/¢
/ D|§k| Patojenlerinde
d\ ‘k Direnc Mekanizmalart
ve Duyarlilik Testleri

A\ é Ly ..
A / Betigiil Ongen
\ /// YA f 9
( \y

— \\
A clhe

—

B S




Sunum Plani

Sik karsilagilan digki patojenleri: Sa/monella ve
Campylobacter

Klinik 6nemi olan antibiyotiklere direng ve direng
mekanizmalari

Amerikan ve Avrupa komitelerinin Sa/monella,
Shigellave Campylobacter igin 6nerdigi duyarlilik
testleri

Yaygin kabul géren duyarlilik testi standartlarinin
karsilastiriimasi



Figure SU1. Reported notification rates of zoonoses in confirmed human cases”? in the EU, 2012
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Figure CA2. Trend in reported confirmed cases of human campylobacteriosis in the EU, 2008-2012 : : : : : : : : : : ; .
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Centers for Disease Control and Prevention

MMWR Morbidity and Martality W
Weekly /Vol. 62 / No. 15 ril 19,2013

TABLE 1. Number of cases of bacterial and parasitic infection, hospitalizations, and deaths, by pathogen — Foodborne Diseases Active
Surveillance Network, United States, 2012*

Cases Hospitalizations Deaths
Pathogen Mo. Incidencet Objective’ No. (%) No. (%)
Bacteria
I Campylobacter I 6,793 14.30 8.5 1,044 (15) 6 (0.09)
| jstoria 121 0.25 0.2 116 (96) 13 (10.74)
| saimonelia | 7,800 16.42 1.4 2,284 (29) 33 (0.42)
Shigelia 2,138 4,50 N/AY 491 (23) 2 (0.09)
STEC 0157 531 1.12 0.6 187 (35) 1 (0.19)
STEC non-0157 551 1.16 N/A 88 (1e) 1 (0.18)
Vibrio 193 0.41 0.2 55 (29) 6 (3.11)
Yersinia 155 0.33 0.3 59 (28) 0 (0.00)
Parasites
Cryptosporidium 1,234 2.60 N/A 236 (19) 6 (0.49)
Cyclospora 15 0.03 N/A 3 (20) 0 (0.00)
Total 19,531 4,563 68

FIGURE 1. Estimated percentage change In Incldence of laboratory-confirmed bacterial and parasitic Infections In 2012 comparad with average
annual Incidence during 2006-2008, by pathogen — Foodborne Diseases Active Survelllance Network, United States
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TURKIYE

EDIRNE'DE iSHAL ETKENLERI ARASINDA CAMPYLOBACTER TURLERININ YERININ VE
ANTIMIKROBIKLERE DUYARLILIKLARININ ARASTIRILMASI

Asiye ATES-YILMAZ' H. Murat TUGRUL?
infeksiyon Dergisi (Turkish Journal of Infection) 2005; 19 (1): 53-59

RUTIN DISKI KULTURLERINDE URETILEN CAMPYLOBACTER TURLERI VE
ANTIBIYOTIK DUYARLILIKLARE 5 YILLIK SONUCLARIN
DEGERLENDI Ri LMESi*

Betigiil ONGEN, Hasan NAZIK, Tlgm KAYA
ANEEM DETEZI:I]?;H[I]'.??--'H

RUTIN DISKI KULTURLERINDEN 1ZOLE EDILEN CAMPYLOBACTER CINSI BAKTERILERIN
DAGILIMI VE ANTIBIYOTIK DUYARLILIKLARI: 3 YILLIK SONUCLAR

Betigiil ONGEN, llgn KAYA, Mehmet ILKTAC

ANKEM Derg 2008:22 (Ek 1)

AKUT GASTROENTERITLI OLGULARIN DISKI ORNEKLERINDE BAZI
BAKTERI VE VIRUSLERIN ARASTIRILMASI***

Vasile YAZICT*, Berna GULTEKIN®®, Neriman AYDIN**, Yusuf Ziya ARAL***,

Avvaz AYDOGDU***, Ali Onder KARAOGLU****
ANKEM Derg 2009,23(2):59-65

Gulhane Askeri Tip Akademisi Egitim Hastanesi’nde
Akut Bakteriyel Gastroenterit Etkenleri Arasinda
Campylobacter jejuni ve Campylobacter coli’ nin Yeri ve
Bunlarin Antimikrobiklere Duyarhhklarimin Arastirilmasi

Mustafa Giiney'. Ahmet C. Basustaod e

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg (2010) 40 (3): 183 - 192




ITF sonuglar - son 13 yil

2000-2012 yillari arasinda enteropatojen izolasyon orani (%)

® Salmonella
m Shigella
o Campylobacter

0O Aeromonas
m Plesiomonas




Diren¢ mekanizmalart



Salmonella spp.

= (Gastroenterit - Antibiyotik tedavisine
¢ogunlukla gerek duyulmaz

(ekstrem yaglar, uzamig inf., vb. harig)

= Tifo, paratifo
= TInvaziv enfeksiyonlar

(Tifo disi Salmonella ile)
- son yillarda sik

—_

—

Antibiyotik tedavisi
kritik Gneme sahiptir



Salmonella spp.'de antibiyotik direnci

Geleneksel antimikrobiyaller

Kloramfenikol Direnc onemli
Ampisilin olglide artmistir
Ko-trimoksazol (Bazi bolgelerde direng %70)

= Eftkili aternatifler olan florokinolonlar ve genis
spektrumlu sefalosporinlere de direng gelismistir

Bazi Ulkelerde kaygi ~ Taiwan'da S. Choleraesuis suglarinda 2000'de ortaya
verici boyutlarda cikan florokinolon direnci; 2003'de ~ % 70
2006'da % 96



Direng
3 yillik ortalama

Salmonella spp. Direng (ITF 2008-2010)

Coklu Direng¢

% 12.6 (2009)

% 22.3 (2010)

2010

AMP/SXT % 6.6
AMP/AMC/SXT % 5.2




Salmonella spp.'de antibiyotik direnci

= Son zamanlarda siprofloksasine azalmis duyarlilik
gosteren suslarla tedavi basarisizliklar: da
bildirilmeye baslamistir

Parry CM, Threlfall EJ. Curr Opin Infect Dis 2008;21(5):531.

= 6. Afrika'da invaziv enfeksiyon etkeni tifo disi
Salmonella serotiplerinin siklikla hem GSBL
olusturdugu hem de florokinolon direnci
gostermesi tedavide karbapenem veya
azitromisin kullanimini giindeme getirmistir

.Harish BN, Menezes GA. Indian J Med Microbiol 2011;29(3):223.
.Feasey NA, Gordon MA. In: Manson's Tropical Diseases 23th ed. (2014)



Florokinolonlara diren¢ mekanizmalari

Kinolonlar'm hedefil Ortak hareket ederek
-DNA giraz (9}’/"/’ ve 9}//"3) bakteriyel DNA replikasyonu,

: transkripsiyon, rekombinasyon
- Topoizomeraz IV (parC've pa/"E) ve DNA'nin tamirinde rol

oynarlar

Salmonella’da kinolonlara direng gelisiminde bugine
kadar tanimlanmis tic 6nemli mekanizma vardir:

1. Hedefin inaktivasyonu
2. Antibiyotigin pompalanmasi
3. Plazmitle iliskili direncg



Florokinolonlara direng mekanizmalari

1. Florokinolonun hedefinin inaktivasyonu:

. gy/qA (kinolonlar'm birincil hedefl) Hedef genlerdeki
genindeki nokta mutasyonlari modifikasyonlar bakteriyi
"kinolon direncini belirleyen bélgede kinolonlarin etkisinden korur
(QRDR)" 67-106. aminoasitlerin

arasindaki gen iriini bolgede meydana . Diger siklikla saptanan
gelir mutasyon bélgeleri

. Ser-83 veya Asp-87
(Nal R'li suslarda en sik) -gyrB 'de (464. kodon)

mutasyonlar da bildirilmisgtir -Yakin zamanda parE' de de
(Stm-DT204) ¢esitli kodonlarda mutasyonlar

bildirilmistir



Florokinolon direncinin ozelligi

Basamakli olarak gelismesidir

= Tek bir mutasyon nalidiksik aside dirence,

florokinolonlara ise sadece azalmis duyarliliga
neden olabilir

= Florokinolonlara tamamen direng ayni anda
ikili veya daha fazla mutasyon mevcut
oldugunda ortaya ¢ikar



Florokinolonlara direng mekanizmalari

2. Antibiyotigin pompalanmasi

. Yiksek diizey florokinolon
direncinin gelismesi igin hedef
gendeki mutasyonlarla birlikte
aktif pompa sistemlerinin
(AcrAB-TolC) asiri liretilmesi
gereklidir

-AcrAB-TolCyi kodlayan genlerin
inaktivasyonu

-Aktif pompa inhibitori (Phe-Arg-B-
naftilamit) kullanilarak

Florokinolonlara direng diizeyi
16-32 kat azalabilmektedir
(Stm DT204)

. Iki regiilatér sistemi
(marRAB ve soxRS ) cogul
antibiyotik direnci ile iligkili
bulunmustur

» marA ve soxS genleri

-AcrAB-TolC pompa sistemini

diizenleyen homolog proteinleri
kodlar

- micF iiretimini diizenler (OmpF

sentezinin rediikleyerek dis

membran gegirgenliginde azalma)
-

AP 1P

AcrA
—

Yamasaki S, et al. J Antibiot 2011;
v 64(6):433

kCI’



Florokinolonlara direng mekanizmalari

3. Plazmitle iliskili direnc

Farkl genler tarafindan saglanmaktadir

= Kinolonun hedefini koruyucu 6zelikteki QNR
proteinlerini (QnrA QnrS, QnrB Qnrc, QnrD,
QnrVC) kodlayan genler

= Bazi florokinolonlarin modifikasyonuna yol agan
bir asetiltrasferazi (AAC(6")-Ib-cr) kodlayan gen

= Aktif pompalari kodlayan (QepA veya OgxAB)
genleri

Plazmid aracili kinolon direnci hizla yayilmis ve bugtin
Avrupa, ABD, Afrika ve Asya'da bircok Glkede ortaya ¢cikmistir

.Gay K, et al. Clin Infect Dis 2006;43(3):297.
.Sjolund-Karlsson M, et al. Emerg Infect Dis 2010;16(11):1789.
Van TT, et al. Int J Food Microbiol 2012;154(3) :98.



Genis spektrumlu beta-laktamlara direng
mekanizmalart

= TEM-tipi beta-laktamazlar (BL)

-blarcy.; ve blargy ;35 (sinif 2b)
(genis spektrumlu penisilinazlar)

-blarey 3,-4,-20,-27, 52, -63,-131) (SiNIf 2be)
(oksiimino sefalosporinleri ve
monobaktamlar: da inaktive eder)

= SHV-tipi BL
-blasyy. o, blasyy. 2, blasy.s5 blasyy.s,
blasyy.sz, .-

= PSE-1BL (CARB-2)
(karbenisilini hidrolize eden bir penisilinaz)

- blapsc.; geni (kaset kaynakl) Salmonella
genomik adasi 1 igindeki gogul direng gen
kimesi iginde yer alir

- bla,pp.4 (kaset kaynakli)

= OXA-tipi BL
(oksasilin ve kloksasiline
karsi artmis aktivite)

- blagx,.; blapxa.z blapx,.o,
b/GOXA—]O
(genellikle kaset kaynakli)

= PERBL

(b/apee.; ve blaps )
(genellikle plazmit kaynakl)

= CTX-MBL

b/aC'TX-M-Z/ 3 -4-5-6-7-9
14, -15, -17, -18, -27, -28, - 32



Genis spektrumlu beta-laktamlara direng
mekanizmalar

= AmpC BL
(Karbapenemler harig¢ tiim beta-laktamlar: hidrolize edebilen

sefalosporinazlar)
CMY-BL

-bla,yy., (Salmonella enterica'da en yaygin olani)

-blagyy.4
-blagyy.;

AAC- BL (blag,.)
DHA’BL (b/aDHA_])

=  KPC-2 (serin-karbapenemaz) (Bush grubu 2f)

Ayni susta iki ya da g farkl tipte beta-
laktamazlar: kodlayan b/a genleri
bulunabilmektedir



Karbapenemler, siprofloksasin ve seftriaksona
direngli 'nin neden oldugu invaziv
enfeksiyonlarin tedavisinde son segenek
antibiyotiklerdendir

= 2010 yilinda idrar yolu enfeksiyonu olan bir
hastadan karbapeneme direngli S. Typhimurium
izole edildi

= Bu hastadan izole edilen seftriaksona direncli
susun baslangigta konjugatif Incl 1 plazmidi
tzerinde bulunan ve b/a.,y. > genini barindiran
Tn6092'yi tasidigi, ayrica orijinal OmpD defektine
ek olarak ertapenem tedavisi sirasinda OMPC
kaybinin da gelistigi ve bu nedenle karbapeneme
direngli hale geldigi bildirilmektedir

Su LH, et al. Clin Microbiol Infect 2012;18:E91e4.



Florokinolon direnci

= Antibiyotiklerin insanda geligigiizel

antibiyotik direnci  ~

Campylobacter jejuni / colide

[T

kullanilmasi, hayvancilikta tedavi amagl veya
biylime faktoru olarak da kullaniimasi basta
florokinolonlar olmak lizere antibiyotiklere
direncli Campylobacter enfeksiyonlarinda

onemli bir artisa yol agmistir

Florokinolon direnci

ABD'de - % 19-47 (insan izolat)
Avrupa'da %17-99 (insan ve hayvan izolati)
.Ozellikle Afrika ve Asya'da da yaygin
.Tayland ve Hong Kong'da %80’ leri asti

Campylobacter' de
florokinolon direnci
klinik olarak buytik
endise kaynag!
haline gelmistir



oboc™®  TURKIYE
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Arikan Akan O, ve ark. Mikrobiyol Biilt 1994; 28:122.

Ongen B, ve ark. ANKEM Derg 2007;21(1):37.

Ongen B ve ark. ANKEM Derg 2008;22 (Ek 1):39.

Gliney M, Basustaoglu AC. Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 2010; 40(3):183.
Kayman T, ve ark. 1. Ulusal Klinik Mikrobiyoloji Kongresi P-126, 2011.



Campylobacter jejuni / colide

antibiyotik direnci
Makrolid direnci

» Insandan izole edilen Campylobacter
suslarinda genel olarak distik olup heniz
stabil seyretmektedir

= Sirveyans bilgilerine dayanarak genellikle
C. colisuglari C. jejuni suslarina gore
makrolidlere daha direnclidir

» Ozellikle hayvan kaynakli . co/i suglarinda
makrolidlere direng oranlari ABD 'de >7%40, Avrupa'da
ve Asya da daha da yiiksek oranlarda



wacte”  Florokinolonlara

y! : )
Cor? diren¢ mekanizmalari

Campylobacter' de florokinolon direncine neden
olan tanimlanmis iki 6nemli mekanizma vardir:

1. Florokinolonun hedefinin inak’rivasyonu} Bu iki mekanizma

e e birlikte sinerjistik
2. Antibiyotigin pompalanmasi olarak calisir

Anionic and/or
MW > 360 kDa

lovine NM. Virulence 2013;4(3):230.



Florokinolonlara direng mekanizmalari

ter
prio>®”
¢a™7 1. Florokinolonun hedefinin inaktivasyonu:
Kinolonlarin hedefi: C. jejunive C. coli'de
-DNA giraz (gyrA ve gyrB) parC ve park

-Topoizeweraz IV (parT ve part) genlerinin olmadig

gosterilmistir

= Direng gyrA geninin QRDR balgesinde belirli
nokta mutasyonlari araciligiyla gergeklesir

[En sik Thr-86-Ile (C257T)]

* gyrA da daha az gorilen Asp-90-Asn ve Ala-70-Thr
mutasyonlari orta diizey florokinolon direncine neden
olur

= gyrB'de meydana gelen mutasyonlar florokinolon
direncine yol agmazlar




Florokinolonlara direng mekanizmalari

1. Florokinolonun hedefinin inaktivasyonu:

almonella'da gorilen
basamakli direncten farkhdir b%j’"eng/,- s
Yiiksek diizey diren¢ QRDR'de basamakli g,kag?k//de OF‘;”T/QP 2
olarak birka¢ nokta mutasyonu gerektirir) Z kte din QAya '

= Campylobacter de lgyr"A'daki tek bir mutasyon
|

yiiksek diizeyde nalidiksik asit ve florokinolon
direncine yol agabilmektedir

Ilging olarak daha az rastlanan Thr-86-Ala mutasyonu
sadece yuksek diizey naldiksik asit direncine yol agarken
florokinolon direncine neden olmaz

gyrA'da ikili mutasyonlar (Asp85Tyr ile Asp90Asn veya Pro104Ser)
da bildirildi



Florokinolonlara direng mekanizmalari

obacwr

|
camPY 2. Antibiyotigin pompalanmast:

= CmeABC atim POMPAs! (kromozomal olarak kodlanir)
Florokinolon direnci (ayrica makrolidler ve diger gesitli antibiyotiklere direng)

= C J'e‘(un/‘de ToFlam 14 olasi atim pompasi tanimlanmigtir
(¢ogu fonksiyonel olarak tanimlanmis degil)

= Pompa ylksek diizey florokinolon direncinin
oldusmasmda gyr mutasyonlari ile uyum iginde hareket
eder

Sadece DNA giraz mutasyonlari tagiyan suslarda orta diizeyde
florokinolon direnci goriilirken beraberinde CmeABC de ifade
edildiginde yiiksek duzeyde direng ortaya ¢ikar

Klinik agidan anlamli bir dirence yol agabilmesi igin asiri ifade

edilmesi gereken diger pompa mekanizmalarindan farkl olarak

CmeABC nin bazal diizeyde ve konstitiitif ifadesi florokinolon
direncine aracilik etmesi igin yeterlidir



r .
obact® Makrolidlere

ampY : :
¢ diren¢ mekanizmalar

o Makrolidler bakteri ribozomlarinin 50S alt
tnitesindeki P bolgesine reversibl olarak
baglanarak protein sentezini inhibe ederler

=  Campylobacter' de makrolid direnci lg
temel mekanizmayla ortaya ¢ikmaktadir:

1. hedef modifikasyonu
o ] Sinerjistik olarak hareket ederek
2. pompa aktivitesi yuksek duzey makrolid direncine
car
3. membran permeabllu’resm éeglslkllk

Makrolidlerin enzimatik modifikasyonu Campylobacter'de bildirilmemistir



Makrolidlere direng mekanizmalari

;
Campylobacw 1. Hedef modifikasyonu:

=  Campylobacter kromozomu 23S rRNA geninden ¢ kopya
icerir
-Direngli suslar genellikle tim kopyalarda makrolid direnci ile
iliskili mutasyonlar! tasirlar

- Yiiksek diizey direncte en yaygin nokta mutasyonlar::

23S rRNA geninin her l¢ kopyasinda da 2074
ve 2075 pozisyonlarinda meydana gelen baz yer
degisiklikleri (A2074C, A2074G ve A20756)

=  Makrolidler icin MIK'i diisiik bulunan bazi suslarda
kopya genlerden sadece ikisinin mutasyona ugradig
belirlenmistir (gen dozu etkisi)

= Direng ribozomal proteinlerin (L4 ve L22)
modifikasyonundan da kaynaklanabilir (diisiik diizey direnc)




= Eritromisine direng soz konusu ise diger
makrolidlere de ¢apraz direng gelisecegi
unutulmamalidir !



e Y|obac’rer

Tedavide makrolid antibiyotiklerin (florokinolon
antibiyotikler ile karsilagtirildiginda) tercih edilen
ilaglar olmasinda etkinliginin digindaki en onemli iki
faktor :

- makrolid direnci gelismesi igin hem ilaca maruz
kalma siiresinin daha uzun olmasi

- spontan mutasyon oraninin disik (~ 10 /hiicre)
olmasidir

= Campylobacter'de makrolid direncinin gelismesi igin
olusan bariyerin florokinolon direnci igin olandan ¢ok
daha yiiksek oldugu séylenebilir



Makrolidlere direng mekanizmalari

2. Antibiyotigin pompalanmast:

Yiksek diizey makrolid direncinin olusmasinda pompa

aktivitesi ve mutasyonlarin karsilikl etkilegimi
onemlidir
CmeABC atim pompasi

CmeG aktif pompasinin da roli vardir

3. Membran permeabilitesinde degisiklik:

Major dis membran porinini (MOMP) kodlayan
kromozomal porA "’ nin ifade edilmesi yoluyla dig
membran permeabilitesinin degistirilmesidir




acter

b . . .
"’ Tetrasikline diren¢ mekanizmalar

CamP

Iki mekanizma rol oynar:

= Tetrasiklinin ribozomal hedefinde degisiklik
= Disa atim mekanizmasi

-Tetrasikline direncin temel mekanizmasi bakterinin
ribozomlari koruyan proteinleri [RPP (Ribosomal protection
protein)] kodlamasidir

.TetO proteini ribozomal A bélgesine baglanarak
ribozomlari koruma altina alir

.fetO geni esas olarak aktarilabilir Flazmi’rler' Uzerinde
kodlanmaktadir; kromozomda da kodlanabilir

.campylobacter'de tetO disinda baska bir fet direng
geni bulunmamigtir




Duyarlihk Testleri



Duyarlilik testleri icin sinir
degerlere (breakpoints)
gereksinim vardir

Sinir degerler sinir deger
komitelerini gerektirir

Sinir deger komitelerinin
gereksinimleri ise MIK testi
kurallari, sokak tipi MIK
dagilimlari ve ECOFF degerleri,
diren¢c mekanizmalari, klinik
bilgilerin degerlendirilmesidir

Gunnar Kahlmeter

Sinir deger (breakpoint)
Komiteleri

CLSI - ABD
BSAC - Ingiltere
CA-SFM - Fransa
CRG - Hollanda
SRGA - Isvec
NWGA - Norvecg

EUCAST semsiyesi altinda
- BSAC, CA-SFM,
CRG, SRGA, NWGA



3. %:DUYARLILIK TESTLERI
o8\ Standartiar

ND
CLINICAL A “
LABORATORY |

STANMDARDS
INSTITUTE

BSAC

ingiltere

CRG

Hollanda

DIN

Almanya

CA-SFM

Fransa

NWGA

Norveg

Gunimizde hem ayni llke iginde hem de farkl ilkeler
arasinda bir standardizasyon sorunu oldugu séylenebilir



Salmonella (ve Shigella spp. gl n
duyarlihk testleri



Salmonella (ve Shigella spp.)
CLST (m100-s23) Standartalari

Mikrodilisyon
yontemi




\0 Tt
galmo™ Test kosullar s
Shig® gBeSiyeri , inokulim, inkibasyon)

Besiyeri
Disk difiizyon: Mueller-Hinton agar (MHA) Inok(jl[jm

Agar dilisyon: Mueller-Hinton agar (MHA) | | * Ureme yontemi
veya
DKS yontemi
« 0.5 McFarland

Sivi dilisyon: Katyon ayarli Mueller-
Hinton buyyonu (CAMHB)

Inkibasyon
35+ 2°C'de normal atmosfer

rrome)
[ R |

Disk diflizyon yéntemi icin 16-18 saat '
Dilisyon yontemleri icin 16-20 saat ] e

Kalite Kontrol: Escherichia coli ATCC 25922




So\mO“e‘m

cnigel'® CLSI - Kurallar

= Diskidan izole edilen suslarin antimikrobik
duyarhlik testi yapildiginda;

Rutin olarak bildirilecekler:

= Ampisilin
= Florokinolon
= Ko-trimoksazol




ell®

o CLSI - Kurallar

Sa\mo“
chig®

= Barsak disi izolatlar icin;

Bir 3. kusak sefalosporin test
edilmeli ve bildirilmelidir

Istenirse, kloramfenikol de
denenebilir



on
salele  CLSI - Kurallar

I/'
1. ve 2. Vusak Sefar-.sinler

: ) Amino<.kozitler
sef~>!usporinler

Bu antibiyotikler klinik olarak etkili degildir

In-vitro duyarhlik deneylerinde duyarli bulunsalar
bile raporda duyarli olarak bildirilmemelidir




CLSI, 2013 yilinda Sa/monella’larin
duyarlilik testi igin (ayrica) yeni bir

_ yaklasim getirmistir

A

'QWO“Z\\-Q B
S

= Duyarlilik testinin tifo etkeni Sa/monella’lar
(S. Typhi ve S. Paratyphi A-C dahil) igin
yapilmasi gerektigi vurgulanmaktadir

= Barsaktan izole edilen tifo disi
Salmonella’lar igin rutin duyarhlhk testi
yapilmasini onermemektedir




= (CLSI ilk olarak 2012 standartlarinda (M100-522) Sa/monella
(S. Typhi ve ekstraintestinal Sa/monellia) ve diger Enterobacteriaceae
uyeleri igin siprofloksasin sinir degerlerini ayirmistir

FLUOROQUINOLONES - ter . L
NOTE- R Iuation of f inolones is . Interpretive Criteria MIC Interpretive Criteria

Zone Diameter

, Dick e whol o L) Enterobacteriaceae (S. Typhi ve
See comment (2). Content 5 i I i R 5 i 1 : R H :
5 Ciprofioxach S 2T e s T2 —— ekstraintestinal Salmonella spp.
B Levofloxacin 5 g 217 1 14-16 1 =13 2 1 4 1 =8 harig) icin test edilir ve bildirilir.
B Ciprofloxacin 5 g 231 . 2130 - =20 £0.06 - 0.12- - 21 .
: : C 05 Sadece S. Typhi ve

ekstraintestinal Salmonella
spp. icin bildirilir.

= Kriterler 2013 yilinda yeniden gozden ?egir'iler'ek (M100-523)
Salmonella spp. icin levofloksasin ve ofloksasin igcin MIK
degerleri eklenmigtir

FLUOROQUINOLONES z Dianmeet .
. - _ . - |I11:E?FH'-E;EE':":' Criten:ria MIC Interpretive Criteria Salmone//a spp harlg
NOTE: Reevaluation of fluoroquinolones is ongoing. Disk {nearest whole mm) {pgiml ) . L.
See comment (2). Content s : 1 R 5 ¢ I ! R Enterobacteriaceae igin test
B Ciprofloxacin 5ug =221} 16-20 . =15 =1 2 ' 24 HH HPEF
B Levofloxacin 5 ug 217 | 14-16 | =13 =2 ¢+ 4 1 =28 edilir ve bildirilir.
B Ciprofloxacin 5ug =31 21-30 =20 =0.06 0.12-

: WY Salmonella spp. (S. Typhi ve
S. Paratyphi A-C dahil ) icin
test edilir ve bildirilir

Levofloxacin

Ofloxacin




= Kriterler 2013 yilinda yeniden gozden gegirilerek (M100-
S23) Salmonella spp.’ye uygulanmak lizere levofloksasin ve
ofloksasin igin MIK degerleri eklenmistir

[ FLUOROQUINOLONES , Zone Diameter e o Salmonella SPP. harig
3 " . . . nterpretive Criteria rpretive ria . . .
NOTE: Reevaluation of flusroquinoiones IS enaoini.  pisy, nearest whole mm) {pgimL) Enterobacteriaceae icin
See comment (2). Content 5 : ] i R 5 . 1 : R
B Ciprofl i 5 =21, 16-20 , =15 =1 2 i =4 ihi ildirihi
: iprofloxacin it a0 1z <testedilir ve bildirilir

B Ciprofloxacin S Hg z31 | 21-30 | =20 | =006 : 0.12-

_ . 5_<so.1250.25—15
_ - - b - \Us042 | 02541 |

"' '® Salmonella spp. (S. Typhi
ve S. Paratyphi A-C dahil)
icin test edilir ve bildirilir

ht]

Levofloxacin

v v

Y]

Ofloxacin

MIK testinin yapilamamasi durumunda
veya laboratuvarlar mevcut
yorumlama kriterlerini uygulayabilene
kadar azalmis florokinolon
duyarliliginin saptanabilmesi igin
nalidiksik asit diskleri kullanilabilir

CLINICAL AND
/ LABORATORY
STANDARDS

INSTITUTE’



Salmonella spp. - Nalidiksik asit

Nalidiksik aside direncli Sa/monella suslari ile
gelisen infeksiyonlarda florokinolonlarla
tedavide ge¢ yanit alinabilir, klinik basarisizlik
gordlebilir

Nalidiksik asit florokinolonlara karsi direnc
mekanizmalarinin tamamini saptayamayabilir

Florokinolonlarin degerlendirilme kriterleri ile
ilgili ¢alismalar sirmektedir
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llo CLSI
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3. kugak sefalosporinler
} I veya R

Florokinolonlar

$

Sonucu bildirmeden énce
duyarlilik deneyini dogrulayiniz



Sa\mof‘e::f EUCAST Kriterleri
ghige Ocak 2014 (siiriim 3.0)

(Enterobacteriaceae icin onerdigi
standartlara gore)

Disk difﬁzyon Disk diflizyon yontemi
o . »« ™ standartlar:
yontemi [ belirlenmis durumda

oooooooooooo
------------

------------

oooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

X EUCAST s, ]




EEEEEEEEEEEEEEEEE
EUCAST Smuss
SSSSSSSSSSSSSSSSSSSSS

\a e
sa\mf’“:\‘ Test kosullart

shid &esiyeri , inokulim, inkibasyon)
Besiyeri
Disk difiizyon: Mueller-Hinton agar (MHA) | | Tnokilim
Sivi diliisyon: Katyon ayarli Mueller- - DKS yontemi
Hinton buyyonu (CAMHB) * 0.5 McFarland
Inkiibasyon

e 35+ 1°C'de normal atmosfer

rrome)

Disk diflizyon yéntemi icin 16 - 20 saat 7
Dilisyon yontemleri icin 18 £ 2 saat ] e
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shig® Kalite Kontrol
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- Escherichia coli ATCC 25922

NCTC 12241, CIP 7624, DSM 1103,
CCUG 17620, CECT 434

= Bususlarin degerlendirilecegi antibiyotikler icin kalite
kontrol sinir degerleri (zon capi/MiK) de olusturulmustur

[Hedef degerler EUCAST tarafindan hesaplanmis, kabul
edilebilir aralik degerler ise ISO 20776-1: 2006’ya gore ve
EUCAST tarafindan belirlenmistir] http://www.eucast.org/




EUCAST
Yorumlar ve uzman kurallar

= Nalidiksik asit, Salmonella spp. ve diger
Enterobacteriaceae’ de giderek yayginlasan
gnr veya diger plazmit aracih disuk dizey
florokinolon direncini saptayamamaktadir

= Nalidiksik asit zon ¢aplarini sinir deger
tablolarindan ¢ikarmistir

EEEEEEEEEEEEEEEEE
CAST s
SSSSSSSSSSSSSSSSSSSSS

European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases




EUCAST
Yorumlar ve uzman kurallar

Uzman kurallarin yeni versiyonlarinda
siprofloksasinin MIK degerleri
temelinde florokinolon duyarlilik
sonuglari modifiye edilmistir
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Uzman kural (Kural No.13.6)

= Salmonella spp.'nin siprofloksasin igin MIK'i
>0.06 mg/L ise tim florokinolonlara direngli
bildirilmelidir

= Diusgtk dizey siprofloksasin direnci olan
Salmonella spp.'nin sebep oldugu sistemik
enfeksiyonlarda siprofloksasine yanitin zayf
olduguna iliskin klinik kanitlar vardir

= Mevcut verilerin genel olarak S. Typhi ile iligkili
oldu?’u ancak diger Sa/monella tiirleri ile de zay:f
anit alindigina dair olgu bildirimleri oldugu
ildirilmektedir



Screening for fluoroquinolone resistance in Salmonella spp. with % EUCAST
pefloxacin5pg. | ew DEERD T e

Tentative quality control criteria for users and disk manufacturers.

EUCAST recommends pefloxacin 5 ug as screen for fluoroquinolone resistance in
Salmonella spp. (see excerpt from EUCAST breakpoint table v 4.0 below).

Pefloksasin (5 1g) S ] 1 | R
PR R o Tl pefloksasin__5ugl224] . [<24

= £ coli ATCC 25922 kontrol susu;
pefloksasin (5 pg) igin;
hedef zon ¢api: 28 mm
zon araligr: 25-31 mm

= Suan iim eterli kanit olmadigindan Salmonella
i diger Enterobacteriaceae lyelerine

disinda
* uygulanmamalidir (Uzman kural 13.6)

http://www.eucast.org
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Son yillarda S. Typhi ve Shigella spp.
enfeksiyonlarinin tedavisinde azitromisin
siklikla kullanilmaya baglanmistir

Sjolund-Karlsson M, et al. Antimicrob Agents Chemother 2011;55:3985.

Azitromisin listelere girmis olmakla birlikte
[sokak tipi (WT) kokenler] icin MIK < 16 mg/L)
igin sinir deger ¢alismalari devam etmektedir

http://www.eucast.org



http://www.eucast.org/

Salmonella/Shigella spp.'de onerilen antibiyotikler igcin CLSI (M100-S23)
ve EUCAST (01.01.2014) yorumlama kriterlerinin karsilastirilmasi

] Zon ¢ap! (mm) L] MIK sinir deger mg/L
S | R S | R

Antibiyotik Disk icerigi
CLSI 10 pg >17 14-16 <13 <8 16 >32
EUCAST 10 pg > 14 - <14 <8 - > 8
CLSI 1.25/23.75 pg 216 11-15 <10 <2/38 - >4/76
EUCAST 1.25/23.75 ug > 16 - <13 <2 - >4
CLSI/Salmonella 5 pug** 231 21-30 <20 <0.06 0.12-0.5 21
CLSI/Shigella 5ug* >21 16-20 <15 <1 2 >4
EUCAST Pefloksasin Spg =224 8 <24 <0.06 - > 0.06
CLSI/Salmonella - - - - <0.12 0.25-1 22
CLSI/Shigella 5 ug >17 14-16 <13 <2 4 >8
EUCAST/LEV 5 pg >22 <19 <1 - >2
EUCAST/OFL 5 ug >22 <19 <05 ; >1

n |

LS 30 pg >18 13-17 <12 <8 16 >32
EUCAST 30 ug >17 - <17 <8 - > 8

CLs 30 ug >19  14-18 <13 <16 - >32
EUCAST - - - - - -



| zongapi(mm) | | MiKsiirdeger mg/L

Disk igerigi S I R S I R

CLSI/Salmonella 5 ug** >31 21-30 <20 <0.06 0.12-0.5 >1
CLSI/Shigella 5pug* >21 16-20 <15 <1 2 >4

EUCAST Pefloksasin S5pug 224 - <24 <0.06 - > 0.06

CLSI/Salmonella - = = - <0.12 0.25-1 >2
CLSI/Shigella 5ug >17 14-16 <13 <2 4 > 8
EUCAST/LEV 5 ug > 22 <19 <1 - > 2
EUCAST/OFL 5 ug > 22 <19 < 0.5 - >1




Figure 1. Algorithm for phenotypic detection of ESBLs

EUROPEAN COMMITTEE
EUCAST i
SUSCEPTIBILITY TESTING

European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases

ESBLSCREENING:
I/R to one or both of cefotaxime and ceftazidime

NoESBL

v

(or cefpodoxime R)
Yes

.

Species dependent ESBL confirmation

Group 1:

Group 2:

E . coli Klebsiella spp., P. mimbi[is@a@one”a PP, D

Enterobacteriaceae with mducible chromosomal AmpC:
Enterobacter spp., Citrobacter freundii, Morganella morganii,
Providencia stuartii, Serratia spp., Hafnia alvei.

S’n‘ge]]a spp._ D

4

ESBL CONFIRMATION!
witllc_eftaadmle and celotaxime+/- Clavulanic acd |

ESBL CONFIRMATION

l

I with cefsemle +/- clavulanic acid I

Positive: ESBL

Indetermunate

Negative: No ESBL

Positive: ESBL

Indeterminate?

Negative: no ESBL

I

'If cefoxitin has been tested and has an MIC >8 mg/L,

confirmation test

perform cefepime+/- clavulanic acid

’Cannot be determined as either positive or negative (e.g. if the strip cannot be read due to growth
beyond the MIC range of the strip or no clear synergy in combination-disk and double-disk synergy
tests). In case confirmation with cefepime +/- clavulanic acid is still indeterminate genotypic testing is

required.



SUSCEPTIBILITY TESTING

European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases

Figure 1. Algorithm for AmpC detection. { x FUCAST othmmicromc

Cefotaxime R or ceftazidime R AND cefoxitin R1\

in E. coli. K. pneumoniae
P. miraljilis, Salmonella spp,
\ ‘Slugeﬂa spp | y

Cloxacillin synergy Cloxacillin synergy
detected not detected

E. coli and(Shigella spp) PCR pagwrgniae, P. mirabilis, )
is requireﬁ' inate Mw ik thidain Other mechanisms
between plasmid-acquired somal AmpC) plasmid- (e.g. porin loss)
and chromosomal AmpC

mediated AmpC detected

‘Cefoxitin R is here defined as non-wild type (MIC >8 mg/L or zone diameter <19 mm).
Investigation of isolates with non-susceptibility to cefotaxime and ceftazidime is an approach
with higher sensitivity but lower specificity compared with focusing on cefoxitin resistant
isolates (7). AmpC can also be present in isolates with a positive ESBL-test (clavulanic acid
synergy). It could therefore be relevant to carry out testing regardless of the result of the
ESBL test. For laboratories not testing cefoxitin, susceptible to eafepime together with

resistant to cefotaxime and/or ceftazidime is another phenotypic indicator of AmpC,
although less specific.



Campylobacter igin duyarlilik testleri



c. jei" Campylobacter spp.

¢. ol

Gec ve gli¢ lireyen bir bakteri

Ve A 'a'




.. jeion Duyarlilik Testleri
c. ¢l Campylobacter spp.

= Uzamig/ciddi semptomlar
gosteren hastalar igin
onerilir

= Epidemiyolojik amagl
olarak yapilabilir




ij"-"i Campylobacter spp.

Duyarlilik testlerinin
standardize edilmesi ancak son
yillarda mimkin olmustur

M45-A

Vol. 26 No. 19
Replaces M45-P
Vol. 25 No. 26

Methods for Antimicrobial Dilution and Disk

Susceptibility Testing of Infrequently Isolated
or Fastidious Bacteria; Approved Guideline

"Nadir izole edilen veya gii¢ lreyen 2006 - (M45-A)

bakteriler icin antimikrobiyal
diltisyon ve disk duyarllik testleri" 2010 - (M45-A2) *



'..60" CLSI - Campylobacter

Mikrodiliisyon Disk difuizyon
yontemi yontemi
Ayrica
Siprofloksasin
Eritromisin _ Yorumlama
Doksisiklin kriterleri
Tetrasiklin

oo oy



Besiyeri

mikrodilisyon yontemi

Lize at kani ( %2.5-5 v/v) ilave edilmis
katyon ayarli MHB

disk difiizyon testi
75 koyun kani ilave edilmis MHA

Inkiibasyon
 Mikroaerobik ortam
(%10 CO,, %5 O, ve %85 N,)

« 36-37 °C de 48 saat veya
42 °C de 24 saat

Inokiiliim
« DKS yontemi
« 0.5 McFarland

Kapali plastik torba veya paketlerin
kullanilmasi énerilmemektedir



‘obacter . e
Primer olarak denenecek

antibiyotikler

camPV

= Eritromisin
= Siprofloksasin

eritromisin

siproflo'ks'asi-h :
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eV Minimum Kalite Kontrol Oneriler:

= Mirodilisyon testi igin

MIK araliklari belirlenmistir
. . . Azitromisin
¢ C. JeJU”I ATCC 33560 Siprofloksasin
(36-37 °C de 48 saat / 42 °C de 24 saat) Lorsskin

Eritromisin
Gentamisin
. cp.. L Levofloksasin
= Disk dlfUZYOn testi ICin Meropenem

Tetrasiklin

*S. aureus ATCC 29923

(MHA'da, 35-37°C de, 16-18 saat, aerop ortam)



ctel

Eritromisin ve siprofloksasin igin LvE—
standardize edilen disk diflizyon testi
*dir'eng tarama testi olarak kullaniimahdir

act
CONPV\OD

Zone Diameter (mm) MIC (pg/mL)
Antimicrobial | Antimicrobial Disk Interpretive Criteria Interpretive Criteria
Class Agent Content s I ' R s ¢ | 'R
MACROLIDE — /\E -
rythromycin ) 15 ug -+ - )| <8 ¢ 1 » =232
a \(ada '
iskin kenartt '
QUINOLONE disk!

Y S i i
Ciprofloxacin ) 5 ug (6 ) =11 2 1 =4

E ve CIP disklerinin etrafinda herhangi bir inhibisyon zonunun
gorilmesi durumunda duyarlihgin kategorizasyonu igin MIK
saptanmasi énerilmektedir

Eritromisine R » Azitromisin ve Klaritromisine R
(M45-A2)



ter o o « o o . .
ComPY\obac Tetrasiklin ve doksisiklin igin

sadece MIK testi standardize edilmistir

&

CLINICAL AND
LABORATORY
STANDARDS
INSTITUTE®

Zone Diameter (mm) MIC (pg/mL)
Antimicrobial | Antimicrobial Disk Interpretive Criteria Interpretive Criteria
Class Agent Content s ! | ' R 0
: : '
MACROLIDE
Erythromycin 15 ug 6 <B 16 =32
QUINOLONE
Ciprofloxacin 5 ug E LB <1+ 2 1 =4
TETRACYCLIN ' ' e
L Tetracycline <4 ¢ 8 i 216 N
eceN\ N\ Doxycycline _A N2 ¢ 4 =8 _

Doksisiklin icin MiK degerleri duyarl, orta
duyarh ve direncli siniflamasinda tetrasikline
gore birer dilisyon daha dusuktir



E-test yontemi

= E-test ile siprofloksasin, eritromisin ve
tetrasiklin igin agar diltisyonla uyumlu
sonuglar alindigi bildirilmektedir

Baker CN. Diagn Microbiol Infect Dis 1992; 15:469.

Ancak Campylobacter'ler igin heniiz
standardize edilmemistir

16

-
N

.
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c. " EUCAST - Campylobacter

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn y and Infectious Diseases

Antimicrobial susceptibility testing

u Son YGY|mlad|§| S"'andar'flar'a EUCAST disk diffusion method
Campylobacter'i de eklemistir

Disk diflizyon Mikrodillisyon
yontemi yontemi

9 Disk difiizyon ydnteminin
standartlari belirlenmistir

Siprofloksasin, eritromisin,
T ve tetrasiklin icin zon capi
e ve MIK sinir degerleri

. . L. http://www.eucast.or
belirlenmistir P .
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Besiyeri Inokiiliim ’ﬁ‘

disk diifiizyon testi + DKS yontemi
%5 At kani (mekanik yont. defibrine edilmis) « 0.5 McFarland
ve 20 mg/L beta-NAD eklenmis

Mueller-Hinton agar SPET
[MH-F agar (Mueller-Hinton Fastidious)] Inkgbasyon.
* Mikroaerobik ortam

mikrodiliisyon yontemi . 3 ¢
Defibrine edilmis at kani ve VeHON ey, 2O e NG,
20mg/L beta-NAD eklenmis . 41419C'de 24-48 saat
Mueller-Hinton buyyonu (MH-F buyyonu) : e:// Saa

ore\ie -24 saatlik inkiilbasyon sonunda kontrol edilir
c.co' " _Yetersiz ireme varsa 40-48 saat inkiibasyon



x E U C A S T ON ANTIMICROBIAL Version 3.0
SUSCEPTIBILITY TESTING :

ua Disseune April 2013

Media preparation for EUCAST disk diffusion testing and for
determination of MIC values by the broth microdilution method

= Stok cozeltiler de dahil olmak tizere MH-F
agar ve MH-F buyyonunun hazirlanmast,
depolanmasi ve kalite kontroli ayrintili
olarak tarif edilmistir




Plak gozden 30 cm
uzakta tutularak

Uremenin tam

olarak inhi®€ oldugu nokta

= MH-F plaklari, kapaklar: gikarilmis ve yansiyan

1stkla aydinlatilmis halde, plagin 6n yizinden ¢iplak
gozle bakilarak degerlendirilmelidir
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campylobacter jejuni ATCC 33560

NCTC 11351 5

CIP 702 Y3, Sokap .

DSM 4688 P susta,
CCUG 11284

Campylobacter jejuni ATCC 33560
(NCTC 11351, CIP 702, DSM 4688, CCUG 11284)

Mueller-Hinton agar + 5% horse blood and 20 mg/L B-NAD, McFarland 0.5, microaerobic environment, 41+1°C, 24h. Read
zone edges as the point showing no growth viewed from the front of the plate with the lid removed and with reflected light.
The MH-F plates should be dried prior to inoculation to reduce swarming (at 20-25°C over night or at 35°C, with the lid
removed, for 15 min).

pe—
MIC Disk conten Inhibition zone diameter
Antimicrobial agent (mm)
Target v| - \ Ha) Target' Range?
Ciprofloxacin a \(\da 5 38 34-42
Erythromycin a 15 31 27-35
Tetracycline \'\ 1\(‘\\\( a3 IP 30 34 30-38

' Calculated by EUCAST

? Established and validated by EUCAST.
IP = In Preparation



EUCAST

= C Jjejunive C. colide eritromisin icin farkh sinir
degerler (hem zon ¢api hem de MIK)
olusturulmustur

= - Azitromisin ve klaritromisin duyarliliginin
belirlenmesi icin eritromisin

- Doksisiklin duyarliliginin belirlenmesi igin
tetrasiklin kullanilmasi onerilmektedir



C. jejuni ve C. coli'de eritromisin, siprofloksasin ve tetrasiklin igin
CLSI ve EUCAST'in yorumlama kriterlerinin karsilastirilmasi

—mm—l MiK s-n-rdeger mg/L
Disk icerigi S

(CLs! 15 g i i @ <8 16 232
C. jejuni 15 pug > 20 <20 <4 > 4

C. coli 15 ug > 24 <24 < > 8
CLSI 5 ug - - @ <1 2 >4

EUCAST 5 ug > 26 . <26 <05 -  >05
cLsi - : . D> <4 8 216
EUCAST 30 g >30 1620 >30 <2 2 >2

*E: eritromisin; CIP: siprofloksasin; TET: tetrasiklin.
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= EUCAST in gonidilli laboratuvarlardan
saglanacak verilerle C. jejuni /C. colive
Salmonellaigin zon ¢capi ECOFF degerlerini
olusturmak lzere baglattigi projesi devam
etmektedir
(http://www.eucast.org/antimicrobial_susce
ptibility_testing/projects_and_data_submi
ssion/) (Erisim tarihi 19.03.2014).



http://www.eucast.org/antimicrobial_susceptibility_testing/projects_and_data_submission/
http://www.eucast.org/antimicrobial_susceptibility_testing/projects_and_data_submission/
http://www.eucast.org/antimicrobial_susceptibility_testing/projects_and_data_submission/
http://www.eucast.org/antimicrobial_susceptibility_testing/projects_and_data_submission/
http://www.eucast.org/antimicrobial_susceptibility_testing/projects_and_data_submission/
http://www.eucast.org/antimicrobial_susceptibility_testing/projects_and_data_submission/
http://www.eucast.org/antimicrobial_susceptibility_testing/projects_and_data_submission/

Sonug¢ olarak;

Salmonella ve Campylobacter enfeksiyonlarinin
tedavisi igin terapotik segenekler gittikge
kisitlamaktadir.

Ampirik tedavide kullanilacak antibiyotik badlgesel
duyarhliklar g6z 6niine alinarak segilmelidir

Antibiyotik direncinin saptanabilmesi igin ulusal ve
uluslararasi standartlarin olusturulmas: onemlidir

Ayrica surveyans stratejilerinin gelistirilmesi ve
direncinin kontrol edilebilmesi igin antibiyotik
direng mekanizmalari ve aktarilma yollarinin
anlasiimasi son derece onemlidir
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UEPLA (Kasim 2007- Aralik 2009)

Salmonella spp. (n: 985)

Nalidksik asit % 125
Ampisilin 7 8.3
Tetrasiklin % 7.4

Shigella spp. (n: 400)

Streptomisin 7% 74.8
Kotrimoksazol % 425
Tetrasiklin 7% 42.5
Ampisilin % 27

Levent B, et al. XXXIV. Turk Mikrobiyoloji Kongresi 2010 (Poster No:43).



1992-2002 cesitli calismalar (Turkiye)

Salmonella spp. Shigella spp.

= GSBL 7% 0.8-4.8 = GSBL 7% 0-0.8

Gur D. V. Ulusal Sindirim Yolu ile Bulagan Hastaliklar Simpozyumu, 7-10Nisan 2007.



Direng
3 yillik ortalama

Salmonella spp. Direng (ITF 2008-2010)

Coklu Direng¢

% 12.6 (2009)

% 22.3 (2010)

2010

AMP/SXT % 6.6
AMP/AMC/SXT % 5.2




Shigella spp. Direng (ITF 2008-2010)

Direng

3 yillik ortalama
Coklu Direng

2009-2010 % 50
2010
AMP/AMC/SXT % 30
AMP/SXT % 10
AMP/NAL % 10




