
187

ÖZET
	
	 Acinetobacter türleri antibiyotiklere karşı çoğul direnç geliştirmeleri nedeniyle önemli hastane infeksiyonu etkenleridir. 
Acinetobacter kökenlerinde beta-laktam antibiyotiklere karşı olan direnç büyük oranda beta-laktamaz üretimine bağlıdır. 
Metallo-beta-laktamaz (MBL) aktivitesi gösteren IMP ve VIM enzimleri aztreonam dışındaki tüm beta-laktam antibiyotikleri 
hidroliz edebilme yeteneğindedir. Bu çalışmanın amacı, karbapenemlere dirençli A.baumannii suşlarında MBL enzimlerinin 
varlığının araştırılmasıdır.
	 Çeşitli klinik örneklerden izole edilen karbapenemlere dirençli A.baumannii suşları çalışmaya alınmıştır. Bakteri iden-
tifikasyonu konvansiyonel yöntemler, Phoenix 100 BD (Becton Dickinson, Sparks) ve VITEK 2 (bioMerieux, Fransa) otoma-
tize sistemleri kullanılarak yapılmıştır. Antibiyotik duyarlılık testi Clinical Laboratory Standards Institute önerileri dikkate 
alınarak Kirby-Bauer disk difüzyon yöntemi ile çalışılmıştır. MBL varlığını araştırmak için kombine disk yöntemi (KDY) 
uygulanmıştır. KDY ile MBL ürettiği saptanan suşlarda blaIMP ve blaVIM genlerinin varlığı polimeraz zincir reaksiyonu 
(PCR) ile araştırılmıştır. 
	 Karbapenem dirençli 202 A.baumannii suşunun 139’unda (% 69) KDY ile MBL üretimi saptanmıştır. PCR ile 139 
suşun hiçbirinde blaIMP ve blaVIM genleri tespit edilmemiştir.
	 Bu sonuçlar hastanemizdeki A.baumannii suşlarında karbapenem direncinden sorumlu enzimlerin IMP ve VIM olma-
dığını göstermiştir. MBL üreten bakterilerin aztreonam dışında tüm beta-laktamlara dirençli olması ve tedavide kullanılabile-
cek bir MBL inhibitörünün bulunmaması epidemiyolojik açıdan MBL varlığının tespit edilmesini önemli kılmaktadır. Bundan 
sonraki amacımız diğer MBL enzimlerinin varlığını araştırmak olacaktır.
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SUMMARY

Investigation of Metallo-beta-lactamases in Acinetobacter baumannii Strains Resistant to Carbapenems

	 Acinetobacter species are important agents of nosocomial infections as they develop multiple resistance to antibiotics. 
Resistance to beta-lactam antibiotics in Acinetobacter strains depends largely on the production of beta-lactamases. IMP and 
VIM enzymes indicating metallo-beta-lactamase (MBL) activity are able to hydrolyze all beta-lactam antibiotics except aztre-
onam. The aim of this study was to investigate the presence of MBL enzymes in A.baumannii strains resistant to carbape-
nems.
	 A.baumannii strains isolated from various clinical specimens resistant to carbapenems were included in this study. The 
isolates were identified by conventional methods, Phoenix 100 BD (Becton Dickinson, Sparks) and VITEK 2 (bioMerieux, 
France) automated systems. Antibiotic susceptibility test was performed by Kirby-Bauer disk-diffusion method according to 
the standards of Clinical and Laboratory Standards Institute. Combined disc method (CDM) was applied to investigate the 
presence of MBL. The presence of blaIMP and blaVIM genes were investigated by polimerase chain reaction (PCR) in strains 
detected MBL production by CDM.
	 MBL production was detected by CDM in 139 (69 %) of 202 A.baumannii strains resistant to carbapenems. BlaIMP 
and blaVIM genes were not identified in any of the 139 strains tested by PCR. 
	 These results showed that the IMP and VIM enzymes are not responsible for carbapenem resistance in A.baumannii 
strains in our hospital. MBL-producing bacteria are resistant to all beta-lactams except aztreonam and absence of MBL inhi-
bitor that may be used for treatment, determination of the presence of MBL is an important epidemiological point of view. Our 
next goal will be the investigation of other MBL enzymes.
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GİRİŞ

	 Acinetobacter türleri her yerde bulunabilen 
saprofit bakterilerdir(20). Doğada toprak, su, atık 
sularında ve hastane ortamı florasında bulun-
maktadırlar(13). Acinetobacter türlerinin sağlıklı 
insanların derisinde, ağız florasında, solunum 
yollarında, genitoüriner sistem ve alt gastroin-
testinal sistemlerinde bulunduğu gösterilmiş-
tir(3). Acinetobacter türleri kuruluğa dayanıklı 
olmaları, farklı ısı ve pH değerlerinde yaşayabil-
meleri ve antibiyotiklere karşı çoğul direnç 
geliştirmeleri nedeniyle önemli hastane infeksi-
yonu etkenleridir(24,28). Sağlıklı insanlar için pato-
jen olmayan ancak bağışıklık sistemi baskılan-
mış hastalarda infeksiyonlara neden olabilen 
fırsatçı bakterilerdir(32). İnsanlardan en sık izole 
edilen tür Acinetobacter baumannii’dir(16).
	 Acinetobacter kökenlerinde beta-laktam 
antibiyotiklere karşı olan direnç büyük oranda 
beta-laktamaz üretimine bağlıdır(19). Karbape-
nemler A.baumannii’nin neden olduğu infeksi-
yonların tedavisinde sık kullanılmalarına karşın 
imipenem direncinin ilk kez belirlendiği tarih-
ten bu yana bu bileşiklere direnç oranı tüm dün-
yada hızla artmaktadır(4,11). A.baumannii suşların-
da karbapenem direnci, beta-laktam antibiyotik-
lerin beta-laktamaz enzimleri ile hidrolizi, dış 
membran proteinleri ve penisilin bağlayan pro-
teinlerdeki değişiklikler ve eflüks pompasının 
artmış aktivitesi gibi mekanizmaların çeşitli 
kombinasyonları ile ortaya çıkar(24,31). 
	 Metallo-beta-laktamazlar (MBL) 1980’de 
ilk olarak Ambler’in sınıflandırmasına göre 
kategorize edilmişlerdir. Ambler B sınıfında yer 
alan, MBL aktivitesi gösteren ve plazmid aracılı 
karbapenemazlardan olan IMP ve VIM, aztreo-
nam dışındaki tüm beta-laktam antibiyotikleri 
hidroliz edebilme yeteneğindedir(12,25). Bu çalış-
manın amacı, çeşitli klinik örneklerden izole 
edilen A.baumannii suşlarında karbapenem 
direncinden sorumlu MBL enzimlerinin varlığı-
nın araştırılmasıdır.

GEREÇ VE YÖNTEM

	 Çeşitli klinik örneklerden izole edilen kar-
bapenemlere dirençli 202 A.baumannii suşu çalış-

maya alınmıştır. Bakteri identifikasyonu kon-
vansiyonel yöntemler, Phoenix 100 BD (Becton 
Dickinson, Sparks) ve VITEK 2 (bioMerieux, 
Fransa) otomatize sistemleri kullanılarak yapıl-
mıştır. Bakterilerin antibiyotik duyarlılık testi 
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) 
önerileri dikkate alınarak Kirby-Bauer disk 
difüzyon yöntemi ile çalışılmıştır(5). Kontrol suşu 
olarak P. aeruginosa ATCC 27853 kullanılmıştır. 
	 MBL varlığını fenotipik olarak test etmek 
için kombine disk yöntemi (KDY) uygulanmış-
tır. Bu amaçla A.baumannii suşlarından 0.5 
McFarland bulanıklığında bakteri süspansiyonu 
hazırlanarak Mueller-Hinton Agara (MHA) 
eküvyonla yayılmıştır. Besiyeri yüzeyi kuruduk-
tan sonra aralarında 22 mm olacak şekilde iki 
imipenem (10 μg) diski yerleştirilerek imipenem 
disklerinden birinin üzerine 10 μl EDTA (0.5M, 
pH 8) eklenmiştir. Plaklar 35°C’da 18 saat inkü-
be edilmiş, imipenem-EDTA diskinin inhibisyon 
zon çapı imipenem diskinin inhibisyon zon 
çapından 7 mm daha geniş ise test sonucu pozi-
tif olarak değerlendirilmiştir.
	 KDY ile MBL ürettiği saptanan suşlarda 
blaIMP ve blaVIM genlerinin varlığı PCR ile 
araştırılmıştır. DNA ekstraksiyonu, Qiagen DNA 
ekstraksiyon kiti (QIAGEN, United Kingdom) 
kullanılarak üretici firma önerileri doğrultusun-
da yapılmıştır. IMP ve VIM genlerinin varlığını 
araştırmak için IMP-F (5’GTTTATGTTCA 
TACWTCG3’), IMP-R (5’GGTTTAAYAAAACAA 
CCAC3’), VIM-F (5’TTTGGTCGCATATGCCA 
ACG3’) ve VIM-R (5’CCATTCAGCCAGATCG 
GCAT3’) primerleri kullanılarak PCR analizi 
gerçekleştirilmiştir. PCR döngüsü 94°C’de 5 
dk.’lık başlangıç denatürasyonu sonrasında; 
95°C’de 30 s, bağlanma VIM için 66°C’de 1 dk. 
ve IMP için 45°C’de 1 dk. ve uzama 72°C’de 1 
dk.’dan oluşan 30 siklusu takiben 72°C’de 10 
dk.’lık son uzama şeklinde uygulanmıştır(2). PCR 
ürünleri % 2 agaroz jelde 100 V’da 2 saat yürü-
tüldükten sonra etidyum bromid ile boyanan 
jeldeki 500 bp (blaVIM) and 432 bp (blaIMP) 
bantlar UV ışık altında GelDoc sistemi yardı-
mıyla görüntülenmiştir. PCR analizinde pozitif 
kontrol olarak daha önceden blaIMP ve blaVIM 
genleri saptanmış P. aeruginosa suşları kullanıl-
mıştır.
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BULGULAR

	 Laboratuvarımızda çeşitli klinik örnekler-
den izole edilen ve çalışmaya alınan karbape-
nemlere dirençli 202 A.baumannii suşundan 
139’unun (% 69) KDY ile MBL ürettiği saptan-
mıştır. KDY ile MBL ürettiği saptanan suşların 
102’si (% 73) kan, 20’si (% 14) trakeal aspirat, 9’u 
(% 6) yara, 5’i (% 4) idrar ve 3’ü (% 2) balgam 
kültüründen izole edilmiştir. PCR ile blaIMP ve 
blaVIM genleri tespit edilmemiştir.

TARTIŞMA

	 A.baumannii son yıllarda antibiyotiklere 
artmış bir direnç göstermekte, hastanelerde ve 
özellikle yoğun bakım ünitelerinde çoklu ilaca 
dirençli infeksiyonlara ve inatçı nozokomiyal 
salgınlara neden olmaktadır(8,15). Hastane orta-
mında sık ve geniş spektrumlu antibiyotik kul-
lanımı çoklu dirençli suşların yayılımını kolay-
laştırmakta ve tedaviyi güçleştirmektedir(8,14).
	 Tüm dünyada olduğu gibi Türkiye’de de 
A.baumannii türlerinin birçok ilaca artan direnci 
nedeniyle tedavide karbapenemler ilk seçenek 
olarak düşünülmekteydi. Son zamanlarda 
A. baumannii izolatlarında karbapenemaz üreti-
mindeki artış, bu antibiyotiklere karşı direnci de 
beraberinde getirmiştir(7,9). 
	 A.baumannii türlerinde karbapenemleri de 
içeren beta-laktam antibiyotiklere karşı direncin 
temel mekanizması ya kromozom ya da plaz-
mid tarafından kodlanan beta-laktamaz üretimi-
nin sonucudur. Beta-laktamazlara ek olarak 
porin değişimi ve penisilin bağlayıcı proteinle-
rin (PBP) modifikasyonu sonucu da direnç olu-
şabilir(7,27). A.baumannii suşlarında MBL türü 
enzimler OXA tipi karbapenemazlardan daha az 
görülmesine rağmen MBL’lerin karbapenemaz 
aktivitesi önemli ölçüde daha potenttir (100-
1000 kat). IMP ve VIM varyantları karbapenem 
ve diğer beta-laktam antibiyotiklere (aztreonam 
hariç) karşı güçlü hidrolitik etkinliğe sahip olup 
yüksek düzeyde dirence neden olur(24).
	 Son yıllarda özellikle MBL’lerin yol açtığı 
karbapenem direncinin sıklığındaki artış hem 
ülkemizde hem de dünyada izlenmektedir. 
Plazmid kökenli IMP-1 tipi MBL ilk olarak 

Japonya’da 1988’de P.aeruginosa’da tanımlan-
dıktan sonra diğer Gram negatifler arasında da 
yayılmaya başlamış, 1996-1997 yıllarında Serratia 
marcescens kökenlerinde de gösterilmiştir. 
Avrupa’da ilk olarak İtalya’da A.baumannii 
kökenlerinden IMP-2 izole edilmiş, daha sonra 
yeni bir sınıf B MBL’ler olan VIM ailesi Avrupa’da 
P.aeruginosa ve Acinetobacter türlerinde tanım-
lanmıştır. Sırasıyla VIM-3, VIM-4, VIM-5, VIM-6 
İtalya, Fransa, Yunanistan, İspanya, Portekiz ve 
Türkiye’de bulunmuştur(21,22,26). Avrupa’da, özel-
likle Akdeniz çevresi ülkelerde bu enzimleri 
kodlayan genleri taşıyan Acinetobacter izolatları 
için sınırlı bildirim söz konusu iken, bazı Asya 
ülkeleri bu genleri taşıyan izolatlar için endemik 
gibi görünmektedir(7). 
	 Ülkemizde MBL genlerinin saptandığı 
sınırlı sayıda çalışma bulunmaktadır. Özgümüş 
ve ark.(23), tarafından 2007 yılında yapılan çalış-
mada 100 P.aeruginosa izolatının birinde VIM 
tipi, 9’unda IMP-1 tipi MBL geni saptanmıştır. 
Mersin Üniversitesi’nde yapılan bir çalışmada 
29 P.aeruginosa izolatından 11 tanesinde VIM-1 
geni pozitif bulunmuş, IMP-1, IMP-2 ve VIM-2 
genleri saptanmamıştır(27). Hacettepe Üniver-
sitesi’nde yapılan bir çalışmada 110 P.aeruginosa 
izolatından 11 tanesi blaVIM geni açısından 
pozitif bulunmuş fakat blaIMP-1 geni açısından 
pozitiflik bulunmamıştır(6). Aktaş ve ark.(1), E test 
ile MBL pozitif bulunan P.aeruginosa ve A.bau-
mannii izolatlarında IMP ve VIM geni tespit 
etmemişlerdir.
	 Bugüne kadar dünyada ve ülkemizde 
yapılan araştırmalarda MBL enziminin tespitine 
yönelik çeşitli fenotipik testler uygulanmış, en 
yüksek özgüllük ve duyarlılık E test yöntemi ile 
bildirilmiştir. Walsh ve ark.(30) tarafından yapılan 
bir çalışmada, E testin MBL’nin fenotipik tayi-
nindeki duyarlılığı % 94 ve özgüllüğü % 95 ola-
rak belirlenmiştir. 2004 yılında Kore’de yapılan 
bir çalışmada, blaIMP-1 geni pozitif bulunan 
A.baumannii izolatlarının hepsi, blaIMP-2 geni 
pozitif A.baumannii izolatlarının % 95’i E-test ile 
pozitif olarak tespit edilmiş, MBL negatif OXA-
23 pozitif izolatların bir tanesi E-test ile yanlış 
pozitif sonuç vermiştir(18). B grubu MBL’lerin 
tespiti için EDTA ile inhibisyon esasına dayalı 
çift disk sinerji testleri fenotipik tanımlamada 
kullanılmaktadır. MBL’ler EDTA ve tiyol bazlı 
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bileşiklerle inhibe olmaktadır. Bu nedenle sefta-
zidim ve imipenem gibi beta-laktamların EDTA 
veya 2-merkapto-propiyonik asit ile birlikte kul-
lanımına dayalı disk difüzyon testleri MBL’leri 
saptayabilmektedir. MBL’lerin tespitinde son 
yıllarda Hodge Testi ve EDTA disk sinerji yön-
temleri geliştirilmiştir. Acinetobacter türlerinde 
fenotipik olarak MBL tespiti için kombine disk 
difüzyon testi duyarlı ve pratik bir yöntemdir(17). 
Hacettepe Üniversitesi’nde yapılan bir çalışma-
da imipenem-EDTA kombine disk difüzyon 
yöntemi ile Acinetobacter izolatlarının % 51.6’sın-
da MBL fenotipi izlenmiş, ancak izolatlarda bla-
IMP-1 ve blaVIM-2 genleri negatif bulunmuş-
tur(10). Ankara’da yapılan başka bir çalışmada 
imipenem dirençli 79 Acinetobacter izolatının E 
test ile % 51.9’unun, kombine disk sinerji testi ile 
% 58.2’sinin, çift disk sinerji testi ile % 55.7’sinin, 
modifiye Hodge Testi ile % 69.6’sının MBL üret-
tiği saptanmış, PCR yöntemiyle blaIMP-1 geni 
araştırılmış, ancak pozitiflik bulunamamıştır(29).
	 Çalışmamızda, MBL’ın fenotipik tayinin-
de karbapenemlere dirençli izolatlara KDY 
uygulanmış, % 69 oranında pozitiflik saptan-
mıştır. Ancak direnç genlerinin gösterilememiş 
olması nedeniyle özgüllük ve duyarlılık yorum-
ları yapılamamıştır. Yaptığımız fenotipik testle 
bulduğumuz MBL pozitiflik oranı oldukça yük-
sektir. Yalancı pozitiflik EDTA’nın bakterisidal 
etkisinden kaynaklanmış olabilir. PCR analizi ile 
MBL varlığını saptamak en güvenilir yöntemdir. 
Ancak çalışmamızda 139 A.baumannii izolatının 
hiçbirinde PCR ile blaIMP ve blaVIM genleri 
saptanamamıştır.
	 Sonuç olarak, hastanemizdeki A.baumannii 
suşlarında karbapenem direncinden sorumlu 
enzimlerin IMP ve VIM olmadığı görülmüştür. 
Acinetobacter cinsi bakterilerde, giderek artan kar-
bapenem direncinin ve MBL üretiminin belirlen-
mesi, hem hastalara optimum tedavinin uygula-
nabilmesi hem de direnç genlerinin hastane orta-
mında diğer bakteri türlerine aktarılma olasılığı-
nın önlenmesi açısından önemlidir. MBL üreten 
bakterilerin aztreonam dışında tüm beta-lak-
tamlara dirençli olmaları ve tedavide kullanılabi-
lecek bir MBL inhibitörünün bulunmaması epide-
miyolojik açıdan MBL varlığının tespit edilmesini 
önemli kılmaktadır. Bundan sonraki amacımız 
diğer MBL enzimlerini araştırmak olacaktır.
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