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ÖZET
 
 Son 10 yılda tüm dünyada karbapenem dirençli Enterobacteriaceae izolatlarında artış bildirilmektedir. Çalışmamızda 
Ocak 2011 ve Temmuz 2012 tarihleri arasında Sakarya Üniversitesi Hastanesi’nde saptanan karbapenem dirençli Klebsiella 
pneumoniae suşlarında OXA-48 ve KPC gen bölgelerinin araştırılması amaçlanmıştır.
 Çalışmaya toplam 273 K.pneumoniae izolatı dahil edilmiştir. Tanımlama ve antibiyotik duyarlılık testleri konvansiyo-
nel ve Vitek 2 otomatize sistemi ile gerçekleştirilmiştir. Karbapeneme dirençli saptanan iki izolat üç farklı primer seti ile 23S 
rRNA, OXA 48 ve KPC gen bölgeleri için araştırılmıştır. 
 Laboratuvarımızda izole edilen karbapenem dirençli K.pneumoniae suşlarının küçük M tipi koloni morfolojileri, EMB 
agarda zayıf laktoz pozitiflikleri ve üreyi geç hidrolize etmeleri ile konvansiyonel çalışmalarda farklı algılara neden olabileceği 
gözlenmiştir. Otomatize sistemle K.pneumoniae olarak bildirilen izolatların tanımlaması 23S rRNA gen bölgelerinin gösteril-
mesiyle moleküler olarak doğrulanmıştır. Karbapenem direnciyle ilişkili olarak her iki suşunda OXA-48 gen bölgesine sahip 
olduğu gözlenmiştir. KPC gen bölgesiyle ilişkili pozitiflik saptanamamıştır.
  Sonuç olarak; mevcut veriler K.pneumoniae suşları arasında karbapenem direncinin sınırlı olduğunu göstermektedir. 
Ancak karbapeneme dirençli K.pneumoniae klinik önemi bütün dünyada artan bir konudur. Sonuçlarımız K.pneumoniae 
suşlarında direnç düzeyi ve mekanizmalarının izlenmesi ihtiyacına işaret etmektedir. 

Anahtar sözcükler: karbapenemaz, Klebsiella pneumoniae, KPC, OXA-48

SUMMARY

An Investigation on the Presence of OXA-48 and KPC in Carbapenem Resistant Klebsiella pneumoniae Strains 

 Carbapenem-resistant Enterobacteriaceae isolates increasingly have been reported worldwide in the past 10 years. In this 
study; we aimed to investigate OXA-48 and KPC gene regions of carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae isolates at 
Sakarya University Hospital, Sakarya between January 2011 and July 2012.
 A total of 273 K.pneumoniae isolates were included in this study. Identification and antibiotic susceptibility tests were 
performed with conventional and Vitek 2 automated system. Two carbapenem-resistant isolates screened using three different 
primers set to detect 23S rRNA, OXA-48 and KPC gene region. 
 Carbapenem resistant K.pneumoniae isolates, isolated in our laboratory, have been observed that they could cause diffe-
rent perceptions during conventional studies due to their properties of having small M-type colony morphology, having weak 
positivity of lactose and having late urea hydrolysis. By demonstrating the 23S rRNA gene region of K.pneumoniae isolates 
where defined by automated system; it was accepted that the identification has been confirmed as molecular basis. It was obser-
ved that both isolates had OXA-48 gene region in relation to carbapenem resistance. KPC gene regions were not positive in our 
isolates. 
 In conclusion; available data concerning carbapenem resistance among K.pneumoniae strains are limited but these 
agents are a matter of increasing clinical concern worldwide. Our results highlighted the need to monitor resistance level and 
mechanisms among K.pneumoniae isolates.
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GİRİŞ

 Özellikle son yıllarda ciddi hastane infek-
siyonlarına sıklıkla neden olan Gram negatif 
bakterilerin, yoğun bakım ünitelerinde (YBÜ) 
gelişen infeksiyonların önemli bir kısmından 
sorumlu olduğu bilinmektedir. Hastanelerde 
kullanılan invaziv tanı ve tedavi yöntemlerinin 
özellikle Gram negatif bakteri infeksiyonlarına 
yatkınlığı artırdığı ifade edilmektedir(12). Gram 
negatif bakterilerin hastane infeksiyonlarındaki 
sıklığının yanısıra artan direnç oranları da önem-
li bir problem olarak karşımıza çıkmaktadır. 
Hastanelerde yoğun antibiyotik kullanımı ve 
direnç genlerinin bakteriler arasında kolayca 
aktarımı dirençli suşların ortaya çıkmasına 
neden olabilmektedir. 
  YBÜ’de en sık izole edilen etkenlerden biri 
olan K.pneumoniae, sağlıklı bireylerin solunum 
yollarında ve dışkıda daha sınırlı olarak % 5-10 
oranında bulunmakla birlikte hastanede yatarak 
tedavi gören hastalarda kolonizasyon oranları 
artmaktadır. Hastanelerde sıklıkla üriner sistem, 
alt solunum yolu, safra kesesi ve cerrahi alanda 
fırsatçı patojen olarak infeksiyona neden olabil-
mekte ve özellikle çoklu dirençli suşlar karşımı-
za çıkmaktadır(12). Yoğun bakım veya hastanede 
uzun süre kalmanın, bağışık yanıt yetersizliği-
nin, invaziv araç kullanımının ve çoklu antibi-
yotik kullanılmasının dirençli suşların ortaya 
çıkmasını kolaylaştıran faktörler olduğu bilin-
mektedir(1,18,24,25). 
 Karbapenemleri hidroliz eden beta-
laktamazlar karbapenemlerin sık kullanılmasına 
paralel olarak giderek artan oranlarda bildiril-
mektedir. Enterobacteriaceae’de karbapenemleri 
hidroliz eden beta-laktamazlar üç farklı (Ambler 
sınıfı A, B ve D) sınıfa ayrılırlar. Bunlardan sınıf 
B metallo beta-laktamazlar (MBL) en sık görülen 
sınıftır. Plasmid aracılı veya kromozomal olarak 
yayılan sınıf A en yaygın görülen KPC ailesi 
enzimleridir. Sınıf D karbapenemazlar ise oksa-
silinaz (OXA) tipi beta-laktamazlardır(21,23).
 K.pneumoniae suşlarında karbapenem 
dışında diğer beta-laktam antibiyotikleri de hid-
rolize edebilen ve Ambler Sınıf A’da yer alan 
KPC ailesi enzimler son yıllarda karbapenem 
direnciyle ilişkilendirilmiş olup plazmid aracılı 
veya kromozomal olarak yayıldıkları ifade edil-

miştir(7,21,23). Karbapenemleri hidrolize edebilen, 
ülkemizde de K.pneumoniae suşlarında oldukça 
sık saptanan enzimlerden biri Sınıf D içerisinde 
yer alan serin karbapenemaz OXA-48’dir(7,8,20,21). 
  Çalışmamızda, hastanemizde ilk kez kar-
şılaşılan karbapenem dirençli iki K.pneumoniae 
izolatında fenotipik yöntemlerle saptanan kar-
bapenem direncinin genotipik yansımasının 
moleküler yöntemlerle araştırılması amaçlan-
mıştır. 

 
GEREÇ VE YÖNTEM

K.pneumoniae suşlarının izolasyonu ve antibi-
yotik duyarlılık testleri 
 Çalışmada Ocak 2011 ve Temmuz 2012 
tarihleri arasında çeşitli kliniklerden labora-
tuvarımıza gelen örneklerden izole edilen 273 
K.pneumoniae suşu değerlendirilmiştir. Nefroloji 
ve dahiliye kliniklerinde takip edilen iki hasta-
dan ilk 5 gün içinde infeksiyon süphesiyle gön-
derilen kan ve trakeal aspirat örneklerinden 
izole edilen karbapeneme dirençli iki K.pneu-
moniae suşu çalışmaya dahil edilmiştir. Kanlı ve 
“eosin-metylene-blue” (EMB) agara yapılan 
ekimler 18-24 saat 37°C’de inkübasyona bırakıl-
mıştır. Tanımlama ve antibiyotik duyarlılık test 
çalışmaları Vitek2 (BioMérieux, France) otomati-
ze sistemi ile yapılmıştır. Her iki suşun da EMB 
agarda ilk 24 saatte laktoz negatif olması (36 
saatte pozitifleşmiştir) dolayısıyla tanımlama ve 
duyarlılık çalışmaları konvansiyonel yöntemler-
le tekrarlanmıştır. Suşların karbapenem direnci 
CLSI önerileri doğrultusunda minumum inhibi-
tör konsantrasyon (MİK) sonuçları ile doğrulan-
mıştır(9). 

23S rRNA, OXA-48, KPC genlerinin araştırılması
 Moleküler çalışmalar için DNA izolasyo-
nu hücre zarı parçalayıcı tampon (% 1 Triton X 
100, 10 mM Tris HCI, 100 mM NaCI, 1 mM 
EDTA) ilavesini takiben kaynatılarak gerçekleş-
tirilmiştir. Moleküler tanımlama için K.pneumo-
niae 23S rRNA (GenBank No: X87284.1) gen 
bölgesine özgül primerler kullanılarak gerçek 
zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR) 
uygulanmıştır. Antibiyotik direncinin moleküler 
profili OXA-48 (GenBank No:AFXH01000001.1) 
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ve KPC (GenBank No:AF297554) gen bölgeleri-
ne spesifik primerlerle qPCR aracılığı ile belir-
lenmiştir. Gerçekleştirilen üç PCR için kullanılan 
primerler Primer 3 Plus programı kullanılarak 
Gene Bank referans numaraları verilen gen böl-
geleri için F ve R primerler dizayn edilmiştir. 
Elde edilen primer dizileri için aynı BLAST ana-
lizleri yapılmıştır. Çalışmada kullanılan primer-
ler Tablo 1’de verilmiştir. Tüm qPCR çalışmaları 
Fluorion (iontek, Türkiye) cihazında Maxima 
SYBR Green/ROX qPCR (Fermantas, USA) karı-
şımı kullanılarak gerçekleştirilmiştir. PCR reak-
siyonu, 95°C’de 5 dak, 35 döngü 95°C’de 30 s, 
54°C’de 30 s, 72°C’de 10 s ve final reaksiyonu 
için 72°C’de 3 dakika şeklinde gerçekleştirilmiş-

tir. Negatif kontrol olarak K.pneumoniae ATCC 
9590 kullanılmıştır. OXA-48 ve KPC pozitif 
kontrolleri için laboratuvar arşivinde bulunan 
ve daha önceden pozitif olduğu bilinen suşlara 
ait DNA’lar kullanılmıştır.

BULGULAR

 Hastanemizde farklı zamanlarda, farklı 
kliniklerde tedavi görmekte olan iki hastadan 
izole edilen karbapenem dirençli K.pneumoniae 
suşları değerlendirilmiştir. Laboratuvarımızda 
izole edilen ve otomatize sistem tarafından kar-
bapenem dirençli K.pneumoniae olarak tanımla-
nan (Vitek2 ile detay raporuna göre % 95 ve 
% 97 mükemmel tanımlama elde edilmiştir) iki 
suşun küçük M tipi koloni morfolojileri dikkat 
çekici bulunmuş, konvansiyonel yöntemlerle 
tekrarlanan testlerde tanımlama ve antibiyog-
ram sonuçları teyit edilmiştir. GSBL (genişlemiş 
spektrumlu beta-laktamaz) pozitif olan her iki 
suşa ait veriler Tablo 2’de özetlenmiştir. 
  Moleküler analizlerde her iki suşta da 
K.pneumoniae’ya özgül primerlerle 23S rRNA 

Tablo 1. Kullanılan primerler.

Gen bölgesi

23S rRNA
 

KPC

OXA-48

Primerler

F-5’ CACCGGGGTTGCGGACAGTG 3’
R-5’ CCCCCTCAATTCTCCAGCGCC 3’

F-5’ CGGAACCATTCGCTAAACTC 3’
R-5’ GGCGGCGTTATCACTGTATT 3’

F-5’ TTGGTGGCATCGATTATCGG 3’
R-5’ GAGCACTTCTTTTGTGATGGC 3’

Gene Bank
Referans no

X87284.1

AF297554

AFXH01000001.1

Tablo 2. K.pneumoniae suşlarının moleküler, tanımlama ve antibiyotik duyarlılık test sonuçları.

23S rRNA
KPC
OXA-48

M
ol

ek
ül

er
 

te
st

le
r

I. suş

Pozitif
Negatif
Pozitif

II. suş

Pozitif
Negatif
Pozitif

ATCC 9590

Pozitif
Negatif
Negatif

Koloni
Laktoz
Üre

Sefazolin
Sefoksitin
Sefepim
Ertapenem
Meropenem
İmipenem
Gentamisin
Amikasin
Netilmisin
Tigesiklin
Seftazidim
Seftriakson
Siprofloksasin
Levofloksasin

Kona

Küçük M
Geç pozitif
Geç pozitif

ADT d

Die

Di
Di
Di
Di
Di

Duf

Og

O
Du
Di
Di
Di
Di

Otob

-
Pozitif 
Pozitif 

MIK (µg/ml)

≥ 64
≥ 64
≥ 64
≥ 8
8
4

≤ 1
≤ 2
4
1

≥ 64
≥ 64
≥ 4
≥ 8

Kon

Küçük M
Geç pozitif
Geç pozitif

ADT

Di
Di
Di
Di
Di
O

Du
Di
Di
Du
Di
Di
Di
Di

Oto

-
Pozitif 
Pozitif 

MIK (µg/ml)

≥ 64
≥ 64
≥ 64
≥ 8
8
2

≤ 1
≥ 64
≥ 32

1
≥ 64
≥ 64
≥ 4
≥ 8

Kon

M 
Pozitif
Pozitif

ADT

Du
Du
Du
Du
Du
Du
Du
Du
Du
Du
Du
Du
Du
Du

Oto

-
Pozitif
Pozitif

MIK (µg/ml)

≤ 8
≤ 8
≤ 8

≤ 0.5
≤ 1
≤ 1
≤ 4
≤ 16
≤ 8
≤ 2
≤ 8
≤ 8
≤ 1
≤ 2

T
Tc

aKon: Konvansiyonel sistem, bOto: Otomatize sistem, cTanımlama testleri, dAntibiyotik duyarlılık test sonuçları, eDi: Dirençli, 
 fDu: Duyarlı, gO: Orta duyarlı

A
nt

ib
iy

ot
ik

le
r
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pozitif bulunarak tanımlama moleküler olarak 
doğrulanmıştır. KPC için yapılan moleküler 
çalışmalarda sadece kontrol suşunda pozitiflik 
saptanmış, hastalardan izole edilen suşlarda 
KPC pozitifliğine rastlanmamıştır. OXA-48 için 
yapılan moleküler çalışmalarda hem kontrol 
suşunun hem de hastalardan izole edilen iki 
suşun pozitif olduğu gözlenmiştir. 

TARTIŞMA

  Antibiyotiklere dirençli hastane infeksi-
yon etkeni Enterobacteriaceae üyeleri arasında 
K.pneumoniae’nin artan saptanma oranları tüm 
dünyada olduğu gibi ülkemizde de dikkat çeki-
ci boyutlara ulaşmıştır. Bu suşlarla oluşan infek-
siyonlarda karbapenemler, geniş spektrumları 
ve beta-laktamazların birçoğuna oldukça daya-
nıklı olmaları nedeniyle genellikle ilk seçenek 
ajanlardır. Ancak etkili antibiyotikler olarak bil-
dirilen ve tedavi amaçlı kullanılan meropenem 
ve imipenemin kontrolsüz kullanımı direnç 
sorununu da beraberinde getirmiştir(2,8,26).
  Karbapenem dirençli K.pneumoniae ilk kez 
1997’de Amerika, 2001 yılında da ülkemizden 
izole edilen bir suştan bildirilmiştir(19,22). Ardın-
dan değişik tarihlerde karbapenem dirençli 
K.pneumoniae hastane epidemilerinin bildirimle-
ri yapılmıştır(15). Başlangıçta yurtdışından yapı-
lan bildirimlere kıyasla karbapenem dirençli 
etkenlerin neden olduğu infeksiyonların ülke-
mizde daha sık meydana geldiği ifade edilmek-
tedir. Ülkemizde 2000-2003 yılları arası yapılan 
çok merkezli MYSTIC çalışmasında Gram nega-
tif bakterilerin meropeneme % 99.3, imipeneme 
% 97.6 duyarlı olduğu belirlenmiştir(17). Yine 
2007 yılında yapılan çok merkezli HİTİT çalış-
masında K.pneumoniae suşlarında imipenem 
direnci % 3.2 olarak bildirilmiştir(14). Karbapene-
me dirençli K.pneumoniae oranı CDC National 
Healthcare Safety Network 2008 verilerine göre 
A.B.D.’de % 3.6-10.8 olarak bildirilirken(13), 
EARRS verilerinde Avrupa’da % 0.6 olarak bil-
dirilmiştir(16). 
  K.pneumoniae suşlarında karbapenemleri 
de içeren beta-laktam antibiyotiklere karşı diren-
cin ana mekanizması, kromozom veya plazmid 
tarafından kodlanan beta-laktamaz üretimidir. 

K.pneumoniae’nın ürettiği plazmid kökenli kar-
bapenemazlar olan KPC beta-laktamazlar sade-
ce karbapenemlere değil, ayrıca piperasilin-
tazobaktam, üçüncü ve dördüncü kuşak sefalos-
porinlere, florokinolonlara ve aminoglikozidlere 
karşı çoklu antibiyotik direnç gelişiminden 
sorumlu tutulmaktadır. KPC ilk kez ABD’de 
tanımlanmış ve KPC ile oluşan salgın başlıca 
merkezi New York olmak üzere ABD’de bildiril-
miştir(25,28). Yaptığımız literatür taramalarında 
ülkemizde KPC üreten K.pneumoniae suşu varlı-
ğına dair bir bildirime rastlanmamıştır. Çalışma-
mızda da KPC pozitifliği saptanamamıştır. 
  K.pneumoniae suşlarında OXA-48 ilk ola-
rak 2001 yılında Türkiye’den izole edilen bir 
suşta gösterilmiş, ardından artan sıklıkla yapı-
lan bildirim söz konusu olmuştur. Ülkemizde 
Gülmez ve ark.(15) Ankara ve Elazığ’da iki farklı 
merkezde imipenem tedavisi almış iki hastadan 
izole edilen karbapenem dirençli iki K.pneu-
moniae suşu rapor etmişlerdir. Carrer ve ark.(8) 
İstanbul’da bir üniversite hastanesinde OXA-48 
üreten karbapenem dirençli K.pneumoniae suşu 
ile oluşan hastane kaynaklı salgın bildirmişler-
dir. Aktaş ve ark.(1) 2004-2005 yılları arasında beş 
aylık dönemde izole edilen 162 K.pneumoniae 
suşu içinde meropenem tedavisi almış, uzun 
süre hastanede yatış öyküsü olan iki çocuk has-
taya ait suşlarda OXA-48 pozitifliği saptamışlar-
dır. Us ve ark.(27) 2004-2007 yılları arasında izole 
edilen suşlarda yaptıkları çalışmada % 26.9 
(7/26), Aşık ve ark.(3) 2012 yılında yaptıkları bir 
çalışmada % 18.6 (22/118) oranını, Biçmen ve 
ark.(6) 2012 yılında yaptıkları yaklaşık dört yıllık 
bir analizde 238 OXA-48 pozitif K.pneumoniae 
suşu gözlediklerini bildirmişlerdir. Yurtdışında 
yapılan çalışmalarda da farklı coğrafik bölgeler-
den OXA-48 üreten K.pneumoniae suşları bildiril-
miştir(4,5,10,11,18).
  Bizim çalışmamızda hastanemizden izole 
edilen karbapenem dirençli K.pneumoniae suşun-
da önceki çalışmalarla uyumlu olarak OXA-48 
pozitifliği saptanmış, KPC pozitifliği gösterile-
memiştir. İki suşun farklı zamanlarda ve farklı 
kliniklerden izole edilmiş olması dolayısı ile 
salgın düşünülmemiştir. 
 Sonuç olarak; karbapenem dirençli OXA-
48 pozitif K.pneumoniae suşlarının küçük M tipi 
koloni morfolojileri, zayıf laktoz pozitiflikleri ve 
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üreyi geç hidrolize etmeleri ile konvansiyonel 
çalışmalarda farklı algılara neden olabileceği 
akılda tutulmalı, otomatize sistem ile alınan 
OXA-48 ya da KPC pozitif sonuçların olumlu 
olmakla birlikte doğrulanması gereği unutulma-
malıdır.
  Verilerimiz bizim hastanemiz için K.pneu-
moniae suşları arasında karbapenem direncinin 
sınırlı olduğunu göstermektedir. Ancak karba-
penem dirençli K.pneumoniae klinik önemi dünya 
çapında artan bir konudur ve sonuçlarımız K.
pneumoniae suşları arasında direnç düzeyi ve 
mekanizmalarının izlenmesi ihtiyacına işaret 
etmektedir.
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