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Okreslono udzial szczepow opornych na wybrane aminoglikozydy (gentami-
cyna, amikacyna, netylmycyna, tobramycyna i neomycyna) u 2359 izolatéw
paleczek Enterobacteriaceae wyosobnionych z materialu klinicznego od
pacjentek szpitala ginekologiczno-polozniczego i od noworodkéw. Opornosé
na jeden lub wiecej z wymienionych antybiotykow stwierdzono u 45 izolatow
(1,90%), z czego 33 (73,33%) nalezalo do gatunku Escherichia coli. W me-
todzie dyfuzyjno—krazkowej 14 izolatéw (31,11%) wykazywalo wzrost do
krawedzi krazka z gentamicyna (10 pg), w tym 7 izolatéw charakteryzowalo
sie¢ warto$cia MIC w zakresie od 256 do 1024 pg/ml, jednakze u tych izola-
tow nie stwierdzono obecnosci 16S rRNA metylaz ArmA, RmtB lub RrmtC.
Uzyskane wyniki wskazuja na nieznaczny udzial szczepéw opornych na
aminoglikozydy wsréd palteczek Enterobacteriaceae wystepujacych u kobiet
w okresie okoloporodowym i moga swiadczy¢ o znikomym rozprzestrzenieniu
paleczek wytwarzajacych 16S rRNA metylazy w populacji.

Antybiotyki aminoglikozydowe (amonocyklitolowe) stanowia wazng grupg lekow
przeciwbakteryjnych stosowanych samodzielnie badz w terapii skojarzonej w zagrazajacych
zyciu zakazeniach spowodowanych przez tlenowe bakterie Gram-ujemne (19) i niektore bak-
terie Gram-dodatnie (24). Mechanizm dziatania aminoglikozyd6éw polega na zaburzaniu pra-
widlowosci przebiegu procesu biosyntezy biatek w komorkach bakteryjnych poprzez trwate

*  Badania wspotfinansowane ze $srodkow na nauke w latach 2008-2009 w ramach projektu badaw-
czego NN 404 165034
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wigzanie si¢ z podjednostka 30S rybosomu (19, 24). Obecnie wigkszos¢ aminoglikozydow
waznych z klinicznego punktu widzenia nalezy do grupy 4,6-dwupodstawionych 2-deoksy-
streptamin, w ktorej wyr6ézni¢ mozna podgrupe kanamycyny (amikacyna; kanamycyna A,
B, C i tobramycyna) i gentamicyny (gentamicyna B i C; sisomicyna; isepamicyna) oraz do
grupy 4,5-dwupodstawionych 2-deoksystreptamin (neomycyna B, paromomycyna I) (20).

Najczesciej spotykany u bakterii mechanizm opornosci na dziatanie aminoglikozydow
polega na wytwarzaniu enzymow: N-acetylotransferaz (ACC); O-adenylotransferaz (AAD)
i O-fosforotransferaz (APH) zdolnych do kowalencyjnej modyfikacji czasteczki aminogli-
kozydu powodujacej utrate powinowactwa do podjednostki 30S rybosomu (19, 20, 24).
Mechanizm ten warunkuje opornos¢ o waskim spektrum substratowym. Jednakze opisane
zostaly szczepy bakteryjne zdolne do wytwarzania od 2 do 5 r6znych enzymow z powyzszych
grup, co nadawato im oporno$¢ na kilka antybiotykow aminoglikozydowych z ré6znych grup
strukturalnych (6, 15, 22). Inny mechanizm opornosci na antybiotyki aminoglikozydowe
polega na ograniczaniu przenikania antybiotyku do komorki bakteryjnej i ewentualnej jego
kumulacji, prowadzacej do ograniczenia liczby czasteczek antybiotyku zdolnej do wigzania
si¢ z rybosomami (20). Mimo, ze mechanizm ten zapewnia oporno$¢ na szerokie spektrum
amminoglikozydow, to skutecznie chroni on bakterie jedynie przed dzialaniem niskich
stezen antybiotyku, prowadzac do ujawniania si¢ ,,in vitro” $redniej-wrazliwos$ci (20, 22).

Odmienng strategia zapewniajaca bakteriom opornos¢ na dziatanie szerokiego spek-
trum aminoglikozydéw jest modyfikacja struktury podjednostek tworzacych rybosomy,
aw szczegdlnosci rRNA (8) tak, iz podjednostki te tracg powinowactwo do aminoglikozy-
dow (15). Zdolno$¢ potranskrypcyjnej modyfikacji czasteczek 16S rRNA posiadaja, opisane
w ostatnich latach, enzymy z grupy metylaz (metylotransferaz) (10, 25). Wytwarzanie przez
szczepy bakteryjne 16S rRNA metylaz uznawane jest obecnie za istotny i narastajacy problem
terapeutyczny (9, 11). W odréznieniu od wspomnianych wyzej mechanizméw, 16S rRNA
metylazy nadajg bakteriom Gram-ujemnym opornos¢ na wysokie stgzenia (MIC >512 pg/
ml) szerokiego spektrum antybiotykow z grupy 4,6-dwupodstawionych 2-deoksystreptamin,
a niekiedy takze 4,5-dwupodstawionych 2-deoksystreptamin (25). Z tego wzgledu nabycie
przez szczep bakteryjny pojedynczego genu warunkujacego wytwarzanie 16S rRNA me-
tylazy moze nada¢ mu wysoka oporno$¢ na szereg najczesciej stosowanych antybiotykow
aminoglikozydowych.

W Europie pierwszy enzym z grupy16S rRNA metylaz (ArmA), kodowany przez gen
armA, wykryto w roku 2003 w szczepie Klebsiella pneumoniae we Francji (10). Co cieka-
we, sekwencja identyczna z genem armdA zostata zdeponowana w bazie danych Genbank
juz w 2002 roku wraz z kompletng sekwencja duzego plazmidu pCTX-M3 (AF550415),
niosgcego gen bla,.,, , -odpowiedzialny za wytwarzanie ESBL typu CTX-M-3. Plazmid ten
wyizolowano ze szczepu Citrobacter freundii wyosobnionego w Polsce (14). Nieco p6zniej
w innych krajach wykryto geny rmtA4 (27), rmtB (5) i rmtC (26), a ostatnio rmtD (4) i npmA
(25) zwiazane odpowiednio z wytwarzaniem 16S rRNA metylaz z rodziny RmtA-D i NpmA.

Poza Francja i Polska metylaze ArmA wykryto u szczepoéw wyosobnionych w Belgii (2),
Butgarii (23), Hiszpanii (15), w Ameryce Potnocnej (9), na Tajwanie (28) w Chinach (29)
i Japonii (30). Obecnie w Europie dominuje ArmA, a zdecydowanie rzadziej spotykane sg
metylazy RmtB i RmtC (2, 23). U wigkszosci szczepodw wytwarzajacych metylaze ArmA,
gen armA zlokalizowany byl przewaznie w tym samym plazmidzie, co gen bla,.,, ,, ,odpo-
wiedzialny za wytwarzanie ESBL typu CTX-M-3 (2). Wystepowanie genu armA w obrebie
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transpozonu (11) zlokalizowanego w plazmidzie koniugacyjnym zdolnym do efektywnego
transferu horyzontalnego (14) jest uwazane za przyczyne szybkiego rozprzestrzeniania si¢
tego mechanizmu opornosci wsrdd szczepow szpitalnych (10, 11).

Badania nad czestoscig wystepowania i zréznicowaniem 16S rRNA metylaz u szcze-
péw izolowanych z materiatu klinicznego od ludzi prowadzone sg na swiecie od kilku lat
(2, 28). Natomiast brak jest krajowych publikacji dotyczacych tego zakresu tematycznego.
W wigkszosci dostepnych prac oceniano czgsto§¢ wystepowania i udzial 16S rRNA mety-
laz u szczepow wyosobnianych od 0so6b chorych, hospitalizowanych w wieloprofilowych
szpitalach i poddawanych antybiotykoterapii. Znikoma jest natomiast wiedza na temat
wystepowania tego mechanizmu opornosci wérod pateczek Enterobacteriaceae w populacji
0s6b zdrowych. W prezentowanej pracy podjeto probe znalezienia odpowiedzi na powyzsze
pytanie poprzez poszukiwanie 16S rRNA metylaz u paleczek Enterobacteriaceae wyosob-
nionych od pacjentek przebywajacych na oddzialach potozniczych i ginekologicznych,
a takze u szczepdéw z materiatu klinicznego od noworodkow. Wigkszos¢ pacjentek z tej
grupy przebywata w szpitalu w okresie do kilku dni po porodzie i nie byly one poddawane
antybiotykoterapii, co pozwala uzna¢, ze osoby te nie nalezaty do grupy zagrozonej wyste-
powaniem bakterii wytwarzajacych 16S rRNA metylazy.

MATERIAL I METODY

Szczepy bakteryjne. W badaniach postuzono si¢ 2359 izolatami pateczek Enterobac-
teriaceae, ktore wyosobniono w okresie od 15 marca do 31 grudnia 2009 roku z materiatu
klinicznego od pacjentek i noworodkow w Szpitalu Klinicznym im Ks. Anny Mazowieckiej
w Warszawie. Szczegotowe informacje o typie materiatu, z ktdrego izolowano pateczki En-
terobacteriaceae i liczbie badanych probek przedstawiono w tabeli I. Liczba izolatow byta
zblizona do liczby badanych pacjentéw. Gatunek badanych izolatow pateczek Enterobacte-
riaceae okre$lano przy uzyciu komercyjnych systemow diagnostycznych (API ID GN lub
ID E) w Laboratorium Bakteriologicznym Szpitala Klinicznego im Ks. Anny Mazowieckiej.

Profile lekowrazliwosci. Test fenotypowy na zdolno$¢ wytwarzania ESBL oraz
lekowrazliwo$¢ badanych szczepdéw na wybrane antybiotyki aminoglikozydowe okreslono
metoda dyfuzyjno-krazkowa w Laboratorium Bakteriologicznym Szpitala Klinicznego
im Ks. Anny Mazowieckiej (Tabela III). Interpretacj¢ wynikéw przeprowadzono zgodnie
zwytycznymi CLSI (3). Czternascie izolatow wykazujacych zdolno§¢ wzrostu do krawedzi
krazka z gentamicyna (10 pg) poddano reidentyfikacji w Zaktadzie Bakteriologii NIZP-
-PZH przy uzyciu klasycznych testow biochemicznych oraz metoda kolejnych rozcienczen
w podtozu statym okreslono najmniejsze stezenie hamujace ich wzrost (MIC) dla gentami-
cyny, amikacyny, streptomycyny (SIGMA) i kanamycyny oraz neomycyny (Fluka). Jako
kontrole stosowano szczep kontrolny E. coli ATCC 25922. Okres$lenie MIC oraz interpretacje
wynikow przeprowadzano zgodnie z zaleceniami CLSI (3).

Badanie metoda PCR. Do wykrywania wybranych genetycznych determinantéw
lekoopornosci zastosowano technike tancuchowej reakcji polimerazy (PCR). Postuzono
si¢ opracowanymi we wlasnym zakresie starterami-PCR komplementarnymi do wysoce
konserwatywnych fragmentéw genoéw zwigzanych z wytwarzaniem 16S rRNA metylaz
armA, rmtB irmtC (Tabelall) oraz B-laktamaz: bla,,,, bla,, ibla zrodzin TEM, SHV

CTX-M
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Tabela I. Charakterystyka gtownych grup materiatu badan i liczba wyosobnionych szczepow, z wy-
szczegdlnieniem gatunkow liczebnie dominujacych

Drobnoustroj
Materiat Typ* . K. K. E. P. mira- Lacznie
E. coli | pneu- e Inne
moniae oxytoca | cloacae |  bilis
Wymaz z odbytu K 144 177 211 163 3 31 729
chr?ca; zkanatuszyjki | | 70 12 13 11 21 572
Wymaz z gardta K 266 73 84 86 1 12 522
Wymaz z przedsionka K 65 9 4 1 4 6 39
pochwy
Wymaz z nosa K 2 0 0 0 0 2
Mocz Z 144 6 1 5 5 4 165
Wymaz z rany Z 67 9 9 12 10 12 119
Wody ptodowe Z 57 6 0 2 1 4 70
Wydzielina dr6
. dﬁechowych g zZ | 16 8 16 12 0 3 55
Wymaz z oka Z 13 1 1 2 0 1 18
Inne Z 14 0 2 0 0 2 18
K 922 329 311 263 19 70 1914
Lacznie: Z 311 30 29 33 16 26 445
K+Z| 1233 359 340 296 35 96 2359

2 — interpretacja charakteru wystgpowania drobnoustroju (K)— kolonizacja; (Z) - zakazenie

Tabela II. Oligonukleotydy (startery-PCR) uzyte do identyfikacji genow zwiazanych z wytwarzaniem
wybranych 16S rRNA metylaz.

.. . Powielany ‘s
Gen | Starter nici wiodacej (Forward) Starter mc(lRl:i/rfr:rI;Le;mentarnej (Ié(;:ésalnll)() odcinek D}(ug;(;sc
DNA P

armA |[TTCTGCCTATCCTAATTGGG |[CCTTTGTAGACATCACTCTC |DQ177329| 168-512 345
rmtB [AAACAGACCGTAGAGGCTGC [CCTCAATCTCAAACTCGGCG |AB103506| 1524-2112 | 589
rmtC |CAAGCAGCTAGAGAAGGAGG|AAGATCACTCTCGCCTGACG |AB194779|7028-7499 | 472
(pz) — pary zasad

ID — numer referencyjnej sekwencji DNA w bazie danych GenBank (1) http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/genbank/

i CTX-M (12). Izolacj¢ matrycowego DNA i PCR przeprowadzono stosujac postgpowanie
opisane uprzednio (12, 21).

PFGE. Analize polimorfizmu fragmentow restrykcyjnych chromosomalnego DNA
przeprowadzono przy uzyciu endonukleazy Xbal (Eurx, Polska) i aparatu CHEF DR 1I
(BioRad, USA) wedlug metodyki przedstawionej uprzednio (21). Podobienstwo profili
Xbal-PFGE okreslono przy uzyciu programu GelCompar I (Applied Maths, Belgia) stosujac
kryteria opisane uprzednio (21).
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Tabela III. Liczba izolatéw poddana ocenie wrazliwosci na wybrane aminoglikozydy oraz udziat
izolatow wrazliwych, $rednio wrazliwych i opornych.

Liczba i odsetek izolatow?

Antybiotyk Zbadanych S I R I+R
)| %° (n) %° (n) % (n) %°© (n) %°
Gentamicyna | 2345 | 99,40 | 2309 | 98,46 0 0| 36 1,53 | 36 1,53

Netylmycyna | 1971 | 83,55 | 1949 | 98,88 13 0,66 9 0,46 | 22 1,12
Amikacyna 1428 | 60,53 | 1404 | 98,32 18 1,26 6 0,42 | 24 1,68
Neomycyna 773 | 32,77 736 | 95,21 4 0,52 33 4,27 37 4,79
a— (S) wrazliwy; (1) $rednio wrazliwy; (R) oporny,

b — odsetek w odniesieniu do catkowitej liczby wyosobnionych izolatow (n=2359),

¢ — odsetek w odniesieniu do liczby izolatéw zbadanych,

(n) — liczba izolatow.

WYNIKI

Liczbe zbadanych izolatow i udziatl izolatéw wrazliwych, sSrednio wrazliwych i opornych
wsrdd 2359 izolatdow pateczek Enterobacteriaceae wyosobnionych w okresie od 15 marca do
31 grudnia 2009 roku z materiatu klinicznego od pacjentek i noworodkéw w Szpitalu Klinicz-
nym im Ks. Anny Mazowieckiej w Warszawie podano w tabeli III. Stwierdzono, ze wsrod
wyhodowanych od badanych o0sob izolatéw paleczek z rodziny Enterobacteriaceae ponad
95% byto wrazliwych na uzywane w badaniach antybiotyki aminoglikozydowe. Zaledwie
91 izolatow sposrod 2359 badanych byto srednio wrazliwych lub opornych na przynajmniej
jeden z czterech uzytych aminoglikozydow. Grupa ta obejmowata 23 izolaty niewrazliwe na
2 sposrod uzytych antybiotykow i 2 izolaty, ktore byty niewrazliwe na 3 antybiotyki. W tabeli
IV przedstawiono szczegdtowe dane dotyczace przynaleznosci gatunkowej i liczby izolatow,
u ktorych metoda dyfuzyjno-krazkowa stwierdzono srednig wrazliwo$¢ badz oporno$¢ na
przynajmniej jeden sposrod uzytych aminoglikozydow. W tej grupie izolatow przewazaly
pateczki Escherichia coli przy jedynie znikomym udziale pateczek z rodzaju Klebsiella.

Tabela IV. Przynalezno$¢ gatunkowa i liczba izolatow wykazujacych brak wrazliwosci na wybrane
aminoglikozydy w metodzie dyfuzyjno-krazkowe;.

Gentamicyna Amikacyna Netylmycyna Neomycyna

Gatunek I R I R I R I R

E. coli 0 15 15 1 4 0 4 24
E. coli (ESBL+) 0 9 2 3 7 3 0 2
K. pneumoniae 0 1 0 0 0 0 0 1
K. pneumoniae (ESBL+) 0 1 0 1 0 1 0 0
K. oxytoca 0 0 1 0 0 0 0 0
P. mirabilis 0 4 0 0 1 0 0 4
P. mirabilis (ESBL+) 0 3 0 1 1 2 0 0
M. morganii 0 3 0 0 0 3 0 2

1 —liczba izolatéw srednio wrazliwych,
R — liczba izolatow opornych,
(ESBL+) — izolaty wykazujace dodatni wynik fenotypowego testu na wytwarzanie ESBL.
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Tabela V. Charakterystyka 14 izolatow wykazujacych wzrost do krawedzi krazka z gentamicyng (10 pg)

Gatunek Nu—' Mate— Typ© BS- MIC (ug/ml)* PCR!
mer® riat® BL! | GN | AN K N | STR | TEM | SHV | CTX-M
E. coli 259/09 | PM Z - <128| 512| <128 4| 64| + - -
E. coli 384/09 | PM Z - |>1024 | <128 |>1024| >32|>128| + - -
E. coli 383/09 | PM Z + 512 | <128 | <128 4 4| + - -
E. coli 63/10 |PM Z - <128 | <128| <128 4| 128 + - -
E. coli 64/10 |PM Z - <128 | <128| <128 20 128| + - -
E. coli 261/09 | WKSM | K - 512 | <128 <128 4>128| + - -
E. coli 262/09 | WOD K + <128 | <128| <128 4 4| + - +
E. coli 260/09 | WKSM | K - 1024 | <128 | <128 4|>128| + - -
E. coli 385/09 [ WKSM | K - <128 | <128| 1024| >32(>128| + - -
E. coli 65/10 |WKSM | K + <128 | <128| <128 2| 128| + - +
E. coli 258/09 | WKSM | K - 256 | <128 | <128 20 128 + - -
P. mirabilis 263/09 | WR Z + 256 | <128 | <128 16| 16| + - -
P. mirabilis 62/10 | WR Z - <128 | <128| 512| >32| 16| + - -
K. pneumoniae | 386/09 | WPP K + <128 | <128| <128 2 4] + + -

2 — numer kolekcji LEB/ZP Zaktadu Bakteriologii NIZP-PZH,

> — WR (wymaz z rany); PM (posiew moczu); WOD (wymaz z odbytu); WKSM (wymaz z ujscia
kanatu szyjki macicy); WPP (wymaz z przedsionka pochwy),

¢ — klasyfikacja roli drobnoustroju (Z) zakazenie; (K) — kolonizacja,

4 — wynik testu fenotypowego na zdolno$¢ wytwarzania ESBL, (+) dodatni; (-) ujemny,

¢ — (GN) gentamicyna; (AN) amikacyna; (K) kanamycyna; (N) neomycyna,

f— poszukiwanie genow bla,, . blag, i bla

CTX-M

W tabeli IV przedstawiono charakterystyke 14 izolatow, ktore ze wzgledu na zdolnosé
wzrostu do krawedzi krazka z gentamicynag (10 pg) zakwalifikowano do dalszych badan na
obecnos¢ 16S rRNA metylaz. Jedenascie izolatow nalezato do gatunku E. coli. U szeciu izola-
tow stwierdzono opornos¢ na wysokie stezenie (>512 pg/ml) jednego z trzech uzytych amino-
glikozyddw z grupy 4,6-dwupodstawionych 2-deoksystreptamin, a izolat E. coli 384/09 cha-
rakteryzowat si¢ warto$cig MIC dla gentamicyny i kanamycyny przewyzszajaca 1024 pg/ml.
Izolat ten wykazywat rowniez oporno$é na wysokie stezenia neomycyny i streptomycyny.
U Zadnego z 14 izolatéw nie stwierdzono opornosci na dziatanie wysokich stezen (=512
pg/ml) kazdego z uzytych w badaniach aminoglikozydow z grupy 4,6-dwupodstawionych
2-deoksystreptamin.

Badanie testem PCR wykazato, ze wszystkie 14 izolatow o podwyzszonej opornosci na
gentamicyne posiadato gen bla_ , zwigzany z wytwarzaniem B-laktamazy z rodziny TEM.
U dwoch izolatéw z fenotypem (ESBL+) wykryto gen bla ., ,, odpowiedzialny za wytwa-
rzanie ESBL z rodziny CTX-M. Trzeci izolat wytwarzajacy ESBL posiadat gen bla,. Nie
stwierdzono natomiast obecnosci genow armA, rmtB i rmtC zwigzanych z wytwarzaniem
16S rRNA metylaz.

Analiza profili Xbal-PFGE (Rycina 1) wykazata, ze 11 izolatéw E. coli i 2 izolaty P,
mirabilis wykazujace podwyzszong opornos¢ na gentamicyne nalezato do réznych genoty-
pow o niewielkim stopniu podobienstwa (od 40% do 92%) i reprezentowato rozne szczepy
sensu stricto. 1zolaty: E. coli (65/10) i P. mirabilis (62/10) nie typowaly si¢ enzymem Xbal.
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Profil Xbal-PFGE
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Ryc. 1.  Ideogram profili Xbal-PFGE jedenastu szczepdw E. coli wykazujacych wzrost do krawedzi
krazka z gentamicyna (10 pg) oraz dendrogram przedstawiajacy ich genetyczne podobienstwo.

DYSKUSJA

W Europie czgsto$¢ wystepowania pateczek Enterobacteriaceae wytwarzajacych 16S
rRNA metylazy wynosita u pacjentow szpitalnych od 0,12% do 1,5% odpowiednio w Belgii
i Bulgarii (2, 23). Znacznie wyzszy odsetek tych drobnoustrojow moze wystepowac na Taj-
wanie (18, 28) i w Chinach, gdzie wykryto szczepy zdolne do rownoczesnego wytwarzania
dwoch réznych metylaz: ArmA i RmtB (29). Co wigcej, w odrdznieniu od Europy (15),
oba te enzymy wystepuja w Chinach takze u pateczek Enterobacteriaceae wyosobnianych
od drobiu (7).

W Polsce czegstos¢ wystepowania szczepow wytwarzajacych 16S rRNA metylazy
wsrod paleczek Enterobacteriaceae wyosobnianych od ludzi i zwierzat nie byta dotychczas
przedmiotem oceny. Dost¢pne sa jednak prace, w ktorych opisano wyosobnione od ludzi
szczepy tych paleczek wykazujace oporno$¢ na trzy rézne aminoglikozydy, przy czym
warto$¢ MIC dla czgsci tych szczepow przekraczata 256 pg/ml (17). Ze wzgledu na te
dwie cechy, niektore sposrod szczepow opisywanych we wspomnianej pracy mogly byé
zdolne do wytwarzania 16S rRNA metylaz. Ponadto, o wystepowaniu w Polsce pateczek
Enterobacteriaceae wytwarzajacych metylaze typu ArmA $wiadcza takze inne doniesienia
(14, 13), potwierdzajace, ze metylaza ta moze by¢ wytwarzana przez czgs¢ szczepOdw pro-
dukujacych ESBL z rodziny CTX-M-3.

W przedstawianych badaniach poszukiwano 16S rRNA metylaz u izolatow pateczek
Enterobacteriaceae opornych na wybrane antybiotyki aminoglikozydowe. Badaniom pod-
dano liczng (n=2359) grupe izolatow tych drobnoustrojéw wyosobnionych od pacjentek
i noworodkéw w szpitalu ginekologiczno-potozniczym w Warszawie, w okresie od marca
do grudnia 2009 r. W tej grupie dominowaty pateczki E. coli. Licznie wystgpowaty tez
pateczki Klebsiella 1 Enterobacter, ktorych izolaty w odrdznieniu od tych wyosabnianych
od pacjentéw poddawanych dtugotrwatej hospitalizacji i antybiotykoterapii (2, 23 29),
charakteryzowaly si¢ wysoka wrazliwoscia na uzyte w badaniach aminoglikozydy. Stwier-
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dzono, ze ponad 95% badanych izolatow bylo wrazliwych na wszystkie uzyte w badaniach
aminoglikozydy. W tym $wietle, nie dziwi zatem fakt izolacji jedynie niewielkiej liczby
izolatow (n=14) wykazujacych podwyzszong opornos$¢ na gentamicyng. W tej grupie za-
ledwie jeden izolat (E. coli 384/09) charakteryzowatl si¢ opornoscia na wysokie stezenie
(MIC 1024 pg/ml) dwoch réznych aminoglikozydow. Jednak, nawet u tego izolatu nie
stwierdzono obecnosci zadnego z gendw kodujacych wystepujace w Europie metylazy
ArmA, RmtB i RmtC (Raport WP29 Med. Vet.Net. 2009 r.). O braku zdolnos$ci wytwarzania
16S rRNA metylaz przez izolat E. coli 384/09 moze tez $wiadczy¢ jego wzglednie niska
opornos$¢ na amikacyne (MIC ponizej 128 pg/ml). Na uwage zastuguje natomiast fakt, ze
u 6 badanych izolatéw stwierdzono oporno$¢ na wysokie stezenie (512 pg/ml) gentamicy-
ny, amikacyny lub kanamycyny. Przeprowadzone uprzednio badania wskazuja, ze cecha
ta moze by¢ warunkowana przez nadprodukcje¢ enzymu modyfikujacego dany antybiotyk
(16). Wyniki genotypowania metoda PFGE izolatéw charakteryzujacych si¢ podwyzszong
opornoscig na gentamicyne¢ wskazuja, ze izolaty te nie posiadaja charakteru klonalnego, co
moze przemawiac za stwierdzeniem, ze w Szpitalu Klinicznym im Ks. Anny Mazowieckiej
nie stanowig one zagrozenia epidemicznego.

Wsrod badanych izolatow przewazaty (81%) pateczki Enterobacteriaceae uznane za
saprofityczng flor¢ kolonizujaca kobiety w okresie przed i okotoporodowym. Natomiast
paleczki stanowigce etiologiczny czynnik zakazen, byly znacznie mniej liczne (19%).
Z tych wzgledow mozna zalozy¢, ze przedstawione w prezentowanych badaniach wyniki
mozna uzna¢ za reprezentatywne dla populacji zdrowych kobiet w wieku reprodukcyjnym
w kraju, a posrednio takze ich partneréw seksualnych. Za zasadno$cig tej tezy przemawiac
moze tez stwierdzony, wysoki odsetek (powyzej 95%) izolatow wrazliwych na wszystkie
uzyte w badaniach aminoglikozydy.

Przedstawione w tej pracy wyniki wskazuja, ze nosicielstwo paleczek Enterobacteriace-
ae wytwarzajacych 16S rRNA metylazy, praktycznie nie wystepuje u osob zdrowych w kraju.
W s$wietle wynikdéw przedstawianych w tej pracy i we wczesniejszych doniesieniach (13,
16) mozna natomiast przypuszczaé, ze w Polsce problem wytwarzania 16S rRNA metylaz
ograniczony jest, jak dotychczas, do populacji pateczek Enterobacteriaceae wystepujacych
u pacjentéw poddawanych dlugotrwatej hospitalizacji.
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AMINOGLYCOSIDE RESISTANCE IN ENTEROBACTERIACEAE ORIGINATED IN A
GYNECOLOGY-OBSTETRICAL HOSPITAL: A SURVEY FOR 16S rRNA METHYLASES:
ArmA, RmtB AND RmtC

SUMMARY

We examined the resistance of 2359 clinical isolates of Enterobacteriaceae to gentamicin, amika-
cin, netilmicin and neomycin by the disc-diffusion assay. The isolates originated from female-patients
and newborn infants in a gynecology-obstetrical hospital in Warsaw, Poland. Isolates from adults
predominated. Most of the isolated bacteria were considered non-pathogenic, colonization flora. The
majority (above 95%) of the isolates were sensitive to all of the tested aminoglycosides. Forty five
(1,90%) isolates were resistant to one or more agents. In this group, E. coli was prevalent (73,33%).
As little as 14 isolates had no growth inhibition around the gentamicin disc (10 mcg) (contact-growth).
MIC:s of seven isolates ranged from 256 to 1024 (mcg/ml) of the tested agents. One isolate had MIC
1024 for amikacin and kanamycin. All the contact-growth isolates were examined for genes encoding
for TEM, SHV and CTX-M beta-lactamases, and genes armA, rmtB and rmtC for 16S rRNA methylases
reported in Europe. All of them produced TEM enzyme while SHV and CTX-M was expressed by
one and two isolates respectively. None of the tested 16S rRNA methylases was detected. Our results
show the low carriage of the aminoglycoside-resistant Enterobacteriaceae in healthy pregnant-women
and most probably their sexual partners. Our findings may argue that production of the 16S rRNA
methylases is still limited to patients with a long-term antibiotic-therapy in regular hospitals rather
than to non-hospitalized population in Poland.
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