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OZET

Kasim 2002-Kasim 2003 tarihleri arasinda Sisli Etfal Egitim ve Aragtirma hastanesi yogun bakim iinitesinden izole edilen
karbapeneme direngli Pseudomonas aeruginosa izolatlari prospektif olarak toplanmugtir. Farkli hastalardan izole edilen 27
sug degerlendirilmistir. Meropenem(MP) ve imipenem(IP) i¢in minimal intibitor konsantrasyonlart (MIK) Etest ile saptan-
mustir. Suslarin, seftazidim (CAZ), aztreonam( ATM), piperasillin+tazobaktama (TZP) duyarliliklar: disk diffiizyon metoduy-
la belirlenmistir. Metallo beta-laktamaz (MBL) taramasi Etest yontemiyle yapilnug ve 27 sustan 17’ sinde MBL pozitif bulun-

mugstur.
Anahtar sozciikler: Metallobetalaktamaz (MBL), Pseudomonas, antibiyotik direnci

SUMMARY

Investigation of Metallo beta-lactamase Production in Carbapenem resistant Pseudomonas aeruginosa Strains Isolated in
Intensive Care Unit

From November 2002 to November 2003 carbapenem resistant Pseudomonas aeruginosa strains isolated from intensive ca-
re unit were collected prospectively. Twenthy seven nonduplicated isolates were evaluated. MIC values of meropenem (MP)
and imipenem (IP) were detected by Etest. Ceftazidime( CAZ), aztreonam( ATM), piperasillin+tazobactam (TZP) susceptibi-
lities of starins were determined by disk diffusion test. Screening for metallo beta-lactamase (MBL) production was carried
out in these isolates by Etest. Seventen strains out of 27 were found as MBL producers.
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GIRIS

Karbapenemler P.aeruginosa infeksiyonlarinin teda-
visinde kullamilan giiclii antibiyotiklerdir(1,2). An-
cak dig membran permeabilitesinin azalmasi, efflux
pompalarinin up regiilasyonu ve karbapenemaz iire-
timi gibi mekanizmalar Pseudomonas suglarinda kar-
bapenem direncine yol agabilmektedir(1,2,3).

Karbapenemazlar igcinde Ambler molekiiler sinifla-
masinda B sinifin1 olugturan metallobetalaktamazlar
(MBL) klinik acidan en énemli grubu olusturmakta-
dir. MBL’larin substrat profilleri ¢ok genis olup ge-
niglemis spektrumlu sefalosporinleri( sefotak-
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sim,seftazidim, sefepim) ve karbapenemleri (imipe-
nem,meropenem,panipenem)

icermektedir(4,5).1991 de Japonya’da S.marcescens
de tanimlanan IMP-1 ilk edinsel karbapenem direng
enzimidir(4). IMP-1"i kodlayan blaIMP genlerinin
integronlarda yer almasi nedeniyle diger Gram ne-
gatif bakterilere transfer olabildigi gosterilmistir.
Gerek spektrumunun genisligi gerekse transfer ola-
bilme ozelligi nedeniyle, MBL iireten bakterilerin
hizla belirlenmesi hem klonal yayilimin 6nlenmesi
hem de bu direng genlerinin hastane ortaminda diger
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bakteri tiirlerine aktarilma olasiliginin ortadan kaldi-
rilmasi agisindan 6nemlidir (5,6,7,8,9). Konvansiyo-
nel duyarlilik testleri ile bu enzimlerin varlifinin
gosterilmesi miimkiin olmamakta,ilgili genin mole-
kiiler tekniklerle aranmasi veya enzim testlerinin ya-
pimas: gerekmektedir(4,9). Ancak bu metodlar ru-
tin tarama icin uygun degildir. MBL larin aktivitele-
ri sulbaktam, klavulanikasit ve tazobaktam gibi kon-
vansiyonel betalaktamaz inhibitorleriyle baskilana-
mazken, EDTA gibi selasyon yapan maddelerce in-
hibe edilebilmektedir(2,4,10). Bundan yararlanila-
rak disk diffiizyon prensibine dayali fenotipik testler
gelistirilmeye calisilmistir. Yine ayni prensipten yo-
la cikarak gelistirilen imipenem/imipenem+EDTA
(IP/IPT)

E testleri kullanima girmistir(5,9,10,11).

Bu ¢aligmada prospektif olarak bir yil siire ile Sisli
Etfal Hastanesi yogun bakim iinitesinden izole edi-
len karbapeneme direncli P.aeruginosa suslarinda
MBL sikliginin E test ile arastirilmasi amaglanmis-
tir.

GEREC VE YONTEM

Bakteri suslari. Kasim 2002-Kasim 2003 tarihleri
arasinda prospektif olarak yogun bakim iinitesinde
yatan 27 hastadan izole edilen, disk diffiizyonla imi-
penem ve meropeneme direngli bulunan 27 P. aeru-
ginosa susu calismaya dahil edilmigtir. Tiim suglar
BBL Crsytal E/NF ID sistem ile P.aeruginosa olarak
identifiye edilmigtir.

Duyarhlik testleri. Suglarin seftazidime(CAZ), az-
treonama(ATM) ve piperasillin/ tazobaktama(TZP)
duyarhiliklart disk diffiizyon yontemiyle NCCLS’e
uygun olarak yapilmistir. Meropenem ve imipenem
icin MIK degerleri Etest ile saptanmistir. Mueller-
Hinton agar yiizeyine 0.5 McFarland bulanikliginda
ayarlanmis inokulum yayilarak iizerine E test geritle-
ri yerlestirilmisg, 35°C de 20 saat inkiibasyonu taki-
ben inhibisyon elipsinin seridi kestigi noktadaki sa-
yisal deger MIK degeri olarak kabul edilmistir.

Etest ile MBL saptanmasi. Bir tarafinda imipenem
(IP) (4-256 mg/ml), diger tarafinda IP ( 1-64 mg/ml)
ve sabit konsantrasyonda EDTA iceren, iki tarafli
Etest MBL seritleri kullanmilmistir. Birbirine zit yon-
de olusan iki elipsin seridle kesistigi noktalardaki sa-

yisal degerler birbirine oranlandiginda 8 ve iizerinde
bir deger elde edilmesi, bagka bir deyisle IP MIK de-
gerinin EDTA varli§inda en az 3 log2 diliisyon ve
lizerinde azalmast MBL pozitifligi olarak degerlen-
dirilmistir.

BULGULAR

Toplam 27 sustan 17’sinde (%66.6) Etest metoduy-
la MBL pozitif bulunmustur. Suglarin 20’si (%74)
CAZ, 20si (%74) ATM,16’s1 (%59)TZP’ye direngli
bulunmustur.

3 sus (no:1,5,25) imipeneme orta duyarl: iken, mero-
peneme direngli; 2 sus (no: 20,22) meropeneme orta
duyarli iken, imipeneme direngli; 2 sus (no:15,16)
imipeneme direngli iken meropeneme duyarli bulun-
mustur.

TARTISMA

Son yillarda bir¢ok iilkeden edinsel MBL’larin yo-
lactig1 karbapenem direncinin sikliginda artis bildi-
rilmigtir(4,10). Metallobetalaktamazlar IMP veya
VIM serisinden enzimler olup, 6zellikle Akdeniz {il-
kelerinde VIM serisi enzimlere daha sik rastlanmak-
tadir(1,4). Ilk tanimlanan IMP-1 Japonya’da S. mar-
cescens susunda saptanmigtir(4).Daha sonra 1999
yilinda Italya’da P.aeruginosa suslarinda yine
integron lizerinde kodlu, transfer olabilen ikinci bir
metallobetalaktamaz VIM-1 tanimlanmistir(8). En
stk Giiney Dogu Asya ve Avrupa olmakla birlikte
tiim diinyadan bildirilmis MBL iireten izolatlar mev-
cuttur.Yakin zamanda IMP-1’e benzeyen MBL iire-
ten Gram negatif bakteriler Ingiltere, Italya, Singa-
pur’dan bildirilmistir(5,10).

MBL’larin sefalosporinlere, sefamisinlere ve karba-
penemlere karsi dirence yol agmasi ve MBL genle-
rinin integron iizerinde mobil gen kasetlerinde yer
almasi nedeniyle farkli Gram negatif bakteri tiirleri-
ne hizla yayilabilme potansiyeli tagimasi, metallo-
betalaktamaz iireten Pseudomonas’lari klinik bir teh-
dit haline getirmistir(5,6,7,8,9). MBL pozitif bakteri-
lerin hizla tanimlanmasi infeksiyon kontrolii ve yay1-
limin 6nlenmesi agisindan énemlidir(5, 8,10).

Rutin mikrobiyoloji laboratuarinda kullanilmak iize-
re MBL’larin EDTA  agir metal tuzlar1 ve thiol bile-
sikleriyle inhibe olmasindan yararlanilarak fenotipik
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Tablol. Karbapenem direncli 27 Pseudomonas aeruginosa susunun o6zellikleri.

izolat no: Etest MBL MIK degerleri Beta-laktam direnc fenotipi
sonuglari MP 1P CAZ ATM TZP

1 + 24 12 Di Di Du
2 + >32 >32 Di Di Du
3 + 232 =32 Du Du Di
4 NEG >32 24 Di Di O
5 + 232 12 Di Di Du
6 NEG >32 >32 Di Di Du
7 + 232 =32 Du Du Di
8 NEG >32 >32 Di Di Di
9 NEG 232 232 Di Di Du
10 + >32 24 Di Di Di
11 + 232 =232 Di Di Du
12 + >32 >32 Di Di Di
13 NEG 232 232 Du Du Di
14 + >32 >32 Du O Di
15 NEG 3 232 Di Di Di
16 NEG 3 >32 Du Di Du
17 NEG 232 232 Di Di Du
18 + >32 >32 Di Di Di
19 + 32 232 Di Di Du
20 + 8 >32 Di O Di
21 NEG 32 232 Di Di Di
22 NEG 8 24 Du Du Du
23 + 12 232 Di Di Di
24 + >32 >32 Du Di Di
25 + 16 12 Di Di Di
26 + >32 >32 Di O Di
27 + 32 232 Di Di Di

*NEG:negatif, +: pozitif, Du:duyarl,O:orta; Di:direngli.

yontemler gelistirilmistir (5,9,10,11). Arakawa ve
ark.lar1 (5) cift disk sinerji yontemiyle, seftazidim ve
2 merkaptopropiyonikasit iceren diskleri yakinlasti-
rarak IMP-1 iireten suslarin inhibisyon zonunda bir
genisleme gostermigler ve bu yontemin duyarlilik ve
ozgiilliigiiniin blaIMP spesifik primerler kullanilarak
yapilan PCR ile karsilastirilabilir oldugu ve giinliik
laboratuar caligmalarinda kullanilabilecegi sonucuna
varmiglardir.
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Yong ve arkadaglar1 (10), cogu VIM-2 MBL iireten
102 P.aeruginosa, 14 P.putida, 20 A.baumanni-
i ve 3 Acinetobacter spp. susu ile calismislar; disk
diffiizyonla imipenem ve imipenem art1 750 mikrog-
ram EDTA iceren disklerin inhibisyon zon caplari
arasindaki farkin 7 mm iizerinde olmasin1 MBL po-
zitifligi lehine kabul etmislerdir. Yontemin Pseudo-
monaslar icin miikemmel , Acinetobacter’ler i¢in iyi
sonug verdigini bildirmisledir.
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Migliavacca ve arkadaslar1 (9), P.aeruginosa susla-
rinda mikrodiliisyon metoduyla imipenem MIC de-
gerlerini; tekbagina ve EDTA/ 1,10-phenanthroline
karigimi ile saptamiglar, MIC degerinde 4 kat iizerin-
de diisiisii MBL pozitifligi lehine degerlendirmisler-
dir. Testin disk diffiizyon testine gore daha standar-
dize oldugu ve otomasyona uygun oldugunu bildir-
mislerdir.

Senda ve arkadaglar1 (2)1992-1994 yillar1 arasinda
17 hastaneden izole edilen 3700 P.aeruginosa susu-
nun 132’sinde blaIMP geni varlifin1 gostermislerdir.
blaIMP genlerinin integron veya benzer bir element-
le cesitli plasmid ve kromozomlara translokasyonu-
nun olasi oldugu, boylece farkli genetik ge¢mise sa-
hip Pseudomonas suglar1 arasinda yayildigi ve bu
suglarin Japonya’da multifokal cogalma gostedigi
sonucuna varmiglardir.

Yunanistan’da1996-1998 yillar1 arasinda izole edi-
len her iki karbapeneme direngli P.aeruginosa susla-
r1 arasindan rastgele secilen 6 izolatin serotip
0:12’ye ait oldugu ve pulse field jel elektroferez pa-
ternlerinin ayni oldugu gosterilmistir. Bu suglarin
hepsinin blaVIM pozitif oldugu ve diren¢ geninin
yayillmasindansa, O:12 susunun yayilmasinin sz
konusu oldugu bildirilmistir. Susun yayilmasindaki
basarinin karbapenemlerin ¢ok kullaniliyor olmasi
ve/veya susun patojen bakteri olarak kalitsal tagidig:
ozelliklerine baglanabilecegi sonucuna varilmig-
tir (7).

Yunanistan’dan 2001 yilinda 15 merkezden izole
edilen Pseudomonas aeruginosa suslarinin 36’sinda
blaVIM pozitif bulunmus. Bunlardan 26’sinda 2-
mercaptoacetic acid ve imipenem kullanilarak siner-
ji testi ile MBL varlig1 gosterilebilmistir. Diger calis-
manin aksine, random amplified polymorphic DNA
tiplemesi suslarin birbirinden farkli kokenlerden
kaynaklandigini diislindiirmiistiir(1). Lee ve arka-
daglar1 da (6) Kore’de VIM-2 aracili direncin hem
klonal hem de horizontal olarak yayildigimi bildir-
miglerdir.

Bizim ¢alisgmamizda, yogun bakim iinitesinden izole
edilen 27 Pseudomonas aeruginosa susundan
17’sinde Etest IP/IPI seritleri ile MBL pozitif olarak
bulunmustur. Suslarin cogunlukla diger antipseudo-
monal beta laktamlara direngli oldugu saptanmistir.

Diger betalaktamlara direng¢ fenotipi ile MBL pozi-
tifligi arasinda bir baglant1 gbzlenmemistir.Yalnizca
imipenem direncli olup meropenem’e duyarli iki
susta MBL varlig1 saptanmamigtir. Walsh ve arka-
daslart (11) IP ve IP-EDTA E testleri ve Mueller-
Hinton agar kullanildiginda MBL saptama duyarlili-
gin %94, ozgiilligiiniin %95 oldugunu;MBL Etest
seritlerinin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
MBL saptanmasinda kullanilmasinin kabul edilebilir
oldugunu bildirmislerdir.

Sonug olarak;karbapenem kullaniminin gerekli oldu-
gu lnitelerde hizli, basit, sonuglari tekrarlanabilir,
sensitivite ve spesifitesi iyi bir fenotipik tarama me-
toduna gereksinim vardir. Birden ¢ok mekanizma
karbapenem direncine yol acabildiginden sonuglarin
molekiiler yontemlerle dogrulanmasinin gerekliligi
aciktir. Epidemiyolojik agidan bakildiginda bu izo-
latlarin kokenlerinin belirlenerek tek bir klonun ya-
yilmasiyla m1 , yoksa diren¢ geninin suglar arasinda
gecisiyle mi direncin ortaya ¢iktig1 netlestirilmelidir.
Karbapenemlerin artan kullaniminin, karbapenemaz
iireten suglarin seleksiyonuna yol acacagi unutulma-
malidir.
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