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Enfeksiyonlarin uygun olarak tedavi edilebilmesi ve enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin uygulanabilmesi
icin karbapenemaz ureten Enterobacteriaceae izolatlarinin hizl, pratik ve dogru bir sekilde tanimlanmasi
cok 6nemlidir. Bu amagla cok sayida fenotipik test yontemi gelistirilmis olmasina ragmen, hicbirisi %100
duyarlilik ve 6zglillige sahip degildir. Testlerin duyarlilik ve 6zgulligd, calisilan izolatlarin tasidigi beta-
laktamaz enzim tiplerine gore degistiginden, Ulkeler ve bolgeler arasinda farklliklar goriilebilmektedir.
Bu calismada, Enterobacteriaceae ailesi Ulyelerinde karbapenemazlarin saptanmasinda yaygin olarak
kullanilan modifiye Hodge testi (MHT) ve “Carbapenemase Nordmann Poirel (Carba NP)” testlerinin
performanslarinin karsilastiriimasi amaclanmistir. Calismaya cesitli klinik 6rneklerden izole edilen ve en
az bir karbapeneme (ertapenem, imipenem veya meropenem) azalmig duyarliik gosteren ve karbape-
nemaz geni tasidigi 6nceden polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile saptanan 65 Enterobacteriaceae izolati
(43 blagy, 45 10 blay,,, 9 bla, ., 1 blay,, ., 1 blay,, ve 1 blag,, ,.+bla,,, tasiyan sus) dahil edilmis-
tir. Karbapenemaz geni saptanmayan fakat karbapenemlere azalmis duyarlilik gosteren kontrol grubu
olarak 78 izolat kullaniimistir. Tim izolatlar konvansiyonel yontemlere ilaveten BD Phoenix otomatize
sistemi (Becton Dickinson, ABD) ile tanimlanmistir. izolatlarin antimikrobiyal duyarlliklari, BD Phoenix
otomatize sistemi ile saptanmig ve disk diflizyon yontemi ile dogrulanmistir. Sonuglar CLSI kriterlerine
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go6re yorumlanmistir. MHT, CLSI'in Onerileri dogrultusunda yapilmis; Carba NP testi, modifiye protokole
gore uygulanmistir. Orijinal protokolde kullanilan imipenem monohidrat yerine, modifiye protokolde
bildirildigi gibi, 6 mg/ml imipenem/silastatin kullanilmistir. Calismamizda, MHT ile karbapenemaz ureten
izolatlarin %90.8'i (59/65), Carba NP testi ile %93.9'u (61/65) tanimlanmistir. MHT ile OXA-48 Ureten
dort Klebsiella pneumoniae, IMP Ureten bir Escherichia coli ve NDM-1 Ureten bir K.pneumoniae; Carba NP
testi ile OXA-48 ireten bir E.coli ve bir K.pneumoniae, IMP Ureten bir E.coli ve VIM Ureten bir Enterobacter
cloacae saptanamamistir. Carba NP testinde, OXA-48 lreten (g izolatta (iki K.pneumoniae ve bir E.coli)
gec ve zayif pozitiflik gorilmustir. MHT ile 31 izolatta yalanci pozitiflik saptanirken, Carba NP testi
ile yalanci pozitiflik saptanmamistir. iki testin duyarlilik ve 6zgiilligi karsilastirildiginda; Carba NP’nin
MHT’den biraz daha yiiksek olmakla birlikte, duyarliliklari benzer (%93.9'a karsi %90.8; p= 0.754) bulun-
mus, ancak Carba NP testinin daha 6zgiil (%100’e karsi %60.3; p< 0.0001) oldugu belirlenmistir. Carba
NP testi ile izolatlarin %26’sinda (n= 16) 15 dakikada, %85’inde (n= 52) ise ilk bir saat icinde pozitif
sonu¢ alinmistir. Sonug olarak, Enterobacteriaceae tyelerinde karbapenemaz varliginin saptanmasinda,
Carba NP testinin MHT’e gore duyarliik ve 6zgllliginin yiksek oldugu ve kisa siirede sonug verdigi
saptanmustir. Enterobacteriaceae Uyelerinde karbapenemaz varliginin dogrulanmasinda MHT'nin tek basi-
na kullaniimamasi 6nerilmektedir. Diger taraftan Carba NP testi bu amacla kullanilabilir, ancak sipheli
negatif sonuglarin molekiiler yontemlerle arastiriimasi geregi g6z 6niinde bulundurulmaldir.

Anahtar sozciikler: Enterobacteriaceae, karbapenemaz; modifiye Hodge testi; Carba NP testi.

ABSTRACT

A rapid, practical, and accurate identification of carbapenemase-producing Enterobacteriaceae iso-
lates is crucial for the implementation of appropriate infection control measures and proper treatment
of the infections. For this purpose, a large number of phenotypic test methods have been developed,
although none has 100% sensitivity and specificity. Variations in sensitivity and specificity of these tests
based on the type of beta-lactamase enzymes carried by that isolates might result in differences between
regions and countries. The aim of this study was to compare the performances of widely used modified
Hodge test (MHT) and Carbapenemase Nordmann-Poirel (Carba NP) test in the detection of carbap-
enemases in Enterobacteriaceae family members. A total of 65 Enterobacteriaceae isolates (43 bla,y, 4o
10 bla,,,, 9 blay,,, 1 blayp,, 1, 1 blag,., and 1 blag,, ,.+bla,,, carrying strains) that showed decreased
sensitivity to at least one carbapenem (ertapenem, imipenem or meropenem), and carriage of carbap-
enemase gene confirmed by polymerase chain reaction (PCR), were included in the study. Seventy-eight
isolates showing decreased susceptibility to carbapenems but lacking carbapenemase genes were used
as controls. All isolates were identified by using conventional methods as well as automated BD Phoenix
System (Becton Dickinson, USA). The antimicrobial susceptibility testing was performed using the same
automated system, and was confirmed by disk diffusion method. Results were evaluated according to
the CLSI criteria. MHT was performed in accordance with the CLSI guideline, and Carba NP test was
carried out by a modified protocol. Instead of imipenem monohydrate, which was used in the original
protocol, 6 mg/ml imipenem/cilastatin was used in the modified protocol. In the study, MHT identified
90.8% (59/65) of carbapenemase-producing isolates, while 93.9% (61/65) of the isolates were iden-
tified by Carba NP test. With MHT, four Klebsiella pneumoniae producing OXA-48, one Escherichia coli
producing IMP, and one K.pneumoniae producing NDM-1, and with Carba NP test, one E.coli and one
K.pneumoniae producing OXA-48, one E.coli producing IMP, and one Enterobacter cloacae producing
VIM could not de detected. Three OXA-48-producing isolates (two K.pneumoniae and one E.colj) yielded
late and weak positive results with Carba NP test. MHT had false positivity for 31 isolates, while Carba
NP test showed no false positivity. In comparison of the sensitivity and specificity of the two tests, sen-
sitivities were found to be similar although the Carba NP has a slightly higher sensitivity than the MHT
(93.9% versus 90.8%, respectively; p= 0.754), Carba NP was found more specific (100% versus 60.3%,
respectively; p< 0.0001). With Carba NP test, 26% of the isolates (n= 16) were positive within 15 min-
utes, and 85% (n= 52) were positive within the first hour. It was concluded that, Carba NP test showed
high sensitivity and specificity than the MHT and the results can be obtained more rapidly for the presen-
ce of carbapenemases in Enterobacteriaceae. The use of MHT alone is not recommended to confirm the
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presence of carbapenemases produced by Enterobacteriaceae. On the other hand Carba NP test can be
used for this purpose, however molecular analysis should be considered for suspicious negative results.

Keywords: Enterobacteriaceae; carbapenemase, modified Hodge test, Carba NP test.

GiRis

Enterobacteriaceae ailesinin Uyeleri, ¢zellikle de Escherichia coli ve Klebsiella pneumo-
niae, ciddi hastane ve toplum kaynakli enfeksiyonlarin en 6nemli nedenleri arasinda yer
almaktadir'-2, Karbapenemler, cogul direncli izolatlarin tedavisinde son sira antibiyotikler
olarak buyuk bir 6neme sahiptir; ancak 6zellikle son 10 yilda karbapenemlere direncli
izolatlarda da biiyiik bir artis goriilmektedir®. Karbapenemlere direncli izolatlarin neden
oldugu enfeksiyonlar da, tedavi secenekleri kisitli ve mortalite oranlari yiiksek oldugun-
dan biiyiik bir sorun olusturmaktadir®3. Karbapenemaz enzimleri, tim beta-laktam an-
tibiyotikleri hidrolize etme yetenegine sahip en glicli beta-laktamazlar olup, yayilma
potansiyeli tagidiklarindan, karbapenem direncinin nedenleri arasinda en énemlisidir?.
Plazmidler gibi mobil elemanlarla aktarilma, karbapenemazlarin bakteriler arasinda ko-
laylikla yayillmasina ve karbapenemaz bulunan bakterilerde siklikla beta-laktam digindaki
antibiyotiklere karsi da dirence neden olmaktadir>®°. Bu enzimler, KPC enzimleri gibi
sinif A karbapenemazlari, VIM, IMP, NDM gibi sinif B veya metallo-beta-laktamazlar ve
OXA-48 benzeri sinif D oksasilinazlari icermektedir'®. OXA-48 oksasilinazlar Tiirkiye’de
endemik olarak bulunmakta, VIM ve IMP gibi metallo-beta-laktamazlar ise az da olsa
bildirilmektedir®.

Enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin uygulanabilmesi ve enfeksiyonlarin uygun bir sekilde
tedavisi icin, karbapenemaz Ureten Enterobacteriaceae Uyelerinin pratik, hizli ve dogru
bir sekilde tanimlanmasi cok 6nemlidir*-. Giiniimiizde karbapenemazlarin saptanma-
s icin ¢ok sayida fenotipik test yontemi gelistirilmis olmasina ragmen, hicbirisi %100
duyarlilik ve 6zgiilliige sahip degildir®. Testlerin duyarlilik ve 6zgiilligii, calsilan izolat-
larin tasidigi beta-laktamaz enzim tiplerine gore degistiginden, ulkeler ve bolgeler ara-
sinda farkhhklar gorulebilmektedir. Fenotipik testler arasinda yer alan modifiye Hodge
testi (MHT), Enterobacteriaceae’de karbapenemaz Uretiminin dogrulanmasi icin “Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI)” tarafindan onerilen ve yillardir yaygin olarak
kullanilan bir testtir’. “Carbapenemase Nordmann-Poirel (Carba NP)” testi ise, “Euro-
pean Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)” tarafindan 6nerilen
ve 2015 yilinda CLSI tarafindan da 6nerilmeye baslayan yeni bir testtir®. Bu calismada,
Enterobacteriaceae ailesi Uyelerinde karbapenemazlarin saptanmasinda MHT ve Carba
NP testlerinin performanslarinin karsilastirilmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Klinik izolatlar

Calismada, en az bir karbapeneme (Ertapenem, imipenem veya meropenem) azal-
mis duyarlihk gosteren Enterobacteriaceae izolatlari kullanildi. 2008-2014 tarihleri ara-
sinda hastanemizin mikrobiyoloji laboratuvarinda farkl hastalara ait kan, beyin omurilik
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sivisi (BOS), idrar, trakeal aspirat, balgam, yara, periton ve plevral sivi gibi cesitli kli-
nik orneklerden izole edilen 63 ve diger merkezlerden alinan bir NDM-1 ve bir KPC-2
ureten K.pneumoniae olmak Uzere, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile bla,,., bla,,.
bla,, bla,, ve blag,, . genlerinin varigi'®'* dogrulanan toplam 65 karbapenemaz
Ureten Enterobacteriaceae izolati calismaya dahil edildi. Calisma izolatlarinin %66.2'sinde
blagy , 4 (14 E.coli, 21 K.pneumoniae, 3 Klebsiella oxytoca, 4 Enterobacter cloacae, 1 En-
terobacter aerogenes), %15.4’unde bla,,, (5 E.cloacae, 1 E.aerogenes, 2 K.pneumoniae,
2 K.oxytoca), %13.9'unda bla,,,, (2 E.coli, 2 E.cloacae, 3 K.pneumoniae, 2 K.oxytoca),
%1.5'inde bla, ., , (1 K.pneumoniae), %1.5'inde bla,, . , (1 K.pneumoniae) ve %1.5'inde
blag, , ,¢'€ ilaveten bla,, . (1 E.cloacae) pozitifti. Calismada karbapenemaz geni saptan-
mayan fakat karbapenemlere orta duyarli/direncli saptanan kontrol grubu olarak 32 Ente-
robacter spp. izolati (21 E.cloacae, 11 E.aerogenes), kombine disk yéntemi” ile saptanmis
32 genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) lireten izolat (23 E.coli, 9 K.pneumoniae),
sefoksitin-kloksasilin kombine disk testi'® ile saptanmis 4 AmpC reten izolat (3 E.coli, 1
K.pneumonia) ve 10 GSBL ile AmpC saptanmayan izolat (8 E.coli ve 2 K.pneumonia) olmak
Uzere toplam 78 izolat kullanildi. Tim izolatlar konvansiyonel yontemlere ilaveten Phoe-
nix otomatize mikrobiyoloji sistemi (Becton Dickinson, ABD) ile tanimlandi. Antimikrobi-
yal duyarhliklari, BD Phoenix otomatize sistemi (Becton Dickinson, ABD) ile saptandi ve

disk difiizyon yéntemi ile dogrulandi. Sonuglar CLSI kriterlerine gére yorumlandi’.
Modifiye Hodge Testi (MHT)

MHT, CLSI'In &nerileri dogrultusunda uyguland)’. indikatér mikroorganizma olarak
kullanilan E.coli ATCC 25922 susundan 0.5 McFarland standart stispansiyonu hazirlandi
ve serum fizyolojik ile 1/10 sulandirildi. Mueller-Hinton Il agar (BBL/Becton Dickinson,
Fransa) plaginin ylzeyine rutin disk difiizyon yonteminde oldugu gibi ekildi. Plaklarin
merkezine ertapenem (10 pg) diski yerlestirildi. Kalite kontrol ve test suslari, bu diskin
dort bir kenarindan disariya dogru cizgi seklinde 6ze ile ekildi. 35 + 2°C’de 16-20 sa-
atlik inkiibasyondan sonra kalite kontrol veya test bakterisinin ekim cizgisi ile inhibis-
yon zonunun kesisme noktasindaki tremede artis pozitif sonug olarak degerlendirildi.
K.pneumoniae ATCC BAA-1705 (KPC pozitif) pozitif, K.pneumoniae ATCC BAA-1706 (KPC
negatif) negatif kontrol olarak kullanild.

Carba NP Testi

Carba NP testi, orjinal protokolde'® kiiciik degisiklikler yapilarak uygulandi. Muel-
ler-Hinton agarda (BBL/Becton Dickinson, Fransa) 24 saatlik inkiibasyondan sonra (re-
yen izolatlardan 10 pL’lik bir 6ze dolusu alinarak, 20 mmol/L Tris-HCI lizis tamponu-
nun (B-PERII, Bacterial Protein Extraction Reagent; Thermo Scientific Pierce, ABD), 100
ul’sinde stispanse edilerek 1 dakika vortekslendi ve oda isisinda 30 dakika inkiibe edildi.
Bakteriyel stispansiyon 10.000xg’de 5 dakika oda isisinda santrifiij edildi. Her izolattan
30ar pL supernatant 96 kuyucuklu mikropleytin iki kuyucuguna koyuldu. ilk kuyucuk
negatif kontrol olarak kullanildi ve 0.1 mmol/L ZnSO4 (Fluka, Almanya) iceren 100 pL
fenol kirmizisi (pH 7.8) cozeltisi iceriyordu. ikinci kuyucukta 6 mg/mL imipenem/silasta-
tin, 0.1 mmol/L ZnSO4 (Fluka, Almanya) iceren 100 pL fenol kirmizisi (pH 7.8) ¢ozeltisi
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bulunuyordu. Fenol kirmizisi ¢ozeltisi; %0.5 (agirik/hacim) fenol kirmizisi ¢ozeltisinin
(Sigma, ABD) 2 mL’si 16.6 mL distile suya karistirlarak hazirlandi ve TN NaOH ile pH’si
7.8’e ayarlandi. Orijinal protokolde'® kullanilan imipenem monohidrat yerine modifiye
protokolde'”-'? bildirildigi gibi, 6 mg/mL imipenem/silastatin (Tienam, MSD) kullanildi.
Plaklar 37°C'de 2 saat inkibe edilerek, 15 dakikada bir degerlendirildi ve kirmizidan
sarlya renk degisimi pozitif sonug olarak yorumlandi. K.pneumoniae ATCC BAA-1705 ve
K.pneumoniae BAA-1706, sirasiyla pozitif ve negatif kontrol olarak kullanildi. Uyumsuz
sonuclar ti¢ kez tekrarlandi.

istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel hesaplamalari SPSS 13.0 programi kullanilarak yapildi. iki testin
duyarlilik ve 6zgulligi McNemar testi kullanilarak karsilastirildi. Hesaplamalarda p< 0.05
degeri anlaml kabul edildi.

BULGULAR
Testlerin Performansi

MHT ve Carba NP testleri ile pozitif ve negatif saptanan Enterobacteriaceae izolat-
larinin karbapenemaz enzimi varligina gore dagihmi Tablo I'de gosterilmistir. MHT ile
karbapenemaz lreten 65 izolatin 59'u (%90.8), Carba NP testi ile 65 izolatin 61'i (93.9)
saptanmistir. MHT ile 31 izolatta yalanci pozitiflik saptanirken, Carba NP testi ile yalanci
pozitiflik tespit edilmemistir. MHT ve Carba NP testlerinin pozitif ve negatif prediktif de-
gerleri sirasiyla; %65.6, %88.7 ve %100, %95.1 olarak hesaplanmistir. MHT ile; OXA-48
Ureten 4 K.pneumoniae, IMP lreten 1 E.coli ve NDM-1 Ureten 1 K.pneumoniae; Carba
NP testi ile OXA-48 lreten 2 izolat (1 E.coli, 1 K.pneumoniae), IMP Ureten 1 E.coli ve VIM
Ureten 1 E.cloacae saptanamamigstir. Carba NP testinde, OXA-48 Ureten 3 izolatta (2
K.pneumoniae ve 1 E.coli) gec ve zayif pozitiflik (turuncu) gérilmistir. iki testin duyar-
hhk ve 6zgulligu karsilastirildiginda; Carba NP’nin MHT’den biraz daha yiiksek olmakla
birlikte, duyarliliklari benzer (%93.9’a karsi %90.8; p= 0.754), ancak Carba NP’nin daha
0zgul (%100 karsl %60.3; p< 0.0001) oldugu bulunmustur.

Testlerin Pozitiflik Suresi

Modifiye Hodge testi 16-20 saatte sonuclanmis; Carba NP testinin pozitif saptanma
suiresi ise Tablo Il'de gosterilmistir. Carba NP testi ile pozitif kontrol sus olan K.pneumoniae
ATCC BAA-1705 (KPC pozitif)'de ilk 15 dakikada pozitif sonug alinmistir. Test izolatlari-
nin ise %26.2'sinde (16/61) 15 dakikada, %85.2'sinde (52/61) 60 dakikada pozitif so-
nu¢ elde edilmistir. Enzim tipine gore sire belirlendiginde; OXA-48 reten izolatlarin
%4.9'unda (2/41) 15 dakikada, %85.4'inde (35/41) 60 dakikada; VIM Ureten izolatlarin
%66.7'sinde (6/9) 15 dakikada, %688.9'unda (8/9) 60 dakikada; IMP (reten izolatlarin
%75'inde (6/8) 15 dakikada, %87.5’inde (7/8) 60 dakikada test pozitif sonug¢ vermistir.

TARTISMA

Karbapenemaz genlerinin molekiiler yontemlerle saptanmasi altin standart olmakla
birlikte, her laboratuvarda uygulanamamasi, maliyetinin yiiksek olmasi ve yeni karba-
penemaz genlerinin saptanamamasi gibi nedenlerden dolay: fenotipik yontemler gelis-
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Tablo I. MHT ve Carba NP Testleri ile Pozitif ve Negatif Saptanan Enterobacteriaceae lzolatlarinin
Karbapenemaz Enzimi Varligina Gére Dagilimi

Pozitif bulunan sus sayisi (%)

Karbapenemaz (n) Bakteri tiri (n) MHT ile Carba NP ile
Pozitif (65) OXA-48 E.coli (14) 14 (100) 13 (92.9)
K.pneumoniae (21) 17 (80.9) 20 (95.2)
K.oxytoca (3) 3 (100) 3 (100)
E.cloacae (4) 4 (100) 4 (100)
E.aerogenes (1) 1 (100) 1 (100)
Toplam (43) 39 (90.7) 41 (95.3)
VIM K.pneumoniae (2) 2 (100) 2 (100)
K.oxytoca (2) 2 (100) 2 (100)
E.cloacae (6) 6 (100) 5(83.3)
Toplam (10) 10 (100) 9 (90)
IMP E.coli (2) 1(50) 1(50)
K.pneumoniae (3) 3 (100) 3 (100)
K.oxytoca (2) 2 (100) 2 (100)
E.cloacae (2) 2 (100) 2 (100)
Toplam (9) 8 (88.9) 8 (88.9)
NDM-1 K.pneumoniae (1) 0 1 (100)
KPC-2 K.pneumoniae (1) 1 (100) 1 (100)
OXA - 48 + VIM E.cloacae (1) 1 (100) 1 (100)
Negatif (78) E.coli (34) 6 (17.6) 0
K.pneumoniae (12) 4 (33.3) 0
E.cloacae (21) 15(71.4) 0
E.aerogenes (11) 6 (54.5) 0
Toplam (78) 31 (39.7) 0
Genel toplam (143) 90 (62.9) 61 (42.7)

MHT: Modifiye Hodge testi.

tirilmistir?®-22, Karbapenemazlarin fenotipik yéntemler ile saptanmasi ise; enzimin tipi-
ne, karbapenemaz enzimi bulunan bakteri tiirine, enzimi kodlayan genin ekspresyon
diizeyine, karbapenemazlar disinda gecirgenlik azalmasi ve/veya atim pompasi ve/veya
AmpC ve GSBL'ler gibi diger diren¢ mekanizmalarinin varligina bagh olarak degistigin-
den oldukca zordur3>,

Bu calismada, fenotipik yontemlerden MHT ve Carba NP testi, dogruluk ve hizli sonug
verme acisindan analiz edilmistir. MHT, karbapenemaz tireten bakteri ile ertapenem gibi
bir karbapenemin inaktivasyonuna dayanmaktadir. Calismamizda, MHT'nin duyarlihg
%90.8, 6zgiilliigii %60.3 olarak bulunmustur. Van Dijk ve arkadaslarn?® da, calismamizla
uyumlu olarak, MHT’nin duyarliliginin %99 gibi yiiksek, 6zgilligiinin %59 gibi disiik
oldugunu bildirmislerdir. Yapilan cesitli calismalarda, bu yontemin duyarliigi %58-99 ve
0zgulligu %38.9-100 arasinda buylk degiskenlik gostermekte; calisilan izolatlarin tagi-
dig1 karbapenemaz tipi duyarllidi, karbapenemazlar disinda mekanizmalarin varligi ise
6zgilligu belirgin &lciide etkilemektedir''7-2%22-24 Genel olarak MHT ile KPC ve OXA
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Tablo Il. Carba NP Testinin Pozitif Saptanma Stiresi
Sure (Dakika)
Karbapenemaz (n) Bakteri tiirii (n) 15 30 45 60 75 120
OXA-48 (41) E.coli (13) 1 2 6 2 1 1
K.pneumoniae (20) 1 6 5 4 4
K.oxytoca (3) 3
E.cloacae (4) 2 2
E.aerogenes (1) 1
Toplam (41) 2 8 17 8 1 5
OXA-48 + VIM (1) E.cloacae (1) 1
VIM (9) K.pneumoniae (2) 2
K.oxytoca (2) 1 1
E.cloacae (5) 3 1 1
Toplam (9) 6 1 1 1
IMP (8) E.coli (1) 1
K.pneumoniae (3) 2 1
K.oxytoca (2) 2
E.cloacae (2) 2
Toplam (8) 6 1 1
NDM-1 (1) K.pneumoniae (1) 1
KPC-2 (1) K.pneumoniae (1) 1
Genel toplam (61) 16 8 18 10 3 6

tipi enzimlerin daha iyi saptandi§i, metallo-beta-laktamazlarin saptanmasinin zayif oldu-
gu bildiriimektedir'#2%22 Ancak calismamizda, MHT ile dért OXA-48 (K.pneumoniae),
bir NDM-1 (K.pneumoniae) ve bir IMP (E.coli) saptanamamustir. Girlich ve arkadaslan??,
NDM-1 Ureten izolatlarda MHT’nin duyarlihginin %50’ye kadar distigind, besiyerine
ZnSO4 ilavesiyle %85.7'ye yukseldigini bildirmislerdir. Calismamizda, izolatlarin cogunu
(%66.2) OXA-48 Ureten suglarin olusturmasi, OXA-48 Ureten izolatlarin saptanmasin-
daki sorunlarin daha belirgin olarak goriilmesine neden olmus olabilir. MHT testinde en
oénemli sorun, yalanci pozitiflik oraninin ylksek olmasidir. Calismamizda testin 6zgilligi
%60.3 gibi dusuk bir oranda bulunmustur. GSBL (6zellikle CTX-M tipi) veya AmpC beta-
laktamazlarin azalmig gegirgenlik ile birlikteliginin, MHT’de yalanci pozitifliklere neden
olabildigi bildirilmistir®>2%-2325 Jlkemizde GSBL enzimleri yaygin olup, en sik CTX-M
tipi enzimler saptanmaktadir?®. MHT ile yiiksek oranda yalanci pozitif sonuglar elde edil-
mesi ve 6zgllligunin distk bulunmasi, tlkemizde CTX-M tipi enzimlerin yiksek oran-
da goritlmesi ve calismamizda da GSBL pozitif izolatlarin kullaniimasi ile iliskili olabilir.
Yapilmasi kolay bir test olmasina ragmen en az 16 saat sonra sonug vermesi, testin diger
bir dezavantaji olarak gorulmektedir.

Carba NP testi ise, imipenemin karbapenemaz enzimi ile hidrolizi sonucunda pH’nin
dismesine ve indikator olarak bulunan fenol kirmizisinin sari-portakal rengine renk de-
gistirmesine dayanan basit bir biyokimyasal testtir'®2”. Calismamizda, Carba NP testinin
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duyarlihgi %93.9 ve 6zgiillii§ii %100 olarak bulunmustur. Yusuf ve arkadaslari'® calisma-
mizla benzer sekilde, Carba NP testinin duyarliligini %91.1 ve 6zgllligini %100 ola-
rak bildirmislerdir. Diger calismalarda da, Enterobacteriaceae Uyelerinde testin 6zgullugu
%100 bulunmakla birlikte, duyarliligi %72.5-100 arasinda degismektedir'®'71%27 Calis-
mamizda, iki OXA-48 (bir K.pneumoniae, bir E.coli), bir IMP (E.coli) ve bir VIM (E.cloacae)
saptanamamistir. Uc OXA-48 iireten izolatta da gec ve zayif pozitiflik gorilmiistir. Tijet
ve arkadaslari?® da calismamizla uyumlu olarak, Carba NP testinin OXA-48 {ireten izolat-
lari saptamasinin daha zayif oldugunu bildirmislerdir. Carba NP testinin duyarligini, bazi
calismalarda'®'”-2” bildirildigi gibi %100’lere varan oranda yiiksek bulamamamiz, muh-
temelen calisma izolatlarinin cogunu (%66.2) OXA-48 Ureten suslarin olusturmasidir. Bu
durum, aslinda Tiirkiye’de mevcut direnc paternini yansitmaktadir®.

Carba NP testi ile izolatlarin %26.2'sinde 15 dakikada, %85.2'sinde 60 dakikada pozitif
sonug alinmistir. Bu siire; OXA-48 (reten 41 izolatin %4.9'unda 15 dakika, %85.4'linde
60 dakika; VIM lreten dokuz izolatin %66.7'sinde 15 dakika, %88.9‘unda 60 dakika;
IMP Ureten sekiz izolatin %75’inde 15 dakika, %87.5'inde 60 dakika bulunmustur. Vasoo
ve arkadaslari'’, calisma izolatlarinin %93.9’unda 15 dakikada, %98.5'unda 60 dakika-
da pozitif sonug aldiklarini bildirmislerdir. Bu arastiricilarin ¢calismasinda, izolatlarin cogu
(%90.8) KPC ureten suglardan olusmakta olup, OXA-48 (ireten izolat sayisi cok dusuktdr
(%0.8)"7. Yusuf ve arkadaslar'®, KPC iireten 25 izolatin %96'sinin 30 dakikada, OXA-48
dreten 10 izolatin %50’sinin 30 dakikada, %80'nin 60 dakikada pozitif sonug verdigini
bildirmislerdir. Bu sonuclara gore, Carba NP testi ile OXA-48 Ureten izolatlarda, KPC ve
metallo-beta-laktamaz Ureten izolatlara gore daha ge¢ pozitif sonug alindigi séylenebilir.

Sonug olarak, MHT'nin duyarlihgr Carba NP testinden daha dustik olup, 6zgulligi
yetersiz bulunmustur ve ge¢ sonug alinmaktadir. MHT, tarama amach uygulansa da, dog-
rulama testi olarak kullaniimamasi ve yalnizca bu teste gore sonug verilmemesi 6neril-
mektedir. Carba NP testinin kisa siirede sonu¢ vermesi 6nemli bir avantaj saglamaktadir
ve calismamizda OXA-48 karbapenemazlarda diger karbapenemazlara gore daha geg
sonug verdigi saptanmistir. Carba NP testi, sire avantajina ilaveten duyarlilik ve 6zgiil-
IGglnln de daha yiiksek olmasiyla klinik laboratuvarlarda Enterobacteriaceae tyelerinde
karbapenemaz varliginin dogrulanmasi icin kullanilabilir. Ancak Carba NP testi ile de
OXA-48 gibi bazi karbapenemazlarin varligi saptanamayabileceginden, slipheli negatif
sonuglarin molekuler yontemler ile arastiriimasi geregi goz oniinde bulundurulmaldir.

TESEKKUR

Pozitif kontrol suslari icin, Prof. Dr. Lutz von Miiller (Institut fir Medizinische Mikrobi-
ologie und Hygiene), Prof. Dr. Duygu Percin Renders (Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi)
ve Doc. Dr. Cemal Sandall'ya (Recep Tayyip Erdogan Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi,
Biyoloji), istatistiksel analiz konusundaki destegi icin Prof. Dr. Gamze Can’a (Karadeniz
Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi) tesekkiir ederiz.

8 MiKROBIYOLOJi BULTENI




Bayramoglu G, Ulugam G,

Gencoglu Ozgiir G, Kilig AO, Aydin F.

KAYNAKLAR

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Doyle D, Peirano G, Lascols C, Lloyd T, Church DL, Pitout JD. Laboratory detection of Enterobacteriaceae that
produce carbapenemases. Clin Microbiol 2012; 50(12):3877-80.

Tzouvelekis LS, Markogiannakis A, Psichogiou M, Tassios PT, Daikos GL. Carbapenemases in Klebsiella
pneumoniae and other Enterobacteriaceae: an evolving crisis of global dimensions. Clin Microbiol Rev 2012;
25(4): 682-707.

Voulgari E, Poulou A, Koumaki V, Tsakris A. Carbapenemase-producing Enterobacteriaceae: now that the
storm is finally here, how will timely detection help us fight back? Future Microbiol 2013; 8(1): 27-39.

Nordmann P, Gniadkowski M, Giske CG, et al. Identification and screening of carbapenemase-producing
Enterobacteriaceae. Clin Microbiol Infect 2012; 18(5): 432-8.

Cohen Stuart |, Leverstein-Van Hall MA; Dutch Working Party on the Detection of Highly Resistant
Microorganisms. Guideline for phenotypic screening and confirmation of carbapenemases in
Enterobacteriaceae. Int | Antimicrob Agents 2010; 36(3):205-10.

CantonR, Akova M, CarmeliY, etal. Rapid evolution and spread of carbapenemases among Enterobacteriaceae
in Europe. Clin Microbiol Infect 2012; 18(5): 413-31.

Clinical and Laboratory Standards Institute. Performance standards for antimicrobial susceptibility testing.
Twenty-fourth Informational Supplement. CLSI Document M100-523, 2013. CLSI, Wayne, PA.

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. The EUCAST guideline on detection of
resistance mechanisms, v 1.0. Available at: http://www.eucast.org/resistance_mechanisms/

Clinical and Laboratory Standards Institute. Performance standards for antimicrobial susceptibility testing.
Twenty-five Informational Supplement. CLSI Document M100-525, 2015. CLSI, Wayne, PA.

Schechner V, Straus-Robinson K, Schwartz D, et al. Evaluation of PCR-based testing for surveillance of
KPC-producing carbapenem-resistant members of the Enterobacteriaceae family. | Clin Microbiol 2009;
47(10):3261-5.

Mendes RE, Kiyota KA, Monteiro ], et al. Rapid detection and identification of metallo-beta-lactamase-
encoding genes by multiplex real-time PCR assay and melt curve analysis. | Clin Microbiol 2007; 45(2): 544-7.

Biendo M, Canarelli B, Thomas D, et al. Successive emergence of extended-spectrum beta-lactamase-
producing and carbapenemase-producing Enterobacter aerogenes isolates in a university hospital. ] Clin
Microbiol 2008; 46(3): 1037-44.

Poirel L, Dortet L, Bernabeu S, Nordmann P. Genetic features of blaNDM-1-positive Enterobacteriaceae.
Antimicrob Agents Chemother 2011; 55(11): 5403-7.

Poirel L, Heritier C, Tollin V, Nordmann P. Emergence of oxacillinase-mediated resistance to imipenem in
Klebsiella pneumoniae. Antimicrob Agents Chemother 2004; 48(1): 15-22.

Tan TY, Ng LS, He J, Koh TH, Hsu LY. Evaluation of screening methods to detect plasmid-mediated AmpC in
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, and Proteus mirabilis. Antimicrob Agents Chemother 2009; 53(1): 146-9.
Nordmann P, Poirel L, Dortet L. Rapid detection of carbapenemase-producing Enterobacteriaceae. Emerg
Infect Dis 2012; 18(9): 1503-7.

Vasoo S, Cunningham SA, Kohner PC, et al. Comparison of a novel, rapid chromogenic biochemical assay,
the Carba NP test, with the modified Hodge test for detection of carbapenemase-producing Gram-negative
bacilli. ] Clin Microbiol 2013; 51(9): 3097-101.

Yusuf E, Van Der Meeren S, Schallier A, Piérard D. Comparison of the Carba NP test with the Rapid CARB
Screen Kit for the detection of carbapenemase-producing Enterobacteriaceae and Pseudomonas aeruginosa.
Eur ] Clin Microbiol Infect Dis 2014; 33(12): 2237-40.

Osterblad M, Hakanen AJ, Jalava ]. Evaluation of the Carba NP test for carbapenemase detection. Antimicrob
Agents Chemother 2014; 58(12): 7553-6.

MiKROBiYOLOJi BULTENI 9



Enterobacteriaceae izolatlarinda Karbapenemazlarin Saptanmasinda
Modifiye Hodge Testi ve Carba NP Testlerinin Karsilastiriimasi

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

10

Birgy A, Bidet P, Genel N, et al. Phenotypic screening of carbapenemases and associated f-lactamases in
carbapeneme-resistant Enterobacteriaceae. | Clin Microbiol 2012; 50(4): 1295-302.

Hrabak ), Chudéackova E, Papagiannitsis CC. Detection of carbapenemases in Enterobacteriaceae: a challenge
for diagnostic microbiological laboratories. Clin Microbiol Infect 2014; 20(9): 839-53.

Girlich D, Poirel L, Nordmann P. Value of the modified Hodge test for detection of emerging carbapenemases
in Enterobacteriaceae. Clin Microbiol 2012; 50(2): 477-9.

Van Dijk K, Voets GM, Scharringa J, et al. A disc diffusion assay for detection of class A, B and OXA-48
carbapenemases in Enterobacteriaceae using phenyl boronic acid, dipicolinic acid and temocillin. Clin
Microbiol Infect 2014; 20(4): 345-9.

Saito R, Koyano S, Dorin M, et al. Evaluation of a simple phenotypic method for the detection of
carbapenemase-producing Enterobacteriaceae. ) Microbiol Methods 2015; 108: 45-8.

Eser OK, Altun Uludag H, Ergin A, Boral B, Sener B, Hascelik G. Carbapenem resistance in ESBL positive
Enterobacteriaceae isolates causing invasive infections. Mikrobiyol Bul 2014; 48(1): 59-69.

Copur Cicek A, Saral A, Ozad Duzgun A, et al. Nationwide study of Escherichia coli producing extended-
spectrum f-lactamases TEM, SHV and CTX-M in Turkey. ] Antibiot (Tokyo) 2013; 66(11): 647-50.

Dortet L, Bréchard L, Cuzon G, Poirel L, Nordmann P. Strategy for rapid detection of carbapenemase-
producing Enterobacteriaceae. Antimicrob Agents Chemother 2014; 58(4): 2441-5.

Tijet N, Boyd D, Patel SN, Mulvey MR, Melano RG. Evaluation of the Carba NP test for rapid detection of

carbapenemase-producing Enterobacteriaceae and Pseudomonas aeruginosa. Antimicrob Agents Chemother
2013; 57(9): 4578-80.

MiKROBIYOLOJi BULTENI



