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OZET

Tdm dinyada sikhigr giderek artan karbapeneme direncli Klebsiella pneumoniae (KDKP) suslariyla olu-
san enfeksiyonlarin 6nlenmesinde, hastalarda rektal kolonizasyonun belirlenmesi, enfeksiyon kontrol pro-
tokollerinin en 6nemli basamadidir. Bu calismada, rektal strinti 6rneklerinin KDKP yoniinden taranma-
sinda 2 mg/L ertapenem iceren EMB agar besiyerinin, cesitli uluslararasi kilavuzlarda 6nerilen direkt ekim
Uzerine ertapenem diski yontemi ve 2 mg/L ertapenem iceren triptik soy buyyonda zenginlestirme yon-
temiyle karsilastirlmasi ve kolonize hastalarda hakim beta-laktamazlarin arastirlmasi amaclanmistir. Bu
amacla hazirlanan zorlastirici similasyon testi ile besiyerlerinin saptayabildigi en disiik inokulim belir-
lenmistir. Besiyerinin rektal strlintiilerde KDKP saptama yetenegdi 801 hastanin klinik érnegi kullanilarak
degerlendirilmistir. izole edilen K.pneumoniae suslarinin karbapenemlere duyarlilik durumu E-test yonte-
miyle, beta-laktamaz varhigi modifiye Hodge testi (MHT) ile, karbapenemaz genleri ise multipleks
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemiyle arastirilmistir. Zorlastirici similasyon testiyle saptanabilen
en dstik inokiilum, ertapenemli EMB besiyerinde 50 CFU/mL, ertapenemli triptik soy buyyonda 1 x 105,
direkt ekim ydnteminde ise 1 x 103 olarak bulunmustur. izole edilen 33 susun 13 (%39.4)'(inde PCR ile
herhangi bir diren¢ geni saptanamazken, 20 pozitif susun 19 (%95)’'unda blaOXA-48, 1 (%5)’inde ise
blalMP saptanmigstir. Pozitif suslarin tamaminin imipenem ve ertapeneme direncli, 2 (%710)’sinin ise do-
ripenem ve meropeneme duyarl oldugu belirlenmistir. Diren¢ geni gosterilemeyen tiim suslarda MHT
negatif iken, blaOXA-48 saptanan ve doripenem ve meropeneme duyarli olan bir sus disinda tim direng
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geni pozitif suslar MHT pozitif bulunmusgtur. PCR sonuglarina gore {i¢ yontemin duyarlihg: esit ve %80
olarak tespit edilmistir. Testlerin 6zglillik, pozitif ve negatif prediktif degerleri sirasiyla ertapenemli EMB
icin %15.4, %59 ve %33.3; direkt ekim icin %23, %61.5 ve %42.9; ertapenemli buyyon icin ise %61.5,
%76 ve %66.6 olarak saptanmistir. Her lic yontem icin ortalama stire (izolasyon + tanimlama + duyarli-
lik + MHT) ertapenemli EMB besiyeri ile 48 saat, diger yontemlerde ise 96 saat olarak belirlenmistir. So-
nug olarak, duyarli ve hizli bir yontem olmasi nedeniyle, ertapenemli EMB besiyeri, laboratuvar is ytku-
ni artirmaksizin gtivenle kullanilabilecek bir besiyeridir.

Anahtar sozciikler: Karbapenem; ertapenem; EMB agar; Klebsiella pneumoniae; beta-laktamaziar.

ABSTRACT

Detection of rectal colonization with carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae (CRKP) is the most
important step in the infection control protocols in order to prevent infections caused by CRKP which
has an increasing incidence all over the world. In this study, it was aimed to compare the detection ra-
te of 2 mg/L ertapenem EMB agar medium with the other methods recommended by various interna-
tional guidelines. These methods include direct plate method using ertapenem disc, enrichment met-
hod in tryptic soy broth containing 2 mg/L ertapenem and the investigation of the predominant beta-
lactamases in the colonized patients. The lowest inoculum detected by different methods was determi-
ned by using simulative challenge test prepared for this purpose. The ability to detect CRKP from rectal
swabs was evaluated by using the clinical specimens of 801 patients. For all bacteria isolated, carbape-
nem susceptibility was evaluated by using E-test method, the presence of beta-lactamases was determi-
ned by using modified Hodge test (MHT), and the carbapenemase genes were investigated by using
multiplex polymerase chain reaction (PCR). The lowest inoculum detected by ertapenem-EMB agar was
50 CFU/mL whereas the lowest inocula were 1 x 10° and 1 x 103, respectively by tryptic soy broth with
ertapenem and direct plate method. No resistance gene were identified by PCR in 13 (39.4%) of 33 iso-
lates, whereas blaOXA-48 was detected in 19 (95%) and blalMP in 1 (5%) of 20 positive isolates. All of
the positive strains were resistant to imipenem and ertapenem, while 2 (10%) strains were found to be
susceptible to doripenem and meropenem. While MHT was negative in all strains which were negative
for resistance genes, all resistance gene positive strains except one blaOXA-48 strain that was also sen-
sitive to doripenem and meropenem, were found to be positive with MHT. According to the results of
PCR, the sensitivities of the three methods were found to be 80%. The specificities, positive and nega-
tive predictive values were found to be 15.4%, 59% and 33.3% for ertapenem-EMB agar, 23%, 61.5%
and 42.9% for broth with ertapenem and 61.5%, 76% and 66.6% for direct plate method, respectively.
Average labor time of the methods (isolation + identification + sensitivity + MHT) was determined as 48
hours for ertapenem-EMB agar, whereas it was 96 hours for the other methods. In conclusion, since er-
tapenem-EMB agar method is a sensitive and rapid method, it can be used safely for the preliminary de-
tection of CRKP without increasing the workload of the laboratory.

Key words: Carbapenem; ertapenem; EMB agar; Klebsiella pneumoniae; beta-lactamases.

GiRis

Karbapeneme direncli Klebsiella pneumoniae (KDKP) suslariyla olusan enfeksiyonlar,
oOzellikle kritik hastalarda morbidite ve mortaliteyi artiran ve bitin dinyada sikhgr gide-
rek artan bir problemdir'-2. Diren¢ mekanizmasi cogunlukla, KPC, NDM-1, OXA-48 ve
IMP tipi beta-laktamazlarla iliskilidir>*. Belli karbapenemazlarin bazi cografik bélgelerde
daha sik gorildigi bildirilmektedir. Yunanistan, Israil ve Amerika Birlesik Devletleri
(ABD)'nden bildirilen suslarda KPC hakim iken, Uzak Dogu, Hindistan ve Pakistan’dan
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bildirilen izolatlarda NDM beta-laktamazlar hakimdir®. OXA-48 ise ilk kez Tiirkiye’den
bildirilmis, daha sonra Orta Asya ve Avrupa’dan da bildirimler olmustur®®. Bu izolatlar
genellikle coklu direncli oldugundan tedavi secenegi son derece kisitlidir. Bu enfeksiyon-
larin 6nlenmesinde rektal striintli 6rneklerinden tarama yapilmasi ve pozitif hastalarin
izolasyonu 6nerilmektedir'®. Bu amacla, direkt ekim iizerine ertapenem diski yéntemi,
ertapenem iceren triptik soy buyyonda zenginlestirme, CHROMAgar™ KPC gibi yon-
temler kullaniimakta ve énerilmektedir’®. Ancak CHROMAgar™ KPC disindaki yéntem-
lerde izolasyon stiresi 96 saate kadar uzamaktadir. Bu da kolonize hastalarin izolasyonu-
nu geciktirmektedir.

Bu calismada, rektal siirintii 6rneklerinin KDKP yoninden taranmasinda 2 mg/L er-
tapenem iceren EMB agar besiyerinin, cesitli uluslararasi kilavuzlarda onerilen direkt
ekim Ulzerine ertapenem diski yontemi ve 2 mg/L ertapenem iceren triptik soy buyyon-
da zenginlestirme yontemiyle karsilastiriimasi ve hastanemizde izole edilen KDKP susla-
rinda hakim beta-laktamazlarin arastirilmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Zorlagtina Simiilasyon Testi

KDKP olarak 6nceden dogrulanmis sekiz klinik izolatin serum fizyolojik icerisinde 1 x
10°-50 CFU/ml arasinda 10 farkli dilisyonu hazirlandi. Zorlagtirici simiilasyon testi icin
her bir diliisyonun icine son konsantrasyon 1 x 10* CFU/ml olacak sekilde imipeneme
direncli Acinetobacter baumannii, vankomisine direncli Enterococcus faecium ve Candida
albicans eklendi. Hazirlanan kultir karigimlar Gg farkl yontemin KDKP taranmasindaki
etkinligini test etmek Uzere kullanildi.

Yontem 1: Bu yontem icin 1 L EMB agar distile su icinde hazirlanip otoklavlandi. Agar
50°C’ye kadar soguduktan sonra icerisine 2 mg/L ertapenem (Merck Sharp Dohme, Tiir-
kiye) eklendi ve petrilere 4 mm ytikseklik olacak sekilde dokiilerek donmaya birakildi. Her
bir dilisyondan 100’er pl kiltir karisimi 2 mg/L ertapenem iceren EMB agar ytizeyine
ekilerek 37°C’de bir gece inkibasyona birakildi.

Yontem 2: Her bir dilisyondan 100’er pl kiiltir karigimi 10 pg ertapenem diski ice-
ren 5 ml triptik soy buyyona ekilerek 37°C’de bir gece inkiibe edildi. inkiibasyon sonra-
si ertapenemli triptik soy buyyondan EMB agara pasaj yapilarak tekrar bir gecelik inkd-
basyona birakild.

Yontem 3: Direkt ekim yontemi icin yine 100’er pl kiltdr karigimi antibiyotik icerme-
yen EMB agar ytizeyine ekildikten sonra ilk kadrana 10 pg ertapenem diski yerlestirilerek
37°C’de bir gece inkiibasyona birakildi. Ertapenem diski etrafindaki 21 mm zon capi ice-
risinde Ureyen bakteriler degerlendirmeye alindi. Sinir degerin belirlenmesinde Pasteran
ve arkadaslarinin'® énerileri dikkate alindi.

inkiibasyon sonrasinda her ¢ yonteme ait tim dilisyonlarda laktoz-pozitif mukoid
kolonilerin varhigr degerlendirildi.
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Tarama Kiiltiirlerinde Besiyerinin Degerlendirilmesi

Besiyerlerinin rektal siriintl 6rneklerinde KDKP varligini saptama yetenegini test et-
mek icin yogun bakim Unitelerinde yatmakta olan hastalara ait 801 6rnek zorlastirici si-
mulasyon testinde anlatildigi sekilde Ug farkli yontemle ekilerek sonuglar degerlendirildi.

Suslarin Tanimlanmasi ve Duyarhlik Testleri

Herhangi bir yontemle pozitif bulunan tiim suslar rutin mikrobiyolojik yontemlerle ta-
nimlandi. Suslarin imipenem, meropenem, ertapenem ve doripeneme diren¢ durumu E-
test (BioMerieux, Fransa) yontemiyle belirlendi. E-test sonuclari “Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI)” kriterlerine gére degerlendirildi'’. Suslarda beta-laktamaz
varligini dogrulamak tizere “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” 6nerile-
ri dogrultusunda Modifiye-Hodge testi (MHT) uygulandi'’.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile
Beta-Laktamaz Kodlayan Genlerin Belirlenmesi

Herhangi bir yéntemle pozitif bulunan tiim suslara Poirel ve arkadaslari'? tarafindan
onerilen primerler kullanilarak, blalMP, blaKPC, blaNDM ve blaOXA-48 icin multipleks
PCR uygulandi (Tablo 1). PCR kosullari 94°C’de 10 dakika; 36 dongu olacak sekilde
94°C’de 30 saniye, 52°C’de 40 saniye, 72°C’de 50 saniye ve sonrasinda 72°C’de 5 daki-
ka olarak uygulandi. PCR Uriinleri %2 agaroz jel icinde 100 V’da bir saat yurituldu.

BULGULAR

Zorlagtirici simulasyon testiyle ertapenemli EMB besiyeri (Yontem 1) 50 CFU/ml’lik en
distk inokulimi saptayabilirken, bu deger ertapenemli triptik soy buyyonda (Yontem
2) 1 x 103, direkt ekim yénteminde (Yontem 3) ise 1 x 10 olarak bulunmustur.

Rektal stirtintli 6rneklerinden bir veya daha fazla yontemle farkli hastalardan izole edi-
len 33 izolatin 13 (%39.4)’linde PCR ile herhangi bir diren¢ geni saptanamazken, 20 po-
zitif susun 19 (%95)'unda blaOXA-48, 1 (%5)’inde ise blalIMP saptanmistir. PCR ile be-

Tablo I. Calismada Kullanilan Primerler

Primer dizisi (5'-3") Gen Biiyiikliik (baz cifti)
IMP-F GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC blaIMP 232

IMP-R GGTTTAAYAAAACAACCACC

OXA-F GCGTGGTTAAGGATGAACAC blaOXA-48 438

OXA-R CATCAAGTTCAACCCAACCG

NDM-F GGTTTGGCGATCTGGTTTTC blaNDM 621

NDM-R CGGAATGGCTCATCACGATC

KPC-Fm CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG blakPC 798

KPC-Rm CTTGTCATCCTTGTTAGGCG
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Tablo Il. PCR ile Beta-Laktamaz Varhigi Gosterilen 20 Susun Karbapenemlere Duyarlilik durumu

Duyarh Orta duyarh Direncli
Sayi (%) Sayi (%) Sayi (%)
Doripenem 2(10) 1(5) 17 (85)
Ertapenem 0 0 20 (100)
imipenem 0 0 20 (100)
Meropenem 2 (10) 105) 17 (85)

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu.

ta-laktamaz geni gosterilen 20 susun tamami imipenem ve ertapeneme direncli bulun-
mus; suslarin 2 (%10)’sinin doripenem ve meropeneme duyarl oldugu belirlenmistir
(Tablo II). Diren¢ geni gosterilemeyen tim suslarda MHT negatif iken, blaOXA-48 sap-
tanan bir susta da MHT negatif bulunmustur. Bu sus ayni zamanda doripenem ve me-
ropeneme de duyarlidir.

PCR sonuglarina gore li¢ yontemin duyarlihgr esit (%80) olarak tespit edilmistir. Test-
lerin 6zguillik, pozitif prediktif deger (PPD) ve negatif prediktif deger (NPD) sonuglari si-
rastyla Yontem 1 icin %15.4, %59 ve %33.3; Yontem 2 icin %23, %61.5 ve %42.9; Yon-
tem 3 icinse %61.5, %76 ve %66.6 olarak bulunmustur. Calismalar sirasinda, dokuldik-
ten sonra 48 saatten uzun bekleyen ertapenemli EMB besiyerlerinde yanhs pozitiflik ora-
ninin arttigi gézlenmistir.

Her ¢ yontem icin ortalama sure (izolasyon + tanimlama + duyarlilik + MHT icin),
Yontem 1'de 48 saat, Yontem 2 ve 3'te ise 96 saat olarak belirlenmistir.

TARTISMA

Cok ilaca direngli (CID) mikroorganizmalarla gelisen enfeksiyonlari ve salginlari 6nle-
meye yonelik uygulanan tiim enfeksiyon kontrol dnlemlerine ragmen, KDKP enfeksiyon-
lari tim diinyada artan siklikta bildiriimektedir'-2. CID mikroorganizmalarla asemptoma-
tik kolonizasyonda sik karsilagilan bir durumdur. Calfee ve arkadaslari'3, yogun bakim
Unitelerinde yatan hastalarda KDKP kolonizasyon oraninin %37 oldugunu saptamislar-
dir. Yuksek riskli Gnitelerde aktif siirveyans calismasiyla KDKP ile kolonizasyonun belirlen-
mesi ve hizla temas 6nlemleri alinmasi sayesinde ciddi salginlarin 6nlendigine yonelik ya-
yinlar mevcuttur®'4,

Bircok beta-laktam antibiyotik besiyerinde stabil olmadig icin, direncli gram-negatif
bakterilerin taramasinda kullanilabilen ticari besiyerleri son derece sinirlidir. KDKP tara-
masl icin “Centers for Disease Control and Prevention (CDC)”'> tarafindan énerilen yoén-
tem, calismamizda Yontem 2 adiyla kullandigimiz 10 pg ertapenem diski iceren 5 ml
triptik soy buyyona ekim yontemidir. Ancak bu yontemle sonug verme suresi ortalama
dort glinddr. Bu sure erken izolasyon onlemlerinin bu kadar énemli oldugu durumlarda
kabul edilebilir bir siire degildir. Ben-David ve arkadaslar®, kolonize hastalarin %712’sin-
de kolonizasyonun hastaneye yatistan sonraki ilk 48 saat icinde olustugunu gostermis-
lerdir. Bu nedenle daha hizli yontemlere ihtiya¢ vardir. Bu amacgla uretilen CHROMA-
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gar™ KPC besiyeri ile izolasyon ve tanimlama siiresi 48 saate diistiriilmistiir®. Ancak bu
besiyeri hem fiyatinin pahali olmasi hem de hentiz Turkiye’de satista olmamasi nedeniy-
le kullanilamamaktadir. Bu nedenle bu calismada degerlendirmeye alinmamustir.

KPC stipheli bakteriler hangi yontemle izole edilirse edilsin tlim suglara dogrulama ya-
pilmahdir. MHT, karbapenemaz varhgi icin duyarliigi ve 6zgilligu yulksek bir dogrula-
ma testi olarak bildiriimekte ve dnerilmektedir'""'®. Bununla birlikte ézellikle genislemis
spektrumlu beta-laktamaz tireten suslarda yanlis pozitif sonuglar da bildirilmistir'®'7. Ca-
ismamizda yanhs pozitif susa rastlanmamis, OXA-48 pozitif bulunan 1 (%5) susta MHT
negatif bulunmustur. Girlich ve arkadaglan'®, NDM-1 {ireten suslarda MHT duyarlihginin
%50 oldugunu, ancak besiyerine ZnSO, eklenmesiyle duyarliigin %85.7’ye yiikseldigi-
ni bildirmislerdir.

Tarama besiyerlerindeki bu problemler nedeniyle arastiricilar direkt ornekten ya da
rektal stiriintiden PCR ile karbapenemazlari tespit etmeye yonelik calismalar yapmakta-
dirlar. KPC ya da NDM-1 tasiyan K.pneumoniae suglarinda gercek zamanli PCR (Rt-PCR)
yéntemiyle basarili sonuclar alinmaktadir'®'®. Ancak bu yéntemler hem cok pahali ol-
malari hem de karbapenem direncine yol acan bazi direng¢ genlerini ve mekanizmalarini
kacirmasi nedeniyle taramalarda ¢ok fazla kullanim alani bulamamistir. Calismamizda
izole edilen KDKP suglarinda hakim olan karbapenemaz OXA-48'dir. Dolayisiyla, KPC ve
NDM-1e yonelik bir Rt-PCR yontemi kullanilsaydi, bu suslar gézden kacabilirdi.

Ertapenemli EMB besiyeri, zorlastirici similasyon testinde en ylksek performansi gos-
terdiginden, diski 6rneklerinde az sayida bakteriyi yakalayabilmesi bir avantajdir. Besiye-
rinin duyarhlik, 6zgulliik, PPD ve NPD degerleri direkt ekim {izerine ertapenem diski yon-
temiyle es deger, ertapenem iceren triptik soy buyyonda zenginlestirme yontemine go-
re daha disuktir. NPD’nin disuk olmasi, besiyerinde kullanilan ertapenem miktariyla (2
ug/ml) iliskili olabilir. Ertapenem miktari CLSI'! sinir degerleri kullanilarak 0.25 pg/ml
olarak degistirildiginde gercek negatif sonuclarin artacagi kanaatindeyiz. Ayrica, kulla-
nim sirasinda besiyerinin taze olmasina 6zen gosterilmelidir. Zira taze hazirlanmayan be-
siyerlerinde yanlig pozitif sonuglar artmaktadir.

Besiyerinde laktoz pozitif, mukoid Klebsiella kolonileri saf halde trediginden tanimla-
ma ve duyarllk icin ek pasajlara ihtiya¢c kalmamaktadir. Diger yontemlere gore 48 saat
erken sonug verilebildiginden hastalarin erken izolasyonu mimkin olmaktadir. Sonug
olarak, bu ozellikleri nedeniyle, ertapenemli EMB besiyeri, 6zellikle biitcesi kisitl hasta-
nelerde laboratuvar is yukina artirmaksizin glivenle kullanilabilecek bir besiyeridir.
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