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Giris: Matris destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon ugus stiresi kiitle spektrometrisi (MALDI-TOF MS), son on yilda mikroorganizmala-
rin tanimlanmasi icin hizlh ve giivenilir bir yontem olarak sik kullanilmaktadir. Bu yontemde sadece bir gram-negatif segici besiyerinin

onerilmis olmasi tanida sorunlara neden olmaktadir. Calismada kullanilan Slanetz and Bartley (SB) agarin, bakterilerini tanimlama
acisindan MALDI-TOF MS’de kullanilabilecegine dair bilimsel literatiirlerde herhangi bir bilgi yoktur.

Materyal ve Metod: Bu calismada, Van ve cevresindeki icme-kullanma ile gél sularindan izole edilen enterokoklarin MALDI-TOF MS
yontemi ile SB agar besiyerinde lireyen enterokok bakterileri tanimlama performansinin kanl agar ile birlikte karsilastirilarak yapilmasi
ve bu performansi arttirici basit ve hizli bir érnek hazirlama yonteminin gelistiriimesi amaclanmustir. Bu amagla alti ay siiresince 60
sebeke ve 30 gdl suyu numunesi incelemeye alinmistir.

Bulgular: Numuneler membran filtrasyon yéntemi ile calisilmistir. izole edilen enterokoklar, MALDI-TOF MS yéntemi ile hem kanli
agardan hem de selektif besiyeri olan SB besiyerinden direk olarak alinan izolatlar ile karsilastirmali tanimlama yapilmustir. Her iki besi-
yerinde yapilan tiir tayininde ayni sonuglar elde edilmistir. Bu sonuglara gére sebeke suyu izolatlarin %35 i Enterococcus casseliflavus,
%30°u Enterococcus faecalis, %26.7'si Enterococcus faecium, %6.6°s1 Enterococcus hirae, %1.7°si Enterococcus columbae olarak, gél
suyu izolatlarin ise %20°si E. casseliflavus, %40 E. faecalis, %36.7si E. faecium, %3.3 Ui E. hirae olarak tanimlanmgtir. Sebeke suyunda
E. casseliflavus, gol suyunda E. faecalis en sik izole edilen enterokok tiirleridir.

Sonug: Kiitle spektrometrik tanimlamaya uygunlugu hakkinda bugiine kadar herhangi bir veri bulunmayan SB agar gibi selektif besi-
yerinden de alinabileceginin saptanmasi, MALDI-TOF MS’nin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda daha etkin ve hizli kullanimina katki
saglayacaktir. Ayrica incelenen tiim sularin énemli sayilabilecek diizeyde mikrobiyal kontaminasyona maruz kaldigi ve halk saghgi
acisindan potansiyel bir tehlike arz ettigi kanaatine vanilmistir. Bu sularin tiiketiminin immdin sistemi baskilanmis, hasta ve yaslilar ile
cocuklarda potansiyel saglik riski olusturabilecedi ortaya koyulmustur.
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Enterokoklarin MALDI-TOF ile Tayini

ABSTRACT

Identification of Enterococci in MALDI-TOF MS by Comparison with Slanetz and Bartley and
Blood Agar Media
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2 Department of Medical Microbiology, inénti University, Malatya, Turkiye

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.

Key Words: Enterococcus; Slanetz and Bartley agar; MALDI-TOF MS; Potable water; Lake water

GiRi$ kaynaklarimin ~ kirliligi yalmzca saghk acisindan
degil aym zamanda ekolojik denge acisindan da
onem tasimaktadir. Endiistri atiklari, kanalizasyon
sulari, tarim amach giibreleme, tasmalar, seller
ve diger kirletici etmenler ile meydana gelen su
kirliligi cevre saghginin bozulmasinda onemli role

sahiptir[S].

Insan yasammin en onemli ihtivaclarindan
olan su tiim toplumsal faaliyetlerimizi yiiriitmemiz
agisindan kritik bir ©neme sahiptirm. Su, insan
saghgl acisindan en ©nemli cevresel etkenlerden
birisidir2l. Saghkh ve giivenli bir icme suyunun
temin edilip, tiiketiciye ulastirilmast her birey icin
temel bir saglik hakkidirll, Saghk Bakanhigi tarafindan 2005 wyilinda
Avrupa Birligine tiyelik miizakereleri kapsa-
minda cikartilan “insani Tiiketim Amach Sular
Hakkinda Yonetmelik”; kaynak sulari, icme sulari
ve icme-kullanma sular ile ilgili hiikiimleri kapsa-
maktadir. Bu yonetmelikte insani tiiketim amach
sular; orijinal haliyle veya islendikten sonra dagi-

Diinya Saglhk Orgiitii (DSO) verileri, diinya
niifusunun  yarisinin - giivenli  suya ulasamadigim
belirtmis olup, gelismekte olan iilkelerde ortaya
cikan tiim hastaliklarin %80’inin icme suyundan
kaynaklandigini gtistermistir[4‘5]. Icilen suyun kali-
tesi ile saglikli yasam arasinda vakin bir iliski
mevcuttur. Hijyenik olmayan sulardan pek cok tim agi, tanker, sise veya kaplar ile tiiketime

hastalik etkeni insanlara bulasabilmekte ve onemli 51.1{1ular1 icme, pisirm.e,. gida ha21rlar?a.. ya da
saglhk sorunlarma  sebep olabilmektedir®7].  Su diger evsel amaclar icin kullanilan biitiin sular
olarak tanimlanmaktadir®.
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Enterokoklar, insan ve sicakkanli hayvanlarin
bagirsak florasinda bulunan bakterilerdir. Sularda
enterokok varligi uzun siire ©nce olusan fekal
kirliligin ~ gostergesidir. Bu bakteriler, 10-45°C
sicaklikta, 9.6 pH'da %6.5 NaCl'de iireyebilen,
60°C‘de 30 dakika canlihgini koruyabilen 1siya
dayankh mikroorganizmalardir. Insan  saghgin
olumsuz etkileyebilen wve Kkirli sularda en cok
izole edilen tiirler; E. faecalis, E. faecium ve
E. duranstir19,

Membran filtrasyon sistemi (MFS), icme suyu
analizi icin kullanilan yaygin bir analiz yonte-
midir. Bu yontem, belirli hacimdeki (100 mL,
250 mL, 500 mL) su orneginin, cesitli por
caplarinda (0.45 pm, 0.20 pm veya 0.65 pm),
seliloz asetat veya selilloz nitrattan olusan bir
membran filtre iizerinden siizme esasina daya-
nir. Filtrasyon sonrasi su icerisinde mevcut olan
bakteri membran filtrede kalir. Membran filtre
analizi istenen besiyerine uygun sicaklik ve siirede
inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda membran filtre
ylizeyinde gelisen koloniler degerlendirilirul].

SB besiyeri, Slanetz and Bartley tarafindan
enterokoklarin  izolasyonu  icin  tasarlanmustir.
Bakteriler bu besiyerinde 2,3,5-Trifeniltetrazolium-
Kloriir formazona indirgeyerek iirerler. Besiyerinde
organizmalarin biiyiimesi icin gerekli olan triptoz,
maya ekstrakti, azot, karbon, vitamin ve mineraller
vardir. SB besiyeri yiiksek sicakliklardaki (44-45°C)
inkilbbasyonda iireyen kirmizi veya bordo renkli
kolonilerin olasi enterokok olarak kabul edildigi
selektif bir besiyeridirl1213l,

Ureticiler tarafindan MALDI-TOF MS ile tanim-
lanacak mikroorganizmalar icin referans olarak

kanh agar besiyeri onerilmektedir¥. Bu durum
mikrobiyologlar1  besiyeri  kullanimi  acisindan
kisitlamakta wve besiyeri tercihlerini degistirmek

zorunda birakmaktadir. Ayni zamanda farkli besi-
yerinde iireyen mikroorganizmalar icin tiir tayini
yapilmak istendiginde, {ireyen bakterinin kanl
agara tekrar ekimi vyapilarak inkiibasyon icin
bir gece daha beklenilmektedir. Bu durum da
MALDI-TOF MS’nin en onemli avantaji olan hizh
tan1 ozelligini kaybetmesine neden olabilmektedir.
MALDI-TOF MS icin referans besiyerlerine alter-
natif olarak farkh secici besiyerlerinin de kullanila-

bilmesi hem mikrobiyolojik tekniklerin gelistirilmesi
hem de bu vyontemin kullamm potansiyelinin
arttinlmas1 ve hizli tani acisindan onemlidir.

Bu calismada, Van bolgesinde i¢cme-kullanma
sular1 ile gol sulannndan TS EN ISO 7899-2
yontemi ile SB agar besiyerinde izole edilen ente-
rokoklarin MALDI-TOF MS yontemi ile tiplendi-
rilmesi ve ayni bakterilerin kanli agar besiyerine
de ekimi yapilarak MALDI-TOF MS yontemi ile
tiplendirilmesinin karsilastirilmasi amaclanmlstlr[lzl.

MATERYAL ve METOD

Bu calisma Subat 2019-Temmuz 2019 tarih-
leri arasinda 60 adet sebeke ve 30 adet gol
suyundan izole edilen toplam 90 enterokok izo-
latindan yapilmustir.

Numune Alm ve Ekim: Ornekler numune
alma kriterlerine uygun sekilde 6 mg tiyosiilfat
iceren steril 300-500 mL’lik plastik siselere
alnmustir.  Siselerinin  agizlar1  sikica kapatilmis
ve soguk zincirde sekiz saat icinde laboratuvara
ulastirilmistir.  Alman 500 mL’lik su ornekleri
membran filtre cihazinda 0.45 pm’lik (Sartorius,
Gottingen, Almanya) filtreler yardimiyla siiziilmiis-
tir. Var olabilecek bakteriler 0.45 pm por caph
membran filtre {izerinde toplanmstir. Bu filtre
steril pens ile alinarak SB besiyeri (Liofilchem,
ftalya) tizerine birakilarak, 37°C inkiibatorde 48
saat bekletilmistir.

Bakterilerin identifikasyonu: SB besiyerin-
de kirmizi, mor ve pembe renkte olan tiim bom-
beli koloniler muhtemel enterokok olarak kabul
edilip dogrulamaya alinmistir. Tipik Kkolonilerin
oldugu membran filtre steril pens yardimi ile ters
cevrilmeden o©nceden inkiibatorde 1sitilmis Safra
eskiilin azid (SEA) agar (Merck, Almanya) iizerine
konularak 44°C’de iki saat inkiibe edilmistir. Bu
siire sonunda sari olan besiyeri renginin koloni
etrafinda koyu kahverengi zon olusturmasi pozitif
olarak degerlendirilmistir. Sayilmis ve dogrulan-
mis Kkarakteristik koloni sayisina bakilarak, filtre
edilmis hacmin icerisindeki fekal enterokok sayisi
“kob/100 mL” olarak ifade edilmistir. Izole edilen
bakteriler tiir tayinine kadar %16 gliserollii broth
besiyerinde -20°C‘de muhafaza edilmistir.
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izolatlarm MALDI-TOF MS ile Tiir
Tayini: SB agardaki kolonilerden direkt ola-

rak MALDI-TOF MS tanimlamasi yapilmustir.
[zolatlarin 24 saat kiiltiirti  yapilmustir.  {zole
edilen enterokok bakteri izolatlar1 kanli agarda
(Oxoid) ve SB besiyerinde (Liofilchem) 24 saat
36°C’de inkiibasyona birakilmistir.  Besiyerinde
gelisen koloniden ©ze ile ©rnek alinarak MALDI-
TOF celik hedef plak halkasina siiriilmiistiir.
Her bakteri izolati ayri plaktaki ayri kuyucuga
stiriilmustiir.  Uzerine  %70’lik  formik  asitten
T'er pL  eklenerek oda sicakhginda kurumaya
birakilmistir.  Kuruduktan sonra matriks soliisyo-
nundan (a-cyano-4-hydroxycinnamic acid; CHCA)
T'er pL eklenerek tekrar oda sicakliginda kuru-
maya birakilmistir. Plak daha sonra cihaza yer-
lestirilmistir. Her izolat 100 lazer atis1 ile Vitek

Tablo 1. MALDI-TOF MS ile tiir dagilimi

MS (Bio Mérieux, Fransa) cihazi ile In Vitro
Diagnostic (IVD) modilii V3.0 veri tabani ile
tanmimlanmustir.

BULGULAR

Analize enterokok cinsine ait 90 izolat alin-
mustir. Bu izolatlarin MALDI-TOF MS ile tiir
tayininde hem kanli agar hem de Slanetz and
Bartley agar ile yapilan calismada iki besiyeri
arasinda uyumluluk %100 cikmustir. Tiir tayini
sonucu elde edilen veriler Tablo 1’de verilmistir.

Sebeke suyunda E. casseliflavus %35’i (21/60),
gol suyunda ise E. faecalis %36.7 (11/30) oran-
lariyla en sik izole edilen enterokok tiirii olarak
saptanmustir.  Sebeke ve gol suyu orneklerinden
izole edilen enterokok tiirleri ve sayisal oranlari
Sekil 1’de sunulmustur.

Ornek
Sebeke Gol
Tiir n % n i
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 33
E. columbae 1 1.7 0 0
Toplam 60 30
Numuneye Gore Tirler
25 W [DEGER](%35)
B [DEGER](%30)

20 B 16(%26.7)

15 11(%36.7) g 12(%40)

10 =

[DEGER](%6.6)
5 = [DEGER]{%S.?,}EER}{@'&]O?}
o h -
E. casseliflavus  E. faecium E. faecalis E. hirae E. columbae
] iCME—I(U LLANMA SUYU mGOLSUYU

Sekil 1. igme-kullanma ve gél sularinda enterokok tiirlerinin dagilimi.
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Tablo 2. Enterokok tiirlerinin antibiyotik diren¢ oranlari [n (%)]

E. casseliflavus  E. faecalis  E. faecium  E. hirae E. columbae  Toplam
n (27) n (30) n (27) n (5) n (1) n (90)
Antibiyotikler n % n % n % n % n % n %
Tigesiklin 6 22.2 9 30 9 333 0 0 0 0 24 26.6
Ampisilin 1 3.7 4 13.3 6 222| 0 0 0 0 11 12.2
Linezolid 8 29.6 6 20 8 296 1 02 1 100 | 24 26.6
Nitrofurantoin 3 11.1 15 50 16 59.2| 5 100 1 100 | 40 44.4
Trimetoprim/Sulfametoksazol 15 555 | 23 76.6| 27 100 | 4 80 1 100 | 70 77.7
Vankomisin 2 7.4 74|11 02| 0 0 5 5.5
Gentamisin 7 25.9 259 | 2 40 0 0 16 17.7
Teikoplanin 7 259 266 | 9 333| 2 40 1 100 | 27 30
TARTISMA Klinik ©rneklerde enterokoklar tizerinde vapi-

Enterokoklar insan ve hayvan gastrointestinal
sistemlerinde saprofit yasarlar. Yasamlarim siirdii-

rebilmeleri icin diger mikroorganizmalarla rekabet
halindedirler!16:17],

Enterokok ile ilgili calismalar, genelde Klinik
izolatlar1, diren¢c durumlari ve mekanizmalar
tizerinedir. Ovysaki cevresel izolatlarla yapilan bu
tir calismalara daha az rastlanmaktadir. Kiiresel
olarak bu bakterilerde artis olmasi, direnc meka-
nizmalar1 gelistiriyor olmalari, kaynaklar farkli da
olsa halk saghg acisindan ©nem arz etmektedir.

Calismamizda analize alinan her iki besiyeri
sonucunda izolasyonu en fazla olan enterokok
tirleri sebeke suyu izolatlarinda E. casseliflavus
(%35) ve E. faecalis (%30), gol suyu izolatlarinda
ise E. faecalis (%40) ve E. faecium'dur (%36.7).
Oryasin ve arkadaslann yaptigi calismada E. fae-
cium (%76) ve Enterococcus gallinarum (%14)
olarak bulmuslardlr[lg]. Bu calismada sebeke suyu
izolatlarinda en sik E. casseliflavus (%35), gol
suyu izolatlarinda ise, E. faecalis (%40) tespit
edilmistir. Bizim izolatlarimizda E. gallinarum ve
E. durans tiriine rastlanllmamlstlr[18].

Torun ve arkadaslarinin yaptigi calismada 111
enterokok susundan; %77 E. faecalis, %23 ora-
ninda ise E. faecium bulunmustur. Bu sonuclar
da bizim calismamiz ile uyumluluk gostermekte-
dirl?. Son zamanlarda vapilan calismalar, E. fae-
cium'un daha sk izole edildigi belirtilmektedir29.
Bizim calismamizda ise E. casseliflavus ve E.
faecalis en sik izole edilen tiirlerdir.

lan bircok calisma literatiirde bulunmasina rag-
men, cevresel su Orneklerinde enterokoklar ve
enterokoklarin tiir tayininin yapildigi calismalara
pek rastlanilmamustir. Insan saghgmi  olumsuz
etkileyebilen salgin hastaliklarinda ve solunum
yolu infeksiyonlarinda ©nemli rol oynayan ente-
rokoklarin ©nemi antibiyotiklere karsi gelistirdigi
direnclerden dolay1 son vyillarda daha da art-
mistir. Direnc gelisimi tedaviyi zorlastirmaktadir.
Bu nedenle insanlarda, hayvanlarda ve dogadaki
kaynaklarda enterokok patojeninin varligi, gelistir-
dikleri antibiyotik direncleri ve bunlar1 aktarabilme
yetenekleri gibi konularda daha fazla calismaya ve
bilgive ihtiyac vardir.

Cevresel o©rneklerde diger patojen bakteriler
gibi enterokoklarin da erken ve dogru tamsi halk
saghgl acisindan onemlidir. MALDI-TOF MS’nin
son yillarda mikrobiyologlarin hayatina girmesi ile
giinler siirecek tam islemini yaklasik bes dakika
gibi kisa bir siirede, daha az is giicii ve kimyasal
malzeme kullanarak yapilmasina olanak saglamis-
tir. MALDI-TOF MS gram-pozitif bakteriler icin
secici besiyeri ©nermemistir. Bizim izolatlarimizi
tiplendirmek amaci ile MALDI-TOF MS’de hem
kanli agar hem de SB agar kullanilarak paralel
calisma yapilmstir.

Slanetz and Bartley agar, su ve gida madde-
lerinde enterokoklarin izolasyonu ve sayimi icin
kullanilan secici bir besiyeridir. Ayrica bu besiyeri,
ISO 7899-2 ve APHA tarafindan verilen spesi-
fikasyonlara uygundur. Iceriginde bulunan triptoz,
organizmalarin biiylimesi icin amino asitler, azot,

FLORA 2023;28(1):87-93
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karbon, vitaminler ve mineraller saglarken maya
oziitli, o©zellikle B grubu bir vitamin kaynagi,
glikoz ise, karbon ve enerji saglayan fermente
olabilen karbonhidrattir. Bilesiminde bulunan sod-
yum azid, gram-negatif bakterileri inhibe eder.
2,3,5-Triphenyltetrazolium Chloride (TTC) ise,
enterokoklar tarafindan formazana indirgenir. Bu
reaksiyon, kirmizidan bordoya kolonilerin olusumu
ile goriilir2l,

Gram-pozitif bakteriler icin MALDI-TOF MS’de
sadece kanh agar kullamilmaktadir. Kanlh agar
ve SB agar besiyerlerinin MALDI-TOF MS icin
kiyaslama yapilan bilimsel calisma bulunmamakta-
dir. Fakat, Frobose ve arkadaslar1 Columbia kanli
agar (CKA), cikolata agar ve Mac Conkey agar
karsilastirdiklar1 calismadan CKA’min gram-pozitif
koklar icin en hizli sonu¢ verdigini bulmuslar-
dirf22], Feng ve arkadaslarinin yaptigi baska bir
calismada ise kanh agar, tripton soya agar ve LB
broth besiyerleri ile karsilastinlmis ve en yiiksek
performansi kanh agar olarak g@zlemlemislerdir[ZS].
MALDI-TOF MS'ye ait teknoloji, yazilim ve wveri
tabanlart zamanla iyilestirilmis olmasina ragmen
gram-pozitif bakteriler icin secici besiyerlerinde de
performans saglayabilecegine dair cok fazla aras-
tirma yapilmamis olup SB agar hakkinda hicbir
veri mevcut degildir.

Bu calismada, SB agarda ve kanl agara es
zamanh olarak ekimi yapilan enterokok suslarim
MALDI-TOF MS'de %100’iinde dogru olarak
tanimlayabildigi  saptanmistir.  Bu  c¢alismanin
sonuclarina gore; onemli bir patojen toplulugu
olan gram-pozitif bakterilerin MALDI-TOF MS
ile tamisinda pratikte Kkarsilasilan smirli  besiyeri
sorununa karst mikrobiyolojik olarak diger secici
besiyerlerinin de alternatif bir ¢oziim olabilecegi
ve farkh secici besiyerleri iizerinde de calismalar
vapilabilecegi vurgulanmustir.

ETIK KURUL ONAYI

Calisma icin, Van Egitim ve Arastirma
Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan Etik
kurul onay1 gerektirmeyen arastirma projeleri icin
basvuru yapildi ve onay alindi.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir cikar
catismasi bildirmemislerdir.

YAZAR KATKISI

Anafikir/Planlama: EA

Analiz/Yorum: Tum vazarlar

Veri saglama: EA

Yazim: EA

Gozden Gecirme ve Diizeltme: Tium vazarlar

Onaylama: Tim yazarlar
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