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OZET

Nonfermentatif Gram negatif bakterilerin yol actig1 infeksiyonlarda tedavi sorun olusturmaktadir. Karbapenemlere karsi gelisen
direngte en onemli mekanizma metallo-beta-laktamaz (MBL) iiretimidir. Son yillarda MBL iiretimi nedeniyle ortaya ¢ikan karbapenem direng
sorunu klinik ve epidemiyolojik olarak onemli hale gelmistir. Bu ¢alisma, hastanemizde infeksiyon etkeni olan nonfermentatif Gram negatif
bakterilerde MBL oraninin arastirilmast ve MBL varligimi saptamada farkli fenotipik yontemlerin karsilagtirilmast amaciyla yapilmigtir.

Caligmamiza, Diizce Universitesi Aragtirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari'na cesitli kliniklerden ginderilen, imipeneme
direngli veya orta duyarl, 50'si Pseudomonas aeruginosa, 36'st Acinetobacter baumannii olmak iizere toplam 86 izolat dahil edilmistir.
Izolatlarin antimikrobiyal duyarhiliklar: Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ve VITEK2 otomatize sistemi ile belirlenmistir. MBL varligi dort
farkli fenotipik yontem; Cift disk sinerji testi-CDST, kombine disk testi-KDT, Modifiye Hodge testi-MHT, E-test (bioMerieux, Fransa) ile
saptanmigtir.

Calismaya alinan orneklerin cogunlugunu (% 44) derin trakeal aspirat ornekleri olusturmustur. Ayrica orneklerin % 46.5inin yogun
bakim tinitelerine ait oldugu saptannugtir. Calismamizda MBL oran1 CDST ile % 34, KDT ile % 55, MHT ile % 45 ve E-test ile % 48 olarak
saptanmstir. Calismada MBL pozitifligi en cok sirastyla KDT ve E-test yontemi ile gozlenmis olup, diger test uyumlari ile kargilagtirildigin-
da bu iki test arasindaki istatistiksel uyum en yiiksek bulunmugtur.

Tedavide karbapenem kullanimuinin gerekli oldugu durumlarda hizli, uygulamast kolay, duyarlilik ve 0zgiilliigii yiiksek olan iyi bir
fenotipik tarama metoduna gereksinim vardir. Ancak var olan tarama metodlar tek bagima yeterli olmamaktadir. Fenotipik testlerin tarama
amagl kullanilabilecegi ancak enzim varli§in gostermek icin molekiiler calismalarin yapilmas: gerektigi unutulmamalidir.

Anahtar sozciikler: Acinetobacter baumannii, metallo-beta-laktamaz, Pseudomonas aeruginosa
SUMMARY

Investigation of Metallo-Beta-Lactamase Activity by Various Phenotypic Methods in Non-Fermentative Gram Negative
Bacteria

Treatment of infections caused by non-fermentative Gram-negative bacteria (NFGNB) is a problem. The most important mechanism
for developing resistance against carbapenems is metallo-beta-lactamase (MBL) production. This study was performed to investigate the
prevalence of MBL in NFGNB which cause infections in our hospital and to compare different phenotypic methods for detecting the presence
of MBL.

A total of 86 isolates which are intermediately resistant or/ resistant to imipenem, consisting of 50 Pseudomonas aeruginosa and 36
Acinetobacter baumannii, which were isolated at Diizce University Hospital Microbiology Laboratory from various clinics were included the
study. Antimicrobial susceptibility testing of the isolates were performed by Kirby-Bauer disk diffusion method and VITEK2 automated
system. Presence of MBL was investigated by four different phenotypic methods (Double Disk Synergy Test-DDST, the Combined Disk Test-
CDT, modified Hodge test-MHT, E-test (bioMerieux, France).

The majority of the samples (44%) were deep tracheal aspirate specimens. In addition, 46.5 % of the samples were sent from intensive
care units. In our study, MBL positivity was detected as 34 %, 55 %, 45 %, 48 % by using DDST, CDT, MHT and E-test, respectively. MIBL
positivity rate was highest by CDT and E-test. When compared with other tests, these two test results were statistically more consistent.

Fast, easily applied, highly sensitive and specific pheonotypic screening methods are needed in case carbapenems are required for tre-
atment. However, the existing screening methods are not sufficient by themselves. It should be noted that, although phemotypic tests might
be used for MBL screening, molecular methods are needed to confirm existance of MBL.
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Gram negatif nonfermentatif bakterilerde metallo-beta-laktamaz aktivitesinin gesitli fenotipik yontemlerle arastirilmas:

GIRIS

Nonfermentatif Gram Negatif Bakteriler
(NFGNB), insan viicudunda ve dogada yaygin
olarak bulunmakla birlikte yara ve yanikli has-
talarda ve immiinsupresif hospitalize hastalarda
ciddi infeksiyonlara neden olmaktadirlar®.
Ozellikle NFGNB'in neden oldugu yasami teh-
dit eden ve etkenin ¢oklu ila¢ direnci gosterebil-
digi ciddi infeksiyonlarda, karbapenemler genis
antibakteriyel spektrumlari, bakteri membranla-
rindan hizla gegebilmeleri, AmpC ve Genislemis
Spektrumlu Beta-laktamaz (GSBL) enzimlerine
dayanikli olmalari gibi 6zellikleri nedeniyle ilk
tercih olarak kullanilan antibiyotik grubunu
olusturmaktadirlar®61017,

Karbapenem grubu antibiyotiklere kars:
gelisen direncgten bir¢ok mekanizma sorumlu
olabilmektedir. Bunlar arasinda ilacin hiicre
icinde etkin konsantrasyona ulasamamasi
(porin degisimleri, aktif pompa sistemlerinin
indiiklenmesi gibi nedenler ile), karbapenem-
leri hidrolize eden enzimlerin varlig1 (kromo-
zomal karbapenemazlar, kazanilmis karbape-
nemazlar), hedef penisilin baglayan proteinle-
rin (PBP) degistirilmesi gibi mekanizmalar
bulunmaktadir. Son yillarda iizerinde en gok
durulan karbapenem diren¢ mekanizmasi
metallo-beta-laktamazlarin (MBL) varligi-
dir®29, MBL, Bush siniflamasinda fonksiyonel
grup 3 veya Ambler siniflamasinda simif B'de
yer alan ve diger beta-laktamazlardan farkl
olarak aktif bélgelerinde Zn+2 iyonu bulunan
enzimlerdir. Dolayisiyla bu enzimler klavula-
nat, tazobaktam, sulbaktam gibi klasik beta-
laktamaz inhibitorlerinden etkilenmezken eti-
len diamin tetra asetik asit (EDTA) gibi bir
metal selatori ile inaktive olmaktadirlar. Bu
enzimlerin en dnemli 6zelligi monobaktamlar
disindaki biitiin beta-laktamlar1 ve karbape-
nemleri hidroliz edebilmeleridir®.

Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI), Enterobacteriaceae igin fenotipik dogrula-
ma yontemi olarak ertapenem veya meropenem
diskinin kullanildig1 Modifiye Hodge yontemi-
ni 6nermekte ancak bu yontemin NFGNB’deki
karbapenemaz {iretiminin saptanmasinda kulla-
nilabilirligine iliskin veri bulunmamaktadir. Bu
nedenle, laboratuvarlarda cift disk sinerji testi,

IPM-EDTA kombine disk testi, MBL E-test ve
modifiye Hodge testi gibi fenotipik testler,
NFGNB’de MBL saptanmasinda kullanilmak-
tadir@.

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
MBL iireten izolatlarin erken tanist hem direncli
izolatin yayilmasinin 6nlenmesi, hem de klinis-
yenin tedavi konusunda bilgilendirilmesi agi-
sindan son derece dnemlidir. Fenotipik testler
hizli, uygulamas: kolay fakat molekiiler yon-
temlerle daha ileri arastirmalar yapildiginda
daha dogru sonuglara ulasabilelecegimiz testler-
dir. Calismamizda Diizce Universitesi Tip
Fakiiltesi Aragtirma ve Uygulama Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’'na godnderilen
orneklerden izole edilen NFGNB’lerde MBL
tiretim oranini belirlemek ve MBL varligini sap-
tamak i¢in kullanilan doért farkli fenotipik yon-
tem karsilastirilarak, rutin uygulamada hangi
yontemin daha yararh olabilecegini aragtirmak
amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Bakteri izolatlar1 -Antibiyotik duyarlilik testleri

Nisan 2010-Aralik 2011 tarihleri arasinda
Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuva-
ri’'na gonderilen klinik 6rneklerden izole edilen
NFGNB suslarindan Kirby-Bauer disk diftizyon
yontemi ve VITEK 2 otomatize sistemi
(BioMerieux, Fransa) ile CLSI kriterlerine gore
imipenem direngli veya orta duyarli bulunan
izolatlar alinmistir”. Birden fazla tireme gozle-
nen hastalarda yalnizca ilk izolatlar ¢alismaya
dahil edilmistir. Bakterileri tanimlamak amaci
ile standart klinik mikrobiyolojik yontemler ve
VITEK 2 otomatize sistemi (bioMerieux, Fransa)
kullanilmistir.

Pozitif kontrol olarak, daha 6nce MBL
drettigi fenotipik ve genotipik yontemlerle
belirlenmis, enzim tipi VIM-1 olarak tayin
edilmis olan bir P.aeruginosa izolatiyla, negatif
kontrol olarak MBL iiretmedigi bilinen P.aeru-
ginosa ATCC 27853 susu kullanilmigtir.
Modifiye Hodge testi icin imipeneme duyarl
Escherichia coli ATCC 25922 standart susu kul-
lanilmastir.



A. Altindz Aytar ve ark.

Metallo-beta-laktamaz (MBL) aktivitesinin
belirlenmesi

MBL varlhig: fenotipik olarak; cift disk
sinerji testi, kombine disk testi, modifiye hodge
testi ve MBL E-test yontemleri ile arastirilmistir.
Cift disk sinerji tesi, kombine disk testi ve modi-
fiye hodge testlerinde metallo-beta-laktamaz
inhibitérii olarak EDTA (Ethylenediamintet-
raacetic acid) kullanilmustir.

EDTA soliisyonu

0.5 M EDTA soliisyonu hazirlamak igin;
186.1 g disodium EDTA.2H20 (HIMEDIA) 1000
ml distile suda ¢oziilmiis ve NaOH kullanilarak
pH 8.0’e ayarlanmigtir>16),

Ayrica bu testlerde imipenem (10 ug/ml,
HIMEDIA-India), bos disk (HIMEDIA-Hin-
distan) ve ertapenem (10 pg/ml, HIMEDIA-
Hindistan) diskleri kullanilmistir.

Cift Disk Sinerji Testi (CDST)

Test edilecek organizmalarin 0.5
McFarland bulanikliginda siispansiyonu
Mueller-Hinton agar (MHA) besiyerine yayil-
diktan sonra, besiyeri ylizeyine imipenem diski
(10 pg) ve 10 mm uzagma bos disk yerlestiril-
mistir. Bos diskin tizerine 10 ul EDTA (0.5 M,
pH 8) eklenmistir. Plaklarin 35°C’de 18 saat
inkiibasyonu sonrasi, imipeneme karsi olusan
inhibisyon zon ¢apimin EDTA’ya dogru genisle-
mesi MBL varlig1 agisindan pozitif sonug ola-
rak degerlendirilmistir®>'”.

Kombine Disk Testi (KDT)

IMP-EDTA kombine disk testini uygular-
ken; MHA besiyerine test edilecek organizmalar
standart disk diftizyon yontemine gore yayil-
mustir. 1ki adet imipenem (10 pg) diski 22 mm
aralikla petriye yerlestirilmistir. Imipenem disk-
lerinden birinin {izerine 0.5M EDTA soliisyo-
nundan 10 pl otomatik pipet yardimi ile konul-
mustur.

Petri plag1 35°C’de bir gece inkiibe edil-
dikten sonra EDTA'li ve EDTA’s1z imipenem
disklerinin zon ¢aplar1 karsilastirilmis, EDTA’l1
diskin gevresindekiinhibisyon zon cap1t EDTA’s1z
diskin gevresindeki zon ¢apindan 7 mm veya
daha biiytik ise, sus MBL pozitif olarak
degerlendirilmistir®152).
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Modifiye Hodge Testi (MHT)

MHA besiyerine 0.5 McFarland yogunluk-
ta imipeneme duyarli Escherichia coli ATCC
25922 izolat1 indikatdr mikroorganizma olarak
steril ekiivyon ile yayilmis ve 10 pg’lik ertape-
nem diski petrinin ortasina yerlestirilmistir. Her
petride dort izolata bakilabilecek sekilde dene-
necek olan Paeruginosa veya A.baumannii izolat-
lar1 disk kenarindan perifere dogru diiz ¢izgi
seklinde ekilmistir. Petriler bir gece etiivde
inkiibe edilmis ve degerlendirme yapilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda E.coli’ye ait inhibisyon
zonunda yonca yapragi (cloverleaf) seklinde
goriilen bozulma MBL pozitifligi olarak
degerlendirilmistir®.

E-test

0.5 McFarland bulanikliginda hazirlanan
bakteri stispansiyonlar1 MHA besiyerine yayil-
mustir. Kuruduktan sonra tizerine E-test MBL
seritleri (bioMerieux, Fransa) konulmus, 35°C’de
16-20 saat siire ile inkiibe edildikten sonra deger-
lendirme yapilmistir. IPM/IPM-EDTA mini-
mum inhibitér konsantrasyon (MIK) degerleri
orarn sekiz ve lizerinde ise bakteri MBL pozitif
olarak degerlendirilmistir®?9.

Istatistiksel analiz

Verilerin istatistiksel degerlendirmesinde
PASW (ver. 18) programi kullanilmig ve istatis-
tik anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak alinmuistir.
Yontemler arasindaki uyum Kappa uyum testi
ile degerlendirilmistir. Orneklerin &zellikleri ve
testler arasindaki iligkilerin degerlendirilmesin-
de ki-kare testi kullanilmistir.

Bu calisma, Diizce Universitesi tarafindan
2012.04.HD.038 numarali BAP projesi olarak
desteklenmistir.

BULGULAR

Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Aragtirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari'na Nisan
2010-Aralik 2011 yillar1 arasinda gesitli klinik
orneklerden gonderilen toplam 368 nonfermen-
tatif Gram negatif bakteri susu izole edilmistir.
Bu suslar igerisinde hastane infeksiyon etkeni
oldugu diistintilen imipeneme direngli veya orta



Gram negatif nonfermentatif bakterilerde metallo-beta-laktamaz aktivitesinin gesitli fenotipik yontemlerle arastirilmas:

Tablo 1. Orneklerin gonderildigi servis ve drnek tiirlerine gore dagilimlart [n (%)].

Yara Balgam DTA! BAL? idrar Kan Toplam
Reanimasyon Unitesi 1 1 9 1 - 4 16 (18.5)
DYB* - 3 26 - 2 4 35 (40.5)
Gogiis Hastaliklar: Servisi - 6 2 2 - 3 13 (15)
CYB** - 1 1 1 2 - 5(6)
Diger servisler*** 8 3 - - 5 1 17 (20)
Toplam 9 (10.5) 14 (16) 38 (44) 4 (5) 9 (10.5) 12 (14) 86 (100)
*Dahili yogun bakim iinitesi, **Cerrahi yogun bakim iinitesi
***Diger servisler (Dahiliye, Cerrahi, Noroloji, Intaniye, Uroloji, Ortopedi, Dermatoloji, Pediatri)
'DTA: Derin trakeal aspirat
’BAL: Bronkoalveolar lavaj stvist
Tablo 2. Calismaya alinan suslarda farkli fenotipik yontemlerle belirlenen MBL oranlari [n (%)].
CDST KDT MHT E-test

+ - + - + - + -
A baumannii 15 21 28 8 28 8 27 9
P.aeruginosa 14 36 19 31 11 39 14 36
Toplam 29 (337) 57 (66.3) 47 (54.7) 39 (453) 39 (45.3) 47 (54.7) 41 (47.7) 45 (52.3)

duyarl oldugu saptanmis 86 sus ¢alismaya alin-
mustir. Calismaya dahil edilen 86 susun 50 tanesi
P.aeruginosa, 36 tanesi A.baumannii olarak tanim-
lanmistir. Bunlardan 62’si (% 72.1) imipeneme
direncli iken 241 (% 27.9) imipeneme orta
duyarli bulunmustur. Calismaya alinan 6rnekle-
rin génderen servislere ve ¢rnek tiirlerine gore
dagilimlar: Tablo 1’de gosterilmistir.

Calismamizdaki farkli fenotipik yontem-
lerle elde edilen MBL pozitiflikleri Tablo 2’de
gOsterilmisgtir.

E-test yontemi ile CDST ve E-test yontemi
ile MHT yo6nteminin elde edilen sonuglar baki-
mindan uyumu incelendiginde, uyumun dere-
cesinin her ikisinde de orta biiytikliikte oldugu
goriilmiistiir (Kappa degerleri sirasiyla 0.575 ve
0.533).

Ayrica KDT yontemi ile CDST ve yine
KDT yontemi ile MHT yonteminin elde edilen
sonuglar bakimindan uyumu incelendiginde,
uyumun derecesinin her ikisinde de orta biiytik-
lilkte oldugu goriilmiistiir (Kappa degerleri
sirastyla 0.503 ve 0.493) (Tablo 3).

MBL pozitifliginin belirlenmesi icin kul-
lanilan dort fenotipik testin birbirleri ile istatis-
tiksel uyumu kappa uyum testi ile degerlendi-
rilmistir. E-test yontemi ile KDT yontemlerinin
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Tablo 3. Fenotipik testlerin sonuglarimin karsilagtirilmas.

CDST (+) CDST (+)
MHT(+) MHT(-) MHT+ MHT()
E-test(+) KDT(+) 18 7 11 4
KDT (-) 1 - - _
E-test(-) KDT (+) - 2 3 2
KDT (-) - 1 6 31

kappa uyum degeri 0.815 olarak elde edilmis-
tir. Elde edilen bu uyum degeri, énemli dere-
cede anlamli olarak degerlendirilmistir
(p<0.001). Istatistiksel olarak en yiiksek uyum
bu iki test arasinda bulunmustur. E-test ve
KDT yontemlerinin pozitiflik ve negatiflik
oranlarimin karsilagtirilmas: Tablo 4’te veril-
mistir.

Tablo 4. E-test ve KDT yontemlerinin karsilagtirilmast*.

E-test Total
Pozitif Negatif
KDT Pozitif 40 7 47
Negatif 1 38 39
Toplam 41 45 86
*p<0.001
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TARTISMA

NFGNB’de karbapenem grubu antibiyo-
tiklere kars1 gelisen direncten bir¢ok mekanizma
sorumlu olabilmektedir. Bakterinin ila¢ atim
pompasi ile meropeneme, dis membran gegir-
genliginin azalmas ile imipeneme, bazi OXA
tipi genis spektrumlu beta-laktamazlar ve yiik-
sek diizeyde kromozomal AmpC enzimi sentez-
leyen dereprese mutantlarn varligi nedeniyle
de hem imipeneme hem de meropeneme direng
kazanabildigi bilinmektedir. Ancak son yillarda
tizerinde en ¢ok durulan karbapenem direng
mekanizmast MBL varligidir®*?.Tedavilerinde
karbapenem antibiyotiklerin tercih edildigi
infeksiyonlarda etkeni izole etmek kadar etke-
nin karbapenemaz ve MBL iiretimini basit ve
glivenilir bir laboratuvar metoduyla tespit etmek
de 6nem kazanmaktadir. Ancak Enterobactericeae
aile iiyelerinde oldugu gibi, CLSI kriterlerine
gore nonfermentatif suslarda MBL iiretimini
tespit etmede gecerli bir fenotipik metot heniiz
olusturulmamustir”. Halen MBL tanisinda stan-
dart bir test olmamasi, MBL tireten izolatlarin
zaman igerisinde giderek artis gostermeleri ve
hizla yayilarak agir klinik sonuglara neden ola-
bilmeleri; arastirmacilari laboratuvarlarda rutin-
de kolay uygulanabilen, 6zgiilliigii ve duyarhli-
g1 yiiksek yontemler bulma cabasina yonelt-
mi§tir(l6,l7,23,29).

MBL enziminin tayininde uygulanan feno-
tipik testlerin biiyiik bir ¢ogunlugu, enzimin
metal selatorii tarafindan inhibisyonu temeline
dayanmaktadir. Bu prensibe dayanan fenotipik
testlerden bir tanesi CDST’dir. Tayvan'da 2001
yilinda P.aeruginosa izolatlarinda CDST ile yap1-
lan MBL taramasinda pozitif ¢ikan 21 izolatin
PCR analizi ile de pozitif bulundugu belirtil-
mektedir®. Lee ve ark.'® da EDTA ile CDST’nin
duyarhiligini % 100 olarak saptamislardir.
Jesudason ve ark.", karbapenemaz ve MBL
tretimini tespit etmede EDTA ile CDST'nin,
Modifiye Hodge testine gore daha duyarh oldu-
gunu bulmusglardir. Ulkemizde yapilan calisma-
larda CDST ile MBL pozitifligi oranlarmi Fidan
ve ark.™ Paeruginosa’da % 5 (ytizde bes), Arabaci
ve ark.? Paeruginosa’da % 70, Sesli Cetin ve ark.®
A.baumannii ve P.aeruginosa igin sirastyla % 84 ve
% 73 olarak saptamuglardir. Yapilan ¢alismalarda
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CDST ile MBL pozitifligi cok degisken araliklar-
da bulunmaktadir@®!14162530)  Fidan ve ark.®V
yaptig1 calismadaki MBL orani diger calismalara
gore diisiik goriilmekte ancak bu durum calis-
malarinda imipeneme duyarl suslarinda dahil
edilmesi neden olabilir. Calismamizda CDST
yontemi ile MBL pozitiflik oran1 % 33.7 olarak
bulunmustur (Tablo 2). CDST'nin degerlendiril-
mesinde dikkat edilmesi gereken nokta, imipe-
nem inhibisyon zonunun EDTA’ya dogru genis-
lemesidir. Bu durum subjektif degerlendirmele-
re neden olabilmektedir. Ayrica CDST yonte-
minde diger énemli nokta test edilecek izolatin
imipenem direncidir. Imipenem direncli izolat-
larda, imipenem diskinden EDTA diskine dogru
genisleyen inhibisyon zonu rahatlikla gozlene-
bilirken, imipeneme orta duyarli veya duyarl
izolatlarda imipenem diski etrafinda var olan
inhibisyon zonu testin degerlendirilmesini zor-
lastirmaktadir. Bu gibi durumlarda yanhs nega-
tif sonuglar elde etmek miimkiindiir.

MBL varhgm tespit etmekte kullanilan
diger bir yontemde KDT’dir. Oh ve ark.®” 2003
yilinda P.aeruginosa ve A.baumannii izolatlarinda
MBL enzimini gostermek i¢in kombine disk tes-
tini uygulamis ve sonuglar1 PCR analizi ile dog-
rulamislar, VIM benzeri enzim tireten izolatlarin
fenotipik tanisindaki duyarliliginin % 93.9 oldu-
gunu belirtirken, IMP benzeri enzim {iireten
izolatlarin fenotipik tanisinda basarisiz oldugu-
nu bildirmiglerdir. Yan ve ark.?” 2004 yilinda
yayinladiklari raporda ise, kombine disk diffiiz-
yon testinin Paeruginosa ve A.baumannii izolatla-
rinda MBL'nin fenotipik tanisindaki duyarhiligi-
nin % 87, dzgilltigiiniin ise % 96.7 oldugunu
bildirmislerdir. Ulkemizde yapilan caligmalarda
kombine disk metodu ile MBL pozitifligini
Fidan ve ark.™ Paeruginosa’da % 5 (ytizde bes),
Altoparlak ve ark.!) P.aeruginosa ve A.baumannii
icin % 55, Tiirk Dag1 ve ark.?® % 69, Gayyurhan
ve ark."? Pageruginosa’da % 72 olarak bul-
mugslardir®1220 Calismamizda KDT yontemi
ile % 54.7 oraninda MBL pozitifligi bulunmustur
(Tablo 2). Calismamizda MBL pozitifligi en yiik-
sek oranda KDT yontemi ile bulunmustur.

MBL enzimlerinin fenotipik olarak belir-
lenmesinde diger bir test ise MHT’dir. Jesudason
veark.™ MHT ile imipenem diren¢li NFGNB’ler-
de % 56 oraninda MBL varlig1 pozitif bulmuslar-
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dir. Lee ve ark.®”? MHT i¢in nadir yalanc: pozitif-
likler rapor etmis ve bunun imipenem diskine
veya MHA besiyerine ¢inko siilfat ilavesi ile
engellenebilecegini bildirmislerdir. Ayrica
MHT’nin MBL {ireten izolatlarin hepsini tanim-
layamadigini, yanlis negatif sonuglar alinabildi-
gini belirtmiglerdir. Ulkemizde yapilan ¢aligma-
larda MHT ile MBL pozitifligini Demirdag ve
ark.”) Pseudomonas spp. suslarinda % 37, Sesli
Cetin ve ark.® A.baumannii ve P.aeruginosa sus-
larinda sirasiyla % 74 ve % 58, Fidan ve ark.™ P.
aeruginosa suglarinda % 5 (ylizde bes) olarak
saptamislardir®®. Fidan ve ark.® yaptig: calig-
madaki MBL orani diger ¢alismalara gore diisiik
goriilmekte ancak bu durum calismalarinda
imipeneme duyarl suslarinda dahil edilmesi
nedenolabilir. Calismamizda MHT yontemi ile
MBL varligi % 45.3 oarak bulunmustur (Tablo
2). Suslarda ayri ayr degerlendirme yapildigin-
da MHT yontemi ile MBL varligi A.baumannii
% 77.7 ve Paeruginosa suslarinda % 22 olarak
bulunmustur.

Pek cok fenotipik testin temeli MBL enzi-
minin EDTA gibi bir metal selatorle inhibe
olmasina dayanmakta iken MHT bu prensibe
uymayan bir testtir. MBL disinda bazi enzimler
de imipenem hidrolizine neden olmaktadir.
Eger izolatta OXA-23 ila OXA-28 enzimlerin-
den biri varsa ya da izolat dereprese bir mutant-
sa, stirekli ytiksek diizeyde sentezlenen kromo-
zomal AmpC enzimleri imipenemin hidrolizine
yol agabilmektedir. Calismamizda MHT ydnte-
minin diger testler ile uyumunun diisiik bulun-
mas1 nedeniyle, MHT yonteminin, MBL'1n
fenotipik tayininde yaniltic1 sonuglara yol aca-
bilecegi diistiniilmiistiir. Besiyerine EDTA ekle-
nerek gelistirilecek yeni bir yontem bu testi
MBL tayinine daha 6zgiil bir yontem haline
getirebilir.

MBL'larin tayininde siklikla kullanilan
diger bir fenotipik test ise E-test’tir. Walsh ve
ark.® PCR ile enzim geninin saptandig1 sus-
larda MBL E-test yonteminin duyarliligini % 94,
ozgiilligiinii ise % 95 olarak bulmuslardir.
E-test icin duyarhilik ve 6zgiilliik degerlendir-
mesi yapilan diger calismalarda sirasiyla Yan
ve ark.® % 87 ve % 100, Lee ve ark.M® % 99 ve
% 97.3 olarak bildirmislerdir®®?. Ulkemizde
yapilan ¢alismalarda MBL pozitifligi oranlari-
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n1 As¢1 Toraman ve ark.”®) % 24, Sesli Cetin ve
ark.® % 80 olarak bildirmiglerdir. Hastane-
mizde 2010 yilinda yapilan calismada,
P.aeruginosa suslarinda MBL E-test yontemiyle
MBL pozitifligi oran1 % 28 olarak tespit edil-
mis, ayn1 yontemle ¢alismamizda MBL varlig:
imipeneme direngli ve orta duyarli P.aerugino-
sa (% 28) ve A.baumannii (% 75) suslarinda
toplamda% 47.7 oraninda saptanmistir®"
(Tablo 2).

MBL varligini saptamak amaciyla yapi-
lan fenotipik testlerin uyumu da arastirilmis-
tir. Ulusoy ve ark.'nin® ¢alismasinda E-test’in
KDT testi ile uyumu % 75.9, CDST ile uyumu
% 70.9, MHT ile uyumu % 64.6 olarak bulun-
mustur. Calismamizda MBL pozitifligi arastir-
digimiz dort fenotip testinin birbirleri ile ista-
tistiksel uyumu kappa uyum testi ile deger-
lendirilmistir. E-test yontemi ile KDT yontem-
lerinin istatistiksel uyumu karsilastirildiginda
kappa uyum degeri 0.815 olarak elde edilmis-
tir. Elde edilen bu uyum degeri, 6nemli dere-
cede anlamli olarak degerlendirilebilir (Tablo
4). En yiliksek uyum bu iki test arasinda
bulunmustur.

Metallo-beta-laktamaz iireten izolatlarla
gelisen infeksiyonlarm tedavisinin sinirli olmasi
nedeniyle, bu enzimi {ireten izolatlarin 6zellikle
hastane ortaminda yayilmasini 6nlemek ¢ok
onemlidir. Bu amacgla metallo-beta-laktamaz
enziminin erken tanisi biiylik 6nem kazanmak-
tadir. Ayrica 6zellikle yogun bakim {initelerine
kabul edilen hastalarin metallo-beta-laktamaz
iireten bir izolatla kolonize olup olmadiginin
belirlenmesi metallo-beta-laktamaza bagl diren-
cin yayiliminin engellenmesinde alinacak
onlemlerin basinda gelmektedir.

Sonug olarak, karbapenem kullaniminin
gerekli oldugu durumlarda hizli, uygulamasi
kolay, duyarlhilik ve 6zgiilliigii yiiksek olan iyi
bir fenotipik tarama metoduna gereksinim
vardir. Ancak var olan tarama metodlar1 tek
basina yeterli olmamaktadir. Bu sebeple tara-
ma sonuglarinin molekiiler yontemlerle dog-
rulanmasi1 gereklidir. Calismamizda molekii-
ler yontemlerle dogrulama yapilamadig: igin
bu calisma bir 6n calisma niteliginde olup,
daha ileri arastirmalarin yapilmasi gerektigi
distinulmistir.
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