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Amag: Karbapenemaz lireten Enterobacteriaceae kaynakl enfeksiyonlar tiim diinyada halk saghgini tehdit eden gilincel saglik sorunlarindandir.
Tedavisinde dakikalarin bile 6nemli oldugu bu bakterilerde karbapenemaz tespiti icin gesitli hizli tani testleri kullanilmaktadir. Enzim-substrat
etkilesimine dayali reaksiyon temelli kolormatik hizli tani yontemi; yaklasik bir saatte, in vitro ortamda bakterideki karbapenemazin karbapenemi
hidroliz etmesiyle ortam pH’ini duistirerek fenol kirmizisinin renginin degismesi prensibiyle galisir. Calismamizda karbapenem direngli Klebsiella
pneumoniae izolatlarinda karbapenemaz varligi, bu yontemle tespit edilerek yontemin duyarlilik ve 6zgulliigiiniin arastiriimasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Calismamiza hastanemiz mikrobiyoloji laboratuvarina 2018-2023 vyillari arasinda goénderilmis gesitli klinik 6rneklerden
elde edilen rutin laboratuvar testleriyle tanimlanip antimikrobiyal duyarliliklari belirlenmis karbapenem direngli 100, karbapenem duyarli 25
K. pneumoniae izolati dahil edilmistir. izolatlarin tiimiinde enzim-substrat iliskisine dayali reaksiyon temelli yéntem ile karbapenemaz varligi
arastirilmistir. Yontemin duyarlilik ve 6zgulltigu, bu tanida altin standart olan PZR ile karbapenemaz genlerinin (oxa-48, ndm, kpc, imp ve vim)
tespitiyle belirlenmistir.

Bulgular: PZR ile karbapenem direngli izolatlarin 97’sinde (oxa-48 n=58, ndm n=16, oxa-48+ndm n=15 ve kpc n=8) karbapenemaz geni tespit
edilmistir. Bu izolatlarin 94'G enzim-substrat iliskisine dayali reaksiyon temelli yéntem ile karbapenemaz pozitif saptanmistir. Karbapenem
duyarli izolatlarin timu hizli tani yéntemiyle karbapenemaz negatif saptanmistir. Hizli tani yonteminin; duyarlhgi %96,9, 6zgilligu %100, pozitif
prediktif degeri %100, negatif prediktif degeri ise %90,3 olarak hesaplanmistir.

Sonug: Karbapenemaz uretiminin hizh tespiti igin kullanilan testlerde maliyet, zaman ve uzman personel gereksinimi gibi birtakim sorunlar
bulunmaktadir. Calismamizda test ettig§imiz yontem uygun maliyetli, kolay uygulanabilir ve ortalama 1 saatte karbapenemaz varligini
yuksek duyarllik ve 6zgiillikte tespit etmektedir. Kisa siirede dogru ve glivenilir sonug veren bu yontemin rutin laboratuvarlarda kullanimi
degerlendirilmelidir.

Anahtar kelimeler: Klebsiella pneumoniae, karbapenem direnci, karbapenemaz, hizli tani testi
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ABSTRACT

Obijective: Infections caused by carbapenemase-producing Enterobacteriaceae are among the current health problems that threaten public
health all over the world. Various rapid diagnostic tests are used to detect carbapenemase in these bacteria, for which even minutes are
important in their treatment. Reaction-based colormatic rapid diagnostic method based on enzyme-substrate interaction works on the
principle of changing the color of phenol red by lowering the pH of the environment when the carbapenemase in the bacteria hydrolyzes the
carbapenem. In our study, we aimed to detect the presence of carbapenemase in carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae isolates with
this method and to investigate the sensitivity and specificity of the method.

Methods: Our studyincluded 100 carbapenem-resistant and 25 carbapenem-sensitive K. pneumoniae isolates, whose antimicrobial susceptibility
was determined by routine laboratory tests obtained from various clinical samples sent microbiology laboratory between 2018 and 2023.
The presence of carbapenemase was investigated in all isolates with a reaction-based method based on enzyme-substrate interaction. The
sensitivity and specificity of the method were determined by the detection of carbapenemase genes (oxa-48, ndm, kpc, imp and vim) by PCR
that used as the gold standard for this diagnosis.

Results: Carbapenemase gene was detected in 97 of the carbapenem-resistant isolates (oxa-48, n=58; ndm, n=16; oxa-48+ndm, n=15 and kpc,
n=8) by PCR. Ninety-four of these isolates were detected as carbapenemase positive by the reaction-based method based on enzyme-substrate
interaction. All carbapenem-susceptible isolates were detected as carbapenemase negative by rapid diagnostic method. For rapid diagnostic
method; tts sensitivity was calculated as 96.9%, specificity as 100%, positive predictive value as 100%, and negative predictive value as 90.3%.

Conclusion: There are problems in the tests used for the rapid detection of carbapenemase production, such as cost, time and the need for
expertised personnel. The method tested in our study is cost-effective, easily applicable, and detects the presence of carbapenemase with high
sensitivity and specificity in approximately 1 hour. The routine utilization of this method which provides accurate and reliable results in a short
time period should be evaluated in clinical laboratories.

Keywords: Klebsiella pneumoniae, carbapenem resistance, carbapenemase, rapid diagnostic testenhancing awareness of a healthy lifestyle.
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1. GiRiS

Dinya’da ve tlkemizde en 6nemli halk sagligi sorunlarindan
biri antibiyotiklere direngli bakterilerin yol actigi enfeksiyon
hastaliklaridir. Antibiyotiklere direngli patojenler, tedaviyi
zorlastirarak morbidite ve mortalitede artisa yol agmaktadir.
Gram negatif bakterilerden Enterobacteriaceae ailesine Uye
Klebsiella pneumoniae, hastane kaynakli enfeksiyonlarda
en sik karsilasilan patojenlerdendir. K. pneumoniae, basta
beta-laktam antibiyotikler olmak (izere florokinolonlar ve
aminoglikozitler gibi birgok antibiyotik grubuna karsi direng
gostermektedir (Ferreira ve ark., 2019).

Uglincii kusak sefalosporinler dahil ¢ogu antibiyotige direncgli
K. pneumoniae kaynakl enfeksiyonlarin tedavisinde kurtarici
antibiyotik olarak kullanilan karbapenem grubu antibiyotiklere
karsi direng tim dinyada oldugu gibi Ulkemizde de ciddi
oranlarda saptanmaya baslamistir. Diinya Saglhk Orgiiti’niin
2020 yih Orta Asya ve Avrupa Antimikrobiyal Diren¢ Gozetimi
Raporu’nda (CAESAR) Turkiye'de invaziv orneklerden elde
edilen K. pneumoniae izolatlarinda karbapenem direncinin
%39-51 arasinda degistigi bildirilmistir (WHO, 2020).

Gram negatif bakterilerde karbapenemlere direng, basta
antibiyotigin yikimina yol acan karbapenemaz enzimlerinin
Uretimi olmak Uzere, porin kaybina bagll azalmis membran
gecirgenligi veya efluks pompasi yoluyla antibiyotigin disa
atimi gibi mekanizmalara bagli gerceklesmektedir (Stuart
ve ark., 2010). K. pneumoniae karbapenem direncini
genellikle c¢esitli karbapenemazlar (Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (KPC), New Delhi metallo-B-lactamase (NDM),
Imipenem-resistant Pseudomonas (IMP), Verona integron-
encoded metallo-B — laktamase (VIM), Oxacillinase-48 (OXA-
48) vb.) lreterek saglamaktadir. Hastalik Kontrol ve Onleme
Merkezi'nin (CDC) yayinladigi raporda karbapenemaz Ureten

Enterobacteriaceae Uyeleri, “Acil Tehdit Olusturan Bakteriler”
listesinde yer almaktadir (CDC, 2019). Dolayisiyla bu bakteride
karbapenemaz Uretiminin tespiti gerekli olup bu amagla
kullanilacak yontemin seg¢imi, hizli ve dogru sonuglar elde
edilmesi agisindan blylik 6nem tasimaktadir.

Bu amaca yonelik olarak karbapenemaz tiretimini tespit etmek
icin cesitli hizh tani yontemleri gelistirilmis ve kullaniimaktadir.
Kullanilacak yontemin yuksek duyarlilik ve o6zgillige sahip
olmasi, yontem tercihinde dikkat edilen dncelikli faktorlerdir.
Enzim-substrat etkilesimine dayali reaksiyon temelli kolormatik
hizli taniyéntemi; in vitro ortamda bakterideki karbapenemazin
imipenemi hidroliz etmesiyle ortam pH’sini disirerek fenol
kirmizisinin renginin degismesi prensibiyle calismaktadir. Bu
baglamda; karbapenemaz Ureten K. pneumoniae kaynakli
enfeksiyonlarin siklikla karsilasildigi Glkemizde, bahsi gecen
hizli tani yonteminin duyarlilik ve 6zgulliginin belirlenmesi
yaygin kullanima girebilmesi agisindan nemlidir.

Calismamizin amaci ¢esitli klinik érneklerden elde edilen K.
pneumoniae izolatlarinda karbapenemaz varligini enzim-
substrat etkilesimine dayali reaksiyon temelli kolormatik
hizli tani yontemi ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile
karsilastirmali sekilde tespit ederek yontemin duyarlilik ve
6zgllliguni degerlendirmektir.

2. GEREG VE YONTEM

2.1. Bakteri izolatlarinin belirlenmesi ve canlandirilmasi

Calismaya, Marmara Universitesi Pendik Egitim ve Arastirma
Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na 2018-2023 yillarinda
gonderilmis cesitli klinik orneklerden elde edilen, rutin
laboratuvarda tir diizeyinde tanimlamasi (MALDI-TOF MS,
BioMerieux, Fransa) yapilmis ve antimikrobiyal duyarlilik
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testleriyle (disk difuzyon ve/veya VITEK 2 otomotize
sistem) karbapenemlere duyarliliklari belirlenmis 125
adet K. pneumoniae izolati dahil edilmistir. izolatlardaki
karbapenemaz enziminin klonal kokenli olmamasi ve farkh
tirdeki enzimlerin test edilebilmesi amaciyla; yakin tarihlerde
ayni servisten alinmis olmamasi ve ayni hastadan alinan
ornekler olmamasi gibi kriterlere dikkat edilerek secilmistir.
Antimikrobiyal duyarlilik sonuclari “European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing” (EUCAST) kriterlerine
gore degerlendirilmistir (Versiyon 13.1, Haziran 2023).

Skim milk besiyeri (gliserollll) igerisinde — 80°C’lik derin
dondurucuda saklanan izolatlar MacConkey agar besiyerine
(Biomeriux, Fransa) ekilmis ve 379C’de 18-24 saat aerobik
ortamda inkibe edilmistir. Ureyen mikroorganizmalarin
tir tanimlamasi MALDI-TOF MS (BioMerieux, Fransa) ile
dogrulandiktan sonra enzim-substrat etkilesimine dayal
reaksiyon temelli kolormatik hizli tani yénteminde kullaniimak
Gizere Mueller Hinton agar besiyerine pasajlanmistir.

2.2. Enzim-substrat etkilesimine dayali reaksiyon temelli
kolormatik hizli tani yéntemi ile karbapenemaz varliginin
belirlenmesi

Test edilecek izolatta hiicre icinde bulunan karbapenemazin
serbest kalmasi ve testte calisir hale gelebilmesi igin
bakteri, lizis amaciyla 1:10 oraninda Tris HCl (20 mmol/L)
iceren ortamda 30 dakika boyunca inkibe edilmistir. Test
asamasinda test edilecek her bir bakteri izolati icin 2 tlp
hazirlanmistir. Kontrol tipiinde pH 7,8’e ayarlanmis 100uL
fenol kirmizisi + ZnSO,4 soliisyonu (10mM) bulunmaktadir.
Test tlpinde ise 100uL fenol kirmizisi + ZnSO4 + 6 mg/mL
imipenem-silastatin solisyonu bulunmaktadir. Kontrol ve
test tlplerinin hazirlanmasindan sonra her iki tiipe de 30 uL
lizis edilmis bakteri slispansiyonundan eklenmistir. Ardindan
tipler 1 saat boyunca oda sicakhginda bekletilmistir. Stre
sonunda tiplerdeki renk degisimi incelenmistir.

Her ¢alismada kontrol amaciyla karbapenemaz geni tasidig
bilinen bir pozitif kontrol susu ve negatif kontrol amaciyla
karbapenem duyarli Escherichia coli ATCC 25922 susu test
edilmistir. Ayrica test sonuclarinin gecerli kabul edilebilmesi
icin kontrol tiiplnde renk degisikligi meydana gelmemelidir.
Kontrol tlpl kirmizi renkte olup, test tupl sar veya
turuncuya donmds izolatlar karbapenemaz pozitif seklinde
yorumlanmustir. (Resim 1)

Resim 1. Test sonuglarinin yorumlanmasi (a. Kontrol tiipiindeki renk

degisikligi sebebiyle gegersiz test sonucu, b. Karbapenemaz negatif

test sonucu, c. Karbapenemaz pozitif test sonucu) C: Kontrol tiipdi,
T: Test tipti

2.3. Karbapenemaz direng genlerinin belirlenmesi

izolatlarda PZR amaciyla kullanilacak genomik DNA
ekstraksiyonu kaynatma yontemi ile yapilmistir. Steril ependorf
tlipinde 100pL distile su ile bes 6ze dolusu (10uLlik 6ze) koloni
karistirlmistir. Ardindan tip, 1 dk boyunca vortekslenmistir.
Homojenizasyonu saglanan bu slspansiyon 952C’de 10 dk
boyunca isi blogunda bekletilmistir. Stispansiyon 15000 rpm’de
2 dk santriftj edilmistir DNA bulunan sipernatant kismi
alinarak steril baska bir ependorf tlipe aktariimistir.

PZR ile karbapenemaz direng genlerinin (oxa-48, ndm, kpc,
imp ve vim) belirlenmesi islemleri tablo 1'de verilen primerler
ve reaksiyon kosullari kullanilarak gerceklestirilmistir. PZR
islemi sonrasi olugan Urlinler, %1 konsantrasyonda hazirlanan
agaroz jele yikleme sonrasi elektroforez ile saptanmistir. Bu
amagla ornekler 25 dakika boyunca 80 V altinda yirttilmustdr.
Yurltme islemi sonrasi elde edilen bantlar UV goériintileyicide
incelenmistir. Gozlenen bant profilleri DNA ladder ve pozitif
kontrol ile karsilastirilarak degerlendirilmistir. (Tablo 1) (Resim 2)

PK 1022 6122 2723 323 3723 4423 DL 56123 62723 76/23 116/23 247/23 277/23 331/23 1821

s00bp

Mwmc-w—.'"’

by
-0 bp

Resim 2. blaOXA-48 pozitif izolatlarin ve karbapenem duyarli izolatin
jel gérintlisti [blaOXA-48 pozitif 6rnekler: KLB 10/22, 61/22, 2/23,
3/23, 37/23, 44/23, 56/23, 62/23, 76/23, 116/23, 247/23, 277/23,
331/23, karbapenem duyarli 6rnek: KLB18/21; PK: blaOXA-48 pozitif
kontrol susu, DL: 100-1000 bp DNA Ladder (GeneMark, ABD)]

Tablo 1. Arastirilan karbapenemaz genlerine ait primer dizileri ve
déngdi kosullari
Primer Dizi
5 TTG GTG GCATCG ATT
OXA-48 R ATCGG 3’
OXA-48 F 5 GAG CACTTCTTT TGT
GAT GGC 3’
5" GGG CAG TCG CTT CCA
NDMR ACGGT3

Boyut (bp) Amplifikasyon Kogullari

942C 5dk, 35 dongii (94eC
743 60sn,562C 45sn,72°C
60sn), 72°C 7 dk

952C 5dk, 30 déngt, (952C
475 30sn,602C 40sn,722C

NDMF 5" GTA GTG CTC AGT GTC
i 50sn), 722C 6 dk
GGCAT 3
5" GAA GGY GTT TAT GTT P
) ) 959 5dk, 35 déng, (95°C
IMPR  CATAC3
. K 587 45sn,602C 45sn,72°C
IMPF 5 GTA MGT TTC AAG AGT
, 60sn), 729C 8 dk
GATGC 3

5" GTT TGG TCG CAT ATC
VIMR GCAAC3
VIMF  5’AAT GCG CAG CAC CAG
GAT AG 3
5" TCT GGA CCG CTG GGA
KPCR  GCT GG 3’
KPCF 5 TGCCCG TTG ACG CCC
AATCC3
KPC: Klebsiella pneumoniae carbapenemase, NDM: New Delhi metallo-8-

lactamase, IMP: Imipenem-resistant Pseudomonas, VIM: Verona integron-
encoded metallo-8 — laktamase, OXA-48: Oxacillinase-48

952C 5dk, 35 déng, (95°C
389 45sn,602C 45sn,72°C
60sn), 722C 8 dk

952C 2dk, 35 dongii, (942C

399
2sn,622C 10sn,722C 15sn)
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Enzim-substrat etkilesimine dayali reaksiyon temelli
kolormatik hizli tani testi ile karbapenemaz negatif sonug
veren 3 izolatta PZR c¢alismasi ile blaOXA-48 geni varlig
tespit edilmistir. Bu izolatlar icin Oncelikle test ayni
kosullarda tekrar edilmistir. Ancak sonuclar degismemistir.
Daha sonra bu izolatlar igin iki farkh yaklasimla, antibiyotik
miktari 8 mg/ml’ye cikarilarak ve bakteri yogunlugu 2
katina c¢ikarilarak test yinelenmistir. Sonuglarda herhangi
bir degisiklik gézlenmemistir. Ancak dikkat ¢ekici olarak,
bakteri yogunlugu arttirildiginda pozitif kontrol olarak
kullanilan OXA-48 enzimine sahip izolatin ¢ok daha hizli
(normalde 30-60 dk; bu sartlarda 2-3 dk) renk degisimi
gOsterdigi gozlenmistir.

2.4. Verilerin istatistiksel analizi

Verilerin istatistiksel analizi SPSS sirim 26.0 (IBM,
Armonik, NY, ABD) kullanilarak yapilmistir. Calismamizda
kullandigimiz enzim-substrat etkilesimine dayali reaksiyon
temelli kolormatik hizli tani ydnteminin duyarlilik,
ozgullik, pozitif prediktif degeri (PPV) ve negatif prediktif
degeri (NPV) altin standart olarak kullanilan PZR testi ile
karsilastirilarak hesaplanmistir. iki y&ntem arasindaki
niteliksel uyum, Phi Cramer’s korelasyonu kullanilarak
belirlenmistir.

3. BULGULAR

Cesitli klinik 6rneklerden elde edilmis, rutin antibiyotik
duyarlihk test sonuglarina gore karbapenemlerden
en az birine direngli oldugu saptanan 100 adet ve
karbapenemlere duyarli oldugu saptanan 25 adet K.
pneumoniae izolatl galismamiza dahil edilmistir.

Karbapenem direngli K. pneumoniae suslarinin (n:100)
elde edildikleri kliniklere gore dagilimi incelendiginde,
yogun bakim Unitelerinden (n:52), dahiliye servislerinden
(n:7) ve degisen oranlarda farkli bélimlerden (n:41) izole
edildikleri belirlenmistir. izolatlarin elde edildigi 6rneklerin
dagilimi incelendiginde ise, sirasiyla; derin trekeal aspirat
(n:33), idrar (n:24), kan (n:16), balgam (n:5), yara (n:5) ve
diger 6rnekler (n:17) olarak dizildikleri belirlenmistir.

Test edilen K. pneumoniae suslarinin enzim-substrat
etkilesimine dayali reaksiyon temelli kolormatik hizh
tani yontemi ve PZR karsilastirmali sonuclari tablo 2’de
gosterilmistir. Altin  standart yontemle karsilastirma
sonucu elde ettigimiz bulgulara gére enzim-substrat
etkilesimine dayali reaksiyon temelli kolormatik hizli tani
yonteminin; duyarlihgl %96,9, 6zgulligi %100, pozitif
prediktif degeri %100, negatif prediktif degeri ise %90,3
olarak hesaplanmistir. Ayrica kullandigimiz yoéntem ile PZR
testi arasinda uyumluluk agisindan ¢ok gigli anlaml bir
iliski saptanmistir (Phi Cramer’s p= 0.936, p<0.001). (Tablo
2)

Tablo 2. Enzim-substrat etkilesimine dayali reaksiyon temelli
kolormatik hizli tani yéntemi ve PZR testi karsilastirmali sonuglari

Karbapeneme

Enzim-Substrat Etkilesimine

DINET PZR Dayali Reaksiyon Temelli
DI Y] Sonucu Kolormatik Hizli Tani Yontemi
Karbapenemaz Karbapenemaz
Pozitif Negatif
OXA-48 (n=58) 55 3
OXA-48+NDM (n=15) 15 0
Direngli (n=100) NDM (n=16) 16 0
KPC (n=8) 8 0
Gen Saptanmadi (n=3) 3
Duyarli (n=25) | Gen Saptanmadi (n=25) 25
PZR:  Polimeraz =~ Zincir ~Reaksiyonu, KPC: Klebsiella pneumoniae

carbapenemase, NDM: New Delhi metallo-8-lactamase, IMP: Imipenem-
resistant Pseudomonas, VIM: Verona integron-encoded metallo-8 —
laktamase, OXA-48: Oxacillinase-48

4. TARTISMA VE SONUC

“Karbapenem direngli enfeksiyonlar” tim diinyada oldugu
gibi Glkemizde de 6nemli saghk sorunlari arasindandir. Bu
enfeksiyonlar, mortalite ve morbidite oranlarinda artis,
hastanede kalis siresinin uzamasi, hasta basi maliyetin
artmasi ve is gict kaybi gibi sosyo-ekonomik agidan birgok
soruna yol agmaktadir. Ayrica antibiyotik direnci sebebiyle
de boyle enfeksiyonlarda tedavi zorlasmaktadir. Antibiyotik
direncli bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarda hastalara
en kisa zamanda, etkili antibiyotik tedavisinin verilmesi hayat
kurtaricidir. Kritik hastalarda uygun antibiyotik tedavisinin
verilmesindeki 1 saatlik gecikmenin hastanin 6lim riskini
%20 oraninda artirdigi gésterilmistir (Kumar ve ark., 2006).

K. pneumoniae’de karbapenem direnciesas olarak antibiyotigi
parcalayarak etkisiz kilan karbapenemaz enzimlerinin
Uretiminden kaynaklanmaktadir. Bu durum ayni zamanda
hastada mortalite ve morbiditede artisa yol agmaktadir.
Dolayisiyla enfeksiyon kontrolii ve halk saghgini koruma
acisindan K. pneumoniae’de karbapenemaz varliginin hizh
tespiti gereklidir ve yasamsal 6neme sahiptir.

Karbapenemaz tespiti igin gelistirilmis bircok fenotipik
(Modifiye Hodge testi (MHT), Karbapenem inaktivasyon
metodu (CIM) vb.) ve genotipik yéntem bulunmaktadir
(Osei Sekyere ve ark., 2015). Bu yontemler genel olarak
degerlendirildiginde,  testlerin  sonuglanmasinin  uzun
siirmesi, bazi direng enzimlerini saptamada duyarhligin
ve Ozgulligin dusik olmasi gibi birtakim sorunlar goze
garpmaktadir. Ornegin; MHT, c¢ogu karbapenemaz igin,
ozellikle KPC enzimleri icin kabul edilebilir duyarlihk
(>%90) gosterirken, NDM ve IMP gibi karbapenemazlari
saptamada dislk duyarliliga sahiptir (Girlich ve ark., 2012).
Ayrica test maliyetinin disik ve uygulanabilirligi kolay
olmasina ragmen testin sonuglanmasi igin 24 saate ihtiyag
duyulmaktadir. Karbapenem inaktivasyon metodu da (CIM),
MHT yéntemine benzer sekilde, sonuglanmasi icin bir gecelik
inklibasyona ihtiya¢ duymaktadir. Bunlara ek olarak, yapilan
calismalarda bu yontemin OXA-48 ve NDM (reten izolatlari
saptamada yetersiz oldugu gosterilmistir (Tekintas ve ark.,
2017; Gelmez ve ark., 2021). Calismamizda kullandigimiz
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yonteme benzer bir metodoloji kullanan CARBA NP testi
diger fenotipik yontemlere kiyasla ortalama 2 saat gibi kisa
surede sonuglanmasi sebebiyle daha avantajli gérilmesine
karsin yapilan galismalarda testin duyarhligi %73 ile %100
arasinda rapor edilmistir (Vasoo ve ark., 2014; Yusuf ve
ark., 2014). Bununla birlikte hem tlkemizde endemik olan
OXA-48 benzeri karbapenemazlara karsi duyarliigi énemli
Olglide duslktir hem de maliyeti oldukga ylksektir (Poirel ve
ark., 2012; Gelmez ve ark., 2020). Karbapenemaz genlerini
saptamaya yonelik kullanilan genotipik yontemler ise altin
standart olmasina ragmen maliyet ylksekligi, deneyimli
personel ve donanimli laboratuvar altyapisi gereksinimi gibi
nedenler dolayisiyla tercih edilmemektedir. Galismamizda
kullandigimiz  enzim-substrat iliskisine dayali reaksiyon
temelli hizli kolormatik yontem dastik maliyetli, kolay
uygulanabilir, 1-2 saat gibi cok kisa stirede sonug verebilen bir
test olmasinin yani sira Glkemiz agisindan énem tagiyan OXA-
48 tipi karbapenemazlari yiiksek duyarhlikla (%95,9; 55/58)
saptamaktadir.

Kullandigimiz enzim-substrat iliskisine dayali reaksiyon
temelli hizli kolormatik yontem, bu alanda yaygin kullanimda
olan ticari CARBA NP testinden bazi basamaklarda avantaj
saglayan farkliliklar icermektedir. Bunlar bakteri lizis
asamasinda santriftj islemine gereksinim duyulmamasi,
testin direkt inokiilasyon ile gergeklestirilmesi, saf imipenem
yerine ticari olarak kolaylikla temin edilebilen imipenem-
silastatin antibiyotigini icermesi, reaksiyonun 372C’lik etiv
icerisinde degil 25°C’lik oda sicakhiginda gerceklesmesi,
2 saat yerine 1 saatlik inkiibasyon ile testin sonuglanmasi
ve Ulkemizde endemik olan OXA-48 enzimini saptamada
yuksek duyarhhga (%95,9) sahip olmasi seklinde siralanabilir.
Ayrica kullandigimiz yontemin test bagi maliyeti 5 TL iken
ticari CARBA NP testinin test basi maliyeti 4 dolar olarak
hesaplanmistir (120 TL, Subat 2024).

Test ettigimiz yonteme benzer olarak literatiirde in-house
CARBA NP testi olarak gegcen bazi biyokimyasal testler
mevcuttur. 2016 yilinda Osterblad ve ark. tarafindan yapilan,
karbapenemaz pozitif 57 — karbapenemaz negatif 37 gram
negatif basilin degerlendirildigi calismada karbapenemaz
pozitif izolatlarin 41’i in-house CARBA NP testi ile
karbapenemaz pozitif bulunmustur (Osterblad ve ark., 2016).
Karbapenemaz negatif suslarin tamami ayni test ile negatif
bulunmustur. Yazarlar, ¢calismalarindaki yanhs negatif sonug
verenizolatlarin gogunlugunun karbapenemleri zayif hidrolize
ettigi bilinen OXA-48 veya OXA-181 dreticisi oldugunu
saptamis ve vyanhs negatif sonuclarin bundan kaynakl
olabilecegini belirtmistir. Ayni tarihli Pires ve ark. tarafindan
yapilan karbapenemaz pozitif 30 — karbapenemaz negatif
33 Enterobacteriaceae izolatinin degerlendirildigi baska bir
¢alismada ise in-house CARBA NP testinin %100 duyarlhk
ve %98,9 ozglilliige sahip oldugu gosterilmistir (Pires ve ark.,
2016). Calismada OXA-48 enzimi bulunan izolatlarda zayif
karbapenem hidrolizi sebebiyle renk degisiminin daha zayif
oldugunu ancak bu durumu da pozitif olarak kabul ettikleri
ifade edilmistir. Ayrica yanls pozitif sonug veren izolatlarda
AmpC enzimi varhgini gerekge gostermis ve bu enzimin
disiik diizeyde de olsa imipenem hidrolizine yol agmasini sz

konusu uyumsuz sonuglarla iliskilendirmislerdir. 2019 yilinda
Bir ve ark. tarafindan yapilan bir galismada, karbapenemaz
pozitif 32 — karbapenemaz negatif 5 ve karbapenemlere
artan dozda duyarli 3 Enterobacteriaceae izolati ile elde
edilen veriler 1siginda, in-house CARBA NP testinin duyarhligi
%93,9 ve 0zgulligu %71,4 olarak hesaplanmistir (Bir ve ark.,
2019). Calismada OXA-48 enzimi tasiyan bir izolatta alinan
yanlis negatif sonucun enzime bagh zayif karbapenemi
hidrolizinden kaynakli olabilecegi belirtilmistir. Ancak yanls
pozitif bulunan izolatlarla ilgili bir yorum yapilmamistir. Akyar
ve ark. tarafindan karbapenemaz pozitif 153 — karbapenemaz
negatif 16 Klebsiella spp. ve E. coli izolatinin degerlendirildigi
calismada, in-house CARBA NP testinin %96,7 duyarlilik ve
%100 6zglllige sahip oldugu gosterilmistir (Akyar ve ark.,
2019). Gahsmalarinda yanhs negatif sonug veren izolatlarda
inklibasyon suresi arttirildiginda (4 saat), duyarliigin %100’e
ylkseldigini belirtilmistir. Bu izolatlardaki sonucu, disik
karbapenemaz aktivitesine sahip enzimlerle, 6zellikle de OXA
grubu enzim Ureticileriyle iliskilendirmislerdir. Calismamizda
da kullandigimiz yontemle yanlis negatif olarak saptanan 3
izolatta PZR ile OXA-48 enzimi varligi saptanmistir. Bu izolatlar
icin test ayni kosullarda inkiibasyon siresi 2 saate uzatilarak
tekrar edilmesine ragmen sonug degismemistir.

Yukarida paylastigimiz literatlirdeki in-house CARBA NP
testlerinin ¢ogunun 0Ozgulligl ylksektir ancak 6zgulliglin
dislik olarak saptandigin calismalarda suslardaki AmpC
enziminin yanls pozitiflige neden olabilecegi yorumu
yapilmistir (Pires ve ark., 2016; Osterblad ve ark., 2016).
Ayrica in-house CARBA NP testlerinin duyarlilik oranlari
da cogu calismada yuksek bulunmus ve orani disiiren
neden var ise zayif karbapenem hidrolizi dolayisiyla OXA
tipi karbapenemazlar ile iliskilendirmislerdir (Osterblad ve
ark., 2016; Akyar ve ark., 2019). Calismamizda da literatirle
uyumlu olarak enzim-substrat iliskisine dayali reaksiyon
temelli hizli kolormatik yontem ile duyarlilik %96,9, 6zgillik
ise %100 bulunmustur.

Calismamizda hem PZR (taranan blaOXA-48, blaNDM, blakPC,
blaVIM ve blaIMP icin) hem de enzim-substrat iliskisine dayali
reaksiyon temelli hizli kolormatik yontem ile karbapenemaz
negatif sonug veren 3 izolat bulunmaktadir. Yukarida bahsi
gecen calismalarda oldugu gibi calismamizda da kullandigimiz
yontemin duyarlilik oranini disliren temel faktér, OXA-48
enzimitasiyan bu 3izolatin yanlis negatif olarak saptanmasidir.
OXA-48 benzeri enzimlerin karbapenemler (zerinde zayif
hidrolitik etki sergiledigi dikkate alindiginda, bu 3 izolatta
elde ettigimiz yanhs negatif sonuglarin b/laOXA-48 alt tipleri
ile iliskili olabilecegini dislinmekteyiz.

K. penumoniae’de karbapenem direncine neden olan en
temel mekanizma karbapenemaz Uretimi olmasina ragmen
baska mekanizmalarin da direncte rol oynadigi bilinmektedir
(Alizadeh ve ark., 2020; Ranjbar ve ark., 2019). Ulkemizde
diger tip karbapenemazlarin gorilme sikligi ve fenotipik
test ile de karbapenemaz negatif bulunmalari gibi nedenler
distnildiginde, bu izolatlardaki karbapenem direncinin
karbapenemaz uretimi yoluyla degil, porin kaybina bagh
(OmpK35 ve OmpK36) membran gecirgenliginin azalmasi
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veya efluks pompalari ile ilacin hiicre disina atiliminin
saglamasi yoluyla olabilecegi 6ngoriilmektedir.

Sonug olarak, karbapenem direnci lilkemizde ve diinyada
halk saghgini tehdit eden ciddi bir saglik sorunudur. EUCAST’a
gore; karbapenem direnci tespit edilen izolatlarda, enfeksiyon
kontrolli ve halk saghgi acgisindan karbapenemaz tespitinin
hizli yapilmasi gerekli ve 6nemlidir. Yaygin kullanilan fenotipik
karbapenemaz dogrulama testlerinde (CIM, MHT vb.)
sonucglanma sirelerinin 48 saatten uzun siirmesi, enzim
tipine gore duyarhhk ve 6zglllik oranlarinin disik olmasi
gibi birtakim sorunlar bulunmaktadir. Genotipik testler
altin standart olmasina ragmen maliyetinin yiiksek olmasi,
deneyimli personel ihtiyaci ve donanimli laboratuvar altyapisi
gereksinimi gibi sebepler dolayisiyla rutin laboratuvar
sireclerinde yer alamamaktadir. Bu sorunlardan yola ¢ikarak
c¢alismamizda maliyeti uygun, kisa sirede sonuglanan
ve laboratuvarda kolay uygulanabilecek enzim-substrat
iliskisine dayah reaksiyon temelli hizli kolormatik “in-house”
yontemi degerlendirdik. Ulkemiz acgisindan ele alindiginda,
karbapenemaz tespitinde kullanilan hizli tani testi segiminde
temel faktor, kullanilacak testin Ulkemizde yaygin gorilen
karbapenemazlari saptamadaki duyarliik ve o6zgullGgidar.
Galismamizda kullandigimiz enzim-substrat iligkisine dayal
reaksiyon temelli hizl kolormatik test, %96,9 duyarhlik ve
%100 Ozgillige sahip olmasinin yani sira, benzerlerinden
farkli olarak, tGlkemiz agisindan biylik énem tasiyan OXA-48
tipikarbapenemazlariyiksek duyarhhk (%95,9)ile kisa siirede,
dogru ve glvenilir sekilde saptayabilmektedir. Bu yontemin
klinik laboratuvarlarda rutin kullanimi degerlendirilmelidir.

Etik Kurul Onayi: Bu calisma Marmara Universitesi Saghk
Bilimleri Enstituisu Etik Kurulu tarafindan 19.09.2022-90 onay
tarihi ve numarasiyla etik onay almistir.

Finansal Destek: Calisma, Marmara Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri (BAP) Koordinasyon Birimi tarafindan 2023
yilinda TYL-2023-10952 numarali proje ile desteklenmistir.

KAYNAKLAR

[1] Akyar I, Kaya Ayas M, Karatuna O. Performance evaluation
of MALDI-TOF MS MBT STAR-BL versus in-house Carba NP
testing for the rapid detection of carbapenemase activity in
Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae Strains. Microbial
Drug Resistance. 2019;25(7):985-990.

Alizadeh N, Ahangarzadeh Rezaee M, Samadi Kafil H, Hasani A,
Soroush Barhaghi M H, Milani M, et. al. Evaluation of resistance
mechanisms in carbapenem-resistant enterobacteriaceae.
Infection and Drug Resistance. 2020;13:1377-1385.

Bir R, Mohapatra S, Kumar A, Tyagi S, Sood S, Das B K, Kapil A.
Comparative evaluation of in-house Carba NP test with other
phenotypic tests for rapid detection of carbapenem-resistant
Enterobacteriaceae. Journal of Clinical Laboratory Analysis.
2019;33(1):e22652.

Centers for Disease Control and Prevention. Antibiotic
resistance threats in the United States, Atlanta, GA: U.S.
Department of Health and Human Services. CDC; 2019.

(2]

(3]

(4]

(5]

(6]

(7]

(8]

(9]

(10]

(11]

(12]

(13]

(14]

(15]

(16]

(17]

(18]

(19]

D, Peirano G, Llascols C, Lloyd T, Church DL, Pitout JD.
Laboratory detection of Enterobacteriaceae that produce
carbapenemases. J Clin Microbiol. 2012;50(12):3877-80.
EUCAST Breakpoint tables for interpretation of MICs and zone
diameters,Version 13.1, valid from 2023.

Ferreira R L, Da Silva B C, Rezende G S, Nakamura-Silva R,
Pitondo-Silva A, Campanini E B, Pranchevicius M C D S. High
prevalence of multidrug-resistant Klebsiella pneumoniae
harboring several virulence and B-lactamase encoding genes
in a Brazilian intensive care unit. Frontiers in microbiology.
2019;9:3198.

Gelmez G A, Can B, Hasdemir U, Soyletir G. Evaluation
of two commercial methods for rapid detection of the
carbapenemase-producing Klebsiella pneumoniae. Journal of
microbiological methods. 2020;178:106084.

Gelmez G A, Can B, Hasdemir U, Soyletir G. Evaluation of
phenotypic tests for detection of carbapenemases: New
modifications with new interpretation. Journal of Infection
and Chemotherapy. 2021;27(2):226-231.

Girlich D, Poirel L, Nordmann P. Value of the modified
Hodge test for detection of emerging carbapenemases in
Enterobacteriaceae. Journal of Clinical Mmicrobiology. 2012;
50(2): 477-479.

Kumar A, Roberts D, Wood K E, Light B, Parrillo J E, Sharma
S, et. al. Duration of hypotension before initiation of effective
antimicrobial therapy is the critical determinant of survival in
human septic shock. Critical Care Medicine. 2016;34(6):1589—
1596.

Osei Sekyere J, Govinden U, Essack S Y. Review of established
and innovative detection methods for carbapenemase-
producing Gram-negative bacteria. Journal of Applied
Microbiology. 2015; 119(5):1219-1233.

Osterblad M, Lindholm L, Jalava J. Evaluation of two commercial
carbapenemase gene assays, the Rapidec Carba NP test and
the in-house Rapid Carba NP test, on bacterial cultures. Journal
of Antimicrobial Chemotherapy. 2016;71(7):2057-2059.

Pires J, Tinguely R, Thomas B, Luzzaro, F, Endimiani A.
Comparison of the in-house made Carba-NP and Blue-Carba
tests: considerations for better detection of carbapenemase-
producing Enterobacteriaceae. Journal of Microbiological
Methods. 2016;12:33-37.

Poirel L, Potron A, Nordmann P. OXA-48-like carbapenemases:
the phantom menace. Journal of Antimicrobial Chemotherapy.
2016;67(7):1597-1606.

Ranjbar R, Fatahian Kelishadrokhi A, Chehelgerdi M. Molecular
characterization, serotypes and phenotypic and genotypic
evaluation of antibiotic resistance of the Klebsiella pneumoniae
strains isolated from different types of hospital-acquired
infections. Infection and drug resistance. 2019;12:603-611.
Stuart J C, Leverstein-Van Hall M A. Guideline for phenotypic
screening and confirmation of carbapenemases in
Enterobacteriaceae. International Journal of Antimicrobial
Agents. 2010;36(3): 205-210.

Tekintas Y, Cilli F, Era¢ B, Yasar M, Aydemir S S. Comparison
of phenotypic methods and polymerase chain reaction for the
detection of carbapenemase production in clinical Klebsiella
pneumoniae isolates. Mikrobiyoloji Bulteni. 2017;51(3):269-
276.

Vasoo S, Lolans, K, Li, H, Prabaker K, Hayde M K. Comparison
of the CHROMagar™ KPC, Remel Spectra™ CRE, and a direct
ertapenem disk method for the detection of KPC-producing

JOHESAM 2024; 4 (2): 29-35

34

DOI: 10.29228/JOHESAM.33



Sura Basdag l Aragtirma Makalesi (Research Article) l

Enterobacteriaceae from perirectal swabs. Diagnostic [21] Yusuf E, Van Der Meeren S, Schallier A, Piérard D. Comparison

microbiology and infectious disease. 2014,78(4) 356-359. of the Carba NP test with the Rapld CARB Screen Kit for the

o i detection of carbapenemase-producing Enterobacteriaceae

[20] World Health Organization. Central Asian and European and Pseudomonas aeruginosa. European journal of clinical
Surveillance of Antimicrobial Resistance: Annual Report 2020. microbiology & infectious diseases. 2014;33:2237-2240.

How to cite this article: Basdag S, Ginci MM, Aksu MB. Cesitli klinik 6rneklerden elde edilen Klebsiella pneumoniae’de
karbapenemaz Uretimi ve tiplendirilmesinde fenotipik ve genotipik yontemlerin degerlendirilmesi. Journal of Health Sciences and
Management, 2024;2: 29-35. DOI: 10.29228/JOHESAM.33

JOHESAM 2024; 4 (2): 29-35 35 DOI: 10.29228/JOHESAM.33



	_Hlk162955042
	_Hlk163139152
	_Hlk162954593
	_Hlk162954863
	_Hlk155547927
	_Hlk163137661
	_Hlk163137177

