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OzZET

Bu c¢alismanin amaci, klinik Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter baumannii suslarinin antimikrobiyal duyarliliklarini ve bu
suslardan imipenem (IPM)e direncli olanlarda metallo-beta-laktamaz (MBL) uretimini belilemek idi. Calismaya alinan 56
P. aeruginosa ve 25 A. baumannii sugu standart yontemler ve APl 20NE (bioMérieux, Fransa) sistemi ile taninmigtir. Antibiyotik
duyarlliklari CLSI standartlarina gére Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi ile arastiriimistir. Ondokuz (%34.0) P. aeruginosa ve bes
(%20.0) A. baumannii susu, yapilan antibiyotik duyarlilik testinde imipeneme kars! direncli olarak bulunmustur. E-test-MBL (AB Bio
Disk, isvec) stripleri ile imipeneme direngli suglarda metallo enzim arastirmasi yapilmis; 19 P. aeruginosa susunun altisinda (%31.5)
ve bes A. baumannii sugunun dordiinde (%80.0) metallo beta-laktamaz Uretimi saptanmigtir. Tim suslarin MBL uretimi siklig1,
sirasiyla, % 10.7 ve %16.0 olarak bulunmustur.

SUMMARY

The aim of this study was to determine the antimicrobial susceptibility and metallo-B-lactamase (MBL) presence in clinical strains of
Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter baumannii resistant to imipenem (IPM). The isolated strains were identified with
standard methods and APl 20NE (bioMérieux, France) identification system. The antibiotic susceptibilities of the strains were
investigated using Kirby-Bauer disc diffusion method according to CLSI criteria. Nineteen (34.0%) of P. aeruginosa and 5 (20.0%) of
A. baumannii strains were found as imipenem resistant. Metallo-beta-lactamase production was investigated in these imipenem
resistant strains with E-test-MBL (AB Bio Disc, Sweden) strips, and 6 (31.5%) P. aeruginosa and 4 (80.0%) A. baumannii strains
were found to be metallo enzyme producers. Overall, metallo-beta-lactamese productions of all strains were determined as 10.7%
and 16.0%, respectively.

GIRIS Bush tarafindan énerilen siniflandirmaya gére; Grup I'de

kromozomal beta-laktamaz grubundan “induklenebilir
Beta-laktamazlar hidrolik spektrumlari, inhibitérlere du-  peta-laktamaz”; Grup IlI'de plazmit kontroliindeki “genis
yarliliklari, kromozom veya plazmit kontrolinde olmalari  spektrumlu beta laktamaz” ve Grup lIl'te aktif bolgele-
6zelligine gore farkli sekillerde siniflandirimiglardir.  rinde metal iyonu tasiyan “metallo-beta-laktamazlar” yer
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almaktadir. Son zamanlarda, plazmitlerle tasinmaya
baslamasi ve diger bakterilere aktarilabilir hale geldiginin
saptanmasi metallo-beta-laktamazlarin klinik 6nemini
artirmistir (1-4).

Kazanilmis karbapenemaz enzimlerinin Acinetobacter,
Pseudomonas ve Enterobacteriaceae ailesinden Klebsiella,
Escherichia coli ve Enterobacter tirlerine ait suslarda
zaman gegctikge daha sik bildirildigi gortlmektedir. Bu
enzimleri Ureten bakteriler neredeyse tim beta-laktam-
lara kargi direncli olmakta ve bu direnci engelleyebilecek
klinik kullanimi olan herhangi bir beta-laktamaz inhibitéra
bulunmamaktadir. Yine bu suslar beta laktam olmayan
ilaglara da siklikla direngli olmaktadir (2-4).

Pseudomonas aeruginosa, 6zellikle savunma mekaniz-
malarinin zayifladigi immun yetmezlik durumlarinda,
malign ve metabolik hastaligi bulunanlarda, uzun sureli
kemoterapi ve radyoterapi alanlarda, yaslilarda ve agir
yanik durumlarinda hastalik olusturan ve daha c¢ok
hastane infeksiyonlarina neden olabilen bir patojendir (1,
2, 5, 6). Acinetobacter baumannii ise klinik érneklerden
ve hastane infeksiyonlarindan Pseudomonas’lardan sonra
en siklikla izole edilen Gram-negatif nonfermentatif
turdur. Bu bakteriler en sik pnémonilerde (endotrakeal
tipler ve trakeostomilerde), endokarditlerde, meninjit-
lerde, deri ve yara infeksiyonlarinda, peritonitlerde (peri-
ton diyalizlerinde) ve Uriner infeksiyonlarda etken olarak
gorilebilmektedir (7-10).

Pseudomonas aeruginosa ve A. baumannii, bircok anti-
biyotige karsi intrinsik mekanizmalar sayesinde direng
gelistirebilmektedir. Bu mekanizmalarin basinda antibi-
yotigi hlcre disina pompalayan efliks sistemleri ve
antibiyotikler icin giris kapisi olabilecek por proteinlerinin
sentezinin azaltimasi veya tamamen durdurulmasi
bulunmaktadir. Klinikte en fazla karsilagilan direng beta-
laktamaz enzimlerinin yol actigi direngtir. Bu iki ture ait
suglarda hizla yayilan ve genis antibakteriyel direnc
spektrumuna neden olan metallo enzimler infeksiyon-
larin tedavisi igin ciddi bir tehdit olusturmaktadir (2, 3).

Bu c¢alismada, degisik klinik drneklerden izole edilen
P. aeruginosa ve A. baumannii suslarinin gesgitli antibiyo-
tiklere duyarlilik oranlari ve imipeneme direngli olanlarda
metallo-beta-laktamaz Uretim sikhgi arastiriimistir.

GEREC VE YONTEM
Bakteri tiirleri

Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Hastanele-
rinde yatarak tedavi goren hastalardan Mikrobiyoloji
Laboratuvari'na génderilen 28 kan, 25 yara materyali, 16

58

trakeal aspirat ve 12 idrar 6rnegi olmak Uzere toplam 81
ornekten izole edilen 56 P. aeruginosa ve 25 A. baumannii
susu calisma kapsamina alindi. Suslar klasik bakteriyo-
lojik yontemler ve API 20NE (bioMérieux, Fransa) ticari
kiti kullanilarak tanindi.

Antibiyotik duyarlilik testleri

Bakteri kolonilerinden, steril serum fizyolojik igerisinde
0.5 Mc Farland bulaniklik eseline denk olarak hazirlanan
suspansiyonlar, Mueller-Hinton agar besiyerlerine yayild.
Hazirlanan besiyerleri tzerine gentamisin (CN 30 ug),
amikasin (AK 30 pg), sefepim (FEB 30 ug), piperasilin
(PRL 30 pg), amoksisilin-klavulanat (AMC 30 pg),
seftriakson (CRO 30 pg), aztreonam (ATM 30 ug),
seftazidim (CAZ 30 ug), sefaperazon (CFP 30 pg),
siprofloksasin (CIP 10 ug), sefotaksim (CTX 30 pg) ve
imipenem (IPM 10 pug) diskleri (Oxoid, Cambridge,
ingiltere) dizilerek CLSI 6nerileri dogrultusunda Kirby-
Bauer disk difizyon yontemi ile suslarin duyarlihid
belirlendi. imipenem igin zon gapi 16 mm’den daha az
bulunan suslar imipeneme direngli veya orta duyarl
olarak kabul edilip, bu suslarin metallo-beta-laktamaz
enzimi Uretip Uretmedigi arastirildi (11).

Metallo-beta-laktamaz liretiminin arastiriimasi

Disk diflizyon yontemi ile yapilan antibiyotik duyarlilik
deneyinde imipeneme direngli bulunan P. aeruginosa ve
A. baumannii suslarinda metallo-beta-laktamaz uretimi
E-test (E-test MBL, AB Bio Disk, Isveg) ydntemi ile
arastirildi. Bakteri kolonilerinden 0.5 Mc Farland bulanik-
likta hazirlanan bakteri sitispansiyonlari Mueller-Hinton
agar besiyerlerine yayildiktan sonra besiyeri (zerine bir
ucunda imipenem (IP), diger ucunda imipenem + EDTA
(IP1) bulunan E-test seritleri yerlestirildi. 36° C'de 24
saatlik inkiibasyondan sonra olusan inhibisyon elipsinin
E-test seritlerini kestigi noktalar kaydedildi. Okunan
imipenem MIK degeri, imipenem + EDTA degerine oran-
landi. Uretici firma onerileri dogrultusunda bu iki degerin
orani 8< olan suslar metallo-beta-laktamaz pozitif olarak
kabul edildi.

BULGULAR

incelenen 56 P. aeruginosa ve 25 A. baumannii susunun
degisik antibiyotiklere diren¢ orani Tablo 1'de verilmistir.
Orta duyarli bulunan suslar direngli olarak alinmistir.

Calisma kapsamina alinan 56 P.aeruginosa susunun
12’si (%21.4) imipeneme direngli, yedisi (%12.6) orta du-
yarli; 25 A. baumannii susunun Ugl (%12.0) imipeneme
direngli, ikisi (%8.0) orta duyarli olarak bulunmustur.
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Tablo 1. Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter baumannii suslarinin degisik antibiyotiklere direng oranlari

Direngli sus (sayi / ylizde)

Antibiyotikler P. aeruginosa (n:56) A. baumannii (n:25)
Sayi Yizde Sayi Yiizde

Gentamisin 25 44.6 22 88.0
Amikasin 15 26.7 16 64.0
Sefepim 31 55.3 23 92.0
Piperasilin 15 26.7 17 68.0
Amoksisilin-klavulonat 54 96.4 25 100
Seftriakson 31 55.3 23 92.0
Aztreonam 17 30.5 21 84.0
Seftazidim 13 23.2 18 72.0
Sefaperazon 26 46.4 18 72.0
Siprofloksasin 22 39.2 12 48.0
Sefotaksim 34 60.7 22 88.0
imipenem 19 34.0 5 20.0

imipeneme direngli ve orta duyarl olarak bulunan 19
(%34.0) P. aeruginosa susunun altisinda (%31.5); bes
(%20.0) A. baumannii susunun da dordinde (%80.0)
metallo-beta-laktamaz Uretimi belirlenmistir.

Tdm suglarin metallo-beta-laktamaz Uretimi degderlendi-
rildiginde; 56 P. aeruginosa susunun altisinda (%10.7),
25 A. baumannii susunun doérdinde (%16.0) enzim
varhigi saptanmistir.

TARTISMA

Pseudomonas aeruginosa nozokomiyal infeksiyon et-
kenlerinin baslicalarindan olup ¢oklu ila¢ direnci nede-
niyle sorun olan bir bakteridir. Ozellikle uygunsuz antibi-
yotik kullanimi antimikrobiyal diren¢ artisinin en énemli
nedeni olmakla birlikte P. aeruginosa bir¢ok antibiyotik
grubuna da intrinsik olarak direnglidir (1, 2, 5, 6).

Calismamizda inceledigimiz 56 P. aeruginosa susunun
gentamisine %44.6, amikasine %26.7, sefepime %55.3,
piperasiline %26.7, amoksisilin-kalvulanata %96.4, sef-
triaksona %55.3, aztreonama %30.5, seftazidime %23.2,
sefaperazona %46.4, siprofloksasine %39.2, sefotak-
sime %60.7 ve imipeneme %34.0 oraninda direngli oldu-
gu belirlenmistir (Tablo 1). Ulkemizde yapilan diger calis-
malarda P. aeruginosa suglarinin antibiyotiklere direng
oranlari olduk¢a degisik olup bizim calismamiz ve diger
c¢alismalardaki direng oranlari Tablo 2’de karsilastirmal
olarak goérulmektedir (1, 3, 5, 6-19).

Metallo-beta laktamaz enzimi P. aeruginosa suslarindaki
direngten sorumlu enzimlerden biri olup bakterinin
karbapenemler dahil, aztreonam disindaki tim beta

Cilt 23, Sayi 2, Nisan 2009

laktam antibiyotiklere direncine neden olmaktadir (2, 3).
Aztreonam bu kuralin disinda kalir ancak, karbape-
nemaz Ureticisi bakteriler bu antibiyotiJe de siklikla
baska mekanizmalarla direng kazanabilir. IMP-1 metallo
enzim Ureten P. aeruginosa suslarindaki integrinlerde
hem karbapenemaz hem de amikasin asetil-transferaz
enzimlerinin birlikte kodlandigi bilinmektedir (2).

Klinik kdkenlerde metallo-beta-laktamaz enzimi Gretimini
belirlemek icin molekiler ve fenotipik ydntemler kullanil-
maktadir. CLSI tarafindan standardize edilmemekle bir-
likte, cift disk sinerji testi, IPM-EDTA kombine disk testi,
MBL E-test ve modifiye Hodge testi fenotipik yontem-
lerden bazilaridir (2, 3). E-test MBL ydnteminde, PZR ile
enzim geninin saptandigi suslarda %94 duyarlilik ve
%95 6zglllik ile MBL saptamasi yapilabildigi gosteril-
migstir (2). Yan ve ark. (20) metallo-beta-laktamaz ureti-
minin belirlenmesi igin kullanilan G¢ farkli yontemi
kargilastirdiklari  ¢alismalarinda, Pseudomonas ve
Acinetobacter susglarinda duyarlilik ve 6zgullik oranlarini
¢ift disk sinerji yontemi igin %95.7, %95.0, kombine disk
yontemi icin %87.0, %96.7 ve E-test MBL yontemi igin
%87.0 ve %100 olarak belirlemislerdir.

Calismamizda inceledigimiz 56 P. aeruginosa susunun
19’unda (%34.0) imipenem direnci belirlenmis ve bu
suslardan 6’sinda (%31.5) metallo-beta-laktamaz enzimi
Uretimi saptanmistir. Gayyurhan ve ark. (3)nin calig-
masinda, 89 P. aeruginosa susunun 18’inde (%20.2)
imipenem direnci belirlenmis ve bunlarin 13’inde %72.2
gibi yiksek oranda metallo-beta-laktamaz enzimi tretimi;
Toraman ve ark. (2)'nin galismasinda 407 P. aeruginosa
susunun 42’sinde (%10.3) karbapenem direnci saptan-
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Tablo 2. Bu galismada ve Turkiye'de yapilan bazi ¢alismalarda P. aeruginosa ve A. baumannii suslarinin degdisik antibiyotiklere

direng oranlari (%)

Kaynak (yil) GN AK FEB PRL AMC CRO ATM CAZ CFP CIP CTX IPM
P.aeruginosa

(15) Ozgeng ve ark (2002) 35 30 - - 100 - 34 16 - 25 55 11
(12 )Gondlli ve ark (2003) - 22 - - - - - 38 - 48 - 28
(13) Durmaz ve ark (2004) 44 35 - - - - - 50 - 36 - 48
(14) Ersoz ve ark (2004) - 32 - - - - - 38 - 9 - 24
(16) Gultekin ve ark (2004) 14 2 - 18 - - 13 18 - 7 - 11
(1) Fidan ve ark (2005) - 7 - 25 - 25 - 23 - 15 - 15
(19) Giindlz ve ark (2005) 40 4 - - - - - - - 8 - 10
(6) Ozkalay ve ark (2006) 24 12 34 - - - 62 - - 23 - 10
(17) Yicel ve ark (2006) 42 26 34 - - - 35 40 - 30 - 31
(5) Kalem ve ark (2008) - 33 - - - - - - - 46 - 57
(3) Gayyurhan ve ark (2008) 50.5 21.3 426 - - 80.8 53.9 528 - 415 943 20.2
(18) Kireggi ve ark (2008) 16 3 - - - - 12 15 - 9 - 14
Bu galigsma (2008) 44.6 267 553 267 964 55.3 30.5 232 464 392 607 34
Kaynak (yil) CN AK FEB PRL AMC CRO ATM CAZ CFP CIP CTX IPM
A.baumannii

(24) Ozkalay ve ark (2004) - 431 613 - - - - 736 - 473 - 15.7
(25) Sesli ve ark (2004) 47.6 66.6 - - - - - 857 - 76 - 42.8
(9) Gazi ve ark (2005) 90 47 - - - 90.1 90.1 703 - 658 - 62.2
(7) Yavuz ve ark (2006) 81 61 66 - - - - 82 - 75 - 17
(8) Sesli ve ark (2006) 63.6 488 62 - - 92.2 899 858 - 91 - 333
(10) Gilhan ve ark (2007) 87 59 87 - - 88 - 88 - 82 - 24
Bu galisma (2008) 88 64 92 68 100 92 84 72 72 48 88 20

GN:

Gentamisin, AK: Amikasin, FEB: Sefepim, PRL: Piperasilin, AMC: Amoksisilin-Klavulanat,

CRO: Seftriakson, ATM: Aztreonam, CAZ: Seftazidim, CFP: Sefaperazon, CIP: Siprofloksasin,

CTX: Sefotaksim, IPM: imipenem

mis, direncli bulunan suglarin E-test yontemi ile 10’'unun
(%2.5) metallo-beta-laktamaz Urettigi gériimustir. Fidan
ve ark. (1) ise P. aeruginosa suslarinin metallo-beta-
laktamaz Uretim oranini %5.0 olarak belirlemiglerdir.
Altoparlak ve ark. (21) P. aeruginosa suslarinda bu orani
%56.8 olarak bulmuslardir. Mendiratta ve ark. (22) 176
klinik 6érnegi inceledikleri calismalarinda; 15 (%8.6) P.
aeruginosa susunun imipeneme direngli oldugunu, bu
suslardan 14’Gnin metallo-beta laktamaz Urettigini sap-
tarken, Khosravi ve ark. (23) 100 P. aeruginosa susunun
41’inde imipenem direnci ve bu suslardan sekizinde
(%19.5) enzim Uretimi belirlemiglerdir.

Son 20-30 yilda 6zellikle hastane ortaminda bulunmasi
nedeniyle A. baumannii dnemli bir firsatgi patojen haline
gelmigtir. Bakteri bircok antimikrobiyal ilaca ve kuruluga
direncli olup hastadan hastaya ¢ok kolay yayilarak ve
cevrede glinlerce canh kalarak salginlara neden olmak-
tadir. Tim diinyada oldugu gibi Glkemizde de ¢ogul ilag
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direngli suglarin izole edilmeye baslamasi ve direncin
giderek artmasi, A. baumannii infeksiyonu suphesi ile
yatan hastalarda klinisyenlerin ampirik tedavi segenek-
lerini giderek azaltmaktadir (7-10).

Calismamizda degisik ©rneklerden izole edilen 25
A. baumannii susunun gentamisine %88.0, amikasine
%64.0, sefepime %92.0, piperasiline %68.0, amoksisilin-
%100, %92.0,
%84.0, seftazidime %72.0, sefaperazona %72.0, siprof-
loksasine %48.0, sefotaksime %88.0 ve imipeneme
%20.0 oraninda direncli oldugu belirlenmistir (Tablo 1).
Acinetobacter baumannii suglarinin gesitli antibiyotiklere
olan direncleri uUlkemizin degisik yorelerinde yapilan
calismalarda bizim ¢alismamizla uyumlu olarak yuksek
oranlarda bildirilmistir (7-10, 24, 25). Calismamizda
bulduumuz direng oranlari
calismalar ile karsilastirmali olarak Tablo 2’de verilmistir.

kalvulanata seftriaksona aztreonama

ulkemizde vyapilan bazi
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Bu calisma kapsaminda inceledigimiz 25 A. baumannii
susunun besi (%20.0) imipeneme direngli bulunmus,
direngli bulunan bu suslardan dérdiinde (%80.0) metallo-
beta-laktamaz Uretimi belirlenmistir. Toraman ve ark.
(2)'nin galismasinda 152 A. baumannii susu incelenmis,
bunlardan 14’inde (%9.2) karbapenem direnci belirlen-
migtir. Karbapeneme direncli olan suslarda E-test yén-
temi ile %2.0 oraninda metallo-beta-laktamaz enzimi
Uretimi saptanmigtir. Altoparlak ve ark. (21) yanik yara-
larindan izole ettikleri dokuz A. baumannii susundan
U¢lnin imipeneme direngli oldugunu, bu suslardan bir
tanesinin (%33.3) metallo-beta-laktamaz Urettigini sapta-

Antibiyotik direnci, hastanelerde ciddi bir saglik sorunu
olusturmaktadir. Bu sorunun hizla biyimesi, yogun ve
uygunsuz antibiyotik kullaniminin bir sonucudur. Gram
olumsuz c¢omaklarda metallo-beta laktamaz Uretimi
giderek artmaktadir. Direng profilinden sorumlu olan bu
enzimin saptanmasinda fenotipik yontemlerden uygun
olanlar laboratuvarlarda rutin olarak kullaniimal ve
sonuglar rapor edilmelidir. Bu uygulama direng yayilimi-
nin onlenmesinde ve infeksiyonlarin tedavisinde énemli
yararlar saglayacaktir.

miglardir.
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