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Karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae iiyelerinin
belirlenmesinde kromojenik besiyerleri ve Rapidec Carba NP
testin performanslarinin degerlendirilmesi
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oz
Amag: Karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae (CPE) suslari tilkemizde ve diinyada 6nemli bir saghk bakimryla iligkili enfeksiyon etkenidir ve saptanmalar1

guigliik gosterir. Bu ¢aliymanin amacy; karbapeneme direngli Enterobacteriaceae tiyelerini saptamada yeni bir kromojenik besiyeri olan Chrom ID Carba agar
ve OXA-48 agar besiyerleri ile Rapidec Carba NP testin performansinin karsilagtiriimasidir.

Gereg ve Yontem: Calismaya Ankara Egitim ve Aragtirma Hastanesi Yogun Bakim Unitesi'nde yatan hastalarin gesitli klinik 6rneklerinden (derin trakeal
aspirat, kan, idrar vb.) izole edilen ve karbapenem direnci fenotipik olarak disk difiizyon ve VITEK-2 Compact otomatize identifikasyon ve antibiyotik
duyarlilik sistemi ile saptanan 67 Enterobacteriaceae susu (30 Escherichia coli, 37 Klebsiella pneumoniae) dahil edildi. Izole edilen 67 susun disk difiizyon
yontemi ve VITEK-2 otomatize sistemi ile 28 (%42)’inin karbapeneme duyarli, 39 (%58)’unun ise en az bir karbapenem grubu antibiyotige direngli oldugu
saptand1. Suslar es zamanli olarak Chrom ID Carba agar ve OXA-48 besiyerlerine ekildi. Suslar 37°Cde etiivde 24-72 saat siireyle inkiibe edildi. Renk
degisimleri 24, 48 ve 72. saatlerde degerlendirildi. Izole edilen suslarda Rapidec Carba NP testi de ¢alisilarak kromojenik agar besiyerleri ile performanslar:
karsilagtirildi.Rapidec Carba NP testi iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda ¢alisildi. Her iki yontemin karsilagtirilmasinda disk difiizyon yontemi ve
VITEK-2 otomatize sistemiyle saptanan karbapenem direng sonuglari referans olarak kabul edildi.

Bulgular: Toplam 67 izolatin, disk difiizyon yontemi ve VITEK-2 otomatize sistemiyle 28 (%42)’inin karbapeneme duyarli; 39 (%58) unun ise karbapeneme
direngli oldugu belirlendi. Disk difiizyon yontemi ve VITEK- 2 otomatize sistemi referans alindiginda; Rapidec Carba NP testin uyum oran1 %93 (62/67)
iken;kromojenik besiyerleri (Chrom ID Carba agar ve OXA-48 agar) ile disk difiizyon yontemi ve VITEK-2 Compact otomatize yontemleri arasindaki
uyum orani %75 (50/67) idi. Disk difiizyon yontemi ve VITEK- 2 otomatize sistemi referans alindiginda kromojenik Chrom ID Carba agar ve OXA-48 agar
besiyerleri ile Rapidec Carba NP testi arasindaki uyum orani %69 (46/67) olarak belirlendi.

Sonug: Karbapeneme direngli Enterobacteriaceae ailesi tiyelerinin saptanmasinda fenotipik yontemlerin performansinin degerlendirilmesi i¢in, bu testlerin
referans yontem olan genotipik testlerle karsilastirildigi daha fazla sayida sus igeren in vitro ¢alismalara ihtiya¢ oldugu goriisindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Enterobacteriaceae, karbapenemaz, kromojenik besiyeri, Rapidec Carba NP test

ABSTRACT

Objective: Carbapenemase-producing Enterobacteriaceae (CPE) strains are important agents of health-care associated infections in both our country and
worldwide but their detection is difficult. The aim of this study wasto compare Rapidec Carba NP test and new chromogenic media, OXA-48 and Chrom ID
Carba agar medium performances for detecting carbapenemase-resistant Enterobacteriaceae isolates.

Material and Method: This study was performed in intensive care units (ICU) of a tertiary care training and research hospital. Totally 67 Enterobacteriaceae
strains (30 Escherichia coli, 37 Klebsiella pneumoniae) isolated from varies cultures including blood, urine and tracheal aspirate of ICU patients were included
to the study. Identification and antibiotic susceptibility tests of the isolates were performed using VITEK- 2 Compact automated system as well disc diffusion
test. All isolates were inoculated into chromogenic Chrom ID Carba agar and OXA-48 medium simultaneously. They are incubated at 37°C for 24-72 hours.
Color changes were evaluated at 24, 48 and 72. hours. Rapidec Carba NP test was also performed for all isolates according to the recommendations of the
manufacturer and then its performance wascompared with chromogenic media. When comparing the methods, carbapenem resistance values determined by
disc diffusion and VITEK-2 automated system were accepted as reference.

Results: Among 67 isolates, 28 (42%) were found carbapenem-sensitive and 39 (58%) carbapenem-resistant by using disc diffusion and VITEK-2 automated
systems. When disc diffusion test and VITEK 2 Compact automated systems were accepted as reference, compliance rate between Rapidec Carba NP test
and disc diffusion and VITEK-2 automated system was 93% (62/67) while it was 75% (50/67) between chromogenic media (CARBA ID and OXA-48) and
disc diffusion and VITEK-2. When chromogenic Chrom ID Carba agar and OXA-48 medium and Rapidec Carba NP test were evaluated together, their
compliancerate with disc diffusion and VITEK-2 automated system was 69% (46/67).

Conclusions: In this study we found close to 70% compliance between Chrom ID Carba agar medium, OXA-48 medium and Rapidec Carba NP test results.
We believe that the studies involving more isolates should be performed on this subject. Moreover, we think that carbapenem resistance should be confirmed
by genotypic tests which are the reference method.
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GIRIS

Karbapeneme  direncli  Enterobacteriaceae  ailesi
iiyelerinin neden oldugu enfeksiyonlar Tiirkiyede ve
tiim diinyada 6nemli bir sorundur (1-4). Karbapenem
direnci; Enterobacteriaceae ailesi tyelerinde
karbapenemaz enzimlerine, dig membran proteinlerinde
(OMP) meydana gelen nokta mutasyonlarina, disa
atim pompalarinda aktivasyona bagl olarak gelisebilir.
E. colide OmpF ve OmpC, Klebsiella pneumoniae (K.
pneumoniae)de OmpK35 ve OmpK36 porinlerinde
meydana gelen mutasyonlarin karbapenem direncinde
onemli oldugu belirlenmistir. Diger nadir karbapenem
diren¢ mekanizmalar;; disa atim pompalarinda
aktivasyon, impermeabilite ve buna eslik eden AmpC
veya GSBL tiretimidir (5-7).

Karbapenemaz iireten  Enterobacteriaceae  (KUE)
ailesi tiylerinin hem klonal yayilimi hem de plazmid
aracilikli yayilimi, bu bakterilerin goriilme sikligindaki
artisa katkida bulunur. Ambler siniflandirmasina gore,
Enterobacteriaceaede karbapenem direncine neden
olan karbapenemazlar 3 gruba ayrilir. Bunlar; Sinif
A (K. pneumoniae karbapenemazlar, KPC), Smf B
(metallo-f-laktamazlar, MBL) Yeni Delhi metalo-f-
laktamazlar, NDM, IMP vb.) ve Simif D (OXA-48 benzeri
karbapenemazlar)’lardan olusur. KPC iireten KUE, en
yaygin olarak Birlesik Devletlerde goriiliir. MBL iireten
KUE, en yaygin olarak Hindistan Yarimadasrnin yani
sira Romanya, Danimarka, Ispanya ve Macaristan dahil
olmak tizere Avrupadaki belirli tlkelerde sik goriiliir.
OXA-48 benzeri enzim iireten KUE en sik Tiirkiye ve
cevre iilkelerde goriiliir (1,8,9).

Karbapeneme  direncli  Enterobacteriaceae  ailesi
tyelerinin tespitinde fenotipik ve genotipik testler
kullanilabilir. Fenotipik testler icerisinde disk-difiizyon
yontemi, E-test, otomatize sistemler, kromojenik
besiyerleri, mikrodiliisyon yontemi gibi yontemler
kullanilabilir. Genotipik yontemler igerisinde ise
polimeraz zincir reaksiyonu ile direngten sorumlu
genler arastirilabilir (1,3,10-12).

Rapidec Carba NP test karbapenemaz iireten bakteri
tarafindan  karbapenem  hidrolizinin  saptanmasi
esasina dayanan bir testtir. Hidroliz sonucunda besiyeri
asidifiye olur bu ise pH indikatoriinde renk degisikligi
ile sonuglanir. Rapidec Carba NP test imipenem
(karbapenemaz substrati olarak), fenol kirmizisi (pH
indikatorii) ve ¢inko (metallo-karbapenemaz {ireten
suslarin tespiti i¢in) igerir (13,14). Karbapenemaz tireten
baslica bakteriler; Enterobacteriaceae, Pseudomonas
aeruginosa ve Acinetobacter baumanniidir (13-15).

Kromojenik besiyerleri, bazi Gram-negatif ve Gram-
pozitif mikroorganizmalarin besiyerinde olusturduklar:
renk degisikligine gore hizli tanimlanmasini saglayan
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besiyerleridir. ~ Besiyerinde  bulunan  kromojenik
substratlarin bakteri enzimleri ile par¢alanmasi sonucu
olusan farkli renklerdeki son friinler kolonilerin
renklerine gore tamimlanmalarini saglar. Patojen
bakterilerin 18-72 saatlik bir inkiibasyon sonrasinda
koloni renklerine gore tanimlanmasi hizli tani, tedavinin
erken baslanmasi ve enfeksiyon kontrol dnlemlerinin
alinmas1 gibi avantajlar saglamaktadir (16,17).
Chrom ID Carba ve OXA-48 agar besiyerleri sirasiyla;
karbapenemeaz enzimi varligini ve OXA-48 enzimi
varligin1 saptamaya yarayan kromojenik besiyerleridir
(11,12,18).

Bu c¢alismanin  amaci, karbapeneme  direngli
Enterobacteriaceae yelerini saptamada yeni bir
kromojenik besiyeri olan Chrom ID Carba agar ve
OXA-48 agar besiyerleri ile Rapidec Carba NP testin
performansinin karsilastirilmasidir.

GEREC VE YONTEM

Calisma i¢in Ankara Egitim ve Aragtirma Hastanesi,
Klinik Aragtirmalar Etik Kurul Bagkanligrndan
27.08.2020 tarihinde E-20 say1 numarali etik kurul onay1
alind1.

Calismaya 2018 yilinda Ankara Egitim ve Arastirma
Hastanesi Yogun Bakim Unitesinde yatan hastalarin
cesitli klinik 6rneklerinden (derin trakeal aspirat, kan,
idrar vb.) izole edilen ve karbapenem (ertapenem,
imipenem, meropenem) duyarliligi fenotipik olarak
disk difizyon yontemi ile ertapenem, imipenem
ve meropenem diskleri (Becton Dickison, USA) ve
VITEK-2 Compact otomatize sistemi (Biomerieux,
Fransa) ile saptanan 67 Enterobacteriaceae (30 E.coli,
37 Klebsiella pneumoniae) susu dahil edildi. Suslarda
disk difiizyon yontemi ile ertapenem, imipenem ve
meropenem duyarliliklar1t EUCAST standartlarina gore
belirlendi . Buna gore ertapenem i¢in zon ¢ap1 <25 mm,
imipenem i¢in zon ¢ap1 <17 mm ve meropenem i¢in zon
¢ap1 <16 mm olan Enterobacteriaceae suslar1 direngli
olarak kabul edildi (19).

Suglarin izole edildigi orneklerin dagilimi Tabloda
gosterildi.

Tablo. Caligmaya dahil edilen Enterobacteriaceae ailesi tiyesi

suslarin izole edildigi klinik 6rneklerin dagilimlar:

Ornek tiirii Say1 (%)
Idrar 21 -
Kan 20 -
Kateter 14 -
Derin trakeal aspirat 7

Yara 5 =
Toplam 67 =
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Suslar es zamanli olarak Chrom ID Carba agar ve OXA-
48 besiyerlerine ekildi (Resim 1). Suslar 37°Cde etiivde
24-72 saat siireyle inkiibe edildi. Renk degisimleri 24, 48
ve 72. saatlerde degerlendirildi.

Chrom ID Carba agar besiyerinde koyu yesil renkte
tireme olmasi pozitif olarak, besiyerinde krem renginde
tireme olmasi negatif olarak degerlendirildi. OXA-48
agar besiyerinde kiremit kirmizisi renk pozitif olarak,
besiyerinde renk degisikligi olmamasi veya farkli renk
olmas1 negatif olarak degerlendirildi (Resim 1).

Izole edilen suslarda Rapidec Carba NP testi de
calisilarak kromojenik agar besiyerleri ile performanslari
kargilastirildi. Rapidec Carba NP testi {iretici firmanin
onerileri dogrultusunda ¢alisildi (Resim 2).

Rapidec Carba NP testi degerlendirilirken; kontrol
kuyucugu (d) kirmizi, test kuyucu (e) kirmizi veya d

turuncu iken, e turuncu ise negatif , d kirmizi iken,
e sar1, agik sari, turuncu veya koyu sar1 ise pozitif, d
turuncu renk iken e sar1 renk ise yine pozitif sonug
olarak degerlendirildi. d turuncu renk iken, e kirmizi ise
yorumlanamaz seklinde degerlendirildi (Resim 3).

Her iki yontemin karsilastirilmasinda disk difizyon testi
ve otomatize sistemle (VITEK-2) saptanan karbapenem
direng sonuglari referans olarak kabul edildi.

BULGULAR

Izole edilen 67 sugun disk difiizyon yéntemi ve VITEK-2
compact otomatize sistemi ile 28 (%42)’inin karbapeneme
duyarl;, 39 (%58)unun ise en az bir karbapeneme
(ertapenem, imipenem ve meropenem) direngli oldugu
saptandi. Enterobacteriaceae ailesi iiyesi suslarin Rapidec
Carba NP testi goriintiileri ise Resim 3’te gosterildi.

Resim 1. Kromojenik CARBA ID ve OXA-48 besiyerlerinde tireyen Enterobacteriaceae ailesi tiyesi bakteriler (Sag tarafta tistte kirmizi renkte
OXA-48 porzitif bakteri sugu, alt tarafta OX A-48 negatif bakteri susu, sol tarafta 53 numara Carba ID pozitif sus, 54 numara CARBA ID
negatif sus)

' A B e
Resim 2. RAPIDEC CARBA NP test (Testin uygulanmadan 6nceki
hali; a fenol red soliisyonu, b tiirbidite kontroli, c lisis soliisyonu,
d imipenem igermeyen kontrol kuyucugu, e imipenem igeren
reaksiyon (test) kuyucugu)

Resim 3. Enterobacteriaceae ailesi tiyesi suslarin Rapidec Carba
NP testi gortntiileri (Kontrol kuyucugu (d) d kirmizi iken, e
sarl, agik sar1, turuncu veya koyu sar1 oldugundan pozitif olarak
degerlendirildi)
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TARTISMA

Karbapeneme direngli, karbapenemaz enzimleri iireten
Gram-negatif bakteriler hastanelerde ozellikle yogun
bakim {initelerinde 6nemli bir sorundur. Karbapenemaz
tireten suslarla infekte hastalarda mortalite riski yiiksektir
(1,2,4,13).

Karbapenemaz tireten Gram-negatif bakteriler igerisinde;
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa ve
Enterobacteriaceae ailesi tiyeleri (E. coli, K. pneumoniae
vb.) en sik karsilagilan etkenler igerisinde yer alir (1,10-
13).

Karbapeneme diregli Enterobacteriaceae ailesi tiyelerinin
neden oldugu enfeksiyonlarin tanisinda ve tedavisinde
giicliikler yasanmaktadir. Karbapeneme direngli suslarin
erken tanisi akilci antibiyotik kullanimi ve salgin kontrol
onlemlerinin hizli uygulanabilmesi i¢in gereklidir (13).

Karbapenemi hidrolize eden beta-laktamaz enzimleri
en giiglii beta-laktamaz enzimleri olup, hemen
hemen biitiin beta-laktam antibiyotikleri hidrolize
etme yetenegine sahiptir. Bu enzimler siklikla KPC,
VIM, IMP, NDM ve OXA-48 tiplerinden olusur.
Bu enzimlerin Enterobacteriaceae ailesi tyelerinde
yayginlig1 tiim diinyada 6nemli bir endise kaynagidir.
Ozellikle Tiirkiyeden koken alan OX A-48 karbapenemaz
endemik hale gelmistir (8). Cayct ve ark. (5) 11.264
Enterobacteriaceae  liyesinden 518  (%4,59)’inin
karbapenem direngli izolat oldugunu bildirmislerdir
(5). Gupta ve ark. (9) yaptiklar1 ¢aligmada, karbapenem
diren¢ oranini K. pneumoniae izolatlarinda %10,6 ve E.
coli izolatlarinda ise %4,0 olarak bildirmislerdir.

Karbapenemeaz {iireten bakteriler siklikla ¢ogul
ilag direnci gosterir. Infekte veya tagtyici hastalarin
belirlenmesi enfeksiyonun yayiliminin 6nlenmesi igin
gereklidir. Bu amagla, karbapenemaz iireten bakterileri
saptamaya yonelik fenotipik ve molekiiler esash
genotipik testler gelistirilmistir (10).

Karbapenemaz iireten Enterobacteriaceae ailesi iiyeleri
ve Acinetobacter baumannii suslarinin tanisina yonelik
hizli fenotipik testler icerisinde; Rapidec Carba NP test
ve kromojenik agar besiyerleri yer almaktadir. Rapidec
Carba NP test yaklastk 30 dakika-2 saat arasinda
sonuglanirken, kromojenik agar besiyerleri i¢in bu siire
yaklagik 48-72 saattir (11,12,18). Karbapenemaz iireten
suslarin hizli tanisinda MALTI-TOF gibi yontemler ve
polimeraz zincir reaksiyonu esasli molekiiler testler de
mevcuttur (10).

Rapidec Carba NP test imipenem bulunan beta-laktam
halkasinin hidrolizini saptama esasina dayanan fenotipik
bir ydntemdir. Bu test 6zellikle son yillarda karbapenemaz
tireten Enterobacteriaceae ve Pseudomonas aeruginosa
suslarinin saptanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
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Toplam 252 Enterobacteriaceae izolatinin incelendigi
bir ¢alismada, suslarin 51 (%20,2)’inin polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) karbapenemaz enzimi ireten genlere
sahip oldugu, 201 (%79,8) susun ise karbapenemaz
genlerinin negatif oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismada
Rapidec Carba NP testinin duyarhilik, o6zgiillik,
pozitif prediktif deger (PPD) ve negatif prediktif deger
(NPD)’leri sirastyla; %90,2, %100, %100 ve %97,6
olarak belirlenmistir. Suslarin  karbapenem grubu
antibiyotiklere duyarliliklar1 disk difiizyon yontemi ve
E-test yontemiyle belirlenirken, karbapenemaz genleri
PZR yontemiyle arastirilmistir. Calismada bla IMP, bla
NDM, bla VIM, bla KPC, bla OXA vb. karbapenemaz
genlerinin varlig1 incelenmis, 5 negatif sonucun 4’tinde
OXA-48 benzeri enzim iireten suslarda gorildigu
bildirilmistir. Inkiibasyon siiresi 30 dakika iken duyarlilik
%49; siire 2 saate uzatilip bakteriyel inokiilasyon miktar1
arttirilldiginda duyarlilik %100 olarak bildirilmistir (14).

Lavent ve ark. (13) c¢aligmalarinda Rapidec Carba
NP testin duyarliik ve ozgilligini %96 olarak
bildirmislerdir.

Rapidec Carba NP testinde yanlis negatif test sonuglari
Proteus mirabilis, Providencia turlerinde, 0zellikle
mukoid izolatlarda ve NDM enzimi pozitif izolatlarda
bildirilmistir (14).

Tirkiyeden Aktas ve ark. (15) Rapidec Carba NP
testi ve karbapenem inaktivasyon yontemlerinin
duyarliik ve ozgilliiklerini 136 karbapenemaz pozitif
ve karbapenemaz negatif Enterobacteriaceae susunda
arastirmiglardir. Rapidec Carba NP duyarliligi %99,
ozgilligii %100 olarak saptanirken; karbapenemaz
inaktivasyon testinde inkiibasyon siiresi 4 saate
uzatildiginda duyarlilik oranmnin %90a ¢iktigini rapor
etmislerdir.

Sundugumuz ¢alismada, disk difiizyon yontemi ve
VITEK-2 otomatize sistemi referans alindiginda;
Rapidec CARBA ° NP testin uyum orani %93 (62/67)
iken, kromojenik besiyerleri (Chrom ID Carba agar ve
OXA-48) ile disk diftizyon yontemi ve VITEK-2 yontemi
arasindaki uyum orani %75 (50/67) idi.

Karbapenemaz ireten bakterilerin saptanmasinda
kromojenik agar besiyerleri de kullanilmaktadir. Bu
besiyerleri igerisinde; Chrom ID Carba agar, OXA-48
agar, Chromid Carba Smart agar gibi besiyerleri yer alir
(11,12, 18).

Zarakolu ve ark. (11) yatan hastalardan izole edilen
302 diski 6rneginde Chrom ID Carba agar ve OXA-
48 agar kromojenik besiyerlerini CDCnin o6nerdigi
sivi  zenginlestirme yontemi ile karsilagtirmislardir.
Calismada 33 (%11) hastanin karbapeneme direngli
Enterobacteriaceae (KDE) ile kolonize oldugu tiim
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yontemlerin kombinasyonu ile saptanmis ve bu suslarin
hepsinin OXA-48 karbapenemaz iirettigi belirlenmistir.
Chrom ID OXA-48 besiyerinin KDE saptamada
%75,8 duyarliliga sahip oldugunu, diger yontemlerin
duyarliliginin =~ %57,6  oldugunu  bildirmislerdir.
Caliymada yontemlerin kombine kullanilmasi (chrom
ID OXA-48 ile CDC metodu veya Chrom ID Carba
agar ve OXA-48 yonteminin kombine kullanilmasi) ile
duyarlilik oranlarinin %91% yiikseldigini bildirmislerdir.
Ayni galisgmada bu iki kromojenik besiyerinin 6zgiilligi
%98,5 olarak bildirilmistir.

Girlich ve ark. (12) OXA-48 Ureten Enterobacteriaceae
suslarinda chromid OXA-48 besiyeri ile superCARBA
besiyerinin duyarliliklarini sirastyla; %91 ve %93 olarak
bildirmislerdir.

Sundugumuz ¢alismada, kromojenik besiyerleri (Chrom
ID Carba agar ve OX A-48 agar ) ile disk difiizyon yontemi
ve VITEK-2 yontemi arasindaki uyum orani %75 (50/67)
idi. Disk diftizyon yontemi ve VITEK 2 otomatize sistemi
referans alindiginda kromojenik Chrom ID Carba agar ve
OXA-48 besiyerleri ile Rapidec Carba NP testi arasindaki
uyum orani ise %69 (46/67) olarak belirlendi.

Sundugumuz ¢aligmanin  kisithlig; karbapenemaz
varhginin  maliyet nedeniyle molekiiler testlerle
aragtirllmamast idi. Ancak, c¢alismamiz iki farkl
fenotipik yontemin, rutin duyarlilik testlerinde en sik
kullanilan yontemler olan disk difiizyon yontemi ve
otomatize duyarlilik sistemiyle karsilastirilmasi agisindan

onemlidir.

Klinik orneklerden izole edilen Enterobacteriaceae’nin
karbapenemaz trettiginin hizli bir bicimde anlasilmasi,
ozellikle enfeksiyon kontrolii ve halk saglig1 agisindan
6nem tasir. Bu amagla gelistirilmis fenotipik yontemlerin
duyarhilik ve o6zgilliigii, arastirilan bolgede agir basan
suslarin tasidig1 karbapenemaz tiirlerine gore degisiklik
gosterir ve {ilkeden iilkeye farklilik gosterebilir (20).

SONUC

Karbapeneme direngli karbapenemeaz enzimi iireten
Enterobacteriaceae ailesi tiylerinin saptanmasinda hizh
tan1 saglayan Rapidec Carba NP test ve kromojenik
Chrom ID Carba agar ve OXA-48 agar laboratuvarda
hizli tan1 amaciyla kullanilabilir.
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