MAKALE SUNUMLARI

Dr. Ferda Tunckanat
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali



ANTIMICROBIAL AGENTS AND CHEMOTHERAPY, Sept. 2010, p. 3812-3816 Vol. 54, No. 9
0066-4804/10/$12.00  doi:10.1128/AAC.00309-10
Copyright & 2010, American Society for Microbiology. All Rights Reserved.

High-Level Azithromycin Resistance Occurs in Neisseria gonorrhoeae
as a Result of a Single Point Mutation in the 23S rRNA Genes"

Stephanie A. Chisholm,'* Jayshree Dave,” and Catherine A. Ison'

Sexually Transmitted Bacteria Reference Laboratory, Centre for Infections, Health Protection Agency, 61 Colindale Avenue,
Colindale, London NW9 5HT," and Scouish Bacterial Sexually Transmitted Infections Reference Laboratory,

el

Roval Infirmary of Edinburgh, Edinburgh,” United Kingdom




I

Neisseria gonorrhoeae’ de yuksek duzey
azitromisin direncinin 23SrRNA nin peptidil
transferaz bolgesinde olusan tek bir nokta
mutasyon ile ortaya ciktigini gosteren ilk
calisma
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Neisseria gonorrhoeae suslarinda yuksek duzey
azitromisin direnci (AZM-YD)

[12001— Arjantin
112004 —s iskogya
12007 — Ingiltere,Galler, Italya

Mekanizma ?

Dusuk duzey azitromisin direnci (MIC= 1-4 mg/L)
Mekanizmalar:

1 23SrRNA daki degisiklik

Enzimatik (ermB, ermF )
Mutasyonel (C2611T)

0 Geri atim pompalari
MtrCDE pompasi (mtrR )
MacA-MacB sistem (mef)
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Calismanin Amaci:

Yuksey duzey azitromisin direnci gosteren
Neisseria gonorrhoeae suslarinda direng
mekanizmasinin arastiriimasi
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Gerec ve Yontemler:
Bakteriyel izolatlar

Toplam 57 izolat
Tiplendirme: NG-MAST
Duyarlilik testleri: E-test

119 izolat — yuksek duzey AZM direnci
(10'u Iskogya, 7’si Ingiltere, 1 izolat Galler, 1 izolat
Irlanda)

026 izolat —> orta direng (MIK= 2-8 mg/L) (Ingiltere)

0 12 izolat —s duyarl (MIK=0.06-0.25 mg/ml)
(8'i Ingiltere, 4’U Iskocya)
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Gerec ve Yontemler:

PCR amplifikasyonu ve dizi analizi ile AZM
direnc mekanizmasinin arastiriimasi

157 izolatta— 23SrRNA’'nin peptidil transferaz
bolgesini kodlayan 4 farkli alel (PCR ve dizi analizi)

045 AZM-YD ve 4 duyarli izolatta — mtrR promotor
bolgesi-MtrCDE pompasi- (dizi analizi)
mutasyon varligl acisindan arastiriimis

1 Bu 49 izolatta — ermA, ermB, ermC genleri (PCR)
arastiriimis
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Gerec ve Yontemler:

AZM yuksek direncinin in vitro secilme deneyleri

14 duyarli izolat eritromisinin seri dilusyonlari
(8-0.5 mg/L) ile hazirlanan besiyerlerine ekilmis.

Ureme gOsteren bakterilerin eritomisin ve AZM igin
MIK degerleri E-test ile belirlenmis.

0 Eritromisin MIK degerinde artis saptanan suslarda
test her defasinda daha yuksek eritromisin
konsantrasyonlari kullanilarak tekrarlanmis

(Baslangi¢ konsantrasyon MIK degerinin iki kat
olacak sekilde).
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Gerec ve Yontemler:

Transformasyon denevyleri

0 AZM duyarl laboratuvar suslari ile AZM-YD
izolatlarin genomik DNA lari ya da 23SrRNA
amplikonlar birlikte inkube edilerek gercgeklestiriimis.

)
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Sonuclar
AZM YD direnc mekanizmasina iliskin sonuclar

19 yuksek direngli izolatin
1 16’sinda (%84) her dort alelde de A2059G mutasyonu
1 3’'unde u¢ alelde mutasyon

12 duyarli izolatin
0 9unda (%75) A2059G mutasyonu yok
1 3’unde bir alelde A2059G mutasyonu

26 orta direncli izolatin
1 Higbirisinde A2059G mutasyonu yok



Sonuglar

TABLE 1. Sequence of the peptidyltransferase region of domain V of each 23S rRNA allele in 57 gonococcal isolates representing different
AZM resistotypes and NG-MAST sequence types

Susceptibility 238 rRNA domain V allele sequence No. of
w0 AZM NG MAST sequence type(s)” Px s
(MIC range) Allele 1 Allele 2 Allele 3 Allele 4 PE
Sensitive wT® WT WT WT 5187 384 649, 1182, 2208, 3373, 3375
(0.06-0.125 mg/liter) WT WT WT A2059G ] In
WT A2059G WT W1
wT wE C2611T" WT 25
Moderately resistant WT WT WT WT 2, 359 -
(28 mg/liter) C2611T C2611T C2611T C2611T 359, 1195, 2322, 3150. 2597, 4236 19
C2611T C2611T WT C2611T 1195, 3150 3
Highly resistant A20590 A2050G A20500 A20500C 470, 649, 1443, 1704, 2152, 2193 @
(=256 mg/liter) A2059G WT A2059G A2055G 1443
A2059G A2059G wWT A2059G 225, 3311 2

% High-level AZM resistance has been documented for sequence types in boldface.
® WT, wild-type sequence.
© Only a single strand of sequence was of sufficient quality o determine murations at position 2611,
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Sonuclar:
MtrR promotor bolge mutasyon sonuclari:

4 duyarli susun higbirisinde mutasyon yok

26 orta direncli izolatin
0 21°'inde mutasyon yok

1 5’inde tek baz delesyonu (n=4) veya insersiyonu
(n=1)

19 yuksek direncli izolatin

116 sinda mutasyon yok
1 3 izolatta tek baz delesyonu

Calisilan hicbir izolatta erm genleri saptanmamis




Sonuclar:

AZM-YD direncinin in-vitro secilimi ve transformasyon

3/4 i1zolatta bir veya iki pasaj sonrasi AZM-YD'in hizla
secildigi gozlendi
Yapilan ¢alismalarda transformasyon gerceklestirilemedi

TABLE 2. Changes in the AZM MIC and domain V of each 238§ rRNA allele following selection by erythromycin

Isolate no. (ST*) and stage of AZM MIC A SRINA dompn V- alek: oo
selection by erythromyvin (mgfliter) Allele 1 Allele 2 Allele 3 Allele 4

136 (ST 1704)

Preselection wWT” WT WT A2050C

Postselection A2059G A2059G 2059G A2059G
352521 (ST 1443)

Preselection WT WT WT A2059G

Postselection A2059G A2059G A2059G A2059G
252611 (ST 470)

Preselection WT A2059G WT WT

Postselection A2059G AZND90 A2059G A2059G
254921 (ST 649)

Preselection 0.25 WT WT WT WT

Postselection 1.5 WT WT WT WT

9 ST, NG-MAST sequence type.
® WT, wild rype.
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Tartisma

Bu calismada

AZM-YD gosteren tum suslarda A2059G mutasyonu 4
alelden en az ucunde gosterilmis

Bu acidan benzer mekanizma ile yuksek makrolid
direncinin goruldugu diger bazi bakterilerden farkl bir
durum soz konusu

Yuksek direnc mtrR promotor bolgede mutasyona ve
erm metilazlara bagl deqil
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Tartisma:

Orta direngli izolatlarda daha once gosterilen C2611T
mutasyonu YD lerin higbirisinde gosterilememis, OD lerin
%88 inde gosterilmis

Tek alelde mutasyon gosteren izolatlarda, makrolid
varliginda yuksek direncin hizla secilmesi onemli.
Cunku bu tur suslar fenotipik olarak duyarli.

AZM primer olarak gonokokal enfeksiyonlarda
kullanilmasa da koenfeksiyon dusunulen olgularda ya da
diger cinsel yolla gegen enfeksiyonlarin tedavisinde
yaygin olarak kullaniliyor. Bu da direncin artmasina
neden olacaktir
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Yabanci ulkelere seyahatin GSBL (+)
Enterobacteriacea uyeleri ile kolonizasyon
icin bir risk faktoru olusturdugunu gosteren
Ilk prospektif calisma.
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GSBL olusturan Enterobacteriaceae prevalansi
kuresel olarak artis gostermekte

GSBL (+) Escherichia coli izolatlari ile gelisen
toplumdan kazanilmig enfeksiyonlar birgok ulke
iIcin onemli bir sorun

Risk faktorleri s
0 Hastaneye yatis o “

0 Antibiyotik kullanimi I'
0 Uriner kateter

0 lleri yas
0 Diyabet
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Klebsiella pneumoniae ve E.coli izolatlarinda
GSBL pozitifligi:

0 Guney Amerika, Asya ve Hindistan'da yuksek

0 Kuzey Amerika ve Avrupa’da disik; Isvec’'te < %3

Isvec dahil bircok llkede fekal tasiyicilik orani ?

Retrospektif calismalar—Yabanci ulkelere
seyahat GSBL (+) bakteriler ile enfeksiyon ve
fekal tastyicilik icin risk faktoru
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Calismanin Amacu:

Yabanci ulkelere seyahatin GSBL (+)
Enterobacteriaceae ile fekal kolonizasyona
etkisinin ve tasiyicilarda 6 ay sonraki durumun
prospektif olarak arastiriimasi

GSBL (+) Enterobacteriaceae ile fekal

KO
0[S
KU

onizasyonda seyahat ile ilgili risk faktorlerinin
Irlenmesi (gidilen yer, gastroenterit, antibiyotik

lanimi)
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Gerec ve Yontemler:
Calisma plani:

Kasim 2007 tarihinden itibaren 15 aylik sure
icinde seyahate ¢ikan gonulltler
1 Seyahat oncesi ve sonrasi
Fekal ornekler
Anket formu
0 GSBL (+) bulunan kisilerde 6 ay sonra tekrarlanmis
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Gerec ve Yontemler:
GSBL (+) bakterilerin saptanmasi: Sinerji testi
GSBL tiplendirmesi: PCR, dizi analizi

Antibiyotik duyarlilik: E test, sonuclar EUCAST
standartlarina gore degerlendirilmis

Diyarejenik E.coli tanimlanmasi: EPEC, ETEC,
EHEC, EIEC, EAgQEC ile iligkili 6 spesifik virulans
genine bakiimis (PCR)

Istatiksel analiz: McNemar, Pearson, Wilcoxon
testleri

23
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Sonuclar:
Calisma populasyonu:

100 gondilll
0 55 kadin+45 erkek
0 Ortalama 43 (2- 84) yas

Ortalama seyahat suresi 2 hafta (1-26 hafta)

Toplam 35 ulke; 15 kisi bir ulkeden fazla yere,
3 kisi birden fazla kitaya seyahat etmis

24



Sonuclar:

GSBL (+) Enterobacteriacea:
24 GSBL (+) E.coli (P <0.001)
Tumu CTX-M (+); 11'inde TEM (+), 3'unde SHV (+)

TABLE 2. Distribution of CTX-M genes detected in 24 strains of
Escherichia coli isolated from rectal swabs after foreign travel”

No. of isolates

Conti 3 Group | Group 1V
ontinent or region

CTXM C'Ti CTXM (<|ii CTXM
Africa 1
Asia (India excluded) 2 1 5 2
India 7
Southern Europe 1 1
Middle East 2 2
Total 1 13 3 ) 2

¢ PCR amplification with subtype-specific primers was used.




Sonuclar:
Antibiyotik duyarlilik
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FIG. 1. In vitro antibiotic susceptibilities of 24 ESBL-producing
Escherichia coli strains acquired after foreign travel. Susceptibilities




Sonuclar:
Sevahat ile iliskili risk faktorleri

TABLE 3. Travel destinations of travelers who were negative for
ESBL-producing strains before the trip and rate of fecal
colonization with ESBL-producing E. coli strains
upon return®

No. (%) of travelers
Continent or region No. of travelers positive for ESBL-

producing isolates

Africa 25 1(4)
Asia (India excluded) 31 10 (32)
Central America 6 0 (C
India 8
Middle East 14 4 (29)
North America 2 0 (0)
South America 1 0 (0)
Southern Europe 16 2 (13)

“The rate of acquisition of ESBL-producing strains was highest for travelers
visiting India (P < 0.001). Three participants visited more than one continent,
and therefore, the sum of travelers in this table exceeds the actual number of 100.
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Sonuclar:
Seyahat ile iliskili risk faktorleri

Gastroenterit (+) (P=0.03)— Tek bir 1zolat EPEC
olarak saptanmis (gastroenterit @).

Antibiyotik (10 Kisi)

RN

Sefalosporin,tetrasiklin, Gastroenterit nedeniyle
penisilin ve eritromisin siprofloksasin kullanan
kullanan 7 kiside 3 kiside GSBL (-) E.coli
kolonizasyon yok
2



I

Sonuclar:
Alti ay sonunda GSBL (+) bakteri persistansi:

21 kisi calismayi! tamamlayabilmis—
S'inde (% 23.8) GSBL (+) bakteri persistansi
saptanmis




4 AV!{
Tartisma: %’
Calisma sonuclari GSBL (+) suslarin yuksek
oranda bulundugu bolgelere seyahatin bu suslarla
kolonizasyon riskini artirdigini ortaya koymakta

GSBL (+) suslarin hepsinde CTX-M genleri
mevcut—GSBL pandemisinde bu enzim tipinin
artan oranlarda saptandigina iligkin bilgileri
dogrulamakta

En stk CTX-M-15 enziminin saptanmasi, bu
enzimin yeryuzunde artan siklikta goruldugu
bilgileri ile uyumliu
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Tartisma:

CTX-M tipleri ile gidilen yer arasinda korelasyon
var (sayl |)

Saptanan GSBL (+) izolatlarin seyahat sirasinda
kazanildigini dogrulamakta

Diger antibiyotiklere korezistans olmasi GSBL (+)
E.coli izolatlari icin beklenen bir durum. Dokuz
Izolatta 2 den fazla antibiyotik grubuna direng
saptanmasi tedavide sorun !

Nitrofurantoin ve amdinosilin empirik olarak
tedavide kullanilabilir



Tartisma:

Seyahat ile ilgili risk faktorleri

0 Hindistan™, diger Asya ve Orta Dogu ulkelerine
seyahat

[1 Seyahat sirasinda gastroenterit gecirme (kolonizasyona
neden olan GSBL + suglar gastroenterite yol agmiyor,
bu kigiler benzer kaynaklardan GSBL — diyarejenik
E.coli suslarini da aliyorlar)

1 Seyahat sirasinda antibiyotik kullanimi risk faktoru
olusturmuyor

Kolonizasyon persistans orani %23.8. Bu oran
nastanede yatan hastalarda saptanan oranlarla
penzer.
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Yeni Kaledonya ve Fransiz Polinezyas!’ nda
2000-2007 yillari arasinda yapilmis bir surveyans
calismasi
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Invaziv pnémokok enfeksiyonlari morbidite ve
mortalitenin onemli nedeni

Streptococcus pneumoniae serotip 1 en onemli
serotiplerden. Kucuk ve kapali toplumlarda
salginlara yol acan birkac serotipten birisi

2 yas alti bebeklerde onerilen heptavalan konjuge
pnomokok asisi: Serotip 4, 6B, 9V,14,18C,19, 23F

_San_ _‘_;L):/O
-+
Q\K)
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Gerec¢ ve Yontemler:
|zolatlar :

Invaziv izolatlar — Steril viicut sivilarindan (kan, BOS,
plevral sivi)

Serotiplendirme: Quellung reaksiyonu
Antibiyotik duyarllik: Penisilin, amoksisilin, sefotaksim

Serotip 1 izolatlar

0 Yeni Kaledonya—96 izolat (80 invaziv , 15 non invaziv , 1 tasiyici)
(Ocak 2000-Aralik 2007)

[0 Fransiz Polinezya’st —40 invaziv izolat (2002-2005)
0 Wallis ve Futuna — 3 invaziv, 3 non invaziv

o _ _ _ _ 2003-2005
00 Yeni Guney Galler — 3 invaziv, 3 non invaziv
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Gerec ve Yontemler:
Molekuler yontemler:

“Pulse field gel electrophoresis” (PFGE) —Toplam 141
(96 Yeni Kaledonya, 33 Fransiz Polinezyasi, 6 Wallis ve
Futuna, 6 Avusturalya ) izolat molekuler analiz igin
calismaya alinmis

Multilokus sekans tiplendirme (MLST) — PFGE ile secilen
32 serotip 1 izolat

Istatiksel analiz

Student t test, X2 testi




Sonuclar:
Yeni Kaledonya'da

Toplam 1436 izolatin 437°si (%30,4) invaziv pnomokok.
Insidans hizi 24 /100.000 kisi / yil

TABLE 1. Cases and annual estimated rates of IPD in
New Caledonia
No. of cases of: Case rate per
Yr Total no. 100,000
Serotype Serotype Serotype Other  of cases inhabitants/yr”
1 4 7F serotype (95% CI)
2000 50 5 1 31 87 41.0
2001 12 6 4 29 51 23.6
2002 2 3 9 28 42 19.1
2003 0 6 9 32 47 20.9
2004 1 11 9 31 52 22.5
2005 1 5 6 21 33 14.0
2006 2 10 6 31 49 20.4
2007 12 12 11 -+l 76 311
Total 80 58 55 244 437 24,
@ According to the INSEE census, the population size in 1996 was 196,836, and
that in 2004 was 230,789, with an increase of 1.9 % per annum.
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Sonuclar:

» Yeni Kaledonya’da invaziv izolatlarin (n=437)
orneklere gore dagilimi
Kan izolatlari— %85.1
BOS -%11.5
Plevral sivi -%3.4




Sonuclar:

TABLE 1. Cases and annual estimated rates of IPD in
New Caledonia

No. of cases of:

Case rate per

Yr Total no. _ IQ0,000
Serotype Serotype Serotype Other  of cases inhabitants/yr*

1 4 1F serotype (95% CI)
2000 50 5 1 31 87 41.0
2001 12 6 4 29 51 23.6
2002 2 3 9 28 42 19.1
2003 0 6 9 32 47 20.9
2004 | 11 9 31 52 22.5
2005 1 5 6 21 33 14.0
2006 2 10 6 31 49 20.4
2007 12 12 11 41 76 31.1
Total 244 437 24.0

@ According to the INSEE census, the population size in 1996 was 196,836, and
that in 2004 was 230,789, with an increase of 1.9 % per annum.

Serotipl — %18.3
Serotip4 — %13.3
Serotip 7F —-% 12.6
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Sonuglar:

TABLE 1. Cases and annual estimated rates of IPD in
New Caledonia

56

v

No. of cases of: Case rate per
Yr Total no. 100,000
Serotype Serotype Serotype Other  of cases inhabitants/yr”
1 4 TF serotype (95% CI)
2000 50 5 1 31 87 41.0
2001 6 - 29 51 23.6
2002 2 3 9 28 42 19.1
2003 0 6 9 32 47 20.9
2004 1 11 9 31 52 22.5
2005 1 5 6 21 33 14.0
2006 2 10 6 31 49 204
2007 12 12 11 41 76 31.1

N
h

244 437 24.0

Total 58

@ According to the INSEE census, the population size in 1996 was 196,836, and
that in 2004 was 230,789, with an increase of 1.9 % per annum.

28’i geng erigkinler (15-39 yas) P<0.01
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Sonuclar:
2000 salgininda

1 Tum hastalar hastanede izlenmis

[144/56 (%78) hastada risk faktoru saptanmamis
(P<0.01)

1 Vakalarin dagihimi 42 pnomoni (+ kan kulturu), 14
bakteriyemi

0 Olim yok

2007 salgininda (Temmuz-Kasim)

0 Insidans dusuk
0 Vakalarin ~ %50 si < 8 yas (P=0.02)
0 Ilk menenijit olgusu +
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Sonuclar:

» Fransiz Polinezyasi’nda serotip 1 prevalansi:
2002—%52.1 |Salgin
2003—%25.8 l

2004—%10.3
2005—%13.3

» Tum izolatlar test edilen antibiyotiklere duyarl

bulunmus @M/g@
ALY 4

& 4o



Sonuclar:

» PFGE de test edilen 141 serotip 1 izolatinda
Uc farkli pulsotip saptanmis
Tip A (130 izolat-her 4 ulkeden)
Tip B (1 izolat-Avusturalya)
Tip C (10 izolat-Avusturalya ve Fransiz Polinezya’si)

» MLST sonuclari

Tip A—>ST306 (2000-2007 salginlarinda)
2 1zolatta (Yeni Kaledonya 2007) yeni ST
Tip B »ST227 (Avusturalya)
Tip C -»ST304 (Avusturalya ve Fransiz Polinezya’si)
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Country
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Al
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C1
C1
C1
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306
306
3717 (SLV-306)
306
306
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227
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FIG. 2. Phylogenetic analysis of 5 representative PFGE profiles (Al, A2, A3, Bl, and Cl1) obtained among 141 S. pneumoniae isolates.
Serotypes, strain designations, types of specimen, countries and dates of isolation, PFGE types and subtypes, and STs are listed to the right of the

patterns. SLV, single-locus variant.
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Tartisma:

Yeni Kaledonya’'nin epidemiyolojik
ozellikleri farkli

0 En sik rastlanan serotipler (Mayis 1999-Mayis 2000)— 1

(%20)*, 23F (%10), 12F (%8), 19F (%8) ve 6B (%5)
ST306 ‘nin 2000°den 2007°ye degisiklik
gostermemesi bu klonun ¢ok stabil oldugunu ortaya
koymakta.

1 ST306 serotip 1'in en onemli sekans tipi. Avrupa; Amerika
ve Kanada’'da fazla.

Bu calisma Guney Pasifik’'te de bu tipin onemli

oldugunu ortaya koymus. Bu klon saglikli kisilerde

pnomoni ve bakteriyemi olusturma egiliminde
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Tartisma:

Yeni Kaledonya'da 2003’te nazofarenks
tasiyicilarinda (2-24 aylik bebekler) 544 izolattan
yalnizca biri serotip 1, ayni yil serotip1 ile cok az
saylda invaziv enfeksiyon gorulmus

Guney Pasifik'te bu serotip endemik olarak
bulunmuyor. Salginlara neden oluyor.




|

Tartisma:

Yeni Kaledonya’da 2005 yilinda 2 yas alti bebekler
PCV7 ile immunizasyon programina alindiktan
sonra bu grupta invaziv pnomokok
enfeksiyonlarinda yaridan fazla azalma gorulmus.
Serotip 1 haricinde asinin kapsamadigi invaziv
tiplerle ortaya ¢cikan enfeksiyonlarda istatiksel
acidan onemli bir artis saptanmamis.

Bu bolgede serotip 1 ST3006 ile ortaya ¢ikan
salginlarin onlenmesinde konjuge asi yeterli deqil.
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Bu calisma yeni kusak konjuge pnomokok
astlarinin, yeryuzunde farkli dagilim gosteren ve
aslya dahil olmayan invaziv suslari da
kapsayacak sekilde hazirlanmasinin gerekliligini
vurgulamaktadir
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Hipervirulan (HV) Clostridium difficile susglari

12000 yilindan bu yana agir seyirli ve yuksek
mortaliteye yol acan epidemilere neden olmakta

1 Farkh molekuler metodlarla ayri bir filogenetik
grupta yer aldigi belirlenmis
O Tiplendirme
“Restriction endonuclease” analiz (REA) — grup Bl
“Pulsed field gel electrophoresis—tip NAP1
PCR ile ribotiplendirme —ribotip 027
Toksin gen polimorfizm tiplendirme—toksinotip Il

=) B|/NAP/027 suslari
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Patojenite lokus'u

cdul edul cedul tedR tedE
terl ter2 ter3 terl terl

RBS

PalLoc

Toksin genleri: tcdA, tcdB
Regulator genler: tcdC (negatif regulator)
tcdR (aktivator/sigma faktor)
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C.difficile toksinleri TcdA ve TcdB uremenin
duraklama doneminde besin maddelerinin
azalmasina reaksiyon olarak salgilanmakta

» Hipervirulansta bu iki toksinin miktari ve bunun
enfeksiyonun ciddiyetine etkileri arastirma
konusu
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Akerlund ve ark. (2006) bir HV susun 3-13 kez
daha fazla miktarda toksin yaptigini gostermis

Freeman ve ark. (2007) yapilan ortalama toksin
titrelerinin degismedigini yalniz HV suslarda
daha uzun sureler toksin yapimi oldugunu
gostermis

Warny ve ark. (2005) HV suslarda toksin A (X16)
ve B nin (x23) daha fazla yapildigini, ayrica bu
suslarin logaritmik fazda da toksin urettigini
gostermis
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HV suslarda toksin disregulasyonuna TcdC de
bir eksigin yol acabilecegi one surulmus

tcdA ve tcdB genlerinin tersine tcdC geninin
uremenin logaritmik fazinda eksprese edildigi bir
calismada gosterilmis

» HV suslarda tcdC varyasyonu oldugu gosterilmis
olmasina ragmen bunun hipervirulans ile
dogrudan iligkisi ?

HV suslarda spor yapimi 1 sporulasyonun etkisi?
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Calismanin Amaci:

HV C.difficile suslarinda TcdA/B gergcekten daha
fazla mi yapiimakta

Sporulasyon gibi ureme ile ilgili diger
parametrelerin rolu var mi
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Gerec ve Yontemler:
Sekiz sus ile calisiimis

TABLE 1. Strain designations, origins, and characterizations

dcsiS;nrzlt?on" Isolate no. Yr Source Toxigenic® Hypervirulent®
R23 (630) 6396 1982 Switzerland Yes No
Z3 (VPI 10463) 5707 1980 Eastern United States Yes No
79 4478 1987 IL Yes No
K14 5780 1994 IL Yes No
BI-6 6336 2003 OR Yes Yes
BI-8 6477 2004 ME Yes Yes
BI-17 6443 2004 Montreal, Canada Yes Yes
BI-23 6654 2007 Eastern United States Yes Yes

@ Strain designation by REA type. The more common strain designations for strains R23 and Z3, as reported in the literature, appear in parentheses.
» Toxigenic status as determined by in vifro cytotoxicity, as well as toxin A immunoassays of culture supernatants.
¢ Hypervirulence as defined by association with recent hospital outbreaks of severe clinical disease.
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Gerec ve Yontemler:

Toksin miktari ELISA yontemi ile Wampole Tox
A/B kiti ile olgulmus

Uremenin hem logaritmik hem de duraklama
donemlerinde toksin gen ekspresyonuna

kantitatif “real-time PCR” ile bakilmis (PalLoc
genlerinin tumu)

Ureme dénemleri stiresince spor yogunlunun
olcumu icin mikroskopi ve %1 safra tuzu iceren
fruktoz agar besiyerine ekim yontemleri
kullaniimis.



Sonuclar:

HV suslar non-HV olanlara gore ureme acgisindan bir
defekt ya da avantaj gostermemis
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Sonuclar:

Suslarin timunde logaritmik Ureme fazinda toksin olculebilir
duzeylerin altindaymis.

En fazla toksini non-HV VPI susu 48 saatte uretmis

HV ve non-HV gruplarinin ortalama degerleri arasinda olarak
onemli fark bulunmamis (P = 0.72)

B 10000

O 630
= VPI
= J9

m K14
3 BI6
= BI8
| BI17
= BI23

1000

100

Toxin AB ng/mL

10

Exponential Phase



I

Sonuglar:
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Sonuclar:
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Sonuclar:
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Sonuclar:

Spor olusumu: HV suslarda ureme siklusu
sirasinda spor olusumu hem daha erken
baslamakta hem de kulturun total hacminde
daha cok sayida spor birikkmekte
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FIG. 7. (A) Spores as heat-resistant CFU over 48 h of growth. Means and standard errors of three biological replicates are shown. (B) Mean
spores counted by microscopy per field.
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Tartisma:

Bu calismada HV suslarin digerlerine gore daha
erken ve daha fazla toksin yapmadigi ancak
sporulasyonun hem daha cabuk basladigi hem
de daha fazla spor olustugu gosterilmis.
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Tartisma:

Logaritmik fazda TcdA/B saptanmamis

0 Kullanilan (BHI) besiyeri igindeki glukozun etkisi

tartisiimis. Karsilastirmali ¢calismalarda secilen non-HV
suslar onemli

0 Sonuglar onceki calismalarda saptanan “HV suslarda
logaritmik fazda tcdC geninde ortaya cikan gerceve
mutasyonun non fonksiyonel TcdC yapimina, dolayisi ile
daha fazla miktarda toksin yapimina neden oldugu”
bulgulari ile uyumlu degil. Bu calismada logaritmik
fazda toksin yapimigosterilmemis.

Logaritmik fazda toksin yapiminda TcdC nin negatif
regulasyonu muhtemelen tek basina yeterli olmuyor.
TcdR de onemli. Logaritmik fazda guclu bir tcdR gen
represyonu saptanmis.
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Tartisma:

Duraklama fazinda toksin artan miktarlarda
salgilanmakta

1 Hakim olan goruse gore bu donemde TcdC bilinmeyen
bir mekanizma ile azalmakta ve toksin miktari artmakta.
Bu calisma ise duraklama fazinda tcdC gen

transkripsiyonunda nispeten bir artis oldugunu
gostermis

TcdC logaritmik donemde tcdA ve tcdB represyonu igin
gerekli degilken toksin yapimi uzerinde module edici
bir etki yapmakta. HV suslarda bu modulatordeki eksiklik

nedeniyle duraklama doneminde daha guclu bir toksin
yapimi soz konusu.
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Tartisma:

Toksin yapimi ve sporulasyon ortamdaki besin
maddelerinin azalmasina yanit olarak ortaya
ciktigindan ikisi arasindaki iliski tartisma konusu
olmaktadir.

1 Arada ters bir iligki oldugunu gosteren bir calismaya
gore bakteri erken donemde sporlaniyorsa toksin
olusturma suresi kisalir. Ote yandan besin
maddelerinin azalmasi sonucunda daha uzun sure
toksin yapilmasi bakterilerin sporlanmayi
tamamlayamadan olmesine neden olur

1 Diger calismalar ise duraklama devri regulator
mutantlarinda hem sporulasyonun hemde toksin
yapiminin azaldigini gostermektedir
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Tartisma:

Bu calisma HV suslarda non-HV suslara gore
spor yapiminin hem daha erken basladigini,
hem de daha efektif oldugunu, ote yandan bu
suslarda toksin yapiminin da daha guclu
oldugunu gostermektedir. Artmis sporulasyon
bakterinin daha kolay ve etkili dagilimina
dolayisi ile daha sik ve kolay enfeksiyon
olusturmasina neden olmaktadir






