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OZET

Gram-negatif bakterilerde, aminoglikozid antibiyotiklere karsi gorilen direng mekanizmalari (Ag DM),
cografik bolgeye gore, hatta iilkeden Ulkeye farklilik géstermektedir. Turkiye’'nin degisik cografik bolgelerin-
deki 15 merkezde izole edilen ve klinik kullanimdaki aminoglikozidler (gentamisin, tobramisin, netilmisin, ami-
kasin)’den en az birine direngli (Ag D) gram-negatif bakteriler, fenotipik ve genotipik olarak analiz edilerek,
icerdikleri Ag DM’ler belirlenmistir. Fenotip; izolatlarin, 12 aminoglikozide karsi gosterdikleri géreceli direng
profilleri temel alinarak, genotip ise bakteri DNA’larinin, 22 aminoglikozid direng geni probuyla hibridizasyo-
nu yapilarak belirlenmistir. Toplam 585 Ag D izolatta, gentamisin (G), tobramisin (T), netilmisin (N) ve ami-
kasin (A) direnci sirasiyla %91.5, %93.2, %62.1, %48.2 olarak bulunmustur. Hentiz tilkemizde klinik kullanim-
da olmayan izepamisin (i) ise en etkili aminoglikozid olarak saptanmis olmakla birlikte, diger tlkelere kiyasla,
bu yeni aminoglikozide karsi diren¢ oraninin da azimsanmayacak &lgiide (%29.2) oldugu saptanmistir. Tiirki-
ye'de daha 6nceki galismalarda belirlenen Ag DM’lerin [AAC(3)-Il (GTN), AAC(6’)-I (TNA), ANT(2”)-1 (GT)]
varligini halen korudugu belirlenmistir. Bu eski mekanizmalara ek olarak iki yeni Ag DM’si daha, ilkemiz izo-
latlarinda bulunmus olup, bunlardan T, N, A, i direncine yol agan AAC(6’)-lll, Enterobacteriaceae’de %I1.9,
Pseudomonas spp.’de ise %19.3 oraninda bulunmustur. Diger yeni Ag DM’si AAC(6’)-IV olup, bu enzim G, T,
N ve A direncine yol agmaktadir ve Enterobacteriaceae’de %26.9 oraninda bulunurken, ilging olarak Pseudo-
monas spp.’de saptanmamistir. Tum izolatlarda, adi gegen direng mekanizmalari, AAC(6’)-IV disinda, ¢ogun-
lukla birbirleriyle ya da az goriilen diger Ag DM’lerle kombine bigcimde bulunmaktadir. Aminoglikozid direng
mekanizmalarinin kombine halde bulunma insidansi, hem Enterobacteriaceae’de, hem de Pseudomonas
spp.’de yiiksek olup, sirasiyla %48 ve %58.7 olarak belirlenmistir. izolatlarin klinik kullanimdaki aminoglikozid-
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lere karsi gosterdigi yiiksek direng, kombine direng mekanizmalarinin insidansindaki bu yiikseklik ile paralel-
lik gostermektedir. Enzimatik Ag DM’ler Pseudomonas spp.’de de yiiksek oranlarda [AAC(3)-I (%16.6),
AAC(6)-11 (%29.3), AAC(6’)-1ll (%19.3), ANT(2”)-1 (%40)] olmakla birlikte, bu bakterilerdeki ytiksek aminog-
likozid direncinden, esas olarak permeabilite direnci sorumlu géziikmektedir.

Anahtar Kelimeler: Aminoglikozid direng mekanizmalari, Gram-negatif bakteriler

SUMMARY
Aminoglycoside Resistance Mechanisms in Gram-Negative Bacteria:
Recent Developments and the Results of the Turkish Survey

Resistance mechanisms of gram-negative bacteria to aminoglycoside antibiotics differs by region and co-
untry. Aminoglycoside resistance mechanisms (Ag RMs) in gram-negative isolates resistant to either one of
gentamicin (G), tobramycin (T), netilmicin (N) and amikacin (A) collected in different regions of Turkey were
determined by both phenotyping and genotyping methods. Phenotyping was performed on the basis of relati-
ve resistance profiles of the isolates to 12 aminoglycoside antibiotics. Genotypically, Ag RMs of the isolates
were determined by using hybridization assay including 22 common aminoglycoside resistance gene probes.
Among 585 aminoglycoside-resistant gram-negative bacteria, resistance rates were highest for gentamicin
(91.5%) followed by tobramycin (93.2%), netilmicin (62.1%), and amikacin (48.2%). Although isepamicin (I) was
the most active aminoglycoside in-vitro against gram-negative bacteria, resistance rate (29.2%) for this drug
was higher than in most of the other countries surveyed in earlier studies. The most common Ag RMs
[AAC(3)-Il (GTN), AAC(6)-1 (TNA), ANT(2”)-l (GT)] in earlier studies, were also present in this study. In
addition to those mechanisms, two new mechanisms were observed. AAC(6’)-1ll (TNAI), occurred in both
Enterobacteriaceae (11.9%) and Pseudomonas spp.(19.3%). Despite the high incidence of the other new mec-
hanism, AAC(6’)-IV (GTNA) in Enterobacteriaceae (26.9%), it was not determined in Pseudomonas spp. All
these mechanisms were mostly found in combination with each other or with less occurring resistance mec-
hanisms except for AAC(6’)-1V which mostly occurred alone. The incidence of combinations of the most com-
mon resistance mechanisms were high in both Enterobacteriaceae (48%) and Pseudomonas spp. (58.7%). High
incidence of combinations reflects the high resistance rates to clinically useful aminoglycosides (G, T, N, A, I)
in gram-negative bacteria. Although enzymatic resistance mechanisms [AAC(3)-l (16.6%), AAC(6’)-1l (29.3%),
AAC(6)-1ll (19.3%), ANT(2”)-1 (40%)] were frequent in Pseudomonas spp., permeability resistance seems to
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be responsible for resistance to a wide range of clinically available aminoglycosides in this organism.

Key Words: Aminoglycoside resistance mechanisms, Gram-negative bacteria

Aminoglikozid antibiyotikler (Ag)’e karsi bakteri-
lerde goriilen direng, genel olarak aminoglikozid
molekiiliinii asetilleyen, adenilleyen ve fosforilleyen
enzimler aracihg ile olmaktadir. Aminoglikozidleri
asetilleyen enzimler aminoglikozid asetilasyon
(AAC); adenilleyen enzimler aminoglikozid adenilas-
yon (ANT); fosforile eden enzimler ise aminoglikozid
fosforilasyon (APH) enzimleri olarak isimlendiril-
mektedir(1,2], Permeabilite direnci olarak bilinen ve
antibiyotik molekiiliiniin hiicre icine girisinin engel-
lenmesi yoluyla ortaya ¢ikan direng ise 6zellikle Pse-
udomonas grubu bakterilerin tiim antibiyotiklere
karst gosterdigi direncte rol oynamaktadir. Enzima-
tik direnc, aminoglikozid molekiiliiniin &zgiil bolge-
leri {izerinde etkili olurken; permeabilite direnci 6z-
gl olmayip, tiim aminoglikozidlere karsi direncin
ortaya cikmasma neden olmaktadirl3-5l. Modifikas-

yon enzimlerinin, aminoglikozid molekiilii {izerinde-
ki 6zgtil etki bolgeleri, hangi aminoglikozidlere karsi
dirence yol actiklar ve bu enzimleri kodlayan genler
Sekil 1'de gésterilmektedir.

Tirkiye’de aminoglikozid diren¢ mekanizmalar
(Ag DM)'nin prevalansina yonelik yapilan ilk calis-
malar, gram-negatif bakterilerde aminoglikozidlere
kars1 direncin dusiik oranlarda oldugunu ve direnc-
ten cogunlukla tek diren¢ mekanizmasinin sorumlu
oldugunu ortaya koymusturlé.7l. Akalin ve arkadasla-
rnmn 1985’de yaptiklart calismada en yaygin Ag
DM’ler, gentamisin (G) ve tobramisin (T) direncine
yol acan ANT(2")-I ve AAC(3)-I ile gentamisin, tob-
ramisin ve netilmisin (N) direncine yol acan AAC(3)-
II'dirl7l. Buna karsin T, N ve amikasin (A) direncine
yol acan ve sonraki calismalarda yaygin olarak sap-
tanan AAC(6°)-], izolatlarin sadece %4 {inde saptan-
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Sekil 1. Gram-negatif bakterilerde bulunan aminoglikozid

modifikasyon enzimlerinin, aminoglikozid molekiilii

tizerindeki, asetilasyon (AAC), adenilasyon (ANT), fosforilasyon (APH) bélgeleri ve bu enzimlerin fenotipte diren-

ce yol actiklari klinik kullanimdaki aminoglikozidler

mustirl7l. Ayni yillarda Amerika Birlesik Devletleri
(ABD)nde ANT(2")-I, Avrupa’da AAC(3)-II ve Ja-
ponya’da ise AAC(6’)-] en sik rastlanan diren¢ me-
kanizmalarn olmus ve Tiirkiye'deki gibi bu mekaniz-
malar cogunlukla tek olarak bulunmusturl8.9l. Kom-
bine diren¢ mekanizmalarinin giderek yayginlastigi
1980’lerin sonuna dogru ABD ve Avrupa’da en cok
goriilen ve GTNA direncine yol acan “AAC(3)-1I +
AAC(6’)-1” kombinasyonuna, yeni kombinasyonla-
rin eklendigi goriilmiistiir. 1988-1993 villar arasin-
da vapilan genis capli calismalar, &zellikle Giiney
Amerika, Yunanistan ve Tiirkiye’de kombine direng
mekanizmalarinin insidansindaki énemli artiglara
dikkat cekmis, bu karmasikhgin Avrupa ve Kuzey
Amerika tilkelerinde daha smnirl oldugu ortaya ¢ik-
mustir. Ayrica, Pseudomonas spp.’de permeabilite
direncine ilaveten, 6zgiil diren¢ mekanizmalarimn
kombinasyonlarindaki artis da dikkat cekmistir(10,11],

Tiirkive'nin degisik cografik bolgelerinden 15
merkezin katildigi bu calismada, tilkemizde 1990’lann
sonuna dogru gram-negatif bakterilerde en sik bulu-
nan Ag DM’leri, bunlann birarada bulunma sikhgm,
zamanla nasil degisim gosterdigini ve klinik kullanim-
daki diger aminoglikozidlerle birlikte, diinyada yeni pi-
yasaya girmis olan izepamisinin gram- negatif bakte-
riler tizerindeki etkinligini belirlemek amaclanmustir.

MATERYAL ve METOD
Bakteriler

Tiirkive'nin degisik cografik bolgelerinden 15
merkezin katildigi bu calismaya, sadece infeksiyon
etkeni olan, her biri ayr hastadan izole edilmis ve
klinik kullanimdaki aminoglikozidler (G, T, N, A)’'den
en az birine direncli (Ag D) gram-negatif bakteriler
alinmustr.

izolatlarin Ag DM’lerinin Fenotipik
Olarak Belirlenmesi

Fenotipleme icin her merkezdeki ilgili arastirici,
standart disk difiizyon yéntemiyle, izolatlarin, “Sche-
ring-Plough Research Institute (SPRI)” tarafindan
génderilen 12 Ag'ye (apramisin, fortimisin, 6’-netil-
misin, 2’-netilmisin, gentamisin, tobramisin, amika-
sin, izepamisin, netilmisin, 5-episisomisin, kanami-
sin, neomisin) kars1 géreceli direnc profillerini belirle-
mistir. Her izolatin sahip oldugu fenotipik direnc pa-
terni, SPRI tarafindan saglanan kilavuza gére yorum-
lanarak, o izolat icin olast Ag DM kaydedilmistir(12].

izolatlarin Ag DM’lerinin Genotipik
Olarak Belirlenmesi

Genotipik inceleme icin, bakteri izolatlarinin
DNA ekstraksiyonunu taswyan filtre kagitlari her
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merkez tarafindan hazirlamp, hibridizasyon icin
SPRI'va génderilmistir.

a. Filtre Kagitlarinin Hazirlanmis1: Aminogli-
kozidlere karsi direncten sorumlu enzimleri kodlayan
genlere yonelik hazirlanmis olan 22 gen probuyla
hibridizasyon yapmak tizere, bakterilerin 48 saatlik
Mueller-Hinton Buyyon Kiiltiiriinden 10’ar pL, ensti-
tii tarafindan saglanan filtre kagitlarimin ilgili béliim-
lerine konmustur. Filtre kagitlari, oda sicakhginda
kurutulduktan sonra 1 N NaOH ve ardindan 1M Tris
pH 7.0 ile 5’er dakika siireyle doyurulmustur. Son
asamada 500 mL 1 M Tris pH 7.0 icinde 3 dakika
tutulan filtre kagitlar1, oda sicakliginda kurutulduktan
sonra, hibridizasyon icin SPRI'yva génderilmistir.

b. Dot-Blot Hibridizasyon: Bakteri DNA’lari-
ni taswan filtre kagitlar1, 20x ile muamele edilip, hib-
ridizasyon siselerine konmus ve prehibridizasyon si-
vist (%50 formamid + 1 M NaCl + %10 dekstran +
100 p/mL Salmon sperm DNA’s1 + %1 sodyum do-
desil siilfat) ilave edilerek 4 saat 42°C’de inkiibe edil-
mistir. Daha sonra prehibridizasyon siisinin fazlasi
dokiiliip, filtre kagitlarinin bulundugu hibridizasyon
sisesine, icinde 5 mL 1 x 106 dpm/mL “nick trans-
lated probe” iceren prehibridizasyon swisi konup
42°C’de 1 gece inkiibe edilmistir. Sonra filtre kagit-
lar1 4 kez SSC-SDS (saline sodium citrate buffer ve
sodium dodecyl sulfate)'yle yikanip kurutulduktan
sonra X-ray’e maruz birakilmistir{12],

Fenotipik ve genotipik analiz sonuclarinin kore-
lasyonu temel alinarak bakteri izolatlarimin sahip ol-
dugu Ag DM’ler SPRI'da belirlenmistir. ki test ara-
sinda uyumsuzluk gosteren izolatlar degerlendirme
dis1 birakilmustir.

Gram-negatif bakterilere ait sonuclar sahip ol-
duklar diren¢ mekanizmalarinin benzerligi ve o grup
icindeki prevalans: dikkate alinarak 3 grupta irdelen-
mistir:

1. Klebsiella spp.-Enterobacter spp. (K.E.),

2. Escherichia coli,

3. Pseudomonas spp.

BULGULAR ve TARTISMA

Aminoglikozidlere diren¢ mekanizmalarimnin tayi-
ni icin 221 Klebsiella spp., 121 Enterobacter spp.,
93 Escherichia coli ve 150 Pseudomonas spp.’den
olusan toplam 585 gram-negatif bakteri izolati de-
gerlendirmeye alinmistir. Calismaya alinan bakterile-
rin cinslere ve merkezlere gére dagilimi Tablo 1’de
verilmistir.

Ag D Gram-Negatif Bakterilerde Klinik

Kullanimdaki Aminoglikozidlere
Diren¢ Oranlan

Ulkemizde klinik kullanimdaki aminoglikozidler-
den en az birine direncli gram-negatif bakteriler (n=

Tablo 1. Bakterilerin cinslere ve merkezlere gore dagilimi
Merkez Mikroorganizma
no Klebsiella spp. Enterobacter spp. E. coli Pseudomonas spp. Toplam
1 10 15 5 11 41

2 12 23 11 0 46

3 19 2 8 3 32

4 16 4 10 8 38

5 15 1 4 18 38

6 1 6 11 14 32

7 8 10 0 21 39

8 19 11 7 8 45

9 11 2 5 21 39
10 20 12 3 9 44
11 11 6 10 16 43
12 2 17 2 9 30
13 23 3 9 38
14 25 1 4 2 32
15 29 8 4 48
Toplam 221 121 93 150 585
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Tablo 2. Ag D’li gram-negatif bakterilerde Ag diren¢ oranlari

Direng oranlar %

Mikroorganizma izolat sayisi Gentamisin Tobramisin Netilmisin ~ Amikasin izepamisin
e Klebsiella spp. 221 89.5 98.1 77.3 66.3 12.7

e Enterobacter spp. 121 87.6 96.6 52.8 33.8 19.8

e E. coli 93 90.3 93.5 47.3 34.4 22.5

e Pseudomonas spp. 150 98.6 84.6 71.3 58.6 62

e Toplam 585 91.5 93.2 62.1 48.2 29.2

585) arasinda G, T, N direncinin ¢cok yiiksek oldugu,
A direncinin de énceki calismalara gére arthigi belir-
lenmistirl8,10,13]. Diger yandan heniiz klinik kulla-
nimda olmamasina karsin izepamisin (I)’e kars: di-
rencin de 6zellikle Pseudomonas spp.’de, azimsan-
mayacak oranlarda oldugu belirlenmistir (Tablo 2).

Onceki calismalarla kiyaslandiginda, klinik kulla-
mmdaki aminoglikozidlere karsi Klebsiella spp. ve
Enterobacter spp.’de saptanan direnc oranlan fark-
lihk gostermektedir. 1985’de yapilan ve G'ye di-
rencli 300 gram-negatif bakteriyi kapsayan calisma-
da, T ve N direnci sirasiyla %78.3 ve %43 olarak
bulunurken, bu izolatlarn hicbirinde A direnci sap-
tanmamustirl7l. 1974 ve 1988 villar1 arasinda diinya-
nmn cesitli bolgelerinden (Japonya, ABD, Avrupa)
izole edilen gram-negatif bakterileri kapsayan calis-
malarda da, aminoglikozid direnc¢ oranlari, Ttirkiye
izolatlarminkine benzerlik g&stermektedirl>.8l. Daha
sonra 1988-1993 wvillan arasinda yapilan Ttirki-
ye'nin de dahil oldugu ve Giiney Amerika, Giiney
Afrika, Avrupa {ilkelerini kapsayan calisma, N
(%71.9) ve A (%43.1) direncinin giderek arttigini ve
bunun da adi gecen aminoglikozidlerin Klinik kullani-
minin artisiyla iliskili oldugunu, [ direncinin diisiik
diizeyde (%9.9) oldugunu g&stermistirl10.11], Bizim
calismamizin sonuclan ise, I direncinin azimsanma-
vacak olciide (%29.9) arttigini géstermektedir. Mer-
kezlerden edinilen bilgiler, klinikte en sik kullanilan
aminoglikozidin A oldugunu ve bunu G, T ve N'nin
izledigini gostermektedir. Bu kullanim sekli, izolatlar-
daki yiiksek A direnciyle paralellik géstermekle bir-
likte, calismanin yapildigi dénemde heniiz piyasada
bulunmayan ['ve karsi direnci pek aciklar gézitkme-
mektedir.

Pseudomonas spp.’de, 6nceki calismalarda ol-
dugu gibi Klinik kullamimdaki Ag (G, T, N, A)’vye kar-
s1 goriilen yiiksek dirence ek olarak, [ direncinin de
oldukea yiiksek (%62) oldugu saptanmustir (Tablo 2).
Permeabilite direncinin yayginhgi, bu bakterilerde
aminoglikozid kullanimi ile direnc¢ oranlar arasinda
dogrudan bir iliskinin kurulmasini engellemektedir(8l.

Ag D Gram-Negatif Bakterilerde
En Sik Goriilen Aminoglikozid
Diren¢ Mekanizmalan

Tiim izolatlarda 15 farkh Ag DM saptanmasina
karsin, bunlarin 8’1 izolatlarin biiyiikk cogunlugunda
(%97.2) yaygin olarak bulunmaktadir. En sik goriilen
Ag DM’ler AAC(3)-1 (G), AAC(3)-Il (GTN), AAC(6')-
[ (TNA), AAC6)-I (GTN), AAC(6)-I (TNAI),
AAC(6)-IV (GTNA), ANT(2”)-1 (GT) ve permeabili-
te direncidir (Sekil 2). Kanamisin ve neomisin diren-
cinden sorumlu olan APH(3’)-] de izolatlarin
%16’sinda saptanmis olmakla birlikte, bu mekaniz-
ma yaygin Kklinik kullammdaki aminoglikozidler (G,
T, N, A, I)’e dirence yol acmamasi nedeniyle sekilde
gosterilmemistir (Sekil 1). Bu calisma, énceki calis-
malarda saptanan Ag DM’lere ek olarak, iki yeni
mekanizmanin daha [AAC(6’)-III (TNAI), AAC(6°)-IV
(GTNA)] Tirkiye izolatlarinda yaygin olarak bulun-
dugunu gostermektedir. Bunlardan AAC(6’)-III'iin
fenotipik direnc profili (TNAI), izepamisin disinda
AAC(6’)-I (TNA) ile ayni olup, 585 gram-negatif izo-
latin %13.8’inde saptanmustir. Bu direnc mekaniz-
masini kodlayan aac(6’)-IL geni, ilk kez Bunny ve ar-
kadaglar1 tarafindan, Venezuela'dan bir izolatta bu-
lunmusturl14l. Bu gen ayni zamanda Belcika izolatla-
rinda da saptanmuis olup, Fransa’da oldukca az oran-
da bulunmaktadirld. Bu direnc mekanizmasmnin
Tirkiye izolatlarinda yiiksek oranda bulunmasi,
A’nin Klinikte yaygin kullaimu ile iliskilendirilebilir.
llging olarak AAC(6')1I, 1 ve 4 nolu merkezlere ait
izolatlarin hicbirinde saptanmazken, 6 nolu merkez-
de Pseudomonas spp. izolatlarimin %42.9’unda, 11
nolu merkezde ise K.E. grubu bakterilerin
%64.7 sinde belirlenmistir. Ikinci yeni direnc meka-
nizmast, AAC(6')-IV (GTNA) ise Enterobacteriaceae
iyelerinde %26.9 gibi yiiksek bir oranda saptanir-
ken, Pseudomonas spp.’de bu yeni diren¢ mekaniz-
masina rastlanmamistir (Sekil 2). llginc olarak,
AAC(6’)-IV’e sahip izolatlarin biiyiik bir kisminda
baska bir diren¢ mekanizmasi belirlenmemis ve bu
mekanizmanin saptandigi 117 izolattan sadece
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Sekil 2. Gram-negatif bakterilerde en sik goriillen Ag DM’ler

9’unda, ek bir diren¢ mekanizmasi g&zlenmistir
(Tablo 3 ve Tablo 4). AAC(6')-IV’e eslik eden direnc
mekanizmasi, 8 izolatta APH (3’)-I'dir ve bilindigi gi-
bi bu enzim, klinik kullanimdaki Ag (G, T, N, A, I)'ve
dirence yol acmamaktadir (Sekil 1). Bir merkez (6
nolu) disinda, tiim merkezlere ait izolatlarda belirle-
nen AAC(6')-1V, ézellikle 4, 5, 12, 13, 14 nolu mer-
kezlere ait K.E. ve E. coli izolatlarinin yaklasik yari-
sinda gosterilmistir. AAC(6’)-1V, yeni klonlanan
aac(6’)-lo geni tarafindan kodlanmakta olup, feno-
tipte “ANT(2”)-1 (GT) + AAC(6’)-1 (TNA)” kombi-
nasyonu gibi G, T, N, A direncine yol acmaktadir.
Bu diren¢ mekanizmasi, yapisal olarak AAC(6’)-
I'den, iki aminoasitte gosterdigi farklilikla ayrilmak-
tadir. Belcika ve Fransa’da cesitli hastanelerde sap-
tanmis olmakla birlikte, bu {ilkelerde, Tiirkiye’deki
kadar yaygin degildir(15],

En sik saptanan Ag DM’lerin prevalansi, bakteri
cinslerine goére farkhlik gostermektedir. Sekil 2’de
acikca goriilecegi gibi, AAC(3)-1 (G), AAC(6’)-I
(GTN) ve permeabilite direnci, Pseudomonas
spp.’de en sik rastlanan diren¢c mekanizmalar iken,
digerlerinde cok diisiik oranlarda bulunmus ya da hic
bulunmamustir. Diger yandan, Klebsiella spp., Ente-
robacter spp. ve E. coli’de yaygin olarak goriilen di-
ren¢c mekanizmalari [AAC(3)-1I (GTN), AAC(6)-1
(TNA), AAC(6’)-IV (GTNA)], Pseudomonas spp.’de

saptanmarms ya da cok diisiik oranlarda saptanmus-
tir (Sekil 2). Yaygin olan diger iki diren¢ mekanizma-
st AAC(6’)-III (TNAI) ve ANT(2”)-1 (GT) nin insidan-
s1 tim bakteri gruplarinda benzer olarak yiiksek bu-
lunmustur (Sekil 2).

Klebsiella spp. ve Enterobacter spp.’de
En Sik Goriilen Aminoglikozid
Diren¢ Mekanizmalan

Toplam 342 Ag D’de Klebsiella spp. ve Entero-
bacter spp. izolatinda 14 farkh Ag DM belirlenmis
olmakla birlikte, bunlardan 5’i [ANT(2”)1 (GT),
AAC(3)-II (GTN), AAC(6’)-1 (TNA), AAC(6)-IV
(GTNA), AAC(6')-III (TNAI)] ve bunlarn birbirleriyle
ve az gorlilen diger diren¢ mekanizmalariyla yaptigi
kombinasyonlar, izolatlarin %96.5’inde saptanmistir
(Tablo 3). Bu bes diren¢ mekanizmasinmn prevalanst,
Klebsiella spp. ve Enterobacter spp.’de farkllik
gostermektedir (Sekil 2). Klebsiella spp.’de goriilen
en yaygin Ag DM’ler, AAC(6)-IV (%37.5), AAC(3)-
I (%33.4), AAC(6')-1 (%32.1), ANT(2”)-1 (%18.5) ve
AAC(6')-IIT (%9)'dir. Enterobacter spp.’de ise
ANT(27)-1 %46.2 oran ile ilk sirada yer alirken, bu-
nu AAC(3)-II (%33), AAC(6')-1 (%23.9), AAC(6)-IV
(%19.8) ve AAC(6')-1II (%16.5) izlemektedir. Bu ca-
lisma AAC(3)-1I, AAC(6)-1 ve ANT(2”)-I gibi daha
onceki calismalarda da bulunmus olan Ag DM’lerin
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Tablo 3. Klebsiella spp. ve Enterobacter spp.’de en sik goriilen tek ve kombine Ag DM’lerin prevalansi*

Tek veya kombine

Ag DM'’ler Fenotip Klebsiella n= 221 Enterobacter n= 121 Toplam
* AAC(3)-1I (A2) GTN 9 (4) 12 (9.9) 21 (6.1)
* AAC(6')-1 (B1) TNA 5(2.3) 3(2.5) 8(2.3)
* AAC(6')-11l (B3) TNAI 4(1.8) 8 (6.6) 12 (3.5)
* AAC(6)-IV (B4) GTNA 78 (35.3) 20 (16.5) 98 (28.7)
e ANT(2")-1 (C1) GT 14 (6.3) 16 (13.2) 30 (8.8)
* A2 + B1 GTNA 30 (13.5) 2(1.7) 32(9.4)
e A2 +B1 +B3 GTNAI 3(1.4) 0 (0) 3(0.9)
* A2 + B1 + C1 GTNA 4 (1.8) 3 (2.5) 7(2)
* A2 +B1 +B3+Cl GTNAI 0 (0) 2(1.7) 2(0.6)
* A2 + B3 + Cl GTNAI 0 (0) 1(0.8) 1(0.3)
* A2 + B3 GTNAI 12 (5.4) 2(1.7) 14 (4.1)
* A2 + Cl GTN 3(1.4) 11.(9) 14 (4.1)
® A2 + X3 GTN +7? 13 (5.9) 7 (5.8) 20 (5.8)
*B1+B3 TNAI 0 (0) 1(0.8) 1(0.3)
*B1 +B3+Cl GTNAI 1(0.5) 2(1.7) 3 (0.9)
*B1 +C1 GTNA 15 (6.8) 14 (11.6) 29 (8.5)
«B1+xb TNA +7? 13 (5.9) 2(1.7) 15 (4.4)
* B3 + B4 GTNAI 0 (0) 1(0.8) 1(0.3)
® B4 + XC GTNA +? 5(2.3) 3(2.5) 8(2.3)
* B3+ Cl1 GTNAI 0 (0) 3(2.5) 3(0.9)
e C1+xd GT +7? 4(1.8) 4 (3.3) 8 (2.3)
e Toplam 213 (96.4) 117 (96.7) 330 (96.5)
* Sayi (%)

a Az goriilen Ag DM'ler. Klebsiella spp.: 11 izolatta APH(3")-l ile, 1 izolatta APH(3")-VI ile ve 1 izolatta bilinmeyen bir mekanizma ile; En-

terobacter spp.: 5 izolatta APH(3)-1 ile, 2 izolatta AAC(3)-I ile

b Az gorilen Ag DM’ler. Klebsiella spp.: 8 izolatta APH(3’)-l ile, 1 izolatta AAC(3)-I ile, 1 izolatta permeabilite ile, 3 izolatta bilinmeyen

mekanizma ile; Enterobacter spp.: 2 izolatta AAC(3)-IV ile

€ Az gériilen Ag DM'ler. Klebsiella spp.: 5 izolatta APH(3")-l ile; Enterobacter spp.: 3 izolatta APH(3")-ile

d Az goriilen Ag DM’ler. Klebsiella spp.: 4 izolatta APH(3)- ile; Enterobacter spp.: 3 izolatta APH(3')- ile, 1 izolatta APH(3")-VI ile

insidansinda degisiklik oldugunu ortaya koymakta-
dir. Ornegin, 1988-1993 villari arasinda vapilan ca-
lismada Yunanistan ve Tiirkiye’de, G, T ve N'yi mo-
difiye eden AAC(3)-1I, izolatlarin %7.2’sinde sapta-
nirken, bu calismada %33.3’iinde bulunmustur!8,101,
Diger yandan o6nceki calismada %59.5 oraninda
saptanan AAC(3)-], calismamizda izolatlarin sadece
%3.5’inde saptanmustir. Yine énceki calismanin en
sik saptanan Ag DM’si, AAC(6')- (%82.6) olup, bu
cahismadaki izolatlarin %29.2’sinde gosterilmistir(8l.
G, T, N, A ve I direncine yol acan iki yeni direnc me-
kanizmasi [AAC(6')-IV, AAC(6’)-111], 6nceki calisma-
da A direncinin esas sorumlusu olarak goriilen
AAC(6’)-'in yerini almis gibi gdziikmektedir.

Klebsiella spp. ve Enterobacter spp. izolatlar-

nin vaklasik varist (siraswyla, %51.5 ve %50.9) tek
Ag DM’ye sahiptir ve en sik saptanan 5 mekanizma,
Klebsiella spp.’'nin %49.7’sinde, Enterobacter
spp.’nin ise %48.7’sinde tek olarak bulunmustur.
AAC(6’)-IV en sik bulunan tek diren¢ mekanizmasi
(%28.7) olup, 9 izolat disinda diger diren¢ mekaniz-
malarnyla kombinasyon yapmamustir (Tablo 3). Bu
Ag DM tek basina bir izolatin, I disindaki diger tiim
klinik kullanimdaki aminoglikozidlere direncli olmasi
icin yeterli goziikmektedir. ANT(2”)-I ve AAC(3)-I,
Enterobacter spp.’de, Klebsiella spp.’ye gore daha
yitksek oranda tek olarak bulunmaktadir (Tablo 3).
AAC(6')-] ve AAC(6’)-IIT'lin ise tek olarak bulunma
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Tablo 4. Escherichia coli’de sik goriilen tek ve kombine Ag DM’lerin prevalansi*

Tek veya kombine

b Az gorilen Ag DM’ler: 1 izolatta APH(3")-1 ile
€ Az goriilen Ag DM'ler: 1 izolatta APH(3')-1 ile

Ag DM’ler Fenotip E. colin=93
o AAC(3)-1I (A2) GTN 30 (32.2)
o AAC(6")-1 (B1) TNA 3(3.2)
* AAC(6')-IIl (B3) TNAI 1(1.1)
o AAC(6')-IV (B4) GTNA 10 (10.7)
* ANT(2")-1 (C1) GT 33.2)
e Permeabilite direnci GTNAI 4 (4.3)
e A2 + B1 GTNA 4(4.3)
° A2 + B1 + B3 GTNAI 2(2.2)
* A2 +B1+B3+Cl GTNAI 1(1.1)
* A2 + B1 + Cl GTNA 1(1.1)
° A2 + B3 GTNAI 6 (6.5)
° A2 + X2 GTN +7? 10 (10.7)
* B1 +B3 TNAI 1(1.1)
*B1 +CI GTNA 7 (7.5)
eB1 + xb TNA +? 1(1.1)
B3 + XC TNAI +? 1(1.1)
eCl+xd GT+? 4 (4.3)
* Toplam 89 (95.6)
* Sayi (%)

A Az goriilen Ag DM’ler: 9 izolatta APH(3')-l ile, 1 izolatta APH(3')-Il ile

d Az gériilen Ag DM'ler: 2 izolatta APH(3")-1 ile, 1 izolatta AAC(3)-Ill ile ve 1 izolatta AAC(3)-Ill, APH(3")-I ve APH(3")-VI ile

insidanst cok diisiik olup, cogunlukla diger direnc
mekanizmalar ile birarada bulunmaktadir (Tablo 3).

Aminoglikozid diren¢ mekanizmalarinin kombi-
ne bicimde bulunma insidansi cok vyiiksek olup;
Klebsiella spp.’nin %48.4’tinde, Enterobacter
spp.’nin ise %49.5'inde birden fazla direnc meka-
nizmas birarada bulunmaktadir. iki, tic ve dért Ag
DM'nin birarada bulunma oram Klebsiella spp.’de
sirasiyla %35.7, %11.7 ve %0.9, Enterobacter
spp.’de %32.2, %14.8 ve %2.5'dir.

Klebsiella spp. ve Enterobacter spp.’de direnc
mekanizmalarinin 44 farkli kombinasyon vaptigi
saptanmustir. [zolatlarn %47’sinde en sik rastlanan
Ag DM’lerden [AAC(3)-II, AAC(6')-1, AAC(6)-I,
AAC(6)- 1V, ANT(2”)] en az birisi, %32.2’sinde ise
en az ikisi mevcuttur (Tablo 3). Gentamisini modifi-
ye eden enzim, AAC(3)-Il ile A'yt modifiye eden en-
zim, AAC(6’)], izolatlarin %12.9’unda birarada bu-
lunmaktadir (Tablo 3). Bu kombinasyon, [AAC(3)-1I
+ AAC(6')], [ disinda Klinikte kullanilan tiim ami-

noglikozidlere (G, T, N, A) karsi dirence yol agmak-
tadir. [AAC(3)-I + AAC(6’)-]] kombinasyonu, Fran-
sa, Belcika, Italya/Portekiz/Ispanya gibi Avrupa til-
kelerinde de, Tiirkiye've benzer oranlarda bulun-
musturll. Ancak, AAC(3)-II'nin, diger bazi Avrupa
lilkelerinde de en sik goriilen Ag DM’lerden birisi ol-
masina karsin, AAC(6’)-] ile kombinasyon yapma
orani ¢ok diisiiktiirll. 1988-1993 yillan arasinda ya-
pilan calhismada, Tiirkive ve Yunanistan'da AAC(3)-
[I'nin diger direnc mekanizmalariyla kombine bicim-
de bulunma orani cok azken (%3.8), diger bir kombi-
nasyon olan “AAC(3)-I + AAC(6')1” izolatlann %
59.5’inde saptanmustirl®l. Calismamizda AAC(3)-
['nin, diger bir A modifiye edici enzim olan
AAC(6')II ile izolatlarin %5.9’unda kombinasyon
vaptigi belirlenmistir. Bunlara ek olarak, AAC(3)-
['nin, ANT(2”)-I ve diger az goriilen diren¢c meka-
nizmalaryla suslarin %12.8’inde kombine bicimde
bulundugu saptanmustir. Ancak APH(3)-VI ile tek bir
izolatta yaptigi kombinasyon disinda, bu kombinas-
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yonlarin hicbiri A direncine yol agmamaktadir (Tab-
lo 3). Diger sik gorilen Ag DM’lerden biri olan ve
G’yi modifiye eden ANT(2"')-1, izolatlarin %13.2’sin-
de, A’'yi modifive eden AAC(6’)-1 ve AAC(6)-I ile
kombinasyon yapmustir. Kisaca, en sik goriilen G
modifiye eden enzimler [AAC(3)-II, ANT(2")-] ile en
sik gorillen A’yi modifiye eden enzimler [AAC(6°)-,
AAC(6')-], izolatlarin %31.6’sinda kombine halde
bulunmaktadir.

Sonu¢ olarak K.E. izolatlarinda, Klinik kullanim-
daki aminoglikozidlere karsi saptanan yiiksek oran-
daki direnc, bu tek ve kombine diren¢ mekanizmala-
rinin sonucudur.

Escherichia coli’de En Sik Goriilen
Aminoglikozid Diren¢c Mekanizmalan

Escherichia coli’de 12 farklh Ag DM saptanmis
olmakla birlikte, K.E. deki gibi, izolatlarin biiyiik bir
cogunlugunda (%91.3), 5 diren¢c mekanizmasi bu-
lunmustur. Bu 5 mekanizma, K.E. ile aym ise de,
bunlarin prevalansi E. coli’de farklihk géstermekte-
dir. Diger yandan bu mekanizmalarin birbirleriyle ve
diger az goriilen Ag DM’lerle yaptiklari kombinas-
yonlar, E. coli’de daha basit gdzitkmektedir (Tablo
4). Escherichia coli’de en sik gérillen Ag DM olan
AAC(3)-II'yi (%58), AAC(6)-1 (%21.5), ANT(2”)-
(%15), AAC(6')I (12.9), AAC(6)-IV (%10.7) izle-
mektedir (Sekil 2). AAC(3)-1I, K.E. den daha yaygin
olup, tek diren¢ mekanizmasi olarak, izolatlarin
%32.2’sinde bulunmaktadir (Tablo 4). 1985’te Tiir-
kiye'de, ANT(2”)-I, E.coli’'nin en yaygin diren¢ me-
kanizmasi olarak, izolatlarin %57’sinde belirlenmis-
tirl7l. Aym willarda ABD ve Avrupa'da da, Tiirki-
ye'dekine benzer sonuclar elde edilmistir. Ttirki-
ye'nin de dahil oldugu diinyanin cesitli boélgelerini
kapsayan sonraki calismalar, E. coli’de, Ag DM’le-
rin dogasimin degistigini, AAC(3)-II ve AAC(6’)-I'in
insidansiin giderek arttigini géstermistir[11.13]. Ben-
zer olarak calismamizda da, AAC(3)-11, tek basina en
sik rastlanan Ag DM olup, bunu izleyen AAC(6')-1,
daha cok AAC(3)-1I ve diger sik goriilen Ag DM’ler-
le [ANT(2”)-1 ve AAC(6’)-1lI] kombine halde saptan-
mustir (Tablo 4). Klebsiella spp. ve Enterobacter
spp.’de saptanan iki yeni diren¢ mekanizmasi, E.
coli’de de belirlenmis olup, bunlardan AAC(6’)-1V,
hicbir izolatta diger bir diren¢ mekanizmasiyla bira-
rada bulunmamistir. AAC(6°)-IV’lin aksine, diger ye-
ni diren¢c mekanizmas1 AAC(6’)-Ill, daha cok
AAC(3)-I ve AAC(6')-] ile olmak {izere baska direnc
mekanizmalariyla kombine halde bulunmustur (Tab-
lo 4). Her ne kadar E. coli'de Ag DM’ler K.E. deki
kadar karmasik degilse de; calismarmzin sonuclari,

gecmis yillara kwyasla E. coli'de de Ag DM’lerin da-
ha karmasik hale geldigini gostermektedir. Perme-
abilite direnci %4 gibi diisiik bir oranda saptanmasi-
na karsin, K.E. den daha yiiksektir (Tablo 4). E. co-
I’deki, K.E.’ye gore daha yiiksek olan I direnci, per-
meabilite direncinin ve diger izepamisini modifiye
eden enzimlerin [AAC(6°)-11l ve APH(3’)-VI] goreceli
yiiksekliginin (%18.2) bir sonucu olabilir (Tablo 4).
Calismamizin ilging bir sonucu, Belcika, Fransa, In-
giltere, Almanya gibi tilkelerde hayvancilik sektériin-
de kullanilan apramisine karsi dirence yol acan
AAC(3)-IV’tin, Tiirkiye'de, énceki calismalara kiyas-
la artan insidansta saptanmis olmasidir (%5.4)11],
Bu diren¢ mekanizmasi, sadece 8, 9 ve 11 nolu
merkezlere ait E. coli izolatlarinda saptanmustir.
1988-1993 vyillan arasinda yapilan calismada adi
gecen Avrupa lilkelerinde %10.9 oraninda saptanan
bu diren¢ mekanizmasi, ayni calismada, Ttirkiye/Yu-
nanistan izolatlarimin sadece %0.7’sinde bulunmus
ve bu sonucun, hayvancilik sektériinde apramisinin
kullanilmamasiyla paralellik gosterdigi vurgulanmis-
tir. Buna karsin, {ilkemizde apramisinin hayvancilik
sektoriinde kullanilmamasi nedeniyle simdiki calis-
mada AAC(3)-IV’iin artan insidansini, apramisin kul-
larmmuyla iliskilendirmek pek olanakli géziikkmemek-
tedir.

E. coli’de Ag DM’lerin 12 farkli kombinasyonu
saptanmis olup, izolatlarin %45.2’si ayni anda iki ve-
ya daha ¢ok diren¢ mekanizmasina sahiptir. Aminog-
likozid diren¢ mekanizmalanmn ikili, ticlii ve dortlii
kombinasyonlari siraswyla izolatlarin %28, %14 ve
%3.2’sinde saptanmis olmakla birlikte, en sik rastla-
nan 5 diren¢ mekanizmasi suslarin %23.6’sinda bir-
birleriyle kombinasyon yapmuslardir (Tablo 4). En
yaygin goriilen diren¢ mekanizmasi olan ve G’yi mo-
difiye eden AAC(3)-1I, izolatlarin %15’inde, A’'yt mo-
difiye eden enzimlerden [AAC(6')-1 veya AAC(6’)-11I]
biriyle beraber bulunmaktadir. Sonuc olarak her ne
kadar, E. coli’deki Ag DM’ler ve onlarin kombinas-
yonlan, K.E. grubuna gore daha basit goriinse de,
onceki calismalarla kiyaslandiginda, bu bakteri gru-
bunda da karmasikligin giderek arttigi ve bunun ileri-
de Klinikte sorun olusturabilecegi stylenebilir.

Pseudomonas spp.’de En Sik Goriilen
Aminoglikozid Diren¢c Mekanizmalan

Pseudomonas spp.’de 9 farkh Ag DM saptan-
mustir. En sik gdzlenen, permeabilite direnci olup,
bunu sirasiyla ANT(27)-1 (%40), AAC (6')-11 (%29.3),
AAC(E')I (%19.3), AAC(3)-I (%16.6) izlemektedir
(Sekil 2). Izolatlarin tiimii, bu mekanizmalardan en
az birine sahiptir. llgin¢ olarak, merkezlerin cogunda
yaygin olarak goriilen ANT(2”)-I, 6 ve 14 nolu mer-
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kezlerdeki Pseudomonas spp. izolatlarinda saptan-
mamustir. Onceki calismalarda yaygin olarak gériilen
Ag DM’lere ek olarak bu ¢alismamizda, Pseudomo-
nas spp. de yeni diren¢ mekanizmalarindan biri olan
AAC(6)-Ill bulunmustur(4.11.13] Enterobacteriaceae
iyelerinde saptanan diger yeni Ag DM, AAC(6")IV,
Pseudomonas spp.’de gézlenmemistir. Tiirkiye izo-
latlarinin ilging bir 6zelligi, diger {ilkelerde pek rast-
lanmayan AAC(3)-T'in, %16.6 oraninda belirlenmis
olmasi, buna karsin AAC(3)-II'nin, izolatlarin sadece
9%4.7’sinde saptanmis olmasidir (4). Ote yandan Ja-
ponya’da, Pseudomonas spp.’de sik goriilen

AAC(6’)], diger Avrupa iilkeleri gibi Tiirkiye’de de
saptanmamustir(8],

[zolatlarin %41.3’t1 tek direnc mekanizmasina
sahiptir ve 6nceki calismada oldugu gibi, tek basina
en sik rastlanan Ag DM’ler ANT(2”)-I (%21.3) ve
permeabilite direncidir (Tablo 5). Her ne kadar tek
basina permeabilite direncine sahip izolatlarin, tek
diren¢ mekanizmasina sahip olduklan ifade edilse
de, bu diren¢ mekanizmasi 6zgiil olmayip, klinik kul-
lanimdaki tiim Ag’lere dirence yol acmaktadir. Per-
meabilite direncinin tek basma goériilme sikhigi Ja-
ponya, Guatemala, Meksika, Venezuela disindaki iil-

Tablo 5. Pseudomonas spp.’de en sik goriilen tek ve kombine Ag DM’ler*

Tek veya kombine Ag DM’ler Fenotip Pseudomonas spp. (n= 150)
* AAC(3)-1 (AT) G 1(0.7)
* AAC(3)-11 (A2) GTN 2(1.3)
* AAC(6')-11 (B2) GTN 7 (4.7)
* AAC(6')-1l (B3) TNAI 0

e ANT(2")-1 (CT) GT 32 (21.3)
e Permeabilite direnci (D) GTNAI 20 (13.3)
°* Al + A2 + B3 GTNAI 1(0.7)
*Al +B2+B3+D GTNAI 1(0.7)
*Al +B2+D GTNAI 1(0.7)
*Al +B3+D GTNAI 7 (4.7)
* Al +D GTNAI 13 (8.7)
e AT + X@ G 1(0.7)
* A2 + B2 GTN 1(0.7)
e A2 + B2 + B3 GTNAI 1(0.7)
°* A2 + C1 GTN 1(0.7)
e A2 + Xb GTN +? 1(0.7)
*B2+Cl GTN 1(0.7)
*B2+B3+D GTNAI 12 (8)
*B2+B3+C1+D GTNAI 1(0.7)
*B2+C1+D GTNAI 3(2)
*B2+D GTNAI 16 (10.6)
*B3+C1+D GTNAI 2(1.3)
*B3+D GTNAI 4(2.7)
°Cl+D GTNAI 19 (12.7)
e C1 +X¢ GTAI 1(0.7)
«D+xd GTNAI 1(0.7)
* Toplam 150

* Sayi (%)

4 Az goriilen Ag DM'ler. 1 izolatta APH(3)-I ile

b Az goriilen Ag DM’ler. 1 izolatta bilinmeyen bir mekanizma ile

€ Az goriilen Ag DM'ler. 1 izolatta APH(3)-VI ile

d Az goriilen Ag DM’ler. 1 izolatta bilinmeyen bir mekanizma ile
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kelerle benzerlik gosterse de, bu mekanizmanin
kombinasyonlar1 da iceren toplam insidansi, tilke-
mizde %66.6’dir. Buna karsin bu oran, Fransa disin-
daki baz1 Avrupa tilkelerinde %30 civarindadirl4l.

Cahsmarmzda Pseudomonas spp.’de Ag DM’le-
rin kombine halde bulunma insidansi cok yiiksek bu-
lunmustur. Izolatlarn %58.6’s1 birden fazla Ag
DM'ye sahiptir ve bu izolatlarda Ag DM’lerin 25
farkli kombinasyonu saptanmistir. Izolatlarin
%32.6’sinda iki, %23.3’tinde tic ve %2.6’sinda dort
Ag DM birarada bulunmustur. Kombine diren¢ me-
kanizmasina sahip izolatlarin biiyiik kisminda
(%52.7) permeabilite direnci enzimatik diren¢c meka-
nizmalarina eslik etmektedir (Tablo 5). Kombine di-
renc mekanizmasina sahip izolatlarin sadece 8’inde,
permeabilite direnci olmaksizin, yalnizca enzimatik
diren¢ mekanizmalan saptanmustir. Pseudomonas
spp.’de, permeabilite direncinin yiiksek insidansi,
eski enzimatik direnc mekanizmalarina AAC(6’)-
[II'in eklenmesi ve bu mekanizmalarin karmasikl-
gindaki artis, I dahil klinik kullanimdaki aminogliko-
zidlere karsi direncin K.E. ve E. coli'ye gére cok da-
ha yiiksek olmasina neden olmaktadir (Tablo 2).

Sonug olarak, Tiirkiye nin degisik cografik bslge-
lerinden 585 gram-negatif bakteri izolatinin deger-
lendirmeye alindigi bu cok merkezli calismamiz, kli-
nik kullanimdaki aminoglikozidlere ve hatta tilkemiz-
de heniiz pivasaya girmemis olan izepamisine karsi
goriilen yiiksek direncin, onceki villara kiyasla gram-
negatif bakterilerde, aminoglikozid direnc mekaniz-
malarmnin karmasikhgindaki belirgin artisin ve yeni
diren¢ mekanizmalarimin da buna eklenmesinin bir
yansimasi oldugunu ortaya koymaktadir.
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