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HASTANE KAYNAKLI PSEUDOMONAS AERUGINOSA IZOLATLARINDA
PER-1 TURU GENISLEMIS SPEKTRUMLU BETA-LAKTAMAZ
ENZIMLERININ SIKLIGI

THE FREQUENCY OF PER-1 TYPE EXTENDED SPECTRUM BETA-
LACTAMASES IN NOSOCOMIAL ISOLATES OF
PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Pinar ZARAKOLU', Gékhan METAN?, Nazli GURKAN AYDIN?
Belgin ALTUN', Giilsen HASGELIK*, Murat AKOVA'

OZET: Bu calismada Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Eriskin Hastanesi’nde
hastane kaynakli enfeksiyon etkeni Pseudomonas aeruginosa izolatlarinda PER-1
turd geniglemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) enzimlerinin sikliginin saptanmasi
amagclanmigtir. Ocak 2002-Aralik 2004 tarihleri arasinda yatarak tedavi géren hastalara
ait farkl klinik érneklerden izole edilen 67 P.aeruginosa susu calismaya dahil edilmistir.
izolatlarin tiir diizeyindeki tanimlamalari Sceptor (Beckton Dickinson, USA) sistemi
ile yapildiktan sonra ileri calismalar icin -80°C’de saklanmistir. PER-1 tirid GSBL
enzimlerinin varhgi, bla,_. . genlerinin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemiyle
belirlenmesi sonucu saptanmistir. Izolatlar arasi genetik benzerlik PFGE (pulsed field
gel electrophoresis) yéntemiyle belirlenmistir. izolatlarin antibiyotik duyarliidi Etest (AB
Biodisk, Sweden) yéntemiyle arastirimistir. Sonug olarak, izolatlarin %22.7’sinin (15/67)
PER-1 enzimine sahip oldugu saptanmis, PER-1 pozitif izolatlarin PFGE analizi sonucunda
sekiz farkl klona ait oldugu goésterilmistir. Bu 15 izolatin dokuzu imipenem/meropeneme,
11’i piperasilin-tazobaktam ve tobramisine direncli bulunmustur. GSBL enzimleri Greten
P.aeruginosa suslarinin yUksek oranda saptandigi bélgelerde coklu direncli suslarla
yapilan calismalar uygun ampirik tedavi seciminde yénlendirici olacaktir.

Anahtar sézcuikler: Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar, ESBL, PER-1,
Pseudomonas aeruginosa.

ABSTRACT: The aim of this study was to determine the frequency of PER-1 type
extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) in nosocomial Pseudomonas aeruginosa
strains isolated in Hacettepe University Adult Hospital. Sixty-seven non-duplicate
P.aeruginosa isolates from patients with nosocomial infections between January 2002 and
December 2004 were included in the study. The isolates were identified at species-level
by Sceptor (Becton Dickinson, USA) system, and all the strains were stored at -80°C
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until further testing. Polymerase chain reaction (PCR) was performed for the detection
of blapgr_4 genes, and PFGE analysis was used to investigate their genetic relatedness.
The antimicrobial susceptibilities of the PER-1 positive isolates were determined by
Etest (AB Biodisk, Solna, Sweden) method. According to the results of PCR, 22.7%
(15/67) of the isolates were positive for PER-1 enzyme. Those 15 bla,_,, , positive isolates
showed eight different PFGE patterns, indicating the presence of multiple clones. Of
the PER-1 positive P.aeruginosa isolates, nine were resistant to imipenem/meropenem,
and 11 were resistant to piperacillin-tazobactam and tobramycin. The epidemiological
investigation of multidrug resistant P.aeruginosa should give important clues for the
initial empirical therapy, especially in certain geographic locations where ESBL-producing
P.aeruginosa strains seemed to be highly prevalent.

Key words: Extended-spectrum beta-lactamases, ESBL, PER-1, Pseudomonas
aeruginosa.

GIRIS

Hastane kaynakli enfeksiyonlardan siklikla izole edilmekte olan coklu
direncli P.aeruginosa, antimikrobiyal ajanlara kargi intrensek olarak direncli
olma o6zelliginde bir bakteridir'2. Beta-laktam ajanlara karsi gosterdigi direncte
beta-laktamaz yapimi, hiicresel gecirgenligin azalmasi ve antibiyotigin hedef
boélgesinde degisiklik gibi pek cok farkli mekanizma rol oynamaktadir®*.
Plazmid araciligiyla gegis goOsteren genislemis spektrumlu beta-laktamaz
(GSBL) enzimleri, 1980’lerin basindan itibaren Enterobacteriaceae ailesinin farkli
Uyelerinde rapor edilmis, izleyen yillarda ise basta P.aeruginosa olmak Uzere
fermentasyon yapmayan bakteri tirlerinde de tespit edilmistir®. PER-1 tari GSBL
enzimi ilk olarak Fransa’'da bir P.aeruginosa susunda®, sonrasinda ise Turkiye
ve Italya’da P.aeruginosa ve Acinetobacter turlerinde gésterilmistir’®. PER-2 ise
Arjantin’de Salmonella enterica serovar Typhimurium’da rapor edilmistir®.

Bu calismada, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Eriskin Hastanesi’nde
hastane kaynakli enfeksiyonlardan izole edilen P.aeruginosa suslarinda PER-1
tira geniglemis spektrumlu beta-laktamaz enzimlerinin sikhginin belirlenmesi
amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Ocak 2002-Aralik 2004 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Eriskin Hastanesi’nde yatarak tedavi géren hastalara ait farkl klinik érneklerden
hastane kaynakl enfeksiyon etkeni olarak izole edilen 67 P.aeruginosa (17 kan,
17 idrar, 17 ply, 9 bronkoalveolar lavaj, 2 derin trakel aspirat, 2 kateter,
1 beyin omurilik sivisi, 1 torasentez sivisi, 1 parasentez sivisi) susu calismaya
alind. izolatlarin tir diizeyindeki tanimlamasi Sceptor (Beckton Dickinson, USA)
sistemi ile yapildi. Suslar calisma dénemine kadar -80°C’de saklandi.

Blapgg., genlerinin varhgr polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ydntemiyle
saptandi®. Amplifikasyonlarda primer dizisi olarak PER-1 (5° ATG AAT GTC ATT
ATA AAA GC 3've 5’ AAT TTG GGC TTA GGG CAG AA 3’) kullanildi''; 926 baz
cift (bg)’lik bdlgede bant gérilmesi PER-1 icin pozitif olarak degerlendirildi.
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izolatlar arasi genetik benzerligin belirlenmesi amaciyla PFGE (pulsed
field gel electrophoresis) yontemi kullanildi. Elde edilen PFGE kaliplari genetik
klonal yakinlik acisindan Tenover ve arkadaslan'? tarafindan tanimlanan kriterlere
gobre degerlendirildi.

PER-1 pozitif izolatlarin imipenem, meropenem, piperasilin-tazobaktam,
seftazidim, sefotaksim, sefepim ve siprofloksasin duyarliigi Etest (AB Biodisk,
Solna, Sweden) yontemi ile belirlendi. Duyarllik sonuclar CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) kriterlerine gére yorumlandi'®. Orta duyarh
susglar direngli grubunda degerlendirildi.

Kalite kontrol susu olarak P.aeruginosa ATCC 27853 kullanildi.

BULGULAR

Calismamizda, PCR sonuclarina gére izolatlarin %22.7’si (15/67) PER-1
varligi yéninden pozitif bulunmustur (Resim 1). Pozitif izolatlarin PFGE analizi
sonucunda 8 farkl klona ait oldugu goérilmustar.

PER-1 pozitif izolatlarin 9'u imipenem/meropeneme, 11’i ise piperasilin-
tazobaktam ve tobramisine direncli olarak saptanmistir (Tablo I).

M1234567891011121314 1516 17

926 bg

Resim 1. PER-1 pozitif P.aeruginosa izolatlari (M: Molekuler agirlik standardi; Hat 1-15: Hasta
izolatlan; Hat 16: Per-1 Pozitif kontrol; Hat 17: Negatif kontrol).

Tablo . PER-1 pozitif P.aeruginosa izolatlarinin
Antibiyotiklere Duyarliik Durumlari

Antibiyotikler MIK araligi (ug/ml) Duyarlilik (n)
Seftazidim 1-256 3
Sefotaksim 16-256 0
Sefepim 1-256 2
Tobramisin 0.5-256 4
Siprofloksasin 0.25-32 6
Piperasilin-tazobaktam 2-256 4
Imipenem 0.25-32 6
Meropenem 0.25-32 6
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TARTISMA

P. aeruginosa hastane kaynakli enfeksiyon etkenleri arasinda énemli
bir yere sahiptir. Noétropenik hastalar veya kanser hastalari gibi bagisikhk
sistemi baskilanmig olgularda gelisen enfeksiyonlarin seyri agir olabilmektedir2.
Bircok merkezden antimikrobiyallere kargi giderek artan direng oranlar
bildirilmektedir'. Ulkemizde izole edilen coklu direncli P.aeruginosa izolatlarinda
PER-1 enzimlerinin yuksek oranda saptanmasi dikkat ¢ekici bulunmaktadir®.
Cok merkezli bir calismada, P.aeruginosa suslarinin %11’inde PER-1 tlrd
GSBL enzimleri saptanmistir®. PER-1 tipi enzim salgilayan suslarla enfeksiyon
gelismesinin mortalite acisindan bagimsiz bir risk faktér(i oldugu, yine Ulkemizde
gerceklestirilen cok merkezli bir vaka-kontrol ¢alismasinda ortaya konmustur?.
Bu calismada hastane kaynakl enfeksiyon etkeni olarak izole edilen P.aeruginosa
izolatlarinda yliksek oranda PER-1 enzimleri saptanmistir. Ulkemizde yakin
dénemde farkli merkezlerde yapilan gesitli calismalarda, PER-1 tarG enzimlerin
P. aeruginosa’da yaygin oldugu bildirilmigtir'é7,

GSBL enzimlerine karsi etkinligi sinirli olan seftazidim ve sefepim, gram
negatif bakterilerin etken oldugundan stphelenilen enfeksiyonlarin ampirik
tedavisinde sik tercih edilen ajanlardir. P.aeruginosa enfeksiyonlarinda uygunsuz
ampirik antimikrobiyal tedavi, mortalite agisindan énemli bir risk faktéri olarak
rapor edilmistir'®. P.aeruginosa suslarinda in vitro duyarliik sonuglar, GSBL
enzimlerini saptamak igin yeterli duyarlihkta degildir®. Bu galismada PER-1
pozitif izolatlarin %20’si (3/15) seftazidime karsi duyarli bulunmustur. GSBL
Ureten P.aeruginosa suslari ile gelisen ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde birinci
secenegi karbapenem grubu olusturmakta ve imipenem PER-1 tlr( GSBL Ureten
P.aeruginosa’ya karsi en etkin ajan olarak rapor edilmektedir’®. Bu calismada
ise karbapenemlere karsi saptanan yuksek direnc orani dikkat cekicidir. Bu
suslarla gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde antibiyotik seceneklerinin belirgin
olarak kisith oldugu gdézlenmektedir.

Sonug olarak, 6zellikle GSBL enzimleri Ureten P.aeruginosa suslarinin
yuksek oranda saptandigi bdlgelerde, ¢coklu direngli suslarla yapilan calismalar
uygun ampirik tedavi seciminde yonlendirici olacaktir.
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