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OzZET

Bu caligmada; Ocak-Aralik 2007 tarihleri arasinda Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Mikrobiyoloji Laboratuvar’na goénderilen klinik 6rneklerden izole edilen Acinetobacter baumannii ve Pseudomonas aeruginosa
kokenlerinde metallo-beta-laktamaz (MBL) Uretiminin prevalansinin saptanmasi amaglanmistir. Calisma 141 A. baumannii ve 189 P.
aeruginosa olmak (izere toplam 330 kéken ile yapimistir. imipeneme direngli bulunan 61 (%43.3) A. baumanii ve 52 (%27.5) P.
aeruginosa kokeninde MBL Uretimi kombine disk, ift disk sinerji, modifiye Hodge ve MBL E test fenotipik yontemleri ile arastiriimigtir.
Metallo-beta-laktamaz Uretimi imipeneme direngli A. baumannii ve P. aeruginosa kokenlerinde kombine disk yontemi ile %75, %62;
IMP-EDTA cift disk sineriji testi ile %84, %73; modifiye Hodge testi ile %74, %58; E test ile %80, %40 oraninda bulunmustur.
A. baumannii kdkenlerinden %52.5, P. aeruginosa kokenlerinden ise %21.2’sinin dort farkli fenotipik yéntemle de MBL pozitifligi
gosterdigi saptanmistir. Sonug olarak, hastanemiz A. baumannii ve P. aeruginosa kdkenlerinde belirledigimiz MBL pozitiflik oranlari
dikkate deger diizeyde yiiksek bulunmustur. Siki infeksiyon kontrol programlarinin hizla baglatilabilmesi icin MBL Ureten A. baumannii
ve P. aeruginosa kokenlerinin erken saptanmasi agisindan dikkatli olunmasi gerektigi sonucuna varilmistir.

SUMMARY

The aim of this study was to determine the prevalance of metallo-beta-lactamase (MBL) production among Acinetobacter baumannii
and Pseudomonas aeruginosa isolates which were isolated from clinical specimens in the Microbiology Laboratory of Suleyman
Demirel University Medical Faculty between January and December 2007. The study was done with a total of 330 isolates, 189
P. aeruginosa and 141 A. baumannii strains. Sixty-one (43.3%) A. baumannii and 52 (27.5%) P. aeruginosa isolates which were
determined as resistant to imipenem were tested for the presence of MBL production by using combined disk, double disk synergy,
modified Hodge and MBL-E tests. Among imipenem resistant A. baumannii and P. aeruginosa strains, the MBL production rate was
found as 84% and 73% by IPM-EDTA double disk synergy test, 75% and 62% by combined disc method, 74% and 58% by modified
Hodge test and as 80%, 40% by MBL E test, respectively. Of A. baumannii strains 52.5% and of P. aeruginosa strains 21.2% were
detected as MBL producers by all of the four different phenotypic methods. In conclusion, the MBL positivity rates determined
among A. baumannii and P. aeruginosa isolates of our hospital were considerably high. It is concluded that early detection of MBL-
producing A. baumannii and P. aeruginosa isolates is of great importance in the on-time control of nosocomial infections.
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GIRIS
Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter baumannii,
son yillarda immun sistemi baskilanmis ve ézellikle has-
tanede yatan hastalarda artan oranlarda goérilen firsatci
infeksiyonlara neden olan Non Fermentatif Gram Negatif
Bakteriler (NFGNB) olarak bilinmektedir (1). Ozellikle
yasami tehdit eden coklu ilag direnci gosterebilen bu
bakterilerin yol actigi ciddi infeksiyonlarda karbapenem-
ler, genis antibakteriyel spektrumlari, bakteri membranla-
rindan hizla gegebilmeleri, AmpC ve geniglemis spek-
trumlu beta laktamaz (GSBL) enzimlerine dayanikh ol-
malari gibi 6zellikleri nedeniyle ilk tercih olarak kullanilan
antibiyotik grubudur (2-4). Karbapenemlerin klinik kulla-
nima girmesi ¢oklu direngli bakterilerin neden oldugu
ciddi hastane infeksiyonlarinda énemli bir avantaj sagla-
mis, ancak o6zellikle ampirik tedavide yaygin kullanil-
malari nedeniyle P. aeruginosa ve A. baumannii gibi
non-fermentatif basillerde karbapenem direnci ile de
siklikla kargilasilir hale gelinmistir (3, 5). Metallo-beta-
laktamaz (MBL) dUretimine bagh karbapenem direnci
Ozellikle P. aeruginosa ve A. baumannii kokenlerine
bagl hastane infeksiyonlarinda énemli bir sorun olarak
kabul edilmekte, farkli cografik bélgelerden farkli direng
oranlar bildiriimektedir (6, 7). Metallo-beta-laktamazlari
kodlayan genler kromozom veya plazmit aracili olabilir
ve sinif | integronlar Uzerinde yer alir. Bu nedenle
bakteriler arasinda hizla yayilabilir. Aktarilabilir MBL
enziminin bulunmasiyla karbapenemlere diren¢ gelisimi
ile ilgili endiseler artmistir (7). Metallo-beta-laktamaz
Ureten bakterilerin erken ve dogru olarak saptanmasi bu
bakterilerin  kontrolsiiz yayihmlarinin  sinirlanmasina
yardimci olacaktir. Bu sorunun farkindaligi hastanelerde
mikrobiyologlarin bu kdkenlerle medyana gelebilecek
olasi salginlari erken fark etmelerini saglamasi yaninda
klinisyenlerin antimikrobiyal segimlerinde ve infeksiyon

kontroliinde uygun yaklagimlara yonelmelerini
saglayacaktir.
Bu calismada, Siileyman Demirel Universitesi Tip

Fakdltesi Hastanesi’'nde izole edilen imipeneme direngli
A. baumannii ve P. aeruginosa kdkenlerinde MBL enzim
Uretiminin kombine disk testi, cift disk sinerji testi,
modifiye Hodge testi ve MBL E test fenotipik ydntemleri
ile saptanarak hastanemizdeki kdkenlerde MBL pozitifli-
ginin prevalansinin saptanmasi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Calismaya, Ocak 2007 ile Aralik 2007 tarihleri arasinda
Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma
ve Uygulama Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na
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gonderilen cesitli kliniklerden érneklerden izole edilen ve
hastayi takip eden klinisyen tarafindan infeksiyon etkeni
olarak degerlendiriimis olan 141 A. baumannii ve 189
P. aeruginosa olmak uzere toplam 330 kéken alindi. Ayni
hastaya ait tek kéken galismaya alindi. izole edilen bak-
terilerin tanimlanmasinda standart konvansiyonel mikro-
biyolojik yontemler ve bakteri tanimlama sistemi (BBL
Crystal Idendification Systems, BD, ABD) kullanildi.
Bakterilerin invitro kosullarda antibiyotik duyarlilik testleri
CLSI kriterlerine gore Kirby-Bauer disk difizyon yontemi
ile yapilip degerlendirildi (8). Kontrol susu olarak
imipeneme duyarli Escherichia coli ATCC 25922 ve
P. aeruginosa ATCC 27853 kullanildi. Disk diflizyon yonte-
miyle imipeneme direngli (orta derecede duyarh bulunan-
lar da direngli olarak deg@erlendirildi) olarak degerlen-
dirilen 61 A. baumanii ve 52 P. aeruginosa kbkeninde
MBL enzimi varligi kombine disk testi, ¢ift disk sineriji
testi, modifiye Hodge testi ve MBL E test fenotipik
yontemleri ile arastiriidi.

Kombine Disk Testi: Taze kiiltir pasajlarindan saf ola-
rak elde edilen bakterilerin 0.5 Mc Farland bulanikliginda
suspansiyonu Mueller-Hinton agar plaklarina yayildi.
Plak igerisine iki tane imipenem (10 pg) diski yerlestirildi.
Diskler arasi uzaklik 22 mm olacak sekilde ayarlandi.
imipenem disklerinden bir tanesinin {izerine daha énce-
den hazirlanmig olan 0,5 M EDTA sollisyonundan 10 pl
eklendi. 35°C’de 18-20 saat inkibasyon sonunda
inhibisyon zon caplar &lguldi. EDTA solusyonunun
eklendigi imipenem/EDTA diskinin inhibisyon zonu tek
basina imipenem diski zon ¢apindan =7 mm ise MBL
pozitif olarak kaydedildi (9).

Cift Disk Sinerji Testi: Taze kiltir pasajlarindan saf
olarak elde edilen bakterilerin 0,5 Mc Farland bulanik-
liginda slspansiyonu Mueller-Hinton agar plaklarina
yayildi. Plak Gzerine imipenem (10 ug ) diski yerlestirildi.
imipenem diskinin merkezinden 20 mm uzagina daha
Oonce hazirlanan bos disk yerlestirildi. Bos disk Uzerine
0,5 M EDTA soliisyonundan 10yl eklendi. 35°C’de 18—
20 saat inklibasyon sonrasinda imipenem diski inhibis-
yon zonunun EDTA eklenmis bos diske dogru genislemesi
sinerjistik inhibisyon zonu olarak degerlendirildi (4, 6).

Modifiye Hodge Testi: imipeneme duyarli olan E. coli
ATCC 25922 standart susu taze pasajlarindan elde
edilen 0,5 Mc Farland bulanikliginda hazirlanan sispan-
siyonlar Mueller Hinton agar plaklarina yayildi. Test
edilecek bakteriler plagin merkezinden perifere dogru
diz cizgi seklinde ekildi. Oda i1sisinda 15 dakika bekleyip
plagin ortasina imipenem (10 pg) diski yerlestirildi. Plak-
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lar etiivde 18-20 saat inkube edildikten sonra degerlen-
dirildi. Imipeneme duyarli olan E. coli ATCC 25922
susunun duyarlilik zon gapinin gizgi ekimi yapilan bakteri
taraflarinda yonca yapragi seklinde bozulmasi ve bu
bélgede E. coli tremesi MBL Uretimi yoniinde pozitif test
sonucu olarak degerlendirildi (4).

MBL E Test: Test edilecek bakteri kdkenlerinin 0,5 Mc
Farland bulanikliginda slspansiyonu Mueller-Hinton
agar plaklarina yayildi. MBL E Test stripleri (AB
BIODISK, Isveg) plak lizerine yerlestirildi. Etiivde 18-20
saatlik inkiibasyondan sonra imipenem-EDTA MIK
degeri ve imipenem MIK degeri not edildi. IPM/IPM-
EDTA MIK degerleri oranlandiginda 8 ve (izerinde bir
deger elde edilmesi MBL Ureten bakteri susu olarak
degerlendirildi (3, 10).

BULGULAR

Acinetobacter baumannii kokenlerinin 61'i (% 43.3),
P. aeruginosa kokenlerinin 52’si (% 27.5) imipeneme
direncli bulundu. Metallo-betalaktamaz lretimi imipenem
direncgli A. baumannii ve P. aeruginosa kdkenlerinde,
sirasiyla, IMP-EDTA cift disk sineriji testi ile %84 ve %73;
kombine disk yontemi ile %75 ve %62; modifiye Hodge
testi ile %74 ve %58; E test ile %80 ve %40 oraninda
bulunmustur (Tablo 1). Hem A. baumannii hem de
P. aeruginosa kokenlerinde en yuksek MBL pozitifligi
orani ¢ift disk siner;ji testi ile elde edilirken, A. baumannii
kokenlerinde dort farkh fenotipik ydntemle de MBL
pozitifligi gosteren koken sayisi toplam 32 (%52.5),
P. aeruginosa kokenlerinde ise dort farkli fenotipik

yontemle de MBL pozitif bulunan sus sayisi ise 11
(%21.2) idi. Acinetobacter baumannii kdkenlerinin 53
(%86.9), P. aeruginosa kokenlerinin 39unda (%75)
uygulanan doért yontemden en az biri ile MBL pozitifligi
saptandi. Metallo-beta-laktamaz pozitifligi en fazla
Yogdun Bakim ve Noéroloji Yogun Bakim Kiliniklerinden
gOnderilmis olan kan kdltiri ve trakeal aspirat
orneklerinden izole edilen suslarda bulundu. (Tablo 2).

TARTISMA

Dinyada Pseudomonas ve Acinetobacter turi bakte-
rilerde imipeneme giderek artan oranlarda antibiyotik
direnci gériilmektedir (1, 11). Ulkemizde de Pseudomonas
ve Acinetobacterlerde imipenem direnci cografik bélge-
lere gore farkhlik gbdstermekte ve Pseudomonaslarda
yaklasik %13 ile %64, Acinetobacterierde ise %33 ile
%62 arasinda degismektedir (12). Calismamizda ise bu
oran Pseudomonas’larda %27.5, Acinetobacterlerde ise
%43.3 olarak bulunmustur. Bulgularimiz tlkemizde belir-
lenen direng oranlari arasinda yer almakla birlikte ¢ok
direngli suglarin géruldugu bolgelerdeki Pseudomonaslarda
gorulen direng oranlarina gére daha dislk degerler elde
edilmigtir. Acinetobacterlerde ise Pseudomonaslara
gore daha yuksek imipenem direnci gorilmesine ragmen
¢ok direngli  Acinetobacter suslarinin  goraldigu
calismalardan daha dusuk veriler elde edilmistir (11-13).

Cok merkezli surveyans calismalarinda imipeneme
direngli A. baumannii izolasyon oranlari hastane de
yatan hastalarin klinik orneklerinde %45 ve 6&zellikle

Tablo 1. Fenotipik ydntemler sonucunda imipeneme direncli A. baumannii ve P. aeruginosa kdkenlerinde saptanan MBL pozitifligi (%)

Fenotipik yontem A. baumannii (n=61)

P. aeruginosa (n=52)

Kombine disk testi 46 ( %75)
Cift disk siner;ji testi 51 (%84)
Modifiye Hodge testi 45 (%74)
MBL E Test 49 (%80)

32 (%62)
38 (%73)
30 (%58)
21 (%40)

Tablo 2. Herhangi bir fenotipik ydntemle metallobetalaktamaz (MBL) pozitifligi bulunan kékenlerin klinik ve drneklere gére dagilimi

Servis Kan TA idrar Yara Balgam Diger Toplam
YB 28 18 1 2 - 2 51
NYB 10 - - - - 17
Cerrahi S. 2 2 5 2 2 - 13
Gogus H - - - - 6 2 8
Diger S. - - - - 2

Toplam 37 30 7 4 8 6 92

TA: Trakeal aspirat, YB: Yogun bakim, NYB: Néroloji yogun bakim,

Cerrahi S: Cerrahi servisler, Diger S: Diger servisler

Cilt 23, Sayi 2, Nisan 2009
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yogun bakim hastalarinin kan drneklerinde %85’e vara-
bilen oranlarda bildiriimektedir (11). Calismamizda MBL
pozitifliginin en fazla yogun bakim initelerinden gonde-
rilmis olan kan kultlrl ve trakeal aspirat drneklerinden
izole edilen suslarda saptanmis olmasi, bu birimlerin
direncli bakterilerle infeksiyonlar agisindan en riskli
birimler olmalari gercegi ile értigsmekle birlikte, 6zellikle
hastanelerin bu birimlerinde izole edilen infeksiyon
etkenlerinde bu gibi aktarilabilir direng 6zelliklerinin
takibinin 6nemine dikkatimizi gekmistir.

Metallo-beta-laktamaz treten bakterilerin neden oldugu
infeksiyonlarin tedavisinde karsilasilan glglikler hem
dinyada hem de (lkemizde kaygiyla izlenmektedir.
Metallo-beta-laktamaz ureten kdken oranlarinin zamanla
artis gOstermesi ve hizla yayilabilip ¢ok koétld klinik
sonuglara neden olabilmesi laboratuvarlarda rutinde
kolay uygulanabilen 6zgilligu yiksek duyarli yontem-
lerin bulunmasini zorunlu hale getirmistir (6). Bu amag
icin geligtirilen fenotipik yoéntemlerden MBL E test, kom-
bine disk testi, ¢ift disk sinerji testi ve modifiye Hodge
testinin duyarlihgi ve 6zgulluda ile ilgili bircok calisma
yapilmig, cift disk sinerji testinin MBL saptanmasinda
kolay uygulanabilir, duyarl bir yéntem oldugu yéniinde
veriler bildirilmigtir. Lee ve ark. (14) imipenem-EDTA ift
disk sinerji testinin MBL saptanmasindaki duyarlihidinin
Pseudomonas turlerinde yaklasik %89, Acinetobacter
tirlerinde ise %100 oldugunu bildirmiglerdir. Jesudason
ve ark. (15) imipeneme direngli NFGNB’de MBL pozitifli-
gini modifiye Hodge testi ile %56 oraninda bulurken, cift
disk sinerji testi ile bu suslarda MBL pozitifligini %72
oraninda bulmuslar, ¢ift disk sinerji testinin modifiye
Hodge testine gore daha duyarl oldugunu belirtmiglerdir.
Bizim calismamizda da MBL enzimi varliginin en fazla
cift disk sinerji testi ile saptanmis olmasi 6nceki ¢alisma-
larla uyumlu bulunmustur. Ancak MBL yapiminda yén-
tem karsilagtirlmasinin ancak genotipik olarak MBL
pozitif bulunan kokenlerde yapildiginda anlamli oldugu
bilindigi icin ve g¢alismamizda MBL pozitif bulunan
izolatlarda blaIMP ve blaVIM genleri molekuiler bir yén-
temle arastirlmamigs oldugu icin kullanmis oldugumuz
fenotipik yontemlerin hangisinin gercekte daha dogru
sonug verdigi hakkinda bir yorum yapilamamistir.

Yan ve ark. (16), kombine disk ydntemi ile imipeneme
direngli Pseudomonaslarda %86.7 oraninda MBL pozitif-
ligi saptamislar ve testin duyarlihginin %70 oldugunu
belirtmiglerdir. Altoparlak ve ark. (17) karbapenemlere
direncli 40 P.aeruginosa ve A. baumannii kdkeninin 22
(%55)’'sinde imipenem-EDTA kombine disk yontemi ile
pozitiflik bulmus, MBL Ureten P.aeruginosa ve A. baumannii
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kokenlerinin yanik tniteleri igin de dnemli sorun olustur-
duguna dikkat ¢ekmiglerdir. Calismamizda ise kombine
disk testi ile A. baumannii kokenlerinin %75 ve
P. aeruginosa kokenlerinin %61.5'inde MBL pozitifligi
saptanmis, bu oranlar hastanemizde dnemli nozokomiyal
infeksiyon etkenleri arasinda yer alan P.aeruginosa ve A.
baumannii suslarinda MBL pozitifliginin dikkate deger
diizeyde oldugunu gostermigtir.

Metallo-betalaktamaz E test yontemi, E test stripleri ticari
olarak kolayca bulunabildigi icin MBL saptamasinda sik
kullanilan fenotipik testlerdendir. MIK degerleri okunarak
degerlendirildigi icin bu testin daha objektif oldugu
sOylenebilir. Bu yéntemin tek dezavantaji imipeneme
duyarli ve orta derecede duyarli bakterilerdeki MBL Ureti-
mini saptamada yetersiz kalmasidir. Yan ve ark. (16),
imipeneme direngli kdkenlerde E test uygulamiglar ve E
test sonuglarina gére MBL negatif olan suslari polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) yontemi ile de negatif veya
tanimlanamaz degerde bulduklarini belirterek imipe-
neme direngli suslarda MBL saptanmasi icin E testin
kullanigh oldugunu savunmuslardir. Walsh ve ark. (10),
E test ydontemi ile MBL saptanan 31 Pseudomonas
bakterisinin ancak 25 tanesinde PCR yontemi ile MBL
enzimi bulundugunu saptamislardir. Yunanistan'da yapi-
lan bir ¢galismada (18), hastanedeki salgin sirasinda 53
P. aeruginosa kokeninde E test yontemi ile imipeneme
direngli suslardan 44 tanesinde MBL pozitif bulunmus,
daha sonra bu suglara PCR yodntemi uygulanmis ve E
test yonteminin MBL dUrettigi saptanan U¢ susu sapta-
yamadigi gérulmustir. Bu da E test yonteminin yanlis
pozitif sonug¢ verebildigi gibi yanlis negatif sonug da
verebildigini gdstermisgtir.

Bizim g¢alismamizda ise MBL E test yontemi ile
A. baumannii kdkenlerinde % 80 gibi ylksek bir oranda
MBL varligi bulunurken, P. aeruginosa kdkenlerinin
% 40’ inda MBL pozitifligi saptanmis olmasi orta duyarl
suglarin da calismaya alinmis olmasina baglanabilir.
Ayrica, diger testlerle de P. aeruginosa kdkenlerinde
A. baumannii kdkenlerinden daha dusik oranda MBL
pozitifligi saptanmig olmasi g6z Onine alinirsa bu
kokenlerde gobzlenen imipenem direncine MBL Uretimi
disinda porin degisimleri (OprD kaybi) veya aktif pompa
sistemlerinin indiklenmesi (19) gibi diger diren¢ meka-
nizmalarinin da yol agmis olabilecegi ileri sirtlebilir.

Her ne kadar sonuglarimiz molekiler yontemlerle dogru-
lanmamis oldug@u igin bu oranlarin gercekte MBL enzim
Uretimini yansitip yansitmadidi tartismaya acik olsa da
hastanemiz kdkenlerinde dort farkli yontemle saptadi-
gimiz bu oranlar llkemiz ve diinyada yapilmis diger
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calismalardaki oranlara benzerlik gdstermekle birlikte,
Ozellikle A. baumannii kokenlerinde daha ylksek olarak
saptanan, fakat P. aeruginosa kokenlerinde de azimsa-
namayacak diizeyde buldugumuz MBL pozitiflik oranlari
hastanemizde ©nemli nozokomiyal infeksiyon ajanlari
arasinda kabul edilen bu bakteri gruplarinda MBL aktivi-
tesinin takibi acgisindan uyanik olma gereksinimimizi
ortaya koymaktadir. Henliz CLSI'de MBL Uretimini sap-

tamak icin Onerilen standart bir yéntem bulunmamak-
tadir. Metallo-beta-laktamaz varligini gdstermek igin
uygulanan fenotipik yontemlerden hangisinin daha iyi bir
yontem oldugu konusunda netlik olusmamistir. Kullani-
lan ydéntemlerin higbirisinin tek basina yeterli olmadigi
bildiriimektedir (20, 21). Bu nedenle fenotipik yontemlerle
saptanan MBL pozitif kékenlerin molekiler yontemlerle
dogrulandigi ileri calismalara gereksinim vardir.
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