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OzZET

Karbapenem grubu antibiyotikler, Gram-olumsuz ¢gomaklardaki beta-laktamaz aracili direng mekanizmalarina karsi oldukga etkili
antibiyotiklerdir. Ancak son zamanlarda, plazmit baglantili karbapenemaz enzimlerinin, gesitli Ulkelerden artan siklhkta bildirildigi
gorilmektedir. Bu galismanin amaci, Pseudomonas ve Acinetobacter suslarinda metallo beta-laktamaz tretim sikhgini arastirmak
idi. 2002-2003 yillarinda, yaklasik 18 aylik siire igerisinde, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvari'nda gesitli klinik
orneklerden 407 Pseudomonas ve 152 Acinetobacter susu soyutlanmistir. Bunlardan, 42 (%10.3) Pseudomonas ve 14 (%9.2)
Acinetobacter susu, disk diflizyon ydntemi ile yapilan antibiyotik duyarlilik testinde karbapenemlere karsi direngli olarak bulun-
mustur. E-Test-MBL stripleri ile karbapenem direngli suslarda metallo enzim arastirmasi yapilmis; 42 Pseudomonas susunun
10’'unda (%24) ve 14 Acinetobacter susunun lginde (%21) metallo beta-laktamaz Uretimi saptanmistir. Tum Pseudomonas ve
Acinetobacter suglarinin metallo beta-laktamaz Uretim siklii sirasiyla %2.5 ve %2 olarak bulunmustur. Hastanelerde, karbape-
nemaz Ureten bakterilere karsi uygun énlemlerin alinmasi gerektigi dustndlmustar.

SUMMARY

Carbapenems have been the most successful antibiotics in evading beta-lactamase associated resistance. Nevertheless, more
recently, there is an increase in reports on plasmid-encoded carbapenemases from different countries. The purpose of this study
was to determine the frequency of carbapenemase production in Pseudomonas and Acinetobacter strains. In the Microbiology
Laboratory, Firat University Hospital, 2002-2003, in nearly 18 months, 407 Pseudomonas and 152 Acinetobacter strains were
isolated. Forty-two (10.3%) of Pseudomonas and 14 (9.2%) of Acinetobacter strains were found as carbapenem resistant in the
disk-diffusion antibiotic susceptibility test. Metallo beta-lactamase production was investigated in these carbapenem-resistant strains
with E-Test-MBL technique, and 10 (24%) Pseudomonas and 3 (21%) Acinetobacter strains were found to be metallo enzyme
producers. Overall, metallo beta-lactamase production of Pseudomonas and Acinetobacter strains were determined as 2.5% and 2%,
respectively. It is concluded that the preventive measurements are necessary in hospitals against metallo enzyme producer organisms.

GIRIS kaybolmaktadir. imipenem veya meropenemden herhangi

Giintimiize kadar bir cok beta-laktamaz enzimi tanim-  birini veya her ikisini de hidrolize edebilen enzimlere kar-
lanmistir. Her yeni enzim sayesinde bakterilerin bazi anti-  bapenemazlar denir. Cogunlukla IMP ve VIM tiiri olan
biyotiklere karsi duyarliliklari azalmakta veya tamamen  bu enzimler, aktif bolgelerinde tasidiklari metal iyonlari
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nedeniyle Metallo Beta-Laktamazlar (MBL) olarak ta
adlandinlirlar (1).

Bazi bakterilerin dogal yapisinda karbapenemleri hidro-
lize eden enzimlerin tasindigi, 80’li ve 90’li yillardaki
calismalarda bildirilmigtir (2, 3). Bu bakterilerin ¢ogu,
cevresel ortamlarda sik bulunan ve klinik dnemleri az
olan tiirler oldugu igin, karbapenemaz Uretimlerinin insan
saghgi uzerindeki olumsuz potansiyeli disuk olarak ka-
bul edilmistir (4). Ancak son on yilda plazmitlerle tagin-
maya baslamasi ve diger bakterilere aktarilabilir hale
geldiginin saptanmasi ile metallo beta-laktamazlarin Kli-
nik 6nemi artmistir (1). Kazanilmis karbapenemaz en-
zimlerinin, Acinetobacter, Pseudomonas ve Entero-
bacteriaceae ailesinden Klebsiella, Escherichia coli ve
Enterobacter gibi suslardan zaman gectikce daha sik
bildirildigi gorilmektedir (5, 6). Karbapenemaz (reten
bakteriler, neredeyse tim beta-laktamlara karsi direngli
olmakla birlikte, bu direnci engelleyebilecek klinik kulla-
nimi olanakli olan herhangi bir beta-laktamaz inhibitoru
de bulunmamaktadir (4-7). Ayrica bu suslar, beta-laktam

olmayan ilaglara da siklikla direngli olmaktadirlar (5).

Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter baumanii,
ozellikle hastanede yatan ve ciddi hastaligi bulunan kisi-
lerde yiiksek mortalite ile sonuglanan infeksiyonlara neden
olurlar (8). Bu iki nozokomiyal etken, birgok antibiyotige
karsi bazi intrinsik mekanizmalar sayesinde direng gelis-
tirebilmektedir. Bu mekanizmalarin basinda, antibiyotigi
hicre disina pompalayan efliiks sistemleri ve antibiyo-
tikler icin giris kapisi olabilecek por proteinlerin sentezi-
nin azaltiimasi veya tamamen durdurulmasi bulunmakta-
dir (9). Antibiyotikleri hidrolize ederek etkilerini bozan
enzimlerin Uretimi, diger bir diren¢ yoludur. Pseudomonas
ve Acinetobacter suslarinda hizla yayilan ve genis anti-
bakteriyel diren¢ spektrumuna neden olan metallo en-
zimler, Tirkiye hastaneleri igin ciddi bir tehdit olustur-
maktadir.

Bu galismada, bir Universite hastanesi olan Firat Tip Mer-
kezi'nde karbapenem direngli bulunan Pseudomonas ve
Acinetobacter suglarinda MBL uretim sikligi arastiril-
mistir.

GEREG VE YONTEM

Bakteri tiirleri: Firat Universitesi Tip Merkezi Mikro-
biyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali’'nda, 1 Ocak
2002 — 30 Mayis 2003 tarihleri arasinda, cesitli klinik
orneklerden soyutlanan Pseudomonas ve Acinetobacter
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suslari galigmaya alindi. Bakteriler, kalitatif bakteriyolojik
yontemler, API ID 32 E ve API GN (bio-Merieux/Fransa)
sistem ticari kitleri kullanilarak tanimlandi.

Antibiyotik duyarlilik testi: Bakteri kolonilerinden, steril
serum fizyolojik igerisinde 0.5 Mc Farland bulanikhkta
hazirlanan suspansiyon, Mueller-Hinton Agar’a yayil-
diktan sonra besiyerinin yuzeyine aralarinda imipenem
ve meropenemin de bulundugu cesitli antibiyotik em-
dirilmis disklerden (Oxoid/ingiltere) yerlestirildi; 36° C'de
18-24 saatlik aerobik inkibasyonu takiben, antibiyotik
diskleri etrafinda olusan inhibisyon zon g¢aplari dlguldu
ve NCCLS (10) kriterlerine gére yorumlanarak bakte-
rilerin antibiyotik duyarliliklari saptandi. imipenem ve/
veya meropenem ¢apl 16 mm’den az bulunan suslar
karbapenemlere karsi direngli veya az duyarli olarak
kabul edilip, metallo-beta-laktamaz Uretiminin arastiril-
masi igin —40° C’de saklandi.

Metallo beta-laktamaz liretiminin arastinimasi: Disk
diflizyon yontemi ile yapilan antibiyotik duyarlilik deneyinde
karbapenemlere direngli olarak saptanan Pseudomonas
ve Acinetobacter suglarinda MBL Uretimi E-Test (E-Test
MBL) (AB Bio Disk/isveg) ydntemi ile arastirildi. Kolo-
nilerinden 0.5 Mc Farland bulaniklikta hazirlanan bakteri
stispansiyonu, Mueller-Hington Agar’a yayildiktan sonra
besiyeri ylzeyine bir ucunda imipenem (IP), diger ucun-
da imipenem + EDTA (IPI) bulunan E-test seritleri yer-
lestirildi. 36° C'de 18-24 saatlik aerobik inkiibasyonu
takiben olusan inhibisyon elipsinin E-Test seritlerini kes-
tigi noktalar kaydedildi. Okunan imipenem MIK degeri,
imipenem + EDTA degerine oranlandi. Uretici firma éne-
rileri uyarinca bu iki degerin orani 8 < olan suglar, metallo
beta-laktamaz Ureticisi kabul edildi.

BULGULAR

Yaklasik 18 aylik bir sirecte Klinik Mikrobiyoloji Labara-
tuvar’nda gesitli klinik érneklerden, 407 Pseudomonas
ve 152 Acinetobacter susu soyutlanmistir. NCCLS (10)
onerileri uyarinca disk-difizyon yontemi ile yapilan rutin
antibiyotik duyarlilik testinde, 42 (%10.3) Pseudomonas
ve 14 Acinetobacter susu (%9.2) karbapenemlere di-
rencgli olarak bulunmustur. Direncli bakterilerde, E-Test
yoéntemi ile metallo beta-laktamaz Uretimi arastiriimis ve
10 P. aeruginosa (%2.5) ve Ug¢ A. baumanii (%2) susun-
da metallo-enzim uretimi saptanmistir. Karbapenem di-
renci olarak saptanan suslarin MBL uretim sikligi, ps6-
domonaslar igin %24, asinetobakterler igin %21 olarak
bulunmustur.
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E-test ile saptanan metallo beta-laktamaz Uretimi Sekil
1’de ve metallo beta-laktamaz Ureticisi olarak saptanan
bakterilerin izole edildikleri klinik érnege goére sayisal
dagilimlari Tablo 1'de gosterilmigtir.

Sekil 1. Pseudomonas aeruginosa susunun E-test ile Mueller
Hinton Agar’daki MBL (retiminin saptanmasi. Olgiilen
imipenem MIK degerinin, imipenem+EDTA MIK dege-
rine oranlanmasi ile metallo enzim Uretimi dogrulan-
mistir. Metallo enzimin EDTA ile inhibe olmasi sonucu
imipenem MIK degerinde yaklasik 96 kat diisiis goriil-
mektedir.

Tablo 1. Metallo enzim Ureticisi olarak saptanan suslarin soyut-
landiklari klinik 6rneklere gore dagilimi*

P. aeruginosa  A. baummanii

Klinik érnek
Sayi Sayi

Kan 2 -
Beyin-omurilik sivisi 1 -
idrar 1 1
Intiibasyon tiibii 3 1
Trakeal aspirasyon 1 -
Yara 2 1
Toplam 10 3

* Toplam 6rnekler iginde solunum sistemi ve yaradan izole edilen suslarin
sayisal gogunlugu dikkat gekicidir (n: 8, % 61.5).

TARTISMA

Beta-laktamlar, bakterilerce olusturulan infeksiyonlara
kargi en sik kullanilan anmtibakteriyel ilaglardir. Uglinc
ve dordiincli jenerasyon sefalosporinleri hidrolize eden
genislemis spektrumlu beta-laktamaz enzimlerinin has-
tanelerde yayginlagmasi ile bu dirence karsi en basarili
antibiyotikler olan karbapenemler daha yogun olarak
kullanilmaya baslanmistir. Bu ise bakteriler arasinda,
karbapeneme direngli suslar lehine segici baski olusu-
muna neden olmustur (5, 8, 9). Yogun imipenem kulani-
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minin bir sire sonra karbapeneme direngli P. aeruginosa
suslarinin ortaya cikigini kolaylastirdigi bildirilmigtir (11).
Psddomonaslar, karbapenemlere kargi degisik mekaniz-
malar yoluiyla direngli olabilirler. Opr D ve Opr M, hiicre
zarinda bulunan ve karbapenemlerin hiicre igine gegisini
saglayan por proteinleridir. Bu proteinlerin az sentezlen-
digi veya sentezlenmedigi indiklenebilir kromozomal
beta-laktamaz Ureten suslarda, karbapenemlere kargi
yiiksek MIK diizeylerinde duyarlilik veya direng gozlen-
mektedir (7). Ayrica Mex-A ve Mex-B efliks sistemi ile
karbapenemler hicre disina pompalanarak etkinlikleri
azaltilmaktadir. Bu pompa sisteminin up-regilasyonu ile
direncte artis izlenir (9, 12).

Karbapenamazlar, Ambler'in molekiler siniflamasina gore
A, B ve D grubunda yer almaktadir. Klavulanat ile kis-
men inhibe olan A grubu enzimler ile birlikte D grubu
enzimlerin klinik 6nemleri, B grubundakilere goére, daha
disuk kabul edilmektedir (4). Etkinlik igin ¢inko veya kad-
miyum gibi bazi katyonlara gereksinim gdsteren B grubu
karbapenemazlardan olan metallo beta-laktamazlar, ortam-
daki metal iyonlarini baglayan ETDA veya merkapto
bilesikleri gibi metal selatérleri ile inhibe olmaktadir (1, 4,
7, 13). Ancak bu inhibitérlerden herhangi biri klinik kulla-
nim igin uygun degildir. Payne ve arkadaslarinca (14),
metallo enzim Uzerinde aktif bdlgedeki metal iyonununa
baglanarak enzimin inhibisyonuna neden olan ve mero-
penem MIK degerinin duyarh sinirlara inmesini saglayan
trisiklik dogal Urlnler geligtiriimistir. Ancak bu bilesikler,
sadece Bacteroides fragilisin Ccr-A metallo enzimine
karsi etkin bulunup, Stenotrophomonas maltophilia ve
ps6domonaslarin Urettigi karbapenemazlar tzerine her-
hangi bir inhibitor etki saglayamamistir (14). In vivo kul-
lanimi olanakli inhibitérlerin gelistirilmesi icin yeni calig-
malara gereksinim vardir.

Karbapenemaz genlerinin kaynagi hentz aydinlatilama-
mistir. Bin dokuz ylz doksan bir yilinda, plazmitle aktari-
labilen ilk IMP enzimi Japonya’dan bildirildiginde bunu
yine uzak dogudan cesitli calismalar takip etmis, daha
sonra Avrupa kokenli yayinlar ile yeni IMP enzimleri bil-
dirilerek tanimlanmistir (15-20). Doksanli yillarin sonuna
dogru Yunanistan, italya ve Fransa’dan klinik érnekler-
den soyutlanan psédomonas ve asinetobakter suslarin-
da ilk VIM tipi enzimler bildirilmistir (21-23). Japonya’'da
bir Shigella flexneri susunda IMP-3 tipi metallo enzim
Uretimi saptandiginda, karbapenemazlarin toplum ko-
kenli etkenlere yayildigi disiniimustir. Ancak gunimiiz-
de, klinik agidan énemli olan metallo enzim Ureticisi sus-
lar cogunlukla hastane kdkenli olarak karsimiza ¢gikmak-
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tadir (24). Caligmamizda, soyutlanan 13 kdkenin hepsi
(%100) hastane kokenli olarak bulunmustur. Metallo
enzim Urettigi saptanan bakterilerin, hastalardan izole
edildikleri sire incelendiginde, iki P. aeruginosa susu-
nun, hastalarinin hastaneye yatisindan alti ve yedi glin
sonra soyutlandigi, asinetobakterlerden en erken izolas-
yonun ise onuncu ginde oldugu gdézlenmistir. Karbape-
nemaz ureten psédomonaslarin ortalama ortaya cikis
sureleri 10 gln, asinetobakterlerin ise yaklasik 14 giin
oldugu bulunmustur.

Metallo beta-laktamaz Ureten suslar penisilinler, sefalo-
sporinler ve karbapenemlere karsi direnclidirler. Aztreonam
bu kuralin disinda kalir ancak, karbapenemaz Uureticisi
bakteriler bu antibiyotige de siklikla bagka yollarla direngli
olarak bulunur (7). Yapilan galismalarda, metallo enzim
Ureten psédomonas ve asinetobakter suslarinin, kinolon
ve aminoglikozitlere yliksek oranda direncli oldugu goés-
terilmistir (5, 7). IMP-1 metallo enzim Ureten P. aeruginosa
suslarindaki integrinlerde hem karbapenemaz, hem de
amikasin asetil-transferaz enzimlerinin birlikte kodlandigi
bildirilmigtir (9).

Klinik kdkenlerde metallo enzim Uretiminin saptanmasi
icin molekiiler veya fenotipik ydontemler kullanilabilir. Fe-
notipik yéntemlerin hemen hemen hepsi, inhibitér mad-
denin ortama eklenmesi ile enzim inhibisyonunun gézlen-
mesi temeline dayanir. Yong ve arkadaslarinca (25), imi-
penem ve imipenem+EDTA diskleri kullanilarak rutin
metallo enzim arastirmasi icin kullanilabilecek bir yén-
temin gelistirildigi bildiriimistir. Migliavacca ve ark. (26),
yine imipenem ve EDTA ile bir mikrodilisyon yontemi
gelistirmisler ve yaklasik %95 duyarlilik ile MBL tespiti
yapilabildigini bildirmislerdir. Calismada kullanilan E-
Test-MBL (AB Bio-Disk/isveg) ydnteminde, PZR ile enzim
geninin saptandidi suslarda %94 duyarlilik ve %95 6z-
gullik ile MBL tespiti yapilabildigi gosterilmistir (27). Yine
bu calismada, enzim Uretiminin saptanmasi igin kulani-
labilecek besi yerleri ve inhibitér maddeler karsilastiril-
mis; Mueller Hington Agar en uygun besiyeri, EDTA ise
en basaril inhibitér madde olarak bildirilmistir.

Gerekli 6nlemlerin erkenden alinmasi ve antibiyoterapi-
nin basarisi icin metallo enzim Ureten suslarin saptan-
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masinin yararli olacagi aciktir. Tanima testlerinin rutin
kullanimi ile hastanelerdeki karbapenemaz uretiminin ger-
cek sikhi@r daha iyi anlagilacaktir. Bu konudaki galisma-
lar heniiz sinirli sayida olmakla birlikte, Lee ve ark (28),
1997°de yaptiklari galismada, karbapenem direngli pso-
domonas suglarinda PZR ile VIM-2 metallo beta-lakta-
maz Uretim sikhgini %9 olarak bildirmiglerdir. Bu ¢alig-
mada, karbapenem direncgli psédomonaslarin fenotipik
olarak metallo enzim Uretim sikligi %24, asinetobakter-
lerin ise %20 olarak saptanmistir. Calismada, karbape-
nemaz Ureticisi olarak tanimlanan psédomonas ve asi-
netobakter suslan alt tiir diizeyinde, P. aeruginosa ve A.
baumanii olarak bulunmustur.

Karbapenemaz Ureten bakterilerin neden oldugu, 6zel-
likle hayati tehdit eden ciddi infeksiyonlarin sagaltiminda
antibiyotik kullanimi ve sonuglari hakkinda yeterince kli-
nik veri bulunmamaktadir (12). Bu suslara karsi etkili
olabilecek antibiyotik sayisi oldukga sinirlidir. Bellais ve
ark. (29), deney hayvanlarinda metallo enzim Ureten
ps6domonas suslari ile olusturduklari pndémonilerde,
bazi beta-laktam antibiyotikleri normalin Ug¢-dért kati
kadar yuksek dozda kullanmiglar ve karbapenemlerin de
dahil oldugu beta-laktam antibiyotiklerin, infeksiyonun
sagaltiminda yeterince etkili olmadigini saptamislardir.
Bir olgu bildirisinde, Toraman ve Yakupogullari (30), bir
yenidoganda, metallo enzim ureten ve sadece amikasin
ve siprofloksasine duyarli; karbapenemler ve diger tim
beta-laktam antibiyotiklere yiiksek MIK diizeyinde di-
rencli nozokomiyal bir P. aeruginosa meninjiti tanimla-
mislardir. S6z konusu olguya, U¢ gin boyunca merope-
nem inflzyonu yapilmasina karsin klinik yakinmalarin
dizelmemesi hatta daha da koétllesmesi Uzerine, yeni-
dogan hastaya ylksek doz ve uzun sureli siprofloksasin
kullanimi zorunda kalindigi bildirmigstir.

Antibiyotik direnci, Turkiye hastanelerinde ciddi bir saglik
sorunudur. Bu sorunun hizla blylimesinin basglica nede-
nin, yogun ve uygunsuz antibiyotik kullanimi oldugu bilin-
mektedir. Antibiyotik kullanim kurallarinin uygulanmasi,
diren¢ sorunun ¢dzimuine katki saglayacaktir. Gram-olum-
suz gomaklarin MBL (retimi, Glkemiz igin yeni olmakla
birlikte, gerekli 6nlemlerin alinmasi i¢in bu problemin cid-
di boyutlara ulasmasi beklenmemelidir.
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