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BLAOXA-48 POZITIF K. PNEUMONIAE iZOLATLARINDA FENOTIPIK
KARBAPENEMAZ URETIMININ MODIFIYE HODGE VE KARBAPENEMAZ
INAKTIVASYON TESTLERI ILE DEGERLENDIRILMESI

Evaluation of Phenotypic Carbapenemase Production in blaOXA-48 positive K. pneumoniae Isolates
by Modified Hodge and Carbapenemase Inactivation Tests
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0z
Amag: Son yillarda 6zellikle uzun sire hastanede yatan, immun supresif, invaziv ara¢ ve genis spektrumlu antibi-yotik kullanilan
hastalarda kolonizasyon oranlari gittikge artmakta olan K.pneumoniae, direncli enfeksiyonlara yol agmaktadir. Calismamizda
laboratuvarimiza génderilmig olan klinik érneklerden izole ettigimiz ¢oklu direngli K. pneumoniae izolatlarinda karbapenem direncinin
fenotipik ve genotipik ydéntemlerle saptanmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metot: Temmuz 2014’te cgesitli servislerden labora-tuvarimiza gelen &érneklerden izole edilen, 51 K. pneumoniae
degerlendirilmigtir. Izolatlarin tiir diizeyinde tanimlanmasi ve antibiyotik duyarlilik testleri otomati-ze sistem (BD Phoenix System, ABD)
ile galisiimistir. Karbapenem direnci gradient test stripleri (BioMerieux, Fransa ve Liofilchem, italya) ile dogrulanmistir. Karbapenemaz
direng genlerinin saptanmasi ‘in-house’ polimeraz zincir tepkimesi (PZT) ile gergeklestiriimistir. Tim izolatlara fenotipik testlerden
Modifiye Hodge testi (MHT) ve Karbapenemaz inaktivasyon Testi (CIM Testi) uygulanmistir. MHT ve CIM testi uyumsuz sonug veren
izolat igin her iki test tim karbapenemler ile tekrar calisiimistir.

Bulgular: imipenem (IPM), meropenem (MEM) ve ertapenem (ETP) direng oranlari sirasiyla %78,43, %60,78 ve %96,08 olarak
belirlenmistir. MHT ile 51 adet izolattan 42 ‘sinde, CIM testi ile 43 adet izolatta pozitiflik saptanmistir. PZT sonuglarina gore izolatlarin
42'sinde blaOXA-48 geni bulundugu belirlenmis olup, dider karbapenemaz genleri saptanmamistir. blaOXA-48 geni ve diger
karbapenemaz genleri negatif olarak saptanan dokuz izolatin tamaminda MHT, sekiz izolatta ise CIM Testi ile negatiflik saptanmistir.

Sonug: MHT ve CIM, karbapenemaz varliginin saptanmasinda basit ve hizla uygulanabilecek yontemlerdir. CIM, degerlendiriimesi daha
kolay, bir tarama testi olarak faydali olabilecek bir yontem olsa da, yalanci negatif ve pozitif sonuglar agisindan dikkatli olmayi
gerektirmektedir. Testin diger karbapenem disklerinin kullanimi yoluyla modifiye edilmesinin yalanci negatiflikleri azaltabilecegini
disuniyoruz.

Anahtar Kelimeler: OXA-48, Karbapenem direnci, Modifiye Hodge Testi, Karbapenem inaktivasyon Testi, PZR.

Abstract

Aim: In recent years, increasing colonization rates of K. pneumoniae in patients with immunosuppression, long hospital stay, invasive
devices and treated with broad spectrum antibiotics lead to resistant infections. In this investigate, we aimed to investigate carbapenem
resistance in multiresistant K. pneumoniae isolates derived from clinical specimens by phenotypic and genotypic methods.

Materials and Methods: In July 2014, 51 K. pneumoniae isolates which were derived from clinical specimens were evaluated.
Identification and antibiotic susceptibility tests of isolates were studied with automatized system. Verification of carbapenem resistance
were studied with with gradient strip tests. Identification of carbapenemase resistant genes were studied with with “in house” PCR.
Phenotypic tests including Modified Hodge test (MHT) and Carbapenemase Inactivation Method (CIM) were applied to all isolates. We
re-studied all carbapenems for the isolates with incompatible results.

Results: Resistance rates of all isolates to imipenem, meropenem and ertapenem were 78.43%, 60.78% and 96.08%, respectively. 42
of 51 isolates were positive with MHT and 43 of 51 isolates were positive with CIM. blaOXA-48 gene was identified in 42 isolates with
PCR. nine isolates which were negative for blaOXA-48 and other carbapenemases gene were negative with MHT and eight isolates
which were negative for blaOXA-48 gene were negative with CIM.

Conclusion: MHT and CIM are fast and easy methods for the identification of carbapenemase presence. CIM is an easy screening test,
but one should be cautious for false negative and positive results. We suggest that modification of the test with carbapenem discs should
decrease false negative results.

Keywords: OXA-48, Carbapenem Resistance, Modified Hodge Test, Carbapenem Inactivation Method, PCR.
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GiRIiS

Son yillarda 6zellikle hastanede yatan hastalarda

kolonizasyon oranlari gittikce artan
K.pneumoniae, saglikli bireylerde solunum yollari
ve gaitada flora elemani olarak bulunmaktadir.
Siklikla Uriner sistem, solunum yollari ve cerrahi
alanda firsatgi patojen olarak hastane kaynakli
enfeksiyonlara yol acgabilmekte ve uzun sire
hastanede vyatan, immun supresyonu olan,
invaziv ara¢ ve genis spektrumlu antibiyotik
kullanilan hastalarda direngli suslarin etken
oldugu enfeksiyonlar ortaya g¢ikmaktadir. 1980’li
yillarin baglarinda genis spektrumlu sefalosporin
grubu antibiyotiklerin kullanima girmesinden kisa
Beta

Laktamaz (GSBL) Ureten K.pneumoniae ciddi bir

sire sonra Geniglemis Spektrumlu

sorun olarak ortaya c¢ikmaya baslamistir 2.
GSBL

enfeksiyonlarda karbapenemler

Ureten K.pneumoniae’ya bagli
genellikle ilk
secenek ajanlar olup meropenem (MEM) ve
imipenem’in  (IMP) yodun olarak kullaniimasi

direncin ortaya ¢ikisini hizlandirmigtir 34,

Karbapenem direnci ile iligskili en sik gorulen
mekanizma, karbapenemaz olarak da bilinen
enzimlerdir. Bu enzimler ayrica bilinen tim [-
laktamlari inaktive eder. Ambler siniflamasina
gOre Enterobacterales’te karbapenemleri hidroliz
eden beta-laktamazlar A, B ve D olmak lzere (g
farkh sinifa ayrilirlar. En sik goérdlen sinif B
metallo beta-laktamazlar (MBL) olup, daha az
sikhkta A’daki KPC

gorilmekte olup, plazmid ile veya kromozomal

sinif ailesi enzimler

yayihm gosterirler. Oksasilinaz (OXA) tipi beta-
laktamazlar ise Sinif D karbapenemazlardir °.
Sinif D igerisinde yer alan OXA-48 O&zellikle
arasinda

Ulkemizde K.pneumoniae izolatlari

oldukga yaygin saptanan saptanan enzim tipidir 4
6

Karbapenemaz enzimi bulunduran

Enterobacteriaeceae tipi bakterilerle gelisen

enfeksiyonlarda  mortalite  oldukga  ylksek
seyretmekte, mobil genetik elemanlar yoluyla
hastadan hastaya yayilim, sorunun boyutunu
daha da arttirmaktadir. Bu nedenle, bu enzimleri
Ureten bakterilerin erken saptanmasi,
karbapenemaz ureten bakterilerin yayilmasinin
Onlenmesine yarar saglayacaktir. Hastanemizde
klinik

orneklerden ardigik olarak izole ettigimiz ¢oklu

laboratuvarimiza  gdénderilmis  olan
direncli K. pneumoniae izolatlarinda karbapenem
direncinin fenotipik ve genotipik yontemlerle

saptanmasi amaclanmigtir.

MATERYAL VE METOT

izolatlar: Calismada Temmuz 2014'te cesitli
servislerden laboratuvarimiza gelen 6rneklerden

izole edilen, en az bir karbapeneme direngli

olarak bulunmug, 51 adet K. pneumoniae
degerlendirilmistir.  Farkli  hastalardan izole
edilmis ve laboratuvarimizda ardisik olarak
saptanmig olan izolatlar g¢alismaya dahil
edilmigtir.

K. pneumoniae izolatlarinin identifikasyon ve
antibiyotik duyarlihk testleri: Orneklerin %5
Koyun Kanh (Salubris, Tirkiye) ve “eosin
methylene blue” (EMB) (Salubris, Turkiye) agara
18-24 37°C'de

birakiimigtir. izolatlarin tar

ekimleri  yapilarak saat
inkibasyona
dizeyinde tanimlanmasi klasik yontemlere ek
olarak BD Phoenix ID/ AST (BD Diagnostic
Systems, Sparks, MD, USA) otomatize sistemi ile
antibiyotik duyarhlik testleri de ayni sistem ile

calisiimis ve “Clinical and Laboratory Standards

Institute (CLsIy kriterlerine gore
degerlendirilmigtir 7.

Disk difiizyon calismasi: izolatlarin
karbapenem duyarhliklarinin belirlenmesi
amaciyla 0.5 McFarland bulanikliginda

hazirlanan bakteri stispansiyonun steril eklivyon
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ile Mueller-Hinton agar (MHA) (Salubris, Turkiye)
plaklarina ekimi yapilmis, Ertapenem (ETP) (10
mg), IMP (10 mg) ve MEM (10 mg) diskleri
yerlestiriimistir. 24 saat 35°C’de inklibe edilen
MHA  besiyerinde

inhibisyon zon ¢aplari £ 22 mm olarak dl¢ilenler

karbapenem disklerinden

test edilen izolatlar icin karbapenem direngli

olarak degerlendirilmigtir 7.

Gradiyent test calismasi: Disk diflizyon

yontemiyle  karbapeneme  direngli olarak

saptanan suslarda direncinin
CLSI

stripleri

karbapenem

dogrulamasi Onerileri  dogrultusunda
gradient (ETP, MEM Etest®,
BioMerieux, Fransa) [IMP MIC Test Strip (MTS-

Liofilchem®)] kullanilarak yapilmistir 7.

test

Antibiyotik duyarliliklari: Karbapeneme direncli

suslarin  antimikrobiyallere  duyarhliklari  BD
Phoenix ID/ AST otomatize sistemi ile
belirlenmistir. Calismada izolatlarin amikasin

(AK), gentamisin (GN), amoksisilin klavulonik asit
(AMC), (CTX), (CAZ),
siprofloksasin (CIP), sefepim (FEP), sefoksitin
(FOX), (LEV),
sulfametoksazol piperasilin-tazobaktam
(TZP),
ertapenem (ETP) duyarliliklar test edilmistir.

sefotaksim seftazidim

levofloksasin
(SXT),

imipenem (IMP), meropenem (MEM),

trimetoprim-

Fenotipik Testler:

Modifiye Hodge testi (MHT): MHT icin Standart
sus olarak kullanilan E. coli ATCC 25922, 0,5
McFarland bulanikhdinda suspanse edilerek
MHA besiyerine surualmastir. Plagin merkezine
(MEM) diski

sag ve solundan

karbapenem konularak izolatlar

disklerin perifere dogru
ekuvyonla ¢izgi seklinde ekim yapilmistir. E. coli
ATCC 25922 kalite kontrol susu ayni zamanda
Diskin

etrafindaki inhibisyon zonu 24 saatlik inktiibasyon

negatif kontrol olarak kullaniimistir.

sonunda yonca gorinimi olusturmus ise test

edilen izolat karbapenemaz lretimi pozitif olarak

degerlendirilmistir. 7.

Karbapenemaz inaktivasyon Testi (CIM Testi):
CIM

arastirdigimiz izolatin bsiyerinde Uretilmis olan

testi icin  karbapenemaz  Uretimini
kolonilerinden bir dolu 6ze alinarak steril distile
su icinde suspanse edilmigstir. Stispansiyona 10
ul karbapenem (MEM) diski atiimistir. Disk ki
saat inkibe edildikten sonra, yizeyine E. coli
ATCC 29522 edilmis olan MHA
besiyerine yerlestiriimis ve alti saat 35°C’de

inkiibasyon

inokUlle

inklbe edilmigtir. sonunda

karbapenem  diskinin  etrafinda  inhibisyon

zonunun olugsmamasi durumunda, test pozitif
kabul edilmigtir & 9. CIM testi uygulamasi ve
sonuglarin degerlendiriimesi ise Van Der Zwaluw
onerileri

ve arkadaglarinin dogrultusunda

gergeklestirilmistir 1°.

Calismamizda her iki testte de karbapenem diski
olarak MEM kullaniimistir. MHT ve CIM testi
uyumsuzlugunda testler modifiye edilerek ETP ve

IMP diskleri ile tekrar edilmistir.

Genotipik Testler:
Karbapenemaz Diren¢ Genlerinin Saptanmasi
DNA Steril
homojenize edilen koloniler, ben maride 100 °C’
de 10 dk birakiimis,

sonrasi elde edilen sUpernatan, kalip DNA olarak

eldesi: distile su icerisinde

10000 rpm’de santrifij

kullaniimigtir.

PZR: Tablo 1'de yer alan primerler ile ‘in-house’
PZR gergeklestiriimistir.  blaIMP-1, blaKPC,
blaNDM-1, blaOXA-48 ve blaVIM gen bdlgeleri
arastinimistir. PZR g¢alismasinda negatif kontrol
ve blaIMP-1, blaKPC, blaNDM-1, blaOXA-48 ve
blaVIM gen boélgelerini tasidigi dogrulanmis olan
pozitif kontrol kullanilmistir.  PZR
kosullari 94°C'de 5 dakika; 30 dongu olacak
sekilde 94°C'de 1 dakika, 53°C'de 1 dakika,

izolatlari



Yis ve ark.

Namik Kemal Tip Dergisi 2020; 8(1): 1-10

72°C'de 1,5 dakika ve sonrasinda 72°C'de 10

dakika olarak uygulandi. PZR Uriinleri %2 agaroz

11-14

jel icinde 100 V'da bir saat yuratalda
Karbapenemaz direng genlerinin arastiriimasinda

kullanilan  primer dizileri Tablo 1de vyer

almaktadir.

Tablo 1. Karbapenemaz diren¢ genlerinin arastirimasinda
kullanilan primer dizileri ve saptanan genler

Primer Gen
OXA-48A:5-TTGGTGGCATCGATTATCGG- bla OXA-48
OXA-48B:5-GAGCACTTCTTTTGTGATGGC-

VIM-A:5-GTT TGG TCG CAT ATC GCA AC- blaVIM
VIM-B:5’- TCG GTC GAA TGC GCA GCA CC-
IMP-A: 5- GAAGGYGTTTATGTTCATAC-(Y:C/T) blalMP-1

IMP-B: 5- GTAMGTTTCAAGAGTGATGC-(M:A/C)
Karbapenemaz direng genlerinin arastiriimasinda kullanilan
primer dizileri ve saptanan genler (11-14).
IMP-A: 5- GAAGGYGTTTATGTTCATAC-(Y:C/T)
IMP-B: 5- GTAMGTTTCAAGAGTGATGC-(M:A/C)
KPC-F: 5-TGTCACTGTATCGCCGTC-

KPC-R: 5-TATTTTTCCGAGATGGGTGAC-
NDM-1-F:5'- CAA TAT TAT GCA CCC GGT CG-
NDM-1-R:5'- ATC ATG CTG GCC TTG GGG AA-

blakPC

blaNDM-1

istatistiksel analiz: Molekiiler yoéntem altin

standart olarak alinarak, fenotipik test
sonuglarinin duyarhlik, 6zgullik, pozitif prediktif
deger, negatif prediktif deger ve test gegerlilik

oranlari hesaplanmistir.
BULGULAR

izolatlar: Ornek tiplerine ve izole edildikleri
servislere gore izolatlarin dagilimi Tablo 2’de yer
almaktadir.

K. pneumoniae izolatlarinin identifikasyon ve
antibiyotik duyarlilik testleri: Calismaya alinan
51 K.pneumoniae izolatinin IMP, MEM, ETP
direng oranlari sirasiyla %78,43, %60,78 ve
%96,08 olarak belirlenmisgtir.

Tablo 2. izolatlarin érnek tiplerine ve izole edildikleri servislere gére dagilimi

Servis TrakealAspirat idrar Kateter Kan Yara Toplam Sayi
Beyin Cerrahi Servis - 2 - - - 2
Beyin Cerrahi YB - 3 - - - 3
Dahiliye plk - 1 - - - 1
Dahiliye YB - 2 1 3 - 6
Enfeksiyon Hastaliklari plk - 1 - - - 1
Genel Cerrahi Servis - 3 1 - 3 7
Genel YB 5 3 1 2 4 15
Lokal Uroloji plk - 1 - - - 1
Noroloji Servisi - 3 - - - 3
Noroloji YB - 4 - - - 4
Organ Nakli plk - 1 - - - 1
Reanimasyon 3 2 - 1 - 6
Uroloji Bébrek tasi hastaliklar plk - 1 - - - 1
Toplam 8 27 3 6 7 51

YB: Yogun Bakim, plk: Poliklinik

Gradiyent test caligmasi (Sekil 1): izolatlarda
otomatize sistemin saptamis oldugu karbapenem
duyarlilik sonuglari gradiyent test ile tam uyumlu

bulunmustur.

it -]
" -|
1
4~
37
2 ]
15
18]
-
-
2]
-2
15 -}

Sekil1. Hr ic karbapeneme de direngli olan iki izolat/ zon igi
Uremeler

Karbapenem disindaki diger antibiyotiklere
duyarhliklan: izolatlarin antibiyotik duyarlilik
sonuclarl Tablo 3'te yer almaktadir. En ylksek
direnc orani ETP ve AMC’ de (%96,08), en dusuk
diren¢ orani aminoglikozid grubu antibiyotiklerde

(AK: %43,13 ve GN: %51) saptanmistir.

Fenotipik Testler: (Sekil 2, Sekil 3)
Modifiye Hodge testi (MHT): MHT ile 51 adet

izolattan 42 ‘sinde pozitif sonug alinmistir.
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Karbapenemaz inaktivasyon Testi (CIM Testi):
CIM testinde 43 adet

saptanmistir. Bir izolatta karbapenemaz Uretimi

izolatta  pozitiflik
MHT ile negatif saptanmis iken, CIM testi ile
pozitiflik gérilmustur.
Genotipik Testler: PZR sonuglarina goére
blaOXA-48 geni
bulundugu belirlenmistir. izolatlarin higbirinde
blaNDM, blalMP, blaVIM ve blaKPC genine

rastlanmamistir.

izolatlarin 42 tanesinde

blaOXA-48 geni negatif olarak saptanan dokuz
izolatta MHT ile de negatiflik saptanirken, CIM
testi ile sekiz izolatta karbapenemaz negatifligi
gozlenmistir. MHT ve CIM testi ile uyumsuz
sonug¢ veren bu izolat tim karbapenemler ile
tekrar calisiimistir. MHT'de her Ug¢ karbapenem
ile sonug degismez iken, CIM testi ile ise IMP ve
MEM ile pozitiflik devam etmis, ETP ile negatiflik

ekil 2. MHT sonuglari

1,2,3 numarali izolatlar: Karbapenemaz pozitif, 4,5 numarali
izolatlar: Karbapenemaz pozitif, 6 numarali
izolat:Karbapenemaz negatif

Sekil 3.CIM testi sonuglari

a. 1,2,3 numarali izolatlar: Karbapenemaz pozitif, (+): E.
coli ATCC 29522 kalite kontrol susu

b. 4,57 numarali izolatlar: Karbapenemaz pozitif, 6
ortaya ctkmistir. numarall izolat: Karbapenemaz negatif
Tablo 3. izolatlarin antibiyotik duyarlilik sonuglari.

AK GN AMC CTX CAz CIP FEP FOX LEV SXT TZP IMP MEM ERT
TO?LZT R 43,13 51 96,08 94,11 90,2 76,47 58,82 62,75 7255 76,47 88,24 7843 60,78 96,08

Amikasin (AK), gentamisin (GN), amoksisilin klavulonik asit (AMC), sefotaksim (CTX), seftazidim (CAZ), siprofloksasin (CIP),
sefepim (FEP), sefoksitin (FOX), levofloksasin (LEV), trimetoprim-sulfametoksazol (SXT), piperasilin-tazobaktam (TZP),

imipenem (IMP), meropenem (MEM), ertapenem (ETP).

istatistiksel analiz: Molekiiler yéntem altin  degerlendirilmesi Tablo 4'te, fenotipik testlerin
standart olarak alindiginda, fenotipik test tanisal performans degerleri Tablo 5'te vyer
sonuglarinin molekuler yonteme gore  almaktadir.
Tablo 4. Karbapenemaz Ureten K. pneumoniae izolatlarinin belilenmesinde fenotipik testler ve molekiler ydntemin
kiyaslanmasi
PZR Modifiye Hodge Testi (MHT) Karbapenemaz inaktivasyon Testi (CIM)
Pozitif Negatif Toplam Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 42 - 42 42 - 42
Negatif - 9 9 1 8 9
Toplam 42 9 51 43 8 51

Tablo 5. Modifiye Hodge ve karbapenemaz inaktivasyon testlerinin tanisal performans degerleri.

ModifiyeHodge Karbapenemaz inaktivasyon
Testi (MHT) Testi (CIM)

Duyarhlik (%) 100 100

Ozgiilliik (%) 100 88,9

PPD (%) 100 97,7

NPD (%) 100 100

Test Gegerliligi 1.00 0,98

PPD: Pozitif prediktif deger, NPD: Negatif prediktif deger
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TARTISMA
Karbapenem direnci esas olarak
Enterobacterales turleri arasinda, kuresel
boyutlarda devam eden bir halk saghgi
sorunudur. Bu tip bir antimikrobiyal direnc,

Ozellikle aktarilabilir karbapenemaz kodlayan
genler aracili oldugunda, hizla yayilarak ciddi
salginlara neden olmakta ve tedavi seceneklerini
sinirlamaktadir.

onemli  Olglde

uygun

Yayilimin

Onlenmesinin, tedavinin  stratejilerinin

belirlenmesinin, enfeksiyon kontrol

planlamalarinin  yapilabilmesi adina, rutin

mikrobiyoloji laboratuvarlarinda karbapenemaz

ureten izolatlarin dogru tanimlanmasi

gerekmektedir.

Enterobacterales'deki karbapenem direnci; -
laktamazlar tarafindan enzimatik inaktivasyon,
dis zar proteinlerinin (porinler) ve penisilin
baglayan proteinlerin modifikasyonu ve disa atim
pompalari yoluyla ortaya ¢cikmaktadir.
Enterobacterales tlrleri arasinda karbapenem
hidrolizi yapan enzimler, en sik Ambler sinif A
(KPC tipi), sinif B (VIM, NDM ve IMP tipi) ve sinif
D (OXA-48 benzeri) enzimlerdir. Bunun yaninda
plazmid kaynakl Ambler sinif C’de yer alan
AmpC enzimleri de karbapenem direncine yol
acmaktadir 56, Ulkemizde en sik olarak OXA-48
benzeri enzimleri tasiyan izolatlar saptanmakta
olup, ek mekanizmalarla ortaya c¢ikan
karbapenem direnci de goérilmektedir. Dinyada
hizla artis gostermekte olan karbapenemaz
Ureten enterik bakterilerin karbapenem direng
mekanizmasinin  belirlenmesi, karbapenemaz
genlerinin saptanmasi i¢in molekuler yéntemler
altin standart yontemlerdir. Ginumuzde, birgok
klinik

problemleriyle basa c¢ikabilmek ve saptama

laboratuvar, fenotipik ydntemlerin
suresini kisaltmak igin rutin olarak "in-house"
PZR tabanli yéntemleri kullanmaktadir. Dogrudan

koloniden c¢alisilan bir PZR teknigi, mikemmel

hassasiyet ve 6zgulllk ile 4-6 saat icinde sonug
verebilmektedir. Kullanilan PZR tabanli ydntemler
simpleks ya da multipleks PZR analizleri
olabildigi gibi, saptama suresini daha da kisaltan
real-time PZR’da kullaniimaktadir '7-20. Molekdler
tabanl teknolojiler yuksek maliyet, deneyimli
personel gereksinimi ve tanimlanmamis vyeni
genlerin tespit edilememesi gibi
dezavantajlarindan 6turd rutin hizmet veren tim
laboratuvarlarda uygulanamamaktadir 2,
Mikrobiyoloji laboratuvarinda herhangi bir izolata
karsi azalmis karbapenem duyarlihgr saptanmasi
sonrasinda enzim hidrolizini esas alan fenotipik
testler ve testlerin

biyokimsal yapilmasi

onerilmektedir 22.  Bu nedenle rutin bildirimin
karbapenem direncinin olup, olmadidi Uzerinden
gitmesi uygun bir yaklagimdir. Bunun yaninda
EUCAST karbapenem direng mekanizmasinin
bildiriimesini dogru enfeksiyon kontrolii ve halk
sagligi agisindan Onermektedir . Bu agidan
karbapenem direngli izolatlarin tanimlanmasinda
glvenilir fenotipik testlere olan ihtiyag glindeme
gelmigtir. Fenotipik ydntemler bakteri turlne,
enzim tipine, enzimi kodlayan genin ekspresyon
dizeyine, ek direng mekanizmalarinin varligina
bagh olarak degiskenlik gdstermektedir 2223,
Karbapenem direngli enterik bakterilerle gelisen
enfeksiyonlarin  yayiliminin  énlenmesinde ve
tedavi modellerinin gelistiriimesinde duyarlilik ve
O0zgullugu yuksek bir yontem ile galismak dnem

tagimaktadir 122425,

Enterobacterales’de karbapenemaz Uretiminin

taranmasi amaciyla “Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI)” tarafindan Onerilen
modifiye Hodge testi (MHT) calismanin yapildigi
yillarda, yillardir kullanimda olan fenotipik bir test
iken son yillarda kullanima girmis fenotipik bir
test olarak gelisgtirilen CIM testinin de, CLSI ve
EUCAST tarafindan Onerilen basit ve hizli
uygulanabilecek, tarama amaciyla kullanimi

uygun bir test oldugu belirtiimektedir 7810, Her iki
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test de kultirde Ureyen kolonilerden calisilan,

karbapenemaz tipini belirleyemeyecegimiz
tarama testleri olup CIM testi daha kisa slrede
sonu¢ vermektedir. Calismamizda CIM testi
Zwaluw ve arkadaslarinin gelistirdigi protokol
dogrultusunda galigiimigtir °.
Calismamizda PZR sonuglarina goére izolatlarin
blaOXA-48 geni
blaOXA-48 geni

dokuz

42 tanesinde bulundugu

belirlenmistir. negatif olarak

saptanan izolat deg@erlendirildiginde;
tamaminda MHT, sekiz tanesinde CIM Testi ile
negatif sonu¢c alinmig, MHT ve OXA-48 negatif
oldugu halde bir izolat CIM testi ile pozitif
bulunmustur. Uyumsuz sonug¢ veren izolat igin
testler her G¢ karbapenem ile tekrar ¢alisiimistir.
Bu izolat icin MHT testi her ¢ karbapenemle de
negatif sonug vermeye devam etmis, CIM testi ile
ise MEM ve IMP herhangi bir zon agmazken ETP

‘in zon agtigi gézlenmistir.

Calismamizda yer alan izolat sayisi az olsa da
her iki testte de MEM diski kullaniimis oldugu
icin, OXA-48 pozitif izolatlarda MHT %100
oraninda karbapenemaz tespiti yapmis olup, CIM
testinde bu oran %97,70olarak bulunmustur. CIM
testi pozitif olarak saptanan izolatin ETP ile de
test edilmesi karbapenemaz dogru saptama

oranini artirmistir.

Ulkemizde Karbapenem direngli K. pneumoniae
izolatlarinda yodun bir
devam eden blaOXA48 geni, blaNDM geninin

aksine karbapenemleri disik dizeyde hidroliz

sekilde saptanmaya

edebilen bir enzimdir 2. izolatlarimizdaki direng
oranlari IMP, MEM ve ETP igin sirasiyla %78,43,
%60,78 ve %96,08 olarak hesaplanmis olup en
direngli karbapenemin ETP oldugu gérilmektedir.
Karbapenem direncinin saptanmasinda EUCAST
tarfindan Onerilen karbapenem, MEM olsa da,
ETP haricindeki karbapenemleri dislk hidrolize
edebilme yetenedi nedeniyle OXA-48 enziminin

saptanmasinda ETP’de kullanilabilmektedir %7

Bunun yaninda karbapenem direncli izolatlarin
da farkhhk
g6sterebilmektedir. Ornedin GSBL veya AmpC

diger antibiyotiklere duyarhliklari
tipi enzim Uretiminin, porin (veya olasilikla PBP)

degisimleri veya kaybi ile birlikte oldugu
daha

12,28

izolatlarda karbapenem MIK degerleri

yuksek olarak saptanmaktadir

Calismamizda izolatlarin  diren¢  yuUzdeleri

degerlendirildiginde en dusuk direng
aminoglikozidlerde saptanmistir (AK’de direng
orani %43,13 GN'de %51). Bunun yaninda en
yuksek direng orani %98,04 ile AMC ve TZP’de
saptanmigtir. GSBL pozitifligi %94,11 oraninda
g6zlenmis, en duyarl karbapenem %60,78 direng

oraniyla MEM olarak bulunmustur.

Genel olarak Ulkemizde endemik olan OXA-48
tipi enzimler ve KPC tipi enzimlerin MHT ile daha
iyi saptandidi, ancak metallo-beta-laktamazlarin
saptanmasinin problemli oldugu bildiriimektedir
2 MHT ozellikle CTX-M tipi GSBL ve AmpC B
laktamazi pozitif izolatlarda yalanci pozitiflikler
vermektedir. Enzim tipi g6z 6nlne alindiginda
uygun bir test olsa da ulkemiz verilerine gore,
testin yalanci pozitiflik verebilecegi CTX-M tipi
GSBL’lerin sikhkla

dezavantajidir. Bunun yaninda o6zellikle son

saptanmasi testin
yilllarda Ulkemizde artis gosteren NDM tipi

metallo-beta-laktamazlarda testin yalanci

negatiflik verebilecegdi de akilda tutulmalidir.

Baran ve arkadaslar tarafindan yapilan ve OXA-
48 pozitif
galismada MHT testi;

izolatlarin  yogunlukta oldugu bir
MEM

pozitif izolatlarin

ile yapildiginda
%90,69'sIn1,
ETP ile yapildiginda ise %89,53’Unu yakalamistir

karbapenemazi

30, Calismamizda MEM diski ile yapilan MHT nin
duyarlilik ve 6zgulligu %100 olarak saptanmistir.
Yine benzer izolatlarla ¢alisan Bayramoglu ve
ETP ile cgalistiklarr MHT testi ile
%90,8

belirtmiglerdir 3.

arkadaslari

izolatlari oraninda saptadiklarini

Bu veriler isiginda OXA-48
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pozitif K. pneumoniae izolatlarinin ETP, IMP veya
MEM’e karsi duyarliliklari farkhlik gosterebilecegi
icin, karbapenem disklerinin kullanildigi fenotipik
testlerin her Ug¢ tip karbapenem ile ayri ayr test

edilmesi sorunu ¢ozebilir.

CIM testi MHT’ye gdre karbapenemaz genlerinin
saptanmasinda PZR ile daha yuksek bir uyum
oranina sahiptir. Bunun yaninda bir diger avantaji
van der Zwaluw ve arkadaslari tarafindan
gelistiriimis olan protokole gore testin sekiz saatte
Ancak, testte IMP diski

kullanildiginda, 6zellikle AmpC ( laktamazi pozitif

sonug vermesidir 1°,

izolatlar igin yalanci pozitiflikler

gOzlenebilmektedir. Yamada
tarafindan ETP diskinin CIM testinde diger iki
diskten  daha

gosterilmistir 32. Calismamizda MHT ile tim PZR

ve arkadaslari

spesifik  sonuglar  verdigi
sonuglari uyumlu ¢ikmig, PZR ile karbapenemazi
negatif saptanmis olan bir izolatta CIM testi ile
yalanci pozitiflik gézlenmistir. Baska bir deyisle
her iki test PZR tarafindan pozitif saptanan tim
PZR

karbapenemazlari negatif saptanan alti izolatin

izolatlari yakalamisg, tarafindan
bir tanesine CIM testi pozitif sonu¢ vermistir. Bu
durum c¢alismamizda testin 6zgullik ve pozitif
prediktif MHT'den daha

olmasina yol agmistir. Calismamizda IMP ve

degerinin disuk

MEM ile yapilan CIM testi ile yalanci pozitiflik

veren izolat ETP ile negatiflik vermigtir. CIM

testinin  duyarlhiligi  Suzik ve arkadaslar
tarafindan yapilan bir g¢alismada %97,59,
6zgullugu ise %100 olarak bulunmustur 2.

Ulkemizde Bayraktar ve arkadaslar tarafindan
yapilan bir diger calismada MEM diski ile
calisilan CIM testinde duyarlihk % 92,7, 6zgullik
%100 olarak saptanmigtir 34,
MEM diski
testinin duyarlihd1 % 100, 6zgullugu %88,9 olarak

Calismamizda ise
kullanimi ile gergeklestirilen CIM
hesaplanmistir.
2014-2016 yilina ait izolatlarin kullanildigi bir
diger

2017 yihinda vyayinlanmis ve

caismada CIM ve MHTnin tanisal

performans degerleri, 6zellikle MHT’ nin lehine
olmak Uzere birbirine yakin olarak saptanmistir
35 Benzer olarak galismamizda da tek bir izolatin
CIM
MHT’nin

yiksek olarak bulunmustur.

tarafindan yakalanamamasi nedeniyle

tanisal performans degerleri daha

Sonug olarak; son yillarda karbapenem direngli
Enterobacteriaeceae turlerinin tim dinyada artan
oranda saptaniyor olmasi, tanimlamada hizli ve
glvenilir fenotipik testleri gerekli kilmaktadir.
Duyarlilk ve o6zgulligia yiksek bir yéntemin
kullaniimasi,  bu

patojenler ile  gelisen

enfeksiyonlarin  gerek tedavisinde gerekse

yayiliminin énlenmesinde énemlidir.
SONUCLAR

Calismamizda yer alan izolat sayisinin az olmasi,
sadece OXA-48 pozitif izolatlarin yer almasi,
galismamizin sinirhliklari olarak kabul edilebilir.
Bununla birlikte, simule orneklerle degil, gercek
izolatlar ile ve laboratuvarimiza goénderilmis
ardisik 6rneklerden uretilmis karbapenem direncli
izolatlari

K. pneumoniae ile calstigimiz igin

verilerimiz  hastanemiz ve bdlgemiz i¢in

olarak  dnem
NDM
degerlendirecegimiz  yeni
bulunsa da MHT ve CIM,

saptanmasinda

epidemiyolojik tasimaktadir.

Glnudmuzde lehine degisen durumu

calismalara ihtiyac
karbapenemaz
basit ve hizla
MHT ile

karsilastinldiginda CIM, degerlendiriimesi daha

varliginin
uygulanabilecek yontemlerdir.
kolay, bir tarama testi olarak faydali olabilecek,
daha kisa slrede sonug¢ alinabilecek bir testtir.
Ancak her iki test icin yalanci negatiflik veya
pozitiflikler olabilecegi icin kullanimlari dikkatli
olmayi  gerektirmektedir. Testlerin  diger
karbapenem disklerinin kullanimi yoluyla modifiye
edilmesinin yalanci negatiflikleri azaltabilecegini
distinlyoruz.

Karbapenem direngli K.

pneumoniae izolatlarinin taramasinda kullanmak
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Uzere en uygun fenotipik testin seciminde, is

yikil,

bdlgesel ve hatta hastane dizeyinde

yaygin karbapenemaz enzim tipi, maliyet etkinlik

ve testlerin duyarhlik ve 6zgulligu gibi ¢cok sayida

faktorin

g6z onlinde bulundurulmasi

gerekmektedir.
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