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Tiim diinyada kiitle spektrometri yontemleri ekonomik olarak daha uy-
gun ve giinliik kullanilan ticari yontemlerden daha hizli olmalar nedeniyle
daha fazla kullanilmaya baslanmistir. Kiitle spektrometrisinin gelecekte ru-
tin klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda cok 6nemli bir roliiniin olmasi bek-
lenmektedir. Bugiin biyomedikal kiitle spektrometrisi ile iliskili olan prote-
in belirtegleri ve proteomikler en dnemli odak noktalandir. Burada bakteri
tiir saptamalarinda tartigilan yontemlerin, ayni sekilde viriisler, mantar ve
parazitler icin de kullanimi uygundur. Kiitle spektrometrisinin mikrobiyolo-
jide kullanim, su anda yapabilecekleri ve gelecekte neler beklenebilecegi-
nin anlasiimasi énemlidir.
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linik tanisal mikrobiyoloji laboratuarinda, bak-

teri veya mayalarin tlrlerinin saptanmasi glint-

mizde farkli besiyerlerinde Greme, koloni mor-
folojileri, Gram boyama ve bir¢ok biyokimyasal reaksi-
yonlarin sonuglari gibi fenotipik 6zelliklerine gore ya-
pilmaktadir. Bunlarin hepsi birlikte, bircok bakterinin
kesin tanisini ¢cok biiyik oranda koyabilmektedir, ancak
bu yontemlerin maliyetleri cok yiksektir ve zaman kay-
bettiricidir (1).

Bu yazida kiitle spektrometrisinin biyobelirteg ile birlikte
kullanimi, bu marker’(belirteg) lerin kiltir sonrasi bakte-
rilerin tur ve cins tayinlerinin yapilmasindaki gtincel kul-
lanimi, ve potansiyel olarak enfeksiyon hastaliklarinin
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ABSTRACT

All over the world, mass spectrometry methods are being more used in dinical
laboratories because of their being cost-effective and faster than the routine
conventional methods. Mass spectrometry is expected to have a very important
role in routine clinical microbiology laboratory in the future. The particular focus
is on protein markers and proteomic, which are today fundamentally related
with biomedical mass spectrometry. The methods discussed here in the state-
ment of bacterial identification, are equally appropriate to viruses, fungi, and
parasites. It is important to understand what mass spectrometry has achieved,
what are its current capabilities, and what might be expected in the future.
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tanisinda kulttr —disi kullanimi ele alinacaktir. Bu diislin-
cenin temelinde birbirinden bagimsiz olarak molekiler
biyoloji, ve analitik kimyada devrim niteliginde olan gelis-
melerle genomik, proteomik ve biyoinformatik konularin-
da ilerlemeler g6zlenmesi yatmaktadir.

Su anda en 6nemli odak noktalari protein belirtecle-
ri ve proteomik calismalaridir ve glinimizde biyome-
dikal kitle spektrometrisi ile esanlamli olarak anilmak-
tadir. Bakterilerin tanimlanmasinda yazida tartisilacak
yontemler, ayni zamanda viriisler, mantar ve parazitler-
de de kullanilabilir. Su anda ulasiimis olan en Ust nokta-
yi kavrayabilmek icin, kitle spektrometrisinin neler ka-
zandigini, su anda neler yapabildigini, ve yakin gelecek-
te neler yapabileceginin anlasiimis olmasi yardimci ola-
caktir.
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Molekiiler biyolojideki ilerlemeler polimeraz zincir re-
aksiyonu (PZR)'nin gelismesi ve restriksiyon enzimleri-
nin kullanimi ve “bilinen” genetik belirleyicilerin yardi-
mi ile organizmalar arasindaki dizi farkhlklarinin goste-
rilmesini kapsamaktadir. Son yillarda yapilan tim- ge-
nom dizi incelemeleri belirteclerin kesfine 151k tutmus-
tur. Bunun sonucu olarak da kiitle spektrometrisinde iler-
lemeler gézlenmis ve bu genomlarin ifade edilen protein
Urtinlerinin dizi incelemeleri (proteomiks) olusturulmus-
tur. Bu gelismelerin saglanmasinda “Matrix-assisted la-
ser desorption ionization-time-of-flight (MALDI-TOF)” ve
“Electrospray ionization”(ESI) kiitle spektrometrisi, “Mass
spectrometry”(MS) ve “tandem mass spectrometry”(MS-
MS) gibi farkli kiitle spektrometri aygitlar kullaniimistir.

Kutle spektrometrisinden daha énce kullanilan yontemler
arasinda “gaz kromatografi-kiitle spektrometrisi”(GC-MS)
bulunmaktadir. Klinik mikrobiyolojide GC'den alisilagel-
mis olarak kultiirde tGireme sonrasi elde edilen mikroorga-
nizmalardan tiim-hiicre yag asit profilinin ¢ikarilmasinda
yararlanilmaktadir (2,3).

Genomik alanda yasanan devrim niteligindeki biytk iler-
lemeler molekdler biyoloji araglarinin ¢ok iyi bilinen pato-
jenlerin ayinminda kullanimi olanagi vermistir, bununla
birlikte yeni 5nem kazanan enfeksiyonlarin genlerin varli-
g1 ya da yoklugu ile gosterilebilmesini, ya da birbirine cok
benzerlik gosteren organizmalarin ayiriminda DNA dizi-
lerindeki kiicuik degisikliklerin kullanilabilmesini olasi kil-
mistir.

Kiiclik molekiillerle bakterilerde tiir
saptanmasi (Ge¢misteki calismalar)

Yukarida belirtildigi gibi, MS teknolojisi iki farkh alani ilgi-
lendirmektedir ve klinik mikrobiyoloji agisindan incelene-
cek molekilin tipi ile iligkilidir. 1970 -1980’lerde ortaya ¢I-
kan eski GC-MS teknolojisinde polimerler veya oligomer-
ler (6r:fosfolipidler) dncelikle saponifikasyon(sabunlasma)
veya hidroliz ile kendilerini olusturan monomerlerine
(6r:yag asitleri) parcalanmaktadirlar. Monomerler daha
sonra iyonik veya hidrojen-baglayan etkilesimleri baski-
layan ve gaz kromatografisinde ucucu olmaya yol acarak
kimyasal olarak (6r:metilasyon ile tiirevlerine ayrilirlar) d6-
nlslim gosterirler. Bilesen monomerler (6r; metilenmis
yag asitlerinin karisimi) GC'de gecisi sirasinda bilesenleri-
ne ayrildiktan sonra detektér icinden gegerler.

Sik kullanilan GC detektorlerinin tiim yag asitlerini sap-
tayabilme 0zelligi vardir. Burada tek saglanan bilgi bir
yag asidinin saptandigidir; tanimlanmasi yag asidinin GC

kolonunda kalis zamani yani kolondan gectigi sirada de-
tektore ne kadar zamanda ulastigina baglidir. Ek olarak,
profildeki her bir yag asidinin tam yapisi kiitle spektro-
metrisi (GC-MS) kullanilarak saptanabilmektedir.

MS mikrobiyal bilesimlerin (6r: yag asitleri) kimliginin dog-
rulanmasi amaci ile kullanildiginda molekiilleri gaz fazin-
daki elektronlarla (elektron etkisi) veya kimyasallarla (kim-
yasal iyonizasyon) bombalanir. Bu da kiitle spektromet-
risi icinde molekiile kitle ile ayinmda kullanilacak pozitif
veya negatif iyon olacak sekilde tek bir ylk ekler. GC adin-
dan da anlasilacagi tizere, peptidler ya da oligoniikleotid-
ler gibi daha buyilk molekdller GC'den gecemeyecekleri
ve MS islemi sirasinda elektron etkisi veya kimyasal iyoni-
zasyon ile yeteri kadar iyonize olamayacaklari icin molekiil
ucucu olmalidir. Yapisal monomerler(her ikisi de mikrobi-
yal profil arastirmasinda kullanilan yag asitleri ya da seker-
ler) bu incelemelerde kullanilirlar. Yag asit profilinin ¢ikaril-
masi taksonomi ve sinflandirmada hala altin standart ola-
rak kabul edilen ve referans laboratuvarlarda kullanilan bir
yontemdir. Yag asidi analizi icin 6rneklerin hazirlanmasi
saatler siirmekte, ve her bir GC genellikle 20 -30 dakika al-
maktadir. Sekerlerin analizi biraz daha fazla islem gerektir-
mektedir ve daha zordur. Ornegin, Bacillus anthracis spor-
lan B.cereus’'un sporlarindan ancak karbonhidrat profilleri
ile ayrilabilmektedirler. Her iki tlirde de ramnoz, 3-O-metil
ramnoz, ve galaktozamin bulunmakla birlikte B.cereus’ta
ek olarak 2-O-metil ramnoz ve fukoz da bulunmaktadir.
Bu ¢ok basamakli islemlerin gerceklesmesi basindan so-
nuna kadar yaklasik 50 saat almaktadir. Oysa yeni yontem-
lerle benzer ayirim islemlerinin gerceklesmesi yaklasik 10
dakika stirmektedir. Her iki incelemenin siireleri karsilasti-
rildiginda saatlerin yerini dakikalarin aldigi kolaylikla g6-
rilmekte bu durum da her seyin ne kadar degistigini gos-
termektedir (4).

Biiyiik molekiillerle mikroorganizmalarda
tur saptanmasi (Gliniimiizde yapilan
calismalar)

1980 ve 1990’larda “Soft ionization MS technology” nin
devreye girmesiyle biyomolekiiller bilesenlerine ayriimak-
sizin, “high performance liquid chromatography “ (HPLC)
ya da elektroforez ile isleme tabi tutulmaksizin incelene-
bilir hale gelmistir. Bu ydntemin 6nemi biytk molekiille-
rin (6r, oligoniikleotidler, PZR Urinleri, peptid ve protein-
ler) kimyasal bir 6n islem gerektirmeksizin incelenebilecek
olmasidir.

GlUnlmizde bu blyik molekillerin analizi 6ncelik-
le “MALDI-TOF MS” veya “ESI MS"e dayanmaktadir.
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MALDI-TOF MS'de 6rnek metal bir plak tzerine damlatilir,
Uzerine bir matriks sollisyonu konur ve havada kurutulur.
MS aygiti icine yerlestirilip lazer 1sinlari ile vuruslar yapil-
diktan sonra, matriks 15191 emerek ilgilenilen molekil(6r;
DNA veya proteinler) haline donistirir. Genellikle, tek
yukU olan yalnizca tek bir iyonize tiir olusur. Bunun ter-
sine, ESI MS soliisyonla calisilmaktadir. Ornek MS icerisi-
ne bir siringa pompasi ile puskurtilmektedir. Damlaciklar
buharlastik¢a, yikler damlaciklarin icinde bulunan mole-
kullere transfer olur. Coklu yiiki olan iyonlar olusur. Kiitle
analizinde ayinm genellikle kitle-yiik orani ile yapiimak-
tadir. Tek bir yuki olanlar icin basit spektrum MALDI-TOF
cihazi icin olusturulmustur, oysa ESI spektrumu (bir, bir-
kac ya da bircok yUkli molekiil karisimlarini yansitir) daha
karmasiktir. Bu nedenle, spektrum kolayligi agisindan
MALDI-TOF mikrobiyolojide daha fazla kullanilir olmustur.
Bununla birlikte, ESI MS ile siklikla daha biyiik molekiille-
rin analizi yapilabilmektedir. Kimyasal bir islem olmaksizin
molekul kendi asil hali ile incelendigi icin MALDI-TOF veya
ESI MS kullanimi igin ileri diizey kimya bilgisine gerek yok-
tur. Aslinda, yukarida da belirtildigi gibi bazi uygulamalar-
da bir ayirim basamagina (6r:LC ya da elektroforez ile ) ge-
rek yoktur, ve 6rnek kisa bir islemden ge¢mesi sonrasinda
dogrudan MS icerisine konulup incelenebilmektedir.

“Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight
mass spectrometry (MALDI-TOF) yontemi tim bakteri
hiicrelerinden protein profillerinin ¢ikarilimasinda kullani-
labilecek bir ydontemdir. Bu profillerin referans bir spektra
ile karsilastirilmasi sonucu ile bakteriler kolaylikla tanina-
bilmektedirler (5). Bakterilerin tanimlanmasinda MALDI-
TOF MS cihazi ilk kez 1975 yilinda Anhalt ve Fenselau ta-
rafindan kullanilmakla birlikte, rutin kullanima girmesi cok
yenidir (6).

Son yillarda, bu yontem ile Escherichia coli ve
Enterobacteriaceae ailesinin diger Uyeleri gibi Gram ne-
gatif basiller, Staphylococcus aureus ve streptokoklar gibi
Gram-pozitif koklar; ve Bacillus cereus ve Listeria turle-
ri gibi bazi Gram-pozitif basiller Gizerinde calisilarak farkli
bakteri tirlerini tanimlama nitelikleri arastinimistir. 2009
yilinda da Seng ve ark. tarafindan klinik érneklerden izo-
le edilen bakteriler tizerinde yapilmis ilk calisma yayinlan-
mistir(7, 8,9, 10,11,12,13).

Gunumiizde MALDI-TOF yontemi ile
mikroorganizmalarda tiir tayini (giiniimiizde
ileri diizey calismalar)

MALDI-TOF ile yapilan ilk ¢alismalar bakterilerle yapilmis-
tir. Bakterilerde tlr saptanmasi basarili olduktan sonra

mayalarla da calisilmaya baglanmis ve tur saptamalari ya-
pilabilmistir. Van Veen ve ark!nin yaptigi bir calismada ara-
larinda 61 adet maya tirinin de bulundugu 980 mikro-
organizma calisiimis ve isimlendirilebilmistir (14). MALDI-
TOF yontemi ile calisilan ve MALDITOF Bruker Microflex
ile tanimlanan bakteri ve mayalar ayni zamanda karsilas-
tirma amaci ile Biomerieux'a ait VITEK Il ve API sistemle-
ri ile de calisiimis ve %86,8 oraninda bir uyum goézlenmis-
tir(15). Gunumuzde rutin mikrobiyoloji laboratuarlarina
giren bu yontem gittikce daha fazla yarar saglamaktadir.
Ornegin idrar kiiltiirlerinde yapilan calismalarda kltir is-
lemini yapmaksizin 4 ml idrar 6rnegi alarak santrifij islem-
lerinden gegirerek kiltiir islemi uygulanmaksizin hizl ve
glvenilir bir sekilde bakteri tur tayini yapilmasi denenmis
ve basarili olmustur (16).

Yine benzer sekilde kan kiltlri sisesi pozitif sinyal ver-
dikten sonra kati besiyerlerine kiltir ekimi yapilmaksi-
zin dogrudan siseden etkeni izole etmeye ve tanimlama-
ya yonelik degisik calismalar yapilmaktadir. Pozitif sinyal
sonrasi sise icinden alinan 5 ml 6rnek birkac kez santrif(j
isleminden gecirilerek elde edilen ¢okeltiden MALDI-TOF
calismasi basarili olarak sonuglanmis, bu da kan kaltdrle-
rinde sonug suresini oldukga kisaltmistir (17). Kan kulturle-
rinden mikroorganizma saptanmasinda bir baska ve daha
kolay bir yontem ise MALDI-TOF uygulamasi 6ncesinde
kan hticrelerini ¢oziinlir hale getiren ancak, mikrobiyolojik
membranlara etki etmeyen bir deterjan kullanimidir (18).

Bunlardan bagka 1990'li yillarda ortaya c¢ikan yukari-
da s6z edilen yontemlerden bagimsiz ancak, esit dere-
cede 6nemli olan bagka bir yontem de “tandem mass
spectrometry”dir. Bu yontem ile peptidlerin alsilageli-
nen dizi incelemeleri yapilmaktadir. Bir MS-MS aygiti ay-
git icinde ucucu halde parcalanmamis saglam molekiil-
ler olarak bulunan oligoniikleotidleri veya peptidleri al-
makta ve onlari bilesenlerine ayirmaktadir. Pratikte pep-
tidler uzun dizilere sahiptir ve bu dizilerin ne anlama gel-
digini yani cevirilerini otomatik olarak yapan bazi prog-
ramlar bulunmaktadir. Bu peptidlerin dizileri daha sonra
genomik dizilerinden olusturulmus protein veri tabanla-
ri ile karsilastinimakta ve protein ile genellikle daha bi-
yuk olan geride kalan kisim bdylece tanimlanmaktadir.
Uygulama kolayligi ve spektrumun kolayca anlasilabilme-
si nedeniyle bakteriyel vejetatif hiicrelerin veya sporlarin
dogrudan saflastirlmasini takiben MALDI-TOF MS incele-
mesi populer hale gelmistir. Bununla birlikte, bu yontem-
le yalnizca 2,000-10,000 Da kutle araliginda diisiik kitleli
ve kolay iyonize olabilen miktari fazla olan peptidler sap-
tanabilmektedir. Genellikle spektrum bulunan her bir pro-
teinin molekdler agirhgi (MA)ile tanimlanan miktar olarak
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isaretlenmektedir. Ne yazik ki MA tek basina 6zgun bir bi-
yobelirteci tanimlamak icin yeterli degildir ve geride ka-
lan spektruma da giivenilebilmelidir, bu da genellikle kiit-
le profilleme ya da fingerprinting calismalari ile saglana-
bilmektedir. Genellikle kaliplari taniyan bilgisayar prog-
ramlari kullanilmaktadir; fakat ne yazik ki calismadan ca-
lismaya ya da 6rnekten ornege farkliliklar olabilmekte
bu da sonuglarin degerlendirilmesini zorlastirmaktadir
(19.20.21.22). Farkli bir yaklasim, her bir protein dizisinin
MS-MS kullanilarak saptanmasidir (23).

Tek basina bir belirtecin varligi zaman zaman sorun yasa-
nabilen kitle profilinin tutarliligina bakilmasina gerek kal-
maksizin ¢ok buytk guvenilirlik ile saptanabilmektedir.
Ornegin, MA kiiciik ve asitte eriyebilen proteinler (KAEP)
MALDI-TOF MS ile 6lgllebilmekte ve ESI-MS ile dogrula-
nabilmektedir. ESI MS-MS incelemeleri diziye-6zgl bil-
gi Uretimi i¢in yapilabilir. inceleme basitce drneklerin saf-
lastiriimasi ve bu saflastinlmis 6rnedin daha baska bir is-
lem yapilmaksizin dogrudan MS-MS cihazina konulma-
sindan olusmaktadir (24). Protein-profilinin ¢ikarilmasi-
nin ¢ok fazla zaman ve 6rnek islenmesini gerektiren kla-
sik proteomik-zeminli yaklasimlardan farkli oldugunun
vurgulanmasi gerekir. Proteomiks calismalarinda genel-
likle ayr protein noktalarini gosterebilmek icin iki yonli
jel elektroforezi islemine gerek duyulmaktadir, daha son-
ra 6zgln kitlelerdeki peptidleri olusturmak icin genellik-
le tripsin ile birlikte in situ olarak sindirilmekte ve bunu iz-
leyerek de MALDI-TOF MS (VEYA TOF-TOF MS-MS) ile ince-
lenmektedir. Farkh bir secenek ise, tim hiicrelerin triptik
sindiriminden sonra, peptidlerin karisimi sivi LC-ESI MS-
MS incelenmesine tabi tutulmasidir. Her iki durumda da,
kutle spektrometrisi ile incelemelerde karisimlarin komp-
leks durumunu azaltmak icin elektroforez veya kromatog-
rafi ile ayinm 6nemlidir, ancak MS teknolojisinin glinlik is-
lem uygulamalarinda kullanimi ile bu konularda daha faz-
la bilgi edinilmektedir (25). LC ayiriminin MS veya MS-MS
incelemesi veya elektroforeze gore daha zor olmasi dikkat
cekicidir. Proteomiks calismalari oldukca fazla zaman ge-
rektirmektedir ve teknige dayanmaktadir ve en iyi sonug
verdigi konular iki sus ya da tlrlin baglantisini arastirma-
da kullanilmasidir (26).

Biyoinformatik tanimlanmis peptidlerin tim genom tara-
findan kodlanmis proteinlerde oldugu disiintlen peptid-
lerle iliskilendirilmesindekullaniimaktadir. Kuramsal ola-
rak yeni bir sus bu sekilde siniflandirilabilir. Bu da ayrilma-
si gereken her bir ¢ift ya da grup mikroorganizmanin biyo-
informatik incelemesini icerir ki, bu da karisik ve yogun bir
calisma gerektirmektedir. Farkh bir secenek de, LC-MS-MS
ya da iki yonlu jel elektroferezinin-MS-MS belirteg kesfinde

kullanilmasidir. Belirtecler kesfedildikten sonra, basit MS
ya da MS-MS degerlendirmeleri glinliik incelemelerde ¢a-
hsilabilmektedir. Bunun tani koydurucu uygulamalar icin
bir benzeri de tim genomik kiyaslama ile DNA belirteg-
lerinin kesfini izleyen “gercek zamanli PZR"kullanimidir(1).

Kitle spektrometrisi rutin mikrobiyoloji laboratuarinda
kullanima giren MALDI-TOF yonteminin diger tir saptama
yontemleri ile karsilastirdigimizda en ¢ok kullanilan kiil-
tir yontemleri ve daha sonra kullanilan biyokimyasal yon-
temler ya da otomatize cihazlar ve molekuler ydontemler-
le karsilastirmak gerekmektedir. Rutin laboratuvar incele-
melerinde halihazirda yine kiltiir yapmak gerekmekte an-
cak bundan sonraki islemler ve sireler MALDI-TOF kitle
spektrometrisi yontemi ile ¢cok kisalmaktadir. Clinkii ¢ok
az koloni hatta tek koloni bile olsa bu yontemle koloniyi
kaybetmeden calisma olanadi bulunmaktadir. Otomatize
sistemler ya da yardimci biyokimyasal yontemler kulla-
nildiginda siire uzamaktadir. MALDI-TOF ile bu asama-
da dakikalar icerisinde sonuc alinirken, diger yontemler-
le ya Ureyen koloniden pasaj alinip ¢codaltiimasi ya da lre-
menin artisi icin beklenmesi gerektigi icin yaklasik 18-24
saatlik bir gecikme olabilmektedir. Molekiiler yéntem-
lerle MALDI-TOF yontemi kiyaslandiginda ise siire acisin-
dan yine MALDI-TOF dakikalar icerisinde kisa surede so-
nuclanmakta siirmekte ancak ¢cogu zaman kiltirde Ure-
me gerektirmekte, PCR gibi molekiler yontemlerde ise
dogrudan ornekten calisilabilmekte ve cogu zaman ayni
glin icerisinde sonuglanabilmektedir. Ancak, rutin labora-
tuvarda ¢cok 6nemli olan maliyet agisindan incelendiginde
MALDI-TOF'un maliyet agisindan diger yontemlere gore
cok uygun oldugu gézlenmektedir. Gliniimizde mikro-
organizma tir saptamasinda en cok kullanilan yéntemler
olan otomatize cihazlar ile MALDI-TOF kiitle spektrometri-
sinin karsilastirilmasi Tablo 1'de belirtilmistir.

MS-MS ile mikroorganizma tiir tayini
(Gelecekteki Calismalar)

Duyarlilik ve 6zguilligiin her ikisinin de enfekte viicut sivi-
lari veya dokulari gibi kompleks biyolojik matriksler icin-
de mikrobiyal biyobelirteclerin saptanmasinda 6nemli bir
yeri vardir. Aslinda, genellikle klinik tanida 6rnegin bir GC
veya LC ile bir ayinm ya da hedef belirtecin PZR amplifi-
kasyonu yer almaktadir. Her durumda bunun da matriksin
diger bilesenleri ile kiyaslandiginda belirtecin konsantras-
yonunu arttirmaya yol actgi gosterilmistir ve bu da incele-
meyi kolaylastirmaktadr.

Klinik 6rneklerde aslinda, kii¢tik molekillerin GC-MS-MS
kullanarak saptanmasinda belirgin bir basari vardir(27,

180 ACU Saglik Bil Derg 2011(2):177-183



Akyar |

Tablo 1. Mikroorganizma tiir saptamasinda kullanilan yontemler ile Maldi-tof kiitle spektrometrisinin karsilastinimasi

Ozellikler

Maldi-tof yontemi

Otomatize mikroorganizma tiir saptama,
antibiyogram yontemleri

Mikroorganizmalar alt tiirlerine kadar
dogru bir sekilde saptama

Galigma kolayhgi

Anaerop bakteri tiir saptama

Maya tir saptama

Kiif tiir saptama

Parazit tiir saptama

Viriis tiir saptama

Antibiyogram, antifungal duyarliik

Geng ve saf kolonilerden caligildiginda otomatize
sistemlerle esdeger, hatta molekiler yontemlerle
karsilagtinlacak derecede iyidir.

Galisma icin kullanilan yontemlerin birgogunda
bakteri ve mayalarda tek koloni yeterli olmaktadir.
Galisma icin diliisyon yapiimasina ya da farkli yontem
kullaniimasina ¢ogu zaman gerek yoktur.

Basarilidir.
Basarilidir.

Bu konuda galismalar stirmektedir,
bazi yontemlerle iyi tammlamalar yapilmistir.

Parazitlerin proteinlerini kullanarak bu konuda
galismalar siirmektedir.

Viriislerin proteinlerini kullanilarak bu konuda
galismalar siirmektedir.

Antibiyogram, antifungal duyarlilik gibi
ilag direng incelemeleri heniiz arastirma

Geng ve saf kolonilerden caligildijinda caligilan
otomatize bagl olarak okuma dogrulugu
degisebilmektedir.

Galigma igin belli bir diliisyon gerektigi icin pasaj
alinmasi gerekebilir, bu da siireyi uzatmaktadir.

Tiim otomatize sistemlerde anaerop
tir saptamasi bulunmamaktadir.

Otomatize sistemlerin bazilarinda mayalarin
tir saptamasi bulunmamaktadir.

Otomatize sistemlerin higbirinde kiiflerin
tir saptamasi bulunmamaktadir.

Otomatize sistemlerin higbirinde parazitlerin
tir saptamasi bulunmamaktadr.

Otomatize sistemlerin higbirinde viriislerin
tiir saptamasi bulunmamaktadir.

Rutin laboratuvar galismalarinda otomatize cihazlarla
antibiyogram calismasi yapiimakta, bazilani ile

safhasindadir.

28,29). Bu MS-MS (GC-MS-MS) seklinde, kiitle spektromet-
risi ilgilenilen molekiller Gzerine odaklanmak icin kullani-
lir ve saptama sinir da GC-MS icin hesaplanandan yaklasik
olarak 100 kat daha diistiktiir. Ornegin bircok bakterinin
hilicre duvarinda bulunan muramik asit, pnémokok me-
nenjiti bulunan hastalarin beyin omurilik sivilarinda <12
ng/ml diizeyinde kolaylikla saptanabilmektedir(29). Gram
negatiflerde bulunan hidroksi yag asitleri periodontitis ta-
nisinda kullanilmaktadir(27). Bununla birlikte, GC-MS'de
bakteri profillemesi icin karsiligi oldugu icin 6rnek isleme
zaman kaybettirici ve teknige dayalidir. Ayrica, saptama
DNA ya da protein dizi bilgilerini gerektiren tiir dlizeyin-
de yapilmamaktadir.

Bununla birlikte, GC-MS-MS'in klinik 6rneklerdeki basa-
risi peptid belirteclerin daha gelismis ve daha hizli ola-
rak saptanmasinda prototip bir yaklasim saglamaktadir.
Gergek zamanli PZR enfeksiyonlarin saptanmasi icin kdl-
tir disi-temelli teknolojilerin basinda gelmektedir. Bakteri
DNA belirtecleri icin daha fazla ayirt ettirici PCR-MS gelis-
tirilmistir(30). Otomatize ticari PCR-MS cihazi gelistirilmis-
tir. (7). PZR-MS'in PZR'a gore bazi ek basamaklar bulun-
maktadir. Bunlar arasinda, PZR sonrasi 6rnek temizligi ve
PZR'dan bir MS modiiliine aktarim yer almaktadir. Boylece,
PZR-MS glinimiizde bir referans laboratuvar teknigi ile

ayrica da mayalar igin antifungal duyarliik galismasi
yapilabilmektedir.

calisiimaktadir. Ornegin, Streptococcus, Haemophilus, veya
Neisseria tirleri ile gelisen solunum yolu salginlarinin epi-
demiyolojik calismalarinda niikleotid kompozisyonlari-
ni saptamada basarili olarak kullanilmaktadir. Uygun bi-
yobelirtecleri hedefleyerek protein ve DNA dizeylerinde
benzer bilgiler elde edilebilir. Aslinda, MS (ya da MS-MS)
incelemesi Oncesi ilgilenilen belirtecin saflastirilmasi ama-
ayla belirte¢ peptidlerin monoklonal antikorlar kullana-
rak miktarlarinin saptanabilmesine izin verebilmesi igin
kompleks 6rneklerin basitlestirilmesini iceren bazi ¢cals-
malar yapilmistir. Bununla birlikte, bu tip yaklagimlar ge-
nis kapsamli saptamalara uyarlamak zordur, bunun nede-
ni her ilgilenilen organizma icin uygun antikor bulunma-
si gerekliligidir.

Onemli basarilardan birisi de proteinlerin nitelendiriimesi-
nin protein belirtecleri icin tanimlamadan saptamaya alin-
masidir ve bu durum aracihdi ile fajlar devreye girmistir.
Bu fajlar bakteriyel patojenlere MS 6ncesi baglanmakta-
dir. Amplifikasyon 6ncesi saptama diizeyinin altinda olan
faj proteinleri saptanabilmektedir (31).

Amplifikasyon PZR ile benzer sonuclar saglamaktadir, an-
cak tek ayirac faj oldugu icin uygulamasi daha kolaydir. Bu
yontem su anda bilinen patojenlerin saptanmasinda ¢ok
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iyi bir gelecek vaat etmektedir, ancak hendiz fajlarin tanim-
lanmadigi yeni 6nem kazanan enfeksiyonlarda bunu uy-
gulamak daha zor olacaktir. Farkli bir yaklasim ise, protein-
ler ve DNA'larin molekiler agirliklarinin saptamasinda ti-
cari aygitlarda simdiye dek basariyla siren mikrofluidikle-
rin kullanimidir.

Ticari mikrofluidik ciplerde (bir tlr kapiller elektroforez)
ayinm genellikle birka¢ dakika siirmekte ve 6rnek islen-

Tum bu gelismeler mikrobiyoloji alaninda daha duyarli,
ekonomik, giivenilir ve daha cabuk sonug verilmesini he-
deflemektedir. Su anda laboratuvarda kullanilan en ileri
inceleme yontemleri arasinda bulunan kitle spektromet-
risi de mikrobiyolojide giinlik islemlerde yerini almis olup
yapilan arastirmalar ile strekli ileriye gitmektedir.

mesi cip icerisinde otomatik olarak yapilmaktadir.
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