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ABSTRACT

The rapid and accurate identification of carbapenemases is of crucial importance in terms of infection
control. Methods employed in the determination of carbapenemases should be constantly updated in the
light of technical advances and newly emerging carbapenemase variants. The aim of this study was to evaluate
the performance of the newly developed carbapenem inactivation method (CIM) for the identification
of carbapenemases defined in the members of the family Enterobacteriaceae. Enterobacteriaceae isolates
with resistance to at least one of the carbapenems (ertapenem, imipenem or meropenem) were included
in the study. The study isolates were obtained from various clinical specimens between 2008-2014 and
consisted of 56 Enterobacteriaceae strains (12 Escherichia coli, 32 Klebsiella spp., and 12 Enterobacter spp.)
in which the presence of the 38 bla,,, ,., 8 bla,,,, 7 bla,,, 1 bla,,,, ;, 1 bla,,.,and 1 bla,,, ,.+bla,,,
genes had been previously determined using the polymerase chain reaction (PCR) and 78 in which no
carbapenemase gene were detected. For the performance of the CIM, the test bacteria were suspended
in sterile water and then a 10 pg meropenem disc was immersed in the suspension and incubated for 2
hours. This meropenem disc was then removed and subsequently placed on a Mueller-Hinton agar plate
inoculated with E. coli ATCC 29522 and incubated at 35°C. The results were assessed after 6 hours and after
overnight incubation. Development of an inhibition zone around the meropenem disk was interpreted
as the absence of carbapenemase and the lack of an inhibition zone as the presence of carbapenemase.

iletisim (Correspondence): Dog. Dr. Giilcin Bayramoglu, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, 61080, Trabzon, Tiirkiye. Tel (Phone): +90 462 377 5653, E-posta (E-mail): gulcinbay@hotmail.com




Karbapenemaz Ureten Enterobacteriaceae Suslarinin Saptanmasinda
Karbapenem inaktivasyon Yénteminin Degerlendiriimesi

The results of the CIM were obtained after 8 hours. With the CIM, all isolates with previously determined
carbapenemase genes were found to be positive and the isolates with no genes revealed to be negative.
The sensitivity and specificity of CIM were estimated as 100%. The high sensitivity and specificity, ease of
application and interpretation, rapid production of results, and no necessity for additional equipment or
chemical substances, makes CIM a promising high throughput method to be used in routine microbiology
laboratories. Since this method indicates only the presence of a carbapenemase in a clinical isolate, the type
of the carbapenemase present should be further identified by the use of molecular techniques.
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Sayin Editor,

Uygun enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin uygulanabilmesi ve yayiiminin énlenebilmesi
icin, karbapenemazlarin hizli ve dogru bir sekilde saptanmasi cok 6nemlidir'-2. Ancak kar-
bapenemazlarin saptanmasi oldukca zordur ve ¢ok sayida fenotipik yontem gelistirilmis
olmasina ragmen heniiz yeterince standardize edilmis bir yéntem bulunmamaktadir?.
Molekiiler yontemler altin standart olarak kabul edilmesine ragmen, maliyetinin yuk-
sek olmasi, deneyimli mikrobiyolog gerektirmesi ve yeni karbapenemaz tiplerinin sap-
tanamamas! gibi dezavantajlara sahiptir'. Karbapenemaz saptama metodlari, siiregelen
teknik gelismeler ve yeni ortaya cikan karbapenemaz varyantlari nedeniyle surekli giin-
cellenmelidir?. Karbapenem inaktivasyon yéntemi (KiY), yeni gelistirilmis umut verici fe-
notipik yéntemlerden birisidir®. Bu calismada, Enterobacteriaceae ailesi tiyelerinde karba-
penemazlarin saptanmasinda, KiY’nin performansinin degerlendirilmesi amaglanmistir.

Calismada, 2008-2014 yillari arasinda cesitli klinik 6rneklerden izole edilen ve karba-
penemlerden (ertapenem, imipenem ve meropenem) en az birine duyarli olmayan, 6n-
ceden polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile karbapenemaz genlerinin varligi saptanan 56
Enterobacteriaceae izolati kullaniimistir*. Calisma izolatlarinin %67.9'u blagy s 45 (12 Esc-
herichia coli, 3 Enterobacter cloacae, 1 Enterobacter aerogenes, 19 Klebsiella pneumoniae,
3 Klebsiella oxytoca); %14.2'si bla,,,, (5 E.cloacae, 2 K.pneumoniae, 1 K.oxytoca); %12.5'i
bla,,, (2 E.cloacae, 3 K.pneumoniae, 2 K.oxytoca); %1.8'i bla ... (1 K.pneumoniae);
%1.8'i bla,,. , (1 K.pneumoniae) ve %1.8'i bla,,, ,+bla,,, (1 E.cloacae) icermektedir.
Calismada kontrol grubu olarak, karbapenemaz geni saptanmayan 32 Enterobacter spp.
izolati (21 E.cloacae, 11 E.aerogenes); 32 genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL)
Ureten izolat (23 E.coli, 9 K.pneumoniae); 4 AmpC Ureten izolat (3 E.coli, 1 K.pneumonia)
ve 10 GSBL ile AmpC saptanmayan izolat (8 E.coli ve 2 K.pneumonia) olmak {izere toplam
78 izolat kullanilmistir, izolatlar konvansiyonel yéntemlere ilaveten Phoenix otomatize
sistemi (Becton Dickinson, ABD) ile tanimlanmis ve bu sistemle antimikrobiyal duyarli-
liklar saptanmistir. Antimikrobiyal duyarliliklar disk diflizyon yontemi ile dogrulanmis
ve CLSI kriterlerine gére degerlendirilmistir®. KiY’nde, Mueller-Hinton Il agarda (Oxoid)
Ureyen bakterilerden 10 pl 6ze dolusu alinarak 400 pl steril suda stspanse edilmistir.
Ardindan 10 pg meropenem diski (Bioanalyse, Tirkiye) bu siispansiyona eklenmis ve
35°C’de en az 2 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra meropenem diski, duyarli
bir E.coli tiirii olan ATCC 29522’nin 0.5 McFarland standart siispansiyonunun ekildigi
plaga yerlestirilmistir. KPC pozitif olan K.pneumoniae ATCC BAA1705 ve KPC negatif olan
K.pneumoniae BAA1706 kontrol suglari olarak kullaniimistir. Sonuclar 6 saat ve bir gece
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inkiibasyondan sonra degerlendirilmistir. Meropenem diski etrafinda inhibisyon zonu
olusmamasi karbapenemaz pozitifligi, zon olusmasi karbapenemaz negatifligi olarak yo-
rumlanmustir®. KiY, 6 saat sonra degerlendirilebilmis, toplam 8 saatte sonuc alinmistir. Bu
yontemle, PCR ile karbapenemaz geni saptanan tiim izolatlar pozitif, karbapenemaz geni
saptanmayan tim izolatlar negatif bulunmus; yontemin duyarllik ve 6zgulligi %100
olarak hesaplanmistir. Calismamizin sonuclari, KiY’nin degerlendirildigi diger iki calisma
sonuclari ile uyumlu bulunmustur®®. Enterobacteriaceae liyelerinde bu yéntemin duyar-
ik ve 6zgiilliigiini Van der Zwaluw ve arkadaslari® sirasiyla %100 ve %100, Tijet ve
arkadaslan® ise sirasiyla %98.8 ve %100 olarak bildirmislerdir. Bu iki calismada da, yénte-
min bir gece inkiibasyondan sonra degerlendirilmesi tercih edilmis, Tijet ve arkadaslari®
yontemin bir gece inkiibasyon gerektirmesini en 6nemli dezavantaj olarak bildirmigler-
dir. Buna ragmen calismamizda, degerlendirme 6 saat inkiibasyondan sonra yapilmis ve
olumlu sonuclar alinmistir.

Karbapenem inaktivasyon yontemi, Enterobacteriaceae liyelerinde karbapenemaz var-
iginin saptanmasinda duyarlilik ve 6zgulliginin yiiksek olmasi, uygulama ve degerlen-
dirmesinin kolay olmasi, ayni giin icinde sonug alinabilmesi ve ilave ekipman ya da kim-
yasal maddelere gerek duyulmamasi gibi avantajlara sahip olmasi ile rutin mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda kullanim icin iyi bir alternatif olusturmaktadir. Bu yontemle yalnizca
karbapenemaz varligi saptandigindan, karbapenemaz tipinin belirlenmesinde molekdler
yontemlerin kullaniimasi gerektigi g6z 6niinde bulundurulmalidir.
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