Ankara Ecz. Fak. Der. J. Fac. Pharm. Ankara
18, 1 (1988) 18, 1 (1988)

Pseudomonas’larda Antibakteriyellere Direncliligin R Plazmidleri ile
Iligkisi*

The Relation Between the Resistance to Antibacterials and R Plasmids
in Pseudomonas

Ahmet AKIN** M. Riza OMMATY**

..

Calismamizda degisik kaynaklardan izole edilen Pseudomonas'la-
rm antibakteriyellere direncliliginin R plazmidleri ile iliskisi ve bu
direncliligin aktarilabilir olup olmadiginin belirlenmesi amaclanmig-
tir.

Denemeler sonucu 183 susun Ampicillin ve 182 susun Bactrim,
182 susunda hem Ampicillin ve hem de Bactrim'e direncli oldugu belir-
lenmistir. Bu noktadan hareketle 182 susta aktarim denemeleri yapildi
ve bunlardan 7 sinde 10, 13 iinde 9, 16 sinda 8, 41 inde, 7, 13 linde 6,
12'sinde 5, 8'inde 4, 7'sinde 3, 2'sinde 2 ve 4'linde 1 antibakteriyele di-
rengliligin aktarilabildigi gozlendi. Denemeye alman suglarin 59'unda
aktarim gercgeklestirilemedi.

SUMMARY

In this study, antibacterial sensitivity of various Pseudomonas
obtained from different sources, the relation between their resistance
and R plasmid have been studied.
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It was determined that 183 strains were resistance to Ampicillin,
182 strains were resistance to Bactrim and 182 strains resistance to both
Ampicillin and Bactrim. R plasmid transferring test were performed
with 182 strains resistance to both Ampicillin and Bactrim. It was
found that in 7 strains 10, in 13 strains 9, in 16 strains 8, in 41 strains 7,
in 13 strains 6, in 12 strains 5, in 8 strains 4, in 7 strains 3, in 2 strains 2
and in 4 strains 1 antibacterials resistance could be transferable. No
transfer of resistance was observed in 59 of the total strains.

Anahtar Kelimeler: Pseudomonas'lar, Antibakteriyel, Direnclilik,
Plazmid.

Mikroorganizmalarin etiidlerinde olanaklar arttik¢a ve yeni gorus-
lerin 1s18inda alan calismalar1 yapildikga, saprofit veya patojen bir
kistm mikroorganizmalarin bazi 6zel kosullarda hastalik ajani olarak
karsimiza c¢iktigi gorilmektedir. Ayrica iilkemizde oldugu gibi anti-
bakteriyellerin kesin etkili oldugu saptanmadan, yetersiz siire ve doz-
da bilingsizce kullanilmasi, duyarli kokenlerin ortadan kalkmasina, nor-
malde baz1 viicut floralarinda bulunan, fakat o sirada hastalik ajani
olmayan bazi direncli mikroorganizmalarin seleksiyonla ¢cogalmalarina
ve hastalik ajanlar1 haline doniismelerine yol acmaktadir(l).

Ozellikle barsak florasindaki antibakteriyellere dirnecli bakteri-
lerden Pseudomonas'lar ile Proteus'larda belirgin bir artig goriilmek-

te (2), olusturduklar1 enfeksiyonlarin tedavisinde gili¢liik ¢ekilmektedir
(3,4).

Cesitli antibakteriyellere karsi olusan direncliligin bakteriler ara-
sinda aktarilabildigi ilk kez 1959 yilinda Japon arastiricilar tarafindan
ortaya konmustur. Bu arastiricilar bir dizanteri olgusundan izole
ettikleri Shigella suslarinin 4 antibiyotige birden direncli olduklarim,
bu suslarin ayni hastalardan izole edilen E. Coli'lerle ayni direng
modeline sahip bulunduklarim gozlemisler, bu direncin bir bakteriden
digerine gecebilecegini dustiinmisler, in vitro caligmalarla bu diisiin-
celerini kanitlamiglardir (5, 6, 7, 8).

Bu tip direng¢ bulasinin yalnizca Gram (—) bakteriler arasinda ve
E. coli ile Shigella'lar diginda, Salmonella, Yersinia, Vibrio, Serratia,
Proteus, Pseudomonas, Klebsialla ve Enterobacter genuslarinda miim-
kiin oldugu bir cok arastirici tarafindan ispatlanmistir (6, 9, 10, 11,
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12, 13, 14, 15, 16, 17). Yurdumuzda da bu konuda arastirmalar yapil-
mis; Shigella (9, 18), Salmonella (19, 20), E. coli (21, 22), Proteus (23)
ve Klebsiaella'larda (24) antibakteriyellere direncliligin R plazmidleri
araciligiyla aktarilabildigi gosterilmistir.

Bilindigi gibi Pseudomonas'lar yara ve yanik enfeksiyonlari, g6z
enfeksiyonlari, menenjit, bronsit, bronkopndmoni ve septisemi vs. gibi
¢ok degisik enfeksiyonlara neden olabilen mikroorganizmalardir. Ay-
rica dezenfektanlarda ve hatta bazi farmasotik formlarda bile yasam-
larin1 devam ettirebilmeleri, bunlar araciligiyla salginlara yol acabil-
meleri (25, 26), bu bakterilerin 6nemini bir kat daha arttirmaktadir.
Keza izole edilen Pseudomonas suslarinin kliniklerimizde ¢ok kullani-
lan antibakteriyellere karst gosterdikleri direncin yiiksek bulunmasi
(27), bunlarin olusturdugu enfeksiyonlarin sagitiminda biyiik bir prob-
lem olusturmaktadir.

Bu noktadan hareketle calismamizda degisik kaynaklardan soyut-
lanan Pseudomonas suslarinda belirlenen muhtelif antibakteriyellere
karsit direncliligin R plazmidleri ile iligkisi, bu direncliligin aktarila-
bilir olup olmadiginin belirlenmesi amaclanmistir.

DENEL KISIM

Materyal

Calismamizda A.U. Eczacilik Fakiiltesi Mikrobiyoloji Bilim Da-
linda c¢esitli ilag ve kozmetik preparatlarindan soyutlanan 23, A.U.
Tip Fakiiltesi ibni Sina Hastanesi Klinik Bakteriyoloji Laboratuvarina
gonderilen cesitli materyallerden soyutlanan 38, S.S.Y.B. Refik Say-
dam Merkez Hifzisithha Enstitiisi ilag Kontrol ve Bakteriyoloji La-
boratuvanna gonderilen cesitli materyallerden soyutlanan 27, S.S.Y.B.
Yiiksek Ihtisas Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen
cesitli materyallerden soyutlanan 31, G.U. Tip Fakiiltesi Bakteriyo-
loji Laboratuvarina gonderilen cesitli materyallerden soyutlanan 16,
A.U. Tip Fakiiltesi Klinik Bakteriyoloji ve Infeksiyon Hastaliklari
Anabilim Dalindan alinan 40 ve S.S.Y.B. Numune Hastanesi Bakteri-
yoloji Laboratuvarina gonderilen c¢esitli materyallerden soyutlanan 9
olmak lizere toplam 184 sus iizerinde calisildi.
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Metod

Pseudomonas suslarinin soyutlanmasinda Kanli Agar, Mac Con-
key Agar, Nutrient Agar besiyerleri ile antibakteriyellere duyarlilik
testlerinde Oxoid'in Diagnostic Sensitivity Agar Base (D.S.T.), Plaz-
mid aktarim denemelerinde ise Phenol Reed Agar besiyeri kullanildi
(28, 29, 30). Soyutlanan bakterilerin Gram yontemi ile boyandiktan
sonra morfolojik, biyosimik ve kiiltiirel 6zellikleri arastirildi. Pseudo-
monas oldugu belirlenenlere antibiyogram testi uygulandi.

Direncliligi incelenecek bakteri suglart 1 ml buyyon iceren tiiplere
ekildi. 37°C de 6 saat inkiibe edildi. Siirenin sonunda kiltiirlerin 1 /100’
lik dilisyonlarindan, steril ekuviyyon ucu ile sterilite kontrolii yapil-
mis ve kapaklar1 aralik ve ters tutularak kurutulmus D.S.T. Agar be-
siyerinin yiizeyine homojen dagilimi saglanacak sekilde ekim yapildi.
Ekim yilizeyi kuruduktan sonra, Oxoid'in antibiyotik diskleri sterilite-
ye dikkat edilerek besiyerinin yiizeyine tam temas edecek sekilde yer-
lestirildi ve alevden gecirilmis pensle hafifce bastirildi.

Petri kutulari laboratuvar isisinda 30 dakika kadar bekletilerek
antibakteriyellerin besiyerinin ylizeyine yayilimi saglandi. 37°C de
bir gece inkiibe edildikten sonra, zonlarin ¢aplar1 6l¢iildii ve mm cin-
sinden kaydedildi. Degerler Tablo 1'deki verilerle kiyaslanarak di-
rencgli, intermedier, ve duyarli seklinde degerlendirildi (1, 31,
32).

R Plazmid Aktarim Deneyleri:

Ampicillin ve Bactrim'le birlikte cesitli antibakteriyellere direncli
oldugu saptanan Pseudomonas suslar1 verici (Donor) olarak alindi.
Nalidixic acid'e direng¢li ve deneylerde kullandigimiz antibakteriyel-
lere duyarl1 olan prototrof E. coli K, susu ise alict (Recepient) sus ola-
rak kullanildi (Sekil 1 ve 2).

Ampicillin ve Bactrim'den biri veya her ikisi ile diger antibakteri-
yellere direncli olan verici Pseudomonas suslarinin antibiyotik direng-
lilik faktoriiniin R plazmidinden ileri gelip gelmedigi, bunun duyarl:
bir alictya nakledilip nakledilemedigi T.A.C. YoOntemi ile arastirildi
(30).
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Tablol. Duyarhlik 6lciimiinde kullanilan antibakteriyeller, disk potensleri ve
direng kriterleri (28, 29, 33).

Disk Diren¢ Kriteri Onlenim Alam

Antibakteriyeller | potensi (;a;n (mm)
Direncli | Intermedier | Duyarh
Amikacin 30 mcg < 14 15-16 > 17
Ampicillin 10 mcg <11 12-13 > 14
Cefotaxim 30 mcg < 14 15-17 > 18
Cefoperazone 75 mcg < 14 15-17 > 18
Chloramphenicol | 30 mcg < 12 13-17 > 18
Gentamicin 10 mcg < 12 13-14 > 15
Nalidixic acid 30 mcg < 13 14-18 > 19
Penicillin G 10 mcg < 11 12-21 > 22
Bactrim 25 mcg < 10 11-15 > 16
Tetracycline 30 mcg < 14 15-18 > 19
Tobramycin 10 mcg <1 12-13 > 14

Sekil 1. Mikroseroloji blogunda deney cukurlarimin sematik goriiniimii.
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Esas deney Verici kont. Alici Kont.

a- Besiyeri (1.1 ml.)
b- Alici kulturd (0.05ml.)
c- Verici kulturd (0.01 ml.)

Sekil 2. Cukurlara konulacak ahci ve verici sus ile besiyeri miktari,
a- Besiyeri (1.1 ml) b- Ahc Kkiiltiirii (0.05 ml) c- Verici kiiltiirii (0.01 ml)

Resim 1. Aktarimdan sonra mikro-seroloji blokunun goriiniimii.
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SONUC ve TARTISMA

Calismamizda kullanilan antibakteriyeller, bunlara diren¢li, in-
termedier ve duyarlt sug sayilari ile ylizde oranlar1 Tablo 2 de verilmis-
tir. Bu tablonun incelenmesinden de anlasilacagi gibi incelenen 184
Pseudomonas susundan 9 u (% 4.89) 11, 42 si (% 22.82) 10, 58'i (%
31.52) 9, 30'u (% 16.30) 8, 24'd (% 13.04) 7, 15'i (% 8.50) 6, 4'i (%
2.17) 5, 11 (% 0.54) 4 ve 1'i (% 0.54) 3 antibakteriyele birden direng-
lilik gostermektedir. Ayrica denenen antibakteriyeller icinde en etkili
olani Amikacin (% 80.97)'dir. Bunun sirasiyla Cefoperazone (% 40.76)
Tobramycin (% 27.75), Cephotaxim (% 22.28), Gentamicin (% 10.32),
Nalidixic acid (% 3.26), Tetraciklin (% 2.17) ve Chlorampehicol
(% 1.08) izlemektedir (27).

Tablo 2. Antibakteriyeller ile bunlara direncli, intermedier ve duyarh olan sus ve yiizde

oranlari

Antibakteriyel Direngli intermedier Duyarh

Sus sayisi % Sus sayisi /o Sus sayisi %
Amikacin 17 9.24 18 9.78 149 80.97
Ampicillin 183 99.45 - — 1 0.54
Cephotaxim 110 59.78 33 17.93 41 22.28
Cefoperazone 79 42.93 30 16.30 75 40.76
Chloramphenicol 176 95.65 6 3.26 2 1.08
Gentamicin 148 80.43 17 9.24 19 10.32
Nalidixic asit 176 95.65 2 1.08 6 3.26
Penicillin G 183 99.45 1 0.54 - —
Bactrim 182 98.91 - — 2 1.08
Tetracycline 180 97.82 - — 4 17
Tobramycin 128 69.56 5 2.71 51 31

Degisik kaynaklardan soyutlanan toplam 184 susun 183 'iinln
(% 99.45) Ampicillin'e ve 182 sinin de (% 98.91) Bactrim'e direngli
oldugu, hem Ampicillin ve hem de Bactrim'e birlikte direng¢li bulunan
sus sayisinin da 182 (% 98.91) adet oldugu saptandi ve toplam 182
susta aktarim denemeleri yapildi.

Elde edilen sonuglara goére toplam 123 susun 7'sinin (% 5.69)
10, 13'tniin (% 10.56) 9, 16'sinin (% 13.00) 8, 41'inin (% 33.33) 7,
13"intn (% 10.56) 6, 12'sinin (% 9.75) 5, 8'inin (% 6.50) 4, 7'sinin
(% 5.69) 3, 2'sinin (% 1.62) 2 ve 4 tiniin de (% 3.25) 1 antibakteriyele
direnclilik gosterdigi belirlendi. Sadece Ampicillin'e direncli 119
(% 65.38), sadece Bactrim'e direncli 121 (% 66.48), hem Ampicil-
lin ve hem de Bactrim'e direngli 105 susta (% 57.69) ve toplam 123
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susta (% 67.58) aktarim denemeleri olumlu sonug¢ verdi. Yapilan de-
nemeler sonucu 59 susta (% 32.24) direng¢ aktariminin gerceklestirile-
medigi gozlendi.

Ampicillin direncliligi ile 7 susta (% 5.88) Amikacin, 27 susta
(% 22.68) Cephotaxim, 39 susta (% 32.77) Cefoperasone, 102 susta
(% 85.71) Chloramphenicol, 105 susta (% 88.23) Gentamicin, 113
susta (% 94.95) Penicillin G, 103 susta (% 86.55) Tetracycline ve 92
susta (% 77.31) Tobramycin direngliliginin birlikte aktarildigi belirlendi.

Bactrim direngliligi ile ise 7 susta (% 5.78) Amikacin, 27 susta
(% 22.31) Cephotaxim, 37 susta (% 30.57) Cefoperazone, 103 susta
(% 85.12) Chloramphenicol, 104 susta (% 85.95) Gentamycin, 118 susta
(% 97.52) Penicillin G, 105 susta (% 86.77) Tetracycline ve 100 susta
(% 82.64) Tobramycin direncliliginin birlikte aktarildigi saptandi.

Yukarida belirtilen veriler incelendiginde Ampicillin ve Bactrim
direncliliklerinin genellikle Penicillin G, Gentamycin ve Tetracycline
direnclilikleri ile birlikte aktarildigi, buna zaman zaman Chloramp-
henicol ve Tobramycin direncliliklerinin eklendigi gdzlendi.

Son yillarda antibakteriyellerin cok yaygin ve bilingsizce yetersiz
sure ve dozda kullanilmasi nedeniyle antibiyotiklere direncgli olan bak-
teri sayisinda 6nemli bir artig oldugu gézlenmektedir (34, 35, 36).

Calismamizda degisik kaynaklardan soyutlanan 184 adet Pseudo-
monas susunun hepsinde en az 3 ve en cok 11 adet antibakteriyele
direnglilik varligr saptanmistir. Bu direngliligin % 67.58'inin R fak-
toriine bagli olarak alict bakteriye aktarilabilmesi yukarida belirtilen
hususu dogrular niteliktedir. Yine bu veriler Sogaat'in (17) % 44 lik,
Ozenci'nin (24) % 51.20 lik, Jonsson ve arkadaslarinin (12) % 29 luk,
Moller ve ardakaslarinin (16) % 23 liik bulgularindan daha yiiksek o-
randadir. Ertong'un (37) % 77 lik bulgularina ise oldukg¢a yakindir.

Yurt diginda yapilan c¢alismalarda R faktoriine bagli direngliligin
insidensinin 1957 yilindan beri giin gectikge arttigi tesbit edilmistir
(6,10,15,38). Ayrica Meksika'daki basilli dizanteri ve tifo epidemilerin-
de binlerce kisinin diren¢li suslarla enfekte oldugunun belirlenmesi so-
sorunun buyukligini gostermektedir.

Jonsson ve arkadaslari, enfeksiyon hastaliklar: hastanesinden izole
edilmis Gram (—) bakterilerde % 29 oraninda R faktori sikligi tespit
etmiglerdir. Aymi arastiricilar R faktorii varligini Salmonella ve Shigel-
la suslarinda da gostermislerdir (12, 39).
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Rashtehian ve Brooth (40) yaptiklari ¢aligmalarinda yontemleri
bizim uyguladigimiz yontemden farkli olmasina ragmen benzer sonug-
lar almiglardir.

Iyobe ve arkadaslari, bir P. aeruginosa susunda R 159-1 plazmi-
dinin P, grubunda oldugunu belirlemis ve Chloramphenicol'e direncin
bu plazmidlerden degil Tn 2001 plazmidlerinden ileri geldigini savun-
muslardir (41).

Yaptigimiz calismada ise deneye sokulan 184 Pseudomonas susu-
nun sadece 8 adedi Chloramphenicol'e duyarli bulunmustur. 176
susta (% 95.65) rastlanan direncliligin nedeninin hangi plazmidden
ileri geldigi belirlenememistir.

Calismamizda % 67.58 oraninda konjugasyon yoluyla plazmid
aktarimi gerceklestirilebilmistir. Bu sonu¢ Gelmi ve arkadaglarinin(42)
bulgularina benzemektedir. Ancak bu konuda daha once Tiirkiye'de
yapilan herhangi bir calismaya rastlanmadigindan verilerin onlarla
kiyaslanmasi yapilamamistir. Fakat rakamlarin yiiksekligi zamana
bagli olarak direncliligin arttig1 disiincesini uyandirmakta, bu diisiin-
ce de Datta ve arkadaslarinin (43) gozlemleriyle paralellik gostermek-
tedir.

Pseudomonas'larin bir ¢ok antibakteriyele karsi yiiksek oranda
direnclilik gosterdikleri (4) ve multibl diren¢ faktoriine sahip olduklari
(44, 45) bildirilmistir. Verilerimiz hem bu arastiricilarin ve hem de
Yow'un (4) gozlemlerini dogrulamaktadir.

Roe ve arkadaslari, fareleri Carbenicillin'e duyarli virulan bir P.
aeruginosa ve Carbenicillin'e direncli avirulan bir E. coli susu ile ayri
ayr1 ve karigik olarak enfekte etmisler, Pseudomonas tek basina oldugu
zaman Carbenicillin'e yanit verdigi halde E. coli ile beraberken Car-
benicillin tedavisinin sonucsuz kaldigini goézlemigler ve bunun nedeni-
nin Carbenicillinaz yapabilme 06zelliginin E. coli'den P. aeruginosa'ya
R faktori araciligiyla gecebildigim ileri stirmiislerdir (46).

Tiirkiye'de ozellikle Salmonella, Shigella, Klebsiclla, Proteus ve
E. colilerde antibakteriyellere direnc¢liligin R plazmidlerinden ileri gel-
digi, bu direnclilik faktoriiniin hassas bir aliciya transfer edilebilecegi
gosterilmistir (9, 23, 24, 37, 47). Yaptigimiz inceleme sonucu Pseudo-
monas'larda antibakteriyellere direncliligin de R plazmidlerinden ileri
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geldigi ve bu direnclilik faktoriiniin hassas bir aliciya transfer edilebile-
cegi gorulmistir.

Denemeye aldigimiz 184 Pseudomonas susunun 17 tanesi Ami-
kacin'e direncli bulunmustur. Direncli olan bu suglarda aktarim dene-
meleri yapildiginda, 7 tanesinde (% 41.17) aktarimin gerceklestigi,
klasik yontemle kromozomal direncliligin aktarimi i¢in yapilan dene-
melerde ise E. coli K,, susuna Amikacin direng¢lili§inin aktarilamadig:
belirlenmistir.

Sonug¢ olarak degisik kaynaklardan soyutlanan 184 Pseudomonas
susu lizerinde yaptigimiz denemeler sonucu suglarin yaklasik % 28'inin
10 veya 11 antibakteriyele diren¢li oldugu, incelenen antibakteriyeller
icinde Amikacin ve Cefoperazon'un en etkili antibiyotikler oldugu,
bunlarin Tobramycin, Cefotaxim ve Gentamycin'in izledigi, 119 susun
(% 65.38) Ampicillin, 121 susun (% 66.48) Bactrim ve 105 susunda
(% 57.69) Ampicillin-Bactrim direncliligini tasidigi, bunlarin % 67.58'
inde aktarim denemelerinin olumlu sonug¢ verdigi saptanmistir.
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