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Klinik Mikrobiyolojik Tanı 
• Son zamanlarda;

hastanelerdeki mikrobiyoloji laboratuvarlarında sessiz bir devrim oluyor. 

• Yeni yöntemler;
- daha hızlı
- daha doğru
- daha duyarlı
- daha etkili
- daha geniş yelpazede tanı
- daha kolay, otomaAze
- direkt örnekten çalışabilecek 

sistemler

Klinik mikrobiyolojinin evrimi, 
klinik ihtiyaçlara bir yanıttır.

HENRY D. ISENBERG



• Son 20 yılda; yeni moleküler tanı platformları, yeni nesil dizileme sistemleri,

kütle spektrometreleri klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarında yerini almıştır.
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Klinik Mikrobiyolojik Tanı 
• Nobel Ödüllü onlarca buluş ve hızla gelişen klinik mikrobiyolojik tanı araçları.

Katot ışınları DNA polimeraz RNA polimerazDizileme teknikleri PCR 

Retsriksiyon endonükleaz

Revers tranksripraz ESI MALDI



"Ölçülebilir olanı ölç ve
öyle olmayanı ölçülebilir hale getirin."

Bu bir ölçme macerasının hikayesidir



Kütle Spektrometrelerinin Gelişimi
• Kütle spektrometresi yüz yılı aşkın bir geçmişe dayanan zengin bir mirasa sahiptir.

• İnsanlık tarihinde hem savaş hem de barış gibi tarihsel açıdan önemli olayların ayrılmaz

bir parçası olmuştur.



Kütle Spektrometrelerinin Gelişimi
• Eugen Goldstein «canal rays / kanal ışını» deneyi
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Kütle Spektrometrelerinin Gelişimi
• 1897-Joseph John Thomson

• Katot ışınlarının manyetik sapmasını araştırdı. Katot ışınları, aparatın solundaki yan

tüpte üretildi ve manyetik alan tarafından saptırıldı.



Kütle Spektrometrelerinin Gelişimi
• 1897-Joseph John Thomson

• katot ışınlarının kütle-yük (m/z) oranını, bunların manyetik alan tarafından ne kadar

saptırıldığını ölçtü.



Kütle Spektrometrelerinin Gelişimi
• 1943 Alfred Nier; kütle spektrometresi alanında öncüydü.

• Kendi tasarımı olan bir kütle spektrometresini kullanarak uranyum235 ve uranyum238

farkını gösterdi. Enrico Fermi ve Oppenheimer’ın isteği üzerine uranyum235 ürea.



Kütle Spektrometrelerinin Gelişimi
• 1950 Alfred Nier;

• anestezi altındaki hastaların soluk borusundan dışarı verilen gazların gerçek zamanlı

olarak izlenmesi için taşınabilir kütle spektrometresi geliştirdi.



Kütle Spektrometrelerinin Gelişimi
• 1976, Viking 1

NASA'nın Viking programı kapsamında Mars'a gönderilen ilk uzay aracıydı.



Kütle Spektrometrelerinin Gelişimi
• 1976, Viking 1

NASA'nın Viking programı kapsamında Mars'a gönderilen ilk uzay aracıydı.

• Mass spectrometry in the exploration of Mars
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Kütle Spektrometrelerinin Gelişimi
• Roseia, Avrupa Uzay Ajansı tarakndan imal edildi

Churyumov–Gerasimenko kuyruklu yıldızı



Kütle Spektrometrelerinin Gelişimi
• Rosetta, yanında Philae taşıyor.

• Philae, iki kütle spektrometresi ve bir basınç sensöründen oluşan Rosina’yı taşıyor..



67P/Churyumov-Gerasimenko kuyruklu yıldızı, 
üzerine inilen ilk kuyruklu yıldız olarak tarihe 
geçti 

Kütle Spektrometrelerinin Gelişimi
• Rosina cihazı; glisini, meAlamin ve eAlamini tespit ea.

• DNA'nın önemli bir bileşeni olan fosforu da buldu.



• Küçük çocuğunuzu  kütle spektrometrisine bir yolculuğa çıkarmak ister misin?

• Bu renkli, kolay okuyucuyla çocuğunuza kütle özelliklerini öğreAn.

Kütle Spektrometrelerinin Gelişimi



• 1980'lerin başında kütle spektrometrisi, küçük organik moleküllerin karakterizasyonu

için köklü bir laboratuvar tekniğiydi. 

• Temel sorun, bu büyük molekülleri onları yok etmeden gaz fazına göndermek için 

yeterli enerjinin verilmemesiydi.

Kütle Spektrometrelerinin Gelişimi



• 1985 MALDI; Matrix-assisted laser desorption ionization

• Michael Karas and Franz Hillenkamp matrix kullanımını devreye sokarak «yumuşak 

iyonizasyonu/desorpsiyonu» keşfetmişlerdir. 

Kütle Spektrometrelerinin Gelişimi

Alaninin triptofan üzerinde 'sırtta hareket ettiğini' 



• 1987, Shimadzu dünyanın ilk Acari MALDI-TOF MS cihazını piyasaya sürdü ve ardından 

yüksek moleküler ağırlıklı bileşiklerin çeşitli örnek analizlerini ürea. 

Kütle Spektrometrelerinin Gelişimi

Koichi Tanaka

Tanaka'nın yöntemi ise bu amaç için gliserol
içinde metal nanopartiküllerin bir 
süspansiyonunu kullanır.



Kütle Spektrometrelerinin Gelişimi
• 2002 Nobel Kimya Ödülü, "biyolojik makromoleküllerin tanımlanması ve yapı

analizlerine yönelik yöntemlerin geliştirilmesi"



• 2009, İlk kez bir klinik bakteriyoloji laboratuvarı tarafından sonuçları rapor edildi.

• Bakteriyolojide devrim

Kütle Spektrometresi ve Mikrobiyoloji Laboratuvarı



• Bu belirgin gecikmenin birkaç nedeni vardır;

- proteomun kültür koşullarından etkilendiği endişesi

- spektrum farklılıkların mevcut taksonomilerle tutarlı olup olmadığına dair şüpheler

- eksiksiz bir veri tabanının olmaması

- bakteriyologların bakış açısı

- ilk makalelerin MS tekniklerine fazla odaklanmış olabilecek dergilerde yayınlanmış 

olması. 

Kütle Spektrometresi ve Mikrobiyoloji Laboratuvarı



Kütle Spektrometrik Yöntemler
• 2013 FDA onayı ile klinik mikrobiyolojik tanıya girdi günümüzde 2000’e yakın bakteri ve 

mantar  tür düzeyinde tanımlanabiliyor.



• 2015, Proje Başlığı: Tıbbi Mikrobiyoloji Laboratuvarının Mikroorganizma Tanı Gücünün 

Kütle Spektrometre ile Arttırılması»

Kütle Spektrometrik Yöntemler



MALDI-TOF matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry



MALDI-TOF matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry

iyonizasyon

Kütle ayrımı

Algılama

• MS cihazları genel olarak üç temel adımı içerir.



MALDI-TOF Ölçüm tekniği

• Kültürde üremiş tek bir saf koloniden; 1-2 mikrogram bakteri yeterlidir.

• 102 – 105 hücre



• Slide üzerine yayılan bakterinin üzerine 1-2 uL matrix solüsyonu damlatılır.

• DHBA (2,5-dihidroksibenzoik asit) proteinler, peptitler, lipitler ve karbonhidratlar gibi 

bileşiklere uygulanabilir.

MALDI-TOF Ölçüm tekniği



• Örnekler, darbeli lazer ışınlamasıyla MALDI hedef plaka yüzeyinden desorbe / iyonize 

edilir ve elektrik alanının etkisi alJnda kütle spektrometresinde hızlandırılır. 

m/z değeri ne kadar büyük olursa 
iyon o kadar yavaş uçar ve ölçülen 
uçuş süresi de o kadar uzun olur

MALDI-TOF Ölçüm tekniği



• Dedektöre varış

MALDI-TOF Ölçüm tekniği



• Bir örneğin lazerle iyonize edilmesi, uçuş tüpünde kütlelerine göre yarılması ve 

detektöre ulaşması sadece birkaç dakika sürer.

MALDI-TOF Ölçüm tekniği



• Her bir iyonu gösteren sinyal pik /spektra olarak adlandırılır.

• Bu pikler %50-70 oranında ribozomal proteinlere aittir.

• Kütle spektrumlarını veri tabanındaki suşlarla eşleştiren bir kalıp eşleştirme yöntemidir

Future Microbiol. (2010) 5(11), 1733–1754

MALDI-TOF Ölçüm tekniği



• Yüksek tanımlama hassasiyeA, 16S rRNA gen analizine eşdeğer

Yüksek tanımlama gücü



• Biyokimyasal özelliklere dayalı rutin tanımlama yöntemleriyle karşılaştırıldığında, 

tanımlanan tür sayısı daha fazladır.

Yüksek tanımlama gücü



• Bakteri tanımlamasında güvenilir ve hızlı yöntem olduğundan 

rutin mikrobiyolojik tanıda kullanıyoruz. Yılda yaklaşık 25.000 tanımlama yapıyoruz

MALDI-TOF MS



• Salgın araşJrmalarında MALDI-TOF MS ile bakteri tanımlaması yapıyoruz.

MALDI-TOF MS



• Nadir görülen mikroorganizmaları tanımlamada başarılı

Nadir etkenler



• EMB agarda üreyen gram-negatif bakterileri tanımlama performansının saptanması ve 

bu performansı arttırıcı basit ve hızlı bir örnek hazırlama yönteminin geliştirilmesi 

amaçlanmıştır. 

Tanı performansını artırmaya yönelik çalıştık



• VITEK® MS MYCOBACTERIUM/NOCARDIA KIT

• DNA dizi analizi ile karşılaştırıldığında;

• 19 izolattan 16 (%84.2)’sı cins düzeyinde,  ve 9 (%47.4)’u tür düzeyinde doğru 

tanımlanmıştır. 

Aside dirençli bakteriler



• Mikobakteriumlar; inakAvasyon için ısıl işlem ve ekstrakte edilen 

protein miktarını arJrmak için zirkonya/silika boncuk yöntemi

Aside dirençli bakteriler



Yüksek riskli klonların tespiti

• E. coli ST131 klonunu tespit etmek için MALDI-TOF MS kullanımını değerlendirildik.

• %92,6 duyarlılık ve %100 özgüllük

J. Lafolie et al. / Journal of Hospital Infection 90 (2015) 208e212



• Etkenlerin dağılımı; 01.01.2015-29.11.2016

Mantarların Tür Düzeyinde Tiplendirilmesi

• MALDI-TOF matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry



Mantarların Tür Düzeyinde Tiplendirilmesi
• MALDI-TOF MS, C. auris'i diğer Candida türlerinden ayırt edebilmektedir. Yapılan 

çalışmalarda dizi analizi sonuçlarıyla %95in üzerinde uyumlu olduğu görülmektedir



Deniz salyongozları ve insan sağlığı

• Deniz salyangozlarından alınan örneklerde 24 farklı türde bakteri izole edildi.

• En sık;  Aeromonas salmonicida sbsp salmonicida

• Maldi-tof MS sonuçları 16s rDNA dizi analizi ile uyumlu



Gökkuşağı Alabalığı 
• Balık çiftliklerinden aldığımız örneklerde Aeromonas araştırdık. 

• A. sobria (%47,52), A. veronii (%26,95), A. media (%12,06) , A. hydrophila (%7,80) izledi.

• Maldi-tof MS sonuçları 16s rDNA dizi analizi ile uyumlu



• Veteriner hekimlik çalışmalarında yaygın kullanılmaktadır.

Veteriner Hekimlikte



• Son yıllarda steril vücut örneklerinden kültürsüz olarak direkt tanımlama yapılmaya 

başlandı

- Kan

- İdrar

- BOS

- Peritoneal-plevral aspirat

- Eklem sıvısı

- Kist sıvısı 

Direkt Örnekten Tanımlama



Pozitif kan kültür şişelerinden tanımlama 

• Pozitif kan kültürü ortamından bakteri türlerinin doğrudan tanımlanması

• Bakterileri kan kültürü ortamından ayırmak ve konsantre etmek için ön işlem gereklidir, 



Kütle Spektrometrik Yöntemler
• Kan kültür şişesinden hızlı antibiyotik duyarlılık testi (HADT)



• 1 ml BOS 13.500Xg'de 5 dakika santrifüj edilerek, süpernatant ile lökosit tabakasının 

aJlmasını içerir. Ardından etanol-formik asit ekstraksiyonu kullanılır

Direkt BOS örneklerinden tespit



Direkt BOS örneklerinden tespit
• Gram-negaAf bakterilerde 17/21'inde Gram-poziAf poziAfler de  1/11 bakterileri doğru 

olarak tanımlamışJr 



• İdrarda 104-105 veya daha fazla bakteri olduğunda doğrudan tanımlama mümkün

İdrar Örneklerinden Doğrudan Tanımlama



VAGI-TOF
• qPCR referans olarak kabul edildiğinde BV için duyarlılık oranı vajinal akıntı ve pH

kombinasyonu için %76,2, Amsel benzeri kriterler için %90,5, Nugent skoru için %95,2 

ve “VAGI-TOF” için %90,5 idi



Potansiyeli
• Antimikrobiyal direncin tespitinde



Potansiyeli
• AnAmikrobiyal direncin tespiAnde



Potansiyeli
• Klonal ilişki analizi

• MALDI tiplemesi 33 salgın izolatını 2 salgın klona . Dizi tipi (ST)-290 ve 405. Bu sonuçlar 

cg-MLST sonuçlarıyla tamamen uyum içindeydi.



• Çok kısa tanımlama süresi (1.5 dk /örnek)

• Doğru sonuç (tüm türlerde %92 ↑) 

• Düşük işletim maliyeti (~5 TL/örnek)

• Düşük iş gücü gereksinimi

• Direkt klinik örnekten çalışma potansiyeli

• Proteomik düzeyinde saptanabilen antimikrobiyal direnç

• Salgın tanısında önemli veri sağlaması

• Anaerop bakterilerin tür düzeyinde saptanmasında diğer yöntemlerden

• PCR ürünü amplikonların da kütlesi hesaplanabilir 

• Geliştirilmeye açık sistem

Kütle Spektrometrik Yöntemler

• Avantajları



• İlk kurulum maliyeti yüksek 

• virüslerin tanısında yetersiz

• Çoklu etken üreyen klinik örneklerde direkt identifikasyon sorunu

• Bazı önemli etkenlerde; 

Salmonella typhi, Salmonella paratyphi A ve Salmonella spp. 

Bacillus cereus ve Bacillus anthracis
Yersinia pestis ve Yersinia pseudotuberculosis ayrımında yeteri kadar etkin değil. 

Kütle Spektrometrik Yöntemler

• Dezavantajları



Kütle Spektrometrik Yöntemler Maliyet Etkin Mi?

• MALDI-TOF Maliyet Analizleri; 

Hastaneye yatma maliyeti hasta başına ortalama  19.547 $ azalmış



Sırada ne var?



Quo Vadis? Nereye Gidiyor Bu Mikrobiyolojik Tanı?



• Dünya Sağlık Örgütü, her yıl yaklaşık 1.000.000 ölümün çoklu ilaca dirençli 

enfeksiyonların doğrudan bir sonucu olduğunu tahmin ediyor.

Mikrobiyolojik Tanı – Temel Motivasyon


