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ÖZET
Amaç: Son yıllarda Candida türlerine bağlı enfeksiyon oranların-
da artış gözlenmesi ve antifungal duyarlılık sonuçlarının türlere 
göre farklılıklar sergilemesi gibi nedenlerle, Candida izolatlarının 
hızlı ve doğru bir şekilde tür düzeyinde tanımlanması gerekli hale 
gelmiştir. Bu çalışmada, MALDI-TOF MS yönteminin, geleneksel 
ve moleküler yöntemler ile tür düzeyinde tanımlanmış ve uzun 
süre -20°C’de saklanmış Candida klinik izolatlarını tanımlamada-
ki etkinliğini araştırmak amaçlanmıştır. 

Gereç ve Yöntem: Çalışmaya, 10 yıldan daha uzun süredir 
-20°C’de saklanan, canlandırma işlemi yapılmamış ve API® ID 
32C, CHROMagar Candida ile PCR-RFLP gibi çeşitli yöntemlerle 
tanımlanmış 28 Candida izolatı dahil edildi. İzolatlar yeniden pa-
sajlandı ve MALDI-TOF MS ile analiz edildi. Daha önce tür düze-
yinde tanımlanamayan bir izolat ile MALDI-TOF MS skoru düşük 
olan diğer bir izolat ITS dizileme ile analiz edildi. Ayrıca çalışma 
izolatlarımız ile rutin kültürlerden izole edilmiş 57 Candida suşu-
na ait MALDI-TOF MS skorları karşılaştırıldı.

Bulgular: MALDI-TOF MS analizinde 11 (%39,3) izolat için tür 
düzeyinde ve 15 (%53,6) izolat için cins düzeyinde güvenilir ta-
nımlama elde edilirken, iki izolat güvenilir tanımlama sınırlarının 
dışında kalmıştır. Çeşitli yöntemlerle ile tanımlanan 28 izolatın 
tamamında, MALDI-TOF MS yöntemi ile farklı skorlar elde edilse 
de tür düzeyinde doğru tanımlama yapılmıştır.

Sonuç: MALDI-TOF MS uzun süre saklanmış stok Candida izo-

ABSTRACT
Objective: In recent years, the rapid and accurate identifica-
tion of Candida isolates at species level has been of great im-
portance for reasons such as increased incidence of infections 
due to Candida species and differing antifungal susceptibilities 
by species. Herein, we aimed to investigate the efficacy of the 
MALDI-TOF MS method in the identification of Candida clinical 
isolates stored at -20°C for years. 

Material and Method: Twenty eight Candida strains stored at 
-20°C for more than 10 years without any recultivation and iden-
tified by various methods such as API® ID 32C, CHROMagar 
Candida and PCR-RFLP were included in the study. Isolates were 
subcultured and analysed by MALDI-TOF MS. An unidentified 
isolate at the species level previously and another isolate with 
low MALDI-TOF MS score were analyzed by ITS sequencing. Ad-
ditionally, MALDI-TOF MS scores of 57 Candida strains isolated 
from routine cultures were compared with study isolates.

Results: Of them, 11 (39.3%) isolates were identified at the spe-
cies level and 15 (53.6%) were identified at the genus level, while 
two isolates were outside the reliable identification limits by 
MALDI-TOF MS. MALDI-TOF MS yielded an accurate identifi-
cation at the species level in all 28 isolates identified by various 
methods even though different scores were obtained. 

Conclusion: MALDI-TOF MS is a cost effective, easy to use, 
fast and reliable method compared with the conventional and 
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GİRİŞ

İnvaziv mantar enfeksiyonlarının görülme sıklığı, bu enfek-
siyonlar için risk altındaki bireylerin sayısındaki artış nede-
niyle önemli ölçüde artmıştır (1). Candida türleri tüm has-
tane kaynaklı invaziv mantar enfeksiyonlarının en yaygın 
nedenidir ve yaklaşık %75-88’inden sorumludurlar. Risk 
altındaki hastalarda neden oldukları fırsatçı enfeksiyonlar 
nedeniyle önemli morbidite ve mortalite sebebidirler (2, 
3). Candida türleri özellikle geniş spektrumlu antimikro-
biyal ilaçlarla tedavi edilen, kalıcı vasküler kateteri bulu-
nan, parenteral nütrisyon ile beslenen, abdominal cerrahi 
uygulanmış ve immünosüpresif tedavi altındaki yoğun 
bakım ünitelerinde tedavi gören hastalarda kan dolaşımı 
enfeksiyonlarının önde gelen nedenleri arasındadır (4). 
Nozokomiyal kan dolaşımı enfeksiyonlarında, en sık kar-
şılaşılan tür Candida albicans (C. albicans) olmak üzere, 
Candida türleri dördüncü veya beşinci sırada yer almak-
tadır (3, 5). C. albicans hala kandidemiye neden olan en 
yaygın Candida türü olmasına rağmen, son yıllarda, farklı 
antibiyotik duyarlılık profillerine sahip albicans dışı Can-
dida türlerinin görülme sıklıkları artma eğilimindedir (1, 
6, 7). Kandidemiyle ilişkili mortalite oranlarının yüksekliği 
(%34-40) ve atfedilebilir ölüm oranlarındaki yüksekliğin 
uygun antifungal tedavinin gecikmesiyle ilişkilendirilmiş 
olması, tür düzeyinde tanının hızlı ve doğru olarak yapıl-
masını kritik derecede önemli kılmaktadır (5, 8).

MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption Ioni-
zation-Time of Flight Mass Spectrometry) yöntemi, son 
zamanlarda klinik laboratuvarlarda mikroorganizmala-
rın tanımlanması amacıyla kullanımı gittikçe yaygınlaşan 
bir analitik yöntemdir (9). Protein profillerini analiz ede-
rek bakteri ve mantarları da içeren çeşitli mikroorganiz-
maları tanımlamak için kullanılan hızlı bir yöntem olan 
MALDI-TOF MS 1980’lerin ortalarında geliştirilmiş ve 
1990’ların ortalarında ise mikrobiyolojik tanımlamalar için 
kullanılmaya başlanmıştır (8, 9). Bu yöntem ile bakteri 
veya mayaların tanımlanması, kütle spektrumlarının ölçül-
mesini ve elde edilen verilerle mevcut veri tabanı (refe-
rans kütüphanesi) üzerindeki veriler arasında bir karşılaş-
tırma yapılması ve kütle spektrumları arasındaki en yakın 
eşleşmeye göre tür veya cins düzeyinde sonuç alınması 
prensibi ile yapılmaktadır (9, 10). Moleküler ağırlıkları 
2000 ila 20000 Da arasında değişen ribozomal protein-
lerin biyo-belirteçler olarak kullanıldığı proteomik profil 
analiz temelli bu sistemle, birbiri ile yakın ilişkili olan ve 

sadece moleküler yöntemlerle birbirlerinden ayırt edile-
bilen Candida türlerinin bu fizikokimyasal metotla da hızlı 
ve güvenilir bir şekilde ayırt edilebildiği bildirilmiştir (8). 
Yöntem, kullanılan referans kütüphanesinin genişliği ve 
derinliği ile doğrudan ilişkili olarak bazı izolatları düşük 
skorla tanımlayabilmekte veya kabul edilebilir düzeyde 
tanımlayamamaktadır ve bu durum yöntemin önemli bir 
kısıtlılığı olarak karşımıza çıkmaktadır (10). 

Bu çalışmanın amacı, laboratuvarımız stok kültür koleksi-
yonunda bulunan, 10 yılı aşkın bir süredir çözdürme işle-
mi yapılmamış, klasik fenotipik ve moleküler yaklaşımlarla 
tür düzeyinde tanımlamaları ayrıntılı olarak yapılmış olan 
klinik Candida izolatlarında MALDI-TOF MS analizinin et-
kinliğini değerlendirmektir.

GEREÇ VE YÖNTEM

Çalışmaya hastane enfeksiyonu etkeni olarak izole edilen 
ve geleneksel ve moleküler yöntemlerle tanımlandıktan 
sonra 10 yıldan daha uzun bir süredir laboratuvarımızda 
-20°C’lik derin dondurucuda stoklanan 28 Candida izo-
latı dahil edilmiştir. Çalışma için Sağlık Bilimleri Üniver-
sitesi Girişimsel Olmayan Araştırmalar Etik Kurul onayı 
alınmıştır (Etik kurul onay numarası: 19/271). İzolatların 
önce steril Sabouraud dekstroz sıvı besiyerine ekimleri 
yapılmış ve 37°C’lik etüvde, 48-72 saat inkübasyonu taki-
ben Sabouraud dekstroz agar (SDA) besiyerine tek koloni 
pasajları yapılmıştır. Çalışma izolatlarının geçmiş dönem 
tanımlanmasında germ tüp testi, klamidospor oluşturma, 
API® ID 32C (BioMerieux, Fransa) ve CHROMagar Candi-
da (CAC; BBL, Fransa) besiyeri kullanımı gibi yöntemlerin 
yanı sıra, moleküler yaklaşım olarak PCR-RFLP (Restricti-
on fragment length polymorphism) metodu kullanılmıştır. 
PCR-RFLP yönteminde ITS gen bölge ürünleri Msp I (Si-
bEnzyme®, Rusya) ve Bln I (Roche Diagnostics®, Alman-
ya) enzimleri ile kesilerek agaroz jelde yürütülmüş ve UV 
ışık altında görüntülenmiştir.

MALDI-TOF MS analizi
MALDI-TOF MS analizi izolatların doğrudan Sabouraud 
agar plakalarından elde edilen taze kültürlerinden yapıl-
mıştır. Candida izolatlarının bir günlük ve iki günlük kül-
türlerinden alınan koloniler 96 noktalı paslanmaz çelik 
plaka üzerine sürüldü. Plaka üzerinde ekstraksiyon, her 
noktanın 1 μl %70’lik formik asit çözeltisi ile kaplanması 
ve numunelerin 5 dakika boyunca kurumaya bırakılma-

latlarının tanımlanmasında geleneksel ve RFLP gibi moleküler 
yöntemler ile kıyaslandığında kolaylıkla kullanılabilecek, düşük 
maliyetli, hızlı ve güvenilir bir yöntemdir. Çalışmaya alınan izo-
latlar sınırlı sayıda olmakla birlikte, MALDI-TOF MS ile yapılan 
analizlerde Candida türleri için alınan düşük skor değerlerinin 
tanımlamada yararlı olabileceğini düşünüyoruz.

Anahtar Kelimeler: Candida, MALDI-TOF MS, tanımlama

molecular methods for identification of stock Candida isolates 
preserved for many years. In conclusion, although a limited num-
ber of stock Candida isolates were included in the study, low 
identification scores for Candida isolates may be valuable in the 
MALDI-TOF MS analysis.

Keywords: Candida, MALDI-TOF MS, identification 
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sıyla gerçekleştirildi. Daha sonra her bir numuneye 1 µl 
CHCA matrisi (α-siyano-4-hidroksisinamik asit) pipetlen-
di ve MALDI-TOF MS ile analiz öncesi havada kurutuldu. 
Kuruma sonrası plaka MALDI-TOF kütle spektrometrisi 
cihazına (Bruker, Almanya) yüklendi. Spektrum analizi 
için Bruker Biotyper 3.1 yazılım programı ve kütüphanesi 
(versiyon 4613) kullanıldı. Üretici firma talimatlarına göre 
skoru ≥2,0 olan örnekler tür düzeyinde kabul edilebilir ta-
nımlama, ≥1,7 ile 2,0 arasında olanlar cins düzeyinde ba-
şarılı tanımlamalar olarak yorumlanırken, skoru <1,7 olan 
örnekler ise tür veya cins düzeyinde başarısız identifikas-
yon olarak kabul edilmektedir. 

Dizi analizi
PCR-RFLP ve geleneksel yöntemlerle tür düzeyinde ke-
sin tanımlaması yapılamayan bir izolat ile MALDI-TOF MS 
ile yapılan ilk tanımlamada başarısız olunan bir izolat için 
sekans analizi yapıldı. ITS1 (F) 5`-TCCGTAGGTGAACCT-
GCGG-3` ve ITS4 (R) 5`-TCCTCCGCT TATTGATATGC-3` 
primerleri kullanılarak her iki izolatın intergenic spacer 
gen bölgeleri termal döngü cihazı kullanılarak çoğaltıl-
dı ve çoğaltılan PCR ürünleri sekanslandı. Her bir izolat 
için Bioedit yazılım programı ile düzenlenen DNA dizileri 
GenBank BLAST, NCBI (National Center for Biotechno-
logy Information) veri tabanı üzerinde yapılan sekans ana-
lizi ile değerlendirildi.

Veri analizi
MALDI-TOF MS ile farklı tarihlerde yapılan analizler-
de elde edilen sonuçların yanı sıra, başarısız tanımlama 
ile sonuçlanan okumalarda cihazın belirttiği olası tür ve 
cinslere ait skorlar da incelenerek bu sonuçlar stoklama 
öncesi yapılan moleküler ve geleneksel yöntem sonuçları 
ile karşılaştırıldı. Temel istatistiksel hesaplamalar yapılarak 
sonuçlar %95 güven aralığında, anlamlılık ise p<0,05 dü-
zeyinde değerlendirildi.

BULGULAR

Çalışmaya alınan ve stoklanmadan önce geleneksel ve 
moleküler yöntemlerle tanımlaması yapılan 28 stok Can-
dida izolatın tür dağılımı Tablo 1’de gösterilmiştir. Tablo 
1’de 28 numarada belirtilen izolat, geçmiş yıllarda tanım-
laması tam olarak yapılamadığı için stoklarda C. lusitaniae 
veya C. intermedia şeklinde inkomplet olarak tanımlanan 
bir izolat şeklinde yer almış ve MALDI-TOF MS yöntemi 
ve dizi analizi sonucunda bu türün C. haemulonii olduğu 
saptanmıştır.

MALDI-TOF MS yöntemi ile bazı izolatlar için en az iki ek 
tanımlama yapılmasına gerek duyulmasına rağmen en 
son değerlendirme sonuçlarına göre, iki izolat (Tablo 1; 4 
ve 20 numaralı) hariç izolatların 26’sı için 1.7 skor değeri-
nin üzerinde sonuç elde edilirken, iki izolat için tanımlama 
skorları bu değerin altında kalmıştır. Bu izolatlardan biri 
(Tablo 1; 4 numaralı izolat) ilk okuma sırasında tanımlana-
mazken, ikinci okumada 1.644 skoru ile C. albicans olarak 

tanımlanmış, ikinci okumada MALDI-TOF MS sisteminin 
yaptığı eşleştirmeler ile sunduğu ardışık ilk 9 olasılığının 
tümü C. albicans olarak bulunmuştur. Diğer izolat (Tablo 
1; 20 numaralı izolat) ise geçmiş yıllarda API® ID sistemi ve 
PCR-RFLP ile daha önce C. parapsilosis olarak tanımlan-
mış olmasına rağmen, MALDI-TOF MS ile 1.697 tanımla-
ma skoru alınmış ve MALDI-TOF MS sisteminin bu izolat 
için sunduğu olasılıkların ardışık ilk 17’si C. parapsilosis 
olarak bulunmuştur. 

Yukarıda bahsedilen iki izolat haricinde daha önce gele-
neksel ve moleküler yöntemler ile tam olarak tanımlana-
mayan bir tür için (Tablo 1; 28 numaralı izolat) MALDI-TOF 
MS yöntemi ile de ilk okumada başarısız sonuç elde edil-
miştir. İlk iki skor 1.604 ve 1.594 olarak bulunmuş ve ilk 
10 olasılıktan sekizi C. haemulonii olarak elde edilmiştir. 
Bu izolat için önceki API® ID 32C ile elde edilen iki ayrı 
okuma sonuçlarında 24. saatteki okumada “unacceptab-
le profile” olmak üzere olası tür tanımlamaları C. sake, 
C. globosa ve C. melibiosica, 48. saatteki okumada yine 
“unacceptable profile” olarak olası tür tanımlamaları C. 
intermedia, C. lusitaniae, C. sake, C. melibiosica olarak 
belirlenmişti. PCR-RFLP ile elde edilen bant büyüklükleri-
nin C. intermedia ve C. lusitaniae için olanlara yakın olma-
sı nedeni ile bu tür daha önce kesin olmayacak biçimde C. 
intermedia veya C. lusitaniae olarak tanımlanmıştı. Elde 
edilen sonuçların kesin olmaması nedeniyle bu izolat için 
dizi analizi yöntemi uygulanmış ve ITS1 - ITS4 gen böl-
gesi sekans dizisinin GenBank BLAST değerlendirmesi 
sonucunda bu izolat C. haemulonii olarak tanımlanmıştır 
(GenBank: KU896954.1). Bu izolatın ilk değerlendirmeden 
15 gün sonra yapılan yeni pasajlarının MALDI-TOF MS 
analizinde ise skor 1.990 olarak bulunmuş ve ilk on ardışık 
olasılığın C. haemulonii olduğu görülmüştür. 

MALDI-TOF MS analizinde sorun yaşanan bir diğer tür bir 
C. albicans izolatı (Tablo 1; 1 numaralı izolat) olmuştur. Bu 
izolat geleneksel ve moleküler yöntemlerle daha önce C. 
albicans olarak tanımlanmıştı. İzolat ilk okuma sırasında 
tanımlanamazken ikinci okumada 1.635 skor ile sistemin 
sunduğu ardışık ilk altı olasılığın beşi C. albicans olarak ve-
rilmiştir. MALDI-TOF MS analizinin kriterleri karşılamaması 
nedeni ile bu izolat için de dizi analizi yöntemine başvu-
ruldu ve izolatın ITS1 - ITS4 gen bölgesi sekans dizisinin 
GenBank BLAST ile değerlendirilmesi sonucunda C. albi-
cans için uyumlu olarak bulundu (GenBank JN606277.1). 
Bu izolatın ilk okumalardan 15 gün sonra ve yeni pasajları 
kullanılarak yapılan MALDI-TOF MS analizlerinde ise ta-
nımlama skoru 1.708 olan ve ilk 10 ardışık olasılığın C. albi-
cans olduğu tanımlama sonucu elde edilmiştir.

Çalışmamız suşları ile rutin labortuvar kültürlerinden izole 
edilmiş çeşitli türde 57 Candida izolatına ait MALDI-TOF 
MS tanımlama skorları karşılaştırdığımızda, çalışma izolat-
larının tanımlama skorları genel olarak rutin laboratuvar 
izolatlarımızın tanımlama skorlarına göre daha yüksek 
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değerlerde bulundu. Ayrıca rutin laboratuvar izolatları ile 
karşılaştırıldığında çalışma izolatlarının tanımlama skorla-
rının ATCC standart suşların tanımlama skorlarına daha 
yakın değerlerde olduğu görüldü (Tablo 2). 

TARTIŞMA

Sayıları 200’e ulaşan ve yirmiden fazla türü insan enfek-
siyonları ile ilişkili olan Candida türlerinin tür düzeyinde 
tanımlanmasında duyarlılıkları, tanımlama spektrumları, 

maliyetleri, tanımlama süreleri, iş gücü ve özel cihaz ve 
yetişmiş personel gereksinimleri önemli ölçüde değiş-
kenlik gösteren çok sayıda farklı yöntem kullanılmaktadır 
(7, 8, 12, 13). Albicans dışı Candida türlerinin görülme sık-
lığındaki artış ve antifungal direnç profilinin türlere göre 
değişkenlik göstermesi, mortalite oranlarında azalma ile 
ilişkili olduğu gösterilen antifungal tedaviye erken baş-
lanması açısından, tür düzeyinde tanımlamanın hızlı ve 
doğru olarak yapılmasının önemini artırmıştır (14, 15). 

Tablo 1: Moleküler ve geleneksel yöntemlerle tiplendirme sonuçları ve MALDI-TOF MS verileri.

Nu.
Tüm yöntemlere 
göre tanımlama

Klinik 
örnek

Germ 
tüp CAC

API ID 
32C

PCR 
RFLP 

(bln-1)+

PCR 
RFLP 

(msp-1)
MALDI-TOF 

MS
Dizi 

analizi

1 C. albicans idrar A A A A A 1.708 (A)** A

2 C. albicans kan A A A A A 1.937 (A) -

3 C. albicans kan A A A A A 2.077 (A) -

4 C. albicans kan A A A A A 1.644 (A)* -

5 C. glabrata idrar non-A G G - G 1.99 (G) -

6 C. glabrata idrar non-A G G - G 2.096 (G) -

7 C. glabrata idrar non-A G G - G 2.287 (G) -

8 C. glabrata idrar non-A G G - G 2.057 (G) -

9 C. glabrata yara non-A G G - G 2.06 (G) -

10 C. parapsilosis kan non-A diğer*** P - P 2.072 (P) -

11 C. parapsilosis kan non-A diğer*** P - P 1.917 (P) -

12 C. parapsilosis kan non-A diğer*** P - P 1.929 (P) -

13 C. parapsilosis kan non-A diğer*** P - P 2.134 (P) -

14 C. parapsilosis kan non-A diğer*** P - P 1.816 (P) -

15 C. parapsilosis kan non-A diğer*** P - P 1.782 (P) -

16 C. parapsilosis kan non-A diğer*** P - P 2.065 (P) -

17 C. parapsilosis v.kat. non-A diğer*** P - P 1.983 (P) -

18 C. parapsilosis v.kat. non-A diğer*** P - P 1.768 (P) -

19 C. parapsilosis kan non-A diğer*** P - P 1.995 (P) -

20 C. parapsilosis kan non-A diğer*** P - P 1.697 (P) -

21 C. parapsilosis kan non-A diğer*** P - P 1.807 (P) -

22 C. parapsilosis yara non-A diğer*** P - P 1.858 (P) -

23 C. tropicalis idrar non-A T T - T 1.776 (T) -

24 C. tropicalis kan non-A T T - T 1.781 (T)* -

25 C. tropicalis kan non-A T T - T 2.026 (T) -

26 C. tropicalis v.kat. non-A T T - T 2.033 (T) -

27 C. krusei balgam non-A K K - K 2.052 (K)* -

28 C. haemulonii kan non-A diğer*** ? - ? 1.990 (H)** H

Kısaltmalar: A: C. albicans. non-A: C. albicans dışı, C. dubliniensis ve C. africana dışı (germ tüp oluşturmayan) türler. G: C. glabrata.
H: C. haemulonii K: C. krusei. P: C. parapsilosis. T: C. tropicalis. CAC: CHROMagar Candida. v.kat.: Vasküler kateter.
*Katı besiyerine ikinci pasaj sonrası elde edilen okuma sonucu. **İlk iki pasaj sonrası yapılan okumalar başarısız olunca, izolatlar ikinci kez sıvı 
besiyerine ve sonrasında katı besiyerine pasajlanarak okutuldu.
***C. albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata ve C. kefyr dışındaki bir tür. + bln-1 restriksyon enzim analizi yalnızca
C. albicans ve C. dubliniensis ayrımı için kullanılmıştır.
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Bu çalışmada geleneksel yöntemler, API® ID 32C gibi yarı 
otomatize bir sistem ve PCR-RFLP gibi moleküler yön-
temler ile önceden tanımlanarak stoklanan 28 Candida 
izolatının daha sonra canlandırılarak MALDI-TOF MS ile 
analizi değerlendirilmiştir. Daha önceki çalışmalarla tür 
düzeyinde tanımlanamamış veya MALDI-TOF MS tanım-
lama skoru güvenilir aralıkta olmayan izolatların ITS gen 
bölgesi dizi analizi de yapılarak MALDI-TOF MS sonuçla-
rıyla karşılaştırılması amaçlanmıştır. 

Çalışmanın sonuçlarına genel olarak baktığımızda germ 
tüp testi, klamidospor oluşturma, API® ID 32C ve CH-
ROMagar Candida besiyerindeki koloni görünümü gibi 
geleneksel yöntemler ve 3 farklı primer ve iki farklı en-
zimin kullanıldığı PCR-RFLP yöntemlerinin tümü ile kar-
şılaştırıldığında MALDI-TOF MS tanımlama sisteminin 
maliyet-etkinliği ve tür spektrumunun genişliği ile bu yön-
temlerin bir adım önünde olduğunu görüyoruz. Bahsedi-
len diğer yöntemlerle tür düzeyinde tanımlanamayan ve 
MALDI-TOF MS ile C. haemulonii olarak tanımlanan izo-
latın dizi analizi verileri MALDI-TOF MS analiziyle alınan 
sonucu doğrulamıştır. Ribozomal proteinlerin biyo-belir-
teç olarak kullanıldığı proteomik temelli bir yöntem olan 
MALDI-TOF MS’in birbirine genetik olarak çok yakın olan 
Candida türlerini dahi ayırt etmede oldukça güvenilir ol-
duğu literatürde bildirilmektedir (8, 16, 17) Sahip olduğu 
dirençli profil nedeniyle son yıllarda dünya genelinde tür 
düzeyinde tanımlanmasının önem kazandığı C. auris’in 
MALDI-TOF MS ile tanımlanmasının araştırıldığı bir ça-
lışmada, MALDI-TOF MS, daha önce Vitek 2 otomatize 
sistemi ile C. haemulonii veya C. famata olarak tanımlan-
mış 102 izolatın tamamını tür düzeyinde doğru olarak (C. 
auris: 90, C. haemulonii: 6, C. haemulonii var. vulnera:1, C. 
duobushaemulonii: 5) tanımlamıştır (16).

Yatan hastalarda etkenin tanımlanması için gerekli olan 
zaman, enfeksiyon nedenli mortalite oranlarını etkileyen 
önemli bir belirleyicidir. Ölüm oranları ve hasta başı mali-

yet hızlı tanı yöntemlerinin kullanılmasıyla belirgin olarak 
azaltılabilir (8). ITS gen bölgelerinin büyüklük farklılıkları-
na göre veya PCR-RFLP temelli testler ile, tür tanımlaması 
belirli türlerin birbirinden ayırt edilmesi için yararlı olsa da 
bu yaklaşımlar insan enfeksiyonları ile ilişkili Candida tür-
lerinin geneli için maliyet-etkin yöntemler olmaktan uzak 
kalmaktadır (7, 18). Kullanılan restriksiyon enzimine göre 
değişmek üzere, RFLP yöntemi ile bazı türler birbirinden 
kolayca ayırt edilebilirken, sık karşılaşılan bazı türler de 
dahil olmak üzere PCR ürünlerinin enzim kesimi sonrası 
yürütülmeleri ile elde edilen jel görüntüleri ile tür ayırımı 
yapmak güç olabilmektedir (19, 20). 

Rutin tanı laboratuvarlarında germ tüp testi ve CAC koloni 
görünümleri ile tanımlanamayan izolatların tür tayininde 
kullanılan karbonhidrat asimilasyon temeline dayalı API® 
ID 32C yöntemi yerini, karbonhidrat asimilasyonunun yanı 
sıra enzimatik reaksiyonları da kullanan BD PhoenixTM 
Yeast ID (Becton Dickinson, Amerika Birleşik Devletleri) 
veya VITEK®2 YST ID (bioMérieux, Fransa) gibi panellere 
sahip otomatize sistemlere bırakmıştır (2, 14, 22). Bah-
sedilen yöntemlerle kıyaslandığında maliyet, tanımlama 
süresi ve iş gücü gereksinimi yönleriyle üstünlük sağlayan 
MALDI-TOF MS yöntemi ayrıca nadir görülen izolatları 
tanımlayabilmesi ile de öne çıkmaktadır. MALDI-TOF MS 
yöntemi örneklerin bulunduğu plakaların sisteme yüklen-
mesi sonrası tanımlamanın örnek başına 30 saniye kadar 
kısa bir süre içerisinde yapılabildiği hızlı bir yöntem ol-
ması yanında, Candida türlerinin tanımlanmasında altın 
standart yöntem olarak kabul edilen dizi analizi tekniği 
ile kıyaslandığında çok daha düşük maliyetlidir. Yakın za-
manda ülkemizde yapılan bir çalışmada SDA besiyerinde 
saf maya kolonileri elde edildikten sonra MALDI-TOF MS, 
Phoenix™ Yeast ID ve dizi analizi tanımlama sistemlerinin 
test başına maliyetleri sırasıyla 15, 18 ve 100 TL olarak he-
saplanırken, tanımlama süreleri sırasıyla 3 dakika, 16-18 
saat ve 12 saat olarak bildirilmiştir (14). Farklı MALDI-TOF 

Tablo 2: MALDI-TOF MS tanımlama skorlarının türlere göre ortalama değerleri.

Çalışma
izolatları

MALDI-TOF 
MS Skoru

Rutin
laboratuvar
izolatları*

MALDI-TOF MS 
Skoru

Standart suşlar***

MALDI-TOF 
MS Skoru

C. albicans 1.842 [4] C. albicans 1.738 [29] C. albicans ATCC** 1.867 [3]

C. glabrata 2.098 [5] C. glabrata 1.917 [7] C. glabrata ATCC 90030 1.633 [1]

C. parapsilosis 1.909 [13] C. parapsilosis 1.772 [7] C. parapsilosis ATCC** 2.051 [2]

C. tropicalis 1.904 [4] C. tropicalis 1.922 [8] C. tropicalis NRRL Y-12968 1.963 [1]

C. krusei 2.052 [1] C. krusei 1.819 [4] C. krusei ATCC 6258 2.075 [1]

C. haemulonii 1.990 [1] - - - -

*30 günlük sıralı olarak seçilmiş rutin laboratuvar izolatlarımıza ait veriler. 
**C. albicans ATCC 10231, 24433 ve 90028. C. parapsilosis ATCC 22019 ve 90018.
Not: Köşeli parantez içindeki rakamlar ortalama skor değeri hesaplanan izolat sayısını göstermektedir.
***Standart suşlara ait skorlar laboratuvarımızda gerçekleştirilen başka bir çalışmaya ait verileridir (11). 
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MS yönteminin özellikle yüksek iş yükünün olduğu birim-
lerde konvansiyonel yöntemlere kıyasla daha maliyet et-
kin olduğu ve daha güvenilir sonuçların elde edildiğine 
yönelik çalışmalar bulunmaktadır (17, 23, 24).

Yukarıda bahsedilen avantajları ile beraber, rutin mikro-
biyoloji laboratuvarlarında MALDI-TOF MS yöntemi ile 
tanımlamalar yapılırken klinik örneklerin üremelerinin ilk 
değerlendirmelerinde birden fazla etkenin üreyebilmesi 
sebebiyle MALDI-TOF MS analizi her zaman saf koloni-
lerle yapılamayabilir. Birden fazla tür içeren örneklerin her 
birinin tanımlanması için saf koloniler ile analizin yapılma-
sı önemlidir; aksi halde laboratuvar tanısının olumsuz etki-
lenebileceği unutulmamalıdır. Doğrudan hasta örnekleri-
nin ekildiği besiyeri plakları üzerindeki en uygun koloniler 
seçilse bile bir tür için saf ve baskın bir üreme yoksa diğer 
bakteri veya maya türleri ile gözle görülmeyecek küçük 
derecelerdeki kontaminasyonlar nedeniyle okuma skorla-
rının değerleri olduğundan daha düşük olarak bulunabil-
mektedir. Genel olarak bakıldığında çalışmamızda, hem 
çalışma izolatlarının hem de referans suşların tanımlama 
skorları rutin laboratuvar izolatlarına göre daha yüksek 
değerlerde bulundu. Rutin laboratuvar izolatları doğru-
dan hasta örneklerinin ekildiği ve farklı bakteri veya maya 
türlerinin tanımlanan etkenle birlikte aynı plak üzerinde 
bulunabildiği besiyeri ortamlarındaki tek koloni üremeleri 
seçilerek yapılmaktadır. Rutin izolatlar, birçok kez tek ko-
loni pasajları alınan ve saf kolonilerin elde edildiği çalış-
ma izolatlarına göre daha yüksek kontaminasyon olasılığı 
taşımaktadır. Benzer şekilde, referans suşların da hem saf 
koloniler halinde üretilmesi hem de cihazın kütüphanesi-
ne dahil edilmiş olmaları standart suşların okuma skorları-
nın yüksek olmasının bir nedeni olabilir.

 Tür düzeyinde daha önce çeşitli yöntemlerle tanım-
lanmış ve on yılı aşkın bir süredir -20°C’de saklanmış 
kökenlerin çalışmada kullanılmış olması, uzun yıllar sak-
lanan ve çeşitli yapısal değişikliklerin meydana gelmiş 
olabileceği bu stok kültürlerin doğru tanımlanmasında 
MALDI-TOF MS analizinin etkinliğini değerlendirme fır-
satı vermiştir. Önce sıvı besiyerlerine sonra da katı besi-
yerlerine pasajları yapılan izolatların MALDI-TOF MS ile 
ilk analizlerinde beş izolat için tanımlama yapılamazken, 
sonrasında hem katı hem de tekrar sıvı besiyerlerine 
ekim yapılarak yeni pasajlardan elde edilen koloniler-
den tanımlamaya yetecek skorlar elde edilmiştir. Bu 
durumun uzun saklama koşullarında maya hücreleri ta-
rafından üretilen biyolojik moleküllerin kendi profili üze-
rine olası olumsuz etkilerinden kaynaklanabileceğini ve 
ilk yapılan pasajlarda MALDI-TOF MS sonuçlarının ye-
tersiz kalması ile ilişkili olabileceği düşünülmüştür. Uzun 
yıllar saklanan stok kültür kökenlerinin MALDI-TOF MS 
ile analizinde, tekrarlayan pasajlar sonrası elde edilen 
kolonilerin kullanılmasının yöntemin etkinliğini artıraca-
ğını düşünüyoruz.

Üreticilerin önerileri doğrultusunda MALDI-TOF MS 
analizinde alınan skorun ≥2.0 olması tür düzeyinde; ≥1.7 
olması cins düzeyinde güvenilir tanımlama olarak kabul 
edilmektedir. Çalışmamızda sadece 11 (%39,3) izolatta 
tür düzeyinde güvenilir değerler elde edilmiştir. İzolatla-
rın 15’i ise (%53,6) cins düzeyindeki tanımlama kriterine 
uymuştur. Bununla beraber daha önceki geleneksel ve 
moleküler yöntemlerle yapılan ayrıntılı tür tanımlanmaları 
ve bu çalışmada yapılan dizi analizi sonuçları neticesinde 
MALDI-TOF MS tanımlama skorları <1,7’nin altında olan 
iki tür de dahil olmak üzere MALDI-TOF MS yönteminin 
tüm izolatlar için tür düzeyindeki analizinin doğru oldu-
ğunu bulduk. Candida türlerinin erken tanımlanmasına 
imkan veren uygun maliyetli, hızlı, duyarlı ve kullanımı ko-
lay bir araç olan bu yöntem için geniş kapsamlı çalışmalar 
ile tanımlama eşik değerinin değerlendirilmesinin yararlı 
olabileceğini düşünmekteyiz. Ayrıca MALDI-TOF MS ve-
ritabanı tarafından yapılan eşleştirmelerde ardışık olarak 
aynı tür öneriliyorsa bu sonucun tanımlama skoru düşük 
değerlerde olan izolatlar için anlamlı olduğunu düşünü-
yoruz. Son olarak Candida türleri için MALDI-TOF MS 
kütüphanesinin farklı profillere sahip tür ve varyantların 
eklenmesi ile MALDI-TOF MS sonuçlarının güvenilirliği ve 
tanımlama skorlarının daha da artacağını ve bu yönüyle 
geliştirilmeye açık bir yöntem olan bu sistemin epidemi-
yolojik araştırmalar ve rutin laboratuvar uygulamaları için 
önemli bir tanı aracı olduğu kanaatindeyiz.
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