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Bakterileri tanimlanmasi
*Neden gerekli

= Enfeksiyon etkenininin belirlenmesi
= Uygun antimikrobiyal tedavinin segimi

= Antimikrobiyal direncin saptanmasi igin uygun
laboratuvar testinin secimi

= Olagandisi duyarhlik profillerinin belirlenmesi

= Mikroorganizmanin diger hastalar veya
calisanlar igin riskinin belirlenmesi

= Epidemiyoloji




*Kli nisyen ne istemekte?

= Etiyolojik ajanin dogru ve hizli
belirlenmesi

= Anti enfeksiyoz ilaglara duyarliligin
olctlmesi

= Sonuglarin klinisyene hizl iletimi




Konvansiyonel yontemler

19 yy.

. Fenotipik siniflandirma
20 yy.

. Kimyasal testler
1970

. Yari otomatik tanimlama
sistemleri

. API, Mikroscan
2000

. Otomatize sistemler
VITEC
Phonix
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Yeni yontemler
» Kitle spektrometrisi

= MALDI-TOFMS

= Electrospray ionization kutle
spektrometrisi

= Molekiler metodlar
= PCR
= Genotipik metot
= Gene Xpert
Real-Time PCR
Multiplex




ENFEKSIYON HASTALIKLARININ
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ENFEKSIYON HASTALIKLARININ
TANISI

i Mikrobiyolojinin tarihgesi

= Hipokrat (M.O. 460-370): sitma, lekeli humma,
cicek, veba, sara, verem hakkinda bilgiler
vermis ve hastaliklarin topraktan ¢ikan fena
hava, su, yildiz, rizgar ve mevsimlerden ileri
geldigini

= Aristotales (384-322): veba, lepra, verem,
trahom, uyuz hastaliginin insandan insana
solunum yoluyla bulastigini




ENFEKSIYON HASTALIKLARININ
TANISI
Mikrobiyolojinin tarihgesi

= Ibni Sina (980-1037): Bulasici hastaliklarin gozle
gorulmeyen kurtcuklardan ileri geldigini ve korunmak
icin temizligin onemli oldugunu vurgulamistir

= Aksemseddin (1389-1459):Pasteur'dan yaklasik
400 yil once ilk mikrop teorisini ortaya atti

“Hastaliklarin insanlarda teker teker ortaya
ciktigint  sanmak hatadir. Hastalik, insandan
insana bu/a]smak suretiyle gecer. Bu bulasma,
gozle gorulmeyecek kadar kucuk, fakat canlr
':ohum)ar vasitasiyla olur” (Kaynak Maddetdl
ayat




ENFEKSIYON HASTALIKLARININ
TANISI

i Mikrobiyolojinin tarihgesi

= Ilk mikroskop Leeuwenhoek tarafindan (1676)
bulundu ve bakterileri tarif etti.




ENFEKSIYON HASTALIKLARININ
TANISI

i Mikrobiyolojinin tarihgesi

Louis Pasteur (1822-1895)

= Bulasici hastaliklarda mikroorganizmalarin
sorumlu oldugunu kanitladh.

= Kendiliginden tureme teorisini ¢urdttu. Bu
sayede sarap, bira, sut, meyve suyu gibi
mayalanabilir sivilarin uzun sire bozulmadan
saklanabilmelerini saglayan "pastorizasyon” adl
konserve yonteminin gelismesini sagladi.

= 1885'te ilk kuduz asisini yapti




ENFEKSIYON HASTALIKLARININ
TANISI

i Mikrobiyolojinin tfarihgesi

Robert Koch (1843-1910):
= Kati besiyerini geligtirmistir
s Saf kultur olarak mikroorganizmalar: izole etmistir

= Sarbon hastaligina neden olan mikroorganizmay: saf
kiltur olarak izole etmistir

= Bakterileri anilin boyalarla boyamistir
= Ilk kez yayma preperat hazirlamigtir

= Hastaliklarin etiyolojilerinde bazi kriterler ortaya
koymustur (Koch Postulatlar:)




ENFEKSIYON HASTALIKLARININ
TANISI

i Mikrobiyolojinin tfarihgesi

Koch Postulatiar

= Hastaliklar spesifik mikroorganizmalar
tarafindan olusturulurlar

s Etkenler izole edilmeli ve saf kultiurler
halinde uretilmelidir

= Duyarli saglam deneme hayvanlarina
verildiklerinde hastalik olusturabilmeli

= Tekrar saf kulturler halinde
uretilebilmelidirler
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1929 Alexander Fleming discovers penicillin.
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1970s Bacteria-based recombinant DNA technology is developed.
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ENFEKSIYON HASTALIKLARININ
TANISI

= Klinik tam

= Oyki
= Fizik muayene
= Etyolojik tam

v Spesifik testler ¥ Nonspesifik testler
A. Etkeni tanimlamaya dénik testler > TIT
~ Mikroskobi > césncb :
cegia e > iyokimyasi
> Kiltir > Akut faz cevabi testleri
- Seroloji

- Maolekiler mikrobiyolojik testler

B. Etkene karsi konak cevabimi Glgen
testler

- Seroloji




ENFEKSIYON HASTALIKLARININ TANISI
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Klinik




Klinik
Fizik Muayene




l ENFEKSIYON HASTALIKLARININ TANISI

Tipik klintk semptom ve bulgular




l ENFEKSIYON HASTALIKLARININ TANISI




Bakteri izolasyon ve identifikasyonu

i (Konvansiyonel yontemler)
= Fenotipik identifikasyonu

= Gram boyama

= En ucuz, en hizli sonug
= Ureme karakteristikleri
= Kiltur-Antibiyogram

= Hizli Greyen bakteriler igin

etkin, ucuz; bazi bakteriler icin
yavas veya olanaksiz

= Biyokimyasal yontemler

= Tam veya kismi otomatize
sistemler (vitek, Phonix,....)




Bakteri izolasyon ve identifikasyonu
(Konvansiyonel yontemler)




Bakteri izolasyon ve identifikasyonu
(Konvansiyonel yontemler)
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BAKTERI IDENTIFIKASYONUNDA KULLANILAN
STANDART, BIYOKIMYASAL VE FIZYOLOJIK

TESTLER

FIZYOLOJIK TESTLER
Bakteri hiicresinin metabolik faaliyetierine disardan hicbir miidahalenin yapiimadi(, sadece géziem esash testierdir. Bashca
fizyolojik testler asagidadir;

-Anaerop ireme

-Gram boyama

-Hareket muayenesi

. Kapsiil muayenesi

- Seiiiler motfoloji

-Spor muayenesi

-Degisik sicakhiklarda iireme (5, 22, 42°C de iireme)

BIYOKIMYASAL TESTLER e i
. Seker fermantasyon testieri o S —

-Bir bakteri hiicresinde hangi sekerieri fermente edebilen metabolizmanin v Keagillaz (Coagulase) +esti
- bulundugu o bakteri susu icin identik deger tasir. v Lipaz ve Lasitinaz testi

- Aminoasit (Arginin-{ ysin-Omithin) dekarboksilasyonu v Melonat fermentasyonu
.DNAz testi v Mukat fermentasyonu
Eskulin hidrolizi S ————

: > < v Veoges-Preskauer testi

- Fenil alanin deaminasyonu v Nitrat rediksiyonu
-Tirozinsaydamlastrma v Oksidaz +e=+i

-Indol testi (Triptofan’ dan indol yapma) v Safraya telerans
-Hidrojen siilfit (H,S) yapim ; wla:::mu

-Hemoliz testi e e
R / Diger biyokimyasal +estier

-Katalaztesti




BAKTERL IDENTIFIKASYONUNDA KULLANILAN
STANDART, BIYOKIMYASAL VE FIZYOLOJIK
TESTLER

Gram positive- Bacilli
Corynebacterium spp.
Clostridium spp.
Listeria spp.
occ Baciilus spp.
Catalase + Catalase —
Staylococcus Streptococcaceae
Coagulase + Coagulase —
S. aureus /9
S. epidermidiS. saprophyticus
Novobiocin  Novobiocin
sensitive resistant  g.hemolytic B-hemolytic y-hemolytic
ree%t\ /(flea‘h)\ Enterococcus
S. pneumoniae S. viridans S. pyogenes S. agalactiae E. faecalis
S. mutans, sanguis Group A Group B E. faecium
Optochin sensitive Optochin resistant Bacitracin Bacitracin
Bile-soluble Bile-insoluble sensitive resistant
Capsule No capsule

(Queliung +)




BAKTERL IDENTIFIKASYONUNDA KULLANILAN
STANDART, BIYOKIMYASAL VE FIZYOLOJIK
TESTLER

Gram Negative
|
!
coccobacilli cocci=Neisseria spp. bacilli
{ influenzae - X & V factors required
3. pertussis - growth on Bordet-Gengou
medium, oxidase +
drucelia spp. - aerobic
. tularensis - requires cystein for growth
> multocida - oxidase +, catalase +
. pneumophila - growth on charcoal N. meningitidis  N. gonorrhoeae Lactose + Lactose -
yeast agar with iron and cysteine glucose glucose +
and maitose +
Fast fermenter Siow fermenter Oxidase + Oxidase - Strict anaerobe
Klebs:ella Citrobacter V. cholerae B. fragiiis
urease + Serratia glucose +
E. coli, indole + Others P. aerugincsa
Enterobacter

Urease + Urease -

P mirabifis Y- pestis, bipolar staining

H. pylori Eentemh&ca ?geatzscagn;nmatﬂc
growson S {tysentenae
campy agar Saimonella spp. mooie & produces H:S




Otomatize identifikasyon sistemleri
API

= API® FEATURES & SPECS

API® Gram negative Identification

B APT 20E — 18-24 hour identfication of Enterobacteracae and other non-fastidious gram negative bacteria
- API Rapid 20E —4-hour identification of Enterobacteriaceae

- APT 20NE — 24 to 48-hour dentification of Gram negative non-Enterobacteriaceae

s APT NH — 2-hour identification of Neisseria Haemophius and Branhamefa catarrhalis

API® Gram positive Identification

3 APT Staph — Overnight identification of dinical staphyiococd and micrococa

= RAPIDEC® Staph — 2-hour dentification of the commoniy occurring staphyiococd
= APT 20 Strep — 4 or 24-hour identification of streptococd and enterococa

2 APT Coryne— 24-hour identification of Corynebactera and coryne-ike organsms

API® Anaerobe Identification
= APT 20A® — 24-hour identification of anaerobes
2 Rapid ID 32A — 4-hour identification of anaerobes

API® Yeast Identification
= API 20C AUX — 48 to 72-hour dentification of yeasts

Others
= API® 50 CH — Performance of carbohydrate metabolism tests
2 APT ZYM@® — Semiguantitation of enzymatic activities




i Commercial Test Systems for Biotyping
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* Otomatize identifikasyon sistemleri

VITEK® 2 Compact BD Phoenix




iOToma‘ri ze identifikasyon sistemleri

= Bakteri tanimlama testlerinin uygulama
ve degerlendirilmesi asamasinda yogun
bir is yuku ve kalifiye eleman ihtiyac
vardir

s Otomatize sistemler islemlerin
standardizasyonu saglar, analitik
hatalar: ve is yukunu oldukg¢a azaltir




iOToma‘ri ze identifikasyon sistemleri

= Busistemler identifikasyon ve antimikrobial
duyarlilik testlerini birlikte yapabilir,
icerdikleri “uzman” (expert) sistem yazilimlar
ile sonuglart yorumlar ve onaylanan sonuglar:
klinisyene kisa surede ulastirabilirler

= Ayrica epidemiyolojik ve istatistik bilgiler ile
surveyans ve ampirik tedavilerin
belirlenmesinde faydalanilabilecek verileri
istendiginde ulasilabilir durumda belleginde
saklar




iOToma‘ri ze identifikasyon sistemleri

= Tibbi cihazlardaki gelismeler,
veritabanlarinin genislemesi, verilerin
yorumu, saklanmasi ve yonetilmesi, tani
koyma zamaninin azalmasini saglamistir




Otomatize identifikasyon sistemlerinin
Avantajlan

>

Standardizasyon,
Uygulama kolayligt,
Zaman tasarrufu,

Panel olusturma,

Uriin yelpazesi genisligi,
Erken sonuc alabilme,

Digital ortamdaki veri tabanindan otomatik
tanimlama,

= Birlikte antibiyotik hassasiyet testi sonuglarini da
alabilme,

= Digital ortamda kayit ve sonug gonderme, arsivlieme




Otomatize identifikasyon sistemlerinin

iDezavantajlarl

= Pahali ?
= Cihazlarin bakimi, teknik servis bagimliligt,
= Kalibrasyon ve kontrol gerekliligi,

s Internal ve eksternal kontroller ihmal
edildiginde hatali sonug verebilme,

= Veri tabani guncelleme gereksinimi,

= Bazi durumlarda yetersiz kalma (ek test
gereksinimi),

« Kit bagimlilge




Otomatize identifikasyon sistemleri

tafilokok suslarinin hizli ve gegerli fanimlanmasi
konusunda yapilan ¢alismada toplam 198 izolat ve 11
kontrol susu 22 test iceren referans metod ile
tanimlanmis ve sonuglar,

= MicroScan WalkAway ile,

= dokuz testten olusan basit bir metod ile karsilastirilmistir.

= Otfomatize metodun dogru tanimlama orani %79.3,
= Basitlestirilmis metodun dogru tamimlama orani %98.5 olarak (P <
0.001) bulunmustur.

= Sonug olarak; basitlestirilmis metod gegerli, daha pratik
ve ekonomik bulunmustur.

Iorio NLP, Ferreira RBR, Schuenck RP, et al. Simplified and reliable scheme for speciesievel identification of
Staphylococcusclinical isolates. J Clin Microbiol. 2007: 2564 2569




iOToma’ri ze identifikasyon sistemleri

s Bu ¢alismada MicroScan WalkAway' in
E.faecalis ve tipik E.faecium izolatlarini
tfanimlamada iyi performans gosterdigi
gorulmis fakat atipik E.faecium tiplerini
tanimlamada yetersiz bulunmustur

d'AzevedoPA. Dias CA. Goncalves AL. Et al. Evaluation of an automated
system for the identification and antimicrobial susceptibility testing of
enterococci. Diagn Microbiol Infect Dis. 2001: 157 161.




*Ofoma’ri ze identifikasyon sistemleri

= Bu calismada bes ticari sistemin (API 20 NE, GNI+
Vitek 1 cards, ID-GNB Vitek 2 cards, Neg Combo 20
Microscan panels, and NMIC/ID-5 BD Phoenix panels)
tur seviyesinde Vibrio vulnificus biyotip 3'un
tanimlanmasina bakilmis

= Neg Combo 20 Microscan paneli ve APT 20 NE bu susu
tanimlayamadigr gorulmistur.

= Vibrionaceae ailesinin diger tirleri ile cogunlukla
karistirip yanhs tanimlamalar yaptigi gorulmustir

ColodnerR,Raz R, Meir I, et al. Identification of the Emerging Pathogen

Vibrio vulnificus Biotype 3 by Commercially Available Phenotypic Methods. J
Clin Microbiol. 2004: 4137 - 4140.




iOTomaTi ze identifikasyon sistemleri

= Gram pozitif ve Gram nezga’rif bakteri
identifikasyonu igin VITEK kolorimetrik
kartlarin performansinin degerlendirildigi bu
ﬁahsmada GP ve GN kartlar ve fluorimetrik
artlar (ID-G PC and IDGNB) degerlendirilmistir

= 580 izolatin dahil edildigi ¢alismada,

= 249 Gram pozitif izolat IDGPC ve GP kartlarla sirasi
ile %87.5 ve 794 .4 oraninda dogru olarak tanimlanmis

= 331 Gram negatif izolat ise ID-G NB ve GN kartla
sirasi ile %89.2 ve %97 oraninda dogru tanimlanmistir

Wallet F, Loiez C et al. Performances of VITEK 2 colorimetric cards for identification
of gram positive and gram negative bacteria. J Clin Microbiol. 2005; 43: 4402 4406.




iO’romaTi ze identifikasyon sistemleri

= MicroScan, VITEK 2 ve Crystal GP’ in kullanilarak

koagu
Tanim

az negatif stafilokokun (KNS) fenotipik olarak
anma oranlarinin degerlendirildigi bu ¢alismada

120 k
rRNA

inik izolat MicroSeq 500 v2.0 veritabani ile 16S
sekans analizi ile dogrulandi

= Tanimlama oranlari MicroScan, VITEK 2 ve Crystal GP
icin sirasi ile %82.5, %87.5 ve %67.5 olarak bulunmustur

= MicroScan (10.8%) ve Crystal GP (23.3%) igin temel
problem yanhs tanimlama iken VITEK 2 igin disik diizey

ayrim

(7.5%) temel problemi olusturmustur

Kim M, Heo SR et al. Comparison of the MicroScan, VITEK 2, and Crystal 6P with 165
rRNA sequencing and MicroSeq 500 v2.0 analysis for coagulasenegative Staphylococcr.
BMC Microbiol. 2008; 8: 233.




iOTomaTi ze identifikasyon sistemleri

» VITEK 2 ve ID 32 STAPH identifikasyon sistemlerinin
karsilastirilmas: amac ile 405 klinik stafilokok izolati
degerlendirilmis;

s VITEK 2 sistem; 387 (%95.6) izolat1 dogru olarak
degerlendirmis,

= 8 tanesi icin destekleyici testler gerekmis,

= bir sug yanhs identifiye edilmis,

= dért sus identifiye edilememis,

= kalan 13 sug igin iki ftir arasinda ayrim yapilamamistir.

= Sonug olarak VITEK 2 sistem guvenilir olarak hizl,
hassas ve tir diuzeyinde identifikasyon yapabilen bir
sistem olarak degerlendirilmistir.




*Ofoma‘ri ze identifikasyon sistemleri

= VITEK 2 Neisseria-Haemophilus kartin tanimlama
performansini degerlendirmek igin yapilan bu
calismada Actinobacillus, Campylobacter,
Capnocytophaga, Cardiobacterium , Eikenella ,
Gardnerella , Haemophilus, Kingella, Moraxella, ve
Neisseria iceren 188 bakteri susu kullanilmistir.

= 171 sus (%91) extra testlere gerek duyulmadan dogru
tanimlanmus,

= 1 sus (%0.5) yanhs tanimlanmus,
= B sus (%2.7) tanimlanamamistir

Valenza G, Ruoff C et al. Microbiological evaluation of the new VITEK 2
Neisseria Haemophilusidentification card. J Clin Microbiol. 2007; 45: 3493

3497.




Otomatize identifikasyon sistemleri

s Gram pozitif bakterilerde Phoenix’ in tanimlama
performansinin degerlendirildigi ve 424 gram pozitif kok
ile yapilan bir galismada;

= cins dizeyinde 7%99.7 oraninda

s tur dizeyinde %99.3 oraninda dogru tamimlama
bildirilmistir
= Ayrica bu ¢alismada;
= tim S.aures ve enterokoklar dogru olarak tanimlanmigtir
= KNS suslarinin higbiri S.aureus olarak tanimlanmamistir

= hastane kaynakli ve toplum kaynakli MRSA’ yi dogru saptamistir
= 14 VISA susu da dogru olarak tanimlanmigtir

Carrol KC, Borek AP et al. Evaluation of the BD Phoenix micribiology system
identification and antimicrobial susceptibility testing of staphylococci and enterococci.
J Clin Microbiol. 2006: 2072 2077




*O’romaﬁ ze identifikasyon sistemleri

= 384 Enterobacteriaceae ve 110 nonfermentatif, toplam
494 Gram- negatif bakteri ile yapilan bir ¢alismada
tanimlamada;

= Genel olarak tir dizeyinde %98 ,6 oraninda,
= Enterobacteriacea’ larde 7%98,4 oraninda,

= nonfermentatif Gram negatif bakterilerde % 99,1
oraninda uyumluluk tespit edilmistir

= Bu ¢alismada arastirmacilar Phoenix sisteminin genel
olarak tatmin edici bir performans gosterdigi sonucuna
varmistir

Menozzi MG, Eigner U et al. Twocenter collaborative evaluation of performance of the BD Phoenix
micribiology system for identification and antimicrobial susceptibility testing of Gram Negative
Bacteria . J Clin Microbiol. 2006 : 4085 - 4094




Otomatize identifikasyon sistemleri

07 Enterobacteriaceae ile yapilan ¢alismada;
= 456 (89.9%) izolat tir ve cins diizeyinde,
= 20 (3.9%) izolat sadece cins diizeyinde dogru famimlanmus,

= 9 (5.7%) izolat ise yanhs tamimlanmistir. En fazla Salmonella
tirlerinin yanhs tanimlandigi gérilmistir

= 57 nonenterik gram -negatif basilden (Acinetobacter ,
Aeromonas, Burkholderia, Plesiomonas, Pseudomonas ve
Stenotrophomonas spp.);

= 48 (% 84.2) izolat cins ve tir diizeyinde,
= 7 (% 12.3) sus ise cins seviyesine dogru tanimlanmistir.

= Vibrionaceae tirleri ise 7% 89.1oraninda dogru
tanimlanmistir

Caroline M . Q' Hara Evaluation of the Phoenix 100 ID/AST System and NID panel for
identification of Enferobacteriaceae, Vibrionaceae, and commonly isolated nonenteric Gram
negative bacilli. J Clin Microbiol. 2006 : 928 - 933




*2014 de degisen ne?

Kromojenik agarlar gibi gelistirilmis besiyerleri
kullaniimaya baslanmis olsa da agar plaklar: halen
mikrobiyoloji laboratuvarlarinin omurgasini
olusturmaktadir

= Agar plaklarinin manual ekimi ilk kullanildigindan bugtine
degismedi

x Etlvler temelde degismedi

s Isik mikroskobu temelde degismedi

= Plaklarin okunmasi hatta koklanmas: degismedi

s Laboratuvarlarin buyik boliminde antibiyogramda halen
disk difuzyon kullaniimaya devam etmekte




i 2014'de degisen ne?

» Identifikasyonda biyokimyasal substratiar minyatirize
edilerek kompartmanlara yerlestirilmis kolormetrik
veya flourometrik yar: veya fam otomatize araglar
kullaniimakta

= Birgok antimikrobiyal ajan farkh dilisyonlarda
kartlara/panellere yerlestirilmis ireme otomatik
okunarak MIC belirlenebilmektedir

s Otomatize sistemler daha kisa inkubasyon siresine
sahip




TURKIYE DEKI MIKROBIYOLOJI
LABORATUVARLARINDA TEKNOLOJT

i/ OTOMASYON

= Yaklasik 1000 laboratuvardan

s 250 laboratuvarda

= Yari-otomatize fenotipik temelli identifikasyon / ADT
sistemleri: Vitek (Biomerieux ), Phoenix (BD), Microscan
(Siemens)

= Yari-otomatize Kan Kiiltir sistemleri: Bactec (BD), BacT/Alert
(Biomerieux )
= Yaklasik 50 laboratuvarda
= Yari-otomatize TBC Kiiltir Tanimlama/Ilag Duyarl ihk
Sistemleri Bactec/MGIT (BD)

s 12 laboratuvarda
= MALDI-TOF MS Sayin Ugur Cift¢i’ nin sunumundan




i Son sozler

= Klinisyen ve Mikrobiyoloji Laboratuvart Uzmanlar:
isbirligi; klinik, mikrobiyolojik testler ve
nonspesifik testlerin birlikte ve dikkatli yorumu
zorluklarin ustesinden gelmek ve basari igin
esastir

= Erken tani koyduran, gereksiz ve yanlis tedaviyi
onleyen higbir tani yontemi pahali degildir




TESEKKURLER




Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda Bakteri
Tanimlanmasinda
Yeni Yontemler mi?

Dr. Tuba Turunc

Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi
Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Adana

5. Turkiye EKMUD Kongresi, 21-25 Mayis, Antalya




Sunum Plani

»Neden yeni yontemler

»Hangi yeni yontemler




Neden Yeni Yontemler

GWlaliyet etkin

Qleh

Klinisyenin laboratuvardan beklentisi




Hangi Yeni Yontemler




Hangi Yeni Yontemler




Hangi Yeni Yontemler




Konvansiyonel Yontemlerin
Dezavantajlari

Mikroskopi

. Dusuk duyariilik  Yalanci pozitif- « Yavas

negatif sonuclar - Sadece kilturde

- Capraz-6zgul ureyen bakteriler icin
olmayan uygulanabilir
reaksiyonlar - Antibiyotik kullanan

» Onceki antikor hastalarda duyarhlik
titreleri dusuktur

« Akut enfeksiyon
tanisinda soruniar




Klinik Bakteriyolojide
Molekuler Tani Yontemleri

»Negatif kultar

»Pahal kuitar

»Yavas ureyen bakteriler
»Guc ureyen bakteriler
»Hucre bagimh bakteriler

»OETr0I0JIK testierin sinirll olaugu aurumiar

»Antibiyotik kullanimi sonrasi etken tanimlanma

»Kultar ve serolojinin negatif oldugu infeksiyonlarda uygun
tedavinin yapilabilmesi




Polimeraz Zincir Reaksiyonu

DNA’nin cogaltilabilecegi bu teknik ilk kez 1983 de Kary
Mullis adli bir biyokimyaci tarafindan gelistirilmistir.

Ilk kez basarih in vitro DNA amplifikasyonu Saiki ve ark.
tarafindan 1985 yilinda gerceklestirildi.
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DNA’nin cogaltilabilecegi bu teknik ilk kez 1983 de Kary
Mullis adl bir biyokimyaci tarafindan gelistirilmistir.

Ilk kez basarih in vitro DNA amplifikasyonu Saiki ve ark.
tarafindan 1985 yilinda gerceklestirildi.

Kary Mullis 7983




Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

»Her bir patojen i¢in 6zgul primer setinin kullanimi sonucu
»Farkli hedeflerin bir tip icerisinde
»Ayni anda amplifikasyonuna dayall

»Multipleks PZR prensibine dayanmaktadir.
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SeptiFast Paneli

E.coli S.aureus Candida albicans
Klebsiella pneumoniae KNS Candida tropicalis
Klebsiella oxytoca S. pneumoniae Candida parapsilosis
Serratia marcescens Streptococcus spp Candida crusei
Enterobacter cloacae Enterococcus faecium Candida glabrata
Enterobacter aerogenes Enterococcus faecalis Aspergillus fumigatus
Proteus mirabilis

P aerogenes

A. baumannii

S.maltophilla




Septi-Test

Muhl H. Diagn Microbiol Infect Dis 2010




Septi-Test

insan lokosit DNA’s1 yikimi ile kaybedilmesidir

Muhl H. Diagn Microbiol Infect Dis 2010




Hyplex BloodScreen

Wellinghousen M. J Clin Microbiol 2004
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LOOXTER/VYOO

16S rRNA amplifikasyonu yapan
bir yontemdir.

E

34 farkh bakteri, 6 Kandida tartna,

A.fumigatus ile bes farkli antibiyotik
direnc determinantini
tanimlayabilmektedir.

Prove-it Sepsis

| tmlmlama oze!hgme sahrptxr

Klinik olarak supheli sepsis tanisi olan
3318 hastada yapilan bir arastirmada
Prove-it Sepsis % 94.7 duyariihk, % 95.7
6zgullige sahip bulunmustur.
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LOOXTER/VYOO

16S rRNA amplifikasyonu yapan
bir ydontemdir.

E

- 34 farkh bakteri, 6 Kandida tartnd,

A.fumigatusile bes farkh antibiyotik
direnc determinantini
tanimlayabilmektedir.
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Yontem 8 saat gibi kisa bir siirede sonucg
verebilmekte ve ormekte 3-30 cfu/mi
dizeyinde bulunan patojeni tanimiama
duyariihi§ géstermektedir

Prove-it Sepsis

Klinik olarak supheli sepsis tanisi olan
3318 hastada yapiian bir arastirmada
Prove-it Sepsis % 94.7 duyariihk, % 95.7
6zgullige sahip bulunmustur.
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Bu yontem pozitif kan kaltur
omeklerinde analiz yapma imkani
sunmaktadir. Yontemin sonug verme
siiresi 3 saattir

Tissari P. Lanset 2010




ORIGINAL ARTICLE

Simultaneous single-tube PCR assay for the detection of Neisseria
meningitidis, Haemophilus influenzae type b and Streptococcus pneumoniae
G. Tzamakaki, M. Tsomnomchalou, K. Kesaropoudos, R. Matzourami, M. Sioumala, A. Tabaks and

=
Aremasimes

National Meningococcal Reference Laboratory, National School of Public Health, Athens, Greece

139 bakteriyel menenjit olgusu
94 kultur poztif
*12 yayma pozitif Multipleks PCR
»33 klinik bulgu Duyarlilik ; H. influenza % 88
S. pneumoniae % 92
N. meningitidis % 94
Ozgiillik ; %100
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Dynamics of PCR-based diagnosis in patients with invasive
meningococcal disease
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Cok ilaca Direncli Hastane Enfeksiyonu
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Cok ilaca Direncli Hastane Enfeksiyonu
Etkenlerinin Molekller Yontemlerile Tanimlanmasi

GeneOhm MRSA
2 h sonuc alinir
Duyariiik %92
Ozgullak %96

GeneExpert

75 dakikada
sonuclanir

Duyariilik %86
Oz_g_ﬂllﬂk %94

—

Multipleks PZR ile
van A/B/IC1/C2

Duyarhhk %88.5
Ozgulluk %99.6
Sonuclar 6-8 h




Proteomik Temelli Teknolojiler

Belli bir zamanda, belli bir hucrede, belli bir
dokuda, belli bir organizmada bulunan gereken
tum biyokimyasal tepkimeleri yuruten proteinlerin
tamami proteom




Proteomik Temelli Teknolojiler

Belli bir zamanda, belli bir hucrede, belli bir
dokuda, belli bir organizmada bulunan gereken
tum biyokimyasal tepkimeleri yuruten proteinlerin
tamami proteom

Proteomik ise belli bir organizmada bulunan
proteinlerin toplamini incelemek icin
kullanilan yontemlerin tumu




Kimya Nobel Odiilii 2002

Biyolojik makro-molekullerin yapisal analizi ve
tanimlanmasi yontemlerinin geligtiriimesi

John Fenn Koichi Tanaka




MALDI-TOF MS
Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization time-of-flight, Mass
Spectrometry
Matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon ucus
zamani kutle spektrometresi
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MALDI-TOF MS




Zayif asit ¢ozeltisidir. Kolayca
proton (H*) verir.

Lazer 1smmmi tutup ortamin
isinmasini da bu maddenin
sagladig: dastiniilmektedir.
Ortamin 1smmasi
molekkiillerin buharlasmas:
ve yuizeyden ayrilmasim
saglar

Matriks maddesi hidrojen
iyonlarim (H¥) hiicrelerden
gelen molekiillere aktararak
onlarn (+) yukli hale
gelmesini saglar

Matriks

.




Lazer ile Dezorpsiyon ve lyonizasyon
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Ucus Suresi (TOF)
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Biyoinformatik Analiz

BioTyper( Bruker Daltonics Inc., Bremen, Almanya)

Saramis (AnagnosTec GmbH, Potsdam-Golm Almanya)




Kullanilan Cihazlar

Applied Biosystems Voyager
DE Pro MALDI-TOF

Applied Biosystems Q-Star ESI-
Quadrupoie-TOF

Shimadzu LC MS IT-TOF mass
spectrometer

Sequenom Mass ARRAY
Compact Analyser







MALDI-TOF Yoéntemi ile
Tespit Edilebilen Mikroorganizmalar

Gram-pozitif koklar

» Stafilokok, streptokoklar
Enterobacteriaceae

» Escherichia coli

» Yersinia enterocolitica

» Erwinia turleri

» Salmonella enterica
Nonfermenter bakteriler
Campylobacter
Helicobacter pyilori
Aeromonas
Haemophilus influenzae
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus agalactiae
Bartonella henselae
Neisseria, Listeria, mikobakteri
Antibiyotik direncinin dakikalar icinde belirlenmesi




Ongoing Revolution in Bacteriology: Routine
[dentification of Bacteria by Matrix-Assisted
Laser Desorption Ionization Time-of-Flight
Mass Spectrometry

Piseth Seng,* Michel Drancourt,” Frederique Gouriet, Bernard La Scoia, Pierre-Edouard Fournier, Jean Marc Rolain,
and Didier Raoult

Clinical Infectious Diseases 2009:49:543-51

1660 bakteri izolatinin %95.4 dogru tanimlanmis
1 izolat icin 6 dakika

Maliyet konvansiyonel fenotipik tanimlamanin %22-32




.

suscoptibility | susceptibility test
= 3

Total deky 4 min
Total m= 2A4€




Matrix-assisted laser-desorption/ionization BlOTYPER: experience in the

routine of a University hospital

E. Bessede' %~ M. Angla-gre', Y. Dehgarde", S. Sep Hieng ', A. Menard ' and F. Megraud' &3
Mayis 2010

MALDI-TOF %99
Fenotipik yontem %98




MALDI-TOF Siren Calismalar

Anaerop bakterilerin MALDI TOF
ile
dogru tir saptama
diizeyi %67,2'de kalmistir.

Bir bakteri tirunden tammianan MALDI TOF \

bicemiern. degerlendirme programianna ne
kadar cok

tanitibrsa. bu bakien tiruntin dogru
tanimianma

oram o dlcude artmaktadir. )

Mikobakteriler ve dermatofitler
icin standardizasyon

calismalan devam etmektedir.
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Salmonella Turlerinin Hizh Tanisinda Kromojenik Besiyeri ile
Birlikte “Matrix-Assisted Laser Desorption lonization -
Time of Flight Mass Spectrometry” Yonteminin
Phoenix Otomatize Sistemi ile Kiyaslanmasi

lsin AKYAR *»~  Simge CAN **

* Aabadem Universitesi, Tip Fakuitesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah, Uskudar, Istanbul - TURKIYE

Ozet

Insan ve hayvaniardagida ile bulasan hastaliklara yol acan etkenierin en basta gelenlerinden biri olan Saimonella identifikasyonu genellikie
2-3 gunden fazia surmektedir. Kutle spektrometrisi esasina dayanan bir yontem olan MALDI-TOF ile rutin mikrobiyoloji laboratuvariarinda
kullamian otomatize sistemiere gore daha kisa stirede, guvenilir ve maliyet etkin sonuclar elde edilebilmektedir. Bu calismanin amac,
“Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF) yonteminin Phoenix otomatize identifikasyon
sistemi ile karsilastirmasini yaparak bu patojen organizmalarin yol actidi gastrointestinal enfeksiyonlarda kisa stirede sonug veren, pratik,

maliyet etkin ve gvenilir bir yontem oldugunun degeriendirilmesidir. AGustos 2007 ve Agustos 2011 tarihleri arasinda toplanan 11186
hasta ornedi calismaya dahil edilmistir. Hasta 6rnekleri rutin olarak CHROMagar Salmonella plus ve Mac Conkey agar besiyerlerine
ie % 100 uyumiudur. Her IKi Cinazaa da tur quzeyinde tanimiama yapilabiimekte, aittur tanimiamalar iCin konvansiyone! olarak daimonelia

antiserumiari ile serolojik tiplendirmeye gereksinim duyuimaktadir. CHROMagar Saimonella plus besiyerinin MALDI-TOF ife birlikte kullanimi
identifikasyon icin gereken zamani azaltmis, Salmonella tarlerinin kolaylikia isimlendirilmelerini saglamistir. MALDI-TOF un rutin klinik

mikrobiyoloji laboratuvannda kullanimi Salmonella tirlerinin tek bir besiyeri ile ve 48 saat icerisinde antibiyotik duyarliliklan ile birlikte
maliyet-etkin ve guvenilir bir sekilde saptanabllmesmi sagiamaitaalr.




MALDI-TOF Yontemi ile lleri
Duzey Calismalar

Ferreira L. J Cilin Microbiol 2010




Detection of microorganisms in blood specimens using matrix-assisted
laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry: a review

M. Drancourt
Unité de Recherche sur les Maladies Infecteuses Emergentes (URMITE) UMR ONRS 6236, IRD 198, IFR48, Université de la Méditerranée. Marsedie.

France
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Detection of microorganisms in blood specimens using matrix-assisted

laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry: a review

M. Drancourt
LUnité de Recherche sur les Maladies Infecteuses Emergentes (URMITE] UMR ONRS 6236, IRD 198, IFR48, Université de la Médterrange. Marsedie.

France

Performance in identifying bacteria in positive blood culture broth

Percentage Percentage
Percentage of  of correct of correction
Nature of specimen interpretable identification: ident fication: Major identification
(n = number of specimens) Organism spectra (%) genus level (%)  species level (%)  fallures

-

Positive blood culture broth (n = 599)  Bacwera 4 Stredtococs spp.
Positive blood culture broth (n = 126)  Bactern 9 Strebtococcs preumonae
Positive blood culture broth (n = 179)  Bactern . ig §. bneumonge

Spiked bottles (n = 33) Proprorsbaenun aces
Spiked bottles (n = 312) Bactera 1 ¥ §. Dneumonge

Positive blood culture broth (n = 388)  Candide op. ; b ' § dneumonge

Positive blood culture broth (n = 304)  Bactern ‘ Uncommon species
Spiked bottles (n = 48) Candida Dp. . -

Positive blood culture broth (n = |) Candida dbxcans . ‘ -
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