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OZET

Acinetobacter tiirleri, 6zellikle Acinetobacter baumannii, cesitli hastane enfeksiyonlarindan da sorumlu
olan, 6nemli firsatci patojenlerdir. Siklikla genis spektrumlu beta-laktam antibiyotikler, aminoglikozidler ve
kinolonlari da iceren bircok antibiyotige direng gelistirme egilimindedirler. Bu calismada hastane enfeksiyo-
nu etkeni olan A.baumannii izolatlarinda sinif 1 integron tasiyiciidi sikhginin saptanmasi amaclanmigtir. Bu-
nun icin SB Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesinde Eyliil 2006-Agustos 2007 tarihleri arasini
kapsayan bir yillik donemde farkli klinik 6rneklerden hastane enfeksiyonu etkeni olarak izole edilen karbape-
neme direncli toplam 89 adet A.baumannii susu degerlendirilmistir. Izolatlarin sinif 1 integron tasiyiciliklari
5’CS ve 3'CS primerleri kullanilarak, korunmus bolgelerle sinirlanmis degisken bolgeleri iceren kromozomal
DNA bélimi amplifiye edilerek aragtinlmistir. Bunun sonucunda suglarin %93.3 (83/89)’intn sinif 1 integ-
ron yapisi tasidiklari ortaya konulmustur. Araya giren gen kasetlerinin boyutlarinin 100-3000 baz cift arasin-
da degistigi izlenmistir. Bugline kadar yapilan calismalarda Acinetobacter tirlerinde sinif 1 integron yapisi-
nin yaygin oldugu bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda da %93.3 orani ile sinif 1 integron pozitifligi yiiksek ola-
rak bulunmustur. izolatlarin “pulsed-field” jel elektroforezi (PFGE) yontemi ile tiplendirilmeleri sonucunda
13 farkh gruba ayrildiklari ve iki grupta yogunlasma oldugu izlenmistir (grup A: 29; grup C: 21 izolat). Sinif
1 integron yapisini tasimayan toplam 6 izolatin (6/89; %6.7) 5’inin ayni PFGE paternini (grup C) gosterdik-
leri saptanmustir. integronlar antibiyotik direng genlerinin dagiliminda ve suslarin nozokomiyal yayiliminda
énemli rol oynamaktadir. Integronlarin polimeraz zincir reaksiyonu ydntemi ile arastirilmasi, A.baumannii
izolatlarinin epidemik potansiyelini ortaya koymada hizli ve basit bir teknik olarak goriinmektedir.

Anahtar sozciikler: Acinetobacter baumannii, sinif 1 integron, PFGE.

* Bu calisma, 5. Ulusal Molekiiler ve Tanisal Mikrobiyoloji Kongresi (24-28 Haziran 2008, Ankara)'nde poster olarak
sunulmustur.
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Klinik Orneklerden izole Edilen Karbapeneme Direncli Acinetobacter
baumannii Suslarinda Sinif 1 integron Tasiyiciiginin Arastirimasi

ABSTRACT

Acinetobacter species, particularly Acinetobacter baumannii, are important opportunistic pathogens
responsible for nosocomial infections. They are often resistant to a wide range of antibiotics, including
broad-spectrum beta-lactams, aminoglycosides and quinolones. This study was aimed to investigate the
presence of class 1 integrons in nosocomial A.baumannii isolates. Eighty-nine carbapenem resistant no-
socomial A.baumannii strains recovered from various clinical samples at Ankara Numune Teaching and
Research Hospital during September 2006-August 2007, were included in the study. To determine the
presence of integrons in Acinetobacter isolates, a chromosomal DNA region that consists of internal va-
riable gene sequences restricted to two conserved regions, was amplified by using 5'CS and 3’CS pri-
mers. Class 1 integrons were demonstrated in 93.3% (83/89) of the strains. The range of inserted gene
cassette sizes detected varied from 100 to 3000 base pairs. Recent studies have shown that the majority
of integrons belong to class T among Acinetobacter species. This study also indicated that class | integ-
rons were present in 93.3% of the A.baumannii isolates. The isolates were genotyped by pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) and found to be distributed into 13 different groups, two of the groups predo-
minated the isolates (group A: 29, group C: 21 isolates). Five of 6 isolates that did not have the class 1
integron (6/89; 6.7%) exhibited the same PFGE pattern (group C). Since integrons are important for the
dissemination of antibiotic-resistance genes among nosocomial Acinetobacter species, the investigation
of integrons by polymerase chain reaction method seems to be a rapid and simple technique for reve-
aling the epidemic potential of A.baumannii isolates.
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GiRis

Acinetobacter baumannii ciddi hastane kaynakli enfeksiyonlardan sorumlu, 6nem-
li bir firsat¢ patojendir. Enfeksiyonlarinin ¢cogu epidemik kaynaklidir ve suslarin ¢o-
gunun genis spektrumlu beta-laktamlar, aminoglikozidler ve florokinolonlar gibi an-
tibiyotiklerin pek coguna artan oranda direng gelistirmesi nedeniyle tedavileri gittik-
ce guiclesmektedir. A.baumannii’'nin antibiyotik diren¢ mekanizmalari lizerine yapi-
lan calismalarda, direncten sorumlu genlerin tasinabilir plazmidler ve transpozonlar
Uzerinde yer aldig: gt')sterilmi§tir1'2. Son yillarda integronlar tzerinde yerlesen gen-
lere bagl yeni bir diren¢ mekanizmasi ortaya konulmustur. integronlar, antibiyotik
direncini kodlayan gen kasetlerini iceren, hareketli, transpozon benzeri genetik ele-
manlardir. integronlarin yeni bir bakteriye transferi ya da diren¢ genlerini kodlayan
gen kasetlerinin insersiyonu, coklu antibiyotik direncli suglarin ortaya ¢cikmasina yol
acmaktadir Bu gen kasetlerinin insersiyon ya da delesyonu, integraz ailesine bagli
bolgeye 6zel rekombinazlar aracihigiyla olmaktadir. integraz gen dizilerine bakilarak
bugtine kadar 6 tip integron tanimlanmis olmakla beraber, Acinetobacter de dahil ol-
mak Uzere gram-negatif bakterilerin klinik izolatlarinda siklikla sinif 1 integronlara
rastlanilmaktadir’ 4,

Bu calismada hastane enfeksiyonu etkeni olan A.baumannii izolatlarinda sinif 1 integ-
ron taslyicihdi sikhginin saptanmasi amaclanmustir. izolatlar ayni zamanda epidemiyolo-
jik yakinliklarinin arastinlmasi amaciyla “pulsed-field” jel elektroforezi (PFGE) yontemi ile
tiplendirilmistir.
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GEREC ve YONTEM

Calismada, SB Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesinde Eylil 2006-Agustos
2007 tarihleri arasini kapsayan bir yillik donemde, farkl klinik 6rneklerden hastane en-
feksiyonu etkeni olarak izole edilen karbapeneme direncli toplam 89 adet A.baumannii
susu degerlendirildi. Bu amacgla, kanl ve eozin metilen blue (EMB) agarda uremis, oksi-
dazi negatif, gram-negatif diplokok morfolojisindeki izolatlar VITEK2 sistemi ile GN ko-
lorimetrik kartlari (bioMérieux, Fransa) kullanilarak tanimlandi. Izolatlarin antibiyotik du-
yarhhklari, VITEK2 sistemi ile AST-NO22 kartlar (bioMérieux, Fransa) kullanilarak saptan-
di ve imipeneme direncli izolatlarin duyarlilik testleri, E-test (AB Biodisk, Isveg) yontemi
ile tekrarland. Elde edilen minimal inhibitér konsantrasyon (MiK) degerlerinin yorumla-
r “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” kriterlerine gére yapildi®.

izolatlarin sinif 1 integron tastyiciliklar 5°CS (5" GGC ATC CAA GCA GCA AG 3') ve
3'CS (5’ AAG CAG ACT TGA CCT GA 3") primerleri® kullanilarak, korunmus bolgelerle si-
nirlanmis degisken bolgeleri iceren kromozomal DNA bolimu codaltilarak arastirild.
DNA ekstraksiyonu, hazir kit (Genomic DNA from Tissue, Nucleospin Tissue / Macherey-
Nagel, Almanya) kullanilarak Gretici firmanin 6nerileri dogrultusunda yapildi. Polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) 25 pl son hacimde, 2.5 U Taq DNA polimeraz, 50 pmol primer,
200 uM dNTP karigimi ve 1.5 mM MgCl,’den olusacak sekilde ayarlandi. Uzerine 1.5 pl
ekstrakte edilmis DNA eklenerek, “hot start” PCR dongiileri ile calisildi. Bunun icin
94°C’de 12 dakikalik denattirasyon sonrasinda Taq polimeraz enzimi konuldu; dongdiler,
94°C’de 30 saniye, 55°C’de 30 saniye ve 72°C’de 2 dakikadan olusan 30 donguyu taki-
ben 72°C’de 7 dakika son uzama sekilde gergeklestirildi. PCR Grtnleri %1’lik agaroz jel-
de, 100V’'da 2 saat yurutuldikten sonra etidyum bromiir ile boyanarak UV altinda go-
rintilendi.

PFGE yontemi icin, izolatlarin agaroz “plug”lar icerisinde hazirlanan DNA'larinin kesi-
minde Apal enzimi (Fermentas, Lituanya) kullanildi. DNA paternleri; %1.2'lik agaroz jel-
de, CHEF DR II PFGE cihazinda (Bio-Rad Hercules, ABD) 5V/cm akim, 14°C sicaklik ve
0.5X TBE icerisinde baslangi¢ ve final atim zamanlar 5 ve 20 saniye olacak sekilde 24 sa-
at yurutulerek gosterildi. PFGE sonrasinda olusan DNA paternleri hem gozle hem de Ge-
ne Directory programi (Syngene, Ingiltere) kullanilarak degerlendirildi. Benzerlik indek-
si, Dice katsayisi kullanilarak %1 tolerans degerinde olusturuldu. Izolatlar arasi kiimelen-
me iliskisi UPGMA (Unweighted pair group method of arithmatic averages) yontemi kul-
lanilarak gosterildi. Izolatlar arasi genotipik iliskinin g6z ile degerlendirilmesinde Tenover
ve arkadaslan’ tarafindan gosterilen ilkeler benimsendi.

BULGULAR

Degerlendirilen suslarin 43 (%48.3)'U trakeal aspirat materyalinden, 20 (%22.5)'si
dolasim sistemi 6rneklerinden (kan ve kateter), 11 (%12.3)'i yaradan, 7 (%7.9)'si idrar-
dan, 5 (%5.6%)’i steril viicut sivilarindan (beyin omurilik sivisi, plevra mayi, periton ma-
yi) ve 3 (%3.4)'U abse materyalinden izole edilmistir. Suslarin izole edildikleri yerler ve
hastalarin yattig kliniklerle suslarin sinif 1 integron ve PFGE paternleri arasinda herhan-
gi bir iliski bulunmamustir.
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Suslarin %93.3 (83/89)Unun sinif 1 integron yapisi tasidiklari ortaya konulmustur.
Araya giren gen kasetlerinin boyutlarinin 100-3000 baz cift (b¢) arasinda degistigi izlen-
mistir (Resim 1).

izolatlarin PFGE yontemi ile tiplendiriimeleri sonucunda 13 farkli gruba ayrildiklari ve
iki grupta yogunlastiklari gortlmustir (grup A: 29; grup C: 21 izolat). Sinif 1 integron
paternleri ile PFGE paternleri arasinda herhangi bir iliski tespit edilmemistir. Bununla bir-
likte, sinif 1 integron yapisini tasimayan toplam 6 (6/89; %6.7) izolatin 5’inin ayni PFGE
paternini (grup: C) gosterdikleri saptanmustir (Resim 2). Ayni PFGE paternini gosteren bu
5 susun hepsi trakeal aspirat 6rneklerinden izole edilmis olup, 2'si reanimasyon klinigin-
den 2 glin ara ile gonderilen, farkli hastalara ait izolatlardir. Diger 3 izolat farkh klinikler-
de yatan farkl hastalara ait olup, farkh tarihlerde mikrobiyoloji laboratuvarina gonderil-
mistir. PFGE grup C icerisinde bu 5 izolattan bagka, farkli sinif 1 integron paternleri olus-
turan 16 izolat daha bulunmaktadir. PFGE paterni digerlerinden ayri olan ve sinif 1 in-
tegron tasimayan tek izolat, kan izolati olup, PFGE grup D icerisinde, farkl paternlerde
sinif T integron tasiyan 10 ayri izolatla birlikte yer almaktadir.

TARTISMA

Acinetobacter tirleri tim diinyada oldugu gibi Tirkiye’de de 6zellikle hastane enfek-
siyonlarinda baskin patojenler haline gelmistir®. Hastane kaynakli Acinetobacter izolatla-
rinda antimikrobiyal direng ve integron tastyiciligi arasindaki baglantinin arastirilmasi, di-
ren¢ mekanizmalarina agiklik getirilmesi ve epidemiyolojik verilerin ortaya konulmasi aci-
sindan yararli goriilmektedir®?.

Arastirmamizin esas amaci hastane enfeksiyonu etkeni olan A.baumannii izolatlarinin
sinif 1 integron tastyiciligi sikhginin saptanmasi ve PFGE ile tiplendirilmesidir. Bugiine ka-
dar yapilan calismalarda Acinetobacter tirlerinde sinif 1 integron yapisinin yaygin (%35-
100) oldugu bildirilmistir'>4. Bizim calismamizda da %93.3 orani ile sinif 1 integron
pozitifligi yiksek olarak bulunmustur. integron yapisi tasimayan toplam 6 izolatin 5
(%83.3)’inin ayni profili tasimasi, bu suslarin ayni kokenden geldigini dustindtrmstur.
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Resim 1. A.baumannii suslarinin CS bélgesine 6zgdil primerler ile yapilan amplifikasyonlari sonrasinda izlenen
farkli bant gériiniimleri.
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Resim 2. A.baumannii suslarinin Apal enzimi ile yapilan PFGEde elde edilen bant modelleri.

integronlar, bolgeye 6zgil rekombinasyon mekanizmasi ile antibiyotik direng genle-
rinin insersiyonuna izin veren dogal ekspresyon vektorleridir. integron yapisi tasiyan izo-
latlara gtinimiizde artan oranda rastlanilmasi, antibiyotik diren¢ oranlarindaki artisi da
aciklar gériinmektedir. Integron bélgesine birden fazla direng geninin girmesi, coklu di-
rencli suslarin gorilmesine de yol agmaktadir. Glinimiizde molekiiler yontemler ile in-
tegron bdlgesinin haritasinin ¢ikarilmasinin, bu gibi izolatlar icin uygun bir epidemiyo-
lojik ara¢ oldugu yoniinde gorusler bulunmaktadir?4:6:10, Yapilan cesitli calismalarda,
ayni genotipi taslyan izolatlarin farkh integronlar tasiyabildikleri gibi, farkli genotiplerde-
ki iliskisiz izolatlarin ayni integrona sahip olabildikleri de ortaya konulmustur*'!. Yine ay-
ni calismalarda, genotip ve integron tipinin birlikte degerlendirilmesinin epidemiyolojik

calismalar icin daha faydali olabilecegi gorusi savunulmaktadir® 11,

Bizim calismamiza alinan 89 izolatin hepsinin, karbapeneme direncli suglar olarak se-
cilmis olmasi, saptanan yiiksek integron tagiyiciigi ile uyumludur. integron yapisi tastyan
83 izolatin 13 farkh PFGE paternine dagildigr izlenmistir. Ancak integron yapisi tasima-
yan 6 izolatin 5’i ayni PFGE grubu icinde yer almistir (grup C; bu grupta yer alan top-
lam izolat sayisi: 21). Diger bir izolat ise farkli bir PFGE grubunda bulunmaktadir (grup
D; bu grupta yer alan toplam izolat sayisi: 11). izolatlarin farkli PFGE paternleri icinde yer
almasi, farkli kliniklerden farkli tarihlerde izole edildikleri ve salgin izolatlari olmadiklari
icin olasidir. Buna karsilik PFGE sonuclari, integron yapisi tagimayan 6 izolatin 5’inin ay-
ni kokenden geldigini distindirmustur. Bu bes izolatin hepsinin trakeal aspirat materya-
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linden izole edilmis olmasi dikkat cekmis, ikisinin reanimasyon kliniginden iki giin ara ile
gonderilen ancak farkli hastalara ait izolatlar olduklar gézlenmistir. Diger (¢ izolat ise
farkl kliniklerde yatan farklh hastalardan izole edilen suslardir. Ayni PFGE paternini tasi-
yan ve integron yapisi gostermeyen bu suslarin kékeninin ayni olabilecegi dustinilmek-
le birlikte, sayilarinin azhgr nedeniyle daha ileri yorum yapilamamustir.

integronlar, antibiyotik diren¢ genlerinin yayiimi ve Acinetobacter turlerinin hastane
icinde dagihmr acisindan 6nem tasimaktadirlar. Sinif 1 integron tasiyan izolatlar beta-lak-
tam antibiyotiklere, aminoglikozidlere, florokinolonlara ve suilfametoksazole diren¢ gos-
termektedirler!. Bu gibi suslarin hastane icinde yayilmasi, tedavisi gli¢ enfeksiyonlarin sa-
yisinin artmasina yol acacaktir. Ayrica, bu suslarin tasidigi epidemik potansiyeli ortaya
koymak acgisindan da integronlarin arastirlmasi faydal gérinmektedir. Pek cok molek-
ler mikrobiyoloji laboratuvarinda klinik A.baumannii izolatlarinin integron tastyicihginin
saptanmasi, PCR ile hizli, basit ve kolay bir sekilde mimkindyir.
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