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MIKROBIYOLOJI LABORATUVARI
— INFEKSIYON KONTROLU

Koch, Pasteur

Lister

Semmelwels (1847, “cadaverous particles”)
Nightingale (1863, “Notes on Hospitals”)
CDC: “nosocomial infections”

Cevre ornekleri——Yonlendirilmis surveyans
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YERLESTIRILMIS
DOGAL KITLE IMHA
SILAHLARI

[Degerler 2003 yili yaklasik
‘kuresel olum oranlaridir’dir]

(Weiss RA, McMichael AJ: 2004)
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INFEKSIYON KONTROLU OLMAKSIZIN
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INFEKSIYON KONTROLU ILE

INFEKSIYON KONTROL PROGRAMLARININ ETKISI
(SENIC Study): 1970-1975 doneminde hastane
infeksiyonlarindaki goreceli degisimler

(Pittet D: 2005)
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surveyans surveyans
sistemleri sistemleri

(Pittet D: 2005)



INFEKSIYON KONTROLU VE NITELIKLI
SAGLIK BAKIMI

Cogul direngli * Yeni sorunlar
mikroorganizmalarla — Transgenik tedaviler
savasim — Yogun ve komple

Antimikrobiyallerin imminosipresyon
denetimi — Ksenotransplantasyon

Hasta profiline gore — Prion sorunu

infeksiyon onlemi — SARS, H5N1, H7N7...
Yeni materyaller Maliyetlerde kisitlamalar

Yeni patojenler Yeni tur saglik hizmet

Hasta kayitlarinda ve veri . aoomien
derlenme)fs,inde Saglik personelinin

bilgisayarlar yaklasim degisimleri

Infeksiyon kontroliinde
kanita dayalil oneriler




INFEKSIYON DENETIM
STRATEJILERI 1

« Mikrobiyolojik surveyansta
genel tibbi hizmet kategorilerinden,
infeksiyon alanlarindan ve

hastane olgeginde infeksiyon
oranlarindan daha cok
sorun kategorilerde yogunlasma




INFEKSIYON DENETIM
STRATEJILERI 2

» Infeksiyon denetiminde daha proakiif
stratejiler (infeksiyonlarin onlenmesi ve
direncin denetiminde etkin girisimlerde
bulunmak bu parametrelerdeki

degisiklikleri saptamakla es oncelik tasir)

» Infeksiyon denetimiyle ilgili personelin
surekli ve kalici egitimleri

» Hastane, toplum ve ulke duzeyindeki
verilerin bilgisayar aglarina aktariimasi




YONLENDIRILMIS
MIKROBIYOLOJIK SURVEYANS

* Yogun bakim birimleri

» Onlenebilir yiiksek riskli infeksiyonlar
(intravaskuler araclarla iliskili
infeksiyonlar vb)

» Antimikrobiyal direcin surveyansi ve
denetimi




SENIC (The study on the Efficacy of Nosocomial
Infection Control)

NNIS (The National Nosocomial Infections
Surveillance)

NaSH (The National Surveillance System for
Health Care Workers)

Dialysis surveillance network

HELICS (Hospital in Europe Link for Infection
Control through Surveillance)

EARSS (European Antimicrobial Resistance
Surveillance Scheme)

ESAC (European Surveillance on Antimicrobial
Consumption)




HASTANE EPIDEMIYOLOJISINDE
ARASTIRMA VE YAYIN STANDARTLARI

. CONS)ORT (Consolidated Standards of Reporting
Trials

JAMA1996; Lancet 2001;: BMJ 2004

« TREND (Transparent Reporting Evaluations of
Nonrandomised Designs):

Am J Public Health 2004

« STROBE (Strengthening the Reporting of
Observational studies in Epidemiology)

http://www.strobe-statement.org

 ORION (Outbreak Reports and Intervention
Studies Of Nosocomial Infection)

Lancet Infect Dis 2007




MIKROBIYOLOJI LABORATUVARI

« Hasta bakimi ile iligkili infeksiyonlarin
denetiminde vazgecilmez bir unsurdur

« Kendine ozgu fenotipik ozellikleri olan
mikrop yogunlasmalarini
tanimlayarak erken uyari sistemi
Islevini yerine getirir

* Bu bilgiyi infeksiyon kontrol
profesyonelleriyle paylasir




RUTIN
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MIKROBIYOLOJI
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TIPLENDIRME

TANIMLANMASI




SURVEYANS

Kolonize ya da infekte hastalarin
tanimlanmasi

Hastalar arasinda infeksiyon bulasma
riskinin degerlendiriimesi

Belli bir susun bir hastadan otekine
bulastiginin kanitlanmasi

Hastane salginlarinin tanimlanmasi




AKTIF SURVEYANS

Servislerdeki endemik oranlar (hasta-gun
sayis! ya da riskte olan hasta sayisi
basina infeksiyonlarin sayisi)

Infeksiyon alanlari

Mikroorganizmalar
Islem tlrleri

Endemik esik oranlari asildiginda, alisiimadik ya da
yeni mikroorganizmalar izole edildiginde ve yeni
infeksiyon alanlari tanimlandiginda olgu
yogunlagsmalari ve epidemiler arastirilir




DIRENCIN SURVEYANSI ve
DENETIMI

* Direncli mikroorganizmalarin ortaya
cikisini saptayabilmek icin duyarlilik
kaliplari izlenir

* Direncli mikroorganizmalar ortaya
ciktiginda uygun izolasyon onlemleri alinir

* Antimikrobik ilaclarin kullanimlari denetim
altina alinir




BILGISAYARLI BILDIRIM —
MIKROBIYOLOJI RAPORLARI

* Mikroorganizmanin izolasyon alani
* Mikroorganizmanin tipl
« Hastanin hastanedeki yeri

(lokasyonu)

« Raporlar gunluk ve kumulatif olarak verilmelidir

* Raporlar artan infeksiyon oranlarindaki egilimlerin
saptanmasinda ya da artan direncin belirlenmesinde
kullanilirlar




SURVEYANS DENETIMI ve ONLEMEYI
TETIKLER...

 Etkili bir surveyansla cesitli
infeksiyonlar ve direng sorunlari
bakimindan temel endemik oranlarin

tanimlanmasiyla
alisiimadik/beklenmedik bir hastalik
ya da direncle karsilasilmasi hastalik
denetimi ve onlenmesi girisimlerini
tetikler




SALGINLARIN TANIMLANMASI

* Bir salgin kugskusu arastirmasinda
oncelikle bu infeksiyonlarin her hangi
bir sekilde iligkili olup olmadigi
belirlenmelidir
[salgina neden olan patojenin
tanimlanmasi ve salginla iligkili olmayan
(kimi hastalardan izole edilmelerine
ragmen) ayni cins ya da turden
mikroorganizmalardan farklliklarinin
ortaya konmasi]




SALGINLARIN TANIMLANMASI

» Bir salgin, infeksiyonlarin insidensindeki
artistan daha cok direncle iliskili olabilir
[sadece vankomisine direncli
Staphylococcus aureus’ dan ibaret olabilir]

* Bir salgin tek bir susla (klonla) iligkiliyse
ortak bir kaynakla temastan ya da
hastadan hastaya bulagsmadan
kuskulanihir




EPIDEMIYOLOJIK DEGERLENDIRME

» Kuskulu patojenin, bulasma sekline
bakilmaksizin, belli bir klondan oldugunun
belirlenmesi onemlidir

KLON: Birbirinden bagimsiz olarak, farkl
kaynaklardan, farkli lokasyonlardan ve
muhtemelen farkli zamanlarda izole edilen, fakat
cok sayida ozdes fenotipik ve genetik ozelliklere
sahip bir izolatlar dizisi. Bu benzerlikler ancak
onlarin ortak bir kokenleri olmasiyla aciklanir

Bir salginda, ortak bir kaynaktan kokenlendiqi
yargisina varilmadan once izolatlar arasinda
Klonal iliski kurulmus olmalidir.




EPIDEMIYOLOJIK DEGERLENDIRME

» Olasl bir salginda, klinik ve epidemiyolojik
kanitlar temelinde hipotez olusturulur, bu
hipotezin dogrulugu mikrobiyolojik verilerle
saglanabilir

Epidemik izolatlar arasindaki benzerlikler ya da
farkliliklarin saptanmasi her zaman infeksiyon
kaynagini ya da yayilma seklini belirlemekte
yeterli olmaz, epidemiyolojik veriler de gereklidir

Epidemiyolojik calisma yapilmaksizin kultur ve
molekuler tiplemeler siklikla yorumlanamaz
sonuclara yol acarlar




BILGISAYARLI BILDIRIM —
MIKROBIYOLOJI RAPORLARI

» Kultur istekleriyle mikrobiyoloji
laboratuvarina uygun demografik bilgi
akisi da olur (olmalidir!)

 Bilgisayarlarla ozgul hasta tiplerinin
(transplant hastalari vb) ve ozgul birimlerin
(yogun bakim birimi vb) gruplandiriimalari
ve izlenmeleri olanaklidir




TIPLENDIRME

» Epidemiyolojik olarak iligkili izolatlarin
genetik olarak da iligkili olup
olmadiklarini belirlemek amacina
yoneliktir




EPIDEMIK SUSUN TANIMLANMASI

- FENOTIPIK YONTEMLER (Cins, tir,
biyotip, serotip, faj tipi, bakteriyosin uretimi
antimikrobiyal duyarlilik kalibt)

« ORTAK FENOTIPIK OZELLIKLI SUSLAR
(alt tipleme)

« ORTAK GENOTIPIK OZELLIKLI SUSLAR
(genotipleme) : ki farkli susun ve iki farkl
kaynaktan infeksiyonun varlig!




TIPLENDIRME YONTEMLERI

Tiplendirme yeteneqgi
Yinelenebilme yetenegi

Ayirt etme gucu

Uygulanma kolayligi
Yorumlanabilirligi

Maliyeti (zaman ve para olarak)




DIRENCLI BAKTERI

ILE SALGIN
Biyotip

Antibiyotip
Serotip

Plazmit
icerigi

Genomik

DNA
sekans

Farkl
suslar

Suslarin tahmini
benzerlikleri

(John JF: 1995)



FENOTIPIK YONTEMLER (1)

« BIYOTIPLEME: morfoloji, biyokimyasal reaksiyonlar
ve cevresel tolerans

SEROTIPLEME: antiserumlarla reaksiyon,
taksonomik gruplama (Salmonella, Legionella,

Shigella, S. pneumoniae), tur ici ayirim (Klebsiella
ve Pseudomonas)

FAJ TIPLEMESI: Farkli bakteri suslarinda hiicre
yuzeyindeki baglanma reseptorleri farklilasabilirler
(S. aureus, P.aeruginosa ve Salmonella spp)




FENOTIPIK YONTEMLER (2)

- BAKTERIYOSIN TIPLEMESI: Baska bakteriler
tarafindan uretilen, genellikle protein yapisindaki,
iInhibe edici maddelere karsi duyarlilik (P.
aeruginosa, C. albicans)

ANTIMIKROBIYAL DUYARLILIK: Disk difuzyon,
mikrodilusyon yontemler [Bircok epidemiyolojik
calismada sinirli degerdedir: genetik ve
epidemiyolojik olarak iligkisiz suglar ayni duyarlilik
kalibina sahip olabillirler]




FENOTIPIK YONTEMLERIN
SINIRLILIKLARI (1)

» Cevresel secilim baskisiyla etkilenir

» Stabil olmayan antijenik yapilar (traits)
random mutasyonlarla degis(tiril)ebilirler

* Direnc kaliplari, antibiyotik kullaniminin
secilim baskisiyla cok guclu bir bicimde
etkilenmektedir




FENOTIPiIK YONTEMLERIN
SINIRLILIKLARI (2)

 Bakteriler, incelenmekte (degerlendiriimekte)
olan ozelliklerinin ekspresyonunu ongorulebilir
bir sekilde degistirirler
Gerekli reajentler ticari olarak bulunmayabilir, bu

da fenotipleme acisindan testlerin sayisini
sinirlar

Fenotipik yapilar (traits) bir turun her bir susunu
belirlemekte yeteri kadar ayirt ettirici glce sahip
olmayabilirler




ANTIBIYOTIKLERE DIRENG
MEKANIZMALARI

Antibiyotigi inaktive eden enzimlerin uretimi

Antibiyotige baglanmayi onleyecek sekilde hedef
alanda mutasyon

Antibiyotik aliminda azalma

Antibiyotigi disari atma (efflux) mekanizmalari
Antibiyotik hedefinin asiri uretimi

Post-transkripsiyonel ya da post-translasyonel
olarak hedef alanin modifikasyonu

Antibiyotigin hedefini ¢cevreleyen alternatif bir
metabolik yolun ya da enzimin gelisimi
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(Levy SB, Marshall B: 2004)



ILAC
IDRENCININ
GENETIGI VE
YAYILMASI

Transpozon

Kromozom

‘Serbest’ DNA

(Levy SB, Marshall B: 2004)
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Bir plazmid uzerinde vanA direng¢ genini tagsiyan VRE’nin yayilimi

(McGowan JE, Tenover FC: 2004)
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Multidrug Resistance in S. aureus

Antibiotic MSSA MRSA Resistance
(1930) (1994) mechanism

Penicillin S R +(1945)
Streptomycin S R +(1948)
Tetracycline S R +(1950)
Methicillin S R +(1961) mecA
Oxacillin ) R -+
Cephalothin S R +
Cefotaxime ) R + Direng
Imipenem > : + mekanizmalarinin
Chloramphenicol S R - cogu adaptif (A)
Ciprofloxacin 5 R A degildir ve tiir disi bir
Clindamycin S R + kaynaktan
Erythromycin S R + edinilmiglerdir (+)
Gentamycdn ) R +
Rifampin ) R A
Vancomycin S S A (1997) VISA
Vancomycin S S + (2002) vanA
Teichoplanin S S -
Trimeth/Sulfa ) R A (Tomasz A: 2006)



Journal of Antimicrobial Chemotherapy (2005) 56, 519-523
doi:10.1093/jac/dki272

Advance Access publication 26 July 2005

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus heterogeneously
resistant to vancomycin in a Turkish university hospital

Banu Sancak®, Serpil Ercis, Dilek Menemenlioglu, Sule Colakoglu and Giilsen Hascelik

4 yil icerisinde 256 MRSA
46 hastadan 46 hVISA izolasyonu

46 hastadan 12’sinde vankomisin/teikoplanin
kullanimi oykusu
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K

S. aureus ATCC 700699

(Mu 50 - GISA)

S. aureus ATCC 700698

(Mu 3 - hGISA)

Ak

S. aureus ATCC 43300

(MRSA)

(Appelbaum PC: 2007)



Journal of Hospital Infection (2007) 67, 114—120
SRS Available online at www.sciencedirect.com

ScienceDirect

EI_A] www. elsevierhealth.com/journals/jhin

Management of a large healthcare-associated
outbreak of Panton—Valentine leucocidin-positive
meticillin-resistant Staphylococcus aureus

in Germany

F.M.E. Wagenlehner ®%*, K.G. Naber?, E. Bambl®, U. Raab 9,
C. Wagenlehner 2, D. Kahlau 9, C. Holler 9, W. Witte ¢, W. Weidner &,
N. Lehn€, S. Harbarth ¥, H.-J. Linde ©



Table |

long-term care facilities (LTCFs) A, B and C in periods | (2004) and Il (2005)

Carrier rates of total MRSA, PVL"™ and PVL  MRSA in residents and healthcare workers (HCWs) in three

LTCF Period | (N = 693) Period Il (N = 632) P-value (MRSA
MRSA PVL PVL MRSA PVL PVL total: period
total (%) MRSA (%) MRSA (%) total (%) MRSA (%) MRSA (%) |VvsD

A

Residents 11.29 7.7% 3.6° 6.4 1.6 4.8°

HCWs 6.7 5.8 1.0 0.0 . 0.0

Total 9.7 7.0 2.7 4.6 1.1 3.4 0.014
B

Residents 11.8° 9.6 2.1 7.2 6.1 1.1

HCWs 14.4 13.41 1.0 6.9 2.8 4.2

Total 12.7 10.9 1.8 7.1 5.1 2.0 0.022
C

Residents 12.9f 10.0 2.9 7.0 7.0 0.0

HCWs 10.3 10.3 0.0 0.0 0.0 0.0

Total 11.9 10.1 1.8 4.3 43 0.0 0.031
Total of residents and 11.3 9.1 2.2 5.5 3.3 2.2 <0.0001

HCWs of LTCF A, B and C

PVL, Panton—Valentine leucocidin; MRSA, meticillin-resistant Staphylococcus aureus.

tFive relatives of two HCWs, two with PVL™ MRSA infection (recurrent abscesses); *four PVL™ MRSA, Pone PVL™ MRSA, and “three PVL~
MRSA detected in groins, not detected in anterior nares; PVL™ and PVL~ MRSA detected together in 9three, °two, 'two residents.



Toplum kokenli MRSA

MIKROBIYOLOJIK
OZELLIKLER

Metilisine duyarhlik

Oteki antibiyotiklere

duyarhlik (florokinolonlar,
aminoglikozitler,eritromisin,

klindamisin)

pvl geninin varhgi

SCCmecA tipi

agr genotipi

HASTANE
KAYNAKLI
MRSA

yok
yok

dusuk (< %59)
baslica |, Il ya
da llI

altsiniflar

baslica Il

TOPLUM
KAYNAKLI
MRSA

yok

var (buyuk
cogunlukla)

yuksek (>%90)

baslica IV, V
altsiniflar

baslica | ve Il




E. faecalis S. aureus

S. aureus

Yerli plazmidin, tur digi bir plazmitteki
tranpozonla infestasyonu

(Ferber D: 2003)



CTX-M grup
B CTX-M-1
B CTX-M-2
B CTX-M-8
[ ] CTX-M-9

I Endemisite

[ Sporadik bildirim

[ 1] Veriyok

Current Opinion in Microbiology 2006, 9:466-475



ANTIBIYOTIK DIRENCININ
GOSTERILMESINDE MOLEKULER
YONTEMLER

- FENOTIPIK ANTIBIYOTIK TESTLERI
Antibiyotige duyarlligi bidirirler

- MOLEKULER TESTLER

Antibiyotige direncin varligini bildirirler

Molekuler testlerle bir antibiyotige karsi bir direng
mekanizmasinin yok oldugunun saptanmasi, o
mikroorganizmanin o antibiyotige duyarli oldugunun
kaniti degildir; baska bir diren¢c mekanizmasinin
varligi soz konusu olabilir!




MOLEKULER ANALIZ ONCESI
SORULAR

Bir salgin s6z konusu mu?

Salgin ciddi mi?

Mikroorganizmanin direnci yeni bir diren¢g mi?

Kontrol i¢in ayni patojenin duyarh suslari mevcut mu?
Analiz ne kadar surecek?

Sonugclarn kim analiz edecek ? Sonuglarin istatistiki bir onemi
olacak mi?

Molekuler veriler salgin yonetimini degistirecek mi?
Analizin maliyeti ne olacak?

Hastane formulerinde alternatif antimikrobik ila¢ var mi yoksa
formulere yeni mi girecek?

Hastane yonetimi de dahil olmak uzere ilgili butun kesimlerin
mediko-legal onayi var mi?




MOLEKULER EPIDEMIYOLOJI

* Hibridizasyona dayali yontemler
(ribotipleme)

Plazmit tiplemesi
Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)
PCR'ye dayali tipleme yontemleri

Nukleotit sekansa dayall tipleme
yontemleri




RIBO TIPLENDIRME
(RIBOTYPING)

Agaroz jel elektroforezinde ayriimis DNA
fragmanlari nitroselluloz bir membran Uzerine
aktarilir (blotted)

Isaretli, homolog DNA parcalari ile hibridizasyon

uygulanarak (Southern blotting) hedeflenen
genetik elemanlar aranir.

Siklikla rRNA hedef alinir (Ribotyping)

Ayirt edici gucu PFGE ve PCR kokenli
yontemlerden dusuktur




DNA HIBRIDIZASYONUNUN
SINIRLILIKLARI

» Pahali, gerceklestiriimesi gug¢ ve sorunlu

» Bireysel uygulamalarda siklikla kulturden
daha az duyarl

« Uygulamada radyoizotoplar gerekebilir




DNA HIBRIDIZASYONUNUN
USTUNLUKLERI

Patojenin uretilmesi ya da canli olmasi
gerekmez

lleri derecede patojen ve uretilmesi glic
mikroorganizmalar bakimindan guvenli calisma

Restriksiyon endonukleaz analizindeki bant

sayisini azaltir ve ozgul olanlari one cikarir
Bakterilerin bireysel suslarini ayirabilir

Klinik orneklerde bol bulunan ancak uretilmesi
gug patojenleri (CMV, Rotavirus, Papilloma
virus, Klamidya ve Mikoplazma) saptayablllr

Transpozon hareketini izleyebilir




PLAZMIT ANALIZLERI

Plazmitler prokaryot sitoplazmalarda, siklikla transfer
edilebilen, ekstrakromozomal DNA elementlerdir ve
kendi kendilerine replike olurlar

Plazmit analiziyle tiplemede plazmit DNA’sI izole edilir ve
agaroz jel elektroforezi yardimiyla plazmitlerin buyuklaga
ve sayilari karsilastirilir

Plazmit DNA'lar1 da restriksiyon enzimleriyle sindirilerek
elektroforez sonrasi karsilastirilabilir

Uc ya da daha fazla ortak plazmit bir iliskiyi gosterir

Ayni direng genlerine sahip ayni tur izolatlarda farkl
PFGE ve plazmit profilleri bir transpozon epidemisini
dusundurur




PLAZMIT PROFIL
ANALIZLERININ USTUNLUKLERI

Bircok bakteri susu icin uygu
Butun analiz 1 gunde tamam

anabilir
anabilir

Bir defada 24 ya da daha faz
yapilabilir

a kulturle calisma

Gen sergilenmesi (yuzey antijeninin ya da ozgul
proteinin uretimi vb) gerekli degildir

Serotipleme icin ileri derecede bozulmus (rough)
kulturler kolaylikla analiz edilir

Mikroteknikler reajentlerden ve yerden tasarruf
saglar

Hizli, ucuz ve yinelenir sonuglar verir




PLAZMIT PROFIL
ANALIZLERININ SINIRLILIKLARI

Epidemik sus plazmit DNA icermeyebilir ya da plazmidi
izole etmek guc olabilir

Salginla iligskisi bulunmayan suslar epidemik bir profile
sahip olabilirler

Bir plazmidin saptanmasi, onun 6zgul bir faktoru (toksin,

antijen ya da direng) kodladiginin kaniti degildir

Bircok plazmit (ozellikle R plazmitleri) kolaylik kaybolur
ya da edinilebilir

Plazmitler de yeniden duzenlenmeye ugrayabilirler

Kromozom digi elementler olarak plazmitler
mikroorganizmanin stabil bir genotipini yansitmazlar
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Salmonella turlerinin plazmit profil analizi
Kolon 1 ve 20, standart plazmit (yukaridan asadiya 98, 42, 23.9 ve 4.6 MDa).
Kolon 2 ve 10 S.Typhimurium’un 60-MDa virulans plazmiti ,

Kolon 3,4,8,9,12-16 and 19 S.enteriditis’in 38 MDa virulans plazmiti. (Aktas Z et al: 2007)
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First Report of Plasmid-Mediated Resistance to Quinolones and Cefotax1me in
an Enterobacter cloacae Strain Isolated from an Outpatient in Brazil"

Recently, low-level quinolone resistance has been associated
with DNA acquired from transferable plasmids. Several stud-
ies showed a worldwide dissemination of QnrA determinants
among enterobacterial isolates (1, 5). However, the presence
of the gnr gene in clinical isolates from outpatients has not
been hitherto reported for Brazil. The aim of this study was to
determine the occurrence of the gnr gene in enterobacterial
1isolates from outpatients in a private laboratory located in Juiz
de Fora, state of Minas Gerais, Brazil, and to analyze the
transferability and the structure of plasmid DNA adjacent to
the gnr gene.

A total of 257 unique nalidixic acid-resistant enterobacterial
isolates were collected between January 2000 and May 2005.
The presence of the gnr gene was 1nvest1gated by the colony
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PULSED-FIELD GEL
ELECTROPHORESIS (PFGE)

» Restriction fragment length polymorphisms
(RFLPs) yontemleriyle ayrilan DNA parcalari
genellikle konvansiyonel agaroz jel
elektroforezinde ayrilamayacak kadar
buyukturler (40-50 kb’dan buyuk olanlarin gocu

sorunludur)

PFGE'de elektrik alaninin yonu periyodik olarak
degistirilir

PFGE ile 1000 kbp’den daha buyuk DNA
parcalari kolaylikla ayrilabilir




PFGE

* Mikroorganizmanin genetik komponentinin
sadece kucuk bir bolumu analiz
edildiginden ozdes sonuclari veren
izolatlar “0zdes izolatlar” olarak degil

“ayirt edilememis” olarak bildirilir

Uc fragmandaki bant kalibi farkhihgi tek bir
genetik olay! ifade edebileceginden, bu
durumda olan izolatlar “birbiriyle iligkili;
ucten fazla bant kalibi farklihgini icerenler
ise “zayIf iligkili” olarak degerlendirilir
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Cok ilaca direngli S. Typimurium suslarindan Xbal ile sindirilmisg
genomik DNA’nin PFGE analizi

(Aktas Z et al: 2007)
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edinilmis MRSA
izolatlarinin
dendrogrami

Toplumda
PFGE ile analiz

(Singh A et al: 2006)



Denaturation 94°C

Multiplex PCR
Nested PCR

AP-PCR (Arbitrarily primed PCR)

AFLP (Amplified fragment length
polymorphisim)

VNTR (variable-number tandem repeat)
Spoligotyping




EPIDEMIYOLOJIK INCELEME VE
PCR’In YARARLARI

Ozgul mikroorganizmalarin dogrudan tiplenmesi

Toksin, virulans faktort ve antibiyotik direncini kodlayan
genlerin saptanmasi

Hizl tani
Az sayidaki mikroorganizmanin gosterilmesi

In vitro yavas ureyen ya da hi¢c uremeyen
mikroorganizmalarin gosterilmesi

Infeksiyon etkenine karsi bir antikor gelisimini
gerektirmemesi

Aktif replikasyonu gerektirmemesi

Izlenmesi gli¢ patojenlerin bulasma sekillerinin ve
kaynaklarinin incelenmesine olanak tanimasi

Vucut sivilarindaki (BOS, goz sivisi, fetal kan)
mikroorganizmalarin saptanmasi
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(Aktas Z et al: 2007)

Pozitif Kontrol
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REAL-TIME PCR

* Bir molekuler beacon kendi uzerinde katlanan
bir molekulun i¢ tarafinda tanima sekansi olan
tek iplikli bir prob’dur. Bir ucunda bir reporter,
oteki ucunda bir guencher bulunur.

Prob, komplementer bir nukleik asit sekansina
sahip bir PCR urunuyle temasa geldiginde acilir,
boylece floresans reporter quencher'dan
ayrilarak floresans bir sinyal verir.

 Biriken floresans sinyaller olgumlenir.




PCR Product-Specific Nucleotides
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REAL-TIME PCR

» Reaksiyon tuplerinin acilmasina gerek
yoktur

» Cogaltilmis urunun saptanmasi icin
agarozda yurutulmeye gerek yoktur

» Reaksiyon surerken degerlendirme yapilir
(gercek zamanl)




NUKLEOTIT SEKANSINA
DAYALI ANALIZLER

 SLST (single-locus sequence typing): Ayni
tur icindeki farkli suslardaki 6zgul bir gen
lokusu (virulans, patojenite ya da direng
geni vb) tek nukleotit polimorfizmlerine

sahiptir
 MLST (multi-locus sequence typing):
SLST'ye gore genomun daha buyuk bir

bolUmunu temsil eder ve genomu temsil
yetenegi daha buyuktur




cladistic analysis

clade
Clone, Clonal, Clonality

tags discrete typing units

bootstrap analysis
p Ay clonet

Genetic distance Biologic species
eCO'rype Phenotypic species

Linkage | Phylogenetic species
disequilibrium 1SOenzZyme
species, subspecies, strains




KAREN BUSCH: 2004

“... Arastirma laboratuvarlarindaki direnc tanimiyla
Klinik laboratuvarlardaki direnc tanimini dikkatle
ayirmamiz gerekir. Klinik laboratuvarlarda hastaya
zararll olmaksizin hekimlere uygun kilavuzlugu
saglamak onemlidir.”

... Aramizdaki molekuler mikrobiyologlar icin cazip
olmasina karsin, mutasyonlara iliskin veriler, buyuk
olasilikla, ¢cok sayida alleli iceren direng
mekanizmalari bakimindan tum oykuyu
anlatmayacaktir.”

(Expert Rev Anti-infect Ther 2004; 2: 165-7)




PIRNAY J-P et al: 2003

“...Modern tip ve bilim, sanat ve spora benzer sekilde, bir is
alani olmustur: hekimler, hastanedeki klinisyenler,
eczacllar, bilim adamlari, politik temsilciler ve hastalar
tuketimciligin yolsuzluk gucleriyle karsi karsiyadir.”

...Bu yuzden, toplumsal nedenler, buyuk olasilikla, cogul
direncli bakterilerin ortaya ¢ikmasi icin gerekli kosullarin
lehinde katkida bulunmaktadir.”

... Super mikrop’larin ortadan kaldirilmalarinin kolay bir
yolu olmasa da onlari sinirlandirmak ve baski altina
almak, bu modern yasam sirkinde bile mumkundur: ¢ikis
yolu parazitlerimizle birlikte evrilmeyi ogrenmekten
gecmektedir.”

(Expert Rev Anti-infect Ther 2003; 1: 523-5)




MIKROBIYOLOJIDE
PYROSEQUENCING

Bakteri tur tanisi

Antimikrobiyal direng (ozellikle tek
nukleotid mutasyonlarina bagli: ornegin,
M. tuberculosis)

Mantar tur tanisi
Virus tanisi, viral yuk, direncg




PYROSEQUENCING

Tek iplikli PCR urunune nukleotit bir primer
eklenerek, DNA polimeraz yardimiyla, DNA
sekanslama islemi baslatilir

Nukleotid yerlesiminde acgiga ¢ikan inorganik
pirofosfat (PPi), ATP sulfurilaz yardimiyla

ATP’ye donusturulur
ATP lusiferaz yardimiyla lusiferini oksitler ve 1sik
olusur

Inkorpore olmayan nukleotidler, bir sonraki
nukleotid eklenmesi isleminden once, apiraz
yardimiyla degrade edilirler




Pyrosequencing™ technology

Polymerase

time




PIROSEKANSLAMA PLATFORMU
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Specific Resistance Mutation:
Linezolid resistance in Enterococci

Quantification of mutated alleles using Pyrosequencing

wt mutant

Homozygous isolate
wt G2576

Homozygous isolate
mutant T2576

Heterozygous isolate
wt + mutant copies

105

Sinclair et al Antimicrobial Agents and Chemotherapy 47 3620-22 2003



CALISMA ALANLARI

Genetik Varyasyon Mutasyon Analizleri

e SNP e Bilinen pozisyonlar

e Ug ve dort allelli SNPler *“Hot spot”lar icerisinde.
e Multipl SNPler bilinmeyen pozisyonlar

e Nokta mutasyonlar
e Insersiyonlar/delesyonlar
e Cogul mutasyonlar

e Multiplexing
e Haplotip

e Out-of-phase _ _

o Allele 6zgiil PCR * Multiplexing

Kantifikasyon Sekans Analizleri

e Allel sikhiginin kantifikasyonu *Ekspresyon profilleme

(AQ) eViral/bakteriyel/fungal tipleme
e Insersiyon/delesyon sikliklari ¢_16S DNA sekanslama

e Heterozigotluk yitimi o Antibiyotik direnci
e Trisomi eTransgenetik

e CpG-metilasyon eKlonlanmis DNA

e Poliploid genomlar smtDNA

e Viral yuk




PEPTIDE NUCLEIC ACID
FLUORESCENT IN SITU
HYBRIDIZATION (PNA-FISH)

Peptit nukleik asitler, floresan reporter
molekullerle birlestirildiklerinde hizli, 6zgul ve
guclu affinite gosteren hibridizasyon kinetiklerine
sahiptirler

PNA problar DNA problarinin taklitleridir, notral
bir omurgaya sahiptirler, bu nedenle de
biyostabildirler

PNA'nin DNA'ya gore goreceli hidrofobik ozelligi,
standart yayma preparatlarinda hidrofobik hucre
duvarini penetre etme yetenegi kazandirir

Hedef genellikle rRNA'dir




Kan kiltaru
yaymasi ve 1
damla fiksasyon
solusyonu
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1 damla PNA
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inkiibasyon

Yikama
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MR _#G(+) kimelesmis kok S.aureus  Non-S. aureus
C. alblcans
PNA FISH
C. albicans Non-C. albicans
E. faecalls
PNA- FISH

E. faecalis Non-enterokok

G(+) ikili/zincirli kok -
Oteki enterokoklar

Floresan
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e GEvER mikroskopla =) 24 saat

inceleme

PNA-FISH UYGULAMASI



HASTA BASI MOLEKULER TANI TEST
SISTEMLERINE ORNEKLER

(d)

(@) (b)

(a) Cepheid, GeneXpert®
(b)Enigma Diagnostic Ltd, PCR-Light®
(c)IQuum |nc., Liat™ Analyzer

(d) HandyLab™ Inc., portable analyzer ,
(Holland CA, Kiechle FL: 2005)
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Mikrobiyoloji
sonuglari

INFEKSIYON HASTALIKLARINDA
HIZLI MOLEKULER TERANOSTIK 1c.u i sorgeron mo: 2002



DNA’YA DAYALI TERANOSTIK TEKNOLOJILERIN
GELECEGI

Ornek hazirlama
DNA
ekstraksiyonu

Real-time PCR

Yatak basi test

Mikrogipler

Ornek hazirlamaile || Cogul hedeflerin

real-time PCR
entegrasyonu

¢ogaltma sonrasi
saptanmasi

Yeni biyosensorler
Cogaltma olmaksizin tek

ya da ¢ogul hedeflerin
saptanmasi

Gunumuz

=2
o>

(Picard FJ, Bergeron MG: 2002)



B Antijen
gauma mikrogipleri

Molekiler
saptama

— Moder_r! e, 'Sentetik
seroloji §.* éé.‘ antijenler

B DNA _4
Sl mikrocip

Dogrudan
saptama

Sekanslama

Flow
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~ Mleri tani ve
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Elektron sistemleri duyarliligi

mikroskopi

Kitle
spektrometre

INFEKSIYON HASTALIKLARININ TANISINDA MODERN YONTEMLER

(Raoult D et al: 2004)



Electrochemical pumps
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Figure 2. Photographs and scanning electron microscope image showing the commercial

12K CustomArray™ with 12,544 microelectrodes mounted in a 1 x 3 inch slide. Each
microelectrode has a size of 44 um in diameter. The 13 silver pads on the left of the silicon array chip
provide electrical connections required for communication with the microelectrode array (large rectangle
in the middle of the chip).




Hibridizasyon ve post-hibridizasyon surec¢leri sonrasinda
mukrofluidik ¢ipi gosteren floresan tarama goruntusu



MIKROCIPLER - NANOCIPLER
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HASTA

\

KLINIK ON TANI

LABORATUVAR TANI HASTA TEDAVISI

Mikroplar ve direng profili

- Virus, bakteri, maya, fungus, parazit g 7177 CED HEEE
- Toksin uretiminde genetik kapasite E—

Antitoksin tedavi

immiinogenetik profilin belirlenmesi

HLA, CCR2, CCR5, SLC11A1 — | Sitokinlerin ya da biyolojik yanit

allellerinin ve/veya IL-12-IFN-y ekseni degistiricilerin birlikte verilmesi
genlerinin genotiplemesi

ilag metabolizma profilinin belirlenmesi Yanit toksik ise ilacin dozunda
degistirme

Evre | (CYP450 ve FMO) ve/veya >

Evre Il (NAT, UGT,MT ve ST) ilag =

Yanit yoksa ila¢ tedavisinde

lizmasi gen allellerinin o
metabolizmasi gen allelle degistirme

genotiplemesi

(Bissonnette L, Bergeron MG: 2006)



