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OzZET

Gram-negatif bakteriler hastanede yatan hastalarda énemli infeksiyon etkenlerindendir. Gram-negatif bakteri infeksiyonlarinin
tedavisinde aminoglikozit grubu antibiyotikler glinimiizde de 6nemini korumaktadirlar. Son yillarda bakterilerin 16S rRNA’larinin
metilasyonu ile ortaya gikan yeni bir direng mekanizmasi bildirilmistir. Yiksek dizey aminoglikozit direncine neden olan bu
mekanizma plazmit Uzerinde tasinmakta ve Gram-negatif bakteriler arasinda kolaylikla yayilabilmektedir. Bu ¢alismada, Gram-
negatif bakterilerde 16S rRNA metilaz enzimleri araciliyi ile kazanilan aminoglikozit direncinin arastirimasi amaglandi.
Mikrodilisyon yontemi ile toplam 112 Gram-negatif bakteriden sadece bir Acinetobacter baumannii kékeninde yulksek dizey
aminoglikozit direncine rastlandi. Polimeraz zincir tepkimesi ydontemi ve daha sonra yapilan agaroz jel elektroforez ile bu kékende
metilaz enzim genleri saptanmadi. 16S rRNA metilaz genleri ¢gogunlukla beta-laktamaz genleri ile birlikte bulunmakta ve bircok
aminoglikozide karsi yliksek dlzey dirence neden olmaktadir. Bu nedenle kapsamli calismalarla ulkemizde bu direng
mekanizmasinin varliginin arastirilmasi 6nem tagimaktadir.

SUMMARY

Gram-negative bacteria are the most important infective agents in hospitalized patients. Aminoglycosides are still important in the
treatment of infections caused by Gram-negative bacteria. In recent years a new resistance mechanism emerging by methylation of
the bacterial 16S rRNA has been reported. This mechanism, causing high-level aminoglycoside resistance, is coded on plasmids
and easily transferred among Gram-negative bacteria. The purpose of this study was to investigate aminoglycoside resistance
mechanism acquired by 16S rRNA methylase enzymes in Gram-negative bacteria. With microdilution method high-level
aminoglycoside resistance was detected only in one Acinetobacter baumannii strain out of 112 Gram-negative bacteria. Methylases
enzymes genes were not observed by polymerase chain reaction+agarose gel electrophoresis in this strain. 16S rRNA methylase
genes are usually found with beta-lactamase genes and confer high-level resistance against most of the aminoglycosides.
Therefore, investigation of this resistance mechanism by further studies in our country is required.

GIRIS nilan aminoglikozit grubu antibiyotikler genis antimik-
Gram-negatif bakteriler hastane infeksiyonlarina neden  robiyal spektrumlari, hizli baterisidal etkileri ve diger
olan etkenler arasinda ilk siralarda yer almaktadirlar (1).  antimikrobiyallerle sinerjistik etki gostermeleri nedeniyle

Gram-negatif bakteri infeksiyonlarinin tedavisinde kulla- tercih edilmektedirler. Ancak diren¢ gelisimi, diger
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antibiyotiklerin oldugu gibi aminoglikozitlerin de kullanim-
larini kisittamaktadir. Bakterilerde aminoglikozitlere karsi
diren¢ gelisiminde en sik rastlanan mekanizma amino-
glikozitleri modifiye eden enzim sentezidir. ikinci olarak,
dis membran gegirgenliginde azalma veya aktif efliks ile
aminoglikozitlerin bakteri iginde birikiminin engellenmesi
yer alir. Dider bir mekanizma ise aminoglikozitlerin
hedefi olan ribozomal proteinler veya 16S rRNA’da
olusan degisikliklerdir. Son yillarda Enterobacteriaceae
Uyeleri ile non-fermentatif Gram-negatif bakterilerde 16S
rRNA’nin  metilasyonu ile kazanilan yeni bir direng
mekanizmasi saptanmigstir. Aminoglikozitler bakterilerin
16S rRNA’sina baglanarak ribozom fonksiyonlarini
bozarlar. 16S rRNA’nin metilasyonu aminoglikozitlerin
hedefine baglanmasini 6nler. Dogada aminoglikozit
sentezleyen Actinomyceteste bulunan bu mekanizma ile
streptomisin hari¢ tim aminoglikozitlere karsi yilksek
dizey direng gelisir. Bu yolla kazanilan direncin bir diger
onemli 6zelligi ise plazmitler UGzerinde tasinmasi ve
bakteriler arasinda kolaylikla yayilabilmesidir (2-4). ilk
16S rRNA metilaz geni 2002 yilinda Polonya’'da bir
Citrobacter freundii kokeninden sekanslanmig, ancak
armA (aminoglycoside resistance methylase A) olarak
tanimlanmasi 2003 yilinda Galimand ve ark. (5) tarafin-
dan bir K. pneumoniae kdkeninden izole edildikten sonra
olmustur. Yine 2003 yilinda, rmtA adi verilen diger bir
yuksek dizey aminoglikozit direng geni Japonya'da
Pseudomonas aeruginosa kokeninde saptanmistir (6).
2004 yilinda, yine Japonya’da bir Serratia marcescens
kokeninde rmtB enzimi bulunmustur (7). Bunlari 2006
yllinda Japonya’dan bildirlen RmtC ve 2007 yilinda
Brezilya’dan rapor edilen RmtD enzimleri izlemistir (8, 9).
Son olarak, NpmA adi verilen enzim Wachino ve ark.
(10) tarafindan tanimlanmistir. Nozokomiyal etkenlerde
saptanan ve her gegen gun sayilari artan metilaz enzim-
lerinin gelecekte aminoglikozit kullanimini kisitlama-
sindan korkulmaktadir.

Bu galismada, Gram-negatif bakterilerde plazmit aracil
yuksek diizey aminoglikozit direncinin arastiriimasi
amagclanmistir.

GEREG VE YONTEM

Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bakteriyoloji Laboratu-
var’'nda 2005-2007 yillan arasinda izole edilen, genis-
lemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) enzimi tasiyan
112 Gram-negatif bakteri kdkeni calisma kapsamina
alindi. Kokenlerin dagilimi Tablo 1’de gérulmektedir.
Kdkenler, calisma baslayincaya kadar %10 gliserinli
buyon besiyerinde -80° C’de saklandi.
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Amikasin etken maddesi Eczacibasi ilag San.
(Istanbulydan saglandi. Antibiyotik stok soliisyonlari
1024 mg/L konsantrasyonda hazirlanarak kullanilincaya
kadar -20° C’de saklandi.

Tablo 1. Bakteri kdkenlerinin dagilimi

Bakteri kokenleri Sayi %
Escherichia coli 77 68.7
Klebsiella pneumoniae 15 13.4
Klebsiella oxitoca 1 0.9
Klebsiella spp. 16 14.3
Pseudomonas aeruginosa 1 0.9
Pseudomonas spp. 1 0.9
Acinetobacter baumannii 1 0.9

Kokenlerin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi:
Kokenlerinin amikasin duyarliliklari mikrodiliisyon yotemi
kullanilarak Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) (11) onerileri dogrultusunda belirlendi. Duyarlilik
testi U tabanli 96 kuyucuklu mikrodiliisyon plaklarinda
yapildi. Amikasin stok soluiisyonundan Mueller-Hinton
buyonu kullanilarak antibiyotik son konsantrasyonu 256-
0.5 mg/L olacak sekilde sulandirim yapildi. Hazirlanmis
olan bakteri siUspansiyonlarindan kuyulara 50°ser pL
inoklle edildi. Kontrol kokeni olarak Escherichia coli
ATCC 25922 kullanildi, testlerde gerekli Ureme
kontrolleri ve besiyeri kontrollerine de yer verildi. Plaklar
35° C'de 16-20 saat inkiibe edildi. Bu siire sonunda
Ureme gorilmeyen en disuk antibiyotik konsantrasyonu
minimal inhibitér konsantrasyon (MIK) degeri olarak
kabul edildi. Amikasin MIK degeri 64 pg/mL ve (zeri
bulunan kékenler armA, rmtA ve rmtB genleri varhgi
agisindan incelendi.

Polimeraz zincir tepkimesi (PZT): Bakterilerden isitma
yontemiyle DNA ekstraksiyonu yapildiktan sonra, PZT ile
16S rRNA metilaz genleri olan armA, rmtA ve rmiB
Tablo 2’de gdsterilen primer setleri kullanilarak arasti-
rildi. Pozitif kontrol olarak Yan ve ark. (3) tarafindan
Tayvan’da saptanan armA ve rmtB pozitif kokenler
kullanilarak sonugclar degerlendirildi. Polimeraz zincir
tepkimesi 1s1 dongl aygitinda (Techne, Barloworld
Scientific Ltd., ingiltere) (94° C'de bes dakika 6n dena-
tirasyonu takiben, 35 dongi olacak sekilde 94° C’de 60
saniye denaturasyon, 50° C’de 60 saniye birlesme, 72°
C’de iki dakika uzama ve ardindan da 72° C'de yedi
dakika son uzatma) gerceklestirildi. Polimeraz zincir
tepkimesi Urlinleri agaroz jelde elektroforez ile yuratuldu.
Bant buyukllkleri marker ile kargilastirilarak ultraviyole
transiliminatérde 280-340 nm dalga boyunda incelendi.
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Tablo 2. Polimeraz zincir tepkimesinde kullanilan primer setleri
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M: Marker; PK: rmtB pozitif kontrol; 1-4 negatif calisma 6rnekleri

Sekil 1. RmiB genine 6zgl PZT jel goruntusi

Primer Dizi (5° - 3’) Urtin uzunlugu
armAF  CCGAAATGACAGTTCCTATC 774-bp
armAR  GAAAATGAGTGCCTTGGAGG

rmtA F CTAGCGTCCATCCTTTCCTC 635-bp
rmtA R TTTGCTTCCATGCCCTTGCC

rmtB F ATGAACATCAACGATGCCCT 769-bp
rmtB R CCTTCTGATTGGCTTATCCA

Cilt 22, Sayi 4, Ekim 2008

BULGULAR

Calisma kapsamina alinan GSBL pozitif 112 kokenin
amikasin MiK araligi 0.5-64 pg/mL olarak bulundu. Bir
Acinetobacter baumannii kokeninde amikasin MiK degeri
64 ng/mL olarak saptandi.
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Amikasin MIK degeri 64 ug/mL saptanan kéken ile Yan
ve ark. (3) tarafindan Tayvan’da saptanan armA ve rmtB
pozitif kokenlerin DNA ekstraktlari kullanilarak PZT
yapildi. Amikasin MIK degeri 64 ug/mL olarak saptanan
kdkende armA, rmtA ve rmtB gen bélgelerinin hi¢ birine
rastlanmazken, pozitif kontrol olarak kullanilan Tayvan
kokenlerinde beklenen uzunluklarda amplifikasyon Urtin-
leri elde edildi (armA igin 774-bp, rmtB igin 769-bp)

(Sekil 1).

TARTISMA

Direncli patojenlerle meydana gelen nozokomiyal infek-
siyonlar tedavi maliyetini artirmasi, hastanede kalis
suresini uzatmasi, hastada morbidite veya mortaliteye
yol agmasi yoninden olduk¢a dnemlidir. Bu infeksiyon-
lara yol agan patojenler arasinda Gram-negatif bakteri-
lerden E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa ve Acineto-
bacter spp. ilk siralarda gelmektedirler. Aminoglikozitler
beta-laktamlarla kombine edilerek bu gibi etkenlerin
neden oldugu infeksiyonlarin tedavisinde siklikla kullanil-
maktadirlar (1, 2, 4). Yaygin kullanimlarinin sonucu ola-
rak bu grup antibiyotiklere karsi bakteriler direng
kazanirlar. Gram-negatif bakterilerde en sik rastlanan
aminoglikozit direng mekanizmasi bu antibiyotikleri
modifiye eden enzimler aracilidi ile gelismektedir. Bu tip
direng s6z konusu olan enzimlerin substrati olan
aminoglikozitlerle sinirli kalmaktadir. 16S rRNA’nin meti-
lasyonu yoluyla ise, streptomisin haric tim aminogli-
kozitlere kargi ylksek dizey direng gelismektedir. Bu
mekanizma aminoglikozit Greten aktinomigeslerde dogal
olarak bulunmaktadir. Son yillarda dnem kazanmasinin
nedeni, klinik kékenlerde saptanmis olmasi ve plazmitler
Uzerinde kodlandidi icin bakteriler arasinda konjugasyon
ve transformasyonla aktarilabileceginin gésterilmis olma-
sidir. Muhtemelen bu direng mekanizmasi daha énce de
klinik kékenlerde bulunuyordu, ancak saptanamadigi igin
birden fazla aminoglikozit modifiye eden enzim Ureten
kokenlerle karistiriliyordu (4, 12-15).

ilk tanimlanan 16S rRNA metilaz enzimlerinden RmtA,
Japonya’da klinik P. aeruginosa kékenlerinde saptandi.
RmtB’nin Japonya, Tayvan, Giney Kore, Cin ve
Belgika’da cesitli Enterobacteriacea uyelerinde bulun-
dugdu bildirildi. ArmA Dogu Asya, Dogu ve Bati Avrupa’da
hem Enterobacteriacea ailesinde hem de Acinetobacter
turlerinde saptandi. RmtC Japonya’da Proteus mirabilis
kdkeninde, RmtD ise Brezilya’da P. aeruginosa koke-
ninde tanimlandi. Son olarak da NpmA Japonya’da
E. coli k6keninde saptandi (5-10).
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Bu calismaya alinan 112 Gram-negatif bakteri koke-
ninden bir tanesinde amikasin MIK degeri 64 pg/mL
olarak bulundu. Bu kokende armA, rmtA ve rmtB metilaz
genlerinin varhdi pozitif kontroller kullanilarak arastiridi
ancak bu genlerin varligi saptanmadi.

Yan ve ark. (3) nozokomiyal kaynakli E. coli ve
K. pneumoniae kokenlerinde armA ve rmtB genlerini
PZT yéntemi ile arastirmiglardir. Amikasin MIK degeri
256 pg/mL’nin Uzerinde olan toplam 35 kdkenden, 12
E. coli ile 16 K. pneumoniae’de armA geni, iki E. coli ile
bes K. pneumoniae’de ise rmtB geni saptamislardir.
Arag-tirmacilarin amikasin MiK’i 16-64 pg/mL arasinda
olan toplam 46 kdkende edilen genlere
rastamamis olmasi 16S rRNA metilaz genlerinin
cogunlukla yuksek diizey amikasin direncine sahip
kdkenlerde  bulundugunu  gdstermektedir. Bizim
calismamizda armA, rmtA ve rmtB metilaz genleri
saptanmayan kékenin de amikasin MiK degeri 64pug/mL
idi. Buna karsilik, Belgika’da gergeklestirilen calismada
(16), amikasin MIK’i 8 ug/mL olan bir E. coli kékeninde
armA geni bulunmustur. Ayni calismada (16), 4,6-
disiibstitie  deoksistreptamin  MIK  degerleri 512
pg/mL’nin - Gzerinde olan 18 Enterobacteriaceae
kdkeninden 17’sinde armA, birinde ise rmtB geni sap-
tanmistir. Higbir kdkende rmtA genine rastlanmamistir.

sozu

Yamane ve ark. (17)nin gergeklestirdigi calismada,
arbekasin MiK degeri 1024 pg/mL olan bir Acinetobacter
kdkeninde rmtA, rmtB ve armA genlerinden higbiri
saptanamazken, bu kokenin 6’-asetiltransferaz ve 2”-
adeniltransferaz enzimlerini Urettigi gosterilmistir. Bizim
¢alismamizda metilaz  enzimleri saptanamayan
Acinetobacter kkeninde de aminoglikozit modifiye eden
enzimler araciligi ile direng gelistigi digtnulebilir.

Japonya’da klinik P. aeruginosa kokenlerinde RmtA
enzim prevalansinin en az % 0.4 oldugu tahmin edilmek-
tedir (6). Tayvan’da yapilan calismada (3), ArmA ve
RmtB prevalansinin K. pneumoniae kékenlerinde % 0.9,
E. coli kbkenlerinde ise % 0.3 dolayinda oldugu bildiril-
mistir. Bu sonuglardan da anlagilacagr gibi, 16S rRNA
metilaz enzimlerinin prevalansi olduk¢a dusuk dizeyde
bulunmaktadir. Ancak bu enzimlerin dinyanin c¢ok
degisik bolgelerinden izole edilen Gram-negatif bakteri
kokenlerinde saptanmis olmasi global bir 6zellik tasidi-
gini géstermektedir. Metilaz genlerinin plazmitler Gze-
rinde kodlanmasi ve bakteriler arasinda horizontal gegis
gOstermesi 6nemini bir kat daha artirmaktadir. Bu
calismada, sinirli sayidaki klinik kdkende armA, rmtA ve
rmtB genlerine rastlanmamistir. Ancak tim dinyada
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oldugu gibi, Ulkemizde de daha fazla sayida Gram- TESEKKUR

negatif kokende 16S rRNA metilaz genlerinin aras-
tinlmasi gerekmektedir. Benzer galismalar antimikrobiyal
tedavileri yonlendirmede ve gerekli infeksiyon kontrol

Arastirmacilar bu arastirmanin proje olarak desteklen-
mesini saglayan Ege Universitesi Bilimsel Arastirma
Fonu Yonetim Kurulu'na tesekkur ederler.

onlemlerinin alinmasinda yarar saglayacaktir.
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