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idrar orneklerinden MALDI-TOF MS sistemi ile direkt bakteri
tanimlanmasi

Ayse Nuriye VARISLI', Giilsen CETIN-HAZIROLAN?, Altan AKSOYZ2, Neriman AKSU-KOCA?

OZET

(USE)’de
etken bakterinin erken saptanmasi; uygun antibiyotik

Amag: Uriner sistem enfeksiyonlan
tedavisine kisa siirede baslanmasi ve maliyet acisindan
oldukca énemlidir. USE’nin tamsinda idrar kiiltiirii altin
standarttir. Kultur ve antibiyotik duyarlilik testi 48-
72 saat surmektedir. Matriks aracili lazer dezorpsiyon
iyonizasyon ucus zamani kiitle spektrometresi (MALDI-
TOF MS) ile kiilturde uretilen bakteriler birkac dakika
icinde tanimlanirken, direkt klinik ornekten tanmimlama
genellikle iki saat gibi kisa bir zaman icinde yapilmaktadir.
Bu calismanin amaci, idrar orneklerinden MALDI-TOF
MS sistemi ile bakterinin direkt olarak tammlanmasi
ve tedaviye olabildigince erken baslanmasina katki
saglamasidir.

Yontem: Hastanemizin mikrobiyoloji laboratuvarina
30 Kasim 2015 tarihleri arasinda USE
152
Rastgele secilen orneklerin bir

01 Temmuz -
sikayetiyle gonderilen
alinmistir.

idrar 6rnegi calismaya
kismina
deneysel olarak Gram boyama yapilirken bir kismina
yapilmamistir. Direkt idrar orneklerinden MALDI-TOF MS
sistemi ile bakteri tanimlanmasi icin orneklere formik
asit ekstraksiyon metodu uygulanmistir. Bu orneklere
es zamanli olarak idrar kulturd de yapilmistir. 37 °C’de
aerobik ve %5 CO,’li ortamda 18-24 saatlik inkiibasyondan

sonra anlamli Ureme saptanan plaklardaki kolonilerin

ABSTRACT

Objective: Rapid identification of bacterial
pathogens from urine specimens are essential to
establish an adequate antibiotic therapy to treat
urinary tract infections and it is very important in
terms of cost.Urine culture is gold standard in the
diagnosis of UTI (Urinary Track Infection).Urine
culture and antibiogram usually takes 48-72 h.The
bacteria produced in culture identified within a few
minutes while the clinical samples are identified
in a short time like two hours by Matrix-assisted
laser desorption and ionization time-of-flight mass
spectrometry (MALDI-TOF MS).The aim of this study
is to contribute identification of the direct bacteria
by MALDI-TOF MS system and to start early effective

treatment of urine specimens.

Methods: We analyzed 152 urine samples with
UTI complaints were submitted to the microbiology
laboratory between July to November 2015.While
some of the samples were experimentally Gram
stained, some were not.Formal acid extraction
method was applied to urine specimens for direct
bacterial identification with MALDI-TOF MS system.In
this example, the urine culture was also performed
simultaneously. Identification of the colonies in

plaque,which was incubated in media at 37 °C in
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tanimlanmasi MALDI-TOF MS sistemi ile yapilmistir.

direkt  bakteri
tamimlanmasinda, MALDI-TOF MS sisteminin duyarlilig:
%76 olarak bulunmustur. MALDI-TOF MS sistemi ile
ekstraksiyon oncesinde bakteriyel yuki belirlemede,

Bulgular: idrar orneklerinden

Gram boyama yapilmasinin test sonuclarina etkisinin
belirlenmesi amaciyla istatistiksel analiz yapilmistir.
Buna gore Gram boyama uygulamasinin MALDI-TOF MS
sisteminin tam performans1 Uzerine etkisi istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). Kultirde 105 tek
cesit bakteri Uremesi olan orneklerde, direkt ornekten
MALDI-TOF MS ile ve idrar kiiltiirinden MALDI-TOF MS ile
tanimlanan bakterilere bakildiginda; Enterobactericeae,
Enterocuccus faecalis, Staphylococcus aureus ve
Clostridium  striatum’da tanimlama oram yiksek
bulunurken, streptokoklar ve nonfermenter Gram negatif
bakterilerde tanmimlama yapilamamistir. Deneysel olarak
MALDI-TOF MS’in disiik bakteriyel konsantrasyonlardaki
glivenli tammlama diizeyini belirlemek amaciyla; E. coli
ve E. faecalis suslanimn 1x10°, 5x10°, 2x10°, 1,2x10%,
6x10* ve 3x10* kob/mL dilusyonlarn yapilarak MALDI-
TOF MS ile tanimlanmistir. E. coli susu, 1x10°, 5x10° ve
2,5x10° kob/mL diliisyonlarinda, E. faecalis ise sadece
1x10° kob/mL diliisyonda yiiksek diizey gliven araliginda

bulunmustur.

Sonug: Bu calismada, MALDI-TOF MS yonteminin
duyarliigi 10° ve/veya 10° kob/mL tek cesit Gram negatif
bakteritri olan orneklerde yiksek (%76) bulunurken,
karsik veya 10° kob/mL ve altinda bakteriliri veya
candidiri olan orneklerde tammlama yapilamamistir.
Ek olarak MALDI-TOF MS yontemiyle idrar orneginden
direkt bakteri tanimlanmasi oncesinde Gram boyama
uygulamasinin etkinligi arastirilmis ve Gram boyamanin
MALDI-TOF MS sisteminin tanm1 performansina katki
sagladigi ve bu nedenle calismaya alinan 6rneklere Gram
boyama yapilmasi gerektigi distinlilmustiir. Bu yontem,
idrar kilturiinde 10° kob/mL tek bakteri Gremesi olan
hastalarda, klasik kiiltiir yontemine gore daha hizli sonuc
verebilmektedir.

Anahtar Kelimeler: idrar 6rnekleri, MALDI-TOF MS,

idrar kultiirt, tanimlama
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aerobic and 5% CO, for 18-24 hours of incubation,were
performed with the MALDI-TOF MS system.

Results: The sensitivity of direct sample from
MALDI-TOF MS system was found to be 76%.Statistical
analysis was performed to determine whether the
Gram stain had any effect on the bacterial load and
consequently on the identification of the MALDI-TOF
MS system.According to this, there was a significant
difference between Gram staining group and non -
Gram staining group (p<0.001).Higher identification
rates were found in Enterobactericeae, Enterocuccus
faecalis, Staphylococcus aureus and Clostridium
striatum (except streptococci and nonfermenter
Gram negative bacteria), 10° cfu/mL single culture,
MALDI-TOF MS directly from urine culture and MALDI-
TOF MS from urine culture. Experimentally, in order
to determine the safe identification by MALDI-TOF
MS low bacterial concentrations; The E. coli and
E. faecalis strains were identified by MALDI-TOF MS
with1x10°, 5x10% 2.5x10% 1.2x10%6x10* and 3x10*
cfu/mL dilutions. A minimum of 1x10°, 5x10°> and
2x10° cfu/mL were identified to reliable scores for
E. coli strains, while E. faecalis was defined at 1x10°¢
cfu/mL dilution only.

Conclusion: In this study, MALDI-TOF MS method
the sensitivity 10° and / or 10° cfu/mL higher in the
single kind of sample the Gram-mixed or 10° cfu/mL
or less from the sample with bacteriuria and yeast
identification was not possible. It was thought that
Gram stain application determined the bacterial
load before identification of direct urine specimen
with MALDI-TOF MS system and contributed to the
diagnostic performance of MALDI-TOF MS system and
Gram stainings should be done for the samples taken
for this reason. This method is faster in urine culture
with 10° cfu/mL bacterial growth than conventional
culture method.

Key Words: urine samples, MALDI-TOF MS, urine
culture, identification



GIRiS
Eriskin  kadin  ve  erkeklerde bakteriyel
enfeksiyonlarin en sik sebebi goriulme sebebi uriner
sistem enfeksiyonlar (USE) olup, tiim yas gruplarinda
gorulebilmektedir. Diinya genelinde yilda yaklasik
150 milyon USE olgusu gelismekte olup, bunun
tedavi maliyetinin 150 milyar dolar oldugu tahmin
edilmektedir (1).

dipstik testi, boyali-boyasiz mikroskopik inceleme

USE’li hastalarnin tanisi; idrarda

ve kiiltiir ile konmaktadir. Iidrar kiiltiirii tamda altin
standart olmasina ragmen mikrobiyolojik tanimlama
genellikle 24-48 saat surmektedir. Bu zaman zarfinda
hastalara bazen gereksiz yere veya yetersiz dozlarda
ampirik antimikrobiyal tedavi baslanmaktadir (2,3).
Yontem; kiilturde izole edilebilen mikroorganizmalarin
proteomiklerini saptayarak hizli ve glivenilir bir sekilde
tanimlama saglamaktadir (4). Bu calismanin amaci,
idrar orneklerinden MALDI-TOF MS sistemi ile direkt
bakterinin kisa sirede tanimlanarak etkin tedavinin
erken baslanmasina katki saglamak icin yapilmistir.

GEREC ve YONTEM

Hastanemiz  mikrobiyoloji laboratuvarina 01

Temmuz - 30 Kasim 2015 tarihleri arasinda uriner
sistem enfeksiyonu sikayetiyle poliklinik ve servis
hastalarindan gelen 10 mU'lik idrar orneklerinden
bes mL’si MALDI-TOF MS sistemiyle calisilmak Uzere
aynlmistir. Kalan bes mL idrar 6rnegi ise 2000 rpm’de
bes dk. santrifujlenmis ve mikroskopisinde piylri

gorulen idrar ornekleri calismaya alinmistir.

Bu ornekler; bulanik, berrak, kanli veya pihtili olup
olmamasina veya gonderilen bolime bakilmaksizin
rastgele secilmis ve iki gruba aynlmistir. Birinci gruptaki
100 idrar ornegine Gram boyama yapilmazken, ikinci
gruptaki orneklerin 52’sinin Gram boyasinda tek tip
morfolojide bakteri gbzlenmistir. idrar érneklerinden
direkt MALDI-TOF MS sistemi ile bakteri tamimlanmasi
icin bu 152 idrar 6rnegine formik asit ekstraksiyon
metodu uygulanmis ve es zamanl olarak idrar kulturu
de yapilmisti. Bu amacla; idrar ornekleri koyun
kanli ve EMB agar besiyerlerine 10 pL hacimlerde
ekilmistir. 37°C’de aerobik ve %5 CO,’li ortamda 18-24

saatlik inkiibasyondan sonra anlamli Ureme saptanan

plaklardaki kolonilerin tammlanmasi i¢in Once
makroskopik morfolojileri degerlendirilmis daha sonra

koloniler MALDI-TOF MS sistemi ile calisilmistir.

orneklerinden MALDI-TOF MS formik
ile direkt bakteri
tanimlamasi: Her hasta icin bes mL idrar ornegi,

idrar
asit ekstraksiyon metodu
lokositleri uzaklastirmak icin 2.000 rpm’de jelli
biyokimya tiupunde bir dk. sureyle santrifuj edilmis,
ust kisim atilarak, jelde biriken cokelti BD Phoenix
(USA) ID Broth sivist ile iki-lic mL cogaltilarak cok yavas
vortekslenmistir. Kucuk santriflj tuplerine alinarak
13.500 xg’de bes dk santrifuj edilmis, Ust kisim atilarak
dipteki cokelti kisim aspire edilmistir. Elde edilen
¢okelti, 300 pL deiyonize su ve 900 pL absolut etanol
ile 13.500 xg’de bes dk yikanmis, pellet kurutulduktan
sonra, 50 pL %70 formik asit ve 50 pL %100 asetonitril
eklenerek, bir dk sureyle bakteri hiicre bilesenlerinin
ekstraksiyonu yapilmistir. Ekstraksiyon uriinleri 13.500
xg’de bes dk santrifij edilerek Ust kisim, MALDI-TOF
MS ile bakteriyel tamimlama yapilmak uzere MALDI
plateyine uygulanmistir.

MALDI-TOF MS
bakteri
deneysel

ile direkt
tespitinde bakteriyel konsantrasyonun
olarak belirlenmesi: MALDI-TOF MS’nin
en dusik bakteriyel

idrar orneginden

konsantrasyondaki guvenli
tammlama diizeyini belirlemek amaciyla; E. coli ve
E. faecalis suslar1 BD Phoenix (USA) ID Broth sivisi
ile bes mL 0,5 McFarland bulamkligina ayarlanarak;
1x10¢, 5x10%, 2x10%, 1,2x10°%, 6x10% 3x10* kob/mL
dilusyonlarn yapilmis ve formik asit ekstraksiyon
metodu uygulandiktan sonra MALDI-TOF MS (Bruker,

Almanya) sistemi ile calisitmistir.

istatistiksel analiz: Sonuclarin istatistiksel analizi
icin SPSS ver. 24.0 programi kullanilmistir. Ki-kare testi
uygulanarak p<0,05 degeri anlamli kabul edilmistir.
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BULGULAR

Calismaya alinan 152 idrar Orneginin MALDI-
TOF MS ekstraksiyon sonuclar, altin standart olan
kiltiir yontemi ile kiyaslanmis ve veriler Tablo 1’de
ozetlenmistir. Buna gore;

Dogru Negatifler: idrar 6rneginde, MALDI-TOF MS
ile direkt tammlanamayan, idrar kiiltiriinde ureme
olmayan (n:84) ve Urogenital veya cilt florasi Uyesi
bakteri ve patojen bakteri liremesi mevcudiyetinde
karisik bakteri tremesi olup tekrar istenen ornekler
(n:7).

Dogru Pozitifler: idrar kiiltiirinde 105 kob/mL
ve yukarisinda tek cesit bakteri iremesi olup, direkt
ornekten MALDI-TOF MS ile tammlama yapilanlar
(n:25).

Yanlis Negatifler: Kulturde 10* kob/mL ve/veya
10° kob/mL iki veya lic cesit anlamli bakteri Giremesi
olan 23 hasta ile 10° kob/mL bakteri liremesi veya
maya liremesi olan (n:5) ve 10° kob/mL Streptococcus
spp. ve nonfermenter Gram negatif basil tUremesi
(n:8) 13 hasta, MALDI-TOF MS sistemi ile
tanimlanamayanlar.

MALDI-TOF MS ile tanimlanan ancak kiilturde izole
edilemeyen ornek mevcut olmayip, yanlis pozitif
sonug tespit edilmemistir.

olan

152

boyama
uygulanan 52 (%34) ornekte Gram boyamada tek tip
morfolojide bakteri saptanirken deneysel olarak 100

Bununla birlikte calismaya alinan idrar

orneginden rastgele secilerek Gram

(%66) tanesine Gram boyama uygulanmamistir. 52

ornegin idrar kiiltiirii sonuclarina gore; 16 tanesinde
tek tip Gram negatif basil, dokuz tanesinde iki veya
uc cesit 10° kob/mL anlamli treme olup, 21 tanesinde
iireme olmamistir. Uc tanesinin kiiltiirii karisik bakteri
uremesi nedeniyle kontaminasyon olarak cikarilirken
iki tanesinde 10* kob/mL Gram pozitif kok Uremistir.
Bir kiltirde ise 10° kob/mL bakteri Uiremesi olmustur.
Gram boyama yapilan ve yapilmayan orneklerde
MALDI-TOF MS ektraksiyon sonuclari Tablo 2’de
verilmistir. Buna gore; MALDI-TOF MS sistemi ile dogru
pozitif tamimlanan 25 ornekten 10 tanesi, MALDI-
TOF MS sistemi ile dogru negatif olarak tamimlanan
91 ornekten ise 24 tanesi Gram boyama yapilan
gruptadir. idrar drneklerinden MALDI-TOF MS sistemi
ile tammlama oncesinde Gram boyama yapilmasinin
test sonuclarina etkisinin ortaya cikarilmas1 amaciyla
istatistiksel analiz yapilmisti. Buna gore Gram
boyama uygulanan ve uygulanmayan orneklerde
MALDI-TOF MS sonuclar istatistiksel anlamli olarak

farkli bulunmustur (p<0,05).

Calismamizda, 10° tek cesit bakteri Uremelerinde
MALDI-TOF ~ MS
degerlendirildiginde; duyarliigi %76 olarak, ozgiilligu
ise %100 olarak tespit edilmistir (Tablo 3).

sisteminin  tan1  performansi

Kultirde 10° kob/mL tek cesit bakteri Uremesi
olan 33 6rnegin, direkt MALDI-TOF MS ile tanimlama
sonuglart, kiiltlir sonucglar ile karsilastirildiginda;
Enterobactericeae, E. faecalis, S. aureus ve C.
striatum’da MALDI-TOF MS sisteminin tammlama
oraninin yiiksek oldugu gézlenmistir (Sekil 1).

Tablo 1. idrar 6rneklerinden MALDI-TOF MS sistemi ile direkt bakteri tamimlanmasi yonteminin altin standart olan kiiltiir

metodu ile karsilastirilmasi

MALDI-TOF MS Hasta
Saglam

Toplam

Turk Hij Den Biyol Derg

KULTUR
Hasta Saglam
Dogru Pozitifler (A) Yanlis Pozitifler (B)
25 0
Yanlis Negatif (C) Dogru Negatif (D)
36 91
Toplam Hasta Toplam Saglam
(A+C):61 (B+D): 91



Tablo 2. Gram boyamanin MALDI-TOF MS sisteminin tan1 performans iizerine etkisi

Gram boyama yapilan ornekler Gram boyama yapilmayan ornekler

MALDI-TOF MS ile dogru pozitif

.. 10 15
tanimlanan ornekler
MALDI-TOF MS ile dogru negatif

.. 24 67
tanimlanan ornekler
MALDI-TOF MS ile yanhs negatif

.. 18 18
tanimlanan ornekler
Toplam 52 100

Tablo 3. 10° tek cesit bakteri tiremelerinde MALDI-TOF MS sisteminin tan1 performansi
Duyarlilik Ozgiilliik PPD NPD
MALDI-TOF MS 76 100 100 74

PPD:Pozitif Prediktif Deger
NPD: Negatif Prediktif Deger

Direkt Ornekten MALDI-TOF MS Tanimlamasi ile
Kiiltiirden izole Edilen Bakterilerin Tanimlanmasinda
% uyum orani

120
100

4

[ o
L= == R = D = = |
g _

Sekil 1. Direkt ornekten MALDI-TOF MS tanimlamasi ile kiltiirden izole edilen bakterilerin MALDI-TOF MS ile tamimlamasina
gore uyum orani (%)
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Deneysel olarak MALDI-TOF MS’in dusuk bakteriyel
konsantrasyonlardaki giivenli tammlama dlizeyini
belirlemek amaciyla; E. coli ve E. faecalis suslarinin
1x10¢, 5x10°, 2x10%, 1,2x10%, 6x10% 3x10* kob/mL
dilusyonlan yapilarak MALDI-TOF MS ile tanimlama
yapilmistir. Buna gore; E. coli susu, 1x10¢, 5x10°
ve 2x10° kob/mL dilisyonlaninda, E. faecalis ise
sadece 1x10° kob/mL diliisyonda yiiksek diizey gliven

araliginda belirlenmistir.

TARTISMA

USE eriskin kadinlarda ve erkeklerde bakteriyel
enfeksiyonlarin en sik sebebi olup tiim yas gruplarinda
gorulebilmektedir (1). Standart kantitatif idrar
kilturlerinin sonuclanmasi iki-tic gunlik bir zaman
alir ve bu sirede klinisyenler siklikla antimikrobiyal
tedavi baslarlar. Bu antibiyotikler cogu vakada
gereksiz, yetersiz veya gerektiginden daha genis
spektrumlu mikroorganizmalarn kapsayan niteliktedir
(5). MALDI-TOF MS mikrobiyolojide rutinde sik olarak
karsilastigimiz mikroorganizmalarin hizli ve kolay bir
sekilde tammlanmasini saglayan yeni bir yontem olup,
klasik olarak mikrobiyoloji laboratuvarinda kullanilan
konvansiyonel yontemlere alternatif olarak karsimiza
cikmaktadir (6). Bu yontem daha onceden 16S rRNA
gen sekansi ile aynlabilen yakin tiirlerin ayrimini bile
basanyla yapabilmektedir (7). Klinik orneklerden
MALDI-TOF MS sistemi ile direkt bakteri tanimlanmasi,
laboratuvardaki orneklerin alinmasindan birkac saat
sonra klinik acidan yararli sonuclar elde edilmesini
sagladigr icin gelecekte kullamsli yontemler arasinda
yerini alabilir (8). Hem laboratuvar sayisinin hem de
laboratuvarlara gelen ornek sayisinin her gecen giin
artmas1 nedeniyle mikrobiyolojide de laboratuvar
otomasyonuna dogru bir egilim goériilmektedir. MALDI-
TOF MS basit, otomatize, kiitle spektrofotometresinde
ozel deneyim gerektirmeyen, hizli sonug veren, yiiksek
islem hacimli, ucuz bir sistemdir. Her laboratuvar,
tanida kullanilan bu sistemlerden kendine uygun
olanin1 secmekle, daha ekonomik ve dogru taniya
giderek hasta tedavisine katkida bulunabilir (9). Yapilan
calismalara gore idrar orneklerinden direkt tanimlama
icin mikrolitrede 10°> kob/mL ve Uzeri bakteri varligi
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gerekmektedir. Yeterli mikroorganizmanin bulundugu
orneklerde, once yavas sonrasinda hizli santrifij
yapilmak suretiyle etken mikroorganizmalarin
saflasmasi saglandiktan sonra direkt 6rnekten inceleme
yapilabilir (10).

MALDI-TOF MS yontemi ile klinik orneklerden
dogrudan bakteri izolasyonu konusunda yapilan
calismalarabakildiginda; Kohlingveark. (11), tarafindan
USE siipheli ve bakteriyel yiikii belirlenmemis 107 idrar
orneginde, MALDI-TOF MS ile yapilan tammlamada
MALDI-TOF MS sisteminin duyarliigim %60,4 olarak
bulmuslardir. Ayrica MALDI-TOF MS’in performansi
ile ilgili olarak ilgin¢ bir olay tespit edilmistir. Buna
gore alfa defensin isimli peptitlerin idrarda bulunmasi
bakteriyel pikleri baskilamakta ve idrar orneklerinden
dogrudan  tammlamayr  onledigi  belirlenmistir.
Defensin olmaksizin yapilan testlerde ise MALDI-TOF
MS sisteminin direkt idrardan tanimlama duyarliigi
%97,1 olarak tespit edilmistir. Iidrar o6rneklerinde
dogrudan bakteri izolasyonu amaciyla yapilan baska
bir calismada, 10°kob/mL tek cesit bakteri iceren 220
idrar 6rneginde MALDI-TOF MS yontemi ile dogrudan
%91,8 oraninda tur diizeyinde, %92,7 oraninda ise
cins dizeyinde dogru tammlama yapilabilmistir (8).
Cin’de yapilan bir calismada da idrar kulturinde tek
tip 10° bakteri izole edilen orneklerde, MALDI-TOF MS
yontemi ile 430 adet direkt idrar orneklerinden 387
(%90)’ninda dogru tammlama, 44 adet kiiltiirde iki tip
10° bakteri izole edilen orneklerde ise MALDI-TOF MS
yontemi ile direkt idrar orneklerinden 4 (%9)’unda iki
tip bakteri, 20 (%45) ornekte ise iki bakteriden yalnizca
biri tanimlanabilmistir (12). Veron ve ark. (13), %78,9;
Rosselld ve ark. (14), %90, Ihigo ve ark. (15), ise
%89,1 oraninda idrar érneklerinden dogrudan MALDI-
TOF MS sistemi ile duyarlilik bildirmislerdir. Baska bir
calismada, MALDI-TOF MS sisteminin duyartiligin %67,
ozgillliginli %100, negatif prediktif degerini (NPD)
%94 ve pozitif prediktif degerini (PPD) %100 olarak
bulunmustur (16). Calismamizda da MALDI-TOF MS’in
10° tek cesit bakteri liremelerinde duyarliigr %76,
Ozgiilliigii %100, PPD’i %100 ve NPD’i %74 olarak tespit
edilmistir. Sonuclanmiz ¢alismalarla uyumlu oldugu
gorulmustir.



idrar 6rneklerinde MALDI-TOF MS ile tamimlamanin
yapilamadig calismalarda dusuk bakteritri
sebebiyle olusan cokeltinin yetersiz olmasindan
dolay1, MALDI-TOF MS sisteminin tanimlama sinirinin
altinda oldugu diisiiniilmiis ve bu durumlar icin tam
algoritmalari gelistirilmesi sonucuna vanlmistir (14). Bu
nedenle yapilan bir calismada, idrar orneklerine Gram
boyamay1 takiben MALDI-TOF MS yontemi uygulanmis,
kultur sonucuna gore Uuc kisim derecelendirme
yapilmistir. Buna gore Gram boyama ve kultur sonucu
%85,4 ornekte tam uyumlu, %4,6 ornekte kismi uyumlu,
%10 ornekte uyumsuz olarak bulunmus ve Gram
boyamada tek tip morfolojide gorilen ve MALDI-TOF MS
ile calisilan 6rneklerde, %93 oraninda dogru tanimlama
saglanmistir (17). Calismamiza goére Gram boyamanin
bakteriyel yiiku belirlemek ve MALDI-TOF MS sisteminin
tam performansina etkisini arastirmak amaciyla
rastgele sectigimiz ornekler iki gruba ayrilmis ve Gram
boyama uygulanan ve uygulanmayan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur
(p<0,001). Buna gore Gram boyamanin bakteriyel
yiki belirledigi ve MALDI-TOF MS sisteminin tam
performansina katki sagladig1 ve bu nedenle calismaya
alinan orneklere Gram boyama yapilmasi gerektigi
distinilmistir. Yine yapilan bir diger calismada,
dogrudan idrar orneklerine diafiltrasyon metodu ile
birlikte MALDI-TOF MS sistemi beraber uygulanmis
ve sonuclar tirler arasinda farklilk gostermistir. E.

bazi

coli’de 108, 107 ve 10¢ kob/mL orneklerde giivenli (>2),
10° kob/mL’de orta gliven araliginda (1,8) tamimlama
yapilabilirken, Staphylococcus saprophyticus’ta 107
kob/mL’de orta giliven araliginda ve bunun altindaki
miktarlarda ise glivenilir olmayan tanimlama (<1,7)
yapilmistir. Viridans streptekoklarda ve koagiilaz negatif
stafilokok (KNS)’lerde ise 10° kob/mL’de tammlama
yapilamamistir (16). MALDI-TOF MS giivenli tanimlama
skorlamasinin deneysel olarak bakteri tiirleri ve yiikleri
arasindaki farkliligi ortaya koymak amaciyla yapilan
bir calismada; giivenilir tanimlama skoru icin en az
olmasi gereken bakteri yuku; E. coliicin 8x10*kob/mL,
P aeruginosa ve E. faecalis icin ise 1,2x10°> kob/mL
olarak belirlenmistir (8). Deneysel olarak MALDI-TOF
MS’in dusuk bakteriyel konsantrasyonlardaki giivenli

tammlama diizeyini belirlemek amaciyla yaptigimiz
calisma sonucuna gore ise E. coli ve E. faecalis
suslarmin 1x10¢, 5x10°, 2,5x10%, 1,2x10%, 6x104, 3x10%,
kob/mL dilusyonlar1 yapilarak MALDI-TOF MS ile
tanimlamasi yapilmis ve E. coli susu, 1x10°, 5x10° ve
2,5x10° kob/mL dillisyonlarinda, E. faecalis ise sadece
1x10¢ kob/mL diliisyonda yiiksek diizey giiven araliginda
tammlanmistir. Buna gore bu veriler ve MALDI-TOF
MS ile tammlanabilen bakterilerin kiltir sonucuna
gore uyum oranlan goz 6nine alindiginda, idrardaki
bakteriyel yuikiin Gram negatif bakterilerde en az >10°
kob/mL, E. faecalis, S. aureus ve C. striatum’da ise
210 kob/mL olmasi gerektigi distiniilmiistiir.

Yine bazi calismalara gore baz1 spesifik
mikroorganizmalarin MALDI-TOF MS sistemi ile klinik
orneklerden dogrudan izolasyonu konusunda sorunlar
belirtilmistir. Dogrudan pozitif kan kiiltiirlerinde
yapilan calismalarda, protein ekstraksiyonu yapilsa
bile mayalarn tanimlama seviyesi dusuktur (18). Buna
benzer bir durum streptokoklar1 tanimlamak icin de
soylenmistir (17,19). Bununla birlikte calismamizda,
kiltiirde 10° kob/mL tek cesit bakteri tiremesi olan ve
10° kob/mL maya veya nonfermente Gram negatif basil
veya Streptococcus spp. Uremesi olan 13 ornek ve 10*
ve/veya 10° kob/mL iki veya lc cesit bakteri liremesi
olan 23 ornek MALDI-TOF MS ile tammlanamamstir.
Calisma sonuclanmiza ve yapilan calismalara
bakildiginda, MALDI-TOF MS sisteminin nonfermente
Gram negatif basil, Streptococcus spp. ve mayalarin
adlandinlmasinda, tammlamadan kaynaklanan bir
sorun teskil etmesi nedeniyle cok yeterli olmadigi
gozlenmistir.

Sonuc olarak; bu calismada MALDI-TOF MS
yonteminin duyarliigi 10° ve/veya 10° kob/mL tek
cesit Gram negatif bakteriuri olan orneklerde yuksek
bulunurken, karnsik veya 10° kob/mL ve altinda
bakteriuri veya candidiiri olan 6rneklerde tanimlama
yapilamamistir. Bu nedenle, MALDI-TOF MS sistemi ile
idrar orneginden direkt bakteri tamimlama Gncesinde
Gram boyama uygulamasinin etkinligi arastirilms ve
istatistiksel olarak (p<0,001) MALDI-TOF MS sisteminin
tanm performansina katki sagladigi ve bu nedenle
calismaya alinan orneklere Gram boyama yapilmasi
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gerektigi kanaatine varilmisti. Bu yontem ile idrar
kultirinde 10° kob/mL tek cesit bakteri uremesi
olan hastalarda klasik kiiltur yontemi icin harcanacak
olan 24 saatlik siire yerine 2-3 saat icinde klinisyene
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