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GiRiS

Pseudomonadaceae familyas: igerisinde yer alan Pseudomonas
aeruginosa, bu grubun dnemli bir patojenidir ve 6zellikle hastane infeksiyon-
larinda siirekli artan sayilarda izole edilmektedir. Pseudomonas aeruginosa
infeksiyonlarinda, kullanilan antibiyotige kars1 bakterinin hizla direng ka-
zanmasi, tek ilagla tedavide bagar1 oranim1 azaltmaktadir. Pseudomonas
aeruginosa'da yeni kugak beta-laktam antibiyotiklere kars1 olugan direncin,
Tip-1 adi1 verilen beta-laktamazlara bagh oldugu bildirilmektedir (15,24,27,
48,50,55). lmipenem ve sefoksitin Tip-I beta-laktamazlarin sentezini indiikle-
mektedir (15,37,41,51,63 ). Bu antibiyotikler, beta-laktamaz olugumunu arttir-
ma kabiliyetinde oldugundan 3. kugak sefalosporinler ve genis spektrumlu
penisilinler ile kombine olarak kullaruldi$1 zaman in vivo ve in vitro antago-
nizm gostermektedirler (10,21,30,45).

Ayrica, Tip-1 beta-laktamaz sentezleyen bakterilerde fazla miktarda en-
zim sentezleyen (“dereprese”) mutantlar ortaya ¢ikmakta ve tedavideki basa-

nisizhiktan daha ¢ok bu mutantlar sorumlu tutulmaktadir (23,36,51).



Bu ¢aligmada, Erciyes Universitesi Gevher Nesibe Hastanesi Merkez La-
boratuvarinda izole edilen 40 Pseudomonas aeruginosa sugu in vitro gartlar-
da sefoksitin ve imipenem ile indiiklendi. Bu indiikleme sirasinda diger beta-
laktam antibiyotiklerin suglar iizerindeki in vitro etkileri aragtirilda.

Ayrica indiikleme sirasinda sefoksitin ve imipenem ile kargilagmig sug-

lar arasinda dereprese mutantlarin varhg incelendi.



GENEL BILGILER

Pseudomonas aeruginosa toprak, su ve bitkilerden bagka normal insan-
larin deri ve digkisinda, hastane gevresinde nemli olan hemen her yerde bu-
lunmaktadir. Pseudomonas aeruginosa, viicut direnci diigiik kronik infeksi-
yonlu hastalar i¢in 6nemli firsatqi patojenlerden olup hastane infeksiyonlar:-
nan % 10-20'sini olugturmaktadir (8,9,27).

Tarihge

Onceleri baz1 yaralarda ve dzellikle cerrahi girisimlerden sonra ameliyat
yeri ve gazh bezlerde yegil-mavimsi bir irinin olugumu géze ¢arpmakta, an-
cak sebebi bilinmemekteydi. 1860 yilinda Fordes, bu pigment {izerinde ¢alig-
mig ve 1882'de Gessard ilk defa bir yaradan saf kiiltiir halinde Pseudomonas
aeruginosa'yl izole etmis ve iki pigment olugumunu; kloroformda ve suda
eriyebilen pyocianin ve kloroformda erimeyen ancak suda eriyebilen

fluorescein'in Pseudomonas aeruginosa'mn bir iiriinii oldugunu gostermigtir



(2,43). Kisa bir siire sonra da Charrin hayvan patojenitesini gosterdi (14).
1886'da Fliigge diger iki fluoresan Pseudomonasi, jelatini hidrolize eden
Pseudomonas fluorescens ve jelatini hidrolize etmeyen Pseudomonas
putida'y1 tanimladi. Daha sonralan Pseudomonas genusundaki tanimlar ge-
nigletildi ve pek ¢ok tiir ilave edildi (43). Pseudomonas'lar 1973'te Palleroni ve
ark (40) tarafindan rRNA/DNA uyumlar1 temel alinarak 5 gruba ayrnldr:
rRNA grup |, 11, 11], IV ve V. Pseudomonas aeruginosa rRNA grup I'de tanim-
land1 (18). -

Pseudomonas aeruginosa; Bacterium aeruginosum, Bacterium
aerugineum, Microccoccus pyocianeus, Pseudomonas pyocianeus, Bacillus
aeruginosus, Bacillus pyocianeu‘s, Pseudomonas polycolor gibi isimlerle de

anilmigtir (8,18).

Pseudomonas aeruginosa'nin Morfoloji, Kiiltiir ve Biyokimyasal
Ozellikleri

Pseudomonas aeruginosa 0.5 pm eninde ve 1.5-3 pm boyunda, bazen cift
cift, bazen de zincirler halinde goriilen sporsuz, kapsiilsiiz gomakgiklardir.
Gogu kez bir, nadiren 2-3 adet kirpigi vardir ve ¢ok hareketlidirler. Bakteriyo-
lojik boyalarla kolay boyamnurlar ve Gram olumsuzdurlar. Klinik materyaller-
den izole edilen suglarda gogu kez pililer bulunur. Bu pililer hiicre yiizeyine
tutunmay arttirir ve fagositoza kargi direngte bir rol oynayabilir (19,27).

Pseudomonas aeruginosa genel kullanim besiyerlerinde kolaylikla, opti-
mal 30-37 °C'de ve hafif alkali ortamda iyi tiremektedir. Bu basiller aeroptur-
lar. Arka arkaya ii¢ pasajdan sonra 41-42 °C'de iireyebilme yetenegi kazanma-
st Pseudomonas aeruginosa igin 6nemli bir 6zelliktir. Bu 6zellik Pseudomonas
fluorescens'de yoktur. Buyyonda yiizeyde zar yapmak iizere bol ve homojen
bir iireme gosterir ve zarin altinda mavi-yesil pigmenti ayirt edilir (4,8,65).

Pseudomonas aeruginosa 4 tip koloni yapar ve nutrient agardaki koloni
goriiniimlerine gore kolayhkla idantifiye edilir (8,43). Yuvarlak, yumugak, or-
tas1 kabarik, beyaz (Tip 1), koliform kolonilere benzeyen (Tip 2), R kolonileri



(Tip 3) ve kistik fibrozis'li hastalarin balgaminda bulunan mukoid koloniler-
dir (18,43). Pseudomonas'lann kiiltiirlerinde tathmsi, aromatik meyve veya
iizim kokusuna benzer bir koku vardir. % 5 koyun kanh agarda beta-hemoliz
yaparlar. Jelatin ve serum koagiileyi eriterek pargalarlar. Siitii 3-4 giinde p1h-
tilagtirirlar (2,4).

Pseudomonas aeruginosa basilleri suda ve kloroformda eriyen
pyocianin; kloroformda erimeyen ancak suda eriyen pyoverdin, pyorubin
(kirmuzi) ve pyomelanin (kahverengi-siyah) pigmentlerini yaparlar (14,18,19).
Pyocianin sadece Pseudomonas aeruginosa tarafindan meydana getirilir (2,8).

Pseudomonas aeruginosa fermantasyon metabolizmasindan ziyade oksi-
dasyon ile karbonhidratlardan enerji agiga ¢ikarir. Glikozdan gaz olugtur-
maksizin asit olugturur, laktoz ve sakkaroza etkisizdir. Jelatini eritir, iireyi
yavag olarak hidrolize eder. Oksidaz olumlu olmas ile bagirsak bakterilerin-
den aynlik gosterir. Katalaz, arginin dihidrolaz olugturur, lizin ve ornitin
dekarboksilaz olugturmaz. Metil kirmizis1 ve Voges Proskauer olumsuzdur.
Nitratlar nitritlere cevirirler. KCN'ye direnglidirler (4,65) (Tablo I).

Direnglilik

Pseudomonas'lar 1siya direngsizdirler. 55 °C'de 1 saat ve 60 °C'de 15 da-
kikada oliirler. Kuruluga dayanikhdirlar. Cevre 1sis1 kogullarinda sularda ay-
larca canh kalirlar. Dezenfaktanlar ve antibiyotiklerin ¢oguna direng gosterir-
ler (4,27,65).

Pseudomonas aeruginosa dortlii amonyum bilegiklerine (6zellikle cetri-
mide ve benzalkonium chloride) direnglidirler. Bu amagla cetrimide agar Pse-
udomonas aeruginosa'nin idantifikasyonunda ayirt edici bir besiyeri olarak
kullanilir. Bu genusun diger iiyeleri (Pseudomonas fluorescens harig) ve non-
fermantatifler inhibe olurlar (4,43).



Tablo L Fluoresan grup Pseudomonas tiirlerinin ayinmunda kullarulan 6zellikler (18)

P. aeruginosa P. fluorescens P. putida

Test, Substrat, (84 sug) (194 sus) (273 sug)
Morfoloji

+/- % Pozitif +/- % Pouzitif +/- % Poazitif
Asit:
Glikoz, % 1 (OFBM) + 98 + 100 + 100
Fruktoz +veya- 89 + 29 + 9
Galaktoz + veya- 80 + 97 + 99
Mannoz +veya- 77 + 9 + 99
Ramnoz - veya + 20 - veya + 48 - veya + 32
Ksiloz +veya- 8 +veya- 97 + veya- 98
Laktoz - 0 - veya + 12 - veya + 14
Siikroz - 0 - veya + 47 - 8
Maltoz -veya+ 11 - veya + 36 - veya + 21
Mannitol +veya- 68 + 93 - veya + 18
Laktoz, % 10 (PAB) -veya+ 14 +veya- 62 - veya + 2
ONPG - 4 - 1 - 1
Pyoverdin +veya- 71 + 9% +veya- 84
Hidrojen siilfit (KIA) - 0 - 0 - 0
Nitrat rediiksiyonu +veya- 75 - veya + 19 - 0
Nitrattan gaz olupumu  + veya- 61 - 5 - 0
Indofenol oksidaz + 100 + 100 + 100
Arginin dihidrolaz (DBM) + 99 + 99 + 99
Lizin dekarboksilaz - 0 - 0 - 0
Ornitin dekarboksilaz - 0 - 0 - 0
Fenilalanin deaminoz - 7 - 3 - 0
Hidroliz:
Ore +veya- 67  -veya+ 41 ey. 43
Eskiilin ‘ - 0 - 0 - 0
Tween 80 +veya- 71 +veya- 63 - 0
Nigasta - 7 - veya + 19 - veya + 18
DNA -veya+ 10 - 0 - 0
Lesitin - 8 + %0 - 0
Jelatin +veya- 50 + 100 - 0
Asetamid -veya+ 37 - 1 - 4
Hemoliz -veya+ 39 - veya + 14 - 0
Ureme:
SS +veya- 88 + 97 + 98
Mac Conkey + 99 + 100 + 100
% 6.5 NaCl - 7 - 2 - veya + 10
Cetrimide (PA) + 91 + 9% + 92
MBM-+asetat + % + 100 + 100
42 °C iireme + 100 - 0 - 0
Polimiksin duyarlih@ + 98 + 97 + 99
Hareket + 97 + 100 + 100
Flagella say1st 1 >1 1

Tablodaki kisaltmalar: OFBM, OF basal medium; PAB, purple agar base; DBM, decarboxylase base,
Moeller; SS, Salmonella-Shigella agar; PA, Pseudosel agar; MBM, Mineral base medium. {garetier: +, 2
giin icinde % 90 veya daha fazla pozitif; -, % 90 veya daha fazlas: reaksiyon vermeyen; + veya -, kiiltiir-
lerin ¢ogu porzitif, baz1 suglar negatif; - veya +, suglarin ¢ofu negatif, baz: kiiltiirler pozitif;, 1 polar
monothrichous flagella; >1, polar multitrichous flagella.



Pseudomonas aeruginosa’'min Antijen Yapisi ve Toksinleri

Pseudomonas aeruginosa lipopolisakkarit yapisinda O antijeni, H antije-
ni ve pilus antijenine sahiptir. On adet O grubu tanimlanmig, H antijenleri ile
kombinasyon suretiyle 29 serotip bulunmugtur (2,8).

Pseudomonas aeruginosa izolatlannin ¢ogu lipase, esteraz, lesitinaz,
elastaz, koagiilaz, DNase ve biri fosfolipaz digeri glikolipid yapisinda 2 he-
molizin igeren ekstraselliiler enzimler olugtururlar (4,18,43).

Pseudomonas aeruginosa’'nin bir¢ok sugu doku nekrozuna sebep olan ve
hayvanlar igin 6ldiiriicii etkisi olan ekzotoksin A meydana getirir. Bu toksin,
difteri toksinine benzer bir mekanizma ile protein sentezini inhibe eder (14,
27).

Baz: siirgiinlere de yol aghg bilinen Pseudomonas aeruginosa'nin bir en-
terotoksini bulunmustur (2,8).

Pseudomonas aeruginosa suglarinin ¢ogu insan ve sifir l6kositlerine
karg1 aktif bir lokosidin ile glikoprotein yapisinda bir siimiik (slime) tabakas1

meydana getirirler (14,27).

Pseudomonas aeruginosa'nin Yapti§i Hastaliklar

Insan ve memeli hayvanlarin bagirsaginda bulunabilen Pseudomonas
aeruginosa firsatg1 patojen bir bakteri olarak; deri, deri alt1 dokulari, kemik ve
eklemler, g6z, kulak, mastoid hiicreleri, paranazal siniisler, meninksler ve
kalp kapaklan gibi gesitli yerlerde infeksiyona neden olabilir. Ayrica belirgin
bir primer odak olmaksizin bakteriyemi de ortaya gikabilir (2,16,44).

Pseudomonas aeruginosa cerrahi yaralardan, varis ve dekiibitiis iilserle-
rinden ve yamklardan 6zellikle antibiyotik tedavisinden sonra sik olarak izole
edilir. Ayrica Pseudomonas aeruginosa tiiberkiiloz ve osteomiyelite bagh ola-

rak olugan siniisleri de sekonder olarak infekte edebilir (19,22).



Pseudomonas aeruginosa'ya bagh osteomiyelit nadirdir; pnémoni, bakte-
riyemi, intravenéz ilag bagimhhig veya delici bir yaranin komplikasyonu ola-
rak olusur (14,16).

Pseudomonas aeruginosa infeksiyonunun kulakla ilgili en sik formu
otitis externa'dir. Otitis media ve mastoidit ise gogunlukla Gram pozitif bakte-
rilerin antibiyotiklerle tedavisinin ardindan bir siiperinfeksiyon seklinde or-
taya qkar (19,22,44).

Pseudomonas aeruginosa'nin etken oldugu goz infeksiyonlarinin en agir
formu kornea iilserasyonudur, ¢ogunlukla travmatik bir stiyriktan sonra geli-
sir ve goziin harabiyetine yol agar (8,16).

Pseudomonas aeruginosa idrar yollarinda sik rastlanan bir patojendir ve
cogunlukla yinelenen iiretral manipiilasyonlar uygulanmgs veya iirolojik bir
ameliyat gecirmig obstriiktif iiropatili hastalarda bulunur (22). Genital infek-
siyon paraplejik hastalarda, kronik iiriner sistem infeksiyonunun bir kompli-
kasyonudur (14).

Primer Pseudomonas pnomonisi nadirdir. Brongektazili, kronik brongitli
veya kemoterapiyle baskilanmus, kistik fibrozisli hastalarin balgamindan sik
olarak izole edilmektedir (2,16).

Pseudomonas menenjiti ogu kez lomber anestezi ya da tam amaa ile
yapilan lomber ponksiyon esnasinda kontamine igne ve eriyiklerle bakterile-
rin beyin omurilik sivis1 (BOS)'na verilmesinden sonra olugur. Bazen sepsis
esnasinda bakterilerin kan yolu ile menenjlere ulagarak yerlesmeleri de gorii-
lebilir (8,22). |

Pseudomonas bakteriyemi insidansi titm Gram negatif bakteriyemi olgu-
larmin % 10-20'sini olugturmaktadir (14). Spesifik antipsodomonal tedaviye
ragmen Pseudomonas aeruginosa sepsisinde 6liim oram yaklagik % 70-80'dir
ve tilm Gram negatif bakteriler icinde en yiiksegini olugturmaktadir (9,14).
Agir yarukh hastalarda Pseudomonas bakteriyemisi 6liim nedeni olabilmek-
tedir. Prematiireler, konjenital defektleri olan ¢ocuklar, lenfoma, 16semi veya
bagka bir habis tiimérii olanlar, safra kesesi veya iiriner sistem ameliyatt olan
yagllar bakteriyemiye egilim gésteren hastalardir (8,16).



Pseudomonas aeruginosa'nin neden oldugu endokardit, primer olarak
kardiyak cerrahi uygulanan hastalarda ve intravenéz ilag bagimhis1 olanlarda
olugur ve mortalite % 70'in iizerindedir (44,65).

Ayrica Pseudomonas aeruginosa, siit gocuklarinin epidemik diyaresinde
etken olarak sorumlu tutulmaktadir (2,16).

Korunma

Primer nozokomiyal patojen olan Pseudomonas aeruginosa infeksiyonla-
rim1 azaltmak igin aseptik tekniklere uyulmali ve infeksiyon kontrol ¢aligma-
lan yapilmalidir. Pseudomonas kolonizasyonunu ve infeksiyonunu 6nlemek
amaciyla sistemik antibiyotik profilaksisi yararsiz ve sakincali oldugundan
uygulanmamalidir. Pseudomonas aeruginosa'ya kars1 geligtirilmis fakat
yaygin olarak kullaulmayan polivalan bir ag1 ve hiperimmun gamma globu-
lin de vardir (16,22,27).

Pseudomonas aeruginosa'nin Antimikrobial Ajanlara Duyarlilig: ve

Beta-laktamaz Uretimi

Hastane dig1 Pseudomonas aeruginosa suglarinin ¢ogu aminoglikozitle-
re (amikasin, gentamisin, tobramisin, netilmisin) ve genis spektrumlu penisi-
linlere (azlosilin, karbenisilin, tikarsilin, piperasilin) duyarhdir (27,31, 64,65).

Pseudomonas aeruginosa suglarinda 6zellikle beta-laktam antibiyotikle-
re direng gelismesi bu antibiyotiklerin tek baglarina kullanim sirasinda go-
riildiigiinden ciddi infeksiyonlarda ilag kombinasyonu onerilmektedir (4,31,
44).

Seftazidim, sefoperazon ve sefsulodin gibi iigiincii kugak sefalosporinler

de antipsodomonal aktiviteye sahiptir (31,64,65).
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Bundan bagka, monobaktam (aztreonam), karbapenem (imipenem) ve
yeni florokinolonlar (6zellikle siprofloksasin) Pseudomonas aeruginosa'ya
karg1 etkilidir (32,64).

Pseudomonas aeruginosa'da son yillarda yeni kugak beta-laktam antibi-
yotiklere karg: tiim diinyada bir direng gozlenmektedir (46,48,50,53).

Pseudomonas'lar beta-laktamaz sentezi, penisilin baglayan proteinler
(PBP)'de degisiklik, permeabilitenin azaltilmas: gibi mekanizmalarla beta-
laktam antibiyotiklere direng gosterirler (13,39,43).

Permeabilitenin azalmasiyla beta-laktam antibiyotiklerin PBP'lere ulaga-
mamasi Pseudomonas aeruginosa'da dogal direnci olugturur ve bu mekaniz-
mada dig membran proteini olan F-porinlerin rol oynadig bildirilmektedir
(24,31,39,56).

PBP'lerdeki degisiklige bagh direng gelisimi Pseudomonas'larda yay-
gindir (13,31).

Ancak beta-laktam antibiyotiklere karg1 olugan direngte en sik gozlenen
mekanizma, beta-laktamaz enzimleri ile bu antibiyotiklerin inaktive edilmesi-
dir (31,39,64).

Pseudomonas aeruginosa'da beta-laktamaz sentezi kromozomal, plazmid
ve transpozon kontroliinde olabilmektedir (43).

Plazmid kontroliinde en az 30 tip beta-laktamaz mevcuttur. Transpozon
kontroliinde beta-laktamazlar yeni tanimlanmuglardir, ancak klinik suglarda
cok az1 mevcuttur (39,43).

Pseudomonas aeruginosa suglarimin ¢ogu kromozom kontroliinde beta-
laktamaz sentez ederler (34,36,46,52,58). Pseudomonas aeruginosa'da yeni ku-
sak beta-laktam antibiyotiklere karg1 olugan direncin kromozom kontroliin-
de sentezlenen beta-laktamazlara bagh oldugu bildirilmektedir (45,51,53,54).
Tip I ad1 verilen kromozom kontroliinde sentezlenen beta-laktamazlar indiik-
lenebilen enzimler olup Bush sinifflamasinda Sinif I'de yer almaktadir (Tablo
II).
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Tablo II. Beta-laktamazlarin siuflandirtimasi (11)

Inhibe olma
Molekiiler
Sinif Substrat Sinif CA? EDTA Enzim
1 Sefalosporinler C - - Gram negatif bakterilerin ampC
enzimleri: MIR-I
2a Penisilinler A + - Gram pozitif bakterilerin penisili-
nazlar
2b Penisilinler A + - TEM-1, TEM-2, SHV-1
Sefalosporinler
2be Penisilinler A + - TEM-3-TEM-26, SHV-2-SHV-6
Sefalosporinler Klebsiella oxytoca K1
Monobaktamlar
2br Penisilinler A + - TEM-30-TEM-36, TRC-1
2c Penisilinler A + - PSE-1, PSE-3, PSE-4
Karbenisilin
2d Penisilinler D + - OXA-1-OXA-11 (OXA-10), PSE-2
Kloksasilin
2e Sefalosporinler A + - Proteus vulgaris'in indiiklenebilen
sefalosporinazlar
2f Penisilinler A & - Enterobacter cloacae'nin NMC-A'-
Sefalosporinler st. Serratila marcescens'in sme-1'i
Karbapenemler
3 Tiim beta-laktamlar B - + Xanthomonas maltophilia’nin
LT'i, Bacteroides fragilis'in cer A'st
4 Penisilinler Tanimlanmadi - ? Pseudomonas cepacia’nin penisili-
nazi
aCA, klavulanik asid

Beta-laktamaz sentezinde en az 3 genin ilgili oldugu bildirilmektedir (5,
34,35). Beta-laktamaz sentezinin genetik kontrolii Sekil 1'de gosterilmektedir.

ampC geni, hemen biitiin enterik Gram negatif gomaklarda var olan kro-
mozomal bir genetik lokustan kaynagini1 alan yapisal bir gendir. Bu bélge
ampR olarak adlandirilan bir komgu genetik lokusun varhginda indiiklene-

bilme 6zelligi kazanir. Pseudomonas aeruginosa ampR lokusunu tagidi$ igin
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AmpD AmpR AmpD

[ l ) Indiikleyici indokleyici

3 ,'"
\ AmpD | AmpD AmpR
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1-

AmpR | \

ampD ampR ampC AmpR

ampD ampR ampC

a2 Baskilanma b indtklenms

= tope = s

AmpR
M ..... : “ : 5_ _____ ' ; )
ampD ampR ampC ampD ampR. . ampC )
¢ Derepresyon d AmpR mutant

Sekil 1. Beta-laktamaz sentezinin genetik kontrolii. (a) Baskilanma, (b) Indiiklenme, (c) De-
represyon, (d) Defektif ampR protein sentezi (35)

indiiklenebilen sefalosporinaz yapar. ampR genetik lokusu olan bakteriler ak-
tif olarak bu enzimi sentez edebilirler ve iigiincii bir bolgenin ampD lokusu-
nun baskilayic1 kontrolii altindadir. Tip I beta-laktamaz yapan bakteriler an-
cak ampD bolgesi varhginda indiiklenerek ortaya gikabilirler (35,41).
Penemler (6rn: Sch 34343), karbapenem’ler (imipenem) ve a-metoksi sefa-
losporinler (sefoksitin, sefmetazol) giiglii indiikleyicilerdir (15,37,41,63). Aym
zamanda giiglii indiikleyiciler hem in vitro hem de invivo labil zayif indiikle-

yicilerin (sefotaksim, tikarsilin) aktivitesini antagonize edebilir (41,42,45).




13

Enzim normalde bu represor mekanizma ile diigiik diizeyde sentezlenir-
ken sefoksitin ve imipenem gibi bir beta-laktamaz indiikleyicisi varhginda bu
represyon kalkmaktadir. Boylece beta-laktamaz enzimi sentezinde biiyiik bir
artig olmakta ve antibiyotigin hidrolizi artmaktadir. Ancak bunun etkisi kali-
c1 olmamakta, antibiyotik ile temas kesildigi anda enzim sentezi normale d6n-
mektedir (34,41).

Pseudomonas aeruginosa suglarinda kromozomal ampC geninden k&-
ken alan ancak plazmid lizerinde yerlegmig direngler bildirilmektedir. Bunla-
rin en onemli 6zellikleri plazmid tizerinde yer aldiklarinda indiiklenebilme
ozelliklerini yitirmeleridir (25).

Tip-I beta-laktamaz sentezleyen bakteri toplumlarinda 10°-107 siklikta
"dereprese” mutantlar ortaya ¢ikmaktadir (36). Bu mutantlar 6zellikle zay:f in-
diiksiyona yol agan beta-laktam antibiyotiklerin kullaninu ile seleksiyona ug-
ramakta ve tiim bakteri toplumuna hakim olmaktadir (52,54). Dereprese orga-
nizmalarin yeni beta-laktam antibiyotiklerin yogun bir gsekilde kullanildig1
yerlerde seleksiyona ugrayarak hastane ortaminda yayilabilecegi one siiriil-
mektedir (36,54). Boylece Tip-I beta-laktamaz sentezleyen bakteriler ile olu-

san infeksiyonlarda tedavinin bagarisiz kalmasi s6z konusudur (50,54).



GEREC VE YONTEM

1- Pseudomonas Ureyen Kiiltiirlerin Toplanmasi

Erciyes Universitesi Gevher Nesibe Aragtirma ve Uygulama Hastanesi
Merkez Laboratuvari'nda izole edilerek gliserinli Brucella Broth besiyerin-
de -70 °C'de saklanan Pseudomonas suglarindan rastgele 40 izolat segildi ve

cahigmaya alind1. Cahgma yapilacag zaman bu suglarn stok kiiltiirlerinden

iki kez kanlt agara ekimleri yapild.
Pseudomonas iiretilen 6rneklerin 18'i idrar, 7'si yara, 4'ii bogaz, 3'ii ku-

lak, 3'ii pii, 2'si kan, 1'i balgam, 1'i trakeostomi siiriintiisii, 1'i kateter idi.

2- Pseudomonas aeruginosa'min ldantifikasyonu

Rutin bakteriyolojik testlerde Pseudomonas olarak belirlenen izolatlar,

Pseudomonas aeruginosa igin selektif bir besiyeri olan Cetrimide agara ekim-
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leri yapildi ve 35 °C'de 24 saat enkiibe edildi. Cetrimide agarda iireyen bakte-
rilerin ii¢ kez arka arkaya pasaji yapilarak 42 °C'de enkiibe edildi. 42 °C'ye da-

yanikl olanlar Pseudomonas aeruginosa olarak idantifiye edildi (18).

3- Beta-laktamaz Testi

Pseudomonas aeruginosa suglarinin beta-laktamaz aktiviteleri asidimet-
rik yontem ile aragtirildi (26). Substratin hazirlanmasi igin % 0.5'lik fenol kir-
muzisi soliisyonundan 2 ml alinarak 16.6 ml steril distile su ile karigtinildi. Bu
karigim 20x10°8 iinite penisilin G igeren gigeye aktarild, iyice eritildikten son-
ra bu kangima menekge rengi elde edilinceye kadar 1 M NaOH'ten damla
damla kangtinldi (pH: 8.5). Mikroplak kuyucuklarina 50 pl fenol kirmizisi
penisilin substratindan konuldu. Uzerlerine de Mc Farland 4'e gére ayarlan-
mig bakteri siispansiyonundan 50 gl katild1. 15 dk igerisinde menekge rengi-
nin sariya doniigmesi durumunda test pozitif kabul edildi. Kontrol olarak S.
aureus ATCC 25923 susu kullanildi.

4- Antibiyotik Duyarlilik Testleri

Antibiyotik duyarhlik testleri Pseudomonas aeruginosa olarak idantifiye
edilen toplam 40 sugta National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) esas alinarak yapildi (38). Tiim suglar ii¢ kez test edilerek ortalama
degerleri belirlendi. Yapilan testlerde kontrol olarak Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 sugu kullanild.
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i. Disk Diflizyon Ydntemi

Antibiyotik duyarlihg standart disk agar difiizyon yontemiyle aragtiril-
du

Oxoid iiretici firmadan temin edilen karbenisilin (100 pg), piperasilin
(100 pg), sefoperazon (75 pg), sefotaksim (30 ug), seftazidim (30 pg) standart
antibiyotik diskler kullanildi. Aztreonam (Turgut flaglar) diski (30 pg/ disk,
Whatman no: 17) laboratuvarda hazirlandi.

Mueller-Hinton besiyerine imipenem (0.02 pg/ml) ve sefoksitin (0.02
ng/ ml) eklenerek iki antibiyotikli ve bir antibiyotiksiz olmak iizere ii¢ ayn be-
siyeri hazirlands.

Pseudomonas aeruginosa olarak belirlenen kiiltiirlerden 3-4 koloni alindx
ve 5 ml Mueller-Hinton siv1 besiyerine ekildi. Hazirlanan bu saf siispansiyon-
lar 37 °C'de 18 saat enkiibe edildi. Bu kiiltiirlerden 1 ml alinarak 37 °C'ye 1s1-
tilmig 9 ml taze Mueller-Hinton s1v1 besiyerine ilave edildi ve 37 °C'de 2 saat
enkiibe edilerek logaritmik iireme faz1 elde edildi. Bu bakteri siispansiyonu
yaklagik 1.5x10® CFU/ml'dir.

Hazirlanan bakteri kiiltiiriinden bir pamuklu silgig ile her {i¢ besiyerine
yiizeyel yaygin ekim yapildi. Antibiyotik diskleri yerlestirildikten sonra 35
°C'de 16-18 saat enkiibe edildi. Inhibisyon zon gaplar1 milimetrik olarak iilgiil-
dii ve imipenem ve sefoksitin igeren besiyerinde kontrole gére inhibisyon zo-

nunda daralma indiiklenme olarak degerlendirildi.

ii. Minimal Inhibisyon Konsantrasyonun (MIC) Belirlenmesi

Pseudomonas aeruginosa'nin ilk izolatlarinda imipenem, sefoksitin ve
seftazidim MIC degerleri Makrodiliisyon metodla aragtirildi.
Bu testte besiyeri olarak Gram negatif gomaklar igin 6nerilen Ca** ve

Mg** ile tamponlanmig Mueller-Hinton s1v1 besiyeri kullanild.
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Imipenem, sefoksitin ve seftazidim iiretici firmalardan potensleri belirtil-
mig toz halinde saglandi ve stok soliisyonlar1 5120 ug/ml olacak gekilde ha-
zirlanarak -20 °C'de saklanda.

Steril kogullarda Ca*™* ve Mg™ ile tamponlanmis Mueller-Hinton siv1 be-
siyerinden 1. tiip diginda tiim tiiplere 1'er ml dagitild1. Antibiyotik konsant-
rasyonu istenilen konsantrasyonun iki kati olacak sekilde hazirland: ve 1. ve
2. tiiplere 1'er ml dagitildi. Ikinci tiipten baglayarak son tiipe kadar 1'er ml
aktarildi. Son tiip kontrol olarak ¢alsildi. Mueller-Hinton siv1 besiyerinde
iiretilen ve yaklagik 5x10° CFU/ml olacak sekilde hazirlanan bakteri kiiltiir-
_ lerinden 1 ml tiim tiiplere dagitildi. 35 °C'de 16-20 saat enkiibe edildi. Gozle
goriiniir iremenin olmadif: en diigiik ila¢ konsantrasyonu MIC olarak de-
gerlendirildi.

Daha sonra sefoksitin ve imipenem ile kargilagmig subkiiltiirlerde de-
represe mutantlarin varhig1 aragtinldi. Imipenem ve sefoksitin'in MIC alt
konsantrasyonundan 50 ul alinip, kanh agara inokiile edildi. 37 °C'de 24 saat
enkiibe edildi. Buradan 3 ml Mueller-Hinton siv1 besiyeri igeren tiiplere ekim
yapilip arda arda iig¢ kez pasaj yapildi. Sefoksitin ve imipenem ile kargilag-
mug kiiltiirlerden seftazidim MIC'i belirlendi. Ilk izolatlara gére subkiiltiirle-
rin seftazidim MIC'inde 4 kat veya daha biiyiik bir artig dereprese mutantla-
rn seleksiyonunun bir gostergesi kabul edildi.

Istatistiksel Analiz

Bulgularn istatistiksel analizinde Student's-t testi ve Mann-Whitney U
testi uygulandi (57).
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KULLANILAN OZEL BESIYERLERI

Cetrimide Agar

Pepton 20 g
Magnezyum siilfat 14 g
Potasyum siilfat 10 g
Agar 136 g
Cetrimide 03 g
Gliserol 10 ml
Distile su 1000 ml
pH:7.2

Kimyasal maddeler 1sitilarak eritildi. Yaklagik 5 ml olacak sekilde tiiple-
re dagitildi ve 121 °C'de 15 dk otoklavda steril edildi.

KULLANILAN AYIRACLAR

% 0.5'lik Fenol Kirmizis1 Eriyigi

Fenol kirmizisi 05 g
Sodyum kloriir (0.1 N) 20 ml
Saf su 80 ml

Ca** stok soliisyonu

Ca*t 2H,0 368 g
Distile su 100 ml
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Membran filtresi ile steril edildi. Kullanincaya kadar +4 °C'de saklandi.

Bu soliisyon 10 mg/ml Ca** igermektedir.

Mg** Stok Soliisyonu

MgCl, 6H,0O 836 g
Distile su 100 mi

Membran filtresi ile steril edildi ve kullanincaya kadar +4 °C'de saklandu.
Bu solitsyon 10 mg Mg**/ ml igermektedir.
Final konsantrasyon (20-25 mg/L Ca** ve 10-12.5 mg Mg** /L).



BULGULAR

1- Beta-laktamaz Test Bulgulan

Ayinmi yapilan 40 Pseudomonas aeruginosa sugunun 39'unda (% 97.5)

Asidimetrik yontemle beta-laktamaz pozitif bulundu.

2- Disk Difiizyon Bulgulan

Antibiyotik duyarliliklar1 National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) tarafindan bildirilen ve Pseudomonaslar icin Onerilen
karbenisilin'in = 37 mm, piperasilin'in > 18 mm, aztreonam'in > 22 mm,
sefoperazon'un > 21 mm, sefotaksim ve seftazidim'in > 23 mm'de duyarh,
karbenisilin'in 14-16 mm, piperasilin'in 15-17 mm, aztreonam'in 16-21 mm,
sefoperazon'un 16-20 mm, sefotaksim'in 15-22 mm, seftazidim'in 15-17 mm'de

orta duyarls, karbenisilin'in < 13 mm, piperasilin'in < 17 mm, aztreonam ve
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sefoperazon'un < 15 mm, sefotaksim ve seftazidim'in < 14 mm zon ¢ap1 di-
rengli kabul edildi.

Pseudomonas aeruginosa olarak idantifiye edilen 40 sugun 19 (% 47.5)'u
karbenisilin'e, 35 (% 87.5)'i piperasilin'e, 39 (% 97.5)'u aztreonam'a, 27 (%
67.5)'si sefoperazon'a, 26 (% 65)'s1 sefotaksim'e ve 35 (% 87.5)'i seftazidim'e
duyarl ve/veya orta duyarlh bulundu. Caligmaya alinan bu suglarin 21 (%
52.5)'i karbenisilin'e, 5 (% 12.5)'i piperasilin'e, 1 (% 2.5)'i aztreonam'a, 13 (%
32.5)'i1 sefoperazon'a, 14 (% 35)'li sefotaksim'e ve 5 (% 12.5)'i seftazidim'e di-
rengli oldugundan degerlendirilmeye alinmadi.

Antibiyotiklere duyarl ve orta duyarl suglarin sefoksitin (0.02 pg/ml)
ve imipenem (0.02 pug/ml) iceren ve antibiyotiksiz besiyerlerindeki karbenisi-
lin, piperasilin, aztreonam, sefoperazon, sefotaksim ve seftazidim zon gaplar
milimetrik olarak o6l¢iildii ve Tablo III'te gosterildi. Antibiyotiksiz besiyerle-
rindeki bu antibiyotiklerin zon ¢aplarina gore, sefoksitin ve imipenemin sub-
inhibitér konsantrasyonu igeren besiyerlerindeki zon ¢aplarinin azalmas: in-

diiklenmeye bagh antagonizm olarak degerlendirildi.

Tablo III. Antibiyotikli ve antibiyotiksiz agardaki disk difiizyon test sonuglar

Zon Caplar1 (mm) + SD
Antibiyotiksiz

Antibiyotik Mueller-Hinton Mueller-Hinton Mueller-Hinton

Agar Agar+Sefoksitin Agar+lmipenem
Karbenisilin n=19 15.50 + 0.78 1557 £1.01 14.67 £ 0.57
Piperasilin n=35 2221 £448 22.27 +4.90 19.96 +3.39
Aztreonam n=39 21.77 £2.70 21.87 £258 21.02+2.30
Sefoperazon n=27 20.45 +2.80 20.26 +3.15 17.91+2.46
Sefotaksim n=26 16.15+1.10 15.74 +1.28 8.89 +3.60
Seftazidim n=35 21.11+1.86 20.94 £2.06 19.57 +1.64
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Toplam 19 sugta karbenisilin zon ¢ap1 Mueller-Hinton agar'da ortalama
(;(-): 15.50 mm; Mueller-Hinton agar + sefoksitin 15.57 mm Mueller-Hinton
agar + imipenem 14.67 mm; 35 susta piperasilin zon gapi X: Mueller-Hinton
agar'da 22.21 mm, Mueller-Hinton agar + sefoksitin 22.27 mm, Mueller-
Hinton agar + imipenem 19.96 mm; 39 susta aztreonam zon cap1 X: Mueller-
Hinton agar'da 21.77 mm, Mueller-Hinton agar + sefoksitin 21.87 mm,
Mueller-Hinton agar + imipenem 21.02 mm, 27 susta sefoperazon zon ¢ap1 X:
Mueller-Hinton agar'da 20.45 mm, Mueller-Hinton agar + sefoksitin 20.26
mm, Mueller-Hinton agar + imipenem 17.91 mm, 26 sugta sefotaksim zon ¢a-
1 X: Mueller-Hinton agar'da 16.15 mm, Mueller-Hinton agar + sefoksitin
15.74 mm, Mueller-Hinton agar + imipenem 8.89 mm, 35 susta seftazidim zon
capi X: Mueller-Hinton agar'da 21.11 mm, Mueller-Hinton agar + sefoksitin
20.94 mm, Mueller-Hinton agar + imipenem 19.57 mm olarak bulundu.

Antibiyotiklerin Mueller-Hinton agarda &lgiilen zon ¢aplar ile sefoksitin
ve imipenem'in subinhibitér konsantrasyonu ilave edilen agardaki zon ¢aplart
kiyaslandt ve Sekil 2, 3, 4, 5, 6, 7'de gosterildi.

Sefoksitin iceren agardaki antibiyotiklerden sadece sefotaksim'in zon ¢a-
pinda azalma istatistiksel olarak anlamh bulundu (p<0.05). Digerleri anlamh
bulunmadi (p>0.05).

Mueller-Hinton agar ile Mueller-Hinton agar + imipenem iceren agarda-
ki inhibisyon zon ¢aplart kiyaslandiginda aztreonam harig diger antibiyotik-

lerin zon ¢aplarindaki azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).

3- Minimal Inhibisyon Konsantrasyon (MIC) Bulgulan

flk izolatlarda seftazidim, sefoksitin ve imipenem MIC bulgular ile imi-
penem ve sefoksitin'in MIC alti konsantrasyondan pasaj yapilarak elde edilen
subkiiltiirlerin seftazidim MIC bulgulari Tablo IV'te 6zetlendi. {lk izolatlar ile
subkiiltiirler kiyaslandiginda suglarin higbirisinde seftazidim MIC'inde artig

bulunmada.
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Sekil 2. 20 Pseudomonas aeruginosa susunda imipenem (4) (p<0.05) ve sefoksitin (#) (p>0.05)
iceren Mueller - Hinton Agar ve antibiyotiksiz (0) Mueller - Hinton Agar'daki karbenisilin zon

caplart. 20 nolu sus. ATCC 27853
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Sekil 3. 36 Pseudomonas aeruginosa sugunda imipenem (48) (p<0.05) ve sefoksitin (¢#) (p>0.05)
igeren Mueller - Hinton Agar ve (o) antibiyotiksiz Mueller - Hinton Agar'daki piperasilin zon

caplan. 36 nolu sug. ATCC 27853
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Sekil 4. 40 Pseudomonas aeruginosa susunda imipenem (A) (p>0.05) ve sefoksitin (¢) (p>0.05)
iceren Mueller - Hinton Agar ve (0) antibiyotiksiz Mucller - Hinton Agar'daki aztrconam zon

caplan. ATCC 27853

Sefoperazon
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Sekil 5. 28 Pseudomonas aeruginosa sugunda imipenem (A) (p<0.05) ve sefoksitin (¢) (p>0.05)
iceren Mueller - Hinton Agar ve (o) antibiyotiksiz Mueller - Hinton Agar'daki sefoperazon
zon caplan. ATCC 27853
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Sefotaksim
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Sekil 6. 27 Pseudomonas aeruginosa susunda imipenem (A) (p<0.05) ve sefoksitin (#) (p<0.05)
igeren Mueller - Hinton Agar ve (o) antibiyotiksiz Mueller - Hinton Agar'daki sefotaksim zon
¢aplan. 27 nolu sug. ATCC 27853

Seftazidim
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Sekil 7. 36 Pseudomonas aeruginosa sugunda imipenem (A) (p<0.05) ve sefoksitin (4) (p>0.05) .
iceren Mueller - Hinton Agar ve (o) antibiyotiksiz Mueller - Hinton Agar'daki seftazidim zon
caplan. 36 nolu sus. ATCC 27853
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Tablo 1V. llk izolatlar ile subkiiltiirlerin MIC sonuglan

1k zolatlarin MIC (ug/ml) Subkiiltiirlerin MIC (ug/ml)
Sus No Imipenem Sefoksitin Seftazidim  Seftazidim?® Seftazidim®

ATCC 27853 2 2048 1 1 1
1 1 2048 1 1 1
2 2 2048 2 2 1
3 2 2048 2 2 1

4 8 2048 4 2 4
5 1 2048 8 4 2
6 2 2048 16 8 16
7 1 2048 2 2 1
8 1 2048 2 1 1
9 2 2048 2 2 1
10 2 2048 8 8 4
1 1 2048 2 2 1
12 2 4096 2 2 2
13 2 2048 4 2 4
14 2 2048 32 16 8
15 1 2048 8 2 2
16 1 2048 2 2 2
17 2 2048 2 2 2
18 1 2048 2 1 1
19 2 2048 2 1 2
20 1 2048 8 8 4
21 8 2048 8 8 4
22 4 2048 8 8 4
23 1 2048 05 05 1
24 16 2048 512 512 512
25 4 2048 8 4 4
26 1 2048 1 1 1
27 1 2048 1 1 2
28 4 2048 8 4 2
29 1 2048 4 4 4
30 1 2048 64 64 32
31 2 1024 2 2 1
32 1 2048 2 2 2
33 2 2048 2 2 2
34 1 2048 1 1 1
35 4 2048 1 1 1
36 1 2048 1 1 2
37 1 2048 2 1 2
38 1 2048 1 1 1
39 2 2048 8 16 16
40 2 2048 1 2 2

a: Imipenem igeren subkiiltiirler
b: Sefoksitin iceren subkiiltiirler



TARTISMA

Pseudomonas aeruginosa immun yetmezligi olan, uzun siire antibiyotik
ve radyoterapi alan, malign veya metabolik hastali1 bulunan, yagh, kistik
fibrozisli, genis agir yarukli kisilerde en 6nemli infeksiyon etkenlerinden bi-
ridir. Bu tip olgularda Pseudomonas aeruginosa lokalize yaradan, sistemik
endokardit, pnomoni ve menenjite kadar genis hastalik spektrumuna sahiptir
(2,18,22,65).

Tedavide beta-laktam antibiyotiklerin bir aminoglikozid ile kombinasyo-
nu énerilmektedir (4,14,31).

Pseudomonas aeruginosa'mn neden oldugu infeksiyonlarda en dnemli
sorun antibiyotiklere direncin fazla olmas: ve ¢abuk gelismesidir (22,43).

Pseudomonas aeruginosa'da yeni kugak beta-laktam antibiyotiklere kar-
s1 olugan direncin Tip-I ad1 verilen kromozom kontroliinde sentezlenen in-
diiklenebilen tipte beta-laktamazlara bagh oldugu gosterilmistir (12,45,53,54).

Turhanoglu ve ark (61) 1991 yilinda gesitli klinik 6rneklerden izole edi-
len 500 Gram negatif bakteri sugunda beta-laktamaz aktivitesini aragtirmig-
lar, Pseudomonas'larin % 20'sinde beta-laktamaz olumlu bulmuglardir.

Jouvenot ve ark (28) 1983 yilinda yaptiklar ¢aligmada karbenisilin'e di-
rencli 71 Pseudomonas aeruginosa izolatinin % 70'inde beta-laktamaz pozitif-



ligi saptamuglardir.

Kamoun ve ark (29) 366 Pseudomonas aeruginosa izolatinda beta-lakta-
maz pozitifligini % 79 olarak bildirmiglerdir.

Bu ¢aliymada ise 40 Pseudomonas aeruginosa susunun 39'unda (% 97.5)
beta-laktamaz pozitif bulundu.

In vivo ve in vitro gahgmalar bazi beta-laktam antibiyotikler arasindaki
antagonizm etkiden beta-laktamaz indiiksiyonunun sorumlu oldugunu gos-
termektedir (6,7,21,33).

Giigli bir indiikleyici ile labil zay:f indiikleyici birlikte kullanildig: za-
man antagonist etki olugarak, labil zayif indiikleyicinin inaktivasyon hizim
arttirmaktadir (42,45).

Sefoksitin ve imipenem gibi giiglii indiikleyiciler ii¢lincii kugak sefa-
losporinler ve iireidopenisilinlerin aktivitesini antagonize edebilirler (45).

Kasai (30) ratlarda yapti§1 calismada sefoksitin'in sefotaksim'in antibak-
teriyel aktivitesini antagonize ettifini gostermigtir.

Goering ve ark (21) findik faresinin deneysel infeksiyonlarinda
sefoksitin'in, sefamandol ve karbenisilin'in etkisini antagonize etme yetenegi-
ni araghrmiglar; Pseudomonas aeruginosa infeksiyonlarinda sefoksitin'in
karbenisilin'i antagonize etti§ini gostermigler ve tiim in vivo testlerle gosteri-
len antagonistik etkinin reversible beta-laktamaz indiiksiyonu ile ilgili oldu-
gunu bildirmiglerdir.

Avril ve ark (3) Pseudomonas aeruginosa'nin 128 hastane izolatinda yap-
tiklar1 calismada sefoksitin'in seftriakson, piperasilin ve azlosilin'i antagonize
ettigini gostermiglerdir.

Sanders ve ark (49) 41 Gram negatif izolatta sefoksitin'in sefalotin,
sefamandol, sefsulodin, sefotaksim, moksalaktam, ampisilin, karbenisilin,
piperasilin, mezlosilin ve azlosilin'i antagonize ettigini ve antagonizm etkinin
siklikla indiiklenebilir sefalosporinaz ihtiva eden suglarda olugtugunu bildir-
miglerdir.

Then ve Angehrn (60) Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter

cloacae'de indiiklenebilen enzim sentezleyen duyarh suglarda sefoksitin'in
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sefotaksim ve seftriakson'u antagonize ettigini saptamglardir.

Miriam ve Lowell (7) 35 Pseudomonas aeruginosa sugunun 28'inde
imipenem'in diigitkk konsantrasyonunda piperasilin'in in vitro aktivitesini an-
tagonize ettigini bildirmiglerdir.

Tausk ve ark (59) Pseudomonas aeruginosa'nin klinik izolatlarinda 9 an-
tipsodomonal beta-laktam antibiyotige karsi imipenem'in antagonize etme
yetenegi aragtirilmig, disk difiizyon testinde Pseudomonas izolatlarinin %
100'tinde imipenem'e bagh antagonizm bulunmugtur.

Adalati ve Cevikbag (1) yaptiklar1 ¢galigmada klinik 6rneklerden izole
edilen 34 Pseudomonas aeruginosa sugunda imipenem'in sub-minimal inhi-
bisyon konsantrasyonda aminoglikozid ve antipsédomonal beta-laktam anti-
biyotiklerle antagonizm ve sinerjizm etkisi aragtirilmig; aztreonam,
sefoperazon, piperasilin ve seftazidim'in imipenem ile antagonistik etki bildir-
miglerdir.

Giacometti ve ark (17)'nin galigmasinda 30 Pseudomonas aeruginosa su-
sunda imipenem (0.02 ug/ ml) ve meropenem'in (% 0.02 pg/ml) karbenisilin,
piperasilin, aztreonam, sefoperazon, sefotaksim, seftazidim ve tikarsilin +
klavulanik asite karst antagonistik etki aragtirnlmig ve tiim suglarda antago-
nizm gosterilmigtir.

Brorson ve Lorsson (10) 46 Pseudomonas aeruginosa izolatinda sefoksitin
(10 mg/L) ve imipenem (0.01 pg/L) iceren ve antibiyotiksiz olmak iizere iig
ayn besiyerinde sefotaksim, seftazidim, piperasilin ve imipenem'in inhibisyon
zon c¢aplarim1 Olgerek, sefoksitin ve imipenem igeren besiyerlerinde
sefotaksim, seftazidim ve piperasilin zon ¢aplarimin azalmasini anlamh bul-
muglardir.

Bu c¢aligmada, sefoksitin (0.02 pg/ml) iceren besiyerinde sadece
sefotaksim'in (p<0.05) inhibisyon zonunda azalma anlamli bulunurken,
imipenem (0.02 pg/ml) iceren besiyerinde karbenisilin, piperasilin,
sefoperazon, sefotaksim ve seftazidim zon ¢aplarindaki azalma anlamli bu-
lunmugtur (p<0.05). Bu bulgular diger ¢aligmalar ile benzerlik gostermekte-
dir.
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Bazi Gram negatif bakterilerde indiiklenebilir beta-laktamazlarin artmas1
klinik problemlere neden olmaktadir. Yeni beta-laktam antibiyotiklerle tedavi
sirasinda ¢oklu beta-laktam direnci hizla olugmaktadir. Boyle ¢oklu direng
gosteren organizmler hastane iginde yayilmakta ve énemli bir nozokomiyal
patojen olmaktadirlar. Ozellikle indiiklenebilir beta-laktamaz sentezleyen
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter ve Serratia tiirleri gibi mikroorga-
nizmlerle olugan infeksiyonlara yiiksek derecede duyarl olan yogun bakim
tiniteleri, kistik fibrozis merkezleri ve yanik iinitelerindeki hastalar i¢in 6nem-
li bir problemdir (20,47,52-54). Bu bakterilerde, beta-laktamaz indiiksiyonu ile
imipenem harig, yeni sefalosporinlerin ¢ogu dahil, sefamisin'ler, monobak-
tam'lar ve genig spektrumlu penisilinlere direng olugmaktadir (12,24,36,52-
54).

Duyarh suglardan elde edilen stabil dereprese mutantlarin seleksiyonu-
nun tedavideki bagansizhgin % 25-75'inden sorumlu oldugu bildirilmigtir
(50,54).

Aragtinalar ilk izolatlar ile kargilagtinldiginda bir veya daha fazla an-
tipsodomonal beta-laktam antibiyotiklerin MIC'inde en az dort kat artig1 sta-
bil dereprese mutantlarin seleksiyonunu gosterdigini belirtmiglerdir (48,59,
60).

Washington ve ark (62) Gram negatif bakterilerde makro ve mikro diliis-
yon y6ntemiyle yaptiklar1 ¢aligmada dereprese mutantlarin % 89.7'sinde be-
ta-laktam antibiyotiklere direng bulmuglardur.

Sanders ve Sanders (51) 20 Enterobactericae ve 5 Pseudomonas aerugino-
sa izolatinda 10 sefalosporin, 4 penisilin, aztreonam, amdinosilin, sch 34343
ve imipenem'in in vitro aktivitesini stabil dereprese mutantlarda aragtirmig-
lar, sefalosporinler, penisilinler ve aztreonam'in Tip-I beta-laktamaz derepres-
yonu ile in vitro aktivitesinin azalmasim anlamh bulmuglar ve seftazidim'in
sokak tipi sugsunda MICgj 2 (ug/ ml) dereprese mutantlarda 128 (ug/ml) ola-
rak bildirmiglerdir.

Curtis ve ark (15) indiiklenebilen Tip-I beta-laktamaz sentezleyen Gram

negatif bakterilerin sokak tipi ve mutant suglarinda beta-laktam antibiyotikle-
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re kargt duyarlih@ kargilagtirnuglar, tiirlerin tamaminda dereprese mutant-
larin indiiklenebilir sokak tipi suglarina gore ligiincii kugak sefalosporinler
de dahil test edilen antibiyotiklere kargi duyarhligin azaldigini1 gostermigler
ve Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Citrobacter Freundii ve
Pseudomonas aeruginosa'da yiiksek MIC degerleri elde etmiglerdir.

Tausk ve ark (59)'min yaptgi ¢calismada, imipenem'in subinhibitér kon-
santrasyonda diger beta-laktam antibiyotikler {izerindeki etkileri aragtiril-
mig, 74 Pseudomonas aeruginosa izolatindan 72'sinde (% 97.3) en az bir beta-
laktam antibiyotik igin dort kat veya daha fazla MIC artig1 gosterilmigtir. Bu
organizmlerde pek ¢ok beta-laktam antibiyotige karg1 direncin artmasi beta-
laktamaz sentezinin artigi ile ilgili oldugu bildirilmigtir.

Giacometti ve ark (17) 30 Pseudomonas aeruginosa izolatinda stabil de-
represe mutantlarin diger beta-laktam antibiyotiklere kars1 direncini aragtir-
miglar, ilk izolatlar ana suglar ile kiyaslandiginda subkiiltiirlerin higbirinde
seftazidim MIC'inde dort kat veya daha biiyiik bir artig gosterilememigtir.

Kirk Pseudomonas aeruginosa izolatinda sefoksitin ve imipenem ile ya-
pilan bu ¢ahgmada; ilk izolatlar ile subkiiltiirler arasindaki seftazidim MIC'i
arasinda fark yoktu ve Giacometti ve ark'nin yaptiklar1 ¢galisma bulgularimi-
z1 desteklemektedir.

Indiiklenebilir kromozomal beta-laktamaz tagtyan Gram negatif bakteri-
ler klinikte kargilagilan direngli infeksiyonlarin 6nemli bir kisminda etken
olarak ortaya ¢ikarlar. Imipenem ve sefoksitin gibi giiclii indiikleyiciler iigiin-
cit kugak sefalosporinler ve iireidopenisilinlerin aktivitesini antagonize et-
mektedir. Dolayisiyla labil bilegigin inaktivasyon hizinin artmasina bagh
olarak tedavide bagansizlik olacagindan iki beta-laktam antibiyotigin kulla-
mimindan kaginilmahdir. Béyle klinik izolatlar kromozomal beta-laktamazla-
rin agir1 miktarda sentezlenmesi sonucu beta-laktamaz inhibitor/ beta laktam
ilag kombinasyonlan, pek ¢ok sefalosporinler, sefamisin'ler ve monobaktam-
lara sikhkla direng gosterirler. Direng gelisgimini 6nleyebilmek igin hastane or-
taminda ve hastalarda yeni beta-laktam antibiyotiklerin kullaniminin sinir-

landiriilmasi gerekmektedir.
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e Cegitli klinik 6rneklerden izole edilen ve % 97.5'inde beta-laktamaz po-
zitif bulunan 40 Pseudomonas aeruginosa sugu; imipenem igeren (0.02
pg/ ml) besiyerinde karbenisilin, piperasilin, sefoperazon, sefotaksim ve sefta-
zidimin; sefoksitin igeren (0.02 pg/ml) besiyerinde sadece sefotaksimin inhi-
bisyon zon ¢aplarinda kontrole gore azalma istatistiksel olarak anlamli bulun-
du (sirasiyla p<0.05, p<0.05). Indiiklenmeye bagli olarak antagonizm etkiden
kaginmak igin, iki beta-laktam antibiyotik kullamlmamasi gerekmektedir.

» {1k izolatlar ile imipenem ve sefoksitin ile kargilagmig subkiiltiirler ki-
yaslandiginda suglarin higbirisinin seftazidim MIC'inde artig bulunmadi ve
dereprese mutantlarin varh§: gosterilemedi. Dereprese mutant gelisimini 6n-
leyebilmek igin hastane ortaminda ve hastalarda beta-laktam antibiyotik kul-

lanilmasi sinirlandiriimahdar.



OZET

Erciyes Universitesi Gevher Nesibe Hastanesi Merkez Laboratuvarinda
izole edilen 40 Pseudomonas aeruginosa sugunda indiiklenmeye bagh anta-
gonizm disk difiizyon, dereprese mutantlarin olusumu Makrodiliisyon y6n-
temle aragtirildi.

Imipenem (0.02 pg/ml) ve sefoksitin (0.02 ug/ml)'li ve antibiyotiksiz
Mueller-Hinton agarda suglarin karbenisilin, piperasilin, aztreonam, sefope-
razon, sefotaksim ve seftazidim diskleri etrafindaki inhibisyon zon ¢aplar mi-
limetrik olarak dlgiildii. Kontrole gore imipenem ve sefoksitinin subinhibitér
konsantrasyonu igeren besiyerlerindeki zon ¢aplarinin azalmasi indiiklenme-
ye bagh antagonizm olarak degerlendirildi. Antibiyotiksiz Mueller-Hinton
agar ile Mueller-Hinton agar + imipenem igeren agardaki inhibisyon zon ¢ap-
lan kisaylandiginda aztreonam hari¢ diger beta-laktamlarin zon g¢aplarinda
azalma istatistiksel olarak anlaml1 bulundu (p<0.05). Sefoksitin igeren agarda-

ki beta-laktamlardan sadece sefotaksimin zon ¢apinda azalma anlamh idi
(p<0.05).
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Pseudomonas aeruginosa'nin ilk izolatlarinda ve sefoksitin ve imipenem-
le kargilagsmus subkiiltiirlerde seftazidim MIC degerleri aragtirnldi. Subkiil-
tiirlerin higbirisinde ilk izolatlara kiyasla seftazidim MIC'inde 4 kat veya daha

biiyiik bir artig bulunmadi ve dereprese mutantiarin olusumu gosterilemedi.



SUMMARY

Imipenem and cefoxitin induced resistance to beta-lactam

antibiotics in Pseudomonas aeruginosa

Induction-mediated antagonism with disk diffusion method and
selection of stably derepressed mutants with Macrodilution methods were
investigated on Pseudomonas aeruginosa. For this purpose, 40 strains of
Pseudomonas aeruginosa isolated in the Clinical Microbiology Laboratory of
Gevher Nesibe Hospital of Erciyes University were selected. Using disk
diffusion method, inhibition zones around the carbenicillin, piperacillin,
aztreonam, cefoperazon, cefotaxime and ceftazidime disks were measured on
two series of Mueller-Hinton agar plates containing imipenem (0.02 pg/ml)
and cefoxitin (0.02 ug/ ml) and on Mueller-Hinton agar without antibiotic.

A significant reduction of the inhibition zones around the beta-lactam
disks on Mueller-Hinton agar with antibiotic compared on Mueller-Hinton

agar without antibiotic was evaluated as induction-mediated antagonism.
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All beta-lactams tested excluding aztreonam were shown to be subject to
imipenem-mediated antagonism in the disk diffusion test. On the other hand
only cefotaxime among the beta-lactam tested was shown to be subject to
cefoxitin-mediated antagonism.

In vitro selection of stably derepressed mutants resistant to ceftazidime

could not be demonstrated in this study.
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