ARASTIRMA MAKALESI / Research Article

Karbapenem Direngli Klebsiella pneumoniae ve
Escherichia coli 1zolatlarinda BD Phoenix CPO Yon-
temi Ile Karbapenemaz Uretiminin Tespiti

Determination of Carbapenemase Production by BD Phoenix CPO Method in Karbap-
enem Resistant Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli Isolates

Berrin Gergin Ozkan', Nezahat Akpolat 2, Nida Ozcan?, Ozge Alkan Bilik®

! Dicle iiniversitesi Tip fakiiltesi, Nefroloji AD, Diyarbakir, Tiirkiye
2 Dicle Universitesi Tip Fak.T.Mikrobiyoloji AD , Diyarbakr, Tiirkiye
3 Selahaddin Eyyubi Devlet Hastanesi Mikrobiyoloji Boliimii, Diyarbakir, Tiirkiye

Yazisma Adresi / Correspondence:

Nezahat Akpolat
Dicle Universitesi Tip Fak.T.Mikrobiyoloji AD , Diyarbakar, Tiirkiye
T: +90 506 273 96 84 E-mail : nakpolat@dicle.edu.tr, nakpolat21 @gmail.com

Gelig Tarihi / Received : 24.12.2021  Kabul Tarihi / Accepte: 06.06.2022

Orcid :

Berrin Gergin Ozkan https://orcid.org/0000-0001-5893-586X
Nezahat Akpolat https://orcid.org/0000-0002-8653-6046
Nida Ozcan https://orcid.org/0000-0001-6898-7516
Ozge Alkan Bilik https://orcid.org/0000-0002-7376-8032

( Sakarya Tip Dergisi / Sakarya Med J 2022, 12(2):273-282) DOI: 10.31832/smj.1039323

0z

Ama¢  Karbapenemaz iireten organizmalar, igerdikleri karbapenemaz enzimleri ile antibiyotiklerin birgoguna bazen tamamina direngli Gram negatif bakterilerdir. Karbapene-
mazlarin hizli ve dogru saptanmasi direngli hastane enfeksiyonlarinin erken tespiti ve yayilimimnin 6nlenmesi i¢in gereklidir. Calismada molekiiler yontemle karbapenemaz
gen tayini yapilmug Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae izolatlar1 BD Phoenix CPO Detect (Becton Dickinson, ABD) kiti ile alisilarak testin karbapenemaz varligini
ve siniflarini dogru saptayabilme durumu degerlendirilerek testin karbapenemazlari saptamada duyarlilik ve 6zgilliigiiniin belirlenmesi amaglanmistir.

Yoéntem ve  Metodolojik arastirma olarak tasarlanan galigmaya, Dicle Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari bakteriyoloji birimine Ocak 2020 — Aralik 2020 tarihleri arasinda
Geregler  gonderilen gesitli klinik drneklerden izole edilen K. pneumoniae ve E. coli suslar1 dahil edilmistir. K. pneumoniae ve E. coli izolatlart matriks aracih lazer desorpsiyon iyo-
nizasyon uqus siiresi kiitle spektrometrisi [matrix assisted laser desorptionization-time of flight mass spectrophotometry MALDI-TOF MS) (Bruker Daltonics, Almanya)
ile tanimlanmug, Xpert CARBA-R PCR  referans yontemi ile de izolatlarda KPC, NDM, VIM, OXA-48 ve IMP-1 varhig1 aragtirilmustir. BD Phoenix CPO Detect (Becton

Dickinson, ABD) kiti ile karbapenemaz durumu aragtirilmis referans yontemle karsilagtirilmigtur.

Bulgular  Molekiiler test ile izolatlarin 64’tiniin Oxa-48, 6’sinin NDM, 2’sinin NDM+Oxa-48 igerdigi tespit edilen 72 izolat ile karbapenemazlardan KPC, NDM, VIM, OXA-48 ve
IMP-1'i iermeyen 16 izolat ¢ahsmaya dahil edilmistir. BD Phoenix CPO Detect testinin PCR ile uyumu Oxa-48 geni bulunan izolatlar i¢in %95,3, NDM geni bulunanlar
i¢in %100 olarak bulunmustur. Testin negatif prediktif degeri tim izolatlarda %88,8, K. pneumoniae izolatlarinda %83,3, E. coli izolatlarinda %100 olarak saptanmistir.

Sonug  Enterobacterales, Paeruginosa, A.baumannii karbapenemaz enzimlerini saptayabilen BD Phoenix CPO Detect testinin rutin tani laboratuvarlarinda kullanilmas: direngli
bakterilerin erken tani ve dogru tedavisine katki saglayacaktir.

Anahtar
. Karbapenemler; Duyarhilik testi; Direng; Klebsiella pneumoniae; Escherichia coli
Kelimeler
Abstract
Introduction  Carbap -producing organisms are Gre ive bacteria that are resistant to most, sometimes all, antibiotics with their carbapenemase enzymes. Rapid and accurate

detection of carbapenemases is essential for the early detection and prevention of resistant nosocomial infections.

Materials  Isolated from various clinical samples sent to the bacteriology unit of Dicle University Hospital Central Laboratory between January 2020 and December 2020. K. pneumoniae
and Methods  and E. coli isolates were identified by matrix assisted laser desorption-time of flight mass spectrophotometry (MALDI-TOF MS) (Bruker Daltonics, Germany). The presence of
KPC, NDM, VIM, OXA-48 and IMP-1 in the isolates was also investigated with the Xpert CARBA-R PCR reference method. Carbapenemase enzyme groups were investigated

in isolates with the BD Phoenix CPO Detect (Becton Dickinson, USA) kit.

Results  The study included 72 isolates, 64 containing Oxa-48, 6 NDM, 2 NDM+Oxa-48 and 16 isolates without carbapenemase. The compatibility of the BD Phoenix CPO Detect
test with PCR was 95.3% for Oxa-48 carrying isolates and 100% for those with the NDM gene. The negative predictive value of the test was 88.8% in all isolates, 83.3% in K.
pneumoniae isolates, and 100.0% in E. coli isolates.

Conclusion  The usage of the BD Phoenix CPO Detect test, which can detect carbapenemase enzymes, in routine diagnostic laboratories will contribute to the early diagnosis and correct
treatment of resistant bacteria.

Keywords — Carbapenems; Resistance; Sensitivity Test ; Klebsiella pneumoniae; Escherichia coli
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GIRiS
Karbapenemaz iireten organizmalar (KUO), bakteriden
bakteriye gecis gosterebilen karbapenemaz enzimleri-
ni igeren, antibiyotiklerin bir¢oguna, bazen tamamina
direngli Gram negatif bakterilerdir.! Ik karbapenemaz
tireten bakteri 1991de Japonyadan bildirilen Paerugino-
sa izolatidir. Onu takiben Enterobacterales tiyelerinde de
karbapenemaz tiretimi ve panrezistan izolatlar bildirilmis-
tir."? Kirk yila yakin zaman dilimi icerisinde KUO yayilim1
ciddi anlamda artmus, yiiksek mortaliteli global bir pande-

miye dontismiigtiir.>

Karbapenemaz iireten bakterilerin tedavisinde kombinas-
yon tedavisinin mortaliteyi ve direng gelisimini 6nledigi
bildirilmistir.* Yiiksek mortaliteli enfeksiyonlara neden
olan KUO’ nun etkin tedavisi ve diger hastalara yayilimi-
nin 6nlenmesi i¢in erken donemde saptanmas: 6nemlidir.
Karbapenemaz tireten mikroorganizmalarin saptanmasi
i¢in kullanilan bazi testler zaman alic1 ve ugrastiricidir.
Bakterilerin kiltirde tiremesi ve direngli saptanmasi-
nin ardindan uygulanir.® Karbapenemazlarin molekiiler
yontemlerle saptanmasi igin gelistirilen ticari kitlerin ise
maliyetleri yiiksektir ayrica her zaman fenotipe yansima-
maktadir. Karbapenemazlarin hizli ve dogru saptanmasi
direngli hastane enfeksiyonlarinin erken tespiti ve yayili-
minin 6nlenmesi i¢in elzemdir. Bunun yani sira karbape-
nemaz diren¢ mekanizmasinin tespiti epidemiyolojik an-
lamda 6nem tasir. Gogler, sadece insanlarin degil, direngli
bakterilerin de bir bolgeden veya {ilkeden digerine trans-
ferine yol acar. Karbapenemaz tiirlerinin tayini bu global

pandemilerin kontroliinde kolaylik saglayacaktir.”

Karbapenemaz tayinini antibiyotik duyarlik testi (ADT)
ile es zamanl gergeklestiren BD Phoenix CPO Detect testi
son yillarda kullanima giren otomatize testlerden biridir.
Kiiltiirde iireme sonrasi 24 saat iginde antibiyotik duyarli-
ligina ek olarak karbapenemaz genlerini de 6n gormesi di-
reng genlerinin diger hastalara yayiliminin 6nlenmesi agi-
sindan zaman kazandiricidir.*® Bu galigma ile molekiiler

yontemlerle karbapenemaz gen tayini yapilmis izolatlarin

BD Phoenix CPO Detect kiti ile ¢alisilarak karbapenemaz
genlerini dogru saptayabilme durumu degerlendirilmistir.
Calismamiz, direngli bakteriyel etkenlerin erken tanisi ve
erken izolasyon 6nlemleri agisindan ilgili testlerin rutin
tani laboratuvarlarinda kullaniminin maliyet-etkinliginin

olgiilmesinde yol gosterici olacaktir.

GEREC ve YONTEMLER
Metodolojik aragtirma olan ¢aligmamiza, Dicle Universi-
tesi Hastanesi klinik ve polikliniklerinden Merkez Labo-
ratuvar1 bakteriyoloji birimine Ocak 2020-Aralik 2020
tarihleri arasinda gonderilen gesitli klinik 6rneklerden
izole edilen ve molekiiler yontemlerle karbapenemaz gen-
leri (KPC, NDM, VIM, OXA-48 ve IMP-1) icerdigi tespit
edilen toplam 72 K. pneumoniae ve E. coli izolat1 ile kar-
bapenemaz genleri icermeyen 16 K.pneumoniae ve E. coli

izolat1 dahil edilmistir.

Ornekler rutin kiiltiir yontemleri ile %5 Koyun Kanli Agar
(KKA) ve Eozin Methylen Blue (EMB) Agar besiyerleri-
ne ekilmis, aerob ortamda 16-24 saat siireyle 35+2°Cde
inkiibasyona birakilmistir. {zolatlarin tiir tayini matriks
aracili lazer desorpsiyon iyonizasyon ucus siiresi kiitle
spektrometrisi  [matrix assisted laser desorptionizati-
on-time of flight mass spectrophotometry (MALDI-TOF
MS)] (Bruker Daltonics, Almanya) yontemi ile yapilmistir.
Xpert CARBA-R PCR  referans yontemi ile de izolatlarda
KPC, NDM, VIM, OXA-48 ve IMP-1 varlig arastirilmis-
tir. Antimikrobiyal duyarlilik testi (ADT) ile karbapenem
direngli oldugu ve molekiiler yontemle karbapenemaz di-
reng genleri saptanan ve saptanmayan izolatlar %16’lik
gliserollti Triptik Soy Broth iceren 2 ml'lik vidali kapakl
steril saklama tiiplerine alinarak ¢aliyma zamanina kadar

-20°C’lik derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

Orneklerin BD Phoenix CPO Detect Kiti
ile Calisilmas:
Dondurulmus izolatlar ¢aliyma giintinden énce canlandir-
ma amagli iki kez pasajlanmustir. {lkinde KKA besiyerine,
ardindan EMB besiyerine subkiiltiirleri yapilarak 37°Cde
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16-24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrast Tablo 1. Hastalara ait Demografik ve Mikrobiyolojik Veriler
saf iireyen bakteri izolatlarindan 4-5 koloni ekiivyon ¢u- Degiskenler n (%)
buguyla alinarak ID Broth Tube (Cat No 246001) igerisine 20 alt 15(17)
brrakilmistir. Tiip igerisindeki bakteri siispansiyonu 10- 20-49 17 (19,3)
20 saniye siireyle vortexlenerek homojen hale getirilmis Yas 50-69 29 (33)
ve dansitometrik ol¢iimle 0,5-0,6 McFarland bulaniklig: 69 iistil 27 (30,7)
saglanmustir. Bakteri slispansiyonu, kit iiretici tavsiyesi Cinsiyet Erkek 48 (54,5)
ve antibiyotik duyarlilik test protokolleri uyarilari dog- Kadin 40 (45,5)
rultusunda caligilmistir. Hazirlanan siispansiyonlar (AST KL 13 (14.8)
Broth Tube ; Cat No 246003, 8 ml) CPO Detect panelinin | 2™ Y8 6 (78:4)
AST kismina dokiilditkten sonra panelin kapaklar1 kapa- FoL 6(68)
tilip laboratuvarda mevcut BD Phoenix otomatize sistem Dren LD
Eklem Sivisi 1(1,1)
cihazina yerlestirilmistir. Paneller BD Phoenix cihazinda ETA 517
inkiibasyona birakildiktan bir giin sonra antibiyogram ve idrar 24(27.3)
yan sira karbapenemaz varhguyla ilgili yorumlar cihaz ta- | Materyal Kan 38 (43.2)
rafindan otomatik olarak rapor halinde sunulmustur. Katater 1(L1)
Plevra 1(1,1)
[zolatlarin elde edildigi hasta bilgileri (yas, cins, materyal, Yara siiriintiisit 7(8)
klinik) geriye doniik hasta dosyalarindan elde edilmistir. Bakteri E. coli 12 (13,6)
Universitemiz girisimsel olmayan klinik aragtirmalar etik K. pneumoniae 76 (86,4)

kurulundan 15.03.2019 tarih ve 108 protokol numarali
karari ile izin alinmistir. Molekiiler test referans yontem
kabul edilerek CPO testinin karbapenemazlar1 saptamada

duyarlilik ve 6zgilliikkleri saptanmustir.

Kullanilan Istatistiksel Testler
Verilerin analizi SPSS 26 programu ile yapilmis ve %95 gii-
ven diizeyi ile ¢alisilmistir. Kategorik (nitel) degiskenler

i¢in frekans ve yiizde (n(%)) istatistikleri verilmistir.

BULGULAR
Bakterilerin izole edildigi hastalarin 48 (%54,5)’i erkek, 40
(%45,5)1 kadindur. izolatlarin 69 ( %78,4)” u yogun bakim
tinitelerinde (YBU) yatan hasta materyallerine aittir. Has-
talarin %33,0i 50-69 (ortalama yas 52) yas araligindadir.
[zolatlarin %78,4’i yogun bakimda bulunan hasta mater-
yallerinden olup, %43,2’si kandan izole edilmistir. Cals-
maya dahil edilen izolatlarin %86,4’ti K. pneumoniae ‘dir.
Hastalara ait demografik ve mikrobiyolojik veriler Tablo

1'de verilmistir.
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[zolatlarin %81,8’inin PCR karbapenemaz sonucu po-
zitif olup %72,7’si Oxa-48, %6,8i NDM ve %2,3 ND-
M+OXA-48’ dir. Izolatlarin %71,6's1 BD CPO test sonucu
Class D olup toplam CPO test pozitifligi %79,5 tir Toplam
izolatlarda PCR karbapenemaz - CPO test uyum orani
%97,7 olup sonuglar Tablo 2'de verilmistir.

Tablo 3’te E. coli ve K. Pneumoniae suslar1 karbapenemaz
genotipleri (PCR) ile BD phonex CPO test kargilagtirilmasi

verilmistir.

Tiim gruplarda PCR sonucu negatif olanlarin tamaminin
CPO test sonucu da negatiftir NDM geni tespit edilen

toplam 6 K. pneumoniae’nin tamaminda CPO test sonucu

Tablo 2. Bakterilerin Karbapenemaz PCR ve BD Phonex CPO (ClassB) da pozitiftir.
Test Sonuglar1
Sinif/ Genotip n (%) L .
Oxa-48 karbapenemaz pozitif toplam izolatlarin CPO test
Negatif 16 (18,2) « ) flik
ClassD) pozitiflik uyumu %95,3’tiir.
PCR Karbapen- NDM 6 (6,8) P e
emaz Oxa-48 64 (72,7)
NDM4+Oxa-48 2(2,3) K. pneumoniae Oxa-48 karbapenemaz pozitif izolatlarin
Negatif 16 (18,2) CPO test ile pozitiflik uyumu %94,8dir.
Toplam PCR
Pozitif 72 (81,8)
Negatif 18 (20,5) Tablo 4'te CPO testinin bakteri tiirlerine gore prediktif
Class B 6(6.8 serleri verilmisti - iktif degeri
BD CPO Smif (6,8) degerleri verilmistir. Negatif prediktif degeri toplamda
Class D 63 (71,6) %88,9 (10/12), E. coli suslarinda %100, K. pneumoniae sus-
Sumif yok L@D larinda %83,3’tiir. Pozitif prediktif degeri tiim gruplarda
Toplam BD CPO Negatif 18 (20,5) %100diir.
Test Poritif 70 (79,5)
PCR-BD CPO Test Yok 2(2.3)
CPO testinin karbapenemaz siniflarina gore prediktif de-
Uyumu Var 86 (97,7) P gore p
Tablo 3. E. coli ve K. pneumoniae suglar1 Karbapenemaz Genotipleri (PCR) ile BD Phonex CPO Test kargilastiriimasi
PCR sonug
Negatif NDM Oxa-48 Oxa-48+NDM
Toplam Sinif
Negatif 16 (100) 0(0) 2(3,1) 0(0)
Class B 0(0) 6 (100) 0(0) 0(0)
CPO test sonug
Class D 0(0) 0(0) 61 (95,3) 2 (100)
Sinif yok 0 (0) 0(0) 1(1,6) 0(0)
E. coli
Negatif 6 (100) 0(0) 0(0) 0(0)
Class B 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
CPO test sonug
Class D 0(0) 0(0) 6 (100) 0(0)
Sinif yok 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
K. pneumoniae
Negatif 10 (100) 0 (0) 2(3,4) 0 (0)
Class B 0(0) 6 (100) 0(0) 0(0)
CPO test sonug
Class D 0(0) 0(0) 55(94,8) 2 (100)
Sinif yok 0 (0) 0(0) 1(1,7) 0(0)
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gerleri Tablo 5’te verilmistir. Negatif prediktif degeri B s1-  igin de %91,7dir. Pozitif prediktif deger B ve D sinifi kar-

nif karbapenemazlar i¢in %100, D sinif karbapenemazlar ~ bapenemazlar i¢in %100diir.

Tablo 4. CPO Testinin Bakteri Tiirlerine Gore Prediktif Verileri

Bakteri Toplam CPO (+) CPO (-) PCR (-) PCR (+) | Duyarlilik | Ozgiillik PPD* NPD*
E. coli 12 (13,6) 6 (50,0) 6 (50,0) 6 (50,0) 6 (50,0) %100 %100 %100 %100
K. pneumoniae 76 (86,4) | 64(842) | 12(158) | 66(86,8) | 10(13,2) %97,0 %100 %100 | %83,3
Toplam 88 (100,0) 70 (79,5) 18 (20,5) 72 (81,8) | 16(18,21) %97,2 %100 %100 %88,9

* PPD: Pozitif prediktif deger, NPD: Negatif prediktif deger

Tablo 5. Tablo V. CPO Testinin Karbapenemaz Siniflarina Gore Prediktif degerleri.

Sinif II:OZIt:/f 1:11ega(t)/1f Pozitif Negatif | Duyarlibk | Ozgiilliik PPD* NPD*
(] 0

B 6(6,8) 82(93,2) 6(6,8) 82(93,2) %100,0 %100,0 %100,0 %100

D 64 (72,7) | 24(27,3) | 66(750) | 22(25,0) %97,0 9%100,0 9%100,0 %100

* PPD: Pozitif prediktif deger, NPD: Negatif prediktif deger.

Tablo 6. Calismamuz ile Thomson ve arkadaslarinin® ¢alisma verilerinin karsilagtirilmasi

CPO Detect ile saptanan érnek sayisi n (%)
Degerlendirme Kriteri Karbapenemaz sinifi/durumu
Thomson ve ark(9) Mevcut ¢calisma
Class A 110 (97.3) - -
Class B 91 (95.6) 6 (100)
Duyarlilik (Sensitivity) Class D 35 (100) 64 (97.0)
Cift Karbapenemaz 7 - tim pozitiflerde 2- tiim pozitiflerde
Total Karbapenemaz 243 (97.1) 72 (97.2
Ozgiilliik (Specificity) Total Karbapenemaz olmayanlar 51(68.6)* 16 (100) *

*: Karbapenemaz geni bulunmayan izolatlarda karbapenemaz saptamama say1 ve orani
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TARTISMA
Karbapenem direngli, Gram negatif bakteriyel enfeksiyon-
larda sinirli tedavi segenekleri, yiiksek morbidite/mortalite
oranlarina katkida bulunur. Hastanelerde, karbapenemaz
iireten organizmalarin hizli ve dogru tanimlanmas tedavi
ve enfeksiyon kontrol 6nlemleri agisindan 6nemlidir. Kli-
nik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstittsti (CLSI), Avrupa
Anitmikrobiyal Duyarlilik Test Komitesi (EUCAST) kar-
bapenemaz testinin, enfeksiyon kontrol énlemleri, korun-
ma stratejileri ve epidemiyoloji agisindan 6nemli oldugu-

nu belirterek 6nermektedir.!%!!

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 2017 yilinda karbapenemaz
iireten Enterobacterales iiyelerini kiiresel bir tehdit olarak
kabul etmigstir. Bu etkenlere karsi yeni ve etkili ila¢larin
aragtirilmasi ve gelistirilmesi icin desteklenecek 6ncelikli
patojenler olarak listelemistir.'> Klebsiella spp., Escherichia
coli ve Enterobacter spp. Enterobacterales ailesinin en yay-
gin Karbapenem direngli Enterobacterales (KDE)e bagli
ciddi enfeksiyonlarla iliskilendirilen 6nde gelen tiyeleri-

dir.”

Enterobacterales tiirleri arasinda karbapenem direncine
en sik KPC, VIM, NDM, IMP, OXA-48 benzeri ve AmpC
enzimleri neden olmaktadir. Ulkemizde 2001 yilinda
K.pneumoniae’ da ilk defa OXA-48 geni tespit edilmis
bundan yaklagik bes y1l sonra hastane salginlar1 goriilmiis-
tir. > Bu siire¢ icinde salginlarda NDM-1 genine sahip
suslar ve yine pozitif OXA-48 ve NDM-1 birlikteligi olan
izolatlar da tanimlanmugtir.'>'” Ulkemizde, ayrica 2018 yilt
izolatlarinda KPC gen pozitifligi sporadik olarak bildiril-
mistir.'® Calismamizda %86,4 orani ile en yaygin karba-
penemaz aktivitesi olan K.pneumoniae ve %13.6 E.coli
izolatlari ¢alisilmistir. Diinyada karbapenem direngli Ente-
robacterales tiirleri yaygin olup karbapenemaz genotipleri
bolgeden bolgeye degisebilmektedir. Yildiz ve arkadaslar
Tirkiye'nin 26 il, 28 hastanesinden génderilen 127 E.coli
(%25,7) ve 366 K.pneumoniae (%74,3) susunun karbape-
nemaz gen tiplerini aragtirmistir.’” Caligtiklar: izolatlari

%31 toplum kokenli, %69 yatan hasta enfeksiyon etkeni

olarak bildirilmektedir. Calisma sonuglar1 Enterobactera-
les yaygin tiir, materyal, klinik ozellik ve karbapenemaz
tirit agisindan tlkemizi yansitmaktadir. Calismamiz da
bu ¢aligma ve diger bolgelerde yapilan ¢alisma sonuglar:

ile benzerdir.?*-*

Karbapenemaz iireten ve iiretmeyen Enterobacterales bak-
teriyemisi olan hastalarda yapilan gozlemsel bir ¢aligma-
da, karbapenemaz treten etkenle enfekte hastalarin diger
gruba gore 14 giin icinde 6lme olasiliginin 4 kat arttig
bulunmustur. Calisma, diren¢ mekanizmasinin belirlen-
mesinin hasta yonetiminde ne kadar 6nemli oldugunu
vurgulamaktadir.?® Diinya Saglik Orgiitii (DSO), 2014 yili
raporunda tye iilkelerin tiimiinde, son yillarda ozellikle
E. coli ve K. pneumoniae gibi bakterilerde diren¢ sorunu-
nun ciddi boyutlara ulastigini bildirmektedir. Bu direncin
artmasinda en 6nemli neden beta-laktamaz iireten En-
terobacterales izolatlarina karst yogun olarak genislemis
spektrumlu karbapenemlerin kullanilmasidir.?*** Dolayi-
s1 ile KDE'nin tedavi ve enfeksiyon kontrolii etkileri goz
onine alindiginda, bunlarin dogru ve zamaninda tespiti,
hasta yonetimi ve kontrol 6nlemlerinin uygulanmast igin
hayati 6nem tasimaktadir. Direngle birlikte direng genle-
rinin epidemiyolojisinin bilinmesi ve takibi, antibiyotik
direng yonetimi igin de elzem olmustur. Rutin mikrobi-
yoloji laboratuvarlarinda karbapenemaz tireten izolatlarin
dogru ve hizli tanimlanmasi 6nemlidir. Karbapenemaz
saptanmasinda gesitli fenotipik, biyokimyasal ve genoti-
pik yontemler kullanmaktadir. Inhibitérlerle meropenem
arasindaki sinerjinin gosterilmesi, kombinasyon disk testi,
meropenem hidrolizinin kanitlanmasi, MALDI-TOF MS,
Carba-NP, CIM testi gibi fenotipik-biyokimyasal testler ve
PCR, dizi analizi, microarray genotipik testler baslica test-
lerdir. Karbapenemaz genlerinin saptanmasinda molekii-
ler temelli testler altin standart olarak kabul edilmektedir.
Molekiiler testlerden en ¢ok kullanilan yéntem PCR yon-
temidir. PCR tabanli yéntemler simpleks, multipleks PCR
analizleri olabildigi gibi, saptama siiresini 2-4 saate kadar
indirebilen real-time PCR da kullanilabilmektedir.'**

Ancak molekiiler tabanli teknolojiler hala yiiksek mali-
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yetlidir. Ayrica karbapenemaz genotip sayis1 artmakta, de-
vamli yeni karbapenemaz tiirleri bildirilmekte ve bazen de
genotipler fenotipe yansimamaktadir. Ozellikle PCR gibi
niikleik asit testlerinin sadece hedef genleri tespit edebil-
mesi, tanimlanmamis yeni genleri tespit edememesi de-
zavantajdir.”” Fenotipik testler 6rnegin kombinasyon disk
yontemi, ulasilabilir, maliyeti diisiik %95’lere varan duyar-
lilik bildirimlerine kargilik en az 18 saat kadar inkiibasyon
gerektirmesi rutin laboratuvarlar i¢in siire agisindan deza-
vantajdir. Modifiye Hodge testi zaman alic1 ve sonuglari-
nin yorumlanmasi agisindan zordur. MALDI-TOF MS ile
karbapenem hidrolizinin duyarlilik ve 6zgulligintn sap-
tanmasi (imit vaat etse de, en yaygin olan OXA-48 iireten
izolatlarda problem olabilmektedir. Diger mevcut testlerin
de yorumlama, siire, duyarlilik, 6zgtlliik, tim karbape-
nemazlar1 saptayamama, mukoid koloni, zahmet gibi so-
runlart vardir.?* Dolayisiyla karbapenemaz tespitinde
cok sayida fenotipik, biyokimyasal ve genotipik yontemler
bulunmakla beraber devaml: en dogru, en hizls, en ekono-
mik, en kolay ¢alisilabilir yontem arayigi devam emektedir.
Diinyada artan antibiyotik direnci ve ozellikle karbape-
nemaz direncinin mortalite / morbidite tizerine etkisi bu
arayislar1 hakli kilmaktadir. Ozellikle son 10 yilda, karba-
penem direngli bakteriler arasinda karbapenemaz tireten-
leri tespit edebilmek icin gelistirilen fenotipik yontemlerin
say1st artmistir. Becton-Dickinson (BD), 2017 yilinda BD
Phoenix CPO™ (karbapenemaz tireten organizma) Detect
panellerini gelistirip piyasaya stirmistiir. Panelleri, karba-
penemazlarin saptanmasi ve siniflandirilmasi icin gerekli
meropenem, doripenem, temocillin ve cloxacillin igeren
dokuz kuyucugu tek basina veya gesitli selatorler ve B-lak-
tamaz inhbtorleri ile kombinasyon halindedir.’ Testin per-
formansini ilk aragtiranlardan olan Thomson ve arkadagla-
r1 toplam 294; Enterobacterales spp. (n=241), Pseudomonas
aeruginosa ve Acinetobacter baumannii izolatin1 otomatize
BD Phoenix CPO Detect ve manuel bioMérieux Rapidec
Carba NP metodlar: ile ¢calismiglardir.’ Caligmada her iki
testin karbapenemaz saptama duyarliligini yiiksek (>%97)
olarak bildirmektedir.” Caligmamiz ve Thomson ve arka-

daslarinin ¢alisma verileri Tablo 6da karsilagtirilmgtir.

Tabloda goriildiigt gibi verilerimiz Thomson ve arkadas-
larmin sonuglarina yakin bulunmakla beraber 6zgiillik
oranimiz daha ytiksektir. Karbapenemaz negatif izolat sa-
yimiz (n=16) az olmakla birlikte Saad Albichr ve arkadas-
larinin 103 karbapenemaz negatif Enterobacterales izola-
t1 i¢in bildirdikleri 6zgillik oranma (%91,9) yakindir.*
Thomson ve arkadaglar1 6zgiilliik oranlarini diger yapilan
calismalardan daha diigitk bulduklar1 yorumunu yapmis-
lardir.” Calismalarinda segtikleri 51 karbapenemaz negatif
izolatin; GSBL tiretenler, AmpC’ler, K1, genis spektrumlu
B-laktamazlar ve porin mutantlar olan koleksiyona dahil
zorlu izolatlar oldugunu ve bunun testin 6zgilligiinde et-

kili olabilecegini bildirmislerdir.

Toplam 190 Enterobacterales (1601 karbapenemaz pozitif,
30’u negatif) izolatinin dahil edildigi bir ¢calismada CPO
Detect testinin duyarlilig1 %89,4 6zgiilligi ise %66,7 ola-
rak bildirilmistir.*® CPO testinin ¢alismada ozellikle 23
IMI-1 tipi izolatin ancak 7’sini A sinifi karbapenemaz ola-
rak dogru tanimladigy, kalan 16 izolatin karbapenemazini
saptamada basarisiz oldugu bildirilmistir.> Yine ayni calis-
mada CPO testi 26 OXA-48 susundan 24 susu D simuifi
karbapenemaz olarak dogru tanimlarken, 2 E. coli OXA-
48 izolatint siniflandiramamistir.® OXA-48 ve NDM i¢in
duyarlilik %100 ve KPC’lerin 6/7’sinin tespiti a¢isindan
hassas olsa da IMI-1 karbapenemazlarin tespitinde basa-
risiz bulunmugtur. Caligmamizin sinirliliklarindan biri
de A smifi karbapenemaz iireten izolatimizin olmama-
sidir. Bu tiir izolatlarin imipenem ile sorgulandiklarinda
IMI karbapenemaz enzim tretiminin indiklenebilecegi
bildirilmektedir. Ozellikle IMI ve diger A sinifi karbape-
nemazlarin yaygin oldugu laboratuvarlarda CPO testi kul-
laniminda dikkatli olunmasi gerektigi bildirilmektedir.*!
Calismamizda diger ¢alismalarla benzer olarak OXA-48
ve NDM duyarlilig1 sirastyla %97 ve %100 bulunmustur.

CPO testinin birden fazla karbapenemaz iceren izolatlarin
sintfini ayni anda tanimlama 6zelligi bulunmamaktadir.
Birden fazla karbapenemaza sahip izolatlar1 ¢ogunluk-

la tanimlayamamakta ya da tek smnif olarak vermektedir.
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Ong'un ¢alismasinda oldugu gibi ¢alismamiz da sistem
OXA-48+NDM genotipine sahip iki izolatimizin birini D
sinifi, digerini de tanimlanilamayan sinif olarak vermis-
tir.1?

Albichr ve arkadaglar1 karbapenemaz treten (n=184)
ve tretmeyen (n=103) Enterobacterales, Paeruginosa ve
A.baumannii complex tiirlerini ¢alistiklar1 CPO test de-
%

89.7, ozgullugint % 83.5 olarak; testin Enterobacterales

gerlendirmelerinde; testin genel olarak duyarliligini

i¢in duyarliligini %97,5 6zgilligini %91,9 olarak tespit
etmigtir.® Albichr caligmalarinda testin genel duyarlilik
ve oOzgiilligiindeki diisiik degerlerinin Paeroginosadan
kaynaklandigini bildirmistir.® P. aeruginosada karbape-
nem direnci daha ¢ok karbapenemaz dis1 mekanizmalar
ve daha az VIM-2 tiretiminden kaynaklanir. CPO testinin
ozgillagi, testte spesifik olmayan inhibitérlerin kullanil-
masindan veya selasyon etkisi ile bakteriyel dis membran
gecirgenliginin tahrip olmasindan etkilenmektedir diye
ifade edilmektedir.”

Whitley, Enterobacterales i¢in CPO testi i¢in PPD ve NPD
degerlerini sirastyla %98,5 ve %97,2 vermistir. Tiim orga-
nizmalar ve tek basina Enterobacterales i¢in NPD degerle-
rinin %98,5 ila %100 arasinda degismekte oldugunu, KUO
saptamasinda, test edilen Enterobacterales, Acinetobacter
baumannii ve Pseudomonas aeruginosa izolatlarinin ¢o-
gunu dogru bir sekilde saptayip siniflandirdigini bildir-
mistir” Calismamizda negatif prediktif degeri toplamda
%388,9 (10/12), E. coli suslarinda %100, K. pneumoniae sus-
larinda %83,3’ tiir. Pozitif prediktif degeri tiim gruplarda
%100dur.

Singapurda yapilan ¢aligmada CPO testinin PCR ile uyu-
mu %76 bulunurken, CPO testinin duyarlilig1 %93 olarak
verilmistir.® Calismamizda iki test arasinda uyum %97,2
olarak bulunmugtur. Karbapenemaz OXA-48e sahip iki
K.pneumoniae izolatinin CPO testi negatif saptamustir.
Karbapenemaz pozitifligi olan suslarin negatif saptanma-

s1 potansiyel olarak tedavi basarisizligina neden olabildigi

gibi yanlis pozitif karbapenemaz bildirimi, potansiyel ola-
rak ya sinirl sayida izolasyon odasi iizerinde baski olus-
turan gereksiz hasta izolasyonuna ya da potansiyel olarak
hastalar1 karbapenemaz direngli hasta grubunda degerlen-
dirip uygunsuz kohortlamaya yol agabileceginden endise

vericidir.

Sonug olarak karbapenemazlarin hizli ve dogru tespiti
hem antimikrobiyal tedavinin optimizasyonu hem de kli-
nik ortamlarda salginlar1 6nlemek i¢in enfeksiyon kontrol
onlemlerinin hizli uygulanmasi igin gereklidir. Karbape-
nemaz saptama testlerini segerken, organizma tiiri, il-
kede/bolgede yaygin genotip, galisilan test sayisi, maliyet
ve testin ¢alisilma siiresi goz 6ntinde bulundurulmalidir.
CPO testi, geleneksel inhibitor tabanli yontemlere gore,
daha kolay bilgisayar destekli algoritma tabanli saptama
avantaji sunmaktadir. Test molekiiler yontemlerden daha
ucuz olmanin yani sira ¢alisiima kolayligi, uygulama sii-
resinin kisa olmasi ve es zamanl antibiyotik duyarlilik test
sonucunu da vermesi rutin tani laboratuvarlarinda ¢alisil-

mast i¢in elverisli olabilir.
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lanmasi, yazim taslaginin hazirlanmasi ve gézden gegiril-
mesi agamalarinda rol almislardir. Caligmanin dogrulugu

ve biitiinliigiinden sorumlu olmay1 kabul etmislerdir.
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