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Nozokomiyal Pseudomonas Suslarinda Metallo-B-Laktamaz
Uretiminin Fenotipik Olarak Aragtiriimasi

Phenotypic Determination of Metallo-p-Lactamase Production in Nosocomial

Pseudomonas Strains
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Ozet

Amagc: Hastanemizde yatan hastalardan izole edilen hastane
infeksiyonu etkeni Pseudomonas suslarinda, karbapenemlerin
minimum inhibitér konsantrasyonlarinin (MIK) belirlenmesi ve
direncli bulunan suslardaki metallo-f-laktamaz (MBL) uretimi-
nin ortaya konulmasi amaclanmustir.

Yontemler: Centers for Disease Control and Prevention tanim-
larina gore hastane infeksiyonu kriterlerini karsilayan hasta-
larin klinik 6rneklerinden 100 Pseudomonas susu izole edildi.
Suslarin idantifikasyonu konvansiyonel yontemler ve VITEK® 2
(bioMérieux, Marcy I'Etoile, Fransa) otomatize sistemi kullani-
larak yapildi. Kirby-Bauer disk diflizyon testi kullanilarak Clinical
and Laboratory Standards Institute Ol¢litlerine gore karbapene-
me direngli veya orta duyarli bulunan suslara Etest® (bioMérieux,
Marcy I'Etoile, Fransa) uygulanarak karbapenemlerin bu susla-
ra karsi MIK degerleri arastirildi. Karbapeneme direncli oldugu
saptanan suslardaki MBL yapimini belirlemek lizere, imipenem
(4-256 pg/ml) ve EDTA ile birlikte imipenem (1-64 pg/ml) iceren
MIC Test Strip® (Liofilchem, Roseto degli Abruzzi, italya) MBL
seritleri, Uretici firmanin dnerileri dogrultusunda uygulandi.
Bulgular: izolasyon bélgelerine gére toplam 100 Pseudomonas
susundan 37’'si trakeal aspirat, 34U idrar, 17'si yara sUrlntisu
ve apse materyali, 9'u kan, 2’si g6z surtiinttsu ve 1'i plevra sivisi
kiltirinden izole edildi. Suslarin 99'u Pseudomonas aerugino-
sa, 1'i P putida olarak adlandirildi. Izole edilen 100 susun 65
Uc antibiyotige birden duyarliydi. Suslarin, 32'si imipeneme,
20’si meropeneme ve 16’si doripeneme direncli; 2'si merope-
neme, 13'G0 imipeneme ve 7’si doripeneme orta duyarli olarak
bulundu. En az bir karbapeneme diren¢ saptanan 33 sustan 29
(%88)’'unda, MBL uretimi saptandi.

Sonuglar: Calismamiz sonucunda karbapenemlere direncin yiiksek
oldugu ve bunun yliksek oranda (%88) MBL uretimiyle iliskili oldu-
Ju gorulmektedir. Karbapenemler arasinda en dusuk direng orani
doripenem igin saptanmis olup, bunun nedeni doripenemin klinik
kullanimda olmamasi olabilir. Klimik Dergisi 2014; 27(2): 57-61.

Anahtar Soézcikler: Pseudomonas aeruginosa, karbapenemler,
metallo-p-laktamaz, hastane infeksiyonu, karbapenemaz.

Abstract

Objective: In this study, carbapenem minimum inhibitory con-
centrations (MICs) of Pseudomonas strains isolated from hos-
pitalized patients with healthcare-associated infections, and
metallo-f-lactamase (MBL) production in carbapenem-resistant
strains were investigated.

Methods: 100 Pseudomonas isolates from patients with health-
care-associated infection, according to Centers for Disease Con-
trol and Prevention criteria were included in the study. Strains
were identified by standard methods and VITEK® 2 (bioMérieux,
Marcy I'Etoile, France). The antibiotic susceptibilities were in-
vestigated by Kirby-Bauer disk diffusion method according to
Clinical and Laboratory Standards Institute criteria. Carbapen-
ems’ MICs were determined using Etest® (bioMérieux, Marcy
I'Etoile, France) for strains detected as carbapenem-resistant or
intermediate by disk diffusion. MIC Test Strip® (Liofilchem, Ro-
seto degli Abruzzi, Italy) MBL strips containing imipenem (4-256
pg/mL) and EDTA together with imipenem (1-64 pg/mL) were
used in accordance with manufacturer’s recommendations for
MBL detection in carbapenem-resistant strains.

Results: Isolation sites of 100 Pseudomonas strains were as fol-
lows: 37 from tracheal aspirate, 34 from urine, 17 from wound swab
or abscess, 9 from blood, 2 from eye swab and 1 from pleural fluid.
99 of the strains were Pseudomonas aeruginosa, and 1 was P, pu-
tida. 65 of the strains were susceptible to all three antibiotics. 32,
20 and 16 of the strains were resistant to imipenem, meropenem,
and doripenem and 2, 13, and 7 of them were intermediate to me-
ropenem, imipenem and doripenem, respectively. 33 of the strains
found resistant to at least one carbapenem were investigated for
MBL existence. 29 (88%) of these 33 strains were MBL-positive.
Conclusions: In this study, we found an increased rate of car-
bapenem resistance and MBL enzyme activity is responsible in
most (88%) of cases. Doripenem resistance was lowest and it
may be due to doripenem’s nonavailability for clinical usage.
Klimik Dergisi 2014, 27(2): 57-61.
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Giris

Hastane infeksiyonlari, 19. ylzyildan itibaren 6dnemli bir
saghk sorunudur. Alti milyar olan diinya nifusunun her yil
%b5'i hastaneye yatmakta, bu hastalarin %5’indeyse hasta-
ne infeksiyonu gelismektedir (1). Hastane infeksiyonlarinin
en sik etkenleri, aralarinda Pseudomonas aeruginosa’nin
da oldugu antibiyotiklere ¢oklu direng gdsteren mikroor-
ganizmalardir. Ciddi P aeruginosa infeksiyonlarinin tedavi-
sinde yeglenen bir antibiyotik sinifi olarak karbapenemler,
bircok p-laktamaza nispeten dayanikhdir (2). Bush-Jacoby-
Medeiros'un islevsel siniflandirmasinda grup 3 olarak gos-
terilen metallo-B-laktamaz (MBL)'lar ise aztreonam disinda
tum B-laktamlara direnc¢ saglar ve en belirgin Ozellikleri kar-
bapenemleri hidrolize edebilmeleridir. MBL'lerin aktarilabilir
genetik elemanlar lGzerinde belirmeye baslamasi ve gittikge
yayginlasarak P aeruginosa gibi bakterilerce de edinilmesi
kaygi verici bir durumdur (3).

Bu calismada, hastanemizde yatan hastalardan izole edi-
len hastane infeksiyonu etkeni Pseudomonas suslarinda kar-
bapenemlerin minimum inhibitér konsantrasyonlarinin (MiK)
belirlenmesi ve direngli bulunan suslardaki MBL (retiminin
ortaya konulmasi amaclanmistir.

Yontemler

Hastanemizin c¢esitli kliniklerinde yatan ve Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) tanimlarina gore has-
tane infeksiyonu kriterlerini kargilayan hastalarin materyal-
lerden izole edilen 100 Psedumonas susu calismaya alindi
ve deneylere alinincaya kadar -20°C’de saklama besiyerinde
muhafaza edildi.

izole edilen suslar konvansiyonel yéntemler ve VITEK® 2
(bioMérieux, Marcy I'Etoile, Fransa) kullanilarak adlandirildi.
Kontrol susu olarak P aeruginosa ATCC 27853 kullanildi. Me-
ropenem, imipenem ve doripeneme duyarhliklan arastirila-
cak suslar, buyyonla 0.5 McFarland standardi bulanikligina
denk gelecek sekilde slispansiyonlari hazirlandiktan sonra
Mueller-Hinton agarina yayildi. Meropenem (10 pg), imipe-
nem (10 pg) ve doripenem (10 pg) diskleri (Becton Dickinson,
Sparks, MD, ABD), aralarinda 20 mm olacak sekilde besiyeri

Uzerine yerlestirildi. 35°C’de bir gecelik inkiibasyondan son-
ra Kirby-Bauer disk diflizyon testi kullanilarak direngli ve orta
duyarl bulunan susglara Etest® (bioMérieux, Marcy I'Etoile,
Fransa) uygulanarak minimum inhibitér konsantrasyon (MiK)
degerleri arastirildi. Meropenem ve imipenemin duyarlilik-
lar, Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) tara-
findan belirlenen sinir degerleri baz alinarak degerlendirildi
(4). Doripenemin duyarlilik sonuglari icin FDA'nin yorumlama
olcitleri kullanildi (5).

Direncgli oldugu saptanan suslara, imipenem (4-256 pg/
ml) ve EDTA ile birlikte imipenem (1-64 pg/ml) iceren (IMI/
IMD) MIC Test Strip® (Liofilchem, Roseto degli Abruzzi, italya)
MBL seritleri, treticinin 6nerileri dogrultusunda uygulandi.
Birbirine zit yonde olusan iki elipsin seritle kesistigi noktalar-
daki sayisal degerler birbirine oranlandiginda, IMI/IMD orani
>8 olarak saptananlar, MBL (iretimi agisindan pozitif; <8 ola-
rak saptananlar ise negatif olarak kabul edildi (Resim 1).

Bulgular

Hastane infeksiyonu etkeni olarak izole edilen 100 Pseu-
domonas susundan 99u P aeruginosa, 1 tanesi P putida ola-
rak tanimlandi. Suslarin izole edildigi materyallerin servislere
gore dagilimi Tablo 1'de gdsterildi.

izole edilen 100 susun 65'i {i¢c antibiyotige birden duyar-
liydi. Suslarin, 32’si imipeneme, 20'si meropeneme ve 16'si
doripeneme direngli; 2’si meropeneme, 13'U imipeneme ve
7'si doripeneme orta duyarli olarak bulundu.

Meropenem, imipenem ve doripeneme direngli veya orta
duyarli bulunarak MiK degerleri tespit edilmek tizere Etest® ya-
pilan suslarin, biri diginda tim, ¢ karbapeneme de direncli
olarak bulundu. Bir sus ise disk diflizyon yontemiyle merope-
neme direncli ve imipeneme orta duyarl olarak saptanmasina
ragmen, Etest® ile her ikisine de duyarhydi (Tablo 2).

Etest® ile en az bir karbapeneme direngli oldugu dogru-
lanan 33 sustan 29 (%88)'unda MBL uretimi saptandi. Bu
suslarin 17 (%58.6)'si trakeal aspirat, 6 (%20.6)'s! idrar, 1
(%3.4)"i g0z slirlintlisu, 3 (%10.3)'0 kan, 1 (%3.4)"i plevra si-
visi, 1(%3.4)"i yara sliriintiisii ve apse materyalinden Uretil-
misti (Tablo 3).

Resim 1. A. Metallo-f-laktamaz (MBL)-negatif bir sus. B. MBL-pozitif bir sus.
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Tablo 1. Pseudomonas Suslarinin izole Edildigi Materyallerin Servislere Gore Dagihmi

. Yara Siriintisi Plevra Goz

Servisler Trakeal Idrar ve Apse Materyali Sivisi Sarintisi Kan Toplam
Yetiskin YBU 28 10 2 1 0 3 44
Cocuk YBU 9 0 0 0 2 0 11
Uroloji 0 14 2 0 0 0 16
Dahiliye 0 6 2 0 0 4 12
Ortopedi 0 0 2 0 0 0 2
Norosirirji 0 0 1 0 0 0 1
Cildiye 0 0 3 0 0 0 3
Genel Cerrahi 0 0 2 0 0 1 3
Cocuk Hastaliklari 0 2 0 0 0 0 2
infeksiyon Hastaliklar 0 1 3 0 0 1 5
Nefroloji 0 1 0 0 0 0 1
Toplam 37 34 17 1 2 9 100

YBU: Yogun bakim nitesi.

Tablo 2. Karbapeneme Direncli Suslarin Minimal inhibitor Konsantrasyon (MiK) Degerleri

Sus Meropgnem imipe.nem Doripgnem Sus Merop_enem imipe_nem Doript_anem
No. MIK MIK MIK No MIK MIK MIK
2 >32 >32 >32 59 >32 >32 8

5 >32 >32 >32 61 1.5 >32 -
6 6 >32 3 62 12 >32 6

7 6 >32 -¥ 66 >32 >32 6
12 >32 >32 >32 67 8 >32 -
13 >32 >32 >32 69 12 >32 -
14 8 >32 3 72 6 >32 4
16 8 >32 3 75 >32 3 1.5
18 8 >32 3 76 12 >32 -
20 6 >32 2 77 8 >32 -
21 1.5 - - 87 2 >32 -
24 8 >32 - 90 2 >32 1.5
26 >32 >32 16 92 >32 >32 >32
28 8 >32 1.5 95 6 >32 4
31 4 >32 - 96 12 >32 4
52 >32 >32 4 97 - >32 4
53 12 - 3 100 0.094 3 -

*Disk diflizyon testinde duyarli olarak saptandigi igin Etest® yapiimadi.

irdeleme

Calismamizda hastane infeksiyonu etkeni olarak izole et-
tigimiz 100 Pseudomonas susundan 99'u P aeruginosa’dir.
Topgu-Albayrak (6)'1n calismasinda, ¢calismamizla benzer ola-
rak hastane infeksiyon etkeni olan P aeruginosa suslarinin
cogunlugu YBU, cerrahi ve dahili servislerden izole edilmis
olup, en sik izole edilen materyal trakeal aspirat olmustur.
Calismamizda izolasyon sikligi bakimindan ikinci sirada idrar,
Topgu-Albayrak (6)'1n calismasinda ise yara yeri 6rnekleri gel-

mektedir. Ulkemizde yapilan diger calismalarda da, YBU ve
cerrahi servisler Pseudomonas tiirlerinin en fazla izole edil-
digi kliniklerdir (7,8).

izole ettigimiz suslarda imipenem ve meropeneme direng
oranlarinin yani sira bu iki karbapenemin MIK degerlerinin
de doripeneminkinden yuksek olmasi dikkat cekicidir. Nite-
kim COMPACT calismasinin Tirkiye verisine gore doripe-
nem, MIK 2 pg/ml diizeyinde P aeruginosa izolatlarindan
%64'tinl inhibe ederken; meropenem %56.2'sini, imipenem
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Tablo 3. Metallo--Laktamaz Ureten Pseudomonas Suslarinin izole Edildigi Materyallerin Servislere Gore Dagilimi

Trakeal . Goz Plevra Yara Siiriintiisi Toplam

Aspirat Idrar Suriintisi Kan Sivisi ve Apse Materyali Sayi (%)
Yetiskin YBU 13 3 0 2 1 0 19 (66)
Cocuk YBU 4 0 1 0 0 0 5 (17)
Uroloji 0 2 0 0 0 0 2 (7)
Dahiliye 0 1 0 0 0 0 1 (3)
Genel Cerrabhi 0 0 0 1 0 1 2 (7)
Toplam (%) 17 (68.6) 6 (20.6) 1(3.4) 3(10.3) 1(3.4) 1(3.4) 29 (100)

YBU: Yogun bakim Unitesi.

ise %48.2'sini inhibe etmistir (5). Valenza ve arkadaslar (9)
da Almanya’da %45.2'si P aeruginosa olmak lizere 363 Gram-
negatif susla yaptiklari ¢calismada, P aeruginosa igin doripe-
nem, meropenem ve imipenemin MIK degerlerini 4, 6 ve 32
pg/ml olarak bulmuslar ve duyarliliklarini da sirasiyla %81.1,
%75.6 ve %79.3 olarak bildirmislerdir.

MBL saptadiimiz suslarin ¢ogu, erigkin ve ¢ocuk YBU
hastalarinin trakeal aspirat ve idrar érneklerinden izole edil-
mistir. Dliinyada farkli oranlarda saptanmakla birlikte P ae-
ruginosa suslarinda dikkat ¢ceken bir MBL tiretimi s6z konu-
sudur. Shahcheraghi ve arkadaslari (10)'nin calismasinda, P
aeruginosa siklk sirasina gore idrar, kan, yara yeri, balgam,
beyin-omurilik sivisi, kulak, goz ve diski kilttrlerinden Ure-
tilmigtir. En ylksek diren¢ imipeneme karsi bulunurken, ¢ift
disk sinerji yontemiyle MBL (iretimi %72 olarak saptanmistir.
Franco ve arkadaglari (11) ise Etest® ile MBL uretimini %76.8
bulmuslardir. Cin’de 16 farkh bélgedeki hastanelerden izole
edilen imipeneme direncgli 264 P aeruginosa susunun 24'(
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile MBL-pozitif bulunmus;
meropenem ve imipenemin MIK degerleriyle MBL (iretimi
arasinda bir korelasyon saptanmamistir (12).

Calismamizda en az bir karbapeneme direcli suslardaki
MBL pozitifliginin %88 olarak bulunmasi, tim diinyada ol-
dugu gibi ulkemizde de MBL uretiminde bir artis oldugunun
gostergesidir. Ulkemizdeki P aeruginosa suslarindaki MBL
uretimine iligskin calismalar sinirli sayidadir. Bu ¢calismalarda
MBL Uretimi degisik oranlarda izlenmekle beraber %66.6 de-
gerine kadar ulasmistir. MBL iireten suslar en ok YBU hasta-
larinin 6rneklerinde saptanmistir (13-16).

MBL ureten suslarin en ¢ok erigkin ve ¢ocuk YBU hastala-
rinin trakeal aspirat ve idrar orneklerinden izole edilmesi de
gostermektedir ki, ventilatorle iliskili pndmoni ve idrar yolu
infeksiyonlarinin énlenmesi i¢in, yogun bakim uzmanlarinin,
infeksiyon hastaliklari ve klinik mikrobiyoloji uzmanlariyla is-
birligi icinde calismalari son derece 6nemlidir.

Calismamizda disk diflizyon testiyle karbapeneme orta
duyarli bulunan suslarin biri hari¢, hepsinin Etest® ile direncli
olduklarinin bulunmasi, karbapenemlere orta duyarli suslarla
olusan P aeruginosa infeksiyonlarinda bu ajanlara givenil-
memesi gerektigini distindirmektedir. Ayrica karbapeneme
direncli P aeruginosa susglan saptandiginda, 6zellikle MBL
uretiminin arastinlmasi ig¢in basit, 6zgullugu ve duyarlilig
yuksek fenotipik testlerin kullanilmasi ve gerekli durumlarda
bunun PCR ve molekiler yontemlerle dogrulanmasi gerek-
mektedir.

10.

11.

12.

Cikar Catismasi
Yazarlar, herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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