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Stenotrophomonas maltophilia, hastane enfeksiyonu etkeni olarak giderek artan siklikla karsilasilan
firsatcl bir patojendir. Bircok farkli mekanizmaya bagli olarak genis spektrumlu antibiyotiklerin coguna
direnclidir ve bu durum klinikte tedavi seceneklerini kisittamaktadir. Diren¢ genlerinin aktariminda rol
oynayan mobil genetik elemanlar olan integronlarin, farkli gram-negatif bakterilerde antibiyotik diren-
ci ile olan iliskisi irdelenmis olmasina ragmen, &zellikle S.maltophilia icin tlkemizdeki veriler oldukga
sinirhdir. Bu calismada, klinik S.maltophilia izolatlarinda farkli sinif integronlarin ve plazmid varliginin
arastinlmasi ve bunlarin antibiyotik direng profili ile iliskilerinin belirlenmesi amaclanmistir. Calismaya,
Ocak 2011-Eylil 2012 tarihleri arasinda mikrobiyoloji laboratuvarinda klinik 6rneklerden (32 balgam,
25 trakeal aspirat, 9 idrar ve kan, 7 eksuda ve kateter, 4 steril viicut sivisi ve yara, 2 BOS, 1 konjunktiva)
izole edilen 100 S.maltophilia susu dahil edilmistir. izolatlar, VITEK2 Compact (BioMerieux, Fransa) veya
Phoenix 100 (BD, ABD) otomatize sistemleri ile tanimlanmis; seftazidim, trimetoprim/sulfametoksazol
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Klinik Stenotrophomonas maltophilia izolatlarinda Sinif 1, 2, 3

integron Varliginin ve Antibiyotik Direnci ile iliskilerinin Arastiriimasi

(SXT), levofloksasin ve kloramfenikole karsi duyarliliklari CLSI 6nerileri dogrultusunda sivi mikrodiliisyon
yontemi ile belirlenmistir. Tim suslarda sinif 1 (intl-1), sinif 2 (intl-2), sinif 3 (intl-3) integron gen kaset-
leri ve integron 5’-3’ korunmus gen bolgeleri (intl-5’-3'CS), 6zgiil primerler kullanilarak polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile arastinlmistir. Pozitiflik saptandiginda PCR driinlerinin niikleotid dizi analizi yapilmis,
ayni zamanda bu suglarda plazmid varligr arastiriimis ve bulunan plazmidlerin buydklikleri belirlenmistir.
izolatlarin seftazidim, kloramfenikol, SXT ve levofloksasine karsi duyarlilik oranlari sirasiyla %24, %66,
%93 ve %95 olarak saptanmis; MiK50 ve MiK90 degerleri ise sirasiyla 64-128 pg/ml, 8-16 pyg/ml, 1/19-
2/38 ug/ml ve 1-2 ug/ml olarak bulunmustur. PCR yoénteminde, intl-1, intl-2 ve intl-3 primerleri ile yapi-
lan amplifikasyonda, suslarin sirasiyla %12, %2 ve %10’unda siipheli bantlar elde edilmistir. Amplifiye
edilen Urinlerin dizi analizleri yapildiginda, bes izolatin intl-1 geni icerdigi, ancak hicbirisinde sinif 2 ve
3 intl geni bulunmadigi goriilmustir. Intl-5’CS ve 3’CS primerleri ile yapilan amplifikasyonda ise 20 sus
stipheli bant vermis, dizi analizinde bunlarin ikisinde kuarterner amonyum direng protein geni (gacl),
birinde aminoglikozid adeniltransferaz geni (aadA) ve besinde integronla iliskili rekombinasyon bdlgesi
(attlT) geninin varligi tespit edilmistir. Ayrica suslarin 9 (%9)’unda plazmid varligi saptanmis, ancak bu
suslarin hicbirinde integron pozitifligi izlienmemistir. Plazmidlerin boyutlari 17200, 2340, 1350, 2760,
18600, 20000, 3570-2540, 2510 ve 5000-2540 baz cifti olarak tespit edilmistir. izolatlarin antibiyotik
duyarhlik profili ile intl gen bdélgesi varligi karsilastirldiginda, antibiyotik diren¢ durumu ve gen boélgesi
varligi arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iliski saptanmamistir (p> 0.05). Sonug olarak ¢alismamizda,
klinik S.maltophilia suslarinda integron sinif 1 geni ve plazmid varliginin gosterilmis olmasi, hastanemizde
direncli suglarin yayiliminin artabilecedi konusunda uyarici bir veri olarak degerlendirilmistir.

Anahtar sézciikler: Stenotrophomonas maltophilia; sinif 1,2,3 integronlar; plazmid; dizi analizi.

ABSTRACT

Stenotrophomonas maltophilia is an opportunistic emergent pathogen causing hospital-acquired
infections. It is resistant to majority of the broad spectrum antibiotics due to several mechanisms which
significantly limit the treatment options. Although the relationship between integrons, mobile genetic
elements which play role in transferring resistance genes, and the antibiotic resistance in different gram-
negative bacteria have been investigated, the data are limited in Turkey especially for S.maltophilia.
The aims of this study were to detect the presence of different classes of integrons and plasmids in
clinical isolates of S.maltophilia and to investigate the antibiotic resistance profiles of those isolates. One
hundred S.maltophilia strains isolated from various clinical samples (32 sputum, 25 tracheal aspirates,
9 urine and blood, 7 exudates and catheters, 4 sterile body fluids and wounds, 2 CSF, 1 conjunctiva)
in our microbiology laboratory during January 2011-September 2012, were included in the study. The
isolates were identified by VITEK2 Compact (BioMerieux, France) or Phoenix 100 (BD, USA) automa-
tized systems, and the susceptibilities of the strains to levofloxacin, chloramphenicol, ceftazidime and
trimethoprim/sulfamethoxazol (SXT) were evaluated via broth microdilution method according to the
CLSI recommendations. Class 1 (intl-1), class 2 (intl-2), class 3 (intl-3) integron gene cassettes and inte-
gron 5’-3’ conserved gene regions (intl-5'-3'CS) were investigated by polymerase chain reaction (PCR)
using specific primers in all of the strains. Nucleotide sequence analysis of PCR products was performed
in case of positive result, and the presence and size of plasmids were further investigated. The suscep-
tibility rates of S.maltophilia strains to ceftazidime, chloramphenicol, SXT and levofloxacin were found
as 24%, 66%, 93% and 95%, respectively, while MIC, and MIC, values were 64-128 pg/ml, 8-16 pg/
ml, 1/19-2/38 pg/ml and 1-2 pg/ml, respectively. In PCR amplification with int/-1, intl-2 and intl-3 prim-
ers, 12%, 2% and 10% of the isolates yielded expectative bands, respectively. DNA sequence analysis
of the amplified products revealed five isolates to harbour intl-1 gene, while intl class 2 and class 3
genes were not detected in any of the strains. Furthermore in PCR amplification with intl-5'CS and 3’CS
primers, 20% of the strains yielded expected bands. Sequence analysis of these amplicons revealed the
presence of quaternary ammonium compound resistance protein genes (gacl) in two, aminoglycoside
adenyltransferase gene (aadA) in one and integron-associated recombination site (att/7) genes in five
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strains. Additionally, the presence of plasmids have been detected in 9 (9%) of the strains, however all of
them was integron-negative. The sizes of plasmids were 2340, 1350, 2760, 18600, 20000, 3570-2540,
2510 and 5000-2540 base pairs, respectively. When the antibiotic susceptibility patterns of strains were
compared with the presence of int/ gene regions, no statistically significant relationship was observed
(p> 0.05). In conclusion, the demonstration of integron class 1 genes and plasmids among clinical
S.maltophilia strains is regarded as a warning data to indicate the potential for spread of those resistant
strains in our hospital.

Keywords: Stenotrophomonas maltophilia; class 1,2,3 integrons; plasmid; sequence analysis.

GIRi$

Stenotrophomonas maltophilia son on yllda énemli bir nozokomiyal patojen olarak
dikkati ceken fermentatif olmayan bir bakteridir. S.maltophilia’ya bagh enfeksiyonlar,
ozellikle kateteri bulunan veya mekanik solunum aletine bagl yogun bakim hastalarinda
ve imminsupresif hastalarda goriilmektedir. Uzun sureli hastanede yatis ve genis spekt-
rumlu antibiyotik kullanimi, bu mikroorganizmaya bagli enfeksiyon riskini artirmakta-
dir'. Biyofilm olusturabilme 6zelligi nedeniyle S.maltophilia'nin etken oldugu hastane
enfeksiyonlarinin cogu kateterle iliskili olup, bu enfeksiyonlar genellikle komplikasyon-
larla seyreden ve 6luimle sonuglanan bakteriyemi ve pnomonilerdir. S.maltophilia, beta-
laktamaz, aminoglikozid asetil transferaz ve eritromisini inaktive eden enzim ve atim
pompalari kodlayan genleri nedeniyle bircok antibiyotige intrensek olarak direnclidir.
Karbapenemler dahil pek cok genis spektrumlu antibiyotige de diren¢ gosterebildigin-
den, S.maltophilia enfeksiyonlarinda tedavi secenekleri oldukga kisithdir?. Bu bakteride,
bu mekanizmalarin yaninda mutasyonla veya turler arasinda genetik materyal aktarimi
yoluyla da antibakteriyellere diren¢ gelismektedir®. Bakteriler arasindaki dirence neden
olan DNA transferi, transformasyon, transdiiksiyon ve konjugasyon gibi fiziksel yollarla
veya plazmidler, transpozonlar, gen kasetleri ve integronlar gibi mobil genetik eleman-
larin neden oldugu DNA eklenmesi sayesinde olmaktadir*>. integronlar, farkl bakteri-
lere entegre olabilen ve entegre oldugu bakterilerde yabanci DNA'yI eksprese ederek
horizontal gen transferine olanak saglayan yapilardir’. Bugiine kadar bes farkli mobil
integron sinifi tanimlanmustir. ilk Gi¢ integron sinifi cogul direng fenotiplerinin dagiimiyla
daha cok iliskilendirilmistir®. Bu calismada, klinik érneklerden izole edilen S.maltophilia
suslarinda farkh siniflardaki integronlarin ve iliskili gen kasetlerinin arastirnlmasi, bunlarin
antibakteriyel direnc ile iliskilerinin belirlenmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Suslarin Secimi ve Antibiyotik Duyarhliklarinin Belirlenmesi

Calismaya, Ocak 2011-Eylul 2012 tarihleri arasinda mikrobiyoloji laboratuvarinda
cesitli klinik orneklerden izole edilen suglar arasindan rastgele secilen 100 S.maltophilia
susu dahil edildi. Suslarin 32'si balgam, 25’ trakeal aspirat, 9’u idrar ve kan, 7’si eksuda
ve kateter, 4’ steril viicut sivisi ve yara, 2'si BOS ve 1'i konjunktivadan izole edilmisti.
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Suslarin izole edildigi 6rneklerin 12'si yenidogan yogun bakim, 12'si ic hastaliklari, 10'u
gogus hastaliklar, 7’si onkoloji, 6'si hematoloji, 5’i genel cerrahi, 4'U Groloji, 3'l yogun
bakim tnitesi, 3'U ortopedi, 3l nefroloji, 3'U enfeksiyon hastaliklari ve 32’si diger klinik-
lerden gonderilen 6rneklerdi.

Suslarin tir dizeyinde tanimlanmasi VITEK2 Compact (BioMerieux, Fransa) veya
Phoenix 100 (Becton Dickinson, ABD) otomatize sistemleri ile yapildi. in vitro duyar-
hhk calismasi icin “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” M100-S23’de
S.maltophilia duyarhlik test bildirim grubu A olarak belirtilen trimetoprim/siilfametok-
sazol (SXT) ve B olarak belirtilen seftazidim, levofloksasin ve kloramfenikol secildi’.
Calismaya dahil edilen suslarin antibiyotik duyarliliklari sivi mikrodiliisyon yontemi ile
belirlendi ve CLSI M100-S23 o6nerileri dogrultusunda degerlendirildi. Calismada kali-
te kontrol icin Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve
Staphylococcus aureus ATCC 29213 standart suslari kullanild.

DNA Ekstraksiyonu ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

DNA ekstraksiyonu Mueller Hinton agar (MHA) plaklarinda lireyen saf kolonilerden
Norgen Bacterial Genomic DNA Isolation Kit (Norgen Biotek Corp, Kanada) kullanilarak
uretici firmanin onerileri dogrultusunda yapildi.

Ekstraksiyonu yapilan DNA'lardan sinif 1, 2, 3 integron ve 5’-3’ korunmug bélge varli-
g1 6zg(il primerler kullanilarak PCR yéntemi ile arastinildi (Tablo 1)®°. PCR’de integron 1-3
icin pozitif kontrol olarak tarafimizdan dizayn edilen 200 bazlik sentetik pozitif kontrol
DNA (sPK) ve integron 1 ve 2 geni tasiyan E.coli susu kullanildi. Her PCR calismasina iki
adet pozitif kontrol (sPK ve int 1 tasiyan sus) eklendi. PCR dongiisti termal dongu ciha-
zinda (SensoQuest Labcycler, Almanya) kaynaklarda®® belirtildigi sekilde uygulandi. PCR
drtinleri %1.5 agaroz jelde 100 b¢ DNA Ladder (Biolabs, ABD) ile birlikte yurituldu ve
Gel Doc XR (Bio-Rad, ABD) cihazinda gorintilendi.

Tablo I. integron Tespitinde Kullanilan Primer Dizileri

Primer adi Primer dizisi Gen Baz cifti (b¢) Kaynak no
intl-1U 5-GTT CGG TCA AGG TTC TG-3' intl-1 923 8
intl-1D 5’-GCC AAC TTT CAG CAC ATG-3'

intl-2U 5-GTG CAA CGC ATT TTG CAG G-3’ intl-2 403 8
intl-2D 5’-CAA CGG AGT CAT GCA GAT G-3’

intl-3U 5'-CAT TTG TGT TGT GGA CGG C-3' intl-3 717 8
intl-3D 5’-GAC AGA TAC GTG TTT GGC AA-3’

5'CS 5’-GGC ATC CAA GCA GCA AG-3' 5-3CS Degisken 9
3'CS 5’-AAG CAG ACT TGA CCT GA-3’
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integron Sinif 1, 2, 3 ve 5'-3’ Korunmus Bélgelerinin Dizi Analizi

Dizi-PCR 6ncesi ve sonrasi saflastirma kiti ile saflagtirilan PCR Gr(nleri, Gretici firmanin
onerileri dogrultusunda Big Dye™ Terminator Kit (Cycle sequencing kit v3.1, Applied
Biosystems, ABD) kullanilarak dizi-PCR uygulandi. Sonra ABI PRISM 310 (Applied
Biosystems, ABD) cihazina yerlestirilerek dizileme islemi uygulandi. Elde edilen DNA
dizileri NCBI (National Center for Biotechnology Information) internet sitesindeki (www.
ncbi.nlm.nih.gov) gen bankasinda bulunan dizilerle karsilastirilarak degerlendirildi.

Plazmid Varhiginin Arastiriimasi

S.maltophilia izolatlarinin %5 koyun kanli agarda saf olarak Uretilmesinden sonra, 5
ml Luria Bertani (LB) sivi besiyerine tek koloni pasajlar yapildi ve calkalamali etiivde 250
rpm hizinda 16-18 saat 37°C’de inkiibe edildi. Bu stspansiyondan 2 ml alinip QlAprep
Spin Miniprep Kit (Qiagen, Almanya) kullanilarak uretici firmanin 6nerileri dogrultusun-
da plazmid ekstraksiyonu yapildi. %0.9’luk agaroz jel elektroforezi sonrasi goriintiilendi.
BioNumerics Programi (Bio-Rad, ABD) kullanilarak plazmidlerin biyukltkleri hesaplandi.

istatistiksel Analiz

Verilerin analizi SPSS 13.0 programi kullanilarak ki-kare testi ile ve niteliksel veriler sayi
ve yuzde olarak sunuldu.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen 100 S.maltophilia izolatinin en duyarli (%95) oldugu antibiyo-
tik levofloksasin olarak saptanmis, onu SXT ve kloramfenikol izlemistir. izolatlarinin anti-
mikrobiyal duyarliliklari ile MiK50 ve MiK90 degerlerinin dagilimlarn Tablo 11’de verilmistir.

PCR’da intl-1 primeri ile yapilan amplifikasyonda 12 izolatta (no. 23, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 34, 45, 52 ve 62) intl sinif 1 geni oldugu distnulen bantlar saptanmistir
(Resim T1). Benzer olarak, intl-2 ve intl-3 primerleri ile yapilan amplifikasyonlarda da sira-
siyla 2 (17 ve 58 no’lu suslarda farkl biytklikte) ve 10 izolatta (no. 16, 21, 22, 43, 46,
47, 51, 55, 64 ve 96) stpheli bantlar gozlenmistir (Resim 2). Intl-5'CS ve 3'CS primer-
leri ile yapilan amplifikasyonda ise toplam 20 susta int/ 5-3'CS geni oldugu distnilen
bantlar tespit edilmistir (Resim 3).

Tablo II. S.maltophilia izolatlarinin Antimikrobiyal Duyariiliklar:

Antibiyotik ~ MiK,, MiK,, MiK arahigi (ug/ml) Duyarli (%) Orta duyarh (%) Direngli

(%)
Seftazidim 64 128 1->128 24 3 73
SXT 1/19  2/38 <0.125/2.375 - 93 - 7
> 128/2432
Kloramfenikol 8 16 4->128 66 25 9
Levofloksasin 1 2 <0.125-32 95 2 3
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M 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 PK sPK

200 bp

Resim 1. 18-34 no’lu izolatlarin intl-1 primeri ile yapilan PCR jel gériinttisti (M: Belirteg; PK: intl1 pozitif E.coli;
sPK: Sentetik pozitif kontrol; Hat 23, 26-32 ve 34: Pozitif oldugu dtistiniilen bantlar).

M 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 sPK
—)E eSS e E =D

200 bp

—
-

Resim 2. 1-37 no’lu izolatlarin intl-3 primeri ile yapilan PCR jel gériintiisii (M: 100 b¢ DNA belirteci;
sPK: intl-3 sentetik pozitif kontrol; Hat 16, 21 ve 22: Siipheli pozitif bantlar).

1,517
1000

500

100

Resim 3. 13-23 no’lu izolatlarin intl-5°CS ve 3’CS primeri ile yapilan PCR sonrasi jel goriintisii
(M: Belirteg; PK: Pozitif kontrol; Hat 14, 16 ve 23: Stipheli pozitif bantlar).
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Resim 4. Plazmid saptanan suslarin jel gortinttisti (M: 1 kb belirteg).

Tablo IIl. Antibiyotik Duyariiliklaring Gére integron Gen Bélgesi Dagilimi
Antibiyotik Sus sayisi integron pozitif, say1 (%)
Seftazidim S 24 3(12.5)
| 3 0
R 73 9(12.3)
SXT S 92 10 (10.9)
R 8 2 (25)
Levofloksasin S 95 10 (10.5)
| 2 1(50)
R 3 1(33.3)
Kloramfenikol S 66 5(7.6)
I 25 5(20)
R 9 2(22.2)
Toplam 100 12(12)
S: Duyarly; I: Orta duyarli; R: Direngli; SXT: Trimetoprim/siilfametoksazol.

Dizi analizi sonuclari incelendiginde; intl-1 primeri ile yapilan amplifikasyonda pozitif
bant veren 12 sustan 5’inin (no. 23, 26, 29, 31 ve 62) intl sinif 1 geni icerdigi goriil-
mdustir. Buna karsin, intl-2 ve intl-3 primerleri ile yapilan amplifikasyonda pozitif bant
veren sirastyla 2 ve 10 susun dizi analizi, bu suslarin hicbirisinin sinif 2 ve 3 int/ geni
icermedigini gostermistir. Intl-5'CS ve 3’CS primerleri ile yapilan amplifikasyonda ise,
pozitif bant saptanan 2 susun (no. 23 ve 25) kuarterner amonyum direng protein geni
(gacl); bir susun (no 32) aminoglikozid adeniltransferaz geni (aadA); bes susun (no.
27, 33, 52, 59 ve 60) da integronla iliskili rekombinasyon bdlgesi (attl) genini icerdigi
gorulmastir.
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izolatlarin plazmid profili incelendiginde; sadece 9 susta (3, 4, 7, 40, 47, 60, 63, 64 ve
77 no’lu suslar) plazmid saptanmis, 63 ve 77 no’lu suslarin ikiser adet plazmid icerdigi goz-
lenmistir (Resim 4). BioNumerics programi ile plazmidlerin boyutlar sirasiyla; 17200, 2340,
1350, 2760, 18600, 20000, 3570-2540, 2510 ve 5000-2540 bg olarak hesaplanmistir.

Suslarin antibiyotik duyarhliklarina gore intl gen bdlgesi varliginin dagihmi Tablo
[l'te gosterilmistir. Her bir antibiyotigin duyarlilik profili ile intl gen bolgesi varligi karsi-
lastirimistir. Hesaplanan p degerleri seftazidim, SXT, levofloksasin ve kloramfenikol icin
sirasiyla 1.000, 0.245, 0.108 ve 0.100 olarak bulunmustur. Antibiyotik diren¢ durumu ve
gen bolgesi varligi arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iligki saptanmamistir.

TARTISMA

S.maltophilia insanlarda solunum yollari basta olmak utzere bircok sistemde 6zellikle
immdunsipresif ve yogun bakim hastalarinda mortalitesi yiiksek enfeksiyonlara neden
olmaktadir'®. S.maltophilia'nin bircok antibiyotige intrensek direng géstermesi ve diger
antimikrobiyallere karsi gelistirdigi kazanilmis direncin artmasi, ampirik tedavi secenek-
lerini sinirlamaktadir'’. Bu direng artisinda tiirler arasinda genetik materyal aktarimi da
rol oynamaktadir®.

Son zamanlarda S.maltophilia suslarinda SXT gibi ampirik tedavide siklikla tercih edi-
len antibiyotiklere karsi direngte de artis s6z konusudur'!. Calismamizda elde ettigimiz
seftazidim ve SXT icin direnclilik oranlar ve MiK9O degerleri yurt disindaki baz calismala-
ra gore daha yiiksek bazilarina gére ise diisiik bulunmustur''-13. Ulkemizde yapilan calis-
malarda SXT ve seftazidim icin degisken sayilar olmasina ragmen, calismamizla karsilas-
tinldiginda MiKgo degeri ve direnc oranlari benzerdir'#1¢, Levoflqksasin ve kloramfenikol
icin yurt ici calismalarda herhangi bir veri bulunmamaktadir (MIK,, ve MIK,  degerleri
levofloksasin icin < 0.125-32 pg/ml ve kloramfenikol icin < 0.125-32 pg/ml). Bu sonug-
lar yurt diginda yapilan calismalarla kargilastirldiginda her iki antibiyotik icin MiK90 ve
direnc oranlari daha diisiiktiir’'%'3. Calismalarda goriildiigii tizere S.maltophilia’ya karsi
farkl cografik bolgelerden, ayni bolgedeki farkli hastanelerden ve hatta ayni hastaneden
farkl zamanlarda tespit edilen antibiyotik duyarlilik profilleri degisiklik gostermektedir.
Bu veriler 1siginda S.maltophilia’nin gosterdigi antibakteriyel direncin ve tedavide kulla-
nilabilecek antimikrobiyallerin kisithhginin, hem diinya da hem de llkemizde 6nemli bir
problem oldugu gorilmektedir. Calismamizin sonuglari levofloksasinin tedavide alterna-
tif olabilecegini dustindiirmektedir.

S.maltophilia’'nin sahip oldugu coklu antibiyotik direnci, enzim Uretimi ve atim pom-
palar gibi bircok nedene bagl olabilir. Tirlerin bu 6zelliklerinin plazmidler, integronlar
ve transpozonlar gibi mobil genetik elemanlarla da gelisebilmesi ve diger bakterilere
aktarilmasi ciddi tehlike olugsturmaktadir. Bunlardan biri olan integronlar, diren¢ genle-
rinin yakalanmasinda ve 6zellikle gram-negatif bakterilerde antibiyotik direncinin yayi-
liminda énemli rol oynamaktadir®. Calismamiz S.maltophilia’da integron gen bélgeleri,
plazmid profili ve antimikrobiyal duyarlihgin beraber degerlendirildigi ilk ulusal ¢alisma
olmasi bakimindan énemlidir.
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En yaygin ve klinik olarak en 6nemli integron grubu olan sinif 1 integronlarin (intl-
1), trimetoprim ve kloramfenikol diren¢ genleri de dahil olmak (izere 60'tan fazla farkh
antibiyotik direng gen kaseti tasidigi gésterilmistir'”'8, Sinif 1 integronlarin gram-negatif
bakterilerde antibiyotik diren¢ genlerinin yayilimindaki roli irdelenmis ve kabul edilmis-
tir. Barbolla ve arkadaglari'®, 31 S.maltophilia susundan 3 (%0.9)'iinde intl-1 geni sapta-
miglar ve SXT direnciyle iliskili bulmuslardir. Cin’de yapilan bir calismada da, 103 susun
%25'i SXT'ye direncli bulunmus; direncli suslarin %69’unda intl-1 ve %81’inde sull geni
saptanmistir. Toleman ve arkadaslari?', SENTRY calismasi kapsaminda toplanan 1744
sus arasinda, 25'i SXT'ye direncli toplam 55 S.maltophilia izolatinda intl varligini aras-
tirmiglar; direncli suslarin 17'sinde intl-1 ve sull geninin birlikteligini gostermiglerdir. Bu
arastiricilar ayrica, yedisi biiylk plazmidlerin tGzerinde olmak lizere dokuz susta da sul2
geninin varligini tespit etmiglerdir. Sinif 1 integronlarin dizi analizi yapildiginda Almanya
ve Brezilya suslarinda sull ve gac genleri, ABD ve Sili suslarinda aacA4 geni, Meksika
suslarinda ise aacA7 ve aadA5 genleri saptanmistir. Ayni calismada sinif 1 integronlarin
ve sul2 geni taslyan ISCR elemanlarinin, SXT direncine sebep olabilecegi gésterilmistir?'.
Liaw ve arkadaslarinin?? calismasinda, S.maltophilia suslarinin %60 (42/70)inda intl-1
saptanmig; integronlarda saptanan gen kasetlerinin aacA4, aadB, aacC4, aacA6*-Ib, smr,
smr/aacA4, gac, cmlA, catB2 ve bla, . ,/aac6-ll/aadAS bolgelerini icerdigini gosterilmis;
boylece sinif 1 integronlarin ¢oklu ilag direnci ile iliskisi acikca ortaya konmustur. Hu ve
arkadaslarinin'® Cin’de yaptigi calismada, 102 S.maltophilia susunun %30.4’G SXT'ye
direncli bulunmus ve %64.7'sinde de intl-1 pozitifligi saptanmistir. Bu calismada,
SXT'ye direngli 31 susun 29’unun intl-1 tasidigi tespit edilmis ve sinif 1 integronlarin
icinde dfrA17-aadAS; dfrAl12-aadA2; aacA4-catB8-aadAl; aadB-aac(6’)-Il-bla_,,, .; ve
arr-3-aacA4 gen kasetlerinin birlikteligi gosterilmistir. Ulkemizde int/-1 varhgr cesitli
gram-negatif bakterilerde gosterilmistir. Hastanemizde daha énce Opiis?> tarafindan
yapilan ¢alismada, 100 P.aeruginosa klinik susunun PER-1 enzimi tasiyan 40'inda %62.5
oraninda intl-1 saptanmistir. Ozkaya ve arkadaslar?®* Trabzon’da yaptiklari calismada,
SXT’ye direncli 32 klinik S.maltophilia susunun birinde int/-1 geni tespit etmislerdir. Bizim
calismamizda, intl-1 primerleri ile 12 susta pozitif bant saptanmis; bu suslara yapilan dizi
analizi sonucunda bes susun intl-1 geni icerdigi gorilmustur. Bir integronu olusturan
birimlerden biri olan rekombinasyon boélgesi (attl), integrazi kodlayan gen (intl) bolge-
sinin hemen yanindadir. Bizim bes susta saptadigimiz sinif 1 int/ bolgesi ve integronla
iliskili rekombinasyon bdlgesi geni (attl) integron varligini gostermektedir.

Wang ve arkadaslari®>, S.maltophilia suslarinin %10.5 (2/19)'inde gacED1 geni varig-
ni saptamislar; bu genin siilfonamidler gibi bircok antimikrobiyal ajana diren¢ olusumun-
da etkili oldugunu ve bircok farkli direng geni ile birlikte bulundugunu ifade etmislerdir.
Bizim calismamizda tespit edilen gacl geni tasiyan iki susun antimikrobiyal duyarlik
durumunun, icerdikleri gen bdlgeleri ile iligkisi ileri calismalarda degerlendirilebilir. Bir
susta saptanan aadA geni baska benzer calismalarda da tespit edilmistir'>'%2°, Bu gen
bélgesi aminoglikozid grubu antibiyotiklere karsi direnci géstermektedir?6.
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Sinif 2 integronlarin (intl-2) varhgr da cesitli gram-negatif bakterilerde gosterilmis ve
bazi antibiyotiklere karsi dirence neden olan gen kasetlerini tasidiklari belirtilmistir?6-28,
Sinif 3 integronlanin (intl-3) varhdr ise henlz birka¢ gram-negatif izolatta gosterilmis
ve genis spektrumlu beta-laktamaz enziminin genetik determinantlarini icerdigi sap-
tanmistir?®3%. Ulkemizde sinif 3 integronlar ile ilgili heniiz bir veri bulunmamaktadir.
Calismamizda, S.maltophilia suslarinda intl-2 ve intl-3 varhigi da arastiriimis; ancak PCR
sonrasl jel elektroforezinde sinif 2 ve 3 intl icin siipheli bantlar saptanmasina ragmen,
nikleotid dizi analizinde anlamli bir sonuca ulasilamamistir. Ayrica su ana kadar yurtici
ve yurtdisi yayinlarda S.maltophilia’da intl-2 ve intl-3 varhg ile ilgili herhangi bir veriye
de rastlanmamistir.

Intl-5’CS ve 3’CS primerleri ile yapilan amplifikasyonda 20 susta pozitif bant saptan-
mis; bu suslarin dizi analizi sonucunda ikisinin gacl, birinin aadA ve besinin att/ genini
icerdigi gorulmustir. PCR sonrasi bant saptanan diger 13 susta nukleotid dizi analizi
incelendiginde anlamli bir veriye ulasilamamugtir.

Plazmidler, transfer kolayligindan dolayi, farkli bakteri cins ve tirleri arasinda antimik-
robiyal diren¢ yayihmina en ¢ok katkida bulunan genetik elemanlardandir. S.maltophilia
direnc genlerinin plazmidler ile nehir suyu bakterilerine ve Pseudomonas putida
SM1443’tn farkli genler tasiyan plazmidlerinin S.maltophilia’ya aktanldigi farkli cals-
malarda gésterilmistir®!-32. Hu ve arkadaslari'® int/-1 tespit edilen 66 susta yedi degisik
plazmid profili tanimlamislar ve tim suslarda 7.3 kb buyukliginde bir plazmid ile farkl
bulyukliklerde baska plazmidlerin varligini gostermiglerdir. Bu plazmidler ile horizontal
gen transferinin sonucu olarak intl-1 iceren S.maltophilia suslarinin prevalans artisinin
ciddi bir problem olabilecegdi yorumu yapilmistir'3. Liaw ve arkadaslari?? ise, intl-1 tasi-
yan 42 sustan ikisinin plazmid icerdigini belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizda, dokuz sugta
plazmid tespit edilmis, ancak bu suslarin hicbirinde integron pozitifligi saptanmamustir.

Calismamizda, integron gen bolgesi tespit edilen 12 susun izole edildigi servislere
bakildiginda; Ucliniin i¢ hastaliklar servisinden, diger dokuz 6rnegin her birinin farkl
servislerden izole edildigi gorulmdistir. Bu 12 susun dokuzu seftazidim, ikisi SXT, ikisi
kloramfenikol ve biri levofloksasine direngli bulunmustur. Suslarin antibiyotik direng
durumu ile gen bolgesi varligi arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iliski bulunamamusg;
bu durum, test edilen antibiyotiklere karsi direnc genlerinin int! digindaki boélgelerde
tasiniyor olabilecegini diisindirmustir. Sonug olarak, antibiyotik direnci ile iligkili bircok
gen bolgesinin intl gibi hareketli genetik elemanlarla yayihmi, sadece S.maltophilia’da
degil farkh turlerdeki bakterilerin tedavisinde de 6nemli bir problem olarak karsimiza
cikmaktadir. Caismamiz S.maltophilia’da intl gen bdlgeleri, plazmid profili ve antimik-
robiyal duyarliigin beraber degerlendirildigi ilk ulusal cahsmadir. Calismada tespit etti-
gimiz gen bolgeleri integronun tasidigi molekiler direng mekanizmalar hakkindaki ileri
calismalara hem bir zemin hem de veri saglayacaktir.
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