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GRAM NEGATIF NON-FERMENTATIF COMAKLARDA
KARBAPENEMLERE ETKILI BETA-LAKTAMAZILAR*

Zeynep GULAY, Tuba ATAY, Nuran YULUG
OZET

Karbapenem grubu ajaniar, yitksek etkinlikleri nedeniyle ciddi nozokomiyal infeksi-
yonlarin sagaltiminda yaygin olarak kullanilmaktader. Ancak, son yillarda 6zellikle yogun
bakim tinitelerinde karbapenemler de dahil olmak iizere bir¢ok antibiyotige direncli Gram
negatif bakteri tiirlerinin sayica arthfy gozlenmektedir. Bu bakterilerde karbapenem diren-
ci porin mutasyonlarindan veya karbapenemaz liretiminden kaynaklanabilmektedir. Calig-
mamizda, Eyliil 1997 - Ocak 1998 tarihleri arasmda klinik 8meklerden izole edilen ve disk
diffiizyon testi ile imipeneme direngli veya orta dayarli bulunan 12 Aciretobacter bauman-
nii, 10 Pseudomonas aeruginosa ve 8 Stenotrophomonas maltophilia sugunda karbape-
nemlere etkili beta-laktamazlarin varliga Staphylococcus aureus NCTC 6571 susunun kul-
lamldigr mikrobiyolojik bir yontem ile arastirilmistir. Bu amagla, dncelikle S.aurens susu
Mueller Hinton besiyerine yayilarak imipenem ile disk difiizyon testi uygnlanmus ve imi-
penem diskinin olugturdugu inhibisyon alaninin ¢apt Slglilmiistiir. Tkinct asamada, benzer
sekilde plaklar hazirlanarak besiyeri ylizeyine beklenen inhibisyon alaninin kenarlarina ge-
lecek sekilde steril diskler yerlestirilmis ve galismaya alinan suglardan elde edilen sonikat-
far diskler lzerine damlatilmistir. Antibiyotik inaktivasyonu, imipenem inhibisyon zonu
igerisinde indikatdr sugun diremesi ile degerlendirilmistir. Bu yontem ile, S.maltophilia sus-
lanimin tiimiinde, Acinetobacter baumannii suglannin % 92’sinde (11/12) ve Paeruginosa
suglarmmn % 60’1inda (6/10) imipeneme etkili enzim aktivitesi saptanmigtir.

Caligmamizda gériildiigi gibi, imipeneme direngli Gram negatif non-fermentatif bak-
teri suglarinin ¢ogunda karbapenem grubu antibiyotiklere etkili beta-laktamaz aktivitesinin
bulunmast, bu ajanlann dikkatle kullanilmasinin gerekliligini vurgulamaktadir.

SUMMARY
Beta-lactamases aciive on carbapenems from non-fermentative Gram-negative bacilll.

Carbapenems are widely used for the (reatment of severe nosocomial.infections. In re-
cent years, however Gram negative bacteria that are resistant to several antibacterial agents
including carbapenems have emerged. Carbapenem resistance in these bacteria can be ca-
used by porin mutations or carbapenemase production. In this study, we evaluated the oc-
currence of carbapenemase in 12 Acinetobacter baumannii, 10 Pseudomonas aeruginosa
and 8 Stenotrophomonas maltophilia isolates that were found to be imipenem resistant or
intermediate, by a microbiological assay in which Staphviococcus aureus NCTC 6571 is
used as the indicator strain, Briefly, a Mueller Hinton agar plate is seeded with S.aureus.
Inhibition zones to imipenem are determined and the radius measured. Filter disks conta-
ining undiluted or diluted bacterial sonicates are than applied to the seeded plates at the ex-
pected periphery of the zone of sensitivity. Inactivation of the antibiotic is shown by the

* 13, Amtibiyotik ve Kemoterapi (ANKEM) Kongresinde sunuimugtar (1-5 Haziran 1998, Antalya).
Dokuz Eyiiil Universitesi Tep Fakdiltesi, Miksobiyoloii ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal, ineiralt, [zmir.
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erowth of the indicator within the expected zone of inhibition. Beta-lactamase activity that
affects imipenem efficiency were detected in all of Sumaltophilia, 92 % (11/12) of Acine-
tobacter baumannii and 60 % (6/10) of Pseudomonas aeruginosa strains.

The high incidence of carbapenemase activity among imipenem resistant isolates in
this study shows the necessity for a more limited usage of carbapenems.

GIRIS

Karbapenemler, yitksek etkintikleri ve pek cok beta-laktamaz ile pargalanmaya direng-
li olmalan nedeniyle ciddi nozokomiyal infeksiyonlarin sagaltiminda yaygm olarak kulla-
nilmaktadir. Ancak son yilfarda ézellikle yogun bakmm dnitelerinde karbapenemler de da-
hil olmak iizere birgok antibiyotie direngli Gram negatif bakteri tiirlerinin sayica arttig1
gbzlenmektedir (9). Bu bakterilerde karbapenem direnci porin mutasyonlarindan ve indiik-
lenebilir pompa sistemlerinden ve/veya karbapenem grubu ajanlara da etkili B-laktamazla-
rin {iretiminden kaynaklanabilmektedir (1,4,7).

Calismamizda, disk difiizyon testi ile imipeneme direngli veya orta duyarl: bulunan,
cesitli tiirlerden 30 Gram negatif non-fermentatif bakteri susunda karbapenemlere etkili [3-
laktamazlann varhigr mikrobiyolojik bir yéntem ile aragtirtimistir. Boylelikle bu tiirlerde
karbapenem direncinde etkili olan enzimlerin siklifinuin saptanmasi amaglanmigtir,

GEREC VE YONTEM

Suslar: Caligmamizda Eyliil 1997 - Ocak 1998 arasinda klinik érnekierden izole edilen
ve disk difiizyon testi ile imipeneme direngli veya “ortada” (intermediate) bulunan 12 Aci-
nefobacter bawmannii, 10 Pseudomonas aeruginosa ye 8 Stenotrophomonas maltophilia
susu alinmugtir, Suglann tiir tayininde Vitek bakteri identifikasyon sistemi (bioMérieux)
kullanilmastir,

Antibiyotik duyarlilik testleri: Caligmaya alinan suglarin imipenem minimal inhibitér
konsantrasyon (MIK) degerleri National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) onerilerine uyularak makrodiliisyon yontemi ile incelenmistir (2}, Plazmid kur-
tarma deneyinden sonra suglann imipenem duyarlilifinin saptanmasi igin agar-tarama yon-
temi kullamtlmistir.

Beta-laktamaz eldesi: Bakterilerin nutrient agardaki (Oxoid) kiiltiirleri ile mililitre 50
mM fosfat tamponu ile yikanarak toplanmus, sonikatérde (Soniprep 150) par¢alanmugtir.
Sonikat, 4°C'de, 10,000 rpm’de, 10 dakika santrifiij edilerck beta-laktamazlan igeren iist
s1v1 toplanmig ve -20°C'de saklanmugtir. Sonik ekstrede beta-laktamaz varligr nitrosefin
yonterni ile saptanmistir. Bu amagla 30 pl sonik ekstre 100 pl nitrosefin ¢ozeltisi (50 pg/ml)
ile karsilagtirilarak subsiratin renginin sandan kirmiziya doniigiimil izlenmigtir (6).

Karbapenemlere etkili beta-laktamazlarin aragtirilmas: Karbapenemlere etkili beta-
laktamazlann varligs Staphylococcus aureus NCTC 6571 susunun kullamldig mikrobiyo-
lojik bir yontem ile arastinlmgtir (3). Bu amagla dncelikle S.aureus susu Mueller Hinton
besiyerine yayilarak imipenem ile disk difiizyon testi uygulanmig ve imipenem diskinin
otusturdugu inhibisyon alanimin ¢apr lgiilmiistir, fkinci agsamada benzer sekilde plaklar
hazirlanarak besiyeri yiizeyine beklenen inhibisyon alammn kenarlanina gelecek sekilde
steril diskler yerlestirilmistir. Caligmaya alinan bakterilerden elde edilen sonikatlar ve bun-
larin 50 mM fosfat tampony igerisindeki 1:2, 1:4 ve 1.8 diliisyonlan diskler {izerine dam-
latilmastir. Antibiyotik inaktivasyonu imipenem inhibisyon zonu icerisinde indikatér S.au-
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reus sugunun iremesi ile degerlendirilmistir.

Baktertlerin plazmid DNA’sindan “kurtarilmas1”: Bu deneylerde DNA'ya baglanarak
plazmid sentezini dncelikli olarak inhibe eden etidyum bromiir (EB) kullansimssur. Bu
amagla, suglar, nutrient broth (Oxoid) igerisinde 37°C’de bir gece bekletilmis, inkiibasyon
stiresi sonunda bakteri kiittiiril 106 bakteri/ml olacak sekilde sulandirilmig ve bu siispansi-
yondan 20 i alinarak 0.06-64 ml/L arasinda degisen konsantrasyonlarda EB igeren nutri-
ent broth bestyeri igerisine aktarilmmgtir. 37°C’de bir gece inkiibasyondan sonra iiremenin
goriildiigii en yiiksek EB konsantrasyonu igeren tiiplen tek koloni diisecek gekilde nutrient
agar besiyerine pasaj yapilmistir. Nutrient agarda lireyen kolonilerden 40-50 kadan alina-
rak 5 ml steril % .85 NaCl sollisyonu ierisinde bakieri siispansiyonu hazirlanmigtir, Bu
siispansiyondan 10 ul, 0.5-16 pg/ml arasinda degisen konsantrasyonda imipenem igeren
Mueller Hinton agar yiizeyine aktarilmigtir, Kargilastirma yapilabilmesi amaciyla parental
suglarin imipenem duyarhliklan da es zamanli olarak aym yontem ile degerlendirilmisgtir,

BULGULAR

Caligmaya alinan suglann tiir dagilimlar: ve imipenem MIK degerleri tablo 1'de gos-
terilmistir.

Mikrobiyolojik yontem ile S.maltophilia suglarinin tiimiinde, A.baumannii suglarinin
% 92’sinde (11/12), Paeruginosa suglarinin % 60’ inda (6/10) imipeneme etkili enzim ak-
tivitesi saptanmistir. Karbapenemlere ctkili enzim aktivitesi saptanan dokuz Acinerobacter
ve alti Paeruginosa sugunun ctidyum bromiir ile plazmid ¢ogalmas: engellendiginde, tic
Acinetobacter sugunun imipenem direncini yitirdii goriflmiistiir. Bunlarm ve clde edildik-
lert parental suglarm Gredikleri imipenem konsantrasyonlan tablo 2’de gésterilmistir,

s

TARTISMA

Karbapenem grubu ajanlara etkili 8-laktamazlar genetik ve biyokimyasal olarak birbi-
rinden farkly, gofu yalniz karbapenemiere degil diger B-laktam ajanlara da etkili enzimler-
dir (4). Bu nedenle, sadece, karbapenem grubu f-laktam ajanlara afinitesi diger B-laktam-
lara kiyasla daha fazla olan metallo-enzimler “karbapenemaz” olarak adlandirilmaktadir.
Karbapenemlere etkili enzimler, molekiiler yap: agisindan sinif A serin B-laktamazlar veya
stif B metallo-enzimler arasinda yer almaktadir (1,4). Ayrica simf C sefalosporinazlarin
da karbapenem grubundaki ajanlara kismen etkili olabildigi ve bu enzimlerin asini Gretildi-
gi dereprese mutantlarda yiiksek diizeyde imipenem direncine yol agabildigi bildirilmekte-
dir (1,4,8). Bu durum 8zellikle B-laktamazlar indiiklenebilir tiirlerde dnem kazanmaktadir.

Karbapencmlere etkili B-laktamazlara Gram negalif non-fermentatif ¢omaklarda ol-
dukea sik rastlanmaktadir. Bunlara érnek olarak S.mialtophilia’nmin L1 ve L2 metallo-en-
zimleri, A.baumannii’nin ARI-1 ve ARI-2 siif A B-laktamazlan, Paeruginosa’nin plaz-
mid ile yayilabilen IMP-T metalio-beta-laktamazi sayilabilir (1,4,5). Bu tiirler karbape-
nemlerin yanisira birgok antibiyotige de dogal olarak direncli olduklar igin etken oldukla-
rt infeksiyonlarin sagaltimi sorun yaratmaktadir,

Caligmamizda da goriildiigii gibi, imipencme direncli Gram negatif non-fermentatif
bakieri suglarinin ¢ogunda karbapenem grubu antibiyotiklere etkili B-faktamaz aktivitesi
bulunmaktadir. Ayrica, A.baumannii suglarinda imipenem direncinin plazmid ile iliskili
olabilecegi giriilmektedir. Paton ve arkadaglar da (3), A.baumannii’deki ARI-1 B-laktama-
zanin 40 kDa’luk bir plazmidde yer aldigini saptamglardir. Bu veri de bulgularimiz dog-
rulamaktadir,
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Tablo 1. Gram negatif non-fermentatif comaklar igin belirlenen imipenem MIK degerleri ve mikro-
biyolojik yontem sonuclari.
Izolat no Tar IPM MIK degeri Mikrobiyoloiik
' (ug/mb © yontem sonucu
976 A. baumannii >32 +
1395 S. maltophilia >32 +
1455 A, baumannii >32 +
1460 P aeruginosa >32 +
1652 A. baumannii 16 +
1833 A. bavmannii 16 +
1851 A. baumannii >32 +
19288 P. aeruginosa 8 +
20249 P aeruginosa 32 +
20680 P. acruginosa »32 -
20996 P. acruginosa 16 +
21255 A. baumannii i6 +
21624 P. acruginosa =32 +
22245 A. baumannii 32 +
23662 S. maltophilia >32 +
24474 S. maltophilia >32 +
24506 P. aeruginosa 32 -
25276 S. maltophilia >32 +
25303 P. aeruginosa 32 -+
25741 A. baumannii >32 +
25823 A, baumannii 16 -
25827 S. maltophilia o 16 +
25992 A. bauzmannii 16 +
26456 A. baumannii >32 +
26547 S. maltophilia 32 +
26650 P. aeruginosa 8 -
26754 P. aeruginosa 16 -
26886 S. maitophilia >32 +
27715 A. baumansii 113 +
44265 5. maltophilia >32 +

* Karbapenemaz varlifi.

Tablo 2. Plazmid DNA’simin replikasyonu engellenmis mutantlarda imipenem toleransindaki defisim.

Uredigi son imipenem konsantrasyonu

3 1o {ng/ml)
1833 8
1833 EB* 2
1851 16
1851 BB 1
25741 16
25741 BB <05

* Btidyum bromiir ile plazmid replikasyonunun engellenmesinden sonra.
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P.aeruginosa’da ise kurtarma deneylerine rafmen imipenem direncinin stirmesi, bunun
kromozomal B-laktamazlara bagh oldugunu disindiirmektedir. Nitekim, Simf C B-lakta-
mazlann agin olarak iiretildigi Enterobacter aerogenes mutantlarinda imipenem direncinin
gelisebildigi gosterilmistir (8). Benzer sckilde, Japonya'da izole edilen Faeruginosa sus-
larinda IMP-1 disinda kromozomal B-laktamazlarnin da imipenem direncine yol agtift bil-
dirilmektedir (1),

Sonug olarak, imipeneme direngli Gram negatif non-fermentatif bakteri suglarinda kar-
bapenem grubu antibryotiklere etkili B-laktamaz aktivitesinin bulunmas: bu ajaniann kisit-
It kullammimn gerekli oldugunu vurgulamaktadir.
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