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AMINOGLIKOZID DIRENCLI GRAM NEGATIF COMAK
SUSLARINDA SAPTANAN DIRENC MEKANIZMALARI*

Betigiil ONGEN, Arif KAYGUSUZ, Nezahat GURLER,
Kurtulus TORECI

OZET

En az bir aminoglikozide direngli 50 Gram negatif ¢omak susu apramisin,
fortimisin, Sch 21562, Sch 21561, gentamisin, tobramisin, amikasin, isepamisin,
netilmisin, Sch 22591, kanamisin ve neomisin diskleri ile denenmis ve gen problan ile
aminoglikozid modifiye eden enzimler agisindan taranmigtir, Direng fenotiplerinin
belirlenmesi ve dot-blot islemi laboratuvanmizda, DNA hibridizasyonlart ise
Schering-Plough Arastirma Enstitiisi’nde yapilmigtir. Caligmada 11 farkh
aminoglikozid modifiye eden enzim saptanmug, bunlar 3’iinde tek enzim, digerlerinde
2-4 enzim bulunan 19 kombinasyon, permeabilite azhifina bagh mekanizma da
cklendiginde 20 kombinasyon olusturmuglardir. Bazi enzimler belli cinslerde daha sik
goriilmekie birlikte, genel olarak AAC(6°)-1V tek bagina, APH (3°)-1 kombinasyon
halinde goriilen en stk enzimler olmus, ayrica AAC(3)-V, ANT(2™), AAC(6")-’e de
stk olarak rastlanmigtir. Direng fenotiplerine gore belirlenen olast direng
mekanizmalan ile gen problarindan elde edilen sonuglar biyiik oranda uyum
gostermigtir,

SUMMARY
Resistance mechanisms in aminoglycoside-resistant Gram negative rod strains.

Susceptibilities of 50 Gram negative rods resistant to at least one aminoglycoside
were determined to apramycin, fortimicin, Sch 21562, Sch 21561, gentamicin,
tobramycin, amikacin, isepamicin, netilmicin, Sch 22591, kanamycin and neomycin by
disk diffusion method and their aminoglycoside medifying enzymes were revealed by
gene probes. The establishment of resistance phenotypes and the extraction and
fixation of the bacterial genes were performed in our laboratory and DNA
hybridizations were done at the Schering-Plough Research Institute. Nineteen
combinations of 11 enzymes were encountered, 3 of which consisted of only one
enzyme. If the resistance due to impermeability is considered, the number of
combinations were 20. Although the frequency of enzymes differed according to
species, AAC(6"}-1V was the enzyme most frequently encountered alone, and
APH(37)-1 enzyme in combinations. AAC(3)-V, ANT(2”) and AAC(6")-1 were also
more frequently encountered enzymes. Good correlations were found with the results
of presumed resistance mechanisms deduced from resistance patterns and the results
of gene hybridizations.

* 12.Antibiyotik ve Kemoterapi (ANKEM) Kongresi'nde sunulmugtur (2-6 Haziran 1997, Antalya).
istanbul Tip Fakiiltesi, Mikrobiyelofi ve Klinik Mikzrobiyeloii Anabilim Dal Capa, Istanbul.
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GIRIS

Gram negatif comaklarda aminoglikozidlere direng daha gok asetiltransferaz
(AAC), adeniltransferaz (ANT) ve fosfotransferaz (APH)'lar ile enzimatik
modifikasyona baghdir (3,13). Ribozomal degisiklik, permeabilite kayb: gibi diger
direng mekanizmalart daha az sikhkta goriilmektedir. Aminoglikozidlere direng daha
¢ok aminoglikozid modifiye eden enzimleri kodlayan genleri tagtyan plazmidler
vasitast ile ortaya c¢ikmakia, ayrica bu genlerin bir kismi ilag direncinin hizh
yayilmasina yol agan transpazonlarla iligkili olabilmektedir (3,5,11).

Aminoglikozid modifiye eden enzimleri kodlayan genlerin goffunun DNA diziteri
belirlenmistir. Bu genlerden geligtirilen problar kullamlarak yapilan DNA
hibridizasyon g¢aligmalan, genlerin orijini, stkhi1 ve yayihigmun anlagilmasinda tnemlhi
bir yer tutmaktadir (12).

1980°1i ysliarda diinyanin gesitli bilgelerinden direngli suglarda bulunan enzim
tiplerini belirleyen pek ¢ok caligma bildirilmigtir. Bu konuda standardizasyon
saplamak ve toplu veriler elde etmek amaciyla 1992 yilinda Dr Miller’in bagkanlifinda
olugan bir aminoglikozid direnci galigma grubu, diinyanin 8 ayri bolgesindeki 30 itkeye
ait 149 hastaneden 11,000°den fazla aminoglikozidlere direngli sus toplamig, bunlarin
12 ayr1 aminoglikozid ile direng fenotipleri ve 19 direng gen probu kullamlarak DNA
hibridizasyon galismalar ile enzim tiplerini saptamistir (6,8). Bu donemde
Tiirkiye'den Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi bu gahigmaya katilmig
ve cofrafik yakinhk ve direng paternlerinin benzerligi nedeniyle Tirkiye ve
Yunanistan beraber incelenmistir. 1995 yihnda bu ¢aligmanm ikinci boliimiinde
Tirkiye, 15 Farkh hastaneden izole edilen suglarla daha genis katilimh olarak yer
almagtir (9).

Bu yazida, yukanidaki gok merkezli galigmanin 2. bolimiiniin bir grubunu olugturan
Istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesinde izole edilen 50 Gram negatif gomak sugunda
belirlenen aminoglikozidlere direng mekanizmalart Szetlcnmistir.

GEREC VE YONTEM

1995 yilt iginde klinik olarak kultanilan en az bir aminoglikozide direngli ve ardarda
izole edilmis 50 Gram negatif gomak sugu apramisin, fortimisin, Sch 21562 (6'Net),
Sch 21561 (2°Net), gentamisin, tobramisin, amikasin, isepamisin, netilmisin, Sch
22591 (5-epi), kanamisin ve neomisin diskleri ile NCCLS standartlarma uygun olarak
denenmistir. Suslann direng fenotiplerine ve zon gaplarindaki degisimlere gore olasi
direng mekanizmalan tahmin edilmistir. Ayrica suglann 48 saatlik kiiltiirlerinden 6zel
filtre kagitlarina 10 pl emdirilmis, 1 N NaOH ilc DNA’lan ckstrakte edilmig, 1 M Tris
ile tesbit ve nitralize edilmis ve kurutulmusg; ba filtre kagitlarr Schering-Plough
Aragurma Enstitiisi, New York’da gen problari kullanilarak DNA-hibridizasyon
yontemiyle aminoglikozid modifiye eden enzim genleri agisindan taranmistir .

BULGULAR VE TARTISMA

Aminoglikozid grubu antibiyotikler ciddi bakteriyel infeksiyonlarin tedavisinde
énemli yeri olan bir antibiyotik grubudur. Uzun yillardan beri kullanimda olmalari
nedeniyle direnghi bakterilerin ortaya ¢ikmasi gagirtict olmamistir. Aynca antibiyotik
kultanmmmn belirli protokollaria diizenlenemedigi merkezlerde yanhs kullanim da buna
eklenince, antibiyotik direncindeki hizh artig Snlenememektedir (10).
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Aminoglikozid grubu antibiyotikleri modifiye eden enzimlerin siklig ve dagilimi
iilkeden iitkeye, hatta bir hastaneden diferine farklilk gistermektedir (10,13). Bu da
farkli merkezlerde antibiyotik kullanimi sonucu olugan seleksiyon baskisi ile farkl
enzimlerin daha yaygin olusuna baglanmaktadir (5,10). Ayrica ABD ve Avrupa’da
1984’den sonra yapilan ¢alismalarda son ytllarda farkly enzimlerin yayginhgimm
yaninda birkag enzimin birarada gorildiigii kombinasyon mekanizmalarinda da bir
artig oldugu kaydedilmistir (8).

Bu cabgma sonucunda, hastanemizde izole edilen ve en az bir aminoglikozide
direngli 50 Gram negatif comak susunda 3'ii tek bagina bulunan 11 farkh enzim, bu
enzimlerin yer aldi 19 farkly kombinasyon ve ayrica yalniz permeabilite azalmasina
bagh direng de dikkate alininca toplam 20 diren¢ mekanizmas: saptanmustir. Suglarn
yaklagik yarisinda enzimler 2-4'li kombinasyonlar halinde bulunmustur (Tablo 1)
Ayrica direng fenotiplerine gére belirlenen olas: direng mekanizmalant ile gen
problarindan elde edilen sonuglar biiyiik oranda uyum gostermigtir,
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Caligmamizda en sik rastlanan enzimler tablo 2°de gosterilmigtir,

Tablo 2. 50 Gram negatif gomak sugunda en sik rastlanan enzim tipleri.

Enzim Fenotip Goriildigi sus sayist
n(t+k)*
AAC(6')-IV G, T.NA 14(13+1)
APH(3")- K, Neo 14{0+14)
AAC(3)-V G,T.N 13(7+6)
ANT(2") G, T ‘ 12(3+9)
AAC(6")-1 T.N,A . 8(0+8)

¥ (14k): (tek bagina+kombinasyon halinde)
{(G: Gentamisin, T: Tobramisin, N: Netilmisin, A: Amikasin, K: Kanamisin,
Neo: Neomisin)

Klebsiella bakterilerinde 2'si tekli, 51 ikili, 2’si dglii olmak iizere 9 farkh
mekanizma saptanmig, bu mekanizmalar iginde en sik rastlanan enzim AAC(6°)-IV
(G.T.N,A) olmustur. Daha sonra sirasiyla APH(3")-1 (K,Neo), AAC(6)-1 (T.N,A),
AAC(3)-V (G,T,N} ve ANT(2™) (G,T) gorillmiistir. Az sayidaki Enterobacter
susunda ANT(2™) (G,T) tek bagina veya amikasini modifive eden AAC (6°)-I'in de
bulundugu 4’lii kombinasyon seklinde goriilmiistiv. Enterobacter suslarinda
AAC(6)-TIV (G, T,N,A)e rastlanmamastir. :

Aminoglikozid direnci galigma grubunun 1996 yui @ncesi ga11§masmda
Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella (CEK) grubu bakterilerde Tiirkiye-Yunanistan
grubunda suglann %61.4’tnde AAC(6°)-1 (TN A)Y + AAC(3)-1 (G) kombinasyonu
bulunurken, diger birgok bolgede AAC(3)-1I(G,T,N) tek bagma, AAC(6')-1 (T,N,A)
ise kombinasyonlarda gbzlenen en sik enzim olmustur (8). Ozellikle Fransa ve
Giiney Afrika’da tek enzim olarak yaygin bulunan, daha 6nce Hacettepe suglaninda ve
bu ¢aligmada da az olmayan oranda rastlanan amikasini modifiye eden AAC(67)-1
enziminin gentamisini modifiye eden enzimlerle sik¢a kombinasyon olugturmasi, bu
suglarda genig spektrumlu aminoglikozid direncine yol agmakta ve bunlarda da sadece
isepamnisin klinik olarak aktf olmaktadir (1,8). Hastancmizde izole edilen bu grup
suglarda amikasini modifiye eden AAC(6)-1 (T,N,A)den bagka, daha sikhkla
AAC(6°)-1V (G,T,N,A) enziminin de goriilmesi, suglarda isepamisin digindaki klinik
kullamima uygun tiim aminoglikozidlere direncin sikligini géstermesi bakimindan
dikkat gekicidir. Tek bir gen tarafindan kodlanan AAC(6")-1V enzimi, ANT(27)-1
(G,T) + AAC(6°)-1 (T,N,A) ile aym fenotipik dzeltiklere sahip, bu ¢ok merkezli
calisma icerisinde daha 8nce bildirilmemis bir enzimdir (7,8). Burada ilging olarak .
K pneumoniae suglan ig¢inde cocuk hastalardan izole edilen ve seftriaksona ve en az
bir aminoglikozide direngli olan 8 susun 5’inde AAC(6°)-1V, 2’sinde AAC(6’)-HT +
AAC@3)-V + APH (3")-1 ve birinde de AAC(6")-1 + AAC(3)-1 saptanmigtir. Bu
bulgular AAC(6°)-IV enziminin hastanemizde ve ozellikle GSBL olusturan
K pnewmoniae suslan arasinda yaygin oldugunu diigiindiirmektedir (4).

E.coli ve indol negatif Proteus suslarinda en stk AAC(3)-V (G,T,N) enzimi tek
basina goriilmiis, ayrica AAC(6")-1V (G, TN,A) E.coli suglarmda rastlanan en sik 2.
enzim olmugtur. Daha 6nceki, bizim suglarimizin dahil olmadig: cahgmada Tirkiye-
Yunanistan grubunda E.coli, Morganella, Proteus, Salmonella ve Shigella (EMPSS)
bakterileri iginde AAC(6)-1 (T\N,A) + AAC (3)-1 (G) enzimleri 6n planda yer almis
ayrica Tiirkiye-Yunanistan ve Latin Amerika bolgeleri hari¢ dier bolgelerde EMPSS
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grubunda kombinasyon insidensinin diisiik olmasindan dolayt direng oranlan CEK
grubuna gore daha diigiik bulunmustur (8).

Providencia, Serratia, Psendomonas ve Acinetobacter suglarinda cinse spesifik
direng mekanizmalart ok yaygindir ve farkli cografik bélgeierde bile benzer karakter
gosterdikleri bildirilmektedir (10). P.stuartii’ de kromozomal olarak kodlznan
AACZ")-1 (G,T,N) enzimine (11) bir Providencia susumuzda rastlanmamis, G,T ve
N'i modifiye eden bir bagka enzim AAC(3)-V bulunmustur, Tiim S.marcescens
suglaninda da kromozomal olarak kodlanan AAC(6")-I (T,N,A) enzimi bulunmaktadir
(11). Calismamza dahil ettifimiz iki Serratiz susunda AAC (6')-] (T,N,A) enzimi
AAC(3)-1 (G) ile kombinasyon halinde saptanmistir. Bu kombinasyon daha énceki
galtsmada da Tirkiye-Yunanistan grubunda Serratia’larda en sik saptanan enzim
kombinasyonu (%68.2) olmustur (8). Kromozomal AAC (6°)-1 (T,N,A) enzimi
nedeniyle, Serratia’larda gentamisinden daba.yiiksek oranda tobramisin direnci
beklemek pek yanlig olmayacaktir (8).

Cesitli iilkelerde izole edilen Pseudomonas’larda Enterobacteriaceae’ den farkl
direng mekanizmalar bulunmaktadir ve sik goriilen iki mekanizma olan permeabilite
azalmasi ve AAC(6’)-II (G,T,N) enzimine ¢alismamizdaki 1 P.aeruginosa susunda
rastlanmugtic (8). P.aeruginosa suglarindan birinde bu enzim ile beraber baska iki
enzim ve permeabilite azalmast, ikisinde yalmz permeabilite azalmasi saptanmus, bir
sugta mekanizma anlagilamamistir. Pseudomonas suslarinda permeabilite
azalmasina bagli direncin yayginhgi, bu suslarin izole edildigi 1996 yilinda
hastanemizde yapilan diBer bir ¢alismadaki %96 gentamisin ve %71 amikasin direncini
actklamaktacir (2).

Genellikle tiim boligelerde aminoglikozidlere yiiksek oranda direngli bulunan
Acinetobacter suglan ele alindifinda, hastanemizde izole edilen suglarda 2-4'1ii
enzim kombinasyonlan goriilmiis ve suslarin hepsinde AAC(3)-1a(G) saptanmistir.
Amikasin ve isepamisini modifiye eden APH(3")-VI diger cinslerde genellikle %1’den
az siklikta fakat Acinetobacrer’lerde oldukga yaygin bulunan bir enzimdir ve diger
bolgelerde de bizim suglanmiza benzer gekilde AAC(3)-I(G) ve ANT(2")}-1 (G,T) ile
kombinasyonlani sik goriilmekiedir (8). Baska merkezlerde AAC(3)-? ayrnica en sik
rastlanan diger bir enzimdir. Acinetobacter suglart APH(3")-VI(A,I) ve permeabilite
mekanizmalarini kazandikca bugiin igin klinik kullanima uygun tiim aminoglikozidlere
direngli duruma gegiyor gibi gériinmektedirler,

Galismamizda incelenen 50 Gram negatif gomak susunun 22’sinde amikasini
modifive eden AAC(6”)-IV(G,T,N,A) veya. AAC(6")-1 (T ,N,A) enzimleri
bulunmugtur. AAC(6°)-I'in (T,N,A) son yiliarda 6zellikle Tiirkiye'de artis gosterdigi
ve bunun da gentamisin direncinin artigi nedeniyle tedavide amikasinin tercih
edilmesine bagh oldugu ileri siiritlmekiedir (6).

Bir bakteride birden fazla enzimin bulunabilmesi ve bir enzimin direng profilini
digerinin maskeleyebilmesi nedeniyle sadece tedavide kultamlan antibiyotiklere ait
disklerle direng mekanizmasini belirlemek pek miimkiin goriinmemektedir (12). Ayrica
bir bakteri tiirtinde belli bir direng fenotipi olugturan bir enzim, bir bagka bakteride
muhtemelen gen ekspresyonuna bagh olarak direng olugturmayabilir (11). Dolayisiyla
belli arahklarla DNA hibridizasyon gahsmalari ile aminoglikozid modifiye eden
enzimlerin sikhinin belirlenmesi o iilke, bolge veya hastanedeki antibiyotik kullanim
politikalarina katki saglayacaktir.

TESEKKUR: Yalns deneysel amagla kullamlan aminoglikozid diskleri ve prob calismatar:
i¢in Dr Miller’e ve Schering-Plough’a tegekkiir ederiz.
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