir.

Ancak etkili bir eliminasyon ya da kontrol programi icin laboratuvara dayali tani
esastir. Program cergevesinde, hekimlerin stpheli vakalari laboratuvara
yonlendirme konusunda giderek daha duyarl hale gelecekleri distnultrse,
uygun bir laboratuvar tani rehberinin el altinda olmasi da Ulke genelinde taninin
yayginlasmasini tesvik edecek bir arag olarak énemli gérinmektedir.

Bu nedenlerle bu UMS belgesinde klinik laboratuvarlara, bogmacanin tanisinda
yontemlerin segimi, tanidaki yerleri ve dogru uygulanmalari igin bir Rehber
sunulmasi hedeflenmistir.

Kisaltmalar ve Tanimlar

BGA Bordet-Gengou agar

C-BGA Sefaleksinli Bordet-Gengou agar

CSM Cyclodextrin solid medium

FHA Filament6z hemaglitinin

Fim 2, Fim 3 Fimbria 2, Fimbria 3

KKA %5 koyun kanli agar

MRLDB Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlari Daire Baskanligi

PT Pertussis toksin
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Bogmaca

Genel Bilgi

Hastaligin 6nemi

Bogmaca, Bordetella pertussis’in neden oldugu her yas grubundaki duyarh
bireyleri etkileyebilen, 6zellikle bebeklik déneminde agir seyreden, akut bulasici
bir solunum sistemi enfeksiyonudur (6). Dinyada her yil 20 milyon bogmaca
vakasinin goézlendigi ve ¢ogu kiclk cocuklar olmak lzere yaklasik 200.000 6lime
neden oldugu bilinmektedir (7). Goridlme siklidi, asi ve antibiyotik 6éncesi
donemlere gbre azalmis olsa da bogmaca halen tim dinyada endemik olarak
gbzlenmekte ve her 3-5 yilda bir epidemilere yol agmaktadir (6,8).

Asinin koruyuculugunun zamanla azalmasi nedeniyle ergenlik cagindan itibaren
eriskin popullasyondaki duyarlihdin arttigi, anneden bebede gecen koruyucu
antikorlarin bebegi ilk asi dozu uygulanana kadar yeterince koruyamayabilecegi
bilinmektedir. Duyarh yas gruplarindaki bu epidemiyolojik kaymanin yani sira son
yillarda hastalikla ilgili farkindahgin artisi, tanida gelismis tekniklerin uygulanmasi,
suslarin biyoevrimi ile yeni B. pertussis kdkenlerinin ortaya ¢cikmasi, insidansdaki
artisin énemli nedenleri arasinda gésterilmektedir ( 8,9,10). Ote yandan
bodmaca insidansinin belirlenmesinde bazi glgliklerle karsilasiimaktadir. Bunlar;
hastaligin farkli gruplarda farkh goriltsi (ergen/eriskinlerde asemptomatik veya
ithimli enfeksiyon goézlenirken yeni dogan ve bebeklerde yasami tehdit eden ciddi
enfeksiyon olusabilmesi), karma enfeksiyonlar nedeniyle yanhs tani konmasi,
hastaliktan siphelenme indeksinin disuk olusu ve bazi bdlgelerde laboratuvar
tani kapasitesinin yetersizligidir (11,12,13).

Bogmaca bildirimi zorunlu bir hastalktir (2,3). Saglik Bakanligi, Genisletilmis
Bagisiklama Programi kapsaminda bogmaca hastaliginin kontrolline yonelik
calismalar yiriutmektedir (4). Ote yandan, llkemizde oldukca az sayida
laboratuvar bogmaca kiltirt yapma yetenedine sahiptir. Clink( uzun bir donem
boyunca bogmaca tanisinda klinik bulgular yeterli kabul edilmis, laboratuvara
basvurulmamistir. B.pertussis icin tani kapasitesi de bu durumdan olumsuz
ybnde etkilenmistir. Son yillarda yenilenen bulasici hastaliklar bildirim sistemi
bulasici hastaliklarin tanisinda laboratuvarlara énemli bir rol vermektedir. Zira,
asilama etkinligini, ytksek riskli bolgeleri ve salginlari 6ngdérmek ancak iyi isleyen
bir laboratuvara dayall slirveyanstan elde edilen veriler ile mimkuindur.

Mikroorganizmanin Ozellikleri

Bogmacanin etkeni olan B. pertussis, yalnizca insanlar icin patojenik olan, kiglk,
aerobik, zor Ureyen, hareketsiz, gram negatif kokobasil yapisinda bir bakteridir.
B. pertussis, izolasyonu igin 6zel besiyerlerine ihtiyag duyar, karbonhidratlari
fermente etmez, aminoasitleri okside eder.

Bakterinin en énemli virulans faktoérleri arasinda adhezinleri ve toksinleri yer alir.
Adhezin olarak filamentéz hemaglitinin (FHA), Fim 2, Fim 3, pertaktin ve trakeal
kolonizasyon faktorl; toksin olarak da pertussis toksin (PT), adenilat siklaz
hemolizini ve sitotrakeal toksin son derece énemlidir. Bunlar; baslica klinik belirti
ve bulgular ile immudn yanittan sorumludurlar (6,14,15,16).
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Bogmaca

Klinik ozellikleri

Bulasma, enfekte bireylerin solunum salgilarinin damlacik yoluyla yayilmasi
sonucu olusur. Hasta ile ev icinde temas eden bireylerden bagisik olmayanlarin
%90 gibi buyik bir bolimu etkeni alabilir. Cocukluk ¢cagi asilama programlarinin
etkin bir sekilde uygulandidi gelismis Ulkelerde bagisikhdin yasla giderek azalmasi
sonucunda, ergen ve eriskin bireyler bogmacanin énemli bir kaynadi haline
gelmislerdir. Bebekler ve kiliglik gocuklara hastalik, gogu zaman klinigi atipik
seyreden blyuk kardesleri veya ebeveynlerinden yayilmaktadir (6,16,17).

Bogmacanin inkiibasyon periyodu genellikle 7-10 gin olup (ortalama 4-21 gin)
nadiren 40 gline kadar uzayabilir. Tipik hastaligin seyri birbirini takip eden (g
dénemden olusur; kataral dénem (1-2 hafta), paroksismal dénem (1-6 hafta) ve
nekahet dénemi (haftalar veya aylar strebilir) (1,6,16,17).

Kataral donem bogmacanin burun akintisi, gézde yasarma, halsizlik ve disik
ates gibi hafif lst solunum yolu enfeksiyonuna benzer belirtiler ile basladigi ve
seyrettigi donemdir. Bu donemde hastaligin akla getirilmesi, olgularin cevrede
bilinen bir bogmaca hastasi ile temas 0yklsi olmadikga, mimkin degildir.
Kataral donem birkag giinde tamamlanabilecedi gibi iki haftaya kadar uzayabilir.
Ardindan kuru 6ksirik baslar ve cok gecmeden bogmaca igin karakteristik
siddetli 6ksiurik nébetleri ile paroksismal dénem gelisir. Bir ginde 30'dan fazla
Okslrik ndbeti gelisebilmektedir. Bu ddnemde bir dizi ekspiratuvar patlama tarzi
oksuiriigu tipik bir nefes alma sesi (whooping) takip eder. Oksuriigiin siddeti ile
hasta siyanotik bir gérintm alir ve kusar. Karakteristik ékstrtk nébetleri,
pertussis toksinin etkisi ile olugan bronsiyal sekresyonlarin ve kalin mukus
plaklarinin atilmasini saglayan bir mekanizmadir. Kimi olgularda ve geceleri
ortaya cikan nobetler bazen giriltli ve soguk hava gibi faktorlerle artabilir. Ates
ya yoktur ya da hafiftir (6,16,17). Alti ayliktan daha kiclk bebeklerde hastalik
atipik seyredebilir; apne sik gérilen belirtilerdendir ve tipik dékstrik nébeti
yoktur. Bunun gibi, bayuk cocuklar ve erigkinlerde de belirtiler atipik olabilir;
inatci bir 6ksurikle seyreden hastalikta tipik nébet bulunmayabilir.

Paroksismal dénemde artan intratorasik ve intraabdominal basing etkisi ile burun
kanamalari, subkonjonktival kanamalar, petesiler, subdural veya spinal epidural
hematom, umblikal/inguinal herniler ve rektal prolapsus gorilebilir. Sik kusma ve
beslenememe sonucu malnutrisyon gelisebilir. Konvilsiyon, pnémoni,
ensefalopati ve 6lium gibi ciddi komplikasyonlar ortaya cikabilir (6,16,17).

Laboratuvar tanisi

Bogmaca hastaliginin rutin laboratuvar bulgulari 6zgil olmasa da bazi 6zellikler
gosterir. Geg kataral ve erken paroksismal donemlerde hematolojik bulgular tipik
olabilir. Mutlak lenfositozun gozlendigi bu tabloda toplam beyaz kiire sayisi
100.000/mm?e ulasabilir. Oksiiriik siddeti ile beyaz kiire sayisi paralellik arz
eder. Periferik yaymada lenfositler normal buyukliktedirler ve bu 6zellikleri ile
blyulk atipik lenfositlerin gézlendigi viral enfeksiyonlardan ayirt edilirler. Hastalik
suresince hiperinsilinemi ve epinefrine azalmis bir glisemik cevap vardir.

Bu bulgular klinik belirtilerle beraber bogmacayi glgli bir sekilde distindirse de
bogmacanin kesin tanisi mikrobiyolojik inceleme ile konabilir.
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Bu nedenle olasi vakalarin hizli bir sekilde ve gecerli tani ydntemleri kullanilarak
laboratuvarca dogrulanmasi, hem hastalarin tani ve tedavisinde hem de halk
saghgini korumaya yodnelik 6nlemlerin bir an 6nce alinmasinda son derece
onemlidir. Laboratuvar dogrulamasinin temelini sipheli vakalardan alinan
orneklerde patojen etkenin izolasyonu olusturur. Bu da hastaligin kaynaginin
arastiriilmasina dair yapilacak epidemiyolojik arastirma igin son derece énemlidir.

Kultur

Bogmaca tanisinda kiltlr ‘altin standart’tir. Kaltartn 6zgallaglt %100 olmakla
birlikte duyarlihdi gesitli faktérlerden etkilenebilmektedir. Bu faktorler arasinda
hastaligin evresi, antimikrobiyal tedavinin baslanmis olmasi, 6rnek alma teknigi,
ornek alirken kullanilan malzemenin 6zellikleri, 6rnegin laboratuvara ulastiriima
kosullari ve laboratuvarin deneyimi sayilabilir (6,14,15,16,17,18).

Bakteri baslica nazofarinks epiteline yerlesip godaldigi igin kiltir amaciyla
nazofarinks sirlintlsi ya da nazofarinks aspirasyon 6rnegi kullanilir.

B.pertussis’in basarih bir sekilde elde edilebilmesi icin stirtntinin nazofarinksten
0zel ekivyon yardimiyla (ince sentetik uclu, esnek tel sapli) alinmasi gerekir.
Ideal olarak érnekler besiyerine hasta basinda ekilmelidir. E§er bu yapilamiyorsa
mUmkin oldugunca cabuk laboratuvara iletilmelidirler. Gegcmiste -uygulama
kolayliginin da bir sonucu olarak- en yaygin kullanilan teknik 6kstrtme plagi
teknigi olmustur. Ancak bakterinin izolasyon sansi ¢ok dislik oldugundan
glindmizde okstrtme plagl yontemi coktan terk edilmistir (14,15,16).

B. pertussis glc Ureyen bir bakteridir ve izolasyonu igin 6zel besiyerlerine ihtiyac
duyulur. Aerobik kosullarda, nemli ortamda, 36°C’de, en erken 72 saatte
koloniler saptanir. Ancak bazi durumlarda 7-10. gtine kadar Gremenin takip
edilmesi gerekebilir (15,16,17,18).

Seroloji

Semptomatik addlesan ve eriskinlerde serokonversiyonun gdésterilmesi tanisal
degere sahiptir. Ancak, eger akut ve konvalesan faz 6rnekleri alinamamis ise, tek
serum orneginde anti-PT IgG antikor seviyesinin >100 EU/mL olmasi da akut
enfeksiyon veya son zamanlarda gegirilmis enfeksiyon lehine kabul edilir.

Bogmaca stipheli asisiz gocuklarda PT veya FHA’e karsi gelisen IgG ve IgA
titrelerinde artisin gosterilmesi de tanisal dedere sahiptir. Bogmaca stpheli agih
cocuklarda ise antikor titresindeki hizli ylkselis nedeniyle antikor yanitindaki
belirgin degisikligi gostermek zordur (14,16).

Moleklller Yontemler

Bogmaca tanisinda PCR tekniginin kullanimindaki artisa ragmen heniiz bogmaca
tanisi icin standardize edilmis, onayl bir ticari PCR testi mevcut degildir.

Klinik 6rneklerden PCR pozitifliginin yorumu degiskenlik gdsterir. CDC, PCR’In tek
basina degil, klltlr ile birlikte kullaniimasini 6nermektedir. Bu nedenle PCR
sonucu; bogmaca ile uyumlu klinik tablonun varhgi, tedaviye yanit ve
epidemiyolojik kriterler gdz 6nline alinarak ve diger laboratuvar sonuglariyla
birlikte degerlendirilmektedir (6,14,15,16,17,18).
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Kultirl negatif olan veya kultlr yapilmamis vakalarda PCR pozitifligi (solunum
yolu sekresyonlarinda bulunabilen bazi bakterilerin nikleik asitleriyle capraz
reaksiyon olasiligi nedeniyle) “olasi tani” bulgusu olarak kabul edilmektedir.

KUltirt negatif olan veya kultlr yapilmamis bir vakada eder akut faz serum
orneginde ylksek antikor titreleri saptanmis ise PCR pozitifligi glicli bir sekilde
bogmaca lehine yorumlanir. Bir kesin vaka ile (kiltlirle dogrulanmis vaka)
epidemiyolojik iliskili vakada PCR pozitifligi ise bogmaca icin kesin tani bulgusu
kabul edilir (6,14,15,16,17,18). Bir diger ifade ile, salginlarda (kesin tanisi kiltlr
ile konmus en az bir vakanin varliginda) PCR pratik olarak diger vakalarin hizla
teyit edilmesini saglamasi bakimindan énemli bir aracg olarak dederlendirilebilir.

DFA

DFA’'nin duyarlihg ve 6zgulligad oldukca disuktir ve kesin tani koydurucu degildir.
kiltirin duyarhligini etkileyen hemen hemen biitlin faktérler DFA sonuglarini da
etkiler. Dahasi gapraz reaksiyonlari nedeniyle 6ézgullik disuk olabilir.

Kiltirde Greme saptanmadigi durumda, DFA ile alinan pozitif sonucun hastanin
klinik bulgulari, epidemiyolojik bilgi ve diger laboratuvar test sonuglari ile birlikte
dederlendirilmesi gerekir (6,14,15,16,17,18).

Bogmaca tanisinda kullanilan yontemlerin 6zellikleri Tablo 1’de 6zetlenmistir.

Tablo 1. Bogmaca tanisinda kullanilan yontemlerin 6zellikleri (19 nolu kaynaktan uyarlanmistir)

Test Duyarlihk Qzgiilliik Optimal Avantajlari Dezavantajlari
(%) (%) zamanlama
Kaltar %12-60 %100  Oksiirik Altin standart'tir. Ureme igin 7-10 giin
baslangicindan erekebilir.
soirak?ilk 2 Kesin tani koydurur. 9
hafta Salgin siphesinde mutlak
uygulanmabhdir.
PCR %70-99 86-100 Oksliriik Hizli sonug verir. Onayl veya standardize bir
baslangicindan - test henuz yoktur.
sonraki ilk dért Kiltirden daha duyarhdir. Potansiyel yanlis pozitifik ve
haft L - iyel yanli zitiflik v
ana Antibiyotik tedavisi capraz kontaminasyon
sonrasinda 6lu bakterileri corunu vardir.
saptar.
Seroloji-  %90-92 %72-100 Semptomlarin Hastaligin erken ve geg Hastadan farkh dénemde iki
cift baslangicinda ve ddnemindeki antikor titreleri  drnek almayi gerektirir.
serum 4-6 hafta sonra karsilastirilabilir.
Geg tani konur.
Onayl veya standardize test
henliz yoktur.
Seroloji- %?36-76 %99 En erken Hastaligin geg déneminde Onayl veya standardize test
tek Oksurik kullanilabilir. heniz yoktur.
serum baslangicindan 2

hafta sonra,
ideali 6ksuruk
baslangicindan
4-8 hafta sonra

Test dederleri, yakin
zamanda yapilan asilama ile
karisabilir.

Tanisal cut-off degerlerinin
validasyon sorunu var.
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Supheli bogmaca vakalarinin laboratuvar tanisinda kullanilacak yénteme hastanin
yasini ve immun durumunu dikkate alarak karar vermek gerekir (14). Buna goére;

= Bebeklerde; oncelikle kiltlr uygulanir. Kiltlrin uygulanamadigi durumlarda
PCR tercih edilebilir. Serolojik incelemeye glvenilemez.

= Cocuklarda; kultar veya PCR kullanilir. Hastaya bir 6énceki yil asi
uygulanmamis ise serolojik inceleme de yapllir.

= Yetiskinlerde; serolojik inceleme tercih edilir.

Teknik Bilgiler

1 Hedef mikroorganizmalar

Bordetella pertussis, Bordetella parapertussis, diger Bordetella spp.

2 Tani icin asgari laboratuvar kosullari

2.1. Laboratuvar glvenligi

B. pertussis Risk Grubu 2 organizmadir ve bogmaca stpheli klinik érneklerle ilgili
incelemeler asgari BGD2 laboratuvar sartlarinda gergeklestirilmelidir. Bltln
kaltdrler ve klinik drnekler enfeksiydz kabul edilmeli ve daima standart 6nlemler
uygulanmahdir. Onlemler risk degerlendirmesi ile desteklenmelidir (bkz. “Ulusal
Laboratuvar Gilvenligi Rehberi”). Solunum yolu érneklerinin kiltire veya diger
islemlere hazirlanmasi basta olmak lzere aerosol olusturmasi muhtemel tim
laboratuvar calismalari bir biyogivenlik kabini icinde yapilmalidir (18).

Serolojik tani igin serum veya plazma drnekleri ile galisilirken en ciddi risk
personele kan-kaynakl patojenlerin (HIV, hepatit etkenleri) bulasma riskidir.
Serum/plazma ayirma islemi ve test yapilirken daima eldiven giyilmelidir.

Boyali olsun, olmasin bitlin lamlar kesici-delici atik kabul edilir ve kesinlikle
kesici-delici atik kutusuna atilirlar! Diger biyolojik kirlilerin kondugu torbalara
atilmalari halinde torbayi deler ve ciddi infeksiy6z risk olustururlar.

2.2. Sorumluluklar ve asgari personel gerekleri

Eder klinisyen bogmacadan stipheleniyorsa kiiltiir igin 6rnekleri laboratuvara
gondermeden 6nce, laboratuvarin gerekli hazirhidr yapabilmesi icin laboratuvar ile
iletisim kurmali, haber vermelidir.

Orneklerin kabul edilmesinden sonucun raporlanmasina kadarki adimlarda gérev
alan tim personel; (i) tekniklerin uygulanmasindan énce amacglanan bitin
kullanimlar ile ilgili tam bir egitim almis olmali; (ii) kullanilan tekniklere tim
yonleriyle asina olmali; (iii) daima tim laboratuvar glvenlik kurallarina uymalhdir.

Guvenlik 6nlemlerine uyumun saglanmasindan, tekniklerin standart prosedirlere
uygun gergeklestirilmesinden ve taninin dogrulugu ve gtvenilirliginden
Mikrobiyoloji Uzmani sorumludur.
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2.3.

Ornek, Reaktif, Kit, Donanim

Inceleme 6rnekleri

Bogmaca tanisinda orneklerin alinmasi ve gonderilmesine iliskin detayl
bilgi “Bulasici Hastaliklarin Laboratuvar Tanisi igin Saha Rehberi”nden
edinilebilir. Asagida bazi 6nemli noktalara tekrar dikkat cekilmektedir:

Tercih edilen 6rnek nazofarinks sirinttstdur. Tanida, 6kstrtme
plaklari ya da bogaz strintist kullanilmaz! Nazofaringeal veya brons
aspirat 6rnekleri idealdir ancak hastane ortaminda uygulanabilir.

Nazofarinks surintlislt bu amag icin Uretilmis, ince dakron veya
kalsiyum-alginat uglu, gdévdesi kolayca esneyebilir tel saftl ektvyon ile
alinir. Rayon veya pamuk uclu eklvyonlar B.pertussis igin toksik yag
asitlerini iceriyor olabilecekleri icin kullanilmamahdirlar! Rutin amacglar
icin kullanilan ahsap veya naylon sapli eklivyonlar ile laboratuvara
gelen drnekler de incelemeye kabul edilmez; ¢lnkl bu tip ektvyonlarla
nazofarinkse ulasiimasi ve uygun 6rnek alinmasi mimkun degildir.

Eriskinlerden alinacak balgam ve hastanin nazofaringeal kateterinin
ucu da B. pertussis izolasyonunda 6rnek olarak kullanilabilirler.

B. pertussis kuruluga asiri duyarhdir ve yavas lreyen bir bakteridir. Bu
nedenlerle tasima esnasinda hem nemliligin korunmasi hem de florada
bulunan diger organizmalarin asiri Gremesinin énlenmesi gerekir.
Dolayisi ile ideal olan alinan dérneklerin hasta basinda besiyerlerine
ekilmesi ya da hemen laboratuvara iletilmesidir. E§er bu mimkin
degilse 6rnekler, 2 saate kadar oda sicakliginda %?1’lik casamino asit
icinde, 24 saate kadar da yine oda sicakliginda kémurli Amies
transport besiyerinde laboratuvara ulastiriimahdir.

En iyi sonuclar 6ksurigin ortaya gtkmasindan sonraki 2-3 hafta iginde
alinan 6rneklerden elde edilebilir. Ideali, olasi bir vakadan hemen ve
mimkunse antibiyotik tedavisi baslanmadan énce 6rnek alinmasidir.

Laboratuvara gelen 6érnekler de en kisa stirede isleme alinmalidir.
Nazofarinks aspirati gelmis ise ikiye bolinerek bir kismi PCR igin test
gunine kadar -20°C’de saklanabilir.

Serum - serolojik tani icin kullanilir. Akut ve konvalesan fazlarda olmak
Uzere en az 2-4 hafta ara ile iki kez serum alinmali ve génderilmelidir.
Ancak bu mimkin olmadiginda tek serum 6rnegdi de génderilebilir.

Besiyeri / Reaktif

Bordet Gengou Agar (BGA) - Bordetella tirlerinin izolasyonunda
kullanilan temel besiyeridir. Ticari olarak temin edilebilir veya
laboratuvarda hazirlanabilir (bkz. Ek-1A ve B).

Sefaleksinli Bordet Gengou Agar (C-BGA): Solunum yolu florasinda
bulunan gram pozitif bakterileri inhibe etmek amaciyla BGA agara
sefaleksin eklenerek hazirlanan segici bir besiyeridir. Laboratuvarda
hazirlanir (bkz. Ek-1C). Sefaleksin stok sollisyonu hazirlamak igin de
bkz. Ek-2.

CSM besiyeri - Laboratuvarda hazirlanir (bkz. Ek-3)
Genel besiyerleri - KKA, MacConkey agar, ‘Nutrient” agar
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Biyokimyasal tani igin reaktifler — oksidaz, Ureaz, nitrat testleri, sitrat
utilizasyonu (bkz. “Ilgili Diger UMS Belgeleri”)

izolatlarin serotiplendirmesi icin antiserumlar - B. pertussis faz I
antiserum ve B. parapertussis antiserum (bkz. Ek-5)

izolatlarin tanimlanmasi icin Bordetella DFA reaktifleri (bkz. Ek-6)

Diger gereg, donanim

Besiyeri hazirlamak igin

pH metre

Manyetik karistirici/isitici (*hot-plate’) ve manyetik baliklar

Su banyosu (55°C'ye ayarl)

Erlen (10 mL, 25 mL, 500 mL, 2 L)

Burgu kapakl steril tlpler, pipet, steril pipet

Membran filtre (enjektor tipi, polikarbonat, 0.2 um) ve enjektoér
Steril Petri kabi (tek kullanimhk),

Kdltir, mikroskopi ve diger testler icin

Biyoglvenlik kabini, sinif-IIA - eger bogmaca kultlirt yapiliyorsa
Oze, steril, tek kullanimlik - kiltiir ekimleri, koloni pasajlari vb. icin
Inktbatér, 36°C

Pipetleme ekipmani

Vorteks (tup atagcmanl)

Koloni mikroskobu (stereomikroskop) — kultlar plaklarini okumak icin
(opsiyonel)

Isik mikroskobu - objektifler 40x, 100x immersiyon; okdiiler 10x;
kolonilerden boyali mikroskopik incelemeler igin

Floresan mikroskop - objektifler 40x, 100x immersiyon; okdler 10x;
DFA testi icin (opsiyonel)

2.4. Kalite kontrol

Besiyerleri

Kullanmadan 6nce besiyerlerinin son kullanma tarihi icinde oldugundan
emin olunmahdir. Son kullanma tarihi dolmamis olsa da eger
besiyerinde kuruma, catlak vb. gézlenirse kullaniimamaldir.

Uzun slire depolanan besiyerlerinde nem kaybi sonucu igerigindeki
maddelerin yogunlugu artabilir ve besiyeri iremeyi baskilayici 6zellik
kazanabilir. Antimikrobiyaller zaman iginde yikilabilir. Bu nedenle,
antibiyotik iceren besiyerlerinin etkinligi de zamanla azalabilir.

Kitlere dayali testler

Her zaman kitin kontrol serumlari/érnekleri kitte verilen prosedlire
gore teste dahil edilmelidir.

Laboratuvar kendi kalite kontrol serumlarina/érneklerine de sahip
olmali ve testlere dahil edilmelidir.

BUtln kalite kontrol sonuglari, kitin lot numarasi, tarih ve diger
bilgilerle birlikte kalite kontrol kayit defterine kaydedilmelidir.
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3 Bogmaca bakterisinin kultlirden izolasyonu

3.1. Kiltdrden izolasyon icin genel akis semasi

Ornek (nazofaringeal siiriintii veya aspirat)

inokiile et
(bkz. Sekil 2)

C-BGA!
137°C’de 72 saat inklibe et

Stpheli kolonilerden
(3 glnlik inkiibasyon sonrasinda p-hemolizli,
kiguk, kompakt, parlak gérinimde koloniler)

Paralel pasaj

(bkz. Sekil 4)

BGA? %5 KKA
l 37°C’de 24-72 saat inklbe et

BGA'nin

B.parapertussis veya
yani sira
KKA’da » VAR ™ B.bronchiseptica olabilir!

iireme

B.pertussis yéninden
YOK dederlendir

!

Antibiyotik duyarlihk
testi yapilir (Ref lab)

v A

Gram boyama, katalaz, oksidaz testleri

Biyotipleme - MacConkey agarda Ureme, nitrati
indirgeme, sitrat kullanimi, treaz aktivitesi, CSM’'de
kahverengilesme

Serotipleme - B.pertussis faz I ve B.parapertussis
antiserumlari ile aglitinasyon, DFA

Molekiiler epidemiyolojik tiplendirme - Referans
laboratuvara gonder.

Sekil 1. Nazofarinks 6rneklerinden B. pertussis izolasyonu ve tanimlanmasi igin akis semasi

! Pertussis bakterisinin primer izolasyonu icin CSM de kullanilabilir. Bu besiyeri 6 ay kadar uzun bir raf
Omri olmasi nedeniyle 6zellikle kaynaklari sinirli laboratuvarlar igin idealdir.

2BGA’nIn major avantaji hemolitik aktivitenin degerlendirilmesinin yani sira Bordetella fazlarinin da
dederlendirilmesine imkan vermesidir. B.pertussis’in virtlans karakterlerinin ekspresyonu istikrarli
dedildir ve bu 6zellik iyi bilinmektedir. Virllan fenotipler gevresel sartlara baghdir ve geri déntsumli
olarak sicakliktan ya da kimyasallardan etkilenirler (fenotipik modiilasyon).

- Virdlans geninin ekspresyonu - Faz I
- Hemolizinlerin kaybi ile ara fazlarin meydana gelisi — Faz II veya III

- Butln virtlans faktorlerinin kaybi — Faz IV ( BGA’da hemolitik 6zelligin kaybi ve koloni 6zelliklerinin

dedismesi —parlakligin kaybi vb.- ile izlenir)
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3.2. Orneklerin kiltir vasatlarina ekilmesi

Hazirhk

= Ornekler geciktiriimeden besiyerlerine ekilmelidir. Bunun igin biitiin
ornekler calisma formuna ve laboratuvar protokol defterine kaydedilir.

» B. pertussis’in izolasyonu igin gerekli asgari besiyerleri; BGA, C-BGA
ve %5 koyun kanli agardir (Sekil 1).

= Uygun sayida C-BGA plagi buzdolabindan cikarilir. Oda isisina gelmeleri
sadlanir. Plaklarin Gzerinde islem protokol numarasi, hasta adi, 6rnek
tipi, ekim tarihi belirtilir.

» Butdn ekimler icin tam plak yuzeyi kullanilir.

» Nazofaringeal surintt érnekleri - Casamino asit veya kémurli Amies
transport besiyerinde gelen 6rnek ekivyonu C-BGA plaginin Ust V4
ylzeyine inokule edilir. Ardindan plaklarin geri kalan kisimlarina
azaltma yontemi ile yayilir (bkz. Sekil 2).

» Nazofaringeal aspirat érnekleri - Ozel kateterle alinip casamino asid
solisyonu icinde gelen érnekten steril Pastdr pipeti kullanilarak iki
damla 6rnek alinir; L 6ze ile C-BGA yuzeyine yayihr. Kémurli Amies
transport besiyerinde gelen érnekler nazofaringeal sriintl 6rnedinde
oldugu gibi inokdlle edilir.

= Ilk ekimler yapildiktan sonra kalan orijinal érnekler laboratuvar sonucu
cikana kadar (ortalama 7-10 gin), 2-8°C’de saklanmalidir.

Sekil 2. Bordetella

tdrlerinin izolasyonu
igin klinik drneklerin
plaklara ekimi (20).
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3.3. Kdaltdr plaklarinin inkibasyonu

Ekim yapilmis plaklar, 36°C’de, nemli ortamda, aerob kosullarda 72
saat inkUbe edilir. Bazi durumlarda 7-10. glne kadar plaklarin takip
edilmesi gerekedbilir.

NOT: Uygun nem orani etlv tabanina genis bir cam tepsi ile distile su
konarak elde edilir. Tepsinin kuru kalmasina izin verilmemeli, dizenli
aralarla kontrol edilerek su eklenmelidir.

3.4. Kdultur plaklarinin degerlendirilmesi

Ilk dederlendirme 72 saat inkiibasyon ardindan koloni mikroskobunda
x20 - x50 blylitme ile yapilir. Koloni mikroskobu mevcut degilse
kolonilerin incelenmesinde bir el buytteci kullaniimahdir.

C-BGA plaklarinin, kuskulu B. pertussis kolonilerinin varhidi agisindan
dikkatlice incelenmesi gerekir. Her ne kadar koloni gérinimunden tani
koymak s6z konusu degilse de sonraki tanimlama adimlari igin stpheli
kolonilerin belirlenmesi dnemlidir (Sekil 3).

Bordetella tirlerinin C-BGA’daki koloni gorintumleri asadidaki gibidir:

(@) B. pertussis - Dlzgun kenarli ve diz yuzeyli, yaklasik 1 mm
capinda transparan, konveks kolonilerdir. Ug giinii asan
inkibasyonun ardindan koloni cevresinde dar bir beta hemoliz zonu
olusabilir.

(b) B. parapertussis - B. pertussis kolonilerine benzer ancak daha
bliylk ve donukturlar; yakindan incelendiklerinde kahverengimsi
gorintmleri dikkat ceker. B.pertussis kolonilerinden daha kisa
surede olusurlar.

(c) B. bronchiseptica - Purtzlli ylzeye sahip dovilmuis metali
animsatan kuguk koloniler olustururlar. Bir gecelik inkiibasyonun
ardindan gozlenirler.

Sekil 3. (a) koloni
mikroskobunda
plaklarin incelenmesi
(Kaynak: Refik Saydam
Hifzissihha Merkezi
Bagkanhgi, Difteri-
Bogmaca Referans
Laboratuvari Arsivi,
Ankara, 2007) (b)
B.pertussis'in koloni
(b) gérinumi
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3.5. Supheli kolonilerden paralel pasaj yapilmasi - tanimlama
basamaklarina gecis

» Sonraki tanimlama basamaklarinda kullanilacak saf kilturleri elde
etmek igin, kuskulu kolonilerden mimkiin oldugunca ¢ok sayida
secilerek, 4’e bélinmus BGA ve KKA plaklarina paralel pasaj yapilir
(bkz. Sekil 4).

» Plaklar 36°C’'de, nemli, aerob ortamda inklibe edilir ve 48-72 saat
sonra degerlendirilirler.

» Degerlendirmeyi Sekil 1’de 6zetlenen adimlar takip eder. Buna gore
stpheli koloniler eger;

(a) hem KKA'da hem BGA'da Ureme g0sterirlerse - B. parapertussis
veya B.bronchiseptica olabilir! Diger adimlara gegilmelidir.

(b) sadece BGA'da Urerlerse — B. pertussis olabilir! Diger tanimlama
adimlarina gegilmelidir.

C-BGA'da ilk ilireme
(primer kaltur)

KKA BGA

Sekil 4. C-BGA'daki kuskulu kolonilerin BGA'ya ve KKA'ya paralel pasaji (Sekil 21
no.lu kaynaktan alinarak uyarlanmistir).

Boyanma ozellikleri
» Bordetella tirlerinin ortak mikroskopik ézellikleri sdyle siralanabilir:

— Kicuk kokobasil yapisinda Gram negatif bakterilerdir.

- Sefaleksinli besiyerinden yapilan Gram boyamalarda uglara dogru
incelen, diiz veya hafifce kivrik pleomorfik gomaklar goézlenir.

— Hareketsizdirler.

— Spor yapmazlar.

— Aside direngli boyanmazlar.
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BGA pasajinda Ureyen kolonilerden Gram boyama yapilir (bkz. UMS-B-
TP-03) ve 6zellikleri degerlendirilir.

Tarama testleri

BGA pasajindaki saf Gremelerden yapilmasi 6nerilen basit tarama
testleri Tablo 2’'de verilmistir.

Ozellikle BGA’da 72. saatten sonra Ureyen, oksidazi pozitif, koyun kanli
agarda Uremeyen, Ureyi hidrolize etmeyen bakteriler B. pertussis
yénlinden incelenmeye devam edilir. Bu bakteri izolatlarinin kesin
tanisi igin B. pertussis faz I antiserumla lam aglitinasyonu
uygulanmalhdir.

Tablo 2. Bordetella tiurlerinin Greme ve biyokimyasal dzellikleri

Ozellik B.pertussis B.parapertussis B.bronchiseptica
BGA'da Greme 3-6 glin 1-3 giln 1-2 gln
Koyun kanli agarda treme - 1-3 glin 1-2 glin
MacConkey agarda lreme - - +

Nutrient agarda* veya CSM'de

kahverengilesme ) + )
Oksidaz + - +
Ure hidrolizi - + (24 saat) + (4 saat)
Hareket - - +
Nitrat rediuksiyonu - - +
Sitratin utilizasyonu - + +

* 1g/L tirozin igeren nutrient agar;  (+) pozitif reaksiyon;  (-) negatif reaksiyon

B.pertussis faz I antiserum ile lam agliitinasyonu (Ek-5)

Kuskulu izolatlarin biyokimyasal testlerle tanimlanmasi B. pertussis’in
diger Bordetella’lardan ayriminda énemli ipuglari verse bile kesin tani
koydurucu degildir.

Ayrica hem koloni morfolojisi hem de biyokimyasal 6zellikleri agisindan
B. pertussis basta Haemophilus influenza olmak Uzere diger bazi st
solunum yolu florasinda bulunabilen bakterilerle karistirilabilir.

Bu nedenlerle izolatin B. pertussis faz I antiserumla lam aglitinasyonu
tanimlama igin esastir.

B. pertussis faz I antiserumla lam aglitinasyonu BGA pasajindaki
Uremelerden yapilir. Kural olarak ayni anda B. parapertussis
antiserumu da test edilmelidir (bkz. Ek 5)

Koloni morfolojisi, biyokimyasal 6zellikleri ve klinik tablosu Bordetella
enfeksiyonlari ile uyumlu ancak otoagliitinasyon veren veya herhangi
bir aglitinasyon vermeyen izolatlar ileri tanimlama icin Ulusal Referans
Laboratuvara gdénderilir.
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3.6. Antimikrobiyal duyarhhk

Dlinyada otoriteler bogmaca vakalarindan izole edilen B.pertussis
suslari icin rutin antibiyotik duyarhlik testlerinin uygulanmasina gerek
olmadigini belirtmekle birlikte, 6zellikle epidemiyolojik amaglar igin ve
tedaviye yanit vermeyen olgularda antibiyotik duyarhlik calismalari
yapmanin édnemini vurgulamaktadirlar.

Standardize edilmis uluslararasi bir yontem olmamakla birlikte disk
diftizyon, agar dilisyon veya gradient difiizyon (E-test vb.) yontemleri
arastirmacilarin ilgi odagi olmus ve bu yéntemler uygulanarak gok
sayida arastirma yapilmistir (15,16,22,23,24).

B. pertussis'in eritromisin dahil olmak (izere gok sayida antibiyotige
duyarli oldugu bilinmektedir. Ancak literatlirde direncli suslari gérmek
de mimkindir. Eritromisin tedavisine yanit vermeyen bogmaca vakasi
ilk olarak 1994 yilinda Arizona’dan bildirilmistir. Son yillarda da
Ozellikle ABD, Taiwan ve Fransa’dan makrolidlere direngli B. pertussis
suslarinin varhgi rapor edilmistir (15,16,22,23,24).

Disk diflizyon yénteminde eritromisin zon gapinin 242 mm olmasi in-
vitro duyarlihgin gostergesi olarak kabul edilmektedir. Gradient
diftizyon testinde MiK degerinin =64 ug/mL olmasinin direng varliina
isaret ettigi belirtilmektedir (16,23).

4 Bogmaca tanisinda diger yontemler

4.1. Molekller yéntemler

B. pertussis’in PCR ile tanisinda kullanilip 4 farkl kromozomal bdlgeden
kdken alan primerler arasinda;

(a) pertussis toksin ‘promoter region’,
(b) ‘porin” gen DNA,

(c) tekrarlayan insersiyon sekanslari,
(d) adenilat siklaz toksin geni yer alir.

Henlz yeterli duyarhliga ulasilamamis ve tam olarak standardize
edilememis olmakla birlikte deneysel uygulamalarda hizla ilerleme
saglanmasi, PCR’In gelecekte B. pertussis ve B. parapertussis tanisinda
daha yaygin ve hizh bir yontem olarak kullanilabilecegini
dasundirmektedir (6,14,15,16,17).

4.2. Seroloji

Serolojik tani amaciyla ELISA kullanilir. Standardize edilmis ve
onaylanmis bir test kiti hentiz bulunmadigi igin rutin olarak
laboratuvarlarda uygulanmamaktadir.

Cift serum 6rneginde anti-PT IgG antikorlarinda >4 kat titre artisinin
saptanmasi, tek serum o6rneginde ise anti-PT IgG antikorlarinin >100
IU/mL bulunmasi bogmaca enfeksiyonu lehinedir (6,14,15,16,25).
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4.3. Saklama, Referans merkeze gonderme

Bir laboratuvar olas/ vakalardan alinan érneklerde mevcut imkanlari ile
ilk izolasyonu gergeklestiriyor ancak B. pertussis kesin tanisini
koyamiyorsa (antiserumlarla tiplendirme yapilamiyorsa) izolati en kisa
zamanda THSK, MRLDB, Ulusal Solunum Yolu Patojenleri Referans
Laboratuvarina génderir. Orneklerin ve izolatlarin génderilmesinde
paketleme ve tasima kesinlikle biyolojik materyal tasima kurallarina
uygun olmalidir (26) (ayrica bkz. UMS GEN-QOY-01 Enfeksiydz
Maddelerin Tasinmasi Rehberi).

Referans Laboratuvari bu tir izolatlarda; (i) antiserumlarla
aglutinasyon, DFA ve PCR tekniklerinden en az birini kullanarak izolatin
kesin tanisini koyar. Antibiyotik duyarlilik calismasini yapar (nadir de
olsa makrolidlere direngli kdkenler igin). PFGE ve/veya diger molekiler
tekniklerle izolatin epidemiyolojik iliskisini arastirir, (ii) bulgularini Halk
Saghgi Mudarlagine, 6rnedi gonderen laboratuvara ve hastanin
doktoruna rapor eder.

izolatlarin saklanmasi ile olusturulacak bir arsiv hem laboratuvarin
hem de slirveyans sisteminin bellegini olusturur. Bu nedenle her
laboratuvar izolatlarini saklayabilmeli ve gerektiginde ileri incelemeler
icin yeniden canlandirabilmelidir.

Saklama igin Bordetella spp izolatlarinin %10’luk ‘skim milk’ icinde
yogun sispansiyonu yaplilir ve -80°C’ye kaldirilir. Bu kosullarda bakteri
8-10 yil saklanabilir (gerekli besiyerleri ve teknikler icin bkz B-TP-01
Sus Saklama Proseduir().

5 Raporlama ve bildirim

5.1.

Sonuclarin rapor edilmesi

Negatif kdltlrlerin raporu - “Patojen etken Gremedi”.

Pozitif kiltUrlerin raporu - 6rnegdin; “Bordetella pertussis Uredi”
seklinde bakterinin adi agik yazilarak verilir.

5.2. Bildirim

Bogmaca, bildirimi zorunlu bir hastaliktir. Mevcut bildirim sistemine
gore Il Halk Saghg Mudurligine bildirim yapilmasi gerekmektedir (2).
Bildirim klinisyenin sorumlulugudur. Bununla birlikte (bogmacanin
laboratuvardan bildirimi zorunlu olmasa da) pozitif sonug elde edilir
edilmez laboratuvarin ilgili birime haber vermesi (6r., telefon ile)
epidemiyolojik incelemelerin erken baslatilabilmesi acisindan édnemlidir.

Olasi veya kesin bir vakanin saptanmasi hemen her zaman baska
vakalarin olabilecedini de akla getirmeli; yakin temaslilari ve ylksek
riskli temaslilar kapsayan aktif siirveyans calismalari basglatiimali,
Bogmaca Saha Rehberi’'nde yer alan oneriler dogrultusunda gerekli
Onlemler alinmalidir (1).
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6 Olasi sorunlar/kisithliklar

= Bogmaca tanisinda kultir ‘altin standart’tir. Ancak, patojen bakterilerin
kultirden izole edilebilmesi igin uygun 6rnedin kataral/erken
paroksismal evrede alinmasi ve uygun sartlarda laboratuvara
ulastirilmasi gerekir.

» Nazofarinks 6rnegdi alinmasinda kullanilan 6zel eklvyonlarin kurumlarin
elinde bulunmayisi sik karsilasilan bir sorundur. Bogmaca ektivyonlari,
Halk Saghgi Madurliklerinden temin edilebilir.

*» Bogmaca arastirmasinda burun ve bogaz sirintld 6rneklerinin ve
Oksurtme plaklarinin yeri yoktur.

» Antibiyotik tedavisi baslandiktan sonra alinan érneklerin kiltirinde
izolasyon sansi oldukca azdir.

» B. pertussis gug Ureyen bir bakteridir. Bu nedenle zenginlestirilmis 6zel
besiyerlerine ihtiyag duyulur.

» PCR'In standardizasyon sorunu halen devam etmektedir. Kesin tani
kriteri degildir.

= Serolojik inceleme daha ¢ok serostrveyans amaciyla yapilir. Kesin tani
kriteri degildir.

7 Referans Laboratuvar

Adres

Tarkiye Halk Saghgi Kurumu,

Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlari Daire Baskanligi

Ulusal Solunum Yolu Patojenleri Referans Laboratuvari

ve

Asi ile Onlenebilir Bakteriyel Hastaliklar Seroloji Laboratuvari
Refik Saydam Yerleskesi,

Saglik Mahallesi, Adnan Saygun Caddesi, No: 55

06100 - Sihhiye/ANKARA

www.thsk.gov.tr; usypri@saglik.gov.tr
Tel: 0312 458 2167 / 2000, 1727

Gorev cercgevesi

Kontrol programi kapsaminda klinik érneklerden Bordetella spp igin tani,
dogrulama, molekuler tiplendirmelerin yapilmasi; bogmaca serolojisi ve
seroepidemiyolojik siirveyans calismalari yuratilmesi; bdlgesel
laboratuvarlara dis kalite 6érneklerinin hazirlanmasi ve uygulanmasi.
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Ekler

Ek-1 Bordet Gengou agar (BGA) hazirlanmasi

A - Hazir ticari uriinden BGA

Bordet Gengou agar baz 30 g
Gliserol 10 mL
Distile su 800 mL

1 Malzemeler bir erlenin icinde manyetik karnistirici/isitici (*hot-plate’) lizerinde hafif
Isitilarak 10 dk karnistinlhir; pH 6.8+0.2'ye ayarlanir.

121°C’'da 15 dk otoklavlanir.

3 Otoklavdan cikarilan besiyeri 6nceden 55°C'a isitilmis su banyosuna konur, sogumasi
beklenir (besiyeri miktarina gére 30-60 dk stirer).

4 Besiyeri hafif isitilmis manyetik karistiriciya konur, karnistirilmaya baslanir.
Karistirilirken aseptik kosullarda 200 mL at kani (taze, gunlik) eklenir.

5 pH tekrar 6lgilir ve gerekirse 6.8+0.2'ye tekrar ayarlanir. Bunun igin;
(a) Aseptik sartlarda 2-3 mL besiyeri kiiclik bir tlipe alinir, donmasi beklenir.
(b) pH metre probu besiyerine daldirilarak pH 6lgulur.

(c) pH <6.78 ise steril 1IN KOH, >6.82 ise steril 1N HCI azar azar eklenerek pH
ayarlanir.

6 Onceden UV lambasi acilmis ve ~30 dk ortam dekontaminasyonu saglanmis odada
besiyeri dékme islemine gegcilir. Batlin plaklar &nceden besiyerinin adi ve hazirlama
tarihi yazilarak etiketlenmis olmahdir.

7 Her Petriye (90 mm gapli), ~28 mL besiyeri dagitilir.
Besiyeri dokilen plaklar bir gece Uzeri temiz bir 6rtu ile kapatilarak bekletilir.

Ertesi gun plaklar -kapaklar alta gelecek sekilde- ters cevrilir, naylon torbalara
kaldirilir; torba UGzeri de besiyerinin adi, hazirlama tarihi ve son kullanma tarihi (SKT)
yazilarak etiketlenir; kapaklar altta kalacak sekilde buzdolabinda saklamaya alinir

10 Bu sekilde nem kaybi 6nlenerek saklandiginda raf omrii 2 aydir.
11 Torbalarin icine asiri nemlenme olasiligi icin silika-jel paketleri konabilir.

12 Hazirlanan her besiyeri serisinden kalite kontrol yapilir.
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- Laboratuvar yapimi BGA (patates 6zutl; in-house)

Patates (kup kip dogranmis) 125g

Glycerol 10 mL

NaCl 3.5¢g

Polypepton 10 g

Agar 20 g

Distile su 800 mL

1 Soyulmus ve kip seklinde dogranmis patatesler (125 g) balon joje icine konur. Ayni

balon jojeye 800 mL distile su ve 10 mL gliserol eklenir.
Hot-plate lizerinde 100°C’de 30 dk kaynamaya birakilir.

1000 mL’lik bir mezir Gzerine bir huni yerlestirilir. Huninin igine gift katli gazl bez
konur. Patates ekstrakti, kurulan bu diizenek yardimiyla stzulir. Stizme isleminde
mezir kullanmanin amaci ayni zamanda 6l¢gim de yapabilmektir.

Suzllen ekstrakt 800 mL'den az ise ayni balon jojeye distile su koyarak calkalanir;
yavas yavas suzulerek 800 mL'ye tamamlanir.

2 L'lik bir erlene polipepton, agar ve sodyum klorir konur ve ¢ok az distile su ilave
ederek ¢ozunurlGgu artirihr.

Sltzulmas olan patates ekstrakti, 2Llik erlene aktarilir.

10 dk kadar manyetik karistirici/isitici (hot-plate) Gzerinde isitarak kanstirilir.
pH 6.8+0.2'ye ayarlanir.

121°C’'da 15 dk otoklavlanir.

Yukarida “A” basliginin altindaki 3. basamaktan itibaren batin basamaklar (3-12)
burada da uygulanarak besiyerinin hazirlanmasi tamamlanir.

C - Sefaleksinli Bordet-Gengou agar (C-BGA)

BGA agar baz yukarida “A”da veya “B"de tarif edildigi gibi hazirlanir, otoklavlanir ve
55°C’ye sogutulur.

Sefaleksin suplement besiyerine at kani ilavesi asamasinda ilave edilir.

(@) Bunun icin derin dondurucudan sefaleksinin 10mg/mL stok* sollisyonu énceden
cikarilmis ve oda isisina getirilmis olmalidir.

*NOT: 10 mg/mL’lik sefaleksin stok sollisyonunun hazirlanisi icin bkz. Ek-2.
(b) Besiyeri karnistirilirken stok solisyondan 1 mL -aseptik olarak- besiyerine eklenir.

Yukarida “A” nin altinda verilmis olan 3-12. basamaklar burada da uygulanarak C-
BGA besiyerinin hazirlanmasi tamamlanir.

Sayfa 20 / 30 Ulusal Mikrobiyoloji Standartlan

01.01.2015 / Surim: 1.1 / B-MT-01 / Mikrobiyolojik Tanimlama / Bakteriyoloji



Bogmaca

Ek-2 Stok antibiyotik solisyonu hazirlanmasi

A - Prensip

Bir besiyerinin segici olmasi, besiyerine, liremesi istenen bakterinin direncgli, digerlerinin
ise duyarli oldugu antimikrobiyal (bazen de tellirit, boya vb.) maddelerin eklenmesi ile
saglanir. Besiyerindeki antibiyotik konsantrasyonu kritik 6neme sahiptir. Konsantrasyon
arttikca izole edilmek istenen bakteri Gzerindeki inhibitér etki de artabilir. Konsantrasyon
dusik kaldiginda ise istenmeyen bakterilerin Gremesi artar. Bu nedenle antibiyotik
tartimi, hazirlanmasi ve saklanmasinda maksimum hassasiyet gdsterilmesi 6nem kazanir.

Besiyerlerine konacak antibiyotikler besiyerinin 1 litresinde bulunmasi gereken miktarin 1
mL icinde sulandirilmasi prensibine gére hazirlanir. Bu sekilde hazirlanan antibiyotik (stok
solisyon) -20°C’de saklanir.

B - Gereg, donanim

= Hazirlanacak antibiyotik

Membran filtre (enjekt6r ucu tipte, 0.2 um por ¢agh)
Tupler, steril, burgu kapakh (50 mL)

Derin dondurucu tipleri, steril (1.5 mL)
Biyoguvenlik kabini

Hassas terazi (0.001 g)

Otomatik pipetler

Derin dondurucu (-20°C, -85°C)

C - Formiil, tartim
Tartim igin su formdal kullanihr:

Tartilacak miktar (mg) x Aktivite (pg/mg)
Volim (mL)

= Istenen konsantrasyon (ug/mL)

= Ambalaji tzerinde “aktivite” dederi belirtiimemis antibiyotikte aktivite 1000ug/mg
olarak kabul edilir.

=  “Tartilacak miktar” terazinin hassasiyet kapasitesine gore kararlastirilir.

= Hassas terazi en az 0.001g hassasiyette olmalidir. Béyle bir hassas terazide bir kerede
glivenli olarak tartilabilecek en kiigik miktar ~20 mg'dir. Daha dlstk agirlikta
tartimdan kaginilmahdir.

= Ornedin; 1 mg/mL’lik antibiyotik stok soliisyon yapmak icin en az 20 mg tartim
yapmak geredi géz online alinirsa -aktivite de (ug/mg) hesaba katilinca- en az 20 mL
dilient ile sulandirnim yapilacagi hesaplanir. Bu miktar yaklasik 20 L besiyeri igindir.

D - Stok antibiyotigin hazirlanmasi

= Tartilacak miktar belirlenip istenen konsantrasyona gére sulandinm volimu
hesaplandiktan sonra, antibiyotik tartilir.
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= DilGenti ile sulandirlir. Dilient cogu kez “su”dur; ancak bazi antibiyotikler HCI veya
diger bazi ¢ozlciler iginde eritilebildiginden, dilientin antibiyotige gore dedisebilecedi
akilda tutulmahdir.

= Eritilmis antibiyotik stok solliisyonu membran filtre ile steril edilir.

= Onceden etiketlenip hazirlanmis 1.5 mL'lik steril tiiplere, her 1 L besiyeri icin 1 mL
olacak sekilde (ya da tip ceperine bulasacak miktar da hesaba katilarak, 1.1 mL)
dagitilir.

NOT: Eger besiyeri daha az miktarlarda dokullyorsa alikotlar da buna gére daha
kugUk tutulabilir. Ornegin; 250 mL besiyeri icin 250 pL stok antibiyotik gerekir; bu
durumda tlp geperine bulasacak miktar hesabiyla 300 uL’lik alikotlar hazirlamak iyi
olur.

= Tevzi edilmis antibiyotik sollisyonu derin dondurucuda 2 yil saklanabilir.

E - Sefaleksin stok soliisyonu (10mg/mL) hazirlama

1 Biyogivenlik kabini* en az 10 dk dnceden acilir, calistirihir. Calisma ylizeyi alkolle
temizlenir. Gerekli malzeme (tlipler, enjektor, filtreler...) calisma alanina yerlestirilir.

2 Tartim miktarina goére yeterli sayida (6r., 20 adet) steril 1.5 mL’lik derin dondurucu
tapd alinir ve su bilgiler yazilarak etiketlenir:

- Sefaleksin 10 mg/mL

— Miktarn 1.1 mL

— Hazirlama tarihi (o ginin tarihi)

—  Son kullanma tarihi (2 yil sonraki o ginun tarihi)

3 Acildidi tarihte ambalaj UGstlinde belirtilen aktivite ér., >900 pg/mg olsun; tartilacak
miktarin 200 mg olmasina karar verdigimiz varsayilsin.

4 Besiyerinde sefaleksinin son konsantrasyonu = 10 mg/L olmasi istendidine goére ‘Stok
Sefaleksin’ = 10 mg/mL (10.000 pg/mL) olacak sekilde hazirlanacaktir. Yukarnda “C -
Formdl, tartim” basliginin altinda verilen formile koyuldugunda:

200 mg x 900 yg/mg = 10.000 pg/mL Voliim = 18 mL bulunur
Volim

5 Toz antibiyotikten 200 mg tartilir ve dikkatli bir sekilde 50 mL'lik temiz bir erlene
konur. Uzerine 18 mL distile su ilave edilir. Bu esnada tartim kabi da suya tutulur ve
lizerinde hic madde kalmamasi saglanir.

Antibiyotik timu ile eriyene kadar yavas yavas karistirilir.

Sollisyon enjektére alinir ve 0.22 pm membran filtre ile steril bir tipe siizllir. Bu
tipten de steril pipet yardimiyla derin dondurucu tiplerine 1.1 mL’'lik alikotlar halinde
(1 L besiyerine 1 mL koymak tzere; fazla 0.1 mL tipe bulas vb payi igin) tevzi edilir.
Yukarida verilen dlgllere gére toplamda 17 litre besiyerine yetecek kadar sefaleksin
stok hazirlanmis olur.

8 Tipler, dnce supor ile derin dondurucuya kaldirilir ve -20°C’de dondurulur. Donduktan
sonra tipler (fazla yer kaplamamasi igin) lzeri etiketlenmis kapakli bir kaba veya
kutuya aktarilir ve -20°C’de saklanir.

* Calisma mimkiinse sinif-I veya IIA BGK icinde yapilmalidir. E§er miimkiin degilse calisma éncesinde odanin
UV lambasi 30 dk agik birakilmali; daha sonra UV kapatilip odaya girilmeli, dikkatli bir sekilde, gerekmedikge
konusmaksizin antibiyotik tevzi edilmelidir.
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Ek-3 CSM besiyerinin hazirlanmasi

Maddeler

Sod

L-proline
NacCl

KH,
KCI

MgCl,.6H,0
CaCl,

Tris
Cas
Cyc

Agar
Distile su

yum glutamat (mono) 10.7 g

N
«Q

PO,

amino-acid
lodextrin
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(a]

NEY,
o
3
=

Besiyerinin hazirlanisi

Yukaridaki maddelerin hepsi 2 L'lik bir erlene konur.

Erlen, manyetik karistirici Gzerine oturtulur. Erlen icerigindeki agar eriyinceye kadar
karistirihir. pH’s1 7.4'e ayarlanir.

115°C’'de 15 dk otoklavlanir.

Asadidaki maddeler (1000 mL baz besiyeri icin), filtrasyonla steril edilerek ilave edilir.
Her biri ayri ayri 5’er mL distile su iginde olacak sekilde;

L-sistein mono hidroklorit 40 mg

FESO4.7H20 10 mg
Askorbik asit 20 mg
Niasin (nikotinamid) 4 mg
indirgenmis glutatyon 150 mg

Etiketlenir. Buzdolabinda naylon torbada nem kaybi dnlenerek saklandigi takdirde raf
omri 6 aydir.

Besiyerlerinin kalite kontrolu

Besiyerlerinin kalite kontroll baslica sterilite, tireme ve secici 6zellik kontrollerini kapsar.

1

3

Sterilite kontroll - Yeni hazirlanmis her besiyeri lotundan 1 L basina 2-3 plak segilir;
36°C’de 3 giin inkibe edilir. Higbir kontaminant (bakteri, mantar) Grememis olmahdir.

Ureme kontrolii - pozitif kontrol suslari (B. pertussis ATCC 9797 ve B. parapertussis
ATCC 15311) pasajlanarak treme degerlendirilir.

Secici 6zellik kontroli — C-BGA igin Stapylococcus aureus ATCC 25923 inokiile edilir.

Besiyeri kalite kontrolinde daha ayrintili bilgi icin bkz. UMS, B-MT-02 Difteri, Ek-3
veya UMS, B-MT-06 Lejyoner Hastalidi, Ek-2. Bordetella spp besiyerleri icin kalite kontrol

sus

larinin stoklari verilen UMS belgelerinden yararlanilarak benzer sekilde hazirlanabilir,

saklanabilir, kullanilabilir ve sonuglar da benzer sekilde degerlendirilebilir.
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Ek-4 CSM besiyerinde kahverengilesme

Materyal

= CSM besiyeri

= Test edilecek izolatin ve kontrol suslarinin BGA pasajlar (37°C'de 3 gunlik)
= Pozitif kontrol - B. parapertussis ATCC 15311

= Negatif kontrol - B. pertussis ATCC 9797

Uygulama

1 Test edilecek izolatlarin (kontrol suslari dahil) taze kultlrlerinden CSM
besiyerine pasaj yaplilir.

2 37°C'de nemli ortamda 48-72 saat inkube edilir.

3 Inkiibasyon sonunda, plak agar yilizeyi, kahverengi pigmentasyon olusumu
yonunden degerlendirilir.

Yorum

1 Kahverengi koloni, agarda kahverengilesme - B. parapertussis
2 Saydam-renksiz koloniler - B. pertussis
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Ek-5 Bordetella spp lam aglitinasyon testi

Materyal

Pozitif kontrol suglari:
— B.pertussis ATCC 9797
— B.parapertussis ATCC 15311 = Pastor pipetleri, otomatik

Antiserumlar:
— B. pertussis faz I antiserum = McFarland No 3 standart tipu
— B. parapertussis antiserum

Test edilecek izolatin ve pozitif kontrol = %%0.85 NaCl (SF)
suslarinin BGA pasajlan (37°C'de 3 glnlik)

= Cam tupler, steril

= Lamlar (temiz), cam kalemi

pipet, pipet uglari

Aglutinasyon testinin yapilisi

Supheli izolatlar ve kontrol suslarindan bakteri stispansiyonlari hazirlanir. Bunun igin,
izolat sayisI kadar tlipe 1’er mL SF konur. Birkag 6ze dolusu bakteri alinarak SF iginde
iyice ezilir. Pastor pipeti araciligiyla homojenize edilir. Stispansiyonlarin bulanikhgi
McFarland No 3’e uygun olmaldir.

Temiz iki lam alinir ve cam kalemi ile her biri 3 bélmeye ayrilir. Her bir bélmeye birer
damla ve Sekil 5’de verilen dlizende oldugu gibi 6nce bakteri sispansiyonlari, sonra
antiserumlar konur. 1 dk sonra reaksiyon degerlendirilir.

Degerlendirme, yorum

1

SF kontrolde (sol) herhangi bir aglitinasyon gézlenmemelidir. Aglitinasyon varsa
“kaltur R tipi ve antijenik degerlendirme igin uygun degil” demektir. Pozitif kontrolde
(sag) hizli, 4+ dederinde tam aglitinasyon gozlenir.
Orta bélmede agliitinasyon varsa, kullanilan antiseruma gére o izolatin POZITIF
oldugu anlamina gelir.
Pozitif kontrolde 4+ reaksiyon gbzlenmeyisi, negatif kontrolde ise “rough” reaksiyon
gbzlenmesi durumunda test tekrarlanmalidir.
B.pertussis B.pertussis B.parapertussis  B.parapertussis
antiserum antiserum antiserum antiserum
AN\ il AN\ A\
| %) U ) | 8
Test edilen Test edilen (+i§§%ﬁs£u) Test edilen Test edilen B parapertussis
bakteri bakteri bakteri bakteri (+ kontrol sugu)
(SF kontrol olarak) (SF kontrol olarak)
1. Lam 2. Lam

Sekil 5. Kuskulu izolattan lam aglitinasyonu yapilirken mutlaka B. pertussis ve B. parapertussis

pozitif kontrol suslari da beraber test edilir. 2 adet lam alinir ve Sekil’de géraldiugu
dizende dnce bakteri slispansiyonlari lamlara konur; ardindan Uzerlerine uygun
antiserumlar damlatilir (Sekil 21 no.lu kaynaktan alinmistir).
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Ek-6 Bordetella spp DFA testi

Materyal

= Test edilecek izolatin ve pozitif kontrol
suslarinin BGA pasajlari (37°C'de 3 glnlik)

PBS, pH 7.2

= ‘mounting medium’’ pH 7.2
= Pozitif kontrol suslar:
— B.pertussis ATCC 9797
— B.parapertussis ATCC 15311 = 9%0.85 NaCl (SF), steril

= Negatif kontrol susu - Escherichia coli ATCC = Cam tup, steril (yeterli sayida)
25922 (KKA pasaiji)

= DFA testi icin konjugatlar (FITC baglanmis,
poliklonal, tavuk antiserumu)
— B. pertussis FITC konjugat
— B. parapertussis FITC konjugat = Floresan mikroskop

= 9%1 casamino asid

= Temiz DFA lamlarn (yeterli sayida)

= Petri kabi (1slak siizgec kadidi ile
nemli ortam temini igin)

Prensip

Bu testte bir bilinmeyen izolatin hem B.pertussis hem de B.parapertussis olup olmadigi
arastirilir. Bu nedenle her iki tir igin standart pozitif kontrol suslarinin ve negatif kontrol
bakterisinin her teste alinmasi gerekir! Cam malzeme ve pipetlerin temiz olmasina ve
deterjan kalintisi icermemesine dikkat edilir!

Test 6ncesinde tim kit materyali, 30 dk oda isisinda bekletilir!

Konjugatin hazirlanmasi

1 Bordetella sp konjugatlarn liyofilize haldedir. Testlerde kullanilmadan 6nce
sulandirilmali ve galisma dilisyonuna karar verilmelidir.

2 Konjugat kitin talimatnamesine gére uygun dilient kullanilarak sulandirilir. Yavasca
cevirerek karistirilir; icerigin tamamen ¢6zilmesi saglanmalidir.

3 Sulandirilmis konjugattan ¢alisma dillisyonu hazirlanmalidir. Calisma diliisyonunu
bulmak icin konjugatin seri dilusyonu (pH 7.2 PBS kullanarak) yapilir.

4 Her bir dilisyon B.pertussis ve B.parapertussis standart suslari ile ayri ayri test
edilerek konjugatin titrasyon dederi saptanir. Calisma dillisyonu elde etmek igin
yanda 6rnek olarak verilen titrasyon tablosu

incelenir.
Konjugat diliisyonu Floresan
5 Tabloda verilen 6rnekte, son 4+ floresan = i

1:40 titrede gorilmustir. Klinik érnekler 1:5 4+
veya slpheli izolatlarin tanimlanmasinda 1:10 4+
testlerde kullanilacak calisma dilisyonu 1:20 4+
olarak —testin glivenli olmasi acisindan- 1:20 1:40 4
diliisyon yapilmasina karar verilir ve konjugat 1:80 -~

1:20 sulandinlir.

" Tamponlu gliserindir (%75'lik gliserol-PBS). Ticari olarak temin edilebilir veya laboratuvarda hazirlanabilir.
Bunun igin; 7.5 mL gliserole 2.5 mL PBS (pH 7.2) eklenir.
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DFA lamlarinin hazirlanmasi

DFA lamlar taze saf BGA kiltirlerinden hazirlanir. Pozitif ve negatif kontrol suslar da
test edilecek sipheli izolatlarla birlikte teste hazirlanir. Test igin;

1

Suslarin her birinden ~2 mL distile su icinde McFarland No 0.5 veya 1 bulanikliginda
bakteri stispansiyonlari hazirlayin.

NOT: Pozitif kontroliin dansitesi homolog konjugat ile 4+ floresan verecek sekilde
ayarlanmalidir. Test edilecek kiltir izolatlarinin yogunlugunun da pozitif kontrole
karsilik gelecek sekilde ayarlanmasi gereklidir.

Bir stpheli izolatin test edilebilmesi icin toplam 6 godeye ihtiyac vardir (bkz. Sekil 6).
Her godeye ~30 pL bakteri slispansiyonu olacak sekilde;

(a) test edilecek izolat, lamin ilk iki godesine,

(b) B. pertussis standart susu 3. godeye,

(c) B. parapertussis standart susu 4. godeye,

(d) E. coli (negatif kontrol) de son iki godeye konur.
Birden fazla siipheli izolatin test edilmesi durumunda;

(a) 4 godeli bir lam, kontrol suslarina ayrilir ve bir godeye B. pertussis standart susu,
bir godeye B. parapertussis standart susu, iki godeye de E.coli (~30 uL) konur.

(b) Diger lam(lar)a da test edilecek her bir 6rnekten ikiser godeye ~30’ar uL konur.
Lam(lar) havada kuruttuktan sonra 3 kez alevden gegirilerek fikse edilir.

ONEMLI NOT: Klinik érneklerden B.pertussis veya B.parapertussis'in DFA testi
sadece 6n tani konmasinda yardimcidir. Kesin tani kiltir, morfolojik ve serolojik
dederlendirmelerin ardindan konmalidir. Yine de laboratuvar klinik 6rneklere DFA
uygulamak isterse, klinik érneklerden yayma hazirlanmasinin, koloniden preparat
hazirlanmasindan farkh oldugu hatirlanmalidir. Asagida verilen yol izlenir:

— Once nazofaringeal ekiivyon 0.5 mL %1’'lik casamino asit soliisyonu icinde
homojenize edilir ve en fazla 2 saat olmak lizere 37°C’da bekletilir.

— Godeleri blyilk olan cift godeli bir lamin her iki godesine de homojenattan 30-50
ML alinarak yayilir. Pozitif ve negatif kontroller ayr lama hazirlanir.

— Lamlar havada kurutulur ve %95’lik etanol ile sabitlenir.

— Ornek lamlarinin her biri ve kontrol lamlari kesinlikle ayri ayri kaplarda olacak
sekilde yikanmalidir. Bu nedenle birden fazla tek kullanimlik bardaga PBS konur.

Testin yapilisi

1 Sabitlenmis lamlarin her godesine ~30 pyL uygun konjugat konur (bkz. Sekil 5) ve
godeye yayilir. Lam, nemli ortamda (6r., igine i1slak slizgeg kagidi yerlestirilmis temiz
bir Petri kutusuna yerlestirilerek), oda sicakliginda 30 dk inklibe edilir.

2 Sonra lamin Gzerinden yumusakga PBS akitilarak konjugat uzaklastirilir ve lam 10 dk
bir yikama jan icindeki PBS’'de bekletilir. Ilk 5 dakikay! takiben PBS yenilenir.

3 Ardindan, lam 2 dk distile suda bekletilir; havada veya kurutma kadidi ile kurutulur.

4 Godelere birer damla (~20 yL) *‘mounting medium’ damlatilir. Lamel ile kapatilr.
Floresan mikroskopta 40x veya 100x objektif ile incelenir. Floresan varligi agisindan
dederlendirilir ve derecesi kaydedilir (bkz. Yorum)
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(b) KONJUGAT B.p. B.pp.  B.p. B.pp.  B.p. B.pp.

A A A A A A

sesees
S S N

Kuskulu Kuskulu ATCC ATCC ATCC ATCC
(a) SUSLAR izolat X izolat X 9797 15311 25922 25922
B.p. B.pp. E.coli  E.coli

Sekil 6. Bir stipheli izolatin DFA ile Bordetella sp icin incelenmesinde preparatin
hazirlanisi: Once bakteri siispansiyonlari godelere (a)’da verilen diizende
yerlestirilir ve fikse edilir. Sonra konjugatlar (b)'de verilen diizende
godelere damlatilir (Sekil 21 no.lu kaynaktan alinmistir).

Yorum

1 B. pertussis ve B. parapertussis DFA konjugatlarinin rutin test dilusyonlarinda
reaksiyon bu bakterilerin diiz (smooth) kolonili homolog kultirleri ile géz alici
parlaklhikta (4+) ve 6zgul olmalidir. Genellikle, heterolog suslarla capraz reaksiyon
gbézlenmez.

2 Floresan yogunlugu asadida belirtilen 6zelliklere goére dederlendirilir ve kaydedilir:

4+ g6z alici parlak, sari-yesil, periferal boyanma, maksimum floresan.
3+ parlak sari-yesil, periferal boyanma

2+ tam, ancak donuk, sari-yesil, periferal boyanma

1+ zayif fark edilebilen periferal boyanma

Pozitif kontrol, konjugatin galisma dilisyonu ile 4+ reaksiyon vermeli.
Negatif kontrol, konjugatin galisma dillisyonu ile 1+ reaksiyonu asmamali.

Test yaymalarinda en az 2+ floresan, pozitif reaksiyon olarak distnutlmelidir.

o U AW

Pozitif kontrol 3+ reaksiyondan az veya negatif kontrol 1+ reaksiyondan fazla ise:
(a) Konjugat bozulmus olabilir,

(b) PBS veya ‘mounting medium’ pH'si dedismis olabilir. Yeni reaktiflerle test
tekrarlanmaldir.

Olasi sorunlar/sinirhliklar

1 Bazl heterolog suslarla 1+ reaksiyon gézlenebilir; degerlendirmede bu tir minimal
reaksiyonlar goz ardi edilebilir. Bazi B.bronchiseptica suslari dedisen derecelerde her
iki konjugatla da capraz reaksiyon verebilir, ancak cogu durumda 2+ reaksiyondan
fazla degildir.

2 Gram negatif diplokok, gram pozitif kok ve difteroid comaklarin 6zgll olmayan
boyanmalarinin ayirt edilmesi ve floresan yogunlugunun derecelendirilmesi deneyim
gerektirir.

3 Test reaktiflerinin hazirlanmasi ve saklanmasi sirasinda kullanilan cam malzemeler
kesinlikle deterjan kalinti vb. igermemelidir.
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Ilgili diger UMS belgeleri

Bu prosedir belgesi (Bogmacanin Mikrobiyolojik Tanisi) asagida listelenen UMS
belgeleriyle de ilgilidir ve ilave bilgi igin bu belgelere de bakilmasi dnerilir:

UMS, B-TP-01 Sus saklama proseduru

UMS, B-TP-03 Gram boyama

UMS, B-TP-04 Hareket testi

UMS, B-TP-06 IMVIC testleri (sitrat utilizasyonu igin)

UMS, B-TP-15 Nitrat rediksiyonu

UMS, B-TP-16 Oksidaz testi

UMS, B-TP-22  Ureaz testi

UMS, B-MT-02  Difteri, Ek-3 (Besiyeri kalite kontrol igin)

UMS, B-MT-06 Lejyoner Hastaligi, Ek-2 (Besiyeri kalite kontrol igin)
UMS, GEN-OY-01 Enfeksiydz maddelerin tasinmasi rehberi
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Kapsam ve Amag

Difteri, basta tonsiller, farinks, larinks ve burun olmak Uzere deri, konjonktivalar
ile genital bélgede yerlesim gdsterebilen akut bakteriyel bir hastaliktir. Hastalik
aerob, gram pozitif bakteri Corynebacterium diphtheriae’nin toksijenik gravis,
mitis veya intermedius biyotiplerinden biri ile ortaya cikabilir. Diger bazi
Corynebacterium turlerinin de (C. ulcerans, C. pseudotuberculosis) toksin
Uretebildigi ve difteri kliniginden sorumlu olabilecegi bilinmektedir (1).

Difteri Ulkemizde bildirimi zorunlu bir hastaliktir ve kesin tanisi mikrobiyolojik
incelemeye dayanir (2,3). Laboratuvar tanisinda kalttr ‘altin standart’tir (1,4).
Hastaligin son yillarda hemen hic goriilmemesine de bagl olarak laboratuvarlarin
difteri tani kapasitesi énemli 6lctide diismis gérinmektedir. Ulkemizde klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlarinin cok azi (%?2.1) difteri tanisi icin gecgerli teknikleri
kullanarak ilgili inceleme yapabilmektedir (5). Dolayisi ile uygun bir prosedurin
el altinda olmasi taninin yayginlasmasini tesvik edecek bir arag olarak énemli
gorinmektedir. Bu belge, difteri hastaliginin kesin tanisi igin gegerli yéntemlere
ait prosedurleri kapsamaktadir. Belgenin amaci ise; gerek hasta ydénetiminde
gerekse bildirime esas dogru ve glvenilir sonuglarin elde edilebilmesi icin uygun
yontemlerin secimi ve dogru uygulamalar icin kaynak olusturmaktir.

Kisaltmalar ve Tanimlar

Biyovar Biyovaryant

CTBA Cystine tellurite blood agar (sistin-telltrit-kanli agar)
CYS Sistinaz

KKA %5 Koyun kanli agar

MIK Minimum inhibitér konsantrasyon
NCTC National Collection of Type Cultures
PYZ Pirazinamidaz

Genel Bilgi

Hastaligin 6nemi

Hipokrat zamanindan beri bilinen, belki de insanlik tarihi kadar eski bir hastalik
olan difteri basta tonsiller, farinks, larinks ve burun olmak lzere Ust solunum
yollari, deri ve bazen de konjonktivalar ile genital bdlgede yerlesim gdsterebilen
akut bakteriyel bir enfeksiyondur. Difteri halen diinyanin hemen her yerinde
gorilebilen bir hastaliktir, ancak rutin bagisiklamanin baslamasini takiben pek
cok bolgede hastaligin gorilme sikliginda belirgin azalma olmustur. Difteri,
1980’lerin sonlarinda tarihe karistigi varsayilan ve gerek klinik dzellikleri gerekse
laboratuvar tanisi unutulmaya ylz tutmus bir hastalik olarak degderlendirilmekte
idi. Ancak Rusya basta olmak Uzere eski Sovyetler Birliginden ayrilan devletlerde
1990’larin basinda ortaya gikan epidemi ile tekrar giindeme gelmistir (1,4,3).

Ulusal Mikrobiyoloji Standartlari Sayfa 3 / 30
Bakteriyoloji / Mikrobiyolojik Tanimlama / B-MT-02 / Sartim: 1.1 / 01.01.2015



Difteri

DSO Avrupa Bélgesi’'nde 2000 yilina kadar yerli difteri vakalarinin eliminasyonunu
hedeflemesine ragmen bugln gelinen noktada, Litvanya, Ukrayna ve Rusya
Federasyonu basta olmak Gzere Avrupa Ulkelerinde halen difteri vakalar
gbzlenmektedir. Eliminasyon hedeflerine ulasilamamasinin en énemli nedeni
asllama ile kazanilan badisikligin zaman icinde azalmasi gibi géziikmektedir (6).
Toplum asilanmis oldugunda bile asemptomatik tasiyicilik durumu olabilmekte,
bdyle tasiyicilar patojenin duyarh bireylere gegisinde dnemli rol oynamaktadir
(1,4,3). Ote yandan hayvan kdkenli toksijenik izolatlarin da insanlarda difteri
tablosuna neden oldugunun gbdzlenmesi difteri epidemiyolojisine ve sorunun ele
alinmasina yeni bir boyut getirmistir (7).

Difteri bildirimi zorunlu bir hastaliktir (2,3). Ulkemizde difteri hastaliginin
kontrolline ydnelik calismalar Saglik Bakanhgdinin Genisletiimis Bagisiklama
Programi kapsaminda gercgeklestiriimektedir (8).

Mikroorganizmanin ozellikleri

Corynebacterium turleri, sporsuz, kapstulstiz, hareketsiz, metakromatik granul
olusumuyla karakterize, diizensiz boyanma 6zelligine sahip, gram pozitif
pleomorfik comak yapisinda bakterilerdir (9). Toksin liretme yetenedine sahip
olan tirler, insanlarda ve hayvanlarda hastalik yapar. C. diphtheriae’nin gravis,
mitis veya intermedius biyotipleri ile C. ulcerans ve C. pseudotuberculosis bu
potansiyele sahip mikroorganizmalardir (7).

C. diphtheriae, C. ulcerans ve C. pseudotuberculosis tirlerinin karakteristik
Ozellikleri sistinaz aktiviteleri pozitif iken pirazinamidaz akivitelerinin negatif
olmasidir. Koloni gérinimleri ve baslica tre hidrolizi, nitrat redtksiyonu ve
karbonhidrat fermentasyon yetenekleri temel alinarak tanimlanirlar (7).

C.diphtheriae’'nin major virtilans faktori, ekstraselliler bir protein olan ve difteri
toksini olarak da adlandirilan potent bir toksindir. Bu toksin, protein sentezini
inhibe ederek htlicre d6limine neden olur. Tek bir toksin molektlintn duyarl bir
hicrede birkag saat icinde protein sentezini durdurabildigi, 0.1 pg/kg kadar
klglk dozlarda bile duyarli bir canhyi éldlrebilecegi bilinmektedir (9).

Klinik ozellikleri

Difteri C. diphtheriae, C. ulcerans ve C. pseudotuberculosis’in toksijenik
kdkenleri ile meydana gelen bir hastaliktir (1). C. diphtheriae’nin kisiden kisiye
bulasi yakin temas ile olur. Bulasta solunum sekresyonlari ya da deri lezyonlari
ile dogrudan temas s6z konusudur. Deri lezyonlarinin 6zellikle sicak iklimli
Ulkelerde hastaligin yayilmasinda dnemli rol oynadigi bilinmektedir (1).

C. ulcerans ve C. pseudotuberculosis’in ise evcil veya ciftlik hayvanlari ile temas
ve ¢ig st tlketimi gibi yollarla yayilabilecedi akilda tutulmalidir. Bugiine kadar
C.ulcerans ve C.pseudotuberculosis igin insandan insana bulas bildirilmemistir (1).

Klinik olarak hastaligi anatomik lokalizasyonuna gore siniflandirmak kolaylk
saglar. Buna gore difteri su formlarda goérilebilir: (@) solunum sistemi yerlesimli;
tonsiller difteri, farinks difterisi, larinks difterisi veya laringo-trakeal difteri, burun
(nazal) difterisi, ve (b) solunum sistemi disi yerlesimli; deri/kulak difterisi,
konjonktival difteri, genital lezyonlar (1,4,3).
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Difteride inklibasyon periyodu genellikle 2-5 gundlr, ancak bazen daha uzun
olabilir. Solunum yolu difterisinde klinik tablo, membranéz farenjit ve dlslk ates
ile baslar. Difteri icin tipik olan, psédomembran olarak ta tanimlanan gri veya
beyaz, diiz, kalin, fibrin6z ve kuvvetlice mukozaya yapismis halde bir membran
bulunabilir. Membran; bir tonsil Gzerinde klglicik bir leke kadar olabilecegi gibi,
her iki tonsili, uvulayi, yumusak damagdi ve faringeal duvari timi ile kaplayan
buyukllkte de olabilir. BlylimUs ve hassas servikal lenf nodlari ile birlikte orta
siddette bir bogaz agrisi olur; agir olgularda ise boyunda anlamh derecede sislik
ve 6dem gelisir. Larinks difterisi ise giderek artan ses kisikligi ve solunum
glicligu ile karakterizedir. Burun difterisinin baslangici soguk alginhdi gibidir. Tek
veya cift tarafli nazal akinti olur. Basglangigta ser6z olan burun akintisi daha sonra
serdzanjindz hale gelir. Nazal septumda beyaz membran

|

olusabilir (1,2,3).
Difteri ozellikle asili

Difterinin geg etkileri 2-6 hafta sonra ortaya cikar. Bunlar;
kranial ve periferal sinir tutulumlar ve miyokardit seklinde

o e reyl
olup genellikle siddetlidir. Difteri hastaliginda vaka-olim f’reytefek
oranlari son 50 yilda ¢ok az degismistir ve %5-10dur (9). strep .(,) ,O
arenjitine
GunUmuzde karakteristik difteri vakalari yerine ihmli difteri f b J
vakalarinin olabilecegdi hatirlanmalidir. Ozellikle asih e.nzer .
bireylerde streptokok farenjitine benzer klinik tablo timl l?lr tablo fl?
olusturan, klasik psédomembranin gézlenmedigi difteri seyrediyor olabilir!
vakalari gbzden kacabilmektedir. Endemik bdlgeye seyahat, Bu durum
evcil veya ciftlik hayvanlari ile temas, ¢i§ sut tiiketimine ait toplumda
oykl de hastaligin akla getirilmesinde yararli olabilir (1). toksijenik
suslarin
Laboratuvar tanisi dolasiminin
gostergesi olarak
onemlidir!

Difteride klinik gozleme dayal tani giinimizde gecerliligini

kaybetmistir. Tani laboratuvara dayalidir. Ote yandan
hastaligin prevalansinin 6énemli diizeyde diismis olmasi
klinik laboratuvarlarin difteri tanisindaki deneyimlerini
kaybetmelerine neden olmustur. Yinede pek ¢ok laboratuvarin olas/ vakalarda
izolasyon ve ilk tanimlama adimlarinda inceleme yapabilmesi ve stpheli izolatlari
Referans laboratuvara gbndererek slirveyansa destek vermeleri mimkdndur.
Olasi difteri vakalarinin hizli ve gecerli tani yontemleri kullanilarak laboratuvarca
dogrulanmasi, hem hastalarin tani ve tedavisinde hem de halk saghgini
korumaya yoénelik édnlemlerin bir an édnce alinmasinda son derece 6nemlidir.

Laboratuvar dogrulamasinin temelini, siipheli vakalardan alinan 6rneklerden
patojen etkenin izolasyonu ve toksijenik oldugunun gdsterilmesi olusturur (10).

Kaltar

Difteri tanisinda kultdr ‘altin standart’tir ve ilk (hatta tek) secenektir. Bakterinin
izolasyonu kesin tani koydurur.

Kilttrin duyarlihdi; hastaya uygulanan antibiyotik tedavisi, 6rnegin kalitesi,
ornekte bulunan bakteri miktari, 6rnegin laboratuvara ulastiriima kosullari,
laboratuvarin deneyimi, uygun besiyerlerinin kullanimi gibi pek ¢ok faktérden
etkilenebilir (10,11,12,13).
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Difteri kuskulu olgulardan alinan klinik érneklerin kiltiriinde C. diphtheriae,
C.ulcerans ve C. pseudotuberculosis Uretilmesi anlamlidir. Suslarin toksijenik
olup olmadiklari mutlaka tespit edilmelidir. izolasyonu gerceklestiren
laboratuvar, toksijenite testleri ve molekuler epidemiyolojik analiz yapilmasi igin
hizla ulusal referans laboratuvari ile baglanti kurmalidir (10,11,12,13,14).

Bir olgudan toksijenik Corynebacterium tirl izole edildiginde, o bolgede
potansiyel duyarli bir poptlasyonun varligi géz 6niinde bulundurularak baska
hastalarin da olabilecegi distuntlmeli ve tastyicilik durumu kiltlr yontemi
kullanilarak arastinlmahdir (11,12,13).

Toksijenite testleri

Difterinin mikrobiyolojik tanisinda en onemli test, toksin Ureten kdkenlerin
saptanmasidir.

C.diphtheriae, C.ulcerans ve C.pseudotuberculosis’in blatun suslari toksin Gretme
yetenegdine sahip degildir. Cesitli in vivo ve in vitro metotlar olmakla birlikte
uygulanabilmeleri, laboratuvarin olanaklarina ve deneyimine baghdir. Ulkemizde
de s6z konusu ydntemler; Tlrkiye Halk Saghgi Kurumu kapsamindaki Ulusal
Referans Laboratuvarda uygulanmaktadir.

Avrupa bélgesinde difteri hastaliginin kontrol altina alinmasi igin kurulan Avrupa
Difteri Sirveyans AgJi kapsaminda gergeklestirilen uluslararasi dis kalite kontrol
programlari raporlarinda toksijenite testlerinin hemen hemen sadece referans
laboratuvarlarda uygulandigi belirtiimektedir (10).

Elek testi (Konvansiyonel yontem)

Toksin varliginin arastiriimasinda kullanilan en yaygin metot Elek immiino-
presipitasyon testidir. Gelistirilmis yontemde, testin netliginde ve dogrulugunda
anlamli diizeyde bir artis saglayan Ustiin bir ELEK besiyeri kullaniimaktadir
(10,11,12,13).

Toksin arastirmasi igin diger ‘immunoassay’ler

Bakteri kiltlrlerinden difteri toksininin arastiriimasinda kullanilan diger
immunoassay temelli testler; ‘verocell’ hicre klltirinde toksin etkisi ve toksin
notralizasyonunun goésterilmesi, ‘Western blotting’, ‘dot blotting” ve ‘capture’
ELISA yontemleridir (4,3,10).

In vivo toksijenite testleri

Kobaylarda viritlans igin kullanilan en glvenilir toksin tretimi saptama testleri
subkutandz testlerdir (10,11).

PCR ile difteri toksin geninin saptanmasi

PCR ile bakterinin toksin genleri gosterilebilir. Ancak bakteri toksin genlerine
sahip olsa da toksin Uretimi s6z konusu olmayabilir. Tanida énemli olan, difteri
toksinin Gretilip Gretilmediginin saptanmasidir. Clinkl toksin geni bulundugu
halde toksin Gretmeyen (PCR+, Elek test -) kékenler mevcuttur (10,11).

Bu nedenle klinik érneklerden PCR ile elde edilen pozitif sonug vakada toksijenik
kokenlerin “kolonizasyonu”nun olduguna dair fikir verir; toksinin aktif olarak
Uretildigi anlamina gelmemektedir. PCR ile toksin geni tasidigi saptanan
bakterilerin toksin Uretip Gretmedigi mutlaka Elek testi ile gosterilmelidir.
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PCR yukarida bahsedilen dezavantajlarina ragmen, kullanilan biyolojik reajenlerin
kolay standardize edilmesi, karisik kultlrlerden ya da inhibitoérlli besiyerlerindeki

izolatlardan calisilabilmesi, hizli sonug vermesi gibi avantajlara da sahiptir. Klinik

bulgular ile birlikte taniya yardimci olabilir (10,11).

Seroloji

Difterinin laboratuvar tanisinda serolojik incelemenin degeri sinirhdir. Kilttrlerde
bakterinin izole edilemedigi durumlarda hastanin antikorlarinin koruyucu dizeyin
altinda (<0.01 IU/ml) oldugunun gosterilmesi klinik taniy1 destekleyebilir. Ancak,
O6rnek hastaya antiserum tedavisi baglanmadan alinmis olmahdir (11,12).

Serolojik inceleme, daha ziyade badisiklama programlari kapsaminda, asilama
etkinliginin toplumda arastiriimasi gereksinimi ile seroepidemiyolojik slirveyans
amaciyla yapilhr.

Serolojik yontemler olarak difteri IgG ELISA ve hicre kultirinde toksin
noétralizasyon testleri uygulanir (10,11,12).

Teknik Bilgiler

1 Hedef mikroorganizmalar

Corynebacterium diphtheriae ve toksin iretme yetenedine sahip diger
Corynebacterium turleri:

— Corynebacterium diphtheriae
— Corynebacterium pseudotuberculosis
— Corynebacterium ulcerans

2 Tani icin asgari laboratuvar kosullari

2.1. Laboratuvar glvenligi

C.diphtheriae, C.ulcerans ve C.pseudotubercolosis Risk Grubu 2 organizmalardir
ve calismalar, asgari BGD2 laboratuvar sartlarinda gerceklestirilmelidir. Batln
kidltlrler ve klinik érnekler enfeksiydz kabul edilmeli ve daima standart énlemler
uygulanmahdir. Difteri stipheli 6érneklerin kiltlirden izolasyonu ve tanimlanmasi
ile ilgili tim laboratuvar calismalari sertifikali bir sinif-IIA BGK iginde yapilmaldir.
Onlemler risk dederlendirmesi ile desteklenmelidir (ayrica bkz. “Ulusal
Laboratuvar Glvenligi Rehberi”). Bazi 6zel durumlarda yapilan islemler ise (6r.,
yluksek miktarda toksin tretimi) BGD3 kosullari gerektirebilirler (15).

S6z konusu mikroorganizmalar primer olarak solunum yolu ile bulasir. Toksijenik
tiirler oldukga ciddi ve fatal enfeksiyonlara yol acar. Ozellikle enfeksiydz aerosol
kaynadi olan islemlerle iliskili oldugu bilinen laboratuvar kaynakli enfeksiyonlari
rapor edilmistir. Bu nedenle difteri kilttrleri ile calisan laboratuvar personelinin
badisiklik diizeylerinin dlgllmesi; difteri antikor titresi <0.1 IU/ml olan personelin
asilanmasi gereklidir (10,12).
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2.2. Sorumluluklar ve asgari personel gerekleri

Eder klinisyen difteriden stipheleniyorsa kiiltiir igin 6rnekleri laboratuvara
gondermeden 6nce, laboratuvarin gerekli hazirhdr yapabilmesi icin mutlaka
laboratuvar ile iletisim kurmali, haber vermelidir.

Orneklerin kabul edilmesinden sonucun raporlanmasina kadarki adimlarda goérev
alan tim personel; (i) tekniklerin uygulanmasindan énce amaclanan bitin
kullanimlar ile ilgili tam bir egitim almis olmali; (ii) kullanilan tekniklere tim
yonleriyle asina olmali; (iii) daima tim laboratuvar glvenlik kurallarina uymaldir.

Glvenlik 6nlemlerine uyumun saglanmasindan, tekniklerin standart prosedirlere
uygun gergeklestirilmesi ile taninin dogrulugu ve giivenilirliginden Mikrobiyoloji
Uzmani sorumludur.

2.3. Ornek, Reaktif, Kit, Donanim

Inceleme 6rnekleri

Difteri tanisinda érneklerin alinmasi ve génderilmesine iliskin detayh bilgi
“Bulasici Hastaliklarin Laboratuvar Tanisi icin Saha Rehberi”’nden
edinilebilir. Asagida bazi 6nemli noktalara tekrar dikkat ¢cekilmektedir:

= Sipheli bir vakadan olabildigince gesitli 6rnekler alinip génderilir.

= Bogaz slrintisi klasik solunum yolu difterisinde birinci secenektir.
Ayni hastadan burun sirintlsi 6rnegi de alinip gonderilmelidir. Ayrica,
varsa psodomembran yavasca kaldirilip eklvyon ile altina girilerek
de 6rnek alinmalidir. Bu tir érnekler en degerli klinik érneklerdir.

= Nazofarinks surintlsi ve aspirati kiltir ve PCR igin kullanilabilir.
»= Konjonktiva 6rnedi — goz difterisi olasiliginda alinip génderilir.

» QOzellikle endemik bdlgelerde yaygin form, diger pyodermalardan klinik
olarak ayirt edilemeyen kutanéz difteridir. Sipheli vakada herhangi bir
yara veya deri lezyonundan 6érnek alinmahdir. Deri, yara, dis kulak
yolu ve vajen surunti érnekleri bu bélgelerde lokalize enfeksiyon
olasiliginda veya klasik difteride bakterinin solunum yolundan baska bir
yerlesim yerinin olup olmadigini arastirmak igin alinip génderilir.

= Olim nedeni olarak difteriden kuskulanildiginda, tani icin otopsi
sirasinda alinacak post-mortem psédomembran, tst solunum yolu
ornekleri ve diger vital organ ornekleri gonderilmelidir.

= Ornekler miimkinse antibiyotik tedavisi baslanmadan énce alinmalidir.

»  SUrdntt 6érneklerini almak icin mimkdnse polyester uglu, plastik safth
ektvyonlar kullanilmahdir. Pamuk ucglu ve tahta safth ektvyonlar
tasima veya bekleme esnasinda bakterinin olumsuz etkilenmesine
neden olabilmektedir. Eger kisa slire igcinde (~1 saat icinde) ekim
yapilacaksa tahta safth, pamuk ekivyonlar kullanilabilir.

» Serum - Hastaya antitoksin tedavisi baslanmadan alinmis olmaldir.
Clunki serum 6rnegi, tani amaciyla degil, vakanin hastaliga
yakalanmadan 6nceki bagisikhk dizeyini belirlemek amaciyla kullanihr.

» Salgin durumunda - Temashlarin bodaz, burun sirintlst ornekleri ile
birlikte serum 6rnekleri de génderilmelidir.
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Besiyeri / Reaktif

KKA - Difteri kdltlirt icin temel besiyeridir. Ticari olarak temin edilebilir.

CTBA (Sistin-telltrit-kanli agar) - Secici besiyeridir. Potasyum tellUrit
solunum yolu florasini baskilar. Corynebacterium spp, stafilokoklar ve
mayalar siyah koloni yaparlar. Laboratuvarda hazirlanir (bkz. Ek-1).

Tinsdale agar - Yuksek secici bir besiyeridir; potasyum telltrit, L-sistin
ve sodyum deoksikolat icerir. Laboratuvarda hazirlanan bir besiyeridir
(bkz Ek-2). Sistinaz pozitif turlerin (C.diphtheriae, C.ulcerans,
C.pseudotuberculosis) saptanmasinda kullanilir. Sadece bu tlrler bir
gecelik inkiibasyon ardindan sistinaz aktivitesi gostererek kahverengi
hale ile gevrili karakteristik siyah koloniler olustururlar.

Loeffler'in serum koagile besiyeri - Mikroskopik morfolojiyi
degerlendirmek igin kullanilir.

Biyotiplendirme icin reaktifler — katalaz reaktifi (%3’lik H,0,), Ureaz,
nitrat testleri, Gram boya ve Loeffler'in metilen mavisi reaktifleri (bkz.
“Ilgili Diger UMS Belgeleri”)

Pirazinamid solisyonu (bkz Ek-4)
Hiss serum-su-karbonhidrat fermentasyon besiyeri (bkz Ek-5)
Hizli biyokimyasal tani testi kiti — Piyasadan temin edilir.

ELEK besiyeri ve difteri antitoksin emdirilmis steril stripler -
Hastalardan elde edilen izolatlarin toksijenik olup olmadigi Referans
Laboratuvarda uygulanan ELEK test ile belirlenir.

Diger gereg, donanim

Besiyeri hazirlamak igin

Erlen (10 mL, 25 mL, 500 mL, 2 L)

Manyetik karistirici/isitici ve manyetik baliklar

Membran filtre (enjektor tipi, polikarbonat, 0.2 um) ve enjektér
pH metre

Petri kabi, steril, tek kullanimhk

Pastor pipeti, steril pipetler; pipetleme ekipmani

Su banyosu (55°C'ye ayarl)

Tupler steril, vida kapaklh

Kdltir, mikroskopi ve diger testler icin

Biyoguvenlik kabini, sinif-IIA

Koloni mikroskobu (stereomikroskop) — kdlttr plaklarini okumak igin
(opsiyonel)

Isik mikroskobu - Kolonilerden boyali mikroskopik incelemeler igin
Inkiibatér, 36°C
Oze, steril, tek kullanimhk

Vorteks (tip atacmanl)
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2.4. Kalite kontrol

Kullanmadan 6nce besiyerlerinin son kullanma tarihi icinde oldugundan
emin olunmahdir. Son kullanma tarihi dolmamis olsa da eger
besiyerinde kuruma, catlak vb. gozlenirse, kullaniimamaldir.

Organizmanin tanimlanmasinda kullanilan butln reaktifler ve kitler
pozitif ve negatif reaksiyonlari bilinen organizmalarla test edilmelidir.

Metilen mavisi boyasi da her testte bilinen bir tipik Corynebacterium ile
ve baska gram pozitif bakterilerle es zamanh kullaniimahdir.

Bitln kalite kontrol sonuclari, tarih ve diger bilgilerle birlikte kalite
kontrol kayit defterine veya kartlarina kaydedilmelidir.

Laboratuvarda hazirlanan besiyerlerinin her yeni lotu kalite kontrol
organizmalari ile test edilmelidir. Besiyerleri icin kalite kontrol
prosedlirii Ek-3'de verilmistir. Asagidaki tabloda besiyerlerinde bu
organizmalar ile alinmasi beklenen sonuglar 6zetlenmektedir.

Tablo 1. Kalite kontrol organizmalar (16 no.lu kaynaktan uyarlanmistir).

Organizma (ATCC) Sonug
C. diphtheriae biyovar intermedius CTBA’da gri-siyah koloniler meydana getirir
ATCC 9675 or ATCC 51696 (periferinden merkeze dogru koyulasan)

Tinsdale’de siyah koloni olusur, cevresinde
kahverengi hale ile
Streptococcus pyogenes ATCC 19615

veya C. xerosis NCTC 12078 Tinsdale’de siyah koloni olusur, halesiz

Staphylococcus aureus ATCC 25923 CTBA'da inhibe olur (kismen veya tamamen)

3 Difteri bakterisinin kultlirden izolasyonu

Difterinin kesin tanisi icin biricik secenek patojen Corynebacterium’un
kdltirden izolasyonudur. Bu nedenle kiltlirden izolasyon basarisi
blylk énem tasimaktadir.

Toksijenik Corynebacterium kdkenlerinin izolasyonunda gerekli asgari
besiyerleri sunlardir: (a) (%5 Koyun Kanli Agar, (b) Sistin-TellGrit-
Kanli agar (CTBA), (c) Tinsdale agar, (d) Loeffler's serum besiyeri.

Klinik 6rneklerin ilk olarak kanli agara ve bir selektif telliritli agara
ekimi esastir (bkz. Sekil 1, Sekil 2).

Taslyicilardan, temaslilardan ve iyilesme dénemindeki hastalardan
alinan drneklerde genellikle C. diphtheriae az sayidadir ve Loeffler
serum besiyeri gibi selektif olmayan ortamlarda diger bakterilerin asiri
Uremesi ile C. diphtheriae baskilanabilir. Bu nedenle gtincel prosedtrler
primer izolasyonda selektif besiyerleri (CTBA) 6nerir (7,10,11,12,13).
Loeffler besiyeri primer izolasyonda kullanilmaz! Loeffler'in serum
koagtle besiyeri mikroskopik morfolojiyi degerlendirmek igin sonraki
bir tanimlama basamadginda kullanilir (7,10).
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3.1.

Klltlirden izolasyon icin genel akis semasi

Ornek (bogaz siiriintiisii, psédomembran vb. diger klinik drnekler)

inokiile et (bkz. Sekil 2 ve 3)

1

KKA 37°C'de

l

CTBA

‘ 18-48 s inklibe et l

Supheli koloniler
(hemolizsiz veya dar B-hemolizli,
opak, donuk, kuru, gri-beyaz veya

krem-turuncu koloniler)

Siyah koloniler
(Corynebacterium sp
stpheli koloniler segilir)

- —— - v
v |
KKA'da tireme Tinsdale by.ne pasaj yap*

flora karakterinin
dederlendirilmesi
bakimindan ve
(varsa)
AGBHS tanisi
icin de kullanihr

(bkz. Sekil 6)

37°C'de 24 s
inklbe et

v

Sistinaz (+)
olanlari seg

|

KKA'ya pasaj yap
(saf kiltur elde etmek ve bundan
tanimlama testlerini yapmak igin)

37°C'de 24 s
inklibe et

Tanimlama testlerini yap

Tasima by.ne ya da
Silika-jel pakete koy
ya da Loeffler by.ne
pasaj yap,
Ref Lab.a gonder
1

Gram boyama, katalaz, pirazinamidaz, Ureaz, nitrat,
karbonhidrat fermentasyonu, ve bir ticari biyokimyasal
tanimlama kiti (Coryne API vb.) ile test

\4
Diger Corynebacterium C. diphtheriae, C.ulcerans veya
olal?ilir! C. pseudotuberculosis ise
v |
Difteri Toksin saptama - ELEK testi, PCR ile
yoninden toksin geninin gosterilmesi, hicre kiltrinde
incelemeyi sitopatik etki ve toksin notralizasyon vb.
sonlandir Molekiiler epidemiyoloji (PFGE) i1l

Referans Lab.
|

Molekiiler epidemiyoloji
(ribotiplendirme)

|

ECDC Referans Lab.

Sekil 1. Difterinin tanisi igin klinik 6rneklerin kiltirlerinden izolasyon ve tanimlama akis semasi
s, saat; AGBHS, A grubu beta-hemolitik streptokok; PFGE, pulsed field gel electrophoresis;
ECDC, European Center for Disease Prevention and Control

* DSO (10) bu basamakta (ilk izolasyon plaklarindaki siipheli kolonilere) tarama testi olarak Gram
boyama yapilmasini; boylece korineform olduklari belirlenen kolonilerin-sonraki tanimlama adimlari
igin- inhibitdr olmayan besiyerlerine (KKA ve Loeffler) pasajlanmasini 6nermektedir. Ancak Onerilen
yaklasim uygulamada bazi pratik glglikler yaratmistir. Bu nedenle prosediir yukaridaki sekilde
verildigi gibi degistirilmis; slipheli kolonilere tarama testi olarak sistinaz aktivitesinin kullanimi tercih
edilmis ve standardize edilmistir. Maliyeti Gram boyamaya nazaran biraz daha yiiksek olsa da,
uygulamasi kolay, hata payi diistik ve givenilir bir yol olarak dederlendirilmektedir.
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3.2. Orneklerin kiltlr vasatlarina ekilmesi

Hazirhk

= Ornekler geciktiriimeden besiyerlerine ekilmelidir. Bunun igin bitiin
ornekler calisma formuna ve laboratuvar protokol defterine kaydedilir.

» Uygun sayida besiyeri plagi (KKA ve CTBA) buzdolabindan cikarilir.
Oda isisina gelmeleri saglanir. Plaklarin Gzerinde islem protokol
numarasi, hasta adi, érnek tipi, ekim tarihi belirtiimelidir.

» Bdtun ekimler icin tam plak yuzeyi kullaniimahdir:

» Ekidvyon ile alinan strintl érnekleri herhangi bir tasiyici besiyerinde
gelmedigi takdirde, plaklara ekilmeden 6nce birkag damla ‘nutrient’
buyyon ile eklvyonlarin islatilmasi gerekir.

Sekil 2. Difteri
stpheli 6rneklerin
CTBA ve KKA
besiyerlerine ilk
inokilasyonu.
Islem daima bir
sinif-IIA BGK
icinde
yapilmalidir!
(Kaynak: RSHMB,
Difteri-Bogmaca
Referans
Laboratuvari Arsivi,
Ankara, 2007)

Sekil 3. Klinik
orneklerin
azaltma yoéntemi
ile plaklara ekimi
(11).
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Eklvyon ile 6nce CTBA sonra KKA'nin Ust % ylzeyine ekim yaplilir;
ardindan plaklarin geri kalan kisimlarina azaltma ydéntemi ile yayilir
(bkz. Sekil 3).

Otopsi 6rnekleri - en fazla bir zeytin buytkliginde bir doku parcasi 5
mL TSB icine konur. Mekanik bir doku 6guttcl ile homojenize edilir.
Steril bir Pastor pipeti kullanilarak homojenattan alinir ve her plaga 2
damla érnek konur; L 6ze ile CTBA ve KKA yuzeyine ekim yapilir.

Ilk ekimler yapildiktan sonra kalan orijinal érnekler laboratuvar sonucu
¢lkana kadar (ortalama 5-7 gliin), 2-8°C’de saklanmalidir.

3.3. Kdaltdr plaklarinin inkibasyonu

Ekim yapilmis plaklar biyoglvenlik kabininde kapaklari yarim
kapatiimis sekilde, ylzeyleri kuruyuncaya kadar bekletilirler. Ylzeyleri
kurumus plaklar kapak alta gelecek sekilde ters gevrilerek inklibatore
kaldirihrlar.

Ylzeyi kurumadan inkube edilen plaklarda yayilarak Greme olur; tek
koloni ayirt edilemez. Bu nedenle ylizeyin kurudugundan emin
olunmalidir. Ozellikle L éze ile yapilan ekimlerde yiizeyin kurumasi
zaman alabilir.

Plaklar, 36°C’de, normal atmosferde, 18-48 saat inklUbe edilir.

3.4. Kdultur plaklarinin degerlendirilmesi

Sekil 4. (a) koloni
mikroskobunda
plaklarin incelenmesi
(b) CTBA'da
Corynebacterium
spp’nin koloni
goérinimu (Kaynak:
Refik Saydam
Hifzissihha Merkezi
Bagskanhidgi, Difteri-
Bogmaca Referans
Laboratuvari Arsivi,
Ankara, 2007)

Herhangi bir kuskulu koloninin olabildigince gabuk pasajlanabilmesi igin
ilk ekim plaklari 18-24 saat inkiibasyonun ardindan incelenmelidir. Bu
inceleme mimkunse koloni mikroskobunda yapiimalidir (Sekil 4a).

Dederlendirme, koloni mikroskobunda x20 - x50 biyldtme ile yapilir.
Koloni mikroskobu mevcut degdilse kolonilerin incelenmesinde bir el
blyuteci kullaniimalidir.

¥ (b)

Ulusal Mikrobiyoloji Standartlari Sayfa 13 / 30
Bakteriyoloji / Mikrobiyolojik Tanimlama / B-MT-02 / Sartim: 1.1 / 01.01.2015



Difteri

» Eger KKA’da gorunir bir Greme yoksa, bu durum sirintld 6rnedinin
yetersiz alinmis olmasina veya antibiyotik tedavisi nedeniyle dogal
floranin baskilanmis olmasina baglidir. Antibiyotik tedavisi
baslanmamis ise hastadan hemen yeni bir 6rnek istenmelidir.

NOT: KKA plaklari siklikla olgularda bulunabilen piyojenik
streptokoklarin (Grup A, C veya G) saptanmasinda kullaniglidir.

= (CTBA plaklarinda tipik Corynebacterium kolonilerinin 48 saat
inkibasyon sonrasinda gelismesi beklenir. Bu nedenle ilk 24 saat
sonrasl incelemesinden sonra plaklar tekrar inkibatére kaldirilmahdir.

= Inkibasyonun ardindan primer izolasyon plaklari incelendiginde;

(a) CTBA besiyerinde flora bakterilerinin belirgin bir sekilde inhibe
olduklari ve varsa hemen yalnizca tellUriti indirgeyen tirlere ait
siyah kolonilerin bulundugu dikkati ceker (Sekil 4b).

(b) KKA'da florada mevcut tim bakteriler Grer. Varsa beta-hemolitik
streptokoklara ait koloniler de KKA’da ayirt edilir ve A grubu beta
hemolitik streptokok yoniinden degerlendirilir (bkz. Sekil 1).

(c) Bazi C. diphtheriae kékenleri potasyum tellUrite duyarhdirlar ve
telltritli besiyerinde inhibe olabilirler. Bu nedenle KKA ekimlerinin,
kuskulu C. diphtheriae kolonilerinin varligi acisindan da dikkatlice
incelenmesi gerekir.

3.5. Supheli kolonilerin tanimlanmasi (10,11,15)

» Difteri etkeni Corynebacterium tirlerinin KKA ve CTBA’da koloni
gérintim o6zellikleri Tablo 2’de verilmektedir.

» KKA'da bazi C.diphtheriae biyovarlari ilee C.ulcerans ve
C.pseudotuberculosis dar beta hemoliz zonu olustururlar. Hemolizli
koloniler ve gri-beyaz, kuru, konveks koloniler veya krem- turuncu
renkli koloniler ileri tanimlama adimlari igin segilmelidirler.

» Corynebacterium turlerinin CTBA’daki tipik koloni gérintumleri ise
genellikle kuru, gri/siyah, opak, mat yuzla koloniler seklindedir.
Buyuklikleri biyovara veya tlire gore biraz degiskenlik gosterir. CTBA
besiyerinden bu 6zelliklere sahip bitln koloniler segilip incelemeye
alinmalidir.

ONEMLI NOT: Bazen bir vakada birden fazla C.diphtheriae biyovarini
veya bir biyovarin toksijenik ve non-toksijenik kdkenlerini ayni anda
izole etmek mimkindilr. Tanimlama adimlarina almak Uzere
olabildigince cok koloni segilmesi izolasyon sansini ve farkli kékenleri
yakalama sansini artirmaktadir.

» Corynebacterium tirlerinin Tinsdale agardaki tipik koloni gérinimleri
de asadidaki gibidir.

(a) Tum C.diphtheriae biovarlari, C.ulcerans ve C.pseudotuberculosis
Tinsdale agarda kahverengimsi siyah hale ile gevrili siyah koloniler
olusturur (bkz. Sekil 5).

(b) Bunlarin disindaki Corynebacterium tirleri Tinsdale agarda halesiz
siyah koloniler olustururlar.
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Tablo 2. CTBA'da ve KKA'da difteri etkeni patojen Corynebacterium spp’nin koloni 6zellikleri.

KKA

CTBA

C.diphtheriae

biovar gravis

biovar mitis

biovar intermedius

biovar belfanti

C.ulcerans

C.pseudotuberculosis

hemolizsiz koloniler

Dar beta hemoliz zonu olan
koloniler

Dar beta hemoliz zonu olan
koloniler

Dar beta hemoliz zonu olan
koloniler

Dar beta hemoliz zonu olan,

gri-beyaz, kuru, konveks
koloniler

Dar beta hemoliz zonu olan,
krem- turuncu renkli koloniler

Oze ile dokunuldugunda kolayca parcalanip
kiclik segmentlere “ayrilma” ediliminde;
donuk, kuru, gri, opak, 1.5-2 mm gapinda,
mat yUzli koloniler yapar. Bazen kirilmadan
yluzeyde “kayar”.

Dizguln kenarl ve diz yuzeyli, 1.5-2 mm
capinda, gri, opak koloniler yapar. Blyuklik
varyasyonlari yaygin bir 6zelliktir.

0.5-1 mm capinda, kigtk, gri, translusent
koloniler yapar.

C.diphtheria biovar mitis kolonilerine gok
benzer.

Gri/siyah, opak, cok kuru koloniler

Gri/siyah, opak, cok kuru koloniler

Sekil 5.

(a) C.diphtheriae'nin
Tinsdale agarda koloni
goérinimu; gevresinde
kahverengi hale ile
siyah koloniler;

(b) Sistinaz aktivitesi
tayini igin pasaj
yapmak amaciyla
hazirlanmis Tinsdale
plagi;

(c) Tinsdale pasajinda
18 s inkiibasyon
sonrasl Ureme.

(Kaynak: RSHMB,
Difteri-Bogmaca
Referans Laboratuvari
(c) Arsivi, Ankara, 2007)

3.6. Supheli kolonilerden ileri tanimlama basamaklarina gegis

= CTBA’da gorilen siyah koloniler ve KKA’da gérinimu C.diphtheriae
morfolojisi ile uyumlu olanlarin belirlenmesi ve ileri tanimlama
testlerine alinmasi gereklidir.

= Daha 6nce de belirtildigi gibi, bazen bir olguda birden fazla
C.diphtheriae varyanti birlikte bulunabileceginden ileri tanimlama igin
cok sayida koloni secilmesinde fayda vardir.
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» Teknik sdylece uygulanir:

(a) Yeterli sayida Tinsdale plaklari alinir; her biri cam kalemi ile 6-8e
bolinir ve drnegin protokol numarasi yazilir. Bir klinik 6rnekten
birden fazla koloni secildigi takdirde her bir koloni ayrica alfabenin
harfleri ile adlandinlir (Sekil 5).

(b) Daha sonra secilen her koloni bélmelerden birine pasajlanir ve ilk
ekim boélgesi ylzeyine 6ze ile hafifce iki-tUg kesik atilir (sistinaz
aktivitesinin daha iyi izlenebilmesi igin) (Sekil 6).

(c) Tinsdale besiyeri pasajlari 24 saat sonra degerlendirilir. Uzamis
inkibasyonda baska bazi bakteri tlrlerinin de kahverengi hale
olusturma ihtimali artmaktadir.

CTBA
(cystine-tellurite-
blood agar)

(a)

Sekil 6. CTBA'daki kuskulu

kolonilerin, sistinaz aktivitesi

arastirmasi igin, Tinsdale agara
Tingdalemed!um pasaji. KKA’dan segilen kuskulu

koloniler de benzer sekilde
Tinsdale agara pasajlanir (17).

3.7. Tarama ve tanimlama testleri

Tarama

= Tarama testleri olarak sistinaz ve pirazinamidaz aktivitelerinin varhgi
arastirilir.

» Sistinaz pozitifligi Tinsdale besiyerinde siyah koloni etrafinda
kahverengi hale olusumu ile ayirt edilir.

» C. diphtheriae’nin gravis, mitis, intermedius biyovarlari ve diger toksin

Uretme potansiyeli olan turler (C. pseudotuberculosis, C. ulcerans)
sistinaz pozitiftir.
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» Sistinaz testinin yani sira pirazinamidaz da ayni biyovarlarin ve
tarlerin 6n tanisi icin kullanigl tarama testleridir (bkz Ek-4).

» Ancak bulgular bu testlerden sadece birinin degil ikisinin birlikte
kullanildiklarinda yeterli olacagini ortaya koymaktadir.

» Sonraki tanimlama basamaklarina gecmek igin sistinaz pozitif bulunan
bitln kolonilerden;

(a) KKA'ya pasaj yapilir - saf kiltlr elde etmek ve bu saf kiltlirden
pirazinamidaz testi, biyokimyasal testler ve Elek testi yapmak igin.
24 saat inkiibasyondan sonra da sayilan tanimlama basamaklarina
gecilir (Sekil 1).

(b) Loeffler'in serum koagileye pasaj yapilir - mikroskopik morfolojiyi
dederlendirmek igin (Sekil 1).

Boyanma ozellikleri

» Loeffler'in serum koaglle besiyerindeki 4-6 saatlik Giremeden Gram
ve metilen mavisi boyamalari yapiimalidir.

» Patojenik Corynebacterium’larin ortak mikroskopik 6zellikleri séylece
siralanabilir (10,11,15):

— Genellikle gram pozitiftirler, fakat bazi C.diphtheriae izolatlar fazla
dekolorize olmaya egilimlidirler ve gram-degisken gortnebilirler.

— Uclara dogru incelen, diiz veya hafifce kivrik pleomorfik comaklardir.

— Hareketsizdirler.

— Spor yapmazlar.

— Asit-fast boyanmazlar.

— Metakromatik granil olusumuyla birlikte diizensiz boyanirlar.

Biyokimyasal testler
» Sistinaz aktivitesinden baska dnerilen baslica konvansiyonel testler:

— katalaz uretimi,

— nitrat rediksiyonu,

— Ure hidrolizi,

— pirazinamidaz aktivitesi, ve

- glikoz, sukroz, maltoz ve nisasta fermentasyon testleridir (Ek-5).

= Hizh biyokimyasal tani kitleri de kullanilabilir ve bdylece daha fazla
biyokimyasal 6zellik test edilebilir.

= Codu C. diphtheriae suslari;

— sistinaz pozitif, pirazinamidaz negatif, katalaz pozitif, Gre negatif,
nitrat pozitif, glikoz, maltoz, nisasta (yalnizca gravis) fermentasyonu
pozitiftir (bkz Tablo 3).

ONEMLI NOT: Buraya kadarki tanimlama calismasi C. diphtheriae,
C.pseudotuberculosis ya da C. ulcerans turlerinden birine isaret ediyor
ise izolatlar hemen ve mutlaka Referans laboratuvara génderilmelidir.
Hekime biyotiplendirme sonucu tanimlanan etken “6n rapor” oldugu
belirtilerek rapor edilir ve bu raporda toksijenite testleri icin izolatin
Referans laboratuvara gonderildigi ifade edilir.
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Tablo 3. Corynebacteriumlar icin biyokimyasal tanimlamada kullanilan 6zellikler (11,12,13,18)

N
T P = N i~ S S ‘E % Jelatin
Mikroorganizma CYS PYz g 3 g % = 8 5 eritme
E 5 ® E @a € 5
C.diphtheriae u
var gravis + = + = + + = F U U
var mitis + - + - + + - - u u
var intermedius I > + - + + - = U U
var belfanti + - - - + + - - ] u
C.ulcerans + - - + + + - + + 25°C'de +
C.pseudotuberculosis + - - + + + - - - 25°C'de -
C.pseudodiphthericum - + + + - - = - U u
C.xerosis - + + - + + + - U u
C.striatum = is ih = + = +/- - u U

CYS, Tinsdale besiyerinde sistinaz uretimi; bir gece inkiibasyondan sonra karakteristik kahverengi hale ile gevrili
siyah koloni olusumu POZITIF olarak degerlendirilir.

PYZ, Pirazinamidaz aktivitesi; 4 veya 24 saatlik tip test; reajen eklenmesi ile reaksiyon sonucu turuncu renk
olusumu POZITIF olarak dederlendirilir (bkz. Ek-4).

U, uygulanmaz

3.8. Toksijenite testleri

Biyokimyasal testlerle yalnizca organizmanin tlri ve biyotipi tanimlanir.
Elde edilen izolatin hastalik etkeni oldugunu ileri stirebilmek igin ise
toksin Uretip Uretmediginin gosterilmesi gerekir.

Elek testi (Konvansiyonel yontem)

= Toksin Uretimi arastirilacak izolat ile birlikte asagida belirtilen standart
suslarin da mutlaka test edilmesi gereklidir.

— C. diphtheriae NCTC 10648; toksin ureten pozitif kontrol susu
— C. diphtheriae NCTC 3984; zayIf toksin Ureten pozitif kontrol susu
— C. diphtheriae NCTC 10356; toksin Uretmeyen negatif kontrol susu

» Test edilecek izolatin ve standart suslarin taze pasajlarindan Sekil 7'de
gosterilen sekilde Elek besiyeri plagina ekim yapilir. Ozel filtre
kagidindan hazirlanan ve 1000 IU difteri antitoksini emdirilmis seritler,
ekim cizgilerine dik olacak sekilde (tam olarak 90° aci ile) yerlestirilir.

» Plaklar 36°C’de inklibe edilir. Test 24-48. saatte dederlendirilir.

» Pozitif kontroller ile ‘ark’ formu olusturan klasik presipitasyon cizgileri
toksin ureten kokeni belirtir.

» Karakteristik presipitasyon gizgileri; seritten 10 mm uzaklikta ve
Ureme cizgisine 45° aci ile olusur. Test kdkeni benzer cizgiler
olusturursa toksijenik olarak yorumlanir (Sekil 8 ve 9). Toksijenik
olmayan kokenler bdyle gizgiler olusturmaz.

» Eger testin inkiibasyon siresi 48 saati gecerse 6zgll olmayan
presipitasyon bantlari gérilir. Difteri toksininden farkli olarak ¢ézinur
antijenlere bagh 6zgul olmayan presipitasyon cizgileri toksijenik ve
toksijenik olmayan kokenler tarafindan olusturulabilir.
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Sekil 7. Elek testinin uygulanis plani (solda) (11).
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Sekil 8. Elek testinin dederlendirilmesi igin Sekil 9. Elek testinin dederlendirilmesi, ELEK test

sematik gizim (Ustte) (11). besiyerinden fotograf. Antitoksin emdirilmis filtre
kagidi disey konumda (plagin ortasina yerlestirilmis)
ve toksin Uretimi arastirilan Corynebacterium
izolatlarinin ekim gizgileri buna dik konumda
gorulmektedir. EKim gizgileri arasinda en Ustte gorilen
presipitat arki her iki izolatin da toksin pozitif oldugunu
gostermektedir (Kaynak: RSHMB, Difteri-Bogmaca
Referans Laboratuvari Arsivi, Ankara, 2007)

Difteri toksin arastirmasi icin diger immunoassayler:

= Bu testler duyarli ve 6zgul olmalarina ragmen, yorucu ve zaman alici
olmalari ile rutin kullanimda tavsiye edilmezler (10,11).

In vivo toksin testi

» Virltlans (toksin Gretimi) testi, Loeffler’de tGreyen canl bakterilerin
korunmamis ve korunmus (bakteri inoktlasyonundan hemen 6nce,
200U difteri antitoksini verilmis) kobaylara enjeksiyonudur.

» Bu test yalnizca tecribeli laboratuvarlar tarafindan uygulanabilir. Cogu
kez sonug 48-72 saat icerisinde belirgin olmasina ragmen, eger
C.diphtheriae izolati zayif toksijenik ise karakteristik 6zelliklerin
gelismesi 7-10 gun sirebilir (11).
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3.9. Antimikrobiyal duyarlilik

Penisilin ve eritromisin

Difteri hastalarinda ve tasiyicilarda antimikrobiyal tedavi icin ilk
secenek penisilin ve eritromisindir (11,19).

Ote yandan yapilan gesitli calismalarda; penisiline ve eritromisine
direnc gosteren izolatlar oldugu, eritromisin direncinin penisilin
direncine gore daha siklikla rapor edildigi gosterilmistir (19).

Diger antibiyotikler

Uluslararasi kaynaklarda C.diphtheriae izolatlarinin gogu antibiyotige
duyarh oldugu belirtiimektedir. Bununla birlikte ¢ok ilaca direngli
kokenler olabilecedi akilda tutulmahdir (19,20,21).

Antimikrobiyal duyarhhk testleri

Ek-6'da verilmistir.

4 Difteri tanisinda diger yontemler

4.1. PCR ile difteri toksin geninin saptanmasi

Difteri toksin geninin 6zellikle 248bp'lik biyolojik olarak aktif bdlgesinin
(A fragmani) ve A+B fragmanlarinin PCR ile saptanabilecedi ortaya
konmustur. Ginumuzde genin farkl bdlgelerine 6zgul gesitli primerler
tanimlanmis olup basariyla kullanilmaktadir (7,10,11).

4.2. Seroloji

4.3. Mikroskopi |

Serolojik tani (serokonversiyon veya 4 kat titre artisinin gésterilmesi)
pratik olarak mumkin gérinmemektedir; ¢inkl klinik difteri tanisi
almis vakalara tedavi protokolleri geregi antiserum uygulanmaktadir.

Buna karsin (tedavi baslanmadan 6nce alinacak) bir serum 6rnegi,
kisinin hastaliga yakalandigi andaki bagisiklik durumunu ortaya
koymasi bakimindan anlamhdir.

Hastalik basladiginda antikorlarin koruyucu diizeyin altinda (<0.01
IU/ml) oldugunun gosterilmesi, kiltlrlerde bakteri izole edilemeyen
vakalarda klinik taniyi destekleyebilir (11).

Difteri t d
Difteri tanisinda direkt mikroskopik incelemenin iftert tanisinda

yeri yoktur! Klinik 6rneklerin direkt ) direkt )
preparatlarinin mikroskopik incelemesi mikroskopik
temelinde difteri tanisi, yanlis pozitif ve yanlis inceleme’nin
negatif bulma olasiiginin yliksek olmasi yeri yoktur!!
nedeniyle 6nerilmez (7,10). ‘
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4.4, Saklama, Referans merkeze gonderme

Kulttrde izole edilen Corynebacterium tirlerinin toksijenik olup
olmadiginin saptanmasi, antimikrobiyal duyarhliklarinin arastiriimasi,
izolatlar arasindaki epidemiyolojik baglantinin anlasiimasi, izolatlarin
yerli veya yabanci kdkenli olup olmadiginin belirlenmesi igin Referans
laboratuvara gonderilmesi gereklidir. Bu incelemeler, halk saghgi
O6nlemleri icin ilgili otoritelere yol gbsterici sonuglar Uretir.

Orneklerin ve izolatlarin gdénderilmesinde paketleme ve tasima
kesinlikle biyolojik materyal tagsima kurallarina uygun olmahdir (22)
(ayrica bkz. UMS GEN-QOY-01 Enfeksiy6z Maddelerin Tagsinmasi
Rehberi).

Laboratuvarlar, izolatlarini saklayabilmelidir. Izolatlarin saklanmasi ile
olusturulacak bir arsiv hem laboratuvarin hem de slirveyans sisteminin
bellegini olusturur. Bu nedenle her laboratuvar izolatlarini
saklayabilmeli ve gerektiginde ileri incelemeler igin yeniden
canlandirabilmelidir.

Saklama icin Corynebacterium izolatlarinin %16’lik gliserollt triptik soy
buyyon icinde yogun slispansiyonu yapilir ve -80°C’ye kaldirilir. Bu
kosullarda bakteri 8-10 yil saklanabilir. izolatlarin hem saklanmasi
hem de yeniden canlandiriimasinda gerekli besiyerleri ve teknikler igin
bkz B-TP-01 Sus Saklama Prosedirda.

5 Raporlama ve bildirim

5.1.

5.2.

Sonuclarin rapor edilmesi

Negatif kiltlrlerin raporu - “Patojen etken tGremedi” seklinde verilir.

Pozitif kdlturler - mutlaka tGreyen Corynebacterium kdkeninin cins, tir
ve biyovar adi acik yazilarak ve toksin Uretip Uretmedigdi bilgisi ile
birlikte rapor edilir. Ornegin;

— “Toksijenik Corynebacterium diphtheriae biyovar gravis tredi”
— “Non-toksijenik Corynebacterium diphtheriae biyovar mitis tredi”
— “Toksijenik Corynebacterium ulcerans Uredi”... gibi.

Bildirim

Difteri bildirimi zorunlu bir hastaliktir (3,2,23).

Mevcut bildirim sistemine gére Il Halk Saghgi Mudirligine bildirim
yapilmasi gerekmektedir.

Bildirim klinisyenin sorumlulugudur. Bununla birlikte (difterinin
laboratuvardan bildirimi zorunlu olmasa da) pozitif sonug elde edilir
edilmez laboratuvarin ilgili birime haber vermesi (6r., telefon ile)
Onerilir. Bu, epidemiyolojik incelemelerin bir an énce baslatilabilmesi
ve temasl taramalari icin zaman kazandiracagindan dolayi degerlidir
(3,2,23).
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» Vaka tespit edildiginde, difteri temash taramasina baslanir. Toksijenik
C. diphtheriae ile enfekte bir difteri olgusu ile son 7 gin icinde her kim
yakin temasta bulundu ise risk altinda oldugu kabul edilir. Temash
taramasinda uygulama Saghk Bakanliginin 2003 yilinda yayinlamis
oldugu “Difteri Saha Rehberi”ne gore yapiimalhdir (3).

= Toksijenik olmayan C. diphtheriae veya toksijenik olan veya olmayan
C.ulcerans izole edilen olgularin yakin temaslilari risk altinda degildir.

6 Olasi sorunlar/kisithliklar

» Difteri tanisinda kultdr ‘altin standart'tir. Ancak, patojen bakterilerin
klltlrden izole edilebilmesi icin iyi 6rnek alinmasi ve uygun sartlarda
laboratuvara ulastirilmasi gerekir.

» Antibiyotik tedavisi baslandiktan sonra alinan érneklerin kdlttrtinde
izolasyon sansi oldukga azdir.

» Corynebacterium tirlerinin normal bogaz ve nazofarinks florasinda da
bulunmasi nedeniyle kiltirde secici ve ylksek secici besiyerlerinin
kullanilmasi gereklidir. Bogaz florasinda bulunan bakteriler ve 6zellikle
patojen olmayan Corynebacteriumlarin varhidi nedeniyle KKA'dan difteri
supheli kolonilerin segilmesi oldukga deneyim gerektiren bir istir.

= PCR ile elde edilen toksin geni pozitifliginin mutlak suretle Elek test ile
dogrulanmasi gereklidir.

» Serolojik incelemeler daha cok serosirveyans amaciyla yapilir.

7 Referans Laboratuvar

Adres

Tarkiye Halk Saghgi Kurumu,

Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlari Daire Baskanligi

Ulusal Solunum Yolu Patojenleri Referans Laboratuvari

ve

Asi ile Onlenebilir Bakteriyel Hastaliklar Seroloji Laboratuvari
Refik Saydam Yerleskesi,

Saglik Mahallesi, Adnan Saygun Caddesi, No: 55

06100 - Sihhiye/ANKARA

www.thsk.gov.tr; usypri@saglik.gov.tr
Tel: 0312 458 2167 / 2000, 1727

Gorev cercgevesi

Kontrol programi kapsaminda klinik érneklerden toksijenik
Corynebacterium spp icin tani, dogrulama, toksin arastirma, molekiler
tani ve tiplendirmelerin yapilmasi; difteri serolojisi ve seroepidemiyolojik
surveyans calismalarl yuritilmesi; bélgesel laboratuvarlara dis kalite
orneklerinin hazirlanmasi ve uygulanmasi.
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Ekler

Ek-1 CTBA besiyerinin hazirlanmasi

1000 mL besiyeri icin gerekli materyal

Lab Lemco Powder 10.0 g L sistin 50 mg
Pepton 10.0g Potasyum telltrit, %2’'lik 18 mL
NaCl 5.0g Koyun kani 50 mL
Agar 18.0g

Deiyonize su 1000 mL

Agar bazin hazirlanmasi

1

Agar baz igin listelenen maddeler tartilir. Deiyonize su eklenir. Manyetik karistiricida
Isitilarak karnistinilir. pH’s1 7.4+0.2"ye ayarlanir. 121°C’de 20 dk otoklavlanir.

Suplementin hazirlanmasi

1

% ?2’'lik potasyum tellirit hazirlanir. Bunun igin 2.0 g potasyum telltrit tartilir; 100 mL
deiyonize su eklenir. Sollisyon kendinden sterildir. Karanlikta (vida kapakli kahverengi
sisede veya aliuminyum folyo kaplanmis sisede), oda sicakliginda, 6 ay saklanir.

L sistin (50 mg) tartilir.

Koyun kani (bir litre besiyeri icin 50 mL) oda isisina getirilir.

Besiyerinin dokiilmesi

1

Otoklavdan cikarilan besiyeri 6nceden 55°C'a isitilmis su banyosuna konur, sogumasi
beklenir (besiyeri miktarina goére 30-60 dakika sirer).

Besiyeri hafif 1sitilmis manyetik karistiriciya konur, karistirimaya baslanir. Uzerine
koyun kani, L-sistin ve %?2’'lik potasyum tellUrit (listede verilen miktarlarda) eklenir.

Iyice karismasi beklenir ve tekrar pH kontrolii yapilir. Bunun igin;
(a) Aseptik sartlarda 2-3 mL besiyeri kliglik bir tlipe alinir, donmasi beklenir.

(b) pH metre probu besiyerine daldirilarak pH élgtlir. pH, steril 1N HCI ve steril 1N
NaOH kullanilarak 7.4£0.2'ye ayarlanir.

Onceden UV lambasi acilmis ve ~30 dk ortam dekontaminasyonu saglanmis odada
besiyeri dokme islemine gecilir. Bitlin plaklar 6nceden besiyerinin adi ve hazirlama
tarihi yazilarak etiketlenmis olmahdir.

Her Petriye (90 mm capl, tek kullanimlik), ~28 mL besiyeri dagitilir. Besiyeri dokilen
plaklar bir gece Uzeri temiz bir 6rtl ile kapatilarak bekletilir.

Ertesi gin plaklar -kapaklar alta gelecek sekilde- ters gevrilir, naylon torbalara
kaldirnlir; torba Gzeri de besiyerinin adi, hazirlama tarihi ve son kullanma tarihi (SKT)
yazilarak etiketlenir; buzdolabinda saklamaya alinir. Bu sekilde nem kaybi dnlenerek
saklandiginda raf 6mrii 2 aydir. Torbalarin igine asiri nemlenme olasiligi igin silika-jel
paketleri konabilir. Hazirlanan her besiyeri serisinden kalite kontrol yapilir.

Ulusal Mikrobiyoloji Standartlari Sayfa 23 / 30
Bakteriyoloji / Mikrobiyolojik Tanimlama / B-MT-02 / Sartim: 1.1 / 01.01.2015



Difteri

Ek-2 Tinsdale agar besiyerinin hazilanmasi

200 mL icin gerekli maddeler

Tinsdale agar baz 9.0g At serumu 20.0 mL
Deiyonize su 200 mL L sistin solusyonu, %?20'lik 0.24 mL
Potasyum telllrit, %2’'lik 2.5mL

Sodyum tiyosilfat, %2.5'luk 3.0 mL

Agar bazin hazirlanmasi

1

Tinsdale agar baz tartilir.

2 Uzerine 200 mL deiyonize su eklenir.

Suplement hazirlanmasi

1

L sistin sollsyonu (%?20’lik): 2 g L sistin tartiir. 10 mL 2M HCI eklenir. Soltsyon
kendinden sterildir. Karanhkta (vida kapakli kahverengi sisede veya aliminyum folyo
kaplanmis sisede), oda sicakliginda, 6 ay saklanir.

Potasyum telllrit solisyonu (%2'lik): 2 g potasyum telltrit tartilir. Steril 100 mL
deiyonize su eklenir. Solisyon kendinden sterildir. Karanlikta (vida kapakl kahverengi
sisede veya aliminyum folyo kaplanmis sisede), oda sicakliinda, 6 ay saklanir.

Sodyum tiyosulfat (%2.5luk): 0.25 g sodyum tiyosulfat tartilir. Steril 10 mL deiyonize
su eklenir. Her seferinde taze olarak hazirlanir ve filtrasyon ile steril edildikten sonra
besiyeri igin gerekli olan miktar eklenir.

At serumu oda isisina getirilir.

Besiyerinin dokiilmesi

Otoklavdan cikarilan besiyeri 6nceden 55°C'a isitilmis su banyosuna konur, sogumasi
beklenir (besiyeri miktarina goére 30-60 dakika sirer).

Besiyeri hafif isitilmis manyetik karistiriciya konur, karnistirlmaya baslanir.

200 mL besiyeri igin 0.24 mL L sistin sollisyonu, 2.5 mL potasyum tellirit
solisyonu, 3 mL sodyum tiyostlfat sollisyonu ve 20 mL at serumu eklenir.

Iyice karismasi beklenir ve tekrar pH kontrolii yapilir. pH kontrolii ve takip eden
adimlar Ek-1'de “Besiyerinin doklilmesi” bashdinin altindaki 3-6. maddelerde verildigi
sekilde yapilir.
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Ek-3 Besiyerlerinin kalite kontrolG

Difteri besiyerlerinin kalite kontroliinde sterilite kontroliiniin yani sira, istenen
bakterilerin liremesi ve istenmeyen bakterilerin baskilanmasini gézlemlemek gerekir.

Pozitif kontrol organizmalar olarak mimkinse toksijenik olmayan Corynebacterium
kdkenleri (ideali ATCC veya NCTC suslar) kullanilmalidir (bkz. Tablo 1). Difteri
vakasindan elde edilmis -hi¢ pasajlanmamis veya az pasajlanmis- bir klinik izolat da
kullanilabilir. Daha 6nce hig izolasyon gergeklestirmemis bir laboratuvar béyle suslari
Referans laboratuvarindan isteyebilir.

Sterilite kontrolu

1 Yeni hazirlanmis her besiyeri lotundan 1 litre besiyeri basina 2-3 plak seqilir; 37°C'de
3 gun inkube edilirler. Herhangi bir bakteri veya mantar drememis olmahdir.

Ureme ve secici 6zellik kontrolii

1 Kontrol suslarinin (S. aureus veya S. pyogenes dahil) kanl agara pasajlari yapilir. Bu
pasajlardan McFarland Nol yogunlugunda olacak sekilde steril TSB iginde slispansiyon
hazirlanir.

2 Bu suspansiyonlar esit miktarda steril %10‘luk ‘skim-milk’ ile karigtirilir ve klguk
alikotlar halinde derin dondurucu tlplerine tevzi edilir; -80°C’ye kaldirilir. Bu sekilde
hazirlanmis bakteri sispansiyonlari ~5 yil -80°C’de saklanabilir.

1 Derin dondurucudan kontrol suslarindan birer alikot gikarilir; eritilir ve steril TSB ile
1/100 oraninda sulandinlir. (Test edilecek besiyerine gore)

2 10 pL standart 6ze ile test edilecek besiyeri plagina bir 6ze dolusu ekimleri yapilir.
CTBA 48 saat, Tinsdale agar 24 saat, 36°C’de inkiibe edilir ve koloni sayimi yapilir.

3 Besiyerine gore ekim yapilacak organizmalar ve beklenen sonuglar Tablo 4’de
verilmistir. Corynebacterium susu igin orijinal sispansiyonun tam konsantrasyonuna
baglh olarak 50 ila 200 arasinda siyah koloni sayilmalidir.

Tablo 4. Kalite kontrolu igin besiyerlerine ekilecek bakteri suslari ve beklenen sonuglar.

Ekim yapilacak kontrol organizmasi ve beklenen sonug

Besiyeri
Pozitif kontrol Negatif kontrol
CTBA C. diphtheriae - urer, gri-siyah koloniler S. aureus - inhibe olur (kismen veya
(50-200 koloni) tamamen)
Tinsdale C. diphtheriae - Urer, kahverengi hale yapmis C. xerosis (veya S. pyogenes) - halesiz siyah
siyah koloniler olusturur (50-200 koloni) koloniler olusturur (50-200 koloni)

4 Her besiyeri lotunun sterilite kontrol sonuglari ve koloni sayimlari ayrintili olarak kayit
edilmelidir. Zaman icinde derin dondurucuda saklanan inokulumdaki canli organizma
sayisl azalabilir. Koloni sayiminin azalmasi bu nedenle besiyerinin kalitesinde bir
azalma gibi yorumlanmamalidir. Bu olasiligi degerlendirmek icin ayni lot taze bir izolat
ile test edilir ve sonug karsilastirlir.
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Ek-4 Pirazinamidaz (PYZ) testi

Reaktifler

= Pirazinamid distile suda 2 mg/mL olacak sekilde hazirlanir Giivenlik uyarisi!

. 4 filt irilerek steril edilir. .. .
0.45 pm membran filtreden gegirilerek steril edilir Pirazinamid toz

= Steril burgu kapakl derin dondurucu tuplerine tevzi edilir. formunda
-20°C’de saklanir. tehlikelidir! Deriye
temas etmemeli ve
solunmamalidir!

=  9%?20'lik (2 g ferroz amonyum silfat, 10 mL steril distile
suda) olacak sekilde hazirlanir.

= -20°C'de saklanir.

Kontrol suslari

= Pozitif kontrol - C. xerosis NCTC 12078
= Negatif kontrol - C. ulcerans NCTC 12077

PYZ testinin yapilisi

Ug adet steril tiipe 0.25 mL Pirazinamid soltisyonu dagitilir.

N

Tuplerden birinde test kokeninin yogun bulanik stispansiyonu (McFarland No 8)
hazirlanir. Diger iki tlpte ise pozitif ve negatif kontrol stispansiyonlari hazirlanir.

37°C'da 4 saat veya bir gece inklibe edilir.
Inkiibasyondan sonra her siispansiyona birer damla PYZ reaktifi eklenir.
Oda sicakhginda 1-5 dk beklenir.

Test tUpl pozitif ve negatif kontrol tipleri ile karsilastirilir.

A A~ W

Yorum

1 Pozitif tlipte bulanik/pasl pembe bir renk olusumu gézlenmelidir.
Negatif tlipte dedisiklik olmaz.
Sonug:
Negatif ise - C. diphtheriae, C. ulcerans veya C. pseudotuberculosis

Pozitif ise - diger Corynebacteria spp
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Ek-5 Hiss serum su karbonhidrat besiyeri ve

Karbonhidrat fermentasyon testi

Karbonhidrat besiyerinin hazirlanmasi

C. diphtheriae igin karbonhidrat setine glikoz, maltoz, sukroz ve nisasta konur. Genel
Corynebacterium spp test setine ise glikoz, maltoz, galaktoz, dekstrin, sukroz ve
laktoz konur. Laboratuvar bu setlerden hangisini kullanacagini géz ontine alarak seker
ve nisasta iceren karbonhidrat besiyerlerini hazirlamahdir.

20 mL distile suda 100 mg asit fuksin Pepton 5.0g
karistinhr. 3.2 mL 1N NaOH damlatarak Na,HPO, (anhidroz) 1.0g
ilave edilir. Bu islem ile fuksin renksizlesmeli At serumu 178 mL
(saman sarisi renkte olacak). Andrade indikatori 7.8 mL

Distile su 1000 mL
1 Pepton ve Na,HPO, 1lik distile suda eritilir ve 15 dk kaynar su banyosunda tutulur.

Wattmann kadit filtreden stzilir. Sodutulur. pH 7.4'e ayarlanir.
At serumu eklenir kanstinlir; 20 dk kaynar su banyosunda tutulur.

Andrade ayiraci eklenerek pH 7.7'ye ayarlanir. Burgu kapakl siselere 90 mL tevzi
edilir. 115°C’da 10 dk otoklavlanir.

Seker iceren (%1’lik) besiyeri yapmak igin;

(a) Once testte kullanilacak her sekerin stok (%10’luk) soliisyonu hazirlanir ve her
biri 0.22 ym membran filtreden gecirilerek steril edilir; etiketlenir, saklanir.

(b) Stok seker soliisyonundan 10 mL, aseptik olarak 90 mL baza eklenir (her seker
ayr ayri). Boylece elde edilen %1’lik sekerler steril burgu kapakli tiplere 1-1.5
mL alikotlar halinde dagitilir. Etiketlenir ve buzdolabinda saklanirlar.

Etanol 10 mL 6nceden steril edilmis 90 mL baza, aseptik olarak, eklenir.

Nisasta testte %0.5'lik konsantrasyonda kullanilir. Bunun igin pratik metot 3 mL baz
besiyerine bir 6ze dolusu nisasta ekleyerek karistirmaktir. Tercih edilen metot ise; bir
steril tlipte 0.15 g ¢dzinebilir nisastaya 5 mL steril distile su eklenir. Sirekli
karistirilarak 5 dk kaynatilir. Karistirilarak sogutulur. 3 mL baz besiyerine hazirlanan
nisastadan 0.15 mL (steril Pastor pipeti ile 3 damla) eklenir.

Karbonhidrat fermentasyon testinin yapihisi

1 Test edilecek izolatlarin (pozitif ve negatif kontrol suslar dahil) taze kiltlrlerinden
steril distile su icinde yogun (McFarland 6-8) bakteri stispansiyonu hazirlanir.

2 Ornek sayisi kadar kullanilacak sekerler ve nisasta tiipleri bir spora dizilerek hazirlanir.
Her tlipe 40-50 pL yogun bakteri stispansiyonundan konur. 37°C’'da 24-48 saat
inklibe edilir. Pozitif reaksiyon tliplerde pembe-kirmizi renk olusumu ile ayirt edilir.
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Ek-6 Antimikrobiyal duyarlilik testleri

Corynebacterium izolatlarinin antimikrobiyal duyarlligi sivi diliisyon ve gradient
difGzyon (E-test vb.) ydéntemi ile arastirihr.

Antimikrobiyal

Besiyerleri

Yontemler

Tablo 5’de listelenmistir.

= 9%2.5-5 lize at kani ilave edilmis, katyonlu
Mueller Hinton agar (CAMHA) ve katyonlu
Mueller Hinton buyyon (CAMHB) kullanilir.

= Besiyerlerinin hazirlanisi igin bkz. “UMS, AMD-TP-
01-AMD testleri igin besiyerlerinin hazirlanmasi”.

= CLSI kriterleri dogrultusunda uygulanir.
Ydntemlerin uygulanigi ile ilgili olarak bkz “UMS,
AMD-TP-04-MIK saptama yéntemleri”

Kalite kontrol suslarl = Streptococcus pneumoniae ATCC 49619

= FEscherichia coli ATCC 25922

Antimikrobiyal duyarhlik testlerinin degerlendirilmesi

Tablo 5. Antimikrobiyal duyarlilik testleri CLSI M45-A2 olcltlerine gore dederlendirilir (24).

MIK (pg/mL)

Antimikrobiyal sinifi  Antimikrobiyal Degerlendirme &lgiitii
S I R
Penisilinler Penisilin <1 2 >4
Sefemler Sefepim <1 2 >4
Sefotaksim <1 2 >4
Seftriakson <1 2 >4
Karbapenemler Imipenem <4 8 >16
Meropenem <4 8 >16
Glikopeptidler Vankomisin <2 - -
Lipopeptidler Doptomisin <1 - -
Aminoglikozidler Gentamisin <4 8 >16
Makrolidler Eritromisin <0.5 1 22
Kinolonlar Siprofloksasin <1 2 >4
Tetrasiklinler Doksisiklin <4 8 =16
Tetrasiklin <4 8 =16
Linkozamidler Klindamisin <0.5 1-2 =4
Folat yolu inhibitérleri Trimetoprim-silfametokzasol <2/38 - >4/76
Anzamisinler Rifampin <1 2 >4
Streptograminler Kinopristin-dalfopristin <1 2 =4
Okszolidinler Linezolid <2 = -
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Ilgili diger UMS belgeleri

Bu prosedir belgesi (Difterinin Mikrobiyolojik Tanisi) asagida listelenen UMS
belgeleriyle de ilgilidir ve ilave bilgi igin bu belgelere de bakilmasi dnerilir:

UMS, B-TP-01 Sus saklama prosediru

UMS, B-TP-03 Gram boyama

UMS, B-TP-10 Katalaz testi

UMS, B-TP-14 Loeffler'in metilen mavisi

UMS, B-TP-15 Nitrat rediksiyonu

UMS, B-TP-22  Ureaz testi

UMS, AMD-TP-01 AMD testleri icin besiyerlerinin hazirlanmasi
UMS, AMD-TP-04 MIK saptama ydntemleri

UMS, GEN-OY-01 Enfeksiydz maddelerin tasinmasi rehberi
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Neisseria meningitidis

Kapsam ve Amag

Bakteriyel menenjitler diinya genelinde -6zellikle kliglik gocuklarda, beyin hasari,
sekeller ve 6limle sonuglanabilen ciddi tablolara yol actiklarindan dolayi- halen
en 6nemli enfeksiydz hastaliklardir. En sik rastlanan ¢ meningeal patojen olan
Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae ve Streptococcus pneumoniae
vakalarin %80'den fazlasini olustururlar. Erken ve 6zgul tani hasta ydénetiminde
ve hastaligin kontroli ile ilgili dnlemlerin alinmasinda dnemlidir. DSO bu
bakteriyel patojenlerin neden oldugu menenjitlerin ya da invaziv hastaliklarin
dinya genelinde azaltilmasi ile ilgili yaygin program yurttmektedir (1,2).
Ulkemizde de bu li¢ patojenin neden oldugu menenijitler ve diger invaziv
hastaliklar bildirimi zorunlu hastaliklar arasinda yer almaktadir (3,4).

Bazi klinik dzellikleri ile olasi etiyoloji akla getirilebilirse de tani genel olarak klinik
bulgular temelinde konulamadigi icin bu hastaliklarin kesin tanisi mikrobiyolojik
incelemeye dayanmaktadir. “Tani stratejisi”ni ise laboratuvara gelen klinik
orneklerden bu g patojenin saptanmasi dncelikli olmak lzere batin olasi
bakteriyel etkenlerin yakalanabilecegi ortak bir tani akis semasinin izlenmesi
olusturur (1). Laboratuvar tanisinda genellikle direkt mikroskopi, hizli antijen
saptama, kultlir ve molekiler tekniklerden yararlanilir. Kesin tani kiltir ile ya da
bazi durumlarda antijen saptama ydntemleriyle konabilmektedir.

Neisseria meningitidis firsatgl patojendir ve nazofarinkste hastalik tablosu
olusturmadan bulunabilir. Ancak kan akimi enfeksiyonu yapip kan beyin
bariyerini gectikten sonra cogunlukla menenjit tablosu olusturur. N.meningitidis
menenjit ve meningokoksemi disinda nadir de olsa pnémoni, artrit, supraglottit
ve Uretrit gibi klinik tablolar da olusturabilmektedir. Ozellikle endemik bélgelere
seyahat edenler, askeri birlikler, kresler ve bakimevlerinde bulunan duyarh kisiler
risk altindadir.

Hastaligin seyri 6limcul olabileceginden bakteriyel menenjit etkenlerinin tanisi
klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinin en énemli tani fonksiyonlarindan biridir.
Kesin tani epidemiyolojik incelemelere de yon verecedi icin ayrica 6nemlidir.

Bu nedenlerle bu UMS belgesinde, anilan etkenlerden N. meningitidis’in tanisi igin
izlenecek akis semasi ile basta kiltirlerden izolasyonu olmak (izere, dogru ve
glvenilir tani icin gecgerli prosedirlerin verilmesi hedeflenmistir.

Kisaltmalar ve Tanimlar

CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute
CA Cikolata agar

KKA Koyun kanli agar

LOS Lipooligosakkarit

MIK Minimum inhibitér konsantrasyon

SPS Sodyum polyanetol sulfonat
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Neisseria meningitidis

Genel Bilgi

Mikroorganizmanin Ozellikleri

Neisseria cinsi bakteriler, Neisseriaceae ailesi Uyesi olan, genellikle ciftler
seklinde bulunan 0.6x0.8 um boyutlarinda gram negatif diplokoklardir. Ayni
ailenin Qyesi olan Kingella, Eikenella, Simonsiella ve Alysiella cinsleri ile beraber
siniflandirilirlar (5).

Neisserialar zor Ureyen bakteriler olduklarindan, laboratuvarda elde edilebilmeleri
icin uygun besiyeri ve Greme ortaminin saglanmasi gerekmektedir. Optimal 35-
37°C sicaklik ve %5-10 CO,'li ortamda urerler. Uygun besiyerinde saydam,
pigmentsiz, hemoliz yapmayan 1-5 mm c¢apinda koloniler olustururlar. Kapsul
varsa diz olmaktan ziyade mukoiddirler. Otoliz oldugundan eskimis kiltlrlerinin
sekil ve biyikltklerinde degisiklikler gorilebilmektedir (6).

N. meningitidis polisakkarti kapsulin kimyasal yapisina gére seroaglitinasyon ile
A B, C,D,X,Y, Z;, E, W-135, H, I, K ve L olmak Uzere 13 farkli serogruba
ayrilmaktadir. Grup A ve C polisakkaritleri insanlarda immunojeniktir ve yapilan
asl calismalari bunu géstermektedir. Ancak grup B polisakkaritinin purifiye
edilmis olmasina ragmen insanlarda yeterli imminojenik reaksiyon olusturmadigi
anlasiimistir ve hentz grup B igin as! Uretilememistir (6).

Meningokoklarin dis membran yapisi diger gram negatif bakterilerin yapisina
benzemektedir. Patogenez ve immunobiyolojiden sorumlu birgok somatik antijen
icermektedir. Ana antijenler gram negatif bakteri lipopolisakkariti analogu olan
LOS’ler ve dis membran proteinleridir (6).

Hastaligin 6nemi ve epidemiyolojisi

Neisseria meningitidis, menenjitin en 6nemli etkenlerinden biridir ve ayni
zamanda meningokoksemi ve degisik oranlarda pnémoni, artrit, supraglottitis ve
Uretrit gibi klinik tablolara neden olabilmektedir (7).

Meningokoklar, genis capli epidemilere yol agabilme potansiyeli nedeniyle ile
diger bakteriyel menenjit etkenlerinden farlilik géstermektedir. Bu nedenle
meningokoklarin yol actigi menenjit tablosu, epidemik menenjit olarak da
adlandinimaktadir.

Hastaligin tarihgesine bakildiginda epidemik serebrospinal atesin (meningokokal
menenjit) ilk kez Cenova’da 1805 yilinda Vieusseaux tarafindan tanimlandigi
gorulur (8). 1887 yilinda Weichselbaum bakteriyi BOS’dan izole etmis ve
organizma ile epidemik menenjit arasinda bir iliski oldugunu gdstermistir.
Serogruplar ilk kez 1909 yilinda Dopter tarafindan tanimlanmistir. 1928, 1930 ve
1941 yillarinda 6nemli yerel ve uluslararasi salginlar gézlenmistir (6).

Afrika, Yeni Zelanda ve Singapur'daki epidemiler bu hastaligin halen tim
dinyada 6énemli bir saglik sorunu oldugunu gostermektedir. Vakalarin blyuk bir
boluiminl gocuklar olusturmaktadir. 1939 ile 1962 yillar arasinda diinyada
yaklasik 100.000'i 6liumle sonuglanan 600.000 meningokokkal hastalik vakasi
bildirilmistir. Salginlar 6zellikle toplu yasamin oldugu askeri kamplar, cocuk
bakim merkezleri, okullarda ve Universitelerde gelismistir (6).
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Dlinyada bdlgesel olarak serogrup dagihmi dederlendirildiginde Gliney Amerika
kitasinda C (%57), Amerika’da C (%31), Kanada’'da B (%54), Avrupa’da B (%76),
Avustralya’da B (%84), Yeni Zelanda’da B (%83), Tayvan'da B (%52) ve
Afrika’da A (%91) en sik izole edilen serogruplardir. Serogrup W-135

Afrika’dan %8, Amerika’dan %12 oraninda bildirilmistir (9).

Afrika kitasinda yer alan ve menenjit kusagi olarak bilinen Ulkelerden Hac gorevi
nedeniyle ¢ok sayida kisi Mekke ve Medine’ye gitmektedir. Ulkemizden de Hac
nedeniyle bu boélgeye yilda ortalama 150 000 kisinin gittigi gbz 6nine alindiginda
Hac ziyaretinin etken bakteri ile karsilasma olasiligi bakimindan risk faktorleri
arasinda oldugu soylenebilir. Nitekim Hacca giden kisilerde 2000-2001 yillarinda
N.meningitidis W-135 ile uluslararasi dizeyde bir epidemi meydana gelmistir. Bu
salginlarda Hac klonu olarak bilinen N. meningitidis serogrup W-135'un sekans
tip (ST)-11 klonunun baskin oldugu tespit edilmistir (10). Ayni klon daha sonraki
dénemlerde de dinyanin gesitli Glkelerinde menenjitli hastalardan izole edilmistir
(11). 2000 yilinda ortaya cikan salginda Hac ziyaretinden dénen kisiler ve onlar
ile yakin temasta bulunan 10 Ulkeden 400 kiside N. meningitidis W-135 izole
edilmistir. 2001 yilinda ise bu oran nispeten azalmis ve 200’e dismustir (11,12)

N. meningitidis serogrup W-135 tim dlnyada oldudu gibi Turkiye’de de menenjit
ve kan akimi enfeksiyonlarina neden olmaktadir. Hac klonu olarak da bilinen
serogrup W-135 ST-11 klonu 2004 yilinda iki menenjitli ve iki tasiyici askerden
(13), 2006 yilinda iki tastyici askerden (14), 2007-2008 yilinda ise bir menenjitli
vaka ile bir tasiyici kisiden izole edilmistir (15).

Turkiye'de ayrica W-135'in ST-2754 klonu ile de enfeksiyon bildirilmistir; 2003
yilinda menenjitli bir hastadan ilk kez izole edildikten sonra 2004 yilinda
menenjitli bir hastadan (13), 2006 yilinda menenjitli hasta ve bir tasiyicidan (14),
2007-2008 yilinda bir menenjitli hasta ve iki tasiyicidan izole edilmistir (16).

Turkiye’de hakim serogruplari belirlemek igin yapilan galisma sonuglari
birbirlerinden farkhlik géstermektedir. 1996 yilinda 120 kisi ile yapilan calismada
serogrup B (%47.5) (15), 1997 yilinda yapilan calismada serogrup C (%27.8)
(17) ve 2005’de ise serogrup Y/W-135 (%37.5) en sik izole edilen serogruplar
olarak bildirilmistir.

Ulkemizde B ve W-135 ile iligkili hastalik tablolari sik olarak gériilmekte olup A ve
Y nadirdir (18). Son dénemde serogrup X sekans tip 767 ile iligkili bir vaka ve
tasiyicilik bildirilmistir (19).

Klinik ozellikleri

Calismalarda N. meningitidis’in ABD’de ikinci siklikla toplum kaynakli
menenjitlere neden oldugu goésterilmistir. ABD’de menenjitlere baglh mortalite
orani %?13tlr (6).

N. meningitidis insanlarda gesitli klinik tablolara neden olabilir. E§er menenjit
siddetli degilse hastada ates ve genel enfeksiyon bulgular vardir. Cok kiglik
cocuklarda sadece ates, kusma gibi 6zgll olmayan belirtiler olabilmektedir.

Eklem bulgulari ve petesial dokintiler genel olarak meningokokal
enfeksiyonlarda olusmaktadir. Birkag saatlik ates ve halsizlik sonunda siddetli bas
agrisi, sert boyun, kusma, parlak isida karsi hassasiyet gibi tipik menenjit
semptomlari ortaya ¢gikmaktadir (18). Bu hastalarda isitme hasari ve artrit sik
olarak bildirilirken norolojik sekel sikhgi dusiktar.
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Meningokok saglikh bireylerde 12 saatten daha az bir zamanda hayati tehdit
eden sepsis tablosuna neden olabilmektedir. Yaklasik olarak menenjitli
hastalarin %30’unda fulminant sepsis tablosu olusmaktadir (7). Hastaligin tipik
bir klinik belirtisi birden fazla organi da iceren kuguk damarlarin trombozudur.
Govde ve alt ektremitelerde sik gortlen kiglk petesiyal deri lezyonlari birleserek
bilylilk hemorajik lezyonlari olusturabilmektedir. Ilerleyen dénemlerde sok ile
seyreden siddetli yaygin damar igi pithtilasma 6zellikle geng hastalarda gift tarafli
adrenal bez harabiyetine (Waterhouse Friderichsen sendromu) neden
olabilmektedir (6,20)

N. meningitidis ek olarak pnémoni, artrit, supraglottitis ve Uretrit gibi klinik
tablolar olusturabilmektedir. Meningokokkal pnémoni 80 yildan daha uzun bir
zamandan beri bilinmektedir. Fakat sepsis ile birlikte nadir olarak gérilmektedir
(21). Supraglottit meningokokun nadir klinik gérinimuduar (22). Meningokoklar
Uretrit etkeni olarak Uretradan da izole edilmislerdir ve etkenin oral seks ile
kazanildigi disintlmektedir. Organizmma homoseksiel erkeklerde orofarinks
orneklerinden %93, rektal sirlintilerden %6 ve Uretradan %1 oraninda izole
edilmistir (23).

Mikrobiyolojik tanisi

Menenjit suphesinde tanida ilk secenek BOS’un incelenmesidir. Bakteriyel
menenjitli olgularda BOS’un incelenmesine dayali tipik BOS bulgulari Tablo 1'de
Ozetlenmistir (24).

III

Meningokokkal hastalik siddetli seyredebilen “acil” bir klinik durumdur. Menenjit
stpheli bir hastadan BOS 6rnegdi de klinik laboratuvarlar igin “acil” 6rnek olarak
tanimlanmaktadir. Ornedin bir an dnce isleme alinmasi, etiyolojik ajani saptamak
Uzere 6zgul mikrobiyolojik tani stirecinin bir an 6énce baglatilmasi kuraldir (25).

Meningokokkal hastalik stiphesinde, BOS ve kan 6ncelikle secilecek érneklerdir.
Varsa, petesiyal déklntulerden kazinti veya aspirat érnekleri de tanida gok
dederlidir. Gerekirse lokalize enfeksiyonlarin tanisi igin eklem sivisi ve biyopsi
ornekleri de incelenebilir. Mikroorganizma her ne kadar nazofarinkse yerlesip
buradan yayilabiliyorsa da menenjit vakalarinin tanisinda nazofarinks veya
orofarinks érnekleri kullaniimaz.

Tablo 1. Bakteriyel menenjitli olgularda tipik BOS bulgular (24).

BOS icin parametre Tipik bulgu

Basing 200-500 mm H,0

Beyaz kan hicresi sayisi 1000-5000/mm? (range, <100 to >10.000)

Noétrofillerin orani > 80%

Protein 100-500 mg/dL

Glikoz <40 mg/dL

BOS/serum glikoz orani <0.4

Gram boyama Pozitif %60-%90

Kaltur Pozitif %70-%85
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Mikroskopi

BOS’un Gram boyali yaymalarinin incelenmesi bakteriyel menenjitli

hastalarin %60-90'inda organizmanin hizli ve dogru bir sekilde tanimlanmasina
izin verir ve yaklasik %100 bir 6zgullige sahiptir (24). Gram boyamanin
duyarlihdi (organizmanin saptanmasi olasiligi) BOS'taki bakteri yogunludu ile
yakindan iliskilidir; eger mililitrede 10° veya daha az bakteri mevcut ise Gram
yaymalarin ancak %25 kadari pozitif bulunabilirken, bakteri yogunlugu 10° ve
daha fazla oldugunda pozitif sonug elde edilen vakalarin orani %97’ye kadar
ylkselmektedir (Tablo 1).

Gram boyamanin klinik yararliligi ayni zamanda bakteriyel patojene de baglhdir:
S.pneumoniae'nin neden oldugu menenjit vakalarinin %90'inda, H. influenzae
vakalarinin %86’sinda, N. meningitidis vakalarinin %75’inde, gram negatif
basillerin neden oldugu vakalarin ise %50’sinde BOS’'un Gram yaymasinda
bakteriler gézlenirken bu oran L. monocytogenes menenjitli vakalarin %50’den
azinda pozitiftir (24). Eger antimikrobiyal tedavi baslanmis ise bakterinin Gram
yaymasinda gortlme olasiligi da kiltliirden izolasyon orani da hizla dismektedir.

Ozetle, meningokok menenijiti siphesinde BOS’un Gram yaymasi mutlaka
incelenmelidir. Doklntu ile seyreden hastalikta petesiyal érneklerden yaymalar
da Gram boyasi ile boyanmalidir. Ayrica ve eder mimkuinse, bir BOS yaymasi da
Loeffler’in metilen mavisi ile boyanmalidir. Ozellikle H.influenzae gibi naif ve
Gram boya ile zayif boyanabilen bakteriler BOS’un sivisal ve hicresel matriksi
icinde kolay ayirt edilemeyecedi icin gbzden kagabilmektedirler. Metilen mavisi bu
olasiligi bertaraf etmek igin iyi bir alternatiftir. Fagositlerin icinde ve/veya disinda
gram negatif diplokoklarin gérilmesi taniyi glglu bir sekilde destekler.

Inflamatuvar hiicrelerin varhidi tanisal degere sahip oldugundan (6r., fulminan,
hizli fatal hastalikta; ok sayida organizma ve az sayida inflamatuvar htcre
mevcuttur) klinisyene Gram boyamanin sonucunun yaninda inflamatuvar
hicrelerin nicelligi hakkinda da bilgi verilmelidir.

Antijen saptama

BOS, serum ve idrarda meningokoklarin kapsuler polisakkaritlerinin saptanmasi
temeline dayanan direkt testler mevcuttur. Fakat bu testlerin duyarlilk
problemleri yeterince ¢éztlmemistir. Gram boyama ile karsilastirildiklarinda klinik
yararhliklari tartismaldir. Bu testler uygulaniyor olsa bile mikroskopik
incelemenin yerine konamayacadi, 6rneklerden mikroskopik incelemenin de
yapilmasi gerektigi vurgulanmaktadir (20).

Kultur

Bakteriyel menenjit siphesinde patojen ajanin izolasyonu igin 6ncelikle BOS (ve
invaziv enfeksiyon siphesi de varsa kan) dérneklerinin kilttrleri yapilir.

Kalturler icin secilecek besiyerleri potansiyel mikroorganizmalarin en blyuk
kisminin (mimkinse hepsinin) izolasyonunu saglamayi hedeflemelidir. Bir diger
ifade ile baslangicta etkenin ne oldugu bilinmedigine gore, dyle bir besiyeri
kombinasyonu kullanilmahdir ki basta olgularin %80’inden sorumlu tgla
(N.meningitidis, H. influenzae ve S.pneumoniae) rahatlikla izole edilebildigi gibi
diger bakteriyel patojenlerin cogu da yakalanabilsin (1).
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Bu temel strateji ile hareket edildiginde baslica su hususlarin dikkate alinmasi
gerekir. Oncelikle BOS’da bulunan organizma yodunlugu cok diisiik olabilecedi
icin 6rnegin -eger ornek yeterli miktarda ise- konsantre edildikten sonra ekilmesi
Onerilir (1).

N. meningitidis glg Ureyen bir bakteridir ve en iyi kanli veya cikolata agar gibi
zengin besiyerlerinde ve CO,’li ortamda Urer. H. influenzae daha zor bir bakteridir
ve Uremek igin ortamda hemin (X faktor) ve nikotinamid adenin dinukleotid (NAD,
V faktor) bulunmasi gerekir. Standart besiyeri at kani ile hazirlanmis gikolata
agardir ve bakteri igin bu faktorleri temin eder. Eger ticari olarak temin edilebilen
IsoVitaleX, Supplement B veya Vitox gibi maddeler de eklenebilirse besiyeri
H.influenza izolasyonu igin ideal hale gelir. S. pneumoniae ise hem kanl agarda
hem de cikolata agarda rahat lreyebilen bir bakteridir. Ozetle, kanli ve gikolata
agar birlikte kullanildiginda bakteriyel menenjit patojenlerinin yakalanmasi igin
asgari en iyi besiyeri kombinasyonu kullanilmis olur (1).

N. meningitidis tanisinda kultdr ‘altin standart’tir. BOS ve benzeri steril viicut
sivilari gikolata agar ve koyun kanli agara ekilir ve 35°C’de %5-7 CO;’li ortamda
(CO; inktbatéra, mumlu jar) inktbe edilir. Plaklar 24, 48. ve 72. saatlerde lUreme
varhidi bakimindan incelenir ve eger stipheli koloniler varsa tanimlama igin kan ve
cikolata agara pasajlar yapilarak sonraki tanimlama basamaklarina gegilir (20).

N. meningitidis enfeksiyonu dolasim sisteminin invazyonu ile de seyredebildigi
icin hastalardan kan kaltlri tanida diger 6nemli segenektir. Ancak, besiyerlerinde
bulunan antikoagilan SPS (sodyum polyanetol sulfonat) Neisseria’larin Gremesini
engelleyebileceginden dolayi meningokokkal enfeksiyon siiphesinde kan kultird
yapilacaksa besiyerine steril jelatin (son konsantrasyon %1 olacak sekilde)
eklenerek ya da kan orneginin lizis-santrifligasyonu ile noétlrlenmesi gerektigi
akilda tutulmahdir. Kan kulltlari siseleri de ayni inklibasyon sartlarinda inklbe
edilirler ve Greme sinyalini takiben cikolata agar ve koyun kanli agara
pasajlanarak takip edilirler.

N. meningitidis kolonileri gonokok kolonileri ile karsilastirildiginda daha buyuktir
ve genellikle 18-24 saatlik inkibasyon sonrasi 1 mm’lik ¢capa ulasirlar. Koloniler
alcak ve konvekstir, diz, nemli kenarlari ve parlak yuzeyleri vardir. Koyun kanl
agarda, koloni gértinumleri genellikle gri iken, kalin kapsulli kékenler mukoid
gorinimde olabilirler. Kolonilerin Gredigi bolgede yodun Giremeye bagli olarak
gri-yesil bir renk olusumu goérultr. Taze kadlttrlerin gérinimu dizgun olmasina
ragmen, eski kulttrler otolizden dolay! yapiskandirlar.

N. meningitidis’in stipheli kolonilerden tanimlanmasinda asit lGretimi testi veya
kromojenik enzim substrat testleri kullanilmaktadir. N. meningitidis glikoz ve
maltoza etki ederken, sukroz, friktoz veya laktoza etki etmez.

Serogruplandirma icin lam aglitinasyon testi kullanilmaktadir. N. meningitidis
izolatlari, OMP ve LOS antijenleri temel alinarak serotiplendirilebilir ve alt-
serotiplendirilebilir. Meningokok izolatlari, sinif 2 ve 3 dis membran proteini veya
Por B antijenleri temel alinarak 20 serotipe, sinif 1 dis membran proteini
antijenleri (PorA) temel alinarak 10 serosubtipe ve LOS antijenleri temel alinarak
13 immunotipe ayrilabilmektedir (20).

Nazofaringeal slrtintl 6rneklerinin klinik vakalarin tanisinda degeri yoktur. Eger
epidemiyolojik amacglar icin tasiyicilik arastirmasi yapilacaksa nazofarinks strinti
orneklerinin kalturleri yapilabilir. Bdyle érneklerin kiltdrleri igin florada bulunan
bakterileri baskilayacak uygun antibiyotikleri iceren besiyerleri kullanilir (20).
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Molekuler yontemler

Mikroskopi ve antijen saptama testleri genel olarak duyarliliklari disuk
yontemlerdir. Ornek alinmadan énce ¢ogu hastaya antibiyotik baslandigi igin
mikroskopi ve kultlrin basarisi hayli azalmaktadir. Bu yldzden son yillarda PCR
gibi DNA temelli tani ydontemlerinin 6nemi artmistir. PCR ile érnekteki organizma
canl olmasa bile DNA's| tespit edilebilmektedir. Ote yandan heniiz meningokok
nukleik asitlerinin klinik 6rneklerde saptanmasina yonelik standardizasyonu
tamamlanmis ve klinik laboratuvarlarda rutin uygulanabilen bir ydntem mevcut
degildir. Bazi real-time PCR uygulamalari vardir (20,26).

Teknik Bilgiler

1 Hedef mikroorganizma

Neisseria meningitidis
2 Tani icin asgari laboratuvar kosullari

2.1. Laboratuvar glvenligi

Neisseria meningitidis tlrl bakteriler Risk Grubu 2 organizmalardir ve galismalar,
asgari BGD2 laboratuvar sartlarinda gergeklestirilmelidir. Butlin kdlttrler ve klinik
ornekler enfeksiydz kabul edilmeli ve daima standart énlemler uygulanmalidir.
Epidemik menenjit veya invaziv N.meningitidis enfeksiyonu stpheli érneklerin
kdltlirden izolasyonu ve tanimlanmasi ile ilgili tim laboratuvar galismalari
sertifikali bir sinif-IIA BGK iginde yapilmalidir. Onlemler risk dederlendirmesi ile
desteklenmelidir (ayrica bkz. “Ulusal Laboratuvar Glvenligi Rehberi”).

N.meningitidis primer olarak solunum yolu (aerosol kaynadi olan islemler) ile
bulasir. Fatal seyirli laboratuvar kaynakh enfeksiyonlari rapor edilmistir (20). Bu
nedenle N. meningitidis kiltlrleri ile ugrasan laboratuvar personeline dortli
meningokok asisi (serogrup A,C,Y,W135 iceren) uygulanmasi tavsiye edilir.

2.2. Sorumluluklar ve asgari personel gerekleri

Eder klinisyen epidemik menenjitten veya invaziv meningkokkal hastaliktan
supheleniyorsa kiiltiir igin érnekleri laboratuvara gbndermeden 6nce,
laboratuvarin gerekli hazirligi yapabilmesi icin laboratuvar ile iletisim kurmali,
haber vermelidir.

Orneklerin kabul edilmesinden sonucun raporlanmasina kadarki adimlarda gérev
alan tim personel; (i) tekniklerin uygulanmasindan énce amaclanan butln
kullanimlar ile ilgili tam bir egitim almis olmali; (ii) kullanilan tekniklere tim
ybnleriyle asina olmal; (iii) daima tim laboratuvar givenlik kurallarina uymahdir.

Guvenlik 6nlemlerine uyumun saglanmasindan, tekniklerin standart prosedurlere
uygun gergeklestirilmesinden ve taninin dogrulugu ve glvenilirliginden
Mikrobiyoloji Uzmani sorumludur.
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2.3.

Ornek, Reajen, Kit, Donanim

Inceleme 6rnekleri

Epidemik menenjit veya meningokoksik invaziv hastalik tanisinda
orneklerin alinmasi ve gdénderilmesine iliskin detayl bilgi “"Bulasici
Hastaliklarin Laboratuvar Tanisi icin Saha Rehberi”nden edinilebilir.

Bakteriyel menenjitlerde veya major bakteriyel menenjit patojenlerinin
(meningokok, pndmokok ve H.influenzae) neden oldugu invaziv hastalik
tanisinda hemen hemen ayni érneklerden belli bir akis semasi izlenerek
taniya gidildigi hatirlanmahdir (27).

Asadida bazi 6nemli noktalara tekrar dikkat ¢ekilmektedir:

Ornekler miimkiinse antibiyotik tedavisi baslanmadan énce alinmalidir.

BOS ve kan érnekleri tanida ilk secenektir. Petesiyal aspirat, biyopsi
ornegi, eklem sivisi incelenebilecek diger 6rneklerdir.

ONEMLI NOT: Bakteriyel menenjit veya invaziv enfeksiyon tanisi igin
alinan BOS ve kan érnekleri laboratuvarda isleme alinincaya kadar
gecen slire boyunca oda sicakliginda tasinmali ve saklanmalidir;
kesinlikle buzdolabina konmamahdir (20,27).

BOS’da alinabilen érnek miktari sonraki islemleri belirler. Laboratuvara
hemen ulasamayacaksa tlplerden birindeki BOS 6rnedi (~1 ml)
tercihen bifazik T-I besiyeri iceren siseye; yoksa bir pediyatrik kan
kultdr sisesine inokule edilip génderilmelidir. Hib sliphesi varsa siselere
(T-I, kan kaltard) Isovitalex veya Vitox eklenmelidir.

NOT: T-I, yatik agar ve sivi olmak Uzere iki fazh bir besiyeridir (28).

Kan kultirla besiyerlerinde bulunan antikoagllan SPS meningokoklarin
besiyerinde Uretilmesini etkileyebilir. Besiyerine steril jelatin (son
konsantrasyonda %1 olacak sekilde) eklenerek ya da kan 6rnegdinin
lizis-santrifigasyonu ile bu etki dnlenebilir.

T-I veya kan kulturu siselerine konan drnekler (pediyatrik olanlar dahil)
bir gece 35°C’de inklbe edildikten sonra ve/veya 24 saat icinde oda
sicakhdinda laboratuvara ulastirilabilir. Tasima esnasinda 6rneklerin
asiri sicakhk degerlerine (<18°C veya >37°C) maruz kalmasina
kesinlikle izin verilmemelidir.

Besiyeri / Reaktif

KKA - Triptik soya agar baz ile hazirlanmis %5 koyun veya at kanl
agar idealdir. Piyasadan hazir temin edilebilir; laboratuvarda da
hazirlanabilir. N. meningitidis ve S.pneumoniae KKA’'da lrerler. KKA'da
H. influenzae Gremesi igin ise satellit fenomeninden (ekim bdlgesini
caprazlayan Staphylococcus aureus inokilasyonu) yararlanilabilir ya da
X ve V faktér diskleri kullanilir.

NOT: KKA yerine insan kanh agar kullanimi kesinlikle énerilmez!

Cikolata agar - Piyasadan hazir temin edilebilecedi gibi laboratuvarda
da hazirlanabilir. Her Gi¢ meningeal patojen de bu besiyerinde Urer.

Triptik soya buyyon (TSB) veya beyin-kalp inflizyon buyyonu (BHI) -
ticari kan klltlrd sisesi mevcut degdilse bu sivi besiyerleri kullanilabilir.
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NOT: Modifiye Thayer-Martin, New York City agar, Martin Lewis agar
gibi 6zgul Neisseria besiyerleri baslica flora iceren bdlgelerden
izolasyonda tercih edilen besiyerleridir. Uretrit, proktit, orofarenjit gibi
gonokokkal ve meningokokkal lokal enfeksiyonlardan stipheleniliyorsa
bu besiyerlerinden yararlanilabilir. Menenjit tanisinda kullaniimalar
Onerilmez. Ticari olarak piyasadan temin edilerek kullanilabilir.

Biyotiplendirme icin reaktifler — oksidaz reaktifi, katalaz reaktifi
(%3'luk ve %30'luk H,0,), Gram boya ve Loeffler'in metilen mavisi
reaktifleri, X, V ve XV diskleri veya Staphylococcus aureus susu (bkz.
“Ilgili Diger UMS Belgeleri”)

CTA (Sistin triptikaz agar; %1 seker iceren) - seker kullanim
(karbonhidrat utilizasyon) testi besiyeri

Lam aglutinasyon testi - izole edilen N. meningitidis susunun
serogruplandirilmasi icin. Piyasada degisik ticari kitler mevcuttur.

Direkt antijen arama testleri - BOS'tan (veya diger vicut sivilarindan)
antijen aranmasinda kullanilan testlerdir. Piyasada her tic meningeal
patojen icin degisik ticari kitler mevcuttur (opsiyonel).

Diger gereg, donanim

Besiyeri hazirlamak igin

Erlen (10 mL, 25 mL, 500 mL, 2 L)

Manyetik karistirici/isitici ve manyetik baliklar
pH metre

Petri kabi, steril, tek kullanimhk

Pastor pipeti, steril pipetler; pipetleme ekipmani
Su banyosu (55°C'ye ayarh)

Tupler steril, vida kapakh

Kdltir, mikroskopi ve diger testler igin

Biyoguvenlik kabini, sinif-IIA

Koloni mikroskobu (stereomikroskop) — kdlttr plaklarini okumak igin
(opsiyonel)

Isik mikroskobu - 10x (disik), 40x (yuUksek kuru), 100x (immersiyon)
objektifleri ve 10x okdileri olan tercih edilir.

NOT: 5x okiiler 6nerilmez! Daha az biyutme sagladidi igin inceleme
duyarhhgi dusiktir. 10x oktler kullaniimalidir (29).

Inkiibatér, 36°C, CO.'li inkiibatdér veya mumlu jar
Oze, steril, tek kullanimlik

Rotator (opsiyonel)

Santrifij — 50 ml tlp santrifijline uygun

Vorteks (tip atagmanlh)

Zaman alarmi (timer)
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2.4. Kalite kontrol

» Kullanmadan 6nce besiyerlerinin son kullanma tarihi icinde oldugundan
emin olunmahdir. Son kullanma tarihi dolmamis olsa da eger
besiyerinde kuruma, catlak v.b. gézlenirse, kullanilmamahdir. Uzun
slire depolanan besiyerlerinde nem kaybi sonucu igerigindeki
maddelerin yogunlugu artabilir ve besiyeri (remeyi baskilayici 6zellik
kazanabilir.

» Besiyerlerinin kalite kontroll icin laboratuvarda standart suslar
bulunmalidir ya da elde edilen bir izolat henliz pasajlanmamis veya gok
az pasajlanmis iken kalite kontrol icin saklamaya alinabilir.

= Kitler kullanilirken kontrol érnekleri de kitte verilen prosediire gore
teste dahil edilmelidir.

» Mikroskop ve diger bitliin donanimin kalibrasyonlari diizenli araliklarla
yapiliyor olmahdir.

» Butdn kalite kontrol sonuglar kaydedilmelidir.

3 Bakteriyel menenjitlerde tani igin genel akis
semasi

BAKTERIYEL MENENJIT SUPHELI VAKA
(Haemophilus, meningokok veya pndmokok menenjiti igin)

— Yuksek ates (rektal >38.5°C veya aksiller >38°C)

— Meningeal irritasyon bulgulari (<2 yas bebeklerde ates ve fontanel bombeligi)
— <5 yas gocuk veya geng eriskin

— Okul, kisla, yurt gibi kalabalik ortamda bulunma

Lab.a varis Lab.a varis
<1 saatise * > >1 saat ise

BOS
1000xg'de 15 dk Hasta baginda T-I*

santrif(j et besiyerine inokiile et

35°C, %5 CO;'li

Hizli antijen  _ Siipernatan Sediment ortamda bir gece
arama testi l inkiibasyon
Gram Lab.a génder (OS; >21°C; <24 s)
. .. | boyama g i ' i '
NEGATIF POZITIF*
PNL'ler iginde ve/veya (11(1 Sub-kiltur
disinda gram (+) diplokok Kaltar
(pnémokok); gram (-) ‘ *
. d'plotgtérgreanr;n%_o)k‘)k); (cikolata agar + KKA)
Histallgl dlslamalz. kokobasillerin
i:::%?gnynire]t(_:‘en:jlg\:a”r?ﬁ (Haemophilus) gérilmesi
i “olasi tani” Ureme var Ureme yok
. Kesin Vaka diger etkenler
tani yoniinden degerlendirilir.

Sekil 1. Bakteriyel menenijit siipheli vakanin BOS 6rnedinin laboratuvara iletilmesi, mikrobiyolojik
incelemeler ve olasi sonuglari igin akis semasi (27 no.lu kaynaktan uyarlanmistir).
* Pozitif sonug gerekirse diger testlerle desteklenmelidir!
0S, oda sicakligi; s, saat; dk, dakika; Lab., laboratuvar
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3.1. Orneklerin incelemeye hazirlanmasi

Bakteriyel menenjit siphesinde patojen ajanin tanisi igin dncelikle BOS
(ve invaziv enfeksiyon sliphesi de varsa kan) érnekleri incelemeye
alinir (1,30).

Menenjit ve meningokoksemi gibi klinik tablolar hizli ilerler ve élime
neden olabilir. Bu nedenle en hizli, dogru ve kesin taniya ulasiimasi
Onem kazanmaktadir.

Eder gelen BOS 6rnedi <1 mL ise santrifij islemi yapilmadan ve
dogrudan KKA ve CA'ya inokile edilir ve Gram boyama yapllir.

Eder gelen BOS 6rnegi =1 mL ise boyama ve ekim islemlerinin
yogunlastirilmis 6rnekten yapilmasi duyarhligi artirir. Bu nedenle BOS
1000 x g'de 15-20 dk santrifij edilmelidir.

Santrifilj sonunda sipernatan kismi Pastor pipeti ile alinir ve antijen
saptama testleri igin kullanilabilir.

Cokelti kismi ise kuvvetlice karistirildiktan sonra 1-2 damlasindan
Gram boyama (ve yeterli ise metilen mavisi ile) igin yayma hazirlanir
ve birer damla da KKA ve CA’ya inoklle edilir (30) (Sekil 1).

4 Orneklerin direkt incelenmesi

4.1. Gram boyama

Santriftj edilmis BOS 6rnegi ¢okeltisinin 1-2 damlasi kullanilarak
yayma hazirlanir ve Gram boya ile boyanir (bkz. UMS-B-TP-03).

Santriflij edilmemis drnek kullanilacaksa temiz bir lamin Gzerine bir
damla BOS konup yaymadan kurumasi beklenir.

NOT: Eger 6rnekteki bakteri yogunlugunun distk oldugu tahmin
ediliyorsa, kurumus damlanin Gzerine bir damla daha BOS ilave
edilerek daha yogun bir damla elde edilebilir ve bakterilerin gortlme
olasilig artirilabilir.

Gram boyama isleminde pozitif ve negatif kalite kontrol érnekleri de
kullaniimalidir.

BOS’'un Gram boyamasinda bol polimorf nlveli I6kositler ve kahve
cekirdedi morfolojisinde hiicre igi ve/veya hiicre disi gram negatif
diplokoklar gérulmesi meningokokkal menenjit icin olasi tani olarak
degerlendirilir (Sekil 2) (30).

4.2. Lateks aglltinasyon testi

BOS’'da N. meningitidis'in kapsuler polisakkaritini gdsteren hizli lateks
aglltinasyon testleri Gretici firmanin onerileri dogrultusunda uygulanir
ve dederlendirilir (30).

BOS o6rnekleri haricindeki érnekler icin duyarhlik diistik oldugundan,
kullanilmasi 6nerilmemektedir.
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Sekil 2. BOS'ta Gram
boyama ile PNL'ler igindeki N.
meningitidis bakterileri (30).

Sekil 3. BOS 6rnedinden
direkt antijen saptama
testinde negatif ve pozitif
lateks aglitinasyon sonuglari
(30).

Negatif reaksiyon Pozitif reaksiyon

RDT1 RDT2 RDT1 RDT2 RDT1 RDT2 RDT1 RDT2 RDT1 RDT2

g o == = == == = R = ==
- - Sekil 4.
N.meningitidis
serogrup A, C, Y,
W135 igin ve
negatif kontrol
- L] L | - L] || L L | || - icin hizli tani
- - — testi (‘dipstick”)
N. meningitidis N. meningitidis N. meningitidis N. meningitidis Negatif sonuclart (30).
serogrup A serogrup C serogrup W135 serogrup Y
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Piyasada ¢ok cgesitli ticari tiriin mevcuttur. Uriinden Griine uygulamanin
degisebilecegdi goz 6niinde tutulmahdir.

Test icin santrifilj edilmis BOS 6rnegdinin siipernatan kismi kullanilir.

Supernatan 100°C’de 3 dk isitildiktan sonra, 30-50 uL érnek ile 20 pL
lateks test ve kontrol reaktifi lamda karsilastirilir.

2-10 dk dairesel hareketler ile elde gevrildikten sonra (rotator
kullanilacaksa 100 rpm’de) go6zle goérilebilen kiime aglitinasyon
sonucun pozitif oldugunu gosterir (Sekil 3).

Bu testlerin yalanci negatif ve yalanci pozitif sonuclar verebildikleri
hatirlanmalidir (30).

4.3. Hizh direk test (Immiinokromatografik test; ICT) (30).

BOS ornekleri igin kullantlir.
Isitma ve santriftj islemi yapiimaz.
Test vertikal akis immunokromatografi temelinde calismaktadir.

Test N. meningitidis'in 4 serogrubunu (A, C, W135 ve Y) tanimlayan 2
Olcim gubugu igerir:
(@) birinci 6lgim gubugu olan RDT1 ile serogrup A ve W135/Y;

(b) ikinci 6lcim cubugu olan RDT2 ile de serogrup C ve Y
tanimlanmaktadir.

Olciim cubuklarinda kirmizi gizgilerin gériilmesi serogruplardan birinin
oldugunu gosterir (Sekil 4).

Ust cizgiler pozitif kontrol icindir ve her zaman olmasi gerekir. Alttaki
kirmizi gizgilerin gorilmesi ise 6zgll serogruplarin varliginin
gdstergesidir.

Sadece Ust kisimda kirmizi ¢izgi gorilmesi testin negatif oldugunu
gosterir (30).

5 Kualtur

5.1. Prensip

Kultdrler icin secilen besiyerleri KKA ve CA'dir ve potansiyel meningeal
patojenlerin en blyik kisminin izolasyonunu saglayabildikleri igin
tercih edilirler (1,30).

KKA 6zellikle triptik soya agar bazi veya benzeri zengin bir baz ile
hazirlanmis olmali ve %5 oraninda koyun kani veya at kani icermelidir.

NOT: Bakteriyel menenjit etkenlerinin izolasyonunda kullanilacak kanli
agarda kesinlikle insan kani kullaniimasi édnerilmez! (inhibitdrler
iceriyor olabilecedi icin) (1,30).

CA (cikolata agar) her (¢ meningeal patojen de bu besiyerinde tredigi
icin tercih edilir. Standart besiyeri at kani ile hazirlanmis CA'dir ve
Ozellikle H.influenza igin X ve V faktdrlerini temin eder.
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» N. meningitidis ve S.pneumoniae KKA’da urerler.

» KKA'da H. influenzae lremesi igin ise satellit fenomeninden (ekim
bolgesini caprazlayan S.aureus inokillasyonu) yararlanilabilir ya da X
ve V faktor diskleri kullanilir.

5.2. Kiultirden izolasyon ve tanimlama icin akis semasi

Siipheli vakanin 6rnegi (BOS, kan vb. diger klinik érnekler)

Gram boya inokiile et
(miUmkuinse Loeffler’in
metilen mavisi ile de

37°C'de
boya'ima") KKA 18-48 s inkiibe et CA
kahve cekirdegi Diger morfolojide Supheli koloniler
gibi, htcre-ici boyanmis yapilar (konveks yapida ve diizgiin

ve/veya hicre disi
Gram negatif
diplokok l

yuzeyli koloniler)

géruimeSi Katalaz testi
N.meningitidis N.meningitidis ‘ . ‘ .
(olasi vaka) DEGIL! +— Negatif Pozitif

; |

Kovac'’s oksidaz testi

Negatif Pozitif

On rapor |
olarak
: CTA tanimlama testlerini yap

Glikoz, maltoz, laktoz ve sukroz sekerleri igin -
Sistin-Triptikaz Agar (CTA) karbonhidrat testleri

Glikoz ve maltozdan asit Uretimi pozitif;
sukroz ve laktozdan asit tGretimi negatif

Evet | Havyir
1 )

Hekime N.meningitidis N.meningitidis DEGIL!
Rapor et! (kesin vaka)

-——=»

Referans Lab.a gonder

v

Kapstuler serugrup AMD testi,
belirlemek igin lam Molekiiler epidemiyolojik
aglitinasyon testi incelemeler (PFGE, MLST vb.)

Sekil 5. N.meningitidis - kllturlerden izolasyon ve tanimlama basamaklari (31 no.lu kaynaktan
uyarlanmistir).
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5.3. N.meningitidis’in kulturlerden izolasyonu

Besiyerlerine ekimler

= BOS ve steril vicut boélgesi érnekleri CA ve KKA'ya inokdle edilir (Sekil
5). Ornek <1 mL ise dogrudan; =1 mL ise santrifiij edildikten sonra
cokeltiden KKA ve CA’ya ekim yapilmalidir (bkz. “3.1 Orneklerin
incelemeye hazirlanmasi”) (30).

= Ekim plaklari 35°C’da, %5-10 CO,’li ve yuksek nem oranina sahip
atmosferde 40-48 saat inkibe edilmelidir.

NOT: Ylksek nem orani inklibatdrun tabanina genis bir cam tepsi ile
distile su konarak elde edilir. Tepsinin kuru kalmasina izin verilmemeli,
duzenli aralarla kontrol edilerek su eklenmelidir.

= 18 saatten itibaren plaklar Greme varlidi agisindan kontrol edilir.
Bakteriyel menenjit supheli 6rneklerin KKA ve CA’daki ilk Gremelerinin
degerlendirilmesinde 6n tanimlama icin Tablo 2’den yararlanilabilir.

= Konveks, dlzgin ylzeyli, nemli, KKA’da hemoliz yapmamis koloniler
N.meningitidis yénlinden ileri incelemeye alinir (Sekil 6). Kanlh agarda
kolonilerin zemininde gri-yesilimsi bir renk degisimi olabilir.

» Tanimlama igin kolonilerden Gram boyanir ve Sekil 5'de verilen adimlar
takip edilir. Bazi laboratuvarlar son tanimlama islemlerinde bu semaya
ek olarak API NH (bioMérieux's) gibi mikrobiyolojik tanimlama
sistemleri ile taniya gidebilmektedirler (20,31).

Kan kiiltiirleri veya diger bifazik besiyerlerine ekimler

= BOS (ya da steril vucut sivilari) sehirlerarasi mesafeden geliyorsa T-I
besiyeri icine alinmis ve tasinmis olmasi gerekir (ideal olarak oda
sicakliginda veya 35°C tasinabilir inkiibatérde; %5-10 CO,'li ortamda)

» Kan oérnekleri ise;
(@) Ticari kan kultar siselerine; veya

(b) TSB veya BHI kullanilarak hazirlanmis geleneksel bifazik —-ve
IsoVitaleX veya Vitox ile desteklenmis- kan kultlrl sisesine; veya

(c) Bifazik ve IsoVitaleX ya da Vitox ile desteklenmis T-I besiyerine

alinmis ve goénderilmis olabilir. Kan kltlrt érnekleri eger sehirlerarasi
mesafeden gonderiliyorlarsa ideal olarak oda sicakliginda veya 35°C
tasinabilir inkibatérde, %5-10 CO,'li ortamda tasinmis olmalidirlar.

» Ticari kan kalttra siseleri kendi inkUbatériinde, 35°C’da, %5-10 CO;’li
ve yluksek nem oranina sahip atmosferde inkibe edilirler.

» Bifazik geleneksel siseler veya T-I siseleri de 35°C’da, %5-10 CO;’li ve
yuksek nem oranina sahip atmosferde inklibe edilirler.

= Ureme bulgusu ticari otomatik kan kiiltiirii sistemlerinde ireme sinyali
ile, digerlerinde bulaniklik ile degerlendirilir.

= Ureme gbzlenen siselerden hemen KKA ve CA pasajlari yapiimalidir. Bu
pasajlardaki Gremeler yukarida tarif edildigi gibi ve Sekil 5’deki adimlar
takip edilerek tanimlanirlar.
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Tablo 2. Primer kultlirlerden N. meningitidis, S. pneumoniae ve H. influenzae igin 6n tanimlama

kriterleri (30)

Ureme B
Gram boyama On tanimlama
CA'da KKA’'da
+ + Gram-negatif diplokoklar N. meningitidis
+ + Gram-positif diplokoklar S. pneumoniae
+ - Gram-negatif pleomorfik kokobasiller H. influenzae

5.4.

Sekil 6. Uygun cizgi ekimi
yapilmis KKA plak
besiyerinde N. meningitidis
kolonilerinin gérinima

Tanimlama testleri

Katalaz testi

Neisseria spp icin katalaz testi %30’luk H,O; kullanilarak yapilir (32).
Bakterinin katalaz enzimi varsa hidrojen peroksitin (H,0,) yikilmasi ile
oksijenin aciga cikisi kabarcik olusumu ile gozlenir (bkz. UMS-B-TP-10).

Glivenlik uyarisi! N. meningitidis siphesinde katalaz testi mutlaka
tipte ve biyoguvenlik kabini iginde galisiimaldir!

N. meningitidis katalaz pozitiftir. KKA veya CA’da tUremis koloniler
katalaz pozitif bulunmus ise sonraki adima gegilir; oksidaz testi yapilir.

Kovac’'s oksidaz testi

Oksidaz testi, solunumlarinda oksidatif fosforilasyon yapan bakterilerin
sitokrom oksidaz enziminin etkinliginin saptanmasi temeline dayanir.
Testin yapilisi icin bkz. UMS-B-TP-16.

N. meningitidis oksidaz pozitiftir. KKA veya CA’da Uremis koloniler
oksidaz pozitif bulunmus ise sonraki adima gegcilir; karbonhidrat
kullanim (utilizasyon) testleri yapilir.
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CTA’da (sistin triptikaz agar) karbonhidrat kullanim testi

Supheli kolonilerin N.meningitidis olup olmadiklarinin belirlenmesinde
karbonhidrat (seker) kullanim testlerinden yararlanilir.

Neisseria turleri sekerleri oksidasyon yolu ile kullanarak asit tretirler
(fermentasyon ile degdil). N. meningitidis tipik olarak sadece glikoz ve
maltozu katabolize eder ve digerlerinden bu 6zelligi ile ayrilir.

Neisseria turlerinin seker kullanim testleri igin CTA kullanihr. Sekerler
besiyerine her birinin son konsantrasyonu %1 olacak sekilde eklenir
Besiyeri icinde indikator olarak fenol kirmizisi bulunur; ortamda asidik
artnler olustugunda, pH 6.8 veya daha distkse renk sariya dontsulr
(besiyerinin hazirlanmasi igin bkz. Ek-2).

izolatin test edilmesi icin dért seker (glikoz, maltoz, laktoz ve sukroz)
tiplnden bir set olusturulur (Sekil 8).

N. meningitidis glikoz ve maltoz iceren tUplere etki ederek sari renk
olustururken, sukroz ve laktoz iceren besiyerinde renk degisimi olmaz
(Sekil 8) (Tablo 3).

Bulgularin degerlendirilmesi, yorumlanmasi

Buraya kadarki adimlarda sipheli kolonilerin incelenmesi sonucunda
katalaz ve oksidaz pozitif, seker reaksiyonlari glikoz ve maltozda asit
olusturmus (digerleri negatif) gram negatif diplokoklar N.meningitidis
olarak tanimlanir ve “N. meningitidis Gredi” seklinde rapor edilir.

izolatlarin en biylik kismi bu testler ile tanimlanabilirse de ézellikle
seker reaksiyonlari vermeyen bazi kdkenlerde taninin baska testlerle
de (kromojenik enzim-substrat testleri vb.) desteklenmesi gerekir.

Bunlardan y-glutamil amino peptidaz testi (bu testi iceren bir hazir
ticari kit ile calisilir) eger pozitif ise klinik izolat “N. meningitidis” olarak
rapor edilir.

Serogruplandirma icin lam agliitinayon testi

izolatlardan ayrica serotiplendirme yapilmasi gereklidir. N. meningitidis
kapsuler polisakkarid antijenlerine gbére serogruplara ayrilir (testin
yaplilisi icin bkz. Ek-3). Testler Uretici firmanin onerileri dogrultusunda
uygulanir ve dederlendirilir. Uriine gére uygulamanin degisebilecegi
g6z 6nunde bulundurulmahdir (31).

Test edilen N. meningitidis izolatlari bir dakika icerisinde 3+ veya daha
blylk aglitinasyon reaksiyonu verirler (Sekil 9).

Eder klinik laboratuvar serotiplendirme yapamiyorsa izolat Referans
laboratuvara goénderilmelidir.

5.5. Antibiyotik duyarhliklar

N. meningitidis izolatlarinin antimikrobiyal duyarlihgi icin MIK
dederlerinin saptanmasi gereklidir.

CLSI, N. meningitidisn penisilin, ampisilin ve rifampin icin duyarlilhk
durumunun MIK testi ile test edilmesini; bunun da sivi mikrodiliisyon
veya agar dilisyon yéntemi ile yapilmasini d6nermektedir.
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;7! OXIDASE ’!“

Oksidaz pozitif

Sekil 7. Sizgec kagidinda
oksidaz pozitif ve negatif
sonuglarin gérinimau (1).

Oksidaz negatif

Tablo 3. Neisseria ve Moraxella turlerinin sekerleri kullanmasi (1,20,31).

Organizmalar Glukoz Maltoz Laktoz Sukroz
Neisseria meningitidis + - -
Neisseria lactamica + L -
Neisseria gonorrhoeae + - - -
Neisseria sicca P + - +

Moraxella catarrhalis - - - -

Sekil 8. CTA seker
besiyerinde N.meningitidis
igin maltoz ve glikozdan
asit tretimi (renk sariya
dénmis), laktoz ve
sukrozdan asit Uretiminin
olmadigi goriilmektedir
(31).

Sekil 9. Lam aglitinasyon
testinin degerlendirilmesi
(31).
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Bu ydntemler igin katyon eklenmis ya da %?2.5-5 lize at kani igeren sivi
Mueller-Hinton besiyeri ya da %5 koyun kani iceren Mueller-Hinton
agar kullanihr (bkz. "UMS, AMD-TP-01 AMD testleri icin besiyerlerinin
hazirlanmasi”).

Eder laboratuvar agar dilisyon testi yapmiyorsa ve hasta uygun
antimikrobiyal kemoterapiye yanit vermiyorsa izolat kromojenik
sefalosporin testi (Sefinaz nitrosefin diskleri, BD Biosciences) ile B-
laktamaz uretimi yontnden test edilmeli ve Referans laboratuvarina
agar veya sivi dilisyon duyarlilik testleri igin génderilmelidir (20).

5.6. Saklama, Referans merkeze génderme

Kapsdler tipinin belirlenmesi izolati dogrularken, diger yandan da
ozellikle epidemiyolojik amaclar icin 6nemli veri saglar. Bu nedenle
izolatlar Referans laboratuvara génderilmelidir.

Referans laboratuvar serotiplendirme ve serosubtiplendirme yapabilir.
Ayrica molekduler tiplendirme yéntemleri ile farkl bélgelerden gelen
N.meningitidis izolatlarinin epidemiyolojik iliskisi olup olmadigini analiz
edebilir ve bir salginla iliskileri olup olmadigini ortaya koyabilir (33).

Orneklerin veya izolatlarin génderilmesinde paketleme ve tasima
biyolojik materyal tasima kurallarina uygun olmahdir (34) (ayrica bkz.
UMS GEN-OY-01 Enfeksiy6z Maddelerin Tasinmasi Rehberi).

Laboratuvarlar kendi arastirma, egitim ve kalite kontrol amaclari icin
de izolatlarini saklayabilmelidirler.

KKA ve CA besiyerlerinde N.meningitidis en fazla 3-4 gin canl kalabilir.
Bu yuzden kisa ve uzun dénem saklama yontemlerine ihtiyac duyulur.

Dorset Egg transport besiyeri, yatik CA ve silika-jel paketleri kisa streli
saklamalar icin elverislidirler. Bu besiyerleri bilhassa izolatlarin
Referans laboratuvara génderilmesi sliresince korunmasi saglamak
bakimindan kullanighdirlar. N.meningitidis izolatlari;

(a) Dorset Egg transport besiyerinde oda sicakliginda 3 hafta,
(b) Yatik CA’da oda sicakhdinda 1 hafta,

(c) Silika jelde +4°C’de 2 hafta, oda sicakhidinda daha kisa sire
saklanabilirler.

Uzun sureli saklama icin N. meningitidis izolatlarinin steril ‘skim-milk’
ya da gliserol iceren besiyeri icinde yogun slispansiyonu da yapilabilir
(yontem uygulamasi icin bkz. UMS, B-TP-01).

Yodun N. meningitidis stispansiyonunun -80°C derin dondurucuda veya
daha dusuk sicakliklarda (likit nitrojen tankinda) yillarca saklanabilir.

-20°C derin dondurucu da kullanilabilir; ancak canlilik kaybi hizhdir ve
birkac hafta ya da aylik saklamalar igin elverisli olabilir (33).

Bazi laboratuvarlar izolatlarini liyofilize ederek saklayabilmektedirler.
Liyofilizasyon igin ise ‘skim milk’, serum temelli bir besiyeri veya
polivinil-pirolidon kullanilir.

Pozitif bulunan klinik érnekler de -80°C'de saklanmalidir (33).
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6 Tanida diger yontemler

6.1.

Molekller ydntemler

Son yillarda PCR gibi DNA temelli tani yontemlerinin énemi artmistir.
PCR ile érnekteki organizma canli olmasa bile DNA’sI tespit edilebilir.

Ote yandan heniiz meningokok niikleik asitlerinin klinik érneklerde
saptanmasina yonelik testlerin standardizasyonu tamamlanmamistir ve
klinik laboratuvarlarda rutin uygulanabilen ticari PCR kitleri mevcut
degildir (20,26). PCR dinya genelinde halen az sayida laboratuvarda
ve in-house tekniklerle calisiimaktadir. Bazi gergcek-zamanli PCR
uygulamalari da vardir (26).

7 Raporlama ve bildirim

Normalde steril vicut bdlgelerinden (kan, BOS, sinovial-eklem,
perikardial ve plevral sivi) alinan dérneklerin boyali direkt mikroskopik
incelemelerinde gram negatif diplokoklarin gérilmesi “olasi tan1”
bulgusudur ve “6n tani” olarak hizla klinisyene rapor edilmeli veya
telefon vb. ile bilgi verilmelidir.

Normalde steril vicut bélgelerinden drneklerin kiltlrlerinden
N.meningitidis izolasyonu “kesin tani” bulgusudur ve “kesin tani”
olarak hizla klinisyene rapor edilmelidir.

BOS’'da N.meningitidis antijenlerinin gdsterilmesi de (mevcut standart
vaka tanimina gore) “kesin tani” bulgusudur ve sonucglar hemen
klinisyene rapor edilir. Ancak yanlis pozitiflik olasiligina karsi dikkatli
olunmali; mutlaka 6érnekten Gram boyama ve kultldr de yapiimahdir.

NOT: BOS haricindeki klinik érneklerde antijen saptama testleri, hatali
pozitif sonuc olasiligi ylksek oldugu igin, yapiimamaldir.

Batln negatif kalttr sonuglari inkibasyon suresi ile birlikte rapor
edilmelidir: 6r., 7 glunlik inkibasyon sonucunda dreme olmadi” gibi.

Meningokok menenjiti ve meningokokseminin bildirimi zorunludur
(3,4). Epidemi potansiyeli nedeniyle uygun kontrol dnlemlerinin bir an
once alinmasini gerektirir. Mevcut bildirim sistemine gore Halk Sagligi
Midurltgine bildirim yapilir ve bu klinisyenin sorumlulugudur (4).
Bununla birlikte (baska bir ifade ile hastaliin laboratuvardan bildirimi
zorunlu olmasa da) pozitif sonug elde edilir edilmez laboratuvarin ilgili
birime haber vermesi (6r., telefon ile) uygun kontrol dnlemleri igin
harekete gecme siresini kisaltmasi nedeniyle degerlidir.

8 Olasi sorunlar/kisithliklar

Antibiyotik tedavisi baslandiktan sonra alinan dérneklerin kiltlirtinde
izolasyon sansi oldukca azdir.
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» N.meningitidis, dis ortam kosullarina oldukga duyarli bir bakteridir. Bu
nedenle BOS 6rnegdi alinir alinmaz besiyerlerine ekilmesi gereklidir. Bu
mumkin degilse BOS 6rnedinin mutlaka T-I besiyerine veya pediatrik
kan kaltur sisesine alinmasi gerekir.

9 Referans Laboratuvar

Adres

Tarkiye Halk Saghgi Kurumu,

Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlari Daire Baskanhgi
Ulusal Solunum Yolu Patojenleri Referans Laboratuvari
Refik Saydam Yerleskesi,

Saglik Mahallesi, Adnan Saygun Caddesi, No: 55

06100 - Sihhiye/ANKARA

www.thsk.gov.tr
Tel: 0312 565 5508
e-posta: usyprli@saglik.gov.tr

Gorev gercevesi

Kontrol programi kapsaminda klinik érneklerden bakteriyel menenjit
etkenlerinin (N.meningitidis, S.pneumoniae ve H.influenzae) tani,
dogrulama, serotiplendirme ve molekiler epidemiyolojik tiplendirmelerinin
yapilmasi, antibiyotik duyarliklarinin arastiriimasi; bélgesel laboratuvarlara
dis kalite 6rneklerinin hazirlanmasi ve uygulanmasi.
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Ekler

Ek-1 Trans-Isolate (T-I) besiyeri hazirlanmasi

Materyal

Aktif kémar 249 Triptik soya buyyon bazi 30g
Nisasta (eriyebilir) 2.5¢g Gelatin 10 g
Agar 10 g 0.1M MOPS tampon (pH 7.2) 500 mL
0.1M MOPS™ tampon (pH 7.2) 500 mL SPS 250 mg

Vitox veya Isovitalex 10 mL

Besiyerinin yapilisi

1 MOPS tampon tozu (analitik saflikta) 20.93 g tartilir; 900-950 mL distile su ilave edilir,
eritilir; 1N NaOH ile pH 7.2’ye ayarlanarak su ile hacim 1000 mL’ye tamamlanir.

2 Aktif kémdr, eriyebilir nisasta ve agar tartilir; 500 mL MOPS tampon ilave edilir.
Manvyetik karistiricida karistirilarak isitilir. Agarin ve nisastanin erimesi saglanir.

20 mL'lik serum siselerine 5’er ml dagitilir.

121°C de 30 dk otoklavlanir. Otoklavdan cikarilan siseler sepeti ile birlikte, agarin
tepesi sisenin omzuna gelecek sekilde egik konumda sogumaya birakilir.

1 Triptik soya buyyon bazi ve jelatin tartiir. Uzerine 500 mL MOPS tampon ilave edilir.
Jelatinin ¢dzlinmesi igin besiyeri isitilir, koagile olmamasina dikkat edilir.

2 121°C de 15 dk otolavlanir. Otoklavdan cgikarilinca oda sicakligina gelmesi beklenir.

1 Bu asama icin su olasiliklar vardir:
(a) Kati fazi iceren siselere 5’er mL sivi faz besiyeri aseptik kosullarda ilave edilir.

(b) Eger besiyeri kan kultlri igin kullanilacaksa once sivi faza SPS eklenir. Bunun igin
SPS tartilir. Bir miktar (<5 mL) MOPS tampon icinde kuvvetli bir sekilde
calkalanarak ¢ozulir. Membran filtre (0.22 pm) ile steril edilir ve sivi faza ilave
edilir. Sonra “(a)” adimi gergeklegstirilir.

(c) Eger T-I besiyeri H. influenzae izolasyonu icin de kullanilacaksa 6nce sivi faza
(aseptik olarak) 10 mL IsoVitaleX veya Vitox gibi bir Greme destekleyici de eklenir.
Sonra “(a)” adimi gergeklestirilir.

*

MOPS: 3- (N-morfolino) propan stlfonik asit
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(d) Alternatif olarak treme destekleyici katmadan T-I besiyeri tamamlanir. Kullanma
asamasinda ihtiyag duyulan sayida siseye lireme destekleyici eklenir ki, bu
durumda aseptik olarak bir siseye 0.1 mL Vitox veya IsoVitaleX eklenmelidir.

Siseler steril bir kaucuk tipa ve aliminyum kapaklar ile kapatilmalidir. Otomatik bir
sistem mevcut dedilse, aliminyum kapaklari tutturmak igin bir el ile sikma araci
kullaniimalidir.

Bu sekilde hazirlanmis T-I siselerinin Gzeri etiketlenerek hazirlama ve son kullanma
tarihleri yazilir. Eger kapaklari iyi siki kapatilmis ise +4°C’de raf 6mri en az 2 yildir.

Buzdolabinda saklama esnasinda sivi fazi jelatin6z hale gelebilir, ancak oda sicakligina
getirildiginde yeniden erir.

Sekil 10’da bifazik T-I besiyeri siseleri gortlmektedir.

Sekil 10. T-I besiyeri siselerinin
goérunumu (1,27).

Besiyerinin kalite kontrolu

1 Kullanmadan 6nce; (i) sterilite kontrolil igin 2-3 sise inoktle edilmeksizin 35°C’de
inktbe edilmelidir; (ii) Greme kontroll igin de asadida verilen standart suslar ile test
edilmelidir.

2 Kontrol organizmalari (alternatifi biyokimyasal olarak tam tanimlanmis laboratuvar
suslari kullanilabilir).

Neisseria meningitidis (ATCC13090)
Haemophilus influenzae type b (ATCC 10211)
Streptococcus pneumoniae (ATCC 6305)

3 Ureme kontrolii icin, kontrol organizmalarindan hazirlanan 10*-10° cfu/mL
yodunlugundaki slispansiyonlardan siselere 0.1’er mL ekim yapilir. Oda sicakliginda
18-48 saat inklbe edilir. Bulaniklik gézlenmesi Gireme gdstergesidir; ancak siselerde
CA plaklarina da cizgi ekimler yapilarak teyit edilmelidir.

4 Beklenen sonug bitin kontrol suslarinin izole edilebilmesidir.
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Ek-2 CTA seker kullanim besiyeri ve test

Stok seker soliisyonu hazirlanmasi

1 %10’luk seker sollisyonlar hazirlamak igin; glikoz, maltoz, laktoz ve sukrozun her
birinden ayri ayn 1 g tartilir ve her biri ayri ayri 10 mL distile suda eritilir.

2 Sonra her biri 0.22 ym filtre ile steril tiplere aktarilarak steril edilir (stok seker).

Besiyeri bazi icin maddeler

L-Sistin 0.5¢
Tritikaz 20 g
NacCl 5g
Sodyum silfit 0.5¢g
Fenol kirmizisi 17 mg
Agar 2.5g
Distile su 900 mL

Besiyerinin hazirlanmasi
1 CTA baz besiyeri icin yukarida listelenen maddeler karistirilir. pH 7.3'e ayarlanir ve 90
mL alikotlar halinde adzi burgu kapakh siselere bolinir. 121°C de 15 dk otoklavlanir.

2 Siseler 55°C su banyosuna konarak sogutulur. Siselerden 4 tanesi* ayrilir ve aseptik
olarak pH’lari 6lgulir; gerekiyorsa 7.3'e yeniden ayarlanir.

3 Bu siselerin her birine bir stok seker sollisyonu (10 mL) aseptik sartlarda ilave edilir;
karismasi saglanir. Béylece %1 sekerli CTA elde edilmis olur.

4 Onceden sekerin adi yazilarak etiketlenmis steril tiiplere (16x125 mm, vidali kapakl,
cam) %1 sekerli CTA’dan 7’ser mL dagitilir.

5 Besiyerleri dik konumda katilasmaya birakilir.

* Kalan siseler CTA baz olarak buzdolabinda saklanir ve yeniden sekerli CTA
gerektiginde sicak su banyosunda eritilip seker eklenerek kullanilabilir.

Testin yapilisi
1 Her test edilecek Neisseria izolati icin, glikoz, maltoz, laktoz ve sukroz olmak
Uzere %1 sekerli CTA tlplerinden bir set hazirlanir.

izolatin KKA veya GA’daki bir gecelik kiiltiirden 6éze ile koloni alnir.

3 Tup besiyerinin Ustteki 1/3'lik bélimune birkag kez batirma ekimi yapilir. Her bir
sekerin ekiminde farkli 6ze kullanilir. Bir tlipten digerine madde tasinmamalidir!

4 Ekimler 35°C’de ve normal atmosferde 72 saat inklibe edilir.

Testin degerlendirilmesi

5 Ureyerek ekildigi tiipteki karbonhidrati kullanan Neisseria tiipteki ortami asite
donustirdiginden fenol kirmizisinin rengi sariya donuslr; besiyerinin Ust kisminda
gozle gorilebilir sari renk olusmasi pozitif sonug olarak degerlendirilir.

6 Inokiilasyonu takiben 24 saat icinde reaksiyon gézlenebilir; ancak bazi reaksiyonlar
gecikebilir. Bu nedenle 72 saat dolmadan sonug negatif olarak degerlendiriimemelidir.
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Ek-3 N.meningitidis lam aglutinasyon testi

Materyal

Cikolata agara pasajlanmis 24 saatlik taze saf bakteri kiltdrd
Polivalan A, B, C antiserumu

Polivalan X, Y, Z antiserumu

Monovalan antiserumlar

W135 ve Z antiserumlari

Temiz lamlar

Steril cam tapler

Steril pipet uglar

Steril %0.85 NaCl (SF)

McFarland No 3 bulanikhk standardi

Hazirhk

1 TUm malzemeler oda isisina gelmeleri icin 6énceden buzdolabindan gikarilir.

2 Biyoguvenlik kabini en az 5 dk édnceden calistirilir. Calisilacak tUm malzemeler
biyoglivenlik kabinine dnceden yerlestirilir. Uygun KKD (6nlik, eldiven) giyilir.

3 Steril bir cam tlipe 500 pL SF konulur ve taze pasajdan McFarland No 3 yogunlugunda
bakteri stispansiyonlari hazirlanir.

4 Lam alkol ile temizlenir ve cam kalemi ile 3 bélmeye ayrilir.
Testin yapilisi

1 Bolmelere 10’ar pyL bakteri slispansiyonu konulur.
2 ilk bélmeye herhangi bir antiserum konulmaz.

ikinci bélmeye polivalan A, B, C antiserumu, igiincli bélmeye polivalan X, Y, Z
antiserumundan 10’ar uL eklenir.

4 Lam bir dakika sireyle elde surekli olarak hafif dairesel hareketlerle gevrilir.

Testin degerlendirilmesi

Bir dakika sonra aglltinasyon varhdi dedgerlendirilir.
Lamin ilk bélmesinde “otoaglUtinasyon” gézlenmemelidir.

Aglatinasyon bir antiserumla gergeklesmelidir.

A W N =

Polivalan antiserumlardan biriyle agliitinasyon olusmasi durumunda test monovalan
antiserumlar ile tekrarlanir.

5 Polivalan antiserumlar ile herhangi bir reaksiyon gdzlenmediyse W135 ve Z
antiserumlari ile islem tekrarlanir.

6 Sonuglar asadidaki gibi yorumlanir ve kaydedilir:

4+ %100 aglitinasyon (berrak ila hafif bulanik zemin)
3+ %75 aglitinasyon (hafif bulanik zemin)

2+ %50 aglitinasyon (orta derecede bulanik zemin)
1+ %25 aglitinasyon (bulanik zemin)

Aglltinasyon yok
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Kalite kontrol

Test edilen izolat ile birlikte daha 6énceden serogrubu belirlenmis meningokok suslari
da teste alinir ve pozitif kontrol olarak kullanilir. Bu amagla A, B, C, X, W135,Y, Zve Z'
serogrubu N.meningitidis suslarindan faydalanilir.

Sinirhhklar
1 Otoaglitinasyon olusuyorsa, kultir R tipi ve antijenik dederlendirme icin uygun degil
demektir.

2 Otoaglitinasyon varliginda ya da kalite kontrol susu ile aglitinasyon olmamasi
halinde test tekrarlanmahdir.

Her iki durumda da yeni pasaj yapilmali ve aglitinasyon islemi tekrarlanmalidir.
4 Cesitli antiserumlar ile birden fazla aglitinasyon gézlenmemelidir.

Herhangi bir antiserum ile agliitinasyon olusmamasi susun serogruplandirilamayacadi
anlamina gelir.

Test edilen izolat ve pozitif kontrol susu ile +3 dederinde reaksiyon gozlenmelidir.

Negatif kontrol aglitinasyon gostermemelidir.

Ilgili diger UMS belgeleri

Bu prosedlir belgesi (Neisseria meningitidis Enfeksiyonlarinin Mikrobiyolojik
Tanisi) asadida verilen UMS belgeleriyle de ilgilidir ve ilave bilgi icin bu belgelere
de bakilmasi énerilir:

UMS, B-TP-01 Sus saklama prosediri

UMS, B-TP-03 Gram boyama

UMS, B-TP-14 Loeffler'in metilen mavisi

UMS, B-TP-10 Katalaz testi

UMS, B-TP-16 Oksidaz testi

UMS, B-TP-23 X, V ve XV faktér gereksinimi (satellit fenomeni icin)
UMS, B-MT-04 Haemophilus influenzae invaziv enfeksiyonunun

mikrobiyolojik tanisi

UMS, B-MT-05 Streptococcus pneumoniae invaziv enfeksiyonunun
mikrobiyolojik tanisi

UMS, AMD-TP-01  AMD testleri igin besiyerlerinin hazirlanmasi
UMS, AMD-TP-04  MIK saptama ydntemleri
UMS, GEN-OY-01  Enfeksiydz maddelerin tasinmasi rehberi

Sayfa 28 / 30 Ulusal Mikrobiyoloji Standartlan
01.01.2015 /Siram: 1.1 / B-MT-03 / Mikrobiyolojik Tanimlama / Bakteriyoloji



Neisseria meningitidis

Kaynaklar

1 Perilla MJ, Ajello G, Bopp C et al. Manual for the laboratory identification and antimicrobial
susceptibility testing of bacterial pathogens of public health importance in the developing world.
Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae, Neisseria
gonorrhoeae, Salmonella serotype Typhi, Shigella, and Vibrio cholera. Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) and World Health Organization (WHOQO), 2003.

2 Popovic T, Ajello G, Facklam R. Laboratory manual for the diagnosis of meningitis caused by
Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae and Haemophilus influenzae.
WHO/CDS/CSR/EDC/99.7, 1999.

3 Bulasici Hastaliklar Strveyans ve Kontrol Esaslar Yonetmeliginde Dedisiklik Yapilmasina Dair
Yonetmelik. Resmi Gazete; 02.04.2011 - 27893.
http://www.resmigazete.gov.tr/eskiler/2011/04/20110402-3.htm (son erisim tarihi:
06.01.2014).

4 Bulasicl Hastaliklarin Ihbari ve Bildirim Sistemi, Standart Tani, Siirveyans ve Laboratuvar
Rehberi, Saglk Bakanhgi Ankara. 2004.
http://www.shsm.gov.tr/public/documents/legislation/bhkp/asi/bhibs/BulHastBilSistStanSurvelL
abReh.pdf (son erigim tarihi: 18.12.2013)

5 Brooks Gf, Carroll KC, Butel J, Morse S, Mietzner T. The Neisseriae. In: Jawetz E, Melnick JL,
Adelberg EA (eds). Medical Microbiology. 25th ed. McGraw-Hill Medical, New York. 2010.

6 Apicella MA. Neisseria meningitidis. In: Mandell GL, Bennett JE, Dolin R (ed.). Mandell, Douglas,
and Bennett’s Principles and Practice of Infectious Diseases. 7th Edition. Elsevier, Philadelphia.
2010, p. 2737-2752.

7 Harvey RA, Champe PC, Fisher BD. Neisseriae. In: Lippincott's Illustrated Reviews:
Microbiology. 2nd ed., Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia. 2007, p.101-109.

8 Janda W, Gaydos C. Neisseria. In: Murray PR, Baron EJ, Jorgensen JH(eds). Manual of Clinical
Microbiology. 9th ed., ASM Press, Washington D.C. 2007, p. 601-620

9 Halperin SA, Bettinger JA, Greenwood B, et al. The changing and dynamic epidemiology of
meningococcal disease. Vaccine 2012;30 (Suppl 2):B26-36.

10 Caugant DA, Nicolas P. Molecular surveillance of meningococcal meningitis in Africa. Vaccine
2007; 3: 8-11.

11 Mayer LW, Reeves MW, Al-Hamdan N, et al. Outbreak of W135 meningococcal disease in 2000:
not emergence of a new W135 strain but clonal expansion within the electophoretic type-37
complex. J Infect Dis 2002;185:1596-1605.

12 World Health Organization. Meningococcal disease, serogroup W135 (update). Wkly Epidemiol
Rec 2001;76:213-214.

13 Kilic A, Urwin R, Li H, Saracli MA, Stratton CW, Tang YW. Clonal spread of serogroup W135
meningococcal disease in Turkey. J Clin Microbiol 2006; 44: 222-224.

14 Kilic A, Jolley KA, Gul HC, et al. Genetic and antigenic characterization of Neisseria meningitidis
strains isolated from Turkish recruits in 2006. Intern Med 2008;47:1949-1950.

15 Ercis S, Késeoglu O, Salmanzadeh-Ahrabi S, Ercis M, Akin L, Hasgelik G. Ankara ili Cankaya
ilgesi okullarindaki saglikh gocuklarda nazofaringeal Neisseria meningitidis tasiyicilk prevalansi,
serogrup dagilimi ve antibiyotik direnci. Mikrobiyol Bul 2005;39(4):411-20.

16 Kilig A, Jolley KA, Besirbellioglu B, Kocak N, Bedir O, Eyiglin CP, Basustaoglu AC. Bir askeri
hastanede fatal menenjit etkeni olarak izole edilen Neisseria meningitidis serogrup W-135
suslarinin genotipik ézellikleri. Mikrobiyol Bul 2009; 43: 515-517.

17 Punar M, Cagatay AA, Ozsiit H, Eraksoy H, Calangu S, Dilmener M. Istanbulda bir ilkokulda
asemptomatik Neisseria meningitidis tasiyicihdi. Klimik Derg 2001;14(1):17-18.

18 Dinleyici EC. Yeni meningokok asilari. ANKEM Derg 2012;26(Ek 2):50-60.

Ulusal Mikrobiyoloji Standartlan Sayfa 29 / 30
Bakteriyoloji / Mikrobiyolojik Tanimlama / B-MT-03 / Sartim: 1.1 / 01.01.2015



Neisseria meningitidis

19 Kilic A, Bedir O, Basustaoglu AC, et al. Neisseria meningitidis serogroup X sequence type 767 in
Turkey. J Clin Microbiol 2010;48(11):4340-1.

20 Elias J, Frosch M, Vogel U. Neisseria. In: Versalovic ], Carroll KC, Funke G, Jorgensen JH,
Landry ML, Warnock DW (eds). Manual of Clinical Microbiology. 10th ed., ASM Press,
Washington D.C. 2011, p. 559-573

21 Marrazzo JM, Handsfield HH, Sparling PF. Neisseria gonorrhoeae. In: Mandell GL, Bennett JE,
Dolin R (ed). Principles and Practice of Infectious Diseases. 7th ed., Elsevier, Philadelphia. 2010,
p. 2753-2770

22 Schwam E, Cox J. Fulminant meningococcal supraglottitis: An emerging infectious syndrome?
Emerg Infect Dis 1999;5:464-467.

23 Salet IE, Frasch CE. Seroepidemiologic aspects of Neisseria meningitidis in homosexual men.
Can Med Assoc J 1982;126:38-41.

24 Tunkel AR, Scheld WM. Acute meningitis. In: Mandell GL, Bennett JE, Dolin R (Eds). Principles
and Practice of Infectious Diseases. 6th ed. Churchill Livingstone, Chapter 80; 2005

25 York MK. Cerebrospinal Fluid Cultures. In: Garcia LS (ed. in chief). Clinical Microbiology
Procedures Handbook. 2nd ed. update, ASM Press, Washington D.C. 2007, p. 3.7.1 - 3.7.7

26 CDC. Chapter 10: PCR for detection and characterization of bacterial meningitis pathogens:
Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae, and Streptococcus pneumoniae. Second edition,
CDC and WHO. 2011. http://www.cdc.gov/meningitis/lab-manual/chpt10-pcr.html (son erisim
tarihi 06.01.2014).

27 CDC. Chapter 5. Collection and transport of clinical specimens. In: Laboratory Methods for the
Diagnosis of Meningitis. Second ed., CDC ve WHO. 2011. http://www.cdc.gov/meningitis/lab-
manual/chpt05-collect-transport-specimens.html (son erisim tarihi 03.03.2014).

28 Ajello GW, Feeley JC, Hayes PS et al. Trans-isolate medium: a new medium for primary
culturing and transport of Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae, and Haemophilus
influenzae. J Clin Microbiol 1984;20(1):55-8

29 Garcia LS. Calibration of microscope with an ocular micrometer. In: Garcia LS, Isenberg HD
(eds). Clinical microbiology procedures handbook. 2nd ed. update, ASM Press, Washington D.C.
2007, p. 9.3.2.1-4

30 CDC. Chapter 6. Primary culture and presumptive identification of Neisseria meningitidis,
Streptococcus pneumoniae, and Haemophilus influenzae. In: Laboratory Methods for the
Diagnosis of Meningitis. Second ed., CDC and WHO, 2011. http://www.cdc.gov/meningitis/lab-
manual/chpt06-culture-id.html (son erisim tarihi 06.01.2014)

31 CDC. Chapter 7: Identification and characterization of Neisseria meningitidis. Second edition,
CDC and WHO. 2011 http://www.cdc.gov/meningitis/lab-manual/chpt07-id-characterization-
nm.html (son erisim tarihi 06.01.2014)

32 York MK, Traylor MM, Hardy J, Henry M. Biochemical Tests for the Identification of Aerobic
Bacteria. Catalase Test. In: Garcia LS (ed. in chief). Clinical Microbiology Procedures Handbook.
3rd ed. update, ASM Press, Washington D.C. 2010, p. 3.17.11.

33 CDC. Chapter 14: Storage and shipping of Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae,
and Haemophilus influenzae. Second ed., CDC and WHO. 2011.
http://www.cdc.gov/meningitis/lab-manual/chptl4-storage-shipping.html (son erisim tarihi
06.01.14)

34 Enfeksiy6z madde ile enfeksiy6z tani ve klinik 6rnedi tasima yonetmeligi. Saglik Bakanlidi,
Ankara. Resmi Gazete 25.09.2010 - 27710.

Sayfa 30 / 30 Ulusal Mikrobiyoloji Standartlari
01.01.2015 /Siram: 1.1 / B-MT-03 / Mikrobiyolojik Tanimlama / Bakteriyoloji



&)

TC. Saglik Bakanhgi

ULUSAL MIKROBIYOLOJI
STANDARTLARI (UMS)

Haemophilus influenzae
Invaziv Enfeksiyonlarinin
Mikrobiyolojik Tanisi

Hazirlayan Birim Klinik Bakteriyoloji Tani Standartlari Calisma Grubu
Onaylayan Birim Tirkiye Halk Saghgi Kurumu

Kategori Bakteriyoloji

BAlim Mikrobiyolojik Tanimlama

Standart No B-MT-04

Surim No 1.1

Onay tarihi 01.01.2015

Gegerlilik tarihi 01.01.2018

Siiriim no Tarih Degisiklik




Haemophilus influenzae

ICINDEKILER

KAPSAM VE AMAGC . .ottt et e e st e s e s ananee e s s ennnneeens 3
KISALTMALAR VE TANIMLAR ... i vniaeeeea 3
GENEL BILGI ..iviitiiiiii i it e e e e e e e en e ees 4
[ =1 =1 e 1 10 1= o 4
Mikroorganizmanin ozelllikleri ... 4
Mikrobiyolojik tanISl ... 5
TEKNIK BILGILER .uiviitiiiei e ee e e e e e e e e e e e enaa 6
1 Hedef mikroorganizma ......c.cvviiiiiii i i e 6
2 Tani icin asgari laboratuvar kosullari.............oiiiiiinnn. 6
3 H. influenzae tanisi igin genel yaklagim ....................en. 9
4 Orneklerin direkt incelenmesi ....coovviiiiiiiiiiiii i 11
TN U | 6 12
6 Tanida diger yontemler.....c.vvvviiiii i eeen, 20
7 Raporlama ve bildirim ... 21
8 Olasi sorunlar/kisithiliklar......cooiiiiiiiiii e 21
9 Referans Laboratuvar.......ccoooiiii 21
g S ] 22
Ek-1 H. influenzae serogruplandirma testi..........cc.ooiiineeenn. 22
Ek-2 H. influenzae icin B-laktamaz testi ..........cocevviiiiinnn. . 24
ILGILI DIGER UMS BELGELERI......ccvvveieeiiiieeeiiieeeeeiieeeennn, 25
KAYNAKLAR Lttt et e r e e e e annneeeas 25
Sayfa 2 / 26 Ulusal Mikrobiyoloji Standartlari

01.01.2015 / Surim: 1.1 / B-MT-04 / Mikrobiyolojik Tanimlama / Bakteriyoloji



Haemophilus influenzae

Kapsam ve Amag

Haemophilus influenzae klglk, gram negatif, fakultatif anaerop kokobasillerdir.
Dodal hayvan konagi yoktur, yalnizca insanda hastalik yapar. Bakterinin en
disinda bulunan polisakkarit yapidaki kapsuli baslica virtlans faktéri olup
organizmayi fagositozdan korur. Kapsul polisakkarit yapisina gore alti farkl
serotipi (a, b, ¢, d, e, f) bulunmaktadir (1,2,3,4).

Haemophilus influenzae menenjit, pnémoni, sepitsemi, epiglottit, septik artrit,
perikardit, osteomiyelit gibi invaziv enfeksiyonlarin ve otitis media, sinlzit,
bronsit ve konjuktivit gibi mukozal enfeksiyonlarin oldukga yaygin bir nedenidir.
H. influenzae menenjiti neredeyse sadece 5 yasindan kuguk cocuklarda meydana
gelir ve bu en invaziv H. influenza hastaligina b tipi kapstile sahip olan kdkenler
(Hib olarak kisaltilir) neden olurlar. Genel olarak invaziv hastaliktan sorumiu
kokenlerin gogunlugu da (%95) tip b kapsiile sahiptir ve olgularin %85'i bes yas
alti cocuklar olup 6-12 aylik bebeklerde risk en yuksek dlizeydedir (5).

Bakteriyel menenjitler diinya genelinde halen en énemli enfeksiydéz hastaliklardir.
En sik rastlanan ¢ meningeal patojen olan Neisseria meningitidis, Haemophilus
influenzae ve Streptococcus pneumoniae vakalarin %80'den fazlasini olusturur.
Erken ve 6zgil tani hasta ydnetiminde ve hastaliin kontroliinde énemlidir. DSO
bu bakteriyel patojenlerin neden oldugu menenjitlerin ya da invaziv hastaliklarin
dinya genelinde azaltilmasi ile ilgili yaygin program ylritmektedir (3,4).
Ulkemizde de bu (i¢ patojenin invaziv hastaliklari bildirimi zorunlu hastalklar
arasinda yer almaktadir (6,7).

Bazi klinik dzellikleri ile olasi etiyoloji akla getirilebilirse de bu hastaliklarin kesin
tanisi mikrobiyolojik incelemeye dayanir. “Tani stratejisi”ni ise laboratuvara gelen
klinik 6rneklerden bu (¢ patojen dahil bitin olasi bakterilerin yakalanabilecedi
ortak bir tani akis semasinin izlenmesi olusturur (3,8).

Hastaligin seyri 6limcil olabileceginden bakteriyel menenjit etkenlerinin tanisi
ve daha 6zel olarak da Hib invaziv enfeksiyonlarinin tanisi klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinin énemli tani fonksiyonlarindan biridir. Bu nedenlerle bu UMS
belgesinde, Hib invaziv enfeksiyonlarinin tanisi igin izlenecek akis semasi ile
basta kiltirlerden izolasyonu olmak lzere, dogru ve glvenilir tani igin gegerli
prosedurlerin verilmesi hedeflenmistir.

Kisaltmalar ve Tanimlar

CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute

CA Cikolata agar

Hib H.influenzae tip b

KKA %5 Koyun kanli agar

MIK Minimal inhibitér konsantrasyon

NAD Nikotinamid adenin dinukleotid

NTHi Tiplendirilemeyen H.influenzae (kapsulstz H.influenzae)
T-I Trans-Isolate (besiyeri)
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Genel Bilgi

Hastaligin 6nemi

H.influenzae pndmoni, menenjit, otitis media ve konjunktivit gibi hastaliklarin sik
karsilasilan bir etkenidir. H.influenzae'ya bagl gelisen menenjit 6zellikle bes yas
alti cocuklarda goérulmekte olup siklikla tip b polisakkarid kapsuline sahip
kdkenler enfeksiyondan sorumludur (8). Haemophilus influenza tip b (Hib) pek
cok organ sistemlerini etkileyebilen bir invaziv hastalik etkeni bakteridir. Invaziv
hastaligin en sik rastlanan tipleri pndmoni, bakteremi, menenjit, epiglottit, septik
artrit, sellllit ve otitis mediadir. Daha az siklikla endokardit ve osteomiyelite
neden olabilir. Hib enfeksiyonlarinda kaynak insan olup enfeksiyon tasiyici veya
hastalarin solunum yolundan sacilan damlaciklara maruz kalma sonucu gelisir.

Hib tim dinyada siklikla 5 yas alti gocuklarda 6zellikle 2 ay-3 yas arasinda
gorllen bakteriyel menenjitlerin 6nde gelen nedenidir. Gelismekte olan llkelerde
insidans 6zellikle 6 aydan kugik bebeklerde yluksektir. Dlinya capinda her yil
klglk cocuklarda en az 3 milyon ciddi hastalik olgusu ve 400 000 - 700 000
6limin meydana geldigi tahmin edilmektedir (1,9).

Ulkemizde cocukluk cadi menenjitlerinde etkenleri belirlemeyi amacglayan heniiz
tamamlanmamis ¢ok merkezli bir calismada Hib, menenjitlerin %13’lUnde etken
olarak karsimiza gikmaktadir. Hib’in daha sik goérilen meningokok ve
pnémokokdan en énemli farki etkin oldugu gosterilmis ve gelismis Ulkelerin
hepsinde rutin uygulamaya konmus bir asisinin bulunmasidir (10). Hib’e karsi
gelistirilmis konjuge asilar diunyada yaygin olarak kullaniimakta olup tlkemizde
de 2006 yilindan bu yana g¢ocukluk ¢adi rutin asilama programina dahil edilmistir
(11). Bununla beraber diger serotiplere karsi ya da kapsdulstz tirler igin
gelistirilmis bir asi bulunmamaktadir (12).

Ozellikle asilanmamis 4 yas alti cocuklarda Hib enfeksiyonu gecirmekte olan bir
kisi ile temas sonrasi etkene maruziyet ve ikincil olarak Hib menenjitinin ortaya
ciktidi bildirilmektedir. Asilama bu sekilde ortaya gikan ikincil enfeksiyonlari da
Onlemektedir. H. influenzae kdkenlerinde beta laktam antibiyotiklere karsi direng
siktir. Etkenin laboratuvara dayali stirveyansi ile antimikrobiyal duyarliigi ve
yayilimi hakkinda bilgi edinilebilmektedir. Laboratuvarlardan elde edilecek bu
veriler, hem ampirik antibiyotik tedavisinin seciminde hem de asilama etkinliginin
izlenmesinde dnemli bir yere sahiptir (8).

Mikroorganizmanin ozelllikleri

Haemophilus cinsi bakteriler Pasteurellaceae ailesinde bulunan, 0.2-0.3 x 1.0-2.0
Mm boyutlarinda fakdltatif anaerop, gram negatif, pleomorfik kokobasillerdir (8).

H. influenzae gig Ureyen bir mikroorganizmadir. Gremek icin ortamda hemin (X
faktor) ve nikotinamid adenin dintkleotid (NAD/V faktér) maddelerine ihtiyac
duyar ve bu maddeleri iceren besiyerlerinde en iyi 35-37°C’'de ve ~%5 CO,'li
ortamda Urer. H. influenzae bu blyume faktoérlerinin her ikisine birden olan
gereksinimi nedeniyle ayni zamanda diger Haemophilus tirlerinden de ayrilir (8).
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H. influenzae kapsulli ya da kapsulstz olabilir. Kapsulstz H.influenzae kékenleri
tiplendirilemeyen H. influenzae (NTHi) olarak adlandirilirken, kapsuallG turler
polisakkarid kapsulin yapisina gore 6 farkl serotipe ayrilir. Bunlardan en sik
invaziv hastaliga neden olan tlr H. influenzae tip b (Hib)'dir. Kapsil icermeyen
NTHi kdkenler de invaziv hastalia neden olabilirler (1,8).

Haemophilus turlerinin hicre duvarinda endotoksin aktivitesine sahip
lipopolisakkaridler ve dis membraninda da kdkene ve tlre 6zglu proteinler
bulunmaktadir. Hem kapstlli hem de kapsllsliz suslarda bulunan fimbrialar agiz
ve Ust solunum yolu epiteline ve insan adenoid epiteline tutunmada rol oynar ve
kolonizasyonu sadlarlar. Diger bir virtilans faktéri olan IgA proteaz ise insanda
IgA1l'i parcalayarak musin iginde bakterilerin tutunmasini énler (1).

Mikrobiyolojik tanisi

H.influenzae invaziv hastaliginin kesin tanisi steril viicut sivilarindan etkenin
izolasyonu ile konur. Ornekten yapilan Gram boyama tanida ydnlendirici olmakla
birlikte organizmanin boyali preparatta goérilebilmesi icin BOS veya kanda ylksek
konsantrasyonda (yaklasik 10* bakteri/mL) olmasi gerekir (13).

Kualtlr

H. influenzae genel kullanim besiyerlerinde genellikle gii¢ tirer. izolasyon icin
hemin ve NAD iceren zenginlestirilmis besiyerlerine ihtiya¢ duyar ki, cikolata agar
(CA) H. influenzae icin bu 6zellikleri karsilayan standart besiyeridir. CA hemin (X
faktor) ve NAD (V faktor) icin iyi bir kaynak olan 1si ile lize edilmis at kani veya
koyun kani ile hazirlanir. Ayrica NAD, hazir bazi H. influenzae “blyime
destekleyici” maddelerde de bulunur. Bakterinin Gremesini desteklemek igin bu
hazir bliylime destekleyici maddeler de CA'ya eklenebilir (8).

H. influenzae CA’da, blylk, dlizgln yuzeyli, konveks, renksiz veya grimsi, opak
koloniler olusturur. Kapsulli kékenler daha mukoid gérinimltdir ve daha klglk,
gri koloniler olarak goérularler. Koloniler hemolizsizdir. H.influenzae kolonilerinin
kendine 6zgl bir keskin indol kokusu olmakla beraber kulttr plaklar asla
koklanmamaldir.

H. influenzae, biylume faktorleri icermeyen KKA'da Greyemez. CA'nin temin
edilemedigi durumlarda H. influenzae’nin koyun kanli agarda Uremesi; S.aureus
ile yapilan gizgi ekim veya X ve V faktorleri ile emdirilmis filtre kagitlarinin (ya da
disklerinin) besiyeri ylzeyine yerlestirilmesi suretiyle artirilabilir. H. influenzae
cizgi ekimdeki stafilokok Gremesinin etrafinda “satellit (uydu) koloni” veya
disk/strip cevresinde bir Greme zonu (hale) seklinde Urer.

BOS odrneklerinin ilk ekimlerinde ve kan kultlrlerinin pasajlarinda KKA ve CA
birlikte kullanilir. Tek bir plagin kullanilmasi durumunda CA tercih edilmelidir (8).

H. influenzae’nin hali hazirda kapsul antijenlerine gére belirlenmis 6 serotipi
bulunmaktadir; a, b, ¢, d, e, ve f. Serotiplendirme yapilirken tim serotiplere ait
anitiserumlarin kullanilmasi gerekmeyebilir. Serotiplendirme akis semasi
olusturulurken Ulkede H. influenzae tip b asilamasinin yapilip yapilmadigina gore
karar verilmelidir (8).
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Antijen testi

H. influenzae'nin BOS ve diger steril viicut sivilarindan dogrudan saptanmasina
yonelik kullanilan ticari kitler vardir. Hizli taniy1 saglasa da bu teknikler Gram
boyama ile karsilastirildiklarinda dusik 6zgillik ve duyarliliga sahiptir. Bu
nedenle direkt antijen testlerinin Hib tanisindaki klinik degeri dusiuktir (13).

Antijen saptama testinde sonucun “negatif” bulunmasi hastaligi dislamaz. Yanlis
pozitiflik, 6zellikle idrar incelemelerinde, olasilik dahilindedir. Hastanin klinik ve
epidemiyolojik 6zellikleri ile birlikte degerlendiriimeli ve sonu¢ mimkiinse kiltir
ile dogrulanmalidir.

Molekduler testler

Nukleik asit amplifikasyon teknikleri de BOS, serum, plazma gibi klinik
orneklerden direkt H.influenzae tanisinin konulmasinda kullanilabilir. Bu
yontemlerin duyarliliklari yapilan galismalarda genellikle farkhlik géstermekle
beraber 6zgullikleri gok iyidir.

Haemophilus turlerinin etken oldugu bakteriyemilerde klinik 6rnekte organizma
sayisinin ¢ok az olmasi nedeniyle duyarhlik dismekte, duyarlihdin artiriimasi igin
calisilan kan ve BOS miktarlarinin artirilmasinin da disik bir klinik yarar sagladigi
ifade edilmektedir. Buna ek olarak tedaviyi takiben kiltlr negatiflestikten sonra
en az iki hafta kan ve BOS’da bakteri DNA’sinin tespit edilebiliyor olmasi gibi
hatali pozitiflikler de taniyi glglestirmekte, karmasik hale sokmaktadir (13).

Son yillarda birgok geleneksel ve gercek-zamanl PCR testleri gelistirilmistir.
Dunya genelinde invaziv klinik 6rneklerden etkenlerin direkt tanimlandigi pek ¢ok
valide edilmis test dederlendirilmistir ve bu testlerin tanida kullanilan diger
yontemlerin tamamlayicisi olarak kullanilabilecekleri kabul edilmistir (13).

Ayrica serogrup/serotiplendirmeye yonelik gergek-zamanli PCR testleri de
bulunmaktadir. Ozellikle Hib asisinin yaygin kullanima girmesiyle Hib disindaki
diger serotiplerin de saptanmasi 6nem kazanmaktadir.

Teknik Bilgiler

1 Hedef mikroorganizma

Haemophilus influenzae

2 Tani icin asgari laboratuvar kosullari

2.1. Laboratuvar glvenligi

H.influenzae Risk Grubu 2 organizmadir. Tum laboratuvar islemleri BGD2
laboratuvar kosullarinda gergeklestirilmelidir. Butln kultlrler enfeksiy6z kabul
edilmeli ve standart guvenlik 6nlemleri alinmaldir. BGD2 dlzey, calisma kosullari
ve dikkat edilmesi gereken konular icin bkz. Ulusal Laboratuvar Glvenlik Rehberi.
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2.2. Sorumluluklar ve asgari personel gerekleri

Eder klinisyen menenjit veya invaziv Hib hastaligindan stipheleniyorsa kiiltiir
icin ornekleri laboratuvara gondermeden 6nce, laboratuvarin gerekli hazirhgi
yapabilmesi icin laboratuvar ile iletisim kurmali, haber vermelidir.

Orneklerin kabul edilmesinden sonucun raporlanmasina kadarki adimlarda goérev
alan tim personel; (i) tekniklerin uygulanmasindan énce amaclanan bitin
kullanimlar ile ilgili tam bir egitim almis olmali; (ii) kullanilan tekniklere tim
yonleriyle asina olmali; (iii) daima tim laboratuvar glvenlik kurallarina uymaldir.

Glvenlik 6nlemlerine uyumun saglanmasindan, tekniklerin standart prosedirlere
uygun gergeklestirilmesinden ve taninin dogrulugu ve glvenilirliginden
Mikrobiyoloji Uzmani sorumludur.

2.3. Ornek, Reajen, Kit, Donanim

Inceleme 6rnekleri

Bakteriyel menenjitlerde veya major bakteriyel menenjit patojenlerinin
(meningokok, pndmokok ve H.influenzae) neden oldudgu invaziv hastalik
tanisinda hemen hemen ayni érneklerden belli bir akis semasi izlenerek
taniya gidildigi hatirlanmahdir (14).

Hib menenjiti veya invaziv hastaligi tanisinda 6rneklerin alinmasi ve
génderilmesine iliskin detayl bilgi “Bulasici Hastaliklarin Laboratuvar
Tanisi icin Saha Rehberi’nden ve “Klinik Ornekten Sonug Raporuna
Uygulama Rehberleri”nden edinilebilir (15). Asadida bazi 6nemli noktalara
tekrar dikkat cekilmektedir:

= Ornekler miimkiinse antibiyotik tedavisi baslanmadan énce alinmalidir.

= BOS ve kan dérnekleri tanida ilk secenektir. Eklem sivisi, plevra,
perikard, petesiyal aspirat incelenebilecek diger érneklerdir.

ONEMLI NOT: Bakteriyel menenjit veya invaziv enfeksiyon tanisi igin
alinan BOS, kan veya diger klinik 6rnekler laboratuvarda isleme
alinincaya kadar gecgen siire boyunca oda sicakliginda veya 35°C’de
tasinmali ve saklanmalidir; kesinlikle buzdolabina konmamalidir (3,14).

» Kan - Kultur igin aseptik kosullarda alinmalidir. Hib sliphesi varsa kan
Isovitalex veya Vitox eklenmis kan kultirl sisesine aktarilir ve
yumusakca cevrilerek karismasi saglanir. Kan kilttrd 6érnek yonetimi
icin bkz. Kaynak 16.

= BOS - BOS’da alinabilen érnek miktari sonraki islemleri belirler.
Laboratuvara hemen ulasamayacaksa tiplerden birindeki BOS 6rnegi
(~1 ml) tercihen bifazik T-I besiyeri iceren siseye; yoksa bir pediyatrik
kan kultar sisesine inokUle edilip gonderilmelidir. Hib stiphesi varsa
siselere (T-I, kan kaltlrd) Isovitalex veya Vitox eklenmelidir.

NOT: T-I, yatik agar ve sivi olmak Uzere iki fazh bir besiyeridir (17).

= Steril vlcut boélgesinden sivi érnekleri de BOS gibi islem gérmeli, 6rnek
steril bir tipe aktarilarak hemen laboratuvara génderilmelidir. Bu
mumkin degilse bifazik, Isovitalex veya Vitox eklenmis T-I besiyerine;
T-I besiyeri yoksa bir pediatrik kan kultird sisesine asepsiye dikkat
edilerek inokule edilir (15).
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Plevral sivi CA veya ve triptikaz soya bazli KKA’ya dogrudan ekilmelidir.
Kan kultard sisesine alinmasi énerilmez.

T-1I veya kan kultira siselerine konan drnekler (pediyatrik olanlar dahil)
bir gece 35°C’de inkilbe edildikten sonra ve/veya 24 saat icinde oda
sicakliginda laboratuvara ulastirilabilir. Tasima esnasinda 6rneklerin
asiri sicaklik degerlerine (<18°C veya >37°C) maruz kalmasina
kesinlikle izin verilmemelidir.

Besiyeri / Reaktif

KKA - Triptik soya agar baz ile hazirlanmis %5 koyun veya at kanl
agar idealdir. Piyasadan hazir temin edilebilir; laboratuvarda da
hazirlanabilir. N. meningitidis ve S.pneumoniae KKA'da Urerler. KKA'da
H. influenzae Gremesi igin ise satellit fenomeninden (ekim bdlgesini
caprazlayan S. aureus inokllasyonu) yararlanilabilir ya da X ve V
faktor diskleri kullanilhr.

NOT: KKA yerine insan kanl agar kullanimi kesinlikle dnerilmez!

Cikolata agar - Piyasadan hazir temin edilebilecegi gibi laboratuvarda
da hazirlanabilir. Her (i¢ meningeal patojen de bu besiyerinde Urer. X/V
faktor (Isovitalex vb) iceren ticari besiyerleri de kullanilabilir.

Haemophilus test medium (HTM) - antibiyotik duyarhlik testi igin

Triptik soya buyyon (TSB) veya beyin-kalp inflizyon buyyonu (BHI) -
ticari kan kUltlrd sisesi mevcut degdilse bu sivi besiyerleri kullanilabilir.

Biyotiplendirme icin reaktifler — oksidaz reaktifi, Gram boya ve
Loeffler’in metilen mavisi reaktifleri, X, V ve XV diskleri veya
Staphylococcus aureus susu (bkz. “Ilgili Diger UMS Belgeleri”)

Serotiplendirme icin antiserum(lar)
Antimikrobiyal duyarlilik diskleri/stripleri

Diger gereg, donanim

Besiyeri hazirlamak igin

Erlen (10 mL, 25 mL, 500 mL, 2 L)

Manyetik karnistirici/isitici ve manyetik baliklar
pH metre

Petri kabi, steril, tek kullanimlik

Pastor pipeti, steril pipetler; pipetleme ekipmani
Su banyosu (55°C'ye ayarl)

Tupler steril, vida kapakh

Kdltir, mikroskopi ve diger testler icin

Biyoguvenlik kabini, sinif-IIA

Koloni mikroskobu (stereomikroskop) — kdlttr plaklarini okumak igin
(opsiyonel)

Isik mikroskobu - 10x (dislk), 40x (ylksek kuru), 100x (immersiyon)
objektifleri ve 10x okuleri olan tercih edilir.
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NOT: 5x okdiler 6nerilmez! Daha az bluyitme sagladidi icin inceleme
duyarlihdgi distktir. 10x okiler kullaniimalidir (18).

Inkibatér, 36°C, CO'li inkiibatér veya mumlu jar
Oze, steril, tek kullanimhk

Rotator (opsiyonel)

Santriflj — 50 ml tlp santriflijine uygun

Vorteks (tup atagmanl)

Zaman alarmi (timer)

2.4. Kalite kontrol

Kullanmadan 6nce besiyerlerinin son kullanma tarihi icinde oldugundan
emin olunmahdir. Son kullanma tarihi dolmamis olsa da eger besiyeri
plaklarinda kuruma, gatlak vb. gézlenirse, kullanilmamahdir. Uzun stre
depolanan besiyerlerinde nem kaybi sonucu icerigindeki maddelerin
yogunlugu artabilir ve besiyeri GUremeyi baskilayici 6zellik kazanabilir.

Besiyerlerinin kalite kontroll icin laboratuvarda standart suslar
bulunmalidir ya da elde edilen bir izolat henliz pasajlanmamis veya gok
az pasajlanmis iken kalite kontrol icin saklamaya alinabilir.

Besiyerlerinin kalite kontroll baslica sterilite ve dreme (ve besiyeri
secici ise secici 6zellik) kontrolinu kapsar.

(a) Sterilite kontroll icin; yeni hazirlanmis her besiyeri lotundan 1 litre
besiyeri basina 2-3 plak segilir; 35°C’de 3 gln inkibe edilir.

(b) Uremenin kontrol edilmesinde H.influenzae ATCC 49247,
H.influenzae ATCC 49766 suslari kullanilir.

Kitler kullanilirken kontrol érnekleri de kitte verilen prosedire goére
teste dahil edilmelidir.

Mikroskop ve diger bitin ekipman kalibrasyonlari diizenli araliklarla
yapihyor olmaldir.

Batun kalite kontrol sonuglari, kullanilan kitin/besiyerinin lot numarasi,
tarih ve diger bilgilerle birlikte kalite kontrol kayit defterine veya
kartlarina kaydedilmelidir.

3 H. influenzae tanisi igin genel yaklasim

H.influenzae invaziv enfeksiyonlarinin tanisinda baslica kan ve BOS
ornekleri kullanihr.

Kan, BOS ve diger klinik 6rneklerinin incelemeye alinmasinda belli basli
adimlara iliskin akis semasi Sekil 1'de verilmektedir.

BOS oérnekleri icin 6n islem gerekirken kan kultlrleri icin 6n isleme
gerek yoktur (bkz. Sekil 1). BOS dérneklerinin islenmesi 6rnek
miktarina gore degisiklik gosterir. BOS 6rnedinin islenmesine iliskin
akis cizelgesi de Sekil 2’de verilmektedir.

Ulusal Mikrobiyoloji Standartlari Sayfa 9 / 26
Bakteriyoloji / Mikrobiyolojik Tanimlama / B-MT-04 / Sarim: 1.1 / 01.01.2015



Haemophilus influenzae

3.1. H.influenzae suphesinde laboratuvar is akis semasi

Sipheli olgulardan klinik ornekler
(kan, BOS, steril vicut sivisi)

! !

Kan, vicut sivilari BOS

On islem GEREKMEZ On islem GEREKIR
(bkz Sekil 2)

‘— . H
— > Gramboyama ——— » Antijen testleri

(bkz. Sekil 2 ve 3)
Kaltir ve

— tanimlama —
(bkz. Sekil 3)

Sekil 1. H.influenzae invaziv enfeksiyonu olasiliinda klinik 6rneklerden mikrobiyoloijk tani igin
laboratuvarin genel is akisi semasi

3.2. Bakteriyel menenjit tanisi icin genel akis semasi

BAKTERIYEL MENENJIT SUPHELI VAKA
(Haemophilus, meningokok veya pndmokok menenjiti igin)
— Yuksek ates (rektal >38.5°C veya aksiller >38°C)
- Meningeal irritasyon bulgulari (<2 yas bebeklerde ates ve fontanel bombeligi)
- <5 yas cocuk veya geng eriskin
— Okul, kisla, yurt gibi kalabalik ortamda bulunma
Lab.a varig Lab.a varis
<1 saatise * > >1 saat ise
BOS
1000xg’'de 15 dk Hasta basinda T-I*
santrifij et besiyerine inokile et
. . 35°C, %5 COY'li
Hizli antijen Supernatan Sediment ortamda bir gece
arama testi l inkiibasyon
I
bgrgma Lab.a génder (0S; >21°C; <24 sa)
NEGATIF  POZITiF* { y ¥ {
PNL'ler iginde ve/veya ‘ Kaltar ‘ ‘ Sub-kiltir ‘
disinda gram (+) diplokok
l (pnémokok); gram (-) ‘ *
diplokok (meningokok); (ci
cikolata agar + KKA)
. veya gram (-)
H.a\,Sta“gl dlslama.z' kokobasillerin
iIrDI(I:geelényr?\re]teen’:jl:\:alllr?‘\ (Haemophilus) gorilmesi
iy “olasi tan” Ureme var Ureme yok
Kesin Vaka diger etkenler
tani yoniinden degerlendirilir.

Sekil 2. Bakteriyel menenijit slipheli vakanin BOS 6rnedinin laboratuvara iletilmesi, mikrobiyolojik

incelemeler ve olasi sonuglan igin akis semasi (14 no.lu kaynaktan uyarlanmistir).
* Pozitif sonug gerekirse diger testlerle desteklenmelidir! 0S, oda sicakligi; sa, saat; dk, dakika;
Lab., laboratuvar
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3.3. Orneklerin incelemeye hazirlanmasi

Menenjit “acil” bir klinik durumdur. Stpheli bir hastadan BOS 6rnegdi de
klinik laboratuvarlar icin “acil” érnek olarak tanimlanmaktadir. Ornegin
bir an 6nce isleme alinmasi, etiyolojik ajani saptamak Uzere 6zgul
mikrobiyolojik tani strecinin bir an énce baslatiimasi kuraldir (19).

Bakteriyel menenjit siphesinde patojen ajanin tanisi igin 6éncelikle BOS
(veya invaziv enfeksiyonda kan) drnekleri incelemeye alinir (3,20).

Eder gelen BOS 6rnegdi <1 mL ise santrifij islemi yapilmadan ve
dogrudan KKA ve CA'ya inokile edilir ve Gram boyama yapllir.

Eder gelen BOS 6rnegi =1 mL ise boyama ve ekim islemlerinin
yogunlastirilmis 6rnekten yapilmasi duyarhligi artirir. Bu nedenle BOS
1000 x g'de 15-20 dk santrifij edilmelidir (20).

Santrifilj sonunda supernatan kismi Pastor pipeti ile alinir ve antijen
saptama testleri igin kullanilabilir.

Cokelti kismi ise kuvvetlice karistirildiktan sonra 1-2 damlasindan
Gram boyama (ve yeterli ise metilen mavisi ile) igin yayma hazirlanir
ve birer damla da KKA ve CA’ya inoklle edilir (20) (Sekil 2).

NOT: Ozellikle menenjit siiphesinde BOS sedimentinden Gram boya ile
birlikte mutlaka metilen mavisi boyama da yapilmalidir. Gram boyama
ile pembe-kirmizi boyanan ve genellikle pembe zeminde ayirt edilmesi
gug olabilen H. influenzae gibi gram negatif organizmalar, metilen
mavisi kullaniimasi halinde acik gri zeminde koyu mavi boyanmis
hlicreler seklinde gortleceklerinden kolayca ayirt edilebilirler (21).

4 QOrneklerin direkt incelenmesi

4.1. Boyali yaymalarin incelenmesi (Gram boyama)

Santrifilj edilmis BOS 6rnedi ¢okeltisinin 1-2 damlasi kullanilarak
yayma hazirlanir ve Gram boya ile boyanir (bkz. UMS-B-TP-03). Diger
steril vicut sivilarindan da benzer sekilde yaymalar hazirlanmahdir.

Santriflj edilmemis érnek kullanilacaksa temiz bir lamin Gzerine bir
damla BOS konup yaymadan kurumasi beklenir.

NOT: Ornekteki bakteri miktarinin az oldugu tahmin ediliyorsa,
kurumus damlanin lGzerine bir damla daha BOS eklenerek daha yogun
bir damla elde edilebilir ve bakteri gérilme olasilidi artirilabilir.

Pozitif ve negatif kalite kontrol érnekleri de Gram ile boyanmalidir.

BOS’un Gram boyamasinda polimorf niveli I6kositler ve pleomorfik
gram negatif kokobasiller gérilmesi H. influenzae menenijiti icin olasi
tani olarak degerlendirilir (bkz. Sekil 2 ve Sekil 3) (20).

BOS’un Gram boyali yaymalarinin incelenmesi bakteriyel menenjitli
hastalarin %60-90'inda organizmanin hizli ve dogru bir sekilde
tanimlanmasina izin verir ve yaklasik %100 bir 6zgullige sahiptir (22).
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4.2.

Gram boyamanin duyarhligi BOS'ta bulunan bakteri yogunlugu ile
yakindan iliskilidir; eger mililitrede 10° veya daha az bakteri mevcut
ise Gram yaymalarin ancak %25 kadari pozitif bulunabilirken, bakteri
yodunlugu 10° ve daha fazla oldugunda pozitif sonug elde edilen
vakalarin orani %97'ye kadar ylkselmektedir (22).

Gram boyamanin klinik yararhligi ayni zamanda bakteriyel patojene de
baghdir: S.pneumoniae'ya bagli menenjit vakalarinin %90’inda,
H.influenzae kaynakli vakalarin %86’sinda, N. meningitidis iliskili
vakalarin %75’inde, gram negatif basillerin neden oldugu vakalarin

ise %50’sinde BOS’'un Gram yaymasinda bakteriler gézlenirken bu
oran L. monocytogenes menenjitli vakalarda %50'nin altindadir (22).
Eder antimikrobiyal tedavi baglanmis ise bakterinin Gram yaymasinda
goridlme olasihdl da kiltlrden izolasyon orani da hizla dismektedir.

Kisacasi, bakteriyel menenjit siphesinde BOS’un Gram yaymasi
mutlaka incelenmelidir. E§er mimkiinse, bir BOS yaymasi da
Loeffler'in metilen mavisi ile boyanmalidir. Ozellikle H.influenzae gibi
Gram ile zayIf boyanabilen bakteriler BOS’un sivisal ve hticresel
matriksi icinde kolay ayirt edilemeyecedi icin gbzden kacabilirler.
Metilen mavisi bu olasiligi bertaraf etmek icin iyi bir alternatiftir (21).

Inflamatuvar hiicrelerin varligi tanisal degere sahip oldugundan (ér.,
fulminan, hizli fatal hastalikta; cok sayida organizma ve az sayida
inflamatuvar hicre mevcuttur) klinisyene Gram boyamanin sonucunun
yaninda inflamatuvar hiicrelerin nicelligi hakkinda da bilgi verilmelidir.

Antijen saptama testleri

BOS o6rneklerinden antijen testleri diger testlerle kombine edilmesi
gereken testlerdir. Antijen testinin negatif bulunmasi hastaligi ekarte
ettirmez; diger laboratuvar incelemeleri yapilmalidir. Pozitif test
ampirik tedaviye erken baslanmasini saglar.

Orneklerin hemen calisiimasi gereklidir. Calisilamayacaksa 2-8°C de
kisa slreli (saatler) ya da -20°C’de uzun sireli saklanabilir. Antijen
testlerinin dederlendirilmesi Sekil 4'de izlenmektedir.

5 Kultar

5.1.

Prensip

Kaltarler icin segilen besiyerleri CA ve KKA’dir ve menenjit s6z konusu
ise potansiyel meningeal patojenlerin en blyuk kisminin izolasyonunu
sadlayabildikleri icin tercih edilirler (3,20).

CA (cikolata agar) her (¢ meningeal patojen de bu besiyerinde tredigi
icin tercih edilir. Standart besiyeri at kani ile hazirlanmis CA’dir ve
Ozellikle H.influenza icin X ve V faktoérlerini temin eder.

KKA ise 6zellikle triptik soya agar bazi veya benzeri zengin bir baz ile
hazirlanmis olmali ve %5 oraninda koyun kani veya at kani icermelidir.
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NOT: Bakteriyel menenjit etkenlerinin izolasyonunda kullanilacak kanli
agarda kesinlikle insan kani kullaniimasi édnerilmez! (inhibitérler
iceriyor olabilecedi icin) (3,20).

» N. meningitidis ve S.pneumoniae KKA’'da kolaylikla trerler.

» KKA'da H. influenzae lremesi igin ise satellit fenomeninden (ekim
bdlgesini caprazlayan S.aureus inokillasyonu) yararlanilabilir ya da X
ve V faktor diskleri kullanilir.

5.2. Kiulturden izolasyon ve tanimlama icin akis semasi

Siipheli vakanin 6rnegi (BOS, kan vb. diger klinik érnekler)

Gram boya (BOS'u) inokiile et
(mumkinse Loeffler’in
metilen mavisi ile de l 379C"de l
boyarima") KKA 18-48 sa inkiibe et CA
Gram negatif Diger morfolojide veya Supheli koloniler
(pleomorfik, Gram poﬂt'lflat):’yanm's (Buytik, yuvarlak, renksiz/gri
dizensiz) yap renkli, opak koloniler)
kokobasiller
gorulmesi L
l Oksidaz testi
H. influenzae H. influenzae ) .
(olasi vaka) DEGIL! «— Negatif Pozitif

—

XV faktor gereksinimi testlerini yap
Hemin (X faktor) ve NAD (V faktor) gereksinimi degerlendirilir

On rapor |

olarak l l
[}
! X ve V faktor disklerinin X ve V faktor disklerinin
: her ikisinin de gevresinde sadece birinin gevresinde
1 Ureme var Ureme var
|
. _ } |
L.,  Hekime —_______ H. influenzae H. influenzae
Rapor et! DEGIL!
Referans Lab.a gonder _ _ __
|
|
A 4
Kapstiler serotipi Izolati -70°C’de sakla.
Hib <«——— belirlemek iginlam . (AMD testi, molekuler epidem.
aglitinasyon testi yap incelemeler vb igin).

Sekil 3. Haemophilus influenzae - kiiltirlerden izolasyon ve tanimlama basamaklar (23 no.lu
kaynaktan uyarlanmistir).
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5.3. H.influenza’nin kultdrlerden izolasyonu

Besiyerlerine ekimler

» BOS ve steril vicut boélgesi érnekleri CA ve KKA'ya inokdule edilir (bkz.
Sekil 3). Ornek <1 mL ise dogrudan; =1 mL ise santrifiij edildikten
sonra c¢okeltiden KKA ve GCA’ya ekim yapilmalidir (bkz. “3.3 Orneklerin
incelemeye hazirlanmasi”).

= Ekim plaklari 35°C’da, %5-10 CO,’li ve yuksek nem oranina sahip
atmosferde 48 saate kadar inkibe edilmelidir.

NOT: Ylksek nem orani inklibatdrin tabanina genis bir cam tepsi ile
distile su konarak elde edilir. Tepsinin kuru kalmasina izin verilmemeli,
duzenli aralarla kontrol edilerek su eklenmelidir.

= 18 saatten itibaren plaklar Greme varligi agisindan kontrol edilir.
Bakteriyel menenjit sipheli 6rneklerin KKA ve CA’daki ilk Gremelerinin
degerlendirilmesinde 6n tanimlama icin Tablo 1’den yararlanilabilir.

= (CA’da konveks, dlzgln ylzeyli, bluylk, renksiz veya grimsi opak
koloniler (Sekil 5) H.influenzae yénunden ileri incelemeye alinir.

NOT: KKA'da Greme yoktur. Ancak her ihtimale karsin eger ilk ekim
plaklarina satellit fenomeni icin S.aureus inoklle edildiyse veya XV
faktor dikleri konduysa S.aureus ekim gizgisi veya XV dikleri etrafinda
cok yuksek olasilikla Greme goézlenmelidir (bkz. Sekil 6).

» Tanimlama igin kolonilerden Gram boyanir ve Sekil 3’de verilen adimlar
takip edilir.

Kan kiiltiirleri veya diger bifazik besiyerlerine ekimler

= BOS (ya da steril vucut sivilari) sehirlerarasi mesafeden geliyorsa T-I
besiyeri icine alinmis ve tasinmis olmasi gerekir (ideal olarak oda
sicakhdinda veya 35°C tasinabilir inkibatoérde; %5-10 CO,’'li ortamda)

» Kan ornekleri ise H.influenzae siphesinde;

(@) Ticari kan kaltura siselerine veya TSB veya BHI kullanilarak
hazirlanmis geleneksel bifazik —ve IsoVitaleX veya Vitox ile
desteklenmis- kan kultlrl sisesine; veya

(b) IsoVitaleX ya da Vitox ile desteklenmis bifazik T-I besiyerine

alinmis ve gonderilmis olabilir. Kan klltlri érnekleri eder sehirlerarasi
mesafeden gonderiliyorlarsa ideal olarak oda sicakliginda veya 35°C
tasinabilir inkibatérde, %5-10 CO,'li ortamda tasinmis olmalidirlar.

» Ticari kan kulttrd siseleri kendi inklbatérinde, 35°C’da, %5-10 CO,'li
ve ylksek nem oranina sahip atmosferde inkiibe edilirler.

» Bifazik geleneksel siseler veya T-I siseleri de 35°C’da, %5-10 CO;’li ve
yuksek nem oranina sahip atmosferde inktbe edilirler.

= Ureme bulgusu ticari otomatik kan kiiltiirii sistemlerinde ireme sinyali
ile, digerlerinde bulanikhk ile degerlendirilir.

= Ureme godzlenen siselerden hemen KKA ve CA pasajlari yapiimalidir. Bu
pasajlardaki Gremeler yukarida tarif edildigi gibi ve Sekil 3’deki adimlar
takip edilerek tanimlanirlar.
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Sekil 4. BOS 6rnedinden direkt antijen
saptama testi. Solda negatif, sagda ise
pozitif reaksiyon izlenmektedir (3).

Tablo 1. Primer kultirlerden N. meningitidis, S. pneumoniae ve H. influenzae igin 6n tanimlama
kriterleri (20 no.lu kaynaktan uyarlanmistir.)

Ureme ..
Gram boyama On tanimlama
CA’'da KKA’'da
+ + Gram-negatif diplokoklar N. meningitidis
+ + Gram-positif diplokoklar S. pneumoniae
+ - Gram-negatif pleomorfik kokobasiller H. influenzae

Sekil 5. H.influenzae’nin gikolata
agardaki kolonileri.
http://panji1102.blogspot.com/2009 11 30
_archive.html

Sekil 6. H.influenzae’nin stafilokok
Gizgi ekiminde satellit/uydu koloni
seklinde Gremesi.
http://www.studyblue.com/notes/note/n/tes
ts/deck/2488362
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5.4.

Tanimlama testleri

Gram boyama

Ureme olan plaklardan yapilan Gram boyamada (UMS-B-TP-03) kiigiik,
dizensiz yerlesimli, gram negatif basil ve kokobasiller gértliar (Sekil 7).

Oksidaz testi

H.influenzae tanisinda Kovaks oksidaz testi UMS-B-TP-16 belgesinde
tanimlandigi gibi yapilir. Oksidaz testinin negatif olmasi H.influenzae’yi
dislar. H. influenzae ile birlikte diger Haemophilus tirleri de pozitif
reaksiyon verebilir (Sekil 8).

Testin kalite kontroli mutlaka yapilmahdir.

X ve V faktor gereksinimlerine gore tanimlama

X faktor ve V faktor gereksinimlerinin dederlendirilmesi calismasi UMS-
B-TP-23 belgesinde tanimlandigi gibi yapilir.

H. influenzae diger bircok Haemophilus tirlerinden farkli olarak X ve V
faktorlerinin ikisine birden gereksinim duyar (Sekil 8).

Haemophilus tirlerinin kanh agardaki beta hemoliz 6zellikleri ile X
faktor ve V faktdr gereksinimlerine goére tanimlanmasi Tablo 2'de
O0zetlenmektedir.

Bulgularin degerlendirilmesi, yorumlanmasi

Buraya kadarki adimlarda stpheli kolonilerin incelenmesi sonucunda
oksidaz pozitif ve Uremek icin hem X faktdére hem de V faktére
gereksini olan gram negatif basil/kokobasil gérintiminde izolatlar
H.influenzae olarak tanimlanirlar. invaziv enfeksiyonlu vakalar icin bu
asamada bulgular “6n rapor” olarak hekime bildirilir.

Ancak kesin tani igin mutlaka serotiplendirme yapilmali ve “kesin
rapor” ondan sonra verilmelidir!

ONEMLI: Bu nedenle serotiplendirme yapamayan klinik laboratuvarlar
mutlaka izolatlarini Referans laboratuvara géndermelidirler!

Sekil 7.
H.influenzae'nin Gram
boyall preparatta
goérinumi (23).
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P

Oksidaz pozitif

OXIDASE

Oksidaz negatif

Sekil 8. Slizgeg kagidinda oksidaz pozitif ve negatif Sekil 9. Ureme faktérleri gereksinimi: agar

sonuglarin gértnimaua (3,4). plakta bakteri ekim alanlarinin Gzerine
yerlestirilmis X, V ve XV faktor diskleri.
Ustteki izolat sadece XV diskinin etrafinda
Uremis olup H. influenzae 6n tanisi konabilir
(3,4).

Tablo 2. Ureme gereksinimlerine gére Haemophilus tiirlerinin tanimlanmasi (4).

X ve V Faktor gereksinimi At veya tavsan kanli agarda B-

LLs X v hemoliz
H. influenzae + + -
H. haemolyticus + + +
H. parahaemolyticus - + +
H. aphrophilus + - -
H. parainfluenzae* - + -
H. paraphrophilus* - + -

*H. paraphrophilus ve H. parainfluenzae ornitin testi ile ayrilir; ilki negatif iken ikincisi pozitiftir.

Sekil 10. Lam
aglitinasyon testinin
dederlendirilmesi (23)
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Serogruplandirma icin lam agliitinayon testi

izolatlardan ayrica serotiplendirme yapilmasi gereklidir.

H.influenzae kapsuler polisakkarid antijenlerine gbre serogruplara
ayrilir (testin yapilisi igin bkz. Ek-1). Testler uretici firmanin 6nerileri
dogrultusunda uygulanir ve dederlendirilir. Uriine gére uygulamanin
degisebilecegi gz 6nlinde bulundurulmalidir.

Test edilen izolatlar 2 dakika igerisinde 3+ veya daha buyuk
aglutinasyon reaksiyonu verirler (Sekil 10).

Egder klinik laboratuvar serotiplendirme yapamiyorsa izolat Referans
laboratuvara gdnderilmelidir.

Serotiplendirme yapilirken tim serotiplere ait antiserumlarin
kullanilmasi gerekmeyebilir. Serotiplendirme akis diyagramina ulkede
H.influenzae tip b asilamasinin yapilip yapiimadidina gore karar
verilmelidir. Hib asilamasi rutin uygulaniyora tim serotipler igin
spesifik antiserumlarin test edilsi 6nerilir. Hib asilamasi uygulanmayan
populasyonlarda H.influenzae invaziv enfeksiyonu stphesinde
aglitinasyona tip b antiserumu ile baslanir, negatif bulunmasi
durumunda diger antiserumlarla serotiplendirmeye devam edilir.

Elde edilen izolat hicbir antiserumla aglitinasyon vermiyorsa
“tiplendirilemeyen” H.influenzae olabilir ya da H.influenzae
tanimlamasi yanlistir. Tanimlama basamaklari tekar gézden gecirilir.

5.5.Antimikrobiyal duyarlilik

Codunlukla H.influenzae icin antimikrobiyal duyarllik testi olarak beta-
laktamaz testinin yapiimasi yeterlidir.

B-laktamaz pozitif kdkenler ampisilin ve amoksasiline direncli kabul
edilir, bu kdkenlerin 128 mg/mL MIC dederleri oldugu kabul edilir.
Baska bir ifade ile B-laktamaz testinin negatif bulunmasi susun
ampisiline duyarl oldugu anlamina gelir. B-laktamazi negatif olup
ampisilin direngli olan kdkenler olmakla beraber bu kdékenler ile
karsilasilma oranlarinin disik olmasi nedeniyle rutin olarak test
edilmeleri 6nerilmemektedir. Eger yapilacaksa ampisilin disk diflizyon
testi veya MIK testi yapilabilir (13).

B-laktamaz testi

B-laktamaz testi hizli sonug verdiginden H. influenzae tanimlanir
tanimlanmaz hemen calisilmalhdir. Nitrosefin temelli B-laktamaz testi
tercih edilmelidir. Testin kalite kontroliinde pozitif kontrol olarak
Staphylococcus aureus ATCC 29213 ve negatif kontrol olarak
Enterococcus faecalis ATCC 29212 kullanilir (8).

Testin yapilisi icin bkz. Ek-2.

Disk diflizyon testi

Disk difizyon testi icin ideal besiyeri HTM besiyeridir. Plaklar 16-18
saat sureyle 35°C de %5-7 CO,’li ortamda inklibe edilir.

MIK dederleri igin yine “HTM buyyon” kullanilr.
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= HTM'nin kullanilamamasi durumunda %3-5 oraninda steril lize at kani
ve 10 mg/mL NAD eklenmis Mueller-Hinton buyyon kullanilabilir (13).

» H.influenzae'nin antimikrobiyal duyarhliginin arastirilmasinda kullanilan
diskler, disk igerikleri ve sonuglarin yorumlanmasina ydnelik CLSI
kriterleri Tablo 3'de, EUCAST kriterleri ise Tablo 4’de 6zetlenmektedir.

Diflizyon gradient test

» Diflizyon gradient testler (6r., E-test) ile MIK degerlerinin
saptanmasina iliskin veri oldukga kisithdir.

Tablo 3. H. influenzae igin CLSI tarafindan onerilen disk difiizyon zon gaplari ile MIC degerlendirme
standartlari (24)

MIK degerlendirme

Antimikrobiyal Disk Zon gapi (mm) standardi (pg/mL)
Etken/Sinif icerigi

S I R S I R
PENISILINLER
Ampisilin® 10 ug > 22 19-21 <18 <1 2 >4
SEFEMLER
Sefotaksim? 30 ug > 26 - - <2 - -
Seftriakson? 30 ug > 26 - - <2 - -
FENIKOLLER
Kloramfenikol 30 ug > 29 26-28 <25 <2 4 > 8

1 Cogu vakada, ampisilin ve amoksisilin direnci direk beta laktamaz testi ile hizli bir sekilde saptanabilir.
Ampisilin ve amoksisiline direncli H.influenzae izolatlarinin cogunlugu TEM tipi beta laktamaz Uretir.

2 Bazi antimikrobiyallere direngli suslarin olmayisi veya direncin seyrek gézlenmesi nedeniyle “duyarli” disindaki
kategorilerin tanimlanmasi giiglesir.

Tablo 4. H. influenzae igin EUCAST tarafindan 6nerilen disk difiizyon zon gaplari ile MIC
dederlendirme standartlar (25)

MIK degerlendirme

IE\tnkt::}ksl;t':Ilnflyal ;‘;I?gi Zon gap1 (mm) standardi (pg/mL)
S R S R

PENISILINLER

Ampisilint? 2 ug >16 <16 <1 >1

SEFEMLER

Sefotaksim?® 5 ug >22 <22 <0.125 -

Seftriakson?® 30 ug >27 <27 <0.125 -

FENIKOLLER

Kloramfenikol 30 pg =30 <26 <1 >2

1 Beta laktamaz pozitif izolatlar, beta laktamaz inhibitérstiz penisilinlere karsi direngli rapor edilir.

2 Breakpoint’ler yalnizca beta laktamaz negatif kokenlerle iliskilidir. Suslar, penisilin baglayan proteinlerdeki
degisiklikler nedeniyle penisilinlere, aminopenisilinlere, sefolosporinlere ve/veya karbepenemlere direngli
olabilirler.

3 Bu antimikrobiyaller igin klinik basarisizlik veya direng rapor edilmemistir.
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5.6. Saklama, Referans merkeze génderme

Menenjit veya invaziv enfeksiyon vakalarindan izole edilen suslar; ileri
tanimlama, molekller epidemiyolojik analiz ve antimikrobiyal duyarhlik
calismalari icin Ulusal Referans Laboratuvara génderilir (26).

Orneklerin veya izolatlarin gdénderilmesinde paketleme ve tasima
biyolojik materyal tasima kurallarina uygun olmahdir (27) (ayrica bkz.
UMS GEN-OY-01 Enfeksiy6z Maddelerin Tasinmasi Rehberi).

Laboratuvarlar kendi arastirma, egitim ve kalite kontrol amaglari icin
de izolatlarini saklayabilmelidirler. Dolayisi ile kisa ve uzun dénem
saklama ydntemlerine ihtiyac duyulur.

Kisa siireli saklama

H. influenzae izolatlarinin bir haftadan kisa siire ile korunmasi igin vida
kapakl tipte yatik CA'nin yatik kismina ekim yapilr, %5 CO,’li
ortamda, 35°C'de bir gece inklbe edilir. Bu tip 1 haftaya kadar,
kapadi sikica kapall halde (nem kaybi dénlenerek) +4°C’de tutulabilir.

izolatlar, silika jel iceren paket veya tiip icinde +4°C’de 2 hafta, oda
sicakhdinda daha kisa slire saklanabilirler.

Dorset yatik tagsima besiyerinde ise; yatik kisma ekim yapilip, bir gece
35°C'de, %5CO,'li ortamda inklibe edilir; oda sicakliginda 3 hafta sire
ile canhliklarini korurlar.

Bu ortamlar bilhassa izolatlarin Referans laboratuvara génderilmesi
sliresince korunmasi saglamak bakimindan kullanislidirlar.

Uzun siireli koruma

Uzun sureli saklama igin H. influenzae izolatlarinin steril ‘skim-milk’ ya
da gliserol iceren sivi besiyeri icinde yogun slispansiyonu da yapilabilir
(yéntem uygulamasi icin bkz. UMS, B-TP-01).

Yogun H. influenzae siispansiyonu -80°C derin dondurucuda veya daha
dusutk sicaklikta (likit nitrojen tankinda, -120°C) yillarca saklanabilir.
Bir -20°C derin dondurucu da kullanilabilir; ancak canlihk kaybi hizhidir
ve birkag¢ hafta ya da aylik saklamalar igin elverigli olabilir (26).

Bazi laboratuvarlar izolatlarini liyofilize ederek saklayabilmektedirler.
Liyofilizasyon igin ise ‘skim milk’, serum temelli bir besiyeri veya
polivinil-pirolidon kullanilir.

Pozitif bulunan klinik érnekler de -80°C'de saklanmalidir (26).

6 Tanida diger yontemler

6.1. Molekiler yéntemler

TUm H. influenzae’larda bulunan ve bakterinin ylzey lipoproteini olan
protein D ‘yi kodlayan hpd geni oldukca korunan bir gen bélgesi olup
tanida birgok molekdler test icin hedef bdlge olarak kullaniimaktadir.
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» Yakin zamanda gelistirilen ve valide edilen HPD gercek zamanli PCR
testi H.influenzae'nin 6 serotipi (a-f) ve NTHi tlrler igin ylksek
duyarliik ve 6zgulllige sahiptir (13).

7 Raporlama ve bildirim

» Invaziv H.influenzae enfeksiyonlarinda; BOS, kan veya diger steril
vucut sivilarinin kilttrinde etken bakterinin izolasyonu, steril vicut
sivilarinda lateks aglatinasyon, immiunelektroforez vb ydntemlerden
biri ile 6zgul antijenlerin gbsterilmesi, steril vicut sivilarinda ntkleik
asit saptama teknikleri ile 6zgul genetik materyalin saptanmasi “kesin
tan1” koydurucudur (6,7).

= Invaziv H. influenzae enfeksiyonlarinin bildirimi zorunludur (6,7). Halk
Sagligr Mudarlagane bildirim yapilmasi gerekmektedir. Bildirim
klinisyenin sorumlulugudur. Bununla birlikte (laboratuvardan bildirimi
zorunlu olmasa da) pozitif sonug elde edilir edilmez laboratuvarin ilgili
birime haber vermesi (6r., telefon ile) dnerilir.

8 Olasi sorunlar/kisithliklar

» H.influnzae, dis ortam kosullarina oldukca duyarli bir bakteridir. Bu
nedenle BOS 6rnegdi alinir alinmaz besiyerlerine ekilmesi gereklidir. Bu
muumkin degilse BOS 6rnedinin mutlaka T-I besiyerine veya pediatrik
kan kultldr sisesine alinmasi gerekir.

» Bakteri, Gremek igin X ve V faktdrlerine gereksinim duyar.

» Bakterinin en kisa stirede tanimlanmasi ve antibiyotik duyarhlk
calismalarinin yapilmasi gerekir.

9 Referans Laboratuvar

Adres

Tiarkiye Halk Saghgi Kurumu,

Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlari Daire Baskanligi

Ulusal Solunum Yolu Patojenleri Referans Laboratuvan

Refik Saydam Yerleskesi, Saglik Mahallesi, Adnan Saygun Caddesi, No: 55
06100 - Sihhiye/ANKARA

www.thsk.gov.tr; e-posta: usyprl@saglik.gov.tr
Tel: 0312 565 5508

Gorev gercevesi

Kontrol programi kapsaminda klinik érneklerden bakteriyel menenjit
etkenlerinin (N.meningitidis, S.pneumoniae ve H.influenzae) tani,
dogrulama, serotiplendirme ve molekuler epidemiyolojik tiplendirmelerinin
yapilmasi; antibiyotik duyarlliklarinin arastirilmasi; bdlgesel laboratuvarlara
dis kalite 6rneklerinin hazirlanmasi ve uygulanmasi.
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Ekler

Ek-1 H. influenzae serogruplandirma testi

Materyal

Cikolata agara pasajlanmis 24 saatlik taze saf bakteri kulttra
Polivalan a,b,c,d,e,f antiserumu

Temiz lamlar

Steril cam tupler

Steril pipet uglari

Steril %0.85 NaCl (SF)

McFarland No 3 bulanikhk standardi

Hazirhk

Tum malzemeler oda i1sisina gelmeleri icin 6nceden buzdolabindan cikarilr.

2 Biyoguvenlik kabini en az 5 dk dnceden calistirilir. Calisilacak tim malzemeler
biyoglvenlik kabinine énceden yerlestirilir. Uygun KKD (6nluk, eldiven) giyilir.

3 Steril bir cam tupe 500 pL SF konulur ve taze pasajdan McFarland No 3
yogunlugunda bakteri stispansiyonlari hazirlanir.

4 Lam alkol ile temizlenir ve cam kalemi ile 2 bélmeye ayrilir.
Testin yapilisi

Bdlmelere 10’ar yL bakteri stispansiyonu konulur.
Ilk bélmeye herhangi bir antiserum konulmaz.

Ikinci bélmeye a,b,c,d,e,f polivalan antiserumundan 10 pL eklenir.

A W N =

Lam bir dakika sureyle elde surekli olarak hafif dairesel hareketlerle gevrilir.

Testin degerlendirilmesi

Bir dakika sonra aglitinasyon varligi degerlendirilir.
Lamin ilk bélmesinde “otoaglitinasyon” gézlenmemelidir.

Lamin ikinci bélmesinde aglitinasyon olusmasi durumunda teste monovalan
antiserumlar ile devam edilir.

4 Aglitinasyon bir antiserumla gerceklesmelidir.
5 Sonuclar asagidaki gibi yorumlanir ve kaydedilir:

4+ %100 aglitinasyon (berrak ila hafif bulanik zemin)
3+ %75 aglutinasyon (hafif bulanik zemin)

2+ %50 aglitinasyon (orta derecede bulanik zemin)
1+ %25 aglitinasyon (bulanik zemin)

Aglltinasyon yok
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Kalite kontrol

Test edilen izolat ile birlikte daha 6énceden serogrubu belirlenmis Haemophilus
izolatlari da teste alinir ve pozitif kontrol olarak kullanilir.

Sinirhhklar
1 Otoaglitinasyon olusuyorsa, kiltir R tipi ve antijenik dederlendirme igin

uygun dedil demektir.

2 Otoaglitinasyon varhidinda ya da kalite kontrol susu ile aglitinasyon
olmamasi halinde test tekrarlanmalidir.

3 Her iki durumda da yeni pasaj yapilmali ve aglitinasyon islemi
tekrarlanmalidir.

Cesitli antiserumlar ile birden fazla aglitinasyon gézlenmemelidir.

5 Herhangi bir antiserum ile aglitinasyon olusmamasi susun
serogruplandirilamayacagi anlamina gelir.

6 Test edilen izolat ve pozitif kontrol susu ile +3 dederinde reaksiyon
gbézlenmelidir.

7 Negatif kontrol aglitinasyon géstermemelidir.
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Ek-2 H. influenzae icin B-laktamaz testi

Nitrosefin testi

Bu test B-laktamaz taramasi igin disk tGzerine konan koloniye reaktif damlatilarak
yapilir (4).
Testin yapilisi:

1 Nitrosefin diski steril forseps yardimiyla temiz bir lam Gzerine konur; bir damla
distile su eklenir.

Steril silgic veya 6ze ile saf taze kiltlrden bir koloni alinir.
Silgic veya 6ze ile alinan koloni nemlendirilmis diske surdlir.

Renk degisimi acisindan disk bes dakika sire ile gozlenir.

u h W N

B-laktamaz Ureten izolatlari iceren disklerde karakteristik kirmizi/pembe renk
degisimi gozlenir.

Modifiye asidometrik agar plak metodu

H.influenzae izolatlarinin B-laktamaz aktivitelerinin arastiriimasi igin kullanilan
ayirt edici bir agar plak metodudur. Penisilin ve fenol kirmizisi besleyici 6zelligi
olmayan bir agar plakta birlestirilir. B-laktam halkasinin penisilinden ayrilmasi
sonucu olusan penisiloik asit ile ortamin asiditesi artar. Bu degisiklik pH
indikatoriince saptanir ve agarda renk dedisimi gozlenir (4).

Testin yapihsi:

1 B-laktamaz agar plaginin farklh noktalarina H.influenzae kolonileri konur. Bir
plakta ayni anda cok sayida koloni test edilebilir. Kolonilerin dogru bir sekilde
isaretlenmis olmasina 6ézen gosterilir.

2 B-laktamaz pozitif ve B-laktamaz negatif oldugu bilinen kontrol suslari da teste
alinir.

3 Agar plaklar, 35°C’de 15 dakika inkibe edilir.

4 Agar plaklari, koloniler etrafinda renk degisimi olup olmamasi agisindan
degerlendirilir.

5 Pozitif kontrol susuna ait kolonilerin etrafindaki agar sari renkte iken negatif
kontrol susu kolonilerini cevreleyen agarda herhangi bir renk degisimi
gbzlenmez.
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Ilgili diger UMS belgeleri

Bu prosedir belgesi (Haemophilus influenza invaziv Enfeksiyonlarinin
Mikrobiyolojik Tanisi) asadida verilen UMS belgeleriyle de ilgilidir ve ilave bilgi
icin bu belgelere de bakilmasi 6nerilir:

UMS, B-TP-01
UMS, B-TP-03
UMS, B-TP-14
UMS, B-TP-16
UMS, B-TP-23
UMS, AMD-TP-01
UMS, AMD-TP-04
UMS, B-MT-03

UMS, B-MT-05

UMS, GEN-OY-01

Sus saklama prosediri

Gram boyama

Loefflerin metilen mavisi

Oksidaz testi

X, V ve XV faktor gereksinimi (satellit fenomeni igin)

AMD testleri icin besiyerlerinin hazirlanmasi

MIK saptama ydntemleri

Neisseria meningitidis enfeksiyonlarinin mikrobiyolojik tanisi
(dreme destekleyici eklenmis T-I besiyerinin hazirlanmasi igin)
Streptococcus pneumoniae invaziv enfeksiyonlarinin
mikrobiyolojik tanisi

Enfeksiy6z maddelerin tasinmasi rehberi
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Streptococcus pneumoniae

Kapsam ve Amag

Invaziv pnémokokkal hastaliklar basta pnémoni olmak lizere, bakteremi,
menenjit ve diger steril viicut bolgelerinin enfeksiyonu seklinde ortaya gikabilir.
Invaziv pnémokokkal hastalik diinyanin hemen her yerinde cocuk ve eriskinlerde
ciddi seyreden hastaliklarin basinda gelmektedir. Etken Streptococcus
pneumoniae (pnémokok) saghkh kisilerin Gst solunum yolu florasinda yaygin
bulunan bir mikroorganizmadir.

Bakteriyel menenjitler diinya genelinde halen en énemli enfeksiydz hastaliklardir.
En sik rastlanan GU¢ meningeal patojen olan Neisseria meningitidis, Haemophilus
influenzae ve Streptococcus pneumoniae vakalarin %80'den fazlasini olusturur.
Erken ve 6zgil tani hasta ydnetiminde ve hastaligin kontroliinde énemlidir. DSO
bu bakteriyel patojenlerin neden oldugu menenjitlerin ya da invaziv hastaliklarin
dinya genelinde azaltilmasi ile ilgili yaygin program yurttmektedir (1,2).
Ulkemizde de bu (i¢ patojenin invaziv hastaliklari bildirimi zorunlu hastaliklar
arasinda yer almaktadir (3,4).

Bazi klinik 6zellikleri ile olasi etiyoloji akla getirilebilirse de bu hastaliklarin kesin
tanisi mikrobiyolojik incelemeye dayanir. “Tani stratejisi”ni ise laboratuvara gelen
klinik 6rneklerden bu (¢ patojen dahil bitin olasi bakterilerin yakalanabilecedi
ortak bir tani akis semasinin izlenmesi olusturur (1,5).

Invaziv pnémokok hastaliklarinin laboratuvar tanisinda kullanilan geleneksel
yontem kdltlrdir. Antijen testleri ve niikleik asit cogaltma yontemlerinin tani
degeri netlik kazanmamistir. Tani yontemlerinin enfeksiyon bdlgesine gore
duyarhligi da degiskendir.

Bu belge yéntemlerin invaziv pnémokok hastaliklarinin kesin tanisindaki yerini
glncel bilgilerle degerlendirmek, yontem seciminde dikkat edilmesi gereken
unsurlara dikkat cekmek ve bildirime esas dogru ve glvenilir sonuglarin elde
edilebilmesi icin uygulama prosedurleriyle ilgili pratik bilgiler sunmak amaciyla
hazirlanmigtir.

Kisaltmalar ve Tanimlar

AMD Amtimikrobiyal duyarlihk (testi)
CA Cikolata agar

Hib Haemophilus influenzae tip b
IPH invaziv pndmokokkal hastalik

KKA %5 Koyun kanli agar (NOT: Tanida %5 at kanl agar da kullanilabilir ve
bu belgede her ikisi de KKA kisaltmasi ile gegmektedir.)

MIK Minimum inhibitér konsantrasyon

T-1 Trans-Isolate (besiyeri). Bakteriyel menenjit olasiliginda BOS
orneklerinin uzun mesafeye tasinmasinda hem tasima hem de kaltur
ortami olarak kullanilan bifazik besiyeri (yapilisi igin bkz. UMS B-MT-03)
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Streptococcus pneumoniae

Genel Bilgi

Hastaligin 6nemi

Invaziv pnédmokokkal hastalik terimi, pnémokoklarin neden oldugu pnémoni,
menenjit, bakteriyemi ve diger steril viicut bolgelerinin enfeksiyonlarini ifade
eder (6,7).

Pnodmokokkal pnomoni, ani baslayan ve titremeyle ylikselen ates, ploretik gogus
agrisi, dispne, takipne, 0kslrik ve purilan balgamla karakterizedir. Bebek ve
kiguk cocuklarda hastalik kendini ates, kusma ve konvlulsiyonla da gdsterebilir.
Yaslilarda ise ates, dispne ve biling durumundaki degisiklikler ilk bulgular olabilir.
Hastaligin seyri esnasinda olgularin %25-30'unda bakteriyemi gelisebilir ve kan
klaltdrinde S.pneumoniae bulunabilir (6,8). Bakteriyemide ortalama vaka-6lum
orani %20 kadardir fakat 6zellikle yasli vakalarda %60 kadar yuksek
olabilmektedir (6).

En sik saptanan toplum kaynakli pndmoni etkeni olmasina ragmen, pnémokokkal
pndmoninin mikrobiyolojik tanisi bazi glglikler gdsterir. Tanida ‘altin standart’
kabul edilen kiltaran duyarhihdi %65'dir. Hizli ve dogru tani éncelikle 6rnegin
kalitesine baglidir (5,9).

Pnodmokokkal menenjit, diger akut bakteriyel menenjitler gibi ani yikselen ates,
letarji veya koma ve meningeal irritasyon bulgulari ile karakterizedir. Bilinen risk
gruplarinin disinda, kohlear implanti veya baziler kirigi olan hastalar da invaziv
pndmokokkal hastalik icin ylksek risk grubundadirlar. S.pneumoniae;
osteomiyelit, septik artrit, endokardit, perikardit, peritonit veya neonatal invaziv
enfeksiyonlara da neden olabilir (6,7).

Diinya Saglk Orgitiinin verilerine gére her yil 1.6 milyon insan IPH nedeniyle
kaybedilmekte ve bunlarin yaklasik 1 milyonunu, 5 yasindan kuguk cocuklar
olusturmaktadir (9). Etkili bir konjugat asisi bulunmasi nedeniyle, IPH asi ile
Onlenebilir enfeksiyonlar arasinda yer almaktadir (10).

1980’lerin ortalarindan itibaren dnce penisiline sonra da goklu ilaca direngli
pndmokoklarin saptanmasi, etkenin hizli ve dogru bir sekilde tanimlanip,
duyarlilik testleriyle birlikte raporlanmasinin 6nemini arttirmistir.
S.pneumoniae’nin giderek artan bu antibiyotik direnci nedeniyle, IPH'nin
kontrollnde asilara olan gereksinim 6n plana cikmistir (7,10).

Tlrkiyede konjuge pndmokok asisi 2008 yilinda ulusal badisiklama programina
dahil edilmis ve uygulanmaya baslanmistir. Bu asilarin IPH’leri 6nlemedeki
basarisini belirleyebilmek gerektiginden, slirveyans calismalari 6nem kazanmistir.
Ayrica toplumumuzda yaygin serotiplerin belirlenmesi ile uygulanmakta olan asi
iceriklerine katki saglamak mimkn olabilir.

Mikroorganizmanin ozellikleri

S.pneumoniae klinik érneklerde cogunlukla hiicre ici veya disinda Gram pozitif
lanset seklinde diplokoklar seklinde gorialir. Nadiren tek tek veya kisa zincirler
seklinde de olabilir.
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Streptococcus pneumoniae

S pneumoniae gii¢ lireyen bakterilerden olup 35-37°C ve %5 CO,li ortam
(mumlu jar da olabilir) Gremesi icin optimum kosullardir. Koloni morfolojisini de
gosterdigi icin cogunlukla kanli agarda Uretilmesi tercih edilir.

Kanli agar plaginda S.pneumoniae kolonileri alfa-hemolitik, kliclik, gri renklidir ve
yeni kiltlrlerde viridans streptokoklardan ayrilmasi zordur. 24-48 saatlik
kiltlrlerde koloniler dizlesmeye ve ortasi cokmeye baslar bu koloni
morfolojisiyle viridans streptokoklardan ayrilabilir (Sekil 1).

Anaerob kosullarda Urediginde -kapsil miktarina da bagli olarak- daha blytk ve
mukoid koloniler olusturabilir.

Klinik ozellikler

Pndmokokkal pnomoni, ani baslayan ve titremeyle ylikselen ates, ploretik gogus
adrisi, dispne, takipne, 0kslrik ve plrilan balgamla karakterizedir. Bebek ve
kiguk cocuklarda hastalik kendini ates, kusma ve konvlulsiyonla da gdsterebilir.
Yaslilarda ise ates, dispne ve biling durumundaki degisiklikler ilk bulgular olabilir.
Hastaligin seyri esnasinda olgularin %30’unun kan kiltirinde S.pneumoniae
bulunabilir (6).

Pnomokokkal menenjit, diger akut bakteriyel menenjitler gibi ani ylkselen ates,
letarji veya koma ve meningeal irritasyon bulgulari ile karakterizedir. Bilinen risk
gruplarinin disinda, kohlear implanti veya baziler kirigi olan hastalar da invaziv
pndmokokkal hastalik igin yuksek risk grubundadirlar.

S. pneumoniae osteomiyelit, septik artrit, endokardit, perikardit, peritonit veya
neonatal invaziv enfeksiyonlara da neden olabilir. S.pneumoniae ayrica akut otitis
media, sinlzit, konjonktivit gibi gesitli invaziv olmayan hastaliklara da neden
olabilir. Akut otitis media en sik gézlenen pnémokok enfeksiyonu olup, bu
enfeksiyonu 6 yasa kadar hemen her cocugun gecirdigi tahmin edilmektedir (6,7).

Mikrobiyolojik Tani

S.pneumoniae invaziv enfeksiyonlarinin kesin tanisi steril viicut sivilarindan
etkenin izolasyonuna dayanir. BOS ve diger normalde steril viicut bélgelerinden
klinik 6rneklerin direkt Gram boyamasi tanida yonlendiricidir, ancak,
organizmanin boyali preparatta goértlebilmesi icin BOS veya kanda hayli yuksek
konsantrasyonda (yaklasik 10* bakteri/mL) olmasi gerekir (8).

Pndmokoklar siklikla Gst solunum yollarinda hastalia neden olmaksizin kolonize
olabildiginden steril olmayan viicut bélgelerinden (6r., balgam, konjonktiva)
organizmayi izole etmenin klinik degeri sliphelidir. Béyle durumlarda balgam
kilttrlerinin degerlendirilmesine Gram boyama yardimci olabilir; balgamin Gram
yaymasinda gram pozitif diplokoklarin Gsttnligu ile birlikte her mikroskop
sahasinda >25 |6kosit ve <10 duz epitel hucresi gbézlenmesi pnédmokokkal
pndmoni tanisini destekler (7). Ancak bu tani, invaziv pnomokokkal hastalik
vaka tanimina dahil etmek icin yeterli degildir ve ulusal slirveyanslar acisindan
bildirime esas olarak kabul edilmemektedir (3,7).

S. pneumoniae’nin mikrobiyolojik tanisinda ayrica pndmokokkal kapsuler antijen
saptama testleri ve molekuler yéntemler de kullanilabilir.
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Kultur

Kaltar tanida ‘altin standarttir. Pnémokoklar rutinde kullanilan KKA ve CA gibi
besiyerlerinde kolay irer. Uremek icin 6zel atmosfer kosullarina veya besleyici
faktorler ile zenginlestirilmis besiyerine ihtiyag géstermezler. Bakterinin
izolasyonu gerceklestiginde, az sayida fenotipik test ile tanimlanabilmesi bir
avantajdir. Ayrica kultur duyarlilik ve serotipleme islemleri igin de izolat elde
edilmesini saglamasi ve sonucun kesin tani kriteri olmasi nedeniyle gelisen test
tekniklerine ragmen tanida halen oncelikle tercih edilen yontemdir (5,6,9).

Antibiyotik duyarhliginin belirlenmesi ve epidemiyolojik galismalar igin de etkenin
kaltdrlerden izolasyonu 6nem tasir. Kultirde treyen pnémokok supheli kolonilere
optokin duyarlihdi ve safrada erime testleri yapilarak bakteri tanimlanir (5,6,9).

Antijen testi

Invaziv pndmokokkal hastalik tanisinda bakterinin kapsiiler antijenlerinin
dogrudan steril vicut sivilarinda (idrar, BOS, serum vb.) aranmasina dayal
testler bulunmaktadir.

Bu testlerin tani dederi enfeksiyon bdlgesine ve konak 6zelligine gore (yas vb.)
degisebilmektedir. Pozitif sonuglar ampirik antimikrobiyal tedavisinin
spektrumunu daraltacagi icin 6nemlidir (6,5,9).

Molekller yontemler

S. pneumoniae’nin klinik érneklerde saptanmasi ve serotiplendirilmesi icin PCR
yontemi kullanilabilir. Molekller yéntemler kiltlr ile desteklenmelidir. Multipleks
ve RT PCR ydntemleri icin CDC kaynaklarindan yararlanilabilir (5,11).

Teknik Bilgiler

1 Hedef mikroorganizma

Streptococcus pneumoniae

2 Tani icin asgari laboratuvar kosullari

2.1. Laboratuvar glvenligi

S.pneumoniae Risk Grubu 2 organizmadir. Tum laboratuvar islemleri BGD2
laboratuvar kosullarinda gergeklestirilmelidir. Butldn kdlttrler enfeksiy6z kabul
edilmeli ve standart gilvenlik 6nlemleri alinmalidir. Menenjit veya invaziv
enfeksiyon slUpheli 6rneklerden kultirler ve etkenin tanimlanmasi ile ilgili tim
laboratuvar islemleri sinif-IIA biyoglivenlik kabini icinde yapiimahdir.
Onlemler risk deerlendirmesi ile desteklenmelidir. BGD2 diizey, galisma kosullari
ve dikkat edilmesi gereken butln konular igin ayrica bkz. “Ulusal Laboratuvar
Guvenlik Rehberi”.
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2.2. Sorumluluklar ve asgari personel gerekleri

Eder klinisyen menenjit veya invaziv pndmokokkal hastaliktan stipheleniyorsa
kultur icin 6rnekleri laboratuvara géndermeden 6nce, laboratuvarin gerekli
hazirhdgi yapabilmesi igin laboratuvar ile iletisim kurmali, haber vermelidir.

Orneklerin kabul edilmesinden sonucun raporlanmasina kadarki adimlarda goérev
alan tim personel; (i) tekniklerin uygulanmasindan énce amaclanan bitin
kullanimlar ile ilgili tam bir egitim almis olmali; (ii) kullanilan tekniklere tim
yonleriyle asina olmali; (iii) daima tim laboratuvar glvenlik kurallarina uymaldir.

Glvenlik 6nlemlerine uyumun saglanmasindan, tekniklerin standart prosedirlere
uygun gergeklestirilmesinden ve taninin dogrulugu ve glvenilirliginden
Mikrobiyoloji Uzmani sorumludur.

2.3. Ornek, Reaktif, Kit, Donanim

Inceleme 6rnekleri

Bakteriyel menenjitlerde veya major bakteriyel menenjit patojenlerinin
(meningokok, pndmokok ve H. influenzae) neden oldugu invaziv hastalik
tanisinda hemen hemen ayni érneklerden belli bir akis semasi izlenerek
taniya gidildigi hatirlanmahdir (12).

Iinvaziv pnomokok hastaligi veya menenjiti tanisinda 6rneklerin
alinmasi ve génderilmesine iliskin detayli bilgi *“Bulasici Hastaliklarin
Laboratuvar Tanisi icin Saha Rehberi”nden ve “Klinik Ornekten Sonug
Raporuna Uygulama Rehberleri”’nden edinilebilir (13). Asadida bazi 6nemli
noktalara tekrar dikkat cekilmektedir:

= BOS ve kan dérnekleri tanida ilk secenektir. Plevra, perikard, petesiyal
aspirat ve eklem sivisi incelenebilecek diger érneklerdir.

ONEMLI NOT: Bakteriyel menenjit veya invaziv enfeksiyon tanisi igin
alinan BOS, kan veya diger klinik 6rnekler laboratuvarda isleme
alinincaya kadar gecgen siire boyunca oda sicakliginda veya 35°C’de
tagsinmali ve saklanmalidir; kesinlikle buzdolabina konmamahdir
(1,12,). Ancak, pnédmokoklarin otolizin liretimi nedeniyle drneklerin
oda i1sinda da uzun slre beklemesi sakincalidir!

= Kan - Kultdr igin aseptik kosullarda alinir; kan kaltlri sisesine aktarilir
ve yumusakca cevrilerek karismasi saglanir. Kan kdltird érnek
yOnetimi igin bkz. Kaynak 14.

= BOS - Alinabilen érnek miktari sonraki islemleri belirler. Laboratuvara
hemen ulasamayacaksa tiliplerden birindeki BOS 6rnegi (~1 ml)
tercihen bifazik T-I besiyeri iceren siseye; yoksa bir pediatrik kan
klltdr sisesine inokulle edilip gonderilmelidir.

= Steril vlcut sivisi 6rnekleri de BOS gibi islem gérmeli, érnek steril bir
tipe aktarilarak hemen laboratuvara génderilmelidir. Bu mimkuin
degilse bifazik T-I besiyerine; T-I besiyeri yoksa bir pediatrik kan
klltard sisesine asepsiye dikkat edilerek inokule edilir (13).
NOT: T-I, yatik agar ve sivi olmak Uzere iki fazh bir besiyeridir (15).

Hib siphesi varsa érnek (BOS, kan, steril vicut sivisi) Isovitalex veya
Vitox eklenmis siselere (T-I, kan kaltard) aktariimahdir.
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Plevral sivi CA veya ve triptikaz soya bazli KKA'ya dogrudan ekilmelidir.
Kan kultard sisesine alinmasi énerilmez.

Ornekler miimkiinse antibiyotik tedavisi baslanmadan énce alinmalidir.

T-1 veya kan kiltura siselerine konan érnekler (pediatrik olanlar dahil)
bir gece 35°C’de inkibe edildikten sonra ve/veya 24 saat icinde oda
sicakliginda laboratuvara ulastirilabilir. Tasima esnasinda 6rneklerin
asiri sicakhk degerlerine (<18°C veya >37°C) maruz kalmasina
kesinlikle izin verilmemelidir.

Pnémokoklar rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda tanisi mimkuin olan
mikroorganizmalardir. Klinik é6rnekten bakterinin izolasyonu klinik
mikrobiyoloji uzmani olan tim laboratuvarlarda yapilabilir. Ancak
serotipleme veya molekiiler testler icin referans laboratuvarlara érnek
géndermek gerekebilir. Ornekler referans laboratuvara génderilecekse,
uygun paketleme saglanmal ve yasal diizenlemelere uyulmalidir (16).

Besiyeri / Reaktif

KKA - Triptik soya agar baz ile hazirlanmis %5 koyun veya at kanl
agar idealdir. Piyasadan hazir temin edilebilir; laboratuvarda da
hazirlanabilir. N. meningitidis ve S.pneumoniae KKA’da Urerler. KKA'da
Hib tGremesi icin ise satellit fenomeninden (ekim bdlgesini caprazlayan
Staphylococcus aureus inokilasyonu) yararlanilabilir ya da X ve V
faktor diskleri kullanihr.

NOT: KKA yerine insan kanli agar kullanimi kesinlikle énerilmez!

Cikolata agar - Piyasadan hazir temin edilebilecegi gibi laboratuvarda
da hazirlanabilir. Her Gi¢ meningeal patojen de bu besiyerinde Urer. X/V
faktor (Isovitalex vb) iceren ticari besiyerleri de kullanilabilir.

Haemophilus test medium (HTM) - antibiyotik duyarhlik testi igin

Triptik soya buyyon (TSB) veya beyin-kalp inflizyon buyyonu (BHI) -
ticari kan kUltlrd sisesi mevcut degdilse bu sivi besiyerleri kullanilabilir.

Biyotiplendirme icin — katalaz reaktifi, Gram boya ve Loeffler'in metilen
mavisi reaktifleri, optokin diski, safrada erime deneyi reaktifleri, X, V
ve XV diskleri veya S. aureus susu (bkz. “Ilgili Diger UMS Belgeleri”)

Serotiplendirme icin pnémokok antiserumlari
Antimikrobiyal duyarlilik diskleri/stripleri

Diger gereg, donanim

Besiyeri hazirlamak igin

Erlen (10 mL, 25 mL, 500 mL, 2 L)

Manyetik karistirici/isitici ve manyetik baliklar
pH metre

Petri kabi, steril, tek kullanimlik

Pastor pipeti, steril pipetler; pipetleme ekipmani
Su banyosu (55°C'ye ayarl)

Tupler steril, vida kapakh
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Kdltir, mikroskopi ve diger testler icin

Biyoguvenlik kabini, sinif-IIA

Koloni mikroskobu (stereomikroskop) — kultlar plaklarini okumak icin
(opsiyonel)

Isik mikroskobu - 10x (dlslk), 40x (ylksek kuru), 100x (immersiyon)
objektifleri ve 10x okdleri olan tercih edilir.

NOT: 5x okdler dnerilmez! Daha az bliylitme sagladigi igin inceleme
duyarlihgi disltktir. 10x okdler kullaniimalidir (17).

Inkibatér, 36°C, CO.'li inkiibatér veya mumlu jar
Oze, steril, tek kullanimhk

Rotator (opsiyonel)

Santriflj — 50 ml tlp santrifijine uygun

Vorteks (tup atagmanl)

Zaman alarmi (timer)

2.4. Kalite kontrol

Kullanmadan 6nce besiyerlerinin son kullanma tarihi icinde oldugundan
emin olunmahdir. Son kullanma tarihi dolmamis olsa da eger besiyeri
plaklarinda kuruma, catlak vb. gézlenirse, kullanilmamalidir.

Uzun slire depolanan besiyerlerinde nem kaybli sonucu igerigindeki
maddelerin yogunlugu artabilir ve besiyeri iremeyi baskilayici 6zellik
kazanabilir.

Besiyerlerinin kalite kontroll icin laboratuvarda standart suslar
bulunmalidir ya da elde edilen bir izolat heniliz pasajlanmamis veya ¢ok
az pasajlanmis iken kalite kontrol icin saklamaya alinabilir.

Besiyerlerinin kalite kontroll baslica sterilite ve dreme (ve besiyeri
segici ise segici 6zellik) kontrolini kapsar.

(a) Sterilite kontroll igin; yeni hazirlanmis her besiyeri lotundan 1 litre
besiyeri basina 2-3 plak secilir; 35°C’de 3 glin inkibe edilir.

(b) Uremenin kontrol edilmesinde S. pneumoniae ATCC 49619
kullanilir.

Antimikrobiyal duyarlilik ve tanimlama testlerinde kalite kontrol izolati
olarak da S. pneumoniae ATCC 49619 kullanihr.

Kitler kullanilirken kontrol érnekleri de kitte verilen prosedire gore
teste dahil edilmelidir.

Mikroskop ve diger bitin ekipman kalibrasyonlari dizenli araliklarla
yapihyor olmaldir.

Blutln kalite kontrol sonuglari, kullanilan kitin/besiyerinin lot numarasi,
tarih ve diger bilgilerle birlikte kalite kontrol kayit defterine veya
kartlarina kaydedilmelidir.
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3 Invaziv pndmokokkal hastalik tanisi icin genel
yaklasim

Invaziv pnémokok enfeksiyonlarinin tanisinda baslica kan ve BOS
ornekleri kullanilir (18).

Kan, BOS ve diger klinik érneklerinin incelemeye alinmasinda belli basli
adimlara iliskin akis semasi Sekil 1'de verilmektedir.

BOS drnekleri icin 6n islem gerekirken kan kdlttrleri igin 6n isleme
gerek yoktur (bkz. Sekil 1).

BOS o6rneklerinin islenmesi 6rnek miktarina gore degisiklik gosterir.
BOS o6rnegdinin islenmesine iliskin akis cizelgesi de Sekil 2'de verilmistir.

3.1. IPH suphesinde laboratuvar is akis semasi

Siupheli olgulardan klinik érnekler
(kan, BOS, steril vicut sivisi)

l }

Kan, vicut sivilari BOS
On islem GEREKMEZ On islem GEREKIR
(bkz Sekil 2)

——— Gram boyama «——

_ . Antijen testleri
(bkz. Sekil 2 ve 3)

Kaltur ve
—>  tanimlama +———

(bkz. Sekil 3)

Sekil 1. S.pneumoniae invaziv enfeksiyonu olasiliginda klinik érneklerden mikrobiyoloijk

tani igin laboratuvarin genel is akisi semasi

Tanimlama testleri icin saf kiltlirden calisiimasi 6nemlidir. KKA'daki
pndmokok slipheli kolonilere Sekil 3'de 6zetlenen testler uygulanir.

S. pneumoniae supheli kolonilerin tanimlanmasinda Gram boyama,
katalaz ve optokin duyarlik testleri uygulanir; dogrulama icin ise
safrada erime deneyi kullanilir.

Epidemiyolojik calismalar icin serotipleme yapilabilir. Hem tanimlama
hem de serotipleme icin molekdller testler uygulanabilir. Serotipleme
ve molekuler testler rutin klinik mikrobiyoloji laboratuarlarinda tani
amaciyla kullanilacak testler olarak énerilmez. Bu testler daha ¢ok
Referans laboratuvarda veya arastirma laboratuvarlarinda yapilmasi
Onerilen testlerdir (5,11).
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3.2. Bakteriyel menenjit tanisi icin genel akis semasi

BAKTERIYEL MENENJIT SUPHELI VAKA
(Haemophilus, meningokok veya pnémokok menenjiti igin)

— Yuksek ates (rektal >38.5°C veya aksiller >38°C)

— Meningeal irritasyon bulgulari (<2 yas bebeklerde ates ve fontanel bombeligi)
— <5 yas gocuk veya geng eriskin

— Okul, kigla, yurt gibi kalabalik ortamda bulunma

Lab.a varig Lab.a varis
<1 saatise * >1 saat ise
, BOS
1000xg'de 15 dk Hasta basinda T-I*
santrifij et besiyerine inokiile et
. ) 35°C, %5 COy'li
Hizli antijen Stpernatan Sediment ortamda bir gece
arama testi l inkiibasyon
I
Gram Lab.a génder (0OS; >21°C; <24 s)
. ! | boyama ' '
NEGATIF POZITiF* Y ¥ ¥
PNL'ler iginde ve/veya Kiltar Sub-kulttr
disinda gram (+) diplokok
l (pnémokok); gram (-) * ‘
diplokok (meningokok);

(cikolata agar + KKA)

Hastaligi dislamaz.
Diger yontemler ile
incelenmeye devam

kokobasillerin

veya gram (-)
(Haemophilus) gérilmesi ‘

edilir. “olasi tani” Ureme var Ureme yok
Kesin Vaka diger etkenler
tani yoniinden dederlendirilir.

Sekil 2. Bakteriyel menenijit siipheli vakanin BOS 6rnedinin laboratuvara iletilmesi, mikrobiyolojik
incelemeler ve olasi sonuglari igin akis semasi (12 no.lu kaynaktan uyarlanmistir).
* Pozitif sonug gerekirse diger testlerle desteklenmelidir!
0S, oda sicakhgi; s, saat; dk, dakika; Lab., laboratuvar

3.3. Orneklerin incelemeye hazirlanmasi

= Menenjit “acil” bir klinik durumdur. Sipheli bir hastadan BOS 6rnegdi de
klinik laboratuvarlar igin “acil” érnek olarak tanimlanmaktadir. Ornegin
bir an énce isleme alinmasi, etiyolojik ajani saptamak Uzere 6zgul
mikrobiyolojik tani strecinin bir an énce baslatiimasi kuraldir (19).

» Bakteriyel menenjit siphesinde patojen ajanin tanisi igin dncelikle BOS
(veya invaziv enfeksiyonda kan) drnekleri incelemeye alinir (1,18,19).

= EJer gelen BOS 6rnedi <1 mL ise santriftij islemi yapilmadan ve
dogrudan KKA ve CA'ya inokile edilir ve Gram boyama yapilr.

= Eder gelen BOS 6rnedi =1 mL ise boyama ve ekim islemlerinin
yogunlastirilmis 6érnekten yapilmasi duyarhligi artirir. Bu nedenle BOS
1000 x g'de 15-20 dk santrifiij edilmelidir (18).

» Santrifij sonunda supernatan kismi Pastor pipeti ile alinir ve antijen
saptama testleri igin kullanilabilir.

=  Cokelti kismi ise kuvvetlice karistirildiktan sonra 1-2 damlasindan
Gram boyama (ve yeterli ise metilen mavisi ile) icin yayma hazirlanir
ve birer damla da KKA ve CA’ya inokule edilir (18) (Sekil 2 ve 3).
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NOT: Ozellikle menenjit siiphesinde BOS sedimentinden Gram boya ile
birlikte mutlaka metilen mavisi boyama da yapilmalidir. Gram boyama
ile pembe-kirmizi boyanan ve genellikle pembe zeminde ayirt edilmesi
gug olabilen H. influenzae gibi gram negatif organizmalar, metilen
mavisi kullaniimasi halinde acik gri zeminde koyu mavi boyanmis
hiicreler seklinde gorlleceklerinden kolayca ayirt edilebilirler (20).

4 QOrneklerin direkt incelenmesi

4.1. Boyali yaymalarin incelenmesi (Gram boyama)

Santriftij edilmis BOS 6rnegi ¢okeltisinin 1-2 damlasi kullanilarak
yayma hazirlanir ve Gram boya ile boyanir (bkz. UMS-B-TP-03). Diger
steril vicut sivilarindan da benzer sekilde yaymalar hazirlanmahdir.

Santrifij edilmemis érnek kullanilacaksa temiz bir lamin tzerine bir
damla BOS konup yaymadan kurumasi beklenir.

NOT: Eger 6rnekteki bakteri yogunlugunun distk oldugu tahmin
ediliyorsa, kurumus damlanin Gzerine bir damla daha BOS ilave
edilerek daha yogun bir damla elde edilebilir ve bakterilerin gortlme
olasiligr artirilabilir.

Gram boyama isleminde pozitif ve negatif kalite kontrol érnekleri de
kullaniimalidir.

BOS’un Gram boyamasinda polimorf niveli I6kositler ve gram pozitif,
lanset veya mum alevi seklinde diplokoklar gérulmesi S.pneumoniae
menenjiti icin olasi tani olarak degerlendirilir (Sekil 4) (18).

BOS’un Gram boyali yaymalarinin incelenmesi bakteriyel menenjitli
hastalarin %60-90'inda organizmanin hizli ve dogru bir sekilde
tanimlanmasina izin verir ve yaklasik %100 bir 6zgUllige sahiptir (21).

Gram boyamanin duyarliligi BOS'taki bakteri yogunlugu ile yakindan
iliskilidir; eger mililitrede 10° veya daha az bakteri mevcut ise Gram
yaymalarin ancak %25 kadar pozitif bulunabilirken, bakteri yogunlugu
10° ve daha fazla oldugunda pozitif sonug elde edilen vakalarin

orani %97’ye kadar yukselmektedir (21).

Gram boyamanin klinik yararhligi ayni zamanda bakteriyel patojene de
baglidir: S.pneumoniae'ya bagh menenjit vakalarinin %90'inda,
H.influenzae kaynakli vakalarin %86’sinda, N. meningitidis iliskili
vakalarin %75’inde, gram negatif basillerin neden oldugu vakalarin

ise %50’'sinde BOS’'un Gram yaymasinda bakteriler gézlenirken bu
oran L. monocytogenes menenjitli vakalarda %50'nin altindadir (21).
Eder antimikrobiyal tedavi baslanmis ise bakterinin Gram yaymasinda
gorilme olasihgl da kultlrden izolasyon orani da hizla dismektedir.

Kisacasl, bakteriyel menenjit siphesinde BOS’un Gram yaymasi
mutlaka incelenmelidir. Eer mimkiinse, bir BOS yaymasi da
Loeffler'in metilen mavisi ile boyanmalidir. Ozellikle H.influenzae gibi
Gram ile zayif boyanabilen bakteriler BOS’un sivisal ve hicresel
matriksi icinde kolay ayirt edilemeyecedi icin gézden kacabilirler.
Metilen mavisi bu olasiligi bertaraf etmek icin iyi bir alternatiftir.
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4.2.

Inflamatuvar hiicrelerin varligi tanisal degere sahip oldugundan (ér.,
fulminan, hizli fatal hastalikta; cok sayida organizma ve az sayida
inflamatuvar hicre mevcuttur) klinisyene Gram boyamanin sonucunun
yaninda inflamatuvar hiicrelerin nicelligi hakkinda da bilgi verilmelidir.

Gram boyama ydntemiyle incelenen direkt mikroskopinin balgamda
pnomoklari saptama duyarhligi ise %65 dolayindadir.

Mikroskopide tipik gérinimde bakterilerin gérilmesi durumunda direkt
inceleme raporuna “pnomokok morfolojisinde” ibaresi eklenmelidir.
Ancak bakterinin antibiyotikle karsilasmasi, boyama sirasinda fazla
renksizlestirme gibi durumlarda tipik gérinim saptanamayabilir ve
bakteri yanls bir sekilde gram negatif diplokok olarak raporlanabilir.

Klinik 6rneklerde veya kultirdeki Gremelerde pnémokoklari géstermek
icin daha seyrek olarak kapsiil sisme reaksiyonu da kullanilabilir
(Sekil 5). Bu testin pnédmokok icin 6zgllligu oldukca ylksektir. Ancak
diger streptokoklarla gapraz reaksiyonlar olabilmektedir ve kapsilsiz
pnémokoklar testin yalanci negatif olarak sonuglanmasina neden
olabilir (5,9).

Antijen saptama testleri

Vicut sivilarinda pnémokok antijenlerini saptayan hizli ticari testler
mevcuttur. Bunlar lateks aglitinasyon ve immunokromotografik
temele dayal testlerdir. Orneklerin hemen calisiimasi gereklidir.
Calisilamayacaksa 2-8°C de kisa sureli (saatler) ya da -20°C’de uzun
sureli saklanabilir. Testler Gretici firmanin talimatina gére kullanilir.

Antijen testleri diger testlerle kombine edilmesi gereken testlerdir.

Ozellikle cocuklarda nazofarinks tastyiciigi nedeniyle iriner antijen
testinin yalanci pozitiflikleri s6z konusudur. Ayrica yetiskinde ve
cocukta asillamaya baglh yalanci pozitiflik saptanabilir.

Antijen testinin negatif bulunmasi hastaligi ekarte ettirmez. Bu nedenle
diger laboratuvar incelemeleri mutlaka yapiimalidir. Pozitif test ampirik
tedaviye dar spektrumlu antibiyotikle erken baslanmasini saglar (5,9).

BOS’da antijen testi

Hizli antijen arama kiti ile BOS veya diger normal steril bir vicut
sivisinda pndmokok antijeninin pozitif bulunmasi “kesin tani”
bulgusudur. Lateks aglitinasyon testinin pozitifligi BOS da Gram boya
sonucu ile dogrudan iliskilidir. Immuinokromatografik testin duyarliligi
daha yuksektir.

Idrarda (iiriner) antijen testi

Yalanci pozitiflik 6zellikle idrar dérneklerinde siktir. Idrarda antijen testi
6 yasindan kulclk cocuklarda (6zellikle bebeklerde) semptomsuz
pnomokok antijenurisi olabileceginden dolayi 6nerilmez, kullaniimaz!

Eriskinlerde, geleneksel kllttir yéntemlerine ek olarak ve 6zellikle
kalttr yapilmadan antimikrobiyal tedaviye baslanmis olanlarda triner
antijen testinin pozitifligi tani icin 6nemli bir ipucudur. Ancak kesin tani
kriteri degildir.
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5 Kultar

5.1. Kiulturden izolasyon ve tanimlama icin akis semasi

Siipheli vakanin 6rnegi (BOS, kan vb. diger klinik érnekler)

Gram boya (BOS'u) inokiile et
(mumkinse Loeffler'in metilen mavisi ile
de boyanmali) l 379C"de l
¥ I 3 KKA 18-48 s inkiibe et CA
Gram pozitif Diger morfolojide
diplokoklar veya Gram
(lanset veya mum negatif boyanmls
alevi seklinde) bakteriler
goériilmesi 1
| Supheli koloniler
S.pneumoniae S.pneumoniae KKA’da a-hemoliz
(olasi vaka) DEGIL! yapmis koloniler
|
: Her 3 testi de es zamanli
: uygulayiniz!
:
|
X Gram boyama Katalaz testi Optokin testi
! I
| 1 l ¢ }
! ~Gram pozitif Katalaz negatif Optokine duyarli  Optokine direngli
. diplokoklar veya ise (>14 mm cap) (9-13 mm gap)
| zincir yapmis
: koklar Strept
1 FEPrococcus Sp Safrada erime
On rapor deneyi yap
olarak ‘_l_‘
]
1 . Safrada Safrada
! Hekime ; . .
—————— > 1 — Slpneumon[ae <+«—— Eelrime erime
Rapor et! pozitif negatif

Referans Lab.a génder

l

Kapstler serotipi belirlemek, S. pneumoniae
AMD testi, molekdiler epidem. harici a-hemolitik
incelemeler vb igin streptokok

Sekil 3. S.pneumoniae - kiltlrlerden izolasyon ve tanimlama basamaklari (22 no.lu kaynaktan
uyarlanmistir).

5.2. Prensip

= Kdlturler igin segilen besiyerleri CA ve KKA'dir ve menenjit s6z konusu
ise potansiyel meningeal patojenlerin en biytk kisminin izolasyonunu
saglayabildikleri icin tercih edilirler (18).
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= CA (cikolata agar) her lic meningeal patojen de bu besiyerinde Uredigi
icin tercih edilir. Standart besiyeri at kani ile hazirlanmis CA’dir ve
Ozellikle H. influenza icin X ve V faktdr gereksinimini karsilar.

» KKA ise 6zellikle triptik soya agar bazi veya benzeri zengin bir baz ile
hazirlanmis olmali ve %5 oraninda koyun kani veya at kani icermelidir.

NOT: Bakteriyel menenjit etkenlerinin izolasyonunda kullanilacak kanli
agarda kesinlikle insan kani kullanilmasi énerilmez! (inhibitérler
iceriyor olabilecegi icin) (18).

» N. meningitidis ve S.pneumoniae KKA’'da kolaylikla trerler.

» KKA’'da Hib Gremesi igin ise satellit fenomeninden (ekim bdlgesini
caprazlayan S. aureus inokllasyonu) yararlanilabilir ya da X ve V
faktor diskleri kullanihr.

5.3. S. pneumoniae’nin kultldrlerden izolasyonu

Besiyerlerine ekimler

= BOS ve steril vicut boélgesi érnekleri CA ve KKA’ya inokdlle edilir (bkz.
Sekil 3). Ornek <1 mL ise dogrudan; =1 mL ise santrifiij edildikten
sonra c¢okeltiden KKA ve GA’ya ekim yapilmalidir (bkz. “3.3 Orneklerin
incelemeye hazirlanmasi”) (18).

» Ekim plaklari 35°C’da, %5-10 CO,'li ve ylksek nem oranina sahip
atmosferde 48 saate kadar inklibe edilmelidir.

NOT: Yliksek nem orani inkiibatdriin tabanina genis bir cam tepsi ile
distile su konarak elde edilir. Tepsinin kuru kalmasina izin verilmemeli,
duzenli aralarla kontrol edilerek su eklenmelidir.

» 18 saatten itibaren plaklar Greme varlidi agisindan kontrol edilir.
Bakteriyel menenjit sipheli 6rneklerin KKA ve CA’daki ilk Gremelerinin
degerlendirilmesinde 6n tanimlama igin Tablo 1’den yararlanilabilir.

» KKA’'da a-hemoliz yapmis (uzamis inkiibasyonda ortasi ¢okuk
goérunumld) koloniler S. pneumoniae yéninden ileri incelemeye alinir
(koloni gérinimu igin bkz. Sekil 6 ve 7).

» Tanimlama igin kolonilerden Gram boyanir ve Sekil 3'de verilen adimlar
takip edilir.

Tablo 1. Primer kultirlerden N. meningitidis, S. pneumoniae ve H. influenzae igin 6n tanimlama
kriterleri (18).

Ureme ..
Gram boyama On tanimlama
CA'da KKA’'da
+ + Gram-negatif diplokoklar N. meningitidis
+ + Gram-positif diplokoklar S. pneumoniae
+ - Gram-negatif pleomorfik kokobasiller H. influenzae
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Sekil 4. Gram boyali BOS yaymasinda gram
pozitif diplokoklar (18).
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viridans streptococd

Sekil 6. Pnomokok ve viridans streptokok
kolonilerinin kanh agarda gérinimu (18)

Quellung | reaction

Negative Positive

Sekil 5. Kapstil sisme reaksiyonu (18)

Sekil 7. a-hemoliz yapmis pndmokok kolonilerinin
kanh agarda goérinimu (18)

Kan kiiltiirleri veya diger bifazik besiyerlerine ekimler

= BOS (ya da steril viicut sivilar) sehirlerarasi mesafeden geliyorsa T-I
besiyeri icine alinmis ve tasinmis olmasi gerekir (ideal olarak oda
sicakhdinda veya 35°C tasinabilir inkibatoérde; %5-10 CO,’li ortamda)

» Kan ornekleri ise;

(@) Ticari kan kualtara siselerine; veya

(b) TSB veya BHI kullanilarak hazirlanmis geleneksel bifazik kan

kdltlrl siselerine; veya

(c) Bifazik T-I besiyerlerine
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alinmis ve gonderilmis olabilir. Kan kaltlrl érnekleri eder sehirlerarasi
mesafeden gonderiliyorlarsa ideal olarak oda sicakliginda veya 35°C
tasinabilir inkibatérde, %5-10 CO,'li ortamda tasinmis olmaldirlar.

NOT 1: Hib olasiligi igin kan kiltlrd siselerinin IsoVitaleX ya da Vitox
ile desteklenmesi geregi hatirlanmalidir.

NOT 2: BOS o6rnegdinin rutin besiyerlerine (KKA, CA) direkt ekilmis
klltdrlerinde pndmokoklar trerler. Ancak pediyatrik kan kultlrd veya
T-I siseleri kullaniimis ise izolasyon orani ytkselmektedir (5,9).

NOT 3: Pnémokok otolizinleri, geleneksel ydntemlerle yapilan kan
kdlttrlerinde bakterinin tretilmesini zorlastirir. Antibiyotik kullanimi ve
aralikli bakteriyemilerde de izolasyon oranlari duser (5,9).

» Ticari kan kultard siseleri kendi inklibatérinde, 35°C’da, %5-10 CO,'li
ve yuksek nem oranina sahip atmosferde inklUbe edilirler.

» Bifazik geleneksel siseler veya T-I siseleri de 35°C’da, %5-10 CO,’li ve
yuksek nem oranina sahip atmosferde inklbe edilirler.

= Ureme bulgusu ticari otomatik kan kiiltiiri sistemlerinde tireme sinyali
ile, digerlerinde bulanikhk ile degerlendirilir.

= Ureme gdzlenen siselerden hemen KKA ve CA pasajlari yapilmalidir. Bu
pasajlardaki Gremeler yukarida tarif edildigi gibi ve Sekil 3’deki adimlar
takip edilerek tanimlanirlar.

5.4. Tanimlama testleri

= Orneklerin ilk ekim plaklari veya kan kiltiri (ya da T-1) siselerinden
yapilmis KKA pasajlarinda a-hemolitik koloniler gériilmesini takiben
hemen ilk tanimlama testleri (Gram boyama, katalaz testi ve optokin
duyarlilik testi) uygulanir (Sekil 3) (22).

Gram boyama

» Koloniden Gram boyali preparatlarda gram pozitif diplokoklar veya kisa
zincir olusturan koklar gérilmesi beklenir (bkz. UMS-B-TP-03).

Katalaz testi

» Katalaz testi gram pozitif koklarin ayriminda (streptokok ve enterokok
cinslerini stafilokoklardan ayirmak igin) ilk basamak testtir.
Pnémokoklar katalaz negatiftir. (Prosedlir icin bkz. UMS-B-TP-10).

Optokin testi

= Optokin (etil hidrokuprein hidroklorid) maddesine duyarhlik testi
pndmokoklarin tanimlanmasinda ilk basamak testidir. Genel olarak ise
a-hemolitik streptokoklarin tanimlamasinda kullanilr.

» S.pneumoniae izolatlar optokine duyarhdir.

» Kanli agara yayma ekim yapildiktan sonra tzerine optokin diski konur
ve 35°C de 18-24 saat inklibasyon sonunda >14 mm inhibisyon zonu
gorilmesi izolatin S. pneumoniae oldugunun kanitidir (ayrintil bilgi ve
testin yapilisi igin bkz. UMS-B-TP-18).
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Viridans streptokoklarda zon olusmaz.

S. pseudopneumoniae olarak isimlendirilen bazi izolatlar optokin
testinin degerlendirilmesini zorlastirmistir. Bu izolatlar artan CO,
konsantrasyonunda inklUbe edildiklerinde optokine direngli, normal
atmosfer kosullarinda ise duyarh saptanabilirler. Bu nedenle optokin
testinin %5 CO;’li ortamda inkiibe edilmesi ve tim sipheli izolatlar igin
dogrulama testi olarak safrada erime testinin yapilmasi onerilir (5,9).

Mevcut molekuler testler ile S.pneumoniae ve S.pseudopneumoniae
ayrimi yapmak mumkiin degildir. Patojen olma potansiyeli ile ilgili
bilgiler net olmamakla birlikte S. pneumoniae tanimlamasinin dogru
yapilabilmesi adina bu izolatlardan ayrimi énemlidir.

S. pneumoniae izolatlar arasinda da %?10’a ulasan oranlarda optokine
direnc bildirilmistir. Ancak diger a-hemolitik streptokoklarin tamami
direncglidir. Bu nedenle duyarl izolatlar pnédmokok olarak tanimlanabilir.

Optokine duyarhligi azalmis olan izolatlar icin safrada erime testi
yapilmalidir (23,24).

Safrada erime testi

Safrada (sodyum dezoksikolat) erime 6zelligi S. pneumoniae’yi diger
a-hemolitik streptokoklarin tamamindan ayirir.

Sodyum dezoksikolat (%2) pnémokok hiicre duvarini eritir.
S.pneumoniae safrada erirken, diger a-hemolitiklerin hepsi direnclidir
(ayrintil bilgi ve testin yapilisi icin bkz. UMS-B-TP-20).

Ticari tanimlama kitleri

Gram pozitif koklarin tanimlamasinda kullanilan tam veya yari
otomatize bakteri tanimlama kitleri mevcuttur.

Lam agliitinasyon testi

Kanli agardaki koloniden S.pneumoniae tanimlamasi yapilmasinda
kullanilan bazi ticari kitler mevcuttur. Bu tanimlama kitleri,
S.pneumoniae kapsul antijenlerine 6zgl tavsan antiserumlariyla kaplh
lateks partiktllerinin stispansiyonu seklindedir.

Uzun sire stoklanan kitler capraz reaksiyonlar nedeniyle diger
streptokoklarla da pozitif sonug verebilecegi icin kalite kontrol izolati
olarak pnémokok disi bir a-hemolitik streptokok izolati da mutlaka
kullanilmalidir (5,24).

Bulgularin degerlendirilmesi, yorumlanmasi

Buraya kadarki adimlarda sipheli kolonilerin incelenmesi sonucunda
(a) KKA'da a-hemoliz yapmis

(b) gram pozitif diplokoklar veya zincirler seklinde

(c) katalaz negatif

(d) optokine duyarl

izolatlar S. pneumoniae olarak tanimlanirlar.
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= Invaziv enfeksiyonlu vakalar icin bu bulgularla sonug “kesin rapor”
olarak hekime bildirilir. Cinkl kan, BOS veya steril vlicut sivilarinin
kaltirinde S.pneumoniae Gremesi invaziv pnémokok hastaligi igin
“kesin tani1” bulgusudur.

» Pndmokoklar nadiren septisemi etkeni olarak saptanirlar. Ancak
pndmokok pndmonisi ve pndmokok menenjitinde kandan izole
edilebilirler. Bu nedenle kan kultirinde S.pneumoniae izole edilmesi
“kesin tani1” bulgusudur.

= Izolatlardan ayrica epidemiyolojik amaclar icin serotiplendirme
yapilmali ve mutlaka antibiyotik duyarhliklar test edilmelidir. Bu
nedenle bu testleri yapamayan klinik laboratuvarlar mutlaka izolatlarini
Referans laboratuvara géndermelidirler!

Pnomokok serotiplendirmesi

» Serotiplerin belirlenmesi rutin tani laboratuvarlarinda sik yapilabilen bir
islem olmayip, 6zellikle siirveyans amacglari igin gereklidir. Bu nedenle
serotiplendirme islemi ulusal Referans laboratuvarda uygulanmaktadir.

» Testin yapilisi H. influenzae serogruplandirma testine benzer (bkz.
UMS-B-MT-04).

» S. pneumoniae’nin kapsul polisakkarit antijenlerine gére 90’dan fazla
serotipi oldugu bilinmektedir. Pndmokoklarin serotiplendirmesinde altin
standart “kapsil sisme reaksiyonu”dur.

= Molekdiler yontemlerin sadece asi kapsamindaki serotipleri belirlemesi
ve bazi durumlarda gapraz reaksiyona yol agmasi dezavantajdir.

5.5. Antimikrobiyal duyarhlk testi

» S.pneumoniae antimikrobiyal duyarlilik testi icin bkz. UMS-AMD-MT-03.

5.6. Saklama, Referans merkeze gbénderme

*» Menenjit veya invaziv enfeksiyon vakalarindan izole edilen suslar; ileri
tanimlama, serotiplendirme molektler epidemiyolojik analiz ve
antimikrobiyal duyarhlik calismalari igin Ulusal Referans Laboratuvara
gbénderilir (25).

» Orneklerin veya izolatlarin génderilmesinde paketleme ve tasima
biyolojik materyal tasima kurallarina uygun olmahdir (26) (ayrica bkz.
UMS GEN-OY-01 Enfeksiy6z Maddelerin Tasinmasi Rehberi).

» Laboratuvarlar kendi arastirma, egitim ve kalite kontrol amaclari igin
de izolatlarini saklayabilmelidirler. Dolayisi ile kisa ve uzun dénem
saklama ydntemlerine ihtiyac duyulur.

Kisa sireli saklama

» S. pneumoniae izolatlarinin kisa sireli korunmasi icin vida kapakl
tipte yatik CA'nin yatik kismina ekim yapilir, %5 CO,’li ortamda,
35°C'de bir gece inkiibe edilir. Ardindan 1 haftaya kadar, kapadi sikica
kapali olarak (nem kaybi 6énlenerek) buzdolabinda tutulabilir.
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Izolatlar, silika jel iceren paket veya tiip icinde +4°C’de 2 hafta, oda
sicakliginda daha kisa stre saklanabilirler.

Dorset yatik tagsima besiyerinde ise; yatik kisma ekim yapilip, bir gece
35°C'de, %5 CO,’'li ortamda inklbe edilir; oda sicakliginda 3 hafta slire
ile canhliklarini korurlar.

Bu ortamlar bilhassa izolatlarin Referans laboratuvara génderilmesi
sliresince korunmasi saglamak bakimindan kullanislidirlar.

Uzun siireli koruma

Uzun sireli saklama igin S. pneumoniae izolatlarinin steril ‘skim-milk’
ya da gliserol iceren besiyeri icinde yogun siispansiyonu da yapilabilir
(yébntem uygulamasi igin bkz. UMS, B-TP-01).

Yodun S. pneumoniae stispansiyonu -80°C dondurucuda veya daha
dusuk sicaklikta (likit nitrojen tankinda, -120°C) yillarca saklanabilir.
Bir -20°C derin dondurucu da kullanilabilir; ancak canlilik kaybi hizlidir
ve birkag hafta ya da aylik saklamalar icin elverisgli olabilir (25).

Bazi laboratuvarlar izolatlarini liyofilize ederek saklayabilmektedirler.
Liyofilizasyon icin ise ‘skim-milk’, serum temelli bir besiyeri veya
polivinil-pirolidon kullanilir.

Pozitif bulunan klinik érnekler de -80°C'de saklanmalidir (25).

6 Tanida diger yontemler

Nikleik asit temelli testlerin, klltire gére avantajlari; kisa surede
sonuglanmalari, antibiyotik kullanimindan etkilenmemeleri ve az
miktardaki mikroorganizmalari saptayabilmeleridir.

Steril vacut sivilarinda pndmokok nukleik asitlerinin pozitif bulunmasi
invaziv pnémokok hastalik (IPH) icin “kesin tan1” bulgusudur.

Ancak niikleik asit cogaltma ydntemlerinin IPH tanisindaki performansi
oldukga degiskendir.

Pnémonili hastalarda, kanda pnémokok saptamak igin yapilan PCR’In
duyarhhdinin %29 ila %100 arasinda degistigi ve gocuklarda daha
ylUksek oldugu bildirilmistir (9,27).

Pnomokok menenijiti tanisinda BOS’da PCR duyarliligi %92-100 olarak
belirlenmistir. Diger steril viicut sivilari igin de PCR duyarhhgi
yuksektir.

PCR ile balgamda pnémokok saptanma orani %68-100 olarak
bildirilmistir. Bu 6rneklerde pndmokok saptandiginda nazofarinks
tastyiciligi veya alt solunum yolu etkeni oldugu ayrimi yapilamaz! Bu
nedenle balgam érneklerinden pnédmokok PCR 6énerilmez.

PCR pndmokoklarin serotiplemesi icin altin standart olan immunolojik
yontemlere alternatif olabilir.

Sayfa 20 / 24 Ulusal Mikrobiyoloji Standartlari

01.01.2015 / Surim: 1.1 / B-MT-05 / Mikrobiyolojik Tanimlama / Bakteriyoloji



Streptococcus pneumoniae

7 Raporlama ve bildirim

= Kan kdltart - S. pneumoniae GUremesi durumunda kesin etken olarak
kabul edilir ve penisilin duyarhligi MIK ile galisilir ve raporlanir (bkz.
UMS AMD-MT-03).

= BOS kiltdrd - BOS da pnémokok Urediginde penisilin ve seftriakson
duyarliliklari MIK yéntemi ile galisilir ve klltdr sonucu ile birlikte
raporlanir.

= Steril viicut sivilar - S. pneumoniae Urediginde rapor edilir.

NOT: BOS, kan ve diger steril viicut sivilarinda tGreme olmadigi
takdirde Gremek igin beklenen inklibasyon suresi de belirtilerek, “7 gin
inkibasyon sonunda tUreme olmamistir” seklinde raporlanir.

» Antijen testinin raporlanmasi - Orneklerde antijen testi pozitif ise
“Streptococcus pneumoniae antijeni saptanmistir” seklinde raporlanir.

= Balgam kdltirleri - kaliteli balgam 6rneginde S. pneumoniae
Urediginde, yogunluk ve penisilin duyarhligi ile birlikte é6rnedin; “Yogun,
penisiline hassas, Streptococcus pneumoniae Uremesi gézlendi”
seklinde rapor edilir.

= Invaziv pnémokokkal hastaliklarda BOS, kan veya normalde steril
diger vicut sivilarinin kilttrinde etken bakterinin izolasyonu,
S.pneumoniae nukleik asitlerinin veya 6zgul antijenik yapilarin
saptanmasi “kesin tani1” koydurucudur (3,4).

= Invaziv pnémokokkal hastaliklarin bildirimi zorunludur (3,4).

*= Mevcut bildirim sistemine gére Halk Saghgi Mudirlaglne bildirim
yapilmasi gerekmektedir. Bildirim klinisyenin sorumlulugudur. Bununla
birlikte (hastaligin laboratuvardan bildirimi zorunlu olmasa da) pozitif
sonug elde edilir edilmez laboratuvarin ilgili birime haber vermesi
(6rnegin telefon ile) o6nerilir.

8 Olasi sorunlar/kisithliklar

= S.pneumoniae dis ortam kosullarina dayanikli bir bakteri degildir. Oda
Isisinda Urettikleri otolizinler nedeniyle tanimlama ve duyarlilik
islemleri kisa surede yapilmali ve islemi tamamlanan izolatlar stok
besiyerlerine alinarak uygun kosullarda saklanmalidir.

9 Referans Laboratuvar

Adres

Tirkiye Halk Saghgi Kurumu,

Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlari Daire Baskanligi
Ulusal Solunum Yolu Patojenleri Referans Laboratuvari
Saglik Mahallesi, Adnan Saygun Caddesi, No: 55

06100 - Sihhiye/ANKARA
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www.thsk.gov.tr; e-posta: usypri@saglik.gov.tr

Tel: 0312 565 5508

Gorev cercevesi

Kontrol programi kapsaminda klinik érneklerden bakteriyel menenjit
etkenlerinin (N. meningitidis, S. pneumoniae ve H. influenzae) tani,
dogrulama, serotiplendirme ve molekiiler epidemiyolojik tiplendirmelerinin
yapilmasi, antibiyotik duyarlliklarinin arastirilmasi; bdlgesel
laboratuvarlara dis kalite dérneklerinin hazirlanmasi ve uygulanmasi.

Ilgili diger UMS belgeleri

Bu prosediir belgesi (Streptococcus pneumoniae Invaziv Enfeksiyonlarinin
Mikrobiyolojik Tanisi) asagida verilen UMS belgeleriyle de ilgilidir ve ilave bilgi
icin bu belgelere de bakilmasi dnerilir:

UMS, B-TP-01
UMS, B-TP-03
UMS, B-TP-10
UMS, B-TP-14
UMS, B-TP-18
UMS, B-TP-20
UMS, B-TP-23
UMS, B-MT-03

UMS, B-MT-04

Sus saklama prosediri

Gram boyama

Katalaz testi

Loeffler'in metilen mavisi

Optokin duyarlihgi

Safrada erime testi

X, V ve XV faktdr gereksinimi (satellit fenomeni igin)
Neisseria meningitidis enfeksiyonlarinin mikrobiyolojik tanisi
(T-I besiyerinin hazirlanmasi proseduru igin)

Haemophilus influenza invaziv enfeksiyonlarinin mikrobiyolojik
tanisi (Ek-1 Serogruplandirma testi proseduru igin)

UMS, AMD-MT-03 Streptococcus pneumoniae igin AMD testleri
UMS, AMD-TP-04 MIK saptama yontemleri
UMS, GEN-OY-01 Enfeksiy6z maddelerin tasinmasi rehberi
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Lejyoner hastaligi

Kapsam ve Amag

Lejyoner hastaldi, belirleyici 6zelligi pndmoni olan ve genellikle agir seyirli,
sistemik bir enfeksiyondur. Etken mikroorganizma Legionella pneumophila olup
daha az siklikla diger Legionella tir( bakteriler de hastaliga neden olabilirler.

Lejyoner hastaligi bir kaynaktan yayilarak salgin yapma potansiyeli nedeniyle
halk sagligi 6nemine sahiptir. Ozellikle seyahat-iliskili ve nozokomiyal Lejyoner
hastaligi formlari diinyanin pek cok llkesinde slirveyans sistemlerince izlenirler.
Ulkemizde de Lejyoner hastaligi bildirimi zorunlu hastaliklar arasinda yer almakta
olup 6zel program yuruttlmektedir (1,2,3).

Klinik ve radyolojik 6zellikleri ile diger pnémonilerden ayirt edilemedidi icin
Lejyoner hastaliginin kesin tanisi mikrobiyolojik inceleme ile konur. Uriner antijen
testi, klltir, DFA, PCR ve serolojik testlerden yararlanilabilirse de yéntemlerin
hepsi tanida ayni degere sahip degildir. Taninin yayginlasmasi -en azindan daha
fazla klinik laboratuvarda Uriner antijen testi ile tani konabilmesi- strveyansi
destekleyecektir. Kontrol Programi gergevesinde, hekimlerin sipheli vakalari
laboratuvara yénlendirme konusunda giderek daha duyarl hale gelecekleri
dusundlirse, bir laboratuvar tani rehberinin el altinda olmasi da taninin
yayginlasmasini tesvik edecek bir arag olarak énemli gériinmektedir.

Bu nedenlerle bu UMS belgesinde klinik laboratuvarlara -gerek hasta yénetiminde
gerekse bildirime esas dogru ve glvenilir sonuclarin elde edilebilmesinde-
Lejyoner hastaligi tanisinda gecerli yontemlerin secimi, tanidaki yerleri ve dogru
uygulanmalari igin bir Rehber sunulmasi hedeflenmistir.

Kisaltmalar ve Tanimlar

ACES buffer N-[2 acetamido]-2-aminoethane sulfonate

BCB Brom krezol moru (bromocresol purple)

BCYE Buffered charcoal yeast extract (agar)

BMPA BCYE bazli polymyxin B-anisomycin-cefamandole iceren (agar).
PAC’a benzer.

BTP Brom timol mavisi (bromothymol blue)

HCL Hidroklorik asit

ICT Immunochromatographic test

KOH Potasyum hidroksit

PAC Polymyxin B-anisomycin-cefamandole (agar)

PAV Polymyxin B-anisomycin-vancomycin (agar)

SG Serogrup

TSB Triptik soya buyyon

uv Ultraviole (i1sik)
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Lejyoner hastaligi

Genel Bilgi

Hastaligin 6nemi

Lejyoner hastaligi -ithmh bir akciger tutulumundan agir koma ve 6lime varabilen
sistemik formlari ile- genis bir klinik yelpazede ortaya cikabilen bir alt solunum
yolu enfeksiyonudur. Temel patolojik olaylar akcigerlerde ortaya gikar ve
hastaligin seyrini savunma mekanizmalarinin durumu belirler. Mortalite oldukga
ylksektir; altta yatan hastaliga veya badisiklik sisteminin durumuna goére siklik
degismekle beraber toplum-kaynakli vakalarin %10-20'sinde hastalik dlimle
sonuglanmakta, hastane-kaynakli vakalarda bu oran %40’a ¢ikabilmektedir (4).

Etken Legionella spp dodal sulardan bina su tesisatlarina gecip yerlesebilirler;
sediment, kalker ve biyofilm katmanlari icinde, 6zellikle sicak su sistemlerinde
codalabilirler. Hastalik, bakterinin su sisteminden duyarl bireylere havada asili
kalabilir damlaciklarin (aerosoller) solunmasi ile veya suyun aspirasyonu ile
ulasmasinin bir sonucudur. Kisiden kisiye bulasma s6z konusu degildir (5,6).
Hastaligin gelismesinde konagin duyarlihigi da 6nemlidir; 50 yas Gzeri, erkek
olma, sigara, alkol tiiketimi, bagisiklik sistemini baskilayan hastalik ya da
tedaviler ve seker hastaligi gibi risk faktorlerinin rol vardir (7).

Hastalik tek vakalar ya da salginlar ile ortaya cikabilir. Hastane su sistemlerinin
Legionella sp ile kolonizasyonu hastane-kaynakli vaka ve salginlara yol acabilir
(8). Turistik tesis su sistemlerinin kolonizasyonu ise seyahat-iliskili formlara
neden olabildiginden, Lejyoner hastaligi ayni zamanda uluslararasi bildirimi
zorunlu hastaliklar arasinda yer alir (9). Ulkemizde dzellikle seyahat-iliskili form
1990’larin ortalarindan bu yana 6nem kazanmistir. Salgin potansiyeli nedeniyle
halk saghgi 6nemine sahiptir; bu nedenle pnémonilerde epidemiyolojik iliskinin
(seyahat, hastanede yatis) sorgulanmasi vakalarin tespitinde kayda deger
gérinmektedir (4,7,10,11,12).

Bakterinin ozellikleri

Bugline kadar 40'in Gzerinde Legionella tlirl tanimlanmis olup, bazi tirlere ait
serogruplar ile birlikte Legionellaceae ailesi 60’dan fazla Gyeye sahiptir. Bunlarin
sadece bir kismi insanda hastalik ile iligkilidir (13). En sik etken L. pneumophila
olup, turlerin cogunda goérilmeyen cesitli invazyon ve virllans faktérlerine
sahiptir. L. pneumophila SG1 vakalarin %75-80'inden, SG2 ve SG6 %10’undan
sorumlu bulunmustur. Bunlari Legionella micdadei, Legionella bozemanii,
Legionella dumoffii ve diger tirler takip eder.

Legionellalar Greme sartlarina gére kokobasilden filament6z formlara degisebilen
sporsuz, kapsulsuz, hareketli, biraz dlizensiz gram negatif comak bakterilerdir.
Diger gram negatiflerden farkli ve daha karmasik bir hiicre duvar yapisina sahip
olduklari igin gug boyanirlar. Bazi turlerin de (L.micdadei) aside direncgli boyanma
ozelligine sahip oldugu gézlenmistir. Legionellalar glg Urerler ve lGremek igin 6zel
ortamlara gereksinim duyarlar. Temel besiyeri BCYE agar olup demir tuzlari, L-
sistein ve a-ketoglutarat gibi gelisme faktérleri, pH'1 diizenleyen bir tampon ve
toksik radikallerin notralizasyonu icin aktif karbon igerir. Optimal Greme sicakligi
35°C’dir; ancak 25-42°C gibi genis bir isi araliginda treyebilirler.
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Lejyoner hastaligi

Legionella bakterisini diger cogu bakteriden farkli kilan bir 6zelligi de tlrler arasi
ayrim icin biyokimyasal yontemlerin fazla yarar saglamamasidir. Bu nedenle
laboratuvarda bir Legionella izolatinin tlrd veya alt tipi, bakteri hiicre duvarinin
antijenik cesitliligi temelinde ve antiserumlarla tiplendirme teknikleri ile belirlenir.
Uzun dalga boylu UV isik altinda floresan yayma 6zelligi baz tirlerin kolonilerinin
karisik kaltirlerden ayirt edilmesini saglayan bir 6zellik olsa da, tlr dizeyinde
tanimlama igin yine antijenik tiplendirme yapilmasi gerekir.

Klinik ozellikler

Lejyoner hastaliginin inkiibasyon dénemi 2-
10 gundur. Hastalik ylksek ates (>38.5°C),
bas agrisi ve diger genel enfeksiyon
bulgulari ile baglar. Hastane-kaynakli
formda bu evre gorilmeden hizla agir bir
tablo ortaya cgikabilir.

Akciger tutulumu ile pndmoni gelisir. Kuru
Okslrik ve zorlu solunuma goégis agrisi
eslik edebilir. Hastalarin cogu balgam
cikaramaz. Eger alinabilmis ise balgamin
Gram boyali preparatinda bol nétrofil vardir
ve siklikla bakteri gérilmez (10,12).

Fizik muayenede hasta toksik gérintimde
olabilir. Yiksek atese (>39.4°C) bradikardi
(nabiz <100/dk) eslik edebilir (rolatif
bradikardi) ki bu, pnédmonili bir olguda
Lejyoner hastaliginin akla getirilmesinde
anahtar kabul edilen bulgulardan biridir.

Pndémoni hizla her iki akcigere yayilabilir ve
diger organlarin da tutuldugu sistemik bir
enfeksiyona ilerleyebilir. Pnémonili bir
olguda infiltrasyonun hizh ilerlemesi ve
asimetrik bir yayillm géstermesi Lejyoner
hastaligini akla getiren diger bir anahtar
bulgudur. Rutin laboratuvar dederleri daha
cok sistemik tutulum ile ilgili olup 6zgul
degildir. Bununla birlikte bazi semptom ve
bulgularin bir arada hastaldin akla
getirilmesine yardimci olacagi kabul
edilmektedir (bkz. Kutu 1) (10).

Mikrobiyolojik tani

KUTU-1

Hastaligin akla getirilmesinde
anahtar hususlar

Pnémonili bir olguda;

semptomlarin gelismesinden 6nceki
15 glin iginde en az bir gece otel,
kaplica vb. turistik bir tesiste
konaklama veya hastanede yatis
Oykusl (epidemiyolojik iliski) ve/veya

risk faktorlerinden en az birinin varhgi
(>50 yas, erkek olma, sigara igiciligi,
alkol, immun sistemi baskilayan
nedenler, yakin zaman Once cerrahi
girisim 6ykusi, seker hastalidi, vb.)
ve/veya

yuksek ates (>39.4°C) ve bradikardi
(nabiz <100/dk);

akciger filminde infiltrasyonun hizli ve
asimetrik yayillimi ve/veya bilateral
infiltrasyon;

balgamin gram-boyali yaymasinda
noétrofil yogunluguna ragmen bakteri
gorulmeyisi;

diyare ve/veya norolojik
semptomlarin varligi;

hiponatremi (serum Na* <130mEq/L)
ya da hipofosfatemi (<0.8mmol/L)
varhdi ve/veya transaminazlarda
(bazen bilirubin duzeyinde) ilmh
yukselme;

B-laktam veya aminoglikozid grubu
antibiyotikler ile ampirik tedaviye
ragmen semptomlarin gerilememis
olmasi.

Lejyoner hastaligi diger pnémonilerden klinik ve radyolojik olarak ayirt edilemez.
Bu nedenle hastaligin kesin tanisi ancak mikrobiyolojik inceleme ile konabilir.
Tani baslica klinik érneklerin kiltirinden bakterinin izolasyonuna, idrarda
Legionella antijenlerinin gosterilmesine veya serumda legionellalara karsi antikor
titrelerinin ylkseldiginin saptanmasina dayanir (bkz. Tablo 1, Sekil 1).

Ulusal Mikrobiyoloji Standartlari

Sayfa 5 / 29

Bakteriyoloji / Mikrobiyolojik Tanimlama / B-MT-06 / Sarim: 1.1 / 01.01.2015



Lejyoner hastaligi

Kualtar

Lejyoner hastaligi tanisinda kultlr ‘altin standart’tir. Bakterinin kdlttrlerden izole
edilmesi “kesin tani” koydurucudur. Daha da ilerisi, hastadan elde edilen izolatin,
hastaligin kaynagini belirlemek lizere yapilacak epidemiyolojik galisma igin blylk
dederi vardir.

Kilttrin duyarlihdi -enfeksiyonun evresi, antibiyotik tedavisi, hastanin 6érnek
verme konusunda uyumu, solunum yolu 6rneginin kalitesi, 6rnekte bulunan
bakteri miktari, laboratuvarin deneyimi, 6rnegin inceleme igin diizgin
hazirlanmasi, uygun besiyerlerinin kullanimi gibi- pek gok faktérden etkilenebilir.
Buna ragmen kiltlr Legionella enfeksiyonunun tanisinda halen en duyarli
yéntemler arasinda kabul edilmektedir (Tablo 1) (7,13,14). Ote yandan, pozitif
bir sonug elde edebilmek icin glinler gerekebilir; L. pneumophila kolonileri iyi
olasilikla 5 glin icinde saptanirlar, ancak diger tlrler yavas Ureyebilirler ve
inklibasyon sliresinin 10 glinden fazla uzatilmasi gerekebilir (15).

Legionella kiltard icin standart temel besiyeri BCYE agar olup, genellikle
antimikrobiyal iceren (PAV, PAC, BMPA) ve icermeyen bilesimleri birlikte
kullanilir. En gok kullanilan antimikrobiyaller; gram negatif bakteri Gremesini
baskilamak igin polimiksin B, mayalar icin anizomisin ve gram pozitifler icin
sefamandol ya da vankomisindir. Eger L. pneumophila’dan baska tlrlerin
izolasyonu da hedefleniyorsa -sefamandol beta laktamaz lGretemeyen bazi
Legionella tirleri icin inhibitor etkili olabildiginden- vankomisin iceren segici
besiyeri tercih edilmelidir (16).

Etken cgesitli klinik 6rneklerden izole edilebilirse de alt solunum yolu érnekleri ilk
secenektir. Balgam dederli bir klinik 6rnektir; eger hasta verebiliyorsa (ki
Lejyoner hastaliginda vakalarin yaridan azi balgam gikarabilmektedir) kalitesine
bakilmaksizin balgam incelenmeli, kiiltiire alinmalidir (17). izolasyon duyarhhdi
Lejyoner hastaligi tanisi ile 6zel olarak ugrasan laboratuvarlarda daha ylksektir.

Uriner antijen testi

Uriner antijen testi, idrara gecen Legionella antijenlerinin saptanmasina dayali
hizli bir testtir; ICT kart test ile 15 dakika icinde, ELISA ile 2-3 saat icinde sonug
alinir. GUntmuzde Uriner antijen testi klinik drneklerin DFA incelemesinin yerini
almistir (13). Ozellikle hastaligin erken tanisinda ve salginlarda biiyiik kolaylik
saglar. Bazi yazarlar Uriner antijen testini Lejyoner hastaliginda bir devrim olarak
nitelemektedirler. Oyle ki; testin yayginlasmasi ile hastahi§in erken tanisinda
belirgin artisla birlikte mortalite oranlarinin diisttigd, hem de hizla epidemiyolojik
incelemelere baslanmasina olanak sagladigindan potansiyel salginlarin 6nledigi
didsunulmektedir (18,19).

Legionella antijendrisi, semptomlarin ortaya cikisini takip eden giin icinde
baslayabilir; glinlerce, bazen haftalarca devam edebilir; antibiyotik tedavisi ve
antikor gelisiminden etkilenmez. Ancak mevcut kitler sadece L.pneumophila SG1
enfeksiyonunu saptar; genellikle ylksek dizeyde 6zgil (~%100) olsalar da
duyarlilik olgularin gorilme sikhdina baghdir (%70-90) ve negatif test hastaligi
dislamaz (Tablo 1) (13,20).

Diger legionellalarin tanisi igin gelistirilmis kitler de mevcut olmakla birlikte,
duyarlilik ya da capraz reaksiyon sorunlari tam ¢oziilemediginden, bdyle kitlerle
elde edilmis sonuclar kesin tani koydurucu kabul edilmezler (21,22).
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Lejyoner hastaligi

Ote yandan sonug pozitif ¢iksin veya ¢ikmasin, her durumda Uriner antijen
testinin yani sira hastanin solunum yolu érneklerinden kultlr de yapilmasi
onerilir. Boylece, Uriner antijen testi ile saptanamayan diger kdkenlere bagli
enfeksiyonlar da dahil olmak Uzere etkenin izolasyonu, tlrin/serogrubun
belirlenmesi ve molekduler tiplendirme yapilarak hastanin bir salgin ile iligkili olup
olmadiginin dederlendirilmesi mimkun olur (Sekil 1) (23).

Diger tani testleri

Laboratuvarda ayrica seroloji, klinik 6rneklerden DFA ve PCR kullanilabilir. DFA,

floresan boya (FITC) ile isaretli 6zgul antikorlarin, 6rnekte aranan bakteri ile
birlesmesi ve bakterinin floresan mikroskopta gértlmesi temeline dayanir. Bu
yontemlerin tanidaki yeri ve diger 6zellikleri Tablo 1'de ve gelecek bélimde
‘Tanida Diger Yontemler’ (sayfa 20) basligi altinda 6zetlenmistir.

Tablo 1. Lejyoner hastaligi tanisinda kullanilan yontemlerin 6zellikleri (14 no.lu kaynaktan
uyarlanmistir)

TEST Duyarhiik Ozgiilliik Ozellikleri Kaynak
(%) (%)
Kultur ‘Altin standart’ Edelstein & Meyer, 1994;
Ureme icin 2-4 giin gerekir; Stout & Yu 1997; Harrison et
Balgam 5-70 100 bazen 12 ol - al., 1998; Maiwald, Helbig &
BAL / ETA 30-90 100 . . Lick, 1998; Fields, Benson &
JETA Ylksek 6zgulltk Besser, 2002; Liick, Helbig &
Akciger biyopsisi 90-99 100 Schuppler, 2002
Kan 10-90 100
Seroloji Serokonversiyon 3-9 hafta Edelstein & Meyer, 1994;
. gerektirebilir. Plouffe et al., 1995; Stout &
Serokonversiyon  70-90 95-99 1gG ve IgM test Yu, 1997; Harrison et al.,
edilebilmelidir. 1998; Fields, Benson &
Tek serum 6rnedi  bilinmiyor 50-70 Besser, 2002; Lick, Helbig &
Schuppler, 2002
Uriner antijen 75-99 99-100 Sadece LpSG1 tanisina Edelstein & Meyer, 1994;
uygun Stout & Yu, 1997; Harrison
Diger SG veya tirler igin et al., 1998; Flelds_, Benson_
bulgular yeterli degil. & Beﬁser,lzooz; Luck,IdHelblg
& Schuppler, 2002; Uldum &
(;Ok hizli (15 dk - 3 Sa) Molbak, 2002
Siklikla en erken pozitiflesir;
haftalarca pozitif kalabilir
DFA Hizlidir (2-4 sa). Edelstein & Meyer, 1994;
Duyarhilig diisiik. Stout and Yu, 1997; Harrison
Balgam veya BAL  25-75 95-99 Y ) graus o et al., 1998; Fields, Benson
Deneyim gerektiriyor. & Besser, 2002
Ly . - _ Lp harici turler icin gecerliligi
Akciger biyopsisi 80-90 99 tanimlanmis reajenler
mevcut degil.
PCR Hizhdir. Pozitif sonuglarin Fields, Benson & Besser,
_ _ (diger yontemler ile teyit 2002; Luck, Helbig &
?0'“”‘”“. yolu 85-92 94-99 edilmeksizin, tek basina) Schuppler, 2002; Uldum &
ornekleri tanisal gegerliligi hususu Molbak, 2002; van der Zee
- belirsizligini korumaktadir. et al., 2002; Roig & Rello,
idrar, serum 33-70 98-98 9 5003 d

Legionellalari cins diizeyinde
tanimlayabilir.

* Lp SG1, L. pneumophila serogroup 1;

dk, dakika;

sa, saat;

Ulusal Mikrobiyoloji Standartlari
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Lejyoner hastaligi

Teknik Bilgiler

1 Hedef mikroorganizmalar

Legionella pneumophila ve diger Legionella tirleri

2 Tani icin asgari laboratuvar kosullari

2.1. Laboratuvar glvenligi

Legionella turleri Risk Grubu 2 mikroorganizmalardir ve bu organizmalarla ilgili
islemler asgari BGD2 laboratuvar sartlarinda gercgeklestirilmelidir. Blttn kulttrler
ve klinik érnekler enfeksiydz kabul edilmeli, daima standart énlemler uygulanmali
ve onlemler risk dederlendirmesi ile de desteklenmelidir. Solunum yolu
orneklerinin kiltire veya diger islemlere hazirlanmasi basta olmak (zere aerosol
olusturmasi muhtemel tim laboratuvar galismalari sertifikali bir sinif-IIA BGK
icinde yapilmahdir (ayrica bkz. “Ulusal Laboratuvar Glivenligi Rehberi”).

2.2. Sorumluluklar ve asgari personel gerekleri

Bu UMS'yi kullanacak laboratuvar personeli; (i) yéntem(ler)i uygulamadan énce,
amaglanan kullanim ile ilgili egitim almis olmali; (ii) uygulamaya tim yoénleriyle
asina olmali, ve; (iii) daima tim laboratuvar guvenlik kurallarina uymahdir.
Testlerin prosediirlere uygun gerceklestiriimesinden ve taninin dogrulugu ve
glvenilirliginden Mikrobiyoloji Uzmani sorumludur.

2.3. Ornek, Besiyeri, Kit, Donanim

2.3.1.Inceleme 6rnekleri

Inceleme 6rneklerinin secimi, dzellikleri, alinmasi ve génderilmesi ile ilgili
bilgi icin “Bulasici Hastaliklarin Laboratuvar Tanisi igin Saha Rehberi’ne
basvurulmalidir. Asagida bazi dnemli noktalara tekrar dikkat gekilmistir.

Idrar

Uriner antijen testi igindir. Hastaligin herhangi bir déneminde alinabilir.
Alt solunum yolu érnekleri

Kultdr, DFA ve PCR icin kullanilabilirler. Su konulara da dikkat edilmelidir:

» Kdlttrlerden Legionella izolasyonunda basari icin balgam kalitesi
onemli olmakla birlikte diger pnémoniler igin kalitesiz kabul edilen
balgam 6rneklerinden de Legionella izole edilebildigi icin, balgam,
niteligi nasil olursa olsun, incelemeye alinmalidir!

» Olgularin cogu balgam cikaramadigi igin kiltlir amaciyla bronsial
ylkama sivisi, BAL veya ETA 6rnekleri de kullanilabilir.

NOT: Onceleri bilinenin aksine sodyum Legionella bakterisi igin toksik
kabul edilmemektedir; SF kullanilmasinda sakinca yoktur (13).
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Lejyoner hastaligi

= BAL 0rnegdi asiri seyreltiktir ve kiltlirde Greme sansini artirmak igin
santrifij ile konsantre edilmesi gerekir. Bu nedenle laboratuvara 50 mL
kadar sivi gonderilmis olmalidir. 30 mL'den az 6érnek kabul edilmez!

= Bronkoskopi ya da aspirasyon ile ‘Luken trap’ (mukus toplayici; Resim
1) icine alinmis drnekler -serbest hortumlarinin ucu kesinlikle sizdirmaz
bir sekilde kapatilmasi kosuluyla- alindiklari kapta génderilebilirler.

» Bronsiyal firca érnekleri alindiginda, ucuna 3-4 cm mesafeden kesilir
ve firga ~1 mL steril SF veya TSB iceren tlipe konur.

AN
&\ >
W
" NPl S 4
Resim 1. Luken trap (mukus toplayici) Resim 2. Luer-Lok (sizdirmaz enjektér
resimdeki gibi bir apareydir. Hortumun tipasi). Laboratuvara enjektér ile 6rnek
biri bronsiyal agaca ulastiriimis iken gonderilmek isteniyorsa, kesinlikle ignesi
digeri bir aspiratore (6r., bir enjektor) cikarilmis ve ucu sizdirmaz bir sekilde tipa
baglanir. ile kapatilmis olmalidir.

Kiiltiir icin diger viicut bolgelerinden ornekler

= Steril vicut sivilan (plevra, perikard, periton sivisi) en az 5 mL alinmis
ve steril bir tipe konarak gonderilmis olmalidir. EGer, enjektor ile
gonderilmesi kaginilmaz ise ignesi atilir ve agzina bir ‘Luer-Lok’ takilir
(Resim 2). Enjektor asla Uzerinde igne ile laboratuvara génderilmez!

= Legionella bakterisi nadir de olsa akciger tutulumu olmaksizin ekstra-
pulmoner yerlesim gdsterir ve yara enfeksiyonu, perirektal abse,
perikardit, pyelonefrit ya da prostetik kapak endokarditi gibi lokal
organ enfeksiyonlari gorilebilir. Bu cercevede diger doku érneklerinin,
rutin kdltdrleri negatif bulundugunda, Legionella spp. igin kilttre
alinabilecegdi akla gelmelidir.

NOT: Legionellalar dis ortam sartlarina gorece dayanikhdirlar; 2-8°C’de
saklanan érneklerde bir hafta kadar canhliklarini koruyabilirler (13,24).
Kultdr ekimleri igin 6rneklerin buyyon icinde yapilan homojenatlarinin
kalan kisimlari da yedeklenmis olabilir. Eger klinik 6rnegin rutin
kdlttrleri negatif ise, buzdolabinda saklanmis érnekten veya buyyon
yedeginden Legionella besiyerlerine ekim yapilabilir.

» Kandan Legionella izolasyonu igin standart bir metot mevcut degildir.
“Negatif” sonuglanmis standart kan kiltlri siselerinden “kér pasaj”
yontemi ile bazen Legionella sp. izole edilebilir. Ancak bu yéntemin
duyarhhgi rutin uygulamaya 6nermek igin yeterli degildir (13).
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Lejyoner hastaligi

Serum

Serolojik tani icin kullanilir. Lejyoner hastalidi tanisinda “kesin tani” icin
cift serum drneginde titre artisinin gésterilmesi 6nemli oldugundan akut
faz 6rnegi alindiktan 4-6 hafta sonra ikinci serum 6rnegdi de
gonderilmelidir.

2.3.2.Besiyeri / Kit

Idrarda iiriner antijen arama test Kkiti

Kart test (ICT) - Piyasada degisik ticari kitler mevcuttur.
EIA / ELISA test - Ornek kapasitesi yliksek laboratuvarlara énerilir.

ONEMLI: Uriner antijen testlerinde sadece L.pneumophila SG1 icin elde
edilen pozitif sonuc kesin tani koydurucudur. Laboratuvar kitin diger
legionellalarla, Streptococcus pneumoniae veya diger idrara gegebilen
bakteriyel antijenlerle capraz reaksiyon vermediginden emin olmali,
uygun kitin seciminde literatlirden yararlanmali ve sertifika (6r. FDA)
aramalidir (20,21,22,25). CunklU kesin vaka tanisi epidemiyolojik
incelemeleri tetikleyen, 6zellikle seyahat-iliskili Lejyoner hastaligi
olasiliginda turizm sektorinl yakindan ilgilendiren ekonomik sonuglar
dogurabilen ve uluslararasi bildirim zorunlulugu olan, kritik bir karardir.

Kiiltiirler icin besiyeri / kit

BCYE agar - Legionellalarin kilttirden izolasyonunda temel besiyeridir.
BCYE agar, hazir plak besiyeri seklinde piyasadan temin edilebilir veya
laboratuvarda hazirlanabilir (bkz. Ek-1).

PAC - BCYE bazl secici besiyeridir; solunum yolu florasini inhibe
etmek amaciyla BCYE agara polimiksin B, anisomisin ve sefamandol
eklenerek hazirlanir (Ek-1). Bu besiyeri L. pneumophila'nin Gremesini
destekler fakat genel olarak diger tirlerin Gremesini desteklemez.

PAV - BCYE bazl secici besiyeridir; solunum yolu florasini baskilamak
amaciyla BCYE'ye polimiksin B, anisomisin ve vankomisin eklenmistir.

Ayrica L. micdadei'nin diger legionellalardan ayirt edilmesini saglayan

boyalar (brom krezol moru ve brom timol mavisi) icerir (Ek-1). PAV'da
cogu Legionellaceae lyesi lreyebilir.

NOT: PAV ve PAC besiyerlerine konacak antibiyotikler icin stok
sollisyon hazirlama érnek prosediru de Ek-2'de verilmistir.

BMPA - PAC’a benzer igerige sahiptir. Ticari olarak temin edilebilir.

HCI-KCI (pH2.2) asit soliisyonu - Kdlttrler igin balgam 6rneklerinin
dekontaminasyonu amaciyla kullanilir. Hazirlamak igin:

(a) Stok 0.2M HCI ve stok 0.2M KCI (14.9 g/L distile suda) hazirlanir.
(b) 100 mL distile suya 5.3 mL 0.2M HCI ve 25 mL 0.2M KCI eklenir.
(c) Filtre ile veya otoklavda steril edilir. Oda sicakliginda raf 6mri 1 yil.

%5 koyun kanli agar - paralel pasajlar icin

Legionella lateks agliitinasyon kiti - en az L. pneumophila SG1,
SG2-14 polivalan veya monovalan ve Legionella spp. polivalan
antiserumlari icermelidir.
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Lejyoner hastaligi

Legionella DFA kiti - L. pneumophila ve diger Legionella spp
polivalan ve monovalan FITC reaktiflerini icermelidir.

2.3.3.Diger sarflar ve donanim

Besiyeri hazirlamak icin

pH metre

Manyetik karistirici ve manyetik baliklar

Su banyosu (55°C'ye ayarl)

Burgu kapakli steril tupler, steril pipetler,

Membran filtre (enjektor tipi, polikarbonat, 0.2um) ve enjektér,
Steril Petri kabi (tek kullanimlik),

Kiiltiir, mikroskopi ve diger testler igin

Oze, steril, tek kullanimlik veya nikrom - koloni pasajlari vb. icin
Koloni mikroskobu (stereomikroskop) — kultir plaklarini okumak igin
Floresan mikroskop - (objektifler 40x, 100x oil; okdler 10x)

UV lamba, uzun dalga boylu (360+£20nm) (Wood lambasi)

ELISA cihazi - ELISA formatindaki testler icin

Santrifij — 50 mL tlp santriftjline uygun

T veya L 6ze (steril, tek kullanimlik) = sivi klinik érneklerin ekimi igin
Vorteks (tip atagmanh)

Zaman alarmi (timer)

2.4. Kalite kontrol

Besiyerleri

Kullanmadan 6nce besiyerlerinin son kullanma tarihi icinde oldugundan
emin olunmahdir. Son kullanma tarihi dolmamis olsa da eger kuruma,
catlak vb. gb6zlenirse, o besiyeri plaklar kullanilmamahdir.

Uzun silire depolanan besiyeri plaklari nem kaybina ugrayabilir; igerigin
madde yogunlugu artabilir ve Gremeyi baskilayici 6zellik kazanabilir.

Antimikrobiyaller zaman iginde yikilabilir. Bu nedenle, antibiyotik
iceren besiyerlerinin etkinligi de zamanla azalabilir.

Legionella turleri laboratuvarda iki-li¢ pasajdan sonra yapay
ortamlarda Gremeye uyum sagladiklarindan, ¢ok pasajlanmis suslarin
kalite kontrol organizmalari olarak kullaniimalar uygun degildir. Bu
nedenle, dogru bir kalite kontrol uygulayabilmek igin su yollar onerilir:

(a) laboratuvar pozitif klinik drnekleri saklayarak takip eden kalite
kontroller icin kullanabilir, veya

(b) elde edilen bir izolat henliz pasajlanmamis veya cok az pasajlanmis
iken kalite kontrol icin saklamaya alinabilir.

Besiyeri kalite kontrol prosedirt Ek-1'de verilmistir.

Kitlere dayal testler

Her zaman kitin kontrol serumlari (veya drnekleri) kitin talimatina gére
teste dahil edilmelidir. Laboratuvar ayni zamanda kendi kalite kontrol
serumlarina veya 6rneklerine sahip olmali ve testlere dahil etmelidir.
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Lejyoner hastaligi

» BUtln kalite kontrol sonuglari, kitin lot numarasi, tarih ve diger
bilgilerle birlikte laboratuvarin kalite kontrol kayit defterine

kaydedilmelidir.

3 Tani icin genel akis diyagrami

Lejyoner hastaligi stiphesinde vaka tanisi igin 6nerilen adimlar Sekil 1’de
verilmistir.

Vaka pnomoni mi? HAYIR
|

EVET
v
Seyahat dykiisii var mi?
Son 15 glin iginde en az bir geceyi otel,

v

Semptomlar hastanede yatis

sirasinda mi gelismis?
gelismis LH y6nliinden

kaplica, misafirhane vb.de gegirmis mi?
arastirmayi
y—‘—\ sonlandir.
EVET HAYIR HAYIR EVET 4
| Ancak, vakada LH igin risk |
faktorleri mevcut
. Uriner Antijen Testi
” yapin! N
TEST SONUCU ‘
‘. . NEGATIF
POZITIF ancak, klinik ve epidemiyolojik bulgular halen
gUgli bir sekilde LH distundariyor mu?
|
epidemiyolojik amacglarla, \ |
etkenin izolasyonu igin EVET HAYIR

Kiiltiir yapin
(serolojik testler g———
de eklenebilir)

diger SG veya tirlere bagh LH
yoninden incelenmek Uzere

-

testlerden biri veya birden fazlasinin sonucu LH igin
yorumlandiginda (bkz. Standart Vaka Tanimi):

I
!

Kesin vaka

v

LH degil

- -d

Olasi vaka
Hemen TSM'ye

bildirin! P
(Form 014 ve LH Vaka
Inceleme Formu ile)

I—P“Kesin vaka” bildirilmis ise epidemiyolojik incelemeler baglatilir!

—

Sekil 1. Lejyoner hastaligi sipheli vakalarin tanisi igin 6nerilen akis semasi. Yiksek mortalite, en
kisa surede 6zgul tedaviye baslanmasinin prognoza etkisi ve ayni kaynaktan etkilenmis
olabilecek diger vakalarin belirlenmesi icin bir an 6nce epidemiyolojik incelemelerin
baslatilabilmesi gibi pek cok gerekge ile mimkin olan en hizli, dogru ve kesin taniya
ulasiimasi 6nem kazanmaktadir. Bu nedenle Lejyoner hastaligi kuskusunda Uriner antijen
testi birinci secenektir. ideal olarak, (iriner antijen testi pozitif ciksa da ¢ikmasa da balgam
(ya da bir alt solunum yolu) 6rnedinin de laboratuvara gonderilmesi istenir.

* LH, Lejyoner hastaligi; TSM, Toplum Saghgi Merkezi
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Lejyoner hastaligi

4 Idrarda Uriner antijen testi

4.1.

4.2.

Hazirhk

= Test Oncesinde idrar oda sicakliina getirilmis olmalidir.
Testin yapilisi

» Test, kitin kendi talimatina gére uygulanir.

= Kart testte, kitin temin ettigi ekiivyon kullaniimahdir. Ekivyonun idrara
tam olarak daldirildigindan emin olunmalidir. Eklivyon cikarildiginda
Uzerinden idrar damhyorsa fazla oldugu anlamina gelir; fazla idrar
kabin kenarindan stzduridlmelidir.

» Zamanlayicl 15 dakikaya kurulmahdir.

4.3. Sonucun degerlendirilmesi/yorumlanmasi
» Kart testte, 15 dakika tamamlandiktan hemen sonra sonug okunur.
Daha gec¢ okumalar hatali sonug verilmesine neden olabilir.
» Eger test penceresinde hic pembe c¢izgi gértlmiyorsa test gegersizdir
ve tekrarlanmalidir.
*» Pozitif sonug — test penceresinde iki pembe cgizgi (Ustte kontrol gizgisi,
altta 6rnede ait olan cizgi) gorulmelidir.
» Negatif sonug — sadece Ustte bir pembe cizgi (kontrol gizgisi) goralur.
4.4. Sonucun rapor edilmesi
Pozitif liriner antijen test sonucu
= “Ornekte Legionella pneumophila serogroup 1 Uriner antijeni POZITIF
bulunmustur” seklinde rapor edilir.
Negatif liriner antijen test sonucu
= “Ornekte Legionella pneumophila serogroup 1 Uriner antijeni NEGATIF
bulunmustur” seklinde rapor edilir.
Ayrica su yorum eklenir: “Bu test ile insanda hastaliga neden olabilen
diger Legionella tirleri ve serogruplari saptanamaz. Bu nedenle, halen
Lejyoner hastaligi disinuliyorsa hastanin solunum yolu 6rneklerinden
kalttr yapilmahldir.”
4.5. Uriner antijen testi icin sinirliliklar
» Test L. pneumophila SG1 enfeksiyonunu saptar. Bu nedenle Lejyoner
hastaligi tanisi sadece bu teste dayandirilmamalidir. Negatif test,
Lejyoner hastaligini dislamaz.
» [egionella Uriner antijen testi, tedavi yanitinin izlenmesinde
kullanilmaz cinkl basari ile tedavi edilmis hastalarda iyilesmeden aylar
sonra bile idrarda Uriner antijen gorulebilir.
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Lejyoner hastaligi

5 Kultar

Lejyoner hastaligi tanisi amaciyla klinik érneklerle calisma daima
biyoglvenlik kabini icinde yapilmahdir! Daima eldiven giyilmelidir!

5.1. Orneklerin kiltir vasatlarina ekilmesi

Hazirhk
» Bdtun 6érnekler calisma formuna ve laboratuvar defterine kaydedilir.

= KUltlr icin en az iki tip besiyerine (BCYE+PAV, BCYE+PAC veya +BMPA
gibi), mimkinse Ug tip besiyerine (BCYE+PAV+PAC) ekim yapilr.

= Uygun sayida plak alinir. Uzerleri 6nceden etiketlenmis (BCYE, PAV vb.)
olmahdir; degdilse ciddi karisiklik yasanir. Plaklar 6rnegin niteligine gore
de etiketlenmeli; hastanin adi, ekim tarihi, defter protokol numarasi ve
islem kisaltmasi (Al, asit ile islem; D, direkt ekim; vb.) yazilmalidir.

= B(tln ekimler icin tam plak yuizeyi kullaniimalidir!

» Piiriilan kisimlardan, plagin bir kenarina ekivyon ile slrtldikten
sonra tek koloni disilrecek sekilde gizgi ekim yapilir. Sivi érneklerden,
L 6ze ile yayma ekim yapilir (26,27). Ornek tipine gére plaklara ekim
adimlar Sekil 2'de 6zetlenmistir.

» Kontaminasyon nedeniyle okunamayan plaklar oldugu takdirde tekrar
ekim yapilabilmesi icin ilk ekimler yapildiktan sonra kalan orijinal
ornekler ~7 glin buzdolabinda saklanmalidir (13).

Direkt ekimler

= Balgam - Ornedin en pirilan/kanl kisimlarina steril bir ekiivyon ile
dokunulur ve BCYE agara inokiile edilir. Eklivyon yeniden érnegin
purdlan kisimlarina strulir ve PAV, PAC besiyerlerine de inokule edilir.

= BAL - Ornegin tamami (30-50 mL, varsa daha fazlasi) 1500x g’de 20
dk santriftj edilir. TUpln dibinde ~1 mL sivi kalacak sekilde stpernatan
dékalir. Sediment vortekslenerek karistirilir. Steril Pastor pipeti
kullanilarak her plaga 2 damla (~0.1 mL) 6rnek konur ve L 6ze ile tim
ylzeye yayilir.

= Steril viicut sivilar (plevra sivisi vb.) - Ornedin tamami 1500x g'de
20 dakika santrifij edilir. TUpln dibinde 0.3-0.5 mL sivi kalacak
sekilde slipernatan doékullr. Sediment vortekslenerek karistirilir. Steril
Pastor pipeti kullanilarak her plaga 2 damla 6rnek konur ve L 6ze ile
tum ylzeye yayilir.

* Bronsiyal firgca — Fircayi iceren tlp fircaya yapismis tim hiicresel
materyali uzaklastiracak sekilde iyice vortekslenir. Ardindan steril bir
Pastor pipeti kullanilarak tapteki sividan alinir ve her plaga 2 damla
ornek konur; L 6ze ile tim ylzeye yayilir.

= Doku biyopsisi — En fazla bir zeytin blylkliginde bir doku pargasi 5
mL TSB igine konur. Mekanik bir doku 6gatici ile homojenize edilir.
Steril bir Pastor pipeti kullanilarak homojenattan alinir ve her plaga 2
damla 6rnek konur; L 6ze ile tim ylzeye yayilr.
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Lejyoner hastaligi

Asitle islem (dekontaminasyon igin)

» Balgam ya da kontamine herhangi bir klinik 6rnek ayrica asit (HCI-KCI,
pH2.2) ile islem yapildiktan sonra da plaklara ekilmelidir. Ozellikle
kistik fibrozisli olgularda ve gram negatif bakteri kolonizasyonu oldugu
bilinen olgularda asitle islenmis 6rnekler mutlaka ekilmelidir.

= Steril burgu kapakh bir tiipe 4.5 mL asit soliisyonu konur. Uzerine
ornekten 0.5 mL konur (érnek/asit orani = 1/10). Kuvvetli bir sekilde
vortekslenir. Oda isisinda 4 dk beklenir. Daha sonra BCYE, PAV ve PAC
besiyerlerine Pastor pipeti ile 2’ser damla inokdlle edilir. L 6ze ile 6rnek
tum plak ylzeyine yayilir.

5.2. Kultdr plaklarinin inkiibasyonu

= Ekim yapilmis plaklar biyoguvenlik kabininde kapaklari yarim kapali
sekilde, ylzeyleri kuruyuncaya kadar bekletilirler; ardindan plaklar
kapak alta gelecek sekilde ters gevrilir ve inklibatére kaldirilirlar.

NOT: Ylzeyi kurumadan inkUbe edilen plaklarda yayilarak Greme olur;
tek koloni ayirt edilemez. Yizeyin kurudugundan emin olunmaldir.
Ozellikle L 6ze ile yapilan ekimlerde ylzeyin kurumasi zaman alabilir.

Orneklerin kiiltiir icin hazirlanmasi* Plaklara ekim

Direkt ekim yap!
steril eklivyonla plrtlan kisimdan

alinan 6rnek plaga surulur; tek koloni }
Balgam ekimi yapilir ya N\ v
(en az 3 ml) [ BCYE | -
/ PAV | T
Asitle (pH 2.2) muamele et! A | 4 N\
4.5 ml asit + 0.5 ml 6rnek (1/10) —— ~_ /| PAC |
vorteksle - 4 dakika beklet™ \ /

N~

BAL 30-50 ml BALI 1,500x g'de 20 dk
(en az 30 ml) —_—) §antriij et; jl ml kglacak sekilde ———
slpernatani dok; sedimenti vortekle

Pastor pipeti ile
—> 2’ser damla ekim yap

Plevral sivi 6rnegdi 1500 x g'de 20 dk santrifiij et; - L O0ze ile yay
(enaz5ml) — > ~0.5 mlkalacak sekilde stipernatani ———
dok; sedimenti vortekle Li

- ‘\\

Bronsial firca tlpd 20-30 sn vorteksle ] [BCYE ) Y

(~1 mI TSB’de) ) 4 N\
~_ A PAV | — ™~

./ PAC )

Bivopsi zeytin buyiikliginde bir doku |
yop parcasi 5 ml TSB'de ezilir ¥ Yy,

* Kalan ornekler sonuglar cikana kadar buzdolabinda saklanir.

** Asit ile islem stiresi, plaklara ekim dahil toplam 5 dk’yi gecmemelidir. Bu nedenle, bu islem yapilirken
laboratuvarci bir zaman alarmi kullanmahdir.

Sekil 2. Lejyoner hastalidi tanisinda klinik 6érneklerin laboratuvarda kltliire hazirlanmalari ve
primer kultir besiyerlerine ekimleri akis semasi (Kaynak: Akbas E. Henliz yayinlanmamis
dokiman. 2012).
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Plaklar, 36°C’de, normal atmosferde, %50-70 rolatif nemli ortamda
inkibe edilir. Uygun nem orani inklibatoérin tabanina genis bir cam
tepsi ile distile su konarak elde edilir. Tepsinin kuru kalmasina izin

verilmemeli, dizenli aralarla kontrol edilerek su eklenmelidir.

NOT: Cesitli kaynaklar %3-5 CO,’in Gremeyi destekledigini belirtse de

pratikte CO, inklibator veya mumlu jar gerekli dedildir. Legionella spp
normal atmosferde rahat treyebilir. Nem gereksinimi daha énemlidir;

eger yeterli nem saglanamaz ise uzun inkiibasyon sirasinda besiyerleri
kuruyabilir ve bakterinin Gremesini baskilayici hale gelebilir.

5.3. Kultdr plaklarinin degerlendirilmesi

Legionella sp. igin ortalama Ureme suresi 2-7 gun olup plaklar ikinci
glinden itibaren her giin okunur. Bazi tirler daha geg lreyebilecedi icin,
Ureme gorulmeyen plaklarin inkliibasyonu 14. gine kadar uzatilabilir.

Degerlendirme, koloni mikroskobunda x20 — x50 biyitme ile
yapiimalidir. Cihazin plak yltzeyini aydinlatmak icin yiksek bir egik aci
ile odaklanmis isik kaynagi bulunmalidir. Ciplak gézle gérilemeyen
koloniler bile mikroskop altinda Legionella bakterisi icin tipik koloni
gérinuimu ile ayirt edilebilirler.

Kapak acik incelenecedi icin plaklarin kif kontaminasyonu riski vardir.
Dikkatli cahisilmahdir. ilk incelemede, plaklarda floraya ait asiri Greme
saptaniyorsa, saklanan orijinal érnek asitle tekrar ve daha seyreltik
olacak sekilde (6r., 1/20) muamele edilir ve sonra yeniden ekim yapilr.

5.4. Supheli kolonilerden tanimlama

Koloni mikroskobu altinda incelendiginde Legionella bakterisi ile
uyumlu koloniler ylzeyleri diizgun, hafif bombeli, 1-3 mm capl,
merkezi gri-beyaz, kenarlari pembe, yesil veya mavi tonlarinda “buzlu-
cam” gérunumd ile ayirt edilirler (Resim 3). Bu gérunum oldukca
tipiktir ve tibbi dneme sahip cok az diger bakteri benzer koloni
goérinumu verir. Boya iceren PAV'da L.micdadei mavi, L.pneumophila
yesil, L.bozemanii de gri-yesil renkli koloniler yapar.

NOT: L. micdadei ve diger bazi legionellalar sefamandollin baskilayici
etkisi nedeniyle PAC/BMPA’da Giremeyebilirler. Eger sadece iki tip
besiyeri (BCYE ve PAC/BMPA) kullaniimis, BCYE'de de flora bakterileri
ya da mayalar baskin Uremis ise Legionella kolonisi hi¢ ayirt
edilemeyebilir ve sonug hatali negatif bulunabilir. Bu durumu énlemek
icin Ug tip besiyeri kullanilmasi veya ikinci besiyeri olarak vankomisin
icerenin (PAV) tercih edilmesi 6nerilir.

DIKKAT! BCYE agarda yiiksek riskli bir patojen olan Francisella
tularensis de Ureyebilir. Vakalar klinik olarak ayirt edilemedigi igin,
Lejyoner hastaligi stiphesi ile incelenen 6rneklerde hem laboratuvar
giivenligi nedeniyle hem de dogru tani bakimindan dikkatli
olunmalidir. Ayrica epidemiyolojik 6zellikleri ile Glkemizde
laboratuvarcinin karsilasma olasiligi uzak kabul edilse de, BCYE'de
Coccidioides immitis ve Histoplasma capsulatum gibi yuksek riskli
mantarlarin da Ureyebildikleri akilda tutulmahdir.
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» Bir plakta nadir de olsa iki farkl koloni gériinimu bir arada bulunabilir;
bunlar farkli Legionella serogruplari veya tirleri olabilirler. Her ayni
gérinumdeki koloni bir ileri basamakta ayri ayri galisiimalidir.

= Bazl legionella kolonileri kendiliginden floresan yayabildiklerinden
dolayi, plaklar ayrica, karanhk bir ortamda UV lamba (Wood lambasi)
altinda da incelenmelidir. Boyle koloniler parlak mavi-beyaz, sari yesil
veya kirmizi gérintrler (Tablo 2, Resim 4).

» Plaklarda g6zlenen bitln stpheli koloniler isaretlenir ve sonraki
tanimlama basamaklarina gegilir. Bunun igin;

(a) Legionellalarin sisteinsiz besiyerinde (reyememe 6zelliginden
yararlanilarak “paralel pasaj yontemi” kullanilir. Sisteinli (BCYE)
ve sisteinsiz (kanli agar) iki plak besiyerine ayni anda pasajlanan
koloni 24 saat inkiibasyon sonunda sisteinli besiyerinde Uremisken
sisteinsiz besiyerinde Greme olmadigi gorilirse; koloninin cok
ylksek olasilikla Legionella sp oldugu dustnullr. Sisteinli plaktaki
yogun lUremeden 6zgul antiserumlarla lam aglitinasyonu yapilarak
kesin taniya gidilir (tanimlama basamaklari icin bkz. Sekil 3).

(b) Supheli kolonilerden dogrudan DFA testi yapilarak taniya gidilir. Bu
yol 6zellikle slipheli vakalarin erken tanisinda eger laboratuvar DFA
yapabiliyorsa idealdir. Clinki klinik 6érnek plaklari ilk okundugunda
eger stpheli koloniler goriliyorsa DFA icin preparat hazirlamak ve
ayni gun iginde kesin tani1 koymak mumkunddar.

Resim 3. L.pneumophila kolonisinin koloni mikroskobunda Resim 4. UV lamba altinda ekim plagi; sol
gorinusl (Kaynak: http://www.cdc.gov/legionella/specimen- Ustte mavi-beyaz floresan veren bir
collect-mgmt/procedures-manual.pdf ) (besiyeri BCYE agar). Legionella tirlinin pasaji goriliyor.

Tablo 2. UV isik altinda (Wood lambasi) floresan veren kolonilere sahip Legionella turleri (13).

Parlak mavi-beyaz koloni Sari-yesil koloni Kirmizi koloni
L. bozemanii* L. tucsonensis L. wadsworthii L. erythra

L. dumoffii* L. cherrii L. birminghamensis L. rubrilucens
L. gormanii* L. steigerwaltii

L. anisa* L. gratiana

L. parisiensis*

'3

insanda enfeksiyon ile iligkili tdr.
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ilk ekim plag:
BCYE/PAV/PAC (ya da BMPA)

!

Koloni mikroskobunda
degerlendirme?!

v

I) secilen

koloniden DFA2 ’

Pozitif sonug:
KESIN TANI

:

Lateks
aglutinasyon”

KA'da BCYE'de
24 saat® treme (-); Ureme (+)*
inklibasyon
KA'da
ureme (+)

Kanl agar (KA)? BCYE **

Legionella sp degil®
Incelemeyi sonlandir

Sekil 3. Lejyoner hastalidi tanisi icin ilk ekim plaklarinin koloni mikroskobu ile degerlendirilmesi ve
stpheli kolonilerden tanimlama basamaklari: I) DFA, ve/veya, II) Paralel pasaj yontemi
(Kaynak: Akbas E. Henliz yayinlanmamis dokiiman. 2012)

1. Plaklarin ilk degerlendirmeleri koloni mikroskobu ile yapilir; dlizgn, hafif bombeli, kenarlari buzlu-cam gibi
tipik gériinimde koloniler segilir. Plaklar ayrica UV isik ile floresan veren Legionella tirlerinin (insanda az
siklikta hastaliga neden olsalar da) varligini belirlemek igin Wood lambasi ile de incelenmelidir.

2 Sipheli kolonilerden paralel pasaj yapilir. Ancak, vakaya 6zgil tedavinin baglanmasi agisindan taninin
aciliyeti g6z 6niine alindiginda, miimktiinse laboratuvar DFA testi uygulayarak hizla taniya gitmelidir.

3 Pasaj igin koyun kanli agar tercih edilir. Cikolata agar kullaniimaz! Plaklar cam kalemi ile alti-sekize bélindr.
Orijinal plakta Legionella olabilecegdi duistintilen ancak farkli gériinimdeki her koloni alfabe harfleri ile (a, b,
C....) numaralandirilir. Plak numarasi ve koloni numarasi pasaj yapilacak plagin bir bélmesine yazilr.
Koloniden bir 6ze dolusu alinarak numarasinin yazildigi bélmelere 6nce kanli, sonra BCYE agara zikzak
cizerek yogun ekim yapilir. Segilmis diger koloniler de benzer sekilde pasajlanir.

4 Inkiibasyon sonunda BCYE'de Giremis ancak kanli agarda tGrememis ise, koloni cok yiiksek olasilikla Legionella
sp.dir. BCYE pasajindaki Greme sonraki tanimlama basamadinda kullanilir.

5 Bazen (6zellikle floresan veren koloniler igin) inkiibasyon sliresini uzatmak gerekebilir. Stire en fazla 7 giine
kadar uzatilmalidir.

6 Enfeksiyondan oldukga nadir sorumlu olabilen bazi tirler sisteinsiz besiyerinde Ureyebilirler. Dikkat
edilmelidir.

7 Piyasada mevcut kitler ile lateks agliitinasyon gogu durumda tani koymak icin yeterli olur. Ancak bazi
durumlarda (lateks kitinin reajen havuzunun kapsamadigdi SG veya tirler s6z konusu oldugunda) Gremenin
Legionella sp.ye ait olup olmadiginin polivalan / monovalan reajenler kullanilarak DFA testi ile veya tiir ya da
cins spesifik primerler kullanilarak PCR ile teyit edilmesi gerekebilir.

NOT: Gram boyama 6zellik arz eder; zit boya (karbol fuksin veya %0.8'lik bazik fuksin) ile uzun (>1 dk)
boyanmalidir. Ancak, mikroskopik gériinim tani koydurucu degildir. Bu nedenle tanimlama strecinde
herhangi bir asamada Gram boyama yapilmasi 6nerilmez. Bazi biyokimyasal testler ile elde edilen sonuglar
tanimlamaya destek olabilir. Ozellikle laboratuvarin lateks agliitinasyon ve/veya DFA yapma imkani yoksa
hizli hippurat testi ve beta-laktamaz testinden yararlanabilir. Bitln L. pneumophila izolatlari hippurati
hidrolize ederler. Dider tirlerin ise hemen higbiri hippurati hidrolize etmezler (Legionella spiritensis ve
Legionella waltersii gibi gok azi harig). Pratik olarak vakalarin en blylk kismindan L.pneumophila’nin sorumlu
oldugu g6z 6nine alinacak olursa; paralel pasajda kanl agarda Grememis bir susun hippurat pozitif
bulunmasi, glgll bir sekilde onun L.pneumophila olabilecegine isaret eder. Beta-laktamaz testi de
L.pneumophila’y (pozitif) diger tirlerden (6r., L.micdadei) ayirt eder ki daha gok tanimlamada hangi
antiserumun kullanilacagina karar verebilmek icin yararlanilimasi 6nerilir. Hippurat testi ve/veya beta-
laktamaz testi ile 6n tani konmus izolatlar kesin tani igin gegerli yontemleri kullanan bir laboratuvara
gonderilerek teyit edilmelidirler.
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5.5. Sonucglarin rapor edilmesi

Negatif kiiltiirler

On rapor “Henliz Legionella iiremesi saptanmamistir” seklinde verilir.

Final rapor “7 gun inklibasyon sonunda Legionella izole edilememigtir”
seklinde verilir.

Pozitif kiilturler

Eder pozitif sonug polivalan DFA veya lateks test reajeni ile elde
edilmis ise “Legionella spp Uredi” seklinde rapor edilir.

Eder pozitif sonug monovalan reaktif ile elde edilmis ise rapor tir adini
icerecek sekilde (6r., “Legionella pneumophila SG1 Uredi”) verilir.

5.6. Kultdr icin sinirliliklar

Legionellalar rifampine, makrolitlere (azitromisin, eritromisin) ve
kinolonlara (6r., levofloksasin) duyarhdirlar. Tedavi sirasinda direng
gelisimi de bildirilmemistir. Bu nedenle ya da baska bir tedavi
gerekcesi ile “en iyi” antibiyotigin secimi icin in-vitro antibiyotik
duyarhhk testi yapilmasina gerek yoktur ve yapiimamalidir (13).

Legionellalar hicre-igi patojenlerdir ve antibiyotik tedavisinden haftalar
sonra bile hicre icinde bulunmaya devam edebilirler. Bu nedenle kultlr
tedaviye yaniti izlemek igin kullanilmaz. Hastanin klinik yaniti, tedaviye
yanitin en iyi géstergesi kabul edilir (13).

Negatif kiltlrler hastaligi dislamaz. Kiltir tanida en duyarh araglardan
biri olsa da, duyarllik; érnek alinmasindaki hatalar, floranin baskilayici
etkisi, antimikrobiyal tedaviye baslanmis olmasi gibi birgcok faktérden
etkilenebilir.

F.tularensis, Bordetella pertussis ve Afipia’lar BCYE'de Urerler fakat
kanh agarda Gremezler. Bu 6zellikleri nedeniyle legionellalarla
karisabilirlerse de F. tularensis ve B. pertussis hareketsiz olmalari ile
ve sonuncusu da koloni gérinumu ile ayirt edilebilirler.

Rutin uygulama igin mevcut kitlerin icerigindeki antiserumlar bazi
legionellalari tanimlamak icin yeterli olmayabilir. Béyle stupheli izolatlar
tanimlanmak Uzere Referans merkeze (bkz. Sayfa 22) gdénderilmelidir.

5.7. Saklama, Referans merkeze génderme

Referans laboratuvar molekdler tiplendirme yéntemleri ile hastadan ve
olasi kaynaktan elde edilen Legionella izolatlarinin epidemiyolojik iliskili
olup olmadigini analiz edebilir, bir salginla iliskileri olup olmadigini
ortaya koyabilir. Bu incelemeler hem halk saghgi énlemleri igin ilgili
otoritelere yol gdsterici sonuglar uretir; hem de -6zellikle seyahat-
iliskili Lejyoner hastali§i vakalarinda giindeme geldigi icin énem
kazanmis olan- hukuki durumlarda sorunun ¢ézimune ydnelik bilimsel
veri saglar. Bu nedenlerle mimkin oldugunca izolatlar ileride
epidemiyolojik amaclarla kullanilabilecegi dislnilerek saklanmalidir.

Saklama igin Legionella izolatlarinin steril ‘skim-milk” veya gliserolll
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buyyon iginde yogun slispansiyonu yapilir ve derin dondurucuya
kaldinlir (sus saklama prosedurt icin bkz. UMS-B-TP-01).

Orneklerin veya izolatlarin gdénderilmesinde paketleme ve tasima
biyolojik materyal tasima kurallarina uygun olmahdir (28) (ayrica bkz.
UMS GEN-OY-01 Enfeksiy6z Maddelerin Tasinmasi Rehberi).

Pozitif bulunan klinik érnekler de -80°C’de saklanmalidir.

6 Tanida diger yontemler

6.1. DFA

Balgam ve diger alt solunum yolu 6rnekleri Legionella bakterisinin
bulunup bulunmadigini gérmek icin DFA ile dogrudan incelenebilir.

DFA icin Legionella tirlerine ve serogruplarina karsi tavsanlarda elde
edilmis ve FITC ile isaretlenmis antikorlari iceren antiserumlar
(monovalan veya polivalan) kullanilir. Antikorlar érnekteki homolog
Legionella tiriine baglandiginda onlari gérinir hale getirir ve floresan
mikroskopta UV isik altinda izlenirler. Degisik ticari kitler mevcuttur.
Kit, Uretici firmanin talimati dogrultusunda kullaniimalidir.

DFA igin klinik érnekler “kiltir” icin 6rnek hazirlama tekniklerinde tarif
edildigi gibi hazirlanabilirler (kitin talimatinda aksi belirtilmiyorsa).

DFA testi yapilirken kontrol lamlar kesinlikle 6rnek lamlarindan ayri
kaplarda yikanmalidir. CinklU yikama esnasinda lamlar arasinda madde
gecisi olabilmekte; pozitif kontrol lamindan kopan bakteriler 6rnek
lamina yapisabildigi icin sonug yanlislikla pozitif okunabilmektedir.

DFA hizli bir ydntemdir; 2-3 saat icinde sonug alinabilir. Ancak testin
duyarlihgi ve 6zgulligu ornekteki Legionella sayisi, inceleyen kisinin
deneyimi, diger bakterilerle (Bacteroides fragilis, Pseudomonas sp,
Flavobacterium sp, vb.) capraz reaksiyon verme olasiligi gibi pek cok
faktorden etkilendigi icin DFA testi pozitif bulunmus olan vaka olasi
vaka olarak kabul edilmektedir (bkz. Standart Vaka Tanimlari Saha
Rehberi). Bu durumda kesin tani icin vakanin baska bir test ile de
incelenmesi gerekir (14).

DFA kultar izolatlarinin teyit edilmesinde kullanilan iyi bir aractir.

6.2. Seroloji

Hastanin serum 6rnedinde antikor aranabilir. Bu amagla IFA veya
ELISA testi yapilabilir ve ticari kitler mevcuttur. Kitler Uretici firmanin
talimati dogrultusunda kullanilir.

IFA referans testtir. Ancak ELISA, otomatize cihazlarla uygulanabilmesi
ve objektif dederlendirmeye uygun olmasi gibi nedenlerle giderek daha
fazla laboratuvar tarafindan tercih edilmektedir.

Ote yandan, Lejyoner hastaligi tanisinda serolojik incelemenin degeri
sinirhdir. Stpheli olgularda akut dénemde serolojik inceleme ile elde
edilecek sonuclar tedaviye yon vermeye elverisli olmadidi icin (cogu
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olguda antikor yaniti 3. haftaya kadar, immun-baskili kisilerde ise
hemen hig gelismez) bu testlerin rutin kullanimi énerilmez (13,14,29).

» Akut fazda yuksek titre tespit edilse bile, antikorlar belirtisiz bir 6nceki
enfeksiyona bagl olarak gelismis olabilecedinden, tek basina tani
koydurucu kabul edilmez.

» Legionella tirleri arasinda ve diger bakterilerle ortak antijenik yapilara
bagli capraz reaksiyonlar olabilecegi de hatirlanmalidir.

» Sadece L. pneumophila SG1 igin pnémonili bir olguda (1);

(a) tek serum oOrnedinde >1/256 titre olasi tani, ve
(b) cift serum 6rneginde paralel incelemede >4 kat titre artisi kesin
tani kriteri kabul edilir.

= Yeterli titre artisini goérebilmek icin 2. serum 6rnedi akut fazdan en az
6 hafta sonra alinmalidir ki, bu da uygulamada bir diger sorundur (14).

» L. pneumophila SG1 disindaki serogrup ve tirler igin elde edilen
sonuglarin ise baska testlerle teyit edilmesi gerekir (1,14,30). Yine de
serolojik testler, cift serum 6rnedinde antikor aramak kaydi ile tanidan
ziyade hastane- veya toplum-kaynakl salginlarin izlenmesinde iyi bir
arag olabilir (13).

6.3. Molekller

» Lejyoner hastaligi tanisinda nikleik asit tabanl testler gelistiriime
asamasindadir. Henliz sorunlari tam ¢ozulmemistir; piyasada gecerliligi
kabul edilmis (valide) ticari kitleri mevcut dedgildir (14). Halen diinyada
daha ¢ok referans ve arastirma laboratuvarlari ile sinirli ve 6z-yapim
tekniklerle calisiimaktadir.

» Klinik érneklerden L. pneumophila’nin saptanmasina yoénelik basarili
PCR uygulamalari rapor edilmistir. Ozellikle tekrarlayan testler ile alt
solunum yolu 6érneklerinde PCR’In duyarhligi kiltir ile esit veya daha
ylksek bulunmustur ve hastaligin hizli tanisina duyulan ihtiyag
nedeniyle umut verici kabul edilmektedir.

= Ancak diger klinik érneklerde duyarlilik belirgin distktur. Alt solunum
yolu érnekleri, serum ve idrar icin test duyarliliklar sirasiyla %80-100,
%30- 50 ve %50-90 olarak, ézgulltkleri de >%90 tahmin edilmektedir
(13,30).

= Duyarlihik, 6rnedin alindigi evreden de etkilenmekte; hastalik
ilerledikce duyarhlik belirgin dismektedir (Tablo 1). Geleneksel ve
gergek zamanli PCR tekniklerinin her ikisi de kullanilir. Ayni anda diger
solunum yolu patojenlerini de saptamay! amaglayan multipleks
teknikler gelistirilmis olsa da Gstlnligu tartismalidir.

» Codu laboratuvar hedef olarak L. pneumophila’ya 6zgi ‘macrophage
infectivity protein’ (mip) gen bdélgesini tercih etmektedir. Legionella
cinse 6zgl olarak da hedef gen bdlgesi rRNA olup 16S ya da 23S
dizileri kullanihir.

» Mevcut durumda klinik orneklerden PCR ile pozitif sonug olasi tani
kabul edilmektedir. Buna karsin PCR kultlrlerden elde edilmis stupheli
izolatlarin dogrulanmasinda iyi bir aractir.
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7 Bildirim

Lejyoner hastahd bildirimi zorunlu bir hastaliktir! Uriner antijen ya da
kaltur ile elde edilen pozitif sonuglar hemen (1,2,3);

» hastane-kaynakli enfeksiyon olasiliinda hem hastanin hekimi hem de
enfeksiyon kontrol komitesine bildirilmelidir;

= seyahat-iliskili olsun veya olmasin, mevcut bildirim sistemine goére il
Halk Saghgi Mudarligine bildirilmelidir. Bildirim klinisyenin
sorumlulugudur. Bununla birlikte (Lejyoner hastaliginin laboratuvardan
bildirimi zorunlu olmasa da) pozitif sonug elde edilir edilmez
laboratuvarin ilgili birimlere haber vermesi (6r., telefon ile) dnerilir. Bu
rutin yoldan gereken toplam sireyi kisaltacagi ve epidemiyolojik
incelemelerin erken baslatilmasini saglayacadi icin idealdir.

8 Tanida olasi sorunlar/sinirliliklar

» Lejyoner hastaligi tanisinda heniliz tek basina bitln gerekleri yerine
getiren (hizli, yliksek dlizeyde duyarh ve 6zgul, tirlerin ve
serogruplarin ayrimina izin veren ve hastaligin herhangi bir déneminde
tani konmasina imkan veren) bir teknik mevcut degildir.

= Uriner antijen testi ve kiiltiir 6ncelikli seceneklerdir. Ancak negatif
sonug hastalik olmadigini géstermez. Bu nedenle tani olasiligini
ylkseltmek igin bir hastadan degisik klinik 6rneklerin (balgam veya
diger alt solunum yolu materyali, idrar ve serum) incelenmesi ve farkli
tekniklerin bir arada kullaniimasi idealdir (Sekil 1).

9 Referans Laboratuvar

Adres

Tiarkiye Halk Saghgi Kurumu,

Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlari Daire Baskanlgi
Ulusal Legionella Referans Laboratuvari

Refik Saydam Yerleskesi,

Saglik Mahallesi, Adnan Saygun Caddesi, No: 55
06100 - Sihhiye/ANKARA

www.thsk.gov.tr
Tel: 0312 458 2167 / 2000, 1727

Gorev gercgevesi

Kontrol programi kapsaminda klinik ve gevresel 6érneklerden Legionella
pneumophila serogruplari, alt tipleri ve diger Legionella tirleri icin tani,
dogrulama, molekuler tiplendirmelerin yapilmasi; bolgesel laboratuvarlara
dis kalite 6érneklerinin hazirlanmasi ve uygulanmasi
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Ekler

Ek-1 Legionella besiyerlerinin hazirlanmasi®®?’
1000 mL icin gerekli maddeler

Maddeler BCYE PAV PAC BMPA’
ACES? 10.0 g 10.0 g 10.0 g 10.0 g
Maya 6zUtl (yeast extract)? 10.0g 10.0 g 10.0g 10.0 g
Agar? 17.0 g 17.0 g 17.0 g 17.0 g
Aktif kémir? 2.0g 2.0g 2.0g 2.0g
a-Ketoglutarik asit? 1.0g 1.0g 1.0g 1.0g
1N KOH? 55 mL 55 mL 55 mL 2.4¢g
Deiyonize su®® 985 mL 980 mL 982 mL 980 mL
L(+) sistein® 0.4g 0.4 g 0.4g 0.4 g
Ferrik pirofosfat® 0.25g 0.25g 0.25g 0.25 g
BCP” (10mg/mL) - 1 mL - -
BTP7 (10mg/mL) - 1 mL - -
Vancomycin HCI® (1mg/mL) - 1 mL - -
Polymyxin B® (50.000 U/mL) - 1.6 mL 1.6 mL (80.000 U)
Anisomycin® (40mg/mL) - 1 mL 1 mL (80 mg)
Cefamandole-Lithium salt® (4mg/mL) - - 1mL (4 mg)

Agar bazin hazirlanmasi

1 1lk olarak ACES tartilir; 2 litrelik bir erlene konur; 700 mL distile su ilave
edilir. Manyetik karistiricida, hafif isitilarak eriyinceye kadar karistirilir.

Ardindan maya 6zutl, agar, kdmiur ve o-ketoglutarik asit eklenir, karistirihr.

Yavas yavas 1N KOH ilave edilir, iyice karismasi saglanir (~5 dakika). Sonra
pH 6lclllr; pH 6.9-6.97 araliginda olmalidir; altinda ise azar azar 1N KOH
ekleyerek ayarlanir.

NOT: Baz besiyerinde 1N KOH miktari 50-55 mL'dir ve yaklasik 2.4 g KOH
pellete karsilik gelmektedir. Pelletten ziyade sivi halde ilave etmek tercih
edilir. Ozellikle kullanilan deiyonize suyun pH’si kullanilacak KOH miktarini
etkilediginden laboratuvar besiyerine koyacadi KOH miktarini, pH dlciimleri
yaparak belirlemelidir.

Tabloda verilen su miktarlari suplement niteligindeki maddeler eklenmeden
O6nceki yaklasik volimlerdir. Otoklava koymadan once besiyerine 1000
mL’ye tamamlamak icin eklenecek su miktari hesaplanmali (su asadidakilerin
toplami 1000 mL’'den cikarilarak) ve eklenmelidir:

(a) bu ana kadar ulasilan toplam volim hesaplanir; pH ayarlamasi esnasinda
kullanilan ekstra KOH miktari dikkate alinarak gerekirse her seferinde
yeniden hesaplanmalidir.

2.

3.

4.
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5.

(b) bundan sonra ilave edilecek sivi maddelerin (L-sistein, ferrik pirofosfat;
PAV ve PAC icin antibiyotikler vb.) toplam volimuU hesaplanir.

Erlenin agz kapatilip otoklava konur ve 121°C'de 20 dakika steril edilir.

Suplementlerin hazirlanmasi

6.

Besiyeri otoklavlanirken bir yandan da iki kiguk erlen (25 mL) alinir; erlenin
birine L-sistein, digerine ferrik pirofosfat tartilir. Her birine 11 mL deiyonize su
konur. Oda isisinda ~1 saat erimeye birakilirlar. Eridikten sonra her biri
membran filtrasyon (enjektor tipi, 0.2um) ile steril tiplere aktarilirlar.

BTB ve BCP 6nceden 10 mg/mL olacak sekilde hazirlanir, etiketlenir;
buzdolabinda 1 yil saklanir. Bu hazir boyalardan 1’er mL asadida belirtilen
asamada besiyerine konacaktir.

Antibiyotikler, stok sollisyon olarak (besiyerinin 1 litresine konmasi gereken
miktar 1 mL'de olacak sekilde) énceden hazirlanir ve 1.1 mL’lik alikotlar
halinde -20°C’de saklanir. Besiyeri hazirlanirken antibiyotik stok sollisyonu
oda isisinda eritilir ve asadida belirtilen asamada besiyerine ilave edilir.
Antibiyotik stok sollisyonu hazirlanmasi igin bir 6rnek prosedir Ek-2'de
verilmigtir.

BMPA besiyeri liyofilize halde kendi besleyici ve antibiyotik suplementleri ile
piyasadan temin edilerek kullanilir. Hazirlanirken Gretici firmanin talimati takip
edilmelidir. BMPA’da anisomisin PAV ve PAC'in icerdiginin iki katidir.

Besiyerinin dokiilmesi

Otoklavdan cgikarilan besiyeri 6nceden 55°C'a isitilmis su banyosuna konur,
sogumasi beklenir (besiyeri miktarina gore 30-60 dakika sirer).

Besiyeri hafif isitiimis manyetik karistiriclya konur, karistiriimaya baslanir.
Steril L-sisteinden 4 mL ve ferrik pirofosfattan 10 mL besiyerine ilave edilir.

Eder PAV veya PAC hazirlaniyorsa derin dondurucudan cikarilip eritilmis
antibiyotikler de bu asamada tabloda verilen miktarlarda ilave edilir.

Iyice karismasi beklenir ve tekrar pH kontroli yapilir. Bunun igin;

(a) Aseptik sartlarda 2-3 mL besiyeri kiglk bir tipe alinir, donmasi beklenir.

(b) pH metre probu besiyerine daldirilarak pH élgullr.

(c) pH <6.9 ise steril 1IN KOH, >6.97 ise steril 1N HCl azar azar eklenerek pH
ayarlanir.

Onceden UV lambasi aciimis ve ~30 dakika ortam dekontaminasyonu
saglanmis odada besiyeri dokme islemine gegilir. Bitln plaklar 6nceden
besiyerinin adi ve hazirlama tarihi yazilarak etiketlenmis olmalidir. Besiyeri
dokullen plaklar bir gece Uzeri temiz bir 6rtu ile kapatilarak bekletilir. Ertesi
gun plaklar -kapaklar alta gelecek sekilde- ters cevrilir, naylon torbalara
kaldirilir; torba Gzeri hazirlama tarihi ve son kullanma tarihi (SKT) yazilarak
etiketlenir; kapaklari altta kalacak sekilde buzdolabinda saklamaya alinir; raf
omri 2 aydir (bu sekilde nem kaybi dnlenerek saklandiginda). Torbalarin igine
asiri nemlenme olasilidi icin silika-jel paketleri konabilir.

Hazirlanan her besiyeri serisinden kalite kontrol yapilir
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Ek-2 Besiyeri kalite kontrol

P/ \ W

Besiyerlerinin kalite kontroll baslica “sterilite kontroli”, “lreme kontroli” ve
“segici 6zellik kontroli”nu kapsar.

Sterilite kontrolu

Yeni hazirlanmis her besiyeri lotundan 1 litre besiyeri basina 2-3 plak segilir;
35°C’de 3 gln inkibe edilirler.

Ureme ve secici 6zellik kontrolii

Pozitif kontrol hazirlanmasi

- “Ureme kontroli” icin pozitif kontroliin orijinal érnekten hazirlanmasi idealdir.
Bir Lejyoner hastaligi vakasinin solunum yolu veya doku 6rneginin alikotlari
kalite kontrol icin en iyi kaynaktir. Yaklasik 1 yil -80°C’de saklanabilir.

= Klinik 6rnek mevcut degilse yeni (henilz hi¢ pasajlanmamis veya az
pasajlanmis) bir L.pneumophila izolati kullanilabilir. Bdyle bir sus referans
laboratuvardan temin edilebilir.

(a) Susun BCYE'ye bir pasaji yapilir. Bu pasajdan steril TSB icinde McFarland
standart No1 yodgunlugunda bir stispansiyon hazirlanir.

(b) Stspansiyon esit miktarda steril %10°luk skim milk ile kanstirihir. Kiguk
alikotlar halinde -80°C'ye kaldirilir; boéylece ~5 yil saklanabilir.

= “Secici 6zellik kontrolt” ise PAV ve PAC gibi antibiyotik iceren besiyerlerine
uygulanir. Bu amacgla kullanilacak Staphylococcus aureus, P. aeruginosa ve
Candida albicans suslari da (a) ve (b) de tarif edildigi gibi hazirlanmalidir.

Kalite kontroliin uygulanmasi

= Derin dondurucudan bir alikot Legionella suispansiyonu gikarilir; eritilir ve
steril TSB ile 1/100 oraninda sulandirilir; 10 pyL standart 6ze ile test edilecek
besiyeri (BCYE, PAV, PAC) plagina bir 6ze dolusu ekim yapilir. 48 saat 36°C’de
inktUbe edilir ve koloni sayimi yapilir. Orijinal sispansiyonun tam
konsantrasyonuna bagl olarak 50 ila 200 arasinda koloni sayilmalidir.

= PAV veya PAC'nin secicilik kontroll icin ise P. aeruginosa, S. aureus, ve
C.albicans’in derin dondurucudaki alikotlarindan birer adet cikarili; steril TSB
ile 1/100 oraninda sulandinilirlar; 10 uL standart 6ze ile test edilecek plaklara
inoklle edilirler. Plaklar 24-48 saat 36°C’de inkiibe edilir ve koloni sayimi
yapihir. P. aeruginosa icin 0-50 arasinda koloni sayilabilir; S. aureus ve
C.albicans ise irememis (“0” koloni) olmahdir.

Kayitlarin tutulmasi

= Her besiyeri lotunun sterilite ve koloni sayim sonuclari kaydedilmelidir. Derin
dondurucuda saklanan inokulumda canli organizma sayisi zamanla azalabilir.
Koloni sayiminda disls gortlmesi buna bagli olabilecedinden besiyerinin
kalitesinde bir azalma gibi yorumlanmamalidir. Bu olasiligi degerlendirmek
icin ayni lot taze bir izolat ile test edilir ve sonug karsilastirilir.
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Ek-3 Stok antibiyotik solisyonu hazirlanmasi*®?’

Prensip

Bir besiyerinin segici olmasi, besiyerine, Gremesi istenen bakterinin direncli,
digerlerinin ise duyarli oldugu antimikrobiyal (bazen de tellirit, boya vb.)
maddelerin eklenmesi ile saglanir. Besiyerindeki antibiyotik konsantrasyonu kritik
Oneme sahiptir. Konsantrasyon arttikca izole edilmek istenen bakteri Gzerindeki
inhibitor etki de artabilir. Konsantrasyon diistik kaldiginda ise istenmeyen
bakterilerin Gremesi artar. Bu nedenle antibiyotik tartimi, hazirlanmasi ve
saklanmasinda maksimum hassasiyet gdsterilmesi 6nem kazanir.

Besiyerlerine konacak antibiyotikler besiyerinin 1 litresinde bulunmasi gereken
miktarin 1 mL iginde sulandirilmasi prensibine gbére hazirlanir. 