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OZET

Bu calismada Istanbul Universitesi, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi hastanesinde yatan 24'ii ¢ocuk, 26's1 erigkin 50 hastadan izole
edilmis olan ¢ogul direngli Pseudomonas aeruginosa suslarinda beta laktamaz enzimleri arastirilmigtir. Suslarin duyarliliklar
agarda diliisyon yontemiyle incelenmistir. Klasik ¢ift disk sinerji yontemiyle dokuz (%18) susta genislemis spektrumlu beta
laktamaz (GSBL) enzimi saptannugtir. Beta laktamazlarin pl degerleri izoelektrik nokta tayini yontemiyle 4.5 ve 8.2 arasinda
bulunmustur. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile 22 (%44) susta PER-1 enzimi, 23 (%46) susta OXA-10 tiirevi ve 14 (%28)
susta OXA-2 tiirevi enzimler pozitif bulunmustur.

Anahtar kelimeler: P.aeruginosa, ¢ogul direng, beta laktamaz.
SUMMARY

Beta lactamase enzymes in 50 multiply resistant Pseudomonas aeruginosa isolates from 24 pediatric and 26 adult patients
hospitalized in Istanbul University, Cerrahpasa Faculty of Medicine were investigated. Susceptibilities of the strains were tested
with the agar dilution method. Nine (18%) strains were positive for the extended spectrum beta lactamases (ESBL) with the
classical double disk synergy test. pl ranges of the beta lactamases were between 4.5 and 8.2 by isoelectric focussing. PER-1
enzyme was positive in 22 (44%), OXA-10 derivatives in 23 (46%) and OXA-2 derivatives in 14 (28%) strains by PCR.
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GIRIS

P.aeruginosa, ozellikle yogun bakim iinitelerinde
olmak iizere hastane infeksiyonu etkeni olarak en
sik izole edilen patojenlerden biridir. Pseudomo-
nas infeksiyonlarinda antimikrobiyallere direncin
cabuk gelismesi ve yiiksek oranlara ulagmasi
onemli bir sorundur (1). Cogul direncli P.aeru-
ginosa nozokomiyal infeksiyonlar1 tiim diinyada
yayginlagsmaktadir. Karbapenemazlarin, metalo be-
ta laktamaz (MBL) ve genislemis spektrumlu
beta laktamazlarin (GSBL) varlig: ile bircok an-
tibiyotige diren¢ gelismekte ve bu izolatlarla in-
fekte hastalarin tedavisinde zorluklar yasanmakta-
dir (2).

Bu calismada 50 cogul direncli P.aeruginosa su-
sunun TEM, SHV, OXA-2, OXA-10, PER-1 ve

VEB diren¢ genlerine sahip olup olmadiklar:

aragtirtlmigtir.
GEREC VE YONTEM

Suslar. Bu calismada istanbul Universitesi, Cer-
rahpasa Tip Fakiiltesi hastanesinde yatan 24'i co-
cuk, 26's1 eriskin olmak iizere 50 ayr1 hastadan
izole edilmis olan ve en az li¢ antibiyotik gru-
buna direngli oldugu icin cogul direncli olarak
kabul edilen 50 adet P.aeruginosa susu incelen-
migtir.

Suslar klasik mikrobiyolojik yontemlerle identifi-
ye edilmigtir. Mavi-yesil pigment olusturan, oksi-
daz pozitif ve 42°C'de de iireyebilen suglar P.ae-
ruginosa olarak tanimlanmig ve caligmaya alin-
migtir. Gerektiginde API ID 32 GN (Bio Me-

riéux, Fransa) identifikasyon kiti kullanilmigtir.




Agarda Diliisyon Yéntemi. Suglarin antibiyotik
duyarhiliklarmin belirlenmesi i¢in agarda diliisyon
yontemi kullamlmistir. Incelenen suslarin tikarsi-
lin, tikarsilin/klavulanik asit, meropenem, imipe-
nem, piperasilin, seftriakson, seftazidim, sefopera-
zon, sefepim, aztreonam, siprofloksasin, gentami-
sin ve tobramisine karst minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MIK) degerleri CLSI standartla-
rma uygun olarak aragtinlmigtir (3). Deneyler si-
rasinda kalite kontrol amaciyla standart sug ola-
rak E.coli ATCC 35218, E.coli ATCC 25922 ve
P.aeruginosa ATCC 27583 kullanilmigtir.

Klasik Cift Disk Sinerji Yontemiyle GSBL Sap-
tanmasi. Klavulanik asit ve genislemis spek-
trumlu sefalosporinlerle yapilan c¢ift disk sinerji
testiyle (CDST) GSBL saptanmasi deneyi, yalniz
K .pneumoniae, K.oxytoca, E.coli ve P.mirabilis
icin standardize edilmis; P.aeruginosa igin ise
ancak tahmini sonu¢ veren bir yontemdir. Ayri-
ca bu test, GSBL'ye ek olarak kromozomal
AmpC beta laktamazlara sahip suglarda; karbape-
nemaz, metalo enzim ya da GSBL tipi OXA
enzimi varhigi; GES-2 gibi klavulanatla inhibis-
yona goreceli diren¢ gOsteren enzimlerin varligin-
da; impermealite ve efluks gibi farkli diren¢ me-
kanizmalarimin birarada bulunmas: durumlarinda
P.aeruginosa'da tahmini GSBL tanis1 icin de uy-
gun degildir (4). Ancak, bir on bilgi vermesi
amactyla uygulanmigtir.

Deney icin MHA yiizeyine 0,5 McFarland bula-
nikliginda bakteri siispansiyonu inokiile edilmig-
tir. Tarama testi i¢cin plaklarin merkezine amok-
sisilin-klavulanik asid diski ve c¢evresine merkez-
den merkeze uzaklifi 20 mm olacak sekilde az-
treonam, sefotaksim, seftazidim, seftriakson, sefe-
pim, sefoperazon ve piperasilin diskleri yerlesti-
rilmigtir. Amoksisilin-klavulanik asid diskine dog-
ru beta laktam inhibisyon zon capmin genisleme-
si tahmini GSBL pozitifligi olarak kabul edilmig-
tir (3).

Izoelektrik Nokta Tayini (Isoelectric Focusing,

IEF). Izolatlarin igerdigi beta laktamazlarn sap-
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tanmas1 amaciyla IEF yontemi kullanilmigtir. IEF,
Matthew ve ark.ma (5) ait yontemin modifikas-
yonu ile yapilmistir. Bu amagla bakteriler sonike
edilerek parcalanmig ve daha sonra satrifiijle cev-
rilerek beta laktamaz enzimlerini igeren iist sivi-
lar1 alinmigtir. Hazirlanan poliakrilamid jelin anot
tarafina aplikator strip yerlestirilmistir. Beta lak-
tamaz iceren sivilardan ikiser mikrolitre aplikato-
riin kuyucuklarina damlatilmigtir. Enzim ekstrele-
ri Model 111 MINI IEF Cell (Bio-Rad, ABD)
cihazinda birinci asamada 100 V, 6 mA, 5 W
15 dakika; ikinci asamada 100 V, 6 mA, 5 W
15 dakika; iiclinci asamada 450 V, 4 mA, 5 W
60 dakika olacak sekilde yiiriitiilmiistiir. Bantlar1
goriintiilemek iizere jelin iizerine % 0.03'liik nit-
rosefin (Calbiochem, Darmstadt, Germany) cozel-
tisi emdirilmis filtre kagidi kapatilmigs ve bantlar
goriinmeye baglayinca filtre kagidi kaldirilmistir.
Kirmiz1 olarak goézlenen beta laktamaz bantlari-
nin anoda olan uzakliklar1 logaritmik kagida isa-
retlenmistir. Izoelektrik noktalar (pI) referans pro-
teinler (IEF standarts Bio-Rad, ABD) ve daha
onceden pl degerleri bilinen enzimler ile kargi-
lagtirllarak saptanmaigtir.

Diren¢ Genlerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR) Yontemiyle Incelenmesi. PCR yontemiyle
TEM, SHV, OXA-2, 0XA-10, PER-1 ve VEB
diren¢ genlerini igerip icermedikleri aragtirilmig-
tir. Suglar arasindaki klonal iligkiyi saptamak icin
RAPD-PCR yontemi kullanilmistir (6-8). OXA
tipi GSBL enzimleri genel olarak OXA-2 ve
OXA-10 tiirevleri oldugu i¢in OXA-2 (blaoxa-2,
blaoxa-15 ) ve OXA-10 (blaoxa-10, blaoxa-i1,
blaoxa-14, blaoxa-16, blaoxa-17, blaoxa-19 ) grup-
larina yonelik ortak primerler kullanilarak bu
grup enzimlerin varlif1 aragtirilmigtir.

Amplifikasyon programi baglangi¢ denatiirasyo-
nu 94°C'de 5 dakika, daha sonra ise 95°C'de
45 saniye, 56°C'de 45 saniye ve 72°C'de 1 da-
kika olmak iizere 35 dongii ve sonunda 72°C'de
7 dakika olacak sekilde Thermal Cycler'da (Bio-
metra, Almanya) yapilmistir ve 35 dongii sonun-
da PCR iiriinleri %1'lik agaroz jelde 150 V'da
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bir saat boyunca yiiriitiilmiistiir. Elektoforez igle-
mi sonucunda jel bir transiliiminatdr iizerine ali-
narak UV 15181 altinda fotografi cekildikten son-
ra amplifiye edilen DNA'min molekiil agirligi,
molekiil agirlik standardi (_174DNA size marker)

ile kargilagtirilarak yaklasik olarak belirlenmigtir

RAPD-PCR amplifikasyon programi baglangic de-
natiirasyonu 94°C'de 5 dakika, daha sonra ise
94°C'de 1 dakika, 36°C'de 1 dakika ve 72°C'de
3 dakika 35 dongii ve sonunda 72°C'de 7 daki-
ka olacak sekilde Thermal Cycler'da (Biometra,

Almanya) yapilmigtir ve 35 dongii sonunda PCR
iriinleri %1,5'lik agaroz jelde 150 V'da bir saat
boyunca yiiriitiilmiigtiir. Elektoforez islemi sonu-
cunda jel bir transiliiminator lizerine almarak UV
15181 altinda fotografi cekilip ortaya c¢ikan bantla-
rin profilleri karsilagtirilmigtir (6).

BULGULAR

Suglarin minimum inhibisyon konsantrasyonu
(MIK) degerlerinin kiimiilatif dagilimi Tablo-1'de

gosterilmigtir.

Tablo 1. Agarda diliisyon deneyi sonuglarina gore MIK degerlerinin kiimiilatif dagilimi

MIK (Ig/ml)

0015003 | 006 | 0,12 025] 05 1 2 16 | 32 | 64 | 128 | 256 | 512 | 1024 [>1024{mik 50[mik90
TIC 1 1 1 3 2 1311w 7 8 128 | 512
TIC+CLA 1 2 3 3 3 2| 7 0] 4 128 | 512
MEM 2 1 2 3 16| 6 | 14| 2 2 2 32 | 128
IMP 1 6 2 1Bl 7 6 1 3 32 | 128
PIP 1 1 1 8 3 4 6 | 15 ] 10 128 | 512
CRO 1 2 6 1 18 10] 2 9 128 | 1024
CAZ ] 7 1251 2 6 128 | 512
CEP 1 2 4 2 5 1 2 |14 9 1 4 1 | 128 [ 1024
FEP 3 1 3 2 5 3 1 17 | 7 4 2 64 | 256
AZT 1 1 1 2 6 5 4 1| 21 1 6 | 512 [>1024
CIP 4 7 4 2 5 11 4 6 1 4 | 32
GEN 1 1 1 1 2 4 2 6 6 | 10 ] 11| 5 |512[>1024
TOB 1 2 4 4 3 2 7 9 11 6 1 64 | 256

TIC:tikarsilin; TIC+CLA:tikarsilin/klavulanik asit; MEM:meropenem; IMP:imipenem; PIP:piperasilin; CRO:seftriakson; CAZ:seftazidim;

CFP:se-

foperazon; FEP:sefepim; AZT:aztreonam; CIP:siprofloksasin; GEN:gentamisin; TOB:tobramisin

Cift disk sinerji yontemiyle dokuz (%18) susta
GSBL varlig1 saptanmig; onalti (%32) susta ise
kromozomal AmpC enziminin indiiklendi8i goriil-

miigtiir.

PCR deneyleri sonucunda 22 (%44) susta PER-
1, 23 (%46) susta OXA-10 tirevi ve 14 (%28)
susta OXA-2

ancak MBL tipi enzimlere raslanmamstir. Sugla-

tirevi GSBL enzimi izole edilmig

ra gére GSBL enzimlerinin dagilimi tablo-4'de
gosterilmigtir. Bir (%2) sus PER-1, OXA-10 tii-
revi ve OXA-2 tiirevi; sekiz (%16) sus PER-1,
ve OXA-10 tiirevi ve sekiz (%16) sus PER-1, ve
OXA-2 tiirevi enzimleri bir arada igcermektedir.
TEM, SHV ve VEB enzimleri negatif bulunmus-
tur. PCR deneyleri sonucunda olusan bantlar se-

kil-2'de gosterilmistir.



Tablo 2. P.aeruginosa suslarma ait fenotipik ve genotipik sonuglar

Nigar Celik

MBL i¢in EDTA ile PCR sonuglar1 * |rapd-

Kombine Cift disk | IMP [MEM| CAZ [PER-1JOXA-|OXA-| PCR
No Servis Ornek |CDST]|plI degerleri| Bioassay |MBL disk 10 2

tiirii
IMP |MEM [E-test [0,5 m|0,1 m|0,5 m|0,] m tiirevi [tiirevi

1 |Acil Yara 45,62, 7.1 + R R R + + 1
2 [Norosiruji Idrar 53, 6.1 + + + R R R + + 1
3 |Gogiis hast. Balgam 53,77 + R R R + + 2
4 [Eriskin YB ET asp. 62, 64 + + + + R R R + 3
5 |Acil yanik iin. | Burun 62,70 + + + + + R R R + 4
6 |Acil yanik iin. Yara 53,62 R R R + + 4
7  [Norosiruji BOS + 153,62,77 + R R R + + + 5
8 |Eriskin YB Yara + 153,064,717 R R R + + 6
O [Eriskin YB ET asp 53,6.1,70 + S S R + + 7
10 [Norosiruji Idrar 64,70 + + + + + + + R R R + 8
11 |ic hast inf. Balgam 53,63 R R R + 3
12 [Eriskin YB ET asp. 64, 6.1 + + + + + + R R R + 4
13 |ic hast inf. ET asp.| + 53,58 S S R + 9
14 |Ortopedi ET asp.| + 53,77 + R R R + + 10
15 |Acil yanik iin. Yara 64,70 + + + R R R + 4
16 |Norosiruji Idrar 70, 7.7 + R R R + 11
17 [Eriskin YB Idrar 62,717 + R R R + + 12
18 [Eriskin YB ET asp. 53,58, 62 + + + + R S R + + 13
19 |Eriskin YB Kan 64, 7.7 S R R + + 11
20 |[Norosiruji Idrar 53,69, 77 + S R R + + 12
21 19 hast inf. Yara 53,62 + R R R + + 7
22 [Eriskin YB ET asp. 6.1, 64 + + + R R R + 14
23 |Cocuk Hem idrar + 58, 64 R S R + 4
24 [YDYB ETT 53, 64 R S R + 14
25 [Nefroloji Kan 53,62,70 + + + R R R + + 13
26 |Cocuk enf Bogaz + 64 + + + R R R 15
27 |Cocuk enf Idrar 64 R R R + 5
28 |Cocuk enf Bogaz 53,62 R R R + + + 7
29 |Cocuk enf Bogaz + 53,62 S R R + 9
30 [Eriskin YB Yara 53,58, 77 + + + + R R R + 10
31 [Eriskin YB ET asp. 62,717 + + + R R R 6
32 |Cocuk gast. Bogaz 64, 7.7 R R R + 15
33 |Cocuk enf Idrar + 6.9 R R R 15
34 |Cocuk enf Idrar 53 R R R + 14
35 [YDYB Kan - R R R 15
36 [YDYB Gozsiir. 53,177 R R R + 5
37 |Cocuk enf Yara 53,70, 7.7 + + R R R + + 5
38 |Cocuk nefro Idrar 7.7 R R R + + 16
39 |Cocuk cer Idrar 8.2 + S R R 17
40 [Cocuk enf Kan 53,69, 77 + R R R + 5
41 [Cocuk enf Balgam - R R R + 18
42 |Cocuk enf Balgam 70 R R R 18
43 |Cocuk enf Balgam 70 R R R 18
44 [Cocuk enf Kan 53,64 + + + R R R + + 5
45 |Cocuk enf Balgam 58, 7.7 R S R + 11
46 |Cocuk enf Idrar 5.8 S S R 15
47 |Cocuk enf BOS 53, 6.1 + + + R R R + + 5
48 |Cocuk enf Balgam 5.8 + R S R 18
49 |YDYB 6.4 R R R 5
50 [Eriskin YB 53, 64 S R R + 6

Bilinen pl degerleri: PER-1: 5.3;

8

OXA-10: 6.1, 62, 64; OXA-2: 7.7,
* VEB-1, TEM ve SHV enzimleri agisindan PCR sonuglati tiim suslar icin negatiftir.
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TARTISMA

PER-1 tipi GSBL enzimleri ozellikle Tiirkiye’de
yaygindir. Ik olarak Fransa’da bir Tiirk hastaya
ait P.aeruginosa susundan izole edilmis, daha
sonra Tiirkiye ve Italya’da P.aeruginosa ve Acine-
tobacter spp.’de bulunmustur(9). Vahaboglu ve
ark. (10) Tiirkiye‘nin yedi bolgesinde toplam 531
izolatla yiiriittiikleri calismanin sonucunda Acine-
tobacter spp.’lerin %76’smn, Klebsiella spp.’le-
rin %39’unun ve P.aeruginosa’larm %?28’nin sef-
tazidime direncli oldugunu saptamiglardir. Sefta-
zidime direngli olan Acinetobacter spp.’lerin
%60’1inda ve P.aeruginosa’larin %38’inde PER-1
enzimi pozitif bulunmustur. Vahaboglu ve
ark.’min (11) 1997°de yaptiklar1 calismada 58
Acinetobacter spp izolatindan 36’s1 (%62) PER-
1 iiretirken hicbirinin OXA-10 iiretmedi8i saptan-
migtir. Aktag ve ark.’min (6) yaptigi caligmaya
gore, Istanbul’da Subat 1999- Subat 2000 tarih-
leri arasinda yatan hasta izolati 287 P.aerugino-
sa susundan %39’u seftazidime direncli bulun-
mustur. Aynt ¢aligmada yogun bakim iinitesinden
izole edilen 49 cogul direncli izolattan PCR yon-
temiyle 42’si (%86) PER-1 ve 27’si (%55)
OXA-10 tiirevi enzimler agisindan pozitif bulun-
mug; 20’sinin (%41) ise her iki beta laktamazi
birlikte iirettigi saptanmaigtir.

Yong ve ark.’nin (9) yaptig1 caligmaya gore Gii-
ney Kore’de 2001-2002 yillarinda toplanan 97
Acinetobacter spp. izolatindan 61’1 (%62.8) sef-
tazidime direngli ve 53’4 (%54.6) PER-1 pozitif
bulunmus; seftazidime direngli 181 P.aeruginosa
izolatinda ise PER-1 pozitifligine rastlanmamugtir.
Avrupa’dan cografik olarak uzak Kore’de PER-1
pozitif Acinetobacter spp.’lerin varlig1 ilgin¢ bu-
lunmustur. Bu durum diger iilkelerde de PER-1
pozitif bakterilerin olabilecegini gostermektedir.

Bu calismada PER-1 enzimi, tiimii seftazidime
direncli olan 50 izolatin 22’sinde (%44) pozitif

bulunmugtur.

OXA-10 tiirevi enzimlerden OXA-11, OXA-14,
OXA-16 ve OXA-17 ve OXA-2 tirevi OXA-15

ilk olarak Ankara’da Giir ve ark. (12-16) tarafin-

dan izole edilmiglerdir.

OXA-2 ve OXA-10 tiirevleri GSBL tipi OXA
enzimlerini genel olarak icerdigi icin bu c¢aligma-
da OXA-2 ve OXA-10 tiirevlerine yonelik ortak
primerler kullamilmig ve 23 izolatta (%46) OXA-
10, 14 izolatta (%28) OXA-2 tiirevi GSBL en-
zimi pozitif bulunmustur.

SHV tiirii beta laktamazlara tiim diinyada siklik-
la rastlanmaktadir, fakat SHV enzimleri 6zellikle
E.coli, K.pneumoniae ve Enterobacter spp. gibi
Enterobacteriaceae ailesi liyelerinde yaygin olarak
bulunmaktadir. SHV tipi beta laktamaz enzimle-
rine P.aeruginosa’da diisiik oranda raslanmakta-
dir. Giiniimiize kadar P.aeruginosa’da SHV-2,
SHV-5 ve SHV-12 olmak iizere ii¢ SHV tipi en-
zim bildirilmistir. Bunlardan SHV-2 Fransa’dan,
SHV-5 Yunanistan ve Tayland’dan, SHV-12 ise
Tayland’dan bildirilmistir (17,18). Ulkemizde de
Enterobacteriaceae ailesinde SHV tipi beta lak-
tamazlara siklikla rastlanmaktadir. Bu nedenle bu
calismada da SHV tipi beta laktamazlar aragtiril-

mis ancak sonu¢ negatif olmugtur.

TEM tiirevi beta laktamaz enzimleri Enterobac-
teriaceae ailesinin farkli bir¢ok tiirlerinde, Pse-
udomonas’larda, Haemophilus influenzae ve Neis-
seria gonorrhoeae’de yaygindir. P.aeruginosa’da
TEM-4, TEM-21, TEM-24 ve TEM-42 alt tiirle-
rine rastlanmaktadir (19). Bu c¢alismada TEM ti-

pi beta laktamazlar negatif bulunmustur.

GSBL tespiti i¢in ¢ift disk sinerji yOntemi yal-
mz K.pneumoniae, K.oxytoca, E.coli ve P.mirabi-
lis icin standardize edilmis oldugundan Pseudo-
monas’lar ve diger gram negatif bakteriler icin
cift disk sinerji testi sonucu ancak “tahmini
GSBL" olarak yorumlanabilmektedir. Bu bakteri-
lerde kesin GSBL sonucu, ileri molekiiler ince-
leme gerektirmekte; bu ise rutin laboratuvarlarda
yaygmn olarak uygulanmadig: icin, Pseudomo-
nas’larda, GSBL verileri smirli kalmaktadir. An-
talya’da Inan ve ark. (20) 2002 yilinda yaptikla-

rn calismada 105 P.aeruginosa susunun 13’linde



(%12) cift disk sinerji yontemiyle GSBL pozitif-
ligi saptamislardir.

Bu caligmaya alinan 50 cogul direngli P.aerugi-
nosa izolatinda cift disk sinerji testiyle (CDST)
dokuz izolatta (%18) GSBL pozitifligi bulunur-
ken, PCR yontemiyle 22 (%44) PER-1, 23 (%46)
OXA-10 ve 14 (%28) OXA-2 olmak iizere 48
susta (%96) GSBL pozitifligi saptanmistir. So-
nuglar P.aeruginosa’da GSBL arastirilmasinda
klasik CDST’nin yetersiz oldugunu gdstermekte-
dir. Bununla birlikte CDST ile pozitif olan do-
kuz susun tiimiinde PCR yontemi ile de GSBL
pozitifligi saptanmistir. Bu sonuclar P.aerugino-
sa’da CDST’nin yalanci pozitif sonu¢ vermedigi-
ni ancak, yalanci negatif sonu¢ verebilecegini
gostermektedir. Bu durum P.aeruginosa’da GSBL
varligt agisindan CDST ile saptanan pozitifligin
kabul edilebilir, negatifligin ise kabul edilemez
sonu¢ oldugunu diisiindiirmektedir. Sonu¢ olarak
bu calismada arastirilmis olan GSBL tipi beta
laktamaz enzimlerinden iilkemizde P.aeruginosa
izolatlarinda yaygin olarak saptanan PER-1,
OXA-2 tiirevi ve OXA-10 tiirevi enzimler pozi-
tif bulunmugtur.
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