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Muayene Maddelerinden Izole Edilen

Pseudomonas aeruginosa Suslarinin Pyosin Tiplendirimi ve

‘Baz Antibiyotiklere Duyarhhg

F. Serap Onay!, Sengiil Derbent]i2

Ozet: Fisater patojen bir bakieri olan Pseudomanas aeruginosa'ya bagl hastane infeksiyanlarotn son 30 yddan bu yana
artigt ile birlikte, bu infeksiyonlari kontralii amacryla epidemiyolofik Hplendirme yiontemleri bityitk Snem kazannugter,
Genellikle cogul antibiyotik direnci giisteren bu bakterilerle geligen infeksiyonlarda, gelisigiizel antibiyotik kullanoms direngli
suglart artmnsina neden olmakta, tedaviyi giiglegtirmektedir. P. aeruginasa suglare antibakteriyel etici olugturan pyosin firetir.
Pyosinlerin diger P. aeruginosa suglarui firemesint inhibe efme Gzelliginden yararlamlarak, onlan epidemiyolofil amaglarta
tiplendirmek milmiiindiir, Caligmada cesitli klinik materyelden izole edilen 150 P. aeruginosa sugu Fyfe, Harris ve Govan'
yenilenmis pyosin tiplendinme yautemi kullantlarak tiplendirilmistiv. Ayrica bu suglarm mikrodiliisyon yonten ile amikasin,
siprofloksasin ve seftazidime duyarkbe belirlenmigtir, Suslarm % 45.3' pyosin tip A-3, % 11.3% pyosiu tip 10, % 8" pyosin tip
37, % 6.7'si pyosin tip A-2, % 4.7'si pyosin tip 1 olarak tiplendirilinis, % 14.3% degisik pyosin tiplerinden bultmng, % 10%unun
Gzelliklerinin ise bugiine dek Gnerilen pyosin tiplerine uymadifs saptannetir, Paenruginosa suglarien % 86.7'sinin amikasine, %
76.7'sinin siprofloksasine ve % 66.7'sinin seftazidime duyarl oldugu belirlenmigtir.

Analitar Sézcitkler: Pseudomonas aeruginosa, pyosin tiplendirimi, amikasin, siprofloksasin, seftazidim.

Surmvnary: Pyocin typing of Pseudomonas acruginosa strains isolnted from various clivical specinens and Hueir sensitivity fo
some antibiotics. The increase within the last 30 years of hospital infections related to P. aeruginosa which is an apartunistic pathogen, has
caused the epidemiological typing methods for the control of these infections to gaili great importance. Careless use of mtibiotics in infections
eaused by these bacterin whicl generatly have inultiple antibiotic resistance, result in an icrease in the resistant strains and make the trentiment
difficutt. P. aeruginosn strains produce pyecins which have an antibacterial effect. pyocing inkibit the growth of other P. agrugingsa strains, By
using this property epideiiological typing of P. reruginosa is possible. It this study, typing of 150 P. aeruginosa strains isolated from various
clinical specimens were done by using the modified pyocin typing method of Fyfe, Harris and Govan. Furthermore Hie sensitivity of these
strans to amikacin, ciprofloxacin and ceftozidime were determined by the microdilution wethod. The byping of these stains as follotvs: 45.3%
pyocin type A-3, 11.3% pyocin type 10, 8% pyocin type 37, 6.7% pyocin type A-2, 4.7% pyocin fype 1, 14.3% of this toll nunber of sirains
were of various pyocin types and 10% of the fotal were found as types not conforming to kiiown pyocin fypes. The sensitivity of P. aeruginosa

strains to mmikacin, ciprofloxacin and ceftazidime were found as 86.7%, 76.7% antl 66.7% respectively.
Key Words: Pseudomonas aeruginasa, pyocin byping, mmikecin, ciprofloxacin, ceflazidine,

Gririg

Pseudonionas aeruginose hastanede yatan hastalarda en sik in-
feksiyon olugturan etkenlerden biridir, Yogun bakim initelerinde-
ki hastalar, basta nétropenik hastalar olmak itzere malign hastalig:
olanlar, immiin sisterni baskilanmug kigiler ve kistik fibrozlu hasta-
lar Gnemli risk gruplinm olugturur. Amerika Birlesik Devletle-
ri'nde nozokomiyal infeksiyonlarin % 99'unda etkenin P.aerugino-
sa, Escherichia coli veyn Staphylococcus aurens oldugu bildiril-
mistir (1-3).

Klinik Srneklerden izole edilen Gram-negatif ¢omaklarim %
15'i nonfermantatiftir. Bunlarm yaklagik % 70'ini P.aeruginose'mn
olugturdugu bilinmektedir. P.aeruginosa ile kolonize olmug hasta-
lar Snemli hastane infeksiyonu kaynaklarichr (4). Hastane infeksi-
yorlarmm goriilme sikhi1 % 5-10 arasindader, Bu oran filkelere,

hastane tipine ve hastane béliimlerine géire farkliik postermekie- -

dir. Antibiyotiklerin yaygmn ve gelisigiize! kullamlmas:, antibiyotik-
lerin sectirici etkisiyle direncli bakterilerin hastane ortamma yer-
legmesi, hastane ortaminda bulunan kigilerde direncli bakteri por-
téirliiiiniin gok daha sik gbrillmesi ve viicut direnci kirilmig hasta-
lanin yasattlmas: igin invazif tekniklerin gelistirilmesi hastane in-
feksiyonlardaki artigin baghca nedenleridir (5).

P .aeruginosa'mn epidemiyolojik y8nden incelenmesi icin, anti-
biyotik duyarlilifinin belirlenmesi, pyosin tiplendirimi, bakteriyo-
faj tiplendirimi ve serolojik tiplendirme gibi yontemlerden yararla-
mlmaktadir. Bunlara ek olarak, enzim profilinin belirlenmesi ve

{}) Aduna Devlet Hustanest Labormtuvan, Adana
(2) Isranbul Tip Fakttlesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyalaji Anabilim Dals,
Cienel Mikrabiyoloji Bilim Dah, Capa-lstanbul

DNA prob teknigi ile de tiplendirme yapifabilmektedir. Ancak
bunlar komplike yontemler oldufundan, yakin gelecekte rutin la-
boratuvarlarda uygulanmalar: olas1 giriilmemektedir (6). P.geru-
ginosa ile ilgili epidemiyolojik arastirmalarda en gitvenilir ve uy-
gun yéntemlerin serotiplendirme ve pyosin tiplendirimi oldugu ce-
sitli yaywmlarda bildirilmektedir (1,7).

Diger birgok Gram-negatif comak gibi, P.aeruginosa da bakte-
riyosin (pyosin) olusturur. Sinirli etki atanlan ve kimyasal yapilan
ile antibiyotiklerden ayurt edilen bakteriyosinler, genellikle kendi-
lerini direten suglar ile yakinligs olan tek bakteri tiiriine etkilidir
(8). Bakteriyosin iireten suslar kendi bakteriyosinlerine direnclidir.
Bakterilerin bu maddelere kars1 gbsterdikleri duyarlilifin spesifik
olmas1 nedeni ile, aym tiir bakterilerde degisik bakteriyosin tipler
saptamak olmasidir, Bu dzelligin epidemiyolojik arastirmalarda
degeri vardir. Pyosin protein yapisinda, ilretimi plazmid kontro-
liinde olan: ve P.geruginosa'mn farkl suglarmin dremesini inhibe
eden bir bakteriyosindir. Pyosin tiplendirimi, kolay ve tekrarlana-
bilir olmas) nedeni ile epidemiyolojik aragtirmalarda dnerilen bir
yitntemndir (9,10).

Bu cahgmada Istanbul Tip Fakiiltesinin gesitli kliniklerinden
giinderilen:muayene maddelerinden izole edilen P.aeruginosa suy-
lartnin Gillies-Govan (11) ileknigi temel alinarak aktif yéniem ile
pyosin tiplendirimi yapilmg, ayrica amikasin, siprofloksasin ve
seftazidimin bu suglar igin minimum inhibitér konsantrasyonlar
(MIK) belirlenmistir.

Yéntemier
Calismada 64'ii idrar, 45'1 cerahat, 33'ii balgam, besi kan, ikisi
burun ve biri kulak salpisindan izole edilen toplam 150 P.aerugi-
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/ Tablo 1. Gillles ve Govan (11) Tarafindan Belirlenen \
Pyaosin Tipleri ve Indikatér Suslara Etkileri

Pyosin indikatér Suglar

Tiplerl 1 2 3 q 5 6 7 B
1 + + + + + + +
2 - + - - - - - -
3 + + + + . + -
4 + + + + + - - +
5 - - - . + - - -
6 + + + + + + -
7 + + + - - - + +
8 - + + + - - + -
g - - - - + - + -
i + + + + + + + +
it + + + - - + -
12 + + - + + - - +
13 - - - + - - +
14 - - + - + - + -
15 E + - - + - + -
16 + - + + - - + +
17 - + - - - + -
18 + + + + - + +
19 - + + - - + -
20 - - - - + + - -
21 - + - + - - -
2 + + + - + + + -
23 + - - - + - + -
24 - - + + + + +
20 + - + - - + -
26 + - - - - + -
27 + - + - + + -
28 - - - + - + -
28 + - + - - -
a0 - + + . - - -
i - - - - - + -
az - - - + + - - +
33 + + + + + + + -
34 - . - - - - +
35 + + - + - + -
3 - + - + - - +
37 - + + + + - + -

{+) nhibisyon var; (-} inhibisyon yok

nosa susu incelenmigtir.

Pyosin tiplendirimi igin Fyfe, Harris ve Govan (1) tarafindan
tarif edilen modifiye Gillies-Govan (11) ybntemi uygulanmusar. Se-
kiz adet indikattr P.geruginosa sugu, Refik Saydum Hifzisthha
Merkezi Baskanhigi'ndan saglanmigtir. Pyosin tiplendirimi yapila-
cak P.aeruginosa suglarimn 18-24 saatlik kiltliriinden hilcre yo-
funlugu McFarland'in 0.5 no'lu standard tilpiine uyacak gekilde
fizyolojik tuzlu suda siispansiyoniar (108-107 cfu/ml) hazirlanmis-
tir. Bu bukiteri stispansiyonundan 3 ml ahinarak, sekiz indikatdr sus

Tablo 2. Gillies-Govan Tablosunda Yer Almayan, \
Yumul{10)'un Onerdigi Ek Pyosin Tipleri

Pyosin indikatdr Suglar

Tiplesl 1 2 3 4 5 6 7 8
Al + - - - + - 4
Az - + + + + + + +
A3 - + + + + - + +
A-4 + + + + - - +
A5 + + - + - + -
A6 - - + + + - - +
AT - - + + + - - -
4B - - . . .- -

(+) Inhibisyon var; {-) inhibisyon yak

fizerine olan etkisini arastrmak itzere, sekiz adet Petri kutusundaki
triptik soya agannin (Oxeid) yilzeyindeki igaretli hélgelere damla-
tilrmstir. Her bir Petri kutusunda 10 ayn test sugunun aynt anda
tiplendirimi saglanmistr. Damlalanin kurumas: igin birkag dakila
bekledikten| sonra, besiyerleri 30°C'de alt saat inkiibe edilmistir.
Klorofarm emdirilmiy siizgeg kagitlar1 test suglurimin ckildigi Petri
kuularinmn kapagina yerlegtirilerek kapatibmigtir, On bey dakika
beklenerek, kloroform buhanyla bakterilerin 6lmesi saglanmigtir.
Sonra silzgeg kagitlart alinmug ve kalan loroform buharimn cik-
mast igin Petri kutusunun kapagi 10 dakika acik olarak lutulmug-
tur. Sekiz indikatir sugun riptik sony aganndaki 24 saatlik kiileil-
riinden koloni alinmis ve iriptik soya buyyonuna (Oxoid) ckilerek
37°C'de dirt saat inkiibe edilmigtir. Bylece mililitredeki canl bak-
teri sayisinin yaklagik 107 olmast saglanmugbr. Bu siispansiyondan
0.1 ml alinmg ve eritildikten sonra 45°C'de bekletilen 2.5 ml'lik
ve agar igert#t % 0.5 olan yar kad1 triptik soya agan igine katiimig-
ur. Yart katr agar bekletilmeden, Sidiirilmiis lest suglanmn (zerini
kaplayacak sekilde dokéilmiig ve Petri kutulan 37°C'de 18 saat in-
kiihe edilmistir. Degerlendirme, pyosin tipi saptanacak bakterilerin
sckiz indikator sug kargisinda inhibisyon zonu olugturup olugtur-
mamalarma géire yapilmistir. Indikatér susun iremesinde higbir de-
pisiklik olmadifnda sonug negatif, iremede inhibisyon oldugunda
ise pozili olarak degerlendiritmigtir. Elde edilen sonuglara pore,
caligma kapsanuna alinan P.aeruginesa suglan Gillies-Govan (11}
it ve Yumui (10)un dnerilerine gore uplendirilmigtir (Tablo | ve .
Antibiyotik duyarhilik deneyleri NCCLS (12)'in nerdigi mik-
rodililsyon yéntemi esas alinarak, Mueller-Hinton buyyonunda ya-
pilmigtie. Amikasin igin Mg+ ve Ca* ilaveli buyyon kullanilmg-
tir. Aragtrmada standard sug ofaruk P.aeruginosa ATCC 27853
sugn kullanilmig ve bu sugun MIK degerlerinin dnerilen simirlar
iginde kalmast, aragtwma boyunca temel kriter olarak alinmustur.

Sonuciar

Tiplendirimi yapilan 150 P.aeruginosa sugurun 68'1 (% 43.3)
pyosin tip A-3, 17 (% 11.3) pyosin tip 10, 1251 (% 8) pyosin tip
37, 10'u (% 6.7) pyosin tip A-2, yedisi (% 4.7) pyosin tip | ofarak
stiflandintmigtir, Suglardan 21'inin (% 14.3) dokuz degisik pyo-
sin tipinden oldugu, 15inin (% 10) ise bugtine dek nerilen pyosin
tiplerinin tizelliklerini gstermedigi belirlenmigtir (Tablo 3).

Mikredilisyon deneyi sonuglan degerlendirilicken amikasin,
siprofloksasin ve seftazidim igin sirasi ile < 16 pg/ml, < 1 pg/ml
ve < 8 pp/ml antibiyotik konsantrasyonlart duyarlibik sinr olarak
kabul edikmistir.

Suglann % 86.7'si amikasine % 76.7'si siprofloksasine ve %
66.7'si seftizidime duyarl bulunmugtur. P.aeruginosa suglirinin
duyarhlik arantari, MiKsg ve MiKgg degerleri Tablo 4'le gosteril-
mistir. :

irdeleme

P.aeruginosamn etken oldujiu hastane infeksiyonlarinn kont-
rolii igin, givenilir sonug veren bir ydntem secilerek tiplendirim
yapilmast yararh olmaktadir, Olugan infeksiyonlarda izole edilen
suglarin tiplendirilmesi ile, hastularin aym sug ile infekte olup ol-
madiklary, |nfeksiyonun kaynag ve yayilmann nasit gerceldestigi
belirlenerek hastane infeksiyontars 8nlenebilir (13). Bir tiplendir-
me ytinteminin gilvenilirligl ve uygunlugu sonuca ulagmada bagka
tiplendirme yontemlerini gerektirmeyecek kadar duyurl: oimasina,
pratik ve yinelenebilir olmasind ve cabuk sonug vermesine bagl-
dir (6).

Ulkemizde pyosin tiplendirimi, ilk kez Yumul (8,10) tarafindan
yaptlmag ve Gillies-Govan'n pyosin tiplendirim tablosunda bulu-
nan 37 tipe ek olarak sekiz pyosin tipi daha Snerilmigtir.

Gillies-Govan (11)'in yaptii bir calismada P.oeruginosa sugla-
rinin % 38.9'unun pyosin tip 1, % 28.3%iniin pyosin p 3, % 52
sinin pyosin tip 3, % 2.4'iniin pyosin tip 6 oldugu belirlenmis, %
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// Tablo 3. P.aeruginosa Suglarimin Pyosin Tipleri ve {zole Edildikieri Muayene Maddeleri
) Balgam ve Trakeal Burun Kulak

Pyosin Tiplerl Idrar Cerahat Sekresyon Kan Salgisi Salgist Toplam (%)
Pyosin tip 1 3. 3 t - - 7 {4.7)
Pyosin fip A-2 3 3 4 - - 10 (8.7
Pyosin fip 3 . - i - 1 0.7}
Pyasin tip A-3 AN 24 7 4 2 58 (45.3}
Pyosin tip 4 1 3 - ) (2.7)
Pyosin lip A-4 - 1 a - 4 2.7)
Pyosin lip & 1 - - 1 0.7
Pyasin tip A-8 - - 1 - - - 1 (0.7)
Pycsin tip 10 10 3 3 1 - - 17 (11.3)
Pyosin fip 21 - - 1 - - 1 0.7
Pyosin tip 28 - - 1 - - - 1 0.7)
Pyasin tip 33 3 - 1 - - - 4 2.7)
Pyosin tip 34 2 - 1 - - 1 4 2.7
Pyosin tip 37 4 i 7 - - - 12 (8.0)
Tiplendirlemeyen 7 5 3 - - - 15 {(10.0)

\ Toplam 64 15 3 5 2 i 150 /

123 degisik pyosin tiplerinden bulunmusg ve % 13'0 tiplendirile-
memigtir. Aym aragtircidann yaptign bagka bir calismada ise, sug-
larin % 15.2'sinin pyosin 1ip 1, % 28.6'smin pyosin dip 3, % 8.9'u-
nun pyosin tip 5, % 16.9'unun pyosin tip 9 oldugu belirlenmis, %
9.8'1 degisik pyosin tiplerinde saptanmus ve % 20.5' tiplendirile-
memislir.

Yumut {10} tarafindan yapilan bir caligmada belirlenen pyosin
tiplerinin siklik sirasiyla, pyosin tip A-3 (% 19), pyosin tip 37 (%
13}, pyosin tip 3 (% 6), piyosin tip 31 (% @), pyosin tip A-2 (% 4)
oldufu ve suglarn % 27%sinin degisik pyosin tiplerinden oldugu
belirfenmiy, kalan 96 25'lik grup ise tiplendirilememistir. Sengil ve
arkadaslare (14) tarafindan, pyosin tip 24 ve 37'nin cn sik izole edi-
len tipler oldugu bildirilmigtir.

Calismamezin bulgulary, Yumut (8,10) tarafindan yapilan arag-
trmumin verileri ile karsiagunldifinda, her iki caligmada da pyo-
sin tip A-3'e en yiiksek oranda rastlanmasi, pyosin tip 37 ve pyo-
sin tip A-2 suglarinm birbirine oldukca yakm oranlarda belitlen-
mesi dikkat gekicidir, Bu sonuclar pyosin tip A-3, pyosin tip 37 ve
pyosin 1ip A-2 suslanin ilkemizde daha yaymn oldugn fikeini
vermistir. Ayrica bu ¢alismamn verileri, Yomul tarafindan Sneri-
len ek tablonun, pyosin tiplendiriminde bilyilk yarar sagladifim
gostermigtir. Calismamizda incelenen suglardan % 10'unun pyosin
tiplendirimi ysmilamarmus, ancak difer aragbricilann verilerinde
tiplendirilemeyen sug oram daha yiiksek olarak bildiriimigtir. Bu
fark, galismamizda kullanilan yenilenmis pyosin tiplendirme yén-
teminin yararlihginn bir gdstergesidir. Ayrica bu suglan tiplendi-
rilememis ofarak yorumlamaktansa, bu &zelliklerde yeni ve ek pi-
yosin tiplerinin dnerilmesinin uygun olacagl, aslinda bu suslarin
da tiplendirildigi diigiintlebilir. Calismamizin verilerine dayanarak
dnerdifimiz pyosin tipleri (B 1- B 11) Tablo 5'te gésterilmigtir,

Hastane infeksiyonuna neden olan P.geruginosa suglan ¢ogul
direngli bakterilerdir. Bu nedenle her hastanenin kendi suglaninin
duyarhlik modelini belidi araliklarla gizden gegirmesi ve gogul
direng geligsimini azaltmak amaciyla bilingsiz antibiyotik kullani-

Tabla 4. 150 P.aeruginosa Susunun Denenen \
Antibiyotiklere Duyarhlik Burumu

/ Tablo 5. Gahgmamizin Verilerine Dayanilarak Onerilen

Pyosin Tipler! ve indikator Suslara Etkileri
Sus  Pyosin Indikatér Suglar
Sayisr  Tipleri 1 2 3 4 5 6 7 8
3 B1 + + + + 4 + - +
2 g2 - + - + + - +
2 B3 + + + + + + -
1 B4 - - - - + - + +
1 B5 + + + + - - -
1 BS - + - + - -
1 B7 + + + + 4 - -
1 B8 - + + 4 + -
1 B9 - - - - - - + %
1 B10 - - - + + +
1 B11 - - + + - + -

Antiblyatik MiKsp MiKep Duyarlilik
{mg/ml} (mg/ml} %
Amikasin B 32 88.7
Siprofloksasin 0.25 8 76.7
@lazidim 4 64 88.7

(+) Inhizisyan var; (-} inhibisyon yok y

mint kisitlayicr ntemler almas: gereklidir.,

Cohen ve arkadaglart (15) amikasinin P.aeruginosa suglirina
MIK 5y degterini 12.5 ug/ml, MiKyg degerini 25 pp/ml; Staneck ve
arkadaglan (16) ise suglarin % 87'sinin amikasine duyarh oldugu-
nu bulmuglardir. Akova ve arkadaglan (17) P.aeruginosa suglar-
min % 83miin, Sengitl (18) % 82'sinin, Koksal ve arkadaglar (19)
% 90.6'sinin amikasine duyarl oldugonu hildirmiglerdir.

Bu gahigmada da suglarin % 86.7'sinin amikasine duyarli oldu-
Eu belirlenmis, daha tince yaplan gahigmalara uygun olarak, in vil-
ro kogullarda amikasinin Paernginosa'ya en etkili antibiyotikler-
den biri oldugu saptanmugtr. .

Chaw ve arkadaglar (20) siprofloksasinin MIKsg deferini (1.5
ug/ml, MIKgqg degerini | pg/ml, Gareia ve arkadaglar (21) MIKs,
deperini 0.25 pg/ml, MiKgy degerini 8 pg/ml olerak bildirmigler-
dir. Kiiksal ve arkadagtan (19) P.gernginosa suglarinin siproflok-
sasine duyarhlifim % 89.4, Cuhadar ve arkadaglar (22) 9% 88.8
oraninda bulmuglardir, Caligmamizda ise bu oran % 76.7'dir.

Washinglon ve arkadaglart (23) suslarmn % 87'sini, Akova ve
arkadaglar (17) % B8'ini, K6ksul ve arkadaglan (19) % 86.2'ini,
Cuhadar ve arkadaglari (22} % 36'sin1 seftazidime duyurl bulmus-
lardir. Bu galismada ise P.aernginesa suglarinin % 66.6'1 seliazi-
dime duyarli bulunmusgtur.

Yapilan antibiyotik duyarliik deneyi sonuglarina gire in vitro
olarak P.aeruginosa'ya bu calismada denenenter iginde en etkili
antibiyotigin amikasin oldugu belirlenmistir. Ancak antibiyolikle-
re kars cesitli mekanizmalurla direng gelismekte ve zamanla bak-
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teriyel infeksiyonlarin tedavisinde giigliikler ortaya gtkmakiadur,
Bu nedenfe P.gernginose ile olugan infeksiyonlann tedavisinde
bagaril olabilmek ve direng pelisimini dnlemek amaciyla, etken
sug ile antibiyotik duyarlilik dencyinin yamilmast gereklidir.
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