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Fenotipik yontemlerden direng
mekanizmasina

+ Antibiyotik diren¢ mekanizmasini bilmek
neden onemli ?

* "Yorumlu antibiyogram” ne demek ?



Antibiyotik duyarllik test
sonuclari
* Duyarli
» Direncli
* Orta derecede duyarl

Tedavi bu sonuglara gore diizenlendiginde
antibiyotiklere karsi direncin siklikla

ayni mekanizma ile gelistigi gozard:
edilmektedir.




Fenotipten genotipe
"Yorumlu antibiyogram”

» Antibiyotikleri grup olarak ele alip, altta
yatan direnc mekanizmasini da
gozoninde bulundurarak antibiyotik
duyarlilik paternlerini incelemek ve
rapor etmek

» Antibiyotik tedavisini yonlendirmede
daha dogru ve basaril

!

AKILCI TEDAVI SECIMI




Yorumlayarak okuma igin:

» Bakterinin tir dizeyinde dogru
tanimlanmasi

* Duyarlilik testlerinin standart bir
yontemle uygulanmasi

* Cok sayida antibiyotigin test edilmesi

» Sonuglarin standart kriterlere goére
yorumlanmasi,

gerekir.



Antibiyotik duyarlilik sonuglarint
okumada ozellikle dikkat edilecekler

» Beklenmeyen direncin saptanmast

» Belli patojenlerde direngli mutantlarin

segimine yol agabilecek antibiyotiklerin
bilinmesi

» Antibiyogramda indikator ilaglarin
kullaniimasi



Gram pozitif bakterilerde
beklenmeyen ve mutlaka dogrulanmast
gereken direng ornekleri

» S.aureus : glikopeptid, linezolid,
quinupristin/dalfopristin

» Koagtilaz negatif stafilokoklar: vankomisin,
linezolid

+ S.pneumoniae : glikopeptid, linezolid,
meropenem

+ Grup A, B, C, G beta-hemolitik streptokok:
penisilin, glikopeptid, linezolid

+ Enterokok: ampisilinle birlikte
quinupristin/dalfopristin; teikoplanin, linezolid



Direngli mutantlarin segimine yol
agabilecek antibiyotikler

» Stafilokoklar: fusidik asit, rifampisin,
florokinolonlar

» Eritromisin direncgli stafilokok: klindamisin
+ S.pneumoniae. siprofloksasin

Mutasyon riski enfeksiyon bdlgesindeki

antibiyotik konsantrasyonuna gore degisir




Indikator antibiyotikler

» Sadece kendine degil, ayni zamanda ayni
gruptaki diger antibiyotiklere de direng
olusturan mekanizmay! saptamak igin
kullanilan antibiyotik



Bakteri

Indikatér (direncli
bulunan) ajan

Cikarilan sonuc

Stafilokoklar

Sefoksitin/oksasilin

Tum p-laktamlara
direncli

Stafilokoklar

Eritromisin

Indiiklenebilir
klindamisin direnci
olasiligi

Stafilokoklar

Eritromisin ve

Konstitiitif MLS,

klindamisin direnci
Pnomokoklar Oksasilin Penisilin direnci
olasilig
E.faecalis Ampisilin Tir dizeyinde

tanimlamada hata
(E.faecium?) veya
nadiren kazanilmis
direng




Stafilokoklarda direng
fenotipinden genotipe

Stafilokoklarda p-laktam direnci:
- Penisilinaz
- mecA ——PPB2a— MRSA
- p-laktamaz asiri Gretimi (BORSA)

» CLSI: Stafilokoklarda penisilin ve
oksasilin (sefoksitin) duyarliliklarinin
saptanmasi ile Tim p-laktam ajanlar igin
yorum yapilabilmektedir



Stafilokoklarda p-laktam
duyarlihginin saptanmasi

+ Disk diflizyon:
- 1 g oksasilin/30 pg sefoksitin

- Mueller Hinton agar
» Sivi mikrodillsyon:

- 4 ug/ml sefoksitin
- Katyon ayarli Mueller Hinton buyyon

* Agar dillsyon:
- 6 pg/ml oksasilin
- %4 NaCl igeren Mueller Hinton agar

33-35°C'de normal atmosferde inkiibasyon




Stafilokoklarda p-laktam direng fenotipleri

Mekanizma Penisilin 6 b-laktamaz  Penisilinaza Sefalosporinler

Aminopenisilin inhibitorli  direngli Karbapenemler
p-laktamlar  penisilinler

Dogal S S S S

Penisilinaz R S S S

mecA geni R R R Ra

(+) (MRSA)

BORSA R S/R R S

@ Bu ajanlar in-vitro duyarh géziikebilirler, ancak klinik tedavi sonuglari basarisiz oldugu igin “direngli"
olarak bildirilmelidirler




Ornek
antibiyogram:
PEN: R
AMP: R
AMC/CLAV: S
FOX: R
CEC: S
IMP: S
GEN: R
CIP: S
ERY: R
CLI: S
TET:R

\

J

Yorum:

Coklu direngli _,
MRSA

Yorumlu rapor:

PEN: R
AMP: R
AMC/CLAV: R
FOX: R
CEC: R
IMP: R
GEN: R
CIP: S
ERY: R
CLI:?
TET:R



Stafilokoklarda direng
fenotipinden genotipe

Stafilokoklarda glikopeptidlere azalmis duyarlilik

+ Tlk kez 1997'de T aponya'da, daha sonra Avrupa
ve ABD'de vankomisine duyarliligi azalmis (MIK 8
ug/ml) S. aureus suslari —VISA/GISA

+ 2002 ABD VRSA suslari



Stafilokoklarda glikopeptid
duyarlihginin saptanmasi

+ Disk difiizyon VISA saptanmasi igin yeterli degil |

* Vankomisin agar tarama: 6 pg/ml vankomisin
iceren BHIA®

- Konfirmasyon: MIK sonucu
- Mikrodilisyon ~
- Agar dilisyon -
- E-test

24 saat inkibasyon
35°C

-

a Beyin kalp infiizyon agar (Vankomisin MIK 4 ug/ml olanlar iremeyebilir | )



VISA - hVISA - VRSA

* Vankomisin MIC 4-8 ug/ml: VISA
» Vankomisin MIC >16 ug/ml: VRSA

} CLST 2009

* hVISA: MICe gore vankomisin duyarl
olan bazi suslarin iginde > 4 pug/mil
vankomisin igeren BHIA'da lreyebilen
bir subpoptilasyon varlig:

- PAP (population analysis profile) ile saptanir



VISA

+ VISA-VRSA sipheli izolat:

- Klindamisin, daptomisin, linezolid,
kinupristin/dalfopristin, rifampin, TMP-SXT
mutlaka test edilmeli

- hVISA:

- Popiilasyon analizi: altin standart

- E-test: Buyuk inokulum (McFarland 2), 48 saat *
Makro E-test
» Vankomisin ve teikoplanin MIC > 8ug/ml
- Teikoplanin MIC > 12 pg/ml
+ %1.5-2 yanlis (+)



Mu50 makro E-test: Direngli
kolonilerin zon i¢i liremesi




From CDC Lab

- Vankomisin disk testinde vanA geni tasiyan VRSA izolatlar: belirlenebilir.
- Inhibisyon zonu gozlenmeyen izolatlarin tir diizeyinde tanilarinin
dogrulanmasi gerekir.




Stafilokoklarda direng
fenotipinden genotipe

Stafilokoklarda MLS grubu ajanlara direnc
(Makrolid, linkozamid, streptogramin)
+ Hedef bélgede modifikasyon:

- 23S rRNA'daki adeninin metillenmesi (erm metilaz)
- ermgeni: indiklenebilir veya yapisal
» Antibiyotigin inaktivasyonu:
- Asetiltransferaz, hidrolaz, nikleotidiltransferaz
- Tlacin aktif pompalanmas:
- msrgeni
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Ribozomal metilasyon

erm genleri

!

erm methyl transferaziar

g

A2058'in metilasyonu/dimetilasyonu

!

MLS grubu ile hidrojen bagi olusumu engellenir

!

MLS; grubuna ¢apraz direng



eeeeeeeeeeeeeee

* MLSB direnci:

- Konstitutif: cMLSy —» yliksek dizey,
¢apraz direng ( 7um MLS grubu ajaniara
direng)

- Indiiklenebilir: iMLSg = diisiik diizey
makrolid direnci, klindamisin duyarhligi (?)

-14 ve -15 Uyeli makrolidlerde bulunan
“kladinoz" halkas: indiikler

+ Ketolidlerde "kladinoz" yok —p indiiklenme yok



- Stafilokok:

- msr(A) genleri==p ATP-bagimli bir pompa
==p -14, -15 Uyeli makrolidler, streptogramin B
atilim == MS; fenotipi

(indiiklenebilir), klindamisin'e duyarli !l!

-14, -15 uyeli makrolidler
(streptogramin B indiiklemez)

rRNA metilazlarin neden
oldugu direngten daha

diisiik diizeyde makrolid
direnci




MLS; direng fenotiplerinin

saptanmasi

- Indiiklenebilir klindamisin

direnci:

- Disk difiizyon testi: D-zone test
- Eritromisin direngli, klindamisin duyarl veya

orta direncli stafilokok sus
» Eritromisin (15 yg) (ortada),
streptogramin B (25 ug) disk

- Disk aralari 15*-26 mm (CLSI)

ari igin
klindamisin (2 wg),

eri

» Ayni gukurda 4 pug/ml eritromisin ve 0.5 ug/ml
klindamisin (sivi mikrodiltisyon yontemi)



Efflux mediated erythromycin resistance.

Resistant to erythromycin (and without
further  testing to all other macrolides)
but susceptible to  clindamycin.

No resistance mechanisms detected.
Susceptible to erythromycin (and without
further testing to all other macrolides) and
clindamycin.

Target site modification -- inducible
resistance. Resistant to erythromycin
(and without further testing resistant to
all other macrolides) and clindamycin.

Target site modification --

constitutive resistance. Resistant
to erythromycin (and without
further testing resistant to all

other macrolides) and clindamycin.



klindamisin

eritromisin

\
\

| M fenotipi



Indiiklenebilir klindamisin direnci var

!

Klindamisine direngli olarak rapor edilir

veya

!

Izolatin klindamisin direncli oldugu kabul
edilmektedir ancak klindamisin baz:
hastalarda yine de etkili olabilir, yakin
tedavi izlemi gerekir



Stafilokoklarda MLS direng fenotipleri

ERY CLI Q/D VYorum Yapilacak islem ve rapor
S S S Dogal duyarli Duyarli
R S S Disa atim pompasi | D zon testi yap
veya iMLS, D zon (+) ise "CLI direncgli "
R R S cMLS, Makrolid ve linkozamidlere
direncli




Stafilokoklarda direng
fenotipinden genotipe

Stafilokoklarda aminoglikozidlere direng

* Ribozomal hedeflerde degisiklik
+ Tlacin hiicreye girisgi veya birikiminde azalma
- Enzimatik direng

- Aminoglikozid Modifiye eden Enzimler (AME)
- N-acetyltransferase’lar (AAC)
- O-phosphonotransferase’lar (APH)
* O-nucleotidyltransferase’lar (ANT)



* AAC (6')-APH (2") — streptomisin
disi tim AG'lere yiiksek diizey direng
» ANT (4) ——neomisin, tobramisin,
amikasin direnci

- Plazmid kontroliinde —. konjugasyon
mec bolgesine —. AG direngli MRSA
suslari




Stafilokoklarda aminoglikozid direng fenotipleri

GEN NET TOB AK KAN Yorum Yapilacak iglem ve

rapor

S |S |S |S |S |Dogd Duyarli
S R |S |R |ANT(#4) KAN, TOB, AK direngli

R |R/S |R/S [R/S |R/S |APH(2")/ | Tiim AG'lere direncli
AAC(6)
S |s |s |s IR |APH(®3) KAN ve AK direncli

R/r |R/r |R/r |R/r |R/r |Gesirgenlikte | Tim AG'lere diigik
azalma diizey direngli




Pnomokoklarda direng fenotipinden
genotipe

Pnomokoklarda penisilin direng
mekanizmasi

PBP yapisinda degisiklik

"Mozaik gen”

olusumu
Dogal transformasyon

Spontan kromozomal
mutasyon




* pbp: transpeptidaz, karboksipeptidaz

+ pbpla, 2b, 2xde mutasyon == p-laktam
direnci

*+ pbpZb ve pbpZx'de mutasyon

‘ Distk diizey direng
@pbp]a' a mutasyon

Yiiksek diizey direng




Direncli Pnomokoklar

* Kromozomal genlerde mutasyon —~
- Florokinolonlar

- Makrolidler
- Ketolidler
- TMP-SXT
» Transformasyon —»@ai K 9@
- p-laktamlar
- TMP _/

» Direng genlerinin kazanimi ~
- Aminoglikozidler

- Kloramfenikol

- Makrolidler/Linkozamidler/

Streptograminler

- Tetrasiklinler

Replikasyonla
aktarihir

Konjugasyonla
aktarilir




Pnomokoklarda direng fenotipinden
genotipe

Pnomokoklarda p-laktam direnci

- Ozellikle menenjit durumunda penisilin
duyarliliginin saptanmasi onemli
- 1 yg/ml oksasilin diski ile farama

- BOS izolatlarinda penisilin, sefotaksim/
seftriakson, meropenem, vankomisin MIK
bakilmal




Pnomokoklarda direng fenotipinden
genotipe

* Menenjit-digi pnomokok izolatlar::

- Penisilin MIK <0.06 ug/ml (oksasilin zon >20
mm) — ampisilin, sulbaktam-ampisilin,
sefaklor, sefpodoksim, imipenem,
lorakarbef ve meropeneme duyarli (Bu
ajanlarin test edilmesine gerek yoktur)

- Penisilin diisiik veya yiiksek diizey direng
saptandiginda sefotaksim ve seftriakson
MIK degerleri belirlenmeli




Pnomokoklarda direng fenotipinden
genotipe

Pnomokoklarda makrolid direnci

» Hedef bdlgede modifikasyon:

- 23S rRNA'daki adeninin metillenmesi (erm
metilaz)

- erm geni: indiklenebilir veya yapisal
+ Aktif pompa ile atilim:
- mef geni




Pnomokoklarda MLS direng fenotipleri

ERY CLI Q/D VYorum Yapilacak islem ve rapor
S S S Dogal duyarli Duyarli
R S S Disa atim pompasi | D zon testi yap
veya iMLSg D zon (+) ise "CLI direncgli "
(Heniiz CLST onay: yoktur)
R R S cMLS,/iMLS, Makrolid ve linkozamidlere
direncli

Strepkoklarda klindamisin de indikleyici olarak etki gosterebilir.



Enterokoklarda direng fenotipinden
genotipe

+ Sefalosporinler, aminoglikozidler (yiiksek
diizey direng taramasi harig) klindamisin,
TMP-SMX in-vitro etkin goziikseler de klinik
olarak enterokoklara etkisiz — duyarl
olarak rapor edilmemelidir.



Enterokoklarda b-laktam direnci

- E.faecalis: p-laktamaz (+)

- E.faecium : disik p-laktam afinitesi olan
PBP5 yapimi + PBP5'de mutasyonlar

* p-laktamaz (-), penisilin duyarli — ampisilin
duyarl
+ Ampisilin duyarli )& penisilin duyarl



Enterokoklarda p-laktam direng fenotipleri

E.faecalis
PEN AMP  AMC Herhangi bir IMP/ Yapilacak islem ve
/AMX sefalosporin  MEM rapor
r S S S S Dogal Sefalosporinlere
direncgli
R R S R/S S p-laktamaz | PEN, AMP,
(+) sefalosporin
direncgli
R R R R R E.faecium | Tir diizeyinde tani
??? dogrulanmali




Enterokoklarda p-laktam direng fenotipleri

E.faecalis

PEN AMP  AMC Herhangi bir IMP/

Yapilacak islem ve

/AMX sefalosporin  MEM

rapor

R S S S S Dogal Sefalosporinlere
direncgli
R R R S/R R PBP5 Timi direngli
varligina
bagli

direng




Enterokoklarda glikopeptid direnci

» Duvar sentezi sirasinda yeni bir peptidoglikan
prekirsorinin olusumuna bagli

» Yeni prekirsorde D-Ala-D-Ala’'nin yerini D-
AIIGSD—Lac alir (VanC fenotipinde D-Ala-D-Ser
alir

+ Kazanilmig direng:

- VanA, VanB, VanD, VanE, VanG fenotipleri
* Dogal direng:

- VanC fenotipi

- E.gallinarum, E.casseliflavus, E.flavescens



Enterokoklarda vankomisin direcinin
saptanmasi

* Vankomisin agar tarama: 6 ug/ml
vankomisin iger'en BHIA (Beyin kalp infiizyon agar)
- Konfirmasyon: MIK sonucu

- Mikrodiliisyon

- Agar dilisyon

- E-test

* VanA ve VanB tipi direnci VanC'den ayirt

etmek i¢in hareket ve pigment yapimi
test edilmelidir.



Enterokoklarda glikopeptid direng fenotipleri

Fenotip Vanko Teiko Ekspresyon Kodlandigi yer Konjugasyonla Bulundugu tiir

MIK MIK gegis
VanA | 64- 16- | Indiiklenebilir | Plazmid + E.faecalis,
>1024 h12 Transpozon EfaeC/Um,
E.durans,
E.gallinarum
VanB | 4- 0.5-1 | Indiiklenebilir | Cogunlukla + E.faecium,
1000 kromozom E.faecalis
VanC |2-32 |<05 |Yapisal Kromozom - E.gallinarum,
E.flavescens,
E. casseliflavus
VanD |64 4 Yapisal Kromozom - E.faecium
(cok nadir)
VanE |16 0.5 | Indiklenebilir | Kromozom - E.faecalis
(nadir)




Enterokoklarda MLS direnci

- E.faecalis:

- Linkozamidler ve streptogramin A'ya dogal
direncli

- Bakterinin tanimlanmasinda bir kriter olarak
kullanilabilir

» MLS diren¢ mekanizmalart:

- Hedef modifikasyonu (indiiklenebilir/yapisal)
- Atim pompasi

- Antibiyotik inaktivasyonu



Enterokoklarda MLS direng fenotipleri

E.faecalis
ERY CLI Yapilacak islem ve rapor
S S Dogal CLI veQ-D direngli
R S IMLS, Tumdne direngli
R R cMLS, Tumine direngli
R/S |R/S Tir diizeyinde Eger AMP de direngli ise
tanimlama hatasi biyiik olasilikla £.faecium




Enterokoklarda MLS direng fenotipleri

E.faecium

ERY CLI Yapilacak iglem ve rapor

S S Dogal

R S IMLS, D zon testi. CLI zonunda
indiiklenme varsa, "iMLS,
(+), CLI dikkatli
kullaniimah”

R R cMLS, ERY, CLI direncli

R/S |R/S Tir dizeyinde Eger AMP duyarli ise

tanimlama hatasi,
nadiren Q-D pompa ile
atihm

biyiik olasilikla £.faecalis




Enterokoklarda aminoglikozid direnci

- Enterokoklar AG'lere dogal olarak disuk dizey

direncli

- AG'lerin enterokoklarin hiicre zarindan gegisleri
gug

- AG'lere yiiksek diizey direnc (HLR) (MIK>1000

Hg/ml) saptanmasi onemli

- 120 pg/ml genta diski veya 500 pg/ml genta iceren
tup dillsyon veya agar dillisyonda lreme

- HLR varsa, hiicre duvarina etkili ajanlarla olan
sinerjik etki engellenir |



Enterokoklarda aminoglikozid direng fenotipleri

E.faecalis

GEN NET TOB AK KAN NEO Yorum

R R R R R R Dogal diisiik
diizey direng

R R HLR |HLR |HLR |R ANT(4")

HLR |R HLR |R HLR |R APH(2")/AAC(6)

R R R R HLR |HLR |APH(3")

R R R HLR |HLR |HLR | APH(3)IIT




Enterokoklarda aminoglikozid direng fenotipleri

E. faecium

GEN NET TOB AK

R R R R R R Kromozomal
AAC(6'), yapisal

R R HLR |HLR |HLR |R ANT(4)

R R R R HLR |HLR | APH(3")

R R R HLR |HLR |HLR |APH(3)III




