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Klinik orneklerden izole edilen karbapeneme direncli Acinetobacter
baumannii suslarinda metallo-beta-laktamaz enzimi varhginin iki
farkl fenotipik yontemle arastiriimasi

Investigation of the presence of metallo-beta-lactamase enzyme in two different
phenotypic methods in carbapenem resistant Acineobacter baumannii strains
isolated from clinical specimens
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Amag: Acineobacter baumannii (A. baumannii) suslart
pekcok antibiyotik grubuna karsi direng gelistirebilen
nozokomiyal infeksiyon etkenleridit. A. baumannii
suslarinda karbapenem grubu anibiyotiklere karsi direng
mekanizmalarindan birisi de meallo-beta-laktamaz enzimi
uretimidir. Metallo-beta-laktamaz enzimleri (VIM, IMP
vb.) aztreonam disindaki tiim beta-laktamazlari inhibe
eden, ¢inko iyonuna gereksinim duyan enzimlerdir. Bu
¢aligmanin amaci, karbapeneme direngli 4. baumannni
suslarinda metallo-beta-laktamaz  varhiginin iki farkli
fenoipik yontemle arastirilmasidir.

Gere¢ ve Yontem: Calismaya gesitli klinik 6rnekleden
izole edilen karbapeneme direncli 82 A. baumannii
susu dahil edildi. Bakteri identifikasyonu konvansiyonel
yonemler ve BD Phoenix (Becton Dickinson, USA)
otomatize sistemi ile gerceklestirildi. Antibiyotik duyarlilik
testleri EUCAST onerileri dogrulusunda disk difiizyon
yontemiyle belirlendi. MBL varligi kombine disk yontemi
ve modifiye Hodge testi ile arastirild.

Bulgular: Karbepeneme direngli 82 A. baumannii
susunun 3’tinde (% 3,7), kombine disk yontemiyle MBL
enzimi saptanirken, Modifiye Hodge testi ¢alisilan 70 A.
baumannii susunun 27 (%39)’sinde MBL tiretimi saptandi.

Sonu¢: Hastanemizde karbapeneme direngli 4.baumannii
suslarinda kombine disk yontemiyle MBL enzimi pozitifligi
diisiik oranda saptanirken, modifiye Hodge testi ile yiiksek
oranda saptanmustir. Iki yontem arasinda korelasyon
saptanmamistir. Sonug olarak, MBL enzim varliginin
referans yontem olan molekiiler yontemlerle belirlenerek
iki fenotipik yontemden hangisinin daha uygun oldugunun
belirlenmesi uygun bir yaklasim olacaktir.
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ABSTRACT

Aim: Acinobacter baumannii strains are nosocomial
infections that can develop resistance to many antibiotic
strains. One of the mechanisms of resistance of the
carbapenem group to anobiotics in A.baumannii strains is
the production of meallo-beta-lactamase enzyme. Metallo-
beta-lactamase enzymes (VIM, IMP, etc.) are enzymes
that inhibit all beta- lactamases outside of aztreonam and
require zinc ions. The aim of this study is to investigate the
presence of metallo-beta-lactamase in carbapenem resistant
A. baumannii strains by two different phenotypic methods.

Material and Method: The study included 82 4. baumannii
strains isolated in various clinical specimens resistant
to carbapenem. Bacteria identification was performed
using conventional manners and an automated system
from BD Phoenix (Becton Dickinson, USA). Antibiotic
susceptibility tests were determined by disc diffusion
method in accordance with the EUCAST recommendation.
MBL presence was investigated by the combined disc
method and the modified Hodge test.

Results: MBL enzyme was detected by combined disc
method in 3 of carbobehim resistant 82 A.baumannii strains
(3.7%), whereas unde MBL production was detected in 27
of 70 A. baumannii strains tested (Modifiye Hodge test)

Conclusion: In our hospital, MBL enzyme positivity
was detected at low rate by combination disc method in
carbapenem resistant 4. baumannii strains, but it was
detected high with the modified Hodge test. No correlation
was found between the two methods. In conclusion, it
would be appropriate to identify the presence of MBL
enzyme by molecular methods which are the reference
methods and to determine which of the two phenotypic
methods is more appropriate.
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A. baumanni dogada ve hastane ortaminda yaygin
olarak bulunabilen, farkli mekanizmalarla ¢ogul an-

tibiyotik direnci gosterebilen nozokomiyal patojen-
lerdir (1).

Son yillarda karbapeneme direngli A. baumannii ve
P aeruginosa ineksiyonlari iilkemizde ve diinyada
onemli bir sorundur. Her iki bakteride de antibiyo-
tik direnci beta-laktamaz enzimleri, dis membran
proteinleri ve penisilin baglayan proteinlerdeki de-
gisiklikler, efliiks pompa sistemi ve porin kaybi vb.
mekanizmalarla geligebilir (2).

Metallo-beta-laktamaz (MBL) enzimleri Ambler
siniflamasinda B sinifinda yer alan, plazmid araci-
likl1 enzimler olup, baslica MBL enzimleri IMP ve
VIM’dir. Bu enzimler aztreonam digindaki tiim bea-
laktamazlar1 hidrolize eden ve ¢inko iyonuna ge-
reksinim duyan bir beta-laktamaz enzimidir. MBL
enzimleri, aktif bolgelerinde ¢inko iyonu bulunan
enzimlerdir ve klasik beta-laktamaz inhibitorlerin-
den etkilenmezken, etilen diamin tetra asetik asit
(EDTA) veya merkapto bilesikleri gibi bir metal
selatorii ile inaktive olurlar (3,4). Bu &zelliginden
faydalanilarak, Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), Enterobacteriaceae ailesi lyele-
ri i¢in fenotipik dogrulama yontemi olarak ertape-
nem veya meropenem diskinin kullanildigi modifiye
Hodge yontemi o6nerilmektedir, ancak; bu yontemin
nonfermentatif Gram negatif basillerdeki karbape-

nemaz iiretiminin saptanmasinda kullanilabilirligine
iligkin yeterli veri bulunmamaktadir. Mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda ¢ift disk sinerji testi, IPM-EDTA
kombine disk testi, MBL E-test ve modifiye Hodge
testi gibi fenotipik testler, nonfermentatif Gram ne-
gatif basillerde MBL saptanmasinda kullanilan bas-
lica fenotipik yontemlerdir (1,5-7).

Son yillarda, Modifiye Hodge testinin MBL enzim-
lerinin saptanmasinda yalanci pozitif sonug verdigi
bildirilmektedir (8).

Bu ¢alismada, hastanemizde yatan hastalarin ¢esitli
kiiltiir 6rneklerinden izole edilen 4. baumannii ve P.
aeruginosa suslainda MBL varliginin kombine disk
yontemi ve Modifiye Hodge testi olmak lizere iki
farkli yontemle saptanmast idi.

GEREC VE YONTEM

Calismaya Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesin-
de yatan hastalarin ¢esili klinik 6rneklerinden izo-
le edilen karbapeneme direngli 4. baumannii sugu
dahil edildi. Suslain klinik 6rneklere gore dagilim-
lar1 Tablo 1’de gosterildi. Bakteri tanimlanmasi
konvansiyonel yontemler ve BD Phoenix (Becton
Dickinson, USA) kullanilarak yapildi. Bakterilerin
antibiyotik duyarliliklar1 disk difiizyon yontemi ile
EUCAST onerileri dogrultusunda belirlendi. Karba-
peneme direncli A. baumanni ve P. aeruginosa sus-
larinda MBL enzimi varligi kombine disk yontemi
ve modifiye Hodge testi ile belirlendi (9).

Resim 1. Kombine disk yontemiyle ( sol taraf ) ve modifiye Hodge testiyle (sag taraf) MBL pozitif olarak saptanan A. bau-

mannii suslar
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Klinik orneklerden izole edilen karbapeneme direncli Acinetobacter baumannii
suslarinda metallo-beta-laktamaz enzimi varliginin iki farkl fenotipik yontemle arastiriimasi

Kombine disk yontemi: Bu amagla imipenem dis-
ki (Bioanalyse, Tiirkiye) ve imipenem+EDTA dis-
ki (Bioanalyse, Tiirkiye) kullanildi. Mc Farland
0,5 olarak ayarlanan bakteri siispansiyonu Muel-
ler-Hinton agar besiyerine ekildi. Etiivde 37°C’de
24 saat slireyle inkiibe edildi. Besiyerine imipenem
ve imipenem+EDTA diskleri arasindaki mesafe 25
mm olacak sekilde diskler yerlestirildi. Imipenem
+EDTA da zon ¢apinin imipeneme gore 5 mm ve
tizerinde olmast MBL enzimi pozitifligi olarak de-
gerlendirildi.

Modifiye Hodge testi: Mac Farland 0,5 bulanikligin-
da ayarlanan bakteri siispansiyonu Mueller-Hinton
agar besiyerine yayildi. Besiyerinin tam ortasina er-
tapemenem diski yerlestirildi. Diskin oldugu yerden
art1 igareti seklinde besiyeri ¢izildi. Etiivde 37°C’de
24 saat siireyle inkiibe edildi. Besiyerinde yonca
goriintiisii olusmas1 Modifiye Hodge testi pozitifligi
olarak degerlendirildi.

BULGULAR

Caligmaya dahil edilen karbepeneme direngli 82
A. baumannii susunun 3’tnde (% 3,7), kombine
disk yontemiyle MBL enzimi saptanirken, Modifi-
ye Hodge testi ¢alisilan 70 4. baumannii susunun
27’sinde (%39)unda MBL {iretimi saptanmuisir.

Kombine disk yontemi ve modifiye Hodge testiyle
MBL pozitif olarak saptanan A. baumanii suslari
Resim 1’de gosterilmistir.

TARTISMA

A. baumannii suglar1 6zellikle yogun bakim {inite-
lerinde basta karbapenemler olmak iizere ¢oklu ilag
direnci gosteren, salginlara neden olabilen 6nemli
bir nozokomiyal infeksiyon etkenidir (1,4).

A. baumannii tiirlerinde karbapenem direncinin en
sik goriilen mekanizmasi kromozom veya plazmid
kaynakli beta-laktamaz enzimlerinin {retimidir.
A. baumannii suslarinda OXA tipi karbapenemaz-
lar daha sik goriilmekle birlikte MBL enzimleri de
bildirilmektedir. MBL enzimlerinin karbapenemaz
aktivitesi yliksektir. MBL enzimleri Ambler sinif B
ve Bush grup 3’te yer alir. Metalo-beta-laktamazlar,
genel olarak Paeruginosa suslarinda saptanmak-
la birlikte, Acinetobacter spp., Stenotrophomonas
maltophilia, Bacteroides fragilis, Serratia spp.,
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Cit-
robacter freundii gibi Gram negatif bakterilerden de
izole edilmektedir. MBL enzimleri, karbapenemleri
hidrolizleyen IMP ve VIM serisinden enzimler ile
SPM, GIM ve SIM enzimlerini igermekte olup azt-
reonam digindaki tiim beta-laktam antibiyotikleri

hidrolize etmeleri bu suslarin tespit edilmesinin 6ne-
mini artirmaktadir (1,10).

Son yillarda MBL enzimlerinin neden oldugu karba-
penem direnci tiim diinyada ve iilkemizde 6nemli bir
sorundur (1,4,5,9,11).

Tirkdagr ve ark. (11) karbapeneme direngli 202
A.baumannii susunun 139’unda(%69) kombine disk
yontemiyle metallo-beta-laktamaz enzimi {iretimi
saptamiglardir. Polimeraz zincir reaksiyonu ile 139
susun hicbirinde bla IMP ve bla VIM genleri tespit
edilmemisir.

Anwar ve ark. (12) Pakistan’dayaptiklar1 calis-
mada 112 A. baumannii susunun 66’sinda (%59)
disk difiizyon yontemiyle hem imipenem hem de
meropeneme direng saptamislardir. Bu suslarin 55
(%83)’inin modifiye Hodge testiyle karbapenemaz
urettigi, kombine disk ve ¢ift disk sinerji yontem-
leriyle ise 66 izolatin 49’unun (%74) metallobeta-
laktamaz iirettigi saptanmigtir. Caligmada testlerin
birbiriyle uyumlu oldugu bildirilmistir.

Sonug olarak; sundugumuz ¢aligmada kombine disk
yontemiyle modifiye Hodge yontemi arasinda uyum
olmadig1 saptanmistir. Benzer sekilde her iki yon-
tem arasinda uyumsuzluk oldugunu, kombine disk
yonteminin daha duyarl bir yontem oldugunu bildi-
ren ¢aligmalar mevcuttur.

Acinetobacter tiirlerinde fenotipik olarak MBL tes-
piti i¢in imipenem ve imipenem+EDTA kombine
disk diflizyon yontemi duyarl ve pratik bir yon-
temdir ( 9). Baz1 ¢alismalarda MBL saptanmasinda
fenotipik yontemler ile molekiiler yontemler arasin-
da uyumsuzluk da bildirilmistir. Eser ve ark. (13)
yaptiklar1 bir ¢aligmada imipenem-EDTA kombine
disk difiizyon yontemi ile Acinetobacter izolatlari-
nin % 51,6’sinda MBL fenotipi saptamislar, ancak
izolatlarda blaIMP-1 ve blaVIM-2 genleri negatif
bildirmislerdir.

Aksoy ve ark. (14) 52 imipeneme direngli 4. bau-
mannii susunda MBL varligin1 kombine disk, c¢ift
disk sinerji, MBL E-test yontemi, modifiye Hod-
ge testi ve multipleks polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) yontemiyle arastirmiglardir. Calismada modi-
fiye Hodge testiyle 50 susta (%96) MBL pozitifligi,
EDTA’l1 kombine disk yontemiyle ve ¢ift disk sinerji
yontemleriyle %21 oraninda pozitiflik saptanirken,
genotipik yontemle miiltipleks PZR ile suslarin hig-
birinde MBL geni saptanmamuistir. Calismada feno-
tipik olarak saptanan MBL pozitifliginin molekiiler
yontemlerle de dogrulanmasi gerektigi, bu amagla
multipleks PZR y6nteminin uygun bir yontem oldu-
gu bildirilmistir.

Sundugumuz ¢aligmada karbepeneme direngli 82
A. baumannii susunun 3’lUnde (%3,7), kombine
disk yontemiyle MBL enzimi saptanirken, modifi-
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ye Hodge testi calisilan 70 A. baumannii susunun
27 (%39)’sinde MBL iiretimi saptanmisir. Modifiye
Hodge yontemiyle daha fazla oranda (yaklasik 10
kat) MBL pozitifligi saptanmustir.

Caligmamizin siirlandirict yonii suslarda molekii-
ler testlerle MBL enzimleri (VIM, IMP, SPM vb.)
genlerinin arastirilamamasi idi.

Hastanemizde karbapeneme direngli A. baumannii
suslarinda kombine disk yontemiyle MBL enzimi
pozitifligi diisiik oranda saptanirken, modifiye Hod-
ge testi ile yiiksek oranda saptanmustir. Tki yontem
arasinda korelasyon saptanmadi.

Sonug olarak; MBL enzim varliginin referans yon-
tem olan molekiiler yontemlerle belirlenerek iki fe-
notipik yontemden hangisinin daha uygun oldugu-
nun belirlenmesi uygun bir yaklagim olacaktr.
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