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Amag: Karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae izolatlari-
min neden oldugu enfeksiyonlar tiim diinyada oldugu gibi
iilkemizde de en giincel saglik sorunlarmdandir. Karbapenem
direngli Klebsiella tiirlerinin neden oldugu salginlar ve spo-
radik olgular iilkemizde giderek artan siklikta rapor edilme-
ve baslanmistir. Bu ¢calismada, molekiiler metot ile karbape-
nemaz iirettigi dogrulanmis K. pneumoniae izolatlarinda
karbapenemaz inaktivasyon testinin tanisal degerinin modi-
fiye Hodge testi ile kiyaslanmast ve rutin laboratuvar prati-
ginde kullamnumin irdelenmesi amaglanmuigtir.

Gereg ve Yontem: Hastanemizde 2014-2015 yillar: ara-
sinda klinik oOrneklerden ve tarama numunelerinden
izole edilen toplam 125 Klebsiella pneumoniae izolati
calisma kapsaminda degerlendirildi. Modifiye Hodge
testi ve karbapenemaz inaktivasyon testinin degerlendi-
rilmesi icin karbapenemaz iireten karbapenem direngli
60 izolat ve karbapenem duyarli 60 izolat kullanild.
Molekiiler degerlendirme Gene-Xpert® sistemine ait

Carba R kitleri (Cepheid, ABD) ile bla,,,, bla,,.
bla,,,, . bla,,, . ve bla, gen bolgeleri arastirilarak
yapuldr.

Bulgular: Molekiiler yontem ile karbapenemaz kodlayan
gen varligt saptanan 60 Klebsiella izolatinda modifiye
Hogde testi ile 54 adet izolatta pozitif sonug¢ saptanirken,
karbapenemaz inaktivasyon testinde 52 adet izolatta pozi-
tiflik saptandi.

Sonug: Molekiiler yontem altin standart olarak degerlen-
dirildiginde; modifiye Hodge testinin ve karbapenemaz
inaktivasyon testlerinin duyarliliklart sirasiyla 0.85 ve
0.80, ozgiilliikleri ise 0.95 ve 0.93 olarak hesaplanmistir.
Enzim inhibisyonuna bagl fenotipik testler diisiik mali-
vetli ve kolay wuygulanabilir olmalari nedeniyle rutin
uygulamalarda tercih edilebilmektedirler. Ancak bu test-
lerin duyarlilik ve ozgiilliiklerinin degisken oldugu unu-
tulmamalidir.

Anahtar kelimeler: Karbapenemaz inaktivasyon testi, kar-
bapenemazlar, Klebsiella pneumoniae

ABSTRACT

Use of Carbapenemase Inactivation Test in the Detection
of Carbapenemase Production Among The Isolates of
Carbapenem- Resistant Klebsiella pneumoniae

Objective: The infections caused by carbapenemase-
producing Enterobacteriaceae isolates are among the most
actual health problems in our country as well as all over
the world. Epidemics and sporadic cases caused by
carbapenem- resistant Klebsiella species have begun to be
reported increasingly from our country. In this study, we
aimed to compare the diagnostic value of carbapenemase
inactivation test with the modified Hodge test in
carbapenemase producing K. pneumoniae isolates verified
by molecular method and to evaluate the use of this test in
routine laboratory practice.

Material and Methods: A total of 125 isolates of Klebsiella
pneumoniae harvested from clinical, and screening
specimens between 2014 and 2015 were evaluated.
Carbapenemase-producing 60, and carbapenem sensitive
60 isolates were used for the evaluation of the modified
Hodge test and carbapenemase inactivation test. Molecular
evaluation was performed by investigating the bla,,, ,
bla,,., bla,, bla,,, ,, and bla,, gene regions with
Carba R kits ( Cephezd USA) of the Gene-Xpert® system.

Results: The modified Hodge test detected 54 out of 60
Klebsiella isolates, which were found to have carbapenemase
encoding gene by molecular method; whereas carbapenemase
inactivation test detected 52 out of 60 isolates.

Conclusion: When molecular method is regarded as gold
standard, sensitivities of modified Hodge test and
carbapenemase inactivation test were 0.85 and 0.80;
spectficities were calculated as 0.95 and 0.93, respectively.
Phenotypic tests depending on enzyme inhibition can be
preferred in routine practice since they have low cost and
are easy-to-apply. However, it should not be forgotten that
the sensitivity and specificity of these tests are variable.

Keywords:  Carbapenemase  inactivation  test,
carbapenemases, Klebsiella pneumoniae
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GIRIS

Karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae izo-
latlariin neden oldugu enfeksiyonlar tiim diin-
yada oldugu gibi iilkemizde de en giincel saglik
sorunlarindandir’-¥. Karbapenem direngli mik-
roorganizmalar ile gelisen enfeksiyonlarda, mor-
talite ve morbidite arttig1, hastanede yatig siiresi-
nin uzadig ve tedavi maliyetlerinde artis oldugu
goriilmektedir. Bu enfeksiyonlar tedavide kulla-
nilabilecek etkin antibiyotiklerin se¢eneklerinin
titkenmesi ve direncin hizli yayilmasi nedeniyle
de 6nemlidir®®. Ozellikle karbapenem direngli
Klebsiella tiirlerinin neden oldugu salginlar ve
sporadik olgular iilkemizde giderek artan siklik-
ta rapor edilmeye baslanmistir®’®. Genellikle
karpabenemlere diren¢ karbapenemaz enziminin
salinimu ile karbapenem molekiillerinin hidrolizi
ile ortaya ciksa da porin kaybi1 ya da artmis
efluks pompa fonksiyonu gibi mekanizmalar da
karbapenem direncine yol acabilmektedir®.
Daha sik goriilmesinin yaninda, karbapenemaz
enzimleri ile oltaya ¢ikan direngte asil 6nemli
konu bu enzimleri kodlayan genlerin transfer
edilebilen plazmidler {lizerinde yer almasi ve
direncin bu plazmidler yardimu ile hizla ayni ve
farkli tiirler arasinda yayilabilmesidir'®. Bu
nedenle karbapenemaz iireten izolatlarin saptan-
mas1 hem tedavinin dogru yonlendirilebilmesi
hem de yayilimin Oniine gecilebilmesi Gnem
gostermektedir. Avrupa llkelerinde 2014 ve
2015 yillarint kapsayan ve iilkelerin karpapene-
maz tiplerine gore epidemiyolojik durumunun
gosterildigi bir raporda itilkemiz, 6zellikle OXA-
48 tip karbapenemazlar ac¢isindan endemik,
NDM-1 tip karbapenemazlar agisindan bolgesel
yayilimin gosterildigi, VIM agisindan da hasta-
nelerden salginlarin bildirildigi bir iilke olarak
tanimlanmistir®'”, Bu durum iilkemiz gibi kar-
bapenem direnci yoniinden yiiksek epidemiyo-
lojik iilkelerde direncin saptanmasinin dnemini
daha da artirmaktadir.

Karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae izo-

latlarinin saptanmasinda fenotipik testlerden ve
molekiiler metodlardan siklikla yararlanilmakta-
dir. Molekiiler testler hizli ve giivenilir olmakla
birlikte, yliksek maliyetli olmalar1 ve uygun tek-
nik altyap1 gerektirdiginden, fenotipik testlerin
rutin uygulamalarda kullanilmas1 onerilmekte-
dir"». Amerika merkezli Klinik ve Laboratuvar
Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) klavuzlarinda anti-
mikrobiyal duyarlilik caligmalarinda, karbape-
nem minimal inhibitér konsantrasyon (MIC)
degerlerinde 2 pug/mL ve lizerindeki degerlerde
modifiye Hodge testinin, Carba NP testinin ve/
veya molekiiler bir yontem ile karbapenemaz
tiretiminin dogrulanmasini 6nermektedir’®. Son
donemde hizli sonug veren, rutin laboratuvarlar-
da kolaylikla uygulanabilen, ticari kitlere gore
maliyeti ¢ok diisiik olan karbapenemaz inakti-
vasyon testi adinda fenotipik bir metot da kulla-
nima girmigtir!?.

Bu calismada, molekiiler metot ile karbapene-
maz irettigi dogrulanmis Klebsiella pneumoniae
izolatlarinda karbapenemaz inaktivasyon testi-
nin tanisal degerinin modifiye Hodge testi ile
kiyaslanmasi ve rutin laboratuvar pratiginde
kullaniminin irdelenmesi amaglanmusgtir.

GEREC ve YONTEM

Sakarya Universitesi Egitim ve Arastirma
Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na
2014-2016 yillart arasinda ¢esitli klinik ornek-
lerden ve ertapenemli besiyeri kullanilarak tara-
ma Orneklerinden izole edilen K. pneumoniae
izolatlar1 calisma kapsaminda degerlendirildi.
Bu izolatlarin tanimlama ve antibiyotik duyarli-
lik testleri VITEK® 2 (BioMérieux, Fransa) oto-
matize sistemi ile gerceklestirildi. Karbapenem
direncinden siiphelenilmesi durumunda gradient
test stripleri (E-test, BioMérieux, Fransa) ile
dogrulama yapildi. Yorumlamalar CLSI 2015
klavuzuna gore yapildi. imipenem, meropenem
ya da ertapenem minimal inhibitdr konsantras-
yonunun 2 pg/mL ve iizerinde saptanmasi duru-
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munda karbapenem direnci varlig1 kabul edildi.
Bu caligma kapsaminda, 64 adet karbapenem
direncgli K. pneumoniae izolat1 irdelendi.
K. pneumoniae ATCC 700603 susu negatif kont-
rol, K. pneumoniae ATCC BAA-1705 susu ise
pozitif kontrol olarak ¢aligmada kullanildi.

Karbapenem direncli K. pneumoniae izolatlarin-
dan karbapenemaz enzimi kodlayan gen varligi
molekiiler yontem ile gosterilen 59 adedi ve bir
adet pozitif kontrol susu, toplamda karbapenem
direncli 60 izolat ile karbapenem duyarli, genis-
lemis spektrum beta laktamaz negatif 59 adet
K. pneumoniae izolat1 ve bir adet negatif kontrol
standart susu, toplamda 60 karbapenem duyarli
K. pneumoniae izolat1 genel toplam 120 olacak
sekilde calismada kullanildi. Karbapenem
direngli olup, karbapenemaz enzimi kodlayan
gen varlig1 gosterilemeyen bes adet
K. pneumoniae degerlendirme dis1 birakildi.

Modifiye Hodge Testi (MHT)

Mueller Hinton Agar (Merck, ABD) besiyerine
E. coli ATCC 25922 standart susu yayildiktan
sonra, meropenem 10 g (BioMérieux, Fransa)
diski plagin ortasina yerlestirildi. K. pneumoniae
ATCC 700603 susu negatif kontrol, K. pneumoniae
ATCC BAA-1705 susu ise pozitif kontrol olarak
calismada kullanildi. Karbapenemaz {iretimin-
den siliphelenilen izolatlar ile birlikte kontrol
izolatlar1 meropenem diskinden perifere dogru
dik sekilde plaga ekildi. Diskin etrafindaki
tireme saptanmayan zonda deformasyon saptan-
mast durumunda test pozitif kabul edildi.

Karbapenemaz Inaktivasyon Testi (KIT)

Karbapenemaz inaktivasyon testi i¢in caligmaya
karbapenemaz enzimi iiretimi arastirilan izolat-
tan bir 6ze dolusu alinarak steril distile su icinde
slispansiyon héline getirildi ve i¢ine 10 pl mero-
penem diski (BioMérieux, Fransa) atildi. Iki saat
inkiibasyondan sonra E. coli ATCC 29522 ino-
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kiile edilmis Mueller-Hinton (Merck, ABD) agar
besiyerine silispansiyondan alinan meropenem
diski yerlestirildi ve alti saat 35°C’de inkiibe
edildi. Alt1 saatlik siirenin sonunda Meropenem
diskinin etrafinda iireme olmast (inhibisyon
zonu olugsmamasi) durumunda, testin sonucu
pozitif kabul edildi"?.

Molekiiler Degerlendirme

Calismaya dahil edilen tiim Klebsiella izolatla-
rinda Gene-Xpert® sistemine ait Carba R kitleri
(Cepheid, ABD) ile bla,,,, bla,., blay,, .
bla,,, ,, ve bla,, gen bolgeleri aragtirildi.
Karbapenem direncli izolatlarin kanli besiyerin-
de 35-37°C’de 24 saat inkiibasyonu sonrasinda,
bu izolatlara ait taze kolonilerden steril ekiivyon
yardimu ile alian koloniler Xpert 6rnek tampo-
nuna aktarildi. Bu siispansiyondan iki ml, DNA
ekstraksiyonunun, amplifikasyonun ve saptama
reaksiyonlarinin gerceklestirilecegi kullanima
hazir ticari kartusa aktarildi. Kartus daha sonra
Gene-Xpert® cihazina yiiklenerek, iireticinin
talimatlarina uygun sekilde sonuglar bir saatlik
siirede degerlendirildi.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen 125 izolatin tiimiinde
modifiye Hodge testi ve karbapenemaz inakti-
vasyon testi ile karbapenemaz varlig1 arastirildi.
Calismada, bir adet standart sus haricinde top-
lam 64 adet karbapenem direncli izolat molekii-
ler yontem ile de karbapenemaz kodlayan bes
gen bolgesi arastirildi. Bu incelemenin sonucun-
da, bu izolatlardan 27’sinde NDM-1, 20’sinde
NDM-1/0XA-48, 11’inde OXA-48 ve birinde
KPC gen bolgeleri saptandi. VIM ve IMP-1 gen
bolgeleri hicbir izolatta saptanmadi. Ayrica bes
izolatta, karbapenemaz aragtirilan bu bes gen
bolgesinden herhangi biri saptanmadi.

Modifiye Hogde testi ile 54 adet izolatta pozitif
sonu¢ saptanirken, karbapenemaz inaktivasyon
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Tablo 1. Karbapenemaz iireten Klebsiella izolatlarimin belirlenmesinde fenotipik testler ve molekiiler metodun kiyaslanmasi, (n=120).

Modifiye Hodge Testi

Karbapenemaz inaktivasyon Testi

Molekiiler Yontem Pozitif Negatif Toplam

Pozitif Negatif Toplam

Gene-Xpert®

Pozitif 51 9 60 48 12 60
Negatif 3 57 60 4 56 60
Toplam 54 66 120 52 68 120

Tablo 2. Modifiye Hodge ve karbapenemaz inaktivasyon testle-
rinin tanisal performans degerleri.

Modifiye Hodge Karbapenemaz
Testi Inaktivasyon Testi
Duyarlilik (%) 85 80
Ozgiilliik (%) 95 93
PPD (%) 94 92
NPD (%) 86 82
Test gegerliligi (%) 90 87

PPD: Pozitif prediktif deger, NPD: Negatif prediktif deger

testinde 52 adet izolatta pozitiflik saptandi.
Fenotipik test sonuclarmin molekiiler yonteme
gore degerlendirilmesi Tablo 1’de yer almakta-
dir.

Molekiiler yontem altin standart olarak deger-
lendirildiginde, modifiye Hodge testinin ve kar-
bapenemaz inaktivasyon testilerinin duyarlilik-
lar1 sirasiyla 0.85 ve 0.80, 6zgiilliikleri ise 0.95
ve 0.93 olarak hesaplanmistir. Bu testlere ait test
performans degerleri Tablo 2’de verilmistir.

TARTISMA

Coklu direncli Gram negatif bakterilerle gelisen
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan karbape-
nemlere gelisen direnc tiim diinyada kaygi ile
izlenmektedir'¥. Bu direncin dogru saptanmasi
hem tedavinin uygun sekillendirilmesi hem de
epidemiyolojik olarak enfeksiyon kontrol calig-
malarina veri saglamasi agisindan Onemlidir.
Karbapenemazlarin dogru tespitinde oOncelikle
azalmis karbapenem duyarliligi ve sonrasinda
fenotipik olarak enzim hidrolizine bagli testlerin
ya da biyokimyasal testlerin yapilmasi

onerilmektedir’®. Bu amagla modifiye Hodge
testi rutin laboratuvarlarda siklikla kullanilan bir
testtir. Son donemde van der Zwaluw ve ark.!?
tarafindan fenotipik bir test olarak gelistirilen ve
sekiz saatlik siire sonunda sonug verebilen bir
test olan karbapenemaz inaktivasyon testi kulla-
nima girmisgtir.

Giiniimiizde Carba-NP®, Blue Carba®, kombine
disklere dayali metodlar, gradient test stripleri
gibi bircok ticari iirlin karbapenemazlarin tesbi-
tinde kullanilmaktadir®'®. Rutin laboratuvarlar-
da ticari tirlinlerin kullanimi1 maliyet nedeniyle
¢cok da yaygin degildir. Karbapenemaz inakti-
vasyon testinin en dikkat ¢ekici 6zelligi mikro-
biyoloji laboratuvarlarinda modifiye Hodge testi
gibi kolaylikla yapilabilmesi ve modifiye Hodge
testinden daha kisa siirede (sekiz saat) sonugla-
rin elde edilebilmesidir. Yaptigimiz bu ¢alisma-
da karbapenemaz inaktivasyon testinin perfor-
mans degerleri modifiye Hodge testinin perfor-
mans degerlerine yakin bulundu. Ancak
Klebsiella izolatlari ile yaptigimiz bu caligmada,
karbapenemaz inaktivasyon testinin pozitif pre-
diktif degeri 0.92 bulunurken, bu testin kullani-
mu ile ilgili ilk verileri sunan van der Zwaluw ve
ark."® bu testin molekiiler metodla uyumunun
Enterobacteriaceae izolatlarinda %100, non-
fermentatif bakterilerde ise %98.8 oldugunu
belirtmektedir. Ayrica ayn1 calismada,
Enterobacteriaceae izolatlarinda pozitif ve
negatif prediktif degeri %100 olarak
verilmektedir'¥. Yalnizca Klebsiella izolatlar
ile yaptigimiz bu ¢alismada ise, pozitif prediktif
deger %92 ve negatif prediktif degeri %82 ola-
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rak referans calismadan daha farkli sonuglar
elde ettik. Bu durum yeni kullanima giren testler
ile ilgili olabildigince ¢ok sayida izolat kullani-
larak yapilacak bilimsel ¢aligmalara gereksinim
oldugunu gostermektedir.

Karbapenemaz inaktivasyon testi enzim inakti-
vasyonuna dayali bir test olarak rutin laboratu-
varlarda kolaylikla yapilabilmesi, modifiye
Hodge testine gore daha kisa siirede sonug ver-
mesi testin avantajlari olarak 6ne c¢ikmaktadir.
Ancak, karbapenemaz inaktivasyon testini kar-
bapenemaz iiretiminin tespiti amaciyla kullan-
may! planlayan laboratuvarlarin, testin farkl
tanisal test performans degerleri oldugunu goz
oniinde bulundurmalari gerekmektedir. Molekii-
ler yontemler ile karbapenemaz genlerinin varli-
gin1 gosterebilecek altyapisi ve olanagi olmayan
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda iki farkli feno-
tipik yontemin kullanilmasi diisiiniilebilir.

Sonug olarak, artan miktarda ve ¢esitlilikte ortaya
cikan karbanemazlara bagli karbapenem direnci
ile gelisen enfeksiyonlarin saptanmasinda ve
enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin gelistirilmesinde
mikrobiyoloji laboratuvarlariin yagamsal énemi
vardir'®. Kolay uygulanabilir ve diisiik maliyetli
enzim inhibisyonuna bagl fenotipik testler rutin
uygulamalarda siklikla kullanilsa da bu testlerin
duyarhiliklart ve 6zgiilliiklerindeki degiskenlikle-
rin oldugu unutulmamaldir.
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