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OZET

Tlag direnci g0steren bakterilerin sayisi tiim diinyada devamli olarak artmakta olup bu durum infeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde ve kontroliinde biiyiik sorun yaratmaktadir. Bunun iistesinden gelmek iizere yapilan miicadelede, ilag direncinin
izl bir sekilde tespit edilmesi, hasta tedavisinin, infeksiyon kontrolunun ve antimikrobiyal yonetiminin dogru yonlendiril-
mesinde ¢ok onemlidir. Niikleik asit teknolojilerinin basarili bir sekilde ila¢ direncinin tamsinda kullanima girmesi, bu anlam-
da ¢ok umut verici gelismelerdir. Bununla birlikte bugiine kadar pazara girmis niikleik asit tani testlerinin bazi kisithliklar:
mevcuttur. Ozellikle karbapenemazlar, genislemis spektrumlu B-laktamazlar, coklu ilag efluks sistemleri gibi birgok direng
determinantint bir arada bulundurma potansiyeli olan Gram negatif bakterilerde, niikleik asit tani testlerinin sonuglart her
zaman fenotipik direng testi sonuglari ile uyum gostermemektedir. Niikleik asit tani teknolojilerine ek olarak direng geni eks-
presyonunu da saptayabilen proteomik yaklasimli testlerin (MALDI-TOF MS, Mikroakiskan teknolojisi) gelistirilmesi, yakin
gelecekte infeksiyon hastaliklarinin kontrolunda daha dogru yaklagimlarin yapilmasina imkan tantyacaktir.

Anahtar sozciikler: antimikrobiyal ila¢ direnci, MALDI-TOF MS, niikleik asit testleri
SUMMARY
Molecular Methods for Detection Antimicrobial Resistance

Drug resistant bacteria are continuously increasing throughout the world and have become great concern in the treat-
ment and control of infectious diseases. Among the actions taken to struggle with this problem, rapid detection of drug resis-
tance is considered to have significant benefits in improving patient treatment, infection control and antimicrobial steward-
ship. In this context, successful incorporation of tests based on nucleic acid diagnostic technologies holds much promise.
However, nucleic acid diagnostic tests introduced so far to the market also have some limitations. In particular, these tests are
not sufficient for detection of all resistance genes in Gram negative bacteria which potentially possess multiple drug resistant
determinants such as carbapenemases, extended spectrum beta-lactamases, multi-drug efflux pumps. Moreover, the results of
these rapid tests are not always consistent with the results of phenotypic resistance tests. In addition to nucleic acid diagnos-
tic technologies, improvements in proteomic based technologies (MALDI-TOF MS, Microfluidics technology) which have
potential to detect gene expression will provide us more accurate approaches to control infectious diseases in the near future.

Keywords: antimicrobial drug resistance, MALDI-TOF MS, nucleic acid tests

Infeksiyon hastaliklari ile miicadelede
gliniimiizde karsi karsiya oldugumuz baslica
sorun, bakterilerdeki antimikrobiyal ila¢ diren-
cinin neden oldugu tedavi basarisizliklaridir.
Ozellikle goklu antimikrobiyal ilag direncinin
genetik transfer mekanizmalar: aracilig ile bak-
teriler arasinda hizla yayilmasi, yeni direng
mutasyonlarinin ortaya c¢ikisi, kromozomal
diren¢ genlerinin ekspresyonunu diizenleyen
genlerdeki mutasyonlar, antimikrobiyal ilag
direncindeki hizl1 artisin baslica nedenleri olup

yeni antimikrobiyal kesfi ya da gelistirilmesin-
deki duraksama sorunu ¢ok daha ciddi bir teh-
dit haline getirmektedir. Antimikrobiyal ilag
direncinin tistesinden gelmek ancak i) direncin
hizli ve dogru olarak saptanmasi, ii) genis caph
siirveyans ve infeksiyon kontrolu, iii) dogru
antimikrobiyal yo6netimi, iv) yeni antimikrobi-
yallerin ve yeni tedavi protokollarinin gelistiril-
mesi hedeflerini mutlaka igine alan kompleks
stratejilerin hayata gegirilmesiyle miimkiin ola-
caktir. Bunlar arasinda antimikrobiyal direnci-
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nin saptanmast alaninda yapilan c¢alismalarin,
hastanin uygun antimikrobiyali en kisa zaman-
da alabilmesi icin direnci hizli ve dogru olarak
saptayan niikleik asit tan1 (NAT) testleri gelistir-
meyi hedeflemesi ¢ok normaldir. Niikleik asit
tani testleri arasinda klasik hibridizasyon ve
DNA dizi analizi yontemleri, antimikrobiyal ilag
direncinin genetik determinantlarini saptamak
tizere uzun zamandir bilinmekle birlikte bu
yontemlerin zaman alict ve zahmetli olmalar1
rutin laboratuvarlarda kullanimlari engelle-
mistir. Bu yazida esas olarak klinik 6nemi olan
bakterilerde hizli antimikrobiyal direng tanisi
yapabilmek amaciyla son yillarda gelistirilen
gerek niikleik asit, gerekse protein bazli yontem-
lerin giintimiizdeki uygulamalari, direng tani-
sindaki yeri ve gelecekteki yaklasimlarin neler
olabilecegi irdelenecektir.

Rutin Uygulamada Yer Alan PCR-bazli
Niikleik Asit Testleri (NAT) ve “‘Microarray’
Bugiine kadar bakterilerde antimikrobiyal
ilag direncini saptamak tizere gelistirilen NAT
testleri, esas olarak niikleik asit amplifikasyon
(PCR) prensibine dayalt olup bu teknolojinin
farkl tiplerini baz almaktadir. Bu testlerin gelis-
tirilmesindeki temel amag¢ sadece hastanin
uygun tedaviyi zamaninda almasmi degil ayni
zamanda uygun olmama riski olan ampirik
antimikrobiyal recetelemeyi azaltmay1 ve dola-
yisiyla toplam antimikrobiyal tedavi siiresini ve
maliyetini azaltmay1 hedeflemektedir®*?". Bu
anlamda ¢ok umut verici géziiken ve bugiine
kadar pazara giren NAT testlerinin biiyiik
¢ogunlugu esas olarak Gram pozitif bakterilerde
ilag direncini saptamak tizere gelistirilmisler-
dir®). Bunun asil nedeni Gram pozitif bakteri-
lerde direng genleri gesitliliginin daha az olmasi
dolayisiyla teknik olarak daha sorunsuz sekilde
gelistirilebilme potansiyeline sahip olmalaridir.
Gilintimiizde stafilokoklarda metisilin direncine
yol agan mecA ve/veya iligkili sekanslari, entero-
koklarda vankomisin direnci ile iligkili vanA ve
vanB genlerini saptayabilen gesitli klasik ve real-
time PCR testleri mevcut olup bunlardan bazila-
r1 direkt olarak klinik drnekte iki saatten daha az
bir stirede MRSA varligini saptayabilmektedir®
10152125295239) Bu ticari sistemlere 6rnek olarak
BD GeneOhm MRSA assay ve VanR assay
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(Becton Dickonson); GeneXpert sistemi MRSA
test ve vanA/vanB test (Cepheid) verilebilir. Cok
merkezli bir calisma GeneXpert'in, MRSA sapta-
madaki duyarlihiginin oldukca yiiksek (% 93)
oldugunu gostermektedir®. Enterokoklarda da
vankomisin diren¢ determinantlar1 vanA ve
vanB’yi saptayan ticari testler mevcut olup bu
testlerin 6zellikle vanB tipi direnci saptamadaki
ozgiilliiklerinin diisiik oldugu ileri siirtilmek-
tedir(1,10/21,29)'

Cok cesitli ilag diren¢ determinantini bir
arada bulundurma potansiyeli yiiksek olan ve
gen ekspresyonlarinin diizenlenmesini komp-
leks regiilasyon sistemlerinin kontrol ettigi
Gram negatif bakterilerde ila¢ direncini saptaya-
cak PCR bazh bir teknolojinin multipleks kapa-
sitesinin ¢ok yiiksek olmasi sarttir. Simdiye
kadar gelistirilen testlerin biiytik ¢ogunlugu
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae ve Escherichia coli gibi Gram
negatif bakterilerde sefalosporinaz ve karbapene-
maz direncinden sorumlu baslica enzimleri, KPC,
NDM, IMP, VIM, AmpC, TEM, SHV, OXA, kod-
layan genleri saptamaktadir@471119222550  Tablo
1’de, Gram negatif bakterilerde direng genlerini
saptamak {izere gelistirilmis test sistemlerinden
bazilar1 yer almaktadir®°3). Bunlardan Curetis
Unyvero sistemi, beta-laktamazlara ilaveten flo-
rokinolon diren¢ mutasyonlarint ve integron
gostergelerini ayrica makrolid direng genlerini
de saptama kapasitesindedir. Komplementer
oligoniikleotidler kullanarak c¢ok sayida hedef
niikleik asit dizisini ayn1 anda saptama potansi-
yelinden dolayr ‘Microarray’ teknolojisi, anti-
mikrobiyal direncinin tanisinda umut verici bir
yontemdir. p-laktamaz genlerini saptamak tizere
gelistirilen Check-MDR CT 102 array (Check-
Points Health BV) ve Check-Points ESBL/KPC
array (Check-Points Health BV) ticari ‘microar-
ray’ testlerine Ornek olarak verilebilir$»%).
Real-time PCR’1n ‘microarray’ yontemi ile kom-
bine edildigi yeni bir calismada, ventilator iligki-
li pnémonilerde direkt klinik 6rnekten p-laktam
direnci ile iligkili 24 diren¢ geninin yiiksek
duyarhilik ve 6zgiilliikle saptanabildigi bildiril-
mistir®. Antimikrobiyal direncin saptanmasin-
da ntikleik asit bazli teknolojiler ¢esitli avantaj-
lara sahip olmalarina karsin fenotipik direng
sonuglari ile her zaman uyum gostermemekte-



Tablo 1. Gram negatif bakterilerde antimikrobiyal direng determinantlarimi hedefleyen NAT sistemlerine drnekler.

Test Adi (Uretici) Sonug Teknoloji

Analitik  Tanim, uygulama ve kisitliliklar
ozgtilliik/
duyarlilik

alma

siiresi
Gram Negatif Kan 2s PCR amplifikasyonunu takiben lam
Kiilttir Testi tizerindeki immobilize, yakalayici
(Nanosphere) probla konjuge altin- nanopartikiil-

lerle hibridizasyon

2s Nested multipleks PCR amplifikas-
Kan Kiiltiirti yonu ve takiben erime egrisi analizi
Tanumlama Paneli ile saptama
(Biofire Diagnostics)

4s  Multipleks end-point PCR ve takiben
UnyveroTM P50 membran iizerindeki olio problarla
Pneumonia (Curetis) hibiridize amplikonun saptanmast

GeneXpert MDRO <1s Multipleks real-time PCR
Assay (Cepheid)

Veriyok  FDA onayli, dokuz bakteri tiirii veya cinsi
saptama, alti beta-laktamaz geni (KPC,
NDM, CTX-M, VIM, IMP, OXA) saptama

% 88- FDA onayli, 24 bakteri ve mantar patojeni
% 100/  saptama, {i¢ direng geni (KPC) saptama,
% 85-% 100 ornek islem hacmi kisitlilig:

% 72.3-  CE-IVD etiketli solunum 6rnekleri i¢in tam
% 100/  entegre test, 17 bakteri ve mantar patojeni
% 55-% 100 saptama, 22 antibiyotik direng genini
(bla,, blag,,, bla., ., bla . bla . bla
bla,,., gyrA83, gyrA87, parC, intl, sull

OXA-517
KprC’/

% 99- Rektal stirtintii 6rneklerinde karbapenemaz

% 99.4/ tireten bakterilerle kolonize hastalar: sapta-

% 93.4-% 100 mak iizere tasralanmustir. Ug karbapenemaz
(KPC, NDM, VIM) saptar.

dirler. Bunun baslica nedeni 6zellikle Gram
negatif bakterilerde direng determinantlarinin
cesitliliginin fazlaligidir. Ayrica bu testlerin bir
diger kisithiligi, yeni ortaya ¢ikmas: muhtemel
diren¢ determinantlarmni kapsamamalar1 olup
fenotipe yansiyan yeni bir direng mekanizmasi
varhiginda bu testlerle yalanci negatif sonug
alinma riskinin olmasidir. Ote yandan, direng
geninin eksprese olmadig1 ve klinik olarak
anlamli ila¢ direncinin ortaya ¢ikmadig1 durum-
larda, sadece geni saptamak tizere gelistirilmis
bir NAT testi ile alinacak pozitif sonucun in vivo
etkin olabilecek bir ilacin kullanimini kisitlama
riski de vardir. NAT testlerinin analitik duyarl-
lik ve ozgiilliiklerini degerlendiren galigmalarin
sayist da oldukca azdir®?b.

Coklu ilag direnci ile glintimiizde ¢ok
o6nemli bir halk saghgi problem haline gelen
Moycobacterium tuberculosis’te de rifampisin ve
isoniazid direncinin hizli tanisi tedavinin yon-
lendirilmesinde ¢ok biiyiik 6nem tagimaktadir.
NAT testleri, M.tuberculosis’te primer ilag diren-
cini saptamada da umut verici testler olup bu
alanda pazara giren ticari testler genellikle ‘line
probe assays” (PCR bazli), ‘molecular beacon-based
real time-PCR’ ve pirosekanslama prensibine
dayali olarak gelistirilmiglerdir®'®. Klinik 6rnek-
te M.tuberculosis varligin ve rifampisin direncini
iki saat gibi kisa bir siirede saptayan ‘Line probe
assays’ testlerine ornek olarak INNO-LipA®Rif.
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TB (Innogenetics, Belgium), Genotype® MTBDR
ve ikinci jenerasyon Genotype® MTBDRplus
(Hain Lifescience GmbH, Germany) verilebilir.
Rifampisin direncine ek olarak Genotype®
MTBDR, katG mutasyonlarini;; Genotype®
MTBDRplus da hem katG hem de inhA mutas-
yonlarin1 saptamaktadir. Real time-PCR bazh
testlere 6rnek olarak da balgam &6rneginde
M.tuberculosis ve ayni zamanda rifampisin
direncini saptayan geneXpert® MTB/Rif TB
(Cepheid, CA) testi verilebilir. Tim bu hizh
NAT testlerinin, M.tuberculosis’'te primer ilag
direncinin saptanmasinda onemli avantajlar
var olsa da bunlarin duyarlilik ve 6zgiilliikleri-
nin fenotipik duyarlilik testleri ile birlikte deger-
lendirildigi calismalarin sayis1 oldukga sinurhidir.
Bununla ilgili genis ¢apli bir literatiir taramasin-
da, genotipik testlerin baz1 avantajlar {izerinde
durulmakta ancak bu testlerin tek baslarina
yeterli olamayabilecekleri vurgulanmaktadir.

Antimikrobiyal Ila¢ Direncinin Saptanmasinda
Yeni ve Gelistirilmekte Olan Teknolojiler
Antimikrobiyal ila¢ direncinin hizli ve
dogru olarak saptanmas: igin gelistirilen ve
gelistirilmekte olan yeni teknolojiler de mevcut-
tur. Bunlar arasinda direncten sorumlu mRNA
transkriptlerinin saptanmasina yonelik niikleik
asid sekans bazli amplifikasyon (NASBA) tek-
nolojisinin, direng geni ekspresyonunu belirle-



mesi nedeniyle fenotipik direng¢ varligini sapta-
mada oldukga giivenli ve umut verici oldugu
ileri stiriilmektedir. Bu teknolojiyi kullanan tica-
ri testlere ornek olarak saf kiiltiirden blaKPC
saptayan Nuclisens EasyQ KPC test (BioMérieux)
verilebilir®.

Niikleik asit ve proteinlerin birlikte analizi-
ne olanak saglayan ve ‘Matrix-assisted desorption
ionization-time of flight mass spectrometry” (MALDI-
TOF MS), RNA sekanslamay1 baz alan tiim genom
sekans transkriptomik teknolojisi, Mikroakiskan-
lar (Microfluidics) teknolojisi, ilag direncinin sap-
tanmasinda fenotipik direng ile korelasyonu yiik-
sek, umut verici diger teknolojilerdir.

MALDI-TOF MS

MALDI-TOF MS, molekiil tanimlamasini,
bakterinin i¢inde bulundugu kristalize bir mat-
riksin lazer ile 1sinlanmasi sonrast vakumlu bir
tlip icinden gegen iyonlarin ugus zamanina gore
yapar. Bu yontem ilk olarak bakteri tanimlamasi
yapmak iizere mikrobiyolojide kullanim alani
bulmustur. Yeni olarak bakterilerde antimikro-
biyal direncini saptamak tizere de mikrobiyolo-
jide kullanimina dair umut verici ¢aligmalar
vardir. MALDI-TOF MS ile direng saptama en
yaygin olarak, direncli ve duyarl izolatlar ara-
sindaki spektra farki ortaya konarak yapilmak-
tadr 23V, Escherichia coli, K. pneumonia, Enterobacter
cloacae, Serratia marcescens, Acinetobacter bauman-
nii’de karbapenemaz (NDM-1, KPC-2, KPC-3,
VIM-1, IMP-7, OXA-23, OXA-24, OXA-48, OXA-
162) iiretimini saptamak {izere meropenem,
ertapenemin indikator antibiyotikler olarak kul-
lanildigt MALDI-TOF MS metodu ile yapilan
yeni caligmalar, bu yontemin karbapenemaz
saptamadaki duyarliligmmin ve ozgilligliniin
oldukca yiiksek oldugunu ortaya koymakta-
dir®17, Kempf ve arkadaslarmin® imipenemi
kullanarak MALDI-TOF MS ile yaptig: bir ¢alis-
mada, OXA-23 ve OXA-24 tireticisi A.baumannii
izolatlar1 dahil bir¢ok karbapenemaz iireticisi
Gram negatif bakteri dogru olarak tesbit edil-
mistir. Karbapenemaz saptanmasinda gelistiril-
meye agik olan MALDI-TOF MS metodunun su
an rutin uygulamadaki kisithliklar1 arasinda,
direkt klinik materyalden karbapenemaz {ireti-
mini saptamak tizere valide olmamas: ve sonug-
larin yorumlanmasinda gosterdigi zorluklar
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sayilabilir. MALDI-TOF MS’in, MRSA ve MSSA
ayirmmindaki yerini belirlemek tizere de 2000’den
bu yana gesitli ¢alismalar yapilmistir. MALDI-
TOF MS’in ‘Protein Chip Array’ ile kombine
edilerek bir proteinin spesifik hedefine baglan-
masinin saglandig1 ‘surface-enhanced laser
desorption ionization-time of flight (SELDI-
TOF) MS metodunun bagariyla MRSA, MSSA
ayirimini yapabildigi gosterilmistir®*). Griffin
ve arkadaslarmin® E.faecium’da vankomisin
direncini saptamak tizere yaptiklar bir ¢calisma-
da da, MALDI-TOF MS yo6nteminin van-B tipi
glikpeptid direncini % 96.7 duyarlilik ve % 98.1
ozgiillilkle saptadigi gosterilmistir. Tim bu
umut verici ¢alismalara ragmen MALDI-TOF
MS’in antibiyotik diren¢ tanisinda mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda rutin kullanima girmesi daha
zaman alacak goziikmektedir.

Mikroakiskan Teknolojisi

Biyomiihendislik ve nanoteknolojideki
gelismeler antibiyotik direncini saptamada kul-
lanilan molekiiler yontemlerin minyatiirlestiril-
mesini saglamis olup tek bir ¢ip tizerinde bakte-
ri kiltiirti, ntikleik asit hibridizasyon, amplifi-
kasyon ve deteksiyon yapilabilmektedir. Choi
ve arkadaglar®, mikroakiskan agaroz kanallar
olan bir sistemde antibiyotiklerin varliginda
bakteri tiremesinin takip edilerek 3.5 saat gibi
kisa bir stirede antimikrobiyal direncin saptana-
bilecegini hatta yaklagik MIK tayini yapilabile-
cegini bildirmislerdir. Bir baska ¢alismada da
16S rRNA'min elektrokimyasal kantitasyonu
yapilarak antibiyotik varliginda bakteri tiremesi
degerlendirilmistir®.

SONUC

Bu yazida stz edilen yontemlerin hepsin-
de bakterilerde antimikrobiyal direncin saptan-
ma sliresini kisaltmak amaglanmaktadir.
Bununla birlikte bu yontemlerin bir ¢ogunun
duyarlilik ve oOzgiilliikleri net olarak ortaya
konulamamis olup yine bir ¢cogunun klinik vali-
dasyonlar1 tam olarak agikhiga kavusturulma-
migtir. Ayrica yeni diren¢ mekanizmalarina baglh
direncin saptanmasinda da bu yontemler yeter-
siz kalmaktadir. Tiim bu dezavantajlarina karsin
erken dogru tedavi icin sahip olduklar1 potansi-
yel ve dolayisiyla saglik iligkili harcamalar:



azaltma avantajlar1 dikkate alindiginda antimik-
robiyal direncin saptanmasinda yeni yontemle-
rin gelistirilmesine devam edilmesi sarttir.
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