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OZET

Amag: Son yillarda Candida turlerine bagli enfeksiyon oranlarin-
da artis gdzlenmesi ve antifungal duyarlilik sonuglarinin tirlere
gore farkliliklar sergilemesi gibi nedenlerle, Candida izolatlarinin
hizli ve dogru bir sekilde tir dizeyinde tanimlanmasi gerekli hale
gelmistir. Bu calismada, MALDI-TOF MS ydnteminin, geleneksel
ve molekiler yéntemler ile tir dizeyinde tanimlanmis ve uzun
stire -20°C’de saklanmig Candida klinik izolatlarini tanimlamada-
ki etkinligini arastirmak amaclanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Calismaya, 10 yildan daha uzun stiredir
-20°C'de saklanan, canlandirma islemi yapilmamis ve API® ID
32C, CHROMagar Candida ile PCR-RFLP gibi cesitli yontemlerle
tanimlanmis 28 Candida izolati dahil edildi. izolatlar yeniden pa-
sajlandi ve MALDI-TOF MS ile analiz edildi. Daha énce tir dize-
yinde tanimlanamayan bir izolat ile MALDI-TOF MS skoru distk
olan diger bir izolat ITS dizileme ile analiz edildi. Ayrica calisma
izolatlarimiz ile rutin kiltirlerden izole edilmis 57 Candida susu-
na ait MALDI-TOF MS skorlari karsilastirildi.

Bulgular: MALDI-TOF MS analizinde 11 (%39,3) izolat icin tir
diizeyinde ve 15 (%53,6) izolat icin cins dizeyinde glivenilir ta-
nimlama elde edilirken, iki izolat glvenilir tanimlama sinirlarinin
disinda kalmistir. Cesitli yontemlerle ile tanimlanan 28 izolatin
tamaminda, MALDI-TOF MS yéntemi ile farkl skorlar elde edilse
de tur diizeyinde dogru tanimlama yapilmistir.

Sonug: MALDI-TOF MS uzun sire saklanmig 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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latlarinin tanimlanmasinda geleneksel ve RFLP gibi molekdler
yontemler ile kiyaslandiginda kolaylikla kullanilabilecek, distk
maliyetli, hizli ve glvenilir bir ydntemdir. Calismaya alinan izo-
latlar sinirli sayida olmakla birlikte, MALDI-TOF MS ile yapilan
analizlerde Candida turleri i¢in alinan dlstik skor degerlerinin
tanimlamada yararli olabilecegini dislintyoruz.

Anahtar Kelimeler: Candida, MALDI-TOF MS, tanimlama

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

GiRiS

invaziv mantar enfeksiyonlarinin gériilme sikhigi, bu enfek-
siyonlar igin risk altindaki bireylerin sayisindaki artis nede-
niyle dnemli dlclide artmistir (1). Candida turleri tim has-
tane kaynakli invaziv mantar enfeksiyonlarinin en yaygin
nedenidir ve yaklasik %75-88'inden sorumludurlar. Risk
altindaki hastalarda neden olduklar firsatgi enfeksiyonlar
nedeniyle dnemli morbidite ve mortalite sebebidirler (2,
3). Candida turleri 6zellikle genis spektrumlu antimikro-
biyal ilaclarla tedavi edilen, kalici vaskdiler kateteri bulu-
nan, parenteral nutrisyon ile beslenen, abdominal cerrahi
uygulanmis ve immuinosUpresif tedavi altindaki yogun
bakim Unitelerinde tedavi géren hastalarda kan dolagimi
enfeksiyonlarinin 6nde gelen nedenleri arasindadir (4).
Nozokomiyal kan dolagimi enfeksiyonlarinda, en sik kar-
silagilan tir Candida albicans (C. albicans) olmak Uzere,
Candiida turleri dordilincii veya besinci sirada yer almak-
tadir (3, 5). C. albicans hala kandidemiye neden olan en
yaygin Candida tlri olmasina ragmen, son yillarda, farkli
antibiyotik duyarlilik profillerine sahip albicans digi Can-
dida turlerinin goérilme sikliklar artma egilimindedir (1,
6, 7). Kandidemiyle iliskili mortalite oranlarinin yiksekligi
(%34-40) ve atfedilebilir 6lum oranlanindaki yiksekligin
uygun antifungal tedavinin gecikmesiyle iligkilendirilmis
olmasi, tr diizeyinde taninin hizli ve dogru olarak yapil-
masini kritik derecede dnemli kilmaktadir (5, 8).

MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption loni-
zation-Time of Flight Mass Spectrometry) yontemi, son
zamanlarda klinik laboratuvarlarda mikroorganizmala-
rin tanimlanmasi amaciyla kullanimi gittikce yayginlagan
bir analitik yontemdir (9). Protein profillerini analiz ede-
rek bakteri ve mantarlar da iceren cesitli mikroorganiz-
malan tanimlamak icin kullanilan hizli bir yéntem olan
MALDI-TOF MS 1980’lerin ortalarinda gelistirilmis ve
1990'larin ortalarinda ise mikrobiyolojik tanimlamalar icin
kullanilmaya baslanmistir (8, 9). Bu yontem ile bakteri
veya mayalarin tanimlanmasi, kitle spektrumlarinin &l¢il-
mesini ve elde edilen verilerle mevcut veri tabani (refe-
rans kitlphanesi) Gzerindeki veriler arasinda bir karsilas-
tirma yapilmasi ve kitle spektrumlari arasindaki en yakin
eslesmeye gore tlr veya cins diizeyinde sonug alinmasi
prensibi ile yapilmaktadir (9, 10). Molekiler agirliklan
2000 ila 20000 Da arasinda degisen ribozomal protein-
lerin biyo-belirtegler olarak kullanildigi proteomik profil
analiz temelli bu sistemle, birbiri ile yakin iliskili olan ve

sadece molekiler yontemlerle birbirlerinden ayirt edile-
bilen Candida tirlerinin bu fizikokimyasal metotla da hizli
ve glvenilir bir sekilde ayirt edilebildigi bildirilmistir (8).
Yontem, kullanilan referans kitlphanesinin genigligi ve
derinligi ile dogrudan iliskili olarak bazi izolatlan dustk
skorla tanimlayabilmekte veya kabul edilebilir dizeyde
tanimlayamamaktadir ve bu durum yéntemin énemli bir
kisithligi olarak karsimiza ¢ikmaktadir (10).

Bu ¢alismanin amaci, laboratuvarimiz stok kiltir koleksi-
yonunda bulunan, 10 yili agkin bir stiredir ¢ézdirme igle-
mi yapilmamus, klasik fenotipik ve molekuler yaklagimlarla
tlr duzeyinde tanimlamalari ayrintili olarak yapilmis olan
klinik Candida izolatlarinda MALDI-TOF MS analizinin et-
kinligini degerlendirmektir.

GEREC VE YONTEM

Calismaya hastane enfeksiyonu etkeni olarak izole edilen
ve geleneksel ve molekiler yontemlerle tanimlandiktan
sonra 10 yildan daha uzun bir stredir laboratuvarimizda
-20°C'lik derin dondurucuda stoklanan 28 Candida izo-
lati dahil edilmistir. Calisma icin Saglik Bilimleri Univer-
sitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurul onayi
alinmistir (Etik kurul onay numarasi: 19/271). izolatlarin
once steril Sabouraud dekstroz sivi besiyerine ekimleri
yapilmis ve 37°C'lik etlivde, 48-72 saat inklbasyonu taki-
ben Sabouraud dekstroz agar (SDA) besiyerine tek koloni
pasajlarn yapilmistir. Calisma izolatlarinin gecmis dénem
tanimlanmasinda germ tlp testi, klamidospor olusturma,
API® ID 32C (BioMerieux, Fransa) ve CHROMagar Candi-
da (CAC; BBL, Fransa) besiyeri kullanimi gibi yontemlerin
yani sira, molekuler yaklagim olarak PCR-RFLP (Restricti-
on fragment length polymorphism) metodu kullaniimistir.
PCR-RFLP y&nteminde ITS gen bdlge drinleri Msp | (Si-
bEnzyme®, Rusya) ve BIn | (Roche Diagnostics®, Alman-
ya) enzimleri ile kesilerek agaroz jelde yiritilmis ve UV
istk altinda gorintilenmistir.

MALDI-TOF MS analizi

MALDI-TOF MS analizi izolatlarin dogrudan Sabouraud
agar plakalarindan elde edilen taze kiltirlerinden yapil-
mistir. Candida izolatlarinin bir gunltk ve iki ginlik kal-
turlerinden alinan koloniler 96 noktali paslanmaz celik
plaka Uzerine surildu. Plaka Gzerinde ekstraksiyon, her
noktanin 1 pl %70'lik formik asit ¢ozeltisi ile kaplanmasi
ve numunelerin 5 dakika boyunca kurumaya birakilma-

114




) Stok Candida izolatlarinin MALDI-TOF MS ile analizi
Istanbul Tip Fakiiltesi Dergisi ® J Ist Faculty Med 2021;84(1):113-9

siyla gerceklestirildi. Daha sonra her bir numuneye 1
CHCA matrisi (o-siyano-4-hidroksisinamik asit) pipetlen-
di ve MALDI-TOF MS ile analiz 6ncesi havada kurutuldu.
Kuruma sonrasi plaka MALDI-TOF kutle spektrometrisi
cihazina (Bruker, Almanya) yiklendi. Spektrum analizi
icin Bruker Biotyper 3.1 yazilim programi ve kitiphanesi
(versiyon 4613) kullanildi. Uretici firma talimatlarina gore
skoru 22,0 olan drnekler tir diizeyinde kabul edilebilir ta-
nimlama, >1,7 ile 2,0 arasinda olanlar cins dizeyinde ba-
sarili tanimlamalar olarak yorumlanirken, skoru <1,7 olan
ornekler ise tlr veya cins dizeyinde basarisiz identifikas-
yon olarak kabul edilmektedir.

Dizi analizi

PCR-RFLP ve geleneksel yontemlerle tir dizeyinde ke-
sin tanimlamasi yapilamayan bir izolat ile MALDI-TOF MS
ile yapilan ilk tanimlamada basarisiz olunan bir izolat i¢gin
sekans analizi yapildi. ITST (F) 5-TCCGTAGGTGAACCT-
GCGG-3 ve ITS4 (R) 5-TCCTCCGCT TATTGATATGC-3
primerleri kullanilarak her iki izolatin intergenic spacer
gen bolgeleri termal déngu cihazi kullanilarak cogaltil-
di ve ¢ogaltilan PCR Uriinleri sekanslandi. Her bir izolat
icin Bioedit yazilim programi ile diizenlenen DNA dizileri
GenBank BLAST, NCBI (National Center for Biotechno-
logy Information) veri tabani Gzerinde yapilan sekans ana-
lizi ile degerlendirildi.

Veri analizi

MALDI-TOF MS ile farkli tarihlerde yapilan analizler-
de elde edilen sonuclarin yani sira, basarisiz tanimlama
ile sonuglanan okumalarda cihazin belirttigi olasi tir ve
cinslere ait skorlar da incelenerek bu sonuclar stoklama
dncesi yapilan molekiler ve geleneksel ydontem sonuglar
ile karsilastirildi. Temel istatistiksel hesaplamalar yapilarak
sonuglar %95 given araliginda, anlamlilik ise p<0,05 du-
zeyinde degerlendirildi.

BULGULAR

Calismaya alinan ve stoklanmadan &nce geleneksel ve
molekiler yontemlerle tanimlamasi yapilan 28 stok Can-
dida izolatin tir dagilimi Tablo 1'de goésterilmistir. Tablo
1'de 28 numarada belirtilen izolat, gecmis yillarda tanim-
lamasi tam olarak yapilamadigi igin stoklarda C. lusitaniae
veya C. intermedia seklinde inkomplet olarak tanimlanan
bir izolat seklinde yer almis ve MALDI-TOF MS yontemi
ve dizi analizi sonucunda bu tirtin C. haemulonii oldugu
saptanmistir.

MALDI-TOF MS yéntemi ile bazi izolatlar icin en az iki ek
tanimlama yapilmasina gerek duyulmasina ragmen en
son degerlendirme sonuclarina gére, iki izolat (Tablo 1; 4
ve 20 numarali) hari¢ izolatlarin 26'si icin 1.7 skor degeri-
nin Gzerinde sonug elde edilirken, iki izolat icin tanimlama
skorlart bu degerin altinda kalmistir. Bu izolatlardan biri
(Tablo 1; 4 numarali izolat) ilk okuma sirasinda tanimlana-
mazken, ikinci okumada 1.644 skoru ile C. albicans olarak

tanimlanmis, ikinci okumada MALDI-TOF MS sisteminin
yaptigi eslestirmeler ile sundugu ardisik ilk 9 olasiliginin
tumu C. albicans olarak bulunmustur. Diger izolat (Tablo
1; 20 numarali izolat) ise gegmis yillarda API®ID sistemi ve
PCR-RFLP ile daha 6nce C. parapsilosis olarak tanimlan-
mis olmasina ragmen, MALDI-TOF MS ile 1.697 tanimla-
ma skoru alinmig ve MALDI-TOF MS sisteminin bu izolat
icin sundugu olasiliklarin ardisik ilk 17'si C. parapsilosis
olarak bulunmustur.

Yukarida bahsedilen iki izolat haricinde daha 6nce gele-
neksel ve molekiler yontemler ile tam olarak tanimlana-
mayan bir tiricin (Tablo 1; 28 numarali izolat) MALDI-TOF
MS yontemi ile de ilk okumada basarisiz sonug elde edil-
mistir. ilk iki skor 1.604 ve 1.594 olarak bulunmus ve ilk
10 olasiliktan sekizi C. haemulonii olarak elde edilmistir.
Bu izolat icin dnceki API® ID 32C ile elde edilen iki ayn
okuma sonuglarinda 24. saatteki okumada “unacceptab-
le profile” olmak Uzere olasi tir tanimlamalar C. sake,
C. globosa ve C. melibiosica, 48. saatteki okumada yine
"unacceptable profile” olarak olasi tir tanimlamalan C.
intermedia, C. lusitaniae, C. sake, C. melibiosica olarak
belirlenmisti. PCR-RFLP ile elde edilen bant blyuklikleri-
nin C. intermedia ve C. lusitaniae i¢in olanlara yakin olma-
sinedeniile bu tir daha énce kesin olmayacak bicimde C.
intermedia veya C. lusitaniae olarak tanimlanmisti. Elde
edilen sonuglarin kesin olmamasi nedeniyle bu izolat igin
dizi analizi yontemi uygulanmis ve ITS1 - ITS4 gen bdl-
gesi sekans dizisinin GenBank BLAST degerlendirmesi
sonucunda bu izolat C. haemulonii olarak tanimlanmistir
(GenBank: KU896954.1). Bu izolatin ilk degerlendirmeden
15 glin sonra yapilan yeni pasajlarinin MALDI-TOF MS
analizinde ise skor 1.990 olarak bulunmus ve ilk on ardisik
olasihgin C. haemulonii oldugu gérdlmustdr.

MALDI-TOF MS analizinde sorun yasanan bir diger tir bir
C. albicans izolati (Tablo 1; 1 numarali izolat) olmustur. Bu
izolat geleneksel ve molekiler ydntemlerle daha énce C.
albicans olarak tanimlanmisti. izolat ilk okuma sirasinda
tanimlanamazken ikinci okumada 1.635 skor ile sistemin
sundugu ardisik ilk alti olasiligin besi C. albicans olarak ve-
rilmistir. MALDI-TOF MS analizinin kriterleri kargilamamasi
nedeni ile bu izolat i¢in de dizi analizi ydntemine basgvu-
ruldu ve izolatin ITST - ITS4 gen bolgesi sekans dizisinin
GenBank BLAST ile degerlendirilmesi sonucunda C. albi-
cans i¢in uyumlu olarak bulundu (GenBank JN606277.1).
Bu izolatin ilk okumalardan 15 giin sonra ve yeni pasajlar
kullanilarak yapilan MALDI-TOF MS analizlerinde ise ta-
nimlama skoru 1.708 olan ve ilk 10 ardigik olasiligin C. albi-
cans oldugu tanimlama sonucu elde edilmistir.

Calismamiz suslari ile rutin labortuvar kiltdrlerinden izole
edilmis cesitli tirde 57 Candida izolatina ait MALDI-TOF
MS tanimlama skorlar karsilastirdigimizda, calisma izolat-
larinin tanimlama skorlar genel olarak rutin laboratuvar
izolatlarimizin tanimlama skorlarina goére daha ylksek
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Tablo 1: Molekiiler ve geleneksel yéntemlerle tiplendirme sonuglar ve MALDI-TOF MS verileri.

Tum yéntemlere Klinik Germ

Nu. gore tanimlama 6rnek tiip CAC
1 C. albicans idrar A A

2 C. albicans kan A A

3 C. albicans kan A A

4 C. albicans kan A A

5 C. glabrata idrar non-A G

6 C. glabrata idrar non-A G

7 C. glabrata idrar non-A G

8 C. glabrata idrar non-A G

9 C. glabrata yara non-A G
10 C. parapsilosis kan non-A  diger™
11 C. parapsilosis kan non-A  diger™
12 C. parapsilosis kan non-A  diger™
13 C. parapsilosis kan non-A  diger™
14 C. parapsilosis kan non-A  diger™
15 C. parapsilosis kan non-A  diger™
16 C. parapsilosis kan non-A  diger™
17 C. parapsilosis v.kat. non-A  diger™
18 C. parapsilosis v.kat. non-A  diger™
19 C. parapsilosis kan non-A  diger™
20 C. parapsilosis kan non-A  diger™
21 C. parapsilosis kan non-A  diger™
22 C. parapsilosis yara non-A  diger™
23 C. tropicalis idrar non-A T
24 C. tropicalis kan non-A T
25 C. tropicalis kan non-A T
26 C. tropicalis v.kat. non-A T
27 C. krusei balgam  non-A K
28 C. haemulonii kan non-A  diger™

PCR PCR

RFLP RFLP MALDI-TOF
(bIn-1)*  (msp-1) MS

A A 1.708 (A)” A
1.937 (A)
2.077 (A)
1.644 (A)* -
1.99 (G)
2.096 (G) -
2.287 (G) -
(

API ID
32C

Dizi
analizi

>

A
A
A

“w X 4 4 44 U U U U U U U U UV U U U IOTOOLOOO>>>
A 4 4 44 v WUV DUV DUV UV UV U U TV DUV OUWIOTOOOOO>>>D>

1.990 (H)” H

Kisaltmalar: A: C. albicans. non-A: C. albicans digi, C. dubliniensis ve C. africana digi (germ tlp olusturmayan) tirler. G: C. glabrata.
H: C. haemulonii K: C. krusei. P: C. parapsilosis. T: C. tropicalis. CAC: CHROMagar Candida. v.kat.: Vaskiler kateter.
*Kati besiyerine ikinci pasaj sonrasi elde edilen okuma sonucu. **Ilk iki pasaj sonrasi yapilan okumalar basarisiz olunca, izolatlar ikinci kez sivi

besiyerine ve sonrasinda kati besiyerine pasajlanarak okutuldu.

***C. albicans, C. dubliniensis, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata ve C. kefyr disindaki bir tir. * bln-1 restriksyon enzim analizi yalnizca

C. albicans ve C. dubliniensis ayrimi icin kullanilmistir.

degerlerde bulundu. Ayrica rutin laboratuvar izolatlari ile
karsilastinldiginda ¢alisma izolatlarinin tanimlama skorla-
rinin ATCC standart suslarin tanimlama skorlarina daha
yakin degerlerde oldugu gorildi (Tablo 2).

TARTISMA

Sayilar 200'e ulagan ve yirmiden fazla tlri insan enfek-
siyonlari ile iliskili olan Candida tirlerinin tir diizeyinde
tanimlanmasinda duyarliliklar, tanimlama spektrumlar,

maliyetleri, tanimlama sureleri, is glcli ve 6zel cihaz ve
yetismis personel gereksinimleri dnemli dlciide degis-
kenlik gosteren cok sayida farkli yéntem kullanilmaktadir
(7, 8,12, 13). Albicans digi Candida tirlerinin gérilme sik-
higindaki artis ve antifungal direng profilinin tirlere goére
degiskenlik gostermesi, mortalite oranlarinda azalma ile
iligkili oldugu gosterilen antifungal tedaviye erken bas-
lanmasi agisindan, tir dizeyinde tanimlamanin hizli ve
dogru olarak yapilmasinin énemini artirmistir (14, 15).
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Tablo 2: MALDI-TOF MS tanimlama skorlarinin tirlere gore ortalama degerleri.

MALDI-TOF  Rutin
Calisma MS Skoru laboratuvar
izolatlan izolatlar™*
C. albicans 1.842 [4] C. albicans
C. glabrata 2.098 [5] C. glabrata
C. parapsilosis 1.909 [13] C. parapsilosis
C. tropicalis 1.904 [4] C. tropicalis
C. krusei 2.052 [1] C. krusei
C. haemulonii 1.990 [1] -

MALDI-TOF MS MALDI-TOF
Skoru MS Skoru
Standart suglar***
1.738 [29] C. albicans ATCC** 1.867 [3]
1.917 [7] C. glabrata ATCC 90030 1.633[1]
1.77217] C. parapsilosis ATCC** 2.051 [2]
1.922 (8] C. tropicalis NRRL Y-12968 1.963[1]
1.819 [4] C. krusei ATCC 6258 2.075[1]

*30 glinltk sirali olarak secilmis rutin laboratuvar izolatlarmiza ait veriler.

**C. albicans ATCC 10231, 24433 ve 90028. C. parapsilosis ATCC 22019 ve 90018.
Not: Késeli parantez icindeki rakamlar ortalama skor degeri hesaplanan izolat sayisini gostermektedir.
***Standart suglara ait skorlar laboratuvarimizda gerceklestirilen baska bir calismaya ait verileridir (11).

Bu calismada geleneksel yontemler, API® ID 32C gibi yar
otomatize bir sistem ve PCR-RFLP gibi molekiler yon-
temler ile dnceden tanimlanarak stoklanan 28 Candida
izolatinin daha sonra canlandirlarak MALDI-TOF MS ile
analizi degerlendirilmistir. Daha &nceki calismalarla tur
dizeyinde tanimlanamamis veya MALDI-TOF MS tanim-
lama skoru glvenilir aralikta olmayan izolatlarin ITS gen
bolgesi dizi analizi de yapilarak MALDI-TOF MS sonugla-
riyla karsilastinlmasi amaclanmistir.

Caligmanin sonuclarina genel olarak baktigimizda germ
tlp testi, klamidospor olusturma, API® ID 32C ve CH-
ROMagar Candida besiyerindeki koloni gérinimi gibi
geleneksel yontemler ve 3 farkl primer ve iki farkli en-
zimin kullanildigr PCR-RFLP yontemlerinin timd ile kar-
silastinldiginda MALDI-TOF MS tanimlama sisteminin
maliyet-etkinligi ve tir spektrumunun genisligi ile bu yon-
temlerin bir adim 6niinde oldugunu gériyoruz. Bahsedi-
len diger yontemlerle tir diizeyinde tanimlanamayan ve
MALDI-TOF MS ile C. haemulonii olarak tanimlanan izo-
latin dizi analizi verileri MALDI-TOF MS analiziyle alinan
sonucu dogrulamistir. Ribozomal proteinlerin biyo-belir-
tec olarak kullanildigr proteomik temelli bir ydntem olan
MALDI-TOF MS'in birbirine genetik olarak ¢ok yakin olan
Candida turlerini dahi ayirt etmede oldukga guvenilir ol-
dugu literatlrde bildirilmektedir (8, 16, 17) Sahip oldugu
direncli profil nedeniyle son yillarda diinya genelinde tir
dizeyinde tanimlanmasinin énem kazandigi C. auris’in
MALDI-TOF MS ile tanimlanmasinin arastirldigi bir ¢a-
lismada, MALDI-TOF MS, daha dnce Vitek 2 otomatize
sistemi ile C. haemulonii veya C. famata olarak tanimlan-
mis 102 izolatin tamamini tir dizeyinde dogru olarak (C.
auris: 90, C. haemulonii: 6, C. haemulonii var. vulnera:1, C.
duobushaemulonii: 5) tanimlamistir (16).

Yatan hastalarda etkenin tanimlanmasi icin gerekli olan
zaman, enfeksiyon nedenli mortalite oranlarini etkileyen
onemli bir belirleyicidir. Olim oranlari ve hasta basi mali-

yet hizli tani yontemlerinin kullanilmasiyla belirgin olarak
azaltilabilir (8). ITS gen bdlgelerinin bayukluk farkhliklar-
na gore veya PCR-RFLP temelli testler ile, tir tanimlamasi
belirli tirlerin birbirinden ayirt edilmesi icin yararli olsa da
bu yaklagimlar insan enfeksiyonlari ile iligkili Candida tur-
lerinin geneli icin maliyet-etkin yontemler olmaktan uzak
kalmaktadir (7, 18). Kullanilan restriksiyon enzimine gore
degismek Uzere, RFLP yontemi ile bazi tirler birbirinden
kolayca ayirt edilebilirken, sik karsilagilan bazi tirler de
dahil olmak tzere PCR Uriinlerinin enzim kesimi sonrasi
yurttilmeleri ile elde edilen jel gorintileri ile tir ayimmi
yapmak gli¢ olabilmektedir (19, 20).

Rutin tani laboratuvarlarinda germ tip testi ve CAC koloni
gortnimleri ile tanimlanamayan izolatlann tir tayininde
kullanilan karbonhidrat asimilasyon temeline dayali API®
ID 32C yontemi yerini, karbonhidrat asimilasyonunun yani
sira enzimatik reaksiyonlar da kullanan BD Phoenix™
Yeast ID (Becton Dickinson, Amerika Birlesik Devletleri)
veya VITEK®2 YST ID (bioMérieux, Fransa) gibi panellere
sahip otomatize sistemlere birakmistir (2, 14, 22). Bah-
sedilen yontemlerle kiyaslandiginda maliyet, tanimlama
slresi ve ig glcl gereksinimi yonleriyle Gstinlik saglayan
MALDI-TOF MS yoéntemi ayrica nadir gorilen izolatlar
tanimlayabilmesi ile de 6ne ¢ikmaktadir. MALDI-TOF MS
yontemi drneklerin bulundugu plakalarin sisteme yiklen-
mesi sonrasi tanimlamanin érnek basina 30 saniye kadar
kisa bir sire icerisinde yapilabildigi hizli bir yéntem ol-
masi yaninda, Candida turlerinin tanimlanmasinda altin
standart yéntem olarak kabul edilen dizi analizi teknigi
ile kiyaslandiginda ¢ok daha dustik maliyetlidir. Yakin za-
manda llkemizde yapilan bir calismada SDA besiyerinde
saf maya kolonileri elde edildikten sonra MALDI-TOF MS,
Phoenix™ Yeast ID ve dizi analizi tanimlama sistemlerinin
test bagina maliyetleri sirasiyla 15, 18 ve 100 TL olarak he-
saplanirken, tanimlama sureleri sirasiyla 3 dakika, 16-18
saat ve 12 saat olarak bildirilmistir (14). Farkl MALDI-TOF
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MS yénteminin 6zellikle ylksek is yikinin oldugu birim-
lerde konvansiyonel yontemlere kiyasla daha maliyet et-
kin oldugu ve daha guvenilir sonuglarin elde edildigine
yonelik calismalar bulunmaktadir (17, 23, 24).

Yukarida bahsedilen avantajlan ile beraber, rutin mikro-
biyoloji laboratuvarlarinda MALDI-TOF MS yéntemi ile
tanimlamalar yapilirken klinik érneklerin Gremelerinin ilk
degerlendirmelerinde birden fazla etkenin Ureyebilmesi
sebebiyle MALDI-TOF MS analizi her zaman saf koloni-
lerle yapilamayabilir. Birden fazla tir iceren 6rneklerin her
birinin tanimlanmasi igin saf koloniler ile analizin yapilma-
s1 dnemlidir; aksi halde laboratuvar tanisinin olumsuz etki-
lenebilecedi unutulmamalidir. Dogrudan hasta drnekleri-
nin ekildigi besiyeri plaklari tzerindeki en uygun koloniler
secilse bile bir tir icin saf ve baskin bir Greme yoksa diger
bakteri veya maya turleri ile gozle goérilmeyecek kicik
derecelerdeki kontaminasyonlar nedeniyle okuma skorla-
rinin degerleri oldugundan daha duslk olarak bulunabil-
mektedir. Genel olarak bakildiginda calismamizda, hem
calisma izolatlarinin hem de referans suslarin tanimlama
skorlari rutin laboratuvar izolatlarina gére daha yiksek
degerlerde bulundu. Rutin laboratuvar izolatlarn dogru-
dan hasta 6rneklerinin ekildigi ve farkli bakteri veya maya
turlerinin tanimlanan etkenle birlikte ayni plak Gzerinde
bulunabildigi besiyeri ortamlarindaki tek koloni Gremeleri
secilerek yapilmaktadir. Rutin izolatlar, bircok kez tek ko-
loni pasajlart alinan ve saf kolonilerin elde edildigi ¢alis-
ma izolatlarina gére daha ytksek kontaminasyon olasiligi
tagimaktadir. Benzer sekilde, referans suslarin da hem saf
koloniler halinde Uretilmesi hem de cihazin kitiphanesi-
ne dahil edilmis olmalar standart suslarin okuma skorlari-
nin yUksek olmasinin bir nedeni olabilir.

Tur duzeyinde daha once cesitli yontemlerle tanim-
lanmis ve on yili askin bir siredir -20°C'de saklanmig
kékenlerin calismada kullanilmis olmasi, uzun yillar sak-
lanan ve cesitli yapisal degisikliklerin meydana gelmis
olabilecegdi bu stok kilturlerin dogru tanimlanmasinda
MALDI-TOF MS analizinin etkinligini degerlendirme fir-
sati vermistir. Once sivi besiyerlerine sonra da kati besi-
yerlerine pasajlari yapilan izolatlarin MALDI-TOF MS ile
ilk analizlerinde bes izolat i¢in tanimlama yapilamazken,
sonrasinda hem kati hem de tekrar sivi besiyerlerine
ekim yapilarak yeni pasajlardan elde edilen koloniler-
den tanimlamaya yetecek skorlar elde edilmistir. Bu
durumun uzun saklama kosullarinda maya hucreleri ta-
rafindan Uretilen biyolojik molekdillerin kendi profili Gze-
rine olasi olumsuz etkilerinden kaynaklanabilecegini ve
ilk yapilan pasajlarda MALDI-TOF MS sonuglarinin ye-
tersiz kalmasi ile iliskili olabilecegi distnulmustir. Uzun
yillar saklanan stok kiltir kokenlerinin MALDI-TOF MS
ile analizinde, tekrarlayan pasajlar sonrasi elde edilen
kolonilerin kullaniimasimin yéntemin etkinligini artiraca-
gini dugtintyoruz.
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analizinde alinan skorun 22.0 olmasi tir dizeyinde; >1.7
olmasi cins diizeyinde glvenilir tanimlama olarak kabul
edilmektedir. Calismamizda sadece 11 (%39,3) izolatta
tir diizeyinde glivenilir degerler elde edilmistir. izolatla-
rn 15 ise (%53,6) cins dlzeyindeki tanimlama kriterine
uymustur. Bununla beraber daha &nceki geleneksel ve
molekiler ydontemlerle yapilan ayrintili tir tanimlanmalar
ve bu calismada yapilan dizi analizi sonuglari neticesinde
MALDI-TOF MS tanimlama skorlari <1,7'nin altinda olan
iki tur de dahil olmak tzere MALDI-TOF MS yénteminin
tdm izolatlar icin tir dizeyindeki analizinin dogru oldu-
gunu bulduk. Candida tirlerinin erken tanimlanmasina
imkan veren uygun maliyetli, hizli, duyarli ve kullanimi ko-
lay bir ara¢ olan bu yontem icin genis kapsamli calismalar
ile tanimlama esik degerinin degerlendirilmesinin yararli
olabilecegini diustinmekteyiz. Ayrica MALDI-TOF MS ve-
ritabani tarafindan yapilan eslestirmelerde ardisik olarak
ayni tur dneriliyorsa bu sonucun tanimlama skoru distk
degerlerde olan izolatlar i¢in anlaml oldugunu disini-
yoruz. Son olarak Candida turleri icin MALDI-TOF MS
kitlphanesinin farkli profillere sahip tir ve varyantlarin
eklenmesi ile MALDI-TOF MS sonuglarinin givenilirligi ve
tanimlama skorlarinin daha da artacagini ve bu yoniyle
gelistirilmeye acik bir yéntem olan bu sistemin epidemi-
yolojik arastirmalar ve rutin laboratuvar uygulamalar icin
onemli bir tani araci oldugu kanaatindeyiz.
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