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OLGU 1

» Ekim 2013 tarihinde gastroenteroloji klinigine
» Kanli-mukuslu ishal ve

» Kramp tarzinda karin agrilari ile yatirilan

» 25 yasinda kadin hastadan

» Rutin tetkikleri ile beraber

» Diskl incelemesi de isteniyor

» Hastaya herhangi bir tedavi baslamadan once diskl ornegi temiz bir kaba
alinarak iginde buz akusu bulunan bir tasima kutusu icinde merkez
mikrobiyoloji laboratuvarina gonderiliyor



OLGU 1

» SORU 1I: Sizce ornek alimi dogru yapilmis midir?
A.  Evet

B.  Hayir, ornek kabl steril olmaliydi
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A Evet - .

aygunimace irusipas s asaaha oo

» Ishali olan hastalardan drnekler 6zellikle hastall ®lbasladi glk 4 gilin iginde
ve antibiyotik tedavisi baglanmadan alinmal

» Orneklerin alinacagi kabin temiz olmasl, deterjan ve dezenfektanla
kontamine olmamasi gerekli
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» Diski ornegi 30 dakika iginde laboratuvara ulastiriliyor

» SORU 2: Sizce laboratuvara ulastirma islemi dogru yapllimis midir?
A.  Evet

B. Hayir, ornek mutlaka tasima besiyerine alinmaliydi

C. Fark etmez
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\ VORAR ve GAITA ORNEK TASIMA SET

» Tasima esnasinda ornekler +4.C’de korunmall, en kisa surede laboratuvara
ulastirtimali

» EQer hemen ulastirilamayacaksa +4.C’de saklanarak 48 saat igcinde
laboratuvara iletilmeli

» Ornek e(er rektal siiriintii 6rnegi ise veya hemen ekilemeyecek ise nem
kaybinl onlemek icin hemen bir tasima besiyerine (Cary-Blair) alinmali
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Laboratuvar

’ 4 \ Y

Makroskopik inceleme Mikroskopik inceleme

Lokosit +  Parazitolojik inceleme -

v

Kanli Agar ,
MacConkey Agar
Hektoen Enterik Agar

v v

v

35-37.C’de |18-24 saat (aerobik) inkubasyon
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» Inkiibasyon sonunda

Kanll agarda 2-3 mm ¢apinda nemli kolon
MacConkey Agar’da renksiz koloniler

Hektoen Enterik Agar’da ise yesil-mavi renkli koloniler

v v VvV Vv

H2S Uretimi sonucu olusan siyah presipitatlar gozlenmiyor

» SORU 3: En olasl etken havgisi olabilir?
A.  Salmonella spp.

B.  Citrobacter spp.
C
D

Shigella spp.
Proteus spp.
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C. Shigella spp.

» Shigella gibi laktoz ve sukrozu kullanmayan organizmalarin olusturabilecegi
dusunulen bu supheli koloniler ileri ¢alismalar igin segiliyor
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» Primer kultur vasatlarindaki supheli kolonilerden

!

TSI, ure, lizin dekarboksilaz

» 35°C’de 18-24 saat inkiibasyon

» Inkubasyon suresinin sonunda



» TSl besiyerinde » Dip sarl, yuzey kirmizi (Asit/Alkali)

» Glukozdan gaz olusumu —
» H2S Gretimi —

» Ureaz aktivitesi —

» Lizin dekarboksilasyonu —

!

» Uretilen bakterinin Shigella cinsine ait oldugu dustniltyor
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» SORU 4: Bundan sonra tanlyl dogrulamak igin ne yaparsiniz?

Shigella spp. olarak raporlamak
Serolojik test

Otomatize sistem ile identifikasyon

O N ® >

Referans laboratuara gondermek
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B. Serolojik test

» Shigella izolatlarinin identifikasyonu icin serolojik testler gereklidir
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» Serolojik identifikasyon

!

» Polivalan somatik O antijenlerini iceren antiserumlarla lam aglutinasyonu

v

Aglutinasyon +

4

Serotipi belirlemek icin monovalan antiserumlarla identifikasyona devam

v Vv

S. dysenteriae (serotip A) antiserumuyla aglutinasyon +

Kontrol olarak kullanilan SF ve supheli bakteri karisiminda
spontan aglutinasyon yok

EQer kontrolde de aglutinasyon olusmussa bu kolonilerin R tipi oldugunu gosterir ve serotipleme yapllmaz
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» SORU 5: Sonucu S. dysenteriae (serogrup A) olarak raporlayalim mi?

.. Evet, Shigella izolatlarinin identifikasyonu serolojik olarak yapllir

. Haylr, yapllan biyokimyasal testler yetersiz, otomatize sistemle
identifikasyonu tekrar edip dogrulayalim

Il.  Referans laboratuvara gonderelim

Iv.  Klinikle irtibata gecip hastada bir Shigella enfeksiyonundan suphelenip
suphelenmediklerini soralim

E. Yalniz |
F. Yalniz IV
G. llvelV



OLGU 1
C.ll ve IV

» Shigella enfeksiyonlarinin daha ¢ok yaz aylarinda gorulmesi ve o gunlerde
bir salgin durumunun olmamasindan dolay!i

» Bakteri identifikasyonu otomatize sistemle tekrar ediliyor

» Bu arada da klinikle irtibata gecilerek hastada bir shigella enfeksiyonundan
stiphelenip suphelenilmedigi ogreniliyor
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» Tek koloni pasajindan yaplilan saf kulturun otomatize sistemle incelenmesi

U

%99 E. coli

» Hastanin doktoruyla yapllan gorusme
» Hastanin ishali devam ediyor

» Fakat atesinin olmamasi ve sikayetlerinin

akut baglamamasi nedeniyle

!

» Kronik inflamatuvar barsak hastaliklarinin daha
cok dustinildigu

» Enfeksiyon kaynakll durumlarl ekarte etmek
amaclyla diski incelemesi istendigi anlasiliyor



OLGU 1
» SORU 6: Bu bilgiler 1sI gda ne yaplimalidir?

A.  Diski kulturu “Normal enterik flora elemanlari uredi. Salmonella, Shigella
turlerine rastlanmadi” seklinde raporlanip, Shigella antiserumlarinin kalite
kontrolu yapllmalidir

B. Hastaya herhangi bir sonug verilmeyip, izolat referans laboratuvara
gonderilmelidir
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A. Diski kulturu “Normal enterik flora elemanlari uredi. Salmonella, Shigella
turlerine rastlanmadi” seklinde raporlanip, Shigella antiserumlarinin kalite
kontrolu yapllmalidir
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» E. coli ve Shigella turleri genetik olarak yakin iliskilidir ve klinik
laboratuvarlarda tanl problemlerine yol agarlar

» Eskiden Alkalescens/Dispar adl verilen ve genellikle patojen oldugu
dusunulmeyen inaktif E.coli’ler tarama besiyerlerinde tipik olarak

U

» Laktoz -
» Hareketsiz

» Glukozdan gaz olusturmayan suslardir

» Bu nedenle biyokimyasal tarama testlerinden alinan sonuglar, ikinci bir
yontemle doQrulandiktan sonra, kalite kontroli yaplimis Shigella
antiserumlarl kullanilarak kesin tanlya varilmalidir
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» Shigella antiserumlari ile bazi bakterilerin ¢apraz reaksiyon verebilecegi de
goz onunde bulundurulmalidir

4

»  Stenotrophomonas maltophilia ile Shigella dysenteriae, Bonny, 2010;
» Plesiomonas shigelloides ile Shigella flexneri spp. ve Shigella dysenteriae, Albert, 1993;

» Enterobacter, Escherichia, Stenotrophomonas, Aerococcus’un cevresel izolatlarl ile

Shigella spp spesifik antiserumlar arasinda (ozellikle Shigella dysenteriae ve Shigella
boydii),Rahman, 2007

» Sonug olarak; izole edilen bakterinin biyokimyasal olarak Shigella spp
oldugundan emin olunmadan serolojik identifikasyona basvurulmamalidir






OLGU 2

» Romatoid artrit ve kronik obstriiktif akciQer hastall QIKOAH) nedeniyle
takip altinda olan

» 72 yasinda kadin hasta » Okstiriik
» |5 Eylil 2012 tarihinde » Ates
» Halsizlik
» Kilo kaybi

» Nefes darll QI

» GoQus hastaliklar! poliklinigine basvuruyor

On arka akcifer grafisinde fibrozis ve parenkimal opasite
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» Tam kan sayiml

» Lokosit (WBC) * 12 x1079/L
» Notrofil % *70,9

» Lenfosit % * 16,4

» Monosit % * I 1,1

» Eozinofil % 1,3

» Sedimantasyon * 38 mm/saat
» CRP *50,5 mg/L

45— 11
% 40 - 70
% 20 - 45
%3-9

%0—3

0-20
0-3
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» Toraks bilgisayarll tomografisinde Infiltrasyonlar var

» Lenfopenik

» On tanl Pnomoni, tuberkuloz ve malignite

» 17/09/2012  bronkoskopi yaplliyor
» Tum lob ve segmentler aglk
» Endobronsial lezyon yok

» Bol seroz sekresyon gozleniyor

» Bronsiyal lavaj ornegi alinarak

Mikroskopik inceleme (aside direngli
bakteri (ARB) aranmasi)

Tuberkuloz kulturu
Bronsiyal lavaj kulturu (bakteri, mantar)

Bronsiyal lavaj histopatolojik incelemesi
isteniyor
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20/09/2012

Direkt mikroskopi: BAL gram yaymasl
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SORU I: Sekilde gorulen yaymay! nasll raporlarsiniz?

A.

Epitel hucresi : 3-4 adet (x100 buyutme ile her alanda)
PMNL : 8-10 adet (x1000 buyutme)
Mikroorganizma : Hucre i¢i ve disI Gram pozitif diplokok

Epitel hiicresi : yoQun (x100 biytitme ile her alanda)
PMNL : nadir (x1000 buyutme)
Mikroorganizma : Hucre disI Gram pozitif zincir kok

Epitel hucresi : nadir(x100 buyutme ile her alanda)
PMNL : yoQun (x1000 buytitme)
Mikroorganizma : Hucre ici ve disl Gram pozitif kokobasil
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A. Epitel hicresi: 3-4 adet (x100 buyutme ile her alanda)
PMNL : 8-10 adet (x1000 buyutme)
Mikroorganizma : Hucre ici ve disi Gram pozitif diplokok
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21/09/2012
Kiiltiir Antibiyogram - IBN-I SINA MERKEZ LABORATUVARI

» Bronsiyal Lavaj Kulturu Sonucu:
Ust solunum yolu flora elemanlarl uredi

Mantar agisindan ureme negatif



20/09/2012
Mikroskobik Incelemeler- IBN-1 SINA MERKEZ LABORATUVARI

S BAL — Aside direncli boyama
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» Mikroskobik Incelemeler- IBN-I SINA MERKEZ
LABORA‘T UVARI

» ARB Aranmasl Pozitif

» ATS kriterlerine gore | (+) Pozitif olarak degerlendirilmistir
» 22/09/20 Iitarihli bronsiyal lavaj 6rnegi histopatolojik inceleme sonucunda

» Granulomatoz ve supuratif reaksiyon

» Malignite @dan negatif

Bu bulgular 151 ®da malignite ve bakteriyel pnomoni ekarte edildiginden
anti-tuberkuloz tedavi baslanlyor



OLGU 2

» 2 hafta sonra
» Hastanin sikayetlerinde gerileme yok
» Hastanin balgam orneginden tekrar

’ 4 \

Mikroskopik inceleme Tuberkuloz kulturu

(aside direngli bakteri (ARB) aranmasi)

> Re*ime PCR ile M. tuberculosis kompleks arastirilmasi isteniyor

» O tarihe kadar tiiberkiiloz kiltiriinde lireme olmadi (abortauvardan
ogreniliyor
»  (Analiz suresi 42 gun)
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» 7.10.2012

» Mikroskobik Incelemeler- IBN-1 SINA MERKEZ
LABORA'iUVARI

» ARB aranmasl Pozitif

» ATS kriterlerine gore | (+) Pozitif olarak deferlendirilmistir
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>

11.10.2012

» Sadece Mycobacterium tuberculosis kompleks DNA varll @I arastirmaya

>

>

A
B

C.
D

yonelik olarak uygulanan molekuler incelemenin sonucu Negatif

Bu sirada tiiberkiiloz kiiltiiriinde hala iireme yok (Ilk 6rnek gonderilisinden
3 hafta sonra)

SORU 2: Bu bulgular size hangi etkeni dusundurdu?
Bakteriyel pnomoni
Viral pnomoni
Mikoplazma pnomonisi

Tiberkiloz disi mikobakterilerin (TDM) sebep oldugu pulmoner hastalik
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D. Tiberkiiloz disI mikobakterilerin sebep oldugu pulmoner hastalik
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» SORU 3: Lenfopenik, altta yatan kronik hastall (olan ARB pozitif hastalarin
klinik 6rneklerinden herhangi bir mikobakterinin izole edilemediQi
durumlarda ne yapmak gerekir?

A.  Tekrar ornek isteyip mikobakteri kulturunu tekrarlamak

B.  Uygun kultur sartlarl olusturularak atipik mikobakterileri arastirmak
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B. Lenfopenik, altta yatan kronik hastali (plan ARB pozitif hastalarin klinik
orneklerinden herhangi bir mikobakterinin izole edilemedigi durumlarda
uygun kultur sartlari olusturularak atipik mikobakterilerin arastirilmasi
gerekir
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» Bu amagla hastadan tekrar klinik ornek isteniyor
» Gonderilen balgam 6rnedi NALC-NaOH'’in kullanildi  gdekontaminasyon

protokolu uygulanarak dekontamine edildikten sonra
{ NaOH\ N-as‘étil L-

j sistein

!

» Mikroskopik inceleme icin preparat hazirlaniyor
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» SORU 4: Atipik mikobakterileri kultur ortaminda uretebilmek icin hangi
kosullar olusturulmalidir?

A.  Mikobakteri kiiltiri 30°C’de yaplimalidir

B. Mikobakteri kultiiri demir iceren vasatlar kullanilarak 30°C’de
yapllmalidir

Kdultur igin ozellikle Staib agarkullaniimalidir

Mikobakteri kilttri 45°C’de yaplimalidir
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B. Mikobakteri kilturi demir iceren vasatlar kullanilarak 30°C’de
yapllmalidir
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» Middlebrook 7H10 agar plagina

» Dekontamine edilmis olan materyalden 0.1 ml

+

» Agar yiizeyine hemin igeren kaglt strip

!

» 30°C’ye ayarlanmis etiivde inkiibasyona birakiliyor
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» 2. haftanin sonunda hemin igeren kaglt stripin etrafinda uydu koloniler
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» SORU 5: Etken asaglidakilerden hangisi olabilir?

M. avium complex
M. abscessus

M. marinum

M. haemophilum

mo N ® >

M. kansasii
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D. M. haemophilum

Nonfotokromojen:(Runyon grup lll): karanlkta ve isikta pigmentsiz
olabildigi gibi; soluk sarl, deve tiiyii rengi veya aglk bronz renkte
pigmentli olabilir. Pigment 15| @maruz kaldi @da artmaz



» Bu kolonilerden yapilan EZN boyasinda

OLGU 2 » M. tuberculosis’e benzer sekilde kord olusturmus aside direngli
basiller
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» Bu durumda tiremenin M. tuberculosis’e ait bir lireme oldugunu diistiniir
musunuz?

A.  Evet
B.  Hayir
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B. M. haemophilum kolonileri siklikla M. tuberculosis’e benzer sekilde kord
olusumu gosterir

» Kord olusumu son zamanlarda tuberkiloz disi mikobakterilerde de
gosterildiginden artik 6zellikle M. tuberculosis izolatlarina 6zgu olarak kabul
edilmemektedir

» (Julian E., et al, 2010. Microscopic cords, a virulence-related characteristic of Mycobacterium
tuberculosis, are also present in nonpathogenic mycobacteria. J. Bacteriol. 192:1751-1760)
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» Taninin kesin olarak dogrulanmasi igin kiiltiirde tretilmis izolata

!

» Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi’nde line probe assay uygulanlyor (the
GenoType Mycobacterium AS, Hain Lifescience GmbH, Nehren, Germany)

» (Molekiiler LPA (Line Probe Assay) testleri; PCR teknigi ile amplifikasyon, ardindan
hibridizasyon uygulanarak ¢alisiimaktadir)
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M. haemophilum identifiye ediliyor
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» Hastaya baslanan anti-ttiberkuloz tedavi kesilerek tuberkuloz disi
mikobakterilere yonelik tedavi baslaniyor

» 42 gunun sonunda (28.10.2012 tarihinde) ilk gonderilen tuberkuloz kulturu
ureme olmadi seklinde raporlaniyor
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» 28.10.2012 (42 giiniin sonunda) (ilk gonderilen drnek)
» Tuberkiiloz - IBN-I SINA MERKEZ LABORATUVARI
» TUBERKULOZ KULTURU(OTOMATIZE)

»  Kultir Sonucu: Ureme olmadi

!

» Hastaya uygulanan |8 aylik azitromisin ve rifampin tedavisi ile iyilesme
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