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OLGU 3A

» Mide agrisi ile bagvuran 56 yasindaki bir erkek hastaya
yapilan BT bulgularina gére apendikuler kitle 6n tanisi
konulur. On gin 6nce sag kolektomi yapilan hastada
ates, makduler dokuntuler ve kilo kaybi yakinmalari

ortaya ¢ikar. Post op hastaya sefazolin baglanir. /
» Hastanin yatmakta oldugu Genel Cerrahi klinigi

tarafindan kan kaltard alinir; ayni zamanda da

Enfeksiyon  Hastaliklarindan  konsultasyon istenir.

Konsultasyon sonrasinda ates etiyolojisini arastirm
amaci ile diger tetkiklerle beraber tekrar kan kulturu
alinir. Hastaya ates nedeniyle tigesiklin baslanir.




OLGU 3A

» Hastanin ayrica 3 ay Once hemoptizi, gece terlemesi ve
kilo kaybi yakinmalari da olup, BT de akciger bazalinde
iki adet 3 cm boyutlarinda kaviter, bir adet 1.5 cm
boyutunda parankimal nodul izlenmistir. Hastaneye
yattigi donemde tekrarlanan BT sinde nodullerin arttigi /

ve bluyudugu saptanir, bronkoskopi ile alinan &érneklerde
ARB ve bakteriyolojik kualtir sonuglari negatif olarak
belirlenir.

» GOnderilen kan kultir o6rneklerinde 48. saatte Urem
saptanir. Bakteriyoloji laboratuvarinda maya Urepnesi
olarak degerlendirilen 6rnekler Mikoloji laboratuvarina
iletilir.






»Bu asamada etken ile ilgili olarak
laboratuvarda O&ncelikle ne yapmayi
dustndrsinuz?

‘.

a) Misir unu tween 80 agara lam kultaru

b) Cimlenme borusu testi

V%

¢) Yari otomatize asimiliasyon testi
d) Kromojenik besiyerine ekim
@Cini murekkebi preparati



» Kolonilerin mukoid gérunimuinden kuskulanilarak cini
murekkebi preparati hazirlanir. Preparatta maya
hicreleri etrafinda boyanmayan kapsuller izlenir




» Bu bilgi sonrasinda ne / neler yapmay: distnursinaz?
1) Telefon ile klinige bilgi verilir
l1) Kesin sonug¢ ¢ikana dek beklenir

l1l) Hastadan BOS érnegi istenir

SMAL /
Rl
¢) LIl

d) ILII
e) 1



» Kuskulanilan etken acisindan Enfeksiyon Hastaliklari ile
gorusulerek bilgi verilir ve BOS kulturtd gdndermeleri
istenir. Hastada bas agrisi  disinda  menenjiti
dusundurecek bir bulgu olmadigr 6grenilir.

» Bu agsamada laboratuvarda etken ile ilgili olarak
oncelikle ne yapmayi dustindrsiniz?

a) Misir unu tween 80 agara lam kultaru

@Cimlenme borusu testi

¢) Yari otomatize asimiliasyon testi

d) Kromojenik besiyerine ekim



» Cimlenme borusu testi negatif olarak
belirlenen etken tanimlama amaci ile misir
unu tween 80 agar ve CHROMagar

Candiaa besiyerine pasajlanir. Ayrica API
20C AUX vyarn otomatik tanimlama

sistemine alinir.




» Etkenin tanimlanmasi ag¢isindan ek olarak
yapilabilecek testler nelerdir?

a) Staib agara ekim
b) Ureaz testi

c) Fenol oksidaz (kafeik asit) testi /
d) Kanavanin glisin bromtimol agara pasaj /
(e) Hepsi yapilabilir

Dizi analizi, MALDI-TOF MS




» Etken Ureaz aktivitesinin
degerlendirilmesi amaciyla
Christensen’in areli
agarina pasajlanir.  Test
bes saat sonra pozitiflesir.




Bu bilgiler 1s18inda etkenin ne oldugunu

disunlrstiniiz?

a) Candida krusei

b) Geotrichum candidum
(c)Cryptococcus neoformans
d) Candida tropicalis

e) Blastoschizomyces capitatus



» Etken diger &zellikleri, misirunu tween 80 agardaki
gdrinimu ve 48. saatteki APl sonucuna gore

Cryptococcus neoformans olarak tanimlanir
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C. NEOFORMANS - C. GATTII AYRIMI

» Kanavanin glisin bromtimol agar (Canavanine-
glycine-bromthymol blue (CGB)

> (C. gattii = Urer ve besiyerini 24 saat —
5 ginde maviye doénugturur)

» (C. neoformans = Gremez, besiyeri sari) /

Prof. Dr. SUheyla Hilmioglu
Polat'tan modifiye edilmistir




Cryptococcus neoformans (SAB) Cryptococcus neoformans (SAB)

Wet/Mucoid Capsule Forming Colonies Creamy Butyrous Colonies




-

Figura 1. Cryptococcus neoformans in standard Staib agar.



» BOS 6rneginin kualtirinde de C. neoformans Uremesi olut.
Durum klinige bildirilir.




»Bu sonuc¢ Uzerine Enfeksiyon Hastaliklari hastada
HIV infeksiyonu arastirma gereksinimini duyar ve
gdnderilen kan Orneginde hasta

olarak, kantitatif HIV miktari da 1.268.642 kopya
seklinde saptanir.

»Hastanin akciger bulgulari mantar infeksiyonu /
lehine yorumlanir
» Olguya kaltar sonucu dogrultusunda

anidilofungin baslanir, daha sonra ise lipozomal
amfoterisin B sagaltimina gecilir



»Hastanin atesi duser. Genel durumu ve
yakinmalari duzelir. Lipozomal
amfoterisin B sagaltiminin 18. guninde
alinan kan kadltarinde Greme olmaz.
Sagaltimin  21. glnunde hastanin
antiretroviral sagaltimi  planlanarak
taburcu edilir.




BU OLGUDAN CIKARILACAK DERS

» Kriptokok infeksiyonlari durumlarinda olgularin ilk
olarak kan kdulturlerinde de C. neoformans lGremesi
saptanabilmekte olup, bu acidan dikkatli olunmasi
gerekmektedir.

» Laboratuvarin uyarisi  UGzerine BOS &rneginin

godnderilmesi sonucunda etken uremesi
saptanabilmektedir.

» (. neoformans tanimlamasinda dikkatli olunmasi ve
uygun testlerin hizla yapilmasi buaytik &nem
tasimaktadir.

» (C. neoformans infeksiyonlarinin firsatci infeksiyonlar
oldugu ve altta yatan baska bir hastaligin (6rn HIV
inf) olabilecegi hem klinisyen hem de laboratuv
hekimleri tarafindan unutulmamalidir.






OLGU 3B

» 2009 yilinda KLL tanisi almis ve en son 2014 yilinda bu a¢idan
sagaltim alan 68 yasindaki erkek hasta ates yuksekligi, ékstrik,
kilo kaybi ve yaygin dékuntller nedenleriyle basvurur.

» Yapilan incelemelerde pnémoni tanisi konulan hasta Hematoloji
Klinigine yatirilir. Hastaya tazosilin ve siprofloksasin baglanir.
Dékiantuler herpes infeksiyonu olarak degerlendirilerek asiklovir

de wverilir. Atesin devam etmesi Uzerine ilk antibiyotikler
durdurulup, meropenem baglanir.

» Hastada ani biling bulanikligi ortaya c¢ikmasi nedeni ile beyin
timoru veya bakteriyel / mikobakteriyel menenjit dusanalir ve
BOS o6rnegi alinarak bakteriyoloji ve mikobakteriyoloji

laboratuvarlarina génderilir. Sagaltima asiklovir ve vankomisin ile
devam edilir.

» Bu arada BOS'un biyokimyasal bulgulari dogrultusunda
tuberktloz menenjit dastnulerek doértltu antitbc sagaltimi baslanir.



OLGU 3B

» Bakteriyoloji laboratuvarinda BOS &rneginin direk
mikroskobik bakisinda her sahada 4-5 PNL goérular
ancak ornegin kulturlerinde 48 saatte Ureme olmaz.

» Direk bakida I6kosit gérilmesi nedeniyle kaltir plaklari /
bir giin daha inkube edilir ve kiltirde bir gin sonra
maya Uremesi izlenir. Hastanin kan kultirinde de bir

gin sonra benzer bir Greme ortaya ¢ikar. Kultur plaklari
identifikasyon amaciyla mikoloji laboratuvarina iletilir.




»Bu asamada etkenin identifikasyonu
acisindan hangi islemleri yapmay!
distinlrsinuz?

a) Ure testi

b) Cimlenme borusu testi

¢) Misir unu tween 80 agara lam kultuaru /

d) Yari otomatize asimilasyon testi

(e)Hepsi



» Mikoloji  laboratuvarinda  kolonilerin
mukoid goérunumunden kuskulanilarak ¢ini
murekkebi preparati hazirlanir. Preparatta
maya hucreleri etrafinda kapsuller gérulur.

» Etken tanimlama amact ile misir unu
tween 80 agar besiyerine pasajlanir. Ayrica
APl 20C AUX vyari otomatik tanimlama
sistemine alinir.




» Ayrica Cryptococcus neoformans  kuskusu
nedeniyle etkene Ure testi yapilir. Bu test besinci
saatte zayif pozitif, 24 saatte tam pozitif olarak
izlenir. 48. Saatte misirunu tween 80 ve API
sonucuna goére etken C. neoformans olarak
tanimlanir. Kan kultirinde ureyen etken de
benzer sekilde C. neoformans olarak identifiye
edilir.




»Bu doénemde hastaya bronkoskopi yapilir. BAL
oérnegi patolojik olarak malignite acisindan negatif
olarak degerlendirilir.

»BAL oOrneginin ARB direk baki ve kaltura ile
Mycobacterium  tuberculosis DNA'st  negatif
bulunur

»Hastanin antitbc sagaltimi  kesilir.  Lipozomal
amfoterisin B ve flukonazol baslanir.

> Uc¢ hafta sonra hastanin genel durumu diizelmesi
yakinmalarinin yok olmasti ve kontrol ka
kaltirinde uUreme olmamasi nedeniyle tabufrcu
edilir.




BU OLGUDAN CIKARILACAK DERS

» Mantar menenjitlerinde her zaman BOS direk
bakisinda lenfosit gbrulmeyebilir, bazi
durumlarda ve ozellikle ilk donemlerde PNL
izlenebilmektedir

» Direk bakisinda |&kosit izlenen BOS &rneklerinin /
kaltar plaklari daha uzun stre inktube edilmelidir
» BOS ve kan &rneklerinin kulturleri paralel olarak

izlenmelidir

» C. neoformans tanimlamasinda dikkatli olunmasi
ve uygun testlerin hizla yapilmasi biyuk énem
tasimaktadir






OL6U 4

» Hastanemiz mikoloji laboratuvarinin katildigr dis
kalite programi kapsaminda tanimlanmasi ve
antifungal duyarlilik testinin yapilmasi icin liyofilize
halde bir adet mantar susu gelir.

» Susun, 35 vyasinda akut I|&6semi nedeniyle
kemoterapi alirken ndtropenik bir dénemde atesi
¢tkan bir hastadan alinan kan kaltirinden uredigi
bildirilir.

» Laboratuvar teknisyeni susun belirtildigi sekilde
ekimini yapar.




» SDA besiyerinde 48 saat sonra Ureyen sustan preparat
yapilir ve susun maya / maya benzeri mantar
olduguna karar verilir.

> Ureyen maya mantart konvansiyonel yd&ntemlerle
(cimlenme borusu testi, CHROMagar Candida ve
misirunu tween 80 agardaki morfoloji) tanimlanir.
Ayrica APl 20C AUX ile yari otomatik karbonhidrat

asimilasyon testi yapilir.




» Mikoloji laboratuvari sorumlusu, konvansiyonel

yontemlere gbre susun Candida krusei olabilecegini
dusinur ancak karbonhidrat asimilasyon test sonuclarina
gore identifikasyon sonucu Candida kefyr olarak
gbzukmektedir. Durumdan tam emin olamayan Mikoloji
laboratuvari sorumlusu, karbonhidrat asimilasyon testinin
daha glvenilir oldugunu dustinerek susun identifikasyon
sonucunu C. kefyr olarak bildirir.




» Bu goruntiler ve Dbulgular 1s18inda sizin
yaklasiminiz ne olurdu?

a) Candida krusei olarak bildirirdim

b) Misirunu tween 80 lam kulttarina tekrarlardim /
c) Yari otomatik asimilasyon testini tekrarlardim
d) Candida kefyrolarak bildirirdim

em misirunu tween 80 lam kultirini hem d
yarl otomatik asimilasyon testini tekrarlardim




» Ayrica susa flukonazol ve amfoterisin B icin CLSI M27-
A3 standartlari dogrultusunda mikrodilisyon yodntemi
ile antifungal duyarlilik testi calisilir. Sonug¢ olarak susun
flukonazol MIK degeri 2 ug/ml (duyarh) amfoterisin B

MIK degeri ise 0.5 ug/ml (duyarli) olarak belirlenir ve
bildirilir.




» DKK program degerlendirmesi geldiginde,
susun tanimlama sonucunun C. krusei oldugu
ve yanlis tanimlandigr goralur.

> Ote yandan susun duyarhlik sonucu olarak
verilen amfoterisin B sonucunun dogru ancak
flukonazol sonucunun yanlis oldugu, susun
duyarh degil direngli olarak rapor edilmesi
gerektigi bildirilir.




» Burada hangi noktada sorun yasanmistir?
a) Sekreterlik hatasi
b) Antifungal duyarlilik testinin y

c) Misir u )L yapilirken sug
Ehlhine Hepsi dogru olabilir

d) APl 20C AUX sistemine inokyfasyon esnhasinda /
kontaminasyon

e) Antifungal duyarlilik testinin yanlis okunmasi

nlis uygulanmasi




»BU DURUMDA LABORATUVAR
SORUMLUSU NE VYAPMALIDIR?

NASIL BiR YOL IZLEMELIDIR? /



I) Algoritma ile Degerlendirme

Birinci basamak: Hata nedeninin belirlenmesi
A) Sekreterlik hatasi

Nasil kontrol edilir? = Laboratuvarda yazilan

kayitlar ve sonucglar ile, DKK programi /
formuna yazilan ve bildirilen sonucglarin ayni

olup, olmadig1 kontrol edilir /
=

B) Teknik Sorunlar



B) Teknik Sorunlar ~ Nasil kontrol edilir?

=Tanimlama ve antifungal duyarlilik islemlerindeki IKK,
teknik acidan islemler ve yontem gdbzden gecirilir, degisik
asamalarda kalturler kontrol edilir.

Teknik personel ile gériisme = Ornek hazirhgi, pipetleme,

dilisyon hatasi acisindan: Personel dogru yaptigini ifade /
ediyor

== Konvansiyonel yontem sonucunun dogru,

karbonhidrat asimilasyon testi sonucunun yanlis olmasi

nedeni ile karbonhidrat asimilasyon testi hazirlanirken bir
kontaminasyon olabileceginden siiphe edilir. Bu nedenl
DKK kontrol susu canlandiriip karbonhidrat asimilagyon
testi tekrar edilir ve sonucunun C. krusei oldugu goéralir.




B) Teknik Sorunlar =~ Nasil kontrol edilir?

>DKK susunun antifungal duyarlilik testi acisindan

teknik personel ile gbrisme ve inceleme

sorun izlenmez. Bunun Uzerine flukonazol d

tekrar calisilir ve bildirildigi sekilde ayni M

citkar. Ancak identifikasyon sonucunun C. krusei

erde bir
uyarhhgi

K sonucu

olmasi nedeniyle, duyarliik testinde flukonazol
duyarh c¢iksa bile, bu tarin intrensek flukonazol

direnci bulunmasi nedeniyle, direngli olarak rapor
edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle bildirilen sonug

hatali olarak degerlendirilmistir.

V%



NASIL BIR DUZELTICI-ONLEYICI
ETKINLIK BASLATILMALIDIR?

2. Basamak: Algoritma olusturulmasi /
Bu testleri calisan teknik personel/personeller ile bir
toplanti  yapilarak sorun paylasilir, &rnegin  nasil
sulandirilacagl, nelere dikkat edilmesi gerektigi, islemin

nasil yapilmasi gerektigi tekrar gézden gecirilir




SORUN NASIL SINIFLANDIRILABILIR?

3. Basamak: Sorunun siniflandiriimasi

2. Teknik Sorunlar
2.2 Dilusyon veya pipetleme hatasi

4. Basamak: Kayit /

Tum vyapilan islemler Kalite Gluvence Sorumlusunun
verdigi “Duzeltici - Onleyici Etkinlik Formu”
kaydedilir.




BU OLGUDAN CIKARILACAK DERS

& Laboratuvar birim sorumlusu emin olmadigl veya
sonuglarda  uyumsuzluk  oldugu  durumlarda,

prosedurleri ve yapilan islemleri teknik personel ile
gbdzden gecirip, sorunu onunla tartistiktan sonra testi
tekrarlatmali ve gerek rutin gerekse Dis Kalite /

Kontrol  sonug¢larini emin  olduktan  sonra
bildirmelidir.







SON DURUM / SORULAR

> Bir baska dis kalite kontrol susu C. albicans
olarak  tanimlanir ve susun yapilan

antifungal  duyarhlik  test  sonucunda
amfoterisin B MIK degeri 2 ug/ml olarak
belirlenir ve direncli olarak bildirilir. /



> Bildirilen sonu¢ dogru mudur? Uygun
mudur?

(a)Bildirilen sonug dogrudur
(b) CLSI'min amfoterisin B icin bildirdigi direng

sinir noktast olmadigr icin duyarlilik kategorisi
bildirilmemelidir

(c)Antifungal duyarhlik testi sonucu bir baska géz
tarafindan degerlendirilmelidir

(d) C. albicans tiiriinde amfoterisin B direnc orani
dustk oldugu icin duyarhlik testi tekrarlanmalidir



» DKK program degerlendirmesi geldiginde, susun
amfoterisin B duyarlilik sonucunun yanlis oldugu,
MIK degerinin 1 ug/ml  ve duyarli olarak
bildirilmesi gerektigi rapor edilir.

» Bu durumda ne yapilmalidir?

» Duyarlilik testinde bir kuyu farkla direncli/duyarli
kararinin  degismesi nedeni ile buldugumuz
sonucun vyanlis ¢ikmasi nedeniyle akreditasyon
geregi Dizeltici Onleyici Etkinlik yazilmasi ve
planlanmasi gerekir oysa +1 dilisyon siniri
dahilindedir.







