Yrd. Doc. Dr. Zeynep SENSES
GATA Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali

GULHANE ASKERI TIP AKADEMISI
Mikrabiyolaji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Bagkanhji




Bir enfeksiyonun, beklenenden daha fazla gorulmesi
Nadir gorulen bir enfeksiyonun olgu sayisinin artmasi

Beklenen Olgu Sayisi

Nasil belirlenebilir?
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Epidemiler >> »> »> belirlemek ve dogrulamak

Endemik hastaliklar >> »>> »> surveyans
Enfeksiyon >> >»> »)» eliminasyon ve eradikasyon
Antimikrobiyal direnc >)> >> > slUrveyans
Spesifik etkenler > > »>» »)> silirveyans

Yeni enfeksiyon etkenleri >> >»>» »)» saptamak
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Saghk sisteminin onemli ve oncelikli konulardan birisidir

Salgin ile etkin miicadele icin etkenin taninmasi gerekir

Mikrobiyoloji Laboratuvari sorumlu

Salgin arastirma ekibinin vazgecilmez uyesidir

Salgin etken(ler)inin dogru tanimlanmasini saglamahidir

Saigin etken(ler)inin antimikrobiyal duyarlilikiarini beliriemeiidir
Salgin ile ilgili laboratuvar verilerini zamaninda bildirmelidir
Izolatlari ve verileri arsiviemeli

Izolatlar arasindaki iliskiyi belirlemeli (tiplendirme)

24 Ocak 2007 Salginin Laboratuvar Boyutu Yrd. Dog. Dr. Zeynep SENSES




Benzer kilinik tablo gosteren olgularin ihbari

Epidemiyolojik saha arastirmasi
Il Saglik Md., Temel Sag. Hiz, Gn. Md., Refik Sayd. Hifzissihha Mrk. Bsk.ligi

Laboratuvarilarin uyarilmasi
Pozitif sonuclarin alinmasi, Verilerin Toplanmasi

Olasi olgu tanimi

Salgina hazirhk

Idari kurumlar, gérevli biitiin birimlerin isbirligi

Laboratuvar kapasitesi, kaynaklarin gozden gecirilmesi
Personel destegi saglanmasi

Salginin arastiriimasi

Kesin Olgu tanimi (laboratuvar bulgulari)

Organizmalarin tiplendirilmesi,
Turlerin tanimlanmasi
Biyotiplendirme

Direnc¢ durumlian
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Salginin dogrulanmasi

Dosya ve verilerin incelenmesi, Epidemiyolojik 6zelliklerin tanimlanmasi
Molekiiler calismalar
Hipotez olusturma

Hipotezin test edilmesi

Laboratuvar bulgular desteklemeli
Verilerin analizi

Sonuclarin paylasiimasi

Sonuclarin yorumlanmasi
Tliski var mi?
Kontrol onlemlerinin alinmasi

Kontrol onlemleri uygun / yeterli mi? Spesifik etken, kaynak / rezervuara yonelik
Kontrol onlemleri salgini durdurdu mu? Bulasma yolu ortadan kaldirilmah

Sonuclarin rapor edilmesi

Ilgili meslek gruplarinin bilgilendirilmesi
Toplantilar ile acik olarak gelismeler anlatiimah
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. Enfeksiyon etkenlerinin dogru tanimianmasi

1. Ornegin kalitesi,

2. Tanimlama icin yeterli ve uygun tekniklerin kullaniimasi
a) selektif kiltir yontemlerinin kullaniimasi
b) Ozel mikrobiyolojik tekniklerin kullaniimasi

B. Mikroorganizmalarin tiir diizeyinde tanimlanmasi
C. Antimikrobiyal duyarhlik testlerinin yapilmasi
D. Sonuc¢larin zamaninda ve uygun raporlanmasi, verilerin saklanmasi

F. Kalite kontrol calismalan yapilmasi
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Ornegin kalitesi

Etken Arastirma

&

laboratuvar islemleri

ornegin kalitesi :

izolasyon & dogru tanimlama

yeterince, dogru yerden, uygun teknikle 6rnekleme

uygunsuz ornekieme

zaman kaybi
ekonomik kayiplar
hatal sonug
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Giincel kilavuzlar isiginda;
Uygun ornek alinmasi ve gonderilmesini saglamah

Laboratuvara gelen ornegin kalitesini denetlemeli

Ornek kabul kriterleri koymali ve tavizsiz uyulmasini saglamali

Ugunsuz ornegi reddederek uygun alinmasini sagiamaii

“yeterli/kaliteli/uygun 6rnek alimi” konusunda egitim vermeli
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Laboratuvar klinisyenden;

en anlamh testi talep etmesini

en dogru ornek tiiriinii secmesini

ornegi en uygun sekilde almasini

ornegi en uygun sartlarda ulastirmasini bekler

Klinisyen;

Yuksek riskli (F.tularensis)

coklu ilaca direncli (M. tuberculosis)
benzeri etken suphesinde mutlaka laboratuvari uyarmah

(inkiibasyon siiresi
duyarhhik test panelindeki farkhlik
oncelikle uygulanmasi gereken test belirlenir)

24 Ocak 2007 Salginin Laboratuvar Boyutu Yrd. Dog. Dr. Zeynep SENSES




I'6rnegin Kalitesini Arttirmak

Antibiyoterapiden once alinmal
Kontaminasyonu engellenmeli (flora ve cevre)

Yeterli hacim / miktarda olmal (yalanci negatif sonuclar )
Direkt test / kiiltiire edilen viicut sivilari (BOS, plevra sivisi) siklikla yetersiz

Enfeksiyon odagindan alinmah
pnomoni tanisinda balgam yerine tukiiruk, siniizit tanisinda nazal sekresyon

gonderilmez

Alinacag viicut bolgesi ve enfeksiyon evresi bilinmeli
enterik ateste 1. hafta kan, 2. hafta idrar, 3. hafta diski alinmasi anlamh

Gerekirse ornekleme mikrobiyolog tarafindan yapiimah
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Bogaz, deri, mukoz membran > > > > Ekiivyon ile siiriintii

Idrar, balgam, diski > > > > Steril, sizinti yapmayan burgu kapakli kap

Viicut sivilar, apse vb. > > > > Steril enjektor/ponksiyon ignesi

Anaerop kiultur ornekleri > > > > Anaerop tasima besiyerleri

Serolojik tani icin kan > > > > Temiz tiuiplere (hemolizsiz 5-10 ml)
Ornek alindigi bélgedeki olasi patojene uygun tasima by.ne aktariimall

Ornek en kisa zamanda laboratuvara ulastirnimali (+4°C’de saklanmali)

Ge¢ aktarim, inkiibasyon siiresinin kisaltir/uzun zaman alan testlerin ertelenmesine neden olur
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Ornek alimi nasil yapiimali?
Kjfytfriogpiuygpo

uyre*yrere0*646
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Onemli Bilgiler

Detayl - dogru olarak hasta ve gonderen kisi / klinik bilgileri
Ornek cesidi ve ayrintili bilgileri

Ornege uygulanmis testler ve sonuclari

Ornekleme yonteminin uygulanmasindaki hata sonucunda;

Idrar kiiltiiriinde < 3 farkli mo liremesi
Kan kiultiiriinde deri florasinin liremesi

Balgamin Gram boyali yaymasinda,
x100 buyutmede >10 epitel hiicresi, <25 lokosit
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Dogru Tanimlama

Yeterli ve Uygun Teknikler Kullaniimahdir

Etken cesitliligi tami = selektif kiltur ve teknikler

E.coli0157:H7 > sorbitollu Mac Conkey besiyeri

VRE > vankomisinli Brain-Heart infuzyon agar

Hizli tanimlama / duyarliligi belirleme = 6zel teknikler

199 » Tbc olgular1 7

yeni izolasyon - duyarlilik test tekniklerine gecilmistir
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Ayni cins mikroorganizmalar,
epidemiyolojik farklilik gosterebildiklerinden
tir diizeyinde tanimlanmalari biyik onem tasir

Etken mikroorganizma;
tur duzeyinde
hizh & guvenilir standartlarda
otomatik / yariotomatik cihaz - kit ile tanimlanabilir
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Antimikrobival C k]

Belirlenmesi ve Bildirilmesi

Salginda etkenin tanimi kadar duyarhihk paneli de onemili

Salginin kontrolu icin antimikrobiyal test sonuclar bilinmeli
Uluslararasi standartlarda (CLSI) test antibiyotikleri secilmeli
Giuincel direnc durumuna gore paneldeki antibiyotikler diizenlenmeli
Antimikrobiyal duyarhlik test sonuclan kisith bildirilmeli

Rapordaki ilk grup antibiyotiklere direncg varsa ikinci grup bildirilmeli
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Bildiriimesi

Kiiltiir / duyarlilik sonuclan siirveyansa onemli bir veri kaynagidir
Veriler gunluk olarak toparlanip diizenlenmeli

Laboratuvar, test sonuclari ilgili birimlere hemen bildirmeli
Patojen suphesinde kesin sonuc beklenmeden on bildirim yapilmali

Veriler duzeltilebilir ve analiz edilebilir olmali

li bilgi alisverisi oimaii
Hasta / cevre ornekleri referans laboratuvarlarda refere edilmeli

Yerel-ulusal-uluslar arasi iyi bir haberlesme agi kurulmus olmali
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Ornek alimi
Bolge Hastane Lab. ’ Hizl - basit testler
On islem + transport

l’ Ornek alimi

On islem+transport

Merkez Hastane Lab. Sonug raporu

Spesifik test yontemleri
Uluslararasi referans lab. gonderim
Sonug¢ raporu

Arastirma calismalari

1 Egitim

Uluslararasi Referans Lab. ’ Sonug raporu
Arastirma caligsmalari

Egitim

1 Arastirma calismalari

Ulusal Referans Lab.
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REFIK SAYDAM HIFZISSIHHA MERKEZ BASKANLIGI
Salgin Hastaliklar Arastirma Miidiirliigii
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Epidemiyoloji Unitesi (2000)

1 Mik. ve Kl. Mik. Uzmani

2 Halk Saghgi Uzmani

1 Bilgisayar operatorii

Gorevleri

Laboratuvar hizmetlerinin planlanmasi

Merkez ve il diizeyinde laboratuvar kapasitelerinin gelistirilmesi
Uluslararasi referans laboratuvarlarla iletisimin saglanmasi

Laboratuvar rehberlerinin hazirlanmasi

Bilimsel arastirmalara destek saglanmasi

TEMEL SAG. HiZ. GN. MD. diizenledidi saha calismalarina katki saglanmasi
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Izolatlarin ve Verilerin Saklanmasi

Salgin ekibinin alacagi kararlar dogrultusunda izolatlar saklanmali

Laboratuvariar;

mo saklayabilecek uygun kosullara sahip olmah

gerektiginde izolatlarn canlandirabilmeli

salgin etkeni izolatlarin bilgilerini arsiviemeli

salgin hakkindaki butun verileri tekrar ulasilabilir sekilde saklamal
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Kalite Kontrol

Mikrobiyoloji laboratuvarinin dogru & giivenilir sonu¢ vermesi igin
uluslar arasi kabul gormius standartlarda calisiyor

sonuclarinin gilivenilirligi test ediliyor

ic ve dis kalite kontrol calismalari yapiliyor olmal
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Salgin Ekibinin Diger Uyelerini, laboratuvar calisma ve uygulamalari
(ornek alma, kiiltiir yontemleri, duyarlilik testleri, serolojik ve
molekiler testler vb.) konusunda bilgilendirmeli,

Temel epidemiyolojik kavramlar konusunda bilgi alisverisinde bulunmal,

Biitiin siirveyans incelemelerinde;
benzer enfeksiyonlu hasta
laboratuvarda herhangi /nadir gorilen bir mikroorganizma
sayisinda artis gorulmesi halinde

Klinisyenlerin ve ilgili butiin birim ve kuruluslarin

patojenin arastirmak uizere

24 Ocak 2007 Salginin Laboratuvar Boyutu Yrd. Dog. Dr. Zeynep SENSES




Epidemiyolojik Ozelliklerinin Arastiriimasi
(Tiplendirme)

Salgin etkeni mo.nin koken benzerligi / kaynagi arastiriimahidir

Epidemik, endemik, sporadik izolatlarin ayriminda gereklidir

Temel olarak iki grupta incelenir Fenotipik (geleneksel) Tiplendirme
Genotipik (molekiiler) Tiplendirme

Izolat iliskilerinin arastirilacagi “tiplendirme” yénteminin secimi cok onemli
Laboratuvar ve personelin yeterlilik derecesi de goz oniine alinarak
HIZLI, GUVENILIR, PRATIK, UCUZ bir yontem secilmelidir

Yapilan calismalarda heniiz altin standart bir yontem tanimlanmamistir
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Fenotipik (Geleneksel / Konvansiyonel)

Tiplendirme Yontemleri

Mo.larin;
metabolik aktivitelerini ortaya koyan biyotipik profilleri

antibiyotik duyarhliklar
duyarh olduklan faj tipleri

protein igerikleri
gibi 6zelliklerine dayali fenotipik yontemler vardir

Dezavantaji;
mo. fenotipleri degisebilir (tahmin edilemez / cevre kosullar etken)

Sero / faj tiplendirmede 6zgiil reaktifler gerekir
Cok islem gerektirir, salgin arastirmalarinda yavas kahlir

Tek nukleotiddeki nokta mutasyonu;
fenotipten sorumlu gen fonksiyonunu / regulasyonunu bozabilir

fenotipi farkli, genotipi ayirt edilemez /~ayni izolatlar goriilebilir
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Bivotinlends

Biyokimyasal 6zellikler

Koloni morfolojisi

Cevre kosullarina tolerans (bazi by, ekstrem pH ve i1sida ureme vb.)
gibi 6zgul metabolik aktivite paterni ortaya konur

Klasik Siniflandirma (taksonomi) & Rutin Tiir Identifikasyonu
Guvenilir, otomatize / modiiler paneller (ticari)

Bazi mo.larin ayriminda biyokimyasal o0zellikler yetersiz kalir
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Antimikrobival L Ik Testleri

Yeni / alisiimadik atb. direng paterni salginin ilk gostergesi olabilir

Bircok bakteri izolatina rutin olarak;
konvansiyonel / otomatize antibiyogram uygulanir

Bu testler kalite kontrolii zor, uygulamasi kolay, goreceli daha ucuzdur

Direncg fenotip degiskenligi antibiyotiplendirmenin epidem. degerini sinirlar
Farkli izolatlar ayni, bir izolat (plazmid / transpozon) coklu direnc gosterebilir
Kalitatif Atb. (duyarh/direncli) ile siniflama iliskisiz izolatlar ayirt edilemez
Kantitatif sonuclar (zon capi) ile siniflama Atb.in tiplendirme giicinu arttinir

Antibiyotipleme tek basina kullanilamaz
Endemik / epidemik bir klonun taniminda yararh bir tarama yontemidir
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Faj Tiplendirme

Bakteriyofajlar, bakteri hiicresini enfekte edip eriten viruslerdir

Epidemiyolojik calismalarda bakteriler;
degisik bakteriyofajlara duyarhilik/direncliliklerine gore tiplendirilir

Yontemin dezavantajlan;
stok fajlar, kontrol suslarinin ancak referans lab. bulunur

tekrarlanabilirligi zayif
ayrim gucu zayif
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Senotipik (Molekiiler]

Tiplendirme Yontemileri

Fenotipik y. dezavantajlar nedeniyle kullanima girmis

Epidemiyolojik iliskisiz izolatlarin genetik farkhliklarini gosterir

Kromozomal / ekstrakromozomal genetik element fakliigini temel alir

DNA restriksiyon endoniikleaz ile kesilir / niikleik asit amplifikasyonu (cogaltma)
Bakteri, fungus, virus ve protozoonlarin tiplendirilmesinde kullanilabilir

Uygulama kolayhgi, cogu fenotipik yontemden daha yaygin kullanimini saglamis
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DNA’va Badh Yéntem

Plazmid profil analizi (PPA) DNA hibridizasyonu

Restriksiyon endoniikleaz analizi (REA) rRNA (Ribotyping)

Southern hibridizasyon analizi (SHA) Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
Pulsed field gel elektroforez (PFGE) Arbitrarily primed PCR (AP PCR)

En iyi sonuc, DNA'ya bagh yontemlerle alinir

Ayni suslarin ayni, farkh olanlarin farkli DNA profili gosterilebilir
Yapilmasi basit ve hizl,

Yuksek tekrarlanabilirlik oranina sahip,

Zamana bagli olarak sabit kalabilen,

Cok cesitli patojenlerin identifikasyonunu saglayabilen,

Cok sayida polimorfizmi tanima yetenegine sahip olan,

Izolatlar arasindaki farki tespit edebilen
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DNA'va Baéli Testlerin Avantail

Kolonizasyon / enfeksiyon farkini cok iyi ortaya koyabilir
Enfeksiyoz / kontaminasyon suslarini birbirinden ayirabilir

Capraz enfeksiyonu ortaya koyabilir
Tedavi alan hastalarda enfeksiyon relapsini ortaya cikarabilir

a Bagh Testlerin Dezavantajlan

Kompleks DNA paternlerinin analizlerinde sorunlarla karsilasilabilir

Referans suslara oranla standardizasyon eksikligi s6z konusudur
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Tiim Hii Protein Elektrof :

Degisik yontemlerle serbestlestirilmis bakteri proteinleri
poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) ile aynistirilir

Cok sayida band olusmasina ragmen iliskisiz izolatlarin patern farki azdir
(ayrim gucu zayif)

Elektroforez kosullarindaki ufak degisikliklerden etkilenir
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Immunoblot Yontemi (Immunoblotting)

Elektroforez sonrasi bakteriyel proteinlerin nitroselliilloz membrana aktarimi
Membranin spesifik Ab.lar iceren tavsan / insan serumuyla karsilastiriimasi
Membrandaki proteine baglanmis spesifik Ab.lar enzimle isaretli anti-Ig ‘ler ile saptanir
Elektroforez kosullarindan daha az etkilenir, band sayisi daha az, yorumu kolay
C.difficile, S.aureus, A.fumigatus suslarinin taniminda basarih

Yaygin kullanilmaz. Cunkii;

Teknik olarak yogun caba gerektirir

Ekstraksiyon yontemi ve spesifik Ab kaynaginin etkileri tanimlanmamistir

Ureme kosullarindan (translasyon, isi, besiyeri bilesimi, pH) etkilenebilir

Band paternleri kompleks, kuciik farkhliklari belirlemek / yorumlamak zor
DNA'ya bagl yontemler daha iistiin ayrim saglar, daha fazla standardizedir

Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

Protein profillerinin ortaya cikarilmasi esasina dayanir

S.aureus,S.epidermidis, C.difficile,C.albicans,A.fumigatus vb suslar icin kullanilabilir

Bant patern goriiniimleri suslarn ortaya koymada yetersiz kaldig: icin dnerilmez
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Multilokus Enzim Elektroforezi (MEE)

Epidemiyolojik tiplendirmelerde basari ile uygulanmaktadir

Izolatlarin ayriminda yiiksek performans, epidemiyolojik iliskilileri dogru siniflayabilir

Her mo. genetik kontrollii hiicresel enzimlerinin (izoenzim) elektroforetik olarak
ortaya konmasi esastir. Enzimlerin “"elektromorf” denilen elektroforetik
hareketlilik degisiklikleri, enzimleri kodlayan kromozomal genlerdeki allelik
degisikliklerden kaynaklanir ve yontem bu farkhligin analizine dayanir

Boylece farkl elektromorflarin olusturdugu “elektroforetik tipler” ortaya cikar
L.pneumophila, S.marcescens, Candida tirlerinin tanimlanmasinda mitkkemmel
Uygulamasi kolay, ayiraclan bulunabilir, enzim profilleri stabildir

Paterni goreceli olarak kolay elde edilse de
okunmasi / yorumlanmasi / kiyaslanmasi zor
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i tinlands ‘Zymotyping)

MEE’nin varyasyonudur
Bakteriyel elastaz enziminin elektroforetik 6zelliklerinin farkliigina dayanir

Enzimlerin elektroforezdeki hareketliliklerinde olusan farkliliklara bakilarak
izolatlarin ayrimi yapilir

Butiin izolatlar tiplendirilebilir, paternler stabil ve tekrarlanabilirdir
Ayrim giicii;
kapsiiler tiplendirmeden iyi

faj tiplendirme / pulsed field gel electrophoresis (PFGE)'den kotu

Ayni zimotip icinde birkac genotip olabilecegi saptanmistir
Sonuclariyla antibiyotik duyarhhik paternleri arasinda uyum yoktur

Ayrim giicii mo.larin tiplendirilmesi icin yetersizdir
Prosediirii tarama testi olarak kullanilamayacak kadar uzundur
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Molekuler Yontemler;

Spesifik suslarin tanimlanabilmesi
salginin onlenmesi / kontroliinde onemli gelismedir

Dezavantajlarn olmasina ragmen
fenotipik yontemlere gore daha ileri ve hizlhidirlar

Sinirli sayida rutin laboratuvarda kullanilabilir olmalan sorundur

Diger yontemlerin ise arastirma laboratuvarlarinda kullaniimasi
onerilmektedir
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Bulasici Hastaliklarla Micadele Genelgesi (17.02.2006 / 23)

Il Merkez Izleme ve Denetim Ekibi

Hastalik cikmadan once

Salginda erken uyari sistemi kurulmalh

Muhtemel salginlar icin hareket planlar hazirlanmali

Mevcut kaynak (personel, malzeme, arac) kayitlarin tutulmal
Salgin konusunda personelin egitimi saglanmali

Salgin durumunda koordinasyon saglanmali

Hastalik ¢ciktiktan sonra veya salgin sirasinda

ve ozellikleri belirlenmeli
belirlenmeli
Hastalik belirlenmeli
belirlenmeli
Halka ve personele saglik egitimi verilmeli
Rapor hazirlanmali
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Salgin / enfeksiyon sayisi arttiginda etken hizla tanimlanmali
Laboratuvar-Salgin Ekibi koordinesi ile personel, malzeme ihtiyaci karsilanmali

Olasi salgin maliyeti, onceden belirlenerek, harcamalarin laboratuvar / salginla
ilgili boliimdeki diger hastalara yiiklenmesi 6nlenmeli

Salginda kaynak ve gecis yolu dikkate alinarak hasta, hasta ile temasi olanlar ve
gerekiyorsa cevreden cok sayida ornek alinmali

Ornekler, siipheli patojeni izole, digerlerini inhibe eden selektif besiyerine ekilmeli

Koloni yapisina gore izolasyon saglayan ayirt edici besiyerine de kiiltiire edilmeli
Farkli hastalarda ayni patojen belirlenmesi kaynagin ayni oldugunu gosterir

Koken belirlemek icin, uygun kosullarda saklanan izolatlara calisma planlanmali
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Mikrobiyoloji laboratuvari salgin kontroliinde cok onemli role sahip

Artan patojen cesitliligi, hizla yeni teknolojilere yonelme laboratuvar ile
salgin arastirma ekibinin mutlak siki isbirligini gerektirir

Izolasyon, identifikasyon, tiplendirmenin yeni yontemlerle yapilmasi
salgin kontrolii cabalarinin etkinligini saglayacaktir

Mikrobiyoloji laboratuvari hizh tani1 & duyarlilik testleri yapabilmeli

Epidemiyolojik tiplendirme veriler i1siginda degerlendirilmesi gereken
yardimci araglardir
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Salginin 6nlenmesi ve kontroliinde; J
Epidemiyolog

[
Enfeksiyon Hastaliklari Uzmani TS
Mikrobiyoloji Uzmani
arasinda isbirlikgi bir ekip calismasina ihtiyac vardir

Ayrica;
Ulusal Referans Laboratuvari
Diger laboratuvarlar (bolge, liniversite, ozel
Ulusal kurumlarin isbirligi ve bilgi paylasimi
Ulusal /uluslararasi Kurumlarin isbirligi ve bilgi paylasimi
Epidemiyolojik analiz calismalari ve bildirimi yapilmah

Salgin ekibinin basarisinda laboratuvar her asamada aktif rol oynamali

Isbirligi ile laboratuvar diizenli, yararh olacak ve bdylece enfeksiyon
kontrol ve onleme aktivitelerinin sistematik olarak yurutiulmesi
saglanarak sorunlar daha kolay asilacaktir
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Sun-animalculés
and AmosbBa










