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o0z
Giris: Karbapenemaz tireten Klebsiella pneumoniae, son yillarda nozokomiyal infeksiyonlarin énde gelen nedenlerinden biri haline
gelmis ve aminoglikozit grubu antibiyotikler genis antimikrobiyal spektrumlari, hizli bakterisidal etkileri ve diger antimikrobiyallerle
sinerjistik etkilesimleri nedeniyle bu infeksiyonlarin tedavisinde énem kazanmstir. Ancak bu antimikrobiyallerin agsiri kullanimi direng
problemini de beraberinde getirmistir. Calismamizda, 2014 yilinda izole edilen 32 ve 2015 yilinda izole edilen 35 karbapenem direncli
K. pneumoniae izolatinda 16S ribozomal RNA metil transferazlardan (16S rRNA Mtaz) kaynaklanan plazmid aracili yiiksek diizey
aminoglikozit direncinin arastirilmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metod: Ardisik olarak izole edilmis 2014 yilina ait 32 ve 2015 yilina ait 35 izolat olmak iizere toplam 67 adet karbapenem
direncli K. pneumoniae izolati calismaya alind. identifikasyon ve antimikrobiyal duyarlilik BD Phoenix otomatize sistem ile calisildi. Bunun
yaninda aminoglikozit (amikasin ve gentamisin) duyarliliklar disk difiizyon yéntemi ile tekrar edildi. izolatlarin karbapenemaz ve 165
rRNA Mtaz gen pozitifligi in-house polimeraz zincir tepkimesi (PZT) ile belirlendi.

Bulgular: Otuz iki adet 2014 yili izolatinin tamaminda bla ... geni saptanirken, 2015 yili izolatlanimin alti tanesinde blay,,, 10
tanesinde bla s geni tek basina pozitif olarak bulunmustur. blay . 4o blayp,, birlikte pozitifligi 19 izolatta gézlenmistir. 2014 yil
izolatlarinin tiimiinde armA negatif bulunmus iken 2015 yilindaki izolatlarin 28 tanesinde armA pozitifligi gortilmistiir. Tek basina
blay,, geni pozitif bulunan izolatlarin timinde armA pozitifligi saptanirken, tek basina blay , , pozitifligi olan bes izolatta armA
pozitif bulunmustur. armA pozitifligi saptanan 17 izolat ise blay 4 45, blayp,, birlikte pozitif olan izolatlardir. ArmA pozitif izolatlarin
dért tanesinde otomatize cihaz ile amikasine duyarlilik saptanmustir. Disk diftizyon yontemi ile izolatlarin amikasin direncli olduklari
bulunmustur.

Sonug: Hastanemizde yatan hastalardan izole edilmis olan karbapenem direncli K. pneumoniae izolatlarindan, 2014 yili izolatlarinda
16S rRNA Mtaz genleri saptanmazken, takip eden bir sonraki yil armA pozitiflikleri ortaya cikmistir. blayp,, , pozitif izolatlarin ortaya
cikmasiyla armA pozitifliklerinin saptanmaya baslamasi, aradaki pozitif korelasyonu géstermektedir. Ek olarak ¢calismamizda 28 izolatta
saptamis oldugumuz armA tipi 16S rRNA Mtaz gen pozitifligi, tilkemizden daha 6nce bildirilmemis oldugu icin olduk¢a anlamlidir.

Anahtar Kelimeler: 16S ribozomal RNA metil transferaz; Yiiksek diizey aminoglikozit direnci; Klebsiella pneumoniae; armA
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Plazmid Aracili Aminoglikozit Direnci

ABSTRACT

Investigation of Plasmid-mediated High-level Aminoglycoside Resistance in
Carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae Isolates

Reyhan YiS!, Ayse Nur SARI KAYGISIZZ, Zeynep GULAY?

! Clinic of Microbiology and Clinical Microbiology, Izmir Bozyaka Training and Research Hospital, izmir, Turkey
2 Department of Medical Microbiology, Faculty of Medicine, University of Ege, izmir, Turkey

Introduction: Carbapenemase-producing Klebsiella pneumoniae has become a leading cause of nosocomial infections in recent years,
and aminoglycoside antibiotics have gained importance in the treatment of these infections due to their broad antimicrobial spectra,
rapid bactericidal effects, and synergistic interactions with other antimicrobials. However, the excessive use of aminoglycosides has led
to resistance. The aim of this study was to investigate plasmid-mediated, high-level resistance to aminoglycosides associated with 165
ribosomal RNA methyitransferases (16S-RMTase) in carbapenem-resistant K. pneumoniae isolates.

Materials and Methods: The study included 67 consecutively isolated carbapenem-resistant K. pneumoniae isolates obtained in 2014
(n=32) and 2015 (n= 35). Identification and antimicrobial susceptibility testing were performed using a BD Phoenix automated sys-
tem. Aminoglycoside (amikacin and gentamicin) susceptibility tests were also repeated by disk diffusion method. In-house polymerase
chain reaction (PCR) was performed to detect genes for carbapenemase resistance and 16S-RMTase in the isolates.

Results: The bla,y, ¢ gene was detected in all 32 isolates obtained in 2014. Of the isolates from 2015, 10 were positive for blagy, 4¢
and 6 were positive for blay,, . Positivity for both blayy, ,o and blayy,,, was observed in 19 isolates. All of the isolates from 2014
were negative for armA while 28 of the isolates from 2015 were positive for armA. Positivity for armA was observed in all isolates that
carried the blay,,, gene alone versus 5 of the isolates that carried blayy, .o alone. Seventeen of the armA-positive isolates carried
both bla,y, 4 and blay,,,. Four of the armA-positive isolates were sensitive to amikacin in the automated analyzer, but were found
to be amikacin-resistant in disk diffusion test.

Conclusion: Although 16S-RMTase genes were not detected in any of the carbapenem-resistant K. pneumoniae isolates obtained from
inpatients in our hospital in 2014, armA positivity emerged the following year. The coincident appearance of armA and blayp,, -positive
isolates indicates a positive correlation. Our findings are significant since armA-type 16S-RMTase gene positivity, detected in 28 isolates
in this study, has not been reported previously in Turkey.

Key Words: 165 ribosomal RNA methyltransferases; High-level aminoglycoside resistance; Klebsiella pneumoniae; armA

GIRiS

Protein sentez inhibitorii olan ve 30S ribozomal
alt tinitesine baglanarak etki gosteren aminoglikozit
grubu antibiyotikler, genis spektrumlu ve oldukca
etkili antibiyotiklerdir. Gram-negatif bakteriyel in-
feksiyonlarin tedavisinde genellikle B-laktam ajanlar
ile birlikte kullanibrlar. Bu ajanlar, bakteri 30S
ribozomal alt birimlerinin 16S rRNA’sinin  yiiksek
oranda korunan bir bolgesine baglanarak, protein
sentezinin inhibisyonu yoluyla bakteriyel cliime ne-
den olmaktadirlar!ll.

Karbapenemaz iireten Kilebsiella pneumoniae
son yillarda hastane infeksiyonlarina neden olan
etkenler arasinda ilk siralarda yer almaya basla-
mustir. Ozellikle genis antimikrobival spektrumlari,
hizli bakterisidal etkileri ve diger antimikrobiyallerle
sinerjistik etki gostermeleri, bu infeksiyonlarin te-
davisinde aminoglikozit grubu antibiyotikleri daha

onemli bir yere tasimistir. Bununla birlikte bu anti-
mikrobiyallerin asirt kullanimi direnc problemini de
beraberinde getirmistirl 12!,

flacin enzimatik modifikasyonu, ribozomal hede-
fin modifikasyonu ve dis membran gecirgenliginin
degismesi, ic membrana transportun azalmasi veya
aktif disa atim pompalari yoluyla azalmis hiicre
ici antibiyotik birikimi aminoglikozitlere karsi di-
renc mekanizmalari olup, aminoglikozit modifiye
edici enzimlerin {iretimi [aminoglikozit fosfotrans-
ferazlar (AFT), aminoglikozit niikleotidiltransferazlar
(ANT) veya aminoglikosit asetil transferazlar (AAC)]
gram-negatif bakterilerde bildirilen en yaygin meka-
nizmadir®l. Kiiresel olarak son on yilda, aminogli-
kozitlerin cogunda yiiksek diizey dirence yol acan
farkli bir aminoglikozit diren¢ mekanizmasi ortaya
c1km1st1r[4]. Ekzojen olarak kazanilmis 16S ribo-
zomal RNA metil transferazlar (16S rRNA MTaz)
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aminoglikozitlere karsi yiiksek diizey direncin en
sik mekanizmast olarak onem kazanmustirll. Kaza-
nilan ik 16S rRNA MTaz genleri olan armA ve
rmtA, 2003 yilnda swraswla K. pneumoniae ve
Pseudomonas aeruginosa'da saptanmis olup, armA
Avrupa'daki en vaygin metilazdir®©l.

16S rRNA Mtaz'lar Klinik olarak tiim aminogli-
kozitlere (MIC > 256 mg/L) karsi yiiksek diizeyde
dirence yol acmaktadirlar ve bunlan kodlayan gen-
ler tipik olarak genislemis spektrumlu beta-lakta-
mazlar (GSBL'ler), karbapenemazlar ve florokinolon
icin direnc belirleyicileri ile birlikte plazmidler {ize-
rinde bulunmaktadirl”. Bu durum potansivel olarak,
coklu ilaca direncli (CID) gram-negatif infeksiyonlar
tedavi etmek icin kullanilan cok sayida antimikro-

biyal simfini etkisiz kilmaktadir®!.

Ozellikle karbapenem direncli Enterobacteralese
karst kullanim amaciyla gelistirilen ve 2018 yilinda
FDA tarafindan onaylanan yeni bir aminoglikozit
ajan olan plazomisin, 16S rRNA Mtaz iireten izo-
latlara karsi etki gostermemektedir®. NDM ve 16S
rRNA Mtaz iireten izolatlarda bu durum ozellikle
onem kazanmaktadir.

Calismamizda, 2014 yilinda izole edilen 32 ve
2016 yilinda izole edilen 35 karbapenem direncli
K. pneumoniae izolatinda 16S rRNA MTaz'dan
kaynaklanan plazmid aracili yiiksek diizey aminog-
likozit direncinin arastirilmasi amaclanmustir.

MATERYAL ve METOD

izolatlar: Ardisik olarak izole edilmis 2014
yilina ait 32 ve 2015 yilina ait 35 izolat olmak
lizere toplam 67 adet karbapenem direncli K.
pneumoniae izolati calismaya alindi.

Bakteri identifikasyon ve antibiyotik du-
varhhk calismas: Identifikasyon ve antimikrobiyal
duyarhlik BD Phoenix (BD Diagnostic Systems,
Sparks, MD) otomatize sistem ile calisildi. Bunun
vaninda aminoglikozit (amikasin ve gentamisin) du-
varhliklar disk diflizgon yontemi ile tekrar edildi.

Disk difiizyon calismas:: Izolatlarin aminog-
likozit duyarlihklarimin = belirlenmesi amaciyla 0.5
McFarland bulanikhginda hazirlanan bakteri siis-
pansiyonun steril ekiivyon ile Mueller-Hinton agar
(MHA) plaklarina ekimi yapilmis, Amikasin (AK)
(30 pg) (Bioanalyse, Tiirkiye) ve Gentamisin (GN)
(10 pg) (Bioanalyse, Tiirkiye) diskleri yerlestirilmistir.
“Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)”

kriterlerine gore; 20-24 saat 35°C’de inkiibe edilen
MHA besiyerinde aminoglikozit disklerinden inhibis-
yon zon caplan sirasyla < 14 mm ve <12 mm
olarak olciilenler direncli olarak de@erlendirildilg].
BD Phoenix (BD Diagnostic Systems, Sparks, MD)
otomatize sistem ile GSBL porzitifligi ve karbape-
nem direnci saptanan izolatlarda; kombine disk
yontemi ile GSBL porzitifligi, karbapenemaz inakti-
vasyon metodu (CIM) ile karbapenemaz pozitifligi
dogrulandlllol. Kalite kontrol susu olarak E. coli
ATCC 29522 kullaruld.

Polimeraz Zincir Tepkimesi (PZT): izolat-
larin  karbapenemaz (blaOXA—48’ blaypyy,  blapyp
blagpe, blayy, ve blageg) ve 16S rRNA Mtaz
(armA, rmfB, rmiC) gen porzitifligi in-house PZT ile
belirlendi. Izolatlarn 24 saatlik saf kiiltiirlerinden
kaynatma yontemiyle elde edilen DNA'larinda, Tab-
lo 1'de belirtilen onciiller kullamlarak ilgili gen
bolgeleri arastirildi 1116,

BULGULAR

[zolatlarin saptandigi 6rnek tipleri ve izole edi-
len servise gore dagihm Tablo 2’de yer almaktadir.

izolatlarin antibiyotik duyarhlik sonugla-
ri: Calismaya alinan 2014 wyilina ait 32 izolatin
29unda, 2015 wyilina ait 35 izolatin tiimiinde
GSBL poritifligi saptanmustir. Identifikasyon ve an-
timikrobiyal duyarlilik c¢ahsmalarnin yapildigi BD
Phoenix otomatize sistem ile 2014 izolatlarinda iki
izolat AK, 14 izolat GN direncli olarak saptanmus;
ayni izolatlar disk difiizyon ile calsildiginda yine iki
izolat AK, 12 izolat GN direncli olarak bulunmus-
tur. 2015 izolatlarinda ise BD Phoenix otomatize
sistem ile 26 izolat AK, 31 izolat GN direncli
olarak saptanmus; disk difiizyon ile 27 izolatin AK,
31 izolatin ise GN direncli oldugu gozlenmistir
(Tablo 3). Disk difiizyon ile AK direncli saptanan
tim izolatlarda cift inhibisyon zonu saptanmustir.
izolatlarin zon icinden koloniler ahnarak tekrar ca-
lisildiginda cift inhibisyon zonu goriilmeye devam
etmistir (Sekil 1). Tim izolatlarn GSBL, karba-
penem ve siprofloksasin duyarhhk sonuclari Tablo
4’te goriilmektedir.

PZT sonuclari: 32 adet 2014 izolatimin ta-
maminda blagyagg geni saptanirken, 2015 yih
izolatlarinin  alt1 tanesinde blaypy, 10 tanesinde
blagyagg geni tek basina porzitif olarak bulunmus-
tur. blagya.ag: blaypy birlikte pozitifligi 19 izolatta
gozlenmistir.
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Plazmid Aracili Aminoglikozit Direnci

Tablo 1. izolatlarin karbapenemaz ve 16S rRNA metilaz gen pozitifliginin belirlenmesinde kullanilan

onciiller, iiriin biiyikliikleri ve PZR reaksiyon sartlari
Primer Dizisi

Uriin Biiyiikligii  Reaksiyon Sartlari

NDM-1-F: 5’- CAA TAT TAT GCA CCC GGT CG-3’ 826 bp (10) 94°C—5 dk, 6n denatiirasyon -
NDM-1-R: 5’- ATC ATG CTG GCC TTG GGG AA-3’ 94°C—1 dk, denatiirasyon
54°C—1 dk, birlesme +30 dongu
72°C—1.5 dk, uzama
72°C—10 dk, son uzama J
OXA-48A: 5'-TTG GTG GCA TCG ATT ATC GG-3’ 438 bp (11)
OXA-48B: 5'-GAG CAC TTC TTT TGT GAT GGC-3'
IMP-A: 5'-GAA GGY GTT TAT GTT CAT AC-3’ 586 bp (12) cMe o el am elErgilEnEn
IMP-B: 5’-GTA MGT TTC AAG AGT GAT GC-3' 94°C—1 dk, denattirasyon
53°C—1 dk, birlesme - 30 dong
VIM-A: 5’-GTT TGG TCG CAT ATC GCA AC-3’ 388 bp (12) 72°C—1.5 dk. uzama
VIM-B: 5- TCG GTC GAA TGC GCA GCA CC-3' 72°C—10 dk, son uzama |
KPC-F: 5'-TGTCACTGTATCGCCGTC-3’ 331 bp (13)
KPC-R: 5/-TATTTTTCCGAGATGGGTGAC-3’
GES-1A: 5’-ATGCGCTTCATTCACGCAC-3’ 864 bp (14) 94°C—5 dk, 6n denatiirasyon -
GES-1B: 5'CTATTTGTCCGTGCTCAGG-3’ 94°C—1 dk, denatiirasyon
55°C—1 dk, birlesme >30 dongt
72°C—1.5 dk, uzama
72°C—10 dk, son uzama J
* ARM-A-F: ATTCTGCCTATCCTAATTGG 315 bp (15)
ARM-A-R: ACCTATACTTTATCGTCGTC 94°C—5 dk, 6n denatiirasyon
* RMT-B-F: GCTTTCTGCGGGCGATGTAA 173 bp (15) z‘s‘ogfjg :: sierl’;atm”;asy ol 30 déna
RMT-B-R: ATGCAATGCCGCGCTCGTAT . » DIrles gu
72°C—50 sn, uzama
* RMT-C-F: CGAAGAAGTAACAGCCAAAG 711 bp (15) 72°C—6 dk, son uzama J

RMT-C-R: ATCCCAACATCTCTCCCACT

2014 wyih izolatlarinin timiinde armA negatif
bulunmus iken 2015 wilindaki izolatlarin 28 tane-
sinde armA pozitifligi goriilmiistiir. armA  pozitif
izolatlarin dort tanesinde otomatize cihaz ile AK'ye
duyarhlik saptanmustir. Tek basina blayp,, geni
pozitif bulunan izolatlarin tiimiinde armA pozitifligi
saptanirken, tek basina blagya 4g pozitifligi olan
bes izolatta armA pozitif bulunmustur. armA po-
zitifligi saptanan 17 izolat ise blagya ag, blanpy
birlikte pozitif olan izolatlardir.

armA pozitifligi saptanan 28 izolatin 23’iinde
AK (MIK: > 16) ve 27’sinde GN'ye (MIK: > 4)
diren¢ saptanmustir. Otomatize cihaz ile AK duyarh
saptanan bes izolatin dordii ve GN duyarl sap-
tanan bir izolat disk difiizyon yontemi ile direncli
olarak bulunmustur. Otomatize sistem ile AK, GN
duyarhhik sonuclar1 kategorik olarak uyumsuz (AK
duyarli, GN direncli) olan 2015 viina ait dort izo-
latin armA pozitif izolatlar oldugu saptanmus, disk
difiizyon ile bu izolatlarin direncli izolatlar oldugu
dogrulanmustir (Tablo 5).

TARTISMA

Hayati tehdit eden infeksiyonlarin tedavisinde
aminoglikozit antibiyotiklerin yaygin olarak kullani-
muyla birlikte, bu antibiyotiklere karsi diren¢ cnem-
li bir Klinik problem olarak karsimiza c¢ikmaya
baslamustir17-18]. Ogzellikle son on yilda Enteroba-
cteralesde aminoglikozit direncinin prevalansinda
degisiklik goze carpmaktadir1?. 16S rRNA Mtaz
genleri tarafindan kodlanan, plazmidlerle tasinan
aminoglikozitlere karsi yiiksek diizey diren¢, 2003
yilindan  beri bildirilmektedir®. 16S rRNA Mtaz
genleri, Enterobacterales, Acinetobacter bauman-
nii ve P. aeruginosa izolatlarinda tim diinyada
gosterilmistir. Bu genler plazmid ve transpozon
gibi mobil genetik elemanlar iizerinde yer alarak,
gram-negatif bakteriler arasinda horizontal gen ak-
tarimi yoluyla yayilabilirler! 16,

16S rRNA Mtaz aracihgyla, 16S rRNATnin
A bolgesinin posttranskripsiyonel metilasyonu, ami-
noglikozitlerin  baglanmasini  azaltarak —arbekasin,
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Tablo 2. izolatlarin saptandigi 6rnek tipleri ve izole edilen servise gore dagiim

Servis Toplam Calisma Yili  Trakeal Aspirat idrar Kateter Kan Yara
BC Servis 2 2014 - 1 = = -
2015 - o - - 1
BCYB 1 2014 - 1 - = -
2015 - = = . -
Dahiliye servis 4 2014 - 1 - - -
2015 - 3 - = -
DYB 5 2014 - = = 2 -
2015 - 1 - 1 -
iH 1 2014 - 5 - - -
2015 - 1 - - -
iH Plk 1 2014 - 1 . - -
2015 - 1 = - -
FTR 1 2014 - - - - -
2015 - 1 - . -
GC Servis 6 2014 - 2 1 - 2
2015 - 1 - - -
GCYB 2 2014 - - = - -
2015 - 1 - 1 -
GYB 14 2014 3 1 1 1 3
2015 - 1 - 2 2
Hematoloji 4 2014 = - - - ;
2015 1 2 - 1 -
LU PIk 3 2014 - 1 = = -
2015 - 2 - - -
Noroloji servisi 6 2014 - 3 - - -
2015 - 3 - - -
NYB 4 2014 - 3 - - -
2015 1 - - . -
Organ nakli plk 2 2014 - 1 - = -
2015 - 1 - - -
Palyatif bakim servisi 3 2014 - - = . -
2015 - 3 - - -
Reanimasyon 6 2014 2 - = 1 -
2015 - 2 - 1 -
Uroloji BTH plk 2 2014 - 1 - - -
2015 - 1 - - ;
Toplam 67 2014 5 16 2 4 5
2015 2 24 - 6

BC: Beyin cerrahi, BCYB: Beyin cerrahi yogun bakim, DYB: Dahiliye yogun bakim, iH: infeksiyon hastaliklari, Plk: Poliklinik, GC: Genel
cerrahi, GCYB: Genel cerrahi yogun bakim, GYB: Genel yogun bakim, LU: Lokal tiroloji, NYB: Noroloji yogun bakim, BTH: Bobrek
tasi hastaliklari.
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Tablo 3. izolatlarin aminoglikozit disk difiizyon ve BD Phoenix ile saptanmis diren¢ durumlari [AK: < 14

mm, GN: <12 mm (9)]

2014 2015
Disk Difiizyon BD Phoenix Disk Difiizyon BD Phoenix
Gentamisin 12 14 31 31
Amikasin 2 2 27 26

et |

Sekil 1. Disk diflizyon ile AK direncli saptanan tim armA pozitif
izolatlarda gozlenen cift inhibisyon zonu.

amikasin, gentamisin ve kanamisin dahil olmak
izere aminoglikozitlere karsi yiiksek diizey dirence
yol acmaktadir’®. Metilaz genleri genellikle blapgy,
blacry vy blagpyys blagy, ve qnr gibi diger direnc
determinantlan ile birlikte bulundugundan, aminogli-
kozitlere direncli olan bazi bakterilerin aym zaman-
da florokinolonlar ve beta-laktamlara da direncli ol-
dugu gb'sterilmistir[&e’]. Cahismamizda da 16S rRNA
Mtaz pozitifliklerinin ortaya ¢iktigi yila ait izolatlarin
timiinde GSBL porzitif oldugu, bir izolat disinda
siprofloksasin direnci gozlendigi dikkat cekmektedir.

Giiniimiizde, tammlanmis olan on 16S rRNA
Mtaz geni (armA, rmtA- rmfH ve npmA) bulun-
makta olup, armA Avrupa’daki en vyaygin meti-
lazdir!3-6], ArmA’yt kodlayan niikleotit sekansinin,
2002'de GenBank’a Polonya'dan girilmis olan

pCTX-M-3  plazmidinin = (GenBank AF550415)
bir parcasi oldugu saptanmustir. armA, genellikle
transpozon (Tnl1548) icinde 57-196 kb arasinda
degisen alanda, cesitli plazmidlerde bulunan armA
geni tarafindan kodlanmaktadir! .

16S rRNA Mtaz'larin asil tehdidi; ozellikle teda-
vi seceneklerinin zaten smirh oldugu CID gram-ne-
gatif bakterilerin etken oldugu infeksiyonlarda kur-
tarma terapisinde kullanilan potansiyel bir tedavi
seceneginin  kaybidir. 16S rRNA Mtaz genleri,
ozellikle karbapenemaz genleri ile birlikte artan
bir sekilde saptanmaktadir. Ozellikle NDM pozi-
tif Enterobacterales izolatlarinda 16S rRNA Mtaz
pozitifliklerine siklikla rastlanmaktadir??. NDM fa-
milyasina ait karbapenemazlar, 16S rRNA Mtaz
genleri ile aym plazmidler iizerindeki birlikte bu-
lunabilecek en yaygin karbapenemaz genleridir[21].
Hindistan’da vyapilan, 117 amikasin direncli K.
pneumonia izolatinin alindigi bir calismada, en
stk olarak armA [n: 79 (%67.52)] 16S rRNA
Mtaz geni saptanmistir. Calisma izolatlarinda en
sik karbapenemaz tipi NDM tipi karbapenemaz (n:
60) iken, 25 izolatta blagypas: vedi izolatta ise
her iki karbapenemaz geni birlikte pozitif olarak
bulunmustur'?2!, irlanda ve Ingiltere’den 2004-2015
yillar1 arasinda izole edilmis 806 Enterobacterales
izolatimn alindigi bir calismada 762 (%94.5) susta
bir veya daha fazla 16S rRNA Mtaz gen pozitifligi
(en sik armA (340/762, %44.6) saptanmstir. Bu
calismada 16S rRNA Mtaz gen pozitifligi saptanan
izolatlarin  %93.4’tinde tek basmna vya da birlikte
blaypy, (%083.1) ve blagyagg (%023.7) geni pozitif
olarak bulunmustur?1.

Calismamizda yer alan ilk doneme ait timii
blagyagg geni pozitif olan izolatlarda armA, rmiB,
rmtC negatif bulunmus iken, ikinci donemde NDM
tipi karbapenemazlarin saptanmaya baslamas: ile
birlkte armA pozitiflikleri ortaya cikmustir. Bu do-
nemde tek basina blaypy geni pozitif  bulunan
izolatlarin tiimiinde armA pozitifligi saptanirken, tek
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Tablo 4. izolatlarin BD Phoenix ile saptanmis GSBL ve antibiyotik direng durumlan

Antibiyotik adi-GSBL

2014 yil direng orani (n/32)

2015 yil direng orani (n/35)

GSBL 29/32 35/35
imipenem 28/32 35/35
Meropenem 25/32 34/35
Ertapenem 31/32 35/35
Siprofloksasin 26/32 34/35
Levofloksasin 24/32 35/35
Amoksisilin-Klavulonik Asit 31/32 35/35
Sefotaksim 29/32 35/35
Seftazidim 28/32 35/35
Sefepim 23/32 33/35
Trimetoprim-Siilfametaksazol 25/32 34/35
Fosfomisin -* 15/24**

* 2014 yilinda otomatize sistemin idrar izolatlari icin antibiyotik duyarlilik panelinde Fosfomisin yer almadig icin oran verilememistir.
** 2015 yihinda otomatize sistemin idrar izolatlari icin antibiyotik duyarlilik paneline Fosfomisin eklenmistir. Sadece idrar izolatlarin-

daki direnc orani verilmistir.

basina blagya 45 pozitifligi olan bes izolatta armA
pozitif bulunmustur. armA pozitifligi saptanan 17
izolat ise blagys ag, blaypy bitlikte pozitif olan
izolatlardir. Cahsmamizda yer alan 2015 wilina ait
35 izolatin 23’linde tek basina veya blagya 4g ile
birlikte blaypy),, pozitifliginin saptanmis olmas: dikkat
cekici bir bulgudur.

2010 yiinda Wu ve arkadaslan?3, GSBL ve
karbapenemaz enzimlerini tasiyan plazmidlerin, 16S
rRNA Mtaz aminoglikozit diren¢ genleri tasidigini,
bes Enterobacter cloacae izolatnda KPC enzimini
kodlayan plazmidteki armA metiltransferaz geni-
ni saptayarak dogrulamislardir. 16S rRNA Mtaz
genleri diisiik prevalansa sahip olmasina ragmen,
gram-negatif basiller arasinda bu plazmidler nede-
niyle kiiresel olarak yayilmaktadir. Tayvan'da, E.
coli ve K. pneumoniae izolatlarinda vitksek AK
direncine sahip izolatlarda rmMB ve daha vyiiksek
prevalas ile armA genleri tanimlanmustir 1. Cin'de
yiiksek diizey AK direnci saptanmis olan Ente-
robacterales izolatlarinda armA ve rmfB, Japon-
va’da rmtA, rmMB, npmA ve armA genleri tespit
edilmistir*24. GSBL ve 16S rRNA Mitaz genleri
arasindaki iliskinin arastinldigi, Suudi Arabistan’da
vapimis bir calismada izolatlarda rmfB, rmtC ve
armA genleri bulunmustur2®. Kuzey Amerika, La-
tin Amerika ve Avrupa’dan AK'ye vyiiksek diizey
direnc gosteren gram-negatif bakteri izolatlarinin

alindigi bir diger arastirmada armA, rmtB ve rmiD
genleri saptanmustir®). Ulkemizde 2010 yilinda ya-
pimis olan ve bes wyilhk bir siirede izole edilen
aminoglikozit direncli 59 Kklinik izolatta 16S rRNA
Mtaz direnci bulunamamustir2®l. 2013 yilinda va-
pilmus bir diger calismada aminoglikozitlere direncli
olan bir K. pneumoniae izolatinda rmfB geni gos-
terilmistir®”]. Cirit ve arkadaslar tarafindan vapilan
ve aminoglikozitlere direncli olarak saptanan 23 K.
pneumoniae izolatmin alindigi bir c¢alismada, bir
izolatta rmtC pozitifligi saptanmustir28l.  Cukurova
Universitesinde yapilan bir baska calismada GSBL
ve karbapenemaz porzitiflikleri saptanan dort K.
pneumoniae izolatinda rmitC porzitifligi gozlenmis-
ir29], Calismamizda 28 izolatta saptamis oldu-
gumuz armA tipi 16S rRNA Mtaz gen pozitifligi
tilkemizde bildirilmemistir.

Calismamizda armA porzitifligi saptanan 28 izo-
latin 25’inde AK'yve ve 26’sinda GN'ye direnc
gozlenmistir. Bunun vaninda otomatize sistem ile
AK, GN duyarhhk sonuclan kategorik olarak uyum-
suz olan 2015 vilina ait dort izolatin armA pozitif
izolatlar oldugu saptanmis, disk diflizyon ile bu
izolatlarin  direncli izolatlar oldugu dogrulanmustir.
2015 yiinda 57 KPC pozitif K. pneumoniae izola-
tiun kullanildigi bir calismada VITEK 2 otomatize
sistem ile dort izolatin GN duyarlihiginda cok bii-
yiik hata saptanmustir. Bu calismadaki dort izola-
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Tablo 5. armA pozitifligi saptanan izolatlarin karbapenemaz geni tasima durumlari, disk difiizyon ve
otomatize sistem ile calisiimig GN ve AK duyarlilik sonuglari

izolat no armA OXA-48 NDM GN MIK DD AK MIK DD
1 +) ) +) R >4 R R >16 R*
2 +) ©) +) R >4 R R >16 R*
3 +) ) (+) R >4 R R >16 R*
4 (+) ) (+) R >4 R R >16 R*
5 +) “) +) R >4 R S <4 R*
6 ) ) +) S <1 R S <4 R*
10 +) +) ©) R >4 R S <4 S
11 +) +) +) R >4 R R >16 R*
12 (+) (+) (+) R >4 R R >16 R*
13 (+) +) +) R >4 R R >16 R*
14 +) +) +) R >4 R S >16 R*
15 (+) (+) (+) R >4 R R >16 R*
16 +) +) (+) R >4 R R >16 R*
18 +) +) ) R >4 R R >16 R*
20 +) +) ) R >4 R S <4 R*
21 (+) (+) ) R >4 R R >16 R*
22 (+) (+) (+) R >4 R R >16 R*
23 (+) +) +) R >4 R R >16 R*
24 (+) +) (+) R >4 R R >16 R*
25 (+) (+) (+) R >4 R R >16 R*
27 +) +) +) R >4 R R >16 R*
28 (+) (+) (+) R >4 R R >16 R*
30 (+) (+) (+) R 2 R R >16 R*
31 (+) +) +) R >4 R R >16 R*
32 (+) (+) +) R >4 R R >16 R*
33 (+) (+) (+) R >4 R R >16 R*
34 +) (+) ) R >4 R R >16 R*
35 +) (+) (+) R >4 RH R >16 R*

* Disk diflizyonda AK'de cift inhibisyon zonu saptanan izolatlar.
tin armA pozitif izolatlar oldugu belirlenmistir[SO].
Jung ve arkadaslant®!! tarafindan vapilan bir diger
cahsmada armA porzitif A. baumanni izolatlarinda
VITEK 2 ile AK duyarlihginda ¢ok biiyiik hatalar
ortaya c¢iktigi ve bu izolatlarda AK duyarhhginin
alternatif bir duyarlilik yontemi ile calisilmasinin
gerekliligi vurgulanmustir. Ko ve arkadaslan®?! tara-
findan yapilan bir diger calismada bir yillik siirede
izole edilen ve VITEK 2 otomatize sistem ile AK
direncli oldugu halde GN duyarh saptanan 12 K.
pneumoniae izolati incelenmis olup, bu izolatla-

rin 11 tanesinde armA pozitif olarak bulunmus
ve bunlarin dokuzunda karbapenemaz genleri ile
birliktelik saptanmistir. Ayni  calismada izolatlarin
GN duyarhhg: sivi mikrodiliisyon yontemi ile tekrar
edildiginde armA pozitifligi olan izolatlarin GN'ye
yiiksek diizey direncli oldugu goriilmiistiir.

Calismamizda yer alan 2015 izolatlaninda BD
Phoenix otomatize sistem ile 26 izolat, disk di-
flizyon ile 27 izolat AK direncli olarak saptanmus,
disk difiizyon ile direncli olarak saptanan izolatlarin
timiinde armA pozitifligi oldugu gozlenmistir. Bu
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27 izolatta hem ilk calismada hem de zon icinden
koloniler alinarak vapilan disk difiizyon calisma-
sinda cift inhibisyon zonu goriilmiistiir (Sekil 1).
Jung ve arkadaslarl[?’l]’nm calismasinda, VITEK 2
ile AK duyarh olarak saptanmis dokuz A. bau-
manni izolatinda disk difiizyon ile cahsildiginda
cift inhibisyon zonu gozlenmis ve bu izolatlarin
armA tasidigi saptanmustir. Arastirmacilar cift inhi-
bisyon zonunun indiiklenen direnc ile iliskili olup
olmadigimi saptamak adina zon icinden direncli
subpopiilasyonlar1 secerek tekrar ettikleri disk difiiz-
yon ile de ayni sonuca ulasmislar ve indiiklenen
direnc mekanizmasini  dislamuslardir. Calismamizda
da zon icinden vapilan disk difiizyon testi ile de
cift inhibisyon zonu elde edilmistir. Mekanizmasim
tam aciklayamamis olsak da, bu veri bize armA
tasiyan izolatlarda AK duyarlihginin disk difiizyon
ile saptandigi durumlarda, c¢ift inhibisyon zonunun
goriilebilecegini ve bu durumun armA pozitifligi icin
uyarict olabilecegini diistindiirmiistiir.

Calismamizda finansal yetersizlikler nedeniyle
swi mikrodiliisyon yontemi kullamlamamis olup, bu
durum calismanin kisithh@ olarak kabul edilebilir.
Bunun yaninda yine aym nedenlerle kinolon direng
genleri, beta-laktamaz genleri ve integron gen Kka-
setlerinin taranmamis olmasi calismanin diger kisit-
liliklandir. Ayni izolatlar ile bu genlerin taranmasi
vapilacak ek bir calismanin konusu olabilir.

Sonu¢ olarak; hastanemizde yatan hastalardan
izole edilmis olan karbapenem direncli K. pneu-
moniae izolatlarinda, 2014 wyili izolatlarinda 16S
rRNA MTaz genleri saptanmazken, takip eden
bir sonraki yil armA pozitiflikleri ortaya ¢ikmistir.
blaypy, pozitif izolatlarn ortaya cikmaswyla armA
porzitifliklerinin saptanmasi, olast bir iliskiyi goste-
riyor olsa da, tek basina blagy, g taswan izolat-
larda da goriilmesi mobil elemanlar araciigiyla ek
direnc kazanmim mekanizmalarini diisiindiirmektedir.
Bunun yaninda iilkemizde blagyssg geni pozitif K.
pneumoniae izolatlarina bagh infeksiyonlarin kom-
binasyon tedavisinde aminoglikozitlerin yaygin kul-
lammina bagh olarak direncin ortaya c¢ikmis olma
ihtimali de olas1 sebeplerden biri olabilir. Otomati-
ze cihazlarin 16S rRNA Mtaz'lardan kaynaklanan
plazmid aracili yiiksek diizey aminoglikozit direncini
saptamadaki problem nedeniyle, kategorik olarak
birbiriyle uyumsuz aminoglikozit duyarhhk sonuclar

alindiginda ek bir duyarhhk yontemi ile dogrulan-
masi onerilebilir. Benzer izolatlar ile calismanin ge-
nisletilmesi ile daha net sonuclara ulasilabilecektir.
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