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OZET

Antibiyotiklere ¢coklu direnci olan Enterobacteriaceae suglari ile olusan infeksiyonlarin tedavisinde karbapenemler tercih
edilmekte; ancak son yillarda Klebsiella pneumoniae karbapenemazi (KPC) iireten suglar ile infeksiyonlar da goriilmektedir.

Direng tespiti igin altin standart molekiiler yontemler olmakla birlikte bu yontemlerin cesitli dezavantajlar: bulunmak-
tadir. Bu yiizden Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) KPC'lerin tespitinde fenotipik yontem olan “cloverleaf”
testini (modifiye Hodge testi) onermektedir.

Caligmada, Bagkent Universitesi Adana Uygulama ve Aragtirma Merkezi Mikrobiyoloji Laboratuvarmda modifiye
Hodge testi uygulanmis ve sonuglart pozitif bulunmus olan klinik ornekler retrospektif olarak degerlendirilmistir. Calismaya
Temmuz 2009-Mart 2011 tarihleri arasinda cesitli klinik Orneklerden izole edilen karbapenemaz iiretimi siipheli 952 adet
Enterobacteriaceae izolat: dahil edilmistir. CLSI standartlarina gore modifiye Hodge testi yapilnus ve 13 izolatta (% 1.4)
pozitif olarak saptanmustir. Yar: otomatize sistem kitleri kullamilarak izolatlarin 8'i (% 62) K.pneumoniae, 2'si (% 15)
Escherichia coli, 2’si (% 15) Enterobacter aerogenes, 1'i (% 8) Klebsiella oxytoca olarak tanimlanmugtir. Bu suglarin 5'i idrar,
4’ii kan, 2'si doku, 1'i batin i¢i ve 1'i plevra sivisindan izole edilmistir. Hodge testi pozitif bulunan suglarin ikisi (E.aerogenes,
E.coli) imipenem ve meropeneme disk difiizyon yontemi ile duyarlt bulunmugstur. Diger izolatlarda en az bir karbapenem
direnci saptannusgtir.

Calismamizin sonucunda, karbapenem grubu antibiyotiklerin kullanilmasi gereken klinik durumlarda tedavinin basa-
rili olabilmesi icin fenotipik yontemlerle karbapenemaz varliginin aragtirilmasiin gerektigi diisiiniilmiistiir.
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SUMMARY
Evaluation of Modified Hodge Test Results Performed in Two Years Period

Although carbapenems are preferred for treatment of multidrug resistant Enterobacteriaceae, infections with Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC) producing strains are encountered in recent years. Despite molecular methods are gold
standard for resistance detection, they have some disadvantages. For this reason Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI) recommends cloverleaf test (modified Hodge test) for KPC detection as a phenotypic method.

This is a retrospective study on strains with positive Hodge test results in Baskent University Adana Application and
Research Center since 2009 July to March 2011. 952 Enterobacteriaceae isolates were included. Hodge test was positive in 13
of 952 isolates (1.4 %) according to CLSI standards. These 13 isolates were identified as 8 (62 %) K.pneumoniae, 2 (15 %)
E.coli, 2 (15 %) Enterobacter aerogenes, 1 (8 %) Klebsiella oxytoca by using semi automated system kits. Five of the isolates
were from urine samples, 4 from blood, 2 from tissue, 1 from periton fluid samples and 1 from pleural effusion. Two of the
positive samples with Hodge test (E.aerogenes, E.coli) were found sensitive to imipenem and meropenem with disk diffusion
methods. The others were resistant to at least one carbapenem by the same method.

We believed that phenotypic methods for carbapenemase production will be helpfull to decide the use of carbapenem
group antibiotics for therapy of the multidrug resistant Enterobacteriaceae strains.
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GIRIS

Antibiyotiklere ¢oklu direnci olan Entero-
bacteriaceae suslari ile olusan infeksiyonlar ciddi
seyretmekte olup bunlarin tedavisinde karbape-
nemler (imipenem, meropenem, ertapenem)
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, son yillarda
karbapenemlere direngli Enterobacteriaceae susla-
n ile gelisen infeksiyonlar da goriilmektedir.
Karbapenemaz iireten Klebsiella pneumoniae susu
ilk olarak 2001 yilinda Kuzey Carolina’dan bil-
dirilmistir®. Ozellikle son bes yilda K.pneumoni-
ae karbapenemazi (KPC) iireten izolatlarin sayi-
sindaki artiglar dikkati cekmektedir®. Bu beta-
laktamaz enzimleri karbapenemleri hidroliz
etmektedir ve bu yiizden bu bakterilerin etken
oldugu infeksiyonlarin tedavisinde gtigliikler
yaratmaktadir. Ambler smiflandirmasina gore
beta-laktamaz enzimleri, aminoasit sekanslarin-
daki benzerlikler temelinde dort smifa (A-D)
ayrilmaktadir. Siif A, C ve D beta-laktamaz
gruplarindaki ortak bolge serin aminoasiti iken,
sinif B’de (metallo-beta-laktamazlar) aktif bolge
¢inkodur®. Karbapenem direncinin siklikla
gortildtigti Klebsiella tirleri igerisinde en sik
mekanizma Ambler smif A igerisinde 6zellikle
KPC (K.pneumoniae karbapenemazi) veya B
metallo-beta-laktamazi (MBLs) 6rnegin IMP ve
VIM tiirleridir®. Karbapenemazlar ozellikle
K.pneumoniae izolatlarinda bildirilmesinin yani
stra Klebsiella oxytoca, Enterobacter spp., Escherichia
coli, Salmonella spp., Proteus mirabilis, Citrobacter
freundii ve Serratia spp. gibi diger Enterobacteria-
ceae bakterileri i¢in de bildirilmektedir®.

KPC enzimlerinin varlig1 her zaman kar-
bapenemlere ytiksek diizey direng ile sonuglan-
mayabilir. Bakterilerin minimal inhibitér kon-
santrasyon (MIK) degerleri duyarli ve orta
duyarlh kategorilerinde kalabilir. Kullanilan oto-
matize sistemler degisken sonuglar verebilirken,
buyyon diliisyon teknigi karbapenemler igin en
yiiksek duyarlhilikta sonug vermektedir (>% 90)®.

KPC enzimlerinin tespiti i¢in altin stan-
dart olan yontem PCR ile blaKPC geninin varli-
gmin gosterilmesidir®. Bu genotipik yontem
hizli sonug veren fakat is giicli ve ekipman
gerektiren pahali bir yontemdir. Bu yiizden
KPC’lerin tespiti icin cesitli fenotipik yontemler
gelistirilmistir. Clinical Laboratory Standards
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Institute (CLSI) tarafindan 6nerilen en son yontem
cloverleaf testi (modifiye Hodge testi)'dir. CLSI
standartlarma gore ertapenem veya meropenem
zon ¢ap1 <21 mm olan Enterobacteriaceae izolatlari-
na, ayrica genislemis spektrumlu beta-laktamazi
pozitif bulunan Enterobacteriaceae izolatlarina feno-
tipik konfirmasyon testi olan modifiye Hodge testi
yapimasi onerilmektedir. Bu ¢alismada, Baskent
Universitesi Adana Uygulama ve Aragtirma Mer-
kezi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda modifiye
Hodge testi yaptigimiz ve sonuglarimi pozitif bul-
dugumuz ornekleri retrospektif olarak degerlen-
dirmek amaclanmustir.

GEREC VE YONTEM

Klavulanik asit kombinasyon diskleri ile
genislemis spektrumlu beta-laktamazi pozitif
bulunan, disk difiizyon yontemi ile meropenem
zon capt <21 mm olan ve karbapenemlerden
herhangi birine direngli olan suslara modifiye
Hodge testi 2009 CLSI standartlarina goére uygu-
lanmigtir. Bunun igin, E.coli ATCC 25922 susu-
nun 0.5 McFarland bulaniklik standardindaki
siispansiyonunun, triptik soy buyyon ile 1:10
diliisyonu Mueller-Hinton agar plagma yayil-
mis, 3-10 dk bekletildikten sonra petrinin mer-
kezine ertapenem diski yerlestirilmistir. Stipheli
kolonilerden 3-5 adet alinip, diske dogru 20-25
mm’lik hat seklinde ¢izgi ¢ekilmistir®. 35°C’de
16-20 saat inkiibasyon sonucunda test bakterisi-
nin ¢izgisi ile inhibisyon zonunun kesisme nok-
tasindaki iireme artis1 (yonca yapragi goriinii-
mii) pozitif sonug olarak kabul edilmistir (Sekil).

Sekil. Modifiye Hodge testi pozitif bulunan izolatlarda yonca
yapragt (cloverleaf) goriiniimii.



iki y1llik siirecte yapilan modifiye Hodge testi sonuglarimin irdelenmesi

Modifiye Hodge testi pozitif bulunan izolatlar
yar1 otomatize sistem kitleri kullanilarak (BBL
Crystall, Becton Dickinson, USA) tanumlanmustir.

BULGULAR

Laboratuvarimizda Temmuz 2009-Mart
2011 tarihleri arasinda 952 karbapenemaz tireti-
mi stipheli olan Enterobacteriaceae izolatina modi-
fiye Hodge testi yapilmus, 13’iinde test sonucu
pozitif bulunmustur (% 1.4). Modifiye Hodge
testi pozitif bulunan izolatlarin 8'i K.pneumoniae,
2’si E.coli, 2'si Enterobacter aerogenes, 1'i Klebsiella
oxytoca olarak tanimlanmistir. Bu suglarin 5i
idrar, 4’4 kan, 2’si doku, 1i batin ici sivi ve 11
plevra sivisindan izole edilmistir. Modifiye
Hodge testi pozitif bulunan Enterobacteriaceae
bakterilerinin izole edildigi 6rnekler asagidaki
tabloda yer almaktadir. Hodge testi pozitif bulu-
nan suslarm ikisi imipenem ve meropeneme
disk difiizyon yontemi ile duyarlh bulunmustur.
Duyarli bulunan izolatlarin biri (E.aerogenes)
doku kiiltiirtinden, digeri (E.coli) idrar 6rnegin-
den izole edilmistir. Diger izolatlarda en az bir
karbapenem direnci saptanmuistir.

Tablo 1. Modifiye Hodge testi pozitif bulunan 13 susun dagilim.

Bakteri Idrar Kan Sterilsivi  Doku

K.pneumoniae (8) 3 3 2 -

E.coli (2) 1 1 - -

E.aerogenes (2) 1 - - 1

K.oxytoca (1) - - - 1
TARTISMA

Son yillardaki karbapenemaz iireten sus-
larin sayisindaki artislar nedeni ile bu bakterile-
rin etken oldugu infeksiyonlarin tedavisinde
glicliiklerle karsilasilmaktadir. Karbapenemaz
tireten suglar diger antibiyotiklere, genis spekt-
rumlu sefalosporinlere ve karbapenemlerin yani
sirakinolonlara, aminoglikozidlere ve ko-trimok-
sazole de direng gosterebilirler®.

Bazi KPC f{ireten tiirlerde diisiik diizey
karbapenem direnci goriiliirken, bazen porin
kayb1 gibi selliiler diren¢ mekanizmalarmin
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eklenmesi ile karbapenemlerin MIK degerleri
artmaktadir®”. KPC {ireten suslar hastanelerde
salginlara yol acabilmektedir. Bu bakterilerin
etken oldugu infeksiyonlarin tedavi segenekleri-
nin kisitli olmasi ve laboratuvarda bu izolatlarin
tanimlanmasinda birtakim zorluklarin bulun-
mast nedeni ile hastane infeksiyonlar: agisindan
en c¢ok korkulan bakterilerden biri haline gel-
miglerdir. Daha Onceki raporlarda otomatize
sistemlerin bu izolatlar tespit etmedeki basari-
sizliklar1 da bildirilmektedir®.

Cloverleaf yontemi olarak da isimlendiri-
len modifiye Hodge testi, karbapenemaz aktivi-
tesini Enterobacteriaceae tiirlerinde test etmek
icin CLSI tarafindan &nerilen tek fenotipik yon-
temdir®. Testin mekanizmasi karbapenem anti-
biyotiginin test edilen organizma tarafindan
inaktive edilmesi ve zemine yayilmis olan kar-
bapenem duyarh indikator sus ile zonun birles-
me yerinde tiremenin artmasi sonucunda yonca
yapragi goriintimiiniin elde edilmesidir.
Yoéntemin karbapenemaz {iretimini test etmede
duyarhilig: ytiksektir ancak karbapenemaz enzi-
minin tipini belirleyememektedir®. CTX-M tipi
beta-lakta-maz tireten Enterobacteriaceae izolatla-
rinda bazen dis membran permeabilitesinin
gecirgenliginin azalmasindan dolay: test yanhs
pozitiflik verebilmektedir. Raporlarda &zellikle
metallo-beta-laktamaz iireten Enterobacteriaceae
izolatlarinda, zayif karbapenemaz aktivitesin-
den dolay: testin yorumlanmasmin gliclestigi
bildirilmektedir.

Tedavi etkinligi acisindan karbapenem
direnci siipheli olan Enterobacteriaceae izolatla-
rinda modifiye Hodge testi yapilmasi oneril-
mektedir. Hodge testi sonuglarinin karbapene-
maz Uretiminin tespiti i¢in oldukga ytiksek
etkinlikte oldugu bildirilmektedir. Ulkemizde
yapilan calismalarda karbapenemaz {ireten
Enterobacteriaceae izolatlar1 bildirilmektedir®?.
Calismamizda laboratuvarimizda iki yillik
siirecte ¢esitli klinik 6rneklerden izole ettigimiz
karbapenem direnci stipheli 952 Enterobacte-
riaceae izolatlarina yapilan modifiye Hodge testi
sonucunda % 1.4 oraninda pozitiflik bulunmus-
tur. Modifiye Hodge testinde kullandigimiz
ertapenem diski, karbapenemaz tanimlanma-
sinda en duyarli karbapenemdir. Etkenin modi-
fiye Hodge testi sonucuna gore antibiyoterapi
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yeniden diizenlenmelidir®.

Karbapenemaz pozitif K.pneumoniae'nin
neden oldugu infeksiyonlarin tedavisinde kar-
bapenemlerin ve diger beta-laktam antibiyotik-
lerin kullanim1 giivenli degildir. Hodge testi
pozitif olan izolatlarin karbapenem MIK sonug-
larin bildirmek gereklidir.

Klinikte uygun tedavi etkinligi agisindan
mikrobiyoloji laboratuvarlarinin rutinde karba-
penemaz liretimi siipheli olan Enterobacteriaceae
suslaria modifiye Hodge testi yapmas: diisii-
niilmelidir.
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