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Metallo-Beta-Laktamaz Uretiminin Aragtiriimasi

Ozlem BUCAK*, Tekin TAS**, Esra KOCOGLU**, Seyda KARABORK**
*Denizli Devlet Hastanesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvart
**Abant Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali

OZET

Amag: Pseudomonas aeruginosa, karbapenemler dahil
antipseudomonal ilaglara karsi direng gelisebilecek
onemli bir nozokomiyal patojendir. P. aeruginosa enfek-
siyonlarinin eradikasyonu icin tedavi rejimleri giderek
daha suirlt hdle gelmektedir. Bu ¢alismada, P. aeruginosa
suslarimin ¢esitli antibiyotiklere karsi direng oranlart ve
imipeneme direngli olanlarda metallo-beta-laktamaz
(MBL) enzimi varliginin fenotipik yontemle belirlenmesi
amaglanmigtir.

Gereg ve Yontem: Cesitli klinik orneklerden izole edilen
100 P. aeruginosa susu degerlendirildi. Antibiyotik duyar-
liliklart Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile CLSI kriter-
lerine gore belirlenmistir. Imipenem direngli ve orta duyar-
It suslarda, MBL varligt agisindan kombine disk (IMP-
EDTA) test yontemi kullanildr.

Bulgular: Antibiyotik direng oranlart imipeneme %25,
sefepime %14, seftazidime %19, piperasilin/tazobaktama
%10, aztreonama %24, siprofloksasine %l1, tobramisine
%6 ve amikasine %5 olarak bulundu. Metallo-beta-
laktamaz iiretimi, imipenem direngli ve orta duyarl
P. aeruginosa suslarininin %80’inde tespit edildi.

Sonucg: Calismamizda, kombine disk test yontemi ile elde
edilen MBL pozitiflik orami diger calismalar ile uyumludur.
Imipeneme direngli bulunan suslarda direng yayiumini
onlemek icin MBL varligi arastiriimalidir.

Anahtar kelimeler: Metallo-beta-laktamaz, antibiyotik
direnci, Pseudomonas aeruginosa

SUMMARY

Investigation of Metallo-Beta-Lactamase Producing Strains
of Pseudomonas aeruginosa

Objective: Pseudomonas aeruginosa is an important noso-
comial pathogen frequently resistant to “antipseudomo-
nal” drugs, including carbapenems. Treatment regimes for
the eradication of P. aeruginosa infections are becoming
increasingly limited. This study was conducted to determi-
ne the rate of resistance of P. aeruginosa strains to various
antibiotics and to investigate the presence of metallo-beta-
lactamases (MBLs) in the imipenem resistant strains using
a phenotypic method.

Materials and Methods: The antibiotic susceptibilities of a
total of 100 P. aeruginosa strains isolated from various
clinical specimens, were determined by Kirby-Bauer disk
diffusion method according to the CLSI guidelines.
Combined disc (IMP-EDTA) test method was used for the
presence of MBL in imipenem-resistant and intermediate
strains.

Results: The antibiotic resistant rates determined for vari-
ous antibiotics as follows: imipenem (25%), cefepime
(14%), ceftazidime (19%), piperacillin/tazobactam (10%),
aztreonam (24%), ciprofloxacin (11%), tobramicin (6%)
and amikacin (5%). Metallo-beta-lactamase production
was detected in 80% of the imipenem resistant and interme-
diate P. aeruginosa strains.

Conclusion: In our study, the MBL positivity rates obtained by
the combined disc test method is consistent with other studies.
MBL presence should be investigated in imipenem-resistant
strains to prevent the spread of resistance.

Key words: Metallo-beta-lactamase, antibiotic resistance,
Pseudomonas aeruginosa

GIRIS

Pseudomonas aeruginosa hastanelerde direng
sorunu yasanan mikroorganizmalar arasinda
yer almaktadir. P. aeruginosa bircok antimik-

robiyale dogal direncli olup, tedavi sirasinda
birden fazla antibiyotige diren¢ gelistirebil-
mektedir”. Karbapenemler, hastane enfeksi-
yonlarina neden olan ¢oklu ila¢ direncli
P. aeruginosa’ya kars1 etkili antimikrobiyal
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ajanlardandir. Ozellikle Amp C ve Genislemis
spektrumlu beta laktamaz (GSBL) enzimleri-
ne dayanikli olmalari nedeniyle ilk sirada
kullanilan antibiyotik grubudur®. Karba-
penemlere karsi direng gelismesi durumunda
tedavi gliclesmektedir. Dig membran gecir-
genliginin azalmasi, atim pompa sistemi, peni-
silin baglayan proteinlerdeki modifikasyon ve
karbapenemleri hidrolize eden enzimlerin var-
l1ig1 P. aeruginosa suglarinda antibiyotiklere
kars1 direng gelisiminde etkili olmaktadir.
Metallo-beta-laktamazlar (MBL), plazmid
araciligi ile horizontal olarak yayilmasi nede-
niyle diren¢ gelisiminde diger mekanizmalar-
dan daha 6nemli oldugu disiiniilmektedir®.
MBL, Ambler sinif B ve Bush grup 3’te yer
alan beta-laktamazlardir. Metallo-beta-
laktamazlar karbapenemler dahil, aztreonam
hari¢ tiim beta-laktam antibiyotikleri hidrolize
etmektedirler. MBL, beta-laktamaz inhibitOr-
lerine direngli ancak etilen diamin tetra asetik
asit (EDTA), thiol bazli bilesikler ve dipikoli-
nik asite (DPA) duyarlidir®. Thiol bazli bile-
sikler Acinetobacter tiirlerinde ve DPA ise
enterik bakterilerde MBL tespitinde kullanila-
bilmektedir.

Bu calismada, farkli klinik 6rneklerden izole
edilen P. aeruginosa suslarinin, ¢esitli antibi-
yotiklere karst diren¢ oranlar1 ve imipeneme
diren¢li olanlarda MBL enzimi varliginin
fenotipik yontemle belirlenmesi amaglanmig-
tir.

GEREC ve YONTEM

Bu calismada hastanemiz mikrobiyoloji labora-
tuvarinda cesitli klinik 6rneklerden elde edilen
toplam 100 P. aeruginosa izolati degerlendiril-
mistir. Izolatlar konvansiyonel yontemlerle ve
otomatize sistemle (VITEK 2, bioMérieux,
Fransa) tamimlanmis, antibiyotik duyarliliklar
“Clinical and Laboratory Standards Institute”
(CLSI) kriterlerine gore Kirby-Bauer disk difiiz-
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yon yontemi ile belirlenmistir®. Disk difiizyon
yontemi ile yapilan antibiyotik duyarlilik testle-
rinde imipeneme direncli ve orta duyarli bulu-
nan 25 P. aeruginosa susu MBL enzim varligi
yoniinden incelenmistir. MBL enzim varligini
belirlemek i¢in “imipenem-EDTA kombine disk
difiizyon testi” uygulanmistir. Bulanikligr 0.5
McFarland olan bakteri siispansiyonlari steril
ekiivyon ile Mueller-Hinton agar plaklarina
yayilmigtir. Plaklara 2 adet imipenem (10 pg,
Oxoid, Ingiltere) diski yerlestirilmistir. Disk-
lerden birisinin iizerine pH 8’de hazirlanmig 0.5
M EDTA (HiMedia, Hindistan) soliisyonundan
5 wul eklenmis ve plaklar etiivde 35-37°C’de
18-20 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan
sonra imipenem diski ile imipenem-EDTA’I1
diski zon caplarinda 7 mm veya daha fazla fark
bulunmast MBL pozitif olarak kabul edil-
mistir®.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen 100 P. aeruginosa
susunun 50°si balgam, 21°i idrar, 15’1 kan,
11’1 yara ve diger iicii de kateter, asit mayi ve
beyin omurilik sivist 6rneklerinden izole edil-
mistir.

P. aeruginosa suglarinin 25’1 imipeneme, 14’i
sefepime, 19’u seftazidime, 10’u piperasilin/
tazobaktama, 24’ii aztreonama, 11°i siprofloksa-
sine, altis1 tobramisine ve besi amikasine direnc-
li bulunmustur. imipeneme direngli izolatlarin
%80’inde (20/25) MBL enzim varlig1 saptan-
mustir. Elde edilen izolatlarin imipenem direnci-
ne ve MBL varligina gore dagilimi Tablo 1°de
gosterilmistir.

Tablo 1. Elde edilen izolatlarin imipenem direnci ve MBL var-
Iigina gore dagilimi.

imipeneme duyarhhk durumu  MBL pozitif MBL negatif

Imipeneme direngli 16
Imipeneme orta duyarl 4 1
Toplam 20 5
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TARTISMA

P. aeruginosa’da ilk IMP-1 tipi MBL enzimi
Japonya’dan bildirilmis olup, daha sonra yeni
MBL’lar (IMP, VIM, SPM, GIM, NDM-1)
diinya capinda tanimlanmigtir. MBL iireten
gram-negatif bakteri enfeksiyonlar1 yliksek
morbidite ve mortalite ile iligkilidir. Bu neden-
le, bu son derece direncgli bakterilerin hizli
tanisi enfeksiyon kontrol yonetimi ve hekim-
lere uygun tedavi seceneklerine yardimci
olmak i¢in 6nemlidir®. CLSI tarafindan MBL
enzimlerinin tespiti i¢in Onerilmis standart bir
yontem bulunmamaktadir®. Modifiye Hodge
testi (MHT), Enterobacteriaceae izolatlari
icin karbapenem direnci saptandiginda karba-
penemaz yapiminin dogrulanmasi i¢in Oneri-
len bir test iken, artik 2012 CLSI kriterlerinde
yer almamaktadir”. Cesitli fenotipik yontem-
ler metallo-betalaktamaz {reten bakterilerin
tespiti icin kullanilabilmektedir. Bu testler
arasinda; imipenemli veya seftazidimli EDTA
veya 2-merkaptopropionik asit (MPA) diskle-
rini kullanan ¢ift-disk sinerji testi, seftazidim
veya imipenemli EDTA kombine disk testi,
MBL E-test ve imipenemli EDTA kullanan
mikrodiliisyon testidir®!?, Ancak, tarama testi
olarak kullanilan fenotipik yontemlerden han-
gisinin daha duyarli olduguna dair kesin bilgi-
ler yoktur.

Kombine disk testinde EDTA, membran gecir-
genli8i ozelligine sahip olmasi ve P. aeruginosa
tizerinde zararli etkiye neden olabileceginden
dolay1 yalanci pozitiflige neden olabilmektedir!'?.
Yapilan bir ¢calismada, kombine disk test ve cift
disk sinerji testinde; IMP-1, VIM-2 ve SIM-1
gibi MBL iireten Pseudomonas ve Acinetobacter
tirlerinde DPA’in EDTA’ya gore daha iyi bir
MBL inhibitorii oldugu belirtilmektedir!?.
Genotipik yontem olan polimeraz zincir reaksi-
yonu (PZR) MBL tespitinde tatmin edici sonug-
lar vermesine ragmen, maliyet faktorii klinik
laboratuvarlarda giinliik test icin uygulanmasini

sinirlandirmaktadir. PZR bulgular1 dogrultusun-
da MBL iiretimi tespiti %100 dogruluk sergile-
yen MBL E-testinin tercih edilebilecegi
belirtilmistir'?.

Calismamizda MBL enziminin belirlenmesi
icin imipeneme direngli 25 P. aeruginosa
susunda fenotipik yontemlerden kombine disk
testi kullanilmistir. imipeneme direngli izolat-
larda MBL iretimi kombine disk testi ile 20
(%80) susta tespit edilmistir. Tiirkiye’de kom-
bine disk testi ile yapilan ¢alismalarda MBL
oranlart %31 ile %80 arasinda degismekte-
dir*17 Demirdag ve ark."'® yaptiklari arag-
tirmada, elde edilen sonuclarin analizine gore
kombine disk testinin, MHT ye kiyasla
daha duyarli oldugu saptamiglardir.
Ulkemizde P. aeruginosa izolatlarinda MBL
pozitiflik oran1 ve MBL tespitinde kullanilan
fenotipik yontemler Tablo 2’de gosterilmistir.
Prajapati ve ark."® MBL oranini kombine disk
test yontemiyle %50, cift disk sinerji testi ile
%27 olarak bulmug ve kombine disk testinin
diger yonteme gore duyarliliginin daha fazla
oldugunu savunmuslardir. Behera ve ark.!®
kombine disk testi yontemiyle MBL oranini
%76 olarak bulmuglar ve bu calismada kullan-
diklar1 diger fenotipik yontem olan E-test ile
kombine disk testinin duyarlilik olarak esit
oldugu fakat maliyet kisitlilig1 nedeniyle mik-
robiyoloji laboratuvarlarinda basit fenotipik
tarama yontemi olarak kombine disk testinin
kullanilabilecegini ileri stirmiislerdir. Bashir ve
ark.®® MBL oranin1 kombine disk testi yonte-
miyle %86.8 olarak bulmuslardir. 2014 yilinda
yapilan bir calismada ise imipeneme direncli
suglarin hepsinde kombine disk test yontemi ile
MBL pozitif bulunmustur®’. Mouawad ve ark.®*?
calismasinda kombine disk testi ile MBL orani
%90 bulunmus ve calismalarda imipenem
EDTA kombine disk testinin yanlig pozitif
sonuglar verebilecegi ve dolayisiyla sonuglarin
MBL E-test ile karsilastirilmas: gerektigini bil-
dirmiglerdir.
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Tablo 2. Ulkemizde Pseudomonas aeruginosa izolatlarmda MBL pozitiflik oram ve kullanilan fenotipik yontemler.

Calisma Yil Bolge Karbapenem direncli sus sayisi MBL oram (%) Yontem
Bu ¢alisma 2014 Bolu 25 80 Kombine disk testi
Bulut ve ark.!"” 2013 Elaz1g 20 80 Kombine disk testi
100 Cift disk sinerji
60 MHT
60 E-Test
Cesur ve ark.” 2012 Cok merkezli 186 31 Kombine disk testi
Demirdag ve ark."> 2011 Elazig 43 37 MHT
79 Kombine disk testi
Sesli Cetin ve ark ") 2009 Isparta 52 62 Kombine disk testi
73 Cift disk sinerji
58 MHT
40 E-Test
Gayyurhan ve ark.'9 2008 Gaziantep 18 72 Kombine disk testi

Ulkemizde farkli merkezlerde yapilan ¢aligma-
larda, P. aeruginosa suslarinin imipeneme karsi
direng oran1 %18 ile %46 arasinda degismekte-
dir14152329  Diren¢ oranimiz (%25) bu ¢alis-
malar ile uyumludur. Caligmamizda, tobramisin
ve amikasin’in duyarlilik oranlarini sirastyla
%94 ve %95 olarak tespit ettik. P. aeruginosa’ya
kars1 amikasin ve tobramisin, imipenemden
daha etkili bulunmustur.

CLSI 2013 kriterlerine gore P. aeruginosa, kar-
bapenemler icin disk difiizyon zon ¢aplari daha
genis ve minimum inhibitdr konsantrasyon
degerleri ortalama 1-2 diliisyon daha diisiik
belirlenmistir. Bu yeni rehbere gore eskiden
duyarli olan pek ¢ok sus orta diizey veya tam
direncli tanimlanmaktadir®. Dolayisiyla yeni
diren¢ sinir degerleri uygulandiginda tedavi
kararlarinin verilebilmesi i¢in karbapenemaz
aragtirilma gereksinimini azaltacagini diisiin-
mekteyiz.

Calismamizdaki kombine disk testi ile elde edi-
len MBL oranlar1 iilkemizde ve yurt diginda
yapilan caligmalar ile uyumlu bulunmustur.
Sonug¢ olarak, antimikrobiyal maddelere karsi
hizla gelisen diren¢ sorununun Oniine gecebil-
mek icin her hastane kendi antibiyotik duyarlilik
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(MHT: Modifiye Hodge Test)

profillerini belirlemeli ve ampirik antibiyotik
tedavisine baglarken bunu dikkate almalidir.
P. aeruginosa’nin etken oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde antibiyogram sonuglarina gore anti-
biyotik kullanilmalidir. Imipeneme direngli
bulunan P. aeruginosa suslarinda direng yayili-
min1 6nlemek i¢in MBL varlig1 acisindan aragti-
rimalidir.
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