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OZET:

Gram negatif bakterilerin etken oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde tercih edilen
aminoglikozid grubu antibiyotiklerin yaygin kullanimina bagli olarak bakterilerin
uirettigi modifiye edici enzimler araciligiyla bu antibiyotiklere direng gelismekte ve
tedavide basarisizliklara neden olmaktadir. Bu c¢alismada Marmara Universitesi
Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvari’na gelen klinik Orneklerden izole
edilerek VITEK 2 otomatize sistemiyle tanimlanan ve amikasinin minimum inhibitor
konsantrasyonu duyarli aralikta olmasina ragmen sistem tarafindan orta duyarliya
cevrilen ve ayrica AAC(6’) enzimiyle direng gelisebilir uyarisi verilen Escherichia
coli kokenleri ¢alismaya alinmistir. GSBL iireten (n:100) ve liretmeyen (n:100)
toplam 200 adet E. coli kokeninin tobramisin, netilmisin ve amikasin duyarliliklari
disk difiizyon testi ile belirlenmis; aac(6’)-1 diren¢ geni varligt PZR yontemiyle
arastirilmistir. Amikasin MIK’i 4 pg/ml (n:85) olan kdkenlerin tobramisin direnci
%34.1 iken MIK’i 8 pg/ml (n:58) olan kokenlerde %69, MIK’i 16 pg/ml (n:57)
olanlarda ise %91.2 oraninda bulunmustur. aac(6’)-1 geni tasima oranlar1 MIK degeri
4, 8 ve 16 pg/ml olan kokenler i¢in sirasiyla %30.6, %63.8 ve %386 olarak
saptanmistir. Buna karsin bu MIK degerlerine sahip kokenler tobramisine de direngli
iseler MIK:4 pg/ml olanlarda dahi gen varligi kdkenlerin %79.3{inde gdzlenmistir.
GSBL(+) kokenlerde aac(6’)-I varligi GSBL(-) olanlara kiyasla amikasin MIiK’i 4
ug/ml olanlarda 3 kat daha fazla bulunurken MIK’i 16 pg/ml olanlarda anlamli bir
fark saptanmamustir. Bu sonuglara gore dzellikle MIK degeri 4 pg/ml olan kdkenler
i¢in sistemin bu uyar1y1 vermesi toplam olgularin 2/3’iinde gereksiz yere amikasin
kullanimim kisitlamakta, buna karsin MIK’i 16 pg/ml olan kdkenler i¢in oldukga
isabetli bir uyariy1 gergeklestirmektedir. Bu uyari, tobramisin duyarlilig: test etmekle
desteklendiginde dzellikle MIK:4 pg/ml olan kdkenler icin klinisyene daha dogru bir

yanit vermek miimkiin olabilecektir.



Anahtar Sozciikler: AAC(6’) enzimi, Amikasin, Aminoglikozid modifiye edici

enzimler, VITEK 2 otomatize sistemi.

SUMMARY:
Genotypic Analysis of AAC(6’)-1 Enzyme which is Responsible for

Aminoglycoside Resistance in Escherichia coli strains that are Phenotypically
Susceptible to Amikacin

Due to widespread use of aminoglycosides in the treatment of infections caused by
Gram negative bacteria, the modifying enzymes produced by bacteria may cause
resistance to those antibiotics and may result in treatment failures. Escherichia coli
strains which were isolated from clinical samples at Clinical Microbiology
Laboratory of Marmara University Hospital and identified by VITEK 2 automated
system were included in this study. Study isolates were chosen to have a minimum
inhibitory concentration of amikacin in susceptible category, but converted from
susceptible to intermediate by VITEK 2 Advanced Expert System(AES) and warned
to develop resistance by AAC(6’) enzyme. For a total of 200 E. coli strains, with
(n:100) or without (n:100) ESBL production, sensitivities to tobramycin, netilmicin
and amikacin were detected by disk diffusion and, aac(6’)-I gene was determined by
PCR. In the strains with amikacin MIC of 4 ug/ml (n:85), 34.1% was resistant to
tobramycin, while in the strains with MIC of 8 pg/ml (n:58) and 16 pg/ml (n:57),
tobramycin resistance rates were 69% and 91.2%, respectively. In regard to carrying
aac(6’)-1 gene, the rates were found to be 30.6%, 63.8 and 86 for the strains with
MIC values are 4, 8, and 16ug/ml, respectively. However; if the strains were also
resistant to tobramycin, presence of the gene in strains even with MIC:4 pg/ml was
increased to 79.3%. The aac(6’)-I existence in the ESBL(+) strains with amikacin
MIC of 4 pg/ml was threee times more than that of ESBL(-) ones, while there was no
significant difference in strains with MIC of 16 pg/ml.According to these
results;AES warning of VITEK 2, especially for the strains with MIC value of 4
pg/ml, unnecessarily limits the use of amikacin in 2/3 of the events, however in the
strains with MIC of 16 pg/ml, it gives much accurate warning with a rate of more

than 90% of the strains.This warning strengthened by tobramycin sensitivity testing,
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especially for the strains MIC is 4 pg/ml will provide to give a more true information

to the clinician.

Key Words: AAC(6’) enzyme, Amikacin, Aminoglycoside modifying enzymes, VITEK 2

automatised system.

1. GIRIS ve AMAC

Tarih boyunca insanlar ve enfeksiyona sebep olan mikroorganizmalar arasinda
sirekli bir savas olmustur. Bu mikroorganizmalara karst etkin bir miicadele

yapilmasi tibbin 6nemli bir amacidir.

Enfeksiyon hastaliklarini tedavi amaciyla kemoterapdotik olarak adlandirilan bazi
boyalarin ve kimyasal maddelerin kullanimi 17. yiizyilldan itibaren baslamistir.
Bakteriyel enfeksiyonlar agisindan; 1930’lu yillarin sonunda stilfonamidlerin kesfi ve
hemen ardindan penisilinin klinik kullanima girmesiyle ¢agdas antimikrobiyal tedavi
donemi baglamistir. Son elli-altmis yil icerisinde dogal, sentetik ve yari sentetik
bir¢cok antibiyotik kullanima girmis ve oliimciil pek cok enfeksiyon hastaliginin
tedavisini olanakli kilmistir. Insanlik tarihinin en &nemli buluslarindan olan
antibiyotiklerin uygunsuz ve gereksiz yere kullanimi arttikga bakteriyel patojenler
tarafindan gelistirilen diren¢ mekanizmalar1 daha da artmistir. Bu durum ¢ok sayida
yeni antibiyotigin bulunmasina yol agmis ve bunlarin bilingsizce kullanilmalarina
bagl olarak, direngli bakteri kokenlerinin olusmasini, ila¢ yan etkilerinin artmasini,

ekonomik yiik gibi 6nemli sorunlar1 ortaya ¢ikarmistir.

Glinlimiizde hem toplumsal hem de hastane kaynakli enfeksiyonlarda
Escherichia coli, Pseudomonas, Enterobacter, Klebsiella ve Citrobacter tiirlerinin
izolasyon sikligi ve buna paralel olarak cesitli antibiyotiklere diren¢ oranlar
artmaktadir. Enterobacteriaceae iyesi gram negatif mikroorganizmalarla meydana
gelen deri ve yumusak doku infeksiyonlari, idrar yolu infeksiyonlari, pndémoni,
primer veya sekonder bakteriyemi gibi agir infeksiyonlar1 olan hastalarda genellikle
antimikrobiyal ajanlarin yaygin kullanilmast sonunda antibiyotiklere direngli

mikroorganizmalar  seleksiyona  ugramaktadir. Gram negatif  bakteriyel
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enfeksiyonlarin tedavisinde sefalosporin gibi beta-laktam antibiyotikler, beta-laktam/
beta-laktamaz inhibitorlii antibiyotikler, karbapenemler veya aminoglikozidler

kullanilmaktadir (1,2).

Bakterilerin antimikrobik ilaclara kars1 gosterdigi direng mekanizmalarindan biri
olan enzimatik direng, en sik gézlenen mekanizmadir ve plazmit, transpozon veya
kromozom iizerindeki genler tarafindan kodlanan enzimler ile antibiyotik modifiye

edilmektedir.

Gram negatif bakterilerin etken oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde tercih edilen
aminoglikozid grubu antibiyotiklerin yaygin kullanimina bagli olarak bakterilerin
urettigi modifiye edici enzimler araciligiyla bu antibiyotiklere direng gelismekte ve
tedavide basarisizliklara neden olmaktadir. Aminoglikozidler, bakteri hiicre
membranindan gecerken bu enzimler ile modifiye edildiginden ribozomlara

baglanamazlar ve boylece etkisiz kalirlar (3).

Aminoglikozidler gerek hastane kokenli gerekse toplum kokenli enfeksiyonlarin
tedavisinde siklikla kullanilirlar. Kullanima giren birgok antibiyotik nedeniyle daha

cok kombine antibiyoterapide kullanilmaktadirlar (4).

Aminoglikozid direncini saglayan enzimlerin genetik bilgisi bakteride ekstra
kromozomal plazmit ve transpozonlar {izerinde tasinir ve bakteriler arasinda
aktarilabilir dolayisiyla hem gram pozitif hem de gram negatif bakteriler arasinda
transfer edilebilir bir direnclilik saglar (5). Aminoglikozid modifiye edici enzimi
(AME) tasiyan plazmitler heterojendir ve klinik etkileri siklikla birlikte tasinan beta-
laktamazlarla siddetlenmektedir. Diren¢ mekanizmalarinin tanimlanmasinin ve
izlenmesinin  epidemiyolojik olarak biiyilk Onemi vardir. Bu sebeple
aminoglikozidleri modifiye eden enzimlerin tiirii ve siklig1 her hastanede arastirilmali

ve klinikte bu antibiyotikler kullanilirken bu veriler géz oniinde bulundurulmalidir

(6).
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Aminoglikozid grubu antibiyotikleri modifiye eden enzimlerin dagilimi cografi
farklilik gostermektedir. Bu da antibiyotik kullanimi sonucu olusan seleksiyon
baskis1 ile farkli enzimlerin daha yaygin olusuna baglanmaktadir (7). Ornegin,
gentamisinin amikasinden daha sik kullanildig: tilkelerde en sik gozlenen enzimler
ANT(2’) ve AAC(3)’tiir. Amikasinin yaygin olarak kullanildig: iilkelerde ise
amikasini inaktive edebilen AAC(6’) enzimi sik bulunmaktadir. Tiirkiye’de yapilan
cok merkezli bir calismada da AAC(6’)-1 enziminin gram negatif bakterilerde en sik
olarak bulunan enzimlerden biri oldugu belirlenmistir (8). AAC(6’)-I enzimi

tobramisin, kanamisin, netilmisin ve amikasin direncinden sorumludur (9).

Hastanemizde kombine tedavilerde amikasin ilk tercih edilen ve siklikla
kullanilan bir aminoglikozittir. Buna ragmen son bir yilda izole edilen E. coli
kokenlerinde; amikasine yaklasik 9%0.7 oraninda diisiik bir diren¢ s6z konusudur.
Ancak bu fenotipik sonucun genotipi ne kadar yansittigi acgik degildir. Ciinkii
AAC(6’)-1 enziminin substratlar1 olan tobramisin ve netilmisin birgok laboratuvarda
mikroorganizmlarin tanimlanmas1 ve duyarliligr i¢in kullanilan VITEK 2 otomatize
sistem panelinde yer almamakta, dolayisiyla bu antibiyotiklerin duyarliligina
laboratuvarda ek test olarak bakilmamaktadir. Ancak laboratuvarimizda da
kullandigimiz bu otomatize sistemin amikasin MIK’i duyarl aralikta (MIK: 4, 8 ve
16 pg/ml) oldugu halde, sonucu orta duyarliya cevirdigi ve AAC(6’) enzimiyle
aminoglikozidlere direng gelisebilir uyaris1 verdigi dikkati ¢ekmistir. Dolayistyla bu
diren¢ fenotipinin gergek genotipi yansitip yansitmadigini irdelemek {izere
calismamizda; 2009-2010 yillar1 arasinda Marmara Universitesi Hastanesi Merkez
Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda izole edilen klinik E. coli kdokenlerinde AAC(6’)-1
AME varlig: arastirilacaktir. Bunun i¢cin VITEK 2 otomatize cihazinin amikasin i¢in
duyarl aralikta oldugu halde sistemin orta duyarli olarak degistirdigi ve tobramisin,
netilmisin ve amikasin igin AAC-(6’) enzimiyle diren¢ gelisebilecegi uyarisini
verdigi genislemis spektrumlu beta laktamaz iireten (GSBL+) ve tiretmeyen (GSBL-)
kokenler ¢calismamiza dahil edilmistir. Kokenlerin tobramisin, netilmisin ve amikasin
duyarliliklar disk difiizyon yontemiyle saptanmis ve bu antibiyotiklere dirence sebep

olan gen varlig1 polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) metoduyla aragtirilmistir.

13



Bu c¢alismayla duyarhilik testlerinde, bu enzimin substrati  olan
aminoglikozidlerden sadece amikasinin kullanilmasi halinde, amikasin i¢in saptanan

fenotipik duyarliligin ne kadar giivenilir oldugu ortaya konmus olacaktir.

2. GENEL BiLGILER

Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kemoterapoétikler ve antibiyotikler son 50
yilda 6nemli derece faydali olmuslar ve eskiden 6ldiiriicii oldugu bilinen pek cok
hastaligin zamaninda tan1 ve tedavisi i¢in vazgeg¢ilmez unsurlar haline gelmislerdir.
Ancak bu maddelerin uzun zaman ve bazen gereksiz yere kullanilmalari sonunda
hastalik etkenlerinin ilaglara karsi direng kazanmalari, enfeksiyon hastaliklarinin
sagaltimin1 gii¢lestirmesiyle son yillarda ¢agdas tibbin en 6nemli problemi olarak

ortaya ¢ikmistir (3,6,10).

2.1. Bakterilerde Antimikrobiyal Ilaclara Diren¢ Mekanizmalar

Antibakteriyel ajanlarin yaygin kullanilmasina bagl olarak bakteriler tarafindan
cesitli diren¢ mekanizmalart gelistirilmistir.
Mikroorganizmalarin antimikrobiyallere karst gosterdigi diren¢ dogal (intrinsik) ve

kazanilmis (genotipik, kalitsal) direng olmak iizere ikiye ayrilir (3,6,8).

Dogal diren¢: Bir mikroorganizma tiirlinlin genetik 6zelligi olan direnci
tanimlamaktadir. Antimikrobiyalin hedefi olan yapiy1 tagimamalarinin veya yapisal
bir dzellikten dolayr hedefine ulasamamasinin bir sonucudur. Ornegin gram negatif
bakteriler vankomisine ve metisiline, enterokoklar sefalosporinlere duvar yapilari
nedeniyle intrinsik diren¢ gosterirler. Aminoglikozidlerin hiicre membranindan
gecisi  oksijene bagimli, enerji gerektiren bir olay oldugundan oksidatif
fosforilasyonun olmadigi zorunlu anaerop bakterilerde yeterli ila¢ hiicre icine
giremediginden anaeroplar {lizerine aminoglikozid antibiyotikler etki gosteremezler

(3,6,8).
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Kazanilmis diren¢: Bakteri DNA’sindaki mutasyonlar ya da yeni bir DNA
edinilmesi sonucu sonradan ortaya ¢ikmaktadir. Bakteri populasyonu antimikrobiyal
ile ilk temasa geldiginde ilag¢ etkilidir, ancak temas siiresinde veya tekrarlanan
tedaviler sirasinda mikroorganizma populasyonunda antimikrobiyal maddeye karsi
direng gelisir. Antimikrobiyallere kars1 gelisen direng esas olarak bu yolla olmakta
ve genetik degisim sonunda seleksiyonla direngli kokenler ortaya ¢ikip
yayilmaktadir. Genetik diren¢ kromozom, plazmit, transpozon kontrolii altindadir.
Bakteriler diren¢ mekanizmalarindan birini veya birkacim1 birlikte kullanarak

antibiyotiklere direng kazanmaktadir (3).

Kazanilmis diren¢ mekanizmalar: su sekilde gruplandirilabilir:

1. ilacin hedefinde degisiklik olusturulmasi

a. Penisilin baglayan proteinlerin degisimi: B-laktamlara kars1 direng

b. Ribozomal hedefin degisimi: Aminoglikozid, makrolit, linkozamitlere kars1 direng
c. Degismis enzimatik hedef: Siilfonamid, trimetoprim, rifampin, kinolon

2. Sentezlenen enzimle ilacin inaktive veya modifiye edilmesi: B-laktamaz,
aminoglikozid modifiye eden enzimler (asetilaz, adenilaz, fosforilaz), kloramfenikol
asetil transferaz

3. Hiicreye giren ila¢ miktarimin azaltilmasi

a. Permeabilitenin azaltilmasi

b. Antibiyotigin alim ve transport sisteminin zay1flig1 veya yoklugu

c. Aktif pompalama ile ilacin disar1 atilmasi (3,8).

Bir¢ok temel antibiyotik sinifina direngte 6nde gelen mekanizma; ilaci inaktive
eden enzimlerin iiretimidir. Ornegin plazmit veya transpozon kokenli modifiye edici
enzimlerin Uretimi aminoglikozidlere karsi kazanilmis direngte en sik goriilen

mekanizmadir (6).

2.2. Aminoglikozidler
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Aminoglikozid antibiyotikler 1940’11 yillardan itibaren antibakteriyel ilaglarin
onemli bir grubu haline gelmislerdir. Streptomyces ve Micromonospora cinsi
funguslardan elde edilen dogal ya da semisentetik antibiyotiklerdir. 1944 yilinda
Streptomyces griseus’ tan streptomisinin elde edilmesiyle kullanima girmislerdir
(18). Elde edilis ve klinik kullanima giris sirasina gore; streptomisin (1944),
neomisin (1949), kanamisin (1957), gentamisin (1963), tobramisin (1967), sisomisin
(1970), amikasin (1972), netilmisin (1975), dibekasin (1971), isepamisin (1978),
arbekasin (1990) bu grup antibiyotikleri olusturur (5,11).

2.2.1. Kimyasal Yapilar

Aminoglikozidlerin kimyasal yapilari; genellikle santral yerlesen ‘heksoz’
niikleusa yani aminosiklitol halkasina iki veya daha fazla aminosekerin glikozid
baglariyla baglanmasindan olugsmustur. Spektinomisin aminoseker ve glikozidik bag

igermemesi ile diger aminoglikozidlerden farklilasir (5,12).

Aminoglikozidler arasindaki bireysel farkliliklar aminosiklitol halkaya bagh
aminogekerlerin yap1 ve sayisindan kaynaklanmaktadir. Aminoglikozidlerin kimyasal
yapilar ile antibakteriyel etkinlikleri arasindaki iliski ¢ok iyi anlagilamamistir.
Degisik halkalara bagli bazi hidroksil ve amino gruplarinin bazi bakteri enzimleriyle
ya da kimyasal maddelerle modifiye edilmesi antibakteriyel etkinin ve toksisitenin

azalmasina neden olmaktadir.

Aminoglikozidler kimyasal yapilarina gore bes aileye ayrilir:

1. Streptomisin ailesi; streptomisin

2. Kanamisin ailesi; kanamisin A, kanamisin B, amikasin, tobramisin, dibekasin

3. Gentamisin ailesi; gentamisin C1, gentamisin Cla, gentamisin C2, sisomisin,
netilmisin, isepamisin

4. Neomisin ailesi; neomisin, paromamisin

5. Spektinomisin ailesi; spektinomisin.
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Streptomisin, neomisin, kanamisin ve tobramisinden her biri ayr1 bir
Streptomyces tiriinden elde edilirken gentamisin ve sisomisin Micromonospora
tiirlerinden elde edilir. Son iki aminoglikozidin sonundaki misin eki bu farklilig
gosterir. Diger yandan amikasin; kanamisin A’nin, netilmisin ise sisomisinin semi-

sentetik tiirevleridir (5,12,13).

Aminoglikozidler suda iyi derece ¢oziiniirken, organik c¢oziiciilerde ¢coziinmezler.
Cok az lipofiliktirler, bundan dolay1 yag iceren zarlardan smirli gegisleri vardir.
Molekiiler agirliklart 445 ve 600 dalton aras1 degisir. Molekiiler yapilari,
dondurulma, 100 °C’de 4 saat 1sitilma, saatlerce 3-12 pH araliginda kalma gibi
kosullarda degismez. pH 7,4’de katyonik olup cok yiiksek pozitif yiike sahiptirler.
Bu ayn1 zamanda antimikrobiyal aktivite ve toksisitesi ile de yakindan iligkilidir.
Antibakteriyel aktivite alkalin pH’da artarken, asidik pH’da azalir. Aminoglikozidler
ve beta-laktamlar kimyasal olarak birbirlerine aktif olup, beta-laktam halkasinin
niikleofilik agilmasiyla aminoglikozidin amino grubunun asetillenmesi sonucunda

antibakteriyel etkinliklerini kaybederler (12).

2.2.2. Antimikrobiyal Aktivitenin Mekanizmasi

Aminoglikozidlerin antibakteriyel etki mekanizmasi1 multifaktoriyel bir siire¢
olup hiicrenin dis yiizeyi ile iyonik etkilesim, iki enerji bagiml faz ve ribozomlara
baglanma basamaklarindan olusur. Aminoglikozidlerin bakteri hiicre ylizeyine
baglanmasi elektrostatik, pasif bir olaydir ve enerji gerektirmez. Gram negatif bakteri
hiicre duvarinda lipopolisakkaridlere, fosfolipidlerin polar baslarina ve aniyonik dig
membran proteinlerine baglanir, burada rekabetci olarak Mg™ ve Ca™ iyonlarini
yerlerinden oynatirlar. Bunun sonucunda hiicre duvarinin normal gegirgenlik
fonksiyonu bozulur. Bu sebeple protein sentezini inhibe eden diger antimikrobiyaller
(orn: tetrasiklinler, kloramfenikol) bakteriyostatik iken, aminoglikozidler bakterisidal
olarak etki gosterirler. Bakteri hiicre zarini ge¢mis olan aminoglikozid geri
doniislimsiiz olarak sitoplazma ic¢inde kalir. Hiicre zarina iyonik baglanmadan sonra
aminoglikozidin bakteri i¢ine alinis1 birbirini takip eden ve enerji gerektiren iki fazda

gerceklesir. Bunlar: Energy dependent phase 1 (EDP-1) ve energy dependent phase 2
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(EDP-2)’dir. EDP-1 yavas seyrederken EDP-2 hizlidir. Bu fazlar i¢in gereken enerji
ATP hidrolizi ile veya solunum sirasinda proton agiga c¢ikmasi ile olusan
transmembran elektrokimyasal yiik farkindan saglanir. Bakterinin hiicre membran
potansiyeli ne kadar fazla ise aminoglikozidin etkisi o kadar fazla olmaktadir.
Anaerop ortamda, diisiik pH’da ve yliksek ozmolar ortamda membran potansiyeli
azaldigindan aminoglikozidlerin antibakteriyel etkileri de azalmaktadir. Dolayisiyla
apselerin anaerop ortamda, idrarin hiperozmolar asidik olmast durumunda

aminoglikozidlerin etkisi azalir (5,12,14).

Sitoplazmik membran1 gegen aminoglikozidler ribozomlara baglanarak protein
sentezini inhibe ederler. Bu olay daha sonraki antibiyotik transport fazi olan EDP-2’
yi hizlandirir. EDP-2’nin hizlanmasi hiicre membraninin progresif bozulmasiyla
iligkilidir ve aminoglikozidlere bagli bakteri O6liimiinden Once ilk sirada kiiciik
iyonlarin, bunu takiben daha biiyiik molekiillerin, en sonunda da proteinlerin bakteri
hiicresinden sizmast  gerekcesine dayandirilmaktadir.  Bakteri  sitoplazmik

membraninin bozulmas1 aminoglikozidlerin letal etkisini agiklayabilir (5,12).

Hiicre dis1 aminoglikozid yogunlugu ne kadar fazla ise hiicre i¢i ilag yogunlugu o
kadar artar ve EDP-2’yi tetikleyecek miktara hizla ulasir, sonugta bakteri oliimii

gortliir (5).

Aminoglikozidler bakterilerin 30S ribozomlarinda 16S rRNA’nin A alt bolgesine
geri doniisiimsliz baglanarak mRNA kodonlarinin ve tRNA antikodonlarinin
okunmasin1 bozarlar. (Streptomisin sadece 30S alt birimine baglandigi halde,
digerleri ilave olarak 50S alt birimine de baglanirlar.) Bunun sonucunda protein

sentezi inhibe olur ve hiicre 6liimii gerceklesir (1,5,12).

2.2.3. Antimikrobiyal Etki Spektrumu

Aminoglikozidler kimyasal olarak oldukga stabil, allerjik yan etkileri az goriilen,

duyarli bakteri hiicresine hizli bakterisidal etkili, genis antibakteriyal spektruma

sahip antibiyotiklerdir (11).
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Gram negatif bakterilerin etken oldugu ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde siklikla
tercih edilirler. En 6nemli etkinlikleri pseudomonaslar basta olmak iizere gram
negatif aerop basiller {izerinedir. Gram pozitif bakteriler lizerine etkinlikleri kisithdir
(15). Metisiline duyarl stafilokoklara genellikle etkilidirler, piyojen streptokoklar
aminoglikozidlere nadiren duyarlidirlar. Listeria ve diger gram pozitif basillerin ¢ogu
aminoglikozidlere direncli, Haemophilus spp. ve Neisseria spp. genellikle duyarlidir
(5,15). Streptomisin M. tuberculosis’e, kanamisin Mycobacterium avium-
intracellulare ve diger atipik mikobakterilere etkilidir. Streptomisin ayrica Yersinia
pestis enfeksiyonlarinda ilk secenek olarak, streptomisin ve gentamisin Francisella
tularensis enfeksiyonlarinda basar1 ile kullanilmaktadir. Streptococcus pneumoniae,
Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia cepacia, Bacteroides spp., Clostridium
spp. ve diger anaeroplara pratik olarak in vitro etkisizdirler. Klinik drneklerden izole
edilen S. maltophilia ve B. cepacia’nin tanimlanmasinda kullanilan 6zelliklerden biri
de aminoglikozidlere direngli olmalaridir. Diger yandan aminoglikozidlerin
riketsiyalara, funguslara, mikoplazma ve viruslara klinik yonden etkinlikleri yoktur.
Aminoglikozidlerin  hiicre i¢ine girisleri iyi olmadigi i¢in Legionella
enfeksiyonlarinda kullanilmazlar ancak bruselloz, tliberkiiloz gibi enfeksiyonlarda
kombine olarak kullanilirlar. Aminoglikozidler i¢inde yalnizca spektinomisin gonore
tedavisinde, paromomisin ise sindirim kanalindan absorbe edilmediginden oral
yoldan amipli dizanteri tedavisinde ve AIDS'li hastalardaki Cryptosporidium parvum

enfeksiyonlarinda kullanilir (5).

2.2.4. Aminoglikozidlere Diren¢ Gelistirme Mekanizmalari

Aminoglikozidler, Enterobacteriaceae ve pseudomonaslarda hiicre ic¢ine hiicre
duvarindaki porin kanallarindan girerek 30S ribozomlarina baglanarak translasyonu
bozmakta ve mRNA’nin genetik kodunun yanlis okunmasina yol acarak protein
sentezini  inhibe etmektedirler. Gram pozitif ve negatif bakterilerde
aminoglikozidlere kars1 direng; ribozomal, permeabiliteye bagli ve enzimatik direng

olmak iizere iic mekanizmayla olugsmaktadir (8,14,15).
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a. Ribozomal Diren¢: Aminoglikozid antibiyotiklerin bakteri hiicresindeki
hedefleri olan 30S ribozomal alt {initedeki mutasyonlar sonucu gelismektedir. Bu tip
direng siklikla streptomisine karsidir ve genellikle tek bir aminoglikozide 6zgiidiir. E.
coli, Neisseria gonorrhoeae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
enterokoklar ve Mycobacterium tuberculosis gibi birgok bakteri tiirlinde bildirilmistir
(8,15).

b. Permeabiliteye Bagh Diren¢: Aminoglikozidlerin hiicre i¢ine tasinmasinin
engellenmesi bu gruptaki tiim antibiyotiklere capraz diren¢ gelismesine sebep
olmaktadir. Hedefleri olan ribozomlara ulasmadan evvel hiicre duvarmi ve
sitoplazmik membran1 ge¢gmek zorunda olan bu katyonik bilesikler Gram negatif
bakterilerin dis membraninda yer alan lipopolisakkarit tabakasindaki divalan
katyonlarla (6rn: Mg™) yer degistirirler ve membran biitiinliigiinin bozulmas: ile
hiicre i¢ine gecerler. Zardaki lipopolisakkarit, dig membran proteinleri, porinler veya
fosfolipitlerin yapisindaki degisiklikler aminoglikozidlerin hiicre i¢ine alinmasinm
engeller. Aminoglikozidlerin hiicre zarindan gegmesini ise elektron transport zinciri
ile kazanilan elektriksel potansiyel saglamaktadir. Bu nedenle, elektron transport
sistemi bulunmayan anaerobik mikroorganizmalar aminoglikozidlere dogal olarak

direnclidirler (6).

c. Enzimatik Diren¢: Aminoglikozidlere direncli bulunan gram pozitif ve negatif

bakterilerde en sik goriilen mekanizma plazmit tarafindan kodlanan enzimlerle
antibiyotigin degistirilmesidir. Aminoglikozidin hidroksil veya amino gruplarma
0zgiil olarak baglanan bu enzimler, aminoglikozid yapisini asetilasyon, adenilasyon
veya fosforilasyon mekanizmalari ile inaktive ederler. Kataliz ettikleri reaksiyona
gore bu enzimler ii¢ grupta toplanmaktadir: Asetiltransferazlar, fosfotransferazlar,
niikleotidil transferazlar (8,16). Enzimin aminoglikozid molekiiliindeki etki bolgesi
parantez iginde bir rakamla belirtilmektedir. Ornegin; AAC(2”), 2”-amino grubunun
asetile edildigini gostermektedir. Benzer etki gdsteren enzimlerin ayirdedilmesi igin
buna Romen rakamlar1 eklenmektedir; 6rnegin AAC(3) enzimi, AAC(3)-I’den AAC-
VIl’ye kadar numaralanmistir (17). Protein tanimlamasi ise a, b, ¢ vs. olarak
yapilmaktadir. Ornegin AAC(6°)-Ia ve AAC(6°)-Ib aym1 direng profilini olusturan iki

farkli proteindir. Bunlar1 kodlayan genler ise aac(6’)-Ia ve aac(6’)-Ib olarak
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gosterilmektedir (18). Aminoglikozidlere direnci saglayan bu enzimler bakterideki
ekstra kromozomal plazmit ve transpozonlar aracilifiyla diger bakterilere taginir ve

bakteriler arasinda bulasici tipte direng olustururlar (11).

a. Asetiltransferazlar (AAC): Aminoglikozid molekiiliindeki 1-, 3-, 6’- ve 2’-
amino gruplarini asetile etmektedirler.

b. Fosfotransferazlar (APH): Aminoglikozid molekiiliindeki hidroksil grubunu
fosforile etmektedir.

c. Niikleotidil transferazlar (ANT): Bu enzimlere adeniltransferazlar da

denilmektedir. Aminoglikozidlerin hidroksil gruplarini adenile etmektedirler (8).

Bir aminoglikozid molekiilii birden fazla bdlgede modifikasyona ugrayarak
bircok farkli enzim icin substrat olabilir. Ayrica bir enzim bir¢ok farkl
aminoglikozidi modifiye edebilir (19). Aminoglikozid grubu antibiyotikleri modifiye
eden enzimlerin dagilimi cografi farklihk gostermektedir. Bu da antibiyotik
kullanim1 sonucu olusan seleksiyon baskisi ile farkli enzimlerin daha yaygin olusuna
baglanmaktadir (20). Ornegin, gentamisinin amikasinden daha sik kullamldig
iilkelerde en sik gozlenen enzimler ANT (2°) ve AAC(3)’ tiir. Ulkemizde gentamisin
ve tobramisine diren¢ amikasine oranla daha yiiksektir, buna karsin amikasin

kullanimindaki artisa bagl olarak bu antibiyotige direncte de artis goriilmektedir (8).

Aminoglikozidleri modifiye eden enzimler ve substratlar: Sekil 1.’de goriilmektedir.
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ANT (2")
Dbk, G, K, S, T

APH (3')-I=G, Gmb
-lI=A, Gmb, K
-llI=A, Gmb, |, K
Av=A, |, K
VI=A, Gmb, |, K
VII=A K
AAC (2'H
Dbk, G, N, T ANT (4'"H=Dbk, G, K, S, T

AAC (3')-1=G, S
-ll=Dbk, G,N, S, T
=G, N, S, T
-IV=Dbk, G,N, S, T
VI=G,N,S, T

1=A LK, T
| AAC (611=A.K.N. S, T
NH, — =G, KN, S, T
-lll=A, | K, N, T

V=A G, K, N,T

APH (2"#+AAC (B)A, G, LK, N, T

Sekil 1. Aminoglikozid Modifiye Edici Enzimler ve Substratlar1 (14).

A: Amikasin, Dbk: Dibekasin,G: Gentamisin, Gmb: Gentamisin B, I: 1zepamisin, K:

Kanamisin A, N: Netilmisin, S: Sisomisin, T: Tobramisin.

2.2.4.1. Aminoglikozid Modifiye Edici Enzimler ve Kinolon Direnci

Bakterilerde kinolon direnci, genellikle topoizomerazlari kodlayan kromozomal

genlerde meydana gelen mutasyonlar sonucunda ortaya ¢ikmakta, ayrica geri atim

pompalart ve porinlerin kayb1 diren¢ gelismesine katkida bulunmaktadir. Bununla

birlikte son yillarda yapilan caligmalar kinolon direncinin yayilmasi ve artiginin

plazmid aracili olabilecegini gostermistir. Bugiline kadar plazmid aracili kinolon

direnci ile ilgili qnr, aac(6’)-Ib-cr, gepA olmak iizere li¢ gen tanimlanmistir. 2006

yilinda bazi1 kinolonlarin enzimatik inaktivasyonuna neden olan ve plazmitle

aktarilan farkli bir mekanizma bulunmustur. Aminoglikozidleri modifiye eden ve

aac(6’)-Ib ile kodlanan enzimin bir varyanti olan aac(6’)-Ib-cr geni kesfedilmistir. Bu
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gen norfloksasin ve siprofloksasin gibi bazi kinolonlarin enzimatik inaktivasyonuna

ve sonugta da bu antibiyotiklere diren¢ gelismesine neden olmaktadir (21).

2.3.  in vitro Antibiyotik Etkinliginin Saptanmas

Duyarlilik  testlerinin  amaci  hastanin  tedavisinde kullanilacak  olan
antibiyotiklerin in vitro kosullarda etkinligini saptamaktir. Bakteriler igin
antimikrobiyal duyarlilik testleri; goriilebilir iiremeyi Onleyen en diisiik
antimikrobiyal miktarinin saptanmastyla (MiK) kantitatif olarak ya da antimikrobiyal
iceren filtre kagitlar kullanarak duyarli-orta duyarli-direngli gibi degerlerin

verilmesiyle kalitatif olarak uygulanabilir (22,23).

A. Kalitatif Testler
Disk diflizyon testi (Kirby-Bauer testi) :

McFarland 0.5 (1,5x10° kob/ml) bulamklk standardina esdeger bakteri
stispansiyonu Mueller Hinton agar yiizeyine pamuklu ¢ubukla yaygin sekilde ekilir,
antibiyotik emdirilmis filtre kagitlar agar iizerine yerlestirilir. 35 °C’de bir gecelik
inkiibasyondan sonra disk etrafinda olusan inhibisyon zonu o6l¢iilerek CLSI'nin
onerdigi disk diflizyon standartlariyla karsilastirilip, mikroorganizma o antibiyotige
kars1 kalitatif olarak “duyarli, orta duyarli veya direncgli” seklinde degerlendirilir.

Bu test 0zel alet gerektirmeyen, kolay uygulanabilir bir yontem olmakla birlikte iyi
standardize edilmedigi takdirde sonuglar giivenilir olmayabilir.

CLSI’nin disk difiizyon yonteminde ele aldigi mikroorganizmalarin iginde yer
almayan bakterilerin duyarhliklar1 arastirilmak isteniyorsa kantitatif yontemle

MIK ’leri belirlenmelidir (22).

B. Kantitatif Testler

a. Agar diliisyon yontemi: Iki kat artan oranda seri sulandirimlari yapilan

antibiyotikten 8-10 diliisyon olacak sekilde agarli besiyerlerine katilarak plaklara

dokiiliir. Her bir plagin belirli antibiyotik konsantrasyonu icerdigi bu yontemde,
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plaklara nokta seklinde 1x10* kob/ml bakteri birakilarak bir gece inkiibe edilir,
goriilebilir iiremenin olmadig: en diisiik konsantrasyon (MIK) belirlenir.
Steers replikator gibi aletler kullanilarak otuzdan fazla bakterinin ayni plak iizerinde

MIK degerleri saptanabilmektedir (22).

b. Siv1 diliisyon yontemi: Antibiyotigin seri sulandirimlart 8 ile 10 tiipte hazirlanir.

Her bir antibiyotik sulandirimi igeren 2 ml’lik siv1 besiyerlerine son konsantrasyonu
5x10° kob/ml olacak sekilde bakteri eklenir. Bir gece inkiibasyondan sonra
goriilebilir bulamikligin olmadig1 en diisiik antibiyotik konsantrasyonu MIK olarak

degerlendirilir.

Antibiyotik diliisyonlarinin test tiipleri yerine, plastik mikrotitrasyon plaklarinda
100 mI’lik hacimler halinde yapilmasiyla ¢ok daha fazla kdkenin ucuz ve hizli olarak
MIK degerleri saptandifi mikrodiliisyon ydntemi bu amagla daha sik

kullanilmaktadir.

Antimikrobiyal duyarlilik testlerini yaparken besiyeri igeriginin, agar
kalinliginin, antibiyotik disk ve diliisyonlar1 potensinin, inkiibasyon 1s1s1 ve siiresinin
sonuglar etkileyebilecegi unutulmamalidir. CLSI, duyarlilik testlerinin yapilmasinda
uyulmas1 gereken kurallar1 gilincelleyerek periyodik olarak yayimnlamaktadir.
Laboratuvarlar bu degisimleri takip ederek ve saglayacaklart ATCC (American Type

Culture Collection) kokenleriyle testlerini standardize etmelidirler (22,23).

¢. Antibiyotik gradiventi ile MIK belirleyen testler

E test (AB biodisk, Solna, Isve¢) ve Spiral Streak Gradient End Point sistemi
(Spiral Biotech Inc, Bethesda) bu yontemin ticari olarak iiretilmis Ornekleridir.
Rutinde en ¢ok kullanilan ise E testtir. Disk diflizyon yonteminde oldugu gibi belli
sayida bakteri igceren siispansiyon, Mueller Hinton Agar yiizeyine inokiile edilip,
gittikce azalan konsantrasyonda antibiyotik emdirilmis plastik E test seritleri agar
yiizeyine radial yerlestirilir. Bir gecelik inkiibasyonun ardindan antibiyotigin

olusturdugu eliptik sekilli inhibisyon zonunun, seridi kestigi noktadaki antibiyotik
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konsantrasyonu MIK olarak degerlendirilir. Bu yontem o&zellikle Haemophilus
influenzae, Streptococcus pneumoniae, Neisseria gonorrhoeae gibi gii¢ lireyen
bakteri tiirlerinin MIK degerlerinin saptanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. E
test yontemi CLSI, BSAC gibi standartlarda halen yer almamaktadir. Bu nedenle

elde edilen olagan dis1 sonuglar referans yontemle tekrarlanmalidir (22).

C) Otomatize Yontemler

Otomatize sistemler: Mikroorganizmalarin identifikasyon ve duyarlilik
testlerinde hizli sonug alinmasi, klinisyene daha kisa silirede sonug verilmesi, tiir ve
cins diizeyinde daha fazla identifikasyon olanagi saglamasi ve antibiyotik direng
paternleriyle iligkili uyarict notlar verebilmesi bakimlarindan mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda énemli yere sahiptirler. Is yiikiinii hafifletme, bilgisayar baglantil:
kayit ve sonu¢ gonderme, istatistiksel verilere kolaylikla ulasabilme (epidemiyolojik
siirveyans caligmalari) gibi avantajlar1 da vardir. Bunun yaninda maliyetlerinin
yiiksek olmasi, cihaz bakimi, teknik servis ihtiyaci, kit bagimlhiligi, teknik hatalar
(yazilim hatalari, veri tabanindaki gilincellemeler), diren¢ mekanizmalarinin
aydinlatilmasinda ek testlere ihtiyag duyma, antibiyogram kartlarinin siirh
antibiyotik igerigi gibi konularda dezavantajlar1 da bulunmaktadir (www.klimud.org,

Erisim tarihi: 10 Kasim 2010).

Duyarlilik testleri sivi diliisyon esasma gore calismakla birlikte gergek MIK
sonucu iiretmemektedir. MIK smir degerleri {izerinden degerlendirme yapmaktadir.
Gliniimiizde en yaygin kullanimda olan sistemler arasinda VITEK (BioMerieux,
Fransa), Phoenix (Becton Dickinson, Amerika), MicroScan Walkaway (Dade Int.,

Amerika) ornek gosterilebilir.

Calisgmamizda yararlandigimiz ve laboratuvarimizda rutin tanimlama ve

duyarlilik testleri i¢in kullanilan sistem VITEK 2 otomatize sistemidir.
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VITEK 2 Otomatize Sistemi:

VITEK 2 sistemi (biomerieux, Fransa) gram pozitif ve gram negatif bir¢ok
bakterinin  identifikasyon/duyarlilik  sonuglarinin  belirlenmesinde  kullanilan
otomatize bir sistemdir. Ince plastik kartlarda bulunan mikro—kuyucuklardaki

bakteriyel iireme ve metabolik degisiklikleri florasan tabanli bir teknoloji ile saptar.

VITEK 2 uzman sistemi (AES: Advanced Expert System); cihazin verdigi MIK
degerlerini, sistemin yaziliminda mevcut verileri analiz ederek mikroorganizma igin
antimikrobiyal duyarlilik sonuglarini irdeleyerek diren¢ mekanizmasi hakkinda

kullanictyr uyarmaktadir (24).

VITEK 2 sisteminin vermis oldugu duyarlilik sonuglarim1i AES, ii¢ asamali bir
yaklagimla yorumlamaktadir. Sistem ilk asamada (biyolojik onay); sonucun,
identifiye edilen mikroorganizmanin diren¢ fenotipiyle uyumlu olup olmadigina
bakar. Eger duyarlilik test sonucu ile tanimlanan mikroorganizma arasinda
uyumsuzluk varsa sistem bunu tutarsiz, geliskili olarak yorumlar ve MIK sonucunun
dogrulanmasi dnerisini verir. Birden ¢ok antibiyotigin MiK sonucu direng fenotipiyle
uyum gostermediginde ise AES yorum yapmaz fakat kullaniciyr ¢eligkili sonuglara
kars1 uyarir ve baska testler yapilmasini tavsiye eder.

Ikinci asamada terapotik yorumlamalarda bulunur. Bu yorumlamalari yaparken su
bes rehberden yararlanir: CLSI, Deutsches Institut fur Normung (DIN), Comite de
I’ Antibiogramme de la Societe Frangaise (CA-SFM), fenotipik diren¢ ve dogal
diren¢. Bu asamada AES, VITEK 2 duyarlilik panelinde test edilmis antibiyotikle
ayni siniftan olan antibiyotiklerin duyarlilik sonuglarini ortaya ¢ikarir.

Son asamada ise duyarlilik sonu¢ yorumlamalarimi ekler ve kullaniciya direng

fenotipine iliskin olarak tavsiyelerde bulunur (24,25,26).

Literatiirde VITEK 2’nin standart ve referans antibiyotik duyarlilik yontemleriyle
karsilagtirllmasinin  yapildigi c¢aligsmalar mevcuttur. 2002 yilinda Kanada’da 300
Enterobacteriaceae (E. coli, Klebsiella spp., Citrobacter spp., Enterobacter spp.,

Pantoea agglomerans, Hafnia alvei, Morganella morganii, Proteus mirabilis,
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Proteus vulgaris, Providencia stuartii, Salmonella spp., Serratia liquefaciens, S.
marcescens, Shigella sonnei) izolatinin AES yorumlu sonuglar ile laboratuvarin
dondurulmus s1vi mikrodiliisyon plaklarinda gerceklestirdigi duyarlilik test sonuglari
karsilastirilmis ve aralarinda %96.2 gibi yiiksek bir oranda uyumluluk saptanmistir
(25). Baska bir calismada cesitli antibiyotiklere kars1 bakterilerin referans genotipik
verileriyle AES verileri arasinda; stafilokoklarda %83.3, gram(-) basillerde %68.2,
enterokoklarda %100 oraninda uyumlu sonug¢ gozlenmistir (27). Livermore ve ark.
calismalarina dahil ettikleri, cesitli antibiyotiklere diren¢ genotipleri bilinen gram
pozitif ve gram negatif bakterilerde VITEK 2 AES raporlarinin %87.9 oraninda
direng genotipleriyle uyumluluk, %4.7 gibi ¢ok diisiikk bir oranda kismi uyum ve
%6.9’luk bir uyumsuzluk gosterdigini tespit etmislerdir. Ayrica Tablo 1’de
gorildiigli tizere gram negatif bakterilerde kinolon diren¢ mekanizmalarini
saptamada yaklasik %98’lik bir uyum goriiliir iken aminoglikozid modifiye edici
enzimleri saptamada %?24.2 gibi diisiik bir uyum tespit etmiglerdir (28).

Tablo 1. VITEK 2 AES ile referans genotip arasindaki uyum

Uyum Iu()l:lnrz Uyumsuzluk | Tanimlanamayan | Toplam
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
205 18 245
B-laktamazlar ®3.7) | (7.4) 19 (7.7) 3(1.2) (100)
Aminoglikozidlere 8 21
direng 242) | @37 | 412D - 33 (100)
. o 43
Kinolon direnci (97.7) - - 1(2.3) 44 (100)
Toplam 256 | 39 23 4 322
(n)
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Geregler
3.1.1. Besiyerleri

e Mac Conkey Agar (Oxoid)

e Mueller Hinton Agar (Oxoid)

e Mueller Hinton S1v1 Besiyeri (Oxoid)
e Skim milk (Oxoid)

3.1.2. Standart Kokenler

o ATCC 25922 Escherichia coli
e (itrobacter freundii 88031626

ATCC 25922 Escherichia coli, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan,

Citrobacter freundii 88031626, Prof. Dr. George A. Jacoby’den (Lahey Klinik,
Burlington, ABD) temin edilmistir.

3.1.3. Antibiyotikler
e Tobramisin disk (10 pg/ml) (Oxoid)

e Netilmisin disk (30 pg/ml) (Oxoid)
e Amikasin disk (30 pg/ml) (Oxoid)
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3.1.4. PZR Malzemeleri

e PZR Master Miks (2X) (Fermentas)

e 6 x Yiikleme boyasi (Loading Dye, MBI Fermentas)

e 100 kb DNA Ladder (MBI Fermentas)

e Enjeksiyonluk su (DNaz- RNaz icermeyen distile su) (MBI Fermentas)
e 10x TBE Tampon (Tris, EDTA, Borik asit)

e 200 pl sar1, 1000 pl mavi pipet ucu (DNaz, RNaz icermeyen) (Axygen)
e Agaroz (Prona)

e Etidyum bromid (Merck)

e 1,5 ml’lik mikrotiipler (Axygen)

e Eldiven (Beybi)

3.1.5. Hazirlanan Besiyerleri ve Soliisyonlar

Mueller Hinton siv1 besiyerinin hazirlanisi
22 gram toz besiyeri tartilip 1 It distile su ile kanstiritlip 121 °C’ de 15 dakika

otoklavda sterilize edilmistir.

Mueller Hinton Agar besiyerinin hazirlanisi
38 gram toz besiyeri tartilip 1 It distile su ile karigtirilmistir. 121 °C’de 15 dakika
steril edilmis ve 9 cm’lik petri kutularina 4 mm kalinlikta olacak sekilde dokiilerek

sogumaya birakilmigtir.

Mac Conkey Agar besiyerinin hazirlanisi
51,5 gram besiyeri 1 It distile su ile karigtirilmig, 121 °C’de 15 dakika siireyle
otoklavda sterilize edilmistir. 9 cm’lik petri kutularina 4 mm kalinlikta olacak sekilde

dokiilerek sogumaya birakilmstir.
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Skimmilk
100 gram toz besiyeri, 1 It distile su ile karigtirilip, 121 °C’de 15 dakika otoklavda

sterilize edilerek hazirlanmstir.

TBE Tampon ( 10X, Stok Soliisyon)

Tris Base....ccccovevieveiienieeieeenee 121, 10 gram
Borik ASit....cceeeeiieiiieeeiieeeiee 61, 83 gram
EDTA. ..o, 5, 84 gram
Distile SU.....coceeviivinieriiiiiieees 1000 ml

Sodyum hidroksit ile pH 8’ e ayarlanmistir.

3.2. Araclar ve Aygitlar

e Etiiv (Memert)

e Pasteur firin1 (Memert)

e Otoklav (Hirayama)

e Buzdolabi (Argelik)

e (-20°C) Dondurucu (Ugur)

e (-80°C) Dondurucu (iShin)

e Steril plastik petriler

e Hassas terazi (Sartorius)

e Vorteks (Yellowline)

e Steril pamuklu ¢ubuklar

e Termal Dongii Cihazi (Techne, BIO-RAD)
e Elektoforez tanki ve cihazi (Biometra)
e Mikrodalga firin (Beko)

o UV gorintiileyici (Vilber Lourmant)

e Santrifiijler ( Hettich)

e Otoklav (Hirayama)

e (Cam balonlar, otomatik pipetler
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3.3. Yontemler

3.3.1 Kokenlerin Secimi

Calismamiza, 2009-2010 yillar1 icinde Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’ na gonderilen ¢esitli klinik drneklerden izole

edilen 100 adet GSBL(+) ve 100 adet GSBL(-) E. coli kdkeni dahil edilmistir.

Klinik orneklerin besiyerlerine ekilip patojen mikroorganizma {iretilmesinden
sonra identifikasyon ve duyarlilik testleri i¢in laboratuvarda rutin olarak kullanilan

VITEK 2 otomatize tan1 ve duyarlilik sistemi kullanilmistir.

Bu kokenlerin se¢iminde: VITEK 2 cihazinin, amikasin aminoglikozid
antibiyotigi duyarlilik ve MIK sonuglari dikkate almmustir. Cihaz Kartlarinda
yalnizca aminoglikozid antibiyotiklerden amikasin substratt bulunmaktadir.
Amikasin i¢in cihazin, duyarli aralikta olan; 4, 8 ve 16 pg/ml degerlerde MIK
sonuclarint AES aracilig1 ile orta duyarli gdsterip tobramisin, netilmisin ve amikasin
icin AAC(6’) enzimiyle direng gelisebilecegi uyarisin1 verdigi kokenler secilmistir.
Bu kokenlere ait AES degerlendirme sonrasi laboratuvar raporu ¢ikti 6rnekleri Resim

1 ve 2’de sunulmustur.

Laboratuvarimizda, klinik 6rneklerden izole edilen bakteri kokenleri -70 °C’de

Skimmilk i¢inde saklanmustir.

31



MARMARA UNIV HASTMIKROBIYOLOJI LAB,

biohierieux Customer: 11 Lahoratory Repart Prirted Feb 22, 2010 16:08 C5T
System #: \2-1 Pririted by rat
Patiert Mame: Patierit |0: DSIZ5000192

lzolate Group; J26303-1

Bionumber: DODAE 10650626611
felected Organism: Escherichia coli

- . Card: AST-HDH Lot Number: 291186110 Expires: T?:qul':gqr”
Susceptibility Information ,
Cornpleted: Feb 17, 2010 Status: Final fialysiz G.00 hours
2231 C5T Tirne:
A rmi crobizl MIC Irterpretation Artirni crobizl MIC | Irterpretation
ESHL MEG - Ceftriaxone =1 ]
Ampicillin 4 5 Cefepime =1 ]
Ameicillin/Clavulanic Aoid 4 4 Ertapenem =05 ]
+Piperacillin & Imipenem =1 ]
Piperacillin/Tazobactam =4 4 heropensm =0.28 ]
Cefazolin =4 5 Amikacin 4 "l
Cafurazime 4 ] Gantamicin 2 ]
Cafuroxime Awetil 4 ] Lewvofloxacin =012 ]
Cefoxitin =4 4 Tigecycline =04 ]
Ceftazidime =1 5 Trimethoprim/ Sulfamethoxazale | = 320 R
+ Deduced drug *= AES modified ™= User modified
AES Findings: Last Modified: Feb 2, 2010 18:21 CST  Parameter Set: EE';:E'IEE'*F“"“‘-’P'“
Corfidence Lewel: |Consistent
Phenotype: AAIMOGLYCOSIDES [RESISTANT TOB NET Al (RACTET

Resim 1. GSBL(-) ve bir¢ok antibiyotige duyarli E. coli kdkeninin VITEK 2

laboratuvar raporu ¢ikt1 drnegi.
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hARRAAR A LN HAST MIKROBIY OLOJI LAB.

biohderieu Customer: 11 Laharatary Report Printed Feb 22, 2010 13:1% C&T
System #: W21 Printed by rat
Patiert Name: Patient 10; 962601

|zolate Group: 3137201

Bionumber: 0405610450 106611
Selected Organism: Eschenchia caol

-  |Card: AST-NOSZ Lot Number: 392110410 |Expires: ?;EDHCSEEDQ
Susceptibility Information .
Completed: Now 16, 2000 Status: Final fnalysis 825 hours
01:16 C5T Tirne:
Brirnicrobizl MIC Irterpretation Briti rrii crobial MIC Irterpretation

E5BL pos + Ertapenam =04 %
Amipicillin ¥= 32 R Imipenem =1 5
AmozicillindClavulanic Acid =12 R heropenem 4= 0.25 5
+Piperacillin R Amikiacin 4 il
+Piperacillin/Tazobactam Gentamicin ¥= 16 R
+Cefazolin R +Tobramyrcin

Cefuroxime = fid R Ciprofloeacin 2 |
Cefuraxime Peetil = fid R Lewaflozacin i 5
Cefoxitin n R Fosfomycin = 16 %
Ceftazidime =1 "R Hitrofuraritoin 3 5
Ceftriazons ¥= G4 R TrimethopimsSulfamethoxazale | = 320 R
Cefepime 32 R
+ Deduced drag *= AES modified **= User modified

AES Findings: Last Modified: Dot 22, 2009 16:10 COT  Parameter Set: EE'I'EEE"*F"E“”W”'“
Corfidence Level: [Consistent

Phenotype: BETA LACTAMS ESBL (CTH-m LIKE)

AIMOGLY COSIDES [RESISTANT GEM TOB NET Al (AACHE"HY)

Resim 2. GSBL(+) ve birgok antibiyotige direngli E. coli kokeninin VITEK 2

laboratuvar raporu ¢ikt1 drnegi.
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3.3.2. Antibiyotik Duyarhlik Testleri

VITEK 2 otomatize sistemi amikasin MIK sonuglarina gére segtigimiz 200 adet
kokene tobramisin, netilmisin ve amikasin aminoglikozid antibiyotiklerine
duyarhiliklarin1  belirlemek {izere laboratuvarimizda kullandigimiz referans bir
yontem olan disk difiizyon testleri yapilmistir. Kokenlerin disk diflizyon testi
duyarlilik sonuglar1 yani sira VITEK 2 sisteminin kinolon grubu antibiyotikler i¢in
vermis oldugu duyarlilik sonuglar1 da incelenmistir. (Levofloksasin ve/veya

siprofloksasin).

3.3.2.1. Disk Difiizyon Testi

Antibiyotik duyarlilik testleri CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)

kriterlerine gore Kirby-Bauer disk difiizyon yontemiyle yapilmistir.

Mac Conkey agar besiyerinde iliremis kolonilerden steril pamuklu ¢ubukla alinarak
Mueller-Hinton sivi  besiyerine karistirilmistir.  Stispansiyon  bulanikligi 0.5
McFarland standardina ulastiktan sonra pamuklu ¢ubuk, Mueller-Hinton agarin tiim
yiizeyine siirlilerek inokulum yayilmistir. Antibiyotik diskleri (Oxoid) yerlestirilerek,
petri plaklar1 16-18 saat inkiibe edilmek tlizere 35+2 °C’ lik etiive kaldirilmistir.
Inkiibasyondan sonra plaklardaki inhibisyon zon c¢aplar1 6lgiilmiis ve sonuglar
CLSI’nin 6nerdigi yorumlama kriterlerine gore degerlendirilmistir (29).

Kontrol susu olarak E. coli ATCC 25922 kullanilmistir.

3.3.3. Escherichia coli’lerin Genotiplendirilmesi

3.3.3.1. DNA izolasyonu

Stoktan ¢oziilen kdkenlerin ikinci pasajlar1 yapildiktan sonra 1sitma yontemiyle
DNA’lar1 elde edilmistir. Kii¢iik ependorflar icinde, 250 pl DNaz, RNaz igermeyen
enjeksiyonluk suda bakteriden alinan 5- 6 koloni siispanse edilmis, daha sonra 1s1
blogunda 95 °C’de 20 dakika 1sitilarak 2 dakika en yliksek devirde santrifiijlenmistir.
Ust kisimda kalan s1ivi DNA amplifikasyonu igin -20 °C’de saklanmigtir.
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3.3.3.2. PZR Yontemi

Bakteri DNA’lar1 izole edildikten sonra uygun primer seti (Tablo 2) kullanilarak

tobramisin, netilmisin ve amikasin direncine sebep olan aac(6’)-1 geni amplifiye

edilmistir.

Bunun i¢in:

PZR karigimi.......cccceeveeviveeennennns 12,5 ul
Primer (Forward).........cccccevueeenn. 1,5 pl
Primer (Reverse).........ccccueeeuvennee. 1,5 ul
HoOn oo, 7 ul

karnigtirllmis ve iizerine 2,5ul bakteri DNA’ s1 eklenerek termal dongii cihazinda

caligilmistir.

Tablo 2. PZR’ de kullanilan primer seti*

Primer Primer Dizisi (5°-3”)

aac(6’)-1 (F) | CGCGCGGATCCCACACTGCGCCTCATGA
aac(6’)-1 (R) | GACGGGTCGTTTGAATTCTGGTG

*30 no’lu kaynaktan alinmistir.

Tablo 3. PZR Kosullarr*

Primer Dongii Kosullart

94 °C 10 dk 1 dongii
94 °C 45 sn

aac(6’)-I1 (F) | 55°C 45 sn 34 dongii
aac(6’)-1 (R) | 72°C 45 sn

72 °C 10 dk 1 dongii

*30 no’ lu kaynaktan alinmistir.
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PZR iirtinleri %1,5’luk agaroz jelde 60 volt akimda 1 saat yiiriitiilmiis ve olusan
bantlar UV 15181 altinda incelenmistir. Gozlenen bantlar kontrol koken bantlariyla

kiyaslanmaistir.

3.3.4. istatistiksel Degerlendirme
Calismamizin veri analizinde Instat istatistik yazilim programi kullanilmistir.

Antibiyotik duyarlilig: ile diren¢ genine sahip olma arasindaki iligki Fischer’s Exact

iki ornekli testi ile degerlendirilmistir. p<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na
2009 ve 2010 yillar igerisinde gelen ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilmis 100’er
adet GSBL (+) ve GSBL (-) olmak iizere toplamda 200 adet E. coli kokeni ¢alismaya
alinmistir. Bu kokenlerin se¢iminde bolim 3.3.1.°de bahsedilen kriterler dikkate

alinmistir.

4.1. Fenotipik Sonuclar

VITEK 2 otomatize sistemi ile tanimlanan E. coli kokenlerine aminoglikozid
grubu antibiyotiklerinden tobramisin, netilmisin ve amikasin kullanilarak disk

difiizyon testi yapilmis, duyarlhiliklar1 belirlenmistir.

VITEK 2 sistemi amikasin MIK sonuglarina gére duyarli aralikta bulunan
kokenlerimiz disk diflizyon test sonuclarina gore de duyarli bulunmus olup
tobramisin %63.5 diren¢ oraniyla en c¢ok diren¢ gdzlenen aminoglikozid olarak
karsimiza cikmustir. Ozellikle GSBL(+) kokenlerde tobramisin direnci %87 gibi
oldukea yiiksek bir degerde saptanmistir. GSBL(-) olanlarda ise bu oran %40 olarak
bulunmustur. Test ettigimiz bir diger aminoglikozid olan netilmisine ise tim

kokenlerimizde %14.5 gibi diisiik bir direng s6z konusudur.

AAC(6’) enziminin Onemli bir substrati olan tobramisine karsi saptadigimiz
direnc amikasin MIK degerleri ile karsilagtirmali olarak irdelendiginde;
-4 pg/ml amikasin MIK degerine sahip 85 kokenin %34.1°1 tobramisine direncli,
-8 pg/ml amikasin MIK degerine sahip 58 kokenin %69 u tobramisine direngli,
-16 ng/ml amikasin MIK degerine sahip 57 kdkenin %91.2’sinin tobramisine direngli
oldugu saptanmustir.

Ozetle; amikasin MIK degeri arttikga tobramisine direngli saptadigimiz kdken

sayis1 dikkat ¢ekici bir sekilde artmaktadir (Tablo 4).
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Tablo 4. Amikasin MIK ve tobramisin disk difiizyon testi sonuglari

Amikasin MIK Toplam
4 ng/ml 8 ng/ml 16 pg/ml (n)
n(%) n(%) n(%)
TOB(R) 29 (34.1) 40 (69) 52 (91.2) 121
TOB(S) 56 (65.9) 18 (31) 5(8.8) 79
Toplam 85 (100) 58 (100) 57 (100) 200
(n)

TOB: Tobramisin, R: Direngli,S: Duyarli.

4.2. Genotipik Sonugclar ve Fenotipik Sonuclarla liskisi

Calismaya alinan kdkenlerin %56’°sinda aac(6’)-1 geni saptanmis; GSBL(+)
kokenlerde bu oran %73, GSBL(-) kokenlerde ise %39 olarak bulunmustur (Tablo 5,
Resim 3).

Resim 3. aac(6’)-I direng genine sahip olan kokenlerin agaroz jeldeki goriintiileri.
L: 100 baz ¢iftlik belirte¢, PK: Pozitif Kontrol, NK: Negatif Kontrol, 19-78-100-232-
251-253: Hasta kokenleri.
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Kokenlerin tobramisin direnci ve aac(6’)-1 geni tasima arasindaki iligki

irdelendiginde (Tablo 5); tobramisine direngli bulunan kokenlerin %85’inde direng

geni saptanirken tobramisine duyarli olanlarin %94.5 gibi biiylik kisminda direng

geni tespit edilmemistir. Tobramisin direnci ve aac(6’)-1 direng geni arasindaki

anlaml iligki (p<0.0001) GSBL iireten ve iiretmeyen kokenlerde dikkat ¢ekebilecek

oranda fark gostermemektedir.

Tablo 5. Kokenlerde tobramisin duyarlilik ve aac(6’)-I direng geni tagima oranlari

aac(6’)-1 (+) aac(6’)-1 (-) Toplam
n(%) n(%) n(%)
TOB(R) 108 (85) 19 (15) 127 (100)
TOB(S) 4 (5.5) 69 (94.5) 73(100)
Toplam 112 (56) 88 (44) 200 (100)

(+): Pozitif, (-): Negatif, TOB: Tobramisin, R: Direncli, S: Duyarl.

Tablo 5 bir baska agidan degerlendirildiginde; direng geni tagiyan kdkenlerin

(n:112) %96.4°1i tobramisin direncli iken gen tasimayanlarin (n:88) sadece

%21.6’sinda tobramisine direng saptanmaistir.

Artan amikasin MIK degerleri ile aac(6’)-1 geni tasima arasindaki iliski Tablo

6°da irdelenmistir. Amikasin MIK degeri 4 pg/ml olan 85 kdkenin %30.6’s1 direng

geni tagirken; 8 ve 16 pg/ml MIK degerine sahip kokenlerde bu oran sirasiyla %63.8

ve %86’dir. Bu sonuglara gore; artan MIK degerleriyle birlikte aac(6’)-I direng

genini tasiyan koken sayisindaki artis dikkat gekicidir.
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Tablo 6. Amikasin MIK sonuglar1 ve aac(6’)-1 varlig1 arasindaki iliski

Amikasin MIK (ng/ml) Toplam
4 ng/ml 8 ng/ml 16 pg/ml (n)
n(%) n(%) n(%)
aac(6”)-I (+) 26 (30.6) 37 (63.8) 49 (86) 112
aac(6°)-1 (-) 59 (69.4) 21 (36.2) 8 (14) 88
Toplam 85 (100) 58 (100) 57 (100) 200
()

(+): Pozitif, (-): Negatif, R: Direncli, S: Duyarl.

Gen pozitifligi ve amikasin MIK degerleri arasindaki iliskiye GSBL iiretiminin
katkis1 olup olmadigi irdelendiginde; GSBL(+) kokenlerde aac(6’)-1 geni varligi
GSBL(-) olanlara kiyasla amikasin MIK’i 4 pg/ml olanlarda 3 kat daha fazla
bulunurken MIiK’i 8 pg/ml olan GSBL(+) kokenlerde %82.7 olan diren¢ geni
pozitifligi GSBL(-) olanlarda %44.8 olarak bulunmus, MIK’i 16 pg/ml olanlarda ise

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamaistir (Tablo 7).

Tablo 7. Gen pozitifliginin GSBL(+) ve GSBL(-)’lerde amikasin MiK degerlerine

gore dagilimi

4 ng/ml 8 ng/ml 16 pg/ml
aalc((f)’ )| Toplam | % aalc((f)’ ) | Toplam | % ?;‘f)(@)' Toplam | %
GSBL(+) 18 37 48.6 24 29 82.7 31 34 91.2
GSBL(-) 8 48 16.6 13 29 44.8 18 23 78.3
p degeri p=0.002 p=0.0056 p>0.05

40




Tablo 5°te verilen tobramisin direnci ile direng geni tagima arasindaki iliskiye
amikasin MIK degerlerinin katkis1 olup olmadifi arastirnlmis ve MIK degeri
yiikselmesi ile birlikte tobramisine de direngli olan kdkenlerde direng¢ geni varliginin

da arttig1 goriilmiistiir (Tablo 8-10).

Tablo 8. MiK degeri 4 pg/ml olan kékenlerin tobramisin duyarlilig: ile aac(6°)-I geni
varlig1 arasindaki iligki

Amikasin MiK:4 pg/ml
aac(6’)-1(+) aac(6’)-1I (-) Toplam
n(%) n(%) n(%)
TOB(R) 23 (79.3) 6 (20.7) 29 (100)
TOB(S) 3(5.3) 53 (94.7) 56 (100)
Toplam
n(%) 26 (30.6) 59 (69.4) 85(100)

TOB: Tobramisin, S: duyarli, R: direngli, (+):pozitif, (-): negatif.

Amikasin MIK’i 4 pg/ml olan kékenler %30.6 oraninda direng genine sahipken
(Tablo 6) bu kokenler tobramisine de direncli iseler diren¢ geni tasima orani %79.3’e

¢ikmaktadir (Tablo 8).

MIK degeri 8 pg/ml olan kdkenlere baktigimizda MIK’i 4 pg/ml olanlara benzer
sekilde, aac(6’)-1 genine sahip olma oram1 %63.8’den tobramisine direncli olan

kokenlerde %92.5’e yiikselmistir (Tablo 9). (p<0.001)
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Tablo 9. MIK degeri 8 pg/ml olan kokenlerin tobramisin duyarlilig: ile aac(6’)-I geni

varlig1 arasindaki iligki

Amikasin MiK:8 pg/ml
aac(6’)-1 (+) aac(6’)-I (-) Toplam
n(%) n(%) n(%)
TOB(R) 37 (92.5) 3(7.5) 40 (100)
TOB(S) 0 18 (100) 18 (100)
Toplam
n(%) 37 (63.8) 21 (36.2) 58 (100)

TOB: Tobramisin, S: duyarli, R: direngli, (+):pozitif, (-): negatif.

Halbuki; MIK degeri 16 pug/ml olan kokenlerde (n:57) toplamda %86 olan gen
pozitiflik orani tobramisine direncli kdkenlerde %92.3’e ylikselmis olmakla birlikte

bu artis istatistiksel bir anlam ifade etmemistir. (p>0.05)

Tablo 10. MIK degeri 16 pg/ml olan kdkenlerin tobramisin duyarliligs ile aac(6”)-I
geni varlig1 arasindaki iliski

Amikasin MIK: 16 pg/ml
aac(6’)-1 (+) aac(6’)-I (-) Toplam
n(%) n(%) n(%)
TOB(R) 48 (92.3) 4 (7.7) 52 (100)
TOB(S) 1 (20) 4 (80) 5(100)
Toplam
n(%) 49 (86) 8 (14) 57 (100)

TOB: Tobramisin, S: duyarli, R: direngli, (+):pozitif, (-): negatif.

Kokenlerin VITEK 2 otomatize sisteminde aminoglikozid antibiyotikler yani sira

kinolon grubu antibiyotiklere duyarlilik sonuglar1 da incelenmis ve kdkenlerin %61.5
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gibi biiyiik bir boliimiinde kinolonlara diren¢ saptanmistir. Kinolonlara direncte
biitiin kdkenler i¢in saptanmis olan bu oran, GSBL(+)’lerde %73, GSBL(-)’lerde ise
%50 olarak bulunmus olmakla birlikte GSBL {iretiminin kinolon direncine

istatistiksel olarak (p> 0.05) anlaml1 bir katkis1 olmamistir (Tablo11).

Tablo 11. Kinolon duyarlilig: ile GSBL iligkisi

Kinolon (R) Kinolon (S) Toplam
n(%) n(%) (n)
GSBL(+) 73 (73) 27 (27) 100
GSBL(-) 50 (50) 50 (50) 100
Toplam
n(%) 123 (61.5) 77 (38.5) 200

S: duyarl, R: direngli, (+):pozitif, (-): negatif.
*Kinolon duyarlilik oranlar siprofloksasin ve/veya levofloksasin duyarliligina gore
belirlenmistir.

Buna karsin; Tablo 12°de goriildiigii gibi aac(6’)-1 direng genine sahip kokenlerin
(n:112) %86.6’s1nda kinolon direnci saptanmis, gen tasimayan kokenlerdeki kinolon
direnci % 29.5 ile simirli kalmistir (p<0.0001) Direng genine sahip kdkenlerin GSBL
negatif ve GSBL pozitiflik durumlarina goére kinolon direnci irdelendiginde direng
oranlarinin sirasiyla %92.3 ve %83.6 oldugu gozlenmis ve bu kokenlerde GSBL
pozitifliginin kinolon direnci iizerinde anlamli bir katkisi olmadigi saptanmustir.

(p>0.05)

Tablo 12. Kinolon duyarlilik oranlarinin aac(6’)-1 geniyle iliskisi

aac(6’)-1 (+) aac(6’)-1 (-) Toplam
n(%) n(%) n(%)
Kinolon (R) 97 (86.6) 26 (29.5) 123 (61.5)
Kinolon (S) 15(13.4) 62 (70.5) 77 (38.5)
Toplam
112 (100) 88 (100) 200 (100)
n(%)
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5. TARTISMA ve SONUC

Bakterilerde antibiyotiklere karsi direng gelisimi sorunu, lilkemizde oldugu gibi
tim diinyada enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde giigliiklere neden olmaktadir.
Son yillarda bircok antibiyotik diren¢ mekanizmasinin birlikteligi ile klinikte
kullanilan tiim antibiyotiklere direngli bakterilere rastlanmaktadir. Ozellikle direng
genlerinin plazmitler ile aktarilabilir olmas1 ve bu plazmitler {izerinde ¢ok sayida
antibiyotik diren¢ geninin bir arada bulunabilmesi, direncin hizla yayilmasi yaninda,

bircok antibiyotigi de klinik kullanimdan mahrum birakmistir (31).

Gram negatif bakterilerin etken oldugu gerek hastane gerekse toplum kokenli
enfeksiyonlarin tedavisinde daha ¢ok beta-laktam antibiyotiklerle birlikte kombine
antibiyoterapide tercih edilen aminoglikozid grubu antibiyotiklerin yaygin
kullanimina bagli olarak bakterilerin tirettigi modifiye edici enzimler araciligiyla bu

antibiyotiklere direng gelismekte ve tedavide basarisizlikla karsilasilmaktadir.

Aminoglikozid antibiyotiklere direncin siklig1 hem bu ilaglarin kullanimina hem
de belirli enzimleri kodlayan genlerin sikligma baghidir. Ornegin gentamisin ve
tirevlerinin amikasinden daha sik kullanildigi yerlerde en sik gdzlenen enzimler
ANT(2”) ve AAC(3)’tiir. Amikasinin yaygin olarak kullanildigi Uzak Dogu
tilkelerinde ise en sik olarak AAC(6’) enzimi bulunmaktadir. Belirli aminoglikozid
antibiyotiklerin kullanimi sonucu olusan seleksiyon baskisi, bunlar1 inaktive eden
enzimleri kodlayan genlerin ortaya ¢ikisina ve yayilimina yol agmaktadir. New York
Veterans Administration Medical Center’da amikasin kullaniminin ii¢ kat artis ile
birlikte 18 ay igerisinde amikasin direncinin AAC(6’)’ya baglh olarak %2’den
%7’nin lizerine c¢iktig1 saptanmistir (32). Buna benzer bir durum Hacettepe
Universitesi Hastanesi’nde gozlenmistir. Akalin ve Lolans 1983 yilinda yaptiklari
calismada Illinois ve Hacettepe Universitesi hastanelerinde izole edilen
Enterobacteriaceae ve Pseudomonas suslarinda aminoglikozidleri modifiye eden
enzimleri tanimlamislardir. Her iki hastanede en sik saptanan enzim ANT(2”)
olmustur. Hacettepe izolatlarinda %10.7 oraninda saptanan AAC(6’)-1I enzimi ve

%28.5 oraninda gozlenen AAC(3)-1I enzimi Illinois izolatlarinda saptanmamistir. Bu
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durum antibiyotik kullanimina bagli seleksiyon baskisinin iki hastanede farkli

olusuyla iliskilendirilmistir (33).

Yunanistan’da 2003 yilinda yayinlanan bir c¢alismada 8 yil periyodunda
hastanelerinde izole ettikleri Enterobacteriaceae liyesi dort tlirde aminoglikozid
direng fenotiplerini arastirmuslar; Enterobacter spp. ve Klebsiella spp. kokenleri igin
sirastyla %66.7 ve 9%46.5 oranlarinda AAC(6’)-1 enzimine sahip olduklarin
bulmuslardir. Yiiksek orandaki AAC(6’)-I tespit etmelerini, bu enzimin substrati olan
amikasini hastanelerinde %72 gibi biiyiik oranda kullanmalarina baglamislardir (34).
Benzer sekilde baska bir calismada; Istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde izole edilen
50 gram(-) comagin 22’sinde amikasini modifiye eden AAC(6’)-IV ve AAC(6’)-1
enzimleri sik olarak saptanmistir. AAC(6°)-I’in Tiirkiye’de artis gosterdigi ve bunun
da gentamisin direncinin artis1 nedeniyle tedavide amikasinin tercih edilmesine bagl
oldugu ileri siiriilmektedir (35). Bizim ¢alisma kokenlerimizde ise bu enzimin bir

diger substrati olan tobramisine bagh diren¢ s6z konusudur.

Diren¢ mekanizmalariyla ilgili Tiirkiye’de yapilan ilk ¢aligmalarda gram negatif
bakterilerde aminoglikozidlere direncin diisiik oranlarda ve direncten tek
mekanizmanin sorumlu oldugu bulunmustur. Akalin ve ark.’nin 1985 yilindaki
calismalarinda en yaygin olarak: gentamisin ve tobramisin direncine yol agan
ANT(2”)-1 ve AAC(3)-I ile gentamisin, tobramisin ve netilmisin direncine yol agan
AAC@3)-I  enzimlerini  saptamiglardir  (36). Aymi  yillarda  Amerika’da
Enterobacteriaceae icin ANT(2”)-1, Japonya’da AAC(6’)-1 ve Avrupa’da AAC(3)-1I
en sik rastlanan ve Tiirkiye’deki gibi c¢ogunlukla tek olarak bulunan direng
mekanizmalar1 olarak belirlenmistir (37,38). Kombine diren¢ mekanizmalarinin
yayginlastig1 1980’li yillarda, Amerika ve Avrupa’da en ¢ok goriilen ve gentamisin,
tobramisin, netilmisin ve amikasin direncine sebep olan AAC(3)-II+AAC(6°)-1
kombine diren¢ mekanizmasina yenileri eklenmeye baslamistir. 1988 ve 1993 yillar
arasinda Giiney Amerika, Yunanistan ve Tirkiye’de kombine direng
mekanizmalarinda artislar olmus ancak Avrupa ve Kuzey Amerika iilkelerinde siirli

kalmistir (39).
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Tiirkiye’nin degisik cografik bolgelerindeki 15 merkezde izole edilen ve klinik
kullanimdaki aminoglikozidlerden (gentamisin, tobramisin, netilmisin, amikasin) en
az birine direngli olan 585 gram negatif bakterinin direng mekanizmalarinin
arastirildigl ¢alismada; daha Oonceki calismalarda belirlenen AAC(3)-1I, AAC(6°)-1,
ANT(2”)-I modifiye edici enzimlerinin varligini halen korudugu belirlenmistir.
Bunlara ek olarak iilkemiz izolatlarinda tobramisin, netilmisin, amikasin ve
izepamisin direncine yol acan AAC(6’)-11I ile gentamisin, tobramisin, netilmisin ve
amikasin direncine sebep olan AAC(6’)-1V enzimleri tespit edilmistir. AAC(6”)-111,
Enterobacteriaceae’de (E. coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp.) %11.9,
Pseudomonas spp.’de ise %19.3 oraninda bulunmustur. AAC(6’)-IV enzimi
Enterobacteriaceae’de  %26.9 oraninda bulunurken Pseudomonas spp.’de
saptanmamustir. Bu ¢alismadaki izolatlarda AAC(6°)-1V enzimi disinda diger direng
mekanizmalar1 ¢ogunlukla birbirleriyle ya da az goriilen aminoglikozid direng
mekanizmalariyla kombine bicimde bulunmaktadir. Diren¢ mekanizmalarinin
kombine halde bulunma insidanst Enterobacteriaceae ve Pseudomonas spp.’de
sirastyla %48 ve %58.7 olarak belirlenmistir. En sik saptanan diren¢ mekanizmalari
prevalansi, bakteri cinslerine gore farklilik gostermis, AAC(3)-I, AAC(6’)-1I ve
permeabilite direncine Pseudomonas spp.’de sik rastlanirken digerlerinde ¢ok diisiik
oranlarda ya da hi¢ rastlanmamistir. Klebsiella spp., Enterobacter spp. ve E. coli’ de
yaygin gorilen AAC3)-1I, AAC(6°)-I, AAC(6’)-IV, Pseudomonas spp.’de

saptanmamis veya c¢ok diislik oranlarda saptanmistir (40).

Leblebicioglu ve ark. caligmalarinda disk diflizyon metoduyla aminoglikozid
(amikasin, netilmisin, gentamisin, tobramisin) antibiyotiklerden herhangi birisine
kars1 direngli oldugu saptanan gram negatif 50 susu diren¢ mekanizmalar1 agisindan
degerlendirmeye almislar ve en sik gézlenen direng paternini ise ANT(2”)+AAC(6’)-
I enzimlerinin birlikteligi olarak bulmuslardir (%40). En sik rastlanan enzimler

olarak ANT(2”) (%54) ve AAC(6°)-1 (%72)’1 saptamislardir (20).

Ulkemizde yapilmis aminoglikozid direng mekanizmalari arastirmalarinda
siklikla tespit edilen AAC(6’)-1 enzimi ¢aligma kokenlerimizde de yiiksek oranda

saptanmistir.
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Giliney Kore’de 2008 yilinda Kim ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada, 55 adet
amikasin direngli Pseudomonas aeruginosa kokeninin 48’inde (%87.3) aph(3°)-VI,
ant(2”)-1, aac(6’)-1 ve aac(3)-1I/VI direng genlerini saptamiglardir. Bu 48 izolatin
36’sinn iki ya da daha fazla direng¢ genine sahip oldugu, bunlarda da aph(3’)-VI +
ant(2”)-1  (%66.7) ve  aph(3’)-VIt+aac(6’)-1 (%16.7) kombine direng
mekanizmalarinin bulundugu belirlenmistir. 37 izolatta bulunan aph(3’)-VI geni en

sik gézlenen direng geni olmustur (30).

Aminoglikozid diren¢ oranlarinin olduk¢a diisiik oldugu Belgika’da 1102 gram
negatif bakteri ile yapilmis ¢ok merkezli bir ¢alismada 157 izolatin
aminoglikozidlere direngli oldugu ve bunlarda %8.3 oraninda aac(6’) direng genleri
en sik goriilmekle beraber bunu takiben aac(3) genleri (%3.4) ve permeabilite direnci
(%2.6) geldigi tespit edilmistir. aac(6’)-Ib geni ise %4.4 oraniyla en sik saptanan

aminoglikozid modifiye edici gen olarak bulunmustur (41).

Ploy ve ark. 62 adet Acinetobacter spp. susunda PZR ve DNA hibridizasyon
yontemleriyle aac(6’)-I gen varligini arastirmislar, iki yontemde de benzer sonuglar
elde etmislerdir. 51 A. baumannii susunun 19°unda aac(6’)-Ib, 32’sinde aac(6’)-1h
genlerini tespit ederken, 10 adet A. haemolyticus susunun hepsinde aac(6’)-Ig genini

tespit etmislerdir (42).

Aminoglikozid diren¢ mekanizmalarinin arastirildigi bahsettigimiz calismalara
bakildiginda diren¢ oranlarnin; cografik bolgeye, hatta iilkeden iilkeye farklilik

gosterdigi tespitinde bulunulmustur.

Hastane laboratuvarlarinda otomatize sistemler, 6zellikle gram negatif enterik
bakterilerin, gerek identifikasyon gerek antibiyotik duyarlilik testleri amaciyla
siklikla kullanilmaktadir. Hastanemizde kullandigimiz VITEK 2 sisteminin vermis
oldugu duyarlilik sonuglart uzman yazilimi sayesinde (AES) diren¢ mekanizmalari
hakkinda kullaniciya uyar1 vermektedir. Bu uyarilarin ne kadar isabetli olduguna dair

literatlirde ¢esitli calismalar yer almaktadir. Blondel-Hill ve ark.’nin g¢aligmasinda
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300 adet Enterobacteriaceae klinik izolatinin 10 antibiyotik i¢in dondurulmus sivi
mikrodiliisyon duyarlilik sonuglariyla VITEK 2 AES yorumlamalar1 arasindaki
uyum %96.2 gibi yiliksek bir oranda bulunmus, aminoglikozid grubu antibiyotikler
(tobramisin, netilmisin) ayrica irdelendiginde ise 86 E. coli kokeninin birinde ve {i¢
adet Providencia stuartii kokeninin ikisinde duyarlilik sonuglar1 arasinda

uyumsuzluk gorilmiistiir (25).

2002 yilinda yapilmis ¢ok merkezli bir ¢alismada Enterobacteriaceae iiyesi
bakterilerin antibiyotik direng mekanizmalarina iliskin referans genotipik verileriyle
AES yorumlamalar1 arasindaki uyum incelendiginde; kinolon direncini saptamada
%098, B-laktamaz varligin1 saptamada %g83.7 oranlarinda uyum gozlenirken
aminoglikozid modifiye edici enzimlerde bu oran %24.2’ye diismiistiir. Kismi uyum
oran1 %63.7 iken %12.1 uyumsuzluk saptanmistir. GSBL {iretenler ile de %92

oraninda uyum gosterdigini belirlemislerdir (28).

Gram negatif ¢omaklarin, VITEK 2 cihazinin saptamis oldugu aminoglikozid
direng fenotipleriyle AES’in yorumlamalar1 arasinda %97.6 oraninda biiyiik bir
uyum gozlenirken kinolonlar ve B-laktam fenotiplerinde de %90’1n iizerinde uyum

saptamiglardir (26).

Barry ve ark. 2003 yilinda yayinlanan g¢alismalarinda; Gram negatif basillerin
sahip oldugu cesitli antibiyotik diren¢ mekanizmalarinin, uzman sistemin yaptigi
fenotipik yorumla %68.2 oraninda uyum gosterdigini saptamiglardir. Aminoglikozid
diren¢ enzimlerine sahip dort kokenin ikisi i¢in VITEK 2 AES diren¢ yorumu
yapmustir. Kinolon direngli alt1 adet E. coli kokeninin besinde de dogru direng uyarisi

vermistir (27).

Literatiirdeki bu verilere katki saglamak amaciyla yaptigimiz ¢alismamizda;
amikasine duyarli olup, VITEK 2 otomatize sisteminin AES diizeltmesi ile amikasin
duyarlilig1 ‘orta’ kategorisine gevrilen 200 kokenin 112’sinde (%56) aac(6’)-1 geni
saptanmistir. Bu kokenlerin  AAC(6’)-I enziminin O6nemli bir substratt olan

tobramisine direng oranlar1 ise toplamda %63.5 olup GSBL(+) kokenlerde %87,
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GSBL(-) kokenlerde ise %40 olarak belirlenmistir. Genislemis spektrumlu B-
laktamazlar plazmitler araciligi ile aktarilirken beraberinde diger antimikrobiyal
direng genlerini de aktarabilmektedirler. Bu aminoglikozid modifiye edici enzimi
kodlayan genin pozitiflik oranlarinin da GSBL(+)’lerde %73, GSBL(-)’lerde %39
olmasi, B-laktamaz ve aminoglikozid modifiye edici enzimleri kodlayan plazmitlerin

birlikte aktarildigini dogrular niteliktedir.

Bir¢ok hastanede oldugu gibi hastanemizde de amikasin, kombine tedavilerde ilk
tercih edilen ve siklikla kullanilan bir aminoglikozidtir ve hastanemizde son bir yilda
izole edilen E. coli kdkenlerinde; amikasine yaklasik %0.7 oraninda oldukga diisiik
bir diren¢ s6z konusudur. Ancak rutinde kullanilan VITEK 2 otomatize sistemi
amikasin MIK degeri duyarli aralikta olmasina karsin bu sonucu AES ile orta
duyarliya ¢evirmekte ve AAC(6’) enzimiyle tobramisin, netilmisin ve amikasine
direng gelisebilecegi uyaris1 vermektedir. Bu fenotipik sonucun genotipi ne kadar
yansittigt agik degildir. AAC(6’) enziminin substratlar1 olan tobramisin ve
netilmisinin VITEK 2 cihazi panelinde yer almamasina, amikasin MiK degeri duyarli
olmasima ragmen cihazin AES’inin neden direng¢ uyarist verdigini saptamak ve bu

diren¢ mekanizmasinin genotipik temelini arastirmak iizere bu ¢aligma planlanmastir.

Kokenlerimizin diger bir test edilen aminoglikozid olan netilmisine de biiyiik
oranda duyarli bulunmasi sebebiyle VITEK 2 AES’in verdigi diren¢ uyarisinin
tobramisin direnci kaynakli oldugu diisiiniilmiistiir. AAC(6’) enziminin 6nemli bir
substrat1 olan tobramisine karsi saptadigimiz direnci amikasin MIK degerleri ile
karsilastirmali olarak irdeledigimizde; amikasin MIK degerlerinin artmasiyla

tobramisine direngli saptanan koken sayisinin da arttig1 belirlenmistir.

Aminoglikozid direncine siklikla sebep olan aac(6’)-1 geninin VITEK 2 cihazinin
amikasin MIK degerleriyle iliskisi incelendiginde MiK degerinin artmasiyla birlikte
direng genine sahip olan koken sayisinin da arttig1 dikkat ¢ekmistir. Amikasin MIK’i
4 pg/ml olan kokenler %30.6 oraninda direng genine sahipken; tobramisine direncli
kokenlerde bu oran % 79.3 diizeyine yiikselmistir. VITEK 2 sistemi ile amikasin
MIK’i 4 pg/ml olan kdkenlerin tobramisine duyarli %65.9’luk béliimiiniin biiyiik
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cogunlugunun (%94.7) aac(6’)-1 geni tasimadig1 tespit edilmistir (Tablo 6 ve Tablo
8) ki bu durumda VITEK 2 AES’in amikasin MiK’i <=4 pg/ml olan tiim kdkenler
i¢in gereksiz yere “AAC(6’) araciligr ile amikasine de direng olabilir” uyaris1 verdigi
diisiiniilebilir. Ancak, tobramisine direngli olanlarin %79.3°1 direng geni tasidig1 goz
Ontline alinirsa, aminoglikozid direng uyarisint molekiiler yontemlerle dogrulama
imkaninin olmadig: rutin laboratuvarlarda, tobramisin disk diflizyon testinde direncli
bulundugunda bu kdkenler i¢in orta duyarli sonucu verilebilir. Gen pozitifligi ve
amikasin MIK degeri arasindaki iliskiye GSBL iiretiminin katkis1 olup olmadig
irdelendiginde; GSBL(+) kokenlerde aac(6’)-1 geni varligt GSBL(-) olanlara kiyasla
tic kat daha fazla saptanmistir (Tablo 7). Bu nedenle; en azindan diren¢ mekanizmasi
uyarisit verilen GSBL(+) kdkenlerde tobramisin direnci disk difiizyon testi yontemi

ile arastirilmalidir.

MIK degeri 8 pg/ml olan kokenlerde aac(6’)-1 genine sahip olma orani %63.8
iken tobramisine direngli olan kdkenlerde %92.5’¢ yiikselmistir(Tablo9). Istatistiksel
olarak da anlamli bulunan bu iliskiye dayanarak MIK’i 8 pg/ml olan kdkenler
tobramisin direncli bulunurlarsa diren¢ geni pozitifliginin yiiksek oldugunu
ongdérmek miimkiin olabilecektir. Dolayisiyla bu kdkenlerde tobramisin direncini

saptamak suretiyle cok daha giivenli bir sekilde VITEK 2 uyaris1 dikkate alinabilir.

MIK degeri 16 pug/ml olan kdkenlerde toplamda %86 olan gen pozitiflik orani
tobramisine direngli kokenlerde %92.3’e ylikselmis olmakla birlikte bu artis
istatistiksel bir anlam ifade etmemistir (Tablo 10). GSBL(+) kokenlerde aac(6’)-1
geni varligit da GSBL(-) olanlara kiyasla istatistiksel olarak bir fark yaratmamustir.
GSBL pozitif de olsa negatif de olsa MIK degeri 16 pg/ml olan kdkenlerde %90’1n
tizerinde tobramisin direnci ve aminoglikozid diren¢ geni saptandigindan VITEK
uyarisint dogrulamak i¢in tobramisin disk difiizyon testi yapilmadan ve sonucu elde
etmek icin ek zaman harcamadan amikasin i¢in orta duyarli sonucu vermek klinik

basarisizliga yol agmamak adina bir 6nlem olabilir.

Calismamizda VITEK 2 otomatize cihazinin uzman sisteminin raporlari

irdelenmis ve sistem tobramisin i¢in duyarlilik sonucu vermediginden yalnizca
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amikasin MIK sonuglarma gére sokak fenotipi ile AAC(6°) direng fenotipi arasinda
kaldig1, bu sebeple hata riski almayarak kesin olarak direnglidir sonucu vermeyip,
orta duyarliya ¢evirip aminoglikozidlere direng gelisebilir uyarisi yaptigi sonucuna
varilmistir. AES veritabaninda amikasin igin: <=4 pg/ml MIiK degerlerinde sokak
fenotipi, >=4 pug/ml MiK degerlerinde ise AAC(6”) direng fenotipi gosterdigi bilgisi

bulunmaktadir.

Ozetle; otomatize sistemin amikasin MiK degeri duyarli aralikta oldugu halde
orta duyarliya cevirdigi ve aminoglikozidlere direng gelisebilir uyaris1 verdigi
kokenlerde PZR’ye gerek olmaksizin amikasin MIK ve tobramisin disk difiizyon
testi duyarlilik sonuglarina bakilarak ¢oziim getirilebilecegi kanaatindeyiz. Ayrica
VITEK 2 sistem paneline tobramisinin eklenmesi halinde de bu sorunun, onemli

Olciide ortadan kalkmasi miimkiin olacaktir.

1992 yilinda Rather ve ark. AAC(6’)-I ve AAC(6’)-11 enzimlerinin substrat
Ozgiilliikklerini 119. pozisyondaki aminoasite bagli oldugunu, serin bulunmasi halinde
gentamisine, l0sin bulunmasi durumunda ise amikasine direng gelistigini
gostermislerdir (43). Bir baska calismada da yine aac(6’)-Ib gen kasetleri tarafindan
kodlanan ve 119. pozisyonunda 16sin bulunan AAC(6’)-I enziminin amikasin
direncine sebep oldugu saptanmistir. Bu c¢alismada ilging olarak amikasin MIK
degerinin diisiik (<=8 mg/L, EUCAST’e gore) oldugu kokenlerde de bu gene
rastlanmistir. Bu durumda amikasinin klinik kullanimi konusunda problemlere yol
acabilecegi belirtilmigtir. Ayrica aac(6’)-Ib genine sahip kokenlerin beta-laktamaz

enzimi de tirettikleri belirlenmistir (44).

Caligmaya dahil edilen kokenlerin %61.5 oraninda kinolon grubu antibiyotiklere
direngli olduklar1 saptanmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalar kinolon direncinin
yayilmasi ve artiginin plazmit aracili olabilecegini gostermistir. 2006 yilinda bazi
kinolonlarin enzimatik inaktivasyonuna neden olan ve plazmitle aktarilan farkli bir
mekanizma bulunmustur. Aminoglikozidleri modifiye eden ve aac(6’)-Ib ile

kodlanan enzimin bir varyanti olan aac(6’)-Ib-cr geni kesfedilmistir. Bu gen
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norfloksasin ve siprofloksasin gibi bazi kinolonlarin enzimatik inaktivasyonuna ve

sonugta da bu antibiyotiklere duyarliligin azalmasina neden olmaktadir (21).

Wieczorek ve ark. aac(6’)-Ib aminoglikozid direng geni saptadiklar1 Proteus

mirabilis suslarinda siprofloksasin direncine de rastlamiglardir (45).

Jiang ve ark. plazmid aracili kinolon direnciyle ilgili ¢aligmalarinda 62 adet
GSBL(+) aac(6’)-Ib genine sahip kokende, —cr varyantimm %58 oraninda
saptamiglardir (46).

Kim ve ark. 555 Enterobacteriaceae izolatinda %86 oraninda aac(6’)-Ib gen
pozitifligi saptamislardir. Bunlarin da %22’sinin aac(6’)-Ib-cr genini tasidiklarini
bulmuslardir. aac(6’)-Ib-cr genini tasiyan kokenlerin gesitli beta-laktamaz genlerine

de sahip olduklarini belirlemislerdir (47).

Calismamizda, aac(6’)-I genini tasiyan 112 kokende %87 gibi yiiksek bir oranda
kinolon direnci gozlenirken, bu geni tasimayan 88 kdkenin sadece %29.5inde dirence
rastlanmistir. Aminoglikozid direng¢ geni pozitif olan kdkenlerimizde yiiksek oranda
gozlemledigimiz kinolon direnci, kinolonlarin enzimatik inaktivasyonuna neden olan
ve plazmitle aktarilan bir enzimin bu direngten sorumlu olabilecegini ve bu enzimin
de aminoglikozidleri modifiye eden ve aac(6’)-Ib geni ile kodlanan enzimin bir
varyantt olan aac(6’)-Ib-cr olma olasiligm1 akla getirmektedir. Bu konunun
aydinlatilmasi i¢in; hem kinolon hem de aminoglikozid grubu antibiyotiklere dirence

sebep olabilen aac(6’)-Ib-cr geninin arastirilmasi gerekmektedir.

Antibiyotiklerin gereksiz ve yanlis kullanimlar1 sonucu bir¢ok farkli direng
mekanizmasin1 ayn1 anda tasiyan coklu direngli bakteriler secilerek baskin hale
gelmektedirler. Ozellikle farkli diren¢ genlerini bir arada tasiyabilen ve direng
mekanizmalarin1 bakteriler arasinda aktarma kapasitesine sahip olan plazmitler bu
acidan biiyiik 6nem tagimaktadir. Calismamizda aminoglikozid ve kinolon direncinin
yakin iliskisi g6z oniine alindiinda iilkemiz verilerine bu konuyla ilgili genotipik

calismalar yapilarak katki saglanmalidir.
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Sonu¢ olarak; c¢alismamiz VITEK 2 gibi otomatize sistemlerin uzman
yazilimlarinin aminoglikozid diren¢ uyarisina molekiiler yontemlerle agiklik getirmis
ve bu uyarinin rutin bakteriyoloji laboratuvarlarinda uygulanabilecek basit yontemler
sayesinde biiyiik dl¢iide dogrulanabilecegini ortaya koymustur. Ozellikle gorece
diisiik amikasin MIK degerlerinde diren¢ uyarisinin disk difiizyon ydntemi ile
bakilacak tobramisin duyarliligi ile bertaraf edilmesi sayesinde gereksiz yere

amikasin kullaniminin kisitlanmasi engellenmis olacaktir.
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