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PSEUDOMONAS AERUGINOSA KOKENLERININ CESITLI ANTIMIKROBIKLERE DIRENC
ORANLARININ ARASTIRILMASI

THE INVESTIGATION OF RESISTANCE RATIOS OF PSEUDOMONAS AERUGINOSA
ISOLATES TO VARIOUS ANTIMICROBIALS
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OZET

SSK Izmir Egitim Hastanesi’nde Pseudomonas aeruginosa bakterisi énemli bir diren¢ sorunu olusturmaktadir
Hastanenin cesitli birimlerinde ve poliklinikte tedavi géren hastalardan 1996 yili icinde génderilen klinik érneklerder.
infeksiyon etkeni ya da kolonizan olarak soyutlanan 199 P. aeruginosa susunun degisik antibiyotiklere duyarliliklari,
NCCLS standartlari dogrultusunda, disk diflizyon yéntemiyle arastirnimistir. Pseudomonas aeruginosa suslarinir
cesitli antimikrobiklere direng oranlari (%) asagidaki gibidir: Amoksisilin-klavulanat 100, seftazidim 23, sefotaksim 81,
aztreonam 44, imipenem 18, meropenem 17, gentamisin 64, netilmisin 42, amikasin 27, tobramisin 57, siprofloksasir.
40, ofloksasin 55 ve norfloksasin 30. Yogun Bakim Unitesinde bu direng oranlari oldukga yiiksek saptanmig ve
6zellikle aminoglikozit, kinolon ve hatta karbapenemlere Karsi ciddi bir direng sorunu dikkati ¢cekmistir. Toplam
suslarda oksiimino beta-laktamlar arasinda en dlsik direng orani seftazidime (%23) karsidir. Pseudomonas
aeruginosa infeksiyonlarinin tedavisinde, etken lgtincli kusak sefalosporinler ve aztreonama duyarli bulunsa bile, bu
izolatlardaki indliklenebilir beta-laktamaz aktivitesi dolayisi ile, bu antimikrobiklerin kontrollii kullaniimasi gerektig,
bilinmektedir. Sonucta, hastane infeksiyonlarinin kontrolii agisindan, bu direng paternlerinin her yil belirlenmesinin ve
antibiyotik kullanim politikalarinin saptanmasinin énemi (zerinde durulmustur.

SUMMARY

Pseudomonas aeruginosa has caused an important resistance problem in SSK Izmir Teaching Hospital. The
susceptibilities of 199 P. aeruginosa strains, which were isolated from clinical specimens sent to the clinica
microbiology laboratory from hospitalized patients or out-patient clinics in 1996 as colonizing bacteria or clinica,
pathogens, to various antimicrobials were investigated by using disk diffusion method following NCCLS standards.
The resistance ratios (%) of P. aeruginosa strains to various antimicrobials were as follows: Amoxicillin-clavulanate
100, ceftazidime 23, cefotaxime 81, aztreonam 44, imipenem 18, meropenem 17, gentamicin 64, netilmicin 42,
amikacin 27, tobramycin 57, ciprofloxacin 40, ofloxacin 55 and norfloxacin 30. In intensive care unit these resistance
ratios were found highly elevated, and especially it was pointed out that P. aeruginosa isolates showed importan
resistance problems to aminoglycosides, quinolones, and even to carbapenems. Among oximino-beta lactams, the
lowest resistance ratio of the total strains was found to ceftazidime (23%). It is known that although these strains are
found to be susceptible to third generation cephalosporins and aztreonam, those antimicrobials should be used under
control for the treatment of P. aeruginosa infections because of their inducible beta-lactamase activities. It can be
concluded that determining the resistance patterns and antibiotic using policies every year is very important for the
infection control of hospitals.
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GIRIS

Hastane infeksiyonlarinin dnemli etkenlerinden biri olan
Pseudomonas aeruginosa susglarinda artan antimikrobik
direng oranlar son yillarda dikkat cekici boyutlara
ulagsmistir. Bu kokenlerin cesitli antimikrobik ajanlara
karsi diren¢ kazanma mekanizmalar farkhdir (1, 2).
Pseudomonas aeruginosa yapilarinda bulunan AmpC
geni sayesinde kromozomal b-laktamaz salgilamaktadir.
Enzim normalde bir represér mekanizma ile dusuk
dlzeyde sentezlenirken, ortama bir b-laktam antibiyotik
eklendiginde enzim sentezi yiksek dizeylere ulasacak
sekilde uyarilabilmektedir. Bdylece b-laktamazlari
indiiklenebilir tiirlerde 1075-1077 sikliginda siirekli yiiksek
dlizeyde kromozomal enzim Uretebilen "stabil dereprese”
mutantlar ortaya ¢ikabilmektedir. Son yillarda bu
bakterilerde gdzlenen direncte daha c¢ok bu dereprese
kromozomal enzimlerin sorumlu oldugu bilinmektedir.
Dereprese mutantlar karakteristik olarak, karbapenemler
disindaki b-laktamlara direnclidirler (1, 3- 6).

Pseudomonas aeruginosa bakterilerinde b-laktamaz-
lardan bagimsiz olarak gelisen "intrensek direng”, dis
membran gecirgenliginin azalmasi ile birlikte i¢ mem-
branda aktif "efflux" mekanizmasina baglidir (1, 2, 6, 7).
Pseudomonas aeruginosa bakterilerine diren¢ plazmit
veya transpozon kaynakl sekonder b-laktamazlar ile de
kazanilabilmektedir. imipenem direncinde karbapene-
mazlar ve D2 porin kaybi rol almaktadir (1, 6).

Diren¢ mekanizmalari ¢esitli olan P. aeruginosa bakteri-
lerinin yazarlarin ¢alistigi hastanede soyutlanan susla-
rinin direng oranlarinin belirlenmesinin, bu bakterilerle
olusan infeksiyonlarin tedavisinde antimikrobiklerin seci-
mine yardimci olacagi distnulmektedir.

GEREC VE YONTEM

Bakteri kékenleri: Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvar’'na
1996 yili icinde gdnderilen idrar, yara sirintisi ve solu-
num sistemi érneklerinden infeksiyon etkeni ya da kolon-
izan olarak soyutlanan 199 P. aeruginosa susu c¢alisma
kapsamina alinmistir. Bakteriler APl 20NE (bio Mérieux)
sistemi kullanilarak tanimlanmistir. Kontrol susu olarak
P. aeruginosa ATCC 27853 kullaniimistir.

Antibiyotik duyarhilik testleri: P. aeruginosa izolat-
larinin amoksisilin-klavulanat (AMC), mezlosilin (MEZ),
seftazidim (CAZ), sefotaksim (CTX), aztreonam (ATM),
imipenem (IPM), meropenem (MEM), gentamisin (GN),
netilmisin (NET), amikasin (AK), tobramisin (NN), sipro-
floksasin (CIP), ofloksasin (OFX) ve norfloksasin (NOR)
duyarhliklari BBL ve Oxoid diskleri kullanilarak disk
difizyon testi ile NCCLS standartlari dogrultusunda
arastirilmistir. Orta duyarh suslar direncli olarak kabul
edilmiglerdir.

indiiklenebilir p-laktamaz aktivitesinin belilenmesi:

Disk yakinlastirma testi kullaniimistir. Mueller-Hinton
agar besiyerinin ortasina iPM (10 ny) diski, cevresine 2
cm. uzaklikta olacak sekilde CAZ, CTX ve ATM diskleri
yerlestirilmistir. inhibisyon zonu genis olan suslarda bu
uzaklik 2.5 cm. olarak belirlenmistir. Bu disklerin iPM
diskine bakan yuzinde dizlesme goérilmesi, induklene-
bilir enzimler agisindan olumlu olarak degerlendirilmistir

(8).

BULGULAR

Tim suslar AMC'e direngli saptanmistir. Bunlardan Ug¢
sus az duyarl sinirlan iginde degerlendirilmistir. Ayrica
AMC duyarli bulunan tg¢ sus API 20NE ile tam olarak tip-
lendirilemediginden ¢alisma kapsami disinda birakilmis-
tir. Karbapenemler disinda, b-laktam antibiyotiklerden en
disuk direng orani seftazidime, en ylksek diren¢ orani
sefotaksime bulunmustur. Amikasin en etkili aminogli-
kozit, norfloksasin en duyarl florokinolon grubu antimik-
robik olarak saptanmistir (Tablo 1).

Suslarin 146'sinda seftazidim, 126'sinda aztreonam ve
98'inde sefotaksim ile imipenem diskine yakin kisimda
induklenme olumlu olarak degerlendirilmistir. Pseudomonas
aeruginosa bakterilerinin indlklenebilir b-laktamaz aktivi-
tesi tim suslarin 153 (%77)'Unde gdsterilmistir.

Klinik hastalarindan iki, yogun bakim servisinden 16 P.
aeruginosa kokeni tim antimikrobiklere direncli bulun-
mustur. Klinik hastalarindan dokuz, poliklinik hasta-
larindan iki ve yogun bakim servisinden dort izolatin kar-
bapenemler digindaki tim b-laktamlara yiksek oranda

Tablo 1. P. aeruginosakdkenlerinin gesitli antimikrobiklere direng oranlari (%)

P. aeruginosa AMC MEZ CAZ CTX ATM iPM  MEM GN NET AK NN CIP OFX NOR
Toplam sus (199) 100 64 23 81 44 18 17 64 42 27 57 40 55 30
Klinik (73) 100 67 16 55 34 11 8 35 28 30 48 25 35 21
Poliklinik (94) 100 59 6 84 30 3 9 69 34 11 57 44 66 27
Yogun Bakim (32) 100 81 75 87 81 66 53 81 75 69 78 66 69 62

AMC: Amoksisilin-klavulanat, MEZ: Mezlosilin, CAZ: Seftazidim, CTX: Sefotaksim, ATM: Aztreonam, IiPM: imipenem,
MEM: Meropenem, GN: Gentamisin, NET: Netilmisin, AK: Amikasin, NN: Tobramisin, CiP: Siprofloksash, AK: Amikasin,
NN: Tobramisin, CiP: Siprofloksasin, OFX: Ofloksasin, NOR: Norfloksasin
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direng gosterdigi belirlenmigtir. Klinik ve poliklinikten ol-
mak Uzere dort izolatta mezlosilin ve oksimino b-laktam
direnci ile birlikte meropenem ve siprofloksasin direnci
saptanmistir.

Kontrol susunun, disk diflizyon testi ile inhibisyon zon
caplari kabul edilebilir sinirlar iginde degerlendirilmistir.
indiiklenebilir b-laktamaz aktivitesi olumlu bulunmustur.

TARTISMA

Poliklinik hastalarina ait P. aeruginosa izolatlarinda kino-
lon grubu digindaki cesitli antimikrobiklerin, yatan hasta-
lara oranla, daha etkili oldugu gdsterilmistir. Hastane
kdkenli ve 6zellikle yogun bakim unitelerine ait suglarda
ise antibiyotik direncinin yUksekligi dikkat cekmistir. Gir
ve ark. (9) yogun bakim Unitelerindeki P. aeruginosakdken-
lerinin ¢esitli antibiyotiklere direncleri, bu c¢alismanin
sonuglari ile karsilastirildiginda, daha disutk oranlarda
bulmusglardir.

Yogun Bakim Unitesi suslarinin 16'si tim antimikrobik-
lere direncli bulunmustur. Benzer calismalarda yogun
bakim Unitelerinde coklu ilag direnci, imipenem dahil tim
b-laktam antibiyotiklerle bildiriimistir (10). Bu ¢alismada
yogun bakim Unitelerine ait kdkenlerin antibiyotiklere
cogunlukla direngli ve diren¢ paternlerinin benzer olusu
ile, P. aeruginosa bakterilerinin bu birimin kolonizan
kdkeni olabilecegi distundlmustar.

Buglnki ¢alismanin sonuglari P. aeruginosa kokenle-
rinin kinolon ve aminoglikozitlere karsi olan yiksek di-
rencinin, b-laktam antibiyotiklerde oldugu kadar, bu grup
antimikrobiklerin segiminde de dikkatli olunmasi gerek-
tigini gostermektedir. Kinolon direnci gyr genindeki
mutasyonla olabildigi gibi bakteri membran gegirgen-
liginin azalmasi ile de kazanilabilmektedir. "Permeabilite
direnci" aminoglikozit antibiyotiklerle de ortaya cikabil-
mektedir. Bu ikinci durumda, sadece kinolonlara degil,
yapisal olarak ilgisiz antibakteriyellere de direng gelis-
mektedir (2, 6, 11). Ancak aminoglikozit direncinin en sik
ve en dnemli mekanizmasi, aminoglikozitlerin bazi bak-
teriyel enzimlerle modifiye edilmesidir. Bu grup antibiyo-
tikler icinde ciddi diren¢ problemi olmayan amikasine
kargl da, son yillarda fazla kullanim ile, diren¢ oraninda
artis gbzlenmistir (2, 12). izmir'de yapilan bir calismada,
siprofloksasin ve amikasin direnci, bu calismanin
sonuglari ile tamamen uyumlu, gentamisin direnci daha
distk oranda bulunmustur (13).

Pseudomonas aeruginosa'nin direngli suslarina en etkili
antibiyotigin secimi klinik dnem tasimaktadir. Calismada
imipenem ve meropenem direnci disiuk olmamakla
beraber, karbapenemlerin en etkili antibiyotikler oldugu
ve b-laktam grubu disinda sirasiyla amikasin ve norflok
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sasinin daha etkili oldugu gosterilmistir. Yazarlarin Kli-
niginde 1994 yilinda yapilan bir calismada (14), imipe-
nem direnci %4 bulunmustu. Karbapenem direnci cogun-
lukla D2 porin kaybina bagli dis membran gegirgen-
liginin bozulmasi ile ilgilidir. Meropenem direnci, daha
fazla siklikla intrensek direngle ilgilidir (1, 7).

imipeneme diren¢ olmaksizin, azlosilin, seftazidim, me-
ropenem ve siprofloksasine azalmig duyarhhk tipik
"intrensek direng" paternini gdstermektedir. Birbirinden
yapisal olarak bagimsiz birgok antimikrobige diren¢ ka-
zandiran bu mekanizma, bir dis membran proteini (OprM)
nin asir yapimina baghdir (1, 7, 11). Bu ¢alismada in-
trensek dirence 6rnek olusturacak dért sus belirlenmistir.

Plazmit kaynakl b-laktamaz aktivitesi, P. aeruginosé
kdkenlerinde %2-4 arasindadir (15, 16). Ancak Fransa
kdkenlerinde bu oran %7-12'lere ulagsmaktadir (1). PSE-
1, PSE-3 ve PSE-4 b-laktamaz grubu AMC ile inhibe ola-
bilmektedir ve OXA enzimleri grubunu da icermek lizere
tim bu plazmit kaynakli enzimler sefotaksim ve aztreo-
nama duyarhdirlar (17).

Grup 1 b-laktamazlarin AMC ile inhibe olmamalari karak-
teristiktir (18). Pseudomonas aeruginosasuslarinin disgik
dliizeyde kromozomal tip 1 b-laktamaz Urettikleri ve b-
laktam antibiyotik varliginda, b-laktamaz yapiminin
uyarildigr  bilinmektedir (3). b-laktam antibiyotiklerir
kromozomal b-laktamaz salinimini uyarma yetenekler
birbirinden farkhidir. imipenem ve sefoksitin gibi antimik-
robik ajanlar kuvvetli indUkleyicidirler. In vitro olarak
guglu bir indukleyici antibiyotik diski yanina, zayif
indiikleyici bir b-laktam diski yerlestirerek, indiklenebili
b-laktamaz aktiviteleri cesitli arastirmacilar tarafindar
arastinlmistir. Gilay ve ark. (19) indlklenebilir seftazidi-
maz aktivitesini %61 saptamiglardir. Bu ¢alismada da
seftazidim ile bu oran %73 bulunmustur.

Kromozomal b-laktamazlarin asir miktarda salgilanmas
sonucunda ortaya cikan selektif dereprese mutantlar,
imipeneme duyarli olduklari halde, piperasilin, seftazidim
ve aztreonama yiksek duzeyde direnclidirler (2, 5, 10,
16, 20). Liu ve ark. (16) P. aeruginosa ikkenlerinde 2/17C
oraninda dereprese mutant saptamiglar ve bu oranin
Kuzey Amerika, Avrupa ve 6zellikle Atina'da son yillarda
cok artis gdsterdigini belirtmiglerdir. Bu ¢alismada
¢ogunlugunu yogun bakim Unitesi kékenlerinin olustur-
dugu, tim antimikrobiklere direncli bulunan suslarin
disindaki 15 kékende de, bu grup b-laktam antibiyotik:
lere yiksek diizeyde direng olmasi dolayisi ile inhibisyon
zonu Olgllememigtir. Bu suslarin karbapenemlere de
duyarl olmalari ile olasI dereprese mutantlar olabilecegi
seklinde yorum yapilmistir. Enterobacteriaceae grubu
bakteriler ile yapilan bir caismada (10), dereprese mu-
tant sikhgr %14 olarak bildirilmistir. Kaygusuz ve ark.
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(21) tarafindan P. aeruginosa izolatlarinda dereprese
mutant sikligi %25 oraninda saptanmistir.

Ozellikle pulmoner ve kemik yerlesimli infeksiyonlarda,
bakteremilerde, "labil zayif indikleyiciler"in enzim sente-
zini in vivo, in vitro oldugu kadar zayif uyarmadigi
dusunidlmektedir (4, 5). Bu nedenle karbapenem disin-
daki b-laktam antibiyotiklerle tedavi sirasinda, stabil de-
represe mutant gelisebilecegi ve tedavi basarisizhgi séz
konusu olabilecegi konusunda, klinik mikrobiyoloji labo-
ratuvari klinisyeni uyarmak durumundadir.

Sonug olarak, P. aeruginosa izolatlarinin diren¢ patern-
lerinin calismanin yapildigi yila, bdlgeye, hastaneye ve

hatta klinige gore degiskenlik gosterebilecegi bilindigin-
den, bu diren¢ oranlarinin her yil her hastanede saptan-
masinin énemi vardir. Bu durum, enzim substrat iligkisi-
nin, izoelektrik nokta veya DNA hibridizasyon ¢alismalari
gibi ileri teknolojilerin uygulanamadigi merkezlerde, di-
ren¢ mekanizmalar konusunda yaklagsimda bulunmaya
yardimci olabilecektir. Ayrica direng profillerinin belirlen-
mesi, bu galismada yogun bakim Unitesinde oldugu gibi,
izolatin bir servisin kolonizan bakterisi olabileceg@i konu-
sunda dikkat ¢ekebilmekte ve alinmasi gereken énlem-
ler konusunda hastane infeksiyon kontrol komitesini
yonlendirebilmektedir.
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