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Gram-Negatif Bakterilerde Aminoglikozid Direng¢
Mekanizmalari
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Ozet: Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari'nda nozokomiyal infeksiyon-
lu hastalardan izole edilen aminoglikozidlere direncli 50 Gram-negatif izolat ¢calisma kapsamina alindi. Aminoglikozid
diren¢ mekanizmalari 12 aminoglikozide karsi direncin fenotipi ve DNA hibridizasyonu ile aragtirldi. Izolatlarda 8 fark-
It aminoglikozid modifiye edici enzim belirlendi. En sik gozlenen mekanizmalar AAC(6')-1 (%72) and ANT(2") (%54)
idi. En sik saptanan kombinasyon ise AAC(6')-I+ ANT(2") idi. Bu ¢calisma sonuglarina gére aminoglikozid direncinde
birden fazla diren¢ mekanizmas rol oynamaktadir. Bu direncin gelismesinde secici antibiyotik baskisinin bir rolii ola-
bilir. Sonucta her hastanede aminoglikozid diren¢ mekanizmalart belirlenmeli ve infeksiyonlarin tedavisi i¢cin aminog-
likozid seciminde saptanan direng paternleri goz dniinde tutulmahdur.

Anahtar Sozciikler: Aminoglikozidler, antibiyotik direnci, Gram-negatif bakteriler.

Summary: Aminoglycoside resistance mechanisms in Gram-negative bacteria. Aminoglycoside-resistant 50 Gram-ne-
gative isolates from patients with nosocomial infection were collected in Microbiology Laboratory, Faculty of Medicine,
Ondokuz Mayis University. Aminoglycoside resistance mechanisms were determined in these isolates by the correlation of
resistance phenotypes to 12 aminoglycosides and DNA hybridization. Among the isolates eight different aminoglycoside-
modifying enzyme (AME) were determined. The most common mechanisms were AAC(6°)-1 (72%) and ANT(2") (54%). The
most frequent enzyme combination was AAC(6°)-I + ANT(2") (40%). This study showed that more than one resistance mec-
hanisms involved in aminoglycoside resistance. Selective antibiotic pressure might be responsible for the high frequency of
resistance. Therefore, each hospital should determine their own aminoglycoside resistance mechanisms and select an ami-

noglycoside for the therapy of infections according to these aminglycoside resistance patterns.
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Giris

Streptomisinin 1944 ve kanamisinin 1957 yilinda kul-
lanima girmesinden sonra gentamisin, tobramisin, netil-
misin ve amikasin gibi parenteral aminoglikozidler bu-
lunmustur (1). Aminoglikozidler etkilerini bakteride 30S
ribozoma baglanarak protein sentezini inhibe ederek gos-
terirler. Biyokimyasal olarak tiimiiyle aciklanamamakla
birlikte aminoglikozid antibiyotiklerin bakterisid etkile-
rinde, translasyon sirasinda yanlig okuma, membran hara-
biyeti, elektron transportuna etki ve morfolojik degisik-
likler gibi fizyolojik etkilerin de rol oynadig1 diisiiniil-
mektedir (2). Aminoglikozidler 6zellikle Gram-negatif
basillerin neden oldugu bakteriyemilerde olmak iizere ol-
dukca etkili antimikrobik ajanlardir. Aminoglikozidler
klinik onemi olan aerop Gram-negatiflerden aeruginosa
dist Pseudomonas tiirleri digindakilerin hemen tiimiine
kars1 etkilidirler. Bakteriyel inokiilumun biiyiikliigiinden
etkilenmezler ve tedavi sirasinda direng gelismesi nadir-
dir (1).

Gram-negatif bakterilerde aminoglikozidlere kars1 di-
reng gelismesinde ii¢ farkli mekanizma vardir. Bunlardan
ikisi kromozomaldir. Birincisi ribozom iizerinde 30S alt-

(1) Ondokuz Mayis Universitesi, T1p Fakiiltesi, Klinik Mikrobiyoloji
ve infeksiyon Hastaliklar1 Anabilim Dali, Samsun

(2) Ondokuz Mayis Universitesi, Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim
Dali, Samsun

birimine baglanabilmenin azalmasina yol acan ribozomal
mutasyon, ikincisi Pseudomonas ve stafilokoklarda dii-
siik dereceli dirence yol ac¢tig1 gosterilen aminoglikozid
transport genini etkileyebilen kromozomal mutasyon ve
iiclinciisii antibiyotikleri modifiye eden R plazmidiyle
iligkili direngtir. Periplazmik aralik veya sitoplazmada
yerlesmis en az 12 aminoglikozid modifiye edici enzim
(AME) tanimlanmigtir. Enzimler ekstraseliiler olarak sa-
linmazlar ve hiicre i¢ine girmemis antibiyotikleri etkile-
mezler. Bunlar esas olarak amino gruplarini asetile eden
iic asetiltransferaz olan AAC(2"), AAC(3), AAC(6"); hid-
roksil gruplarini adenile eden dort adeniltransferaz olan
ANT(2"), ANT(3"), ANT(4"), ANT(6) ve hidroksil grup-
larin1 fosforile eden beg fosfotransferaz olan APH(3'),
APH(2"), APH(3"), APH(6), APH(5") enzimleridir. Bu
enzimler antibiyotikleri kesin olarak inaktive etmezler;
fakat aminoglikozidlerin hiicre icine girisini zayiflatirlar
ve ribozomlara baglanmalarini inhibe ederler (1).

Calismamizda hastane infeksiyonu saptanmig hastala-
rin cesitli klinik 6rneklerinden izole edilen ve en az bir
aminoglikozide direncli olan 50 Gram-negatif bakterinin
modifiye edici enzim tipleri arastirilmigtir.

Yontemler .

Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Mikrobioloji Laboratuvari'nda izole edilen ve standard
disk difiizyon metoduyla aminoglikozid (amikasin, genta-



Klimik Dergisi . Cilt 11, Say1:2

51

/Tablol. Mikroorganizmalarda Saptanan Aminoglikozid Direnc Tiplerinin Dagilimi

\

Direnc Permea-  AAC AAC ANT AAC AAC APH APH APH Toplam
Mekanizmasi bilite (3")-v (391 2" (6")-1 (6")-1II (3")-1 3)-1I (3")-VIII
Sayisi (n=5) (n=16) (n=5) (n=27) (n=36)  (n=10) (n=9) (n=2) (n=3) (n=113)
1 0 3 0 2 0 1 0 0 0 6
2 2 5 0 21 28 1 3 0 0 60
3 2 4 2 4 6 5 0 1 27
Q 1 4 3 1 4 2 1 2 2 20 /

misin, netilmisin, tobramisin) antibiyotiklerden herhangi
birisine karst direng¢li oldugu saptanan Gram-negatif 50
sus degerlendirmeye alindi. Biitiin suglar API 20E striple-
ri (bioMerieux, Fransa) ile tanimlandi. Antibiyotik duyar-
lilig1 standard disk difiizyon testi ile Mueller-Hinton be-
siyerinde National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) kriterlerine gore yapildi (3).

Schering-Plough Research Institute (Bloomfield,
New Jersey, ABD)'den saglanan 12 farkli aminoglikozid
diski, amikasin (30 pg), kanamisin (30 pg), neomisin (30
pg), netilmisin (30 pg), tobramisin (10 pg), apramisin
(100 pg), fortimisin (100 pg), isepamisin (30 pg), 5-epi-
sisomisin (10 pg), 6'-netilmisin (100 pg), 2'-netilmisin
(100 pg) ve gentamisin (100 pg) kullanilarak olas1 modi-
fiye edici enzimler fenotipik olarak belirlendi (4) ve ayni
suslar DNA prob analizi ile enzimleri kodlayict genler
belirlenmek iizere "dot blotting" yontemiyle hazirlandi ve
DNA prob analizi yontemiyle modifiye edici enzimleri
kodlayan genler tespit edildi ve enzimler genotipik olarak
belirlendi (5,6).

Mikroorganizmalarin 27'si idrar, 6's1 kan, 14'i yara,
2'si digkt ve 1'i de beyin-omurilik sivisindan izole edildi.
Izolatlar ise Escherichia coli (n=9), Klebsiella pneumoni-

ae (n=20), Klebsiella spp. (n=2), Enterobacter spp.
(n=3), Citrobacter freundii (n=1), Acinetobacter ba-
umanni (n=1), Serratia marcescens (n=4), Salmonella
spp. (n=6), Pseudomonas aeruginosa (n=3) ve Stenotrop-
homonas maltophilia (n=1) idi.

Sonuclar

Calisma kapsamina alinan izolatlarda 8 farkli aminog-
likozid modifiye edici enzim tipi belirlenmistir. Ayrica
permeabiliteye bagli direng 5 susta (3 P.aeruginosa, 1
S.maltophilia , 1 Klebsiella spp.) saptanmustir. Izolatlarda
tespit edilen diren¢ mekanizmasi/modifiye edici enzim
sayis1 ve tipleri Tablo 1'de verilmistir.

Gram-negatif mikroorganizmalarda 20 degisik direng
paterni gozlenmistir (Tablo 2). En sik gozlenen direng pa-
terni ise ANT(2")+AAC(6')-1 enzimlerinin birlikteligidir
(%40). En sik rastlanan enzimler AAC(6")-1 (%72) ve
ANT(2") (%54)'dir.

Irdeleme
Calismamizin sonuclarina gore 8 farkli AME en-
zim+permeabilite, 20 farkli kombinasyonda aminogli-

Elblo 2. Mikroorganizmalarda Saptanan Aminoglikozid Diren¢ Paternleri \

kozid direncine yol a¢cmak-
tadir. Suglarimizin 6'sinda

2 /

tek mekanizmayla, 30'unda
No. Saptanan Direnc Paterni Sayi (%) iki farkli mekanizmayla,
1 AAC(6")-III 1 2) 9'unda ti¢ farkli mekaniz-
2 ANT(2") 2 4) mayla ve S'inde dort farkli
3 AAC(3")-V 3 (6) mekanizmayla diren¢ gelis-
4 AAC(3")-V+APH(3")-1 1 (2) tigi saptanmigtir. Otkun ve
5 AAC(3)-V+AAC(6)-1 4 (8) arkadaslar1 (7), Trakya Uni-
6 ANT(2")+AAC(6")-1 20 (40) versitesi Hastanesi'nde yap-
7 ANT(2")+APH(3")-I 1 2) tiklar1 benzer calismada 8
8 AAC(6")-1+APH(3")-1 1 (2) farkli AME, 25 susta tek, 15
9 AAC(6")-1+Permeabilite 2 4) su§t.a iki ve 2 susta ii¢ farkli
10 AAC(6)-1+AAC(6)-1II 1 (2) enzim kombinasyonu sapta-
11 AAC(3)-V+AAC(6)-TIT+APH(3')-1 2 4) miglardir. AME kombinas-
12 AAC(3")-V+AAC(6")-III+APH(3")-VIII 1 2) yon Slkllg{ﬂda tiim bolgeler-
13 AAC(3")-1+AAC(6")-11I+Permeabilite 2 4) de onemli derecede artma
14 AAC(3)-V+AAC(6")-1+AAC(6)-111 1 2) oldugu ve bu artigin Yuna-
15 ANT(2")+AAC(6")-I+APH(3")-I 3 (6) nistan ile birlikte analiz edi-
16 AAC(3")-V+AAC(6)-I+AAC(3")-I+APH(3")-VIII 1 (2) len Tirkiye i¢in de gecerli
17 AAC(3)-V+AAC(6)-I+AAC(3")-I+APH(3)-1I 1 (2) oldugu ortaya konulmustur
18 AAC(3")-V+AAC(6")-1+APH(3")-VIII+APH(3')-I 1 (2) (5).
19 AAC(3")-1+AAC-(6')-1IT+APH(3")-1I+Permeabilite 1 2) Aminoglikozidlere kargi
AAC(3)-V+AAC(6)-1+ANT(2")+AAC(6")-111 1 geligen direncin biiyiik oran-

da bu antibiyotiklerin kulla-
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nim1 sonucu, aminoglikozidleri modifiye eden enzimleri
iceren izolatlarin seleksiyonuna bagli oldugu ileri siiriil-
mektedir. Bu nedenle bu antibiyotiklere kars1 gozlenen
diren¢, bolgeler ve hastaneler arasinda onemli farklar
gosterebilmektedir. Izolatlarimizda en yaygin AME,
AAC(6")-1 (%72) ve ANT(2") (%54) ve en yaygin kombi-
nasyon da AAC(6")-1+ ANT(2") (%40) olarak gozlenmis-
tir. Otkun ve arkadaglar1 (7) ise en stk ANT(2") (%64.3),
AAC(6")-1 (%23.8) ve APH(3')-I (%23.8) enzim tiplerini
saptamuslardir. Ulkemizdeki 15 hastanenin 1996'daki
aminoglikozid diren¢ mekanizmalarini aragstiran bir ¢alig-
mada en stk AAC(3)-1, AAC(3)-II, ANT(2") ve AAC(6')-
I enzimleri saptanmigstir (8). Calismamizda en sik sapta-
nan enzim kombinasyon paterni olan AAC(6')-I +
ANT(2"), epidemiyolojik acidan iilkemiz verileri ile
uyumluluk gdstermektedir (5).

Aminoglikozid direncinin kullanilan aminoglikozid-
lerle iligkili olabilecegi bildirilmistir. Belcika hastanele-
rinde 56 aylik prospektif bir ¢alisma yapilmis ve bu has-
tanelerde en sik kullanilan aminoglikozidin amikasin ol-
dugu ve en yaygin AME olarak AAC(6')-I ve AAC-(3)-V
olarak bulunmus ve modifiye edici enzimlerden AAC(6')-
I'de artma dikkati ¢ekmistir (9). Calismamizda en sik
gozlenen enzimlerden AAC(6')-I, tobramisin, amikasin,
netilmisin, dibekasin ve kanamisin direncinden sorumlu-
dur. ANT(2") ise gentamisin, tobramisin, dibekasin ve ka-
namisine karsi dirence neden olur (10). Hastanemizde
amikasin, netilmisin, tobramisin ve gentamisin sik kulla-
nilan antibiyotiklerdir ve hastane antibiyotik listesinde
bulunmaktadir.

Calismamizda 10 susta saptanan AAC(6')-1II enzimi,
AAC(6')-I'e benzer direng paterni gosterirken amikasinin
yani sira iilkemizde olmayan isepamisine kars1 da yiiksek
diizeyde direng¢ saglamaktadir. 1996'daki aminoglikozid
diren¢ mekanizmalarini aragtiran calismada da 707 susun
% 2.9'unda, tek basina; % 8.1'inde, 6teki mekanizmalar-
la bir arada olarak AAC(6")-III enzimi saptanmistir (8).

Sonug olarak diren¢ mekanizmalarinin tamimlanmasi-
nin ve izlenmesinin epidemiyolojik olarak biiyiikk 6nemi
vardir. Bu nedenle aminoglikozidleri modifiye eden en
zimlerin tiiri ve siklig1 her hastanede arastirilmali ve kli-

nikte bu grup antibiyotikler kullanilirken bu veriler gz
oniinde bulundurulmalidir.
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