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1.GİRİŞ VE AMAÇ

Antibiyotiklere karşı gelişen bakteriyel direnç tüm dünyada artan ve yayılan global bir

sorundur. Çoklu ilaç direnci olan patojenlerin dünyada özellikle yoğun bakım ünitelerinde

yayılması tıp çevrelerinde kaygı uyandırmaktadır. Çoklu ilaç direnci olan patojenlerin sebep

olduğu enfeksiyonlar sonucunda tedavi maliyeti artmakta, hastanede kalış süresi uzamakta ve

buna bağlı olarak morbidite ve mortalite oranları da yükselmektedir (1). Özellikle Gram

negatif bakterilerin sebep olduğu enfeksiyonların çoğalmasıyla birlikte bu bakterilerde

kullanılan antibiyotiklere karşı direnç gelişmesi, yeni ve etkin antibiyotiklerin

geliştirilmemesi bilim çevrelerinde endişeyle karşılanmaktadır.

Karbapenemler sıklıkla Gram negatif bakterilerin sebep olduğu ciddi enfeksiyonlarda tercih

edilmektedirler. Geniş spektrumlu olmalarının yanı sıra yan etkilerinin fazla olmaması her

yaşta hastada ve ek sorunları olan hastalarda da güvenle kullanılabilmesi tercih sebebi

olmaktadır. Aynı zamanda Gram negatif bakterilerin diğer β laktam antibiyotiklere karşı

direnç geliştirmek için ürettikleri β laktamazlar tarafından hidroliz edilmemeleri özellikle

dirençli Gram negatif bakterilerin neden olduğu enfeksiyonlarda kullanım alanlarını

genişletmiştir.

Son yıllarda Gram negatif bakterilerde karbapenem direnci yaygın bir şekilde görülmektedir.

Karbapenem direnci öncelikle Pseudomonas ve Acinetobacter’de görülmekle birlikte son

yıllarda Enterobactericeae ailesinde, sıklıkla Klebsiella pneumoniae ve E.coli olmak üzere

diğer üyelerinde de görülmektedir (2). Son on yılda karbapenem direncinden ESBL ve Amp C

β laktamazların fazla üretilmesiyle birlikte porin kayıplarının sorumlu olduğu

düşünülmektedir.Bununla birlikte karbapenemazların, Enterobactericeae ailesinde görülen

karbapenem direncinde daha önemli rol oynadığı gösterilmiştir (3).

K.pneumoniae da antibiyotik direnci 1980’lerin başından itibaren artarak günümüze kadar

gelmiştir. K.pneumoniae ‘nın sebep olduğu enfeksiyonların tedavisinde sıklıkla kullanılan

sefolosporinlere, penisilinlere, florokinolonlara, trimetoprim-sulfametoksazol ve

aminoglikozitlere direnç gelişmesiyle son tercih olarak karbapenemler kullanılmaya

başlanmıştır (4). Günümüzde K.pneumoniae’da karbapenem direnci ciddi boyutlara ulaşmış

bulunmaktadır. K.pneumoniae ‘da görülen karbapenem direnci çeşitli mekanizmalarla

oluşmakla birlikte diğer Enterobactericeae üyelerinde olduğu gibi baskın olarak

karbapenemaz üretilmesi sorumludur. K. pneumonia ‘da çeşitli β laktamazlar, özellikle Amp

C enzimleri ile permeabilite defektlerinin birlikte bulunması zayıf karbapenem direncine
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neden olmakla birlikte bakteride karbapenem hidrolizi yapan karbapenemazların üretilmesi

permeabilite defektleri olmadan da yüksek düzeyde karbapenem direncine yol açmaktadır (5).

Moleküler özelliklerine göre Ambler sınıflandırması A, B ve D sınıflarına ayrılan

karbapenemazların, etki spektrumları, inhibisyon özellikleri, endemik dağılımı ve moleküler

epidemiyolojik yayılımı da çeşitlilik göstermektedir (5).

Ülkemizde ve dünyada hızla yayılan ve toplum sağlığını tehdit eden bir antimikrobiyal direnç

mekanizması olan karbapenem direnci yaygınlaşmaktadır. Bu çalışmada, merkezimizde

tanımlanmış olan karbapenem dirençli K.pneumoniae suşlarında, direncin moleküler

mekanizmalarının aydınlatılması ve dirençli suşlar arasındaki klonal dağılımın saptanması

amaçlanmıştır.
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1.GENEL BİLGİLER

2.1.Tarihçe ve Taksonomi

Enterobacteriaceae ailesinin üyesi olan Klebsiella pneumoniae bu ailenin genel özelliklerine

sahiptir. Hareketsiz, sporsuz, polisakkarit yapıda kapsülü olan Gram negatif basillerdir. Kısa

ve uçları yuvarlak, 1-2 µm eninde ve 0.5-0.8 µm boyunda büyüklüğe sahiptirler. Bu bakteriler

aerop veya fakültatif anaerop özellik gösterebilir; 37 ᵒC’de ve pH 7’de iyi ürerler. Doğada

yaygın olarak bulunabilen bu bakteri kuruluğa dirençli olup oda sıcaklığında aylarca, 4 ᵒC’de

ise haftalarca canlı kalabilir.

‘Klebsiella’ ismi 19.yüzyılın sonlarında Alman mikrobiyolog Edwin Klebs tarafından

verilmiştir. İlk Klebsiella türü rinoskleramalı bir hastadan izole edilmiş ve daha sonra

Klebsiella rhinoscleromatis olarak isimlendirilmiştir.

Abel, ozenalı hastaların burun sekresyonlarından izole ettiği kapsüllü basilleri,“Bacillus

mucosus ozaenae” olarak tanımlamıştır. Daha sonra bu bakteri Klebsiella cinsine dahil

edilerek K. ozaenae olarak isimlendirilmiştir.

Klebsiella pneumoniae, Carl Friedlander tarafından ilk defa 1882 yılında pnömoniden ölen bir

hastanın akciğerinden izole edilmiş ve uzun yıllar ‘Friedlander basili’ olarak tanımlanmıştır.

Drancourt ve arkadaşları, 2001’de 16S rRNA sekans analizi ve bakteriyel RNA polimerazın β

subünitini kodlayan rpoB geninin analizi ile dokuz Klebsiella türü tanımlamıştır (6).

Kökenlerine göre üç kümeye ayrılmış, daha sonra Klebsiella cinsi iki küme altında

toplanmıştır (Tablo 1). Bunlar;

-Klebsiella

-Raoultella

Birinci kümede ve üçüncü kümede yer alan türler Klebsiella cinsinde yer alırken, ikinci

kümedeki türler Raoultella cinsine dahil edilmiştir.
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Tablo 1. Klebsiellae Taksonomisi (6)

Klebsiellae

Klebsiella granulomatis

Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae subs. Pneumoniae

Klebsiella pneumoniae subs. Ozaenae

Klebsiella pneumoniae subs. Rhinoscleromatis

Raoultella ornithinolytica

Raoultella planticola

Raoultella terrigena

Morfolojik olarak kısa ve uçları yuvarlak olarak görülen bakterinin elektron

mikroskopisindeki görüntüsü Şekil 1’de gösterilmiştir.

Şekil 1. Klebsiella pneumonia’nın elektronmikroskopik görüntüsü (7)
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2.2.Biyokimyasal Özellikleri

Klebsiella cinsi, biyokimyasal özelliklerine göre identifiye edilmektedir. Gram negatif,

hareketsiz, kapsüllü basillerdir. Bu cinsteki bakterilerin aşağıda belirtilen biyokimyasal

özellikleri mevcuttur;

- Simmons sitrat ve potasyum siyanid broth’da ürerler.

- Hidrojen sülfid oluşturmazlar.

- Metil red negatif, Voges Proskauer pozitiftir.

- Ornitin dekarboksilaz bulundurmaz ve ornitinden dekarboksilat oluşturmazlar (8).

- Klebsiella cinsindeki birçok suş ve Raoultella üreyi yavaş hidrolize ederek, Christen’s üre

agarda açık pembe bir renk oluştururlar. Triptofandan indol oluşumunda K. pneumoniae türü

indol negatif iken K. oxytoca indol pozitiftir (6). Klebsiella ve Raoultella cinsi bakterilerin

türleri arasındaki biyokimyasal farklılıkları Tablo 2’de gösterilmiştir (6).

Tablo 2. Klebsiella ve Raoultella cinsi türler arası biyokimyasal farklılıklar

Biyokimyasal

Özellik

K.pneumoniae

subs.

pneumoniae

K.pneumoniae

subsp.ozaenae

K.pneumoniae

subsp.

rhinoscleromats

K.oxytoca R.

ornithinolytica

R.

planticola

R.

terigana

İndol _ _ _ + + D _

Metil red _ + + D + + +

Voges-

Proskauer

+ _ _ + D + +

Üreaz + _ _ + + + _

Lizin + D _ + + + +

Ornitin _ _ _ _ + _ D

ONPG + D _ + + + +

Malonate + _ + + + + +

Üreme

ısısı

5ᵒC _ _ _ _ + + +

10ᵒC _ _ _ + + + +

42ᵒC + + + + _

D: Değişken olabilir.
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2.3.Kültürde Üretilmesi

Klebsiella cinsi kültür plaklarında büyük ve mukoid koloni yaparlar. MacConkey agarda

büyük, mukoid, kırmızı koloni yapar, laktozu fermente eder ve asit oluştururlar (6).

2.4.Patogenez ve Virulans Faktörleri

Klebsiella patogenezinden bakterinin yapısında bulunan dört komponent önemli ölçüde

sorumludur; adhezinler, kapsüler polisakkaritler, lipopolisakkaritler ve demir tutucu sistemler

olan sideroforlar.

Klebsiella patogenezinden sorumlu komponentler Şekil 2’de gösterilmiştir.

Şekil 2. Klebsiella virulans faktörleri (9)
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2.4.1.Adhezinler

Mikroorganizmaların mukozal ve epitelyal hücrelere adhezyonu, kolonizasyon ve enfeksiyon

gelişiminde ilk basamaktır. Bakterilerde hemaglutininler çoğunlukla adhezin olarak görev

yapmaktadır ve sıklıkla bakteri hücrelerinin yüzeyinde çıkıntı oluşturmuş fimbrialar üzerinde

lokalizedir (10).

2.4.1.1.Tip 1 fimbria

Klebsiella pneumoniae ve Klebsiella oxytoca suşları diğer Enterobacteriaceae

üyelerindekilerle de benzer olarak, tip 1 fimbrialara sahiptir. Klebsiella tip 1 fimbrialar, D-

Mannoza duyarlı hemaglutinasyondan (MS-HA) sorumludur ve kobay eritrositlerini

hemaglutine etmektedir. Klinik izolatlardaki Klebsiella pneumoniae suşlarının %80’den

fazlası ve Klebsiella oxytoca suşlarının büyük kısmı tip 1 fimbria eksprese etmektedir (10).

Klinik numunelerden ve fekal taşıyıcılardan izole edilen Klebsiella pneumoniae suşlarında tip

1 fimbria ekspresyonuna çevresel izolatlardan daha fazla rastlanmaktadır (10). Tip 1 fimbria

geni fim gen kümesinde lokalizedir (11). Tip 1 fimbrialar oluklu, kalın ve dış membrandan

yüzeye doğru ipliksi uzantılar şeklindedirler. Tekrarlayan Fim A subünitlerinden ve adhezin

Fim H molekülünden oluşmuştur (11). Klebsiella tip 1 fimbria, Fim H molekülü aracılığıyla

konak hücrelerinde veya ekstraselüler matrikste mannoz içeren yapılara adhezyonu

sağlamaktadır (12). Özellikle, üroepitelyal hücrelere daha duyarlı olduğu için idrar yolu

enfeksiyonlarının gelişmesinde önemli rol oynamaktadır (13).

2.4.1.2.Tip 3 fimbria

Tip 3 fimbrialar, ince, oluksuz, 2-4 nm genişliğinde, 0.5-2 µm uzunluğundadır. Tanninle

muamele edilmiş eritrositleri aglutine etmektedir ve mannoz dirençli hemaglütinasyon

yapmaktadır. İlk olarak Klebsiella suşlarında bulunduğu için, mannoz dirençli Klebsiella

hemaglutinasyon, (MR/K-HA) olarak adlandırılmıştır. Tip 3 fimbrialar mrk operonunda

kodlanmıştır ve bu gen kümesi kromozomal veya plazmid kaynaklı olabilmektedir (14). Tip 3

fimbrianın polimerize helikal yapısını oluşturan ve cansız yüzeylere karşı afinitesini artıran

fimbrial subünit, mrk A geninde kodlanmıştır (15). Kollajene bağlanmayı sağlayan fimbrial

subünit ise fimbrianın uç kısmında yer alır ve mrk F geninde kodlanmıştır (16). Tip 3

fimbrianın diğer önemli fonksiyonu, K. pneumoniae’nın biofilm formasyonu oluşturarak canlı

veya cansız yüzeylere bağlanmasında önemli rol almasıdır (15). Bakterilerin endotelyal

hücrelere ve mesane epitel hücrelerine bağlanmasında da tip 3 fimbriaların önemli rolü vardır
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(17). Üriner katetere bağlı idrar yolu enfeksiyonlarının oluşmasında tip 3 fimbrianın aracılık

ettiği biofilm oluşumunun önemli rolü vardır (18).

2.4.1.3.Kpc fimbria

Kpc fimbrianın sentezi, Kpc ABCD operon gen bölgesi tarafından yönetilir ve bu operon aynı

zamanda K.pneumoniae ‘da biofilm oluşumunda da rol oynamaktadır (19).

2.4.1.4.KPF 28 adhezin

KPF 28 adhezin, 28 kDa büyüklüğünde bir polimerdir.2-4 nm eninde, 0.5-2 µm uzunluğunda,

kalın ve esnek bir fimbriadır (20). KPF 28 majör subünitinin sentezinde görevli olan gen,

CAZ-5/SHV-4 beta laktamaz geninin bulunduğu R plazmidinde kodlanmıştır. K.

pneumonia’nın insan karsinoma hücrelerine (Caco-2) adhezyonunda KPF28’in sorumlu

olduğu saptanmıştır. Bu da KPF 28’in memelilerdeki barsak kolonizasyonundan sorumlu

faktör olabileceğini düşündürmektedir (21).

2.4.2.Kapsüler Polisakkaritler

Klebsiella suşları kalın, hidrofilik, polisakkarit bir kapsülle çevrelenmişlerdir. Bu kapsül,

bakteri kolonilerinin plakta parlak ve mukoid görünmesine sebep olmaktadır. Kapsül, şeker

ünitelerinın tekrarlanmasıyla oluşan, asidik polisakkarit yapıdadır. Klebsiella türlerinde

antijenik olarak 77 farklı ekzopolisakkarit tanımlanmıştır (22).

2.4.2.1.Kapsüler polisakkarit sentezi

Gram negatif bakterilerde kapsüler polisakkaritlerin yapıtaşını oluşturan glukan sentezinde üç

farklı yolak tanımlanmıştır. K. pneumoniae’nın kapsüler polisakkariti sentezinde Wzy’ye

bağlı polimerizasyon yolu kullanılmaktadır. Bu yol en net biçimde E. coli’de kapsüler

polisakkarit grup 1’ de tanımlanmıştır (23). Kapsüler polisakkarit sentezinin kodlandığı Cps

gen kümesi, şeker nükleotidlerinin sentezinde ve tekrarlayan ünitlerinin sentezi, birleştirilmesi

ve taşınmasında görevlidir (24). K. pneumoniae’da ki cps gen kümesi, 21-30 kb

büyüklüğünde olup 16-25 gen içermektedir. 5’ terminal bölgesi sırasıyla altı gen (galF, orf2,

wzi, wza, wzb ve wzc) içerir. 3’ terminal bölgede gnd geni bulunmaktadır. Merkezi bölgelerde

ise protein polimerizasyonunda ve kapsüler polisakkarit subünitlerinin birleştirilmesinde

görevli genler mevcuttur. Wzy ve wzi genleri K pneumoniae’nın tüm serolojik (K antijeni;

kapsül antijeni) tiplerinde bulunmakla birlikte yapılan sekans analizlerinde farklı K tipleri için

değişkenlik gösterirler. Wzy geni hedefli PZR testleri ile K1, K2, K3, K5, K20, K54 ve K57
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identifiye edilmiştir. Wzi gen sekans analizi ise çoğunlukla klinik olarak tesbit edilen

Klebsiella izolatlarının K tiplerinin ayırımında kullanılmaktadır (25). Wzc gen sekans analizi

ise K.pneumoniae’da yeni kapsüler tiplerin tespiti için araştırılmaktadır (26).

Kapsüler polisakkarit sentezi, tekrarlayan şeker ünitelerinin çeşitli glikoziltransferazlar

tarafından birleştirilmesi ile meydana gelmektedir (27). Oluşan bileşikler, flippaz Wzx ile iç

membrandan periplazmik aralığa geçirilmekte ve periplazmik aralıkta Wzy polimeraz ile

polimerize edilmektedir (27). Polimerizasyon kontrolü ve matür kapsüler polisakkaritin

bakteri hücre yüzeyine çıkartılması çeşitli enzimlerin kontrolü altındadır ve bu mekanizma

Wza (iç membran tirozin otokinaz), Wzb (protein tirozin fosfotaz), Wzc (integral dış

membran lipoprotein) enzimlerinin kombine çalışmasıyla gerçekleşmektedir (27).

Kapsüler polisakkarit, K.pneumoniae’nın konak immün yanıtından kaçmasında da önemli rol

oynamaktadır.

K.pneumoniae’nın konak immün yanıtından kaçma mekanizmaları şekil 3’de gösterilmiştir.

Şekil 3. Klebsiella pneumoniae’nın immün cevaptan kaçış yolları (28).
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2.4.2.2. Fagositoza direnç

Klebsiella pneumoniae’nın yüzeyi saran kalın bir kapsülü olması onu opsonizasyondan ve

makrofajların (29), nötrofillerin (30), epitelyal hücrelerin (31) ve dendritik hücrelerin (32)

fagositozundan korumaktadır. Hipervirulan K.pneumoniae suşları, virulan olmayan suşlara

kıyasla daha düşük düzeyde makrofajlarla etkileşim içerisindedir (33). Kapsül antijenine göre

K1 tip Klebsiella pneumoniae suşları, nötrofiller tarafından fagosite edildikten sonra da

intraselüler bakteri öldürme mekanizmalarından kaçarak daha uzak alanlara

yerleşebilmektedir (33).

2.4.2.3.Erken inflamatuar cevabın engellenmesi

Havayolu epitel hücrelerindeki Toll-like reseptörleri (TLR), patojenleri tanıyarak çeşitli

antimikrobiyallerin, insan β defensinlerin (hBD), sitokinlerin ve kemokinlerin salınmasını

sağlamaktadır. Çeşitli yolakların aktivasyonuyla üretilen sitokin ve kemokinler inflamatuar

hücrelerin kemotaksisinde ve inflamatuar cevap oluşmasını sağlarlar. Kapsüllü wild tip K.

pneumoniae suşlarına karşı konakta erken immün cevap oluşmazken, kapsüler polisakkariti

mutant avirulan suşlara karşı konakta kuvvetli inflamatuar cevap oluşmaktadır. Kapsüler

polisakkaritin inflamatuar mekanizmayı engellemesi, interlökin 8 (IL8) salınımını inhibe

etmesi ve bunun sonucunda TLR 2 ve TLR 4 sinyallerinin salınımının inhibe olmasıyla

gerçekleşmektedir (34,35).

2.4.2.4.Antimikrobiyal peptidlere karşı direnç

Antimikrobiyal peptidlere karşı direnç, kapsüler polisakkarit aracılığıyla olmaktadır.

K. pneumoniae’nın kapsüler polisakkariti bakteriyi konakdan salınan antimikrobiyal

polipeptidlere karşı korumaktadır ve bakteri yüzeyinden salınan serbest kapsüler

polisakkaritler de antimikrobiyal polipeptidleri tutarak bunların bakteri yüzeyine ulaşma

imkanını azaltmaktadır (36). Respiratuar sistemde, subletal antimikrobiyal polipeptid

konsantrasyonlarında, bakteri cps gen ekspresyonunu artırarak bu polipeptidlere karşı kendini

korumaktadır (37). İnsan beta defensinler (hBD), havayolu epitel hücreleri tarafından üretilen

kuvvetli antimikrobiyal peptidlerdir, hBD1 yapısal olarak belli miktarda düzenli olarak

üretilmesine rağmen, hBD2 ve hBD3 ise patojenler ve sitokinler tarafından indüklendiğinde

salınmaktadır (38,39). K. pneumoniae’ya bağlı haldeki kapsüler polisakkarit TLR cevabını

engelleyerek hBD2 ve hBD3 salınımını azaltmaktadır ve hBD salınımında negatif regülatör

olan mitojen aktif protein kinaz fosfataz (MKP-1) salınımını stimüle etmektedir (40).
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2.4.2.5.Dendritik hücre (DH) maturasyonunun engellenmesi

Klebsiella pneumoniae kapsüler polisakkariti, dendritik hücrelerin maturasyonunu

engelleyerek immatür DH oluşumuna yol açmaktadır. İmmatür DH oluşumu IL-12 ve TNF-α

üretiminin azalmasına neden olur. Bunun sonucunda immün yanıtın oluşmasında T

lenfositlere antijen sunulmasında önemli rol oynayan dendritik hücrelerin fonksiyonları

bozulur.Aynı zamanda naturel killer hücre migrasyonunda azalmaya yol açar (32).

Konak immün yanıtına ait birçok mekanizmayı engelleyerek kendisi için uygun ortamı

hazırlayabilen bakteri daha kolay çoğalabilmektedir (32).

2.4.3.Lipopolisakkaritler

K. pneumoniae kapsülünü oluşturan lipopolisakkaritler, üç parçadan meydana gelmiştir.

Büyük oranda korunmuş ve hidrofobik olan lipid A dış membrana bağlı haldedir. Değişken

O-antijeni lipopolisakkarit tabakasının dış kısmında bulunmaktadır. Kor polisakkariti ise O-

antijeni ile lipid A arasında yer almaktadır (41).

2.4.3.1.O-antijeni

K. pneumoniae’da O- antijeninin 9 farklı grubu tanımlanmıştır; O1, O2, O2ac, O3, O4, O5,

O7, O8 ve O12 (41). O- antijeninin biyosentezinde görevli enzimler altı genden oluşan wb

gen kümesi tarafından yönetilmektedir. Bu kümede wzm, wzt, wbbM, glf, wbbN ve wbbO

genleri yer almaktadır. Bu gen kümesi bakteri kromozomunda korunmuş bir bölgede olmasına

karşın genetik varyasyon gösterebilmektedir, bunun sonucunda kimyasal varyasyonları farklı

O- antijenleri ortaya çıkmaktadır (42). Klinik olarak izole edilen K. pneumoniae suşlarında

sıklıkla O1 serotipine rastlanmaktadır (41). Hipervisköz suşlarda da daha sık olarak O1

serotipi görülmektedir (42). O- antijeni bakterideki komplemanı aktive eden yapıların

komplemanla karşılaşmasını engellenmektedir. Böylelikle bakteri kompleman aracılı ölüme

karşı korunmuş olmaktadır (43). K. pneumoniea’nın O- antijeni eksik olan suşlarında da

kapsüler polisakkaritin bakteriyi komplemana karşı koruyabildiği gösterilmiştir (44,45).
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2.4.3.2.Kor polisakkariti

K. pneumoniae’da iki tip kor polisakkariti mevcuttur. Kor polisakkaritlerinin sentezi wa gen

kümesi tarafından yönetilmektedir (46). Hipermükovisköz K. pneumoniae suşlarında tip 2 kor

polisakkarit daha sık  saptanmaktadır (47). Yapılan çalışmalarda bakteri virulansında tip 2 kor

polisakkaritin tip 1’e göre daha etkili olduğu gösterilmiştir (46). Hayvanlar üzerinde yapılan

çalışmalarda, lipopolisakkarit sentetaz enziminin sentezinden sorumlu gendeki mutasyon

sonucu bakterinin kolonizasyon yapma yeteneğinde büyük ölçüde azalma olduğu

görülmüştür. Bundan dolayı idrar yolu enfeksiyonu oluşturma kapasitesinin önemli ölçüde

düştüğü tespit edilmiştir (48).

2.4.3.3.Lipid A

Lipid A sentezi bakterinin sitoplazmasında yapısal enzimlerce sentezlenerek, çeşitli transport

mekanizmalarıyla dış membrana taşınmakta ve dış membrana bağlanmaktadır. Lipid A’nın

taşınması esnasında modifikasyon enzimleri ile kovalent modifikasyon gerçekleştirilmektedir.

Lipid A’nın modifikasyonu, konak doğal immünitesine, özellikle antimikrobiyal peptidlere

karşı direnç gelişiminde önemli rol oynamaktadır. Modifikasyon enzimlerinde oluşan

mutasyonlar K. pneumoniae’nın virulansında azalmaya yol açmaktadır (49,50). Lipid A ve

kor polisakkaridinin fare alveolar makrofajlarında fagositoza karşı dirençte de rol oynadığı

gösterilmiştir (45).

2.4.4.Demir yakalama (Sideroforlar)

Demir bakterinin hem in vivo hem de in vitro çoğalması için gereklidir. K. pneumoniae’da 12

farklı demir tutucu sistem tespit edilmiştir. Bunlar dört sınıfa ayrılır; Fe+2 transporter Feo,

ABC transporter, hemofor ve siderofor up-take sistemleri. Bakteriyel patojenler konakta bağlı

halde bulunan demiri kullanabilmek için küçük molekül ağırlıklı demir şelatörleri

sentezlemektedir. Bunlara hemofor, siderofor ismi verilmektedir. Bu sideroforlardan K.

pneumoniae’da bulunanı enterobaktindir. Enterobaktinin demire afinitesi diğer şelatörlere

göre daha yüksektir. Konak doğal immünitesi sideroforların etkisini bloke etmek için

lipokolin 2 sekrete etmektedir (51). Böylelikle bakterinin çoğalması engellenmiş olmaktadır.

Hipervirulan K. pneumoniae’larda diğer klasik tipteki K. pneumoniae’lara göre kantitatif

olarak daha fazla ve daha aktif siderofor sekrete edildiği görülmüştür (52).
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2.4.5. Dış Membran Proteinleri

2.4.5.1. OmpA

Omp A Gram negatif bakterilerde majör dış membran proteinidir. Kapsüler polisakkaritten

bağımsızdır ve havayollarında epitel aracılı inflamatuvar cevabın önlenmesinden sorumludur

(45). OmpA eksikliği K. pneumoniae’nın antimikrobiyal peptidlere duyarlılığını artırmaktadır

(53). Aynı zamanda alveolar makrofajların fagositozuna karşı dirençten de sorumludur (45).

2.4.5.2. Dış membran porinleri

K. pneumoniae’da iki majör dış membran proteini, OmpK35 ve OmpK36 mevcuttur. Bu

porinler aracılığıyla, hidrofilik moleküller, besin maddeleri ve sefalosporinler, karbapenemler

gibi ilaçlar bakteri içerisine geçebilmektedir (54). K.pneumoniae bu porinlerin yokluğunda

kompansatuar olarak KpnO (55) ve OmpK26 (56) gibi farklı porinler de eksprese

edebilmektedir. Hayvanlar üzerinde yapılan çalışmalarda, OmpK36, KpnO, OmpK26

yokluğunda sefalosporinlere ve karbapenemlere direncin arttığı fakat bakteri virulansının

azaldığı saptanmıştır. Tek başına OmpK35 eksikliğinin antibiyotik direnci ve bakteri virulansı

üzerine etkisinin olmadığı görülmüştür. OmpK36 eksikliğinin hem antibiyotik direncini

artırdığı hem de bakterinin nötrofiller tarafından fagositozunda artmaya neden olarak bakteri

virulansını negatif yönde etkilediği gösterilmiştir (54).

2.4.5.3. Effluks pompası

K. pneumoniae, sıklıkla AcrAB tip effluks pompasını eksprese etmektedir. Effluks pompası

hem kinolonlar ve beta laktamlar, hem de konak kaynaklı antimikrobiyal peptidlerin

atılmasında görev almaktadır. AcrAB effluks sistemi aynı zamanda bakterinin konağın doğal

immün sistemine karşı direncinde de rol oynamaktadır (57).

2.5. Klebsiella pneumonia’nın Yaptığı Enfeksiyonlar

Klebsiella cinsi Enterobacteriaceae ailesi içerisinde yer alan, çevreden de izole edilebilen

saprofit mikroorganizmalardır. Bu cinsin insanlarda oluşturduğu enfeksiyonların % 70’inden

K. pneumoniae sorumludur (58). K. pneumoniae gastrointestinal sistemde, deride ve

nazofarinksde kolonizedir. Nekrotizan pnömoni, piyojenik karaciğer absesi, endojen

endoftalmit gibi ciddi toplum kaynaklı enfeksiyonlara sebep olmaktadır (59,60).
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K. pneumoniae, 1970’lerden itibaren hastane kaynaklı enfeksiyonlarda mühim rol

oynamaktadır. Özellikle düşkün, alkolik hastalar risk grubundadır.

İdrar yolu enfeksiyonu: K.pneumoniae, idrar yollarında herhangi bir patoloji olmayan sağlıklı

kişilerde de enfeksiyon sebebi olmaktadır. İdrar yolu enfeksiyonuna bağlı bakteriyemi gelişen

hastalarda E.coli‘den sonra ikinci en sık enfeksiyon etkenidir (61). K. pneumoniae’ya bağlı

gelişen idrar yolu enfeksiyonlarında izlenen klinik özellikler diğer bakteriyel patojenlerle

oluşan enfeksiyonlardan farklı değildir (61).

Pnömoni: K. pneumoniae’nın sebep olduğu pnömoni bazı özellikleri sebebiyle ve ilk bulan

kişiye yapılan atıfla ‘Friedlander hastalığı’ olarak isimlendirilmiştir. Tipik K. pneumoniae

pnömonisinin özellikleri; hastalığın şiddetli seyretmesi, alkolik hastalarda sık görülmesi,

özellikle alt lobları tutması, kırmızı jöle şeklinde hemoptizi olması, ödematöz lober

konsolidasyona bağlı radyografik olarak fissürlerin belirginleşmesi ve abse oluşması olarak

sayılabilmektedir. Fakat bu klinik bulgular tek başına tanı için yeterli olmamaktadır. Yapılan

balgam kültürlerinde anaerobik etkenlerin de bu klinik bulgulara sebep olduğu gösterilmiştir

(6).

Karaciğer absesi: K. pneumoniae’nın sebep olduğu toplum kaynaklı karaciğer absesi özellikle

Asya kökenlilerde daha sık görülmektedir. Özellikle K1 serotipi karaciğer abselerinde daha

sık izole edilmektedir (62).

K. pneumoniae’ya bağlı yara enfeksiyonları, hepatobiliyer enfeksiyonlar, kateter

enfeksiyonları, bakteriyemi, menenejit, peritonit, endoftalmit oluşabilmektedir (63).

2.6.Tedavi

Enterobacteriaceae ailesi intestinal floranın önemli üyelerindendir. Aynı zamanda hastane

kaynaklı ve toplum kaynaklı enfeksiyonların oluşmasında da rol oynamaktadır. Bu bakteriler

insanlar arasında ellerle, kontamine yiyecek ve sular yoluyla veya çevresel kaynaklarla

kolayca yayılabilmektedir (64).

K. pneumoniae’nın sebep olduğu enfeksiyonların tedavisi, antibiyotiklere direncin ortaya

çıkmasıyla özellikle 1980’lerden itibaren komplike bir hal almıştır. Sefalosporinler,

florokinolonlar, Trimetoprim-sulfametoksazol (SXT) sıklıkla K. pneumoniae’nın neden

olduğu toplum kaynaklı enfeksiyonlarda kullanılmaktadır. Bu antibiyotiklere karşı son

yıllarda direnç gelişmesiyle ampirik tedavide başarısızlık artmıştır (65). Kullanılan ilaçlara
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direncin gelişmesiyle nozokomiyal enfeksiyonlarda da tercih edilen antibiyotikler değişmiştir

(65,66). Yapılan bazı surveyans çalışmalarında, K. pneumoniae’nın %20-80 oranında birinci

kuşak sefalosporinlere, florokinolonlara ve aminoglikozidlere dirençli olduğu gösterilmiştir

(67,68). Çoklu ilaç direncinde, plazmidler, transpozonlar ve integronlar gibi hareketli genetik

elemanlar önemli rol oynamaktadır. Plazmidlerin, transpozon ve integronların yayılması ve

kromozomal mutasyonların oluşmasıyla toplum kaynaklı K. pneumoniae enfeksiyonlarında

tedavi seçenekleri azalmıştır. Geçen yıllarda, sıklıkla kullanılan florokinolonlara da direncin

gelişmesiyle son tercih olarak karbapenemler kullanılmaya başlanmıştır (69,70). Ancak,

karbapenem direncinin de yaygınlaşmasıyla birlikte farklı tedavi protokolleri uygulanmaya

başlanmıştır. Karbapenem grubu antibiyotikler ile birlikte yüksek doz tigesiklin, kolistin veya

aminoglikozid grubu antibiyotikler kulanılarak kombinasyon tedavileri uygulanmaktadır.

Çoklu ilaç direnci görülen K.pneumoniae’nın sebep olduğu ciddi enfeksiyonlarda

kombinasyon tedavi protokolleri uygulanırken daha basit ve lokalize kalan enfeksiyonlarda

monoterapi tercih edilmektedir (66).

Enfeksiyon bölgesine göre tercih edilen antibiyotikler çeşitlilik göstermektedir. Tablo 3‘de

enfeksiyonların yerleşim alanına göre ilk tercih edilen ve ikincil olarak kullanılabilen

antibiyotikler gösterilmektedir (71).
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Tablo 3. Karbapenem dirençli K.pneumoniae enfeksiyonlarında antibiyotik tedavisi
algoritması (71)

Enfeksiyon

bölgesi

Birinci tercih

antibiyotikler

İkinci tercih

antibiyotikler

Kanyolu -Yüksek doz

meropenem/doripenem

-Ve polimiksin B

-Aminoglikozid

-Tigesiklin

-Fosfomisin

-Rifampin

Meropenem/doripenem:

MİK ≤ 16 μg/mL ise

yüksek doz devam

edilir

MİK > 16 μg/mL ise in

vitro duyarlı alternatif

antibiyotik verilir

Polimiksin B/ kolistin:

MİK ≤ 2 μg/mL ise

devam edilir

MİK > 2 μg/mL ise in

vitro duyarlı alternatif

antibiyotik verilir

Tigesiklin:

MİK ≤ 1 μg/mL devam

edilir.MİK > 1 μg/mL

in vitro duyarlı

alternatif antibiyotik

verilir

Aminoglikozid:MİK ≤

2 μg/mL gentamisin/

tobramisin ve ≤ 4

μg/mL amikasin ise

aminoglikozid tercih

edilir.MİK > 2 μg/mL

gentamisin/ tobramisin

> 4 μg/mL amikasin in

vitro duyarlı antibiyotik

Akciğer -Yüksek doz

meropenem/doripenem

-Ve polimiksin B

-Tigesiklin

-Aminoglikozid

-Fosfomisin

-Rifampin

Gasrointestinal

sistem/ bilier

trakt

-Yüksek doz

meropenem/doripenem

-Ve polimiksin B

-Ve yüksek doz

tigesiklin

-Fosfomisin

-Rifampin

İdrar -Yüksek doz

meropenem/doripenem

-Ve fosfomisin

-Veya aminoglikozid

-Kolistin

-Aminoglikozid
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2.6.1. Klebsiella penumoniae’da Karbapenem Direnç Mekanizmaları

Karbapenem grubu antibiyotikler, β laktam sınıfı antibiyotiklerdendir. Yapısal olarak da bu

sınıftakilere benzer olup β laktam halkasının 1.pozisyonunda sülfür atomu yerine karbon

atomu içermektedirler. Diğer β laktam grubu antibiyotiklere göre daha geniş spektrumludur

(72). Karbapenemler, Gram negatif ve Gram pozitif aerob ve anaeroblara etkilidir (73).

Penisilin bağlayan proteinlere (PBP) bağlanarak hücre duvarı sentezini inhibe etmek yoluyla

bakterisidal etki gösterirler. Diğer β laktam grubu antibiyotiklere göre, ESBL ve Amp-C β

laktamazların hidrolizine daha dayanıklıdır (72).

Gram negatif basillerde karbapenem direnç mekanizmaları Şekil 4’de gösterilmiştir.

Şekil 4.Gram negatif basil hücre duvarı ve karbapenem direnç mekanizmaları (74).

Geçen son on yılda karbapenem grubu antibiyotiklere de hızla direnç gelişmiştir.

K. pneumoniae ‘da karbapenemlere karşı çeşitli mekanizmalarla direnç görülebilmektedir

(74).

2.6.1.1. Dış membranda permeabilitede görevli porinlerde azalma veya kayıp

OmpK35 ve OmpK36 porinlerinde azalma veya kayıp karbapenemlerin MİK değerlerindeki

artışla birliktedir (75,76). Karbapenem kullanımı, K. pneumoniae mutantlarının oluşumunu
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tetikleyerek majör dış membran porinleri olan OmpK35 ve/veya OmpK36 ‘nın kaybına yol

açabilmektedir. Bununla birlikte OmpK36 gen ekpresyonunda azalma karbapenem direncinde

OmpK35 gen ekspresyonundaki azalmadan daha önemlidir. Porinlerdeki azalma veya kayıp,

β laktamazlar kadar karbapenem direncinde etkili değildir (77).

2.6.1.2.Effluks mekanizmasıyla antibiyotiğin dışarı atılması

Yapılan çalışmalarda, K. pneumoniae’da effluks mekanizması ile ilacın etkin konsantrasyona

ulaşması engellenerek direnç görüldüğü rapor edilmiştir (78).

K.pneumoniae’da karbapenem direncinde rol oynayan AcrAB effluks sistemi Şekil 5’te

gösterilmiştir.

Şekil 5.Acr AB effluks sisteminin yapısı (79).

Çoklu ilaç dirençli K. pneumoniae izolatlarındaki major effluks sistemi AcrAB/TolC

mekanizmasıdır (80). Bu mekanizmanın, karbapenem grubu antibiyotiklere karşı duyarlılığın

azalmasında önemli rolü olduğu tespit edilmiştir (81).
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2.6.1.3.Amp C β laktamazların veya ESBL’lerin fazla üretilmesi

Çeşitli ESBL enzimleri ve Amp C enzimlerinin fazla salınımı porin defektleriyle birlikte

karbapenem direncine yol açmaktadır. Özellikle ESBL enzimlerinden CTX-M ve Amp C

enzimlerinden DHA-1 karbapenem direnci olan suşlarda daha sık tespit edilmektedir. Bu

enzimler tek başlarına karbapenem hidrolizine yol açmamakla birlikte porin defektleri ve

effluks pompası ile beraber karbapenem direncine yol açmaktadır. Bu etki özellikle ertapenem

üzerinde sıklıkla görülmektedir (83).

2.6.1.4.Karbapenemaz üretilmesi

Ambler sınıflamasında; β laktamazlar, aminoasit sekans homolojisine göre dört sınıfa (A, B,

C, D) ayrılmıştır. A, C ve D sınıfı β laktamazlarda aktif bölgelerinde serin aminoasidi

bulunmakta; B sınıfı β laktamazlarda ise (metallo β laktamazlar) aktif bölgelerinde çinko

bulunmaktadır (82). K. pneumoniae’nın ürettiği karbapenemazlar, A, B ve D sınıfı içerisinde

yer almaktadır (83).

2.6.1.4.1.Sınıf A Karbapenemazlar

İlk karbapenemaz 1993 yılında Enterobacter cloacae’da (NmcA; non-metallo-carbapenemase

of class A) identifiye edilmiştir (84).

Daha sonra SME enzimleri (Serratia marcescens enzimleri) identifiye edilmiştir. Bu

enzimlerde beş varyant (SME-1,SME-5) tesbit edilmiştir ve bu enzimin sentezinden sorumlu

gen bölgesi bakteri kromozomunda kodlanmışdır (84).

IMI enzimleri (imipenem hidrolize eden enzimler) ilk olarak Enterobacter spp.‘de identifiye

edilmiştir. Bu karbapenemazları kodlayan genler çoğunlukla kromozomaldır. Fakat IMI-2

varyantı çevresel bir bakteri olan Enterobacter asburiae suşlarında plazmid kaynaklı olarak

bulunmuştur (85).

GES-1 (Guina extended spectrum β laktamaz) enzimi karbapenemaz değildir, ilk olarak

2000’de rapor edilmiştir. GES ailesinin 24 varyantı identifiye edilmiştir (85). Tüm GES

varyantları sefolosporinleri hidrolize etmektedir (86). Sadece GES-2, GES-4, GES-5, GES-6,

GES-11, GES-14 ve GES-18 imipenemi hidroliz etmektedir (87).

KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemases) enzimleri sınıf A karbapenemazlar içerisinde

yer almaktadır. Çoğunlukla K. pneumoniae’da identifiye edilmiştir ve yüksek seviyede direnç
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ile birliktedir. İlk KPC-2 pozitif K. pneumoniae 1996’da Birleşik Devletler’de tespit edilmiştir

(88). Bugüne kadar 30 varyant tanımlanmış olup dünyada en yaygın görülenler ise KPC-2 ve

KPC-3 varyantıdır (89). Hem KPC-2 hem de KPC-3 üretebilen K. pneumoniae klonu ST 258

yaygın olarak görülmektedir (90).

Son yıllarda KPC, E. coli, Enterobacter cloacae ve P. aeruginosa gibi diğer türlerde de

görülmekle beraber daha sık olarak K. pneumoniae’da izlenmektedir (91).

KPC enzimleri, penisilinler, karbapenemler, sefalosporinler, sefamisinler ve aztreonamı

hidroliz etmekte; klavulanik asit, tazobaktam, boronik asit ve avibaktam gibi β laktamaz

inhibitörlerine karşı dirençlidirler (91).

Çeşitli KPC üreten K.pneumoniae klonları farklı sekans tiplerini barındırmaktadır. Konjugatif

plazmidler üzerinde lokalize transpozon (Tn4401)’da KPC genleri bulunmakta ve

horizontal yayılımı sağlamaktadır (92). Bu özellik, enzime daha fazla yayılma kapasitesi

sağlamaktadır. Tn4401, 10 kb uzunluğundadır ve Tn3 transpozas geni (tnpA), Tn3 resolvaz

geni (tnpR), iki insersion sekans ünitesini; ISKpn6 ve ISKpn7’i içermektedir (93).

KPC enzimini bulunduran K. pneumoniae suşları çoğunlukla, idrar yolu enfeksiyonları,

pnömoni, septisemi, intraabdominal enfeksiyonlar gibi nozokomiyal enfeksiyonlarda izole

edilmektedir, daha az sıklıkla toplum kaynaklı enfeksiyonlara neden olmaktadır (91).

2.6.1.4.2.Metallo β Laktamazlar (MBL)

Ambler sınıflamasına göre B grubu enzimlerdir. MBL’lar birçok çevresel ve fırsatçı bakteri

türlerinde identifiye edilmiştir. MBL’lardan Enterobacteriaceae ailesinde en sık tespit edilen,

VIM, IMP ve NDM enzimleridir (94).

IMP tip β laktamazlar ilk identifiye edilen MBL’dır. Klinik olarak önemli Gram negatif

basillerde; Enterobacteriaceae ailesindeki birçok bakteride ve Pseudomonas ve

Acinetobacter’de tesbit edilmiştir. Enterobacteriaceae ailesinde ilk olarak, IMP-1 1991’de S.

marcescens’de Japonya’da izole edilmiştir. Daha sonra çok sayıda IMP varyantı tesbit edilmiş

günümüzde bu sayı 48’i bulmuştur. Bununla birlikte IMP sıklığı, KPC, VIM, NDM ve OXA-

48’den daha azdır (94).

VIM (Verona integron-encoded MBL): VIM-1 ilk olarak 1997’de İtalya’da (95,96), daha

sonra VIM-2 P. aeruginosa’da Fransa’dan rapor edilmiştir (97). VIM ailesinin 41 varyantı
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vardır ve çoğunluğu P. aeruginosa’da izole edilmiştir. VIM-2 daha yaygın olarak

görülmektedir (98).

KHM-1 β laktamaz ilk olarak 1997’de Japonya’da, C. freundii’de  izole edilmiştir (99). GIM-

1 (German imipenemaz) MBL ilk olarak Almanya’da P. aeruginosa’da identifiye edilmiştir.

Daha sonra Escherichia coli, C. freundii ve K. oxytoca’da da identifiye edilmiştir. Diğer

tanımlanan MBL’lar (SPM-1, SIM-1, DIM-1, TMB-1 ve AIM-1) Enterobacteriaceae’da

tesbit edilmemiş fakat Pseudomonas ve Acinetobacter’de bulunmuştur (99).

Klinik olarak önemli MBL’dan biri olan NDM (New Delhi MBL) K. pneumoniae’da 2009’da

İsveç’te Hindistan’dan gelen bir hastada rapor edilmiştir. NDM-1 yapısal olarak diğer

MBL’lardan daha fazla VIM-1/VIM-2’ye benzemektedir. Bugüne kadar 10’dan fazla varyantı

saptanmıştır (100). Direnç paternleri incelendiğinde NDM β laktamazların; plazmid aracılı

AmpC sefalosporinazlar, klavulanik asidi inhibe eden ESBL’ler, diğer tip karbapenemazlar

(OXA-48, VIM ve KPC tipleri), aminoglikozid direnç enzimleri (16S RNA metilaz),

kinolonaz (Qnr), makrolidaz (esteraz), rifampisin (rifampisin modifiye edici enzim) gibi pek

çok direnç mekanizmalarıyla beraber bulunabildiği gösterilmiştir (98,99). Böylelikle NDM

üreten K.pneumoniae suşları birçok farklı antibiyotik grubuna dirençli bulunmaktadır. Sıklıkla

kolistin ve tigesikline duyarlıdırlar (101).

2.6.1.4.3.Sınıf D Karbapenemazlar

Sınıf D β laktamazlar (oksasilinazlar, OXA) içerisinde 400’den fazla enzim bulunmaktadır ve

bu enzimlerin bazı varyantları karbapenemleri hidrolize etmektedir (102). Oksasilinaz

enzimlerinin ender görülen bazı varyantları, OXA-163 gibi, sefalosporinleri çok zayıf veya

hiç hidrolize etmemektedir. Tüm sınıf D β laktamazlar zayıf karbapenemaz aktivitesine

sahiptir. Permeabilite defektleri gibi diğer faktörlerle birlikte karbapenem direncine neden

olmaktadırlar (103).

Çoğu D sınıfı β laktamaz varyantları; Acinetobacter’de, OXA-48 varyantları ise

Enterobacteriaceae ailesinde tanımlanmıştır (104). İlk OXA-48, 2001’de Türkiye’de bir K.

pneumoniae suşunda tanımlanmıştır (105).

OXA-48 enzimi tüm dünyada sık rastlanan bir beta laktamazdır. Penisilinleri hidroliz etmekle

birlikte karbapenemlere, geniş spektrumlu sefalosporinlere (3.kuşak sefalosporinler ) ve

aztreonama karşı aktivitesi zayıftır (102). Bununla birlikte ESBL (CTX-15) veya Amp C

enzimleri ile birlikte bulunduğunda karbanemlere karşı artmış direnç saptanmıştır. Bu enzim
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aktivitesi EDTA veya klavulanik asit, tazobaktam ve sulbaktam gibi beta laktamaz

inhibitörleri ile inhibe olmaz fakat in vitro koşullarda NaCl ile inhibe olmaktadır. OXA-48 ile

yapılan araştırmalar sonucunda plazmidlerde olan transpozon Tn1999 veya transpozon

Tn1999.2 ile transfer edilebildiği gösterilmiştir (106).

2.7. Klebsiella pneumoniae’da Görülen Karbapenem Direncinin Güncel Durumu

Karbapenemler, genellikle çoklu ilaç dirençli Gram negatif bakterilerin neden olduğu hastane

kökenli enfeksiyonların tedavisinde sık kullanılan beta-laktamlardır. Karbapenemlerin hem

ESBL hem de AmpC β laktamaz enzimlerine karşı dirençli olması, onların son yıllardaki

kullanımını önemli düzeyde arttırmıştır. Başlangıçta daha az görülmekle birlikte geçen son on

yılda karbapenem dirençli bakteriler hem nonfermenter (Acinetobacter baumannii,

Pseudomonas aeriginosa) hem de fermenter (Enterobacteriacea) Gram (-) basillerde daha

sık görülmeye başlamıştır. Karbapenem direncinde en önemli mekanizma olan

karbapenemazlar tüm dünyada yaygın bir şekilde görülmektedir. İlk karbapenemaz üreten

Enterobacter cloacae’da 1993’de tanımlanmasından sonra çok sayıda karbapenemaz enzimi

saptanmıştır. Beta karbapenemazlar Ambler sınıflandırmasına göre A, B ve D sınıflarına dahil

edilmişlerdir.

Ambler sınıf A içerisinde Klebsiella pneumoniae’da en sık görülen KPC enzimidir. KPC en

sık Klebsiella ‘da görülmekle birlikte son yıllarda diğer Enterobactericeae üyelerinde de

görülmektedir (107).
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Şekil 6.KPC üreten izolatların dünyada coğrafik dağılımı (108)

KPC enzimi ilk defa izole edildiği ABD’de, Latin Amerika da Kolombiya ve Arjantin’de

endemik olarak görülmektedir. Porto Riko ve Meksika da da vakalar bildirilmiştir (109).

Avrupa’da hemen her ülkede görülmekle birlikte İtalya ve Yunanistan’da endemik olarak

izlenmektedir (110). Polonya’da özellikle hastane kaynaklı Klebsiella pneumoniae’ya bağlı

salgınlar bildirilmiştir (111). İsrail’de endemik olarak görülmektedir ve birçok çalışmada

görülen vakaların çoğunun hastane kaynaklı olmasına rağmen azımsanmayacak derecede

toplumsal kaynaklı vakalar da bildirilmiştir (110). Güneydoğu Asya’da yeterli veri

olmamakla birlikte Çin’in bazı bölgelerinde endemik olarak görülmektedir (110).

Hindistan’da daha sık olarak NDM ve OXA-48 görülmekle birlikte son yıllarda KPC üreten

suşlarda bildirilmektedir (112).

Ülkemizde 2012’de Romanya’dan transfer edilen bir hastada (113) ve 2013’de İstanbul’da

yenidoğan ünitesinde iki hastada KPC-2 izole edilmiştir (114). Daha sonra yapılan

çalışmalarda tespit edilmemiştir.

Ambler sınıf B metallo β laktamazlar,1990’ların başından itibaren bilinmektedir. Bu sınıf

içerisinde VIM ve IMP dünyada yaygın görülmekle birlikte son yıllarda NDM de yoğun artış

tespit edilmektedir.
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IMP tip β laktamazlar tüm dünyada yaygın görülmekle birlikte diğer karbapenemazlardan

daha az görülmektedir. Özellikle Japonya, Tayvan ve Doğu Çin’de daha sık görülmektedir

(115).

Ülkemizde ilk IMP-1 metallo beta laktamaz üreten K.pneumoniae suşu 2003’de izole

edilmiştir (116).

VIM türü enzimler çoğunlukla P.aeruginosa’da görülmekle birlikte Enterobacteriaceae ailesi

üyelerinde de izole edilmektedir. Dünyada yaygın görülmekle birlikte, İtalya, İspanya,

Yunanistan gibi Güney Avrupa ülkelerinde ve Güneydoğu Asya ülkelerinde; Güney Kore ve

Tayvan’da endemik olarak görülmektedir. Bununla birlikte Afrika’da; Fildişi Sahilleri (117),

Güney Afrika (118), Tunus (119) ve bazı Avrupa ülkelerinde; Almanya (120), Hollanda

(121), Fransa’da (122,123) salgınlara neden olmaktadır. Bu salgınlar çoğunlukla VIM üreten

P.aeruginosa ile olmakla birlikte nadiren Enterobacteriaceae ailesi üyelerinden de

kaynaklanmaktadır. Yunanistan’da salgınlardan sıklıkla Enterobacteriaceae üyeleri sorumlu

olmaktadır.

Şekil 7.NDM üreten izolatların dünyada coğrafik dağılımı (108)
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Klinik olarak önemli bir diğer metallo β laktamaz olan NDM ilk izole edildiği 2009’dan

günümüze dek tüm dünyada hızla yayılmaktadır. Başlangıçta Hindistan yarımadasında;

Hindistan, Pakistan, Srilanka’da bulunmakla birlikte günümüzde dünyanın her bölgesinden

rapor edilmektedir. Avrupa ülkelerinden İngiltere ve Fransa’da daha sık görülmektedir (124).

Primer rezervuar olarak Hint yarımadası kabul edilmekle birlikte sekonder rezervuar olarak da

Balkan ülkeleri (125,126), Arap yarımadası (127,128) ve Kuzey Afrika ülkeleri kabul

edilmektedir.

Ülkemizde NDM-1 ilk olarak 2011’de Irak’tan gelen bir hastadan izole edilmiş (129) olup

ülkemizde gittikçe artan oranlarda bildirilmektedir.

Ambler sınıf D karbapenemazlardan, Enterobacteriacea ailesinde en sık görülen OXA-48

karbapenemazlardır. Türkiye’de 2001 yılında ilk defa izole edilmesinden günümüze dek çok

sayıda nozokomiyal salgına sebep olmuştur (130).

Şekil 8.OXA-48 üreten izolatların dünyada coğrafik dağılımı (108)

Ortadoğu ve Kuzey Afrika OXA-48 üretimi için rezervuar kabul edilmektedir. Ortadoğu’da;

Lübnan, Umman, Suudi Arabistan, Kuveyt (131,132) ve Kuzey Afrika ülkelerinden; Fas,

Cezayir, Mısır, Libya, Tunus ‘da (133,134) OXA-48 sıklıkla rapor edilmektedir. OXA-48



26

üreten Enterobacteriaceae’ya bağlı hastane salgınları Avrupa ülkelerinde; Fransa, Almanya,

İsviçre, İspanya, İngiltere, Hollanda’da rapor edilmektedir (135,136). Son raporlarda ABD’de

OXA-48 üreten K.pneumoniae suşları bildirilmiştir (137).
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3. GEREÇ VE YÖNTEM

Bu çalışma, çeşitli klinik örneklerden izole edilen ve ertapenem dirençli olarak bulunan

Klebsiella pneumoniae suşlarında karbapenem direncinin moleküler mekanizmalarının

aydınlatılması ve suşlar arasındaki klonal ilişkilinin saptanması amacıyla yapılmıştır. Kesitsel

bir araştırma olarak plananlanan bu çalışmaya Ocak 2012-Haziran 2014 tarihleri arasında

İnönü Üniversitesi Tıp Fakültesi Turgut Özal Tıp Merkezi Tıbbi Mikrobiyoloji

Laboratuvarı’nda çalışılan klinik örneklerde saptanan dirençli izolatlar dahil edilmiştir. Aynı

hastada tekrar eden izolasyonlardan sadece biri çalışmaya alınmıştır.

Prospektif olarak toplanan suşlar, tanımlama ve duyarlılık testleri sonrasında moleküler

mikrobiyolojik yöntemler gerçekleştirilinceye kadar sütlü besiyerinde (Oxoid, İngiltere)

-70ᵒC’de stoklanmıştır.

3.1.Kültür ve Tanımlama

Hastanemizin farklı kliniklerinden gönderilen kan, beyin omirilik sıvısı (BOS), idrar, balgam,

yara yeri sürüntüsü gibi klinik örnekler kanlı agar, Eozin Metilen Blue agar (EMB) ve

çukulatamsı agar (Oxoid, İngiltere) besiyerlerine ekilerek 35 0C’de 18-24 saatlik aerobik

inkübasyona alındı. Üreyen bakteriler; koloni yapısı, gram boyalı mikroskopi, katalaz ve

oksidaz testleri ve diğer bakteriyel biyokimyasal testler gibi klasik bakteriyolojik yöntemler

kullanılarak tanımlandı.

Klebsiella pneumoniae’nın kültür ve tanımlanmasında kullanılan besiyerleri ve diğer

biyokimyasal testler aşağıda belirtilmiştir.

Kanlı Agar Besiyeri (Oxoid/İngiltere)

Triptikaz 15 gr

Soyton (soya enzimatik hidrolizatı) 5 gr

NaCI                                                            5 gr

Agar 15 gr

Saf Su                                                     1000 gr

Hazırlanışı: Hazır dehidrate toz olarak temin edilen yukarıdaki maddeler ısıtılarak eritildikten

sonra 121ᵒC’de 15 dakika otoklavda bekletilerek steril hale getirildi. Elli ᵒC’ye kadar

soğutulduktan sonra defibrine koyun kanından 70 ml eklendi ve homojenize olması için

karıştırıldıktan sonra steril petri kaplarına dökülerek soğutuldu.
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Eozin Metilen Blue (EMB) Agar Besiyeri (Oxoid/İngiltere)

Pepton 10 gr

Laktoz 5 gr

Sükroz 5 gr

K2HPO4 2 gr

Agar 13,5 gr

Eozin Y 0,4 gr (%2’lik eriyikten 2 ml)

Metilen Mavisi 0,065 gr (3,25’lik eriyikten 0,2 ml)

Saf Su 1000 ml’ye tamamlandı

Hazırlanışı: Hazır dehidrate toz olarak temin edilen yukarıdaki maddeler kaynatılarak eritildi

ve 121ᵒC’de 15 dakika otoklavlanarak steril hale getirildi. Steril petri kaplarına dökülerek

soğuyup katılaşmaları beklendi.

Çukulatamsı Agar Besiyeri (Oxoid/İngiltere)

Proteoz Pepton                                    7,5 gr

Poli Pepton 7,5 gr

Nişasta 1 gr

NaCI 5 gr

K2HPO4 4 gr

KH2PO4                                               1 gr

Agar                                                    10 gr

Saf Su 1000 ml

Hazırlanışı: Hazır dehidrate toz olarak temin edilen yukarıdaki maddeler sıcak suda

kaynatılarak eritildikten sonra otoklavda 121’ᵒC de 15 dakika bekletilerek steril hale getirildi.

Karışımın ısısı 65 ᵒC olunca, içine 70-100 ml steril kan eklendi. Besiyeri iyice karıştırılarak

eklenen kanın tam olarak hemoliz olması sağlandı ve steril petri kutularına döküldü.

Yukarıda sayılan ve içerdiği maddeler belirtilen besiyerlerine usülüne uygun olarak ekimi

yapılmış olan klinik örnekler 35 ᵒC’de 18-24 saat inkübe edildikten sonra değerlendirmeye

alındı. Koloni yapısı, üreme özellikleri ve Gram boyama özelliklerine göre Gram negatif

çomak morfolojisindeki bakteriler alt tür düzeyinde tanımlanmaları için uygun biyokimyasal

test ortamlarına ekildi. Bu ortamlarda 35ᵒC’de 18-24 saat inkübe edildi. Bu süre sonunda
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gözlenen reaksiyonlara göre bakterilerin tanımlanması yapıldı. Bakterilerin

identifikasyonunda kullanılan gereçler;

Triple Sugar Iron Agar (TSI) (Oxoid/İngiltere)

Yeast extract 3 gr

NaCI 5 gr

Laktoz 10 gr

Sükroz 10 gr

Glikoz 1 gr

Ferrous amonium sülfat 0,2 gr

Na-thiosulfat 0,025 gr

Agar 3 gr

Hazırlanışı: Hazır dehidrate toz olarak temin edilen yukarıdaki maddeler belirtildiği orandaki

karışımından 47 gr tartılarak 1 litre distile suda eritildi ve PH:7.4’e ayarlandı. Otoklavda

121ᵒC’de steril edildikten sonra steril cam tüplere yatık olarak döküldü.

Yorumlama: Hafif alkali ortamlı olarak hazırlanan TSİ besiyeri, içerdiği fenol kırmızısı

sayesinde alkali ortamda kırmızı-pembe görünümdedir. İnoküle edilen bakteri, TSİ ortamında

bulunan karbonhidratları hidrolize ettiği takdirde ortamın pH’sı aside kaymakta ve fenol

kırmızısı rengini kaybetmekte ve besiyeri sarı bir renk almaktadır. Bu durumun gözlenmesi

“pozitif sonuç” olarak kabul edilir. Eğer inoküle edilen bakteri karbonhidratlardan hiçbirini

kullanmazsa ortamın PH’sı alkali kalmakta yani besiyerinin rengi pembe olarak devam

etmektedir. Bu ise “negatif sonuç” olarak yorumlanmaktadır.

Simmon’s Sitrat Agar (Oxoid/İngiltere)

Na-sitrat 2 gr

NaCI 5 gr

MgSO4 0,2 gr

Amonyum dihidrojen fosfat 1 gr

Dipotasyum fosfat                               1 gr

Bromtimol mavisi 0,08 gr

Agar 15 gr

Hazırlanışı: Hazır dehidrate toz olarak temin edilen yukarıdaki maddelerin belirtildiği

orandaki karışımından 24,2 gr tartılarak 1 litre distile suda eritildi ve ortam pH:6.9’a

ayarlandı. Otoklavda 121ᵒC de steril edildikten sonra tüplere yatık olarak döküldü.



30

Yorumlama: Normal durumda koyu yeşil renkli olan sitrat besiyeri; test edilen bakteri suşu

sitratı karbon kaynağı olarak kullanıyorsa, Prusya Mavisi rengine döner. Bu durum “pozitif

reaksiyon” olarak yorumlanır. Besiyerinde herhangi bir renk değişimi olmaması “negatif

sonuç” olarak kabul edilir.

Üre Agar (Christensen Urea Agar) (Oxoid/İngiltere)

Pepton 1 gr

Glikoz                                                    1 gr

NaCI 5 gr

Disodyum fosfat 1,2 gr

KH2PO4 0,8 gr

Fenol kırmızısı 0,012 gr

Agar 15 gr

Hazırlanışı: Hazır dehidrate toz olarak temin edilen yukarıdaki maddelerin karışımdan 18 gr

alınarak 100 ml distile suda eritildi. pH: 6.8’e ayarlandı. Otoklavda 121ᵒC’de steril edildikten

sonra %29’luk üre solüsyonundan eklendi. Elli ᵒC’ye kadar soğuduktan sonra 900 ml distile

su+agar karışımı ile birleştirilerek tüplere dik olarak döküldü.

Yorumlama: Hafif asit ortamlı olarak hazırlanan besiyerinin bu koşuldaki doğal görünümü

sarı renktedir. Bakteri inokulasyonundan sonra; test edilen bakteri suşu üreaz enzimine

sahipse besiyerinde bulunan üreyi parçalayacak ve son ürün olarak amonyağın ortaya çıkışını

sağlayacaktır. Bu ise ortamın pH’ını alkaliye kaydıracak ve besiyerinde bulunan, ancak asidik

ortamdan dolayı sarı renkli olan, fenol kırmızısının pembe renge dönmesine neden olacaktır.

Besiyerindeki pembe-kırmızı renk değişimi “pozitif sonuç” olarak kabul edilirken, besiyeri

renginin sarı olarak devam etmesi “negatif sonuç” olarak yorumlanır.

İndol Besiyeri (SIM Medium; Oxoid/İngiltere)

Tripton 2 gr

Pepton                                                 6,1 gr

Ferrous amonium sülfat 0,2 gr

Na-thiosulfat 0,2 gr

Agar 30,5 gr

Hazırlanışı. Hazır dehidrate toz olarak temin edilen yukarıdaki maddeler belirtilen oranlardaki

karışımından 39 gr tartılarak 1000 ml distile steril su içerisinde eritildi. pH:7.3’e ayarlandı.

Otoklavda 121ᵒC’de steril edildikten sonra tüplere dik olarak döküldü.
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Yorumlama: Bakteri inoküle edilmiş olan ‘SIM’ besiyerleri 35ᵒC’de 16-20 saat inkübe

edildikten sonra besiyeri üstüne kovaks ayıracı damlatıldı. Normal durumda sarı renkli olan

kovaks ayıracı kırmızı pembe bir renk değişimine uğrarsa pozitif reaksiyon, böyle bir renk

değişimi gözlenmese negatif reaksiyon olarak değerlendirilir.

Kovaks ayıracı

İzoamil alkol                                      150 ml

p-dimetilaminobenzaldehit 10 gr

HCL konsantre 50 ml

3.2.Antimikrobiyal duyarlılık testleri

Soyutlanan bakterilerin biyokimyasal özelliklerine göre alt tür düzeyinde identifikasyonları

yapıldı. Klebsiella pneumoniae olarak tanımlanan kökenler antimikrobiyal duyarlılık testine

alındı.

Tanımlanan K. pneumoniae suşlarının antimikrobiyal duyarlılıklerı Clinical and Laboratory

Standards Institute (CLSI) önerileri doğrultusunda Kirby-Bauer disk düfüzyon yöntemi ile

araştırıldı (138). Bu amaçla kullanılan gereçler;

Mueller-Hington Agar (Oxoid/İngiltere)

Et suyu                                                 300 ml

Pepton 17.5 gr

Nişasta 1.5 gr

Agar 17 gr

Hazırlanışı: Hazır dehidrate toz olarak temin edilen yukarıdaki maddelerden oluşan

karışımdan belirtilen miktarda alınarak steril distile su içinde ısıtılarak eritildi. Ortam pH’sı

7.4’e ayarlandı. Otoklavda 121 ᵒC’de steril edildikten sonra steril petri kutularına 4 mm

kalınlığında döküldü.

Kültür plaklarında üremiş olan Klebsiella pneumoniae kolonilerinden steril pamuk uçlu bir

eküvyon yardımıyla 1-2 koloni alınarak steril serum fizyolojik içerisinde 0,5 Mc Farland

bulanıklık sağlanacak şekilde süspanse edildi. Bu süspansiyon yine steril pamuklu eküvyon

yardımıyla Mueller-Hinton agar üzerine yayıldı. Plakların kuruması beklendikten sonra

üzerlerine antibiyotik emdirilmiş kağıt disklerden (Oxoid/İngiltere) yerleştirildi. Otuz beş

ᵒC’de 24 saatlik inkübasyonu takiben antibiyotik disklerinin etrafında oluşan inhibisyon
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zonlarının çapları ölçüldü. Elde edilen sonuçlar CLSI kriterlerine göre yorumlanarak

ertapeneme dirençli bulunan suşlar yine CLSI önerileri doğrultusunda Modifiye Hodge testine

alındı.

Klebsiella suşları için ertapenem ve imipenem duyarlılık sınırları Tablo 4’de gösterilmiştir.

Tablo 4. K. pneumoniae’nın karbapenem duyarlılık sınır değerleri (138).

Mikroorganizma MİK sınır değeri

(µg/ml)

Zon çapı sınır değeri

(mm)

S ≤ R ≥ S ≤ R ≥

K.pneumoniae Ertapenem 0,5 2 22 18

İmipenem 1 4 23 19

3.2.1.Modifiye Hodge Testi

Escherichia coli ATCC 25922 suşundan 0,5 McFarland bulanıklığında bakteri süspansiyonu

hazırlandı. Bakteri süspansiyonu steril serum fizyolojik ile 1:10 oranında sulandırıldı ve

pamuklu eküvyon ile MHA plağına yoğun ekim yapıldı. Besiyerinin 3-5 dakika kuruması

beklendikten sonra petri plağının ortasına ertapenem (10 μg) veya meropenem (10 μg) diskleri

yerleştirildi. Daha sonra test edilecek bakteriden 3-4 koloni pamuk uçlu eküvyon çubukla

alınarak karbapenem diskinin kenarından başlayarak plağın kenarına doğru düz bir hat

oluşturacak şekilde ekim yapıldı. Karbapenem diskinin etrafında oluşan inhibisyon zonunun,

test edilen izolatın ekim çizgisine doğru girinti yapması (yonca yaprağı şeklinin oluşması)

pozitif sonuç olarak değerlendirildi. Girintinin olmaması negatif sonuç olarak yorumlandı

(138). Modifiye Hodge testine ait görüntü Şekil 9’da sunulmuştur.
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Şekil 9. Modifiye Hodge testi (B ve D pozitif izolat; A ve C negatif izolat. (139)

3.2.2. Etest İle İmipenem Minimal İnhibitör Konsantrasyon (MİK) Tesbiti

Çalışmaya alınan ertapenem dirençli K. pneumoniae suşlarının imipnem MİK düzeyleri Etest

yöntemi ile araştırıldı.

Test edilecek bakteri suşuna ait kolonilerden steril pamuk uçlu eküvyon ile bir miktar alınarak

steril serum fizyolojik içinde McFarland 0.5 değerine göre bakteri süspansiyonu hazırlandı.

Bu süspansiyondan yine pamuk uçlu eküvyon yardımıyla alınarak Mueller Hinton agar

yüzeyine yoğun ekim yapıldı. Plaklar 5-10 dk etüvde bekletilerek kurumaları sağlandı.

Ardından imipenem Etest (BioMérieux, France) stripi inoküle edilmiş plak üzerine konuldu

ve 24 saat 35ᵒC’de inkübasyona alındı. Bu süre sonunda oluşan inhibisyon elipsinin Etest

stripini kestiği nokta o suşun imipenem MİK düzeyi olarak kabul edildi.

3.3.Genotipik Yöntemlerle Karbapenemaz Genlerinin Saptanması

Ertapenem dirençli K. pneumoniae suşlarının karbapenem direncine neden olan genlerin

araştırması Polimerize Zincir Reaksiyonu (PZR, PCR) ile yapıldı. Yöntemin basamakları;

3.3.1.DNA İzolasyonu(Ekstraksiyon)

Suşlar kanlı agar besiyerine genotip tayini için pasajlandı. Besiyerinde saf kültür halinde

üreyen izolatlar steril öze ile alınarak 1ml steril distile su içerisinde 4 McFarland
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bulanıklığında süspanse edildi. Her bir örnek en az 5 dakika vortekslenerek homojen hale

getirildi. Daha sonra QiaSymphony (Qiagen, Almanya) total nükleik asit izolasyon kiti ile

DNA ekstraksiyonu yapıldı ve elde edilen DNA örnekleri -20ᵒC’de PZR işlemine kadar

saklandı.

3.3.2.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Çalışılan kökenlerde KPC, NDM, OXA-48, IMP, VIM grup genlerinin varlığını araştırmak

amacıyla PZR yapıldı. PZR için kullanılan solüsyonlar ve amplifikasyon koşulları aşağıda

belirtilmiştir:

TopTaq (Qiagen) PZR reaksiyon karışımının hazırlanması:

2X TopTaq Master Mix karışımı 12.5μl

10X CoralLoad Concentrate 2.5 μl

Primer-F 1 μl

Primer-R 1 μl

DNAaz RNAaz free saf su 7 μl

DNA 1 μl

Toplam hacim 25 μl

Çalışmaya alınan suşlarda daha önce tanımlanmış olan karbnapenemaz genleri olan KPC,

NDM, OXA-48, IMP, VIM araştırıldı. Bu genler için kullanılan oligonükleotid primerleri

Tablo 5’te gösterilmiştir.

Tablo5. PZR amplifikasyonu için kullanılan primerler

Hedeflenen gen
bölgesi

Hedef
primer adı

Primer dizilimi (5’-3’) referans

blaKPC grup/ 785 bç KPC-F
KPC-R

TCGCTAAACTCGAACAGG
TTACTGCCCGTTGACGCCCAATC

(140)

blaOXA-48grup/177 bç OXA-48-F
OXA-48-R

TGTTTTTGGTGGCATCGAT
GTAAMRATGCTTGGTTCGC

(140)

blaNDM-1 grup/ 82 bç NDM-F
NDM-R

TTGGCCTTGCTGTCCTTG
ACACCAGTGACAATATCACCG

(141)

blaVIM/390 bç VIM-F
VIM-R

GATGGTGTTTGGTCGCATA
CGAATGCGCAGCACCAG

(141)

blaIMP/188 bç IMP-F
IMP-R

GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC
CCAAACYACTASGTTATCT

(141)
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Amplifikasyon koşulları

Amplifikasyon için GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems/ USA) cihazı

kullanıldı. Amplifikasyon tüpleri cihaza yerleştirilerek 94°C’de 3 dakikalık ilk

denatürasyonun ardından, 94°C'de 30 saniye denatürasyon, primer bağlanması için 62°C’de

30 saniye ve 72°C'de 1 dakika uzama ile toplam 35 siklus ve final uzama olarak 72°C'de 10

dakika olacak şekilde uygulandı.

3.3.3. Agaroz jel elektroforezi

PZR reaksiyonu ile çoğaltılan amplifikasyon ürünleri agaroz jelde elektroforeze tabi tutularak

ayrıştırıldı.

Agaroz Jel Elektroforez İçin Hazırlanan Karışımlar

10xTBE buffer

Stok solüsyonu 10xTBE'den distile su ile 1/10 oranında sulandırılarak elde edildi.

Gel loading dye

Bromphenol                      40 mg

Gliserol                               5 ml

0.5 M EDTA                     1.5 ml

Distile su                           4.5 ml olacak şekilde karıştırılır

%1.5 Agaroz jel: 2.25 gr agaroz (AppliChem, ABD) 150 ml 1xTBE tamponu içinde

karıştırılarak mikrodalga fırında eritildi. Üzerine 5mg/ml'lık etidyum bromürden 0.5 ng/ml

olacak şekilde eklenerek 10 dakika soğumaya bırakıldı. Kalıbın içindeki jelin katılaşması için

oda sıcaklığında yaklaşık 30 dk bekletildi. Katılaşan jel kalıbı taraklar çıkartıldıktan sonra

kuyucuklar negatif kutupta olacak şekilde elektroforez tankının içine yerleştirildi. Tankın içi

jelin üzeri tamamen kapanıncaya kadar 1X TBE ile dolduruldu. Çoğaltılmış DNA

örneklerinin her birinden 10 μL kuyucuklara yüklendi. Ürünler 100 volt akım altında 2 saat

boyunca elektroforeze tabi tutuldu. Oluşan bantlar UV ışığı altında DNA molekuler ağırlık

standardı (DNA Molecular Weight Marker ΙX (0.1-10.0 kb; Roche, Almanya) ile

karşılaştırılarak yorumlandı ve fotoğrafları Gel Logic 2200 imaging system (Kodak

Company, ABD) ile çekildi.
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Suşlar arasındaki klonal ilişkilerin tespit edilmesi için Durmaz ve arkadaşlarının

uyguladıkları, “Pulsed Field Gel Electrophoresis” (PFGE) yöntemi modifiye edilerek

kullanıldı (142). Yöntemin basamakları:

3.4.1.İzolatların hazırlanması

Biyokimyasal ve/veya moleküler yöntemlerle tür düzeyinde tanımlaması yapılmış

bakterilerden İKA besiyerine tek koloni ekimi yapıldı. Saf kültür halinde üreyen koloniler

plastik öze ile toplanarak 1 ml hücre süspansiyon tamponu (HST) (100 mM Tris-HCl, 100

mM EDTA, pH 8,0) içinde süspanse edildi. Hücre süspansiyonu, 2500 x g’de, 4°C’de, 15

dakika (alternatif olarak 13 000 x g 4°C’de 2 dakika) santrifüj edildi. Santrifüj sonrasında

üstteki HST atıldı. Pelletin üzerine tekrar 1 ml soğuk HST eklenerek, kısa süreli vorteks

yapıldı. Bakteri yoğunluğu, spektrofotometre (UV/Vis. Spectrophotometer, Boeco, Germany)

yardımıyla 590 nm’de 1 absorbans olacak şekilde ayarlandı. Bakteri süspansiyonu kısa süre

içinde (5 dakika) agaroza gömülecek ise oda ısısında, gecikecek ise kırık buz içinde bekletildi.

3.4.2.İzolatların Agaroza Gömülmesi

HST içerisinde %2’lik düşük erime ısılı agaroz (Gibco BRL, Paisley, UK) hazırlandı. 0.2 g

agaroz, 100 ml'lik balona konuldu. Üzerine 9 ml HST eklendi, yavaşça karıştırılarak agarın

dağılması sağlandı. Balonun ağzına alüminyum folyo kapatılarak mikrodalga fırında 10

saniye tutulup, çıkarılarak hafifçe karıştırıldı. Tekrar 2–3 saniye mikrodalga fırınında tutuldu.

Agaroz iyice çözülünceye kadar kısa süreli mikrodalgada tutma işlemi tekrarlandı. Agaroz

karışımından 500 µl'lik ependorf tüplere dağıtıldı ve işlem süresince 45-50°C'lik kuru ısı

bloğunda bekletildi. HST içinde hazırlanan bakteri süspansiyonundan 500 µl alınarak 50°C ısı

bloğunda bekletilen düşük erime ısılı agaroza 1/1 oranında eklendi. Pipetaj yapılarak iyice

karışması sağlandı. Agaroz karışımı hava kabarcığı olmayacak şekilde agaroz kalıbına (1mm

by 5mm by 1.5mm, Bio Rad Laboratories) 100 µl olacak şekilde dağıtıldı. Kalıplar, agaroz

katılaşıncaya kadar +4°C'de, yaklaşık 10 dakika bekletilerek agarozun homojen olarak

katılaşması sağlandı.

3.4.3.Agaroz içindeki hücrelerin parçalanması

5 ml’lik steril kapaklı tüplere, 0.5 ml hücre parçalama tamponu-1(HPT-1) (50 mM Tris-HCl

[pH 8.0], 50 mM EDTA, 2.5 mg/ml lizozim, 1.5 mg/ml proteinaz K) konuldu. İçerisinde

bakteri bulunan agaroz, kalıptan çıkarılarak HPT-1 solüsyonuna yerleştirildi. 37°C’de 1 saat

çalkalamalı su banyosunda bekletildi. HPT-1 dökülerek, yerine 0.5 ml HPT-2 (0.5 M EDTA,

1 mg/ml proteinaz K) konuldu. 55°C’de 2 saat çalkalamalı su banyosunda bekletildi.
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3.4.4.Hücre lizisinden sonra agaroz kalıpların yıkanması

Agaroz kalıplar içerisine gömülen hücrelerin parçalama işleminin ardından HPT-2 aspire

edildi. İçinde agaroz kalıp bulunan tüpe, 50°C’ye ısıtılmış olan steril ultra saf sudan (Reagent

Grade Type 1) 4 ml eklenerek, 50 °C çalkalamalı su banyosunda 15 dakika bekletildi. Su

tamamen aspire edilip, su ile yıkama işlemi iki defa daha tekrarlandı. Su tamamen aspire

edildi. Daha sonra agaroz kalıpları üç defa (her biri 50°C’de 15 dakika olmak üzere), 4 ml TE

(10 mM Tris-HCl, 0,1 mM EDTA, pH 7,6) tamponuyla yıkandı. Böylece içerisinde hücresel

kalıntılardan arındırılmış DNA bulunan agaroz, restriksiyon enzimi (RE) ile kesime hazır hale

getirilmiş oldu.

3.4.5.Agaroz kalıpları içindeki DNA'nın RE ile kesilmesi

DNA içeren agaroz kalıbı bir lam üzerine alınarak bistüri yardımı ile 1/3 oranında kesildi.

Xba-I enzimi kullanıldı.

Klebsiella pneumoniae DNA’sını içeren kalıpların Xba-I RE ile kesimi:

1.DNA içeren agaroz kalıbı bir lam üzerine alınarak bir bistürü yardımıyla ¼ oranında kesildi.

Parçalardan biri, 100 µl 1x XbaI tamponu içine konularak çalkalamalı su banyosunda 37°C’de

10 dakika bekletildi. (Diğer parçalar sonraki çalışmalarda kullanılmak üzere TE tamponu

içinde saklandı). Sonra sıvı aspire edildi.

2. Her agaroz kalıbı için aşağıdaki karışım hazırlandı.

10x XbaI tamponu 10 µl

XbaI enzimi (12 U / µl (Promega Co, USA)) 3 µl

BSA (10 mg/ml) 1 µl

steril ultra saf su (Reagent Grade Type 1) 86 µl

Toplam hacim 100 µl

3. Bu karışımın içerisine, enzimin tamponu ile yıkanmış agaroz kalıbı konulup, çalkalamalı su

banyosunda 37°C’de 2 saat inkübe edildi.

4. İnkübasyon sonunda tüpler buzdolabında 15 dakika bekletildi ve elektroforeze uygun hale

getirilmiş oldu.

3.4.6. Elektroforez jelinin hazırlanması ve kalıpların jele yüklenmesi

0.5x TBE (44,5 mM Trisma base, 44,5 mM Borik asit, 1 mM EDTA, pH 8,0) içinde 100 ml

olacak şekilde %1' lik agaroz (pulsed-field certified agarose, Bio-Rad Laboratories)

hazırlandı. 1 gr ''pulsed-field certified agarose'' 200 ml’lik balona konup. üzerine 100 ml 0,5x

TBE eklendi ve mikrodalga fırında agar homojen bir şekilde eritildi. Agaroz iyice

çözüldükten sonra, balon 45–50 oC’lik su banyosuna konuldu. Agaroz dökülecek kaset
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hazırlandı ve RE ile kesilmiş olan agaroz kalıplarının her biri, 15 dişli tarağın dişlerinin uç

kısmına (tarağın uç çizgisine tam paralel olacak şekilde) yerleştirildi. Tarağın iki kenar ve

ortasındaki dişlerine kontrol suşuna ait kalıplar yüklendi. Kurutma kâğıdı veya havlu ile

agaroz kalıplarının etrafındaki sıvının fazlası alındı. Maksimum 5 dakika oda ısısında

bekletildikten sonra, örnek konulan kısım DNA’nın yürüyeceği yöne gelecek şekilde, tarak

agaroz dökülecek kaset içine yerleştirildi. Su banyosundan çıkarılmış ve sıcaklığı yaklaşık 45-

50 oC olan agaroz dikkatli bir şekilde hava kabarcığı oluşturulmadan kaset içine döküldü. Oda

ısısında 20–30 dakika katılaşmaya bırakıldı. Tarak dikkatlice çıkarıldı. Kaset çerçeveleri

çıkarılarak 1900-2000 ml 0.5X TBE tamponu bulunan PFGE tankına yerleştirildi.

3.4.7. Elektroforez

Klebsiella pneumoniae için CHEF-DR II sisteminde (Bio-Rad Laboratories, Nazareth,

Belgium) uygulanan elektoforez koşulları:

Başlangıç vuruş süresi 5 sn, bitiş vuruş süresi 30 sn, vuruş açısı 120°, akım 6 V/cm2, sıcaklık

14°C, süre 24 saat (TBE tamponu pH=8.5).

3.4.8. Sonucun gözlenmesi ve analizi:

a. Elektroforez sonrasında jel, 5µg/ml etidyum bromür içeren 400 ml ultra saf suda 20 dakika

bekletildi. UV ışık altında görüntülendi.

b. Gel logic 2200 imaging system (Kodak Company, NY, USA) kullanılarak DNA bant

görüntülerinin fotoğrafı çekildi. Resimler TIFF formatında kaydedildi.

c. Gel Compar II yazılım sistemi (version 3.0; Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium)

kullanılarak bant profilleri analiz edildi.

Bant analizleri için benzerlik hesaplarının yapılmasında Pearson korelasyon katsayısı ve

kümeleşme analizi için de UPGMA ("Unweighthed Pairvise Grouping Matematical

Avenaging" matematiksel ortalamayla ağırlıksız çiftlerin gruplandırılması) yöntemi kullanıldı.

İzolatlar benzerlik katsayıları göz önüne alınarak ayırt edilemez (benzerlik >%95), benzer

(benzerlik >%90-95)  ve farklı (benzerlik <%90) olarak sınıflandırıldı. Birbirleriyle %95’in

üzerinde benzerlik gösteren suşlar ana klon, ana klonlar içerisinde de %90’nin üzerinde

benzer klonlar alt tip olarak kabul edildi. Benzerlik oranları %90’in altında olan suşlar ise

diğerlerinden farklı olarak değerlendirildi.
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4. BULGULAR

Yaklaşık 30 aylık çalışma süresince laboratuvarımızda 135132 bakteriyolojik kültür işlemi

yapılmış çeşitli klinik örneklerden toplam 2074 adet K. pneumoniae suşu tanımlanmıştır.

Yapılan duyarlılık testleri sonucunda 70 (%3.3) K. pneumoniae’nın karbapenem dirençli

olduğu saptanmıştır. Bu suşların 22’si kan ve 21’i idrar izolatı olup ensık olarak pediatri ve

organ nakli kliniklerinden izole edilmiştir.

Çalışmaya alınan K. pneumoniae suşlarının izole edildiği örnek tipi ve örneği gönderen

kliniklere göre dağılımı Tablo 6.’da gösterilmiştir.

Tablo 6. K.pneumoniae suşlarının örnek tipi ve örneği gönderen kliniklere göre dağılımı.

Klinik

Örnek Tipi

Kan İdrar Balgam Yara Dren SVS Toplam (n,%)

GCYB 4 _ _ 2 2 _ 8 (11,4)

BCYB 2 1 _ _ _ 2 5 (7,2)

DYB _ _ 4 1 _ _ 5 (7,2)

Dahiliye 4 2 _ _ _ _ 6 (8,5)

Organ Nakli 6 2 1 _ 3 2 14 (20)

Pediatri _ 12 _ 3 _ _ 15 (21,5)

Pediatri YB 6 1 3 2 _ _ 12 (17,2)

Enfeksiyon _ 1 _ 1 _ _ 2 (2,8)

Reanimasyon _ 1 _ _ _ _ 1 (1,4)

Üroloji _ 1 _ _ _ _ 1 (1,4)

Ortopedi _ _ _ 1 _ _ 1 (1,4)

Toplam (n) 22 21 8 10 5 4 70 (100)
n: Örnek sayısı; SVS: Steril Vücut Sıvıs; GCYB: Genel cerrahi yoğun bakım; BCYB: Beyin cerrahi yoğun bakım; DYB:

Dahiliye yoğun bakım

Yapılan Etest MİK analizinde, çalışmaya alınan 70 izolatın 23’ünün (%32,8) imipenem MİK

düzeyi duyarlı sınırlar içinde (<4 µg/ml) bulunurken saptanan dağılım 0.125-3 µg/ml arasında

olmuştur. Geri kalan 47 suşun MİK düzeyleri ise dirençli (≥4 µg/ml) sınırlar içinde olup

imipenem MİK dağılımı 4-32 µg/ml olarak saptanmıştır.
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4.1.Karbapenem Direnç Genleri

Çalışmaya alınan toplam 70 suşun 61’inde (%87.1) çalışlan direnç genlerinden en az biri

saptanırken, geri kalan 9 (%12.8) suşta çalışılan karbapenemaz direnç geni bulunamamıştır.

Çalışılan suşlardan 51’inde (%72.8) OXA-48 geni, 11’inde (%15.7) NDM geni ve 3’ünde

(%4.2) VIM geni saptanmıştır. OXA-48 pozitif bulunan 51 suşun 4’ünde NDM geni birlikte

saptanmıştır.

OXA-48 geni saptanan 51 suşun 18’i kan, 14’ü idrar, 7’si balgam, 6’sı yara, 4’ü dren ve 2’si

BOS örneklerinden izole edilmişti.

Bu genin varlığını gösteren PZR amplifikasyon ürününün jel elektroforezine ait fotoğrafı

Şekil 10’ da gösterilmiştir.

M: 1200 bp‘lik marker; NK: Negatif Kontrol; PK: Pozitif Kontrol; 4, 5, 6, 7, 8, 9, 11, 12, 13, 15: Pozitif

İzolatlar; 1, 2, 3, 14: Negatif izolatlar.

Şekil 10. Karbapenem dirençli K. pneumoniae suşlarında 177 bp’lik OXA-48 geninin

saptandığı agaroz jel elektroforez görüntüsü.

OXA-48 geni bulunan suşların 34’ünün imipenem MİK değeri ≥ 4 µg/ml iken geri kalan 17

suşun MİK değeri bu sınırın altında saptanmıştır. OXA-48 pozitif bulunan suşların imipenem

MİK dağılımı 0.5 µg/ml ile 32 µg/ml arasında değişim göstermiş ve bu suşlar için imipenem

MİK50 değeri: 4 µg/ml ve MİK90 değeri 32 µg/ml olarak hesaplanmıştır.

NDM geni bulunan 11 suşun 7’sinde sadece NDM geni; 4’ünde ise NDM ile OXA-48 birlikte

bulunmuştur. NDM geni saptanan 11 suşun 4’ü kan, 3’ü balgam, 2’si yara, 1’i idrar ve 1’i de

dren örneklerinden izole edilmiştir.

Bu genin varlığını gösteren PZR amplifikasyon ürününün jel elektroforezine ait fotoğrafı

Şekil 11’de gösterilmektedir.
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M: 1500 bp’lik marker; PK: Pozitif Kontrol; NK: Negatif Kontrol; 1, 6, 11, 12, 14: Pozitif İzolatlar; 2, 3, 4, 5, 7,

8, 9, 10, 13: Negatif İzolatlar.

Şekil 11. Karbapenem dirençli K. pneumoniae suşlarında 82 bp’lik NDM geninin saptandığı

agaroz jel elektroforez görünütüsü.

NDM pozitif bulunan suşların imipenem MİK düzeyleri 3 µg/ml ile 32 µg/ml arasında

bulunmuştur. Bu suşlar için imipenem MİK50 değeri 16 µg/ml ve MİK90 değeri 32 µg/ml

olarak hesaplanmıştır.

Çalışmaya alınan 70 suşdan 3’ünde VIM geni tesbit edilmiştir. VIM geni saptanan 3 suşun 2’si

idrar ve1’i de dren örneklerinden izole edilmiştir.

Bu genin varlığını gösteren PZR amplifikasyon ürününün jel elektroforezine ait fotoğrafı

Şekil 12’de gösterilmiştir.

M: 1500 bp’lik marker; PK: Pozitif Kontrol; NK: Negatif Kontrol; 5: Pozitif izolat; 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 11,

12, 13, 14, 15, 16: Negatif İzolatlar.

Şekil 12. Karbapenem dirençli K. pneumoniae suşlarında 390 bp’lik VIM geninin saptandığı

agaroz jel elektroforez görünütüsü.
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VIM pozitif bulunan 3 suşun imipenem MİK düzeyleri; 0,5 µg/ml, 1 µg/ml ve 1,5 µg/ml

olarak saptanmıştır.

Bu çalışma kapsamına alınan 70 K. pneumoniae suşunun hiçbirinde IMP ve KPC genleri

saptanmamıştır.

Çalışılan suşların saptanan karbapenemaz genlerine göre elde edilen MİK değerlerinin

dağılımı Şekil 13’de gösterilmiştir.

M
İK

(µ
g/

m
l)

32
16

12
8

6
4

3
2

1
0.

5

OXA-48 OXA-48+NDM NDM VIM

Karbapenemaz Genleri

Şekil 13. Çalışılan suşların taşıdıkları genlere göre ölçülen imipenem MİK değerlerinin

dağılımı

4.2.Suşların Klonal İlişkisi: PFGE Sonuçları

Çalışmaya alınan 70 K. pneumoniae suşundan 67’si 59 farklı PFGE profili göstermiş ve geri

kalan 3 suş ise anlamlı bir bant profili oluşturmamıştır. Klonal yönden ilişkili suşlar, 4 farklı

küme içerisinde yer almış ve suşların kümeleşme oranı %18 olarak saptanmıştır.

Toplam 67 K. pneumoniae suşunun 12’si herhangi bir küme içerisinde yer almıştır. En büyük

küme beş üyeli genotip 58 dir. Bunu sırayla üç üyeli genotip 34, iki üyeli genotip 29 ve iki

üyeli genotip 57 takip etmiştir.



43

K.pneumoniae suşlarına ait PFGE görüntüsü Şekil 14 ‘de gösterilmektedir.

Şekil 14.Klebsiella pneumoniae suşlarının PFGE görüntüsü.

OXA-48 pozitif olan 51 adet suş 44 adet farklı genotip profili göstermiştir. Bunlardan dört

tanesi genotip 58 içerisinde toplanmış; genotip 34 de 3 adet, genotip 57 ve genotip 29

içerisinde ise 2’şer adet suş toplanmıştır.

NDM pozitif olan 11 adet suş 11 farklı genotip profili göstermiştir. İzolatların hiçbiri bir

kümeye dahil olmamıştır.

VIM pozitif olan 3 adet suş 3 farklı genotip profili göstermiştir. İzolatların hiçbiri bir kümeye

dahil olmamıştır.

Altmış dokuz K.pneumoniae izolatının, Pearson korelasyon katsayısı ve “unweighted pair-

group method with arithmetic mean” (UPGMA) kümeleşme metodu kullanılarak yapılmış

dendogram analizi Şekil 14’de gösterilmiştir.
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Şekil 15. Altmış yedi K. pneumoniae izolatının GelCompar 6.2 yazılımı ile edilen izolatlar

arası klonal ilişkisini gösteren dendogram. Altmış yedi K.pneumoniae suşunda 59 farklı

genotip bulunmuştur.
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5.TARTIŞMA VE SONUÇ

Karbapenemler, çoklu ilaca dirençli Gram negatif etkenlere karşı günümüzde kullanılan son

seçenek beta-laktam antibiyotiklerdir. Üstün in vitro ve in vivo etkinlikleri, hemen hemen her

yaş grubunda uygulanabilmeleri, önemli bir yan etki veya organ fonksiyon bozukluğuna

neden olmamaları, neredeyse tüm enfeksiyon tiplerinde kullanılabilir olmaları ve monoterpide

sağladığı yüksek başarı bu ilaçların klinikte vazgeçilmez olmasının en önde gelen nedenleridir

(143). Ancak, 1980’li yıllardan sonra tüm dünyada hızla yayılan genişlemiş spektrumlu beta-

laktamaz enzimleri nedeniyle karbapenemlerin kullanım miktarı önemli düzeyde artmış ve

1990’lı yılların başından itibaren plazmid kaynaklı karbapenem hidrolize eden enzimler

tanımlanmaya başlanmıştır (144). Günümüzde ise yaklaşık yedi farklı alelde 500’den fazla

karbapenem hidrolize eden beta-laktamaz enzimi tanımlanmış olup bunlardan sınıf D

karbapenemazlardan olan OXA grubu 300’den fazla varyanta sahip olarak en geniş aileyi

oluşturmaktadır (145).

Hastane kökenli patojenlerde antimikrobiyal direnç sık görülen ciddi bir problemdir.

Enterobacteriacea ailesi üyelerinde antibiyotik direncinin artmasıyla çoklu ilaç direnci

gösteren türler yaygın bir şekilde görülmeye başlamıştır. Dirençli bakteri türlerinin hastane

dışına yayılması önemli bir halk sağlığı problemi olmasının yanısıra bu bakterilere karşı

korunmak ve kontrolü için multidisipliner bir yaklaşım gerektirmektedir. Bu uygulamalarda

etkin laboratuvar çalışmalarına ihtiyaç vardır (146).

Gram negatif bakterilerin sebep olduğu enfeksiyonların tedavisinde birinci seçenek olarak

kullanılan β laktam antibiyotiklere karşı en sık görülen direnç mekanizması, antibiyotiklerin

β laktam halkasının parçalanmasıyla antibiyotiğin etkinliğinin yitirilmesidir. Bakteriler bu

işlemi β laktamazlar üretip ortama salarak yaparlar. Karbapenemazlar, imipenem ve

meropenem gibi beta-laktam yapısında bulunan antibiyotikleri hidrolize eden β

laktamazlardır. Karbapenemazlar, sıklıkla Klebsiella olmak üzere Enterobacter, Escherichia,

Serratia, Citrobacter, Salmonella, Proteus ve Morganella cinslerinde görülmektedir (147).

Klebsiella spp., Enterobacteriaceae ailesi içinde bulunun önemli bir insan patojenidir.

Saprofit ve sıklıkla çevresel bir tür olan Klebsiella’nın neden olduğu kan enfeksiyonlarının %

70’inden K. pneumoniae sorumludur (148). Klebsiella pneumoniae, fırsatçı patojen olarak

özellikle gasrointestinal sistemde, nazofarenkste, ciltte bulunmakta ve özellikle immün

yetmezliği olan veya başka enfeksiyonlar sonucunda immün sistemi zayıflamış kişilerde ciddi

enfeksiyonlara neden olmaktadır. Hipervirulan K. pneumoniae suşları, sağlıklı kişilerde de

nekrotizan pnömoni, piyojenik karaciğer absesi, endojenik endoftalmit, nekrotizan fasiit,

menenjit gibi çeşitli toplum kaynaklı enfeksiyonlara yol açmaktadır (149,150). Klebsiella
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pneumoniae’nın fırsatçı patojen olarak gasrointestinal sistemde kolonize olması özellikle,

idrar yolu enfeksiyonları, solunum yolu enfeksiyonları, kan enfeksiyonları gibi hastane

kaynaklı enfeksiyonlar gelişmesine neden olmaktadır (151). Biyofilm oluşumuyla kateter

enfeksiyonlarına yol açtığı da gösterilmiştir (152). Hastane kaynaklı enfeksiyonlarının

oluşmasında K. pneumoniae’nın biyofilm oluşturarak konak immün yanıtından kaçması,

antibiyotiklerin etkisinden korunması ve enfeksiyona sebep olan suşların sıklıkla ESBL ve

karbapenemazlar gibi enzimler salan çoklu ilaç direncine sahip olması gibi faktörler önemli

rol oynamaktadır (153).

Dünya Sağlık Örgütü’nün (DSÖ; WHO) 2014 antibiyotik direnci sürveyans raporunda insan

hayatını tehdit eden enfeksiyonlara sebep olan K. pneumoniae türlerinin hızla direnç

geliştirdiğini ve bu direncin dünyanın pek çok bölgesinde yaygın bir şekilde görüldüğü

belirtilmiştir (154). Klebsiella pneumoniae’nın özellikle hastane kaynaklı enfeksiyonlarda,

pnömoni, kanyolu enfeksiyonları, yenidoğan ve yoğun bakım ünitesindeki hastalarda önemli

rol oynadığı bilinmektedir. Klebsiella pneumoniae’nın sebep olduğu bu enfeksiyonlar

nedeniyle tedavi edilen hastaların yarısından fazlasında karbapeneme karşı gelişmiş olan

direnç nedeniyle tedavide karbapenem grubu antibiyotiklerin kullanılamadığı bildirilmiştir.

Karbapenem dirençli K. pneumoniae suşları ile oluşan kan enfeksiyonları %50’den fazla

oranda mortalite ile sonuçlandığı bildirilmektedir (155).

Karbapenemler, β laktam grubu antibiyotiklerden olup genellikle çoklu ilaç direncine sahip

Gram negatif basillerin tedavisinde tercih edilmektedir. Karbapenemlerin ESBL ve AmpC β

laktamazlara karşı stabilitelerini koruyabildikleri gösterilmiştir. Bununla birlikte son yıllarda

hem nonfermenterlerde (Acinetobacter baumannii ve Pseudomonas aeruginosa) ve hem de

Enterobacteriaceae üyelerinde karbapenem direnci önemli düzeyde artmaktadır (156).

Karbapenemlere direnç başlıca iki mekanizma ile oluşmakta olup bunlar; permeabilite

defektlerine sebep olan porin kaybı ile birlikte Amp C veya ESBL β laktamazların salınması

ve karbapenem hidrolizine sebep olan β laktamazların gerçek karbapenemazların, salınmasıdır

(102).

Tayvan’da 2010’da yayınlanan bir çalışmada karbapenem dirençli 100 K. pneumoniae

suşundan sadece 6 tanesinin karbapenemaz ürettiği saptanmış, geri kalan 78 suşta ise plazmid

kaynaklı Amp C üretimi tespnit edilmiştir (157).

Karbapenemazlar tüm dünyada yaygın olarak görülmektedir (158,159).

Üretilen karbapenemaz enzimleri genellikle birçok farklı grup β laktam antibiyotiği hidrolize

etmekle birlikte bu enzimleri kodlayan gen paketleri içinde aminoglikozitler,

flourokinolonlar, SXT gibi beta laktam olmayan antibiyotiklere karşı da direnç oluşumunu



47

sağlayan genlerin taşındığı gösterilmiştir (160). Bunun sonucunda çoklu ilaç direnci mevcut

olan suşların tedavisi daha da zorlaşmıştır (161).

Bu çalışmada, Ülkemizin en büyük yoğun bakım kapasitesine sahip üniversite

hastanelerinden biri olan Turgut Özal Tıp Merkezinde yaklaşık 2.5 yıl boyunca klinik

örneklerden enfeksiyon etkeni olarak soyutlanan karbapenem dirençli K. pneumoniae

suşlarında bu direncin moleküler mekanizmasının aydınlatılması amaçlanmış ve kökenler

arasındaki genotipik yakınlık araştırılmıştır. Böylelikle hem hastanemizde en sık görülen

karbapenem direnç mekanizmalarının belirlenmesi ve hem de bu dirençlerin klonal mi yoksa

horizontal gen transferleri ile mi yayıldığının ortaya konulması hakkında veri sağlanması

hedeflenmiştir. Çalışmaya CLSI standartlarına göre ertapenem dirençli bulunan türler dahil

edilmiştir. Elde edilen sonuçlara göre merkezimizde Klebsiella türlerinin yaklaşık %3’ü

karbapenem dirençli bulunmuş ve bu izolatların çok büyük kısmının OXA-48 yönünden

pozitif olduğu görülmüştür. Bunu NDM türü beta-laktamazlar takip etmiş ve OXA-48 pozitif

suşların yaklaşık %8’i aynı zamanda NDM yönüyle de pozitif bulunmuştur. Diğer taraftan

çalışılan suşlar içinde IMP ve KPC türü karbapenemaz enzimlerine rastlanılmamıştır.

Araştırmamıza dahil olan izolatların yaklaşık 1/3’ünün imipenem MİK düzeyi duyarlı sınırın

altında saptanmış ve toplam dağılımın oldukça geniş bir aralıkta (0.125-32 µg/ml) olduğu

anlaşılmıştır. OXA-48 pozitif suşların imipenem MİK değerleri yine geniş bir dağılım paterni

gösterirken, NDM pozitif olan suşların MİK düzeyleri oldukça yüksek bulunmuştur. Diğer

taraftan VIM pozitif bulunan 3 suşun imipenem MİK düzeyleri duyarlı sınırın altında

saptanmıştır (Şekil 13). Ayrıca, araştırılan direnç genlerinden hiçbirinin tesbit edilmediği 2

suşda imipenem MİK değeri dirençli sınırlar üzerinde bulunmuştur. Bu da bize karbapenem

direnç mekanizmalarının çok çeşitli olduğunu ve bizim çalışmış olduğumuz beş

karbapenemaz enzimi dışındaki karbapenemaz direnç mekanizmalarının bu suşlarda söz

konusu olabileceğini düşündürtmüştür. Ayrıca, daha önce Wassef ve arkadaşlarının yaptığı

çalışmada bildirildiği üzere Amp C β laktamazlarla birlikte Omp 35/36 proteinlerinin

azalmasının K. pneumoniae‘da imipenem direncinde etkili olduğu gözlenmiştir (162).

Özellikle Amp C β laktamazlar porin defektleriyle birlikte karbapenem direncine yol

açabildiği bilinmektedir.

Izolatların genetik yakınlıkları dikkate alındığında, çalışmaya alınan suşların oldukça

heterojen bir genotipik dağılım gösterdiği ortaya çıkmıştır. Tiplendirilen 67 suş toplam 59

farklı klon oluşturmuş ve bunlardan en kalabalık klonun 5 izolat içerdiği, diğer üç klonun ise

sırasıyla 3 ve 2 izolat içerdiği görülmüştür. Çalışma süresince bir salgının olmaması bu

durumun en önemli nedeni olarak görülmüştür. Diğer taraftan, hastanemizde direnç geni
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taşıyan birçok farklı suş bulunduğu; bunların gerek hastane florasında ve gerekse

hastalarımızın geniş bir coğrafi bölgeden gelmesi nedeniyle biriktiği düşünülmüştür. Ancak

yine de, mevcut veriler ışığında OXA-48, NDM ve VIM gibi önemli karbapenemaz genlerinin

hastane ortamında horizontal gen transfer mekanizmaları ile etkin olarak yayıldığı

düşünülmüştür.

Low ve arkadaşları tarafından (163) Malezya’da bir yıl süresince yapılan çalışmada 9 farklı

genotip içinde 17 karbapenem dirençli K. pneumoniae suş izole edilmiş ve bunların OXA-48,

KPC, NDM, IMP ve NMD üreticisi oldukları saptanmıştır. Bu çalışmada da bizim

çalışmamızda bulduğumuz sonuçlarla benzer olarak; OXA-48 geni taşıyan 4 suş ertapenem

dirençli iken imipenem MİK düzeyleri duyarlı saptanmıştır.

KPC β laktamazlar ilk defa 1996’da ABD görüldükten sonra hızla yayılmıştır. Özellikle orta

Atlantik, Florida, Porto Riko gibi bölgelerde endemik olarak görülmektedir. ABD’de ulusal

sağlık güvenlik ağının bildirdiğine göre 2006 ile 2010 yılları arasında hastanelerde

karbapenem dirençli Klebsiella spp.’ye bağlı hastane kaynaklı enfeksiyonların prevelansında

%12 ‘lik artış tespit edilmiştir (164). ABD’den sonra KPC’nin ilk tesbit edildiği ülke İsrail

olmuştur ve KPC üreten Klebsiella pneumoniae türünün ABD’de tesbit edilen suş ile genetik

olarak yakın ilişkili olduğu gösterilmiştir. Bu direnç, Yunanistan’da ilk defa 2007’de bir

hastanede tesbit edilmiş, daha sonra 2012’de ERAS-Net’in yaptığı sürveyans çalışmasında

saptanan K. pneumoniae suşlarının % 60,5’inin karbapenemlere dirençli olduğu bildirilmiştir.

Çin, Brezilya ve Kolombiya’da da KPC üreten K. pneumoniae kökenleri rapor edilmiştir

(165). Başta ABD olmak üzere Avrupa ülkelerinde ve Çin’de en sık tespit edilen

karbapenemaz da yine KPC β laktamazlardır. Çin’de 2015’de Rui ve arkadaşlarının yaptığı

çalışmada karbapenemaz dirençli Enterobactericea’lar da en sık KPC-2 izole edilmiştir (166).

KPC-2, Türkiye’de ise sadece bir suşta bulunmuştur. Bu hasta pnömoni tanısıyla tedavi

edilmiş, trakeal aspirat kültüründe KPC üreten K. pneumoniae izole edilmiş, daha sonra da

sepsis sonucu hasta kaybedilmiştir (167). Kasım 2012’de İstanbul’da saptanan vakada

hastanın Romanya’dan transfer edilmiş olması nedeniyle etkenin bu hastada daha önce

kolonize olmuş olabileceğini düşündürmüştür. Bu tarihten sonrada Türkiye’de KPC geni

bildirilmemiştir. Çakar ve arkadaşlarının 2016’ da Türkiye’de yaptığı çok merkezli çalışmada

da karbapenem direç geni tesbit edilen 143 Enterobacteriaceae suşunda KPC genine

rastlanılmamıştır (168). Yapmış olduğumuz bu çalışmada da yaklaşık 30 ayda toplanmış olan

70 suş içinde bu geni taşıyan izolata rastlanılmamıştır.

New Delhi β laktamaz olarak bilinen NDM β laktamazlar, sınıf B metallo β laktamaz

grubundandır. NDM beta laktamazlar, K. pneumoniae ve E. coli’de sıklıkla görülmekle
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birlikte nadiren Pseudomonas ve Acinetobacter’de de görülmektedir. KPC grubundan farklı

olarak penisilinleri, sefalosporinleri ve karbapenemleri hidrolize edebilmesine rağmen

aztreonamı hidrolize etmezler (169). NDM ile birlikte sıklıkla diğer direnç mekanizmaları,

özellikle Amp C tipi β laktamazlar ve permeabilite defektleri görülmektedir. Bu direnç

mekanizmalarının birlikte bulunması sonucu aztreonam direnci de sıklıkla görülmektedir

(170). NDM geni hem kromozomal kaynaklı hem de plazmid kaynaklı olabilmektedir. Bu

enzim ilk defa 2008’de Yeni Delhi’den dönen İsveç’li bir hastada izole edilmiştir (171). NDM

üreten suşlar ilk görülmesinden itibaren hızla yayılmış dünyada her bölgeden rapor edilmeye

başlamıştır. Özellikle, Hindistan, Pakistan, ABD ve Balkan ülkelerinde daha sık olarak

izlenmektedir. Türkiye’de de çok çeşitli merkezlerce NDM üreten Klebsiella pneumoniae

suşları bildirilmiştir (172). Karaaslan ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada karbapenem dirençli

176 suşta NDM ikinci en sık tespit edilen karbapenem direnç geni olmuştur (173). Şahin ve

arkadaşlarının yaptığı çalışmada ise karbapenem dirençli 43 suşun yedisinde OXA-48, bir

tanesinde de NDM geni izole edilmiştir (174). Çakar ve arkadaşlarının çalışmasında

karbapenemaz direnç geni tesbit edilen 143 suşta tek başına NDM görülme oranı %6,2 OXA-

48 ile birlikte görülme oranı % 2,1 tespit edilmiştir. Ülkemizde OXA-48 ‘den sonra en sık

görülen karbapenemaz geninin NDM olduğu gösterilmiştir (168).

Türkiye’de yaygın bir şekilde OXA-48 varlığı NDM’ninde yayılmasıyla iki geni de barındıran

suşların ortaya çıkmasına sebep olmuştur. Bu tedavi seçeneklerinin daralmasına ve

morbiditenin uzamasına yol açmıştır. Nitekim bizim çalışmamızda da 70 suşun 11 tanesinde

NDM pozitifliği bulunmuş ve OXA-48’den sonra ikinci sıklıkla görülen karbapenemaz geni

olduğu görülmüştür. Aynı zamanda NDM pozitif suşların 4’ünde OXA-48 ile birliktelikleri

izlenmiş olup bu da ülkemizde yapılmış olan diğer çalışmaları destekler niteliktedir. Bizim

çalışmamızda OXA-48 ile birlikte bulunan suş dışında diğer NDM pozitif suşlar imipeneme

dirençli bulunmuştur.

OXA-48 karbapenemazlar, D grubu β laktamaz sınıfındandır. İlk defa 2001 yılında İstanbul’da

54 yaşında, yanık ve üriner enfeksiyon sebebiyle hastanede tedavi gören bir hastada izole

edilmiştir (175). Şimdi birçok Avrupa ülkesinde ve Orta Doğu ve Kuzey Afrika ülkelerinde

endemik olarak görülmektedir (176). Türkiye’de K. pneumoniae’da baskın olarak bulunan

karbapenemaz geni OXA-48 olarak saptanmıştır ve buna bağlı salgınlar bildirilmiştir (177).

OXA-48 geni genellikle tek bir plazmidle taşınmakta ve Enterobactericeae ailesindeki suşlar

ve türler arası taşınmadan sorumlu tutulmaktadır (178). Bu plazmid IncL/M-tip 63-kb’lık olup

hızlı konjugasyon yapabilen bir plazmiddir (178). Genellikle OXA-48 geninin taşınmasından

IS1999 elementi sorumludur (179). OXA-48 karbapenemazlar zayıf karbapenemaz
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aktivitesine sahiptir ve karbapenemleri, üçüncü ve dördüncü kuşak sefalosporinleri zayıf

hidrolize etmektedir. Ancak OXA-48 ile birlikte ESBL ve Amp C enzimlerini bulunduran

suşlar tüm beta laktamlara dirençli olabilmektedir (180).

Aktaş ve arkadaşlarının 2004-2005 yılları arasında 162 K. pneumoniae suşu arasında yaptığı

çalışmada sadece uzun süre hastanede yatan ve meropenem ile tedavi edilen iki hastada OXA-

48 tesbit edilmiştir (181). Us ve arkadaşlarının 2004-2007 yılları arasında yapmış olduğu bir

çalışmada ise K. pneumoniae suşlarının %26,9’unda OXA-48 tespit edilmiştir (182). Yine

ülkemizde yapılan diğer bir çalışmada klinik numunelerden elde edilen Enterobactericeae

ailesinden olan izolatlarda karbapenem direnç genlerinin %86’sı OXA-48, %10,5 NDM ve

%3,5’i ise VIM genleri olarak bulunmuştur (183). Alp ve arkadaşları, 2010-2011 arasında

karbapenem dirençli K. pneumoniae suşları arasında OXA-48 gen sıklığını %91,5 olarak tespit

etmişlerdir (184). Bizim çalışmamızda da çalışılan suşlar arasında en sık rastlanılan

karbapenemaz geni OXA-48 olmuştur. OXA-48 tesbit edilen 51 suşun 17’si CLSI kriterlerine

göre karbapenemlere duyarlı tespit edilmiştir. Bu da bize karbapenem direncinde OXA-48 ile

birlikte ESBL enzimlerinin ve porin defektlerinin, effluks sistemlerinin bulunmasının önemli

role sahip olduğunu düşündürmektedir.

Metallo beta laktamazlardan olan IMP enzimleri Avrupa’da Türkiye ve Yunanistan’da

Klebsiella pneumoniae suşlarında görülmektedir. IMP üreten K. pneumoniae suşları sıklıkla

ST11 tipinde olmakta, beraberinde ESBL ve plazmid kaynaklı Amp C enzimlerini de

üretmektedir. IMP’nin sebep olduğu salgınlar çoğunlukla ağır hastalardan veya nemli

ortamlardaki rezervuarlardan kaynaklanmaktadır. IMP üreten Enterobacteriaceae

rezervuarları yanık ünitesindeki banyolar, yoğun bakım ünitesinde drenler, inkübatörler,

tuvaletler, mekanik ventilatörler olabilmektedir. İnsanlarda ve hayvanlarda IMP fekal

taşıyıcılığı kolonize yiyeceklerin yenmesi sonucu sporadik olarak tanımlanmıştır. Amerika ve

Tunus’da nehir sularında bazı izolatlar tespit edilmiştir (185). Bununla birlikte sağlık

çalışanlarının eliyle meydana gelmiş bir salgın görülmesine rağmen sağlık çalışanlarında

kolonizasyon saptanmamıştır (186). Bizim çalışmamızda IMP geni, çalışılan suşların

hiçbirinde bulunmadı.

Verona Integron Metallo beta laktamaz (VIM) üreten Enterobacteriaceae suşları Avrupa’da,

özellikle Yunanistan’da, sık görülmektedir (187). En sık görülen varyant VIM-1 enzimi olup

bu gen Enterobacteriaceae ailesinde; VIM-2 ise P.aerugimosa’da görülmektedir (97).

Çeşitli karbapenemazların karbapenemleri hidroliz etme etkinlikleri farklı olabilmektedir.

Özellikle metallo beta laktamazlar ve KPC enzimleri karbapenemleri OXA-48 enzimlerine

göre daha etkin bir şekilde hidroliz etmektedir. Bununla birlikte yüksek düzeyde karbapenem
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direnci gösteren K. pneumoniae suşları incelendiğinde karbapenemaz üretilmesine ilaveten

üretilen karbapenemaz tipine bakılmaksızın permeabilite defektlerinin olduğu gösterilmiştir.

Buna karşın düşük MİK düzeylerinde (4-16 µg/ml) direnç gösteren K. pneumoniae suşlarında

da farklı tiplerde karbapenemaz enzimleri tanımlanmıştır. KPC enzimlerinin 1990’larda

ABD‘de görülmeye başladığı ve Yunanistan’da VİM enziminin yayılmaya başladığı tarihlerde

K. pneumoniae suşları karbapenemaz üretmesine rağmen permeabilite modifikasyonları

olmadığında düşük MİK düzeyleri gösterdikleri tespit edilmiştir (188).

Karbapenem dirençli Enterobacteriaceae suşlarının artması ve bu bakterilerin neden olduğu

enfeksiyonların tedavisinde karşılaşılan güçlükler, mortalite oranını tüm dünyada (189,190)

olduğu gibi bizim ülkemizde de artırmaktadır (177). Karbapenem dirençli Enterobacteriaceae

üyelerinin tedavisinde kullanılabilen antibiyotikler, bazı aminoglikozidler, polimiksinler,

tigesiklin, fosfomisin ve temosilinle kısıtlanmıştır. Bu ajanların farmakolojik özellikleri, yan

etkileri, veriliş yolu ve en önemlisi etkinliklerinin istenilen düzeyde olmaması tedavi

seçeneklerini önemli ölçüde kısıtlamaktadır. Aminoglikozid ve polimiksinlerin kullanımını

kısıtlayan en önemli yan etki nefrotoksisitedir. Ayrıca, aminoglikozitlerin monoterapi

uygulaması bulunmamaktadır. Artmış direnç ve düşük kan düzeyleri tigesiklinin kullanımını

kısıtlayan faktörlerdendir. Fosfomisin, idrar yolu enfeksiyonlarında oral formunun

kullanılabilmesine rağmen özellikle bilinci kapalı yoğun bakım hastalarında veya oral alımı

kapalı kişilerde parenteral kullanımını sağlayacak başka bir formu bulunmamaktadır. Diğer

taraftan, bu ilacın özellikle hayatı tehdit eden ciddi enfeksiyonlardaki etkinliği hakkında halen

fazla bir veri bulunmamaktadır (191). Tüm bu olumsuzluklar nedeniyle karbapenem direçli

Enterobacteriacea üyelerinin neden olduğu kan dolaşımı, menenjit ve pnömoni gibi ciddi

enfeksiyonlarda saptanan etken karbapenemlere karşı in vitro dirençli görülse de imipenem

veya meropenem kemoterapiye dahil edilmektedir. Ancak, elde edilen veriler çok yüz

güldürücü bulunmamıştır (191).

Bu çalışmada elde ettiğimiz sonuçlar ve günümüze kadar yayınlanmış bilimsel literatür

değerlendirildiğinde, son 20 yılda karbapenem direncinin hızla arttığı görülmektedir. Bu

dirence neden olan birçok farklı mekanizma mevcut olup zaman içinde bunların daha da

çeşitlenerek artacağı öngörülebilir. Karbapenem direncinin veya bu direnci taşıyan suşların

yayılımının azaltılması günümüzün en kritik konularından biri haline gelmiştir. Bu grup

antibiyotiklere direnç gelişiminin engellenmesinde uygun anibiyotik kullanım politikalarının

geliştirilmesi ve titiz bir şekilde uygulanması yüksek derecede öneme sahiptir. Bu amaçla

gereksiz antibiyotik kullanımlarının engellenmesi, cerrahi proflaksi rehberlerine uyum

gösterilmesi, ampirik tedavilerde olabildiğince yüksek potensli antibiyotik kullanımının
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kısıtlanması ve karbapenemler gibi son seçenek antibiyotiklerin kullanımında kültür ve

antibiyogram sonuçlarına dikkat edilmesi gerekmektedir. Diğer taraftan, dirençli suşların

özellikle hastanelerde yayılımının azaltılması için el hijyeninin sağlanması, temas-izolasyon

önlemlerinin uygulanması, etkin sürveyans çalışmalarının devamlı surette yapılması ve

sonuçların hastane enfeksiyon kontrol komitesince takibi ve cerrahi alet ve tekrar

kullanılabilir tıbbi gereçlerin standartlara uygun bir şekilde sterilizasyon ve

dezenfeksiyonunun sağlanması önem taşımaktadır (192).

Yapmış olduğumuz bu çalışmada yaklaşık 30 aylık bir süre içinde bir üniversite hastanesinde

saptanan karbapenem dirençli K. pneumoniae suşlarında karbapenem direncinin moleküler

mekanizmaları araştırılmıştır. Bu dirence neden olabilecek porin defektleri ve pompa

sistemlerinin bu çalışma kapsamına alınmamış olması araştırmamızın en önemli eksiklikleri

olarak görülebilmektedir. Ancak, bu çalışma ile elde edilen veriler hastanemizde karbapenem

direncinin çeşitliliği ve yayılım dinamikleri hakkında önemli bilgiler sunmuştur. Buna göre,

OXA-48 hastanemizde saptanan en önemli karbapenem direnç enzimi olmuş bunu NDM türü

metallo enzimler takip etmiştir. Yukarıda da belirtildiği üzere, Ülkemizden bildirilen OXA-48

ve NDM birlikteliği bu çalışmada da saptanmış ve çalışmaya alınan tüm suşların yaklaşık

%5’inde bu iki direnç mekanizması birlikte bulunmuştur. VIM türü metallo enzimler ise

çalıştığımız suşlar arasında daha az görülen bir karbapenem direnç mekanizması olarak

bulunmuşken, KPC ve IMP türü enzimlere ise rastlanılmamıştır. Yapılan genotipik analiz

sonucunda karbapenem dirençli suşların oldukça heterojen bir grup oluşturduğu ve aralarında

klonal ilişkinin çok az bulunduğu görülmüştür. Buna göre, hastanemizdeki suşlar arasında

karbapenem direncinin vertikal yayılımdan çok horizontal gen transferleri aracılığı ile

yayıldığı düşünülmüştür.

Klebsiella pneumoniae başta olmak üzere diğer enterik basillerde ve nonfermenter gram

negatif bakterilerde karbapenem direnci gittikçe artanbir sağlık sorunu haline gelmektedir. Bu

soruna karşı gerekli önlemlerin alınması için moleküler epidemiyolojik çalışmalar ile sorunun

belirlenmesi ve bu soruna özgü ve daha etkin önleyici tedbirlerin alınmasına gereksinim

bulunmaktadır.
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9. ÖZET

BİR ÜNİVERSİTE HASTANESİNDE KARBAPENEM DİRENÇLİ KLEBSİELLA

PNEUMONİAE SUŞLARINDA KARBAPENEM DİRENÇ GENLERİNİN

MOLEKÜLER ANALİZİ VE SUŞLARIN KLONAL İLİŞKİSİ

Amaç: Klebsiella pneumoniae önemli insan patojenlerinden biridir. Özellikle hastane

kaynaklı enfeksiyonlarda saptanan suşlarında gözlenen karbapenem direnci tedavi

alternatiflerini önemli düzeyde kısıtlamaktadır. Klebsiella türlerinde karbapenem direncinin

gelişiminin önlenmesi ve dirençli suşların yayılımının azaltılması için uygulanacak

önlemlerin geliştirilmesinde bu dirence neden olan moleküler dinamiklerin bilinmesi önem

taşımaktadır. Bu çalışmada, klinik örneklerde saptanan karbapenem dirençli K. pneumoniae

suşlarında daha önce tanımlanmış olan karbapenemaz genlerinin araştırılması ve izolatlar

arasındaki klonal ilişkinin saptanması amaçlanmıştır.

Gereç ve Yöntem: Kesitsel bir araştırma olarak planlanan bu çalışmaya hastanemiz tıbbi

mikrobiyoloji laboratuvarına gönderilen çeşitli klinik örneklerden Ocak 2012-Haziran 2014

tarihleri arasında soyutlanan karbapenem dirençli K. pneumoniae suşları dahil edilmiştir.

Prospektif olarak toplanan izolatların karbapenem direnci ertapenem disk yöntemi ve

Modifiye Hodge testi çalışılmış; izolatların imipenem MİK düzeyleri Etest yöntemi ile

saptanmıştır. Suşlarda OXA-48, NDM, VIM, IMP, KPC karbapenemaz genleri in-house PZR

ile ve izolatlar arasındaki klonal ilişki Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) yöntemi ile

araştırılmıştır.

Bulgular: Çalışma süresince 70 karbapenem dirençli K. pneumoniae suşu tanımlanmıştır.

Yapılan moleküler analizde toplam 61 (%87.1) izolatta en az bir karbapenemaz geni

saptanmış geri kalan 9 (%12.9) suşta ise çalışılan genlerden herhangi biri bulunamamıştır.

Çalışma sonucunda suşların 51’inde (%72.8) blaOXA-48, 11’inde (%15.7) blaNDM, 3’ünde

(%4.2) blaVIM bulunmuş ve blaOXA-48 üreten suşlardan 4’ünde (%7.8) blaNDM gen

birlikteliği olduğu gözlenmiştir. Çalışmaya dahil edilen suşların hiçbirinde blaIMP ve

blaKPC saptanmamıştır. Yapılan Etest MİK analizinde, çalışmaya alınan 70 izolatın 23’ünün

(%32,8) imipenem MİK düzeyi duyarlı sınırlar içinde (<4 µg/ml) bulunurken saptanan

dağılım 0.125-32 µg/ml arasında olmuştur. Toplam 70 K. pneumoniae suşundan 67’si 59

farklı PFGE profili göstermiş ve geri kalan 3 suş ise anlamlı bir bant profili oluşturmamıştır.

Klonal yönden ilişkili suşlar, 4 farklı küme içerisinde yer almış ve suşların kümeleşme oranı
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%18 olarak saptanmıştır. En büyük küme beş üyeli genotip 58 olup bunu sırayla 3 üyeli

genotip 34 ve 2 üyeli genotip 29 takip etmiştir.

Tartışma ve Sonuç: Bu çalışmada elde ettiğimiz sonuçlara göre, OXA-48 ve NDM türü

karbapenemazlar hastanemizdeki Klebsiella suşlarında görülen karbapenem direncinin çok

büyük bir bölümünden sorumludur. Bu bulgular Ülkemizden daha önce bildirilen veriler ile

oldukça benzerlik göstermektedir. Bu çalışma tek bir merkezde yapılmış olmasına rağmen

suşların oldukça heterojen bir genotipik dağılım profili göstermesi, bu direnç genlerinin farklı

kökenler arasında yayılım gösterdiğinin en önemli bulgusu olmuştur.

Anahtar Kelimeler: Klebsiella pneumoniae, Karbapenemaz, OXA-48, NDM, VIM, IMP,

KPC, Moleküler epidemiyoloji.
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Investigation of the Carbapenem Resistance Genes and the Clonal Relationships of the

Carbapenem Resistant Klebsiella Pneumoniae Strains in A University Hospital

Aim: Klebsiella pneumoniae is among the leading human pathogens. The carbapenem

resistance, particularly seen in the strains from the nosocomial infections, significantly limits

the treatment options. Knowing the molecular dynamics of this resistance is important for

development of the control measurements intended to prevent the emergence of carbapenem

resistance in Klebsiella strains and to reduce the spreading of such resistant strains. In this

study, previously determined carbapenemase genes and the clonal relationships of the

carbapenem resistant K. pneumonia strains isolated from clinical samples were aimed to be

investigated.

Material and Methods: In this cross sectional study, the carbapenem resistant K.

pneumoniae strains which were isolated from the clinical samples between January 2012 and

June 2014 in the medical microbiology laboratory of our hospital were included. Strains were

prospectively collected, the carbapenem resistance was determined with ertapenem disc and

Modified Hodge test, and imipenem MICs of these strains were studied with Etest method.

Carriage of the carbapenemase genes including OXA-48, NDM, VIM, IMP, and KPC were

determined with in-house PCR, and clonal relationships of the strains was studied with Pulsed

Field Gel Electrophoresis (PFGE).

Results: A total 70 carbapenem resistant K. pneumoniae were identified throughout the study.

With the molecular analysis, at least one carbapenemase gene was determined in 61 (87.1%)

strains, and there was no studied genes in any of the remaining 9 (12.9%) strains. After the

analyses, blaOXA-48 was found in 51 (72.8%) strains, blaNDM in 11 (15.7%) strains, and

blaVIM in 3 (4.2%) strains; and it was observed that 4 (7.8%) strains harboring blaOXA-48

were also carrying blaNDM. blaIMP and blaKPC were not determined any of the studied

strains. With the Etest MIC analyses, imipenem MICs of 23 (32.8%) of the 70 studied strains

were found under the susceptibility breakpoint (<4 µg/ml), and total MIC distribution of the

included strains was between 0.125-32 µg/ml. A total 67 of 70 studied K. pneumoniae strains

showed 59 different PFGE profile and remaining 3 strains didn’t produce a meaningful band

pattern. Clonally related strains were collected in 4 different cluster, and the clustering rate of

all strains was found as 18%. The largest cluster was genotype 58 consisting 5 strains,

followed by genotype 34 consisting 3 strains and genotype 29 including 2 strains.
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Discussion and Conclusion: According to results of this study, OXA-48 and NDM type

carbapenemases were responsible for the majority of carbapenem resistance in the Klebsiella

strains in our hospital. This data is very similar to the data previously reported from our

country. Though this study was performed in a single center, the strains showing a highly

heterogenic genetic distribution was a significant evidence of proving that these resistance

genes spreading between different genetic clones.

Key Words: Klebsiella pneumoniae, Carbapenemase, OXA-48, NDM, VIM, IMP, KPC,

Molecular epidemiology.
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