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VIM ve IMP Tipi Metallo Beta Laktamaz
Genlerinin Hızlı Saptanması İçin Yeni

Bir Multipleks PZR Metodu

ÖÖZZEETT  AAmmaaçç:: Bu ça lış ma da VIM ve IMP ti pi me tal lo be ta-lak ta maz la rı (MBL) kod la yan gen le rin ta -
ma mı nı hız lı şekil de sap ta ya cak mul tip leks po li me raz zin cir re ak si yo nu (PCR) pro to ko lü ta rif edil -
mek te dir. Ay rı ca bu yön tem İstan bul’ da bü yük bir üni ver si te has ta ne sin de izo le edi len P.ae ru gi no sa
kö ken le rin de MBL var lı ğı ve tip le ri nin araş tı rıl ma sın da kul la nıl mış tır. GGee  rreeçç  vvee  YYöönn  tteemm  lleerr::  bla
IMP1–22 ve bla VIM1–12 pro to tip se kans la rı Gen Bank ’tan in di ril miş ve Bi o e dit bil gi sa yar pa ke tin -
den Clus talW mul tipl align ment prog ra mı kul la nı la rak hi za lan mış tır. Fark lı pri mer kon san tras yon
ve oran la rı nın kul la nıl dı ğı op ti mi zas yon de ney le rin den son ra en uy gun mul tip leks PCR for ma tı
1:2 VIM / IMP ola rak be lir len miş ve tüm ta ra ma test le rin de bu for mat kul la nıl mış tır. Mul tip leks
PCR yön te mi imi pe ne me di renç li ve ya or ta di renç li 51 adet P.ae ru gi no sa kö ke nin de de kul la nıl mış -
tır. İmi pe nem, me ro pe nem, sef ta zi dim ve se fe pim için mi ni mum in hi bi tör kon san tras yon la rı (MİK)
agar di lüs yon yön te mi ile sap tan mış tır. Kon trol kö ken le ri ola rak  IMP-1, IMP2, IMP13, VIM1,
VIM2, VIM4 ti pi en zim le ri üre ten P.ae ru gi no sa kö ken le ri ve VIM-5 ti pi en zim üre ten K.pne u mo -
ni a e kö ke ni kul la nıl mış tır. BBuull  gguu  llaarr:: Tüm kon trol kö ken le ri be lir ti len mul tip leks PCR yön te mi ile
tes pit edil miş tir. Elli bir adet P.eru gi no sa kö ke nin de  mul tip leks PCR yön te mi ile bla IMP ve bla -
VIM var lı ğı sap tan ma mış tır. İmi pe nem, me ro pe nem, sef ta zi dim ve se fe pim için MİK50 de ğer le ri sı -
ra sıy la 32μg/ml, 32μg/ml, 128μg/ml, 64μg/ml ola rak bu lun muş tur. SSoo  nnuuçç:: Bu ça lış ma da be lir ti len
mul tip leks PCR pro to ko lü IMP ve VIM ti pi MBL gen le ri nin çe şit li kli nik bi rim ler de epi de mi yo lo -
jik ya yı lım la rı nı in ce le mek ama cıy la kul la nıl ma sı fay da lı  ola bi le cek bir yön tem dir. 

AAnnaahh  ttaarr  KKee  llii  mmee  lleerr:: Pseudomonas aeruginosa; PCR; karbapenemler; beta-laktamazlar  

AABBSS  TTRRAACCTT  OObb  jjeecc  ttii  vvee::  This study des cri bes a mul tip lex polymerase chain reaction (PCR) as say pro-
to col for ra pid de tec ti on of ge nes en co ding VIM and IMP types of me tal lo be ta lac ta ma ses (MBL).
This as say is al so used for eva lu a te the pre sen ce and types of MBL among Pse u do mo nas ae ru gi no -
sa iso la tes in a lar ge uni ver sity hos pi tal in Is tan bul. MMaa  ttee  rrii  aall  aanndd  MMeett  hhooddss:: bla IMP1-22 and bla -
VIM1-12 pro toty pe se qu en ces we re down lo a ded from Gen Bank and alig ned using Clus talW
mul tiple align ment prog ram in Bi o e dit soft wa re pac ka ge. Fol lo wing op ti mi sa ti on using dif fe rent
con cen tra ti ons and com bi na ti on of pri mers, the 1.2 VIM/IMP ra ti o for pri mers we re de ter mi ned
and used thro ug ho ut the scre e ning as says. The mul tip lex PCR pro to col was used to scre en 51 P.ae -
ru gi no sa iso la tes re sis tant or in ter me di a te re sis tant to imi pe nem. Mi ni mum in hi bi tory con cen tra -
ti ons (MIC) of imi pe nem, me ro pe nem, cef ta zi di me and ce fe pi me we re de ter mi ned by the agar
di lu ti on met hod. Con trol stra ins com pri sed of P.ae ru gi no sa stra ins pro du cing IMP-1, IMP-2, IMP-
13, VIM-1, VIM-2, VIM-4 and a Kleb si el la pne u mo ni a e stra in pro du cing VIM-5. RRee  ssuullttss:: The mul-
tip lex PCR met hod was ab le to de tect all the con trol stra ins pro du cing VIM and IMP types of MBL
ge nes. No iso la te was fo und to be po si ti ve for bla VIM and bla IMP ge nes among 51 P.ae ru gi no sa iso-
la tes with the mul tip lex PCR met hod. MIC50 va lu es for P.ae ru gi no sa iso la tes of imi pe nem, me ro -
pe nem, cef ta zi di me and ce fe pi me we re 32μg/ml, 32μg/ml, 128μg/ml, 64μg/ml, res pec ti vely.
CCoonncc  lluu  ssii  oonn:: The mul tip lex PCR as say des cri bed in this study co uld be help ful for mo ni to ring the
epi de mi o logy of VIM and IMP types of MBL in dif fe rent cli ni cal set tings. 

KKeeyy  WWoorrddss::  Pseudomonas aeruginosa; polymerase chain reaction; carbapenems; beta-lactamases 
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se u do mo nas ae ru gi no sa bir çok fark lı di renç
me ka niz ma sı na sa hip önem li bir has ta ne in-
fek si yo nu et ke ni dir. Kar ba pe nem ler P.ae ru -

gi no sa in fek si yon la rın da sık ola rak kul la nı lan
seç kin bir an ti bi yo tik gru bu dur. Me tal lo-be ta-lak -
ta maz lar (MBL) kar ba pe nem gru bu an ti bi yo tik le -
re di renç ge li şi min den so rum lu me ka niz ma lar dan
bi ri si dir. MBL P.ae ru gi no sa, Aci ne to bac ter spp. ve
En te ro bac te ri a ce a e üye le rin de git tik çe ar tan bir
sık lık la bil di ril mek te dir. P.ae ru gi no sa’ da VIM ve
IMP tip le ri en sık rast la nı lan MBLdır. IMP ve VIM
ti pi MBL sık lık la rı dün ya nın bir çok böl ge sin de de-
ği şen oran lar da bil di ril mek te dir.1 Gü nü müz de IMP
ti pi MBL’ın sa yı sı 20’yi aş mış du rum da dır, VIM ti -
pi MBL ise 12 fark lı ti pe ulaş mış tır (http://la -
hey.org.stu di es). Bu çok sa yı da ki VIM ve IMP ti pi
MBL’ı sap ta mak ve ka rak te ri ze et mek bir çok la bo -
ra tu var için ol duk ça zah met li, pa ha lı ve za man alı-
cı dır. Bu ça lış ma da fark lı IMP ve VIM ti pi al lel le rin
ta ma mı nı kı sa za man da, ol duk ça ucuz ve pra tik şe-
kil de sap ta ya cak mul tip leks po li me raz zin cir re ak -
si yo nu (PCR) ta rif edil mek te dir ay rı ca bu ye ni
ge liş ti ri len mul tip leks PCR yön te mi ile İstan bul’ da
bü yük bir üni ver si te has ta ne sin de izo le edi len P.ae -
ru gi no sa kö ken le rin de MBL var lı ğı ve sık lı ğı nın
araş tı rıl ma sı amaç lan mış tır.

GE REÇ VE YÖN TEM LER
Pro to tip se kans la ra ait Gen Bank eri şim nu ma ra la -
rı http://la hey.org.stu di es web ad re sin den el de edil-
miş tir. bla IMP1-22 ve bla VIM1-12 pro to tip
se kans la rı Gen Bank ’tan (Na ti o nal Cen ter for Bi o -
tech no logy In for ma ti on, Na ti o nal Ins ti tu tes of He-
alth, Bet hes da, MD)  in di ril miş ve Bi o e dit bil gi sa yar
pa ke tin den Clus talW mul tipl align ment prog ra mı
kul la nı la rak hi za lan mış tır. Pan VIM ve Pa nIMP
pri mer çift le ri ma nu el ola rak ta sar lan mış tır. Ta sar -
la nı lan ve kul la nı lan pri mer çift le ri bla VIM F 5’-
TT CTC GCG GAG ATT GAR AAG C-3’, bla VIM
R 5’-TTG TCG GYY GA A TGC GCA GC-3’, bla-
IMP F 5’-GGA ATA GAG TGG CTT AAY TCT C-
3’, bla IMP R 5’-AR CCA AAC YAC TAS GTT
ATC-3’ şek lin de dir. IMP ve VIM için ön gö rü len
amp li kon bü yük lük le ri sı ra sıy la 190bp ve 264bpdir
(Re sim 1). VIM-7 ti pi en zim üre ten bak te ri ler için
bek le ni len amp li kon bü yük lü ğü ise 261bp’dir. 

DNA eks trak si yon la rı high pu re temp la ti on
pre pa ra ti on kit (Roc he, Mann he im, Al man ya) kul-
la nı la rak ger çek leş ti ril miş tir. Op ti mi zas yon ve ta-
ra ma test le rin de po zi tif kon trol kö ken le ri ola rak
VIM-1, VIM-2, VIM-4, IMP-1, IMP-2, IMP-13 ti -
pi en zim le ri üre ten P.ae ru gi no sa kö ken le ri ve
VIM-5 ti pi en zim üre ten K.pne u mo ni a e suş la rı
kul la nıl mış tır. Ne ga tif kon trol kö ke ni ola rak ise
P.ae ru gi no sa ATCC 27853 kul la nıl mış tır. Op ti mi -
zas yon aşa ma sın da VIM ve IMP pri mer le ri fark lı
oran lar da kom bi ne edi le rek tek VIM/IMP ya  da
VIM+IMP po zi tif lik le ri du rum la rın da en iyi so nuç
ve ren VIM/IMP oran la rı be lir len miş tir. Op ti mi -
zas yon de ney le rin den son ra en uy gun mul tip leks
PCR for ma tı 1:2 VIM / IMP (pri mer ora nı) ola rak
be lir len miş tir ve tüm ta ra ma test le rin de bu for mat
kul la nıl mış tır. Her suş için ya pı lan mul tip leks PCR
re ak si yo nu bla VIM ve bla IMP pri mer le ri ni içe ren
tek bir re ak si yon şek lin de ger çek leş ti ril miş tir. Pri-
mer le rin Tm’le ri (eri me sı cak lık la rı) Pri mer Ex p-
ress (App li ed Bi osy stems, CA, ABD) prog ra mı
kul la nı la rak sap tan mış tır. PCR dön gü sü için amp -
li fi kas yon prog ra mı baş lan gıç de na tü ras yo nu
950C’de 2 da ki ka, 950C’de 30 sa ni ye, 520C’de 1 da-
ki ka ve 720C’de 1 da ki ka ol mak üze re ol mak üze re
40 dön gü ve son ola rak 720C’de 5 da ki ka po li me ri -
zas yon sü re si ola rak dü zen len miş ve tüm test ler de
kul la nıl mış tır. İnhi bi tör var lı ğı nı dış la mak için ay -
rı bir se ans ta ay nı eks trak si yon lar kul la nı la rak tüm
ör nek ler de 16S rDNA üni ver sal pri mer ler (bla16S-
8F 5’-AGAGTT TGATCCTG GCTCAG-3’, bla16S-
1493R 5’-ACGG CTACCTT GTTAC GACTT-3’)
kul la nı la rak bak te ri DNA’ sı var lı ğı araş tı rıl mış tır.
PCR ürün le ri etid yum bro mür içe ren aga roz jel
elek tro fo re zin de yü rü tül dük ten son ra UV-tran si -
lü mi na tör ile gö rün tü len miş tir. Ürün ler stan dart

Turkiye Klinikleri J Med Sci 2010;30(4) 1313

Clinical Microbiology Küçükbasmacı et al

RESİM 1: VIM ve IMP tipi metallo beta-laktamazlar için kontrol kökenleriyle
yapılan multipleks PCR (NKÖ: Negatif klinik örnek).
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DNA si ze mar ker (Ge ne Ru ler 100bp DNA lad der,
Fer men tas, Lit van ya) ile kar şı laş tı rı la rak de ğer len -
di ril miş tir.

2005-2007 yıl la rı ara sın da İstan bul Üni ver si -
te si Cer rah pa şa Tıp Fa kül te si Mik ro bi yo lo ji ve Kli-
nik Mik ro bi yo lo ji Ana bi lim Da lı’n da ay rı
has ta lar dan izo le edil miş, imi pe ne me di renç li ve ya
or ta di renç li 51 adet P.ae ru gi no sa kö ke ni in ce len -
miş tir. Elli bir has ta nın 37’si er kek, 14’ü ise ka dın -
dır. Ör nek le rin ço ğun lu ğu id rar, kan, ab se ve ya ra
sü rün tü sü ör nek le rin den izo le edil miş tir. Kö ken -
ler pig ment olu şu mu, ok si daz po zi tif li ği ve 420C’de
üre ye bil me özel lik le riy le ta nım lan mış tır. 

Suş la rın imi pe nem, me ro pe nem, sef ta zi dim ve
se fe pi me kar şı mi ni mum in hi bi tör kon san tras yon
(MİK) de ğer le ri Cli ni cal and La bo ra tory Stan darts
Ins ti tu te stan dart la rı na uy gun ola rak agar di lüs yon
yön te mi ile araş tı rıl mış tır.2 Fe no ti pik ola rak MBL
üre ti mi imi pe nem-imi pe nem ED TA E-test (AB Bi -
o disk, Son la, İsveç) şerit le riy le sap tan mış tır. E-test
fe no ti pik yön te mi için po zi tif kon trol kö ke ni ola-
rak P.ae ru gi no sa VIM-2 (Re sim 2), ne ga tif kon trol
kö ke ni ola rak P.ae ru gi no sa ATCC 27853 kul la nıl -
mış tır. İmi pe nem/İmi pe nem ED TA MİK ora nı nın
üç di lüs yon azal ma sı, ola sı MBL po zi tif li ği ola rak
be lir len miş tir.3

SO NUÇ LAR
Çe şit li di lüs yon lar ve VIM, IMP ti pi pri mer le rin
fark lı oran la rı nı içe ren op ti mi zas yon ça lış ma la rın -
dan son ra tüm  kon trol kö ken le ri ile po zi tif PCR so-
nuç la rı el de edil miş tir. Öte yan dan 51 adet
imi pe ne me di renç li ve ya or ta di renç li kö ke nin ta-
ma mı da  ta rif edi len mul tip leks PCR yön te mi ile ta-
ran mış ve  hiç bir kö ken de bla VIM ve bla IMP var lı ğı
sap tan ma mış tır. Elli bir P.ae ru gi no sa kö ke ni nin
45’in de imi pe nem di ren ci bu lu nur ken al tı ta ne si or -
ta di renç li ola rak bu lun muş tur. Bu kö ken le rin imi-
pe nem, me ro pe nem, sef ta zi dim, se fe pi me kar şı
MİK50 de ğer le ri sı ra sıy la 32μg/ml, 32μg/ml,
128μg/ml, 64μg/ml ola rak bu lun muş tur. Fe no ti pik
ola rak ola sı MBL var lı ğı 11 adet kö ken de be lir len -
miş tir (Re sim 3). An cak hem ED TA ile MİK de ğer -
le ri de ği şen 11 adet kö ken de, hem de ED TA’ dan
et ki len me yen 40 kö ken de MBL var lı ğı sap ta na ma -
mış tır. Ör nek le rin tü mün de 16S rDNA po zi tif bu-
lun du ğu için hiç bi rin de in hi bi tör var lı ğı
sap tan ma mış tır. 

TAR TIŞ MA
MBL di ğer bir çok be ta-lak ta maz lar gi bi kro mo zo -
mal ve ya ak ta rı la bi lir ola rak ba sit çe iki ye ay rı la bi -
lir. Ak ta rı la bi lir özel lik te olan MBL ge nel lik le

RESİM 2: E-test fenotipik yöntemi için pozitif kontrol kökeni P.aeruginosa
VIM-2.

RESİM 3: E-test fenotipik yöntemi ile pozitif bulunan klinik P.aeruginosa
kökeni.
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in teg ron lar içe ri sin de gen ka set le ri şek lin de bu lun -
mak ta dır ve bu MBL gen le ri sık lık la plaz mid ler ba -
zen de trans po zon lar va sı ta sıy la mik ro or ga niz ma lar
ara sın da ha re ket ede bi lir ler. Bu gen ler fark lı dü zey-
ler de kar ba pe nem le re di renç sağ la mak ta dır lar. Bu
di ren cin dü ze yin de kuş ku suz dış mem bran de ği şik -
lik le ri, pom pa gi bi fark lı me ka niz ma lar da rol oy-
na mak ta dır.1,4 Ül ke miz den ilk ola rak bil di ri len
MBL, Cer rah pa şa Tıp Fa kül te si Has ta ne sin de, bir
K. pne u mo ni a e kö ke nin de sap ta nan VIM-5 ti pi
MBL’dır (Gen ac ces si on no: AY144612). Yi ne
K.pne u mo ni a e kö ken le rin de IMP-1 ve VIM-1 ti pi
MBL sı ra sıy la İstan bul ve An ka ra’ dan bil di ril miş -
tir.5,6 MBL’ın baş ta plaz mid, trans po zon gi bi ele-
man lar la  ak ta rı la bi lir özel lik le ri dü şü nül dü ğün de,
İstan bul’ da iki bü yük üni ver si te has ta ne sin de En te -
ro bac te ri a ce a e üye le rin den sap tan ma sın dan son ra
non fer men ta tif Gram ne ga tif ço mak lar da da sap tan-
ma sı bek le ne bi lir di an cak  ça lış ma mız da P.ae ru gi -
no sa kö ken le rin de MBL var lı ğı sap tan ma mış tır.
Ay nı şekil de İstan bul Tıp Fa kül te sin de son yıl lar da
ya pı lan bir ça lış ma da P.ae ru gi no sa ve Aci ne to bac ter
spp. kö ken le rin de IMP ve VIM ti pi MBL be lir le ne -
me miş tir.7 Bu bil gi le re da ya na rak MBL’ın İstan bul
Üni ver si te si ne bağ lı iki bü yük üni ver si te has ta ne -
sin de yay gın ola rak bu lun ma dı ğı söy le ne bi lir. Bun-
la rın dı şın da ül ke miz de çe şit li böl ge ler den MBL
üre ten kö ken ler bil di ril miş tir. Ör ne ğin Trab zon’ da
Ka ra de niz Tek nik Üni ver si te si Has ta ne sin den izo le
edi len P.ae ru gi no sa kö ken le ri nin %9’un da IMP-1,
%1’in de VIM ti pi MBL sap tan mış tır.8 P.ae ru gi no sa
kö ken le rin de VIM2, VIM5 ti pi MBL An ka ra’ dan ve
Ela zığ’ dan bil di ril miş tir.9,10 Di yar ba kır’ dan 2002 yı-
lın dan ön ce izo le edi len bir En te ro bac ter clo a ca e
kö ke nin den VIM-5 ti pi MBL izo le edil miş tir.11

Son za man lar da bir çok önem li Gram ne ga tif
bak te ri de MBL sap tan ma sık lık la rı ve tip le ri hız la
art mak ta dır. Ör ne ğin; baş lan gıç ta sa de ce Ja pon ya’ -
ya ve ba zı Uzak Do ğu As ya ül ke le riy le sı nır lı ol du -
ğu dü şü nü len IMP ti pi MBL bir çok fark lı ül ke den
bil di ril miş ve IMP ti pi MBL’ın sa yı sı  gü nü müz de
20’yi aş mış tır. Ay nı şekil de IMP ti pi MBL’ın Av ru -
pa’ da en de mik şek li ola rak gös te ri len  VIM ti pi
MBL ge niş bir coğ raf ya ya ya yıl mak la kal ma mış,  12
fark lı VIM ti pi MBL ta nım lan mış tır.1,4 Ça lış ma -
mız da tüm bu fark lı IMP ve VIM ti pi MBL’ın bir
se fer de sap ta na bil di ği mul tip leks PCR yön te mi be-
lir til miş tir. Bu yön tem ol duk ça hız lı, ucuz ve az za -
man alan bir yön tem dir. Sa de ce tek bir re ak si yon la
pan VIM ve pa nIMP MBL gen le ri sap ta na bil mek te -
dir. Ay nı şekil de IMP ve VIM ti pi MBL’ı pra tik şe-
kil de ta nı ma ya yö ne lik mul tip leks re al ti me PCR
yön tem le ri dün ya nın de ği şik böl ge le rin den ta rif
edil mek te dir.12,13 Bu ça lış ma da be lir ti len mul tip leks
PCR pro to ko lü eli miz de bu lu nan tüm MBL eks pre -
se eden kö ken le ri ba şa rıy la sap ta mış tır. Ma a le sef
tüm fark lı MBL’ı eks pre se eden bak te ri kö ken le ri
eli miz de bu lun ma mak ta dır, ay nı za man da ile ri de
ta rif edi le cek ye ni IMP ve VIM var yant la rı için pri-
mer di zi li min de dü zen le me ler ge re ke bi le ce ği de
bir ger çek tir. Gü nü müz de ço ğul di renç li bak te ri le -
re kar şı eli miz de bu lu nan en önem li si lah lar dan
olan kar ba pe nem gru bu an ti bi yo tik le ri teh dit eden
MBL’ı hız lı bir şekil de sap ta ya bil mek kuş ku suz bu
tip en zim le rin et ki le ri ni azalt mak ta fay da lı ola cak -
tır. Bu ça lış ma da be lir ti len mul tip leks PCR pro to -
ko lü IMP ve VIM ti pi MBL’ın çe şit li üni te ler de ki
ya yı lım la rı nı in ce le mek ama cıy la ko lay lık la kul la -
nı la bi le cek bir yön tem dir.
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