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PSEUDOMONAS AERUGINOSA VE ACINETOBACTER BAUMANNII
SUSLARINDA GENISLEMiS SPEKTRUMLU BETA-LAKTAMAZ
VARLIGININ SAPTANMASINDA FARKLI FENOTIPIiK
YONTEMLERIN KARSILASTIRILMASI

COMPARISON OF DIFFERENT PHENOTYPIC METHODS DETECTING
EXTENDED SPECTRUM BETA-LACTAMASES IN PSEUDOMONAS
AERUGINOSA AND ACINETOBACTER BAUMANNII STRAINS
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OZET: Hastane enfeksiyonu etkeni bakteriler icinde énemli bir yer tutan
Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter baumannii suslarinda geniglemis
spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) varligini saptayan yéntemler henuz standardize
edilmemistir. Bu calismada, farkli klinik érneklerden izole edilen seftazidim
veya sefotaksim MIK degeri >1 ug/ml Gzerinde olan 38 P. aeruginosa ve
45 A. baumannii izolatinda GSBL varliginin saptanmasi amaciyla, Epsilomer
test (E-test), kombine disk (KD) ve cift disk sinerji (CDS) ydntemlerinin
karsilastinimasi planlanmigtir. CDS yénteminin duyarliigini artirmak amaciyla
indikatdr antibiyotikler icerisine sefepim dahil edilmis, klavulanik asit iceren disk
ile indikatdr antibiyotikler arasindaki mesafe kisaltilarak degerlendirme yapilmistir.
P.aeruginosa suslarinin %78.9'u seftazidim/seftazidim+klavulanik asit, %21.1’i
sefotaksim/sefotaksim+klavulanik asit oranina gére E-test yontemiyle GSBL
pozitif olarak degerlendirilmigtir. Bu izolatlarin %31.5’'inde CDS y&ntemiyle,
%84.2’sinde KD ydntemiyle GSBL enziminin varligi tespit edilmistir. A.baumannii
suslarinin ise %93.3’U seftazidim/seftazidim+klavulanik asit, %6.6’sI sefotaksim/
sefotaksim+klavulanik asit oranina gére E-test yontemiyle GSBL pozitif olarak
degerlendirilmigtir. Bu izolatlarin da %20’sinde CDS ydntemiyle, %53.3’lnde
KD yoéntemiyle GSBL enziminin varligi belirlenmigtir. Gerek E-test gerekse
KD yo6ntemlerinde seftazidimle birlikte sefotaksimin de indikatdr antibiyotik
olarak kullanilmasinin testin duyarlii@ini artirdigr gézlenmistir. CDS ydnteminde
sefepim kullaniimasi ve diskler arasi mesafenin kisaltiimasi pozitiflik oranini
artirmig, ancak E-test yontemine kiyasla enzim saptanmasinda yetersiz kalmistir.
P.aeruginosa suslarinin %28.9’u, A.baumannii suslarinin ise %13.3’0 GSBL
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sentezlemesine ragmen in vitro olarak seftazidime duyarl bulunmustur. Sonug
olarak, P.aeruginosa ve A.baumannii suslarinda GSBL varliginin saptanmasi igin
E-test ydnteminin en duyarl fenotipik yontem oldugu gézlenmistir.

Anahtar sézclikler: Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii,
geniglemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL), E-test, kombine disk, ¢ift disk sinerji.

ABSTRACT: Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter baumannii which
are of great concern as the frequent causative agents of nosocomial infections,
frequently exhibit resistance to beta-lactam antibiotics. One of the most common
causes of this resistance is the presence of extended spectrum beta-lactamases
(ESBL). There is still no standardized method for the detection of ESBLs in
P.aeruginosa and A.baumannii strains. The aim of this study was to compare the
results of Epsilomer test (E-test), combined disk (CD) and double disk synergy
(DDS) methods for the detection of ESBL in a total of 38 P.aeruginosa and
45 A.baumannii strains with ceftazidim or cefotaxime MIC >1 ug/ml, isolated
from different clinical samples. Cefepime was included in the group of indicator
antibiotics and the distance between clavulanic acid containing disk and indicator
antibiotic disks was reduced to increase the sensitivity of DDS test. Of the
P.aeruginosa strains, 78.9% was detected as ESBL producers by ceftazidime/
ceftazidime-clavulanic acid and 21.1% detected by cefotaxime/cefotaxime-
clavulanic acid ratio. Among this group of strains, 31.5% was positive by DDS
test and 84.2% was positive by CD method. Of the A.baumannii strains, 93.3%
of them was positive by ceftazidime/ceftazidime-clavulanic acid and 6.6% was
positive by cefotaxime/cefotaxime-clavulanic acid ratio. DDS test detected 20%
and CD method detected 53.3% of the strains positive by E-test method. The
use of cefotaxime together with ceftazidime as an indicator antibiotic increased
the sensitivity of detection of ESBL enzymes. Although inclusion of cefepime
and reduction of the distance between disks increased the detection of ESBL
by DDS method, it was still less effective than E-test. Although, 28.9% of the
P.aeruginosa and 13.3% of the A.baumannii strains were susceptible to ceftazidime
by in vitro tests, they were ESBL producers. In conclusion, E-test method was
found to be the most sensitive phenotypic method for the detection of ESBL in
our study collection.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, extended
spectrum beta-lactamases (ESBL), E-test, combined disk, double disk synergy.

GiRIS
Genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) enziminin varhgr ilk
olarak 1980’lerde Klebsiella ozaenae izolatinda tespit edilmis, daha sonra
Enterobacteriaceae ailesinin diger Uyeleri ve Pseudomonas aeruginosa ile
Acinetobacter baurmannii suslarnin da bu enzimleri sentezledikleri saptanmistir’.
Farkll yapilarda GSBL (TEM, SHV, CTX, PER, VEB, GES) Ureten Escherichia coli,

Klebsiella pneumoniae, P.aeruginosa ve A.baumannii'nin etken oldugu hastane
kaynakli salginlar bildiriimistir2®. GES-2 tipinde GSBL Ureten P.aeruginosa suslariyla
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olusan bir salginda mortalite %62.5 olarak rapor edilmis, VEB-1 tipinde enzim
salgllayan A.baumannii suslariyla gerceklesen bir salgin ise, salginin meydana geldigi
yogun bakim Unitesinin kapatiimasiyla kontrol altina alinabilmistir®¢. Ulkemizde
yapllan ¢ok merkezli bir calismada PER-1 enziminin P.aeruginosa ve A.baumannii
susglarinda yaygin olarak bulundugu saptanmistir’. PER-1 tipi enzim salgilayan
suglarla enfeksiyon gelismesinin, mortalite agisindan bagimsiz bir risk faktort
oldugu yine ¢ok merkezli bir vaka kontrol ¢alismasiyla ortaya konmustur®.

GSBL sentezleyen bakterilerin etken oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde, bu
bakterilerin sahip oldugu coklu antibiyotik direnci nedeniyle problemler yasanmaktadir.
Uygun tedavinin duzenlenebilmesi, direng oranlarinin izlenebilmesi ve gerekli
enfeksiyon kontrol yontemlerinin zamaninda uygulanabilmesi icin GSBL lari saptayan
yUksek duyarliiga sahip yontemlere gereksinim duyulmaktadir®. “The Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI)” E.coli, K.pneumoniae ve Klebsiella oxytoca
izolatlarinda GSBL varliginin saptanmasi amaciyla disk diflizyon metodu ile yapilan
tarama testini ve ardindan kombine disk (KD) yontemi ile dogrulamayi dnermektedir™®.
Bu bakteriler icin cift disk sinerji (CDS) ve Epsilomer strip (E-test) yontemleri de
duyarl birer ydntem olarak bildiriimistir'". E-test yonteminin diger iki ydnteme gore
maliyeti daha yuksektir'?, Genetik gesitliligi oldukca fazla olan GSBL enzimlerinin
molekUler yontemlerle saptanmasi ise, zaman alan, maliyeti yuksek uygulamalar
olduklar icin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda rutin olarak kullaniimamaktadir.
GSBL Urettigi bilinen P.aeruginosa ve A.baumannii suglarinda GSBL varliginin
saptanmasl amaclyla standart bir yontem henlz tanimlanmamigtir'™ 315,

Yukarda adi gegen cesitli yontemler kullanildiginda ortamdaki beta-laktam
antibiyotiklerin P.aeruginosa ve A.baumannii‘de kromozomal olarak bulunan klavulanik
asite direncli AmpC enzimlerinin sentezlenmesini indUkleyebildigi ve klavulanik
asitin GSBL enzimlerine olan inhibitér etkisini maskeledigi ifade edilmektedir'®. Bu
calismada, P.aeruginosa ve A.baumannii suglarinda GSBL varliginin saptanmasi
amaclyla GDS, KD ve E-test yontemlerinin karsilastirimasi planlanmigtir.

GEREC ve YONTEM

Bakteriler: Calismaya, Hacettepe Universitesi Eriskin Hastanesi’'nde 2002-2004
yillarinda cgesitli servislerde takip edilen hastalarin gesitli klinik drneklerinden hastane
enfeksiyonu etkeni olarak izole edilmis, seftazidim veya sefotaksim minimum inhibitor
konsantrasyon (MiK) degerleri 1 pug/ml (izerinde®'" olan P. aeruginosa (n=38) ve
A. baumannii (n=45) suslan dahil edildi. Suslar -80°C’de saklandi. K.pneumoniae
ATCC 7006083 ve E.coli ATCC 25922 kalite kontrol suslar olarak kullanildi.

Duyarlilik Testleri: Suslarn seftazidim, sefotaksim ve sefepim MIK degerleri
E-test (AB Biodisk, Solna, Sweden) yontemiyle belirlendi, sonuglar CLSI dnerilerine
gore degerlendirildi'.

GSBL Saptanmasi: Kanli agara (%5 koyun kani) pasajlanan bakterilerin bir
gecelik inkUbasyonu sonrasinda hazirlanan taze kultrlerinden 0.5 McFarland
bulanikliginda bakteri inokulimU hazirlandi, bu inokulim steril ektvyon ile Mueller-
Hinton agar (Oxoid, UK) iceren dort ayn plaga homojen olarak suruldu.
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a) CDS Yoéntemi: Bu amacla amoksisilin-klavulanik asit (20+10 ug) diski
plagin merkezine yerlestirildi. Etrafina her iki diskin merkezinden merkezine
uzakhgr birinci plakta 18 mm, ikinci plakta 13 mm olacak sekilde seftazidim
(30 ug), sefotaksim (30 ug), aztreonam (30 pg) ve sefepim (30 ug) (Oxoid,UK)
diskleri yerlestirildi. Plaklar 35°C’da 18 saat inklibe edildi. Disklerin inhibisyon
zonunda klavulanik asit yonunde genisleme olmasi veya indikatdr antibiyotik
diskleri ile klavulanik asit iceren disk arasinda inhibisyon zonu olugsmasi GSBL
varligr yénunde yorumlandi™.

b) KD Yontemi: Seftazidim (30 ug), sefotaksim (30 ug), seftazidim-klavulanik
asit (30+10 ug) ve sefotaksim-klavulanik asit (30+10 pg) (Oxoid, U.K) diskleri
dguncu plaga vyerlestirildi. Klavulanik asit iceren diskin inhibisyon zonunun
diger diskin inhibisyon zonundan 5 mm veya daha bulyUk olmasi GSBL varligi
yoninde yorumlandi®.

c) E-test Yontemi: Suslarn seftazidim, seftazidim-klavulanik asit, sefotaksim,
sefotaksim-klavulanik asit MIK degerleri E-test stripleri ile belirlendi. Seftazidim/
seftazidim-klavulanik asit ve sefotaksim/sefotaksim-klavulanik asit MiK degerlerinin
oraninin 8 veya daha fazla olmas| GSBL pozitif olarak yorumlandi''. Seftazidimle birlikte
sefotaksimin indikator antibiyotik olarak kullaniimasinin her t¢ yontemde de duyarlilid
artrdigi bilindigi icin bulgular bu sekilde hesaplanarak yontemler kiyaslandi.

BULGULAR

Calismaya alinan 38 P.aeruginosa ve 45 A.baumannii susunun izole edildigi
klinik 6rneklerin dagilimi Tablo I'de gérulmektedir.

Tablo I: Galismaya Alinan Suslarin izole Edildikleri Klinik
Orneklere Goére Dagilimi

Kan Py idrar BOS BAL DTA Toplam
P. aeruginosa 15 11 8 1 3 - 38
A. baumannii 17 14 4 5 3 2 45

BOS: Beyin omurilik sivisi, BAL: Bronkoalveolar lavaj, DTA: Derin trakeal aspirat,

P.aeruginosa izolatlarinin duyarhllik yuzdeleri seftazidim, sefotaksim ve
sefepim icin sirasiyla %28.9, %2.6 ve %21 olarak saptanmistir (Tablo Il). Bu
izolatlarin %78.9'u seftazidim/seftazidim+klavulanik asit, %21.1'i sefotaksim/
sefotaksim+klavulanik asit oraninin >8 olmasina goére E-test yontemiyle GSBL
pozitif olarak degerlendiriimistir. CDS yoénteminde diskler arasi mesafe 18 mm
olacak sekilde test uygulandiginda GSBL pozitiflik orani %13.1, mesafe 13 mm
oldugunda ise %31.5 olarak bulunmustur. izolatlarn 18 mm de poxzitif bulunan
hepsi 18 mm’de de pozitif sonug verirken, 7 izolat sadece 13 mm'de pozitif
sonug vermistir. izolatlann %5.2'si sadece sefepim ile pozitif bulunmustur. KD
yontemiyle izolatlarin %84.2'si GSBL pozitif olarak degerlendiriimigstir. Dolayisiyla,
E-test ile GSBL pozitif bulunan izolatlarin %26.3'nde CDS yontemiyle, %31.5'inde
sefepim eklenmig CDS yontemiyle, %84.2'sinde KD yontemiyle enzim varligi tespit
edilmistir (Tablo I11).
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A.baumannii izolatlarinin duyarlilik ytzdeleri seftazidim, sefotaksim ve sefepim
icin siraslyla %13.3, %15.5, %26.6 olarak belirlenmis (Tablo II), bu izolatlarin %93.3’U
seftazidim/seftazidim+klavulanik asit, %6.6'sI sefotaksim/sefotaksim-+klavulanik
asit oranina goére E-test yontemiyle GSBL pozitif olarak degerlendiriimistir. CDS
yonteminde diskler arasi mesafe 18 mm olarak test edildiginde higbir izolat
pozitif bulunmazken, mesafe 13 mm oldugunda enzim varligi %20 oraninda
saptanmistir. izolatlarin %8.9'u sadece sefepim ile pozitif sonug vermistir. KD
yontemiyle izolatlarin %53.2'si GSBL pozitif olarak degerlendiriimigtir. Dolayisiyla,
E-test ile pozitif bulunan izolatlarin %11.1’inde CDS yontemiyle, %20’sinde sefepim
eklenmis CDS yontemiyle, %53.2'sinde KD yontemiyle GSBL enziminin varligi
tespit edilmistir (Tablo IlI).

Tablo Il: P. aeruginosa ve A. baumannii izolatlanmr_l Seftazidim,
Sefotaksim ve Sefepime Duyarlilik Yuzdeleri ve MIK Araliklari

P. aeruginosa (n: 38) A.baumannii (n: 45)
Antibiyotik MIK araligi (ug/ml)  Duyarlilik (%) MIK aralig (ug/ml)  Duyarlilik (%)
TZ 0.5-256 28.9 0.5-256 13.3
CT 4-256 2.6 0.5-256 15.5
FEP 0.5-256 21.0 0.5-256 26.6

TZ: Seftazidim, CT: Sefotaksim, FEB: Sefepim.

Tablo Ill: P. aeruginosa ve A.baumannii Suslarinda E-test, CDS ve KD
Yéntemlerinin GSBL Varligini Saptama Durumu

P.aeruginosa A.baumannii

Pozitif Sayi/ Pozitif Sayi/
Test Yontemi Toplam Sayi (%) Toplam Sayi (%)
E-test (TZ/TZL ve CT/CTL ile) 38/38 (100.0) 45/45 (100.0)
CDS (18 mm ara ile) 5/38 (13.1) 0/45 (0)
GDS (13 mm ara ile, FEP yoklugunda) 10/38 (26.3) 5/45 (11.1)
GDS (13 mm ara ile, FEP varliginda) 12/38 (31.5) 9/45 (20.0)
KD (TZ-TZL ve CT-CTL ile) 32/38 (84.2) 24/45 (53.2)

TZ: Seftazidim, TZL: Seftazidim-klavulanik asit, CT: Sefotaksim, CTL: Sefotaksim-klavulanik asit,
FEP Sefepim, CDS: Gift disk sinerji yontemi, KD: Kombine disk yontemi.

TARTISMA

ilk tespit edildiklerinde sadece E.coli ve Klebsiella tirlerinde varolduklari
disinulen GSBL grubu enzimler kisa surede diger Gram negatif bakterilerde
de tespit edilmigtir’. Kisa slre 6nce Ulkemizden dokuz merkezin de katldig
51 Avrupa Ulkesini kapsayan bir ¢calismada, kandan izole edilen P.aeruginosa
suslari icin seftazidim direnci %29.4 olarak bildirilmistir'®. Bu ¢alismaya dahil edilen
P.aeruginosa izolatlarinin %28.9'u, A.baumannii izolatlarinin ise %13.3'0 GSBL
Uretmelerine ragmen in vitro olarak seftazidime duyarll bulunmuslardir. Yine bir
dordincl kusak sefalosporin olan sefepim duyarliigi ise P.aeruginosa’da %21,
A.baumannii’'de ise %26.6 olarak saptanmistir. Sefepim in vitro duyarlilik sonuglarinin,
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kullanilan bakteriyel inokulimden belirgin bir sekilde etkilendigi gosterilmis ve
GSBL Ureten P.aeruginosa’'nin etken oldugu enfeksiyonlarda tedavide uygun bir
alternatif olusturmayacag bildiriimistir®®. Gerek E-test gerekse KD ydntemlerinde
seftazidimle birlikte sefotaksimin indikator antibiyotik olarak kullaniimasinin daha
once belirtildigi gibi testin duyarliigine artirdigr gdézlenmistir'®.

Yapilan cesitli calismalarda, CDS yontemi P.aeruginosa suslarinda GSBL'larin
fenotipik olarak belirlenmesinde duyarli bulunmamistir?™23, Bu calismada GSBL
saptanmasi amaciyla CDS yontemi kullanildiginda duyarliigr artirdigi bildirilen iki
yaklasim denenmistir. Klavulanik asit iceren disk ile diger indikator antibiyotikleri
iceren diskler arasindaki mesafe yakinlastinimis ve teste AmpC turd enzimlere
direngli fakat GSBL'lar icin uygun bir substrat olusturan sefepim eklenmistir?+2s.
Test sonucunda disklerin merkezden merkeze olan uzakligini 18 mm’den 13 mm'ye
azaltmak, pozitiflik oranini artirsa da enzim saptama orani %30'u gegmemistir. Bu
calismada her iki bakteri grubundan toplam alti izolat CDS ydnteminde sadece
sefepim ile pozitif bulunmustur. Onerilen metodlar CDS yénteminin duyarliigini
artirsa da E-test yontemi kadar duyarl bulunmamistir. Bunun yani sira, CDS
yontemindeki gézlemimizle paralel olarak sefepim-klavulanik asit E-test stripinin
GSBL’larin tanimlanmasinda seftazidim-klavulanik asit ve sefotaksim-klavulanik
iceren striplere gore daha basarili bulundugu belirtiimektedir?”.

Bu calismada KD yénteminin duyarlligi, GSBL varliginin saptanmasinda
her iki cins bakteri icin CDS ydnteminden Ustin bulunmustur. Farkli enzimlerin
farkl substrat profillerine sahip olmasi, testlerin sonuglarindaki degiskenlige yol
acan temel faktorlerden biridir. PER-1 enzimleri seftazidimin yanisira sefotaksim
ve aztreonama kargl yUksek hidrolitik aktivite gosterirken, TEM-4 ve OXA-17
gibi enzimler seftazidime karsi dusuk afinite, sefotaksime karsi yuksek hidrolitik
aktivite gostermektedir. GES tipi enzimler ise klavulanik asit inhibisyonuna
direngli bulunmuslardir?®*. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile CDS yonteminin
sonugclarinin karsilastinldigi bir calismada, PSE tipi enzim Ureten 162 P.aeruginosa
izolatindan sadece dordd CDS ile pozitif bulunmustur®'. Yapilan c¢alismalarda
klavulanik asit ile enzim inhibisyonu temeline dayanan testler 6zellikle VEB-1 ve
PER-1 tipi enzimlerin tespitinde duyarl bulunmus, TEM ve SHV turevi enzimleri
Ureten izolatlar icin sinerji gorintisinG elde etmenin zor oldugu bildiriimigtir®.
Fransa’da yapilan bir galismada, testin yapilldigi plaga AmpC tipi enzimleri inhibe
edici 6zelligi olan oksasilin eklenmesinin duyarliigr artirdigi gosterilmistir®.

Yapilan galismalar, P.aeruginosa'nin etken oldugu enfeksiyonlarda uygunsuz
antibiyotik tedavisinin mortaliteyi artiran bagimsiz bir risk faktért oldugunu
gOstermistir®>®, Gerek P.aeruginosa gerekse A.baumannii izolatlarinda bulunan
GSBL enzimlerinin fenotipik olarak saptanmasi i¢in kullanilacak testler standardize
edilmemistir; bu durum bu suslarla enfekte hastalarda uygun tedavi veriime
olasihgini azaltmaktadir. Molekuler yontemlere dayall testlerin kullanimi, enzim
cesitliligi, 6zel egitimli personel ihtiyaci ve yUksek maliyet nedeniyle arastirma amacli
calismalarla sinirli kalmaktadir. KD yontemi P.aeruginosa icin E-test ydntemine
yakin sonug vermekle birlikte, gerek CDS gerekse KD yontemleri E-test yontemine
oranla tim GSBL'lan saptayamamistir. Ozellikle CDS yéntemi diistik maliyetine
ragmen E-test yontemine gore belirgin olarak yetersiz kalmistir.
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P.aeruginosa ve A.baumannii sadece GSBL Ureterek degil ayni zamanda
metallo beta-laktamazlar, kromozomal beta-laktamaz enzimleri, porin defekti ve hicre
membran degisiklikleriyle de 3. veya 4. kusak sefalosporinlere direnc kazanabilir.
Bu nedenle bu izolatlar 3. veya 4. kusak sefalosporinlere rutin antibiyogram
testlerinin sonuglarina gore direngli olarak rapor edildiklerinde, GSBL saptamak igin
ek testler yapmanin pratik bir anlami olmayacaktir. Fakat 6zellikle kritik hastalarda
sonuclarin duyarli olarak rapor edilmesinden énce GSBL'lari gostermeye yonelik
ek testlerin yapilmasi uygun tedavi planlarinin olusturulmasina katkida bulunabilir.
Bu calismada kullanilan fenotipik testler icinde ytksek maliyetine ragmen E-test
yonteminin duyarliidr digerlerinden yUksek bulunmustur. Bu bulgular, enzim tiplerinin
molekuler analiz ile tanmlandigi calismalar ile desteklendiginde Klinik Mikrobiyoloji
Laboratuvarlar igin énemli bilgilerin elde edilmesine yardimci olacaktir.
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