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Ozellikle uzun siire hastanede kalan kisilerde ciddi nozokomiyal
enfeksiyonlara sebebiyet veren Providencia tirlerindeki coklu ila¢ direncinin bir
pargasi olan aminoglikozid ila¢ direncinin aydinlatilmasina yardimci olmak amaciyla

yaptigimiz ¢alismada bu dirence sebep olan genlerin varligini belirlemeyi amagladik.

Calismamiza Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji  Laboratuvari® na gonderilen ve kiiltiire alinmis biyolojik
materyallerden Providenciaspp. Ureyen ve aminoglikozid ila¢ direnci go6zlenen
bakteriler dahil edilmistir. ila¢ direncine neden olan genleri molekiiler diizeyde

aragtirmak amaciyla PCR yontemi kullanilmis ve 33 genin varligr aragtirilmistir.

Aragtirmalarimiz sonucunda yedi tanesi aminoglikozidmodifiye eden enzim
geni (aac(2")-1a, aac(3)-11a, aac(3)-llc, aac(6')-1b, aac(6')-Ib-cr, ant(2')-1a, ant(3")-
la) ve bir tanesi de 16S rRNAmetilasyon geni (armA) olmak (izere toplamda sekiz

adet gen pozitif olarak bulunmustur.

Calismamizdan elde edilen veriler dogrultusunda Providencia tirlerindeki
aminoglikozid ila¢ direncine sebep olan bir¢cok gen bir arada bulunmustur. Endise
verici olan bu bakterilerin diger bakterilerden horizontal olarak ilag diren¢ genlerini
alabildigi ve kendi DNA’ sina entegre edebildigi, ayni sekilde kendi direng genlerini
de diger bakterilere aktarabilecegi gercegidir. Bunun 6niine gegmek ve direng oranini
azaltmak amaciyla antibiyotik kullaniminda daha dikkatli davranilmali ve direng

genleri goz Oniine alinarak tedavi stratejileri gelistirilmelidir.
Anahtar Kelimeler; Aminoglikozid direnci, Providencia spp., 16S rRNA metilasyonu
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ABSTRACT
T.C.

NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY
HEALTH SCIENCES INSTITUTE

INVESTIGATION OF AMINOGLYCOSIDE RESISTANCE GENES IN
PROVIDENCIA ISOLATES

Ebru ATAYETER
Department of Medical Microbiology
PhD Thesis/ Konya-2020

We aimed to determine the presence of genes that cause this resistance in our
study to help elucidate aminoglycoside drug resistance, which is a part of multi-drug
resistance in Providencia species that cause serious nosocomialinfections, especially

in people who stay in hospital for a long time.

Providencia spp., one of the biological materials sent to Necmettin Erbakan
University Meram Medical Faculty Medical Microbiology Laboratory and taken to
culture. Included are bacteria that grow and exhibit aminoglycoside drug resistance.
PCR method was used to investigate the genes causing drug resistance at the

molecular level and the existence of 33 genes was investigated.

As a result of our research, a total of eight genes, seven of which are
minoglycoside modifying enzyme genes (aac (2 ")- la, aac (3) -lla, aac (3) -lic, aac
(6 - Ib, aac (6")- Ib-cr, ant (2 )- la, ant (3 ")- la) and one of which is 16S Rrna

methylation gene (armA), were found to be positive.

In line with the data obtained from ours tudy, many genes that cause
aminoglycoside drug resistance in Providencia species were found together. What is
alarming is the fact that bacteria can take drug resistance genes horizontally from
other bacteria and integrate them into their own DNA, as well as transmit their
resistance genes too the bacteria. In order to prevent this and to reduce the resistance
rate, more careful attention should be paid to the use of antibiotics and treatment

strategies should be developed considering the resistance genes.
Keywords; Aminoglycoside resistance, Providencia spp., 16S rRNA methylation
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1.GIRIS VE AMAC
Antibiyotikler kesiflerinden giiniimiize kadar bakteriyel enfeksiyonlarintedavi

edilmesi ve kontrol altina alinmasinda oldukga etkili olmuslardir (Gold ve ark. 1996).
Tarihsel surecgte antibiyotiklerin kesfi ¢ok sayida hastaligin tedavisi agisindan ¢ok
onemli olsa da bakteriler bu ajanlara karsi direng gelistirme konusunda geride
kalmamiglar ve cesitli mekanizmalarla bu ajanlarin etkilerine karsi kendilerini
koruma altina almislardir. Neredeyse sadece yiizyilin basina kadar hastane ortamiyla
siirli olan bu durum bugin toplum kokenli enfeksiyonlar icin degecerli hale

gelmistir (Ruppé ve ark. 2015).

Antibiyotik ailesinin 6nemli bir Gyesi olan aminoglikozidler, 1940’larda
klinik kullanima girdiklerinden beri bakterilerle miicadelede antimikrobiyal
silahlanmanin 6nemli bir pargast olmuslardir. Aminoglikozidlerin etki spektrumu,
hizl1 bakterisidal aktivite ve uygun kimyasal ve farmakokinetik 6zellikleri bu ajanlar
klinik olarak yararli bir ilag sinifi haline getirmistir. Genis spektrumlu f-
laktamantibiyotikler gibi etkili ve daha az toksik ajanlarin kesfedilmesi,
aminoglikozidlerin kullaniminda bir miktar azalmaya yol agmasina ragmen son
zamanlarda cok ilaca direngli Gram negatif patojenlerin yayginlagmasi
aminoglikozid sinifina duyulan ilgiyi yeniden arttirmistir (Ramirez ve Tolmasky
2010).

Aminoglikozid grubu antibiyotiklerin temel hedeflerini aerobik Gram pozitif
bakteriler ve Gram negatif bakteriler, olusturur (Tsodikova ve Labby 2016). 1970’
lerde gelistirilen amikasin, netilmisin ve dibekasin gibi aminoglikozidlerin yari
sentetik ¢esitleri, gentamisin, kanamisin ve tobramisin gibi eski cesitlere kars: artan
diren¢ oranlarmin 6niine ge¢mek icin tasarlanmistir. Onceleri bu antibiyotiklerin
diinya ¢apinda kullaniminin daha az olmasindan dolay1 diren¢ oraninin daha az
olacagi beklenmekteydi ancak artan direng enzimlerinin kesfedilmesiyle birlikte
neredeyse tiim klinik agidan 6nemli olan aminoglikozidlere kars1 6zellikle antibiyotik
kullaniminin diizenlenmedigi gelismekte olan iilkelerde diren¢ orani her gecen giin

artmistir (Gad ve ark. 2011).

Aminoglikozidler, bakterilerde translasyon hatalarina neden olarak ve
translokasyonu inhibe ederek etki gosterirler (Davies ve Davis 1968). Hedef sahalari,
kodon-antikodonun dogrulugunun degerlendirildigi ribozomal alanlar1 igerir (Purohit

ve ark. 1994). Ozellikle, ribozom fonksiyonlarinda degisikliklere yol acan yiiksek

1



oranda korunmus bir 16S RNA motifine baglanirlar. 16S rRNA ve
aminoglikozidlerarasindaki baglanmada yer alan bazlarin ikame edilmesi veya

metilasyonu, antibiyotik i¢in afinite kaybina ve konagin direncine yol agabilir

(Yoshizawa ve ark. 1999).

Bu antibiyotikler 6zellikle nozokomiyal ortamlarda enfeksiyonlara neden olan
Gramnegatifbakterilerin  tedavisinde kullanilmaktadir. Bu bakteriler firsatei
patojendirler ve immiinsisitemi baskilanmis Kisilerde 6zellikle hastane ortamlarinda

enfeksiyonlar olusturabilirler (Ruppé ve ark. 2015).

Providencia cinsi Uyeleri, daha 6nce Enterobacteriaceae ailesinde yer alan
2016 yilindan itibaren ise Morganellaceae ailesinde siniflandirilan firsat¢1 patojen
Gram negatif basillerdir (Adeolu ve ve ark. 2016). Nadiren enfeksiyon etkeni olarak
karsimiza ¢iksa da Ozellikle hastanelerin yogun bakim iinitelerinde ve yagli bakim
evlerinde uzun siireli katater kullanimina bagl olarak tedavisi gii¢ salginlara yol
acabilmektedir ( Wie 2015). Bu enfeksiyonlar normal sartlarda antibiyotiklerin
yardimiyla tedavi edilebilmektedir ancak giiniimiizde, farkli antibiyotik gruplarina
kars1 birden fazla diren¢ mekanizmasina sahip olan ¢oklu ilaca direngli
suslarmortaya ¢ikmasi giderek artan kiresel bir sorun haline gelmistir ( Partridge
2015). Gram negatif bakterilerdeki antimikrobiyal direng, antibiyotik
inaktiveedicienzimlerin  ve nonenzimatik mekanizmalarin  ekspresyonundan

kaynaklanir (Ruppé ve ark. 2015).

Bakterilerdeki antibiyotik direng gelisimi ¢ok sayida uluslararasi saglik ve
politik zirveye konu olmustur. Antibiyotik direncinin yol agtigi tehditlerle miicadele
etmek i¢in hem uluslararasi hem de ulusal diizeyde kapsamli raporlar, kilavuzlar ve
tavsiyeler bol miktarda yaymlanmis olmasina ragmen, antibiyotik direnci tiim

dunyada artmaya devam etmektedir (Exner ve ark. 2017).

Calismamizda yer verdigimiz Providencia cinsi 0Ozellikle nozokomiyal
ortamlarda tedavisi gii¢ ve bazen salginlara kadar yol acabilen enfeksiyonlara neden
olabilmektedir. Bu enfeksiyonlar nadir gortlmekle birlikte coklu ilag direnci
gozlenmesinden Oturu tedavisi oldukga gu¢ bir hale gelebilmektedir. Ayrica dzellikle
yogun bakim hastalarinda enfeksiyon etkeni olarak karsimiza g¢ikan bu bakteri
cogunlukla koenfeksiyon seklinde gorulmektedir bu durum diger bakterilerle

arasinda plazmid aracili direng genlerinin aktarilabilecegini diisindirmektedir.



Izolatlarimizda g6zlenen coklu ilag direncinde rol oynayan direng genlerinin ayni
plazmid (zerinde tasinmis olabilecegini gosterenliteratirde ¢ok sayida calisma

mevcuttur.

Ulkemizde cesitli bakterilerde aminoglikozid ila¢ direnciyle ilgili olarak
birgok ¢alisma mevcuttur ancak Providencia turlerine, nadir enfeksiyon etkeni olarak
karsimiza ¢ikmasindan dolayir az sayida ¢alismada yer verilmistir. Calismamizda,
literatiirdeki bu boslugu doldurmak ve ozellikle nozokomiyal enfeksiyonlarin
tedavisine yardimci olmak amaciyla bu suslardakiaminoglikozid diren¢ genlerini

belirlemeyi amagladik.



2.GENEL BILGILER
2.1.PROVIDENCIA

2.1.1.Tarihge ve Taksonomi
Providencia cinsi  taksonomik olarak, Proteobacteria  subesinde,

Gammaproteobacteria smifinin Enterobacteriales ordosunda bulunan
Morgenallaceae ailesinde yer alir. Gammaproteobacteria sinifi tiyeleri Gram negatif,
fakiltatif anaerobik, spor olusturmayan, cubuk seklindeki cesitli bakterilerin
olusturdugu genis bir gruptur. Bu grubun dyeleri toprakta, suda, bitkiler, bocekler,
hayvanlar ve insanlar dahil olmak iizere canli organizmalarla baglantili olarak bir

dizi farkli ekolojik niste yasar (Adeolu ve ve ark. 2016).

Su anda, NCBI genom veri tabaninda bulunan Enterobacteriales ordosunda
sekiz aile  (Budviciaceae, Enterobacteriales, Erwiniaceae, Hafniaceae,
Morganellaceae, Pectobacteriaceae, Thorselliaceae, Yersiniaceae) ve yayinlanmis
54 cinse ait 14.000'den fazla genom bulunmaktadir

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome).

Morganellaceae familyasinda, Morganella (Fulton, 1943), Arsenophonus
(Gherna ve digerleri, 1991), Cosenzaea (Giammanco ve digerleri, 2011), Moellerella
(Hickman-Brenner ve digerleri, 1984), Photorhabdus (Boemare ve digerleri, 1993),
Proteus (Hauser, 1885), Providencia (Ewing, 1962) ve Xenorhabdus (Thomas ve

Poinar Jr, 1979) cinsleri yer alir.

Providencia cinsinde P.alcalifaciens, P. burhodogranariea, P. heimbachae,
P. rettgeri, P. rustigianii, P. sneebia, P. stuartii, P. thailandensis ve P. vermicola
olmak Uzere dokuz tiir bulunmaktadir. Ayrica yeni bir tir olan P. huaxiensis yakin

zamanda onuncu tir olarak dnerilmistir (Ksentini ve ark. 2019).

1904 yilinda Rettger, koleraya benzeyen bir salgin sirasinda tavuklardan daha
once tanimlanmamig bir organizma izole etmis ancak o yillarda izolatla ilgili olarak
ayrintili bir ¢alisma yapmamustir. 14 yil sonra 1918' de Hadley ve ark. daha detayli
olarak inceledikleri bu organizmayr tamimlayip Bacterium rettgerei olarak
adlandirmistir (Abdallah ve Balshi 2018 ). 1920' de Ornstein, insan bagirsagindan
izole edilen Bacillus inconstans adimi verdigi bir organizma tanimlamig (Ornstein
1920) ve bu sus daha sonra Providencia cinsinin yayinlanan ilk tiirii olmustur. 1944’

te Gomes, daha sonra Providencia cinsine dahil edilecek olan ‘“Eberthella


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome

alcalifaciens” tiirtinii tanimlamistir (O’Hara ve ark. 2000). 1951' de Kauffmann,
Stuart' in ¢alistign Brown Universitesi' nde bulundugu Providence, R.I. adasmin
isminden esinlenerek Providence grubu olarak adlandirmistir (O’Hara ve ark. 2000).
Ewing 1958 ve 1962' de Proteea'min taksonomisini gbézden geg¢irmis ve dénim
noktasi olarak kabul edilen bir 6neride bulunmustur Providence grubunun Proteus
cinsine dahil edilemedigini kabul etmis ve Providence grubu igin dogru terimin
Providencia olmasini ve dogru tiir adinin Providencia inconstans olmasi gerektigini
vurgulamistir (Ewing 1958). Devam eden galismalarin bir sonucu olarak, Ewing' in
artik Providencia alt gruplar1 A ve B olarak 2 alt guruba ayirmistir alt grup A’da P.
alcalifaciens, alt grup B' de P. stuartii yer almistir (Ewing 1962). 1978 yilinda
yapilan bir ¢aligmada Brenner ve ark. DNA-DNA hibridizasyonu teknigi yontemini
kullanarak ¢esitli organizmalari yeniden siniflandirmistir (Brenner 1978). Bu
calismanin sonuglarina goére, Proteus rettgeri, Providencia rettgeri olarak
isimlendirilirken Proteus rettgeri biogroup 5 ise P. stuartii olarak isimlendirilmistir.
1983' te DNA hibridizasyonu ¢aligsmalari neticesinde, P. alcalifaciens biogroup 3' in
Proteus grubu iizerinde erken ¢alismalar yapan Robert Rustigian' 1 onurlandirmak
icin Providencia rustigianii olarak adlandirilmistir (Brenner ve ark. 1983).
Tesadlfen, 1986' da Miiller ve ark. penguenlerin diskisindan izole ettikleri yeni bir

tdr olan Providencia heimbachae' i tanimlamustir (Muller ve ark. 1986).

Providencia baslangigta Enterobacteriales ailesinde  yerlestirilmis  ancak
2016' da Morganellaceae ailesine dahil edilmistir (Hu ve ve ark. 2019). Tablo 2.1' de

Providencia cinsinin taksonomik tarihgesinin zaman ¢izelgesi verilmistir.
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Tablo 2.1.Providencia cinsinin taksonomik tarihcesinin zaman cizelgesi (O’Hara ve ark.

2000)
Kesif Tarihi  Yazar Adi Tammlama
1904 Rettger [lk olarak tavuklardan izole etti ama tanimlama yapmadi
1918 Hadley ve ark. Bu bakteriyi "Bacterium rettgerei "olarak tanimladi
1920 Ornstein Organizmay1 "Bacillus insconstans" olarak tanimladi
1923 St. John Brooks ve "Bacterium rettgerei "olan bakteriyi "Bacterium rettgeri"
Rodos olarak yeniden isimlendirmistir
1943 Rustigian ve Stuart Proteus rettgeri olarak yeniden tanimlanmasini tavsiye
etmistir
1943 Stuart ve dig. "Anaerojonik paracolon 29911"olarak tanimladi
1944 Gomes "Eberthella alcalifaciens” i tanimladi
1951 Kauffmann "Anaerojonik paracolon 29911" i Providence grubu olarak
adlandird:
1952 Kauffmann ve Proteus rettgeri olarak adlandirilmasim 6nermiglerdir
Edwards
1954 Butiox ve ark. Providence grubunu "Proteus stuartii" ve "Proteus rettgeri"
olarak adlandird1
1955 Shaw ve Clarke "Bacillus insconstans" 1 "Proteus inscontans"” olarak
adlandird:
1962 Ewing Providencia cinsini 2 alt gruba ayirdi. Alt grup A P.
alcalifaciens, alt grup B P. stuartii
1978 Brenner ve ark. "Proteus rettgeri" yi "Providencia rettgeri" olarak
adlandirmustir
1983 Hickman- Brenner ve  P. alcalifaciens bio grup 3’u P.rustigianii olarak adlandird:
ark.
1983 Miller P.fridericiana tiirlinii tamimlad1
1986 Miiller ve ark. P.heimbachae tiiriinii tanimladi
1986 Hickman- Brenner ve  P.rustigianii daha 6nce tanimlandigi i¢in P.fridericiana

ark.

isimlendirilmesini gecersiz kildi

2.1.2. Providencia Genel Ozellikler
Morganellaceae familyasinda yer alan Providencia cinsinin tyeleri dogada

toprak, atitk su ve kirli su rezervuarlarinda bulunabildigi gibi cesitli canh

organizmalardan da izole edilirler (Hu ve ve ark. 2019).

Providencia cinsinin Gyelerinin hepsi fakiltatif anaeroblardir ve peritrik

flagella bulundurduklarindan hareketlidir ancak, hiicresel farklilasma ve kiimelenme

davranisi sergilemezler. Ureaz iiretimi Providencia tiirlerinin bir 6zelligidir (Manos

ve Belas 2006). Bu bakterilerin taninmasi igin kesin biyokimyasal karakter,

fenilalanini fenilpirivik asit (PPA) iiretmek i¢in deamine etme yetenegidir (Hawkey

1984).



Providencia tiirleri, laktoz negatif, metil kirmizis1 ve fenilpirivik asit pozitif
Gram negatif basil morfolojisindeki bakterilerdir. Providencia cinsi wyelerinin
fenilalanindeaminaz testi pozitiftir ve D-mannoz' dan asit Uretirler ancak lisin ve
ornitin dekarboksilaz ve arginin dihidrolaz igin yapilan testler negatiftir (Abdallah ve
Balshi 2018 ).

Bu firsat¢1 patojenler, ¢ogunlukla kiigiik ¢ocuklarda ve bagisiklik sistemi
zayiflamis cerrahi veya yanik {initelerindeki hastalarda enfeksiyonlara neden olabilir
(Ovchinnikova ve ark. 2013). Providencia stuartii ve Providencia rettgeri en sik
nozokomiyal kaynakli idrar yolu enfeksiyonu olan hastalardan izole edilir. Daha az
siklikla, solunum ve cilt enfeksiyonlarina da sebep olabilir ( Wie 2015). Providencia
alcalifaciens genellikle diski 6rneklerinden diger enterik patojenlerle izole
edilebilirken (Brenner ve ark. 1983) benzer bir tir olan P. rustigianii yapilmis olan
bir¢cok calismada penguen diskist da dahil olmak {izere bir dizi insan ve hayvan

kaynagindan izole edilmistir (Muller 1986).

Taksonomik olarak tanimlanmis diger bir Providencia tlrli Providencia
heimbachae, ilk olarak penguen diskisindan ve bir sigir fetiisiinden izole edilmis ve
1986 yilinda Muller (O'Hara ve ark. 1999 ) tarafindan tanimlanmistir. Sonraki
donemlerde bu tiiriin 6zellikle idiyopatik ishali olan bir hastanin diskisindan izole

edilmistir (Jones ve Maobley 1987 ).

Tablo 2.2° de Providencia tirlerinin  biyokimyasal reaksiyonlara

gore farklilasmasi verilmistir.
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Tablo 2.2.Providenciatirlerinin biyokimyasal reaksiyonlara gére farklilagmasi

Biyokimyasal 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
ozellikler

Sitrat kullanimi + - B + - - - + + _
Ure + - - - + - + - B, B
Indol dretimi + + + - + + + + - +
Jelatinaz - + + + + + + + - -
Asit kaynag:

D-Liksoz - - - - - - - + - -
D-Mannitol + - + - - - + - + +
Rafinoz - - - - + - - B + -
D-Ksiloz - - - = - - + - + -
L-Arabinoz - - - - + = - - + +
L-Rhamnoz - - - - - a - - + -
2-Keto-glukonat  + - - - z - - - + +
Arbutin + - + + - - + - + -
Cellobiose - - - - - - - - + R
Aesculin + + + + + + + - + -
Gliserol - - - - + - - + + -
Mannitol + - - - - - - + + -
Salisin + - + - - - + - + -
Sorbitol - - + - + - + - + _
Sukroz/Sakkaroz - - - - - - - + + -
DNA G + C 413 43.0 39.1 39.6 40.5 41.8 34.7 40.7 41.0 ND
icerigi(%mol)

Suglar: 1.P.huaxinsis, 2. P.alcalifaciens, 3. P. buhodogranariea, 4. P. heimbachae, 5. P.
rettgeri, 6. P. rustigianii, 7. P. sneebia, 8. P. stuartii, 9. P. thailandensis, 10. P. vermicola, Pozitif +,
Negatif -, ND belirlenemedi(Hu ve ve ark. 2019).



2.1.3. Klinik Onemi
Diinya ¢apinda en yaygin saglik hizmeti ile iliskili enfeksiyonlar arasinda yer

alan kateter iliskili idrar yolu enfeksiyonu, hastane kaynakli enfeksiyonlarin %40' in1
olusturmaktadir (Hooton ve ark. 2010). Son 30 yilda derlenen veriler kateter iliskili
idrar yolu enfeksiyonlarinin yaklasik %86' s Proteus mirabilis, Providencia
stuartii, Morganella morganii, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa ve Klebsiella pneumoniae kombinasyonlarini  igeren polimikrobiyal

enfeksiyonlarin olusturdugu gosterilmistir (Ljubovic ve Huki¢ 2009).

Providencia turleri, uzun siire kalic1 idrar sondalar1 olan ve hastanede ya da
bir bakim evinde ikamet eden kisilerde yaygin olarak goriilen iiropatojenlerdir. Bu
cinsin tiirleri arasinda klinik olarak en sik gozlenen enfeksiyon ajanlari P. stuartii ve
P. retttgeri’dir. P. stuartii Ureaz pozitif bir tlrdir ve Ureaz aktivitesi wrolitiyazis
(idrar yolu tas1) gelisimine katkida bulunur. Dolayisiyla, Providencia tirleri,
bakteriyel Ureaz, idrar yolu taslarimin olusumu, uzun sdreli Urinerkateterlerin
titkanmasi veya akut piyelonefrit gelisimi ile iligkili énemli virtlans faktorl Greten
Gram negatif bir basildir (Jones ve Mobley 1987 ). Spesifik olarak, P.
stuartii ve Proteus mirabilis’ in olusturdugu koenfeksiyonlar sirasinda iireaz
aktivitesinin sinerjistik indiksiyonu Urolitiyazis ve bakteriyemi insidansinin

artmasina neden olmaktadir ( Wie 2015).

Tip 3 fimbria' ya sahip P. stuartii idrar sondalarina yapigir ve kalict idrar
kateterlerinin P.stuartii ile kolonizasyonu idrar yolu enfeksiyonlarinin yani sira idrar
kateterlerinin arizalanmasina da yol agabilir ( Darouiche 2001 ). P. stuartii ve P.
rettgeri ayrica triptofan ve fenilalanin dahil aromatik amino asitleri deamine edebilir
ve triptofaninmetabolitleri olan indol ve indoxylsulphate olusumunu etkileyebilirler
bu bakterilerin doksilsiilfataz veya indoksilfosfataz enzimlerini iiretmelerini saglar.
Bu enzimler indoksil siilfatin idrarda indigo ve indirubine doniismesine neden
olarak "Mor idrar torbasi sendromu" na sebep olurlar. Bu hastalarda indigo ve

indirubinin alkali idrarin mor olmasina neden oldugu bilinmektedir ( Wie 2015).

Kateterle iliskili idrar yolu enfeksiyonlarindan izole edilen Providencia
tirleri, genellikle Providencia bakteriyemi vakalarinda yiikksek mortaliteye katkida
bulunan ¢oklu antibiyotiklere direng gosterir ve hastalarin  polimikrobiyal
enfeksiyonlara sahip olma olasiliklar1 daha yiiksektir (Armbruste ve ark. 2014).

Bir¢ok ¢alisma P. stuartii’ nin idrar yolundan diger organlara gegerek endokardit,



perikardit, peritonit ve menenjite neden olabilecegini gostermistir (Kurmasheva ve
ark. 2018).

2.2.ANTIBIYOTIKLER
Antibiyotikler, kicuk dozlarda konakta ciddi toksisiteye yol ag¢madan

mikroorganizmalar (zerinde Uremelerini durdurucu veya oldirict etki yapan
mikrobiyalmetabolitler veya sentetik analoglardir ( Fair ve Tor 2014).
Antimikrobiyal ajanlar ¢ogunlukla toprak bakteri ve mantarlarin Urinuddr, ana
antibiyotik Ureten bakteri grubu Actinomycetes' lerdir (C. Walsh 2004). Ginlmuzde
klinik kullanimdaki antimikrobiyal ajanlarin ¢ogu fermantasyonun dogal
urinlerinden tlretilmekte veya antibakteriyel ve farmakolojik 6zelliklerini
gelistirmek i¢in kimyasal olarak modifiye edilerek yari sentetik hale getirilebilmekte
ya dakinolonlar gibi bazi antimikrobiyal ajanlar ise tamamen sentetik olarak
sentezlenebilmektedir (Mayer 2007).

2.2.1.Antibiyotiklerin Kesfi ve Tarihgesi
Antibiyotiklere maruz kalmanin “modern antibiyotik donemle” sinirh

olduguna dair yaygin inanisin aksine yapilan c¢esitli arastirmalar bunun bdyle
olmadigimi1 ortaya koymustur (Aminov 2010). Antimikrobiyal 06zellik gosteren
karigimlarin kullanimi disiindiigiimiizden ¢ok daha eskilere dayanmaktadir. Sudan’
da Nubian toplulugu (Bassett ve ark. 1980) ve Misir' in Dakhleh Oasis vahasinda
yapilan ¢alismalar insan kemiklerini floresan etiketleme analizi altinda incelemis ve
tetrasiklin birikimini ortaya g¢ikarmislardir ( Cook ve ark. 1989) bu bilgi, bize
antibiyotik kullanimimin ¢ok eski bir ge¢mise sahip olduguna isaret etmektedir
(Aminov 2010). Yine benzer sekilde Urdiin' de geleneksel olarak kullanilan (ve halen
farmasotik iriinlere ucuz bir alternatif olarak kullanilmakta olan), kizil killerin
antibiyotik benzeri 6zellikleri, baz1 antibiyotik iireten maddelerin kesfedilmesine yol
acmustir (Falkinham ve ark. 2009).

Antibiyotik dénem 0ncesi antimikrobiyal etkilere maruz kalmanin bir baska
olasilig1 geleneksel / alternatif tipta, 6zellikle geleneksel Cin tibbinda (TCM) bilinen
en 1yl Ornegi binlerce yi1l boyunca bir¢gok hastalik icin g¢are olarak
kullanilan Artemisia bitkilerinden elde edilen glglii bir sitma karsiti ilact olan
ginghaosu’n (artemisinin 1970) kesfidir (Cui ve Su 2009). Bunun yani sira,
geleneksel tedavilerin tarih boyunca uzun siire kullanimina bagli olarak

antimikrobiyal aktiviteler tarafindan uygulanan selektif baskilarin, insan
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popiilasyonlarinda antibiyotik diren¢ genlerinin birikmesine sebep olabilecegi

dustnilmektedir(Aminov 2010).

Antibiyotik olarak kullanilan ilk etken madde piyosiyanazdir, Alman bilim
adami Freuderreich 1888' de yapmis oldugu bir deneyde Bacillus pyocyaneus
(Pseudomonas aeruginosa)’ un irettigi mavi-yesil pigmentin bazi bakterilerin
tiremelerini inhibe ettigini gézlemlemistir (Levy 1992). Paul Ehrlich, sonraki sturegte
mikroorganizmalar Gzerinde toksik etkiye sahip ancak dokulara herhangi bir toksik
etkiye sahip olmayan bir etken madde bulma caligmalar1 sonucunda 1910 yilinda
secici toksik etkiye sahip bir boya maddesi olan “sihirli mermi’” (sihirli bir kursun)
yi bulmustur. Ehrlich tiim bu ¢abalarinin sonucunda Afrika uyku hastaligi etkeni olan
Tripanozomlar iizerine etkili olan salvarsami bularak kemoterapatiklerin dénemini
baslatmislardir. Arsenik tiirevi olan bu madde, toksisite orani hayli yiikksek olmasina
ragmen baska ¢are olmadig1 icin Ozellikle sifiliz gibi hastaliklarin tedavisinde uzun

yillar kullanilmaigtir.

Antimikrobiyal tedavi kavrami, Alexander Fleming' in (1881-1955)
calismalariylavetnli kesfi ile devrim yaratmistir. Fleming, daha 6nce kendi burun
mukozasini bir kiiltlir plagina ekerek kesfettigi lizozimin antimikrobiyal dzelliklerini
incelerken, eski bir Staphylococcus aureus kiiltiir plaginda alisilmadik bir fenomen
fark etmistir (Fleming 1929). Kiiltiir plaginda bakterilerin buytmesi, Kirletici bir
mavi kufun (Penicillium notatum) varlig: ile inhibe olmustur. Ne yazik ki, Fleming,
birtakim sebeplerden 6tiirii penisilin tedavisine yeteri kadar deger gosterememis ve
caligmalart yarim kalmigtir. Penicillium notatum' un antimikrobiyal 6zelligi, Howard
Florey (1898-1968)ve Ernst Chain (1906-1979), Oxford Universitesi' de toplanan
birtakim bilim adaminin yardimiyla 1940' ta tekrar kesfedilmistir ve deneysel olarak
enfekte hayvanlarin tedavisi i¢in penisilin antimikrobiyal degerini gosteren ilk
makale yaymlanmistir (Khardori 2006). Bdylece ilk ticari penisilin Gretimini
baslamis ve 1945' te Nobel tip odiilii Fleming, Florey ve Chain' e verilmistir
(Khardori 2006). Penisilin 0Ozellikle 1. Diinya Savasi sirasinda ¢ok sayida
enfeksiyonun tedavisinde kullanilmistir (Bud 2007).

Il. Dlnya Savasi doneminde Mycobacterium tuberculosis yaygin olarak
goriilen ve son derece tehlikeli bir patojen haline gelmistir. Antibiyotik tarihindeki
onemli doniim noktalarindan biri de penisilinin etkisiz kaldigi bu patojene karsi

1944°te Selman Waksman ve Albert Schatz tarafinfan Streptomyces griseus
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bakterisinden streptomisinin kesfi olmustur (Schatz ve ark. 1944). Daha sonra yaygin
olarak kullanilan streptomisin M. tuberculosis' e karsi inhibe edici etkiler sergileyen
ilk antibiyotik bilesigi olmusve Waksman’m 1952' de Nobel Tip Odiilii’nii almasina
neden olmustur. Bununla birlikte, streptomisin kesfi ile Albert Schatz, sadece
tlberkuloza Kkarst etkili bir antibiyotik bulmakla kalmayip, aynm1 zamanda
aminoglikozidler olarak bilinen genis bir antibiyotik grubunun ilk ilacim
tamimlamustir. Takip eden yillarda bulasici hastaliklarin tedavisine katkida bulunan
bircok yeni ila¢ piyasaya sirilmis ve 1950-1960 yillar1 aras1 antibiyotik kesiflerinin
altin ¢ag1 olmus, en ¢ok antibiyotik bu donemde kesfedilmis (1945 te tetrasiklin,
1947' de kloramfenikol, 1949 yilinda neomisin (ilk aminoglikozid),1952 yilinda
eritromisin, 1956 yilinda vankomisin, 1957 yilinda kanamisin, 1960 yilinda
metisilin,1960" larda kinolonlar, 1961 yilinda ampisilin, 1962' de Trimetoprim ve
Nalidiksik asit ve sonra florokinolon tiirevleri, 1963 yilinda gentamisin, , 1970
yilinda trimetoprim (siilfametoksazol ile birlikte ko-trimoksazol), 1970 lerde
Linezolidin) ve tedavide kullanilmaya baslanilmis. Ne yazik ki, antimikrobiyal
direncin 6nemli bir klinik problem olarak ortaya ¢ikmasi uzun bir zaman almamis ve

bu durum antimikrobiyal ajanlarin etkinligini yitirmesine yol agmustir.

Tablo 2.3' da antibiyotiklerin tarihsel kronolojisi verilmektedir.

Tablo 2.3.Antibiyotiklerin tarihsel kronolojisi

Antibiyotik Kesfeden Yil Mekanizma ve Etki
Arsphenamine Ehrlich ve Sata 1909 Bakteiyostatik DNA,
(salvarsan) RNA ve protein
sentezinin inhibisyonu
Protosil Domagk 1932 Bakteiyostatik
Penicilin Fleming 1928 Bakterisidalhiicreduvar
Florey 1940 sentezinin inhibisyonu
Streptomycin Waksman ve Schatz 1943 Bakterisidal protein
sentezinin inhibisyonu
Cephalosporin Brotzu 1945 Bakterisidal hiicre duvar
(cephalosporin C) Abraham ve Newton 1948 sentezinin inhibisyonu

2.2.2. Antibiyotiklerin Siniflandirilmasi ve Etki Mekanizmalari
Antibiyal ajanlar cesitli ozelliklerine gore siniflandirilabilmektedir.

Antibiyotikler viicut stvilarinda olusturduklar1 konsantrasyonlarda,
mikroorganizmalar Uzerindeki etki dereceleri dikkate alinarak hedef hicreye

etkilerine gore ve etki mekanizmalarina gore iki gruba ayrilir ( Akkan 1997). Hedef
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hlcreye etkilerine gore de bakteriyostatik ve bakterisidal olarak iki sinifa ayrilirlar.
Bakterisidal ajanlar bakteriyel hiicre 6limine neden olurken bakteriyostatik ajanlar

bakterilerin Uremesini engelleyerek etki ederler (Walsh 2010).

Bakteriler, insan hiicrelerinden farkli olan prokaryotik hiicre yapisina sahiptir.
Bu, konakg¢i hiicreye Onemli bir zarar vermeden bakteri 0zgiinliigiinii saglayan
ilaglarin tasarimini kolaylastirir. Etki mekanizmalarina gére antibiyotikler, 1)HUcre
duvarina etki edenler (hiicre duvarinin sentezini bozar) 2)Bakteriyel ribozoma etki
edenler (protein sentezini bozar) 3)Nukleik asit sentezineetki edenler4)Hiicre zari
sentezine etki edenler (hiicre zarmi bozar) 5)Antimetabolitler olarak etki edenler
(bakteriyel metabolik yollar1 engeller)olmak lzere 5 grup altinda toplanmaktadir (
Akkan 1997).

Tablo 2.4. Antimikrobiyal ajanlarin etki mekanizmalar1 (Tenover 2006’dan uyarlanmistir)

Etki mekanizmasi Antimikrobiyal ajan (lar)
1. Hiicre duvari sentezi ile girigim B-laktamlar: Penisilin, Sefalosporinler,
Karbapenemler, Monobaktam
Sikloserin, Ristosetin, Basitrasin
Glikopeptitler: Vankomisin, Teikoplanin

2. Protein sentezinin inhibisyonu: Macrolides, Chloramphenicol,
50S ribozomal iinitesine baglanma ClindamycinQuinopristin-Dalfopristin, Linezolid
308 ribozomal iinitesine baglanma Aminoglycosides, Tetracyclines
3. Nikleik asit sentezi ile girigim: Fluoroquinolones, Rifampicin, Nalidiksikasid,
DNA sentezinin inhibisyonu Metronidazol, Aktinomisinler, Mitomisinler,
. Bleomisin, Asiklovir, Doksorubisin, Daunorubisin,
RNA sentezinin inhibisyonu
Metotreksat
4. Bir metabolik yolun inhibisyonu Sulfonamides, FolicAcidAnaloglari,

Siilfonamidler, Siilfonlar, PAS, izoniazid (INH),
Etambutol, Trimetoprim

5. Bakteriyel membran yapisinin bozulmast Polymyxins, Daptomycin, Gramisidin,
(Deterjan etkisi yapanlar) Nistatin, Amfoterisin B, Kandisein, Ketokonazol ve
diger antifungalimidazoller, Flukonazol ve diger
antifungaltrizoller, Hekzaklorofen, Katyonik deterjanlar

2.2.3.Antibiyotik Direnci
Antibiyotik direnci, bir mikroorganizmanin, bir antimikrobiyal maddenin

oldiiriicii konsantrasyonlarinda hayatta kalma kabiliyetidir (Munita ve Arias 2016).
Antibiyotikler dogada var olan mikroorganizmalar tarafindan dogal olarak
iiretildiginden, bu ajanlarin {reticileri olan mikroorganizmalarda kendilerine zarar
vermesini Onlemek amaciyla direng genleri de mevcuttur ( Fair ve Tor 2014).
Ureticilerdeki i¢ dirence genellikle {i¢ ana yoldan biri aracilik eder: (i) antibiyotigin
etkisizlestirilmesi, (ii) antibiyotigin akist ve (iii)) duyarli molekiiler hedefin

modifikasyonu. Bununla birlikte, i¢ direng, antibiyotik iireticileri ile sinirli degildir.
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Bakteri tiirlerine bagl olarak, 6rnegin, zarin bilesimindeki farkliliklar dogal olarak
bilesigin hiicreye alinmasmni Onleyerek bakteriyi direncgli hale getirebilir (Nikaido
1994). Rastgele genetik  mutasyonlar nedeniyle diren¢  mekanizmasi
kendiligindenolusuyormus gibi gériinsede antibiyotiklerin asir1 kotiiye kullanilmasi

gibi faktorler direng prevalansini biiyiik 6l¢iide arttirmistir ( Fair ve Tor 2014).

Kullanim oranlarina bagli olarak direng gelisim siireci degismektedir.
Ornegin; Penisilin gibi bir dizi antibiyotik icin, ajanin piyasaya siiriilmesinden hemen
sonra, 1940' larda direnc gelisimi gézlenmistir (Abraham ve Chain 1940) vankomisin
gibi ajanlarda ise direncin bildirilmesi neredeyse 30 yil almistir (1987) (Schwalbe ve
ark. 1987). Bu, penisilin ile karsilastirildiginda, sinirli miktarda vankomisin
kullanimu ile iliskilendirilmistir. Ayrica ¢esitli antibiyotiklere diren¢ mekanizmalari
onemli oOlgtide farklilik gosterir.p-laktam direnci tek bir gen druniinln etkisiyle
ortaya ¢ikarken, hidrolitik B-laktamaz, vankomisine direngli Enterococcus (VRE)'
larin olugmasi i¢in 5-gen direng kaseti gereklidir (Wiesch ve ark. 2010). Bakteriler,
bir veya daha fazla antimikrobiyal madde smifina karsi yapisal olarak direngli
olabilir. Bu durumlarda, bir bakteri tirtiniin tim suslar1 bu antimikrobiyal ajanlara

kars1 direnglidir (Tenover ve ark. 2006).

Diren¢ novo mutasyonlar veya baska organizmalardan direng genlerinin
alinmasiyla olugabilir. Normalde duyarli bakteri popiilasyonlari, antimikrobiyal
maddelere mutasyonlar ve se¢cim yoluyla veya baska bakterilerden diren¢ genleri
edinerek direncli hale gelebilirler (Tenover ve ark. 2006). Kazanilmig direng, tim
tiir popiilasyonunda mevcut degildir, ancak secici basing altinda g¢ogalabilir ve
yayilabilir. Ozellikle hastane ortamlari, bakterilerin antibiyotiklere yogun bir sekilde
maruz kalmasi nedeniyle antibiyotik diren¢ yayilmasinda 6nemli bir rol oynar. Bu
gibi ortamlar, bakterilerin diren¢ genleri edinmeleri ve yaymalari i¢in ¢ok giiglii bir

secici baski yaratir (Aminov 2010).

Bakteriler antibiyotiklere karsi dort kazanilmisdirengmekanizma vardir: (i)
ilag hedef sahasinin mutasyonu / modifikasyonu (ii) enzimatik ila¢ modifikasyonu
veya etkisizlestirilmesi (iii) ilacin membran boyunca gegirgenligini azaltmasi ve (iv)

ilacin hiicre digina akisini arttirmasi (Tsodikova ve Labby 2016).

Diren¢ prevalansinin artmasinda direng faktorlerinin yatay (horizontal)

transferi onemli bir yer tutmaktadir (Courvalin 1994). Direng geni veren bakteriler,
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genellikle genetik ortamlar arasinda ve hatta farkli ailelerin bakterileri arasinda
direng genlerini harekete gecirebilen genetik elementler iginde bulunur (Barlow
2009). Bu tir mobil genetik ortamlar, direngli genlerin yayilmasi biiyiik 6l¢iide
kolaylastirir, alic1 hiicreler ¢ok sayida direng genini hizli bir sekilde elde edilebilir ve
kendi DNA' lara kolaylikla entegre edilebilir. Pek ¢ok direng geni, bu hareketli
genetik ortamlarda bulunur (Martinez 2008). Bu konuyla alakali olarak karsilasilan
en biyuk tehdit, nozokomiyal ortamlarda direnc birikimidir. Bu durumun kagiilmaz
sonucu, tipik olarak en az ti¢ farkli antibiyotik sinifina eszamanli dirence sahip ¢ok

ilaca direncli suslar olarak siniflandirilan patojenlerin ortaya ¢ikisidir,

Gram negatif bakterilerdeki antibiyotik direnci inaktive edici enzimlerin ve
nonenzimatik mekanizmalarin ekspresyonundan kaynaklanir (Ruppé ve ark. 2015).
Kromozomal genlerdeki mutasyonlar, i¢ diren¢ mekanizmalarinin (antibiyotik-
inaktive edici enzimler veya akis pompalar1) ekspresyonunda bir artisa, dis zar
porinlerinin kaybiyla gegirgenlik degisikliklerine veya hedef modifikasyonlarina
neden olur. Direng genleri tasiyan hareketli genetik elemanlarin yatay transferi
(horizontal), en belirgin  sekilde plazmid kodlayan beta-laktamazlar,
Aminoglikozidleri modifiye edici enzimler (AME) veya Enterobacteriales’ de
florokinolon direnci i¢in Qnr (plazmid kaynakli kinolon direnci) gibi mekanizmalari
icerir. Bu plazmitler genel olarak coklu direng belirleyicileri tasidigindan, tek bir
plazmid konjugasyonu, alici susuna ¢ok ilagh bir diren¢ fenotipini vermek igin

yeterli olabilir (Ruppé ve ark. 2015).

2.3.AMINOGLIiKOZIDLER

2.3.1.Aminoglikozidlerin Kesfi ve Tarihgesi
Streptomisin, 1944' te Selman Waksman ve Albert Schatz tarafindan

tanimlanip karakterize edilen ilk aminoglikozid grubu ilagtir. Mantarlardan izole
edilen penisilinin aksine, streptomisin, bakteriyel bir kaynaktan Streptomyces
griseus' tan izole edilen ilk antimikrobiyaldir. Streptomisinin kesfi, 6zellikle ikinci
dinya savasi donemlerinde yaygin olarak goriilen ve son derece tehlikeli bir patojen
olan Mycobacterium tuberculosis' e etki edebilen ilk ilag oldugu igin
antimikrobiyallerin tarihinde 6nemli bir doniim noktas1 olmustur (Schatz ve ark.
1944). Bununla birlikte, streptomisin kesfi ile Albert Schatz, sadece tlberkiloza
kars1 etkili bir antibiyotik bulmakla kalmayip, ayn1 zamanda aminoglikozidler olarak
bilinen genis bir antibiyotik grubunun ilk ilacini tanimlamistir ( Nicolaou ve Rigol
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2018). 1949 yilinda Waksman ve ark. Streptomyces fradiae bakterisinden yeni bir
antibiyotik olan neomisini Uretmislerdir ( Waksman ve ark 1949). Hem streptomisin
hem de neomisin sayisiz bulasici hastaliklarin tedavisinde kullanilmis olmakla
birlikte, aminoglikozidlerin kesfi yillar i¢erisinde devam etmistir ( Nicolaou ve Rigol
2018).

Streptomisine karsi1 artan direng, yasami tehdit edici enfeksiyonlarin
tedavisinde olumsuz toksisite seviyelerinin yanmi sira, daha fazla aminoglikozid
kesfetmek icin baski olusturmustur. Antibiyotik direnci ile bu erken micadele
sirasinda, Streptomyces ve Micromonospora cinsinin toprak bakterilerinden gok
sayida aminoglikozid kesfedilmistir. Neomisin, tobramisin, paromisin, kanamisin,
amikasin, arbekasin ve spektinomisin Streptomyces tlrlerinden Uretilirken,
gentamisin ve netilmisin Micromonospora tirlerinden Gretilmektedir ( Krause ve ark.
2016).

Bu smiftaki yeni ilaglarin (gentamisin, tobramisin, neomisin ve sisomisin
dahil) kesfedilmesi, ilag direnci gelisim seviyelerini azaltmistir. Ozellikle
Staphylococcusspp. gibi bazi Gram pozitif bakterilere ve Pseudomonas spp. ve
Enterobacteriales tiirlerinin sebep oldugu Gram negatif enfeksiyonlarin ¢oguna karsi

oldukga etkili oldugu goriilmistir (Tsodikova ve Labby 2016).

Ilerleyen siirecte bu ajanlarin toksisitesini azaltmanin yani sira ortaya ¢ikan
direnci Onleyebilmek ve antibakteriyel spektrumlarmi ve etkilerini arttirmak
amactyla bir dizi biyokimyasal yaklagiminda bulunulmustur. Bu ¢aligmalar
dibekasin, amikasin (kanamisinden tlretilmis) veya daha yakin zamanda kesfedilen
arbekasin (dibekasinden turetilmis) gibi yari sentetik ajanlarla sonuglanmistir, bu
yontemle elde edilen bilesiklerin sadece belirli diren¢ mekanizmlarina karsi etkisiz
kalmistir ayn1 zamanda farkli toksikolojik profiller de sergilemislerdir (Jana ve Deb
2016).

Tablo 2.5' te baslica aminoglikozidlerin elde edildigi mikroorganizmalar ve

izolasyon yillart verilmistir.
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Tablo 2.5.Baslica aminoglikozidlerin elde eildigi mikroorganizmalar ve izolasyon yillart

Aminoglikozid  izole edilmis / sentezlenmis izolasyon yih
Streptomycin Streptomyces griseus 1944
Neomisin Streptomyces fradiae 1949
Kanamycin Streptomyces kanamyceticus 1957
Gentamicin Micromonospora purpurea 1963
Tobramycin Streptomyces tenebrarius 1967
Sisomisin Micromonospora inositola 1970
Amikacin Kanamicinden sentezlenmistir 1972
Arbekacin Dibekasinden  sentezlenmistir ~ (sentetik  tlrev 1973
kanamisin'den)
Isepamicin Gentamisinden sentezlenmistir 1975
Netilmicin Sisomisin'den  sentezlenmistir  (sentetik  tlrev 1976

Gentamisin'den)

2.3.2.Aminoglikozidlerin Genel Ozellikleri
Aminoglikozidler, antimikrobiyal ajanlar olarak faydali olmalarini saglayan

cesitli Ozellikler gosterir (Jeong ve ark. 2009). Aminoglikozidlerin bakterisidal
aktivitesi, inhibitér konsantrasyonlarina ve bakterinin antimikrobiyal ajana maruz
kalma siiresine baghdir ve artan konsantrasyonlarla artar. Ek olarak,
aminoglikozidlerpostantibiyotik etkiye sahip olduklarindan maruz kalma siiresinden
sonra bile 6nemli bir antibiyotik etkisi sergileyerek bakterileri éldirmeye devam
eder. Bu muhtemelen ribozom icin glcll, geri donilsiimsiiz bir baglanma
nedeniyledir. Hiicre duvari biyosentezini inhibe eden antimikrobiyal ajanlar ile
birlikte, sinerjik bakterisidal aktivite aminoglikozidlerin bir baska 6nemli 6zelligidir.
Sinerjizm muhtemelen hiicre duvari sentezi inhibitorleri ile inkiibasyondan sonra
bakterilerin gegirgenliginin artmasina bagli olarak hiicre i¢i aminoglikozid aliminin

artmasindan kaynaklanmaktadir.

Ne yazik ki, aminoglikozidler ototoksisite ve renal toksisite gibi toksik
tepkiler verebilir. Streptomisin, diger aminoglikozidlerin yani sira i¢ kulagin duyusal
sa¢ hiicrelerini hedefler ve hastalarin %5' inde sa¢ hucrelerinin dejenerasyonuna ve
kalic1 isitme kaybina yol acabilir (Becker ve Cooper 2012). Aminoglikozidlerin
ginlik dozlama Konsantrasyona bagli bakterisidal aktivite ve ototoksisite riski ile
birlikte antibiyotik sonrasi etki ve bobrek fonksiyonlart normal olan hastalarda

bobrek toksisitesi giinde bir kez kullanilmalarinin ana nedenleridir (Jeong ve ark.
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2009). Bununla birlikte ilacin etkinligini korurken toksisitesini azaltmaya ydnelik
yapilan ¢alismalarla doz semalar1 gelistirilmistir. Spesifik olarak, klinik ¢alismalar
gunde bir kez dozlama ile daha dusiik nefrotoksisite insidansini bildirmistir (Nicolau
ve ark. 1995). Ginde bir kez aminoglikozid dozlamasinin avantajlar1 artik yaygin
olarak kabul edilmektedir ve bircok enfeksiyon tipi icin bu dozlama programi

standart hale gelmistir (Avent ve ark. 2011).

2.3.3.Aminoglikozitlerin Yapisi ve Siniflandirilmasi
Streptomyces, Micromonospora, Bacillus ve diger bakteri tiirlerinin,

aminoglikozid-aminosiklitol antibiyotik irettigi gdsterilmistir Streptomyces' ten
tiretilen bilesikler “-mycin” (6rnegin, tobramisin) ekiyle, Micromonospora’ dan
tiretilen bilesikler ise “-micin” (6rnegin gentamisin) son ekiyle ile isimlendirilir
(Arya 2007).

Aminoglikozidler/aminosiklitol antibiyotikler, ya streptidin (streptomisinde
bulunur) ya da 2-deoksistreptamin (diger aminoglikozidlerde bulunur) olan bir
glikosidik bag ile baglanan iki veya daha fazla amino seker ile karakterize edilir
(Park 2009).

HN
NH
NH, )\ 2
: O//’/’: e 2 2 HO //”/J,,
1 NH

HO =% NH HO =

= ’ = i N A NH,

OH OH H

2-Deoxystreptamine Streptidine

Sekil 2.1. 2-deoksistreptamin ve Streptidin’in yapisi

Aminoglikozid aktivitesi, psddoglikosidik baglarla dibasiklitol omurgasina
birlestirilen bir veya daha fazla amin sekeri varligina dayanan kimyasal yapilarina
biiyiik dl¢iide baglhidir (Vicens ve Westhof 2002). Bu omurganin yapisinda bulunan
bagli sekerlerin yeri ve sayisi biyolojik aktiviteyi biiylik dlglide degistirdigi igin,
aminoglikozid fonksiyonunun temelini olusturur (Magnet ve Blanchard 2005).
Ayrica bu sekerlerde en az bir amino grubunun varlifinin biyolojik aktivite i¢in

gerekli oldugu gosterilmistir.

Spektinomisin (amino sekerler ile baglantili olmayan bir aminosiklitol)

aminosiklitol fortamin tasiyan astromisin gibi bilesikler de istisnalar olmasina
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ragmen bu aileye dahil edilir (Jana ve Deb 2016). Aminoglikozidler karmasik bir
bilesik ailesidir ve kimyasal yapilarina gore siniflandirmaktadir. Bugline kadar tespit
edilen dogal olarak olusan aminoglikozidler, aminosiklitol halkalarinin niteligine
gore kategorize edilir. Glikozidik baglar yoluyla amino sekerlere baglanmis bir
aminosiklitol ¢ekirdegi (streptamin, 2-deoksistreptamin (DOS) veya streptidin)

olmasiyla karakterize edilen farkli yapisal aminoglikozid siniflart vardir.

Cekirdek yapi, her bir aminoglikozid ile iliskili cesitli aminoglikozid
degistirici enzimlere (AME) etki mekanizmalar1 ve duyarliligi iizerinde dogrudan
etkisi olan cesitli amino ve hidroksil ikameleri ile sislenmistir.Bu bilgiden yola
cikarak ¢ogu literatiir bu antibiyotik ailesini iki gruba ayirir: Streptomisin sinifi (I) ve
2-deoksistreptamin sinifi (II) olmak tizere iki ana aminoglikozid smifi vardir

(Ramirez ve Tolmasky 2010).

(I) 2-DOS aminosiklitol tasimayan diger tiim aminoglikozid ailesinin uyeleri,
2-DOS dis1 alt gruba aittir. Bu, merkezi aminosiklitol olarak bir streptidin halkasina
sahip olan orijinal aminoglikozid streptomisin ve bunun tlrevlerini
(dihidrostreptomisin), fortimisin A ve tdrevlerini (dactimisin) ve apramisin igerir
(Magnet ve Blanchard 2005). Streptomisin, U¢ seker bileseninden olusur: bir pentoza
(streptoz) bagli bir aminosiklitol (streptidin) bu da yine glukozamine baghdir (C.
Walsh 2004). Streptomisin tiirevleri, pentoz tizerindeki R gruplari olarak farkli yari

sentetik modifikasyonlara sahiptir.

(I1) Deoksistreptamin sinifi, molekiiliin ortasina yerlestirilmisaminosiklitol
cekirdege streptamine sahiptir. Bu smuf, seker bilesenlerinin aminosiklitol
cekirdeginin 4,5 veya 4,6 pozisyonuna yerlestirilip yerlestirilmedigine gore iki gruba
ayrilir (Arya 2007). 4,6 2-DOS aminoglikozidlerin birinci alt grubu kanamisin A ve
tirevlerinden (dideoksi-kanamisin ve amikasin), kanamisin B ve tirevlerinden
(dibekasin ve arbekasin) ve ayrica tobramisin' den olusur. Kanamisin
deoksistreptamin aminoglikozidlerin ilkidir 1957'de Japonya' da izole edilmistir.
Kanamisin' de 4,6 ikameli deoksistreptamin sinifina ait bir aminoglikoziddir.
Yapidaki sekerlerin farkli pozisyonlarina yerlestirilen farkli R gruplari, kanamisin

tirevlerini olusturur (Arya 2007).

4,6 2-DOS aminoglikozidlerin ikinci alt grubu, dogal olarak olusan

gentamisin, gentamisin B, gentamisin C, sisomisin ve genetikin de dahil olmak
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uzere, ilk olarak 1963' te tanimlanan gentamisin ile iligkili bilesiklerden olusur.
Gentamisin, tek bir molekiil olmadigi i¢in aminoglikozidler arasinda 6zel bir durumu
vardir (i¢ ana ve birkag kiiglik bilesenden olusur (Isoherranen ve Soback 2000). ilag
kompleksinin ana bilesenleri gentamisin C1, Cla ve C2’dir. C2 bileseni ise C2 ve
C2a olarak iki stereoizomerden olusur. Kanamisin alt grubunda oldugu gibi,
gentamisine bagli aminoglikozidler, netilmisin ve izepamisin gibi turevleri igin

sablon olarak kullanilan gii¢lii antimikrobiyallerdir (Magnet ve Blanchard 2005).

4. ve 5. pozisyonlarda substitlie edilmis bir aminosiklitol halkasi igeren
aminoglikozidler, 2-DOS aminoglikozidlerin ikinci alt grubunu olusturur (Sekil 3).
Bu aile, Streptomyces cinsinden izole edilen, (ancak bunlarla siirli olmamak iizere)
neomisinler, paromomisinler ve butirosinler dahil olmak {izere dogal olarak olusan
bilesiklerden olusur. Bu grubun bir baska tyesi olan Streptomyces ribosidificus' tan
izole edilen ribostamisinin  4,5-2-DOS aminoglikozidlerinin 6nciisii  oldugu
dustnilmektedir (Kudo ve Eguchi 2016). Dusiik maliyeti ve stabilitesi nedeniyle,
gentamisin, Enterobacteriales ve Pseudomonas aeruginosa arasinda diisiik direnc

seviyelerine sahip hastanelerde bir numarali aminoglikozid tercihidir.

Yap1, cesiti amino ve hidroksil ikameleri ile birlikte, belirli bir
aminoglikozidi bloke edebilen veya inaktive edebilen bakteriyel direng

mekanizmalarinin tipi iizerinde dogrudan bir etkiye sahiptir (Kotra ve ark 2000).
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2.3.4.Spektrum Alani
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farkli

aminoglikozidlerin aktivitespektrumlarinda farklilik gosterir (Ramirez ve Tolmasky

2010).

Aminoglikozidler cesitli Gram pozitif ve Gram negatif organizmalara karsi

aktiftir. Aminoglikozidler 6zellikle Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve K.

oxytoca, Enterobacter cloacae ve K. aerogenes, Providencia spp., Proteus spp.,

Morganella spp. ve Serratia tirleri dahil olmak izere ¢esitli Gram negatif bakterilere

kars1 etkilidir (Landman ve ark. 2010). Ayrica aminoglikozidler, sirasiyla veba ve

tulareminin etken maddeleri olan Yersinia pestis ( Heine ve ark. 2015) ve Francisell

atularensis' e ( Ikaheimoa ve ark. 2000) kars1 aktiftir. Sinif ayrica P. aeruginosa ve

daha az bir 6l¢ude Acinetobacter baumannii (Aggen ve ark. 2010) metisiline direncli
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ve vankomisine orta ve direncli Staphylococcus aureus izolatlarma karst iyi bir
aktiviteye sahiptir (Landman ve ark. 2010). Bircok Mycobacterium turi
(Mycobacterium tuberculosis, M. fortuitum, M. chelonae ve M. avium gibi)
aminoglikozidlere karsi hassastir (Ho ve ark. 1997). Aminoglikozid hicrelere
alinmasi ic¢in aktif elektron tasinmasi gereklidir, bu nedenle simif dogal olarak
anaerobik bakterilere karsi aktiviteden yoksundur (Ramirez ve Tolmasky 2010).
Aminoglikozidlerin ¢ogu Burkholderia, Stenotrophomonas, Streptococcus ve

Enterococcus turlerine karsi etkili degildir (Ramirez ve Tolmasky 2010).

Aminoglikozidlerin genis spektrumlu aktivitesi, diger antimikrobiyal
siniflartyla sinerjiyoluyla in vitro olarak arttirilir. Tki antimikrobiyal ajanin birlesik
etkisinin bireysel etkilerinin toplamindan daha biiyilk oldugu bu fenomen,
aminoglikozidler ve beta-laktamlar gibi hiicre duvar1 aktif maddeler arasinda
oOzellikle iyi karakterize edilir. Aminoglikozidler ve beta-laktamlar arasinda in vitro
sinerji, vahsi tip ve coklu ilag¢ direncine sahip izolatlar da dahil olmak Gzere hem
Gram negatif hem de Gram pozitif organizmalarda, cesitli yontemler kullanilarak
g6zlenmistir. Bu in vitro go6zlemler, bir dizi enfeksiyon tipinin tedavisinde
aminoglikozid igeren kombinasyon terapisinin kullanimini uyarmaya yardimci

olmustur (Ramirez ve Tolmasky 2010).

2.3.5.Aminoglikozidlerin Hlcreye Girisi
Bakteriyel hiicreler tarafindan aminoglikozid alimi, birincisi bakteriyel zarin

gecirgenligini arttiran, ikincisi ve Uglncusi ise enerjiye bagimli olan ii¢ ayr1 asamada
gerceklesir ( Krause ve ark. 2016) ve siirecin kendisinin bu antibiyotik sinifinin

bakterisit aktivitesinde rol oynadig: diisiintilmektedir ( Shaw ve ark. 1993).

Ilk asama, aminoglikozid molekiilleri bakteriyel hiicrelerle temas ettiginde,
polikatyonik antibiyotik molekiller, Gramn egatiflerde lipopolisakkarit, fosfolipidler
ve dis membran proteinleri gibi hiicre yiizey anyonik bilesiklerine ve Gram
pozitiflerde lipopolisakkaritin (LPS) negatif yukli bilesikleri teikoik asit ve
fosfolipidlere baglanir (Ramirez ve Tolmasky 2010). Dis zardaki anyonik bolgelere
baglanmanin bir sonucu olarak polikatyonik aminoglikozid, bitisik LPS
molekiillerini ¢apraz kdpriileyen ve stabilize eden esansiyel iki degerlikli katyonlar
(Mg*?) rekabetgi bir sekilde yer degistirir ( Shaw ve ark. 1993). Bu katyonlar, bakteri
zarinin  lipit  bilesenlerinin  ¢apraz koprulemesinden ve stabilizasyonundan

sorumludur ve bunlarin ¢ikarilmast dis zarin bozulmasina, gecirgenligin
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arttirtlmasina ve aminoglikozidin periplazmik bosluga ‘‘kendi kendini yikselten
alim’’ penetrasyonuna yol agar ( Krause ve ark. 2016). Bu fenomen, yavas, enerjiye
bagimli, elektron tasima aracili bir siire¢ yoluyla sitoplazmaya girisi kolaylastirir

(Ramirez ve Tolmasky 2010).

Sitoplazmik zar boyunca aminoglikozid tasinmasi, elektron tasinmasina bagl
olan ve enerjiye bagimli faz I (EDP-1) olarak adlandirilir bir ilk gecikme fazini ve
ardindan ilacin hizla alindigi ikinci bir fazi igerir. Sitoplazmik membran boyunca
tasinmasi, oksijene bagli bir islemde elektron tasima sisteminden enerji gerektirir (
Shaw ve ark. 1993). Bdylece, anaerobik bakterilerin aminoglikozidlere karsi igsel

direnci ilacin hiicre i¢inde tasinamamasiyla agiklanabilir( Shaw ve ark. 1993).

Enerjiye bagimli faz 1 sirasinda sitoplazmaya ulasan az sayida molekiil,
protein sentezindehatalara neden olur ve zar proteinleri yerlestirildiklerinde
sitoplazmik zarin biitiinliigline zarar vererek, “enerjiye bagimli faz II”” olarak bilinen

bir sonraki adimi tetiklerler (Ramirez ve Tolmasky 2010).

Hiicre icine girdikten sonra sitosolde aminoglikozidler, yine enerjiye bagiml
bir islemle (enerjiye bagimlhi faz II [EDP-11]), 16S ribozomal RNA (rRNA)
Uzerindeki aminoasil-tRNA (aa-tRNA) alict bolgesinde (A) 30S ribozomal alt
birimine baglanir ve kodon yanlis okuma ve translokasyon inhibisyonuyla protein
sentezini etkiler ( Shaw ve ark. 1993).

Tdm bu islemlerin sonunda olusan anormal proteinler hiicre zarina
sokulabilir. Hasarli zardaki anormal proteinler, normal protein sentezine mudahale
seviyesini artiran daha fazla antibiyotik molekllinin tasinmasini kolaylastirir,
otokatalitik hizlandirilmis alim oram1 zarda daha fazla hasara yol acar ve sonugta

hlcrenin 6lima gerceklesir (Ramirez ve Tolmasky 2010).

Prokaryotlar ve okaryotlar arasindaki 16S rRNA’ nin sekansindaki tek fark,
tim prokaryotik ve Okaryotik mitokondriyal sekanslarda bir adenosin ve
sitoplazmatik ©karyotik sekanslarda bir guanozin olan 1408 pozisyonundadir.
Bakteriyel ribozomdaki A1408-A1493 baz cifti, primer halka i¢in okaryotik yapida
meydana gelmeyen bir baglanma cebi olusturur ve bakteriyel hedef igin

aminoglikozidlerin goreli 6zgiilliigiinii agiklar (Kocabiyik ve Perlin 1992).
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2.3.6.Aminoglikozidlerin Antimikrobiyal Etki Mekanizmasi
Aminoglikozidlerin birincil etki mekanizmasi, bakteriyel ribozomun 30S alt

birimine baglandiktan sonra protein sentezinin azalmasidir. Polikatyonik yapilari,
tRNA baglanmasi i¢in A boélgesinde (kodon ve antikodon tanima bolgesi) 30S
ribozom Uzerinde polianyonik 16S rRNA' ya baglanmaya izin verir. Aminoglikozid
bagli bakteriyel ribozomlar daha sonra protein sentezi sirasinda mRNA' nin
translasyonu igin kullanilamaz hale gelir ve bdylece hiicre 6lumine yol agar (Kotra
ve ark 2000).

Etki mekanizmasi su sekilde aciklanmaktadir. (1) kiigilk miktarlarda
antibiyotik, aktif olarak uzayan proteinler olan ribozomlarda A bdlgesine tam olarak
anlasilmayan ve az miktarda yanlis okumaya neden olan bir mekanizma ile hiicreye
niifuz eder; (2) yanlis okunan proteinler yanlis katlanir ve daha biiytik bir antibiyotik
akisina izin veren kanallar olusturduklart membrana dahil edilir; (3) hiicre igi
antibiyotik konsantrasyonu artar ve ila¢ hicrenin iginde hapsolur, bu da bakteri
oliimiine neden olan protein sentezinin tamamen inhibisyonu ile sonug¢lanir (Kotra ve
ark 2000). Bazi1 aminoglikozidler, uzamay1 engelleyerek veya baslatmayi dogrudan
inhibe ederek protein sentezini de etkileyebilir (Wilson 2014). Tam baglanma
mekanizmasi ve miiteakip asagi akis etkileri kimyasal yapiya gore degisir, ancak tum
aminoglikozidler hizla (Leclercq ve ark. 1999) ve tipik olarak uzun sireli bir
postantibiyotik etki (PAE) gosterirler (Zhanel ve ark. 1991). PAE' nin, bakterilerin
protein sentezinin inhibisyonundan iyilesmesi i¢in gegen siireyle dogrudan iligkili

oldugu gosterilmistir ( Krause ve ark. 2016).

2.3.7.Aminoglikozid Diren¢ Mekanizmasi
Direngli suslarin ortaya ¢ikist ampirik tedavilerde aminoglikozidlerin

potansiyel etkisini bir miktar azaltmistir (Leclercq ve ark. 1999). Bakterilerde
aminoglikozidlere (AG) direncte ¢ mekanizma rol oynar. Bunlar, ribozomal
baglanma bolgelerindeki degisiklikler; 30S ribozomal alt birimindeki reseptor
proteini, bir mutasyon sonucunda degisebilir ve baglanma bolgesinde modifikasyona
yol acar, OMP (dis membranlarinda bulunan porin proteinleri) gecirgenligini
degistirerek i¢ zardan alimi azaltarak veya aktif akint1 yaparak aminoglikozidin hiicre
icine girisinin azalmasi (alimin azalmasi) ve en sik karsilagilan aminoglikozidleri

modifiye eden enzimlerin (AME) uretimidir (Park 2009). Bu mekanizmalarin her
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biri, siifin farkli tiyeleri tlizerinde gesitli etkilere sahiptir ve genellikle herhangi bir

direngli izolatta birden fazla mekanizma yer alir ( Krause ve ark. 2016).

Ribozomal baglanma bolgelerindeki degisiklikler sadece streptomisine
onemli o6lglde direng gosterir. Diger iki mekanizma ise tim aminoglikozidleri

etkileyebilirler (Leclercq ve ark. 1999).

Aminoglikozidler ayrica Gram negatif bakterilerde 6nemli bir rol oynayan
diren¢ nodilasyonu hiicre boltinmesi (RND) tasiyict stiper familyasi da dahil olmak
tizere bir dizi ¢ok ilagli akispompalarinin substratlaridir. Cesitli RND proteinleri, P.
aeruginosa, Burkholderia pseudomallei, Acinetobacter baumannii ve E. coli dahil
olmak (izere cesitli Gram negatif patojenlerde aminoglikozid direncinde rol oynar
(Park 2009). Bu cesitli direng mekanizmalarina ragmen, aminoglikozidler
antimikrobiyal tedavide, 6zellikle ciddi Gram negatif nozokomiyal enfeksiyonlarin
tedavisinde hala Onemli bir yere sahiptirler ( Grogan ve ark. 1998).
Aminoglikozidleri dogru bir sekilde kullanmak icin, direncin dogru bir sekilde

saptanmasi ve direngli izolatlarin yayilmasini 6nleme ¢abalar1 gereklidir (Park 2009).

(" 7
Aminoglycoside P 4 (@]
influx /
g 4. Efflux pumps

a®

Aminoglycoside
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Sekil 2.3.Aminoglikozidlerin normal aktivitesinin (mavi) ve diren¢ mekanizmasinin
gosterimi: hedef modifikasyon (turuncu), enzimatik modifikasyon (mor), azalan ilag gecirgenligi ve
akig pompalar1 (pembe) (Tsodikova ve Labby 2016).

2.3.7.1.AminoglikozidAdaptif Direng
Adaptif direng, bir antibakteriyel ajanin bakterisidal etkisine geri doniisimli

refrakterligi tanimlayan bir terimdir (Barclay ve Begg 2001). Gram negatif basillerde
ve Ozellikle Pseudomonas aeruginosa’ da gorilmektedir (Barclay ve ark. 1992).
Ayni1 sekilde, P. aeruginosa, Gram pozitif koklarda ve bir dizi Enterobacteriales’ de
kinolon grubuna Kkarsida adaptif direng goriilmiistir ( Gould ve ark. 1990). Adaptif
direng, bir aminoglikozid dozundan sonra hizla indiiklenir, ancak ger¢ek direncin

aksine, birkac saat iginde geri donusliidiir. Doz araliginin uzamasi, sonraki dozdan
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once bakteriyel duyarliligin geri doniisii icin zaman saglayabilir. Geleneksel ¢oklu
giinlik uygulamalarda oldugu gibi daha kisa doz araliklari, muhtemelen adaptif

direncin giiglendirilmesine ve kaliciligina neden olacaktir (Barclay ve Begg 2001).

2.3.7.2.Ribozomal Mutasyonlar
Birincil bakteri hedefinin mutasyon yoluyla modifikasyonu, ¢ogu antibiyotik

i¢in ortak birdireng¢ mekanizmasidir. Bununla birlikte, klinik aminoglikozid direnci
genellikle ribozomunyapisal bilesenlerini kodlayan genlerdeki mutasyonlarla kendini
gostermez. Cogu bakteri tiirii TRNA'y1 kodlayan genlerin birden fazla kopyasina
sahiptir ve bu nedenle bu genlerin herkopyasinin, direnci saglamak i¢in mutasyona
ugramasi gerekecektir. Boyle bir olayin olasiligineredeyse yoktur. Bununla birlikte,
Mycobacterium ve Borrelia, 16S rRNA’ nin tek bir kopyasini veya tiim ribozomal
operonun tek bir kopyasini igeren tiirlerdir. Buna gore ribozomal mutasyonlara bagl
Klinik direng, bu bakteri trlerinde 6nemlidir. Streptomisine diren¢ bu mekanizma ile
gerceklesir, ajan ribozomun 30S alt birimindeki tek bir bolgeye baglanir. Bu
mekanizma ile diger aminoglikozidlere diren¢ nadirdir. Bunun sebebi, her iki
ribozomal alt birimdeki birden fazla bolgeye baglanabilmeleridir (Serio ve ark.
2017).

2.3.7.3.Azaltilmis Alim veya Azalmis Hiicre Gecirgenligi
Baz1 Pseudomonas aeruginosa suslarinda ve diger Gram negatif basiller

membran geg¢irimsizligi nedeniyle aminoglikozid direnci sergiler. Bu mekanizma
biiyiik olasilikla kromozomaldir ve tiim aminoglikozidlere karsi1 ¢apraz dirence sebep
olur. Tum aminoglikozidleri etkiledigi i¢in ve orta derecede bir direncle (orta

duyarlilik) sonuglandigr igin klinikte olduk¢a 6nemlidir (Leclercq ve ark. 1999).

Bakteriler, antibiyotikleri akis sistemleri yoluyla ekstriide edebilir ve bdylece
hedef inhibisyon igin gerekli olan bir antibiyotigin hiicre i¢i birikimini azaltma
yetenegine sahiptir. Sonug olarak, bu sistemler genellikle ¢esitli patojenlerde ¢oklu
ilag direncini saglamada dnemli bir rol oynar. Efflux sistemlerin direng-nodilasyon-
bolim (RND) ailesi, Gram negatif bakterilerde bu tip antibiyotik direncinde en

onemli rolii oynamaktadir (Serio ve ark. 2017).

RND tasiyicilar1 Gram negatif bakterilerin sitoplazmik zarinda lokalizedir ve
bir enerji kaynagi olarak membran proton itici kuvvetini kullanir. Periplazmik
boslukta lokalize edilmis bir membran flizyon proteini (MFP), RND tasiyicisini dis
zar porinlerine (OMP) baglar ve substratlart hiicreden verimli bir sekilde aktarabilen
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strekli bir Gc¢li kanal olusturur. Cesitli RND sistemlerinin cesitli patojenlerde
intrinsik aminoglikozid direncinde rol oynadig1 gosterilmistir. Icsel direng, gesitli
antibiyotiklere dogal olarak diistik seviyeli bir dirence neden olan akis pompalarinin
kurucu ifadesi ile karakterizedir. Ayrica pompalarin diizenleyici genlerindeki
mutasyonlar veya substrat varliginda ekspresyonun indiiklenmesi, pompanin
kendisinin asir1 ekspresyonuna ve yiiksek seviyeli antibiyotik direncine yol agabilir
(Serio ve ark. 2017).

2.3.7.4. Enzimatik ila¢c Modifikasyonu
Klinik olarak karsilasilan aminoglikozid direncinin en yaygin mekanizmasi,

aminoglikozid molekdliintin aminoglikozid degistirici enzimler (AME' ler) yoluyla
dogrudan modifikasyonudur (Serio ve ark. 2017). Bu modifikasyonlar ilacin hedefi
i¢in baglanma afinitesini azaltir ve antibakteriyel etkinin kaybina yol agar ( Krause
ve ark. 2016). AG' lere direngli suslar genellikle AME enzimleri kodlayan plazmid
kaynakli genlerin edinilmesinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir ( Shaw ve ark.
1993). Aminoglikozid diren¢ genlerinin tiiretilmesi ¢alismalari bu genlerin hem
bunlari iireten organizmalardan hem de mikroorganizmalarda bulunan normal
hiicresel genlerin mutasyonundan kaynaklandigini gostermistir ( Shaw ve ark. 1993).
Bu hiicre ici bakteriyel enzimler, aminoglikozid molekulinin spesifik amino veya
hidroksil gruplarinin kovalent modifikasyonunu katalize eder (Leclercq ve ark.
1999). Bu etkinin sonucunda kimyasal olarakdegistirilmis ilacin bakteriyel 16S
rRNA’ nin A bdlgesine afinitesi azalir. Bu durum, enzimleri barindiran

organizmalarda direncli fenotiplere neden olur (Serio ve ark. 2017).

Aminoglikozidleri modifiye eden enzimlerin, amino grubunun asetilCo-A’ ya
bagli asetilasyonunu kataliz eden N-asetiltransferaz (AAC), ATP’ ye bagl hidroksil
grubunun adenillenmesini katalize eden O-adeniltransferaz (ANT/ADT), hidroksil
grubunun ATP’ ye bagli fosforilasyonunu katalize eden O-fosfotransferaz (APH)' lar
olmak tizere ii¢ enzim ailesi vardir (Vanhoof ve ark. 1998). Aminoglikozidleri
modifiye eden enzimler biylk ve gesitli bir dagilima sahiptir (Vanhoof ve ark.
1998). Enzimatik modifikasyon yiiksek diizeyde direng saglar. Aminoglikozidleri
modifiye eden enzimleri kodlayan genler genellikle plazmid kaynaklidir ancak
transpoze edilebilir elementlerle de iliskilidir. Plazmid degisimi ve transpozonlarin
yayilmasi sadece belirli bir tiir i¢inde degil, cok cesitli bakteri tiirleri arasinda ilaca

direng fenotiplerin hizli bir sekilde yayilmasini kolaylastirir. Gram negatif basillerde
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enzim aracili direncin ¢ogu ¢oklu direng genlerinden kaynaklanir (Leclercq ve ark.
1999).

2.3.7.4.1. Aminoglikozidleri Modifiye Eden Enzimlerin Isimlendirilmesi
Molekdler tekniklerin mevcudiyeti, arastirmacilarin ¢esitli aminoglikozid

direncg genlerini daha dogru bir sekilde ayirt etmelerini ve bu genlerin heterojenligini
daha derinlemesine incelemelerini saglamistir. Genetik analiz, bu modifiye edici
enzimleri kodlayan genlerde yiksek derecede heterojenlik oldugunu ortaya
koymustur. Kaginilmaz olarak, bu durum 6zellikle bu genlerin isimlendirilmesinde
tartigmalara yol acan karmasikliklara sebep olmustur. Dahasi, iki isimlendirme
sisteminin kullanilmasiyla durum daha da karmasik hale gelmistir (Vanhoof ve ark.
1998).

Novick ve ark. tarafindan Onerilen bakteri plazmidleri igin standart
terminolojide (Park 2009), aminoglikozid asetiltransferazlari,
niikleotidiltransferazlar1 ve fosfotransferazlari kodlayan genler, sirasiyla aac, aad
(ant) ve aph olarak adlandirilir (Vanhoof ve ark. 1998). Bu adlandirmada enzimatik
modifikasyon tipi igin AAC (asetiltransferaz), ANT (adeniltransferaz ya da
nlkleotidiltransferaz) ve APH (fosfotransferaz); modifikasyon bélgesi icin (1), (3),
(6), (9), (2, (3", (6", (2") ve (3"); benzersiz direng profilleri i¢in I, II, III, IV,
V...vb., ve benzersiz protein tanimlamalari i¢in a, b, c, ... kullanilmaktadir (Serio ve
ark. 2017). Ornegin; APH (3") enzimi duyarli aminoglikozidlerin 3'-hidroksilin
grubunu modifiye eder ( Shaw ve ark. 1993).

Aminoglikozidlerin AME modifikasyon alanlari standart bir numaralandirma
sistemi ile tamimlanir. 4 pozisyonundaki ilk seker parcasi tek bir asal (1'ila 6)
numarali pozisyonlara sahiptir; 6 pozisyonundaki ikinci seker kismi, bir ¢ift asal (1"
ila 6”) ile numaralandirilmis pozisyonlara sahiptir. Bu tanimlamadan yola ¢ikarak
AAC (6")-1a ve AAC (6')-Ib aymi profilini veren iki essiz proteindir. Bu enzimleri
kodlayan genlerin isimlendirilmesi Mitsuhashi’ nin genotip isimlendirilmesinin bir
modifikasyonudur. Yaygin olarak kullanilan bu terminolojide gen tanimi, enzim
tamiminda oldugu gibidir ancak italik ve kii¢iik harflerle yazilir (Vanhoof ve ark.
1998). Her bir gene benzersiz bir tanimlayici saglamak igin bir say1r da dahil
edilebilir. Ornegin; aac(6)-1a ve aac(6’)-Ib ayn1 direng profiline sahip iki proteini

kodlayan benzersiz genlerdir (Serio ve ark. 2017).
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Genlerin ti¢ harfli bir koda dayali olarak belirtildigi (aac = asetiltransferaz;
aad = adenililtransferaz; aph = asetilfosfotransferaz) ve degisiklik bolgesini belirten
bir biiyiik harf ile gosterildigi alternatif bir isimlendirme devardir. Bu adlandirma
altinda, asetilasyon enzimlerinin ailesinde, aacA, aacB ve aacC, sirasiyla
aminoglikozid  6'-N-asetiltransferaz, aminoglikozid 2'-N-asetiltransferaz  ve
aminoglikozid 3'-N-asetiltransferazanlammna gelir ( Shaw ve ark. 1993). Bu
terminolojide, aacA7’ nin bir 6'-N-asetiltransferaz enzimini kodlayan yedinci
kesfedilengen oldugu varsayilmaktadir. Bu atamanin ardindan bir alt b6liimii belirten
bir say1 gelebilir (Vanhoof ve ark. 1998). Iki terminoloji sisteminin eszamanl
kullanimiin yanlis anlasiimalara ve karisikliga neden olabilecegi agiktir (Vanhoof
ve ark. 1998).

APH (3)-1=G, Gmb
-lI=A, Gmb, K
-lli=A, Gmb, |, K
V=A IL K
-ViI=A, Gmb, |, K
VI=A, K
AAC (2)
Dbk, G, N, T ANT (4')-1=Dbk, G, K, S, T
-l=A LK, T
| AAC (6')-1=A, KN, S, T
NH, —H =G, K, N, S, T
-MM=A, 1K, N, T
-IV=A, G KN, T
ANT (2")-1 AAC (3'+I=G, S
Dbk, G, K, S, T -I=Dbk, G, N, S, T
=G, N, S5, T
-IV=Dbk, G, N, S, T
M=G,N, S, T

‘ APH (2"}+AAC (B)A, G, |, K,N, T ‘

Sekil2.4. Bazi AME’lerin aminoglikozidleri modifiye ettigi bolgeler

2.3.7.4.2.Aminoglikozidleri Modifiye Eden Enzimlerin Simiflandirmasi
2.3.7.4.2.1. Aminoglikozid Asetiltransferazlar
AME' lerin en buyiik grubudur ve asetil-CoA’ y1 substrat olarak kullanarak

tipik aminoglikozid molekiillerinin amino gruplarinin asetilasyonunu kataliz eder
(Braiu ve Piepersberg 1985). Aminoglikozidleri 1-, 3-, 6’- ve 2’- amino gruplarini

modifiye eden dort N-asetiltransferaz sinifi tanimlanmigtir ( Shaw ve ark. 1993).
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Spesifik olarak, AAC (1) ve AAC (3) enzimleri, 2-deoksistreptamin
halkasmin sirasiyla 1 ve 3 pozisyonunda bulunan amino gruplarin1 hedefler, AAC
(2") ve AAC (6') ise 2,6-di-deoksi-2,6-diaminoglukoz halkasinin 2’ ve 6’
pozisyonunda bulunan amino gruplarini hedefler ( Krause ve ark. 2016). Bakterilerde
bildirilen ilk AME, 1965 yilinda Okamoto ve Suzuki tarafindan tanimlanan
kanamisin 6’-N-asetiltransferaz IV (AAC (6')- IV) enzimidir. Bu enzim, penisilinazin
kesfinden sonra ila¢ inaktivasyonu veya modifikasyonu ile antibiyotik direncine

neden olan bir bakteriyel enzimin ikinci 6rnegi olmustur (Serio ve ark. 2017).

AAC (1); Aminoglikozidlerin 1-amino gurbunu asetilleyerek modifiye eden
enzim grubudur. Apramisin, lividomisin, paromomisin ve ribostamisin direnci ile
karakterizedir. Ayrica in-vitro enzim analizleri, butirosin ve neomisinin bu enzim
tarafindan asetillendigini gostermistir ( Shaw ve ark. 1993). Bugiine kadar AAC (1)
enzimleri E. coli, Campylobacter spp. ve bir Actinomycetes tirtinde bulunmustur
(Ramirez ve Tolmasky 2010).

AAC (2"); Aminoglikozidlerin 2" amino grubunu asetilleyerek modifiye eden
enzim grubudur. Gentamisin, tobramisin, netilmisin, dibekasin ve 6'-N-etilnetilmisin’
e kars1 direngle karakterizedir ( Shaw ve ark. 1993). Bu enzim grubunda baslica
aac(2’)-la (Providencia stuartii), aac(2')-lb (Mycobacterium fortuitum ve
Acinetobacter baumannii), aac(2’)-lc (M. tuberculosis ve Mycobacterium bovis),
aac(2')-1d  (Mycobacterium smegmatis) ve aac(2')-le (Mycobacterium leprae)

(Adams ve ark. 2008) olmak iizere 5 gen bulunmaktadir.

AAC (2')-la enzimi Providencia stuartii susundan kromozomal olarak
klonlanmistir (Ramirez ve Tolmasky 2010). Providencia/Proteus grubuyla sinirli
olmasina ragmen Pseudomonas suslarinda da birkag drnegi gosterilmistir ( Shaw ve
ark. 1993). P.stuartii’de bulunan AAC(2')-la enziminin, peptidoglikanin asetilasyonu
yoluyla hiicre duvari dongiisiinde 6nemli bir rol oynadigi diisuntlmektedir. Gen
ekspresyonu karmasiktir ve ¢evresel kosullara baghidir. Bu nedenle, suslar tipik
olarak aminoglikozidlere duyarlidir ve enzim aminoglikozidler tarafindan uyarilmaz.
Artmis aminoglikozid minimum inhibe edici konsantrasyonlar1 (MIK) saglamak i¢in

diizenleyici gende bir dizi mutasyonlar gereklidir (Serio ve ark. 2017).

M. tuberculosis’ te bulunan aac (2')- Ic geni klonlanmis ve E. coli iginde

eksprese edilmistir ve saflastirilmis enzim, in vitro olarak test edilen tim
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aminoglikozid substratlarin1 asetillemistir. in vitro bu genis aktiviteye ragmen,
aac(2') genlerinin  mikobakterilerdeki klinik aminoglikozid direncinde rol

oynamadig1 gosterilmistir (Serio ve ark. 2017).

AAC (3); Aminoglikozidlerin 3-amino gurbunu asetilleyerek modifiye eden
enzim grubudur. Gram negatif bakterilerde tanimlanmig olan baslica dokuz alt sinifi
vardir (Ramirez ve Tolmasky 2010). AAC (3) -V veAAC (3) -Il enzimlerinin yapilan
caligmalar neticesinde ayni olduklar1 ortaya ¢ikmistir (Shaw ve dig.,1993).

i AAC (3)-1; Gentamisin, sisomisin ve fortimisin (Astromisin)
direnciyle karakterizedir ( Shaw ve ark. 1993). Enterobacteriales iiyeleri arasinda
yaygin olarak bulunmakla birlikte g¢aligmalar Acinetobacter ve Pseudomonas
tirlerinde de bulundugunu goéstermistir ( Shaw ve ark. 1993). Yapilan ¢alismalarda,
bu gruptaki enzimlerin genlerinin integronlardaki gen kasetlerinin bir pargasi olarak

bulunmustur (Ramirez ve Tolmasky 2010).

ii. AAC (3)-11; Gentamisin, tobramisin, dibekasin, netilmisin, 2'-N-
etilnetilmisin, 6’-N-etilnetilmisin ve sisomisine direng ile karakterizedir. Bu enzim
daha dnce AAC (3)-V olarak tanimlanmistir fakat DNA dizi analizleri bu iki enzimi
kodlayan genlerin ayni oldugunu goéstermistir ( Shaw ve ark. 1993). Bu enzim
Enterobacteriales iiyelerinde ¢ok sik goriilmekle birlikte cinsler arasinda farklilik
gostermektedir. Ayrica Pseudomonas ve Acinetobacter tiirleri arasinda da
goriilmektedir. DNA dizi ¢alismalar1 sonucunda bu enzimi kodlayan ti¢ gen aac(3)-
Ila, aac(3)-11b ve aac(3)-1/c' nin dizi analizleri belirlenmistir (Ramirez ve Tolmasky
2010). aac(3)-lla cesitli cinslerde bulunurken, aac(3)-11b geni E. coli, Alcaligenes
faecalis ve S.marcescens' ten, aac(3)-llc geni ise E. coli ve P.aeruginosa’ dan

klonlanmistir (Ramirez ve Tolmasky 2010).

iii. AAC (3)-111; Gentemisin, tobramisin, dibekasin ve 5-epizizomisine
direnc ile karakterize edilir. Bu enzim aac(3)-Illa, aac(3)-I1lb ve aac(3)-I1lc olmak
Uzere 3 gen tarafindan kodlanmaktadir. Bu ti¢ gen de Pseudomonas suslarindan
klonlanmigtir (Ramirez ve Tolmasky 2010). aac(3)-11lc geni ile ant (2")-1b geninin
DNA dizi analizi karsilastirmalar1 bu iki genin ayni oldugunu gostermistir ( Shaw ve
ark. 1993). Bazi1 arastirmacilar ant (2")-1b geninin yanliglila aac(3)-11lc geni olarak
simiflandirildigina inanmaktadir ( Shaw ve ark. 1993).
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v, AAC (3)-1V; Gentamisin, tobramisin, dibekasin, netilmisin, 2'-N-
etilnetilmisin, 6'-N-etilnetilmisin, apramisin ve sisomisin’e direng ile karakterizedir.
Enterobacteriales (yelerinde nadir goérilmektedir. aac(3)-1Va geni E. coli'nin
(baslangigta Salmonella oldugu diistiniilen) Kklinik suslarinda (Brau ve ark. 1984),
Campylobacter jejuni, Pseudomonas stutzeri’ de (Heuer ve ark. 2002) ve bir
veteriner izolat1 olan Salmonella susundan klonlanmig ve Klinik olarak énemli olan

tirlere transfer edilebildigi gosterilmistir ( Shaw ve ark. 1993).

V. AAC (3)- VI; Gentamisin ve 6’-N-ctilnetilmisin’ e kars1 direng ile
karakterizedir. Tobramisin, netilmisin, 6'-N-etilnetilmisin, 5-epizizomisin ve
kanamisin’e direng¢ gostermese de bu bilesiklere karsi diisiik diizeyde bir enzimatik
aktiviteye sahiptir. Enterobacteriales tiyeleri arasinda olduk¢a nadir goriilmektedir (
Shaw ve ark. 1993).

Vi. AAC (3) -VII, AAC (3) -VIII, AAC (3) -1X ve AAC (3) -X; Dort ek
aac (3) geni, aktinomiset suslarindan klonlanmistir (Ramirez ve Tolmasky 2010).
AAC (3)-X enzimi gentamisin, dibekasin, kanamisin’ e karsi direng saglarken
neomisin ve paromomisin’ ¢ daha az oranda direng saglar ( Shaw ve ark. 1993). Bu
enzimin Onemli bir Ozelligi 3-amino grubunda kanamisin ve dibekasinin
asetilasyonunu katalizlemenin yani sira, arbekasin ve amikasindeki 3-amino grubuna
asetilasyon aracilik etmesidir ve boylece AAC (3 ") aktivitesine sahip oldugu tespit

edilen ilk AAC enzimi olmustur (Hotta ve ark. 1998).

AAC (6'); Aminoglikozidlerin 6’-amino grubunu asetilleyerek modifiye eden
baska bir enzim grubudur. Bu enzimlerden bazilar1 klinik agidan 6neme sahip
tobramisin, amikasin, netilmisin, fortimisin, sisomisin ve gentemisin Cia ve Cy’
yimodifiye edebilmektedir ancak gentamisin Ci’ e ve izepamisin’ e kars1 daha az
etkilidir ( Shaw ve ark. 1993).

AAC (6 ') enzimleri en yaygin olanidir ve farkli bakteri tirlerinde ve cesitli
mobil elementlerde bulunur. Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerde bulunurlar,
genler plazmidlerde ve kromozomlarda bulunur ve genellikle mobilgenetik

elementlerin bir pargasidir (Tolmasky 2007).

AAC (6')-1 ve AAC (6')-1I enzimleri tobramisin, netilmisin ve 2'-N-
etilnetilmisin asetilasyonu yapabilen iki enzim siifidir ( Shaw ve ark. 1993).

Bununla birlikte amikasin ve gentamisin’ i modifiye edebilme kabiliyetleri yoninden
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onemli bir fark vardir ( Shaw ve ark. 1993). AAC (6")-11 enzimleri, tim gentamisin C
bilesiklerini modifiye edebilirken amikasine etki edemez. AAC (6)-1 enzimi ise
amikasin ve gentemisin C1a ve C2' yi modifiye edebilmektedir (Ramirez ve Tolmasky
2010).

Bu enzim smifinin 3 alt ailesi vardir. En blyik AAC (6') alt ailesini AAC
(6")- Ib, AAC (6)- lla, AAC (6')- 1Ib’ den ve AAC (6") + APH (2") bifonksiyonel
enzimin (AAC(6")- le) amino-terminal kismi olusturmaktadir ( Shaw ve ark. 1993).
AAC (6") + APH (2") bifonksiyonel enzimi Gram pozitif bakterilerle sinirliyken
AAC (6')- Ib, AAC (6)- lla veAAC (6')- llb enzimleri yalnizca Gram negatif
bakterilerde gorilmektedir ( Shaw ve ark. 1993).

Ikinci bir AAC (6)- | alt ailesi AAC (6')- Ic, AAC (6')- Id ve AAC (6)-
Ifenzimlerinden olusur. Yapilan ¢aligmada AAC (6)- Id ve AAC (6')-If enzimlerinin
yuksek derecede iligkili bulunmasi yakin zamanda ortak bir atadan gelen genden
taretildiklerini ileri strdlmustur ( Shaw ve ark. 1993). Ayrica ayn1 g¢alismada
kromozomal olarak kodlanmis AAC (6')- Icenzimini kodlayan gen, bu plazmid
kaynakli genlerin her ikisinin ortak atasi olabilecegine yer verilmistir ( Shaw ve ark.
1993).

AAC’ nin Uc¢unc alt ailesi tek tyesi AAC (6")-1a’ dir ( Shaw ve ark. 1993).
AAC (6)- T alt sinifi kalabalik bir nlfusa sahiptir ve tanimlanmalari icin ¢ift kiiguk
(AAC (6')-1af) harfle adlandirilmaya baslanmistir. AAC (6')- Ib varyantlari, AAC
(6)- Ib3, AAC (6')- Ib4, AAC (6')- Ib6 veAAC (6)- Ib7 seklinde tanimlanmaktadir
(Ramirez ve Tolmasky 2010).

i AAC (6")-1; Tobramisin, amikasin, netilmisin, dibekasin, 5-
epizisomisin, 2'-N-etilnetilmisin ve sisomisine kars1 diren¢ ile karakterizedir. Bu
enzimi kodlayan dokuz gen (aac (6')-1a, aac (6')-1b, aac (6')-Ic, aac (6')-1d, aac (6')-
le, aac (6')-If, aac (6')-1g, aac (6')-Ih, aac (6')-1i) tanimlanmistir. aac (6')-la son
derece nadir gozlenmektedir. Aac (6 ') - Ib, en yaygin aminoglikozid modifiye edici
enzimdir ve tobramisin, kanamisin ve amikasine diren¢ kazandirir, ilk olarak 1986
yilinda Klebsiella pneumoniae izolatlarinda tanimlanmistir ( Kim ve ark. 2011).
Acinetobacter, Enterobacteriales, Pseudomonadaceae ve Vibrionaceae cinsine ait
bircok Gram negatif tlrden izole edilmistir (Ramirez ve Tolmasky 2010). aac (6')-
Icgeni Serratia marcescens suslarindan klonlanmistir ve DNA hibridizasyon

analizleri tum Serratia marcescens suslarinin AAC(6")-1 direng profilinin ifade edilip
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edilmedigine bakilmaksizin bu geni tasidiklar1 gosterilmistir (Shaw ve ark. 1992).
Serratia suslarinda bu gen kromozomal yerlesim gosterir (Champion ve ark. 1988).
Serratia haricindeki bakterilerle yapilan hibridizasyon g¢alismalari bu genin diger
bakterilerde bulunmadigini gostermistir (Shaw ve ark. 1992) aac (6')-1d ¢ok nadir
bulunur. aac (6')-le Gram pozitif bakterilerde gorulen ve iki fonksiyonlu bir enzim
olan AAC(6")+APH(2") enziminin amino termal bolimiinii kodlamaktadir. aac (6')-
If Enterobacter cloacae’ dan, aac (6')-1g ve aac (6')-1h Acinetobacter spp.’ den, aac
(6')-1i ise Enterococcus faecium suslarindan klonlanmistir ( Shaw ve ark. 1993).

il AAC (6')-11; Gentamisin, tobramisin, netilmisin, dibekasin, 2'-N-
etilnetilmisin ve sisomisin’ e direng ile karakterizedir. Bu enzimi kodlayan aac(6’)-
Ila ve aac(6’)-11b geni sadece Pseudomonas suslarindan klonlanmistir ( Shaw ve ark.
1993).

AAC (6')- Ib-cr

Florokinolonlar, klinik veya veterinerlik tibbinda yaygin olarak kullanilan
antimikrobiyallerdir (Leo’'n ve ark. 2011). Enterobacteriales' deki kinolon direnci
genellikle hedef enzimlerdeki mutasyonlardan (DNA gyrase ve / veya topoizomeraz
IV), porin ekspresyonundaki degisikliklerden ya da asir1 akis pompalarinin asirt
ekspresyonundan kaynaklanir (Paterson 2006). Son zamanlarda, plazmid aracili
kinolon direnci (PMQR), farkli mekanizmalarla kinolonlara diisiik seviye direng
kazandirdig1 tespit edilmistir. Her ne kadar PMQR' nin klinik 6nemi belirsiz olsa da
PMQR' nin plazmidler iizerindeki B-laktamazlara baglanmasi, genis spektrumlu [-
laktamaz (ESBL) iireticilerinin, kinolonlara ortak se¢im yoluyla azaltilmis
duyarhiliklarinin  yayilmasma katkida bulunduklart agiklanmistir (Leo'n ve ark.
2011).

Aminoglikozid asetiltransferaz aac (6)- Ib enzimini kodlayan plazmid
kaynakli genin g¢esitli varyantlar1 bulunmaktadir ve en bilyik klinik endise,
aminoglikozidlere ek olarak florokinolonlar1 igerecek sekilde enzimin hedeflerini
genigleten aac (6')-lb-cr varyantidir (Bell ve ark. 2009). Bu enzim aac(6')-1b
enzimindeki kodon 102 (Trp®Arg) ve kodon 179' da (Asp®Tyr) amino asit
degisiklikleri ile karakterizedir (Robicsek ve ark. 2006).

Aac(6')-Ib-cr enzimindeki -cr eki, siprofloksasin (florokinolon) direnci
anlamma gelir. Boylece, aac(6')- Ib-cr varyant geni ayni anda aminoglikozid ve

florokinolona kars1 direnci indikleyebilir (Kim ve ark. 2011).
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Bu varyant 2003 yilinda Cin' de bir klinik E. coli izolatinda tespit edilmistir.
Kisa bir silire sonra, Kuzey Amerika' da farkli bir plazmid {izerinde tekrar
tanimlanmistir (Wang ve ark. 2004). ilk tanimlanmasindan bu yana, bu enzim ¢ok
sayida genetikortamda ¢ok sayida cografi bolgede tespit edilmistir (Strahilevitz ve
ark. 2009). 1990' larda siprofloksasinin klinik kullanimindaki siirekli artisin, bu
varyant i¢in se¢im basinci olusturdugu muhtemel goriinmektedir (Robicsek ve ark.
2006). aac(6')-1b-cr geni Turkiye' de ilk olarak 2006 yilinda Nazik ve ark. tarafindan
tanimlanmistir (Nazik ve Ongen 2010).

aac(6")-Ib-cr geni Enterobacteriales arasinda hizla yayilmistir izolatlara
dusiik seviyeli bir direng saglasa da ozellikle yiiksek topoizomeraz mutasyonlari
barindiran daha yiiksek diren¢li determinantlarin secimini kolaylastiran bir ortam

yaratabilir (llaria Frasson ve ark. 2011).

Aac(6')-Ib-cr varligi multiklonaldir ve genis spektrumlu B-laktamazlarin
varhigt ile iligkilendirilmistir ( Warburg ve ark. 2009). Direng genlerinin
kiimelenmesi, belirli gen kombinasyonlarinin siklikla birlikte hareket ettigi ve bir
antibiyotigin kullanilmasinin, iligkisiz antibiyotik siniflarina direng veren genlerin

korunmasini segebilecegi anlamia gelir ( Partridge 2015).

Genellikle farkli integronlarda bir gen kaseti olarak bulunur ve qnrAl, qnrB2,
gnrB4, gnrB6, gnrB10,gqnrS1, qnrS2 ve gepA kinolon direng genleriyle veya
blaCTX-M-1, blaCTX-M-14, blaCTX-M-15, blaCTX-M-24, blaDHA-1, blaSHV-12
ve blaKPC-2 gibi B-laktamaz genleriyle iliskilendirilir ayrica ¢esitli konjugasyon
deneyleri genin yatay transfer edilebildigini gostermistir (Ramirez ve Tolmasky
2010).

2.3.7.4.2.2.Aminoglikozid Nukleotidiltransferazlar
Aminoglikozid nikleotidiltransferazlar (veya adenililtransferazlar), O-

adenilatliaminoglikozid ve inorganik pirofosfatin magnezyum selatin1 olusturmak
icin Mg-ATP ve aminoglikozid molekiilleri arasindaki reaksiyonu katalize eder. Bu
enzimler, 2 ", 3 ", 4 ', 6 ve 9 konumlarindaki hidroksil gruplarmi bir ATP
vericisinden hidroksil gruplarina AMP ekleyerek etki eder ( Krause ve ark. 2016).
Klinikteen yaygin goriilen Gyeleri ANT (2 ") ve ANT (4') dir. ANT (3"),
streptomisinin 3-hidroksil pozisyonunu ve spektinomisinin 9-hidroksil grubunu
degistirerek atipikaminoglikozidler streptomisine ve spektinomisine direng
kazandirir (Serio ve ark. 2017).
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ANT (6) ve ANT (9) adenilat Gram pozitif organizmalarda sirasiyla 6-
hidroksil ve 9-hidroksil streptomisin ve spektinomisin gruplarina etki eder (Serio ve
ark. 2017).

ANT (2") ilk olarak Klebsiella pneumoniae’ nin klinik izolatinda
tanimlanmistir. Bu enzim, 4,6-ikame edilmis aminoglikozid molekiillerinin 2"-
hidroksil grubunun O-adenillenmesini katalize eder ve c¢ok cesitli substrat
molekdllerini adenile ettigi icin cokluaminoglikozidlere direng saglar (Serio ve ark.
2017).

ANT(4") kanamisin nikleotidiltransferaz baslangigta Staphylococcus aureus’
un klinik izolatlarindan izole edilmistir. Bu enzim, niikleotid substrat1 olarak ATP,
GTP veya UTP kullanarak kanamisinin 4'-hidroksil grubunu adenile eder. Kanamisin
A, B ve C, gentamisin A, amikasin, tobramisin ve neomisin B ve C dahil olmak

Uzere ¢ok cesitli aminoglikozidleri inaktive edebilir ( Krause ve ark. 2016).

ANT enzimlerini kodlayan genler plazmidlerde, transpozonlarda ve

kromozomlarda bulunur (Ramirez ve Tolmasky 2010).

ANT (2"); Aminoglikozidleri 2"- amino grubunu adenilleyerek modifiye
eden enzim grubudur. Ailenin tek Gyesi olan ANT (2 ")-la enzimi smif 1 ve 2
integronlardaki gen kasetlerinde bulunur (Ramirez ve ark. 2005) ve gentamisin,
tobramisin, dibekasin, sisomisin ve kanamisine diren¢ aracilik eder (Ramirez ve
Tolmasky 2010). Yaygin olarak plazmidler ve transpozonlar tarafindan kodlanir.
aadB olarak da adlandirilan bir gen tarafindan kodlanan bu enzim, Enterobacteriales
uyelerinde ve non-fermentatif Gram negatif basillerde bulunur (Ramirez ve
Tolmasky 2010).

i ANT (2")-1; Gentamisin, tobramisin, dibekasin, sisomisin ve
kanamisine direng ile karakterizedir. Bitin Gram negatif bakteriler arasinda
yaygindir. 2"-O-adeniltransferaz aktivitesini kodlayan t¢ gen bildirilmistir. ant(2")-
lageni en yaygin olamidir. Fosfoseliiloz baglama deneyleri daha 6nce de belirttigimiz
gibi ant(2")-Ib geni aac(3)-1llc geniyle ayn1 oldugu gdosterilmistir (Shaw ve ark.
1992).

ANT (3 ""); Bakterilerde en sik goriilen ANT enzimleridir, spektinomisin ve
streptomisine kars1 direng saglar ve kodlama genleri genellikle aadA olarak
adlandirilir (Hollingshead ve Vapnek 1985). GenBank’ ta aadAl ila aadA24
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olaraktanimlanan yiiksek derecede iliskili gen versiyonu bulunur (Ramirez ve
Tolmasky 2010). AadAl tarafindan kodlanan protein i¢in alternatif adlandirma ANT
(3")-1a’dir. ANT (3")-1a" y1 tanimlamak igin kullanilan diger bir isim AAD (3")’ dir.
AadA genleri ¢ok sayida integron, plazmid ve transpozonun bir pargasi olarak gen

kasetlerinde bulunur (Ramirez ve Tolmasky 2010).

ANT (4'); Tobramisin, amikasin, izepamisin ve 4'-hidroksil gruplari olan
diger aminoglikozidlere kars1 direngle karakterize olan adeniltransferazlardir ( Shaw

ve ark. 1993).

I ANT (4')-1; Aminoglikozidleri hem 4'- hem de 4”- hidroksil
gruplarini modifiye eden ve boylece dibekasine direng saglayan enzim grubudur. Bu
mekanizma Gram pozitif bakterilerle sinirhdir. ant(4’)-la geni Staphylococcus
suslarinda sik goriilir ( Shaw ve ark. 1993). ANT (4') -la, Staphylococcus,
Enterococcus ve Bacillus spp. gibi Gram pozitif plazmidlerde bulunur. Bu gen ayrica
aadD ve aadD2 olarak da adlandirilir (Perez ve ark. 2009).

ii. ANT (4')-11; Bu mekanizma ilk olarak 1981 yilinda bir hastanede
Gram negatif bakterilerde amikasin direncinin patlak vermesiyle ortaya ¢ikmistir. Tk
once P.aeruginosa izolatlarinda gézlenmis ancak 1984’ te E. coli, Citrobacter spp.,
Klebsiella spp. ve Serratia spp.’ de gorulmustir (Jacoby ve ark. 1990).

Gram negatif basillerde iki adet ANT (4')-1I enzimi tanimlanmistir. Bu
enzimler hedef olarak aminoglikozidlerin 4. pozisyonunu kullanamadiklaridan
dibekasini modifiye edemezler. ANT(4')-l1la, Pseudomonas ve Enterobacteriales
uyelerinde ve ANT(4)-1lb enzimi ise bir P. aeruginosa transpozonunda

tamimlanmustir (Coyne ve ark. 2010).

ANT (6); Enzim, ant (6) -la, ant (6)-1b ve aadE genleri tarafindan kodlanir.
Hepsi ayni substrat profilini sahip (streptomisine direng) oldugundan ayni alt sinifa
aittir, ancak ayni degillerdir. Bu genler Gram pozitif bakteriler arasinda oldukga
yaygindir (Tolmasky 2007).

ANT (9); ANT (9) -la ve ANT (9) -1b olarak iki enzim tanimlanmustir ve her
ikisi de spektinomisine direng gosterir. ANT (9)-la once S. aureus’ ta ve sonra
Enterococcus avium, E. faecium ve E. faecalis’ te tarif edilmistir. Dort bakterinin

hepsinde gen, Tn554’ lin birparcasi olarak bulunur (Ramirez ve Tolmasky 2010).
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2.3.7.4.2.3.Aminoglikozid Fosfotransferazlar
APH smifi enzimler ikinci biiylik aminoglikozid degistirici enzim grubudur.

Bu enzimler, aminoglikozid molekiilleri tizerinde y-fosforil grubunun ATP’ den
hidroksil gruplarina transferini kataliz eder. Yapisal olarak cesitli enzim grubu,
aminoglikozidlerde bulunan hidroksil gruplarmin ATP’ ye bagh fosforilasyonunu
katalizeettikleri i¢in kinazlar gibi davranirlar ( Krause ve ark. 2016). APH sinifi
enzimlere “aminoglikozid kinazlar” da denir ve Okaryotikserin-treonin ve tirosin
kinazlarla bazi mekanik ve yapisal benzerlikleri paylasarak evrimsel bir baglanti
oldugunu gosterir APH enzimlerinin ¢ogu APH (3’) alt ailesine aittir (Kim ve
Mobashery 2005), ancak 2" hidroksili hedefleyen varyantlar da mevcuttur (Ramirez
ve Tolmasky 2010). Hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakteriler arasinda
goralur. Ailenin cesitli Gyeleri kanamisin ve neomisine direncine yol agar, ayrica
amikasin ve gentamisin B dahil olmak Uzere cesitli aminoglikozidleride modifiye
edebilir ( Krause ve ark. 2016).

Siniflar ve alt siniflar sunlardir: APH (4) -1, APH (6) -1, APH (9) -I, APH(3")-
Iila VI, APH (2")- l'ila IV, APH (3") -1, APH (7")- | (Ramirez ve Tolmasky 2010).

APH (2 ""); APH (2 "), Gram pozitiflerde gentamisine direngte énemli bir rol
oynar (Ramirez ve Tolmasky 2010).

APH (3); Kanamisin ve neomisin direnci ile karakterizedir. Bu grup direnc
mekanizmasi, butirosin, lividomisin, amikasin, izepamisin ve gentamisin B’ ye kadar
genis bir direng profiliyle tanimlanmaktadir ( Shaw ve ark. 1993). Aph (3')- Illa geni
oncelikle Gram pozitif koklarda bulunur ve kanamisin, amikasin, neomisin ve
butirosin dahil olmak Uzere ¢ok gesitli aminoglikozid antibiyotiklerine direng saglar.
Gram pozitif organizmalarda, 6'-N-asetiltransferaz ve 2"-O-fosfotransferazin iki
islevli birenzimin ifadesi, su anda klinik uygulamada kullanilan aminoglikozidlere
kars1 yiiksekseviyeli direngten sorumludur. Her iki aktivite ayr1 ayri ifade edilebilir
ve iki islevli enzimin kinetik 6zellikleri, tek islevli muadillerinden farkli degildir
(Serio ve ark. 2017).

Aminoglikozid fosfotransferazlara bagli streptomisin direnci APH (3") ve
APH (6) olmak (izere iki enzimin sonucudur. Her iki enzim streptomisin ureticisi
Streptomyce sgriseus’ ta bulunur ve aph (6) kodlama geni streptomisin biyosentetik

genleri ile kiimelenir ( Krause ve ark. 2016).
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APH (4) ve APH (9), ilgili aminoglikozid molekulleri Gzerindeki 4- ve 9-
hidroksilpozisyonlarinin fosforilasyonuyla, sirasiyla higromisin ve spektinomisine

direncten sorumludur ( Krause ve ark. 2016).

i APH (3)-1; Kanamisin, neomisin, paromomisin, ribostamisin,
lividomisin ve gentamisin B’ ye direng ile karakterizedir. Cok yaygin olarak goriilen
bir direng mekanizmasidir. Gram negatif bakterilerde, Pseudomonas ve
Acinetobacter tlrlerinde goérulmustir. aph(3')-la, aph(3")-1b, aph(3’)-Ic olmak (izere
i¢c gen klonlanmistir ( Shaw ve ark. 1993). AphA-1 olarak da bilinen aph(3)-la geni,
Tn903 transpozonunun bir pargasidir ve klonlama araglarinda yaygin olarak marker
gen olarak kullanilir (Bernardi ve Bernardi 1991). aph (3')-1b geni, genis konakg1
konjugatif RP4 plazmidinin bir pargasidir (Ramirez ve Tolmasky 2010). aph(3’)-Ic
geni, plazmidlerin ve transpozonlarin bir parcasidir ve Corynebacterium spp.
Klebsiella pneumoniae susundan klonlanmistir ve genis dagilima sahiptir
(Vakulenko ve Mobashery 2003).

ii. APH (3 ')- II; Alt sinifi kanamisin, neomisin, butirosin, paromomisin
ve ribostamisine kars1 direnci belirten ti¢ enzimi icerir. AphA-2 olarak da bilinenaph
(3')- lla, Tn5 transpozonunda kodlanan (¢ diren¢ geninden biridir (Steiniger ve ark.
2004). Hem prokaryotlar hem de okaryotlar icin klonlama vektorlerinde direng
marker: olarak kullanilir (Wright ve Thompson, 1999). Bu gen tarafindan kodlanan
enzim ayrintili olarak karakterize edilmistir ve kanamisin ile kompleks halinde
kristal yapis1 ¢ozilmiistir (Nurizzo ve ark. 2003). aph(3’)-1lb geni P.aeruginosa
kromozomunda (Winsor ve digerleri, 2005) ve bu alt sinifin iglincii Uyesi olan
aph(3')-llc geni yakin zamanda S. maltophilia’ da tanmimlanmigtir (Ramirez ve
Tolmasky 2010).

iii. APH (3)-11l; Kanamisin, neomisin, paromomisin, ribostamisin,
lividomisin, butirosin ve gentamisin B’ ye direng ile karakterizedir. Amikasin ve
izepamisin de in-vitro olarak modifiye edilir. Bu mekanizma daha ¢ok Gram pozitif
bakteriler arasinda yaygindir ancak Camplobacter turlerinde de bulunur. aph(3')-llla
geni S. aureus ve Streptococcus faecalis’ den klonlanmistir ( Shaw ve ark. 1993).
ADP ile kompleks halinde kristal yapisi ¢oziilmiis ve Okaryotlardan kinazlara yakin
bir benzerlik gostermektedir (Hon ve ark. 1997). aph(3')-IVa kodlama geni, Bacillus
kromozomunda (Herbert ve ark. 1983) ve APH(3')-Va ila Vc¢' yi kodlayan genler

aktinomisetlerin (Wright ve Thompson 1999) kromozomunda bulunur (Ramirez ve
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Tolmasky 2010). Bu alt sif igin direng profili neomisin, paromomisin ve
ribostamisin igerir. AphA-6 olarak da bilinen aph (3')- Vla, A. baumannii’ de (Martin
ve ark. 1988) ve aph (3)- VIb, K. pneumoniae ve S. marcescens’te tanimlanmistir
(Ramirez ve Tolmasky 2010). AphA-7 olarak da bilinen aph (3')- Vlla, C. jejuni’ de
tarif edilmistir ve kanamisine ve neomisine direng saglar (Tenover ve ark. 1989).

Iv. APH (3")-V; Ug aph (3')-V geni aktinomisetlerden klonlanmstir: aph
(3')- Va, bir Streptomyces fradiae neomisin Ureten sustan (Thompson ve Gray 1983),
aph (3')- Vb, Streptomyces ribosidificus (ribostamisin Ureten) (Hoshiko ve ark. 1988)
ve aph (3')- Vc, bir neomisin Ureten Micromonospora chalcea’ dan klonlanmistir (
Salauze ve Davies 1991). Bu genler tarafindan kodlanan proteinler yiiksek oranda
korunmustur ( Shaw ve ark. 1993).

APH (3 ""); APH (3”) enzimlerinin tek alt sinifi vardir ve streptomisine direng
gosterir. aph (3")- la geni ayrica aphE ve aphD2 olarak da bilinir (Ramirez ve
Tolmasky 2010). APH (3”)- la enzimi S. griseus’ dan klonlanmistir ve3”
pozisyonunda streptomisini degistirdigi gosterilmistir (Mansouri ve ark. 1989).
APH(3")- Ib kodlama geni baslangigta RSF1010 plazmidi (Scholz ve digerleri, 1989)
icinde ve daha sonra ¢ok sayida plazmid, transpozon, butunlestirici konjugatif
element ve en az bir kromozomda bulunmustur (V. cholerae MJ-1236nin
kromozomul, erisim numarasi CP001485). Gen ayrica StrA olarak adlandirilabilir
(Ramirez ve Tolmasky 2010). Aph(3”)-lc enzimi M. fortuitum kromozomlarindan

izole edilmistir (Ramon ve ark. 2006).

APH (4); Bu grupta APH (4)-la ve APH (4)-Ib olarak iki enzim vardir
(Ramirez ve Tolmasky 2010). Bu enzimler higromisine diren¢ gosterir ve klinik
olarak anlamli degildir. Bu genler hem prokaryotlar hem de dkaryotlar i¢in klonlama
araglarinin yapiminda kullanmilmistir (Abhyankar ve ark. 2009). Higromisine B
direncinde aph (4) —la ve aph(4) -Ib proteinleri aracilik eder (Ramirez ve Tolmasky
2010).

APH (6); APH (6)' enziminin alt simnifinda streptomisine direng saglayan 4
enzim vardir (Ramirez ve Tolmasky 2010). AphD ve strA olarak da bilinen Aph (6)-
la enzimini kodlayan gen, aph (3")-la geniyle ayn1 Streptomyces griseus susundan
klonlanmistir ve streptomisin Uretiminde yer alan enzimleri kodlayan genlerle

kiimelenmis olarak bulunmustur (Mansouri ve ark. 1989).
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Aph (6)-1b ayrica sph olarak adlandirilmig ve Streptomyces glaucescens’ te
tanimlanmistir ( Shaw ve ark. 1993). APH (6) -Ic’ yi kodlayan gen, Gram
negatiflerde bulunan bir transpozon olan Tn5' te bulunan ¢ diren¢ geninden biridir
(Steiniger ve ark. 2004). strB ve orfl olarak da adlandirilan aph (6) -ld geni, ilk
olarak Gram negatif bakterilerde ve ayrica Actinomycetes' ten klonlanmigtir (Ramirez
ve Tolmasky 2010).

APH (7"); Higromisine diren¢ gosteren aph(7"”)- la, S. hygroscopicus’ tan
izoleedilip, klonlanmis ve Chlamydomonas reinhardtii’ nin molekiler genetik

analizinde kullanilmigtir (Berthold ve ark. 2002).

APH (9); aph (9)-1a geni ilk olarak Legionella pneumophila’ da bulunmustur
(Suter ve ark. 1997). Aminoglikozidlerin 9- hidroksil grubunu fosforile eder ve
spektinomisine direngten sorumludur( Krause ve ark. 2016).

2.3.8.Aminoglikozid Modifiye Edici Enzimleri Olusturan Genlerinin
Orijini

Klinik olarak ilgili  suslardaki aminoglikozid diren¢ genlerinin,
aminoglikozidleri Ureten organizmalardan tiiretildigi uzun zamandir Once
strdlmistir (Serio ve ark. 2017). Aminoglikozid Ureten suslarda bu enzimlerin
varligi, iiretilen antibiyotige kars1 kendi kendini koruma mekanizmasi saglayabilir.
Bu nedenle, aktinomisetler, bugiiniin baz1 aminoglikozid direng genlerinin tiiretildigi

baslangi¢ gen havuzunu saglayabilirler ( Shaw ve ark. 1993).

Ikinci bir teori ise aminoglikozid diren¢ genlerinin, normal hicresel

metabolizmaya katilan enzimleri kodlayan bakteri genlerinden tiretilmis olmasidir.

Bu teoriye gore aminoglikozid kullaniminin selektif basinci, bu enzimlerin
ekspresyonunu degistiren mutasyonlara neden olarak aminoglikozidleri degistirme

kabiliyetine neden olur ( Piepersberg ve ark. 1988).

1983’ ten oOnce izole edilen suslar Gzerindeki aminoglikozid direnci
arastirmalari, ¢ogu susunsadece tek bir diren¢ mekanizmasi igerdigini gostermistir.
Sonraki donemde yapilan aragtirmalar ¢ogu direngli susun, birka¢ aminoglikozid
diren¢ mekanizmalarinin kombinasyonlarini tagidigimi gostermistir, alti adete kadar
aminoglikozid diren¢ mekanizmasi tasiyan suslarin varligimi belgelemistir. Tek bir

integron iginde coklu direng genlerinin kesfi, c¢oklu direncli suslarin ortaya
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cikmasinin en bilyiik nedenidir. Bu bulgularm, bu direng genlerinin bakteri tiirleri

icinde yayilmasi igin ciddietkileri vardir( Shaw ve ark. 1993).

2.3.9.16S rRNA Metiltransferazlar

Bir dizi aktinomisetin, kendi Urettikleri aminoglikozidlere karsi1 yapisal olarak
direngli olduklar1 bilinmektedir. Diren¢ mekanizmalar1 arasinda aminoglikozidlerin,
aminoglikozid modifiye edici enzimlerin Uretilmesiyle etkisizlestirilmesi ve 30S
ribozom alt biriminde 16S rRNA’nin 16S rRNAmetilaz iiretimi ile korunmasi yer
alir. Bu son mekanizma, coklu aminoglikozidlere karsi yiiksek seviyede direng
saglar. Kendi protein sentezini inhibe etmekten kacinmak i¢in etkili bir araci temsil
eder ve aminoglikozid iireten aktinomisetler arasinda yaygindir (Doi ve Arakawa
2007).

Metilasyon, prokaryotlarda siklikla transkripsiyon, transpozisyon, replikasyon
ve uyumsuzluk onarimi iceren islemleri diizenlemek i¢in kullanilan bir
mekanizmadir (Becker ve Cooper 2013). Prokaryotik ribozomal RNA' nin,
aminoglikozid antibiyotikler yerine bakteriyel enzimler tarafindan dogrudan
metilasyonu, en etkili ve verimli diren¢ yontemlerinden biridir. Bu modifikasyon,
esas olarak, amikasin, kanamisin ve arbekasin gibi aminoglikozidlere ylksek
seviyede diren¢ saglayan ilaglarin baglanma etkinligini azaltir (Liang ve digerleri,
2015).
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Sekil 2.5.G1405 16S RMTases' in filogenetik agaci. Agag, http://www.phylogeny.fr
adresinde bulunan araglar kullanilarak olusturulmustur. GenBank referanslari agagidaki gibidir:
ArmA, AY220558; RmtA, AB120321; RmtB1, AB103506; RmtB2, JN968578; RmtC, AB194779;
RmtD1, DQ914960; RmtD2, HQ401565; RmtE, GU201947; RmtF, JQ808129; RmtG, JX486113.

Yakin zamana kadar, 16S rRNA'ninmetilasyonu ile ribozomal korunmanin,
aminoglikozid  Ureten  aktinomisetlerin ~ kromozomlar1 ile siirli  oldugu
distinulmekteydi. Ancak 2000 yilinda, Fransa' da idrar yolu enfeksiyonundan izole
edilmis bir Klebsiella pneumoniae, 4,6-2-DOS aminoglikozidlerinin hepsine
aligilmadik derecede yiiksek direng gostermistir (Galimand ve ark. 2003). Direng
determinantini tagiyan genetik fragman, Genbank' ta dnceden yiiklenen sekanslarla
karsilastirilmadan 6nce klonlanmis ve sekanslanmistir. Bu gen bélgesinin daha sonra
Polonya' da Citrobacter freundii susundan yuklenen ve bir pCTX-M3 (Erisim no.
AF550415) plazmitini tasiyan sekans ile ayni oldugu gosterilmistir ( Golebiewski ve
ark. 2007). ilging bir sekilde, pPCTX-M3' iin dizisi "tamamen" agikliga kavusturulmus
olmasina ragmen bu metil transferaz benzeri gen gozden kagirilmistir. 2003 yilinda
Galimand ve ark. bu proteini tamimlanmis ve ArmA (aminoglikozid direnci
metiltransferaz A) olarak adlandirilmiglardir (Galimand ve ark. 2003). Ayrica armA
tastyan ilk izolatta ESBL geni blaCTX-M-3' {in kenar1 boyunca kesfedilmis olmasi
dikkat cekicidir (Galimand ve ark. 2003). ArmA' nin buzdaginin sadece goriinen
yuzl oldugunu anlamak uzun siirmemis ArmA’' nin tanimlanip yaymlanmasindan
sadece 4 ay sonra Yokoyama ve ark. 1997 yilina ait bir P. aeruginosa izolatinda,
rmtA (ribozomal RNA metiltransferaz A) admi verdikleri baska bir 16S rRNA
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metiltransferazi  tanimlamiglardir.  ArmA  gibi, bu gen de 4,6-2-DOS
aminoglikozidlere alisilmadik derecede yiiksek direng saglamistir (Yokoyama ve ark.
2003).

Bugune kadar, on bir 16S rRNA metilaz enzimi (rmtA, rmtB, rmtC, rmtD,
rmtD2, rmtE, rmtF, rmtG, rmtH, armA ve npmA) tanimlanmistir. (Yokoyama ve ark.
2003),(Galimand ve ark. 2012),(Doi ve ark. 2004),(Bueno ve ark. 2013),(Wachino ve
ark. 2007),(Doi ve Arakawa 2007),(Davis ve ark. 2010), (Galimand ve ark. 2003),
(Hara ve ark. 2013).

Elde edilen 16S RMTazlar, Arm (aminoglikozid direnci metiltransferaz) ve
Pam (pan-aminoglikozid direnci metiltransferaz) olmak iizere iki aileye ayrilabilir.
Daha 6nce tarif edilen RMTaz' larin timi (ArmA ve RmtA-H), Arm metiltransferaz
ailesine aittir ve klinikte aminoglikozidlere karsi direng saglarken, Pam ailesine ait
bilinen tek 16S metiltransferaz, NpmA' dir. Bu enzim A1408' in NI pozisyonunu
metiller; bu da kanamisin, neomisin veya apramisin gibi yapisal olarak cesitli

aminoglikozidlere kars1 direng gosterir (Wachino ve ark. 2007).

2.3.9.1.Etki Sekli

16S rRNA metiltransferazlardan kaynaklanan edinilmis aminoglikozid
direnci, i¢ diren¢ RMTazlara benzer sekilde islev gorir. Bu kazanilmis direng
metiltransferazlarin GC igerigine dayanarak (rmtA,>%55 bir GC igerigine sahiptir),
yiksek GC icerigine sahip atalara (6rn., Aktinomisetler) 6zgi i¢ direncin RMTaz'
lardan kaynaklandigi tahmin edilmektedir ( Liou ve ark. 2006). Aminogliozidleri
treten mikroorganizmalar kendi iirlinlerinden kendilerini korumak amaciyla bir
savunma mekanizmasi gelistirmiglerdir. S-adenosilmetiyonin' e (SAM) bagimli 16S
rRNA metilazlarin1 kodlayan bir dizi gen, Streptomyces ve Micromonospora turleri
dahil olmak (zere birgok aminoglikozid Ureten Aktinomycetes’ ten tanimlanmistir (
Shaw ve ark. 1993). Bu mekanizma kofaktor olarak S-adenosilmetionin kullanilarak
transkripsiyon sonrasi TRNA NpmA nin metilasyonunu igerir. Ayrica, bu 16S
RMTaz' lar sirasiyla 7-metilguanosin veya 1-metiladenosin tretmek lzere G1405

tortusunun N-7 pozisyonuna veya Al408 tortusunun N1 pozisyonuna etki eder (Kotra
ve ark 2000). Ilgili metilasyon, aminoglikozidlerin hedef bolgelerine afinitesini,

ribozomun fonksiyonunu etkilemeden biiyiikk Olglide azaltir, bu da bir miktar

aminoglikozide kars1 yiiksek direng seviyeleri saglar.
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Sekil 2.6.RMTaz ve dondr molekiillerinin kristal yapilari. ArmA, RmtB ve NmpA,
degistirici grup donér molekiilleri ile birlikte sirasiyla SAM; SAH ve SAM gorulmektedir.

Matrix destekli lazer desorpsiyon / iyonizasyon Kitle spektrometrisi
(MALDI-MS) kullanilarak yapilan deneyler, bu enzimlerin metilasyon bdlgesinin
G1405 kalimtistnin N7 pozisyonu oldugunu da dogrulamistir (Gutierrez ve ark.
2012). Ogzetle, bu hedef modifikasyonlari, proteinlerin dogru translasyonuna izin
vermek i¢in mevcut okuma mekanizmalarina miidahale etmeden aminoglikozid

baglanmasini onleyebilir (Gutierrez ve ark. 2012).

G1405
A1408 A1408
N N7
Y.
TS -
. 4 % : ‘ ¥
Y "

Neomycin B

G1405

Gentamicin C1a

Sekil2.7.Ribozomal hedeflerinde belirli kalintilarla etkilesime giren bir 4,6 2-DOS (solda) ve
4,5 2-DOS (sagda) bir aminoglikozidin molekiiler temsili (Kesik ¢izgiler olasi hidrojen baglarini
temsil eder, N1 ve N7; metil grubunun konumu). Aminoglikozidler yesil renkle, ribozomal kalintilar

G1405 ve A1408 sirastyla kirmizi ve mavi renklerle gosterilmistir. (Wachino ve digerleri, 2012'den
Sekil)
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2.3.9.2.16S RMTaz Enzimlerinin Yayilim

Bu diren¢ mekanizmasimin potansiyel etkisi ve yayilmasmin hizli olmasi
nedeniyle, 16S rRNAmetiltransferazlarin yayilmasinin altinda yatan genetik ¢evre
tizerine birtakim g¢alismalar yapilmistir (Galimand ve ark. 2003). Pek ¢ok rahatsiz
edici diren¢ mekanizmasinda oldugu gibi 16S rRNA metiltransferazlar, mobil
genetik elemanlar iginde bulunur ( Doi ve ark. 2016) 16S metiltransferazlarin ¢ogu,
bir dizi baska diren¢ mekanizmasinin yani sira plazmidlerde (hem konjugatif hem de
konjugatif olmayan) kodlanmis olsa da son literatiirlerde, ¢ok ilaca direncli
patojenlerin kromozomlari i¢inde, bu edinilmis metil transferazlar1 tespit edilmistir

(Rahman ve ark. 2015).

16S rRNA metilaz Ureten suslarin, hayvanlardan da rapor edilmesi tehlikenin
boyutunu arttirmaktadir. Plazmid aracili arm A ve rmtB genleri, sirasiyla Ispanya ve
Cin' den gelen domuzlarda E. coli' den tanimlanmistir (Chen ve ark. 2007). Veteriner
hekimlikte kanamisin, gentamisin, apramisin ve streptomisin dahil olmak Uzere ¢ok
miktarda aminoglikozid tuketilmistir. Bu muhtemelen patojenik olmayan cevresel
aktinomesetlerden enterik Gram negatif organizmalarin 16S rRNAmetilaz genlerini
elde etmesi i¢in segici bir basing islevi goérmis olabilir, bu enzimler gida tedarik
zincirleri vasitasiyla insanlara yayilmistir. Bu nedenle, bu yeni direng
mekanizmasinin aracilik ettigi Gram negatif patojenler arasinda yiiksek seviyeli
aminoglikozid direncinin izlenmesi, hayvancilik ortamlarinda da 6nemli olacaktir

(Chen ve ark. 2007).

2.3.9.3.ArmA
En yaygmn gorillen 16S metiltransferaz ArmA, simdiye kadar yalnizca

plazmitlerde tanimlanmis olsa da son yayinlar ArmA ‘nin kromozom iginde de
bulunabildiginden bahsetmektedirler ( Karah ve ark. 2016). Baslangigta, sirasiyla C.
freundii ve K. pneumoniae’ deki IncL / M plazmitleri pCTX-M3 ve plP1204
uzerindeki ESBL geni blaCTX-M3 ile birlikte kesfedilmistir (Galimand ve ark.
2005) armA geni, sadece 16.6kb transpozon Tnl1548 igerisinde tanimlanmistir.
Spesifik olarak armA, bir yerlestirme sekansi1 (ISCR1) boyunca yerlesir ve bunu
dhfrXIl genleri (trimetoprim direnci veren bir dihidrofolatrediiktaz), aadA2
(streptomisin direncini veren bir adeniltransferaz) ve aymi zamanda sullgenini
(sulfonamid direncini veren) iceren sinif 1 integron takip eder. Tipik olarak, makrolid

direnci veren mel ve mph2 genlerinin yani sira trpA (transpozaz benzeri bir gen),
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armA' nin asagisinda tanimlanmistir. Sinif lintegron igerisindeki armA' nin genetik
ortaminin biraz degistigi gosterilmis olsa da armA' nin bu kiiresel genetik iceriginin
Enterobacteriales ve Acinetobacter baumannii arasinda yaygin sekilde yayilmasina

ragmen ¢ok iyi korunmus gibi gérinmektedir (Granier ve ark. 2011).

2.3.9.4. RmtA
rmtA bugiine kadar yalnizca aktarilabilir plazmidler icinde veya daha spesifik

olarak transpozonlar gibi aktarilabilir genetik elemanlarda tanimlanmistir. P.
aeruginosa' da rmtA' y1 barindiran genetik ortamin, daha énce Pseudomonas spp' de
tespit edilen civa direnci tasiyan Tn5041 transpozonu i¢inde bulunan bir kappa-gama
elemaninin (mobil genetik elemanlarin bir kalintis1 oldugu tahmin edilen) iki kopyasi
ile kusatilmis oldugu bulundu (Yamane ve ark. 2004).Tarihsel olarak, rmtA' nin
izolasyonu armA' dan daha seyrek olmustur, rmtA' y1 Japonya ve Kore' de smirli

sayida P. aeruginosa izolatinda tespit edilmistir (Jin ve ark. 2009).

2.3.9.5.RmtB / B2
rmtB ilk once iki IS26 elemani ile gevrili bir Tn3 benzeri transpozonun akis

asagisindaki bir plazmidde rapor edildi. rmtB' nin asagi akis bolgesinin tipik olarak
florokinolon akis akimi gen gepAl veya bir varyasyonla iliskili olmasina ragmen,
oldukga degisken oldugu gosterilmistir (Périchon ve ark. 2007). Daha yakin
zamanlarda, rmtB bir Incll plazmidi Uzerinde c¢ok ilaca direncli bir bdlgede
tamimlanmistir. Bu plazmitlerde, rmtB, blaTEM-1 ile birlikte, bir smif 1 integron
kaset dizisi  (intl1-dfrAl2-orfF-aadA2-gacEl-sull) ve aminoglikozid N-
asetiltransferaz aacC2 ile tanimlanmaktadir. ArmA' dan farkli olarak, rmtB' nin
dagilimi, her iki metiltransferazin da yaygin olarak iligkili oldugu Enterobacteriales'
de bulunan blaNDM-1' in diinya ¢apinda ortaya g¢ikmasiyla iligkilendirilmistir
(Carattoli ve ark. 2012). RmtB aym1 zamanda tanimlanmis bir degiskene sahip ilk
elde edilen metiltransferazdir. Korunan bir alan igindeki tek bir amino asit
varyasyonuna dayanarak, RmtB2 farkli bir varyant olarak siiflandirilir. RmtB ve
rmtB2 arasindaki benzerliklere dayanarak, genetik ortamlarinin yiliksek derecede
koruma saglamasi sasirtict degildir ( Doi ve ark. 2016). Bu ¢ok yonluliik, konakgida
meydana gelen biyolojik zarar1 azaltirken yliksek seviyede diren¢ saglayan
metiltransferazlarin ifadesi i¢in en uygun olan genetik ortamin secilmesine de yol
acar. Bununla birlikte, muhtemelen 16S rRNA metiltransferazlarin hizli yayilmasinin

altinda yatan en 6nemli faktor direng belirleyicileri ile iliskilidir. Bir dizi yayn,
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edinilen 16S metiltransferazlarin ortaya ¢ikmasini, blaNDM-1 ve blaCTX-M’ de
dahil olmak Uzere genisletilmis beta-laktamazlarin kiiresel yayilimiyla dogrudan
iliskilendirmistir ( Doi ve ark. 2016). Ozellikle, direng belirleyicisi, ayn1 plazmid
tizerindeki diger diren¢ genleriyle birlikte bulundugunda herhangi bir antibiyotik
tedavisi, her iki direng genini de beraberinde seger ve bu da poptlasyondaki genleri
korur ( Doi ve ark. 2016).
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3.MATERYAL- METOD
Calismamiza, Ocak 2017- Ocak 2019 tarihleri arast1 Necmettin Erbakan

Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Bakteriyoloji Laboratuvar’
ina enfeksiyon suphesiyle cesitli polikliniklerden ve kliniklerden gonderilen klinik
orneklerden kiiltiirii  yapilmis ve bunun sonucunda enfeksiyon etkeni olarak
Providencia spp. Uremis olan ve aminoglikozid grubu antibiyotiklere direnc profili

gosteren érnekler dahil edilmistir.

Providencia tdrlerinde aminoglikozid ilaclara karsi dirence sebep olan
genlerin belirlenmesiprensibine dayanan ¢aligmamiz ilk olarak 6rneklerin toplanmasi
ve identifikasyonu ile baslamistir. Tamimlamada geleneksel mikrobiyolojik
yontemler kullanilmistir. Laktoz negatif, metil kirmizisi, fenilpirtvik asit
vefenilalanindeaminaz testleri pozitif ancak lisin ve ornitindekarboksilaz ve
arginindihidrolaz negatif, D-mannozdan asit (Uretebilen Gram negatif basil
morfolojisinde olan bakteriler VITEK 2 (bioMérieux, Marcyl'Etoile, Fransa)

otomatize sistemiyle identifiye edilmistir.

Bakterilerin antibiyotik duyarlilik testleri EUCAST (European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing) kriterlerine gore Kirby-Bauer disk diflizyon
yontemi ile yapilmis olup zon c¢aplar1 belirlenmistir ve VITEK 2 (bioMérieux,
Marcyl'Etoile, Fransa) otomatize sistemiyle MIC degerleri 6l¢tlmustiir. Zon gaplari
ve MIC degerleri degerlendirildikten sonra aminoglikozid grubu ilaglara fenotipik
olarak direncli oldugu goézlenen Providencia tlrlerinin genotipik direng profillerini
de belirlemek amaciyla suslar PCR yOntemine tabi tutulmus ve direng genlerinin

belirlenmesi amaglanmustir.

3.1.Cahsma Prosediri

3.1.1.Bakteri izolasyonu ve saklama
1. N.E.U. Meram T1p Fakiiltesine bagvuran ayaktan hastalardan ve hastanede

yatmakta olan hastalardan enfeksiyon siiphesiyle Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvar’
nagonderilen biyolojik metaryaller %5’ lik koyun kanlisiyla zenginlestirilmis
besiyerine ve EMB (Eosin Methylene-blue Lactose Agar) besiyerlerine ekimleri

yapilmugtir.

2. Ekilen drnekler tremesi igin 35-37 °C lik etiivde 18-24 saat inklbasyona

birakilmistir.
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3. Bu siire sonundan plaklar degerlendirilmis ve tremesi olan plaklar etkenin

tanimlanmas1 amaciyla degerlendirmeye alinmigtir.

4. Degerlendirme sirasinda Gram boyama yapilmis ve Gram negatif basil
oldugu anlasilan bakterilerde oksidaz testi yapilmistir. Oksidaz testleri negatif olan

suslar daha ileri biyokimyasal testlere tabi tutulmus ve IMVIC testi yapilmustir.

5. Testin sonuglarin1 dogrulamak amaciyla izolatlar daha ileri tanimlama
yapmak icin VITEK 2 (bioMérieux, Marcyl'Etoile, Fransa) otomatize sistemiyle,
identifikasyon (GN) ve duyarlilik belirleme (AST) kartlar1 firmanin belirttigi
prosediirlere uyularak ¢alisilmig ve tiir diizeyinde tanimlama yapilmig ve antibiyotik

MIC degerleri belirlenmistir.
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Sekil 3.1. Providencia stuartii EMB besiyeri koloni gértinim

3.1.2.Duyarhhik Testleri
Izolatlarin antimikrobiyal duyarliligi belirlemek amaciyla Mueller Hinton

Agar’ da Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi kullanilmistir.
Disk Diflizyon Yoéntemi

1. Uremesi olan ve tanimlamasi yapilan izolatlar antibiyotik duyarlilik testine
tabi tutulmuslardir ve plaklardan alinan kolinilerbuyyon i¢inde 0.5 MacFarland’ da

suspanse edilmistir.

2.4+2/+8 °C debuzdolabinda saklanandiskler kullanimdan 1-2 saat kadar once

buzdolabindan ¢ikarilarak oda sicakligina gelmeleri beklenmistir.

3. Siispansiyondan alinan 6rnekler Mueller Hinton Agar’ a ekilmis Gzerlerine
EUCAST prosedirlerine gore belirlenmis olan antibiyotik diskleri yerlestirilmis ve
plaklar 35-37 °C lik etlivde 18-24 saat inkiibasyona birakilmistir.

4. Ertesi giin degerlendirmeye alman plaklar EUCAST Kkritelerine gore
belirlemis olan zon ¢aplarina gore yorumlanmis ve sonuglar raporlanmistir. Ozellikle
gentamisin (10ug), tobramisin (10 pg), netilmisin (30pg) ve amikasin (30uQ)
kullanilarak aminoglikozid duyarlilik durumu sonuclarinda direnglilik goézlenen

suslar stok besiyerine aktarilarak saklamaya alinmistir.
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Tablo 3.1.Enteobacterales Antibiyotik MIC Degerleri ve InhibisyonZon Caplari

Antibiyotik MIC simir Zon ¢api sinir
degerleri (mg/L) degeri (mm)
S< R> S< R>
Ampisilin 8 8 14 14
Amoksisilin/klavulonik asit 8 8 19 19
Aztreonam 1 4 26 21
Sefazolin - - - -
Seftazidim 1 4 22 19
Seftriakson 1 2 25 22
Sefotaksim 1 2 20 17
Sefepim 1 4 27 24
Imipenem* 0.125 4 50 17
Meropenem 2 8 22 16
Ertapenem 0.5 0.5 25 25
Amikasin 8 16 18 15
Gentamisin 2 4 17 14
Netilmisin 2 15 12
Tobramisin 2 4 17 14
Siprofloksasin 0.25 0.5 25 22
Levofloksasin 0.5 1 23 29
Trimetoprim/sulfametaksazol 2 4 14 11
Piperasilin-tazobaktam 8 16 20 17
Kolistin 2 2
Tigesiklin*! 0.5 0.5 18 18

*Imipenem, Morganella morganii, Proteus spp. Ve Providencia spp.'ye Kars: imipenemin
etkisinin igsel olarak dusiik olmasi, tedavide imipenemicinylksek doz kullanimini gerektirmektedir.

*1Tigesiklin Morganella morganii, Proteus spp. ve Providencia spp. icin zayif etkinlige
sahiptir (EUCAST 2019).

izole Edilen Suslara Cift Disk Sinerji Testi Yonteminin Uygulanmasi

Bu yontemde 0,5 MacFarland’a uygun olarak hazirlanan bakteri
stispansiyonu Mueller-Hinton agar plaklarina yayildi. Amoksisilin/klavulanik asit
(AMC, 20/10 pg) antibiyotik diskinin etrafina, merkezden merkeze uzaklik 25 mm
olacak sekilde, aztreonam (30 pg), seftriakson (30 pg), seftazidim (30 pg) ve
sefotaksim (30 pg) (Oxoid, Ingiltere) antibiyotik diskleri yerlestirildi. Plaklar bir
gece 35°C’de inkibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda, antibiyotik disklerine ait

inhibisyonzonlarinin, amoksisilin/klavulanik asit yoniinde genisleme gostermesi veya
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diskler arasindaki bdlgede bir inhibisyon alaninin gozlenmesi, GSBL varlig

acisindan pozitiflik olarak kabul edildi.

Sekil 3.2. Cift Disk Sinerji Testi ile GSBL’ nin gosterimi
4VITEK 2 (bioMérieux, Marcyl'Etoile, Fransa) otomatize sistemiyle

izolatlarin MIC degerleri belirlenmistir.

Calisma grubuna dahil edilen kolonilerin  aminoglikozid grubu
antibiyotiklerden gentamisin, netilmisin, tobramisin, streptomisin ve amikasine karsi
duyarliliklar1 saptamak amaciyla Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi kullanilmis ve
duyarlilik testlerinde aminoglikozid direngli olan suslar VITEK 2 otomatize
sistemiyle MIC degerleri belirlenmek iizere VITEK 2 otomatize sistemiyle tekrar
duyarlilik testine tabi tutulmustur ve direncli gozlenen suslar PCR yontemiyle direnc

genlerinin belirlenmesi asamasina gegilmistir.

3.1.1.3.VITEK 2 Tamimlama ve Duyarhhik Testi
VITEK 2 (bioMérieux, Marcyl'Etoile, Fransa), floresan bazli teknolojiyi

kullanarak bakteri tanimlama ve duyarlilik testi i¢in kullanilan tam otomatik bir
sistemdir. Tir tanimi igin {ireticinin talimatlarina gore VITEK 2' nin (bioMérieux)
IDGN kart1 (bioMérieux) kullanilmistir. Bakterimiz Gram negatif basil grubundan
oldugu i¢in duyarlilik testi i¢in i¢inde gentamisin, tobramicin, ampicillin, cefotaxime,
cefoxitin, sefpirome, sefpodoksim, seftazidim, sefuroksim, siprofloksasin,
mecillinam, meropenem, nitrofurantoin, trimetoprim, trimetoprim / sulfometoksazol,
amoksisilin / klavulanik asit, piperasilin / tazobaktam, aztreonam, sefalotin,
sefuroksimaksetil ve nalidiksik asit antibiyotiklerini barindiran AST-325

(bioMérieux) kart1 kullanilmistir.
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3. Bakterilerin Stoklanmasi

1.izole edilen bakteriler %15 lik gliserinli triptik soy buyyonbesiyeri icinde,
-80 °C ‘de saklanmustir.

2.PCR calismanin yapilacag giinden 1 giin Once saklama besiyerinde
muhafaza edilen suslarkoyun kaniyla zenginlestirilmis kanli agara ve EMB (Eosin
Methylene-blue Lactose Agar) agara ekim yapilarak iiremesi i¢in 35-37 °C lik etlivde
18-24 saat inkiibasyona birakilmis ve olusan kolonilerden PCR ¢alismasi i¢in hazir

hale getirilmistir.

VITEK 2 otomatize sistemiyle duyarlilik testiyle aminoglikozidlere direngli
oldugu gobzlenen izolatlarin direng genlerinin belirlenmesi amaciyla PCR asamasina

gecilmistir.

3.1.3.Molekiiler Yontemle izolatlarda Antibiyotik Diren¢ Genlerinin
Saptanmasi

PCR Yontemi:

1. On Hazirhiklar: PCR islemi 6ncesinde asagidaki 2a ve 2b' de belirtilen kit

ve malzeme igerikleri saglanmig Ve yine asagida belirtilen primerler temin edilmistir.

2. DNA Izolasyonu: Bakteri DNA izolasyonu “GF-1 Bacterial DNA
Extraction Kit” (Vivantis, Malezya) ile firma onerileri dogrultusunda asagidaki gibi
yapilmugtir.

a. Kitin icerigi;

GF-1 columns100 adet

Collection tubes100 adet

ResuspensionBuffer 1 (Buffer R1) 15ml
ResuspensionBuffer 2 (Buffer R2) 24ml
Bacterial GenomicBindingBuffer (BufferBG) 56ml
WashBuffer 34ml
ElutionBuffer 20ml

Proteinase K*
b. Gerekli materyaller;

e  Saf etanol (>95%)
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e  Lizozim (50mg/ml)

e Yikama soliisyonu: “WashBuffer” kiti iizerine 80 ml saf etanol
eklenerek hazirlandi.

e  Proteinaz K: Uzerine 4,5 ml “Reagent Preparation Buffer” eklenerek

hazirlandi, -20 C’de saklamaya alindi.

c. DNA’min elde edilmesi: Daha once hazirlanmis 6rnekler oda 1sisina

getirildikten sonra her bir 6rnek icin asagidaki islemler yapilmistir.

1. Butun orneklerin Gzerine 20 ul lizozim enzimi eklendi. Hafif
karistirildiktan sonra 37 °C sicaklikta 20 dakika bekletilmistir.

2. Inkiibasyondan sonra 10.000 g de 3 dakika santrifiij yapilmustir.

3. Siipernatant atildiktan sonra pellet lizerine 180 pl buffer R2 ve 20 ul
proteinaz K eklendi. Karigimi vortekslendikten sonra 65 °C sicaklikta 20 dakika

inkiibasyona birakilmaistir.

3. Inkiibasyondan sonra karisimin iizerine, karistmin 2 kat1 olacak sekilde
buffer BG eklendi. Hafif karistirildiktan sonra 65 °C sicaklikta 10 dakika

inkiibasyona birakilmaistir.

4. Inkiibasyondan sonra karisim {izerine 200 pl etanol ekleyip hafif
karistirdiktan sonra her ornek icin kitten ¢ikan spin kolon filtreleri tiiplere karisim

eklendi ve 10.000 g de 1 dakika santrifiij yapilmistir.

5. Santrifiijden sonra filtreli tiiplerin altindaki atik tiiplerine gegen karigim

dokiildii. Ardindan filtreli tiipler tekrar atik tlplerin icerisine yerlestirildi.

6. 650 pl washbuffer (yikama soliisyonu) ekleyip 10.000 g de 1 dakika
santrifj yapilmastir.

7. Tekrar atik tiipleri dokiildii yerlerine yerlestirildi ve filtreli tlpler bos
haldeyken etanoli uzaklastirmak i¢in 10.000 g de 1 dakika santrifiij yapilmistir. Bu

islemle birlikte filtreli tiipler kurutulmus olmustur.
8. Ardindan Filtreli tiipiin altina temiz bir ependorf tiip koyulmustur.

9. 50-100 pl arast (70 pl kullanildi) Elution Buffer eklendi ve oda
sicakliginda 1 dakika bekletilmistir.
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10. 10000 g’de 1 dakika santriftj edildi ve total bakteri DNA' s1 elde
edilmistir (-20°C’de saklandi).

3. Real Time PCR Asamasi:

Yapmis oldugumuz c¢alismada, izolatlarimizda PCR yontemiyle pozitif
bulmay1 amagladigimiz olasi, 15 aminoglikozidmodifiye enzime (AAC(2)-1, AAC
(3)-1, AAC (3)-11, AAC (3)-111, AAC (3)-1V, AAC (3)- VI, AAC (3)- VI, AAC(6)-11,
ANT(2)-1, ANT(3")-1, ANT(4")-1, ANT(4)-1l, APH(2)-1, APH(3)-1, APH(3")-I1I) ait
29 gen, RmtA, RmtB ve Arm A olmak lzere 16S rRNAmetilasyon enzimlerini
belirlemek icin 3 gen ve son olarak bir aminoglikozid enzim varyant:1 olarak ortaya
¢ikan ve hem aminoglikozidlere hem de ciprofloksasin direncine sebep olan AAC
(6")-1b-cr enzim geniyle birlikte toplamda 19 enzim ve 33 genin varligini arastirdik
(Tablo 7' de ¢alisilan aminoglikozidmodifiye enzimlerinin gen listesi ve tablo 8' de

genlerin baz dizilimi gosterilmektedir).

a. Bakteri direng genlerini tanimlamak ve Real Time PCR' da c¢ogalma
egrilerini gérmek amaciyla primer belirlenerek asagida yazili primer dizileri

kullanilmustir.
b. Real Time PCR Miks (karisimi) Hazirlama

2 pl Primer+ 5 pl PCR grade su + 10 pl Master mix = 17 pl total hacim

hazirlandi.

PCR MiX

Conc. Volim Final Conc.

FaststartessentiafDNAma  2x conc. 10 pl 1x conc.
stergreen

Forvard ve reversprimer 2l Primerler 5 pmol
(0,5 nmol)

PCR grade su 5ul

Total Volum 16 pl

Her bir 6rnek i¢in yukaridaki protokole 3' er pl DNA eklenerek ROCHE
marka LightCycler (Isvigre 2004) sistemlerinde firma oOnerileri dogrultusunda

caligildi.
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Denaturasyon 95°C de 10 dk.

Amplifikasyon 95°C de 20 sn.

Bu doéngi 40 kez gerceklesir (40 cycle, Ramp-rite 60°C de 20 sn
1,6°C/sn, saniyedeki 1s1 degisimi) 72°C de 20 sn Okuma
MeltingCurve 95°C de 30 sn.

50 °C de 1 dk.
90 °C de (3 per/°C)
Cooling 40 °C de 1 dk.

Son asama olarak amplifikasyon egrileri incelenmis ve cycle egrisi 30°un

altinda olanlar pozitif olarak degerlendirilmistir.

Tablo 3.2.Calismaya dahil edilen AME gen listesi

Asetiltransferazlar Adeniltransferazlar Fosfotransferazlar Metiltransferazlar

aac (2')-la ant (2")-la aph(2")-la armA
aac (3)-la ant (2")-1b aph(3Y)-la rmtA
aac (3)-1b ant(4')-la aph(3")-1b rmtB
aac (3)-lla ant(4")-lla aph(3)-llla

aac (3)-1lb ant(3")-la

aac (3)-llc

aac (3)-1lla

aac (3)-Illb

aac (3)-1va

aac (3)-Vla

aac (6)-la

aac (6)-1b

aac (6")-Ic

aac (6")-If

aac (6")-1g

aac (6")-1h

aac (6")-i

aac (6")-1la

aac (6")-1l1b

aac (6")-1b-cr
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Tablo 3.3 Calismaya dahil edilen genlerin baz dizilimi

Direng geni  Primer Primer Sekansi bp

aac (2)-la Forward 5'-CAT TCG GTT GGA TGG CAA ATC -3' 89
Reverse  5- ACT CCG CCT TCT TCT TCA ATAG -3

aac (3)-la Forward 5'-GAG GGC TGC TCT TGATCT TT -3' 94
Reverse  5- GAG CAA GTT CCC GAG GTA ATC -3'

aac (3)-Ib Forward 5'- CAG CCG ACC AAT GAG TAT CTT -3' 124
Reverse  5-CTT GCT CGA ACT TGG GTA GAA -3'

aac (3)-1la Forward 5'- AAA CGA TGG GTG ACG TAT GAG -3' 98
Reverse  5- CAATCG AGA ATG CCG TTT GAA T-3'

aac (3)-1lb Forward 5'- ACG ATC GCC AAG GCTTAT G -3' 87
Reverse  5'-TCC TGC GCT TCA AAC AGA TAG -3'

aac (3)-llc Forward 5'- CAT ACG CGG AAG GCA ATA AC -3' 98
Reverse  5'- ACC GGACCAATCGCT TTA -3

aac (3)-1lla  Forward 5'-GTG ATC CGC ACG ATT ATA G-3' 93
Reverse  5'- CAT CCG CAT CAC CGACTTT -3

aac (3)-1llb  Forward 5'- ACC TAC AGG CAC GCA CTG -3' 96
Reverse  5- GTC ACG ATT CCC GCG AAATA -3'

aac (3)-Ilva  Forward 5'-TTG ATG GCA AAG GTT CCC AT -3' 101
Reverse 5-TCACAGCAGTGGTCATTCTC -3

aac (3)-Vla  Forward 5'-GTC ACC GCG CTC CAT TAT -3' 80
Reverse  5- CGC AGT AAG GGC ATC GAA TA -3

aac (6')-la Forward 5'- CCT GGG AAT TGC ATC CAT TG -3' 100
Reverse 5-CCTTGC TCT CTAGCT CTGTTT -3'

aac (6')-Ib Forward 5'- AGA GTC CGT CAC TCC ATACA -3 119
Reverse  5- GTACTC CTG GATCGG TTT CTT C -3'

aac (6')-Ic Forward 5'- CGG AAA TGC GCG AGA TAT TG -3' 117
Reverse  5'- AGC CGT TGA CGT AAT CGT AG -3'

aac (6")-If Forward 5'- AAG CAG TCC GGT GGT TTA TC -3' 125
Reverse  5-CCA TCT CGG TGC AACCTT T -3'

aac (6')-Ig Forward 5'- ATG TGA GGACTG AGACTTC -3 110
Reverse 5-CAC TTC GGC CTG TCG AAT AA -3

aac (6')-lh Forward 5'- TGG CCT GAT CAT GAA GAT GTG -3' 98
Reverse  5-GCT TGT TGG GTG TCG GTA TAA -3

aac (6")-li Forward 5'-GCG CTA GAC CAA GAT GAG TTAG-3' 97
Reverse  5-TCG GGA GCT TTC TAC AAC TAATG-3'

aac (6')-1la  Forward 5'-GCTCTC GTT GAACTACTGTTCTC-3' 108
Reverse  5- CAC GAATCC TGC CTT CTC ATAG -3'

aac (6')-1lb  Forward 5'-GAC GAC ATC GGT ATGCTT CA-3' 101
Reverse  5-CGA TAG TCC TCT TTC ACC TCT TC -3'

aac (6')-Ib-  Forward 5'- ATC CAG GAG TAC GCG GAATA -3 103

cr

Reverse

5- TGA ACA GCA ACT CAA CCA GAG-3'

58



Tablo 3.3. Caligmaya dahil edilen genlerin baz dizilimi (Devam)

ant (2")-la Forward 5'- GGC GAT CAT CTG GGA TTACTT -3' 89
Reverse  5'-CTG TAG GAC TCT ATG TGC TTT GT-3'

ant (2")-1b Forward 5'-TTC TCT CGT TGG TCG AAA CC -3' 81
Reverse  5'- ATG GAC CAT GAC CGC ATC -3'

ant(4')-la Forward 5'- GAA GAT TTC CGC CAA GCT ATT C -3' 87
Reverse  5'- CAA GGA TGG CAA GTA GGT AGA A -3'

ant(4')-1la Forward 5-TTC TCTCCGCTT CGT CTCTA -3 100
Reverse  5- CAT GAATAG CTT GGC GGA AAT C -3'

ant(3")-la Forward 5'- AGA ATG GCA GCG CAATGA -3' 90
Reverse  5'- CTA CCA AGG CAA CGC TAT GT -3'

aph(2")-la Forward 5'- GCC ACA AAT GTT AAG GCAATGA-3 93
Reverse 5-GCC ACACTATCATAACCACTACC-3

aph(3")-la Forward 5'- TAT CGG CTG CAT AGC AAG TC -3' 83
Reverse  5'-CCA ACG CAATCT CAC CAT TTC -3'

aph(3)-Ib  Forward 5- TCT GCC ACG GTG ATC TCT -3 88
Reverse 5 CCG TCC CAG GTC GAT GAA -3'

aph(3’)-1lla  Forward 5'-GGA AGG AAT GTC TCC TGC TAA G -3' 95

Reverse  5'- CAT CAT AGG TGG TCC CTT TAT ACC -
3

armA Forward 5'- GGG TCT TAC TAT TCT GCC TATCC-3' 101
Reverse  5-GTT GCG ACTCTT TCATTC GTC -3'

rmtA Forward 5'-GGC CCT CTT TAT ACG TGA CAT AA-3° 95
Reverse  5'- ATC CCT GAT GAT GGG CAA AG-3'

rmtB Forward 5'-GCT GGA TAC CCT GTACGATTT -3 103
Reverse  5- AAT GCC GCG CTC GTA TAG -3'

3.1.1.4.AGAROZ JEL ELEKTROFOREZ CALISMA PROSEDURU
A-Agaroz Jel Hazirlanmasi

1. Gerekli miktarda agaroz tartildierlene koyuldu (1g. Agaroz, 0.5X 50
mL TBE, 2 ulEtBr)

2. Hafif¢e ¢alkalanip mikrodalga firina koyuldu.

3. Mikrodalga firm 6rnek kaynamaya bagslayana kadar yiiksek ayarda
calistirildi.

4. Araliklarla erlen mikrodalgadan ¢ikarilip ¢alkalandi.

5. Kaynama basladiktan sonra mikrodalganin ayar1 diistrtldi. Tamamen
eriyene kadar calkalanarak 1sitilir.

6. EtBr eklenir ve ¢alkalayarak tiim ¢ozeltiye dagilmasi saglanda.

7. Trayin ¢atlamamasi igin ¢6zelti muslukta biraz sogutuldu.
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8. Traye yavasca dokiiliir ve polimerize olmasi i¢in en az 15 dakika

beklendi.
B- Orneklerin Jele YUklenmesi

1. Jel tanka yerlestirildi.

Ornek Yiikleme Tamponu 10X, 100mL
Bromfenol Mavisi 250 mg
TrispH 7,6 150 mM 33mL
Gliserol 60 mL
dH20 7 mL

2. Tank jelin Gstiini kapatacak kadar TBE ile dolduruldu.

3. Kiigiik bir parca parafilm alinir ve yiliklenecek drnek sayisi kadar yiikleme

tamponu (yaklasik 1' er pl) iistiine koyuldu.
4. 5 ul 6rnek yiikleme tamponu ile karistirtlip jele yiiklendi.

5. Bir kuyucuga da markir koyuldu 6. 80 V da 20 dakika ydrGtald.
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4 BULGULAR
Calismamizin sonucunda, tim hastalarda 29 aminoglikozid modifiye eden

enzim geninden 5 asetiltransferaz ve 2 adeniltransferaz geni olmak lzere 7 AME
geni pozitif bulunmus galisilan genlerin 22" si negatif bulunmustur ve fosfotransferaz
genlerinden higbiri izolatlarimizda bulunmamistir. 16S rRNA metiltransferaz
genlerinden armA tiim hastalarda pozitif bulunmusken rmtA ve rmtB metilaz genleri
hi¢bir hastada saptanamamustir. Tablo 4.1' de pozitif bulunan genlerin listesi

verilmistir.

Tablo 4.1. PCR sonuglari pozitif olan genlerin listesi

Asetiltransferazlar ~ Adeniltransferazlar Fosfotransferazlar Metiltransferazlar
aac (2)-la ant (2")-la armA

aac (3)-lla ant(3")-la

aac (3)-llc

aac (6")-1b

aac (6")-1b-cr

Izolatlarin PCR ¢alismas1 sonucunda olusan amplifikasyon ve sicaklik egrileri
Sekil 4.1' de gosterilmektedir.
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Sekil 4.1. PCR amplifikasyon ve sicaklik egrileri

62



ﬂm...
H

Laon

1am

om0

odae

am

am

as00

2am

20

2am

om0

Leon

L2

wan

nan

i

o

e

aac (6')-1b

s
w0 am em am we mw wm i me me me wam o me mw w2 e
e

'
aac (6')-1b
wor  mm mo en me Mo 7 Mo e Mo s me0  MA0 s a0 e s s s ses
Tomgersurs
'
aac (2')-la
oe
s wnomw o wsm we wm ma me s wa w 2 wm wm w6 wm Wn
cvde
B
aac (2')-la

aom

Temparsture
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PCR c¢alismasi sonucunda pozitif bulunan genler, ¢alisma sonuglarini teyit
etmek amaciyla jel elektroforezinde yiiriitillmiis ve varliklart dogrulanmistir. Sekil

4.2' de pozitif genlerin jel elektroforez gorintulerine yer verilmistir.

aac (2'Ha aac (3)-Hla ooc (3)-ic ooc (6')-1b aoc (6°)-1b-cr DNA

ant (2")-Ia ant(3")-la armA

Sekil 4.2.Pozitif bulunan genlerin jel elektroforez goriintileri
Calismaya dahil edilen 6rneklerin hepsi yatan hasta grubundandir. Sekil 4.3'
te hasta 6rneklerinin geldigi servislerin dagilimi goriilmektedir. 40 hastadan 5 tanesi

servis hastast (2' si Plastik Cerrahi Servisi, 3' i Nefroloji servisi) 35 tanesi yogun
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bakim hastasidir ve bu hastalarin biiyiik bir c¢ogunlugu Reanimasyon yogun
bakiminda yatmaktadir ayrica servis hastalarinin da 6ncesinde yogun bakimda kalis
Oykiisti bulunmaktadir. Hastalarin cinsiyet dagilimi Sekil 4.4' te gortilmektedir ve
cogunluk erkek hastalardadir. Hastalarin yas dagilimlari ise Sekil 4.5' de goriildiigi

gibi enfeksiyonun goriilme yogunlugu 65 yas ustudur.

Servislerin Dagilinm Cinsiyet Diyagraml
30
30 25
25
20
15
15
10
5 3 3 3 3 2
,Alm 0
Servisler Cinsiyet Dagilim
# Reanimasyon Y.B. MNoroloji Y.B. @ Acil Y.B. u Plastik Cervahi Servisi mNefroloji Servisi EErkek ®Kadmn
Sekil 4.3. Orneklerin geldigi servisler Sekil 4.4 Hastalarin cinsiyet dagilimi

Hastalar yas dagilimi

30 yas alti 30-50 yas arasi 50-65 vas arasi 65 yas iist

Sekil 4.5. Hastalarin Yas Dagilimi

Calismamizdaki hastalarimizda aminoglikozid direnciyle birlikte GSBL

pozitifligi de saptanmistir 40 hastanin hepsinde GSBL pozitif vardi.

Hastalardan gelen klinik 6rneklerin dagilimini inceledigimizde 27' si bronsial
lavaj (%67,5), 4' U trekeal aspirat (%10), 3' G kan (%7,5), 2’si idrar (%5), 2' si katater
(%5), 1'i yara (%2,5) ve 1'i drenaj (%2,5) 6rneginden izole edilmistir. Izole edilen
suslarin Kirby-Bauer disk difuzyon yontemiyle zon caplart ve VITEK otomatize
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sistemiyle MIC degerleri belirlenmistir, gentamisin, tobramisin, netilmisin ve

amikasin ve ciprofloksasin antibiyotiklerine direng oranlar1 Tablo 3.5' te klinik 6rnek

tipi ile birlikte verilmistir.

duyarliliklarinin inhibisyonzon ¢aplar1 (mm) ve MIC degerleri (mg/L)(EUCAST 2019).

Tablo 4.2. Hastalardan izole edilen suslarin izole edildigi klinik 6rnekler, aminoglikozid ilag

Gentamisin Tobramisin Netilmisin Amikasin Ciprofloksasin

[zolat  Kiinik orek tipi 20N MIC ZON MIC  zon mic zON MIC  ZON  MIC
Bronsial lavaj

1 >16 >4 5 >32 >64 11 >4
Bronsial lavaj

3 >16 >4 3 >32 >64 9 >4
Bronsial lavaj

4 >16 >4 3 >32 >64 9 >4
Bronsial lavaj

5 >16 >4 3 >32 >64 8 >4
Bronsial lavaj

6 >16 >4 3 >32 >64 11 >4
Bronsial lavaj

7 >16 >4 3 >32 >64 10 >4
Bronsial lavaj

8 >16 >4 4 >32 >64 9 >4
Bronsial lavaj

9 >16 >4 4 >32 >64 10 >4
Bronsial lavaj

10 >16 >4 3 >32 >64 12 >4
Bronsial lavaj

11 >16 >4 5 >32 >64 10 >4
Bronsial lavaj

12 >16 >4 4 >32 >64 9 >4
Bronsial lavaj

13 >16 >4 4 >32 >64 12 >4
Bronsial lavaj

14 >16 >4 3 >32 >64 12 >4
Bronsial lavaj

15 >16 >4 3 >32 >64 12 >4
Bronsial lavaj

16 >16 >4 3 >32 >64 10 >4
Bronsial lavaj

17 >16 >4 4 >32 >64 12 >4
Bronsial lavaj

18 >16 >4 3 >32 >64 11 >4
Bronsial lavaj

19 >16 >4 5 >32 >64 15 >4
Bronsial lavaj

21 >16 >4 4 >32 >64 13 >4
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Tablo 4.2. Hastalardan izole edilen suslarin izole edildigi klinik 6rnekler,
aminoglikozid ila¢ duyarliliklarinin inhibisyonzon caplari (mm) ve MIC degerleri (mg/L)

(Devam)
Bronsial lavaj
24 >16 >4 >32 7 >64 10 >4
Bronsial lavaj
25 >16 >4 >32 9 >64 9 >4
Bronsial lavaj
26 >16 >4 >32 5 >64 10 >4
Bronsial lavaj
27 >16 >4 >32 5 >64 10 >4
Trekealaspirat
28 >16 >4 >32 9 >64 11 >4
Trekealaspirat
29 >16 >4 >32 10 =64 11 >4
Trekealaspirat
30 >16 >4 >32 9 >64 12 >4
Trekealaspirat
31 >16 >4 >32 9 >64 12 >4
Kan
32 >16 >4 >32 8 >64 10 >4
Kan
33 >16 >4 >32 8 >64 12 >4
Kan
34 >16 >4 >32 5 >64 10 >4
Idrar
35 >16 >4 >32 8 >64 10 >4
Idrar
36 >16 >4 >32 9 >64 12 >4
Katater
37 >16 >4 >32 6 >64 12 >4
38 Katater
>16 >4 >32 6 >64 9 >4
39 Yara
>16 >4 >32 11 >64 11 >4
40 Drenaj
>16 >4 >32 7 >64 15 >4

*EUCAST' ta Gram negatif bakteriler icin streptomisin MIC degerleri mevcut degildir.
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Sekil4.6. Muller Hilton aminoglikozid disk diflizyon plagi
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5.TARTISMA
Providencia, Morganellaceae familyasindan yer alan bir cinstir. Diger birgok

Gram negatif bakterinin aksine nadiren enfeksiyon etkeni olarak karsimiza ¢ikar,
insanlarda en sik enfeksiyon yapan tiirleri P. stuartii ve P. rettgeri' dir. Ozellikle
huzurevinde yasayan ve uzun siireli hastaneye yatis Oykiisii olan yogun bakim
hastalarinda nozokomiyal enfeksiyonlara ve salginlara neden olabilirler ( Wie
2015). Bu cins ampisilin, amoksasilin-kluvanik asit, ampisilin-sulbaktam, sefazolin,
sefalotin, sefaleksin, sefadroksil, sefuroksim, tetrasiklinler, tigesiklin, polimiksin B,
kolistin ve nitrofurantoin gibi bir¢cok antibiyotige karsi dogal olarak direnclidir
(EUCAST 2016) .

Calismamizda, aminoglikozid grubuna dahil ilaclar i¢cin MIC degerlerini g6z
Oniine alarak fenotipik olarak belirledigimiz direncgli suslarin olast mekanizmalarini
tanimlamak adma hangi aminoglikozid modifiye edici enzimin (AME) mevcut
oldugunu kesin olarak belirlemek ve izolatlardaki direng mekanizmasimin kokenini

anlamak amaciyla molekiiler diizeyde cesitli genlerin varligini arastirdik.

Hayakawa ve ark. artan kolistin tiiketimi ile P. stuartii enfeksiyonlarinin artan
prevalansi arasinda bir korelasyon oldugunu ileri siirmiislerdir. Ozellikle yogun
bakimlarda karbapenem direngli Enterobacteriales tiirlerinin yayilmasina bagl
olarak bu enfeksiyonlarin tedavisi igin son gare antibiyotik olarak kullanilan kolistin
ve tigesiklin kullaniminin artmasina sebep olmustur. Bu durum hasta florasi tizerinde
P. stuartii se¢cimine yol agan 6nemli baski uygulamistir ve segici baski sayesinde
Providencia enfeksiyonlarinin  orani artmistir.  Kolistin - kullanim1  arttikga,
Enterobacteriales’ de kolistine kendinden direncli olan karbapenemaz uretiminin

ortaya ¢ikmasi ciddi bir tehdit olusturmaktadir (Hayakawa ve ark. 2012).

Ma ve ark., 16S metilaz genleri tasiyan plazmidlerin bir tirden digerine
aktarilabilecegini ve ayrica ¢apraz enfeksiyon yoluyla yayilabilecegini bulmuslardir (
Ma ve ark. 2009). Suslarimiz agirlikli olarak hastanemizin yogun bakim {initesinden
izole edilmistir ve hastalarimizda o6ncesinde Pseudomonas aeruginosa ve
Acinetobacter baumannii gibi enfeksiyon etkenleri mevcuttur bu bakterilerin tedavisi
sirasinda kullanilan kolistin ve tigesikline uzun siireli maruz kalmanin neticesinde bu
ilaglara dogal olarak direngli olan Providencia segici baski sonucunda tedavisi gii¢
enfeksiyonlar olusturdugunu diistinmekteyiz. Ayrica A.baumannii ve P. aeruginosa'

daki AME' ler siklikla transfer edilebilir plazmidler ve integronlarla iliskili
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oldugundan, bu genler yatay gen transferi yoluyla diger Gram negatif tirlerle
paylasilabilir (Taitt ve ark. 2014),(Miller ve ark. 1997), (Nemec ve ark. 2004).

Neredeyse tum Providencia tiirleri uyarilabilir AmpC p-laktamazlari
uretebilir ve bircok izolat da nozokomiyal ortamlarda genis spektrumlu p-laktamazlar
(GSBL) edinildigi bildirilmistir (Aubert ve ve ark. 2005). P. stuartii, kromozom
olarak ifade edilen bir Ambler smif C sefalosporinaz (AmpC) nedeniyle
aminopenisilinlere ve dar spektrumlu sefalosporinlere dogal olarak direnclidir
(Jacoby 2009). AmpC' nin asir1 ekspresyonu genellikle bu tiire seftazidim gibi genis
spektrumlu  sefalosporinlere  dlsiik seviye direng saglar. Daha yiiksek
seftazidimdirenc seviyeleri esas olarak genislemis spektrum-beta-laktamazlarin
(GSBL) edinilmesiyle iliskilidir (Arpin ve ark. 2012). izolatlarimizdaki GSBL
pozitifligi seftazidim direnciyle (MIC>64) iliskilidir ve literatiirdeki ¢alismalarla
paralellik gostermektedir.

GSBL genleri ¢ogunlukla plazmid aracili oldugu i¢in aminoglikozidler,
makrolidler, kloramfenikol, kinolon veya karbapenemler gibi diger antibiyotik
smiflarma direnci kodlayan genler de tasiyabilir. Plazmidlerde kodlanan ¢oklu direng
genlerinin varlig1 nedeniyle GSBL iireten bakteriler i¢in tedavi segenekleri kisitlanir

(Gajamer ve ark. 2018).

Aminoglikozid direnci, AME ile modifiye edilmis aminoglikozid moleklleri,
spontan mutasyonlar veya 16S rRNA metiltransferazlar ile hedef modifikasyonlar ve
akis ve gecirgenlik sorunlarmi igeren ¢esitli diren¢ mekanizmalarindan
kaynaklanabilir ve bakteriler arasinda plazmidler araciligiyla aktarilabilir (Costello
ve ark. 2019). P. stuartii' de intrinsik, kromozomal bir asetiltransferaz (AAC (2)- la)
bulunur ve asir1 eksprese edildiginde yiiksek seviyeli aminoglikozid direnci saglar (
Macinga ve ark. 1999). Izolatlarimzin hepsinde bu gen pozitif bulunmustur,
suslarimiz yogun bakim hastalarina ait oldugu ic¢in bir¢ok antibiyotige maruz
kalmistir bu etkinin sonucunda gen asir1 ekprese edilmistir ve aminoglikozid

direncine katki saglamigtir.

Calismamizda suslarimizda kromozomal genin (aac (2)-1a) haricin alti
modifiye enzim bir arada tespit edilmistir. Bu durum suslarimizin hastalarda
enfeksiyon etkeni olarak bulunan diger bakterilerden plazmid araciligiyla

edinilmisoldugu fikrimizi desteklemektedir. Birden fazlamodifiye enzimin bir arada
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oldugu bir¢ok calisma vardir. Firmo ve ark." nin S. marcescens ve P. mirabilis
tiirleriyle yapmis olduklari ¢alismada en yaygin AME geni aph (3') -VI, ardindan aac
(6")-1b, aac (3)-lla ve ant (2")-la, yedi izolatta aac (3)-lla +aac (6')-Ib
kombinasyonu ve (g izolatta aac (6')- /b + aph (3') -VI olarak bulmuslardir. Mevcut
calismada, bla NDM-1 genini tasiyan izolatlarin ¢ogunun bla KPC-2 genini ve farkl
AME' leri (aac (3) -lla, aac (6') -Ib ve aph (3") -VI)bir arada bulunmaktadir bu
calismadan elde edilen veriler, bla KPC-2 ve AME genleri ile iliskili bla NDM-1'in,
multiklonal profilli enterobakterilerin izolatlarinda ortaya ¢ikmasina isaret
etmekteydi. Bizim ¢alismamizda GSBL ile birlikte birden fazla modifiye enzimin bir
arada bulunmasi ve hem kinolon direnci hem de aminoglikozid direncine neden olan
aac (6") -Ib-cr enziminin birlikteligi bu verilerle paralellik gostermektedir. Bu genler
siklikla kombinasyon halinde tespit edilir, bu da tek bir genin varligina bagl olarak

aminoglikozid direng profilini tahmin etmeyi zorlastirir.

Aminoglikozid diren¢ mekanizmalar1 zamanla karmagik hale gelmistir. Farkli
mekanizmalarin  kombinasyonlar1 ayni izolatta siklikla meydana gelir ve
aminoglikozid direnci spektrumunu genisletir. izolatlar, aminoglikozidlere Kkarst
karmasik bir direng fenotipi veren ¢esitli mekanizmalara sahip olabilir. Bu genler
siklikla kombinasyon halinde tespit edilir, bu da tek bir genin varligina bagh olarak

aminoglikozid direng profilini tahmin etmeyi zorlastirir (Costello ve ark. 2019).

Costello ve ark., Gram negatif izolatlarinda aminoglikozid degistirici enzim
ve 16S ribozomal RNA metiltransferaz genlerini arastirmak igin yaptiklar1 kiresel
capta bir ¢alismada en yaygin AME genin aac (6')-1b oldugunu bildirmislerdir.
Ayrica ¢alismada enzimler kombinasyonlar halinde bulunmustur. Calismamiz bu
literatiirle paralellik gostermistir ve bes asetiltransferaz geni (aac (2')-1a, aac (3)-1la,
aac (3)-llc, aac (6")-1b, aac (6")-Ib-cr), iki adeniltransferaz geni (ant (2")-la,ant(3")-
la) ve bir tane 16S rRNA metiltransefraz geni pozitif bulunmustur ayrica enzimler

kombinasyon halindedir.

Suslarimizdaki direng profillerindeki benzerlik bize hastalardan aldigimiz
ornekler arasinda bir klonal iligski olabilecegini disundirmustir. Butln ornekleri
Reanimasyon servisinden gelen Orneklerden tirettigimiz Providencia stuartii tirine

ait olmasi ve hastalarin ayni serviste kaliyor olmasi bizim bu disiincemizi

73



kuvvetlendirmektedir ancak bunun belirlenmesi i¢in daha ileri boyutta bir ¢alismayla

iliskinin ortaya ¢ikarilmasi gerekmektedir.

AME’lerin klinik 6nemi blyuktar cunkid bu enzimleri kodlayan genler
plazmidler veya transpozonlar tarafindan yayilabilir ve genellikle metalo-f-
laktamazlar dahil olmak {izere digerdiren¢ genlerini barindiran ve se¢imini
kolaylastiran integronlar ile tasinan gen kasetlerinin bir pargasi olarak bulunur
(Ramirez ve Tolmasky 2010). Suslarimizda gozlenen ¢oklu ilag direncinin bu
genlerin pozitifliginden kaynaklandigmi gorulmektedir. Ozellikle GSBL, armA ve
aac(6')-lb-cr geni hastane ortamlarinda cesitli direng geni tasiyan plazmidler
araciligiyla horizontal olarak yayilmakta ve ¢ok ilaca direngli suslarin olugsmasina
katkida bulunmaktadir. Ayrica ¢ogu hastada birden fazla enfeksiyon etkeni bakteri
bulunmaktaydi yani koenfeksiyonlar gozlenmekteydi bu horizontal yayilim
dustincemizi destekleyen sebeplerden biridir fakat koenfeksiyondaki diger
bakterilerin direng fenotipleri bu disiincemizle tutarli olsa da genotipik olarak bir

calisma yapilmamaistir.

2000" lerin basindaki kesiflerinden bu yana, 16S rRNA metiltransferazlar,
diger son care antibiyotiklere diren¢ saglayan karbapenemaz genleri gibi diger direng
belirleyicileri ile birlikte artan bir sekilde tanimlanmistir ( Doi ve ark. 2016). 16S
RMTaz' lar nispeten yeni bir diren¢ mekanizmasi olmasmna ragmen, tedavi
edilemeyen hayat1 tehdit edici enfeksiyonlara neden olan direngli bakterilerin ortaya
cikmasint  biiyiik Olgiide kolaylastiran  karbapenemaz epidemisi ile iligkili
gorinmektedir ( Fair ve Tor 2014).

Galimand ve ark., cesitli Ulkelerde toplanan ve CTX-M enzimi Uretmesi
muhtemel olan 34 klinik Enterobacteriales izolatinda armA geniyle olan iliskisini
incelemisler ve iki susta blactx-m-3 geniyle birlikte armA geninin birlikteligini
gostermiglerdir ve ArmA igin yapisal genin, transfer edilebilir bir plazmit
uzerindeki bilesik bir transpozon Tn 1548 iizerinde bulundugu ve siklikla CTX-M-3
tipi GSBL genleriyle iliskili oldugu bildirilmistir (Galimand ve ark. 2005). Bizim
izolatlarimzda da armA ve GSBL pozitifligi s6z konusudur bu iki diren¢ profilinin
aralarindaki iliski olduguna dair literatiirle tutarlilik gostermektedir ancak
izolatlarimizin hani GSBL direng geninin mevcut oldugu c¢alismamiz kapsaminda

olmadigindan ¢alisilmamustir.
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6.SONUC VE ONERILER

16S rRNAmetiltransferazlar1 kodlayan genler, hemen hemen tiim
aminoglikozidlere yuksek direng seviyeleri kodlar (Costellove ark., 2019). Tum
izolalarimizda calistigimiz aminoglikozid ilaglarin  (gentamisin, tobramisin,
netilmisin, amikasin) her birine kars1 direng gozlemledik bunun sebebi farkli direng
profiline sahip birden fazla aminoglikozidmodifiye enziminin bir arada bulunmasi ya

da metiltransferaz enzimi pozitifligi olabilir.

Molekiiler calismamiz sonucunda, suslarimizda bu iki durumda s6z
konusudur hem metiltransferaz geni hem de farkli diren¢ profillerine sahip farklh

aminoglikozidmodifiye enziminin bir arada oldugu bulunmustur.

armA ve aac(6")-Ib-cr geni ve bircok aminoglikozid modifiye enzimi ayni
plazmidde bulunabildigi gibi ESBL ile de iliskili bulunmustur. Bizim izolatlarimizda
da bu genler arasinda pozitif bir korelasyon vardir. Tiim hastalarimizda ESBL
pozitifligi ile birlikte aminoglikozidmodifiye enzimi armAve aac(6')-lb-cr geni
pozitifligi saptanmistir. izolatlarimizdaki ¢oklu ilag direnci bu enzimlerin aym

plazmidde yer almasindan kaynaklandigini tahmin etmekteyiz.

Florokinolon ve aminoglikozidleri uygun sekilde kullanmak amaciyla AME,
16S RNA metiltransferalart ve aac(6')-1b-cr varyantini barindiran suslarin
belirlenmesi ¢ok onemlidir. Cilinkii bu enzimlerin pozitifligi aminoglikozidlerin,
kinolonlarin, B-laktamlarin ve dolayli yoldan diger antibiotiklerin enfeksiyonlarin

tedavisinde yararliligin1 azaltmaktadir.

Calismamizdan  edindigimiz  ¢ikarim  sonucunda  bizim  Onerimiz,
antibiyotikerin tedavi amaciyla kullanilmasindan 6nce hastane ortamindaki genel ilag
direng profilinin belirlenmesi 6zellikle yogun bakimda yatan hastalarda yogun
antibiyotik kullanimi sonucu segici etkinin ortaya c¢ikarak direngli bakterilerin
hakimduruma ge¢mesi ve diren¢ genlerinin horizontal olarak yayilabilecegi
ihtimaline karsi tiim bu etkenler gbz Oniine alinarak daha dikkatli kullanilmasi

yonindedir.
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9.EKLER

T.C
_ NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI MERAM TIP FAKULTESI
ILAC VE TIBBI CIHAZ DISI ARASTIRMALAR ETiK KURUL KARARI

Toplant: Sayisu:51 Toplant1 Tarihi: 26.05,2017

Karar Savisi:2017/929:Fakilltemiz Temel Tip Bilimleri Bslimi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali Bagkani Prof. Dr. Mahmut BAYKAN' m “Providencia izolatlarinda aminoglikozid direng
genlerinin arastiriimast™ baghikli doktora tez gahsmast ile ilgili 18.05.2017 tarihli dilekgesi ve ekleri
goriigtildt, Ebru ATAYETER” in doktora tez calismasmin Faktltemiz Temel Tip Bilimleri Bslimii Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Baskani Prof. Dr. Mahmut BAYKAN® m sorumlulugunda biitce desteBinin
saglandigina dair belgenin Ilag ve Tibbi Cihaz Digi Aragtirmalar Btk Kuraluna sunuldukian sonra
cahigmanin baglamasiim uygun olduguna oybirligi ile karar verilmistir.
Not: Caligma ile ilgili gerekli izin ve yasal sorumluluk aragtirmacilara aittir.
Sorumlu Aragtirmact: Prof. Dr. Mahmut BAYKAN
Yarduner Arastiemact: Ebru ATAYETER
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