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OZET

Bu calismada, bir ticlincii basamak egitim hastanesi yenidogan yogun bakim nitesi (YBU)'nde orta-
ya ¢ikan ve genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) lreten Klebsiella pneumoniae’nin neden oldugu
bir salginin AP-PCR (Arbitrarily-Primed Polymerase Chain Reaction) yontemi ile arastirilmasi amaclanmis-
tir. ikisi prematiirite ve biri retrognati ve yarik damak takibi nedeniyle yenidogan YBU’de yatan ii¢ olguda
nozokomiyal kan dolagimi enfeksiyonu gelismistir. Birinci olgunun yatisinin besinci gliniinde kan ve umb-
likal stirintt kilttrlerinden; ikinci olgunun yatisinin 15. gliniinde kan kdltiiriinden ve li¢tincli olgunun ya-
tisinin yedinci giininde kan kaltiriinden GSBL pozitif K.pneumoniae izolasyonu yapilmistir. izolatlarin ta-
nimlanmasi, konvansiyonel yontemlere ek olarak API Rapid ID 32 GN (BioMerieux, Fransa) otomatize sis-
temi kullanilarak gerceklestiriimis; antibiyotik duyarliliklari ise Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi kullanila-
rak “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” 6nerileri dogrultusunda belirlenmistir. Olgulara ait
toplam dort izolatin ayni antibiyotik duyarlilik paternine sahip oldugu saptanmis; bunun {izerine aktif sir-
veyans kapsaminda YBU yiizeyleri, laringoskoplar, ventilatér ve ventilatér baglantilar, steteskoplar, nebii-
lizatorler, aspirator uclari, dezenfeksiyon soliisyonlari, kiivoz ve kiivdz nemlendirme sularindan cevre or-
nekleri alinmistir. Bir kiivdz nemlendirme suyu ve bir aspirator ucu 6rneginin klttriinden, olgulara ait izo-
latlara benzer antibiyotipte K.pneumoniae suslar izole edilmistir. Olgulardan ve cevre 6rneklerinden izole
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edilen toplam alti K.pneumoniae susunun amoksisilin-klavulanik asit, sefazolin, sefepim, seftriakson, sefta-
zidim, sefuroksim, aztreonam ve trimetoprim-siilfametoksazole direncli; sefoksitin, imipenem, merope-
nem, gentamisin, tobramisin, amikasin, netilmisin, tetrasiklin, siprofloksasin ve kloramfenikole duyarl ol-
dugu tespit edilmistir. Hasta ve cevre izolatlari arasindaki genetik iliskinin arastinimasi amaciyla M13 pri-
meri kullanilarak AP-PCR yontemi uygulandiginda ise tek bir genotipik patern belirlenmis ve tiim izolatla-
rin ayni genotipte oldugu gorilmustir. Sonug olarak, AP-PCR yonteminin ucuz, kolay uygulanabilir ve hiz-
I sonug alinabilir olmasi gibi avantajlariyla nozokomiyal salginlarin arastiriimasi ve olasi enfeksiyon kayna-
ginin saptanarak yayihmin kontrol edilmesinde basariyla kullanilabilecegi kanisina variimstir.

Anahtar sézciikler: Klebsiella pneumoniae; genislemis spektrumlu beta-laktamaz; nozokomiyal enfeksi-
yon; polimeraz zincir reaksiyonu, AP-PCR.

ABSTRACT

In the present study, we describe an outbreak caused by extended-spectrum beta-lactamase (ESBL)
producing Klebsiella pneumoniae in the neonatal intensive care unit (NICU) of a tertiary-care hospital.
Nosocomial blood-stream infections were detected in three patients hospitalized in NICU. Two of the
cases were transferred to NICU due to premature birth and the other due to the presence of cleft pala-
te and retrognathia. K.pneumoniae was isolated on the 5" day of hospitalization of the first patient from
umbilical swab and blood culture; on the 15" day of hospitalization of the second patient from blood
culture and on the 7" day of hospitalization of the third patient from blood culture. The isolates were
identified by automated API Rapid ID 32 Staph (BioMerieux, France) system in addition to conventional
laboratory methods. Antibiotic susceptibilities of the isolates were determined by using Kirby-Bauer disk
diffusion method according to Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) criteria. The same an-
tibiotic susceptibility patterns were detected in all isolates. Active surveillance cultures included environ-
mental sampling from surfaces of NICU, laryngoscopes, ventilators and connections of ventilators, stet-
hescopes, nebulizers, aspiration tubings, disinfectant solutions, couveuse and couveuse distilled water.
Two ESBL producing K.pneumoniae strains, presenting the same antibiotic susceptibility pattern with the
clinical strains, were isolated from one couveuse distilled water sample and one aspiration tubing. All of
the K.pneumoniae isolates were resistant to amoxycillin-clavulonic acid, cefazolin, cefepime, ceftriaxone,
ceftazidime, cefuroxime, aztreonam and trimetoprim-sulphametoxazole and susceptible to cefoxitin,
imipenem, meropenem, gentamicin, tobramycin, amikacin, netilmisin, tetracycline, ciprofloxacin and
chloramphenicol. Arbitrarily primed polymerase chain reaction (AP-PCR) analysis done with M13 primer
revealed the same genotype for the patient and environmental K.pneumoniae isolates. It was concluded
that AP-PCR which is a simple, rapid and cheap method for the determination of genetic relatedness bet-
ween isolates, can be applied for the detailed evaluation of nosocomial outbreaks to detect the source
of infection and control the dissemination of the outbreak.

Key words: Klebsiella pneumoniae; extended spectrum beta-lactamase; nosocomial infection,; polymera-
se chain reaction; AP-PCR.

GiRis

Klebsiella pneumoniae, morbidite ve mortaliteden en ¢cok sorumlu tutulan ve hastane
enfeksiyonlarindan en sik izole edilen Klebsiella tiriidur. Eriskin ve pediatrik yogun bakim
iiniteleri (YBU)’'nde yatan hastalar, diyabet ve kronik obstriiktif akciger hastaligi gibi has-
taliklarin eslik ettigi immun sistemi baskilanmis hastalar, damar ici katater ve idrar son-
dasi uygulananlar ile genis spektrumlu antibiyotik tedavisi alan hastalar K.pneumoniae
nedenli enfeksiyonlarin gelisimi agisindan risk altindadirlar'-3.
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Son yillarda tibbi mikrobiyolojide epidemilerin arastirilmasi, olasi enfeksiyon kaynagi-
nin saptanmasi ve enfeksiyonun yayilmasinda rolii olabilecek etkenlerin ortaya konulma-
sinda konvansiyonel yontemlerin yani sira “Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reacti-
on (AP-PCR)” gibi cok sayida molekiiler biyolojik yontem siklikla ve basariyla kullaniimak-
tadir*®. Bu calismada, bir liclincii basamak egitim hastanesi olan hastanemizin yenido-
gan YBU’de, genislemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) lireten K.pneumoniae’'nin et-
ken oldugu nozokomiyal enfeksiyon geligsen {i¢c olgu tanimlanmis ve enfeksiyon kaynagi-
nin saptanarak epideminin yayiliminin énlenmesinde AP-PCR yonteminin etkinliginin
arastirlmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Hastalar ve izolatlar

Prematiirite nedeniyle yenidogan YBU'ye yatirilan birinci olgunun yatisinin besinci gi-
niinde yapilan kan kiltirt ve umblikal striintl 6rneklerinden; yine premattrite nedeniy-
le yenidogan YBU'ye yatirilan ikinci olgunun yatisinin 15. giiniinde alinan kan kiiltiriin-
den; retrognati ve yarik damak nedeniyle yenidogan YBU'ye yatirilan ticiincii olgunun ise
yatisinin yedinci giiniinde alinan kan kiltiiriinden K.pneumoniae suslari izole edildi.

Aktif siirveyans kapsaminda, YBU yiizeyleri, laringoskoplar, ventilatér ve ventilatér
baglantilar, steteskoplar, nebilizatorler, aspirator uclari, dezenfeksiyon soliisyonlari,
kiivoz ve kiivoz nemlendirme sularindan cevre 6rnekleri alindi.

Olgulardan izole edilen dort sus ile cevre 6rneklerden izole edilen iki sus olmak lzere
toplam alti K.pneumoniae izolati, konvansiyonel yontemlere ek olarak ticari APl Rapid 1D
32 GN (BioMerieux, Fransa) sistemiyle tanimlandi.

izolatlarin Antibiyotik Duyarhliklari

izolatlarin amoksisilin-klavulanik asit, sefazolin, sefepim, seftriakson, seftazidim, sefok-
sitin, sefuroksim, aztreonam, imipenem, meropenem, gentamisin, tobramisin, amikasin,
netilmisin, tetrasiklin, siprofloksasin, trimetoprim-siilfametoksazol ve kloramfenikole kar-
st duyarhhklart “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” onerileri dogrultu-
sunda Kirby-Bauer disk diflizyon yéntemi ile arastirildi’. GSBL Uretimi cift disk sinerji tes-
tiyle saptandi.

AP-PCR

izolatlardan niikleik asitlerin elde edilmesinde kaynatma yéntemi kullanildi®. M13 pri-
merinin (5’-GAG GGT GGC GGT TCT-3’) kullanildigi AP-PCR yontemi, Ayan ve arkadas-
larinin® calismalarinda tarif ettikleri sekilde gerceklestirildi. PCR Griinleri %1.5 konsant-
rasyonundaki agaroz jele pipetlendi ve 100 V akim altinda bir saat stireyle yurataldi.
Agaroz jel etidyum bromtrle boyandi ve gortintiileme cihazinda (Molecular Imager Gel
Doc XR+, BioRad, USA) incelendi. izolatlar arasi benzerlik restriksiyon paternlerinin gor-
sel olarak degerlendiriimesiyle belirlendi. Bant farki izZlenmeyen izolatlar ayni genotip
olarak kabul edildi.
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BULGULAR

Hastanemizin yenidogan YBU’de gelisen epidemiden (i¢c olgunun etkilendigi izlenmis-
tir. Birinci ve ikinci olguda dusiik dogum agirhgi, mekanik ventilasyon, total parenteral
beslenme, santral venoz kateterizasyon ve bakteriyemi 6ncesinde birinci olguda amika-
sin ve meropenem, ikinci olguda ampisilin, sefotaksim ve meropenem kullanimi oldugu
belirlenmis; ticlinct olguya sadece intravendz sivi uygulandigi saptanmistir.

Siirveyans kiilturleri sonrasi bir kiivoz nemlendirme suyu ve bir aspirator ucu ornegin-
den, olgulardaki izolatlara benzer fenotipte K.pneumoniae suslar izole edilmistir. Tim
izolatlarda ayni antibiyotip paterni g6zlenmis ve izolatlarin amoksisilin-klavulanik asit, se-
fazolin, sefepim, seftriakson, seftazidim, sefuroksim, aztreonam ve trimetoprim-sulfame-
toksazole direncli; sefoksitin, imipenem, meropenem, gentamisin, tobramisin, amikasin,
netilmisin, tetrasiklin, siprofloksasin ve kloramfenikole duyarl oldugu tespit edilmistir.
izolatlarin tamaminda GSBL Uretimi saptanmustir.

Olgulara ait suslar ile cevre 6rneklerinden izole edilen suslar arasindaki genetik iligki-
nin AP-PCR ile degerlendirilmesi sonunda tek bir genotipik patern belirlenmis ve tim
izolatlarin ayni genotipte oldugu gortlmustur (Resim T).

TARTISMA

Ulkelere gére degismekle birlikte K.pneumoniae, nozokomiyal enfeksiyonlarin %2-5'in-
den sorumlu olan bir patojendir®. “National Nosocomial Infections Surveillance (NNIS)”in
1986-2003 yillan arasindaki verilerinin incelendigi bir calismada, K.pneumoniae YBU'lerde
yatan hastalarda gelisen pnomoninin dordiincii ve bakteremilerin de en sik besinci nede-

Resim 1. [zolatlara ait AP-PCR jel gérintisii [M: Biiyiikliik belirteci (100-1000 baz ifti); Sira 1 ve 2: Birinci
olguya ait kan ve umblikal siirtintii 6rneklerinden; Sira 3 ve 4: Ikinci ve ligtincii olgulara ait kan 6rneklerinden;
Sira 5 ve 6: Kiivéz nemlendirme suyu ve aspirator ucu érneklerinden izole edilen suslar].
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ni olarak bildirilmistir'®. Yenidogan ve eriskin YBU'de yatan hastalar, Klebsiella enfeksiyon-
larina yol acabilecek uygulamalarin bircoguna maruz kaldiklarindan, epidemilerin olusma-
st acisindan diger birimlerde yatan hastalara gore daha bilyiik risk altindadirlar®'"12,

Calismamizda, olgulardan ve epideminin gorildigiu donemde yapilan cevre kiltirle-
rinden izole edilen suslarin ayni antibiyotipe sahip oldugu belirlenmis; bu izolatlarin AP-
PCR ile yapilan degerlendirmelerinde de ayni genotip olduklari saptanmistir. Bu durum,
etken patojenin olgular arasi yaylliminda tibbi cihazlarin ve/veya kontamine sivilarin rol
oynadigini distindirmektedir. Hastane Enfeksiyon Kontrol Komitesi tarafindan alinan on-
lemler sonrasi ¢evresel kaynaklardan yapilan kontrol 6rneklemelerinde ayni etkenin sap-
tanmamis olmasi ve sonraki donemde benzer bir epideminin goriilmeyisi bu hipotezi des-
tekler niteliktedir. Ayni zamanda uygun antibiyotik tedavisinden sonra olgulara ait kont-
rol 6rneklerinin kiltirlerinde de Gireme olmamis ve hastalar sifa ile taburcu edilmislerdir.

Son yillarda tibbi mikrobiyolojide olasi bir epidemide kaynak arastirmasina yonelik yu-
rittlen caligmalarda, bircok molekiiler biyolojik ydntem genis bir kullanim alani bulmus-
tur*®. Calismamizda da nozokomiyal enfeksiyon kaynaginin belirlenmesi amaciyla kulla-
nilan AP-PCR yonteminin, kolay uygulanabilir, ucuz ve hizli sonug veren bir yontem ol-
masi gibi avantajlari nedeniyle, epidemilerin degerlendiriimesinde tibbi mikrobiyoloji la-
boratuvarlarinda basariyla uygulanabilecegi disunilmusgtur.
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