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Mikrobiyolojik Tanı 

• Son zamanlarda;
hastanelerdeki mikrobiyoloji laboratuvarlarında sessiz bir devrim oluyor. 

• Yeni yöntemlerle;
• daha hızlı
• daha doğru
• daha duyarlı
• daha kolay 

yorumlanabilir
• otomasyon ve verimlilik 



Mikroorganizmaların İlk Tanısı

1680

• Mikroorganizmalarla ilk tanışma



1850’li Yıllara Kadar - Miasma Teorisi

• Ortaçağ'da ortaya çıkmış ve yüzyıllarca devam etmiştir.



Berlin Dünya Tıp Kongresi -1890 

• Koch postülatı; bir mikroorganizma ve hastalık arasındaki nedensel ilişki kurmak
için tasarlanmış dört kriteri yayınladı. 



Mikrobu Bul Mikrobu Yok Et!

• Bu tarihten sonra mikroorganizmalar ve insanoğlu arasındaki savaş başlamış ve
“mikrobu bul, mikrobu yok et” sloganı yıllar boyu sürecek mücadelenin ana fikri 
olmuştur. 



Mikrobiyolojik Tanı Yöntemlerinin Gelişimi

• Mikroskopi alanındaki gelişmeler 



Mikrobiyolojik Tanı Yöntemlerinin Gelişimi

• Kültür  alanındaki gelişmeler 

Mikrobiyolojinin annesi

«Bir mikrobiyolog için agarsız bir yaşam 

düşünülemez »

Fanny	Hesse	1850- 1934



Geleneksel Yöntemlerdeki Durum

Tek bir hücre

• Tanı için gözle görünür üremenin tespiti

16-18 saat

6-8 saat

8-10 saat
18-24 saat

ATP

metabolitleri
proteinleri

• antimikrobiyal duyarlığın tespiti için de 
üremenin inhibisyonun gösterilmesi zaman alıcı.



Geleneksel Yöntemlerdeki Durum

Tek bir bakteri hücresi

• Tanı için gözle görünür üremenin tespiti

16-18 saat

6-8 saat

8-10 saat
18-24 saat

• antimikrobiyal duyarlığın tespiti için üremenin 

inhibisyonun gösterilmesi zaman alıcı.



• Antimikrobiyal duyarlılık; 

mikroorganizma ile antibiyotik karşılaştırılmadan duyarlılık sonucundan bahsedilemez

Geleneksel Yöntemlerdeki Durum

Bakteri üremesi

duyarlı dirençli

E. coli Sefiksim



Pozitif Kan Kültür

• Saatlerin önemli olduğu sepsisin tanısı

• Hızlı ve doğru başlangıç tedavisinin, 

diğer tıbbi müdahalelere göre daha fazla yaşam kurtardığı gösterilmiştir.

1 Gün 1 Gün

1 Gün

Geleneksel Yöntemlerdeki Durum



• Hedef;

₋ uygulaması kolay,

₋ daha duyarlı,

₋ daha hızlı,

₋ aynı anda daha fazla hedefin gösterilebildiği ekonomik yöntemlerin 

geliştirilmesidir.

Mikrobiyolojik Tanıda Yeni Arayışlar



Moleküler Mikrobiyolojik Tanı 

• Moleküler mikrobiyoloji, mikroskopla yapılan ilk gözlemlerle başlayan 
uzun bir sürecin doruk noktasıdır..

Mikrobiyolojinin babası



Neden Moleküler Mikrobiyolojik Tanı?

• Kültürde üretilemeyen  etkenlerin tanısı için zorunluluk
• Virüslerin tanısında ve tedavinin takibinde 
• Antiviral direncin tespitinde

• Zor ya da geç üreyen bakterilerin tansı için zorunluluk
• Chlamydia spp., Neisseri spp., Mycoplasma spp.
• Mycobacteriım spp., Haemophilus influenzae 

• Kültürde üretilebilen etkenlerin tanısında hız için
• Sendromik yaklaşım

• Antimikrobiyal direnç durumlarının hızla gösterilmesinde
• Yaygın direnç genlerinin takibi

• Etkenlerin virülansının karakterizasyonunda
• Moleküler epidemiyoloji

• Salgınların tespiti, izlenmesi
• Korunma ve kontrol stratejilerinin geliştirilmesi



• 1970’li yıllarda revers transkriptaz ve restriksiyon endonükleaz‘ların keşfi

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1978
Werner Arber, Daniel Nathans, Hamilton O. Smith
The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1978 was awarded 
jointly to Werner Arber, Daniel Nathans and Hamilton O. 
Smith "for the discovery of restriction enzymes and their 
application to problems of molecular genetics".

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1975
David Baltimore, Renato Dulbecco, Howard M. Temin
The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1975 was awarded 
jointly to David Baltimore, Renato Dulbecco and Howard Martin 
Temin "for their discoveries concerning the interaction between 
tumour viruses and the genetic material of the cell".

Moleküler Tanı Yöntemlerinin Gelişimi



J Mol Biol. 1975 Nov 5;98(3):503-17.

Southern blotting

Proc Natl Acad Sci U S A. 1977 Dec;74(12):5350-4.

Northern blotting

Proc Natl Acad Sci U S A. 1977 December; 74(12): 5463–5467.

DNA dizileme

• Bu gelişmeleri; 
hibridizasyon, blotlama  ve DNA dizileme yöntemlerinin tanıtılması takip etmiştir. 

Moleküler Tanı Yöntemlerinin Gelişimi





Hibridizasyon Temelli Yöntemler

Hedef DNA

Hibridizasyon

Panfungal Prob

• 1980’li yıllardan itibaren mikrobiyal tanı için geliştirilmeye başlandı. 



• FDA tarafından onaylanmış ilk moleküler test, hibridizasyon temelli

Chlamydia trachomatis ve Neissseria gonorrhoeae’nin tespiti için geliştirilmiştir 

(Gen-Probe PACE).

Moleküler Tanı Yöntemlerinin Gelişimi



• Virüs eklenmiş kombine nazal ve boğaz sürüntülerinde yaklaşık 20 dakikada tespit 
edebilen hızlı bir floresan in situ hibridizasyon (FISH) protokolü

Hibridizasyon Temelli Yöntemler



• Yanık yaralarında kültüre dayalı olmayan FDA onaylı PNA-FISH problarını 
kullanan tanımlama tekniği ile patojenler 2-3 saat içerisinde tanımlanabildi

Hibridizasyon Temelli Yöntemler



Hücrelerin canlı kalarak çoğalabildikleri bir ortamda, belirli zamana 
aralıklarında çekim yapabilen mikroskoplar.

Zaman Atlamalı Mikroskobik Yöntemler

• Zaman Atlamalı Mikroskobik Yöntemler



Bakteri üremesi

duyarlı dirençli

mikroorganizma ile antibiyotik 

karşılaştırılmadan duyarlılık sonucundan 

bahsedilemez

E. coli Antibiyotik

Zaman Atlamalı Mikroskobik Yöntemler



Zaman Atlamalı Mikroskobik Yöntemler

• Mikroorganizmalar üzerine antibiyotik etkisi 6 – 30 dakikada tespit edilebiliyor.



Zaman Atlamalı Mikroskobik Yöntemler

• Gelişmiş makine veya derin öğrenme algoritmaları ile entegre olan sistemler 
yakın gelecekte yaygınlaşacağı ön görülüyor.



Zaman Atlamalı Mikroskobik Yöntemler

• Üssel artışın inanılmaz gücü!



Floresans Mikroskobik Yöntemler

• Bacterial cytological profilling (BCP), bakterilerin morfolojik analizi ile 
antibiyotik duyarlılık  

FM4-64 DAPI



• Bacterial cytological profiling, %100 doğrulukla  1-2 saat içinde metisilin 30 
dakikada daptomisin direnci tespiti

Floresans Mikroskobik Yöntemler



• A. baumanii için BCP platformunun altı ana antibiyotik sınıfı arasında ayrım 
yapabiliyor.

Floresans Mikroskobik Yöntemler



Floresans Mikroskobik Yöntemler



Optikal Difüzometri

• Parçacıkların difüzyon katsayılarını ölçmek için tasarlanmış bir sistemdir.



Optikal Difüzometri

• Optikal difüsometri ve bead-based immunoassays yöntemlerinin kombine edildiği 
yöntemde, P. aeruginosa’da gentamisin direnci iki saat içerisinde tespit edilebilmiştir. 



Optikal Difüzometri

• Antikorun aktive edilmesinde EDC-NHS  kimyasalları kullanılarak antikorun 
polystyrene matrikse bağlanması. 

Amine-modified
polystyrene particles 

1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) 
N-hydroxysuccinimide (NHS)



Optikal Difüzometri

• Boncuklar üzerinde yakalanmış P. aeruginosa.



Optikal Difüzometri



Optikal Difüzometri



• Accelerate PhenoTest™ BC; direkt örnekten hızlı tanımlama ve duyarlılık

İnavasyon ve Mikrobiyoloji



Örnek muayene maddesinden mikroorganizmanın saflaştırılması için 

elektroforez ve filtreleme sistemi (elektrofiltrasyon).

• Accelerate PhenoTest™ BC

İnavasyon ve Mikrobiyoloji



Multiplexed Fluorescence in situ Hybridization (FISH) 
• Accelerate PhenoTest™ BC

İnavasyon ve Mikrobiyoloji



Antimikrobial duyarlılık testi; 

zaman-atlamalı mikroskop ile üreme/inhibisyonun tespiti.

• Accelerate PhenoTest™ BC

İnavasyon ve Mikrobiyoloji



• Accelerate PhenoTest™ BC

İnavasyon ve Mikrobiyoloji



• Accelerate PhenoTest™ BC

İnavasyon ve Mikrobiyoloji



Polymerase Chain Reaction (PCR) Keşfi



PCR
• TMA 

• LAMP

• NASBA 

• bDNA

• Hybrid Capture

Polymerase Chain Reaction (PCR) Keşfi



Turgut Özal Tıp Merkezi
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Polymerase Chain Reaction (PCR)



40 cycle PCR in 20 minutes

• Isı döngü cihazlarındaki gelişmeler

Isı döngü cihazlarındaki gelişmeler



• Isı döngü cihazlarındaki gelişmeler

Isı döngü cihazlarındaki gelişmeler



Isı döngü cihazlarındaki gelişmeler



Isı döngü cihazlarındaki gelişmeler



Amplifikasyon Temelli Yöntemler

• Polymerase Chain Reaction (PCR)

• PCR

• Multiplex PCR

• Nested PCR

• Seminetested PCR

• Broad Range PCR

• Hot  Start PCR

• Touchdown PCR

• Reverse Transcription PCR



Real-time PCR’ın Keşfi-1992 

• PCR’ın keşfinden sonraki en önemli gelişme. 

EtBr



Real-time PCR’ın Keşfi-1992 



Higuchi R, Dollinger G, Walsh PS, Griffith R. Simultaneous amplification and detection of specific DNA sequences. Biotechnology 1992;10:413-417.

- Bunu PCR reaksiyonuna EtBr ekleyerek 
başarmışlar.

Real-time PCR’ın Keşfi-1992 



Real-time PCR’ın Keşfi-1992 



Real-time PCR: History and Fluorogenic Chemistries.

Real-time PCR’ın Keşfi-1992 



Real-time PCR’ın Keşfi-1992 



TaqMan Prob Molecular Beacons 

FRET 
(Floresans rezonans enerji transfer)

Scorpions Prob

• Real-time PCR yönteminde kullanılan problar

Real-time PCR’ın Keşfi-1992 



"Bugün Nobel Ödülü kazanan bir çalışma, 
bundan on yıl sonra bir bitirme tezi olacak" 

İnanıyorum ki;
güzel ve yaratıcı bir düşünce sanat olabilir 
ve PCR gibi iyi bilim güzelliklerle, yaratıcı 
düşünce ile doludur. …PCR’ı ilk duyduğumda 
sanat olduğunu düşündüm. ..Kary Mullis’ten
termostabil bir enzimi kullanma fikrini 
duyduğumda bunun sanat olduğunu 
düşündüm.

Real-time PCR 



• Real-time PCR cihazları laboratuvarlarda yerini aldılar.

Amplifikasyon Temelli Yöntemler

• Real-time PCR



• Yeni yaklaşımlar

• İzolasyondan itibaren otomatize sistemler

Amplifikasyon Temelli Yöntemler



• Yeni yaklaşımlar

• İzolasyondan itibaren otomatize sistemler

Amplifikasyon Temelli Yöntemler



Real-time PCR Cihazları

• Yeni yaklaşımlar

• Nükleik asit izolasyonu ve gerçek zamanlı PCR



Real-time PCR Cihazları



Amplifikasyon Temelli Yöntemler

• Yeni yaklaşımlar

• İzolasyondan itibaren otomatize sistemler



• Yeni yaklaşımlar

• Microfludic cihazlar

Amplifikasyon Temelli Yöntemler



− PCR ile çoğaltılan hedef nükleik asitin optik olmayan yöntemlerle monitörize edilir.

− Reaksiyon karışımında yer alan redox prop, çoğalan dsDNA’ya bağlanır  (interkale olur) ve 

ortamın elektrokimyasal sinyal oranını azaltır. 

− Hassas voltmetre cihazları ile ölçülen elektrokimyasal potansiyel fark,  hedef nükleik 

asitin çoğaldığını gösterir

Deféver T et all. Real-Time Electrochemical PCR with a DNA Intercalating Redox Probe. Anal Chem. 2011 Jan 31. 

Amplifikasyon Temelli Yöntemler

• Yeni yaklaşımlar

• Elektrokimyasal Real-Time PCR



Amplifikasyon Temelli Yöntemler

• Yeni yaklaşımlar

• Elektrokimyasal Real-Time PCR



Amplifikasyon Temelli Yöntemler

• Yeni yaklaşımlar

• Elektrokimyasal Real-Time PCR



Amplifikasyon Temelli Yöntemler



Amplifikasyon Temelli Yöntemler



Amplifikasyon Temelli Yöntemler



Amplifikasyon Temelli Yöntemler



Other authors of the study, "Solar Thermal Polymerase Chain Reaction for Smartphone-

Assisted Molecular Diagnostics," include Matthew Mancuso, a doctoral candidate in Cornell's 

Department of Biomedical Engineering; Zhengda Lu, M.Eng. '13; and Gunkut Akar, a researcher 

in pathology and laboratory medicine at Weill Cornell Medical College.

Amplifikasyon Temelli Yöntemler



Amplifikasyon Temelli Yöntemler

• T2 Candida Panel- magnetic resonance



Amplifikasyon Temelli Yöntemler

• T2 Candida Panel- magneHc resonance



Amplifikasyon Temelli Yöntemler

• T2 Candida Panel- magnetic resonance

1 yıl takip, 5100 hastada tanı, yaklaşık 6 milyon dolar daha az harcama 



• Genomik, biyoinformatik ve mikroelektronik alanında yaşanan hızlı 

gelişmelerin en göze çarpan sonuçları,

- Biyosensörlerdir ve

- DNA mikroçip teknolojileri



Biyosensör Temeli Yöntemler

• Mikroelektronik alanındaki gelişmeler ve biyolojik moleküllerin olağanüstü duyarlılıktaki 
yanıt verme kapasitelerinin keşfedilmesi, biyosensör teknolojisinin hızla gelişmesine 
neden olmuştur 



güçlendirici

Dönüştürücü
- elektrokimyasal

- termal

- op.k

- akus.k

-Pizoelektrik

-manye.k

örnek

sinyal

- enzimler

- antikorlar

- aptamerler

- mikroorganizmalar

Biyoreseptör

Biyosensör Temeli Yöntemler



Acinetobacter

Biyosensör Temeli Yöntemler



Biyosensör Temeli Yöntemler



Biyosensör Temeli Yöntemler

• Mantarların tanısında biyosensör mantarlar



Biyosensör Temeli Yöntemler



Biyosensör Temeli Yöntemler

Paracoccidioides 
brasiliensis



• Sitokinler

FDA-Tarafından Önerilen Testler

Biyosensör Temeli Yöntemler



• IL-3

Biyosensör Temeli Yöntemler



Biyosensör Temeli Yöntemler



• DNA mikroçip teknolojileri, çevresel ve

klinik örneklerden mikroorganizmaların tanısı için giderek artan oranda kullanılmaktadır. 

Mikroskopi

Kültür

Seroloji
PCR

Geleneksel Mikrobiyolojik Tanı Yöntemleri

DNA Mikroçip Teknolojileri



• PCR ile elde edilen floresanla işaretli amplikonların 

çok sayıda farklı  oligonükleotid prob içeren katı yüzeylerde, kendisine uyan probla 

hibridize olması temeline dayanmaktadır. 

* * * *
* * *

*
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*
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DNA Mikroçip Teknolojileri



• Virochip 1500 virüse ait 36.000 prob içermektedir.

Figure 2. Steps in the Virochip assay. After amplification by 
random PCR, a smear of 200 - 1000 bp can be visualized by gel 
electrophoresis (A). (B) Three Virochip microarrays out of the 8 
arrays / glass slide are shown, with a small region of one 
microarray blown-up in the inset on the bottom right corner. (C) 
Automated microarray viral analysis using E-Predict revealing 
the presence of influenza A virus in the clinical sample.

DNA Mikroçip Teknolojileri



Kütle Spektrometrik Yöntemler

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



Kütle Spektrometrik Yöntemler

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



Kütle Spektrometrik Yöntemler

2002

Koichi Tanaka is awarded Nobel Prize in chemistry for mass 

spectrometric analyses of biological macromolecules.

2009

FDA onayı ile klinik mikrobiyolojik tanıya girdi

Günümüzde 2000’e yakın bakteri ve mantar tanımlanabiliyor

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



Biyokimya: Proteomik çalışmaları, proteinlerin hızlı tanısı ve ölçümü

Organik kimya: Aşırı büyük kütleli sentetik moleküllerin (katenan, 

dendrimer vb) tanımlanması.

Polimer kimyası: Büyük polimerlerin moleküler büyüklüğünün saptanması

Tıp-İnsan Doku ve Hücreleri: Genetik anormallikler sonucu oluşan sorunlu 

proteinlerin saptanması 

Genetik: çoğaltılmış nükleik asitlerin gösterilmesi

Mikrobiyoloji: bakteri ve mantar tanımlanması

Diğer: çevrede ve gıdalara bulaşmış toksinlerin saptanması

Kütle Spektrometrik Yöntemler- Hangi Amaçlarla Kullanılıyor?



Kütle Spektrometrik Yöntemler

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



Kütle Spektrometrik Yöntemler

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



Kütle Spektrometrik Yöntemler

• MALDI-TOF- Direkt Örnekten

Son yıllarda steril vücut örneklerinden kültürsüz olarak direkt tanımlama yapılmaya 

başlandı. Örnek tipleri; 

- Pozitif Kan Kültür Şişelerinden

- İdrar

- BOS

- Peritoneal-plevral aspirat

- Eklem sıvısı

- Kist sıvısı 



Kütle Spektrometrik Yöntemler

• MALDI-TOF- Direkt Örnekten

Direkt olarak pozitif kan kültür şişesinden tanımlama için çeşitli protokoller geliştirildi.



Yeni Nesil Dizileme Sistemleri



Yeni Nesil Dizileme Sistemleri

• Metageonomik Yaklaşımlar

metagenomik dizileme, mikrobiyal türlerin tespiti ve karakterizasyonunda

devrim yaratmıştır.



Yeni Nesil Dizileme Sistemleri

• Metageonomik Yaklaşımlar



Sepsisin Tanısında Metagenomik Yaklaşım



Oxford Nanopore Technology 



Oxford Nanopore Technology 



Oxford Nanopore Technology 



Oxford Nanopore Technology 



• 239 sepstik tablodaki hastanın %90’nında 5-6 saat içerisinde etken tespit 

edilebilmiş.

Oxford Nanopore Technology 



Moleküler Mikrobiyolojik Teknikler

• Moleküler hızlı tanı yöntemlerine  ve moleküler epidemiyolojiye harcanan 

her 1 USD harcama 5 USD olarak geri dönüyor.


