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VIM ve IMP Tipi Metallo Beta Laktamaz
Genlerinin Hizl1 Saptanmas Icin Yeni
Bir Multipleks PZR Metodu

A New Multiplex PCR Method for Rapid Detec-
tion of Genes Encoding VIM and IMP Types of
Metallo Beta Lactamases

OZET Amag: Bu ¢alismada VIM ve IMP tipi metallo beta-laktamazlar1 (MBL) kodlayan genlerin ta-
mamini hizli sekilde saptayacak multipleks polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) protokolii tarif edil-
mektedir. Ayrica bu yéntem Istanbul’da bityiik bir iiniversite hastanesinde izole edilen P.aeruginosa
kokenlerinde MBL varlif: ve tiplerinin aragtirilmasinda kullamilmigtir. Gereg ve Yontemler: bla
IMP1-22 ve blaVIM1-12 prototip sekanslar1 GenBank’tan indirilmis ve Bioedit bilgisayar paketin-
den Clustal W multipl alignment programi kullanilarak hizalanmigtir. Farkli primer konsantrasyon
ve oranlarinin kullanildig1 optimizasyon deneylerinden sonra en uygun multipleks PCR formati
1:2 VIM / IMP olarak belirlenmis ve tiim tarama testlerinde bu format kullanilmigtir. Multipleks
PCR yéntemi imipeneme direncli veya orta direncli 51 adet P.aeruginosa kékeninde de kullanilmg-
tir. Imipenem, meropenem, seftazidim ve sefepim igin minimum inhibitér konsantrasyonlar1 (MiK)
agar diliisyon yontemi ile saptanmigstir. Kontrol kokenleri olarak IMP-1, IMP2, IMP13, VIMI,
VIM2, VIM4 tipi enzimleri {ireten P.aeruginosa kokenleri ve VIM-5 tipi enzim iireten K.pneumo-
niae kdkeni kullanmilmigtir. Bulgular: Tiim kontrol kékenleri belirtilen multipleks PCR yontemi ile
tespit edilmistir. Elli bir adet P.eruginosa kokeninde multipleks PCR yontemi ile blaIMP ve bla-
VIM varlig1 saptanmamistir. Imipenem, meropenem, seftazidim ve sefepim icin MiK50 degerleri si-
rasiyla 32pg/ml, 32ug/ml, 128ug/ml, 64pg/ml olarak bulunmustur. Sonug: Bu ¢alismada belirtilen
multipleks PCR protokolii IMP ve VIM tipi MBL genlerinin ¢esitli klinik birimlerde epidemiyolo-
jik yayilimlarini incelemek amaciyla kullanilmasi faydali olabilecek bir yontemdir.

Anahtar Kelimeler: Pseudomonas aeruginosa; PCR; karbapenemler; beta-laktamazlar

ABSTRACT Objective: This study describes a multiplex polymerase chain reaction (PCR) assay pro-
tocol for rapid detection of genes encoding VIM and IMP types of metallo beta lactamases (MBL).
This assay is also used for evaluate the presence and types of MBL among Pseudomonas aerugino-
sa isolates in a large university hospital in Istanbul. Material and Methods: bla IMP1-22 and bla-
VIM1-12 prototype sequences were downloaded from GenBank and aligned using ClustalW
multiple alignment program in Bioedit software package. Following optimisation using different
concentrations and combination of primers, the 1.2 VIM/IMP ratio for primers were determined
and used throughout the screening assays. The multiplex PCR protocol was used to screen 51 P.ae-
ruginosa isolates resistant or intermediate resistant to imipenem. Minimum inhibitory concentra-
tions (MIC) of imipenem, meropenem, ceftazidime and cefepime were determined by the agar
dilution method. Control strains comprised of P.aeruginosa strains producing IMP-1, IMP-2, IMP-
13, VIM-1, VIM-2, VIM-4 and a Klebsiella pneumoniae strain producing VIM-5. Results: The mul-
tiplex PCR method was able to detect all the control strains producing VIM and IMP types of MBL
genes. No isolate was found to be positive for blaVIM and blaIMP genes among 51 P.aeruginosa iso-
lates with the multiplex PCR method. MIC50 values for P.aeruginosa isolates of imipenem, mero-
penem, ceftazidime and cefepime were 32ug/ml, 32ug/ml, 128ug/ml, 64pg/ml, respectively.
Conclusion: The multiplex PCR assay described in this study could be helpful for monitoring the
epidemiology of VIM and IMP types of MBL in different clinical settings.

Key Words: Pseudomonas aeruginosa; polymerase chain reaction; carbapenems; beta-lactamases
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seudomonas aeruginosa bir¢ok farkli direng
P mekanizmasina sahip 6nemli bir hastane in-

feksiyonu etkenidir. Karbapenemler P.aeru-
ginosa infeksiyonlarinda sik olarak kullanilan
seckin bir antibiyotik grubudur. Metallo-beta-lak-
tamazlar (MBL) karbapenem grubu antibiyotikle-
re direng gelisiminden sorumlu mekanizmalardan
birisidir. MBL P.aeruginosa, Acinetobacter spp. ve
Enterobacteriaceae iiyelerinde gittikce artan bir
siklikla bildirilmektedir. P.aeruginosa’da VIM ve
IMP tipleri en sik rastlanilan MBLdir. IMP ve VIM
tipi MBL sikliklar: diinyanin birgok bolgesinde de-
gisen oranlarda bildirilmektedir.! Giiniimiizde IMP
tipi MBL1n say1s1 20’yi asmig durumdadir, VIM ti-
pi MBL ise 12 farkl tipe ulagmistir (http://la-
hey.org.studies). Bu ¢ok sayidaki VIM ve IMP tipi
MBL1 saptamak ve karakterize etmek bir¢ok labo-
ratuvar i¢in oldukca zahmetli, pahali ve zaman ali-
cidir. Bu ¢alismada farkli IMP ve VIM tipi allellerin
tamamini kisa zamanda, olduk¢a ucuz ve pratik se-
kilde saptayacak multipleks polimeraz zincir reak-
siyonu (PCR) tarif edilmektedir ayrica bu yeni
gelistirilen multipleks PCR yéntemi ile Istanbul’da
biiytik bir iiniversite hastanesinde izole edilen P.ae-
ruginosa kokenlerinde MBL varligi ve sikliginin
arastirilmas: amaglanmistir.

I GEREC VE YONTEMLER

Prototip sekanslara ait GenBank erigim numarala-
1 http://lahey.org.studies web adresinden elde edil-
mistir. bla IMP1-22 ve blaVIM1-12 prototip
sekanslar1 GenBank’tan (National Center for Bio-
technology Information, National Institutes of He-
alth, Bethesda, MD) indirilmis ve Bioedit bilgisayar
paketinden Clustal W multipl alignment programi
kullanilarak hizalanmigtir. PanVIM ve PanIMP
primer ciftleri manuel olarak tasarlanmigtir. Tasar-
lanilan ve kullanilan primer ciftleri bla VIM F 5’-
TT CTC GCG GAG ATT GAR AAG C-3’, bla VIM
R 5-TTG TCG GYY GAA TGC GCA GC-3, bla-
IMP F 5-GGA ATA GAG TGG CTT AAY TCT C-
3, blaIMP R 5-AR CCA AAC YAC TAS GTT
ATC-3’ seklindedir. IMP ve VIM i¢in 6ngoriilen
amplikon biiyiikliikleri sirastyla 190bp ve 264bpdir
(Resim 1). VIM-7 tipi enzim tireten bakteriler i¢in
beklenilen amplikon biiyiikliigi ise 261bp’dir.
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DNA ekstraksiyonlar1 high pure templation
preparation kit (Roche, Mannheim, Almanya) kul-
lanilarak gerceklestirilmistir. Optimizasyon ve ta-
rama testlerinde pozitif kontrol kokenleri olarak
VIM-1, VIM-2, VIM-4, IMP-1, IMP-2, IMP-13 ti-
pi enzimleri {ireten P.aeruginosa kokenleri ve
VIM-5 tipi enzim iireten K.pneumoniae suglar
kullanilmigtir. Negatif kontrol kokeni olarak ise
P.aeruginosa ATCC 27853 kullanilmigtir. Optimi-
zasyon asamasinda VIM ve IMP primerleri farkli
oranlarda kombine edilerek tek VIM/IMP ya da
VIM+IMP pozitiflikleri durumlarinda en iyi sonug
veren VIM/IMP oranlar1 belirlenmistir. Optimi-
zasyon deneylerinden sonra en uygun multipleks
PCR formati 1:2 VIM / IMP (primer orani) olarak
belirlenmistir ve tiim tarama testlerinde bu format
kullanilmigtir. Her sus i¢in yapilan multipleks PCR
reaksiyonu blaVIM ve blaIMP primerlerini iceren
tek bir reaksiyon seklinde gerceklestirilmistir. Pri-
merlerin Tm’leri (erime sicakliklar1) Primer Exp-
ress (Applied Biosystems, CA, ABD) programi
kullanilarak saptanmistir. PCR déngiisii i¢in amp-
lifikasyon programi baslangic denatiirasyonu
95°C’de 2 dakika, 95°C’de 30 saniye, 52°C’de 1 da-
kika ve 72°C’de 1 dakika olmak {izere olmak tizere
40 dongt ve son olarak 72°C’de 5 dakika polimeri-
zasyon siiresi olarak diizenlenmis ve tiim testlerde
kullanilmistir. Inhibitér varligini diglamak igin ay-
11 bir seansta ayni1 ekstraksiyonlar kullanilarak tiim
orneklerde 16S rDNA tiniversal primerler (bla16S-
8F 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’, bla16S-
1493R 5-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3)
kullanilarak bakteri DNA’s1 varlig: arastirilmigtir.
PCR iriinleri etidyum bromiir iceren agaroz jel
elektroforezinde yiirtitiilditkten sonra UV-transi-
liiminatér ile gériintiilenmistir. Uriinler standart

RESIM 1: VIM ve IMP tipi metallo beta-laktamazlar icin kontrol kdkenleriyle
yapilan multipleks PCR (NKO: Negatif klinik 8rnek).
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DNA size marker (GeneRuler 100bp DNA ladder,
Fermentas, Litvanya) ile karsilastirilarak degerlen-
dirilmigtir.

2005-2007 yillar1 arasinda Istanbul Universi-
tesi Cerrahpasa T1p Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Kli-
nik Mikrobiyoloji Anabilim Dalr'nda ayn
hastalardan izole edilmis, imipeneme direngli veya
orta direncli 51 adet P.aeruginosa kokeni incelen-
migtir. Elli bir hastanin 37’si erkek, 14’1 ise kadin-
dir. Orneklerin ¢ogunlugu idrar, kan, abse ve yara
stirtintiisit 6rneklerinden izole edilmistir. Kéken-
ler pigment olugsumu, oksidaz pozitifligi ve 42°C’de
tireyebilme 6zellikleriyle tanimlanmustir.

Suslarin imipenem, meropenem, seftazidim ve
sefepime kargi minimum inhibitér konsantrasyon
(MIK) degerleri Clinical and Laboratory Standarts
Institute standartlarina uygun olarak agar diliisyon
yontemi ile aragtirilmistir.? Fenotipik olarak MBL
iiretimi imipenem-imipenem EDTA E-test (AB Bi-
odisk, Sonla, Isvec) seritleriyle saptanmustir. E-test
fenotipik yontemi i¢in pozitif kontrol kokeni ola-
rak P.aeruginosa VIM-2 (Resim 2), negatif kontrol
kokeni olarak P.aeruginosa ATCC 27853 kullanil-
migtir. iImipenem/Iimipenem EDTA MIK oraninin
ti¢ diliisyon azalmasi, olas1 MBL pozitifligi olarak
belirlenmigtir.3

I SONUGCLAR

Cesitli diliisyonlar ve VIM, IMP tipi primerlerin
farkli oranlarim iceren optimizasyon ¢aligmalarin-
dan sonra tim kontrol kokenleri ile pozitif PCR so-
nuclar1 elde edilmistir. Ote yandan 51 adet
imipeneme direngli veya orta direncli kokenin ta-
mami da tarif edilen multipleks PCR yontemi ile ta-
ranmis ve higbir kokende blaVIM ve blaIMP varlig:
saptanmamigtir. Elli bir P.aeruginosa kokeninin
45’inde imipenem direnci bulunurken alt1 tanesi or-
ta direncli olarak bulunmustur. Bu kékenlerin imi-
penem, meropenem, seftazidim, sefepime kars:
MIK50 degerleri sirasiyla 32ug/ml, 32ug/ml,
128ug/ml, 64pg/ml olarak bulunmustur. Fenotipik
olarak olast MBL varlig1 11 adet kokende belirlen-
mistir (Resim 3). Ancak hem EDTA ile MiK deger-
leri degisen 11 adet kokende, hem de EDTA’dan
etkilenmeyen 40 kokende MBL varlig1 saptanama-
mistir. Orneklerin tiimiinde 16S rDNA pozitif bu-
inhibitér  varlhiga

lundugu igin  higbirinde

saptanmamigtir.

I TARTISMA

MBL diger bir¢ok beta-laktamazlar gibi kromozo-
mal veya aktarilabilir olarak basitge ikiye ayrilabi-
lir. Aktarilabilir 6zellikte olan MBL genellikle

RESIM 2: E-test fenotipik yontemi icin pozitif kontrol kokeni P.aeruginosa
VIM-2.
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RESIM 3: E-test fenotipik yontemi ile pozitif bulunan klinik P.aeruginosa
kokeni.
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integronlar icerisinde gen kasetleri seklinde bulun-
maktadir ve bu MBL genleri siklikla plazmidler ba-
zen de transpozonlar vasitasiyla mikroorganizmalar
arasinda hareket edebilirler. Bu genler farkl diizey-
lerde karbapenemlere direng saglamaktadirlar. Bu
direncin diizeyinde kuskusuz dis membran degisik-
likleri, pompa gibi farkli mekanizmalar da rol oy-
namaktadir."* Ulkemizden ilk olarak bildirilen
MBL, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Hastanesinde, bir
K. pneumoniae kokeninde saptanan VIM-5 tipi
MBL’dir (Gen accession no: AY144612). Yine
K.pneumoniae kokenlerinde IMP-1 ve VIM-1 tipi
MBL sirastyla Istanbul ve Ankara’dan bildirilmis-
tir.>¢ MBL1n bagta plazmid, transpozon gibi ele-
manlarla aktarilabilir 6zellikleri disiintildiigiinde,
Istanbul’da iki biiyiik {iniversite hastanesinde Ente-
robacteriaceae iiyelerinden saptanmasindan sonra
nonfermentatif Gram negatif comaklarda da saptan-
mas1 beklenebilirdi ancak c¢alismamizda P.aerugi-
nosa kokenlerinde MBL varligi saptanmamaistir.
Aymi sekilde Istanbul Tip Fakiiltesinde son yillarda
yapilan bir ¢alismada P.aeruginosa ve Acinetobacter
spp. kokenlerinde IMP ve VIM tipi MBL belirlene-
memistir.” Bu bilgilere dayanarak MBL'1n Istanbul
Universitesine bagh iki biiyiik iiniversite hastane-
sinde yaygin olarak bulunmadig1 s6ylenebilir. Bun-
larin diginda ilkemizde cesitli bolgelerden MBL
iireten kokenler bildirilmistir. Ornegin Trabzon’da
Karadeniz Teknik Universitesi Hastanesinden izole
edilen P.aeruginosa kokenlerinin %9 unda IMP-1,
%]1’inde VIM tipi MBL saptanmistir.® P.aeruginosa
kokenlerinde VIM2, VIMS tipi MBL Ankara’dan ve
Elaz1g’dan bildirilmigtir.>!° Diyarbakir’dan 2002 y1-
lindan 6nce izole edilen bir Enterobacter cloacae
kokeninden VIM-5 tipi MBL izole edilmigtir.!!

Son zamanlarda bir¢ok 6nemli Gram negatif
bakteride MBL saptanma sikliklar1 ve tipleri hizla
artmaktadir. Ornegin; baglangicta sadece Japonya’-
ya ve bazi Uzak Dogu Asya tilkeleriyle sinirli oldu-
gu distniilen IMP tipi MBL bir¢ok farkl iilkeden
bildirilmis ve IMP tipi MBL’1n sayis1 giiniimiizde
20’yi asmistir. Ayni sekilde IMP tipi MBL'1n Avru-
pa’da endemik sekli olarak gosterilen VIM tipi
MBL genis bir cografyaya yayilmakla kalmamis, 12
farkli VIM tipi MBL tanimlanmigtir."* Caligma-
mizda tiim bu farkli IMP ve VIM tipi MBL’1n bir
seferde saptanabildigi multipleks PCR y6ntemi be-
lirtilmigtir. Bu yontem oldukca hizli, ucuz ve az za-
man alan bir yontemdir. Sadece tek bir reaksiyonla
panVIM ve panIMP MBL genleri saptanabilmekte-
dir. Aym sekilde IMP ve VIM tipi MBL" pratik se-
kilde tanimaya y6nelik multipleks real time PCR
yontemleri diinyanin degisik bolgelerinden tarif
edilmektedir.'”!® Bu ¢aligmada belirtilen multipleks
PCR protokolii elimizde bulunan tiim MBL ekspre-
se eden kokenleri basariyla saptamigtir. Maalesef
tim farkli MBL1 eksprese eden bakteri kokenleri
elimizde bulunmamaktadir, ayn1 zamanda ileride
tarif edilecek yeni IMP ve VIM varyantlari i¢in pri-
mer diziliminde diizenlemeler gerekebilecegi de
bir gercektir. Giintimiizde ¢ogul direngli bakterile-
re kars1 elimizde bulunan en 6nemli silahlardan
olan karbapenem grubu antibiyotikleri tehdit eden
MBL’1 hizl1 bir sekilde saptayabilmek kuskusuz bu
tip enzimlerin etkilerini azaltmakta faydali olacak-
tir. Bu ¢aligmada belirtilen multipleks PCR proto-
kolii IMP ve VIM tipi MBL1n cesitli tinitelerdeki
yayilimlarini incelemek amaciyla kolaylikla kulla-
nilabilecek bir yontemdir.
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