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OZET

Amag: Bu ¢alismada, cesitli klinik orneklerden izole edilen
Acinetobacter suglarinda karbapenem direncinden sorumlu
metallo-beta-laktamaz (MBL) enzimlerinin fenotipik ve genoti-
pik yontemlerle aragtirilmast amaglanmstir.

Gere¢ ve Yontem: Otomatik tamumlama cihazi ile ( VITEK 2;
bioMérieux, France) isimlendirilen ve imipenem direngli olarak
tespit edilen 79 Acinetobacter susu ¢alismaya alinmustir. Rutin
klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda MBL’lerin tamimlanma-
sinda hizlt, kolay ve giivenilir yontemlerin saptanmast amact ile
calismaya aldigumiz suslara; Etest MBL, kombine disk sinerji
testi, ¢ift disk sinerji testi ve modifiye Hodge testi olmak iizere
dort fenotipik test uygulanmustir. Acinetobacter tiirlerinde MBL
iiretiminden en stk sorumlu olan bla,,,,, , geninin varligt polime-
raz zincir reaksiyonu (PZR) ile arastirilmig ve suglarin klonal
analizi pulsed field jel elektroforezi (PFGE) ile yapimugstir.

Bulgular: Imipenem direncli Acinetobacter izolatlarumin Etest
ile 41’inin (%51.9), kombine disk sinerji testi ile 46’simn
(%58.2), cift disk sinerji testi ile 44’iiniin (%55.7), modifiye
Hodge Testi ile 55’inin (%69.6) MBL iirettigi saptanmugtir.
Etest sonucu ile en uyumlu testin %75.9 uyum orantyla kombi-
ne disk sinerji testi oldugu gozlenmigstir. PZR yontemiyle bla-
. &eni arastirllmis, ancak pozitiflik bulunamanmustir. PEGE
ile 10 farkli bant paterni goriilmiis ve fenotipik testlerle MBL
pozitif bulunan izolatlarin A ve C gruplarinda yogunlagstiklar:
gozlenmigtir.

Sonu¢: Kombine disk sinerji testinin Etest ile yiiksek uyum
gostermesi, bu testin Etestin kullanilamadigt laboratuvarlarda
MBL tayininde alternatif olabilecegini diisiindiirmektedir.
Hastanemizde izole edilen Acinetobacter suslarinin MBL iire-
timinden bla,, , dist genlerin sorumlu oldugu diigiiniilmiistiir.
Direng yayilimint sinirlamak ve tedaviye yon vermek amactyla
karbapenem direng tiplerinin rutin mikrobiyoloji laboratuvar-
larinda tespit edilmesi ve epidemiyolojik analizlerinin yapil-
mast gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Metallo-beta-laktamaz, Acinetobacter tiir-
leri, Etest

SUMMARY

Phenotypic and Genotypic Investigation of Metallo-Beta-
Lactamase Production in Imipenem Resistant Acinetobacter
strains

Objective: The aim of this study was to investigate the presence of
metallo-beta-lactamase (MBL) enzymes responsible for imipenem
resistance in Acinetobacter strains isolated from various clinical
specimens, by phenotypical and genotypical methods.

Materials and Methods: Imipenem resistant 79 Acinetobacter
spp. strains identified by automated identification system (VITEK
2; bioMérieux, France) were included in the study. In order to
determine fast, easy and reliable methods for the identification of
MBLs in routine clinical microbiology laboratory, all strains in
this study were subjected to four phenotypical tests which were
E-test MBL, combined disc synergy test, double disc synergy test
and modified Hodge test. The presence of bla,,,  gene which
coded the most frequent MBL enzyme in Acinetobacter strains
was investigated by polimerase chain reaction (PCR) and clonal
analysis was performed by pulsed field gel electrophoresis
(PFGE).

Results: Among imipenem resistant Acinetobacter isolates were
found to produce MBL by using E-test (n=41; 51.9%), combined
disc synergy test (n=46; 58.2%), double disc synergy test (n=44;
55.7%) or modified Hodge test (n=55; 69.6%). The most compa-
tible test with E test was combined disc synergy with a 75.9%
compatibility. The bla,,, , gene investigated by PCR yielded no
positive result. Ten different band patterns were found by PFGE,
and phenotypically MBL positive isolates were mostly clustered in
A and C groups.

Conclusion: As combined disc synergy test showed highest com-
patibility with E-test, it can be suggested as an alternative for
MBL detection in laboratories where E-test is not used. Genes
other than bla,,,  might be responsible for MBL production by
Acinetobacter strains in our hospital. In order to limit spread of
resistance and guide treatment, carbapenem resistance patterns
should be determined and epidemiological analysis should be
done in routine microbiology laboratories.
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GIRIS

Acinetobacter tiirlerini hastane enfeksiyonlar1 agisin-
dan 6nemli kilan, bilinen tiim antibiyotik siniflarina
direngli olabilmelerinin yani sira yeni antibiyotik
diren¢ determinantlarini kazanmaktaki {stiin kapasi-
teleridir V. Buna ek olarak nozokomiyal yayilimina
olanak verecek sekilde hastane ortaminda uzun siire
canli kalabilme yetenegine de sahiptirler. Bu bakteri-
ler, 1970’lerde en ¢ok hastaneden kazanilmis pnomo-
nilere yol acarken, giiniimiizde buna ek olarak idrar
yolu, santral sinir sistemi, deri-yumusak doku ve
kemik enfeksiyonlarina da yol acabilmektedirler @.

Genis spektrumlu beta-laktamlar, aminoglikozidler
ve florokinolonlar1 da kapsayan coklu ila¢ direngli
fenotipler nedeniyle Acinetobacter enfeksiyonlarinin
tedavisi ¢cofu zaman giicliikle yapilmaktadir. Bu
durumda tercih edilecek ilag karbapenemlerdir.
Ancak, karbapenem direncli Acinetobacter izolatlari
diinyada gittik¢ce artan oranlarda izole edilmektedir
G4 Beta-laktamazlar, karbapenemaz tiretimi, azalmisg
gecirgenlik ve atim pompasinin artmis ekspresyonu
bu tiirlerde goriilen diren¢ mekanizmalaridir ©.
Ozellikle IMP, VIM, SIM tipi metallo-beta-
laktamazlar (MBL), OXA-23, OXA-24, ve OXA-58
tipi sinif D karbapenemazlar, karbapenemlere azal-
mis duyarliliktan artan oranda sorumludurlar. Ayrica
OXA-51 tip dogal oksasilinazin agir1 iiretimi de kaza-
nilmig karbapenem direncine neden olmaktadir ¢,

Direng yayilimint sinirlamak ve tedaviye yon vermek
amactyla karbapenem direng tiplerinin rutin mikrobi-
yoloji laboratuvarlarinda tespit edilmesi gerekmekte-
dir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi en
giivenilir yontem olmakla birlikte, alternatif olabile-
cek ucuz ve kolay fenotipik testler gelistirilmeye
calisilmaktadir. Ancak, halen giivenilirliligi onaylan-
mis ve standardize edilmis bir fenotipik test yoktur.

Bu caligmanin amaci, cesitli klinik 6rneklerden izole
edilen Acinetobacter suglarinda karbapenem diren-
cinden sorumlu MBL enziminin {iretimini fenotipik
ve genotipik yontemlerle aragtirmaktir. Bu amag dog-
rultusunda MBL tayininde Onerilen fenotipik testler
karsilagtirilmis, Acinetobacter tiirlerinde MBL iireti-
minden en sik sorumlu olan bla,,,  geninin varligi
aragtirilmis ve bu direncin epidemiyolojik profilinin
incelenebilmesi i¢in suglar pulsed field jel elektrofo-
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rezi (PFGE) ile degerlendirilmistir.
GEREC ve YONTEM

Acinetobacter izolatlar1: Ankara Numune Egitim ve
Aragtirma Hastanesi’nde klinik 6rneklerden hastane
enfeksiyonu etkeni olarak izole edilen karbapenem
direncli toplam 79 adet Acinetobacter tiirii degerlen-
dirilmistir. Izolatlarin tanimlama ve antibiyotik
duyarhliklart VITEK 2 sistemi (bioMérieux, France)
kullanilarak yapilmistir. izolatlar diger testler yapi-
lincaya kadar gliserollii buyyon icinde -86°C‘de
saklanmustir.

Kalip DNA’nin Hazirlanmasi: DNA ekstraksiyonu,
Genomic DNA from Tissue, (Nucleospin Tissue/
Macherey-Nagel, Almanya) hazir kit kullanilarak
tiretici firma onerileri dogrultusunda yapilmustir.

PZR: izolatlarin bla,,,  gen tagtyiciliklar 5°CS (5’
GGC ATC CAAGCA GCAAG3’) ve 3’CS (5’ AAG
CAG ACT TGA CCT GA 3’) primerleri kullanilarak,
korunmus bolgelerle sinirlanmig degisken bolgeleri
iceren kromozomal DNA boliimii amplifiye edilerek
aragtirtlmistir (104). PZR, 25 ul son hacimde, 1 U
Taq DNA polimeraz, 30 pmol primer, 200 uM dNTP
karigimi ve 1 mM MgCl2’den olusacak sekilde ayar-
lanmustir. Uzerine 3 ul ekstrakte edilmis DNA ekle-
nerek, hot start PZR dongiileri ile caligilmistir. Bunun
icin 94°C’de 3 dk.’lik baslangi¢ denatiirasyonu son-
rasinda; dongiiler, 94°C’de 1 dk., 48°C’de 1 dk. ve
72°C’de 1.5 dk.’dan olusan 35 siklusu takiben
72°C’de 2 dk.’lik son uzama seklinde gerceklestiril-
migtir. PZR iriinleri %1°lik agaroz jelde, 100V’da
2.5 saat yiiriitiildiikten sonra etidyum bromid ile
boyanarak UV transilliiminator ile goriintiilenmisgtir.

PFGE: Izolatlarin agaroz plaklar icerisinde hazirla-
nan DNA’larinin kesiminde Apal enzimi (Fermentas,
Lithuania) kullanilmistir. DNA paternleri; %1.2°lik
agaroz jelde, CHEF DR II PFGE cihazinda (Bio-Rad
Hercules-USA) 5V/cm akim, 14°C sicaklik ve 0.5X
TBE icerisinde baglangic ve final attm zamanlar1 5 ve
20 sn olacak sekilde 24 saat yiiriitiilerek gosterilmis-
tir. PFGE sonrasinda olusgan DNA paternleri hem
gozle hem de Gene Directory programi (Syngene,
UK) kullanilarak degerlendirilmistir. Benzerlik
indeksi Dice katsayis1 kullanilarak %1 tolerans dege-
rinde olusturulmustur. Izolatlar arasi kiimelenme
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iligkisi UPGMA (unweighted pair group method of
arithmetic averages) yontemi kullanilarak gosteril-
mistir. [zolatlar aras1 genotipik iligski Tenover kriter-
lerine gore degerlendirilmistir @.

MBL Fenotipik Olarak Tanimlanmasi: Bugiine
kadar rutin mikrobiyoloji laboratuvarlarinda MBL
tespiti i¢in kullanilan Etest veya disk sinerji testleri,
bu enzimlerin etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) ya
da 2-merkaptopropionik asit (2-MPA) gibi metal
selatorler varliginda inhibe olma 6zelliginden yarar-
lanarak gelistirilmistir.

1. Etest: Calismamizda kullandigimiz Etest (AB
Biodisk, Isveg) ticari olarak bulunan ve MBL enzimi-
nin fenotipik tayininde kullanilmak iizere gelistiril-
mis bir testtir. Etest seridinin bir tarafinda imipenem
(4-256 pg/ml), diger tarafinda ise imipenemle (1-64
pug/ml) birlikte EDTA bulunmaktadir. Imipenem-
EDTA kisminda imipenem konsantrasyonu giderek
azalirken EDTA konsantrasyonu (4 pg/ml) sabittir.
Imipenem-EDTA MIK degeri ile imipenem MIK
degeri arasinda en az ii¢ kat azalma saptanirsa, test
MBL enzimi agisindan pozitif kabul edilmektedir.
Testin pozitif olmasinin diger bir 6l¢iitii, Etest seridi-
nin imipenem veya EDTA igermeyen orta boliimiinde
hayalet bolge olarak adlandirilan goriintiiniin izlen-
mesidir ®.

2. Kombine Disk Sinerji Testi (KDST): Bu test,

EDTA varliginda o6lgiilen imipenem inhibisyon zon
capinin elde edilen imipenem inhibisyon zon capin-
dan en az 7 mm daha genis olmas1 temeline dayan-
maktadir ©. Bu amacla Acinetobacter izolatlarinin
taze kiiltiirlerinden 0.5 McFarland bulanikliginda
bakteri siispansiyonu hazirlanarak Miiller-Hinton
Agara (MHA) homojen inokiilasyonu yapildi.
Besiyeri yiizeyinin kurumasini takiben aralarinda en
az 22 mm olacak sekilde iki imipenem diski (10pg)
besiyeri ylizeyine yerlestirilerek imipenem disklerin-
den bir tanesinin lizerine 10 ¢l EDTA (0.5M, pH 8)
eklendi. Plaklar 35°C’da 18 saat inkiibe edildi.
Imipenem-EDTA icin 6lciilen inhibisyon zon c¢ap1
imipenem i¢in Ol¢iilen inhibisyon zon capindan 7
mm daha genis ise test sonucu pozitif olarak deger-
lendirildi.

3. Cift Disk Sinerji Testi (CDST): Bu test, 2-MPA
varliginda seftazidim inhibisyon zonunun genigleme-

si mekanizmasina dayanmaktadir. Bu amacla
Acinetobacter izolatlarinin taze kiiltiirlerinden 0.5
McFarland bulanikliginda bakteri siispansiyonu
hazirlandi ve MHA iizerine homojen ekim yapildi.
Besiyerinin kurumasini takiben seftazidim diski (30
pg) besiyeri yiizeyine yerlestirildi. Seftazidim diski-
nin bir ucundan 10 mm uzaga bos bir kagit disk yer-
lestirildi. Bos kagit diskin iizerine 3 ul 2-MPA eklen-
di. Plaklar 35°C’da 18 saat inkiibe edildi. Seftazidim
inhibisyon zon ¢apinin 2-MPA’ya dogru genislemesi
MBL varlig1 a¢isindan pozitif sonug¢ olarak degerlen-
dirildi 1.

4. Modifiye Hodge Test (MHT): Taze E. coli ATCC
25922 susunun 0.5 McFarland bulanikliginda hazir-
lanan siispansiyonu 1:10 sulandirilarak MHA iizerine
homojen olarak ekildi. Besiyeri yiizeyinin kurumasi-
ni1 takiben besiyerinin merkezine imipenem diski (10
pg) yerlestirildi. Test edilecek Acinetobacter izolati-
nin kanl agardaki taze kiiltliriinden steril ekiivyon
yardimiyla bakteri kolonileri topland: ve imipenem
diskinin bir ucundan baglayarak besiyeri kenarma
dogru yogun bakteri ekimi yapildi. Bu sekilde her
plakta, biri pozitif kontrol olmak iizere toplam dort
izolat ¢alisildi. Inokiilasyonu takiben plaklar 35°C’da
18 saat inkiibe edildi. E. coli sugsuna bagli olusan
inhibisyon zonunun Acinetobacter susunun liremesi-
nin bulundugu bdélgede azalmasi ve bu bolgede
E. coli iiremesinin goriilmesi pozitif test sonucu ola-
rak kabul edildi @Y.

Tim fenotipik yontemlerde negatif kontrol olarak
P. aeruginosa ATCC 27853 susu; pozitif kontrol
olarak da daha once bla,,, , belirlenmis iki adet P.
aeruginosa susu kullanilmistir.

BULGULAR

Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi’'nde
farkli klinik 6rneklerden hastane enfeksiyonu etkeni
olarak iretilen karbapenem diren¢li 79 adet
Acinetobacter susu degerlendirilmigtir. Caligsmaya
alman 79 Acinetobacter izolatt; 36 trakeal aspirat
(%45.6), 13 kan (%16.5), 10 yara (%12.7), 7 idrar
(%8.9), 5 katater (%6.3), 3 mayi (%3.8), 2 abse
(%2.5), 2 beyin omurilik sivist (%2.5) ve 1 balgam
(%1.3) olmak iizere ¢esitli klinik 6rnekten elde edil-
misgtir.
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Sekil 1. PZR analizi ile bla,,, , geni: 1-16 izolat numaralari; M:Marker; PK: Pozitif kontrol (587 b¢); NK: Negatif kontrol

tifligi.

Caligmaya alinan izolatlarin tamami bla,,, geni
tastyiciligt acisindan arastirilmistir ve higbirinde bla-
wpy €N tagtyicihigi gosterilememistir (Sekil 1).

MBL'1n fenotipik tayini amaciyla Etest uygulanan 79
izolatin 41’inin (%51.9) MBL iirettigi, 38’inin
(%48.1) ise MBL iiretmedigi saptanmigtir. Etest ile
fenotipik olarak MBL iirettigi saptanan bir izolat
sekil 2a’da gosterilmektedir.

KDST ile 79 Acinetobacter izolatinin 46’sinda
(%58.2) MBL iiretildigi, 33’tinde (%41.8) ise tiretil-
medigi saptanmistir. Sekil 2b’de KDST ile pozitif
bulunan bir izolatin goriintiisii verilmektedir.

CDST ile 79 Acinetobacter izolatinin 44’iinde
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Sekil 2. a: Etest pozitifligi; b: Kombine disk sinerji testi pozitifligi; c: Cift disk sinerji testi pozitifligi; d: “Modifiye Hodge Test” pozi-

\

(%55.7) MBL fenotipik olarak pozitif bulunmustur.
CDST ile pozitif bulunan bir izolatin goriintiisii Sekil
2c¢’te verilmektedir.

MHT ile izolatlarin fenotipik olarak 55’i (%69.6)
MBL pozitif, 24°ti (%30.4) ise negatif bulunmustur.
MHT ile fenotipik olarak MBL pozitif bulunan dort
izolat Sekil 2d’de gosterilmektedir.

Caligmada pozitif kontrol olarak kullanilan bla,,
geni bulunan iki adet P. aeruginosa sugunun her ikisi
de tiim fenotipik testlerle MBL pozitif olarak bulun-
muglardir.

Mevcut en giivenilir fenotipik test Etest oldugu icin
diger fenotipik test sonuglar1 bu yontemle karsilasti-
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Tablo 1. Etest ile KDST, CDST ve MHT ’nin karsilagtirilmasi.

KDST (+) KDST (-) CDST (+) CDST (-) MHT (+) MHT ()
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Etest (+) 34 (43) 7(89) 31(39.2) 10 (12.7) 34 (43) 7(8.9)

n (%)

Etest () 12 (15.2) 26 (32.9) 13 (16.5) 25 (31.6) 21 (26.6) 17 21.5)

n (%)

KDST: Kombine disk sinerji testi, CDST: Cift disk sinerji testi, MHT: Modifiye Hodge testi

Tablo 2. Tiim fenotipik testlerin karsilastirilmasi.

E Test KDST CDST MHT Adet %
+ + + + 25 31.6
- - - - 13 16.5
- - - + 8 10.1
- + + + 6 7.6
+ + - + 5 6.3
+ - + + 4 5.1
- - + + 4 5.1
+ + - - 3 3.8
- + - + 3 3.8
+ - - - 2 2.5
- + + 2 2.5
+ + + 1 1.3
+ - + 1 1.3
- + - 1 1.3
- - + 1 1.3

KDST: Kombine disk sinerji testi, CDST: Cift disk sinerji testi,
MHT: Modifiye Hodge testi

rilmistir (Tablo 1). Tiim fenotipik test sonuglarinin
karsilastirilmasi ise Tablo 2’de yapilmastir.

Uygulanan iki test arasinda sonuglarin uyum orani
her iki testle pozitif ve her iki testle negatif bulunan
izolat sayisinin toplaminin, toplam calisilan izolat
sayisina boliinmesiyle hesaplanmigtir. Buna gore;
Etestin KDST testi ile uyumu %75.9, CDST ile
uyumu %70.9, MHT ile uyumu %64.6 olarak bulun-
mustur.

Izolatlarin PFGE yontemi ile tiplendirilmeleri sonu-
cunda 10 farkli gruba ayrildiklar ve A ve C grubunda
yogunlagsma oldugu izlenmistir. izolatlarin gruplara
gore dagilimi soyledir; grup A: 29 izolat, grup B: 8
izolat, grup C: 21 izolat, grup D: 8 izolat, grup E: 4
izolat, grup F: 1 izolat, grup G: 2 izolat, grup I: 2
izolat, grup J: 1 izolat, grup K: 1 izolat bulunmakta-
dir. iki izolat tiplendirilememistir.

Fenotipik testlerle MBL iirettigi saptanan izolatlarin
PFGE paternleri tiim suslarin genelinde oldugu gibi

iki grupta toplanmistir. Ornegin, tiim fenotipik testle-
ri pozitif olan 25 izolatin 10 tanesi grup A, 10 tanesi
grup C’de, Etest pozitif olan 41 izolatin 14 tanesi
grup A, 16 tanesi grup C’de toplanmustir. Tiim feno-
tipik testleri negatif olan izolatlarin PFGE paternleri
daginik bulunmustur.

TARTISMA

Acinetobacter tiileri hastane enfeksiyonlarina yol
acan 6nemli patojenlerdir. Acinetobacter enfeksiyon-
larinda en Onemli sorun, antibiyotiklere direncin
cabuk gelismesi ve yiiksek oranda olmasidir. Coklu
ila¢ direngli fenotipler tedavide giicliiklere neden
olmaktadir @.

Ulkemizin farkli hastanelerinde yapilan ¢aligmalarda
karbapenemlere kars1 direng oranlart %8.2-53.6 ola-
rak bildirilmigtir 1912,

Bugiine kadar diinyanin cesitli iilkelerinde yapilan
arastirmalarda MBL enziminin tespitine yonelik
cesitli fenotipik testler uygulanmigtir. Halen MBL
tanisinda standart bir test olmamasi, arastirmacilari
duyarlilig1 ve 6zgiilliigii yiiksek testi bulma ¢abasina
yoneltmisgtir.

Etest, MBL' lerin fenotipik tayininde siklikla kullani-
lan bir testtir. Ticari olarak bulunabilen Etest ayni
zamanda kolay uygulanma ozelligine de sahiptir.
Imipenem MIK degerinin EDTA varhiginda ii¢ kat
diigmesi fenotipik olarak MBL varligina isaret etmek-
tedir. Etestin en biiyiik dezavantaji, imipenem orta
direngli ve duyarlt izolatlarda MBL tayinine uygun
olmamasidir. Etest seridinde imipenem kisminda ilag
konsantrasyonu 4-256 pg/ml arasinda, imipenem ve
EDTA kisminda ise 1-64 pug/ml arasinda degismekte-
dir. Imipeneme orta direncli suslarda (MiK degeri 8
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pg/ml), sonuglarin yanlis degerlendirilmesi gortile-
bilmektedir.

Walsh ve ark.’nin ¥, 2002 yilinda yaptiklari bir
calismada, Etestin MBL’in fenotipik tayinindeki
duyarliligt %94 ve ozgiilliigi %95 olarak belirlen-
migtir. 2004 yilinda Kore’de yapilan bir calismada,
56 adet bla,,,, , geni pozitif A. baumannii izolatiin
hepsi Etest ile pozitif, 21 adet bla,,, , geni pozitif A.
baumannii izolatinin 20’si pozitif 44 adet MBL nega-
tif (OXA-23 gen pozitif) izolatin bir tanesi yanlig
pozitif sonug vermistir 4. italya’da yapilan bir calis-
mada, 21 imipenem direngli A. baumannii izolatinda
referans yontemlerle MBL pozitifligi saptanamazken
Etest ile dort tane yanlis pozitiflik saptanmigtir .

Ulkemizde Bayraktar ve ark. 9, karbapenem direnc-
li 27 P. aeruginosa izolatinin 17°sinin (%66.6) Etest
ile MBL iirettigini belirlemigtir. Toraman ve ark.’nin
(7 caligmasinda ise Etest ile 42 Pseudomonas susu-
nun 10’unda (%24) ve 14 Acinetobacter susunun
3’tinde (%21) MBL iiretimi saptanmistir. Her iki
calismada da MBL varlig1 yalnizca Etest ile gosteril-
mis olup, diger fenotipik testler kullanilmamis, PZR
analizi ile sonu¢ dogrulanmamugtir.

Calismamizda, MBL’1n fenotipik tayininde imipene-
me direncli izolatlara Etest uygulanmistir, ancak
Etestin ozgiilliik ve duyarlilik yorumlar: diren¢ gen-
lerinin gosterilememis olmasi nedeniyle yapilama-
mugtir. Literatiirde MBL tayininde en yiiksek 6zgiil-
lik ve duyarlilik Etest yontemi ile bildirilmistir 34,

MBL’lerin fenotipik tayininde uyguladigimiz diger
bir test KDST dir. Oh ve ark. ™® 2003 yilinda yayn-
lanan raporlarinda, disk difiizyon yontemiyle imipe-
nem ve/veya seftazidim direncli P. aeruginosa ve
A. baumannii izolatlarma KDST’i uygulamig ve
sonuglart PZR analizi ile dogrulamistir. Bu aragtirma-
cilar, KDST’nin VIM benzeri enzim iireten izolatla-
rin fenotipik tanisindaki duyarliliginin %93.9 oldu-
gunu belirtirken, IMP benzeri enzim {ireten izolatla-
rin fenotipik tanisinda basarisiz oldugunu bildirmistir.
Yan ve ark.’nin *® 2004 yilinda yayinladiklari rapor-
daise, KDST’nin P. aeruginosa izolatlarinda MBL 1n
fenotipik tanisindaki duyarliliginin %87, ozgiilliigii-
niin ise %96.7 oldugu bildirilmistir.

Calismamizda Etest ile en uyumlu test KDST dir

34
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(%75.9). KDST, Etestin uygulanamadigi laboratuvar-
larda MBL’in fenotipik tayininde kullanilabilecek
alternatif ucuz bir test olarak goziikmektedir.

Japonya’da 2003 yilinda yapilan bir caligmada, sefta-
zidim ve sefaperazon/sulbaktama direngli gram-
negatif izolatlara CDST uygulanmuis, fenotipik olarak
pozitif oldugu saptanan izolatlarin hepsinin PZR ana-
lizi ile IMP-1 iirettikleri saptanmugtir %,

CDST’de yanlis pozitif sonug¢ elde edilmesinin en
onemli nedeni, metal selator olarak kullanilan EDTA
ve 2-MPA’in tek bagina da 6zgiil olmayan genis inhi-
bisyon zonu olusturabilmesidir. Yapilan bir ¢aligma-
da, EDTA diski lizerine eklenen sodyum merkapto-
asetik asitin, istenmeyen genis ve 6zgiil olmayan
inhibisyon zonunun olugmasini engelledigi gosteril-
mistir @V,

Calismamizda toplam 79 imipenem ve seftazidim
direncli A. baumannii izolat1 2-MPA ve seftazidim ile
yapilan CDST ile 44’iinde (%55.7) pozitif, 35’inde
(%44 .3) negatif sonug vermistir.

Lee ve ark. ®», 1995-1999 yillar: arasinda imipeneme
direngli P. aeruginosa ve Acinetobacter izolatlarma
MHT’ni uygulamiglar ve PZR analizi sonucu testin
duyarliligint %100, 6zgiilliigiinii ise %88 olarak bul-
mustur. Oh ve ark. ise ®, 2003 yilinda yayimlanan
raporlarinda MHT nin MBL iireten izolatlarin hepsi-
ni tanimlayamadigini, yanlis negatif sonuclar alina-
bildigini belirtmektedir. Ayn1 y1l yaymlanan bir bagka
raporda bu c¢alismanin bulgular1 desteklenmis, MHT
duyarliligin1 yiikseltmek amaciyla, ¢inko siilfat ile
zenginlestirilmis MHT uygulanmis ve yanlis negatif
sonuglarm bu sekilde oniine gecilebildigi belirtilmis-
tir @V,

Calismaya alman 79 Acinetobacter izolatinin MHT
ile 55’1 (%69.6) MBL pozitif, 24’ii (%30 .4) ise olarak
negatif bulunmugtur. Etest ile MHT testi uyumu ise
%64.6 olarak bulunmustur. Diger iki teste oranla
Etest ile uyumu en diisiik olan test oldugu gortilmiis-
tiir. Sonug olarak, CLSI de bu testi Enterobacteriaceae
icin onerirken, Pseudomonas ve Acinetobacter susla-
r1 igin giivenilmez bulmugtur .

Yaptigimiz tiim fenotipik testlere bakacak olursak,
buldugumuz MBL pozitiflik orani molekiiler yon-
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temlerle dogrulanmis verilere gore oldukca yiiksektir.
Testedilen izolatlarda genis spektrumlu beta-laktamaz
veya kromozomal AmpC beta-laktamaz enzimi varsa
seftazidimin yanlis pozitif sonug¢ verebildigi, imipe-
nemin ise bu enzimlerden etkilenmedigi belirtilmek-
tedir ®. EDTA nin da 6zgiin bakterisidal etkisini g6z
ontine alirsak yanlis pozitiflik varhigindan soz edil-
mektedir.

PZR analizi ile MBL varligin1 saptamak en giivenilir
yontemdir. Gram negatif organizmalarda MBL enzi-
mi giinlimiizde beg ana grupta toplanmaktadir: IMP,
VIM, SPM, GIM ve SIM. Yeni bir MBL- bla,, , ik
defa Avustralya’dan bir P. aeruginosa izolatinda
rapor edilmistir, ancak farkli bakterilerde tespiti igin
CLSI tarafindan heniiz bir standart yonerge olusturul-
mamugtir . Calismamizda 79 Acinetobacter izolati-
nin tiimii bla,,,, , gen tastyicihii agisindan PZR ana-
lizi ile aragtirtlmistir, ancak pozitiflik saptanamamis-
tir.

Fenotipik test pozitif bulunan ancak PZR ile bla,,, ,
geni saptanamayan izolatlarda MBL geninin olmadi-
gin1 sdylemek dogru degildir. Bundan sonraki hedef-
lerimiz simdiye kadar tanimlanmig MBL enzimleri-
nin miimkiin oldugunca ¢oguna 6zgili primer setleri
kullanilarak PZR analizinin yinelenmesidir.

MBL genleri agisindan iilkemizde sinirli sayida
calismaya rastlanmaktadir. Ozgiimiis ve ark. @9,
2007 yilinda 100 P. aeruginosa izolatindan bir tane-
sinde VIM tipi, 9 tanesinde IMP-1 tipi MBL geni
saptamistir. Hacettepe Universitesi’nde yapilan bir
calismada 110 P. aeruginosa izolatindan 11 tanesi
blavim geni agisindan pozitif bulunmustur. Izolatlar
bla,,,  geniagisindan da aragtirilmig, ancak pozitif-
lik bulunamamustir @7, Aktag ve ark. ®®, calismami-
za benzer olarak Etest ile MBL pozitif bulunan P.
aeruginosa ve A. baumannii izolatlarinda bla ve

IMP-1
blavim geni acisindan pozitiflik bulamamistir.

Klonal yayilimin incelenmesi i¢in Acinetobacter izo-
latlarinda PFGE tiplendirmesi altin standart olma
ozelligini korumaktadir. Calismamizda izolatlarin
PFGE yontemi ile tiplendirilmeleri sonucunda 10
farkli gruba ayrildiklart ve grup A ve C’de yi1gilma
oldugu izlenmigtir. Bu iki gruptaki izolatlarin ¢cogun-
lugu yogun bakim {iinitelerinden izole edilmistir ve
MBL iireten suglarimizin da cogunlukla bu iki grupta

toplandig1 izlenmistir.

Fenotipik testlerle MBL iirettigi saptanan izolatla-
rin PFGE paternleri tiim suslarin genelinde oldugu
gibi iki grupta toplanmistir. Ornegin, tiim fenotipik
testleri pozitif olan 25 izolatin 10 tanesi grup A, 10
tanesi grup C’de, Etest pozitif olan 41 izolatin 14
tanesi grup A, 16 tanesi grup C’de toplanmistir.
Tim fenotipik testleri negatif olan izolatlarin
PFGE paternlerinin farkli gruplara dagildig1 goz-
lenmistir.

Ulkemizde Ayan ve ark. ® 38 A. baumannii izolati
ile yaptiklart epidemiyolojik c¢alismada izolatlarin
PFGE ile dokuz farkli grupta toplandiklari, PFGE
analiz sonuglarinin epidemiyolojik ve klinik verilerle
en iyi korelasyonu gosterdigini saptamistir. Giir ve
ark.’nm %, 2008 yilinda karbapenem direngli A.
baumanni izolatlar1 ile yaptiklari calisma ile bla,,, ,,
e 2€N tagtyan 26 izolatin identik veya benzer PFGE
paterni gosterdigi saptanmustir.

Sonug olarak, yaptigimiz fenotipik testler, literatiirde
ozgiillik ve duyarlilig1 en yiiksek olarak bildirilmesi
ve standart olmasi nedeniyle Etest sonuglari ile karsi-
lagtirilmistir ve en uyumlu test KDST olarak belirlen-
mistir. KDST nin Etest ile yliksek uyum gostermesi,
bu testin Etest’in kullanilamadig1 laboratuvarlarda
MBL tayininde alternatif olabilecegini diistindiirmek-
tedir. Izolatlarimizin MBL pozitifliginden IMP 1
harici genlerin sorumlu oldugu diisiiniilmiistiir.
Bundan sonraki hedefimiz simdiye kadar tanimlan-
mis MBL enzimlerinin miimkiin oldugunca ¢oguna
ozgii primer setleri kullanilarak PZR analizinin tek-
rarlanmasidir.

Diren¢ yayilimini sinirlamak ve tedaviye yon ver-
mek amaciyla karbapenem direng tiplerinin rutin
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda tespit edilmesi ve
epidemiyolojik analizlerinin yapilmasi gerekmekte-
dir.
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