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Kolera EpidemisindeKolera Epidemisinde 
Mikrobiyoloji Laboratuvarının 

RolüRolü

Etkenin ilk izolasyon / identifikasyonu

ADT paternlerinin belirlenmesi

ADT paternlerinin değişimlerin izlenmesi

Epideminin süresi/coğrafik yayılımının  belirlenmesi



EtkEtken

Vibrio cholerae

İnsan patojeni Vibrio’lar arasında en 
ciddi tabloyu oluşturan türciddi tabloyu oluşturan tür

“Asya kolerası” / “Epidemik kolera” 

Pirinç suyu benzeri diare yapar

http://groups.msn.com/medcenter/whatsthis.msnw?action=get_message&mview=0&ID_Message=1461&LastModified=4675504517009382033



Vib iVibrionaceae 
ailesiailesi

Vibrio (>35 tür)( )

Aeromonas (4 tür)( )

Plesiomonas (1 tür)( )

Photobacterium (3 tür)



ÖRNEKLEMEÖRNEKLEME



ÖrnekÖrnek

Dışkı
Rektal sürüntü
Kusmuk



Örneklerin ToplanmasıÖrneklerin Toplanması
Dışkı örneği;ş ğ ;

hastalığın ilk 24 saatinde, atb verilmeden alınmalı
alınamıyorsa rektumdan sonda ile alınmalıy
1 – 2 gr kadar alınmalı
idrar ile kontamine edilmemeli
sürgü / oturaktan alınmamalı

Rektal sürüntüRektal sürüntü;
hastalığın akut döneminde anlamlı olabilir
tedavi gören / taşıyıcı olan hastalarda yetersiztedavi gören / taşıyıcı olan hastalarda yetersiz

!! Farklı günlerde, birden fazla örnek alınmalı 



Örneklerin TaşınmasıÖrneklerin Taşınması
Mümkünse hemen izolasyon by’ne ekilmeli

A
P

Alkali ortamda taşınmalı

y y
S

ş
[APS, Cary-Blair, tripticase-taurocholate-tellurit (Venkatraman-Ramakrishnan)]

Kuruması önlenmeli

Steril kurutma / filtre kağıdı, gazlı beze emdirilip
sızdırmaz plastik torbalarda taşınmalı (5 hf canlı)

Örnek etiketi (numara hasta adı tarih) hazırlanmalı

sızdırmaz plastik torbalarda taşınmalı (5 hf canlı)

Örnek etiketi (numara, hasta adı, tarih) hazırlanmalı



Kültürlerin paketlenip etiketlenmesi

Klinik örneklerin paketlenip etiketlenmesi



Örneğin Saklanması

İdeal olan örneğin 1 – 2 saat içinde pasajlanmasıdır 

Hemen pasajlanmayacaksa  +4°C’de saklanmalıdır

Örnek taşıma besiyerine alınmışsa oda ısısında taşınabilirÖrnek taşıma besiyerine alınmışsa oda ısısında taşınabilir



Görünüm ve BoyanmaGörünüm ve Boyanma 
Özellikleri

Gram negatif
Eğ i bi b il ( i ül) / (t k k dü )Eğri bir basil (virgül) / (tam kıvrık, düz)

Hilal / S / spiral dizilebilir, kısa zincir yapabilirlerp , y p
Uzun süreli inkübasyon → Sferoplast
İnce, 1–4 X 0.3–0.6 μm
Bir uçta tek flagellası var (çılgın hareket dönme)

h // i i d /C /MIC420/l / ib i / h l

Bir uçta tek flagellası var (çılgın hareket, dönme)
KAM: sağa-sola-yukarı, zikzak (sinek uçuşması)
http://microvet.arizona.edu/Courses/MIC420/lecture_notes/vibrio/gram.html

Sporsuz ve kapsülsüz
http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Vibrio_cholerae.jpg



http://es.wikipedia.org/wiki/Imagen:Cholera_bacteria_SEM.jpg



Üreme ÖzellikleriÜreme Özellikleri

Aerop / fakültatif anaerop

Üreme ısısı 22 – 40oC  (opt.: 37oC)

Oksidatif / fermantatif metabolizma

pH: 6.8 – 10.2 (opt: 7.4 – 9.6)’da ürer

ÜÜreme ortamında % 2 – 3 NaCl ister

String testi pozitiftirString testi pozitiftir  



İ likl (St i ) T tiİpliklenme (String) Testi
Selektif olmayan besiyerinde üretilmiş bakteri kolonisi
%0.5’lik Sodium deoxycholate solüsyonu içindey y ç
süspanse edildiğinde bakteri kolonisi iplik gibi uzar

V.cholerae pozitifp
Aeromonas türleri negatif
Diğer Vibrio türleri pozitif / zayıf +ğ p y

Pozitif kontrol: V.cholerae O1

Negatif kontrol: E.coli



İpliklenme String Testi

Koloni 0.5’lik sodyum deoksikolat solüsyonunda süspanse 
edildiğinde ip gibi uzar



Biyokimyasal ÖzellikleriBiyokimyasal Özellikleri
Glikoz mannoz maltoz sükroz ve mannitoldenGlikoz, mannoz, maltoz, sükroz ve mannitolden 

asit oluşturur, laktozu fermente etmez

Oksidaz katalaz ornitin dekarboksilaz olumludur

Amonyum tuzlarını azot kaynağı olarak kullanır

Oksidaz +Oksidaz, katalaz, ornitin dekarboksilaz olumludur

İndol oluşturur

Oksidaz +

ş

Arginin dihidrolaz olumsuzdur

GATA Mik. ve Kl. Mik. AD.
Nitratları nitritlere çevirir

N,N,NN,NN-Tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride + Distile su



AeromonasAeromonas ve diğerve diğer VibrioVibrio türlerinden farkıtürlerinden farkıAeromonasAeromonas ve diğer ve diğer Vibrio Vibrio türlerinden farkıtürlerinden farkı
Arginin dihidrolaz negatiftir

EnterobacteriaceaeEnterobacteriaceae bakterilerinden farkıbakterilerinden farkıEnterobacteriaceaeEnterobacteriaceae bakterilerinden farkıbakterilerinden farkı
Asitlere duyarlı
Safralı, alkali, %6 NaCl’de ürer 
Oksidaz (+)Oksidaz ( )

Nonfermentatif bakterilerden farkıNonfermentatif bakterilerden farkı
Glikozdan asit oluştururGlikozdan asit oluşturur



Serolojik Özellikleri
O somatik antijenleri ile serogruplama yapılır

Serolojik Özellikleri
O somatik antijenleri ile serogruplama yapılır

O1 ve O139 toksijenik serogruplardırj g p
(Epidemik kolera, Pandemik kolera)

O2 O138 t k ij ik l l dO2–O138 toksijenik olmayan serogruplardır
(Sporadik ishal)

Vib i h l O1 bi ti l iVibrio cholerae O1 biyotipleri
Vibrio cholerae biyotip cholerae (klasik kolera etkeni)y p ( )

Vibrio cholerae biyotip El Tor 



D l l kDuyarlılık
Spor yapmaz

I / d f kt / it / k l ğ k d l dIsı / dezenfektan / asit / kuruluğa çok duyarlıdır

55°C'de 15 dak, % 0.5'lik fenolde 1-2 dak ölür55 C de 15 dak, % 0.5 lik fenolde 1 2 dak ölür

Lamda kuru halde 3 saat canlı kalabilir

Dışkıda normal ısıda / asit ortamda 1-2 gün canlı

Soğuğa oldukça dirençlidir, liyofilize edilebilir



D l l kDuyarlılık
Çevre şartlarında kısa süre yaşar (Klasik tip)

S H’ b kt i t ik ddSuyun ısısı, pH’sı, bakteri, tuz, organik madde
yoğunluğu yaşam süresini etkiler

Sıcak havada, yüzeyel sularda uzun süre yaşamaz

Depodan alınan suda, 7-13 günden fazla yaşamaz

Diğer bakterilerin bol bulunduğu ırmaklarda 1-2 günDiğer bakterilerin bol bulunduğu ırmaklarda 1-2 gün
yaşar

Steril suda oda ısısında 17, 10°C altında 42 gün kadar
yaşar



http://microvet.arizona.edu/Courses/MIC420/lecture_notes/vibrio/em.html



TanımlamaTanımlama



G kli M l lGerekli Malzemeler
A. Besiyeri B. Ayıraçlar

OksidazTaşıma Besiyeri
Cary Blair

Oksidaz 
V.cholerae O1, O139 antiserumu

Zenginleştirme Besiyeri
Alkali peptonlu su (APS)

Primer İnokülasyon Besiyeri
MacConkey agar
TCBSTCBS
BSA
Mansur besiyeri
Alk b i iAlkış besiyeri 
Özsan besiyeri



Direkt              Mikroskobi

Örnek direkt incelenebilirÖrnek direkt incelenebilir

APS’da 37oC’de 4-6 saat inkübe edilmiş 
örnekler incelenebilir

V.cholerae‘nın tipik hareketi ve bu hareketi 
antiserum ile kaybetmesi mikroskopta y p

gözlenebilir



Kültür
Primer inokülasyon

Safra, safra tuzları, tellürite dirençli

TCBS (Thiosulfate Citrate Bile Salt Sucrose) 

TTGA (Tellurite Taurocholate Gelatin Agar)TTGA (Tellurite-Taurocholate-Gelatin Agar)

BSA (Bile Salt Agar)BSA (Bile Salt Agar)

Mansur besiyeri

Alkış besiyeri 

Özsan besiyeri



TCBS’de V.cholerae

GATA Mik. ve Kl. Mik. AD.



Özel Olmayan Besiyerleri

Kanlı Agar
MacConkey agarMacConkey agar
Çikolatamsı agar
Mueller Hington agar
EMB agarEMB agar
SS agar 
Si it tSimon sitrat
KIA
TSI



EMB Mueller 
Hinton

GATA Mik. ve Kl. Mik. AD.GATA Mik. ve Kl. Mik. AD.

Kanlı 
agar



Kültürlerin Kültürlerin 
Değerlendirilmesi

TCBS            V.cholerae düzgün, sarı
V h l ti i il k idV.parahaemolyticus mavi-yeşil, mukoid 
Proteus spp., Enterococcus spp. küçük, sarı
Pseudomonas ve Aeromonas maviPseudomonas ve Aeromonas mavi

BSA küçük, yarısaydam, kabarık

TTGA ortası siyah, çevresi bulutlu

Alkış besiyeri (kırmızı) sarı



TCBS agar
sükroz negatif kolonilersükroz negatif koloniler



TCBS agar
sükroz pozitif kolonilersükroz pozitif koloniler

GATA Mik. ve Kl. Mik. AD.



Vibrio cholerae V.parahaemolyticus

TCBS



Serolojik İdentifikasyonSerolojik İdentifikasyon
V.cholerae O1 ve O139 antiserumları kullanılırV.cholerae O1 ve O139 antiserumları kullanılır

Genel üretim besiyerinde üretilmiş şüpheli bakteri
kolonileri antiserumlarla lam üzerinde karşılaştırılırkolonileri antiserumlarla lam üzerinde karşılaştırılır

V.cholerae O1
Antiserum



Serolojik İdentifikasyon

Önce O1, aglütinasyon vermez ise O139
antiserumu ile karşılaştırılır

Ogawa ve Inaba antiserumları da identifikasyonda
yardımcıdır, her ikisi ile aglütinasyon veriyorsay , g y y
Hikojima serotipi söz konusudur

NAG Vibrio'ları (Non Aglütinabl)( g )



V.cholerae O1 Serogrubunun g
Serotipleri

Serotip Taşıdıkları O Ag

Ogawa A, B

İnaba A Cİnaba A, C

Hikojima A,B,Cj , ,



Bi ti l i B li l iBiyotiplerin Belirlenmesi

Test Klasik biyotip Biyotip El Tor

String testi + +
Kanatlı eritrositlerini - +
aglütine etme
Voges-Proskauer testi - +
CAMP testi - +
Polimiksin B (50 Ü/disk) + -Polimiksin B (50 Ü/disk) 
duyarlılığı

+ -

Faj IV ile lizis + -Faj IV ile lizis +
Faj V ile lizis - +



Dışkı, rektal sürüntü, kusmuk

Vibrio cholerae Mikrobiyolojik Tanısında İzlenecek Yol

APS, Cary-Blair, Filtre kağıdı

ş , ,

Mikroskobik 
inceleme

TCBS’e direkt ekim APS’de çoğaltma

inceleme

Si k kli d

Ön Tanı

37°C’de 18-24 saat inkübasyon
Sinek uçuşması şeklinde 

çılgın hareket

Sinek uçuşması şeklinde 
çılgın hareket

Sarı koloniler

TCBS’ ki

Mikroskopta sinek 
uçuşması şeklinde 

TCBS’e ekimçılgın hareket

Bi ki l
Selektif olmayan 
besiyerine ekimBiyokimyasal 

testler
Antiserumlarla karşılaştırma

besiyerine ekim



Antibiyotik Duyarlılık Testi

O1/O139 duyarlılık durumunu belirlemek için yapılır

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI )

Disk difüzyon yöntemi
Mueller-Hinton agardaMueller Hinton agarda

Ampisilin
Trimetoprim-sulfametoksazol
Kl f ik lKloramfenikol
Tetrasiklin

test edilir
Kontrol suşu; Escherichia coli ATCC 25922 kullanılır



0,5 McFarland



GATA Mik. ve Kl. Mik. AD.



Antibiyotik duyarlılık paternlerinin doğrulanması ve 
epidemiyolojik araştırmalar için;epidemiyolojik araştırmalar için;

Polymerase Chain Reaction (PCR)Polymerase Chain Reaction (PCR) 
Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE)
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)
Ribotiplendirme ile subtipleme

yapılabiliry p



Kalite Kontrol

Kullanılan tüm besiyerleri
antiserumlar ve laboratuvarantiserumlar ve laboratuvar 

aletlerinin mutlaka kalite kontrolü 
yapılmalıdır



BiyogüvenlikBiyogüvenlik
BSL 2 güvenlik

Eller mutlaka yıkanmalı

Taşıma / saklamada sızdırma önlenmeli

İşlemi tamamlanan örnekler;
Otoklavlanmalı

6 saat %1’lik kalsiyum/sodyum hipoklorit uygulanmalı



Dezenfeksiyon

Fenol bileşikleriş

Klor tablet / sodyum hipoklorit (günlük haz )Klor tablet / sodyum hipoklorit (günlük haz.)

%1’lik solüsyon;%1 lik solüsyon;
çalışma bankoları, musluk başlıkları, diğer aletler

%10’luk solüsyon;%10 luk solüsyon;
yoğun olarak infekte materyalle temas eden yüzeyler



!!
Epidemi etkeninin identifikasyonu ve 

kontrolünde mikrobiyoloji 
laboratuvarı önemli bir rol alır

mikrobiyolog epidemi kontrol
komitesinin ayrılmaz bir parçasıdırkomitesinin ayrılmaz bir parçasıdır
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SANA DAİMA :SANA DAİMA :
SİZE DAİMASİZE DAİMA

SOLUYACAK HAVA,
ISITACAK ATEŞ,

SOLUYACAK HAVA,
ISITACAK ATEŞ,İÇECEK TEMİZ SU İÇECEK TEMİZ SU Ş,
İÇECEK SU VE

YAŞAYACAK TOPRAK DİLİYORUM.

Ş
İÇECEK SU VE

YAŞAYACAK TOPRAK DİLİYORUM.
İÇECEK TEMİZ SU 

SOLUYACAK TEMİZ HAVA
İÇECEK TEMİZ SU 

SOLUYACAK TEMİZ HAVAŞ

(Latin AmeriKa’DAN)

Ş

(Latin AmeriKa’DAN)

SOLUYACAK TEMİZ HAVA,
VE

SOLUYACAK TEMİZ HAVA,
VE( )

KALPTENKALPTENYAŞAYACAK TEMİZ TOPRAK YAŞAYACAK TEMİZ TOPRAK 
DİLİYORUMDİLİYORUM



Teşekkürler


