
87

Enterokokların MALDI-TOF MS’de Slanetz ve 
Bartley ve Kanlı Agar Besiyeri ile Karşılaştırılarak 
Tanımlanması
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ÖZ

Giriş: Matris destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon uçuş süresi kütle spektrometrisi (MALDI-TOF MS), son on yılda mikroorganizmala-
rın tanımlanması için hızlı ve güvenilir bir yöntem olarak sık kullanılmaktadır. Bu yöntemde sadece bir gram-negatif seçici besiyerinin 
önerilmiş olması tanıda sorunlara neden olmaktadır. Çalışmada kullanılan Slanetz and Bartley (SB) agarın, bakterilerini tanımlama 
açısından MALDI-TOF MS’de kullanılabileceğine dair bilimsel literatürlerde herhangi bir bilgi yoktur.

Materyal ve Metod: Bu çalışmada, Van ve çevresindeki içme-kullanma ile göl sularından izole edilen enterokokların MALDI-TOF MS 
yöntemi ile SB agar besiyerinde üreyen enterokok bakterileri tanımlama performansının kanlı agar ile birlikte karşılaştırılarak yapılması 
ve bu performansı arttırıcı basit ve hızlı bir örnek hazırlama yönteminin geliştirilmesi amaçlanmıştır. Bu amaçla altı ay süresince 60 
şebeke ve 30 göl suyu numunesi incelemeye alınmıştır.

Bulgular: Numuneler membran filtrasyon yöntemi ile çalışılmıştır. İzole edilen enterokoklar, MALDI-TOF MS yöntemi ile hem kanlı 
agardan hem de selektif besiyeri olan SB besiyerinden direk olarak alınan izolatlar ile karşılaştırmalı tanımlama yapılmıştır. Her iki besi-
yerinde yapılan tür tayininde aynı sonuçlar elde edilmiştir. Bu sonuçlara göre şebeke suyu izolatların %35’i Enterococcus casseliflavus, 
%30’u Enterococcus faecalis, %26.7’si Enterococcus faecium, %6.6’sı Enterococcus hirae, %1.7’si Enterococcus columbae olarak, göl 
suyu izolatların ise %20’si E. casseliflavus, %40’ı E. faecalis, %36.7’si E. faecium, %3.3’ü E. hirae olarak tanımlanmıştır. Şebeke suyunda  
E. casseliflavus, göl suyunda E. faecalis en sık izole edilen enterokok türleridir. 

Sonuç: Kütle spektrometrik tanımlamaya uygunluğu hakkında bugüne kadar herhangi bir veri bulunmayan SB agar gibi selektif besi-
yerinden de alınabileceğinin saptanması, MALDI-TOF MS’nin mikrobiyoloji laboratuvarlarında daha etkin ve hızlı kullanımına katkı 
sağlayacaktır. Ayrıca incelenen tüm suların önemli sayılabilecek düzeyde mikrobiyal kontaminasyona maruz kaldığı ve halk sağlığı 
açısından potansiyel bir tehlike arz ettiği kanaatine varılmıştır. Bu suların tüketiminin immün sistemi baskılanmış, hasta ve yaşlılar ile 
çocuklarda potansiyel sağlık riski oluşturabileceği ortaya koyulmuştur. 
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GİRİŞ

İnsan yaşamının en önemli ihtiyaçlarından 
olan su tüm toplumsal faaliyetlerimizi yürütmemiz 
açısından kritik bir öneme sahiptir[1]. Su, insan 
sağlığı açısından en önemli çevresel etkenlerden 
birisidir[2]. Sağlıklı ve güvenli bir içme suyunun 
temin edilip, tüketiciye ulaştırılması her birey için 
temel bir sağlık hakkıdır[3]. 

Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) verileri, dünya 
nüfusunun yarısının güvenli suya ulaşamadığını 
belirtmiş olup, gelişmekte olan ülkelerde ortaya 
çıkan tüm hastalıkların %80’inin içme suyundan 
kaynaklandığını göstermiştir[4-5]. İçilen suyun kali-
tesi ile sağlıklı yaşam arasında yakın bir ilişki 
mevcuttur. Hijyenik olmayan sulardan pek çok 
hastalık etkeni insanlara bulaşabilmekte ve önemli 
sağlık sorunlarına sebep olabilmektedir[6-7]. Su 

kaynaklarının kirliliği yalnızca sağlık açısından 
değil aynı zamanda ekolojik denge açısından da 
önem taşımaktadır. Endüstri atıkları, kanalizasyon 
suları, tarım amaçlı gübreleme, taşmalar, seller 
ve diğer kirletici etmenler ile meydana gelen su 
kirliliği çevre sağlığının bozulmasında önemli role 
sahiptir[8]. 

Sağlık Bakanlığı tarafından 2005 yılında 
Avrupa Birliği’ne üyelik müzakereleri kapsa-
mında çıkartılan “İnsani Tüketim Amaçlı Sular 
Hakkında Yönetmelik”; kaynak suları, içme suları 
ve içme-kullanma suları ile ilgili hükümleri kapsa-
maktadır. Bu yönetmelikte insani tüketim amaçlı 
sular; orijinal haliyle veya işlendikten sonra dağı-
tım ağı, tanker, şişe veya kaplar ile tüketime 
sunulan içme, pişirme, gıda hazırlama ya da 
diğer evsel amaçlar için kullanılan bütün sular 
olarak tanımlanmaktadır[9].
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Introduction: Matrix assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) has been used frequently in 
the last decade as a fast and reliable method for the identification of microorganisms. The fact that only one gram-negative selective 
medium is recommended in this method causes problems in the diagnosis. There is no information in the scientific literature that Slanetz 
and Bartley (SB) agar used in the study can be used in MALDI-TOF MS to identify bacteria.

Materials and Methods: In this study, it was aimed to compare the identification performance of enterococci isolated from drinking-use 
and lake waters in Van and its surroundings with blood agar by using MALDI-TOF MS method and to develop a simple and fast sample 
preparation method that increases this performance. For this purpose, 60 mains and 30 lake water samples were examined for six 
months.

Results: The samples were studied by the membrane filtration method. The isolated enterococci were identified by MALDI-TOF MS 
method with the isolates taken directly from both blood agar and SB medium, which is a selective medium. The same results were 
obtained in the species determination in both media. According to these results, 35% of the mains water isolates were Enterococcus 
casseliflavus, 30% Enterococcus faecalis, 26.7% Enterococcus faecium, 6.6% Enterococcus hirae, 1.7% Enterococcus columbae, and 
20% of lake water isolates E. casseliflavus, 40% E. faecalis, 36.7% E. faecium, 3.3% E. hirae, E. casseliflavus in mains water and  
E. faecalis in lake water are the most frequently isolated enterococci species.

Conclusion: Determining that it can also be obtained from selective media such as SB agar, for which there is no data on its suitability 
for mass spectrometric identification, will contribute to the more effective and rapid use of MALDI-TOF MS in microbiology laboratories.
In addition, it has been concluded that all the waters examined are exposed to a significant level of microbial contamination and pose 
a potential danger to public health. It has been revealed that the consumption of these waters may pose a potential health risk for 
immunocompromised patients and the elderly, as well as children.
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Enterokoklar, insan ve sıcakkanlı hayvanların 
bağırsak florasında bulunan bakterilerdir. Sularda 
enterokok varlığı uzun süre önce oluşan fekal 
kirliliğin göstergesidir. Bu bakteriler, 10-45°C 
sıcaklıkta, 9.6 pH’da %6.5 NaCI’de üreyebilen, 
60°C‘de 30 dakika canlılığını koruyabilen ısıya 
dayanıklı mikroorganizmalardır. İnsan sağlığını 
olumsuz etkileyebilen ve kirli sularda en çok 
izole edilen türler; E. faecalis, E. faecium ve  
E. durans’tır[10].

Membran filtrasyon sistemi (MFS), içme suyu 
analizi için kullanılan yaygın bir analiz yönte-
midir. Bu yöntem, belirli hacimdeki (100 mL,  
250 mL, 500 mL) su örneğinin, çeşitli por 
çaplarında (0.45 µm, 0.20 µm veya 0.65 µm), 
selüloz asetat veya selüloz nitrattan oluşan bir 
membran filtre üzerinden süzme esasına daya-
nır. Filtrasyon sonrası su içerisinde mevcut olan 
bakteri membran filtrede kalır. Membran filtre 
analizi istenen besiyerine uygun sıcaklık ve sürede 
inkübe edilir. İnkübasyon sonunda membran filtre 
yüzeyinde gelişen koloniler değerlendirilir[11].

SB besiyeri, Slanetz and Bartley tarafından 
enterokokların izolasyonu için tasarlanmıştır. 
Bakteriler bu besiyerinde 2,3,5-Trifeniltetrazolium-
Klorür formazona indirgeyerek ürerler. Besiyerinde 
organizmaların büyümesi için gerekli olan triptoz, 
maya ekstraktı, azot, karbon, vitamin ve mineraller 
vardır. SB besiyeri yüksek sıcaklıklardaki (44-45°C) 
inkübasyonda üreyen kırmızı veya bordo renkli 
kolonilerin olası  enterokok  olarak kabul edildiği 
selektif bir besiyeridir[12-13].

Üreticiler tarafından MALDI-TOF MS ile tanım-
lanacak mikroorganizmalar için referans olarak 
kanlı agar besiyeri önerilmektedir[14]. Bu durum 
mikrobiyologları besiyeri kullanımı açısından 
kısıtlamakta ve besiyeri tercihlerini değiştirmek 
zorunda bırakmaktadır. Aynı zamanda farklı besi-
yerinde üreyen mikroorganizmalar için tür tayini 
yapılmak istendiğinde, üreyen bakterinin kanlı 
agara tekrar ekimi yapılarak inkübasyon için 
bir gece daha beklenilmektedir. Bu durum da 
MALDI-TOF MS’nin en önemli avantajı olan hızlı 
tanı özelliğini kaybetmesine neden olabilmektedir. 
MALDI-TOF MS için referans besiyerlerine alter-
natif olarak farklı seçici besiyerlerinin de kullanıla-

bilmesi hem mikrobiyolojik tekniklerin geliştirilmesi 
hem de bu yöntemin kullanım potansiyelinin 
arttırılması ve hızlı tanı açısından önemlidir.

 Bu çalışmada, Van bölgesinde içme-kullanma 
suları ile göl sularından TS EN ISO 7899-2 
yöntemi ile SB agar besiyerinde izole edilen ente-
rokokların MALDI-TOF MS yöntemi ile tiplendi-
rilmesi ve aynı bakterilerin kanlı agar besiyerine 
de ekimi yapılarak MALDI-TOF MS yöntemi ile 
tiplendirilmesinin karşılaştırılması amaçlanmıştır[12].

MATERYAL ve METOD 

Bu çalışma Şubat 2019-Temmuz 2019 tarih-
leri arasında 60 adet şebeke ve 30 adet göl 
suyundan izole edilen toplam 90 enterokok izo-
latından yapılmıştır. 

Numune Alım ve Ekim: Örnekler numune 
alma kriterlerine uygun şekilde 6 mg tiyosülfat 
içeren steril 300-500 mL’lik plastik şişelere 
alınmıştır. Şişelerinin ağızları sıkıca kapatılmış 
ve soğuk zincirde sekiz saat içinde laboratuvara 
ulaştırılmıştır. Alınan 500 mL’lik su örnekleri 
membran filtre cihazında 0.45 µm’lik (Sartorius, 
Gottingen, Almanya) filtreler yardımıyla süzülmüş-
tür. Var olabilecek bakteriler 0.45 μm por çaplı 
membran filtre üzerinde toplanmıştır. Bu filtre 
steril pens ile alınarak SB besiyeri (Liofilchem, 
İtalya) üzerine bırakılarak, 37°C inkübatörde 48 
saat bekletilmiştir. 

Bakterilerin İdentifikasyonu: SB besiyerin-
de kırmızı, mor ve pembe renkte olan tüm bom-
beli koloniler muhtemel enterokok olarak kabul 
edilip doğrulamaya alınmıştır. Tipik kolonilerin 
olduğu membran filtre steril pens yardımı ile ters 
çevrilmeden önceden inkübatörde ısıtılmış Safra 
eskülin azid (SEA) agar (Merck, Almanya) üzerine 
konularak 44°C’de iki saat inkübe edilmiştir. Bu 
süre sonunda sarı olan besiyeri renginin koloni 
etrafında koyu kahverengi zon oluşturması pozitif 
olarak değerlendirilmiştir. Sayılmış ve doğrulan-
mış karakteristik koloni sayısına bakılarak, filtre 
edilmiş hacmin içerisindeki fekal enterokok sayısı 
“kob/100 mL” olarak ifade edilmiştir. İzole edilen 
bakteriler tür tayinine kadar %16 gliserollü broth 
besiyerinde -20°C‘de muhafaza edilmiştir.
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İzolatların MALDI-TOF MS ile Tür 
Tayini: SB agardaki kolonilerden direkt ola-
rak MALDI-TOF MS tanımlaması yapılmıştır. 
İzolatların 24 saat kültürü yapılmıştır. İzole 
edilen enterokok bakteri izolatları kanlı agarda 
(Oxoid) ve SB besiyerinde (Liofilchem) 24 saat 
36°C’de inkübasyona bırakılmıştır. Besiyerinde 
gelişen koloniden öze ile örnek alınarak MALDI-
TOF çelik hedef plak halkasına sürülmüştür. 
Her bakteri izolatı ayrı plaktaki ayrı kuyucuğa 
sürülmüştür. Üzerine %70’lik formik asitten 
1’er µL eklenerek oda sıcaklığında kurumaya 
bırakılmıştır. Kuruduktan sonra matriks solüsyo-
nundan (α-cyano-4-hydroxycinnamic acid; CHCA) 
1’er µL eklenerek tekrar oda sıcaklığında kuru-
maya bırakılmıştır. Plak daha sonra cihaza yer-
leştirilmiştir. Her izolat 100 lazer atışı ile Vitek 

MS (Bio Mérieux, Fransa) cihazı ile In Vitro 
Diagnostic (IVD) modülü V3.0 veri tabanı ile 
tanımlanmıştır.

BULGULAR

Analize enterokok cinsine ait 90 izolat alın-
mıştır. Bu izolatların MALDI-TOF MS ile tür 
tayininde hem kanlı agar hem de Slanetz and 
Bartley agar ile yapılan çalışmada iki besiyeri 
arasında uyumluluk %100 çıkmıştır. Tür tayini 
sonucu elde edilen veriler Tablo 1’de verilmiştir.

Şebeke suyunda E. casseliflavus %35’i (21/60), 
göl suyunda ise E. faecalis %36.7 (11/30) oran-
larıyla en sık izole edilen enterokok türü olarak 
saptanmıştır. Şebeke ve göl suyu örneklerinden 
izole edilen enterokok türleri ve sayısal oranları 
Şekil 1’de sunulmuştur.

Tablo 1. MALDI-TOF MS ile tür dağılımı

Tür

Örnek

Şebeke Göl

n % n %

E. casseliflavus 21 35 6 20

E. faecalis 18 30 12 40

E. faecium 16 26.7 11 36.7

E. hirae 4 6.6 1 3.3

E. columbae 1 1.7 0 0

Toplam 60 30

Şekil 1. İçme-kullanma ve göl sularında enterokok türlerinin dağılımı. 

E. casseliflavus E. faecium E. faecalis E. hirae E. columbae
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TARTIŞMA 

Enterokoklar insan ve hayvan gastrointestinal 
sistemlerinde saprofit yaşarlar. Yaşamlarını sürdü-
rebilmeleri için diğer mikroorganizmalarla rekabet 
halindedirler[16,17].

Enterokok ile ilgili çalışmalar, genelde klinik 
izolatları, direnç durumları ve mekanizmaları 
üzerinedir. Oysaki çevresel izolatlarla yapılan bu 
tür çalışmalara daha az rastlanmaktadır. Küresel 
olarak bu bakterilerde artış olması, direnç meka-
nizmaları geliştiriyor olmaları, kaynakları farklı da 
olsa halk sağlığı açısından önem arz etmektedir.

Çalışmamızda analize alınan her iki besiyeri 
sonucunda izolasyonu en fazla olan enterokok 
türleri şebeke suyu izolatlarında E. casseliflavus 
(%35) ve E. faecalis (%30), göl suyu izolatlarında 
ise E. faecalis (%40) ve E. faecium’dur (%36.7). 
Oryaşın ve arkadaşları yaptığı çalışmada E. fae-
cium (%76) ve Enterococcus gallinarum (%14) 
olarak bulmuşlardır[18]. Bu çalışmada şebeke suyu 
izolatlarında en sık E. casseliflavus (%35), göl 
suyu izolatlarında ise, E. faecalis (%40) tespit 
edilmiştir. Bizim izolatlarımızda E. gallinarum ve 
E. durans türüne rastlanılmamıştır[18].

Torun ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada 111 
enterokok suşundan; %77 E. faecalis, %23 ora-
nında ise E. faecium bulunmuştur. Bu sonuçlar 
da bizim çalışmamız ile uyumluluk göstermekte-
dir[19]. Son zamanlarda yapılan çalışmalar, E. fae-
cium’un daha sık izole edildiği belirtilmektedir[20]. 
Bizim çalışmamızda ise E. casseliflavus ve E. 
faecalis en sık izole edilen türlerdir.

Klinik örneklerde enterokoklar üzerinde yapı-
lan birçok çalışma literatürde bulunmasına rağ-
men, çevresel su örneklerinde enterokoklar ve 
enterokokların tür tayininin yapıldığı çalışmalara 
pek rastlanılmamıştır. İnsan sağlığını olumsuz 
etkileyebilen salgın hastalıklarında ve solunum 
yolu infeksiyonlarında önemli rol oynayan ente-
rokokların önemi antibiyotiklere karşı geliştirdiği 
dirençlerden dolayı son yıllarda daha da art-
mıştır. Direnç gelişimi tedaviyi zorlaştırmaktadır. 
Bu nedenle insanlarda, hayvanlarda ve doğadaki 
kaynaklarda enterokok patojeninin varlığı, geliştir-
dikleri antibiyotik dirençleri ve bunları aktarabilme 
yetenekleri gibi konularda daha fazla çalışmaya ve 
bilgiye ihtiyaç vardır.

Çevresel örneklerde diğer patojen bakteriler 
gibi enterokokların da erken ve doğru tanısı halk 
sağlığı açısından önemlidir. MALDI-TOF MS’nin 
son yıllarda mikrobiyologların hayatına girmesi ile 
günler sürecek tanı işlemini yaklaşık beş dakika 
gibi kısa bir sürede, daha az iş gücü ve kimyasal 
malzeme kullanarak yapılmasına olanak sağlamış-
tır. MALDI-TOF MS gram-pozitif bakteriler için 
seçici besiyeri önermemiştir. Bizim izolatlarımızı 
tiplendirmek amacı ile MALDI-TOF MS’de hem 
kanlı agar hem de SB agar kullanılarak paralel 
çalışma yapılmıştır.

Slanetz and Bartley agar, su ve gıda madde-
lerinde enterokokların izolasyonu ve sayımı için 
kullanılan seçici bir besiyeridir. Ayrıca bu besiyeri, 
ISO 7899-2 ve APHA tarafından verilen spesi-
fikasyonlara uygundur. İçeriğinde bulunan triptoz, 
organizmaların büyümesi için amino asitler, azot, 

Tablo 2. Enterokok türlerinin antibiyotik direnç oranları [n (%)]

E. casseliflavus 
n (27)

E. faecalis  
n (30)

E. faecium  
n (27)

E. hirae  
n (5)

E. columbae  
n (1)

Toplam 
n (90)

Antibiyotikler n % n % n % n % n % n %

Tigesiklin 6 22.2 9 30 9 33.3 0 0 0 0 24 26.6

Ampisilin 1 3.7 4 13.3 6 22.2 0 0 0 0 11 12.2

Linezolid 8 29.6 6 20 8 29.6 1 0.2 1 100 24 26.6

Nitrofurantoin 3 11.1 15 50 16 59.2 5 100 1 100 40 44.4

Trimetoprim/Sulfametoksazol 15 55.5 23 76.6 27 100 4 80 1 100 70 77.7

Vankomisin 2 7.4 0 0 2 7.4 1 0.2 0 0 5 5.5

Gentamisin 7 25.9 0 0 7 25.9 2 40 0 0 16 17.7

Teikoplanin 7 25.9 8 26.6 9 33.3 2 40 1 100 27 30
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karbon, vitaminler ve mineraller sağlarken maya 
özütü, özellikle B grubu bir vitamin kaynağı, 
glikoz ise, karbon ve enerji sağlayan fermente 
olabilen karbonhidrattır. Bileşiminde bulunan sod-
yum azid, gram-negatif bakterileri inhibe eder. 
2,3,5-Triphenyltetrazolium Chloride (TTC) ise, 
enterokoklar tarafından formazana indirgenir. Bu 
reaksiyon, kırmızıdan bordoya kolonilerin oluşumu 
ile görülür[21].

Gram-pozitif bakteriler için MALDI-TOF MS’de 
sadece kanlı agar kullanılmaktadır. Kanlı agar 
ve SB agar besiyerlerinin MALDI-TOF MS için 
kıyaslama yapılan bilimsel çalışma bulunmamakta-
dır. Fakat, Froböse ve arkadaşları Columbia kanlı 
agar (CKA), çikolata agar ve Mac Conkey agar 
karşılaştırdıkları çalışmadan CKA’nın gram-pozitif 
koklar için en hızlı sonuç verdiğini bulmuşlar-
dır[22]. Feng ve arkadaşlarının yaptığı başka bir 
çalışmada ise kanlı agar, tripton soya agar ve LB 
broth besiyerleri ile karşılaştırılmış ve en yüksek 
performansı kanlı agar olarak gözlemlemişlerdir[23]. 
MALDI-TOF MS‘ye ait teknoloji, yazılım ve veri 
tabanları zamanla iyileştirilmiş olmasına rağmen 
gram-pozitif bakteriler için seçici besiyerlerinde de 
performans sağlayabileceğine dair çok fazla araş-
tırma yapılmamış olup SB agar hakkında hiçbir 
veri mevcut değildir.

Bu çalışmada, SB agarda ve kanlı agara eş 
zamanlı olarak ekimi yapılan enterokok suşlarını 
MALDI-TOF MS’de %100’ünde doğru olarak 
tanımlayabildiği saptanmıştır. Bu çalışmanın 
sonuçlarına göre; önemli bir patojen topluluğu 
olan gram-pozitif bakterilerin MALDI-TOF MS 
ile tanısında pratikte karşılaşılan sınırlı besiyeri 
sorununa karşı mikrobiyolojik olarak diğer seçici 
besiyerlerinin de alternatif bir çözüm olabileceği 
ve farklı seçici besiyerleri üzerinde de çalışmalar 
yapılabileceği vurgulanmıştır.
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