Antibiyotik Direnci Saptamada
Kulture Dayali
Yontemler ve Direncte
Antibakteriyel Tedavi Yaklasimlari



Gecmisten giinumuze infeksiyon hastaliklarinin tedavi
yaklasimi

* Gecmiste: antimikrobiyaller hekimin
klinik deneyimine gore kullanilmakta idi

e GUnumiuzde : antimikrobiyallerin sayilari
artmalarina ragmen, gelisen direncli

etkenlerin coklugu nedeni ile tedavi
secenekleri kisith olmaya baslamistir

Nitekim
* 1945 de Dr.Alexander Fleming
Penisilinin tedavide kullanilmasini

sagladigi icin aldigi Nobel 6dul kabul
konusmasinda:

— Degerliilag grubu olan antibiyotiklere
direnc gelisecegi uyarisini vermektedir.




Diinya Saglik Orgutiiniin 2014 de antibiyotik direnci
icin yayinladigi global raporu:

114 lGlkeden aldigi veriler soncunda

« DSO tarafindan baslatilan girisimcilik
faaliyeti: buyuk bir global felakete dogru yol

.« . . . . 3 8 )
alan antimikrobiyal diren¢ probleminin g?’(
¢oziim hedefleri tanimlandi ‘

* Tim diinya llkeleri arasinda standart isbirligi RESISTANCE

ANTIMICROBIAL

Diren¢ paternlerini erken tanimla ve izle , | K
SN 1NE
Olguyu erken izolasyona al IJ

Erken tedavi baslat ve uygun yeni antimikrobiyal &
gelistirilmesi icin destekleri narttiriimasi \ "

Hedefe yonelik ekonomik yiikii erken tanimla

Standart rehberler olustur: izolasyon, takip ve
tedavi
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DSO raporunun énemli bulgulari:

Antimikrobiyal direng sorun
Global olarak diren¢de sorun olusturan 7 ana bakteri grubu
Direng nedeni ile tedavi sorunu olusturan infeksiyonlar:

kan dolagimi infeksiyonlari
Diyare

pnomoni

uriner sistem infeksiyonlari
gonore.

Endise: «Son ¢are antibiyotik» kullaniminin bu nedenle yayginlasmasi ve
SONRASI????

K.pneumoniae (barsak flora liyesi) : bazi lilkelerde karbapenem direnci
>%50nin saglik bakimi ile iliskili infeskiyonlar, yenidogan ve yogun
bakim infeksiyonlari, kan dolasimi, pnomoni

Kinolon direngli E.coli’ye bagh gelisen toplum kaynakl iiriner sistem
infesiyonlarinda diren¢ >%50

Cok ilaca direngli gonore ye bagl tedavi basarisizliklari rapor edilmeye
baslandi: Bir milyondan fazla kisi : Avusturya,Avutraly, Kanada , Fransa,
Japonya, Norveg, Slovenya, Giiney Afrika,ingiltere ve Isveg

MRSA ve VRE’ye gelisen infeksiyonlara ikincil mortalite oranlari,
hastanede kalis siiresinde uzama ve yogun bakim ihtiya¢ oraninda artis

Ekonomik kayip?
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DSO raporunun énemli bulgulari:

Antimikrobiyal direng sorur
*  Direngde sorun olugtur  Bacteriacommonly causing infections in hospitals and in the community
* Direng nedeniile teda

— kan dolagimi infe No.of WHO recions
— Diyare Name ofbacterium/ | Examplesoftypical | No.outof 194 Member | .~ . b
N : : . Wit national reports of
— pnomoni resistance diseases States providing data ;
—  Uriner sistem inf S0%s esitance o mare
— gonore. o . o
SONRASI???? stream infections
— K.pneumoniae (b - V3 (en.cephalosporns 8 b
>%50nin saglik b . ysiuyogundones 0 Blb
infeksiyonlari, ke
— Kinolon direngli E ~ : :
infesiyonlarinda Klebsiell3 preumoniae! Pneumoma, plood stream R O A
. . . Infections, urinary tract Em memmmwwmmwmm
— Cok ilaca direngli R " M———
baslandi: Bir mil . nectins L —— o M, i
Ja ponya, Norveg:, =8 3” Qen. CethIOSDOFIHS 87 616 o 1 s Y e 0 o Gt ol sty s
— MRSA ve VRE’ye; - V3" carhapenems I b rftreimmertgv e

kalis siiresinde u:
Staphylococcus aureus! —— Wound infections, blood
stream infections
- Vs methiciln “MRSA 8 bt

Ekonomik kayip?




DSO raporunun énemli bulgulari:

Antimikrobiyal direng sorur
* Direngde sorun olustui
* Direng nedeniile teda
— kan dolagimi infe
— Diyare
— pnémoni
— iriner sistem inf
— gonore.
*  Endise: «Son gare antil
SONRASI????
— K.pneumoniae (b

>%50nin saghk b
infeksiyonlari, ke

— Kinolon direngli E
infesiyonlarinda

— GCokilaca direngli
baslandi: Bir mil
Japonya, Norveg,

— MRSA ve VRE’ye ;
kalis siiresinde u:

Ekonomik kayip?

Bacteria commonly cau

Name of bacterium/

resistance

Escheriohia colif

- V5 3" gen. cephalosporin¢
-V fluoroguinolones

Klebsiella peumoniae!
- V6 3 gen. cephalosporin
- 1§ 3" carbapenems
Staphylococcus aureus/

- ys methiillin "MRSA

Bacteria mainly causing nfections inthe communiy

Examples oftypica

Streptococcus preumoniael Pneumonia, meningits, ots

- n0n-Susceptible orresisant b1
to penicilin
Nontypheidal Samonelal  Foodborne diarrhoes,
blood stream infections
- ¥§ fluoroquinlones o
Shigell speces! Diarrhoea (Dacilary
dysenteriy)
- vs fluoroquinolones i

Neiseria gonrrhoea/ Gonorrhoes
- ¥5.3" gen.cephalosporins &2

No. outof 19% Member
diseases States providing data

Wit national reports o
5% resistance or more
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DSO raporunun énemli bulgulari:

Antimikrobiyal diren¢ sorun

* Diren¢ nedeniile tedavi sorunu
olusturan infeksiyonlar:

—kan dolasimi infeksiyonlari

—Diyare

—pnomoni

— uriner sistem infeksiyonlari

—gonore. gy
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Aciga ¢ikan sorunlar

K.pneumoniae (barsak flora liyesi) : bazi
ulkelerde karbapenem direnci >%50nin
* saghk bakimi ile iligkili infeskiyonlar,

yenidogan ve yogun bakim infeksiyonlari,
kan dolasimi, pnédmoni

Kinolon direngli E.coli’ye bagh gelisen

toplum kaynakli liriner sistem

infesiyonlarinda direng >%50

Cok ilaca direncli gonore ye baglh tedavi
basarisizliklari rapor edilmeye baslandi:
Bir milyondan fazla kisi :
Avusturya,Avutraly, Kanada, Fransa,
Japonya, Norveg, Slovenya, Guney
Afrika,ingiltere ve isveg

MRSA/VRSA ve VRE’ye gelisen
infeksiyonlara ikincil mortalite oranlan,

hastanede kalis siiresinde uzama ve yogun

bakim ihtiya¢ oraninda artis
C.difficile,Acinetobacter ,P.aeroginosa ???

Endise: «Son ¢are antibiyotik»

kullaniminin bu nedenle yayginlasmasi

ve SONRASI????
Ekonomik Yuk ???

Figure | Dates of discovery of distinct classes of antibacterial drugs

lustration of the “discovery void." Dates indicated are thase of reporied initial discavery or patent.
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Ana Yaklasim stratejisi:
Antibiyotik kullanimini diistirmek

«Korunma tedaviden daha iyidir (/' "

Hipokrat MO 400

— «Bundle» Bakim Demetleri
Asilama : =Sifir tolerans

— Yeni hizh /glivenilir

=riskli
hastalarda/yatislarinda/taburculu ~ tanimlama yontemlerinin
gunda gelistirilmesi
Saglk Calisani agilan * Hizh direngli etkenin
 ELHUYENI tanimlanabilmesi =ERKEN
* Uygun ve erken baglanan Uyari sistemleri
IZOLASYON Onlemleri Coziim: Saglik calisani ve

toplum EGITIiMI

"




Institute for
Healthcare
Improvement

Saglik Demeti («bundle») nedir?

IHI (Institute for Healthcare improvement) tarafindan
gelistirilen

Hastalara saglik calisanlarinin riski olan 6zellikli tedavi
sureclerinde en glivenli ve dizgin bakimi saglamalarini
saglamak amaci ile gelistirilmistir.

Kanita dayali =Direkt ve net olarak : bakima etkileyecek
parametrelerin acikca belirtildigi

Uygulanmasi gerekenlerin 3-5 madde de
belirtilidigi liste sirasidir

e «O TOLERANS» Tum ekip olarak HEPSI nin
uygulanmalari durumunda hasta bakiminda gelisimi

saglar




5 Milyon Hayat Kampanyasi

Kampanya sayesinde iki adet demet :Onlenemez diye adlandirilan
infeksiyonun insidanslari sifir a indi.

kateter ile iliskili kan dolasimi infeksiyonlari:
— Uygun hijyen ile steril kontakt bariyerlerin uygulanmasi
— Hastanin cildinin uygun temizligi

iki

— Olabilecek en uygun ven bdlgesinin iv girisim icin secilmesi g e R e S,
— Infeksiyon bulgulari icin gunluk kontol

— Gerektiginde iv yolu en kisa zamanda ya degistirmek ya da ¢ikarmak

4 -
-

Ventilator-iliskili pnémoni (ViP)=Yeni CDC 2014 Ventilator iliskili Olay (ViO)
4 basit basamak:

Hastanin basinin yatakdan 30-40 derece yukarda olmasi

Mide ulserini 6nleyici medikasyonun uygulanmasi

inaktivasyona ikincil tromboz olusumu énleyici tedbirlerin alinmasi
Ventilatorsuz soluyabilecek durum degerlendirilmelerinin takibi



Antibiyotik diren¢ sorununun iistesinden gelinmesi icin DSO

tarafindan yapilan oneri listesi:
Vatandasa diisen gorev:

* Sadece hekimin 6nerdigi antibiyotigi kullanmasi

 Semptomlari erken duzelse dahi tedavi suresini tamamlamasi

e Artakalan antibiyotikleri baskalarina 6nermemek.

Saglk ¢alisani ve eczaciya diisen gorev:

* Enfeksiyon 6nleme ve kontrol programlarinin uygulanmasi ve arttirilmasi gelistiriimesi

* Gereksiz oldugu halde antibiyotik onerilmemesi.

* Dogru ve gercekden ihtiyac duyulan durumda antibiyotiklerin dogru dozda uygulanmasi
Politikacilara diisen gorev:

* Direnc takip sistemlerinin gelistirilmesi ve Laboratuvara kaynak aktarimlarinin kesintisiz
uygulanmasi ve hatta arttirilmasi

* Uygun tedavi seceneklerinin uygulanmasi ve kontrollt kullanimlari icin yonerge ve
kontrol sistemlerinin gelistirilmesine onculik etmesi

Politikacilar ve endiitriye diisen gorem:

* Yeni, hizli tanive tedavi sistemlerinin gelistirilmesi ve gelistirilen Urlinlerin Uretimine
destek olusturmak

* bultun paydaslar arasinda isbirligi ve bilgi paylasimini olusturmak.

%



en guvenilir yol uygun 6rnekden calisiimis kultirlerin tani ve duyarhlik
sonuclarinin vakit kaybetmeden elde edilme ihtiyaci

kalttr ve duyarlilik sonuclari cikincaya kadar gecen
ortalama ilk 48 -72 saatlik stre ihtiyaci

Infeksiyon acilleri (Immiuin yetmezlikli hasta grubu,
menenijit...) septik tablo olusturan infeksiyonlar, cok
ilaca direncli infeksiyonlar yeni dogan sepsisi ....

mortalite riski
hastanede yatis sliresi uzamasi

* salginlarin yayilim riskinin gecikme ile artisi
— Uygun izolasyonlarin gecikme riski

* maliyetlerde artis
= etkin tedavinin erkenden baslanamama kaygisi



Kolonize hastanin hastalanmadan once

erken takibi

* erken izolasyonlarinin * Toplum ve hastaneye
olusturulmasi cok +hastaya risk olusturur
onemlidir. * Cok sayida ornek ile

* Cilt ve kolon bdlgeleri calisan laboratuvarlarin
cok ilaca direncli otomatize sistemleri
mikroorganizmalar icin kullanmasi
uygun alanlari — ESBL veya KPC...vs

atlama riski endisesi

%



Altin standart

e Kilturde GUretmek + antibakteriyel duyarlilik

* Sorun: Geleneksel rutin kiltir metodlarinin
glnler ile ifade edilen stirenin yavas kalmasi

D

SO0




Biofilm olusturan bakterilerin
duyarlhgi ?
* biofilm varliginda hem antibiyotik hem de
dezenfektan duyarhliginda direnc¢ s6zkonusu

e Ozellikle klinik ve endistriyel mikrobiyolojide
dnemli.

Sites of Primary and Secondary Biofilm Infection




MBEC Assay Sistemi

Minimal Biofilm Eradication Concentration
(MBEC) + minimal inhibitor konsantrasyon (MIK)

96’ mikroplaklara benzer plaklar+ kapakda
kuyulara esdeger alanda 96 adet plastik igneler
ile kuyucuk yerine 12 sirali kanallari mevcut. .

 inkiibasyon doneminde 96 igne ayni anda
bakteri ile temas etmekde

* kanallarin arasinda besiyerinin rahat¢a
gezinebilmesi icin bir ¢alkalayici (10rpm) inkiibe
edilir.

 ilk siire¢ 24-48 saat

« ikincil siire¢ ek 24-48 saat

Biofilms: The Hypertextbook

stitbotottubid

Figure 2. Diagram of the sequence of plates used to expose biofilms to the antibiotic and to
assess the results (four plates).
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Hizli antibiyotik duyarhlik testlerinin
guncel kullammi ___

Otomatize sistemler: standardizasyon
getirerek : hatali raporlama riskini azaltan
ve sureyi nisbeten 12 saatlik stirede kisaltan
sistemler

. Mikrobiyolojide Uzman kural
grubu «Expert» sistemleri: Rehberlerde
onerilen kurallarin ¢ikan duyarhlik
sonuglarinin bilgisayar sistemlerinde
otomatik olarak tanimlanarak
sonuclandiriimasi: Otomatize sistemler
(BD Vitek, Phoenix, Microscan... vs)

Trevor Winstanley and Patrice Courvali Expert Systems in Clinical Microbiolog Clin Micro 2011

Antibiyotik disk duyarlilik zonlari okuyucu
sistemler: . Kullanilan besiyerine gore
sonuglanma siireleri standart strlerden 4-7
saate kadar inebilmektedir.




-Kromojenik bazh kiltar yontemleri-
gelistirilme amaclari
Sdrenin kisaltilmasi.

Hedef etkenin flora bakterileri arasindan hizlica

tanimlanabilmesi icin 6zgln renkli koloniler

olusturmalari hedeflenmektedir

— henuz koloni olusturmadan ortamda olusturduklari
kimyasal reaksiyonun saptanmasi icin besiyerine konan bir

indikator yardimi ile besiyerinde renk degisiminin saatler
icinde izlenebilecegi tipleri mevcut

Kaltar bazli metodoloji kullanmalari nedeni ile rutin
kaltir yontemini kullanan laboratuvar personeline ek

bilgi becerisi ihtiyaci olmadan rahatlikla
kullanilabilmelerine olanak saglamaktadir

cccccccccc



Hizli tanimlama/direng saptanmasi i¢in kullanilan Standart kiiltir
yontemleri

e Standart: Antibiyotik:

— Mannitol tuzlu agari e VRE icin vanko
— Bile eskdlin agar « MRSA icin

* Kromojenik tip + ESBL icin LT —
tanimlayici agar
sistemleri

Identification: Visual reading of the color of the colonies and of the agar

) .. Pink to Burguady: positive B-glucuronidase activity
\ o Test Indole '+ = Escherichio coli

'.. Bloe to Blue Green: positive S-glucosidase activity
. o . ol = Enterococcus speci
o O - bacilli = KES Group (K. oxytoca if test Indole +)

"0 Orange to Brown: positive tryptophan deaminase activity
) Protess, Providencia, Morganella Group
(Proteus indologenes if test Indole ), Proteus mirobili if test Indole =)

s ;\ 2
) Green
-‘y"?:\,“ Psevdomonas ceruginasa strongly presumed

Colorless
« Gram-positive cocci = orientation towards the Staphylococcus
o [ Of Steptecoccus genena
£ 0 U0 | - Other Gam-negative bacill
)" - (ondido




Bacit A

« Bogaz kiilttrinde kullaniliyor. A Grubu Beta Hemolitik
Streptokok saptama suiresini 48 saatten 24 saate indiriyor.

Klasik sistem Bacit A

Koyun kanli Basitrasinli
agar koyun
kanli
agar

24 saat

48 saat

Basitrasin diski



Standart kultar
yontemleri+tamamlayici sistem

 “Matriks Assisted Laser

Desorption lonasation
Time of Flight” (MALDI-

TOF) kutle spektroskopi is e CEE /

birligi ile tanimlama 1-2 i 2/

saate inerek dolayisiile s

antibiyotik duyarlilik MALDI - TOF

sonuglanma sureleri de ©

kisalabilmektedir 0 | — |
e Calismalar: direncli Souce e

patern+ etkenlerin E—

tanimlanmasi

ﬂ..yl_lm_..l.[_ s




Quicolor - Hizli Antibiyotik Duyarhlik Testi

| 24 saat yerine 4 saat
Mueller Hinton .

ESBL saptama

Antibiyogram

3 ‘&\ W"//, :
Bakterilerin metabolik aktivitesi ile bakteri tabakasi olusmasindan ¢ok once
ureme olan bolgelerde renk degisikligi ortaya cikar



Indian J Med Res 124, October 2006, pp 443446

FEvaluation of a chromogenic mecdiuim for rapid detection of
extended spectrum [B-lactamase producing Salrnornnella: spp.

Sesin Kocagoz, Fatma Budak™ & Deniz Guart

Scandinavian Journal of Infectious Diseases, 2007; 39: 781-785 informa
healthcare

ORIGINAL ARTICLE

Rapid 4 to 6 hour detection of extended-spectrum beta-lactamases in a
routine laboratory

SERPIL ERCIS', BANU SANCAK', TANIL KOCAGOZ?* 4, SESIN KOCAGOZ?,
GULSEN HASCELIK' & ANNE BOLMSTROM®

From the ' Hacentepe University Faculty of Medicine, Ankara, * Yeditepe University Faculty of Medicine, > Turkish Innovative
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World J Microbiol Biotechnol
DOI 10.1007/511274-011-0649-y

Rapid detection of methicillin resistance in Staphylococcus aureus
isolates; evaluation of colorimetric Quicolor ES agar

and determination of breakpoint inhibition zone diameters

of cefoxitin

Ahmet Yilmaz Coban + Ugur Demirpek +
Tuba Yildirim + Yeliz Tanriverd: Cayer -
Tanil Kocagoz * Belma Durupmar
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» Rezasurin m|kroplate metodu
» Redoks indikatori olarak resazurin (mavi) —

resorufin (pembe) renk degisimi gozlemi oL g —
5 saat inktbasyon 05 025 0125 0.06 003
*  %0.02lik rezasirin ek 1 saat ‘(? @Y
*  Renk degisiminin inh edildigi en diisiik kons ATCCBx 4 el ‘

. .. OMUL; 08 pg/ml (
» Nitrat Rediiktaz assay (NRA)

1000mikrog/ml Knitrat mha + OMUZ > gl MQ” . ‘O . Q\W
* 5saatinkibasyon:
e 50mikrogr Griess reaktifi :5 dak sonra pembe OMU3; 025 pg/ml mm~

den kirmizi-mor: lireme ye gére MiK tayini

ATCC 29213 | pg/ml
 S.aureus
—  Metisilin OMU4; >3 pg/ml
— Vankomisin direnci

OMUS; 2 pg/nl

FIG. 1. MICs of oxacillin by the RMM (top four lines) and NRA (bottom three lines). OMU, Ondokus Magis University; GC, growth
control.
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Colorimetric-Plate Method for Rapid Disk Diffusion
Susceptlblllty Testing of Escherichia coliV

Sehnaz Sener.! Ibrahim Cagatay Acuner.'*™ Yuksel Bek.” and Belma Durupinar®

Departimerni of Clinical Microbiology. Medical School. Ondokiez Mayrs University. Kurwpelis Carrpres, S5139 Saraseer:,
Trerkey, ' and Departrnernt of Biostatistics, Medical School, Ondokiez AMayes Uriiversiry.
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Rececived IS8 October 2010VRcturmed for modification 28 October 201WAcoepted 7 January 2011

* »in-house»
kolorimetrik tanimlama
yontemi

e 7 saatlik inklibasyon
— E.coli

* Inhibisyon zonlarinda
renk degisimi yok

* E.coli Gremesinde:
pembe renk dontsimu

J Clin Microbiol. Mar 2011; 49(3): 1124-1127.
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Rapid and low-cost colorimetric method using
2,3,5-triphenyltetrazolium chloride for detection
multidrug-resistant Mycobacterium tuberculosis

Alireza Mohammadzadeh,! Parisa Farnia,” Kiarash Ghazvini,’
Mahdi Behdani,'t Tahereh Rashed' and Javad Ghanaat’

Correspondence "Mycobacteriology Department, Gaem University Hospital, Mashhad University of Medical
Mahdi Behdani Science, Iran
Behdani7304 2@ yahoo.com Flranian Mational Reference TB laboratory, Mational Research Institute of Tuberculosis & Lur

Disease (NRITLD)/WHO Collaborating Centre, Tehran, Iran

* Antibiyotik duyarhlik icin

e 2,3,5-triphenyltetrazolium
chloride (TTC) kolorimetrik

M. tuberculosis izolatlari

* Gunluk renk degisimi takibi:
4-9 gun

* Uygulamasi zor

* Bakteri kaybediliyor sayet
kontrol tipu Uremez ise tum
test tekrar ediliyor.

Bu nedenle daimi taze
canli bakteriyi lab. da tutmak
gerekiyor.

ANTIVICROBAL AGENTS AND Cramunary, May YO4, p, 18M-188)
(06N 0040 DO 1011 2VAACAS S 1SN 1881 X004
Copyright © 2004, Amencan Socety for Mitobiology, All Rights Resetved.

Vol 4 Mo §

Rapid Colorimetric Assay for Antimicrobial Susceptibility Testing
of Pseudomonas aeruginosa

Michacl M. Tunncy,"* Gordon Ramage,'t Tyler R. Field,” Thomas F, Morianty,
and Douglas G, Storey”

The Clinical and Practice Research Group, Schoof of Pharmacy, The (ueen's Universtty of Belfast, Betfast BIV ;'M.
United Kingdom," and Department of Rological Sciences, Unhversdy of Calpary, Calary, Canada T2N INE

Recetved 23 September M0YReterned for moddication 17 December 2004Accepted 18 Junsary 204

A colorfmetric assay based on the reduction of a tetrazolim salt {2,3:bis| 2melhyloxy-dnitro-S-sullophe-
uyl ) 2Hdetravalie-S<carbaxanilide (XTT)) for rapldly determinleg the susceptibility of Puendamonas oerugic
nos Isolates (o bactericidal antiblotles ks described. There was excellent agreement between the tobramycln
and offoxacln MICs determined after § b uslog the XTT assay and after I8 b uslag comventional methods. The
(ata suggests that an XTTbased assay could provide a useful method for raphdly determining the susceptibility
of P aeruginosa to bactericidal antiblotics,
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TK Medium ile Mikobakterilerin
Antitiberkiloz 1laglara duyarliligini
hizl1 belirleme ve tiir ayrim1 yapma
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Infeksiyon Hastaliklari +Klinik
Mikrobiyoloji uzmaninin sorunu : Hizli
sonug

Ozellikle yiiksek riskli hasta grubu:

— infeksiyon eklenmesi daha da sorunlari arttirmakda

* Etken izole edilmis ancak
tiplendirme ile antibiyogram
sonucu bekleniyor ise

«[ feel the need...the need for speed.”

* Ampirik baslanan tedaviye
ragmen durumu kotulesiyor ise

 Sorun Infeksiyon disi neden mi?

* Hizli ve dogru tani testlerine ve
gelistirilmelerine ihtiyac vardir




