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Kütle spektrometreleri 

• MALDI-TOF/MS (matrix associated laser desorption 

and ionization-time of flight mass spektrometry) 

(Matriks ile desteklenmiş lazer 

desorpsiyon/iyonizasyon uçuş zamanı kütle 

spektrometresi) 

 

• PCR/ESI-MS  (PCR electrospray ionisation mass 

spectrometry) (PZR-elektrosprey iyonizasyon kütle 

spektrometresi)  



MALDI-TOF/MS 

MALDI-TOF/MS, mikroorganizmanın tam bir kolonisi 

veya bakteriyel protein ekstraktının oldukça korunmuş 

proteinlerin proteomik profillenmesinden oluşan direkt 

iyonizasyonuna dayanmaktadır ve bu spektral imzayı 

referans suşlardan toplanan veri tabanı ile 

karşılaştırmakdır.  

 



Prensip 

• MALDI kütle spektrometrede kullanılan bir 

iyonizasyon tekniği  

• Biyomoleküllerin (protein, peptid ve şeker gibi) 

büyük organik moleküllerin (polimer, dendrimer, 

makromolekül gibi) analizi 

• İyonizasyon lazer atışı 

• Matriks biyomolekülün amacı; direkt lazer atışının 

tahribinden korumak ve iyonizasyonu kolaylaştırmak 



Matriks 

• UV absorbe eden matriks (Hillenkamp ve Karas)  

• Matriks ve polimer moleküler düzeyde uygun bir 

çözücü (formik asit, trifloroasetik asit, asetik asit v.b.) 

içinde karıştırılır.  

• Çözücü polimerin agregasyonunu engeller.  

• Örnek/matriks karışımı örnek prop ucuna yerleştirilir.  

• Vakum koşullarıyla çözücü uzaklaştırılarak matriks 

molekülleri içinde homojen olarak yayılmış polimer 

moleküllerini bırakır.  



http://biopedia.org/index.php/Image:Maldi-TOF-MS.jpg


 Lazer vuruş atımları uygun frekansa ayarlanınca, 

kısmen buharlaşmış ve buhar fazında intakt polimeri 

taşıyan ve polimer zincirlerinin elektrik yüklenmesine 

neden olan matrikse enerji aktarılır.  
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MALDI-TOF MS: Temel Prensipler 
 



MALDI-TOF Kütle spektrometre 



Identify microorganisms in minutes 
1. Lazer ışını numune ve matriksin buharlaşmasına neden olur  

2. Oluşan iyonlar yüksek voltaj kaynağı tarafından hızlandırılır ve yüklerine göre 

ayrılacakları tüp içerisinde hareket ederler 

3. Tüp sonunda tespit yapılır 

MALDI -TOF 
 

Tek kuyucuk 

2 

1 

3 

MALDI-TOF MS: Teknoloji 



1µL-Öze ile   

Tek koloni alınır  

1µL HCCA matrix 

Bakteri Tek kuyucuk 

Maya 
0.5 µL formik asit 

 

Veri 

Analizi 
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1- Örnek Hazırlığı 

2- Ölçüm 

3- Analiz - Tanımlama 

Kurumaya bırakılır 

Mikobakteriler için 
50 µl  

TrifloroAsetikAsit ile 
inaktivasyon 

coli 

Escherichia 

E.coli 

Digestive tract 



http://www.covalx.com/images/GraphServicesProteinComplexAnalysis1.jpg


Biraz fizik… 
• Lazer vuruşları ile oluşan dijitalize veriler TOF kütle 

spektrumu oluşturacak şekilde toplanır.  

• TOF kütle spektrumu zamanın bir fonksiyonu olarak 

saptayıcı sinyalin bir kaydıdır.  

• Kütlenin (m) bir molekülünün uçuş zamanı ve bu 

mesafeyi geçerken yüklendiği akım (z) (m/z)1/2ye 

orantılıdır.  

• Zaman ve (m/z)1/2 arasındaki ilişki iyonların kütlelerini 

hesaplamada kullanılabilir. 

 





Tam bakteri hücresindeki kütle spektrometresine göre farklı 
kromatogramların oluşması 

4000 m/z 8000

Pantoea agglomerans 

Burkholderia cepacia 

Raoultella ornithinolytica 

Staph.aureus 

E.coli 

Acinetobacter lwofii 



 
Analiz - Tanımlama 

Veritabanı ile 
karşılaştırma 

Algoritma 

hesaplaması 

Mikroorganizma  

tanımlaması 

coli 

Escherichia 

E.coli 

Digestive tract 



Biyoinformatik Analiz 

• BioTyper (Bruker Daltonics Inc., Bremen, Almanya) 

• Saramis (AnagnosTec GmbH, Potsdam-Golm, 

Almanya) 



Abiotrophia  Bordetella Corynebacterium Fusarium  Lactobacillus Nocardia Propionibacterium Staphylococcus  

Achromobacter Brettanomyces Cronobacter  Fusobacterium  Lactococcus Obesumbacterium Proteus Stephanoascus  

Acinetobacter Brevibacillus Cryptococcus Gardnerella Leclercia Ochrobactrum Prototheca  Streptococcus 

Actinobacillus Brevibacterium Cupriavidus Gemella  Lecythophora Oerskovia Providencia Suttonella  

Actinomyces  Brevundimonas Debaryomyces  Geobacillus Legionella  Oligella  Pseudoflavonifractor Tatumella 

Aerococcus Brochothrix  Delftia  Geotrichum  Leifsonia  Paecilomyces Pseudomonas Tetragenococcus  

Aeromonas Budvicia Dermabacter Globicatella  Leptotrichia Paenibacillus  Psychrobacter Thermoanaerobacterium 

Aggregatibacter Burkholderia  Dermacoccus Gluconobacter  Leuconostoc Pantoea  Rahnella  Trichosporon  

Alcaligenes Buttiauxella  Dietzia  Gordonia Listeria Parabacteroides  Ralstonia  Trueperella 

Alicyclobacillus Campylobacter  Edwardsiella  Granulicatella Lysinibacillus Paracoccus  Raoultella Vagococcus 

Alloiococcus Candida Eggerthella Grimontia Macrococcus Parvimonas Rhizobium Veillonella 

Alternaria Capnocytophaga Eikenella  Haemophilus Malassezia Pasteurella  Rhodococcus Vibrio  

Anaerobiospirillum Cardiobacterium Elizabethkingia  Hafnia  Mannheimia  Pectinatus Rhodotorula  Virgibacillus 

Aneurinibacillus Carnobacterium Empedobacter  Helcococcus Methylobacterium Pectobacterium  Riemerella  Weeksella  

Arcanobacterium Cedecea  Enterobacter Helicobacter Microbacterium  Pediococcus Rothia Weissella  

Arcobacter  Cellulosimicrobium Enterococcus Histophilus  Micrococcus  Penicillium Saccharomyces Williopsis  

Arthrobacter Chryseobacterium  Erwinia  Kingella  Mobiluncus Peptoniphilus Salmonella  Xanthomonas  

Asaia  Citrobacter  Erysipelothrix  Klebsiella Moellerella  Peptostreptococcus Serratia  Xenorhabdus  

Aspergillus Cladosporium Escherichia  Kloeckera  Moraxella  Photobacterium Shewanella  Yersinia  

Bacillus Clavibacter  Eubacterium Kluyvera Morganella Pichia  Sphingobacterium  Yokenella  

Bacteroides Clostridium Ewingella  Kocuria Mycobacterium Plesiomonas Sphingobium  Zygosaccharomyces  

Bergeyella Collinsella Facklamia Kodamaea Myroides Porphyromonas Sphingomonas 

Bifidobacterium Comamonas Finegoldia Kytococcus  Neisseria Prevotella  Sporobolomyces 

753 Tür 



“MALDI-TOF”    8396  15062 

“MALDI-TOF”  “bacteria”  1393  3410  

“MALDI-TOF” “fungi”   847  2432 

“MALDI-TOF”  “virus”   249  444 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez 
Kasım 2010 
Kasım 2015 
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• MALDI-MS mikroorganizma analizi için önemli bir tanı 

aracı 

• MALDI-MS 
• hastalık monitorizasyonu  

• tanısı 

• kanın taranması  

• Bakteri, maya ve filamentöz mantarların, virus, viral 

vektörler ve doğru ve hızlı tanımlanması 

• Taksonomi ve epidemiyoloji 



Kan Kültürden Direkt İdentifikasyon 

ASM 2012 - Direct ID with SA SN Bottles VITEK MS - Fothergill et al Poster 4424 
 



ASM 2012 - Direct ID with SA SN Bottles VITEK MS - Fothergill et al Poster 4424 
 











 
Detection of carbapenemase activity directly from blood culture vials using MALDI-TOF MS: a 
quick answer for the right decision 
 
Cecilia G. Carvalhaes1*, Rodrigo Cayoˆ1, Marina F. Visconde1, Talita Barone1, Eliete A. M. 
Frigatto2, Debora Okamoto3, Diego M. Assis3,4, Luiz Juliano3, Antonia M. O. Machado2 and Ana 
C. Gales1 
Objectives: Recently, matrix-assisted laser desorption ionization–time-of-flight mass spectrometry 
(MALDI-TOF MS) was successfully applied for the detection of carbapenemase activity directly 
from Gram-negative colonies. Based on this principle, we evaluated the performance of MALDI-
TOF MS for rapid detection of carbapenemase activity directly from positive blood culture vials. 
Methods: A total of 100 blood culture vials were randomly selected. MALDI-TOF MS 
carbapenemase assay results were confirmed by the detection of carbapenemase-encoding genes. 
Results: A total of 110 bacterial isolates were recovered. The MALDI-TOF MS carbapenemase assay 
identified 21 of 29 (72.4%) of the carbapenemase-producing isolates directly from the blood culture 
vials, especially those encoding KPC-2 (100%) and SPM-1 (100%), after a 4 h incubation period. 
Although the majority of OXA- 23-producing Acinetobacter baumannii isolates were not identified 
on day 1, all isolates were identified as carbapenemase producers directly from the colony on the 
next day. 
Conclusions: The MALDI-TOF MS carbapenemase assay is a feasible and rapid test to identify 
carbapenemase activity directly from blood culture vials. It may contribute to faster readjustment 
of empirical antimicrobial therapy and implementation of infection control measures. 

J Antimicrob Chemother 2014; 69: 2132–2136 doi:10.1093/jac/dku094 
Advance Access publication 9 April 2014 













Avantaj 

• Fenotipe yansıyan özellikler 

• Hızlı 

• Fazla sayıda örnek 

• Maliyet etkin 

• Sarf malzemeleri ucuz 

• Duyarlılık, özgüllük ve pozitif negatif prediktif değer 

• Güvenilir 



Dezavantaj 

• Kurulum pahallı 

• Koloni olmalı 

• Teknik donanım 

• Veriler biyoinformatik programla kısıtlı 

 

 



PCR-ESI/MS 

• PCR-ESI/MS ve MALDI-TOF/MS türe spesifik spektra ile 

mikroorganizmaları tanımlamaktadır. 

  

• PCR-ESI/MS, bakteriyel, fungal ve viral genomlarda 

korunmuş ve türe spesifik bölgelere odaklanan 

birçok lokustan oluşan PCR amplikonlarının 

kütle/akım oranını (m/z) ölçerek 

mikroorganizmaların veri tabanındaki karşılaştırmalı 

analizlerle baz kompozisyonlarını tanımlar.  





• Nükleik asit ekstraksiyonu (direkt klinik örnek) 

• Amplifikasyon broad range PCR 

• Elektrosprey iyonizasyon kütle spektrometresi 

• Patojen veri tabanı analizi 







PCR/ESI-MS 

Step 1- Nucleic Acid Extraction from 

Direct Specimens: Blood, BAL, ETA, 

Tissues 

Step 2- Unique 

Primer Design 

for 

Amplification 

of Broad 

Groups of 

Pathogens 

Step 3- Mass  

Spectrometry  

to Weigh the 

DNA 

Step 4- Signal Analysis by 

Triangulation and Database 

Matching to Identify 

Pathogens 

The IRIDICA technology combines two Nobel-prize winning technologies: PCR and 
ESI/MS 



IRIDICA iş akışı 

sample 

Sample preparation 
(BB + SP) 

isolated DNA 

DNA amplification 
(TC) 

Desalting 
(DS) 

Determining DNA masses 
(MS) 
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Mass (kDa) desalted DNA amplified DNA 

Bead Beater 
(BB) 

Sample Prep 
(SP) 

Thermal Cycler 
(TC) 

Desalter 
(DS) 

Mass Spectrometer 
(MS) 

~ 15 min ~ 10 min ~ 1 min ~ 5 min ~ 1 min 

Hands on time: 

Walk away time: 

~ 5 min ~ 110 min ~ 140 – 200 min ~ 35 min ~ 30 min* 
Hands on time and walk away time based on in-house data   //   * To first sample result 





Bead Beater 
Automated DNA Extraction 

and PCR Setup Platform 

IRIDICA Bakteri 

Thermocycler Mass Spectrometer, Database 

and Analysis Computer 

Desalter 

Sterile Fluids: 0.5 ml 

Diluent, SF: 4.5 ml  

Whole Blood: 5 ml 

No diluent Lysis Buffer + 

Extraction Control 

+ Beads  

BAC BSI 

BAC SF&T 

Tissues: 35 mg 

Sample Diluent : 4.975 ml  

BAL/ETA: 0.1 ml 

Sample Diluent: 4.9 ml 

BAC LRT 



Fungal Assay  

QIAamp/QIAvac System* 

Automated DNA 

Extraction and 

PCR Setup 

Platform 

Broad-spectrum 

PCR primers  

(8wells/sample) 

IRIDICA Virus 

500 µL plasma + 

Lysis/Extraction 

Control  Mix 

Thermocycler Mass spectrometer, 

Database and 

Analysis Computer 

Desalter 

* Not part of the IRIDICA system,  not provided by Abbott Diagnostics 



Örnekte paralel çalışma 

EDTA whole blood 

Sterile fluid 

Sterile tissues 

BAL 

ETA 

Bacteria 

Fungi 

Antibiotic Resistance 

Identical DNA Extraction Kit & Procedure 

Fungal BSI SFT 



• Patojenin hızlı tanımlanması (6 saat) 

• Direkt örneğin test edilmesi  (klinik örnek-tam kan, 

steril sıvılar, steril dokular, plasma, BAL, ETA) 

• Bakteri, mantar, virus birçok patojen saptanması 

• Direnç tipleme 

• Polimikrobiyal enfeksiyonlarda bir patojenden fazla 

tanımlama 



Primers bind to highly conserved regions across all bacteria 

Informative Region 
varies by type of bacteria 

Highly Variable Region 

 

 

Geniş amplifikasyon(1) 



Gammaproteobacteria 

Beta/Gammaproteobacteria 

346 879 A 

1 2 

348 
3767 

4675 B 

361 3768 C 

349 3030 D 

3350 3031 E 

2249 

358 
3766 F 

3346 3865 G 

3921 4437 H 

16S rDNA 

Broad Bacterial 

23S rDNA                

Broad Bacterial 

Firmicutes 

Staphylococcus 

Enterobactetriaceae 

mecA 

vanA 

KPC 

ESBL 

vanB 

Candida 

Identification  

& Speciation 

Pumpkin 

DNA 

Extraction 

Control 

Geniş amplifikasyon(2) 



PCR amplikonlarının kütle spektrometresi, sinyal işlenmesi ve 

organizma tanımlanması 

Measure Identification Confidences 

Quantify matching organisms  

Construct Basecount Paths for Organism Hypotheses 

Associate Basecounts with Masses 

Determine Masses 

Calibrate Spectrum 

Incoming TOF Mass Spectrum 
Massfwd 

Massrev 

Triangulation Across Multiple Primers 

Triangulation 

Base Comp. 

S. aureus 6/6 primers 

Quantity: 11558 

30831.72         A27G30C21T21      40341 
36378.33         A30G29C30T29      36030 
-  -     No detection 
33427.45         A29G30C25T24      40541 

31271.05          A26G30C25T20      34377 
-  -     No detection 

24373.61          A16G23C21T19       8548 
38952.31          A43G28C19T35       6305 

Quantity Mass 



IRIDICA BAC Assay Örnek Raporu 



• >780 bakteri 

• >200 mantar 

• >130 virus türleri 

• Antibiyotik direnci 
o mecA 

o vanA 

o van B 

o kpC 



IRIDICA Test Menü  
IRIDICA 

ASSAY 

BAC BSI 

 

BAC SFT 

BAC LRT 

Fungal 

Viral IC 

1 

2 

3 

4 

5 

Assay Type 

Blood stream infection 

Lower respiratory tract 

Fungal 

Viral-  

Immunocompromised 

Sterile fluids and tissues 

Coverage 

780 Bacteria and Candida,   
4 Antibiotic Resistance Markers:   

mecA, vanA, vanB and kpc 

Identical coverage with  
semi-quantitative threshold  

> 200 fungi and yeast 

13 viral reporting groups 

covering > 130 viral species 

Selected 
Diseases/Patient 

groups 

Sepsis 

 

Joint prosthetics infection 

Pneumonia, IC patients 

Pneumonia, IC Patients 

IC Patients 



The RADICAL Study 

• RApid Diagnosis of Infections in 
the CriticAlly ILL (RADICAL) 

• Multi-center observational study 
including 540 patients 
1. Demonstrate analytical performance 

2. Imputed clinical and economic value 

• Evaluation of PCR/ESI-MS  
vs. Culture 

Study Center 

University College London Hospitals, UK 

Service de Santé des Armées, France 

Hôpitaux Universitaires de Genève, 
Switzerland 

Barts Health, UK 

Hôpital Erasme, Brussels, Belgium 

Universitätsklinikum Frankfurt, Germany 

Szpitala Dzieciątka Jezus, Warsaw, Poland 

Brealey et al., Critical Care 2014, Volume 18 Suppl 2 

Performance against culture in RADICAL: 
• Sensitivity: >81%  
• NPV: 97% for blood stream infections  
 























Avantaj 

• Direkt hasta örneğinden çalışılması 

• Fenotipe yansıyan özellikler 

• Hızlı 

• Bakteri, mantar, antimikrobiyal direnç 

• Virus 

• Duyarlılık, özgüllük ve pozitif negatif prediktif değer 

• Güvenilir 



Dezavantaj 

• Kurulum pahallı 

• Teknik donanım 

• Veriler biyoinformatik programla kısıtlı 

 

 



SONUÇ 

• Bruker MALDI Biotyper MALDI-TOF/MS yazılımı ise 

patern karşılaştırmalı algoritmalarla bakteri ve 

mantarların tanımlanmasında elverişlidir.  

 

• PCR- ESI/MS yazılım programı (Abbott PLEX-ID) ile 

mantarlar, virusler, bakteriler ve antibiyotik dirençli 

mikroorganizmaların ve direkt kan kültür şişelerinden 

patojenlerin tanımlanmasında kullanışlıdır.  




