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Nozokomiyal Acinetobacter Baumannii
Izolatlarinda Metallo-Beta-Laktamaz
Uretiminin Fenotipik Yontemlerle Arastirilmasi
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Yaman™

Ozet

Amac: Bu ¢alismada, son yillarda tiim diinyada ve iilkemizde sorun yaratan, metallo-beta-laktamaz (MBL)
iireten ve hizla yayilan direncli Acinetobacter baumannii (A.baumannii) suslarimin bélgemizdeki sikliginin
belirlenmesi amaclandi.

Gere¢ ve Yontemler: Laboratuvarimiza Ocak 2009-Agustos 2010 tarihleri arasinda gelen imipeneme direncli
70 A.baumannii susu, MBL iiretimi acisindan kombine disk testi ve modifiye Hodge testi olmak iizere iki
farkli fenotipik yontemle test edildi. A.baumannii suslarimin antibiyotik duyarhliklar1 ise BD Phoenix
otomatize mikrobiyoloji sistemi (Becton Dickinson, ABD.) ile belirlendi.

Bulgular: A.baumannii suslarinin izole edildigi klinik érnekler; 38 trakeal aspirat, 17 kan, 13 yara ve 2 BOS
numunesi idi. Calismaya alinan bakteriler MBL iiretimi acisindan kombine disk sinerji ve modifiye Hodge
yontemleriyle test edildi. Kombine disk testiyle izolatlarin %79’unda, modifiye Hodge testiyle %97’sinde
MBL iiretimi tespit edilirken, suslarin %76’sinda her iki test yontemiyle de MBL iiretimi saptandi.

Sonu¢: Hastanemizdeki A.baumannii suslarinda MBL iiretiminin dikkat cekici sekilde yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Ancak sonu¢larin molekiiler dogrulanmasiyla MBL siklig1 kesin olarak belirlenebilecektir.

Anahtar kelimeler: Acinetobacter baumannii, nozokomiyal enfeksiyon, metallo-beta-laktamaz

Acinetobacter baumannii (A.baumannii), yogun direnci gosteren onemli bir klinik sorun olarak
bakim tinitelerinde genis spektrumlu antibiyotik ortaya ¢ikmistir (3, 4).
kullanimina baglt olarak sik nozokomiyal A.baumannii suslari, Ozellikle hastane yogun
enfeksiyona neden olan firsat¢1 bir patojendir (1, bakim {initelerinde yatmakta olan hastalarda
2). ilk olarak Beijerinck tarafindan 1911 yilinda gelisen ventilatér ile iligkili pndmonilerde,
tanimlanan Acinetobacter cinsi, insan ile iliskili septisemide, idrar yolu enfeksiyonlarinda,
olmayan cevresel organizmalar olarak bilinirken menenjit ile cilt ve yara enfeksiyonlarinda
gliniimiizde diinya c¢apinda ¢oklu ilag giderek artan sayilarda etken olarak
gosterilmektedir(4-6). Glnimiizde A.baumannii
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aminoglikozidler ve kloramfenikole yiiksek
oranda direng gdstermektedir (8). Ozellikle ¢coklu
ilag direnci gosterebilen bu bakterilerin yol agtigi
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karbapenemazlar aktif bolgelerinde tasidiklari
metal iyonlari nedeniyle Metallo-Beta-
Laktamazlar (MBL) olarak da adlandirilirlar (10).
MBL iireten bakterilerin  saptanmasi  bu
bakterilerin kontrolsiiz yayilimlarinin
Onlenmesine yardimci olacaktir. Ayrica
klinisyenlerin antimikrobiyal secimlerinde ve
infeksiyon kontrolinde wuygun yaklasimlara
yonelmelerini saglayacaktir.

Bu c¢alismada, hastanemizde izole edilen
imipeneme direngli A.baumannii suslarinda MBL
liretiminin kombine disk testi ve modifiye Hodge
testi ile belirlenerek hastanemizdeki izolatlarda
MBL pozitifliginin prevalansinin saptanmasi ve
antibiyotik  duyarliliklarinin  tespit  edilmesi
amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem

Laboratuvarimiza Ocak 2009-Agustos 2010
tarihleri arasinda gelen orneklerden izole edilen
ve imipeneme diren¢ saptanan 70 A.baumannii
susu calismanin gerecini olusturdu. Hastane
infeksiyonlar1 tanisi CDC “Centers for Disease
Control and Prevention” kriterleri kullanilarak
konuldu (11). Izole edilen A.haumannii suslari
MBL iiretimi agisindan kombine disk testi ve
modifiye Hodge testi olmak iizere iki farkl
fenotipik yontemle test edildi.

Kombine Disk Testi: A.baumannii suglarinin 0.5
Mc Farland bulanikliginda siispansiyonu Mueller-
Hinton agar plaklarina yayildi. Plak igerisine
diskler arasi uzaklik 22 mm olacak sekilde iki
tane imipenem (10 pg) diski yerlestirildi.
Imipenem disklerinden bir tanesinin iizerine daha
onceden hazirlanmis olan 0,5 M EDTA
soliisyonundan 10 pl eklendi. 35°C’de 18-20 saat
inkiibasyon sonunda inhibisyon zon ¢aplari
olciildii. EDTA soliisyonunun eklendigi
imipenem/EDTA diskinin inhibisyon zonu tek
basina imipenem diski zon g¢apindan >7 mm ise
MBL pozitif olarak kaydedildi (12).

Modifiye Hodge Testi: imipeneme duyarli olan
E.coli ATCC 25922 standart susu ile 0,5 Mc
Farland bulanikliginda hazirlanan siispansiyonlar
Mueller-Hinton agar plaklarina yayildi. Test
edilecek  A.baumannii  plagin  merkezinden
perifere dogru diiz ¢izgi seklinde ekildi. Oda
1sisinda 15 dakika bekletilen plagin ortasina
imipenem (10 pg) diski yerlestirildi. Plaklar
etivde 18-20 saat inkiibe edildikten sonra
degerlendirildi. Imipeneme duyarli olan E.coli
ATCC 25922 susunun duyarlilik zon c¢apinin
cizgi ekimi yapilan bakteri taraflarinda yonca
yapragi seklinde bozulmasi ve bu bdlgede E.coli
iiremesi MBL iiretimi yoniinde pozitif test sonucu
olarak degerlendirildi (13).

Imipeneme direncli olan 4.baumannii suslarinin

piperasilin, piperasilin-tazobaktam, seftazidim,
sefotaksim, sefepim, amikasin, gentamisin,
siprofloksasin, levofloksasin, tetrasiklin,
trimetoprim/sulfametoksazol  igin  antibiyotik
duyarliliklar1 BD Phoenix otomatize

mikrobiyoloji sistemi (Becton Dickinson, ABD)
ile belirlendi.

Bulgular

A.baumannii suslarinin izole edildigi 70 klinik
ornek; 38 trakeal aspirat, 17 kan, 13 yara ve 2
BOS olarak bulundu. Calismaya alinan bakteriler
MBL iiretimi agisindan kombine disk ve modifiye
Hodge yontemleriyle test edildi. Kombine disk
testiyle izolatlarin 55’inde (%79), modifiye
Hodge testiyle 68’inde (%97) MBL {iretimi tespit

edilirken, 53’tGnde (%76) ise her iki test

yontemiyle MBL iiretimi saptandi (Tablo 1).

Tablo 1. A.baumannii suglarinda test yontemine gore

MBL iiretimi.
Yontem n %
Kombine Disk Testi 55 (%79)
Modifiye Hodge Testi 68  (%97)
Komblne Disk ve Modifiye Hodge 53 (%76)
Testi

n: Calisilan sus sayist

Tablo 2. A.baumannii suglarinin antibiyotik direng

oranlart (%).
Antibiyotik n:70 %
Tetrasiklin 24 34
Trimetoprim/sulfametoksazol 43 61
Levofloksasin 49 70
Amikasin 53 76
Gentamisin 62 89
Siprofloksasin 66 94
Piperasilin-Tazobaktam 68 97
Piperasilin 68 97
Seftazidim 69 99
Sefotaksim 69 99
Sefepim 69 99

n: Calisilan sus sayisi

Calismada, toplam 70 imipenem direngli
A.baumannii sugunun ¢esitli antibiyotiklere kars1
direng¢ oranlar1 tablo 2’de verilmistir.
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A.baumannii, zor kosullarda yasayabilmeleri ve
antibiyotiklere karsi c¢ogul diren¢ kazanmalari
nedeni ile 6nemli hastane infeksiyonu etkenleri
olarak bilinmektedir (14). Ulkemizde yapilan bir
¢ok calismada A.baumannii suslari nozokomiyal
infeksiyonlardan en sik soyutlanan
mikroorganizmalardan biridir (15-17).

Aztreonam disindaki karbapenemlere direng
gelisiminde rol alan MBL enzimi A.baumannii
suglar1 arasinda hizla yayilmaktadir (18). MBL
iireten bakterilerin neden oldugu infeksiyonlarin

tedavisinde karsilagilan  giicliikkler diinyada
kaygiyla izlenmektedir (19). MBL iireten
izolatlarin zaman igerisinde giderek artis
gostermesi  ve hizla yayilarak agir klinik
sonug¢lara neden olabilmesi, laboratuvarlarda
rutinde kolay uygulanabilen, ozgilliigii ve
duyarlilign  yiiksek yontemlerin  bulunmasini

zorunlu hale getirmistir (6). Klinik izolatlarda
MBL enzimi liretimini belirlemek i¢in molekiiler
ve fenotipik yontemler kullanilmaktadir. Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI)
tarafindan standardize edilmemekle birlikte, ¢ift
disk sinerji testi, IPM-EDTA kombine disk testi,
MBL E-test ve modifiye Hodge testi, bu amacla
kullanilan fenotipik yontemlerden bazilaridir
(20).

Tetik ve ark. (21) imipeneme direngli veya orta
duyarlt 61 A.baumannii susunda MBL iiretimini
dort fakli fenotipik yontemle arastirmis; kombine
disk testi, ¢ift disk sinerji testi, modifiye Hodge
testi ve MBL E-test ile MBL iiretimini sirasiyla;
%75, %84, %74 ve %80 oraninda tespit
etmislerdir. Cetin ve ark. (9) ise yine ayni sayida
sus ile yaptig1 ¢alismada A.baumannii icin MBL
iretimini ¢ift disk sinerji testi ile %84; kombine
disk yontemi ile %75; modifiye Hodge testi ile
%74, MBL E-test ile %80 bulmustur. Aktas ve
ark. (20) ise MBL iiretimini E-test yontemi ile
%80 olarak belirlemislerdir. Ulkemizdeki diger
caligmalara karsilastirildiginda modifiye Hodge
testiyle sonuglarimiz nispeten yiiksek bulunmus,
kombine disk testi verilerimiz ise uyumlu
gorilmiistiir.

MBL iiretimini saptamak i¢in CLSI standart bir
yontem Onermedigi i¢in uygulanan fenotipik
yontemlerden hangisinin daha iyi bir yOntem
oldugu konusunda tam bir fikir birligine
vartlamamistir. Ancak kombine disk testi ile elde
edilen wveriler tlkemizdeki diger c¢alismalarla
uyumlu bulunmus, modifiye Hodge testi
sonuglarimizin  ise  yiiksek oldugu tespit
edilmigtir.  Sonuglarin  ger¢gek MBL  enzim
iretimini yansitip yansitmadigi  dogrulamak

amaciyla molekiiler yontemlere bagvurmak uygun
bir yol olabilir.

A.baumannii son yillarda kullanilan birgok
antibiyotige karsi diren¢ gelistirmesi nedeni ile
ciddi tedavi sorunlarina neden olmaktadir (4).
Imipeneme direngli suslarda yaptigimiz ¢alismada
en etkili antibiyotikler sirasiyla tetrasiklin,
trimetoprim/sulfametoksazol ve levofloksasin
olarak bulunmustur. Imipenem direngli
A.baumannii suslar1 ile yapilan bu c¢alismada
diger antibiyotiklere kars1 saptanan direng
oranlar1 da beklenildigi gibi yiiksek olarak tespit
edilmistir.

Sonu¢ olarak; basta yogun bakim {initeleri
olmak {izere hastanelerde uygunsuz antibiyotik
kullanimi nozokomiyal enfeksiyonlarla birlikte
bakteriyel diren¢ sorununu ortaya g¢ikarmaktadir.
Nitekim bu nedenle {ilkemizdeki A.baumanni
izolatlar1 arasinda MBL  iretimi  giderek
artmaktadir. Diren¢ yayiliminin &nlenmesi ve
infeksiyonlarin basgarili sekilde tedavisi igin
uygun fenotipik yontemler kullanilarak bu
enzimin varligi arastirilmali, pozitif olgular akilct
antibiyotik tedavisi ile sagaltilmalidir.

Investigation of Metallo-Beta-Lactamase
Production in Nosocomial Acinetobacter
Baumannii Isolates With Phenotypic
Methods

Abtract

Objective: In this study, we aimed to determine the
frequency  of  metallo-beta-lactamase  (MBL)
producing  resistant  Acinetobacter  baumannii
(A.baumannii) strains in our region that have spread
quickly and caused a threat in our country as well as
all over the world in recent years.

Materials and Methods: 70 imipenem-resistant
strains of A.baumannii identified between January
2009 and August 2010 were tested for MBL
production with two different phenotypic methods;
combined disk test and modified Hodge. Antibiotic
susceptibility of A.baumannii strains were determined
with the BD Phoenix automated microbiology system
(Becton Dickinson, USA).

Results: Clinical specimens that A.baumannii strains
were isolated from included 38 tracheal aspirates, 17
blood, 13 wounds and 2 CSF specimens. Strains were
tested with combined disk synergy and the modified
Hodge methods for MBL production. While MBL
production was detected in 79% with only combined
disk test and in 97% with only modified Hodge test,
76% strains were found with both of the test methods.
Conclusion: MBL production of A.baumannii strains
were found to be remarkably high in our hospital,
however exact frequency of MBL production could
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only be determined with confirmation of these results
by molecular methods.

Key words: Acinetobacter baumannii, nosocomial
infections, metallo-beta-lactamase
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