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ACINETOBACTER BAUMANNII SUSLARINDA AMINOGLIKOZID
DIRENCININ ARASTIRILMASI
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OZET

Direngli Acinetobacter infeksiyonlarinda aminoglikozidler diger antimikrobiyal ajanlarla kombine olarak kullanilabilmektedir. Sinif B
beta-laktamaz olan metallo-beta-laktamaz (MBL) enzimi iireten Gram negatif bakterilerin klinik drneklerden izole edilme siklig1 gittikce art-
maktadir. MBL enzimi monobaktamlar hari¢ biitiin beta-laktamlarin hidrolize olmalarina neden olabilmektedir. MBL'yi kodlayan genler
genelde integronlarla tasinip, yiiksek derecede aktarilabilir ozellige sahiptir. MBL enzimini kodlayan gen kasetleri ayrica aminoglikozid grubu
antibiyotiklerin direng gelisimine neden olan gen kasetlerini de tasirlar. Bu ¢calismada, kan kiiltiirlerinden izole edilen Acinetobacter bauman-
nii suglarinda MBL iiretimi ile aminoglikozid direnci arasmdaki iliskinin saptanmas: amaglanmistr.

Ocak 2012-Haziran 2013 tarihleri arasinda Atatiirk Universitesi Aragtirma Hastanesi'nde kan kiiltiiriinden izole edilen toplam 74
A.baumannii susu ¢alisma kapsaminda incelenmistir. Birden fazla tiremesi olan hastalarin sadece ilk iiremesi ¢caligmaya dahil edilmistir. Tiir
diizeyinde tanimlama konvansiyonel yontemlerle ve VITEK 2 compact (bioMerieux, France) otomatize sistemi kullanilarak yapilmugstir.
Antibiyotik duyarlhiliklari ise Kirby-Bauer disk difiizyon yontemiyle belirlenmistir. Amikasin, tobramisin, gentamisin ve imipenem inhibisyon
zon ¢aplart Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) kriterleri dikkate alinarak degerlendirilmis, imipenem direnci saptanan susla-
rim MBL iiretimi imipenem/imipenem-EDTA iceren E-test stripleri kullanilarak fenotipik olarak tespit edilmistir.

Test edilen 74 A.baumannii susunun 46'st (% 62.2) imipeneme direncli, 28'i (% 37.8) imipeneme duyarl bulunmustur. Imipeneme
direngli suslarim tamanunda MBL varli§i saptannustir. En yiiksek aminoglikozid direnci MBL pozitif suslarda % 80.4 oranimda gentamisine;
MBL negatif suslarda ise % 25 oraminda amikasine ve yine % 25 oraninda gentamisine karsi saptanmgstir. MBL pozitif suslardaki aminogli-
kozid direnci MBL negatif suglara oranla ¢ok daha yiiksek oranda bulunmustur (p<0.05).

Hastanemizde izole edilen A.baumannii suglarinda yiiksek oranda MBL iiretimi tespit edilmis olup bu suglardaki gentamisin direncinin-
de yiiksek olmasi nedeniyle soz konusu antibiyotigin kullanimimn kisitlanmast wygun bir yaklagim olacaktir.

Anahtar sozciikler: Acinetobacter baumannii, aminoglikozid direnci, metallo-beta-laktamaz
SUMMARY
Investigation of Aminoglycoside Resistance in Metallo-Beta-Lactamase Producing Acinetobacter baumannii Strains

Aminoglycosides might be used in combination for treatment of resistant Acinetobacter strains. Metallo-beta-lactamase (MBL), a
Class B beta-lactamase, producing Gram negative rods have been increasingly isolated from clinical specimens. MBL can hydrolyze beta-
lactams from all classes except the monobactams. MBL encoding genes are generally transferred by integrons and have highly transferrable.
MBL coding gene cassettes that may also carry the gene cassettes causing aminoglycoside resistance. The aim of this study was to determine
the relationship between MBL production and aminoglycoside resistance of Acinetobacter baumannii strains isolated from blood cultures.

A total of 74 A.baumannii strains isolated from blood cultures in Atatiirk University Research Hospital were examined in this study
during the period from January 2012 to June 2013. Only the first isolated strains for each patient were included. Isolates were identified by
conventional methods and automated VITEK 2 compact system (bioMerieux, France). Antimicrobial susceptibility was determined by Kirby-
Bauer disc diffusion method. Antimicrobial susceptibility to amikacin, tobramycin, gentamicin and imipenem were evaluated according to
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines. The MBL production of imipenem resistant strains was tested phenotypically
using E-test stripes which contained imipenem/imipenem-EDTA.

Forty-six (62.2 %) of the 74 A.baumannii strains were imipenem resistant; whereas twenty-eight (37.8 %) of them were sensitive MBL
production was found in all of the imipenem resistant strains. 80.4 % of MBL producing strains were resistant to gentamicin; whereas in non
MBL producing strains resistance ratio were 25 % to amikacin and 25 % to gentamicin. The resistance of MBL producing Acinetobacter strains
against the aminoglycoside antibiotics was significantly higher than the resistance of the non-MBL producing Acinetobacter strains (p<0.05).

It was concluded that the usage of gentamicin should be restricted in our hospital due to high resistance rates for mentioned agent,
especially in MBL producing Acinetobacter strains.
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GIRIS

Acinetobacter tiirleri toprak, su ve yiyecek-
lerde saprofit olarak yasayabilen, ¢evrede olduk-
¢a yaygmn bulunan nonfermentatif mikro-
organizmalardir®. Derinin normal florasinda
ozellikle koltukalt, kasik, tirnak gibi nemli bolge-
ler bagta olmak tizere saghkli bireylerin yaklagik
% 25'inde kolonize olabilmektedirler?. Ozellikle
salgin donemlerinde yapilan cesitli calismalarda
hastanede yatan hastalarda % 75 gibi yiiksek bir
kolonizasyon oranina sahiptirler®. Genellikle
yogun bakim tinitelerinde yatan hastalarda septi-
semi, pnémoni, cilt ve yara infeksiyonlari, endo-
kardit, menenjit, idrar yolu infeksiyonlarinda
etken olarak izole edilmektedirler. Hastane infek-
siyonlarinin yaninda toplumdan kazanilmis
infeksiyonlara da sebep olmaktadirlar®. Acineto-
bacter kaynakli pnémonilerde mortalite oran1 %
30-75 olarak bildirilmistir. Acinetobacter'e bagh
infeksiyonlar diger etkenlere baglh hastane infek-
siyonlarindan daha kotii seyretmekle birlikte
prognoz infeksiyon tipi ile iligkilidir®1®.

Acinetobacter infeksiyonlarmin tedavisinde
karbapenem, sulbaktam ve kolistin ilk tercih edi-
len antibiyotiklerdir. Ancak, karbapenemlerin
ampirik tedavide yaygm olarak kullanilmasi, bun-
lara karsi diren¢ oranlarmin artmasina neden
olmaktadir®?). Direngli Acinetobacter infeksiyon-
larinda aminoglikozidler diger antimikrobiyal
ajanlarla kombine olarak kullanilabilmektedir®?.

Smif B beta-laktamaz olan metallo-beta-
laktamazlarin (MBL) en 6nemli dzelligi karba-
penemleri hidrolize edebilmeleridir®%. Bazi
MBL tiirleri ayn1 zamanda ¢ogu beta-laktam
grubunu da hidrolize edebilirler. Dolayisiyla,
MBL tireten mikroorganizmalar s6z konusu
oldugunda beta-laktam antibiyotiklerin kullani-
labilirligi ciddi olarak siirlanmig olur®.

MBL'yi kodlayan genler genelde integron-
larla tasindiklarindan yiiksek derecede aktarila-
bilir 6zellige sahiptirler. MBL enzimini kodlayan
gen kasetleri ayrica kanamisin, neomisin, ami-
kasin ve streptomisin gibi aminoglikozid grubu
antibiyotiklerin diren¢ gelisimine neden olan
gen kasetlerini de tasirlar. Aminoglikozid ve
beta-laktam direng genlerini tasiyan gen kasetle-
ri bir integrondan digerine serbestge dolasabil-
mektedir®14333),
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Bu ¢alismada kan kiiltiirlerinden izole edi-
len A.baumannii suslarinda MBL tiretimi ile ami-
noglikozid direnci arasindaki iliskinin saptan-
masi amaglanmuigtir.

GEREC VE YONTEM

1 Ocak 2012-1 Haziran 2013 tarihleri ara-
sinda Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi'nde
gesitli kliniklerden mikrobiyoloji laboratuvarma
gonderilen 13,150 kan kiiltiirti 6rneginden farkl
hastalara ait toplam 100 A.baumannii susu tiretil-
mistir. Bu suslarin 72’si imipeneme direngli, 28’1
ise imipeneme duyarli bulunmustur. Imipe-
neme duyarli suslarin tamami, imipeneme
direngli suslardan ise 46 sus randomize segilerek
toplam 74 A.baumannii susu c¢alismaya dahil
edilmistir.

Acinetobacter tiirlerinin tanimlanmasinda
konvansiyonel biyokimyasal testler ve VITEK-2
compact (bioMerieux, France) otomatize sistemi
kullanmilmistir. Bakterilerin antibiyotik duyarli-
liklar1 Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile
calisiilmigtir. Amikasin (AK), tobramisin (TOB),
gentamisin (CN) ve imipenem (IPM) inhibisyon
zon caplart Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI) kriterleri dikkate alinarak
degerlendirilmistir®”.

Isepamisin (ISP) icin inhibisyon zon capla-
11 < 14 mm direngli, 15-16 mm orta duyarh ve
>17 mm duyarly; netilmisin (NET) icin inhibis-
yon zon ¢aplar1 < 12 mm direngli, 13-14 mm orta
duyarli ve > 15 mm ise duyarh olarak deger-
lendirilmigtir®®>,

IPM direnci saptanan suslarin MBL iireti-
mi IPM/IPM-EDTA iceren (Liofilchem s.rl,
Italya) E-test stripleri kullanilarak fenotipik ola-
rak tespit edilmigtir. IPM minimum inhibisyon
konsantrasyon (MIK) degeri IPM-EDTA MIK
degerine oranlandiginda sekiz ve iizerinde
deger bulunmasi durumu MBL varlig1 lehine
yorumlanmigtir®®.

BULGULAR

Test edilen 74 A.baumannii susundan imi-
peneme direncli 46 (% 62.2) susun tamaminda



Z. Erdil ve ark.

MBL varlig1 saptanmistir. MBL pozitif suglarda
en yliksek aminoglikozid direnci % 80.4 oraninda
CN’de, en diistik direnc ise % 60.8 oraninda TOB
ve NET te bulunmustur. MBL negatif suslarda en
yliksek aminoglikozid direnci % 25 oraninda AK
ve yine % 25 oraninda CN'’de, en diisiik direng ise
% 17.9 oraninda TOB, NET ve ISP’de saptanmig-
tir. Susglarin antibiyotik duyarlibklart ve MBL
iiretimi Tablo’da gosterilmistir.

Tablo. Acinetobacter suglarinda MBL varligi ve aminoglikozidlere
karst direng durumu [n (%)].

MBL
Antibiyotikler Pozitif (n=46) Negatif (n=28) p
Amikasin 33(71.7) 7 (25.0) <0.05
Tobramisin 28 (60.8) 5(17.9) <0.05
Gentamisin 37 (80.4) 7 (25.0) <0.05
Isepamisin 29 (63.0) 5(17.9) <0.05
Netilmisin 28 (60.8) 5(17.9) <0.05
TARTISMA

Acinetobacter tiirleri genellikle firsatg1 pato-
jen olarak degerlendirilmektedirler. Septisemi,
pnomoni, endokardit, menenjit, tirogenital sis-
tem, yara yeri ve cerrahi alan infeksiyonu gibi
bir¢ok hastane infeksiyonuna neden olduklar
bildirilmektedir®. A.baumannii en yaygimn Acine-
tobacter tiirti olarak klinik o6rneklerden izole
edilmektedir®.

A.baumannii infeksiyonlarinin tedavisinde
karbapenemler ilk sirada tercih edilen antibiyo-
tiklerdendir®. Ancak diinya genelinde A.bau-
mannii suslarinda karbapenemlere direng artis:
oldugu bilinmektedir. Acinetobacter suslarmin
antipsddomonal penisilinler, karbapenemler,
aminoglikozidler, sefalosporinler ve kinolonlar
olmak tizere en az ti¢ farkli siniftaki antibiyotige
direng gostermesine ¢ogul ila¢ direnci denir.
Cogul ilag direngli suslarin izole edilme oranla-
rindaki artis A.baumannii infeksiyonlarinin teda-
visinde 6nemli problem olmakta ve tedavide
kullanilacak antibiyotik segenekleri azalmakta-
dir. Son zamanlarda panrezistan kokenlerle ilis-
kili infeksiyonlarda bildirilmektedir. Antimikro-
biyal direng oranlari merkezden merkeze farkl-
lik gosterse de cogul direngli kokenlerin giderek
artmasi endise vericidir®?.

Ulkemizde yapilan cgesitli calismalarda
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Acinetobacter suslarmda IPM i¢in ytiksek oranlar-
da direng saptanmistir. Ozer ve ark.® % 56,
Bayram ve Bala® % 64, Ardig ve ark® % 77,
Giilhan ve ark.®® % 56, Iraz ve ark.? % 92 ora-
ninda IPM direnci bildirmislerdir. Bizim ¢alisma-
mizda kan kiilttrlerindeki A.baumannii suslarin-
da IPM direnci % 72 oraninda saptanmustir.

Ozellikle ¢ogul ilag direngli Acinetobacter
tiirlerinde alisilmis tedavi tek basina veya tobra-
misin ve amikasin gibi bir aminoglikozidle bir-
likte baska bir etkin antimikrobiyal ajanin kulla-
nilmasidir. Antibiyotik kombinasyonlari 6zellik-
le yogun bakim {initelerindeki hastalarin ampi-
rik tedavisinde tercih edilmektedirler®?.

Aral ve ark.®’nin 2010 yilinda yaptiklar:
calismada A.baumannii suglarinda % 85 CN,
% 81 AK direnci bildirilmistir; Mansur ve ark.®"
% 79 CN, % 86 AK, % 73 TOB; Giil Yurtsever ve
ark.? % 76 CN, % 37 AK, % 42 TOB, % 24 NET
direnci saptamuslardir. Iraz ve ark.?” 2012’de
Acinetobacter tiirlerinde antibiyotik diren¢ oran-
larmi inceledikleri ¢calismada % 54 CN, % 69 AK,
% 87 TOB, % 15 NET direnci bildirmislerdir.
Evrensel ve ark.!” Acinetobacter tiirlerinde % 47.7
AK, % 52.3 TOB ve % 19.8 NET direnci sapta-
miglardir. Bizim calismamizda % 60 ile CN
A.baumannii suslarinda en ytiiksek oranda direng
saptanan aminoglikoziddir. Bunu % 54 oraniyla
AK, % 46 oraniyla ISP ve % 45 oraniyla TOB ve
NET takip etmektedir.

Acinetobacter tiirlerinde hizla yayilan ve
genis antibakteriyel diren¢ spektrumuna neden
olan metallo-enzimler infeksiyonlarin tedavisi
icin ciddi bir sorun olusturmaktadirlar®.
Metallo enzimlerin en 6nemli 6zelligi karbape-
nemleri hidrolize edebilmeleridir. Bazilar1 ayni
zamanda ¢ogu beta-laktam grubunu da hidroli-
ze edebilirler. Dolayisiyla, MBL iireten organiz-
malar s6z konusu oldugunda beta-laktam anti-
biyotiklerin kullanilabilirligi ciddi olarak sinir-
lanmis olur®.

Ambler metallo-beta-laktamazlar1 1980
yilinda, B sinifi iginde siniflandirmis, daha sonra
Bush 1989 yilinda beta-laktamazlar1 fonksiyonel
olarak degerlendirerek olusturdugu sinflandir-
mada 3. smif icine almistir®!®. MBL'ler diger
beta-laktamazlardan farkli olarak aktif bolgele-
rinde ¢inko bulunduran enzimler olup serin
beta-laktamaz inhibitorleri olan klavulanat,
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tazobaktam ve sulbaktamdan etkilenmezler.
Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) veya mer-
kapto bilesikleri gibi bir metal selatorii ile inak-
tive olurlar®.

Diinya genelinde A.baumannii izolatlar
arasinda MBL iiretimi giderek artmaktadir. MBL
enziminin tespiti i¢in uygulanan fenotipik test-
ler icinde en yiiksek duyarlibik ve ozgiilliikk
E-test yontemi ile bildirilmistir. Walsh ve ark.“**
E-test’in MBL enzim tayinindeki duyarliligini
% 94 ve ozgiilltiglinti % 95 olarak belirlemisler-
dir. Kore’de 2004 yilinda yapilan bir ¢alismada
blaIMP-2 geni pozitif A.baumannii izolatlarinin
% 95’1, blaIMP-1 geni pozitif bulunan A.bauman-
nii izolatlarmin ise hepsi E-test ile MBL pozitif
olarak tespit edilmistir. OXA-23 pozitif MBL
negatif izolatlarin bir tanesi E-test ile yanlis
pozitif sonug vermistir®®.

Tetik ve ark.*? 61 A.baumannii susunda
MBL enzim tiretimini kombine disk testi ile % 75,
cift disk sinerji testi ile % 84, modifiye Hodge
testi ile % 74 ve MBL E-test ile % 80 oraninda
tespit etmiglerdir. Cetin ve ark."® A.baumannii
icin MBL tiretimini MBL E-test ile % 80 oraninda
bulmusglardir. Ayni sekilde Aktas ve ark.Vda
MBL {iretimini E-test yontemi ile % 80 oraninda
bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise 74 susun
46’smda (% 62) MBL enzim varhg: tespit edil-
mistir.

Ancak MBL varligimi saptamak igin kulla-
nilan fenotipik testlerden higbiri altin standart
yontem degildir. Fenotipik testlerle karbapena-
maz aktivitesi belirlenmeye ¢alisildiginda yalan-
a1 pozitif sonuglar elde edilebilmektedir®*). Bu
nedenle sonuglarin molekiiler yontemlerle dog-
rulanmasi1 gerekmektedir. Fakat is glici ve
maddi olanaklar goz 6ntine alindiginda mole-
kiiler testlerin rutin mikrobiyoloji laboratuva-
rinda kullanilmas: herzaman miimkiin degildir.
Bu durum MBL tayininde fenotipik testlerin 6n
plana ¢ikmasina neden olmaktadir.

Acinetobacter tiirlerinde aminoglikozid
direnci genellikle asetiltransferaz, adeniltransfe-
raz ve fosfotransferaz olarak tanimlanan ami-
noglikozid modifiye edici enziminden kaynak-
lanir. Hedef ribozomal protein degisiklikleri ve
aminoglikozidlerin hiicre i¢ine taginim problem-
leri de aminoglikozid diren¢ mekanizmalarin-
dandir®40,
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Aminoglikozid direng genleri Acinetobacter
tiirlerinde bulunan sinif 1 integron yapisinin bir
parcast olan gen kasetleridir. Genellikle MBL
enzimini kodlayan gen kasetleri ayrica kanami-
sin, neomisin, amikasin ve streptomisin gibi
aminoglikozid grubu antibiyotiklerin direng
gelisimine neden olan gen kasetlerini de tasirlar
ve bu antibiyotiklerin alternatif tedavide kulla-
nimin1 engellerler®®. Bunun yaninda amikasi-
ni inaktive eden AAC(6")-1 enzimi i¢in zayif bir
substrat olan isepamisinin in vitro etkinliginin
amikasine gore daha {istiin oldugu ortaya
konulmusturt?.

Calismamizda IPM direngli suslarin % 58.7’si,
IPM duyarh suslarin ise % 14.2’si ¢alisilan tiim
aminoglikozidlere de direngli bulunmustur.
MBL pozitif suslarda en yiiksek aminoglikozid
direnci % 80 oraninda CN'’de, en diisiik direng
ise % 60 ile TOB ve NET'te saptanmistir. MBL
negatif suslarda en yiiksek aminoglikozid diren-
ci % 25 oraninda AK ve CN’de saptanmigken, bu
oran TOB, NET ve ISP’de % 18 olarak bulun-
mustur. Calismamizda E-test ile MBL pozitif
suslarda aminoglikozid direnci MBL negatif
suslara oranla ¢ok daha ytiksek oranda bulun-
mustur. Gerek MBL negatif gerekse pozitif sus-
larda ISP direncinin AK direncinden diistik
oldugu tespit edilmistir.

Hastanemizde ozellikle E-test ile MBL
pozitif suslardaki gentamisin direncinin yiiksek
oranda saptanmasi nedeniyle s6z konusu antibi-
yotigin kullaniminin kisitlanmasi uygun bir
yaklagim olacaktir. MBL enzim varhigi Acine-
tobacter tiirlerinde ¢ogul ilag direncine neden
olmakla birlikte aminoglikozid direng oranlarimi
da belirgin bir sekilde artirmaktadir. Direngli
Acinetobacter suslarinin yayilimimin azaltilabil-
mesi i¢cin uygun fenotipik yontemler kullanila-
rak bu enzimin varliginin arastirilmasi ve akilci
antibiyotik kullanim politikalarmin saglanmasi
gerekmektedir.
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