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Matriks destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon ucus suresi kiitle spektrometrisi [matrix-assisted laser
desorption ionisation time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS)] mikrobiyoloji alaninda oldukca
genis kullanim alani bulmustur. Cihazdan elde edilen spektrumlar ile kiiclik pik verilerin de analize alin-
dig1 kompozit indeks [composite indicator (Cl)] analizleri mikrobiyal farkhliklarin incelenmesinde 6nemli
bir yontemdir. Dis faktorlerin hiicre kompozisyonu (izerine etkilerinin incelenmesinde birlesik korelasyon
indeksi (CCl); spektrum verilerinin grup halinde analizine imkan tanimaktadir. Son yillarda, klinik 6rnek-
lerden giderek artan sayida Malassezia furfur izolasyonu yapilmaktadir. Bu patojenin lipide baglh tireme
6zelligi nedeniyle Sabouraud’un dekstroz agari gibi rutin mikolojide kullanilan besiyerlerinde Gremesi
olmamaktadir. Gereksinim halinde her laboratuvarin kendine ait uygun besiyerini hazirlayarak kullanmasi
onerilmektedir. Ancak Malassezia mayalarinin Gretilmesi icin tanimlanan besiyerlerinde icerikler ve mik-
tarlari cok farkhliklar gosterir. Modifiye Dixon agar (mDA), modifiye Leeming and Notman agar (mLNA)
ve FastFung agar (FFA) besiyerleri hem primer kiiltir ortami olarak hem de arastirmalarda yaygin olarak
kullanilir. Bu besiyerindeki icerik cesitliliginin farkli spektrumlarin olusmasina neden olmasi mimkindir.
Bu calismada, lipofilik M.furfur izolatlarinin farkli besiyerlerinde Uretilmeleriyle elde edilen MALDI-TOF
MS spektrumlari arasindaki iliskinin incelenmesi ve rutin uygulamada kullanilabilirliginin sorgulanmasi
amaclanmistir. Arastirmaya alinan 17 M.furfur izolati mDA, mLNA ve FFA agarda iiretilmistir. izolatlarin
MALDI-TOF MS spektrumlarinin Cl analizleri yapilmis ve CCl verileri kargilastinlmistir. Arastirmaya alinan
izolatlar icin FFA ve mLNA besiyerleri arasinda Cl degerleri arasinda fark saptanmazken (p> 0.05), her iki
besiyeri de mDA besiyerine gore daha yiiksek Cl degerlerine sahip bulunmustur (p< 0.05). Besiyerleri icin
basiklik (kurtosis) degerleri FFA, mLNA ve mDA icin sirasiyla 1.83, -0.56 ve -1.16 olarak hesaplanmistir.
Calismada mDA besiyerinin platikurtik verilere sahip olmasi, yaygin olarak kullanilmasina ragmen zaman
kaybettirecek spektroskopik analizlere neden olacagini disiindiirmektedir. Tween 60 ile hazirlanan FFA ve
mLNA besiyerlerinde yiiksek Cl degerlerinin bulunmasi, MALDI-TOF MS gibi yontemlerin M.furfur analiz-
lerinde standardizasyon icin daha kullanilabilir oldugunu géstermektedir. Tween farkliliklari, MALDI-TOF
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Farkli Besiyerlerinin Malassezia furfur'un Kompozit Korelasyon indeksine Dayall
MALDI-TOF MS Analizi Verilerine Etkisi

MS analizinde tween uzaklastirma protokollerinin verimini de etkileyecektir. Farkli verilerin elde edilmesi,
Cl gibi kiiclik spektral verilerin isleme alinmasi protokollerinin besiyeri standardizasyonunda gereklilik
oldugunu gostermektedir. Besiyeri birlikteliginin saglanmasi laboratuvarlar arasinda karsilastirilabilir veri-
lerin elde edilmesini de kolaylastiracaktir.

Anahtar kelimeler: MALDI-ToF MS; Malassezia furfur; Birlesik korelasyon indeksi.

ABSTRACT

Matrix-assisted laser desorption ionisation time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) is wide-
ly used in microbiology. Composite index (Cl) analyses, which involve evaluating spectra obtained from
the device as well as small peak data, are a crucial method for examining microbial differences. When
analysing the impact of external factors on cell composition, the composite correlation index (CCl) facil-
itates the grouping of spectrum data. In recent years, a significant increase in the isolation of Malassezia
furfur strains from clinical specimens has been observed. Due to its lipid-dependent growth characteris-
tics, this pathogen does not grow on the media typically used in routine mycology, such as Sabouraud’s
dextrose agar. It is therefore recommended that each laboratory prepare and use its own appropriate
media when necessary. However, the contents and their quantities in media used to cultivate Malassezia
yeasts can vary considerably. Modified Dixon agar (mDA), modified Leeming & Notman agar (mLNA)
and Fast Fung agar (FFA) are widely used as both primary culture media and in research. The variation
in the composition of these media may lead to different spectra forming. This study aimed to investigate
the relationship between MALDI-TOF MS spectra obtained from cultivating lipophilic M.furfur strains on
different media and to assess their usability in routine practice. Seventeen M.furfur isolates included in
the study were grown on mDA, mLNA and FFA agar. Cl analyses of MALDI-TOF MS spectra of the strains
were performed and CCl data were compared. While no difference was found in the Cl values of the FFA
and mLNA media for the strains included in the study (p> 0.05), the Cl values of both media were higher
than those of the mDA media (p< 0.05). Kurtosis values for the media were calculated as 1.83, -0.56, and
-1.16, respectively, for FFA, mLNA and mDA. The platykurtic distribution of the mDA medium data in the
study suggests that, despite its widespread use, it may lead to time-consuming spectroscopic analyses.
The high Cl values observed in FFA and mLNA media prepared with tween 60 indicate that methods such
as MALDI-TOF MS are more suitable for standardization in the analysis of M.furfur. Differences in tween
will also affect the efficiency of tween removal protocols in MALDI-TOF MS analyses. The acquisition of
variable data and the requirement to process minor spectral parameters, such as Cl values, underscore
the importance of standardizing culture media protocols. Achieving consistency in media formulation
will further support the generation of comparable data between laboratories.

Keywords: MALDI-ToF MS; Malassezia furfur; composite correlation index.

GiRiS

Matriks destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon ugus suresi/kutle spektrometrisi [matrix-
assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS)]
mikrobiyoloji alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir. Genellikle rutin mikrobiyoloji labo-
ratuvarinda MALDI-TOF MS ile elde edilen spektrum, bilinen mikrobiyal spektrumlar ile
kargilastirihir. Tanimlamaya ait korelasyon fonksiyonlari en yogun olan spektral cikintilari
(“pik”leri) asir vurgulama egilimindedir, spektrumun geri kalanindaki kiictik farkliliklar g6z
ardi edilir'. Kompozit indeksler [composite indicators (Cl) (bilesik gostergeler)] dogrudan
Olclilemeyen verileri degerlendirmek icin kullanilan matematiksel yontemlerdir. Kompozit
korelasyon indeksi (CCI), spektrumlar arasindaki iliskileri ve benzerlikleri analiz eden istatis-
tiksel bir otokorelasyon aracidir. CCI degerleri, pikler ile elde edilen tekli “log” degerlerin-
den farkli olarak bilesik degiskendir?. CCl verilerine ait coklu veri setlerinin karsilastiriimasi
amaciyla mikrobiyolojik ¢calismalarda etkin olarak kullanilabilecegi gésterilmistir'-3-.
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Bazidiyomicet maya mantari Malassezia furfur, 6zellikle yenidogan yogun bakim Gini-
telerinde kateter iliskili enfeksiyonlar ve fungemi etkeni olarak siklikla bildiriimektedir.
Ciddi invaziv enfeksiyonlarda dahi belirgin klinik semptomlarin ortaya ¢ikmamasi, lipide
bagimh Greme zorunlulugu ve rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanilan besiyeri
farkhiliklari, M.furfur fungemisinin tanimlanmasinda genellikle gecikmelere yol acar'®.

Mayalarda hiicre duvar Uretildikleri kiiltir ortaminda bulunan yapilardan etkilenir.
hanelerinin olusturulmasinda siklikla kullanilir. Bu veri tabanlarinin Malassezia tiirlerinin
tanimlanmasinda kismen basarili oldugu bildirilmistir'"'2. Ancak lipit bagimli Gireyen ma-
yalar icin veri tabanlarinin standardizasyonuna yonelik bilgi bulunmamaktadir. Modifiye
Dixon agar (mDA), modifiye Leeming and Notman agar (mLNA) ve FastFung agar (FFA)
Malassezia tiirlerinin kiiltiirii amaciyla kullanilir' '3, Besiyerlerinin farkli modifikasyonlari
vardir ve rutin kilttiriinde kullanimi konusunda bir fikir birligi yoktur. Yaygin gorts, gerek-
tiginde ilgili literatiiriin rehberliginde laboratuvarlarin kendi besiyerlerini hazirlamasidir.
Bu besiyerlerinde mayanin karbon kaynagi olarak kullanacagi molekuller genellikle tween
grubu polisorbatlar, oleik asit ve zeytinyagidir. Farkh besiyerlerinde uretilen M.furfur'un
hicre duvari bilesenlerinde farkliliklarin olusmasi, MALDI-TOF MS spektrumlarinda da
degisikliklere neden olacaktir.

Bu calismada, lipofilik M.furfur izolatlarinin farkh besiyerlerinde uretilmeleriyle elde
edilen MALDI-TOF MS spektrumlari arasindaki iliskinin incelenmesi ve rutin uygulamada
kullanilabilirliginin sorgulanmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Pamukkale Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan onaylandi (Tarih: 14.05.2024 ve Karar No: 09).

Calismaya bir referans izolat (CBS 1878) ve 16 M.furfur izolati dahil edildi. Klinik
suslar, daha onceki arastirmalar ile yenidoganlardan deri mikrobiyota uyesi olarak izo-
le edilerek tanimlanmustir'®. Kisaca, tiim lipofilik izolatlarin tanimlamasinda cesitli lipit
asimilasyonlari (tween 20, 40, 60, 80 ve Hint yag), Ureaz aktivitesi, beta-glukozidaz
aktivitesi ve 40 °C sicakliga tolerans yéntemleri kullanildi'* '3, Rastgele secilen ¢ susun
26S rDNA’sinin D1/D2 bolgesi 5'-TAA CAA GGA TTC CCC TAG TA-3" ve 5'-ATT ACG
CCA GCA TCC TAA G-3' primerleri kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonuyla ¢cogaltildi
ve ardindan dizi analiziyle dogrulandi'®.

Arastirmada kullanilan besiyerleri laboratuvar ortaminda hazirlandi. Tum besiyerleri-
nin pH’1 6.0 £ 0.5’e ayarlandi (Tablo I). izolatlar, kisa siireli stok olarak bulundurulduklari
+4 °C ortamdan mDA besiyerine pasajlandi ve 33 °C’de yeterli Greme saglanincaya dek
kiiltiire edildi. Ureyen mayalar, 3-5 farkli koloniye dokundurulan 6ze yardimiyla mDA,
mLNA ve FFA besiyerleri ylizeylerine yayilarak ekildi. Bes giin boyunca 33 °C’de inkiibe
edilen ekimlerden elde edilen maya hiicreleri T ml %50 etanol icinde suspanse edilerek
vortekslendi''. Ornekler 3000 rpm’de (ic dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant
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Tablo I. Calismada Kullanilan Besiyerlerinin lceridi (litre basina)

Leeming and Notman

Dixon agar (modifiye)  FastFung agar agar (modifiye)
Malt 6ziitd (gr) 36 10
Pepton (gr) 10 20 10
Glukoz (gr) - 10 10
Maya 6zitl (gr) - - 2
Sigir safrasi (gr) 20 5 8
Gliserol (ml) 2 2.5 10
Gliserol monostearat (ml) - - 0.5
Tween 40 (ml) 10 -
Tween 60 (ml) - 5 0.5
Oleik asid (ml) 2 2
Zeytinyagi (ml) - - 2
Schaedler agar (gr) - 43
Agar (gr) 15 - 15

uzaklastirildi. Cokelti icerisinde kalmasi muhtemel etanoliin uzaklastiriimasi icin ¢okelti
oda sicakhginda kurutuldu. Ardindan UGzerine 50 pL distile su eklenerek yeniden stispanse
edildi. Elde edilen stspansiyondan 1 pl MALDI-TOF MS plakasina damlatildi ve damla
oda sicakliginda kurumaya birakildi. Takiben her bir noktanin tzerine 0.8 pL %98’lik
formik asit eklendi. Formik asidin havada kurutulmasindan sonra, noktalar 1 yL matriks
(1 mg a-siyano-4-hidroksisinnamik asit, 2.5 L trifloroasetik asit, 50 pL asetonitril ve 47.5
uL bidistile su) ¢ozeltisiyle kaplandi. Kiitle spektrometrisi spektrumu icin MALDI-TOF MS
Sirius (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Almanya) cihazi (2-20 kDa arahg icin 60 Hz
lazer frekansinda dogrusal pozitif mod) kullanildi. Spektrum verileri BDAL v12.0 (Bruker
Daltonics GmbH, Bremen, Almanya) kitiphanesi ile MBT Compass HT'den elde edildi.
Her analizin spektrumlari R-Studio (R v4.2.3) programina aktarildi. Her izolat icin piklerin
saptandigl ve en yiiksek log degerine sahip spektrum kullanildi. Cl ve CCl islemleri R
programinda CompindexR paketiyle yapildi'”. Eslestirimemis drneklerde t testi ve yay-
ginlik gostergeleri SPSS (v29.0, IBM, Amerika Birlesik Devletleri) programiyla incelendi.

BULGULAR

Arastirmaya alinan izolatlarin spektrumlardan elde edilen CCI verileri; FFA, mLNA ve
mDA olmak uzere Ug¢ farkl besiyerine gore gruplandiriimistir. FFA ve mLNA besiyerleri
arasinda Cl degerleri arasinda fark bulunmazken (p> 0.05), her iki besiyerinin de mDA
besiyerine gore daha yiiksek Cl degerlerine sahip oldugu belirlenmistir (p< 0.05) (Sekil 1).

Besiyerleri icin basiklik (kurtosis) degerleri FFA, mLNA ve mDA icin sirasiyla 1.83-0.56
ve -1.16 olarak hesaplanmistir. Gruplar arasi karsilagtirmalar (CCI verileri) isi-haritasi ola-
rak Sekil 2’de sunulmustur.
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Sekil 1. Laboratuvarda hazirlanan mLNA, mDA ve FFA tizerinde (iretilen M.furfur izolatlarinin MALDI-TOF MS
ile elde edilen kompozit indeks degerleri (*p< 0.05).
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Sekil 2. FFA (kirmizi cerceve), mLNA (mavi cerceve) ve mDA (kahverengi cerceve) ile gruplandiriimis 17
M.furfur (besiyeri_Mf: M.furfur CBS1878) susunun bilesik korelasyon indeksi isi haritasi.
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TARTISMA

Literattirde M.furfur'un primer ve surekli kulttrleri icin farkh besiyerleri tanimlanmak-
tadir. Sunulan arastirmada, mLNA ve FFA besiyerinde uretilen mayalarin kiitle spektros-
kopilerinde elde edilen kiiciik piklerin 6nem kazandigi durumlarda daha karsilastirilabilir
veri sagladigi gorulmistir. Bu durumun klinik mikolojide en yararh oldugu alan, mantar
duvari degisimlerinin 6ngorildigu (6rn. azol direnci gibi) arastirmalardir. Trichophyton,
Aspergillus ve Candida tiirleriyle yapilan arastirmalarda Cl verileri yararli olmustur3->82:18,

Yaygin olarak kullanilan mDA besiyerinin tekrarlanan testlerde sinif ici korelasyonu
distk bulunmustur. MALDI-TOF MS’nin tekrarlanabilirligi cogu bakteri susu icin uyum-
luyken, hiicre duvarinda lipit iceren mayalar ile elde edilen sonuclar daha belirsizdir. Bu
tutarsizlik, literattir desteginde bu alandaki sinirli deneyime baglanabilir. Mevcut literatir
verileri Cl yerine log degerlerine dayanmaktadir. Ancak log degerleri sadece yiiksek pik
degerlerini algoritmaya alir. Benzer sekilde piklerin elde edilememesi de deneyimli ekiple-
re ragmen gériilebilmektedir''"'2, Bu durum, mLNA ve FFA gibi Cl verilerinin daha toplu
oldugu (leptokortik) besiyerlerine ihtiyaci desteklemektedir.

Malassezia mayalari icin MALDI-TOF MS analizi 6ncesi teknik islem olarak lipit gider-
me ve buharlastirma basamaklari bulunur. Yontemler yeni olmamakla birlikte bu faktor-
lerin Malassezia tanimlamasinda laboratuvarlar arasinda farkliliklara neden olabilecegi
ongortlebilir. Yontemle ilgili olarak protein ile etkilesmeyen diger lipit ¢oziicilerin kul-
lanilmasi sorunun ¢éziiminde yardimcar olabilir. Ancak cesitli kimyasal lipit ¢oziicilerin
kullanilmasi, analitik teknigi uygulamadan once bu kimyasallarin ortadan kaldiriimasini
da gerektirmektedir.

Kiitle spektroskopisi ile tanimlama sorunlarindan biri de Kolecka ve arkadaslari'? tara-
findan one surildigu gibi, besiyerindeki lipit kalintilari nedeniyle test plakasi Gzerindeki
materyalin kurumasinin gecikmesiyle ilgili teknik sorunlar olabilir. mDA besiyerinden farkli
olarak, FFA ve mLNA besiyerleri tween 40 yerine tween 60 icerir. Tweenlerin adsorpsiyon
ve agregasyon Ozellikleri, polioksietilen zincirlerinin konformasyonuna bagli olarak degi-
sebilir'®. Tween 40 ortam sicakliginda sivi halde kalir ancak tween 60 daha duisiik visko-
zite sergiler ve besiyeri hazirlama sirasinda sicaklik diistigiinde agar yizeylerinde kalinti
birakmaya daha yatkindir. Bu asamada islemi yapan teknik ekibin deneyimi de analizi
etkileyecektir. Bulgularimiz, daha 6nce Kolecka ve arkadaslar'? tarafindan énerilen, Ma-
lassezia izolatlarinin tanimlanmasinda her laboratuvarin kendisine ait MALDI-TOF MS
protokollerinde kendi veri tabanlarini olusturmalari gerektigi onerisini desteklemektedir.

Malassezia’nin tanimlanmasina iligkin yayinlar, veri toplama tekniginin MALDI-TOF
MS cihazinin pozitif yiik konfigiirasyonundan da yararlandigini géstermektedir''. Teknik
olarak, negatif ylkli cihaz kullanilabilir. Bu modifikasyon, elde edilen veriler kullanilarak
olusturulan kiitiiphanede tutarsizliklara neden olabilir. Ozellikle ekstraksiyon asamasin-
dan sonra lipit kalintilarinin kalma ihtimali, lipitlerin negatif iyonlarla farkli davranmasi
nedeniyle farkli spektrumlara neden olacaktir. Bu durum kutle-ylk orani olarak goste-
rilen m/z degerlerinin ana tepe noktalarinin elde edilmesinde bir sorun yaratmasa da
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kiiciik degiskenlerin etkili olabildigi Cl analizlerinde arttirilmig verilere neden olabilir?.
Benzer sekilde, ekstraksiyon (deterjan vb.) protokollerinin ve negatif yiik yontemlerinin
varyasyonlari da kitle spektroskopisi analizinde hiicre zari proteinlerinin ¢ozinurliginu
artirmak icin kullanilabilir?®.

Bu calismanin baz kisithliklari bulunmaktadir. Oncelikle sonuclarimiz farkl
Malassezia turleri icin genellestirilememektedir. Ayni zamanda verilerimiz yalnizca ko-
lonize olan M.furfur suslarindan olusmaktadir. Patojenik M.furfur suslar arasinda hiicre
duvarlarinda potansiyel varyasyonlar ve diger Malassezia tirleri icin CCl verilerinde de
farkhhklar beklenmelidir. Dikkate alinmasi gereken son sinirlilik, kurum icinde hazirla-
nan besiyerlerinde kullanilan ve Ureticiye bagh olan temel bilesenlerdeki (malt 6zutd,
pepton, maya 06zitu vb.) farkhhklardir. Bu bilesenler, Gretim sirasinda kullanilan teknige
bagl olarak farkli protein yapilari icerebilir. Sonug olarak, yapilan calismalarda Ureticinin
adinin yer almasi karsilastirmali verilerin analizini kolaylastirabilir. Sunulan calismada, tek-
rarlayan besiyeri hazirlamalarinda ayni ureticinin tek bir Griini (Lot degisimi olmaksizin)
kullanilmistir.

MALDI-TOF MS analizi verilerinde etkenlerin tretildikleri besiyerlerinin bilesenleri ma-
yalarin yapilari tizerinde etkili olmaktadir. Ug farkl besiyeri ve bilesenlerinin M.furfur'un
MALDI-TOF MS analizi tizerine etkisinin arastirildigi calismamizda, FFA ve mLNA besiyer-
lerinde uyumlu CI degerlerinin bulunmasi, bu besiyerlerinin M.furfur kiitle spektroskopik
analizlerinde standardizasyon icin daha kullanilabilir oldugunu gostermektedir. Bununla
birlikte analizlerin karsilastirilabilir olmasi icin standardizasyon konusunda daha fazla ve-
riye ihtiya¢c bulunmaktadir.

ETiK KURUL ONAYI

Bu calisma, Pamukkale Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan onaylanmustir (Tarih: 14.05.2024 ve Karar no: 09).

CIKAR CATISMASI

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