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DM ve diyabetik ayak

«1960 yilindan sonra dogan her iki kadindan biri 100 yasini gorecektir.»
Age and Ageing

Toplumda yasli insan sayisi giderek artmaktadir.
Toplumda diyabetik hasta sayisi giderek artmaktadir.

Diyabetik ayak olgusu her DM’lu hastada degerlendirilmeli,
bilgilendirilmeli, farkindalik olusturulmali, koruyucu tip uygulamalari
oncelenmelidir.



Diyabetik ayak infeksiyonlari

Diyabetik kisilerde ayak yaralari sik goruliar ve sik infekte olur. Bu
infeksiyonlar, 6nemli 6lcide morbiditeye yol acarlar ve alt ekstremite
amputasyonunun da en sik nedenidir.

Diyabetik ayak infeksiyonlarinin yénetimi icin klinisyenlere yardimci
olmak tzere yayimlanmis kilavuzlar vardir.

Sofistike yontemler infeksiyonun daha hizli ve daha duyarl tanisi icin
umut vermektedir.

Diyabetik ayak infeksiyonlarinin tani ve tedavisinin maliyet etkin olarak
nasil yapilacagina iliskin calismalar sirmektedir.



DAI ydnetiminde Mikrobiyoloji

Yazyil askin suredir etken mikroorganizmayi belirleme yontemi ayni
kalmistir-yara yeri kiltarda.

Klinisyen icin en 6nemli parametre etken bakterinin ve duyarlliginin
bilinmesidir ama kultur sonuclari vakit alici oldugundan tedavi ampiriktir

ve genis spektrumludur.

Genis spektrumlu ampirik tedavi; dirence, maliyete ve yan etkiye neden
oldugu gibi klinisyende kultiir alma gerekliligi konusunda stiphe
olusturmustur.



DA Ulserlerinde degerlendirme

Diyabetik bir hastada
iki haftada iyilesmeyen cilt lezyonu
iskemik mi yoksa noropatik bir nedene mi bagl
yaranin suresi, genisligi, derinligi, kokusu, osteomiyelit varligi ve aldigi
tedaviler

yaranin temizlenmesi, nekrotik veya gangrendz materyalin debridmani
ve kor uclu steril bir prop kullanilarak kemik ile temasin arastiriimasi

kultur icin derin doku 6rnegi ya da pos varliginda aspirasyon

Yizeysel strunti kalturleri kolonizasyonu yansitmasi nedeniyle
onerilmez.
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Bakteriyel infeksiyonlarin yonetimi

Bakteriyel infeksiyonlarin etkin yonetimi, etken mikroorganizmanin
dogru ve hizli bir sekilde tanimlanmasina baglidir.

Bakteriyel infeksiyonlarin hizli ve dogru tanisi, hastaligin uygun
yonetimini saglarken, taniya yonelik gereksiz ek testleri, gereksiz
antimikrobiyal kullanimini, bunun sonucunda antimikrobiyal direnc
gelisimini dnlemekte ve gereksiz hastane yatislarini azaltmaktadir.

Dogru ve hizli tani, gereksiz inceleme ve gereksiz tedaviyi onlemesi ile
maliyet Uzerinde etkilidir.



Bakteriyel infeksiyonlarin yonetiminde
Mikrobiyoloji Laboratuvarinin rolu

Bakteriyel infeksiyonlarin kontrol klinik mikrobiyoloji
laboratuvarinda etyolojik ajanin saptanma yetenegine baglidir.

Bakteriyel infeksiyonlarda uygun tedavi kararinin verilmesi, bakteriyel
patojenin saptanmasi, tanimlanmasi ve antibiyotik duyarllik
testlerinin yapilmasina bagldir.

Ancak, tim bu yontemler zaman alici olmalari ve yuksek oranda
manuel islem gerektirmeleri nedeniyle patojen temeline dayali hasta
yonetimini geciktirmektedir.



Klasik yontemler

Mikrobiyolojide birinci basamak; etken mikroorganizmanin

Muayne maddesinde gdsterilmesi
Kaltirandn yapilmasi
Identifiye edilmesi

Antimikrobiyal duyarliligin arastirilmasidir.



DAI-Klasik yontemler

Hastanin dnceki hastaneye yatisi
onceki kultlr sonuclari

onceki tedavileri

Alinan 6rnegin Gram boyama yaymalari
Aerobik ve anaerobik kiltlir yontemleri
Kromojenik agar besiyerleri

Otomatize tani sistemleri



DAI-Klasik yontemler

DAI, uzun sireli kronik tlserler zemininde gelisir.

Birden fazla sayida mikroorganizma izole edilebilir.

Izole edilen mikroorganizma her zaman hastalik etkeni olmayabilir.







Molekuler yontemler
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MOLECULAR DIAGNOSIS OF SEPSIS:

NEW ASPECTS AND RECENT DEVELOPMENTS
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FISH PCR
Arrays Multiplex PCR
Probe hybridization Broad-range PCR

PCR + hybridization
PCR + sequencing
PCR + MALDI-TOFF
MS

Proteomics
Spectrometry
Phage assays




Polimeraz zincir reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) nukleik asit tanisinda en sik kullanilan yontemlerden
biridir.

PCR, DNA varligini saptamaya yonelik bir ydntem olmasi nedeniyle hem canli hem 6li
hicreden kaynaklanan pozitif test sonucu verebilmektedir.

Nukleik asit amplifikasyon yontemlerinde ntkleik asit kalitesinin yeterli olmamasi 6zgul
olmayan primer birlesmesine neden olarak sonucun yanlis degerlendirilmesine yol
acabilmektedir.

Bu nedenle, yeni amplifikasyon temelli yontemler cogaltilacak hedef molekuli 6zgul
olarak saptamak ve tanimlamak amaciyla 6zgul hibridizasyon problarini kullanmaktadir.



Amplifikasyona dayali olmayan nukleik
asit temelli yontemler

Kiltar pozitifligi sonrasinda, bakterinin konvansiyonel fenotipik testlerden daha
hizli bir sekilde tanimlanmasini saglayacak molekuler yontemlerden biri de peptit
ve/veya nikleik asit problariile tanisinin konulmasidir.

“Fluorescent-labeled peptide nucleic acid fluorescent in situ hybridization (PNA-
FISH)” (AdvanDx, ABD), DNA’y: taklit eden floresan ile isaretli peptit nikleik asit
molekullerinin kullanilmasi ile bakterilerin rRNA genlerini hedefleyen problardan

olusmaktadir.

Floresan in situ hibridizasyon temelli yontem, 3 saat gibi kisa sirede test sonucu
verebilmektedir.



Proteomik temelli teknoloijiler

“Matrix associated laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry
(MALDI-TOF MS)”, bakterileri proteomik profillerini belirleyerek tanimlamaktadir.

Bakteri virulans faktorleri veya antibiyotik direncini de tanimlayabilme 6zelligine
sahiptir. Birka¢c dakika icinde izole edilen mikroorganizmanin tanimlanmasi veya
tiplendirmesi gerceklesebilmektedir.

Kaltir sonrasi bakteri tanimlanmasinda %95.4 oraninda duyarlilik gostermektedir.

Kisitlayici 6zelligi dogrudan klinik orneklere uygulanamamasi ve analiz icin
bakterinin kultirine ihtiyac duyulmasidir.



“Microarray” yontemleri

Ozgul hibridizasyon problarinin kati bir faza tutturularak isaretli hedef
molekullleri saptamaya vyonelik olan kati faz hibridizasyon yontemi, ilk
kullanildiklarinda mikroplak cukurlarinda immobilize edilen 6zgul problarin tek
bir parametreyi saptama ve tanimlamasina yonelik olarak gelistirilmistir.

Daha sonra coklu problarin nitroseltiléz veya naylon membranlara tutturulmasi
ile “macroarray” yontemleri ortaya cikmistir.

Microarraylerin 200-300 um ¢apindan daha klcuk noktalar halinde hazirlanmasi
ile bakteriyel menenjit, solunum sistemi infeksiyonu ve endokardit gibi
hastaliklarin tanisinda hizh, duyarh ve 6zgll tani imkani dogmustur.



Multipleks ve real-time PCR temelli
yontemler

Cok parametreye dayali PCR yodntemleri, ilk defa kan dolasimi
enfeksiyonlarinin tanisinda ortaya cikmis, 40 farkl bakteri ve mantar
patojeninin dogrudan kan dérneginden tanimlanmasini saglamistir.

Boylece, tanisal olarak disuk duyarlilik ve 6zgullige sahip kan kultlra
yonteminin yerini alarak daha duyarli, daha 6zgil ve daha kisa strede
ornekten dogrudan mikrobiyal patojenin tanisina olanak dogmustur.



Coklu direncli mikroorganizmalarda
hizli tani

Coklu direncli bakteriler, 6zellikle metisiline direncli Staphylococccus
aureus, vanomisine direncli enterokoklar ve genislemis spektrumlu
beta-laktamaz Ureten Enterobacteriaceae lyeleri, tim dinyada oldugu
gibi ulkemizde de dnemli infeksiyon etkenleridir.

Son vyillarda, bu mikroorganizmalarla kolonize hastalarin hizla
saptanmasi icin cesitli fenotipik ve genotipik yontemler gelistirilmistir.



Bakterinin virulans faktorleri

Bakterinin direnc genleri

Konagin infeksiyon ya da inflamasyon belirtecleri aranabilir.







Miniaturized Oligonucleotide Arrays

A new tool for discriminating colonization from infection due to
Staphylococcus aureus in diabetic foot ulcers
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International Working Group on the
Diabetic Foot, one of the major con-
cerns in diabetic foot pathology is how
to differentiate infection from coloniza-
tion and, thus, grade 2 (or higher) from
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grade 1 ulcers according to the IDSA
classification system (4,5). As microor-

1. . 1 .1 rooue 1 .- . 1- . 1 s
Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4 Total Gl ws. G2 Gl vs, G2—4*
MNumber of strains 24 (28.2) 23 (27.1) 28 (32.9) 10(11.8) 85 (100) N N
Resistance genes mecA T (20.2) 9 {30.1) 14 {50.0) T A{T0.0) 37 {(43.3) — —
blaz 22 {(91.7) 22 {(95.7) 28 (100D 10 {100 82 (96.5) _ _
ermA 3({12.5) T ({(20.2) Q{32.1) 4 {(40.0) 23 (27.1) —_— —_—
ermC 6 (25.0) T (202 10 {35.7) S {(50.0) 28 (32.9) — —
aadD 2 (8.3 3(13.0) 14 (50.0) 1 {10.0) 20(23.5) —_ 0.04
vansd — — — — — —_— —
vanB — — — — — —_— —_—
vanz — — — — — R S
Virulence genes
luks 2{8.3) 18 {78.3) 24 (85.7) 10 {100 54 {(63.5) =(0.001 =< (.001
lukF 2 (8.3 20 (88.0) 26 {92.9) 10 (100) 58 (68.2) =0.001 =001
lukS-PV and lukF- S S S 1 {10.0) 1(1.2) E— —
PV
sed 2 (8.3 8 (34.8) 19 {67.9) 8 ({80.0) 37 (43.5) =0.001 =001
sek — 4 {(17.4) — 4 (40.0) 8 (9.4 O.04 _
none 22 {(01.7) 1 (4.3 S — 23 (27.1) =001 == 0.001




Diabetic Foot Infections: Microbiology
Made Modern?

Array of hope

£ 3 L 3

Howewver, better microbioclogy detection
methods will be of no value unless clinicians
send laboratories optimally obtained speci-
mens, i.e., tissue samples collected after
wound cleansing and debridement. Apply-—
ing what we alreadvwv know about sending a
good specimen to get a good result should
Improve our antibiotic prescribing now
while we wait for the exciting innowvations in
climical microbiology that appear to be com-
ing in the near future.

BErMjAanMIMa A, LiPsKyY., MDD, FACP, FIDSA



BIVIC Microbiology

Research article

Survey of bacterial diversity in chronic wounds using

Pyrosequencing, DGGE, and full ribosome shotgun sequencing
Scot E Dowd*!, Yan Sun?, Patrick R Secor3, Daniel D Rhoads?,
Benjamin M Wolcott?, Garth A James3? and Randall D Wolcott2

Abstract

Background: Chronic wound pathogenic biofilms are host-pathogen environments that colonize
and exist as a cohabitation of many bacterial species. These bacterial populations cooperate to
promote their own survival and the chronic nature of the infection. Few studies have performed
extensive surveys of the bacterial populations that occur within different types of chronic wound
biofilms. The use of 3 separatel 65-based molecular amplifications followed by pyroseguencing.
shotgun Sanger seguencing, and denaturing gradient gel electrophoresis were utilized to survey the
major populations of bacteria that occur in the pathogenic biofilms of three types of chronic wound
types: diabetic foot ulcers (D), venous leg ulcers (V). and pressure ulcers (P).

Results: There are specific major populations of bacteria that were evident in the biofilms of all
chronic wound types, including Staphylococcus, Pseudomonas, Peptoniphilus, Enterobacter,
Stenotrophomonas, Finegoldia, and Serratia spp. Each of the wound types reveals marked differences
in bacterial populations, such as pressure ulcers in which 62% of the populations were identified as
obligate anaerobes. There were also populations of bacteria that were identified but not recognized
as wound pathogens, such as Abiotrophia para-adiacens and Rhodopseudomonas spp. Results of
molecular analyses were also compared to those obtained using traditional culture-based
diagnostics. Only in one wound type did culture methods correctly identify the primary bacterial
population indicating the need for improved diagnostic methods.






Nanoteknoloji

Nano boyutlarda islenmis alet ve cihazlari kullanarak insan biyolojisi
ve sagliginin molekuler dizeyde incelenmesi, tedavisi, yeniden
yvapilanmasi ve kontrolu olarak tanimlanabilir.

Mikrodizilim teknolojisi, enfeksiydz hastaliklarda genlerin rollerini
aydinlatmada, arastirmalarin geleneksel yontemlerden entegre
vaklasimlara kaymasina yol acan devrimci bir aractir.




Nanoteknoloji

R RES™ x Isaretlenmis

Ti 1121&1 ce veyﬁ buﬂerce 11]1]{1‘91}1}*31 hedef 1¢cin DNA T
problu ¢ipler hazirlandiginda enfeksivon hastalikla-

rimin tamisimun kolavlasmas: hedeflenmektedir. Bu
tiir ¢cipler bilinen tiim bakteriyel 1la¢ direng genlerim
icerecek sekilde hazirlanabilecek, bakteriyvel genler-
le birlikte patojen ve konak kromozomal faktorler  dims
de belirlenebilecek wve hasta ile uyumlu optimum
1lacglarmn listes: olusturabilecektir. Ek olarak tedawvi-
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Sekil 2. Mikrocip (oligonukleotitcip) siklusu (21 nolu
Sekil 1. Mikro Total Analiz Sistemi (L TAS)%® kaynakdan degistirilerek uyarlanmistir.)
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Sonsoz

lyi alinmis ornek

lyi degerlendirilmis klinik tablo
lyi degerlendirilmis Gram ve kiltiir sonucu
Hizli besiyerleri, otomatize sistemler
Molekdiler testler
Nanoteknoloji
AMAC: Dogru tani, erken ve uygun tedavi
SON HEDEF: Amputasyonun onlenmesi
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