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Klinik Orneklerden Izole Edilen Acinetobacter Kokenlerinde
Antibiyotik Direnci ve IMP-1, IMP-2, VIM-1, VIM-2 Tipi
Metallo-p-Laktamazlarin Aragtirilmasi

Antibiotic Resistance and Investigation of IMP-1, IMP-2, VIM-1 and VIM-2
Metallo-3-Lactamases in Acinetobacter Strains Isolated From Clinical Samples

Merve Ocak, Burgin Ozer, Melek inci, Nizami Duran

Mustafa Kemal Universitesi, Tayfur Ata Sokmen Tip Fakiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Hatay, Tlrkiye

Ozet

Amacg: Bu calismada klinik 6rneklerden izole edilen Acinetobac-
ter kokenlerinde metallo-p-laktamaz (MBL) uretimi ve bla
bla,. . bla,, , ve bla,, , genlerinin aragtiriimasi amaglandi.
Yontemler: Mart 2009-Haziran 2012 tarihleri arasinda mikrobi-
yoloji laboratuvarina gonderilen klinik 6rneklerden izole edilen
150 Acinetobacter kokeni calismaya dahil edildi. Kokenlerin
antimikrobiyal duyarliliklari otomatize sistemle, MBL Uretimi E
test® ile arastinldi. bla,,, ,, bla,,, bla,,, ve bla,,, genlerinin
saptanmasi i¢in polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi kul-
lanildi.

Bulgular: Kokenlerin %94°U Acinetobacter baumannii, %6’si
A. Iwoffii olarak idantifiye edildi. Kékenlerin en duyarli oldugu
antibiyotikler sirasiyla gentamisin (%41.3), amikasin (%36.7), imi-
penem (%25.3) olarak saptandi. Seftriakson (%92), levofloksasin
(%84.7), seftazidim (%84), piperasilin-tazobaktam (%84) ise en
direncli olduklar antibiyotiklerdi. Kdkenlerin 67 (%44.7)'si Etest®
ile MBL-pozitif olarak bulundu. MBL-pozitif bulunan kdkenlerin
imipeneme, meropeneme, seftazidime, seftriaksona, gentamisi-
ne, piperasilin-tazobaktama daha direncli oldugu saptandi. Hicbir
kokende bla,,, ., bla,,.,. bla,, , ve bla,, , geni saptanmadi.
Sonuglar: Calismamizda Acinetobacter kokenlerinin %44.7'sinde
MBL Uretimi saptanmis olup higbirinde bla bla bla,,, . ve

IMP-17 IMP-27 VIM-1
bla,

., 9€NI tespit edilmemistir. Klimik Dergisi 2015; 28(1): 23-7.

Anahtar Sézcukler: Acinetobacter, IMP-1, IMP-2, VIM-1, VIM-2,
metallo-p-laktamaz, antibiyotik direnci.
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Abstract

Objective: It was aimed to investigate the presence of metallo-f3-
lactamase (MBL) production and bla,,, ., bla,,, ,, bla,, ,and bla,, ,
genes in Acinetobacter strains isolated from clinical samples.
Methods: 150 Acinetobacter strains isolated from clinical sam-
ples which were sent to microbiology laboratory from March
2009 to June 2012 were included in the study. The antimicrobial
susceptibilities of the strains were determined using automated
system, and production of metallo-p-lactamase was investigated
via Etest®. Polymerase chain reaction (PCR) method was used for
determining the bla,,, ,, bla,,.,, bla,,, and bla,, , genes.
Results: 94% of strains were Acinetobacter baumannii and,
6% of strains were A. Iwoffii. The strains were mostly sus-
ceptible to gentamicin (41.3%), amikacin (36.7%), and imipe-
nem (25.3%), while they were resistant to ceftriaxone (92%),
levofloxacin (84.7%), ceftazidime (84%), and piperacillin-
tazobactam (84%). Sixty seven (44.7%) of the strains were
MBL-positive via Etest®, and these strains were detected
more resistant to imipenem, meropenem, ceftazidime, and
ceftriaxone. No bla bla bla,,, , and bla,, , genes were
detected.

Conclusions: While MBL production was detected in 44.7% of
Acinetobacter strains, bla,,, ,, bla,., bla,,,and bla,, , genes

were not determined. Klimik Dergisi 2015; 28(1): 23-7.

Key Words: Acinetobacter, IMP-1, IMP-2, VIM-1, VIM-2, metallo-
f-lactamase, microbial drug resistance.
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Giris

Ciddi seyirli bakteriyel infeksiyonlarin tedavisinde
1980°'lerden bu yana kullanilan ve son secenek olarak
buyuk deger tasiyan karbapenem grubu antibiyotiklere
kargl Acinetobacter'lerde direncin yayillmaya basladigi

gorulmektedir (1). Karbapenemlere direncli olan Aci-
netobacter kokenlerinin diger antimikrobiyallere kargi
da oldukga direncli oldugu go6zlenmistir. Karbapenem
direnci, bakteri dis membran proteinlerinde degisiklik
sonucu karbapeneme gecirgenligin azalmasi, karbape-
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nemin disari pompalanmasi, AmpC tipindeki f-laktamazlarin
asin uretimiyle karbapenemin dolayli yoldan inaktivasyonu
ve karbapenem hidrolizleyen enzimlerle dogrudan inaktivas-
yonu seklinde olabilir (2) Metallo-p-laktamaz (MBL) enzimleri
kromozomal olarak kodlanir ya da genlerle tasinarak gecer.
Glinimuze kadar bes tip kazaniimigs MBL tanimlanmistir: IMP
VIM, SIM, SPM ve GIM. Bunlardan ilk ti¢ tanesi Acinetobacter
baumannii'de tanimlanmistir (2).

Bu calismada, Mustafa Kemal Universitesi Saglik Uygu-
lama ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari'na
gonderilen klinik drneklerden izole edilen Acinetobacter ko-
kenlerinde MBL varliginin fenotipik ve genotipik olarak aras-
tinlmasi amaclanmistir.

Yontemler

Bakteri Kékenleri

Mart 2009-Haziran 2012 tarihleri arasinda mikrobiyoloji
laboratuvarina génderilen klinik 6rneklerden izole edilen 150
Acinetobacter kdkeni ¢alismaya dahil edildi. Kontrol suslari
olarak Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve A. bauman-
nii ATCC 19606 kullanildi. PCR yéntemi icin daha 6nce basgka
bir calismada kullanilan bla,., ve bla,,, genlerini tagiyan
P aeruginosa kokenleri kullanildi (3).

Bakterilerin Tanimlanmasi ve Antimikrobiyal

Duyarhiliklarinin Belirlenmesi

Kokenlerin tanimlanmasi ve antimikrobiyal duyarliliklari
VITEK® 2 (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Fransa) otomatize sis-
temiyle yapildi.

MBL Varliginin Etest® ile Saptanmasi

Acinetobacter kokenlerinde MBL varligi, imipenem
(4-256 pg/ml) ve EDTA'yla birlikte imipenem (1-64 pg/ml) ice-
ren Etest® (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Fransa) seritleri kulla-
nilarak arastirildi.

PCR Yontemiyle MBL Genlerinin Varliginin Arastirilmasi

DNA [zolasyonu: Bakterilerin DNA izolasyonu, ticari kit
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Almanya) kullanilarak
Ureticisinin 6nerilerine uygun olarak yapildi.

bla,, ve bla ,, Tipi Genlerin Amplifiye Edilmesi. bla,,. , ve
bla,,. , genlerinin amplifikasyonu Shibata ve arkadaglar (4)'nin;
bla,,, , ve bla,,, , genlerinin amplifikasyonlari ise sirasiyla Tsakris
ve arkadaslar (5) ile Poirel ve arkadaglari (6)'nin belirttigi primer-
ler kullanilarak tamimladiklari PCR yontemiyle yapildi (Tablo 1).

Amplifiye Edilen Gen Uriiniiniin Gésterilmesi: Amplifi-
ye edilen PCR Urinleri, DNA marker (50-1000 bg) (Fermen-
tas, Waltham, MA, ABD) ile birlikte, elektroforez tankinda
%2'lik agaroz jele ylklendi. Dolphin-View (Wealtec, Sparks,
NV, ABD) goriintileme cihazinda incelendi. bla,,, , (Resim 1),
bla,,,,(Resim 2), bla,,, , (Resim 3) ve bla,,, ,(Resim 4) genleri
icin sirasiyla 587, 678, 261 ve 801 b¢’lik gen Urlinlerinin varhgi
yonunden degerlendirildi.

Bulgular
Calismaya dahil edilen Acinetobacter kokenlerinin izole
edildigi ornekler siklikla Dahili Yogun Bakim (%32.7), Cerrahi

Tablo 1. PCR Yonteminde Kullanilan Primer Dizileri

Uriin

Gen Primer (5'—3) (be)

bla,., F1(5-ACC GCA GCA GAG TCT TTG CC-3') 587
R1 (5"-ACA ACC AGT TTT GCC TTA CC-3')

bla,,, F2(5-GTTTTATGT GTATGCTTCC-3) 678
R2 (5'-AGC CTG TTC CCA TGT AC-3')

bla,,.  F3(5-AGT GGT GAG TAT CCG ACA G-3') 261
R3 (5-ATG AAA GTG CGT GGA GAC-3')

bla,,, F4(5'-ATGTTC AAACTT TTG AGT AAG-3') 801
R4 (5’-CTA CTC AAC GAC TGA GCG-3')

be: Baz cifti.

IMP-1
Pozitif Kontrol

DNA Marker
IMP-1

Negatif

IMP-1
Negatif

——FE
e 100 b¢
b 50 bg

Resim 1. bla,,, , geninin PCR y6ntemiyle incelenmesi.

Yogun Bakim (%22), Ortopedi ve Travmatoloji (%10), Dahiliye
(%6.7) ve Beyin Cerrahisi (%6) Servislerinden génderilmisti.

Kokenlerin 51 (%34)’inin balgam, 23 (%15.3)'lnlin yara,
22 (%14.7)'sinin trakeal aspirat, 20 (%13.3)’sinin idrar, 19
(%12.7)'unun kan, 11 (%7.3)'inin apse, 2 (%1.3)’sinin plevra
sivisi ve 2 (%1.3)’sinin beyin-omurilik sivisi (BOS) 6rneklerin-
den izole edildigi saptandi.

Calismaya dahil edilen Acinetobacter kokenlerinin 141
(%94)'i A. baumannii, 9 (%6)'u A. Iwoffii olarak idantifiye
edildi. Kékenlerin en duyarli olduklari antibiyotikler gentami-
sin (%41.3), amikasin (%36.7), imipenem (%25.3), trimetop-
rim-siilfametoksazol (%23.3), meropenem (%21.3), sefepim
(%16.7), piperasilin-tazobaktam (%16), seftazidim (%16), levof-
loksasin (%15.3) ve seftriakson (%8) olarak belirlendi (Sekil 1).

Calismaya dahil edilen 150 Acinetobacter kokeninin,
Etest® yontemiyle 67 (%44.7)'si MBL-pozitif, 83 (%55.3)'l
MBL-negatif olarak tespit edildi. A. baumannii kokenlerinin 64
(%45.4)'linde, A. Iwoffiikdkenlerinin ise 3 (%33.3)'linde MBL ire-
timi saptandi. Kdkenlerin tur dagihmi Tablo 2'de gosterilmistir.

MBL pozitifligi en fazla Dahili Yogun Bakim (%63.2) ve
Cerrahi Yogun Bakim (%48.5) Servislerinden génderilen o6r-
neklerden izole edilen kékenlerde tespit edildi. MBL pozitifligi
kan (%63.2), balgam (%56.9), idrar (%40), apse (%36.4), trake-
al aspirat (%31.8) ve yara (%26.1) orneklerinden izole edilen
kokenlerde daha fazla saptandi.
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DNA Marker

IMP-2
MNegatif

Resim 2. bla,,., geninin PCR y6ntemiyle incelenmesi.

VIM-1
Negatif

DNA Marker ViMm-1

Negatif

Resim 3. bla,, , geninin PCR yéntemiyle incelenmesi.

VIM-2 DNA Marker

Pozitif Kentral
801 be

Resim 4. bla,, , geninin PCR yontemiyle incelenmesi.

MBL-pozitif bulunan 67 kokenin 64 (%95.5)'U pipera-
silin-tazobaktama, 64 (%95.5)'lU seftriaksona, 63 (%94)'l
meropeneme, 63 (%94)'G seftazidime, 62 (%92.5)'si sefe-
pime, 60 (%89.5)'1 imipeneme, 58 (%86.5)'i levofloksasine,
56 (%83.5)'s1 trimetoprim-siilfametoksazole, 40 (%59.7)"1
gentamisine ve 34 (%50.7)'li amikasine direncli bulundu.
MBL-pozitif olan kokenler imipenem (p<0.001), merope-
nem (p<0.001), seftazidim (p=0.001), gentamisin (p=0.005)
ve piperasilin-tazobaktama (p=0.001) daha direncli bulundu.
Ayrica MBL-negatif olan kdkenler levofloksasin (p=0.000) ve
sefepime (p=0.007) daha duyarh bulundu. Kékenlerde PCR
yéntemiyle aragtirilan bla,,, ., bla bla,,, , ve bla,,, , gen-
lerinin hi¢cbiri saptanamadi.

IMP-2/ VIM-1

M Direngli
M Duyarli

CRO LEV CAzZ PTZ

FEP MEM SXT IPM AK GN

Sekil 1. Kokenlerin antibiyotiklere direng ve duyarllik oranlari.

CRO: Seftriakson, LEV: Levofloksasin, CAZ: Seftazidim, PTZ: Piperasilin/tazo-
baktam, FEP: Sefepim, MEM: Meropenem, SXT: Trimetoprim/siilfametoksazol,
IMP: Imipenem, AK: Amikasin, GN: Gentamisin.

Tablo 2. Calismaya Dahil Edilen Acinetobacter Kokenlerinin
Tir Dagihmi

Metallo-f-Laktamaz

Negatif Pozitif
Tar Sayi (%) Sayi (%)
A. baumannii (n=141) 77 (54.6) 64 (45.4)
A. lwoffii (n=9) 6 (66.7) 3 (33.3)
Toplam 83 (55.3) 67 (44.7)
irdeleme

A. baumannii‘ye kars aktivitesi olan antimikrobiyal ajanlar
genis spektrumlu penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar,
aminoglikozidler, florokinolonlar, karbapenemler, polimiksinler,
sulbaktamlar ve dlisilsiklinlerdir (1).

Klinik olarak faydali biitin aminoglikozidlere karsi di-
reng oranlari Acinetobacter’ lerde diger patojen bakterilerden
daha fazladir ve aminoglikozid modifiye edici enzimlerin lire-
timine baglhidir. Amikasin ve tobramisin birgcok A. baumannii
izolatina karsi aktif kalan iki ajandir. Aminoglikozidler siklikla
tek basina kullanilmaz, genellikle kombinasyon tedavisinde
kullanilir. Ulkemizin farkli hastanelerinde yapilan calismalar-
da A. baumannii izolatlarinda aminoglikozidlere karsi degisik
diren¢ oranlan bildirilmistir. Ulkemizde Acinetobacterlerde
gentamisine direng oraninin %22.2-83, amikasine direng ora-
ninin ise %11.1-76 arasinda degistigi tespit edilmistir (7-9).
Kambogya, iran ve Polonya gibi (ilkelerde gentamisine direng
orani %50-100, amikasine diren¢ orani ise %35-84 arasinda
degismektedir (10-12). Bizim ¢alismamizda kdkenlerin en du-
yarli oldugu antibiyotikler, gentamisin ve amikasin olmasina
ragmen, gentamisin ve amikasine direncin yine de ylksek ve
sirasiyla % 58.7 ve % 63.3 oldugu bulunmustur.

Kinolonlar A. baumannii'ye karsi 1990’a kadar iyi aktivi-
te gosteren ajanlardi (1). Fakat klinik izolatlarda bu antibiyo-
tiklere karsi hizla direng gelismistir. Siprofloksasin gibi eski
ajanlarla karsilastirildiginda moksifloksasin gibi daha yeni
florokinolonlar A. baumannii'ye kargi in vitro daha aktiftir (1).
Ulkemizde yapilan calismalarda, Acinetobacter kokenlerinde
siprofloksasine direng oranlar %55-83 arasinda bulunmustur
(7,13). Kambogya ve Polonya'da yapilan galigmalarda Acine-
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tobacter kokenlerindeki siprofloksasine direng oranlari %45-
100 arasinda bildirilmistir (10,12). Yine iran ve Polonya'da ya-
pilan calismalarda levofloksasine direng orani %91-61.5 ola-
rak bildirilmistir (11,12). Bizim ¢alismamizda levofloksasin,
kokenlerin ikinci sirada en direncli oldugu antibiyotik olarak
tespit edilmis olup direng orani %84.7 olarak bulunmustur.

B-laktam antibiyotikler Acinetobacter tiirlerinin neden
oldugu infeksiyonlarin tedavisinde siklikla kullanilmalarina
ragmen bu antibiyotiklere karsi hizla diren¢g gelismektedir
(14). Ozellikle MBL iireten kokenler, aztreonam digindaki tim
B-laktam antibiyotikleri hidroliz edebilme yetenegdindedir (14).
Ulkemizde yapilan calismalar incelendiginde, piperasilin-ta-
zobaktama direnc¢ oranlarinin %66.4-93.4, seftazidime direng
oranlarinin %65-86, meropeneme direng oranlarinin %26-68.4,
imipeneme direng oranlarinin %23-71 arasinda degistigi go-
riilmektedir (7-9). Kambogya, iran, Polonya ve Giiney Kore'de
yapilan calismalarda, piperasilin-tazobaktama diren¢ oranlari
%31.1-95, meropeneme direng oranlari %50-94.9, imipeneme
direng oranlari %5-100 arasinda degigsmektedir (10-12,15).

Ulkemizde Acinetobacter suslarinda Etest® seritleriyle
MBL arastirilmis calismalarda MBL orani %21-80 arasinda bil-
dirilmistir (16-18). Diger llkelerde ise Hindistan'da Gupta ve ar-
kadaslari (19), Acinetobacter suslarinda MBL Gretimini %41.3;
ispanya'da Villalén ve arkadaslar (20) %67.8 bulurken, iran'da
Safari ve arkadaslari (11) bu orani %99 olarak bulmustur. Bizim
calismamizda Acinetobacter kokenlerinin %44.7'sinde MBL
Gretiminin oldugu saptanmistir. Calismalardaki MBL oranlari
arasindaki farklihk, farkli yontemlerin kullanilmasi, sadece kar-
bapeneme direngli kdkenlerin galigsiimasi ve oranin hastane-
den hastaneye degisebilmesiyle aciklanabilir.

MBL-pozitif suslar genellikle p-laktamlara, aminoglikozid-
lere ve florokinolonlara direnglidir (1). Altoparlak ve arkadas-
lari (9) da calismalarinda MBL-pozitif olan suslarin imipenem,
meropenem, seftazidim, piperasilin-tazobaktam, sefoperazon-
sulbaktam, ofloksasin, siprofloksasin ve gentamisine direngli
oldugunu saptamistir. Gliney Kore'de ise Oh ve arkadaslari (15)
MBL-pozitif bulduklan P aeruginosa izolatlarinin %46.7'sinin
imipenem ve seftazidime direng gosterdigini tespit etmislerdir.
Ayrica VIM-2 Ureten 29 P aeruginosa izolatinin 9'u aztreonama
duyarhyken, bunlardan 2'sinin ayni zamanda amikasine de du-
yarli olduklar tespit edilmistir. IMP-1 Ureten iki P aeruginosa
izolatindan biri gentamisin, amikasin, siprofloksasine, digeri
siprofloksasin ve aztreonama duyarli bulunmustur. VIM-2 (re-
ten dort A. baumannii izolatinin 2’si imipenem, 1'i siprofloksa-
sin ve sefoperazon-sulbaktama duyarliyken hicbiri aztreonama
karsi duyarllik gostermemistir.

MBL'nin karbapenem hidrolize etme aktivitesi ¢cok glg-
lidir. ik kez saptanan MBL, Giiney Kore'de P aeruginosa'da
1995 yilinda saptanan VIM-2'dir ve sonra 1998'de VIM-2 ve
IMP-1 Acinetobacter tlrlerinde saptanmistir (21,22). Acine-
tobacter spp."de MBL’lerin sadece IMRE VIM ve SIM tipleri
bulunmustur (21). 2003-2004'teki bir calismada imipeneme
direncli 545 Acinetobacter spp. izolatinin 135'inde MBL bu-
lunmustur. IMP-1, VIM-2 ve SIM-1'in orani sirasiyla %61,
%33 ve %6'dir (23).

Ulkemizde Acinetobacter'lerde yapilan bircok calismada
fenotipik olarak MBL (iretimi degisik oranlarda bulunmasina
ragmen bla,,,, ... genleri tespit edilememistir (3,18,24-26). Sa-

riglizel ve arkadaslarn (26) diger calismalardan farkh olarak
kokenlerin %40'inda bla,,, ,ve bla,,, ,tespit etmiglerdir. Calig-
mamizda fenotipik olarak MBL Uretiminin oldugu belirlenen
Acinetobacter kdkenlerinin higbirinde bla,,. ., bla,,.,. bla,, .,
ve bla,, ,genleri saptanamamistir. Bu ¢caligmada MBL Ureti-
mini saglayan genlerden sadece dort tanesinin varligi arasti-
rilmis olup diger genler arastiriimamistir.

Latin Amerika'da Sader ve arkadaslari (27)'nin ¢caligmasin-
da, MBL lretimi pozitif olan 33 Acinetobacterizolatinin sadece
yedisinde bla,,, , tespit edilmisgtir. Mezzatesta ve arkadaslar
(28)'nin calismasinda ise 107 Acinetobacter izolatinda %50
oraninda karbapenem direnci saptanirken, izolatlarin higbiri-
sinde bla,,, ve bla,,, bulunamamigtir. Amudhan ve arkadaglari
(29), cahistiklari imipeneme ve meropeneme direngli 116 A. ba-
umanniiizolatinin 54’tiinde PCR ydntemiyle MBL iretimi oldu-
gunu saptamig; bunlarin 53'inde sadece bla,,,, birinde hem
bla,,. hem de bla,, genini bulmustur. Karthika ve arkadasglar
(30)'nin galigmasinda cift disk sinerji yontemiyle MBL Uretimi
%70.9 olarak saptanmig olup bla,,, , geni sadece 23 (%42) izo-
latta goérilmdas, bla,,,, ise higbir izolatta tespit edilememistir.
Oh ve arkadaslarn (15), PCR yontemiyle inceledikleri 130 (99 P
aeruginosa, 31 A. baumannii) izolattan higbirinde bla,,, , geni
bulamazken, 33 (29'u P aeruginosa, 4G A. baumannii)'inin
bla,,,, geni, 2'sinin (P aeruginosa) bla,, geni tasidigini
saptamistir. Ayrica imipeneme ve seftazidime direngli 60 P
aeruginosa’'nin %46.7’sinin, 6 A. baumanniinin %33.3'Unln
bla,,, , tasidigini, imipeneme duyarli ama seftazidime direncli
bulunan 22 A. baunannii izolatinin %9.1'inin bla,,, , tagidigini
tespit etmisglerdir (15). Villalon ve arkadaslan (20) ise calisma-
larinda MBL kodlayan bir gen tespit edememiglerdir.

Tim diinyada oldugu gibi tGlkemizde de ¢ogul ilag direng-
li suslarin izole edilmeye baslamasi ve direncin giderek art-
masi, A. baumannii infeksiyonlarinda tedavi segeneklerini gi-
derek azaltmaktadir. MBL ureten mikroorganizmalar nedeniy-
le ciddi infeksiyonlari olan hastalar bu mikroorganizmalara
tamamen direncli antibiyotiklerle tedavi edildiklerinde zayif
bir sonug alindigi bilinmektedir (31) Ote yandan hastanelerde
MBL-pozitif izolatlarin varligi sadece terap6tik bir sorun de-

gildir, infeksiyon kontrol ¢alismalari icin de dnemlidir.
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