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OZET

Amag: Aminoglikozitler hem gram negatif hem de gram
pozitif organizmalardan kaynaklanan enfeksiyonlarin teda-
visinde halen kullanilmakta olan dnemli bir antibiyotik
grubudur. Bakterilerde diger antimikrobiklere karsi oldugu
gibi aminoglikozitlere karsi da diren¢ artisi dnemli bir
sorundur. Plazmid aracili 16S rRNA metilaz enzimleri ami-
noglikozitlere karsi yiiksek diizey direng geligsimine neden
olan farkli bir mekanizmadwr. Bu ¢alismada, gram negatif
klinik izolatlarda 16s rRNA metilazlardan kaynaklanan
plazmid aracili yiiksek diizey aminoglikozit direncinin
arastirdmast amaglannugtir.

Gereg ve Yontem: Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dalr Bakteriyoloji Laboratuvari’nda
izole edilen ve disk difiizyon yontemi ile amikasin direnci
saptanan 59 gram negatif klinik izolat ¢alismaya alindr.
Izolatlarin amikasin minimum inhibitor konsantrasyon
(MIK) degerleri mikrodiliisyon yontemi ile belirlendi.
Yiiksek amikasin MIK degerleri (MIK=128 mg/L) saptanan
suslarda 16S rRNA metilaz genlerinin varlig klasik poli-
meraz zincir reaksiyonu yontemi ile aragstirildi.

Bulgular: Yiiksek amikasin MIK degeri 37 izolatta saptan-
di. Bu izolatlarda yiiksek diizey aminoglikozit direncinden
stklikla sorumlu olan armA, rmtA, rmtB genlerine ait bol-
gelere rastlanmadi.

Sonug: Test edilen gram negatif organizmalardaki aminog-
likozit direncinin farklt metilaz genleri veya direng meka-
nizmalarindan kaynaklandigr diisiiniildii. Ulkemizde yapi-
lacak benzer ¢alismalar, metiltransferazlardan kaynakla-
nan aminoglikozit direncinin izlenmesi ve bu enzimleri
kodlayan genlerin yayilimmmin onlenmesi bakimindan onem
tasimaktadir.

Anahtar kelimeler: Gram negatif bakteri, plazmid aracili
metilaz genleri, yiiksek diizey aminoglikozit direnci

SUMMARY

Investigation of Plasmid Mediated Methylase Genes in
Aminoglycoside Resistant Gram Negative Bacteria

Objective: Aminoglycosides are an important class of anti-
biotics currently used for the treatment of infections caused
by both gram-positive and gram-negative bacteria.
Increased microbial resistance to aminoglycosides, and to
the other antimicrobials is a serious problem. Plasmid-
mediated 16S rRNA methylases which lead to the develop-
ment of higher level resistance to aminoglycosides, involve
different aminoglycoside resistance mechanisms. The aim
of this study was to investigate aminoglycoside resistance
caused by plasmid-mediated 16S rRNA methylases among
clinical isolates of gram-negative bacteria.

Materials and Methods: Fifty-nine aminoglycoside resis-
tant gram- negative bacteria isolated from the clinical
samples at the Bacteriology Laboratory of Ege University
Faculty of Medicine Department of Medical Microbiology,
were included in the study. Amikacin resistance was deter-
mined by the disc diffusion method. Amikacin minimum
inhibitory concentration (MIC) values for the isolates were
determined by the microdilution method. The 16S rRNA
methylase genes were investigated by a conventional PCR
method in isolates that had high amikacin MIC values
(MIC=128 mg/L).

Results: High amikacin MIC values were found in 37 iso-
lates. However, the genes (ArmA, rmtA, rmtB) most frequ-
ently related to the high level aminoglycoside resistance
were not detected in these isolates.

Conclusion: It was concluded that the aminoglycoside
resistance in these gram negative organisms was either due
to the presence of different methylase genes or other resis-
tance mechanisms. The similar studies which will be carri-
ed out in our country will be of great importance on behalf
of monitorization of aminoglycoside resistance caused by
methyltransferases and prevention of spread of the genes
encoding these enzymes.

Key words: Gram negative bacteria, plasmid- mediated
methylase genes, high level aminoglycoside resistance
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GIRIS

Aminoglikozitler bakteri ribozomunun 308 alt iinite-
sinin 16S rRNA bolgesine baglanip protein sentezini
inhibe ederek bakterisidal etki gosteren ve genellikle
beta-laktam antibiyotiklerle kombine edilerek gram
pozitif ve ozellikle gram negatif patojenlerin yol acti-
81 enfeksiyonlarin tedavisinde tercih edilen 6nemli
bir antibiyotik grubudur “~*. Bu etkiye kars1 bakteri-
ler, dig membran gecirgenliginde azalma, aktif efliiks,
ribozomal proteinlerde amino asit yer degisimi ve
ilacin enzimatik modifikasyonu gibi diren¢ mekaniz-
malart gelistirmislerdir ®®. Gram negatif klinik izo-
latlarda 16S rRNA’nin metilasyonu sonucu kazanilan
yiiksek diizey aminoglikozit direncine ise 2003 y1ilin-
dan itibaren rastlanmaya baglanmistir. Aktinomiset-
lerde aminoglikozitlere kars1 dogal direngten sorumlu
olan enzimlere benzeyen ve armA, rmtA, rmtB, rmtC,
rmtD, rmtE, npmA genleriyle kodlanan enzimler ara-
ciligiyla, 16S rRNA’nin A bolgesinin modifikasyonu,
arbekasin dahil hemen hemen tiim aminoglikozitlere
kars1 direng gelisimine neden olmaktadir ®>. Bunlar
arasindan, ilk olarak 1997 yilinda Pseudomonas
aeruginosa klinik izolatinda tespit edilen armA geni,
cogul antimikrobik direngten sorumlu cesitli genler
iceren tip 1 integronlarin bulundugu genis plazmidler
iizerinde taginmakta ve cesitli tiirler arasinda genis
bir yayilim gostermektedir. Amikasine direngli izo-
latlarin ¢ogunun cesitli antibiyotiklere karsi da
direncli oldugu ve yiiksek minimum inhibitoér kon-
santrasyon (MIK) diizeyleri gosterdigi, ayrica 16S
rRNA metilaz enzimlerini kodlayan armA ve benzeri
genler tasidigi gesitli caligmalarda belirtilmigtir ©.
Sorumlu genler genellikle transfer olabilen plazmid-
ler igindeki transpozonlar iizerinde tagindigindan,
16S rRNA metilazlardan kaynaklanan aminoglikozit
direnci, Enterobactericeae ailesi liyeleri ile P. aerugi-
nosa ve Acinetobacter tiirleri gibi nonfermentatif
bakteriler arasinda diinya capinda hizla yayilmakta-
dir . Ayrica metilaz genleri genellikle blaTEM,
blaCTX-M, blaSHV, blaOXA ve gnr gibi diger direng
determinantlari ile birlikte bulundugundan, aminogli-
kozitlere direngli olan bazi1 bakterilerin aynit zamanda
florokinolonlar ve beta-laktamlara da direngli oldugu
cesitli aragtirmalarda gosterilmistir 7%, ArmA
(Enterobacteriaceae, Acinetobacter tiirleri) ve rmtB
(Enterobacteriaceae) en yaygin olan olup, daha ¢ok
Asya ve Avrupa’da tespit edilen metilaz genleridir.
rmtA ve rmtC yalnizca Japonya’da (P. aeruginosa ve

Proteus mirabilis), rmtD Brezilya’da (P. aeruginosa),
npmA ise Japonya’da (Escherichia coli) saptanmistir
(-9 Son olarak rmtE hayvansal bir kaynaktan izole
edilen E. coli’de goriilmiistiir ©.

Ege Bolgesinde, Manisa ilinden izole edilen klinik
izolatlarda yaptigimiz bir arastirmada armA, rmtA ve
rmtB genlerine rastlanmamustir . Ulkemizde yal-
nizca 2010 yilinda yayimlanan bir makalede Kocaeli
ilinden izole edilen bir Klebsiella pneumoniae koke-
ninde rmzB genine rastlandigi bildirilmigtir V.

Bu calismada da, gram negatif klinik izolatlarda 16s
rRNA metilazlardan kaynaklanan plazmid aracili
yiiksek diizey aminoglikozit direncinin arastirilmasi
amaclanmigtir.

GEREC ve YONTEM

Suslar: Ege Universitesi Tip Fakiiltesi T1ibbi Mikrobi-
yoloji Anabilim Dali Bakteriyoloji Laboratuvari’nda
Aralik 2008-Subat 2009 tarihleri arasinda cesitli klinik
orneklerden izole edilen ve disk difiizyon yontemi ile
amikasin direnci saptanan 59 gram negatif izolat ¢alig-
ma kapsamina alindi. Suglarin dagilimi Tablo 1’de
goriilmektedir. Suslar, caligma baglayincaya kadar
%10 gliserinli buyyonda -80°C’de saklandi.

Etken Madde: Amikasin etken maddesi Eczacibagi
Ilag San.’den (Istanbul, Tiirkiye) saglandi. Antibiyotik
stok soliisyonu 1024 mg/L konsantrasyonda hazirla-
narak kullanilincaya kadar -20°C’de korundu.

Suslarm Antibiyotik Duyarhliklarinin Belirlen-
mesi: Suslarin amikasin duyarliliklari mikrodiliisyon
yontemi kullanilarak Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) onerileri dogrultusunda
belirlendi . Duyarlilik testi i¢in U tabanli 96 kuyu-
cuklu mikrodiliisyon plaklar1 kullanildi. Amikasin
stok cozeltisinden Mueller-Hinton Broth besiyeri
kullanilarak, antibiyotigin son konsantrasyon araligi
0.,5-256 mg/L olacak sekilde sulandirimi yapildi. Son
inokiilum konsantrasyonu 5x10° koloni/mL olacak
sekilde hazirlanan bakteri siispansiyonlarindan kuyu-
cuklara 50uL eklendikten sonra plaklar 35°C’de
16-20 saat inkiibe edildi. Kontrol kokeni olarak E. coli
ATCC 25922 kullanildi. Testlerde gerekli iireme ve
besiyeri kontrollerine yer verildi. Inkiibasyon sonun-
da tireme goriilmeyen en diisiik antibiyotik konsantras-
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Tablo 1. Amikasin direncli 59 gram negatif susun dagilimi.

Bakteri Ornek sayisi %

Pseudomonas aeruginosa 28 47,5
Acinetobacter baumannii 27 45.8
Sphingomonas paucimobilis 1 1,7
Proteus mirabilis 2 34
Escherichia coli 1 1,7

yonu MIK degeri olarak kabul edildi. Amikasin MIK
degeri 128 mg/L ve iizeri bulunan izolatlar armA, rmtA
ve rmtB genlerinin aragtirilmasi amactyla secildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR): Secilen bak-
terilerden kaynatma yontemiyle DNA ekstraksiyonu
yapildiktan sonra 16S rRNA metilaz genleri (armA,
rmtA ve rmtB) uygun primer setleri (Tablo 2) kullani-
larak PZR ile arastirildi. Yan ve ark. (¥ tarafindan
saglanan armA ve rmtB pozitif Klebsiella pneumoniae
kokenleri, armA ve rmtB genleri i¢in pozitif kontrol
olarak kullanildi.

PZR, 1s1 dongii cihazinda (Techne, Barloworld
Scientific Ltd., Ingiltere) (94°C’de 5dk 6n denatiiras-
yonu takiben, 35 dongii olacak sekilde 94°C’de 60sn
denatiirasyon, 50°C’de 60sn birlesme, 72°C’de 2dk
uzama ve ardindan da 72°C’de 7dk son uzatma) ger-
ceklestirildi. PZR iirtinleri agaroz jelde elektroforez
ile yiiriitiildii. Ultraviyole transilliiminatérde 280-340
nm dalga boyunda bant biiyiikliikleri marker ile kar-
silastirilarak degerlendirildi.

BULGULAR

Calisma kapsamina alinan 59 gram negatif klinik
izolatin amikasin MIK sonuglari degerlendirildi. Elli
dokuz susun 37’sinde amikasin MIK degeri >128
mg/L olarak saptandi. Kontrol sug olarak kullanilan
E. coli ATCC 25922’nin amikasin MIK degeri kabul
edilir smirlar igindeydi (0,5-4 mg/L). Amikasin MIK
degeri =128 mg/L saptanan izolatlar ve armA, rmtB
pozitif kontrol kokenlerin DNA ekstraktlar1 kullani-
larak PZR yapildi. Amikasin MIK degeri =128 mg/L
olarak saptanan izolatlarda armA, rmtA, rmtB gen
bolgelerinin higbirine rastlanmazken, pozitif kontrol
olarak kullanilan susda beklenen uzunluklarda ampli-
fikasyon {irtinleri (armA igin 774-bp, rmtB igin 769-
bp) elde edildi.
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Tablo 2. Polimeraz zincir tepkimesinde kullanilan primer set-
leri.

Primer Dizi (5°— 3’) Uriin uzunlugu
armA F CCGAAATGACAGTTCCTATC

armAR  GAAAATGAGTGCCTTGGAGG 774-bp
rmtA F CTAGCGTCCATCCTTTCCTC

rmtA R TTTGCTTCCATGCCCTTGCC 635-bp
rmtB F ATGAACATCAACGATGCCCT

rmtB R CCTTCTGATTGGCTTATCCA 769-bp
TARTISMA

Aminoglikozitler, gram negatif basillerin yer aldig:
enfeksiyonlarin tedavisinde en sik kullanilan genig
spektrumlu antibiyotiklerdendir. Polikatyonik 6zel-
likteki bu antibiyotikler, pozitif yiikleri nedeniyle
negatif yiiklii niikleik asitlerle etkilesime girer ve
ozellikle prokaryotik rRNA’nin spesifik olarak belli
bolgelerine yiiksek afinite gosterirler. Son yillarda,
Enterobacteriaceae ve non-fermentatif gram negatif
basillerde plazmidle kodlanan pek cok 16S rRNA
metilazin bu grup antibiyotiklere yiiksek seviyede
direng gelisimine neden oldugu belirtilmektedir 319,
Plazmid aracili 16S rRNA metilaz genlerinin 2003
yilinda kesfinden sonra, bu genlerle ilgili epidemiyo-
lojik arastirmalar farkli tilkelerde ve cesitli bolgeler-
de yapilmaya baglanmigtir ©.

Japonya’da 2004 yilinda calismaya alinan 1113
P. aeruginosa izolatindan rmtA geni saptanan doku-
zunun amikasine oldukga direngli (MIK>1024) oldu-
gu tespit edilmistir 9. Japonya’da yapilan diger bir
calismada, hastanelerden izole edilen 2877 gram
negatif bakteride yarisentetik bir aminoglikozit olan
arbekasine karg1 yiiksek diizey diren¢ (MIK>512
mg/L) gosteren izolatlarin biri (Acinetobacter
MIK=1024 mg/L) hari¢ digerlerinin hepsinde rmtA,
rmtB ve/veya armA genleri saptanmigtir 17,

Kuzey Amerika, Latin Amerika ve Avrupa’dan izole
edilen 407 gram negatif bakteri arasindan, amikasin
direngli (MIK>128 ug/L) 22 izolat metiltransferazlar
bakimindan incelemis ve 21’inde armA (% 40)9),
rmtB (% 36.,4) ve rmtD (% 18,4) genleri saptanmustir.
Calismaya alinan suglarin hicbiri Asya orjinli olmadi-
gindan genellikle Japonya’da izole edilen rmtA, rmtC
ve npmA genlerine rastlanmamuistir. Fransa’da izole
edilmis olan armA pozitif K. pneumoniae harig, diger
20 kokenin daha 6nce bu genlere rastlanmamig bol-
gelerden izole edildigi goriilmektedir @.
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Yan ve ark. "® yaptigi ¢aligma, 81 amikasin direncli
izolattan, oldukg¢a yiiksek MIK degeri (>256 mg/L)
gosteren 14 E. coli’nin 12°sinde ve 21 K. pneumo-
niae’nin 16’sinda armA, iki E. coli ve bes K. pneu-
moniae’da ise rmtB varlig1 saptanmustir. Arastiricilar
sonuglarin, 16S rRNA metilazlarin Tayvan’daki insan
patojenlerinde yiiksek aminoglikozit direncinden
sorumlu oldugunu belirten ilk rapor oldugunu ve
armA’nin rmtB’ye gore E. coli ve K. pneumoniae
izolatlarinda daha yaygin bulundugunu bildirmisler-
dir. Boegarts ve ark. ¥ Belcika’da yaptiklari calig-
mada gentamisin, tobramisin ve amikasine direngli
22 izolattan armA geni saptanan 18’inin bu antibiyo-
tiklere yiiksek oranda direngli (MIK>512 mg/L)
oldugunu tespit etmistir. Bu 18 izolatta ve amikasine
diisiik oranda direncli (MIK=8mg/L) yalnizca bir E.
coli’de armA ve diger bir E. coli izolatinda ise rmtB
varligimi gostermislerdir. Arastiricilar, armA’nin
rmtB’ye gore daha yaygin bulunmasinin, armA geni-
nin CTX-M-3 genleri ile ayn1 konjugatif plazmidlerde
bulunmasi ve fonksiyonel transpozon Tn1548’de loka-
lize olmasi ile aciklanabilecegini belirtmiglerdir 9.

Tiirkiye’de 2010 yilinda yapilan bir ¢calismada, ami-
noglikozit direncli ve ESBL iireten Enterobacteria-
ceae klinik izolatlarinda metil transferaz kodlayan
gen (rmtB-K. pneumoniae) diisiik oranda (%0.7) sap-
tanmigtir ‘Y. Ayni calisma rmtB ve gepA effluks
determinantinin bla-CTX-M-14 geni ile beraber tek
bir plazmid iizerinde tagindigimi gosteren ilk rapor-
dur. Ege bolgesinde, Manisa ilinden izole edilen 112
gram negatif klinik izolatta yaptigimiz arastirmada
armA, rmtA ve rmtB genleri saptanmamigtir 9. Bu
calismada da amikasin MIK =128 mg/L olan 37 izo-
latta armA, rmtA ve rmtB genleri arastirilmig, ancak
hicbirine rastlanmamigstir. Bu durumda, suglardaki
aminoglikozit direnci, antibiyotikleri modifiye eden
enzimlerden kaynaklandigi i¢in 16S rRNA metilaz
genleri tespit edilememis olabilir. Ayrica aminogliko-
zit direncli kokenleri secerken yalnizca amikasin
direncinin dikkate alinmasi da neden olarak gdsteri-
lebilir.

2010 yilinda Cin’de yapilan bir ¢alismada amikasin
ve gentamisine direngli 217 gram-negatif klinik izo-
latin 198’inde amikasin MIK degerleri =512 mg/L
olarak bulunmugtur. Bu kokenlerin 193’iinde armA
(%67.2) ve rmtB (%30.3) varlig1 saptanmistir.
Amikasin MIK degerleri <256 mg/L olan 19 izolatta

ise bu genlere rastlanmamistir. Arastirmacilar,
yiiksek-diizey aminoglikozit direnci olan 104 Ente-
robacteriaceae kokeninin hepsinde, 94 non-fermen-
tatif organizmanin ise %95’inde armA ve/veya rmtB
genlerini saptamislar, diger 16S rRNA metilaz genle-
rine (rmtA, rmtC, rmtD veya npmA) rastlamamuglar-
dir. P. aeruginosa kokenlerinin dort tanesi ve bir
A. baumannii kokeni aminoglikozitlere oldukca
direngli bulunmugsa da bilinen metilaz genleri baki-
mindan incelendiginde negatif sonuclar elde edilmis-
tir. Ayrica 16S rRNA metilaz iceren kokenlerin sefa-
losporinlere, karbapenemlere ve kinolonlara da yiik-
sek oranda direng gosterdigini bildirmislerdir ©.

Aminoglikozit direncinin Enterobacteriacae tiyeleri
arasinda hizli ve global bir sekilde yayildig1 cesitli
aragtirmalarda acikca goriilmektedir @19, Yamane
ve ark. 9 tarafindan yapilan ¢alismada, pulsed-field
gel elektroforez profilleri degerlendirilerek direngli
izolatlarin DNA baz dizilimlerinin birbirlerinden
farkli oldugu agike¢a goriilmiis ve genetik olarak fark-
I1 izolatlar arasindaki diren¢ yayiliminin plazmidler
ve transpozonlar gibi hareketli DNA parcaciklar
aracilifiyla gerceklestigi belirtilmistir. Benzer olarak,
Zhou ve ark. @ Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus-PZR ile yapilan tiplendirme sonucu belir-
lenen gruplar ve aminoglikozit direnci arasinda bir
iligkiye rastlamamuslar, dolayisiyla armA ve rmtB
direncinin horizontal olarak yayilmakta oldugunu
ileri siirmiiglerdir.

Sonug olarak, artan diren¢ oranlarna ragmen, ami-
noglikozitler ve aminoglikozitlerin diger antibiyotik-
lerle olan kombinasyonlar1 antimikrobiyal tedavide
hala 6nemini korumaktadir. Son yillarda 6nem kaza-
nan metiltransferazlardan kaynaklanan diren¢ meka-
nizmast bugiine kadar tilkemizde yalnizca bir izolatta
saptanmustir. Ancak, diinya capindaki yayilimi deger-
lendirildiginde, aminoglikozitlere yiiksek diizey
diren¢ gelisimine neden olan plazmid aracili 16S
rRNA metilaz genlerinin {ilkemizdeki varliginin
izlenmesi ve bu mekanizmanin saptanmasi durumun-
da yayilimmin engellenmesi ic¢in ciddi onlemlere
bagvurulmasi gerekmektedir.
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