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OZET

Diinyada her yil 17 milyondan fazla insan, bircogu bakteriyel kaynakli olan infeksiyon hastaliklarmdan 6lmektedir.
Bakteriyel infeksiyonlarm kontrolii klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda etyolojik ajanin saptanma yetenegine baglidir. Bakteriyel
infeksiyonlarda uygun tedavi kararimim verilmesi, bakteriyel patojenin saptanmast, tanimlanmast ve antibiyotik duyarlilik testle-
rinin yapilmasma baghdir. Ancak, tiim bu yontemler zaman alict olmalar: ve yiiksek oranda manual islem gerektirmeleri nede-
niyle patojen temeline dayali hasta yonetimini geciktirmektedir. Bu nedenle, bakteri tiirlerini hizli ve dogru tanmimlayacak yeni
tamsal testlere gereksinim vardir. Infeksiyon hastaliklarinm molekiiler tanist, ozellikle kullanilan niikleik asit temelli yontemler,
mikrobiyolojik tamida en izl gelisen alani olusturmaktadir. Mikroorganizmalar tizerine yapilan yaygin arastirmalar ve yakin
zamandaki ilerlemeler, yeni niikleik asit temeline dayali yontemlerde oldugu gibi, klinik mikrobiyoloji laboratuvarmda molekiiler
yontemlerin artan oranda kullanmimuna neden olmustur. Bu derleme, giiniimiizde kullanimda olan modern bakteriyolojik tan:
yontemlerini gozden gecirerek, Gram negatif bakterilerde tanimlama ve direng saptanmasinda kullanilan hizli molekiiler teknik-
lere dikkat cekmektedir. Sonug olarak, mikrobiyoloji laboratuvarinda molekiiler yontemlerin gelismesi, yeni bir ¢agin baglamasina
ve yani sira ekonomik tasarrufa neden olan, akilct antibiyotik tedavisinin ortaya ¢cikisini saglayan, hizli patojen saptanmasina
olanak saglamasima ragmen, 6zgiil duyarlilik sonuglarini verememeleri bu yontemlerin klinik kullanimini kisitlamaktadur.

Anahtar sézciikler: hizli molekiiler tant yontemleri, niikleik asit amplifikasyon yontemi, real-time PCR
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.

Keywords: nucleic acid amplification technique, rapid molecular diagnostics, real-time PCR

Klinik mikrobiyoloji laboratuvar tani test- ler zaman igerisinde mikrobiyoloji laboratuvar-
leri i¢inde infeksiyon hastaliklar: tanisinda kul- larinda kiiltiir-temelli, biyokimyasal veya immu-
lanilmakta olan molekiiler tam1 yontemleri ve nolojik yontemleri tamamlama veya yerini alma
ozellikle niikleik asit temelli yontemler, en hizh roliinii tistlenmektedir. Nitekim ilk kusak niikle-
ilerleme gosteren alan1 olusturmaktadir. Bu test- ik asit yontemleri tipki konvansiyonel tani yon-
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temleri gibi tek bir test sonucu vermekteydi.
Teknolojide gergeklesen ilerleme ve yeni yakla-
simlar, “microarray”, multipleks niikleik asit
amplifikasyon teknikleri veya kiitle spektrofoto-
metri gibi ayn1 anda bircok parametreye ait
sonug verebilen yontemlere olanak saglamistir.
Bununla birlikte, bu yontemler kapali tiip sis-
temlerini de kullanima sokarak hizli mikrobiyal
tanmin yanu sira, kontaminasyon riskinde azal-
may1 da beraberinde getirmistir. Baglangicta
molekiiler yontemler mikrobiyal patojenlerin
saptanmasi ve tanimlanmasinda rol almis olsa
da, yeni teknolojilerle birlikte bu yontemler
beraberinde ¢oklu antibiyotik direncini belirle-
yen parametreleri saptama ve genetik diizeyde
mikrobiyal epidemiyoloji ve siirveyans: takip
etme olanagma da zemin hazirlamaktadir®.
Klinik 6rnegin direkt mikroskopik incele-
mesi, insana patojen mikroorganizmalarin sap-
tanmasinda en eski ve ayn1 zamanda en énemli
yontemler arasinda yer almaktadir. Direkt mik-
roskopi, etkenin tanimlanmasi ig¢in en erken
mikrobiyolojik 6ntaninin belirlenmesinde anah-
tar rol oynamasina ragmen, bakterinin tiir diize-
yinde tanisimi koymak i¢in mutlaka Ornegin
uygun besiyerine ekimi ve sonrasinda etkenin
iretilmesi gerekmektedir. BacTec (Becton
Dickinson, ABD), Vitek (bioMerieux, Fransa),
Phoenix (Becton Dickinson, ABD) gibi otomati-
ze sistemlerin devreye girmesi ile yontemlerin
standardizasyonu, kalite ve etkinliginde artig
saglanmasina ragmen, hi¢ biri saf kiiltiir elde
edilme ihtiyacin ortadan kaldiramamustir.
Sepsis hayati tehdit eden, morbidite ve
mortalitesi yiiksek bir hastaliktir. Sepsiste hipo-
tansiyon gelismesini takiben ilk alt1 saat sonra-
sinda her saat basi 6liim riski % 7.6 oraninda
artis gostermektedir?”. Bu nedenle etkenin erken
tanis1 antimikrobiyal tedaviye dogru sekilde
karar verilmesinde en 6nemli gosterge olmakta-
dir®). Etkenin izolasyon ve tamimlanmasina
dayali kan kiiltiir yontemi sepsis tanisinda altin
standart olarak kabul edilmektedir. Ancak bu
yontem, kan kiiltiir pozitiflik sinyali alindiktan
sonra 1-3 giin gibi bir tanimlama siirecine ihti-
yag gostermektedir. Atipik ve zor {ireyen bakte-
rilerde ve antimikrobiyal duyarlilik testleri
yapilmasi halinde bu stire 1-2 giin daha uza-
maktadir. Antimikrobiyal tedavi kararinin dogru
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verilmesinde ¢ok 6nemli bir yol gosterici olan
tim bu islemler zaman alic1 ve emek isteyen
ugraslan gerektirmektedir. Yanhs tedavi sonucu
hastanin yatis siiresi uzamakta, sepsis kompli-
kasyonlar1 ortaya ¢ikmakta, antibiyotik direnci
olusmakta ve laboratuvar harcamalari artmakta-
dir. Bu nedenle, sepsis tanisinda bir¢ok mikroor-
ganizmayu tiir diizeyinde tanimlayabilecek hizli
ve dogru yontemlere ihtiya¢ bulunmaktadir?.

Molekiiler teknikler, bakterinin tiire 6zgiil
korunmus gen bolgelerini tanimlayarak bakteri-
ye ait genotipik 6zellikleri net olarak vermekte-
dir. Niikleik asit amplifikasyon yontemlerinin
kesfi, kiiltiire gerek kalmaksizin mikroorganiz-
malar1 hizli, 6zgiil ve duyarh olarak saptama,
tanimlama ve diren¢ durumlarini belirleme
imkan1 saglamistir. Polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) nitikleik asit tanisinda en sik kullanilan
yontemlerden biridir. PCR, DNA varligini sapta-
maya yonelik bir yontem olmasi nedeniyle hem
canli hem &lii hiicreden kaynaklanan pozitif test
sonucu verebilmektedir. Niikleik asit amplifi-
kasyon yontemlerinde niikleik asit kalitesinin
yeterli olmamas1 6zgiil olmayan primer birles-
mesine neden olarak sonucun yanls degerlendi-
rilmesine yol agabilmektedir. Bu nedenle, yeni
amplifikasyon temelli ydntemler cogaltilacak
hedef molekiilii 6zgiil olarak saptamak ve
tanimlamak amaciyla 6zgtil hibridizasyon prob-
larmi kullanmaktadir®'7).

Multipleks ve real-time PCR temelli yontemler

Floresan isaretli problarin kullanildig:
real-time PCR, molekiiler yontemlerin oniinii
a¢gmustir. Bu yontem, 6nceleri ayni test icinde tek
niikleotit polimorfizmleri gibi genetik varyas-
yonlari bir seri 6zgtil prob kullanimi ile kantite
etme ve genotipleme imkani veren tek paramet-
reli testler olarak uygulamaya girmistir. Cok
parametreye dayali PCR y&ntemleri ise, ilk defa
kan yolu infeksiyonlarinin tanisinda ortaya ¢ik-
mus, 40 farkli bakteri ve mantar patojeninin dog-
rudan kan Orneginden tanimlanmasmni sagla-
mistir. Boylece, tanisal olarak diisiik duyarhlik
ve oOzgilliige sahip kan Kkiiltiirii ydnteminin
yerini alarak daha duyarli, daha 6zgiil ve daha
kisa siirede 6rnekten dogrudan mikrobiyal pato-
jenin tanisina olanak dogurmustur. Bu yéntem-
ler her bir patojen igin 6zgiil primer setinin kul-



lanimi sonucu farkl hedeflerin bir tiip igerisinde
ayn1 anda amplifikasyonuna dayali multipleks
PCR prensibine dayanmaktadir. LOOXTER/
VYOO (Sirs-Lab, Almanya) ve Septi-Test Blood
(Molzyme, Almanya) sistemleri “microarray” ile
hibridizasyon veya agaroz jel elektroforez ile
0zgitil PCR {irtlinlerinin sirayla tanimlanmasini
saglayan konvansiyonel multipleks PCR yo6n-
temleridir. Floresan ve erime egrisi analizi ile
real-time PCR LightCycler teknolojisine dayali
Septi-Fast (Roche Diagnostics, Almanya) sistemi
ise, bakteri tanimlamasini tiir veya cins diize-
yinde gerceklestirmektedir. Her {i¢ yontem de
dogrudan kan 6rneginden analiz yapma imkan
sunmaktadir.

Septi-Fast

Septi-Fast, on farkli bakteriyi tiir diizeyin-
de, yedisini cins diizeyinde, yani sira bes Candida
turt ile Aspergillus fumigatus'u tanimlayan kan-
titatif olmayan real-time PCR y&ntemidir. Bu
yontem Ozellikle sepsisten % 90 {izerinde sorum-
lu olan ve kiiltiirii yapilabilen 25 mikroorganiz-
may:t tanumlayabilmektedir®. Bunlar arasinda
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’dir. Kiiltiirli yapilamayan veya zor
tireyen mikroorganizmalari tanimlama 6zelligi
yoktur. Septi-Fast, 1.5 ml tam kandan seramik
boncuklarla mekanik ekstraksiyon yaparak
spin-kolon temelli niikleik asit saflastirma yon-
temi kullanmaktadir. Bu yontemde, insan
DNA'’s1 patojen DNA's1 ile birlikte izole edil-
mektedir. Septi-Fast kan disinda plevral sivi,
periton sivis1 gibi 6rneklerde Gram negatif bak-
terilere bagh pyojenik infeksiyonlarin tanisini
koymada hizli ve duyarl bir yontem olarak kar-
simiza ¢tkmaktadir(®.

Septi-Fast, antibiyotik tedavisi alan hasta-
larda kan kiiltiir sonucuna gore istatistiksel ola-
rak anlaml sekilde daha yiiksek pozitiflik gos-
termektedir. Diger yandan, Septi-Fast’in sapta-
yamadig1 mikroorganizmalarin kiiltiirde sap-
tanmasi da s6z konusu olabilmektedir. Bunun
nedeni, kan kiiltiiriinde ¢ok daha ytiiksek kan
hacminin kullanimina bagh izolasyon oraninin
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artmasi ve Septi-Fast yontemi ile saptanamayan
sepsise neden olan bazi bakteri tiirlerinin kan
kiiltiirii ile tanimlanabilmesidir. Septi-Fast 3-30
cfu/ml gibi diisiik stnir mikroorganizma tanim-
lama imkani saglamaktadir. Septi-Fast yontemi
6 saat gibi kisa siirede analize olanak saglamak-
la birlikte, 6rnek naklinden test sonucuna kadar
gecen siire 27 saati bulmaktadir™. Buna rag-
men, kan kiiltiirtine gore daha hizli sonug ver-
mektedir. Septi-Fast ayrica, kan kiiltiiriine gore
daha az kontaminasyon oranina sahiptir®.

Septi-Test

Insan DNA’sinin patojen DNA’s1 ile birlik-
te izole edilmesi PCR igin inhibitor etki goster-
mektedir. MolZym iiriinii olan Septi-Test insan
DNA’sin1 ortadan kaldirmak igin DNAz ile
muamele etmektedir. Yontem, mikroorganizma
tanisinda 16S ribozomal DNA amplifikasyonu
ve dizi analizi kullanmaktadir. Septi-Test 50
cfu/ml’e kadar kanda mikroorganizma varhgini
saptayabilmektedir. Yontemin bir dezavantaji,
hiicre igi yerlesimli bakterilerin insan lokosit
DNA’s1 yikimi ile kaybedilmesidir. Septi-Test,
114 farkli Gram negatif bakteri tiirtinii tanimla-
yabilmektedir. Bunlar arasinda Acinetobacter,
E.coli, Enterobacter, Klebsiella, Pseudomonas,
Proteus, Salmonella, Vibrio turleri bulunmaktadir.
Test icin 6rnegin laboratuvara ulasimi ile sonug
verilmesi arasindaki stire 8-12 saat kadardir.
Sonug verme siiresinin uzun olmasi ve yanlis
pozitiflik oranlarmin yiiksek olusu hizli tani i¢in
klinik yararhiligini diistiren 6zelliklerdir**2.

Hyplex BloodScreen

Hyplex BloodScreen (BAG, Almanya) hem
Gram pozitif hem Gram negatif paneli ile 10
farkli bakteri tiiriinti tanimlayabilmektedir. Bu
yontemde bakteriyel DNA'nin multipleks PCR
ile amplifikasyonunu takiben, ELISA’ya benzer
bir bicimde o&zgiil oligoniikleotit problar ile
kapli mikroplak c¢ukurlarina PCR driintiniin
hibridizasyonu gergeklesmektedir. Bu yontem
pozitif kan kiiltiirlerinde uygulanmakta olup
test siiresi 3 saat civarindadir. Gram negatif
panelde E.coli, P.aeruginosa, E.aerogenes, Klebsiella
spp. bulunmaktadir. Farkli bakteri tiirlerinde
% 96.6-100 arasinda degisen duyarlilik, % 92.5-
100 arasinda degisen oOzgiilliik gostermekte-



dir@®. Hyplex, ayni test temeline dayali olarak
gelistirilmis, genislemis spektrumlu beta-
laktamaz, metallo-beta-laktamaz, oksa-karba-
penemaz tireten bakterilerin tanimlanmasinda
ve Clostridium difficile tanusinda kullanilan ayr1
irtin yelpazesine sahiptir.

“Microarray” yontemleri

Ozgiil hibridizasyon problarinin kat: bir
faza tutturularak isaretli hedef molekiilleri sap-
tamaya yonelik olan kat1 faz hibridizasyon yon-
temi, ilk kullanildiklarinda mikroplak ¢ukurla-
rinda immobilize edilen 6zgiil problarin tek bir
parametreyi saptama ve tanimlamasina y&nelik
olarak gelistirilmistir. Daha sonra ¢oklu probla-
rin nitroseliiléz veya naylon membranlara tuttu-
rulmasi ile “macroarray” yontemleri ortaya ¢ik-
mustir. Microarraylerin 200-300 pm ¢apindan
daha kii¢lik noktalar halinde hazirlanmas: ile
bakteriyel menenjit, solunum sistemi infeksiyo-
nu ve endokardit gibi hastaliklarin tanisinda
hizli, duyarh ve 6zgiil tan1 imkan1 dogmustur.

LOOXTER/VYOO

SIRS-Lab tirtini olan LOOXTER/VYOO
kullanmak suretiyle insan DNA’s1 ile bakteri
DNA’s1 arasindaki metilasyon farki nedeniyle
afinite kromatografi teknigi ile patojen DNA’sin
yogunlastirarak 16S rRNA amplifikasyonu
yapan bir yontemdir. Yontem, % 90 oraninda
okaryotik DNA’y1 uzaklastirma imkani saglar.
Amplifikasyonu takiben uygulanan “microar-
ray” yontemi PCR sonuclarini okuyarak pato-
jenleri tiir diizeyinde tanimlamaktadir. Test icin
kullanilan kan o6rnek hacmi 5 ml olan
LOOXTER/VYOO, 34 farkli bakteri, 6 Candida
tirtint, A.fumigatus ile bes farkli antibiyotik
diren¢ determinantin1 tanimlayabilmektedir.
Yontemin tanimladigi Gram negatif bakteriler
arasinda A.baumannii, Bacteriodes fragilis,
Burkholderia fragilis, E.aerogenes, E.cloacae, E.coli,
Haemophilus influenzae, K.oxytoca, K.pneumoniae,
Morganella morganii, Neisseria meningitidis, P.
mirabilis, Paeruginosa, S.marcescens, S.maltophilia,
Prevotella buccae, Provetalla intermedia, Prevotella
melaninogenica bulunmaktadir. Yontem 8 saat
gibi kisa bir siirede sonug verebilmekte ve
ornekte 3-30 cfu/ml diizeyinde bulunan patoje-
ni tanimlama duyarlili1 gostermektedir®©2.
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Prove-it Sepsis

Prove-it Sepsis (Mobidiag, Finlandiya),
multipleks PCR ve microarray temeline dayal
olan yontem 60 bakteri, 13 mantar tiirii ile mecA-
vanA/B diren¢ genlerini tanimlama o&zelligine
sahiptir®®. Tanmimlamada Gram negatif bakteri-
ler arasinda A.baumannii, E.aerogenes, E.cloacae,
E.coli, H.influenzae, Kingella kingae, K.oxytoca,
K.pneumoniae, N.meningitidis, P.mirabilis, Proteus
vulgaris, Paeruginosa, Salmonella enterica, S.mar-
cescens, S.maltophilia, B.fragilis, Campylobacter
jejuni yer almaktadir. Klinik olarak stipheli sep-
sis tanis1 olan 3318 hastada yapilan bir aragtir-
mada Prove-it Sepsis % 94.7 duyarhilik, % 95.7
ozgiilliige sahip bulunmustur. Bu yéntem pozi-
tif kan kiiltiir drneklerinde analiz yapma imkani
sunmaktadir. Yontemin sonug¢ verme stiresi 3
saattir®®),

Proteomik temelli teknolojiler

“Matrix associated laser desorption ioni-
zation time of flight mass spectrometry
(MALDI-TOF MS)”, bakterileri proteomik pro-
fillerini belirleyerek tanimlamaktadir. Bunun
yani sira, bakteri virulans faktorleri veya anti-
biyotik direncini de tanimlayabilme 6zelligine
sahiptir. Birka¢ dakika iginde izole edilen mik-
roorganizmanin tanimlanmasi veya tiplendir-
mesi gergeklesebilmektedir. Kiiltiir sonrasi
bakteri tanimlanmasinda % 95.4 oraninda
duyarlilik gostermektedir®®. Kisitlayict 6zelligi
dogrudan klinik érneklere uygulanamamasi ve
analiz i¢in bakterinin kiiltiirline ihtiyag duyul-
masidir. Son derece pahali olmasi rutin kullani-
mini engellemektedir. Ancak, kiitle spektrofo-
tometrik teknikler niikleik asit temelli yontem-
ler ile birlikte kullanilarak amplikonlarin hizl
dizi analizi sonucuna ulagilmasini saglayabil-
mektedir. MALDI-MS veya “electrospray ioni-
zation mass spectrophometry (ESI-MS)” bu
amacla kullanima girmeyi vadeden yontemler-
dir®. MALDIBiotyper/Sepsityper (Bruker,
Finlandiya) benzer sekilde, Gram pozitif bakte-
rilerin yan1 sira non-fermentatif bakteriler,
Enterobacteriaceae ve diger Gram negatif bakte-
rilerin tanimlanmasinda kullanilan yeni, hizli,
duyarli ve ekonomik yeni molekiiler rutin
tanimlama yontemidir®.



Amplifikasyona dayali olmayan niikleik asit
temelli yontemler

Kiiltiir pozitifligi sonrasinda, bakterinin
konvansiyonel fenotipik testlerden daha hizh
bir sekilde tanimlanmasini saglayacak molekii-
ler yontemlerden biri de peptit ve/veya niikleik
asit problart ile tanisinin konulmasidir®.
“Fluorescent-labeled peptide nucleic acid fluo-
rescent in situ hybridization (PNA-FISH)”
(AdvanDx, ABD), DNA'y1 taklit eden floresan
ile isaretli peptit niikleik asit molekiillerinin kul-
lanilmasi ile bakterilerin rRNA genlerini hedef-
leyen problardan olusmaktadir. Bu problar kla-
sik DNA problarina gore daha giiclii hibridizas-
yon 0Ozelligi gostermektedir. Konvansiyonel
FISH yontemine benzer sekilde amplifikasyon
basamagini atlayarak mikroorganizmalar1 rRNA
genlerini tespit ederek saptayabilmektedir.
Gram negatif bakteriler icin E.coli ve P.aeruginosa
gibi sinirh sayida bakteriyi tanimlayan floresan
in situ hibridizasyon temelli yontem, 3 saat gibi
kisa stirede test sonucu verebilmektedir@.

Sonug

Sonug olarak, hizli molekiiler tekniklerin
rutin bakteriyoloji laboratuvarinda kullanima,
bu ydntemlerin dogrudan klinik 6rnekten bak-
teriyel patojenin saptanmasina yonelik hizli ve
duyarli sonu¢ vermeleri nedeniyle, yeni bir
¢agmn baslamasma yol a¢gmistir. Ancak, bu yon-
temlerin, patojenin antimikrobiyal duyarlilik
sonugclar1 hakkinda bilgi vermede yetersiz kal-
mas1 nedeniyle, konvansiyonel kiiltiir yontem-
lerinin yerini almasi zaman alacaktir. Bunun
yani sira, bu yontemlerin ¢ok pahali olusu
gliniimiiz kosullarinda rutin klinik mikrobiyo-
loji laboratuvarlarinda kullanimini kisitlamakta-
dir.
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Es Zamanli Oturum: Panel 4 sunulari
COCUKLARDA AKUT TONSILLOFAREN]JIT VE OTITIN TANI VE TEDAVISINDE GUNCELLEME
Yoneten: Ates KARA
¢ Cocuklarda akut tonsillofarenjit ve orta kulak
iltihabi: Etkenler ve mikrobiyolojik tani

Derya AYDIN

* Cocuklarda streptokoksik tonsillofarenjit
Ismail YILDIZ, Emin UNUVAR

e Akut orta kulak iltihabi tan1 ve tedavisi
Ahmet SOYSAL
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