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OZET

Bu calismada, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi ibn-i Sina Hastanesinde 2002-2005 yillari arasinda
hastanede yatan hastalarin kan kltlrlerinden izole edilen 100 adet metisiline direncli Staphylococcus au-
reus (MRSA) susunun antibiyotik duyarliliklari, Panton-Valentine I6kosidin (PVL) ve toksin (enterotoksin
A-J ve toksik sok sendromu toksini) gen ozellikleri, agr ve stafilokokal kaset kromozom (SCCmec) gen tip-
leri ve PFGE (pulsed field gel electrophoresis) profillerinin incelenmesi amaclanmistir. Antibiyotik duyar-
lilik testleri yari-otomatize sistem (miniAPI-Biomerieux) ile; PVL, mecA ve toksin (seq, seb, sec, sed, see, seg,
seh, sei, sej, tst) genlerinin arastirilmasi polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile, SCCmec ve agr tiplendirme-
si ise multipleks PCR ile gerceklestirilmistir. izolatlarda aminoglikozid ve tetrasikline %91, siprofloksasine
%93, rifampine %92, eritromisine %79 ve trimetoprim-siilfametoksazole %8 oraninda direng saptanir-
ken tiim izolatlar vankomisine duyarli bulunmustur. izolatlarin timiinde mecA gen varligi belirlenmis; PVL
pozitifligine ise rastlanmamustir. En sik saptanan enterotoksin geni sea (%77) olmustur. SCCmec tiplen-
dirmesinde 84 (%84) izolatin tip Il ve agr tiplendirmesinde 91 (%91) izolatin tip | oldugu belirlenmistir.
PFGE tiplendirmesinde dort farkl profil (A, B, C, D) gézlenmis ve izolatlarin %97'sinin A paternini olus-
turdugu gozlenmistir. Secilen bes 6rnekten (patern A’dan iki sus, patern B, C ve D’den birer sus) MLST
(Multilocus Sequence Typing) yontemi ile yapilan dizi analizi sonucunda bu izolatlarin sekans tip (ST)
239 oldugu saptanmustir. Bu calisma ile hastanemizde baskin olan MRSA klonunun 6zelliklerinin; SCCmec
tip lll, agr tip 1, PVL negatif, sea pozitif ve ST 239 oldugu gorilmistir. Ancak hastanemize ait olan bu

* Calismanin PVL genlerinin arastinilmasi boliim, Ankara Universitesi Arastirma Fonu tarafindan desteklenmistir (Proje
No: 20050809006HPD).
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bulgular tilke genelini yansitmayacagindan, Tirkiye’de hakim olan hastane kaynakli MRSA izolatlarinin
klonal 6zelliklerinin ortaya konulmasi icin daha genis kapsamli calismalara ihtiyag vardir.

Anahtar sézciikler: Metisiline direncli Staphylococcus aureus, stafilokokal kaset kromozom mec, toksin
genleri, molektiler epidemiyoloji.

ABSTRACT

This study was conducted to investigate the antimicrobial susceptibility, Panton Valentine leucocidi-
ne (PVL) and toxin (enterotoxin A-], staphylococcal toxic shock toxin) genes, agr types, staphylococcal
cassette chromosome mec (SCCmec) types and pulsed field gel electrophoresis (PFGE) profiles of a total
of 100 non-duplicate methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) bloodstream isolates collected
between 2002-2005 at Ankara University Ibn-i Sina Hospital. Antimicrobial susceptibilities were investi-
gated by a semi-automated system (miniAPI, BioMerieux, France); PVL, mecA and toxin (sea, seb, sec,
sed, see, seg, seh, sei, sej, tst) genes by polymerase chain reaction (PCR) and SCCmec and agr typing we-
re performed by multiplex PCR. While all isolates were susceptible to vancomycine, aminoglycoside and
tetracycline resistance was determined in 919%, ciprofloxacine in 93%, rifampin in 92%, erythromycine
in 79% and trimethoprim-sulphametoxazole in 8% of the isolates. mecA gene was detected in all of the
isolates, however, PVL positive isolate was not detected. sea was the most frequently (77%) detected en-
terotoxin gene. SCCmec typing revealed type Il in 84 (84%) and agr typing revealed type | in 91 (91%)
of the isolates. Multilocus Sequence Typing (MLST) of five representative isolates (two isolates with pat-
tern A, one isolate each from patterns B, C and D) revealed sequence type (ST) 239. This study docu-
mented that the dominant MRSA clone in our hospital had SCCmec type lll, agr type 1, PVL negative,
sea positive and of ST 239. Larger scale intercity and nation wide studies are needed to find out the clo-
nal characteristics of hospital acquired MRSA in Turkey.

Key words: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus, staphylococcal cassette chromosome mec, toxin
gene, molecular epidemiology.

GiRis

Metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA), invaziv ya da toksin aracili enfeksi-
yonlara yol acan bir patojendirm. S.aureus, stafilokokal enterotoksinler (SE) A-J, K, L, M
ve O, toksik sok sendromu toksini 1 (TSST-1), eksfoliyatif toksinler (ET) A, B ve D gibi ce-
sitli toksinlerin yani sira, hemolizinler (alfa, beta, gamma, teta) ve deri enfeksiyonlari,
nekrotizan pnomoni ve toplum kaynakli MRSA enfeksiyonlari ile yakin iligkili olan Pan-
ton-Valentine I6kosidini (PVL)'nin de dahil oldugu baz I8kosidinler salgilamaktadir®®.
S.aureus’un bircok virtilans faktoriiniin ekspresyonu, iki bilesenli sinyal yolunu kodlayan
aksesuar gen regulator (agr) lokusu tarafindan kontrol edilir; iki bilegenli sinyal yolunun
aktivatér ligandi olan yogunluk duyarli peptid de yine agr tarafindan kodlanmaktadir’.

Diinyanin farkli bolgelerinde, MRSA enfeksiyonlarinin yayilimindan sorumlu az sayida
MRSA klonu bulundugu, molekiiler tiplendirme verileri ile ortaya konulmustur'-2. Bu ¢a-
lismanin amaci, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Ibn-i Sina Hastanesinde 2002-2005 yil-
lar arasinda kan kdiltiirlerinden izole edilen MRSA suglarinin PFGE, SCCmec ve agr tiplen-
dirimlerini yaparak hakim klonunun molekiiler 6zelliklerini ortaya koymak ve PVL de da-
hil olmak Gzere cesitli toksinlerinin varhgini arastirmaktir.
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GEREC ve YONTEM
Bakteri izolatlari

2002-2005 yillari arasinda, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Ibn-i Sina Hastanesinin
cesitli kliniklerinde yatan hastalarin kan orneklerinden izole edilen 100 adet MRSA izola-
t1 calismaya alindi. Ayni hastaya ait tek 6rnek calismaya dahil edildi. Calismada pozitif
kontrol olarak; HPV 107 (iber klonu), BK2464 (New York/Japonya klonu), HUSA 304
(Macar klonu), HSJ216 (Brezilya klonu), HDE288 (Pediatrik klon)?, GRE14 (PVL pozitif)'©,
NCTC 10442 (SCCmec tip 1), N315 (SCCmec tip 1), 8572082 (SCCmec tip 1lI) ve JSCS
4744 (SCCmec tip IVA) suslari kullanildi.

Antibiyotik Duyarlihk Testi

izolatlarin rifampin, eritromisin, trimetoprim-siilfametoksazol, siprofloksasin, aminog-
likozid, tetrasiklin ve vankomisine karsi in vitro duyarliliklari yari-otomatize sistem ile (mi-
niAPI-Biomerieux) arastirildi.

PVL, mecA ve Toksin Genlerinin Saptanmasi

izolatlarda PVL genleri Lina ve arkadaslari®, mecA geni Araj ve arkadaslan'", stafiloko-
kal enterotoksin A-] genleri (seq, seb, sec, sed, see,seg, seh, sei ve sej) TSST-1 geni (tst) ise
Monday ve arkadaslari'? tarafindan tarif edilen PCR yéntemleriyle gerceklestirildi.

Tiplendirme

SCCmec tipleri (I, 1A, 11, 1lI, 1A, 1IIB ve IV) Oliveira ve arkadaslar'? tarafindan uygula-
nan multipleks PCR; agr tiplendirimi ise literatiirde belirtildigi sekilde'* gruba 6zgiil mul-
tipleks PCR yontemiyle saptandi.

PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis)

Bu amacla Mulvey ve arkadaslarinin'> uyguladiklari yéntem kullanildi. DNA paternle-
ri; %1.2'lik agaroz jelde, CHEF DR Il (Bio-Rad Hercules, ABD) PFGE cihazinda 6V/cm
akim, 14°C sicakhk ve 0.5X TBE icerisinde baslangi¢ ve final zamanlan 5.3 ve 34.9 ola-
cak sekilde 20 saat yurutulerek gosterildi. PFGE sonrasinda olusan DNA paternleri hem
g06zle hem de “Gene Directory Programme” (Syngene, UK) ile degerlendirildi. Benzerlik
indeksi “Dice” katsayisi kullanilarak %1 tolerans degerinde olusturuldu. Izolatlar arasi kii-
melenme iliskisi UPGMA (unweighted pair group method of arithmatic averages) yon-
temi kullanilarak gosterildi. Izolatlar arasi genotipik iliskinin g6z ile degerlendirilmesinde
Tenover ve arkadaslar'® tarafindan belirlenen ilkeler benimsendi.

MLST (Multilocus Sequence Typing)

MLST, Enright ve arkadaslarinin’ uyguladiklari yéntem ile gerceklestirildi. Diziler,

BigDye floresan kullanilarak ABI Prism 310 genetik analiz cihazi ile saptandi. Alel numa-
ralart MLST web sitesi (http://www.mlst.net) kullanilarak ortaya konuldu. PFGE ile sap-
tanan ayni klonal gruba ait izolatlarin, ayni veya benzer dizi tipine sahip olduguna yo-
nelik daha 6nce yapilan calismalar®'”'? 6ngériilerek, MLST analizinde PFGE sonrasi her

grup icin secilen ornekler kullanildi.
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BULGULAR

Calismaya alinan izolatlarin beta-laktam olmayan 6 antibiyotik ile vankomisine karsi in
vitro duyarlilik sonuclarinin yillara gére dagihmi Tablo I'de, arastirilan genlerin varligi ve
dagilimi ise Tablo ll'de gosterilmistir. En sik saptanan toksin geni sea (%77) olmus, 13
(%13) izolatta ise toksin geni saptanmamistir (Tablo 1) (Resim T1).

izolatlarin SCCmec tiplendirmesi sonucu, en sik tip I1I'in (%84) saptandidi izlenmis,
10 izolat kullanilan yéntemle tiplendirilememistir (Tablo Ill) (Resim 2). izolatlarin agr tip-
lendirmesi sonunda ise, en sik tip I'e (%91) rastlanmis, 7 izolat ise tiplendirilememistir
(Tablo IlI) (Resim 3).

izolatlarin 6 bant farkliiga kadar ayni tip icerisinde yer aldiklari gérisii dogrultusunda
degerlendirilen 100 izolatin 97'sinin, 6 alt tip (A1-A6) ile birlikte A paternini olusturdu-
gu, kalan 3 izolatin ise A paterninden 6 bant farklidi ile birbirleriyle iliskisiz 3 farkli PFGE
paterni (B, C, D) olusturduklari gozlenmistir (Tablo 1) (Resim 4). Ana A paterni ile birlik-
te alt tipler ve diger paternlerin uluslararasi klonlar ile benzerlikleri gosterilmistir (Resim
5). Gene Directory programinda yapilan gorsel degerlendirme ile de ayni sonuclar elde
edilmistir. Patern A'dan 2; B, C ve D paternlerinden birer olmak tzere secilen 5 izolatin
MLST analizi sonucunda bu izolatlarin ST 239 klonunda yer aldiklari gérulmusgtr.

Tablo I. izolatlarin Calisilan Antibiyotiklere Karsi Yillara Gére Direng Oranlarinin Dagilimi

Antibiyotik

Yil (caligilan Direngli izolat sayisi (Direng %)

izolat sayisi) Rif E SXT Cip AG Tet Van
2002 (23) 20 (86.9) 16 (69.5) 2(8.6) 19(826) 19(82.6) 22(956) O
2003 (16) 16 (100) 14 (87.5) 0 16 (100) 14 (87.5) 14875 O
2004 (34) 30(88.2) 31 (91.1) 5(14.7) 32(94.1) 32(941) 29(852) O
2005 (27) 26 (96.2) 18 (66.6) 1(3.7) 26(96.2) 26(96.2) 26(96.2) O
Toplam (100) 92 (92) 79 (79) 8 (8) 93 (93) 91 (91) 91 (91) 0

Rif: Rifampin, E: Eritromisin, SXT: Trimetoprim-siilfametoksazol, Cip: Siprofloksasin, AG: Aminoglikozid (cogunlukla
gentamisin), Tet: Tetrasiklin, Van: Vankomisin.

e

Resim 1. MRSA izolatlarinda toksin gen varligi. Hat 1-6: Enterotoksin A; Hat 7: Enterotoksin A + G + I; Hat 8:
TSST; Hat 9: Negatif kontrol; Hat 10: Molektiler bliytikliik belirteci (Generuler 100bp DNA ladder plus,
Fermentas).
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Resim 2. MRSA izolatlarinda en sik gdrtilen klon A izolatlarinin kaset kromozom tipi. Hat 1-10: tip Ill; Hat 11:
Pozitif kontrol (tip IV) GRE 14, Hat 12: Pozitif kontrol |[SCS 4744 (tip IV); Hat 13: Negatif kontrol; Hat 14:
Pozitif kontrol 85/2082 (tip Ill); Hat 15: Tiplendirilemeyen,; Hat 16: Pozitif kontrol HSJ 216 (tip IlIA); Hat 17:
Molekiiler bliytikltik belirteci (Generuler 100bp DNA ladder plus, Fermentas).
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Resim 3. MRSA izolatlarinda agr tipleri. Hat 1: Molekdiler biiytikliik belirteci (Generuler 100bp DNA ladder
plus, Fermentas); Hat 2-4, 6-11, 13, 14: agr tip I; Hat 5: agr tip Ill; Hat 12 ve 15: agr tip Il.
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Resim 4. MRSA izolatlarinin Smal enzimi ile kesimi sonucu elde edilen PFGE paternleri. Soldan saga; Hat 1 ve
8: Molekiiler bliytikliik belirteci (Lambda ladder PFG marker, New England Biolabs); Hat 9: Hakim MRSA klo-
nu A; Hat 2, 3, 6, 7, 10 ve 12: A klonunun alt tipleri; Hat 4: B klonu; Hat 5: C klonu; Hat 11: D klonu.
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Resim 5. MRSA izolatlari icerisinde baskin klon A'nin cesitli uluslararasi klonlarla karsilastirlmasi. A:
Hastanemizde baskin olan klon; HUSA 304 (Hungarian); HS| 216 (Brazilian); HPV 107 (Iberian); HDE 288
(Pediatric); BK2464 (New York/Japan). Dendogram; UPGMA aritmetik averaji, Dice benzerlik katsayisi ve %1
tolerans kullanilarak olusturulmustur.

TARTISMA

Bu calismada, hastanemizde 2002-2005 yillari arasinda izole edilen hastane kaynakli
(HK) MRSA kan izolatlarinin molekiiler ézellikleri ortaya konulmustur. Onceki calismalar-
da, SCCmec tiplerinin MRSA izolatlarindaki dagihmi incelendiginde, HK-MRSA izolatlari-
nin biylk cogunlugunun SCCmec tip |, Il veya lll, toplum kokenli MRSA izolatlarinin ise
SCCmec tip IV, V veya VI olarak bulundugu gériilmektedir®%2°. Bizim calismamizda da
100 adet HK-MRSA izolatindan 84’tintin SCCmec tip lll, birer susun ise sirasiyla tip IA, tip
Il ve tip IllA oldugu saptanmis, hastane izolatlarinin hicbirinin tip IV icermedigi belirlen-
mistir. Elde ettigimiz bulgular diger calismalarla benzer bulunmustur?'-22,

Ozellikle fronkiiloz gibi deri enfeksiyonlari ile toplum k&kenli nekrotizan pnémoni ol-
gularindan izole edilen MRSA suslarinda PVL pozitifligi bulunurken, travmatik deri enfek-
siyonlari, hastane kaynakhh pnomoni, enfektif endokardit ve bakteriyemi olgularina ait
izolatlarda PVL negatif olarak saptanmaktadir. PVL pozitifligi, genellikle SCCmec tip IV es-
liginde toplum kékenli MRSA izolatlarinda sik olarak tespit edilir®23, Literatiirde nadir
olarak HK izolatlarda PVL pozitifliginden bahsedilmektedir. Chini ve arkadaslari®* 2001-
2003 yillar arasinda iki hastaneden elde ettikleri izolatlarda, PVL pozitifligini %23 olarak
bulmuslardir. Wannet ve arkadaslari?® yaptiklari calismada, Hollanda hastanelerinden el-
de edilen suslarda PVL pozitifligini 2000-2002 yillar arasinda %10 olarak bulurken, bu
oranin 2003 yilinda %8’e dustuguni; 2003 yilinda PVL pozitif bulunan suslarin %65’inin
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SCCmec tip IV oldugunu; tip Ill ve tip | izolatlarin ise sirasiyla %20 ve %15 oraninda go-
rildigiini belirlemislerdir. Taneike ve arkadaslarinin?® calismasinda, 1985-1986, 1990-
1992 ve 2000-2005 donemlerinde Japonya’da hastanede yatan hastalarda PVL pozitifli-
gi arastinlmis ve PVL pozitiflik oranlari sirasiyla; %23.5 (4/17), %3.4 (2/59) ve 0 (0/379)
olarak bulunmustur. Bizim calismamizda kan izolatlarinin hicbirisinde PVL pozitifligine
rastlanmamis olup, bulgularimiz Budimir ve arkadaslarinin?’ verileriyle uyumludur. Bu-
nunla birlikte, gelecekte PVL pozitif, SCCmec tip IV disi tiplerin hastane ortamina yerle-
sebilecekleri 6ngorusi g6z ardi edilmemelidir.

Bir “quorum-sensing” sistemi olan agr, bazi ylizey proteinleri ve hiicre digina salinan
enzimleri kodlayan genlerin transkripsiyonunun diizenlenmesinde rol oynamaktadir'*.
Yapilan calismalarda agr tip | ve lI'nin azalmis vankomisin duyarlilig ile, tip 1V’'Un eksfo-
liyatin Uretimi ile ve tip l11’Uin toksik sok sendromu ve PVL ile indliklenmis nekrotizan pno-
moni gelisimi ile iliskisi gosterilmistir?®. Bizim calismamizda izolatlarin %91'i agr tip | ola-
rak bulunmustur. izolatlarimizin vankomisin duyarlliklari yari otomatik sistemle arastiril-
mis ve direng¢ gortlmemistir; ancak agr tip | icerisinde, muhtemel hetero-VISA izolatlari-
nin olabilecegi de goz ardi edilmemelidir.

MRSA sekans tip 239 (ST 239) diinyada yaygin olarak bulunur ve klonal kompleks 8'in
(CC8) Klinik olarak 6nemi olan bir dalidir>1919.29.30 By sekans tipi EMRSA 1, 4, 7, 9, 11,
Brezilya, Portekiz ve Viyana gibi klonlari icermektedir?®. Bu calismada ayni PFGE paterni
gosteren A grubundan iki 6rnek ve B, C ve D gruplarindan birer 6rnegin MLST incele-
mesi yapilmis ve hepsi ST 239 olarak bulunmustur. Calismamizda 87 izolat iceren PFGE
A paterni, epidemik MRSA klonlari ile birebir uygunluk gostermemektedir; ancak bircok
ST 239 epidemik MRSA klonu farkli PFGE paternine sahip olabilmektedir*3'.

Aires de Sousa ve arkadaslarinin®' yaptiklari calismada, 6 ana pandemik MRSA klonu
(iber, Brezilya, Macar, New York/Japonya, pediatrik veya EMRSA 16) ile benzerlik goster-
meyen 4 minor veya sporadik klonun varligi bildirilmistir. Bu 4 klon, 1995 ve 1996 yilla-
rinda izole edilmis, ST 239, CC8, SCCmec tip Il ve PVL negatif klonlardir. Bizim calisma-
mizda baskin olarak bulunan klon, bu calismada bahsedilen klonlarla benzer 6zellikler
gostermektedir. Turkiye’de izole edilen MRSA suslarinin molekiler 6zelliklerini arastiran
az sayida yayin bulunmaktadir. Oztop ve arkadaslarinin®? calismasinda, izolatlarin PFGE
paternlerine gore Iber ve Brezilya klonlarindan farkh bir baskin klon bildirilmistir. van Bel-
kum ve arkadaslari*®, Ankara’dan 6, Bursa’dan 1 hastaneden elde edilen MRSA suslarini
ribotipleme, AP-PCR ve PFGE ile tiplendirmisler ve Ankara ve Bursa’da hakim ana klonun
Polonya ve iber klonlarina benzer 6zellikler gostermedigini ortaya koymuslardir. Gilay
ve arkadaslari®* ise, Izmir'de izole edilen hastane kaynakl 9 adet susu arastirmislar ve bu
suslarin ST 239-MRSA-IIl 6zelliginde oldugunu bildirmislerdir.

Sonug olarak calismamizda, 2002-2005 yillan arasinda hastanemizde hakim MRSA
klonunun SCCmec tip lll, agr tip |, PVL negatif, sea pozitif ve ST 239 &zellikleri gosterdi-
gi bulunmustur. Bulgularimiz Ankara’da ibn-i Sina Hastanesinde hakim olan klonu gés-
termektedir; ancak Turkiye’de baskin olan klonun belirlenmesi ve bu klonun 6zellikleri-
nin ortaya konulmasi icin daha genis katihmh calismalara ihtiyac vardir.
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