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OZET

Son zamanlarda CTX-M tipi genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL)'larin Enterobacteriaceae liyele-
ri arasinda hizla yayildig dikkati cekmektedir. Bu calismada, Klebsiella pneumoniae klinik izolatlarinda CTX-M
varliginin fenotipik ve molekiiler yéntemlerle arastiriimasi amaglanmistir. Calismaya, Pamukkale Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesinde Ocak 2006-Ocak 2007 tarihleri arasinda hastanede yatan (n= 128) ve poliklinik
hastalarinin (n= 89) cesitli klinik 6rneklerinden (152 idrar, 20 balgam, 17 yara yeri siriintisi, 13 kan, 9 tra-
keal aspirat sivisi, 3 beyin omurilik sivisi, 3 goz surlintiisti) izole edilen 217 K.pneumoniae susu alinmustir. Sus-
larin in vitro antimikrobiyal duyarliliklari “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” 6nerileri dog-
rultusunda disk diflizyon metodu ile, sefotaksimaz Uretimi ise CT (sefotaksim)/CTL (sefotaksim-klavulanik
asit) seritleri kullanilarak E-test (AB Biodisk, isvec) yontemiyle belirlenmistir. CTX-M gen varligi ve alt grupla-
rinin belirlenmesinde polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kullanilmis, CTX-M gen porzitifligi saptanan suslar
arasindaki klonal iliski RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)-PCR yontemiyle arastinlmistir. Calisilan
tim suslar arasinda en yiiksek direng ampisilin (%94) ve sefalotine (%64.5) karsi belirlenmis, imipeneme kar-
si direng saptanmamustir. E-test ile izolatlarin %39.6’sinda (86/217) pozitiflik tespit edilmis; yatan hastalara
ait izolatlarin pozitiflik orani (%87.4), poliklinik hastalarina ait izolatlardan (%12.6) anlamli olarak ytiksek bu-
lunmustur (p< 0.001). PCR yontemiyle sefotaksimaz pozitif suslarin %22.1’inde (19/86) CTX-M gen varligi
belirlenmis, bunlarin timdndn CTX-M grup-1 oldugu goriimustir. CTX-M-1 olarak belirlenen suslarda en
yiiksek diren¢ amoksisilin-klavulanik asit (%94.7) ve netilmisine (%89.5), en dustik direnc ise siprofloksasin
(%26.3), trimetoprim/siilfametoksazol (%26.3) ve amikasine (%42.1) karsi saptanmistir. RAPD sonucuna
gore 19 CTX-M-1 izolatinda 11 farkl patern tespit edilmis, en sik rastlanan kiimelerin Kp 3 (n=3), Kp 4 (n=
3) ve Kp 5 (n= 3) oldugu izlenmistir. Cocuk yogun bakim Unitesindeki hastalardan izole edilen sekiz sustan
besinin ve cocuk servisindeki bes sustan dordiiniin ayni bant paternlerini géstermesi, bu birimlerde klonal
yayiim oldugunu distindirmistir. Sonug olarak; nozokomiyal K.pneumoniae suslarinda beta-laktamaz Gre-
tim oranlarinin izlenmesi ve enzim tiplerinin belirlenmesinin, gerekli enfeksiyon kontrol 6nlemlerinin alinma-
si ve uygun antibiyotik seciminde klinisyenleri yonlendirmesi agisindan énemli olacag distintlmstdir.

Anahtar sozciikler: Klebsiella pneumoniae, sefotaksimaz, CTX-M, PCR, RAPD-PCR.
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Klebsiella pneumoniae Klinik Izolatlarinda CTX-M Tipi Beta-Laktamazlarin
Fenotipik ve Molekdler Yontemlerle Arastiriimasi

ABSTRACT

Rapid spread of CTX-M type extended-spectrum beta-lactamases (ESBL) between the members of
Enterobacteriaceae receives attention increasingly all throughout the world. The aim of this study was to
investigate the presence of CTX-M type ESBL in Klebsiella pneumoniae clinical strains by phenotypic and
molecular methods. A total of 217 non-repetitive K.pneumoniae strains isolated from clinical specimens
(152 urine, 20 sputum, 17 wound swabs, 13 blood, 9 tracheal aspirate, 3 CSF and 3 conjunctival swab
samples) of inpatients (n= 128) and outpatients (n= 89) admitted to Pamukkale University Medical Fa-
culty Hospital, between January 2006 - January 2007, were included to the study. In vitro antimicrobial
susceptibilities were determined by disk diffusion technique in accordance with Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) guidelines, and CT (cefotaxime)/CTL (cefotaxime-clavulanate) containing E-
test strips (AB Biodisk, Sweden) were applied for phenotypic detection of cefotaximase production. PCR
was performed for the detection of CTX-M genes and the subgroups, while the clonal relatedness of the
CTX-M positive isolates was investigated by random amplified polymorphic DNA (RAPD) analysis. Whi-
le imipenem resistance was not detected in any of the isolates, highest rates of resistance were detected
for ampicillin (94%) and cephalothin (64.5%) in 217 K.pneumoniae strains. Using the E-test 39.6%
(86/217) of the isolates were found positive, and CTX-M positivity was significantly higher in the strains
isolated from inpatients (87.4%) than outpatients (12.6%) (p< 0.001). CTX-M gene was identified in
22.1% (19/86) of the E-test positive isolates. All of the CTX-M positive isolates were identified as CTX-
M group-1. The highest resistance rates of CTX-M-1 strains were detected for amoxycillin-clavulanate
(94.7%) and netilmicin (89.5%), while the lowest rates were detected for ciprofloxacin (26.3%), trimet-
hoprim/sulphamethoxazole (26.3%) and amikacin (42.1%). RAPD identified 11 different banding pat-
terns among the 19 CTX-M-1 positive isolates, the most frequent clusters being Kp3 (n= 3), Kp4 (n= 3)
and Kp5 (n= 3). Five of the 8 isolates from pediatric intensive care unit and 4 of the 5 isolates from ot-
her pediatric wards exhibited the same band pattern indicating a possible clonal dissemination. Conti-
nuous surveillance of beta-lactamases and the identification of their types in gram-negative enteric bac-
teria has important clinical impact, since it can often provide valuable information for effective infection
control measures and for the choice of appropriate antimicrobial therapy.
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GiRiS

Gram-negatif bakterilerin beta-laktam antibiyotiklere karsi direncinde en 6nemli me-
kanizma, beta-laktamaz enzimleri ile ilacin inaktive edilmesidir. Beta-laktamazlar icinde
en genis grubu, genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL)’lar olusturmaktadir. GSBL
ureten suslarin penisilinler, sefalosporinler ve aztreonama direncli olduklari halde rutin
antibiyogramda duyarl bulunabilmeleri ve bu antibiyotiklerin kullanildigi tedavilerde so-
runlarla karsilagilmasi nedeniyle, bu enzim tretiminin gosterilmesinin gerekli oldugu bil-
dirilmektedir'. GSBL'ler hemen hemen tiim enterik bakterilerde tanimlanmis olmasina
ragmen, siklikla Klebsiella pneumoniae suslarinda bulunmaktadir®3. Biiyiik cogunlugu
TEM, SHV veya OXA enzimlerinden koken almaktadir. Bu lg¢ enzimin tirevleri diginda
son yillarda CTX-M, PER, VEB gibi genislemis spektrumlu enzimlerde de bdyiik bir artig
oldugu gériilmektedir’.

CTX-M enzimi ilk kez 1989 yilinda Almanya'da bir Escherichia coli susunda bildirilmis
ve bugline kadar Salmonella spp. basta olmak lizere bircok Enterobacteriaceae tiirlinde
saptanmistir'. CTX-M olarak tanimlanan sefotaksimazlar, substrat olarak sefotaksimi ter-
cih etmektedir. Seftazidim hidrolizi ise klinikte diren¢ olusturacak diizeyde degildir. Ayri-
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ca tazobaktamin bu enzimlere karsi inhibitor etkisi, klavulanik asit ve sulbaktama goére
daha fazladir. Sefotaksim ve seftriaksonun toplumda yaygin kullaniminin CTX-M enzim-
lerinin ortaya cikisinda rol oynadigi diistiniilmektedir®.

Gunimuzde, CTX-M ailesinde yer alan 40 enzim bulunmaktadir ve bunlar aminoasit
dizilerindeki benzerliklere gore CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 ve CTX-M-25
olarak tanimlanan 5 gruba aynlmistir. Bu calismada, klinik 6rneklerden izole edilen
K.pneumoniae suslarinda CTX-M beta-laktamaz varliginin saptanmasi, grubunun belir-
lenmesi ve CTX-M pozitif suslar arasindaki klonal iligkinin arastiriimasi amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM
Suslar

Calismaya, Ocak 2006-Ocak 2007 tarihleri arasinda Pamukkale Universitesi Tip Fakiil-
tesi, Arastirma Uygulama Merkezi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen poliklinik (n=
89) ve yatan (n= 128) hastalara (129 kadin, 88 erkek) ait cesitli klinik 6rneklerden (152
idrar, 20 balgam, 17 yara yeri siirtintiisti, 13 kan, 9 trakeal aspirat sivisi, 3 beyin omuri-
lik sivisi, 3 g6z surlintiist) izole edilmis olan 217 K.pneumoniae susu alindi. Ayni hastaya
ait birden fazla 6rnek olma durumunda sadece bir 6rnek calismaya dahil edildi. Suslarin
58'i cocuk hastaliklari servisinden, 51’i yogun bakim unitesinden, 39u cerrahi servisler-
den, 29'u dahili servislerden, 24'l ¢ocuk acil polikliniginden, 9'u cocuk cerrahisinden ve
7’si acil servisten gonderilen orneklerden izole edildi. Suslarin tanimlanmasi klasik mik-
robiyolojik yontemlerle® yapildi, gerektiginde tanimlama icin API 20E (bioMerieux, Fran-
sa) kiti kullanild.

Antibiyotik Duyarlihg

Suslarin antibiyotik duyarliliklari “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)”
énerileri dogrultusunda Kirby-Bauer disk difiizyon yéntemiyle arastirildi®. Test edilen an-
tibiyotik diskleri (Bioanalyse, Ankara) Tablo I'de gosterildi. Kontrol sug olarak E.coli ATCC
25922 kullanildi.

CTX-M Uretiminin Fenotipik Olarak Arastiriimasi

Suslarda sefotaksimaz varlig E-test (AB Biodisk, Solna, isveg) yontemiyle arastirildi. Bu
amacla, bir ucunda sefotaksim (CT), diger ucunda sefotaksim-klavulanik asit (CTL) bulu-
nan E-test seritleri kullanildi. 9%0.85 steril NaCl icinde 0.5 McFarland bulanikiginda ha-
zirlanan bakteri stispansiyonlari, 9 cm capl petrilere 4 mm kalinlikta hazirlanmis Muel-
ler-Hinton besiyerine ekiivyonla ekildi. On bes dakika oda isisinda bekletildikten sonra E-
test seritleri yerlestirildi. Plaklar 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. CLSI &nerileri® dogrultu-
sunda sefotaksim/klavulanik asit minimum inhibitor konsantrasyonu (MIK) degerinde,
sefotaksim MIK degerine gore 8 kat ve lizerinde azalma oldugunda veya sefotaksim in-
hibisyon elipsindeki deformasyonlar pozitif, aksi ise negatif olarak kabul edildi. Testlerde
negatif kontrol olarak ATCC 25922 E.coli, pozitif kontrol olarak ATCC 700603 K.pneumo-
niae standart susu kullanildi.
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile CTX-M Geninin Arastiriimasi

Bakteri DNA’sinin elde edilmesinde DNA saflastirma kiti (Fermantas KO512 Genomic
DNA Purification Kit, Kanada) kullanildi ve Uretici firmanin talimatlar dogrultusunda
DNA ekstraksiyonu yapildi. DNA amplifikasyonunda kullaniimak tzere, niikleotid dizisi
ve amplikon biiyiikliikleri daha énce belirlenmis olan iiniversal ve grup primer dizileri’

Vivantis (Kanada) firmasina sentez ettirildi (Tablo II).

Tablo I. Calismada Test Edilen Antibiyotikler ve Klebsiella pneumoniae izolatlarinin Toplam Direng Oranlari

(n=217)

Antibiyotik (kisaltma; disk konsantrasyonu)

Direng orani (%)

Ampisilin (AMP; 10 pg)

Sefalotin (KF; 30 ug)

Amoksisilin-klavulanik asit (AMC; 20/10 pg)
Sefuroksim (CXM; 30 ug)

Sefoperazon (CFP; 75 ug)

Sefotaksim (CTX; 30 ug)

Seftazidim (CAZ; 30 ug)

Aztreonam (ATM; 30 pg)

Tobramisin (TOB; 10 ug)

Gentamisin (GN; 10 pg)
Trimetoprim-stlfametoksazol (SXT; 1.25/23.75 pg)
Netilmisin (NET; 30 pg)

Sefoksitin (FOX; 30 pg)
Piperasilin-tazobaktam (TZP; 100/10 pg)
Amikasin (AK; 30 pg)

Siprofloksasin (CIP; 5 pg)

imipenem (IMP; 10 ng)

94.0
64.5
58.9
52.1
48.8
48.4
48.4
47.5
38.7
37.3
34.6
30.9
23.9
23.5
12.4
11.5
0

Tablo II. Calismada Kullanilan Primerler ve Amplikon Bliyiikliikleri

Primer Niikleotid dizisi Amplikon biiyiikligi
CTX-M-UNI-V 5'-CVATGTGCAGYACCAGTAA-3’ 585 bp
CTX-M-UNI-R 5’-ARGTGACCAGAAYMAGCGG-3’

CTX-1-F 5-CCCATGGTTAAAAAATCACTG-3 891 bp
CTX-1-R 5-CCGTTTCCGCTATTACAAAC-3

CTX-2-F 5-ATGATGACTCAGAGCATTCGC-3 893 bp
CTX-2-R 5-TCGCTCCATTTATTGCATCA-3

CTX-8-F 5-ATGTTAATGACGACAGCCTGTG-3 689 bp
CTX-8-R 5-CCGG ATCCCCGACA-3

CTX-9-25 F 5-GATTGACCGTATTGGGAGTTT-3 864 bp
CTX-9-25 R 5-TATTGAGAGTTACAGCCCTTCG-3
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Toplam 50 pl olan amplifikasyon tlipiinin icerigi; 5 yl 10X PCR tamponu, 2 mM
dNTP karngimi 1.25 pl, 25 mM MgCl,’den 5 pl, Taq polimeraz 0.5 pl, 50 pmol her bir
primerden 1 pl, nlkleaz icermeyen distile su 34.25 pl ve bakteri DNA'si 2 pl olacak se-
kilde hazirlandi. Termal dongi cihazi (Bio-Rad, ABD), kullanilan primere uygun olacak
sekilde programland’. Universal primer icin amplifikasyon programi; baslangic denatii-
rasyonu 95°C de 5 dakika, denatiirasyon 94°C’de 45 saniye, primer baglanmasi 61°C’de
45 saniye, primer uzamasi 72°C’de 45 saniye, toplam 35 dongu, ek uzama 72°C’de 10
dakika olarak ve grup primerleri icin amplifikasyon programi; baslangi¢ denatiirasyonu
95°C’de dakika, denatlirasyon 94°C’de 50 saniye, primer baglanmasi 50°C’de 40 sani-
ye, primer uzamasi 72°C’de 60 saniye, toplam 30 dongu, ek uzama 72°C’de 10 dakika
olarak uygulandi.

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)-PCR

CTX-M pozitif olarak saptanan suslar arasindaki klonal iliskinin arastinlmasinda, ERIC-
2 (Metis Biyoteknoloji, Ankara) primeri kullanilarak RAPD uygulandi®. Toplam 50 pl olan
amplifikasyon tipunun icerigi; 5 pyl T0X PCR tamponu, 2 mM dNTP karigimi 10 pl, 25
mM MgCl,’den 5 pl, Taq polimeraz 1 pl, 50 pmol her bir primerden 1.5 pl, niikleaz icer-
meyen distile su 24 pl ve bakteri DNA’si 2 pl olacak sekilde hazirlandi. RAPD-PCR icin
amplifikasyon programi; baslangi¢ denatiirasyonu 95°C’de 5 dakika ve 36°C 1 dakika,
denatirasyon 94°C’de 1 dakika, primer baglanmasi 36°C’de 90 saniye, primer uzamasi
72°C'de 3 dakika, toplam 30 dongt, ek uzama 72°C’de 10 dakika olarak uygulandi. So-
nuclarin degerlendirilmesinde agaroz jel elektroforez yontemi kullanildi ve %2’lik agaroz
jel hazirlandi. 150 V'da 20 dakika siireyle elektroforez uygulandi. Jeldeki bantlar goriin-
tlleme sisteminde (Imaging System GEL LOGIC 2200, Kodak) 280-340 nm dalga bo-
yunda incelendi. Bant buyukltkleri, molekiler agirlk standardi ve pozitif kontrol ile kar-
silastinldi. RAPD yontemiyle elde edilen profiller degerlendirildiginde, esit sayida ve bu-
yuklikte bant varligi saptanmasi halinde suslar birbirinin ayni, iki veya daha fazla sayida
degisik bant saptanmasi durumunda ise birbirinden farkli olarak kabul edildi®.

istatistiksel Yontem

Arastirma verilerinin kodlanarak bilgisayarda degerlendiriimesinde “SPSS for Windows
Version 11.0” paket programi kullanildi ve analizler ki-kare testleri (Pearson chi-square,
Continuity correction, Fisher’s exact test) ile yapildi. p degerinin < 0.05 olmasi anlamli
kabul edildi.

BULGULAR

Calismamizda, tim K.pneumoniae izolatlarinin imipeneme duyarli oldugu saptanmis,
en yiksek direng ampisilin (%94) ve sefalotine (%64.5) karsi belirlenmistir (Tablo 1). izo-
latlarin %39.6's1 (86/217) CT/CTL E-test yontemiyle pozitif olarak tespit edilmistir. Bu
izolatlarin %87.4'lUinln yatan hastalardan, %12.6'sinin ise poliklinik hastalarindan alinan
orneklerden izole edildigi gortlmis ve yatan hastalarda saptanan ylksek oran istatistik-
sel olarak anlamli bulunmustur (p< 0.001). Bes poliklinik hastasinda da, bakteri izolasyo-
nundan 6nceki 4 ay icinde hastaneye yatis 6ykusi oldugu izlenmistir.
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E-test ile pozitif bulunan 86 izolatin 19 (%22.1)'unda CTX-M gen varligini ifade eden
585 bg buyukluglinde bant olusumu saptanmistir (Resim 1). Bu suglarda sirasiyla grup-1,
grup-2, grup-8 ve grup-9/25 arastirildiginda, suglarin tamaminin grup-1'de oldugu be-
lirlenmistir (Resim 2).

Fenotipik ve genotipik olarak CTX-M pozitifligi saptanan suglarin kliniklere ve ornek-
lere gore dagilimi ile antibiyotiklere direnc oranlari Tablo IllI'te gosterilmistir.

CTX-M grup-1 oldugu belirlenen K.pneumoniae suslarinda RAPD-PCR ile klonal iligki-
nin arastirilmasi sonunda, olusan bantlara gore 11 ayri kiime tespit edilmistir (Resim 3).
Suslar gosterdikleri bant profillerine, izole edildikleri kliniklere ve tarihe gore siniflandiril-
mig; buna gore izolatlar arasinda en sik rastlanan kiimelerin Kp 3 (n= 3), Kp 4 (n=3) ve
Kp 5 (n=3) oldugu saptanmistir. Cocuk yogun bakim unitesindeki 8 sustan 5’inin ve co-
cuk servisindeki 5 sustan 4’Gntn ayni, diger servislerdeki suglarin ise farkli bant patern-
leri gosterdigi izlenmistir.

Tablo Ill. CTX-M Pozitif Klebsiella pneumoniae Suslarinin Ozellikleri

CTX-M pozitif izolatlar

E-test ile pozitif (n= 86) PCR ile pozitif (n= 19)
Kliniklere gére dagihm n (%)
Yogun bakim uniteleri 33 (38.4) 11* (57.8)
Cocuk hastaliklari servisi 26 (30.2) 5(26.3)
Cerrahi birimler 11 (12.8) 1(5.3)
Cocuk acil 9 (10.5) 1(5.3)
Cocuk cerrahi servisi 4 (4.6) 1(5.3)
Dabhili birimler 3 (3.5) -
Orneklere gore dagiim n (%)
idrar 59 (68.6) 11 (57.8)
Kan 9 (10.5) 3(15.8)
Trakeal aspirat sivisi 6 (6.9) 3 (15.8)
Balgam 5(5.8) 1(5.3)
BOS 3(3.5) -
Yara yeri strtintusu 3 (3.5) 1(5.3)
GOz strlintusa 1(1.2) -
Antibiyotiklere diren¢ orani (%)
AMC 83.9 94.7
Tobramisin 74.7 84.2
Gentamisin 70.1 84.2
Netilmisin 62.1 89.5
Sefoksitin 46.0 57.9
TZP 42.5 63.2
SXT 41.4 26.3
Amikasin 25.3 42.1
Siprofloksasin 18.4 26.3
imipenem 0 0

* Bu suslarin 8'i pediatri yogun bakim tinitesinden izole edilmistir.
BOS: Beyin omuirilik sivisi, AMC: Amoksisilin-klavulanik asit, TZP: Tazobaktam-piperasilin;, SXT: Trimetoprim-siilfame-
toksazol, PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu.
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Resim 1. PCR ile CTX-M genlerinin agaroz jeldeki gortinttisti. M: 100 b¢’lik molekdiler agirlik standardi; 1: Po-
zitif kontrol; 3: Negatif kontrol; 2, 4, 5: Pozitif saptanan izolatlar; 6: Negatif saptanan izolat.

891 bp

Resim 2. PCR ile CTX-M grup 1 genlerinin agaroz jeldeki gériintiisti. M: 100 b¢’lik molekiiler agirlik standar-
di; 1: Pozitif kontrol; 2: Negatif kontrol; 3, 4, 6: Pozitif saptanan izolatlar; 5: Negatif saptanan izolat.

TARTISMA

Gerek enfeksiyon etkeni gerekse kolonizan bakteri olarak hasta orneklerinden sikca
izole edilen nozokomiyal K.pneumoniae suslari, coklu antibiyotik direnci gostermekte ve
GSBL enzimleri bu izolatlarda yiiksek oranda saptanmaktadir®'?, Enfeksiyonlarin uygun
sekilde tedavi edilmesi ve kontrol 6nlemlerinin alinmasi icin hastanelerde GSBL Ureten
K.pneumoniae izolatlarinin tanimlanmasi énem tasimaktadir''. GSBL'lerin ¢ogu klasik
olarak TEM ve SHV grubu enzimlerinin mutantlari olarak gorilmus, ancak 1995li yillar-
dan itibaren ozellikle yatan hastalardan izole edilen gram-negatif bakteriler arasinda
CTX-M beta-laktamaz iiretim oranlarinda artis oldugu bildirilmistir'-'2. Ulkemizde yapi-
lan calismalarda da, hastane enfeksiyonlarindan sorumlu K.pneumoniae suslarinda yuk-
sek oranlarda GSBL pozitifligi rapor edilmistir'3>16, Bizim calismamizda da, poliklinik ve
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Resim 3. RAPD-PCR sonuclarinin agaroz jeldeki gortinttisti. M: 100 b¢’lik molekdiler adirlik standardi; 1-6: Co-
cuk servisinden izolen edilen suslar.

servis hastalarindan izole edilen K.pneumoniae suslarinda CTX-M tipi beta-laktamazlarin
varligi arastirilmis ve sonuglarimiz, hastanede yatan hastalara ait izolatlarda CTX-M po-
zitifliginin (%87.4), poliklinik hastalarina ait izolatlardan (%12.6) anlamli olarak yiiksek
oldugunu gostermistir (p< 0.001). Calismamizda ilging olarak, PCR ile pozitif bulunan
suslarin %79’unun (15/19) cocuk hastalara ait oldugu gorilmus (Tablo 1ll), bu durumun
cocuklarda kinolon grubu antibiyotiklerin kullanilamamasi nedeniyle beta-laktam grubu
antibiyotik kullaniminin daha fazla olmasindan kaynaklandigr disuntlmustdr. Ek olarak,
cocuk yogun bakim unitesindeki hastalardan izole edilen sekiz sustan besinin ve ¢cocuk
servisindeki bes sustan dordiiniin ayni bant paternlerini gostermesi, bu birimlerde klo-
nal yayilhmin varhgini digindtrmstur.

GSBL pozitif bakteri enfeksiyonlarinda karbapenemlere alternatif olabilecek tedavi se-
cenekleri halen tartisilmakta ve ikinci secenek olabilecek kinolon grubu antibiyotiklerin
etkisi son yillarda giderek azalmaktadir'”"'8, Gioia ve arkadaslar'®, GSBL iireten yogun
bakim kokenli Klebsiella suslarinin dort yillik bir dénemde kinolon ve aminoglikozid di-
rencinin 2-3 kat, piperasilin/tazobaktam direncinin ise yaklasik iki kat arttigini bildirmis-
lerdir. Bir baska calismada da, Klebsiella turlerinde amikasine %61, gentamisine %72, pi-
perasilin/tazobaktama %63 ve siprofloksasine %31 oraninda direng tespit edilmistir?°.
Mumcuoglu ve arkadaslari®' ise, GSBL pozitif suslara karsi en etkili antibiyotiklerin ami-
kasin, imipenem ve siprofloksasin oldugunu ifade etmislerdir. Bizim ¢alismamizda izolat-
larin hicbirisinde imipeneme karsi direng gorilmemis, PCR ile CTX-M pozitif bulunan
suslarda en dusuk direng oranlari siprofloksasin (%26.3), SXT (%26.3) ve amikasine
(%42.7) karsi saptanmistir (Tablo II).

Ulkemizden 2004 yilinda bildirilen ilk CTX-M-15 susu, Istanbul Tip Fakiiltesi Hastane-
sinde yatan bir hastanin idrarindan izole edilen ve TEM ve CTX-M genleri pozitif olarak
saptanan bir E.coli susudur??. Dokuz Eyliil Universitesinde yapilan bir calismada da, tic
aylik bir stirede izole edilen 14 GSBL pozitif E.coli susunun tamaminda PCR ile CTX-M
gen varligi saptanmis, DNA dizi analizi sonunda bunlarin CTX-M-3 ile benzer oldugu go-
rilmistiir?®. Aktas ve arkadaslarinin®* calismasinda, cogunlugu idrar érneklerinden izo-
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le edilen 35 E.coli susunda TEM, SHV ve CTX-M pozitiflik oranlari sirasiyla; %71.4, %3
ve %100 olarak saptanmis, bu oranlar 15 K.pneumoniae susu icin ise sirasiyla; %47, %73
ve %47 olarak bildirilmistir. Bu arastiricilar PCR ile CTX-M pozitif bulduklarn 12 K.pne-
umoniae ve bes E.coli susunun tamaminda dizi analizi ile CTX-M-15 varligini gostermis-
lerdir?*. Paterson ve arkadaslari®® ise, iilkemizin de icinde bulundugu yedi ilkedeki 12
hastaneden gonderilen 455 K.pneumoniae kan izolatinda beta-laktamaz lretimini deger-
lendirmisler ve fenotipik GSBL Uretimini %18 oraninda bulmuglardir. Genotipik calisma-
larda ise bu suslar arasinda en yaygin beta-laktamazin SHV oldugu (%67) gorilmus, Tur-
kiye'ye ait dokuz susun besinde PER tipi beta-laktamaz ve bunlarin ikisinde SHV-2 ve
SHV-5 varligi saptanmistir®>. Arastiricilar ayrica, suslarin %23.3’tinde CTX-M tipi (CTX-
M-2 ve CTX-M-3) beta-laktamaz pozitifligi bildirmisler; daha 6nce CTX-M bildirilmemis
olan dort tlkede de (Avustralya, Tirkiye, Belcika, Gliney Afrika) bu beta-laktamazin var-
hgini gostermisler ve calismayi iceren Ulkelerin timiinde (ABD hari¢) CTX-M pozitifligi
saptadiklarini rapor etmislerdir?>. Giir ve arkadaslarinin®® yaptigi alti merkezli bir calis-
mada da, K.pneumoniae suglarinin %34.6'sinin GSBL urettigi belirlenmis, bunlarin
%71.4'inde CTX-M pozitifligi saptanmig ve CTX-M pozitif suslarin da CTX-M-1 oldugu
bulunmustur. Butiin bu calismalar Glkemizde CTX-M olusturan suslarin yaygin oldugu-
nu gostermektedir. Bizim ¢alismamizda CTX-M pozitiflik orani PCR ile %23 (19/87) ola-
rak saptanmis ve bu suslarin tamaminin grup-1‘e ait oldugu gorulmdstar.

Giilay ve arkadaslarinin?® yaptiklari calismada, CTX-M geni pozitif olan 14 E.coli susu-
nun ERIC-2 primeri kulanilarak yapilan RAPD-PCR ile yedi ayri patern gosterdigi belirlen-
mistir. Calismamizda da ERIC-2 primeri ile yapilan RAPD-PCR sonucunda suslar, elde edi-
len bant benzerliklerine gore gruplandirilmis ve en sik rastlanan grubun Kp 3 (n= 3), Kp
4 (n= 3) ve Kp 5 (n= 3) oldugu saptanmustir. K.pneumoniae suglar arasinda grup Kp 3,
Kp 4 ve Kp 5’e ait suslarin ayni bant sayisina sahip olmalari nedeniyle epidemiyolojik ola-
rak iliskili suslar oldugu, grup Kp 6a ve 6b’nin ise iki bant farkliigi olmasi sebebiyle ya-
kin iligkili suslar olabilecegi, bu suslarin disindaki suslarin ise birbiriyle iligkisiz suslar oldu-
gu disunulmustir. Sonug olarak; tedavisi glic ve pahali hastane enfeksiyonlarina ve sal-
ginlarina yol agmalari nedeniyle K.pneumoniae suslarinda beta-laktamaz enzim tretimi-
nin izlenmesi ve tipinin belirlenmesi, gerekli kontrol énlemlerinin alinmasi ve uygun an-
tibiyotik seciminde klinisyenleri yonlendirmesi acisindan énemli olacaktir.
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