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Ozet

insanve hayvanlardagidaile bulasan hastaliklarayol agan etkenlerin en basta gelenlerinden biri olan Salmonellaidentifikasyonu genellikle
2-3 glinden fazla stirmektedir. Kiitle spektrometrisi esasina dayanan bir yontem olan MALDI-TOF ile rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
kullanilan otomatize sistemlere gore daha kisa siirede, glivenilir ve maliyet etkin sonuclar elde edilebilmektedir. Bu calismanin amaci,
“Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF) ydnteminin Phoenix otomatize identifikasyon
sistemi ile karsilastirmasini yaparak bu patojen organizmalarin yol actigi gastrointestinal enfeksiyonlarda kisa stirede sonug veren, pratik,
maliyet etkin ve glvenilir bir yéntem oldugunun degerlendirilmesidir. Austos 2007 ve Agustos 2011 tarihleri arasinda toplanan 11186
hasta 6rnegi calismaya dahil edilmistir. Hasta 6rnekleri rutin olarak CHROMagar Salmonella plus ve Mac Conkey agar besiyerlerine
ekilmislerdir. 347 Salmonella tiri hem Phoenix otomatize sisteminde hem de MALDI-TOF cihazinda ¢alisiimistir. 2 yéntemin sonuglari birbiri
ile %100 uyumludur. Her iki cihazda da tiir diizeyinde tanimlama yapilabilmekte, alttiir tanimlamalari igin konvansiyonel olarak Salmonella
antiserumlari ile serolojik tiplendirmeye gereksinim duyulmaktadir. CHROMagar Salmonella plus besiyerinin MALDI-TOF ile birlikte kullanimi
identifikasyon icin gereken zamani azaltmis, Salmonella turlerinin kolaylikla isimlendirilmelerini saglamistir. MALDI-TOF un rutin klinik
mikrobiyoloji laboratuvarinda kullanimi Salmonella turlerinin tek bir besiyeri ile ve 48 saat icerisinde antibiyotik duyarhliklari ile birlikte
maliyet-etkin ve glvenilir bir sekilde saptanabilmesini saglamaktadir.

Anahtar sozciikler: Salmonella, Kiiltiir ortamlari, Matriks yardimli-lazer salmali-iyonizasyon kiitle spektrometrisi

Comparison of “Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-
Time of Flight Mass Spectrometry” Plus Chromogenic Media with
Phoenix Automated System in the Rapid Diagnosis of
Salmonella Species

Summary

The identification of Salmonella which is a major food-borne pathogen generally takes more than 2-3 days. More reliable, rapid and cost
effective results can be achieved with MALDI-TOF which is based on mass spectrometry principlesin comparison with the automated systems
in routine microbiology laboratories. The aim of this study is to evaluate the use of Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight
Mass Spectrometry (MALDI-TOF) in gastrointestinal infections caused by those pathogen microorganisms by using practical cost-effective
and reliable methods within a less time period. Between August 2007 and August 2011, 11186 stool specimens of patients were included
to the study. Patient samples were routinely inoculated onto CHROMagar Salmonella plus and Mac Conkey agar media. 347 Salmonella
species were run with both Phoenix automated system and MALDI-TOF. The results of both of the methods are 100% concordant with each
other. Using Chromogar Salmonella plus media together with MALDI-TOF identification shortened the time, helped to detect Salmonella
species easily. Species identifications are being performed in both of the systems, but identification of subspecies still require conventionally
serological typing with Salmonella antiserums. MALDI-TOF will help the routine clinical microbiology laboratory to detect Salmonella
rapidly with only one media and in 48 h together with their antibiotic susceptibility testings in a cost-effective and reliable manner.
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GiRiS

Salmonella, insan ve hayvanlarda gidaile bulasan hasta-
liklarayolagan ve tiim diinyada sporadik olgulara ve gastro-
enterit salginlarina neden olan mikroorganizmalarin basinda
gelmektedir. Her yil 16 milyar olgu goriilmekte ve bunlarin
600.000'i 6liimle sonuclanmaktadir. Salmonella tirleri gram-
negatif fakltatif hlicre ici anaerop bakteriler olup ¢ok genis
bir hastalik spektrumuna sahip bakterilerdir. Bu spektrum
gastroenteritten, enterik atese, bakteriyemiye, fokal enfek-
siyonlara, konvalesan yasam boyu tasiyici konumuna dek
degisebilmektedir. Enfeksiyonun tiirli Salmonella'nin seroti-
pine ve konak faktorlerine gore degisiklik gostermektedir.
Salmonella enfeksiyonlarinin ylizde doksan besi gida koken-
lidir '. Salmonella tiirleri bircok hayvanin gastrointestinal
sisteminde bulunmaktadir. Bu nedenle hayvanlarla ya da
hayvan kaynakli gidalarla temas siklikla insanlarda salmonel-
lozise yol agmaktadir. Salmonella enfeksiyonlarinin énlen-
mesi kiimeslerde ve endstriyel tretim alanlarinda iyi bir
ornekleme plant ile birlikte hizli, duyarli ve givenilir izleme
ve tarama programlariile elde edilebilir2. Bir kez enfeksiyon
gelistikten sonra salmonellozis belirgin bir morbidite ve
mortaliteye yol acar. Tedavi edilmeyen hastalarin tigte birin-
de komplikasyonlar gelisir ve bu olgular salmonellozise bagli
olimlerin dortte Gigiinden sorumludurlar. Tum diinyada
2.500 serotip tanimlanmistir. insanlar en fazla Salmonella
enterica, typhi ve choleraesuis altturleriile enfekte olmakta-
dirlar 3. Salmonella tirleri cevrede ¢cok fazla miktarlarda
bulunmakta ve belli bazi konak faktorleriinsanlari enfeksi-
yona karsi duyarh kilmaktadir. Tim diinyada prevalansi,
virlilansi ve ¢cevreye uyum saglayabilirligi ile birlikte antibiyo-
tiklere karsi direnci de artis gdstermektedir .

Klinik 6rneklerden koliform gram negatif bakterilerin ve
diger enterik patojenlerin izolasyonu ve ayirdedici tanisinda
en fazla kullanilan besiyerlerinin basinda Mac Conkey ve
Drigalski agar gelmektedir. Ancak bu besiyerlerinin Salmonella
acisindan ayirdedici olma 6zelligi pek fazla yoktur, bunun
nedeni yalnizca laktoz kullaniminin saptanmasina bagli
olmasidir>. Salmonella da dahil patojenik mikroorganizma-
larin hizli ve guivenilir identifikasyonlari gida kdkenli hasta-
liklarin siirveyans, korunma ve kontrolunda cok 6nem kazan-
maktadir. Klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda bakterilerin
identifikasyonunda kullanilan yéntemler siklikla zahmetli
ve zaman kaybettirici olabilmektedir. Bakterinin saflastirila-
bilmesi icin zaman gerekmekte, patojenik bakterilerin biyo-
kimyasal tiplendirilme prosediirleri icin de uzun inkiibasyon
surelerine gereksinim duyulmakta ve bu nedenle de bakte-
rinin isimlendirilmesinde gecikmeler yasanmaktadir. Uygu-
lanan islemlerin sonuclarinin degerlendirilmesi de deneyim
gerektirmekte, boylelikle bu yontemler siibjektiflik ve kulla-
nilan yontemin 6zgulliguniin disik olmasi ile sinirlanmak-
tadir. Mikroorganizmalarin hizli ve glivenilir bir sekilde
tanimlarina olan gereksinim gittikce artmaktadir“. Salmonella
taramasinda kullanilmak tizere Salmonella’ya 6zgii enzimleri
saptayabilecek kromojenik substratlariceren besiyerleri
gelistirilmistir . Bu besiyerleri ile yapilan ¢alismalarda diger

konvansiyonel besiyerleriile kiyaslandiginda dogrulama
icin gereken biyokimyasal ve serolojik testlerle birlikte gere-
kensureninyaklasik olarak 24 saat kisaldigi gosterilmistir”.
Bu besiyerleri kullanilarak Salmonella tiirlerinin tanisinda yuk-
sek oranda duyarlilik ve 6zgullik saglandigi, ayrica taninin
konmasi icin gereken siirenin azalmasinin yanisira yapilan mali-
yet analizinde de kullanilan besiyerleri ve teknisyen zamani
hesaplandiginda maliyetin de %26 azaldi§i gosterilmistir 8.

Biz de laboratuvarimizda rutin olarak diski kiilttrlerinin in-
celenmesi sirasinda Salmonella CHROMagar plus (CHROMagar
Microbiology, Fransa) besiyerinden yukarida belirtilen tim
nitelikleri nedeniyle yaklasik 5 yildir yararlanmaktayiz.

Sonyillarda, “Matrix-Assisted Laser Desorption lonization
(MALDI)—Time of Flight (TOF) mass spectrometry (MS) yon-
temiile mikroorganizmalarin tanimlanmalari uygunlugu
acisindan gittikce daha fazla uygulanan bir ydontem olmaya
baslamistir 1. MALDI-TOF MS yonteminde tipik“parmakizi”
gorlntist tim hicre kullanimi ile gerceklesmekte ve
onceden biyobelirteg ile ayinm, parcalama, farkl sekillerde
ayirmaya da temizlik gerektirmeksizin elde edilebilmekte-
dir. Yontem ¢ok hizli sonug vermesi, cok az biyolojik malze-
meye gereksinim gdstermesi (alinan koloni miktar) ve ¢ok
fazla 6rnegi bulunan rutin laboratuvarlarda kullanima uygun
olmasi nedeniyle klinik mikrobiyoloji ve gida ve laboratuvar-
lari uygulamalari igin biylk bir potansiyele sahiptir. Gozle-
nen protein biyobelirtecleri tipik olarak incelenen mikro-
organizmaya 0zgu proteinlere aittir, bunlar arasinda ribozomal
ya da niikleik asit baglayan proteinler bulunmaktadir .

Galismamizda Salmonella tirlerinin saptanmasinda bircok
laboratuvarda kullanilan otomatize sistemlerden biri olan
Phoenix (Becton Dickinson, New Jersey, ABD) ile MALDI-TOF
MS(BrukerDaltonics,Bremen,Almanya)”ydntemininkiyasla-
narak rutin laboratuvar uygulamalarinda hiz, uygulama
kolayhgi, dogru saptama ve maliyet-etkinlik agisindan yarar-
hihginin degerlendirilmesini amacladik. Ayrica birlikte kullan-
digimiz Salmonella Plus CHROMagar besiyeri ile de klasik
besiyerlerine gore yaklasik olarak 24 saat gibi bir stre kaza-
nimini hedefledik.

MATERYAL ve METOT

Materyal

Agustos 2007 ve Agustos 2011 tarihleri arasinda kurumu-
muza bagli 16 hastaneden karin agrisi, bulanti, kusma ve
diyare bulgulari ve genel olarak orta siddette rahatsizliklari
bulunan 11186 hastadan toplanan diski drneklericalismaya
dahil edilmistir. Calismada iki besiyeri kullanilmistir. Bunlar-
dan bir tanesi diskida Salmonella ve Shigella varligini arastir-
mada rutin olarak kullanilan klasik besiyerlerinden bir tanesi
olan Mac Conkey agardir. Bu besiyerinde laktoz negatif kolo-
niler seffaf olarak gériilmekte ve degerlendirmeye alinarak
ileriislemler uygulanmaktadir. Bir digeriise son yillarda
bircok calisma yapilarak guvenilirligi kanitlanmis kromojenik
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bir besiyeri olan CHROMagar Salmonella plus besiyeridir. Besi-
yerinde tremis pembe koloniler Salmonella stiphesi ile ileri
isleme alinmaktadir. Bu besiyeri Salmonella uretebilmek
icin kullanilmaktadir, klasik olarak diski kultiiriinde arastiril-
masi gereken Shigella turlerini Uretememektedir. Shigella
Uretebilmek amaciyla yukarida belirtilen Mac Conkey besi-
yeri kullanilmistir. Bu calismada 6rneklerle birlikte referans
sus Salmonella Enterica subsp. enterica ATCC 13076 da ayni
sekilde tiim islemlerden gecirilmistir.

Metot

Calismaiki kisimda gerceklestirilmistir: Bunlardan birincisin-
de 6rnekler 2007-2011 yillari arasinda Salmonella CHROMagar
plus ile birlikte Mac Conkey agar besiyerleri ve Phoenix otoma-
tize cihazi ile calisilmistir. Bu 6rneklerden izole edilmis ve
Salmonella olarak tanimlanmig mikroorganizmalar -80°C'de
saklanmistir. 2011 yilinda daha 6nce Salmonella olarak ta-
nimlanmis ve saklanmis olan bu suslar tekrar Salmonella
CHROMagar plus ve Mac Conkey besiyerlerine ekilerek can-
landiriimis ve MALDI-TOF yontemi ile tekrar calismaya alina-
rak Phoenix otomatize sistemi ile MALDI-TOF yontemi karsi-
lastinilmistir. Calisma icin Acibadem Universitesi Tibbi Arastir-
malari Degerlendirme Komisyonundan 04.01.2010 tarihinde
2010/132 karar numarasi ile Etik Kurul onayi alinmistir.

I. Phoenix Otomatize Sistemi ile Calisma

Galismanin birinci kisminda Salmonella tirleri Salmonella
CHROMagar plus ile birlikte Mac Conkey agara ekim yapi-
larak, Salmonella CHROMagar plusda pembe koloniler ve Mac
Conkey agarda laktoz negatif seffaf koloniler degerlendi-
rilerek Phoenix otomatize cihazinda NMIC paneli (Becton
Dickinson, New Jersey, ABD) kullanilarak calisilmistir. Salmonella
olarak tanimlanan ve biyokimyasal reaksiyonlar ile dogru-
lanan mikroorganizmalarin antibiyotik duyarhlklari da yine
Phoenix otomatize sistemine gore Clinical Laboratory Stan-
dards Institude(CLSI)’a uygun olarak rapor edilmistir ',

Il. Biyokimyasal Reaksiyonlar ile Dogrulama

Salmonella stpheli olan bu koloniler ayni zamanda triple
sugar iron (TSI) agar ve ireaz besiyerine de ekilmislerdir. 24
saat inklibasyon sonrasinda TSI'de dip kisminin sari olmasi
glikozun kullanimi; siyah olmasi hidrojen silfir olusumu;
yuzeyin kirmizi olmasi laktoz ve sakkarozun kullanilmamasi;
besiyerinde gaz delikleri ve yariklarinin olmasi veya dip
kismindan sonra yukari dogru itilmesi glikozdan gaz olusmasi
Salmonella’yr dogrulamistir. Salmonella analizinde tipik reak-
siyonlardan birisi olan “hidrojen silfiir (H,S) olusumu” reak-
siyonu Salmonella'da pozitif, Escherichia coli'de negatiftir.
Shigella besiyerinin egri ylizeyinde alkali, dip kisminda asit
reaksiyon olusturur. Tipun dip kisminda degisiklik yapmaz,
H,S ve gaz Uretmez. E. coli ise tliplin egri ylizeyinde ve dip
kisminda asit reaksiyona neden olur. H,S negatif ve gaz
pozitiftir. TSI agarda Proteus Salmonella’ya benzer reaksiyon
verdigi icin kesin ayirim icin Ureaz besiyerine de ekilmisler-
dir. Ureaz testi negatif olanlar Salmonella, pozitif olanlar ise
Proteus olarak kabul edilmislerdir. Saptanan Salmonella’la-

rin alttir tanimlamalari ise antiserumlar (Denka-Seiken,
Tokio, Japan) yardimi ile Kaufmann-White semasina gore
yapilmistir '3,

Galisma sonucunda CHROMagar Salmonella besiyerinin
duyarhhginin %100, 6zgullugiiniin ise %85 oldugu saptan-
mistir. Mac Conkey besiyerinin duyarliligi ise %70 ve 6zgil-
1GgU de %60 olarak saptanmistir. CHROMagar Salmonella
besiyeriile yalanci pozitif olarak saptanan suslar hem Phoenix
otomatize sistemi hem de MALDI-TOF ile calisiimis ve
Salmonella olmadiklari gosterilmistir. Mac Conkey besiyerin-
de seffaf koloni olusturan, ancak Salmonella olarak tanimlan-
mayan koloniler ise Shigella varligi agisindan arastiriimis, TSI
ve Ure besiyerlerindeki goriintileri incelenmis ve Shigella
antiserumlar (BD Difco Shigella Antisera, Sparks, ABD) ile
tiplendirmeleri yapilmistir.

lll. MALDI-TOF Yontemi ile Calisma

Calismanin ikinci kisminda daha 6nce yukarida anlatil-
digi gibi calisildiktan sonra -80°C'de dondurularak saklanan
bu suslar tekrar canlandirilarak MALDI-TOF ile incelenmislerdir.

MALDI-TOF MS yontemi rutin laboratuvarlarda kullanilan
biyokimyasal reaksiyonlarin incelenmesi esasina dayanan
otomatize sistemlerden farkli olarak calismaktadir. Otoma-
tize sistemlerde mikroorganizmaya ait gesitli biyokimyasal
reaksiyonlar degerlendirilerek tanimlama yapilmaktadir. Oysa
ki bir kiitle spektrometrisi yontemi olan MALDI-TOF yonte-
minde mikroorganizmaya ait protein profiliincelenmek-
tedir. Bu sistem calismasi sirasinda kendisine ait kalibrasyon
kontroli (myoglobin), pozitif kontroller: bir gram negatif (6rn.
E.coli), bir gram pozitif (6rn. S. aureus) referans sus ve bir de
negatif kontrol (6rn.distile su) kullanilmaktadir.

MALDI-TOF Calisma Prensibi: MALDI-TOF MS yonte-
minde Salmonella stipheli koloniden alinan az bir miktar
“target” adi verilen cihaza ait metal bir tepsi tUizerinde belir-
lenmis alanlara yerlestirilip kurumasi beklenir. 1’er L matriks
daha sonra 6rnekler lizerine eklenir, tekrar havada kurutmaya
birakilir. Matriks sollisyonu icerisinde %50 “acetonitrile” ve
%2.5 “trifluoroacetic acid” icinde doymus “a-cyano-4-hydro-
xycinnamic acid” bulunmaktadir. Ornekler hazirlandiktan
sonra target olarak isimlendirilen plak “Bruker Autoflex IlI
MALDI-TOF mass spectrometer (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany)”cihazina yiklenir ve islem baglatilir.4.000-10.000
Da kitle araliginda 20 HZ'lik bir lazer vurus sikligi ile lineer
pozitif iyon modeli olarak elde edilen spektrum otomatik
olarak kaydedilir. Her bir spektrum icin 6rnek alanina yapilan
100 kisa asamada 600 uygun vurus elde edilir. Kullanilan
programa 6zel ayarlanmis lazer atislari yardimi ile matriks is1g1
emer ve 6rnegin molekdilleri iyonize hale gegip cihazin tlipu
icerisinde molekil agirligina gére u¢maya bagslar. Dijital hale
cevrilen veriler TOF(time of flight- ugus zamani) olusturmak
Uzere biriktirilir ve cihaz icerisinde bulunan bir detektor
yardimi ile saptanir. Calismamizda “Autoflex Il Smartbeam
MALDI-TOf MS (Bruker Daltonics, Bremen, Almanya)” kulla
nilmistir. Mikroorganizmalara ait protein molekdillerinin pik-
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leri“Biotyper” (Bruker Daltonics, Bremen, Almanya) ile tanim-
lanmistir. Skor degerleri givenli okuma siniri olan 2.00’'nin
Uzerinde olan sonuglar dogru olarak kabul edilmislerdir. Bu
skordegerine ulasmamis sonuglar dahahassas bir sonucelde
etmek amaciyla formik asit asetonitril ekstraksiyonu yapila-
rak tekrar calismaya alinmislar ve 2.00'nin lzerinde bir skor
degeri elde edilmistir. Kiitle spektrometrisi “FlexAnalysis
software version 3.0” (Bruker Daltonik, Bremen, Almanya)
programiile degerlendirilmistir. Elde edilen verilerin analizi
“MALDI Biotyper software version 3.0" (Bruker Daltonik GmbH,
Almanya) ile analiz edilerek ¢alisilan mikroorganizmalar isim-
lendirilmislerdir.

BULGULAR

Salmonella CHROMagar Plus besiyerinde saptanan pembe/
leylakrengikoloniler siipheliolarak kabul edilip arastiriimis-
tir. Bununla birlikte kullanilan Mac Conkey agar besiyerinde
de seffaf koloni varligi gozlenerek laktoz negatif bakteri varligi
arastirilmis, rutin digki kaltirlerinde Salmonella ile birlikte
mutlaka arastirilmasi gereken Shigella da arastiriimistir.

37°C'de 24 saatlik inklibasyon sonrasinda Salmonella
CHROMagar Plus besiyerinde pembe/leylak rengi Salmonella
kolonileri en iyi sekilde gézlenebilmistir. Calismada kullanilan
referans sus Salmonella enterica subsp. enterica ATCC 13076
dadiger Salmonellatirlerigibi Salmonella CHROMagar plus
besiyerinde pembe koloniler olusturmustur. 4 yillik bir stire
icerisinde 347 Salmonella tiiri saptanmistir. Saptanan 347
Salmonella tiri 7 farkli serovardan olusmaktadir. Salmonella
tlrlerinin antiserumlar ile saptanan altturleri ve sayilari Tablo
1'de belirtildigi gibidir.

Her bir Salmonellaicin MALDI-TOF MS'de tipik olarak
2.000 ve 25.000 Da arasinda ve genellikle 300 pikten daha
fazla pik saptanmistir. Bunlar arasinda Salmonella'ya 6zgu
pikler de bulunmaktadir. Bu nedenle de MALDI-TOF cihaziyla
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Tablo 1. Calismada incelenen Salmonella tiirleri ve alt tiirleri

Table 1. Salmonella species and subspecies in the study

Mikroorganizma Say1/(%)
Salmonella(S) enteriditis 190/(54.8)
S. gallinarum/pullorum 144/(41.5)
S. paratyphi B 5/(1.4)
S. typhimurium 4/(1.2)
S. paratyphi A 2/(0.6)
S. typhi 1/(0.3)
S. paratyphi C 1/(0.3)
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birlikte kullanilan ve icerisinde Salmonella tirlerinin de
bulundugu bir veritabani iceren ve mikroorganizmalara
0zgu piklere dayanarak mikroorganizma tiplendirmesi yapan
“Biotyper” ile isimlendirilebilmislerdir. Salmonella ttirlerinin
MALDI-TOF MS'de“parmak izi”gorinimu Sekil 1'de verilmis-
tir. Calisma sirasinda hig Shigella saptanmamistir.

TARTISMA ve SONUC

Yaptigimiz ¢alismanin sonuglarina gore Phoenix otoma-
tize sistemiile Salmonella spp.Olarak tanimlanan tim suslar
MALDI-TOF'da da guivenli okuma siniri olan 2'nin tizerinde
skorlar ile Salmonella olarak tanimlanmislardir.

MALDI-TOF'un basarisi Phoenix otomatize cihazi ile
Salmonella olarak tanimlanan, biyokimyasal reaksiyonlari ile
kontrol edilen ve antiserumlarile alttiirleri saptanan suslarda
tlr saptamada %100 iken alttir saptama acisindan %54.8'de
kalmistir. Alttiirlerde antiserumlarla yapilan tiplendirme esas
alinmistir. Buna gore Salmonella tirlerinden MALDI-TOF
ile ancak Salmonella enteritidis alttlr dlizeyinde tanimla-
nabilmis, diger alttlrlerin tanimi yapilamamistir. Phoenix
otomatize sistemi ile alttlr hicbir sekilde saptanamaz iken
avantaj olarak MALDI-TOF ile en azindan klinik 6rneklerden

Sekil 1. Salmonella tirlerinin MALDI-TOF MS'de “parmak izi”
gorinimu

Figure 1. “Fingerprinting” image of Salmonella species at
MALDI-TOF MS
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en sik izole edilen Salmonella enteritidis alttlirli saptanabilmek-
tedir. Stire acisindan sonuglarimiz incelendiginde CHROMagar
Salmonella besiyerinin kullanilmasi ile saflastirma islemine
gerek kalmadigi icin en azindan 24 saat buradan kazanil-
maktadir. Calismanin tlir saptamaicin gereken siiresi Phoenix
otomatize sisteminde yaklasik 18-24 saat, MALDI-TOF siste-
minde ise yaklasik olarak 20 dak. civarindadir. Yani MALDI-
TOF ile otomatize sisteme gore ¢ok daha ¢abuk sonug alin-
makta ve yaklasik olarak 24 saatlik bir kazan¢ daburadan elde
edilmektedir. Bir bagka dikkat ¢ekici nokta ise de, MALDI-TOF
yontemi Phoenix otomatize sisteminin %10’u kadar bir mali-
yete sahip olmasidir.

MALDI-TOF MS ydntemi ile mikroorganizmalarin tanim-
lanmalari son yillarda gittikce daha fazla tercih edilen bir
yontem olmustur. Buydntemile 6rnegin tiim bakteri hiicre-
lerinden protein profilleri ¢cikarilabilmektedir. Bu profillerin
burada kullanilan “Biotyper” programi gibi referans bir
spektra ile karsilagtirilmalari sonucu ile bakteriler kolaylkla
taninabilmektedirler '%. Son yillarda bu yontem ile Escherichia
colive Enterobacteriaceae ailesinin diger Gyeleri gibi gram
negatif basiller, Staphylococcus aureus ve streptokoklar gibi
gram-pozitif koklar; Bacillus cereus ve Listeria turleri gibi
bazi gram-pozitif basiller Gizerinde calisilarak farkl bakteri
tirlerinin tanimlama nitelikleri Gizerinde ¢ahsilmistir. 2009
yilinda da Seng ve arkadasglari tarafindan klinik 6rneklerden
izole edilen bakteriler Gzerinde yapilmis ilk calisma yayinlan-
mistir 2. Glinimuizde rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarina
giren bu yontem yapilan arastirma calismalari ile de gittikce
daha fazla yarar saglamaktadir. Hizl tani konabilmesinin yani
sira maliyet agisindan da avantaja sahiptir. Kullanilan malze-
meler otomatize sistemlerin sarf malzemelerine g6re yaklasik
olarak 10 kat daha ekonomiktir. Gastroenterit etkenleri ara-
sinda 6nemli bir yere sahip olan Salmonella tirlerinin hizli
tanisinda MALDI-TOF MS kullanimi yarar saglayan bir yon-
temdir. Bu konuda yapilmis bazi calismalar bulunmaktadir.
Sparbier ve arkadaslar yaptiklari calismada oncelikle Selenit
F besiyerine ardindan Hektoen enterik agara ekim ile birlikte
burada birinci glinde Gireyen Salmonella stipheli bakterileri
MALDI-TOF MS yontemiile tanimlamiglardir. 4847 6rnek tize-
rinde galismis ve 108 6rnekte Salmonella tanimlamiglardir 2.

Biz calismamizda klasik besiyerleri ile daha 6nce karsilas-
tirma calismalari yapilmis, glivenilirligini kanitlamis bir kro-
mojenik besiyeri olan CHROMagar Salmonella plus besi-
yerini kullanmayi tercih ettik 22, Salmonella tiir bakteri-
lerin bu besiyerinde yaptiklari tipik koloni gériinima ve rengi
(S. Typhi, S. Paratyphi A ve laktoz pozitif Salmonella bu besi-
yerinde pembe/leylak rengi olarak goriiliir) nedeni ile ayrica
zaman kaybettirici saflastirma islemlerine gerek kalmamak-
tadir ®. Klasik olarak kullanilan konvansiyonel besiyerlerinde
stipheliolarak goriilen kolonilerin saflastirma islemine alin-
masl ve sonuglarinin degerlendirilmesi icin yaklasik olarak 1-2
gline gereksinim vardir. Bizim de ¢alismamizda, CHROMagar
Salmonella plus besiyerinde kolaylikla saptanan bakteriler,
saflastirma islemine gerek duyulmaksizin tiir tayini icin kulla-
nilabilmislerdir. Mac Conkey besiyerinde laktoz negatif koloni

olusturan suslarin saflastirma icin isleme alinmalari ve isim-
lendirilmeleri i¢in gegen strenin CHROMagar Salmonella
plus besiyerinde Gremis Salmonella stipheli kolonilerin tir
tayini yapilmasina kiyasla 24-48 saat daha fazla oldugu ve
bu durumun daha ge¢ raporlamaya yol acabilecegi gozlen-
mistir. Salmonella tirlerinde MALDI-TOF MS ile tiir saptan-
masi son derece basarili iken tiim altturlerin tanisinda heniiz
cok glivenli degildir. Bu konuda calismalar halen stirmekte-
dir. Bizim de calismamizda benzer sonuglar elde edilmistir.
MALDI-TOF ile tlr diizeyinde %100 basarili sonug elde edil-
mesine karsin alttlr diizeyinde yalnizca Salmonella enteritidis’
de basari saglanmistir. Digerlerinin okumalari glivenli okuma
sinirinin altinda altinda oldugu ve antiserumlarla elde edilen
alttir sonuglaryla da uyum gostermedigiicin basaril okuma
olarak kabul edilmemislerdir. Dieckman ve ark. en ¢ok rast-
lanan alttlrlerden olan S. enterica subsp. enterica izolatlarinin
bu yontemle glivenli bir sekilde tanimlanabilecegini goster-
mis ve boylelikle antiserum kullanimina daha az basvurula-
bilecegini savunmuslardir %, Bu calismada da en fazla sapta-
nan S. enteritidis, Salmonella enterica grubu icerisindedir ve
saptanan Salmonella’larin %55’lik bir kismini olusturmakta-
dir.2012 yilinda yapilan yeni bir calismada ise yine MALDI-TOF
kullanilarak S.Typhi'nin ayiriminin tim diger Salmonella sero-
tiplerinden olusturulan bir“ortalama delta skoru”ile yapila-
bilecegi gosterilmistir. Bu calismada enfeksiyonlara yol acan
Salmonella enterica alttiirlerinin en dnemli grubunun MALDI-
TOF ile saptanabildigi belirtilmektedir 7. Bu konuda ¢ok daha
fazla calisma yapilmasina gereksinim olmakla birlikte bu calis-
malarin sevindiriciolan biryoni enfazla hastalik etkeniolan
Salmonella tirlerini saptayabilmeleri ve dolayisi ile daha hizli
Salmonellatanimlanmasina izin vermeleridir. Ulkemizde de
Salmonella tirlerinin gastroenterit salginlarindan coklu ilag
direngli hastane enfeksiyonlarina dek uzanan genis bir
yelpazede enfeksiyonlara yol acabildikleri gosterilmistir 282,
Guvenilir ve daha hizli yéntemler kullanilmasi erken tani
konmasini, erken tedaviye baslanmasini ve olasi salginlarin
kontrol altina alinmasini saglayacaktir.

Sonucolarak,Salmonella’larin hizlitanisinda maliyetetkin
ve guvenilir bir yontem olarak CHROMagar Salmonella plus
besiyeriile birlikte MALDI-TOF MS yénteminin kullaniimasi-
nin Onerilebilir. Klasik yontemlere, besiyerlerine ve Phoenix
otomatize sistemine gore ortalama olarak en az 24-48 saat
erken sonug alinabilecek bu ydntemiileilk 24 saaticerisinde
Salmonella tur tayini yapilabilir, antiserum kullanimi ile de
alttir tanimi verilebilir. Antibiyotik duyarhhk testi de ¢alisi-
larak hastaya hastaneye bagvurduktan sonra 48 saat iceri-
sinde hizli, glivenilir ve maliyet etkin bir sekilde raporlama
yapilabilmesi saglanabilir.
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