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Matriks ile  Desteklenmis Lazer
Desorpsiyon/iyonizasyon Ucus Zamani
Kitle Spektrometresi (MALDI-TOF MS)
son yillarda  mikroorganizmalarin
tanimlanmasinda kullanilan yeni, hizli
bir yontemdir.

Bu sistem klasik olarak; kultir
plaginda Uretilen bakteri veya mantar
kolonisinden etkeni dakikalar
icerisinde tanimlayabilmektedir.

Sistemin bakteri izolatlarinda bildirilen
duyarhlik ve ozgullik degerleri %84-
%95, maya izolatlarinda ise %85-%100
arasinda degismektedir.

mumgﬂliux




Son yayinlarda, MALDI-TOF MS yontemi kullanilarak klinik érnekten etkenin direkt
olarak tanimlanmasi icin ¢calismalar artmaktadir.

Bu konuda en fazla ¢alisma kan ve idrar 6rneklerinden yapilmistir.

Yayimlanmis calismalarda; MALDI-TOF MS ile >10” m.o/ml iceren kan kaltir
orneklerinde 2%80 etkenlerin dogru tanimlandigi bildirilmektedir.

Kan ve idrar ornekleri disinda direkt steril vucut sivisi (SVS) érneklerinden yapilan
calismalar kisitli sayida ve elde edilen sonuclar degisken 6zelliktedir.



AMAC

Calismamizda, kan ve idrar disi steril
vicut sivisi (SVS) orneklerinde bulunan
etkenlerin MALDI-TOF MS sistemi ile
direkt olarak tanisinin yapilmasi
amaclanmistir.




GEREC VE YONTEM

Laboratuvarimiza gonderilen SVS &rnekleri MALDI-TOF
MS sistemi ve standart kiltar yontemleri ile
degerlendirildi.

Orneklerin secimi:

Calismamiza; hastanemiz tibbi mikrobiyoloji
laboratuvarina Mart - Agustos 2016 tarihleri arasinda
gonderilen beyin omurilik sivisi (BOS), safra, parasentez,
eklem sivisi gibi steril viicut sivilari dahil edilmistir.

Calismaya alinan ornekler konvansiyonel yontemler ile
kiltir islemine alinarak enfeksiyon etkenleri tanimlandi.

Ayrica MALDI-TOF MS sistemi ile direkt klinik drnekler
degerlendirildi.




GEREC VE YONTEM

Konvansiyonel yontemlerle bakterilerin
tanimlanmasi:

e Laboratuvarimiza gonderilen beyin omurilik
sivisi, safra, parasentez, eklem sivisi gibi
steril vicut sivi 6rneklerinden %5 koyun
kanli agar, cikolata agar ve EMB (Eosin
Methylene Blue) agara ekim yapildi.

e Plaklar 35°C’de, aerobik ve %5 CO2’li
ortamlarda 24-48 saat inklibe edildi.




Ureyen mikroorganizmalar
oncelikle koloni morfolojisi,
Gram boyama gibi
konvansiyonel yontemler ile
tanimlandi.




GEREC VE YONTEM

Steril Viicut Sivilarinin MALDI-TOF MS’a Hazirlanmasi (VITEK-MS,
BioMerieux)

e Klinik 6rnekler lI6kositleri uzaklastirmak icin 2000 rpom’de 30 sn santrifj edildi.

* Slpernatan kisim baska bir tipe alinarak 13.500 rpm’de 5 dk tekrar santriflij edild.i.
Supernatan kisim atilarak pellet kisim aspire edildi.

* Bu sayede ortamda kalan kan hiicresi bilesenleri de uzaklastiriimis oldu.

* Elde edilen pellet, 300 ul deiyonize su ve 900 pl absolut etanol ile 13.500 xg’de 5
dk yikandi.
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Pellet kurutulduktan sonra, 50 ul %70 formik asit ve 50 pl %100 asetonitril
eklenerek, 1 dk sireyle bakteri hlicre bilesenlerinin ekstraksiyonu yapildi.

Ekstraksiyon urtnleri 13.500 xg’de 5 dk santrifij edildi ve stipernatan, Maldi-tof
MS’de bakteriyel identifikasyon yapilmak (izere MALDI plate’ine uygulandi.




GEREC VE YONTEM

Verilerin degerlendirilmesi

e isleme alinan SVS Kklinik érneklerinden kiltiirde treme olanlarin sonugclar ile
MALDI-TOF MS sistem sonuclari karsilastirildi.

e Bakteriyel kilttur temel tani yontemi olarak kabul edilip, MALDI-TOF MS sisteminin
sonuclari karsilastirilarak degerlendirildi.
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SONUCLAR

Alt1 ayhk sirede degerlendirilen 563 SVS 6rneginin 72’sinin kultirinde Ureme
oldu.

Ureme olan klinik érneklerden 37’si BOS, 22’si parasentez, 12’si eklem sivisi, 1’i
safra idi.

izole edilen etkenler sirastiile;
— 20 A. baumannii, 5 P. aeruginosa, 3 K. pneumoniae, 3 E. coli,

— 4 Enterococcus faecium, 7 S. aureus, 20 KNS ve 5 Candida spp. Uredi.

Bes kultlirde ise birden fazla gram negatif bakteri Gredi.



SONUCLAR

MALDI-TOF MS ile direkt klinik 6rnekten yapilan degerlendiriimede, kiltirde
ureyen 31 gram negatif etkenin 23’G dogrulandi.

Gram pozitif etkenden ise sadece 4 E. faecium kiltirle tam uyumlu olarak
dogrulandi.




SONUCLAR

A. baumannii %79 %98.1 %93.7 %93 %93.1
P. aeruginosa %50 %100 %100 %97.1 %93.1
K. pneumoniae %100 %100 %100 %100 %100

E. coli %100 %100 %100 %100 %100

Gram negatif m.o %79.3 %95.4 %92 %87.5 %89

S. aureus - - - - -
E. faecium %100 %100 %100 %100 %100

Gram pozitif m.o %13.3 %97.7 %80 %61.8 %63




TARTISMA

*  MALDI-TOF MS; kiltir ortaminda Uretilen
bakteri ve mayalar hizli tespit edilerek, etkili
sonuclar veren bir yontem olarak karsimiza
ctkmaktadir.

e Bu yontem ile kiltlirde Uuretilen etkenler
birka¢ dakika icerisinde tanimlanirken,
direkt  klinik  6rnekten identifikasyon
genellikle 2 saat gibi kisa bir silrede
yapilabilmektedir.

e SVS orneklerinde enfeksiyon etkenlerinin
hizli tespiti, hastalarin yonetim suresini =
kisaltmak amaciyla 6nemlidir. '



TARTISMA

MALDI-TOF MS hizli tanimlama yapabilmesi nedeni ile konvansiyonel ve otomatize
tanimlama yontemlerine bir alternatif olarak karsimiza cikmaktadir.

Literatlrde direkt klinik 6rnekten MALDI-TOF MS ile identifikasyon genellikle kan
ve idrar orneklerinde bildirilmektedir.

Yapilan calismalarda idrar 6rneklerinden Veron ve ark(4) %78.9, Rossello ve ark(7)
%90, Inigo ve ark(8) ise %89.1 oraninda duyarllik bildirmislerdir.

Kan kultlir 6rneklerinde ise Robinson ve ark(9) %91, Schubert ve ark(10) %86.3,
Barnini ve ark(3) Gram negatif bakterilerde %100, gram pozitif bakterilerde %96
oraninda duyarlilik belirlemislerdir.



TARTISMA

Calismamizda SVS orneklerinin direkt MALDI-TOF MS ile incelenmesi sonucunda
gram negatif bakterilerde duyarhliginin yiksek oldugu gozlenmistir.

izole edilen gram negatif bakterilerin tamami irdelendiginde duyarlilik %79.3 olarak
belirlendi.

Ozellikle K. pneumoniae ve E. coli suslarinda duyarllik %100 olarak saptand..
Gram pozitif bakterilerde ise sadece 4 E. faecium direkt olarak 6rnekten belirlendi.

Kaltirde Uretilen S. aureus ve KNS’lar ile Candida spp.izolatlarinin direkt drnekten
MALDI-TOF MS ile incelenmesinde, sonuc elde edilememistir.

Benzer sekilde, birden fazla gram negatif bakteri lUreyen bes kiltlirde sonucg
alinamamastur.



TARTISMA

Gram pozitif bakterilerin ve mayalarin belirlenememesi 6rnek alimi sirasinda
olusan cilt kontaminasyonundan ve buna bagli olarak drnekte birden fazla bakteri
olabileceginden,

veya klinik drneklerin az miktarda bakteri ihtiva etmeleri ve alinan 6rnek miktarinin
yetersiz olmasindan kaynaklanabilecegi diisiincesindeyiz.



TARTISMA

Bu sonuclar bize yeterli miktarda ve cilt florasi ile kontamine edilmeden alinan SVS
orneklerinde enfeksiyon etkenlerinin hizli bir bicimde MALDI-TOF MS ile
tanimlanmasinin mimkun olabilecegini géstermektedir.

Ayni gin hatta birkac saat icinde enfeksiyon etkeninin tanimlanmasi, bize daha
erken ve etkin antibiyotik seciminde avantaj saglayacaktir.

Gelecekte klinik 6rneklerden direkt identifikasyon icin protokollerin gelistirilmesi
ile MALDI-TOF MS konvansiyonel ve otomatize bakteri tanimlama yontemlerinin
yerini alabilecek bir yontem olma potansiyeli gostermektedir.
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