PAÜ. TIP  FAKÜLTESİ DÖNEM III 

 MİKROBİYOLOJİ LABORATUVAR UYGULAMALARI KLAVUZU

Uygulamanın Adı:Vajinit Etkenlerinin laboratuvar tanısı
Uygulama No (Dönem No-Modül No- Uygulama No):Dönem III

Uygulamanın Amacı :  Vajinit etkenlerinin mikrobiyolojik olarak tanımlanması

    Genel Bilgiler: Vajinanın normal florası östrojen konsantrasyonu ve pH ya bağlı olarak yaşa göre değişmektedir. Puberte öncesi ve menapoz sonrası kadınlarda Stafilokok, Enterobactericeae, Korinobakteriler, florada bulunurken üreme çağında ise östrojenin etkisi ile laktobasil baskın olarak florada yer. Daha seyrek olarak nonpatojen Neiserialar, Gardneralla vaginalis, Mycoplasma ve Candidalar normal florada bulunabilir.Yenidoğan çocuklarda vajina florası birkaç hafta süreyle annelerinin florasına benzer. Bundan sonra puberteye kadar florada laktobasil bulunmaz. Bazı kadınlarda S.agalactiae florada bulunabilir ve doğum sırasında yenidoğanı infekte edebilir.

         Erişkin doğurgan kadınlarda öncelikle vajinit oluşturan etkenler

Candidalar

Trichomonas vaginalis

Gardneralla vaginalis

Mobilincus

Streptococcus agalactiae

Servisit Etkenleri

Chlamidia trachomatis

N.gonorrhoeae

Mycoplasma hominis

Ureoplasma ureallyticum

I. Uygulama İçin Gerekli Malzemeler  : Lam, lamel, gram boyama seti, Saboraud dekstroz agar, Çukolatamsı agar, Colistin nalidixic agar(CNA),Modifiye Tayer-Martin agar,Modifiye Daimond besiyeri
II.   Uygulama Basamakları  :

     1-Uygun şekilde vajinal ve servikal örnek alınması

     2-Örneklerin makroskopik incelenmesi

     Candida vajinitinde akıntı miktarı az yapışkan, kirli beyaz renkte olup içinde yoğun parçalar bulunur. pH normal sınırlardadır. T.vaginalis akıntısı daha fazladır. Akıntı sarımsı bazen yeşilimsi akıcı nitelikte, bazen köpüklü görünümdedir.Vajen pH’sı yükselmiştir. G.vaginalis ve Mobilincus’un oluşturduğu non spesifik vajinitlerde akıntı orta derecededir, homojen grimsi renkte ve akıntı üzerine %10 KOH damlatıldığında balık kokusu oluşur.

   3-Boyasız Mikroskopik inceleme 

    Bir damla serum fizyolojik içinde akıntı öze ile karıştırılır lam lamel arasında incelenir. T.vaginalis tipik hareketleri görülebilir.Maya hücreleri görülebilir.

Lökositlerin durumu değerlendirilir. G.vaginalis’te vajen epitel hücrelerinin bol miktarda ince kokobasil şeklindeki bakteri yığınları ile dolu oldukları ve epitel hücreleri birbirine yapışmıştır

   4-Boyalı mikroskopik inceleme

    Lam üzerine hazırlanan havada kurutulan preparat Gram boya ile boyanır

    Candida hücreleri ve psödohifleri gram olumlu olarak boyanır

    Non spesifik vajinitlerde Clue cell(Yumak hücresi) görünümü aranır

    Anaerop kıvrık çomak görünümü Mobilincusu düşündürür

    Lökosit içinde ve dışında gram negatif diplokok ve bol lökosit görülmesi                           N.gonorrhoeae düşündürür (Kadınlarda tanı değeri sınırlıdır. Kültürle doğrulanmalıdır)

   5-İmmünfloresan Mikroskop ile inceleme

   C.trachomatis ve T.vaginalisin mikroskopta incelenmesi

     6- Kültür Yöntemleri
     I. Saboraud dekstroz agar

II.Kanlı agar

III.Çukolatamsı agar

     IV. Colistin nalidixic agar(CNA)

V…Modifiye Tayer-Martin agar

     VI. Modifiye Daimond besiyeri

Yapılmış olan ekimler incelenir ve mikrobiyolojik yönden değerlendirilir

Uygulamada  öğrenilen Bilgilerin Değerlendirilmesi

1- Vajinit ve servisit etkenleri nelerdir?

2- Akıntı üzerine KOH damlatılması ile balık kokusu oluşması hangi etken lehinedir?

3- T.vaginalis vajinitinde akıntının özelliği nasıldır?

4- Clue cell varlığı hangi vajiniti düşündürmelidir?

Anahtar Sözcükler : (Cinsel yolla bulaşan etkenler,servisit,vajinit)

Kaynaklar :(Bilgehan H.Klinik MikrobiyolojikTanı , ,Ustaçelebi Ş. Temel ve Klinik Mikrobiyoloji ,Neyzi,O,Yolsal N. Cinsel Yolla Bulaşan Hastalıklar Tanı ve Tedavi Rehberi)

EK-1

I-VAJİNİT ETKENLERİ VE VAJİNOZİS

KANDİDA VAJİNİTİ

Candida türleri normal insan deri ve mukozasında bulunan mantarlardır. Candidalar 3-6 mikron çapında oval-yuvarlağımsı tomurcuklanma gösteren maya benzeri mantarlardır. Candida türleri arasında insanda en sık hastalık oluşturanı C.albicans’tır

Kandidiyazis genellikle 

· Diyabeti olan kişilerde 

· Antibiyotik kullanımı sırasında

· Oral kontraseptif kullanımı sırasında

· Gebe kadınlarda daha sık görülür

Doğum sırasında anneden bebeğe geçiş olabilir

Kuluçka dönemi 2-5 gün arasında değişir

Kandidiyazis semptomları

· Cinsel ilişki sırasında rahatsızlık

· İdrar yaparken vulvada yanma kaşıntı

· Vajinal akıntı

· Süt kesiği görünümünde veya peynirimsi beyaz akıntı

· Vajen duvarlarında hiperemi

· Vulvada ödem

Tanı:

%10 KOH ile direkt preparat incelemesi

Kültür

Serolojik testler
BAKTERİYEL VAJİNOZİS

  Genellikle etken Gardnerella vaginalis ve Mobiluncus gibi gram negatif mikroorganizmalardır. Bakteriyel vajinoziste normal floranın yerini  G.vaginalis, diğer aerop ve anaerop bakteriler alır ve kötü kokulu bir infeksiyona neden olur. Balık kokusuna benzer  veya pis kokulu bir akıntı vardır. Akıntı gri beyaz ve vajen epiteline yapışmış durumdadır.

     Tanı:

Aşağıda sayılan dört kriterden üçü varsa bakteriyel vajinozis tanısı konabilir

1-Vajen pH’sı>4.5

2-Koku testi pozitiftir (%10 KOH akıntı üzerine damlatıldığında balık kokusunun duyulması)
3-Clue cel l(İpucu veya yumak hücreler) görülmesi

4-Beyazımsı vajina duvarına yapışan, homojen akıntı

 TRİKOMONİYAZİS

      Etken Trichomonas vaginalis’tir hareketli kamçılı bir parazittir. Kadınlarda vajen ve servikste, erkeklerde de prostat ve üretrada infeksiyona neden olur. Kadınlarda semptom olmayabilir veya vajinal akıntı,vajen ve vulvada kaşıntı şikayeti olabilir. Servikste erozyon ve vajen epitelinde enflamasyon mevcuttur. Akıntı köpüklü, sarı yeşil renkte ve çok kötü kokuludur.

      Trikomoniyazis, cinsel ilişki sırasında enfekte olan kişinin vajen veya üretra salgılarına maruz kalmak veya bu salgılar ile kontamine olmuş eşya aracılığı ile geçebilir. Kuluçka dönemi 4-20 gündür. Ortalama 7 gündür.

     Tanı:

Vajinal akıntıdan hazırlanan taze preparatın mikroskopik incelemesi

Vajen pH’sı 4.5 üzerinde olması

Kültür yöntemi ile

      II- SERVİSİT VE ETKENLERİ

En sık görülen servisit etkenleri Neisseria gonorrhoeae ve Chlamydia trachomatis’dir.Servisiti olan kadınlarda anormal vajinal akıntısı olabilir veya çoğu kez semptom olmayabilir.Servisiti olan kadınlarda idrar yaparken yanma ve özellikle cinsel ilişki sonrasında damlama şeklinde kanama görülebilir.

       GONOKOKSİK SERVİSİT

Etken gram negatif intraselüler bir diplokok olan N.gonorrhoeae’dır. Gonokoklar küçük,hareketsiz,katalaz ve oksidaz pozitif mikroorganizmalardır.Cinsel ilişki sırasında infekte kişilerin müköz membranlarından akıntıya maruz kalma yoluyla bulaşır. Gonokoklar daima servikste kolumnar epitele yerleşebilir,vajendeki çok katlı yassı epitele yerleşmezler.Tedavi edilmezse bulaşma peryodu aylarca uzayabilir.

Erkeklerde ve kadınlarda genital infeksiyonlara neden olur.Kadınlarda gonore,pürülan vajinal akıntı,üretradaki inflamasyon nedeni ile idrar yaparken ağrı servikste muayene sırasında yapışkan mükopürülan endoservikal akıntı gibi belirtilere neden olur.Yaygın infeksiyonlar(tenosinovit,artrit,hemorajik deri lezyonları gibi) ve perinatal infeksiyonlar (özellikle göz infeksiyonu-ophtalmia neonatorum) diğer görülen infeksiyon şekilleridir.

Tanı:

Dakron veya kalsiyum alginatlı silgiçler ile infeksiyon yerinden alınan örneklerden preparatlar hazırlanır ve besiyerlerine ekim yapılır. Erkeklerde %90 kesin tanı örneklerin gram boyaması ile konulur iken bu kadınlarda ancak %50 oranında tanı koydurucudur. Örneklerde nötrofiller içerisinde gram negatif diplokokların görülmesi ile tanı konulabilir.Örneklerin ekiminin hasta başında yapılması tercih edilir.Tayer –Martin,kanlı agar,çukolatamsı agara ekimler yapılır ve %5-10 CO2 ‘li ortamda inkübe edilir.Kültürde üreyen bakterilerin gram boyalı preparatları hazırlanır ve oksidaz testi yapılır.Gram negatif diplokoklar oksidaz testinin pozitif olması durumunda şeker fermantasyon testleri uygulanarak tanı konulur

          KLAMİDYA SERVİSİTİ

           Etken Chlamydia trachomatis’dir.Klamidyalar hücre duvarında peptidoglikan tabakanın olmaması ve kendi ATP’lerini üretememeleri nedeniyle gram negatif bakterilerden ayrılırlar.Ancak hem DNA ve hem de RNA içermeleri,hücre duvarlarının bulunması, ikiye bölünerek çoğalmaları nedeniyle bakteri olarak kabul edilirler.Zorunlu hücre içi paraziti olarak tanımlanırlar.Elementer ve retiküler formları ile bifazik bir yaşam döngüsü vardır.

           C .trachomatis kadınlarda endoserviks ve üst genital traktusun yassı kübik epiteline tutunarak infeksiyon oluşturur.Hastalık cinsel ilişki sırasında enfekte kişilerin veya taşıyıcıların vajen veya üretra eksüdaları ile temasla geçer.Kuluçka dönemi 7-14 gündür.Belirtiler sürdüğü sürece bulaşıcılık devam eder.

Endoservikal ve vajinal mükopürülan akıntı

Servikste dokunmakla kanayan ‘’kırmızı et manzarası’’

Dizüri,vulva ve perinede kaşıntı.

Tanı:

Sürüntü örneklerinde sitolojik inceleme

Hücre kültürü

Serolojik testler

İFA,Moleküler biyolojik yöntemler

          MYCOPLASMA HOMİNİS VE ÜREAPLASMA UREALYTİCUM

Mycoplasma ve üreaplasmalar hücre duvarlarının bulunmayışı ve hücre zarlarında steroller içermeleri ile diğer bakterilerden ayrılır. Bilinen en küçük genoma sahip prokaryotlardır.Besiyerlerindeki üremeleri genellikle çıplak gözle görülemez.İnvitro koşullarda üremeleri için besiyerlerinde sterollerin ve nükleik asit prekürsörlerinin bulunması gereklidir. Mycoplasmalar besiyerinde sahanda yumurta şeklinde görüntü oluştururlar.Bu her iki etken daha seyrek olarak kadında vajinit ve servisit etkenidir.

          Tanı:

Kültür: kullanılan besiyerlerinin at serumu içeriyor olması gerekir.

Serolojik

Moleküler biyolojik yöntemler ile konulur

