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Karbapenemaz Ureten Klebsiella pneumoniae Suslarinda
Karbapenem inaktivasyon Testi ve Modifiye Hodge Testinin

Karsilastiriimasi

Comparison of Carbapenem Inactivation Test and Modified Hodge Test in
Carbapenemase-Producing Klebsiella pneumoniae Strains
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Ozet

Amac: Karbapeneme direncli Enterobacteriaceae tiirleri diinya-
nin her yerinden giderek artan siklikta bildirilmektedir. Genigle-
mis spektrumlu B-laktamaz (GSBL) Ureten Enterobacteriaceae
infeksiyonlarinin  tedavisinde karbapenemlerin kullaniimasi,
karbapenemaz ureten suslarin hizli ve basit bir yontemle saptan-
masini zorunlu hale getirmistir. Bu ¢alismada, molekiiler olarak
karbapenemaz urettigi dogrulanmis Klebsiella pneumoniae izo-
latlarinda modifiye Hodge testinin ve karbapenem inaktivasyon
testinin tanisal degerinin kiyaslanmasi ve rutin laboratuvar prati-
ginde kullaniminin degerlendirilmesi amaclanmistir.

Yontemler: Calismamiza deney grubunu olusturmak tizere kar-
bapenem direncine sebep olan diren¢ geni polimeraz zincir re-
aksiyonuyla gosterilmis 64 K. pneumoniae ve kontrol grubunu
olusturmak lizere GSBL-negatif ve karbapeneme duyarh 40 K.
pneumoniae susu dahil edilmistir. Meropenem, imipenem ve
ertapenem ayri ayri tim suslara karsi modifiye Hodge testi ve
karbapenem inaktivasyon testiyle denenmistir. Karbapenem
inaktivasyon testinde altinci saatte 6n dederlendirme, 24. saatte
son degerlendirme yapilmistir.

Bulgular: Modifiye Hodge testinin karbapenemaz varliginin be-
lirlenmesindeki duyarliligi, meropenem, imipenem ve ertape-
nem igin sirasiyla %60.9, %62.5 ve %68.8 olarak bulunmustur.
Karbapenem inaktivasyon testinin karbapenemaz varliginin
belirlenmesindeki duyarliligi, meropenem, imipenem ve erta-
penem icin altinci saatte sirasiyla %32.8, %75 ve %96.9 iken,
24. saatte %64.1, %84.4 ve %96.9 olarak saptanmistir. GSBL
liretmeyen ve karbapenemlere duyarli bulunan K. pneumoniae
suslariyla yapilan modifiye Hodge ve karbapenem inaktivasyon
testlerinde pozitiflik gorilmemistir.

Abstract

Objective: Carbapenem-resistant Enterobacteriaceae are re-
ported increasingly everywhere throughout the world. Rapid
and simple detection of carbapenemase-producing strains has
become imperative because of the use of carbapenems in the
treatment of extended spectrum B-lactamase (ESBL)-producing
Enterobacteriaceae infections. In this study, we aimed to com-
pare the diagnostic value of modified Hodge test and carbape-
nem inactivation test for Klebsiella pneumoniae isolates pro-
ducing carbapenemase, verified by molecular method, and to
evaluate their use in routine laboratory practice.

Methods: 64 K. pneumoniae strains which have shown resis-
tance gene causing carbapenem resistance by the polymerase
chain reaction, and 40 ESBL-negative and carbapenem-suscep-
tible K. pneumoniae strains have been included in this study.
Meropenem, imipenem and ertapenem were studied sepa-
rately in modified Hodge test and carbapenem inactivation test
was performed for all strains. Carbapenem inactivation test was
evaluated at the 6™ hour for preliminary decision and at the 24t
hour for the final decision.

Results: The sensitivity of the modified Hodge test using me-
ropenem, imipenem and ertapenem for detecting presence of
carbapenemase was 60.9%, 62.5% and 68.8%, respectively. In
the carbapenem inactivation test with meropenem, imipenem
and ertapenem, sensitivity to determine carbapenemase pro-
duction was 32.8%, 75% and 96.9% after 6 hours, and 64.1%,
84.4% and 96.9% after 24 hours, respectively. There were no
positive results in modified Hodge and carbapenem inactiva-
tion tests with K. pneumoniae strains that were ESBL-negative
and carbapenem-susceptible.
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Sonuglar: Sonug olarak karbapenemaz kodlayan genleri tespit etmek
icin molekiler testler gereklidir. Ancak yeterli altyapisi olmayan labo-
ratuvarlarda karbapenemaz varliginin belirlenmesi icin karbapenem
inaktivasyon testi, modifiye Hodge testinden daha iyi bir alternatif
olabilir. Klimik Dergisi 2018; 31(3): 223-6.

Anahtar Soézciikler: Karbapeneme direncli Enterobacteriaceae, kar-
bapenem inaktivasyon testi, modifiye Hodge testi.

Conclusions: As a result, molecular tests are essential to detect car-
bapenem encoding genes. However, we believe that the carbapen-
emase inactivation test is a better alternative to the modified Hodge
test to detect carbapenemase production in laboratories without ad-
equate infrastructure.Klimik Dergisi 2018, 31(3): 223-6.

Key Words: Carbapenem-resistant Enterobacteriaceae, carbapenem
inactivation test, modified Hodge test.

Giris

Karbapeneme direngli Enterobacteriaceae ailesine ait
tirler diinyanin her yerinde giderek artan siklikta bildiril-
mektedir. Karbapeneme direncli mikroorganizmalarla geli-
sen infeksiyonlarda, mortalite ve morbiditenin arttigi, has-
tanede yatis sliresinin uzadigi ve tedavi maliyetlerinde artis
oldugu gorulmektedir. Karbapenem direnci karbapenemaz
tretimi, porin kaybi ve artmis efliiks pompa fonksiyonuyla
iligkili olabilir (1). GUnlimizde Enterobacteriaceae ailesine
ait turlerde karbapenem direncinin belirlenmesinde, karba-
penemler icin belirlenmis en son sinir degerlerinin kullanil-
masi yeterlidir ve bu degerler kullanildigr slirece hasta so-
nuclarini bildirirken bir karbapenemaz testi yapmak gerekli
degildir. Ancak karbapeneme direncli bu tirlerde, karbape-
nem direncinin karbapenemazlar araciligiyla olmasi, diger
mekanizmalara gore direncin yayilimi agisindan ¢ok daha
biyilk bir tehdit olarak kabul edilmektedir. Clinki karbape-
nemazlari kodlayan genler genellikle plazmid ve integron
gibi mobil genetik elemanlar lzerindedir ve suslar arasin-
da kolaylikla yayilabilir. Sonug¢ olarak karbapeneme direncli
Enterobacteriaceae ailesinde bulunan turlerin karbapene-
maz Uretip Uretmedigi bilgisi, dncelikle infeksiyon kontro-
I ve epidemiyolojik amaclarla gerekmektedir (2). Bununla
birlikte, 0zellikle Enterobacteriaceae ailesindeki genislemis
spektrumlu B-laktamaz (GSBL) Ureten tirlere bagl infeksi-
yonlarin tedavisinde giderek artan siklikta karbapenem kul-
lanilmasi, karbapenemaz Ureten suslarin hizli ve basit bir
yontemle saptanmasini zorunlu hale getirmistir (3).

Bir susun karbapenemaz Urettigini tespit etmek icin ge-
nellikle karbapenemaz uretimini kodlayan genleri ortaya
koyan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kullanilir (4-6). Bu
yontem bilinen karbapenemaz kodlayan genleri tespit ede-
bilir ancak karbapenemaz kodlayan genlerin ve bunlarin var-
yantlarinin sayisi hizla artmaktadir. Diger taraftan karbapene-
maz Uretimini saptayan karbapenem inaktivasyon testi (KiT),
MALDI-TOF MS karbapenem hidrolizi, biyokimyasal testler
(Carba NP vb.) ve elektrokimyasal oOlgiimler (Bogaerts-Yu-
nus-Glupczynski testi) gibi fenotipik testler de mevcuttur. Bu
testler, bakterinin karbapenemaz kodlayan gen diziliminden
bagimsiz olarak karbapenemaz lretimini tespit edebilmekte-
dir (4,7).

KIT 2015 yilinda tanimlanmis yeni bir yéntem olmakla
birlikte egitimli personel ve 6zel ekipman gerektirmez ve ma-
liyeti dasiktir (3,8). Modifiye Hodge testi (MHT) ise Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) tarafindan karba-
penemaz tespitinde dnerilmeye devam eden bir testtir (9).

Bu calismada, molekiiler olarak karbapenemaz urettigi
dogrulanmis Klebsiella pneumoniae izolatlarinda MHT ve
KIT’in tanisal degerinin kiyaslanmasi ve rutin laboratuvar
pratiginde kullaniminin degerlendirilmesi amaclanmistir.

Yontemler

Bakteriler- Calismaya cesitli klinik 6rneklerden 2016-2017
yillarinda izole edilen, tanimlanmasi ve antimikrobiyal duyar-
lihk testi VITEK® 2 (bioMérieux, Marcy-I'EtoiIe, Fransa) otoma-
tize sistemiyle gerceklestirilen 104 K. pneumoniae susu dahil
edilmistir. Karbapenemlerden en az birisine duyarlihgr azalmig
olarak bulunan suslarda Etest® (bioMérieux, Marcy-I'Etoile,
Fransa) ile ertapenemin minimal inhibitor konsantrasyon de-
gerleri belirlenerek dogrulama yapilmistir. Degerlendirme
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) standardlarina gore yapilmistir (10).

Polimeraz zincir reaksiyonu: Molekiler calismalar igin
toplanan izolatlarda karbapenemaz uretimine neden olan
bla,,, .. blas. bla,, . bla,,, ve bla,, genleri "real-time"
PCR yontemiyle Microbial DNA gPCR Assay (Qiagen, Hilden,
Almanya) kiti kullanilarak arastiriimistir. Amplifikasyon ve
analizler Rotor-Gene 6000 (Corbett Research, Mortlake, NSW,
Avustralya) cihazinda yapilmistir.

Modifiye Hodge testi: Escherichia coli ATCC 25922 stan-
dard susunun taze pasajlarindan alinarak 0.5 McFarland stan-
dardi bulanikliginda hazirlanan sispansiyonlar, 1:10 oranin-
da sulandirilarak Mueller-Hinton agari (MHA) (bioMérieux,
Marcy-I'Etoile, Fransa) plaklarina yayilmistir. Plagin ortasina
bir karbapenem diski yerlestirilmistir. Test edilecek bakteriler
plagin merkezinden perifere dogru diiz ¢izgi seklinde ekilmis-
tir. Plaklar etlivde 18-20 saat inkibe edildikten sonra deger-
lendirilmistir. Bu islem meropenem, imipenem ve ertapenem
icin ayri ayri yapilmistir. E. coli ATCC 25922 susunun duyarli-
lik zonu ¢apinin ¢izgi ekimi yapilan bakteri taraflarinda yonca
yapragi seklinde bozulmasi ve bu bolgede E. coli'nin Gremesi
pozitif olarak degerlendirilmistir.

Karbapenem inaktivasyon testi: KiT icin calismaya karba-
penemaz enzimi Uretimi arastirilan izolattan 4 McFarland stan-
dardi bulanikhdinda 3 ml steril distile su icinde suspansiyon
hazirlanmis ve icine karbapenem diski (bioMérieux, Marcy-
I'Etoile, Fransa) atilmistir. Iki saat 37°C'de inkiibe edildikten
sonra 0.5 McFarland standardi bulanikliginda E. coli ATCC
29522 inokule edilmis MHA plagina, slispansiyondan alinan
karbapenem diski yerlestirilmis ve alti saat 35°C'de inkilibe
edilmistir. Alti saatlik stirenin sonunda 6n degerlendirme ya-
pilmistir. Tum testler 24 saat daha inkiibe edilerek tekrar de-
gerlendirilmistir. Ertapenem i¢in 25 mm’nin, imipenem ve me-
ropenem i¢in 22 mm’nin altinda zon cap! olmasi ve/veya zon
ici ireme gorilmesi durumunda test pozitif kabul edilmistir.

Deney grubunda MHT ve KiT icin test edilen antimikrobi-
yalle pozitif bulunan sus sayisi deney grubundaki sus sayisi-
na boéllinerek testin duyarlihigi hesaplanmistir.

Bulgular
Karbapenem direncine sebep olan diren¢ geni PCR ile
gosterilen 64 K. pneumoniae susu, deney grubunu; GSBL-
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Tablo 1. Deney Grubunda Modifiye Hodge Testi ve Karbapenem inaktivasyon Testi Sonuglari

Modifiye Hodge Testi

Karbapenem inaktivasyon Testi*

Karbapenemazlar Sayi ERT IMP MEM ERT IMP MEM
Sayi Sayi Sayi Sayi Sayi Sayi

OXA-48 36 31 27 26 35 32 31

NDM-1 18 5 5 17 13

OXA-48 + NDM-1 8 7 7 8

OXA-48 + KPC 1 1 1

VIM-1 1 0 0 0 1 1

Toplam 64 44 40 39 62 54 41

*24 saat sonraki degerlendirme. ERT: ertapenem, IMP: imipenem, MEM: meropenem.

negatif karbapeneme duyarli 40 K. pneumoniae susu da kont-
rol grubunu olusturmustur.

Deney grubunda imipenem ve ertapenem direng orani
%100, meropenem diren¢ orani %98.4 olarak bulunmustur.
Bu mikroorganizmalarin 45'inde bla,,, .. 26'sinda bla, .,
birinde bla,. ve birinde bla,, , geni saptanmistir. Suslarin
dokuzunda iki farkli direng geni birden bulunmustur (Tablo 1).

KIT’in altinci saatinde yapilan 6n dederlendirmede mero-
penem, imipenem ve ertapenemin duyarliligi sirasiyla %32.8,
%75 ve %96.9 olarak tespit edilmistir. Yirmi dort saat sonra
yapilan son degerlendirmede ise bu antimikrobiyallerin du-
yarlihgi sirasiyla %64.1, %84.4 ve %96.9 olarak bulunmustur.

Meropenem, imipenem ve ertapenemle yapilan MHT'nin
duyarlihdinin sirasiyla %60.9, %62.5 ve %68.8 oldugu gozlen-
mistir.

Kontrol grubundaki suslarla yapilan MHT ve KiT sonucla-
rinda hig¢ pozitiflik gorilmemistir.

irdeleme

Son yillarda Gram-negatif bakterilerde artan direng bi-
cimleri butin dliinyada hizla yayilmaktadir. Hasta bakiminin
gelismesi, yasamin desteklenmesi icin destek tedavilerine ve
invazif girisimlere basvurulmasi antibiyotik direncinin yayil-
masini kolaylastirmaktadir (3). Gram-negatif bakteriler icinde
yer alan ozellikle karbapeneme direncli K. pneumoniae sus-
lari neredeyse tim antimikrobiyallere direncgli olup, hastane-
de salginlara yol acabilmektedir (11). Bu da hastanede yatis
slresinin uzamasina, morbidite ve mortalitede artisa yol ag-
maktadir (2). Bu nedenle bu direncin dogru tespiti infeksiyon
kontrol calismalari agisindan 6nemlidir. Karbapenemazlarin
dogru tespitinde oncelikle azalmis karbapenem duyarliiginin
dederlendirilmesi ve sonrasinda fenotipik olarak enzim hid-
rolizine bagl testlerin ya da biyokimyasal testlerin yapilmasi
onerilmektedir. MHT, CLSI tarafindan onerilen karbapenemaz
tespitine yonelik uygulamasi kolay bir test olmasi nedeniy-
le 6ne cikmaktadir (9). Son yillarda ise van der Zwaluw ve
arkadaslarn (7) tarafindan fenotipik bir test olarak gelistirilen
KiT kullanima girmistir. Bu test 2017 yilinda CLSI tarafindan
‘modifiye KiT’ adi altinda farkli bir sekilde yayimlanmustir (9).

Glnlmuzde gradyan test stripleri, Carba NP ve PCR gibi
bircok yontemle karbapenemaz tespiti yapmak muiamkindur
(12-15). Ancak bu yontemlerin pahali olmasi nedeniyle rutin
laboratuvarlarda ¢ok az uygulanmaktadir. KiT'in en dikkat

cekici 6zelligi maliyetinin disuk, uygulamasinin kolay ve du-
yarlihginin ylksek olmasidir. Bununla birlikte bla,,, tipi kar-
bapenemaz salgilayan ya da mukoid kolonisi olan suslarda
dusik duyarlihda sahip oldugunu bildiren calismalar da var-
dir (16,17).

van der Zwaluw ve arkadaslar (7) ile Bayramoglu ve ar-
kadaslari (18) yaptiklari caismalarda KiT'in duyarhigini %100,
Tijet ve arkadaslari (19) ise yaptiklari calismada KiT'in duyar-
lihgint %99 bulmuslardir. Calismamizin verileri bu calisma-
lardan distktir. Calismamizda Ug¢ farkh karbapenem diskini
kullanmakla birlikte ertapenem diskiyle daha ylksek duyar-
lilkta sonuclar elde edilmistir. Bunun nedeni bu calismanin
%70.3'inde de belirlenmis olan OXA-48'in, ertapenemi, di-
ger karbapenemlerden daha kolay hidrolize edebilmesi ola-
bilir. Bununla birlikte ertapenem ve imipenemle elde ettigi-
miz sonu¢ Demiray ve arkadaslar (8)'nin verilerinden yuksek
olurken, meropenemle elde ettigimiz sonuglar bu calismanin
verilerinden dusuktur. Bu nedenle yeni kullanima girmis olan
bu testle ilgili daha ¢cok calismaya ihtiyac vardir.

KIT ilk tanimlandiginda 400 pl su igine bir 6ze dolusu
bakteri eklenerek slispansiyon hazirlanmistir (7). Bizim ca-
lismamizda ise, belli bir standardi yakalamak agisindan 4
McFarland standardi bulanikhdinda bakteri stispansiyonu ha-
zirlanmistir. KiT'te alti saat sonra 6n degerlendirmenin yapila-
bilecegdi bildirilmistir (7). Alti saat sonra yapilan degerlendir-
melerde zon igi Uremeler gorilemediginden yanlis sonuglar
alinabilecegi gozlenmistir. Bu nedenle degerlendirmenin 24
saat inklibasyondan sonra yapilmasinin daha dogru sonuglar
elde edilmesine katki saglayacagi kanaatindeyiz.

KiT'te inkiibasyonun 24 saate uzatilmasi ve yiiksek kon-
santrasyonlu bakteri slispansiyonuyla caligsiimasi dezavantaj-
dir. Ancak KiT’in MHT gibi kolay uygulanabilir ve maliyetinin
az olmasi nedeniyle, molekiler yontemlerle karbapenemaz
genlerinin varhigini gosterebilecek altyapisi ve olanagi olma-
yan mikrobiyoloji laboratuvarlarinda karbapenemaz direnci-
nin saptanmasi igin iyi bir alternatif oldugu soylenebilir.

Girlich ve arkadaslari (20) ozellikle bla,,, , geni tasiyan
suslarda MHT'nin duyarlihgini %50 olarak bulmuslar ve test
sirasinda ZnSO, eklenmesinin testin duyarliigini artirdigini
bildirmiglerdir. Bizim ¢calismamizda ise sadece blag,, , geni
tastyan 18 sus olup MHT'nin duyarlihgi meropenem ve erta-
penem igin %27.8, imipenem igin %33.3'tlir. Ancak calisma
sirasinda ZnSO, eklenmemistir. Ozellikle bla,, , geni tagiyan
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suslarda bu testin duyarhhiginin distk olmasini buna bagla-
maktayiz. Ayni suglarda KIT'in duyarlihgi incelendiginde me-
ropenem igin %38.9, imipenem i¢in %72.2, ertapenem igin ise
%94.4 bulunmustur.

Sonug olarak karbapenemaz kodlayan genleri tespit et-
mek icin molekiler testler gereklidir. Ancak yeterli altyapisi ol-
mayan laboratuvarlarda karbapenemaz saptamak icin KiT'in,
MHT’den daha iyi bir alternatif oldugunu diisiinmekteyiz.

Cikar Catismasi
Yazarlar, herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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