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ÖZET

 Klinik Mikrobiyolojide patojenlerin tanımlanması geleneksel olarak mikroskopik inceleme, kültür, daha sonra fenotipik 
testler ve antimikrobiyal duyarlılık testlerine dayanmaktadır. Bunlar rölatif olarak pahalı olmayan, fakat bakteri ve fungal 
patojenlerin üremesi için birkaç gün gerektiren testlerdir. Polimeraz zincir reaksiyonunun (PCR) gelişmesi ile birlikte klinik 
örneklerden direk bakterinin saptanması, patojenin tanımlanması ve fenotipik direnci kodlayan genlerin belirlenmesi ile tanı 
ve referans laboratuvarlarında gelişmeler sağlanmıştır. Bu testler birçok laboratuvarlar için zaman alıcı ve pahalı olarak kabul 
edilmektedir. Son olarak Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarlarında mikroorganizmaların tanımlanmasında kullanılan matriks-
aracılı lazer dezorbsiyon iyonizasyon uçuş zamanı kütle spektrometresi (MALDI-TOF MS) yeni bir yaklaşım sağlamıştır. 
Klinik örneklerin artması ile insan ve finans kaynakların azaltılması için Klinik Bakteriyoloji Laboratuvarlarında otomasyona 
gereksinim duyulmuştur. Gelen klinik örneklerin işlemi tekrarlayan ve titiz çalıştırma gerektirmektedir. Bu iş için bugün 
piyasada otomasyona uygun birkaç sistem bulunmaktadır. Bu yazıda mikrobiyolojik tanıda kullanılan yeni yöntemler ve gele-
cekte kullanılacak olan sistemler özetlenmiştir.
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SUMMARY

New Diagnostic Methods in Microbiological Diagnosis

 Clinical Microbiology has traditionally relied on microscopic examination, culture and later phenotypic tests to identify 
pathogens and determine antimicrobial susceptibility. These are relatively inexpensive but have a turnaround time of several 
days because of the time taken for bacterial and fungal growth. The development of polimerase chain reaction (PCR) assays 
that can directly detect bacteria in clinical specimens and can be used to identify the pathogen and detect genes that encode 
phenotypic resistance represents a major advance for diagnostic and reference laboratories. These tests are too time consuming 
and expensive for most clinical laboratories. The recent application of matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight 
mass spectrometry (MALDI-TOF MS) approach for microbial identification has initiated a revolution in the clinical labora-
tories. With increased activity and reduced financial and human resources, there is a need for automation in Clinical 
Bacteriology. Initial processing of clinical samples includes repetitive and fastidious steps.These tasks are suitable for automa-
tion, and several instruments are now available on the market. This presentation thus summarizes the main parameters that 
need to be taken into account for new methods in microbiological diagnosis, and systems that will be used in the future. 
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 Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarlarında 
mikroorganizmaların tanısı boyalı ve boyasız 
mikroskopik inceleme ve kültür ile konmakta-
dır. Kültürde üretilen mikroorganizmaların tür-
ler arasındaki ayrımı ise, mikroorganizmaların 
metabolik aktivitelerini gösterdikleri fenotipik 
testlerle yapılmaktadır. Altın standart olarak 
kabul edilen kültür yöntemi mikroorganizmala-
rın üremesi için gerekli uygun ortamların sağ-
lanması ve logaritmik üreme dönemlerini 
tamamlamasıyla gerçekleşmektedir. Bunun için 
geçen zaman mikroorganizmalar arasında çeşit-

li farklılıklar göstermesine rağmen, 4-6 saatten 
birkaç haftaya kadar uzayabilmekte, tanımlama 
için yapılacak olan fenotipik testlerle bu süre 
24-48 saat daha ek süreye gereksinim göster-
mektedir. Günümüzde mikroorganizma tanısın-
da ve antibiyotik duyarlılık testlerinde çeşitli 
otomatize sistemler kullanılmakta, bu sistemler-
de tanımlama kültürde üreme olduktan 24 saat 
sonra yapılmaktadır. Sepsis gibi acil tanı ve 
tedavi gerektiren durumlarda, mikroorganizma 
tanısı için gerekli bu süre önem kazanmakta, 
tanı için geciken her saat mortalite oranını 
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% 10-20 oranında arttırmaktadır(8). Ayrıca bu 
durum hastanede kalma süresi ve maliyeti 
önemli ölçüde etkilemektedir(1).
 Günümüzde acil tanı ve tedavi gerektiren 
veya kültürde zor üretilen ve geç üreyen mikro-
organizmaların tanımlanmasında klinik örnek-
lerden yeterli miktar mikroorganizma DNA’sı 
izole edildikten sonra polimeraz zincirleme 
reaksiyon (PCR) temelli testler kullanılmaya 
başlamıştır. Bu yöntemler klinik örnekten bakte-
rinin saptanmasında, patojenin tanımlanmasın-
da ve fenotipik direnci kodlayan genlerin belir-
lenmesinde kullanılmaktadır. PCR testleri günü-
müzde hasta tedavisi için önemli olan metisilin 
dirençli Staphylococcus aureus (MRSA), vankomi-
sin dirençli enterokok (VRE) ve Clostridium 
difficile toksin saptanmasında rutin laboratu-
varlarda kullanıma girmiştir. Gerçek zamanlı 
PCR (real time PCR) testlerinin yanında tüm 
veya parsiyel genom sekanslama, mikroarray, 
restriksiyon fragman uzunluğu polimorfizmi 
(RFLP) ve moleküler tiplendirme gibi diğer 
moleküler testlerde infeksiyon etkenlerinin tanı-
sında ve klonal benzeriklerini saptamada kulla-
nılmaktadır(7). Daha sonra yapılan çalışmalar, 
PCR ve 16S ribozomal RNA (rRNA) geninin 
saptanması ile özellikle kültür negatif örnekler-
de etkenin saptanması ve tür düzeyinde tanım-
lanmasına imkan sağlamıştır(13). Mikrobiyolojide 
kullanılan DNA sekanslama yönteminde mikro-
organizma tanımlamasının uzun zaman alması, 
pahalı olması ve özellikle fazla sayıda mikroor-
ganizma tanımlanmasının aynı anda yapılması-
nın zor olması nedeniyle rutin uygulamaya 
girememiştir. Son yapılan çalışmalarla, diagnos-
tik Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarlarında ileri 
generasyon (next-generation) ve tüm genom 
sekanslama yöntemi rutin uygulamaya girmeye 
başlamıştır. Bu yöntemle pikolitre miktarında 
bir örnekten bir milyonun üzerinde PCR reaksi-
yonu ile bir günden daha kısa sürede sonuç alı-
nabileceği gösterilmiştir(4,6).
 Moleküler yöntemler yanında, son yıllar-
da kültürde mikroorganizma üredikten sonra 
kısa sürede tanımlama yapabilmek için Matriks 
Aracılı Lazer Dezorbsiyon İyonizasyon Uçuş 
Zamanı Kütle Spektrometresi (Matrix-Assisted 
Laser Desorbtion/Ionization Time-of Flight 
Mass Spectrometry, MALDI-TOF MS) kullanıl-

maya başlanmıştır. Bu sistem rutin Klinik 
Mikrobiyoloji Laboratuvarlarına bir yenilik geti-
rirken, aynı zamanda Adli Tıp Laboratuvar-
larında, Endüstri ve Çevre Mikrobiyoloji 
Laboratuvarlarında da yerini almaya başlamış-
tır. 1980 yıllarının sonlarına doğru bu sistemde 
mikrobiyal proteomikleri saptamak mümkün 
olmuştur. Matriks aracılı lazer dezorbsiyon iyo-
nizasyon tekniğinde moleküller iyonizasyon 
esnasında intakt olarak kalmaktadır. Proteinler 
küçük protein fragmanları olarak ölçülmektedir. 
İyonizasyon sonrası iyonlar ayrışarak kütle 
ölçümü yapılmaktadır. Bu sistem moleküllerin 
iyonize olabilme ve kütle spektrometrisinde 
tanımlanabilmesine bağlıdır. Mikroorganizma-
ların kendilerine özgü proteomik parmakizi pik 
kalıplarına dayanarak tiplendirilmeleri sağlan-
maktadır(3,11). MALDI-TOF basit, otomatize, 
kütle spektrofotometresinde özel deneyim 
gerektirmeyen, hızlı sonuç veren, yüksek işlem 
hacimli, ucuz bir sistemdir. Çalışma için tek 
koloni yeterli olmaktadır. Sistem alındıktan 
sonra maliyet etkin ve laboratuvarlar arası tek-
rarlanılabilirliği yüksektir. Bu sistemin Gram 
pozitif ve Gram negatif bakterilerin cins ve tür 
düzeyinde tanımlanmasında duyarlılık ve 
özgüllüğü yüksektir. Mikobakteri ve mayalarla 
yapılan çalışmalarda güvenilir sonuçlar alınmak-
tadır. Son yapılan çalışmalarda filamentöz man-
tarlar ve dermatofitlerde de yüz güldürücü 
sonuçlar alındığını gösterilmekte, ancak standar-
dizasyon için ek çalışmalar yapılması gerektiği 
belirtilmektedir(2,10). Kan ve idrar gibi direk olarak 
örneklerden bakteri saptanması(14) ve antibiyotik-
lere karşı direncin hızlı saptanması(12) ile ilgili 
çalışmalar devam etmektedir. Bu sistemle ayrıca 
mikroorganizmaların protein yapıları incelenerek 
aşı çalışmalarına da yön verilebilmektedir.
 MALDI-TOF sisteminin avantajlarının 
yanında antibiyotik duyarlılık testlerinin yapıla-
maması, klinik örneklerden direk tanımlama 
için yeterli bilgi bulunmaması, Staphylococcus 
aureus’ta metisilin direnci, Enterobacteriaceae’da 
beta-laktam direnci gibi antibiyotik direnç 
mekanizmaları ile yeterli çalışma olmaması, 
bazı mikroorganizmalar için test tekrarları ve ek 
işlem gerektirmesi, birbirine yakın mikroorga-
nizmaları tanımlayamaması ve veri tabanınında 
kısıtlılıklar bulunması gibi dezavantajları bulun-
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maktadır(2,10,14). Sistemin FDA (Food and Drug 
Administration) onayı bulunmadığı için 
Amerika’da kullanılmamaktadır(10). 
 Laboratuvar sayısının her geçen gün art-
ması ve laboratuvarlara gelen örnek sayısının 
artması nedeniyle mikrobiyolojide de laboratu-
var otomasyonuna doğru bir eğilim görülmek-
tedir. Bu kavram otomatik olarak klinik örnekle-
rin hazır besiyerlerine ekimi, etüve kaldırılması, 
kültürde üreyen kolonilerin digital ortamda üre-
melerinin gözlenmesi ve bunların MALDI-TOF 
sistemi ile entegrasyonu sonucu mikroorganiz-
maların tanısına dayanmaktadır. Mikrobiyolojide 
laboratuvar otomasyonu ile ilgili olarak WASP 
(Copan), Previ-Isola (BioMerieux), Innova 
(Becton-Dickinson) and Inoqula (KIESTRA) sis-
temleri bulunmaktadır(5,9). Her laboratuvar tanı-
da kullanılan bu sistemlerin kendine uygun 
olanını seçerek, daha ekonomik ve doğru tanıya 
giderek hasta tedavisine katkıda bulunabilir. 
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