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Amag: Karbapenemaz Ureten Enterobacteriaceae izolatlarinin hizli ve dogru tanisi, yayiimi énleme ve tedavi stratejilerini
belirlemede 6nemlidir. Modifiye Hodge testi (MHT) karbapenemaz aktivitesini fenotipik olarak saptamak icin kullanilan kolay ve
ucuz bir yéntemdir. Ayni amagla kullanilan diger yéntem inhibitér tabanl testlerdir (ITT). Bu calismanin amaci bu iki fenotipik
y6ntemin Enterobacteriaceae izolatlarinda karbapenemazlari saptama performanslarinin karsilastirlmasidir.

Gereg ve Yontem: 2010-2014 yillan arasinda Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi ibni Sina Hastanesi Merkez Mikrobiyoloji
Laboratuvari'nda farkli hastalara ait esitli klinik rneklerden izole edilen, Kirby-Bauer disk difiizyon yontemiyle ertapeneme orta
duyarlilik ya da direng gosteren Enterobacteriaceae ailesindeki 112 adet tekrar etmeyen klinik izolat ¢alismaya dahil edilmistir.

Bulgular: MHT, 1:10 sulandinm [0,05 McFarland (McF)] kullanilarak yapildiginda karbapenemaz kodlayan gen (KKG)'leri pozitif
94 izolatin 7'sinde yalanci negatif; KKG negatif 18 izolatin 16'sinda yalanai pozitif sonug alinmis ve MHT'nin karbapenemazlari
saptamadaki duyarliigi % 92,6 bulunmustur. Sulandinm adimi uygulanmadiginda (0,5 McF) yalanci negatif izolat sayisi 3'e
diismiis ve testin duyarliigi % 96,8'e yiikselmistir (p<0,05). ITT'in karbapenemazlar saptama basarisi degerlendirildiginde KKG
pozitif 94 izolatin tamaminda ITT ile karbapenemaz poxzitifligi saptanmistir. Testin duyarliligi % 100 olarak hesaplanmis ve
MHT'ye gore (McF 0,05 ve 0,5) duyarliigi anlaml olarak ytksek bulunmustur (p<0,05). KKG negatif 18 izolatin 6'sinda ITT ile
negatif sonug alinirken 12 izolatta yalanci pozitiflik saptanmis ve bunlarin tamu ITT ile OXA-48 ureticisi olarak bulunmustur. ITT
ile KKG tasiyan 94 izolatin 89'unda karbapenemaz tipi, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) sonuglari ile uyumlu bulunmustur ve
testin karbapenemaz tipini belirlemedeki duyarliligi %94,6 olarak hesaplanmistir.

Sonug: Karbapenemaz aktivitesini saptamada iTT, MHTye gore daha yiiksek duyarlilik ve 6zgiillige sahiptir. iTT karbapenemaz
tipini belirlemede PZR ile %90'in tizerinde uyum gostermekle birlikte bazen yalanc pozitiflikler karsimiza cikabilmektedir. MHT
tilkemiz gibi OXA-48 uireticilerinin endemik oldugu bolgelerde %90'in tizerinde duyarliliga sahiptir. imkani kisith laboratuvarlar
icin MHT 6nerilmekle birlikte yalanca pozitiflik oranlarinin yiiksek oldugu géz éniinde bulundurulmalidir. MHT'nin 0,5 McF
turbiditedeki stspansiyon ile uygulanmasi, hem duyarliligi artirmasi, hem de laboratuvar is yuikiinti azaltmasi bakimindan
onerilmektedir.

Anahtar Sozclikler: Enterobacteriaceae, Karbapenemaz, Modifiye Hodge Testi, Inhibitér Tabanl Testler

Aim: Rapid and accurate detection of carbapenemase producing Enterobacteriaceae isolates plays an important role in preven-
ting the spread and defining treatment strategies.The modified Hodge test (MHT) is an easy and inexpensive tool that can be
used to detect carbapenemase activity. Another method used for the same purpose are inhibitor-based tests (IBTs). The aim of
this study is to compare the performances of these two phenotypic methods in the detection of carbapenemases in Enterobac-
teriaceaeisolates.

Materials and Methods: A total of 112 non-repeat Enterobacteriaceae strains isolated from various clinical samples at Ibni Sina
Hospital Central Microbiology Laboratory between 2010-2014 that showed decreased sensitivity and resistance to ertapenem
by Kirby-Bauer disk diffusion method were included in the study.

Results: When 1:10 dilution [0,05 McFarland (McF)] was performed, out of 94 isolates positive for carbapenemase-encoding
genes (CEGs), false negativity was detected in seven isolates, whereas out of 18 isolates negative for CEGs, false positivity was
detected in 16 isolates; so the sensitivity of MHT for carbapenemase detection was found to be 92,6%. Without dilution (0.5
McF) the number of false negative isolates decreased to three and the sensitivity of MHT increased to 96,8%, (p<0,05). When
the performance of IBTs for detection of carbapenemases was evaluated, all isolates which were positive for CEGs were also
found positive with IBTs for carbapenemase production. Sensitivity of IBTs was found 100% and significantly higher than MHT
(for both McF 0,05 and 0,5) (p<0,05). Six of 18 strains negative for CEGs were also found negative with IBT; so false positivity was
detected in 12 isolates, which were defined incorrectly as OXA-48 producers. With IBTs, carbapenemase types of 89 of 94 isolates
which were positive for CEGs were found in accordance with polymerase chain reaction (PCR) results. The sensitivity of IBTs for
defining carbapenemase types was calculated as 94,6%.

Conclusion: IBTs had higher sensitivity and specifity than MHT. Although IBTs were more than 90% compatible with PCR for
detection of carbapenemases, also false positivity can ocur occasionally. MHT has a sensitivity more than 90% for OXA-48 pro-
ducers in endemic regions such as our country. Although false positivity ratio is high, according to our results it's considered
that MHT can be used in laboratories with poor facilities. Performing MHT with McF 0,5 turbidity without dilution which leads
increased sensitivity and reduced laboratory workload is recommended.
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Enterobacteriaceae ailesindeki turler ara-

sinda hizla ve artarak yayian genigle-
mis spektrumlu B-laktamazlar (GSBL)
bu ytzyilin basindan beti arastirilmak-
tadir. GSBL tureten suglarin neden ol-
dugu toplumsal kaynakli enfeksiyon
siklig artmis ve GSBL tireten Entero-
bacteriaceae titlerinden kaynaklanan
enfeksiyonlar son 10 yil icinde kon
trolden ¢ikarak uluslararast salginlar
olusturmaya baglamustir (1). Son yil-
larda Enterobacteriaceae tyeleri ara-
sinda karbapenemaz enzimi Uretimi
siklikla gériulmektedir. Bu fenomenin
de tipkt GSBL’de oldugu gibi kisa bir
stre icinde kontrolden ¢ikmasindan ve
toplum kokenli enfeksiyonlarda bile
karsimiza ¢ikacak kadar yaygin bir hal
almasindan korkulmaktadir. Bu du-
rum, direngli gram negatif bakteri en-
feksiyonlatinda kullandigimiz son ba-
samak ilaglar olan karbapenem grubu
antibiyotiklerin artik kullanllamaz hale
gelmesi anlamina gelmektedir (1-3).

Karbapenemaz genleri konjugatif plaz-

mitler araciligiyla yiiksek aktarim ora-
nina sahiptir (4). Hem antibiyotik te-
davisine dogru y6n verebilmek hem
de hastanede olugabilecek bir salgin
durumundan kaginabilmek i¢in karba-
penamaz Ureticilerinin hizli ve dogru
sckilde saptanmasina ihtiyag vardir (4).

Modifiye Hodge testi (MHT) rutin labora-

tuvarlarda karbapenemaz aktivitesini
saptamak amactyla yayginlkla kullani-
lan fenotipik yoéntemlerden biridir.
Kolay kullanimi ve disk difiizyon tes-
tinde kullanilan malzemeler disinda
ilave bir ekipman gerektirmemesi ne-
deniyle MHT laboratuvarlarda tercih
edilmektedir (5).

“Clinical and Laboratory Standards Insti-

tute (CLSI), karbapenemaz arastiril-
masinda MHT kullanimint 6nermek-
tedir (6). MHT, Ambler sinif A (KPC)
ve sinif D (OXA-48) karbapenemaz-
lar1 dreten enterobakteriyel izolatlart
saptamada Gstiin bir duyarliliga sahip-
tir (5,7). Bununla beraber “European
Committee on Antimicrobial Suscep-
tibility Testing (EUCAST)” kilavuzu
bu testin kullanimini diistik 6zgullaga,
duyarliiginin optimalin altinda olmas:
ve degerlendirilmesindeki giicliikler
gibi nedenlerle 6nermemekte, bunun

yerine fenilboronik asit, etilendiamin-
tetraasetik asit (EDTA), kloksasilin
gibi karbapenemaz inhibitorleri ile
meropenem sinerjisi varliginin test
edildigi ve temosilin inhibisyon zon
capinin degerlendirildigi inhibitor ta-
banli testleri (ITT) ya da “Carba NP”
(Carbapenemase Nordmann-Poirel)
gibi biyokimyasal testleri 6nermekte-
dir (8).

Ulkemizde EUCAST kilavuzlarinin uygu-
lanmasina gecis stirecinin hizlandig
bu doénemde, MHT kullanimi terk
edilmeli mi, yoksa sinif D karbapane-
mazlart (OXA-48 benzeri) saptama-
daki basarist gbz 6ntine alinarak MHT
kullanimina devam edilmeli midir? Ul-
kemizde siklikla belirlenen karbapene-
maz tipleri g6z o6nitine alindiginda
ITTin  karbapenemaz  saptamada
MHT’ne tstinligt var mudir? Calis-
mamizda bu sorulara yanit verebilmek
ve aynt zamanda MHT’nin uygulan-
mast strasinda CLSI kilavuzunda belir-
tilen E.coli ATCC 25922 susunun 0,5
McFarland (McF) turbiditedeki sis-
pansiyonunun 1:10 sulandirim adimu-
nin gerekli olup olmadiginin irdelen-
mesi amaclanmustir.

GSBL veya AmpC beta-laktamazlarin po-
rin kaybi1 ile birlikteligi, modifiye
Hodge testinde yalanct pozitifliklere
yol acabildiginden izolatlarin fenotipik
olarak GSBL ve AmpC beta-laktamaz
uretimleri de arastirtlmustir.

GEREC VE YONTEM
Klinik izolatlar

2010-2014 yillari arasinda Ankara Univer-
sitesi T1p Fakiiltesi Tbni Sina Hastanesi
Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvart’na
cesitli kliniklerden goénderilen, farkli
hastalara ait kan, yumusak doku, idrar,
solunum yolu ve steril viicut stvisi Or-
neklerinden izole edilen ve CLSI 2010-
2014 onerilerine gore karbapenemaz
dretiminin en duyarh gdstergesi olarak
ertapenem duyarliliginda  azalmanin
kabul edilmesi nedeniyle Kirby-Bauer
disk difiizyon yontemiyle ertapeneme
orta duyarlilik ya da diren¢ gosteren
(9); tir tayinleri, Phoenix (Becton Dic-
kinson, ABD) otomatize sistemiyle ya-
pilmig; multipleks polimeraz zincir re-
aksiyonu (M-PZR) yontemiyle (10)

karbapenemaz kodlayan gen
(KKG)leti (blaIMP, blaVIM, blaSPM,
blaKPC, blaNDM, blaOXA-48, bla-
GIM, blaSIM, blaAIM, blaDIM ve
blaBIC) 6nceden aragtirilmis olan (11)
Enterobacteriaceae  ailesindeki 112
adet tekrar etmeyen klinik izolat [79
(%70,5) Klebsiella pneumoniae, 15
(%13,4) Escherichia coli, 10 (%8,9)
Enterobacter cloacae, 4 (%3,6) Ente-
robacter aerogenes ve 4 (%3,6) Klebsi-
ella oxytoca] ¢alismaya dahil edildi (83
blaOXA-48, 2 blaVIM, 2 blaNDM-1
ve 7 blaOXA-48+blaVIM porzitif izo-
lat ve 18 KKG negatif izolat).

Modifiye Hodge testi (MHT)

Bakteri inokilim yogunlugunun MHT

Uzerindeki etkisini arastirmak Uzere
PhoenixSpec nefelometre cihaz (Bec-
ton Dickinson, ABD) kullaniarak in-
dikatér organizma E.coli ATCC
25922 susundan 0,5 McF bulanikli-
ginda iki adet bakteri sispansiyonu ha-
zirlandi. Bakteri siispansiyonlarindan
bir tanesi CLSI 6nerileri dogrultu-
sunda steril fizyolojik tuzlu su ile 1:10
oraninda sulandirlan (0.05 McF) ve
sulandirlmayan (0,5 McF ) indikator
organizma E.coli ATCC 25922 Muel-
ler Hinton agar plaginin yiizeyine ino-
kile edildi ve merkeze 10 pg merope-
nem veya ertapenem diski yerlestirildi.
Test edilecek organizma disk kenarin-
dan plak kenarina kadar strilda. 35 £
2°C’de bir gecelik inktbasyonun at-
dindan duyarli indikat6r organizmanin
test sugu ile kesisme noktasinda yonca
yapragi seklinde girinti yaparak dre-
mesi, test organizmasi tarafindan kar-
bapenemaz tretimi acisindan pozitif
olarak degerlendirildi (5,12). OXA-48-
pozitif K.pneumoniae 1943 (Eu
SCAPE-European survey on carbape-
nemase-producing  Enterobacteria-
ceae) susu pozitif kontrol, E.coli
ATCC 25922 susu negatif kontrol ola-
rak kullanddi.
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inhibitor Tabanh Testler (iTT)

Bakteri stispansiyonlari PhoenixSpec ne-
felometre cihazt (Becton Dickinson,
ABD) kullanidarak 0,5 McF turbiditede
olacak sekilde hazirlandi. Her bir Mueller
Hinton Agar (MHA) besiyeri izerine me-
ropenem (10pg), meropenem-boronik
asit, meropenem-EDTA, meropenem-
kloksasilin ve temosilin (30ug) diskleri (Lio-
filchem, Ttalya) yerlestirildi. Inhibit6r disk-
lerin meropenem ile sinerjilerine gore kar-
bapenemaz varligt ve tipleri degerlendi-
rildi. Temosilin zon ¢apt, hicbir inhibitorle
sinerji olmamast durumunda dikkate
alind1 ve 11 mm’nin altindaki zon ¢ap1 de-
gerleri OXA-48 benzeri karbapenemaz
tipleti acisindan pozitif olarak kabul edildi
(4,8,13) (Tablo 1).

GSBL ve AmpC beta-laktamaz
tiretimi

Izolatlarin fenotipik olarak cift disk sinerji
ve kombine disk testi ydntemleriyle (8)
GSBL ve Coudron (14) tarafindan ta-
rif edilen yontemle AmpC beta-lakta-
maz Uretimleri arastirilds.

Verilerin Analizi ve istatistiksel
Degerlendirme

Elde edilen vetilerin analizi SPSS for Win-
dows 15 paket programinda yapild:.
Kategorik degiskenler arasindaki far-
kin anlamliligt Pearson Ki-Kare veya
Fisher Exact testi ile degerlendirildi.
p<0,05 istatistiksel olarak anlamli ka-
bul edildi.

Bulgular

KKG porzitif izolatlarin 534 (35 K.pneumo-
niae, 12 E.coli, 5 E.cloacae, 1 E.aerogenes),
KKG negatif izolatlarin ise 12’si (7
K pnenmoniae, 2 E.cloacae, 2 E.aerogenes,
1 E.coli) fenotipik olarak GSBL pozitif
bulunurken; OXA-48 geni pozitif 6
izolat ve KKG negatif 1 izolat olmak
tzere toplam 7 izolat fenotipik olarak
AmpC beta-laktamaz treticisi olarak
saptandi.

MHT, CLST'in 6nerdigi sekilde E. coli
ATCC 25922 susunun 0,5 McF tiirbi-
ditedeki siispansiyonunun 1:10 ora-
ninda sulandirimi (0,05 McF) kullani-
larak yapildiginda, herhangi bir KKG’i
pozitif 94 izolatin 87 tanesinde pozitif

sonug verirken, 7 izolatta MHT ile ya-
lanct negatif sonug elde edildi. KKG
negatif 18 izolatin [(Kpneumoniae (12),
E.coli (1), E.cloacae (3), E.aerogenes (2)]
16’sinda ise [(K.pnenmoniae (11), E.coli
(1), E.cloacae (2), E.aerogenes (2)] MHT
ile yalanci pozitif sonug alind: (Tablo
2 ve 4). MHT ile yalanci negatif bulu-
nan 7 izolattan 6 tanesinde OXA-48
geni tek bagina, bir tanesinde ise
OXA-48 ve VIM geni birlikte pozi-
tifti. MHT ile yalanct pozitif bulunan
16 izolattan 10 tanesi fenotipik yoén-
temlerle GSBL porzitif olarak belitle-
nirken, bir izolatta AmpC beta-lakta-
maz porzitifligi tespit edildi (Tablo 2).
MHT, CLSI''n 6nerdigi sekliyle 1:10
sulandirim  kullanilarak  yapildiginda
testin duyarliigs % 92,6 [0,85-0,96
%095 gtiven araligt (GA)]; 6zgulligu ise
% 11,1 [0,03-0,33 %95 GA] olarak he-
saplandi (Tablo 4). Farkli KKG’ler
icin MHT testinin duyarliliklart ince-
lendiginde bu oran OXA-48 geni po-
zitif izolatlarda (OXA-48+VIM birlik-
teligi olanlar dahil) % 92,2 (0,85-0,96
%95 GA); VIM poritiflerde (OXA-
48+VIM birlikteligi olanlar dahil) %
88,9 (0,56-0,98 %95 GA); NDM pozi-
tiflerde ise %100 (0,34-1,00 %95 GA)
olarak bulundu.

Tablo 1: Karbapenem-direngli Enterobacteriaceae dogrulanmasinda karbapenem inhibitrleri ile meropenem sinerjisi (8,13)

Inhibitor varliginda meropenem inhibisyon zonunda artis

Fenilboronik asit Dipikolinik asit/ EDTA Kloksasiin ___ 1emosilin®  p-laktamaz

24 mm <5 mm <5mm -—- KPC

<4 mm 25 mm <5 mm - MBL

24 mm VE <5 mm 25mm -—- AmpC+porin kaybi veya atim pompasi
<4 mm <5 mm <5 mm <11 mm OXA-48 benzeri

*Temosilin duyarlilik testi yalnizca sinerji saptanmayan durumlarda 6nerilir

EDTA, Etilendiamintetraasetik asit; MBL, Metallo-beta-laktamaz; KPC, K. pneumoniae carbapenemase

Tablo 2: Karbapenemaz saptamada MHT nin (0,05 McF) GSBL ve AmpC beta-laktamaz pozitifligi dagilimina gére degerlendirilmesi

0,05 McF
MHT negatif MHT pozitif
Genel Toplam
GSBL+ GSBL- Toplam GSBL+ GSBL- Toplam (KKG)
AmpC+ AmpC- AmpC+ AmpC- AmpC+ AmpC- AmpC+ AmpC-
KKG pozitif 1 6 - - 7 4 42 - 41 87 94
(yalanci negatif) (gergek pozitif)
KKG negatif 1 1 - - 2 1 9 - 6 16 18
(gergek negatif) (yalanci pozitif)
Ebru Us, Hiseyin Haydar Kutlu, Alper Tekeli 153
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MHT CLSI’nin 6nerdigi 1:10 oraninda su-

landirim adim1 uygulanmayarak E. coli
ATCC 25922 susunun 0,5 McF tiirbi-
ditedeki stispansiyonu ile yapildiginda
yalanct negatiflik sayistnin 7’den 3’e
dustigt gozlendi (Tablo 3). MHT
1:10 sulandirimla yapildiginda yalanct
negatif sonu¢ almnan 3 adet OXA-48
geni pozitif izolat ve bir adet OXA-48

ile VIM geni bitlikte pozitif olan izo-
lat, sulandirim adimi  uygulanmadi-
ginda MHT ile pozitif sonug verdi.
Buna gore testin duyarliligs % 96,8%
yitkseldi (0,91-0,99 %95 GA) (Tablo
4). Sulandirtm adimt uygulanmadi-
ginda OXA-48 geni poritifler icin
(OXA-48+VIM bitlikteligi olanlar da-
hil) duyarhlik % 96,7’ye yiikselirken

(0,91-0,99%95 GA) VIM ve NDM
pozitiflerde bu deger % 100 oldu
(0,34-1,00%95 GA). MHT ile yalanci
porzitif bulunan 17 izolattan [(Kpneu-
moniae (11), E.coli (1), E.cloacae (3),
E.aerggenes (2)] 11 tanesi fenotipik yon-
temlerle GSBL porzitif olarak belirle-
nirken, bir izolatta AmpC pozitifligi
tespit edildi (Tablo 3 ve 4)

Tablo 3: Karbapenemaz saptamada MHT’nin (0,5 McF) GSBL ve AmpC pozitifligi dagihmina gore degerlendiriimesi

0,5 McF
MHT negatif MHT pozitif
GSBL+ GSBL- Toplam GSBL+ GSBL- Toplam Ge"(el'(lg‘;"a"‘
AmpC+ AmpC- AmpC+ AmpC- AmpC+ AmpC- AmpC+ AmpC-
KKG pozitif - 3 - 3 5 45 41 91 924
(yalanci negatif) (gergek pozitif)
KKG negatif 1 - - 1 1 10 6 17 18

(gercek negatif)

(yalanci pozitif)

Tablo 4: MHT (0,05 McF ve 0,5 McF) ve iTT ile Karbapenemaz Pozitif ve Negatif Saptanan Enterobacteriaceae izolatlarinin KKG Varligina Goére Dagilimi

Karbapenemaz pozitif bulunan izolat sayisi (%)

KKG (n) Bakteri tiiri (n) MHT ile (0,05 McF) MHT ile (0,5 McF) ITTile
Pozitif (94) OXA-48 K.pneumoniae (60) 58 (96,7) 58 (96,7) 60 (100)
K.oxytoca (4) 4 (100) 4 (100) 4 (100)
E.coli(12) 8(66,7) 11(91,7) 12 (100)
E.cloacae (5) 5(100) 5(100) 5(100)
E.aerogenes (2) 2(100) 2(100) 2(100)
Toplam (83) 77 (92,8) 80 (96,4) 83(100)
VIM K.pneumoniae (1) 1(100) 1(100) 1(100)
E.cloacae (1) 1(100) 1(100) 1(100)
Toplam (2) 2(100) 2(100) 2(100)
NDM K.pneumoniae (2) 2 (100) 2 (100) 2 (100)
Toplam (2) 2(100) 2(100) 2(100)
OXA-48+VIM K.pneumoniae (4) 4 (100) 4 (100) 4 (100)
E.coli (2) 1(50) 2(100) 2 (100)
E.cloacae (1) 1(100) 1(100) 1(100)
Toplam (7) 6 (85,7) 7 (100) 7 (100)
Negatif (18) K.pneumoniae (12) 11(91,6) 11(91,6) 9(75)
E.coli (1) 1(100) 1(100) 0(0)
E.cloacae (3) 2(66,7) 3(100) 1(333)
E.aerogenes (2) 2 (100) 2 (100) 2(100)
Toplam (18) 16 (88,9) 17 (94,4) 12 (66,7)
Duyarhhk 92,6 96,8 100
Ozgilliik 11,1 33,3

MHT: Modifiye Hodge testi, ITT: inhibitér tabanli testler, KKG: Karbapenemaz kodlayan gen

CLSI’'nin 6nerdigi sulandirim adimt uygu-

lanmadiginda MHT’nin duyarliligt %
92,6’dan % 96,8’ yiikseldi ve sonug is-
tatistiksel olarak anlamli  bulundu
(p<0,05). ITT’in karbapenemazlari
saptama basartst degerlendirildiginde,
KKGleti porzitif olan 94 izolatin ta-
mamit ITT ile karbapenemaz porzitif
olarak saptandt. Testin duyarlihgi %
100 (0,96-1,00 %95 GA) olarak hesap-
landi ve MHT’ye gére (McF 0,05 ve
0,5) duyarhiligi anlaml olarak yiiksek

bulundu (p<0,05). KKG negatif 18
izolatin 6’sinda IT'T ile de negatif sonuc
alinirken 12 izolatta [(Kpneunmoniae (9),
E.cloacae (1), E.aerogenes (2)] yalanct po-
zitiflik saptand: (Tablo 4). MHT 0.05
McF, MHT 0.5 McF ve I'TT ile yalanci
porzitiflik elde edilen izolatlarin dagili-
mina bakildiginda; MHT 0.05 McF ve
0.5 McF ile karbapenemaz tiretimi ag1-
sindan yalanct pozitif bulunan, sirastyla
16 ve 17 izolatin, ITT ile yalanct pozitif
bulunan 12 izolatla 6rtistiigi gozlendi.

Hem MHT 0.05 McF hem de MHT 0.5
MCcF ile karbapenemaz pozitif bulunan
11 K.pneumoniae izolatindan 9’u IT'T
ile de yalanct pozitif bulunurken; hem
MHT 0.05 McF hem de MHT 0.5 McF
ile karbapenemaz pozitif bulunan 1
E.coli izolats TTT ile karbapenemaz iire-
timi actsindan negatif bulundu. MHT
0.05 McF ile karbapenemaz pozitif bu-
lunan 2 E.cloacae izolatindan biri ITT ile
karbapenemaz Uretimi acisindan nega-
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tif bulunurken; MHT 0.5 McF ile kar-
bapenemaz pozitif bulunan 3 E.dvacae
izolatindan 2’si TTT ile karbapenemaz
dretimi agisindan negatif olarak sap-
tandi. Hem MHT 0.05 McF hem de
MHT 0.5 McF ile karbapenemaz pozi-
tif bulunan 2 E.aerggenes izolatinin her
ikisi de IT'T ile de yalanct pozitif olarak
bulundu (Tablo 4). ITT ile yalanct po-
zitif izolatlarin tamami OXA-48 pozitif
olarak belirlendi. Testin 6zgulliga %
33,3 olarak saptanirken (0,16-0,56 %95
GA) bu deger MHT ile (McF 0,05 ve
0,5) karslastrildiginda anlamlt olarak
yiksek bulundu (p<0,05) (Tablo 4).
ITT ile, KKG pozitif 94 izolatin
89unda karbapenemaz tipi uyumlu
bulundu. OXA-48 ve VIM [Metallo-
beta-laktamaz (MBL) treticisi] genle-
rinin birlikte pozitif oldugu 7 izolatin
2 tanesi I'TT ile MBL iireticisi olarak,
5 tanesi ise OXA-48 treticisi olarak
saptandt. Geriye kalan 5 izolatta ise
karbapanemaz sinifi uyumsuz sonu¢
verdi. OXA-48 geni pozitif 3 izolat
I'TT ile MBL iireticisi olarak bulundu.
VIM geni pozitif bir izolat ITT ile
OXA-48 ireticisi olarak saptanirken,
OXA-48 geni porzitif bir izolat ise
KPC tipi karbapenemaz Ureticisi ola-
rak belirlendi. Bu sonuglara gére testin
karbapenemaz tipini belirlemedeki du-
yarliligi %94,6 (0,88-0,98 %95 GA)
olarak hesaplandi. OXA-48 geni pozi-
tif 90 izolatin 84’ ITT ile OXA-48
treticisi olarak saptandi ve duyarlilik
%93,3 (0,86-0,97 %95 GA) olarak bu-
lundu. VIM geni pozitif 9 izolatin sa-
dece 3 tanesi ITT ile MBL iireticisi
olarak saptandr ve duyarlilik oran
%33,3 (0,12-0,65 %95 GA) bulundu.
NDM geni pozitif 2 izolatin her ikisi
de ITT ile MBL iireticisi olarak sap-
tand1 ve testin duyarliligs %100 olarak
belitlendi (0,34-1,00 %95 GA).

Tartisma

MHT rutin laboratuvarlarda karbapene-

maz aktivitesini saptamak amaciyla
yaygin olarak kullanilan fenotipik y6n-
temlerden bir tanesidir (5). Testin her
ne kadar Siif A ve Sinif D karbape-
nemazlart saptamada yuksek duyarli-
liga sahip oldugu ifade edilse de
MBL’lerin saptanmasinda duyarliligs-
nin  digik oldugu bildirilmektedir
(4,5,7). Kim ve atkadaslari (15) da

MHT’nin MBL treticilerinin en fazla
% 60,0’s1n1 tespit edebildigini ancak
testin performansinin - MBL  tipine
gore degistigini ve VIM dreticilerinde
NDM ireticilerine gére daha iyi sonug
alindigint belirtmektedirler. MHT nin
NDM treticilerini saptamadaki disiik
duyarlihigina dikkat ceken bir diger ca-
lismada ise MHA besiyerine ZnSO4
ilavesinin (100 pg/mL) NDM uretici-
leri icin testin duyarliligint % 50°den %
85,7’ye yukselttigi bildirilmistir (7).

Calismamizda MHT testi iki sekilde ya-

pildi. CLS’nin 6nerdigi sekilde 1:10
sulandirim (0,05 McF) yapildiginda
testin duyarliligi % 92,6; 6zgillign ise
% 11,1 olarak hesaplandi, farkl
KKG’ler icin testin duyatliliklart ince-
lendiginde ise oranlar OXA-48 pozitif
izolatlarda % 92,2; VIM pouzitiflerde
% 88,9 ve NDM poritiflerde ise %
100 olarak bulundu ve testin MBL ya-
kalama duyarliligt % 91 olarak belir-
lendi.

Testin duyarliliginn % 90’in zerinde

yiiksek bir degerde bulunmasinda ¢a-
lismamiza dahil edilen izolatlarin co-
gunun OXA-48 ireticisi olmasinin et-
kili oldugu digiintildi. Girlich ve arka-
daslart (7) MHT’nin duyarliligini %
77,4 ve 6zgulligi % 38,9 olarak bul-
muslardir, ancak calismalarinda kul-
landiklar1 izolatlarin arasinda Snemli
oranda NDM ireticileri yer almustir ve
bunlarin yarist MHT ile negatif sonug
vermistir. Bu nedenle ¢alismamizdaki
test duyarliliginin yiksek olmast agtk-
lanabilir. Yine ayni ¢alismada OXA-48
treticileri icin MHT’nin duyarliliginin
% 100 oldugu ifade edilmistir (7). Ca-
lismamizda ise OXA-48 icin daha du-
sik (% 92,2) duyarlilik saptanmistir.
Gitlich ve arkadaslar1 (7) OXA-48
geni pozitif 10 izolat kullanmuslardir,
bizim g¢alismamizda 90 adet OXA-48
geni pozitif izolat bulunmaktadir. Bu
farklihigin kullanilan OXA-48 pozitif
izolat sayisindan ileri geldigi dustnil-
mektedir. MHT ile OXA-48 ireticile-
rinde elde edilen yalanci negatif sonug-
larin nedenlerini belirlemek i¢in ileri
arastirmalarin yapilmasinin uygun ol-

dugu diginilmektedir.

MHT’nin NDM ireticilerini saptama du-

yarliliginin olduke¢a disik oldugu bil-
dirilmektedir  (7,15). Calismamizda

NDM ireticilerinde duyarlilik % 100
olarak tespit edilmekle bitlikte bu
uyumsuzlugun test edilen 6rnek sayi-
sinin azhigindan kaynaklandigr dusi-
nilmistir.

Calismamizda MHT’nin MBL’leri yaka-

lama duyarliligi % 91 oraninda bulun-
mustur. Halbuki Miriagou ve arkadas-
lar1 (16) MHT’nin Simif B karbapene-
mazlart saptama problemleri oldu-
gunu bildirmiglerdir. Kim ve arkadas-
lart  (15) ise yaptiklart calismada
MHT’nin MBL treticilerinin en fazla
% 60,0’sin1 tespit edebildigini, testin
performansinin MBL tipine gére de-
gistigini ve VIM dreticilerinde NDM
treticilerine gbre daha iyi sonug alin-
digin1  bildirmislerdir. Calismamizda
elde ettigimiz yuksek duyarlihk orant
hem MBL pozitif izolatlarin ¢ogunlu-
gunu VIM dreticilerinin olusturmasi,
hem de VIM porzitif izolatlarin ¢o-
gunda aynt zamanda OXA-48 pozitif-
ligi de bulunmasi ile actklanabilir.

MHT CLSI''n 6nerdigi sulandirim adimi

uygulanmayarak 0,5 McF tiirbiditedeki
stspansiyonla yapildiginda testin du-
yarliligi % 96,8’e yikselmistir. OXA-
48 treticileri icin duyarlilik % 96,7’ye
yikselitken VIM ve NDM reticile-
rinde bu deger % 100 olmustur.

Lee ve arkadaslarinin (12) yaptiklari calis-

mada MHT MacConkey agarda yapil-
diginda disik inokilim konsantras-
yonunun (0,05 McF) testin perfor-
mansint artirmadigine bildirmiglerdir.
Kim ve arkadaslart (15) ise laboratu-
varlarda MHT yapilirken 1:10’luk su-
landirim basamaginin uygulanmama-
sini 6nermekte, sulandirim adiminin
testin duyarliliginda artiga neden olma-
diginy, hatta digik inokulumdan kay-
naklanan zayif Giremelerin yalanct ne-
gatif bildirimlere neden olabilecegini
ifade etmekteditler. Calismamizda
elde ettigimiz bulgular bu calismalarla
uyumlu olup MHT yapilirtken CLSI’tn
6nerdigi sulandirim adiminin uygulan-
mamasinin hem daha giivenilir sonug
elde etmek, hem de is yikiind azalt-
mak acisindan daha faydali olacagini
gostermektedir.

MHT’de en 6nemli sorun 6zgulligin di-

stk olmasidir. GSBL (6zellikle CTX-
M tipi) veya AmpC beta-laktamazlarin

Ebru Us, Hiseyin Haydar Kutlu, Alper Tekeli

155



Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Mecmuasi 2016, 69 (3)

porin kaybi ile birlikteliginin, modifiye
Hodge testinde yalanct pozitifliklere
yol agabildigi bildirilmistir (17-19). Ca-
lismamizda ~ MHT’nin  6zgilliga
%11,1 (0,05 McF) bulunmustur. Yapi-
lan arastirmalarda testin 6zgulliginiin
%38,9-100 arasinda  degiskenlikler
gosterebildigi  bildirilmektedir (7,20).
Bayramoglu ve arkadaslar1 (21) calis-
malarinda bu degerin %60,3 oldugunu
bildirmistir. Fenotipik yontemlerin de-
gerlendirildigi bir diger caligmada ise
MHT ile karbapenemaz negatif 29
izolatin 9’unda stipheli, 3’inde pozitif,
17sinde ise negatif sonu¢ alindig;
stipheli sonuglarin porzitif lehine de-
gerlendirildigi taktirde MHT nin 6z-
gulliginin %59 olarak hesaplandig
bildirilmistir (19). Calismamizda MHT
ile yalanct porzitiflik elde ettigimiz 16
izolatin 0,05 McF tiirbiditede 10’unda;
0,5 McF tirbiditede 11’inde GSBIL,
I"inde AmpC beta-laktamaz varlig
saptanmistit. MHT icin bulunan di-
stk 6zgtllik bu durumla iligkili olabi-
lecegi gibi, konuyu daha iyi aciklamak
icin yalanct pozitif sonug elde ettigi-
miz bu izolatlarda GSBL tipleri ve
GSBL veya AmpC beta-laktamazlarin
porin kaybt ile birlikteligi agisindan ileri
arastirma yapilmast yararl olacaktir.

Calismamizda TTT, karbapenemaz sapta-

mada MHT’ye gére daha basarili so-
nuglar vermistir. PZR ile herhangi bir
KKG’si porzitif olan 94 izolatin ta-
mami ITT ile karbapenemaz iireticisi
olarak belirlenmistir. Yapilan aragtir-
malarda da bu testlerin %90-100 ara-
sinda degisen duyarliliga sahip oldugu
ve MHT’den daha basarili oldugu, fa-
kat birden fazla mekanizmanin oldugu
durumlarda degerlendirmenin gugle-
sebilecegi bildirilmektedir (19,22-24).
Calismamizda KKG negatif 18 izola-
tin 12’sinde yalanct pozitiflik saptan-
mis ve bu izolatlarin tamamu, ITT ile
hatali olarak OXA-48 ireticisi olarak
tespit edilmistir. TTTde herhangi bir
inhibitor ile sinerji géstermeyen izolat-
larda temosilin zon ¢apina bakilmakta

ve 11 mm’nin altindaki degerlere sahip
olanlar OXA-48 ureticisi olarak deger-
lendirilmektedir (13). Huang ve arka-
daslarinin (25) 1354 Enterobacteria-
ceae izolati tzerinde yaptiklart calis-
mada 457 izolatin zon ¢aplarinda da-
ralma tespit edilmigtir. Calismaya dahil
edilen OXA-48 pozitif 323 izolatin
317’si temosilin icin sinir degerin al-
tinda zon ¢apina sahipken, karbapene-
maz enzimi acisindan negatif bulunan
919 izolatin 92’sinde de (%10) ayn1 se-
kilde sinir degerin altinda zon caplari
Sl¢tlmistir. Dolayistyla temosilin zon
capinda daralma olan izolatlarda
OXA-48 enziminin bulunmadigi du-
rumlar da olabilmektedir. Caligma-
mizda ITT ile hatalt olarak OXA-48
treticisi olarak tespit edilen bu 12 izo-
latta karbapenem direncinin karbape-
nemaz enzimi Uretimi disindaki bagka
mekanizmalatla ortaya ¢tkmis olabile-
cegi ve temosilin direnci gézlenmesi-
nin de bu mekanizmalarla iligkili olabi-
lecegi dustnilmistir. Bu durumu ay-
dinlatmak icin bu izolatlardaki karba-
penem diren¢ mekanizmalarint aragtir-
mak gerekmektedir.

Calismamizda OXA-48 porzitif 3 izolat,

ITT ile meropenem/EDTA ile sinerji
gostermis ve MBL dreticisi olarak de-
gerlendirilmistir. Yapilan degisik calis-
malarda da EDTA sinerjisinin MBL
saptamada 6zgtlliginin disik olabi-
lecegi ve yalanc pozitifliklerin g6z
6ntinde bulundurulmasi gerektigi bil-
dirilmistir (26,27). Giske ve arkadasla-
rinin (27) yapugt calismada, 9 GSBL
Ureten izolatin birinde, 34 KPC treten
izolatin 4’inde ve 9 OXA-48 ireten
izolatin 4inde EDTA ile sinetji sap-
tanmustir. Yine aynt calismada OXA-
48 dtreten izolatlarin birinde yalanct
KPC porzitifligi belirlenmistir. Calig-
mamizda da benzer sekilde OXA-48
pozitif bir izolat sadece boronik asit si-
nerjisi gbstermis ve PCR ile uyumsuz
olarak KPC ureticisi olarak degerlen-
dirilmistir. TT'T ile bulunan KPC pozi-

tifliklerinde dikkatli olmak ve molekii-
ler testler ile dogrulamadan KPC po-
zitifligi bildirmemek yararli goziik-
mektedir. Her ne kadar Labarca ve ar-
kadaglar1  (28) 2014 yilinda Ro-
manya’dan Istanbul’daki bir yogun ba-
kim dnitesine transfer edilen 80 ya-
sinda bir hastada KPC-2 ireten ST-
258 klonuna ait bir K.preunmoniae izolatt
bildirmis olsalar da, yakin zamanda ya-
pilan baska yayinlarda tlkemizde KPC
ireten izolata rastlanmamustir (29-31).

Sonu¢ olarak karbapenemaz saptamada

ITT, MHT ye gore daha yitksek duyat-
lilik ve 6zgillige sahiptir. Karbapene-
maz tipini belirflemede PCR ile %90’1n
tzerinde uyum gostermekle birlikte
ITTde yalanci poritiflikler karsimiza
cikabilmektedir. Ayrica sadece boro-
nik asit sinerjisi gosteren izolatlarda
KPC geni pozitif olarak bildirilmeden
6nce mutlaka molekiiler yontemlerle
dogrulanmalidir. MHT tlkemiz gibi
OXA-48 treticilerinin endemik ol-
dugu bolgelerde %90’ tizerinde du-
yarliliga sahiptir. Calismamizin sonug-
larina gore imkant kisitl laboratuvarlar
icin MHT’nin hala kullanilabilecegi
disunilmekle birlikte yalanct pozitif-
lik oranlarinin yiksek oldugu goz
6ntinde bulundurulmalidir. Elde etti-
gimiz sonuglara gére MHT"yi 0,5 McF
tirbiditedeki stspansiyon ile yapmak
hem duyarliligi artirmasi, hem de labo-
ratuvar is yukini azaltmasi bakimin-
dan 6nerilmektedir.
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