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ÖZET

 Dünyada her yıl 17 milyondan fazla insan, birçoğu bakteriyel kaynaklı olan infeksiyon hastalıklarından ölmektedir. 
Bakteriyel infeksiyonların kontrolü klinik mikrobiyoloji laboratuvarında etyolojik ajanın saptanma yeteneğine bağlıdır. Bakteriyel 
infeksiyonlarda uygun tedavi kararının verilmesi, bakteriyel patojenin saptanması, tanımlanması ve antibiyotik duyarlılık testle-
rinin yapılmasına bağlıdır. Ancak, tüm bu yöntemler zaman alıcı olmaları ve yüksek oranda manual işlem gerektirmeleri nede-
niyle patojen temeline dayalı hasta yönetimini geciktirmektedir. Bu nedenle, bakteri türlerini hızlı ve doğru tanımlayacak yeni 
tanısal testlere gereksinim vardır. İnfeksiyon hastalıklarının moleküler tanısı, özellikle kullanılan nükleik asit temelli yöntemler, 
mikrobiyolojik tanıda en hızlı gelişen alanı oluşturmaktadır. Mikroorganizmalar üzerine yapılan yaygın araştırmalar ve yakın 
zamandaki ilerlemeler, yeni nükleik asit temeline dayalı yöntemlerde olduğu gibi, klinik mikrobiyoloji laboratuvarında moleküler 
yöntemlerin artan oranda kullanımına neden olmuştur. Bu derleme, günümüzde kullanımda olan modern bakteriyolojik tanı 
yöntemlerini gözden geçirerek, Gram negatif bakterilerde tanımlama ve direnç saptanmasında kullanılan hızlı moleküler teknik-
lere dikkat çekmektedir. Sonuç olarak, mikrobiyoloji laboratuvarında moleküler yöntemlerin gelişmesi, yeni bir çağın başlamasına 
ve yanı sıra ekonomik tasarrufa neden olan, akılcı antibiyotik tedavisinin ortaya çıkışını sağlayan, hızlı patojen saptanmasına 
olanak sağlamasına rağmen, özgül duyarlılık sonuçlarını verememeleri bu yöntemlerin klinik kullanımını kısıtlamaktadır.
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SUMMARY

Molecular Diagnostic Tests in Determination of Resistance: Rapid Molecular Diagnostics for Gram Negative 
Bacteria

 Infectious diseases are responsible for more than 17 million deaths worldwide each year, most of which are associated 
with bacterial infections. The control of bacterial infections is dependent on the ability to detect the aetiological agents in the 
clinical microbiology laboratory. Detection, identification and antibiotic susceptibility testing of bacterial pathogens provide 
important information towards adequate treatment decisions. Unfortunately, all these methods are time-consuming and highly 
manual procedures, which delay efficient, pathogen driven patient management. Thus, new diagnostic tests that could identify 
bacterial species rapidly and accurately are needed. Molecular diagnostics of infectious diseases, in particular, nucleic acid 
based methods are the fastest growing field in clinical laboratory diagnostics. Recent progress and extensive research on mic-
robes as well as the development of new nucleic acid based methodologies have resulted in the increasing use of molecular 
assays in clinical laboratory. This review focuses on molecular techniques for identification and resistance determination in 
Gram negative bacteriology, giving a brief overview of currently used modern bacterial diagnostics. In conclusion, although 
the development of molecular assays opens up a new era in the microbiological laboratory and the rapid detection of a pathogen 
may allow better rational antibiotic therapy with possible economic savings, the lack of a specific susceptibility spectrum may 
limit the clinical usefulness of these assays. 
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 Klinik mikrobiyoloji laboratuvar tanı test-
leri içinde infeksiyon hastalıkları tanısında kul-
lanılmakta olan moleküler tanı yöntemleri ve 
özellikle nükleik asit temelli yöntemler, en hızlı 
ilerleme gösteren alanı oluşturmaktadır. Bu test-

ler zaman içerisinde mikrobiyoloji laboratuvar-
larında kültür-temelli, biyokimyasal veya immu-
nolojik yöntemleri tamamlama veya yerini alma 
rolünü üstlenmektedir. Nitekim ilk kuşak nükle-
ik asit yöntemleri tıpkı konvansiyonel tanı yön-
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temleri gibi tek bir test sonucu vermekteydi. 
Teknolojide gerçekleşen ilerleme ve yeni yakla-
şımlar, “microarray”, multipleks nükleik asit 
amplifikasyon teknikleri veya kütle spektrofoto-
metri gibi aynı anda birçok parametreye ait 
sonuç verebilen yöntemlere olanak sağlamıştır. 
Bununla birlikte, bu yöntemler kapalı tüp sis-
temlerini de kullanıma sokarak hızlı mikrobiyal 
tanının yanı sıra, kontaminasyon riskinde azal-
mayı da beraberinde getirmiştir. Başlangıçta 
moleküler yöntemler mikrobiyal patojenlerin 
saptanması ve tanımlanmasında rol almış olsa 
da, yeni teknolojilerle birlikte bu yöntemler 
beraberinde çoklu antibiyotik direncini belirle-
yen parametreleri saptama ve genetik düzeyde 
mikrobiyal epidemiyoloji ve sürveyansı takip 
etme olanağına da zemin hazırlamaktadır(19). 
 Klinik örneğin direkt mikroskopik incele-
mesi, insana patojen mikroorganizmaların sap-
tanmasında en eski ve aynı zamanda en önemli 
yöntemler arasında yer almaktadır. Direkt mik-
roskopi, etkenin tanımlanması için en erken 
mikrobiyolojik öntanının belirlenmesinde anah-
tar rol oynamasına rağmen, bakterinin tür düze-
yinde tanısını koymak için mutlaka örneğin 
uygun besiyerine ekimi ve sonrasında etkenin 
üretilmesi gerekmektedir. BacTec (Becton 
Dickinson, ABD), Vitek (bioMerieux, Fransa), 
Phoenix (Becton Dickinson, ABD) gibi otomati-
ze sistemlerin devreye girmesi ile yöntemlerin 
standardizasyonu, kalite ve etkinliğinde artış 
sağlanmasına rağmen, hiç biri saf kültür elde 
edilme ihtiyacını ortadan kaldıramamıştır.
 Sepsis hayatı tehdit eden, morbidite ve 
mortalitesi yüksek bir hastalıktır. Sepsiste hipo-
tansiyon gelişmesini takiben ilk altı saat sonra-
sında her saat başı ölüm riski % 7.6 oranında 
artış göstermektedir(7). Bu nedenle etkenin erken 
tanısı antimikrobiyal tedaviye doğru şekilde 
karar verilmesinde en önemli gösterge olmakta-
dır(23). Etkenin izolasyon ve tanımlanmasına 
dayalı kan kültür yöntemi sepsis tanısında altın 
standart olarak kabul edilmektedir. Ancak bu 
yöntem, kan kültür pozitiflik sinyali alındıktan 
sonra 1-3 gün gibi bir tanımlama sürecine ihti-
yaç göstermektedir. Atipik ve zor üreyen bakte-
rilerde ve antimikrobiyal duyarlılık testleri 
yapılması halinde bu süre 1-2 gün daha uza-
maktadır. Antimikrobiyal tedavi kararının doğru 

verilmesinde çok önemli bir yol gösterici olan 
tüm bu işlemler zaman alıcı ve emek isteyen 
uğraşları gerektirmektedir. Yanlış tedavi sonucu 
hastanın yatış süresi uzamakta, sepsis kompli-
kasyonları ortaya çıkmakta, antibiyotik direnci 
oluşmakta ve laboratuvar harcamaları artmakta-
dır. Bu nedenle, sepsis tanısında birçok mikroor-
ganizmayı tür düzeyinde tanımlayabilecek hızlı 
ve doğru yöntemlere ihtiyaç bulunmaktadır(12). 
 Moleküler teknikler, bakterinin türe özgül 
korunmuş gen bölgelerini tanımlayarak bakteri-
ye ait genotipik özellikleri net olarak vermekte-
dir. Nükleik asit amplifikasyon yöntemlerinin 
keşfi, kültüre gerek kalmaksızın mikroorganiz-
maları hızlı, özgül ve duyarlı olarak saptama, 
tanımlama ve direnç durumlarını belirleme 
imkanı sağlamıştır. Polimeraz zincir reaksiyonu 
(PCR) nükleik asit tanısında en sık kullanılan 
yöntemlerden biridir. PCR, DNA varlığını sapta-
maya yönelik bir yöntem olması nedeniyle hem 
canlı hem ölü hücreden kaynaklanan pozitif test 
sonucu verebilmektedir. Nükleik asit amplifi-
kasyon yöntemlerinde nükleik asit kalitesinin 
yeterli olmaması özgül olmayan primer birleş-
mesine neden olarak sonucun yanlış değerlendi-
rilmesine yol açabilmektedir. Bu nedenle, yeni 
amplifikasyon temelli yöntemler çoğaltılacak 
hedef molekülü özgül olarak saptamak ve 
tanımlamak amacıyla özgül hibridizasyon prob-
larını kullanmaktadır(5,17). 

Multipleks ve real-time PCR temelli yöntemler
 Floresan işaretli probların kullanıldığı 
real-time PCR, moleküler yöntemlerin önünü 
açmıştır. Bu yöntem, önceleri aynı test içinde tek 
nükleotit polimorfizmleri gibi genetik varyas-
yonları bir seri özgül prob kullanımı ile kantite 
etme ve genotipleme imkanı veren tek paramet-
reli testler olarak uygulamaya girmiştir. Çok 
parametreye dayalı PCR yöntemleri ise, ilk defa 
kan yolu infeksiyonlarının tanısında ortaya çık-
mış, 40 farklı bakteri ve mantar patojeninin doğ-
rudan kan örneğinden tanımlanmasını sağla-
mıştır. Böylece, tanısal olarak düşük duyarlılık 
ve özgüllüğe sahip kan kültürü yönteminin 
yerini alarak daha duyarlı, daha özgül ve daha 
kısa sürede örnekten doğrudan mikrobiyal pato-
jenin tanısına olanak doğurmuştur. Bu yöntem-
ler her bir patojen için özgül primer setinin kul-
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lanımı sonucu farklı hedeflerin bir tüp içerisinde 
aynı anda amplifikasyonuna dayalı multipleks 
PCR prensibine dayanmaktadır. LOOXTER/
VYOO (Sirs-Lab, Almanya) ve Septi-Test Blood 
(Molzyme, Almanya) sistemleri “microarray” ile 
hibridizasyon veya agaroz jel elektroforez ile 
özgül PCR ürünlerinin sırayla tanımlanmasını 
sağlayan konvansiyonel multipleks PCR yön-
temleridir. Floresan ve erime eğrisi analizi ile 
real-time PCR LightCycler teknolojisine dayalı 
Septi-Fast (Roche Diagnostics, Almanya) sistemi 
ise, bakteri tanımlamasını tür veya cins düze-
yinde gerçekleştirmektedir. Her üç yöntem de 
doğrudan kan örneğinden analiz yapma imkanı 
sunmaktadır. 
  
Septi-Fast
 Septi-Fast, on farklı bakteriyi tür düzeyin-
de, yedisini cins düzeyinde, yanı sıra beş Candida 
türü ile Aspergillus fumigatus’u tanımlayan kan-
titatif olmayan real-time PCR yöntemidir. Bu 
yöntem özellikle sepsisten % 90 üzerinde sorum-
lu olan ve kültürü yapılabilen 25 mikroorganiz-
mayı tanımlayabilmektedir(9). Bunlar arasında 
yer alan Gram negatif bakteriler Escherichia coli, 
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Serratia 
marcescens, Enterobacter cloacae, Enterobacter aero-
genes, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, 
Acinetobacter baumannii ve Stenotrophomonas 
maltophilia’dır. Kültürü yapılamayan veya zor 
üreyen mikroorganizmaları tanımlama özelliği 
yoktur. Septi-Fast, 1.5 ml tam kandan seramik 
boncuklarla mekanik ekstraksiyon yaparak 
spin-kolon temelli nükleik asit saflaştırma yön-
temi kullanmaktadır. Bu yöntemde, insan 
DNA’sı patojen DNA’sı ile birlikte izole edil-
mektedir. Septi-Fast kan dışında plevral sıvı, 
periton sıvısı gibi örneklerde Gram negatif bak-
terilere bağlı pyojenik infeksiyonların tanısını 
koymada hızlı ve duyarlı bir yöntem olarak kar-
şımıza çıkmaktadır(15). 
 Septi-Fast, antibiyotik tedavisi alan hasta-
larda kan kültür sonucuna göre istatistiksel ola-
rak anlamlı şekilde daha yüksek pozitiflik gös-
termektedir. Diğer yandan, Septi-Fast’in sapta-
yamadığı mikroorganizmaların kültürde sap-
tanması da söz konusu olabilmektedir. Bunun 
nedeni, kan kültüründe çok daha yüksek kan 
hacminin kullanımına bağlı izolasyon oranının 

artması ve Septi-Fast yöntemi ile saptanamayan 
sepsise neden olan bazı bakteri türlerinin kan 
kültürü ile tanımlanabilmesidir. Septi-Fast 3-30 
cfu/ml gibi düşük sınır mikroorganizma tanım-
lama imkanı sağlamaktadır. Septi-Fast yöntemi 
6 saat gibi kısa sürede analize olanak sağlamak-
la birlikte, örnek naklinden test sonucuna kadar 
geçen süre 27 saati bulmaktadır(11). Buna rağ-
men, kan kültürüne göre daha hızlı sonuç ver-
mektedir. Septi-Fast ayrıca, kan kültürüne göre 
daha az kontaminasyon oranına sahiptir(10).

Septi-Test 
 İnsan DNA’sının patojen DNA’sı ile birlik-
te izole edilmesi PCR için inhibitör etki göster-
mektedir. MolZym ürünü olan Septi-Test insan 
DNA’sını ortadan kaldırmak için DNAz ile 
muamele etmektedir. Yöntem, mikroorganizma 
tanısında 16S ribozomal DNA amplifikasyonu 
ve dizi analizi kullanmaktadır. Septi-Test 50 
cfu/ml’e kadar kanda mikroorganizma varlığını 
saptayabilmektedir. Yöntemin bir dezavantajı, 
hücre içi yerleşimli bakterilerin insan lökosit 
DNA’sı yıkımı ile kaybedilmesidir. Septi-Test, 
114 farklı Gram negatif bakteri türünü tanımla-
yabilmektedir. Bunlar arasında Acinetobacter, 
E.coli, Enterobacter, Klebsiella, Pseudomonas, 
Proteus, Salmonella, Vibrio türleri bulunmaktadır. 
Test için örneğin laboratuvara ulaşımı ile sonuç 
verilmesi arasındaki süre 8-12 saat kadardır. 
Sonuç verme süresinin uzun olması ve yanlış 
pozitiflik oranlarının yüksek oluşu hızlı tanı için 
klinik yararlılığını düşüren özelliklerdir(14,22).

Hyplex BloodScreen 
 Hyplex BloodScreen (BAG, Almanya) hem 
Gram pozitif hem Gram negatif paneli ile 10 
farklı bakteri türünü tanımlayabilmektedir. Bu 
yöntemde bakteriyel DNA’nın multipleks PCR 
ile amplifikasyonunu takiben, ELISA’ya benzer 
bir biçimde özgül oligonükleotit probları ile 
kaplı mikroplak çukurlarına PCR ürününün 
hibridizasyonu gerçekleşmektedir. Bu yöntem 
pozitif kan kültürlerinde uygulanmakta olup 
test süresi 3 saat civarındadır. Gram negatif 
panelde E.coli, P.aeruginosa, E.aerogenes, Klebsiella 
spp. bulunmaktadır. Farklı bakteri türlerinde 
% 96.6-100 arasında değişen duyarlılık, % 92.5-
100 arasında değişen özgüllük göstermekte-
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dir(21). Hyplex, aynı test temeline dayalı olarak 
geliştirilmiş, genişlemiş spektrumlu beta-
laktamaz, metallo-beta-laktamaz, oksa-karba-
penemaz üreten bakterilerin tanımlanmasında 
ve Clostridium difficile tanısında kullanılan ayrı 
ürün yelpazesine sahiptir. 

“Microarray” yöntemleri
 Özgül hibridizasyon problarının katı bir 
faza tutturularak işaretli hedef molekülleri sap-
tamaya yönelik olan katı faz hibridizasyon yön-
temi, ilk kullanıldıklarında mikroplak çukurla-
rında immobilize edilen özgül probların tek bir 
parametreyi saptama ve tanımlamasına yönelik 
olarak geliştirilmiştir. Daha sonra çoklu probla-
rın nitroselülöz veya naylon membranlara tuttu-
rulması ile “macroarray” yöntemleri ortaya çık-
mıştır. Microarraylerin 200-300 µm çapından 
daha küçük noktalar halinde hazırlanması ile 
bakteriyel menenjit, solunum sistemi infeksiyo-
nu ve endokardit gibi hastalıkların tanısında 
hızlı, duyarlı ve özgül tanı imkanı doğmuştur.

LOOXTER/VYOO
 SIRS-Lab ürünü olan LOOXTER/VYOO 
kullanmak suretiyle insan DNA’sı ile bakteri 
DNA’sı arasındaki metilasyon farkı nedeniyle 
afinite kromatografi tekniği ile patojen DNA’sını 
yoğunlaştırarak 16S rRNA amplifikasyonu 
yapan bir yöntemdir. Yöntem, % 90 oranında 
ökaryotik DNA’yı uzaklaştırma imkanı sağlar. 
Amplifikasyonu takiben uygulanan “microar-
ray” yöntemi PCR sonuçlarını okuyarak pato-
jenleri tür düzeyinde tanımlamaktadır. Test için 
kullanılan kan örnek hacmi 5 ml olan 
LOOXTER/VYOO, 34 farklı bakteri, 6 Candida 
türünü, A.fumigatus ile beş farklı antibiyotik 
direnç determinantını tanımlayabilmektedir. 
Yöntemin tanımladığı Gram negatif bakteriler 
arasında A.baumannii, Bacteriodes fragilis, 
Burkholderia fragilis, E.aerogenes, E.cloacae, E.coli, 
Haemophilus influenzae, K.oxytoca, K.pneumoniae, 
Morganella morganii, Neisseria meningitidis, P.
mirabilis, P.aeruginosa, S.marcescens, S.maltophilia, 
Prevotella buccae, Provetalla intermedia, Prevotella 
melaninogenica bulunmaktadır. Yöntem 8 saat 
gibi kısa bir sürede sonuç verebilmekte ve 
örnekte 3-30 cfu/ml düzeyinde bulunan patoje-
ni tanımlama duyarlılığı göstermektedir(4,6,22). 

Prove-it Sepsis 
 Prove-it Sepsis (Mobidiag, Finlandiya), 
multipleks PCR ve microarray temeline dayalı 
olan yöntem 60 bakteri, 13 mantar türü ile mecA-
vanA/B direnç genlerini tanımlama özelliğine 
sahiptir(3,8). Tanımlamada Gram negatif bakteri-
ler arasında A.baumannii, E.aerogenes, E.cloacae, 
E.coli, H.influenzae, Kingella kingae, K.oxytoca, 
K.pneumoniae, N.meningitidis, P.mirabilis, Proteus 
vulgaris, P.aeruginosa, Salmonella enterica, S.mar-
cescens, S.maltophilia, B.fragilis, Campylobacter 
jejuni yer almaktadır. Klinik olarak şüpheli sep-
sis tanısı olan 3318 hastada yapılan bir araştır-
mada Prove-it Sepsis % 94.7 duyarlılık, % 95.7 
özgüllüğe sahip bulunmuştur. Bu yöntem pozi-
tif kan kültür örneklerinde analiz yapma imkanı 
sunmaktadır. Yöntemin sonuç verme süresi 3 
saattir(18). 

Proteomik temelli teknolojiler
 “Matrix associated laser desorption ioni-
zation time of flight mass spectrometry 
(MALDI-TOF MS)”, bakterileri proteomik pro-
fillerini belirleyerek tanımlamaktadır. Bunun 
yanı sıra, bakteri virulans faktörleri veya anti-
biyotik direncini de tanımlayabilme özelliğine 
sahiptir. Birkaç dakika içinde izole edilen mik-
roorganizmanın tanımlanması veya tiplendir-
mesi gerçekleşebilmektedir. Kültür sonrası 
bakteri tanımlanmasında % 95.4 oranında 
duyarlılık göstermektedir(16). Kısıtlayıcı özelliği 
doğrudan klinik örneklere uygulanamaması ve 
analiz için bakterinin kültürüne ihtiyaç duyul-
masıdır. Son derece pahalı olması rutin kullanı-
mını engellemektedir. Ancak, kütle spektrofo-
tometrik teknikler nükleik asit temelli yöntem-
ler ile birlikte kullanılarak amplikonların hızlı 
dizi analizi sonucuna ulaşılmasını sağlayabil-
mektedir. MALDI-MS veya “electrospray ioni-
zation mass spectrophometry (ESI-MS)” bu 
amaçla kullanıma girmeyi vadeden yöntemler-
dir(2). MALDIBiotyper/Sepsityper (Bruker, 
Finlandiya) benzer şekilde, Gram pozitif bakte-
rilerin yanı sıra non-fermentatif bakteriler, 
Enterobacteriaceae ve diğer Gram negatif bakte-
rilerin tanımlanmasında kullanılan yeni, hızlı, 
duyarlı ve ekonomik yeni moleküler rutin 
tanımlama yöntemidir(1). 
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Amplifikasyona dayalı olmayan nükleik asit 
temelli yöntemler
 Kültür pozitifliği sonrasında, bakterinin 
konvansiyonel fenotipik testlerden daha hızlı 
bir şekilde tanımlanmasını sağlayacak molekü-
ler yöntemlerden biri de peptit ve/veya nükleik 
asit probları ile tanısının konulmasıdır(13). 
“Fluorescent-labeled peptide nucleic acid fluo-
rescent in situ hybridization (PNA-FISH)” 
(AdvanDx, ABD), DNA’yı taklit eden floresan 
ile işaretli peptit nükleik asit moleküllerinin kul-
lanılması ile bakterilerin rRNA genlerini hedef-
leyen problardan oluşmaktadır. Bu problar kla-
sik DNA problarına göre daha güçlü hibridizas-
yon özelliği göstermektedir. Konvansiyonel 
FISH yöntemine benzer şekilde amplifikasyon 
basamağını atlayarak mikroorganizmaları rRNA 
genlerini tespit ederek saptayabilmektedir. 
Gram negatif bakteriler için E.coli ve P.aeruginosa 
gibi sınırlı sayıda bakteriyi tanımlayan floresan 
in situ hibridizasyon temelli yöntem, 3 saat gibi 
kısa sürede test sonucu verebilmektedir(20).
 
Sonuç
 Sonuç olarak, hızlı moleküler tekniklerin 
rutin bakteriyoloji laboratuvarında kullanımı, 
bu yöntemlerin doğrudan klinik örnekten bak-
teriyel patojenin saptanmasına yönelik hızlı ve 
duyarlı sonuç vermeleri nedeniyle, yeni bir 
çağın başlamasına yol açmıştır. Ancak, bu yön-
temlerin, patojenin antimikrobiyal duyarlılık 
sonuçları hakkında bilgi vermede yetersiz kal-
ması nedeniyle, konvansiyonel kültür yöntem-
lerinin yerini alması zaman alacaktır. Bunun 
yanı sıra, bu yöntemlerin çok pahalı oluşu 
günümüz koşullarında rutin klinik mikrobiyo-
loji laboratuvarlarında kullanımını kısıtlamakta-
dır.  
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Eş Zamanlı Oturum: Panel 4 sunuları

ÇOCUKLARDA AKUT TONSİLLOFARENJİT VE OTİTİN TANI VE TEDAVİSİNDE GÜNCELLEME

      Yöneten: Ateş KARA

      • Çocuklarda akut tonsillofarenjit ve orta kulak 
          iltihabı: Etkenler ve mikrobiyolojik tanı
         Derya AYDIN

      • Çocuklarda streptokoksik tonsillofarenjit 
         İsmail YILDIZ, Emin ÜNÜVAR

      • Akut orta kulak iltihabı tanı ve tedavisi
         Ahmet SOYSAL
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