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OZET

Antibiyotik diren¢ genlerinin bakteriler arasindaki yayilimi, enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde
ciddi sorunlar olusturmaktadir. Son zamanlarda bu genlerin integronlarda da tasindigi gosterilmistir.
Ulkemizde, Acinetobacter baumannii ve Pseudomonas aeruginosa klinik izolatlarinda sinif 1 ve sinif 2
integron tastyiciidiyla ilgili calismalar sinirli sayidadir. Bu calismada, Abant izzet Baysal Universitesi
Hastanesinde, klinik 6rneklerden izole edilen A.baumannii ve P.aeruginosa suslarinda, sinif 1 ve 2 integ-
ron tastyiciiginin arastiriimasi ve antibiyotik diren¢ gen kasetlerinin dizi analiziyle karakterize edilmesi
amaclanmistir. Calismaya, Mart 2010-Aralik 2012 tarihleri arasinda cesitli klinik 6rneklerden (%56 bal-
gam, %19 yara, %11 idrar, %11 kan, %3 kateter) izole edilen 77 A.baumannii ve 60 P.aeruginosa olmak
lizere toplam 137 sus dahil edilmistir. izolatlarin tanimlanmasi ve antibiyogramlari Vitek 2 Compact
(bioMérieux, Fransa) ve BD Phoenix 100 (Becton Dickinson, ABD) sistemleriyle yapilmistir. Suslarda
integron varligi, sinif 1 (int/T) ve sinif 2 (intl2) integraz bolgeleri icin 6zgll primer ciftleri kullanilarak
PCR yontemiyle arastiriimis; integron amplifikasyonunun gergeklestirildigi tim 6rnekler, hem klonlanarak
hem de PCR urtinl olarak DNA dizi analizine tabi tutulmustur. Calismada, A.baumannii suslarinda en yiik-
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sek duyarlilik kolistin (%96) ve tigesiklin (%78), P.aeruginosa suslarinda ise piperasilin-tazobaktam (%97)
ve piperasiline (%93) karsi saptanmis; buna karsin A.baumannii suslarinda en yiiksek direng orani (%95)
piperasilin/tazobaktama karsi gozlenmistir. A.baumannii suglarinin %33 (26/77)'inde, P.aeruginosa
suslarinin ise %10 (6/60)'unda int/T geni tespit edilmis; intl/T pozitif suslarda degisken bolgeler PCR ile
cogaltildiginda sekiz (8/77, %10) A.baumannii ve tg (3/60, %5) P.aeruginosa susunun antibiyotik direng
gen kaseti tasidigi belirlenmistir. Suslarin hicbirisinde int/2 geni saptanmamustir. integron pozitif olan tiim
A.baumannii suslarinda piperasilin/tazobaktam, seftazidim, sefepim, seftriakson ve ampisilin/sulbaktama
karsi, integron pozitif tim P.aeruginosa suslarinda ise seftazidim, gentamisin ve siprofloksasine karsi ortak
direng paterni tespit edilmistir. integronlann DNA dizi analizleri, A.baumannii [aacCT-aadAT ve aac(3)-1]
ve Paeruginosa (bla,,, ,,-aadAT ve bla,,, |,-cmlA7) suslarinin ikiser farkli gen kaset dizisi tagidigini gos-
termistir. Ulasabildigi kadariyla, P aeruginosa integron gen kaseti icerisinde tanimlanan bla,,, ,,-cmliA7
gen dizilimi ilk kez bu calisma ile tanimlanmis ve yeni bir gen dizilimi olarak literatiire sunulmustur.

Anahtar sozciikler: Pseudomonas aeruginosa; Acinetobacter baumannii; integron; gen kaseti.

ABSTRACT

The dissemination of antibiotic resistance genes between bacteria leads to serious problems in the
treatment of infectious diseases. It has been shown that resistance genes can also be carried by the inte-
grons. There are limited studies regarding the carriage of class 1 and 2 integrons in Acinetobacter bau-
mannii and Pseudomonas aeruginosa clinical strains in Turkey. The aims of this study were to investigate
the carriage rates of class 1 and class 2 integrons in A.baumannii and P.aeruginosa strains isolated from
clinical samples in Abant Izzet Baysal University Hospital, and to characterize the antibiotic resistance
gene cassettes in these integrons by sequence analyses. A total of 137 strains (77 A.baumannii and 60
P.aeruginosa) isolated from various clinical specimens (56% were sputum, 19% wound, 11% urine, 11%
blood, 3% catheter), between March 2010-December 2012, were included in the study. The identifica-
tion and antibiotic susceptibility tests of the isolates were performed by Vitek 2 Compact (bioMérieux,
France) and BD Phoenix 100 (Becton Dickinson, USA) systems. The presence of integrons were screened
by PCR method using specific primer pairs targeting class 1 (int/T) and 2 (intl2) integrase regions. All
the samples that revealed integron amplification were subjected to DNA sequence analysis, both in the
forms of cloned products and PCR amplicons. In the study, the highest susceptibility rates were found
against colistin (96%) and tigecycline (78%) in A.baumannii, and against piperacillin/tazobactam (97%)
and piperacillin (93%) in P.ageruginosa isolates. The highest resistance rate was determined for piperacil-
lin/tazobactam (95%) in A.baumannii strains. The presence of int/1 gene was detected in 33% (26/77)
of A.baumannii and 10% (6/60) of P.aeruginosa isolates. When variable regions in intl/T positive strains
were amplified by PCR, eight (8/77, 10%) A.baumannii and three (3/60, 5%) P.aeruginosa strains were
found to harbor antibiotic resistance gene cassettes. Int/2 gene was not detected in any of the isolates.
Resistance to piperacillin/tazobactam, ceftazidime, cefepime, ceftriaxone and ampicillin/sulbactam was
detected as the common resistance pattern in all integron-positive A.baumannii strains, whereas resist-
ance to ceftazidime, gentamicin and ciprofloxacin was the common pattern in all integron-positive
P.aeruginosa strains. DNA sequence analysis of variable regions of integrons indicated that two separate
gene cassette arrays (aacCl-aadAl and aac(3)-1) were carried by A.baumannii strains, and two types of
gene cassette arrays (blay,, 5,-aadAT and blay, .- cmlA7) were carried by P.aeruginosa strains. To our
best knowledge, this is the first report of the gene sequence of bla -cmlA7 defined in an integron
gene cassette of P.aeruginosa.
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GIRi$

Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter baumannii, yogun bakim Uniteleri basta
olmak lizere hastane enfeksiyonlarinda en sik izole edilen bakteriler olup, tedavilerinde
en onemli problem, cogul direncli suglarin sayisinda artis ve bunun sonucunda teda-
vide kullanilacak antibiyotik seceneklerinde azalmadir'®. Antimikrobiyal ila¢ direnci-
nin, bakteriler arasinda yayilmasinda en etkili mekanizmalardan biri konjugasyondur.
Konjugasyonda direng genlerini tasiyan R-plazmidleri diger DNA molekilleri gibi, trans-
pozon veya integronlari da tasiyabilirler. Transpozon ve integronlar, bir DNA molekilin-
den digerine, homolog olmayan bdlgelere integre olmak suretiyle transloke olabilen (yer
degistirebilen) DNA elementleridir. Son yillarda dikkatler, bakterilerde genetik birimlerin
transferine, yani mobil gen kasetleri ve integronlar tizerinde yogunlagsmistir. Gen kasetle-
ri, genelde konak hiicre DNA'sina integre olmus gen topluluklaridir’-8. Antibiyotik direng
integronlar terimi ise ilk kez Rowe-Magnus ve arkadaslar’® tarafindan kullanilmigtir.
Diren¢ genlerini tasiyan plazmidler bakteriler arasinda transduiksiyon, transformasyon,
konjugasyon ve transpozisyon gibi mekanizmalarla aktarilirlar. Bu rekombinasyon, integ-
ron denilen farkli bir DNA ailesi tarafindan olusturulmaktadir. integronlar antibiyotik
direnc¢ determinantlarini kodlayan, belirli gen kasetlerini entegre etme veya tasima yete-
negine sahip genetik elemanlardir. Sinif 1 integronun yapisinda bir 5’- ve 3’- korunmus
segment (5’-CS ve 3’-CS) ve bir de degisken bolge vardir. 5'-CS, intl geni (integraz) ve
eklenen gen(ler)in ekspresyonu icin kullanilan bir promoter bolge icerirken, 3’-CS defek-
tif kuaterner amonyum diren¢ geni gacEA1 ve silfonamide direng saglayan sull geni
icerir'®1", iki korunmus bélge arasinda bulunan degisken bélge, antibiyotik direnc gen
kasetlerinin girmesi icin rekombinasyon yeridir. Sinif 2 integronlar ise dihidrofolat reduk-
taz gen kaseti icermektedir ve sirasiyla trimetoprim, streptotrisin ve streptomisin/spek-
tinomisine diren¢ saglayan dfrAT1, sat2 ve aadA1 gibi Ug klasik gen kaseti tagimaktadir.

integronlarin tek baslarina hareket yetenekleri yoktur ve ayni zamanda iclerinde bir
ya da daha fazla gen kaseti tasiyabilirler. Bir bakteride birden fazla integron bulunabilir;
gen kasetlerinin diizeyi ve ekspresyonu, bakteride bulunan integron sayisina ve 5’ bol-
gesinde bulunan promotor bélgesinin aktif olmasina baghdir'?'3, integronlar, plazmid
veya transpozonlarin icerisinde bulunduklarindan dolayi, bir bakteriden digerine, hatta
integronlar icerisinde yer alan gen kasetleri bir integrondan digerine gegebilme 6zel-
ligine sahiptirler. Bu durum, antibiyotik diren¢ determinantlarinin yayilmasina neden
olmaktadir. Bu calismada, klinik orneklerden izole edilen P.aeruginosa ve A.baumannii
suglarinin sinif 1 ve sinif 2 integronlar yoniinden taranmasi ve tagidiklari gen kasetlerinin
karakterize edilmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Suslar ve Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri

Calismaya, Abant izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde, Mart 2010-Aralik
2012 tarihleri arasinda mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen cesitli klinik 6rneklerden
izole edilen 77 A.baumannii ve 60 P.aeruginosa susu dahil edildi. izolatlarin tanimlanmasi
ve antibiyogramlari Vitek 2 Compact (bioMérieux, Fransa) ve BD Phoenix 100 (Becton
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Dickinson, ABD) otomatize sistemleri kullanilarak yapildi. Antimikrobiyal duyarlilik
deneyleri CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) kriterlerine uygun olarak
degerlendirildi'®. Acinetobacter suslarinin tigesiklin ve kolistine duyarliliklari BSAC (British
Society for Antimicrobial Chemotherapy) kriterlerine gére yorumlandi'>.

P.aeruginosa suslari icin amikasin (AK), gentamisin (GN), siprofloksasin (CiP), sefta-
zidim (CAZ), piperasilin (PRL), piperasilin-tazobaktam (TZP), aztreonam (ATM), mero-
penem (MEM), sefepim (FEP) ve imipenem (iPM) duyarliig; A.baumannii icin AK, GN,
CiP, CAZ, TZP, FEP, iPM, tetrasiklin (TE), seftriakson (CRO), sulbaktam/ampisilin (SAM),
trimetoprim-sulfametoksazol (SXT), tobramisin (TOB), kolistin (CT) ve tigesiklin (TGC)
duyarliigi degerlendirildi. Kalite kontrol susu olarak P.aeruginosa ATCC 27853 kullanildi.

Total DNA izolasyonu ve integrona Ozgiil Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Kalip DNA eldesi icin bakteri suslari 3 ml Luria-Bertani (LB) sivi besiyerine (%1 tripton,
9%0.5 maya ekstrakti, 60.5 NaCl, pH 7.4) inokdle edildi ve 16 saat 37°C’de calkalamali
inklibatorde uretildi. Kiltirin 1.5 ml'si ependorf tiipline alinarak 10.000 rpm’de 5 dk
cokturildu. Cokelti sivisinin Gst kismi atildi; ¢okeltideki hiicreler 500 pl deiyonize suda
¢o6zlldu ve 95°C’ de 10 dk isitilarak parcalandi. Preparat, 13.000 rpm’de 5 dk santrifiij-
lenerek ¢oktiriildii. Ust kismin 1-3 pl’si PCR’de kalip DNA olarak kullanildi™®.

Butlin izolatlar, oncelikle korunmusg sinif 1 (int/T) ve sinif 2 (intl2) integraz bolgeleri
icin arastirildi. Bu amacla, intl1 icin intl1TF (ACATGTGATGGCGACGCACGA) ve intl1R
(ATTTCTGTCCTGGCTGGCGA); intl2 icin intl2F (CACGGATATGCGACAAAAAGGT) ve
intI2R (GTAGCAAACGAGTGACGAAATG) primer ciftleri kullanildi. int/1 bolgesi icin pozi-
tif sonug alindiginda, 5’-CS ileri primeri (GGCATCCAAGCAGCAAG) ve 3'-CS geri pri-
meri (A AGCAGACTTACCTGA) kullanilarak degisken bélgeler cogatildi'®. Standart PCR
karisimlari 50 pl son hacim olacak sekilde; 1.5 tinite DNA polimeraz | (GoTaq, Promega),
5 pI DNA, 10 pl 5X DNA polimeraz tamponu (Promega), 3 pl 1.5 mM MgCl,, 5 ul 2 mM
her bir dNTP ve 2 pl her bir primer stogu (25 pmol/ul) ve son hacim steril deiyonize su
ile 50 pl'ye tamamlanarak hazirlandi. Amplifikasyon kosullari; 5 dk 96°C, 1 dk 55°C, 3 dk
70°C (bir dongi); 15 sn 96°C, 30 sn 55°C, 3 dk 70°C (24 dongu) ve son sentez 5 dk
70°C (bir déngii) olacak sekilde programlandi'®. Amplifikasyon riinleri %1.4'liik aga-
roz jelde yiiriitiildii ve gérintiilendi. integron amplifikasyonunun gerceklestirildigi tim
ornekler, hem klonlanarak hem de PCR Uriini olarak baz dizisi analizine tabi tutuldu.

Agaroz Jel Elektroforezi ve DNA Klonlama

Plazmidler ve PCR uriinleri agaroz jel elektroforezinde yirutulerek UV'de gorintilen-
di. Plazmidler icin %1’lik, PCR Urlnleri icin ise %1.4'lik agaroz jel (0.5 pg/ml etidyum
bromir katkil) kullanildi. Yaritme, 100V dogru akim altinda 45 dakika olarak gercek-
lestirildi. Tam integron genleri cogaltildi ve retilen PCR Grtinlerinin, pGEM-T klonlama
vektoriine ligasyonu uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda sagland. Ligasyon Grtinleri,
E.coli DH5a kompetan hiicrelerine 1si soku ile transforme edildi. Transformasyon sonrasi
hicreler ampisilin, IPTG ve X-gal iceren secici LB agara ekilerek mavi/beyaz koloni olu-
sumuna bakildi ve beyaz kolonilerden plazmid izole edilerek pozitif klonlar belirlendi'”.
izole edilen bu plazmidler EcoRlI restriksiyon enzimi ile kesilerek ayrica dogrulandi. Pozitif
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oldugu dogrulanan plazmidleri iceren rekombinant hticreler tekrar cogaltilarak plazmid
DNA saflastirma kiti kullanilarak DNA dizi analizi icin tekrar izole edildi. izole edilen
plazmid DNA ornekleri baz dizisi analizi icin Macrogen firmasina (Amsterdam, Hollanda)
gonderildi ve hem T7 promotor hem de SP6 bdlgelerinden dizi analizi gerceklestirildi.
PCR urinlerinden de teyit amacli dizi analizi yapildi ve PCR Grtnlerinin baz dizisi analizi,
degisken bolgeleri cogaltmak icin kullanilan 5’CS ve 3'CS primerleri ile gerceklestirildi'é.
Dizileme sonuclari NCBI biyoinformatik sitesi kullanilarak analiz edildi.

BULGULAR

Calismaya alinan 77 A.baumannii susunun %49.4’iG balgam, %20.8’i yara, %18.2’si
kan, %9.1'i idrar ve %2.6'sI kateter orneklerinden; 60 P.aeruginosa susunun ise %62.7’si
balgam, %16.9'u yara, %13.6s! idrar ve %3.4’U kan orneklerinden izole edilmistir.
izolatlarin antibiyotiklere karsi duyarliik oranlari Tablo I'de gériilmektedir. Buna gére
A.baumannii suslarinda en yiksek duyarlilik kolistin (%96.1) ve tigesikline (%78),
P.aeruginosa suslarinda ise piperasilin-tazobaktam (%96.6) ve piperasiline (%93.2) karsi
saptanmistir (Tablo ).

Tablo I. A.baumannii ve P.aeruginosa Suslarinin Antimikrobiyal Duyarlilik Oranlari
Acinetobacter baumannii (n= 77) Pseudomonas aeruginosa (n= 60)

Duyarh Orta duyarh Direncli Duyarh Orta duyarh Direngli
Antibiyotik n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
PRL - - - 56 (93.2) 1(1.7) 3(5.1)
TZP 3(3.9) 1(1.3) 73 (94.8) 58 (96.6) 0 2(3.4)
SAM 5(6.5) 5(6.5) 67 (87) - - -
CAZ 4(5.2) 2 (2.6) 71 (92.2) 50 (83.1) 1(1.7) 9 (15.3)
FEP 6 (7.8) 0 71 (92.2) 52 (86.4) 4 (6.8) 4 (6.8)
CRO 4(5.2) 1(1.3) 72 (93.5) - - -
ATM - - - 42 (69.5) 12 (20.3) 6(10.2)
IPM 13 (16.9) 8 (6.5) 59 (76.6) 50 (83.1) 1(01.7) 9(15.3)
MEM - - - 54 (88.1) 1(1.7) 5(8.5)
TOB 45 (58.4) 0 32 (41.6) - - -
AK 11 (14.3) 3(3.9) 63 (81.8) 52 (86.4) 1(01.7) 7(11.9)
GN 35 (45.5) 6(7.8) 36 (46.8) 47 (78) 5(8.5) 8 (13.6)
SXT 16 (20.8) 2(2.6) 59 (76.6) - - -
TE 17 (22.1) 8(10.4) 52 (67.5) - - -
TGC 70 (77.9) 17 (22.1) 0 - - -
cip 5(6.5) 0 72 (93.5) 49 (81.4) 101.7) 10 (16.9)
CcT 74 (96.1) 0 33.9) - - -
AK: Amikasin; ATM: Aztreonam; CAZ: Seftazidim; cip: Siprofloksasin; CRO: Seftriakson; CT: Kolistin;
FEP: Sefepim; GN: Gentamisin; IPM: Imipenem; MEM: Meropenem; PRL: Piperasilin; SAM: Sulbaktam/ampisilin;
SXT: Trimetoprim-siilfametoksazol; TE: Tetrasiklin; TGC: Tigesiklin; TOB: Tobramisin; TZP: Piperasilin-tazobaktam;
(-): Test edilmedi.
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A.baumannii suslarinin %33 (26/77)'tinde int/T geni tespit edilmis; intl1 pozitif sus-
larda degisken bolgeler PCR ile cogaltildiginda 8 (%30.7) susun antibiyotik diren¢ gen
kaseti tasidig belirlenmistir. Tum suslarda ise %10.1 oraninda gen kaseti tasiyan integron
saptanmistir. DNA dizi analizleriyle gen kasetlerinin aacCT-aadA1 ve aac(3)-1 dizilimin-
de iki farkh tipte oldugu belirlenmistir. aacCT geni aminoglikozid N(3’) asetiltransferaz
enzimi kodlamaktadir ve gentamisine diren¢ saglamaktadir. aadA1 geni aminoglikozid
adeniltransferaz enzimi kodlamaktadir ve streptomisin/spektinomisine diren¢ saglamak-
tadir. aac(3)-I geni ise aminoglikozid 3-N-asetil transferaz enzimini kodlamaktadir ve
gentamisin, sisomisin ve fortimisine diren¢ saglamaktadir. Yedi Acinetobacter susunun
aacCl-aadAl dizilimine sahip sinif 1 integron tasidigi belirlenirken, bir Acinetobacter'in
aac(3)-1 kaseti iceren sinif 1 integron tasidigi belirlenmistir (Tablo I1). Tespit edilen sinif
1 integronlarin genetik yapilar Sekil 1'de sematik olarak gosterilmistir. Bakteri suslarinin
hicbirinde intl2 integraza rastlanmamistir.

P.aeruginosa suslarinin %10 (6/60)'unda int/1 geni belirlenmis; int/T pozitif suslarda
degisken bolgeler PCR ile cogaltildiginda 3 (%50) susun antibiyotik gen kaseti tasidigi
belirlenmistir. Tum suslarda ise %5 oraninda gen kaseti tagiyan integron saptanmistir.
Gen kasetlerinin bla,, , ,,-aadAT ve bla,, ,,- cmIA7 diziliminde iki farkli tipte oldugu
izlenmistir. 1ki ornegin blay,, ,,-aadAl dizilimine, bir 6rnegin cmlA17-blag, ,, dizili-
mine sahip oldugu saptanmistir (Tablo II). bla,,, ,,-cmIA7 gen kaset dizilimi yeni bir
kombinasyon olup, genetik yapisi $ekil 1’de sematik olarak gosterilmektedir. blag,, ;,
geni grup 1 okzasilinaz enzimleri, bla,,, 5, geni ise grup 3 okzasilinaz enzimleri kodla-
maktadir ve beta-laktamlara diren¢ saglamaktadir. cmIA7 geni kloramfenikol direng pro-

teini kodlamaktadir ve kloramfenikole enzimatik olmayan bir yolla diren¢ saglamaktadir.

Suslarin epidemiyolojik 6zellikleri Tablo 1lI’de gériilmektedir. U¢ Pseudomonas susu
(P23, P44 ve P60) ayni hastanin farkli zaman ve klinik materyallerinden izole edilmis,
farkl fenotip ve genotipteki etkeni olarak tespit edilmistir (Tablo I1). Orneklerin hicbirin-
de intl2 geni saptanmamistir. integron pozitif olan tim A.baumannii suslarinda piperasi-
lin/tazobaktam, seftazidim, sefepim, seftriakson ve ampisilin/sulbaktam antibiyotiklerine
karsl, integron pozitif tim Paeruginosa suslarinda ise seftazidim, gentamisin ve siprof-
loksasin antibiyotiklerine karsi direng ortak olarak gozlenmistir.

TARTISMA

Bakteriler arasinda beta-laktamlar, kinolonlar, karbapenemler ve aminoglikozidlere
direncin hizli yayihmi, enfeksiyon hastaliklarinda ciddi ve artan bir sorundur. Son calis-
malar direng genlerinin integronlar ile yayilabilecegini géstermektedir'-2. integron gen
kasetlerinde c¢ok sayida farkh diren¢ genleri bulunabilir. Farkh siniftan beta-laktamaz
genleri (A, B ve D sinifi) ile aminoglikozid diren¢ genleri integron gen kasetleri iceri-
sinde bulunabilir. Aminoglikozid modifiye edici enzimlerin (AMEs) lretimi, bakterilere
antibiyotiklerin amino ve hidroksil fonksiyonlarini modifiye etme yetenegdi kazandirir. Bu
yetenek bakterilerin aminoglikozidlere diren¢ gostermesinin en 6nemli yoludur. AMEs,
aminoglikozid asetiltransferaz (AAC), aminoglikozid adeniltransferaz (AAD), aminogliko-
zid fosfotransferaz (APH) ve bu enzimlerin izoenzimlerini kapsar'®. Sunulan bu calisma-
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Sekil 1. A.baumannii ve P.aeruginosa suslarinda tespit edilen sinif 1 integronlarin genetik yapilarinin sematik
gosterimleri [Siyah daireler integronun 59-baz elemanlarini (rekombinasyon bélgeleri), beyaz daireler ise
integraz (attl) bélgesini géstermektedir. qackEA1 kuaterner amonyum maddelerine direng geni, sull ise stilfan-
omidlere direng genidir).

da, A.baumannii’de AAC ve AAD varyantlarinin baskin olarak bulundugu, P.aeruginosa’da
ise AAD varyantinin bulundugu gosterilmistir. Her iki tlirde aminoglikosidaz enzimlerinin
dretilmesi, bu tirlere ait suslarda aminoglikozid direncinin nedenini ve aktarilabilme
potansiyelini gostermektedir. Beta-laktamaz genlerinden D sinifina ait okzasilinaz
kodlayan OXA-11 ve OXA 30 alelleri ise sadece P.geruginosa’da integron gen kasetleri
icerisinde belirlenmistir. OXA-tipi beta-laktamazlar oksasilin ve kloksasilini parcalayarak
direng olustururlar. iki Paeruginosa susunda OXA-tipi beta-laktamaz kodlayan genlerin
integronlar tizerinde bulunmasi, bu genin Paeruginosa susundan baska sus veya tirlere
aktarilmasina aracilik edebilir.

Bakterilerde bulunan cml diren¢ genleri, kloramfenikol antibiyotigine karsi direng
olusturmaktadir. Turkiye’den bildirilen daha onceki bir calisma, Paeruginosa susunda
aac(3)-1c-cmlA5 gen diziliminin integron 1 gen kaseti icerisinde oldugunu goster-
mistir?®. Literatiir incelendiginde, P.aeruginosa integron gen kaseti icerisinde bulunan
bla -cmlA7 gen diziliminin, daha 6nceden tespit edilemedigini ve ilk kez bu ¢calisma

Ploxa : )
ile tanimlandigini gostermektedir.

iran’da 50 A.baumannii susu ile yapilan bir calismada, integron pozitifligi %88 ola-
rak bulunmus; integron pozitif 44 6rnegin 21'inde sinif 1, 41’inde ise sinif 1 ve sinif 2
integron birlikte cogaltilmistir?'. A.baumannii suslarinda integron varliginin arastirildigi
baska bir calismada, sinif | integron pozitifligi %92.5 oraninda saptanmis, sinif 2 integ-
ron pozitifligine rastlanmamustir?2. Ulkemizden yapilan cok merkezli bir calismada, Cicek
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ve arkadaslan®® 281 A.baumannii susundan sadece 18’inde sinif 1 integron saptanirken,
hicbir susta sinif 2 integron tespit etmemislerdir. Kiddee ve arkadaslar®*, P.aeruginosa
suslarinda yaptiklari integron tarama calismalarinda, %82 oraninda sinif 1 integron
saptamiglar, integron gen kasetlerinde aminoglikozidlere direnc¢ saglayan birkac farkl
gen tespit etmislerdir. izmir'de yapilan bir calismada da, 163 gram-negatif bakterinin
%52.7'sinde sinif 1 integron varligi saptanmis; bu oranlar P.aeruginosa ve A.baumannii
icin sirasiyla %49.3 ve %57.8 olarak belirlenmis, ancak sinif 2 integron gen kasetine rast-
lanmamistir®>. Sinif 2 integronlar 2009 yilina kadar Pseudomonas suslarinda ortaya ¢ik-
mamistir. Cin’deki bir hastanede ¢ klinik Pseudomonas susunun ilk defa hem sinif 1 hem
de sinif 2 integron tagidigi tespit edilmistir?®. Bizim calismamizda da 77 A.baumannii ve
60 Paeruginosa susunda, 6nce intl1 ve intl2 genleri taranmis ve pozitif gozlenen suslarin
degisken bolgeleri PCR ile cogaltiimistir. Calismamizda tespit edilen yeni gen kaset dizi-
limindeki cmIA7 geni her ne kadar klinik kullanimi sinirli olan kloramfenikole karsi direng
saglasa da, mobil diren¢ gen yapilarindan olan integronlarin klinik kullanimdaki bircok
antibiyotige kargi farkli diren¢ genlerini kazanarak plazmidlere gecisiyle yayilima neden
olabilecek potansiyelde olduklarini gostermektedir. Bu acidan degerlendirildiginde yeni
gen kaseti dizilimlerinin ortaya cikmasi bakteriyel populasyonlarin devamli antibiyotik
baskisina maruz kaldigini ve diren¢ gelisiminin artan bir sekilde karsimiza cikacagini
gOstermektedir.

Toplam 6rnek sayisi (n= 137) dikkate alindiginda Acinetobacter suglarinda gen kasetle-
ri taglyan integron pozitifligi %10.1, Pseudomonas suglarinda ise %5 olarak belirlenmistir.
Sonuglar literatir ile karsilastirldiginda hem A.baumannii hem de P.aeruginosa icin integ-
ron gen kaseti tastyicilik orani diisiik bulunmustur?®?’. Sonuc olarak, ulasabildigimiz
kadaryla, P.aeruginosa integron gen kaseti icerisinde tanimlanan bla,,, ,,-cmIA7 gen
dizilimi ilk kez bu calisma ile tanimlanmistir. Elde edilen veriler incelendiginde sinirli
bir koleksiyonda bile yeni gen dizilimlerinin ve kombinasyonlarinin belirlenebilecegi
goOzlenmektedir. A.baumannii ve P.aeruginosa suslarinda mobil diren¢ genlerinden olan
integronlarin bulunmasi, gelecekteki antimikrobiyal tedavilerin etkinligine yonelik ciddi
bir tehdit olusturdugunu dustindiirmektedir. Dolayisiyla, integron gen kasetlerindeki
genlerin antibiyotik direncinin yayilmasina olan etkisinin dikkate alinmasi ve llke gene-
linde cok merkezli takip calismalarinin yuritilmesi gerektigi kanisina varilmigtir.
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