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Tdm diinyada 6énemli bir nozokomiyal patojen olan Pseudomonas suslarinda gittikge artan oranlarda
karbapenem direncine rastlanmaktadir. Karbapenem direncinden c¢ogunlukla metallo-beta-laktamaz
(MBL) ve molekiler sinif D'de yer alan karbapenemleri hidrolize eden oksasilinaz enzimleri sorumlu
tutulmaktadir. MBL enzimlerine siklikla Pseudomonas'larda rastlanirken; sinif D oksasilinazlarin
tamamina yakini karbapeneme ve c¢ok ilaca direncli olan Acinetobacter baumanniide bulunmustur. Bu
¢alismada, karbapeneme direngli Pseudomonas suslarinda karbapenemaz tretimine neden olan OXA-
23, OXA-40 ve OXA-58 genlerinin arastiriimasi amaglanmistir. Calismaya, Kasim 2011-Ekim 2013
tarihleri arasinda, Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hastanesi, Mikrobiyoloji
Laboratuvarina gdénderilen cesgitli klinik 6rneklerden (85 bronkoalveoler lavaj, 31 yara, 18 trakeal
aspirat, 16 idrar, 14 kan, 10 balgam, 3 kateter, 3 bogaz, 2 drenaj mayisi, 1'er apse ve periton sivisi)
izole edilen imipenem ve/veya meropeneme direncli 184 Pseudomonas spp. susu alinmistir. izolatlarin
tanimlanmasi konvansiyonel yontemler ve otomatize sistem (VITEK-2, bioMerieux, Fransa) ile
yapilmig; antibiyotik duyarhliklari Kirby-Bauer disk diflizyon ydntemi ve otomatize sistem ile CLSI
Onerilerine gore belirlenmistir. Suglarda OXA-23, OXA-40 ve OXA-58 genlerinin varligi, ticari bir PCR
kiti (Hyplex CarbOxa ID; Amplex Diagnostics GmbH, Almanya) ile arastiriimistir. Molekuler g¢alisma,
genomik DNA ekstraksiyonu, multipleks PCR amplifikasyonu ve hibridizasyon olmak lzere U¢ asamada
yapilmig; son asamada ELISA temelli bir sistemde hibridizasyon saglanmistir. Calismamizda,
karbapeneme direncli 184 Pseudomonas susunun 12 (%6.5)'sinde OXA-23, 1 (%0.54)'inde OXA-40 ve
1 (%0.54)inde OXA-58 pozitifligi olmak Uzere, toplam 14 (%7.6) susta OXA genlerinin varlig
saptanmigtir. Karbapeneme direngli Pseudomonas suslarinin %70 (129/184)i yodun bakim
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Unitelerinden gelen drneklerden izole edilmis; en sik izolasyonun yapildi§i érnek bronkoalveoler lavaj
(85/184; %46.2) olmustur. Bu galisma, bdlgemizde ve Tirkiye'de Pseudomonas suglarinda OXA grubu
karbapenemaz varligini arastiran ve oranlarini ortaya koyan ilk arastirmadir. Acinetobacter'lerde tespit
edilmis bu direng genlerinin Pseudomonaslarda da bulundugu gdsteriimis olup, bu genlerin
karbapenem direncine, dogrudan veya diger direng mekanizmalarini sinerjik olarak etkileyerek sebep
olabilecegi dusunulmektedir. Bu c¢alisma diren¢ mekanizmalarini agiklamak ic¢in yapilacak yeni
calismalara basamak tegkil edecektir.

Anahtar sézciikler: Pseudomonas; OXA genleri; karbapenemaz,; karbapenem direnci.

ABSTRACT

Pseudomonas spp. that are one of the important nosocomial pathogens worldwide, and
carbapenem resistance is observed in an increasing rate. Major factors leading to carbapenem
resistance are metallo-beta-lactamases (MBLs) and carbapenem-hydrolyzing class D oxacillinases.
MBLs are frequently prevalent in Pseudomonas spp., while carbapenem-hydrolyzing class D
oxacillinases has been almost exclusively found in multidrug and carbapenem-resistant Acinetobacter
baumannii. The aim of this study was to investigate the presence of OXA-23, OXA-40 and OXA-58
genes that encode carbapenemases, in carbapenem-resistant Pseudomonas spp. strains. A total of
184 imipenem and/or meropenem-resistant Pseudomonas spp. strains isolated from different clinical
samples (85 bronchoalveolar lavage, 31 wound, 18 tracheal aspirate, 16 urine, 14 blood, 10 sputum, 3
catheter, 3 throat, 2 drainage fluid, 1 abscess, 1 peritoneal fluid) in Medical Microbiology Laboratory of
Necmettin Erbakan University Meram Faculty of Medicine, between November 2011 to October 2013,
were included in the study. The isolates were identified by conventional methods and an automated
system (VITEK-2 Compact, bioMerieux, France), while the antibiotic susceptibility tests were performed
with Kirby-Bauer disk diffusion method and automated system according to the recommendations of
CLSI. The presence of OXA-23, OXA-40 and OXA-58 genes in strains were investigated by a
commercial PCR kit (Hyplex CarbOxa ID; Amplex Diagnostics GmbH, Germany). Molecular studies
were carried out in three steps, namely extraction of genomic DNA; multiplex PCR amplification and
hybridization. In the final step, hybridization was achieved in the ELISA-based system. In our study, 12
(6.5%) out of 184 carbapenem-resistant Pseudomonas spp. strains were positive for OXA-23, 1
(0.54%) for OXA-40 and 1 (0.54%) for OXA-58, with a total positive rate of 7.6% (n= 14). Most of the
carbapenem-resistant Pseudomonas spp. strains (129/184; 70%) were isolated from the samples of
patients in intensive-care units, and bronchoalveolar lavage specimens were the most prevalent
samples (85/184; 46.2%). This study determined the presence and frequency of OXA type
carbapenemases among Pseudomonas strains for the first time in our region and Turkey. These
resistance genes demonstrated in Acinetobacter spp. were also detected in this study in Pseudomonas
spp. and they may cause carbapenem resistance directly or by affecting the other resistance
mechanisms with a synergistic effect. This study is expected to provide a basis for further studies to
elucidate resistance mechanisms.

Keywords: Pseudomonas; OXA genes; carbapenemase; carbapenem resistance.
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GIRIS
GunUmuzde, bir yandan ¢ok sayida yeni ilaglar gelistirilirken, 6te yandan bunlara hizla direng
kazanan mikroorganizmalarin olusturdugu enfeksiyonlar bildiriimektedir. Uygunsuz antibiyotik
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kullaniminin, direngli izolatlarin ortaya ¢ikmasinda énemli bir faktér oldugu ve bu durumun didnya

genelinde 6nemli bir sorun olusturdugu diistiniiimektedir!2.

Karbapenemiler, bilinen en genis spektrumlu beta-laktam antibiyotikler olup, klinikte gézlenen birgok
beta-laktamaza karsi stabiliteye sahiptir. Son vyillarda, karbapenem grubu antibiyotiklere direngli
Pseudomonas suglari ile meydana gelen enfeksiyonlarin sikliginda anlamli bir artis goértlmekte ve

tedavilerinde 6nemli sorunlar yasanmaktadir'-34. Pseudomonaslarda baslica direng mekanizmalart;

kromozomal ve plazmid kaynakli beta-laktamazlarin Gretimi, hedef ve porin proteinlerindeki degisiklik
sonucu dis membran gecirgenliginin azalmasi ve disa-atim (efflux) pompa sistemi ile antimikrobiyal

ilacin disari atiimasidir2. Bu bakteriler genis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) ve AmpC tipi beta-
laktamazlarin yani sira imipenem (IMP) ve/veya meropenem (MEM)'i hidrolize edebilen karbapenemaz

enzimlerine sahiptirlerﬁ’ﬁ'z. Karbapenemlere diren¢ gelisiminde en o6nemli mekanizma
karbapenemazlarin varligidir. Karbapenemazlar, beta-laktam sinifi olan karbapenemlerden birini, en
azindan IMP veya MEM'den birini, belirgin olarak hidrolize eden beta-laktamazlar olarak

tanimlanabilir>€. Bu enzimlerin sayl ve cesitliligindeki artis sonucu siniflandiriima ihtiyaci ortaya
cikmistir. Beta-laktamazlar, fonksiyonel ve molekiiler olarak siniflandiriimistir. Fonksiyonel siniflamada
karbapenemazlar grup 2d, 2f ve 3 igerisinde, molekiiler siniflamada ise sinif A, B ve D igerisinde yer
almaktadir. Sinif D oksasilinazlar; oksasilinleri hidrolize eden ve sik rastlanmayan beta-laktamazlar
olup, karbapenemi hidrolize eden oksasilinazlar (KHO) olarak adlandirilir. Ginimizde 120'den fazla D

grubu beta-laktamaz tanimlanmis olup bunlardan 45 kadari KHO aktivitesi gosterir2 1211 KHO'lar, OXA
23, 27, 49 (grup 1), OXA 24, 25, 26, 40, 72 (grup 2), OXA-58 (grup 3) ve OXA-51 (grup 4) olarak

grupland|nImaktadwﬂ’ﬁ*ﬁ.

Karbapenemazlar iginde klinik yonden en Onemlilerinden biri metallo-beta-laktamaz (MBL)
enzimleridir ve bu enzimlere en ¢ok Pseudomonas'larda rastlanmistir. Karbapenemlerin tedavideki

yogun kullanimina paralel olarak, son yillarda OXA tipi karbapenemaz bildirimleri de artmaktadir2:8.L.

KHO grubundaki bu OXA enzimleri, A.baumannii tipine 6zgll olarak bilinmekte ve A.baumannii'de

karbapenem direncinin en yaygin nedeni olarak kabul edilmektedir’4. KHO grubu OXA enzimlerinin
Pseudomonas'lardaki varligi ve sikligina dair yeterince c¢alisma bulunmamaktadir. Bu galismada
karbapenem direncine yol acan bu enzimlerin sentezlenmesinde rol alan gen bdlgelerinin,
karbapeneme direncli Pseudomonas'larda varliginin arastiriimasi amaglanmistir.

GEREGC ve YONTEM

Caligmaya Kasim 2011 - Ekim 2013 tarihleri arasinda Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip
Fakultesi Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvarina kiltir icin génderilen klinik 6rneklerden izole edilen; IMP
ve/veya MEM'e direngli olan 184 Pseudomonas spp. izolati dahil edildi. Ayni hastanin tekrarlayan
izolatlari calismaya alinmadi.

Laboratuvarimiza gelen kan, idrar, trakeal aspirat, balgam, bronkoalveoler lavaj (BAL) gibi cesitli
ornek tipleri kanli besiyeri ve EMB besiyerlerine ekilerek 37°C'de 18-24 saat inklbe edildi. Bakterilerin
tanimlanmasinda konvansiyonel yontemler ve otomatize sistem (VITEK-2, bioMerieux, Fransa) birlikte
kullanildi. izolatlarin antibiyotik duyarlihgi, otomatize sistem ve Kirby-Bauer disk difiizyon yéntemi ile
CLSI kriterlerine gore degerlendirildi. Standart sus olarak Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442
kullanildi.

Pseudomonas olarak tanimlanan ve IMP ve/veya MEM'e direngli olan izolatlarin saf kiltirlerinden,
gliserollu beyin kalp inflzyon buyyon saklama besiyerlerine alindi ve PCR c¢alismasina kadar -20°C'de
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saklandi. Caligilacagi zaman saklanan suslarin kanli agara tek koloni pasajlari yapilarak PCR
uygulandi.

OXA Genlerinin Multipleks PCR (M-PCR) ile Galigma Asamalari

Calisma kiltir plaklarindan DNA ekstraksiyonu, M-PCR amplifikasyonu ve hibridizasyon olmak
Uzere U¢ asamada yapildi.

DNA ekstraksiyonu, Hyplex Prep Modul ekstraksiyon kiti (Amplex Diagnostics GMBH, Almanya)
kullanilarak Gretici firmanin Onerileri dogrultusunda yapildi. Hazirlanan DNA ornekleri -20°C'de
saklandi.

Ekstrakte edilen DNA o6rneklerine, ticari kitin icerdigi primerler kullanilarak multipleks PCR (Hyplex
CarbOxa ID, Cat.No. 3880; Amplex Diagnostics GmbH, Almanya) ile amplifikasyon islemi uygulandi.
Son asamada oOrnekler termal dongu cihazina (Sensoquest Labcycler, Technomed, Almanya)
yuklenerek amplifikasyon asamasi tamamlandi. Daha sonra hibridizasyon agsamasina kadar -20°C'de
saklandi.

Hibridizasyon calismasinda, elde edilen amplifikasyon Urinlerinin ELISA temelli bir sistemde
(Hyplex CarbOxa ID, Cat.No. 3881-3884; Amplex Diagnostics GmbH, Almanya) 6zgul oligonikleotid
problarla hibridizasyonu saglandi. Calisma 6ncesinde PCR 06rnekleri termal déngi cihazinda 10 dakika
95°C'de denature edildi.

Hibridizasyon calismasina baglamadan 6nce her Ornek icin U¢ adet kuyucuk hazirlandi. Farkl
renklerdeki kuyucuklarin her biri, bir gen boélgesini temsil etmektedir. Mor renkli kuyucuk OXA-23, koyu
yesil kuyucuk OXA-40, mavi kuyucuk ise OXA-58 genini gdstermektedir. Negatif kontrol icin de U¢
kuyucuk hazirlandi (mor, koyu yesil, mavi). PCR pozitif kontrol i¢in bir tane koyu mavi olan kuyucuk,
“blank” icin de bir adet renksiz kuyucuk kullanildi. Calisma sonunda kuyucuklardaki renk degisimi
izlendi. Son asamada ornekler fotometrede 450 nm dalga boyunda okutuldu. Fotometrede reaktif
kontrol ve negatif kontrolin < 0.200, pozitif kontroliin = 1.500 olmasi durumunda g¢alisma proseduri
bagarili kabul edilip sonuglar degerlendirildi. Ornekler igin = 0.400 olanlar pozitif, 0.200-0.400
arasindakiler sinirda, < 0.200 olanlar negatif kabul edildi. Sinirda bulanan 6rnekler tekrarlandi.

BULGULAR

Calismaya alinan 184 Pseudomonas spp. susunun 117 (%63.5)'si erkek, 67 (%36.5)'si kadin
hastalardan (yas ortalamasi: 35.3 + 25.13, yas araligi: 1-89 yil) izole edilmistir. Karbapeneme direngli
Pseudomonas suglarinin %70 (129/184)'i cesitli yogun bakim unitelerinden gelen &érneklerden izole
edilmis; en sik izolasyonun yapildigi &rnek bronkoalveoler lavaj (BAL; %46.2) olmustur.
Pseudomonas'arda karbapenem direncine en sik (%32.6) reanimasyon yogun bakim nitesi (YBU)'nde
rastianmis; bunu pediatri Klinikleri (%13.5) ve gocuk YBU (%11.9) izlemistir. Suslarin izole edildigi
orneklere gére dagilimi Tablo I'de gdsterilmigtir.

Bt et Sy 1

Tablo I

Calismamizda, karbapeneme direngli 184 Pseudomonas susunun 12 (%6.5)'sinde OXA-23, 1
(%0.54)'inde OXA-40 ve 1 (%0.54)inde OXA-58 pozitifli§i olmak lzere, toplam 14 (%7.6) susta OXA
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genlerinin varligi saptanmistir (Resim 1, 2). OXA-23 pozitifligi saptanan 12 hastanin 7'si erkek, 5'i kadin
olup, yaslari 12-73 yil (yas ortalamasi: 48.5 + 19.8) arasinda degismektedir. OXA-23 pozitif suslarin 8'i
reanimasyon YBU, 3'l acil YBU, biri de plastik cerrahi kliniginden gelen érneklerden (5 BAL, 3 yara, 2
trakeal aspirat, 1 kan, 1 kateter) izole edilmistir. OXA-40 pozitif susun reanimasyon YBU'deki 54
yasindaki bir erkek hastanin BAL érneginden; OXA-58 pozitif susun ise yine reanimasyon YBU'deki 58
yasinda bir erkek hastanin yara 6rneginden izole edildigi belirlenmigtir.

Resim 2

TARTISMA

Karbapenem grubu antibiyotikler enfeksiyonlarin tedavisinde son se¢enek durumunda oldugu igin,
karbapenem direncinin ayri bir énemi vardir. Karbapenem direncine yol agan en 6énemli faktor
karbapenemazlarin varhgidir. Bu karbapenemazlardan Paeruginosa'da sinif B MBL hakimken,
A.baumannii'de sinif D oksasilinazlar hakimdir. Sinif D oksasilinazlardan KHO'lar siklikla A.baumannii

suslarinda bulunmustur—=-2--£ Acinetobacterler disinda bir bakteride KHO'larin varhgi, ilk kez

Fransa'da yapilan bir ¢alismada biIdiriImigtirﬁ. Bu calismada, 1996 ile 1999 yillari arasinda farkli
hastalardan toplanan 10 Proteus mirabilis susunda kromozomal yerlesimli OXA-23 geni tespit edilmis

ve bu genin yapisi A.baumanniideki OXA-23 geni ile ayni bulunmu5turﬁ. OXA-23 ureten P.mirabilis
izolatlarinin IMP igin minimal inhibitér konsantrasyonu (MiK) degeri 0.25-0.50 ug/ml arasinda, MEM igin
2-4 upg/ml arasinda olup karbapenem direnci goézlenmemistir. Bu calismada, OXA-23 enziminin
karbapenem direncine etkisini gdstermek icin, OXA-23 kodlayan plazmid ile Escherichia coli ve
P.mirabilis sugundan rekombinasyon suslari olusturulmus ve rekombine susun MIK degerlerinde
yiikselme tespit edilmistir. MIK degerlerindeki bu artis OXA-23 varli@i ile iligkilendirilmistir. Adi gegen
calismada, enterobakterilerde OXA genleri kazanilabilirken, bu genlerin diger bakteri ailelerine
dagilmini engelleyen, bilinmeyen faktorler olabilecedi belirtiimistir. OXA-23 kodlayan plazmid
P.mirabilis sugsuna kazandirilabilmesine ragmen, plazmid bu susta ¢cogalamamaktadir. OXA-23 geninin
bu susta surdirilebilmesi icin muhtemelen rekombinasyon, kointegrasyon, veya transpozisyon gibi

genetik olaylarla plazmidin kromozoma baglanmasi gerektigi ifade edilmi§tirﬁ.
Girlich ve arkadaglar|n|n1—9 yaptigi bir diger calismada; bir Paeruginosa susunda dogal olarak

bulunan bir oksasilinaz olan OXA-50 geni tanimlanmistir. Bu genin A.baumannii'deki OXA-23 ve OXA-
27 genleri ile sirasiyla %44 ve %43 homoloji gosterdigi belirtiimistir. Calismanin devaminda OXA-50
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geni bir plazmid Uzerine klonlanmis ve Paeruginosa ve E.collde eksprese edilmistir. Bu durumun
E.colide meropenem duyarliigini degistirmedigi, ancak Paeruginosa'da meropenem duyarhligini

azalttigi rapor edilmigtirﬁ. Bu arastiricilar ayrica, Ralstonia (Pseudomonas) pickettii, Aeromonas spp.,
Shewanella spp. ve P.aeruginosa gibi gram-negatif bakterilerin, oksasilinaz genleri icin énemli bir

rezervuar oldugunu vurgulam|§lard|rﬁ.

Karbapenemi hidrolize eden oksasilinazlar, MBL ile kiyaslandiginda daha zayif hidrolitik aktiviteye
sahiptiler ve bu geni barindiran suslar IMP ve MER igin direng sinirini olusturan MiK
konsantrasyonlarina ulagsmak i¢in ek direng mekanizmalarina (disa-atim ve gecirgenligin azalmasi gibi)

intiyag duyabilirler17. ilk olarak Sevillano ve arkada@larlE 2009 yilinda, iki Paeruginosa susunda

plasmid (zerinde yer alan OXA-40 genini gostermislerdir. ispanya'da yapilan bu calisma,
Pseudomonas'larda OXA karbapenemazlarin varligina dair ilk bildiridir. Bu genin A.baumannii‘deki
OXA-40 geni ile %100 homoloji gosterdigi belirtiimistir. Daha 6nceki bildirimlerin ¢ogunda, OXA-40
geninin A.baumannii'de yalnizca kromozomda yerlestigi belirtiimis olmasina ragmen, bu ¢alismada
OXA-40 geninin plazmid uzerinde yer aldigi gosterilmistir. Bu ve benzer galismalarda her ne kadar
OXA-40 geni tasiyan plazmidin transferiyle ilgili konjugasyon galismalari basarisiz olsa da, bu genlerin

aktarilabilir elemanlar tizerinde bulunmasi énemlidirl8.

Bir diger calismada, KHO'lardan yeni bir grup oldugu belirtilen OXA-198 enzimi bir P.aeruginosa
susunda bulunmus ve yilksek dizeyde karbapenem direncinden bu enzimle birlikte ek direng

mekanizmalarinin sorumlu oldugu vurgulanm|§t|r@. Garch ve arkadaglarmm@ yaptidi bu calisma,

Sevillano ve arkadaglarlnmﬁgallgmasmdan sonra P.aeruginosa'daki KHO'larin ikinci tanimlanmasi
olarak belirtiimistir. OXA-198 Chlorobi filumundan yesil sdlfir bakterilerinin bir Uyesi olan
Chlorobaculum parvum'un dogal beta-laktamazlari ile %83 aminoasit dizi benzerligi géstermektedir.
Sinif 1 integron Uzerinde bulunan ve Pseudomonas ya da gram-negatif bakterilere kolayca transfer
edilebilen bir plazmid tarafindan tasinan bu beta-laktamazin Paeruginosa tarafindan kazanilmasi,
KHO'larin yayillmasina yol agabilir. Dahasi bu integronun VIM-1 geni pozitif bir P.aeruginosa susunda
bulunan, transpozon ile tasinan genle de c¢ok benzer oldugu ve kolaylikla konjugatif plazmidlere

aktarilabilecegi belirtilmistir22.,

Karbapenemlere karsi beta-laktamazlara bagli direng Stenotrophomonas maltophilia, Aeromonas
spp., Flavobacterium spp. ve Bacteroides fragilis gibi bazi bakterilerde saptanmis olmasina karsin,
kromozom kontrolinde olmalari nedeniyle son yillara kadar olusturduklari diren¢ sinirli kalmistir.
Ancak, son vyillarda plazmid kontrolinde olan karbapenemazlarin ortaya c¢ikmasi, bu durumu

degistirmeye ba§lam|§t|r§'&. KHOQO'larin orijini veya muhtemel kazanim mekanizmalari ile ilgili gok fazla
bilgi bulunmamaktadir. Bugune kadar Acinetobacterde tanimlanan KHO'larin kromozomal olarak
kodlandigi gézlenmistir. Ancak bazi turlerde OXA-23 ve OXA-58'i kodlayan genlerin plazmid tarafindan

da kodlandigi, poliklonal olarak yayildigi gésterilmistirg'é. Amerika Birlesik Devletleri'nde yapilan bir

calismada OXA-40 geninin her iki lokalizasyonda da yer alabilecegi biIdiriImistir&.

Calismamizda; hastanemizde izole edilen karbapeneme direngli 184 Pseudomonas susundan
12'sinde OXA-23, birer susta ise OXA-40 ve OXA-58 geni olmak Uizere toplam 14 (%7.6) susta pozitiflik
tespit edilmis olup, bu bulgu bdlgemiz ve Ulkemizde elde edilmis ilk veridir. Bu direng genlerinin
Pseudomonas'arda da vyer aldi§i ve karbapenem direncine, dogrudan ya da diger direng
mekanizmalarini sinerjik olarak etkileyerek sebep olabilecedi dusunilmektedir. Bu genlerin tasinabilir
elemanlar Gzerinde de bulunabilmesi, yayilimlari ile ilgili kaygilari artirmaktadir. Karbapeneme direngli
Pseudomonas ve diger gram-negatif bakterilerde direng mekanizmalarinin timuiyle aydinlatiimasi,
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alinacak o6nlemler agisindan 6nem arz etmektedir. KHO'larin bakteri suslari arasinda aktarilip
aktarilamiyacag! ve Pseudomonas'lardaki karbapenem direncine etkisi ileri calismalarla irdelenmelidir.
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