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OZET

Nozokomial infeksiyonlar arasinda Gram pozitif etkenlerin goriilme sikliginin artmast bu tip infeksiyonlarm yaygin-
lasmasini onlemek igin onlemler alinmasim gerektirmistir. Ozellikle antibiyotik direngli etkenlerin hastanelerde yayginlasma-
st tedavi sorunlarin da birlikte getirmigtir. Bu nedenle 0zellikle metisiline direngli Staphylococcus aureus ve vankomisine
direngli enterokoklarin erken tanist ve cabuk tanist énem kazanmugtir. Kiiltiire dayali yontemler yaninda hizli sonug veren
molekiiler yontemler de son yillarda rutinde kullanilmaya baslamistir. Amerika’da FDA tarafindan onaylanan molekiiler
yontemler kullanan ticari kitler tarama amagli olarak pazara siiriilmiistiiv. Bunlara ek olarak farkli molekiiler tekniklerin hizli
tant amaciyla kullanilmasina yonelik calismalar birgok ¢alisma grubu tarafindan yiiriitiilmektedir.

Anahtar sozciikler: FDA, Gram pozitif bakteriler, hizli molekiiler tani, MRSA, VRE
SUMMARY
Use of Molecular Methods for Resistance Detection: Rapid Molecular Detection Tests for Gram Positive Bacteria

Increase of frequency of Gram positive bacteria as nosocomial pathogens forced institutions to take measures for avoi-
ding dissemination of infections due to these pathogens. Especially dissemination of Gram positive pathogens with antimicro-
bial resistance cause therapy problems for the infections with these bacteria. For that reason early detection of methicillin
resistant Staphylococcus aureus and vancomycin resistant enterococci became an important issue. Lately besides culture based
methods, molecular methods are also started to be used for routine detection purpose of these isolates. FDA approved use of
molecular kits for screening of these pathogens, and these kits became commercially available. In addition to these kits, research

groups intend to use distinct molecular methods for identification of antimicrobial resistant Gram positive bacteria.

Keywords: FDA, Gram positive bacteria, MRSA, rapid molecular diagnosis, VRE

Gram pozitif bakterilerin hastane infeksi-
yonu etkeni olarak goriilme sikliginin artmasi
bu etkenlere yonelik miicadelenin 6nem kazan-
masina yol agmistir. Hastane ortamlarinda ¢oklu
direngli bakterilerin daha yaygin olarak bulun-
mas1 bu etkenlerin neden oldugu infeksiyonla-
rin tedavisinde de sorunlarin yasanmasina
neden olmustur. Yalnizca hastane infeksiyonla-
rinda kullanilan antimikrobiyallere de direng
kazanilmas: ve direngli etkenlerin yayilmasi
hastane infeksiyonu kontrol énlemlerinde ciddi-
yeti ve kat1 6nlemlerle bu etkenlerin hastanede
yayilmasmin onlenmeye c¢alisilmasini da bera-
ber getirmistir. Hastanin hastaneye yatirilmasin-
da, daha da dnemlisi yogun bakim {initelerine

alinmas1 6ncesinde direncli hastane infeksiyon
etkenleri yoniinde arastirilmasi yaygin bir uygu-
lama haline gelmistir. Ozellikle Gram pozitif
bakterilerden metisiline direngli Staphylococcus
aureus ve vankomisine direngli Enterococcus spp.
yoniinden hastalarin aragtirilmas: énemli hale
gelmistir. Ciinkii bu etkenlerin varlig1 tedavi
agisindan daha sorunlu infeksiyonlarin olusma-
sina yol agmakta, hastanede kalis siiresi ve
sonug olarak maliyette de artisa neden olmakta-
dur.

Hastalarda direngli suslarin tespitinin hem
hastanin iyilesme siirecini etkilemesi hem de
tedavi maliyetinde 6nemli olmasi bu tiir etken-
lerin erken tespitini 6nemli hale getirmistir.
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Klasik birtakim yontemler yaninda molekiiler
temelli yontemlerin de gelistirilmesi bu etkenle-
rin birkag saat icerisinde tespit edilip gerekli
hastane infeksiyonu kontrol énlemlerinin uygu-
lanmasi i¢in son derece 6nemli hale gelmistir.

Antimikrobial direng tespiti

En yaygm olarak kullanilan antibiyotik
duyarlilik testinin Kirby ve Bauer!? tarafindan
Onerilmesinden beri 53 y1l ge¢mis. Pek ¢ok alter-
natif yontem gelistirilmesine ragmen disk diftiz-
yon yontemi hala degerini ve yaygin kullanilir
olma 6zelligini yitirmemis ve tiim diinyada kul-
lanilan standart bir yontem haline gelmistir.
Gelistirilen E test, otomatik duyarlilik sistemleri
ise standardizasyonu iyilestirmelerine ragmen
disk diftizyon testinin de sorunu olan zaman
sorununa ¢oziim getirememislerdir. Glintimiiz-
de gelistirilen ve bir kismi1 kullanima girmis olan
molekiiler sistemler ve c¢abuk tar1 yontemleri
standardizasyon yaninda gabuk sonu¢ verme
6zellikleri nedeniyle klinik mikrobiyoloji labora-
tuvarlarinda daha siklikla gérmeye alisacagimiz
yontemler olma yolundadirlar.

Molekiiler yontemler

MRSA tan1 yontemleri: FDA onayl ticari kitler

FDA tarafindan onaylanmis tani yontem-
leri arasinda cgesitli niikleik asit amplifikasyonu
temelli yontemler mevcuttur. Bu yontemlerin
esaslar1 ve kullanim alanlar1 asagida agiklanmus-
tir.

1) NucilSENSEasyQ MRSA Assay

BioMérieuxfirmasi tarafindan gelistirilen
bu yontem MRSA tarafindan kolonize olmus
hastalarin belirlenmesini amaglamistir. Bu yon-
tem NASBA temellidir (nucleic acid sequence-
based amplification). Compton® tarafindan
1991’de gelistirilen bu amplifikasyon y&ntemin-
de tek ve sabit sicaklik, 41°C kullanilir. Ornekteki
RNA’ya komplementer primer 3" ucuna yapisir
ve revers transkriptaz komplementer DNA
iplik¢igini olusturur. RNAz H DNA ile hibrid
haldeki RNA’y1 yikima ugratir. Tkinci primer
olusan DNAmin 5" ucuna yapisir ve T7 RNA
polimeraz komplementer RNA olusturur, bu
RNA yeniden komplementer DNA sentezi icin
kullanilir. Reaksiyonun eszamanli (real time)
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tespiti i¢in molekiiler beacon problari kullanilir.
bioMérieux tarafindan gelistirilen sistemde ise
mecA geni ve SCCmec kasedinde orfX gen frag-
manlar1 ¢ogaltilir.

2) BD GENEOHM MRSA ASSAY (Eski ad1
IDI-MRSA)

FDA tarafindan burunda MRSA tasiyicili-
ginimn tespiti icin onaylanan bir diger test de
BecktonDickinson (BD) firmasi tarafindan gelis-
tirilmistir. Real time PCR y6ntemiyle DNA amp-
lifikasyon prensibine dayali bu yontemde
S.aureus suslarina 6zgii bir gen olan orfX geni ile
SCCmec (Staphylococcus casset techromosome)
taginabilir elemaninin birlestigi bolgeden bir
DNA fragmani ¢ogaltilir. Hastanin burun ¢uku-
rundan alinan drnekteki bakteriler kiiltiir ihtiya-
c1 duymadan liz soliisyonu ile par¢alanir ve elde
edilen DNA real time PCR amplifikasyonu i¢in
kullanilir. Synder ve ark.®® 2010 yilinda bu tara-
ma testinin kiiltiir testlerinden istiin perfor-
mans gosterdigini rapor etmislerdir”®. Yeni bir
liz soliisyonu eklenmesiyle bu yontemdeki
ornek hazirlama asamalari daha basitlesmis ve
iyi diizeyde hassasiyet elde edilmistir. Yeni liz
soltisyonuna eklenen achromopeptidase enzimi
nedeniyle yontem BD GeneOhm MRSA ACP
Assay admi almigtir™.

3) Xpert MRSA/SA, Xpert MRDA /SSTI,
Xpert MRSA /BC (CEPHEID)">")

Cepheid firmas: tarafindan gelistirilen bu
yontem real time PCR temellidir. Toplam isle-
min ve sonu¢ almmasinin yaklasik 50 dakika
siirmesi nedeniyle FDA tarafindan onaylanan
molekiiler testler arasinda en kisa siirede sonug
veren yontemdir. FDA tarafindan burun koloni-
zasyonu deteksiyonu, pozitif kan kiiltiirtinde ve
deri yumusak doku infeksiyonlarinda MRSA
varliginin belirlenmesi igin gelistirilen yontem-
ler onaylanmistir. Deri ve yumusak doku infek-
siyonlarindan direkt olarak alman orneklerin
(swap ile) calisilmasiyla sonug verir. Gene Xpert
sistemi Ornegin hazirlanmasi, niikleik asit eks-
traksiyonu, hedef genin tespiti igin real time
PCR reaksiyonlarmi tek kullanimlik ve tek 6rnek
i¢in hazirlanmis bir kartus igerisinde gercekles-
tirir. Ornegin konulmasindan itibaren higbir
islem i¢in miidahale gerektirmez. Odalardan
olusmus kartus icerisinde verilen 6rnegin farkl
odalara gecerek reaksiyonlarin gerceklesmesi



icin kartus rotasyonlara tabi tutulur. Ornek izole
edilir, PCR inhibitorleri temizlenir, 6rnek ultra-
sonikasyonla lize edilir. Daha sonra PCR reaktif-
leriyle birlestirilir ve reaksiyon tiipiine aktarilir.
Burada real time PCR islemi gergeklesir. Xpert
MRSA/SA SSTI spa, mecA ve kromozomdaki
attB bolgesi olmak tizere ti¢ bolgeyi ¢ogaltir.

4) LightCycler MRSA Advanced Test

Roche firmas: tarafindan gelistirilen MRSA
erken tan1 yontemi FDA tarafindan onaylanmis-
tir. Real time PCR prensibine dayali bu yontem-
de bakteri duvarmnin mekanik yéntemlerle par-
calanmast ve DNA saflastirilmasimi takiben
hedef DNA'nin real time PCR yontemiyle ¢ogal-
tilmas1 ve spesifik bir probla hibridizasyonu
sayesinde deteksiyonu esastir. Bu yontemde
SCCmec ile orfX'in sag birlesme bolgesinin detek-
siyonu amaglanmigtir®?.

VRE tan1 yontemleri: FDA onayl ticari kitler

1) XpertvanA test!®

Cepheid firmas: tarafindan gelistirilen ve
FDA tarafindan onaylanan bu yéntemde rektal
swab Orneklerinden vankomisin direng varligi-
nin tespiti hedeflenmistir. MRSA i¢in gelistirilen
yontem gibi kapali ve otomatize olarak gelisti-
rilmistir ve miiltipleks real time PCR temellidir
(FDAS3). Eliisyon soliisyonu icerisinde homojen
hale getirilen rektal swap 6rnegi cok odali sekil-
de hazirlanmis kartus igerisine aktarilir. Daha
sonraki islemlerin tam otomatize oldugu bu sis-
temde vanA gen deteksiyonu 45 dakika stirmek-
tedir.

Hizl1 tan1 yontemlerinin gelecegi

Maliyetleri gtiniimtiizde 6rnek bagina 25 €
civart olan tam otomatize tarama yoOntemleri
yakin bir gelecekte daha ulasilabilir ve yaygin
kullanilabilir hale gelecektir. Yukarida bahsedi-
len yontemler disinda birtakim yeni y&ntemler
gelistirme cabas1 da siirmektedir. Birkag saatte
sonug veren kiiltiir yontemleri MRSA ve VRSA®
icin gelistirilirken yeni molekiiler yontemler de
gelistirilmektedir. Beuving ve ark.®’nin gelistir-
digi MIK testiyle kombine bakteri spesifik 165
rRNAnin real time PCR ile ¢ogaltilmas: yonte-
mine RAMAST adi verilmis ve >% 95 hassasiyet
gOstermistir.

Kilttir ve molekiiler yontemlerin ortakla-
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sa kullanildig1 bir diger yontem ise peptid nuk-
leik asit (PNA) problar1 kullanarak yapilanlar-
dir. Shrestha ve ark.'® S.aureus spesifik PNA
problar1 kullanarak oksasilin varliginda 2 saat
bakteriyi inkiibe etmisler ve flow sitometriden
gecirerek floresans varligina gore {iremeyi,
sonug olarak MSSA ve MRSA farkini ortaya koy-
muslardir.

Electrochemical impedance spectroscopy
(EIS) yontemi elektrot yiizeyine tutunmus tek
iplik proba hedef DNA'nin tutunmasiyla artan
negatif yiikiin Ol¢timiine dayali bir sistemdir.
Corrigan ve ark.© bu yontemi kullanarak mecA
geninin varligini gostermisler ve hizl tan1 yon-
temleri icin kullanilabilir bir teknik oldugunu
rapor etmislerdir.

Mikro akiskan ve mikro elektro-mekanik
sistemlerin kullanilmasina baslanmissa da hic-
bir makro cihazin kullanilmadig;, direkt 6rnek-
ten etken ve direncin tespit edilebilecegi yon-
temlerin de gelistirilebilmesine yonelik ¢alisma-
lar baslamistir. Nano teknolojinin kullanimiyla
tam otomatik mikro sistemlerin gelecekte rutin
kullanima girmesi miimkiin olacaktir®.

Infeksiyon hastaliklarmin &nlenmesinde
ve tedavisinde hizli tani testleri Snemlidir.
Ozellikle yogun bakima alinacak hastalarda has-
tane infeksiyon etkenleri arasinda énemli yer
tutan MRSA ve VRE gibi etkenlerin varligmnin
taranmasi ve bunun kisa stirede yapilmas: has-
tane infeksiyonlarmin yayginliginin onlenme-
sinde énemli bir adim olacaktir.
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