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Duyarlilik Testlerinin Uygulanmasinda ve
Yorumlanmasinda Sorun Yasanan Bakteriler

e Klcuk koloni varya

NEDEN
e Tole SORUN

YASANMAKTA ?



Klinik 6rneklerden izolasyonlari zor

Tanimlanma problemleri
Standart duyarlilik yontemleri heniiz yok

Duvarlilik sonuclarinin klinik yansimasi ?



Kiiclik Koloni Varyantlar (KKV)

 Normal koloni morfotipine gore
daha kucuk, fenotipik dzellikleri
degisken bakteriler

e Metabolik ozellikleri:
— Karbonhidrat kullanimlari kisitl

— Fermentasyon ve solunum
yvetenekleri azalmis

— Dusuk ATP dlzeyine sahip
— Elektron transportunda yetersizlik
— Timidin biyosentezinde yetersizlik




KKV enfeksiyonlari
e Hicre ici yasama ozelligi
— Antibiyotiklerden korunma
— Bagisiklik sisteminden kacis
e Kronik, persistan enfeksiyonlar
— Kistik fibrozis solunum yolu enfeksiyonlari

— Kronik osteomyelitler
— Protez enfeksiyonlari

The small colony variant (SCV) concept—the role of
staphylococcal SCVs in persistent infections

Christof von Eiff, Georg Peters, Karsten Becker injury, int. J. Care Injured [2004) 37, 526—533



Kistik Fibrozis ve KKV
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Kistik Fibrozis ve KKV

e KF S.aureus KKV prevelansi: % 4-50
— Yagcl ve ark. Hacettepe: olgularin % 8.1’i

e Uzun sureli aminoglikozid ve TMP-SXT
kullanimi

— Timidin KF'de solunum sekresyonlarinda bol
miktarda bulunmakta

— Timidin-bagimli KKV, SXT'nin inhibe ettigi sentez
basamagindan etkilenmeden, hticre disi timidini
alarak SXT varliginda da canliligini sirdurebilmekte



1250 Brief Reports CID 199725 (November)

Recovery of Small Colony Variants of Staphylococcus Christof von Eiff, Dieter Bettin, Richard A. Proctor,
aureus Following Gentamicin Bead Placement for Bernd Rolauffs, Norbert Lindner, Winfried Winkelmann,
Osteomyelitis 7 . and Georg Peters

Table 1. Small colony variants and normal colony type of Staphylococcus aureus in patients with or without previous local gentamicin
treatment.

Case Colony Previous local Other previous Cause of Recurrence of
no. type gentamicin therapy systemic antibiotics Auxotroph osteomyelitis osteomyelitis®
1 n No PenG, Ctax, Cm, Cpfx No Postoperative No

2 n MNo Mone No Hematogenous Mo

3 n No Cm No Configuous MNo

- n No Mone No Posttraumatic Mo

5 n MNo Mone No Hematogenous Mo

6 n No MNone No Hematogenous No

7 n MNo Oxa No Posttraumatic Mo

5 n Mone No Hematogenous

9 n Ctax No Postoperative

10 Amox/CA No Contiguous

11 Vm, Cfur Hemin Postoperative

12 Cm Hemin Postoperative

13 Vm Hemin Posttraumatic

14 Oxa, Ctax, Cm Menadione Postvaccination




Hangi durumlarda KKV dusunulmeli?

Uzun hastaliksiz donemleri olan KF hastalari

Nadir gorulen persistan enfeksiyonu olan
hastalar

Kronik enfeksiyonlarda tedaviye yanit
vermeyen hastalar

Uzun sureli aminoglikozid ve TMP-SXT
kullanan hastalar



KKV — Laboratuvar tani

Koyun kanli agarda zayif Greme
— Gozden kacabilir

Mannitol tuz agar

Columbia kanli agar

Kromojenik S.aureus ID agar

% 5 sodyum klorirli beyin-kalp inflzyon agar
48-72 saat inkubasyon

%5-10 CO,’de inkubasyon



Normal fenotip

Gram boyali yayma



KKV - Tani

Pigment: +/-
Hemoliz: +/-

Koagulaz: +/-

Gram boyama: pleomorfik koklar
Schaedler agara pasaj, %5-10 CO,’de inkuibasyon
— Normal fenotipe dontsum

% 5 kanli agara pasaj, normal atmosferde
inklibasyon

— KKV fenotipinde tGreme



KKV saptanmasi neden 6nemli ?

— Etkenin hucre ici yerlesim gdstermesi
e Tedavi gliclugu

— Uzun sureli tedavi gerekliligi

— Kombine tedavi gerekliligi

— Tedaviye rifampisin eklenmesi ?



KKV- Antibiyotik Duyarlilik Testleri

 Henlz belirlenmis bir standart yoktur

e Yavas ureme difuizyon testlerini ve duyarlilik
saptama zamanini etkilemekte

e Disk diflizyon ve otomatize sistemler
onerilmemekte
e Dilisyon esasli testler 6nerilmekte

— Sivi dillisyon
— Agar dilisyon



KKV - Direng

Yavas Ureme Ozelligi == beta-laktamlara direncg

Elektron transport zincirinde yetersizlik s
aminoglikozidlere direnc

Timidin bagimli suslar === SXT direnci

Florokinolon duyarl ?

— Ozellikle asidik pH’da etkili olan ve hiicre ici
konsantrasyonu yuksek olan antibiyotikler

KKV S.aureus’da metisilin direnci saptanmasi:

— mecA geninin molekuler yontemlerle gdsterilmesi
— PBP2a lateks aglitinasyon testi



ORIGINAL ARTICLE

Prevalence and genetic diversity of Staphylococcus aureus small-colony
variants in cystic fibrosis patients

5. Tagr.:i', G. Hascelil?, D. Dugru], U. Ozcelik® and B. Sener?
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» 248 KF olgusu

e Subat 2007-Ocak 2008

* izolasyon ve tanimlama: Mannitol tuz agar, Columbia kanli agar, %5 koyun kanli BKiA
* nucA PCRile dogrulama

e Oksotrofi testleri: timidin ve menadion igin

 Antibiyotik duyarhlik testi: mikrodillisyon

* PFGE ile asil koloni ve KKV arasinda genetik yakinlik arastirma



248 olgu

123 olgu (%49.6) S.aureus (+) == 20’si (%16.2) KKV (+) == 48 KKV izolati

En ¢cok KKV lireyen besiyeri: Mannitol tuz agar

14 olguda KKV ve asil S.aureus suslari arasinda klonal yakinlik gosterildi

TABLE 3. Antibiotic susceptibilities of Staphylococcus aureus small-colony variants (SCVs) and paired normal 5. aureus strains

S. aureus (n = 33) S. aureus SCV (n = 48)

MIC range MIC gy MICyq MIC range MIC gy MICy,
Antibiotic (mg/L) (mgiL) (mglL) R (%) (mglL) (mgiL) (mgiL) R (%)*
Deaacillin <0.06-2 025 | - =0.06 to =64 025 4
Gentamiein <0.125-4 | 4 - <0.125 to =128 [ 4 ;
Wancomyein 0.25-2 | 2 0.125-2 [ 2
Ciprofloxacin 0.25 to >32 05 4 27 (B1.8) 0.03 to >32 [ 16
Linezolid 0.25-4 2 4 - 0.25-4 2 2 -
TMP-SXT 0.016-32 0.125 025 1 (3.0 0023 to =32 025 2 B (l6.D)
Tigecycline® 0.015-05 0.125 025 - 00152 0.06 1 6 (125

R, resistant; TMP-SXT, wrimethoprim-sulphamethoxazole.
‘Intermediate strains were included in the resistant category.
®According to EUCAST breakpaints.
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Pseudomonas biofilm matrix composition and niche biology

Ethan E. Mann & Daniel J. Wozniak

Departrnent of Microbial Infection and Immunity, Department of Microbiology, Center for Microbial Interface Biology, The Ohio State University

hMedical Center, Columbus, OH, USA

Acfa Orthopaedica 2007: 78 (3): 299.

Bakterilerin biyofilm icinde
KKV formunda bulunmasi
The role of biyofilm enfeksiyonlarinin
nose and tre kalicithgini saglayan faktordiir

Review

Daniélle Neut!:2, Henny C va

Departments of 'Biomedical Engineering and 2Orthopaedic Surgery, University Medical Center Groningen, and University of Groningen,
Groningen, the Netherlands




KKV BIYOFILM




Biyofilm Formlari

e Canli veya cansiz bir ylzeye
yvapisarak kendi Urettikleri
polisakkarid  matriks icinde
gomuli halde yasayan
mikroorganizma toplulugu

Nozokomiyal

enfeksiyonlarin %65’

e Kalict ya da kalici olmayan
tibbi araclari  veya  kistik
fibrozis gibi bazi hastaliklarda
solunum vyollarint  kolonize
eden bakterilerin olusturdugu
dinamik yapi




Mikroorganizmalar Neden Biyofilm Olusturur?

e Savunma

— Strese yanit

e besin yoksunlugu, pH degisiklikleri, oksijen radikalleri,
dezenfektanlar, fagositoz ve antibiyotikler

e Adezyon ve kolonizasyon
e Adaptasyon

mikroorganizma glikokaliks




Biyofilm enfeksiyonlarinda tani
e Klinik
e Histolojik
 Mikrobiyolojik
— Peri-prostetik/implant biyopsi
— Coklu artroskopik sinoviyal/implant doku biyopsileri

— Operasyon materyali (protez+cimento+cevre doku)
— Enfeksiyon boélgesinden sivi aspiratlar ?

— Orneklerin sonikasyonu !!!

e Antibiyotik tedavisi alan olgularda dahi Gremeyi arttirici bir
faktor

— 7-10 glin inklibasyon

Moran E, et al. JAC 2010, 65 Suppl.3, 45-54
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In Vitro Effect of Ultrasound on Bacteria and Suggested Protocol for
Sonication and Diagnosis of Prosthetic Infections”

1454 and Lars Wallinder®

Tor Monsen,

Sonikasyon kiilturde
bakteri ireme sansini

onemli olguide arttiriyor

Wy +— Ultrasot
FIG. 1. Sonication system.

==
=W = ==
Gram (+)/(') bakteriler |c;|n Centrifugation 3200 x G /20 min. . Culture 100 pL x 3

7 dak. 22°C’de sonikasyon Microscopy 100 uL
=—p>> Calculate: Culony furming units / implant unit

FIG. 5. Protocol for sonication of prosthetic units. (A) Sonication tube (glass cylinder) with the implant. (B) Sonication apparatus with the
sonication tube and implant within the sonication tank.




Biyofilm formlarinda antibiyotik
duyarlilik testleri

Gerekli mi?

Dogru in vitro model nedir?
Tekrarlanabilirligi dustuk sonuclar
Yetersiz klinik veri
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Biyofilm duyarlilik yontemi
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Step 5 - Sonication,
Lid of plate 4 is placed in
96-well microtitre plate
containing MH broth and
sonicated to remove cells.
Lid is removed and replaced
with standard microtitre
plate lid. Growth indicates
biofilm survival.



TABLE 4. Antibiotic susceptibility of §. qureus ATCC 29213 as a
planktonic population (MIC) and as a biofilm population (MBEC)
derived by the NCCLS assay and an assay with the CBD

MIC (pg/ml) MBEC (pg/ml)
Antbiotic NOCLS  Assay with

assay” CBD#
Cefazolin 0.5 0.5
Ciprofloxacin 0.25 0.5
Clindamycin 0.12 0.25
Gentamicin 0.5 (.5
Oxacillin 0.12 0.25
Penicillin 1 4
Vancomycin 1 1

- . . g \—/
“ The values were obtained by measuring the wrbidity ar 650 nm {4_.,) on a
96-well plate reader.
® The values were obtained by determination of plate counts.

CeriH, etal. ICM 1999, 37: 1771-6



Journal of Antimicrobial Chemotherapy (2005) 56, 879-886
doi:10.1093/jac/dki338

Advance Access publication 27 September 2005

Use of Pseudomong
antibio

assign simulated

Biyofilm duyarliligina ve
konvansiyonel yontem

Table 3. Effect of suscd duyarhiligina gore saptanan

antibiyotik rejimleri ¢cok farkl

regimens)

acute hierarchy

Antibiotic class or combination BIC
B-Lactam 100.0 42.5 100.0 65.0
Aminoglycoside 40.0 25.0 70.0 65.0
Fluoroguinolone 60.0 75.0 30.0 55.0
Macrolide ND* 57.5 ND* 15.0
B-Lactam + aminoglycoside 40.0 10.0 70.0 35.0
B-Lactam + fluoroguinolone 60.0 225 30.0 225
Aminoglycoside + fluoroquinolone 0 10.0 0 275
B-Lactam + macrolide ND* 10.0 ND* 7.5
Aminoglycoside + macrolide ND* 5.0 ND* 25
Fluoroquinolone + macrolide ND* 42.5 ND* 5.0
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A retrospective analysis of bi
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Biyofilm duyarliik sonuclarina gore
antibiyotik tedavisi verilen

olgularda klinik yanit daha iyi

Patients infected with B-
or A xwlosoxddans
Patients not infected with 1/37 2/17 0.23
B. cepacia and A xylosoxidans

Mean hospital length of stay in days  13.3 (6.9) 174 (11.3) 0.04




Pediatric Pulmonology 46:184-192 (2011)

Randomized Trial of Biofilm Testing to Select Antibiotics
for Cystic Fibrosis Airway Infection

Samuel M. Moskowitz, mp,"?3* Julia C. Emerson, mp, mpH,2”> Sharon McNamara, mn,>

Richard D. Shell, mp,* David M. Orenstein, mp,®> Daniel Rosenbluth, wpo,® Marcia F. Katz, v,
Richard Ahrens, mp,® Douglas Hornick, mp,? Patricia M. Joseph, mp,'® Ronald L. Gibson, mp, php,
Moira L. Aitken, Mu,” Wade W. Benton, pharmbp ann:i,3 Jane L. Burns, mp23

7
2,3

TABLE 2— Antibiotic Susceptibilities of P. aeruginosa Isolated at Screening From Subsequently Randomized Subjects

Biofilm susceptibilities, mg/L Planktonic susceptibilities, mg/L,
(N = 69 isolates') (N = 69 isolates)
Achievable serum
conc., mg/L BICso (BIQs0)” BICoo (BIQu0)’ MICso (MIQs0)° MICop (MIQug)’

Amikacin 16 32 (0.5) 128 (0.125) 16 (1) 128 (0.125)
Azithromycin 2 =16 (<0.125) =16 (<0.125) =16 (<0.125) =16 (<0.125)
Ceftazidime 8 16 (0.5) =64 (<0.125) 2(4) 32 (0.25)
Ciprofloxacin 1 1(1) 8 (0.125) 1(1) 4 (0.25)
Meropenem 4 1(4) 16 (0.25) 0.25(16) 4 (1)
Piperacillin/tazobactam 64 32(2) =512 (<0.125) 2(32) 128 (0.5)
Ticarcillin/clavulanate 64 32(2) =512 (<0.125) 16 (4) 256 (0.25)
Tobramycin 4 4(1) 16 (0.25) 2(2) 32 (0.125)




TABLE 4— Changes in Pseudomg

nce between
Biyofilm duyarlilik veya P-value
St with ol konvansiyonel duyarhlik
elonan done yontemlerine gore belirlenen
Change in dens’ antibiyotik uygulamalari arasinda 080
Chél"ﬁlfi ol mikrobiyolojik veya klinik yanit
Eﬁ‘:ﬁﬂf%}.ﬁe- acisindan onemli bir fark yoktur i .

Change in FEV,, mean 1%




L-form bakteriler

“Duvarsiz bakteriler”

“Kokkoid form”

1935: “L-form” Kleinberger (Lister Enstitlsu)
Pleomorfik htcreler

— Siklikla hicre icinde kiimeler halinde bulunurlar

Kronik enfeksiyonlarla iliski
— Antibiyotiklerden korunma
— Immiin sistemden kacis

Biyofilm ortami



L-formlari ile iliskilendirilen
hastaliklar

Kronik yorgunluk
sendromu

Sarkoidoz

Lyme hastaligi

Crohn hastaligi
Infektif endokardit
Akut koroner sendrom

Kronik Uriner
enfeksiyon

Helicobacter pylori “kokkoid
formlar”

Kronik osteomyelitler
— S.aureus
— S.enteritidis

Kronik pyelonefrit/bakteriliri



L-form: Mikrobiyolojik 6zellikler

Genel amacli besiyerlerinde
Uremezler

— Makrofaj icinde yerlesim

Belli ozmotik basincin
saglanabildigi 6zel besiyerlerinde
Urerler

L-form indliksiyon besiyeri:

— Beyin-kalp infizyon buyyon + %1
agar + %10 sukroz + %0.0125
MgS04.7H20 + 6000 pg/ml
Penisilin G

Besiyerlerinde ince, uzun biyofilm
filamentleri seklinde Urerler

“Sahanda yumurta gérinimda”



L-form bakterilerde duyarlilik testleri

 Fenotipik yontemler kullaniimamakta

e Genomik ydntemlerle direnc geni ekspresyonunun
arastirilmasi

**Flagella, Molility, Chemotaxis Colanic acid biosynthesis RpaS Osmoregulation Cell division
fiM, cheR wcak, gall), cps8, gmd, waxC rydB, wiD bdm, osmB, proV, proX fishl, Rs'Y, s, yhj0
Esaraaliin Phage shock RocsBCD phosphorelay Cpxﬁ.ﬁ syslem
' g pspd, pspd, pepC, pspl, pep C8A, o, ST, Fosi, fosF coxd, dsbd, ppdC, g, spy
cyeA, yahd =

\ T / Multiple antibictic rasstan
Lipoproleins Envelope stress marA, mavE, marR

smpA, yigl, fofd, yid, nip8

—— EmeAB-TolC multidneg efflux systam
amrd, envR

DMNA repair E. coli Ldorm Efflux pumps

colony
505 rasponse

il avnl, meed, recB, oG,

—— AcrAD-TolC mullidrug efflux system

&crA, acrfl
s aned, v, swld,
umel, werlD, yehis, figa
ABC transpariers
Heat shock I h tasi cysW, sbp, wrbC, whD), whbE yhoP
dnad, groEL, groEs, ron homeostasis
ibpB, hipG
l Phosphate transport
. Ferric uptake regulator FFe, PR O ooy A
Energy production fur

acek, apsF, acnB, lpdA, ]
LDIE, whiF, Dl Iran sullur clustar beogeanasis

iscd, lacS, fach, iscld, fdx, yHE. cadd

Sulfate assimilation & cysteine biosynthesis
cysC, cyshH, cysd. cysi, cysM. cysh, gipE

Glover WA, et al. PLoSOne 2009, 4: e7316




Toleran Bakteriler

 Tolerans: Bakterilerin MIK degeri Gizerindeki ilag
konsantrasyonlarinda canliliklarint strdtrmeleri
durumu

— MIK degeri duyarlilik sinirlarinda
— Antibiyotigin hedefe baglanmasi normal

Ortamda canli
‘ bakteri varlig)




Tolerans hangi durumlarda arastiriilmali ?

e Penisilin direncli pndmokoklara bagli gelisen
menenjit olgular

 Tedaviye yanit vermeyen olgular
— Endokardit

— Menenjit

— Immunsupresyon durumunda gelisen
enfeksiyonlar

e Tekrarlayan enfeksiyonlar

In-vivo ortamda en sik karsilasilan

Biyofilm ortaminda .
tolerans turu !

ureyen bakteriler



“Persister” hiicreler

Biyofilm + uzun stre yluksek konsantrasyonda
antibiyotik

l

Canli kalan hucreler (<1%)

l

Biyofilmin yeniden olusumu




Toleransi tanimlamak neden onemli ?

e Tedavi protokolinde degisiklik yapilmasinin
saglanmasi

— Antibiyotik degisikligi
— Ek antibiyotik
e Tedavi suresinin uzatilmasi

e Surveyans bilgisi=== empirik tedavi
protokollerinin olusturulmasi



In-vitro tolerans saptama yontemleri

MBK/MIK orani
Zamana karsi 6lUm egrileri
Hucre lizis yontemi

Molekuler yontemlerle mutant genlerin
saptanmasi



MBK/MIK

e MBK/MIK > 32
— 2 8- 2100: Degisken bir oran
— Tekrarlanabilirligi dusuk

— Yavas 6lum hizi olan bakterileri
“persister”lardan ayiramiyor Paradoksik etki

“Persisters”

. | ) ,
Teknik hata payi ylksek ! Tolerans

— Inokulumun treme fazi
— Bakterinin tup veya cukur kenarlarina yapismasi
— Inktibasyon siresi

— Besiyeri icerigi

— pH

— Sivi besiyerinden agara antibiyotik tasinmasi




SONUC

Kronik, tekrarlayan enfeksiyonlarda KKV’larina
dikkat !

KKV varligi rapor edilmeli ve duyarlilik testleri
denenmeli

Biyofilm enfeksiyonlarinda bakteri KKV
formunda bulunabilir => Gretmek icin ek
yontemler denenmeli

Biyofilm duyarlilik testlerinin rutinde
uygulanmasi icin henutz yeterli kanit yoktur
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