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Araştırma

ÖZET

Amaç: Pseudomonas aeruginosa, karbapenemler dâhil 
antipseudomonal ilaçlara karşı direnç gelişebilecek 
önemli bir nozokomiyal patojendir. P. aeruginosa enfek-
siyonlarının eradikasyonu için tedavi rejimleri giderek 
daha sınırlı hâle gelmektedir. Bu çalışmada, P. aeruginosa 
suşlarının çeşitli antibiyotiklere karşı direnç oranları ve 
imipeneme dirençli olanlarda metallo-beta-laktamaz 
(MBL) enzimi varlığının fenotipik yöntemle belirlenmesi 
amaçlanmıştır.

Gereç ve Yöntem: Çeşitli klinik örneklerden izole edilen 
100 P. aeruginosa suşu değerlendirildi. Antibiyotik duyar-
lılıkları Kirby-Bauer disk difüzyon yöntemi ile CLSI kriter-
lerine göre belirlenmiştir. İmipenem dirençli ve orta duyar-
lı suşlarda, MBL varlığı açısından kombine disk (IMP-
EDTA) test yöntemi kullanıldı.

Bulgular: Antibiyotik direnç oranları imipeneme %25, 
sefepime %14, seftazidime %19, piperasilin/tazobaktama 
%10, aztreonama %24, siprofloksasine %11, tobramisine 
%6 ve amikasine %5 olarak bulundu. Metallo-beta-
laktamaz üretimi, imipenem dirençli ve orta duyarlı 
P. aeruginosa suşlarınının %80’inde tespit edildi.

Sonuç: Çalışmamızda, kombine disk test yöntemi ile elde 
edilen MBL pozitiflik oranı diğer çalışmalar ile uyumludur. 
İmipeneme dirençli bulunan suşlarda direnç yayılımını 
önlemek için MBL varlığı araştırılmalıdır.

Anahtar kelimeler: Metallo-beta-laktamaz, antibiyotik 
direnci, Pseudomonas aeruginosa

SUMMARY

Investigation of Metallo-Beta-Lactamase Producing Strains 
of Pseudomonas aeruginosa

Objective: Pseudomonas aeruginosa is an important noso-
comial pathogen frequently resistant to “antipseudomo-
nal” drugs, including carbapenems. Treatment regimes for 
the eradication of P. aeruginosa infections are becoming 
increasingly limited. This study was conducted to determi-
ne the rate of resistance of P. aeruginosa strains to various 
antibiotics and to investigate the presence of metallo-beta-
lactamases (MBLs) in the imipenem resistant strains using 
a phenotypic method.

Materials and Methods: The antibiotic susceptibilities of a 
total of 100 P. aeruginosa strains isolated from various 
clinical specimens, were determined by Kirby-Bauer disk 
diffusion method according to the CLSI guidelines. 
Combined disc (IMP-EDTA) test method was used for the 
presence of MBL in imipenem-resistant and intermediate 
strains. 

Results: The antibiotic resistant rates determined for vari-
ous antibiotics as follows: imipenem (25%), cefepime 
(14%), ceftazidime (19%), piperacillin/tazobactam (10%), 
aztreonam (24%), ciprofloxacin (11%), tobramicin (6%) 
and amikacin (5%). Metallo-beta-lactamase production 
was detected in 80% of the imipenem resistant and interme-
diate P. aeruginosa strains.

Conclusion: In our study, the MBL positivity rates obtained by 
the combined disc test method is consistent with other studies. 
MBL presence should be investigated in imipenem-resistant 
strains to prevent the spread of resistance.

Key words: Metallo-beta-lactamase, antibiotic resistance, 
Pseudomonas aeruginosa
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Pseudomonas aeruginosa İzolatlarında 
Metallo-Beta-Laktamaz Üretiminin Araştırılması

GİRİŞ

Pseudomonas aeruginosa hastanelerde direnç 
sorunu yaşanan mikroorganizmalar arasında 
yer almaktadır. P. aeruginosa birçok antimik-

robiyale doğal dirençli olup, tedavi sırasında 
birden fazla antibiyotiğe direnç geliştirebil-
mektedir(1). Karbapenemler, hastane enfeksi-
yonlarına neden olan çoklu ilaç dirençli 
P. aeruginosa’ya karşı etkili antimikrobiyal 
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ajanlardandır. Özellikle Amp C ve Genişlemiş 
spektrumlu beta laktamaz (GSBL) enzimleri-
ne dayanıklı olmaları nedeniyle ilk sırada 
kullanılan antibiyotik grubudur(2). Karba-
penemlere karşı direnç gelişmesi durumunda 
tedavi güçleşmektedir. Dış membran geçir-
genliğinin azalması, atım pompa sistemi, peni-
silin bağlayan proteinlerdeki modifikasyon ve 
karbapenemleri hidrolize eden enzimlerin var-
lığı P. aeruginosa suşlarında antibiyotiklere 
karşı direnç gelişiminde etkili olmaktadır. 
Metallo-beta-laktamazlar (MBL), plazmid 
aracılığı ile horizontal olarak yayılması nede-
niyle direnç gelişiminde diğer mekanizmalar-
dan daha önemli olduğu düşünülmektedir(3). 
MBL, Ambler sınıf B ve Bush grup 3’te yer 
alan beta-laktamazlardır. Metallo-beta-
laktamazlar karbapenemler dâhil, aztreonam 
hariç tüm beta-laktam antibiyotikleri hidrolize 
etmektedirler. MBL, beta-laktamaz inhibitör-
lerine dirençli ancak etilen diamin tetra asetik 
asit (EDTA), thiol bazlı bileşikler ve dipikoli-
nik asite (DPA) duyarlıdır(4). Thiol bazlı bile-
şikler Acinetobacter türlerinde ve DPA ise 
enterik bakterilerde MBL tespitinde kullanıla-
bilmektedir.

Bu çalışmada, farklı klinik örneklerden izole 
edilen P. aeruginosa suşlarının, çeşitli antibi-
yotiklere karşı direnç oranları ve imipeneme 
dirençli olanlarda MBL enzimi varlığının 
fenotipik yöntemle belirlenmesi amaçlanmış-
tır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Bu çalışmada hastanemiz mikrobiyoloji labora-
tuvarında çeşitli klinik örneklerden elde edilen 
toplam 100 P. aeruginosa izolatı değerlendiril-
miştir. İzolatlar konvansiyonel yöntemlerle ve 
otomatize sistemle (VITEK 2, bioMérieux, 
Fransa) tanımlanmış, antibiyotik duyarlılıkları 
“Clinical and Laboratory Standards Institute” 
(CLSI) kriterlerine göre Kirby-Bauer disk difüz-

yon yöntemi ile belirlenmiştir(5). Disk difüzyon 
yöntemi ile yapılan antibiyotik duyarlılık testle-
rinde imipeneme dirençli ve orta duyarlı bulu-
nan 25 P. aeruginosa suşu MBL enzim varlığı 
yönünden incelenmiştir. MBL enzim varlığını 
belirlemek için “imipenem-EDTA kombine disk 
difüzyon testi” uygulanmıştır. Bulanıklığı 0.5 
McFarland olan bakteri süspansiyonları steril 
eküvyon ile Mueller-Hinton agar plaklarına 
yayılmıştır. Plaklara 2 adet imipenem (10 μg, 
Oxoid, İngiltere) diski yerleştirilmiştir. Disk-
lerden birisinin üzerine pH 8’de hazırlanmış 0.5 
M EDTA (HiMedia, Hindistan) solüsyonundan 
5 μl eklenmiş ve plaklar etüvde 35-37°C’de 
18-20 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyondan 
sonra imipenem diski ile imipenem-EDTA’lı 
diski zon çaplarında 7 mm veya daha fazla fark 
bulunması MBL pozitif olarak kabul edil-
miştir(2). 

BULGULAR 

Çalışmaya dâhil edilen 100 P. aeruginosa 
suşunun 50’si balgam, 21’i idrar, 15’i kan, 
11’i yara ve diğer üçü de kateter, asit mayi ve 
beyin omurilik sıvısı örneklerinden izole edil-
miştir. 

P. aeruginosa suşlarının 25’i imipeneme, 14’ü 
sefepime, 19’u seftazidime, 10’u piperasilin/
tazobaktama, 24’ü aztreonama, 11’i siprofloksa-
sine, altısı tobramisine ve beşi amikasine direnç-
li bulunmuştur. İmipeneme dirençli izolatların 
%80’inde (20/25) MBL enzim varlığı saptan-
mıştır. Elde edilen izolatların imipenem direnci-
ne ve MBL varlığına göre dağılımı Tablo 1’de 
gösterilmiştir.

Tablo 1. Elde edilen izolatların imipenem direnci ve MBL var-
lığına göre dağılımı.

İmipeneme duyarlılık durumu

İmipeneme dirençli
İmipeneme orta duyarlı

Toplam

MBL pozitif

16
  4

20

MBL negatif

4
1

5
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TARTIŞMA

P. aeruginosa’da ilk IMP-1 tipi MBL enzimi 
Japonya’dan bildirilmiş olup, daha sonra yeni 
MBL’lar (IMP, VIM, SPM, GIM, NDM-1) 
dünya çapında tanımlanmıştır(4). MBL üreten 
gram-negatif bakteri enfeksiyonları yüksek 
morbidite ve mortalite ile ilişkilidir. Bu neden-
le, bu son derece dirençli bakterilerin hızlı 
tanısı enfeksiyon kontrol yönetimi ve hekim-
lere uygun tedavi seçeneklerine yardımcı 
olmak için önemlidir(6). CLSI tarafından MBL 
enzimlerinin tespiti için önerilmiş standart bir 
yöntem bulunmamaktadır(5). Modifiye Hodge 
testi (MHT), Enterobacteriaceae izolatları 
için karbapenem direnci saptandığında karba-
penemaz yapımının doğrulanması için öneri-
len bir test iken, artık 2012 CLSI kriterlerinde 
yer almamaktadır(7). Çeşitli fenotipik yöntem-
ler metallo-betalaktamaz üreten bakterilerin 
tespiti için kullanılabilmektedir. Bu testler 
arasında; imipenemli veya seftazidimli EDTA 
veya 2-merkaptopropionik asit (MPA) diskle-
rini kullanan çift-disk sinerji testi, seftazidim 
veya imipenemli EDTA kombine disk testi, 
MBL E-test ve imipenemli EDTA kullanan 
mikrodilüsyon testidir(8-10). Ancak, tarama testi 
olarak kullanılan fenotipik yöntemlerden han-
gisinin daha duyarlı olduğuna dair kesin bilgi-
ler yoktur(11).

Kombine disk testinde EDTA, membran geçir-
genliği özelliğine sahip olması ve P. aeruginosa 
üzerinde zararlı etkiye neden olabileceğinden 
dolayı yalancı pozitifliğe neden olabilmektedir(12). 
Yapılan bir çalışmada, kombine disk test ve çift 
disk sinerji testinde; IMP-1, VIM-2 ve SIM-1 
gibi MBL üreten Pseudomonas ve Acinetobacter 
türlerinde DPA’in EDTA’ya göre daha iyi bir 
MBL inhibitörü olduğu belirtilmektedir(13). 
Genotipik yöntem olan polimeraz zincir reaksi-
yonu (PZR) MBL tespitinde tatmin edici sonuç-
lar vermesine rağmen, maliyet faktörü klinik 
laboratuvarlarda günlük test için uygulanmasını 

sınırlandırmaktadır. PZR bulguları doğrultusun-
da MBL üretimi tespiti %100 doğruluk sergile-
yen MBL E-testinin tercih edilebileceği 
belirtilmiştir(12).

Çalışmamızda MBL enziminin belirlenmesi 
için imipeneme dirençli 25 P. aeruginosa 
suşunda fenotipik yöntemlerden kombine disk 
testi kullanılmıştır. İmipeneme dirençli izolat-
larda MBL üretimi kombine disk testi ile 20 
(%80) suşta tespit edilmiştir. Türkiye’de kom-
bine disk testi ile yapılan çalışmalarda MBL 
oranları %31 ile %80 arasında değişmekte-
dir(11,14-17). Demirdağ ve ark.(15) yaptıkları araş-
tırmada, elde edilen sonuçların analizine göre 
kombine disk testinin, MHT’ye kıyasla 
daha duyarlı olduğu saptamışlardır. 
Ülkemizde P. aeruginosa izolatlarında MBL 
pozitiflik oranı ve MBL tespitinde kullanılan 
fenotipik yöntemler Tablo 2’de gösterilmiştir. 
Prajapati ve ark.(18) MBL oranını kombine disk 
test yöntemiyle %50, çift disk sinerji testi ile 
%27 olarak bulmuş ve kombine disk testinin 
diğer yönteme göre duyarlılığının daha fazla 
olduğunu savunmuşlardır. Behera ve ark.(19) 

kombine disk testi yöntemiyle MBL oranını 
%76 olarak bulmuşlar ve bu çalışmada kullan-
dıkları diğer fenotipik yöntem olan E-test ile 
kombine disk testinin duyarlılık olarak eşit 
olduğu fakat maliyet kısıtlılığı nedeniyle mik-
robiyoloji laboratuvarlarında basit fenotipik 
tarama yöntemi olarak kombine disk testinin 
kullanılabileceğini ileri sürmüşlerdir. Bashir ve 
ark.(20) MBL oranını kombine disk testi yönte-
miyle %86.8 olarak bulmuşlardır. 2014 yılında 
yapılan bir çalışmada ise imipeneme dirençli 
suşların hepsinde kombine disk test yöntemi ile 
MBL pozitif bulunmuştur(21). Mouawad ve ark.(22) 
çalışmasında kombine disk testi ile MBL oranı 
%90 bulunmuş ve çalışmalarda imipenem 
EDTA kombine disk testinin yanlış pozitif 
sonuçlar verebileceği ve dolayısıyla sonuçların 
MBL E-test ile karşılaştırılması gerektiğini bil-
dirmişlerdir.
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Ülkemizde farklı merkezlerde yapılan çalışma-
larda, P. aeruginosa suşlarının imipeneme karşı 
direnç oranı %18 ile %46 arasında değişmekte-
dir(11,14,15,23,24). Direnç oranımız (%25) bu çalış-
malar ile uyumludur. Çalışmamızda, tobramisin 
ve amikasin’in duyarlılık oranlarını sırasıyla 
%94 ve %95 olarak tespit ettik. P. aeruginosa’ya 
karşı amikasin ve tobramisin, imipenemden 
daha etkili bulunmuştur.

CLSI 2013 kriterlerine göre P. aeruginosa, kar-
bapenemler için disk difüzyon zon çapları daha 
geniş ve minimum inhibitör konsantrasyon 
değerleri ortalama 1-2 dilüsyon daha düşük 
belirlenmiştir. Bu yeni rehbere göre eskiden 
duyarlı olan pek çok suş orta düzey veya tam 
dirençli tanımlanmaktadır(25). Dolayısıyla yeni 
direnç sınır değerleri uygulandığında tedavi 
kararlarının verilebilmesi için karbapenemaz 
araştırılma gereksinimini azaltacağını düşün-
mekteyiz. 

Çalışmamızdaki kombine disk testi ile elde edi-
len MBL oranları ülkemizde ve yurt dışında 
yapılan çalışmalar ile uyumlu bulunmuştur. 
Sonuç olarak, antimikrobiyal maddelere karşı 
hızla gelişen direnç sorununun önüne geçebil-
mek için her hastane kendi antibiyotik duyarlılık 

profillerini belirlemeli ve ampirik antibiyotik 
tedavisine başlarken bunu dikkate almalıdır. 
P. aeruginosa’nın etken olduğu enfeksiyonların 
tedavisinde antibiyogram sonuçlarına göre anti-
biyotik kullanılmalıdır. İmipeneme dirençli 
bulunan P. aeruginosa suşlarında direnç yayılı-
mını önlemek için MBL varlığı açısından araştı-
rılmalıdır.
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Bulut ve ark.(17)

Cesur ve ark.(16)

Demirdağ ve ark.(15)

Sesli Çetin ve ark.(11)

Gayyurhan ve ark.(14)

Yıl

2014

2013

2012

2011

2009

2008

Bölge

Bolu

Elazığ

Çok merkezli

Elazığ

Isparta

Gaziantep

Karbapenem dirençli suş sayısı
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  20
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MBL oranı (%)
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  62
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Yöntem

Kombine disk testi

Kombine disk testi
Çift disk sinerji

MHT
E-Test
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MHT
Kombine disk testi

Kombine disk testi
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E-Test

Kombine disk testi

(MHT: Modifiye Hodge Test)
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