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Klinik örneklerden izole edilen karbapeneme dirençli Acinetobacter 
baumannii  suşlarında metallo-beta-laktamaz enzimi varlığının iki 
farklı fenotipik yöntemle araştırılması
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ÖZ

Amaç: Acineobacter baumannii (A. baumannii) suşları 
pekçok antibiyotik grubuna karşı direnç geliştirebilen 
nozokomiyal infeksiyon etkenleridir. A. baumannii 
suşlarında karbapenem grubu anibiyotiklere karşı direnç 
mekanizmalarından birisi de meallo-beta-laktamaz enzimi 
üretimidir.  Metallo-beta-laktamaz enzimleri (VIM, IMP 
vb.) aztreonam dışındaki tüm beta-laktamazları inhibe 
eden, çinko iyonuna gereksinim  duyan enzimlerdir. Bu 
çalışmanın amacı, karbapeneme dirençli A. baumannni 
suşlarında metallo-beta-laktamaz  varlığının iki farklı 
fenoipik yöntemle araştırılmasıdır. 
Gereç ve Yöntem: Çalışmaya çeşitli klinik örnekleden 
izole edilen karbapeneme dirençli 82 A. baumannii 
suşu dahil edildi. Bakteri identifikasyonu konvansiyonel 
yönemler ve BD Phoenix (Becton Dickinson, USA) 
otomatize sistemi ile gerçekleştirildi. Antibiyotik duyarlılık 
testleri EUCAST önerileri doğrulusunda disk difüzyon 
yöntemiyle belirlendi. MBL varlığı kombine disk yöntemi 
ve modifiye Hodge testi ile araştırıldı. 
Bulgular: Karbepeneme dirençli 82 A. baumannii 
suşunun 3’ünde (% 3,7), kombine disk yöntemiyle MBL 
enzimi saptanırken, Modifiye Hodge testi çalışılan 70 A. 
baumannii suşunun 27 (%39)’sinde MBL üretimi saptandı.  
Sonuç: Hastanemizde karbapeneme dirençli A.baumannii 
suşlarında kombine disk yöntemiyle MBL enzimi pozitifliği 
düşük oranda saptanırken, modifiye Hodge testi ile yüksek 
oranda saptanmıştır. İki yöntem arasında korelasyon 
saptanmamıştır. Sonuç olarak, MBL enzim varlığının 
referans yöntem olan moleküler yöntemlerle belirlenerek 
iki fenotipik yöntemden hangisinin daha uygun olduğunun 
belirlenmesi uygun bir yaklaşım olacaktır.   
Anahtar Kelimeler: Acinetobacter baumannii, metallo-
beta-laktamaz, kombine disk yöntemi, modifiye Hodge 
yöntemi

ABSTRACT

Aim: Acinobacter baumannii strains are nosocomial 
infections that can develop resistance to many antibiotic 
strains. One of the mechanisms of resistance of the 
carbapenem group to anobiotics in A.baumannii strains is 
the production of meallo-beta-lactamase enzyme. Metallo-
beta-lactamase enzymes (VIM, IMP, etc.) are enzymes 
that inhibit all beta- lactamases outside of aztreonam and 
require zinc ions. The aim of this study is to investigate the 
presence of metallo-beta-lactamase in carbapenem resistant 
A. baumannii strains by two different phenotypic methods.
Material and Method: The study included 82 A. baumannii 
strains isolated in various clinical specimens resistant 
to carbapenem. Bacteria identification was performed 
using conventional manners and an automated system 
from BD Phoenix (Becton Dickinson, USA). Antibiotic 
susceptibility tests were determined by disc diffusion 
method in accordance with the EUCAST recommendation. 
MBL presence was investigated by the combined disc 
method and the modified Hodge test.
Results: MBL enzyme was detected by combined disc 
method in 3 of carbobehim resistant 82 A.baumannii strains 
(3.7%), whereas unde MBL production was detected in 27 
of 70 A. baumannii strains tested (Modifiye Hodge test)
Conclusion: In our hospital, MBL enzyme positivity 
was detected at low rate by combination disc method in 
carbapenem resistant A. baumannii strains, but it was 
detected high with the modified Hodge test. No correlation 
was found between the two methods. In conclusion, it 
would be appropriate to identify the presence of MBL 
enzyme by molecular methods which are the reference 
methods and to determine which of the two phenotypic 
methods is more appropriate.
Keywords: Acinetobacter baumannii, metallo-beta-
lactamase, combined disc method, modified Hodge method
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GIRIŞ 

A. baumanni doğada ve hastane  ortamında yaygın 
olarak bulunabilen, farklı mekanizmalarla çoğul an-
tibiyotik direnci gösterebilen nozokomiyal patojen-
lerdir (1). 

Son yıllarda karbapeneme dirençli A. baumannii ve 
P. aeruginosa ineksiyonları ülkemizde ve dünyada 
önemli bir sorundur. Her iki bakteride de antibiyo-
tik direnci beta-laktamaz enzimleri, dış membran 
proteinleri ve penisilin bağlayan proteinlerdeki de-
ğişiklikler, eflüks pompa sistemi ve porin kaybı vb. 
mekanizmalarla gelişebilir (2). 

Metallo-beta-laktamaz (MBL) enzimleri Ambler 
sınıflamasında B sınıfında yer alan, plazmid aracı-
lıklı enzimler olup, başlıca MBL enzimleri IMP ve 
VIM’dir. Bu enzimler aztreonam dışındaki tüm bea-
laktamazları hidrolize eden ve çinko iyonuna ge-
reksinim duyan bir beta-laktamaz enzimidir. MBL 
enzimleri, aktif bölgelerinde çinko iyonu bulunan 
enzimlerdir ve klasik beta-laktamaz inhibitörlerin-
den etkilenmezken, eti len diamin tetra asetik asit 
(EDTA) veya mer kapto bileşikleri gibi bir metal 
şelatörü ile inak tive olurlar (3,4). Bu özelliğinden 
faydalanılarak, Clinical and Laboratory Standards 
Institute (CLSI), Enterobacteriaceae ailesi üyele-
ri için fenotipik doğrula ma yöntemi olarak ertape-
nem veya meropenem diskinin kullanıldığı modifiye 
Hodge yöntemi önerilmektedir, ancak; bu yöntemin 
nonfermentatif Gram negatif basillerdeki karbape-

nemaz üreti minin saptanmasında kullanılabilirliğine 
ilişkin yeterli veri bulunmamaktadır. Mikrobiyoloji 
laboratu varlarında çift disk sinerji testi, IPM-EDTA 
kombi ne disk testi, MBL E-test ve modifiye Hodge 
testi gibi fenotipik testler, nonfermentatif Gram ne-
gatif basillerde MBL saptanmasında kullanılan baş-
lıca fenotipik yöntemlerdir (1,5-7).

Son yıllarda, Modifiye Hodge testinin MBL enzim-
lerinin saptanmasında yalancı pozitif sonuç verdiği 
bildirilmektedir (8).

Bu çalışmada, hastanemizde yatan hastaların çeşitli 
kültür örneklerinden izole edilen A. baumannii ve P. 
aeruginosa suşlaında MBL varlığının kombine disk 
yöntemi ve Modifiye Hodge testi olmak üzere iki 
farklı yöntemle saptanması idi.

GEREÇ VE YÖNTEM 

Çalışmaya Ankara Eğitim ve Araştırma Hastanesin-
de yatan hastaların çeşili klinik örneklerinden izo-
le edilen karbapeneme dirençli A. baumannii suşu 
dahil edildi. Suşlaın klinik örneklere göre dağılım-
ları  Tablo 1’de gösterildi. Bakteri tanımlanması 
konvansiyonel yöntemler ve BD Phoenix (Becton 
Dickinson, USA) kullanılarak yapıldı. Bakterilerin 
antibiyotik duyarlılıkları disk difüzyon yöntemi ile 
EUCAST önerileri doğrultusunda belirlendi. Karba-
peneme dirençli A. baumanni ve P. aeruginosa suş-
larında MBL enzimi varlığı kombine disk yöntemi 
ve modifiye Hodge testi ile belirlendi (9).

Resim 1. Kombine disk yöntemiyle ( sol taraf ) ve modifiye Hodge testiyle (sağ taraf) MBL pozitif olarak saptanan A. bau-
mannii suşları
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Kombine disk yöntemi: Bu amaçla imipenem dis-
ki (Bioanalyse, Türkiye) ve imipenem+EDTA dis-
ki (Bioanalyse, Türkiye) kullanıldı. Mc Farland 
0,5 olarak ayarlanan bakteri süspansiyonu Muel-
ler-Hinton agar besiyerine ekildi. Etüvde 37°C’de 
24 saat süreyle inkübe edildi. Besiyerine imipenem 
ve imipenem+EDTA diskleri arasındaki mesafe 25 
mm olacak şekilde diskler yerleştirildi. İmipenem 
+EDTA da zon çapının imipeneme göre 5 mm ve 
üzerinde olması MBL enzimi pozitifliği olarak de-
ğerlendirildi.

Modifiye Hodge testi: Mac Farland 0,5 bulanıklığın-
da ayarlanan bakteri süspansiyonu Mueller-Hinton 
agar besiyerine yayıldı. Besiyerinin tam ortasına er-
tapemenem diski yerleştirildi. Diskin olduğu yerden 
artı işareti şeklinde besiyeri çizildi. Etüvde 370C’de 
24 saat süreyle inkübe edildi. Besiyerinde yonca 
görüntüsü oluşması Modifiye Hodge testi pozitifliği 
olarak değerlendirildi.

BULGULAR

Çalışmaya dahil edilen karbepeneme dirençli 82 
A. baumannii suşunun 3’ünde (% 3,7), kombine 
disk yöntemiyle MBL enzimi saptanırken, Modifi-
ye Hodge testi çalışılan 70 A. baumannii suşunun 
27’sinde (%39)’unda MBL üretimi saptanmışır.  

Kombine disk yöntemi ve modifiye Hodge testiyle 
MBL pozitif olarak saptanan A. baumanii suşları 
Resim 1’de gösterilmiştir.

TARTIŞMA

A. baumannii suşları özellikle yoğun bakım ünite-
lerinde başta karbapenemler olmak üzere çoklu ilaç 
direnci gösteren, salgınlara neden olabilen önemli 
bir nozokomiyal infeksiyon etkenidir (1,4).

A. baumannii türlerinde karbapenem direncinin en 
sık görülen mekanizması kromozom veya plazmid 
kaynaklı beta-laktamaz enzimlerinin üretimidir. 
A. baumannii suşlarında OXA tipi karbapenemaz-
lar daha sık görülmekle birlikte MBL enzimleri de 
bildirilmektedir. MBL enzimlerinin karbapenemaz 
aktivitesi yüksektir. MBL enzimleri Ambler sınıf B 
ve Bush grup 3’te yer alır. Metalo-beta-laktamazlar, 
genel olarak P.aeruginosa suşlarında saptanmak-
la birlikte, Acinetobacter spp., Stenotrophomonas 
maltophilia, Bacteroides fragilis, Serratia spp., 
Klebsiella pneu moniae, Enterobacter cloacae, Cit-
robacter freundii gibi Gram negatif bakterilerden de 
izole edil mektedir. MBL enzimleri, karbapenemleri 
hidrolizleyen IMP ve VIM serisinden enzimler ile 
SPM, GIM ve SIM enzimlerini içermekte olup azt-
reonam dışındaki tüm beta-laktam antibiyo tikleri 

hidrolize etmeleri bu suşların tespit edilmesinin öne-
mini artırmakta dır (1,10).

Son yıllarda MBL enzimlerinin neden olduğu karba-
penem direnci tüm dünyada ve ülkemizde önemli bir 
sorundur (1,4,5,9,11).

Türkdağı ve ark. (11) karbapeneme dirençli 202 
A.baumannii suşunun 139’unda(%69) kombine disk 
yöntemiyle metallo-beta-laktamaz enzimi üretimi 
saptamışlardır. Polimeraz zincir reaksiyonu ile 139 
suşun hiçbirinde bla IMP ve bla VIM genleri tespit 
edilmemişir.

Anwar ve ark. (12) Pakistan’dayaptıkları çalış-
mada 112 A. baumannii suşunun 66’sında (%59) 
disk difüzyon yöntemiyle hem imipenem hem de 
meropeneme direnç saptamışlardır. Bu suşların 55 
(%83)’inin modifiye Hodge testiyle karbapenemaz 
ürettiği, kombine disk ve çift disk sinerji yöntem-
leriyle ise 66 izolatın 49’unun (%74) metallobeta-
laktamaz ürettiği saptanmıştır. Çalışmada testlerin 
birbiriyle uyumlu olduğu bildirilmiştir.

Sonuç olarak; sunduğumuz çalışmada kombine disk 
yöntemiyle modifiye Hodge yöntemi arasında uyum 
olmadığı saptanmıştır. Benzer şekilde her iki yön-
tem arasında uyumsuzluk olduğunu, kombine disk 
yönteminin daha duyarlı bir yöntem olduğunu bildi-
ren çalışmalar mevcuttur.   

Acinetobacter türlerinde fenotipik olarak MBL tes-
piti için imipenem ve imipenem+EDTA kombine 
disk difüzyon yöntemi  duyarlı ve pratik bir yön-
temdir ( 9). Bazı çalışmalarda MBL saptanmasında 
fenotipik yöntemler ile moleküler yöntemler arasın-
da uyumsuzluk da bildirilmiştir. Eser ve ark. (13) 
yaptıkları bir çalışma da imipenem-EDTA kombine 
disk difüzyon yöntemi ile Acinetobacter izolatları-
nın % 51,6’sında MBL fenotipi saptamışlar, ancak 
izolatlarda bla IMP-1 ve blaVIM-2 genleri negatif 
bildirmişlerdir. 

Aksoy ve ark. (14) 52 imipeneme dirençli A. bau-
mannii suşunda MBL varlığını kombine disk, çift 
disk sinerji, MBL E-test yöntemi, modifiye Hod-
ge testi ve multipleks polimeraz zincir reaksiyonu 
(PZR) yöntemiyle araştırmışlardır. Çalışmada modi-
fiye Hodge testiyle 50 suşta (%96) MBL pozitifliği, 
EDTA’lı kombine disk yöntemiyle ve çift disk sinerji 
yöntemleriyle  %21 oranında pozitiflik saptanırken, 
genotipik yöntemle mültipleks PZR ile suşların hiç-
birinde MBL geni saptanmamıştır. Çalışmada feno-
tipik olarak saptanan MBL pozitifliğinin moleküler 
yöntemlerle de doğrulanması gerektiği, bu amaçla 
multipleks PZR yönteminin uygun bir yöntem oldu-
ğu bildirilmiştir.  

Sunduğumuz çalışmada karbepeneme dirençli 82 
A. baumannii suşunun 3’ünde (%3,7), kombine 
disk yöntemiyle MBL enzimi saptanırken, modifi-

Klinik örneklerden izole edilen karbapeneme dirençli Acinetobacter baumannii  
suşlarında metallo-beta-laktamaz enzimi varlığının iki farklı fenotipik yöntemle araştırılması
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ye Hodge testi çalışılan 70 A. baumannii suşunun 
27 (%39)’sinde  MBL üretimi saptanmışır. Modifiye 
Hodge yöntemiyle daha fazla oranda (yaklaşık 10 
kat) MBL pozitifliği saptanmıştır.  

Çalışmamızın sınırlandırıcı yönü suşlarda molekü-
ler testlerle MBL enzimleri (VIM, IMP, SPM vb.) 
genlerinin araştırılamaması idi.

Hastanemizde karbapeneme dirençli A. baumannii 
suşlarında kombine disk yöntemiyle MBL enzimi 
pozitifliği düşük oranda saptanırken, modifiye Hod-
ge testi ile yüksek oranda saptanmıştır. İki yöntem 
arasında korelasyon saptanmadı. 

Sonuç olarak; MBL enzim varlığının referans yön-
tem olan moleküler yöntemlerle belirlenerek iki fe-
notipik yöntemden hangisinin daha uygun olduğu-
nun belirlenmesi uygun bir yaklaşım olacaktır.   
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