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Bu calismada, karbapenem direncli oksasilinaz tipi karbapenemaz genlerini tasiyan Acinetobacter bau-
mannii izolatlarinin “uluslararasi yiiksek riskli klonlar” (IC 1, Il ve ) ile iligkisinin farkli molekiler epidemi-
yolojik yontemlerle degerlendirilmesi ve yontemlerin uyum ve ayrim giiclinlin istatistiksel olarak karsilas-
tinlmasi amaclanmistir. Yetmis iki hastanin tekrar etmeyen kan kiiltiirlerinden izole edilen, karbapenem
direncli ve orta duyarli 72 A.baumannii izolati calismaya dahil edilmistir. izolatlarda OXA-tipi karbapenemaz
genlerinden blagy, 53, blagy, 54 blagy, s, Ve blagy, o varligi polimeraz zincir reaksiyonu [polymerase chain
reaction (PCR)] ile tespit edilip, DNA dizi analizi yontemiyle dogrulanmustir. Klinik izolatlarla birlikte IC I, Il
ve lll klonlari “pulsed field” jel elektroforezi [pulsed field gel electrophoresis (PFGE)], multilokus dizi tiplen-
dirmesi [multilocus sequence typing (MLST)] ve matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon
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ucus zamani kitle spektrometresi [matrix-assisted laser desorption/ionization time- of-flight mass spectro-
metry (MALDI-TOF MS)] analiziyle tiplendirilmistir. Yontemlerin istatistiksel olarak karsilastirmasi yapilirken
Simpson’in cesitlilik indeksi [Simpson’s index of diversity (SID)] ile ayrim glicl, “Wallace katsayisi” ile uyumu
degerlendirilmistir. izolatlarin tiimiinde blag, , 55 Ve blag,, <, genlerinin bulundugu saptanmigtir. Dizi analizi
icin secilen dort izolatin biyoinformatik analizi sonucunda; bla,, ,, ve bla,,, ., genleri secilen izolatlar-
da saptanmis olup, blag,, s, geni taglyan iki izolatin bla, , ;, geniyle %99 oraninda benzerlik gsterdigi
saptanmistir. [zolatlar, PFGE ile > %85 benzerlik katsayisina gore bes pulsotipe (A, B, C, D ve E) ayriimustir.
izolatlar ve sirastyla ICl, ICII ve IClII yiiksek riskli klonlarina ait RUH 875, RUH 134, LUH 5875 suslar PFGE ile;
A (n=58), B (n=8), C (n=4), D (n=4) ve E (n= 1) olmak lzere bes ana gruba ve bu gruplar da 10 alt gruba
(A1, A2, A4, A5, A6, A9, B1, B4, C3, D1) ayrilmustir. IC klon 11l (ET) ve yedi izolat 6zgul (A3, A7, A8, B2, B3,
C1, C2) PFGE profili gostermistir. ICII A5 alt tipinde; ICI C1 alt tipinde ve ICIII E1 alt tipinde yer almistir.
PFGE alt tip gruplari ile 18 pulsotip belirlenmis ve pulsotiplerden rastgele secilen 20 izolatta, MLST Pasteur
semasina (cpn60, fusA, gltA, pyrG, recA, rplB, rpoB) gore; ST1, ST2, ST81, ST157 ve ST604 sekans tipleri
bulunmustur. MALDI-TOF MS ile 72 A.baumannii izolati ve ICl, ICll ve ICIIl klonlarinin cihazda olusturulan
spektra olciimlerinin “temel bilesen analizi (PCA)” yapilmistir. PCA analizinde kiimelenme mesafe diizeyi
1.5 olarak hesaplanmis, izolatlar ti¢ kiimeye ayrilmistir. IC klon |, Il ve Il ile klinik izolatlarin 70’i bir kiimede
toplanirken, iki klinik izolat (ABO83 ve AB0115) tekli kiimeler olusturmustur. MALDI-TOF MS, MLST ve PFGE
verileri arasinda Wallace katsayisina gére anlamli bir uyum goriilmemistir. PFGE yonteminin SID katsayisi ile
ayrim glicii bakimindan anlamli sonug verdigi, MALDI-TOF MS PCA analizinin ise ayrim glictiniin en dustk
degere sahip oldugu, PFGE'nin MLST ile Wallace katsayisi sonucunun ise uyumlu oldugu bulunmustur. So-
nuglarimiz, A.baumannii tirlerinde epidemiyolojik analiz icin MALDI-TOF MS’nin, PFGE ve MLST gibi altin
standart bir yontem olarak islev géremeyecegini ve MALDI-TOF MS icin kullanilan epidemiyolojik tiplendir-
me protokollerinin iyilestirilmesi ve gelistirilmesi gerektigini gostermistir.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter baumannii; international clonal complex; PFGE; MALDI-TOF MS; MLST.

ABSTRACT

The aim of the study was to evaluate the relationship between carbapenem-resistant Acinetobacter
baumannii isolates carrying oxacillinase-type carbapenemase genes with “international high-risk clones”
(IC 1, 1l, and Ill) by different molecular epidemiological methods and to statistically compare the con-
cordance and discrimination power of the methods. Carbapenem-resistant and moderately susceptible
A.baumannii isolates from non-repeating blood cultures of 72 patients were included in the study. The
presence of “blay,, 55, blagy, 54 blagy, o, Ve blag,, <" genes within OXA-type carbapenemases was de-
tected by polymerase chain reaction (PCR) method and confirmed by DNA sequence analysis. Pulsed
field gel electrophoresis (PFGE), multilocus sequence typing (MLST) and matrix-assisted laser desorption/
ionization time- of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) analyses were performed to evaluate the
clonal relations of IC I, Il and Ill clones together with clinical isolates. In the statistical comparison of the
methods, discrimination power was evaluated by Simpson index of diversity (SID) and concordance by
“Wallace coefficient”. All of the isolates were found to carry bla,,, ,, and bla,,, ., genes. As a result of
the bioinformatic analysis of the four isolates selected for sequence analysis; bla,, ,, and bla,, <, genes
were detected in the selected isolates, and the analysis of two isolates carrying bla,,,, ., gene showed 99%
similarity with bla,,, o, gene. The isolates were clustered into five pulsotypes (A, B, C, D and E) according
to > 85% similarity coefficient by PFGE. The isolates and RUH 875, RUH 134, LUH 5875 strains belonging
to high-risk clones ICI, ICIl and ICIlI, respectively, were divided into five main groups [A (n= 58), B (n= 8),
C(n=4), D (n=4) and E (n=1)] and 10 subgroups (A1, A2, A4, A5, A6, A9, B1, B4, C3, D1) by PFGE. IC
clone lll (E1) and seven strains showed singleton PFGE profiles (A3, A7, A8, B2, B3, C1, C2). ICll was found
in A5 subtype, ICl in C1 subtype and ICIIl in E1 subtype. By PFGE subtype groups, 18 pulsotypes were
determined and ST1, ST2, ST81, ST157 and ST604 sequence types were found in 20 isolates randomly
selected from pulsotypes according to MLST Pasteur scheme (cpn60, fusA, gltA, pyrG, recA, rp/B, rpoB).
Principal component analysis (PCA) of the spectra of 72 A. baumannii isolates and ICl, ICIl and ICIII clones
was performed by MALDI-TOF MS. In PCA analysis, the cluster distance level was defined as 1.5 and the
isolates were divided into three clusters. IC clone |, Il and Ill together with 70 clinical isolates were grouped

08 MIKROBIYOLOJi BULTENI




Ulugam Atay G, Bayramoglu G, Tosun i, Unsal U.

in one cluster, while two clinical isolates (ABO83 and AB0115) formed singleton clusters. There was no
significant agreement between MALDI-TOF MS; MLST and PFGE data according to Wallace coefficient. It
was found that PFGE method gave significant results in terms of discrimination power with SID coefficient,
MALDI-TOF MS PCA analysis had the lowest discrimination power value, and the Wallace coefficient result
of PFGE and MLST was concordant. In conclusion, MALDI-TOF MS may not function as a gold standard
method like PFGE and MLST for epidemiological analysis in A.baumannii species and the epidemiological
typing protocols used for MALDI-TOF MS need to be improved and developed.

Keywords: Acinetobacter baumannii; international clonal complex; PFGE, MALDI-TOF MS, MLST

GiRis

Acinetobacter turleri arasinda Acinetobacter baumannii, diinya ¢apinda saghk hizme-
tiyle iliski enfeksiyonlara yol acan en énemli tirdiir'. Salginlarla iliskili olmasindaki en bi-
yuk etken hastane ortaminda uzun sire varligini koruyabilmesidir. Salginlarla birlikte cok
ilaca direncli [multi-drug resistant (MDR)] A.baumannii suslarinin yayilmasi ¢cok onemli
bir sorun kaynagidir®3.

A.baumannii'nin sebep oldugu hastane kaynakli enfeksiyonlarda en etkili antimikro-
biyal ilagc olarak bilinen karbapenemlere karsi direng¢ son yillarda artan oranlarda bildi-
rilmektedir?. Karbapenem direncinden siklikla sorumlu olan OXA tipi karbapenemazlar,
blagy s s1.ike PlAoxa23.iiker PlOoxa24/40-1ike PlOoxassuiie IENIET aracihgiyla sentezlenmekte-
dir'. A.baumannii izolatlarinin multilokus dizi tiplendirmesi [multilocus sequence typing
(MLST)] ve diger molekdler tiplendirme yontemleriyle saptanan “uluslararasi ytksek risk-
li klonlar (ICI, ICII, ICIII)” ve/veya “Avrupa klonlari (EUI-II)” olarak tanimlanan diinya
capinda dagilmis ¢ soyunun, ulusal ve uluslararasi diizeyde salginlardan izole edilmis
klonal soylar oldugu bilinmektedir*. MLST Pasteur semasinda A.baumannii icin sekans tip
(ST)'leri ve ait olduklari klonal kompleksler (IC) belirtilmistir. Sekans tiplerinin dahil oldu-
gu klonal kompleksler sirasiyla ST1 icin IC1, ST2 icin IC2, ST3 icin IC3 ve ST15 icin IC4
eBURST algoritmasiyla verilmistir. Ozellikle Avrupa’da ve diinyadaki salginlarda gériilen
bu klonlardan koken alan suslarin hastanelerdeki yayiliminin artmasi enfeksiyon kontrol
énlemleri acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir*>.

OXA-tipi karbapenemaz treten A.baumannii'nin sebep oldugu salginlarin epidemi-
yolojik degerlendirmeleri farkli yontemlerle yapilabilmektedir. En sik kullanilan, ‘pulsed
field" jel elektroforezi [pulsed field gel electrophoresis (PFGE)] ve MLST yontemleri mik-
roorganizmanin genomik yapisini epidemiyolojik olarak degerlendirmektedir. Bakteri
genomunun kesim enzimleri ile kesilmesi sonucu elde edilen bantlarin karsilastiriimalari
esasina dayanan PFGE, altin standart yontem olarak kullanilmaktadir. MLST yontemi ise
bakterilerin temel metabolik fonksiyonlarini yoneten genlerinin alellerini temsil eden nuk-
leotit dizilimlerinin, PubMED MLST veri tabanlariyla degerlendirilmesi sonucunda sekans
tiplerinin belirlendigi bir epidemiyolojik tiplendirme yontemidir. Matriks ile desteklen-
mis lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamani kiitle spektrofotometrisi [matrix-assisted
laser desorption/ionization time- of-flight, mass spectrometry (MALDI-TOF MS)] ise ru-
tin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanimi giderek artan bir tanimlama yontemi olup
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bakterilerin basta ribozomal proteinler olmak tzere iyonlari kiitle/yiik oranlarina (m/z)
gore ayirarak tanimlama yapan bir tekniktir. Hizli sonug veren ve diger yontemlere gore
disik maliyetli, uygulamasi kolay bir yontemdir. MALDI-TOF MS bakteri tiplendirme
teknigiyle epidemik klonlar arasindan spesifik patojenite gosteren izolatlar tanimlaya-
bilmekte ve tanimlanan izolatlarin alt gruplarinin epidemik yayihimlarini takip etmek icin
klinik ve cevresel kokenli suslari belirleyebilmektedir. Olasi salgin stiphesi durumunda ¢ok
ilaca direncli patojenlerin, sus kiimelerini ve olasi bulagma yolunu bulmak ve tanimlamak
icin MALDI-TOF MS teknigi, dendrogram analiziyle hizli sonu¢ almanin gerekli oldugu
durumlarda uygulanabilmektedir®.

Bu calismada, OXA-tipi karbapenemaz lreten A.baumannii izolatlarinin “uluslararasi
yuksek riskli klonlar (ICI, ICII, ICIII)” ile klonal iligkisinin; PFGE pulsotip ve alt tipleri, MLST
sekans tipi ve goeBURST analizi, MALDI-TOF MS “temel bilesen analizi (PCA)” analizi
ile arastinlmasi amaclanmigtir. Bu ¢ yontemin; Simpson’in cesitlilik indeksi [Simpson’s
index of diversity (SID)] ile ayrim gtictiniin ve Wallace katsayisi ile uyumunun istatistiksel
olarak karsilastirarak degerlendirilmesi hedeflenmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik Kurul
Bagkanligi onay: ile gerceklestirildi (Tarih: 22.12.2015 ve Karar no: 2015/142).

izolatlarin Tanimlanmasi ve Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri

Calismaya Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi Mikro-
biyoloji Laboratuvarina gonderilen 72 hastanin tekrar etmeyen kan kiiltiirlerinden Ocak
2014 ve Agustos 2015 tarihleri arasinda izole edilen, karbapenem direncli veya orta du-
yarli 72 adet A.baumannii izolati dahil edildi. Tim izolatlar BD Phoenix Otomatize Mik-
robiyoloji Sistemi (Becton-Dickinson, Sparks, MD, ABD) ile Uretici firmanin talimatlarina
gdre tanimlandi. izolatlarin on iki antibiyotige (imipenem, piperasilin/tazobaktam, levof-
loksasin, seftazidim, seftriakson, siprofloksasin, amikasin, ampisilin/sulbaktam, sefepim,
gentamisin, trimetoprim/silfametoksazol, meropenem) karsi antimikrobiyal duyarlihg,
BD Phoenix otomatize sistemi ve disk diflizyon yontemiyle caligildi. Sonuglar Klinik ve
Laboratuvar Standartlari Enstittsi [Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)] kriter-
lerine gore degerlendirildi’.

Oksasilinaz Genlerinin Analizi

OXA-tipi karbapenemaz genleri olan “bla, , 53 1w PlOoxa 24 iiker Plxas11ike VE PlOoxA.
ssie. 9€n bolgelerine spesifik primerler (Tablo ) kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu
[polymerase chain reaction (PCR)] yéntemiyle arastirildi®®. PCR kosullari 94 °C’de 5 da-
kika denattirasyon sonrasi, her dongu 94 °C’de 25 saniye denaturasyon, 53 °C’de 40 sa-
niye primer birlesmesi, 72 °C’de 50 saniye uzama islemlerinden olusan 30 dongu olarak
uygulandi. Son olarak 72 °C’de 6 dakika uzama sturesi eklendi. PCR Urtinleri %2 agaroz jel
icinde 90 V'de bir saat yiiriitiildii®°. DNA dizi analizi icin rastgele secilen AB076, AB114,
AB118 ve AB138 kodlu dort izolatta sekans verilerinin biyoinformatik analizi yapildi.
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Tablo I. OXA Direng Genlerininin Arastirimasinda Kullanilan Primerler

Primer Dizi (5’-3%) Gen bdlgesi uzunlugu (bp) Referans
OXA 23-like F GAT CGG ATT GGA GAA CCA GA

OXA 23-like R ATT TCT GAC CGC ATT TCC AT 201 8
OXA 24-like F GGT TAG TTG GCC CCC TTA AA
OXA 24-like R AGT TGA GCG AAA AGG GGATT 246 8
OXA 51-like F TAATGC TTT GAT CGG CCT TG 353 8
OXA 51-like R TGG ATT GCA CTT CAT CTT GG
OXA 58-like F AAG TAT TGG GGC TTG TGC TG 599 8

OXA 58-like R CCC CTC TGC GCT CTA CAT AC
F: Forward, R: Revers, bp: Baz cifti (base pair).

“Pulsed Field” Jel Elektroforezi ile Farkli Klonlarin Belirlenmesi

Oksasilinaz genlerini taslyan 72 A.baumannii izolati ve RUH 875, RUH 134, LUH 5875
suslari (sirasiyla ICI, ICIl ve ICIII klonlarina ait) arasindaki klonal yakinlik, Apal kesim en-
zimi (Promega, ABD) kullanilarak PFGE yoéntemi ile arastirildi'®. CHEF-DR Il sistemi (Bio-
Rad Laboratories, Richmond, CA, ABD) kullanilarak 14 °C’de ve 6 V/cm?de 19 saatlik
protokol uygulanarak kesilen kalip DNA'lar %1’lik agaroz jelde ydritildi'"'2. Bant pro-
filleri, pulsotiplerin belirlenmesi ve dendrogram olusturulmasi icin analizler “GelCompar
[l version (version 6.6.11; Applied Maths, Belcika)” yazihm programi ile yapildi. PFGE
profilleri “Unweighted pair group method with mathematical averaging (UPGMA)” me-
todu ve Dice benzerlik katsayisi (Dice similarity coefficient) kullanilarak ve tolerans %1
olarak alinarak belirlendi. Her jel goruntisiinde Ug¢ adet standart marker (1., 8. ve 15.
kuyucuklarda) yardimiyla goriintiler arasi normalizasyon yapildi. Her jelde izolatlar ile
birlikte ICI, ICIl ve ICII (RUH 875, RUH 134, LUH 5875) ve Lambda ladder PFGE mole-
kiler agirlik belirteci (Promega, Amerika) kuyucuklarda calisildi. Dendrogramda klonal
iliski degerlendirilmesinde Tenover ve arkadaslari tarafindan belirlenen ilkeler esas alindi.
%90-100 uyum gosteren suslar ayni, %80-89 arasi uyum gosterenler yakin iliskili, %70-
79 muhtemel iliskili, < %70’in altinda uyum ise iliskisiz olarak kabul edildi'3.

MLST ve goeBURST Analizi

MLST analizi icin Pasteur semasi kullanildi. PUBMED (https://pubmlst.org/organisms/
Acinetobacter-baumannii) adresinde belirtilen calisma protokolleri ve kosullar uygulandi.
PFGE pulsotiplerinin her birinden rastgele bir ya da iki izolat secildi ve 20 izolat MLST
calismasina dahil edildi. A.baumannii izolatlari arasindan secilen 6rneklerin Pasteur sema-
sinda belirtilen yedi “housekeeping” gen bolgesi (cpn60, fusA, gltA, pyrG, recA, rp/B ve
rpoB) amplifiye edildi. Sekans analiz islemleri “3130 Genetic Analyzer” (Applied Biosy-
stems, ABD) cihazinda gerceklestirildi. Dizi analizi sonucunda alinan veriler PubMED’in
MLST web sitesinde yer alan A.baumannii MLST veri tabaninda degerlendirildi. ilgili ST
kiimeleri (ICs; uluslararasi klonal kompleksleri olarak da tanimlanir), Phyloviz 2.0 yazilimi
(https://www.phyloviz.net/goeburst) kullanilarak analiz edildi. Klonal kompleks analizi,
tek lokus varyanti (SLV) ve cift lokus varyanti (DVL) diizeyinde gerceklestirildi.
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MALDI-TOF MS Yontemi, Bakteri Ekstraksiyonu ve PCA Analizi

izolatlarin kanli agarda 37 °C’de 24 saat inkiibasyonundan sonra elde edilen saf ko-
lonileri calismaya alindi. Tum izolatlar, kiitle spektrumundaki degisiklikleri kontrol etmek
icin ayni zaman diliminde calismaya alindi. Elde edilen spektrum kalitesini arttirabilmek
icin etanol ile yikama ve formik asit (%70) kullanilarak izolatlardan tam protein ekstrak-
siyonu yapildi. Tekrarlanabilirligi degerlendirmek icin tim asamalar bagimsiz olarak tg¢
kez tekrarlandi. izolatlara ait ekstraksiyonlar metal plak (polish target) lizerine siiriiliip
HCCA matriks soliisyonu ile kaplandiktan sonra cihaza yerlestirildi'. Dendrogram analizi
icin hazirlanan bakteriyel ekstraktlarin ilk olarak cihazda identifikasyonu yapildi. Cihazin
voltaj ayarlari, reflektor, spektrometre ve iyon kaynag icin lens protokolli Egli ve arka-
daslarinin'® protokoliine gére uygulandi. Spektrumlar 2 ile 20 kDa araliginda kaydedildi.
Olciilen spektrumlar Flex Control yazilim programi kullanilarak cihaza kaydedildi. identi-
fikasyon verileri MALDI Biotyper 3 yazilmi (Bruker Daltonics, Bremen, Almanya) kullani-
larak kitle spektrum veri tabani ile karsilastirilarak dogrulandi. Piklerin en uygun referans
spektrumunun logaritmik skor deger tablosu, tanimlamanin dogrulugu belirlenirken te-
mel alindi. Oklid mesafe 6lciim algoritmalari kullanilarak PCA dendrogrami olusturuldu.
MALDI-TOF MS spektrumlarinin ii¢ boyutlu PCA analizi yapildi'*.

istatiksel Analiz

Calismada kullanilan tiplendirme yontemlerinin ayirt edici glici, %95 given aralig
ile SID kullanilarak degerlendirildi. Tiplendirme yontemleri arasindaki kantitatif uyum,
ayarlanmis Wallace katsayilari (Adjusted Wallace katsayisi: AW) kullanilarak analiz edildi.

BULGULAR

Calismaya alinan A.baumannii izolatlarinin anestezi yogun bakim nitesi (YBU)
(17/72, %23.6), noroloji YBU (14/72, %19.4), nérosirurji YBU (12/72, %16.6), koro-
ner YBU (7/72, %9.7), pediatri YBU (4/72, %5.5), dahiliye YBU (3/72, %4.1), g6gis
hastaliklari YBU (3/72, %4.1) olmak iizere %83.3 (57/72)'ii yogun bakim (nitelerinde
yatan hastalardan; genel cerrahi servisi (4/72, %5.5), enfeksiyon hastaliklari servisi (2/72,
%2.7), dahiliye-onkololoji servisi (1/72, %1.3), gogus hastalklar servisi (1/72, %1.3),
kardiyoloji servisi (1/72, %1.3), kardiyovaskuler servisi (1/72, %1.3) ve ortopedi servisi
(1/72, %1.3) olmak lizere %16.7 (12/72)'si servislerde yatan hastalardan izole edilmistir.
imipenem, piperasilin/tazobaktam, levofloksasin, seftazidim, seftriakson, siprofloksasine
izolatlarin timd direncli bulunurken amikasine (%13.9), ampisilin/sulbaktama (%5.6),
sefepime (%1.4), gentamisine (%23.6), trimetoprim/siilfametoksazole (%5.6), merope-
neme (%71.4) belirtilen oranlarda duyarli bulunmustur.

PCR yontemiyle izolatlarda blay,, 5, . V€ blagy s sg e 9€NIEr saptanmazken, izolat-
larin timunde blag,, 55 ... 9€Ni ve blag,, o .. 9eni saptanmistir. DNA dizi analizi so-
nucunda ABO76, AB114, AB118 ve AB138 kodlu izolatlarin bla ve bla
genlerini tagidigi dogrulanmistir (Tablo I1).

OXA-23-like OXA-51-like
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Tablo II. Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI)'ne Gére Eslesen OXA Dizilerinin Gen Erisim
Numaralari ve Yiizdeleri

Genler, benzerlik yiizdesi ve erisim numaralari
izolat Kodlar bla bla

OXA23-like OXA-51-like
AB076 %98 ]Q409995.1 %99 NG_049833.1 * varyant bld,, .,
AB114 %99 LC369767.1 %99 EU255288
AB118 %99 LC096086.1 %98 MF594745.1
AB138 %99 LC369767.1 %99 NG 049833.1 * varyant blag,, 5,

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) veri tabaninda mevcut olan niikleotit di-
zileriyle elde edilen sonuclar karsilastirildiginda ABO76 ve AB138 kodlu izolatlarin biyoin-
formatik analiz sonucunda bla,,,, o, .. dizi analizinde blay, ., .. 9eninin varyanti olan
blagy, o, geniyle %99 benzerlik gosterdigi saptanmistir. Tablo 1ll'te OXA-92 geni icin
NCBI referans dizi gen bolgesi ve ABO76 izolatinin blg, gen bolgesinin eslesme
tablosu verilmistir.

OXA-51-like

Tablo Ill. OXA-92 Geni icin NCBI Referans Dizisi: NG_049833.1 ve AB076 izolatinin Dizi Eslesme Tablosu

Score Expect Identities Gaps Strand
569 bits (308) 1e-158 314/315 (%99) 1/315 (%0) Plus/Plus

Query 1 TAATGCTTTGATCGGCCTTGAGCACCATAAGGCAACCACCACAGAAGTATTTAAATGGGA 60

R LA
Sbjct 255 TAATGCTTTGATCGGCCTTGAGCACCATAAGGCAACCACCACAGAAGTATTTAAATGGGA 314

Query 61 TGGGGAAAAAAGGCTATTCCCAGAATGGGAAAAGAACATGACCCTAGGCGATGCTATGAA 120

AR
Sbict 315 TGGGGAAAAAAGGCTATTCCCAGAATGGGAAAAGAACATGACCCTAGGCGATGCTATGAA 374

Query 121 AGCTTCCGCTATTCCGGTTTATCAAGATTTAGCTCGTCGTATTGGACTTGAGCTCATGTC 180

TR TR
Sbjct 375 AGCTTCCGCTATTCCGGTTTATCAAGATTTAGCTCGTCGTATTGGACTTGAGCTCATGTC 434

Query 181 TAAGGAAGTGAAGCGTGTTGGTTATGGCAATGCAGATATCGGTACCCAAGTCGATAATTT 240

T e R SRR SRR
Sbjct 435 TAAGGAAGTGAAGCGTGTTGGTTATGGCAATGCAGATATCGGTACCCAAGTCGATAATTT 494

Query 241 TTGGCTGGTGGGTCCTCTAAAAATTACTCCTCAGCAAGAGGCACAGTTTGCTTACAAGCT 299

TR ELEITY
Sbjct 495 TTGGCTGGTGGGTCCTCTAAAAATTACTCCTCAGCAAGAGGCACAGTTTGCTTACAAGCT 554

Query 300 AGCTAATAAA-CGCT 314

(T
Sbjct 555 AGCTAATAAAACGCT 569
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PFGE tiplendirilmesi ile kiimeler arasi benzerlik %83 olarak bulunmustur. PFGE ile tim
izolatlar ve IC klonlari; A (n=58), B (n=8), C (n=4), D (n=4) ve E (n= 1) olmak Uzere beg
ana pulsotipe ve ana pusotipler de 10 alt tipe (A1, A2, A4, A5, A6, A9, B1, B4, C3, D1)
ayrilmistir. En biytk kiimeyi pulsotip A olusturmus ve bu pulsotipteki izolatlar arasinda
%85.2 ile yakin iliskili bulunmustur. izolatlarin yedisi (A3, A7, A8, B2, B3, C1, C2) ve IC
klon 1l (ET) 6zgul (singleton) PFGE alt tipi olarak tanimlanmustir. Tiplendirmeye alinan
izolatlar ana pulsotipler, alttipler ve 6zgdil tipler ile toplamda 18 tip olarak belirlenmistir.
izolatlarin ve RUH 875, RUH 134, LUH 5875 suslarinin (sirastyla ICl, ICII ve ICIII klonlarr)
PFGE profillerinin dendrogram gortintusi Sekil 1'de verilmistir.

PFGE ile belirlenen her kimeden bir ya da iki temsilci izolat secilerek 20 izolatin MLST
analizi yapilmistir. MLST analizi yapilan izolatlarda “’ST1, ST2, ST81, ST157 ve ST604"”
olmak tzere beg farkl sekans tipi bulunmustur. Sekiz izolatin ST2, alti izolatin ST604, dort
izolatin ST157, bir izolatin ST1 ve bir izolatin ST81 sekans tipi oldugu saptanmistir. Test
edilen izolatlarin PFGE pulsotiplerine karsilik gelen gen dizisi ile olusturulan allelik profille-
ri, ST ve iligkili oldugu “uluslararasi ylksek riskli klonlar” (ICI-l) Tablo IV'te gosterilmistir.

PHYLOVIZ yazilimi ile goeBURST algoritmasi kullanilarak olusturulan ve ST’ler ara-
sindaki benzerligi gosteren diyagram Sekil 2’de verilmistir. Diyagrama gore ST604, ICII
(ST2)’nin bulundugu kiimede yer almistir. ICl'in oldugu kiimede ise ST81 yer almistir.
ST157'nin Avrupa klonlari ile iliskili olan kiimelerde olmadigi tespit edilmistir.

izolatlarin tiimii MALDI-TOF MS ile tanimlanmis cut-off degeri > 2 degeri ile
A.baumannii olarak tanimlanmugtir. Bakteri ekstraksiyonu ile tanimlama verilerine gére kli-
nik izolatlarin ve IC |, Il, Il klon izolatlarinin spectra 6l¢timlerinin PCA dendrogram analizi
yapilmistir. Analiz yapilirken kiimelenme 1.5 distance level olarak belirlenmistir. izolatlar
ve IC klonlan tg¢ kiimeye ayrilmistir. En blyulk kiimede 73 izolat ve IC klon 1, Il ve Ill yer
alirken kalan iki izolat 6zgul iki kimede (A083 ve ABO115) yer almistir. MALDI-TOF MS
ile yapilan ti¢ boyutlu PCA analizinde de “/A083 ve AB115" izolatlarinin diger izolatlardan
ayri siniflandigi gortlmistir. Temel bilesen analizinin (PCA) lg boyutlu ifadesi PC1, PC2
ve PC3 boyutlari ile gosterilmistir. Cihazin yiiksek ¢6zinurligi sayesinde PC1 ve PC2 iki
boyutlu kiimeleme analizinin grafik bulgulari birbiriyle ilgisi olmayan izolatlarin ayrimini
yapmistir. Sekil 3'te iki boyutlu kiime analizinin bulgulari 6zetlenmistir.

Yontemlerin istatiksel yontemlerle ayirici 6zellikleri SID’le ve benzerlikleri Wallace kat-
sayistyla (AW) degerlendirilmistir. SID degeri O ile 1 arasinda deger almakta; degerinin
biyiik olmasi, ayirici ézelliginin fazla oldugunu géstermektedir. iki siniflandirma yén-
teminin birbirine ne kadar benzer oldugu ise AW katsayisi ile belirlenmistir. En distk
SID degerine sahip yontem MALDI-TOF MS PCA analizidir. PFGE yontemi ile MLST, AW
katsay1 degerlerine gore uyumlu bulunurken MALDI-TOF MS yéntemiyle MLST ve PFGE
verileri uyumlu sonuclar vermemistir. Yontemlerin SID ile ayrim glicti ve Adjusted Walla-
ce katsayisi (%95 gliven araligi) ile uyum degerleri Tablo V'te verilmistir.
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Sekil 1. A.baumannii izolatlarinin PFGE profi
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Tablo IV. izolatlarin gen alelleri, sekans tipleri ve PFGE pulsotipleri

PFGE pulsotipleri izolat kodu cpn60 fusA gltA pyrG recA rplB rpoB ST IC
Al AB108 2 2 2 2 2 2 2 2 2
A2 AB106 2 2 2 2 2 2 2 2 2
A3 AB139 2 2 2 55 2 2 2 604  2**
A4 AB125 2 2 2 55 2 2 2 604 2**
A4 AB141 2 2 2 55 2 2 2 604 2**
A5 AB118 2 2 2 2 2 2 2 2 2
A6 AB109 2 2 2 55 2 2 2 604 2**
A7 AB120 2 2 2 2 2 2 2 2 2
A8 AB137 2 2 2 2 2 2 2 2 2
A9 AB101 2 2 2 2 2 2 2 2 2
A9 AB116 2 2 2 2 2 2 2 2 2
B1 AB130 2 2 2 55 2 2 2 604  2*
B2 AB133 2 2 2 55 2 2 2 604  2*
B3 AB135 2 2 2 2 2 2 2 2 2
B4 AB134 1 3 2 1 4 24 2 157 NR
B4 AB129 1 3 2 1 4 24 2 157 NR
Cc2 AB138 1 1 1 1 5 1 2 81 1**
c3 AB076 1 1 1 1 5 1 1 1 1
D1 AB114 1 3 2 1 4 24 2 157 NR
D1 ABO77 1 3 2 1 4 24 2 157 NR
ST: Sekans tipi, IC: International clonal complex, *NR: iliskili degil, **SLV: Single locus variable.

TARTISMA

Karbapenemaz trreten A.baumannii suslarinin klonal soylarla iliskisi ve molekdiler epi-
demiyolojik yontemlerle karakterizasyonunun degerlendirildigi bu calisma, tlkemizde
A.baumannii icin MALDI-TOF MS yonteminin epidemiyolojik tiplendirmede degerlendi-
rilmeye alindig ilk caligmadir.

A.baumannii'de karbapenem grubu antibiyotiklere direnc siklikla OXA-tipi karbape-
nemaz enzim Uretimiyle olmaktadir. Dinyanin cesitli bolgelerinde yapilan calismalar
OXA-tipi karabepenemaz genlerinden OXA-23ln agir ekspresyonunu, A.baumannii izo-
latlarinda en yaygin karbapenem direnci mekanizmasi olarak géstermektedir'-3. blagy s s
geni tastyan A.baumannii suslari, karbapenem direncli suslarla iliskili salginlarin en yaygin
kaynagi olarak belirtilmektedir'>. Ulkemizde yapilan calismalarda karbapenem direncli
A.baumannii izolatlarinda bla ve bla genlerinin bulunma orani bla ve

OXA-23 OXA-51 OXA-24

bla, . <5 genlerine gore daha yiiksektir'®'®. Diinyadaki ve tilkemizde elde edilen verilere
paralel olarak bu calismada da A.baumannii izolatlarinda OXA-23 gen prevalansinin art-

tig1 sdylenebilir.
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Sekil 2. A.baumannii izolatlarinin goeBURST PHYLOVIZ diyagram gortintiisti.

Yunanistan’da yapilan calismada'®, YBU’de yatan bir hastanin kan kiiltirinden izole
edilmis A.baumannii izolatinda, OXA-51 geninin DNA dizi analiz sonuglarina gore yeni
bir varyanti olan OXA-92 geni tanimlanmistir. Diinyada yapilan ¢alismalarda OXA-51
geni varyanti olan OXA-92 geni A.baumannii suslarinda tanimlanmis olup ICI (STT) klo-
nuyla iliskili bulundugu MLST, DNA dizi analizi ve tim genom sekanslama (WGS) gibi
yontemlerle tespit edilmistir?%2!. Tiirkiye’den A.baumannii izolatlarinda, OXA-92 geniyle
ilgili bildirilen veri bulunmamaktadir. Calismamizdaki OXA-92 tasiyan bir izolatin ICl'yi
temsil eden ST1, diger izolatin ise ST1’in tek lokus varyanti [single locus variable (SLV)]
ST81'i temsil ettigi MLST Pasteur semasina gore dogrulanmistir. Tirkiye’deki karbape-
nem direncli A.baumannii izolatlarindaki sekans verilerine bakildiginda bu calisma bla-
OXA-92 geninin bildirildigi ve OXA-92 geni tasiyan iki izolatin ayni zamanda OXA-23
genini tasidiginin belirtildigi ilk caligmadir.
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Sekil 3. A.baumannii izolatlarinin MALDI-TOF MS ile elde edilen spektrumlarinin (¢ boyutlu temel bilesen
analizi. Farklilik potansiyeli PC1 ve PC2 tarafindan gésterilmis ve bir izolat kiimesi ortaya ¢cikmistir ve iliskili 73
izolat kirmizi renkli noktalarla, tekil izolatlar (AO83 ve ABOT1135) ise yesil ve sari renkli noktalarla gésterilmistir.

Dinyada bircok Ulkede salginlardan sorumlu IC klonlariyla bu calismadaki PFGE alt
tiplerin iliskisi, karbapenem direncli A.baumanniiizolatlarinda yayiimin oldugu ve gerekli
kontrol 6nlemlerinin alinmasi gerektigini vurgulamaktadir'->#. Calismada 72 A.baumannii
izolati ve IC | ve Il klonu PFGE ile tiplendirildiginde yakin iliskili bulunmustur. Yakin iligkili
bulunan suglardan yapilan MLST analizi ile pulsotiplerin alt tiplerinde ST1 ve ST2'nin SLV
goeBURST PHYLOVIZ algoritmasi ile sirasiyla ST81 ve ST604 oldugu gdsterilmistir. Bu
cahismada farkh olarak dort izolatin ST157 sekans tipi oldugu bulunmustur. ST157 tipi
ise, ST10 sekans tipinin SLV'si olarak tanimlanmistir?2, ICl ve ICII klonlarini ifade eden
ST1, ST2 ve tek lokus varyantlari, klonlarin bulundugu pulsotip kiimelerinde MLST analizi
yapilan izolatlarda tespit edilmistir.

Tablo V. Epidemiyolojik Yontemlerin SID ve AW Katsayisi ile Istatiksel Degerlendirme Sonuglari

Simpson’s ID (%95 CI) Adjusted Wallace (AW) (%95 CI)
Yontem PCA MLST PFGE PFGE-MLST PFGE-PCA  MLST-PCA
0.053 0.630 0.855 1.000 0.157 0.025
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A.baumannii'nin klonal poptlasyon yapisi bircok Ulke ve kitada hastanede yatan has-
talardan izole edilen farkh suslarin MLST tiplendirilmesiyle veri tabanina tanimlanmasi
sonucu elde edilmektedir. Diinyada baskin ve yaygin olan IC I, Il ve lll klonlariyla birlikte
dokuz A.baumannii uluslararasi klonu oldugu gosterilmistir. Karbapenem direncli suslarin
ise en yaygin ST2 sekans tipinde yer aldigi belirtilmistir*>. Tiirkiye’de A.baumannii izo-
latlariyla yapilan calismalarda ST1 ve ST2 tiplerine ek olarak farkli sekans tipleri (ST15,
ST84, ST157, ST158, ST604, ST1235-ST1250) de bulunmaktadir*'6?2. A.baumannii
ST81 sekans tipi ICI (ST1) ile iliskili olup OXA-51 enzimi varyantlari olan izolatlarda tespit
edilmistir®. Calismada ST81 sekans tipi, OXA-51 varyanti olan OXA-92 geni tasidigi DNA
dizileme yontemiyle tespit edilen AB138 kodlu izolatta bulunmustur. Misir'da yapilan
calismada ilk kez tanimlanmis olan ST604 sekans tipi Ulkemizde Gozalan ve arkadas-
larinin calismasinda da bulunmustur'®23, Diinyada iilkemizden verilerin dahil edildigi
calismalarda gériildiigii tizere ICII ilkemizde daha yaygin olarak gériilmektedir'6:'7:22:23,
Bu calisma bolgesel verileri yansitmakta olup A.baumannii suslari arasinda ICII klonunun
suslar arasinda baskin oldugunu gostermektedir.

MALDI-TOF MS teknigi, altin standart dordiincii nesil bakteri tiplendirmesinin dahil
oldugu jel temelli yontemlerden farkl olarak WGS gibi proteomik tiplendirme teknikleri
arasinda yer almaktadir?, MALDI-TOF MS tekniginin rutin laboratuvarlarda, bakterile-
rin identifikasyonu icin mikroorganizmalarin proteinlerinin dogrudan analizini yaparken
kullaniminin basit, hizli, otomatik ve ucuz olmasi mikrobiyologlar icin kullanim kolayhgi
saglamaktadir®.

A.baumannii icin tiplendirme yontemlerinin istatistiksel olarak MALDI-TOF MS’nin
benzerlik ve ayrim giicti bakimindan karsilastirldigi calismalarda, kiyaslanan yontemler
arasinda farkli sonuglar elde edildigi goriilmektedir?>-?”. Rim ve arkadaslari?® MALDI-TOF
MS yonteminin, salginlarin gercek-es zamanli tespitinin, DNA bazl epidemiyoloji tek-
niklerinden alinan sonuclarin elde edilmesinden dnce kullanilabilecegini belirtmislerdir.
Sousa ve arkadaglari MALDI-TOF MS ile klonal iliskiyi degerlendirdikleri calismalarinda, ri-
bozomal peptitler ve/veya proteinler gibi temel molekiillerin yapisi degismediginden do-
layl, A.baumannii izolatlarinda klonal dederlendirme icin metodun uygunsuz ve yetersiz
oldugunu belirtmislerdir?’. Jiang ve arkadaslan?® ise farkli olarak 44 karbapenem direnc-
li Klebsiella pneumoniae izolatini dahil ettikleri cahsmada MALDI-TOF MS’nin PFGE’den
daha zayif aynm gticline sahip oldugunu belirtmislerdir. Bununla birlikte, MALDI-TOF
MS yazihminda kullanilan yontemlerin tekrarlanabilirligini etkileyen ve tipleme yontemi
olarak guvenilirligini sinirlayan ol¢ciim degiskenlik parametrelerinin oldugunu saptamis-
lardir?®. Calismalarda da belirtildigi tizere protein temelli yéntemlerin genomik yéntem-
lerle karsilastirnlmasindaki en temel sorun, genotipteki ifadenin her zaman fenotip ile
dogrusal olarak iliskili olmamasindan kaynaklanmaktadir?>-27:39,

Bu calismada MALDI-TOF MS yontemi ile MLST ve PFGE yontem verileri analizinde
uyumlu sonuglar alinmadigi gorilmustir. MALDI-TOF MS yontemi kullanarak yapilan ve
klonal iliskileri degerlendiren calismalarda bakteri tiirtine ve sayisina bagli olarak degisken
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sonuclar bildirilmistir'#26-27.:30 Ne yazik ki calismalarda izolat sayisindaki artisla birlikte,
protein kitle spektrometresine dayali MALDI-TOF MS ydntemiyle bakteri tiplendirmesi
MLST veya PFGE ydntemlerinde oldugu gibi ayirt edici sonuglar verememektedir. izolat
sayisinin 35 ile sinirli veya daha az oldugu ¢alismalarda MALDI-TOF MS verilerinin mo-
lekiiler epidemiyolojik yontemlerle benzerligi ve uyumlulugu goériilebilmektedir'42:26,
Buradan yola ¢ikarak izolat sayisinin fazla oldugu tiplendirmelerde yontemin ayrim gu-
cliniin zayifladigi sonucuna varilabilir. Epidemiyolojik degerlendirmeler icin PFGE ve
MLST yontemlerinin, bu calismada da oldugu gibi izolat sayisi fazla olan caligmalarda
kullaniimasi uygun yontemler oldugu séylenebilir. MALDI-TOF MS yodntemi kullanilarak
epidemik alt tirlerin tanimlanmasinin, patojenin yayilmasini dnlemek icin tanimlamanin
kisa siirede olmasi sebebiyle enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin uygulanmasini hizlandira-
bilecegi beklenmektedir. Son yillarda Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezlerine (CDC)
gore WGS salginlar daha erken tespit etmek icin detayli ve kesin veriler saglamaktadir.
Calismanin bazi sinirliliklari bulunmaktadir. Calismanin yapildigr zaman araligr genotipik
analizde laboratuvarimizin WGS icin mevcut altyapisinin olmadigi bir dénemi kapsamak-
tadir. Sonug olarak molekdler epidemiyolojik tiplendirme calismalarinda MALDI-TOF MS
yonteminin MLST ve WGS yonteminde oldugu gibi sonuglarin ortak bir veri sistemin-
de degerlendirilmesini mimkin kilan cevrim ici bir platforma ihtiya¢c duyulmasindan
dolayr ¢6ziim odakli bilgisayar programlarinin gelistiriimesi gerekliligi ortaya ¢ikmustir.
MALDI-TOF MS tekniginin epidemiyolojik bir yontem olarak protokollerinin DNA temelli
yontemlerde oldugu gibi gereken ayirt edici glice ulasmasi icin MS profilinin kitle hassa-
siyeti/dogrulugu, veri tabaninin zenginligi ve tekrarlanabilirliginin kalitesinin gelismesiyle
kullanilan protokollerin standardizasyonunu gerektirmektedir. Bahsedilen glincelleme
basamaklariyla birlikte epidemiyolojik tiplendirmede MALDI-TOF MS tekniginin gelecek-
te maliyetli ve zaman alan yontemler yerine kullanilabilecegi ve rutin is akisina entegre
edilebilecegi 6ngorulmektedir.

ETiK KURUL ONAYI

Bu calismanin, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakdiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik Ku-
rulu Bagkanhgindan 22.12.2015 tarihli ve 2015/142 sayili protokol kodu ile onayi alindi.
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Avrupa klonu (RUH 875, RUH 134 ve LUH 5875) Acinetobacter baumannii suglarinin te-
mini ve destedi icin Prof. Dr. Alexandr Nemec’e (Laboratory of Bacterial Genetics, Centre
for Epidemiology and Microbiology, National Institute of Public Health, Prague, Czech
Republic) tesekkiir ederiz. TDK-2016-5654 sayili projeyi destekleyerek bu calismanin ya-
piimasina katki saglayan Karadeniz Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordi-
nasyon Birimine tesekkir ederiz.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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