Sunus

Hayvancilik sektorii bakimindan biiyiik bir potansiyele sahip
olan iilkemizde bazi hayvan hastaliklarinin mevcudiyeti 6nemli
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Hastaliklarla miicadelede
veteriner teshis ve analiz laboratuvarlarinda hizli ve giivenilir teshis
yapilmast erken tedbir alinmasi agisindan son derece 6nemlidir.
Bu kapsamda veteriner teshis ve analiz laboratuvarlarinin alt
yapilar1 biitce imkanlar1 dogrultusunda siirekli iyilestirilmeye
caliglmaktadir. ~ Caligmalar ~ sonucunda,  Avrupa  Birligi
entegrasyonu icerisinde ulusal referans laboratuvar olusturulmus ve
Bakanligimiz Teshis ve Analiz Laboratuvarlarinin akreditasyonlar:
gerceklestirilmistir.

Son yillarda diinyada ve iilkemizde yeni hastaliklarin goriilmeye
baslamasi ve teknolojik gelismelere paralel olarak hastaliklarin
teshisinde yeni metotlar kullanilmaya baslanmistir. Gerek
tilkemizde kullanilan mevcut metotlarin gerekse uluslararasi kabul
gdrmiis yeni teshis metotlarinin tekrar gozden gecirilerek standart
operasyon prosediirlerin giincellenmesi amaciyla Bakanligimiz
yetkilileri, Veteriner Fakiiltesi Ogretim Uyeleri ve Enstitii
Uzmanlarmin koordineli olarak ¢alisacaklar: alt1 adet komisyon
olusturulmustur. Olusturulan komite tiyelerinin 6zverili calismalar:
sonucunda teshis metodu standart operasyon prosediirlerine son
hali verilmis ve tiim komisyonlarin ¢aligmalar1 bir araya getirilerek
“Teshiste Metot Birligi Kitab1” olusturulmustur. Tim Kamu ve
Ozel Veteriner Teshis ve Analiz Labaratuvarlar1 bu kitapta yer
alan bilimsel komitenin onayin1 almis teshis ve analiz metotlarin:
kullanacak ve bu suretle teshiste metot birligi saglanacaktir.

Gerek BakanlhigimizLaboratuvarlarindavegerekse Bakanligimizdan
ruhsatl Veteriner Teshis ve Analiz Laboratuvarlarda yayimlanmis
olan bu metotlar uygulanacak olup, analiz sonuglar1 ulusal referans
laboratuvarlar tarafindan dogrulandiktan sonra gegerli olacaktir.
Bilimsel komite iiyeleri belli zamanlarda bir araya gelip, gelismeleri
takip ederek biinyelerinde ¢aligmalarina devam edecek ve yeni
gelistirilen metotlarin mevcutkitabailavesiyle kitabin giincellenmesi
temin edilecektir. Yeni gelistirilen veya ilk defa kullanilacak bir
metodun Standart Operasyon Prosediirii olusturulup bilimsel
komitenin onayindan gegtikten sonra kullanilmaya baglanacaktir.
AB miiktesebatina uyumlagtirma ¢alismalarmin aktif olarak
yuritildigi bu giinlerde, Genel Midiirliigiimiiz, Veteriner
Fakiiltesi Ogretim Uyeleri ve Enstitii Uzmanlarinin gayretli
calismalar1 sonucu hazirlanan Teshiste Metot Birligi kitabinin
tilkemize yararli olacagini umuyor ve bu konuda emegi gecenlere
tesekkiir ediyorum.

Dr. M. Mehdi EKER
Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakan
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BRUCELLOSIS’IN TESHISI

1. AMAC

Stipheli materyallerde, Brucella tiirti mikroorganizmalarin bakteriyolojik kiiltiir yéntemi ile

izolasyonudur.

2. UYGULAMA ALANI

Stipheli materyallerden Brucella spp nin teshisi i¢in uygulanir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve g¢aliganlarin enfeksiyonuna yol a¢ma riski nedeniyle enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisirken dikkatli olunur ve OIE Manual ve WHO
Laboratory Biosafety Manual esas alinarak kurallara uyulmasi saglanir. Materyalin taze

olmas1 ve soguk zincir kosullarinda gonderilmesi gerekir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
Brucella spp.: Gram (-), hareketsiz, sporsuz, kapsiilsiiz, 0.6-1.5 X 0.5-0.7 um boyutlarinda

kokobasiller olup fagositik hiicreler i¢in de yasayabilme 6zelligine sahip fakiiltatif intraseliiler

mikrorganizmalardir.
I¢ organ : Bakterinin aranacag: fotal dokular ve plasenta

Besiyeri : Bakterinin siipheli materyalden izolasyonunu saglayan ya da biyokimyasal

ozelliklerinin saptanmasina yardimci olan iireme ortamidir.

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

Gelen materyallerden (fotusa ait dalak, karaciger, akciger, fétus mide icerigi ve vaginal
swap) ikiser adet Serum Dextrose/Farrel/Kanli agar besiyerlerine ekim yapilir. Ekim yapilan
petrilerin yarisi aerobik kosullarda, diger yaris1 % 5-10 CO, iceren ortamlarda en az 5 giin
siire ile 37°Cde inkiibe edilir. 5. giinde koloni olusumu goriilmezse tekrar inkiibasyona

birakilarak 8-10 giin sonra kontrol edilir. Bu defa da tireme olmazsa muayeneye son verilir.

www.tarim.gov.tr 13
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7. TEST METODU’NUN TANIMI
7.1.Materyal

Brucellosis siipheli biiyiikbas ve kiiglikbas hayvana ait fotal dokular (dalak, karaciger, akciger),
fotus mide igerigi ile plasenta (6zellikle kotiledonlar), vaginal akint1 ve swap materyal olarak

kullanilir.

7.2.Kullanilan Ekipman

-Inkiibatér 37°Cde (CO, li ve aerobik)
-Isik Mikroskobu

-Oze

-Bunzen Beki

-Buzdolab:

7.3.Kullanilan Kimyasallar

- Gram boyama seti

7.4. Kullanilan Besiyerleri

-Serum Dextrose Agar/Farrel Medium/Kanli agar

7.5. Numunenin Hazirlanmasi ve Analiz/Test/Muayene’nin Yapilmasi

Fotal dokular (dalak, karaciger, akciger), fotus mide icerigi ve vaginal swaptan ikiser adet
Serum Dextrose Agar/Farrel Medium/Kanli agar besiyerine ekim yapilir. Ekim yapilan
petrilerin yarisi aerobik kosullarda, diger yaris1 % 5-10 CO, ieren ortamlarda en az 5 giin
stire ile 37°Cde inkiibe edilir. 5. giinde koloni olusumu goriilmezse tekrar inkiibasyona

birakilarak 8-10 giin sonra kontrol edilir. Bu defa da {ireme olmazsa muayeneye son verilir.

Inkiibasyon siiresi sonucunda iireyen mikroorganizmalarin morfolojilerini degerlendirmek
amaci ile Gram Boyama yapilir. Ureyen mikroorganizmalarin olusturdugu kolonilerin yapist
incelenir. Siipheli koloniler i¢in Brucella Polivalan (A+M) antiserumu ile lam agliitinasyon
testi yapilir ve agliitinasyon testi sonucuna gore degerlendirme yapilir. Brucella spp. olarak
tespit edilen koloniler, Ulusal Brucella Referans Laboratuvarina biyotiplendirme amaci ile

gonderilir.

14 TESHISTE METOT BIiRLIGI
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7.6. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Brucella spp. kolonilerinin besiyerindeki goriiniimii ve ozellikleri asagidaki gibidir.
Inkubasyonun 2. giiniinde {ireme gérmek miimkiinse de, rutin muayenelerde 4-5’inci giinde
2-4 mm c¢apinda yuvarlak, smooth koloniler olusur. Serum Dextrose agarda; mavimsi-
yesil refle veren koloniler seklinde goriiliirken, Farrel Mediumda; sar1 bal renginde, parlak
ve seffaf gortinimdedirler. Kanli Agar yiizeyinde iireyen Brucella kolonileri ise igne basi
biytikliigiinde, gri-beyaz koloniler seklinde goriiliir.

-Gram Boyama : Gram (-) kokobasiller gozlenir.

-Lam Aglutinasyon Testi : Brucella kolonileri, Brucella Polivalan (A+M) antiserumu ile
aglutine olurlar.
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BRUCELLOSIS’IN KOMPLEMENT FiKZASYON
TEST (CFT) ILE TESHISI

1. AMAC

Stipheli kan serumlarinda Brucella tiirlerine kars1 olusan antikorlarin saptanmasidir.

2. UYGULAMA ALANI

Brucellosis'in teshisi amaciyla serolojik tekniklerin kullanildig1 uygulamalar1 kapsamaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu ydnetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve c¢alisanlarin enfeksiyonuna yol agma riski nedeni ile enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla calisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual -

Laboratory Biosafety Manual’, esas alinarak kurallara uyulmas: saglanmalidur.

Testlerin bagindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan soliisyonlar igine

toplanmal1 ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
CFT: Komplement Fikzasyon Test
Brucella: Sig1r, koyun, kegi, domuz, kog v.b hayvanlarda 6zellikle testis, meme, uterus gibi

genital organlara yerleserek yavru atmalara ve infertiliteye neden olan kronik, bulasic1 ve

nekrotik yangisal infeksiyonlarla ortaya ¢ikan zoonoz bir hastaliktir.

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

Test; bilinen antijenle, siipheli kan serumunda olast spesifik antikorun kompleman
ile birlesmesi ve hemolitik sistemin ortama katilmas: ile pozitif vakalarda eritrositin
parcalanmadan ¢okmesi, negatif vakalarda eritrositin pargalanarak hemoliz olusturmasi

esasina dayanir.

16 TESHISTE METOT BIRLIGI
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7. TEST METODU’NUN TANIMI
7.1 Materyal

Kan serumu. CFT testinde plasma kullanilmaz.

7.2. Kullanilan Ekipman

Su banyosu, 37 °C ve 56°C

Santrifiij

Plate okuyucu ayna

Tek kanall1 Mikropipetler 25 ul-50 pl
Cok kanalli mikropipetler 25 pl-50 ul
Test tiipler 12*100 mm ya da benzeri
Santrifij tiipleri

Pipetler 1 ml, 5 ml, 10 ml

U- tabanli mikroplate

Mikropipet uglar1

Plastik yapistirici (mikroplate igin)

I s [ [y [ [y [ B |

Farkli hacimde cam malzeme

7.3.Kimyasal Maddeler ve Reagentlar:

[] Veronal Buffer (Virion\serion Kat no: 2017-04/ bioMerieux, Ca-Mg-Veronal Buffer KN:
72 171/ Oxoid,Barbitone CFT Diluent Tablets KN: BR0016)

[] Distile su

[J %10 Sodium sitrat soliisyonu

Antijen/Kontrol antijen
[J Brucella CFT antijeni (Virion/serion Kat no:1297)

[] Caligma diliisyonu: Etiket iizerinde belirtilen oranda veronal buffer ile diliie edilir.

Pozitif ve Negatif kontrol serum (SOR)

[] Ulusal Standart anti- Brucella Abortus Serum (USADS) : 1 ml’sinde 1000 internasyonal
Komplement Fikzasyon Unitesi (ICFTU) ihtiva eder. Liyofilize serum 1 ml distile su
ile ¢oztindiirdliir. Calisma diliisyonu: 1/5 oraninda veronal buffer ile diliie edilir. Su
banyosunda 56°C de 30 dakika inaktive edilir.

www.tarim.gov.tr 17
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[J Negatif serum: (Virion/serion Kat n0:4297).

Komplement
[] Komplement: (Virion/serion Kat n0:9001)

[] Calisma diliisyonu: Etiket iizerinde belirtilen oranda veya komplementin titrasyonu ile belirlenir.

Komplementin Titrasyonu;

9 tiipten olusan 3 sira yapilir. Komplementin 6n dilusyonu hazirlanir (tercihen 1/40 dilusyon
hazirlanir, komplement eskidikce bu dilusyon arttirilir ve 6ndilusyon 1/30 veya 1/20 olarak
hazirlanir.

Diliisyon asagida gosterilmistir:

TUP C 1/40 VBD VBD

1 0.1 ml 0.4 ml 1.5ml
2 0.150 pl 0.350 pl 1.5 ml
3 0.200 ml 0.300 ml 1.5ml
4 0.250 pl 0.250 1.5 ml
5 0.300 ml 0.200 ml 1.5 ml
6 0.350 pl 0.150 pl 1.5 ml
7 0.400 ml 0.100 ml 1.5ml
8 0.450 pl 0.05 ml 1.5 ml
9 0.5 ml - 1.5 ml

Tiipler 37°C de su banyosunda 1 saat bekletilir. Bu siire esnasinda hemolitik sistem hazirlanir.;

%2’lik koyun eritrositleri ve ¢aligma diliisyonundaki amboseptor ayri olarak tutulur.

Her tiipe 0.5 ml amboseptor ve 0.5 ml koyun eritrositleri eklenir. Tiipler dikkatlice ¢alkalanir
ve tekrar 30 dakika i¢in su banyosuna konur. Tam hemoliz gosteren ilk tiip komplementin
minimum dozu (MHD,C) olarak okunur. Hemen yanindaki tiip full hemolitik dozu gosterir
(FHD). Kullanilcak komplement asagidaki formiille hesaplanir.

C o6ndilusyon orani / 4 x Fulldoz

Ornek: Ugiincii tiipte MHD varsa, FHD dérdiincii tiiptedir ve soyle hesaplanir.
40 / 4 x0,250 =40 (1:40 olarak cevrilir)

18 TESHISTE METOT BIRLIGI
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Amboceptor (Hemolizin)

Hemolytic anti-koyun eritrosit serumu

[] bioMerieux, KN: 72 202

[] Institute Virion/Serion, KN: 9002

[] Fa.Behring, Amboceptor 6000 for CFT KN: ORLC 25

Calisma diliisyonu: Etiket tizerinde belirtilen oranda diliie edilir.

Eritrosit siispansiyonu

Koyun kani ya hayvanin vena jugularisinden i¢in de (%10) sodium sitrat eriyiginden, alinacak
kan hacminin 1/10 u kadar bulunan ya da igerisinde boncuk olan bir siseye alinir. Sitrath
kaplarda kan ile sitrat eriyigi karisincaya kadar, boncuklu sisede kan defibrine oluncaya kadar

cevirme hareketleri ile karigtirilarak pihtilasmasi dnlenir.
Koyun eritrositlerinin yitkanmast:

Kan steril tiiplerine konur. Uzerine veronal buffer diliient (VBD) konur. Santrifiij edilir. (3000
rpm ‘de 10 dakika), Gist stv1 dokiiliir, tortu yeniden VBD ile sulandirilir ve santrifiij edilir. Bu
islem {i¢ kez tekrarlanir. Sonunda tiip dibindeki eritrosit tortusu dereceli pipetle ol¢iiliir, %2

oraninda VBD ile sulandirilir.

7.4. Orneklerin hazirlanmasi ve saklanmasi

Test serumu, pozitif ve negatif kontrol serumu 12 lik set olarak diizenlenir ve ¢alisilir. Biitiin
serumlar 1:5 oraninda sulandirilir (0.1 ml serum+0.4 ml VBD) ve 56 °C ‘lik su banyosunda 30
dakika inaktive edilir (endojen komplemen inaktivasyonu). Tropikal kosullar altinda 56°C’lik
normal inaktivasyon derecesi dogal komplementin anti-komplementer aktivitesini nétralize
etmek i¢in yeterli degildir. Bu durumda 60°C’lik bir 1s1 tercih edilmelidir. Muhtemelen, bir
rutin olarak tiim serumlar daha yiiksek bir 1sida inaktive edilmelidir. Ozellikle at serumu
anti- komplementer bir 6zellik gstermeye yatkindir. Obiir yandan tiim domuz serumlar:
pro-komplementer aktivite gosterirler ve CFT'de kullanilmazlar (Insan serumlar1 56°C de,
Si1g1r 58°C de, Koyun 61°C de antikomplementer aktivitesini kaybeder, ancak IgM antikorlar1

65°C de yikima ugrarlar bu yiizden benmarinin derecesi bu 1sinin iizerine ¢tkmamalidir).

7.5. Antikomplementer aktivite gosteren serum i¢in prosediir

Bazi serumlar antikomplementer aktivite gosterebilir ve bu yanlis sonuglara neden olabilir.
Tekrar tekrar dondurulup ¢ozdiiriilmiis serumlar, hemolize olmus serumlar, kontamine

olmus serumlar kadar, kullanilan ilaglar ve romatoid faktorler de serumun antikomplementer
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aktivite gostermesine sebeb olabilir. Serumlar diliie edilmemis komplementle 6n tedaviden
sonra CFT testinde kullanilabilir. On tedavi i¢cin serum 1:1 oraninda komplementle diliie
edilir. Ornegin: 100 ul serum (diliie edilmemis) + 100 ul komplement (diliie edilmemis)
karistirilir. Bir su banyosunda 37°C de 30 dakika veya oda 1s1sinda 60 dakika inkiibe edilir.
Sonra 300 ul VBD ilave edilir ve 56°C de 30 dakika su banyosunda bekletilir. Bu sekilde

serum 1:5 oraninda diliie edilmistir ve direkt olarak CFT testinde kullanilabilir.

7.6. Testin Yapilist

1.GUN
U tabanli mikroplakalarin hazirlanmasi ve protokol sayfasinin gosterilmesi
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Her serum 6rnegi, ve kontroller i¢in testin yapilis1
[J Bile G arasindaki siralara 25 pl VBD ilave edilir.

[0 A, B, H kuyucuklarina diliie edilmis serumlardan (1:5 oraninda érnekler ve kontroller)

25 pl konur.

[] Serumlar B sirasindan baslayarak G sirasina kadar 25 pl diliie edilir ve G sirasindan

sonra 25 pl atilir.

[] Calisma diliisyonundaki antijen A ila G arasindaki kuyulara 25 pl ilave edilir.
Antikomplementer aktivitenin kontrolii (ACA) i¢in H sirasina antijen ilave edilmez

onun yerine 25 pl VBD ilave edilir.

[J Caligma diliisyonundaki komplement tiim plate 25 pl olarak ilave edilir.
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Antijen, Hemolitik sistem ve Komplement kontroliin ¢aligsmasi

USADS (PC), negatif kontrol (NC), Antijen kontrolu (AC), Hemolitik sistem kontrolun
(HS) ve Komplement kontrolu (CC) uygulanan giinliik testte sadece bir plate yapilir.

[] Test edilen serumun veya pozitif/negatif serumun antikomplementer aktivitesi (ACA):

(25 ul serumun 1/5 dilusyonu+ 25 pl VBD+ 25 pl komplement+ 50 pl hemolitik sistem)
[J Antijen kontrolu (AC): (25 ul VBD+25 pl antijen+ 25 ul komplement+ 50 ul hemolitik

sistem)
[] Hemolitik sistem kontrolu (HS): (75 ul VBD+ 50 pl hemolitik sistem)
[ 2 tinite komplement kontrolu (CC) (¢alisma dilusyonunda komplement)

[0 1, 0.5 ve 0.25 komplement {inite kontrolu (CC, CC,, CC,) (25 ul ¢alisma dilusyonundaki
komplementin 1:2, 1:4 ve 1:8 dilusyonlari+ 25 pl antijen+25 pl VBD+ 50 ul hemolitik

sistem)
o  CC, CC,ve CC, deki kuyucuklar igine 25 ul VBD ilave edilir.

o  CC ve CC, deki kuyulara ¢alisma diliisyonundaki komplementten 25 pl ilave
edilir. CC, den baglayarak CC, e kadar 25yl diliie edilir. CC, den 25 pl digar1 atilir.

o  CC-CC;, deki kuyucuklara 25ul antijen ve VBD konur.
[J Plakalar dikkatli bir sekilde karistirildiktan sonra iizeri kapakla kapatilir 2-8 °C de 16-20

saat inkiibasyona birakilir.

2. GUN
7.6.1. Hemolitik sistemin hazirlanmasi

Galigma diliisyonundaki amboseptor %2 eritrosit siispansiyonu ile 1:1 oraninda
karistirilir. Hemolitik sistemi hazirlamadan 6nce eritrosit stispansiyonu dikkatli bir sekilde
karistirilarak homojen hale getirilmelidir. Hazirlanan karigim oda 1sisinda 30 dakika

inkiibe edilmelidir.

-Hemolitik sistem hazirlanirken plakalar buzdolabindan ¢ikarilarak oda 1sisinda 30 dakika
bekletilir.

[] Siire sonunda tiim deliklere 50 pl ilave edilir.
[] Plakanin yiizeyi bantla kapatilir ve 37 °C ‘lik su banyosunda 30 dakika imkiibe edilir.

[] Sonuglar okunmadan dnce plakalar yarim saat buzdolabinda bekletilir. Boylece lize
olmamus hiicrelerin ¢okmesi saglanmis olur. %50 hemoliz gosteren son kuyucuk titreyi

gosterir.
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Okuma:

%100 hemoliz inhibisyonu: 4 (++++) olarak kaydedilir.

%75 hemoliz inhibisyonu: 3 (+++) olarak kaydedilir.

%50 hemoliz inhibisyonu: 2 (++) olarak kaydedilir.

%25 hemoliz inhibisyonu: 1 (+) olarak kaydedilir.

Eser (iz-ufacik bir miktar) hemoliz inhibisyonu +/- =negatif olarak kaydedilir.

Tam hemoliz: O=negatif olarak kaydedilir.

Gegerlilik kriterleri

[] Negatif kontrol negatif olmal1

[] USAbS Pozitif kontrol etiketinde belirtildigi titrede olmali

[J Serum kontrol (ACA) negatif olmali (tam hemoliz) aksi takdirde antikomplementer
aktiviteyi gosterir.

[] Komplement kontrol CC, ve CC; iinitede hemoliz inhibisyonu ve CC ve CC iinitede

tam hemoliz gostermeli.

7.7. Sonuglarin degerlendirilmesi:

Test edilen serum Ornekleri titresi, 1 ml sinde 1000 ICFU ihtiva eden USADS titresi ile

karsilastirlir.

Test sonucu, test edilen serumun her ml deki ICFTU ni gosterecek sekilde verilir. Elde edilen
titrenin ICFTU nin hesaplanmasinda kullanilan Faktor (F) titrenin ICFTU e doniistiiriilmesi

i¢in kullanilir ve asagidaki formiil ile hesaplanir;

F=1000x1/T

USAbS

Test serumunun her ml sindeki internasyonal CFT {initesinin (ICFTU o oo )

hesaplanmasinda kullanilan formiil;

ICFTU =Fx1/T

TESTSERUM USAbS

titresi 1/1280 de pozitif reaksiyon vermis ve T, o oo

Ornek: Uygulanan CFT testinde T, .
titresi 1/320 de pozitif vermis bir serumun ICFTU nin hesaplanmasi;
F=1000 x 1/1/1280= 1000 x 0.0078125 = 0.78125

ICFTU, oy = 078125 X 320 = 250

Ornek serum 250 ICFTU ihtiva eder.
20 ICFTU ve lizeri olarak tespit edilen titreler pozitif olarak kabul edilir.
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[] OIE Manuel web sayfasi: www.oie.int/eng/normes/mmanual/A_summry.htm
[ Commission Regulation (EC) No.535/2002 of 21 March 2002. Amending Annex C
to Council Directive 64/432/EEC and amending Decision 2000/330/EC.

[] Ulusal Standart anti-Brucella Abortus Serum (USADS) prospektiisii.

[0 WHO (2004) Laboratory Biosafety Manual - Third Edition, http://www.who int/csr/
resources/publications/biosafety/ WHO_CDS_CSR_LYO_2004_11/en/.
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BRUCELLOSIS’IN ROSE -BENGAL PLATE TEST
(RBPT) ILE TESHISI

1. AMAC

Stipheli kan serumlarinda Brucella tiirlerine kars1 olusan antikorlarin Rose Bengal

Plate Testi (RBPT) kullanilarak tespitinin bir sisteme bagl olarak yapilmasidir.

2. UYGULAMA ALANI

Brucellosis'in teshisi amaciyla serolojik tekniklerin kullanildig1 uygulamalar1 kapsamaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin

kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin enfeksiyonuna yol a¢ma riski nedeni ile enfeksiyoz

materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual -

Laboratory Biosafety Manual’, esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidur.

[
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Testlerin bagindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan soliisyonlar
icine toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir. Kan serumunun aseptik

kosullarda alinmus, taze ve hemolizsiz olmasi gerekmektedir.
Antijen +2°C /+8°C'de karanlik ortamda ve dondurulmadan saklanmalidur.
Antijen kullanilmadan dnce iyice ¢alkalanmalidir.

Bu test sonucunda varligi tespit edilen antikorlarin degerlendirmesi yapilirken enfeksiyon
veya ast antikorlar1 olup olmadiginin bilinmesi yoniinden hayvanin kayitlarinin diizenli

ve dogru olarak tutulmus olmasi gerekmektedir.

Calisma esnasinda meydana gelen herhangi bir problem veya aksaklik, derhal Boliim/
Laboratuvar Sefine ve diger laboratuvar personeline bildirilmeli ve gerekli énlemler

alinmalidir.

Kullanilan antijen siseleri herhangi bir bulagsmay1 6nlemek amaciyla otoklav edilmeli veya
en az 10 dakika su igin de kaynatilmalidir. Muayenesi bitmis olan serum 6rnekleri, uygun

kosullarda muhafaza edilip, belirlenen usiile uygun imha edilmelidir.
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5. TANIMLAR/KISALTMALAR
RBPT: Rose Bengal Plate Test

Agliitinasyon: Immun (antikor tagtyan) serumlarin homolog mikroorganizmalarla

kargilastiklarinda etkilesime girip bir arada kiimelenmesidir.

RBPT Antijeni : Agliitinasyon yetenegi, standart anti Brucella abortus serumla standardize

edilmis, B. abortus S99 susu ile hazirlanmis, Rose-Bengal ile boyanmus 6li bir siispansiyondur.

Pozitif Kontrol Serum : Brucella abortus S-19 etkenine kars1 olusmus spesifik antikorlar:

tastyan serum (Ulusal Standart anti-brucella abortus serumu)

Negatif Kontrol Serum: Spesifik antikorlari tasimayan serum (SPF kanatli serumu veya fotal

buzagi serumu)

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

Stipheli serum Orneklerinde olmast muhtemel Brucella antikorlarinin, 6zel olarak tretilip
standardize edilmis Rose Bengal test antijeniyle olusturacagi reaksiyonu saptamak i¢in yapilan
bir tarama testidir. Bu test (RBPT), ¢ok hassas bir testtir. Ama tipki diger serolojik testler
gibi agilama nedeniyle pozitiflik verebilir veya yanlis pozitifler olusabilir. Bu nedenle pozitif
reaksiyonlar, uygun teyit stratejileri ile arastirilmalidir. Bunlar farkli testler yapilmasini ve
epidemiyolojik aragtirmayu icerebilir. Yanlis negatifler, nadiren (prozoning nedeniyle) olabilir.
Bu durum serum 6rneginin dilue edilmesi ile veya testin tekrarlanmasi ile giderilebilir. Yine

de Brucella'dan ari siiriillerde enfeksiyonun yoklugunun kesinlestirilmesinde yeterli bir testtir.

7. TEST METODUNUN UYGULANISI
7.1. Materyal

[] Kan serumu; Brucellosis hastaligindan siipheli hayvanlara ait kan serumu.

7.2. Kullanilan Ekipman

[] Beyaz fayans, seramik, plastik bir plaka

[] 50 ul'lik mikropipet ve uglar1

[] Her damlasi 25-30 pl'ye ayarlanmis antijen damlalig:

[] Karistirmak i¢in cam veya metal bir ¢ubuk

7.3. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi

[] Serum ve antijen buzdolabindan c¢ikarilarak oda sicakligina (22+4°C) gelene kadar
bekletilir.
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[] 25-30 yl stipheli serum; beyaz fayans, seramik, plastik bir pleyte damlatilir.

[] Antijen kullanilmadan 6nce iyice hafif bir sekilde calkalanir, her bir serum drneginin

tizerine 25-30 yl antijen damlatilir.

[] Pleyte son damla antijen eklendikten sonra karisim hemen her test i¢in ayr1 olacak sekilde
temiz cam veya metal bir gubukla 6zenli bir sekilde, yaklasik 2 cm ¢apinda dairesel olarak

karistirilir.

[] Pleyt 4 dakika elde, oda 1s1s1nda, yavasca eliptik hareketlerle ¢evrilerek serum-antijen

kompleksinin iyice karismasi saglanir.
[] 4 dakikalik stire tamamlaninca reaksiyon asagidaki kriterlere gore, hemen
degerlendirilir.
(++) Pozitif; Iri taneli agliitinasyon
(+) Pozitif; Hafif ince taneli agliitinasyon (Uluslar aras1 kabul goériiyor)
(-) Negatif; Karisimda degisiklik olmaz
Testin gecerliligi icini, kullanilan antijen testin her ¢alisilmasinin baslangicinda ve antijen

sisesinin ilk acilisinda Pozitif ve Negatif Kontrol Serumlarla kontrol edilmelidir.

8. ILGiLI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

1- OIE. (2009) Bovine brucellosis. OIE manual of Standarts for Diagnostic Tests and
Vaccines, Chapter 2.4.3 Avaible from:http:/www.oie.int/eng/normes/mmanual/2008/pdf/
2.04.03_BOVINE_ BRUCELL.pdf Accessed:.

2- Anonim (2011) Brucella Rose Bengal Pleyt Test (RBPT) Antijeni Prospektiisii

3- WHO (2004) Laboratory Biosafety Manual - Third Edition, http://www.who int/csr/
resources/publications/biosafety/ WHO_CDS_CSR_LYO_11/en/.

9. REViZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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BRUCELLOSIS’IN SLOW TUBE
AGGLUTINATION TEST (SAT) ILE TESHISI

1. AMAC

Stipheli kan serumlarinda Brucella tiirlerine karsi olusan antikorlarin saptanmasidir.

2. UYGULAMA ALANI

Brucellosis'in teshisi amaciyla serolojik tekniklerin kullanildig: uygulamalar1 kapsamaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu ydnetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve c¢alisanlarin enfeksiyonuna yol agma riski nedeni ile enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual -

Laboratory Biosafety Manual’, esas alinarak kurallara uyulmas: saglanmalidur.

Testlerin bagindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan soliisyonlar igine

toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI
SAT:Serum Tiip Agliitinasyon
FTS: Fizyolojik Tuzlu Su

Brucella: Sig1r, koyun, kegi, domuz, kog v.b hayvanlarda 6zelliklememe, uterus gibi genital
organlara yerleserek yavru atmalara ve infertiliteye neden olan kronik, bulasic1 ve nekrotik

yangisal infeksiyonlarla ortaya ¢ikan zoonoz bir hastaliktir.

7. TEST METODU’NUN TANIMI
7.1 Materyal

Kan serumu

7.2. Kullanilan Ekipman
-Etliv (37°C)
-Makropipet (100ul-1000ul)
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-Mikropipet (20ul -200pl)
-Spor (Tiip tasiyicisi)

-Cam Pipetler (1 ml)
-Agliitinasyon tiipleri (5 adet)

-Tips (10-100 pl, 100-1000 pl)

-Brucella tiip agliitinasyon antijeni.

7.3. Kimyasal Maddeler

Fizyolojik tuzlu su (FTS)

-Sodyumklorid 85¢g

-Distile su 1000.0 ml

121°C de 20 dakika otoklav edilmis olmalidir.

7.4. Numunenin Hazirlanmasi ve Analiz / Test / Muayenenin Yapilmasi

Bir tiip tastyicisina en az 10 adetlik bir dizi tiip siralanir. Bunlardan birincisine 0.9, digerlerine
0.5 ml fizyolojik tuzlu su dagitilir. Birinci tiipe siipheli serumdan 0.100 ml konur. Yeni bir pipet
ile birkag kez emilip birakilarak karistirildiktan sonra bu tiipten 0.5 ml ikinci tiipe aktarilir.
Ayni pipet kullanilarak bu kez ayni sekilde ikinci tiipten tigiinciiye ve bu sekilde sondan bir
onceki tiipe kadar tiipten tiipe 0.5er ml aktarilir. Bu tiipten 0.5 ml digar1 atilir. Son tiipe serum
konmaz (antijen kontrol tiipii). Bu sekilde serumun gift sulandirmalar (1:10, 1:20, 1:40,...)
elde edilir. Antijen siispansiyonu iyice karistirildiktan sonra tiim tiiplere (son tiip dahil)
0.5 er ml antijen dagitilir.Bu islemle tiiplerdeki serum sulandirmalar1 birer kat artmigtir.
Tipler galkanarak karigtirilir ve 37°C de 18-24 saat bekletilir. Sonuglarin okunmasindan
once antijen kontrol tiipiiniin agliitinasyon vermemis olduguna bakilir. Sonra diger tiiplere
bakilarak iistteki stvinin berrakligi ve dantele seklinde ¢okiintii derecesine gore 4+, 3+, 2+, 1+
ve — olarak degerlendirilir ve titreleri ile birlikte kaydedilir. Diigme seklinde ¢okiintii negatif

olarak degerlendirilir. Agliitinasyon sonuglar1 okunurken tiipler ¢alkalanmaz.

Sonuglarin degerlendirilmesi
Bu sekilde okunan sonuglar serumun sulandirilma derecesine gore her tiip i¢in yazilir.
Ornegin 1: 80 4+, 1:160 2+... gibi. Serumun agliitinasyon titresi en az 2+ sonug veren

serumun sulandirmasidir.

28 TESHISTE METOT BIRLIGI



T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI ‘ .

8.ILGILI DOKUMANLAR /KAYNAKLAR VE EKLER
1- Bilgehan H. (1995) Klinik Mikrobiyolojik Tanu. 2. Baski. Barig Yayinlari, Istanbul

TESHISTE METOT BIRLIGI | <o

2- Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals. http://www.oie.int/eng/

normes/mmanual/A 00140.htm

3- WHO (2004) Laboratory Biosafety Manual - Third Edition, http://www.who int/csr/
resources/publications/biosafety/ WHO_CDS_CSR_LYO_2004_11/en/.

9. REVIiZYON

Revizyon No

Tarih

Revizyon Yapilan Madde

Revizyon Nedeni

www.tarim.gov.tr 29



‘ \ | 1.C.GIDATARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI
Ziimee | TESHISTEMETOT BIRLIGI

ANTHRAX’IN TESHISI

1. AMAC

Anthrax siipheli materyallerden Bacillus anthracis’in izolasyon ve identifikasyonudur.

2. UYGULAMA ALANI

Stipheli materyallerden Bacillus anthracis'in izolasyon ve identifikasyonu i¢in yapilan

bakteriyolojik teshis uygulamalarini kapsamaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKIi SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve g¢aliganlarin enfeksiyonuna yol a¢ma riski nedeniyle enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla galisirken dikkatli olunur ve OIE Manual ve WHO

Laboratory Biosafety Manual esas alinarak kurallara uyulmas: saglanir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

Anthrax: Bacillus anthracis tarafindan olusturulan perakut ya da akut seyirli septisemik, viicut
1is1s1nin yitkselmesi, dalagin sismesi, kanin katran gibi koyu renk almasi, pihtilasmamasi,
dogal deliklerden kan gelmesi, derialt1 ve subser6z dokularda serohemorajik infiltrasyonlarin

olusmast ile karakterize enfeksiy6z bir hastaliktir.

Bacillus anthracis : Gram pozitif bir basil olup, hastalik olusturan infektif formu spor
formudur.Viicuda alindiktan sonra spor formu vejetatif forma doniisiir ve hastalik tablosunu
ortaya ¢ikarirBu nedenle anthakstan o6len insan ve hayvanlarin nekropsisini yapmak
yasaktir.Zira bu islem etkenlerin sporlanmasina neden olur ve anthraks sporlar1 30-60 yil
arast canliligini koruyabilir. Fakat kadavra a¢ilmadig: ve etkenler vejetatif formda kaldig:

zaman birkag giin i¢in de etkenler 6liir.

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

Gonderilen numunelerden hazirlanan frotilerin Giemsa ve Metilen Mavisi boyamalarinda
bakteriyoskopik muayene yapilarak morfolojisi tanimlanir. Gerekirse daha spesifik test ve
uygulamalar yapilarak teshis edilir (R koloni formu, central spor formu, deneme inokiilasyonu,

inci dizisi reaksiyonu, vs.)

30 TESHISTE METOT BIRLIGI




T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI ‘ \
TESHISTE METOT BIRLIGI | i

7. TEST METODU’NUN TANIMI
7.1. Materyal
Froti, kan, dalak, kemik.

7.2. Kullanilan ekipman
Stereo mikroskop
Diseksiyon seti

Etav

Benmari

7.3. Kullanilan Kimyasallar

Giemsa, Metilen blue, etil alkol, Gram boyama seti, etkili dezenfektanlar, penisilin.

7.4. Kullanilan Besi Yerleri

Nutrient Agar, Nutrient Broth, Kanli Agar

Nutrient Agar

Meat extract 30g

Peptone 50g

Agar 12.0-18.0g

Distile su 1000 ml konur ve pH: 7.0’ye ayarlanir.
121°C de 20 dakika otoklav edilir.

Nutrient Broth

Meat extract 30g

Peptone 50g

Distile su 1000 ml konur ve pH: 7.0’ye ayarlanir.

Yukaridaki formiilii iceren besi yerinden 13 gramu 1 litre distile su igin de eritir. Tuplere
5 ml taksim edilir. 121°C’ de 15 dakika otoklavda tutulur. Bir gece inkiibasyonda sterilite

kontroline birakildiktan sonra kullanilir.

Kanli Agar
Nutrient agardan 28 gram 1 litre distile suda eritilir. 121°C’ de 15 dakika otoklava konur. 56 °C’

de % 7 - 10 oraninda ayni sicaklikta defibrine koyun kani eklenir. Képiirtmeden iyice karistirilir.

Steril petrilere dokiiliir. Bir gece inkiibasyona birakilip kontrol edildikten sonra kullanilir.
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7.5. Numunenin Hazirlanmasi ve Analiz/Test/Muayenenin Yapilmasi

Anthrakstan stipheli, 6lii hayvana kesinlikle otopsi yapilmaz. Bu durumda Vjugularise
yapilan bir ensizyon sonucunda alinan kandan yapilan froti ya da pamuga emdirilmis kan

laboratuvara uygun kosullarda gonderilir.

7.5.1 Bakteriyoskopi:

Stipheli materyalden (kan, pamuga emdirilmis kan, dalak vb) lam da hazirlanan ince frotiler
Giemsa ya da Metilen mavisi ile boyanarak mikroskopta incelenir. Direkt dokudan hazirlanan
frotilerin Giemsa ya da Metilen Mavisi ile boyamasinin ardindan, bakteriyoskopik muayenesi
yapildiginda, Bacillus anthracis; koyu mavi renkte diizgiin, keskin kenarli ve etrafinda pembe

renkli kapsiilii ile goriiniir. Kapsiiliin goriinmesi teshis i¢in 6nemli bir kriterdir.

7.5.2. Izolasyon:

Bacillus anthracis birgok nutrient agar tliriinde kolayca iireyebilmektedir. Ancak genellikle
% 5-7 oraninda koyun kani iceren agar tercih edilir. Izolasyon icin tercih edilen ilk materyal
otopsi yapilamadig: i¢in kan olmalidir. Ancak diger nedenlerden dolay: yapilan otopsiden
elde edilen organ Ornekleri de izolasyon amagh kullanilabilir. Stipheli materyal inokiile
edilen agar plaklar1 37° Cde bir gece inkube edilir. B. anthracis kolonileri agar yiizeyinde
0.3-0.5 cm ¢apinda, non hemolitik olarak goriiniir. Koloniler rough karakterde olup buzlu
cam goriinimiindedir. Koloni kenarlar1 grintili ¢ikintilidir. Nutrient brothda ise tiipiin
dibinde atilmis pamuk ya da bulut tarzinda bir tireme gosterir. Sivi besi yerini bulandirmaz.
Kolonilerden hazirlanan ve gram yontemi ile boyanan preparatlarda B. anthracis uzun

zincirler (sag benzeri yogunlukta) halinde goriiliir. Spor formu vardir ancak kapsiil yoktur.

Kapsiil formu:

Identifikasyon i¢in énemli kriter olan kapsiil formu i¢in kiiltiirden defibrine koyun kanina
inokiilasyon yapilir ve 3-5 saat inkube edilir. Bu kan kiltiiriinden yapilan ve Giemsa veya

Metilen Mavisi yontemi ile boyanan frotilerde etken kapsiillii ve sporlu olarak goriiniir.

Beklemis numuneler:

Laboratuvara gonderilen uzun siireli bekletilmis, kokusmus materyallerde ve toprak gibi
cevresel materyallerde saprofitik kontaminantlar ¢ok sayida iirer ve Bacillus anthracis
basillerinin tiremesini engeller. Dolayisiyla Kanli agar, Nutrient agar gibi selektif olmayan
besiyerlerinde Bacillus anthracis izole edilemez. Saprofitik kontaminantlarin yogun iiredigi
materyaller incelenirken; Ornek, Once deney tiipiinde steril distile su veya deionize su

icine alinip iyice emiilsifiye edilir ve 62+0.5 C°de 30-60 dakika kadar benmaride saprofitik
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kontaminantlarin eliminasyonu i¢in 1s1 goku uygulanir. Is1 soku uygulanan materyallerin 10~
ve 107 kadar dilusyonlar1 yapilip, her dilusyondan Kanli agar ve Nutrient agara 10- 100
ul kadar inokule edilir. Agar pleytler 37°Cde bir gece inkube edilip, Bacillus anthracis i¢in
tipik koloni formasyuonu; gri-beyazdan 0.3-0.5 mm ¢apinda, hemolitik olmayan buzlu cam
goriinimii yapigkan, R-koloni formu; agisindan degerlendirilir. Nutrient brothda ise tiipiin
dibinde atilmis pamuk ya da bulut tarzinda bir iireme gosterir. Siv1 besi yerini bulandirmaz.
Nutrient agara yapilan ekimlerden Antraks basilleri R tipi koloni formu (kenarlar1 diizgiin
olmayan, buzlu cam gériintimlii, gri renkte) olusturur. Kolonilerden yapilan gram boyamada,
gram pozitif kenarlar diizgiin ve keskin, sinirlari belirli olan filamant6z basillerin goriilmesi

Bacillus anthracis tanisina gotiiriir.

7.5.3. Hayvan inokulasyonu:

Hayvan inokulasyonu ise hayvan refahi goz oniine alinarak, diger tani metotlar: ile basari
elde edilemedigi durumlarda son ¢are olarak bagvurulan bir yontemdir. Deneme hayvan
inokiilasyonunda fare ve kobaylar kullanilir. Deneme hayvanlarin ortam 1silar1 20-24°C, nem
%50-60, vantilasyon 15, ortalama agirlik 20-25 g olmalidir. Marazi maddeden (marazi madde
mutlaka 62+0.5 C °de 15 dakika benmaride 1s1 yokuna tabi edildikten sonra inokulasyon i¢in
kullanilir) veya siipheli kolonilerden yapilan emiilsiyonlardan fare veya kobaylara deri alti
yolla verilir. Inokulasyon hacmi, 0.05-0.1 mldir. Sayet emiilsiyon icin de Bacillus anthracis
mevcut ise inokulasyondan 48-72 saat sonra farelerde oliimler baglar. Farelere nekropsi
yapilir ve deri altinda 6dem, septisemi tablosu, dalakta biiyiime ve kanin renginde koyulagma
oldugu goriiliir. Dalaktan frotiler yapilarak Giemsa ve Metilen mavisi ile yapilan boyamalarda
kapsillii Bacillus anthracis tespit edilir.

7.5.4.Inci dizisi reaksiyonu:

Inci dizisi reaksiyonu i¢in 0,5-0,05 Unite/ml penisilin bulunacak sekilde fizyolojik tuzlu su ile
iki dilusyon hazirlanir. Bu dilusyonlardan ayr1 ayr1 0,7’ser ml, daha 6nce eritilip sogutulmus
6,3 ml'lik nutrient agara katilarak petrilere dokiiliir . Boylece birinci petrideki besi yerinde
mlsinde 0,5 UT, ikinci petrideki agarin ml'sinde 0,05 UI penisilin bulunmaktadir. Ayrica
kontrol olarak kullanilmak tizere bir petri ye yalniz 7 ml nutrient agar hazirlanarak donmasi
beklenir.

Her petrideki agarlar bir bistiiri ile takriben 1,5x1,5 cm. biiytikligiinde kesilerek bistiiri ucu
ile kaldirilir ve bir lam iizerine sirasiyla konur. Muayenesini yapacagimiz susun 24 saatlik
buyyon kiiltiiriinden birer ans dolusu alinarak lam {izerindeki agarlara sirasiyla ekilir. Lamlar
steril bos bir petri kutusuna konulmus diger bir lam tizerine dik gelecek sekilde yerlestirilir.
Petri kutusundaki rutubeti saglamak i¢in lamlarin kenarlarindaki bos sahaya birka¢ damla

steril distile su damlatilir. Petri kutusunun kapagi kapatilarak 37°C’lik etiive konur. 3-4 saat
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sonra etiivden ¢ikarilarak her bir agar parcasi tizerine lamel kapatilir ve mikroskopta sedir
yagsiz olarak 400 biiylitme ile muayene edilir. Anthraks basilinin penisilinli agardaki yeni

tiremeleri inci dizisi seklinde (gerdanlik gibi) yuvarlak sekiller gosterir.

8. ILGIiLI DOKUMANLAR /KAYNAKLAR VE EKLER
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COXIELLA BURNETTI’ NIN
ELISA ILE TESHISI

1. AMAC

Bu test Coxiella burnetti’ ye karsi olusan antikorlar tespit amaciyla kullanilir.

2. UYGULAMA ALANI

Koyun ve sigirlarda Q-Fever'un serolojik teshisini kapsar.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin

kontaminasyonuna ve c¢aliganlarin enfeksiyonuna yol a¢ma riski nedeniyle enfeksiyoz

materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisirken dikkatli olunur ve OIE Manual ve WHO

Laboratory Biosafety Manual esas alinarak kurallara uyulmasi saglanir.

1.
2.
3.

Kiti ve tiim reagentlar1 2-8°Cde muhafaza ediniz.
Tiim reagentlar kullanilmadan 6nce 18- 25°C’lik oda sicakligina getirilmelidir.
Tim aciklamalar dikkatlice okunup izlenmelidir.

Kullanilmamis pleyt gozleri kapatilarak kapali bir plastik torba i¢in de 2-8°C’ de

saklanmalidir.

Farkli serilerdeki (farkli zamanlarda iiretilen) kitlerin malzemeleri ve kilavuz kitapgiklar:

karistirilmamalidir.

Reagentlarla ¢alisirken dikkatli olunmalidir. Son kullanma tarihi ge¢mis kit

kullanilmamalidir.
Her 6rnek i¢in ayr1 pipet ucu kullanilmalidir.
Her pleytde hem negatif hem de pozitif kontrol kullanilmalidur.

Substrat soliisyonunun goz, solunum sistemi ve deri {izerinde tahris edici etkisi vardir.

Deri ve gozlerle temasindan kaginilmalidir.
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5. KISALTMALAR/TANIMLAR

Q-Fever : Hayvanlarda yavru atma ve mastitis gibi semptomlarla seyreden zoonoz bir
hastaliktir. Hastaligin bulagsmasinda, enfekte hayvanlarin uterus akintilari, fétal sivilari,
idrar, digky, siit ve her tiirlii bulasik @irtinlerinin yani sira keneler de 6nemli bir vektor gorevi
yapmaktadir.

Coxiella burnetti: Q-Fever hastaliginin etkeni olup, hava yolu ile bulagmast, ¢evre kosullarina
diren¢ gostermesi ve abort yapmus, disi koyun veya kecilerin plasentalarinda ¢ok miktarda
etkenin kolaylikla iiremesi, gibi ozelliklerinden dolayi, kategori B biyolojik silah olarak
smiflandirilmistir.

ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

Antijen kapli pleytlere test edilecek serum ilavesi ve Coxiella burnetti’ proteinlerine kars
antikorlarin varlig1 durumunda daha sonra ilave edilecek spesifik enzim bagli konjugatindan
bu antikorlara baglanarak yikama sonucu atilmadan pleytte kalmasi ve test sonunda ilave

edilen substrat1 pargalayarak renk olusturmasi prensibine dayalidir

7. TEST METODU’NUN TANIMI
7.1. Materyal

Kan serumu

7.2. Kullanilan Ekipman

-100,200" pI’ lik tek ve ¢cok kanall1 pipetler
-ELISA cihaz1

-Yikama sisesi

-37°C’lik etiiv

-1,5 mI'lik ependorf tiip

-Buzdolabi (+4 °C)

-Deepfreeze (-20)

7.3. Kullanilan Kimyasallar

-Test pleyti

-KonsantreYikama soliisyonu(x10): 1/10 oraninda distile suyla diliie edilir.
-Anti-Ruminant-IgG, monoclonal,PO-Konjugat

-Pozitit Kontrol

-Negatif Kontrol
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-TMB-Substrate Soliisyon
-Stop Soliisyon TMB

7.4. Numunenin Hazirlanmasi ve Analiz/Test/Muayene’nin Yapilmasi
Galisilacak numunelerin oda sicakligina gelmesi beklenir.
Test Kiti Prosediirii

-Calisilacak serum, plazma ve kontrol serumlar1 1,5 ml'lik ependorf tiiplerde diliie edilmis
yikama soliisyonuyla, 1/400 oraninda sulandirilir.(1200 pl Yikama soliisyonu,3 pl 6rnek ve

kontrol serumlarindan)

-Siit 6rnegi galisilacaksa 1/5 oraninda sulandirilir.

-Sulandirilmis her bir serumdan 100er pl alinarak mikropleytin gozlerine konur.
-Mikropleytin iistii kapatilarak 37°Cde 60 dakika siire ile inkiibe edilir.

-3 defa Yikama Soliisyonuyla yikanir.

-Her goze 100 pl Anti-Ruminant-IgG, monoclonal, PO-Konjugat konarak 37°Cde 60 dakika

stire ile inkiibe edilir.

-3 defa Yikama Soliisyonuyla yikanir.

-100 pl Substrate Soliisyonu konarak 15 dk oda 1s1sinda beklenir.

-100 pl Stop Soliisyonu eklenir.450 nm de ELISA okuyucusunda okutulur.

7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Testin Gegerlilik Kriterleri;

-Pozitif Kontroliin OD degeri 2 yi gegmemeli.

-Negatif Kontroliin OD degeri 0.5 i gegmemeli.

-Pozitifle, negatif kontroliin farki >_ 0.3

-%Degeri= [ (Ornegin OD-Negatif Kontrolitn OD)/(Pozitif OD-negatif OD )]x100
-Yiizde Degeri %30 un altinda ise Negatif

-Yiizde Degeri %30ile %40 arasinda ise stipheli

-Yiizde Degeri %40ve lizeri ise pozitif kabul edilir.

www.tarim.gov.tr 37




‘ \ T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI
e TESHISTE METOT BIRLIGI

8. ILGILI DOKUMANLAR /KAYNAKLAR VE EKLER
1. CHEKIT Q-FEVER Test Kiti Prosediirii.

2. WHO (2004) Laboratory Biosafety Manual - Third Edition, 2004. http://www.who int/csr/
resources/publications/biosafety/ WHO_CDS_CSR_LYO_11/en/.

9. REVIiZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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SIGIR TUBERKULOZU
(BOVINE TUBERCULOSIS)’NUN TESHISI

1. AMAC

Stipheli organ ve dokulardan Mycobacterium spp izolasyonu ile teshis amaglanir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu test metodu akciger, karaciger, dalak gibi i¢ organlar ile retrofaryngeal, bronchial,

mediastinal, supramammary, mandibular ve bazi mesenterial ve karaciger lenf yumrularinin

lezyonlu kisimlarindan Mycobacterium spp’nin izolasyonu i¢in uygulanir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve c¢aliganlarin enfeksiyonuna yol a¢ma riski nedeniyle enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisirken dikkatli olunur ve OIE Manual ve WHO
Laboratory Biosafety Manual esas alinarak kurallara uyulmasi saglanir. Materyalin taze

olmasi ve soguk zincir kosullarinda génderilmesi gerekir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
L.J. :Lowenstein-Jensen

TSS : Trisodyum Sitrat

U.V. :Ultraviyole

AF : Aside direncli (asit fast).
HCI : Hidroklorik Asit

NaOH : Sodyum hidroksit

Z.N.: Ziehl-Neelsen

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

Doku materyalleri ve klinik Orneklerinden yayma preparat hazirlanarak tiiberkiiloz

basillerinin (asit fast ) direkt olarak saptanmast ve etken izolasyonu esasina dayanur.
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7. TEST METODU’NUN TANIMI
7.1 Materyal

Akciger, karaciger, dalak ws.

i¢ organlar, retrofaryngeal, bronchial, mediastinal,

supramammary, mandibular ve bazi mesenterik ve karaciger lenf yumrular1.

7.2. Kullanilan ekipman

OO O OO0 O0OO0OO0O0O0CO0OO000 00000 O 8O0 8a &8 &

Lam

Steril bicak, pens, spatiil,6ze v.b. malzemeler

Sterilizator (160+5°C)
Bunzen beki

U.V.

Otomatik pipet ve steril pipet ucu

Boyama sehpast
Sale

Pamuk

Kurutma sehpasi

Su banyosu (80-100°C)

Standart laboratuvar cam malzemesi

Havan

Filtre kagidi
Mikroskop

pHmetre
Homojenizator
Laminar Flow
Falcon tiip (50 pl'lik)
Vorteks

Santrifiij

Pipetor

5-10’luk steril pipetler
Eldiven- Maske
Inkubator (37°C’lik)
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7.3. Kullanilan Kimyasallar

Bazik Fiiksin

Fenol Kristalize

%95’lik Etil alkol

HCI

Metilen Mavisi

Kristalize Asit Fenik

Distile su

NaOH

TSS

Sodyum monohidrojen fosfat (Na2HPO4)
Potasyum dihidrojenfosfat (KH2PO4)

Distile su

R [ [ [ [ [ A

N-asetil-L-sistein

7.4. Kullanilan Besiyerleri:
7.5. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi
7.5.1.Bakteriyoskopi :

- Doku materyali veya diger klinik érneklerden lamlara ince bir tabaka seklinde yayma

yapilir. Sert dokular gerekirse iki lam arasinda ezilerek froti hazirlanir.

- Preparat uygun bir yerde kurumaya birakilir. Olanak varsa kurutma iglemi U.V. 15181 olan

kapali bir kabinde yapilmalidir.
- Kurumus preparatlar kuvvetlice bir alevden ¢ok hizli ve ¢ok yavas olmayacak bir sekilde 2-3
kez gegirilerek tespit edilir.

- Tespit edilen preparat soguduktan sonra boyanir.

Ziehl-Neelsen Boyama Yontemi
-Fikse edilen lamlar boya sehpasi iizerine dizilir.
-Lamlarin tizeri siizge¢ kagidi huniden siiziilerek fiiksinle kaplanir.

-Bir tel ucuna sarilmis, alkole batirilip yakilmis pamukla lamlar alttan isitilir. Bu 1sitma

sirasinda boya kristallerinin ¢gékmesine neden olan kaynatmamaya dikkat edilmelidir.

-Boya sogumaya, ¢ikan buhar kaybolmaya baslayinca islem tekrarlanir. Isitma bu sekilde 3

kez yapilir.
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-Tekrar boyama sehpasina konulan lamlarin tizeri metilen mavisi ile kaplanir. 20-30 sn.

beklenir. Bu siire sonunda boya dokiiliir.
-Tekrar distile su ile yikanir. Kurutma sehpasina dizilip kurumaya terk edilir.

Immersion mikroskopta mavi zemin iizerinde kirmizi ince, uzun basiller aranr.

7.5.2. Izolasyon:

Doku ve organ 6rneklerine, NaOH-NaLC Yontemi ile dekontaminasyon islem uygulandiktan

sonra Lowenstein-Jensen besiyerine ekim yapilir.

[J Gelen marazi maddeler steril bisturi veya makas ve pens yardimu ile pargalanir.

[] Steril distile su steril kumla havanda ezilir Homojenizatér varsa steril su ile
homojenizatérde pargalanir. Ustteki stvi 50 pl'lik falcon tiiplere alinr.

[ Uzeri tiilbentli behere siiziilditkten sonra 50 pl'lik falcon tiiplere alinir.

[] Uzerine ayni miktarda sodyum hidroksit sodyum sitrat (NaOH-TSS) N-asetil-L-sistein
¢ozeltisi eklenir.

[] Tipin kapag: kapatildiktan sonra iyice ¢alkalanarak oda 1sisinda 15 dakika tutulur.

[] Bu siire 15 dakikayr agmamalidir. Bekleme siiresi dolan numuneye tiipiin agzina 1-2 cm
kalacak sekilde fosfat tampon eklenir.

[J Tipin agz: sikica kapatilir. Birkag kez tiip bas asag1 cevrilerek karismasi saglanir.

[0 Yogunlagtirma amacityla numune 3600xgde 15 dakika santrifiij edilir.

[ Ustteki sivi kisim dikkatlice kirli kabina dékiiliir ve geri kalan ¢okelti 1-2 ml hacime

ulagacak sekilde fosfat tamponu ile siispansiyon haline getirilir. ( Kirli kabinda toplanan

siviya 1/10 oraninda ¢amasir suyunda 6ldiiriliir.)

Hazirlanan numuneden bir damla preparat hazirlamada kullanilir. Geri kalan kisimdan

22’ser adet gliserinli - gliserinsiz L.]. besiyerine inokulasyon yapilir.

Kiiltiirler en az 8 hafta 37 °C de tutulur. Inkubasyon sirasinda kurumaya engel olmak icin tiip
kapaklart sikica kapatilmalidir.

Kiiltiirlerin 4. Ve 7. Giiniinde ilk kontrolleri yapilir. Daha sonra haftalik kontroller yapilir.

Ureme goriildiigiinde buradan yayma preparat hazirlanarak Z.N’le boyama yapilir.

7.5.3. Identifikasyon:

Biyokimyasal testler

Niasin iiretimi, Nitrat rediiktaz aktivitesi, katalaz aktivitesi, Peroksidaz aktivitesi ve TCH
2 duyarlilign mikobakterilerin ayiriminda kullanilan baslica testlerdir. Bu testler ile M.

tuberculosis ile M. bovis ‘in ayirimi yapilir. Bu testlerin sonuglar1 agsidaki tabloda belirtildigi

gibi degerlendirilir.
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Niasin Nitrat Katalaz Peroksidaz | TCH2
M. tuberculosis | + + + - (68°Cde) |+ -
M. bovis - - + - (68°Cde) + +

8.ILGIL DOKUMANLAR /KAYNAKLAR VE EKLER
1. OIE (2009) Manual of Standarts for Diagnostic Tests and Vaccines,.

2. T.C. Saglik Bakanlig1 Refik Saydam Hifzisthha Merkezi Bagkanlig1” Tiiberkiiloz Laboratuvar
Rehberi.

3. WHO (2004) Laboratory Biosafety Manual - Third Edition, 2004. http://www.who int/csr/
resources/publications/biosafety/ WHO_CDS_CSR_LYO_11/en/.

9. REVIiZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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PARATUBERKULOZ
(PARATUBERCULOSIS)’UN ELISA
ILE TESHISI

1. AMAC

Test, Paratiiberkiiloz hastaligina kars1 olusan antikorlarin tespitidir.

2. UYGULAMA ALANI

Paratiiberkiiloz hastaliginin teshisi amaciyla ELISA tekniginin kullanildig1 uygulamalar:

kapsamaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin enfeksiyonuna yol agma riski nedeni ile enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual -

Laboratory Biosafety Manual’, esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidir.

Testlerin bagindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan soliisyonlar i¢ine
toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

1. Kiti ve tiim reagentlar1 2-8°C'de muhafaza ediniz.

2. Tim reagentlar kullanilmadan 6nce 18- 25°C’lik oda sicakligina getirilmelidir.

3. Tim agiklamalar dikkatlice okunup izlenmelidir.
4

. Kullanilmamis pleyt gozleri kapatilarak kapali bir plastik torba i¢in de 2-8°C’ de
saklanmalidir.

5. Farkli serilerdeki (farkli zamanlarda tiretilen) kitlerin malzemeleri ve kilavuz kitapgiklar:
karistirllmamalidir.

6. Reagentlarla ¢alisirken dikkatli olunmalidir. Son kullanma tarihi ge¢mis kit

kullanilmamalidir.
7. Her 6rnek i¢in ayr1 pipet ucu kullanilmalidir.
8. Her pleytde hem negatif hem de pozitif kontrol kullanilmalidir.

9. Substrat soliisyonunun goz, solunum sistemi ve deri tizerinde tahris edici etkisi vardir.
Deri ve gozlerle temasindan kaginilmalidir.
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10.Stop soliisyonu kuvvetli bir asit olup, yaniklara sebep olabilen H_ SO, igerir. Dikkatli
¢alistimalidir.

11. Agizla pipetleme yapilmamalidir.
12.Bu kit sadece in vitro teshis amaciyla kullanilir.

13.Kit prosediirii takip edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

M.pt : Mycobacterium paratuberculosis
M.phlei : Mycobacterium phlei

OD : Optik dansite

ELISA : Enzim Linked Immunosorbent Assay
S : Serum Ornegi

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

Ticari ELISA test kiti, biiyiik ve kii¢ciik ruminant orijinli plazma ve serum 6rneklerinde M.pt.
spesifik antikorlarinin tespiti amaciyla dizayn edilmistir. Ornekler indirekt ELISA testinden

once spesifik olmayan antikorlar1 baglamak amaciyla M.phlei ekstrakt: ile inkube edilir.

7. TEST METODU’NUN TANIMI
7.1. Materyal

S1g1r, koyun ve keci kan serum/plazma 6rnekleri.

7.2. Kullanilan ekipman

ELISA mikropleyt okuyucu

Santrifiij

Santriftj tipleri

Calkalamali pleyt inkubatorii

Tek kanalli ve ¢ok kanalli mikropipetler
Tek kullanimlik steril pipet uglar1
U-tabanli kaplanmamis mikropleytler

Ultra-saf su (Yikama sol. icin)

I s [ [ [ I [y

Yapiskan pleyt bandi
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7.3 Kullanilan Kimyasallar/ Reagent/ Soliisyonlar

[J M.pt antijeni kapli mikropleyt (96 gozlii)

[] Konsantre Yikama Soliisyonu (x20)

Dilution buffer No: 12 yesil (6rnekler i¢in)

Dilution buffer No:1 mavi (konjugat i¢in)

M.pt Pozitif/ Negatif Kontrol Serumlar1

Konjugat (Conjugate anti-IgG ruminant peroxidase )

Substrat soliissyonu No:5 kullanima hazir (TMB)

Stop soliisyonu (H,SO, 0,5M soliisyon)

Antijen kapli pleytler, substrat soliisyonu ve stop soliisyonu kullanima hazirdir.

Ornekler ve kontrol serumlarin M.phlei ile adsorbsiyonu yapilir. (1/20 oraninda)

OO0 O0O@O0Oo@O0@.Oo@O@d 3

Yikama Soliisyonu : Konsantre yikama soliisyonu ultra-saf su ile 1/20 oraninda
sulandirilarak kullanilir. Tyice karigtirilir (100 ml yikama soliisyonu + 1900 ml ultra-saf

su).

7.4. Serum Orneklerinin Hazirlanmas:

Serumlar teste alinmadan 6nce ¢alkalamali pleyt inkubatoriinde 1-2 dakika galkalanir.
On inkubasyon i¢in U tabanli kaplanmamig mikropleyt kullanilir.

1.Ttim gozlere 190 pl Dilution buffer No:12 konur.

2. Pozitif serum, negatif serum ve test edilecek serum 6rneklerinden 10 pl eklenir.

Oda 1s1sinda (18-26 °C) 15 dakika calkalanir.

Not: Inkubasyon siiresi 2 saate kadar uzatilabilir.

7.5. Testin Yapilmasi:

Adsorbsiyon isleminden sonra negatif kontrol serum antijen kapli pleytin A1 goziine, pozitif
kontrol serum B1 ve C1 gozlerine, test edilecek serum ornekleri sirastyla D1'den baslayarak
(D1,EL Fl...... H12 ) gozlere 100l eklenir. Homojenize olmasi i¢in hafifce ¢alkalanir.
Yapiskan pleyt bandi ile kapatilarak 18-26 °C de 45 dakika veya +5 °C (£3 °C) de 1 gece
bekletilir.

[] Gozlerdeki sivi gekildikten sonra her goze yikama soliisyonu doldurulur, bosaltilir. Bu
islem 3 kez yapilir.
[] Tim gozlere dilution buffer No:1 ile 1/100 oraninda sulandirilan konjugat 100 pl ilave

edilir
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[J 30 dakika (+3 dakika) 18-26 °C de yapiskan pleyt bandi ile kapatilarak inkube edilir.

—

Gozlerdeki sivi ¢ekildikten sonra her géze 300 pl yikama soliisyonu doldurulur, bosaltilir.

Bu islem 3 kere yapilir.

Tim gozlere 100 pl Substrat soliisyonu No:5 ilave edilir.

18-26 °C de karanlik bir ortamda 10 dakika inkube edilir.

Tiim gozlere 100 pl stop soliisyonu ilave edilerek reaksiyon durdurulur.

ELISA okuyucusunun giivenli ¢aligip calismadigini kontrol amaciyla self test yapilir.

I [ I [ |

Serum Ornekleri ve kontroller ELISA okuyucuda 450 nm ‘de okunur.

7.6. Sonuglarin degerlendirilmesi

Testin gegerliligi icin Pozitif kontrol OD,, de minimum 0.350 ve Pozitif kontroliin OD,_,

degerinin negatif kontroliin OD,,, degerine oran1 3 esit veya daha biiyiik olmalidur.
Her 6rnek i¢in S/P orani hesaplanir.

S/P=100x (OD 5 0rnegin degeri-OD 150 negatif kontrol)

(OD,,, pozitif kontrol ortalamasi-OD _ negatif kontrol)

Sig1r, koyun, kegi serumda:

Ornek serumun S/P degeri %45den diisiik veya esit ise negatif

Ornek serumun S/P degeri %45 ile %55 arasinda ise siipheli

Ornek serumun S/P degeri %55 ‘ den biiyiik veya esit ise pozitif olarak degerlendirilir.

8 . ILGILI DOKUMANLAR /KAYNAKLAR VE EKLER
1. Ptb. ELISA Kit kullanim kilavuzu.
2. OIE (2008) Manual of Standarts for Diagnostic Tests and Vaccines,.

3.WHO (2004) Laboratory Biosafety Manual, 3™ edition. 2004. http://www.who int/csr/
resources/publications/biosafety/ WHO_CDS_CSR_LYO__11/en/.

9. REViZYON
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SALMONELLA iZOLASYONU,
SEROTIPLENDIRILMESI ve ANTIBIYOTIK
DIRENCLILIGININ TESPITI

1. AMAC
Stipheli materyallerde, Salmonella tiirii mikroorganizmalarin bakteriyolojik kiiltiir yontemi
ile izolasyonu, identifikasyonu ve Salmonella spp. diizeyindeki kiiltiirlerin serotiplendirilmesi,

antibiyotik direncliliklerinin tespitidir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu test metodu Salmonella spp.nin izolasyon, identifikasyon, serotiplendirilme ve antibiyotik

direngliliklerinin tespiti amaciyla kullanilan uygulamalar1 kapsamaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu ydnetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve g¢aliganlarin enfeksiyonuna yol agma riski nedeniyle enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisirken dikkatli olunur ve OIE Manual ve WHO
Laboratory Biosafety Manual esas alinarak kurallara uyulmasi saglanir. Materyalin taze

olmas1 ve soguk zincir kosullarinda gonderilmesi gerekir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

Salmonella spp.: Gram (-), kisa, kiiciik comak seklinde sporsuz, kapsiilsiiz bakterilerdir.
Salmonella genusuna (cinsine) bagli olan patojen bakteriler Salmonellosis denilen bir tiir

akut bagirsak enfeksiyonu olusturmakla birlikte zoonotik 6zelliktedir.

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

Salmonella stupheli gida, yem, diski numuneleri ve ¢evresel swap drneklerinden ISO 6579’
a gore Salmonella izolasyonunun ve biyokimyasal identifikasyonunun yapilmasi, miispet
olanlarin lam agliitinasyon testi ile serotiplendirildikten sonra antibiyotik direngliliginin disk

diffiizyon test yontemiyle tespitidir.
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7. TEST METODU’NUN TANIMI
7.1. Materyal

Gida, yem, diski numunesi, ¢evresel swap ve Salmonella spp. diizeyinde kiiltiir.

7.2. Kullanilan Kimyasallar
Etil Alkol (%70’lik), Tamponlanmis Peptonlu su, Fizyolojik Tuzlu Su

Pozitif ve Negatif Kontrol Suslar1
Pozitif Kontrol susu olarak; Salmonella Typhimurium ATCC 14028
Negatif Kontrol susu olarak; Escherichia coli ATCC 25922

7.3. Kullanilan Besiyerleri, Antiserumlar

Buffered Peptone Water, Rappaport — Vassiliadis Soya Broth, Mueller Kauffmann Tetrathionate
Broth Base, Modifiye Semi-Solid Rappaport Vassiliadis Medium, XLD Agar, Miiller Hinton

Agar Il ve Salmonella Antiserumlari

TAMPONLANMIS PEPTONLU SU

Pepton 100g
NaCl 50g
Na HPO, 50g
KH,PO, 15g
Distile Su 1000 ml
Ph: 7.0

225 ml miktarlarda erlenlere konarak 121°C de 15 dakika sterilize edilir.

RAPPAPORT - VASSILIADIS SOY PEPTONE (RVS) BROTH (Ref.2) BASE

Soy peptone 50g
Sodium chlorid 80g
KH_PO, l4g
K HPO, 0.2g
Distile su 1000 ml

70 — 80°C ye kadar 1sitilir. Taze hazirlanmalidir.
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MAGNESIUM CHLORIDE SOLUSYONU

Magnesium chloride (MgCL 6H ,O) 400 g
Distile su 1000 ml

MALACHITE GREEN SOLUSYONU

Malachite green oxalate 04g

Distile su 100 ml
BILESIM BESIYERI

Base 1000 ml

Magnesium chloride soliisyonu 1000 ml

Malachite green soliisyonu 1000 ml

Tiiplere 10 ml miktarinda dagitilip 115°C de 15 dakika otoklav edilir.

BRILLANT GREEN SOLUSYONU
Brillant green 0.1g
Steril distile su 100 ml

BASE (E.G. TETRATHIONATE ANREICHERINGS BUYYON NACH MUELLER
KAUFMAN FROM MERCK.)

Meat extract 09¢g
Peptone from meat 45¢
Yeast extract 18¢g
Sodium chloride 45¢
Calcium carbonate 250¢g
Sodium thiosulfate 40.7 g
Ox bile, dried 475¢
Steril su 1000 ml
Brillant green soliisyonu 1:100 10 ml
Iodine - Potassium iodine soliisyonu 20 ml
PH:7.4-7.8 Tiplere 10 ml taksim edilir.
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XLD AGAR

Distile su

Yeast extract

Sodium choride

Xylose

Lactose

Sucrose

L - lysine hydrogen chloride
Sodium thiosulphate

Iron (III) ammonium citrate
Phenol red

Sodium desoxycholate

Agar

1000 ml
IODINE - POTASSIUM IODINE SOLUSYONU

fodine double sublimiert
Potassium iodid z.A

Steril distile su

NUTRIENT AGAR

Meat extract
Peptone
Agar

Distile su

T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI ‘ .

TESHISTE METOT BIRLIGI

30g
50g
375¢g
758
758
50g
6.8¢g
08g
0.08¢g
10g
150¢g

PH: 7.4 + 0.2 otoklav edilmez.

16.0 g
200 g
80.0 ml

30g

50g
120-18.0¢g
1000 ml

pH: 7.0

G ———

121°C de 20 dakika otoklav edilir. Salmonella siipheli kolonilerden saf kiiltiir yapmak i¢in

kullanilir.

LDC Kontrol MEDIUM

D (+) - glukose - Monohydrate

Lab - Lemco pwder
Peptone “Orthana”
Cresol red % 0.2

05g
30g
50g
2.5ml

Bromocresol purple % 1.6 (% 96 ethanolda) 0.63 ml

Distile su

1000 ml
pH: 6.0

Tiiplere 2 ml miktarinda taksim edilip 121°C de 10 dakika otoklav edilir.
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L - LYSINE DECARBOXYLATION MEDIUM

L - lysine dhydrochloride 100¢g
D (+) - glukose - monohydrate 05g
Lab - lemco powder 30g
Peptone “Orthana” 50g
Cresol red % 0.2 2.5ml

Bromocresol purple % 1.6 (% 96 ethanolda) 0.63 ml
Distile su 1000 ml
pH: 6.0
Tiiplere 2 ml miktarinda taksim edilip 121°C de 10 dakika otoklav edilir.

Her iki tiipe bir 6ze dolusu saf kiiltiirden ekim yapilir. Steril parafin ile hava temas: kesilir.
Bakteri lysini kullanmigsa kontrol tiipii sar1 renkli kalir. Test tiipiinde menekse renk olusur.

Her iki tiip sar1 veya menekse renk verirse test gecersizdir.

DULCITOL BROTH

BILESIMI

Enzymatic digest of casein (Pepton) 10 g.
Et extrakt1 3 g.

Sodyum kloriir 5.6 g.

Andrade indikatorii 10 ml

Dulcitol ¢ozeltisi 50 pl

Distile Su 1000 ml

HAZIRLANISI

Bilesenler su i¢in de eritilir. Gerekirse sterilizasyondan sonra pH ayarlanir (pH 7.1-7.2 olacak

sekilde) 15 ml nominal kapasiteye sahip tiiplere besiyerlerini 5 er ml hacimlerinde aktariniz.

121°Cde 15 dakika stireyle sterilize ediniz. 6 haftaya kadar 5°C * 3°C te 151k almayan yerde

muhafaza ediniz.
DULCITOL SOLUSYONU
BILESIMI

Dulsitol 10g

Distile su 100 ml
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Hazirlanis
Dulsitolii distile su icerisinde ¢ozdiiriiniiz.

0,22 um gozenek boyutuna sahip bir membran filtreden siiziilerek sterilize sterilize ediniz.
2 aya kadar 5° C + 3° C de muhafaza ediniz.

TRIPLE SUGAR / IRON AGAR
Meat extract 30g
Yeast extract 30g
Peptone 200¢g
Sodium chloride 50g
Lactose 100 g
Sucrose 100¢g
Glucose 10g
Iron (III) citrate 03g
Sodium thiosulfate 0.3 g
Phenol red 0.024 g
Agar 12.0-18.0g
Distile su 1000 ml

pH: 7.4

Tiiplere 10 ml miktarinda taksim edilir. 121°C de 10 dakika otoklav edilir. Yatik vaziyette
dondurulur. Dip kisim 2.5 cm olmalidir. Yatik agar halinde kullanilir. Yiizeye siirme ekim
yapilip 6ze tiipiin dibine dogru batirilir. 18 — 24 saat 37°C derecede inkiibasyondan sonra

lactose, glucose, sucrose, H, S ve gaz testleri degerlendirilir.

UREA AGAR BASE
Peptone 10g
Glucose 10g
Sodium chloride 50g
Potassium dhydrogen phosphate 20g
Phenol red 0.012g
Agar 12.0-18.0¢g
Distile su 1000. Ml
pH 6.8

121°C de 20 dakika otoklav edilir.
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URE SOLUSYONU
Urea 40.0 g
Distile su 100 ml

Ure suda eritilip fitrasyon ile sterilize edilir.

BIRLESIM BESI YERI
Base 950 ul
Ure soliisyonu 50 pl

Otoklav edildikten sonra 45°C ye sogutulan vasata iire soliisyonu eklenir. Homojen karisim
saglandiktan sonra steril tiiplere takim edilir. Tlipler yatik agar olarak katilastiktan sonra
stipheli koloniden yatik yiizeye ekim yapilir. Bakteride bulunan iirease enzimi iireyi amonyak

ve CO, e hidrolize eder. Bilesimindeki indikatérden dolay1 rengi kirmizilagir.

VP MEDIUM

Peptone 70¢g
Glucose 50g
Dipotassium hydrogen phosphate  5.0g
Distile su 1000 ml
PH: 6.9

Tiiplere 5 ml miktarinda taksim edilip 115°C de 20 dakika otoklav edilir. Besiyeri siipheli
susun ekiminden sonra 37°C de 18-24 saat inkiibe edilir. Uremeden sonra alfa — naftol
soliisyonundan 6, % 40’lik KOH soliisyonundan 4 damla eklenir. Glukozdan aseton olusumu

nedeni ile kirmizi renk olusumu pozitif olarak degerlendirilir.

ONPG TESTI
Bir 6ze dolusu kiiltiir 0.5 ml distile su ile siispansiyonu yapilir. Bir tablet ONPG eklenir. 37°C

de inkiibe edilir. 18-24 saat sonra sonuglar okunur. Pozitif durumda sar1 renk olusmaktadir.

INDOL BESIYERI

Tyripton 100g

NaCl 50g

DI - tryptophan 10g

Distile su 1000. Ml
pH:7.5
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Tiplere 5 ml miktarinda takism edilir. 121°C de 10 dakika otoklav edilir. Bilesiminde tripton
veya triptophan vardir. Salmonella’lar triptofani pargalayarak indol olustururlar. Vasata ekim
yapilip 37°C de 18-24 saat inkiibasyondan sonra kovaks ayiraci damlatilir. Kirmizi renk

meydana gelisi pozitif olarak degerlendirilir.
Reaktifler
Kovaks ayiraci ( Indol testi igin),
% 40 lik KOH soliisyonu (VP i¢in),
% 5 lik alfa naftol soliisyonu ( 95 derecelik alkolde)(VP igin).
NAPHTHOL, ETHANOLIC SOLUSYONU
Alfa - naphthol 50¢g
Ethanol % 96 100 ml

7.4 Numunenin Hazirlanmasi ve Analiz/Test/Muayene’nin Yapilmasi
7.4.1. Gida ve Yem Numuneleri i¢in izlenen yontem:

25 g numune random yontemiyle aseptik kosullarda alinarak igin de steril %10’ luk
Tamponlanmis Peptonlu Su ile homojenize edilir. 37°C+1°C etiivde 1842 saat inkiibe edilerek
on zenginlestirme saglanir. On zenginlestirme sonunda ikinci giin kiiltiirden igin de 10 ml
Rappaport —Vassiliadis Soy Buyyonu (RVS) bulunan tiipe 0.1ml inokule edilerek 41.5°C+1°C
ve i¢in de 10 ml Tetrathionate Buyyon (Miiller-Kauffman) bulunan tiipe 1 ml aktarilarak
37 °C+1°C'de 24+3 saat zenginlestirme icin inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda ii¢iincii giin
bir 6ze dolusu kiiltiir alinarak izolasyon i¢in XLD agara azaltma yontemiyle ekilir. 24+3 saat
37°C£1°Cde inkiibasyondan sonra Salmonella siipheli kolonilerden (XLDde siyah merkezli
kirmizi koloniler) dordiincii giin Nutrient brothda saf kiiltiirti yapilir. Kiltiiriin biyokimyasal
konfirmasyonu yapilir. Besinci giin biyokimyasal konfirmasyonun sonunda, laktoz (-),
glukoz (+), sukroz (-), gaz (+), H,S (+), tire (-), indol (-), VP (-), Lisin dekarboksilaz (+),
b-galaktosidaz (-) kiiltiirler Salmonella spp. olarak kabul edilir.

7.4.2.Diski ve ¢evresel swap orneklerinde izlenen yontem

25 g numune veya swap random yontemiyle aseptik kosullarda alinarak igin de steril %
10’luk tamponlanmis Peptonlu Su ile homojenize edilir. 37°C+1°C etiivde 18+2 saat inkiibe
edilerek 6n zenginlestirme saglanir. On zenginlestirme sonunda ikinci giin kiiltiirden 3 damla
MSRV Mediuma birbirinden esit uzaklikta olacak sekilde inokule edilir. MSRV Medium
41.5°C+1°Cde 24+3 saat zenginlestirme icin inkiibe edilir. Inkubasyon sonrasi Salmonella
pozitif kiiltiirler yar1 kat1 besiyerinde, besiyerinin renginde maviden beyaza degisen renk

degisimi meydana getirip, zon ¢aplari olusturur. Olusan bu zonlarin en ug noktasindan,
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liclincii glin bir 6ze dolusu kiltiir alinarak izolasyon i¢cin XLD agara azaltma yontemiyle
ekilir. 24+3 saat 37°C+1°Cide inkiibasyondan sonra Salmonella siipheli kolonilerden (XLDde
siyah merkezli kirmizi koloniler) doérdiincii giin Nutrient brothda saf kiltiirii yapilir.
Kiltiirtin biyokimyasal konfirmasyonu yapilir. Besinci giin biyokimyasal konfirmasyonun
sonunda, laktoz (-), glukoz (+), sukroz (-), gaz (+), H,S (+), tire (-), indol (-), VP (-), Lisin
dekarboksilaz (+), b-galaktosidaz (-) kiiltiirler Salmonella spp. olarak kabul edilir.

Biyokimyasal test sonucunda Salmonella oldugu tespit edilen suslar 1/5 oraninda sulandirilmais
Salmonella polivalan O antiserumlariyla ayr1 ayr1 olarak lam agliitinasyona tabi tutulur.
Hangi Salmonella polivalan O serum ile agliitinasyon vermis ise o polivalan serumun igerdigi
grup serumlari ile ayr1 ayr1 lamda agliitinasyon yapilir. Béylece bakteri hangi grup serumu
ile agliitinasyon verirse serolojik grubu tayin edilmis olur. Serolojik grubu tayin edilen susun
tipini tayin etmek igin flagellar antijenin kuvvetlendirilmesi gerekir. Bu amagla sus once
teknigine uygun olarak Graigei tiiptindeki % 0.2°lik agar besi yerine ekilir. 37° Cde 18-24
saat inkiibe edilir. Bu inkiibasyon periyodu sonunda craigei tiipiindeki iiremeyi gordiikten
sonra taze olarak hazirlanmis %0.2°lik agar besi yeri 30 ml miktarinda petri kutusuna
dokiiliir. Craigei tiipiindeki kiiltiiriin dis ylizeyinden pastor pipetiyle bir damla kiiltiir alinir
ve petrideki besi yerinin tam ortasina kenarlara bulastirmadan ekilir. Kiiltiir plak yiizeyine
yayilmadan 37°C’lik etiivde 18-24 saat {iremeye birakilir. Inkiibasyon siiresi sonunda iireyip
petriyi kaplayan kiltiiriin petrinin kenarindaki kismindan pastor pipetiyle bir damla
alinip 1/100 oraninda serum fizyolojik (0.14 M) ile sulandirilmis H antiserumu ile lamda
agliitinasyona tabi tutulur. Boylece hangi H antiserumu (monofazik) veya antiserumlariyla
(difazik) agliitinasyon vermis ise susun tipi tayin edilmis olur. Tip tayininin dogrulanmasi
notralizasyon testi ile yapilir. Notralizasyon testi i¢in sus hangi H antiserumu ile agliitinasyon
vermis ise o antiserum kesif olarak 8.3 ml miktarinda %0.2’lik 5 ml agar besi yerine katilip
ufak petriye (5 ml'lik) dokiiliir. Kontrol i¢in ayn1 besiyeri ayn1 miktarda antiserumsuz olarak
ikinci bir petriye dokiiliir. % 0.2°lik agardaki 18 saatlik flagelleri kuvvetlendirilmis kiiltiiriin
kenar kismindan alinarak bu petrilerdeki besi yerlerinin tam merkezine pastor pipetiyle
bir damla ekilir. 18-24 saat 37°Cde inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonunda bilinen H
antiserumu igeren yumusak agardaki iiremenin olmadigi, H antiserum icermeyen yumusak
agarda ise iremenin olmasiyla nétralizasyon testi gerceklestirilmis olur. Notralizasyon testi

sonucunda daha 6nce yaptigimiz tip tayini dogrulanmais olur.
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11 ~L 1 11
Graigei ttiptindeki igef tiiptindeki Graigei tiiptindeki
normal besiyeri lireme
Ureme
normal besi
Ekim
Ureme
% 0.2°lik 30 ml.

Aglutinasyon +

Notralizasyon testi

%0.2’lik yumusak agarda H-antijeni

kuvvetlendirilmis kiiltiir
Ekim
%0.2’lik antiserumsuz yumusak %0.2’lik yumusak agar + H
antiserumlu
agar besiyerinde iireme yumusak agar besiyerinde
notralizasyon
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Kullanilan besiyerleri, standart-referans suglar tiretim ve test protokollerine gore test
edilerek kontrolleri yapilir. Yapilan ¢aligmalar dékiimante edilerek dosyalanir (Ek-2).DISK
DIFFUZYON METODU (CLSI/Kirby-Bauer) ILE ANTIBIYOTIK DIRENCLILIGININ
SAPTANMASI

MULLER HINTON AGAR II STERIL FIZYOLOJIK TUZLU SU
Gram/litre Gram/litre
Beef inflizyon............... 2.0 NaCl......ooooiiiiin 8.5
Acid hydrolised casein...17.5 Distile su........ccccevinnni 1
Starch.........c.coeviiiii, 1.5 pH:7.3+£0.1
AgarNo:l.................. 17.0
Calsium ions 5-100 mg/litre

Magnezyum ions 20-35 mg/litre
pH: 7.320.1
Besi yeri hazirlandiktan sonra 121°Cde 15 dakika otoklav edilir. Daha sonra 9 mmlik steril

petrilere kalinhig1 yaklasik 4mm+/-0.5 olacak sekilde dokiiliir. 37°Cde bir gece sterilite

kontroliinde tutulur.

Hazirlanan fizyolojik tuzlu su 121°Cde 15 dakika otoklavda sterilize edilir.

Pozitif kontrol amaciyla Salmonella Typhimurium ATCC 14028 kullanilir.

1.GUN: Inokulumun Standardizasyonu: 3-4 adet koloni alinarak steril fizyolojik tuzlu su (%
0.9’luk, 4 ml) i¢ine aktarilir. Iyice emiilsifiye edilir. Yogunluk 0.5 Mc Farland’a ayarlanur.

Agara inokulasyon: Inokulum 15 dakika igerisinde swap yardimiyla Miiller Hinton IT Agara
strilir. Agar yiizeyine 60°’lik egimle birkag dairesel hareketle inokulum yayilir. Steril forseps
yardimiyla antibiyotik diskleri 5 dakika icerisinde yerlestirilir (15 dakikay1 gegmemelidir.).
Forsepsi agar yiizeyine degdirmemeye dikkat edilmelidir. Agar 37°C’ de bir gece inkiibasyona
birakalir.

7.5. Sonuglarin Okunmasi ve Degerlendirilmesi:

2. GUN: Uremenin saflig1 kontrol edilir. Zon ve ¢aplar1 kontrol edilir (Oval olmamalidir).
Zon ¢aplari bir cetvel yardimiyla 6lgiiliir ve CLSI'ye gore duyarli, intermedier ve direngli
olarak degerlendirilir.
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MASTITIS TESHISI ICIN
SOMATIK HUCRE SAYIMI

1. AMAC

Sig1r, koyun ve kegilerde mastitisin teshisi ve tiretilen siitiin kalitesini amaciyla ¢ig siitlerde
uygulanan bakteri sayim yontemidir.

2. UYGULAMA ALANI

Siit drneklerinde mastitisin teshisi amaciyla hiicre sayim tekniginin kullanildig1 uygulamalar:
kapsamaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve c¢aliganlarin enfeksiyonuna yol a¢ma riski nedeniyle enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisirken dikkatli olunur ve OIE Manual ve WHO
Laboratory Biosafety Manual esas alinarak kurallara uyulmas: saglanir. Materyalin taze
olmasi ve soguk zincir kosullarinda gonderilmesi gerekir.

5. KISALTMA VE TANIMLAR

Subklinik mastitis: Yangisal belirtinin gozlenmedigi, siitiin normal goriiniiste oldugu ancak
patojen mikroorganizmalari icerdigi mastitis.

Klinik mastitis: Meme loblarinda agri, siskinlik, sicaklik ve sertlik gibi yangisal belirtilerle
birlikte genel semptomlarin goriildiigii mastitis.

California Mastitis Test (CMT): Mastitisli memelerdeki siite sizan 16kositlerin icin de
bulunan DNA ‘nin serbest kalmasi esasina dayanan bir testtir.

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

Somatik Hiicre Sayimi yapilacak olan siitiin, mikroskop altinda incelenmesi prensibine
dayanuir.

Somatik hiicreler temel olarak siit hayvanlarinin ¢ekirdege sahip olan alyuvarlari (16kositleri)
ve epitelyum hiicreleri olup, memede basta mastitis olmak tizere bir enfeksiyon oldugunda
stit bezelerinde ve dolayisiyla siitte sayilar1 artar.
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7.TEST METODU’NUN TANIMI

7.1. Materyal

Siit

(Sttiin laboratuvara getirilmesi sirasinda, igerisindeki bakterilerin ¢ogalmasini 6nlemek igin,
stit sogutulmali veya siit i¢ine uygun bir antibakteriyel madde ilave edilmelidir.

7.2.Kullanilan Ekipman

- Mikrobiyoloji Laboratuvarinda olmasi gereken alet-ekipman
- Metilen mavisi

- 1,1,1-trichloroethane

- Milimetrik kagit

7.3. Kullanilan Kit/Reagent/Sarf malzemesi:
- Metilen mavisi 0.6g
- % 96’11k etil alkol 54 ml
- 1,1,1- trichloroethane 40 ul
- Glasial asetik asit 6 ml

Agzi kapaklisise icin de bulunan etil alkol ile 1,1,1- trichloroethane karistirilir, su banyosunda
65°C’a 1sitilip metilen mavisi eklendikten sonra iyice karistirilir ve buzdolab: sicakligina
sogutulup, bu sicaklikta 12-24 saat bekletilir. Daha sonra asetik asit eklenir, Whatman ya da
esdegeri bir filtre kagidindan siiziiliir ve agz1 kapakl bir sisede saklanir. Boya ¢ozeltisinde

partikiiler ve/veya ¢okelti goriiliirse tekrar filtre edilerek kullanilir.

Sablon Laminin Hazirlanmasi:

Milimetrik kagittan 5x20mm olacak sekilde serit kesilir, milimetrik kisim sablon olarak
kullanilacak bir lama alttan yapistirilir. Somatik hiicre sayiminda her 6rnekten iki sayim
yapilmasi esas oldugundan lam {izerine iki serit yapistirilmasi gerekir.

7.4. Analiz/Test/Muayenenin Yapilmasi

Boyama:

Siit 6rnegi en ¢ok 6 saat i¢in de analiz edilmelidir. Siitiin depolanmasi zorunlu ise asla
dondurulmadan, mutlaka buzdolabi sicakliginda saklanmalidur.

Lamlar etil alkol ile temizlenip, tozsuz kagit ile kurutulup, tozsuz bir yerde saklanir.
Mikropipet ile 10ul siit 6negi alinir, 5x20mm’lik sablon alanina yayilir. Siit 37°Cda film

tabakasi olusuncaya kadar kurumaya birakilir. Kuruduktan sonra lam boya kiivetindeki boya
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¢ozeltisine 10 dakika siire ile batirilir. Lam yikanmadan film tabakasi tiste gelecek sekilde
petri kutusuna yerlestirilir. Ve kendi haline kurumaya birakilir. Kuruduktan sonra yeteri
biiytikliikdeki beherde bulunan musluk suyuna daldirilip fazla boyanin ¢ikmasi saglanir.

Temiz su ile islem tekrarlanir ve lam yine kendi halinde kurumaya birakilir.

Sayim:

Somatik hiicre sayim1 mikroskop goriis sahasinda yapilabilecegi gibi eni mikroskop ¢api, boyu
dar kenar olan 5mm. alaninda bir serittede sayim yapilabilir. Sayim seritte yapildiginda 3-4
farkls serit kullanilmasi yeterlidir. Buna karsin sayim i¢in mikroskop goriis sahasi kullaniliyor
ise uzun hat boyunca ortadaki 1/3’liik bolgede en az 20 saha sayimi yapilmalidir. Gerek serit
gerekse goriis sahasi sayimlarinda sayilacak her alanin rasgele segilmesi dnemlidir. Buna
gore serit sayiminda 20mm uzun kener boyunca birbirlerinden yeterli uzaklikta 3-4 serit
sayllmasi yeterlidir. Mikroskop goriis alan1 kullanilarak sayim yapildiginda uzun kenarin bir
ucundan baglayarak 1-1.5 goriis sahasi kaydirma ile diger uca dogru hareket edilmesi ile
amaca ulagilabilir. Bu yontemde goriis sahasina yine 1-1.5 ¢ap boyunca asag1 yukar: hareketi
ve ayn1 zamanda diger uca dogru 1-1.5 ¢ap kaydirma ile zikzak seklinde bir saryo hareketi ile

sayim yapilmasi da miimkiindiir.

7.5. Sonug:

1 mldeki somatik hiicre sayisi: AXCF formiilii ile bulunur. Burada A: farkl: alanlarda yapilan
somatik hiicre sayim ortalamasi, CF (¢aligma faktorii) ise objektif mikrometre kullanilarak
hesaplanan mikroskop faktorii ile 10 pldeki sayryr 1mlye ¢evirmek igin kullanilan sabit

sayidir.

Objektif ve/veya okiiler ve/veya bazi mikroskoplarda bulunan tiip boyu uzunlugu
degistirilmedikge calisma faktorii her sayimda bir sabit say1 olarak kullanilir. Bu {i¢ unsurdan

biri degistirilirse mikroskop faktorii ve dolayisiyla ¢aligma faktorii bastan hesaplanmalidir.

Prensip olarak ayni lamda yapilan ayni siite ait 2 6rnek ayr1 ayr1 sayilir ve bu iki sayim
ortalamasi siitteki somatik hiicre sayisi olarak kaydedilir.

Serit Sayimu:

Serit tizerinde sayim yapilacagi zaman CF: (20mmx100)/(milimetre olarak mikroskop goriis
sahasi ¢ap1) formiilii ile hesaplanir. Seritlerde yapilan sayimin ortalamasi CF ile carpilarak

sonug elde edilir.
Ornek 1: Standart objektif mikrometre kullanilarak gériis sahasi cap142.2 aralik olarak l¢iildii
ve 4 adet seritte toplam 370 somatik hiicre sayild1 ise; 42.2 aralik bu ¢apin 422um=0,422mm

oldugunu gosterir. 20mm uzun kenar boyunca; 20mm/0,422mm=47.4 adet sayim yapilacak
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5mm boyunda saha (serit) oldugunu gosterir. Dolayisiyla “A” olarak hesaplanan 370/4=92.5
ortalama sayim sonucu 47.4 ile carpilarak sayim yapilan toplam 5x20mm toplam alanda
diger bir deyisle 0,01ml icin de kag adet hiicre oldugu hesaplanir. Buna gore 0.01ml 6rnekte
92.5x47.4=4384,5 adet somatik hiicre vardir. Bu degerin 1ml’ye ¢evrilebilmesi i¢in tekrar 100

ile carpilmasi gerekir. Ve 1ml siitteki somatik hiicre sayis1 438450 olarak hesaplanir.

Yukaridaki 6rnekte CF= (20X100)/0,422=4740 olarak hesaplanir ve bu deger sabit CF olarak
kaydedilir.

Goriis Sahas1 Sayimu:
Standart Breed yonteminde oldugu gibi mikroskop ve ¢aligma faktorii hesaplanr.

Ornek 2: Ornek 2: Yukaridaki érnege uyularak goriis sahasi ¢ap1 0.422mm olarak &lciildii
ve 22 mikroskop goriis sahasinda toplam 141 ve ortalama olarak 141/22=6.4 somatik hiicre
sayildi ise once 5x20mm=100mm? sayim alani i¢in de kag¢ adet mikroskop goriis sahasi
oldugu hesaplanmalidir. Bu deger yukaridaki 6rnege gore (100mm?*/ mm? olarak goriis sahasi
alan1)=100mm?/((0.422mm/2)*xm)=100mm?/014mm?=714.97 olarak bulunur ve ortalama
olarak elde edilen 6.4 somatik hiicre sayis1 bu deger ile carpilarak 0.01ml siitteki somatik
hiicre sayis1 4575,78 olarak hesaplanir Bu sonucu 1mlye ¢evirmek icin 100 ile carpilir ve
Imldeki siitteki sayim sonucu 457578 olarak hesaplanir. Bu yontemde ¢aligma faktorii

6zet olarak (100mm?x100)/(mm? olarak mikroskop goriis sahasi alan1) seklindedir.
Yukaridaki drnege uygun olarak CF 71497 olarak hesaplanir ve CF olarak kaydedilir.

Not: Somatik hiicre sayiminda ele alinan temel kriter 10*/mldir. Bu degerin altindaki sayim
sonuglar1 normal olarak kabul edilirken, iizerindeki degerler mastitis gostergesi olarak
degerlendirilmektedir. Avrupa Toplulugu igin gegerli olan limit deger siit cinsine gore inek
stitli i¢in 400000/ml, manda siitii i¢in 500000/ml olarak belirlenmis olup topluluk bu degeri
giderek asag1 cekmektedir.

7.6. Sonuglarin Degerlendirilmesi

7.4’ te anlatilmistir.
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MASTITISE NEDEN OLAN
MIKROORGANIZMALARIN iZOLASYON VE
IDENTIFIKASYON YONTEMLERI

1. AMAC

Siit érneklerinde mastitise neden olan bakterilerin izolasyon ve identifikasyonudur.

2. UYGULAMA ALANI

Siit 6rneklerinden mastitis etkenlerinin izolasyon ve identifikasyonu igin gergeklestirilen

bakteriyolojik uygulamalar1 kapsamaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve c¢alisanlarin enfeksiyonuna yol agma riski nedeniyle enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla calisirken dikkatli olunur ve OIE Manual ve WHO
Laboratory Biosafety Manual esas alinarak kurallara uyulmas: saglanir. Materyalin taze

olmasi ve soguk zincir kosullarinda gonderilmesi gerekir.

5. TANIMLAR/KISALTMALAR
Mastitis: Meme dokusunun yangisidir.

Subklinik mastitis: Yangisel belirtinin gozlenmedigi, siitiin normal gériiniiste oldugu ancak

patojen mikroorganizmalari igerdigi mastitis.

Klinik Mastitis: Meme loblarinda agri, siskinlik, sicaklik ve sertlik gibi yangisal belirtilerle

birlikte genel semptomlarin goriildiigii mastitis.

CMT (California Mastitis Test): Mastitisli memelerdeki siite sizan l6kositlerin icin de

bulunan DNA (Deoksiribonukleik asit)nin serbest kalmasi esasina dayanan bir testtir.

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

Mastitis stipheli siit 6rneklerinden, bakteriyel etkenlerin kiiltiirel metot ile izolasyon ve

identifikasyonu.
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7.TEST METODU’NUN TANIMI
7.1. Materyal

Mastitise neden olan bakterileri igeren siipheli siit 6rnegi.

7.2 Kullanilan Ekipman

- Isik mikroskobu

- Etuv

- Pastor pipeti

- Otoklav

- Biyogiivenlik kabini (class II)

7.3. Kullanilan Kimyasallar
California Mastitis Test (CMT) soliisyonu :

Sodium lauryl sulphate 20¢g
Sodium hydroxyde (%10) 15¢g
Brom cresol purple 0.1g
Distile su 1000 ml

Metilen Mavisi (Stok Soliisyonu):
Metilen Mavisi 15¢
Alkol 100 ml

Metilen Mavisi bir havana konur, Uzerine konan azar miktarlardaki alkolde eritilir. Bir siseye

alinan boya soliisyonu, 4-5 saat ¢alkalanir ve 24 saat bekletildikten sonra filtre kagidindan

stziillir ve siselerde saklanir.

- Kullanma Soliisyonu (Loffler)
Metilen Mavisi (stok) soliisyon 30 ml
Distile su (%0,01 KOH’li) 100 ml

Once distile su i¢ine %0,01 oraninda KOH konur ve karistirilir, sonra da 30 ml stok metilen

mavisi soliisyonu katilir ve karistirilir. Bir giin bekletildikten sonra filtre kagidindan siiziilerek

cam kapakli siselerde muhafaza edilir.
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Jansiyana Moru (Stok Soliisyon)
Jansiyana moru 5g
Alkol (%95) 100 ml

Jansiyana moru bir havana konur, Uzerine konan azar miktarlardaki alkolde erimesi saglanr.
Bundan sonra . bir siseye alinan boya soliisyonu, 4-5 saat ¢alkalanir ve 24 saat bekletildikten

sonra filtre kagidindan siiziiliir ve siselerde saklanur.
- Kullanma Soliisyonu (karbollii)

Jansiyana moru (stok) soliisyon 10 ml

Distile su (% 1 asit fenikli’li) 100 ml

Once fenol suda eritilir ve sonra boya ilave edilir. Bir giin bekletildikten sonra filtre

kagidindan stiziilerek cam kapakli siselerde muhafaza edilir.

Fuksin Boyas1 (Stok Soliisyon)
Bazik fuksin 3g
Alkol (%95) 100 ml

Bazik fuksin bir havada alkolde ezip eritildikten sonra. bir siseye alinan boya soliisyonu, 4-5

saat galkalanir ve 24 saat bekletildikten sonra filtre kagidindan siiziiliir ve siselerde saklanir.

Sulu Fuchsin Soliisyonu

Bazik fuksin (Stok) 10 ml

Distile su 100 ml

Fuksin distile su ile karigtirilir ve filtre kagidindan siiziilir.
Lugol Soliisyonu

Gram boyama metodunda mordan olarak kullanilir.

fyot lg
KI 2g
Distile su 300 ml
Veya

Iyot 5g
KI 10g

Distilesu 1000 ml

Iyot ile KI havanda iyice ezilir. Sonra distile su yavas yavas katilir ve iyice karistirilir. Sonra bir

siseye aktarilir. Kahverengi siselerde saklanir.
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Kovaks Ayraci

Kiiltiirde olusan indol'u ortaya koymada kullanilir.
P-dimetil amino benzaldehit 5g

Amil alkol (veya butil Alkol) 75 ml

HCI (konsantre) 25 ml

Once P-dimetil amino benzaldehit alkolde eritilir ve sonra hidroklorik asit yavas yavas

katilir. Agz1 kapali siselerde buzdolabinda muhafaza edilir.

7.4. Numunenin Hazirlanmasi ve Muayene/Analizin Yapilmasi
7.4.1. Siit 6rneginin alinmasi

Bakteriyolojik muayeneler i¢in alinacak siit rnekleri 6ncelikle sagimdan 6nce ve miimkiin
oldugu kadar aseptik kosullarda alinmalidir. Meme i¢i veya sistemik antibiyotik ile tedaviden
once bir siit 6rnegi elde etmek esastir. CMT pozitif reaksiyon veren memelerin baslar1
%70 alkol veya bir antiseptik ile dezenfekte edildikten sonra meme bag1 kurulanir. Meme
kanallarindaki ilk siitte somatik hiicre sayis1 ve bakteri sayis1 yiiksektir. Bu nedenle ilk sagim
stit atildiktan, sonra CMT pozitif reaksiyon vermis olan her memeden ayr1 ayri, tercihen
agz1 vida kapakly, steril siselere 15-20 ml siit alinir, agz1 kapatilir ve etiketlenir. Etikete hayvan
numarasi ve hangi memeden alindig1 yazilir. Stit 6rnegi bakteriyolojik muayene yapilincaya
kadar 4°Cde tutulmalidir, miimkiin olan en kisa siirede soguk zincire uygun olarak

laboratuvara ulastirilmalidir.
- Kosullar elverigli ise, siit 6rnekleri dondurularak laboratuvara génderilmelidir.

-Mycoplasma sppden ileri gelen mastitisten siiphe ediliyor ise 5mg/ml miktarinda ampicillin

ilave edilmis bir nakil vasatina siit 6rnegi konur, nakil siiresince uygun bir 1sida tutulur.

California Mastitis Testi (CMT) : Uygulamada dort gozli kiigiik plastik kabin her goéziine
hayvanin (sig1r icin) her memesinden, 2ml siit konulur, {izerine esit miktarda CMT ayraci
ilave edilir. Karigim 15-20 saniye dairesel hareketlerle karistirilir, olusan presipitasyon

durumuna gore degerlendirme yapilir.

7.4.2. Muayenenin yapilmasi:

7.4.3. Bakteriyoskopi: Siit ornegi santrifiij edilerek, ¢okiintiiden bir preparat hazirlanir.
Staphylococcus spp., Streptococcus spp. gibi Gram (+) patojenleri ve kristal viyole ile koyu
boyanan Candida albicans gibi mayalarin da ortaya konmasi icin Gram boyama rutin olarak
kullanilir. Mycobacterium sp. ve Nocardia astroidesden siiphe ediliyorsa Ziehl-Nielsen ile

boyanir.
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Gram Boyama
1.Preparat hazirlanir, havada kurutulur ve alevde tespit edilir ( fiksasyon ),

2.Kristal Violet (veya metil violet) soliisyonu dokiiliir ve 2-3 dakika bekletildikten sonra,

boya uzaklastirilir

3. Uzerine Lugol soliisyonu konularak 1-2 dakika beklenir. Lugol soliisyonu dékiiliir
4.Absolut (% 96’lik) alkolle dekolere edilir (Islem, alkol renksiz akincaya kadar devam eder),
5.Preparat su ile yikanarak alkol uzaklastirilir.

6.Eosin veya sulu fuksin ile 5-10 saniye boyanir ve su ile yikanarak boya giderilir.
7.Hazirlanan preparat kurutma kagidinda veya havada kurutulur.

8.Immersion yag1 konularak immersiyon objektif ile incelenir.

Sonug: Gram (+) bakteriler koyu mor,

Gram (- ) bakteriler pembe renkli boyanmis olarak goriiliir.

Ziehl-Nielsen boyama yontemi:

a- Preparat hazirlanir, kurutulur ve tespit edilir.

b- Lam iizerine ve tiim lami kaplayacak sekilde karbol fuksin soliisyonu konur.

c- Preparat alttan 4-5 dakika ve aralikli olarak hafifce 1sitilir. Preparatin yanmamasina ve
kabarciklarin ¢tkmamasina dikkat edilir (preparat tizerinden hafif buharlar ¢ikabilir).

d- Boya dokiiliir ve asit-alkolde (%95 alkol + %5 HCL asit) dekolore edilir.

e- Suile yikanir.

f-  Preparat iizerine metilen mavisi soliisyonu konur ve 10-15 saniye boyanur.

g- Boya dokiiliir ve su ile yikanir.

h- Kurutulur ve immersiyonla muayene edilir. Mycobacterium spp. kirmizi renkte, diger

bakteriler ise mavi renkte goriiliirler.

Giemsa Boyama : Hazirlanan ince damla kurutulmus frotiler, absolii metil alkolde 3 dakika
tespit edildikten sonra, %5’lik Giemsa boya soliisyonunda (%5 Giemsa stok boyasi, pH’s1
7.2 olan distile su ile %5 oraninda sulandirilir) oda 1sisinda 40 dakika siireyle veya %10’ luk
Giemsa boya soliisyonunda 20-30 dakika boyanir. Daha sonra distile su ile yikanip kurutulan
boyali preparatlar iizerine immersiyon yagi damlatilarak, mikroskopta immersiyon objektifle
Prototheca spp. (Algler) yoniinden muayene edilir.

Giemsa soliisyonu: 1 Kisim Stok Giemsa soliisyonu + 9 kisim Distile su
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7.4.4. Kiiltiir :

Bakteriyolojik muayene uygulanacak siitler buzdolabindan c¢ikarilir. Biraz bekletilerek
ihitilir.10-12 kez alt iist edilerek iyice karistirilir. Sonra bu siitlerden 0.01-0.05 ml birer 6ze
dolusu ekilir. Kanli agar ve MacConkey agara ikiser siit ornegi, Edwards besiyerine dort siit
ornegi ekilir. Kanli agar ve MacConkey agar 24 saat, Edwards besiyerindeki ekim 48 saat
37%de iiremeye birakilir. Ureyen koloniler dnce gozle sonra koloni mikroskobu ile kontrol
edilir. Kat1 besiyerinde iireyen koloniler pigment 6zellikleri, renkleri, biiytikliikleri vs. gibi
morfolojik o6zellikleri yoniinden incelendikten sonra frotiler yapilir ve Gram boyanarak
kolonilerin mikroskobik goriiniimleri kaydedilir. Daha sonra bu mikroorganizmalarin

kiiltiirel, biyokimyasal ve bazi1 6zel testlerdeki 6zellikleri incelenerek identifikasyonuna gidilir.

Mastitise neden olan etkenlerin izolasyon ve identifikasyonu icin ¢ok degisik besiyerleri ve

baz1 6zel testler kullanilir.

Belirtilen besi yerlerindeki ekimlerde iireme olmazsa, eger siitler ekimden 6nce inkiibasyona
birakilmamigsa 16-20 saat 37°de tutulduktan sonra tekrar ekilirler. Subklinik mastitis
vakalarindan alinmis numunelerse C.M.T. derecelerinin bilinmesi yararli olacaktir. Tim

bunlara ragmen (C.M.T. 2 ve 3) {iremez ise:
1-Kiiltiirler 2-3 giin daha inkiibasyonda tutulurlar.

2-Ureme olmayan siitler 3000 rpm. de 15 dakika santrifiij edilerek sedimentten froti yapilir,

boyanarak muayene edilir ve tekrar bu sedimentten ekim yapilir.

3-Ureme olmayan siitten Sabouraud agar, PPLO besiyeri ve anaerob kosullarda iiretmek

tizere Kanli agara ekim yapilir.

Yine iireme olmazsa iiremeyen siitiin alindig1 hayvandan sagimin basinda, ortasinda ve

sonunda alinacak siit drneklerinden tekrar ekimler yapilir.

Mastitise neden olan etkenlerin izolasyon ve identifikasyonu igin kullanilan bazi ozel

besiyerleri ve testler asagida belirtilmistir.

Kanli Agar: Mastitis olusturan patojen mikroorganizmalarin ¢ogu Kanli agarda iirer.
Staphylococcus spp. ve Streptococcus spp.nin hemoliz durumlar: da bu besi yerinde incelenir.
Staphylococcusspp., Streptococcus spp., Micrococcus spp., Koliform bakteriler, Corynebacterium
spp., Pseudomonas spp., Bacillus spp. ve Clostridium spp. gibi ¢ok sayida mikroorganizma
tiretilerek morfolojik, kiiltiirel ve biyokimyasal 6zellikleri incelenebilir. Bununla birlikte bu
besiyerinde Candida albicans ve Aspergillus fumigatus gibi fungal patojenler 37°Cde 2-3 giin

i¢cin de daha hizli iireyen bakteriler ise karigmamus ise ya da az miktarda bulunuyorsa tirerler.
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Eskulinli Kanli Agar: Kanli agara %0.05-0.1 oraninda eskulin ilave edilerek hazirlanir. Bu
besiyerinde eskulinin ayrigsmasindan bagka, hemoliz yapan bir¢ok bakterilerin hemolitik
ozelliklerini gozlemek de miimkiindiir. Stirii bazinda ¢ok sayida siit 6rneginin kiltiiriiniin

yapilmasi gerekiyorsa sadece eskiilinli kanli agarin kullanilmas: yeterlidir.

Edwards Besiyeri: Streptococcus sppnin tipik koloniler olusturmas: ve hemoliz durumlar:
gozlenir. Bu besi yerinde Streptococcus spp, Pseudomonas spp., Koliform bakteriler ve Proteus
spp. uredigi halde Staphylococcus spp., Micrococcus spp., Bacillus spp. ve Corynebacterium spp.

lreyemez.

MacConkey Agar: Laktozu fermente eden bakterilerin (Koliform grubu) kolonileri,gri-

pembe ve kirmizi renkte goriliirler.

Buyyon: Kat1 besiyerinde iiretilen mikrorganizmalarin biyokimyasal 6zelliklerini incelemek
ve antibiyogram testinde kullanilir. Buyyona %5-10 oraninda steril at serumu katilarak

serumlu buyyon hazirlanir.

Mastitise neden olan bakterilerin identifikasyonunda kullanilan bazi biyokimyasal

testler:
Katalaz Testi:

Katalaz bir enzimdir ve aerobik mikroorganizmalar tarafindan olusturulur.

Materyal

1)Taze hazirlanmig hidrojen peroksid soliisyonu (%3-%30 H,0,)

2)Taze mikroorganizma (12-18 saatlik) siv1 veya kat1 kiiltiirii

3)Bilinen pozitif olarak kullanilacak pozitif (Staph. aureus) ve negatif (S.faecalis) kiiltiirleri.
Metot

1)Mikroorganizma ekildikten sonra 37°Cde 1-7 giin inkiibe edilir. Kat1 besiyerinde (kanl
agar haric) iiremis mikroorganizma kolonilerinden yeterli miktarda alinarak lam tizerine
konulur, sonra iizerine %30’luk H,O, 1 damla konur.

2)Swv1 besiyerinde (5ml) iiremis kiiltiir izerine %3’liik hidrojen peroksitten 3-4 damla katilir.
Kabarciklarin ¢ikmasi reaksiyonun pozitif oldugunu gésterir. Ozellikle Staphylococcus spp.n

ayirdedilmesinde kullanilir.
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Oksidaz Testi:

Besi yerine ekilen mikroorganizma 37°Cde 1-7 giin inkiibe edildikten sonra iireyen
koloniler tizerine oksidaz ¢ubuklarinin agik sar1 renkli kismina besi yerinde iretilmis
mikroorganizmalardan ekim yapilarak 5-10 saniye beklenir. Pozitif reaksiyonda koyu mor

renk olusur, bir dakikadan sonraki reaksiyonlar negatif kabul edilir.

Koagulaz Testi:

Staphylococcus sppnin identifikasyonunda kullanilan bir testtir. Genellikle patojen
Staphylococcus spp.’nin salgiladig: bir enzim olan koagulazin tavsan ve insan plazmasini,
pihtilastirma ozelliginden yararlanilir. Test tiipte ve lamda olmak tzere iki sekilde

uygulanmaktadir.

Birinci yontem tiip i¢in de plazma ile uygulanir. Tiipte koagulaz testi igin iki kiigiik tiipe
0.5 ml 1/10 sulandirilmis olan plazmadan konulur. Tiiplerden birine 5 damla kontrol
edilecek kiiltiirden ilave edilir. Kiiltiir olarak 18 saatlik buyyon kiiltiirii veya tipik kolonilerin
tizyolojik tuzlu sudaki (FTS) siispansiyonu olabilir. Her iki tiip 37°C'de inkube edilir ve sik stk
pihtilagsma izlenir. Genellikle 1-5 saat icin de koagulaz pozitit Staphylococcus spp. plazmayi
pihtilagtirmaktadir.

Lam tizerinde koagulaz testiicin tipik bir kolonilam tizerinde bir damla FTS ile siispanse edilir.
Olusan emiilsiyon iizerine bir damla sulandirilmis plazma konulur ve iyice karistirildiktan
sonra koagulaz pozitif Staphylococcus spp. birkag saniye i¢in de kiimeler olustururlar. Her iki
testte kendiliginden kiimelenen Staphylococcus spp.’nin ayirdedilmeleri i¢in, plazma ilave

edilmeden bu yonden kontrolleri yapilmalidir.

Mannitol Fermentasyonu:

Staph. aureus suslarinin bircogu Staph. epidermidisten ayri1 olarak mannitolden asit
olustururlar. Patojenik Staphylococcus spp.nin izolasyonunda Mannitol Salt Agar ¢ok
kullanilan selektif bir besiyeridir. Bu ortamda Staph.aureus iyi bir sekilde iirer ve agar
yiizeyinde koloni etrafinda Mannitolden asit olusumunu ortaya koyan sar1 renkli bir agilma

meydana getirir.

CAMP (Christie, Atkins ve Munc- Peterson) Testi :

Streptococcus agalactiae’nin identifikasyonunda oldukea giivenilir bir yontemdir Besiyeri
olarak kanli ve eskiilinli kanli agar kullanilir. Petrinin tam merkezinden gegecek sekilde
kalin bir ¢izgi halinde bir beta toksin olusturan hemolitik bir stafilokok susundan (Staph.
aureus) ekim yapilir. Sonra bu inokulasyonu dik olarak ve hemen inokulasyonun kenarindan

baslayan fakat stafilokok’a temas etmeyecek sekilde stipheli streptokokun ekimi yapilir.
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Kontrol olarak mevcut bilinen bir streptokok susunun ekimi yapilir. Petriler 24 saat 37°C’
inkubasyonda birakildiktan sonra degerlendirilir. Pozitif durumlarda Streptococcus agalactia
- stafilokok tireme hattinin kesistigi yerde beta hemolitik bir hemoliz alani olugur. Reaksiyonu

degerlendirmek icin stipheli kiiltiir kontrol kiiltiirle karsilagtirilir.

Sekil : CAMP testi
1 - CAMP +, gama hemolitik Str. agalactiae
2 - CAMP +, beta hemolitik Str. agalactiae

3 - CAMP — , beta hemolitik Str. zooepidimicus
4 - CAMP — , gama hemolitik Str. dysgalactiae

Metil Kirmaizisi Testi

Test, mikroorganizma cinslerini (E. coli +, Enterobacter aerogenes -, E. cloacae -) ve tiirleri
(L. monocytogenes +) ayirmada kullanilir. Metil kirmizisi soliisyonu pH 6.0 da sar1 renk ve

pH 4.4 den asagida kirmizi renk gosterir.

Materyal

1) Tipte hazirlanmis Clark ve Loops besi yeri (MR/VP buyyonu)

2) Saf ve taze mikroorganizma kiiltiirleri

3) Kontrol pozitif (E.coli) ve negatif (E. cloacae) mikroorganizma kiilttirleri
4) Metil kirmizis1 pH indikatorii

5) Ekilmemis besi yerleri

Metil Kirmizis1 Indikatérii

Besi yerlerinin pH’sin1 6l¢mede ise yarayan bir indikatordiir. Ortamin pH’st 4.4 inince, bu

kirmizi renkte ve pH 6.2de ise saridir.
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Metil Kirmizis1 0.2 g

Alkol (%95) 50 ml
Distle su 50 ml

Metot

Uremis kiiltiirlerden, besi yerlerine ekimler yapilir ve tiipler 37°C de 2-7 giin inkubasyona
birakilir.Uzerine metil kirmizisi soliisyonundan 4-5 damla damlatilir ve iyice karigtirilir, {istte
kirmiz1 renkli bir halkanin meydana gelisi pozitif metil kirmizisi testi olarak kabul edilir.
Negatif reaksiyon halinde iist tarafta sar1 bir halka goriiliir. Testte dikkat edilecek noktalar,
kiiltiirlerin yeterince inkubasyonda kaldiktan sonra test uygulanmalidir. Besi yerine katilan
peptonlarin metil kirmizisi testi tizerine etkisi fazladir ve besi yerlerine katilan glikoz orani

% 0.5 den agag1 olmamalidir ve fosfat buffer icermelidirler.
Voges-Proskauer (VP) Testi

Bu test, bazi mikroorganizmalarin glikozu fermente edilerek, nétral bir iiriin olan
acetylmethyl-carbinol'u (acetoin) meydana getirme yetenegini tayinde kullanilir. Bakteri

tiirlerini (K.pneumoniae (+), E.coli (-) belirlemede kullanilir.

Voges Proskauer testi ile metil red testi, ortamlarinin ayni olmasi nedeniyle birlikte
uygulanabilirler. Metil red pozitif olanlarda (organik asit fazla olmasi nedeniyle), VP
reaksiyonu negatif olabilir. Notral tiriinler meydana gelmeyebilir (genel bir kural degil). ilk

baslangicta MR testi pozitif goriilebilir. inkubasyon siiresi uzarsa acetoin olusabilir.

Materyal

1) MRA/P besi yeri (Clark-Loops, pH 6.9,5 ml)

2) Mikroorganizmalarin saf ve taze kiiltiirleri

3) Kontrol pozitif (E.cloacae, K.pneumoniae) ve negatif (E.coli) suslarinin kiiltiirleri
4) O’Meara ay1raci (veya Barzit VP ayiraci)

5) Ekilmemis besi yerleri

Metot
Glikoz igeren bufferli besi yerine kiiltiirlerden ekilir ve 37°C de 2-7 giin inkube edilir.

Bu siirenin sonunda kiiltiirlere ve ekilmemis tiiplere ayiragtan (O’Meara) 1 ml ilave edilerek
hafifce ¢alkalanir ve su banyosunda (37°C de) 4 saat tutulur. Aralikli olarak hafifce ¢alkalanir.
Besiyerinin iistiinde 2-5 dakika i¢cin de pembe rengin olusu, acetoin varligini ortaya
koydugundan pozitif reaksiyon olarak kabul edilir. Eger sar1 renk meydana gelirse negatif

olarak dikkate alinir. Testte dikkat edilecek noktalar, bazen ayira¢ ilaveden 1 saat sonra
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bakir renkli gibi bir goriiniim meydana gelebilir. Negatif olarak degerlendirilir. T- infiizyon

buyyonu, i¢in de acetoin ve diasetil bulunabilmesi nedeniyle tercih edilmemelidir.

Sitrat Testi

Bu test, mikroorganizmalarin, besi yerlerine katilan sitrat1 karbon kaynagi ve amonyum
tuzlarini da nitrojen kaynagi olarak kullanabilme yetenegini saptamada, bakteri cins ve

tiirlerini identifikasyonda kullanilir.
Materyal

1) Tiip i¢in de yatik Simmons citrate agar besi yeri (4-5 ml, pH 6.9 ve yesil renkte) veya
Christensen sitrat sulfid besi yeri (4-5 ml pH 6.7, a¢ik renkte)

2) Test edilecek mikroorganizmalarin taze ve saf kiiltiirleri
3) Kontrol pozitif (Klebsiella aerogenes) ve negatif (E.coli] mikroorganizmalar1

4) Ekilmemis besi yerleri

Metot

Muayeneleri yapilacak saf kiiltiirler steril fizyolojik su veya bufter ile biraz sulandirildiktan
sonra besi yerlerine ekimler yapilir ve tiipler 2-7 giin 37°C inkubasyonda tutulur. Christensen
besi yerine igne ile inokulasyon yapilir ve yatik ytlizeye de igne siiriiliir. Testin sonucunda,
hi¢bir tiremenin olmamasi ve ortamin orijinal yesil rengini muhafazasi negatif reaksiyon ve
ekim hatt1 boyunca iireme ile birlikte koyu mavi rengin meydana gelmesi de pozitif reak-
siyon olarak degerlendirilir. Christensen sitrat sulfit besi yerinde hig bir renk degisikliginin
goriilmemesi (agik rengin muhafaza edilmesi) negatif reaksiyon ve ekim hatti boyunca tireme
ile birlikte pembe-kirmizi rengin olusumu da pozitif reaksiyonu ifade eder. Degerlendirme,
kontrollere bakilarak yapilmalidir. Besi yerlerine ¢ok fazla ekim yapilmasi, yanlis pozitif
reaksiyona neden olabilir. Inokulum uygun oranda sulandirilmalidir. Besi yerine konan
indikator boyalarin (brom timol mavisi ve fenol kirmizisi) ticari firmalara gore degismek
lizere, ayn1 miktarlarin da renk farkliliklar1 goriilebilir. Ekim yapilirken pepton, glikozun veya
azot'un sitratli besi yerine tasinmasi, yanlis pozitif reaksiyona yol agabilir. Simmons sitrat
besi yerinde iireyen bir mikroorganizma Christensende de iireyebilir. Ancak, Christensen

besi yerinde iireyen Simmons ortaminda tiremeyebilir. Buna gore de pozitiflik degisebilir.

Deoksiribonuklease (Dnase) ve Termonuklease Testleri

Bu test, mikroorganizmalarin isiya dayanikli olan deoksiribonuklease (DNase) enzimini
sentezleyebilme yeteneklerini 6l¢gmede kullanilir. Enzim, hiicre gekirdeklerinde bulunan

deoksiribonukleik asid’i (DNA) depolimerize ederek ayristirir.
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Ayrica, S. aureus'un DNasenin 1s1 karsisinda termonuklease stabilitesini 6lcmede de

yararlanilir.

DNase aktivitesi, ozellikle, koagiilaz negatif reaksiyon veren S. aureusun patojenitesini
tayinde yardimci olur. Bu yonden, S. aureus (+) ve S. epidermidis (-) dir. Ayrica, birbirlerine
yakin pigment vermeyen genuslardan Klebsiella-Enterobacter-Serratia tiirlerini ayirmada da

kullanilir. Serratia spp (+), Klebsiella ve Enterobacter spp. (-) dir.

Thermonuclease testinde, 1s1 karsisinda, S. aureus tarafindan sentezlenen DNase varlig1 ortaya

konur ve S.epidermidis ve diger Micrococcus spp.1n olusturduklarindan fark: ortaya konur.

DNaseller birgok mikroorganizmanin ekstraksiyonundan elde edilebilir. Ekstraselluler
karakterde olanlar, S. aureus, grup/A Streptococcus spp., C. diphteriae, S. marcescens, P.
aeruginosa, Bacillus spp. ve Vibrio spp.lerden izole edildigi bildirilmistir. DNase enzimleri
hem S. aureus ve hem de S. epidermidisden elde edilmistir. Bunlardan S. aureusunki 1stya
dayaniklidir (100°C 15 dakika).

Materyal
Kiiltiir filtratlarinda bulunan ekstraselliiler DNase 6l¢mede asagidaki materyal kullanilir.

1) I¢inde, son konsantrasyonu 2 mg/ml kadar olan DNA ile toluidin mavisi (% 1) bulunan

agar plaklar1 (Toluidin mavisi DNA agar)
2) Teste tabi tutulacak mikroorganizmalarin (stafilokok suslar1) saf ve taze sivi kiiltiirleri
3) Kontrol mikroorganizmalar pozitif (S. aureus) ve negatif (S. epidermidis) suslar.

4) Hidroklorik asit (1 N HCL).

Metot

Petri kutusunda ki Toluidin mavisi DNA agar iizerine ortasina (bir noktaya) incelenecek
mikroorganizma kiiltiirlerinden ¢izgi tarzinda ekim yapilir. Petri kutusu 37°Cde 2-3 giin
inkube edildikten sonra, ekimin yapildig1 yerlerde tiremenin etrafinda parlak-pembe bir
aciklik meydana gelir. Eger, besi yerinde Toluidin mavisi yoksa o zaman hidroklorik asit (1 N,
sollisyonu, agar tizerine yayilir. Testin degerlendirilmesi, toluidin mavisi DNA agar iizerinde
tireme etrafinda parlak pembe agik sahanin olusmasi DNase pozitif olarak degerlendirilir.
Negatif olgularda bir degisiklik goriilmez. Toluidin mavisi icermeyen DNA agar iizerine hid-
roklorik asit (1 N) ince bir tabaka halinde yayilir. Pozitif durumlarda tireme etrafinda agik
bir alan meydana gelir. Buna karsin negatif kiiltiirlerde, tireme etrafinda opak bir renk vardur.
Termonuklease 6lgmek icin ise, kiiltiirler su banyosunda isitilir (kaynayan 100°C suda 15
dakika) ve sogutulur. Toluidin mavisi DNA agar iizerinde agilan 5 mm. ¢apindaki ¢ukurlara
isitilmig (kontrol) kiiltiirlerden konulur. Petri kutular1 37°C de 2-4 saat inkube edilirler.

Bu siirenin sonunda, etrafinda parlak pembe renk olusan ¢ukurlardaki filtratlarda isiya
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dayanikli (termostabil) DNase (termonuklease) bulunmaktadir (pozitif reaksiyon). Pembe

renk gostermeyenler ise negatif olarak kabul edilir (S. marcecens).

Isitilmig  Isitilmamis
S.aureus + +

Serratia marcescens + -

Testte dikkat edilecek noktalar, kiiltiirler taze olmali ve yeterli bir iireme meydana gelmel,
denemec ift olarak diizenlenmeli ve hem DNase ve hem de termonuklease akitvite 6l¢iilmelidir.
DNase'lerin gogu aktiviteleri icin besiyerlerinde divalan katyonlara gereksinimleri vardir.

Negatif durumlarda, gerektiginde inkubasyon sureleri uzatilabilir.

Urease Testi

Bu test, mikroorganizmalarin iireyi hidrolize eden urease enzimini saptamak amaciyla
yapilir. Urease aktivitesi i¢in optimal pH 7.0 dir. Besi yerinde amonyak’in meydana gelmesi
pH'nin yiikselmesine neden olur. Amonyagin meydana geldigi de indikator boya ve Nessler
ayiraci ile ortaya konur. Amonyagin meydana geldigi de indikator boya ve Nessler ayiraci ile
ortaya konur.

Urease testi i¢in bazi yontemler (Christensen, Stuart, vs.) gelistirilmistir.

Christensen metodu agagidadir.

Materyal
1) Christensen’in tireli agar1 (tiip veya petri kutusunda) veya iireli buyyon
2) Mikroorganizmalarm saf ve taze kiiltiirleri

Kontrol mikroorganizmalar. P. vulgaris (+) ve E. coli (-)

Nessler Ayraci

Amonyak aranmasinda kullanilan bir eriyiktir.

Nessler tuzu 68 g

NaOH 8g¢g

Distile su 800 cc

Once Nessler tuzu 100 cc. distile su da ayr1 olarak eritilir. 800 cc distile suda eritilen 85 g
NaOH, birinci soliisyonla karistirilir ve bir litreye tamamlanir.

Metot

Petri kutusu {izerine fazla miktarda mikroorganizma ekildikten sonra 37°C de 1 -5 giin

birakilir. Her giin kontrol edilen kiiltiirlerde (kirmizi rengin meydana gelmesi pozitif
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reaksiyon) renk degismelerine dikkat edilir. Bazi durumlarda renk degisikligi 5-6 saat i¢in de
meydana gelebilir. Kiiltiirde kirmizi rengin meydana gelmesi (amonyak olusumu nedeniyle
pH’nin yiikselmesi sonu indikatoriin renginin ortaya ¢ikmasi) pozitif reaksiyon olarak ve

hi¢bir degisikligin olmamasi de negatif olarak degerlendirilir.

Tablo -I: S1gir Mastitisi olusturabilen bakteriler ve bunlarin tahmini identifikasyonuna

yardimci temel 6zellikleri:

£
£ ks .
. = :E ] = Diger Ozellikler ve Teyit Testleri
Mastitise Neden Olan| S '@ g0 N =
2 < S =
Bakteriler 2| = 2 £ = o
s |5 =< 2 2 =
PERE) = = S -
AR TR = = &
ElElEI2] 8IS E| & = |8
HEIKIFIEEE g | g
Ol=|d|O| = |SD| o O =
Str.agalactiae + |C |- |- [Bay |- - + B |[CAMP testi pozitif
Str.dysgalactiae + |IC |- |- |« - - - C  |Alfa hemolitik, CAMP negatif
] Eskiilin seg¢ici, Mac Conkey agarda
Str.uberis + |C |- |- lay |- + - - .
tireme yok
Mac Conkey agarda topluigne basi
Enterococcus . . s
) + |C |- |- |oay |+ + - D  |seklinde kirmiz1 koloniler, Esciilin
feacalis o
hemolizi
Str.pyogenes + |C |- |- B - - - A [Basitrasine duyarli (0.04 unite disk)
Str.pneumoniae + |C |- |- |o - + - - Optochin'e duyarli, Siklikla mukoid
Str.equi subs. L e b C Grup C: trehaloz (-), sorbitol (+),
ooepidemicus | i ) ) laktoz (+), maltoz (-)
Altin saris1 pigment, ¢ift zonlu hemoliz, koagulaz (+
Staph.aureus +c o+ Pig ¢ gulaz (1)
mor agarda maltozu fermente eder
) Toz seklinde beyaz koloniler IMVIC testi +/+/-/-, EMB agarda
E.coli - IR [+ |- R + . . . -
metalik parilti. Nadiren mukoid, oldukea siklikla hemolitik
Klebsiella . . . .
) - R+ [0 + Mukoid, Filamentoz koloniler, hareketsiz
pneumonide.
Mukoid koloniler,
[Enterobacter . . .
- R [+ | [0 + hareketli, IVMIC testi  [IMVIC testi -/-/+/+
aerogenes e
Serratia R |+ 0 N 25 °C’de kirmizi pigment, bazi suslar 37 °C’de
marcescens kirmizi pigmentli
Pseudomonas e S
. - R+ F E |+ Yesilimsi-mavimsi pigment, meyve kokulu
aeruginosd
|Actinomyces L . .
+ R |- | [0 - Kiigiik koloniler, puslu hemoliz
pvogenes _ ]
[Nocardia L E L . Toz seklinde beyaz koloniler, vasata yapisik, MZN +,
asteroides i i inkuhasﬁgn suresi 3 giin, Sabouraud agarda iirer
\Pasteurella R Lk Tatli kokulu koloniler, non-hemolitik, indol +,
multocida Mac Conkey agarda iireme yok.
P heamolytica - R v £ H+ |+ Kokusuz, hemolitik, indol -
. Endospor olusturur, genis kapillali hemoliz,
Bacillus cereus + R [+ | [0 - - .
biiyiik kuru koloniler
C=Kok, R=Comak, F=Flament6z (+)= Pozitif Reaksiyon +/- Cogu Suslar1 Pozitif Olan V= Degisik Suslara sahip,(-) =
Negatif Reaksiyon, IMViC=indol, Metil Red, Voges-Proskauer ve Sitrat Testleri,
MZN= Modifiye Ziehl-Neelsen boyama
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Bakteri Identifikasyonu : Tablo-Tde 6zetlenmistir.
Staph. aureus’un Identifikasyonu

a- Koloni morfolojisi: Yuvarlak, parlak, altin saris1 renkteki koloniler, ¢ift-hemoliz zonu ile
gevrelenmistir. McConkey agarin ¢ogu formulasyonunda 6zellikle kristal viyole ilave edilmis
olanlarda ve Edwards besiyerindede tireme olmaz.

b-Gram boyama: Gram pozitif koklar.

c-Koagulaz testi: Bu testizole edilen susun Koagulaz (+) dolayisiyla patojen bir sus oldugunun
ortaya konmasinda gereklidir.

d- %1 Maltoz ilave edilmis Mor Agar: izole edilen susun Staph. aureus olup olmadiginin

belirlenmesinde tahmini bir kontrol yontemidir.

e) Antibiyotik duyarlilik Testi: Cogu Staph. aureus suslar1 penisiline ve yaygin olarak
kullanilan antibiyotiklere direngli olmasi nedeniyle antibiyotik duyarlilik testi gereklidir.

Streptekoklarin (Mastitis olusturan) identifikasyonu:

a- Koloni morfolojisi: Kanli agardaki 24 saatlik inkubasyonda kii¢iik, yari-seffaf, alfa, beta
ve gama hemoliz goriilebilir.

b-Edwards besiyerinde iireme: Tim Streptococcus spp. bu segici vasat da iireme yetenegine
sahiptir. S. uberis ve Enterococcus feacalis eskiilini hidrolize eder fakat S. agalactiae ve
S. dysgalactiae hidrolize etmez. Edwards besiyerindeki hidroliz vasatin ve kolonilerin
koyulagmasiyla ortaya ¢ikar. Bu durum U.V. 1s181nda ( veya Wood’s lambasinda) daha net
goriliir. Vasattaki eskiilin UV 15181 altinda mat mavi renk olarak ortaya ¢ikar.

c-Gram boyama: Streptococcus spp., kati vasattaki kolonilerde zincir sekli ¢ogunlukla
goriilmez, yayilmis gram (+) koklar olarak goriiliirler.

d- Koagulaz Testi: Koagulaz ozelligi pozitif olan Staphylococcus spp. patojen olarak
nitelendirilirler

e-Katalaz Testi: Streptococcus spp., katalaz (-) dir. Staphylococcus spp.” da (+) dir.

f- Mac Conkey Agarda iireme: E. feacalis ve Lancefield Grup-D'deki diger Streptococcus spp.
nin bir kismi1 MacConkey agardaki safra tuzlarina tolerans gosterir ve kirmizi renkli toplu
igne basi seklinde tirerler.

g- CAMP Testi: Sadece S. agalactiae, Staph. aureus’un beta hemolizini tarafindan olusturulan
hemolizi keskin okbasi seklinde ¢ogaltir.

h-Lancefield gruplandirma: Cogunlukla gerekli degildir fakat latex agliitinasyon Kkiti
vasitastyla gerceklestirilebilir. A,B,C,D,G gruplar: igin Streptex (Welcome) ve A,B,C ve
G gruplar i¢in Phadebact Streptococcus Testi (Remel Inc.) kullanilir. S. uberis Lancefield
gruplarina dahil degildir, fakat izolat dikkatlice alinmig bir siit 6rnegine ait saf kiiltiir ise
ve Tablo-de gosterilen 6zelliklere uyuyorsa (karsilik geliyorsa) tahmini bir identifikasyon
yapilabilir.
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i- Optochin ve basitrasin duyarliligr: Baslica insan patojenleri olan S. pyogenes ve S.
pneumoniae’dan siiphe ediliyorsa basitrasin veya optochin duyarlilik testleri yapilabilir.
Grup A Streptococcus spp. (S. pyogenes) basitrasine duyarlidir fakat diger beta hemolitik
Streptococcus spp. direnglidir. S. pneumonia optochine duyarlidir fakat diger alfa hemolitik
Streptococcus spp. degildir.

k- Antibiyotik duyarlilik Testi:

Mastitis olusturan bazi Streptococcus spp., penisiline direngli hale gelmistir. Bu nedenle izolat
tizerinde antibiyotik duyarlilik testi yapilmasi tavsiye edilir. Bu test, gogu Streptococcus spp.
kan veya serum icermeyen vasatlarda tiremediginden kanli agarda yapilmalidir.

Koliform Bakterilerin identifikasyonu:

E.coli, Klebsiella pneumoniae ve Enterobacter aeroginones sigir mastitisi ile sik olarak iliskili
Enterobacteriaceae ailesi liyesidir. Serratia marcescens ise daha az sik olarak iligkilidir.

a) Koloni morfolojisi: K.pneumoniae, E.aerogenes ve ¢ok nadir olarak da E.coli mukoid
koloniye sahiptir. E.coli kolonileri MacConkey agarda yuvarlak, belirgin ve parlak pembe
renklidirler (Laktoz fermentasyonu). Enterobacteriaceae igin de E.coli kanli agarda en yaygin
hemolitik olanidir, ancak bu durum degisken bir 6zelliktir. Koliform bakteriler Edwards

vasatinda iiremezler.
b) Gram boyama: Orta biiyiiklitkte Gram (-) ¢omak¢iklardir.

c) Oksidaz testi: Gram (-) bakterilerin cogu oksidaz pozitiftir, fakat Enterobacteriaceae
tiyeleri istisnadir, bunlar oksidaz negatiftir.

d) Yari-kat1 vasatta hareketlilik: K. pneumoniae’y1 E. aerogenesten ayirdetmek igin (her ne
kadar bu iki bakteride karakteristik olarak mukoid kolonilere sahiplersede) K. pneumoniae
hareketsizdir, E. aerogenes ise hareketlidir.

e) IMVIC testi: E.colinin tahmini identifikasyonu i¢in kullanilmakta olup sabit olarak
+MR+/VP-/sitrat (-) dir.

f) Pigment iiretimi: Serratia marcescens 25 °C’ de belirgin kirmizi pigmenti olan prodigiosin
olusturur. Bu pigmenti MacConkey agardaki kolonilerde gorebiliriz.

g) Ticari identifikasyon sistemi: Enterobacteriaceae i¢in mevcuttur.

h) Antibiyotik duyarlilik testi: Bu Enterobacteriaceae iyeleri i¢in ¢ok 6nemlidir. Zira
R-faktor plazmidlerinin varlig1 nedeniyle ¢oklu ilag direncini kodlar.

Actinomyces pyogenes’in identifikasyonu :
a) Koloni morfolojisi: 24 saatlik inkubasyondan sonra kanli agardaki koloniler o kadar
kiigiiktiir ki zor goriiliirler, fakat kenar hatlar1 boyunca belli belirsiz hemoliz vardir. Daha

uzun siireli inkubasyondan sonra ise kiigiik koloniler puslu hemolizli ¢evrelenmis sekilde
goriiliir hale gelir. MacConkey agar ve Edwars vasatinda tireme gozlenmez.

b) Gram boyama: Cok sekilli Gram (+) ¢omakgiklardir.
¢) Katalaz testi: A.pyogenes katalaz (-) dir.
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d) Loeffler serum testi: 24-48 saat i¢in de A.pyogenes tarafindan egim ¢ukurlastirilir, buda
tahmini bir identifikasyon saglar.

e) Antibiyotik duyarlilik testi: Bu yavas iireyen bakteri ile testin degerlendirilmesi zordur,

bununla birlikte penicilline duyarlidur.

Pseudomonas aeruginosa’nin identifikasyonu:

a) Koloni morfolojisi: Kanli agarda Paeruginosa biiyiik ¢ogunlukla hemolitik, yassi, yesil-
mavi pigmentli (pyocyanin) kolonilere sahiptir. Koloniler karakteristik olarak meyvemsi
kokuya sahiptir. MacConkey agarda bakteri laktozu fermente etmez fakat yesil-mavi pigment
siklikla goriiliir. Edwards vasatinda iiremez

b) Gram boyama: Orta biiyiiklitkte Gram (-) comakgiklardir.

¢) Oksidaz testi: Paeruginose kuvvetli sekilde oksidaz (+) dir. Bu oksidaz (-) koliformlardan
ayirt etmeye yarar.

d) Pyocyanin artirma testi (Pseudomonas agar P -Difco):Pyocyanin Paeruginosa’ ya
6zgl oldugundan, tahmini identifikasyonu i¢in bu pigmentin ortaya konmas: yararlidir.
Pyocyanini artirma vasati etkeni zayif pigment olusturan suslari i¢in yararlidir.

e) Antibiyotik duyarlilik testi: Bu test siddetli ilaglara direngli bir bakteri oldugundan,
Paeruginosa igin gereklidir.

Nocardia asteroides’in identifikasyonu:
Kronik vakalarda palpe edilebilir graniilalar cogunlukla memebas: dokusunda mevcuttur.

a) Direkt mikroskobi: N.asteroides, yavas iireyen, konakgy, kiiltiirii zor yapilan ve ozellikle de
hayvan antibiyotiklerle tedavi edildiginde bu 6zellikleri belirgenlesen bir bakteridir. Santrifije
edilmis slit numunesinin tortusundan yapilan preparatlar: teshise ulasmada en iyi vasitadir.

b) Koloni goriintiisii: 3-4 giinliik inkubasyondan sonra beyaz toz seklinde, agarda gomiilmiis
koloniler gozlemlenir. Bazi1 suslar1 hemolitiktir. N.asteroides kolonileri kokusuzdur, buda
bunlar1 benzer kolonilere sahip streptomyces tiirlerinden ayirtedilmelerini saglar.

c) Sabouraud dextroz agarda iireme: N.asteroides ve bazi streptomyces tiirleri alisilmigin
disinda olarak Sabouraud agarda {ireme yetenegine sahiptir. Bu vasat mantarlar icin segici
bir besi yeridir.

Pasteurella tiirlerinin identifikasyonu:

a) Koloni morfolojisi: P. multocida, kanli agarda orta biiyiikliikte, parlak (bazen mukoid),
non-hemolitik, pembemsi renkte koloniler olusturur. Koloniler hassas, narin yapidadir,
karakteristik olarak oldukea tatli bir kokuya sahiptir.P. haemolytica, kanli agarda beta
hemolitik Streptococcus spp.a benzer koloniler olusturur. P. multocida, MacConkey agarda
tiremez ancak P. haemolytica kiigiik, kirmizi, topluigne basi benzeri koloniler seklinde iirer.
Bu Enterococcus faecalise benzer degildir. Edwards besiyerinde iireme olmaz.

b) Gram boyanan preperat: Kokobasil benzeri Gram-negatif comakgiklardir.
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c)Katalaz testi: Pastorellalar, Streptococcus spp.dan katalaz pozitif olmalari ile ayrilir.

d) Oksidaz test: P. multocida ve P. haemolyticanin her ikiside oksidaz pozitiftir. Oysaki
Enterobacteraceae’ler oksidaz negatiftir.

e) Indol iiretimi: P. multocida iyi bir indol iireticisidir.

Bacillus cereus’un identifikasyonu:

a)Koloni morfolojisi: Kanli agarda genis, diiz, graniillii yapida koloniler olusturur.

MacConkey agar veya Edwards besiyerinde tiremez.

b) Gram boyanan preparat: Genis, Gram pozitif ¢omaklardir. Bazilar1 sporlu olabilir.

Endosporlar, ana hiicre i¢in de temiz, boya almamus, oval bolgeler seklinde goriiliir.

Mpycoplasma spp.: Mycoplasma spp.nin izolasyonu igin 6zel vasatlar gerekir. Mastitis
vakalarina Mycoplasma spp.nin karistiginin gostergesi olarak, onemli patojenlerin izole
edilmemesi (rutin kiiltiir yontemleri ile) gelir. Meme bezlerinde siddetli degisiklikler olur,

fakat gogunlukla sistemik gelisim gozlenmez.
Mpycobacterium spp:

Memenin Mycobacterium spp. ile enfeksiyonu, sigir tiiberkiilozunun hala nisbeten yaygin
oldugu ilkeler disinda nadirdir. Mikobakteriyel bir enfeksiyondan siiphe ediliyorsa, 50
pl. miktarinda siit dikkatli olarak alinmalidir. Bu enfeksiyonlarda nisbeten az sayida
Mpycobacterium spp. mevcuttur, bu nedenle siit numunesi bakterilerin tortuda toplanmasi

i¢in santrifiij edilmelidir. Cokelti ZN boyama ve kiiltiir i¢in kullanilir.

Leptospiral agalactia:

Her ne kadar Leptospira interrogans serovar hardjo ya da pomona meme bezlerinde
bulunabilmekteyse de, bu durum tipik bir mastitis degildir. Durumun tahmini teshisi, klinik
bulgularla ve daha sonra karanlik saha mikroskobunda idrarda Leptospira spp.nin goriilmesi

esasina dayanir.

Fungal patojenler:

Bu potansiyel patojenler her zaman her yerde bulunabilirler ve cogunlukla da memeye meme
i¢i antibiyotik tiiplerinin sokulmasi yoluyla girerler. Zira mantarlar her yerde bulunabilir, siit
orneginin tekrar alinmasi tavsiye edilir. Cok sayida mantar mastitisli siit numunelerinden
izole edilmis olup, bunlar arasinda Candida albicans, Trichospora ve Sacchoromyces tiirleri

yer alir.
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Prototheca tiirleri:

P. zopfii ve Pwickerhamis klorofilsiz alglerdir, fakat kanli agarda 25-37 °C ‘de 48-72 saatlik
inkubasyonu takiben bakteri benzeri koloniler olusturur. Bu koloniler kii¢iik ve grimsi-
beyaz renktedir. Mikroskobik muayenede 4-8 adet kiz-hiicre iceren daha biiyiik sporangialar
goriliir. Bunlar en iyi sekilde nemli preparatlarda ya da Wright veya Giemsa yontemleriyle
boyanmis preparatlarda ortaya konur. Bu algler suda, toprakta, ¢amurda ve diskida ¢ok
yaygindir. Tekrarlanan siit numunesi bu alglerin meme bezinden gelmediginin ortaya
konmasi i¢in en garantili yoldur. Bu tip mastitisin prognozu zayuftir, zira tedaviye zayif yanit
verir ve algler meme dokusunda 100 giinti agkin bir siireye kadar persiste halde kalabilir.
Enfekte hayvanlar siiriideki diger hayvanlar i¢in tehlike olusturur ve acilen uzaklagtirilmalari

gereKkir.
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LEPTOSPIROSIS’ IN TESHISI

1. AMAC

Stipheli materyallerde, Leptospira tiirii mikroorganizmalarin bakteriyolojik kiiltiir yontemi

ile izolasyonudur.

2. UYGULAMA ALANI

Stipheli materyallerden, Leptospira tiirii mikroorganizmalarin izolasyon ve identifikasyonu

i¢in yapilan bakteriyolojik teshis uygulamalarini kapsamaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve g¢aliganlarin enfeksiyonuna yol a¢ma riski nedeniyle enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisirken dikkatli olunur ve OIE Manual ve WHO
Laboratory Biosafety Manual esas alinarak kurallara uyulmasi saglanir. Materyalin taze

olmas1 ve soguk zincir kosullarinda gonderilmesi gerekir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

Leptospirosis : Insan ve hayvanlarda cesitli Leptospira tiirleri tarafindan olugturulan énemli
bir zoonozdur. Bulagma, rodentler ve yabani hayvanlarla olur. Leptospira tiirleri, Gram
negatif, sporsuz, kapsiilsiiz, sarmal bi¢imde mikroorganizmalar olup, bataklik, durgun

sularda, sulu, sicak ve alkali topraklarda bulunurlar.

4. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

Klinik belirti gostermeyen kronik tasiyici hayvanlarin bobrek, idrar ve genital yollarindan,
klinik olarak infekte olan hayvanlarin i¢ organlarindan (karaciger, akciger, beyin ve bobrek)
ve viicut sivilarindan (idrar, kan, siit, beyin omurilik sivis1, gogiis ve karin boslugu sivilari)
veya kronik infekte bir annenin atik fetusundan spesifik besiyerine ekim yapilarak etkenin

izolasyonu caligmasidir. Bu test leptospirozisin teshisi agisindan referens bir yontemdir.
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7. TEST METODU’NUN TANIMI
7.1. Materyal

Stipheli insan veya hayvan i¢ organ, viicut sivisi ve atik materyalleri

7.2. Kullanilan ekipman

Standart laboratuvar cam malzemesi
Karanlik Saha Mikroskobu

Etiiv (29 +/- 1° C), Calkalayic1 Etiiv
Disposable Milipor Filtre

Manyetik Karistiric

Vakum Pompasi

Filtrasyon Sistemi

7.3. Kullanilan kimyasallar/ reagentler/ biyolojik maddeler
Leptospira medium base EMJH (Bacto)

Sigir serum albumin

Kalsiyum klorid (2H,0)

Magnezyum klorid (6 H,0)

Ginko sulfat (7 H,0)

Bakir sulfat. (5H,0)

Demir sulfat (7 H O)

Sodyum kloriir(NaCl)

Sodyum hidrofosfat.(2sulu) (NaH,PO,.2H,0)
Potasyum fosfat (KH,PO,)

Vit. B12

Tween 80

Gliserol

5-flourourasil

Tavsan serumu

Actidione

Sodyum hidroksit(%4)

Hidroklorik asit
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7.4. Kullanilan Besi Yerleri/Soliisyonlar

Fosfat buffer soliisyonu (PBS)

NaCl 8.50g
NaH,PO,.2H,0 0.85g
KH,PO, 0.25g
Distile su 1000 ml

Modifiye Johnson besiyeri
Leptospira medium base EMJH (Bacto)
Albumin- yag asit suplementi

Leptospira medium base EMJH eritilip, 25°C'de pH 7.5¢ ayarlandiktan sonra otoklavda 121°C
de 15 dakika sterilize edilir. 25-30°C’ye kadar sogutulan 9 kisim temel besi yerine, aktidione,
pH 7.2-7.4% ayarlanmis 1 kisim suplement steril kosullarda eklenir ve otoklav edilmis (121°C
de 40 dakika) milipor filtrelerden (asagidan yukariya dogru 0.22+ipek filtre+0.45+prefiltre)
0.2 atmosfer basingla siiziilerek steril siselere taksim edilir. Sterilite kontrolleri i¢in, en az 15

giin oda 1s1sinda bekletildikten sonra kullanilir.

7.5. Numunenin Hazirlanmasi ve Analiz/Test/Muayene’nin Yapilmasi
7.5.1. Bakteriyoskopi

Leptospiremi doneminde hastadan defibrine kan alinir, preparat hazirlanarak karanlik saha
mikroskobu ile muayene edilir ve Leptospira etkenleri aranir. Daha sonra eritrositler santrifij

ile ¢oktiriliir ve plazmada etken aranir.

Materyal idrar ise leptospiriiri doneminde alinmalidir. Hafif santrifij ile iistten alinan bir
damla idrar karanlik sahada muayene edilir. Etken goriilmezse 30 dakika 5000 devirde

santrifiij yapilir ve tekrar muayene edilir.

7.5.2. Kiiltiir

Leptospirozisin izolasyonu, antibiyotik kalintilarinin olmadigi, alindiktan hemen sonra
kiiltiirintin yapilabilecegi otoliz olmamis dokularin ve idrar ise uygun pH ile etkenin
varligini gostermede en etkili yoldur. Eger dokular ve sivilar kiiltiir i¢in laboratuvara derhal
gotiiriilemeyecek ise diger bakterilerin tirememesi ve dokularin kokusmamasti i¢in 6rneklerin
+4°C'de muhafazasi gerekmektedir. Orneklerin tasinmasinda sivi kiiltiir besiyeri veya 100-

200 pg/ml 5-flourourasil iceren %1°lik BSA soliisyonu kullanilmalidir.

Kiiltiir, i¢in de BSA bulunan yari kati (%0,1-0,2 agar) besiyerine alinmalidir. Kontaminasyonu

onlemek i¢in 5-fluorourasil, actidione, nalidixic asit gibi se¢ici maddeler konulabilir ancak bu
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maddeler az sayidaki canli leptospiralarin ireme sansini azaltabilir ve Leptospira suglarinin
cogu cesitli antibiyotikleri iceren besiyerinde iireyemez. Yar: kat1 besiyerine ilave edilecek
%0.4-1 oranindaki tavsan serumu, bazi miigkiilpesent leptospira serotiplerinin izolasyon
sansini arttiracaktir. Atesli donemde alinan kandan sivi besi yerine birka¢ damla ekilir. Fazlas:
serum i¢in deki muhtemel antikor nedeniyle iiremeye mani olabilir. Ayn1 donemde alinan
beyin omurilik sivisinda daha az sayida etken olabilecegi diistiniildiigii i¢in 1/10 oraninda
ekim yapilmalidir. Aseptik kosullar altinda ikinci haftadan sonra alinan idrardan birkag

damla direk ve 1/10 oraninda besiyeri ile sulandirilarak ekim yapulir.

Bobrek, karaciger gibi i¢ organlardan yapilacak ekim i¢in steril bir havan i¢ine 6rnekten
kiigiik parcalar konur. Steril kum ile ezilir ve besiyeri veya PBS ile 1/10 oraninda sulandirilir.

Stispansiyonun st kismindan pipet ile ¢ekilerek besi yerine birka¢ damla ekim yapilir.

Kiiltiirler, 29 +/- 1°Cde en az 16 hafta tercihen 26 hafta tutulmalidir. Kiiltiirler her 1-2 haftada
bir karanlik saha mikroskobunda kontrol edilmelidir. 100 watt 151k kaynag: olan kaliteli bir

mikroskop kullanmak énemlidir.

7.5.3. Hayvan deneyi

Deneme hayvanlarindan en duyarli olan hamster eger yoksa kobay kullanilir. Izolasyon
amaci ile 25-30 giinliik hamsterlere defibrine kan, idrar ve siispanse edilmis i¢ organlardan
0,5-1 ml miktarinda karin igi verilir. Kontrol altindaki hayvanlardan 5, 8, 10 ve 14. giinlerde
kan alinarak besi yerine ekim yapilir. Hamsterler 21 giin icin de 6lmezlerse tiim kanlari
alinarak oldiriliirler. Kan serumlarinda antikor bakilir ve bobreklerinden ekim yapilarak

etken izolasyonuna ¢alisilir.
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LEPTOSPIROSIS’IN ENZYME-LINKED
IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA) ILE TESHISI

1. AMAC

Stipheli materyallerde, Leptospira tiirii mikroorganizmalara kars1 olusmus antikorlarin tespit

edilmesidir.

2. UYGULAMA ALANI

Test, Leptospirosisin teshisi amaciyla ELISA tekniginin kullanildigi uygulamalari
kapsamaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu ydnetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve g¢aliganlarin enfeksiyonuna yol a¢ma riski nedeniyle enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisirken dikkatli olunur ve OIE Manual ve WHO

Laboratory Biosafety Manual esas alinarak kurallara uyulmas: saglanir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

Leptospirosis : Insan ve hayvanlarda gesitli Leptospira tiirleri tarafindan olusturulan énemli
bir zoonozdur. Bulagma, rodentler ve yabani hayvanlarla olur. Leptospira tiirleri, Gram
negatif, sporsuz, kapsiilsiiz, sarmal bi¢imde mikroorganizmalar olup, bataklik, durgun

sularda, sulu, sicak ve alkali topraklarda bulunurlar.
ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

PBS (Phosphate Buffered Saline)

BSA (Bovine serum albumin)

5-AS (5-amino-2-hidroksi salisilik asit)

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

ELISA, Leptospira antikorlarini belirlemede oldukga hassas fakat serovar spesifitesi daha az

olan bir testtir.
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7. TEST METODU’NUN TANIMI
7.1. Materyal

Stipheli hayvan veya insana ait kan serumu

7.2. Kullanilan Ekipman
Etuv

Mikropleyt (diiz tabanli)
Pipetler (5, 10 ml)
Mikropipetler (20,100pl )
Disposable uglar

ELISA okuyucu

Su banyosu

7.3. Kullanilan kimyasallar /reagentler/biyolojik maddeler
Sodyum kloriir(NaCl)

Sodyum hidrofosfat.(2sulu) (NaH_ PO,.2H,0)
Potasyum fosfat (KH,PO,)

Pozitif serum

Negatif serum

Antijenler (1s1 ile inaktive edilmis)

H,0, % 0.05

Subtrat (5-amino-2-hidroksi salisilik asit)
Konjugat

Tween 20

Tween 80

BSA

NaOH

7.4. Kullanilan Besi Yerleri

PBS (Phosphate Buffered Saline) : Test Metodu Leptospirozis'in Mikroskopik Aglutinasyon

Test ile Teshisinde anlatilmistr.
Modifiye Johnson besiyeri : Test Metodu Leptospirozis'te Etken Izolasyonunda anlatilmstir.

PBS/Tween soliisyonu (%0.05)
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Tween 20 0.5ml
PBS 1000 ml

PBS/Tween/BSA soliisyonu (%0.5)
BSA >g
PBS/Tween 995 ml

Substrat (5-AS)

5-amino-2-hidroksi salisilik asit 80 mg

Steril Distile su (75°C) 100 ml

(1 N NaOH ile pH 6.07a ayarlanir. Kullanilacagi zaman %3’liik H O, ile karistirilir.)

Hidrojen Peroksit soliisyonu
Hidrojen Peroksit 3ml
Steril Distile su 100 ml

(Her ml substrat igin 4 ul H O, soliisyonu hesap edilerek kullanilir).

7.5. ELISA Antijeninin Hazirlanmasi

Testte kullanilacak olan standart suslar 5 ml modifiye Johnson besiyerinde 10-12 giin 30°C de
inkiibe edilir. Elde edilen kiiltiir yeterli yogunluga ulastiginda (1x10° / ml), 50 pl besiyerine
steril sartlar altinda ekilir ve 4-7 giin liremeye birakilir. Daha sonra iiremenin yogunlugu,
saflig1 ve besiyeri i¢in deki Tween'in varlig1 kontrol edilir. Tween'in varligini test etmek i¢in,
1-2 ml kiiltiir bir tiipe alinir ve son konsantrasyonu %0.5 olacak sekilde formalin ilave edilerek
mikroorganizmalar oldiiriiliir. 10.000 rpm de 30 dakika santrifiij edilir ve siipernatant kismi
kaynayan subanyosuigine konularak isitilir. Isitilan siipernatantin bulaniklagmasi ile Tween'in
tamamen kullanilmadig1 anlasilir ve kiiltiir birka¢ giin daha tiremeye birakilir. Isitilan
stipernatantta berraklik goriildiigti zaman Tween'in tamamen harcanmis oldugu anlagilir.
Tween'in kullanildig1 anlagilan kiiltiire son konsantrasyonu %0.5 olacak sekilde formalin
ilave edilir ve 1 saat leptospiralarin 6lmesi i¢in beklenilir. Olii leptospira siispansiyonu 30
dakika kaynayan su banyosu i¢in de her 5 dakikada bir ¢alkalanarak 1sitilir. Oda derecesine
kadar sogudugu zaman 30 dakika 10.000 rpm de santrifiij edilir. Antijen olarak kullanilacak

olan siipernatant kisim ayrilir ve kullanilincaya kadar +4°Cde saklanur.
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ELISA Pleytlerinin Kaplanmasi

Test i¢in diiz tabanli mikropleytler kullanilir. Pleytin her bir géziine 100 pl antijen konulur.
Pleytler oda sicakliginda (giines 15181 gelmeyecek sekilde) iglerindeki sivi tamamen
kuruyuncaya kadar (1-3 giin) bekletilir. Kaplanmis olan pleytler istleri kapatilarak oda

1s1sinda saklanir.

7.6. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi

Hastalik siiphesi ile gonderilen kan serumunun PBS/ Tween/ BSA soliisyonu ile seroloji

tiiplerinde sulandirmast yapilir. (Insan igin 1/25, hayvan i¢in 1/50 sulandirma hazirlanur.)
Her antijen ayr1 bir pleyte kaplanir.

Daha 6nce antijen ile kaplanmis olan pleytler PBS/ Tween soliisyonu ile 4 defa yikanir. Son iki
yikamada solusyon gozlerde 1er dakika bekletilir. Pleytte kalan soliisyonun fazlas1 kurutma

kagidi veya havlu tizerine vurularak kurutulur.

Pleytin birinci kolonu bos birakilarak ikinci kolondan itibaren biitiin gozlere 100ul PBS/

Tween/ BSA soliisyonu konulur.
Ust iki sira pozitif ve negatif serum sulandirmasina ayrilir.

Sulandirilmis serumlardan ikinci kolonlara 100 ul konulur ve diger gozlere 100 ul aktarilarak

serumlarin iki katli sulandirmasina devam edilir. Son gozlerden 100 ul siv1 disartya atilir.
Pleytin iistii kapatilarak 1 saat 30 °C ‘de inkube edilir. Yikama islemi 4 defa yapilir ve kurutulur.

Biitiin gozlere PBS/ Tween/ BSA soliisyonu igin de sulandirilan konjugattan 100 ul konulur
ve tekrar 1 saat 30 °C ‘de inkube edilir.

Sonra konjugat bosaltilir, 4 kez yikanip kurutulduktan sonra substrat ilave edilir, iyice

calkalanir ve iistii kapatilarak oda 1s1sinda 2 saat bekletilir.

7.7. Sonuglarin Degerlendirilmesi
Pleyt iyice ¢alkalanir ve 492 nmde okunur.

Pozitif kontrolun en yiiksek OD degeri olan sayr 2’ye boliniir. Bulunan X degeridir.
Biitiin sulandirmalarda X degerinden biiyiik olan OD degerleri pozitif, sulandirmalarda X

degerinden kiigiik olan OD degerleri negatif olarak degerlendirilir.

Ayni zamanda ¢iplak goz ile de degerlendirme yapilabilir. Substratin 6zelliginden dolay:

pozitif kontrol ve pozitif bulunan serumlarda kirmizi-kahverengi bir renk olusur.
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LEPTOSPIROSIS’IN MIKROSKOPIK
AGLUTINASYON TEST (MAT) iLE TESHISI

1. AMAC

Bu test, kan serumlarinda Leptospirosise karsi olusan antikorlarin Mikroskobik Agliitinasyon

Testi ile tespitidir.

2. UYGULAMA ALANI

Bu test metodu Leptospirosis’in serolojik teshisini kapsar.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu ydnetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin,
kontaminasyonuna ve galiganlarin enfeksiyonuna yol agma riski nedeni ile enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla calisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual
Laboratory Biosafety Manual’, esas alinarak kurallara uyulmas: saglanmalidur.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan soliisyonlar igine

toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
MAT (Mikroskopik Aglutinasyon Test)
PBS (Phosphate Buffered Saline)

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI
Mikroskopik Aglutinasyon Test, Leptospira antikorlarinin goriilmesinden itibaren bilinen
biitiin serogruplar:1 temsil eden antijenlerin kullanildig1 en ytiksek sensiviteye sahip olan

testtir. Bu test, leptospirozisin teshisi agisindan referens bir yontemdir.
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7. TEST METODU’NUN TANIMI
7.1. Materyal

Stipheli hayvan veya insana ait kan serumu

7.2. Kullanilan ekipman
Lam

Karanlik Saha Mikroskopu
Etiiv (29 +/- 1°C)

Oze

Mikropleyt (diiztabanli)
Pipetler (5, 10 ml)
Mikropipetler (20,100pl )
Disposable uglar

7.3. Kullanilan kimyasallar / reagentler/biyolojik maddeler
Sodyum kloriir(NaCl)

Sodyum hidrofosfat.(2sulu) (NaH,PO,.2H,0)

Potasyum fosfat (KH,PO,)

Pozitif serum

Negatif serum

Antijenler (en az 4 en fazla 8 giinliik, canl)

7.4. Kullanilan besiyerleri

Fosfat buffer soliisyonu (PBS)

NaCl 8.50g
NaH,PO,.2H,0 0.85g
KH_PO, 0.25g
Distile su 1000 ml

Modifiye Johnson besiyeri Test Metodu Leptospirozis'te Etken Izolasyonu ‘nda anlatilmastir.

7.5. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi

Hastalik siiphesi ile gonderilen kan serumunun mikropleytlerde PBS ile sulandirmasi yapilir.

(Insan igin 1/25, hayvan igin 1/50 sulandirma hazirlanir.)
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Sulandirilmis olan seruma 1-2x10 ® /ml olan antijenlerin her birinden esit miktarda ilave

edilir. Final serum sulandirmasi iki katina ¢ikmis olur.
Kontrol i¢in pozitif ve negatif serumlar konulur.

Mikropleytler ¢alkalanir ve etiivde 29 +/- 1° C de 2-4 saat tutulur.

7.6. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Pozitif ve negatif kontrolden baslamak tizere karanlik saha mikroskobunda degerlendirme
yapilir.

Sonuglar1 degerlendirmeye daima en yiiksek sulandirmadan baslanir.

Karisimdan bir 6ze dolusu alinarak temiz bir lam {izerine konulur ve 10X objektif ile lamel
kapatmadan degerlendirilir.

Leptospiralar % 100 aglutine olmus ise 4+; % 75 aglutinasyon varsa 3+ olarak degerlendirilir.
Eger serbest leptospira sayis1 aglutine olan leptospira sayisina esit ise yani %50 agliitinasyon
varsa 2+; %50den daha az ise 1+ olarak degerlendirilir.

Eger bir serum 1/100 dilusyonda 2+ olarak degerlendirilirse, serum titresini belirleyebilmek
i¢in serum iki katli olarak sulandirilir. Baslangi¢ sulandirmasi 1/100, son sulandirma 1/12800
veya daha yiiksek olabilir. 2+ veya daha yiiksek reaksiyon goriilen en yiiksek sulandirma

serum titresi olarak belirlenir.

8.ILGIL DOKUMANLAR /KAYNAKLAR VE EKLER
1. OIE (2008) Manual of Standarts for Diagnostic Tests and Vaccines.

2. Bey R.E, Johnson R.C. (1978) Protein-free and low-protein media for the cultivation of
Leptospira. Infect. Immun., 19, 562-569.

3. Cole JR. Ellinghausen H.C., Rubin H.L. (1980) Laboratory diagnosis of
leptospirosis of domestic animals. Proc. U.S. Anim. Health Assoc., 83, 189-199.
4. WHO (2004) Laboratory Biosafety Manual - Third Edition, http://www.who int/csr/
resources/publications/biosafety/ WHO_CDS_CSR_LYO_2004_11/en/.
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CLOSTRIDIUM BOTULINUM
TOKSINLERININ TESPITI

1. AMAC

Bu metotta, stipheli materyalde Clostridium botulinum toksinlerinin (tip C ve tip D) in vivo

olarak identifikasyonudur .

2. UYGULAMA ALANI

Stipheli materyalden Clostridium botulinum toksinlerinin (tip C ve tip D) in vivo olarak

teshisi i¢in uygulanir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve c¢alisanlarin enfeksiyonuna yol agma riski nedeniyle enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla galisirken dikkatli olunur ve OIE Manual ve WHO

Laboratory Biosafety Manual esas alinarak kurallara uyulmas: saglanir.

Toksin tespitinin 6lmek {izere veya yeni 6lmiis hayvanlardan yapilmas: gerekir. Ciinkii
Clostridium botulinum sporlar1 normal hayvanlarin bagirsaklarinda gegici olarak bulunabilir
ve hayvanin 6limi sporlar1 jerminasyonu ve toksin iiretimi i¢in uygun anaerobik ortami

saglar. Oliimden uzun siire gegmisse teshis giivenilir olmaz.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

Clostridium botulinum: Insan ve hayvanlarda gida zehirlenmeleri ile karakterize bir sinir
sistemi hastalig1 olan botulismusun etkeni olup, 8 farkli toksin-A, B, Ca, CB, D, E, E G, (C.
Argentinense), norotoksik bir toksin tiretmektedir. Sigir ve koyunlar i¢in tip D’nin toksisitesi
yiiksektir. Sporlar1 121°Cde 15 dakikada oliir, toksinleri 100°Cde 20 dakikada tahrip olur.
Botulismus bir toksikasyon olup, diger Clostridial hastaliklardan farkli yem maddelerinde
onceden olusan toksinin alinmasiyla olusmaktadir. Teshis anamnez, klinik bulgular ve

laboratuvar toksin tespitine dayanir.
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6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI/PRENSIBi

Stipheli materyalden (mide igerigi, kan serumu ve yem numunesi) beyaz farelerde toksinin

identifiye edilmesidir.

7. TEST METODU’NUN TANIMI

7.1. Materyal

Yem numuneleri ve hasta hayvana ait mide igerigi, kan serumu.

7.2. Kullanilan Alet-Ekipman

- Santrifiij

- Laboratuvar terazisi

- 1 ml'lik insiilin enjektori

- Pipet (1ml, 2ml, 5ml)

- Laboratuvar tiipleri (5ml, 20ml)

- Havan

- Anaerob jar

7.3. Kullanilan Kimyasallar ve besiyerleri

- Tripsin

- FTS (Fizyolojik tuzlu su)

- Kanl1 Agar

- Kiymal1 Buyyon

- TPGY (Tryptcase Peptone Glucose Yeast Extract ) Medium

7.4. Kullanilan Numune ve Hazirlanmasi

- Kan serumu veya ser6z eksudat

- Mide igerigi (bagirsak igerigi uygun degil: toksin ince bagirsaklardan kolayca emilerek kana
karistyor)

- Stipheli yem 6rnegi, FTS ile iyice ezilip karistirildiktan sonra anaerob ekimler yapilir kalan
kisim bir gece buzdolabinda bekletilir ve fareler enjeksiyon farelere intravendz olarak (0.3

ml) veya intraperitonal olarak (0.5 ml) inokule edilir. Mide igerigide FTS ile siispanse edilip

3000 rpm de 15 dakika santrifiij edilip, filtreden (45 nm) gegirildikten sonra fareye verilir.
7.5. Analiz/Test/Muayenenin Yapilmasi Yapilan Testler

Farelerde toksin ndtralizasyon testleri uygulanir. Testin esasi toksinin letal aktivitesinin

spesifik antitoksini ile inhibe edilmesidir.

- Hayvanlardan alinan serum ya da ser6z eksudatlar dogrudan farelere intravenoz

olarak (0.3 ml) veya intraperitonal olarak (0.5 ml) inokule edilir. Toksin varsa farede ilk
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birkag saat veya 5 giine kadar tipik olarak belinin iceri ¢ekildigi bir goriiniim olur. (solunum

kaslarinda ki fel¢ nedeniyle abdominal solunumdan dolayz)

- Yem maddeleri FTS ile iyice ezilip karistirildiktan sonra santrifiij edilir. Siipernatant
0.45 um filtreden gecirildikten sonra ayni sekilde farelere inokule edilir. Filtratin bir kismina
protoksin halinde olabilen toksini aktive etmek i¢in tripsin ilave edilir: 9 kisim filtrata 1 kisim

%1’lik tripsin soliisyonu ilave edilir. 45°Cde 45 dakika bekletildikten sonra fareye verilir.

Toksin Identifikasyonu: Farelere (veya kobay) inokule edilen érnekler énce polivalan daha

sonra monovalan antiserumlarla birlikte verilerek toksin identifikasyonu yapilir.

Yemden C. botulinum Izolasyonu:
1. Yem oOrnekleri az bir miktar FTS ile iyice karistirilir.

2. Siispansiyon 65-80°Cde 30 dakika 1sitilir. (kontaminant mikroorganizmalarin 6ldiiriilmesi
ve C. botulinum sporlarinin jerminasyonunu saglamak igin)
3. Kanli agara ekim yapilir. Pleytler anaerob ortamda 35°Cde 5 giine kadar inkiibe edilir. C.

botulinum kolonileri kanl1 agarda genellikle beta hemolitik ve diizensiz kenarl, yiizeyi

graniiler koloniler olusturmaktadir.

Toksinin identifikasyonu i¢in kanli agardan alinan koloniden kiymali buyyon ve TPGY
Medium’a pasaj yapilir, 35°Cde 5-10 giin inkiibe eldir. Kiiltiir filtrat: santrifiij edilerek farelere

intraperitonal olarak. inokiile edilir.

7.6. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Farelerde belin igeri ¢ekildigi bir goriiniim (solunum kaslarinda ki fel¢ nedeniyle abdominal

solunumdan dolay1) olur ve dlim goriiliir.
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CLOSTRIDIUM OEDEMATIENS
TOKSINLERININ IDENTIFIKASYON TESTI

1. AMAC

Stipheli materyalde Clostridium oedematiens toksinlerinin (alfa ve beta) in vivo ve in vitro

olarak identifikasyonudur.

2. UYGULAMA ALANI

Stipheli materyalden Clostridium oedematiens toksinlerinin (alfa ve beta) identifikasyonu

amaciyla in vivo ve in vitro tekniklerin kullanildig1 uygulamalar1 kapsamaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu ydnetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve g¢aliganlarin enfeksiyonuna yol a¢ma riski nedeniyle enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla galisirken dikkatli olunur ve OIE Manual ve WHO

Laboratory Biosafety Manual esas alinarak kurallara uyulmas: saglanir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

Clostridium oedematiens: Insan ve hayvanlarda gazli gangren etkeni olan Clostridium
oedematiens, koyun, kegi, kuzu ve oglaklarda infeksiyoz nekrotik hepatitis , sigirlarda basiller

hemoglobinuri hastaligina neden olan anaerob bir bakteridir.

Alfa ve beta toksin: Clostridium oedematiens tipleri tarafindan salgilanan protein tabiatinda,

letal, nekrotik, hemolitik ve lesitinolitik etkiye sahip biyolojik tiriinlerdir.

Clostridium oedematiens alfa antitoksin: Clostridium oedematiens tip A antijeni ile hiper
immiinize edilen koyunlarin piirifiye edilmemis serumlari ile hazirlanan biyolojik maddedir.
Clostridium oedematiense bagli hastaliklarin kesin tanisinda infekte materyallerden spesifik
toksinlerin saptanmasi, kiiltiirlerin identifikasyonu amaci ile toksin-serum testi gibi invivo

ve hemoliz ve lesitinaz notralizasyon testi gibi invitro yontemlerde uygulanir.

Clostridium oedematiens beta antitoksin: Clostridium oedematiens tip D antijeni ile hiper
immiinize edilen koyunlarin piirifiye edilmemis serumlari ile hazirlanan biyolojik maddedir.
Clostridium oedematiense bagli hastaliklarin kesin tanisinda infekte materyallerden spesifik

toksinlerin saptanmasi, kiiltiirlerin identifikasyonu amaci ile toksin-serum testi gibi invivo
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ve hemoliz ve lesitinaz notralizasyon testi gibi invitro yontemlerde uygulanir.

Eritrosit siispansiyonu: Defibrine edilmis, yikanmis koyun eritrositleri ile %2-4 oraninda

hazirlanan stispansiyon.

Lesitin siispansiyonu: Bir yumurta sarisina 20 ml steril fizyolojik tuzlu su katilarak hazirlanan

yumurta sarisi soliisyonu ile % 2-4 oraninda hazirlanan siispansiyon.

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

Clostridium oedematiens’in, siipheli materyalde (kiltiir filtrati, karaciger emiilsiyonu, visceral
swv1), alfa ve beta toksinlerinin, beyaz farelerde toksisite testi ile in vivo olarak; tiip hemoliz
ve lesitinaz notralizasyon ve petri kanli agar ve yumurta sarili agar jel diffiizyon testleri ile de

invitro (kalitatif olarak ) olarak identifikasyonudur.

7. TEST METODU’NUN TANIMI
7.1. Materyal

Karaciger emiilsiyonu, visceral sivi, kiiltiir filtrat:
7.2. Kullanilan ekipman

[J Santrifij

Laboratuvar terazisi

1 ml’ lik instilin enjektori

ph metre

Pipet (1 ml, 2ml, 5ml)

Deney tiipleri (5 ml, 20ml)
Burgulu kapakli 20ml’ lik cam sise

I [ [ [ S B |

0.2pm, 0.45um ve 0.80 pum’ lik filtreler

7.3. Kullanilan Kimyasallar

7.4. Kullanilan Besi yerleri

7.5. Numunenin Hazirlanmasi ve Analiz/Test/Muayene’nin Yapilmasi
7.5.1. In vivo Test:

Kiiltiir, karaciger emiilsiyonu ve visceral siv1 3500 rpm’ de 20 dakika santrifijj edilir. Ustteki
swvialinir. Testte 18-20 g. agirliginda beyaz fareler kullanilir ve siipheli materyalin her birinden
en az iki beyaz fareye 0.2-0.3 ml miktarinda arka bacak adalesi i¢ine (intramuskuler - 1.M.)

injekte edilir. Reaksiyonlar 24, 48 ve 72 saat izlenir.
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7.5.2. In vitro Test: Bu amagla iki test yapilir.
Tiip hemoliz ve lesitinaz notralizasyon test:

Testte eritrosit siispansiyonu i¢in iki, lesitin siispansiyonu i¢in iki olmak iizere toplam dort tiip
kullanilir. Her tiipe 0.5 ml filtrat (3500 rpm’ de 20 dakika santrifiij edilecek) konur. Her tiipiin
tizerine 0.3 ml fizyolojik tuzlu su ilave edilir. Tiiplerin ikisine 0.2 ml anti alfa antitoksin, diger
ikisine de 0.2 ml anti beta antitoksini konur. Antitoksin ilavesinden sonra tiipler ¢alkalanir
ve 37° C* de 30 dakika birakilir. Anti alfa ve anti beta antitoksinli tiiplerden birer tanesine 1
ml eritrosit siispansiyonu, birer tanesine de lesitin siispansiyonu ilave edilir. 37°C’ de iki saat

ve +4°C’ de bir gece birakilir.

Petri kanli veya yumurta saril1 agar jel diffiizyon test:

Testte biri tip A digeri tip D i¢in olmak tizere iki tiip; birer tane de kanli ve yumurta sarili agar
besiyeri kullanilir. Kanli ve yumurta sarili agar besiyerlerine birbirine esit uzaklikta ii¢ oyuk
acilir. Her iki tiipe 0.5 ml filtrat (3500 rpm’ de 20 dakika santrifiij edilecek) konur. Tiiplerden
birinin {izerine 0.3 ml anti alfa antitoksini, digerine 0.3 ml anti beta antitoksini ilave edilir.

Antitoksin ilavesinden sonra tiipler ¢alkalanir ve 37°C” de 30 dakika birakilir.

Kanli ve yumurta sarili agar besiyeri petrilerine agilan li¢ oyuktan birincisine filtrat, ikincisine
filtrat+anti alfa antitoksin karisimi, ticiinciisiine de filtrat + anti beta antitoksin karigimi

tasirmadan konur. 37°C’ de iki saat ve +4°C’ de bir gece birakilir.

7.6. Sonuglarin degerlendirilmesi:

Kiiltiir filtrati, karaciger emiilsiyonu ve visseral siv1 verilen faralerin 6lmesi ; invitro testlerden
tiip hemoliz ve lesitinaz testte anti alfa antitoksini ilave edilen tiipte notralizasyon, anti beta
antitoksini ilave edilen tiipte hemoliz veya lesitin par¢alanmasinin goriilmesi ; yine invitro
testlerden petri kanli ve yumurta sarili agar jel diftiizyon testte filtrat konulan oyukta hemoliz
veya opalesans olusmas, filtrat + anti alfa antitoksin karisimi konulan oyukta nétralizasyon,
filtrat + anti beta antitoksin karisimi konulan oyukta hemoliz veya opalesans sekillenmesi

durumunda sonug tip A’ dur.

Kdltiir filtrati, karaciger emiilsiyonu ve visseral sivi verilen faralerin 6lmesi; invitro testlerden
tiip hemoliz ve lesitinaz testte anti alfa antitoksini ilave edilen tiipte hemoliz veya lesitinin
parcalanmasi, anti beta antitoksini ilave edilen tiipte ndtralizasyon goriilmesi; yine invitro
testlerden petri kanli ve yumurta sarili agar jel diffiizyon testte filtrat konulan oyukta hemoliz
veya opalesans olusmasi, filtrat + anti alfa antitoksin karisimi konulan oyukta hemoliz veya
opalesans sekillenmesi, filtrat + anti beta antitoksin karisimi konulan oyukta nétralizasyonun

olusmasi1 durumunda sonug tip B’ dir.
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Kdltiir filtrati, karaciger emiilsiyonu ve visseral sivi verilen faralerin sag kalmasi; invitro
testlerden tiip hemoliz ve lesitinaz testte anti alfa antitoksini ilave edilen tiipte hemoliz veya
lesitinin pargalanmasi, anti beta antitoksini ilave edilen tiipte nétralizasyon goriilmesi; yine
invitro testlerden petri kanli ve yumurta sarili agar jel diffiizyon testte filtrat konulan oyukta
hemoliz veya opalesans olusmasi, filtrat + anti alfa antitoksin karisimi konulan oyukta
hemoliz veya opalesans sekillenmesi, filtrat + anti beta antitoksin karigimi konulan oyukta

nétralizasyonun olusmasi durumunda sonug tip D’ dir.

8. ILGiLI DOKUMANLAR /KAYNAKLAR VE EKLER

1- Nadas, U. G. (1993) Seminer notlari, Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii,
Anaerob Laboratuvari.

2- WHO (2004) Laboratory Biosafety Manual - Third Edition, http://www.who int/csr/
resources/publications/biosafety/ WHO_CDS_CSR_LYO_11/en/.
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CLOSTRIDIUM PERFRINGENS
TOKSINLERININ IDENTIFIKASYONU

1. AMAC

Clostridium perfringens toksinlerinin in vivo ve in vitro olarak identifikasyonudur.

2. UYGULAMA ALANI

Stipheli materyalden Clostridium perfringens toksinlerinin identifikasyonu amaciyla in vivo

ve in vitro tekniklerin kullanildig1 uygulamalar: kapsamaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve c¢alisanlarin enfeksiyonuna yol agma riski nedeniyle enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla galisirken dikkatli olunur ve OIE Manual ve WHO

Laboratory Biosafety Manual esas alinarak kurallara uyulmas: saglanir.

5. KISALTMALAR/ TANIMLAR

Clostridium perfringens: Koyun, kuzu, keci ve oglaklarda sindirim sistemi hastalig1 olan

enteretoksemiyi olusturan anaerob karakterde bir bakteridir.

Alfa, beta ve epsilon toksin: Clostridium perfringens tipleri tarafindan salgilanan protein

tabiatinda, letal ve nekrotik etkiye sahip biyolojik tiriinlerdir.

Clostridium perfringens alfa antitoksin : Clostridium perfringens tip A antijeni ile
hiperimmunize edilen koyunlarin pirifiye edilmemis serumlar1 ile hazirlanan biyolojik
maddedir. Clostridium perfringens’e bagli hastaliklarin kesin tanisinda enfekte materyallerden
spesifik toksinlerin saptanmasi, kiiltiirlerin identifikasyonu amaci ile toksin-serum

notralizasyon ve intradermal nekrotik test gibi invivo yontemlerde uygulanir

Clostridium perfringens beta antitoksin : Clostridium perfringens tip C antijeni ile
hiperimmunize edilen koyunlarin piirifiye edilmemis serumlar: ile hazirlanan biyolojik
maddedir. Clostridium perfringense bagli hastaliklarin kesin tanisinda enfekte materyallerden
spesifik toksinlerin saptanmasi, kiiltiirlerin identifikasyonu amaci ile toksin-serum

notralizasyon ve intradermal nekrotik test gibi invivo yontemlerde uygulanir.
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Clostridium perfringens epsilon antitoksin : Clostridium perfringens tip D antijeni ile
hiperimmunize edilen koyunlarin pirifiye edilmemis serumlar1 ile hazirlanan biyolojik
maddedir. Clostridium perfringense bagli hastaliklarin kesin tanisinda enfekte materyallerden
spesifik toksinlerin saptanmasi, kiiltiirlerin identifikasyonu amaci ile toksin-serum

notralizasyon ve intradermal nekrotik test gibi invivo yontemlerde uygulanir.

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI/PRENSIiBi

Clostridium perfringens olarak izole edilip, tiretilen toksik kiiltiiriin veya siipheli materyalin

(ince bagirsak icerigi) beyaz farelerde ve kobaylarda identifikasyonudur.

7. TEST METODU’NUN TANIMI:

7.1. Materyal

Stipheli ince bagirsak igerigi ve izole edilen toksik kiiltiir
7.2. Kullanilan Ekipman

- Santrifiij

- Laboratuvar terazisi

- 1 m!’ lik insiilin enjektori

- ph metre

- Pipet (1 ml, 2ml, 5ml)

- Laboratuvar tiipleri (5 ml, 20ml)

- Burgulu kapakli 20ml’ lik cam sise

- 0.2um, 0.45um ve 0.80 pm’ lik filtreler
7.3. Kullanilan Kimyasallar ve Besiyerleri

- Tripsin

- FTS (Fizyolojik tuzlu su)

- Kanli Agar

- Kiymali Buyyon

7.4. Numunenin Hazirlanmasi ve Analiz/Test/Muayene’nin Yapilmasi
7.4.1 Numunenin Hazirlanmasi

Ince bagirsak igerigi ve kiiltiir 3500 devirde 20 dakika santrifiij edilir.
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7.4.2.Analiz/Test/Muayenenin Yapilmasi

Bagirsak icerigi; Ustteki siv1 alinir ve filtre edilir. Filtratin pH’s1 nétrlenir. Her filtrat 6rnegi
i¢in 5 tiip hazirlanir. 1. tiipe yalniz filtrat, 2. tiipe filtrat + anti alfa, 3. tiipe filtrat + anti alfa
+ anti beta, 4. tlipe filtrat + anti alfa + anti epsilon, 5. tiipe filtrat + anti alfa + anti beta +
anti epsilon antitoksinleri konur. 2., 3., 4., ve 5. tiiplere filtrat 0.6 ml, antitoksinler 0.3 ml
miktarinda konur. Karisimlar 37°C’ de 30 - 45 dakika notralizasyona birakilir. Testte 18 -20
g. agirhiginda beyaz fareler kullanilir ve en az iki fareye verilmek iizere filtrattan 0.2 ml, 2.
tiipten 0.3 ml, 3. ve 4. tiipten 0.4 ml, 5. tiipten 0.5 ml miktarinda periton i¢i (veya intravendz

de uygulanabilir) injekte edilir. Fareler 24 — 48 saat izlenir.

Toksik kiiltiirde ; 6 ve 24 saatlik kiiltiirler 3500 rpmde 20 dakika santrifiij edilir, Gstteki

swvi alinir. 24 saatlik kilttir filtratina % 0.1 oraninda tripsin katilarak epsilon toksininin
aktivasyonu icin 1 saat siire ile tripsinisazyona birakilir. Tripsinsiz 6 saatlik ve tripsinli 24
saatlik kiiltiir filtratlarinin her biri i¢in 4 tiip hazirlanir. Tripsinsiz 6 saatlik kiiltiir i¢in ; 1.
tiipe yalniz kiiltiir filtraty, 2. tiipe filtrat + anti alfa, 3. tiipe filtrat + anti alfa + anti beta, 4. tiipe
filtrat + anti alfa + anti beta + anti epsilon antitoksinleri konur. Tripsinli 24 saatlik kiltiir
i¢in; 1. tiipe yalniz kiltiir filtrat, 2. tiipe filtrat + anti alfa, 3. tipe filtrat + anti alfa + anti
epsilon,. 4. tiipe filtrat + anti alfa + anti beta + anti epsilon antitoksinleri konur. 2., 3., ve 4.
tiiplere toksik filtrat 0.9 ml, antitoksinler 0.2-0.3 ml miktarinda konur, karisimlar 37°C ‘de
30-45 dakika nétralizasyona birakilir. Testte 18-20 g agirhiginda beyaz fareler kullanilir ve
toksik kiiltiir filtrati ile filtrat + antitoksin karisimlarinin herbirinden en az iki beyaz fareye

0.2-0.3 ml miktarinda damar igine (intravenoz) injekte edilir. Fareler 24 — 48 saat  izlenir.

7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi

[l Barsak igerigi ile yapilan testin sonuglarinin degerlendirilmesi

- Yalniz filtrat alan farelerin 6lmesi, digerlerinin sag kalmasi durumunda sonug tip Adur.

- 1,2.3., ve 4. tiplerle injekte edilen farelerin 6lmesi, yalniz filtrat + anti alfa + anti beta +

anti epsilon (5. tiip) alan farelerin sag kalmas: durumunda sonug tip Bdir.

- Filtrat, filtrat + anti alfa ile filtrat + anti alfa + anti epsilon alan farelerin 6lmesi, filtrat +
anti alfa + anti beta ile filtrat + anti alfa + anti beta +anti epsilon alan farelerin sag kalmasi

durumunda sonug tip C’ dir.
- Filtrat, filtrat + anti alfa ile filtrat + anti alfa + anti beta alan farelerin 6lmesi, filrat + anti
alfa + anti epsilon ile filtrat + anti alfa + anti beta + anti epsilon alan farelerin sag kalmasi

durumunda sonug tip D’ dir.
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Toksik kiiltiir ile yapilan testin sonuglarinin degerlendirilmesi

Tripsinsiz 6 saatlik ve tripsinli 24 saatlik toksik filtrat alan farelerin 6lmesi, digerlerinin

sag kalmasi durumunda sonug tip Adur.

Tripsinsiz 6 saatlik toksik filtrat ile filtrat + anti alfa ve tripsinli 24 saatlik toksik filtrat ve fi

Itrat + anti alfa alan farelerin 6lmesi, digerlerinin sag kalmas: durumunda sonug tip Bdir.

Tripsinsiz 6 saatlik toksik filtrat ile filtrat + anti alfa alan farelerin 6lmesi, digerlerinin sag

kalmasi durumunda sonug tip Cdir.

Tripsinsiz 6 saatlik toksik filtrat ile tripsinli 24 saatlik toksik filtrat ve filtrat + anti alfa alan

farelerin 6lmesi, digerlerinin sag kalmasi durumunda sonug tip Ddir.

KAYNAKLAR/ILGILI DOKUMANLAR/EKLER

Nadas, U. G. (1993) Seminer notlari, Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii,
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3-WHO (2004) Laboratory Biosafety Manual - Third Edition, http://www.who int/csr/
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ENTEROTOKSEMI
(ENTEROTOXEMIA)’NIN ELISA iLE TESHISI

1.A MAC

Bu test ile Enterotoksemi hastalig1 etkeni olan Clostridium perfringens ile etkenin a (alpha), 3

(beta) ve € (epsilon) toksinlerinin ELISA ile tespiti dir.

2. UYGULAMA ALANI

S1g1r, koyun ve kegilerde Enterotokseminin ELISA ile serolojik teshisini kapsar.

1. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin,
kontaminasyonuna ve ¢alisanlarin enfeksiyonuna yol agma riski nedeni ile enfeksiy6z
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla galigilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual
Laboratory Biosafety Manual’, esas alinarak kurallara uyulmas: saglanmalidur.

Testlerin basindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan soliisyonlar igine

toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

1. Kiti ve tiim reagentlar1 2-8°C'de muhafaza ediniz.

2. Tim reagentlar kullanilmadan 6nce 18- 25°C’lik oda sicakligina getirilmelidir.
3. Tim agiklamalar dikkatlice okunup izlenmelidir.

4. Kullanilmamis pleyt gozleri kapatilarak kapali bir plastik torba icin de 2-8°C’ de

saklanmalidir.

5. Farkli serilerdeki (farkli zamanlarda tiretilen) kitlerin malzemeleri ve kilavuz kitapgiklar:

karistirllmamalidir.

6. Reagentlarla ¢alisirken dikkatli olunmalidir. Son kullanma tarihi ge¢mis kit

kullanilmamalidir.
7. Her ornek i¢in ayr1 pipet ucu kullanilmalidir.
8. Her pleytde hem negatif hem de pozitif kontrol kullanilmalidur.

9. Substrat soliisyonunun goz, solunum sistemi ve deri tizerinde tahris edici etkisi vardir.

Deri ve gozlerle temasindan kaginilmalidir.

110 TESHISTE METOT BIRLIGI




T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI ‘ \
TESHISTE METOT BIRLIGI | i

10.Stop soliisyonu kuvvetli bir asit olup, yaniklara sebep olabilen H_ SO, igerir. Dikkatli

¢alistimalidir.
11. Agizla pipetleme yapilmamalidir.
12.Bu kit sadece in vitro teshis amaciyla kullanilir.

13.Kit prosediirii takip edilmelidir.

5. KISALTMA VE TANIMLAR
ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay

Enterotoksemi: Clostridium perfringens’in o (alpha), p (beta) ve € (epsilon) toksinlerinin

neden oldugu, ekonomik kayiplara yol agan hastalik

OD : Optik dansite

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI/PRENSIBI

Numunede, Clostridium perfringens proteinlerine kars1 antikorlarin varligi durumunda
spesifik enzim bagl konjugatindan bu antikorlara baglanmasi ve test sonunda ilave edilen

substrat1 parcalayarak renk olusturmasi prensibine dayalidir.

7. TEST METODU’NUN TANIMI
7.1 Materyal

Diski numuneleri, Clostridium perfringens kiiltiri

7.2. Kullanilan Ekipman

0 100, 200 pI’ lik tek ve ¢ok kanalli pipetler
0 Yikama sisesi

[] Buzdolabi (+4 °C)

[ Derin dondurucu (-20 °C)
[ Santrifiij

[ ELISA cihaz1

0 96 gozlii kaplanmamus U tabanli pleyt
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7.3. Kullanilan Kimyasallar

Ticari Kitin igerigi;

0 96 gozli, A, C, E, G gozleri spesifik antikorla kapli, B, D, F, H gozleri spesifik antikorla
kapli olmayan pleytler.

- A gozii: anti a toksin

- B gozii: kontrol

- C gozii: anti P toksin

- D gozii: kontrol

- E gozii: anti € toksin

- F gozii: kontrol

- G gozi: anti Clostridium perfringens

[] Konjugat: 6 ml'lik; a toksin(kirmizi), f toksin(sar1), € toksin(mavi), Clostridium
perfringens (yesil) renkli siselerde.

Dilution buffer (x5)

Kontrol antijeni

Konsantre yikama soliisyonu (20x)

TMB-Single component/ Kromojen tetrametilbenzidin

s [ I [ o |

Stop soliisyonu (1M fosforik asit)

7.3.1. Ayraglarin (Raegentlarin) Hazirlanmasi:

0 Antijen kapli pleytler, konjugatlar, substrat soliisyonu ve stop soliisyonu kullanima

hazirdur.
[ Dilution buffer (x5): Distile suyla 5 kat sulandirilarak kullanilir.

0 Kontrol antijeni: Liyofilize haldedir. 0,5 ml distile suyla sulandirildiktan sonra
kullanilir. Sulandirildiktan sonra (-20 °C) de saklanir.

U Konsantre yikama soliisyonu (20x): Distile suyla 20 kat sulandirilarak kullanilir.

7.4. Numunelerin Hazirlanmasi

0 Calisilacak numunelerin her biri esit hacimde sulandirilmis dilution buffer ile
karistirilarak (500 ul diski+500 pl diliisyon buffer) 10-15 dakika oda 1sisinda bekletilir.

0 Bu karisim kesinlikle santriftij islemine tabi tutulmaz. Bakteri kiltiiriinden elde

edilen stipernatant ise diliie edilmeden dogrudan kullanilabilir.
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7.5. Analiz/Test/Muayene’nin Yapilmasi

[0 Numunelerden 100%er pl mikropleytin birinci siitunundaki biitiin gozlere konur. Ikinci

slitunun biitiin gozlerine 100er pl kontrol antijeni konur.

1 saat oda 1s1s1inda bekletilir.

1 saat sonunda yikama soliisyonuyla (20x) 3 defa yikanir.

A ve B gozlerine a toksini, C ve D gézlerine B toksini, E ve F gozlerine

e toksini, G ve H gozlerine Clostridium perfringes iliskili konjugati, 100%er pl konur.
1 saat oda 1s1sinda bekletilir.

Inkiibasyon sonunda pleyt 3 kere yikanir.

I [ [ [ S B |

Tiim gozlere 100 pl Single component TMB (Kromojen) eklenerek 10 dakika oda 1sisinda
tizeri kapatilmadan karanlik ortamda bekletilir.

[] Tum gozlere 50 ul stop soliisyonu ilave edilir.

7.6. Sonuglarin Degerlendirilmesi
Sonuglar ELISA readerda 450 nm de okunur.

[ Yapilan testin validasyonu i¢in pozitif kontrol antijen sirasindaki her bir toksinin OD
degeri, ilgili kontroliin OD degerinden ¢ikarilarak kitin kalite kontrol sayfasinda verilen
validasyon kriterleri ile karsilastirilir.

[] Her bir toksin i¢in 6rnegin sayisal degeri asagidaki formiile gore hesaplanir,( Delta ODx
100)/(Delta OD)

Ornek olarak a toksini i¢in=(Ornegin a toksin i¢in OD’si -Ornegin Kontrol OD’si)x100/

(Kontrol antijeninin a toksin OD’si- Kontrol antijeninin OD’si)
[0 Cikan sayisal deger kitin kalite kontrol sayfasinda verilen degere gore yorumlanir.

[0 Tiplendirme asagidaki tabloya (Tablo 1) gore yapilir.

Tablo 1: Enterotoksemi hastaliginda toksin tiplendirilmesi

Tip a toksin B toksin & toksin
A ++ - -
B + ++ +
C + ++ -
D + - ++
E + - -
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1. BIO-X ENTEROTOXAEMIA (BIO K 270) Ticari kit kullanim kilavuzu

2. WHO (2004) Laboratory Biosafety Manual - Third Edition, http://www.who
int/csr/resources/publications/biosatety/ WHO_CDS_CSR_LYO_2004_11/en/.
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YANIKARA HASTALIGI
ETKENININ FAT ILE TESHISI

1. AMAC

Yanikara siipheli materyallerden Floresans Antikor Teknigi (FAT) ile Clostridium chauvoeinin

teshisidir.

2. UYGULAMA ALANI

Stipheli materyalden Clostridium chauvoeinin direkt etken tespitine yonelik teknikler

kullanilarak yapilan uygulamalar: kapsamaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve c¢alisanlarin enfeksiyonuna yol agma riski nedeniyle enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisirken dikkatli olunur ve OIE Manual ve WHO

Laboratory Biosafety Manual esas alinarak kurallara uyulmasi saglanir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

Yanikara: Sigir ve koyunlarda gluteal bolgedeki kaslarda sicak agrili, serohemorajik ve
citirtili-6demli lezyonlarin olusmasi, infeksiyon alaninda derinin kararmasi ile sekillenen

Clostridium chauvoei’in neden oldugu bir hastaliktir. Infeksiyon atesli ve akut seyirlidir.

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

Teshis, gonderilen lezyonlu kas dokusundan, Clostridium chauvoei’in teshis yontemlerinden

biri olan FAT testi ile yapilmaktadir.

7. TEST METODU’NUN TANIMI
7.1. Materyal

Lezyonlu kas dokusu ve lezyonlu kas dokusundan hazirlanan froti
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7.2. Kullanilan Ekipman
Etav
Fluoresan mikroskop

Cam petri

I s |

Kurutma kagidi
[] Lam,lamel
7.3. Kullanilan Kimyasallar

Ticari Clostridium chauvoei’ ye ait spesifik gamma globulin konjugati, Phosphate Buffered
Saline(PBS),

Phosphate Buffered Saline

Na2HPO4 X 2 H20 172 g
KH2PO4. 0.50 g
NaCl. 720¢g
Distile su 1000 ml
PH:7.2

121°C de 20 dakika otoklav edilir. Buzdolabi 1s1s1nda bir ay boyunca muhafaza edilebilir.

7.4. Numunenin Hazirlanmasi ve Analiz/Test/Muayene’nin Yapilmasi

Yanikara Hastalig1 siipheli lezyonlu kas dokusu soguk zincirde uygun kosullarda gonderilir.
Lezyonlu kas dokusundan hazirlanan frotilerin oda 1s1sinda kurumasi beklenir ve ateste tespit
edilir. Preparat soguduktan sonra Gram boyama metodu ile boyanir. Gram pozitif anaerob
basiller tespit edilirse, diger preparatlar Clostridium chauvoei’in spesifik gamma globulin
konjugati ile boyanir ve alt tarafina 1slak kurutma kagidi konularak rutubetlendirilmis petri
kutularina yerlestirilir. Petrinin kapag1 kapatilarak 37°C ’lik etiivde 30 dakika inkubasyona
birakilir. Petri kutusu etiivden ¢ikarilir. Preperat phosphate buffer saline soliisyonu ile
yikanir ve son yikama asamasinda 5 dakika iizerinde soliisyon bekletilip dokiiliir. Lamlar
uygun sekilde havada kurutulur, sonra 1/9 buffer-gliserin (pH 7) karisimindan birer damla
konularak lamelle kapatilir. Muayene i¢in hazir duruma gelmis olan preparat Floresan
mikroskop ile incelenir. Pozitif durumda antikor-antijen birlesmesi oldugundan parlak yesil

floresan renkli Clostridium chauvoei mikroorganizmalar1 goriiliir.
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LISTERIOSIS’IN TESHISI

1. AMAC

Bu test ile siipheli materyallerde, Listeria tlirii mikroorganizmalarin izolasyonu ve

identifikasyonudur.

2. UYGULAMA ALANI

Stipheli materyallerden Listeriosisin teshisi yapilan bakteriyolojik teshis uygulamalarini

kapsamaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiIi SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve g¢aliganlarin enfeksiyonuna yol a¢ma riski nedeniyle enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla galisirken dikkatli olunur ve OIE Manual ve WHO

Laboratory Biosafety Manual esas alinarak kurallara uyulmas: saglanir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

Listeria Tiirii Mikroorganizmalar: Listeria cinsinin L. monocytogenes, L. innocua, L. seeligeri,
L. welshimeri, L. ivanovii ve L. grayi olmak {izere 6 tlirii vardir. L. grayi ve L. ivanoviinin
2’ser alt tiirti bulunmaktadir. L. monocytogenes ve L. ivanovii fare ve diger hayvanlar i¢in
patojeniktir. Listerialar, peritrich flagellalarla hareketli, Gram pozitif, gubuk seklinde, sporsuz
ve kapsiilsiiz, 3-45 °C arasinda iireyebilen, katalaz pozitif, indol, oksidaz ve iireaz negatif
reaksiyon veren, fakiiltatif anaerob bakterilerdir. 25 °Cde hareketli, 37 °C'de hareketsizdirler.
Insanlari, ruminantlar basta olmak iizere bir ¢ok hayvan tiiriinii ve kanatlilar: etkileyerek,
genel olarak septisemi, meningoensefalitis ve abortus klinik formlarinda seyreden
listeriosise sebep olmaktadirlar. Hayvanlarda listeriosis enfeksiyonunun etkeni ¢ogunlukla
L. monocytogenes’tir. Diger 2 patojen olan L. ivanovii ve L. innocua hayvan hastaliklarinda
daha az goriiliirler. Ozellikle koyunlarin listeria kokenli septisemilerine % 10-15 oraninda
L. ivanovii de sebep olmaktadir. L. seeligeri ise insanlarda nadiren enfeksiyon yapabilir.

Hayvanlara listeria etkenlerinin bulasmasinda, kontamine yemler 6zellikle de

silaj 6nemlidir. Bu bakteriler topraktan, lagim sularindan, ¢ig meyve ve sebzelerden, ¢ig ve

pastorize siitlerden, gesitli peynirlerden fermente sosislerden, deniz tirtinlerinden ve silajdan
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izole edilmistir. Bu grup icin de yer alan L. monocytogenes, son yillarda gidalarla bulasan

patojen bir mikroorganizma olarak gida endiistrisinde 6nemli bir sorun haline gelmistir.

Biyokimyasal Ozellik: Bakterinin identifikasyonunda kullanilan biyokimyasal 6zelliklerdir.

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

Gelen materyallerden, klasik olarak Listeria selektif besiyerleri kullanarak 6n zenginlestirme,
izolasyon ve biyokimyasal testlerle identifikasyon esasina dayanir. Bu testte esas olarak,
Amerika Birlegik Devletleri, Gida ve Ilag Dairesinin (US Food and Drug Administration,
(FDA), Bacteriological Analytical Manual (BAM)) kitabinda ag¢iklanan metodu alinmistir.

Diger metotlardan kismen yararlanilmistur.

7. TEST METODU’NUN TANIMI
7.1. Materyal :

Enfeksiyondan siipheli hayvana ait i¢ organlar (serebral formda beyin kokii, spinal sivi,
medulla oblangatanin gesitli bolgeleri; abortif formda plasenta (kotiledonlar), amniyon sivis,
fotal abomasum igerigi, septisemik formda karaciger, bobrek, dalak) mastitiste siit ve ayrica
Listeria ile kontamine 6rnek olarak siipheli toprak, silaj, gida materyali vs. test materyalini

olustururlar.
Tiir : Biyiikbas ve kiigiikbas hayvanlardir.

Teste uygunluk: Gonderilecek materyalin miimkiin oldugunca taze olmasi gerekmektedir.

7.2 Kullanilan Ekipman:

Standart laboratuvar cam malzemesi

Inkiibatérler (30+2°C, 35+2°C)

Sterilizator ( 160+5 °C)

Su banyolar1 (35-100°C’ler arasinda ayarlanabilen)
Gram boyama seti

Isik Mikroskobu

7.3. Kullanilan Kimyasallar, Besiyerleri ve Hazirlanis:

Besiyerleri ¢esitli firmalardan hazir olarak temin edilebilecegi gibi, asagidaki sekilde

laboratuvarda da hazirlanabilir.
Listeria zenginlestirme s1v1 besiyeri (Buffered Listeria Enrichment Broth)
Listeria selektif zenginlestirme suplementi (Listeria selective enrichment supplement)

Listeria selektif agar (Oxford formiilasyonu)
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Listeria Selektif Suplement (Oxford formiilasyonu)
Palcam Agar

Palcam selektif Supplement (Bir sisede)

Yeast Ekstrakth Trypticase Soy Agar (TSAYE)
Yeast Ekstraktli Trypticase Soy Broth (TSBYE)
Glucose Phosphate Broth (MRVP Medium)

Listeria zenginlestirme s1v1 besiyeri (Buffered Listeria Enrichment Broth)

- Triptik soya broth 30g

- Maya ekstrakti 6g

- Potasyun dihidrojen ortofosfat 1.35¢

- Disodyum hidrojen ortofosfat 96¢g

- Distile su 1000 ml

Listeria zenginlestirme siv1 besiyerinden 23,5 g tartilir ve 500 ml distile suda iyice karistirilip
¢ozdiriilir. Otoklav sonras1 pH 7.3+0.2 olacak sekilde kontrol edilir. Otoklavda 121+1°Cde
15 dakika sterilize edilir. Aseptik sartlar altinda 225+5 ml olarak steril sise veya erlenmayerlere
taksim edilir. Son pH 7.3+0.2 olmalidir.

Listeria selektif zenginlestirme suplementi (Listeria selective enrichment supplement)

Bir sisede (Listeria zenginlestirme sivi besiyerinin 500 mI'sine katilacak sekilde hazirlanmuistir):

- Akriflavin HCI 7.5 mg
- Nalidixic asit (sodyum tuzu) 20 mg
- Cycloheximide 25mg

Listeria selektif zenginlestirme suplementinin bir sisesi, 2 ml steril distile suda hazirlanir ve
bir sisesi Listeria zenginlestirme siv1 besiyerinin 500 ml’sine katilacak sekilde hazirlanmigtir.
Numune ile birlikte karistirilan ve 4 saat inkubasyonda tutulan Listeria zenginlestirme sivi
besiyerine hesaplanarak aseptik olarak ilave edilir. Ornegin 225+5 ml Listeria zenginlegtirme
swv1besiyeri i¢in, bir sisesine 2 ml distile su katilarak hazirlanan Listeria selektif zenginlestirme

suplementinden 0.9 ml miktarinda ilave edilir.

Listeria selektif agar (Oxford formiilasyonu)

- Columbia blood agar base 39¢g
- Esculin 10g
- Ferric amonyum citrat 05¢g
- Lityum klorit 15¢g

- Distilesu 1000 ml konur ve pH:7.0+0.2 olacak sekilde ayarlanir.
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Listeria Selektif Suplement (Oxford formiilasyonu)

Bir sisede (Listeria selektif agar temel besi yerinin 500 ml'sine katilacak sekilde hazirlanmuistir):

- Cycloheximide 200 mg
- Colistin siilfat 10 mg
- Acriflavin 2.5mg
- Cefotetan 1 mg

- Fosfomycin 5 mg

Listeria selektif agar besiyerinden 27,75g tartilir ve 500 ml distile suda yavasca karistirilip,
wsitilarak ¢ozdiriliir. 121+1°Cde 15 dakika sterilize edilir. Listeria Selektif Suplementin bir
sisesi, 5 ml %70’lik etanol i¢in de ¢ozdiiriilerek, 50°C’ye kadar sogutulan besi yerine, aseptik

sartlarda ilave edilir, karistirilir ve steril petrilere dokiiliir.

Palcam Agar

- Columbia blood agar base 39¢g

- Yeast extract 3g

- Mannitol 10g

- Ferrik amonyum sitrat 05¢g

- Esculin 08¢g

- Glucose 0,5¢g

- Phenol red 0,08 g

- Lityum cloriir I5¢g

- Distile su 1000 ml

Tartilan Palcam agar hazir besiyeri, distile su ile 1sitilarak ¢ozdiiriiliir. Otoklav sonras: pH
7.240.2 olacak sekilde ayarlanir. Otoklavda 121+1°Cde 15 dakika sterilize edilir.

Palcam selektif Supplement (Bir sisede)

- Polymixin B 5 mg
- Acriflavine hydrochloride 2,5mg
- Ceftazidime 10 mg

Palcam selektif suplementin bir sisesi 1ml steril distile su ile ¢ozdiiriiliir ve 50°C’ye kadar
sogutulan 500 ml Palcam besiyerine katilip karistirilir. Steril sartlar altinda petrilere dokiiliir.

(Suplementlerin hazir ticari formlari tercih edilir.)
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Yeast Ekstraktli Trypticase Soy Agar (TSAYE)

- Trypticase soy agar 40¢g
- Yeast extract 6g
- Distile su 1000 ml

Tartilan besiyeri igerigi distile su ile 1sitilarak ¢ozdiiriiliir. Otoklav sonras1 pH 7.3+0.2 olacak
sekilde ayarlanir. Otoklavda 121+1°C'de 15 dakika sterilize edilir. Steril sartlar altinda

petrilere dokiiliir.

Yeast Ekstraktli Trypticase Soy Broth (TSBYE)

- Trypticase soy broth 30g
- Yeast extract 6g
- Distile su 1000 ml

Tartilan besiyeri icerigi distile su ile iyice karistirilir ve tiiplere dagitilir. Otoklav sonrasi1 pH
7.340.2 olacak sekilde ayarlanir. Otoklavda 121+1°C‘de 15 dakika sterilize edilir.

Glucose Phosphate Broth (MRVP Medium)

- Pepton 7¢
- Glukoz 5¢g
- Fosfat buffer 5¢g
- Damitik su 1000 ml

Bilesenler damitik suda ¢ozdiiriliir. Ortam pH’1 6.940.2 ye ayarlanir, 121+ 1°Cde 15 dakika

sterilize edilir.

Voges Proskauer Reaktifleri

Cozelti-1

- Alfa-naphtol 5g

- Alkol 100 ml

Cozelti-2

- KOH 40¢g

- Damitik su 100 ul'ye tamamlanir.

Cam tiiplere 5er ml hacimlerde dagitilir. 121+1°Cde 10 dakika sterilize edilir. Sterilizasyon
sonras1 pH 6.5+0.2 olacak sekilde ayarlanir.
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Ure Agar

Temel Besi yeri

- Peptone lg

- Glukoz lg

- Sodyum kloriir 5¢g

- Potasyum dihidrojen fosfat (KH, PO, ) 2g

- Fenol red 0.012¢g

- Agar 12-18 g
- Damitik su 1000 ml

Bilesenler damitik suda ¢ozlindiiriliir. Sterilizasyon sonrasi pH 6.8+0.2 olacak sekilde
ayarlanir. 121+1°Cde 20 dakika sterilize edilir.

Ure ¢ozeltisi
- Ure 400 g
- Damutik su 1000 ml

Ure suda ¢ozdiiriiliir, filtre ile sterilize edilir ve sterilitesi kontrol edilir.

Komple Ure Besiyeri
- Temel besi yeri 950 pl
- Ure ¢ozeltisi 50 ul

Ure onceden eritilip 45+1°C ye sogutulmus temel besiyerine aseptik kosullarda ilave edilir.

10 ml aseptik sartlarda steril deney tiiplerine dagitilir ve tiiplerde egik olarak katilagtirilir.

Nitrat broth

- Sigir ekstrakt 3g

- Pepton 5¢g

- KNO, 1g

- Damitik su 1000 ml

Bilesenler damitik suda ¢ozdiiriliir. Deney tiiplerine 5 ml hacimlerde dagitilir. 121+1°Cde

15 dakika otoklavlanir. Sterilizasyon sonrasi pH 7.3+0.2 olacak sekilde ayarlanir.
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Nitrit Deteksiyon Cozeltileri

Cozelti A

- Sulfanilik asit lg

- 5 N asetik asit 125 ml
Cozelti B

- Alfa-naftol lg

- 5N asetik asit 200 ml

5 N asetik asit hazirlamak i¢in 28.75 ml glasiyel asetik asit, 71.25 ml damitik su ile karistirilir.
Gozeltiler koyu renkli kapakl: sisede saklanir.

SIM Hareketlilik Medium

- Pancreatic casein 20g
- Sig1r extrakt 6.1g
- Demir amonium sulfat 02¢g
- Sodyum thiosulfat 02g
- Agar 35¢g

Bilesenler damitik suda ¢ozdiiriliir. 6 ml tiiplere dagitilir. 121°Cde 15 dakika sterilize edilir.

Sterilizasyon sonrasi pH 7.3+0.2 olacak sekilde ayarlanir.

Koyun Kanli Agar:
- Koyun kanli agar besiyeri 95 ml
- Steril koyun kani 5ml

Koyun kanl1 agar besiyeri prospektiisiine gore hazirlanir. Kan ve kanli agar besiyeri 45°Cde

karistirilir ve petrilere dokdiliir.

Purple Carbohydrate Fermentation Broth Base

- Proteaz peptone 10g

- Et ekstrakt1 lg

- NaCl 5g

- Brom creasol purple 0.02¢g

- Damitik su 1000 ml

Purple broth base suya ilave edilir. Sterilizasyon sonras1 pH 6.8+0.2 olacak sekilde ayarlanir.

124 TESHISTE METOT BIiRLIGI




T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI ‘ \
TESHISTE METOT BIRLIGI | i

I¢in de Durham tiipii bulunan tiiplere 9 ml dagitilir. 121+1°Cde 15 dakika sterilize edilir.
Karbonhidratlarin (esculin disinda) % 5’lik ¢ozeltileri hazirlanir. Filtrede veya otoklavda
sterilize edilir. Hazirlanan karbonhidrat ¢ozeltilerinden 1 ml alinarak 9 ml'lik ana brotha
eklenir. Esculin ise % 0.5 olacak sekilde direk olarak ana broth’a eklenir. 115°C de 15 dakika

sterilize edilir. Oda sicakliginda jellestigi i¢in pipetlenmemelidir.

Karbonbhidrat testleri ve biyokimyasal testler i¢in Vitek otomatik identifikasyon sistemi,
API Listeria gibi hazir biyokimyasal test kitleri kullanilabilir.

Katalaz Testi icin % 3’litkk Hidrojen peroksit ¢ozeltisi.

7.4. Numunenin Hazirlanmasi ve Analiz / Test / Muayenenin Yapilmasi

Gelen materyaller +4 + 2 °Cde saklanmalidir. Ornekler donmus halde ise analiz edilene

kadar donmus olarak saklanmalidir.

7.4.1. Zenginlestirme Prosediirii

Gelen materyallerden (serebral formda beyin kokii, medulla oblangata’nin gesitli bolgeleri;
abort formunda plasenta, amniyon sivisy, f6tal abomasus igerigi; genel enfeksiyonda karaciger,
akciger, bobrek, dalak; mastitiste siit ve ayrica Listeria ile kontamine 6rnek olarak siipheli
toprak, silaj, gida materyali vs.) numuneyi temsil edecek sekilde ve etkenin tespit edilebilecegi
yerlere de dikkat edilerek 25+1 g veya ml numune {izerine, suplement icermeyen 225+5 ml
Listeria zenginlestirme siv1 besiyeri ilave edilir ve homojenize edilir. Numunenin yetersiz
olmas1 durumunda; miimkiin olan numune miktarina (10-25 g veya ml), 9 kat1 miktarinda
Listeria zenginlestirme siv1 besiyeri ilave edilir. Homojenize edildikten sonra 30+1°Cde 4
saat inkiibe edilir. Daha sonra akriflavin, nalidiksik asit, cycloheximide i¢eren Listeria selektif
zenginlestirme suplementi ilave edilir ve 30+2 °C'de 44+2 saat olmak iizere toplam 48+2 saat

inkiibasyona birakilir.

7.4.2. 1zolasyon Prosediirii

Listeria selektif zenginlestirme supplementi ilave edilmis zenginlestirme besiyerinden,
inkubasyonun yaklasik olarak 24. ve 48. saatlerinde 0.1 ml miktarinda alinarak, Listeria
selektif agar (Oxfort) veya Palcam Agar besi yerlerine 6ze ile gegilir ve petriler aerobik ya da
mikroaerofilik kosullarda 35+2°Cde 24-48+2 saat inkiibasyona birakilir.

Inkiibasyon sonrasinda; Oxfort agarda 2-3 mm ¢apinda, etrafi siyah zonlu, siyahims1 ¢okiik
merkezli, siyah-kahverengi koloniler ve palcam agarda 1.5-2 mm ¢apinda, merkezinde siyah
bir ¢okiintii ile gri-yesil renkte olan ve kiraz kirmizisi vasatta siyah zon veren tipik koloniler,

stipheli kabul edilerek dogrulama testlerine alinirlar.
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Tipik kolonilerin belirlenmesi ve saflagtirma i¢in Listeria selektif agar (Oxfort) veya Palcam
Agar besi yerlerindeki tipik kolonilerden en az 5 tanesi (5 veya daha fazla koloni) alinarak
yeast ekstraktl trypticase soy agara (TSAYE) siirme ekim yapilir. Plaklar 35+2°C'de 24-48+2
saat inkiibe edilir. L. monocytogenes ve L. ivonavii klasik ramnoz ve ksiloz fermentasyon testi

ile ay1rt edilebilir.

7.4.3. Identifikasyon Prosediirii

Inkiibasyon siiresi sonucunda iireyen mikroorganizmalarin identifikasyonunu yapmak

amaci ile asagidaki islemler yapilir:
1. Yeast ekstraktli trypticase soy agarda (TSAYE) iireyen tipik koloniler incelenir.
2. Tipik kolonilere katalaz testi uygulanir. Listeria tiirleri katalaz pozitiftir.

3. 16-24 saatlik koloniler, Gram boyama ile boyanirlar. Tim Listeria tiirleri, Gram pozitif
gubuklardir. Buna karsin eski kiiltiirlerde Gram boyanma degisken olabilir ve etkenler

coccoid formda goriilebilir.

4. Tipik kolonileri Yeast ekstraktl trypticase soy brotha (TSBYE) toplanarak, karbonhidrat
fermentasyon testi ve diger testler i¢in 35+2°C'de 24+2 saat inkiibe edilir. Bu kiiltiir 4+2 °Cde
birkag giin saklanabilir.

5. Kalin dokiilmiis ve iyice kurutulmus % 5’lik koyun kanli agarina dikey sekilde 1zgaralar
agilir. Bu 1zgaralarin her birine TSAYEde iireyen ayr1 bir koloni siiriiliir. Pozitif kontrol
L. monocytogenes ve negatif kontrol olarak L. innocua kullanilir. 35+2°C'de 24-48+2 saat
inkiibe edilir. Parlak 1gikta incelenir. L. monocytogenes ve L. seeligeri koyun kanli agarinda
hafif belirgin zonlu hemoliz olusturur. L. innocua hemoliz zonu olusturmaz. L. ivanovii ise
¢ok belirgin zonlu hemoliz olusturur. Hemoliz durumu kanli agarin kalinlig1 5 mmden ince

oldugunda daha kolay belirlenir. Siipheli durumlarda CAMP testi ile sonuca gidilir.

6. Istenirse nitrat rediiksiyon testi yapilir. Sadece L. grayi spp. murrayi nitrati indirger bu
sebeple test, L. grayi spp grayi den ayirt etmek i¢in kullanilir. Nitrat rediiksiyon testi i¢in
nitrat broth TSBYEde iireyen kiiltiir ile inokiile edilir. 35+2°C'de 5 giin inkiibe edilir. 0.2 ml
A ¢ozeltisi ve 0.2 ml B ¢ozeltisi katilir. Turuncu renk degisimi nitrit varligini yani nitratin
indirgendigini gosterir. Eger renk degisimi yoksa bir miktar ¢inko tozu eklenir ve bir saat

beklenir. Turuncu renk degisimi indirgenmemis nitratin varligini gosterir.

7. TSBYE kiiltiirtinden SIM mediuma ekim yapilir ve 7 giin oda 1sinda inkiibe edilir. Giinlitk
olarak kontrol edilir. Listeria spp. hareketli tipik semsiye benzeri iireme verir. Alternatif
olarak, faz kontrast mikroskobunda immersiyon yagi ile, kolonilerin lam tizerinde % 0.85’lik
tizyolojik tuzlu suda, 1slak ortamda hareket muayenesi yapilir ve ince yapili, kisa gomak
seklindeki Listeria bakterilerinin donme ve yuvarlanma hareketleri incelenir. Koklar, biiyitk

basiller ve hizli yiizme hareketi yapan basiller Listeria spp. degildir.
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8. Karbonhidrat fermentasyonu i¢cin TSAYEdeki tipik kolonilerden alinir ve i¢in de Durham
tiipii ve % 0.5 oraninda agagidaki karbonhidratlarin bulundugu mor renkli karbonhidrat
brotha inokiilasyon yapilir. Dextroz, esculin, maltoz, ramnoz, mannitol ve ksilozlu tiipler
35+2°Cde 7 giin inkiibe edilir. Pozitif reaksiyon veren Listeria tiirleri gaz iiretmeyip asit
tretirler. Biitiin Listeria tiirlerinde dekstroz, esculin ve maltoz pozitif olmalidir. L. grayi hari¢
biitiin Listeria tiirleri mannitol negatif olmalidir. Listeria tiirlerinin ayrimi i¢in test sonuglari
Tablo-1dedir.

9. Kanl1 agarda hemoliz test sonuglar1 belirsiz ve stipheli oldugunda, CAMP testi faydalidir.
CAMP testi i¢in kanli koyun agarina Staphylococcus aureus (ATCC 25923) ve Rhodococcus
equi (ATCC 6939) suslari1 paralel olarak siiriiliir. Bu gizgiye dik olarak yatay ve birbirine paralel
test kiilttirleri stiriliir. Test kiiltiirlerinin bu kiiltiirlere degmemesine dikkat edilir. 35+2°C'de
24-48+2 saat inkiibe edilir ve hemoliz agisindan kontrol edilir. Listeria monocytogenes ve
L. seeligeri kolonilerinin hemolizleri, S. aureus yaninda genisleme gosterirken, diger tiirler

hemoliz gostermezler. Sadece L. ivanovii, R. equi gizgisi yaninda hemoliz gosterir.

10. Elde edilen saf izolatlar, 6zellikle biyokimyasal igerikli ticari kitler (Vitek, API Listeria ve
MICRO-ID gibi) kullanilarak hizli olarak da identifiye edilebilirler. Vitek veya Api Listeria

kitlerinin kullanimi ile ilave olarak CAMP testine gereksinim duyulmaz.

11. Istenirse veya gerektiginde Voges Proskauer testi yapilabilir. Voges Proskauer testi icin
glucose phosphate brotha (MRVP Medium) test kiiltiiriinden inokiile edilir ve 35+2°Cde
48+2 saat inkiibe edilir. Inkiibasyonun sonunda steril bir tiipe bu kiiltiirden 1 ml aktarilir,
tizerine 0.2 ml % 40 KOH ve 0.6 ml alfa naftol ¢ozeltisi ilave edilir. Birka¢ creatin tanesi
konur. Kirmizi bir halkanin olusumu pozitif reaksiyonu gosterir. Tiim Listeria tiirleri (L.

denitrificans hari¢) Voges proskauer pozitiftir.
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Tablo-1 Listeria tiirlerinin ayrimi

L. grayi .
monocL;‘o enes ivoi;zvii innf)'cua L. welshmeri L. seeligeri PP sL' g"::’ lii

i murrayi Pp- 8ray
B-hemoliz +4 +¢ - - (+) , -
CAMP test (S.

+ - - - (+) - -
aureus)
CAMP test ) N i i i i i
(Rhodococcus equi)
Mannitol - - - - - + +
L-Ramnoz + - d d - d -
D-Ksiloz - + - + + - -
Dekstroz + + + + + + +
Maltoz + + + + + + +
Hareket (20 °C de) + + + + + + +
Nitratin - - - ND ND + -
indirgenmesi
Eskiilin hidrolizi + + + + + + +
Katalaz + + + + + + +
Oksidaz - - - - - - -
Ure - - - - - B B}
indol - - - - - - -
H,S - - - - - - -
MR/VP +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
Virulens (Fare testi) + + - - - - -

Not:  +: % 90 pozitif; -: % 90 negatif; d: % 11-89 pozitif, =~ ND: veri yok.

¢ Genellikle genis bir zon yapar; 4. Pek az sug negatif reaksiyon gosterir.  (+): Zayif
Reaksiyon

Besi Yerlerinin Kontrolii : Hazir olarak alinan ya da laboratuvarda hazirlanan besi yerinin,
Listeria cinsi mikroorganizmalarini iiretme kapasitesi, Listeria monocytogenes kontrol susu
ile test edilir. Izolasyon ve identifikasyonda kullanilan biitiin besi yerlerinin sterilite kontrolii
sorumlu kisi tarafindan yapilir. Analiz sirasinda pozitif kontrol olarak Listeria monocytogenes
(ATCC 19115), negatif kontrol olarak Staphylococcus aureus (ATCC 25923) kullanilmaktadir.
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1. AMAC

Test; sigir kan serumunda, Bulasici Sigir Pleuropneumonisi (Contagious bovine
pleuropneumonia-CBPP)’nin etkeni Mycoplama mycoides subspecies mycoides small colony

(MmmSC)’ye kars1 olusan antikorlarin Competitive ELISA ile tespit edilmesi amaciyla yapilir.

2. UYGULAMA ALANI

Test, CBPP’nin serolojik teshisi amaciyla sigir kan serumlarina uygulanir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve c¢alisanlarin enfeksiyonuna yol agma riski nedeni ile enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual -

Laboratory Biosafety Manual’, esas alinarak kurallara uyulmas: saglanmalidur.

Testlerin bagindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan soliisyonlar igine

toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.
1. Kiti ve tiim reagentlar1 2-8°C'de muhafaza ediniz.
2. Tum reagentlar kullanilmadan 6nce 18- 25°C’lik oda sicakligina getirilmelidir.

3. Kullanilmamis pleyt gozleri kapatilarak kapali bir plastik torba icin de 2-8°C’ de

saklanmalidir.

4.  Farkli serilerdeki (farkli zamanlarda fretilen) kitlerin malzemeleri ve kilavuz

kitapgiklar: karistirilmamalidir.

5.  Reagentlarla calisirken dikkatli olunmalidir. Son kullanma tarihi gee¢mis kit

kullanilmamalidir.
6.  Her 6rnek i¢in ayr1 pipet ucu kullanilmalidir.
7. Substrat soliisyonunun goz, solunum sistemi ve deri tizerinde tahris edici etkisi vardir.

Deri ve gozlerle temasindan kaginilmalidir.

8.  Stop soliisyonu kuvvetli bir asit olup, yaniklara sebep olabilen H,SO, igerir. Dikkatli
¢alistlmalidur.
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9.  Agizla pipetleme yapilmamalidir.
10. Bu kit sadece in vitro teshis amaciyla kullanilir.

11. Kit prosediirii takip edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

Testte kullanilan pleytler, kontrol serumlari, konjugeytler ve diger kimyasal maddeler ticari

kit i¢cin de hazir olarak bulunmaktadir.

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

C-ELISA Bulasic1 Sigir Pleoropneumonisi olgularinda tarama testi olarak kullanilir.

7. TEST METODU’NUN TANIMI
7.1.Materyal

Sigir kan serumu

7.2.Teknik Ekipman
Etiiv, mikropleyt, ¢ok kanalli pipetler, ELISA okuyucu, su banyosu.

7.3. Kullanilan kimyasallar

OIE CBPP referans laboratuvarlarindan (CIRAD Montpeiller/FRANCE) temin edilen
C-ELISA kiti kullanilarak yapilir.

7.4.Testin yapilis1
Test kit protokoliinde belirtilen sekilde yapilir. (Bakiniz kullanilan kit prosediirii)
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8. ILGILI DOKUMANLAR /KAYNAKLAR VE EKLER

1- Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2012) Contagious

bovinepleuropneumonia.http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/
tahm/CBPP.pdf

2. WHO (2004) Laboratory Biosafety Manual-Third Edition, http://www.who int/csr/
resources/publications/biosafety/ WHO_CDS_CSR_LYO_11/en/.
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1. AMAC

Sigirkanserumlarindabulasicisigir pleuropndmonisi (Contagiousbovine pleuropneumoniae)
etkeni olan Mycoplama mycoides subspecies mycoides SCye karsi olusan antikorlarin

saptanmasidir.

2. UYGULAMA ALANI

Bulasic1 sigir pleuropnomonisi hastaliginin identifikasyonu amaciyla serolojik tekniklerin

kullanildig1 uygulamalar: kapsamaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve c¢alisanlarin enfeksiyonuna yol agma riski nedeni ile enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla calisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual -

Laboratory Biosafety Manual’, esas alinarak kurallara uyulmas: saglanmalidur.

Testlerin bagindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan soliisyonlar igine

toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
Mycoplama mycoides subspecies mycoides SC: OIE List A hastalig1 olan Bulagic1 Sigir

Pleuropnomonisinin etkenidir.

MmmSC: Mycoplama mycoides subspecies mycoides small colony.

CBPP: Contagious bovine pleuropneumoniae/Bulasici Sigir Pleuropndmonisi
CFT: Complement Fixation Test/ Komplement fikzasyon testi

VBD: Veronal buffer diliient

Komplement (C): Saglikli kobay kanindan elde edilen serumdur.
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MHD: Minimum hemolitik doz
FHD: Full hemolitik doz

MmmSC Antijeni: OIE referansi Instituto Zooprofilatico Seprimentale (IZS) Terramodan

temin edilen antijen. Titresi 1/70 dir.

Pozitif Kontrol Serum: OIE referansi Instituto Zooprofilatico Seprimentale (IZS)

Terramodan temin edilen temin edilen pozitif kontrol serumu. Titresi 1/320 dir.

Negatif Kontrol Serum: CBPP gecirmemis hayvandan alinan kan serumu.

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

MmmSC antijeni kendi antikoru ile birlestikten sonra olusan bu bilesik ortama katilan
kompleman ile birleserek onu baglar. Bu testle elde MmmSC antijeni var iken serumda ona

uygun antikorun varlig1 arastirilir.

7. TEST METODU’NUN TANIMI
7.1. Materyal:

Sigir kan serumu

7.1.1. Kullanilan Ekipman:

Santrifiij

Su banyosu, 37°C ve 56°C
Laboratuvar terazisi

Isiticili manyetik karistirica

ph metre

Pleyt okuyucu ayna

Pipetler 1 ml, 5ml, 10 ml

U tabanli mikropleyt

Mikropipetler 25 pl-50pl

Cok kanalli mikropipetler 25 pl-50pl
Pipetler i¢in plastik uglar
Reagentlerin diliisyonu i¢in 5 ml ‘lik cam tiipler

Tiip tastyicilar (sporlar)

I [ [y [ [ Y [ |

Reagentlerin hazirlanmast igin kimyasal kalintilardan free cam beher ve erlenler
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7.1.2. Kullanilan Kimyasallar
Sodyum kloriir

Barbiton

Sodyum dietil barbitiirat
Magnezyum siilfat

Kalsiyum kloriir

Distile su

7.1.3. Reagentler

MmmSC antijeni

Pozitif ve negatif kontrol serum
Komplement

%6’lik koyun eritrosit siispansiyonu

Sodyum sitrat

7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analiz/Test/Muayene’nin Yapilmasi
7.2.1. Eritrosit siispansiyonu

Koyun kani aseptik kosullar altinda ya hayvanin vena jugularisinden i¢in de (%10) sodyum
sitrat eriyigi bulunan (alinacak kan hacmininl/10’u kadar) steril bir siseye alinir. Kan ile
sitrat eriyigi karisincaya kadar ¢evirme hareketleri ile karistirilarak pihtilagsmasi 6nlenir. CFT

i¢in kullanilacak kan en az bir giinlitk olmalidur.

Koyun eritrositlerinin ytkanmasi:

Kan steril santrifiij tiiplerine konur. Santrifiij edilir (3000 rpm de 10 dakika), tist siv1 dokdliir,
tortu VBD ile sulandirilir ve yeniden santrifiij edilir.Bu islem ii¢ kez tekrarlanir. Sonunda tiip

dibindeki eritrosit tortusu dereceli pipetle 6lgiiliir, %6 oraninda VBD ile sulandirilir.

7.2.2.Amboceptor

Amboceptor, hemolitik anti- koyun eritrosit serumudur. Prezervatif olarak %0,1 sodyum

azid ihtiva eder. Calisma diliisyonunu elde etmek i¢cin VBD ile 1/500 oraninda diliie edilir.

Tavsan hemolitik serumu veya hemolizin komplement fikzasyon testte kullanilan en énemli
reagentir. Tavsan serumu koyun kirmizi kan hiicrelerine kars: antikor igerir. Tavsana koyun
kirmizi kan hiicrelerinin enjeksiyon yoluyla verilmesiyle elde edilir. Enjeksiyondan belli

gilin sonra tavsan serumu toplanir. Serum koyun kirmizi kan hiicrelerine karsi antikor
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icermektedir. Bu serum tavsan komplementinin inaktivasyonu icin 1sitilir ve esit miktarda
gliserin ile karistirilarak muhafaza edilir. Hemolitik sistemin hazirlanmast i¢in egit miktarda
hemolizin esit miktarda %6 koyun eritrosit soliisyonu ile karistirilmalidir. Bu iki soliisyon
karistirildiktan sonra oda 1sisinda inkiibe edilerek hemolizinde bulunan antikorlarin
koyun kirmizi kan hiicrelerine baglanmasi saglanir. Antikorlarin varligindan emin olmak
i¢cin hemolizin her zaman fazla kullanilmalidir ki tiim kirmizi kan hiicrelerinin yiizeyine

baglansin.

7.2.3.Antijen

Yeteri miktarda antijen iizerinde yazan orana gére VBD ile sulandirilarak ¢aligma diliisyonu
elde edilir. Yaklasik olarak bir pleyt i¢cin 3 ml antijen diliisyonu gereklidir. Kullanilincaya
kadar +4°Cde saklanir.

7.2.4.Komplement:

Komplement non spesifik immun sistemde gorev alir ve bazi 6zel gorevleri yerine getirir.
Komplementin en 6nemli fonksiyonlarindan biri de 6zel antikorlarin varliginda ¢esitli
hiicrelerin lizisidir. Bu CFT deki roliiniin temelini olusturur. En standart ve en etkili
komplement kobay serumlarinda bulundugundan komplement olarak bu hayvanlarin taze
serumu kullanilir. Kan, kobayin kalbinden uygun teknik ile ve bir hayvandan biiytikligiine
gore 4-7 ml miktarlarinda alinabilir. Alinan kan steril santrifijj tiiplerine konur. Buzdolabinda
bekletilirken pihtinin ayrilmaya basladig1 goriiliince steril bir cam ¢ubuk ya da pipet ile
piht1 kenarlarindan ayrilir. Bir gece buzdolabinda bekletilerek pihtinin kiigiilmesi saglanir.
Santrifiijlenerek serum ayrilir. Birka¢ kobayin serumlar: karistirilarak kullanim anina kadar
buzdolabinda saklanir. Komplement kobaylardan test giinii veya bir giin dnce elde edilerek
taze olarak kullanilabilecegi gibi daha 6nceden alinmis ufak voliimler halinde (-20°C de en
fazla 1-2 ay titresini muhafaza eder) kullanilir. CFT komplementinin mutlaka titre edilerek
kullanilmas: gereklidir. Titrasyonun amaci hemolitik sistemin tam hemolizinin goriildigii en

yiitksek diliisyonu saptamaktir. Komplement her testten 6nce mutlaka titre edilmelidir.

Komplementin Titrasyonu

9 tiipten olusan 3 sira yapilir.

1/40 C diliissyonunun hazirlanmas:
0.5 ml komplement

3.5 ml distile su

12.0 ml VBD
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Diliisyon asagida gosterilmistir:

TUP C 1/40 VBD VBD
1 0.1 ml 0.4ml 1.5ml
2 0.150ml 0.350ml 1.5ml
3 0.200ml 0.300ml 1.5ml
4 0.250ml 0.250ml 1.5ml
5 0.300ml 0.200ml 1.5ml
6 0.350 pul 0.150ml 1.5ml
7 0.400ml 0.100ml 1.5ml
8 0.450ml 0.050ml 1.5ml
9 0.5ml - 1.5ml

Bazen antijenin antikomplementer aktivitesinin derecesini siralamada ¢aligma dilisyonunda
antijen ile 0.5 ml VBD yer degistirebilir. Tiipler 37°C de su banyosunda 1 saat bekletilir.
Bu siire esnasinda hemolitik sistem hazirlanir. %6’ lik koyun eritrositleri ve ¢alisma
diliisyonundaki amboseptor ayr1 olarak tutulur. Her tiipe 0.5 ml amboseptor ve 0.5 ml koyun
eritrositleri eklenir. Tiipler dikkatlice ¢alkalanir ve tekrar 30 dakika i¢in su banyosuna konur.
Tam hemoliz gosteren ilk tiip komplementin minimum hemolitik dozu (MHD,C) olarak
okunur. Hemen yanindaki tiip full hemolitik dozu gosterir (FHD). Kullanilacak komplement

agagidaki formiille hesaplanir.
40 =80 (1:80 olarak cevrilir)
2%0.250

7.3. Testin Yapilist:

Her bir test serumunun ve kontrol serumlarinin 1/5’lik diliisyonlar1 yapilir. Bunun igin kiigiik
tiiplere 200 pl komplement fiksasyon diliienti (VBD) ve 50 ul serum konulur ve karigtirilir.
Tiipler kontaminasyonun engellenmesi i¢in Nescofilm veya bir benzeri ile ortiiliir. Test ve
kontrol serumlar1 56°C’lik benmaride 30 dakika inaktive edilir. Yeteri miktarda antijen
tizerinde yazan orana gore VBD ile sulandirilarak ¢alisma diliisyonu elde edilir. Yaklagik
olarak bir pleyt icin 3 ml antijen diliisyonu gereklidir. Kobay komplementi, VBD ve steril
distile su ile bir diliisyon faktorii verilerek ¢alisma diltisyonu elde edecek sekilde sulandirilir.
Yaklasik olarak bir pleyt i¢in 3 ml komplement diliisyonu gereklidir. Her bir test serumu ve
kontrol serumlari igin pleytte 12 cukurluk bir set gereklidir. Ilk 11 ¢ukur serum diliisyon

serileri i¢in, 12. gukur antikomplementer kontrol i¢in kullanilir. Setler buna gore etiketlenir.
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Herbirtestserumuvekontrolserumlariiginiftkatlidiliisyonserileriveantikomplementer

kontrol hazirlanmasi: Bir serum i¢in 12 ¢ukurluk set’in ilk 11 ¢ukurunda 1/10dan 1/10240%a

kadar 25%r pl hacimde inaktive edilmis serum diliisyon serileri gereklidir. Bunun icin

asagidaki basamaklar takip edilir:

O
O

Bir setteki 12 ¢ukurun hepsine de 25%r ul VBD konulur.

Koyun eritrosit siispansiyonu kontrolii i¢in hazirlik: Koyun eritrosit siispansiyonu

kontrolii olarak etiketlenmis 4 cukura 75%er ul VBD konulur.

25 pl test serumu veya kontrol serumu uygun setteki 1. gukura (cift kath diliisyon serisini

hazirlamak i¢in) ve 12. gukura (antikomplementer kontrol i¢in) konulur.

Her bir set i¢in ayr1 bir pipet ucu kullanmak {izere, birinci ¢ukurdan baglanarak igerik
pipetle ti¢ kez ¢ekilip bosaltilarak karigtirilir ve 2. gukura 25 ul aktarilir. Bu islem 2.
gukurdan 3. ¢ukura, 3. ¢ukurdan 4. ¢ukura, 4. gukurdan 5. gukura olacak sekilde boylece
devam ettirilir ve nihayet 11. ¢ukura kadar tekrarlanir. 11. gukurdaki 25 pl fazla sivi
atilir. Boylece iki katli test serumu ve kontrol serumu diliisyon serileri hazirlanmis olur.
Anti-komplementer kontrol olan 12. ¢ukurun icerigi pipetle ii¢ kez ¢ekilip bosaltilarak

karistirilir ve 25 pl’si atilir.

Komplementin eklenmesi: Test ve kontrol serumlarina ait her bir setteki 12’ser cukurun
tiimiine 25%er pl komplement ¢alisma diliisyonu ilave edilir.

Antijenin eklenmesi: Test ve kontrol serumlarina ait her bir setteki 12’ser ¢ukurun ilk
11’ine 25%r pl antijen ¢aligma diliisyonu ilave edilir.

Test ve kontrol serumlarina ait her bir setteki anti-komplementer kontrol olarak kullanilan
12. gukurlara 25%r pl VBD ilave edilir.

Pleytin kapag: kapatilir ve manuel olarak veya karistiricida 20 saniye kadar karistirilir.
37°Cde 30 dakika inkiibe edilir.

Hemolitik sistemin hazirlanmasi: Pleyt etiive yerlestirildikten sonra hazirlamaya
baslanir ve her pleyt i¢cin 3 ml gereklidir. VBDde hazirlanmis hemolizin ¢alisma dilisyonu

ile yine VBDde hazirlanmis %6 koyun eritrosit siispansiyonu esit hacimde karistirilir.

Sensitizasyon igin 30 dakika 37°C’lik benmaride inkiibe edilir.

30 dakikalik inkiibasyonun ardindan etiivden alinan pleytin tiim kullanilmis ¢ukurlarina
25%r pl sensitize edilmis hemolitik sistem ilave edilir. Bunlara koyun eritrosit siispansiyonu
kontrolii olarak etiketlenmis 4 adet ¢ukur da dahildir.

Pleytin kapagi kapatilir ve 37°C'de 30 dakika arasira galkalanarak inkiibe edilir.

Yaklagik olarak 600 gde 1 dakika santrifiij edilir.

Sonuglar okuma aynas ile okunur. Ilk olarak kontrol serumlari ve kontrollere bakilir. Tiim

sonuglar kaydedilir.
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7.4. Sonuglarin Degerlendirilmesi:

[l Hemolizi derecelendirme (Lysis Score): Her bir gukurdaki eritrositlerin % hemoliz orani

“lysis score” olarak adlandirilir. Lysis score asagidaki tabloya gore (Tablo 1) belirlenerek

kaydedilir.

Tablo 1: Lysis score degerlendirmesi

% Komplement
% Hemoliz ° o p Lysis Score Yorum
iksasyon
Negatif ya da )
75-100 0-25 _ Negatif
Eseri
50-75 25-50 1 Negatif
25-50 50-75 2 Pozitif
0-25 75-100 3 Pozitif
0 100 4 Pozitif

“Ayrintil: titre sonucu (overall titre result)” test ve kontrol serumlari i¢in, 2 ya da daha ytiksek
lysis score veren ilk serum diliisyonudur ve bu diliisyonda pozitifligi ifade eder (6rnegin
1/40’lik diliisyonda pozitif gibi). Eger bir test veya kontrol serumu 1/10’luk diliisyonda 2'den

kiiciik lysis score verirse, ayrintili titre sonucu “1/10’luk diliisyonda negatif” diye yorumlanir.
Elde edilen sonuglarin gegerli olmast i¢in asagidaki kosullarin gerceklesmis olmasi gereklidir:
[] Pozitif ve negatif kontroller beklenen ayrintili titre sonucunu vermelidir.

[ Komplementin antijenli ve antijensiz kontrolleri asagidaki gibi lysis score vermelidir.

Tablo 2: Sonuglarin degerlendirilmesi

Komplementin “calisma
1/1 1/2 1/4 1/8
diliisyonu”nun diliisyonu

Negatif, eseri

Gegerli lysis score Negatif 2,3 veya4 4

veya 1

[l Koyun eritrosit siispansiyonu kontrolleri 4 lysis score vermelidir.

[] Eger kontrol sonuglarindan herhangi biri beklenilenin disinda ise test gegersizdir ve

tekrarlanmalidir.
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Veronal Buffer (Stok)

Sodyumklorid (NaCl) 85g
Barbiton 5750 g
Sodyum dietil barbitiirat 3.750 g
Magnezyum siilfat 2.036¢g
Kalsiyum klorid 0.2% ¢
Distile su 2000 ml

Barbitiirik asit 100 ml distile su icerisinde benmaride kaynatilarak eritilir. Sodyum klorid,
barbiton, magnezyum siilfat, kalsiyum klorid yeterli miktarda distile su ile ¢oziindiriiliir.
Iki soliisyon karistirilir ve hacmi distile su ile 2000 ml ‘ye tamamlanir. Karigim siiziiliir.
Soliisyonun ph’si kontrol edilir. pH 7.3-7.4 arasinda olmalidir. Bu konsantre soliisyon kiigitk
miktarlarda steril siselere konarak agzi vidali kapaklarla kapatilir. Stok soliisyon olarak +4°C

de saklanir.

Calisma diliisyonunun hazirlanmasi i¢in; 1 kisim stok soliisyon 4 kisim distile su ile karistirilir.
Calisma diliisyonunun pH s1 kontrol edilmelidir. pH 7.3-7.4 arasinda olmalidir. Yukarda

bahsedilen diliient ticari olarak da temin edilebilir.

8. ILGILI DOKUMANLAR /KAYNAKLAR VE EKLER
1-O.1.E. Manual 2004

2-WHO (2004) Laboratory Biosafety Manual - Third Edition,. http://www.who int/csr/
resources/publications/biosafety/ WHO_CDS_CSR_LYO_2004_11/en/.
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1. AMAC
Sigir fotus, boga prepusyum ve inek vaginal yikantilarindan Campylobacter fetus subsp.

veneralis ve Campylobacter fetus subsp. fetus'un izolasyonu dur.

2. UYGULAMA ALANI

Bu test, Bakteriyel Teshis Laboratuvarinda Campylobacteriosisin teshisi amaciyla

bakteriyolojik kiiltiir yontemlerinin kullanildig1 uygulamalari kapsamaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve c¢alisanlarin enfeksiyonuna yol agma riski nedeniyle enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisirken dikkatli olunur ve OIE Manual ve WHO

Laboratory Biosafety Manual esas alinarak kurallara uyulmasi saglanir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

Venereal Campylobacteriosis: Ineklerde infertilite, erken embriyonik 6liim ve abortlara

neden olan boga aracilig1 ile genital yolla yayilan infeksiyondur.

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

Sigir fotusu, boga preputium ve inek vaginal yikantilarindan yapilan bakteriyolojik muayene

ile venereal campylobacteriosis'in teshisi amaglanir.

7. TEST METODU’NUN TANIMI
7.1. NUMUNENIN ALINISI VE GONDERILMESI:
Bogalarda numune; smegma, semen ve prepusyal yikant1 alinarak génderilir. Bunun igin;

Smegma: Semen alindiktan sonra suni vagenin 20-30ml PBS ile yikanarak elde edilen,yikant:

olarak,
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Semen: Steril kosullarda alinip, PBS ile dilue edilerek, direk veya transport besi yeri ile,

Prepusyal yikantr: Prepusyal kesenin 20-30ml PBS ile yikanarak toplanmasi ile elde edilen

yikanti olarak, steril bir tiip icin de gonderilir.

Disilerde ise vaginal boslugun 20-30ml PBS’le yikanarak suni tohumlama pipetleri ile vaginal

mukusun alinmast ile elde edilen yikanti steril bir tiipe konarak gonderilir.

Numuneler 4-10°Cde 1siktan korunarak direkt olarak ayni giin i¢in de laboratuvara
ulagtirilmalidir. Ayni giin i¢in de ulagim saglanamiyorsa, transport medium (Clark’s, SBL,

Lander’) i¢in de 24-48 saat igin de gonderilmelidir.

7.2. Materyal

Boga Prepusyum yikantisi, semen, smegma, inek vaginal yikantisi, Inek fotusu

7.3. Kullanilan ekipman

-Tip (12ml uzunlugunda U tabanli cam)
-Tiip spor (gelik 24 gozli, tabani delik)
-Beher (degisik ebatlarda 50-500ml)

-jar

-pipet

-Santrifiij (3000 devirli,sogutmalr)

-Ettiv (aerobik)

-Co, li Etiiv

-Isik mikroskobu

-Lam, lamel

7.4. Kullanilan Kimyasallar
[] Gram boyama seti
7.5. Kullanilan Besiyerleri

[l Skirow besi yeri ve supplementleri

Skirrow Selektif Besiyeri Hazirlanmasi:

Blood agar base No.2 (Oxoid) ........... 40g
Distile SU ....oceeueeerrrreeceees 930 ml, Ph 7.2, 121°Cde 15 dakika sterilizasyon
Defibrine koyun kani .......ccccccccuvuncece. 70 ml
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Skirrow Supplement

Vancomycin ... 20 mg

Trimethoprim ........cccovvccvnncccnnnnnes 10 mg
Polymyxin B sulphate .......cccccoveunee. 5000 IU
Cycloheximide ......cccoooeivcrvirinininnn. 100 mg

40 gram Blood agar base No.2 (Oxoid) 930 ml Distile suda eritilinceye kadar kaynatilir.
121°Cde 15 dakika sterilizasyonu yapilir. 50°C’ye kadar sogutulan besi yerine %7-10 oraninda
defibrine koyun kani ve Skirrow supplement (SR 069E ve SRO84E) ve katilir. Karistirilarak

steril petrilere dagitilir.

7.6. Numunenin Hazirlanmasi ve Analizin Yapilmasi

Prepusyum yikantisi: 3000-3500 devirde 10 dakika santrifijj edilir. Ust siv1 atilir. Cokelti ya

direk olarak veya filtre edilerek besi yerine ekilir.

Vaginal mukus: Vaginal mukus koyu degil ise direkt veya esit miktarda PBS ile sulandirilarak
besi yerine ekilir. Vaginal mukus koyu kivamda ise esit hacimdeki cysteine soliisyonu ( pH’s1
7,2 ye ayarlanmis ve filtereden gecirilmis 100 mlde 0,25 g lik cystein hydrochlorid) nda 15-20

dakika beklettikten sonra besi yerine ekilir.

Prepusyal yikant: veya vaginal yikanti ile fotustan alinan mide suyu direk, karaciger ve dalak
ise isleme tabi tutulduktan sonra skirrow besi yeri hazirlanmis olan petrilere 6ze yardimi
ile ekilerek % 5-10 Oksijen, %5-10 CO, ve %85 N, iceren etiive veya anaerob jara konulur.
Belirtilen atmosfer 3 litrelik jara BR 038B anerob kiti konulurak (bunun i¢in 6nce kit

kenarindan makasla kesilerek 10ml ¢esme suyu pipet yardimi ile konur) saglanir.

Jar kapatildiktan sonra 37°C’lik etiivlerde 3-4 giin bekletilir. Inkubasyon siiresi sonunda,
petrilerde tireyen kolonilerin morfolojisi incelenerek bakterinin ozellikleri olan hareket
muayenesi ve gram boyama ile genel karakteristigine bakilir. Hareketli ve gram boyamada
gram negatif, virgiil, spiral olan bakteriler i¢in identifikasyona gidilir. CO,’li etiivde her giin
tireme kontrol edilir.

Identifikasyonda oksidaz, katalaz testi, selenit rediiksiyon testi, %1 glisin duyarlilik testi,

42°C'de tireme testi yapilir.

7.7. Sonuglarin degerlendirilmesi:

Oksidaz ve katalaz pozitif olan, 42°Cde iiremeyen, %]l lik glisinli ortamda tiremeyen ve
seleniti rediikte etmeyenler C. fetus subsp. venerealis, %1 lik glisinli ortamda tireyen ve seleniti

rediikte edenler C.fetus subsp. fetus olarak ayrilir.
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CHLAMYDOPHILA ABORTUS’UN ENZIM
LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY

(ELISA) ILE TESHISI

1. AMAC

Bu test Chlamydophila abortus’a kars1 olusan antikorlarin tespit edilmesidir.

2. UYGULAMA ALANI

Koyunlarda Chlamydophila abortusun serolojik teshisini kapsar.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin

kontaminasyonuna ve ¢aliganlarin enfeksiyonuna yol a¢ma riski nedeni ile enfeksiyoz

materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual -

Laboratory Biosafety Manual’, esas alinarak kurallara uyulmasi saglanmalidur.

Testlerin bagindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan soliisyonlar i¢ine

toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

1.
2.
3.

Kiti ve tiim reagentlar1 2-8°Cde muhafaza ediniz.
Tiim reagentlar kullanilmadan 6nce 18- 25°C’lik oda sicakligina getirilmelidir.
Tim aciklamalar dikkatlice okunup izlenmelidir.

Kullanilmamis pleyt gozleri kapatilarak kapali bir plastik torba i¢in de 2-8°C’ de

saklanmalidir.

. Farkli serilerdeki (farkli zamanlarda iiretilen) kitlerin malzemeleri ve kilavuz kitap¢iklari

karistirilmamalidir.

Reagentlarla ¢alisirken dikkatli olunmalidir. Son kullanma tarihi ge¢mis kit

kullanilmamalidir.
Her 6rnek i¢in ayr1 pipet ucu kullanilmalidir.
Her pleytde hem negatif hem de pozitif kontrol kullanilmalidur.

Substrat soliisyonunun goz, solunum sistemi ve deri {izerinde tahris edici etkisi vardir.

Deri ve gozlerle temasindan kaginilmalidir.
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10.Stop soliisyonu kuvvetli bir asit olup, yaniklara sebep olabilen H SO, igerir. Dikkatli

¢alisiimalidir.
11. Agizla pipetleme yapilmamalidir.
12.Bu kit sadece in vitro teshis amaciyla kullanilir.

13.Kit prosediirii takip edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

Antijen kapli pleytlere test edilecek serum ilavesi ve Chlamydophila abortus proteinlerine karsi
antikorlarin varlig1 durumunda daha sonra ilave edilecek spesifik enzim bagli konjugatindan
bu antikorlara baglanarak yikama sonucu atilmadan pleytde kalmas: ve test sonunda ilave

edilen substrat1 pargalayarak renk olusturmasi prensibine dayalidir.

7. TEST METODU’NUN TANIMI
7.1. Materyal

Kan serumu

7.2. Kullanilan ekipman

-100, 200 pI’ lik tek ve ¢ok kanall1 pipetler
-ELISA cihaz1

-Yikama sisesi

-37°C’ lik etiiv

-1,5 ml'lik ependorf tiip

-Buzdolabi (+4 °C)

7.3. Kullanilan Kimyasallar

-Test pleyti

-Konsantre Yikama soliisyonu(x10): 1/10 oraninda distile suyla diliie edilir.
-Anti-Ruminant-IgG, monoclonal,PO-Konjugat

-Pozitit Kontrol

-Negatif Kontrol

-TMB-Substrate Soliisyon

-Stop Soliissyon TMB
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7.4 Numunenin Hazirlanmasi ve Analiz/Test/Muayene’nin Yapilmasi

Calisilacak numunelerin oda sicakligina gelmesi beklenir.

7.4.1. Test Kiti Prosediirii

- Calisilacak serumlar ve kontrol serumlar1 1,5 ml'lik ependorf tiiplerde diliie edilmis
yitkama soliisyonuyla, 1/400 oraninda (1200 ul Yikama soliisyonu, 3 pl 6rnek ve kontrol

serumlarindan) sulandirilir.

-Sulandirlmis her bir serumdan 100%er pl alinarak mikropleytin gézlerine konur.
-Mikropleytin istii kapatilarak 37°Cde 60 dakika siire ile inkiibe edilir.

-3 defa Yikama Soliisyonuyla yikanur.

-Her g6ze 100 pl Anti-Ruminant-IgG, monoclonal,PO-Konjugat konarak 37°Cde 60 dakika

siire ile inkiibe edilir.

-3 defa Yikama Soliisyonuyla yikanir.

-100 ul Substrate Soliisyonu konarak 15 dk oda 1sisinda beklenir.

-100 ul Stop Soliisyonu eklenir.450 nm de ELISA okuyucusunda okutulur.
7.5. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Testin Gegerlilik Kriterleri;

-Pozitif Kontroliin OD degeri 2 yi gegmemeli.

-Negatif Kontroliin OD degeri 0.5 i gegmemeli.

-Pozitifle, negatif kontroliin farki >_ 0.3

-%Degeri= [ (Ornegin OD-Negatif Kontroliin OD)/(Pozitif OD-negatif OD )]x100
-Yiizde Degeri %30 un altinda ise Negatif

-Yiizde Degeri %30ile %40 arasinda ise siipheli

-Yiizde Degeri %40ve iizeri ise pozitif kabul edilir.
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8. ILGILI DOKUMANLAR /KAYNAKLAR VE EKLER

1. CHEKIT Chlamydophila Abortus Antibody Test Prosediirii.

2. WHO (2004) Laboratory Biosafety Manual - Third Edition, http://www.who int/csr/
resources/publications/biosafety/ WHO_CDS_CSR_LYO_11/en/.
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BULASICI AGALAKSI
(CONTAGIOUS AGALACTIAE)’NIN TESHISI

1. AMAC

Test; koyun ve keci'ye ait 6rneklerden bulagici agalaksinin baslica etkeni olan Mycoplama
agalactiae, basta olmak tizere, M. capricolum subsp. capricolum, M. mycoides subsp. capri,
M. putrefaciens’in (koyun ve kegi'ye ait Orneklerden), klasik bakteriyolojik yontemlerle

izolasyonu ve identifikasyonudur.

2. UYGULAMA ALANI

Bulasic1 agalaksi etkeni olan Mycoplama agalactiae, M. capricolum subsp. capricolum,
M. mycoides subsp. capri, ve M. putrefaciens’in izolasyon ve identifikasyonu i¢in yapilan

bakteriyolojik teshis uygulamalarini kapsamaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve c¢alisanlarin enfeksiyonuna yol agma riski nedeniyle enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla calisirken dikkatli olunur ve OIE Manual ve WHO

Laboratory Biosafety Manual esas alinarak kurallara uyulmasi saglanir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

Bulasici agalaksi: OIE tarafindan B listesi hastaliklar1 arasinda siniflandirilan, koyun ve kegi

yetistiriciliginde 6nemli ekonomik kayiplara yol agan bir infeksiyondur.

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI
Test, bulasici agalaksiden siipheli koyun ve kegilere ait siipheli materyallerden veya
Mycoplasma izolatlarindan bulasic1 agalaksi etkenlerinin izolasyon ve identifikasyonu amaci

ile yapilr.
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7. TEST METODU’NUN TANIMI
7.1. Materyal
Bulasic1 Agalaksiden siipheli 6rnekler ve/ya bakteri kiiltiirleri.

7.2. Kullanilan Ekipman

Biyogiivenlik Kabini

Inkiibatér (37°C+1°C, %5 CO,)

Stereo mikroskop

Mikroskop

Santrifiij

Analitik terazi (50-0.1 mg hassasiyette)

Platin ve disposable 6zeler (10ul’lik)

Steril santrifiij tiipleri

Isiticili manyetik karistirica

Sogutmali santrifiij (6000-17000 rpm)

Su banyosu, (37-100°C arasinda ayarlanabilen)
Steril enjektdr 5,10 ve 20 ml lik

ph metre

0.22um siringa filtresi

Steril pipetler 1 ml (0.01 b6lmeli), 5 ve 10 ml (0.1 ml bolmeli)
Pipetorler (10-1000pl 6l¢tim araliginda ve plastik uglari)
Buzdolab1

Otoklav

Steril pens, spatiil, v.b. malzemeler

Vortex

Erlen, beher, meziir v.b. standart laboratuvar cam malzemesi.

7.3. Kullanilan Besi Yerleri Soliisyonlar

Hayflik’s medium (Broth)

A. Otoklavlanacak Kisim (12°Cde 15 dakika):

Bacto PPLO broth without crystal violet (Difco) 21g
Distile su 70 ml
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B. Membran Filtreden Gegirilecek Kisim:

At serumu (56°Cde 30 dakika inaktive edilmis) 20 ml

Yeast extract (%25lik soliisyon) 10 ml
Glikoz (0,5 g/m!’lik steril soliisyon) 0,2 ml
Fenol red (%1’lik soliisyon) 0,2 ml
Thallium acetate (%0,5) 0,5ml
Penisilin G (200.000 IU/ml) 0,25 ml

B kismi, A kismina aseptik olarak eklenir. Final pH 7,6 olmalidur.

Hayflik’s medium (Agar)

A. Otoklavlanacak Kisim (121°Cde 15 dakika):

PPLO agar (Difco) 35¢g
Distile su 70 ml

B. Membran Filtreden Gegirilecek Kisim:
At serumu (56°C'de 30 dakika Inaktive edilmis) 20 ml

Yeast extract (%25’lik soliisyon) 10 ml
Glikoz (0,5 g/mI’lik steril soliisyon) 0,2 ml
Fenol red (%1’lik soliisyon) 0,2 ml
Thallium acetate (%0,5) 0,5 ml
Penisilin G (200.000 IU/ml) 0,25 ml

A kismi otoklavdan ¢iktiktan sonra 50°C’ye soguyunca, B kismi aseptik olarak eklenir. Petri

kutularina dokiilir. Final pH 7,6 olmalidir.
Stok thallium acetate (%5)

5 g. Thallium acetate 100 ml distile su icin de eritilir. Filtre ile sterilize edilerek +4°C de

saklanir.
Yeast extract soliisyonu (%25)

25 g. Yeast extact 100 ml distile su i¢in de eritilir pH 7,6’ya ayarlanarak filtre ile sterilize edilir

ve 10 ml miktarinda siselere boliinerek -20°C de saklanir.
Glikoz soliisyonu (%50)

50 g. glikoz 100 ml distile su i¢in de eritilir ve filtre ile sterilize edildikten sonra +4°C de

saklanir.
Phenol red soliisyonu (%1)

1 g. Fenol red 100 ml distile su i¢in de eritilir ve filtre ile sterilize edilerek +4°C de saklanir.
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7.4. Izolasyon
7.4.1. Ornek Segimi

Segilmesi gerekli 6rnekler; siit, konjuktival swab ve eklem sivisidir. Geng hayvanlarda lezyon
varsa akciger de drnek olarak segilebilir. Transport medium olarak “Hayflik’s medium” igeren
swablar laboratuvardan temin edilir. Eklem sivis1 steril enjektére gekilerek alinir. Siit 6rnekleri
steril tiiplere alinir. Orneklemeden dnce meme bagi temizlenir, meme ucundaki ilk siit atilir.

Orneklerin laboratuvara génderimi mutlaka soguk zincir altinda yapilmalidir.

7.4.2. Orneklere Uygulanan Islem

Swablar 2-3 ml Hayflik’s medium i¢ine birakilir. Eklem sivisi ve siitler 1/10 ekim oraniyla sivi
Hayflik’s medium’a ekilir. Eklem sivisy, siit veya swab stispansiyonunun medium i¢in de, en az

10 *e kadar diliisyonu yapilir. Diliisyonlardan kati besiyerlerine ekimler yapilir.

7.4.3. Kiiltiir

Kiiltiirler 37°Cde, % 5 karbondioksitli ve nemli atmosferde inkiibe edilir. Siv1 kiiltiirler,
tiremenin kanit1 olan renk degisikligi yoniinden her giin kontrol edilir. Asir1 bulaniklik
bakteriyel kontaminasyonu gosterir. Boyle kiiltlirlerin subkiltiirii 0,45 um por ¢aph
membran filtreden gegirilerek yapilir. Broth kiiltiirlerin pasajlar1 1/10 inokulasyon orani ile
taze broth’lara ve oze ile agara yapilir.

Kati kiiltiirler tiremeler yoniinden her 1-3 giinde bir stereo mikroskop (x5-50 biiyiitme) ile
incelenir. Negatif durumlarda petriler 14 giin sonra atilir. Kolonilerin gozlenmesi durumunda
koloni igeren agar kismi blok seklinde kesilip ¢ikarilarak hem sivi hem de kat1 besiyerine
subkdiltiirii yapilir. Kat1 besiyerine pasajda, agar blogun koloni iceren yiizii agsagida olacak

sekilde yeni besi yeri tizerine konulur ve 6ze ile yiizeyde hareket ettirilir.

Izolatlarin klonlanmasi ve saflagtirilmasi, goriilen her bir morfolojik tipteki kolonilerin

tekrarlayan pasajlari ile yapilir. Pasajlamalarda tek bir koloni kullanilir.

[zolasyonun olmadigini sdylemek igin broth kiiltiirler ve bir adet ekim yapilmamis broth 3
hafta inkiibe edilir.

7.5. Identifikasyon
7.5.1. Film ve Spot Formasyonu

Eskiyen kolonilerin civarinda, agar i¢in de siyah spotlar ve yilizeyde belirgin kirisiklarin

olusumu olarak tanimlanir.
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7.5.2. Serolojik Identifikasyon

Serolojik identifikasyon amaciyla kullanilan tireme inhibisyon testi (growth inhibition test)

yapilir.

Ureme inhibisyon testi (Growth inhibition test)

Test yapilacak safkiiltiirden sivi besi yerine pasaj yapilir. 24-48 saat inkiibe edilir. Stire sonunda
kiiltiiriin 10 kadar diltisyonu yapilir. Test i¢in en az iki diliisyon kullanilmalidir (10! ve 10
?). Uygun besi yeri bulunan petrilerin arkasina kalemle boydan boya diiz ve birbirine paralel
gizgiler ¢izilir. 9 cm capli petrilere iki-ii¢ ¢izgi ¢izilebilir. Her bir kiiltiir diliisyonundan 50pL
¢izginin bir kenarina birakilarak petri egilir ve damlanin ¢izgi boyunca ilerlemesi saglanir.
Kurumasi beklenip ekim ¢izgisi uzunlugunun ortasindan 6 mm ¢apli daire seklinde agar

parcast kesilip ¢ikarilir.

Bu islem icin steril pastor pipeti kullanilabilir. Olusan ¢ukura 30-40 pL tavsanda hazirlanmis
spesifik antiserum tasirmadan konulur. Kurumasi beklenip, petri ters cevrilerek 37°Cde
uygun siire boyunca inkiibe edilir. Siire sonunda ¢ukur etrafinda iireme inhibisyon zonunun

olugmasi testin pozitif oldugunu gosterir.

8.ILGILI DOKUMANLAR /KAYNAKLAR VE EKLER

1- Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2008) Contagious
agalactia.http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.07.05_
CONTAGIOUS_AGALACTIA.pdf.

2. WHO (2004) Laboratory Biosafety Manual - Third Edition, 2004. http://www.who int/csr/
resources/publications/biosafety/ WHO_CDS_CSR_LYO_11/en/
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BULASICI AGALAKSI (CONTAGIOUS
AGALACTIAE) ’NIN ELISA ILE TESHISI

1. AMAC

Test; koyun, ke¢i kan serumunda, Bulasici Agalaksi etkeni Mycoplama agalactiae’ye karsi

olusmus antikorlarin tespit edilmesidir.

2. UYGULAMA ALANI

Test, Bulasic1 Agalaksi’nin teshisi amaciyla koyun ve ke¢i kan serumlarina, ticari M. agalactiae
ELISA test kiti kullanilarak uygulanir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKIi SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve c¢alisanlarin enfeksiyonuna yol agma riski nedeni ile enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual -

Laboratory Biosafety Manual’, esas alinarak kurallara uyulmas: saglanmalidur.

Testlerin bagindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan soliisyonlar igine

toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

1. Kiti ve tiim reagentlar1 2-8°C'de muhafaza ediniz.

2. Tim reagentlar kullanilmadan énce 18- 25°C’lik oda sicakligina getirilmelidir.
3. Tim agiklamalar dikkatlice okunup izlenmelidir.

4. Kullanilmamis pleyt gozleri kapatilarak kapali bir plastik torba igin de 2-8°C’ de

saklanmalidir.

5. Farkli serilerdeki (farkli zamanlarda tiretilen) kitlerin malzemeleri ve kilavuz kitapgiklar:

karistirllmamalidir.

6. Reagentlarla ¢alisirken dikkatli olunmalidir. Son kullanma tarihi gegmis kit

kullanilmamalidir.
7. Her ornek i¢in ayr1 pipet ucu kullanilmalidir.
8. Her pleytde hem negatif hem de pozitif kontrol kullanilmalidir.

9. Substrat soliisyonunun goz, solunum sistemi ve deri tizerinde tahris edici etkisi vardir.

Deri ve gozlerle temasindan kaginilmalidir.
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10.Stop soliisyonu kuvvetli bir asit olup, yaniklara sebep olabilen H_ SO, igerir. Dikkatli
¢alistimalidir.

11. Agizla pipetleme yapilmamalidir.
12.Bu kit sadece in vitro teshis amaciyla kullanilir.

13.Kit prosediirii takip edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

Testte kullanilan pleytler, kontrol serumlari, konjugeytler ve diger kimyasal maddeler ticari

kit i¢in de hazir olarak bulunmaktadir.

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

Koyun ve kegi kan serumlarinda M.agalactiae’ye kars1 olusan antikorlar1 indirekt ELISA ile

tespit edilmesi i¢in uygulanir.

Test; antijen kapli pleytlere, test edilecek koyun ve keci kan serum 6rneklerinin ilavesi ve
M.agalactiae’ye kars1 olusan antikorlarin varligi durumunda daha sonra ilave edilen spesifik
enzim bagli konjugatindan bu antikorlara baglanmasi ve test sonunda ilave edilen substrat’

parcalayarak renk olusturmasi prensibine dayali bir ELISAdir.

Testinagagidaverilen temelbasamaklariticariolarak farklikuruluslar tarafindan iiretilen biitiin
antikor ELISA kitlerinde aynidir, ancak test de kullanilan érnek miktari, test reagentlarinin
kullanim konsantrasyonlar1 ve inkiibasyon siireleri bakimindan farkliliklar bulunmaktadir.

Bu nedenle kullanilan ELISA kitinin protokoliine uygun olarak test yapilmalidur.

7. TEST METODU’NUN TANIMI
7.1 Materyal

Laboratuvara teshis amaciyla gonderilen koyun ve ke¢i kan serum 6rnekleri

7.2. Kullanilan Ekipman

37 °C etiiv ve shaker veya 37 ° C’ ye ayarlanabilen Orbital Shaker
Vorteks

50 ve 200 pl'lik tek kanalli pipetler

50 ve 300 ul'lik cok kanalli pipetler

Tek kullanimlik pipet uglar

Disposable pipet

Yikama sisesi veya otomatik pleyt yikayici

ELISA okuyucu

OOO0OOO0OOCO@Odd3
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7.3 Kullanilan reagentlar

Antijen kapl Pleyt
Negatif Kontrol
Pozitif Kontrol
Konjugat

Substrate soliisyonu
Stop Soliisyonu
Yikama Soliisyonu

I R [ R |

Sulandirma sivisi

7.4 Numunenin Hazirlanmasi ve Analiz/Test/Muayene’nin Yapilmasi

Test kullanilan kit prosediiriine gore yapilir. (Bakiniz kullanilan kit prosediirii )

7.5. Sonuglarin degerlendirilmesi
Sonuglarin degerlendirilmesi kit prosediiriine gore yapilir. (Bakiniz kullanilan kit

prosediirii ).

8. ILGIiLI DOKUMANLAR /KAYNAKLAR VE EKLER

1- Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals 2012, Contagious
agalactia.http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.07.05_
CONTAGIOUS_AGALACTIA.pdf

2. WHO Laboratory Biosafety Manual - Third Edition, 2004. http://www.who int/csr/
resources/publications/biosafety/ WHO_CDS_CSR_LYO_2004_11/en/.

9. REVIZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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BULASICI AGALAKSI (CONTAGIOUS
AGALACTIAE)’NIN MOLEKULER TESHISI

1. AMAC

Test, koyun ve kegilerde bulasici agalaksiye neden olan Mycoplasma agalactiae’nin Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PCR) ile teshisini amaglar.

2. UYGULAMA ALANI

Mycoplasma agalactiaenin identifikasyonu amaciyla polimeraz zincir reaksiyonu
tekniklerinin kullanildig1 uygulamalar: kapsamaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve c¢alisanlarin enfeksiyonuna yol agma riski nedeniyle enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisirken dikkatli olunur ve OIE Manual ve WHO
Laboratory Biosafety Manual esas alinarak kurallara uyulmasi saglanir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR
PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Bulasic1 agalaksi: OIE tarafindan B listesi hastaliklar1 arasinda siniflandirilan, koyun ve kegi
yetistiriciliginde 6nemli ekonomik kayiplara yol acan bir enfeksiyondur.

Mycoplasma agalactiae: Bulasic1 agalaksinin baslica etkenlerinden biridir.

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

Bu metot Bulasic1 agalaksiden siipheli koyun ve kegilere ait marazi madde veya Mycoplasma
izolatlarinin PCR testi ile teshislerinin yapilmasinda kullanilir.

7. TEST METODU’NUN TANIMI
7.1. Materyal

Bulasic1 agalaksiden siipheli siit, akciger, konjuktival swab, eklem sivis1 veya Mycoplasma
kiilttrleri.
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7.2. Kullanilan Ekipman

Analitik terazi (50-0.1 mg hassasiyette)
Pipetler 1 ml (0.01 bolmeli), 5 ve 10 ml (0.1 ml bolmeli)
Otomatik pipetler

Buzdolab1

Derin dondurucu

Mikrodalga firin

Biyogiivenlik Kabini

Steril pens, spatiil, bistiiri v.b. malzemeler
Vorteks

Mikrosantrifiij

Benmari veya kuru blok 1sitic1

Pastor pipeti

Mikosantrifijj tiipi,

PCR tiipi

Thermal cycler

Elektroforez tanki

Giig kaynag1

UV transilliminator

Fotograf makinesi

7.3 Kullanilan Kimyasallar
DNA izolasyon Kkiti
PCR-grade PBS

PCR reagentlari

Agaroz

0,5x TBE buffer

Ethidium bromur

7.4. DNA izolasyonu
7.4.1. Swablardan veya siv1 kiiltiirden DNA izolasyonu

1,5 ml'lik kapakli eppendorf tiipiindeki 1 ml PCR-grade PBS i¢in de yikanmis swablardan
veya siv1 kiiltiirden DNA ekstrakte edilir. Stispansiyon 14.000 gde 30 dakika siireyle santrifiij
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edilir. Siipernatant bir pastor pipeti ile dikkatlice alinip atilir. Sediment 25 ul PCR-grade su ile

stispanse edilir. Tiip ve icerigi 10 dakika kaynatilir, 10 dakika buzda bekletilir ve 14.000 gde 5

dakika santriftijlenir. DNA siipernatantin i¢in dedir.

7.4.2. Siit veya dokudan DNA izolasyonu

Ticari DNA izolasyon kiti kullanilarak kitin talimatlarina gore yapilir.

7.5. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Primerler asagida tabloda (Tablo 1) belirtilen dizinden olusur

Tablo 1: Mycoplasma agalactiae spesifik primer dizinleri

Primer Ad1 | Dizin PCRUruvn Refer
Biiyiikliigii
MAPol-1F | 5-CATTGAACCTCTTATGTCATTTACTTTG-3
Marenda
265 bp ve ark,
2005
MAPol-5R: | 5-CTATGTCATCAGCTTTTGGGTGA-3

Reaksiyon karisimi ayr1 temiz bir bolgede ve yalniz bu is i¢in kullanilan pipetlerle hazirlanir.

50 ul'lik PCR reaksiyonu i¢in master-mix asagida tabloda (Tablo 2) olusur:

Tablo 2: PCR master-mix icerigi

Reagent Miktar
Ultra saf su (PCR grade) 33 ul
10x PCR Buffer (15 mM MgCl, igeren) 5ul
dATP (10 mM) 1,5ul
dTTP (10 mM) 1,5ul
dCTP (10 mM) 0,75 pl
dGTP (10 mM) 0,75 ul
F Primer (20 pikomol/pl) 1l

R Primer (20 pikomol/ul) 1l
Taq polimerase (5 U/pl) 0,5ul
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Her bir PCR tiipiine 45 pl reaksiyon karigimi konur. Tipler diger bir temiz bolgeye alinir
ve her bir tiipe 5er ul DNA 6rneginin ilave edilir. Her ¢alismada pozitif ve negatif (su)
kontrollerle beraber caligilmalidir.

Tipler thermal cylera yerlestirilir ve asagida tabloda belirtilen (Tablo 3) PCR programina

tabi tutulur:

Tablo 3: PCR programi

94 °C 2 dakika 1 kez

94 °C 30 saniye

49 °C 30 saniye 30 siklus
72°C 30 saniye

72°C 5 dakika 1 kez

7.6. Elektroforez
Bu agama diger tiim agsamalardan ayr1 bir oda veya bélmede yapilir.

Agaroz jel, 0,5x TBE buffer i¢in de %2 agaroz eritilerek hazirlanir. Erimis jele final
konsantrasyonu 0,5 pug/ml olacak sekilde ethidium bromiir ilave edilir ve kaliba dokiiliir.
Jel, donmasini takiben running buffer olarak 0,5x TBE buffer igeren elektroforez tankina
yerlestirilir. PCR iiriinleri 6x loading buffer ile karistirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklenir.
Ayrica uygun molekiiler marker da yiiklenir. Elekrotlar aras1 mesafeye gore her bir cmye 5V
hesabiyla dogru akim uygulanir.

Elektroforezi takiben jel, UV transilliiminator altinda gozlenir. Beklenen bant bityiikligii 265
bpdir. Sonuglarin gecerli olabilmesi i¢in pozitif kontrolle pozitif, negatif kontrolle negatif

sonug alinmalidir.
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8. ILGILI DOKUMANLAR /KAYNAKLAR VE EKLER
1- Marenda, M. S., Sagne, E., Poumarat, F & Citti, C. (2005) Suppression subtractive

hybridization as a basis to assess Mycoplasma agalactiae and Mycoplasma bovis genomic

diversity and species-specific sequences. Microbiology 151, 475-489.
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2. WHO (2004) Laboratory Biosafety Manual - Third Edition, 2004. http://www.who int/csr/

resources/publications/biosafety/ WHO_CDS_CSR_LYO__11/en/.
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BULASICI KECI CIGER AGRISI

(CONTAGIOUS CAPRINE
PLEUROPNEUMONIAE-CCPP) ’NIN TESHISI

1. AMAC

Test; Bulasic1 kegi ciger agrisi (Contagious Caprine Pleuropneumonia)’nin etkeni olan
Mycoplasma capricolum subsp. capripneumuniaenin (Mccp) ke¢i dokularindan, klasik

bakteriyolojik yontemlerle izolasyonu ve identifikasyonudur .

2. UYGULAMA ALANI

Bulasic1 kegi ciger agrisi etkeni olan Mycoplasma capricolum subsp. capripneumuniaenin
(Mccp) izolasyon ve identifikasyonu i¢in yapilan bakteriyolojik teshis uygulamalarini

kapsamaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve c¢alisanlarin enfeksiyonuna yol agma riski nedeniyle enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla galisirken dikkatli olunur ve OIE Manual ve WHO

Laboratory Biosafety Manual esas alinarak kurallara uyulmasi saglanir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

Bulasic1 Kegi Ciger Agrisi: OIE tarafindan B listesi hastaliklar1 arasinda smiflandirilan ve
gosterdigi yiiksek mortalite ve morbidite nedeni ile kegi yetistiriciliginde ¢ok ciddi ekonomik

kayiplara yol agan, kegilerin en 6nemli hastaliklarindan biridir.
CCPP: Contagious bovine pleuropneumoniae

Mpycoplasma capricolum subsp. capripneumoniae (Mccp): Bulasici kegi ciger agrisina neden

olan mikroorganizmadir.
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6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

Test, CCPP’ye neden olan Mycoplasma capricolum subsp. capripneumuniae’in kegilere ait
marazi madde veya Mycoplasma izolatlarindan izolasyonu ve identifikasyonu amaci ile

yapilir.

7. TEST METODU’NUN TANIMI
7.1. Materyal

Stipheli keci i¢ organ 6rnekleri ve swablar

7.2. Kullanilan Ekipman

Biyogiivenlik kabini

Inkiibatér (37 °C+1°C, %5 CO,)

Stereo mikroskop

Mikroskop

Santrifij

Analitik terazi (50-0.1 mg hassasiyette)

Platin ve disposable 6zeler (10pl'lik)

Steril santrifiij tiipleri

Isiticili manyetik karistiric

Sogutmali santrifiij (6000-17000 rpm)

Su banyosu, (37-100°C arasinda ayarlanabilen)
Steril enjektdr 5,10 ve 20 ml lik

ph metre

0.22um siringa filtresi

Steril pipetler 1 ml (0.01 bolmeli), 5 ve 10 ml (0.1 ml bolmeli)
Pipetorler (10-1000pl 6l¢iim araliginda ve plastik uglari)
Buzdolab:

Otoklav

Steril pens, spatiil, v.b. malzemeler

Vorteks

Erlen, beher, meziir v.b. standart laboratuvar cam malzemesi
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7.3. Kullanilan Besi Yerleri ve Soliisyonlar (biyokimyasal besiyerleri ¢ikarildi)
CCPP Medium (Broth)

A. Otoklavlanacak Kisim (121°C'de 15 dakika):

Bacto PPLO broth without crystal violet (Difco) 21 g

Deiyonize su 700 ml

B. Membran Filtreden Gegirilecek Kisim:

At serumu (56°Cde 30 dakika inaktive edilmis) 200 ml

Fresh yeast extract 100 ml
Glikoz (0,5 g/ml’lik steril soliisyon) 2ml
Sodium pyruvate (%25lik steril soliisyon) 8 ml

B kismi, A kismina aseptik olarak eklenir. 0,1 g/L ampisilin ve 250 mg/ml thallium acetate
ilave edilir. Final pH 7,4-7,6 olmalidur.

CCPP Medium (Agar)

A. Otoklavlanacak Kisim (121°Cde 15 dakika):

Bacto PPLO agar without crystal violet (Difco) 21g
Deiyonize su 700 ml
B. Membran Filtreden Gegirilecek Kisim:

At serumu (56°Cde 30 dakika inaktive edilmis) 200 ml

Fresh yeast extract 100 ml
Glikoz (0,5 g/ml’lik steril soliisyon) 2ml
Sodium pyruvate (%25lik steril soliisyon) 8 ml

B kismi, A kismina aseptik olarak eklenir. 0,1 g/L ampisilin ve 250 mg/ml thallium acetate
ilave edilir. Final pH 7,4-7,6 olmalidur.

Stok thallium acetate (%5)

5 g. Thallium acetate 100 ml distile su i¢in de eritilir. Filtre ile sterilize edilerek +4 °C de
saklanir.

Fresh yeast extract soliisyonu (%25)

250 g. (Dry Baker’s yeast) 1 L. distile deiyonize suyun i¢in de kaynama noktasina kadar
karigtirilarak eritilir. Daha sonra 3500 g. de santrifiijlenir dipteki tortu atilir. pH 8.0%
ayarlanarak filtre edilir ve -20°C de saklanir.

Glikoz soliisyonu (%50)

50 g. glikoz 100 ml distile su igin de eritilir ve filtre ile sterilize edildikten sonra +4°C de

saklanir.
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Phenol red soliisyonu (%1)

1 g. fenol red 100 ml distile su igin de eritilir ve filtre ile sterilize edilerek +4°C de saklanir.
Sodyum pyruvate soliisyonu (%25)

25 g. sodyum pyruvate 100 ml distile su igin de eritilir ve filtre ile sterilize edilerek +4°C de

saklanir.

7.4. Izolasyon
7.4.1. Ornek Segimi

Otopside secilmesi gerekli ornekler; akciger lezyonlari, ploral sivi ve mediastinal lenf
nodlaridir. Akciger 6rnekleri konsolide ve konsolide olmamis kisimlar1 kapsayacak sekilde
alinmalidir. Ornekler laboratuvara hemen ulagtirilamayacaksa derin dondurucuda (-20°Cde)
dondurulmalidir. Canli hayvanlardan alinmasi gereken 6rnek derin nazal swabtir. Transport
medium olarak “Thiaucourts medium” iceren swablar laboratuvardan temin edilir. Gerek
otopsi sirasinda alinan gerekse canli hayvandan alinan drneklerin laboratuvara génderimi

mutlaka soguk sartlarda yapilmalidir.

7.4.2. Orneklere Uygulanan Islem

Swablar 2-3 ml Thiaucourt’s medium i¢ine birakilir. Doku 6rnekleri makasla kiigiik pargalar
halinde kesilir ve 10 ml Thiaucourt’s mediuma 1 g doku ilave edilerek siispansiyon haline
getirilir. Pleural sivi, doku veya swab siispansiyonunun medium i¢in de, en az 10-4®e kadar

diliisyonu yapilir. Diliisyonlardan kati besiyerlerine ekimler yapilir.

7.4.3. Kiiltiir

Kiiltiirler 37°Cde, % 5 karbondioksitli ve nemli atmosferde inkiibe edilir. Siv1 kiiltiirler,
tremenin kaniti olan renk degisikligi ve floccular materyal olusumu yoniinden her giin
kontrol edilir. Agir1 bulaniklik bakteriyel kontaminasyonu gosterir. Boyle kiiltiirlerin
subkdiltiirii 0,45 um por ¢apli membran filtreden gegirilerek yapilir. Broth kiiltiirlerin pasajlari

1/10 inokulasyon orani ile taze broth’lara ve 6ze ile agara yapilir.

Kat1 kiiltiirler tiremeler yoniinden her 1-3 giinde bir stereo mikroskop (x5-50 biiyiitme) ile
incelenir. Negatif durumlarda pleytler 14 giin sonra atilir. Kolonilerin gézlenmesi durumunda
koloni igeren agar kismi blok seklinde kesilip ¢ikarilarak hem sivi hem de kati besiyerine
subkdiltiirii yapilir. Kat1 besiyerine pasajda, agar blogun koloni iceren yiizii agsagida olacak

sekilde yeni pleyt tizerine konulur ve 6ze ile ylizeyde hareket ettirilir.

Izolatlarin klonlanmasi ve saflagtirilmasi, goriilen her bir morfolojik tipteki kolonilerin

tekrarlayan pasajlari ile yapilir. Pasajlamalarda tek bir koloni kullanilir.
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Mccp ilk pasajlarda; kiigiik, diizensiz sekilli, merkezsiz veya kiiciik merkezli koloniler
olusturur. Tipik “kizarmis yumurta” goriinimli koloni tekrarlayan pasajlardan sonra

gdzlenir. zolasyonun olmadigini séylemek igin broth kiiltiirler ve bir adet ekim yapilmamis
broth 3 hafta inkiibe edilir.

7.5. Identifikasyon
7.5.1. Ureme inhibisyon testi (Growth inhibition test)

Test yapilacak mycoplasmanin saf kiiltiirtinden sivi besi yerine pasaj yapilir. 24-48 saat
inkiibe edilir. Stire sonunda kiiltiiriin 10”e kadar diliisyonu yapilir. Test i¢in en az iki diliisyon
kullanilmalidir (10! ve 107%).

Uygun besi yeri bulunan petri plaklarinin arkasina kalemle boydan boya diiz ve birbirine
paralel cizgiler cizilir. 9 cm ¢apli petrilere iki-{i¢ ¢izgi ¢izilebilir. Her bir kiiltiir diliisyonundan
50uL ¢izginin birkenarinabirakilarak petriegilir ve damlanin ¢izgiboyuncailerlemesisaglanir.
Kurumasi beklenip ekim ¢izgisi uzunlugunun ortasindan 6 mm ¢apli daire seklinde agar
pargast kesilip ¢ikarilir. Bu islem icin steril pastor pipeti kullanilabilir. Olusan ¢ukura 30-40
uL Mycoplasma capricolum subsp. capripneumoniae’ye karsi tavsanda hazirlanmis antiserum
tasirmadan konulur. Kurumasi beklenip, petri ters ¢evrilerek 37 °Cde mikroorganizma icin
uygun siire inkiibe edilir. Stire sonunda ¢ukur etrafinda tireme inhibisyon zonunun olusmasi

testin pozitif oldugunu gosterir.

8.ILGILI DOKUMANLAR /KAYNAKLAR VE EKLER

1- Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals 2012, Contagious
caprine  pleuropneumonia.http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/
tahm/2.07.06_CCPP.pdf

2. WHO Laboratory Biosafety Manual - Third Edition, 2004. http://www.who int/csr/
resources/publications/biosafety/ WHO_CDS_CSR_LYO_2004_11/en/. Erisim Tarihi:
22.08.2012

9. REVIiZYON
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BULASICI KECI CIGER AGRISI (CONTAGIOUS
CAPRINE PLEUROPNEUMONIAE)’NIN
KOMPLEMENT FIKZASYON TEST (CFT) ILE
TESHISI

1. AMAC

Kegi kan serumlarinda bulasic1 kegi ciger agrisi hastalig1 etkeni olan Mycoplama capricolum

subspecies capripneumoniae’ya karsi olusan antikorlarin saptanmasidir.

2. UYGULAMA ALANI

Bulasic1 sigir pleuropnoémonisi hastaliginin identifikasyonu amaciyla serolojik tekniklerin

kullanildig1 uygulamalar: kapsamaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve c¢alisanlarin enfeksiyonuna yol agma riski nedeni ile enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisilirken dikkatli olunmali ve “OIE Manual -

Laboratory Biosafety Manual’, esas alinarak kurallara uyulmas: saglanmalidur.

Testlerin bagindan sonuna kadar kullanilan biitiin malzemeler dezenfektan soliisyonlar igine

toplanmali ve otoklav edildikten sonra imha edilmelidir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

Mycoplama capricolum subspecies capripneumoniae: OIE List B hastalig1 olan Bulasici

keci ciger agrist hastaliginin etkenidir.

Mccp: Mycoplama capricolum subspecies capripneumoniae.

CCPP: Contagious caprine pleuropneumonia/ Bulasic1 kegi ciger agrisi
CFT: :Complement Fixation Test/ Komplement fikzasyon testi

VBD: Veronal buffer diliient

Komplement (C): Saglikli kobay kanindan elde edilen serumdur.
MHD: Minimum hemolitik doz
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FHD: Full hemolitik doz
Mccp Antijeni: OIE referanst CIRAD’tan temin edilen antijen. Titresi 1/80dir.

Pozitif Kontrol Serum: OIE referansi CIRAD’tan temin edilen pozitif kontrol serumu.
Titresi 1/80 dir.

Negatif Kontrol Serum: CCPP gegirmemis keciden alinan kan serumu.

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

Mccp antijeni kendi antikoru ile birlestikten sonra olusan bu bilesik ortama katilan
komplement ile birleserek onu baglar. Bu testle Mccp antijenine spesifik antikor varlig:

arastirilir.

7. TEST METODU’NUN TANIMI
7.1. Materyal:

Stipheli kegi kan serumu.

7.1.1. Teknik Ekipman:

Santrifiij

Su banyosu, 37°C ve 63°C
Laboratuvar terazisi

Isiticilt manyetik karistirica

ph metre

Pleyt okuyucu ayna

Pipetler 1 ml, 5ml, 10 ml

U tabanli mikropleyt

Mikropipetler 25 ul-50pl

Cok kanalli mikropipetler 25 ul-50pl
Pipetler i¢in plastik uglar
Reagentlerin diliisyonu i¢in 5 ml ‘lik cam tiipler

Tiip tastyicilar (sporlar)

I [ [y [ [ I [

Reagentlerin hazirlanmasi i¢in kimyasal kalintilardan free cam beher ve erlenler
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7.1.2. Kullanilan Kimyasallar
Sodyum kloriir

Barbiton

Sodyum dietil barbitiirat
Magnezyum siilfat

Kalsiyum kloriir

Distile su

7.1.3. Reagentler

MmmSC antijeni

Pozitif ve negatif kontrol serum
Komplement

%6’lik koyun eritrosit siispansiyonu

Sodyum sitrat

7.2. Numunenin Hazirlanmasi ve Analiz/Test/Muayene’nin Yapilmasi
7.2.1. Eritrosit siispansiyonu

Koyun kani aseptik kosullar altinda ya hayvanin vena jugularisinden i¢in de (%10) sodyum
sitrat eriyigi bulunan (alinacak kan hacmininl/10’u kadar) steril bir siseye alinir. Kan ile
sitrat eriyigi karisincaya kadar ¢evirme hareketleri ile karistirilarak pihtilagsmasi 6nlenir. CFT

i¢in kullanilacak kan en az bir giinlitk olmalidur.
Koyun eritrositlerinin ytkanmasi:

Kan steril santrifiij tiiplerine konur. Santrifiij edilir (3000 rpm de 10 dakika), iist s1v1 dokiiliir,
tortu VBD ile sulandirilir ve yeniden santrifiij edilir. Bu islem ti¢ kez tekrarlanir. Sonunda tiip

dibindeki eritrosit tortusu dereceli pipetle 6l¢iiliir, %6 oraninda VBD ile sulandirilir.

7.2.2.Amboceptor

Amboceptor, hemolitik anti- koyun eritrosit serumudur. Prezervatif olarak %0,1 sodyum

azide igerir. Calisma diliisyonunu elde etmek i¢in VBD ile 1/500 oraninda diliie edilir.

Tavsan hemolitik serumu veya hemolizin komplement fikzasyon testte kullanilan en 6nemli
reagentir. Tavsan serumu koyun kirmizi kan hiicrelerine kars: antikor igerir. Tavsana koyun
kirmizi kan hiicrelerinin enjeksiyon yoluyla verilmesiyle elde edilir. Enjeksiyondan belli
glin sonra tavsan serumu toplanir. Serum koyun kirmizi kan hiicrelerine kars: antikor

icermektedir. Bu serum tavsan komplementinin inaktivasyonu icin 1sitilir ve esit miktarda
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gliserin ile karistirilarak muhafaza edilir. Hemolitik sistemin hazirlanmast i¢in egit miktarda
hemolizin esit miktarda %6 koyun eritrosit soliisyonu ile karistirilmalidir. Bu iki soliisyon
karistirildiktan sonra oda 1sisinda inkiibe edilerek hemolizinde bulunan antikorlarin koyun
kirmizi kan hiicrelerine baglanmasi saglanir. Tim kirmizi kan hiicrelerinin yiizeyine

baglanmasi i¢cin hemolizin her zaman fazla kullanilmalidir.

7.2.3.Antijen

Yeteri miktarda antijen iizerinde yazan orana gére VBD ile sulandirilarak ¢aligma diliisyonu
elde edilir. Yaklasik olarak bir pleyt i¢cin 3 ml antijen diliisyonu gereklidir. Kullanilincaya
kadar +4°Cde saklanir.

7.2.4. Komplement:

Komplement non-spesifik immun sistemde gorev alir ve bazi 6zel gorevleri yerine getirir.
Komplementin en 6nemli fonksiyonlarindan biri de 6zel antikorlarin varliginda ¢esitli
hiicrelerin lizisidir. Bu CFT deki roliiniin temelini olusturur. En standart ve en etkili
komplement kobay serumlarida bulundugundan komplement olarak bu hayvanlarin taze
serumu kullanilir. Kan, kobayin kalbinden uygun teknik ile ve bir hayvandan biiyiikligiine
gore 4-7 ml miktarlarinda alinabilir. Alinan kan steril santrifijj tiiplerine konur. Buzdolabinda
bekletilirken pihtinin ayrilmaya basladig: goriiliince steril bir cam ¢ubuk ya da pipet ile
piht1 kenarlarindan ayrilir. Bir gece buzdolabinda bekletilerek pihtinin biiziismesi saglanir.
Santrifiijlenerek serum ayrilir. Birka¢ kobayin serumlar: karistirilarak kullanim anina kadar
buzdolabinda saklanir. Komplement kobaylardan test giinii veya bir giin 6nce elde edilerek
taze olarak kullanilabilecegi gibi daha 6nceden alinmis ufak voliimler halinde (-20°C de en
fazla 1-2 ay titresini muhafaza eder) kullanilir. CFT komplementinin mutlaka titre edilerek
kullanilmas: gereklidir. Titrasyonun amaci hemolitik sistemin tam hemolizinin gorildigi

yiitksek diliisyonu saptamaktir. Komplement her testten 6nce mutlaka titre edilmelidir.

Komplementin Titrasyonu

9 tiipten olusan 3 sira yapilir.

1/40 C diliisyonunun hazirlanmasi:
0.5 ml komplement

3.5 ml distile su

12.0 ml VBD

Diliisyon asagida gosterilmistir:
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TUP C1/40 VBD VBD
1 0.1 ml 0.4ml 1.5ml
2 0.150ml 0.350ml 1.5ml
3 0.200ml 0.300ml 1.5ml
4 0.250ml 0.250ml 1.5ml
5 0.300ml 0.200ml 1.5ml
6 0.350 pl 0.150ml 1.5ml
7 0.400ml 0.100ml 1.5ml
8 0.450ml 0.050ml 1.5ml
9 0.5ml - 1.5ml

Bazen antijenin antikomplementer aktivitesinin derecesini siralamada ¢alisma diliisyonunda
antijen ile 0.5 ml VBD vyer degistirebilir. Tiipler 37°C de su banyosunda 1 saat bekletilir.
Bu siire esnasinda hemolitik sistem hazirlanir. %6’lik koyun eritrositleri ve calisma
diliisyonundaki amboseptdr ayri olarak tutulur. Her tiipe 0.5 ml amboseptor ve 0.5 ml koyun
eritrositleri eklenir. Ttipler dikkatlice ¢alkalanir ve tekrar 30 dakika i¢in su banyosuna konur.
Tam hemoliz gosteren ilk tiip komplementin minimum hemolitik dozu (MHD,C) olarak
okunur. Hemen yanindaki tiip full hemolitik dozu gosterir (FHD). Kullanilacak komplement

asagidaki formiille hesaplanir.
40 =80 (1:80 olarak cevrilir)
2%0.250

7.3.Testin Yapilis::

Her bir test serumunun ve kontrol serumlarinin 1/5’lik diliisyonlar1 yapilir. Bunun i¢in kiigitk
tiiplere 200 pl komplement fiksasyon diltienti (VBD) ve 50 pl serum konulur ve karistirilir.
Tipler kontaminasyonun engellenmesi i¢in Nescofilm veya bir benzeri ile ortiiliir. Test ve
kontrol serumlar1 63°C’lik benmaride 30 dakika inaktive edilir. Yeteri miktarda antijen
lizerinde yazan orana gore VBD ile sulandirilarak ¢aligma diliisyonu elde edilir. Yaklasik
olarak bir pleyt icin 3 ml antijen diliisyonu gereklidir. Kobay komplementi, VBD ve steril
distile su ile bir diliisyon faktorii verilerek ¢aligma diliisyonu elde edecek sekilde sulandirilir.
Yaklasik olarak bir pleyt i¢in 3 ml komplement diliisyonu gereklidir. Her bir test serumu ve
kontrol serumlari igin pleytte 12 cukurluk bir set gereklidir. Ilk 11 ¢ukur serum diliisyon

serileri i¢in, 12. cukur antikomplementer kontrol i¢in kullanilir. Setler buna gore etiketlenir.
Herbirtestserumuvekontrolserumlariiginiftkatlidiliisyonserileriveantikomplementer
kontrol hazirlanmasi: Bir serum i¢in 12 ¢ukurluk set’in ilk 11 ¢ukurunda 1/10dan 1/10240%

kadar 25er pl hacimde inaktive edilmis serum diliisyon serileri gereklidir. Bunun igin
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asagidaki basamaklar takip edilir:
[] Bir setteki 12 ¢ukurun hepsine de 25%r pl VBD konulur.

[l Koyun eritrosit siispansiyonu kontrolii i¢in hazirlik: Koyun eritrosit siispansiyonu

kontrolii olarak etiketlenmis 4 ¢ukura 75%r ul VBD konulur.

[ 25 pltest serumu veya kontrol serumu uygun setteki 1. gukura (¢ift katli diliisyon serisini

hazirlamak i¢in) ve 12. ¢ukura (antikomplementer kontrol i¢in) konulur.

[] Her bir set i¢in ayr1 bir pipet ucu kullanmak {izere, birinci ¢ukurdan baglanarak icerik
pipetle ii¢ kez ¢ekilip bosaltilarak karigtirilir ve 2. ¢ukura 25 pul aktarilir. Bu iglem 2. cukurdan
3. gukura, 3. ¢ukurdan 4. ¢ukura, 4. gukurdan 5. gukura olacak sekilde boylece devam ettirilir
ve nihayet 11. ¢ukura kadar tekrarlanir. 11. gukurdaki 25 pl fazla sivi atilir. Boylece iki katl
test serumu ve kontrol serumu diliisyon serileri hazirlanmis olur. Antikomplementer kontrol

olan 12. ¢ukurun igerigi pipetle li¢ kez ¢ekilip bosaltilarak karistirilir ve 25 pl’si atilir.

[l Komplementin eklenmesi: Test ve kontrol serumlarina ait her bir setteki 12’ser cukurun
tiimiine 25%er pl komplement ¢alisma diliisyonu ilave edilir.

[l Antijenin eklenmesi: Test ve kontrol serumlarina ait her bir setteki 12’ser ¢ukurun ilk
11’ine 25%r pl antijen ¢aligma diliisyonu ilave edilir.

[] Testve kontrol serumlarina ait her bir setteki antikomplementer kontrol olarak kullanilan
12. gukurlara 25%r pl VBD ilave edilir.

[0 Pleytin kapag: kapatilir ve elle veya karistiricida 20 saniye kadar karigtirilir.

[1 37°Cde 30 dakika inkiibe edilir.

[l Hemolitik sistemin hazirlanmasi: Pleyt etiive yerlestirildikten sonra baslanir ve her
pleyt i¢in 3 ml gereklidir. VBDde hazirlanmis hemolizin ¢aligma diliisyonu ile yine VBDde

hazirlanmis %6 koyun eritrosit siispansiyonu esit hacimde karistirilir. Sensitizasyon igin 30
dakika 37°C’lik benmaride inkiibe edilir.

[J 30 dakikalik inkiibasyonun ardindan etiivden alinan pleytin tiim kullanilmis ¢ukurlarina
25er pl sensitize edilmis hemolitik sistem ilave edilir. Bunlara koyun eritrosit siispansiyonu
kontrolii olarak etiketlenmis 4 adet ¢ukur da dahildir.

[] Pleytin kapag kapatilir ve 37°Cde 30 dakika arasira galkalanarak inkiibe edilir.

[0 Yaklasik olarak 600 gde 1 dakika santrifiij edilir.

[0 Sonuglar okuma aynasi ile okunur. Ilk olarak kontrol serumlar1 ve kontrollere baklir.

Tiim sonuglar kaydedilir.
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7.4. Sonuglarin Degerlendirilmesi
Hemolizi derecelendirme (Lysis Score): Her bir cukurdaki eritrositlerin % hemoliz

orani “lysis score” olarak adlandirilir. Lysis score agagidaki tabloya (Tablo 1) gore belirlenerek
kaydedilir.

Tablo 1: Lysis score degerlendirmesi

% Hemoliz % Komplement Fiksasyon Lysis Score Yorum
Negatif ya da _

75-100 0-25 . Negatif
Eseri

50-75 25-50 1 Negatif

25-50 50-75 2 Pozitif

0-25 75-100 3 Pozitif

0 100 4 Pozitif

“Ayrintil: titre sonucu (overall titre result)” test ve kontrol serumlari i¢in, 2 ya da daha ytiksek
lysis score veren ilk serum diliisyonudur ve bu diliisyonda pozitifligi ifade eder (6rnegin
1/40’lik diliisyonda pozitif gibi). Eger bir test veya kontrol serumu 1/10’luk diliisyonda 2den

kiiciik lysis score verirse, ayrintili titre sonucu “1/10’luk diliisyonda negatif” diye yorumlanir.
Elde edilen sonuglarin gegerli olmast i¢in asagidaki kosullarin gerceklesmis olmasi gereklidir:
[0 Pozitif ve negatif kontroller beklenen ayrintili titre sonucunu vermelidir.

[] Komplementin antijenli ve antijensiz kontrolleri asagidaki gibi (Tablo 2) lysis score

vermelidir.

Tablo 2: Sonuglarin degerlendirilmesi

Komplementin “calisma
- - 1/1 1/2 1/4 1/8
diliisyonu”nun diliisyonu
Gegerli lysis score Negatif | Negatif, eseri veya 1 2,3veyad |4
U Koyun eritrosit siispansiyonu kontrolleri 4 lysis score vermelidir.
i Eger kontrol sonuglarindan herhangi biri beklenilenin disinda ise test gecersizdir ve

tekrarlanmalidir.
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Veronal Buffer (Stok)

Sodyumklorid (NaCl) 85g
Barbiton 5750 g
Sodyum dietil barbitiirat 3.750 g
Magnezyum siilfat 2.036¢g
Kalsiyum klorid 0.2% ¢
Distile su 2000 ml

Barbitiirik asit 100 ml distile su icerisinde benmaride kaynatilarak eritilir. Sodyum klorid,
barbiton, magnezyum siilfat, kalsiyum klorid yeterli miktarda distile su ile ¢oziindiriiliir.
Iki soliisyon karistirilir ve hacmi distile su ile 2000 ml ‘ye tamamlanir. Karigim siiziiliir.
Soliisyonun ph’si kontrol edilir. pH 7.3-7.4 arasinda olmalidir. Bu konsantre soliisyon kiigitk
miktarlarda steril siselere konarak agzi vidali kapaklarla kapatilir. Stok soliisyon olarak +4°C

de saklanir.

Caligma diliisyonunun hazirlanmasi i¢in; 1 kisim stok soliisyon 4 kisim distile su ile karistirilir.
Calisma diliisyonunun pH s1 kontrol edilmelidir. pH 7.3-7.4 arasinda olmalidir. Yukarda

bahsedilen diliient ticari olarak da temin edilebilir.

8. ILGIL DOKUMANLAR /KAYNAKLAR VE EKLER
1- Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (2012) Contagious

caprine  pleuropneumonia.http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health standards/
tahm/2.07.06 CCPP.pdf

2- WHO (2004) Laboratory Biosafety Manual - Third Edition, http://www.who int/csr/
resources/publications/biosafety/ WHO_CDS_CSR_LYO_1/en/.

9. REVIZYON
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BULASICI KECI CIGER AGRISI (CONTAGIOUS
CAPRINE PLEUROPNEUMONIA-CCPP) "NiN
MOLEKULER TESHISI

1. AMAC

Test, kecilerde bulasici keci ciger agrisina neden olan Mycoplasma capricolum subsp.

capripneumoniae (Mccp) nin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile teshisi amaciyla yapilir.

2. UYGULAMA ALANI

Mpycoplasma capricolum subsp. capripneumoniae’nin identifikasyonu amaciyla polimeraz

zincir reaksiyonu tekniklerinin kullanildig1 uygulamalar1 kapsamaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu y6netici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve g¢aliganlarin enfeksiyonuna yol agma riski nedeniyle enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla calisirken dikkatli olunur ve OIE Manual ve WHO

Laboratory Biosafety Manual esas alinarak kurallara uyulmas: saglanir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

Bulasic1 Kegi Ciger Agris: OIE tarafindan B listesi hastaliklar1 arasinda siniflandirilan ve
gosterdigi yitksek mortalite ve morbidite nedeni ile kegi yetistiriciliginde ¢ok ciddi ekonomik

kayiplara yol agan, kegilerin en 6nemli hastaliklarindan biridir.
CCPP: Contagious caprine pleuropneumonia/ Bulasic1 Kegi Ciger Agrisi

Mycoplasma capricolum subsp. capripneumoniae: Bulasic1 keci ciger agrisi etkeni olan

mikroorganizmadir.

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

Bu metot Bulagic1 kegi ciger agrisindan siipheli kegilere ait marazi madde veya Mycoplasma

izolatlarinin PCR testi ile teshislerinin yapilmasinda kullanilir.
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7. TEST METODU’NUN TANIMI
7.1. Materyal

Bulasici kegi ciger agrisindan siipheli akciger, pleura sivisi veya Mycoplasma kiiltiirleri.

7.2. Kullanilan Ekipman

Analitik terazi (50-0.1 mg hassasiyette)
Pipetler 1 ml (0.01 bolmeli), 5 ve 10 ml (0.1 ml bolmeli)
Otomatik pipetler

Buzdolab:

Derin dondurucu

Mikrodalga firin

Biyogiivenlik Kabini

Steril pens, spatiil, bistiiri v.b. malzemeler
Vorteks

Mikrosantrifiij

Benmari veya kuru blok 1sitici

Pastor pipeti

Mikosantrifij tiipt,

PCR tiipii

Thermal cycler

Elektroforez tank:

Giig kaynag1

UV transilliminator

Fotograf makinesi

7.3 Kullanilan Kimyasallar
DNA izolasyon kiti

PCR reagentlar1

Agaroz

0,5x TBE buffer

Ethidium bromiir
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7.4. DNA izolasyonu
7.4.1. Siv1 kiiltiirden DNA izolasyonu

1,5 ml'lik kapakli eppendorf tiiptindeki 1 ml siv1 kiiltiirden DNA ekstrakte edilir. Siispansiyon
14.000 gde 30 dakika siireyle santrifiij edilir. Stipernatant bir pastor pipeti ile dikkatlice alinip
atilir. Sediment 25 pl PCR-grade su ile siispanse edilir. Tiip ve icerigi 10 dakika kaynatilir, 10
dakika buzda bekletilir ve 14.000 gde 5 dakika santrifiijlenir. DNA siipernatantin i¢in dedir.

7.4.2. Dokudan DNA izolasyonu
Ticari DNA izolasyon kiti kullanilarak kitin talimatlarina goére yapilir.
7.5. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Primerler agagida tabloda (Tablo 1) belirtilen sekanslardan olusur:

Tablo 1: Mycoplasma capricolum subsp. capripneumoniae spesifik primer dizinleri

Primer Ad1 Dizin PCRUruvn Refer
Biiyiikliigii
Mccp-spe-F: | 5-ATCATTTTTAATCCCTTCAAG-3'
Woubit
316 bp ve ark.,
2004
Mccp-spe-R: 5-TACTATGAGTAATTATAATATATGCAA-3'

Reaksiyon karisimi ayr1 temiz bir bolgede ve yalniz bu is i¢in kullanilan pipetlerle hazirlanir.

50 pl'lik PCR reaksiyonu i¢in master-mix igerigi asagida tabloda (Tablo 2) belirtilmistir.

Tablo 2: PCR master-mix igerigi

Reagent Miktar
Ultra saf su (PCR grade) 30,3 ul
10x PCR Buffer (15 mM MgCl, iceren) 5ul
MgCL (25 mM) 3ul
dATP (10 mM) 1,5 ul
dTTP (10 mM) 1,5ul
dCTP (10 mM) 0,75 ul
dGTP (10 mM) 0,75 ul
F Primer (20 pikomol/pl) 1l

R Primer (20 pikomol/pl) 1l
Taq polimerase (5 U/pl) 0,2 ul
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Her bir PCR tiipiine 45 pl reaksiyon karigimi konur. Tipler diger bir temiz bolgeye alinir
ve her bir tiipe 5er ul DNA 6rneginin ilave edilir. Her ¢alismada pozitif ve negatif (su)

kontrollerle beraber caligilmalidir.

Tipler thermal cylera yerlestirilir ve asagida tabloda belirtilen (Tablo 3) PCR programina

tabi tutulur:

Tablo 3: PCR Programi

94 °C 2 dakika 1 kez

94 °C 30 saniye

47 °C 15 saniye 35 siklus
72°C 15 saniye

72°C 5 dakika 1 kez

7.6. Elektroforez
Bu agama diger tiim agsamalardan ayr1 bir oda veya bélmede yapilir.

Agaroz jel, 0,5x TBE buffer i¢in de %2 agaroz eritilerek hazirlanir. Erimis jele final
konsantrasyonu 0,5 pg/ml olacak sekilde ethidium bromiir ilave edilir ve kaliba dokiiliir.
Jel, donmasini takiben running buffer olarak 0,5x TBE buffer iceren elektroforez tankina
yerlestirilir. PCR iiriinleri 6x loading buffer ile karistirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklenir.
Ayrica uygun molekiiler marker da yiiklenir. Elekrotlar aras1 mesafeye gore her bir cm’ye 5 V

hesabiyla dogru akim uygulanir.

Elektroforezi takiben jel UV transilliiminator altinda gozlenir. Beklenen bant bityiikligii 316
bpdir. Sonuglarin gecerli olabilmesi i¢in pozitif kontrolle pozitif, negatif kontrolle negatif

sonug alinmalidir.
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CONTAGIOUS EQUINE METRITIS
(CEM)’IN TESHISI

1. AMAC

Contagious Equine Metritis stipheli aygir ve kisraklara ait tirogenital swaplardan bakteriyolojik

kiiltiir yontemi ile Taylorella equigenitalis'in izolasyon ve identifikasyonudur.

2. UYGULAMA ALANI

Bu test metodu, aygir ve kisraklara ait iirogenital swaplardan T. equigenitalis’in izolasyon ve

identifikasyonu i¢in yapilacak islemleri kapsamaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve c¢alisanlarin enfeksiyonuna yol agma riski nedeniyle enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla calisirken dikkatli olunur ve OIE Manual ve WHO

Laboratory Biosafety Manual esas alinarak kurallara uyulmasi saglanir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

CEM: Contagious Eguine Metritis; kisraklarda servicitis, vajinitis, endometritis ve infertilite

ile karakterize cok bulasic1 venereal bir hastaliktir.
T. equigenitalis: CEM hastaliginin etkenidir.
MECA-A: Amphoterisinli ModifiyeEugon Chocolate Agar, T. Equigenitalis'in izolasyonunda

kullanilan bir besi yeridir.
MECA-S: Streptomisinli ModifiyeEugon Chocolate Agar. T. Equigenitalis’in izolasyonunda
kullanilan bir besi yeridir.
MECA-CTA: Clindamycin, Trimethoprim ve Amphoterisinli ModifiyeEugon Chocolate

Agar. T. Equigenitalis’in izolasyonunda kullanilan bir besi yeridir.

BHI Broth: Brain Heart Infusion Broth
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6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

CEM teshisi amaciyla aygir ve kisraklara ait tirogenital swaplardan T. Equigenitalis’in

izolasyon ve identifikasyonu

7. TEST METODU’NUN TANIMI
7.1. Materyal

2 yasin Ustiindeki kisraklardan; klitoral fossa ve klitoral sinus ile dstrus doneminde bunlara
ek olarak endometrial swap Ornekleri; aygirlara ile enfekte bir isletmede olan 6 ayliktan
kiiciik disi taylarda ise {iretra, fossa iiretra, penile seath swap ornekleri ve pre-ejakulator sivi

kullanilarak uygulanir.

7.2. Kullanilan Ekipman
-Biyogiivenlik kabini(Class 2)
-Karbondioksitli etiiv (37 °C)
_Etiiv (37 °C)

-Buzdolab:

-Isik Mikroskobu

-Su Banyosu

-Manyetik karistirict

7.3. Kullanilan Kimyasal maddeler
-Amphoterisin B

-Streptomisin-
-Clindamycinhydrocloride
-Trimethoprim

-Kristal viyole

-Hidrojen peroksit

-Gram Boyama Seti

-4- nitrophenyl disodium orthophosphate
- Sodium carbonat

- Sodium bicarbonat
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7.4. Biyolojik Madde ve Reagentler
-Defibrine At kani

-Lize at kani

-Spesifik Antiserum (Monotayl)

- Oksidaz test reagenti

7.5. Kullanilan Besi Yerleri
-MECA-A

-MECA-S

-MECA-CTA

-BHI Broth

-O/F Besi yeri

7.5.1. Besi Yerlerinin Hazirlanis1

Amphoterisinli Modifiye Eugon Chocolate agar- (MECA-A)

Eugon Agar

Defibrine at kani (%10)

Amphoterisin-B (5 mg/1)

Eugon agardan gerekli miktarda tartilir, sulandirilir, tamamen eridikten sonra igerisine 1ug/

ml miktarinda kristal viyole ilave edilir. Tamamen karistiktan sonra 121 Cde 15 dk otoklavda

sterilize edilir. Besi yeri 80 C'de su banyosuna konur.

Hazirlanan besi yerine %10 oraninda defibrine at kani iki agamada ilave edilir. 80° C'de 10 dk
slireyle zaman zaman karistirilarak ¢ikolata rengi olusuncaya kadar tutulur. Siire sonunda besi
yeri petri kutularina dokiilebilecek sicakliga (40°C)kadar sogutulur. Besi yerini dokmeden
once 5mg/l oraninda Amphoterisin-B katilir. 9 cm ¢apli petri kutularina 25 ml olacak sekilde
taksim edilir.

Sterilite Kontrolii: Petri kutular1 1 gece 37° C’lik etiive kaldirilarak kontaminasyon olup
olmadig: kontrol edilir.

Serinin kullanima uygunlugunu kontrol etmek amaciyla her seri hazirlandiginda T.

equigenitalis K188 susu ekilerek tireme olup olmadigina gore degerlendirilir
Streptomisinli Modifiye Eugon Chocolate agar (MECA-S)

Eugon Agar

Defibrine at kan1 (%10)

Streptomisin 200 pg/ml
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Besiyeri 5.2.2.1.deki gibi hazirlanarak icine Amphoterisin yerine 200 pg/ml Streptomisin

ilave edilir. Petri kutularina besi yeri dokiiliir.

Clindamycin+Trimethoprim+Amphoterisinli Modifiye Eugon Chocolate agar - (MECA-
CTA)

Eugon Agar

Defibrine at kan1 (%5-10)

Hemolizisli at kani (%5)

Amphoterisin-B (5 mg/l)

Clindamycin (5 mg/l)

Trimethoprim (1mg/l)

Besi yeri 5.4.1.deki gibi hazirlanir. Ilave olarak Clindamycin ve Trimethoprim besi yerine
katilir.

7.6. Numunenin Hazirlanmasi ve Analiz/Test/Muayene’nin Yapilmasi
7.6.1. Izolasyon

Kisrak ve aygirlara ait tirogenital swap ornekleri OIE standartlarina gore T equigenitalis

izolasyonu ve identifikasyonu yapilir.

Bu amagla her bir swap 6rneginin 1/3liikk kismu ilk olarak MECA-CTA ikinci 1/3liik kismi
MECA-A ve son 1/3liikk kism1 MECA-S besi yerlerinin % liik kismina stiriilerek yayilir. Her
bir besi yerinde 6ze yardimi ile 3 kez seyreltilir. Her ekimde kontrol amagli olarak standart
T. equigenitalis suslar1 da ayni besi yerlerine ekilerek ekimlerin tamami 37 °Cde %5-10 CO,
ortamda inkubasyona birakilir. T equigenitalis en erken 72 saat i¢in de lireme gosterir. Bu
siire 14 giine kadar uzayabilir. Inkubasyon siiresi sonunda smooth sarims: gri, caplar1 2-3
mmden kii¢iik koloniler meydana gelir. Gram boyamada gram negatif kii¢iik kokoid ¢comak

bazen pleomorfik bazen, bipolar goriiniirler.

7.6.2. T.equigenitalis’in identifikasyonu

T.eguigenitalis katalaz, oksidaz ve fosfataz pozitiftir. Diger biyokimyasal yonlerden reaktif
olmamasi sebebiyle kesin identifikasyon standart spesifik antiserumla yapilir. Bu amagla
tireyen kolonilerden bir miktar alinip fizyolojik tuzlu su ile homojenize edilir esit miktarda

standart serumla karigtirilir aglutinasyon goritilmesi pozitif kabul edilir.

Katalaz ve oksidaz testi Clinical Microbiology Procedures Handbook Vol.I (H.D. Isenberg
1992)’e gore yapilmaktadir

Slide fosfataz testi Mackintosh(1981)’a gore yapilir.
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ALABALIKLARDA GORULEN BAKTERIYEL
BOBREK HASTALIGI (BACTERIAL KIDNEY
DISEASE)’NIN TESHISI

1. AMAC

Alabaliklarda goriilen bakteriyel bobrek hastaliginin teshisi amaciyla etken Renibacterium

salmoninarum’un izolasyonu ve identifikasyonudur.

2. UYGULAMA ALANI

Stipheli Alabalik numunelerinde bakteriyel bobrek hastaliginin teshisi icin gerceklestirilen
bakteriyolojik uygulamalar: kapsamaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve g¢aliganlarin enfeksiyonuna yol a¢ma riski nedeniyle enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisirken dikkatli olunur ve OIE Manual ve WHO

Laboratory Biosafety Manual esas alinarak kurallara uyulmas: saglanir.

5. TANIMLAR/KISALTMALAR

Bakteriyel Bobrek Hastaligi (BKD) : Renibacterium salmoninarum’ un neden oldugu,
gokkusagi alabaliklarinda viicut ylizeyinde irinli kabarciklar ile tlserlerin olusmas: ve

bobreklerin dejenerasyonu ile karakterize kronik ve bulasici bakteriyel bir hastaliktir.

Renibacterium salmoninarum: Etken Gram-pozitif kokobasil bir bakteri olup, balik diginda
hizla oliir. Sporsuz, kapsiillii ve hareketsiz olan bakteri 0.3-0.5 mikron boyutlarindadir. Aside
direngli degildir.

Gokkusagi alabaligi (Rainbow trout): Oncorhyncus mykiss tatli sularda yasayan ve iilkemizde
yaygin olarak kiiltiirii yapilan bir alabalik tirtdir

Kolemik s1vi: Anaglardan alinan ovaryum sivisi.

Renibacterium salmoninarum standart susu: ATCC 33209
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6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

Hastalik teshisi i¢in gonderilen alabaliklarin otopsileri yapildiktan sonra i¢ organlardan
(karaciger, dalak, bobrek) Kanli Agar, KDM2 medium ve SKDM mediuma bir 6ze veya steril
swab yardimu ile aseptik olarak ekim yapilir. Bobrek drnekleri her bir kafes i¢in gruplanarak,
120 sn. boyunca stomacherde FTS icerisinde homojenize edildikten sonra da KDM2 ve
SKDM’ye ekim yapilabilir. 15°C’ de (20 giin, Austin) 3-6 hafta boyunca koloni gelisimi i¢in
etiivde bekletilir. Daha sonra beyaz ya da krem renkli, parlak, diiz, yuvarlak, 2 mm ¢apinda
kolonilerden Gram boyama yapilir. Gram (+) pozitif, hareketsiz, ikili kokobasil olarak gériilen

kolonilerden biyokimyasal testlere ve enzim analizlerine gegilerek identifikasyon yapilir.

7.TEST METODU’NUN TANIMI

7.1. Materyal

BKD hastaliginin laboratuvar teshisinde hastaligin goriildiigii havuz ya da kafeslerden
alinan 6 cm den kiigiik baliklarin tamami, daha biiyiiklerin baliklarin i¢ organlar: ve

damizhiklarin yumurtalari ile ovaryum sivilar: kullanilir.

7.2. Kullanilan Ekipman

Level 2 diizeyinde laboratuvar ekipmani kullanilir (*).

7.3. Kullanilan Kimyasallar

KDM2 (Kidney Disease Medium 2) (34)
SKDM (Selective Kidney Disease Medium) (35)
DNAZz Besi Yeri (36)

Kanli Agar (1)

Jelatin eritme besi yeri (10)

7.4. Numunenin Hazirlanmasi ve Muayene/Analizin Yapilmasi

Balik nekropsisi prosediiriine uygun olarak yapilir (Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligy,
Teshiste Metot Birligi, 2013). Hastalik teshisi icin gonderilen alabaliklarin otopsileri
yapildiktan sonra i¢ organlarindan (dalak, bobrek, karaciger) Kanli Agar, KDM2 medium ve
SKDM medium’a bir 6ze veya steril swab yardimu ile aseptik olarak ekim yapilir. Cok sayida
baligin s6z konusu oldugu survey ¢aligmalarinda birden fazla 6rnek bir araya getirilerek havuz
olusturulup homojenize edildikten sonra ekimler buradan yapilir i¢ organ érnekleri, ovaryum
swvilar1 ve bobrek ornekleri her bir kafes icin gruplanarak, 120 sn. boyunca stomacherde
FTS igerisinde homojenize edildikten sonra da KDM2 ve SKDM’ye ekim yapilabilir. 15°C’
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de (20 giin, Austin) 3-6 hafta koloni gelisimi i¢in etiivde bekletilir. Daha sonra beyaz ya da
krem renkli, parlak, diiz, yuvarlak, 2 mm ¢apinda kolonilerden Gram boyama yapilir. Gram
(+) pozitif, hareketsiz, ikili basil olan biyokimyasal testlere ve enzim analizlerine gecilerek

identifikasyon yapilir.

7.4.1. identifikasyon

Klasik kiiltiirel yontemler kullanilarak (DNAz TESTI (24) ,Gram boyama (1) , Katalaz test
metodu (2), Oksidaz test metodu (3), Jelatin eritme testi (4), Hemoliz testi (6) ve Hareket testi
(7) yonteme uygun olarak yapilir. Identifikasyon teorik olarak miimkiin olsa da yavas iireyen

bir bakteri oldugu i¢in pratik degildir. Bu nedenle identifikasyonda FAT ve PCR tercih edilir.

7.5.Testin Degerlendirilmesi :

Muayeneler sonucu gram (+), sporsuz, hareketsiz, 0.6-1.0 p boyutlarinda “Cin harfleri
goriinimli” hemolitik kokobasiller Renibacterium salmoninarum olarak tanimlanir. Bu
bakteri, katalaz pozitif, jelatin testi pozitif, DNAz negatif, oksidaz negatiftir.

Renibacterium salmoninarum yavas gelisen bir bakteri oldugu i¢in klasik yontemlerle
izolasyon ve identifikasyon caligmalari yerine daha hizli metotlar onerilmektedir. Ozellikle
PCR, ticari FAT ve ELISA reaktifleri ve/ya kitleri teshis ¢aligmalarinda kullanilabilir.
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ALABALIKLARDAN BAKTERIYEL BOBREK
HASTALIGI’NIN FAT ILE TESHISI

1. AMAC

Alabaliklarin bir infeksiyonu olan Bakteriyel Bobrek Hastaliginin Fluoresecent antikor testi

ile teshisidir.

2. UYGULAMA ALANI

Stipheli materyalden Renibacterium salmoninarum’un direkt etken tespitine yonelik teknikler

kullanilarak yapilan uygulamalar1 kapsamaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve g¢aliganlarin enfeksiyonuna yol a¢ma riski nedeniyle enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisirken dikkatli olunur ve OIE Manual ve WHO

Laboratory Biosafety Manual esas alinarak kurallara uyulmas: saglanir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

Renibacterium salmoninarum : Bakteriyel bobrek hastaliginin etkeni olan ,Gram pozitif,
gubuk seklinde, sporsuz bir bakteridir. 15-18 C de iirer, katalaz pozitif, oksidaz negatiftir.

BKD: Bakteriyel Bobrek Hastalig

FAT: Flourescence antikor testi

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

Indirekt Floresan antikor testiile Alabaliklarda BKD hastaliginin hizli teshisinin saglanmasidir

7.. TEST METODU’NUN TANIMI
7.1. Materyal:

Hastaliktan siipheli alabaliklara ait bobrek dokusu, R. salmoninarum kiiltiiri
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7.2. Kullanilan Ekipman:

ph metre

Analitik teraziler

Steril bigak, pens, spatiil, v.b. malzemeler
Ozeler

Plastik steril petriler

Steril pipet ve pipet ucu

Deney tiipleri ve tiip tasiyicilari
FluorescenseMikroskop
Bunzen beki

Buzdolab1

7.3. Kullanilanilan Solusyon ve Besi yerleri

Fluorescein isaretli R.salmoninarum antikor (konjugate): Ticari olarak temin edilir.

0.01 m PBS pH 7.1

Na HPO, (anhydrose).............. 1.07 g
Na,H PO,H O (monohydrate)....0.34 g
Distile su.........cocoviiiiiiiini 11t

%0.01 (w/v) thimerosal ile muhafzaa edilir.

0.01 M PBS pH 7.4
KH,PO, (anhydrose, 68.04 g/1).....3.36 ml
K PO, (anhydrose, 87.09 g/l)...... 16.0 ml

NaCl......ooooiiiiii 85¢g

Distile su .......coovviiiiininn 11

Glycerol buffer:

Glycerol .......coooiiiiiiii 90 ml
1.4 diazobcycl0- (2,2,2)-octane(DABCO)....2.5¢g
0.0l MPBSPpH74. oot 10 ml

Once DABCO glyserole eklenir ve bir us banyosunda 1sitilarak eritlir. Daha sonra PBS eklenir
ve en sonunda 0.1 N HCl ya da 0.1 N NaOH kullanilarak pH 8.5 -9’a ayarlanir. Oda 1sinda
koyu renkli sisede (aluminyum folyo ile kaplanarak) muhafaza edilir.
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7.4. Numunenin Hazirlanmasi ve Analiz/Test/Muayene’nin Yapilmasi
Slaytlarin hazirlanmasi

a. Saf kiiltiir: Saf kiiltiir sterile pbs ile diliie edilir ve bir lam iizerine yayilir. Havada kurutulur
ve absolut metanol ile 5-10 dakika fikse edilir.

b. Bobrek ornegi: Bir miktar bobrek numunesi lam {izerine de ince olarak yayilir, havada
kurutulur ve absolut metanol ile 5-10 dakika fikse edilir.

Boyama

a-Pozitif ve negatif kontrol slaytlar:: Bilinen bir pozitif kiiltiir ile capraz reaksiyon vermedigi
bilinen bagka bir bakteri kiiltiirtinden pozitif ve nagtif kontrol i¢cin daha dnceden slaytlar
hazirlanarak saklanir. Bu kontrol slaytlar1 uygulan boyama tekniginin performansi ile
bakround boyanma ve non spesifik baglanmalarin olup olmadiginin tespiti acgisindan
onemlidir.

b-Pozitifve nagatifslaytlarile testslayti karanlik ve nemlendirilmisbir ortama (nemlendirilmis
bir pamuk iceren kapali bir kuru olabilir) yerlestirilir ve konjuageytin uygun ¢alisma
dilusyonundan birer damla her slayta damlatilir ve slaytin yiiziinti kaplamas: saglanir.

c- Oda 1s1sinda 60 dakika inkube edilir.

d- Slaytlar PBS ile 3 kere 5er dakika, hafifce c¢alkalamak suretiyle (bir shakerdan
faydalanilabilinir)

e-Gerek duyulursa Evan’s blue ya da rhodamin kullanilarak 3-4 dakika. zit boyama yapilir.
f- Tekrar PBS ile belirtildigi sekilde yikanir.

7.5.Sonucun Degerlendirmesi: Slaytlar gliserol buffer kullanilarak Flourescence mikroskopta
1000x biiyiitmede okunur. Once pozitif ve negatif kontroller okunmalidir. Bdylece hem
fluorescenece boyamanin performansi goriilmiis olur hemde g6z aligtirilmis olur.

8. ILGILI DOKUMANLAR /KAYNAKLAR VE EKLER
1- OIE (2006) Diagnostic Manuel for Aquatic Animal Diseases.

2- WHO (2004) Laboratory Biosafety Manual - Third Edition, http://www.who int/csr/
resources/publications/biosafety/ WHO_CDS_CSR_LYO__11/en/.

9. REVIZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni
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BALIKLARDA GORULEN STREPTOCOCCOSIS
ETKENLERININ IZOLASYON VE
IDENTIFIKASYONU

1. AMAC

Baliklarda goriilen Streptococcosis hastalig1 etkenlerinin (Streptococcus spp. ve Enterococcus

spp) izolasyonu ve identifikasyonu'nun yapilmasidir.

2. UYGULAMA ALANI

Stipheli balikk numunelerin den Streptococcosis hastaliginin teshisi icin gerceklestirilen

bakteriyolojik uygulamalar: kapsamaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve g¢aliganlarin enfeksiyonuna yol a¢ma riski nedeniyle enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla galisirken dikkatli olunur ve OIE Manual ve WHO

Laboratory Biosafety Manual esas alinarak kurallara uyulmas: saglanir.

5. TANIMLAR/KISALTMALAR

Streptococcosis: Otopside karin boslugunda asidik bir sivi, karacigerde ve karin duvarinda
hemoraji, dalakta biiylime, bagirsaklarda hemorajik enteritis ile seyreden bir infeksiyondur.

Baliklarda ekzoftalmusa neden oldugu i¢in “pop-eye” hastalig1 da denmektedir.

Streptococcu spp: Micrococcaceae familyasina bagli Gram pozitif (+), zincir seklinde diziler
yapan, hareketsiz, sporsuz ve kapsiillii bakterilerdir. Baliklarda hastalik yapan streptokok
tirlerinden 6nemli olanlar sunlardir:

Streptococcus iniae (Streptococcus shiloi): Etken BHIAda 30°Cde 24 saat inokulasyondan
sonra 1 mm. ¢apinda pigmentsiz koloniler olusturur. Gram pozitif, ikili ya da kisa zincirler
tarzinda (pleomorfizm goriilebilmektedir), katalaz ve tuza tolerans ve VP reaksiyon negatiftir.

Sigir kani ile hazirlanmis kanli agarda alfa hemoliz olusturmaktadir

Lactococcus garvieae (Enterococcus seriolicida): Alfa hemolitik Gram-pozitif kisa
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zincir tarzinda iireyen bu tiir, katalaz, H.S, indole ve oksidaz negatiftir. Bu tiir tuza
tolerans gostermekte olup serolojik olarak Lancefield gruplarindan hig¢ biriyle reaksiyon

vermemektedir. 22 °C de tireme (10-45 °C arasinda iirer) gosterir.

Enterococcus (Streptococcus) faecalis subp. liquefaciens : TSA agarda 1-2 mm ¢apinda sar1
koloniler (diger streptokoklar beyaz koloniler olusturur) tarzinda iireme goriliir. Gram
pozitif kok olan bakteri katalaz, H,S, indol ve VP test negatiftir.

Streptococcus difficilis (Streptococcus agalactiae): Kiltiir baliklarinda meningo-
encephalitise neden olmaktadir. Hareketsiz ve hemoliz negatiftir. Gram pozitif olan bu bakteri
kisa zincirler tarzinda goriilmekte iirer, katalaz negatif tuza toleransh degildir. VP reaksiyon
pozitif olup diger biyokimyasal 6zellikleri bakimindan grup B streptokoklara benzemektedir.
Streptococcus parauberis (Streptococcus uberis genotip II): Bakteri besi yerlerinde 24
saat inkiibasyondan sonra 1.5-2 mm ¢apinda zayif alfa hemoliz yapan beyazimsi koloniler
tarzinda trer. Hareketsiz Gram-pozitif kisa gomak ya da koko-basil seklinde ikili ya da kisa
zincir tarzinda goriiniir. Katalaz negatif olup, tuza toleransli degildir. 30°C'de 24 saatte iirer.

Vagococcus salmoninarum: Gram-pozitif kisa oval basiller tarzinda tireyen etken katalaz

negatif ve alfa hemolitiktir. 15 °C de iireme gosterir (5-30 oC arasinda iirer)

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

Hastalik teshisi icin gonderilen baliklarin otopsileri yapildiktan sonra i¢ organlarindan
(dalak, bobrek, karaciger) Kanli agar, tavsan kanli Nutrient agar veya BHIA’ya bir 6ze veya
steril swap yardimu ile aseptik sartlarda ekim yapilir. 15-22-30-37°Cde 24-48 saat arasinda
koloni gelisimi i¢in etiivde bekletilir. Daha sonra iireyen Gram (+) pozitif, hareketsiz, mat-
gri renk veren, 1-2 mm ¢apinda kolonilerden biyokimyasal testlere gegilerek identifikasyon

yapilir.

7. TEST METODU’NUN TANIMI
7.1. Materyal

Streptococcosis’in laboratuvar teshisinde, hastaligin goriildiigii havuz ya da kafeslerden

alinan baliklarin i¢ organlar1 kullanilir.

7.2 Kullanilan Ekipman

Level 2 diizeyinde laboratuvar ekipmani kullanilir (*).
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7.3. Kullanilan Kimyasallar
Kanli Agar (1),

BHIA (4),

Hidrojen Peroksit Soliisyonu (9),
Tavsan kanl Nutrient Agar (27),
% 6.5 tuzlu BHIB (27),

Voges Preskauer Testi (28)

7.4. Numunenin Hazirlanmasi ve Muayene/Analizin Yapilmasi
7.4.1. Numunenin Hazirlanmasi

Balik nekropsisi prosediiriine uygun olarak yapilir (Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligy,
Teshiste Metot Birligi, 2013)_

7.4.2. Muayene/Analizin Yapilmasi
I¢ organlardan genel ve spesifik besiyerlerine ekim yapilmasi

Streptococcosis i¢in Kanli agar, tavsan kanli Nutrient agar ve BHIAya i¢ organlardan (bobrek,

dalak, karaciger) ekim yapilir.

7.4.3. Izolasyon
Ekim yapilan besiyerleri 15-22-37°Cde 24-48 saat kadar etiivde bekletilir ve her giin tireme

olup olmadigina dair kontrol edilir. Ureme olan petrilerdeki kolonilerin subkiiltiirleri yapilir.
Subkiiltiirii yapilan besi yerlerinden hareket, oksidaz, katalaz testleri yapildiktan sonra Gram
boyama, Giemsa boyama yapilarak 151tk mikroskobunda immersiyon objektifte muayene
yapilir. Gram pozitif (+), hareketsiz, mat-gri pigment veren, 1-2 mm g¢apinda kolonilerin

identifikasyonu yapilir.
Streptococcus spp.nin ayriminda kanli agarda hemoliz durumuna gore;

Alfa hemoliz

- Beta hemoliz

Hemoliz yok

Genis ¢apli alfa hemoliz, degerlendirmeleri yapilir. Ayrica,

%6.5 tuzlu besi yerinde tuza tolerans

Bile-esculin (BE) hidroliz testi
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i Bakteri . 3 . Tuz
Kategori . .. . |Hemoliz Grup antijen | SXT direng BE test
goriiniimii toleransi
Grup A Streptokok | Zincir Beta A + - -
Grup B Streptokok | Zincir beta B + - +
Beta hemolitik fakat A,B,D
A,B,D grubunda yer | Zincir beta Grubuna - -
almayan girmez
Kisa zincir, Alfa, Beta,
Grup D Enterokok | D + + +
ikili Hemoliz yok
Grup D non- Kisa zincir, Alfa, hemoliz D
- + -
enterokok ikili yok
Viridans o Alfa, hemoliz
Zincir - . _
streptokoklar yok
Ikili, K
Pneumonokoklar . ' 1, o Alfa - ? - -
zimcir
Alfa, hemoliz
Aerokoklar Tek, tetra N - ? Degisken | +
yo

7.4.4. Identifikasyon:

Katalaz Test Metodu (2), Oksidaz Testi (3), Hemoliz Testi (6), Hareket Testi (7), Tuza Direnglilik
Testi (19), Voges Preskauer Testi (20), Gram Boyama (1), Kirby — Bauer Antimikrobiyal

Duyarlilik Testi (14) yonteme uygun olarak yapilir.

7.5. Test metodunun sonu: Gram pozitif, katalaz negatif, yuvarlak veya oval yapili, 2 pny

den daha kii¢iik, hareketsiz, sporsuz, siv1 besiyerlerinde tiretildiklerinde zincir olusturmus

gibi pes pese dizilen, fakiiltatif anaerob, glikozu heksozdifosfat yolu ile fermente ederek laktik

asit olusturan koklar Streptecoccus spp. olarak tanimlanir.
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BALIKLARDA GORULEN VIBRIOSIS
ETKENLERININ IZOLASYON VE
IDENTIFIKASYONU

1. AMAC

Baliklarda goriilen Vibriosis hastaligina neden olan, Vibrio tiirlerininin izolasyon ve

identifikasyonudur.

2. UYGULAMA ALANI

Stipheli balik numunelerinde Vibriosis hastaliginin teshisi i¢cin gerceklestirilen bakteriyolojik

uygulamalar1 kapsamaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve g¢aliganlarin enfeksiyonuna yol a¢ma riski nedeniyle enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisirken dikkatli olunur ve OIE Manual ve WHO

Laboratory Biosafety Manual esas alinarak kurallara uyulmas: saglanir.

5. TANIMLAR/KISALTMALAR

Vibriosis: Gram negatif, hareketli, kivrik ¢comaklar olan Vibrio genusuna ait bakterilerin

olusturdugu hastaliktir.

Vibrio anguillarium: Ozellikle cipura, levrek bagta olmak {izere her tiir deniz baligindan
izole edilebilen, tatli sularda yetistiriciligi yapilan Salmonid tiirii baliklar arasinda da 6nemli
kayiplara neden olan bakteri. Gram negatif (-), tek flagellasi ile hareketli, kivrik bir basil olup,
katalaz, oksidaz, indol, beta-galaktosidaz ve arjinin dihidrolaz pozitif (+), H,S, lizin veya
ornitin hidrolaz negatiftir.

V. wvulnificus: Yilan baliklarinda vibriosis etkeni olup, 20-37°C’ler arasinda iireme
ozelligindedir.

V. ordaii: Cipura ve levrekte ve iire negatiftir (-).22°Cde 4-6 giinde lireme 6zelligindedir.

V. alginolyticus: Besi yeri iizerinde yaygin koloniler veren, kani hemoliz eden, %0-10 tuz
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iceren ortamlarda iiremeyen, katalaz, oksidaz, H,S, indol, ornitin ve lizin dekarboksilaz
pozitif (+), arginin dihidrolaz negatiftir (-). 37°C’ de iireme 6zelligindedir.
V. carchariae (harveyi): Deniz akvaryumunda olen bir tiir kopek baligindan hemorajik

septisemiye neden olan bakteri olup, 11-40°C’ ler arasinda iireme 6zelligindedir.

V. cholerae (non-01): Hasta baliklarda viicut yiizeyinde petesiyel kanamalara, i¢ organlarda
konjesyona neden olur. Yapilan deneysel enfeksiyonlarda baliklarda yiiksek patojeniteye sahip
olan V.cholerae (non-01), insan i¢in patojen olan V.cholerae Olden ornitin dekarboksilaz ve
mannoz negatif (-) olmasi ile ayrilir. 10-42 °C’ler arasinda tireme 6zelliginde olup, optimum

ureme 1s1s1 37°Cdir.

V. parahaemolyticus: Gram negatif, hareketli (flagellar hareket), oksidaz pozitif, katalaz
pozitif, O/129” a duyarli, sporsuz, kapsiilsiiz, fermantatif / oksidatif, aerob, fakiltatif -
anaerob, kivrik - diiz ve halofilik (tuza ihtiyag gosteren) gomakgiklardir. Glikozdan asit yapar,
laktoza etkimez. Indol pozitif, H,S negatif, sitrat negatif, iire negatiftir. Insan veya tavsan
kanli jelozda hemoliz yapar. Halofilik olan bakteri tuzsuz ortamlarda ve, tuz miktar1 %10
oldugunda iireyemez. Bakteri O antijenlerine gore 11, K antijenlerine gore ise 57 serotipe

ayrilmaktadir.

V. mimicus: Pisirilmemis deniz tiriinleri ve en ¢ok istiridyelerin yenmesiyle kolera formunda
enfeksiyonlara neden olmaktadir. Bu bakteri tipinin tirettigi enterotoksinlerin istya dayanikli

oldugu bilinmektedir.
V. fluvialis: Oksidaz, nitrat, arginin, sukroz, arabinoz pozitif bir bakteridir.

V. salmonicida: Soguk su baliklarinda Vibriosis etkeni bakteri. 15°Cde 5 giinde lireme

gosterir.

Biyokimyasal reaksiyonlar: Bakterinin identifikasyonunda kullanilan 6zel biyokimyasal

testler.

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

Hastalik teshisi i¢in gonderilen baliklarin otopsileri yapildiktan sonra i¢ organlarindan (dalak,
bobrek, karaciger) TSA, Kanli agar, Nutrient agar, TCBS ve BHIAya bir 6ze veya steril swap
yardimu ile aseptik sartlarda ekim yapilir. 15-22-37°C'de 1-6 giin arasinda koloni gelisimi i¢in
etiivde bekletilir. Daha sonra kolonilerden genel besi yerlerine saflagtirma yapilir, 15-22-37

°Cde 1-6 giin inkiibasyondan sonra biyokimyasal testlere gecilerek identifikasyon yapilir.

7.TEST METODU’NUN TANIMI
7.1. Materyal

Vibriosis stipheli havuz ya da kafeslerden alinan baliklarin i¢ organlari kullanilir.
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7.2. Kullanilan Ekipman

Level 2 diizeyinde laboratuvar ekipmani kullanilir.
7.3. Kullanilan Kimyasallar

Kanli Agar (1)

Nutrient Agar (12)

BHIA (3)

% 3 Tuzlu TCBS (13)

Marine Agar ( 14)

Uglii Tiip besiyerleri (7)

Peptonsuz Falkov besi ortamlari (8)

Hugh -Leifson Glucose Besi Yeri (6)
0O/129 10 pg ve O/129 150 pg diskleri (15)
Saline T'SB serisi (16)

Fizyolojik Tuzlu Su (17)

7.4. Numunenin Hazirlanmasi ve Muayene/Analizin Yapilmasi

Balik nekropsisi prosediiriine uygun olarak yapilir (Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligy,
Teshiste metot birligi, 2013)_

7.4.1 Muayene/Analizin Yapilmasi

Solungaglar ve deriden direkt preparatlar yapilarak faz kontrast mikroskopta muayene edilir.
I¢ organlardan hazirlanan frotiler gram boyama teknigi ile boyanarak 15tk mikroskobunda

muayene edilir.
I¢ organlardan genel ve spesifik besiyerlerine ekim yapilmasi

Vibriosis i¢in Kanli agar, Nutrient agar, Marine agar ve BHIAya i¢ organlardan (bobrek,

dalak, karaciger) ekim yapilir.

7.4.2. 1 zolasyon
Ekim yapilan besiyerleri 22-37°Cde 24-48 saat kadar etiivde bekletilir ve her giin tireme olup

olmadig: kontrol edilir. Ureme olan petrilerdeki kolonilerin subkiiltiirleri yapilir. Subkiiltiirii
yapilan besiyerlerinden hareket, oksidaz, katalaz testleri yapildiktan sonra Gram boyama,
Giemsa boyama yapilarak 151k mikroskobunda immersiyon objektifte muayene yapilir. Gram
negatif (+), hareketsiz, mat-gri pigment veren, 1-2 mm ¢apinda kolonilerin identifikasyonu

yapilir.
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7.4.3. Identifikasyon:

Gram boyama (1), Oksidaz Testi (3), Hemoliz Testi (6), Hareket Testi (7), Oksidasyon Ve/
Veya Fermentasyon (O/F) Testi (8), Arginin Hidroliz Testi (9), Lizin dekarboksilaz Testi
(10), Ornitin Dekarboksilaz Testi (11), Indol Testi (12),Ureaz Aktivitesinin Belirlenmesi (13)
ve Kirby - Bauer Antimikrobiyal Duyarlilik Testi (14), 0/129 Vibriostat duyarlilik testi (15)

yonteme uygun olarak yapilir.

Organizma TCBS tizerinde koloni rengi

V. cholerae

V. alginolyticus

V. cincinnatiensis

V. fluvialis

V. furnissii
SARI

V. metschnikovii

Aeromonas spp.

Enterococcus spp.

V. hollisae

V. parahaemolyticus

V. vulnificus -

V. mimicus

V. carchariae
SARI

Proteus spp.
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TZES Medmm vada Eanh Azar'd aki prirver imolasyrm
Kanh Agar — Eolouler 25 nen, bam koloenler herohitile
TCBS - 2-3 non san va da vesil enkhi kolbanler
Gram Boyama
Ermk vadavirgidl selalh Gram (-1 negatf cormalklar
Olzidaz
(3 eleltf olmaran mednmladan)
Pozitif Negatif
r V. metrchnilawrii
O L aduyatihk | | Bivlingmsal parametreler kovhn]l ediniz)
DY ARLI{ 10 mg) DIREMCLI(10 me) DIRENGLI (10 mg)
DY ARLL (130 mz) DUYARII(1S0 mg) DIREMCLI (150 mg)
0] w0139 V. parahaemolytous demmonas tirler
anbiserilan e V. alzmolyhous vada
aghitasyon V. fhavialis V. chaolerae 0137
V. fannssi Veya
V. cholerae 01
Pemhf Hegahf lr
I 01 ve 0139
V. cholerae V. choleras anbisenumlan 1la
(om0, 0139) aghitasyon
V. wmlnifious
Vibrio tiden

Draha fazla iderntifikasyon yva da Beferans Laborahivar’ abagmmn

Test Metodunun Sonu :

Gram negatif, hareketli, Vibrio metschnikovii hari¢ oksidaz (+), O 129 150uga duyarly, glikozu

fermantatif kullanan virgiil seklinde basiller Vibrio spp. olarak adlandirilir.

www.tarim.gov.tr 213




‘ \ | 1.C.GIDATARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI
Ziimee | TESHISTEMETOT BIRLIGI

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

1. Amos, K.H. (1985) Procedures for the detection and identification of certain fish
pathogens. 3. Ed. Fish Health Section, American Fisheries Society. Corvallis, OR, 114.

2. Austin B. and Austin, D. A. (1987) Methods For the Microbiological Examination of Fish
and shellfish.

3. Austin B and D. A. Austin A. D (2007) Bacterial Fish Pathogens Diseases of Farmed and
Wild Fish Fourth Edition.

4. Austin, B. and Mclntosh, D. (1991) Bacterial fish pathogens and their implications for fish
farming. Rev-in Med. Microbiol., 2: (4), 230-236.

5. Koneman, E.W,, Allen, S.D., Dowel, V.R., Janda, W.M., Sommers, H.M. and Winn,
W.C. (1988) Color Atlas and Textbook of Diagnostic Microbiology. 3 rd. Ed. Company.
Philedelphia.USA

6. Michel, C. and Alderman, D.J. (1992) Chemotherapy in Aquaculture: from Theory to

Reality. Office International Des Epizooties.

7. Sinderman, C.]J. (1990) Diseases of marine fish caused by microbial pathogens and animal
parasites .31-48. Principal Diseases of Marine Fish and Shellfish. Academic Press, Newyork,
369.

8. Woodland, J., (2004) NWFHS Laboratory Procedures Manual, Chapter 5, Bacteriology, 2™
edition, c: 5, p: 1 — 44, Arizona.

9. WHO (2004) Laboratory Biosafety Manual - Third Edition,. http://www.who int/csr/
resources/publications/biosafety/ WHO_CDS_CSR_LYO_2004_11/en/.

9. REViZYON

Revizyon No Tarih Revizyon Yapilan Madde Revizyon Nedeni

214 TESHISTE METOT BIiRLIGI




T.C. GIDA TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI ‘ \
TESHISTE METOT BIRLIGI | i

CRAYFISH PLAGUE (KEREVIT VEBASI)’IN
KLASIK VE MOLEKULER YONTEMLERLE
TESHISI

1.AMAC

Kerevit vebasi etkeni Aphanomyces astacinin klasik ve molekiiler yontemlerle

identifikasyonudur.

2. UYGULAMA ALANI

Kerevit numunelerinden Aphanomyces astaci tespiti icin gerceklestirilen mikolojik

uygulamalar1 kapsamaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve g¢aliganlarin enfeksiyonuna yol a¢ma riski nedeniyle enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla calisirken dikkatli olunur ve OIE Manual ve WHO

Laboratory Biosafety Manual esas alinarak kurallara uyulmas: saglanir.

5. TANIMLAR/KISALTMALAR
Aphanomyces astaci: Kerevit vebasinin etkeni olan bir Oomycet mantar tiirtidiir.

Kerevit Vebasi: Kerevitlerde klinik goriiniim olarak su yiizeyine ¢ikma (giin 1s181ina
yakinlagma) ve degisik yonlere kagismayla birlikte suyu terketme gibi davranig bozukluklars,
ozellikle birinci yliriime bacaklarinda olmak {izere ayaklarda koordinasyon bozuklugu, sirt
st devrilme, sirt kabugundan tutularak sudan disariya cikarildiklarinda makaslarin ve
bacaklarin felg nedeniyle asagiya dogru sarkmasi, yavas hareket etme ve kuyrukta hareket
kayb1 bulgular gozlenir. Mantar, uygun besi yerinde renksiz koloni olusturmaktadir. Hifalar
yaklagik 8-10 mikrometre eninde, septasiz (ancak zoosporangiumun sinirl septalar: harig),
brangli, uniform kalinlikta ve yuvarlak uglara sahiptir. Geng sekilleri yogun kaba graniiler
yapili, daha yasli olanlar vakuoler ve i¢i bos goriilebilir. Hifalarin besi yerinde ve dokudaki

boyutu ve goriiniimii aynidir. Zoosporlar: 2 flagellali olup 8.1- 9.5 mikrometre ¢apinda ve
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eliptik bir morfolojiye sahiptir. Mantarin, 10°C nin tizerindeki su sicakliklarinda ¢ok ¢abuk
tireyerek kisa siirede (3 hafta icin de=akut infeksiyon) 6liime neden oldugu, su sicaklig
azaldikea gelismesinin yavasladigi ve kerevitlerde 6liimiin gecikebildigi (3 ay1 bulabilir=kronik
infeksiyon) bilinmektedir. Ayrica sulardaki yiiksek Mg oranlarinin, mantarin infektif giiciini

yani zoospor lretimini azaltici etki yapabilecegi bildirilmistir.

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

Kerevitin melanize dokusu basta olmak tizere kuyruk kasi, peri anal bolge, yumusak abdominal
kiitikiil ile beyin ve karin ganglion bolgelerinden steril olarak alinan doku pargalari IM
agar ortamina plante edilerek 22°C’ de inkube edilir. Ureyen renksiz fungal koloniden PG1
ortamina ekilir. 20°C’ de 18 saat inkube edilerek, inkubasyon sonrasinda karakteristik spor

bosalmasi yoniinden incelenir. PCR yontemi ile konfirmasyon yapilr.

7. TEST METODU’NUN TANIMI

7.1. Materyal

Kerevit (tatl1 su 1stakozu), tilkemizdeki tiirii Astacus leptodactylus’tur.

7.2. Kullanilan Ekipman

Level 2 diizeyinde laboratuvar ekipmani (*) ve PCR ekipmanlar1 kullanilir.
7.3. Kullanilan Kimyasallar

IM agar (37)

PG1 medium (38)

PCR kimyasallar1 (39)

7.4. Numunenin Hazirlanmasi ve Muayene/Analizin Yapilmasi

7.4.1. Numunenin Hazirlanmasi

Kerevitin muayenesi

Kerevitler pamuga emdirilmis eter bulunan kavanozlara konularak oOtenaziler yapilir.
Yiizeyleri yogun alkollu pamukla temizlenir. Steril pens ve makasla kerevitin melanize
dokusu basta olmak tizere kuyruk kasi, peri anal bélge, yumusak abdominal kiitikiil ile beyin

ve karin ganglion bolgelerinden steril olarak alinan doku pargalar1 IM agar ortamina plante
edilerek 22 °C’ de inkube edilir.
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7.5. Testin Degerlendirilmesi:

Spesifik IM ortaminda iireyen renksiz fungal koloniden PG1 ortamina ekilir. 20°C’ de 18 saat
inkube edilerek, inkubasyon sonrasinda karakteristik spor bosalmasi yoniinden incelenir.
Spor bosalmasi gozlenen ve makroskobisi Aphanomyces astaci ile uyumlu misellerden PCR
yapilir. Bunun i¢cin “AAG AAG GCT AAA TTG CGS TA” ve “CTA TCC GAC TCC GCA
TTC TG” spesifik primer gifti kullanilarak, 94°C’ de 1 dakika denaturasyonu takiben, 54
°Cde 1 dakika, 72°Cde 1 dakika, 72°Cde 7 dakika diger asamalar (Her asama 45 siklus)
olacak sekilde 105 bp biiyiikliigiindeki gen bolgesi ¢ogaltilir. PCR iiriinti daha sonra Hph
restriksiyon endoniikleaz: ile muamele edilir ve agaroz jelde 55 ve 60 bp biiyiikligiinde iki

bant gozlenir ve fungus Aphanomyces astaci olarak tanimlanir.

8. ILGIiLI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

1- OIE (2009) Manual of Diagnostic Tests for Aquatic Animals Crayfish plague (Aphanomyces
astaci), Chapter 4.1.7

2. WHO (2004) Laboratory Biosafety Manual - Third Edition, 2004. http://www.who int/csr/
resources/publications/biosafety/ WHO_CDS_CSR_LYO__11/en/.
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DENIiZ BALIKLARINDA GORULEN
PASTEURELLOSIS’IN TESHISI

1. AMAC

Denizbaliklarinda goriilen Pasteurellosis'in etkeni Photobacterium damsela subs. Piscisidanin

izolasyonu ve identifikasyonu yapilarak teshis edilmesidir.

2. UYGULAMA ALANI

Deniz baliklarinda Pasteurellosis’in teshisi i¢cin gerceklestirilen bakteriyolojik uygulamalar:

kapsamaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve g¢aliganlarin enfeksiyonuna yol a¢ma riski nedeniyle enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla galisirken dikkatli olunur ve OIE Manual ve WHO

Laboratory Biosafety Manual esas alinarak kurallara uyulmas: saglanir.

5. TANIMLAR/KISALTMALAR

Pasteurellosis: Insan ve hayvanlarda Gram negatif, oksidaz pozitif, gliding harekete sahip,
Giemsa boyamada bipolar gériinen bakterilerin sebep oldugu hastalik
Deniz baligi: Levrek, ¢ipura gibi yasamak i¢in tuzlu suya ihtiya¢ duyan balik tiirleri.

Deniz Pasteurellosis’i: Deniz baliklarini etkileyen, iireyebilmek igin tuz igeren ortamlara
ihtiya¢ duyan (halofilik) Photobacterium damsela subs. piscisida (dnceden Pasteurella

piscisida) nin meydana getirdigi enfeksiyondur.

Photobacteria genusu: Filogenik analizler sonras1 Vibrio damselae ve Pasteurella piscisida

gibi etkenlerin dahil edildigi genus.

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

Hastalik teshisii¢cin gonderilen baliklarin otopsileri yapildiktan sonra i¢ organlarindan (dalak,
bobrek, karaciger) Kanli agar, Nutrient agar veya Marine agar 2216’ya bir 6ze veya steril swab

yardimu ile aseptik sartlarda ekim yapilir. 25 °C'de 24 - 48 saat arasinda koloni gelisimi i¢in
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etiivde bekletilir. Daha sonra tireyen Gram (-) negatif, hareketsiz, bipolar gortintimli, gri-

sar1 renk veren ufak kolonilerden biyokimyasal testlere ge¢ilerek identifikasyon yapilir.

7. TEST METODU’NUN TANIMI

Pasteurellosisin bakteriyolojik teshisinde, hastaligin goriildiigii havuz ya da kafeslerden

alinan baliklarin i¢ organlari kullanilir.

7.1. Materyal
7.2. Kullanilan Ekipman

Level 2 diizeyinde laboratuvar ekipmani kullanilir (*).

7.3. Kullanilan Kimyasallar
Hugh-Leifson Besi Yeri (6),

Uglii Tiip Besi Yerleri (7),

Peptonsuz Falkov Besi Ortamlari (8)
Nutrient agar (12),

Marine agar (14),

%1.5 tuzlu Kanli Agar (25),

Voges Preskauer Testi (28)

7.4. Numunenin Hazirlanmasi ve Muayene/Analizin Yapilmasi
7.4.1. Numunenin Hazirlanmasi

Balik nekropsisi prosediiriine uygun olarak yapilir (Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligy,
Teshiste Metot Birligi, 2013)_

7.4.2. Muayene/Analizin Yapilmasi
I¢ organlardan genel ve spesifik besi yerlerine ekim yapilmasi
Pasteurellosis igin KA, Nutrient agar ve Marine agara i¢ organlardan (bobrek, dalak,

karaciger) ekim yapilir.

7.5. 1zolasyon
Ekim yapilan besi yerleri 25 °C'de 24-48 saat kadar etiivde bekletilir ve her giin tireme

olup olmadig1 kontrol edilir. Ureme olan petrilerdeki kolonilerin subkiiltiirleri yapilir.
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Subkiiltiirii yapilan besiyerlerinden hareket, oksidaz, katalaz testleri yapildiktan sonra Gram
boyama, Giemsa boyama yapilarak 1sitk mikroskobunda immersiyon objektifte muayene
yapilir. Ayrica, siipheli koloniler TCBS besi yerine ekilir. Pdamsela. subs. piscisida TCBS de
tiremez. Bu yonii ile Pdamsela. subs. damsela’ dan ayrilir. Pdamsela. subs. damsela TCBS besi
yerinde yesil renkte tirer. Gram negatif (-), hareketsiz, bipolar goriiniimlii koko-basillerin

goriildiigi gri-sar1 pigment veren ufak kolonilerin identifikasyonu yapilir.

7.6. Identifikasyon:

Gram boyama (1) ,Giemsa boyama (21), Arginin Hidroliz Testi (9), Lizin dekarboksilaz Testi
(10), Ornitin Dekarboksilaz Testi (11), Indol Testi (13),Ureaz Aktivitesinin Belirlenmesi
(13) Katalaz test metodu (2), Oksidaz test metodu (3), Hemoliz testi (6), Hareket testi (7),
Oksidasyon Ve/Veya Fermentasyon (O/F) Testi (8) Kirby — Bauer Antimikrobiyal Duyarlilik
Testi (14) yonteme uygun olarak yapilir.

7.7. Testin Degerlendirilmesi :

Gram negatif (-), hareketsiz, Oksidaz pozitif, fermantatif, bipolar boya alan ve TCBS de
tiremeyen non-hemolitik kokobasiller Photobacterium damselae subsp. piscicida olarak
adlandirilir. Photobacterium damselae subsp. piscicida ayrica arjinin pozitif, lizin negatif ve

ornitin negatiftir. Ure ve indol testi negatif iken, katalaz pozitiftir.
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FURUNCULOSIS HASTALIGI’NIN TESHISI

1. AMAC

Alabaliklarda gorillen Furunculosis hastalig1 etkeni olan Aeromonas salmonicidanin
izolasyon ve identifikasyonunun yapilmasidir.

2. UYGULAMA ALANI

Alabalik numunelerinden Furunculosis hastaliginin teshisi igin gergeklestirilen bakteriyolojik
uygulamalar1 kapsamaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve c¢alisanlarin enfeksiyonuna yol agma riski nedeniyle enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisirken dikkatli olunur ve OIE Manual ve WHO
Laboratory Biosafety Manual esas alinarak kurallara uyulmasi saglanir.

5. TANIMLAR/KISALTMALAR

Furunculosis : Alabaliklarda goriilen Aeromonas salmonicida’nin neden oldugu septisemik
enfeksiyoz bakteriyel bir hastalik.

Aeromonas salmonicida : Vibrionaceae familyasinda yer alan Aeromonas genusundan gram
negatif (-), kokobasil seklinde, 0.5 — 1.5 um boyutlarinda, flagellasiz, hareketsiz, kahverengi
pigmentli bir bakteridir.

Biyokimyasal reaksiyonlar: Bakterinin identifikasyonunda kullanilan 6zel biyokimyasal
testlerdir.

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

Hastalik teshisi i¢in gonderilen alabaliklarin otopsileri yapildiktan sonra i¢ organlarindan
(dalak, bobrek, karaciger) Kanli Agar, TSA, BHIA, Rimmler — Shotts Medium ve Aeromonas
agar basee bir 6ze veya steril swab yardimu ile aseptik sartlarda ekim yapilir. 21 °C’ de 3-4
giin koloni gelisimi i¢in etiivde bekletilir. Daha sonra iireyen Gram (-) negatif, hareketsiz,
TSA ve BHIA da kahverengi pigment veren kolonilerden biyokimyasal testlere gecilerek
identifikasyon yapilir.
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7.TEST METODU’NUN TANIMI
7.1. Materyal

Hastaliktan siipheli havuz ya da kafeslerden alinan baliklarin i¢ organlar1 kullanilir.

7.2. Kullanilan Ekipman

Level 2 diizeyinde laboratuvar ekipmani (*) kullanilir.

7.3. Kullanilan Kimyasallar

Kanli Agar (1)

TSA (2)

TSB (29)

Rimmler - Shotts Medium (30)
Aeromonas Agar Base (31)

BHIA (4)

Uglii Tiip besiyerleri (7)

Peptonsuz Falkov besi ortamlari (8)
Hugh -Leifson Glucose Besi Yeri (6)
0O/129 10 pg ve O/129 150 pug diskleri (15)
Jelatin besi yeri (10)

Simmons Citrate Agar (32)

7.4. Numunenin Hazirlanmasi ve Muayene/Analizin Yapilmasi

Balik nekropsisi prosediiriine uygun olarak yapilir (Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligy,
Teshiste Metot Birligi, 2013)_

I¢ organlardan genel ve spesifik besiyerlerine ekim yapilmasi

Furunculosis i¢in KA, TSA, Rimmler - Shotts Medium, Aeromonas Agar Base ve BHIAa ig
organlardan (bobrek, dalak, karaciger) ekim yapilir.

7.4.1.1zolasyon

Ekim yapilan besiyerleri 21°Cde 3-4 giin etiivde bekletilir ve her giin ireme olup olmadig:
kontrol edilir. Ureme olan petrilerdeki kolonilerin subkiiltiirleri genel besi yerlerine yapilir.
Subkiiltiirii yapilan besiyerlerinden hareket, oksidaz, katalaz testleri yapildiktan sonra

Gram boyama yapilarak 151k mikroskobunda immersiyon objektifte muayene yapilir. Gram
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negatif (-), hareketsiz kokobasillerin goriildiigii TSA ve BHIAda kahverengi pigment veren

kolonilerin identifikasyonu yapulir.

7.4.2. Identifikasyon:

Gram boyama (1), Katalaz test metodu (2), Nitrat rediiksiyon test metodu (22), Oksidaz test
metodu (3), O/129 Vibriostat duyarlilik testi (15), Hidrojen Siilfit (H,S) Testi (5), Hareket
testi (7), Hemoliz testi (6), Oksidasyon Ve/Veya Fermentasyon (O/F) Testi (8) Jelatin eritme
testi (4), Arginin Hidroliz Testi (9),Lizin dekarboksilaz Testi (10),Ornitin Dekarboksilaz Testi
(11), sitrat testi (23) Kirby — Bauer Antimikrobiyal Duyarlilik Testi (14) metodlar1 yonteme
uygun olarak yapilir.

7.5.Testin Degerlendirilmesi:

Vibrionaceae familyasinda yer alan Aeromonas genusundan Gram negatif (-), kokobasil
seklinde, 0.5-1.5 pm boyutlarinda, flagellasiz, hareketsiz, kahverengi pigment iireten, nitrat
reduktaz pozitif, katalaz pozitif, indol pozitif, {ire pozitif, sitrat pozitif, H S pozitif, eskiilini
hidrolize edebilen, jelatinaz pozitif , O129 vibriostat direngli bakteri Aeromonas salmonicida
olarak adlandirilir. Aeromonas salmonicida ornitin dekarboksilaz icin negatif, lysine
dekaboksilaz i¢in pozitif, arjinin dihidrolaz igin pozitiftir. Cesitli yayinlarda Aeromonas
salmonicidanin biyokimyasal testler yoniinden atipik suslarinin varligi da bildirilmistir.

Identifikasyon sirasinda bu durum géz 6niine alinmalidur.
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VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS’UN
IZOLASYON VE IDENTIFIKASYONU

1.AMAC
Cift kabuklu yumusakga, deniz suyu ve diger su iiriinlerinden ISO/TS 21872-1 Metoduna

gore Vibrio parahaemolyticus’un izolasyon ve identifikasyonunun yapilmasidir.

2. UYGULAMA ALANI

Cift kabuklu yumusakga, deniz suyu ve diger su iiriinlerinden Vibrio parahaemolyticus teshisi

i¢in uygulanir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve c¢alisanlarin enfeksiyonuna yol agma riski nedeniyle enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla galisirken dikkatli olunur ve OIE Manual ve WHO

Laboratory Biosafety Manual esas alinarak kurallara uyulmas: saglanir.

5. TANIMLAR/KISALTMALAR

V. parahaemolyticus: Gram negatif, hareketli (flagellar hareket), oksidaz pozitif, katalaz
pozitif, O/129 150 pg’a duyarly, sporsuz, kapsiilsiiz, fermantatif / oksidatif, aerob fakiiltatif
anaerob, kivrik - diiz ve halofilik (tuza ihtiyag gosteren) gomakgiklardir. Glikozdan asit yapar,
laktoza etkimez, sukroz negatiftir. Indol pozitif, H S negatif, iire cogunlukla negatiftir. Patojen
suslar insan veya tavsan kanli jelozda hemoliz yapar. Halofilik olan bakteri tuzsuz ortamlarda
ve tuz miktar1 %10 oldugunda iireyemez. Bakteri O antijenlerine gére 11, K antijenlerine gore
ise 57 serotipe ayrilmaktadir. V. parahaemolyticus’la kontamine su triinlerinin tiiketilmesi

sonucu insanlarda gida zehirlenmesi olusur.

Biyokimyasal Reaksiyonlar: Bakterinin identifikasyonunda kullanilan 6zel biyokimyasal

testler.
Cift Kabuklu Yumusak¢a: Bivalvidae familyasinda yer alan istiridye, kidonya, kara midye,
killt midye, kum midyesi, kum sirlani, akivades, tarak gibi insan tiiketimi amaciyla kullanilan

deniz hayvanlari.
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ASPW: Alkali Salt Pepton Water

TCBS: Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose Agar

TSA: Tryptic Soy Agar

TSB: Tryptic Soy Broth

TSI: Triple Sugar Iron Agar

TSAT: Triphenyl Tetrazolium Chloride Soy Tryptone Agar
ADH: Arjinin dehidrolaz

LDC: Lizin dekarboksilaz

Kovacs ayract: n-Butanol; Hidroklorik Asit; 4- dimetil amino benzaldehit iceren ticari formiil

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

Cift kabuklu yumusakga eti / diger su tirtinleri 25 g tartilip steril kum yardimi ile homojenize
edilerek, veya 25 ml deniz suyu, 225 ml ASPW icerisine konulup (1/10 oraninda) 6+1
saat 41+ 1°Cde inkube edilir, bu 6n zenginlestirmeden alinan 1 ml kiiltiir, 10 ml ASPW’ye
ekilerek 41+ 1°Cde 18 + 1 saat boyunca inkube edilir. Ardindan TCBS’ye ve TSAT’ye gegilir.
TCBSde morfolojik goriiniimleri yesil renkli, ortasi koyu olan koloniler, TSAT de diiz, yassi,
koyu kirmizi renkli koloniler V. parahaemolyticus stipheli kabul edilir ve siipheli izolatlarin
biyokimyasal testleri yapilir. Eger homojenizasyon ve ilk 6n zenginlestirme islemi tek bir is

glinil igerisinde tamamlanamiyorsa 0 ile+4 °C arasinda bir gece muhafaza edilebilir.

7.TEST METODU’NUN TANIMI
7.1. Materyal

Cift kabuklu yumusakea / diger su iriinleri veya deniz suyu materyal olarak kullanilir.

7.2 Kullanilan Ekipman

Level 2 diizeyinde laboratuvar ekipmani kullanilir (**).

7.3. Kullanilan Kimyasallar

Uglii Tiip Besi Yerleri (7)

Peptonsuz Falkov Besi Ortamlari (8)
Seker soliisyonlar: (11)

TCBS agar (13)

0/129 10 pg ve O/129 150 ug diskleri (15)
Saline T'SB serisi (16)
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Fizyolojik Tuzlu Su (17)

Steril siv1 parafin (18)

ONPG Diskleri (19)
Novobiocin diskleri (50 U) (20)
PolymyxinB ( 300IU) (21)
ASPW (22)

TSAT (23)

%1.5 tuzlu TSA (24)

%1.5 tuzlu Kanli Agar (25)
Ure-indol besi yeri (26)

7.4. Numunenin Hazirlanmasi ve Muayene/Analizin Yapilmasi

7.4.1. Numunenin Hazirlanmasi

Cift Kabuklu Yumusakgalarin A¢ilmasi

[
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[stiridyede; istiridye avug igine alinarak sivri ucu alta, genis kism1 parmaklarin ig yiiziine
gelecek sekilde sikica kavranir. Diger eldeki bigak ya da bistiiri ucu, yaralanmalar:
engellemek i¢in alttan isaret parmag ile desteklenerek kabuklarin sivri ug¢ kisimdaki
birlesim noktasina gii¢ uygulanarak sokulmaya calisilir. Bigak ucu kapaklar arasina
sokulduktan sonra bigagin keskin kenarinin kabuk i¢ yiizeyine dogru tutulmasina dikkat
edilerek bir yarim daire hareketi ile adduktor kasinin kabukla olan baglantisi kesilir.
Boylece baglantilar: kesilen kabuk, heniiz istiridyenin tistiinde bulundugu diger kabugun

altina konarak, agilan istiridye muayene i¢in hazirlanmis olur.

Midyede; midye parmak uglari ile tutulur. Her iki kabugun alt diiz kenardaki birlesim yeri
(sivri ug alt1 kenar) yumusak oldugundan buradan baslayarak kabuklar, bir daire hareketi
ile sivri uca kadar kenar boyunca bistiiri ile kesilerek ve yine kabuk i¢ ylizeyinin adduktor

kast ile olan baglantilar1 koparilarak ikiye ayrilir.

Akivadesde; Akivades parmak uglari ile tutulur. Her iki kabuk, genis kenardaki birlesim
noktasindan keskin bir bistiiri ile aralanarak ve igeri sokulan bisturi ucu ile istiridyelerde
oldugu gibi kabuk i¢ yilizeyinin adduktor kasi ile olan baglantilar1 dokulara zarar vermeden
koparilarak ikiye ayrilir.

Kum midyesinde; midye parmak uglar1 ile tutulur. Her iki kabuk, genis kenardaki birlesim
noktasindan keskin bir bistiiri ile aralanarak ve igeri sokulan bisturi ucu ile istiridyelerde
oldugu gibi kabuk i¢ yiizeyinin adduktor kasi ile olan baglantilar1 dokulara zarar vermeden

koparilarak ikiye ayrilir.

Kum sirlaninda; parmak uglari ile tutulur. Her iki kabuk, genis kenardaki birlesim
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noktasindan keskin bir bistiiri ile aralanarak ve igeri sokulan bisturi ucu ile istiridyelerde
oldugu gibi kabuk i¢ ylizeyinin adduktor kasi ile olan baglantilar1 dokulara zarar vermeden

koparilarak ikiye ayrilir.
[J Kidonya da; parmak uglariile tutulur. Her iki kabuk, genis kenardaki birlesim noktasindan

keskin bir bistiiri ile aralanarak ve igeri sokulan bisturi ucu ile istiridyelerde oldugu gibi
kabuk i¢ ytizeyinin adduktor kast1 ile olan baglantilar1 dokulara zarar vermeden koparilarak
ikiye ayrilir.
Kabuklar1 agilan yumusak¢a dokularinin toplanip tartilmasi igin; adduktor kasi
baglantilarindan tiimiiyle ayrilan kabuk atilmaz ve yumusakc¢anin i¢in de kaldig: diger kabuk
altina konur. Kabugu agilan yumusakgalar, bu sekilde masa tizerine dizilir. Daha sonra steril
havan ya da steril naylon torba i¢ine alinan yumusak dokular terazide 25 g olacak sekilde
tartilir. Tartim igleminden sonra 6rnek homojenize edilir.
7.4.2. Muayene/Analizin Yapilmasi
On Zenginlestirme
Yukarida belirtildigi gibi kabuklar1 acilan ¢ift kabuklu yumusakea eti, 25 g tartilip steril kum
yardimi ile homojenize edilerek veya 25 ml deniz suyu, 225 ml ASPW igerisine konulup
(1/10 oraninda) 6+1 saat 41+ 1°Cde inkube edilir. Eger islem tek bir is giinii igerisinde

tamamlanamiyorsa 0 ile+4° C arasinda bir gece muhafaza edilebilir. Bu 6n zenginlestirme
ortamindan 1 ml alinarak 10 ml ASPW’ye gegilir. 41+1°C’ de18+1 saat inkube edilir.

Ardindan TCBSye ve TSAT’ye gegilir. 18-24 saat 37+1°Cide etiivde inkube edilir, TCBSde
morfolojik goriiniimleri yesil renkli, ortasi koyu olan koloniler ile TSAT de diiz, yassi, koyu

kirmizi kolonilerin fenotipik karakterleri biyokimyasal tarama testleri identifiye edilir.
Vibrio Parahaemolyticus 1zolasyonu

Birinci Guin

[] Cift kabuklu yumusakea etinden ya da diger su tirtinlerinden 25 gr alinarak steril havanda

steril kum ile par¢alanip homojenize edildikten sonra 225 ml ASPW’a (1/10 sulandirma)

ekim yapilir.

[] Ekim yapilan besiyerleri 41+1°Cde 6+1 saat inkube edilir. Eger islem tek bir is giini

icerisinde tamamlanamiyorsa 0 ile+4 °C arasinda bir gece muhafaza edilebilir.

[] Bu 6n zenginlestirme ortamindan 1 ml alinarak 10 ml ASPW’ye gecilir. 41+1°Cde 18+1

saat inkube edilir.
Ikinci Giin
- Inkubasyon sonunda siv1 besi yerlerinden TCBS ve TSAT besi yerlerine 6ze yardimu ile
¢izme yontemiyle ekim yapilir.

- Ekim yapilan petriler 37+£1°C’ de 18-24 saat inkube edilir.
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« Ugiincii Giin

o Inkubasyon sonucunda 2-3 mm ¢apinda, TCBSde orta kisimlar1 koyu yesil, yuvarlak
TSATde diiz, yass1, koyu kirmizi koloniler segilir.

- Daha ileri testler i¢cin %1.5 tuzlu TSA’ya sub kiiltiir yapilir.

« Dérdiincii Giin

- Subkiiltiirdi yapilmis olan se¢ilmis kolonilerden Gram boyama, hareket ve oksidaz testleri
yapilir.

- Gram negatif, kivrik, uzun, oksidaz pozitif, hareketli basillerin gorildigii secilmis
kolonilerden %1,5 ve %3, %6, %8, %10 TSB’a ekimler yapilir.

- O/129 Vibriostat duyarlilik testi i¢cin %1.5 tuzlu TSB igerisinde Mc Farland Standart Tiip
3e gore hazirlanan bakteri siispansiyonu yayma yontemiyle %1.5 Tuzlu TSAya ekilir ve
tizerine O/129 10 pg, O/129 150 ug, Novobiocin ve Polymyxin B diskleri aseptik kosullarda
yerlestirilerek 37+1°C’ de 18-24 saat inkube edilir.

- O/129 10 pg’'lik vibriostata direngli, 150 pg’lik vibriostata duyarli, Novobiocine duyarl: ve
Polymyxin B’ ye direngli ve %8 tuzlu ortamda iireyen, %10 tuzlu ve tuzsuz ortamda lireme
gostermeyen koloniler V. parahaemolyticus stipheli kabul edilir.

- Vibrio parahaemolyticus yoniinden siipheli kabul edilen izolatlar daha ileri biyokimyasal

testlere tabi tutulur.
- Biyokimyasal test sonuglar1 24-48 saat sonra degerlendirilir.

Test Metodunun Uygulama Semas:

Kabuklarin agilmasi ve 25 gr/ml iiriin
tartilmasi/ dl¢lilmesi ve homojenizasyon

!

[lk selektif 6n zenginlestirme besiyerine ekim,
41 £1°C’de 6+ 1 saat inkubasyon

v

Ikinci selektif 6n zenginlestirme besiyerine
ekim, 41 *1°C’de I18i 1 saat inkubasyon

v

Selektif kati besi yerlerine ekim,
37 % 1°C’de 18-24 saat inkubasyon

A

Vibrio parahaemolyticus siipheli (sukroz (-),
oksidaz (+) ve gram (-), hareket pozitif)

A
Biyokimyasal testlerle dogrulama
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Gram boyama (1), Oksidaz test metodu (3), Hidrojen Siilfit (H,s) Testi (5), Hemoliz testi
(6), Hareket testi (7), Oksidasyon Ve/Veya Fermentasyon (O/F) Testi (8), Arginin Hidroliz
Testi (9), Lizin dekarboksilaz Testi (10), Ornitin Dekarboksilaz Testi (11) Indol Testi (12),
Ureaz Aktivitesinin Belirlenmesi (13), Beta Galaktosidaz Testi (16), Laktoz Kullaniminin
Belirlenmesi (17), Glikoz Kullanimi ve Glikozdan Gaz Olusumu (18) yonteme uygun olarak

yapilir.

7.5. Test Metodunun sonu: Testler sonucu TCBSde yesil koloni olusturan, Gram (-), virgiil
seklinde, oksidaz (+), Laktoz (-), flagellar hareketli, LDC (+), % 0 ve % 10 NaCl igeren besi

yerlerinde iiremeyen basiller Vibro parahaemolyticus olarak tanimlanir.

8. ILGILI DOKUMANLAR / KAYNAKLAR VE EKLER

1- ISO/TS 21872-1 (2007): Microbiology of food and animal feding stuff- Horizantal method
for the detection of potentially enteropathogenic Vibrio spp. Part 1: Detection of Vibrio
parahaemolyticus and Vibrio cholerae. (Published 2008-03-01)

2. WHO (2004) Laboratory Biosafety Manual - Third Edition, http://www.who int/csr/
resources/publications/biosafety/ WHO_CDS_CSR_LYO_2004_11/en/.
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BALIK NEKROPSISI

1.AMAC

Bu prosediir, hastalik teshisi icin baliklarin nekropsi kurallarini belirler.

2. UYGULAMA ALANI

Bu prosediir, nekropsi amaciyla kullanilan uygulamalar1 kapsamaktadir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKiIi SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri ile enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve g¢aliganlarin enfeksiyonuna yol a¢ma riski nedeniyle enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla galisirken dikkatli olunur ve OIE Manual ve WHO
Laboratory Biosafety Manual esas alinarak kurallara uyulmasi saglanir. Materyalin taze

olmasi ve soguk zincir kosullarinda gonderilmesi gerekir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

Nekropsi: Oliim ve hastalik nedenini aragtirmak amaci ile kadavranin bir yontem cercevesinde

acilip, organ ve dokularin incelenmesidir.

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

Oliim ve hastalik nedenini aragtirmak amaci ile baliklarin bir yéntem ¢ercevesinde agilarak,

organ ve dokularinin incelenmesidir.

7. TEST METODU’NUN TANIMI
7.1. Materyal

Balik

7.2. Kullanilan Kimyasallar

Alet ve ekipman da korozif etki gostermeyen, genis bir antimikrobial spektruma sahip

ozellikte olmalidir.
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7.3 Kullanilan Ekipman

O
O
O
[
O

Paslanmaz celik kiivet

Aliminyum folyo

Paslanmaz gelik cesitli boylarda makas (Sivri ve kiit uglu ), pens ve bistiiri
Disposable petri kutular:

Oze,pastor pipeti, Lam, lamel

7.4. Uygulama yontemi

7.4.1. D1s muayene

[

Paslanmaz gelik kiivet i¢ine bir tabaka aliminyum folyo serildikten sonra alkol yardimiyla
dezenfekte edilir.

Baliklar canli ise, otopsiden 6nce susuz ortamda tutularak, oksijensiz birakilarak ya da
kafalarina sert bir cisimle vurularak 6lmeleri saglanir

Folyodaki alkol kalintis1 ugurulduktan sonra otopsisi yapilacak balik/ baliklar kiivete
alinir.

Baligin dis yiizeyi, yiizgegleri muayene edilir, lezyon saptandiginda, ylizgeglerden ve gerek
duyulursa deriden bistiiri yardimiyla kazint1 alinarak lam -lamel arasinda direk muayene
i¢in preparat hazirlanir.

Ag1z boslugu muayene edilir.

Solungaglar muayene edilir ve ince uglu bir makas yardimiyla kesilerek bir par¢a solungag

lam -lamel arasinda sikistirilarak ezilmek suretiyle preparat hazirlanir.

7.4.2 Nekropsi
- 6 cm ve daha biiyiik baliklar

[
[

Gozler bistiiri yardimiyla ¢ikarilarak uzaklastirilir ve goz boslugu incelenir.

Karin boslugunun agilabilmesi i¢in; 1. insizyon, anusiin 6niinden baslayarak kafanin
ventral kismina kadar, solungaglari arsinda sonlanacak sekilde yapilir. 2. insizyon anusun
oniindeki ayni noktadan baslar sirta dogru kavis olusturacak sekilde yapilir ve kafanin
hemen gerisinde biter. 3. insizyon 1 ve 2. insizyonlarin uglar1 birlestirilerek yapilir.Bu
insizyondan sonra abdominal yan duvar uzaklastirilabilmelidir. Miimkiin oldugu kadar,
i¢ organlara zarar vermemek i¢in kiit u¢lu makas kullanilir. Makasin se¢imi baligin boyutu

baz alinarak yapilir.

Yan karin duvari uzaklastirildiktan sonra a¢iga cikan i¢ organlar muayene edilir.
Organlardan direk muayene i¢in 6ze ya da pastor pipeti yardimiyla bir miktar alinarak lam

istiinde natif preparat hazirlanir. Gerekirse organlardan hemen uygun besi yerine ekim
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yapilir. Kiigtik baliklarda 6zellikle bobrekten ekim yapilirken pastor pipeti kullanilir.Balik
biiytik ise steril sartlarda ekim yapilmasina imkan verecek biiyiikliikte organ parcalari
(Dalak, karaciger, kalp, bobrek) steril ikinci bir makas yardimiyla kesilerek steril petri
kutusuna alinir.

[] Organlar uzaklastirilirak karin boslugu muayene edilir.

[] Bagirsaklar sivri uglu makas yardimi ile agilarak muayene edilir. Bagirsaklardan lamel ile
kazint1 alinarak lamda natif peraparat hazirlanir.

[] Hava keseleri incelenir.

[] Kaslar bistiiri yardimiyla kesilerek incelenir.

- 6 cm den Kkiigiik baliklar

Sivri uglu bir makas ile miimkiin oldugu kadar i¢ organlar zarar verilmeden ventral bolgeden

tek bir insizyon ile karin boslugu agilir ve yukardaki prosediir baligin biyiikligi imkan

verdigi dl¢iide takip edilir.

7.5. Otopsi gereglerinin temizligi

Otopside kullanilan makas, pens vb. aletler dezenfektanli pamuk ile silinerek artiklar alinir.
Bu pamuklar biyolojik atik olarak degerlendirilir. Aletler daha sonra dezenfektan igeren kap
i¢in de en az 10 dakika bekletilir. Daha sonra buradan alinarak paslanmaz ¢elik kiivet icin de
125°Cde 15 dakika otoklav edilir. Bundan sonra deterjan ile yikandiktan sonra paketlenerek

tekrar otoklav edilir ve bir sonraki kullanima uygun hale getirilir.

6. ILGILI DOKUMANLAR/KAYNAKLAR/EKLER

.Austin B and D. A. Austin A. D (2007) Bacterial Fish Pathogens Diseases of Farmed and
Wild Fish Fourth Edition.
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1. AMAC

Stiphel ergin ari, larva, pupa, balmumu, polen ve bal numunelerinden Amerikan Yavru

Curikliigi etkeni olan Paenibacillus larvae'nin izolasyonu ve identifikasyonudur.

2. UYGULAMA ALANI

Stipheli ergin ari, larva, pupa, balmumu, polen ve bal numunelerinden Paenibacillus larvae'nin

teshisi i¢cin uygulanir.

3. TESTIN YAPILMASINDAKI SORUMLULUKLAR

Testin yapilmasindan sorumlu yonetici ve laboratuvar uzman personeli sorumludur.

4. GUVENLIK/UYARILAR/ONLEMLER

Stipheli materyalin zoonoz hastalik etkenleri enfekte olabilecegi, laboratuvar ortaminin
kontaminasyonuna ve g¢aliganlarin enfeksiyonuna yol a¢ma riski nedeniyle enfeksiyoz
materyalle ve sagliga zararli kimyasallarla ¢alisirken dikkatli olunur ve OIE Manual ve WHO

Laboratory Biosafety Manual esas alinarak kurallara uyulmas: saglanir.

5. KISALTMALAR/TANIMLAR

Amerikan Yavru Ciiriikliigii Hastalig1: Ar1larvalarinda Paenibacilluslarvae'nin olusturdugu
bir hastaliktir. Saglikli larva, inci beyazi gériiniisiinde petek goziinde dik vaziyette bulunur.
Amerikan yavru ¢iiriikligiinde, infekte bir larva 6nce petek goziiniin tabaninda C harfi
seklinde gelisir. Sonra hiicreyi dolduracak sekilde yukari dogru biiyiir. Infekte larvalar dik
pozisyonda oliirler. Olii larvalar petek goziiniin tabanina dogru i¢ yan yiizeyine upuzun
uzanmis ve goziin dibine egik durumda pulcuk seklinde yapigmustir. Olii larvalar donuk
beyaz, acik kahve, koyu kahve sonunda siyah renge doner. Olii larva ¢ikolata rengi aldiginda
bir kibrit ¢opti sokup ¢ekilirse, larva iplik gibi 2.5-10 cm’ye dek uzar. Petekten 1sitilmis tutkal
kokusu, bozulmus balik kokusu benzeri bir koku yayilir. Aricilikta biiyiik zararlara neden

olan ve kovanin sonmesi ile sonuc¢lanan ihbari mecburi hastaliklardandir.
Paenibacillus larvae: Amerikan yavru ¢iiriikligi hastalig: etkeni.

AYC: Amerikan Yavru Ciiriikliigti Hastalig
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PCR: Polymerase Chain Reaction
PBS: Fosfat Buffer Solution

dNTP: deoksiriboniikleozid trifosfat
bp: Base pair ( Baz cifti )

DNA: Deoksiriboniikleik asit

ml: mililitre

ul: mikrolitre

pmol: pikomol

BHIA: Brain Heart Infusion Agar
BHITA: Thiaminli Brain Heart Infusion Agar
NA: Nutrient Agar

NB : Nutrient Broth

KA+N: Nalidiksik asitli Kanl1 Agar
KCA: Kanli Kolombiya Agar

KA: Kanli Agar

OIE: Ofis Internationel Epizootica (World Organisation for Animal Healt-Diinya Hayvan
Saglig1 Orgiitii)

6. TEST METODU’NUN KISA TANIMI

Ergin ari, larva, pupa, balmumu, polen ve bal 6rneklerinde Paenibacillus larvae izolasyonu ve

identifikasyonunu yapmak.

7. TEST METODU’NUN TANIMI
7.1. Materyal

Ergin Ari, Larva, Pupa, Balmumu, Polen ve Bal.

7.2. Kullanilan ekipman
Stereo mikroskop
Diseksiyon seti

Benmari

Karbondioksitli Etiiv

Lam
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7.3. Kullanilan Kimyasallar

Gram boyama seti, Carbol fuchsin ve Nigrosin, Nalidixic acid, thiamin, Hidrojen peroksit,
%1’lik Siit Tozu Cozeltisi, Potasyum Nitrat

7.4. Kullanilan Besi yerleri

[zolasyon icin; Nutrient Agar (NA), Nurient Broth (NB), Kanli Agar (Nalidix acide ilave
edilmis) (KA+NA), Brain Heart Infusion Tiamin Agar (BHITA) ve Kanli Columbia Agar
(KCA), Biyokimyasal besiyerleri (Indol, VP)

7.5. Numunenin Hazirlanmasi ve Analiz/Test/Muayene’nin Yapilmasi
Amerikan yavru ¢liriikligii hastaligindan siipheli numuneler muayeneye alinr.
Ergin Ari, Larva ve Pupa

Petek gozlerinden steril swap ile toplanan 6lii larva ve pupa bir tiip igerisinde 5-10 ml steril
su veya izotonik bir soliisyon (PBS veya % 0.9 NaCl) i¢in de siispanse edilir. Siispansiyona,
benmari igerisinde, 80 °Cde 10 dakika veya 95-96 °Cde 3-5 dakika diger spor olusturan
mikroorganizmalar1 (saprofitik kontaminantlar) o6ldiirmek igin 1s1-soku uygulanir.

Stispansiyon oda sicakliginda soguduktan sonra izolasyona gegilir.
Bal
Bal steril su ile yar1 yariya dilue edildikten sonra yaklagik 30 dakika boyunca 3000 gde

santrifiij islemine tutulur. Bu islemde siipernatant atildiktan sonra dipte kalan yaklasik 200
ul izolasyon i¢in kullanilir.

Polen

Polenler i¢in, 1 g 10 ml steril distile suda siispanse edilir ve ardindan Whatman No. 1 kagitlar
ile filtre edilir.

Bal mumu

Petek artiklar1 veya bal mumu (1.5 g) toluene, kloroform, dietil eter gibi organik bir solvent
icin de ¢ozdiiriiliir. 2 ml siv1 ¢ozelti 6 ml fizyolojik soliisyon icerisinde dilue edilir. Tyice
calkaladiktan sonra, izolasyonu yapilir. Diger bir protokol ise, bal mumu 1/10 oraninda steril
su i¢in de dilue edilir ve 6 dakika 90°Cde 1sitilir. Soguduktan sonra, 1/9 oraninda organik
solvent ilave edilir ve 2 dakika devamli karistirildiktan sonra sulu siv1 P. larvae spor formlarini

tasimaktadir.

7.5.1 Besiyerleri

P, larvae’nin izolasyonu ve identifikasyonu i¢in; izolasyon amaciyla, BHIT Agar (Brain Heart

Infusion broth thiamin ilavesi ile) ve CSA (Colombia sheep blood agar, Kanli agar (Nalidixic
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acide ilave edilmis), Nutrient Agar (NA), Nutrient Broth (NB) kullanilirken, biyokimyasal
testler icin Indol, Nitrat ve Voges-Proskauer besiyerleri kullanilmaktadir. Burada Paenibacillus
larvae agar (PLA) ve MYPG agar (Mueller-Hinton broth, Yeast extract, Potassium phosphate,

Glucose, Pyruvate) ilave edilebilir.

Nutrient Agar

Meat extract 30g

Peptone 50g

Agar 12.0-18.0g

Distile su 1000 ml konur ve pH: 7.0 olacak sekilde ayarlanir.

Yukaridaki formiilii igeren besi yerinden 28 gramu 1 litre distile su igin de eritir. 121°Cde
15 dakika otoklavda tutulur. 56°C’ye kadar sogutulur ve steril petrilere dokiiliir. Bir gece

inkiibasyona birakilip kontrol edildikten sonra kullanilir.

Nutrient Broth

Meat extract 30g

Peptone 50¢g

Distile su 1000 ml konur ve pH: 7.0 olacak sekilde ayarlanir

Yukaridaki formiilii iceren besi yerinden 13 grama 1 litre distile su i¢in de eritir. Tiiplere 5 ml
taksim edilir. 121°Cde 15 dakika otoklavda tutulur. Bir gece inkiibasyona birakilip kontrol
edildikten sonra kullanilir.

Kanl1 Agar (Nalidixic acid ilave edilmis)

Nutrient agardan 28 gram 1 litre distile suda eritilir. 121°C” de 15 dakika otoklava konur. 56
°C’ de % 7 - 10 oraninda ayni sicaklikta defibrine koyun kani eklenir. 50 defa bilek hareketi
ile koptirtmeden karistirilir. Steril petrilere dokiiliir, bir gece inkiibasyona birakilip kontrol
edildikten sonra kullanilir. Nalidixic acide stok soliisyonundan 0.1 g, 2 ml 0.1 N NaOH
icerisinde hazirlanir ve 100 ml olacak sekilde 0.01 M PBS (pH 7.2) ile dilue edilir. 1 litreye 3
ml nalidixic acid ilave edilir.

Brain Heart Infusion Agar

1 It distile su icerisine 47 g agar ilave edilip eritilir. Eritilen agar 121°Cde 15 dakika otoklav
edildikten sonra yaklagik 25er ml petrilere paylastirilir.

Columbia Kanh Yatik Agar

Columbia kanli yatik agardan 39 g 1 It distile suda eritilir. 121°Cde 15 dakika otoklav edilir.
50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra icerisine % 5 steril defibrine koyun kani eklenir. Tiiplere

9’ar ml paylastirildiktan sonra yatik vaziyette donmaya birakilir. (pH 7.3£0.2)
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Indol Besiyeri
Tyripton 100g
NaCl 50g
DI - tryptophan 10g
Distile su 1000 ml konur ve pH 7.5 olacak sekilde ayarlanur.

Tiplere 5 ml taksim edildikten sonra 121°Cde 10 dakika otoklav edilir. Vasata ekim yapilip,
37°Cde 18 - 24 saat inkiibasyondan sonra kovacs ayiract damlatilir. Kirmizi renk olusumu

pozitif olarak degerlendirilir.

VP Medium
Peptone 70¢g
Glucose 50g

Dipotassium hydrogen phosphate 5.0 g
Distile su 1000 ml konur ve pH 6.9 olacak sekilde ayarlanir.

Tiiplere 5 ml miktarinda taksim edilip 115°Cde 20 dakika otoklav edilir. Besiyeri siipheli
susun ekiminden sonra 37°C’ de 18 — 24 saat inkiibe edilir. Uremeden sonra alfa - naftol
soliisyonundan 6 damla, % 40 lik KOH soliisyonundan 4 damla eklenir. Glikozdan aseton

olusumu nedeni ile kirmizi renk olusumu pozitif olarak degerlendirilir.
Nitrat

Nitrat rediiksiyon testi; 1-2 mg/l potasyum nitrat ilave edilmis Brain Heart Infusion Thiamine
(BHIT) Broth'ta yapilir. Ureme sekillendikten sonra 1 damla sulfanilic acid-alpha-naphtanol

ayracit damlatilir. Paenibacillus larvae nitrati nitrite indirgediginden, kirmizi renk olusur.
Holst Siit Soliisyonu

Yagsiz siitten (%1 oraninda) 1 gram 100 cc. distile su i¢in de eritilir. 100°Cde 1 saat tutularak
3 defa tindalize edilir. Stipheli larvalardan 3-4 ml %1 yagsiz siit igeren besiyerinde siispanse
edilir ve 37°Cde 10-20 dakika inkiibe edilir. Numune i¢in de P. larvae mevcutsa, siispansiyonun

rengi berraklasir.
Katalaz

Kat1 agarda tireyen kolonilerden bir 6ze dolusu lam {izerine alinip, 1 6ze dolusu % 3 hidrojen
peroksit soliisyonu damlatilarak iyice karistirilir. Hidrojen peroksit su ve oksijene indirgenirse

kabarciklar olusur ve reaksiyon pozitif olarak degerlendirilir. P. larvae katalaz negatiftir.

www.tarim.gov.tr 243




‘ \ | 1.C.GIDATARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI
Ziimee | TESHISTEMETOT BIRLIGI

Biyokimyasal Konfirmasyon Paenibacillus larvae
Holst Siit Testi +
Katalaz -
Nitrat Testi +
Nutrient Agar -
Indol -
VP -
7.6. Mikroskobik inceleme

Gram boyama: Besiyerinde iireyen kolonilerden Gram (+) basiller gériilmesi halinde P

larvaeden siiphelenilir.

Carbol fuchsin ile boyama: Larvalardan hazirlanan siirme preparatlar, alevde tespit
edildikten sonra % .0.2’lik carbol fuchsin ile 30 sn boyanir. Preparat ¢esme suyunda yikanir ve
kurutulur. Mikroskopta 1.3x0.6 pm. biyiikliigiinde, oval, kenarlari belirgin P. larvae sporlari

goriilmesi ile teshis konur.

Nigrosin boyama: 1-2 6ze dolusu nigrosin boya ve siipheli koloniler bir lam iizerinde iyice
karigtirilarak yayilir ve oda sicakliginda kurumaya birakilir. Mikroskopta zikzak seklinde

basillerin goriilmesi P, larvae igin tipiktir.

7.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR):

PCR igin OIE tarafindan oOnerilen AFB-F 5-CTT-GTG-TTT-CTT-TCG-GGA-GAC-
GCC-A-3] ve AFB-R 5-TCT-TAG-AGT-GCC-CAC-CTC-TGC-G-3" primer ifti ile 16S
rRNA gen bélgesinden 1106 bp’lik bir amplikonu hedefleyen bir PCR protokolii uygulanabilir.
25 pl toplam hacim olacak sekilde, 3.6 mM MgCl , 2.5 ul 1 x Taq buffer, 3.2%er pmol forward ve
reverse primer, 100uM dANTP, 1 U/ pl Taq polimeraz ve 5 pl 6rnek DNA ile, Thermocyclerda
94°Cde 5 dakikalik 1 dongii, 94°Cde 1 dakika-63°Cde 1dakika ve 72°Cde 1 dakikalik 40
dongi, sonrasinda 72°Cde 5 dakikalik bir déngiiyii igeren bir PCR protokolii kullanilabilir.
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