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KARBAPENEMLERE DIRENCLI ACINETOBACTER BAUMANNII
SUSLARINDA METALLO-BETA-LAKTAMAZ VARLIGININ ARASTIRILMASI
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Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, KONYA
OZET

Acinetobacter tiirleri antibiyotiklere karsi cogul direng gelistirmeleri nedeniyle 6nemli hastane infeksiyonu etkenleridir.
Acinetobacter kokenlerinde beta-laktam antibiyotiklere karst olan direng biiyiik oranda beta-laktamaz iiretimine baghdir.
Metallo-beta-laktamaz (MBL) aktivitesi gosteren IMP ve VIM enzimleri aztreonam disindaki tiim beta-laktam antibiyotikleri
hidroliz edebilme yetenegindedir. Bu calismanin amaci, karbapenemlere direngli A.baumannii suslarinda MBL enzimlerinin
varligimin arastirilmasidur.

Cesitli klinik orneklerden izole edilen karbapenemlere divengli A.baumannii suslar: ¢calismaya alimmugstir. Bakteri iden-
tifikasyonu konvansiyonel yontemler, Phoenix 100 BD (Becton Dickinson, Sparks) ve VITEK 2 (bioMerieux, Fransa) otoma-
tize sistemleri kullanilarak yapilmistir. Antibiyotik duyarlilik testi Clinical Laboratory Standards Institute onerileri dikkate
alinarak Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile ¢alisilmistir. MBL varligini aragtirmak icin kombine disk yontemi (KDY)
uygulanmigtir. KDY ile MBL iirettigi saptanan suslarda blaIMP ve blaVIM genlerinin varligi polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile arastirilmstir.

Karbapenem direngli 202 A.baumannii susunun 139'unda (% 69) KDY ile MBL tiretimi saptanmigtir. PCR ile 139
susun higbirinde blaIMP ve blaVIM genleri tespit edilmemistir.

Bu sonuglar hastanemizdeki A.baumannii suglarimda karbapenem direncinden sorumlu enzimlerin IMP ve VIM olma-
digini gostermistir. MBL iireten bakterilerin aztreonam diginda tiim beta-laktamlara direngli olmasi ve tedavide kullanilabile-
cek bir MBL inhibitoriiniin bulunmamas: epidemiyolojik agidan MBL varliginin tespit edilmesini 6nemli kilmaktadir. Bundan
sonraki amacimiz diger MBL enzimlerinin varligini arastirmak olacaktur.

Anahtar sozciikler: Acinetobacter baumannii, kombine disk yontemi, metallo-beta-laktamaz
SUMMARY
Investigation of Metallo-beta-lactamases in Acinetobacter baumannii Strains Resistant to Carbapenems

Acinetobacter species are important agents of nosocomial infections as they develop multiple resistance to antibiotics.
Resistance to beta-lactam antibiotics in Acinetobacter strains depends largely on the production of beta-lactamases. IMP and
VIM enzymes indicating metallo-beta-lactamase (MBL) activity are able to hydrolyze all beta-lactam antibiotics except aztre-
onam. The aim of this study was to investigate the presence of MBL enzymes in A.baumannii strains resistant to carbape-
nems.

A.baumannii strains isolated from various clinical specimens resistant to carbapenems were included in this study. The
isolates were identified by conventional methods, Phoenix 100 BD (Becton Dickinson, Sparks) and VITEK 2 (bioMerieux,
France) automated systems. Antibiotic susceptibility test was performed by Kirby-Bauer disk-diffusion method according to
the standards of Clinical and Laboratory Standards Institute. Combined disc method (CDM) was applied to investigate the
presence of MBL. The presence of blaIMP and blaVIM genes were investigated by polimerase chain reaction (PCR) in strains
detected MBL production by CDM.

MBL production was detected by CDM in 139 (69 %) of 202 A.baumannii strains resistant to carbapenems. BlaIMP
and blaVIM genes were not identified in any of the 139 strains tested by PCR.

These results showed that the IMP and VIM enzymes are not responsible for carbapenem resistance in A.baumannii
strains in our hospital. MBL-producing bacteria are resistant to all beta-lactams except aztreonam and absence of MBL inhi-
bitor that may be used for treatment, determination of the presence of MBL is an important epidemiological point of view. Our
next goal will be the investigation of other MBL enzymes.
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GIRIS

Acinetobacter tiirleri her yerde bulunabilen
saprofit bakterilerdir®. Dogada toprak, su, atik
sularinda ve hastane ortamu florasinda bulun-
maktadirlar®. Acinetobacter tiirlerinin saglikli
insanlarin derisinde, agiz florasinda, solunum
yollarinda, genitoiiriner sistem ve alt gastroin-
testinal sistemlerinde bulundugu gosterilmis-
tir®. Acinetobacter tiirleri kuruluga dayanikl
olmalars, farkli 1s1 ve pH degerlerinde yasayabil-
meleri ve antibiyotiklere karsi ¢ogul direng
gelistirmeleri nedeniyle 6nemli hastane infeksi-
yonu etkenleridir®?®. Saglikli insanlar icin pato-
jen olmayan ancak bagisiklik sistemi baskilan-
mis hastalarda infeksiyonlara neden olabilen
firsatc1 bakterilerdir®. Insanlardan en sik izole
edilen tiir Acinetobacter baumannii’ dir.

Acinetobacter kokenlerinde beta-laktam
antibiyotiklere kars: olan direng biiyiik oranda
beta-laktamaz {iretimine baghdir®™. Karbape-
nemler A.baumannii'nin neden oldugu infeksi-
yonlarin tedavisinde sik kullanilmalarina karsin
imipenem direncinin ilk kez belirlendigi tarih-
ten bu yana bu bilesiklere direng orani tiim diin-
yada hizla artmaktadir®™. A.baumannii suslarm-
da karbapenem direnci, beta-laktam antibiyotik-
lerin beta-laktamaz enzimleri ile hidrolizi, dis
membran proteinleri ve penisilin baglayan pro-
teinlerdeki degisiklikler ve eflitks pompasinin
artmig aktivitesi gibi mekanizmalarin gesitli
kombinasyonlari ile ortaya ¢ikar®3".

Metallo-beta-laktamazlar (MBL) 1980’de
ilk olarak Ambler’in smniflandirmasina gore
kategorize edilmislerdir. Ambler B sinifinda yer
alan, MBL aktivitesi gosteren ve plazmid aracili
karbapenemazlardan olan IMP ve VIM, aztreo-
nam disindaki tiim beta-laktam antibiyotikleri
hidroliz edebilme yetenegindedir">®. Bu calis-
manm amaci, ¢gesitli klinik drneklerden izole
edilen A.baumannii suslarinda karbapenem
direncinden sorumlu MBL enzimlerinin varligi-
nin arastirilmasidir.

GEREC VE YONTEM

Cesitli klinik 6rneklerden izole edilen kar-
bapenemlere direngli 202 A.baumannii susu galis-

188

maya almmustir. Bakteri identifikasyonu kon-
vansiyonel ydntemler, Phoenix 100 BD (Becton
Dickinson, Sparks) ve VITEK 2 (bioMerieux,
Fransa) otomatize sistemleri kullanilarak yapil-
mustir. Bakterilerin antibiyotik duyarlilik testi
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)
onerileri dikkate almnarak Kirby-Bauer disk
diftizyon yontemi ile ¢calisiimistir®. Kontrol susu
olarak P. aeruginosa ATCC 27853 kullanilmistr.

MBL varligin fenotipik olarak test etmek
i¢in kombine disk yontemi (KDY) uygulanmis-
tir. Bu amacla A.baumannii suglarindan 0.5
McFarland bulanikliginda bakteri stispansiyonu
hazirlanarak Mueller-Hinton Agara (MHA)
ekiivyonla yayilmustir. Besiyeri yiizeyi kuruduk-
tan sonra aralarinda 22 mm olacak sekilde iki
imipenem (10 pg) diski yerlestirilerek imipenem
disklerinden birinin {izerine 10 ul EDTA (0.5M,
pH 8) eklenmistir. Plaklar 35°C’da 18 saat inkii-
be edilmis, imipenem-EDTA diskinin inhibisyon
zon ¢ap1 imipenem diskinin inhibisyon zon
¢apindan 7 mm daha genis ise test sonucu pozi-
tif olarak degerlendirilmistir.

KDY ile MBL {irettigi saptanan suslarda
blaIMP ve blaVIM genlerinin varligi PCR ile
arastirlmistir. DNA ekstraksiyonu, Qiagen DNA
ekstraksiyon kiti (QIAGEN, United Kingdom)
kullanilarak tiretici firma 6nerileri dogrultusun-
da yapilmistir. IMP ve VIM genlerinin varligini
arastirmak i¢in IMP-F (5’GTTTATGTTCA
TACWTCG3'),IMP-R(5’GGTTTAAYAAAACAA
CCAC3’), VIM-F (5TTTGGTCGCATATGCCA
ACG3’) ve VIM-R (5’CCATTCAGCCAGATCG
GCAT3’) primerleri kullanilarak PCR analizi
gerceklestirilmistir. PCR dongtisti 94°C’de 5
dk.Iik baslangi¢ denatiirasyonu sonrasinda;
95°C’de 30 s, baglanma VIM icin 66°C’de 1 dk.
ve IMP icin 45°C’de 1 dk. ve uzama 72°C’de 1
dk."dan olusan 30 siklusu takiben 72°C’de 10
dk.’lik son uzama seklinde uygulanmistir®. PCR
drtinleri % 2 agaroz jelde 100 V’da 2 saat ytirii-
ttldiikten sonra etidyum bromid ile boyanan
jeldeki 500 bp (blaVIM) and 432 bp (blaIMP)
bantlar UV 1s1ik altinda GelDoc sistemi yardi-
miyla goriintiilenmistir. PCR analizinde pozitif
kontrol olarak daha énceden blaIMP ve blaVIM
genleri saptanmis P. aeruginosa suslari kullanil-
magtir.
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BULGULAR

Laboratuvarimizda cesitli klinik 6rnekler-
den izole edilen ve galismaya alinan karbape-
nemlere direngli 202 A.baumannii susundan
139'unun (% 69) KDY ile MBL iirettigi saptan-
mustir. KDY ile MBL iirettigi saptanan suslarin
102’si (% 73) kan, 20’si (% 14) trakeal aspirat, 9'u
(% 6) yara, 5'i (% 4) idrar ve 3’ii (% 2) balgam
kiltiirtinden izole edilmistir. PCR ile blaIMP ve
blaVIM genleri tespit edilmemistir.

TARTISMA

A.baumannii son yillarda antibiyotiklere
artmis bir direng gostermekte, hastanelerde ve
0zellikle yogun bakim {initelerinde ¢oklu ilaca
direngli infeksiyonlara ve inat¢t nozokomiyal
salginlara neden olmaktadir®'). Hastane orta-
minda sik ve genis spektrumlu antibiyotik kul-
lanimi1 ¢oklu direngli suglarin yayilimini kolay-
lastirmakta ve tedaviyi giiclestirmektedir®'?.

Tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye'de de
A.baumannii tirlerinin bir¢ok ilaca artan direnci
nedeniyle tedavide karbapenemler ilk secenek
olarak diigiiniilmekteydi. Son zamanlarda
A. baumannii izolatlarinda karbapenemaz iireti-
mindeki artis, bu antibiyotiklere kars: direnci de
beraberinde getirmistir®?.

A.baumannii tiirlerinde karbapenemleri de
igeren beta-laktam antibiyotiklere kars1 direncin
temel mekanizmas1 ya kromozom ya da plaz-
mid tarafindan kodlanan beta-laktamaz {iretimi-
nin sonucudur. Beta-laktamazlara ek olarak
porin degisimi ve penisilin baglayici proteinle-
rin (PBP) modifikasyonu sonucu da direng olu-
sabilir?™?. A.baumannii suslarinda MBL tiiri
enzimler OXA tipi karbapenemazlardan daha az
goriilmesine ragmen MBL'lerin karbapenemaz
aktivitesi onemli Ol¢iide daha potenttir (100-
1000 kat). IMP ve VIM varyantlar: karbapenem
ve diger beta-laktam antibiyotiklere (aztreonam
harig) kars: giiclii hidrolitik etkinlige sahip olup
yiiksek diizeyde dirence neden olur®.

Son yillarda 6zellikle MBL'lerin yol agtig1
karbapenem direncinin sikligindaki artis hem
tilkemizde hem de diinyada izlenmektedir.
Plazmid kokenli IMP-1 tipi MBL ilk olarak
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Japonya’da 1988’de Paeruginosa’da tanimlan-
diktan sonra diger Gram negatifler arasinda da
yayilmaya baglamis, 1996-1997 yillarinda Serratia
marcescens kokenlerinde de gdosterilmistir.
Avrupa’da ilk olarak Italya’da A.baumannii
kokenlerinden IMP-2 izole edilmis, daha sonra
yeni bir sinif BMBL'ler olan VIM ailesi Avrupa’da
Paeruginosa ve Acinetobacter tiirlerinde tanim-
lanmuistir. Sirasiyla VIM-3, VIM-4, VIM-5, VIM-6
italya, Fransa, Yunanistan, ispanya, Portekiz ve
Tirkiye’de bulunmustur®29. Avrupa’da, dzel-
likle Akdeniz cevresi tilkelerde bu enzimleri
kodlayan genleri tasiyan Acinetobacter izolatlar
icin sinirh bildirim s6z konusu iken, bazi Asya
iilkeleri bu genleri tagiyan izolatlar igin endemik
gibi goriinmektedir®.

Ulkemizde MBL genlerinin saptandigi
sinirl sayida calisma bulunmaktadir. Ozgiimiis
ve ark.®), tarafindan 2007 yilinda yapilan calig-
mada 100 Paeruginosa izolatinin birinde VIM
tipi, 9'unda IMP-1 tipi MBL geni saptanmigtir.
Mersin Universitesinde yapilan bir caligmada
29 Paeruginosa izolatindan 11 tanesinde VIM-1
geni pozitif bulunmus, IMP-1, IMP-2 ve VIM-2
genleri saptanmamigtir®. Hacettepe Univer-
sitesi’'nde yapilan bir ¢alismada 110 Paeruginosa
izolatindan 11 tanesi blaVIM geni agisindan
pozitif bulunmus fakat blaIMP-1 geni agisindan
pozitiflik bulunmamuistir®. Aktas ve ark.®), E test
ile MBL pozitif bulunan P.aeruginosa ve A.bau-
mannii izolatlarinda IMP ve VIM geni tespit
etmemislerdir.

Bugiine kadar diinyada ve iilkemizde
yapilan arastirmalarda MBL enziminin tespitine
yonelik cesitli fenotipik testler uygulanmis, en
yliksek 6zgiillik ve duyarlilik E test yontemi ile
bildirilmistir. Walsh ve ark®? tarafindan yapilan
bir calismada, E testin MBL'nin fenotipik tayi-
nindeki duyarlihigr % 94 ve 6zgiilliigii % 95 ola-
rak belirlenmistir. 2004 yilinda Kore’de yapilan
bir ¢alismada, blaIMP-1 geni pozitif bulunan
A.baumannii izolatlariin hepsi, blaIMP-2 geni
pozitif A.baumannii izolatlarnin % 95’i E-test ile
pozitif olarak tespit edilmis, MBL negatif OXA-
23 pozitif izolatlarin bir tanesi E-test ile yanlhs
pozitif sonu¢ vermistir®. B grubu MBL'lerin
tespiti icin EDTA ile inhibisyon esasmna dayali
cift disk sinerji testleri fenotipik tanimlamada
kullanilmaktadir. MBL'ler EDTA ve tiyol bazh
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bilesiklerle inhibe olmaktadir. Bu nedenle sefta-
zidim ve imipenem gibi beta-laktamlarm EDTA
veya 2-merkapto-propiyonik asit ile birlikte kul-
lanimma dayali disk difiizyon testleri MBL'leri
saptayabilmektedir. MBLlerin tespitinde son
yillarda Hodge Testi ve EDTA disk sinerji yon-
temleri gelistirilmistir. Acinetobacter tiirlerinde
fenotipik olarak MBL tespiti i¢cin kombine disk
diftizyon testi duyarl ve pratik bir yontemdir®?.
Hacettepe Universitesi'nde yapilan bir caligma-
da imipenem-EDTA kombine disk difiizyon
yontemi ile Acinetobacter izolatlarinin % 51.6’sin-
da MBL fenotipi izlenmis, ancak izolatlarda bla-
IMP-1 ve blaVIM-2 genleri negatif bulunmus-
tur®. Ankara’da yapilan baska bir ¢alismada
imipenem direngli 79 Acinetobacter izolatinin E
test ile % 51.9'unun, kombine disk sinerji testi ile
% 58.2’sinin, ¢ift disk sinerji testi ile % 55.7’sinin,
modifiye Hodge Testi ile % 69.6’sinin MBL {iret-
tigi saptanmis, PCR yontemiyle blaIMP-1 geni
arastirilmis, ancak pozitiflik bulunamamigstir®.

Caligmamizda, MBL'mn fenotipik tayinin-
de karbapenemlere direngli izolatlara KDY
uygulanmis, % 69 oraninda pozitiflik saptan-
mustir. Ancak direng genlerinin gosterilememis
olmasi nedeniyle 6zgiilliik ve duyarlilik yorum-
lar1 yapilamamigtir. Yaptigimiz fenotipik testle
buldugumuz MBL pozitiflik oran1 oldukga yiik-
sektir. Yalanci pozitiflik EDTA'nin bakterisidal
etkisinden kaynaklanmis olabilir. PCR analizi ile
MBL varligini saptamak en giivenilir yontemdir.
Ancak calismamizda 139 A.baumannii izolatinin
hicbirinde PCR ile blaIMP ve blaVIM genleri
saptanamamuigtir.

Sonug olarak, hastanemizdeki A.baumannii
suglarinda karbapenem direncinden sorumlu
enzimlerin IMP ve VIM olmadig goriilmiistiir.
Acinetobacter cinsi bakterilerde, giderek artan kar-
bapenem direncinin ve MBL {iretiminin belirlen-
mesi, hem hastalara optimum tedavinin uygula-
nabilmesi hem de direng genlerinin hastane orta-
minda diger bakteri tiirlerine aktarilma olasiligi-
nin 6nlenmesi agisindan 6nemlidir. MBL {tireten
bakterilerin aztreonam disinda tiim beta-lak-
tamlara direngli olmalan ve tedavide kullanilabi-
lecek bir MBL inhibitériiniin bulunmamasi epide-
miyolojik agidan MBL varliginin tespit edilmesini
o6nemli kilmaktadir. Bundan sonraki amacimiz
diger MBL enzimlerini arastirmak olacaktir.
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