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OZET

Klinik Mikrobiyolojide patojenlerin tanimlanmas: geleneksel olarak mikroskopik inceleme, kiiltiir, daha sonra fenotipik
testler ve antimikrobiyal duyarhilik testlerine dayanmaktadir. Bunlar rélatif olarak pahali olmayan, fakat bakteri ve fungal
patojenlerin iiremesi igin birkag giin gerektiren testlerdir. Polimeraz zincir reaksiyonunun (PCR) gelismesi ile birlikte klinik
orneklerden direk bakterinin saptanmasi, patojenin tanimlanmasi ve fenotipik direnci kodlayan genlerin belirlenmesi ile tani
ve referans laboratuvarlarmda gelismeler saglanmistir. Bu testler bircok laboratuvarlar igin zaman alict ve pahali olarak kabul
edilmektedir. Son olarak Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarlarinda mikroorganizmalarin tanimlanmasinda kullanilan matriks-
aracili lazer dezorbsiyon iyonizasyon ugus zamani kiitle spektrometresi (MALDI-TOF MS) yeni bir yaklasim saglanugtir.
Klinik orneklerin artmast ile insan ve finans kaynaklarin azaltilmast icin Klinik Bakteriyoloji Laboratuvarlarmda otomasyona
gereksinim duyulmustur. Gelen klinik orneklerin islemi tekrarlayan ve titiz ¢alistirma gerektirmektedir. Bu is icin bugiin
piyasada otomasyona uygun birkag sistem bulunmaktadrr. Bu yazida mikrobiyolojik tanida kullanilan yeni yontemler ve gele-
cekte kullanilacak olan sistemler 6zetlenmistir.

Anahtar sézciikler: kiiltiir, MALDI-TOF, otomasyon, PZR
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.

Keywords: automation, culture, MALDI-TOF, PCR

Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarlarinda
mikroorganizmalarin tanis1 boyali ve boyasiz
mikroskopik inceleme ve kiiltiir ile konmakta-
dir. Kiiltiirde tiretilen mikroorganizmalarin tiir-
ler arasindaki ayrimi ise, mikroorganizmalarin
metabolik aktivitelerini gosterdikleri fenotipik
testlerle yapilmaktadir. Altin standart olarak
kabul edilen kiiltiir ydntemi mikroorganizmala-
rn iiremesi icin gerekli uygun ortamlarin sag-
lanmas1 ve logaritmik {ireme donemlerini
tamamlamasiyla gerceklesmektedir. Bunun igin
gecen zaman mikroorganizmalar arasinda gesit-

li farkliliklar gostermesine ragmen, 4-6 saatten
birkac haftaya kadar uzayabilmekte, tanimlama
icin yapilacak olan fenotipik testlerle bu siire
24-48 saat daha ek siireye gereksinim goster-
mektedir. Glintimiizde mikroorganizma tanisin-
da ve antibiyotik duyarlilik testlerinde c¢esitli
otomatize sistemler kullanilmakta, bu sistemler-
de tanimlama kiiltiirde {ireme olduktan 24 saat
sonra yapilmaktadir. Sepsis gibi acil tani ve
tedavi gerektiren durumlarda, mikroorganizma
tanist igin gerekli bu siire 6nem kazanmakta,
tani i¢in geciken her saat mortalite oranini
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% 10-20 oraninda arttirmaktadir®. Ayrica bu
durum hastanede kalma siiresi ve maliyeti
onemli Glctide etkilemektedir®.

Giliniimiizde acil tan1 ve tedavi gerektiren
veya kiiltlirde zor {iretilen ve ge¢ {ireyen mikro-
organizmalarin tanimlanmasinda klinik 6rnek-
lerden yeterli miktar mikroorganizma DNA's1
izole edildikten sonra polimeraz zincirleme
reaksiyon (PCR) temelli testler kullamilmaya
baglamustir. Bu yontemler klinik drnekten bakte-
rinin saptanmasinda, patojenin tanimlanmasin-
da ve fenotipik direnci kodlayan genlerin belir-
lenmesinde kullanilmaktadir. PCR testleri giinii-
miizde hasta tedavisi i¢in 6nemli olan metisilin
direncli Staphylococcus aureus (MRSA), vankomi-
sin direncli enterokok (VRE) ve Clostridium
difficile toksin saptanmasinda rutin laboratu-
varlarda kullanima girmistir. Ger¢ek zamanl
PCR (real time PCR) testlerinin yaninda tiim
veya parsiyel genom sekanslama, mikroarray,
restriksiyon fragman uzunlugu polimorfizmi
(RFLP) ve molekiiler tiplendirme gibi diger
molekiiler testlerde infeksiyon etkenlerinin tani-
sinda ve klonal benzeriklerini saptamada kulla-
nilmaktadir®. Daha sonra yapilan calismalar,
PCR ve 16S ribozomal RNA (rRNA) geninin
saptanmast ile dzellikle kiiltiir negatif drnekler-
de etkenin saptanmasi ve tiir diizeyinde tanim-
lanmasina imkan saglamistir™. Mikrobiyolojide
kullanilan DNA sekanslama yénteminde mikro-
organizma tanimlamasiin uzun zaman almasi,
pahali olmas: ve 6zellikle fazla sayida mikroor-
ganizma tanimlanmasinin ayni1 anda yapilmasi-
nin zor olmasi nedeniyle rutin uygulamaya
girememistir. Son yapilan ¢aligmalarla, diagnos-
tik Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarlarinda ileri
generasyon (next-generation) ve tiim genom
sekanslama yontemi rutin uygulamaya girmeye
baglamistir. Bu yontemle pikolitre miktarinda
bir 6rnekten bir milyonun iizerinde PCR reaksi-
yonu ile bir giinden daha kisa siirede sonug ali-
nabilecegi gosterilmistir®®.

Molekiiler yontemler yaninda, son yillar-
da kiiltiirde mikroorganizma {iredikten sonra
kisa siirede tanimlama yapabilmek i¢in Matriks
Aracili Lazer Dezorbsiyon Iyonizasyon Ugus
Zaman Kiitle Spektrometresi (Matrix-Assisted
Laser Desorbtion/lonization Time-of Flight
Mass Spectrometry, MALDI-TOF MS) kullanil-
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maya basglanmistir. Bu sistem rutin Klinik
Mikrobiyoloji Laboratuvarlarina bir yenilik geti-
rirken, aym1 zamanda Adli Tip Laboratuvar-
larinda, Endiistri ve Cevre Mikrobiyoloji
Laboratuvarlarinda da yerini almaya baslamis-
tir. 1980 yillarinin sonlarina dogru bu sistemde
mikrobiyal proteomikleri saptamak miimkiin
olmustur. Matriks aracili lazer dezorbsiyon iyo-
nizasyon tekniginde molekiiller iyonizasyon
esnasinda intakt olarak kalmaktadir. Proteinler
kiiciik protein fragmanlari olarak 6l¢tilmektedir.
Iyonizasyon sonrasi iyonlar ayrisarak kiitle
Ol¢timii yapilmaktadir. Bu sistem molekiillerin
iyonize olabilme ve kiitle spektrometrisinde
tanimlanabilmesine baghdir. Mikroorganizma-
larin kendilerine 6zgii proteomik parmakizi pik
kaliplarina dayanarak tiplendirilmeleri saglan-
maktadir®. MALDI-TOF basit, otomatize,
kiitle spektrofotometresinde 06zel deneyim
gerektirmeyen, hizli sonug veren, yiiksek islem
hacimli, ucuz bir sistemdir. Calisma igin tek
koloni yeterli olmaktadir. Sistem alindiktan
sonra maliyet etkin ve laboratuvarlar arasi tek-
rarlanilabilirligi yiiksektir. Bu sistemin Gram
pozitif ve Gram negatif bakterilerin cins ve tiir
diizeyinde tanimlanmasinda duyarhilik ve
ozgiilliigii ytiksektir. Mikobakteri ve mayalarla
yapilan ¢alismalarda giivenilir sonuglar alinmak-
tadir. Son yapilan ¢alismalarda filamentéz man-
tarlar ve dermatofitlerde de yiiz giildiiriicii
sonuglar alindigini gosterilmekte, ancak standar-
dizasyon icin ek caligmalar yapilmasi gerektigi
belirtilmektedir®'?. Kan ve idrar gibi direk olarak
orneklerden bakteri saptanmasi™® ve antibiyotik-
lere karsi direncin hizli saptanmasi®? ile ilgili
calismalar devam etmektedir. Bu sistemle ayrica
mikroorganizmalarin protein yapilari incelenerek
ast calismalarina da yon verilebilmektedir.
MALDI-TOF sisteminin avantajlarinin
yaninda antibiyotik duyarlilik testlerinin yapila-
mamasi, klinik orneklerden direk tamimlama
i¢cin yeterli bilgi bulunmamasi, Staphylococcus
aureus’ta metisilin direnci, Enterobacteriaceae’da
beta-laktam direnci gibi antibiyotik direng
mekanizmalar: ile yeterli ¢alisma olmamasi,
bazi mikroorganizmalar igin test tekrarlar ve ek
islem gerektirmesi, birbirine yakin mikroorga-
nizmalari tanimlayamamasi ve veri tabanininda
kisitliliklar bulunmasi gibi dezavantajlar: bulun-



maktadir®%, Sistemin FDA (Food and Drug
Administration) onayr bulunmadig1 igin
Amerika’da kullamilmamaktadir?.
Laboratuvar sayisinun her gecen giin art-
mas1 ve laboratuvarlara gelen 6rnek sayisinin
artmasi nedeniyle mikrobiyolojide de laboratu-
var otomasyonuna dogru bir egilim goriilmek-
tedir. Bu kavram otomatik olarak klinik 6rnekle-
rin hazir besiyerlerine ekimi, etiive kaldirilmasi,
kiiltiirde tireyen kolonilerin digital ortamda iire-
melerinin gozlenmesi ve bunlarin MALDI-TOF
sistemi ile entegrasyonu sonucu mikroorganiz-
malarm tanisina dayanmaktadir. Mikrobiyolojide
laboratuvar otomasyonu ile ilgili olarak WASP
(Copan), Previ-Isola (BioMerieux), Innova
(Becton-Dickinson) and Inoqula (KIESTRA) sis-
temleri bulunmaktadir®. Her laboratuvar tani-
da kullanilan bu sistemlerin kendine uygun
olanini segerek, daha ekonomik ve dogru taniya
giderek hasta tedavisine katkida bulunabilir.
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