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ÖZET

Bu çalışmada, bir üçüncü basamak eğitim hastanesi yenidoğan yoğun bakım ünitesi (YBÜ)’nde orta-
ya çıkan ve genişlemiş spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) üreten Klebsiella pneumoniae’nın neden olduğu
bir salgının AP-PCR (Arbitrarily-Primed Polymerase Chain Reaction) yöntemi ile araştırılması amaçlanmış-
tır. İkisi prematürite ve biri retrognati ve yarık damak takibi nedeniyle yenidoğan YBÜ’de yatan üç olguda
nozokomiyal kan dolaşımı enfeksiyonu gelişmiştir. Birinci olgunun yatışının beşinci gününde kan ve umb-
likal sürüntü kültürlerinden; ikinci olgunun yatışının 15. gününde kan kültüründen ve üçüncü olgunun ya-
tışının yedinci gününde kan kültüründen GSBL pozitif K.pneumoniae izolasyonu yapılmıştır. İzolatların ta-
nımlanması, konvansiyonel yöntemlere ek olarak API Rapid ID 32 GN (BioMerieux, Fransa) otomatize sis-
temi kullanılarak gerçekleştirilmiş; antibiyotik duyarlılıkları ise Kirby-Bauer disk difüzyon yöntemi kullanıla-
rak “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” önerileri doğrultusunda belirlenmiştir. Olgulara ait
toplam dört izolatın aynı antibiyotik duyarlılık paternine sahip olduğu saptanmış; bunun üzerine aktif sür-
veyans kapsamında YBÜ yüzeyleri, laringoskoplar, ventilatör ve ventilatör bağlantıları, steteskoplar, nebü-
lizatörler, aspiratör uçları, dezenfeksiyon solüsyonları, küvöz ve küvöz nemlendirme sularından çevre ör-
nekleri alınmıştır. Bir küvöz nemlendirme suyu ve bir aspiratör ucu örneğinin kültüründen, olgulara ait izo-
latlara benzer antibiyotipte K.pneumoniae suşları izole edilmiştir. Olgulardan ve çevre örneklerinden izole
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edilen toplam altı K.pneumoniae suşunun amoksisilin-klavulanik asit, sefazolin, sefepim, seftriakson, sefta-
zidim, sefuroksim, aztreonam ve trimetoprim-sülfametoksazole dirençli; sefoksitin, imipenem, merope-
nem, gentamisin, tobramisin, amikasin, netilmisin, tetrasiklin, siprofloksasin ve kloramfenikole duyarlı ol-
duğu tespit edilmiştir. Hasta ve çevre izolatları arasındaki genetik ilişkinin araştırılması amacıyla M13 pri-
meri kullanılarak AP-PCR yöntemi uygulandığında ise tek bir genotipik patern belirlenmiş ve tüm izolatla-
rın aynı genotipte olduğu görülmüştür. Sonuç olarak, AP-PCR yönteminin ucuz, kolay uygulanabilir ve hız-
lı sonuç alınabilir olması gibi avantajlarıyla nozokomiyal salgınların araştırılması ve olası enfeksiyon kayna-
ğının saptanarak yayılımın kontrol edilmesinde başarıyla kullanılabileceği kanısına varılmıştır.

Anahtar sözcükler: Klebsiella pneumoniae; genişlemiş 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 5th day of hospitalization of the first patient from
umbilical swab and blood culture; on the 15th day of hospitalization of the second patient from blood
culture and on the 7th 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.

GİRİŞ

Klebsiella pneumoniae, morbidite ve mortaliteden en çok sorumlu tutulan ve hastane
enfeksiyonlarından en sık izole edilen Klebsiella türüdür. Erişkin ve pediatrik yoğun bakım
üniteleri (YBÜ)’nde yatan hastalar, diyabet ve kronik obstrüktif akciğer hastalığı gibi has-
talıkların eşlik ettiği immün sistemi baskılanmış hastalar, damar içi katater ve idrar son-
dası uygulananlar ile geniş spektrumlu antibiyotik tedavisi alan hastalar K.pneumoniae
nedenli enfeksiyonların gelişimi açısından risk altındadırlar1-3.
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Son yıllarda tıbbi mikrobiyolojide epidemilerin araştırılması, olası enfeksiyon kaynağı-
nın saptanması ve enfeksiyonun yayılmasında rolü olabilecek etkenlerin ortaya konulma-
sında konvansiyonel yöntemlerin yanı sıra “Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reacti-
on (AP-PCR)” gibi çok sayıda moleküler biyolojik yöntem sıklıkla ve başarıyla kullanılmak-
tadır4-6. Bu çalışmada, bir üçüncü basamak eğitim hastanesi olan hastanemizin yenido-
ğan YBÜ’de, genişlemiş spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) üreten K.pneumoniae’nın et-
ken olduğu nozokomiyal enfeksiyon gelişen üç olgu tanımlanmış ve enfeksiyon kaynağı-
nın saptanarak epideminin yayılımının önlenmesinde AP-PCR yönteminin etkinliğinin
araştırılması amaçlanmıştır. 

GEREÇ ve YÖNTEM

Hastalar ve İzolatlar

Prematürite nedeniyle yenidoğan YBÜ’ye yatırılan birinci olgunun yatışının beşinci gü-
nünde yapılan kan kültürü ve umblikal sürüntü örneklerinden; yine prematürite nedeniy-
le yenidoğan YBÜ’ye yatırılan ikinci olgunun yatışının 15. gününde alınan kan kültürün-
den; retrognati ve yarık damak nedeniyle yenidoğan YBÜ’ye yatırılan üçüncü olgunun ise
yatışının yedinci gününde alınan kan kültüründen K.pneumoniae suşları izole edildi.

Aktif sürveyans kapsamında, YBÜ yüzeyleri, laringoskoplar, ventilatör ve ventilatör
bağlantıları, steteskoplar, nebülizatörler, aspiratör uçları, dezenfeksiyon solüsyonları,
küvöz ve küvöz nemlendirme sularından çevre örnekleri alındı.

Olgulardan izole edilen dört suş ile çevre örneklerden izole edilen iki suş olmak üzere
toplam altı K.pneumoniae izolatı, konvansiyonel yöntemlere ek olarak ticari API Rapid ID
32 GN (BioMerieux, Fransa) sistemiyle tanımlandı. 

İzolatların Antibiyotik Duyarlılıkları

İzolatların amoksisilin-klavulanik asit, sefazolin, sefepim, seftriakson, seftazidim, sefok-
sitin, sefuroksim, aztreonam, imipenem, meropenem, gentamisin, tobramisin, amikasin,
netilmisin, tetrasiklin, siprofloksasin, trimetoprim-sülfametoksazol ve kloramfenikole kar-
şı duyarlılıkları “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” önerileri doğrultu-
sunda Kirby-Bauer disk difüzyon yöntemi ile araştırıldı7. GSBL üretimi çift disk sinerji tes-
tiyle saptandı. 

AP-PCR

İzolatlardan nükleik asitlerin elde edilmesinde kaynatma yöntemi kullanıldı8. M13 pri-
merinin (5’-GAG GGT GGC GGT TCT-3’) kullanıldığı AP-PCR yöntemi, Ayan ve arkadaş-
larının9 çalışmalarında tarif ettikleri şekilde gerçekleştirildi. PCR ürünleri %1.5 konsant-
rasyonundaki agaroz jele pipetlendi ve 100 V akım altında bir saat süreyle yürütüldü.
Agaroz jel etidyum bromürle boyandı ve görüntüleme cihazında (Molecular Imager Gel
Doc XR+, BioRad, USA) incelendi. İzolatlar arası benzerlik restriksiyon paternlerinin gör-
sel olarak değerlendirilmesiyle belirlendi. Bant farkı izlenmeyen izolatlar aynı genotip
olarak kabul edildi.
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BULGULAR

Hastanemizin yenidoğan YBÜ’de gelişen epidemiden üç olgunun etkilendiği izlenmiş-
tir. Birinci ve ikinci olguda düşük doğum ağırlığı, mekanik ventilasyon, total parenteral
beslenme, santral venöz kateterizasyon ve bakteriyemi öncesinde birinci olguda amika-
sin ve meropenem, ikinci olguda ampisilin, sefotaksim ve meropenem kullanımı olduğu
belirlenmiş; üçüncü olguya sadece intravenöz sıvı uygulandığı saptanmıştır.

Sürveyans kültürleri sonrası bir küvöz nemlendirme suyu ve bir aspiratör ucu örneğin-
den, olgulardaki izolatlara benzer fenotipte K.pneumoniae suşları izole edilmiştir. Tüm
izolatlarda aynı antibiyotip paterni gözlenmiş ve izolatların amoksisilin-klavulanik asit, se-
fazolin, sefepim, seftriakson, seftazidim, sefuroksim, aztreonam ve trimetoprim-sülfame-
toksazole dirençli; sefoksitin, imipenem, meropenem, gentamisin, tobramisin, amikasin,
netilmisin, tetrasiklin, siprofloksasin ve kloramfenikole duyarlı olduğu tespit edilmiştir.
İzolatların tamamında GSBL üretimi saptanmıştır.

Olgulara ait suşlar ile çevre örneklerinden izole edilen suşlar arasındaki genetik ilişki-
nin AP-PCR ile değerlendirilmesi sonunda tek bir genotipik patern belirlenmiş ve tüm
izolatların aynı genotipte olduğu görülmüştür (Resim 1).

TARTIŞMA

Ülkelere göre değişmekle birlikte K.pneumoniae, nozokomiyal enfeksiyonların %2-5’in-
den sorumlu olan bir patojendir6. “National Nosocomial Infections Surveillance (NNIS)”ın
1986-2003 yılları arasındaki verilerinin incelendiği bir çalışmada, K.pneumoniae YBÜ’lerde
yatan hastalarda gelişen pnömoninin dördüncü ve bakteremilerin de en sık beşinci nede-
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Resim 1. İzolatlara ait AP-PCR jel görüntüsü [M: Büyüklük belirteci (100-1000 baz çifti); Sıra 1 ve 2: Birinci
olguya ait kan ve umblikal sürüntü örneklerinden; Sıra 3 ve 4: İkinci ve üçüncü olgulara ait kan örneklerinden;
Sıra 5 ve 6: Küvöz nemlendirme suyu ve aspiratör ucu örneklerinden izole edilen suşlar].

M 1 2 3 4 5 6



ni olarak bildirilmiştir10. Yenidoğan ve erişkin YBÜ’de yatan hastalar, Klebsiella enfeksiyon-
larına yol açabilecek uygulamaların birçoğuna maruz kaldıklarından, epidemilerin oluşma-
sı açısından diğer birimlerde yatan hastalara göre daha büyük risk altındadırlar2,11,12.

Çalışmamızda, olgulardan ve epideminin görüldüğü dönemde yapılan çevre kültürle-
rinden izole edilen suşların aynı antibiyotipe sahip olduğu belirlenmiş; bu izolatların AP-
PCR ile yapılan değerlendirmelerinde de aynı genotip oldukları saptanmıştır. Bu durum,
etken patojenin olgular arası yayılımında tıbbi cihazların ve/veya kontamine sıvıların rol
oynadığını düşündürmektedir. Hastane Enfeksiyon Kontrol Komitesi tarafından alınan ön-
lemler sonrası çevresel kaynaklardan yapılan kontrol örneklemelerinde aynı etkenin sap-
tanmamış olması ve sonraki dönemde benzer bir epideminin görülmeyişi bu hipotezi des-
tekler niteliktedir. Aynı zamanda uygun antibiyotik tedavisinden sonra olgulara ait kont-
rol örneklerinin kültürlerinde de üreme olmamış ve hastalar şifa ile taburcu edilmişlerdir.

Son yıllarda tıbbi mikrobiyolojide olası bir epidemide kaynak araştırmasına yönelik yü-
rütülen çalışmalarda, birçok moleküler biyolojik yöntem geniş bir kullanım alanı bulmuş-
tur4-6. Çalışmamızda da nozokomiyal enfeksiyon kaynağının belirlenmesi amacıyla kulla-
nılan AP-PCR yönteminin, kolay uygulanabilir, ucuz ve hızlı sonuç veren bir yöntem ol-
ması gibi avantajları nedeniyle, epidemilerin değerlendirilmesinde tıbbi mikrobiyoloji la-
boratuvarlarında başarıyla uygulanabileceği düşünülmüştür.
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