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PSEUDOMONAS AERUGINOSA SUSLARINDA ANTIBIYOTIiK DIRENCI VE
METALLO-BETA-LAKTAMAZ SIKLIGI

C. Elif OZTURK, Emel CALISKAN, Idris SAHIN

Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dals, DUZCE

OZET

Antipsodomonal antibiyotiklere gelisen yiiksek oranda direng, karbapenem kullaniminin artmasina ve boylece karbape-
nemaz iireten suslarin segilmesine yol a¢maktadir. Bu ¢alismada, Mayis-Ekim 2010 tarihleri arasinda hastanemizde izole
edilen 100 Pseudomonas aeruginosa susunun ¢esitli antibiyotiklere direng oranlar: ve imipenem direngli suglarda metallo-
beta-laktamaz (MBL) enziminin varlig: arastirilmigtir.

Bakterilerin tiplendirilmesinde standart yontemler ve/veya API ID 32 GN (bioMeérieux, Fransa) sistemi kullanilnugtir.
Antibiyotik duyarliliklart CLSI standartlarma gore Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile aragtirlmuigtir. MBL varhigini
saptamada E-test (E-test MBL, AB Bio Disk, fsveg) yontemi kullanilmigtir.

Hastanemizde P.aeruginosa suslarinda sefepime % 60, seftazidime % 45, gentamisine % 23, imipeneme % 18, sipro-
floksasine % 13, piperasiline % 11, piperasilin-tazobaktama % 8, amikasine % 7 oranlarmnda direnc saptanmustir. Imipenem
direngli 18 susun 5 (% 28)'inde MBL varlig: tespit edilmistir.

Antipsodomonal tedaviye karar verirken, antibiyotik duyarlilik paterninin belirlenmesinin ve imipenem direngli sug-
larda MBL arastirilmasinin onemli oldugu diisiintilmiistiir.

Anahtar sozciikler: antibiyotik direnci, metallo-beta-laktamaz, Pseudomonas aeruginosa
SUMMARY
Antibiotic Resistance of Pseudomonas aeruginosa Strains and Frequency of Metallo-beta-lactamases

High rates of resistance to antipseudomonal antibiotics result in increase of carbapenem use and thus the selection of
carbapenemase-producing strains. In this study, 100 Pseudomonas aeruginosa strains isolated between May to October 2010
were tested for the resistance to various antibiotics and for the presence of metallo-beta-lactamase (MBL) in imipenem-resistant
strains.

Strains were identified by standard methods and/or API ID 32 GN (bioMeérieux, France) identification systems. The
antibiotic susceptibilities of the strains were investigated by Kirby-Bauer disk diffusion method according to CLSI criteria.
E-test (E-test MBL, AB Bio disk, Sweden) method was used for detecting the presence of MBL.

Resistance rates were found as 60 % to cefepime, 45 % to ceftazidime, 23 % to gentamicin, 18 % to imipenem, 13 %
to ciprofloxacin, 11 % to piperacillin, 8 % to piperacillin-tazobactam, 7 % to amikacin. Metallo-beta-lactamase production was
detected in 5 (28 %) of 18 of imipenem resistant P.aeruginosa strains.

When deciding of antipseudomonal treatment, determination of antibiotic susceptibility pattern and MBL at imipenem
resistant strains are thought to be important.

Keywords: antibiotics resistance, metallo-beta-lactamase, Pseudomonas aeruginosa

GIRIS riyemi, menenjit, beyin apsesi, pnémoni, otit,

septik artrit, osteomyelit, deri ve yumusak doku

Pseudomonas aeruginosa, 6zellikle hastane infeksiyonlari, endokardit, diyare gibi infeksi-
ortaminda, direncli suslar1 giderek artan, bakte- yonlara neden olan firsatgr bir patojendir®.
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Uygunsuz antibiyotik kullanimi antimikrobiyal
direng artisinin en énemli nedeni olmakla birlik-
te, Paeruginosa bircok antibiyotik grubuna da
intrinsik olarak direnglidir®. Beta-laktamaz
enzimleri ile antibiyotiklerin hidrolize edilmesi,
antimikrobiyal ajanlara karsi hiicre duvar per-
meabilitesinin  azalmasi1 gibi nedenler,
Pseudomonas suslarinda antibiyotiklere karsi
direng gelisiminde etkili olmaktadir®@®.

Beta-laktamazlar, bakteriler tarafindan
beta-laktam antibiyotiklere karsi olusturulmus
en yaygin diren¢ mekanizmasidir. Bunlar kro-
mozomlar, plazmidler ya da transpozonlarda
yer alan, fonksiyon ve yapilarina gore farkl
sekilde  siniflandirilmig  enzimlerdir®.
Siniflandirilmalarinda  genellikle Ambler ve
Bush-Jacoby-Medeiros klasifikasyon semalar1
kullanilir®™. Ambler siuf B ve Bush grup 3'te
yer alan beta-laktamazlar, metallo-beta-laktamaz
(MBL) olarak bilinir. MBL enzimi P.aeruginosa
suslarinda karbapenemler dahil, aztreonam
disindaki tiim beta-laktam antibiyotikler igin
dirence neden olmaktadir. Aztreonam bu kura-
Iin disinda kalir ancak, karbapenemaz iireten
bakteriler bu antibiyotige de siklikla bagka
mekanizmalarla diren¢ kazanabilir. IMP-1
metallo-beta-laktamaz enzimi tireten P.aerugino-
sa suslarindaki integrinlerde, hem karbapene-
maz hem de amikasin asetil-transferaz enzimle-
rinin birlikte kodlandig: bilinmektedir®2.

MBL enzimleri, aktif bolgelerinde Zn?
iyonu bulunan enzimlerdir ve klasik beta-
laktamaz inhibitorlerinden etkilenmezken, eti-
len diamin tetra asetik asit (EDTA) veya mer-
kapto bilesikleri gibi bir metal selatorii ile inak-
tive olurlar®. Bu ozelliginden faydalanilarak,
Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI), Enterobacteriaceae igin fenotipik dogrula-
ma yontemi olarak ertapenem veya meropenem
diskinin kullanildigr Modifiye Hodge yontemini
onermekte ancak bu yéntemin nonfermentatif
Gram negatif basillerdeki karbapenemaz {ireti-
minin saptanmasinda kullanilabilirligine iliskin
veri bulunmamaktadir. Bu nedenle, laboratu-
varlarda cift disk sinerji testi, IPM-EDTA kombi-
ne disk testi, MBL E-test ve modifiye Hodge
testi gibi fenotipik testler, nonfermentatif Gram
negatif basillerde MBL saptanmasinda kullanil-
maktadir68913),
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Bu calismada Paeruginosa suslarinin gesitli
antibiyotiklere duyarliliklar1 ve imipeneme
direncli suslardaki MBL varlig1 arastirilmistir.

GEREC VE YONTEM

Mayis-Ekim 2010 tarihleri arasinda labo-
ratuvarimmiza, servis ve poliklinik hastalarindan
gonderilen orneklerde iireyen 100 P.aeruginosa
susu calismaya dahil edilmigtir. Idrar ve yara
ornekleri % 5 kanli agar (HiMedia, India) ile
Eozin metilen blue (EMB) (HiMedia, India)
agara, solunum sekresyonu ve plevra drnekleri
EMB, % 5 kan kanh agar ile qukulatamsi
(HiMedia, India) agara, kan kiiltiirii 6rnekleri
ise Bactec 9050 otomatik kan kiiltir (Becton
Dickinson, USA) besiyerlerine ekilerek normal
atmosfer kosullarinda, 37°C’de inkiibe edilmis-
tir. P.aeruginosa suslarinin tanimlanmasinda kla-
sikyontemlerve/veya APIID32GN (bioMérieux,
Etoile, Fransa) kullanilmus, antibiyotiklere direng
durumunun saptanmasi igin CLSI 6nerileri dog-
rultusunda Kirby-Bauer disk difizyon yontemi
uygulanmistir®. MBL varligini saptamada E-test
(E-test MBL, AB Bio Disk, isveg) yontemi kulla-
nilmustir. Degerlendirme {iretici firma onerileri
dogrultusunda yapilmistir. Bunun icin, 0.5
McFarland bulanikliginda hazirlanan bakteri
stispansiyonlar1 Mueller-Hinton agar (GBL,
Ttirkiye) besiyerlerine yayildiktan sonra, besiye-
ri iizerine bir ucunda imipenem (IP), diger
ucunda imipenem + EDTA (IPI) bulunan E-test
seritleri yerlestirilmistir. 36°C’de 24 saatlik inkii-
basyondan sonra, birbirine zit yénde olusan iki
elipsin seritle kesistigi noktalardaki imipenem +
EDTA MIK (minimal inhibitdr konsantrasyon)
degerinin, imipenem MIK degerinden 8 kat
kiiciik olmas1 (IPI/IP < 8) MBL pozitifligi olarak
degerlendirilmistir.

BULGULAR

Calismamizda 37’si derin trakeal aspirat,
25’i yara, 14’1 balgam, 10"u idrar, 7’si kan, 4’
plevra, 3’ii bronkoalveoler lavaj 6rneginden
izole edilen toplam 100 Paeruginosa susunun
18’1 imipenem direngli olarak saptanirken, bun-
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Tablo 1. [zole edilen 100 Paeruginosa susunda imipenem direnci ve MBL varligimm boliimlere gore dagilimi.

Boltimler Imipenem direncli sus MBL pozitif suslar MBL negatif suslar Tim suglar
() ) () ()
Dahili yogun bakim 6 2 4 25
Cerrahi yogun bakim 4 2 2 24
Cerrahi servisler 4 4 19
Dabhili servisler 2 - 2 15
Dahili poliklinikler 2 1 1 9
Cerrahi poliklinikler 0 - - 8
Toplam 18 5 13 100

larin 5 (% 28)’'inde MBL varlig: tespit edilmistir.
Imipenem direncinin ve MBL varliginin en fazla
yogun bakim iinitelerinde yatan hastalardan
gonderilen Orneklerden izole edilen suslarda
oldugu tespit edilmistir. Yogun bakim iinitele-
rinden izole edilen imipenem direngli 10 Paerugi-
nosa susunda MBL pozifligi 4 (% 40) olarak
bulunmustur. Izole edilen tiim suslarin ve imi-
peneme direngli suslardaki MBL varliginin
boliimlere gore dagilimi Tablo 1'de gosterilmis-
tir.

Calismamizda Paeruginosa suslarinda en
yliksek direng oranlari, sefepim (% 60) ve sefta-
zidime (% 45) karst bulunmus olup, en etkin
antibiyotikler sirasiyla % 93 ve % 92 duyarlilik
oranlari ile amikasin ve piperasilin-tazobaktam
olarak saptanmuistir. Paeruginosa suslarmin anti-
biyotiklere direng oranlari Tablo 2’de gosteril-
mistir.

Tablo 2. Izole edilen 100 Paureginosa susunda antibiyotiklere
direng oranlari.

Antibiyotik (disk icerigi) Direng (n=%)

Sefepim (30 pg) 60
Seftazidim (30 pg) 45
Gentamisin (10 ng) 23
Imipenem (10 pg) 18
Siprofloksasin (5 pg) 13
Piperasilin (100 ng) 11
Piperasilin-tazobaktam (100/10 ng) 8
Amikasin (30 pg) 7

MBL pozitif saptanan bes imipenem
direngli susun, tamami1 amikasin, gentamisin ve
siprofloksasine duyarli bulunmus olup, dérdii

piperasilin, piperasilin-tazobaktam ve seftazidi-
me, bir tanesi sefepime duyarli olarak tespit
edilmistir.

TARTISMA

Metalo-beta-laktamazlar, genel olarak
P.aeruginosa suslarinda saptanmakla birlikte,
Acinetobacter spp., Stenotrophomonas maltophilia,
Bacteroides fragilis, Serratia spp., Klebsiella pneu-
moniae, Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii
gibi Gram negatif bakterilerden de izole edil-
mektedir®. MBL enzimleri, karbapenemleri
hidrolizleyen IMP ve VIM serisinden enzimler
ile SPM, GIM ve SIM enzimlerini icermekte olup
aztreonam digindaki tiim beta-laktam antibiyo-
tikleri hidrolize etmeleri bu enzimleri iireten
susglarin tespit edilmesinin énemini artirmakta-
dir®. Ayrica MBL enzimi bulunan P.aeruginosa
infeksiyonlarindaki mortalite oranimnin, MBL
enzimi bulunmayanlara gore, anlamli sekilde
yliksek oldugunu gosteren calismalar da mev-
cuttur®™.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile
enzimin rutin olarak saptanmas: her hastane
igin uygulanabilir olmadigindan MBL enzimi
fenotipik olarak, ¢ift disk sinerji testi, IPM-EDTA
kombine disk testi, MBL E-test ve modifiye
Hodge testi gibi gesitli yontemler ile tespit edile-
bilmektedir®. Nonfermentatif Gram negatif
basillerdeki karbapenemaz iiretiminin saptan-
masinda CLSI'de Oneri yer almamakla birlikte
mevcut bazi calismalar, E-test yonteminin
Enterobacteriaceae ve nonfermentatif Gram nega-
tif basillerde, MBL varligin1 saptamada basarili
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bir yontem oldugunu gostermektedir. Ornegin
Walsh ve ark.® calismalarinda PCR ile enzim
geninin saptandig1 suslarda MBL E-test yonte-
minin duyarlihgim % 94, 6zgiilliigiinii ise % 95
olarak bulmuslardair.

MBL E-test yontemini uyguladigimiz calis-
mamizda, imipeneme direngli Paeruginosa sus-
larinda MBL orani1 % 28 olarak tespit edilmisken
ayn1 yontemle Asgi-Toraman ve ark.? bu orani
% 24, Oh ve ark."” % 31, Aktas ve ark.!) % 31.5,
Sesli-Cetin ve ark.®? % 40 olarak bildirmisler-
dir.

Calismalarina sadece yogun bakim tinite-
sinde yatan hastalar1 dahil eden Bayraktar ve
ark.® imipeneme direngli suslardaki MBL oraru-
n1 % 67, Varaiya ve ark.®? % 83 olarak bulmus-
lardir. Calismamizda da imipeneme direngli
suglarin % 56’s1 yogun bakim tinitelerindeki
hastalardan izole edilmis olup, MBL pozitifligi
% 40 olarak bulunmustur. Calismamizda buldu-
gumuz MBL oranlarinin diger caligmalarda bil-
dirilen oranlardan daha diisiik oldugu goriil-
mistiir. Aradaki bu farkin, hastanemizdeki
yogun bakim {initelerinin diisiik hasta kapasite-
si ile calismasina ve bu nedenle 6rnek sayisinin
az olmasina bagh oldugu diistin{ilm{istiir.

MBL pozitif olgularda, kolistin veya aztre-
onam tedavide kullanilabildigi gibi, aztreonam,
amikasin ve seftazidim kombinasyonunun da,
etkinligi yiiksek olarak bildirilmektedir(®>®.
Aztreonam diger beta-laktam antibiyotiklerden
yapisinda beta-laktam halkasma ekli bagka bir
halka olmamasiyla ayrilmakta olup, Gram nega-
tif bakterilerin PBP-3 (penisilin baglayan protein-
3)’'tine baglanarak hiicre duvar sentezini dur-
durmaktadir. Kolistin deterjanlara benzer sekil-
de hiicre membran biitiinltiglini bozarak etki
etmekle birlikte, toksik oOzelliklerinin oldugu
bilinmektedir”. Aminoglikozitler gibi baz1 anti-
biyotiklerin direng genleri MBL enzimini kodla-
yan genlerle ayn1 plazmid iizerinde tasindigin-

dan, MBL pozitif bazi suglarda, beta-laktamlarla
birlikte aminoglikozit ve flourokinolon direnci
de gortilebilmektedir®. Ancak g¢alismamizda
MBL pozitif suslarda aminoglikozitlere ve sip-
rofloksasine direng saptanmamustir.

Endotrakeal tiip, damar i¢i veya {iriner
kateter kullanimi gibi yontemler nedeniyle,
P.aeruginosa firsatq1 infeksiyonlara yol agabil-
mektedir®. Gayyurhan ve ark.”) ¢alismalarinda
yogun bakim hastalarindan izole ettikleri imipe-
neme direngli Paeruginosa suslarinda, MBL ora-
nin1 % 72 olarak bildirmiglerdir. Calismamizda
bu oran % 40 olarak tespit edilmis olup, MBL
saptanan bes drnegin dordii (% 80) yogun bakim
linitesinde yatan hastalardan izole edilmisgtir.
Yogun bakim {initelerindeki hastalara tan1 ve
tedavi amach girisimsel islemler ve yogun anti-
biyotik tedavilerinin uygulanmas: nedeniyle
MBL pozitifliginin diger klinik boliimlere gore
yliksek oranda goriildiigii diistintilm{istiir.

Ulkemizde Pseudomonas’larda imipenem
direnci cografik bolgelere gore farklhilik goster-
mekte ve yaklasik % 13 ile % 64 arasinda degis-
mektedir®>?. Paeruginosa suslarinda gesitli anti-
biyotiklere saptadigimiz direng oranlar1 ve
Tiirkiye’de yapilan benzer ¢alismalarda bildiri-
len direng oranlar1 Tablo 3’de gosterilmistir.

Direng oranlarindaki farkliliklarin, hasta-
nelerde uygulanan farkli antibiyotik kullanim
politikalarindan kaynaklanabilecegi diistintil-
miustur.

Sonug olarak, antipsodomonal tedavide
kullanilabilen bir¢ok ilaca karst son zamanlarda
artan oranlarda goriilen direng, dnemli bir teda-
vi sorunu olarak karsimiza c¢ikmaktadir.
Calismamizda da bu antibiyotiklerden &zellikle
seftazidime ytiksek oranda direng saptanmistir.
Antipsddomonal antibiyotiklere artan direng
karbapenem kullanimini giderek artirmaktadir.
Ancak sik karbapenem kullaniminin, karbape-
nemaz iireten suslarin seleksiyonuna yol acaca-

Tablo 3. Calismamizda ve yapilan benzer calismalarda Pseudomonas aeruginosa suglarmda cesitli antibiyotiklere direng oranlari (%).

Arastirici Amikasin Piperasilin Siprofloksasin imipenem Seftazidim
Fidan ve ark.® 7 25 15 15 23
Aktas ve ark.® 27 27 39 21.4 23
Tuncoglu ve ark.® 6 19 23 15 23
Bu ¢alisma 7 1 13 18 45
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g1 unutulmamalidir. Bu nedenle gercekten endi-
kasyon yoksa karbapenem kullanimindan kagi-
nilmas1 gerekmektedir. Antipsddomonal tedavi
seciminde antibiyotik duyarlhilik testleri yapila-
rak tedavinin diizenlenmesinin, karbapeneme
direng belirlendiginde ise MBL varliginin fenoti-
pik yontemlerle taranip molekiiler yontemlerle
de dogrulanmasmin, infeksiyon kontrolii ve
epidemiyolojik yonden énemli oldugu diistiniil-
musttir.
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