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ÖZET 
Bu çalışmada; Ocak-Aralık 2007 tarihleri arasında Süleyman Demirel Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı 
Mikrobiyoloji Laboratuvarı’na gönderilen klinik örneklerden izole edilen Acinetobacter baumannii ve Pseudomonas aeruginosa 
kökenlerinde metallo-beta-laktamaz (MBL) üretiminin prevalansının saptanması amaçlanmıştır. Çalışma 141 A. baumannii ve 189 P. 
aeruginosa olmak üzere toplam 330 köken ile yapılmıştır. İmipeneme dirençli bulunan 61 (%43.3) A. baumanii ve 52 (%27.5) P. 
aeruginosa kökeninde MBL üretimi kombine disk, çift disk sinerji, modifiye Hodge ve MBL E test fenotipik yöntemleri ile araştırılmıştır. 
Metallo-beta-laktamaz üretimi imipeneme dirençli A. baumannii ve P. aeruginosa kökenlerinde kombine disk yöntemi ile %75, %62; 
IMP-EDTA çift disk sinerji testi ile %84, %73; modifiye Hodge testi ile %74, %58; E test ile %80, %40 oranında bulunmuştur.                    
A. baumannii kökenlerinden %52.5, P. aeruginosa kökenlerinden ise %21.2’sinin dört farklı fenotipik yöntemle de MBL pozitifliği 
gösterdiği saptanmıştır. Sonuç olarak, hastanemiz A. baumannii ve P. aeruginosa kökenlerinde belirlediğimiz MBL pozitiflik oranları 
dikkate değer düzeyde yüksek bulunmuştur. Sıkı infeksiyon kontrol programlarının hızla başlatılabilmesi için MBL üreten A. baumannii 
ve P. aeruginosa kökenlerinin erken saptanması açısından dikkatli olunması gerektiği sonucuna varılmıştır. 

SUMMARY 
The aim of this study was to determine the prevalance of metallo-beta-lactamase (MBL) production among Acinetobacter baumannii 
and Pseudomonas aeruginosa isolates which were isolated from clinical specimens in the Microbiology Laboratory of Suleyman 
Demirel University Medical Faculty between January and December 2007. The study was done with a total of 330 isolates, 189                
P. aeruginosa and 141 A. baumannii strains. Sixty-one (43.3%) A. baumannii and 52 (27.5%) P. aeruginosa isolates which were 
determined as resistant to imipenem were tested for the presence of MBL production by using combined disk, double disk synergy, 
modified Hodge and MBL-E tests. Among imipenem resistant A. baumannii and P. aeruginosa strains, the MBL production rate was 
found as 84% and 73% by IPM-EDTA double disk synergy test, 75% and 62% by combined disc method, 74% and 58% by modified 
Hodge test and as 80%, 40% by MBL E test, respectively. Of A. baumannii strains 52.5% and of P. aeruginosa strains 21.2% were 
detected as MBL producers by all of the four different phenotypic methods. In conclusion, the MBL positivity rates determined 
among A. baumannii and P. aeruginosa isolates of our hospital were considerably high. It is concluded that early detection of MBL-
producing A. baumannii and P. aeruginosa isolates is of great importance in the on-time control of nosocomial infections. 
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GİRİŞ 
Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter baumannii, 
son yıllarda immün sistemi baskılanmış ve özellikle has-
tanede yatan hastalarda artan oranlarda görülen fırsatçı 
infeksiyonlara neden olan Non Fermentatif Gram Negatif 
Bakteriler (NFGNB) olarak bilinmektedir (1). Özellikle 
yaşamı tehdit eden çoklu ilaç direnci gösterebilen bu 
bakterilerin yol açtığı ciddi infeksiyonlarda karbapenem-
ler, geniş antibakteriyel spektrumları, bakteri membranla-
rından hızla geçebilmeleri, AmpC ve genişlemiş spek-
trumlu beta laktamaz (GSBL) enzimlerine dayanıklı ol-
maları gibi özellikleri nedeniyle ilk tercih olarak kullanılan 
antibiyotik grubudur (2-4). Karbapenemlerin klinik kulla-
nıma girmesi çoklu dirençli bakterilerin neden olduğu 
ciddi hastane infeksiyonlarında önemli bir avantaj sağla-
mış, ancak özellikle ampirik tedavide yaygın kullanıl-
maları nedeniyle P. aeruginosa ve A. baumannii gibi 
non-fermentatif basillerde karbapenem direnci ile de 
sıklıkla karşılaşılır hale gelinmiştir (3, 5). Metallo-beta- 
laktamaz (MBL) üretimine bağlı karbapenem direnci 
özellikle P. aeruginosa ve A. baumannii kökenlerine 
bağlı hastane infeksiyonlarında önemli bir sorun olarak 
kabul edilmekte, farklı coğrafik bölgelerden farklı direnç 
oranları bildirilmektedir (6, 7). Metallo-beta-laktamazları 
kodlayan genler kromozom veya plazmit aracılı olabilir 
ve sınıf I integronlar üzerinde yer alır. Bu nedenle 
bakteriler arasında hızla yayılabilir. Aktarılabilir MBL 
enziminin bulunmasıyla karbapenemlere direnç gelişimi 
ile ilgili endişeler artmıştır (7). Metallo-beta-laktamaz 
üreten bakterilerin erken ve doğru olarak saptanması bu 
bakterilerin kontrolsüz yayılımlarının sınırlanmasına 
yardımcı olacaktır. Bu sorunun farkındalığı hastanelerde 
mikrobiyologların bu kökenlerle medyana gelebilecek 
olası salgınları erken fark etmelerini sağlaması yanında 
klinisyenlerin antimikrobiyal seçimlerinde ve infeksiyon 
kontrolünde uygun yaklaşımlara yönelmelerini 
sağlayacaktır.  

Bu çalışmada, Süleyman Demirel Üniversitesi Tıp 
Fakültesi Hastanesi’nde izole edilen imipeneme dirençli 
A. baumannii ve P. aeruginosa kökenlerinde MBL enzim 
üretiminin kombine disk testi, çift disk sinerji testi, 
modifiye Hodge testi ve MBL E test fenotipik yöntemleri 
ile saptanarak hastanemizdeki kökenlerde MBL pozitifli-
ğinin prevalansının saptanması amaçlanmıştır. 

GEREÇ VE YÖNTEM  
Çalışmaya, Ocak 2007 ile Aralık 2007 tarihleri arasında 
Süleyman Demirel Üniversitesi Tıp Fakültesi Araştırma 
ve Uygulama Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarı’na 

gönderilen çeşitli kliniklerden örneklerden izole edilen ve 
hastayı takip eden klinisyen tarafından infeksiyon etkeni 
olarak değerlendirilmiş olan 141 A. baumannii ve 189       
P. aeruginosa olmak üzere toplam 330 köken alındı. Aynı 
hastaya ait tek köken çalışmaya alındı. İzole edilen bak-
terilerin tanımlanmasında standart konvansiyonel mikro-
biyolojik yöntemler ve bakteri tanımlama sistemi (BBL 
Crystal Idendification Systems, BD, ABD) kullanıldı. 
Bakterilerin invitro koşullarda antibiyotik duyarlılık testleri 
CLSI kriterlerine göre Kirby-Bauer disk difüzyon yöntemi 
ile yapılıp değerlendirildi (8). Kontrol suşu olarak 
imipeneme duyarlı Escherichia coli ATCC 25922 ve        
P. aeruginosa ATCC 27853 kullanıldı. Disk difüzyon yönte-
miyle imipeneme dirençli (orta derecede duyarlı bulunan-
lar da dirençli olarak değerlendirildi) olarak değerlen-
dirilen 61 A. baumanii ve 52 P. aeruginosa kökeninde 
MBL enzimi varlığı kombine disk testi, çift disk sinerji 
testi, modifiye Hodge testi ve MBL E test fenotipik 
yöntemleri ile araştırıldı.  

Kombine Disk Testi: Taze kültür pasajlarından saf ola-
rak elde edilen bakterilerin 0.5 Mc Farland bulanıklığında 
süspansiyonu Mueller-Hinton agar plaklarına yayıldı. 
Plak içerisine iki tane imipenem (10 µg) diski yerleştirildi. 
Diskler arası uzaklık 22 mm olacak şekilde ayarlandı. 
İmipenem disklerinden bir tanesinin üzerine daha önce-
den hazırlanmış olan 0,5 M EDTA solüsyonundan 10 µl 
eklendi. 35°C’de 18–20 saat inkübasyon sonunda 
inhibisyon zon çapları ölçüldü. EDTA solüsyonunun 
eklendiği imipenem/EDTA diskinin inhibisyon zonu tek 
başına imipenem diski zon çapından ≥7 mm ise MBL 
pozitif olarak kaydedildi (9). 

Çift Disk Sinerji Testi: Taze kültür pasajlarından saf 
olarak elde edilen bakterilerin 0,5 Mc Farland bulanık-
lığında süspansiyonu Mueller-Hinton agar plaklarına 
yayıldı. Plak üzerine imipenem (10 µg ) diski yerleştirildi. 
İmipenem diskinin merkezinden 20 mm uzağına daha 
önce hazırlanan boş disk yerleştirildi. Boş disk üzerine 
0,5 M EDTA solüsyonundan 10µl eklendi. 35°C’de 18–
20 saat inkübasyon sonrasında imipenem diski inhibis-
yon zonunun EDTA eklenmiş boş diske doğru genişlemesi 
sinerjistik inhibisyon zonu olarak değerlendirildi (4, 6).  

Modifiye Hodge Testi: İmipeneme duyarlı olan E. coli 
ATCC 25922 standart suşu taze pasajlarından elde 
edilen 0,5 Mc Farland bulanıklığında hazırlanan süspan-
siyonlar Mueller Hinton agar plaklarına yayıldı. Test 
edilecek bakteriler plağın merkezinden perifere doğru 
düz çizgi şeklinde ekildi. Oda ısısında 15 dakika bekleyip 
plağın ortasına imipenem (10 µg) diski yerleştirildi. Plak-
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lar etüvde 18–20 saat inkübe edildikten sonra değerlen-
dirildi. İmipeneme duyarlı olan E. coli ATCC 25922 
suşunun duyarlılık zon çapının çizgi ekimi yapılan bakteri 
taraflarında yonca yaprağı şeklinde bozulması ve bu 
bölgede E. coli üremesi MBL üretimi yönünde pozitif test 
sonucu olarak değerlendirildi (4).  

MBL E Test: Test edilecek bakteri kökenlerinin 0,5 Mc 
Farland bulanıklığında süspansiyonu Mueller-Hinton 
agar plaklarına yayıldı. MBL E Test stripleri (AB 
BIODISK, İsveç) plak üzerine yerleştirildi. Etüvde 18–20 
saatlik inkübasyondan sonra imipenem-EDTA MİK 
değeri ve imipenem MİK değeri not edildi. IPM/IPM-
EDTA MİK değerleri oranlandığında 8 ve üzerinde bir 
değer elde edilmesi MBL üreten bakteri suşu olarak 
değerlendirildi (3, 10). 

BULGULAR 
Acinetobacter baumannii kökenlerinin 61’i (% 43.3),         
P. aeruginosa kökenlerinin 52’si (% 27.5) imipeneme 
dirençli bulundu. Metallo-betalaktamaz üretimi imipenem 
dirençli A. baumannii ve P. aeruginosa kökenlerinde, 
sırasıyla, IMP-EDTA çift disk sinerji testi ile %84 ve %73; 
kombine disk yöntemi ile %75 ve %62; modifiye Hodge 
testi ile %74 ve %58; E test ile %80 ve %40 oranında 
bulunmuştur (Tablo 1). Hem A. baumannii hem de        
P. aeruginosa kökenlerinde en yüksek MBL pozitifliği 
oranı çift disk sinerji testi ile elde edilirken, A. baumannii 
kökenlerinde dört farklı fenotipik yöntemle de MBL 
pozitifliği gösteren köken sayısı toplam 32 (%52.5),                    
P. aeruginosa kökenlerinde ise dört farklı fenotipik 

yöntemle de MBL pozitif bulunan suş sayısı ise 11 
(%21.2) idi. Acinetobacter baumannii kökenlerinin 53 
(%86.9), P. aeruginosa kökenlerinin 39’unda (%75) 
uygulanan dört yöntemden en az biri ile MBL pozitifliği 
saptandı. Metallo-beta-laktamaz pozitifliği en fazla 
Yoğun Bakım ve Nöroloji Yoğun Bakım Kliniklerinden 
gönderilmiş olan kan kültürü ve trakeal aspirat 
örneklerinden izole edilen suşlarda bulundu. (Tablo 2). 

TARTIŞMA 

Dünyada Pseudomonas ve Acinetobacter türü bakte-
rilerde imipeneme giderek artan oranlarda antibiyotik 
direnci görülmektedir (1, 11). Ülkemizde de Pseudomonas 
ve Acinetobacter’lerde imipenem direnci coğrafik bölge-
lere göre farklılık göstermekte ve Pseudomonas’larda 
yaklaşık %13 ile %64, Acinetobacter’lerde ise %33 ile 
%62 arasında değişmektedir (12). Çalışmamızda ise bu 
oran Pseudomonas’larda %27.5, Acinetobacter’lerde ise 
%43.3 olarak bulunmuştur. Bulgularımız ülkemizde belir-
lenen direnç oranları arasında yer almakla birlikte çok 
dirençli suşların görüldüğü bölgelerdeki Pseudomonas’larda 
görülen direnç oranlarına göre daha düşük değerler elde 
edilmiştir. Acinetobacter’lerde ise Pseudomonas’lara 
göre daha yüksek imipenem direnci görülmesine rağmen 
çok dirençli Acinetobacter suşlarının görüldüğü 
çalışmalardan daha düşük veriler elde edilmiştir (11-13). 

Çok merkezli surveyans çalışmalarında imipeneme 
dirençli A. baumannii izolasyon oranları hastane de 
yatan hastaların klinik örneklerinde %45 ve özellikle 

Tablo 1. Fenotipik yöntemler sonucunda imipeneme dirençli A. baumannii ve P. aeruginosa kökenlerinde saptanan MBL pozitifliği (%) 

Fenotipik yöntem A. baumannii (n=61) P. aeruginosa (n=52) 

Kombine disk testi 46 ( %75) 32 (%62) 
Çift disk sinerji testi 51 (%84) 38 (%73) 
Modifiye Hodge testi 45 (%74) 30 (%58) 
MBL E Test 49 (%80) 21 (%40) 

 
Tablo 2. Herhangi bir fenotipik yöntemle metallobetalaktamaz (MBL) pozitifliği bulunan kökenlerin klinik ve örneklere göre dağılımı 

Servis  Kan TA İdrar Yara Balgam Diğer Toplam 

YB 28 18 1 2 - 2 51 
NYB 7 10 - - - - 17 
Cerrahi S. 2 2 5 2 2 - 13 
Göğüs H - - - - 6 2 8 
Diğer S. - - 1 - - 2 3 
Toplam 37 30 7 4 8 6 92 

TA: Trakeal aspirat, YB: Yoğun bakım, NYB: Nöroloji yoğun bakım,  
Cerrahi S: Cerrahi servisler, Diğer S: Diğer servisler  
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yoğun bakım hastalarının kan örneklerinde %85’e vara-
bilen oranlarda bildirilmektedir (11). Çalışmamızda MBL 
pozitifliğinin en fazla yoğun bakım ünitelerinden gönde-
rilmiş olan kan kültürü ve trakeal aspirat örneklerinden 
izole edilen suşlarda saptanmış olması, bu birimlerin 
dirençli bakterilerle infeksiyonlar açısından en riskli 
birimler olmaları gerçeği ile örtüşmekle birlikte, özellikle 
hastanelerin bu birimlerinde izole edilen infeksiyon 
etkenlerinde bu gibi aktarılabilir direnç özelliklerinin 
takibinin önemine dikkatimizi çekmiştir.  

Metallo-beta-laktamaz üreten bakterilerin neden olduğu 
infeksiyonların tedavisinde karşılaşılan güçlükler hem 
dünyada hem de ülkemizde kaygıyla izlenmektedir. 
Metallo-beta-laktamaz üreten köken oranlarının zamanla 
artış göstermesi ve hızla yayılabilip çok kötü klinik 
sonuçlara neden olabilmesi laboratuvarlarda rutinde 
kolay uygulanabilen özgüllüğü yüksek duyarlı yöntem-
lerin bulunmasını zorunlu hale getirmiştir (6). Bu amaç 
için geliştirilen fenotipik yöntemlerden MBL E test, kom-
bine disk testi, çift disk sinerji testi ve modifiye Hodge 
testinin duyarlılığı ve özgüllüğü ile ilgili birçok çalışma 
yapılmış, çift disk sinerji testinin MBL saptanmasında 
kolay uygulanabilir, duyarlı bir yöntem olduğu yönünde 
veriler bildirilmiştir. Lee ve ark. (14) imipenem-EDTA çift 
disk sinerji testinin MBL saptanmasındaki duyarlılığının 
Pseudomonas türlerinde yaklaşık %89, Acinetobacter 
türlerinde ise %100 olduğunu bildirmişlerdir. Jesudason 
ve ark. (15) imipeneme dirençli NFGNB’de MBL pozitifli-
ğini modifiye Hodge testi ile %56 oranında bulurken, çift 
disk sinerji testi ile bu suşlarda MBL pozitifliğini %72 
oranında bulmuşlar, çift disk sinerji testinin modifiye 
Hodge testine göre daha duyarlı olduğunu belirtmişlerdir. 
Bizim çalışmamızda da MBL enzimi varlığının en fazla 
çift disk sinerji testi ile saptanmış olması önceki çalışma-
larla uyumlu bulunmuştur. Ancak MBL yapımında yön-
tem karşılaştırılmasının ancak genotipik olarak MBL 
pozitif bulunan kökenlerde yapıldığında anlamlı olduğu 
bilindiği için ve çalışmamızda MBL pozitif bulunan 
izolatlarda blaIMP ve blaVIM genleri moleküler bir yön-
temle araştırılmamış olduğu için kullanmış olduğumuz 
fenotipik yöntemlerin hangisinin gerçekte daha doğru 
sonuç verdiği hakkında bir yorum yapılamamıştır.  

Yan ve ark. (16), kombine disk yöntemi ile imipeneme 
dirençli Pseudomonas’larda %86.7 oranında MBL pozitif-
liği saptamışlar ve testin duyarlılığının %70 olduğunu 
belirtmişlerdir. Altoparlak ve ark. (17) karbapenemlere 
dirençli 40 P.aeruginosa ve A. baumannii kökeninin 22 
(%55)’sinde imipenem-EDTA kombine disk yöntemi ile 
pozitiflik bulmuş, MBL üreten P.aeruginosa ve A. baumannii 

kökenlerinin yanık üniteleri için de önemli sorun oluştur-
duğuna dikkat çekmişlerdir. Çalışmamızda ise kombine 
disk testi ile A. baumannii kökenlerinin %75 ve                         
P. aeruginosa kökenlerinin %61.5’inde MBL pozitifliği 
saptanmış, bu oranlar hastanemizde önemli nozokomiyal 
infeksiyon etkenleri arasında yer alan P.aeruginosa ve A. 
baumannii suşlarında MBL pozitifliğinin dikkate değer 
düzeyde olduğunu göstermiştir. 

Metallo-betalaktamaz E test yöntemi, E test stripleri ticari 
olarak kolayca bulunabildiği için MBL saptamasında sık 
kullanılan fenotipik testlerdendir. MİK değerleri okunarak 
değerlendirildiği için bu testin daha objektif olduğu 
söylenebilir. Bu yöntemin tek dezavantajı imipeneme 
duyarlı ve orta derecede duyarlı bakterilerdeki MBL üreti-
mini saptamada yetersiz kalmasıdır. Yan ve ark. (16), 
imipeneme dirençli kökenlerde E test uygulamışlar ve E 
test sonuçlarına göre MBL negatif olan suşları polimeraz 
zincir reaksiyonu (PCR) yöntemi ile de negatif veya 
tanımlanamaz değerde bulduklarını belirterek imipe-
neme dirençli suşlarda MBL saptanması için E testin 
kullanışlı olduğunu savunmuşlardır. Walsh ve ark. (10), 
E test yöntemi ile MBL saptanan 31 Pseudomonas 
bakterisinin ancak 25 tanesinde PCR yöntemi ile MBL 
enzimi bulunduğunu saptamışlardır. Yunanistan’da yapı-
lan bir çalışmada (18), hastanedeki salgın sırasında 53 
P. aeruginosa kökeninde E test yöntemi ile imipeneme 
dirençli suşlardan 44 tanesinde MBL pozitif bulunmuş, 
daha sonra bu suşlara PCR yöntemi uygulanmış ve E 
test yönteminin MBL ürettiği saptanan üç suşu sapta-
yamadığı görülmüştür. Bu da E test yönteminin yanlış 
pozitif sonuç verebildiği gibi yanlış negatif sonuç da 
verebildiğini göstermiştir. 

Bizim çalışmamızda ise MBL E test yöntemi ile                    
A. baumannii kökenlerinde % 80 gibi yüksek bir oranda 
MBL varlığı bulunurken, P. aeruginosa kökenlerinin               
% 40’ında MBL pozitifliği saptanmış olması orta duyarlı 
suşların da çalışmaya alınmış olmasına bağlanabilir. 
Ayrıca, diğer testlerle de P. aeruginosa kökenlerinde              
A. baumannii kökenlerinden daha düşük oranda MBL 
pozitifliği saptanmış olması göz önüne alınırsa bu 
kökenlerde gözlenen imipenem direncine MBL üretimi 
dışında porin değişimleri (OprD kaybı) veya aktif pompa 
sistemlerinin indüklenmesi (19) gibi diğer direnç meka-
nizmalarının da yol açmış olabileceği ileri sürülebilir.  

Her ne kadar sonuçlarımız moleküler yöntemlerle doğru-
lanmamış olduğu için bu oranların gerçekte MBL enzim 
üretimini yansıtıp yansıtmadığı tartışmaya açık olsa da 
hastanemiz kökenlerinde dört farklı yöntemle saptadı-
ğımız bu oranlar ülkemiz ve dünyada yapılmış diğer 
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çalışmalardaki oranlara benzerlik göstermekle birlikte, 
özellikle A. baumannii kökenlerinde daha yüksek olarak 
saptanan, fakat P. aeruginosa kökenlerinde de azımsa-
namayacak düzeyde bulduğumuz MBL pozitiflik oranları 
hastanemizde önemli nozokomiyal infeksiyon ajanları 
arasında kabul edilen bu bakteri gruplarında MBL aktivi-
tesinin takibi açısından uyanık olma gereksinimimizi 
ortaya koymaktadır. Henüz CLSI’de MBL üretimini sap-

tamak için önerilen standart bir yöntem bulunmamak-
tadır. Metallo-beta-laktamaz varlığını göstermek için 
uygulanan fenotipik yöntemlerden hangisinin daha iyi bir 
yöntem olduğu konusunda netlik oluşmamıştır. Kullanı-
lan yöntemlerin hiçbirisinin tek başına yeterli olmadığı 
bildirilmektedir (20, 21). Bu nedenle fenotipik yöntemlerle 
saptanan MBL pozitif kökenlerin moleküler yöntemlerle 
doğrulandığı ileri çalışmalara gereksinim vardır.  
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