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Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii (Acb) kompleks; fenotipik olarak ayirt edilemez di-
zeyde benzer kabul edilen hastane kaynakli enfeksiyon etkenleri olan A.baumannii, Acinetobacter nosoco-
mialis, Acinetobacter pittii, Acinetobacter seifertii ve Acinetobacter djikshoorniae tirleri ile cevresel bir tlr olan
A.calcoaceticus'tan olusmaktadir. Acb kompleks icerisindeki tiirlerin antimikrobiyal duyarlilik ve klinik sonuclari
farkl oldugu icin tur dizeyinde tam ve dogru tanimlanmalari 6nemlidir. Konvansiyonel fenotipik yontemler,
en 6nemli klinik tir olan A.baumannii de dahil olmak tizere Acb kompleks tyesi tirlerin tanimlanmasi icin za-
man alici, glivenilirlik ve yeterliligi distik yontemlerdir. Acb kompleks tiirlerinin tanimlanmasi icin cogaltiimis
ribozomal DNA kesim analizi [amplified ribosomal DNA restriction analysis (ARDRA)] ve bla enine

OXA-51-benzeri 9
0zguil polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gibi giivenilir molekiiler yontemlerin rutin tani laboratuvarlarinda kul-
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Acinetobacter baumannii Kan izolatlarinin MALDI-TOF MS, ARDRA ve bla gy 510
enzeri

Gene Ozgiil Gercek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Tanimlanmasi

lanimi cogu zaman miimkiin olmamaktadir. Son yillarda, klinik laboratuvarlarda bakteri tirlerinin tanimlan-
masi icin hizl, distik maliyetli ve kullanigh matriks ile desteklenmis lazer dezorpsiyon iyonizasyon ucus zamani
kiitle spektrometresi [matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-
TOF MS)] yontemi gelistirilmistir. Bu calismada, A.baumannii kan izolatlarinin tanisinda MALDI-TOF yontemi-
nin tani performansini degerlendirmek amaclanmistir. Calismaya, Ocak 2016-Aralik 2016 tarihleri arasinda,
tiniversite hastanelerinin yogun bakim {initelerinden izole edilen 180 adet tekrarlamayan karbapenem direncli
Acb kompleks (izolat numaralari: TR1-TR60) ve A.baumannii (TR61-TR180) kan izolati alinmistir. Tim izolatlar,
blagy s st penzeideNe 029Ul gercek zamanli PCR (Rt-PCR), ARDRA (kesim enzimleri-Alul, Cfol, Mbol Mspl, Rsal)
ve MALDI-TOF MS (VITEK® MS, bioMérieux, Fransa) yontemleri ile degerlendirilmistir. ARDRA y&ntemiyle
TR10, TR31, TR35 ve TR52 izolatlar disinda tim izolatlar A.baumannii olarak tanimlanmigtir. Tim izolatlardan
TR10, TR31 ve TR52 disinda kalan 177 izolatta blagy, o1\ on,ei 96N Varigi saptanmistir. blag,, o, .. gen
varligi gésterilemeyen bir izolat (TR31), ARDRA y&ntemi ile A.pittii olarak tanimlanmistir. ARDRA ve blag,, ;-
benzeri 9€N€ 029Ul Rt-PCR yontemlerinin birlikte A.baumannii olarak tanimladigi 176 izolat referans kabul edile-
rek, MALDI-TOF yonteminin tani kapasitesi degerlendirilmistir. Toplam 176 izolat icin MALDI-TOF yonteminin
duyarlihgi %99.4, 6zgulligu ise %75 olarak bulunmustur. Yontemin, A.baumannii'nin tiir diizeyinde tanim-
lanmasi icin dogruluk degeri %98.9 olarak hesaplanmistir. MALDI-TOF sistemi, rutin tani laboratuvarlarinda
giderek artan oranlarda kullanilan, bakterilerin cins, tir ve alt tir diizeyinde tanimlanmalarina olanak saglayan
yliksek duyarlilik ve ézgiilliige sahip bir yontemdir. MALDI-TOF y&nteminin, veri tabanlarinin gelistiriimesiyle,
gelecekte rutin tani laboratuvarlarinda daha fazla tlri tanimlayabilen, bakterilerde antibiyotik direnc ve viri-
lans belirteclerini test edebilen ideal bir sistem olacagini diistinliyoruz.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter baumannii; polimeraz zincir reaksiyonu; ¢ogaltiimis ribozomal DNA
kesim analizi; matriks ile desteklenmis lazer dezorpsiyon iyonizasyon; kiitle spektrofotometresi.

ABSTRACT

The Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii (Acb) complex consists of phenotypically very
similar nosocomial species; A.baumannii, Acinetobacter nosocomialis, Acinetobacter pittii, Acinetobacter seifertii
and Acinetobacter djikshoorniae and one environmental species A.calcoaceticus. The rapid and accurate iden-
tification of the members of Acb complex is critical as these nosocomial pathogens can show differences in
antimicrobial susceptibility and clinical outcomes. The conventional phenotypic methods are slow, unreliable
and less efficient for the differentiation of Acb complex species, including the A.baumannii species within
the Acb complex. Although various molecular methods are available, such as amplified ribosomal DNA rest-
riction analysis (ARDRA) and bla,,, «; ... 9ene specific PCR, they are usually inconvenient for the routine
diagnostic laboratories. Recently, matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry
(MALDI-TOF MS) offers an opportunity for rapid, cost-effective and convenient bacterial identification in
routine diagnostic procedures conducted in clinical laboratory. In this study, we aimed to evaluate the diag-
nosis performance of MALDI-TOF MS system to identify blood isolates of A.baumannii. A total of 180 non-
duplicate carbapenem resistant Acb complex (strain numbers; TR1-TR60) and A.baumannii (TR61-TR180)
blood isolates were collected from the intensive care units of the three university hospitals in Turkey from
January 2016 to December 2016. All isolates were evaluated by using bla, <, ... 9ene specific real time
(Rt-PCR) analysis, ARDRA (restriction enzymes-Alul, Cfol, Mbol, Mspl, Rsal) method and MALDI-TOF MS
(VITEK® MS, bioMérieux, France) system. All the strains except TR10, TR31, TR35 and TR52 were identified
as A.baumannii by ARDRA method. Out of 177 of all the isolates, presence of bla,,, ., ... 9ene was found
except for TR10, TR31 and TR52 isolates. However, TR31 without the presence of bla,,, ;... 9ene was
identified as A.pittii using the ARDRA. Totally 176 isolates which were identified as A.baumannii by both of the
methods, ARDRA and Rt-PCR- blag, ., .., Were accepted as a reference for the evaluation of the diagnosis
performance capacity of the MALDI-TOF MS. Overall, for all 176 isolates tested, the sensitivity obtained with
the MALDI-TOF MS were 99.4% with 75% specificity. The accuracy value of the method was determined as
98.9% for the identification of A.baumannii to the species level. MALDI-TOF MS is increasingly used in diag-
nostic microbiology for the routine identification of bacteria to the genus, species or subspecies level with
high rates of sensitivity and specificity. In future, by expanding the database, MALDI-TOF MS system would
possibly become the ideal method for routine diagnostic laboratories that could potentially identify more
species and even determine some characteristics of antimicrobial resistance and virulence determinants.

Keywords: Acinetobacter baumannii; polymerase chain reaction; amplified ribosomal DNA restriction
analysis; matrix-assisted laser desorption-ionization; mass spectrometry.
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GiRis

Acinetobacter cinsi bakteriler gram-negatif, nonfermentatif ve zorunlu aerop mikroor-
ganizmalardir. Ginimuzde halen Acinetobacter cinsi icerisinde 63 farkl tir bulunmakta-
dir'. Acinetobacter cinsi icerisinde hastane kaynakli enfeksiyonlardan sorumlu tiirler ara-
sinda Acinetobacter baumannii, Acinetobacter nosocomialis, Acinetobacter pittii ve ¢evresel
bir tir olan Acinetobacter calcoaceticus bulunmaktadir. Bu tirler, fenotipik ve biyokim-
yasal olarak ayirt edilemez diizeyde benzer ozelliklere sahiptir. Genotipik olarak farklilik
gosteren ancak fenotipik olarak ayirt edilemez olan bu tiirler, A.calcoaceticus-A.baumannii
kompleks (Acb kompleks) olarak adlandiriimistir?.,

Sonyillarda, Acb kompleks icerisine iki yeni patojenik tiir; A.baumannii ve A.nosocomialis
ile yakin iligkili Acinetobacter seifertii ve A.pittii ile yakin iligkili olan Acinetobacter dijksho-
orniae dahil edilmistir®*. Acb kompleks icerisindeki tiirlerin kolonizasyon ve patojenite
yetenekleri ile antimikrobiyal duyarlilik ve klinik sonuclari farkli oldugu icin bunlarin tam
ve dogru tanimlanmalari 6nemlidir. Acinetobacter cinsi icerisinde antibiyotik direnci ve
mortalitesi en yuiksek tiir A.baumannii'dir. A.baumannii’'nin son yillarda kolistin, polimik-
sin B ve tigesiklin dahil hemen tiim antibiyotiklere direnc gelistirdigi bildirilmektedir>.

Acinetobacter tirlerinin tanimlanmasi icin biyokimyasal yontemler ve otomatize sis-
temlerin guivenilirli§i disuktir. Glnimuzde, Acb kompleks icerisindeki tiirlerin tanim-
lanmasi icin kullanilan molekiler yontemler; cogaltilmis ribozomal DNA kesim analizi
[amplified ribosomal DNA restriction analysis (ARDRA)]®” “16S-23S rRNA intergenic spa-
cer (ITS)” ve recA dizi analizi®°, DNA giraz B gen (gyrB) dizi analizi'® ve RNA polimeraz
B-subunit gen (rpoB) dizi analizidir''. A.baumannii’'nin tanimlanmasinda basit ve giive-
nilir molekiler yontemlerden biri de bu mikroorganizmaya 6zgdil intrinsik bla
genlerinin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile gosterilmesidir'%'3.

OXA-51-benzeri

Acinetobacter turlerinin tanimlanmasi icin molekiler yontemlerin rutin tani laboratu-
varlarinda kullanimi her zaman mimkin olamamaktadir. Son yillarda, klinik laboratu-
varlarda bakteri tirlerinin tanimlanmasi icin ribozomal proteinleri temel alan matriks ile
desteklenmis lazer dezorpsiyon iyonizasyon ucus zamani kiitle spektrometresi [matrix-
assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS)]
yontemi gelistirilmistir. MALDI-TOF MS sisteminin, rutin klinik laboratuvarlarinda bakte-
riyel tanimlama icin hizl, uygun maliyetli, kullanisl ve yliksek verimlilikte oldugu bildiril-
mektedir'3 14,

Bu calismada, g farkli bolgede bulunan Universite hastanelerinin yogun bakim unitesi
(YBU) hastalarindan izole edilen A.baumannii kan izolatlarinin tanisinda MALDI-TOF MS
temelli VITEK® MS (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Fransa) ve referans molekiiler ydntemle-
rin karsilastirlmasi amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Yildinm Beyazit Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu onayt ile gercek-
lestirildi (Tarih: 17.02.2016 ve Karar no: 33).
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Tablo 1. Calismada Kullanilan izolatlarin, ilk Tanimlandiklari Merkez ve Yéntemlerine Gére Dagilimi

izolat No Merkez Yontem izolat
TR1-TR60 Ankara Fenotipik yontemler Acb kompleks
TR61-TR120 Malatya MicroScan WalkAway Plus System Acinetobacter baumannii
TR121-TR180 istanbul Phoenix Acinetobacter baumannii

Bu calisma, Ankara, Malatya ve istanbul Tip Fakiiltesi hastanelerinde gerceklestiri-
len ¢cok merkezli bir calisma olarak planlandi. Ocak 2016-Aralik 2016 tarihleri arasinda
YBU'lerde tedavi géren hastalarin kan érneklerinden izole edilen karbapenem direnc-
li Acb kompleks (izolat numaralari: TR1-TR60) ve A.baumannii (TR61-TR180) izolatlari
arastirmaya dahil edildi. Her hastanin yalniz tek bir 6rneginden elde edilen izolatlar o
merkeze ait -20°C derin dondurucularda saklandi (Tablo I).

DNA izolasyonu

A.baumannii izolatlari %5 koyun kanli agara ekildi, plaklar 37°C’lik etiivde 16-18 saat
iremeye birakildi. Ureyen bakteriler ekiivyon ile toplanip 500 pl fosfat tamponu (PBS)
iceren mikrosantrifj tiplerine aktarildi. Sonrasinda vortekslenen tlpler, DNA izolasyonu
icin 1s1 blogunda 100°C’de 10 dakika tutuldu. Ardindan 10.000 rpm‘de 1 dakika cevrile-
rek sipernatan DNA olarak kullanildi. DNA 6rnekleri, kullanilincaya kadar -80°C’lik derin
dondurucuda saklandi.

ARDRA Yontemi ile Tanimlama

PCR reaksiyon karisimi toplam 50 pl hacimde hazirlanarak, icerisine 25 pl 2X PCR
master mix-DreamTaq Green PCR (ThermoFisher Scientifics, Life Technologies, ABD) ve
her bir primerden 10 pmol ve 5 pl kalip DNA konuldu. Calismada kullanilan primer-
ler 16S rDNA bolgesine yonelik olup, dizileri 5-TGG CTC AGA TTG AAC GCT GGC
GGC-3'forward ve 5-TAC CTT GTT ACG ACT TCA CCC CA-3'reverse seklindedir®. PCR,
CFX96 (Bio-Rad, Herculs, ABD) gercek zamanh PCR (RT-PCR) cihazinda gerceklestirildi.
PCR donglileri; 95°C'de 3 dakika ilk denatiirasyonu takiben, 40 dongi 30 saniye 95°C'de
denatiirasyon, 30 saniye 60°C’de baglanma, 1 dakika 72°C’de amplifikasyon islemleri ve
son olarak da 72°C’de 10 dakika uzama seklinde uygulandi.

Amplifikasyon urtinleri %2'lik agaroz 3:1 jelde 30 dakika yurutildiikten sonra Molecu-
lar Imager® GelDoc TM XR+ (BioRad, ABD) gériintiileme sistemi ile degerlendirildi. Yak-
lasik 1.500 baz cifti (bp) buyikliginde bantlarin varligi pozitif olarak degerlendirildi. Her
calismada, negatif kontrol olarak steril ultra saf su ve pozitif kontrol olarak A.baumannii
ATCC19606 susu kullanild.

Amplifikasyon trtintinden 9 pl, 5 U restriksiyon enzimi iceren 20 pl restriksiyon tam-
ponu (Promega, ABD) icerisinde 37°C’de dort saat inkiibe edilmistir. Restriksiyonu son-
landirmak icin 5 ml 5X sample buffer [gliserol, %25 (wt/vol), sodyum dodesil siilfat,
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%0.5 (wt/vol), EDTA, 50 mM; bromfenol blue, %0.05] eklendi. Restriksiyon fragmanlari
%2.5'lik Nusieve agaroz 3:1 jel kullanilarak goruntilenmis ve elde edilen sonuclar de-
gerlendirilmistir®”. Calismada A.baumannii ATCC 19606 susu pozitif kontrol olarak kulla-
nilmistir. Enzim kesimi icin Alul, Cfol, Mbol Mspl, Rsal enzimleri kullaniimistir. On calisma
icin bes ornekte (156, 163-166) enzimlerin hepsiyle kesim yapildiktan sonra sonuclar
literattr bilgisi esliginde degerlendirildi, Mspl ve Rsal enzimlerinin ARDRA profilini belir-
lemede ek bir bilgi saglamadigi anlasilarak, kalan 6rnekler icin Alul, Cfol, Mbol enzimleri
ile calismaya devam edildi®.

bla

OXA.51-benzeri G€NINE Ozgiil Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizi

PCR reaksiyon karigimi toplam 25 pl hacimde, icerisinde 12.5 pl 2XPCR karigimi (Ther-
mo Scientific Maxima SYBR GReen/ROX pPCR Master Mix, Life Technologies, ABD), her
biri 12.5 pmol olan primer ve 5 pl kalip DNA konuldu. PCR sirasinda kullanilacak olan
blagy s 1 penser 9€N bOlgesine yonelik primer dizileri; blag,, o1 ponseri F i6IN S-TAA TGC
TTT GAT CGG CCT TG-3' ve bla R icin 5-TGG ATT GCA CTT CAT CTT GG-3'
seklinde kullanildi™.

OXA-51-benzeri

PCR dongileri; 95°C’de 10 dakika ilk denattirasyonu takiben, 40 dongi 15 saniye
95°C’de denatirasyon, 30 saniye 60°C’de primer baglanmasi, 1 dakika 72°C’de amplifi-
kasyon ve ardindan 72°C’de 5 dakika uzama seklinde uygulandi.

SYBR Green iceren Rt-PCR’nin kullanildigr asamada amplifikasyon, Rotor Gene 6000
platform (Corbett Research, Avustralya) Rt-PCR cihazinda gerceklestirildi. Baglanma ve
uzama agamalarinda sinyal toplama programi uygulandi. Calismada, A.baumannii ATCC
19606 susu pozitif kontrol olarak kullanildi’16,

MALDI-TOF MS Sistemi ile Tanimlama

Derin dondurucudan cikarilan izolatlar, %5 koyun kanl besiyerine iki kez pasajlana-
rak 35°C’de ve aerobik ortamda inkiibe edildi. Ureyen bu kolonilerden alinan bir par-
ca, MALDI-TOF sisteminin (VITEK® MS, bioMérieux, Fransa) slaytlarindaki kuyucuklara
ince bir tabaka seklinde yayildi ve lizerine 1 pL matriks sollisyonu (a'-Cyano-4-hydroxy-
cinnamic acid= C.H.C.A.) (bioMérieux, Fransa) damlatildi. Her bir koloniden iki adet
yayma hazirlandi. Yaymalardan biri tanimlama icin kullanilirken, digeri gereksinim ol-
dugunda kullaniimak tizere hazir tutuldu. Firmanin kullanim 6nerisi dogrultusunda, her
16 kuyucuk icin 1 adet Escherichia coli ATCC 8739 susu kullanildi. Bu slaytlar daha son-
ra MALDI-TOF sistemine (VITEK® MS, bioMérieux, Fransa) bakterinin tanimlanmasi icin
yiiklendi. Slaytlara yayilan bakteriler, siire sonunda bu sistemin kullandigi MYLA® soft-
ware v3.2. (bioMérieux, Fransa) yardimiyla kiitiphanesindeki bakterilerle kiyaslanmasi
yoluyla degerlendirilerek isimlendirildi. Uyum orani %90in Gzerinde olan izolatlarin ta-
nimlanmalari kabul edildi.

istatistiksel Analiz

Verilerin analizinde SPSS versiyon 23.0 (IBM, Armonk, ABD) yazilimi kullanildi. ARDRA
ve Rt-PCR-blay, , <1 1 onseri YONtemlerinin birlikte A.baumannii olarak tanimladig izolatlar
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referans kabul edilerek, MALDI-TOF MS yonteminin performans kapasitesi [gecerlilik;
duyarhlik, 6zgullik, pozitif prediktif deger (PPD) ve negatif prediktif deger (NPD)] he-
saplandi.

BULGULAR

ARDRA yontemiyle 180 izolattan dordi (TR10, TR31, TR35 ve TR52) diginda tim
izolatlar A.baumannii olarak tanimlanmistir. TR31 izolati disinda, tiim izolatlarda sirasiyla;
Alul, Cfol, Mbol enzimleri icin 1,1,1 paternleri saptanmistir. Otuz bir numarah 6rnek icin
ise Alul, Cfol, Mbol, Mspl ve Rsal enzimleri icin sirasiyla 1, 2, 3, 3, 1 paternleri elde edilmis
ve A.pittii olarak tanimlanmistir (Tablo 1I). ARDRA 16S rRNA gen kesim paternlerine ait
goruntuler sirasiyla Resim 1-4'te verilmistir.

Calismaya alinan izolatlardan 177’sinde bla
bla gy s 51 benseri 9ENI Saptanamamustir. Bu izolatlardan ikisi (TR10 ve TR52) MALDI-TOF
MS ile Klebsiella pneumoniae olarak tanimlanmistir. blag, , o1 ... 9eni saptanamayan
Uglinci izolat (TR31), ARDRA ve MALDI-TOF MS ile A.pitti olarak tanimlanmistir. ARDRA
ile tanimlanamayan izolatta (TR35); blag , <; 1 enseri 9€NI saptanmis ve MALDI-TOF MS ile
A.baumannii olarak belirlenmistir (Tablo II).

oxA-ST-benser 9€NT saptanmustir. Ug izolatta

ARDRA ve Rt-PCR-blay , <1 penzer YONtemlerinin birlikte A.baumannii olarak tanimlan-
digi izolatlar referans kabul edilerek MALDI-TOF MS yonteminin tani performans kapasi-
tesi degerlendirilmistir. VITEK® MS yéntemi ile A.baumannii tiirlerinin %99.4'tiniin dogru
tanimlandigi saptanmugtir (Tablo III).

Tablo II. Acb Kompleks ve A.baumannii izolatlarinin PCR-bla ARDRA ve MALDI-TOF Yéntem

OXA-51-benzer?

Sonuglari
ARDRA
Yontem OXA-51 geni Alul Cfol Mbol Mspl Rsal ARDRA sonug MALDI-TOF
A.baumannii-A.calcoaceticus (n= 60) (Ankara-Fenotipik yontemler)
56 izolat Pozitif 1 1 1 A.baumannii A.baumannii
4 izolat
TR10 Negatif Tanimlanamadi  Klebsiella pneumoniae
TR31 Negatif 1 2 3 3 1 A.pittii A.pittii
TR35 Pozitif Tanimlanamadi A.baumannii
TR52 Negatif Tanimlanamadi  Klebsiella pneumoniae

A.baumannii (n= 60) (Malatya-MICROSCAN WALKAWAY PLUS)

TR61-TR120 Pozitif 1 1 1 A.baumannii A.baumannii
A.baumannii (n= 60) (istanbul-PHOENIX)
59 izolat Pozitif 1 1 1 A.baumannii A.baumannii
1 izolat
TR163 Pozitif 1 1 1 3 2 A.baumannii A.pittii
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Resim 1. 1-6 numarali érneklere ait farkli enzimler ile elde edilmis restriksiyon paternlerine ait goriintii (sira-
styla Alul (1-6. kuyucuklar), Cfol (7-12. kuyucuklar), Mbol (13-18. kuyucuklar). M: 100 bp biiytikligiinde
molekdiler belirteg.

M1 2 3 4 56 7 8 91011121314 15161718

Resim 2. 13-18 numarali orneklere ait farkli enzimler ile elde edilmis restriksiyon paternlerine ait goriintii
(sirasiyla Alul (1-6. kuyucuklar), Cfol (7-12. kuyucuklar), Mbol (13-18. kuyucuklar). M: 100 bp biiytikltigiinde
molektiler belirteg.

Resim 3. 25-42 numarali 6rneklere ait Cfol (1-18. kuyucuklar) enzim restriksiyon patern gériinttisi. M: 100
bp biiytikltigiinde molektiler belirteg.

MIKROBIYOLOJi BULTENI 541




Acinetobacter baumannii Kan izolatlarinin MALDI-TOF MS, ARDRA ve bla gy s 51 venzeri
Gene 0Ozgiil Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Tanimlanmasi

M1 2 3 456 7 8 91011121314 15161718M

— e — — iy B B e, S
e et . e R

Resim 4. 25-40 numarali érneklere ait Mbol (1-16. kuyucuklar) enzim restriksiyon patern gériinttist. M: 100
bp biiytiikligiinde molektiler belirteg.

Tablo Ill. A.baumannii Tiir Tanimlanmasinda MALDI-TOF MS Yénteminin Gegerlilik Testleri
MALDI-TOF

(ARDRA and PCR bla,,, ¢; ,. ..gene) A.baumannii Non-A.baumannii
A.baumannii (n= 176) 175 1
Non-A.baumanii (n= 4) 1 3

Deger % %395 Giiven Aralig
Duyarlihk 99.4 %96.9-99.9
Ozgiilliik 75.0 %19.4-99.4
Pozitif prediktif deger 99.4 %97.0-99.9
Negatif prediktif deger 75.0 %28.2-95.8
Dogruluk 98.9 %96.0-99.9

TARTISMA

Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii kompleks (Acb kompleks);
A.calcoaceticus (genomic species 1), A.baumannii (genomic species 2), A.pittii (genomic
species 3) ve Acinetobacter nosocomialis (genomic species 13TU) tiirlerini icermektedir'”.
Acb kompleksinde yer alan tirlerin epidemiyolojik 6zellikleri, antibiyotik duyarlilik pro-
filleri ve klinikteki uyumlar farkhliklar gostermektedir. Dolayisiyla hastane kaynakli en-
feksiyonlara yol acan bu tirlerin tanimlanmasi, tedavi yaklagimlari ve enfeksiyon kontrol
énlemlerine yén vermesi acisindan énemlidir'®.

Acb kompleks icerisindeki en onemli klinik tir olan A.baumannii’'nin tanimlanmasi
icin rutin laboratuvarlarda kullanilan standart biyokimyasal testler ve otomatize sistemler
disuk guvenirliligi olan yontemler olarak kabul edilmektedir. Molekiler yontemler ise
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Acinetobacter tirlerinin ayriminda guivenilir fakat yalnizca referans laboratuvarlarda uygu-
lanabilen ve maliyetli tekniklerdir'®.

Acinetobacter turlerinin ayriminda “gtivenilir belirleyici” olarak kabul edilen intrinsik
karbapenem direng geni blag, ., ilk olarak 2005 yilinda Brown ve arkadaslan?® tarafin-
dan tanimlanmistir. Daha sonra, bu genin pek cok varyanti oldugu gosterilmis ve tim

varyantlan bla,,, ., bashg: altinda toplanmistir'2.

A.baumannii'nin tir duzeyinde tanimlanmasinda intrinsik bla gy, <; ... 9en varhginin
bir biyobelirtec olarak kullanilabilecegi ilk olarak Turton ve arkadaslar' tarafindan bildiril-
mistir. Calismaya alinan 106 A.baumannii klinik izolati ve ATCC 19606 susunda PCR yon-
temi ile blagy , <1 penser 9€NI Varlign tespit edilirken, diger tirlerde bu genin bulunmadig
saptanmistir'2,

Bununla birlikte, PCR yonteminin, blay,, «; e 9€NININ bugline kadar tanimlanan
tiim varyantlarini tespit edememe gibi bir sinirlamasi oldugu bilinmektedir'>*'. bla, ...
benzeri 9€NI ISAbal5 veya ISAbal9 ile kesintiye ugrayabildigi icin A.baumannii’'nin tanisinda
blagy a 51 penseri 9€NINE 6zgll PCR yonteminin guvenilir olmadigi, yanls negatif sonug-
lar verebildigi bildirilmistir?>23, Ayrica horizontal gen transferi ile A.baumannii olmayan
tirlerin blagy , o1 ponsei 9N kazanabilecegdi ve yanlis pozitif sonuglara neden olabilecegi
gosterilmistir?.

Wang ve arkadaslar tarafindan, blag,, <; . 9€NININ A.baumannii tanisinda belirle-
yici oldugu bildirilen bir calismada'3, 2197 adet blagy x s1 penseri 9ENT POZitif A.baumannii
izolatindan yalnizca birinde ISAba19 varli§i gosterilmistir. Glinimuze kadar gerceklesti-
rilen bircok calismada A.baumannii’'nin tir dizeyinde tanimlanmasi icin bldg,, o1 oo
gen varliginin gosterilmesi, tek basina veya diger gen bdlgelerini hedef alan farkl bir
molekiiler yéntem ile birlikte kullaniimaktadir'®,

Bu calismada incelenen 180 Acb kompleks izolatinin 177 (%98.3)’sinde bla g, <1 enzeri
geni saptanmis ve timu ARDRA ve/veya MALDI-TOF yontemi ile A.baumannii olarak ta-
nimlanmistir. blagy, <1 onei 9€NT saptanamayan g izolat, ARDRA ve/veya MALDI-TOF
yontemi ile A.baumannii digi olarak isimlendirilmistir.

Son yillarda; Acinetobacter cinsi icerisindeki tirlerin tanimlanmasinda blag,, <1 enseri
gen bolgesinin yani sira 16S rRNA, 16S-23S rRNA ITS ve recA gibi cesitli gen bdlgelerini
hedef alan PCR temelli yontemler kullaniimaktadir. ARDRA; 16S rRNA geninin amplifikas-
yonu ve farkli restriksiyon enzimleri kullanilarak elde edilen fragmanlarin goriintiilenmesi
temeline dayanan ve Acinetobacter haemolyticus ile Acinetobacter johnsonii disindaki tim
Acinetobacter tiirlerini tanimlayabilen bir yontemdir'®.

Chang ve arkadaslari, Acb kompleks icerisindeki tirlerin tanimlanmasinda ARDRA'nin
glvenilir bir yontem oldugunu, ancak ayni tire ait farkli suglar arasinda birden fazla
ARDRA profilinin gorilebilecegini ve bu nedenle gram-negatif basillerin cins ya da tir
diizeyinde tanimlanmasi icin 16S rRNA'nin 527 bp gen sekansinin yeterli olacagini bil-
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dirmislerdir®. Bununla birlikte, Shehata ve arkadaslari®> 81 klinik A.baumannii izolatini
tiplendirdikleri calismalarinda, ARDRA (kesim enzimleri: Alu I, Mbo I, Msp 1) ydnteminin
ayirt edici gliciniin dasuk oldugunu belirtmislerdir. ARDRA yontemi, tekrarlanabilirlik ve
sonuglarin laboratuvarlar arasi paylasimi acisindan ¢ozilmemis sorunlari olmakla birlikte,
Acinetobacter cinsi bakterilerin tiir ayriminda dogru, hizl ve kolay bir yontem olarak bir-
cok arastirmada kullanilmaktadir?627,

Bu calismada, merkezlerde daha 6nce A.baumannii olarak tiplendirilmis 180 izolat-
tan 176’si ARDRA ile A.baumannii, biri ise A.pittii olarak sonuclandiriimistir. Kalan tg 6r-
nekten blag, , o1 penzeri 9€NI POZitif bulunmus olan bir 6rnek, MALDI-TOF yontemi ile
A.baumannii olarak tiplendirilmistir (TR35). Sonug olarak; blag,, 51 ponse 96N Varhgn ile
ARDRA sonuglart uyumlu bulunmus (179/180, %99.4) ve A.baumannii tir dizeyinde
tanimlanmasi icin referans yontemler olarak bla gy, <, onse 9€NIN PCR yontemi ile goste-
rilmesi ve ARDRA yontemleri birlikte kullaniimustir.

MALDI-TOF, son yillarda rutin tani laboratuvarlarinda giderek artan oranlarda kulla-
nilan, bakterilerin cins, tir ve alt tir diizeyinde tanimlanmalarina olanak saglayan bir
tekniktir. Acb kompleks tiirlerinin tanimlanmasi icin MALDI-TOF’un duyarlilik ve 6zguilltik
degerlerinde farkhlklar oldugu goriilmektedir. Bu farkliliklarin nedeni genellikle calisma-
lardaki yontemsel farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Ornegin bir calismada; geleneksel
yontemler ile duyarlilik %91, 6zgillik %98 olarak rapor edilirken, bu oran bakteri kolo-
nileri formik asit ve asetonitril ile modifiye ekstraksiyon uygulandigi zaman duyarlilik ve
6zgiillik degerlerinin %98'in (izerine yiikseldigi rapor edilmistir'®.

Espinal ve arkadaslan™ tiir diizeyinde tanimlanmis A.nosocomialis (n= 18), A.pittii
(n=17), A.baumannii (n= 18) ve yedi farkli Acinetobacter tiriini kullanarak MALDI-TOF
(Bruker, ABD) veri setinin tani performansini degerlendirmis; referans suslar icin dog-
ruluk oranini %85, A.baumannii icin %100, A.pittii icin ise %94 olarak bildirmislerdir.
Kan kiltliri 6rneklerinden izole edilen Acinetobacter turlerinin degerlendirildigi bir baska
calismada, VITEK® MS, VITEK® 2 ve MicroScan sistemleri icin duyarlilik oranlari, sirasiyla
%90.3, %89.2 ve %86.9 olarak belirlenmistir?®.

Bu calismada; MALDI-TOF'un Acinetobacter tirlerinin tanimlanmasi icin gecerlilik de-
gerleri hesaplanmistir. ARDRA ve Rt-PCR ile blay,, <; e 96N Varhginin gosterilmesi
teknikleri referans yontemler olarak kabul edilmistir. Toplam 180 izolat degerlendirilmisg
ve MALDI-TOF'un duyarhligi %99.3, 6zgulligu %75.0, dogruluk degeri %98.9 olarak
bulunmustur.

Sonug olarak; rutin tani laboratuvarlarinda kullanilan konvansiyonel yontemler ile
karsilastinldiginda, MALDI-TOF MS ydnteminin Acinetobacter tirlerini tam ve dogru
bir sekilde tanimlayabilmesi icin 6rnek basina 5 dakikadan daha kisa stirede izolatlarin
%98’inden fazlasini daha dustik maliyetle ve daha yiiksek dogruluk degeri ile tanimladi-
g1 izlenmistir. MALDI-TOF yonteminin, veri tabanlarinin gelistiriimesiyle, gelecekte rutin
tani laboratuvarlarinda daha fazla tiirii tanimlayabilen, bakterilerde antibiyotik direng ve
virlilans belirteclerini test edebilen ideal bir sistem olacagini diisinmekteyiz.
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