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Gram Negatif Non-fermantatif Bakterilerde Metallo-Beta
Laktamaz Enziminin Farkh Yontemlerle Gosterilmesi

Amag: Bu calismada, meropeneme (MP) direncli klinik izolatlarda metallo-beta-laktamaz (MBL)
Uretiminin varhgini arastirmak ve bu enzimlerin varligini ortaya koyabilecek fenotipik yontemleri
karsilastirmak amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Calismaya alinan bakterilerin bakterilerin in-vitro kosullarda antibiyotiklere
diren¢g durumlar Klinik ve Laboratuvar Standartlari Enstitist (The Clinical and Laboratory
Standards Institute; CLSI) 6nerileri dogrultusunda disk difiizyon yontemi ile belirlenmis ve BD
Phoenix tam otomatize identifikasyon cihazi ile dogrulanmigtir. MBL Uretimi kombine disk
yontemi, ¢ift disk sinerji testi, modifiye Hodge testi ve E test yontemleri ile arastiriimigtir.

Bulgular: Meropeneme direngli Acinetobacter baumannii (A. baumannii) kdkenlerinde MBL
Uretimi kombine disk metodu ile %95, MP-EDTA ift disk sinerji testi ile % 67.5, modifiye Hodge
testi ile %72.5, E test ile %97.5 olarak tespit edildi. Meropeneme direngli Pseudomonas
aeruginosa (P. aeruginosa) kokenlerinde ise MBL Uretimi kombine disk metodu ile %80, MP-
EDTA cift disk sinerji testi ile %100, modifiye Hodge testi ile %60 ve E test ile %60 oraninda
bulundu.

Sonug: Bu galisma sonunda, MBL Ureten suslarin belilenmesinde ve kontroliinde tek metodun
yetersiz oldugu ve konu ile ilgili sekanslama gibi ileri arastirmalarin yapilmasi gerektigi ortaya
cikmistir.

Anahtar Kelimeler: Metallo-beta-laktamaz, MBL, pseudomonas aeruginosa, acinetobacter baumannii,
fenotipik yontemler

Detection of Metallo-Beta-Lactamase Enzyme in Gram Negative Non-
Fermantative Bacteria by Different Methods

Objective: In this study, we aimed to investigate the production of metallo-beta-lactamase (MBL)
at clinical isolates resistant to meropenem and to compare phenotypic methods used for
detection of these enzymes.

Material and Methods: The identification of bacteria was made with standard clinical
microbiological methods and confirmed in the BD Phoenix fully automated identification system.
In vitro bacterial resistance to antibiotics was determined by using disc diffusion method in
accordance with the recommendations of The Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
and confirmed with the BD Phoenix fully automated identification device. Production of MBL were
detected by combined disc diffusion method, double-disk synergy test, modified Hodge test and
E test methods.

Results: The MBL production within the meropenem resistant Acinetobacter strains were found
to be 95% with the combined disc method, 67.5% with MP-EDTA double-disc synergy test,
72.5% with the modified Hodge test and 97.5% with E test. MBL production within meropenem
resistant Pseudomonas strains were 80% with the combined disc method, 100% with MP-EDTA
double-disc synergy test, 60% with the modified Hodge test and 60% with the E test.

Conclusion: The results of this study suggests that a single phenotypic tests is inadequate for
the identification of MBL. Furthermore, more extensive studies such as sequencing are required
for the identification and control of MBL producing strains.

Key Words: Metallo-beta-lactamase, MBL, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanni, phenotype
methods.

Girig

Bakterilerin  Urettigi beta laktamaz enzimleri antibiyotiklere karsi direng
gelismesinden sorumlu mekanizmalardan birisidir (1, 2). Geniglemis spektrumlu beta
laktamazlar (ESBL) ve plazmitlerle tasinan beta laktamazlar bu direng

mekanizmalarindan sorumlu tutulmaktadirlar. Hidrolize karsi stabil olmalari sebebiyle,
karbapenemler direncli Gram negatif (GN) bakterilerin yol acgtdi infeksiyonlarin
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tedavisinde iyi bir segenektir (3). Ancak, son yillarda
karbapenemlere karsi, Ozellikle nonfermentatif Gram
negatif (NFGN) basiller arasinda, artan bir direng sorunu
ortaya ¢ikmaya baslamis ve bu direng sorunu énemli
boyutlara ulagsmistir (4, 5).

immun sistemi baskilanmis ve hastanede yatan
hastalarda ciddi infeksiyonlara neden olan NFGN
bakteriler, genellikle dogada saprofit olarak bulunan
bakterilerdir. insanda hastalik etkeni olarak en sik izole
edilenleri ise P. aeruginosa ve A.baumannii'dir. Bu
bakterilerin yaptigi infeksiyonlarda kullanilan
antibiyotiklere kargi olusan ylksek direng nedeniyle
tedavide gugluklerle karsilagiimaktadir (1-3).

Gram negatif basillerin karbapenem direncinden beta
laktamaz salinmasina bagli dirence ilave olarak; porin
proteinlerinde degisikligin sebep oldugu dis membran
gegcirgenliginin azalmasi ile kazanilan direng diger 6nemli
direng¢ mekanizmasidir (1, 6). P. aeruginosa dis
membranindaki asil porin proteini OprF’dir. OprB, OprC,
OprD ve OprE ise diger porin proteinleridir. Ozellikle
OprD porin kaybi karbapenem dirence neden olur (1, 2,
7). Yukarida ifade edilen mekanizmalara ilave diger bir
direng mekanizmasi da aktif disa pompalama sistemi ile
antibiyotigin disari atiimasidir (1, 2). Normal siregte disa
pompalama sistemleri yapisal olup diizenleyici genlerin
kontroll altindadir. Bu genlerdeki mutasyonlar aktif disa
pompalama  sistemlerinin  asiri  c¢alismasini  ve
antibiyotiklerin de disari atiimasina yol agar (3-5).

Metallo-beta-laktamazlar (MBL) ilk olarak 1991’de
Japonya’da MBL ureten bir P. aeruginosa’nin
bildiriimesiyle tanimlanmistir (1). Daha sonra bu bdlge
basta olmak Uzere gesitli Asya ve Avrupa Ulkelerinden
GN basillerde, 6zellikle P. aeruginosa ve A. baumannii
suslarinda, yeni MBL'ler bildirilmistir ve son yillarda hizla
artarak dinya capinda yayillma gostermektedir (3, 4).
Karbapenem direncine yol acan bu MBL’lerdeki hizli artis
hem endise vermekte hem de bu enzimlerin varhdini
ortaya koyacak testlerin gelistirimesi konusunda ilgi
uyandirmistir. Ozellikle, MBL aktivitesinin
etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ve 2-
merkaptopropionik asit (MPA) gibi metal selatorler ile
inhibe olma Ozelliklerinden yararlanilarak bu enzimleri
erken taniyabilecek tarama amacgh basit fenotipik
yontemler geligtiriimistir. Bu amagla en yaygin olarak
kullanilan imipenemli, meropenemli veya seftazidim
diskleri ile EDTA veya MPA ilave edilerek kullanilarak
uygulanan cift-disk sinerji testi, modifiye Hodge testi,
seftazidim veya imipenem-meropenem EDTA kombine
disk sinerji testi, MBL E test ve imipenemli EDTA
kullanan mikrodillisyon testleridir (5).

Bu calismanin amaci; meropeneme direngli klinik
izolatlarda MBL Uretimini tespit etmek ve ayrica bu
enzimlerin  varhdini  ortaya koyabilecek fenotipik
yontemleri karsilagtirmaktir.

Gereg ve Yontem

Klinik Ornekler: Calismaya Agustos 2011 ile
Agustos 2012 tarihleri arasinda, Firat Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Merkez Laboratuvarina gelen rutin
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orneklerden meropeneme direngli 50 adet Gram negatif
non-fermentatif 6rnek dahil edilmistir. Calisma igin gerekli
izinler Firat Universitesi, Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan
alinmistir.

Kliniklerden gelen ornekler konvansiyonel
biyokimyasal  testler  kullanilarak tiplendirilmigtir.
Tiplendirilen o6rnekler BD Phoenix Tam Otomatize
identifikasyon Cihazi ile dogrulanmistir. Kirby-Bauer disk
diflizyon yontemi ile yapilan duyarlilk testleri igin ticari
olarak elde edilen meropenem (10ug) (Oxoid) diskleri
kullaniimistir.

Antibiyotik Duyarlilik Testleri: Antibiyotik duyarhlik
testleri Klinik ve Laboratuar Standartlari Enstitist (The
Clinical and Laboratory Standards Institute; CLSI)
kriterlerine gdre Mueller Hinton agar plaklarla Kirby-
Bauer disk difiizyon yontemi ile yapilip
degerlendirilmistir. Sonuglar BD Phoenix Tam Otomatize
identifikasyon cihazi ile dogrulanmistir.

Kontrol susu olarak meropeneme duyarli E. coli
(American Type Culture Collection; ATCC-25922) ve P.
aeruginosa (ATCC-27853) kullaniimigtir.

Kombine Disk Testi (KDT): Taze kultir
pasajlarindan saf olarak elde edilen bakterilerin 0,5
McFarland bulanikliginda stispansiyonu steril ekiivyon ile
onceden hazirlanan Mueller Hinton agar plak (zerine
yayllmistir. Plak igerisine 2 tane meropenem (10 ug)
diski yerlestirilmistir. Plak 35- 37°C’lik etiivde 18-20 saat
inkiibe edilmistir. inkilbasyon sonunda inhibisyon zon
caplari  olcilmistir. EDTA sollisyonunun eklendigi
meropenem/EDTA diskinin inhibisyon zonu tek basina
meropenem diski zon ¢apindan = 7 mm biyik ise MBL
pozitif bakteri izolati olarak kaydedilmistir (6, 7).

Cift Disk Sinerji Testi (CDST): Cift disk sinerji
testinde ama¢ meropenem inhibisyon zonunun EDTA
varliginda genisleyip genislemedigini tespit ederek MBL
pozitif bakteri izolatlarini tanimlamaktir. Bunun igin taze
kiltdr pasajlarindan saf olarak elde edilen bakterilerin 0,5
McFarland bulanikliginda siispansiyonu steril ekiivyon ile
o6nceden hazirlanan Mueller Hinton agar plaklarina
yayllmistir. Plak (zerine meropenem (10 pg) diski
yerlestirilmistir. Meropenem diskinin merkezinden 10 mm
uzagina daha 6nce hazirlanan bos disk yerlestiriimistir.
Bos disk lzerine 0.5 M EDTA solusyonundan 10 pL
eklenmistir. Test sonuglari plaklar 35°C-37°C lik etlivde
18-20 saat inkube edildikten sonra degerlendirmeye
alinmistir. inkiilbasyon sonrasinda meropenem diski
inhibisyon zonunun EDTA eklenmis bos diske dogru
genislemesi  sinerjistik  inhibisyon ~ zonu  olarak
degerlendiriimistir. Bu geniglemenin gorildigi bakteri
izolatlari MBL Ureten pozitif sus olarak kaydedilmistir (6,
7).

Modifiye Hodge Testi (MHT): Modifiye Hodge
testinde meropeneme duyarli olan E. coli ATCC 25922
standart susu taze pasajlarindan elde edildikten sonra
0.5 McFarland bulanikliginda stspansiyonlar Mueller
Hinton agar plaklarina yayllmistir. Plagin ortasina
meropenem (10ug ) diski yerlestiriimistir. Test sonuglari
meropeneme duyarli olan E. coli ATCC 25922 susunun
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duyarlihk zon c¢apinin ¢izgi ekimi yapilan bakteri
taraflarinda yonca yapragi seklinde bozulmasi ve bu
bdlgede E. coli Uremesi metallo-beta-laktamaz Uretimi
yoniinde pozitif test sonucu olarak degerlendirilmistir (6,
7).

MBL E Test: Test edilecek bakteri izolatlarinin 0. 5
McFarland bulanikliginda stiispansiyonu steril ekuivyon ile
onceden hazirlanan Mueller Hinton agar plaklarina
yayllmistir.  Uretici  firmanin  énerisi  dogrultusunda
MP/MP-EDTA MIK degerleri oranlandiginda 8 ve
Uzerinde bir deger elde edilmesi MBL dureten bakteri
izolati olarak degerlendirilmistir (6, 7).

istatistiksel Metot: Veriler sayi ve yiizde olarak
Ozetlendi. Meropenem direngli klinik izolatlarda MBL
Uretiminin fenotipik yontemleri tespit oranlari arasindaki
iliski Pearson ki-kare (x2) testine gore istatistiksel olarak
yorumlandi (8). P<0.05 anlamli olarak degerlendirildi.

Bulgular

Yapilan c¢alisma neticesinde klinik 6érneklerde izole
edilen A. baumannii ve P. aeruginosa’nin cesitli
antibiyotiklere diren¢ oranlari Tablo 1 ve Sekil 1’de
6zetlenmigtir. Tablo-1’de de goérilecegdi gibi A. baumannii
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ve P. aeruginosa’nin meropenem ile birlikte birgok
antibiyotije de yiksek diren¢ gosterdigi kaydedilmistir.
Ancak, c¢alismanin bundan sonraki kisminda bu
bakteriler meropeneme direncli olarak
isimlendirilmektedir.

Meropeneme direngli A. baumannii kokenlerinde MBL
Uretimi KDT ile % 95, CDST ile % 67.5, modifiye Hodge
testi ile %72.5, E test ile %97.5; meropeneme direngli P.
aeruginosa kokenlerinde MBL Uretimi ise KDT ile %80,
CDST ile %100, MHT ile %60 ve E test ile %60 oraninda
bulunmustur (Tablo 2).

Kdékenlerine goére bakterilerdeki MBL (retiminde
kullanilan fenotipik testler ki kare (x?) testine gore
istatiksel olarak yorumlandiginda; P. aeruginosa
turiindeki bakterilerde MBL Uretiminin tespitinde en etkili
yontemin CDST (P<0.001) oldugu belirlenirken diger
testler arasinda anlamli fark saptanmamistir (P>0.05).

A. baumannii tiriindeki bakterilerde MBL Uretiminin
tespitinde en etkili ydontem MBL E testi olmasina ragmen
E test ile KDT arasinda istatiksel anlamli fark tespit
edilmemistir (P>0.05). MBL Uretiminin tespitinde MHT ile
CDST arasinda anlamli fark saptanmamistir (P>0.05).

Tablo 1. Acinetobacter baumannii ve Pseudomonas aeruginosa’nin bazi antibiyotiklere direng oranlari

Patojen n(%) CAZ FEP MP CiP AK TZP ATM CcO
A. baumannii 40 40 40 40 39 40 40 0
n=40 (%) (%100) (%100) (%100) (%100) (%97) (%100) (%100) (%0)
P.aeruginosa 10 8 10 9 7 10 9 1
n=10 (%) (%100) (%80) (%100) (%90)  (%70) (%100) (%90) (%10)

CAZ: Seftazidim, FEP: Sefepim, MP: Meropenem, CIP: Siprofloksasin, AK: Amikasin, TZP: Piperasilin/tazobaktam, ATM: Aztreonam,

CO: Colistin.

Tablo 2. Fenotipik tespit yontemleri sonucunda A. baumannii ve P. aeruginosa’daki MBL pozitifligi (%)

A. baumannii (n=40)

P. aeruginosa (n=10)

Fenotipik yontem MBL (+) (%) MBL (+) (%)
Kombine disk sinerji 38 (% 95) 8 (% 80)
Cift disk sineriji testi 27 (% 67.5) 10 (% 100)
Modifiye Hodge testi 29 (% 72.5) 6 (% 60)
MBL E Test 39 (% 97.5) 6 (% 60)
18
3
BMEL E test 8 B MEL E test
T
mKombdne & m Kombdne gl sk
sk 5
OModiftys O Modifiys
Hodgs 4 Hodgs
Bt sk g B it disk
sinarj 2 sinarj
1
[
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E

Sekil 1. Fenotipik tespit ydntemleri sonucunda A. baumannii (A) ve P.aeruginosa’ daki (B) MBL pozitifligi

137



BULUT Y. ve CAGLAR H.

Tartisma

Antibiyotiklere direncin son yillarda hizla artmasi
nedeniyle bakterilerin neden oldugu infeksiyonlarin
tedavisinde  gugcliklerle  karsilasilmaktadir.  Amfilik
Ozellikleri nedeniyle bakteriyel membranlardan hizla
gegebilmeleri, AmpC ve beta laktamazlara dayanikl
olmalari gibi o6zellikleri nedeniyle karbapenemler;
Ozellikle ¢oklu direngli GN bakteri infeksiyonlarinda etkin
kullantlirlar (1, 5).

Karbapenem grubu antibiyotiklerin tedavi igin tercih
edildigi infeksiyonlarda, etkeni izole etmek kadar etkenin
karbapenemaz ve MBL Uretimini basit ve guvenilir bir
laboratuvar metoduyla tespit etmek de Onem
kazanmaktadir (1-7).

Karbapenem grubu antibiyotikler son segenek
durumunda oldugu igin, 6zellikle yasami tehdit eden
¢oklu ilag direnci gosteren GN bakterilerin yol acgtigi ciddi
infeksiyonlarda karbapenem direncinin ayri bir 6nemi
vardir (2, 4). Bu nedenle, son yillarda karbapenem
direncinin artisi ciddi kaygilara neden olmaktadir.
Ornegin, Japonya’da karbapenem direnci 1998'de
%19.3’den 2002°de %38’e cikmistir (4).

Diinyadaki karbapenem grubu direng oranlarini
inceledigimizde Acinetobacter ve Pseudomonas turi
bakterilerde giderek artan miktarlarda antibiyotik direnci
gorilmektedir. Pseudomonas icin %6 ile %70 arasinda
degisen oranlarda imipenem direnci kaydedilirken
Acinetobacter’lerde bu oran %13 ile %58 arasinda
degismektedir (6, 7, 9, 10).

Pseudomonas ve Acinetobacter tirl bakterilere karsi
Ulkemizdeki imipenem direnci cografik bolgelere ve klinik
numune cesitlerine gore farklilk gdstermekte. Direng
orani Pseudomonas’larda yaklasik %4 ile %85,
Acinetobacterlerde ise %8 ile %70 arasinda
degismektedir (11-17).

Yan ve ark. (6), 2004 yilinda yaptiklari calismada
kombine disk ybntemi ile imipeneme direncli
Pseudomonas’larda %86.7 oraninda MBL pozitifligi
saptamiglar ve testin duyarliiginin %70 oldugunu
belirtmiglerdir. Altoparlak ve ark. (18), Erzurum’da
karbapenemlere direngli 40 tane P. aeruginosa ve A.
baumannii susunun imipenem-EDTA kombine disk
yontemi ile 22 (%55)’sinde pozitiflik bulmuslardir. Oh ve
ark. (19), KDST'nin Verona imipenemase (VIM) benzeri
enzim Ureten izolatlarin ~ fenotipik ~ tanisindaki
duyarhhdinin = %93.9 oldugunu belirtirken, imipenem
(IMP) benzeri enzim Ureten izolatlarin fenotipik tanisinda
basarisiz oldugunu bildirmislerdir. Pitout ve ark. (20),
MBL Ureten P. aeruginosa izolatlarini tespit etmek igin bir
EDTA disk tarama testi gelistirmislerdir. imipenem ve
meropenem diskleri iceren testin MBL E test ile
kiyaslanabilir oldugu goérulmustir. Mevcut calismada;
meropenem-EDTA kombine disk testi ile 40 tane A.
baumannii izolatinin 38 (%95)inde, 10 tane P.
aeruginosa’'nin 8 (%80) 'inde MBL pozitifligi saptanmistir.

Cift disk sinerji testi ile ilgili bir cok calisma yapilmis
ve MBL tespitinde kolay uygulanabilir, duyarli bir yéntem
oldugu konusunda veriler elde edilmistir. Lee ve ark.
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(21), 2003 yilinda yaptiklar bir ¢calismada imipeneme
direngli ve orta derecede direngli olan, ceftazidime
direngli olan Acinetobacter ve Pseudomonas turlerinde
imipenem-EDTA ve ceftazidim-2-MPA kombinasyonlarini
denemisler ve EDTA'nin metal selatérii olarak daha etkin
oldugu konusunda veriler elde etmislerdir. Lee ve ark.
(22), baska bir galismada ise MBL enzimi saptanmis olan
530 Acinetobacter ve Pseudomonas tiriinde imipenem
hidrolizi agisindan spektrofotometrik olarak bakildiginda,
bu suslarin hepsinin imipenemi hidrolize ettigini saptamig
ve testin duyarliiginin %100 oldudunu bildirmislerdir.
Jesudasan ve ark. (23), imipenem-EDTA cift disk siner;ji
testinin modifiye Hodge testine gére daha duyarl oldugu
yonlinde bulgulara rastlamiglardir. Arakawa ve ark. (24),
1999 yilinda Japonya’'da yaptiklari bir ¢alismada IMP-1
tipi MBL (reten GN bakterilere biri seftazidim (CAZ)
digeri ise bir MBL inhibitori igeren iki disk kullanarak gift
disk sinerji testi uygulamiglardir. Yapilan ¢alisma
sonucunda bu testin 6zglllik ve duyarliigi PCR
analizleri ile kiyaslanabilir nitelikte bulunmustur. Mevcut
calismada ise cift disk sinerji testi ile 40 tane A.
baumannii izolatinin 27 (%67.5) ’sinde, 10 tane P.
aeruginosa izolatinin 10 (%100)unda da MBL pozitifligi
saptanmisgtir. CDST ile P. aeruginosa'da diger fenotipik
yontemlerden daha yiksek oranlarda MBL pozitifligi
tespit edilmigtir.

Modifiye Hodge testi ise MBL tespitinde kullanilan
diger bir fenotipik yontemdir. Lee ve ark. (22) yaptidi bir
calismada imipeneme direngli oldugu saptanan P.
aeruginosa ve Acinetobacter spp. izolatlarinda modifiye
Hodge testi ile MBL tespit edildikten sonra bu izolatlara
dogrulama icin PCR analizi yapilmis ve testin duyarlihgi
%100, Ozgulluglu ise %88 oraninda bulunmustur.
Jesudasan ve ark., ise imipeneme direngli gram negatif
non fermentatif bakterilerde MBL pozitifligini %56
oraninda bulduklarini bildirmis, modifiye Hodge testi ile
karsilastirdiklarinda ise imipenem-EDTA c¢ift disk sinerji
testinin  modifiye Hodge testine gére daha duyarh
oldugunu belirtmiglerdir (23). Ulusoy ve ark. (25), yaptig
bir calismada ise calismaya alinan 79 Acinetobacter
izolatinin MHT ile 55 (%69.6)'i MBL pozitif, 24’0 (%30.4)
ise negatif olarak bulunmustur. Noyal ve ark. (26), 2009
yilinda yaptidi bir calismada meropeneme direncli 32 P.
aeruginosa izolatinin 9 (%28.1)unda MHT ile MBL
Uretimi tespit edilirken 46 A. baumannii izolatinin sadece
2 (%2.2)sinde MBL Uretimi tespit edilmigtir. Mevcut
calismada modifiye Hodge testi ile meropeneme direngli
40 A. baumannii izolatinin 29 (%72.5)unda, 10 P.
aeruginosa izolatinin 6 (%60)sinda MBL pozitifligi
saptanmistir.

MBL tayininde sik kullanilan fenotipik testlerden biri
de MBL E test yontemidir. Yan ve ark., imipeneme
direncgli izolatlarda E test uygulamislar ve E test
sonuglarina gére MBL negatif olan suglari PCR yéntemi
ile de negatif veya tanimlanamaz degerde bulduklarini
beliterek MBL saptanmasi igin E testin kullanigl
oldugunu savunmuslardir (6). Walsh ve ark. (27), 2005
yilinda yaptiklari baska bir gcalismada da E test yontemi
ile MBL saptanan 31 Pseudomonas susunun ancak 25
tanesinde PCR yodntemi ile MBL enzimi bulundugu
saptanmistir. Toraman ve ark. (28), 2004 yilinda



Cilt : 27, Sayi : 3

yaptiklari ¢alismada MBL varligini E test yontemi ile

tespit

etmisler ve P. aeruginosa'da %29, A.

Baumannii'de ise % 21 pozitiflik saptamiglardir. Mevcut
calismada ise MBL E test yontemi ile 40 A. baumannii
izolatinin 39’unda (%97.5), 10 P. aeruginosa izolatinin
6'sinda (%60) MBL pozitif bulunmustur. Elde edilen
verilere gore 6zellikle A. baumannii suslarindaki yiksek
pozitiflik dikkat ¢ekici bulunmustur.
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