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OZET

Amag: Calismamizda hastanemiz yenidogan yogun
bakim tnitesinde (YYBU) ti¢ aylik donemde genis
spektrumlu beta laktamaz (GSBL) treten Klebsiella
oxytocanin etken oldugu nozokomiyal triner sistem
enfeksiyonu gelisen sekiz olgu tespit edilmistir. Bu
calismada, muhtemel bir salginin kaynaginin ortaya
konmas1 amaclanmustir.

Materyal ve Metod: [dentifikasyon, VITEK 2 otoma-
tize tanimlama cihazi kullanilarak dogrulandi. Izolat-
larn antibiyotik duyarhliklar: Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) kriterleri dogrultusunda
arastirtldi.  Genislemis spektrumlu beta laktamaz
tiretimi sefotaksim ve seftazidim diskleri ve bunlarin
klavulanik asit ile kombinasyonlar1 kullanilarak dog-
rulandi. Nukleik asit ekstraksiyonu kaynatma ile ya-
pildi. “Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction”
(AP-PCR) daha onceden tanimlanan metoda uygun
sekilde M13 primeri (5-GAG GGT GGC GGT TCT-
3") kullanilarak gerceklestirildi.

Bulgular: Salgin sekiz hastayt etkiledi. Yapilan aras-
tirma, hastalardan izole edilen sekiz izolatin ayn fe-

notipik ve genotipik paterne sahip oldugunu gosterdi.
Cevresel orneklemeler sonrasi bir inkiibatérden ve bir
saglik calisaninin elinden izole edilen suslar ise hasta
onekleri ile benzer fenotipik paterne sahip fakat ge-
notipik olarak farkhi bulundular. AP-PCR ile olgulara
ait tiim izolatlarda ayni genotipik patern saptanirken,
cevresel izolat ve saglik calisanin el izolatinin genoti-
pik paterni farkli bulundu.

Sonug: AP-PCR sonuclar salgmin tek bir izolattan
kaynaklandigini fakat ayni zamanda cevresel izolatla-
rin salgin izolatindan farkh oldugunu gosterdi. Salgi-
nin kesin kaynagini gosterememis olsak da, Klebsiella
tirleri ile inktbatorlerin, enteral besleme soltisyonla-
rinin ve bebek mamalarinin kolonize olduklart bilin-
mektedir ve diger calismalarda bu tip kolonizasyonlar
bildirilmistir. Enfeksiyon kontrol komitesi tarafindan
alinan kontrol tedbirlerinin kat bir sekilde uygulan-
mast sonrasinda YYBU'den gelen hicbir idrar kiiltii-
riinde ayn1 K. oxytoca susu izole edilmemistir.

Anahtar Kelimeler:Yenidogan yogun bakim tinitesi,
Klebsiella oxytoca, random amplified polimorfik DNA
teknigi, triner sistem enfeksiyonu. Nobel Med 2014;
10(1): 43-46
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MICROBIOLOGICAL INVESTIGATION OF
EMERGING K.OXYTOCA OUTBREAK IN A
NEONATAL INTENSIVE CARE UNIT

ABSTRACT

Objective: We detected eight cases with urinary tract
infection due to Extended-spectrum beta-lactamase (ESBL)
producing Klebsiella oxytoca in neonatal intensive care unit
(NICU) of our hospital within a three-months period. We
aimed to detect the source of an possible outbreak.

Material and Method: Identification was confirmed
by VITEK 2 bacterial identification system. Antibiotic
susceptibility of the isolates were tested according to Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) criteria. ESBL
production was confirmed using cefotaxime and ceftazidime
discs and their combination with clavulanic acid. Nucleic
acids were extracted by boiling. Arbitrarily primed
polymerase chain reaction (AP-PCR) was performed by
using M13 primer (5’-GAG GGT GGC GGT TCI-3) as
described before.

Results: The outbreak involved eight patients. The conducted
research showed, eight isolates from patients having the same
phenotypic and genotypic patterns. The strains isolated from
a healthcare worker and an incubator after environmental
screening cultures, showed the same antibiotic susceptibility
pattern as the patient isolates but had a distinct genotypic pattern.

Conclusion: The evaluation of AP-PCR results indicated
that the outbreak was caused by a single isolate, but results
also showed different genotypic patterns apart from outbreak
isolate for environmental isolates. Although we could not
revedl the exact source of the outbreak, colonization of
incubators, enteral feeding solutions and baby formulas
by Klebsiella species is a known fact and also this kind of
contamination findings are reported in other researches.
After strict implemantation of control measures by hospital
infection control comitee none of the urine cultures from
NICU yielded the same K. oxytoca strain.

Key Words: Neonatal intensive care unit, Klebsiella
oxytoca, random amplified polymorphic DNA technique,
urinary tract infection Nobel Med 2014; 10(1): 43-46

GiRiS

Klebsiella ttrleri yogun bakim tinitelerinde 6zellikle
pediatrik hastalarda sepsis, pnémoni, triner sistem
enfeksiyonlarl, yumusak doku enfeksiyonlart gibi
agir enfeksiyonlara yol acabilen hastane enfeksiyonu
etkenlerinden biridir. Klebsiella pneumoniae morbidite
ve mortaliteden en cok sorumlu tutulan ve hastane
enfeksiyonlarindan en sik soyutlanan Klebsiella tiirti-
dur. Klebsiella oxytoca (K. oxytoca), K. pneumoniae’ya
nazaran daha nadir gortilen diger bir ttirdir. Klebsiella
ttirleri Avrupa ve ABD’de nozokomiyal bakteriyel en-
feksiyonlarin %8’inde etken olarak bulunmustur. Bu
enfeksiyonlar icinde en sik sebep oldugu enfeksiyon
ise uriner sistem enfeksiyonudur. Nozokomiyal tiriner
sistem enfeksiyonlarinin %6-17’sinde Klebsiella ttirle-
rinin etken oldugu bulunmustur. Pediatrik hastalarda
ozellikle yogun bakim tnitesinde yatan prematiir be-
beklerde ¢nemli bir enfeksiyon etkenidir.!* Bununla
birlikte eriskin ve pediatrik yogun bakim tnitelerinde
yatan hastalar, diyabet ve kronik obstriiktif akciger
hastalig1 gibi hastaliklarin eslik ettigi immiin sistemi
baskilanmis hastalar, damar ici kateter ve idrar son-
dasina sahip hastalar ile genis spektrumlu antibiyotik
tedavisi alan hastalar Klebsiella tiirlerine bagh enfeksi-
yonlarin gelisimi acisindan risk alundadirlar.?

Son yillarda tibbi mikrobiyolojide epidemilerin aras-
tirtlmast, olast enfeksiyon kaynagimin saptanmasi ve
enfeksiyonun yayilmasinda rolt olabilecek etkenlerin
ortaya konulmasinda konvansiyonel yontemlerin yan sira
arbitrarily primed polymerase chain reaction (AP-PCR)

gibi cok sayida molekiiler biyolojik yontemler siklikla
ve de basariyla kullanilmaktadir.'*

Calismamizda hastanemiz yenidogan yogun ba-
kim tnitesinde (YYBU) t¢ aylik donemde genis-
lemis spektrumlu beta-laktamaz (GSBL) treten K.
oxytocanin etken oldugu nozokomiyal enfeksiyon
gelisen sekiz olgu arastirilmistir. Calismamizda muh-
temel bir salginin varligi ortaya konarak kaynaginin
saptanmasl amaclanmistir.

MATERYAL ve METOD

Yenidogan yogun bakim tnitesinde yatan hastalarin
sekizinde yapilan triner sisteme ait drneklerin kiil-
tiirlerinde GSBL tireten K. oxytoca suslart izole edildi.
Bunun tizerine yogun bakim tinitesi ytizeyleri, larin-
goskoplar, ventilatér ve ventilator baglantilar, stetos-
koplar, nebiilizatorler, aspirator uglari, dezenfeksiyon
soltisyonlart ile kiivoz ve kiivoz nemlendirme sular
gibi cevresel ornekleme yapildi. Olgulardan sekiz,
cevre drneklemelerinden iki olmak tizere toplam on
K. oxytoca susu izole edildi. Izolatlarin tammlanmast
konvansiyonel yontemlere ilave olarak VITEK 2 Com-
pact (BioMerieux, Marcy L’Etoile, Fransa) otomatik
tanimlama sistemi ile gerceklestirildi.

{zolatlarin amoksisilin klavulanik asit, sefazolin, se-
fepim, seftriakson, seftazidim, sefoksitin, sefuroksim,
aztreonam, imipenem, meropenem, gentamisin, tob-
ramisin, amikasin, netilmisin, tetrasiklin, siprofloksa-
sin, trimetoprim-stilfametoksazol ve kloramfenikole
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olan duyarhliklar Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSDin kriterleri dogrultusunda Kirby-
Bauer disk diftizyon yontemi ile aragtirildi.” Genisle-
mis spektrumlu beta-laktamaz tiretimi ¢ift disk sinerji
testi ile saptandi.

izolatlara ait niikleik asitler kaynatma yontemi ile
elde edildi.® Bu yontem, M13 primeri (5-GAG GGT
GGC GGT TCT-3) kullanilarak gerceklestirildi. AP-
PCR yontemi, Ayan ve arkadaslarinin calismalarinda
tarif ettikleri sekilde gerceklestirildi.” PCR trtinleri,
%1,5 konsantrasyonundaki agaroz jele pipetlendi ve
100 volt akim altinda bir saat stireyle ytirtittldii. Aga-
roz jel etidyum bromid ile boyand: ve goriintiileme
cihazinda (Molecular Imager Gel Doc XR+, BioRad,
USA) incelendi. Izolatlar arasi benzerlik restriksiyon
paternlerinin gorsel olarak degerlendirilmesiyle orta-
ya kondu. Bant fark: izlenmeyen izolatlar genotip ola-
rak ayni, bant fark: ticten fazla olan izolatlar ise farkli
genotip olarak kabul edildi.

BULGULAR

Prematiirite ve dusik dogum agirhgt sebebiyle
YYBU’de yatan sekiz hastada gortilen enfeksiyon bul-
gulart (CRP ytiksekligi gibi) sebebiyle enfeksiyon kay-
nagina yonelik alinan idrar kulttirlerinde GSBL tireten
K.oxytoca suslar izole edildi. Yapilan degerlendirme-
ler sonrasi olgulara ait sekiz izolatin ayni fenotip ve
genotipe sahip olduklar1 saptandi. (Tablo 1, Sekil 1)
Kaynagin saptanmasina yonelik alman cevresel or-
neklerden bir saglik calisanina ve kiivéz nemlendir-
me suyuna ait iki cevresel ornekte hasta izolatlariyla
ayni fenotip ve antibiyotik duyarhiligina sahip fakat
farkli genotipte K.oxytoca suslart izole edildi. 1zolatlar
amoksisilin klavulanik asit, sefazolin, sefepim, seftri-
akson, seftazidim, sefuroksim, aztreonam ve trimetop-
rim-stilfametoksazole direncli; imipenem, meropenem,
gentamisin, tobramisin, amikasin, netilmisin, tetrasik-
lin ve siprofloksasine, duyarli olarak saptand: (Tablo 1).
[zolatlarin tamaminda GSBL tretimi tespit edildi.

TARTISMA

Klebsiella oxytoca, K. pneumoniae’ye nazaran daha na-
dir gortilen diger bir tiir olmakla birlikte GSBL gelisi-
minin de daha nadir olarak gozlendigi bir Klebsiella
tiradur. Yenidogan ve eriskin yogun bakim tnitele-
rinde yatan hastalar, Klebsiella enfeksiyonlarinin geli-
siminde rol oynayabilen risk faktdrlerine sahip olma-
lar1 nedeniyle salgin gelisme olasihig diger birimlerde

yatan hastalara gore daha ytiksektir.!*5!!

Salgin bir hastaligin ya da bu calismada oldugu gibi
belirli bir etkene bagh hastaligin belirli bir cografya-
da ve toplulukta belirli bir dsnemde daha fazla olarak

Sekil 1: izolatlara ait AP-PCR jel goriintiisii. (Sira 1-8: Olgulara ait idrar izolatlan,
Sira 9: Saglik galisani el izolati, Sira 10: Kivoz nemlendirme swisi izolatr)

Tablo 1: izolatlarin antibiyotik duyarliilar
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AMC: Amoksisilin klavulanik asit, CZ: Sefazolin, FEP: Sefepim, CRO: Seftriakson, CAZ: Seftazidim, CXM:
Sefuroksim, AZT: Aztreonam, IMP: Imipenem, MEM: Meropenem, GEN: Gentamisin, TOB: Tobramisin, AK:
Amikasin, NET: Netilmisin, TET: Tetrasiklin, CIP: Siprofloksasin, SXT: Trimetoprim-Siilfametoksazol. D:
Duyarli, R: Direngli.

gortlmesi olarak tamimlanabilir.’® Bu calismada da
YYBU’den gelen idrar kiiltiirlerinde aymi antibiyogram
paternine sahip GSBL tireten K. oxytoca tiremelerinin
sayisal olarak artmast laboratuvarin dikkatini ¢ekmis
ve enfeksiyon kontrol komitesi de uyarilarak arastiril-
maya baslanmistir.

Calismamizda olgulardan ve epideminin goraldugi
donemde yapilan cevre drneklemelerinden soyutla-
nan izolatlarda da ayni antibiyotik paterni saptandi.
Bu durum, etken patojenin olgular aras1 yayithminda
tibbi cihazlarin ve/veya kontamine sivilarin roluntn
olabilecegini dustindirmekteydi. Bunun tizerine tim
izolatlarin (olgu izolatlart ve cevresel izolatlar) AP-
PCR ile yapilan degerlendirmelerinde cevresel izolat-
lar disinda ayni genotipik paternde olduklar: belirlen-
mis ve salginin kaynag tespit edilememekle birlikte
olgu izolatlarindaki identiklik bunun bir salgin oldu-
gunu genotipik olarak da ortaya koymustur. Her ne
kadar bu salginin kaynag: ortaya konamamis olsa da
bazi calismalarda da bildirildigi gibi, yenidogan yogun
bakim tnitelerinde ktivoz gibi kullamlan cihazlarla
birlikte enteral besleme sivilar1, bebek mamalarinin,
Klebsiella ttirlerine bagh nozokomiyal kolonizasyonla-
ra ve enfeksiyonlarin gelisiminde ¢énemli rol oynadig
bilinmektedir.!>'*
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Bu saptamanin sonucunda hastane enfeksiyon kont-
rol komitesinin bilgilendirilmesi ve aldigi onlemler
sonrasl cevresel kaynaklardan yapilan kontrol or-
neklemelerinde ayni etkenin saptanmamis olmasi ve
sonraki periyotta benzer bir salginin gortlmeyisi bu
hipotezi destekler niteliktedir. Ayni zamanda uygun
antibiyoterapi sonrast olgulara ait kontrol ¢rnekleri-
nin kilttirlerinde de tireme olmamis ve hastalar sifa
ile taburcu edilmistir.

Son yillarda tibbi mikrobiyolojide olast bir salginda,
kaynak arastirmasina yonelik yurtttlen calismalar-
da pek cok molekiiler biyolojik yontemler genis bir
kullanim alani bulmustur.*!>'® Molekdiler tiplendirme
yontemleriyle epidemiyolojik olarak iligkili, ayn1 ttr
icindeki izolatlarin genetik olarak da iligkili olup ol-
madiklart arastirilmaktadir. Olast bir klonal iliskinin
gosterilmesi ile salgin izolatlari, sporadik veya ende-

mik olanlardan ayrnlmakta, salginin kapsami, kaynak
ve rezervuarl hakkinda bilgi edinilebilmektedir. AP-
PCR, PCR temelli bir tiplendirme metodudur. Uygu-
lama kolayligi, ucuz ve hizli sonug alinabilir olmalar
gibi nedenlerle salginlarin degerlendirilmesinde tibbi
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda siklikla ve basariy-
la kullanmilmaktadir.* Pulsed field gel electrophoresis
(PFGE) ise kromozomun biutinligi bozulmadan
elde edilmesi sonrasi restriksiyon enzimleri ile kesi-
lerek degisken akim veren 6zel bir elektroforez isle-
mi ile DNA bant profilleri olusturulmasina dayali bir
tiplendirme yontemidir. Zaman alic1 ve pahahdir, an-
cak ayrim gticti oldukea yiiksektir. Bircok bakterinin
tiplendirilmesinde altin standart kabul edilmektedir.'”
Bizim calismamizda ise izolatlar arasi klonal iliskinin
gosterilebilmesi amaciyla ucuz ve kendi laboratuvari-
mizda yapilabilecek bir yontem olan AP-PCR yontemi
basar ile uygulanmistir.
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