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Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS),
bakteriyel ve fungal patojenleri dogru ve hizli tanimlamasi nedeniyle mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
kullanimi artan yeni bir yontemdir. Ancak, bu yontemle yapilacak tanimlamalarda glinimiize kadar tek
bir gram-negatif secici besiyerinin onerilmis olmasi rutin klinik tanida bazi sorunlara neden olmaktadir.
EMB agar, yaygin olarak kullanilan geleneksel bir gram-negatif secici besiyeri olmakla birlikte MALDI TOF
MS’nin bu besiyerinde lreyen gram-negatif bakterileri tanimlama etkinligi hakkinda bilimsel literatlirde
bilgi yoktur. Bu calismada, MALDI-TOF MS’nin EMB agarda lireyen gram-negatif bakterileri tanimlama
performansinin saptanmasi ve bu performansi arttirici basit ve hizli bir 6rnek hazirlama yonteminin ge-
listirilmesi amaclanmistir. Toplam 20 farkh cins ve 37 farkl tirden olmak tizere 468 gram-negatif klinik
izolat calismaya alinmistir. izolatlarin EMB agarda ireyen kolonileri hem direkt ve hem de iki asamali
koloni yikama islemi (bir kez serum fizyolojik, tic kez %70 etanol ile yikama) sonrasinda Vitek MS (Bio
Meérieux, Fransa) MALDI-TOF MS cihazi ile tanimlanmistir. Her iki tanimlamaya ait veriler istatistiksel
olarak karsilastinlmistir. EMB agar besiyerinden direkt okumada, calisilan 468 izolatin 382'si (%81.6) tir
dizeyinde dogru olarak tanimlanmistir, 80 (%17) izolat tanimlanamamis ve 6 (%1.2) izolat (dordi cins
diizeyinde) ise yanlis tanimlanmustir. Direkt okumada MALDI-TOF MS’in tani performansi Stenotrophomo-
nas maltophilia, Klebsiella oxytoca, Salmonella spp. ve Proteus mirabilis'in de icinde bulundugu 14 tiir icin
miikemmel (%100) iken, en duslk tani performansi Providencia spp. (%62.5), Escherichia coli (%70.5) ve
Acinetobacter spp. (%70.7) icin saptanmistir. Ortalama 20 dakika stiren ve basit laboratuvar malzemeleri
ile gerceklestirilebilen yikama islemi sonrasi, 434 (%92.7) izolat tiir dlizeyinde dogru olarak tanimlanmis-
tir, 30 (%6.4) izolat tanimlanmamustir ve 4 (%0.85) izolat (ikisi cins dlizeyinde) ise yanlis tanimlanmustir.
istatistiksel veri analizi, tanimladigimiz koloni yikama isleminin besiyerinden yogun boya absorbe eden
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MALDI-TOF MS'nin EMB Agarda Ureyen Gram-negatif Bakterileri
Tanimlama Performansi: Tani Etkinligini Arttiran Basit Bir Yontem

E.coli ve A.baumannii gibi tiirler basta olmak lizere EMB agarda lireyen gram-negatif bakterilerin MALDI-
TOF MS ile tanimlama oranini toplamda anlamli diizeyde arttirdigini gostermistir (p= 0.001). Bu calisma-
da, kitle spektrometrik tanimlamaya uygunlugu hakkinda bu giline kadar veri bulunmayan EMB agarin,
MALDI-TOF MS ile yapilacak bakteriyel tanimlamada kullanilabilecedi ve EMB besiyerinden direkt oku-
mada tanimlanamayan gram-negatif bakterilerin burada acikladigimiz koloni yikama islemi sonrasinda
tanimlanabilecekleri ortaya konulmustur. Farkli besiyeri alternatiflerinin belirlenmesi, MALDI-TOF MS’nin
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda daha etkin kullanimina katki saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: EMB agar; MALDI-TOF MS; Gram-negatif bakteri.
ABSTRACT

Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) is
a new method that is increasingly used in microbiology laboratories due to its ability of reliable and
rapid identification (ID) of bacteria and fungi. However, some problems emerge in the routine clinical
diagnosis since only one gram-negative selective medium has been suggested up to date. Though EMB
agar is one of the traditional gram-negative selective media, there is no data in the scientific literature,
about the ID performance of MALDI TOF MS with the gram-negative bacteria grown on this medium.
In this study, we tested the ID performance of MALDI-TOF MS for gram-negative isolates on EMB agar
and aimed to develop a rapid and easy sample preparation method for improving this performance. A
total of 468 clinical isolates of gram-negative bacteria, consisting of 37 different species from 20 genera,
were included in this study. The isolates were identified using the Vitek MS MALDI-TOF MS (Bio Mérieux,
France) both directly from EMB agar, and also through a two-step colony washing (once with physiologic
saline, and three times with 70% ethanol) method. The performances of these two IDs were compared.
In the direct reading from EMB medium, 382 (81.6%) of 468 studied isolates were correctly identified
at species level; no ID was detected for 80 (17%) isolates, and 6 (1.2%) isolates (four at the genus level)
were misidentified Performance of MALDI-TOF MS directly from EMB agar was excellent (100%) for 14
species including Stenotrophomonas maltophilia, Klebsiella oxytoca, Salmonella spp., and Proteus mirabilis;
and lowest for Providencia spp. (62.5%), Escherichia coli (70.5%) and Acinetobacter spp. (70.7%). Follo-
wing the washing procedure which was performed about 20 min with simple laboratory equipment,
434 (92.7%) isolates were correctly identified at species level; 30 (6.4%) strains could not be identified,
and four (0.85%) isolates (two at the genus level) were misidentified. Statistical analyses indicated that
the washing procedure defined here significantly increased the overall ID performance of MALDI-TOF
MS with EMB agar (p= 0.001), particularly with improving the IDs of those markedly dye-absorbing
genera, such as E.coli and A.baumannii. In this study, EMB agar which has no data until today on its
suitability for mass spectrometric identification has been shown to be useful for bacterial identification
with MALDI-TOF MS. In addition, the unidentified gram-negative bacteria in the direct reading from
the EMB medium have been shown to be identified after the colony washing method as described here.
Determination of the different medium alternatives will contribute to effective usage of MALDI-TOF MS
in microbiology laboratories.

Keywords: EMB agar; MALDI-TOF MS; Gram-negative bacteria.
GiRis

Matrix assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-
TOF MS), 2009 yilindan beri rutin klinik taniya girmis yeni bir mikroorganizma tanimla-
ma yontemidir. Bu yontemde, bakteri veya mantarlarin ribozomal proteinleri matriks ile
iyonize edilerek ugurulmakta, proteinlerin ugus zamanina gére molekiiler kitleleri hesap-
lanmakta ve test edilen mikroorganizmanin protein spektrumu elde edilerek tanimlan-

maktadir. Boylelikle, glinimiizde 1000’den fazla klinik olarak 6nemli bakteri ve mantar
tarindn adlandiriimasi, IVD ve CE sertifikali olarak dakikalar icinde gerceklestiriimekte-
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dir'. Yapilan calismalarda, bu yontemin performansi hakkinda tatmin edici sonuglar bildi-
rilmis olup MALDI-TOF MS’nin gram-pozitif, gram-negatif, aerobik ve anaerobik bakteri,
mikobakteri ve mantarlari referans yontemi ile %90-100 diizeyinde uyumlu olarak dogru
tanimladigi saptanmustir®>,

“Eosin methylene blue (EMB)” agar, gram-negatif bakteriler icin secici ve ayirt edici bir
besiyeridir. Yaklagik 100 yil 6nce Levine* tarafindan gelistirilen bu besiyeri, tilkemizde en
cok kullanilan gram-negatif secici besiyeridir ve tim diinyada mikrobiyoloji laboratuvar-
larinda halen yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu besiyerinde bulunan eozin Y ve metilen
mavisi boyalari (6/1) gram-pozitif bakterilerin tGremesini baskilarken Enterobacteriaceae
Uyeleri ve bircok gram-negatif non-fermentatif bakterinin tGremesini desteklemektedir.
Ureyen bakteri tiirleri, metabolik 6zelliklerine gére besiyerinde bulunan bu iki boya mad-
desini farkli diizeylerde absorbe ederek kendilerine 6zgii koloni morfolojisi olusturur. Bu
ozellik, Escherichia coli gibi bazi bakterilerin erken tanisina olanak saglarken, ayni zaman-
da coklu gram-negatif iremelerinde farkli patojen kolonilerinin ayirt edilmesini de saglar.

MALDI-TOF MS ile tanimlanacak bakteriler icin 6nerilen tretilme ortamlari belirlenmis-
tir. Bakteriler icin toplam yedi farkli besiyeri 6nerilmekte olup gram-negatif bakteriler icin
sadece bir secici besiyeri (MacConkey agar) bu amacla referans olarak énerilmektedir’.
Bu durum rutin laboratuvar uygulamalarinda bazi sorunlara yol acmaktadir. Ornegin;
sadece MALDI-TOF MS icin mikrobiyologlarin besiyeri kullanim tercihlerini degistirmeleri
gerekmektedir. Bazi kullanicilar bunun yerine, Ureticiler tarafindan referans verilmis olan
kanh agar besiyerinden MALDI-TOF MS tanimlamasi yapmayi yeglese de 6zellikle birden
fazla gram-negatif bakteri tiriinin tredigi orneklerde, kanl agarda treyen farkli gram-
negatif kolonilerin birbirinden ayristirlmasinda sorun yasanmaktadir. Boyle bir durumda
EMB agar besiyerinde Ureyen farkli gram-negatif kolonilerden kanli agara pasaj yapilarak
bu sorun giderilmeye calisiimasina ragmen MALDI-TOF MS'nin klinik taniya kattigi en
onemli avantaj olan “hizl tan1” 6zelligi kaybedilmektedir. Buna karsin, bazi laboratuvarlar
EMB agar besiyerinden direkt olarak MALDI-TOF MS tanimlama yapmakta ancak elde
edilen sonuclarin dogrulugu hakkinda 6nemli bir veriye sahip bulunulmamaktadir. Ay-
rica, MALDI-TOF MS icin farkli besiyeri alternatiflerinin belirlenmesi hem mikrobiyolojik
tekniklerin gelistirilmesi hem de gelecegin klinik tanisi icin Gimit vadeden bu yontemin
kullanim potansiyelinin arttirlmasi adina 6nemlidir.

Bu calismada, MALDI-TOF MS’nin EMB agarda Ureyen gram-negatif bakteri tanim-
lama performansinin saptanmasi amaclanmis ve ozellikle kolonilerin lireme déneminde
besiyerinden absorbe ettigi boyalarin uzaklastinlmasi amacina dayanan basit bir koloni
yikama yontemi gelistirerek tani performansinin arttirilmasi hedeflenmistir. Bu calismanin
sonuglari, 6zellikle EMB agar tercihi devam eden veya sinirli mali kaynaklar nedeniyle
farkl secici ve ayirt edici besiyeri alimini planlamayan mikrobiyoloji laboratuvarlari icin
daha fazla 6nem arz etmektedir.
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GEREC ve YONTEM
Calisma Plani

Bu calisma, prospektif olarak 1200 yatakli bir Gniversite hastanesinin mikrobiyoloji
laboratuvarinda yapildi. Aralik 2016-Haziran 2017 tarihleri arasinda rutin klinik 6rnek-
lerden elde dilen toplam 468 gram-negatif izolat calisildi. Ayni hastanin yalniz bir izolati
calismaya dahil edildi.

Kiiltiir ve Tanimlama

idrar, kan, balgam, piy, siriinti, beyin omurilik sivisi (BOS), diski, eklem sivisi ve ka-
teterden olusan klinik 6rnekler %5 koyun kanli agar ve EMB agar besiyerlerine (Oxoid,
Birlesik Krallik); gerektiginde cikolata agar, Sabouraud dekstroz agar (SDA) ve Salmonel-
la-Shigella (SS) agar (Oxoid, Birlesik Krallik) besiyeri de kullanilarak ekildi. Plaklar 35°C’de
18-24 saat inkiibe edildikten sonra degerlendirildi. Ureyen gram-negatif bakteriler klasik
bakteriyolojik yéntemler®, MicroScan WalkAway 96 Plus (Backman Coulter Inc., ABD)
otomatik tanimlama cihazi ve Vitek MS (Bio Mérieux, Fransa) MALDI-TOF MS ile tir
diizeyinde tanimland.

Tam olarak tanimlanamayan veya tanisinda uyumsuzluk bulunan izolatlarin tanisi 16S
rDNA dizileme yontemi ile yapildi. Kisaca, “broad-range eubacterial primer”ler kullanila-
rak 16S rDNA’ya ait 800 baz ciftlik bolge PCR ile cogaltildi ve amplikonlar %2’lik agaroz
jel elektroforezi ile ayristinildi. Qiaquick PCR kiti (Qiagen, Hilden, Almanya) ile saflastiri-
lan amplikonlarin, “Bigdye Terminator V3.1 cycle” dizileme kiti kullanilarak ABI Prism
310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, ABD) cihazinda dizi analizi gerceklestirildi.
Elde edilen dizi verisi blast sunucusunda (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) bulunan BLASTn
programina yuklendi, MegaBLASt algoritma ve niikleotit toplama (nr/nt) taramalari se-
cildi. Sorgu kapsami %99, E-degeri 0.0 ve maksimum tanim %99 olarak kabul edilerek
izolatlar tanimlandi.

Bir izolat tanimlandiktan sonra bu tiirin EMB agardaki kolonilerden hem direkt olarak
ve hem de yikama islemi sonrasi MALDI-TOF MS tanimlamasi yapildi. Kisaca, 1 pl steril
Oze ile alinan bakteri kolonisi celik hedef plaktaki okuma halkasina usuliine uygun olarak
suruldu ve Gzerine 1 pl matriks ¢ozeltisi (a-cyano-4-hydroxycinnamic acid; CHCA) ekle-
nerek cihaza ylklendi. Her izolat 100 lazer atisi ile Vitek MS (Bio Mérieux, Fransa) cihaz
ile “In Vitro Diagnostic (IVD)” modilu V3.0 veri tabani ile tanimlandi. E.coli ATCC 8739
ic kalite kontrol ve sistem kalibratora olarak kullanildi.

Yikama islemi

Steril bir 6ze yardimiyla EMB agarda ureyen bakteri kolonilerinden 1-4 adet alindi ve
1.5 ml steril propilen mikrosantrifiij tip icinde bulunan 300 pl steril fizyolojik tuzlu suda
stispanse edildi. Tam olarak homojen dagilmayan 6rnekler 1-3 dakika vortekslenerek ho-
mojenize edildi. Tipler 8000 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi ve Ustteki sivi pipetle aspire
edilerek atildi. Daha sonra her tiip icine 300 pl etanol (%70) eklenerek bakteriler tekrar
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Sekil 1. Yikama islemi is akisi.

homoijenize edildi. Tam olarak homojen dagilmayan ornekler 1-3 dakika vorteks karistirici
ile homojenize edildi. Tiipler 8000 rpm’de 4 dakika santrifij edildi ve bu islem 2 kez daha
tekrarlandi. Son santriflij sonrasi Ustteki sivi atildi ve dipteki yikanmis bakteri ¢ozeltisin-
den 1 pl steril 6ze ile 6rnek alinarak okuma plagr Gzerindeki halkaya strtildi. Matriks ¢6-
zeltisi uygulamasi sonrasi yukarida detaylari verildigi sekilde bakteri tanimlamasi yapildi.

Yikama isleminin is akisini gosteren sema Sekil 1'de gosterilmistir.
Veri Analizi

Caligilan turlerin EMB agardan direkt ve yikama sonrasi elde edilen tir diizeyinde
tanimlama oranlari hesaplandi. Kalitatif veriler sayl ve oran olarak ifade edildi. McNe-
mar test ile her iki okuyusa ait veriler istatistiksel olarak karsilastirildi. Tim analizler icin
p< 0.05 istatistiksel olarak anlamh kabul edildi.

BULGULAR

Yirmi farkli cins ve 37 farkl tirden olmak Uzere toplam 468 gram-negatif klinik izolat
calisiimistir. Bunlardan 275’ Enterobacteriaceae ailesinden (12 cinsten 22 farkli tur) geri
kalan 193 izolat ise sekiz farkl cinsten 14 farkli tir olmak iizere aerobik gram-negatif basil
olarak belirlenmistir.

EMB agardan direkt MALDI-TOF MS okumasinda, 468 izolatin 382’si (%81.6) tir du-
zeyinde dogru olarak tanimlanmustir. Cihaz, 80 (%17) izolati zayif spektrum nedeniyle ta-
nimlayamamistir ve dérdu cins diizeyinde olmak tizere toplam alti (%1.2) izolat ise yanlig
tanimlanmustir. Bu okumada Stenotrophomonas maltophilia, Klebsiella oxytoca, Salmonella
spp. ve Proteus mirabilis basta olmak lzere 14 farkh tiiriin hepsi tam olarak (%100) ta-
nimlanirken en dusilik tani orani Providencia spp. (%62.5), E.coli (%70.5) ve Acinetobacter
spp. (%70.7) tirlerinde saptanmistir. Yikama iglemi sonrasinda 434 (%92.7) izolat dogru
tanimlanmugtir, 30 (%6.4) izolat zayif spektrum nedeniyle tanimlanmamistir ve ikisi cins
diizeyinde olmak (izere toplam dort (%0.85) izolat ise yanlis tanimlanmuistir.
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istatistiksel calisma, yikama isleminin cihazin EMB agardan yapilan tanimlama perfor-
mansini toplamda anlamli dlizeyde arttirdigi gostermistir (%81.4 vs. %92.7, p= 0.001).
Yikama sonrasinda calisilan 20 gram-negatif bakteri cinsinin 12’sinde dogru tani oraninin
arttigr saptanirken bunlardan Acinetobacter spp. (%70.7 vs. 87.8; p= 0.001) ve E.coli'de
(%70.5 vs. %88.6; p= 0.001) gorilen artislar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Bu calismaya alinan bakteri tlrleri ve EMB agardan direkt ve yikama sonrasi elde edilen
tanimlama oranlari Tablo I'de gosterilmistir.

TARTISMA

Gram-negatif bakteriler, hem hastane hem de toplum kokenli enfeksiyonlarin 6nemli
patojenleridir. Calismalarda, Enterobacteriaceae ailesi Uyeleri ile Pseudomonas spp. ve Aci-
netobacter spp. gibi fermentatif olmayan etkenlerin saglik hizmeti iligkili enfeksiyonlarda
en sik gorilen ilk bes etken arasinda oldugunu ve bunlarin tim hastane enfeksiyonlarinin
%60’indan fazlasina neden oldugu bildirilmistir®.

Klinik uygulamada gram-negatif enfeksiyonlarin yonetimi; patojen tiir sayisinin fazla
olmasi, turlerin tagidigi farkli dogal direng 6zellikleri sonucu farkli antimikrobiyal tedaviler
gerektirmeleri ve hizla artan kazanilmis antimikrobiyal direnc nedeniyle sorunludur'®'",
Bu tur etkenlerin tanimlanma sirecinin kisaltiimasi uygun tedavinin erkenden baglanmasi
acisindan 6nemli olup uygun antimikrobiyal tedavinin erken baslanmasi ile pozitif bulu-
nan hasta sonuglari arasinda giiclii iliski bulundugu bildirmektedir'. Ayrica, patojenlerin
erken tanisi hastane enfeksiyon kontrol 6nlemleri acisindan da 6nemli olup 6zellikle sal-
gin donemlerinde en uygun enfeksiyon kontrol tedbirlerinin erkenden alinarak patojenin
yayihmi sinirlandiriimasina olanak taninabilmektedir. Dolayisiyla gram-negatif bakterilerin
erken ve dogru tanisi sadece mikrobiyologlar icin degil ayni zamanda kritik hasta teda-
visi ile ilgilenen diger tip branslar icin de giincel bir konu olmustur. Bu bilgiler 1s1ginda,
MALDI-TOF MS’nin son yillarda kullanima girmesi ile birka¢ giin surebilecek tanimlama
islemlerini bes dakikadan kisa siirede; ayrica daha az is guicii ve daha az kimyasal kit tu-
keterek ve laboratuvar calisanlarinin daha az patojen maruziyeti ile tamamlanmasi olasi
hale gelmistir. Dolayisiyla imit vadeden bu sistemin potansiyelinin saptanmasi ve islev-
selliginin arttinlmasi MALDI-TOF MS’nin klinik taniya daha fazla katki saglayabilmesine
yardimci olacaktir.

EMB agar, gram-negatif bakteriler icin secici ve ayirt edici bir besiyeridir. Bu besiyeri
karbonhidrat kaynagi olarak laktoz ve siikroz; azot kaynagi olarak da pepton icerir. E.coli
gibi bazi bakteriler, her iki karbonhidrati fermente ederek asidik son trtnler Gretimi yoluy-
la mikro ¢evrenin pH’sini azaltir. Bu slireg, blytyen kolonilerin eozin Y ve metilen mavisi
boyalarini absorbe etmesine neden olur'3. Sonug olarak, her bir tiir bu besin maddelerini
farkl seviyelerde kullanir ve dolayisiyla EMB agar tizerinde Ureyen koloniler metalik yesil,
pembe, kirmizimsi, mavi veya saydam gibi farkli renklerde goriinerek ayristirilabilir. Bu
nedenle, EMB agar rutin bakteriyolojik kiilturler; 6zellikle digki, solunum 6rnekleri, yara
enfeksiyonlari, idrar ve ply ornekleri icin vazgecilmez bir besiyeri olmustur.
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Tablo I. Calismaya Alinan Gram-negatif Bakteri Ttirleri ve MALDI-TOF MS’nin Tani Performansi
Direkt EMB’den Okuma Yikama Sonrasi Okuma
**ID
*IDyok+ |p yok + ID
Dogru yanhsID oran Dogru yanhs oran
Bakteri cins/tiir (say1; n) ID (n) n (%) ID (n) ID(n) (%) P
Aeromonas hydrophilia (4) 3 1 75 4 0 100
Achromabacter xylosoxidans
3) 2 1 66.6 3 0 100
Acinetobacter spp. (82) 58 22 +2 70.7 72 9+1 87.8 0.001
Acinetobacter baumannii (70) 51 18+ 1 (td) 728 62 8 88.5 0.001
Acinetobacter johnsonii (3) 1 1T+1(@d) 333 2 1 (td) 66.6 1.000
Acinetobacter radioresistent (4) 4 0 100 3 1 75
Acinetobacter junii (5) 2 3 40 5 0 100
Citrobacter spp. (20) 17 2+1 85 19 1 95 0.625
Citrobacter amalonaticus (2) 2 0 100 2 0 100
Citrobacter brakii (4) 3 1 75 4 0 100
Citrobacter freundii (9) 7 T+1(d) 77.7 9 0 100
Citrobacter koserii (2) 2 0 100 1 1 50
Citrobacter youngae (3) 3 0 100 3 0 100
Enterobacter spp. (32) 29 3 90.6 32 0 100
Enterobacter cloaca (19) 18 1 94.7 19 0 100
Enterobacter aerogenes (10) 8 2 80 10 0 100
Enterobacter hormacherii (3) 3 0 100 3 0 100
E.coli (88) 62 25+ 1(cd) 70.5 78 10 88.6 0.001
Klebsiella spp. (70) 63 7 920 67 3 95.7 0344
Klebsiella pneumoniae (57) 50 7 87.7 54 3 94.7 0.344
Klebsiella oxytoca (13) 13 0 100 13 0 100
Morganella morganii (22) 18 3+1(cd) 818 21 1 954 0375
Pseudomonas spp. (74) 66 7/1 89.1 70 3+1 94.5 0.289
Pseudomonas aeruginosa (65) 58 6+1(cd) 89.2 63 2 96.9 0.125
Pseudomonas putida (4) 4 0 100 3 1 (cd) 75
Pseudomonas alcaligenes (1) 1 0 100 1 0 100
Pseudomonas stutzeri (4) 3 1 75 3 1 75 1.000
Proteus spp. (11) 10 1 90.9 11 0 100
Proteus mirabilis (9) 9 0 100 9 0 100
Proteus vulgaris (2) 1 1 50 2 0 100
Providencia spp. (8) 5 3 62.5 7 1 87.5 0.500
Providencia rettgerii (5) 4 1 80 5 0 100
Providencia stuartii (3) 1 2 33.3 2 1 (td) 66.6 1.000
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Tablo I. Calismaya Alinan Gram-negatif Bakteri Tiirleri ve MALDI-TOF MS’nin Tani Performansi (devami)
Direkt EMB’den Okuma Yikama Sonrasi Okuma
**ID yok **ID yok
+ ID +
Dogru yanhsID oran Dogru yanhsID oran
Bakteri cins/tiir (say1; n) ID (n) (n) (%) ID (n) (n) (%) p
Salmonella spp. (3) 3 0 100 3 0 100
Serratia spp. (17) 12 5 70.5 15 11 88.2 0.375
Serratia marcescens (15) 12 3 80 13 1+1(cd) 86.6 1.000
Serratia odorifera (2) 0 2 0 2 0 100
ESzl'gr)rotrophomonas maltophilia 25 0 100 25 0 100
* Diger (9) 9 0 100 7 2 77.7
Toplam (468) 382 86 81.6 434 34 92.7 0.001
ID: identifikasyon (tanimlama), TD: Tiir diizeyinde, CD: Cins diizeyinde.
* Diger: Delftia acidovorans (n= 2), Empedobacter brevis (n= 1), Hafnia alvei (n= 1), Kluyvera ascorbata (n=1),
Myroides odoratimmimus (n= 2), Rauoltella planticola (n= 1), Rauoltella ornithinolytica (n= 1).
** Tani olmayan veya yanlis tanimlanan izolat sayilari. Yanls tanimlanmis izolatlar “cd” veya “td” kisaltmalari ile
belirtilmistir.

MALDI-TOF MS icin gram-negatif secici besiyeri olarak glinimiize kadar sadece Mac-
Conkey agar onerilmistir. Bu besiyeri iceriginde bulunan kristal viyole, gram-pozitiflerin
iiremesini engellerken gram-negatiflerin gelismesine miisaade eder'*. MacConkey ve EMB
agar besiyerlerinin rutin uygulamada birbirine kargi Ustunlikleri hakkinda fazla sayida bi-
limsel calisma bulunmamaktadir. Ancak, Leininger ve arkadaslari'®, mikrobiyologlar icin
EMB'nin 6zellikle E.coli gibi cok sik izole edilen gram-negatif patojenin kendine 6zgu parlak
metalik yesil rofleli olarak Gremesini saglamasi nedeniyle daha yararli olabilecegini bildir-
mislerdir. Anderson ve arkadaslar'® 2012 yilinda MALDI-TOF MS’nin MacConkey agar ile
olan tani performansini arastirdiklari calismada, Enterobacteriaceae Uyeleri icin tir duizeyin-
de tani oranini %88 olarak saptamis ve uyguladiklari protein ekstraksiyon islemi sonrasi bu
degerin %96'ya ytikseldigini bildirmislerdir. Ayni calismada yazarlar Pseudomonas spp. icin
MacConkey’den yapilan tanimlamada tiir diizeyi tani oranini %52 olarak bulmus ve uygu-
ladiklari ekstraksiyon sonrasi bu degerin %70’e yikseldigini saptamislardir. Bir bagka calis-
mada ise Bizzini ve arkadaslar'’, yaklasik 700 gram-negatif izolat icin MALDI-TOF MS’nin
tani performansini arastirmis ve MacConkey agarda saptanan tani degerinin, koyun kanli
agar veya cikolata agardan yapilan tanimlamaya gore istatistiksel olarak anlaml diizeyde
distk oldugunu bildirmislerdir. Bununla birlikte, glinimiize kadar, MALDI-TOF MS’'nin
teknolojisi, isletim yazilimi ve veri tabanlarinin dnemli 6lctide iyilestirilmis olmasina ragmen
gram-negatif secici ortamlara gore bu yontemin performansinin calisildigi dikkate deger
bir baska arastirma yapilmamis olup EMB agar hakkinda ise hicbir veri mevcut degildir.

Bu calisimada, MALDI-TOF MS’nin EMB agarda Ureyen gram-negatif bakterilerin
%80’inden fazlasini dogru olarak tanimlayabildigi saptanmistir. Dogrudan EMB’den ya-
pilan okumada MALDI-TOF MS’nin tanimlama performansi, nispeten daha az renkli, yari

8 MiKROBIYOLOJi BULTENI



Yakupogullar Y, Otlu B, Celik B, Gozlikara Bag HG.

saydam veya seffaf kolonilere sahip tlrlerde miikemmele yakin diizeyde yiksek bulun-
mustur. Buna karsin, yogun diizeyde boya absorbe eden kolonilere sahip bakteri tirleri
(6rnegin, Acinetobacter spp. ve E.coli) icin ise bu oran %70 dolayinda saptanmistir. Dola-
yisiyla calismamizda, bu boyalarin giderilmesinin MALDI-TOF MS’nin EMB besiyerindeki
tani performansini artirabilecegi olasiligina odaklanilmis ve sonug olarak, temel labora-
tuvar ekipmanlariyla yapilabilecek, basit, hizli (ortalama 10 dakika, en fazla 30 dakika)
ve duslik maliyetli (< 1 USD/izolat) bir boya yikama yontemi gelistirilmistir. Bu islem-
den sonra, EMB’de Uretilen bakteri tirleri icin MALDI-TOF MS’nin tani performansinda
onemli iyilesmeler goriilmus ve caligilan suslarin toplam dogru tani oraninin %92’yi astigi
saptanmustir. Yikama islemi, calismaya alinan 20 cins bakteriden 12’sinin tanimlama oran-
larinda %5.7 ila %33.4 dlzeyinde yiikselme saglarken alti cinsin tani oraninda degisim
olmamustir. Ancak tani oraninda degisim saglanmayan bu alti cins bakterinin yikama 6n-
cesi tani oranlarinin miikkemmel diizeyde (%100) oldugu gorilmdstir. Yikama ile 6zellikle
Acinetobacter spp., E.coli, Providencia spp., Citrobacter spp., ve Enterobacter spp. turlerinin
tani oranlarinda en ytiiksek artislar saglanirken bunlardan Acinetobacter spp. ve E.coli’'deki
artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Tablo I).

EMB besiyerinden yapilan direkt okumada toplam 80 izolat zayif spektrum nedeniyle
tanimlanamamistir. Buna karsin, yeterli spektrum elde edilemeyen izolat sayisinda yikama
islemi ile %60tan fazla azalmasi saglanmistir. Ayrica bu islem sonrasi, bir Acinetobacter
johnsoniiizolati hari¢ olmak lizere direkt EMB okumasinda yanlig tanimlanan tim izolatlar
dogru tanimlanmistir. Diger taraftan, yikama islemi ile tanimlama gliven degerinin de
[confidence level (CL)] yukseldigi gozlenmis olup direkt okumada iki A.baumannii, iki
E.coli, bir K.pneumoniae, bir C.freundii ve bir C.brakii disiik CL degeri (%50 ile 73.8%) ile
tanimlanmigken yikama sonrasi bu izolatlarin hepsi yiiksek gliven diizeyinde (%99.5 ila
%99.9) tanimlanabilmistir (veri gosterilmemistir).

Diger taraftan, bu calismada yikama isleminin bazi tirlerin tanimlama sureclerine
negatif etkisinin olabilecegi de saptanmistir. Calismamizda, direkt EMB okumasinda
dogru tanimlanmisken yikama sonrasi toplam dort izolatin (bir Acinetobacter radioresis-
tent, bir Citrobacter koserii, bir Hafnia alvei ve bir Rauoltella planticola) zayif spektrum
nedeniyle tanimlamasi yapilamamustir. Ayrica, toplam Ug izolat (bir Pseudomonas putida,
Serratia marcescens ve bir Providencia stuartii) direkt EMB okumasinda dogru tanimlan-
migken yikama sonrasi yanhs tanimlanmistir. Ancak yikama islemi sonrasi ortaya cikan
tanimlayamama/yanls tanimlama sorununun calisilan toplam suslarin oldukga az bir kis-
minda (yaklasik %1.5) saptanmis olmasi, bu distsiin dogru bir sekilde analiz edilmesi
icin ozellikle hata saptanan tirlerden daha fazla izolatin bu amacla test edilmesi gerekti-
gini dusuindirmustur.

Eosin Y (C,,HgBr,0,.2Na; molekdler agirlik: 691 g/mol), 6karyotik ve prokaryotik hiicre
yapilarinda proteinlerle etkilesime giren ve etanolde ¢6zlinebilen asidik bir kirmizi boyadir.
Metilen mavisi (C, H, CIN,S; molekiiler agirlik: 319 g/mol), nukleik asitler ve bazi asidik
proteinlere baglanarak onlari boyayan su ve etanolde ¢6ziinebilen bazik bir boyadir. Bu
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calismada, Greme esnasinda besiyerinden absorbe edilen bu iki boyanin gram-negatif bak-
teri kolonilerinden uzaklastiriimasinin MALDI-TOF MS'nin tani performansini arttirabildigi
gOzlenmistir. Bu sonuca dayanarak, bazi olasi mekanizmalarin bu iyilesmede rol oynadigi
distintlmiistiir. Ik olarak; bu iki boya, bakteriyel proteinlere baglanarak onlarin moleki-
ler kutlelerini degistirebilir ve bu nedenle direkt okumada cihaz tarafindan tespit edilen
kitlesel protein spektrumlarinin referans spektrumla uyumsuzluk géstermesinden dolayi
tanimlama sorunu olusturmus olabilir. Gercekten de calismamizda saptadigimiz en 6nemli
tani sorunu zayif spektrum nedeniyle anlamli bir tanimlama yapilamamis olmasidir. ikinci
olarak, bu iki boyanin matriks ¢ozeltisi ile olabilecek potansiyel etkilesimleri, matriksin bak-
teriyel proteinleri etkili bir sekilde kristalize etme &zelligini bozuyor olabilir. Uciincii olarak,
EMB besiyerinin icerdigi besinsel 6ge kompozisyonu tanimlama icin 6nemli olabilecek
baz proteinlerin ekspresyonunda degisime neden olmus olabilir. Dolayisiyla boyalarin ve
besiyeri iceriginin EMB’de Uireyen gram-negatif bakterilerin protein spektrumlari Gizerinde-
ki etkisini anlamak icin daha fazla calismaya gereksinim bulunmaktadir.

Maldi-Tof MS Ureticileri tarafindan gram-negatif secici besiyeri olarak 6nerilen Mac-
Conkey agarin arastirmamiza dahil edilmemis olmasi bu calisma ile ilgili bildirmemiz
gereken en 6nemli sinirliliklardan biridir.

Bu calismada, EMB agarda treyen gram-negatif bakterilerin MALDI-TOF MS ile kabul
edilebilir bir diizeyde tanimlanabildigi ve bu calismada tanimlanan basit bir yikama isle-
mi ile tani performansinin iyi bir diizeye yukseltilebilecegdi saptanmistir. Bu calismanin so-
nuclarina gore; dnemli bir patojen toplulugu olan gram-negatif bakterilerin MALDI-TOF
MS ile tanisinda pratikte karsilasilan “sinirli besiyeri” sorununa karsi mikrobiyolojik olarak
geleneksel bir besiyeri olan EMB agarin alternatif bir ¢cozim olabilecegi vurgulanmistir.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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