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Abstract

Aim: MBL E test for MBL screening in carbapenem resistant Pseudomonas aeruginosa isolates
is recommended as a fast and reliable phenotypic screening test. However, as it has been put
forward by some reserachers, because of variations in antibiotic susceptibility tests or MBL E
test with different brands of Mueller- Hinton Agar (MHA) media, the possibility that
carbapenem MIK values and MBL E test results can, therefore, be influenced by these media.
To this end, we aim to determine the most suitable MHA media to be used in search for MBL
E test in routine microbiology laboratories by employing five different brands of MHA media.
Materials and Methods: 29 carbapenem resistant Pseudomonas aeruginosa strains isolated
from hospitalised patients have been used in this study. P.aeruginosa isolates were identified
by conventional methods. Imipenem and meropenem E test were used for verification of
carbapenem resistance. MBL E test was used for detecting MBL production by five different
brands of Mueller Hinton agar plates and the results of these tests were compared with
polymerase chain reaction (PCR) results.

Results: IMP, VIM, GIM, SIM and SPM type genes were found to be negative with polymerase
chain reaction for 29 isolates that were resistant to carbapenem. One isolate with BBL brand
MHA, two isolates with Oxoid brand MHA, 19 isolates with Himedia brand MHA, 21 isolates
with Merck brand MHA, and 27 isolates with Plasmatec brand MHA gave positive results.
Conclusion: The present results indicate that use of BBL or Oxoid brand MHA media,
especially in laboratories without any fascilities for molecular diagnosis, can be more reliable
compared to other brands.
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Oz

Amag: Karbapenem direngli Pseudomonas aeruginosa izolatlarinda MBL taramasi icin MBL E
test; hizh ve glvenilir fenotipik test olarak &nerilmektedir. Ancak antibiyotik duyarlilik
testlerinde MBL E testinde kullanilan farkli marka Mieller- Hinton Agar (MHA) besiyerlerinde
karbapenem MIK degerleri ve MBL E test sonuglarinin etkilenebilecedini gésteren calismalar
mevcuttur. Bu nedenle calismamizda 5 farkli marka MHA besiyeri kullanarak, rutin mikrobiyoloji
laboratuarlarinda MBL E test arastirimasinda kullanilabilecek en uygun marka MHA besiyerini
belirlemeyi amacladik.

Geregler ve Yéntemler: Calismada yatan hastalardan izole edilen, karbapenemlere direncli 29
Pseudomonas aeruginosa izolatlari konvansiyonel yontemler ile tanimlanmistir. Karbapenem
direncini dogrulamak icin imipenem ve meropenem E test (AB BIODISK, Solna, isveg)
kullanilmistir. MBL dretimini belirlemek icin MBL E test (AB BIODISK, Solna, isvec) bes farkli
marka (Oxoid, BBL, Merck, Himedia, Plasmatec) Miller Hinton agar (MHA) besiyerinde test
edilmis ve elde edilen sonuglar Polimeraz Zincir Reaksiyonu sonuglari ile karsilastirilmistir.
Bulgular: Karbapenemlere direncli 29 izolatta Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile IMP, VIM, GIM,
SIM ve SPM tipi metallo beta-laktamaz geni saptanmamistir. MBL E test ile BBL marka MHA
besiyerinde bir izolat (1/29), Oxoid marka MHA besiyerinde iki izolat (2/29), Himedia marka
MHA besiyerinde 19 izolat (19/29) Merck marka MHA besiyerinde 21 izolat (21/29), Plasmatec
marka MHA besiyerinde 27 izolat (27/29) pozitif sonug vermistir.

Sonug: Molekiler tani yapma olanagi olmayan laboratuvarlarda MBL E test arastirmalarinda
BBL ve Oxoid marka besiyerlerinin, diger besiyerlerine oranla daha giivenilir bir sekilde
kullanilabilecegdi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: MBL E Test; Pseudomonas Aeruginos; Metallo Beta-Laktamaz.
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GIRIS

P.aeruginosa bircok antimikrobiyal ilaca dogal olarak
direngli bir mikroorganizmadir. Kromozomal ve plazmid
kaynakli beta-laktamazlarin Gretimi, hedef ve porin
proteinlerindeki  degisiklik sonucu dis  membran
gecirgenliginin  azalmasi, efluks pompa sistemi ile
antimikrobiyal ilacin disari atilmasi baglica direng
mekanizmalaridir. Geniglemis  spektrumlu beta-
laktamazlar (GSBL), AmpC tipi beta-laktamazlar,
imipenem (IMP) ve/veya meropenemi hidrolize edebilen
karbapenemaz enzimlerine sahiptirler. Karbapenemaz
enzimleri icerisinde klinik yénden en énemlileri metallo-
beta-laktamaz (MBL) enzimleridir. Aztreonam hari¢ tim
beta-laktam antibiyotikleri hidrolize edebilen MBL
enzimlerini kodlayan genler plazmid ve integronlarda
lokalize olabilmekte, bu durum direncin diger bakterilere
aktarilmasini mimkiin kilmaktadir. P. aeruginosa'da IMP,
VIM, SPM, GIM ve SIM tipi MBL'lar tanimlanmis olup;
VIM-2 su an diinyada en yaygin olan MBL enzimidir (1-3).
Tirkiye'de yapilmis caligmalarda 6/aVIM-2, b/aVIM-5 ve
blalMP-1,0XA-48 tipi MBL genleri taslyan P. aeruginosa
izolatlari bildirilmistir. Ulkemiz icin bunlar arasinda en
onemlisi ve yaygini OXA-48 olmakla birlikte, son yillarda
artan oranlarda NDM-1 ve KPC-2 enzimleri de
bildirilmistir. Karbapenemazlarin hizla yayilmasi tedavi ve
enfeksiyon kontrolu agisindan ciddi sorun
olusturmaktadir (4-6). Karbapenem direngli P. aeruginosa
izolatlarinda MBL taramasi icin MBL E test; hizli ve
glvenilir bir fenotipik tarama testi olarak dnerilmektedir
(7,8). Ancak yaptigimiz literatlir taramasinda gerek
antibiyotik duyarlilik testlerinde, gerekse MBL E testinde
farkli marka Mueller- Hinton Agar (MHA) besiyerlerinin
test sonucunu etkiledigini gésteren caligmalar mevcuttur
(8-10). Bu nedenle calismamizda 5 farkli MHA besiyeri
kullanarak, MBL E test arastirimasinda kullanilabilecek
en uygun besiyerini belirlemeyi amacladik.

GEREC VE YONTEMLER

Calismada yatarak  tedavi goren hastalarin
laboratuarimiza génderilen klinik 6rneklerinden izole
edilen, karbapenemlere direncli 29 P. aeruginosa izolati
calisma kapsamina alinmigtir. Her hastadan tek bir érnek

calsilmistir.  Gram negatif, aerop, nonfermentatif,
hareketli, oksidaz pozitif, karekteristik trimetilamin
kokusuna  sahip, Mueller-Hinton agar (OXOID,

Hampshire, ingiltere) besiyerinde mavi-yesil pigment
yapan suslar P.aeruginosa olarak degerlendirilmistir (1,3).

Antibiyotik duyarlilik testleri Clinical and Laboratory
Standards Institute(CLSI) &nerilerine gére ve Kirby-Bauer
disk difiizyon ydntemi ile yapilmigtir (11). Karbapenem
direnci, imipenem ve meropenem E test (AB BIODISK,
Solna, isvec) ile dogrulanmistir. MBL iretiminde
fenotipik tarama testi olarak MBL E test (IP/IPI E test: AB
BIODISK, Solna, isvec) kullanilmistir. Her bir izolat icin,
bes farkli marka MHA besiyeri kullanilmis ve MBL E
testleri es zamanl olarak caligilmistir. Bu amagla
Oxoid(OXOID LTD.Basingstroke,hampshire,England; Lot
no :654362), BBL(Becton Dickinson and
Company,France; Lot no:7015175), Merck(Darmstadt,
Germany; Lot no :VL219337 046), Himedia(Himedia
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Laboratory Put.LTD.,Mumbai, India; Lot n0:0000079622 )
ve Plasmatec(Plasmatec Laboratory Product LTD, UK;

Lot no: 106100/308) marka MHA besiyerleri
kullanilmigtir.
MBL-E test icin, bir gecelik inkibasyon sonunda

imipenem ve/veya meropeneme direngli veya orta
derecede duyarli olan P. aeruginosa izolatlarindan, 0.5
McFarland bulanikliginda suspansiyon hazirlanarak MHA
plaklarina ekilmigti. MBL E test seritleri plaklara
yerlestirilmis, 35°C'deki etlivde 18 saatlik inkiibasyon
sonrasinda IMP icin bulunan MiK degeri, IMP+EDTA icin
bulunan MIK degerine oranlanmistir. Uretici firmanin
onerilerine gére >3 dilusyonluk (>8 kat) fark saptanan
izolatlar MBL pozitif olarak degerlendirilmistir (7,8).

Metallo beta-laktamaz Uretimine neden olan IMP, VIM,
GIM, SIM ve SPM genleri daha 6nce tanimlandigi
sekilde, multipleks PZR yontemiyle arastirilmistir (13). Bu
amacla; 18-24 saatlik kiltirden elde edilen érneklerden
DNA izolasyonu, QlAmp DNA mini kit(QIAGEN, Hilden,
German) kullanilarak yapilmigtir.  Amplifikasyon icin
mastermiks(QIAGEN, Hilden, German)kiti kullanilmigtir.
95°C'de 15 dk denatiirayonu takiben 40 siklus; 94°C'de
30 sn, 55°C’'de 90 sn, 72°C'de 90 sn olarak uygulanmustir.
Son uzama igin 72°C'de 10 dk bekletilmis, amplikasyon
urtnleri %2'lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutularak
UV transilluminator altinda gériintiilenmistir. Elde edilen
verilerin istatistiksel analizi SPSS 17.0(SPSS Incorporated,
Chicago) programinda Ki-kare testi(p<0.05: anlaml)
kullanilarak yapilmistir. Antibiyotik duyarlilik testleri, MBL
E test ve multipleks PZR ydnteminde kontrol suslari
olarak P. aeruginosa ATCC 27853, b/aVIM pozitif P.
aeruginosa, OXA-48 Klebsiella pneumoniae ve NDM-
TKlebsiella pneumoniae kullanilmigtir.

BULGULAR

izolatlarin %72'si yogun bakim tnitelerindeki hastalardan
izole edilmistir. izolatlarin elde edildikleri drneklere gére
dagihmi siklik sirasina gore; trakeal aspirat (10/29),
idrar(6/29), yara (4/29), kan (3/29), dren (3/29), balgam
(2/29) ve katater (1/29) seklindeydi. En sik neden
olduklari enfeksiyonlar sirasi ile; pnémoni (%41), cerrahi
alan enfeksiyonu (%24), idrar yolu enfeksiyonu (%21) ve
sepsis (%10) olarak saptand. izole edilen 29 P
aeruginosa 6rneginde disk difizyon yontemi ile
karbapenem direnci belirlendi ve bu direng imipenem ve
meropenem E test ile dogrulandi. imipenem E test ile
izolatlarin  15'i direncli (MiK> 16 pg/ml), 13'G orta
derecede duyarli (MIK: 8-12 ug/ml) olarak bulundu.
imipeneme duyarli (MiK: 4 ug/ml) olan bir izolatin
meropeneme direncli (MiK: 16 pg/ml) oldugu belirlendi
(Tablo 1). Karbapenemlere direncli 29 izolatta multipleks
PZR ile IMP, VIM, GIM, SIM ve SPM tipi MBL geni
saptanamadi. Bu izolatlara bes farki marka MHA
besiyerlerinde MBL-E testi yapildi. MBL E test ile BBL
marka MHA besiyerinde bir izolat (1/29), Oxoid marka
MHA besiyerinde iki izolat (2/29), Merck marka MHA
besiyerinde 21 izolat (21/29), Plasmatec marka MHA
besiyerinde 27 izolat (27/29), Himedia marka MHA
besiyerinde 19 izolat (19/29) ‘in MBL pozitif oldugu
belirlendi.
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Tablo 1. 29 P. aeruginosa izolatinin imipenem ve
meropenem duyarliigi”
Meropenem Toplam
. Duyarli  Direngli*
Imipenem  Duyarli - 1 1
Direncli* 10 18 28
Toplam 10 19 29

*Imipenem ve/veya meropeneme orta derecede duyarli olan
izolatlar tabloda direngli olarak gdsterilmistir.

BBL marka ve Oxoid marka MHA besiyerlerinde elde
edilen MBL E test sonuglari ile PZR sonuglari arasindaki
istatistiksel farkin anlamli olmadidi (p >0,05; Fisher'in Ki-
kare test), ancak Merck, Plasmatec ve Himedia marka
MHA besiyerlerinden elde edilen MBL E test sonuglar
arasinda istatistiksel olarak farkin anlamli oldugu
saptanmistir (p<0,001; continuity correction), (Tablo 2)

Tablo 2. PZR ile MBL negatif 29 P. aeruginosa izolatinda, standart sus ve MBL pozitif suslarda 5 farkli marka besiyerinden elde

edilen MBL E test sonuclari

Izolat No Oxoid BBL Merck Plasmatec Himedia
1 negatif negatif negatif pozitif pozitif
negatif negatif negatif pozitif pozitif
3 negatif negatif pozitif pozitif pozitif
4 negatif negatif pozitif pozitif pozitif
5 negatif negatif pozitif pozitif negatif
6 negatif negatif negatif pozitif pozitif
7 negatif negatif negatif pozitif negatif
8 negatif negatif pozitif pozitif negatif
9 negatif negatif pozitif pozitif pozitif
10 pozitif negatif pozitif pozitif pozitif
" negatif negatif pozitif pozitif pozitif
12 negatif negatif pozitif pozitif pozitif
13 negatif negatif pozitif pozitif pozitif
14 pozitif negatif pozitif pozitif pozitif
15 negatif negatif pozitif pozitif negatif
16 negatif negatif pozitif pozitif pozitif
17 negatif negatif negatif pozitif pozitif
18 negatif negatif pozitif pozitif pozitif
19 negatif negatif pozitif pozitif pozitif
20 negatif negatif negatif pozitif pozitif
21 negatif negatif pozitif pozitif negatif
22 negatif negatif pozitif pozitif negatif
23 negatif pozitif pozitif pozitif pozitif
24 negatif negatif negatif negatif negatif
25 negatif negatif negatif pozitif negatif
26 negatif negatif pozitif pozitif pozitif
27 negatif negatif pozitif pozitif negatif
28 negatif negatif pozitif negatif negatif
29 negatif negatif pozitif pozitif pozitif
P.aeruginosa ATCC 27853 negatif negatif negatif negatif negatif
blaVIM pozitif P. aeruginosa pozitif pozitif pozitif pozitif pozitif
OXA 48 K.pneumoniae pozitif pozitif pozitif pozitif pozitif
NDM-1 K.pneumoniae pozitif pozitif pozitif pozitif pozitif

TARTISMA

P.aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisinde yogun olarak
kullanilmasi nedeniyle son yillarda karbapenemlere karsi
diren¢ artmaktadir. P.aeruginosada dusik dizey
karbapenem direnci OprD porin proteini kaybi, aktif
efluks pompa sistemleri ve IBL salgilayan dereprese
mutantlarin olusumu, OXA tipi karbapenemaz enzimleri
gibi birkag faktérin bir arada bulunmasiyla mimkindar.
Ambler molekdler sinif B grubu MBL enzimleri ise yuksek
diizeyde karbapenem direncinden sorumludur ve klinik
yonden en dnemli karbapenemazlardir. P.aeruginosa'da
tanimlanmis  olan  MBL'larin  Uretimi  genellikle
karbapenemlerin ~ yani  sira  diger  beta-laktam
antibiyotiklere de direng gelisimine neden olmaktadir
(1,2,13).
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Ozellikle epidemiyolojik calismalar agisindan &nemli olan
MBL  pozitif  suglarin  saptanmasi icin rutin
laboratuvarlarda  kullanilabilecek  hizli, glvenilir ve
maliyet etkin fenotipik tarama testlerine ihtiyag vardir.
Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda Modifiye Hodge
testi, IMP-EDTA kombine disk testi, IMP-EDTA cift disk
sinerji testi ve MBL E test MBL saptanmasinda kullanilan
basit tarama testleridir. Gerek calisma kolayligi, gerek
sayisal sonug vermeleri ve yorumlama kolayhigi nedeniyle
MBL E testin kullanildigi ¢cok sayida calisma mevcuttur.
Bu calismalarda P.aeruginosa izolatlari icin MBL E test
duyarlilik ve 6zgillik oranlari sirasiyla % 75-100 ve % 86-
100 olarak bildirilmistir (7,12-17).

Calismamizda imipeneme ve/veya meropeneme direncli
29 izolatin higbirinde PZR ile MBL geni saptanamamistir.
MBL E test ile pozitif saptadigimiz érneklerde MBL
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geninin negatif olmasi, muhtemelen OprD porin protein
kaybi sonucu karbapenem direncinin ortaya ¢ikmis
olabilecegi seklinde yorumlanabilir. Meropenem ve diger
beta-laktam antibiyotiklerin  farkli kanallardan dig
membrani gegebilmesi de azalmis duyarliligi aciklar
niteliktedir. Yine karbapenemler dahil c¢oklu ilag
direncine sahip izolatlarda OprD porin protein kaybiyla
birlikte efluks pompa sistemlerinin ve OXA tipi
karbapenemaz  enzimlerinin direngten sorumlu
olabilecegi sdylenebilir (18-20).

MBL E test icin calisma prospektisinde, testin mutlaka
MHA besiyerinde caligilmasi énerilmekte ve farkli marka
MHA besiyerlerinin ¢inko oranlar farkli olabileceginden,
karbapenem MIiK degerlerinin ve MBL E test sonuglarinin
markalara gére degisebilecegi belirtiimektedir. Tutarli
sonuglar igin tercihen BD marka MHA(Bio Science, USA)
besiyeri énerilmektedir (MBL E test package insert, AB
BIODISK, Solna, Sweeden). MHA besiyerindeki iyon
konsantrasyonlarinin antibiyotik duyarlilik testleri ve MBL
E test ydntemi Uzerindeki etkilerini inceleyen ve bu
amagla farkli marka besiyerlerinin bir arada kullanildig
caligmalar mevcuttur (8-10). Mazarrasa ve arkadaglari (9)
E-test yontemi ile Tigesiklin MIC degerlerini g farklr
marka Mueller-Hinton Agar besiyerinde incelemisler.
Merck marka besiyerinde hem standart suslarin hem de
klinik 6rneklerin MIC degerlerini Oxoid ve Difco marka
besiyerlerine gére yiksek bulmuslardir. Merck MHA'In
diger iki markaya gore daha yiksek manganez icerdigini
tespit etmiglerdir. Ayni calismada Difco ve Merck marka
MHA besiyerlerinin ¢inko igerigi Oxoid marka MHA
besiyerine gore 2-2,5 kat yiiksek bulunmustur. Arastirilan
diger iyon konsantrasyonlari (Fe, Ca, Mg, Ni, Cd, Pb) lg¢
farkli marka besiyeri icin benzer bulunmustur. Torrico ve
ark.(10) enterik bakterilerde tigesiklin duyarligini farkh
marka MHA besiyerlerinde ve agar dilisyon, broth
mikrodillsyon ve E-test yontemleri ile aragtirmiglardir. En
yiksek MIC degerini Oxoid marka ile,en duslk
inhibisyon  zonu degerini Oxoid ve bioMereux
besiyerinde saptarken, E-test ile en dugtik MIC degerini
Difco ve Merck marka besiyerinde saptadiklarini
bildirmiglerdir. Walsh ve arkadaslari (8) yaptiklari
calismada farkli marka MHA(Accumedia, BDMS, Oxoid,
Difco ve Remel) plaklarindaki MBL E test sonuglarini
irdelemis ve Difco hari¢ diger marka MHA plaklarindaki
sonuglarin kabul edilebilir oldugunu belirtmislerdir.

Sonu¢ olarak; MBL E test, karbapenem direngli P.
aeruginosa izolatlarinda MBL taramasi igin rutin
laboratuvarlarda kullanilabilecek hizli, gtivenilir fenotipik
tarama testi olarak Onerilmektedir. Ancak testin
yapilacagi besiyerinin se¢cimi 6énem arz etmektedir.
Calismamizda MBL E test icin bes farkli marka MHA
besiyeri ile elde ettigimiz sonuglar testte kullanilan
besiyerinin markasina goére farklilik géstermistir. MBL E
test igin BBL ve Oxoid marka MHA besiyerleri ile alinan
sonuglar PZR sonuglari ile uyumlu bulunmustur. Ozellikle
molekiler tani yapma olanadi olmayan mikrobiyoloji
laboratuvarlarda MBL E test aragtirmalarinda BBL ve
Oxoid marka besiyerlerinin denenen diger besiyerlerine
oranla daha guvenilir bir sekilde kullanilabilecegi
sonucuna varilmigtir.
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*Bu calisma Inénii Universitesi Bilimsel Aragtirma Proje Birimi
tarafindan 2010-144 nolu proje olarak desteklenmistir.
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