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6z

integronlar/gen kasetleri, yatay genetik alisverisi kolaylastirmada 6nemli yere sahiptirler. Ayni zamanda direng genlerinin
edinilmesine ve yayilmasina yol agarlar. Bu ¢alismada K. pneumoniae izolatlarinda antibiyotik direng oranlari ve sinif 1, 2 ve
3 integronlarin tespiti amaglanmistir. Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na Nisan 2023-Temmuz 2023 tarihleri arasinda
génderilen farkli klinik érneklerden izole edilmis 100 Klebsiella pneumoniae izolati dederlendirmeye alindi. Bakterilerin
tanimlanmasi ve antibiyotik duyarlilik testleri, Phoenix™ (Becton Dickinson Diagnostics, ABD) otomatize sistemi ile yapildi.
DNA ekstraksiyonunda kaynatma yéntemi kullanildi. Sinif 1, 2 ve 3 integrona 6zgiil polimeraz zincir reaksiyonu yapildi.
izolatlarin antibiyotik direng oranlari ve sinif 1, 2 ve 3 integron pozitifligi degerlendirildi. izolatlarin 33’iinde (%33) sinif 1
integron pozitifligi belirlendi. Bir izolatta sinif 1 ve sinif 2 integron pozitifligi birlikte tespit edilirken, sinif 3 integron pozitifligi
saptanmadi. Integron pozitif izolatlar integron negatif izolatlarla karsilastirildidinda; trimetoprim/siilfametoksazol
(p=0.0001), siprofloksasin (p=0.0001), levofloksasin (p=0.01), seftriakson (p=0.05), sefuroksim (p=0.032) ve gentamisin
(p=0.006) diren¢ oranlarinda anlamli direnc yiiksekligi saptanmustir. Ulkemizde integronlar ve ilgili diren¢ genlerinin
arastirildigi, klinik izolatlarda gériilen ¢oklu antibiyotik direng mekanizmalarinin, antibiyotik direnci ile integron genlerinin
iliskisinin incelendigi kapsamli ¢alismalara ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: integron sinif 1, integron sinif 2, integron sinif 3, Klebsiella pneumoniae
ABSTRACT
Investigation of Class 1, 2 and 3 Integrons in Klebsiella pneumoniae Isolates from Various Clinical Samples

Integrons/gene cassettes are important in facilitating horizontal genetic exchange. They also lead to the acquisition and
spread of resistance genes. The aim of this study was to determine antibiotic resistance rates and class 1, 2 and 3 integrons
in K. pneumoniae isolates. One hundred Klebsiella pneumoniae isolates from different clinical samples sent to the Medical
Microbiology Laboratory between April 2023 and July 2023 were evaluated. Bacterial identification and antibiotic
susceptibility tests were performed with Phoenix™ (Becton Dickinson Diagnostics, USA) automated system. Boiling method
was used for DNA extraction. Polymerase chain reaction specific for class 1, 2 and 3 integrons was performed. Antibiotic
resistance rates and class 1, 2 and 3 integron positivity of the isolates were evaluated. Class 1 integron positivity was
detected in 33 isolates (33%). While class 1 and class 2 integron positivity were detected together in one isolate, class 3
integron positivity was not detected. When integron positive isolates were compared to integron negative isolates, a
significant  increase in the antibiotic resistance rates of trimethoprim/sulfamethoxazole  (p=0.0001),
ciprofloksasin(p=0.0001), levoflaksasin(p=0.01), ceftriaxone (p=0.05), cefuroxime (p=0.032) and gentamicin(p=0.006) was
found.There is a need for comprehensive studies in our country where integrons and related resistance, multiple antibiotic
resistance mechanisms, and the relationship between antibiotic resistance and integron genes in clinical isolates are
investigated.
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GiRIS

Klebsiella tirleri; kan dolasimi, idrar yolu, yara, akciger, beyin gibi bircok organda ve sistemde
enfeksiyonlara neden olabilmektedir.  Oncesinde saglik sorunlari olan kisilerde daha vyiiksek oranda
gorilmektedirler. Klebsiella pneumoniae, hiperviriilan ve karbapenem direngli suslarin artmasi nedeniyle dikkat
edilmesi gereken bir patojendir(l).

Antibiyotiklere direncli bakteriler ve 6zellikle ¢oklu ilag direnci olan bakteriler diinya da 6nemli bir
saglik sorunudur. Hareket edebilen mobil genetik elemanlar direngte 6nemli bir yere sahiptir. Bunlar;
transpozonlar, integronlar/gen kasetleri, ekleme dizileri, plazmidler ve butiunlestirici konjugatif elemanlar gibi
bakteri hulcreleri arasinda transfer yapan yapilardir. Bu elemanlar yatay genetik aligverisi kolaylastirmada
onemli yere sahiptir ve direng genlerinin edinilmesini ve yayilmasini desteklemektedir™.

integronlar, bir DNA molekiiliinden digerine, entegre olmak yoluyla translokasyon gésteren hareketli
yapida DNA elemanlaridir. Belirli gen bolgelerini entegre etme veya tasima yetenekleri vardir. Antibiyotik direng
determinantlarini kodlarlar. Plazmid ya da transpozonlar araciligi ile tasinirlar. Bir bakteriden digerine, gen
kasetleriyle de bir integrondan digerine gecebilme 6zelligi bulunmaktadir. Bu 6zellikleri, antibiyotik direng
determinantlarinin tasginmasina ve yayilimina neden olmaktadir'®.

integronlar &zellikle Gram negatif bakterilerde ¢oklu direng olusumundan baslica sorumlu olan
kromozom disi yapllardlr(ls). GUnUimize kadar tanimlanmis olan dort integron sinifi (sinif 1, 2, 3 ve 4)
bulunmaktadir ve ilgili integralleri (int) ile ayirt edilirler™. Bazi ¢alismalarda coklu ilaca direngli K. pneumoniae
izolatlarinda farkli sinif integronlar tespit edilmistir. integron 1 ve integron 2 saptanan calismalar oldugu gibi
sadece integron 1 saptanmis c¢alismalar da bulunmaktadir®*". Bu calismada, laboratuvara gonderilen cesitli
klinik 6rneklerden izole edilen K. pneumoniae izolatlarinda Sinif 1, 2 ve 3 integronlarin tespiti amaglanmistir.

GEREG VE YONTEM

Pamukkale Universitesi Saglik Arastirma Uygulama Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na Nisan
2023- Temmuz 2023 tarihleri arasinda farkh kliniklerden gonderilen ve kabul edilme kriterlerine uygun farkli
klinik 6rneklerden izole edilmis 100 K. pneumoniae izolati ¢alismaya alindi. Tekrarlayan ornekler ¢alisma disi
birakildi.

Bakterilerin tanimlanmasi ve antibiyotik duyarlilik testleri

Laboratuvarimiza gonderilmis olan klinik 6rneklerden, idrar kiltirine ait 6rnekler %5 koyun kanl agar
ve “Eosine Methylene Blue” (EMB) agara (Becton Dickinson, ABD) ekildi. idrar disindaki kiltiir rnekleri %5
koyun kanli agar, cikolata agar ve EMB agara ekildi. idrar kiiltiiriine ait 6rnekler 37°C’de 18-24 saat, idrar dis!
klinik 6rnekler 24-48 saat etlivde inkilibe edildi. Kiltir orneklerinde lreyen bakterilerin tanimlanmasinda
geleneksel yontemler ile Phoenix™ (Becton Dickinson Diagnostics, ABD) otomatize sistemi kullanildi.
Bakterilerin antibiyotik duyarliigi—Kirby Bauer disk diflizyon yontemi ve Phoenix™ (Becton Dickinson
Diagnostics, ABD) otomatize sistemi kullanilarak arastirildi. Otomatize sistem ve Kirby Bauer disk difiizyon
ybntemi ile izolatlarin amoksisilin/klavulanik asit, piperasilin/tazobaktam, sefepim, seftazidim, seftriakson,
sefuroksim, ertapenem, imipenem, meropenem, gentamisin, amikasin, tobramisin, siprofloksasin,
levofloksasin, trimetoprim/sulfametoksazol ve fosfomisine karsi antimikrobiyal duyarliliklari test edildi.
Antibiyotik duyarlilik sonuglari “The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing” (EUCAST)
kriterlerine gore deéerlendirildim).

DNA izolasyonu ve Sinif 1, 2 ve 3 integrona Ozgiil Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR

DNA izolasyonu: K. pneumoniae izolatlan %5 koyun kanh agara ekildi. Ureyen saf kolonilerden bir
koloni alindi. Tek koloni 2 ml “Brain Heart Infusion” (BHI) buyyona pasajlandi ve 24 saat 37°C'de inkiibe edildi.
Suispansiyondan 1 ml alinarak 10 dk 8000 rpm'de santrifiij edildi. Ustteki siipernatan atilip dipteki pellet alindi
ve lzerine 200 pl distile su ilave edilerek 95°C’de 10 dk kaynatildi. 10 dk 13000 rpm'de tekrar santrifiij yapilarak
Usteki siipernatan PCR sirasinda kalip DNA olarak kullanilmak lizere mikrosantrifiij tiplerine aktarildi®.

Standart PCR karisimlari son hacim 50 pl olacak sekilde hazirlandi. PCR amplifikasyon karisimi 4 puL
dNTP, 0.3 pL Taq DNA polimeraz, 1 pL “forward” primer, 1 uL “reverse” primer, 10 x PCR tamponu 5 pL, 5 pL
kalip DNA ve son hacmi 50 ul'ye tamamlayacak miktarda steril deiyonize su ile hazirlandi. PCR’da kullanilan
primerler Tablo 1’de gésterildi(z).

@
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PCR amplifikasyonu igin kosullar 6n denatlirasyon 95°C’de 5 dakika; ardindan 30 dongi 95°C'de 30
saniye denatiirasyon, 55°C'de 30 saniye primer baglanma, 72°C’de 30 saniye uzama; 72 °C de 7 dakika son
uzama olacak sekilde diizenlendi®. Amplifikasyon Urlnleri %1,5’lik agaroz jelde bir saat yuratildi ve
goruntilendi. Sonug, 6zgll PCR ile elde edilen amplikon biylkligunin beklenen boyut ile karsilastiriimasi ile
degerlendirildi.

Tablo 1. integronlara 6zgiil PCR igin kullanilan primer dizileri®.

Primer dizileri Amplikon buyiiklagii

Sinif integron 1 F: 5’-CAG TGG ACA TAA GCC TGT TC-3/; 160 bp
R: 5’-CCC GAG GCA TAG ACT GTA-3’

Sinif integron 2 F: 5-TTG CGA GTA TCC ATA ACCTG-3’; 288 bp
R: 5’-TTA CCT GCA CTG GAT TAA GC-3’

Sinif integron 3 F:5'GCCTCCGGCAGCGACTTTCAG-3; 1041 bp
R:5’ACGGATCTGCCAAACCTGACT-3’

Verilerin istatistiksel analizi SPSS (Statistical Package for Social Sciences) versiyon 25 ile gercgeklestirildi.
Kategorik degiskenler sayi ve ylzde olarak ifade edildi. Kategorik degiskenler arasindaki farkliliklar Ki-kare
analizi ve Fisher’s Exact testi ile degerlendirildi. Degerlendirilmelerde p<0.05 istatistiksel olarak anlamh kabul
edildi.

Bu calisma Pamukkale Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir
(20.06.2023 / Sayi: E.382581).

BULGULAR

Calismaya alinan 100 K. pneumoniae izolatinin elde edildigi hastalarin bulundugu birimler ve klinik
orneklerin dagihmi Tablo 2’de 6zetlendi.

Tablo 2. Calismaya alinan 100 Klebsiella pneumoniae izolatinin klinik 6rneklere ve hastalarin kliniklere gore
dagihmi (n).

idrar Yara Balgam Solunum* Kan Toplam
Poliklinik 36 1 - - - 37
Yatakl Servis 19 13 6 1 7 46
Yogun Bakim 4 4 - 8 1 17
Unitesi
Toplam 59 18 6 9 8 100

* Bronkoalveolar lavaj/derin trakeal aspirat/endotrakeal aspirat

integron pozitif izolatlarin klinik drneklere ve elde edildikleri hastalarin poliklinik, servis ve yogun bakim
Unitelerine gore dagihmlari Tablo 3’te verildi.

Tablo 3. integron pozitif Klebsiella pneumoniae izolatlarinin (n=33) drnek tiirlerine ve hastalarin kliniklere gére
dagilimi.

idrar Yara Balgam Solunum* Kan Toplam
Poliklinik 10 2 - - - 12
Yatakl Servis 7 3 1 - 2 13
Yogun Bakim 2 - - 2 4 8
Unitesi
Toplam 19 5 1 2 6 33
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izolatlarin antibiyotik direng oranlari ve sinif 1, 2 ve 3 integron pozitifligi degerlendirildiginde K.
pneumoniae izolatlarinin 33’tinde (%33) sinif 1 integron pozitifligi saptandi. Bir izolatta sinif 1 ve sinif 2 integron
pozitifligi birlikte tespit edilirken sinif 3 integron pozitifligi saptanmadi. Agaroz jel elektroforezde sinif 1 ve sinif
2 integron pozitifligi Sekil 1’de gosterildi.

En disik antibiyotik direng orani sirasiyla amikasin (%8), imipenem ve meropeneme (%15); en ylksek
antibiyotik direng orani sirasiyla amoksisiklin/klavulanat (%78) ve sefuroksime (%74) karsi bulundu. integron 1
pozitif ve negatif bakterilerin antibiyotik direng oranlari Tablo 4’te verildi.

Tablo 4. Sinif 1 integron pozitif ve negatif Klebsiella pneumoniae izolatlarinin antibiyotik direng oranlari [n (%)].

integron 1 Pozitif  integron Negatif Toplam P Degeri

(n=33) (n=67) (n=100)

Antibiyotikler Direngli (%) Direngli (%) Direngli
(%)

Amoksisilin/klavulanat 83.3 75 77.7 0.366
Piperasillin/tazobaktam 42.4 42.4 44.0 0.216
Sefepim 56.0 43.8 47.9 0.541
Seftazidim 72.7 58.9 64.0 0.397
Seftriakson 69.7 49.3 56.0 0.05*
Sefuroksim 89.7 64.8 73.5 0.032*
Ertapenem 33.3 26.2 28.6 0.457
imipenem 21.2 11.9 15.0 0.486
Meropenem 21.2 11.9 15.0 0.414
Gentamisin 30.3 9.0 16.0 0.006*
Amikasin 15.2 4.5 8.0 0.176
Tobramisin 55.6 35 41.4 0.422
Siprofloksasin 72.7 37.3 49.0 0.0001*
Levofloksasin 72.7 37.9 49.5 0.001*
Fosfomisin 22.2 21.1 21.4 1.000
Trimetoprim/ 75.8 34.3 48.0 0.0001*

sulfametoksazol

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli farklilik; kk: Ki-kare testi

Sekil 1. Sinif 1 ve sinif 2 integron pozitifliginin jel elektroforez goriintiisu.
[\ 1 3 4 5 6 7 8 9

500bp
nt12(288bp)

18868

int/1{160bp)

(M: 50-1000 bp DNA ladder. 1,2,4,9,11. kuyucuklarda sinif 1 integron pozitif izolatlara ait 160 bp’de bant ve 12.
kuyucukta sinif 1 integron+sinif 2 integron pozitif izolata ait 160 bp’de ve 288 bp’de bantlar izlenmektedir)

92



A. Caligkan ve ark., Cesitli Klinik Orneklerden izole Edilen Klebsiella pneumoniae izolatlarinda Sinif 1, 2 ve 3 integronlarin Arastiriimasi

TARTISMA

Horizontal gen transferi, genetik materyalin ayni nesildeki bakteriler arasinda transferidir. Mobil
genetik elemanlarin horizontal gen transferi bakteriler arasinda ¢oklu ilag direncinin ortaya ¢ikmasina,
rekombinasyonuna ve yayllmasina en biyuk katkiyr saglar. Patojenler arasinda fiziksel olarak hareket etme
kapasiteleri nedeniyle konak genomlari, mobil genetik elemanlar, bakteri topluluklarinda yaygin elemanlardir.
Bugline kadar plazmidler, bakteriyofajlar, transpozonlar ve integronlar gibi cesitli mobil genetik elemanlar
tanimlanmistir. Ozellikle integronlar arasinda sinif 1 integronlar kliniklerde antibiyotik direncinin yayiimasina
neden olan en yaygin sinifr®. Sinif 1 integronun yayginhig klinik 6rneklerden izole edilen Gram negatif
bakteriler arasinda yaklagik %22 ile 55 arasinda degisir“s). Bizim ¢alismamizda da sinif 1 integron pozitifligi %33
ile en yaygin buldugumuz sinif olmustur. Bunu %1 ile sinif 2 integron pozitifligi takip etmistir. int 2 pozitif olan
sus ayni zamanda int 1 direng genine sahipti. Sinif 3 integron pozitifligi tespit edilmemistir. Wang ve ark."™® 167
izolatla yaptiklari galismalarinda sinif 1 integron pozitifligini %57 bulmuslardir. Cin’de yapilan diger bir
calismada ise sinif 1 integron pozitifligi %54 olarak bqunmugtur(B). Firoozeh ve ark. ® iran’da coklu ilag direngli
K. pneumoniae izolatlarinda sinif 1 integron pozitifligini %100 ve sinif 2 integron pozitifligini %36.7 o bulmus,
sinif 3 integron pozitifligi saptamamislardir.

Tirkiye'de sinif 1, 2 ve 3 integron tasiyan Enterobacteriaceae Uyeleri ile ilgili calismalar yapilmis olsa da
klinik izolatlarda Ozellikle de K. pneumoniae &rneklerinde yapilan arastirmalar sinirhidir®™. Ulkemizde K.
pneumoniae izolatlarinda Ug¢ integronun (int 1,2 ve 3 direng geni ) birlikte arastirildigi yalnizca bir ¢alisma oldugu
gérUImU§tUr(4). Erag ve ark.larina” ait calismada 10 K. pneumoniae susu degerlendirilmis, suslarin besinde
(%50) sinif 1 integron varligi tespit edilmistir. Ayni zamanda bir izolatta hem int1 hem de int2 tespit etmislerdir.

Sinif | integronlar antimikrobiyal direncin yayilmasinda énemli rol oynamaktadirlar. Sinif 1 integronlar
aminoglikozitler, beta-laktamlar, kloramfenikol, makrolidler, stilfonamidler, dezenfektanlar ve deksoftan gibi
40’tan fazla direng geni ile ili§kilidirler(4). Bu ¢alismada integron 1 pozitif ve negatif izolatlarin antibiyotik direng
oranlarini  inceledig§imizde integron 1 pozitif izolatlarin integron 1 negatif izolatlara gore
trimetoprim/siilfametoksazol, siprofloksasin, levofloksasin, seftriakson, sefuroksim ve gentamisine karsi daha
yuksek oranda direngli oldugu saptanmistir. Verilerimiz bu konuda yapilan ¢alismalarla uyumludur(z'g’lg).

Saglik hizmeti iliskili enfeksiyonlara neden olan Gram negatif etkenlerdeki karbapenem direng oranlari
giderek artmaktadir. Duran ve ark.® 2016-2020 yillarini kapsayan galismalarinda K. pneumoniae karbapenem
direncinin %16 ile %50 arasinda degistigini bildirmislerdir. ilgar ve ark.™ galismalarinda ikinci basamak
hastanede K. pneumoniae karbapenem direng oranini %66, Uglincii basamak hastanede ise %24 olarak
bildirmislerdir. Son yillarda tlkemizin farkh bolgelerinde yapilan galismalarda, karbapenem direng oranlari %20-
51 arasinda bildirilmektedir'*®. Calismamizda K. pneumoniae izolatlarinda karbapenem direng orani %15
bulunmustur.

Kinolon grubu antibiyotikler, idrar yolu enfeksiyonlarinin ampirik tedavisinde ilk secenek olarak tercih
edilen antibiyotiklerdir. Caismamizda siprofloksasin ve levofloksasin direnci %49 bulunmustur. Naz ve ark.™?
¢alismalarinda poliklinik izolatlarinda %35, yatakli servis izolatlarinda %57, yogun bakim servisi izolatlarinda
%61 direng orani bulmuslardir.

Trimetoprim/sulfametoksazol direnci ¢calismamizda %48 bulunmustur. Cicek ve ark.” ¢ok merkezli
yaptiklari ¢alismada bizim ¢alismamizla benzer sekilde trimetoprim/stlfametoksazole karsi %41.2 direng
saptamislardir. integronlarda sik rastlanan direng genleri géz 6niine alindiginda trimetoprim/siilfametoksazole
direncin istatistiki olarak anlamli ¢ikmasi beklenen bir sonugtur.

Calismamizda integron pozifif bulunan izolatlarin integron gen kasetlerinde bulunan direng genlerinin
tanimlanmamis olmasi kisitliliklardan biridir.

Literatiir incelendiginde Ulkemizde klinik 6rneklerde Ureyen diger Enterobacterales liyeleriyle ilgili
¢alismalar bulunmasina karsin, ¢alismamizin K. pneumoniae izolatlarinda sinif 1, 2 ve 3 integron gen varliginin
incelendigi en kapsamli arastirma oldugu gorilmuistir. Calismamizda; K. pneumoniae izolatlarinda sinif 1
integron pozitifligi durumunda, seftriakson, sefuroksim, gentamisin, siprofloksasin, levofloksasin,
trimetoprim/siilfametoksazole karsi direncin yiiksek oldugu gériilmektedir. Ozellikle antibiyotik direnciyle
yakindan iliskili olan integron 1’in takibi dogru tedavi semalarinin olusturulmasina katkida bulunacaktir.
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