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OZET

Pseudomonas aeruginosa bakteremi, deri ve yara enfeksiyonlari, 6zellikle kistik fibrozlu hastalarda pul-
moner hastaliklar, nozokomiyal Griner sistem enfeksiyonlari, endokardit ve menenijit gibi ciddi ve hayat
tehdit eden enfeksiyonlarin en iyi bilinen etkenlerinden biridir. P.aeruginosa’da genis spektrumlu beta-lak-
tamlara direncin baslica nedenleri sefalosporinazlarin asiri sentezlenmesi ve/veya Sinif A, B ve D beta-lak-
tamazlardir. Son zamanlarda PER-1 enzimi Tirkiye, Fransa, Italya, Romanya, Macaristan, Belcika, Rusya,
Guiney Kore ve Hindistan’dan bildirilmistir. OXA tipi beta-laktamazlar da, P.aeruginosa’nin klinik izolatla-
rinda cesitli cografik bolgelerden artan oranlarda bildiriimektedir. Bu calismada, cesitli klinik orneklerden
izole edilen P.aeruginosa suglarinin antibiyotiklere duyarlliklarinin belirlenmesi ve beta-laktam direncine
neden olan beta-laktamaz enzimlerinin tiplendirilmesi amaclanmustir. Cesitli klinik 6rneklerden (37 idrar,
21 kan, 10 balgam, 5 bronkoalveoler lavaj, 5 apse, 5 yara siriintisi, 4 endotrakeal aspirat, 3 bogaz su-
rintlst, 2 kateter ucu, 1 plevra, 1 batin ici sivisi) izole edilen toplam 100 P.aeruginosa susu calismaya
alinmistir. Suslarin cesitli antibiyotiklere karsi duyarliliklari “Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI)” onerilerine gore disk diflizyon ve agar dilisyon yontemiyle arastirilmis; beta-laktamaz enzimleri-
nin saptanmasinda izoelektrik odaklama (IEF) yontemi kullanilmistir. Suglarin PSE, PER-1, OXA-10 benze-
ri beta-laktamaz genleri ve MEX-R genleri polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile arastinimistir. Calismamiz-
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da, MIK,, degerlerine gére en etkili antibiyotigin imipenem (8 pg/ml) oldugu gorilmis; amikasin, sip-
rofloksasin, sefepim, sefpirom, piperasilin + tazobaktam, piperasilin, seftazidim, tikarsilin, aztreonam ve
tikarsilin + klavulanik asit icin MiK90 degerleri sirasiyla; 32, 64, 64, 64, 128/4, 512, 512, 512, 512, 512/2
pg/ml olarak bulunmustur. Cift disk sinerji yontemiyle izolatlarin yedisinde genislemis spektrumlu beta-
laktamaz pozitifligi saptanmustir. izolatlarin %10’u imipeneme duyarli, %9’u orta duyarl olarak tespit
edilmistir. Bu suslarda metallo-beta-laktamaz (MBL) enziminin varligi MBL E-test yontemiyle arastiriimis
ve fenotipik olarak bu enzimin varli§i gozlenmemistir. PCR yontemiyle P.aeruginosa suslarinin %11’inde
PER-1, %11’inde OXA-10 benzeri, %4’linde ise PER- ve OXA-10 benzeri beta-laktamaz varligi ayni anda
saptanmistir. Suglarin hicbirinde PSE geni bulunmamis; MEX-R geni ise izolatlarin %52’sinde gosterilmis-
tir. P.aeruginosa suglarinda saptanan direnc¢ oldukca kompleks yapidadir. Diren¢ mekanizmalarinin belir-
lenmesi, antimikrobiyal tedavinin dogru ve uygun sekilde secilmesine ve bircok antibiyotigin daha uzun
yillar kullanimina olanak saglayacak, direncli suslarin ortaya ¢ikmasini azaltacaktir.

Anahtar sozciikler: Pseudomonas aeruginosa; PER-1; OXA tipi beta-laktamaz; MEX-R; direng geni.

ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is a well-known cause of severe and potentially life-threatening infections
including bacteremia, skin and wound infections, pulmonary disease, especially among indivuals with
cycstic fibrosis, nosocomial urinary tract infections, endocarditis and meningitis. The mechanism of re-
sistance to broad-spectrum beta-lactams in P.geruginosa are overexpression of cephalosporinases and/or
class A, B and D beta-lactamases. Recently PER-1 type beta-lactamase has been reported from Turkey,
France, Italy, Romania, Hungary, Belgium, Russia, South Korea and India. OXA beta-lactamases have inc-
reasingly been reported in clinical strains of P.aeruginosa from various geographical origins. This study
was aimed to investigate the antibiotic susceptibility of various P.aeruginosa clinical strains and to define
the beta-lactamase enzymes leading to resistance. In this study, a total of 100 P.aeruginosa strains isola-
ted from various clinical specimens (37 urine, 21 blood, 10 sputum, 5 bronchoalveolar lavage, 5 abs-
cess, 5 wound swabs, 4 endotracheal aspirate, 3 throat swabs, 2 catheter tips, one of each pleural and
peritoneal fluid) were included. According to Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) recom-
mendations, susceptibilities of isolates to various antibiotics were investigated by disk diffusion and agar
dilution method, and beta-lactamase enzymes were detected by isoelectric focusing (IEF) method. PSE,
PER-1, OXA-10-like beta-lactamase genes and MEX-R genes of isolates were investigated by polymerase
chain reaction (PCR). According to MIC,, values, the most effective antibiotics were found to be imipe-
nem (8 pg/ml). The MIC, values of amikacin, ciprofloxacin, cefepime, cefpirome, piperacillin + tazobac-
tam, piperacillin, ceftazidime, ticarcilin, aztreonam and ticarcilin + clavulanic acid were 32, 64, 64, 64,
128/4, 512, 512, 512, 512 and 512/2 pg/ml, respectively. Seven of the isolates were found to be ESBL
positive by double-disk synergy method. It was detected that 10% of the isolates were imipenem-sus-
ceptible and 9% were intermediate susceptible. Phenotypical investigation of metallo-beta-lactamase
enzyme in these strains by MBL E-test method did not reveal a positive result. PER-1 and OXA-10 like
beta-lactamases were detected each in 11% of the isolates, and co-presence of PER-like and OXA-10 li-
ke enzymes were shown in 4% of the isolates. PSE gene was not found in any of the strains. The MEX-
R gene was identified in 52% of the isolates. Antibiotic resistance mechanisms in P.aeruginosa strains se-
ems to be complex. Determination of the resistance mechanisms and antibiotic susceptibility rates in
P.aeruginosa will guide the proper antimicrobial therapy, reducing the emergence of resistant strains.

Key words: P.aeruginosa; PER-1; OXA-like beta-lactamase gene; MEX-R gene.

GiRis
Pseudomonas aeruginosa’da tikarsilin direnci C sinifindaki sefalosporinazlarin asiri Gre-
timi, MexA-MexB-OprM efluks sisteminin fazla eksprese edilmesi veya hareketli genetik
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elementlerin kodladigi beta-laktamazlarin sentezlenmesine bagli olarak gelisebilir. Daha
siklikla karsilagilan bu enzimler PSE (CARB) grubunun (Ambler sinif A) karbenisilinaz ve
oksasilinaz (Ambler sinif D) enzimleridir. Bu enzimler karboksipenisilinler ve treidopeni-
silinlere diren¢ gelismesine neden olur. Paeruginosa’da giinimiize kadar dort adet PSE
enzimi [PSE-1 (CARB-2), PSE-4 (CARB-1), CARB-3 ve CARB-4] bildirilmistir. PSE-1, PSE-4
ve CARB-3 birbirlerinden bir veya iki aminoasit degisikligiyle farkhdir ve CARB-4 ile
%86.3 oraninda benzerlik gsterir'.

Genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL) (sinif A/grup 2be enzimler) &zellikle
Enterobacteriaceae lyelerinde bulunmakla birlikte, 1980’li yillardan beri P.aeruginosa sus-
larinda da bildirilmekte ve giderek yayginlasmaktadir. Bu tir enzimler tglinct kusak se-
falosporinleri hidrolize eder ve P.aeruginosa’da glinimiize kadar bircok enzim bildirilmis-
tir. Bunlar TEM, SHV ve bunlarin turevleri (TEM-4, TEM-21, TEM-42, SHV-2A, SHV-5,
SHV-12), PER-1, VEB-1, GES-1, GES-2 ve IBC tipi beta-laktamazlardir®.

PER-1 enzimi siklikla lkemizden, VEB tipi beta-laktamazlar Giineydogu Asya ulkele-
rinden, GES ve IBC tipi beta-laktamazlar ise Fransa, Yunanistan ve Gliney Afrika’dan bil-
dirilmistir?3. Bu tiirde esas olarak Ambler grup D’de yer alan ve daha cok P.aeruginosa’da
bulunanan OXA tipi (sinif D) GSBL'ler yer almaktadir ve bu grupta bes farkli oksasilinaz
bildirilmistir. Beta-laktamaz inhibitorleri tarafindan zayif bir bicimde inhibe edilirler.
OXA-l grubu OXA-5, OXA-7, OXA-10 ve tiirevleri (OXA-11, OXA-14, OXA-16, OXA-17)
ile OXA-13 ve tirevlerini (OXA-19, OXA-28); OXA-Il grubu OXA-2, OXA-3, OXA-15 ve
OXA-20'yi; OXA-IIl grubu OXA-1, OXA-4, OXA-30 ve OXA-31'i; OXA-IV grubu OXA-9'u;
OXA-V grubu ise LCR-1 enzimini icerir*”. Bu bes gruptan baska OXA-18 diger oksasili-
nazlarla cok diisiik aminoasit benzerligi gosterir®. Klavulanik asit ve genis spektrumlu se-
falosporinlerin kullanildig cift disk sinerji testi Enterobacteriaceae tiirlerinde GSBL varligi-
nin gosterilmesi icin duyarli ve 6zgll bir yontem olmasina karsin, P.aeruginosa’daki uy-
gulamasi agisindan standardize edilmemistir ve CLSI'nin® énerileri halen bu bakteriyi
kapsamamaktadir. Basarili olamama nedenleri arasinda; kromozomal enzimlerin asiri
Uretimi sonucunda cift disk sinerji testinde yalanci negatif sonug¢ alinmasi, izolatin ayni
zamanda metallo-beta-laktamaz (IMP, VIM, SPM ve GIM ailesi lyeleri gibi), genislemis
spektrumlu oksasilinaz veya GES-2 gibi klavulanik aside goreceli olarak direncli bir baska
beta-laktamaz tiretmesi, gecirgenlikte azalma veya aktif pompa sistemleri gibi diger di-
ren¢ mekanizmalarinin varhgi sayilabilir. Bazi durumlarda imipenemin AmpC tipi enzim-
leri indiklemesi, bu sinerjinin gorilmesini engelleyebilir. izolatlarin direng/duyarlilik fe-
notipleri, izoelektrik odaklama yontemi enzim tipleri agisindan yol gosterici olmaktadir.
Tanimlama icin enzim kinetikleri, substrat hidroliz ve inhibisyon ozellikleri spektrofoto-
metrik yontemlerle saptanabilir. Yaygin olarak uygulanmakla beraber izoelektrik noktalar
sadece enzim ailesi hakkinda bir fikir verebilir.

Bu calismada, klinik orneklerden izole edilen P.aeruginosa suslarinin cesitli antibiyo-
tiklere duyarliliklarinin belirlenmesi; beta-laktamaz enzimlerinin saptanmasi; PSE, PER-
1, OXA-10-benzeri beta-laktamaz genleri ve MEX-R genlerinin arastiriimasi amaclan-
mistir.
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GEREC ve YONTEM

Calismaya, laboratuvarimiza gonderilen cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 100 P.ae-
ruginosa susu alindi. Suslarin tanimlamasi; koloni morfolojisi, Gram boyama, hareket tes-
ti, oksidaz testi, t¢ sekerli (TSI) besiyerini fermente etme 6zelligi, 42°C’'de Gireme 6zelli-
gi, pigment olusturma, yesil pigmentin kloroformda erime 6zelligi ve gerektiginde API
GN kiti (BioMerieux, Fransa) kullanilarak yapild.

Suslarin; piperasilin, piperasilin + tazobaktam, seftazidim, tikarsilin, tikarsilin + klavu-
lanik asit, sefepim, aztreonam, sefpirom, imipinem, amikasin ve siprofloksasine karsi mi-
nimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) degerleri, agar diliisyon yéntemiyle CLSI® dneri-
leri dogrultusunda arastirildi.

Cift disk sinerji yonteminde; izolatlarin McFarland 0.5 standardi yogunluguna gore
hazirlanan siispansiyonlari Mueller-Hinton agar plagina yayildi. Plagin ortasina bir amok-
sisilin-klavulanik asit diski (AMC; 20/10 pg) ile etrafina disk merkezleri arasindaki uzaklik
20 mm olacak sekilde seftazidim (30 ug), aztreonam (30 ug) ve sefepim (30 pg) diskle-
ri yerlestirildi. Bir gece 35°C’de inklibasyondan sonra, sefalosporin veya aztreonam etra-
findaki inhibisyon zonunun AMC diskine dogru genislemesi veya arada bakterinin ure-
medigi bir sinerji alaninin bulunmasi, GSBL varligi olarak degerlendirildi.

Agarda dilusyon yonteminde piperasilin ve tikarsilinin MIK degerleri, hem tek baslari-
na kullanilarak hem de klavulanik asit (4 ug/ml) ve tazobaktam (2 pg/ml) varliginda sap-
tandi. Klavulanik asit ve tazobaktam varliginda MIK degerlerinde > 3 diliisyon (sekiz kat)
azalma GSBL gostergesi olarak kabul edildi. Imipeneme direng saptanan suslarda metal-
lo-beta-laktamaz (MBL) varligi E-test yontemiyle arastirildi. Bu yontemde bir ucunda 4-
256 pg/ml konsantrasyonda imipenem, diger ucunda 1-64 ug/ml konsantrasyonda imi-
penem + EDTA iceren E-test seritleri (AB Biodisk, Isvec) kullanildi. Inhibisyon zonunun se-
ridi kestigi nokta antibiyotigin mikroorganizma i¢in MiK degeri olarak belirlendi. imipe-
nem ve imipenem + EDTA degerleri birbirleriyle oranlandiginda, MIK degerlerinde > 8
kat azalma olmasi MBL varligini gosterdi'® (MBL aktivitesi GSBL'lerden farkl olarak, ED-
TA ile inhibe olurken, beta-laktamaz inhibitorlerinden klavulanik asit, sulbaktam ve tazo-
baktamla inhibe olmamaktadir). Kalite kontrol olarak P.aeruginosa ATCC 27853, Esche-
richia coli ATCC 25922 ve Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 suslari kullanildi.

Suslarda PER-1, OXA-10-benzeri, PSE ve MEX-R genleri, 6zgul primerler kullanilarak
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile arastirildi (Tablo I)'"12,

Suslardan DNA eldesi icin kaynatma yontemi kullanildi. Bu amacla; bakterinin triptik
soy buyyonda tremis 18-24 saatlik saf kiltiriinden bir ml alinarak ependorf tiipline ak-
tarildi ve 10 dakika 13.000 rpm’de cevrilerek Gst sivi atildi. Dipte kalan ¢okelti tizerine
200 pl distile su ilave edilerek 10 dakika kaynatildi ve tekrar 10 dakika 13.000 rpm’de
santrifij edildi. Daha sonra Ust sividan 150 pl alinarak -70°C’de saklandi. Bu ¢ozelti ka-
lip DNA olarak kullanildi.

Toplamda 50 pl olan amplifikasyon karisimi; 5 ul 10X amplifikasyon tamponu, 10 pl
(2 mM) dNTP karigimi, 1.5 pl (50 pmol) primer, 5 pl (2.5 mM) MgCl,, 1 pl (1 U) Taq
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Tablo 1. PCR Yénteminde Kullanilan Primerler ve Diziler

Gen Primer Dizi (5 - 3') Uriin biyiklagi (bg)
PER-1 PERA ATG AAT GTC ATT ATA AAA GC 926
PERD AAT TTG GGC TTA GGG CAG AA
OXA-10 benzeri OPR1 GTC TTT CGA GTA CGG CATTA 720
OPR2 ATT TTC TTA GCG GCA ACT TAC
PSE PSE-1a GTG TGA CAA TCA AAATTATG 890
PSE-1b GAC TGT GAT GTA TAA ACG TC
MEX-R MexR-1 AAC CAA TGA ACT ACC CCG TG 737
MexR-2 ATC CTC AAG CGG TTG CGC GG

DNA polimeraz, 26 pl distile su ve 2 pyl DNA ekstraksiyon urinu olacak sekilde hazirlan-
di. Amplifikasyon programlari;; PER-1 icin: 94°C’de 10 dakika; 94°C’de 60 saniye,
42°C'de 60 saniye, 72°C’de 60 saniye toplam 35 siklus ve sonra 72°C’de 7 dakika; OXA-
10 benzeri icin: 94°C’de 10 dakika; 94°C’de 60 saniye, 55°C’de 60 saniye, 72°C’de 60
saniye toplam 35 siklus ve sonra 72°C’de 7 dakika; PSE-1 ve MEX-R icin: 95°C’de 5 da-
kika; 95°C’de 45 saniye, 50°C (PSE icin) 56°C (MEX-R icin)'de 45 saniye, 72°C’de 60 sa-
niye toplam 35 siklus ve sonra 72°C’de 7 dakika olarak uygulandi. Amplifikasyon trin-
leri, 0.5 M TBE ile hazirlanmis ve etidyum bromirle boyanmis %1°lik agaroz jelde yiiru-
tldd ve ultraviyole 1sik altinda DNA molekdler agirlik standardi (gx174 Hae Ill) ile karsi-
lastinlarak degerlendirildi.

izolatlarin icerdikleri beta-laktamazlarin saptanmasi amaciyla izoelektrik odaklama
(IEF) ydntemi kullanildi'®. Bu amacla, triptik soy agarda tiremis bakterilerden 3-4 ko-
loni alinarak 150 ml triptik soy buyyonda 37°C’de calkalamali etiivde 18 saat inklibe
edildi. Bakteri kilturleri +4°C’de 4000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilerek Ust sivi atil-
di ve bakteri cokeltisi %1 glisin icinde slispanse edilerek sonike edildi. Sonikatlar
14.000 rpm, +4°C’de 30 dakika santrifiij edildi ve beta-laktamaz enzimlerini iceren st
sivi alinarak -70°C’de saklandi. Enzim ekstreleri amfolenli (pH= 3.5-10) poliakrilamid
jellerde [Model 111 MINI IEF Cell (Bio-Rad) cihazi] yuritildikten sonra enzim bantla-
r nitrosefin ¢ozeltisi emdirilmis filtre kagitlari yardimiyla gorinir hale getirildi. izo-
elektrik noktalar (pl), referans proteinler (IEF standards; Bio-Rad) ve daha 6nce pl de-
gerleri bilinen enzimler (TEM-1= 5.4; TEM-8= 5.6; SHV-3=7; CMY-1= 8; CMY-2=9) ile
karsilastirilarak degerlendirildi.

BULGULAR

Calismaya alinan P.aeruginosa suslari; idrar (n= 37), kan (n= 21), balgam (n= 10),
bronkoalveoler lavaj (n= 5), apse (n=5), yara surintusu (n= 5), endotrakeal aspirat (n=
4), bogaz suriintusi (n= 3), kateter ucu (n= 2), plevra (n= 1) ve batin ici sivisi (n= 1) 6r-
neklerinden izole edilmistir. izolatlarin antibiyotiklere karsi saptanan MiK degerlerinin k-
mulatif dagiimi ve antibiyotik duyarliik sonuclar Tablo II'de verilmistir. Suslarin antibi-
yotiklere karsi agar dillisyon yéntemiyle saptanan MiK degerleri; imipeneme orta duyar-
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I ve direncli suslarda MBL aktivitesini saptamak icin kullanilan E-test yontemiyle belirle-
nen imipenem/imipenem + EDTA MIK sonuglari, ¢ift disk sinerji yontemiyle saptanan
GSBL pozitifligi; IEF yontemiyle saptanan enzimlerin pl degerleri; PCR yontemiyle PER-1,
OXA-10-benzeri, PSE ve MEX-R genlerinin varligi ise Tablo lll'te gosterilmistir.

MiKg0 degerlerine gore en etkili antibiyotikler imipenem (8 pg/pl) > amikasin (32
pg/ml) > siprofloksasin = sefepim = sefpirom (64 ug/ml) > piperasilin + tazobaktam
(128/4 pg/ml) > piperasilin = seftazidim = tikarsilin = aztreonam (512 pg/ml) = tikarsi-
lin + klavulanik asit (512/2 pg/ml) olarak bulunmustur.

Cift disk sinerji yontemiyle izolatlarin yedisinde GSBL pozitifligi belirlenmistir. izolatla-
rn %10u imipeneme duyarl, %9’u orta duyarh olarak saptanmistir. Bu suslarda ayrica
MBL varligi MBL E-test yontemiyle arastinlmis ve fenotipik olarak bu enzimin varligi goz-
lenmemistir.

izoelektrik odaklama yontemiyle suslarin 42'sinde tek bant, 20’sinde iki bant, sekizin-
de U¢ bant, ikisinde dort bant, birinde beg bant, ikisinde alti bant belirlenmis; 25 susta
ise bant saptanamamugtir.

PCR yontemiyle suslarin hicbirinde PSE geni saptanamamis; 52'sinde Mex-R geni tes-
pit edilmistir. Izolatlarin 11‘inde PER-1, 11’inde OXA-10-benzeri beta-laktamaz varligi iz-
lenmis; Ug izolatta ise PER-1 ve OXA-10-benzeri beta-laktamaz ayni anda saptanmustir.
PER-1 pozitif olarak saptanan 11 sustan bir tanesi seftazidime ve amikasine duyarh diger
beta-laktam antibiyotiklere direncli olarak bulunmustur. OXA-10-benzeri beta-laktamaz
pozitifligi saptanan 11 sustan altisinin seftazidime duyarli oldugu belirlenmistir. Ayrica,
bir susun test edilen butiin antibiyotiklere duyarli oldugu gozlenmistir.

TARTISMA

P.aeruginosa cesitli beta-laktam antibiyotiklere intrensek direncli olmasinin yani sira di-
ger bircok mekanizma (0rn. azalmis dig membran gecirgenligi; penisilin baglayan pro-
teinlerin modifikasyonlari; GSBL, MBL veya diger enzimlerin uretimi; efluks sistemleri;
azalmis porin ekspresyonu) ile de antibiyotiklere direnc kazanir'®. P.aeruginosa enfeksi-
yonlari, 6zellikle immin supresif hastalarda yiiksek mortalite ile seyretmektedir. Tedavi
sirasinda direncli mutantlarin olugma riski cok ytksektir ve bu, mortaliteyi artiran bagka
bir nedendir. P.aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisinde aminoglikozid veya florokinolon-
larla kombinasyon seklinde beta-laktam antibiyotikler cok 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu
hastalarda antibiyotik seciminin dogru yapilmasi, tedavi sirasinda mutantlarin olusumu-
nu énlemektedir'®.

P.aeruginosa’da bulunabilecek GSBL'lerden tlkemiz icin en dnemli olanlar PER-1 ve
OXA tipi enzimlerdir. PER ve OXA tipi beta-laktamaz genlerinin cogu plazmid, transpo-
zon veya integron kontroliindedir. PER-1 enzimi klavulanik asit ve tazobaktama duyarli-
dir. AmpC tipi beta enzimler ise beta-laktamaz inhibitérlerine direnclidir. Ulkemizde PER
ve OXA tiirii GSBLler diger (ilkelere gore daha yiiksek oranlarda bildiriimektedir''. PER-
2 tipi GSBL Giiney Amerika (ilkelerinden yaygin olarak bildirilmektedir'. PER-1 enzimi
iceren P.aeruginosa’nin en belirgin ozellikleri, izolatlarin seftazidim, penisilin, sefotaksim,
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seftibuten, aztreonama direncli; karbapenem ve sefamisinlere duyarli olmalaridir'”. Ul-
kemizde P.aeruginosa suslarinda seftazidim direnci yiiksek oranda bildirilmektedir'®.

PER-1 enzimi ilk kez Fransa’da bir Tirk hastadan izole edilen bir P.aeruginosa susunda
bulunmus, kromozomal bir enzim olarak bildirilmistir>. Daha sonra tilkemizde yapilan
calismalarda PER-1 enzimi P.aeruginosa, Acinetobacter spp., Salmonella Typhimurium,
Providencia rettgeri ve Klebsiella pneumoniae suslarinda bildirilmistir'''®. Bu bakterilerle
nozokomiyal enfeksiyon gelistiren hastalarda, bakterilerin PER-1 enzimi tasiyor olmasi
mortalite acisindan istatistiksel olarak anlaml 6lciide belirleyici olarak saptanmuistir?®.
PER-1 enziminin Turkiye disinda, diinyada prevalansi tam olarak bilinmemekle beraber
Fransa, italya, Belgika, Rusya, Romanya, Macaristan, Hindistan ve Kore’den PER-1 pozi-
tif P.aeruginosa, Acinetobacter spp., Proteus mirabilis, Alcaligenes faecalis ve Providencia
stuartii suslari bildirilmistir?'-22, Yurdumuzda yapilan cok merkezli iki calismada P.aerugi-
nosa izolatlarinin %11 ve %55.4'Uniin, Acinetobacter spp.’nin de %46 ve %31’inin PER-
1 tiiri GSBL salgiladigr bildirilmistir'®23. Hastanemizde yaptigimiz baska bir calismada,
yogun bakim Unitesinde yatan hastalardan izole edilen seftazidime direncli P.aeruginosa
izolatlarinin %82 (42/49)'sinde PER-1 beta-laktamaz, %55 (27/49)'inde OXA-10 beta-
laktamaz, PER-1 pozitif izolatlarin %60 (20/42) inda ayni zamanda OXA-10 beta-lakta-
maz saptanmistir'!. Bu calismada seftazidime direnc orani %16 olup MiK90 degeri 512
ug/ml olarak bulunmustur. incelenen suslarin %11‘inde PER-1, %11’inde OXA-10-ben-
zeri ve %4’Unde PER-T ve OXA-10-benzeri beta-laktamaz ayni anda saptanmistir. PER-1
pozitif olan suglardan birisi (36 no’lu sus) sadece seftazidime duyarl, diger antibiyotikle-
re direncli olarak saptanmistir. OXA-10-benzeri beta-laktamaz pozitifligi saptanan 11
sustan altisi seftazidime duyarli olarak belirlenmistir. Seftazidim duyarlihgr disk diflizyon
ve E-test yontemiyle tekrarlanmig ve sonuglar ayni bulunmustur. PER-1 pozitif suslarin pl
degeri 5.3 olarak belirlenmistir. Seftazidime duyarli suslarda da PER-1 ve OXA-10-benze-
ri beta-laktamazlarin saptanmasi ilgi cekicidir.

Cift disk sinerji testi PER-1 ve OXA-10 tipi beta-laktamazlari saptamada yetersiz kal-
maktadir. Bizim calismamizda P.aeruginosa suglarinda cift disk sinerji yontemiyle GSBL
pozitifligi %7 olarak saptanmistir. Anabilim dalimizda yapilan bagka bir calismada, yo-
gun bakim hastalarindan izole edilen seftazidime direncli Paeruginosa izolatlarinda bu
oran %37 olarak saptanmistir''. Yong ve arkadaslarinin?* yaptigi bir calismada, PER-1
pozitif olan 53 A.baumannii izolatinin 17 (%32)’sinde cift disk sinerji yontemiyle GSBL
pozitifligi saptanmistir.

Yaygin olarak kullanilmakla beraber izoelektrik noktalarin saptanmasi sadece enzim ai-
lesi hakkinda bir fikir verebilir. Ornegin; pl 5.2-5.7 TEM, pl 7.4-8.2 SHV, pl 5.5-8.2 OXA
ve pl 8-9 AmpC tipi enzimler olarak kabul edilmektedir. Ayni pl degerine sahip birden
fazla enzim bildirilmektedir. Ornegin; PER-1 enziminin pl degeri 5.3, 5.4, TEM-1 beta-
laktamaz icin ise pl degeri 5.4 olarak bildiriimektedir. Bizim calismamizda pl degeri > 7
olarak saptanan bantlarin AmpC beta-laktamazlarla ilgili oldugu distinilmektedir. pl
noktalar 6.4, 6.8 ve 8 olarak saptanan degerlerin OXA-10-benzeri beta-laktamazlarla
iliskili oldugu distnulmektedir.
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OXA grubu enzimler, Ambler grup D’de yer alan ve daha ¢ok P.aeruginosa’da bulunan
GSBL'lerdir. Bu enzimlerin OXA-1'den OXA-10'a kadar olanlari dar spektrumlu enzimler-
dir ve tercih ettikleri substrat oksasilin ve kloksasilindir. Aminoasit dizilerindeki nokta mu-
tasyonlari sonucu oksiimino-sefalosporinleri hidrolize edebilen genis spektrumlu enzimler
haline gelmislerdir. OXA-11, OXA-14, OXA-15, OXA-16 ve OXA-17 beta-laktamazlari ilk
defa Hacettepe Universitesinde P.aeruginosa suslarinda tanimlanmistir®. Bizim yaptigimiz
baska bir calismada sekanslama yontemi kullanilarak, sadece OXA-10 beta-laktamaz sap-
tanmus, diger tiirevler saptanmamistir''. OXA tipi beta-laktamazlarla ilgili calismalar daha
cok Tiirkiye®'" ve Fransa’dan bildirilmistir?>. Bu tip beta-laktamazlar cogunlukla P.aerugi-
nosa’da bazen de Enterobacteriaceae ailesinin diger tyelerinde rapor edilmistir. Diinyada
ilk OXA-48 enzimi imipeneme direncli bir K.pneumoniae susunda kendi hastanemizden
bildirilmistir?®. Son vyillarda Enterobacteriaceae ailesinde OXA-48 enzimi, iilkemizde ve
diinyada giderek artan oranlarda bildirilmektedir?’. Hastanemizde yaptigimiz yukarida
bahsedilen calismada'’ OXA-10 enzimi yogun bakim {initesinde %55 oraninda saptan-
mustir. Yalniz yogun bakim hastalari olmayip farkli hasta gruplarina ait 6rneklerle yGrutu-
len bu calismada ise OXA-10 varligi %11 olarak saptanmistir. GSBL epidemiyolojisi hasta,
hastanin bulundugu Unite ve hastane ile cografik bolge ve tlkeye gore farkl olabilir. Pre-
valans belirlenirken bu 6zellikler g6z 6ntinde bulundurulmalidir. Bu calismada dikkat ce-
kici nokta, daha 6nce de belirtildigi gibi seftazidime duyarl suslarda da OXA-10 pozitifli-
ginin saptanmasidir. Seftazidime duyarl olan suglardan birisi haric (53 no’lu sus) diger
suslar beta-laktam antibiyotiklerden bazilarina direncli olarak bulunmustur.

Calismamizda izolatlarin hicbirinde PSE geni saptanmamistir. De Champs ve arkadas-
larinin?® Fransa’da yaptiklari calismada, seftazidime direnc orani %6.2 olarak bulunmus-
tur. Bu arastiricilar, seftazidime direncli 34 P.aeruginosa izolatinin ikisinde PSE-1 (CARB-
2) beta-laktamaz tespit etmisler ve bu suslarin pl degerini 5.7 olarak bildirmislerdir?®.

Bugline kadar Paeruginosa’da cesitli pompa sistemleri (MexAB-OprM, MexCD-Opr),
MexEF-OprN, MexXY, MexJK, MexGHI-OpmD) bildirilmistir. Bunlardan MexAB-OprM ve
MexXY, antibiyotiklere direncte anahtar rol oynar. MexAB-OprM sistemi, imipenem digin-
daki beta-laktam antibiyotikler, florokinolonlar, tetrasiklinler, makrolidler, kloramfenikol,
novobiyosin ve trimetoprim-siilfametoksazole direncten sorumludur. MexAB-OprM’nin
fazla Uretimi P.aeruginosa’nin klinik izolatlarinda énemli coklu ilag¢ direncine neden olabi-
lir. Bu sistem cesitli antibiyotiklerle birlikte biyosidler, boyalar, deterjanlar ve organik ¢6-
zlculer gibi bircok kimyasali disari pompalar. Ayrica bu mekanizmanin, bakterinin virilan-
sini artirdigr bildirilmektedir. MexAB-OprM varliginda beta-laktam antibiyotiklere karsi di-
rencte 4-6 kat artis gozlenmektedir. Pompa sistemi icin substrat niteligi tasiyan herhangi
bir antibiyotikle tedavi edilen hastalarda pompa sisteminin “asir ekspresyonu” meydana
gelmektedir. Ayrica, MexAB-OprM sistemini diizenleyen MexR genindeki nokta mutas-
yonlari sonucu olusan “nalB” mutant P.aeruginosa suslarinda MexAB-OprM'nin asiri sen-
tezlendigi ve cogul antibiyotik direncinin gelistigi gésterilmistir?®. Calismamizda, suslarin
%152'sinin MexA-MexB-OprM operonunun dizenleyici bolgesi olan MexR bolgesine sa-
hip olduklar saptanmigtir. Bu suslarin da yedisinde (2, 3, 56, 73, 83, 87 ve 96 no'lu sus-
lar) beta-laktam direncinin yani sira amikasin ve siprofloksasin direnci de saptanmustir. Bu
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suslarda antibiyotik direncine sebep olan bircok mekanizmanin birarada oldugu gozlen-
mektedir. Beta-laktam direncinin yani sira kinolon ve aminoglikozid direncinin de olmasi,
bunlarin mutant suslar olabilecegini ve MexAB-OprM sisteminin asiri sentezlendigini du-
sindirmektedir. Bu mekanizmanin da tam olarak saptanabilmesi icin daha ayrintili calis-
malara gerek vardir. Hocquet ve arkadaslari*® yaptiklari calismada, 201 hastadan izole et-
tikleri ve genotipik olarak birbiriyle iliski oldugunu saptadiklari 18 cogul direncli P.aerugi-
nosa susunda beta-laktam direncinin, intrensek AmpC beta-laktamazin derepresyonu ile
ilgili oldugunu bildirmisler; ayni zamanda MexR genindeki mutasyon sonucu 14 izolatta
MexA-OprM sisteminin asir sentezlendigini gostermislerdir.

Sonug olarak calismamizda, P.aeruginosa suslarinin %11‘inde PER-1, %11'inde OXA-
10-benzeri, %4’linde PER-1 ve OXA-10-benzeri beta-laktamaz ayni anda saptanmis; hic-
bir susta PSE genine rastlanmamis ve izolatlarin %52’sinin MEX-R geni icerdigi belirlen-
mistir. Dolayisiyla P.aeruginosa suslarinda saptanan direncin oldukca kompleks yapida ol-
dugu dikkate alinirsa, antimikrobiyal tedavinin dogru ve uygun sekilde secilmesi, bircok
antibiyotigin daha uzun yillar kullanimina olanak saglayacak, direncli suslarin ortaya ¢ik-
masini azaltacaktir.
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