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OZET
Staphylococcus aureus KOKENLERININ MULTILOKUS Dizi
TIPLENDIRMESI

Sule KIRCA YILMAZ, Doktora Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi Samsun, Agustos-2010

Staphylococcus aureus hastane kdkenli ve toplum kokenli ¢esitli infeksiyonlara
yol agan 6nemli bir insan patojenidir. Hastanelerde ve toplum i¢inde metisilin-direngli
S. aureus (MRSA) epidemik ko6kenlerinin prevalansindaki artis infeksiyon kontrol
Oonlemleri ag¢isindan biiyiik 6nem tagimaktadir. Hedeflenen kontrol Onlemlerinin

alimmast igin MRSA’ nin genotiplendirilmesi gereklidir.

Bu c¢aligmanin temel amaci; multi-lokus dizi tiplendirme (MLST) ile
Staphylococcus aureus bolgesel suglarinin uzun donemli epidemiyolojik ve evrimsel

iliskilerinin belirlenmesidir.

OMU-SUVAM (Ondokuz Mayis Universitesi-Saglik Uygulama ve Arastirma
Merkezi) hastanesi, Tiirkiye'nin kuzeyinde Karadeniz kiy1 bolgesinde yer alan ve
Samsun ve gevresindeki 3,665,000 kisilik niifusa hizmet eden bir bdlge hastanesi
niteligindedir. Bélgedeki komsu illerden (Ordu, Tokat, Corum, Amasya ve Sinop) ¢ok
sayida hasta kabul edildiginden izolat 6rneklemi tiim b&lgeyi temsil etmektedir. OMU-
SUVAM hastanesine kabul edilen yatan hastalardan Aralik 2006-Subat 2007 tarihleri
elde edilen izolatlar prospektif olarak, ardisik ve tekrarlardan armndirilarak toplandi.
Calismaya, Infeksiyon Kontrol Komitesi tarafindan kolonizasyon veya nozokomiyal
infeksiyon tamsi alan hastalardan izole edilen MRSA izolatlar1 (n=48) ve yalmzca
nozokomiyal infeksiyon tanisi alan hastalardan izole edilen MSSA (metisilin-duyarh S.
aureus) izolatlan (n=7) olmak iizere, toplamda, 55 izolat dahil edildi. Izolatlarm klonal
iliskileri, PFGE (pulsed-field gel electrophoresis), spa (stafilokokal protein A)
tiplendirme ve MLST ile arastirildi.



PFGE sonuglarinin analizi ile MRSA izolatlarinda 14 farkli pulsotip ortaya
cikti. MSSA izolatlarinin ise, her birinin ayri bir pulsotip paternine sahip oldugu
goriildii. MRSA izolatlar1 arasinda, ikisi hari¢ hepsi t30 spa tipindeydi. Farkli spa
tiplerinin multilokus dizi analizi sonucunda tek sekans tipi (ST239) belirlendi. MSSA
izolatlar1 arasinda, 7 farkli spa tipi ve 7 farkli sekans tipi saptandi. Bu ¢alismanin
sonucunda, nozokomiyal MSSA izolatlarinin uzun dénemli klonal gesitlilik sergiledigi
ve hastanemizdeki hiper-endemik c¢evre ortaminda, kolonize olan ve nozokomiyal
infeksiyona maruz kalan hastalarda, uzun stiredir baskin olan MRSA klonunun, bes

biiyiik pandemik MRSA klonundan biri olan, epidemik ST239 klonu oldugu belirlendi.
Bu c¢alismanin sonuglari, ¢esitli nozokomiyal infeksiyonlara yol acan
Staphylococcus aureus kokenlerinin, lokal (bélgesel), ulusal ve uluslararasi uzun

donemli surveyansi igin temel olusturmaktadir.

Anahtar Sozctikler: Staphylococcus aureus, dizi analizi, molekiiler epidemiyoloji
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ABSTRACT
MULTILOCUS SEQUENCE TYPING of Staphylococcus aureus STRAINS
Sule KIRCA YIILMAZ, Ph.D. Thesis
University of Ondokuz Mayis, Samsun, August-2010

Staphylococcus aureus is an important human pathogen causing various
healthcare-associated and community-acquired infections. The increase in the
prevalance of epidemic strains of methicillin-resistant S. aureus (MRSA) in hospitals
and even in community require special attention of infection control. Genotyping of

MRSA is important for targeted control measures.

The main objective of this study is to determine lacking recent evolutionary
history of the biogeographically local strains of Staphylococcus aureus through their

characterization by the use of multi-locus sequence typing (MLST).

OMU-SUVAM university hospital is the most advanced in the province
Samsun and its hinterland serving a total population of ca. 3,665,000 at the Black Sea
shore region of north Turkey. Many patients from the neighbouring 5 cities (namely
Ordu, Tokat, Corum, Amasya, and Sinop) of the region are being admitted to the
hospital. Thus, the sources of the isolate sampling is representative of the region.
Staphylococcus aureus strains isolated from the specimens of the inpatients who have
admitted to the inpatient clinics of OMU-SUVAM were collected prospectively,
sequentially (i.e. non-selected), and non-repetitively. A total of 55 S. aureus isolates,
including 48 of MRSA and 7 of MSSA, were used in this study. The clonal relationship
of the isolates was investigated by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) typing, spa
typing and MLST. |

According to the analysis of PFGE results 14 different pulsotypes were
determined for MRSA strains and all of seven MSSA strains had different PFGE
patterns. All of the MRSA strains except for two, were t30 by spa typing. ST239 was
the only sequence type among the MRSA strains. All of the MSSA strains were of
different sequence types by spa typing and MLST. In conclusion, ST239, one of the five
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major globally epidemic MRSA clones, was the evolutionarily long-term predominant

clone circulating in our hospital in a hyper-endemic setting.
The results of this study provide the local baseline information for local and
national long-term surveillance of the Staphylococcus aureus strains that are responsible

for various significant healthcare associated infections.

Key Words: Staphylococcus aureus, sequence typing, molecular epidemiology
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ark: Arkadaglar

Bp: “Base pair”, Baz ¢ifti

BSA: “Bovine serum albumin”, Sigir serum albumini

BURP: “Based upon related patterns”

BURST: “Based upon related sequence types”

C: Kolonizasyon

CC: Klonal kompleks

°C: Santigrad derece

CAPD: “Continuous ambulatory peritoneal dialysis”, Stirekli ayaktan periton diyalizi
DNA: Deoksiriboniikleik asit

DNaz: Deoksiriboniikleaz

dNTP: Deoksiriboniikleozit trifosfat

ddNTP: Dideoksiriboniikleozit trifosfat

EDTA: Etilen diamin tetra asetik asit

f: “Forward”, Ileri

Fc: “Fragment crystallizable”, Kristalize olabilen parca

HIV: “Human immunodeficiency virus”, Insan immiinyetmezlik viriisii
HK-MRSA: Hastane kékenli MRSA

HST: Hiicre siispansiyon tamponu

Ig: Immiinglobulin

IV: Intravensz

IKK: Infeksiyon kontrol komitesi

Kb: Kilobaz

MLEE: Multilokus enzim elektroforezi

MLST: “Multilocus sequence typing”, Multi lokus dizi tiplendirme
mL: Mililitre

mM: Milimolar

MRSA: Metisilin-direncli S. aureus

MSSA: Metisilin-duyarl S. aureus

NCTC: “National collection of type cultures”, Ulusal tip kiiltiir koleksiyonu
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NI: Nozokomiyal infeksiyon

nm: Nanometre

PBP: Penisilin baglayan protein

PCR: “Polymerase Chain Reaction”, Polimeraz zincir reaksiyonu

PFGE: “Pulsed field gel electrophoresis”, Atim (degisken) alanli jel elektroforezi

pH: “Potentia hidrogenii”, Hidrojen iyon konsantrasyonu

r: “Reverse”, Geri

RNA: Riboniikleik asit

rpm: “Revolutions per minute”, Dakikadaki devir sayis1

S: “Smooth”, Diizglin

SAPI: Standardize antibiyotik fenotip indeksi

SCCmec: “Staphylococcal cassette chromosome mec”, Stafilokokal kaset kromozom
mec

SLST: “Single locus sequence typing”, Tek lokus dizi tiplendirme

SLV: "Single locus variant", Tek lokus varyanti

spa: Stafilokokal protein A

ST: Sekans tipi

TBE: Tris-borik asit-EDTA

TE: Tris HCI-EDTA

TK-MRSA: Toplum kékenli MRSA

TSST-1: Toksik sok sendromu toksini-1

UPGMA: “Unweighted pair group method with mathematical averaging”,
Agirliklandirilmamus ¢ift gruplarinin matematik ortalama ile olusturulmas:
yontemi

UV: Ultraviole

V: Volt

uL: Mikrolitre
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1. GIRIS

Staphylococcus  aureus hem toplum kokenli hem de nozokomiyal
infeksiyonlara yol acan 6nemli bir bakteriyel patojendir (Cho ve ark., 2006). Bu
mikroorganizmanin gelistirdigi diren¢ mekanizmalar1 nedeni ile kullanilmaya baslanan
yart sentetik tedavi ajanlarindan biri olan metisilin 1959-1960’ta klinik kullanima
girmis ve bir yil i¢cinde metisiline direncli izolatlar bildirilmistir (Kili¢ ve ark., 2005;
Gordon ve Lowy, 2008). Metisiline direngli izolatlarin neden oldugu ciddi
infeksiyonlarin tedavisinde uzun yillar glikopeptidler kullamlmigtir. Ancak 1997 yilinda
Japonya’dan vankomisine duyarliligi azalmis bir S. aureus kokeni ve ABD’den
vankomisine direngli ilk S. aureus kokeni bildirilmistir (Ulusoy, 2009). Ozellikle son
birka¢ dekatta bircok tilkede metisilin-diren¢li Staphylococcus aureus infeksiyonlari
artis gostermistir (Cho ve ark., 2006). Akdeniz iilkelerini kapsayan bir ¢alismada, 2003-
2005 arasinda 36 aylik bir dénemde kan kiiltiirlerinden elde edilen invazif S. aureus
izolatlariin duyarlilik test sonuglarina gére; MRSA oranlarmin Kibnis ve Urdiin’de
~%355, Malta’da %50, Fas’ta ve Tunus’ta ~%20, Tiirkiye’de ise ~%40 oldugu
gosterilmistir (Borg ve ark., 2007). Turkiye’de 1997-2006 yillar1 arasinda cesitli
merkezlerde yapilan ¢alismalarda MRSA oranlari - %25-61 olarak bildirilmistir
(Goniillii, 2008). MRSA infeksiyonlar: morbidite ve mortalitenin artmasina, hastanede
kalis stiresinin uzamasina ve saglik kuruluslarinin ekonomik yiikiiniin artmasina neden
olur (Wisplinghoff ve ark., 2005). Rubin ve ark.’min (1999) arastirmasinda MRSA ile
infekte bir hastanin tedavi maliyetinin MSSA ile infekte bir hastanin tedavi

maliyetinden 2500 $ daha yiiksek oldugu gosterilmistir.

MRSA’nin saptanmasindan sonra bulag yollarinin gosterilmesi ve infeksiyon
kontrol énlemlerinin etkili olup olmadiginin belirlenmesi igin genetik tiplendirmeYe
ihtiya¢ duyulur. Birgok farkli genotiplendirme yonteminin kullanimda olmasina karsn,
PFGE ile genomik DNA’nin Smal makrorestriksiyon analizi oldukea tercih edilen bir
yontemdir. spa tiplendirme ve multilokus dizi tiplendirme gibi dizi analizi teknikleri
MRSA’nin  biiylik veritabanlarimin  olugsmasim saglamistir. spa geninin sekans

polimorfizminin belirlenmesi; yiiksek verim kapasitesi, tekrarlanabilirlik ve verilerin



tagmabilir ve karsilastirilabilir olmasi sebebiyle halen en popiiler MRSA tiplendirme

yontemidir (te Witt ve ark., 2010).

S. aureus salginlart cogunlukla belirli bir susun klonal yayilimindan
kaynaklamir (Witte ve ark., 2006; DelLeo ve Chambers, 2009). Epidemiyolojide
tiplendirmenin amaci; epidemik klonu epidemiyolojik olarak iliskisiz suslardan
ayirmaktir (Struelens, 1998; Witte ve ark., 2006). Molekiiler epidemiyolojik tiplendirme
yontem ve tekniklerinde bulunmasi ve saptanmasi istenen ideal ve temel 6zellik sudur;
tiralt1 diizeyde aym hedef popiilasyonun epidemik suslari arasinda stabil kalan
ozelligin, epidemik olarak iligkili olmayan diger suslarda cesitlilik gdstermesi istenir.
Tiplendirilebilirlik derecesinin yiiksek olmasi i¢in tiplendirmede kullamilan 6zellik, tiir
icindeki izolatlarin tamamina yakininda gosterilebilir olmalidir. Tiplendirme sonuglari,
aynt izolat igin tekrarlanan testlerde aym zamanda salgin siwrasinda ve farkli
laboratuvarlarda tekrarlanabilir olmalidir (van Belkum, 2003; Witte ve ark., 2006; van
Belkum ve ark., 2007). PFGE, spa tiplendirme, SCCmec tiplendirme ve MLST, MRSA
izolatlariin epidemik 6zelliklerinin belirlenmesinde kullamilan molekiiler tekniklerdir
(Wisplinghoff ve ark., 2005). Ozellikle MLST, S. aureus’un zaman boyutu bakimindan
uzun-dénemdeki ve fiziksel biyocografya boyutu bakimindan biiyiik cografi
bolgelerdeki epidemiyolojisini ve evrimini gosterebilen ve bu amaglara yonelik
arastirmalarda kullanilabilen 6nemli bir molekiiler epidemiyolojik tiplendirme aracidir

(Jolley ve ark., 2001; Cookson ve ark., 2007).

Bu c¢alismanin temel amaci; metisilin-diren¢li Staphylococcus aureus
infeksiyonlart bakimindan hiper-endemik bir ¢evre ortami durumunda olan OMU-
SUVAM hastanesi ve hizmet sundugu bolge igin, infeksiyon kontroliine yénelik
calismalarda kullanilmak {izere, lokal, ulusal ve global 6lgekte karsilastirilabilir olan ve
uzun-dénemli epidemiyolojik bilgi veren temel surveyans verilerini saglamaktir. Bu
amagla, OMU-SUVAM hastanesinde izole edilen Staphylococcus aureus kokenlerinde,
zaman boyutu bakimindan goreceli olarak daha kisa dénemli epidemiyolojik bilgi
saglayan PFGE ve spa tiplendirme tekniklerine ek olarak, 6zellikle uzun dénemli
epidemiyolojik bilgi saglayan MLST yontemi kullanilarak, hastanemiz ve bélgemiz ile

ilgili eksiksiz, saklanabilir, tagmabilir ve karsilastirilabilir nitelikte molekiiler



epidemiyolojik veri elde edilmistir. Elde edilen veriler, uluslararasi molekiiler
epidemiyolojik veritabanlarina girilerek ayni laboratuvarda farkli dénemler arasinda ve
aym donemde veya farkli dénemlerde farkli laboratuvarlar arasinda, lokal, ulusal veya
global olcekte yapilacak karsilastirmali epidemiyolojik veya evrimsel ¢alismalarda

kullanima hazir olmas: saglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Stafilokoklar

2.1.1. Tarihge

Stafilokoklan ilk kez 1878’de Robert Koch tanimlamis, 1880°de Pasteur sivi
besiyerinde tiretmistir. 1881°de Alexander Ogston, insan abse materyalinden elde ettigi
bakteriyi "staphylococcus" olarak adlandirmustir, fare ve kobaylar i¢in patojen oldugunu
vurgulamistir.  Staphylococcus terimi, Yunanca’da {iiziim salkimi anlamina gelen
"staphyle" kelimesinden tiiretilmistir. Rosenbach 1884°’te beyaz renkli kolonileri S.
albus, sari-portakal rengi kolonileri ise S. aureus olarak isimlendirmistir (Cengiz, 1999;

Tiinger, 2004; Bannerman ve Peacock, 2007).

2.1.2. Morfoloji ve Biyokimyasal Ozellikler
Stafilokoklar, 0.5-1.5 um capinda, kok morfolojisinde, hareketsiz, sporsuz,
Gram pozitif boyanan bakterilerdir. Birden fazla diizlemde béliinerek ¢ogalmalarindan
dolay1 tiztim salkimina benzer kiimeler olustururlar. Ancak tekli, ikili, dértlii veya kisa
zincirler seklinde de goriinebilirler. S. aureus subsp. anaerobius ve S. saccharolyticus
disinda fakiiltatif anaeropturlar. Katalaz pozitif ve oksidaz negatif 6zellik gosterirler,

lizostafine duyarlidirlar (Ttinger ve ark., 2005; Winn ve ark., 2006; Plata ve ark., 2009).

Genellikle %7.5-10 sodyum kloriir igeren basit besiyerlerinde kolaylikla
tirerler; tiremek icin cesitli aminoasitlere ve B vitaminlerine gereksinim duyarlar
(Cengiz, 1999; Plata ve ark., 2009). Kanli agarda 18-24 saatte yuvarlak, diizgiin, 1-4
mm ¢apinda, hafif konveks, beta-hemolitik veya non-hemolitik koloniler olustururlar.
Optimal tireme 1silart 30-37°C, optimal pH:7-7.5°tir. 18-40°C gibi genis bir 1s1
| araliginda {iireyebilen bakterilerdir. Gliserol monoasetat gibi yag asitleri ile
zenginlestirilmis besiyerinde 37°C’de iiretildiklerinde, karotenoidlerinden dolay1
pigment olustururlar. Anaerob kogullarda ve buyyonda pigment yapmazlar. S. aureus
altin sarisi, S. epidermidis tebesir beyazi renginde koloniler olugturur (Cengiz, 1999;
Winn ve ark., 2006).



Stafilokoklar, basta glukoz olmak iizere maltoz, laktoz, fruktoz gibi
karbonhidratlann gaz olusturmadan fermantatif olarak parcalarlar ve son iirtin olarak
laktik asit yaparlar. S. aureus, koagiilaz ve DNaz pozitif olmasi, mannitolii fermente
etmesi ile diger stafilokok tiirlerinden ayrilir (Cengiz, 1999; Bannerman ve Peacock,
2007). Aynica 1.7 molara kadar yiiksek sodyum kloriir konsantrasyonlarina toleranslidir
(Plata ve ark., 2009).

2.1.3. Virulans ve Patojenite
S. aureus, virulansi en yiiksek olan stafilokok tiirtidiir. Bakterinin virulans
faktorleri ile konak savunma sistemi arasindaki iliskiye bagli olarak infeksiyon
meydana gelir (Cohen, 1986).
S. aureus virulans fakttrieri
e Kapsiil
e Peptidoglikan
e Teikoik asit
e Protein A
e Enzimler (katalaz, koagiilaz, fibrinolizin, hyaluronidaz, lipaz, niikleaz,
penisilinaz)
Toksinler
e Sitotoksinler [Hemolizinler (@ hemolizin, f hemolizin, ¢ hemolizin, y
hemolizin, 16kosidin)]

e Eksfolyatif toksin, enterotoksinler, toksik sok sendromu toksini-1 (TSST-1)

2.1.3.1. Kapsiiler Polisakkarit

S.  auwreus’un mukoid suslarinda polisakkarit yapida mikrokapsiil
bulunmaktadir. Kapsiil; bakteriyi fagositozdan korur, konak hiicrelere ve kateter gibi
yabanci cisimlere tutunmasinit saglar. S. aureus’ta 11 kapsiiler serotip tanmimlanmugtir.
Klinik izolatlarin gogunda serotip 5 veya 8 bulunmustur. Serotip 8 toksik sok sendromu
toksini tiretimi ile de iligkilidir (Branger ve ark., 1990; Winn ve ark., 2006; Bannerman

ve Peacock, 2007).



2.1.3.2. Peptidoglikan

Hiicre duvani kuru agirhi@inin yaklasik %50°sini olusturmaktadir. Hiicre
duvarina saglamlik ve esneklik verir. Endotoksin benzeri aktiviteye sahiptir;
makrofajlardan sitokin salimmini uyarir, kompleman aktivasyonuna yol agar, ayrica
monositlerden interlokin-1 tiretimini saglar, polimorfoniikleer 16kositlerin infeksiyon
bolgesine toplanmalarina ve sonugta abse olusumuna neden olur (Tiinger, 2004; Winn

ve ark., 2006).

2.1.3.3. Teikoik Asit

Tiire 6zgli seker-alkol-fosfat polimerleridir. Hiicre ylizeyinde yer alan teikoik
asit bakteriye antijenik 6zellik kazandirir. S aureus 'ta ribitol teikoik asit S. epidermis’te
gliserol teikoik asit bulunur. Teikoik asit gram pozitif bakterilerin mukozal yiizeylere

spesifik olarak tutunmasint saglar (Winn ve ark., 2006; Bannerman ve Peacock, 2007).

2.1.3.4. Protein A

S.aureus 'un hiicre duvarinda; peptidoglikan yapinin en disinda yer alir. IgG3
disindaki tim IgG, IgA2 ve bazi IgM’lerin Fc pargalar ile reseptérleri ile baglanma
yetenegindedir. Bakteriyi fagositoza kargi korur, komplemam aktive eder, erken ve

gecikmig tip hipersensitivite reaksiyonlarina neden olur (Cengiz, 1999; Bilgehan, 2000).

2.1.3.5. Enzimler

Katalaz: Tiim stafiloloklar, toksik hidrojen peroksiti toksik olmayan oksijen
ve suya ayristiran katalaz enzimi tretir. Katalaz, fagosite edilmis bakterinin oksijen
radikalleri ile 6ldiiriilmesini engelleyerek konak savunma mekanizmasim bozar
(Bannerman ve Peacock, 2007).

Koagiilaz: Ekstraselliiler bir proenzimdir. Coagulase-Reacting Factor (CRF)
ile birleserek aktif duruma geger ve plazmayir pihtilagtinr. Koagiilaz pozitif
stafilokoklarin tizerinde olugan kalin fibrin tabakasinin, bakteriyi fagositoza karsi
koruyarak patojenlige katki yaptig: ileri stiriilmektedir (Cengiz, 1999).

Fibrinolizin: Stafilokinaz adi da verilir. Hemen hemen tiim S.aureus suslar
tarafindan tiretilen fibrinolizin fibrin agim eriterek infeksiyonun dokulara yayilmasina

sebep olur.



Hyaluronidaz: Bag dokusundaki hyaluronik asiti hidrolize ederek bakterinin
dokuda yayilimin kolaylastirir.

Lipaz: Lipidleri hidrolize ederek stafilokoklarin yagli deride yerlesmesini
saglar (Tilnger ve ark., 2005; Winn ve ark., 2006).

Niikleaz: S. awreus’larin  %90-96’sinda  bulunan 1siya direngli  bir
fosfodiesterazdir (Cengiz, 1999).

Penisilinaz: B-laktamaz olarak da bilinir, bla geni tarafindan kodlamr.
Penisilinin hiicre duvarn prekiirsorlerine baglanmasini engelleyerek bakteri hiicre duvari
sentezinin inhibisyonunu Onler (Farley, 2008). Penisilinin klinik kullanima girdigi
dénemlerde hemen hemen tiim stafilokok suslari penisiline duyarli iken penisilinaz
sayesinde bugiin stafilokoklarin %90’1ndan fazlasi penisiline direnglidir (Diindar, 2000;

Bannerman ve Peacock, 2007).

2.1.3.6. Toksinler

Alfa hemolizin: 33000 dalton agirlifinda bir polipeptiddir. Eritrosit, 16kosit,
hepatosit, trombosit gibi birgok hiicreye ve hiicre kiiltlirlerine toksik etki gosterir.
Tavsan eritrositlerine hemolitik aktivitesi en fazladir, insan eritrositlerine fazla bir etkisi
yoktur. Insan makrofajlar1 ve trombositleri tizerine litik etkisi vardir (Cengiz, 1999;
Bilgehan, 2000; Murray ve ark., 2002).

Beta hemolizin: 35000 Dalton agirliginda 1siya duyarli bir proteindir.
Stafilokokal sfingomyelinazdir. Fibroblast, makrofaj, l6kosit ve eritrositlere toksik etki
gosterir. En iyi koyun daha az olarak da insan ve tavsan eritrositlerini eritir (Cengiz,
1999; Murray ve ark., 2002).

Gama hemolizin: Insan, tavsan ve koyun eritrositlerine etkilidir.

Delta hemolizin: 103000 Dalton agirliginda olup eritrosit, 16kosit, makrofaj,
lenfosit ve trombositleri hasara ugratan bir proteindir. Insan, tavsan, koyun ve maymun
eritrositlerini eritir.

Lokesidin: Elektroforetik olarak birbirinden ayr: iki protein komponentinden
(F: Fast ve S: Slow) olusmustur. Her iki komponent de antijeniktir ve toksoide
déniistiiriilebilir. Lokosidin; 16kositler ve makrofajlar tizerine litik etkilidir (Cengiz,

1999; Murray ve ark., 2002).



Eksfolyatif toksin: FEkzotoksin niteliginde bir proteindir. Antijenik ve
biyokimyasal yapilar1 farklr iki tipi bulunmustur; eksfolyatif toksin A ve eksfolyatif
toksin B. Stafilokok infeksiyonlarinin vezikiiler ve eksfolyatif deri lezyonlarindan
sorumludur (Tiinger, 2004).

Enterotoksinler: Isiya direncli, 100°C’ye 30 dakika dayanabilen polipeptid
yapisinda maddelerdir. Isiya dayanikli oldugu i¢in kisa stireli pisirmede tahrip olmazlar.
Ozellikle yiiksek CO,’li ortamda, karbonhidrath ve proteinli besiyerlerinde tireyen
stafilokoklar tarafindan olusturulurlar; gida zehirlenmesine yol agarlar (Waldvogel,
2000).

TSST-1: Orzellikle, menstruasyon doneminde vajinal tampon kullanan
kadinlarda ve yara infeksiyonu olan kisilerde toksik ok sendromuna neden olur (Jawetz

ve Levinson, 2008).

2.1.4. Tanimlama

Stafilokoklarin tiimti gram pozitif boyamr. Stafilokoklar ve mikrokoklar,
katalaz testi ile enterokokoklar ve streptokoklardan ayrilir. Pigment olusumunun tanida
fazla O6nemi yoktur. Stafilokoklar, glukozlu oksidasyon fermentasyon besiyerinde
fermentatif etki gosterirler. Kanli agarda tipik S. aureus kolonileri; beta hemoliz zonu
bulunan, altin saris1 renginde diiz, konveks kolonilerdir. S. aureus’un biitiin suslari
koagiilaz pozitiftir ve mannitolii fermente eder. Bu 6zelliklerin diginda tamda yiiksek
tuz konsantrasyonlu ortamda tireme, protein A, termostabil niikleaz gibi basit testler
kullanilir (Cengiz, 1999; Winn ve ark., 2006; Bannerman ve Peacock, 2007; Forbes ve

ark., 2007).



2.2. Staphylococcus aureus

2.2.1. Epidemiyoloji

Staphylococcus aureus, stafilokoklar arasinda en 6nemli insan patojenidir
(Winn ve ark., 2006). Gerek toplum gerekse hastane kokenli infeksiyonlarin en sik
karsilasilan etkenlerindendir (Ulusoy ve Arda, 2003). Her ne kadar normal floranin bir
tiyesi de olsa uygun kosullarda firsat¢1 infeksiyonlara neden olabilir (Winn ve ark.,
2006). Toksin iiretimi ya da direkt invazyon ve doku hasari ile hastalifa yol acar
(Murray ve ark., 2002).

Dogumdan itibaren S. aureus gébek, perine ve deriye kolonize olur. Daha
sonraki yillarda ozellikle burunda yerlesir. Insanlarin %20 kadari siirekli tasiyici
durumundadir. Dogurgan cagdaki kadinlarin %10’unun vajeninde bulunur. Rektal,

faringeal, aksillar ve perineal tagiyicilik da s6z konusudur.

Insiilin enjeksiyonu olan diyabet hastalari, kronik hemodiyaliz ve CAPD
hastalari, kronik dermatolojik hastaliklart olanlar, IV ila¢ aligkanlig1 olanlar ve HIV
pozitif kisilerde tasiyicilik ve infeksiyon orami daha fazladir. Tasiyicilar travma, cerrahi
ve diger riskli durumlarda tasiyici olmayanlara gore ¢ok daha yiiksek oranda infeksiyon

riski tasirlar (Diindar ve Oztiirk Diindar, 2008).

» Lokosit kemotaksisinde konjenital defektler (Wiskott-Aldrich sendromu,
Down sendromu, Job sendromu ve Chediak-Higashi sendromu gibi) veya
kazanilmig defektler (diabetes mellitus, romatoid artrit gibi),

» Konjenital veya kazanilmig hipogamaglobulinemilere ya da kompleman
komponenti (6zellikle C3 ve C5) eksikliklerine ve defektlerine sekonder
gelisen antikor opsonizasyonundaki defektler,

> Bakterilerin fagositozu takiben intraselliiler 6ldiirtilmesindeki defektler,

» Yanik, cerrahi insizyon, ekzema gibi deri hasarlari, yabanci cisim varhigi, diger
etkenlerle infeksiyon (6zellikle viriislerle)

» Malignensi, alkolizm ve kalp hastalig1 gibi altta yatan kronik hastaliklar,

> Terapotik veya profilaktik antimikrobiyal kullanimi ciddi S,  aureus

infeksiyonlarina zemin hazirlayan faktérlerdendir (Winn ve ark., 2006).
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S. aureus, Gram pozitif bakterilere bagh bakteremilerin en sik etkeni olmasinin
yamsira deri ve yumusak doku infeksiyonlari, cerrahi alan infeksiyonlari, pndmoni ve
ampiyem, osteomiyelit ve septik artrit, endokardit gibi ¢ok sayida ciddi infeksiyonlara
da neden olabilmektedir (Ulusoy ve Arda, 2003). Hastane kokenli infeksiyona neden
olan metisilin-direncli S. aureus (HK-MRSA) izolatlar1 siklikla bakteremi, pnomoni ve
yara infeksiyonlarindan elde edilir. Yabanci cisimler, uzamis yatis siiresi ve uzun
dénem antibiyotik kullantmi MRSA kaynakli hastane infeksiyonlar1 igin risk
faktorleridir. Toplum kokenli MRSA (TK-MRSA) izolatlar1 1980°1lerde ortaya ¢ikmistir
ve ABD, Avrupa ve Avustralya’da endemik hale gelmistir. Yakin temas gerektiren spor
dallar1 ile ugrasanlar, askeri personel, IV ilag bagimlilari, hapishane mahkumlari,
Aborjinler, sosyo-ekonomik diizeyi diisiik olanlar TK-MRSA i¢in risk altindaki
gruplardir (Wijaya ve ark., 2006). TK-MRSA izolatlan pB-laktam antibiyotikler
disindaki antibiyotiklere daha duyarli olmalari, genotiplerinin farkli olusu ve farkl
SCCmec tipine ve Panton-Valentine 16kosidini olarak adlandirilan virulans faktoriine
sahip olmalari ile HK-MRSA izolatlarindan ayrilirlar. Septik artrit, bakteremi, toksik
sok sendromu, nekrotizan fasiit, nekrotizan pnémoni, deri ve yumusak doku

infeksiyonlarindan izole edilmislerdir (Carvalho ve ark., 2010).

S. aureus infeksiyonlar1 bakterinin dig ortamdan alinmasiyla ya da daha siklikla
kolonizasyon sonucunda ortaya ¢ikar (Liu, 2009). Biiyiikk &rnek popiilasyonlar ile
yapilan ¢alismalarda toplumdaki MRSA kolonizasyonunun %0.26-9.2 arasinda degistigi
gosterilmisti. MRSA kolonizasyonu aylarca hatta yillarca devam edebilir; deri
biitlinliigiiniin bozulmasi, en az iki viicut bolgesinde kolonizasyon varligi ve
florokinolon kullamm &ykiisii kolonizasyon siiresini artiran risk faktorleridir (Farley,

2008).
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2.2.2. Metisilin Direnci

Penisilinin ortaya ¢ikisina kadar, S. aureus ile infekte hastalarin mortalite oram
yaklasik %80 idi. 1940’larin baglarinda, S. aureus infeksiyonlar penisilinle tedavi
edilmigtir fakat 1942°de 6nce hastanelerde daha sonra toplum iginde ilk direngli
izolatlar ortaya ¢cikmistir (Deurenberg ve ark., 2007). Bu direng, penisilin hidrolize-eden
enzim (penisilinaz) kodlayan bir plazmidin kazanilmasiyla ortaya ¢ikmistir. Epidemik
klonlar, 1950’li wyillarda birbiri ardina penisilin G, streptomisin, kloramfenikol,
oksitetrasiklin ve daha sonra da makrolidlere diren¢ kazanmustir (Giilay, 2008).
1960°tan bu yana, tiim S. aureus izolatlarimin yaklagik %801 penisiline direngli hale
gelmigtir (Deurenberg ve ark., 2007).

1960’11 yillarda penisilin-diren¢li S. aureus infeksiyonlarmin tedavisi icin
oksasilin ve metisilin gibi semisentetik, penisilinaz-direngli penisilinler kullanima
girmistir. Ik MRSA olgulart 1961 yilinda Ingiltere’de bildirilmistir. O zamandan
giintimiize MRSA klonlan tiim diinyada yayilmigtir (Giilay, 2008).

S. aureus’un metisiline diren¢ kazanmasim sagladigi bilinen {i¢ mekanizma
vardir:
1) B-laktamazlarin agir1 tiretimi
ii) normal penisilin-baglayan proteinlerin (PBP’lerin) modifikasyonu
ii1) klinik izolatlarin en sik kullandig1 mekanizma olan mecA olarak adlandirilan
kromozomal bir genin eksprese ettigi yeni bir penisilin-baglayan protein (PBP2a ya da

PBP2’) sentezi (Palavecino, 2007)

PBP2a, B-laktam ajanlara diisiik afinite gostermektedir. Normalde S. aureus
suslarinin sitoplazmik membrana bagh dort tane PBP’i vardir. Bu PBP’ler, B-laktam
ajanlar tarafindan inaktive edilirler, PBP2a ise fonksiyonuna devam eder ve stabil
peptidoglikan yapinin sentezini saglar. f-laktam antibiyotikler duyarli suglarda hiicre
duvarindaki PBP’lere (transpeptidaz ve karboksipeptidaz enzimleri) baglanarak
peptidoglikani saglamlastiracak ¢apraz baglarin olusumunu engeller. Ayrica, otolizinleri
uyararak hiicre Oliimiinii saglar. Ancak metisiline diren¢li suglarda p-laktam
antibiyotikler PBP2a’ya baglanamadig igin, tiim B-laktam ajanlara kars1 direng goriiliir

(Giilay, 2008). Direngli suglarda benzer miktarlarda PBP2A bulunmasina ragmen direng
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diizeyleri degisebilir, PBP2a aracili B-laktam direncini fem (factor essential for the
expression of methicillin resistance) ve aux (auxilliary; yardimer faktor) olarak
adlandirilan diger genetik lokuslar ile otolizinlerin aktivitesi de etkiler (Yiicesoy, 2003;
Giilay, 2008). Ormegin pentaglisin kopriilerinin  olusumundan sorumlu fem

mutasyonlarinda mecA varhgina kargin B-laktam MIK diizeyleri yiikselmez.

S. aureus’da ve diger stafilokoklarda PBP2a, mecd adi verilen bir gen
tarafindan kodlanir (Gtilay, 2008). mecA determinantini eksprese eden S. aureus suslar
MRSA (metisilin-direncli S. aureus) olarak adlandirilir (Winn ve ark., 2006). mecA
geni, SCCmec (staphylococcal cassette chromosome mec) adi verilen 21-67 kb
uzunlugundaki mobil DNA parcalarinda bulunmakta ve bunlarin vasitasiyla
tagmmaktadir. Bu gen metisiline duyarl:i stafilokok suslarinda bulunmaz (Diindar ve

Oztiirk Diindar, 2008; Kilig, 2008).

SCCmec; bakteriyofajlar, transpozonlar, konjugatif transpozonlar ya da integre
plazmidler gibi bilinen diger mobil genetik elementlerden farklhidir. S auwreus’un
virulansi ile iligkili bir gen tagimadiindan patojenite adasindan (PI) farkli olarak,
genomik ada sayilabilir (Hiramatsu ve ark., 2002). Sadece B-laktam veya B-laktam dis1
antibiyotikler i¢in direng geni tagimaktadir. SCCmec elementleri, faj transdiiksiyonu
veya diger genetik transfer sistemleri ile tagmabilmektedir. SCCmec iginde ayrica
insersiyon dizileri ve mecA transkripsiyonunu diizenleyen genler de bulunmaktadir
(Gulay, 2008; Kilig, 2008). SCCmec elementi iki esansiyel gen kompleksinden

olusmustur: mec gen kompleksi ve ccr gen kompleksi.

ccr gen kompleksi; SCCmec gen kaset bolgesinin mobilitesinden yani S.
aureus kromozomundaki spesifik bir bdolgeye integrasyonundan ve bu bﬁlg'eden
ayrilmasindan sorumludur. ccr genlerinden ve gevresindeki fonksiyonu bilinmeyen agik
okuma boélgeleri (ORFler) den olusur. S. aureus ta birbirinden filogenetik olarak farkly
li¢ tane ccr geni (ccrd, ccrB, cerC) tammlanmustir; ccrd ve ccrB’nin 4 allotipi vardir,
ccrC ise tek allotiptir. DNA dizilerindeki benzerlik yeni ccr genlerinin tanimlanmasi
icin %50’nin altinda olmalidir, yeni allotiplerin belirlenmesi i¢inse %50-85 arasinda

olmalidir.
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S. aureus’ta saptanan ccr gen kompleksi tipleri: tip 1 (ccrA1BI)
tip 2 (ccrA2B2)
tip 3 (ccrA3B3)
tip 4 (ccrA4B4)

tip 5 (ccrC)

mec gen kompleksi; mecAd ve diizenleyici genleri ve iligkili insersiyon
dizilerinden olusur. Glinlimiize kadar mec gen kompleksleri ile ilgili 5 temel simif (A-E)

tanimlanmigtir. B-laktam direng fenotipini belirler (Giilay, 2008; IWG-SCC, 2009).

Bu komplekslerin yapilart ve niikleotid dizileri SCCmec tipini tanimlamada
kullantlir. SCCmec elementi mec ve ccr gen komplekslerinin yani sira J bolgeleri
(joining-region) adi1 verilen dizileri de icerir. Bu bolgelerin ek diren¢ determinantlar
tastdigi  samilmaktadir. J  bolgelerindeki varyasyonlar SCCmec  alttiplerinin
tanimlanmasinda kullanilir (Deurenberg ve ark., 2007; Kilig, 2008). Simdiye kadar
sekiz SCCmec tipi (tip I-VIII) belirlenmistir (IWG-SCC, 2009). Temel SCCmec
tiplerinin yam sira IA, II(A-G), III(A ve B), IV(a/b,c,d,E,F,g) gibi birgok varyant da
tarif edilmistir. SCCmec tip 1, tip IV ve tip V sadece B-laktam antibiyotiklere direng
saglar. SCCmec tip II ve tip III ise kaset i¢ine integre olmus plazmidler (pUB110, pI258
ve pT181) ve bir transpozon (Tn554) aracilifiyla ek direng genleri tagidigindan coklu
direngten sorumludurlar (Okuma ve ark., 2002; Deurenberg ve ark., 2007; Kili¢, 2008;
Giilay, 2008). Plazmid pUB110 kanamisin, tobramisin, bleomisin direncinden sorumlu
ant(4’) genini; pI258 penisilin ve agir metal direncini, pT181 tetrasiklin direncini
tagirken, Tn554 ise indiiklenebilir MLSD tipi dirence yol acan ermA genini tagimaktadir.
S. aureus SCCmec disinda kromozomun degisik boliimlerinde ya da plazmidler

izerinde de direng elemanlari icermektedir (Giilay, 2008).
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Tablo 1. S. gureus’ta tammlanan SCCmec tipleri IWG-SCC, 2009)

SCCmec Tip Ccr gen kompleksi mec gen kompleksi
I 1 (A1B1) B
1 2(A2B2) A
I 3 (A3B3) A
v 2(A2B2) B
v 5(C) C2
VI 4 (A4B4) B
VII 5(C) Cl
VII 4 (A4B4) A

Cesitli cografi bolgelerden, klinikk MRSA suslarinin farkli klonlann izole
edilmigtir. Farkli klonal koékenler, farkli zamanlarda ve durumlarda farkli SCCmec
tipleri kazanmuslardir. [lk MRSA susu, SCCmec elementinin bir MSSA (metisilin-
duyarli S. aureus) kromozomuna integre olmasiyla ortaya ¢ikmistir. mec’in kékeninin
bilinmemesine ragmen; SCCmec’in hem koagiilaz-pozitif hem de koagiilaz-negatif
stafilokoklar (KNS) arasinda ge¢is yapabildigi ve mecA-pozitif KNS’lerin yeni MRSA
klonlarimin ortaya ¢ikmasinda potansiyel SCCmec donorleri olabilecedi belirtilmistir

(Hiramatsu ve ark., 2002; Witte ve ark., 2006; Garza-Gonzalez ve ark., 2010).

1961°de Ingiltere’de izole edilen ilk MRSA susu, SCCmec tip I’e sahiptir ve
1960’larda diinya ¢apinda yayilmis eski bir klondur. 1982°de SCCmec tip II’ye sahip bir
klon Japonya’da bulunmustur. Bu New York/Japonya klonu da diinya ¢apinda
yayilmigtir (Deurenberg ve ark., 2007). Bunu, 1985°te Yeni Zelanda’da SCCmec tip 111
bulunduran klonun bulunmasi takip etmistir. SCCmec tip I-IIl hastane kdkenli MRSA
suslarinda bulunur, tip I; 34 kb uzunlugunda qup 1960’larda yaygindir, tip II; 53 kb
uzunlugunda olup Japonya, Kore ve ABD’de yaygindir, tip III; en biiylik (67 kb)
element olup Almanya, Avusturya, Hindistan ve diger Gliney Asya ve Pasifik
bolgelerinde yaygindir. SCCmec tip IV’e sahip MRSA suglar1 1990’larda yayilmistir ve
21. ylizyilin baglarinda SCCmec tip IV’e sahip ilk MRSA susu Avustralya’da
bulunmustur.
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MRSA, diinyadaki nozokomiyal infeksiyonlarin major etkenlerinden biridir.
MRSA’nin diinya ¢apindaki yayilimi genetik 6zellikleri spesifik olan birka¢ klonun
tizerinden ilerlemektedir (Deurenberg ve ark., 2007). Bugiine kadar bes biiyiik
pandemik MRSA klonu bildirilmistir: Iber (ST247-IA), Brezilya (ST239-IIIA), Macar
(ST239-11I), New York/Japonya (ST5-II), pediatrik (ST5-IV) klonlari. Ilk MRSA
izolatlar1 ile bugiinkii MRSA klonlar1 arasindaki iligkinin agiklanmasi igin karsit iki
teori ortaya siiriilmiistiir. Tek-klon teorisine gore biitin MRSA klonlar1 ortak bir ataya
sahiptir ve buna gére SCCmec S. aureus igerisine sadece bir kez almmugtir, multi-klon
teorisine gore ise SCCmec, farkli S. aureus genetik yapilarina birka¢ kez katimustir.
Ikinci teori, yapilan galigmalarla da desteklenmistir (Deurenberg ve ark., 2007); ayni
sekans tipinden olup farkli SCCmec tiplerine sahip olan MRSA izolatlar1 saptanmigtr.
Bu durum goz 6niine alinarak MRSA klonlarimm hem sekans tipini hem de SCCmec

tipini igerecek sekilde isimlendirilmesi 6nerilmektedir (Enright ve ark., 2002).

SCCmec kaset gen tiplendirme sistemi, HK- ve TK-MRSA suslarmn
aynminda bagimsiz bir kriter olarak kullamilmaktadir. HK-MRSA suslari, 34-67 kb
uzunlugunda ii¢ tip SCCmec gen kaseti (I, II ve III) tasimaktadirlar. Iyi tammlanmisg
coklu direngli olmayan TK-MRSA suslari, daha ¢ok tip IV ve V SCCmec kaset gen
tipleri tagimaktadir. Yapilan c¢aligmalar, TK-MRSA susglarinda tespit edilen yeni
SCCmec kaset gen tiplerinin, HK-MRSA suslarindan evrimsel olarak bagimsiz
oldugunu gostermektedir. MLST (multilokus dizi tiplendirme) ve PFGE (pulsed-field
gel electrophoresis) teknikleri ile bolgesel olarak yaygmn olan HK-MRSA suglarimn,
TK-MRSA suslarindan genetik temelde farkli olduklari da ortaya ¢ikmistir (Kilig,
2008).

Toplumda IV ilag bagimlilar, altta yatan ciddi hastalik tablosu olan bireyler,
antimikrobiyal tedavi alanlar ve yakin zamanda hastaneden taburcu olanlarin yer aldif
yiiksek risk gruplart MRSA infeksiyonu igin ilk rapor edilen olgular i¢inde yer alir
(Bannerman ve Peacock, 2007). Sistemik MRSA infeksiyonlarmmin mortalitesinin
yiiksek olmasindan dolay1 metisiline ve diger antibakteriyel ajanlara karsi direng
gelisimi 6nemli bir problemdir. MRSA’nm tiplendirilmesi; infeksiyon kontrol

énlemlerinin alinmasinda kullanilir (Harmsen ve ark., 2003). Hastanelerde epidemik
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MRSA kokenlerinin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasi infeksiyon kontrol &nlemlerinin
Onemini ortaya koymustur. Hedeflenen infeksiyon tedbirleri igin tiplendirme yapmak

sarttir (Strommenger ve ark., 2006)

2.3. Hastane infeksiyonlarinin Kontroliinde Molekiiler Tekniklerin Yeri
Hastane infeksiyonlari, saglik kuruluglarinda ¢nemli morbidite ve mortalite
kaynagidir. Coklu-direng gosteren patojenlerin yol a¢tigi hastane kaynakli infeksiyonlar
giderek artig gostermektedir (Singh ve ark., 2006). Hastane infeksiyonlarimin, direngli
bakterilerin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasi nedeniyle yerel 6nemine ek olarak kiiresel
onemi de vardir. Diinyanin herhangi bir yerindeki bir hastanede ortaya ¢ikan hastane
infeksiyonu etkeni direngli bir bakteri klonunun, global yayilima yol agabildigi
goOsterilmistir  (Acuner, 2008). Nozokomiyal infeksiyonlarin epidemiyolojisinin
belirlenmesi ve akilci kontrol 6nlemlerinin alinmasi i¢in patojenler arasindaki iligkinin
saptanmas1 gereklidir. Epidemiyolojik ¢aligmalarda izolatlarin molekiiler iligkilerinin
belirlenmesinde PFGE, PCR (polimeraz zincir reaksiyonu)-tabanlt ve MLST gibi DNA-

tabanli molekiiler yontemler tercih edilen yontemlerdir (Singh ve ark., 2006).

Bakteriler arasindaki klonal iligkinin ortaya konulmasiyla epidemik izolatlar,
sporadik veya endemik olanlardan ayrilmakta, salginla ilgili suslar belirlenmekte;
salgimin kapsami, kaynak ve rezervuari, spesifik klonlarin farkli merkezler arasindaki
yayilimi hakkinda bilgi edinilebilmektedir. Bu veriler kullanilarak halk saglif
kontroliinde kullanmak {izere ulusal ve uluslararas1 salginlarin veri bankalar:
olusturulabilmekte, herhangi bir yer ve zaman i¢indeki infeksiyonun ozellikleri

tamimlanabilmektedir (Durmaz, 2008).

Bakteri tiplendirme yontemleri infeksiyon hastaliklarimin epidemiyolojik'
surveyansi, salginlarin degerlendirilmesi, infeksiyonlarin seyri, patogenez caligmalar: ve
bakteri genetigi gibi alanlarda faydali bilgiler saglamaktadir. "DNA parmak izi"
olusturmay: hedefleyen molekiiler tiplendirme yontemleriyle, epidemiyolojik olarak
iliskili olan aym tiir i¢indeki izolatlarin genetik olarak da iligkili olup olmadiklar:
aragtirllmaktadir (Durmaz, 2008). Temelde tiplendirmeyle bir salgindan sorumlu

etkenin aym ve tek sus olup olmadi1 sorusuna yanit aranir. Kullanilan yontemlerin
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ayiricl giicliniin oldukga iyi olmas: gerekir. Tiplendirme yontemlerinde olmas: gereken
diger bir 6zellik ise karsilastirilabilirliktir. Molekiiler tiplendirme yontemlerinin bazilari
¢ok degisken bolgeleri inceler, bu yolla yeni olusan, yakin déneme ait farklilasmalar
ortaya konur. Diger yontemler ise daha iyi korunan genleri veya bolgeleri hedefler.
Korunan bélgelerin analizi ile popiilasyon genetigi ve bakteri filogenisi ¢aligilabilir. Ne
kadar ¢ok bolge veya lokusun analizi yapilirsa yontemin ayirici giicti o denli artar

(Bozdogan, 2008).

Konvansiyonel tiplendirme yontemleri, bakteri epidemiyolojisinde halen
tamimlamada kullanilan temel yontemlerdir (Struelens, 1996). Bu yontemlerden bazilari;
antijen farkliligina dayanan serolojik tiplendirme, standart bir faj setine karsi dirence
dayali faj-tiplendirme, hiicrenin metabolik 6zelliklerine gore biyotiplendirme, spesifik
bakteriyosinlerin varlifina bagli bakteriyosin tiplendirme ve antibiyotik direncine gore
tiplendirmedir (Feil ve Enright, 2004). Antibiyogram tiplendirme, nozokomiyal
salginlarin belirlenmesinde uzun yillar kullanilmistir. Bununla birlikte, konvansiyonel
yontemlerin farkli mikroorganizmalara uygulanabilirligi smirhdir ve popiilasyon

genetigi calismalari i¢in duyarlilig: yeterli degildir (Struelens, 1996).

Epidemiyolojik tiplendirmenin ayric1 giicti, mikrobiyal DNA’nin molekiiler
analizinin gergeklestirilmesi ile gelistirilmistir. Konvansiyonel yontemlerin aksine,

DNA analizi hemen her mikroorganizma tiirtine uygulanabilir (Struelens, 1996).

1980°1i yillarin baglarindan itibaren HK-MRSA Hollanda ve Kuzey Avrupa
tilkeleri hari¢ tiim diinyada artis gOstermistir. Bu artis hastanelerde bazi epidemik
klonlarin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasina baghdir. Tiim diinyada bildirilen HK-MRSA
suslar1 4 biiyiik klonal komplekste toplanan 11 klonun tiyesidir. Bu klonlar arasinda

ST239, ST247, ST254, ST22 ve ST45 gibi bazilar kitalararasi yayilim gostermistir.

1990’11 yillarin baglarindan itibaren PFGE ile Smal makrorestriksiyon patern
analizi hem yerel ve uluslararasi epidemik suslarin tanimlanmasim saglamis hem de
farkli S. aureus suslari arasinda genetik ve evrimsel yakinlik bulunabilecegini

gOstermistir. Ancak sugslarin filogenetik iligkilerinin tam olarak anlagilmasi, dizi analizi
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tabanli bir teknik olan MLST analizi ve SCCmec elemanlarimin gruplandiriimas: ile
miimkiin olmustur. MLST, PFGE’den farkli olarak klon icerisindeki alt tipleri ve
farkliliklar1 gostermez. PFGE ise bunlari gésterdigi icin salgm analizinde yararlidir

(Giilay, 2008).

Molekdiiler tiplendirme sistemlerinin gelistirilmesiyle infeksiyon hastaliklarinin
epidemiyolojisinde biiyiik ilerlemeler kaydedilmistir. Ayn1 tiirlin popiilasyonlar: i¢inde
genotipik ve fenotipik ¢esitliligin genis olmasina ragmen ayni bulag zincirinde yer alan
izolatlar klonal olarak iligkilidir, bunun nedeni aym ata hiicreden kéken almalaridir
(Durmaz, 2001; Tang ve Stratton., 2010). Klonal iligkili mikroorganizmalar; ortak
virulans faktorleri, biyokimyasal 6zellikleri ve genetik karakterleri paylagan aym tiiriin
tiyesidirler. Bu bilgiler, hastanelerde ve toplum igerisinde hastahigin yayilmasinm

anlamada ve kontrol altina almada oldukga yararlidir (Durmaz, 2001).

Sus tiplendirme teknolojisinin performansi belirli kriterlerle degerlendirilir:

Ayrnm giicli: Ayirt edilemeyen ya da yakin iligkili suslarin gergekten klonal
olup aymi bulas zincirinde yer alma olasiliklarimi tanmimlar. Tiplendirme sistemlerinin
anahtar 6zelligidir.

Tekrarlanabilirlik: Ayni susun tekrar test edilmesinden sonra aym sonuglari
elde etme kapasitesini tanimlar.

Stabilite: Klonal izolatlarin zaman i¢inde hep ayni tipi gosterebilme olasiligim
ifade eder. Tiplendirme sisteminin klonal iligkiyi belirledigi ve subklonal varyantlari
epidemiyolojik olarak iligkisizdir seklinde yanhs simiflandirmadig: takdirde varyasyon
olsa dahi stabiliteden s6z edilebilir.

Tiplendirilebilirlik: Molekiller bir tiplendirme sistemi ile genotipi
belirlenebilen izolatlarin oranidir. |

Epidemiyolojik Uyum: Tiplendirme sisteminin iyi tanimlanmis bir salgina ait
epidemiyolojik olarak iligkili olan tiim izolatlar1 aym klon i¢inde smiflandirma

kapasitesidir
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Bu kriterlerin yaninda uygulama kolayligi, sonuglarm yorumlanabilirligi,
maliyet ve ekipmann uygunlugu da tiplendirme sistemleri i¢in sorgulanmasi gereken
noktalardir. Ayrica salgmn yonetimi ile ilgili kararlar alimrken yarar saglamasi i¢in
olabildigince hizli sonug¢ alinabilmelidir. Bu sartlarin hepsini birden saglayan optimal
bir tiplendirme sistemi olmadigindan sistemlerin kombine kullanmimi gereklidir

(Struelens, 1998).

2.3.1. Molekiiler tipleme galigsmalarinda kullanilan bazi terimler

Epidemiyolojik tiplendirme sistemi: Epidemiyolojik belirtecler olarak
adlandirilan fenotipik ya da genotipik Ozelliklere dayali olarak, aym mikroorganizma
tiirline veya taksonuna dahil olan epidemiyolojik olarak iliskisiz izolatlarm ayrimim
saglayan, aym salgindan ya da bulag zincirinden elde edilen ve tek bir ortak atadan
gelen izolatlarin yakin iligkisini saptayan sistemdir.

fzolat: Bir izolasyon plagindaki tek bir koloniden iireyen ve tiir seviyesine
kadar identifikasyonu yapilmig saf kiiltiir popiilasyonudur.

Sus: Aym tiiriin diger izolatlarindan farkli fenotipik ve/veya genotipik
ozellikler sergileyen izolat ya da izolatlar grubudur.

Salgin susu: Ayni tiiriin hem epidemiyolojik hem de genetik olarak iligkili
olan izolatlaridir. Ortak fenotip ve genotipe sahip olduklart ve belirli bir zaman
diliminde izole edildikleri i¢in, bu izolatlarin klonal olarak iligkili oldugu varsayilir.

Referans sus: {leri calismalar i¢in saklanan, iyi tanimlanmig olan sugtur.

Tip: Belirli bir tiplendirme sistemine gore bir susun sergiledigi spesifik bir
ozellik ya da 6zelliklerdir.

Klon: Ortak bir atadan gelen, genetik olarak aym bir veya daha fazla
organizmadir.
| Epidemiyolojik olarak iligkili izolatlar: Belli bir bélgeden ya da belli bir
zaman diliminde hastalardan, kullanilan egyalardan veya ¢evreden toplanan 6rneklerin
kiltiirinden elde edilen ve ortak bir kaynaktan geldikleri dusiiniilen izolatlardir

(Struelens, 1996; Durmaz, 2001).
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2.4. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizinde dort ana basamak vardir:
Genellikle DNA amplifikasyonunu da i¢ine alan niikleik asit izolasyonu
DNA sentezi ve niikleik asit hedefinin igaretlenmesi

Isaretlenmis hedeflerin elektroforetik olarak ayrilmasi

o

Elektroforezden elde edilen bilginin anlamli DNA dizi bilgisine donistiiriilmesi

(Alcorn ve Anderson, 2006)

Niikleik asit izolasyonu; izolasyon yo6nteminin se¢imi, hedef molekiiliin
yapisina baghdir. Niikleik asit hedefleri arasinda RNA veya DNA, plazmidler ya da
PCR iirtinleri bulunabilir. Bu hedefler, tanisal dizi analizinden 6nce PCR ile in vitro
olarak g¢ogaltilirlar. (Sanger ve ark., 1977; Mitchell ve Merril, 1989; Manoni ve ark.,
1992)

isaretleme Stratejileri ve DNA Dizi Analizi; 1977 yilinda Allan MAXAM-
Walter GILBERT ve Frederick SANGER tarafindan iki farkli DNA dizi analizi yontemi
bulunmustur (Sambrook ve ark., 1989).

I- Maxam ve Gilbert’in kimyasal kirilma yontemi: Hidrazin, dimetil stlfat ya da
formik asitin DNA’da bulunan bazlar1 6zgiil olarak degistirmesine ve daha sonra
eklenen piperidinin degisiklige ugramus niikleotitlerin bulundugu noktalardan zinciri
kirmasina dayanir (Maxam ve Gilbert, 1977; Sambrook ve ark., 1989).

II- Sanger-Coulson’un zincir sonlanma yontemi: Enzimatik DNA sentezine dayanur,
giintiimiizde en yaygin kullanilan dizi analizi teknigidir. Bu yontemde dizisi saptanacak
olan DNA zinciri yeni sentezlenecek zincir i¢in kalip olarak kullanilir, tek veya ¢ok
sayida oligoniikleotid primer ve denatiire edilmis bir hedef dizi (genellikle bir PCR
amplikonu) ile in vitro olarak DNA sentezi gergeklestirilir. DNA polimeraz, dNTP’lerin
(deoksiribonﬁkleozit trifosfat) yamisira deoksiribozun 3’pozisyonunda OH grubu
tasimayan ddNTP’leri (dideoksiriboniikleozit trifosfat) de kullanabilir. Sentezlenen
DNA’ya bir ddNTP’nin katilmas1 3’ pozisyonunda OH grubu olmadig: i¢in sentezi
durdurur. Boylelikle PCR amplifikasyonu sirasinda ortama dideoksi niikleotid zincir
sonlandiricilarinin  eklenmesi ile niikleik asit amplifikasyonu tamamlanmadan
sonlandirihir (Sanger ve ark., 1977; Mitchell ve Merril, 1989; Manoni ve ark., 1992;
Klug ve Cummings, 2000).
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DNA Fragmentlerinin Ayrilmas: ve Sinyal Belirlenmesi; Kalip jeller veya
kapillerler kullanilarak DNA dizisinin belirlenmesinden sonra elde edilen DNA
pargalarina elektroforez uygulanarak jel tizerinde yan yana yiiriitiilir. Uygulanan
elektriksel alanin etkisi ile DNA pargaciklari en kisast en 6nde olmak {iizere jel tizerinde
bir merdiven goriintiisii olusturur (Prober ve ark., 1987; Klug ve Cummings, 2000).
Elektroforezle zaman bagimli elektroforetik izler olusturularak DNA fragmentlerinin
gbeii belirlenir. Fragment biiyiikliigli ve isaretleme kimyas: ile belirlenen 3’ ucunun
kimligine gore, elektroforetik izler anlamli DNA dizi bilgisine déniistiiriiliir (Prober ve
ark., 1987). Poliakrilamid jeller her iki teknik i¢in de kullanilir ve yliksek ayirim gliciine
sahiptir. DNA dizi analizi reaksiyonu sonucu elde edilen fragmentler jel tizerinde
giimiis boyama, radyoaktif veya floresan boyalarla isaretlenerek tespit edilebilir

(Sambrook ve ark., 1989).

Otomatik DNA cihazlarmin gelismesi ile poliakrilamid jellerin yerini
polikarbon bilesikleri olan polimerler almistir. Bu polimerler yogunluklarina gére farkh
ayrim giiciine sahiptirler. Otomatik analizde de Sanger’in enzimatik DNA sentezine
dayanan zincir sonlanma yontemi kullanilmigtir. Otomatik DNA dizi analiz cihazlarn
basit olarak, sabit bilgisayarda yiiklii programlar ile bu programlarin yo6nettigi
elektroforez sistemini igerir. Elektroforetik tinitelerde bulunan lazer isik kaynag ile
monokromatik bir 1s1k olusturulur. DNA’nin bulundugu jelmatriks bu monokromatik
1s1k ile taramir. DNA’ya baglanan floresan boya 1sik ile taranan bolgeye geldiginde
uyarilir. Uyarilan boya kendi igin karakteristik olan dalga boyunda 15181 geri yansitir.
Yansiyan bu 1sik demeti bir detektor tarafindan kaydedilir. Kaydedilen veriler bilgisayar
programlari ile degerlendirilerek sonuglar grafiksel ya da matematiksel olarak bilgisayar
ekranina aktarihir (Sambrook ve ark., 1989). Dizi verisinin kalitesini ve
degerlendirilmesini etkileyen c¢esitli | degiskenler arasinda, elde edilen piklerin
yiiksekligi, genisligi ve pikler arasi uzaklik yer almaktadir. Piklerin yiiksekligi,
belirlenebilen sinyal yogunlugu ile; pik genisligi, her bir sinyalin birbirine gore dagilinu
ile; pikler arasi uzaklik ise, farkli fragmentlerin ¢oziintirligt ile iliskilidir. Cesitli
floresan boyalar ve lazer okuma teknolojileri sayesinde dort niikleotidin de aymi anda

belirlenmesi miimkiindiir.
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Bugiin en sik kullanilan yaklagim olan Sanger DNA dizi analizi ile olusturulan
fragmentlerin biiytikligii, birbirinden sadece bir baz ile farklilik gdsterir, bu nedenle
giivenli veri elde edebilmek i¢in yiiksek ¢oziiniirliikte ayirma stratejilerinin kullanilmasi

gerekir (Prober ve ark., 1987).

Kapiller Elektroforez: Kapiller elektroforezin avantajlarn, kalip jel
hazirlanmasinin gerekmemesi, otomatik Ornek yiikleme ve uygulama kolayligidir.
Kapiller cihazlar, ileri diizeyde otomasyon sagladigindan laboratuvarda igyiikii azalir.
Otomatik DNA dizi analizi cihazlari, tagidiklar1 ¢ok sayida kapiller sayesinde yiiksek
kapasiteli kalip jel dizi analizi cihazlarindan daha yiiksek kapasitede ¢alisabilmekte ve
daha kisa siirede daha fazla 6rnegi isleyebilmektedir. Ornekler kapillerlerden yatay
akim kiivetine ilerler, burada lazer 6rnek akigini aydinlatir. Cok sayida kapiller, tek bir
lazerle aydinlatilabilecek sekilde lineer diziler seklinde diizenlenmistir. Daha sonra lens
ile her bir floresan emisyon sinyali toplanir (Hanning ve ark., 2000; Dovichi ve Zhang,
2001).

Dizi Verilerinin Degerlendirilmesi: Elektroforetik goriintiintin anlamli DNA
dizi verisine doéniistiiriilmesi i¢in bilgisayar destekli algoritmalar, manuel islem ve dizi
derlemesi gereklidir. Manuel islem ve dizi derlemesi, son dizi verisini isleme, belli
pozisyonlardaki niikleotid karigimlarimi belirleme ve baz karisikliklarii ¢dzmeyi
icermektedir. Elde edilen dizi verisinin kalitesinin degerlendirilebilmesi i¢in son dizi

verisinin manuel olarak degerlendirilmesi énerilmektedir (Alcorn ve Anderson, 2006).
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2.4.1. Multilokus Dizi Tiplendirme (MLST)

Tiplendirme sistemleri, bir bakteriyel tiir icinde bulunan ¢ok sayidaki genotipi
ortaya koyabilme yetenegine sahip olmalidir (Hanage ve ark., 2006). MRSA suslarinin
tiplendirilmesinde altin standart PFGE olmasma ragmen DNA dizilerine dayah
yontemler daha sik kullamlmaya baglanmistir bunun nedeni dizi verilerinin
laboratuvarlar arasinda internet yoluyla transfer edilebilmesi ve karsilastirilabilir
olmasidir. MLST, esansiyel proteinleri kodlayan korunmus genlerin analizine dayanan
bir yontemdir. MLST ilk olarak Neisseria meningitidis igin gelistirilmigtir, 2000 yilinda
basarili bir sekilde S. aureus’a uyarlanmigtir. arcC, carbamate kinase; aroE, shikimate
dehydrogenase; glp, glycerol kinase; gmk, guanylate kinase; pfa, phosphate
acetyltransferase; tpi, triosephosphate isomerase ve ygil, acetyl coenzyme A
acetyltransferase genlerinin internal fragmentleri (~450 bp) PCR ile amplifiye edilir ve
sekanslanir. Bu genlerin segilmesinin sebebi, ¢ok sayida alellerinin olmasi ve S. aureus
popiilasyonunun genetik ¢esitliligini tanimlamada yeterli ¢oziintirligii saglamalaridir.
Ancak; MLST vyiiksek maliyet ve fazla isgiicii gerektirdiginden MRSA’nin rutin
surveyansi i¢in uygun degildir (Harmsen ve ark., 2003; Strommenger ve ark., 2006;
Saunders ve Holmes, 2007). PFGE, cesitli bakteri tiirlerine uygulanabilmesi nedeniyle
stk kullamlan bir yontemdir, ancak bazi1 kisitlamalar1 bulunmaktadir. Laboratuvarlar
arast DNA fragment paternlerinin kargilagtirilmast zor olabilmektedir. Global
epidemiyoloji acisindan, genetik degisimin yavag gelistigi ve segici notr oldugu
esansiyel metabolik fonksiyonlari kodlayan genler olan "housekeeping" genlerdeki dizi
degisimleri idealdir (Hanage ve ark., 2006). Bant tabanli tiplendirme ydntemleriyle
karsilastirildiginda genomik polimorfizmlerin sekans ile analizinin 6nemli bir avantaji,

sonuglarin net bir sekilde yorumlanabilmesi ve taginabilmesidir (Witte ve ark., 2006).

Multilokus enzim elektroforezi (MLEE), mikroorganizmalarin biyoﬁplerim'n
incelenmesine ¢ok degerli goriisler saglamig olan bir tiplendirme yontemidir (Selander
ve ark., 1986). Ancak faydalari; laboratuvarlar arasi sonuglarm kargilagtirilma zorlugu
ve elde edilen verilerin popiilasyon genetik analizleri i¢in uygun olmamasi, bu yiizden
genetik degisimlerin ¢cogunun indekslenememesi nedeni ile kisithdir ve epidemiyolojide

genis kullanim olanagi yoktur. Ayrica "housekeeping” genlerdeki degisimlerin indirekt
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olarak indekslenmesi otomatize DNA dizi cihazlarmin artmasi nedeniyle gereksizdir

(Maiden ve ark., 1998; Witte ve ark., 2006).

MLST, bakterilerin epidemiyolojik analizinde kullanilan MLEE y6nteminden
gelistirilmigtir. MLEE, protein ekstraksiyonundan sonra, elektroforeze tabi tutulan
enzimlerin substratlart aracilifiyla jel {izerinde goriiniir hale gelmeleri ve verdikleri
profillere gore alellerinin belirlenmesi esasina dayanir. Olugsan bir mutasyona bagh
amino asit degisikligi enzimin elektroforetik profilinde degisiklife yol agacagindan
farkli bir alel olarak tamimlanmir. Elektroforez profilleri birgok enzim igin
degerlendirildiginde tiim enzimler icin aym profili veren suslar aym elektroforetipe
(ET) sahip olurken farkl: alelik yap1 farkli ET’yi yani farkli bir klonu gésterir. Ancak
tiim mutasyonlarin amino asit degisikligi yapmamasi ve olugan tiim amino asit
farklibiklarmin ~ elektroforetik  degisiklife yol agmamasi MLEE  yontemini
smirlandirmaktadir (Bozdogan, 2008).

MLST, cok sayidaki "housekeeping" lokustaki genetik varyasyonlari, gen
iirtinlerinin elektroforetik hareketlerinden ziyade niikleotid dizileri ile ortaya koyar
(Maiden ve ark., 1998). Secici nétral oldugu diisiiniilen yedi "housekeeping" genin 450-
500 bp uzunlugundaki i¢ fragmentlerinin DNA dizileri belirlenmistir. Her gen
fragmentindeki her farkli dizi farkl: bir alel numarasi ile numaralandirilir ve her izolat
yedi genin alelleri ile alelik profil veya sekans tipi (ST) olarak tammlamir. PCR ile
cogaltilip her iki yonde sekanslanarak elde edilen sekans sonuglar1 veritabanindaki
alellerle karsilastirilir (Witte ve ark., 2006; Deurenberg ve ark., 2007). MLEEden farkli
olarak alel tipleri degismezdir ve laboratuvarlar arasi tasinabilir. DNA dizi analizi, bir
lokustaki her tiirli degisimi gosterir ve MLST yoOnteminde her lokusta MLEE
yonteminden daha fazla Saylda alel elde edilir. Aleller tek bir niikleotid veya ¢ok sayida
niikleotid farkliliklari ile farkli kabul edilir. Bir¢ok bakteri tiirti, her lokustaki alellerde
cok sayida degisim icermektedir ve bu 7 lokus ile milyonlarca muhtemel alelik profiller
ayurt edilebilir (Maiden ve ark., 1998; Enright ve Spratt, 1999; Spratt, 1999). Ayn: alelik
profile sahip iki izolat ¢cok yakin iligkili kabul edilir, aym1 klona dahil edilir. Benzer
alelik profile sahip izolatlar ortak bir atadan gelen minér degigim g&stermis, ayn1 klonal

komplekse dahil izolatlar olarak degerlendirilir. Iliskisiz iki izolatin sans eseri aym
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alelik profile sahip olmasi ¢ok disiiktiir. MLST bu nedenle yiiksek oranda ayiricidir
(Hanage ve ark., 2006). Verilerin degismez olmasi internetin suslarin tiplendirilmesinde
kullaniminmi saglamaktadir (Spratt, 1999). Farkli bolgelerdeki arastiricilar merkezi veri
tabam olarak kullanilan MLST web sitesine (http://www.mlst.net) girerek sonuglarini
karsilastirabilirler (Maiden ve ark., 1998). MLST semalari, Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus pyogenes, Campylobacter jejuni, S. aureus, Burkholderia pseudomallei,
Haemophilus influenzae, Streptococcus agalactiae, Escherichia coli ve Helicobacter

pylori icin gelistirilmistir (Hanage ve ark., 2006).
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Sekil 2. MLST prosediiriiniin sematik sunumu (Singh ve ark., 2006)

MLST verilerini gosteren (BURST [Based upon related sequence types]) Ed
Feil tarafindan planlanan klonal kompleksleri, atasal genotipleri ve gelisimsel paternleri
iceren bir algoritma bulunmaktadir. Algoritma ilk olarak MLST verisi iizerinde izolat
gruplarin1 aymi atadan gelen iligkili genotipler (klonal kompleks) ile diizenleyerek her
klonal kompleksin varsayilan atasini saptamaya yonelir. BURST, alelik profilleri en az
5 ortak aleli olan klonal komplekslere ayirir. Yontem farkli klonal kompleksler
arasmdaki iligkiyi géstermez, ¢iinkii bu birgok bakteri tiirli i¢in anlamsizdir. Iligkili
izolatlar grubu bir veri setinde grup i¢inde en az bir baska izolatla secilen benzerlik
seviyesinde iliskili izolatlar olarak tanimlanir. Varsayilan benzerlik degeri, yedi lokus
icinden alt1 veya daha fazlasinda eg dizilerin (alellerin) varligidir ancak grup tanimi igin
yedi lokusta ortak bes veya daha fazla alel yeterlidir. Ortak beg veya daha fazla alel ile
tanmimlanan grup bazi ortak atadan gelmeyenleri de igerir ve biiyiik veri setlerinde ¢ok
biiylik gruplar ortaya ¢ikmig olur. Bir dizi tipindeki yedi lokustan bir lokus farki olan
izolatlar "single locus variant" (SLV) olarak, iki lokus farki olanlar "double locus
variant" (DLV) olarak adlandirilir. Bir klonal kompleks igindeki en fazla SLV’ye sahip
olan dizi tipi (ST), atasal genotiptir (Hanage ve ark., 2006). Atasal genotipin sahip
oldugu, artmig kolonizasyon potansiyeli veya antibiyotik direnci gibi baz1 6zellikler bu

klonun baskin olmasinda etkilidir. Zaman icinde ortaya c¢ikan mutasyonlar ve



27

rekombinasyon olaylar1 sonucunda atasal genotipte ¢esitlilik meydana gelir (Saunders
ve Holmes, 2007). BURST bu ST’yi tammlar ve klonal kompleksteki diger izolatlarin
ondan koken aldigim farz eder ve sonuglari boga goézii diyagramu ile gosterir; SLV’ler
atasal genotipin gevresinde es merkezli olarak dizilmis sekilde, DLV ler bir dis halkada
gosterilir. Tipik olarak atasal genotip olarak tanimlanan ST aym zamanda klonal
kompleks igerisinde en sik rastlanan ST’dir. Atasal ST’nin SLV ve DLV’si olmayan,
ancak klonal kompleks icindeki diger izolatlarin SLV ve DLV’si olan ST’ler uydu
olarak adlandirihirlar ve BURST diyagramina, en benzer ST’ler ile baglanirlar (Hanage
ve ark., 2006; Witte ve ark., 2006).

2.4.2. spa Tiplendirme

Tek lokus dizi tiplendirme (SLST) yontemleri arasinda en umut verici olam
stafilokokal protein A (spa) geninin, tekrar bolgelerindeki dizi polimorfizmine gore
yapilan tiplendirmedir. Protein A geninin X bglgesi; nokta mutasyonlar, delesyonlar,
duplikasyonlar ve insersiyonlara bagl olarak yogun polimorfizm gdsteren tekrarlardan
olusur. spa geninin polimorfik X bolgesindeki tekrarlar hem tekrar sayisi hem de dizi
acisindan farkli oldugu igin tiplendirme amaciyla kullanilmakta ve klonal soylar
saptama ve tekrarlanabilirlik agisindan MLST’ye esdeger sonuglar vermektedir
(Strommenger ve ark., 2006; Singh ve ark., 2006; Giilay, 2008). Bu, polimorfik X
bolgesi, temelde 24 bp uzunlugundaki tekrarlardan olusmustur ve ¢esitliligi biiyiik
Olgiide tekrar bolgelerinin delesyonlart ve duplikasyonlarindan nadiren de nokta
mutasyonlardan ileri gelmektedir. Farkl tekrarlar alfanumerik karakterlerle gésterilir ve
tekrarlarin sirasina gore spa tipleri belirlenir. MRSA izolatlarinin spa tiplendirme ve
diger tiplendirme teknikleri ile yapilan klonal gruplamalari uyumlu bulunmustur.
MLST’ye gore asil avantaji basitligidir; sadece tek bir lokus sekanslanir. MLST, S.
aureus tiirlerinin 6nemli klonal gruplarm ayirt eder ancak ayirict giicii, yerel salgmlaﬁn
epidemiyolojik arastirmalarinda klonal bir grup igerisindeki suslar ayirt etmede yeterli
degildir. spa tiplendirmenin ayirict giici PFGE ve MLST arasindadir (Deurenberg ve
ark., 2007). MLST ve spa tiplendirme ile belirlenen klonal gruplar arasinda iyi bir
korelasyon vardir. Bir sekans tipindeki spa geninin tekrar sayisi bazen spa tiplendirme
ile MLST den daha iyi ¢oziiniirlilkk saglayacak derecede cesitlidir. Yine de PFGE nin
aymricr giictinlin spa tiplendirme ve MLST’den iistiin oldugu goriisii hakimdir. S.
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aureus’ta nokta mutasyonlar rekombinasyonlardan daha sik goriildiigiinden ve diinya
capinda dolasan az sayidda MRSA klonal grubu oldugundan coa (koagiilaz) geninin ve
spa geninin tekrar boélgelerinin sekanslanmasiyla tek lokus DNA analizi MRSA’ nin
tiplendirilmesinde giivenle kullanilabilir. MRSA’nin izl tiplendirilmesinde spa
tiplendirmenin daha ¢ok kullanilmasinin sebebi coa tiplendirmeden daha iyi ¢oziiniirliik
sunmasidir (Harmsen ve ark., 2003). MRSA’nin hem molekiiler evrimi hem de hastane
salgmlar1 spa tiplendirme ile aragtirilabilir. spa dizilerinin analizi i¢in Ridom StaphType
software version 1.3 (Ridom GmbH, Wiirzburg, Germany) yazilimi kullamlmaktadir.
spa tiplendirme verileri infeksiyon kontroline ve MRSA’nin endemik oldugu
bolgelerde MRSA salginlarinin  otomatik olarak saptanmasi i¢in erken-uyar
algoritmalar: gelistirilmesine olanak verir. Tekrar dizilerine dayali grup algoritmasinin
(BURP [Based upon related patterns]), StaphType yazilimina uygulanmasi ile spa
tiplendirme verilerine (spa klonal kompleksleri) dayali grup analizi gergeklestirilir

(Witte ve ark., 2006; Deurenberg ve ark., 2007).

Sekil 3. Protein A geninin haritas1 (Shopsin ve ark., 1999)
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2.5. PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis)

DNA, nétral pH’da negatif yiiklii olup elektroforetik bir alandaki gogi
molekiiler agirligima baghdir. 50 kb’dan kiiclik molekiiller bir agaroz matriksinde
elektrik akimina tutuldugunda biiyiikliikleriyle ters orantili olarak hareket ederler;
buyiik DNA parcalart daha yavas g6¢ eder. Ancak 50 kb’dan biiyiik molekiiller,
agirliktan bagimsiz olarak hareket ederler. Bakteri kromozomlar1 birka¢ mega baz ¢ifti
biiytikltigiinde oldugu i¢in mikrobiyal analizde konvansiyonel elektroforez

kullanilamaz.

Mikroorganizmalarin kromozomal DNA’larinin birbirini izleyen iki elektrik
alanina tabi tutularak biiylik DNA pargalarinin (40-2000 kb) agaroz jelde ayrilmalarini
saglayan yontem 1984’de Schwartz ve Cantor tarafindan tanitilmigtir. Daha sonra belirli
araliklarla akimin yont degistirilerek cesitli alternatif elektroforetik konfigiirasyonlar

gelistirilmistir (Tang ve Stratton., 2010).

Kromozomal restriksiyon fragment analizi, kromozomlarin statik olmayip
nokta mutasyonlara ugramasina ve niikleotid dizisinde degisiklikler olmasina dayanir.
Niikleotid dizisindeki degisiklikler; fragmentlerin, agaroz jel tizerinde ayristirilmasiyla
kromozomal DNA’nin restriksiyon endoniikleaz paternlerinde goriiliir (Isenberg, 2007).
PFGE, Schwarz ve Cantor tarafindan gelistirilmis bir yontem olup kromozom boyunca
birka¢ bolgeyi taniyan restriksiyon enzimleriyle bakteriyel DNA’nin kesimini saglar
(Trindade ve ark., 2003). PFGE icin DNA biitiin olarak gerekli oldugundan DNA
izolasyonu sirasinda 6zel dikkat gerekir. Ekstraksiyon sirasinda DNA molekiillerinin
kirilma riskini engellemek i¢in her 6rnek low melting point agaroz igine gémiiliir, bu
sayede hem DNA korunur hem de hiicre duvar lizisi ve hiicre proteinlerinin enzimatik
sindirimi icin gerekli c¢ozeltilerin  serbestce bge(;i;;i saglanir. Agaroza gOmilil
mikroorganizmalarin in situ lizisi ile kromozomal DNA elde edilir, agaroz i¢erisindeki
DNA restriksiyon enzimleri ile kesilir. Ortaya ¢ikan biiyiik DNA pargalar1 (10-800 kb)
elektrik alaninlarimin degisimiyle uygulanan PFGE’ye tabi tutulur. Boylelikle, total
genomik DNA farkli elektroforetik mobiliteye sahip belirli sayida restriksiyon
fragmentlerine ayristirilmis olur (Trindade ve ark., 2003; Isenberg, 2007).
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Geleneksel agaroz jel elektroforezinde, 40-50 kb’dan biiyiik DNA
molekiillerinin géc¢ti yeterli olmaz. DNA’nin ayrigtigi elektrik alaninin yoniiniin jel
boyunca periyodik olarak degistirilmesiyle, PFGE 1000 kbp’in iizerindeki DNA
molekiillerinin ayrigmasimi saglar. Bir salgin susunu temsil eden PFGE izolatlar
birbirinin aymdir ve epidemiyolojik olarak iligskisiz suslardan tamamen farklidir, bu
durumda salgim belirlemek kolaydir. PFGE ve diger tiplendirme metodlar ile yapilan
calismalar gostermistir ki, iyi tammlanmig birka¢ aylik bir salgin siirecinde dahi DNA
insersiyonu ve delesyonu ya da yeni bir restriksiyon endoniikleaz bdlgesi olusturan tek
bir genetik olay ortaya ¢ikabilir. Nokta mutasyonlar ya da insersiyon ve delesyonlar gibi
rastgele genetik olaylar, salgin sirasinda elde edilen restriksiyon profilini degistirebilir.

(Trindade ve ark., 2003; Singh ve ark., 2006)

PFGE sonucunda elde edilen bant sayisinin nispeten az olmasma karsin
ozellikle laboratuvarlar arasi ¢aligmalarda sonuglarin yorumlanmasinda sorunlar vardir.
Elektroforez kosullarmdaki kiigiik farklar dahi her bantin jel iizerinde katettigi mesafeyi
degistirdiginden farkli jel goriintiilerinin karsilagtirilmasi komplike hale gelir. Buna
ragmen PFGE, salginlarin belirlenmesinde kullamilan 6nemli bir tekniktir;
tekrarlanabilirlifi ve ayurt ediciligi en iyi olan tiplendirme yontemlerinden biridir,
salginlar ve hastaneler arasi gecislerin aragtirilmasinda sik¢a kullanilir (Trindade ve
ark., 2003; Singh ve ark., 2006; Deurenberg ve ark., 2007). Yiiksek ayiric1 giiciinden
dolayi, MRSA tiplendirmede halen altin standarttir, endemik ve epidemik MRSA
suslarmin epidemiyolojisinin anlagilmasinda yogun olarak kullamilir (Trindade ve ark.,
2003). MRSA’nin PFGE tiplendirmesinde; saflagtirilmig kromozomal DNA restriksiyon
enzimi Smal ile kesilir ve agaroz jel elektroforeze tabi tutulur. PFGE paternleri, Dice
katsayis1 ve UPGMA ile Tenover kriterlerine gore analiz edilir (Deurenberg ve ark.,

2007).
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2.5.1. Tenover Kriterleri, modifiye Tenover ve ESGEM Kriterleri
Tenover ve ark., suslar arasindaki genetik iligkinin saptanmasi igin jel
tizerindeki bant farki sayismma bakarak standardize yorumlama kriterleri ileri

stirmiislerdir. Bu kriterlere gore:

e Aym PFGE profiline sahip izolatlar; ayirt edilemez.

e 1-3 bant farkina sahip izelatlar; yakun iligkili olup tek bir genetik
degisikligi yansitir.

e 4-6 bant farkina sahip izolatlar; muhtemel iligkili olup birbirinden
bagims:z iki genetik olaymn sonucudur.

e 6 veya daha fazla bant farkina sahip izolatlar; iliskisiz olup ii¢ ya da daha
fazla genetik degisikligin sonucudur (Tang ve Stratton., 2010).

Aralarinda 3 banta kadar fark olan izolatlar aym susun epidemiyolojik olarak
iligkili alt tiplerini temsil edebilir; bunun aksine aralarinda 3 banttan fazla fark olan
izolatlar daha belirsiz bir epidemiyolojik iliski sergiler. Bu kriterler, genetik ¢esitliligin
smurlt oldugu 1-3 ay gibi kisa zaman araliginda toplanan az sayidaki izolatlarin analizi
icin uygundur; bir yildan daha uzun siirede toplanan biiyiik koleksiyonlar igin uygun
degildir (Trindade ve ark., 2003; Singh ve ark., 2006).

Modifiye Tenover Kriterleri

Goering, Tenover olgiitlerini 1998’de kuramsal olarak modifiye ederek tek
genetik olguyla (GE) olusabilecek bant farkiin 0-4 arasinda degisebilecegini
gostermistir. Bu durumda epidemiyolojik iligkiye karar vermek igin kullanilan

oOlgiitlerde degisiklik olmustur. Goering’ e gére modifiye kriterler:

¢ 0 GE; 0 bant farki=6zdes =Epidemiyolojik Iligkili (El)= “Ayirt edilemedi”

e 1 GE ; 0-4 bant fark olasihg = yakin E.I.

e 2 GE ; 0-8 bant farki olasih@ = olasi yakmn E.I.

e 3 GE ; 0-12 bant fark: olasthin = E. Iliskisiz = “Farkli” (Goering, 1998;
Acuner, 2008)
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ESGEM Kriterleri

Epidemiyolojik iligkinin belirlenmesi i¢in uygulamada dogrudan dogruya

Tenover kriterleri degil, yazilimlar aracilifiyla ve gesitli benzerlik indeksleriyle elde

edilen verilerle olusturulan benzerlik matriksleri ve buna dayali UPGMA

dendrogramlar1 ve karar esikleri kullamlmaktadir. ESGEM, 2007°de yaymladig:

kilavuzda bu karmagikligin giderilmesi i¢in

En az 2 GE varhgm gostermesi nedeniyle > 5 bant dl¢iitiinii kesim degeri
olarak onermistir.

Buna gire, 1-4 bant farkhhg “aym tipin alt-tipleri” olarak
yorumlanmaktadir.

Ek olarak, eger diger epidemiyolojik verilerle destekleniyorsa >5 bant
farkimn da “benzerlik kiimeleri” olarak degerlendirilebilecegi
belirtilmigtir.

Ancak, bu éneri, 1-4 bant arahginda kalan, > 2GE olasihklarm dikkate
almamaktadir (van Belkum ve ark., 2007; Acuner, 2008).

Tablo 2. PFGE ve PCR-tabanl tiplendirme yéntemlerinin prosediir 6zelliklerinin kargilastiriimasi (Tang
ve Stratton., 2010)

Prosediiriin 6zelligi PFGE Amplifikasyon ile tiplendirme
(RAPD, rep-PCR, MLST)

Genomik bolge Tiim kromozom Kromozomda segili bélge

Ornek hazirlanmas1 ~ Hiicreler agaroza gomiiliir DNA ekstraksiyonu

Fragment eldesi Restriksiyon endoniikleaz DNA polimeraz amplifikasyonu
kesimi

Elektroforez Pulslu alan Homojen

Fragment biiyiikliigii 50-2000 kb <10 kb

Siire 3-4 giin 2-3 giin

(RAPD: Random amplified polymorphic DNA, rep-PCR: Repetitive element palindromic PCR)
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3. GEREG VE YONTEM

S. aureus izolatlarinin ve iligkili klinik verilerin toplanmasi:

OMU-SUVAM TPL Bakteriyoloji Subdisiplin Laboratuvarina gdnderilen
cesitli klinik Orneklerden Aralik 2006-Subat 2007 tarihleri arasinda izole edilen S.
aureus izolatlarindan, 30 giin i¢inde iireyen ve antibiyotik duyarlilik fenotipinde iki ve
daha az degisiklik gosteren izolatlar elenerek; MRSA izolatlarinin tamam (n=48) ve
hastanemiz infeksiyon kontrol komitesi (IKK) tarafindan hastane infeksiyonu etkeni
olarak kabul edilen MSSA izolatlar1 (»=7) ¢alismaya dahil edildi. Caligmaya dahil
edilen MRSA izolatlanmn 30’u IKK tarafindan hastane infeksiyonu etkeni olarak

onaylandi.

3.1. S. aureus izolatlarinin Tanimlanmasi

Laboratuvara gonderilen biitiin klinik ornekler, %5 koyun kanli agara ekildi.
37°C’de 18-24 saatlik inkiibasyon sonunda koloni morfolojileri ve Gram boyama ile
mikroskobik morfolojileri incelendi. Kanli agarda S tipi diizglin koloniler yapan, Gram
pozitif morfolojisinde boyanan, katalaz ve koagiilaz testleri pozitif izolatlar S. aureus
olarak tamimland:. Tiir identifikasyonu, VITEK2 Compact Automated Microbiology System
(BioMérieux, USA) cihazinda dogrulanarak antibiyotik duyarhhk testleri ¢alisildi. Duyarlilik
testi sonucunda; eritromisine duyarli ¢ikan MRSA suslarinda PCR ile ermd geni
arastirildi. Izolatlar, saklama besiyerine (brain-heart infusion broth) alinarak 20°C’de

donduruldu.

3.2. Besiyerleri ve Tamponlar

Brain heart infusion broth: 37 g toz brain heart infusion broth, 1 L distile su i¢inde
¢oziildi, 150 mL gliserol ilave edildi. ,

Nutrient broth: 8 g toz nutrient broth, 8.5 g NaCl tartilip 1 L distile su iginde pH 7.2-
7.4 olacak sekilde ¢oziildii.

Triptik Soy Agar: 40 g toz triptik soy agar, 1 L distile su i¢inde ¢oziildii.

Lizis tamponu: 20 mM tris, 2 mM EDTA, %1.2 Triton X-100, 1 M HCl ile hazirland:.
10 x Tris-Borik asit-EDTA (TBE): 1 M tris-borik asit ve 10 mM EDTA ile hazirlanip
pH 8.0°a ayarland:
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Yiikleme tamponu: 40 mg Na2-EDTA, 4 g sakkaroz, 4 mg brom fenol mavisi ile 10
mL distile su i¢inde hazirlandi.

Hiicre Siispansiyon Tamponu (HST): 10 mM tris-HCI, 50 mM EDTA ve 20 mM
NaCl ile hazirland1 ve pH 8.0’a ayarlandi.

Hiicre Lizis Tamponu I: 10 mM tris-HCI, 50 mM NaCl, 50 mM EDTA, %0.2 sodyum
deoksikolat ve %0.5 sarkozin ile hazirlandi ve pH 9.7 olarak ayarlandi.

Hiicre Lizis Tamponu II: 250 mM EDTA ve %! sarkozin ile hazirlandi, pH 9.49
olarak ayarland:; kullamim sirasinda 50 pg/mL proteinaz K eklendi.

Tris-EDTA Tamponu (TE): 10 mM tris-HCI ve 0.1 mM EDTA ile hazirlandi, pH 7.6
olarak ayarlandi.

0.5 x TBE: 44.5 mM trisma base, 44.5 mM borik asit ve | mM EDTA ile hazirlanip pH
8.5’e ayarlandi.

3.3. S. aureus Bakteri Hiicrelerinden DNA Ekstraksiyonu
S. aureus bakteri hiicrelerinden DNA eldesi i¢in DNeasy tissue kit (Qiagen,
Hilden, Germany) kullanildi.
e -20°C’de dondurulan bakteriler koyun kanli Mueller-Hinton agara (SB-MHA)
pasajlandi.
e Tek koloni ekim yontemiyle ekilen plaklar 37°C’de bir gece inkiibe edildi.
e SB-MHA iizerinde tiremis kolonilerden bir koloni alinarak 5 mL nutrient broth
i¢ine inokiile edilerek 37°C°de galkalamal: inkiibatorde bir gece inkiibe edildi.
e 1.3 mL kiltlir alinarak 8000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
e Ustteki stvi dokiilerek pellet iizerine, icine lizostafin (100 mg/L; Sigma,
Taufkirchen, Germany) ilave edilen 200 uL lizis tamponu eklendi.
o Stispansiyon homojen hale gelene kadar vortekslenerek 37°C’de kuru blok
1siticida 5-20 dakika inkiibasyona birakildi.
e 200 pL AL tamponu ve 25 pL proteinaz K eklenerek vortekslendi, 70°C’de
kuru blok 1siticida 60 dakika inkiibasyona birakildi.
e 200 puL %100°liik etanol ilave edilerek vortekslendi.
e Siispansiyon DNeasy spin kolona alinarak 8000 rpm’de 1 dakika
santrifiijlendi.

e Siviigeren alttaki tlip atild1 ve kolon 2 mL’lik toplama tiipiine yerlestirildi.
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e Spin kolon tizerine 200 pL. AW1 yikama tamponu eklenerek tekrar 8000
rpm’de 1 dakika santrifiijlendi.

e Sivi iceren alttaki tiip at1ld1 ve kolon yeni bir toplama tiipiline yerlestirildi

e Spin kolon iizerine 200 pL. AW2 yikama tamponu eklenerek 14000 rpm’de 3
dakika santrifiijlendi.

e Toplama tiipii atilarak spin kolon 1.5 mL’lik kapakl tiipe alinds, iizerine 50 pLb
ultra saf su ilave edildi, 8000 rpm’de 1 dakika santrifiijlendi.

o Ustteki tiip atilds, altta bulunan kapakli tiipte 50 uL. DNA elde edildi.

3.3.1. DNA’nin Gériintiilenmesi

10 x TBE’den 100 mL alimip 900 mL distile su ile karigtirilarak 1 x TBE elde
edildi. 0.48 g agaroz, 60 mL 1 x TBE i¢inde mikrodalga firinda ¢oziilerek %0.8°1ik
agaroz jel hazirlandi. Yatay elektroforez jel kabina dokiildii ve sogumaya birakildi. 2 pL
DNA, 5 uL yiikleme tamponu ile 100 V elektrik akimi altinda 90 dakika elektroforeze
tabi tutuldu. Jel 1 pg/mL etidyum bromiir iceren distile suda 15 dakika boyandi. Distile
suda 15 dakika dekolorizasyonu takiben UV 15181 altinda goriintiilendi.
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3.4. spa Tiplendirme

3.4.1. PCR Yéntemiyle spa Geninin Amplifikasyonu

S. aureus izolatlarindan, protein A genine (spa) ait polimorfik X bolgesi spa-
1113f (5-TAA AGA CGA TCC TTC GGT GAG C-3') ve spa-1514r (5-CAG CAG
TAG TGC CGT TTG CTT-3") primerleri kullanilarak amplifiye edildi. Bu amagla,
PuReTaq Ready-To-Go PCR Beads (Amersham-Pharmacia Biotech) hazir kiti
kullanildi.

I¢inde stabilizérler, BSA, dNTP karisimi, Taqg DNA polimeraz ve reaksiyon
tamponu bulunan hazir kit tizerine 23.75 pL ultra saf su, 0.5 pL primer f (10 uM), 0.5
uL primer r (10 uM) ve 0.25 pL. DNA eklenerek 25 pL’lik PCR karisimi hazirlandi.
Thermal cycler’a (MJ RESEARCH PTC-200 Peltier Thermal Cycler) yerlestirildi.

spa Gen Bolgesi icin Amplifikasyon Programi
95°C’de 1 dakika 6n denatiirasyon »1 dongii
94°C’de 30 saniye hedef DNA denatiirasyonu

60°C’de 30 saniye primer baglanmasi 30 dongii
72°C’de 30 saniye primer uzamasi

72°C’de 4 dakika son uzama » 1 dongii

3.4.2. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR iirtinlerinin incelenmesi ve boyutlarinin belirlenmesi i¢in 0.84 g agaroz,
60 mL 1 x TBE i¢inde mikrodalga firinda ¢oziilerek %1.4°liik agaroz jel hazirland:.
Yatay elektroforez jel kalibina dokiildii ve sofumaya birakildi. Ik ve son siraya 100
bp’lik standart DNA yiiklendi. 2 uL PCR tirtinti, 5 pL yiikleme tamponu ile 100 V
elektrik akimi altinda 90 dakika elektroforeze tabi tutuldu. Jel 1 pg/mL etidyum bromiir
iceren distile suda 15 dakika boyandi. Distile suda 15 dakika dekolorizasyonu takiben
UV 15181 altinda gériintiilendi.
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3.4.3. PCR Purifikasyonu

PCR iirtinlerinin primerlerden, niikleotidlerden, polimerazlardan ve tuzlardan
armndirilmasimi saglamak igin QIAquick 8 PCR Purification Kit ve QIAvac 6S cihaz
kullamlarak PCR purifikasyonu gerceklestirildi.

PCR samples
Bind
Wash
Elute
Vai;um
Pure PCR products

Sekil 4. QIAquick 8 purifikasyon kiti prosediirii Sekil 5. QIAvac 6S Cihazi
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3.4.4. spa Sekans Reaksiyonlar

Sekans reaksiyonlari, ABI PRISM BigDye Terminator cycle sequencing ready
reaction kit (Applied Biosystems, Foster City, Calif.) kullamlarak gergeklestirildi. Bu
kit icerisinde AmpliTag DNA polimeraz, PCR i¢in gerekli kimyasallar ve her bir bazin,
her biri farkli bir floresan boya ile isaretli, esit miktarda ddNTP’leri bulunur. PCR i¢in
kullanilan f ve r primerleri ile ayr1 sekans karigimlar1 hazirlanarak thermal cycler’da
sekans reaksiyonu gerceklestirildi. Daha sonra 6rnekler otomatik DNA dizi analizi
cihazi ABI 377 sequencer (Applied Biosystems, Foster City, Calif.) kapiller
elektroforez sisteminde yiiriitilerek DNA dizileri elde edildi. spa tipleri, Ridom
StaphType software version 1.3 (Ridom GmbH, Wiirzburg, Germany) ile belirlendi.

Tablo 3. spa sekans reaksiyon karigimi

BigDye reaksiyon kiti 1 pL
Primer (0.8 pM) 2 uL
PCR iiriinii 0.25 uL
Ultra saf su 6.75 uL.
Toplam 10 L

Thermal cycler kogullari:
96°C’de 10 saniye
60°C’de 5 saniye 25 dongii
60°C’de 4 dakika
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3.5. Multilokus Dizi Analizi
3.5.1. PCR Yoéntemiyle “Housekeeping” Genlerinin Amplifikasyonu
S. aureus izolatlarinda are (Carbamate kinase), aro (Shikimate
dehydrogenase), glp (Glycerol kinase), gmk (Guanylate kinase), pta (Phosphate
acetyltransferase), tpi (Triosephosphate isomerase), yqi (Acetyle coenzyme A
acetyltransferase) genleri agagidaki primerler kullanilarak amplifiye edildi:
arc f-5 TTG ATT CAC CAG CGC GTA TTG TC -3'
arcr - 5' AGG TAT CTG CTT CAA TCA GCG -3'
aro f-5' ATC GGA AAT CCT ATT TCA CAT TC -3'
aror - 5' GGT GTT GTA TTA ATA ACG ATA TC -3'
glp f-5' CTA GGA ACT GCA ATCTTA ATC C-3'
glpr-5'TGG TAA AAT CGC ATG TCC AAT TC -3
gmk f- 5" ATC GTT TTA TCG GGA CCA TC -3
gmkr-5 TCA TTA ACT ACA ACGTAATCGTA -3
ptaf-5 GTT AAA ATC GTA TTA CCT GAA GG -3
ptar-5' GAC CCT TTT GTT GAA AAG CTT AA -3’
tpi £-5' TCG TTC ATT CTG AAC GTC GTG AA -3
tpir-5 TTT GCA CCT TCT AAC AAT TGT AC -3

yqi f- 5' CAG CAT ACA GGA CACCTATTG GC -3

yqi - 5' CGT TGA GGA ATC GAT ACT GGA AC -3’

Icinde stabilizérler, BSA, dNTP kansimi, Taq DNA polimeraz ve reaksiyon
tamponu bulunan hazir kit tizerine 23.75 pL ultra saf su, 0.5 pL primer £ (10 pM) , 0.5
ul primer r (10 pM) ve 0.25 pLL DNA eklenerek her gen bolgesi igin ayr1 25 pL’lik

PCR karisimi hazirlandi, thermal cycler’a yerlestirildi.
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Housekeeping Genler icin Amplifikasyon Program

95°C’de 1 dakika 6n denatiirasyon »1 dongii
94°C’de 30 saniye hedef DNA denatiirasyonu

50°C’de 30 saniye primer baglanmasi 36 dongii
72°C’de 30 saniye primer uzamasi

72°C’de 4 dakika son uzama > 1 dongii

3.5.2. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR iiriinlerinin incelenmesi ve boyutlarinin belirlenmesi i¢in 0.84 g agaroz,
60 mL 1 x TBE i¢inde mikrodalga firinda ¢oziilerek %1.4°liik agaroz jel hazirlandi.
Yatay elektroforez jel kalibina dokiildii ve sogumaya birakildi. Ik ve son siraya 100
bp’lik standart DNA yiiklendi. 2 pL. PCR iirtinii, 5 pL yiikleme tamponu ile 100 V
elektrik akimi altinda 90 dakika elektroforeze tabi tutuldu. Jel 1 pg/mL etidyum bromiir
iceren distile suda 15 dakika boyandi. Distile suda 15 dakika dekolorizasyonu takiben
UV 15181 altinda goriintiilendi.

3.5.3. PCR Purifikasyonu

PCR iiriinlerinin primerlerden, nilkleotidlerden, polimerazlardan ve tuzlardan
armdirilmasinm saglamak i¢in QIAquick 8 PCR Purification Kit ve QIAvac 6S cihaz1
kullanilarak PCR purifikasyonu gerceklestirildi.
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3.5.4. MLST Sekans Reaksiyonlari

ABI PRISM BigDye Terminator cycle sequencing ready reaction kit (Applied
Biosystems, Foster City, Calif.) kullanarak PCR igin kullanilan f ve r primerleri ile her
gen bolgesi i¢in ayrt sekans karisgimlart hazirlandi ve sekans reaksiyonlar
gerceklestirildi. Daha sonra ornekler otomatik DNA dizi analizi cihazi ABI 377
sequencer (Applied Biosystems, Foster City, Calif.) kapiller elektroforez sisteminde
ylriitiilerek DNA dizileri elde edildi. Sekans verileri, internet yoluyla S. aureus MLST

veritabaninda degerlendirildi.

Tablo 4. Housekeeping genler igin sekans reaksiyon karigim

Big Dye reaksiyon kiti 1 uL
Primer (0.8 uM) 2 uL
PCR iiriinii 0.25 uL
Ultra saf su 6.75 pL
Toplam 10 pLL

Thermal cycler kosullari:
96°C’de 10 saniye
50°C’de 5 saniye 25 dongii
60°C’de 4 dakika
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3.6. PFGE Yontemi ile Tiplendirme

3.6.1. izolatlarin hazirlanmasi

Tiir diizeyinde tammlamas1 yapilmig olan bakterilerden kanli agar besiyerine
tek koloni ekimi yapildi. Bir gecelik inkiibasyondan sonra kiiltiirtin safligi kontrol
edildi. Buradaki tek koloniden tekrar triptikaz soy agar besiyerine pasaj yapilarak bir
gece inkiibasyona birakildi. Saf kiiltiir halinde treyen koloniler plastik 6ze ile
toplanarak, 1 mL HST iginde stispanse edildi. Hiicre siispansiyonu, 13000 x g 4°C’de 2
dakika santrifiij edildi ve tistteki HST atildi. HST ile bu yikama 2 kez yapildi. Pelletin
tizerine tekrar 1 mL HST eklenerek mikropipet kullanilarak iyice homojenize edildi.
Bakteri yogunlugu, spektrofotometre yardimiyla 590 nm’de 1.5 absorbans olacak
sekilde ayarlandi.

3.6.2. izolatlarin Agaroza Gémiilmesi

HST igerisinde %1.5 diisiik erime 1s1l1 agaroz (LMA) hazirlandi. Agaroz iyice
¢oziiltinceye kadar mikrodalgada birakildi, ependorf tiiplere 150 pL dagitildr ve 45—
50°C’deki kuru 1s1 blogunda bekletildi. HST iginde hazirlannmig bakteri
stispansiyonundan 150 plL alinarak, 50°C’de tutulan ve icerisinde 150 pL diisiik erime
1s1h agaroz bulunan tiipe eklendi. Uzerine 2 pL lizostafin (1 mg/mL) eklendi. Birkag
defa pipetaj yapilarak hiicrelerin agaroz iginde homojen dagilmast saglandi.
Bekletilmeden, hiicre-agaroz karisimindan 100 pL hava kabarcigi olmayacak sekilde
agaroz kalibina dagitildi. Kaliplar, agaroz katilagincaya kadar +4°C’de, 10 dakika
bekletildi

3.6.3. Agaroz igindeki Hiicrelerin Pargalanmasi

5 mI’lik steril kapakli tiiplere, 2 mL hiicre lizis tamponu-1 konuldu. Igerisinde
bakteri bulunan agaroz, kaliptan ¢ikarilarak lizis soliisyonuna yerlestirildi. 37°C’de 2
saat calkalamali su banyosunda, tiipler yatik durumda bekletildi. Lizis tamponu
dokiilerek, yerine 2 mL hiicre lizis tamponu-2 konuldu. 50°C’de 2 saat ¢alkalamali su

banyosunda, tiipler yatik durumda bekletildi.
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3.6.4. Agaroz Kaliplarin Yikanmasi

Lizis agsamasindan sonra agaroz kalibinin katilagmas: igin tiipler buz icerisinde
en az 15 dakika bekletildi ve proteinaz K soliisyonu aspire edildi. Agaroz kaliplar1 her
biri 50°C’de 30 dakika olmak tizere alti defa, 4 mL. TE tamponuyla yikand: Boylece
icinde saflagtiriimis DNA bulunan agaroz, restriksiyon enzimi (RE) ile kesime hazir

hale getirilmis oldu.

3.6.5. DNA’nin RE ile Kesilmesi

DNA igeren agaroz kalibi bir lam {izerine alinarak bir bistiiri yardimiyla 1/3
oraninda kesildi. Kesilen par¢a 200 pL 1x Smal tamponu igine konularak ¢alkalamali su
banyosunda 30°C’de 10 dakika bekletildi ve sonra sivi1 aspire edildi.Diger parcalar
sonraki calismalarda kullanilmak {izere TE tamponu iginde +4°C’de saklandi. Her
agaroz kalibr i¢cin 100 pL olacak sekilde (10 pL 10x Smal tamponu, 30 U/ul. Smal
enzimi, 87 pL steril ultra saf su) karisim hazirlandi. Bu karigimin igerisine agaroz kalibi
konulup, ¢alkalamali su banyosunda 30°C’de, 4 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
tiipler buzdolabinda 15 dakika bekletildi.

3.6.6. Elektroforez Jelinin Hazirlanmasi ve Kaliplarin Jele
Yiikienmesi

0.5 x TBE icinde 100 mL olacak sekilde %1.1°lik agaroz (Pulsed-field
Certified Agarose, BioRad) hazirlandi. Agaroz mikrodalga firinda iyice ¢oziildiikten
sonra, balon 45-50°C’lik su banyosunda bekletildi. RE ile kesilmis olan agaroz
kaliplarinin her biri, taragin diglerinin u¢ kismina yerlestirildi. Her jelde S aureus
NCTC 8325 referans olarak kullamldi. Maksimum 5 dakika oda sicaklhiginda
bekletildikten sonra tarak agaroz doékiilecek olan kaset igine yerlestirildi ve sicaklig
yaklagik 45-50°C olan agaroz kaset icine dokiildi. Oda 1sisinda, gozle katilasma ve
opaklik saptanarak katilagmaya birakildiktan (yaklagik 20-30 dakika) sonra, tarak ve
agaroz kasetinin gerceveleri ¢ikarildi. Tabla tizerindeki agaroz, igerisinde 1900 mL 0.5 x

TBE tamponu bulunan PFGE tankina yerlestirildi.
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3.6.7. Elektroforez

“CHEF-Mapper Pulsed-Field Gel Electrophoresis” sisteminde uygulanan
elektoforez kosullari;
baslangi¢ vurus siiresi: 5,3 sn, bitis vurug siiresi: 34,9 sn, vurus agisi: 120°, akim: 6
V/cm, sicaklik: 14°C, siire: 20 saat.

Elektroforezden sonra jel, 0.5 pg/mL etidyum bromiir igeren 400 mL ultra saf
su icine alindi ve 20 dakika orbital karistirici ilizerinde boyandi. ChemiDoc XRS
gorintiileme aygiti kullamlarak DNA bantlar1 belirlendi. DNA bant profillerinin
goriintiisti, TIFF (veya JPEG) formatinda kayit edildi.
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3.7. istatistik Analiz

Istatistiksel analizden dislama élciitleri

v’ MSSA suslann tekil genotiplere sahip oldugundan ve ornek sayis1 kiigiik
oldugundan analiz dig1 birakildi.

v' MRSA pulsotiplerinden tekil olanlar sporadik kabul edildiginden analiz dist
birakilds.

v’ Verilerin listelemesinde, eldeki veri seti i¢inde, kiimelendirme igin ayirt edici
bulunmadigindan, olas: risk faktérleri arasinda bulunan; spa, klonal kompleks

(CC) ve sekans tipleri analiz dig1 birakildi.

Istatistiksel analizde icerme dl¢iitleri
Verilerin listelemesinde, eldeki veri seti icinde, kiimelendirme i¢in ayirt edici
olabilecegi diislinlilen ve olasi risk faktorleri arasinda bulunan agsagidaki degiskenler

analize dahil edilme 6l¢iitleri olarak belirlendi:

Klinik 6zellik olarak;

v IKK onayli nozokomiyal infeksiyon tanis1 olup olmama (IKK tarafindan CDC
Olciitlerine gore, nozokomiyal infeksiyon tamisi veya kolonizasyon tanist almig
olmasi) (NI/C)

Laboratuvar 6zelligi olarak;
v Fenotipik dzellik: Standardize antibiyotik fenotipi (SAPI)
v Genotipik 6zellik: Pulsotip

Izolatlar NI/C, SAPI ve pulsotip &zellikleri bakimimdan olusan 6zgiil
paternlerine goére dzdes patern gruplarinda kiimelendirildi. Nonparametﬁk bir test olan
ki-kare testi kullanildi. %99 giiven araliginda p< 0.001 ise istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda kullamlan suslar, MRSA ve MSSA olarak iki ana grup altinda
incelendi. Her iki gruptaki izolatlarin spa tipleri belirlendi. Farkli spa tiplerine ait
izolatlar secilerek MLST uygulandi. Tiim izolatlarin PFGE ile Smal makrorestriksiyon
fragment profili belirlendi; MRSA sonuglart BioNumerics yazilim programi (Applied
Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium) ile degerlendirildi. Intra- ve interjel mukayeseleri
%0.5 optimizasyon ve %] tolerans ile gerceklestirildi. PFGE tipleri ve alttipleri,
UPGMA ile ¢izilen dendrogram iizerinde Dice %80 benzerlik esik degerinde
olusturulan gruplarla tanimlandi. Dendrogramda ilk izolattan baslanarak kiimeler icinde
farkl: pulsotipler numaralandirildi. PFGE sonuglarinin analizi ile MRSA izolatlarinda
14 farkli pulsotip ortaya ¢iktt. MSSA’nin PFGE ile elde edilen bant profilleri gézle
degerlendirildi, izolatlarin her birinin ayrt bir paterne sahip oldugu goriildii. Secilen

izolatlarin SCCmec tipleri multiplex PCR ile tip III olarak belirlendi.
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izolat No

0702712
07-02743
07-02581

07-027 11

07-02588
07-02735
07-02719
07-02714
07-02724
07-02718
07-02887
07-02715
07-02718
07-02734
0702720
07-02690
07-02720
OF-02582
07-02717
0702721

0702884
0702722
07-02693
0702804
07-02692
07-02583
07-02685
07-02731

07-02700
07-02701

07-02596
O7-02702
07-02097
07-02390
07-02608
07-02691

07-02703
07-02688
0702688
07-02730
07-02732
O7-02725
07F-02728
O7-02727
0702728
0702723
07-02733
07-026595
NCTC-83.

IKK Tanist  Servis spa tip
[ FIS 1030
NI 5I-DIS PIS 130
NI SST-DECU I 30
NI PNEU-PNU2 T 1832
Ml S5I- Drgan/SpacaeNS 030
NI 88I-DIS ors 130
c PIS D30
C PIS D30
c I 030
C Inf D30
NI BSI-LCBI Ped 130
c Ped 1030
c PIS D30
NI BSI- LCBI Inif 030
C ™ D30
NI PNEU-PNU2 ICU D30
c ICU 1030
NI 85I1-DIP NS 130
C Ped 130
C NS 030
NI PNEU-PNU2 VascS D30
c ICU 130
NI BSI-LCBI FIS 130
NI PNEU-PNU3 ICU D30
NI PNEU-PHUZ2 Ped D30
NIl BSI-LCBI Ped 130
Ml 881 Organ/SpacePiS D30
NI PNEU-PNU2 N 030
NI PNEU-PNU2 N D30
NI PNEU-PNU2 N D30
NI PNEU-PNU2 N 030
NI PNEU-PNUZ2 ICU D30
NI SSI-Organ/SpaceNS 030
NI PNEU-PHU2 IcU D30
NI PNEU-PNU2 ICU 1030
Nl 85I Organ/Spaces 030
NI PNEU-PNU3 ™ 030
NI PNEU-PNU2 TS 030
NI S5I-Organ/SpaceS 020
c TS D30
c 05 #58
[ TS D30
NI S51-D1S PIS D30
c Inf 030
NI EENT-CONJ Inf 030
C 1M 030
[ PIS 130
Nl PMEU-PNU2 1M 030

PT4 1.1
PT7 1.1

PT13
PT13
PTIZ
PT7

PTI8
PTH
PTO

PT2

FT8

PTS

PTS

PT?

PTI5
PT4
PT4
PTi4
PT14
PT14
PT14
PT4
PT14
PT14
PT14
PTI0
PT4
PT4
PT14
PT14
PT14
PT4
PT4
PT14
PT15
PT14
PT4
PT5

PTI4
PTI

PTi5
PTI5
FT2

PT4

PTH4
PTS

FTiz
PTI5

1.2
1.2
13
14
1.5
1.6
1.7
1.8
2.
22
2.3
24
3.1
4.1
41
42
42
43
44
45
46
4.7
48
49
4.10
411

4.12
4.13

4.14

4.15
4.16

416

417
418

4.19
5.1
6.1
7.1
8.1
9.1
92
10.1
11.1
12.1
13.1

141
SS
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Sekil 6. MRSA izolatlarmm Smal makrorestriksiyon analizi ile elde edilen DNA paternlerinin Dice
benzerlik katsayisi kullamlarak ¢izilen dendrogrami (SSI-DIS: Derin insizyonel sekonder cerrahi alan
infeksiyonu, SST-DECU: Deri ve yumusak doku infeksiyonu-Dekiibit iilseri, PNEU-PNU2: Spesifik
laboratuvar bulgular: ile tan1 konan nozokomiyal pnémoni, SSI-Organ/Space: Cerrahi alan infeksiyonu-
Organ/Bosluk, BSI-LCBI: Laboratuvar tarafindan kanitlanmig bakteremi, SSI-DIP: Derin insizyonel
primer cerrahi alan infeksiyonu, PNEU-PNU3: Bagisiklik sistemi baskilanmig hastada gelisen pnémoni,
EENT-CONIJ: Konjunktivit, PIS: Plastik cerrahi, IM: Dahiliye, TM: Go6giis Hastaliklari, NS: Beyin
cerrahisi, OrS: Ortopedi, Inf: Infeksiyon hastaliklar, Ped: Pediatri, ICU: Yogun bakim initesi, VascS:
Kardiyovaskiiler cerrahi, N: Noroloji, S: Genel cerrahi, TS: G6giis cerrahisi, PT: Antibiyotik direng
fenotipi, SS: Standart sug)

Tablo 5. MRSA izolatlarinin 6zellikleri

izolat No Servis Tiri %g‘:jk IKK Tamist | SCCmec _sr;:: Se_'l_(i;ns CC | Pulsotip
07-02681 Dahiliye Yara SST-DECU t030 ST239 | CC8 1
07-02711 Gogus Hastaliklar TAK PNEU-PNU2 il 632 ST239 |CC8 1
07-02682 Beyin Cerrahisi Yara SSI-DIP t030 4
07-02712 Plastik Cerrahi Yara C t030 1
07-02683 Pediatri Kan BSI-LCBI t030 4
07-02713 Plastik Cerrahi Yara SSI-DIS 1] t030 1
07-02714 Plastik Cerrahi Kan C t030 1
07-02715 Pediatri Kan C t030 2
07-02716 infeksiyon Hastaliklan TAK C t030 1
07-02684 | Kardiyovasktler Cerrahi TAK PNEU-PNU2 t030 4
07-02685 Plastik Cerrahi Yara SSI-Organ/Bosluk t030 4
07-02717 | Ped. Infeksiyon Hastaliklari Kan C 1 t030 4
07-02686 Genel Cerrahi Yara SS1-Organ/Bosluk {030 6
07-02687 Pediatri Kan BSI-LCBI i * ST239 | CC8 2
07-02688 Beyin Cerrahisi BOS SSI-Organ/Bosluk t030 1
07-02689 Go6gus Cerrahisi TAK PNEU-PNU2 t030 5
07-02718 Plastik Cerrahi Yara C t030 2
07-02719 Plastik Cerrahi Yara C t030 1
07-02720 Yogun Bakim Unitesi Kan C t030 4
07-02690 Yogun Bakim Unitesi TAK PNEU-PNU2 t030 4
07-02721 Beyin Cerrahisi Kan C t030 4
07-02722 Yogun Bakim Unitesi Yara C t030 4
07-02691 Genel Cerrahi Yara SSI-Organ/Bosluk t030 4
07-02723 Dahiliye TAK C t030 12
107-02692 Pediatri TAK PNEU-PNU2 ‘ t030 4
07-02724 Dahiliye Yara C t030 1
07-02693 Plastik Cerrahi Kan BSI-LCBI t030 4
07-02725 Gogus Cerrahisi Yara C t030 9
07-02726 Plastik Cerrahi Yara SSI-DIS i t030 9
07-02727 Infeksiyon Hastaliklari TAK C 1] t030 10
07-02694 Yogun Bakim Unitesi TAK PNEU-PNU3 t030 4
. Konjunktiva
07-02728 infeksiyon Hastaliklan Sii rJUntusu EENT-CONJ {030 11
07-02695 Dahiliye Balgam PNEU-PNU2 t030 14
07-02696 Noroloji TAK PNEU-PNU2 t030 4
07-02729 G6gis Hastaliklan Balgam C t030 3
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07-02730 Gogus Cerrahisi Kan C t030 7
07-02731 Néroloji TAK PNEU-PNU2 t030 4
07-02697 Beyin Cerrahisi BOS SSI-Organ/Bosluk t030 4
07-02698 Yogun Bakim Unitesi TAK PNEU-PNU2 t030 4
07-02732 Ortopedi Yara C I 1459 ST239 CC8 8
07-02733 Plastik Cerrahi Yara C t030 13
07-02699 Yogun Bakim Unitesi Kan PNEU-PNU2 t030 4
07-02734 Infeksiyon Hastaliklari Kateter BSI-LCBI t030 2
07-02700 Néroloji TAK PNEU-PNU3 1030 4
07-02701 Noroloji TAK PNEU-PNU2 t030 4
07-02702 Yogun Bakim Unitesi TAK PNEU-PNU2 t030 4
07-02703 Gogus Hastaliklari TAK PNEU-PNU3 t030 4
07-02735 Ortopedi Yara SSI-DIS i t030 1
(TAK: Trakeal aspirat kiiltiirii, BOS: Beyin omurilik sivisi, *: spa tiplendirme ile belirlenemeyen sus)

Antibiyotik duyarlilik testi sonucuna gore fenotipte eritromisine duyarli
gozikken MRSA suglarmin bazilarinda PCR ile ermA pozitifligi saptandi. MRSA
suslarinda teikoplanine azalmis duyarlilik oldugu belirlendi.

Tablo 6. MRSA izolatlarmm antibiyotik duyarhlikiar
= El e £
. 515|%|8/5|%|=|8(8|3|s|c| |S|BIE|E|8| 8.
‘zolat|  sapy  |Rs|erma| 5|5 || E|E /S| 8|S|E|2|2/2|S |2 |5|e|T|E|k| 5 MK
N AEEHHMEEHEHEEEEEH S
w v |0 ¥ 3 S = 2 x .‘% PlF|F >

1 5194051,647 | 23 RIR|S|R|R|I|S|S|S|R|R|R|S|R|R|S|R|R|S|s|200
2 5194051,647 | 23 R{RIS|R|/R|1|S[S|S|R|R|[R|S|R|RIS|R|R|S]|S 200
3 5386290,413 | 24 RIR|S|R{S|R|IS|R|S|RIR|R|SIR|RIS|R|RI|S]|sS]|200
4 2240562,413 | 20 + SIS S|R|S|R|ISIR|S|R|R|R|S|/R|RIS|R|R|S|s|100
5 |3708569,813| 25 I |R|S|IRIR|R|S|IR|S|R|R|R|S|R|R|[S|R|R|S]|sS]|200
6 2677469,247 | 19 S|IR|{S|R|S|I|SsS|S|S|R|R|RIS|R|R|S|R|R|S|s]1.00
7 3988190,08 | 25 |l |R|IR|R|S|R|S|R|S|R|R|R|[S|R|R|S|R|R|S|sS]200
8 3289138,413 | 22 + S|R|S|R|S|RISIR|{S|R|I|R|R|IS|/R|/R|S|R|R|S|s8]|200
8 13289138,413| 22 S|R|S|R|S|R|[S|R|S|RIR|R|IS|R|R|S|IR|IR|S|IS|200
10 |5386290,413 | 24 R|R{S|R|S|IR|S|R|[S|R|R|R|IS|R|R|SIR|RiS|8]|400
11 (5386290,413| 24 R|R|S|R|S|R|S|R|SIR|R|/RIS|R|R]|S|R|R|S|s | 400
12 | 5386290,413 | 24 R|R|S|R[S|R|S|R|S|R|R|R|SIR|R|S|R|R|S|s 400
13 |5386290,413 | 24 R|IR|S|R|[S|R|SIRIS|[R|/R|R|SIR|R|S|R|R|S|s]400
14 |3289138,413 22 + S|R|S|R[S|R|S|R|[S|[R|R|R|S|R|RIS|R|R|S|S]200
15 4757144813 24 R|S|S|R|R|R[S|R|S|R|/R[R|S|R|R|S|R|R[S[S]200
16 |2240563,413 | 21 |l |S|S|R!S|R|I|S|R|IS|R|R|R|S|R|R|S|R|R|S|s|100
17 |3289138,413 | 22 S|R|{S|R|S|RIS|R|S|R|I/R|R|S|R|R|S|R|R|S|Ss]|200
18 6085341,08 | 26 R|R|R|R|S|R|[S|R|S|R|/R|R|S|R|R|S|R|R|S|S5|400
19 15386290,413 | 24 RIR|{S|R|S|R|S/R|[S|{RI[R|IR|S|R|R|S|RIR|[S|Ss]4.00
20 |5386290,413| 24 R|RIS|IR|S|R|S|R|S|R|I[R|R|S|R|R|S|R|R|S|s]|4.00
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21 |5386290,413| 24 RIRISIRISIRISIR|ISIRIR|IR|S|IR|IR|S|R|{R|IS|S ] 400
22 15386290,413| 24 R{IRIS|IR[S|R|SIR|S|RI/RIR|S|R|R|S|R|R|S]|S]i{4.00
23 |5386290,413 | 24 RIRISIR|S|RISIRIS|IR|IRIR|S|IR|R|S|JR|R|S|S]|400
24 |3289139,413 | 23 l/RISIRISIRISIRI|S|IRIR|R|S|R|IR|S|IR|{RIS|[Ss]200
25 |5386290,413| 24 RIR|S|IR{S|IR{S|R|S|R|IRIR|S|I/R|R|S|R|R|S]|S]|4.00
26 |3289139,413| 23 IIRIS|IR|S|R|IS|RISIR|IRIR|S|R|RIS|R|R|S|S|200
27 |5386290,413| 24 RIR|ISIR]I]SIR|{SIRIS|IR|R|R|SIR|R|S|IR|R|S|S]|4.00
28 |5805720,813| 26 R{R|IS|RI[R|R|[S|R|S|RIR|IR|S|R|R|S|R|R|S]|S]|4.00
29 |1628893,247 | 17 + S|SIS|IR[S|I1|S8S|SIS|R|R|IR|S|R|R|S|R|R|S|S8]|1.00
30 |2240562,413| 20 + S|SISIR|IS|IRISIRIS|IR|IRIR|S|R|RIS|R|R|S]|S]|1.00
31 |5386290,413| 24 RIR|IS|IR|{SIR[S|IR|{S|R|RIJR[S|RIR[S|RIR|S|S]400
32 |5386290,413| 24 RIR{iS|IR|[S|R|{[S|R|S|R|IRIR|S|IR|IR|S|RIRi{S|S]400
33 |5805720,813| 26 RIRISIRIRIR|SIRIS|IR|R|IR|S|IR|R|S|R|R|[S]|S]|4.00
34 |5386290,413| 24 RIR|SIR]|]S|IRISIR|S|R|IR|R|S|R|R|SIR|R|S|S]|400
35 |5805720,813| 26 RIR|S|RIR|IR[S|R|S|R|R|IR|S|R|R|S|IR|R|S|Ss]|400
36 |3289139,413| 23 I |[R{S|IR|S|R|S|R|IS]JR|R|RIS|RIR|S|R|R|S|S]200
37 |5386290,413| 24 RIRISIR|{S|IR|S|R|S|R|R|{R|S|R|R|S|R|R|[S]|S]4.00
38 |5386290,413| 24 RIR[S|IRISIRIS|IR|S|R|R|RIS|R|R|S|R|R|S|S]|4.00
39 |5805720,813| 26 RIR|S|RIRIRIS|IRI{S|R|IRIR|[SIRIR|S|RIR|S|S]|400
40 |5805720,813 | 26 RIRIS|IRIRIR|IS|IRI|S|IR|RIR|S|IRIR|S|R|R|S|S]|4.00
41 |4757144,813 | 24 R|{S[S|RI/R|IR|{S|R|SIRIRIR|SIR|{R|S|/R|R|S|S][200
42 |5386290,413| 24 RIR[S|IRIS|IR|S|R|S|IR|R|R|S|IR|R|S|R|RIS|S]|400
43 |2677469,247 | 19 SIRIS|IR|S|I|S|S|S|RIRIR|S/R|R|S|R|R|S|s]|1.00
44 |5386290,413 | 24 RIRISIR|{S|IR|S|R|S|R|R|R|S|IRIR|S|RIR|S|Ss]|400
45 |5386290,413 |24 RIRIS|IR|S|R[S/RIS|IR|IR|R|SIRIR|S|R|R|S]Ss]|400
46 |5386290,413| 24 RIRI[SIR|S|R|{S|R|S|IRIR|R|S/R|R|SIRIR|S|S|4.00
47 |5386290,413 | 24 RIR|S|IR|S|IR|S|R|SIR|{RIR|S|IR|R|S|R|R|S]|Ss]400
48 |2677469,247 | 19 + SIR|S|IRIS[I[S|S|S|RIRIRI|S|R|JR|S|R|R|S|s]|100

(RS:

Direng skoru (minimum=20x0=0; maximum=20x2=40), R: Direncli, S: Duyarh, I: Orta duyarl,

ermA: Eritromisin ribozomal metilaz A, KD: Kinopristin/Dalfopristin,
SXT: Trimetoprim/Siilfametoksazol, MIK-TPL: Minimum inhibitér konsantrasyon-teikoplanin)
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Sekil 7. MSSA izolatlarinin PFGE ile elde edilen bant paternleri

Tablo 7. MSSA izolatlarmn 6zellikleri

izolat I = R . | Sekans | Kilonal
Numarasi Servis Tiirii Ornek Tiirii IKK Tanist | spa Tip Tip Kompleks
1 Dabhiliye Kan BSI-LCBI t777 ST5 CC5
2 Pediatri Kan BSI-LCBI 660 ST725 CC25
3 Dahiliye Balgam PNEU-PNU3 | {153 ST34 CC30
4 Dahiliye Idrar UTI-SUTI t015 ST45 CC45
5 Yogun Bakim Unitesi | Trakeal Aspirat | PNEU-PNU2 1267 ST97 CC97
6 Dahiliye Kan BSI-LCBI t377 ST630 CC8
7 Genel Cerrahi Kan BSI-LCBI t084 ST15 CC15
(UTT: Uriner sistem infeksiyonu, SUTI: Semptomatik iiriner sistem infeksiyonu)
Tablo 8. MSSA izolatlarinin antibiyotik duyarhliklar
c £l e c
2lel|lel @ w|=sE D | £ = c
. 58\ 808/2 82823 s/|_|8§83/5\8| /2| .«
zolat E|E|x|E x 5 8 2 v glo|leE 5lB ElR -
Elols|@l=|3 d xX|5| 6|0 Fls|®| 2|0 o
wiw w | O|¥ a g 52 5 = = >
1 1747626667 2 | S| S| S |S|S|S|S|S|S|S|S|R|S|s|S|s|s|s|s|S]| 100
2 |1747626667| 2 |S|S|S|S|S|S|S/S|S|S|S|R|S|s|s|s|[s|s|s|Ss]| 100
3 298124549 |4 |s|S|s|s|s|s|s|S|[S|S|S|R|s|s|sS|S|[R|s|s|S5] 100
4 2271914667 4 |[R|S|S|S|S|S|S|S|[S|S|S|R|s|s|S|Ss|[s|s|s|S5] 100
5 208124549 | 4 |s|S|S|s|S|S|s|S|[S|S|S|R|S|S|S|S|RIs|s|S]| 100
6 |174762,6667| 2 |S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|R|S|sS|S|S|[SsS|Ss|S|s]| 100
7 (1747626667 2 |S|S|S|8|S|S|S|S|S|S|S|R|S|s|s|S|s|Ss|S]|S] 100
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MRSA izolatlarmin ¢ogu trakeal aspirat (%33) ve yaradan (%33), MSSA
izolatlarinin ¢ogu kandan (%57) elde edildi.

MRSA izolatlar1 arasinda 3 farkli spa tipi saptandi, baskin olan tip; t30 (% 94)
idi. Farkli spa tiplerin multilokus dizi analizi sonucunda tek sekans tipi (ST239)

belirlendi. MSSA izolatlar arasinda 7 farkl: spa tipi ve sekans tipi saptandi.
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Tablo 9. Fenotip, genotip ve infeksiyon durnmuna gre MRSA (sporadik olmayan) izolat gruplar

izolat SAPI- . Gru
Numaras;| NVC SAPI od | Pulsotip| o7 dﬂ
29 1 |1628893247| 1 ) 1
4 2 |2240562,413| 2 1 2
6 1 | 2677469247| 4 1 3
48 1 |2677469247| 4 1 3
43 1 | 2677469247| 4 2 4
8 2 |3289138413| 5 2 5
17 2 |3289138413| 5 2 5
9 2 |3289138,413| 5 1 6
14 1 |3289138.413| 5 2 7
26 2 |3289139.413| 6 1 8
5 1 |3708569813| 7 2 9
7 2 | 3988190,08 | 8 1 10
15 1 |4757144.813| 9 1 11
1 1 |5194051647| 10 1 12
2 1 |5194051647| 10 1 12
3 1 |5386290413| 11 4 13
10 1 |5386290413| 11 4 13
11 1 |5386290413| 11 4 13
20 1 |5386290413| 11 4 13
23 1 |5386290413| 11 4 13
25 1 |5386290413| 11 4 13
27 1 |5386290413| 11 2 13
31 1 |5386290413| 11 4 13
34 1 |5386290413| 11 4 13
37 1 5386290413 11 4 13
38 1 |5386290413| 11 4 13
42 1 |5386290413| 11 4 13
44 1 |5386290413| 11 4 13
45 1 |5386290413| 11 4 13
26 1 |5386290413| 11 4 13
47 1 5386290413 11 4 13
12 2 |5386290,413| 11 4 14
19 2 |5386290,413| 11 4 14
21 2 |5386290,413| 11 4 14
22 2 |5386290,413| 11 2 14
28 2 |5805720813| 12 9 15
39 1 |5805720,813| 12 4 16
18 2 | 608534108 | 13 1 17

Ozdes patern grubu 13’{in izolat sayis1 (#=16) diger sporadik olmayan MRSA izolat
gruplarinin sayilarindan anlaml olarak yiiksek bulundu (p< 0.001).
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5. TARTISMA

Gerek diinyada gerekse iilkemizde hastane kdkenli S. aureus izolatlarmmn %40-
60’1 metisiline direnclidir. Bu oranlar 6zellikle yogun bakim iinitelerinde daha da
yiiksektir. Molekiiler epidemiyolojik caligmalar diren¢ artismin, direng genlerinin
toplumda sik olarak bulunan epidemik klonlarca alinmasina bagli oldugunu
gostermektedir. Bu klonlar hastane ortamina girdiginde de 6zellikle saglik ¢alisanlarinin

elleriyle ortama ve hastadan hastaya yayilmaktadir (Giilay, 2008).

MRSA’nin neden oldugu nozokomiyal infeksiyonlar olduk¢a sik gériiliir ve
ciddi ekonomik ytik getirir. Hastanelerde yiiksek riskli hastalarin MRSA kolonizasyonu
agisindan taranmasinin faydali oldugu bildirilmistir. MRSA tasiyicihigi ya da
kolonizasyonu infeksiyon agisindan 6nemli bir risk faktoriidiir. Hastanelerde MRSA
yayilimimi kontrol altina almak icin tasiyici potansiyeli olan kisilerin taranmasi,
otomatik kompiiterize uyari, riskli hastalar i¢in izolasyon gibi spesifik dnlemler ve el
hijyeni uyumunun gelistirilmesini igeren infeksiyon kontrol yonergelerine ihtiyag
vardir. Cesitli uluslararasi yonergeler artik hastaneye yatig sirasinda potansiyel MRSA-
pozitif hastalarin taranmasini 6nermektedir, buna ragmen MRSA yayilimim kontrol

altina almak zordur (Tang ve Stratton., 2010).

Rutin klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda, bakteri tiplendirmenin hastane
infeksiyonlarimin izlemindeki rolii biiytiktiir. Bunun yamnda tiplendirme, toplum
kokenli infeksiyonlarm arastinlmasinda, rekiirren infeksiyonlarda yeni bulag ile
kolonizasyon ayriminda ve laboratuvar kontaminasyonlarinin saptanmasida énemli bir
aragtir. Antibiyotik direncinin artisi, klinik laboratuvarlarin hastane infeksiyonlar:

epidemiyolojisi {izerinde yogunlagsmasini zorunlu kilmistir (Tang ve Stratton., 2010).
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S.  aureus suslarmin  epidemiyolojik analizinde kullamilan ¢esitli
genotiplendirme yontemleri vardir. Bunlardan spa tiplendirme ve MLST gibi sekansa
dayali olan tiplendirme y6ntemleri, Smal makrorestriksiyon analizi gibi bant tabanl
yontemlere gore uygulama kolayligi, tekrarlanabilirlik, sonuglarin taginabilirlidi ve
mukayese edilebilirlik gibi avantajlara sahiptir. S. aureus suglarinin tiplendirilmesinde
halen altin standart olan Smal makrorestriksiyon analizi salgin arastirmalarinda
kullanilir ancak filogenetik analizlerde kullamimi sorgulanmaktadir (Strommenger ve
ark., 2006). PFGE ile gosterilen kromozomal degisiklikler MLST ve spa tiplendirme ile
incelenen genlerdeki mutasyonlara gére daha sik gerceklesir (Arakere ve ark., 2005).
MLST ise housekeeping genlerdeki diigiik mutasyon oranina bagl olarak S. aureus’un
uzun donemli popilasyon iligkilerinin, kdkeninin ve evriminin arastirilmasinda ¢ok
degerli bir yontemdir (Palavecino, 2007; Saunders ve Holmes, 2007; Vainio ve ark.,

2007).

Biiylik 6l¢lide S. aureus 'un evriminin aragtiritlmasinda kullanilan MLST’nin
aksine spa tiplendirme rutin arastirmalarda kullanilmak iizere ortaya ¢ikmastir. Ayrica,
MLST’den daha ayirt edici oldugu 6nceki ¢alismalarda gosterilmistir (Strommenger ve
ark., 20006). Bizim c¢aligmanuzda da 48 MRSA susu i¢inde 3 spa tip, 1 sekans tip ortaya
cikmistir. spa tiplendirme, diger molekiiler tekniklere gore uygulanmasi ve
yorumlanmasi daha kolay ve daha hizli bir yontemdir (Palavecino, 2007). spa
tiplendirmenin epidemik izolatlarin izleminde ve sporadik olarak ortaya ¢ikan klonlarin
oraninin belirlenmesinde énemi biiytiktiir (Harmsen ve ark., 2003). Bununla birlikte tek
bir polimorfik genin ayirici giicti sinirlidir; spa dizileri stabil oldugundan farkli spa
tiplerine ait suslar genellikle epidemiyolojik olarak iligkisizdir ancak aksini séylemek
her zaman dogru olmaz, suslar aymi spa tipine sahip olsa bile epidemiyolojik olarak
iliskisiz olabilir (Tang ve ark., 2000). Hastanelerde salgin aragtirmalari i¢in DNA dizi
analizine dayali erken uyar sistemi olarak Ridom StaphType gibi yazilim programlari
kullanilmaktadir. Yazilim sistemleri aynm1 zamanda ortak bir tiplendirme terminolojisi de

saglar (Strommenger ve ark., 2006).



56

PFGE kisa dénemli lokalize salgin aragtirmalar i¢in 6nemli bir ara¢ olmasina
ragmen popiilasyon analizinde ve yillart kapsayan uzun siireli epidemiyolojik
calismalarda uygun degildir. Bakteriyel popiilasyon iginde genomun heniiz
tammlanmayan bolgeleri veya bazi lokuslar yiiksek oranda degiskenlik gosterebilir
sonugta gozlenen varyasyon cesitli genetik mekanizmalardan kaynaklanabilir, bu durum
uzun donemli salginlar igin yamiltici olabilir. Global olarak yayilmis tek bir MRSA
klonundaki genetik degisiklikleri agiklayamadigni i¢in PFGE uzun dénemli
epidemiyolojik arastirmalarda fazla ayirt edici olabilir. Bu sartlar altinda PFGE ve PCR-
tabanli bir teknigin birlikte kullanilmasi mikroorganizmalarin genotiplendirmesinde

daha uygundur (Tang ve ark., 2000; Tang ve Stratton, 2010).

spa tiplendirmenin PFGE’den daha az ayirt edici oldugu diisiiniilmektedir.
Tang ve ark. (2000) 107 haftalik bir salgin sirasinda toplanan aym spa tipine sahip 20
susun, birbiriyle iligkili fakat aywrt edilebilen, PFGE paternleri sergiledigini
gostermislerdir; spa tiplendirmenin yetersiz oldugu durumlarda 6zellikle uzun dénemli

nozokomiyal salgimlarda PFGE’nin kullanilmasi gerektigini ileri stirmiislerdir.

Birbiriyle iligkili suslarin PFGE paternlerinde tek banta ait kiigiik
degisikliklerin yorumlanmasit 6nemli bir tartisma konusudur. Peacock ve ark.’nin PFGE
ve MLST’yi kiyaslayan caligmalarinda aym hastalara ait S. gureus izolatlarmin
aralarinda bir ya da iki bant degisikligi ortaya ¢ikmustir. Bu bulgu tek bir PFGE
bantintaki degisikliklerin fazla ayirt edici olabilecegini diisiindiiriir (Harmsen ve ark.,

2003).

Strommenger ve ark. (2006) MLST/eBURST wverilerini referans olarak
gostererek tiplendirme yontemleri arasindaki uyumu degerlendirmiglér: CC-121, CC-22,
CC-45 klonal komplekslerine ve ST426, ST59, ST81 ve ST1 sekans tiplerine ait
izolatlarin spa tiplendirme, MLST ve PFGE yontemlerinin her iigiiyle de 6zdes sonuglar
verdigini gormiislerdir. Bu klonal komplekslerin ve sekans tiplerinin her biri, spa
tiplendirme/BURP ve Smal makrorestriksiyon analizi sonucunda yine ayri bir gruba
tekabiil etmistir. CC-30 i¢in de benzer sonuglari elde etmisler; spa tiplendirme/BURP
ile spa CCO012, makrorestriksiyon analizi ile PFGE14 ortaya ¢ikmustir ancak CC-8 ve
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CC-5 i¢indeki sekans tipleri e BURST ve BURP ile ayri ayr gruplanirken PFGE
tiplerinin icinde dagilarak oldukc¢a fazla ¢esitlilik géstermislerdir. Bu sonuglar bu veri
seti i¢cin, eBURST ve BURP sonuglarinin arasinda yiiksek diizeyde, sekans ydntemleri
ile PFGE arasinda ise nispeten daha diisiikk diizeyde uyum oldugunu géstermistir.

Wisplinghoff ve ark.(2005) 15 yil boyunca izole edilen MRSA izolatlarinin
molekiiler evrimini arastirdiklan ¢aligmalarinda MLST, spa tiplendirme ve SCCmec
tiplendirme yaptiklar izolatlarin ST lerinin PFGE paternleriyle uyumlu ¢iktigin, ilk bes
yilda toplanan izolatlarin %96’simin ST239-III oldugunu ve ortak bir PFGE profili
gosteren diger ST’lerin aksine, bizim sonuglarimizdaki gibi ST239’un farkli PFGE
profillerine sahip oldugunu gostermislerdir. Robinson ve Enright’a gore ST239 ve
ondan koken alanlar CC-8 icerisinde filogenetik olarak ayr1 ve klinik olarak 6énemli olan
bir kolu temsil ederler. ST239 mozaik kromozomu ata kéken ST30’dan aldigi
replikasyon orijinini kapsayan 557-kb ve ata koken ST8’den aldigi replikasyon
terminalini kapsayan 2220-kb uzunlugunda fragmentleri igerir (Wisplinghoff ve ark.,
2005).

Faria ve ark. (2008) S. aureus igin kullanilan temel tiplendirme ydntemlerinin
uyumunu arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, MRSA ve MSSA gruplarimn verilerini
karsilagtirdiklarinda spa tiplendirme, MLST ve PFGE tekniklerinin her ig¢iiniin de
MSSA izolatlar1 i¢in daha ayirt edici oldugunu gormiisler ve bu durumun MSSA
suslarimin MRSA suslarindan daha cok genetik cesitlilige sahip oldugu fikrini ve
MRSA’nmn, SCCmec elementinin kazanilmasiyla MSSA’dan tiiredigi hipotezini
destekledigini dolayisiyla spa tiplendirmenin tek basina MSSA izolatlar i¢in yeterli
oldugunu MRSA i¢inse PFGE ve spa tiplendirmenin kombine kullanimimin daha ayirt

edici olacagin ileri stirmiiglerdir.

Alp ve ark. (2009), Turkiye’deki MRSA izolatlarinin prevalansi ve genetik
iligkisini aragtirdiklar1 ¢ok merkezli calismalarinda; farkli bolgelerdeki MRSA
prevalansinin %12-75 arasinda degistigini, baskin spa tipinin t30 oldugunu ve MLST
uyguladiklan farkli pulsotiplerin ST239 oldugunu belirlemislerdir.
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Calismamizda MRSA suslarinin 3’ii hari¢ digerlerinin t30 oldugu ve hepsinin
ST239 oldugu belirlendi. Izolatlarmn servislere gére dagilimma bakildiginda en sik
plastik cerrahi servisinden (~%19) ve yogun bakim iinitesinden (~%15) izole edildigi
gorildi. Cerrahi servisler, MRSA infeksiyonu ig¢in risk faktoriidir (Graffunder ve
Venezia, 2002). Yogun bakim hastalar1 yiiksek antibiyotik kullanim oraninmin neden
oldugu selektif baskidan dolayi, MRSA infeksiyonu agisindan en riskli gruptur
(Rijnders ve ark., 2009). Bizim c¢alisgmamizda da MRSA izolatlarimin en sik izole

edildigi ikinci birim yogun bakim tinitesidir.

Antibiyotik duyarlilik testi sonucunda eritromisine duyarli goriilen izolatlarin
bazilarinda ermA geni saptandi; bu durumun fenotipe yansimamasinin muhtemelen bu
gende ortaya ¢ikan bir mutasyondan kaynaklandigi disiiniildii. Bu genotip-fenotip
uyumsuzlugunun dizi analizi ve gerekirse klonlama ve ekspresyon analizi ile

arastirilmasi planlandi.

MRSA suslarinda MLST ile tek genotip, spa tiplendirme ile 3 genotip ve
PFGE sonuglarmin analizi ile 14 farkli pulsotipin elde edilmesiyle bizim ¢aligmamizda
da ayiric1 giicii en fazla olan yontemin PFGE, ayirici giicii en az olanin ise MLST
oldugu goriilmiistiir. Bunun nedeni daha 6nce belirtildigi gibi 6rnek grubumuzun 3
aylik bir dénemi yansitmast dolayisiyla genetik cesitliligin sinirli olmasidir. Her ne
kadar MLST nin ayiric1 giicliniin yeterli olmadig: ya da iliskisiz genotipleri aym sekans
tipi iginde topladig: diistiniilse de, bu ¢ok zayif bir ihtimaldir séyle ki; her lokus igin
ortalama 200 alel vardir, bu durumda trilyonlarca farkli ST olasiligi miimkiindiir ve
iliskisiz iki genotipin aym1 sekans tipine sahip olmasi neredeyse imkansizdir (Enright ve
ark., 2002; http://www.mlst.net). Ayrica, PFGE bir laboratuvar igerisindeki birbiriyle
iligkili genotip gruplarinin tammlanmasinda daha uygun olup laboratuvarlar arasi

karsilagtirmalarda ise MLST kullamlir (Enright ve ark., 2002).
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Calismamizin sonucuna gére hastanemizde baskin olan kdken ST239 klonu
olup kolonizasyon potansiyeli ve antibiyotiklere karsi direnci daha fazladir.
Hastanemizde baskin olan tek klonun olmasi hastanelerde sadece birka¢ epidemik
MRSA klonunun hakim oldugunu gosteren daha 6nceki ¢alismalarla uyumludur (Cho
ve ark., 2006). Sonuglarimizdaki farkli spa tiplerinden t632, t30 olan suglardan biriyle
aynit PFGE paternine sahiptir; Wisplinghoff ve ark.(2005) ayn: ST veya PFGE paternini
gosteren fakat spa tipleri farkli olan suslarin spa bolgesindeki insersiyonlar ya da

delesyonlarin PFGE paternini etkilemedigini belirtmislerdir.

Omek grubumuzdaki MSSA suslarmin ise her birinin farkli bir spa tipi ve
sekans tipi sergilemesi MSSA izolatlari i¢in spa tiplendirmenin ayirt ediciliginin yeterli
oldugunu desteklemektedir. Iki izolatin tetrasikline bir izolatin da eritromisine direngli
oldugu ve penisilin haricindeki diger antibiyotiklere duyarli oldugu belirlenmistir.

Hollanda’da yapilan bir ¢alismada bolgede prevalanst en yiiksek olan MSSA
klonlarinin CC-30 ve CC-45 oldugu gosterilmistir (Donker ve ark., 2009).

Sporadik olmayan MRSA izolatlar1 (n=38) arasinda izolat sayist en ¢ok olan
grubun tamami nozokomiyal infeksiyon etkeni olup pulsotip 4 paterninde yer
almaktadir, standardize antibiyotik fenotip indeksleri ve antibiyotik direnc¢ skorlar
aynidir. Bir izolat disinda hepsi azalmis teikoplanin duyarlilifma sahiptir, hepsi
eritromisine, fosfomisine ve moksifloksasine direncli, fusidik asite ve klindamisine

duyarhdir.

MLST ile elde ettigimiz MSSA sekans tiplerinden ST630 (12-3-1-1-4-4-3),
ST239 (2-3-1-1-4-4-3)un tek lokus varyantidir, her ikisi de CC-8’in i¢inde yer alir. CC-
8, dort major epidemik HK-MRSA klonu igerir: STS8, ST239, ST247 ve ST254
(Strommenger ve ark., 2006). Bizim hastanemizde en sik goériillen ST239; pandemik
Macar klonudur (ST239-1II). Diinya niifusunun %60’indan fazlasma sahip olan biiyiik
Asya bolgesindeki HK-MRSA’min en az %90’indan ST239 sorumludur (Neela ve ark.,
2010). Vorobieva ve ark. (2008) da CC-8 icinde yer alan MRSA izolatlarinin
bolgelerindeki dominant hastane kaynakli klonlar oldugunu, tek lokus bakimindan farkli

olan suslarin lokal ¢esitliligi ve uzun donemli devamlilig1 gsterdigini belirtmislerdir.
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6. SONUC VE ONERILER

» 48 MRSA ve 7 MSSA izolat1 olmak tizere toplamda 55 izolat ¢calismaya dahil
edildi.

> lzolatlarmn klonal iliskileri pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) tiplendirme,
spa tiplendirme ve MLST ile arastlnldl.

» Antibiyotik duyarlilik testi sonucuna gore eritromisine duyarhi ¢ikan bazit MRSA
suslarinda ermA pozitifligi saptanda.

» MRSA suslarinda teikoplanine azalmig duyarlilik oldugu gériildii.

> lzolatlarin servislere gore dagilimma bakildiginda en sik plastik cerrahi
servisinden (~%19) ve yogun bakim iinitesinden (~%15) izole edildigi goriildii.

» PFGE sonuglarinin analizi ile MRSA izolatlarinda 14 farkh pulsotip ortaya ¢ikti.
MSSA’nin PFGE ile elde edilen bant profilleri gézle degerlendirildi, izolatlarin
her birinin ayn bir paterne sahip oldugu goriildii.

» MRSA izolatlarmda SCCmec tip III saptanda.

» MRSA izolatlannin c¢ogu trakeal aspirat (%33) ve yaradan (%33), MSSA
izolatlarimin ¢ogu kandan (%57) elde edildi.

» MRSA izolatlar1 arasinda 3 farkli spa tipi saptandi, baskin olan tip; t30 (%94)
idi. Farkl1 spa tiplerin multilokus dizi analizi sonucunda tek sekans tipi (ST239)
belirlendi.

» MSSA izolatlar arasinda 7 farkli spa tipi ve sekans tipi saptandi.

> OMU-SUVAM hastanesinde izole edilen Staphylococcus aureus kokenlerinde,
zaman boyutu bakimindan goreceli olarak daha kisa donemli epidemiyolojik
bilgi saglayan PFGE ve spa tiplendirme tekniklerine ek olarak, ¢zellikle uzun
dénemli epidemiyolojik bilgi saglayan MLST yéntemi kullamlarak, hastanemiz
ve bolgemiz ile ilgili eksiksiz, kalici, taginabilir ve kargilastirilabilir nitelikte
molekiiler epidemiyolojik veri elde edilmistir.

» MRSA kokenlerinde MLST ile tek genotip, spa tiplendirme ile 3 genotip ve
PFGE sonuglarinin analizi ile 14 farkli pulsotipin elde edilmesi ti¢ aylik
donemde elde edilen bu izolat grubu i¢in ayirict giicli en fazla olan yéntemin

PFGE, ayirici giicii en az olanmin ise MLST oldugunu gostermistir.
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» Tek bir tiplendirme yontemi izolatlar arasindaki iligkinin saptanmasinda yetersiz
oldugunda farkh tiplendirme yontemleri birlikte kullanilabilir.

» Farkli tiplendirme tekniklerinin sonug¢larinin uyumlu ¢ikmasi izolatlar arasindaki
klonal iligkiyi destekler.

» spa tiplendirmenin, ayirt ediciligi iyi fakat olduk¢a zahmetli bir yontem olan

PFGE’nin yerini alacagi diisiiniilmektedir.
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