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Sunu Plani

« Karbapenemaz enzim nedir ve siniflandiriimasi

« Karbapenemaz enzim tarama yontemleri

« Karbapenemaz enzim dogrulama yontemleri
*Fenotipik Yontemler

*Genotipik Yontemler



Karbapenem Direnci Nasil Geligir ?

« Karbapenemaz uretimi (karbapenem hidrolizi)
» Porin kaybi

« Artmis efluks pompa fonksiyonu

Bu mekanizmalar ertapenem >> meropenem veya imipenem




Karbapenemaz Enzimi

 Penisilinleri, cogu zaman sefalosporinleri ve degisen
derecelerde olmak uzere karbapenemleri ve

monobaktamlari hidrolize eden beta-laktamazlardir.



Karbapenemaz Neden Onemli ?

Tum beta-laktamlara karsi direng gelismesi ve kolay yayillmasi

Karbapenemaz ureten suslar genellikle birden fazla direng

mekanizmalari tasidiklari icin ¢goklu dirence sahip

Bu enzimleri kodlayan genler, plazmidler uzerinde olmasi nedeni
ile kolay transfer edilebilir, direnci bu plazmidler yardimi ile hizla

ayni ve farklh tlrler arasinda yayilabilir

Karbapenemaz Ureten Enterobacteriaceae enfeksiyonlarinda

mortalite hizlar yuksek



Tablo 1. Karbapenemazlarm smiflamast ve baghca ozelliklerin karsilagtiriimast,

Ambler siniflamast Stuf A Sinif B Stuf D
Epidemiyolojik bélge ABD, Ingiltere Japonya,Hindistan Ttirkiye, Ortadogu
Plazmid kaynakls KPC,GES NDM
Kromozal NmcA, SME VIM-2,IMP-1,IMP-2  OXA-23, OXA-48, OXA-181
Enzim aktif bolgesi Serin In Serin
Genel inhibitdrleri Boronik asit. Dipikolinik asit, EDTA

Klavulanat ile zayif inhibisyon

Beta-laktamlar {izerine etkileri ~ Monobaktamlar da dahil tim ~ Aztreonam disinda tim  Karbapenemler tizerinde

beta-laktamlara (sefamisinler haric) ~ beta-laktamlara etkili. zayif hidrolitik akfivite.
etkili. GES, monobaktamlara etkili Aztreonama etkili degil.
degil ve karbapenemler {izerinde Oksasilin ve kloksasilin
etkisi zayif tizerinde etkili.
Modifiye Hodge Testi Pozitif Degisken Pozitif

Kilig U et al. ANKEM Derg 2016:30(2):62-75




Table 1. Plasmid-encoded carbapenemases of primary concern.”

Maolecular Functional
Class Group E nzy me Endemic region
A 2f KPC Argentina, China, Colombia, Greece,

lEmael, =y, North America, Poland
GES Brazil
B" 3 MDM  China, India, Kenya
IMP China, Greece, Japan, India
VIM Brazil, France, Germany, Greece, India,
Ireland, Imly, Japan, Le banon,

Poland, Portugal, UK
o= 2d Africa, Belgium, Canada, Germany,
lsrael, Lebanon, Middl

Morescco, Switzer|and!

Notes. Key: KPC-Kiebsiella prneurmoniaoe carba penemase; GESGuiana extend ed
spectrum; HNDM-Mew Delhi metallo-g-lactamase, |MP-active on imi pe nem;
ViM-Verona integron-encoded metallo-3-lacamase; GIM-German imipene-
mase; SPM-5ac Paulo metallo-BHactamase; OXA-oxacillin-hydrolyzing.

Tlass A and D Bdactamases hawe serine at active site and are inhibited by

clavulanic acid.

“Class B B-lactamases (metallo-enzymes) utilize zinc at active site and are

inhibited by EDTA.

Richter SS et al. Virulence 2017; 417



En sik goriilen tir

Sinif A KPC, SME, Enterobacteriaceae
IMI, NMC, (P ceruginosa
GES Acinetobacter daha az)
Sinif B IMP,VIM, P aeruginosa
(metallo- GIM, 5PM,  Enterobacteriacea
laktamaz) IND,NDM 4 cinetobacter spp.
Sinif D OXA Acinetobacter spp.

Enterobacteriaceae
(OXA-48)




Diren¢c mekanizmasinin saptanmasi
onemli mi ?

Enfeksiyon kontrolQ EVET
Halk sagligi EVET
Antimikrobiyal duyarlilik saptanmasi HAYIR

icin gereklidir



Karbapenemaz Tarama Testi Ne Zaman

Yapilmali ?

« Karbapenemlerden (imipenem, meropenem, ertapenem, doripenem)

birine karsi duyarlihgi azalmis suslar tespit etmek icin tarama gerekir




Eﬂmapgngmsl MIC breakpoints Disk Zone diameter
myiL) content | breakpoints (mm|

S¢ | R> | ATU | (ug) | §s | Re | ATU

Doripenem | . 10 4 21

Erapenem 05 | 05 [ 2

Imipenem, Enterohacierales except 2 4 1 2 12

Marganeliaceas

imipenem’”, Morganeliacese 0.001 4 10 il 18

Imipenem-relebactam, Enferobacterales ? 7 05 | » 2| nn

aucept Morganeliaceas

Merapenem (indications other than 2 g 10 22 L

meningitis)

Meropenem (meningitis) 2 . ] 2 22

Meropenem-vaborbactam g g 20-10 20 il 151"

EUCAST Clinical Breakpoint Tables v. 13.0, valid from 2023-01-01




Meropenem tarama onerisi
MIK degeri: > 0.125 mg/L

Zon capl: <28 mm

Piperasilin/ tazobaktam zon capi 25-27 mm yada

temosilin direnci varsa dogrulama yapilmali

EUCAST Clinical Breakpoint Tables v. 13.0, valid from 2023-01-01



Karbapenemaz Saptanmasinda
Kullanilan Fenotipik Yontemler

« Kombinasyon Disk testi
» Biyokimyasal testler

 Karbapenem Inaktivasyon Testi (CIM)

« Maldi TOF MS

o Lateral Akim Yontemileri

o Kultur Bazli Metodlar

* Modifiye Hodge Testi

 Otomatize Sistem



Karbapenemaz Saptanmasinda
Kullanilan Genotipik Yontemler

 PZR : polimeraz zincir reaksiyonu
 Klonlama ve sekanslama
 Oligonukleotid hibridizasyonu

« PGFE: Darbeli alan jel elektroforezi

 MLST: Coklu bolge sekans tiplendirme



Modifiye Hodge Testi

Amac: Karbapenemaz ureten suslarin, testte kulanilan karbapenemi
inhibe etmesi sonucu ve duyarli indikator ( E.coli) susunun inhibisyon

zonundaki degisikligi yorumlanmasidir.

Yoruma acik

Zamana bagl

Ulasilabilir

Maliyeti dusuk



Modifiye Hodge Testi

« Besiyeri => Mueller Hinton Agar (MHA)

« Disk => Meropenem 10 ug ya da ertapenem 10 ug
- Indikatoér => E.coli ATCC 25922 standart susu
Uygulama

1. Standart susu solisyonu 1:10 oraninda dilGe edilir ( buyon yada

serum fizyolojik ile 0.5 McFarland bulanikliginda ayarlanir)
2. MHA besiyerine yayilir

3. Disk merkeze yerlestilir



Modifiye Hodge Testi

4- Test edilecek sus yuvarlak 6ze ya da ekuvyonla alinip diskin
etrafindaki bir noktadan baslayip uzaklasan 20-25 mm uzunlugunda

gizgi seklinde ekim yapilir
5- Etlvde, 35+ 2°C’de 16-24 saatlik inkibasyon
6- Mutlaka her plak pozitif ve negatif kontrol olmali
* Pozitif Kontrol : K.pneumoniae ATCC® BAA-1705

* Negatif Kontrol : K.pneumoniae ATCC® BAA-1706



Modifiye Hodge Testi

Negatif Kontrol

Test edileceK sus



Modifiye Hodge Testi

[} ' ‘ . " ang
NEGATES > B NEGATIF
1 ORNEK KONTROI

POEI TS
ORNEX




Modifiye Hodge Testi

KPC ve OXA-48 Ureten suslarda sonuclar daha basarili
MBL ureten suslari saptamada duyarlilik daha dusuk
MBL tespitinde duyarhlik artirmak icin MHA besiyerine cinko (Zn),

AmpC Uretimi ve porin kaybi gibi direng mekanizmalarina bagl

yanlig pozitiflik oranini engellemek igin besiyerine kloksasilin ilavesi

yapiimasi onerilmektedir.

Hirsch EB et al. J Infect Chemother 2014;20(3):224-7.
Kim HK et al. Ann Lab Med 2015;35(3):298-305.



Modifiye Hodge Testi

Test duyarlihgi ve o6zgullugu degismektedir
Yorumlanmasi zordur

EUCAST bu testi artik onermemektedir.

Kombinasyon disk testi
Temosilin inhibisyon zon ¢apinin degerlendirilen testler

Biyokimyasal testler (6rn: Carba NP)



Kombine Disk Metodu

Karbapenem ve karbapenemaz inhibitorlerinin sinerjisine dayali

Inhibitor
MBL Dipikolinik asit ( DPA) (1000ug)
EDTA
KPC Fenilboronik asit (600 ug)

AmpC ve porin kaybi | Kloksasilin (750 ug )

OXA-48 Temosilin (30uQ)




Tum Enterobacteriaceae i¢in
MEM zon <28 mm veya MIK> 0.125
mg/L

MEM 25-28 mm + pip/taz= I/S
ise daha fazla test ¢

p—

B

J | L
Sadece Boronik asit
boronik asitle VE kloksasilin Sadece DPA
siner ji ile sinerji tle sinerji Sinerji yok®
I | |
KPC( veya Ampc (krom. veya MBL
diger sinif A plazmid) + porin
'S I ) kayb: . ]
Temosilin Temosil.
R S
OXA-482 GSBL+ porin
Kaybi

* Yuksek duzey temosilin direnci (MIC > 128 mg/L veya temosilin diski ile <11 mm

zon: OXA-48 icin fenotipik belirleyicidir.
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Kombine Disk Metodu

Duyarlilik ve 6zgullugu yuksek ( > % 995)
Maliyeti dusuk

Laboratuvarda kolay ulagilabilinir

Ticari olarak bulunabilmesi (Mast, ROSCO)
Bakterinin genotipi hakkinda bilgi vermesi

Dezavantaji ise bir gece inklibasyon ( ort:18 saat)



Karbapenem Inaktivasyon Metodu

Karbapenemaz Uretimi test edilecek susla birlikte
iInkubasyona birakilan karbapenem diskinin, bakterinin

enzimiyle inaktivasyonunu test etmesidir.

» Standardizasyon gerekir =) | Bakteri miktari

- Basit (pratik) » Inkiibasyon sureleri

e Ucuz « Disk icerigi,

) . « Inhibisyon zon capi
« Kisa surede sonug verir y vap




Karbapenem Inaktivasyon Metodu

Suda hazirlanan stpheli bakteri sispansiyonu icine meropenem

diski atilir
ki saat inkiibasyonda bekletilir.

Disk alinir ve karbapenem duyarli standart susun (E.coli ATCC

25922) yayildigi MHA agar plagina konur.

Alti saat inkUbasyonda bekletilir



Incubate for 2
hours 35°C

Suspend full loop of
bactena in H,O

Add 10 ug
meropenam disk

Incubate for at least

6 hours 38°C

Read presence or absence
of inhititien zong

Place en Mueller Hinton agar
inoculated with £ colf ATCC 26622

+
Carbapenemase activity

No carbapenamasea actvity

PLoS One.

2015; 10(3): e0123690



Karbapenem Inaktivasyon Metodu

 Test edilen bakteride karbapenemaz varliginda meropenem
diski inaktif olmasi nedeni ile E.coli susu inhibisyon zonu

olusturmaz.

« E.coli susu etrafinda inhibisyon zonu olugsmus ise test edilen

bakteride karbapenemaz yoktur.



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

Karsilastirilmasi

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

Ismail Davarci', Micahide Esra Kogoglu?, Ferhat Zengin?
'Erzincan Binali Yildinm Universitesi, Menglcek Gazi Egitim ve Arastirma Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuwvar, Erzincan, Tlrkiye
Zlstanbul Medeniyet Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Istanbul, Turkiye

Modifiye Hodge

Testi
~ Karbapenem 32.8 75.0 96.9
Inaktivasyon testi
( 6.saat)
Karbapenem 64.1 84.4 96.9

Inaktivasyon testi
( 24.saat)



Biyokimyasal Yontemler

Karbapenem hidroliz reaksiyonunun olusturdugu pH
degisikliginin indikator maddeler (fenol kirmizisi, brom-timol
mavisi vb.) kullanilarak renk degisimi ile gosterilmesi esasina

dayanan yontemlerdir.
Ucuz

Hizl ( 2 saat)
Tekrarlanabilir

Duyarlilik ve ozgulluk yuksek



Biyokimyasal Yontemler

Fenol kirmizisi bazli Carba NP testi ( kirmizi => sari)
Brom timol bazli Blue-Carba testi => ( mavi => sarni)
Karbapenemaz ureten tum suslar i¢in kuyucuklarin rengi degisir.

Karbapenemaz uretmeyenlerde renk degisikligi olmaz.



CarbaNP (Carbapenemase Nordmann-Poirel) Testi

1) Fenol karmizist: pH belirted —= %.__

28
2) Karbapenem: imipenem |~ © %
(karbapenemaz substrat) R
+(inko, metallo-bagimi L
karbapenemaz treten suslarn | | 228
tespit edilmesi icin gerekidir —“Sii
R

OXA-48 Ureten bakterilere karsi

duyarli olmayabilir

OKUMA VE
YORUMLAMA




Biyokimyasal Yontemler

Imipenem

No inoculation

loncarbapenemase
producer

Carbapenemase
producer




otrategy for Rapid Detection of Carbapenemase-Producing Enterobacteriaceae

Article in Emerging Infectious Diseases - September 1012

D 103300 i, 63EE - Soui: Pl

» Rapidec Carba NP

* 162 adet karbapenemaz ureten suslar incelenmis.

« TUm test edilen suglarda renk degisikligi meydana gelmisg

« KPC ureten suslarda renk degisikligi 5- 10 dk icinde olusmus
» Duyarlilik ve 6zgullik % 100 olarak bildirilmis.




« Rapidec Carba NP testin duyarllik ve 6zgullik % 96
Poirel L et al. J Clin Microbiol 2015; 53: 3003-8

« Rapidec Carba NP testinde yanlis negatif test sonuclar olabilir
*Proteus mirabilis, Providencia turlerinde,

*Mukoid izolatlarda ve NDM enzimi pozitif izolatlar
Hombach M et al. J Clin Microbiol 2015; 53: 3828.

« Rapidec Carba NP testin duyarlilik % 99 ve 6zgullik %100
Aktas E et al. Microb Drug Resist 2017; 23: 457



Blue-Carba testi (BCT)

« Dogrudan bakteri kulturlerinden karbapenemaz ureten suslarin

saptanmasi icin onaylanmis, modifiye edilmis bir test (Blue-Carba)

 Onceden lizis yapilmadan dogrudan teste eklenen bakteri kolonilerinin
imipenemi hidrolize etmesini; pH degisikligi olusmasi ve bunun

sonucunda indikator olan brom timol mavisinin renginin, maviden

yesil/sariya veya yesilden sariya degismesi ile saptamaktadir




Blue-Carba testi (BCT)

Test Negative
Solution Control




A JCM

Journaks.Ashlarg

Evaluation of the Blue-Carba Test for Rapid Detection of
Carbapenemases in Gram-Negative Bacilli

LETTER TO THE EDIT(

Fernando Pasteran, Omar Veliz, Paola Ceriana, Celeste Lucero, Melina Rapoport, Ezequiel Albornoz, Sonia Gomez, Alejandra Corso,

ReLAVRA Network Group

Servicio Antimicrobianaos, Laboratorio Macional y Regional de Referencia en Antimicrobianos, Instituto Macional de Enfermedades Infecciosas (INED, ANLIS Dr. Carbos G

Malhrin Ciisdad Aitdinnma de Bisnns Ajres Arnentina

« Ave B sinifi enzimler agisindan mukemmel duyarlilik gosterir

« OXA-48 enzimlerinin saptanmasinda daha dusuk performans

sergiler




Comparative Study J Microbiol Methods. 2016 Mar;122:33-7. doi: 10.1016/j.mimet.2016.01.002.

Epub 2016 Jan 7.

Comparison of the in—-house made Carba-NP and
Blue—-Carba tests: Considerations for better detection
of carbapenemase-producing Enterobacteriaceae

Jodo Pires 1, Regula Tinguely 2, Bodmer Thomas 2, Francesco Luzzaro 4, Andrea Endimiani >

*30 karbapenemaz salgilayan

*33 karbapenemaz salgilamayan sus
« Her iki testte duyarlilik % 100
«  Ozglllik

* Carba-NP => % 98.9

* Blue-Carba => % 91.7

Rutin laboratuvarlarda kullanima uygun olarak degerlendiriimektedir




J Antimicrob Chemother 2016
doi:10.1093/jac/dkv283
Advance Access publication 15 September 2015

Detection of carbapenemase activity in
Enterobacteriaceae: comparison of the
carbapenem inactivation method versus
the Carba NP test

Carba NP (bioMérieux, Fransa) ile CIM

Duyarhlik benzer

Daha kisa (10 dk-2 saat)

CIM 6zgulluga dusuk

0XA-48 uretenlerde yalanci negatif sik gozlenmis ( CarbaNP)




Beta Carba Testi

1- 3 koloni test reaktifleri ile karistiriimall
Degerlendirme 30 dk inkubasyon sonunda yapilir
Renk saridan turuncu, kirmizi veya mora degismesi pozitif

OXA-48 Ureten izolatlar igin inkibasyon siresi 60 dk olmasi onerilir

-

v e vy VY9 e

9 10 11 12

Compain F. J Clin Microbiol. 2016; 54(12): 3065.



Kultur Bazli Metotlar
Klasik CDC

Rektal suruntu ornekleri 5 ml triptik soya buyyon besiyeri 10 pg’lik

karbapenem diski konulur
Siviya konulan rektal strtntt ornegi 37 °C’de 18-24 saat inkibasyon

Inkiibasyon sonrasinda vortekslenip 100 ul'lik 6ze ile MacConkey

agara ekilir ve bir gece inkube edilir.
Laktoz pozitif, oksidaz negatif koloni Modifiye Hodge Testi yapilir.

Sadece E.coli ve Klebsiella spp icin dogrulanmistir



Direkt Karbapenem Disk Yontemi

Kultur bazlh metotlardan biridir.
Klinik ornekler MacConkey agar ekKilir
Ekim sahalarina karbapenem diski konulur

Inkiibasyon sonrasi zon iginde treyen koloniler degerlendirilir



Kromojenik Besiyerleri

Taramalarda kullanilir

Besiyerlerin icinde Gram pozitif ve karbapenemaz tUretmeyen Gram

negatif bakterilerin Gremesini inhibe eden spesifik ajanlar vardir.

Klinik orneklerde ve rektal taramalarda hedeflenen kolonilerin

rahatca secilmesini saglar

Renk degisimine gore degerlendirilir.



Kromojenik Besiyerleri

ChromID CARBA
SUPERCARBA
Brilliance CRE
CHROMagar KPC

OXA-48 besiyeri



chrom|D® CARBA SMART

* KPC, NDM-1 ve OXA-48 taramasi yapilir.
* Hem rektal ekiivyon hemde diski érnekleri icin onayli
e 18-24 saat inkibasyon suresi

N & ab POZITIF



Contents lists available at SciVerse ScienceDirect o

Diagnostic Microbiology and Infectious Disease

journal homepage: www.elsevier.com/locate/diagmicrobio

Comparison of the SUPERCARBA, CHROMagar KPC, and Brilliance CRE screening

media for detectlon of Enterobacteriaceae with reduced susceptibility to
carbapenems """

Delphine Girlich, Laurent Poirel, Patrice Nordmann *

Service de Bactériologie-Virologie, INSERM U914 “Emerging Resistance to Antibiotics”, Hopital de Bicétre, Assistance Publique/Hapitaux de Paris, Faculté de Médecine et Université Paris
Sud, K-Bicétre, France

Sensitivity and specificity of SUPERCARBA, Brlliance CRE, and CHROMagar KPC media.

Selection medium

SUPERCARBA Brilliance CRE (HROMagar KPC
Sensitivity (&) 96.5 76.3 43
Specificity (%) 60.7 57.1 67.8
Sensitivity class A 85 70
Sensitivity class B 92 78.4 58.8
Sensitivity class D 100 69.8 11.6

? Sensitivity was determined for each Ambler class of carbapenemase.




Tahlo 1. Rektal Karbapeneme Direngli Enterobacteriaceae Saptama Yantemlerinin 24, Saatteki Duyarliik ve

Ozgilliklerinin Degerlendirilmesi

KDE Tastyicilig) Var (n=46) KDE Tastyicihg Yok (n=54) Toplam (n=100)
Yontemler
ChromiD  Direkt Klaslk ~ ChromiD  Direkt Klaslk ~ ChromiD  Direkt Klaslk
CARBA  MacConkey  (DC CARBA  MacConkey  (CDC CARBA  MacConkey  CDC
Test(+] 4 40 3 1 1 3 L 51 67
Test[) - b 16 53 43 3 5/ 4 B
Toplam 4 4 46 54 M 54 100 100 100
Duyarilik (%) 9 & It
Ozgilik (%) i 80 4
DUYARLILIK = 50z Konusu Yontemle Befirlenmis Gergek KDE Tasiyalan / KDE Tasiyias! Olaniann Toplami x 100
0ZGULLUK= 552 Konusu Yontemle Befrienmis Gergek KDE Tasiyialig Olmayanlar / KDE Tasiyicsi Olmayanlarin Toplamix 100

Ozmen C.et al. Klimik Dergisi 2022; 35(3): 171-8




Table 3. Evaluations of culture-based CRE sareening methods on rectal or perirectal swabs.

Method No. of specimens tested  Carbapenemases (no.isolates)  Sensitivity (%) Spedficity (%)  References
CDC protocl 177 KPC (BS)/VIM (1) 988 80.2 =
200 KPC (63)/VIM (29) 89.1 864 5“
149 KPC (33) 656 496 s
126 KPC (46) 783 100 =
302 OXA-48 (33) ! 576 953 +
MacConkey agar with carbapenem disk 139 KPC (33) 758 896 .
122 KPC (41) 927 959 é
187 KPC (54) 87 100 .
150 KPC (47) 83 738 a
189 KPC (60)/VIM (9)/KPC & 96.9 989 o
VIM (26)/0XA-48 (3)
MacConkey agar with imipenem 139 KPC (33) 849 943 #
755 KPC (64) 875 994 o
177 KPC (BS)/VIM (1) 89.5 319 =
126 KPC (33)/VIM (13) 783 975 o
MacConkey agar with meropenem 200 KPC (63)/VIM (29) 89.1 852 =
CHROMagar KPC 139 KPC (33) 849 887 #
122 KPC (41) 100 984 a
95 KPC (66) 773 100 n
150 KPC (47) 76 757 .
126 KPC (33)/VIM (13) 978 98.7 .
chromlD Carba 177 KPC (BS)VIM (1) 96.5 91.2 “
200 KPC (63)/VIM (29) 924 96.9 55
302 OXA-48 (33) 576 989 -
chromlD OXA-48 302 OXA-48(33) 758 993 3“
Brilliance CRE 77 OXA-48(10) 80 866 o
HardyChrom 126 KPC (46) 76.1 100 s
Super@rba 77 OXA-48(10) 80 98.5 -
SpectraCRE 150 KPC (47) 978 864 a

Richter SS et al. Virulence 2017; 417.



MALDI-TOF MS

« Matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon ucus

zamani kutle spektrometresi
 Bakteri ve funguslarin identifikasyonunda

» Arastirma laboratuvarlarinda ve rutin diagnostik pratiginde kullanilir



MALDI-TOF MS

 Analitik bir yontem (Lazer ile ki¢uk kutlelere ayrilan ve iyonize

olan molekullerin ugus patern analizi)

» Bakteride karbapenemaz varligi durumunda karbapenem
kullanilarak hidrolitik urunlerin analizi sayesinde kisa surede

karbapenemaz uretimini saptayabilmektedir



MALDI-TOF MS based carbapenemase @

detection from culture isolates and from
positive blood culture vials

B. Ghebremedhin'', A. Halstenbach'", M. Smiljanic’, M. Kaase® and P Ahmad-Nejad’

Kati besiyerindeki koloni ve kan kultur sisesinden direkt ekim

63 tane karbapenemaz Ureten /35 tane karbapenemaz Uretmeyen
Kati kultirden => % 100, Kan kultir => % 96

1-4 saat arasinda sonuclanir.

A.baumanii => kati besiyerinde direkt koloni pasaj

Results: For culture isolates the concordance of hydrolysis assay to genetic results was 98 % for OXA variants, KPC,
VIM, IME GIM, and NDM. In contrast, only 14 of 20 Acinetobacter baumannii isolates carrying the OXA and NDM genes
could be identified from blood culture. However, from blood culture vials cur method allowed the detection of car-
bapenemases in 98 % of Pseudomonas and Enterobacteriaceae isolates harboring different genes.

Conclusions: This MALDI-TOF MS-based assay permitted the detection of carbapenemases either from solid culture
media (98-100 %) or blood culture vials (96 %) for all non-A. baumannii isalates within 4 h. In case of A. baumannii
isclates the assay was highly sensitive for the detection of carbapenemases directly from salid culture media.
Keywords: MALDI-TOF M5, Carbapenemases, Acinetobacter baumannii, MDR Gram-negative bacteria, Hydralysis

Ann Clin Microbiol Antimicrob 2016;15(1):5.




Immunokromatografik Yontem

» Immunolojik reaksiyon temeline baghdir.

« Kromatografik kagitta sabitlenmis antikorla 6rnekte bulunan
antijenin birlesmesi sonucu olusan immune kompleks, kagitta renk
degisimi olusturmakta ve boylece antijen ya da antikor varligi test

edilebilmektedir.



Immunokromatografik Yontem

« Karbapenemaz enzimlerine karsi gelistiriimis monoklonal antikorlar

sayesinde karbapenemaz saptanabilir.
« Duyarlilik ve 6zgulluk ¢ok yuksek

» Test yaklasik 4 dakika surmektedir.
KPC-K-SeT

S 67
CORIS

OXA-48

1 >z
CORIS ,

OXA48

OXA-48 K-SeT ve KPC-K-SeT (Coris BioConcept, Belgika)
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BACTERIOLOGY

)

Check for
Upiates

Comparison of Phenotypic Tests and an
Immunochromatographic Assay and
Development of a New Algorithm for
Detection of OXA-48-like
Carbapenemases

Suspicion of OXA-48-like

carbapenemase

211 mm

l

temocillin

<11 mm

faropenem

166 Enterobacteriaceae izolat
OXA-48 karbapenemaz : 84
Sinif A ve B karbapenemaz :41

Karbapenemaz uretmeyen : 41

no OXA-48-ike

|

athar baste

neg / \n:
neg. 0%
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OXA-48-like

Immuinokromatografik yontem

Duyarlhlik % 100

Pahali bir yontem




GENOTIPIK TESTLER




Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

e blaVIM,
« blaKPC,
40 dk- 6 saat
* blalMP, Duyarlilik ve 6zgiilliik yiksek
* blaNDM,

» blaOXA-48
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Evaluation of three commercial assays for rapid detection of genes
encoding clinically relevant carbapenemases in cultured bacteria

Jacqueline Findlay, Katie L. Hopkins, Daniele Meunier and Neil Woodford*

Table 2. Performance of three commercial kits for detecting carbapenemaose genes in bacterial isolates

Check-Direct CPE on the

Check-Direct CPE on the

eazyplex® SuperBug

ABI 7500 BD MAX™ complete A Xpert® Carba-R
Assoy coverage KPC, OXA-48-like, KPC, OXA-48-ike, KPC, OXA-48, MDM, VIM  KPC, OXA-48, NDM, VIM,
NDMAVTM? NDM, VIM= IMP-1-ike
Big five carbapenemases IMP family IMP family sarme OXA-48-like; TMP sorme OXA-48-ike; sorme TMP
MOT detected farmily subgroups
Hands an time per sample =5 min =5 min ~3—4& min ~1-2 min
Assay run tirme ~1.75h ~2.5h 20 rmin ~50 min

Sample throughput

Assay performance

up to 94 tests ina batch

up to 22 tests ina batch

1 or 2 independent tests

1-80 independent tests®

KPC (n=100) 100% 100% 100% 100%
OXA-48-ike (n=100) 100% 100% 83%" 83%"° |
NDM (n=100) 100%° 100% 100% 100%

VIM (n=100) 100%° 100% 100% 100%

IMP (n=24) /A /A /A 71% (17/24)%

NDM+ OXA-48-like (n=2) 2% NDM: 2 OXA-48 2% NDM: 2 OXA-48 2% NDM; 1x OXA-48° 2 NDM; 1% 0OXA-48°
nan-carba (n=24) 0% 0% 0% 0%




Loop-mediated isothermal amplification
(LAMP)

* 4-6 primer kullanilir
» |zotermal sartlarda (60-65°C)
« Sire 60 dakika

« NDM-1 geni tespitinde % 100 duyarl

» Pahali
Fitering Binding Washing  LAMP  LAMPin  Detection
. . & Lysis & Elution  mix thermos  with LFD
« Sadece tanimlanmis genleri tespit eder. e © oh
th W U EANE ) r o = Control
,’. | - Test
§ 0 ¥ .
\ ¢
" Beady Genome DNA




Oligonukleotid Hibridizasyon
Yontemi

* DNA hibridizasyon yontemi mikrogip formatinda, bir 6rnekten
kisa surede onemli alt tipleri galigabilen, duyarli ve ozgul bir

karbapenemaz saptama yontemi
« Rutin laboratuvarlarda kullaniminin yayginlagmasi zor

» Arastirma ve referans laboratuvarlari icin uygun



Genotipik Testler

» Klonal iligkinin molekuler analizi

* Pulsed field gel electrophoresis” (PFGE)

* Multilokus sekans tipleme (MLST)
*Epidemiyolojik ¢alismalar
*YUksek riskli suslarin analizi

*Salgin durumlarinda (salgin ve sporadik sus)



TESEKKUR EDERIM




