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YOGUN BAKIMDA iZOLE EDILEN PSEUDOMONAS SPP. SUSLARINDA
METALLO-BETA-LAKTAMAZ SIKLIGININ ARASTIRILMASI

Kutbettin DEMIRDAG, Mehmet CABALAK, Miige OZGULER

Firat Universitesi Tip Fakiiltesi, Klinik Mikrobiyoloji ve Enfeksiyon Hastaliklar1 Anabilim Dali, ELAZIG
OZET

Haziran-Aralik 2008 arasinda hastanemiz yogun bakim iinitesinde hastalardan alinan kiiltiir 6rneklerinden infeksiyon
etkeni olarak izole edilen ¢ogul direngli 43 Pseudomonas spp. susunda metallo-beta-laktamaz (MBL) iiretimi, modifiye Hodge
testi ve kombine disk (IPM-EDTA) yontemi ile aragtirilnugtir. Kombine disk (IPM-EDTA) yontemi ile 43 susun 34’iinde,
modifiye Hodge testi ile 43 susun 16’sinda MBL iiretimi tespit edilmistir.

Hastanelerde, fenotipik yontemlerle Pseudomonas suglarinda MBL iiretiminin tespit edilmesi, hem bu etkenlerle olusan
infeksiyonlarin tedavisinde yol gosterici olacak hem de erken baslatilacak kontrol onlemleriyle infeksiyon kontroliine katki
saglayacaktur.

Anahtar sozciikler: MBL, metallo-beta-laktamaz, Pseudomonas, yogun bakim
SUMMARY

The Frequency of Metallo-Beta-Lactamase Production in Pseudomonas spp. Strains Isolated from Intensive
Care Unit

In the present study, we evaluated the frequency of metallo-beta-lactamase (MBL) production in 43 multidrug resistant
Pseudomonas spp. strains isolated from intensive care unit of our hospital during June and December 2008. The MBL produc-
tion was examined by modified Hodge test and combined disc (IMP- EDTA) test. Thirty four and sixteen out of 43 strains
were found MBL positive by IMP-EDTA and by modified Hodge test, respectively.

Consequently, detecting MBL production in Pseudomonas strains by phenotypical methods will provide guidance for
treatment of infections and may be helpful for infection control by early initiate relevant control measures.

Keywords: intensive care unit, MBL, metallo-beta-lactamase, Pseudomonas

GIRIS infeksiyonlarin tedavisi oldukca zordur.

Coklu ilaca diren¢ durumu, Pseudomonas

Pseudomonas tiirleri primer olarak nozo- suslarinda sik goézlenen bir durumdur. Coklu

komiyal infeksiyonlara yol agan firsatgi non- ilaca direng tanimi, antipsddomonal penisilin ve

fermentatif Gram negatif patojenlerdir. Ozel- sefalosporinler, beta-laktam /beta-laktamaz inhi-

likle yogun bakim iinitesinde yatan immdiin bitorleri, aminoglikozidler, tetrasiklinler, floro-

diigkiin hastalarda ciddi hastaliklara sebep kinolonlar, trimetoprim-sulfametoksazol ve kar-

olmaktadirlar. bapenemlerden en az {igiine diren¢ durumunu
Pseudomonas suslary, ampisilin, amoksisi- ifade etmektedir®1719,

lin, amoksisilin-klavulanat, 1. ve 2. kusak sefa- Pseudomonas suslarinda direng gelisimi,

losporinler, sefotaksim, seftriakson, nalidiksik porin mutasyonlari, aktif pompa (efluks) siste-

asit ve trimetoprime dogal direnclidir®. Bu minin uyarilmasi, AmpC beta-laktamaz, genis-

nedenle Pseudomonas suglarinin etken oldugu lemis spektrumlu beta-laktamazlar (PER-1,
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OXA, TEM-24), metallo-beta-laktamaz, amino-
glikozid modifiye eden enzimler gibi enzimlerle
olusan enzimatik inaktivasyon ve DNA topoizo-
meraz IV gibi hedeflerde olusan degisim gibi
mekanizmalarla meydana gelmektedir(®.

Karbapenemler, genis spektrumlu beta-
laktamazlar (GSBL) gibi bir¢ok beta-laktamazin
hidrolizine dayanikli olduklarindan Pseudomo-
nas gibi direncli Gram negatif bakterilerin neden
oldugu infeksiyonlarin tedavisinde kullanilan
etkin antibiyotiklerdir.

Beta-laktamazlar ise direngli Gram negatif
mikroorganizmalarda bulunan ve beta-laktam
antibiyotiklere kars1 gelisen antibiyotik diren-
cinden sorumlu olan enzimlerdir. Baz1 beta-
laktamazlar, beta-laktam halkasini pargalamak
i¢in ¢inko iyonlarmi kullanirlar, fakat ¢cogu serin
ester mekanizmasiyla etki gosterirler®.

Glinumiizde beta-laktamazlar, hidrolitik
spektrumlari, inhibitér duyarliliklari, kromozo-
mal veya plazmid kaynakli olmalarina gore
gruplandirilirlar. Ik smiflama Jack ve Rich-
mond™ tarafindan 1970’de yapilmis, Bush ve
ark.®nin 1989’da yaptig1 smiflama 1995'te
tamamlanmistir. Revize Bush smiflamasinda
beta-laktamazlar, penisilin, oksasilin, karbenisi-
lin, sefaloridin, genis spektrumlu sefalosporin-
ler, imipenem arasmdaki substrat tercihlerine
gore ve klavulanat ile inhibisyon duyarliligina
gore gruplandirilmistir. Bu mekanizmadan yola
gkarak Ambler® beta-laktamazlari siniflandir-
mustir. Bu siniflama stabil olup mutasyonlardan
etkilenmemektedir. Zamanla bu siniflama basit-
lestirilmis ve A’dan D’ye kadar dort sinifta top-
lanmistir. A, C, D serin igeren enzimleri, B ise
¢inko igeren enzimleri kapsar®.

Metallo-beta-laktamazlar Ambler tarafin-
dan 1980 yilinda, B sinufini olusturan serin beta-
laktamazlar iginde smiflandirilmig, daha sonra
1989 yilinda Bush'un beta-laktamazlar1 fonksi-
yonel olarak degerlendirerek olusturdugu sinif-
landirmada 3. sinif i¢ine alinmigtir®. MBL'ler
diger beta-laktamazlardan farkli olarak aktif
bolgelerinde ¢inko bulunduran enzimlerdir.
Serin beta-laktamaz inhibitorleri olan klavula-
nat, tazobaktam ve sulbaktamdan etkilenmezler.
MBLlerin substrat profilleri ¢ok genis olup,
genis spektrumlu sefalosporinleri (sefotaksim,
seftazidim, sefepim) ve karbapenemleri (imipe-
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nem, meropenem) de kapsamaktadir®.

Pseudomonas suglarinda MBL olusmasi, bu
enzimlerin genis spektrumlu sefalosporin ve
karbapenemleri de iceren genis hidroliz profille-
ri nedeniyle tedavide sorunlara yol agmaktadir.
Tedavi esnasinda kullanilan antibiyotik
Pseudomonas aeruginosa’daki AmpC enzimini
gliclii bir sekilde indiikler, diren¢ gelisimine
sebep olabilir®. Ureidopenisilinler ve genis
spektrumlu sefalosporinler de bu enzime daya-
niksiz olup, enzimin salinimimi zayif da olsa
indiiklerler. Ampisillin ve dar spektrumlu sefa-
losporinler, bu enzimin hidrolizine dayaniksiz-
dir. Karbapenemler ise, bu enzimin giiclii indiik-
leyicisidirler®$>%,

MBL lerdeki bu hizli artis endise vermekle
beraber bu enzimlerin varliginin bir takim yon-
temlerle Onceden tespit edilmesine dair ilgi
uyandirmaktadir. MBL aktivitesinin etilendia-
mintetraasetik asit (EDTA) ve 2-merkaptopropi-
onik asit (MPA) gibi metal selatorler ile inhibe
olma ozelliklerinden yararlanilarak bu enzimle-
ri erken taniyabilecek tarama amaclh basit feno-
tipik yontemler gelistirilmistir. Bunlar imipe-
nemli veya seftazidimli EDTA veya MPA diskle-
rinin kullanildig: cift-disk sinerji testi, Hodge
testi, saftazidim veya imipenemli EDTA kombi-
ne disk testi, MBL E-test ve imipenemli EDTA
kullanilan mikrodiliisyon testidir.

Kombine disk testi, plak icerisine yerlesti-
rilen iki imipenem diskinden bir tanesine EDTA
eklendikten sonraki inhibisyon zon capi farkina
gore degerlendirilmenin yapildig1 bir testtir.
imipenem/ EDTA diskinin inhibisyon zonu tek
basma imipenem diski zon ¢apindan > 7 mm
biiyilik ise bakteri izolati MBL pozitif olarak
kabul edilmektedir®. Cift disk sinerji testinde
amag imipenem inhibisyon zonunun EDTA var-
liginda genisleyip genislemedigini tesbit ederek
MBL pozitif bakteri izolatlarin1 tanimlamaktr.
Imipenem diski inhibisyon zonunun EDTA dis-
kine dogru genislemesi sinerjistik inhibisyon
zonu olarak degerlendirilir”?”. MBL E-test yon-
teminde bir tarafinda imipenem diger tarafinda
ise imipenem ve EDTA bulunan test stribi ile
caligildiginda, imipenem MIK degerinin
EDTA'nin oldugu taraftaki MIK degerinden 8
kat ve tizerinde olmasi MBL pozitifligi olarak
degerlendirilir”®. Modifiye Hodge testinin
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temeli imipeneme duyarli bir bakterinin metallo-
beta-laktamaz {ireten bir bakteri ile bir arada
bulundugunda imipenem varhiginda da tireye-
bilmesi esasina dayanmaktadir. Bu test penisili-
naz {ireten Neisseria gonorrhoeae tesbitinde kulla-
nilan Hodge testinin metallo-beta-laktamaz {ire-
temini gostermek igin Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) yerine Escherichia coli (ATCC
25922), penisilin diski yerine de imipenem diski
kullanilmas: ile modifiye edilmistir®).

Bu calismada; son zamanlarda giderek
arttigi  gozlenen karbapeneme direngli
Pseudomonas suglarinda, MBL tiretiminin sikligi-
nin belirlenmesi ve bu enzimlerin varligmi orta-
ya koyan iki fenotipik tarama ydnteminin karsi-
lagtirilmast amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Bakteri suslar

Haziran - Aralik 2008 tarihleri arasinda
Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon
Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji laboratuva-
rina gonderilen materyallerden tireyen ve API
20E ile identifiye edilen toplam 126 Pseudomanas
spp. susuna seftazidim, siprofloksasin, gentami-
sin, amikasin, aztreonam, sefepim, imipenem,
meropenem, piperasilin-tazobaktam diskleri ile
antibiyogram yapilmistir®. Antibiyogram sonu-
cuna gore li¢ veya daha fazla antibiyotige direng-
li olan toplam 57 sus saptanmuis, bu suslar i¢inde
de klinik ve laboratuvar olarak hastane infeksi-
yonu etkeni oldugu diisiintilen 28'i trakeal aspi-
rat, yedisi kan, altis1 idrar, ikisi kateter ucundan
izole edilen toplam 43 direngli Pseudomonas susu
calismaya alinmistir.

Metallo-beta-laktamaz (MBL) aktivitesi-
nin belirlenmesi

Suslarin karbapenemaz ve MBL iiretimi,
kombine disk testi (IPM-EDTA disk) yontemi ve
modifiye Hodge testi ile taranmustir.

1-Kombine disk (IPM-EDTA) yontemi:
Oncelikle EDTA stok soliisyonu hazirlanmistir.
Bunun i¢in, 1000 mL distile suda 186.1 g disod-
yum EDTA.2H,O (Sigma Chemicals, Almanya)
¢ozdiriilerek 0.5 M EDTA soliisyonu elde edil-
mis ve NaOH ile pH 8.0’e ayarlanmustir.
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Otoklavlanarak sterilize edilmistir. Test suslar
CLSI'min 6nerdigi disk difiizyon yonteminde
oldugu gibi Mueller-Hinton agar plaginin yiize-
yine ekilmistir. Plaga ikiser adet IPM (10 pg)
diski yerlestirilmis, disklerin birer tanesine 5 uL
(930 ng) 0.5 M EDTA soliisyonu eklenerek kom-
bine diskler (10 pg/930 pg) olusturulmustur.
35°C’de 16-18 saatlik inkiibasyondan sonra zon
caplart Olciilmiis, IPM diski ve bu disklerin
EDTA ile kombine edildigi disklerin etrafindaki
zon caplari arasindaki fark her bir sus icin kay-
dedilmistir. EDTAl1 diskin ¢evresindeki inhibis-
yon zon ¢ap1, EDTA’s1z disk zon ¢apindan en az
7 mm daha biiyiikse sonug pozitif olarak kabul
edilmigtir®7.

2-Modifiye Hodge testi: E.coli ATCC 25922
susunun McFarland 0.5"in 1/10 bulanikligindaki
stispansiyonu hazirlanarak Mueller-Hinton agar
plaginin ylizeyine disk diftizyon yonteminde
oldugu gibi ekilmis, plagin merkezine IPM diski
(10 pg) yerlestirilmistir. Test suslari, bu diskin
dort bir kenarindan perifere dogru cizgi ekimi
seklinde 6ze ile ekilmis, 35°C’de 16-18 saatlik
inkiibasyondan sonra diskin etrafindaki inhibis-
yon zonunda ¢arpiklik veya yonca yaprag: gorii-
niimii pozitif olarak kabul edilmistir®.

BULGULAR

Calismanin yapildig: dénemde laboratuva-
rimizda toplam 126 Pseudomonas susu identifiye
edilmistir. Bu suslardan 57’si (% 45) karbapene-
me direngli bulunmustur. Bu suslar i¢inden has-
talarda klinik ve laboratuvar olarak aktif infeksi-
yon etkeni oldugu diistintilen toplam 43
Pseudomonas susu ¢alismaya alinmistir. Suslarin
30"u Paeruginosa olarak tanimlanmistir. Suslarin
duyarliliklar: tabloda gosterilmistir.

Tablo. 43 Pseudomonas spp. susunda antibiyotik duyarliligr (n).

Antibiyotik Duyarli Orta duyarli  Direngli
Seftazidim 2 13 28
Siprofloksasin 0 16 27
Gentamisin 0 13 30
Amikasin 2 5 36
Aztreonam 0 3 40
Sefepim 3 7 33
Imipenem 0 0 43
Meropenem 0 0 43
Piperasilin-tazobaktam 1 5 37
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43 Pseudomonas susunun her birine IPM-EDTA
ve modifiye Hodge testi uygulanmistir. Elde
edilen sonuglara gore 43 Pseudomonas susundan
34’tinde (% 79) IPM-EDTA testi ile, 16’sinda
(% 37) modifiye Hodge ile pozitiflik elde edil-
mistir. 12 susta her iki test pozitif saptanmustir.
IPM-EDTA ile pozitif olan 22 sus modifiye
Hodge ile negatif bulunmustur. Modifiye Hodge
ile pozitif olan dort susta IPM-EDTA ile negatif-
lik saptanmustir. Sonuglar Chi-Square ile istatis-
tiksel olarak analiz edilmis ve IPM-EDTA testi-
nin modifiye Hodge testine gore daha duyarh
oldugu sonucu elde edilmistir (p<0.001).

TARTISMA

Metalo-beta-laktamazlar; IMP ve VIM tip
enzimler olarak iki major grup altinda toplan-
mis olup, hem kromozomal hem de plazmid
araciligiyla taginir ve hepsi integronlar igerisin-
dedir®?2), integronlar icerisinde bulunmasi,
bu direncin baska bir mikroorganizmaya aktari-
labilmesi sonucunda direngli mikroorganizma-
larin artisina neden olmaktadr.

IMP-1 ve VIM-2 Pseudomonas putida ve
Pseudomonas stutzeri’de, VIM-2'nin bir varyanti
olan VIM-3 ve sefepim, meropenem ve imipene-
me kars: diisiik diizeyde hidrolitik aktivite gos-
teren IMP-3 ile IMP-6 tiirti MBLler de
Paeruginosa’da gosterilmistir®. Bir ¢alismada
Paeruginosa'min imipenem direngli suslarinda
direncin plazmid aracihigiyla tasindigi saptan-
migtir02,

Antibiyogram duyarliligmna gore iireido-
penisilinler, sefalosporinler, sefamisinler ve kar-
bapenemler gibi antibiyotiklerin minimum inhi-
bitor konsantrasyon (MIK) degerlerinin, MBL
iireten suslarda yiiksek oldugu, bunun yaninda
monobaktam ve piperasilinin MiK degerlerinin
daha diisiik oldugu gosterilmistir. Cogu izolat-
larda, her ne kadar MBL tarafindan hidrolize
ediliyorsa da sefepim, meropenem ve imipenem
icin MIK degerlerinin diisiik oldugu gozlenmis-
tir. Bu izolatlarda MBL {iretiminin gizli olabile-
cegi veya baskilanmis olabilecegi belirtilmis-
tir(o,

Artmig aktif efluks sistemi ve azalmis
membran gecirgenligi de Paeruginosa’daki beta-
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laktam direncine katkida bulunmaktadir®®.
Bununla beraber bazi izolatlardaki piperasilin,
sefepim ve karbapenemlere diisiik MIK diizeyi,
bu suslardaki yiiksek permeabilite ve daha az
etkili efluks sistemi ile ilgili olabilir.

MBLlerin sefalosporinlere, sefamisinlere
ve karbapenemlere kars: dirence yol agmasi ve
MBL genlerinin integron {izerinden taginmasi
sonucunda farkli Gram negatif bakteri tiirlerine
yayilabilmesi ihtimali nedeniyle metallo-beta-
laktamaz tireten Pseudomonas susglari klinik bir
tehdit olusturmaktadir. CLSI tarafindan bu
enzimlerin gosterilmesi igin Onerilmis bir stan-
dart test olmamakla birlikte, modifiye Hodge
testi, Enterobacteriaceae izolatlar1 icin karbape-
nem direnci saptandiginda karbapenemaz yapi-
minin dogrulanmas i¢in dnerilmis bir testtir®”.
Bir calismada modifiye Hodge testi sonuglari ile
karsilastirildiginda cift disk sinerji testinin pozi-
tif prediktif degeri % 88, negatif prediktif degeri
% 80, ozgiilliigl % 89 , duyarlilig1 % 79; kombi-
ne disk difiizyon testinin pozitif prediktif degeri
% 78, negatif prediktif degeri % 100, 6zguilligii
% 74, duyarliligt % 100 olarak belirtilmekte-
dir®. Cift disk sinerji testinin, MBL saptanma-
sinda kolay uygulanabilir, duyarh bir ydntem
oldugu yoniinde veriler bildirilmistir®. Ancak
en giivenilen yontem enzimi kodlayan gen var-
ligimin molekiiler genetik yontemlerle gosteril-
mesidir®). Bununla beraber, bu yéntemin de bir
¢ok laboratuvarda kullanilabilme kosullar
bulunmamaktadir. Test edilen fenotipik yon-
temlerden Pseudomonas suslar icin en duyarl
olanmnin kombine disk difiizyon testi oldugu
bulunmustur®.

Calismamizda, hastane infeksiyonu etkeni
olan ve disk diftizyon yontemi ile cogul antibi-
yotik direnci saptanan 43 Pseudomonas susunda
MBL iiretimini arastirmak amaciyla, modifiye
Hodge testi ve kombine (IPM-EDTA) disk yon-
temi ile ¢calisilmistir. MBL tiretimi kombine disk
testi ile 43 susun 34’tinde (% 79), modifiye
Hodge testi ile 16’sinda (% 37) tespit edilmistir.
Benzer bir calismada; metallo-beta-laktamaz
tiretimi imipenem direncli Acinetobacter bauman-
nii ve Paeruginosa suslarinda sirasiyla; IMP-
EDTA cift disk sinerji testi ile % 84 ve % 73;
kombine disk yontemi ile % 75 ve % 62; modifi-
ye Hodge testi ile % 74 ve % 58; E-test ile % 80
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ve % 40 oraninda bulunmusgtur®.,

Cift disk sinerji testinin uygulandig1 bagka
bir ¢alisma da, bu testin MBL saptanmasindaki
duyarliliginin Pseudomonas tiirlerinde yaklasik
% 89, Acinetobacter tiirlerinde ise % 100 oldugu
belirtilmistir®. Bagka bir ¢calismada; imipeneme
direngli non-fermentatif Gram negatif basillerde
MBL pozitifligi modifiye Hodge testi ile % 56
oraninda bulunurken, cift disk sinerji testi ile
% 72 oraninda bulunmus, ¢ift disk sinerji testi-
nin modifiye Hodge testine gore daha duyarh
oldugu belirtilmigtir??.

Ulkemizde yapilan MBL sikligimi belirten
calismalar kisith olup, Altoparlak ve ark.® P,
aeruginosa’da MBL pozitifligini IMP-EDTA kom-
bine disk yontemi ile % 55, Toraman ve ark.®
E-test ile % 29 olarak saptamiglardir. Gayyurhan
ve ark.”) kombine disk (IPM-EDTA) testi kulla-
nilarak test edilen suslarin 13’tinde (% 72) MBL
enzimini pozitif bulmustur.

Sesli-Cetin ve ark.?®” yaptiklar1 ¢alismala-
rinda, IPM-EDTA kombine disk testi ile modifi-
ye Hodge testine gore daha yiiksek pozitif
degerler almiglardir. Behera ve ark.® da kombi-
ne disk testini, ¢ift disk sinerji testine gore daha
duyarli bulmuslardir. Calismamizda da elde
edilen sonuglarin istatistiksel analizine gore
kombine disk testinin, modifiye Hodge testine
kiyasla daha duyarli oldugu saptanmis, p degeri
anlamli bulunmustur. MBL enzimi varliginin en
fazla kombine disk testi ile saptanmis olmasi
onceki calismalarla uyumlu bulunmustur.

Calismamizda, MBL tiretimi i¢in kombine
disk testi sonuglari diger c¢alismalara benzer
ancak modifiye Hodge testi icin ise daha diisiik
oranda bulunmustur. Modifiye Hodge testinin
diisiik olmasi yorumlamadaki farkliliklara bag-
lanabilir.

Caligmanin yapildigr donemde elde edilen
suslarin hastalarda klinik ve laboratuvar olarak
hastane infeksiyonu nedeni olmasi sart1 aran-
mustir. Bu suslarin hepsi yogun bakimdan izole
edilen suslar olup hastalar arasinda horizontal
gecisi olabilir. Bu suslar, hastalarda kolonize
olup es zamanl ya da farkli dénemlerde hastane
infeksiyonuna neden olabilir. Suglar klonal ola-
rak benzer suslar olabilir, bu da elde ettigimiz
sonuglari etkileyebilir.

MBL iireten bakterilerin neden oldugu
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infeksiyonlar hem diinyada hem de tilkemizde
sorun olusturmaktadir. CLSI'’da MBL {iretimini
saptamak icin Onerilen standart bir ydntem
bulunmamaktadir. MBL varligini gostermek icin
kullanilan fenotipik yontemlerden hangisinin
daha iyi oldugu konusunda heniiz bir netlige
varilmamistir. Ancak IPM-EDTA testinin MBL
saptama oranlar1 modifiye Hodge testine gore
daha yiiksek olup siipheli durumlarda kombine
yontemin kullanilmasinin duyarlhilig artiracagi
kanisindayiz.

Sonug olarak; diinya genelinde artis gos-
termekte olan MBL tireten Pseudomonas suslari-
nm, 6zellikle yogun bakim {initeleri basta olmak
tizere lilkemizde de artis gosterdigi gozlenmek-
tedir. Bu etkenlerin neden oldugu infeksiyonla-
rin tedavisindeki zorluklar, akilci antibiyotik
kullanimiin 6nemini ve karbapenem tiirii anti-
biyotiklerin gerekli oldugu durumlarin dogru
secilmesini daha 6nemli kilmaktadir. Tedaviye
yanit alimamayan durumlarda MBL {iretimin-
den siiphelenilmeli, uygun fenotipik tarama
yontemleriyle MBL {iiretimi arastirilmalidir.
Gerekli durumlarda molekiiler dogrulama tes-
tiyle diren¢ durumunun tespit edilmesi; gele-
cekteki direng profilinin tahmin edilmesinde ve
buna yoénelik uygun planlamalarin yapilmasin-
da faydali olacaktir.
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