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0oz

Amag: Bu calisma, Ekim 2003-Mart 2004 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi Eriskin ve
Onkoloji Hastaneleri’'nde yatan hastalardan izole edilen Metisiline Direncli Staphylococcus aureus
(MRSA) suslarinin, fenotipik bir yontem olan antibiyotik duyarhilik testi ve genotipik bir yéntem olan Pulsed
Field Jel Elektroforezi (PFGE) ile tiplendirilmeleri amaciyla gerceklestirildi.

Gereg ve YOntem: Calismada kullanilan izolatlarin antibiyotik duyarliliklart MIK yontemi ile
saptandi. Soz konusu bakteriler, genomlar:t Smal restriksiyon endoniikleaz ile kesildikten sonra PFGE ile
karakterize edildi.

Sonuc ve Tartisma: Iki tanesi (Antl ve Ant2) yaygin olmak iizere toplam 9 antibiyotip belirlendi.
PFGE kullanilarak yapilan ¢alisma sonucunda bir baskin tip (Tip A) belirlendi. Bu baskin tipin disinda
daha az ornekle temsil edilen ii¢ tip (Tip B, C, D) tespit edildi. Tip A’nin 8, tip B’nin 2 ve tip C’nin 5 tane
alt tipi belirlenmistir. Calisma tarihleri arasinda MRSA’ya bagh bir epidemi olusmadigi belirlenmistir.
Elde edilen sonuglar, tiplendirme c¢alismalarinda PFGE tekniginin, antibiyotik seyirlerinin
karsilastirilmastyla yapilan fenotipik tiplendirme yénteminden daha hassas oldugunu gdstermektedir.

Anahtar kelimeler: antibiyotik duyarliligi; genotiplendirme; hastane enfeksiyonlari;, metisiline
direncli Staphylococcus aureus; pulsed field jel elektroforezi
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ABSTRACT

Obijective: This study was carried out for typing of Methicillin Resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) strains, isolated from patients hospitalized at Hacettepe University Adult and Oncology Hospitals
between October 2003-March 2004, by using the phenotypic method of antibiotic susceptibility testing and
the genotypic method of Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE).

Matherial and Method: Antibiotic susceptibilities of isolates used in the study were determined by
MIC method. The bacteria were characterized by PFGE after their genomes were fragmented by using
Smal restriction endonuclease.

Result and Discussion: Nine antibiotypes were identified, two of which were common (Antl and
Ant2). A dominant type (Type A) was identified as the result of the PFGE analysis. Three other types (Type
B, C, D) were presented with fewer examples than this predominant type. Type A has 8, type B has 2, and
type C has 5 subtypes. It has been determined that no MRSA epidemic has occurred in the particular study
period. The results obtained indicate that the PFGE technique in typing studies is more sensitive than the
phenotypic typing method of comparing antibiotic susceptibility patterns.

Keywords: antibiotic susceptibility; genotyping; hospital acquired infections; methicillin resistant
Staphylococcus aureus; pulsed field gel electrophoresis

GIRIS

1878 yilinda Robert Koch tarafindan tamimlanan ve 1881 yilinda Alexander Ongston
tarafindan fare ve kobaylarda hastalik yaptig1 gosterilen stafilokoklar; o donemlerde insanlarda ¢ok
agir seyreden, tedavisi gii¢, 6liimciil enfeksiyonlara neden olmaktaydi. Alexander Fleming’in 1928
yilinda penisilini kesfetmesinden ve bu antibiyotigin 1940 yilinda klinik kullamma girmesinden
sonra stafilokok enfeksiyonlarimin tedavisinde onemli asamalar kaydedildi. Ancak, penisilinin
yaygin olarak kullanimiyla birlikte, bu antibiyotigi etkisiz kilan direncli suslar ortaya ¢ikmaya
bagladi. Stafilokoklarda penisilin direnci 1940’11 yillarin ortalarindan itibaren artigim siirdiirdii,
1950’11 yillarda ise penisiline ilaveten tetrasiklin, eritromisin ve streptomisin gibi antibiyotiklere
direng gelisimi rapor edildi. 1960’11 yillarin mucizevi antibiyotigi olarak goriilen metisilinin kesfiyle
stafilokoklarin tedavisinde o yillarda biiyiik basar1 saglanmisti. Bilim adamlar1 bu bagariin keyfini
uzun siire ¢ikartamadilar ¢linkii 1961 yilinda, stafilokoklarda metisilin direnci rapor edildi. [1]

Staphylococcus aureus, diger antibiyotiklerin yani sira, pek ¢ok bakterinin direng
gelistiremedigi metisilini bile etkisiz kilmistir. Giinlimiizde MRS A enfeksiyonlari sadece glikopeptid
antibiyotiklerle tedavi edilebilmektedir. Bu antibiyotikler pahali olduklari gibi insan hiicrelerine de
zararhidirlar. MRSA oraninin artmasina paralel olarak, glikopeptid antibiyotiklerin kullanimiyla
birlikte, glikopeptidlere direncli S. aureus suslarinin miktarinin artmasi olagandir. Bu noktada,
MRSA suslarimin miktarindaki artisin kontrol altina alinmasinin 6nemi anlasilmaktadir. Giiniimiizde
diren¢ sorununun giderek yayginlagsmasi ile birlikte MRSA’larin hastane i¢indeki yayilimlari tim

diinyada hastane enfeksiyonu salginlarina yol agan ¢ok ciddi bir sorun haline gelmistir [2].
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Tiplendirme c¢aligmalarindan elde edilen bilgiler hastanelerde ve toplumda hastaligin
yayilmasini anlama ve kontrol altina almada oldukga yararlidir. Tiplendirme yontemleri fenotipik ve
genotipik yontemler olmak iizere ayrilir. Fenotipik yontemler; antibiyotik duyarliliklari, biyotipleme,
serotipleme, bakteriyosin tipleme, faj tipleme, multilokus enzim elektroforezi, hiicresel proteinlerin
poliakrilamit jel elektroforezi ve immunoblot fingerprinting’den olusur. Genotipik yontemler ise;
plazmit fingerprinting, RFLP (Restriksiyon Fragmani1 Uzunluk Polimorfizmi), PFGE, bolgeye 6zgii
PZR-RFLP (Polimeraz Zincir Reaksiyonu — Restriksiyon Fragman Polimorfizmi), PZR-MP
(Polimeraz Zincir Reaksiyonu — Erime Profili), REP-PZR (Tekrarli Gendisi Palindromik Eleman —
Polimeraz Zincir Reaksiyonu), RAPD (Rastgele Arttirilmig Polimorfik DNA), ARDRA (Amplifiye
Edilmis Ribozomal DNA Restriksiyon Analizi), AFLP (Amplifiye Edilmis Fragman Uzunluk
Polimorfizmi), VNTR (Tandem Tekrarlarimin Degisken Numaralari), MLST (Multilokus Dizi
Tiplendirme), mikrodizi ve WGS (Tiim Genom Dizileme) analizlerinden olusur. [3], [4]

Tiim mikroorganizmalar i¢in kullanilabilen antibiyogram teknigi yaygin ve standardize oldugu
icin birgok hastane salgininda temel tiplendirme araci haline gelmistir [5]. Bu teknigin temel
dezavantaji direng ekspresyonundaki ¢esitliliktir [6]. Bu durum teknigin ayirim giiciinii ciddi sekilde
etkilemektedir. Ayirim giicii; tipleme yonteminin bir tiiriin farkli suslar arasinda etkin ayrim
yapabilme 6zelligidir [7]. Sadece antibiyotik duyarlilik seyirleri incelenerek iki mikroorganizma
arasindaki klonal iligkiyi gostermek miimkiin degildir. Enfeksiyon kontrol ekibince gerekli goriilen
durumlarda klonal bir iligkiyi arastirmak i¢in molekiiler tiplendirme yontemlerine bagvurulabilir [8].

Bu ¢alisma kapsaminda, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi’nde yatan hastalardan Ekim
2003 — Mart 2004 tarihleri arasinda izole edilen MRSA 6rnekleri antibiyotik duyarliliklar testi ve
genomlarinin Smal kesimini takiben Pulsed Field Jel Elektroforezi (PFGE) yontemleri kullanilarak
tiplendirilmistir. Calismanin sonraki asamasinda, s6z konusu bakteri klonlarinin kdkeni, hastanedeki
yayilimi ve zaman ig¢indeki prevalansi incelenip hastane icindeki epidemiyolojik siirveyans ve
kontrol yontemlerinin yeterliligi degerlendirilmistir. Boylelikle, ¢alismadan elde edilen bilgilerin

ilgili boliimlerdeki yaygin suslarin kontrol altinda tutulmasinda fayda saglamasi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Calismada Kullamlan Mikroorganizmalar
Ekim 2003 — Mart 2004 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi Eriskin ve Onkoloji
Hastanelerinde yatan 66 hastaya ait kan, derin trakeal aspirasyon, pily, ameliyat materyali, bogaz

salgisi, yara, bronkoalveolar lavaj, torasentez mayi, balgam, idrar, kateter ve dren mayiyi igeren
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klinik 6rneklerden izole edilen ve Phoenix otomatik bakteri tammlama sistemiyle (BD Diagnostic
Instrument Systems, Franklin Lakes, NJ) tanimlanan 128 MRSA 6rnegi caligmada kullanilmak iizere

-80°9C’de stoklandi.

Bakterilerin Kontroll

-80°C’de saklanan stoklar a¢ildi ve kanl1 agara tek koloni ekimi yapildi.

I. Gozle yapilan inceleme sonrasinda kontaminasyon siiphesi olan petriler ayrildi. Bu
petrilerden tekrar tek koloni ekimleri yapildi ve 6rneklerler gram boyama, katalaz [9], koagiilaz ve
DNaz [10] testleriyle teyit edildi.

II. Kontaminasyon siiphesi yoksa %20 gliserol i¢ceren Miiller Hinton Broth’a tek koloniden

ekim yapild.

Antibiyotik Direnclerinin ve Seyirlerinin Belirlenmesi

Calismada kloramfenikol, siprofloksasin, eritromisin, gentamisin, penisilin, rifampisin,
sulfametaksazol + trimetoprim, vankomisin, oksasilin, tikarsilin antibiyotiklerinin direng seyirleri
iiretici firmanin talimatlarma gore klinik laboratuvar standartlari ulusal komitesinin verdigi
standartlar [11] esas alinarak belirlendi. Antibiyotik duyarliliklar1 Phoenix otomatik bakteri

tanimlama sistemiyle (BD Diagnostic Instrument Systems, Franklin Lakes, NJ) saptandi.

Genotipik Seyirlerin Belirlenmesi

Calisma glniine kadar %5 Gliserollii Brain Heart Infusion Broth’da -80 °C’de stoklanan
orneklerden DNA izolasyonu yapildi. izole edilen DNA’lar Smal (Sigma, Almanya) restriksiyon
endoniikleaz ile kesildikten sonra PFGE’ye tabi tutuldular [12].

Agaroz Disklerin Hazirlamisi

PFGE’de bozulmamis DNA gerekli oldugundan, DNA’da kirilmalara yol agabilen geleneksel
DNA izolasyonu bu yontem i¢in uygun degildir [13]. Bu ¢alismada, DNA’nin hasar gérmesini
engellemek icin bakteriler agaroz diskler icine hapsedildi.

Mueller-Hinton Broth’da 37 °C’de gece boyunca Uretilen 6rnekler 4000 rpm’de 10 dakika
santriflij edildi ve siipernatan atildi. Her 6rnek 1 ml PIV (10mM Tris pH 8.0, 1.0M NacCl) ile yikand
ve 1,5 ml’lik ependorf tiiplerine aktarildi. Tipler 14.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve
siipernatanlar atildi. Her 6rnege 300ul PIV tamponu (10mM Tris pH 8.0, 1.0M NaCl) konularak PIV
— bakteri karigimlar1 hazirlandi. Ayrica, PIV tamponu (10mM Tris pH 8.0, 1.0M NacCl) i¢inde

%1,5’lik diistik erime noktali agaroz (Sigma, Almanya) hazirlandi. Bu agarozun 200ul’sine daha
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onceden hazirlanan PIV — bakteri karisimindan 200pl eklendi. 150ul’lik pipet kullanilarak

karisimdan 8 tane disk hazirlandi. Diskler 4°C’de polimerize edildi.

DNA izolasyonu

Once EC soliisyonu (6mM Tris pH 8.0, 1M NaCl, 100mM EDTA pH 8.0, %0,2 Na-
deoksikolat, %0,5 Na-laurylsarkozin) hazirlandi. Daha sonra, bu soliisyon kullanilarak EC — lizis
solusyonu (EC soliisyonu, 50 ug/ml RNaz A, 100 pg/ml lizozim, 50 ug/ml lizostafin) hazirlandi. Her
sus i¢in hazirlanan 8’er adet disk 1,25’er ml EC-lizis solisyonunda 1 gece boyunca 37°C’de
inkiibasyona birakild. Inkiibasyon sonrasinda EC — lizis soliisyonu bosaltildi ve sus basina 1ml ESP
soliisyonu (0,5 M EDTA, 0,5 M NaOH, 0,034 M sarkozil, 1mg/ml proteinaz K) konuldu. Diskler 56
°C’de 1 gece inkiibasyona birakildilar. inkiibasyon sonrasinda ESP soliisyonu bosaltildi ve yikama
islemini gergeklestirmek i¢in disklerin bulundugu her falkon tiiptine 10 ml Tris — EDTA (10mM tris
pH 7.5, ImM EDTA pH 8.0) konuldu. Falkon tiipleri Shaker’da 100 rpm.’de 30 dakika c¢alkaland1
ve Tris — EDTA bosaltildi. Bu yikama iglemi 5 kere tekrarlandi.

DNA’min kesimi

PFGE igin restriksiyon enzimi segilirken uyulmasi gereken temel bir kural vardir: Adenin-
Timin zengin genomlara PFGE uygulanmadan Once s6z konusu genom Guanin-Sitozin zengin
bolgeleri tamiyan restriksiyon enzimleriyle kesilir bdylece daha biiyilk fragmanlarla ¢aligmak
miimkdn olur [14]. S. aureus genomundaki Adenin-Timin konsantrasyonu % 63 — 65 arasindadir. Bu
nedenle g¢alismamizda, tanima bdlgesi CCC|GGG olan Smal restriksiyon enzimi kullanildi. Her
ornek igin 20 tnite Smal (Sigma, Almnaya) ve 43 pl Smal tamponu (Sigma, Almanya) kullanilarak
karisim hazirlandi. Bu karisim disklere dagitildi ve DNA 37 °C’de bir gece inkiibasyona birakildi
(in-situ kesim). Sonucta; tek bir disk i¢in 2,5 inite Smal ve 5,375ul 1xSmal tamponu (33mM Tris-
asetat pH 7,9; 10mM Mg(0Oac)21; 66mM KOAc; 0,5 mM dithiothreitol) kullanilmis oldu.

PFGE

PFGE yonteminin degisik tipleri bulunmaktadir. Caligmamizda, ¢ok fazla sayida DNA
ornegini diiz ¢izgiler halinde ayirmakta oldukca kullanish olan “contour — clamped homogenous
electric field” tipi kullanildi. Bu sistemde, altigen bi¢iminde yerlestirilmis elektrotlardan jele degisik
araliklarla 120 lik a¢1 olusturan farkli iki yonden elektrik akimi uygulanmaktadir.

Gene Navigator TM System (Amersham Biosciences, Piscataway, New Jersey, USA) pulsed
field jel elektroforezinin tanki 0,5 x TBE (1M Tris Baz; 1M Borik Asit; 0,2M EDTA pH=8) tamponu
ile dolduruldu. %1,1’lik yiiksek erime noktali agaroz jel (Genaxis Biotechnology, Spechbach,
Almanya), hazirlanan DNA diskleri ve Pulse marker 50 — 1000 kb (Sigma, Almanya) ile yiiklendi.
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Yiriitme islemi 5-40 sn. degisim araliklarinda, 2,7 Volt/cm voltaj derecesinde, 22 saat boyunca 12

°C’de gergeklestirildi.

Boyama ve bant seyirlerinin degerlendirilmesi

Jel, etidyum bromur ¢ozeltisiyle (1 pg /ml) 1,5 saat boyunca boyandiktan sonra 30 dakika suda
yikandi. Jel daha sonra, 260nm dalga boyunda goriintiilendi ve goriintiiler kaydedildi. Elde edilen
bant seyirleri, gézle Wang ve arkadaglarinin belirttigi kriterlere gore degerlendirildi [15]. Buna gore;
blyuklukleri ve sayilar1 ayni olan bantlarin olusturdugu seyirleri gosteren izolatlar ayni tip olarak
degerlendirildiler. Farkl tipler, bas harflerle belirtilen gruplara dahil edildiler (A, B...). Ana
seyirden en fazla ii¢ bantla farklilik gosteren seyre sahip olan izolatlar ayni ana tipin alt tipleri olarak
degerlendirildi ve ayn1 bas harfe degisik numaralar eklenerek olusturulan alt gruplara (A1, Ao,...)
dahil edildiler. Ana seyirden dort veya daha fazla bantla farklilik gosteren seyre sahip olan izolatlar
degisik bir tip olarak degerlendirildiler ve farkli bir bas harfle belirtilen farkli gruplara (B, C...) dahil
edildiler.

Klonlarin Kokenlerinin Tanimlanmasi

Hastadaki MRSA enfeksiyonu hastaneye yatistan en fazla 72 saat sonra ortaya ¢ikmigsa veya
hastanede ortaya ¢ikmamakla birlikte, hasta taburcu olduktan sonra 10 giin i¢inde ortaya ¢ikmig ve
hasta bu nedenle hastaneye tekrar kabul edilmisse; enfeksiyon nozokomiyal olarak degerlendirildi

[16,17].

Epidemilerin Belirlenmesi ve Prevalansin Saptanmasi

Epidemilerin belirlenmesinde kullanilan gruplandirma yaklagiminda, ayni klonla enfekte olan
vakalar ayni1 grup i¢ine dahil edilir. Bir grup, endemik veya epidemik durumlarda olusabilir. Grubun
icinde zaman ve mekan boyutunda epidemiyolojik birlik olmalidir. Gruplandirma yaklagiminda
ayrintil alt sinir verisi gerekmez, vakalarin sayisi yeterlidir. Epidemi durumunda bir popiilasyondaki
enfektif kaynaklarin sayisi sabitse, net vaka ¢ogalma orani artarak 1’1 geger. Budapeste’deki Ulusal
Travmatoloji Enstitiisii’nde, bir kogustaki haftada {i¢ yeni enfeksiyon vakast MRSA i¢in epidemik
esik olarak belirlenmistir. Bunun nedeni, net vaka ¢ogalma oraninin biri ge¢mesi i¢in bir vakanin iki
yeni vaka olusturmasinin gerekmesidir. [18]

Salgin susuyla aym seyiri gdsteren izolatlar epidemiyolojik olarak iliskilidir. Izolat, salgin
susuyla yakindan iligkiliyse yani aralarinda 2 — 3 bantla belirlenen bir fark varsa, yiiksek olasilikla

epidemiyolojik olarak salginin bir pargasidir [19].



Ankara Ecz. Fak. Derg. 42(2): 1-14, 2018 Elci 7

Bu calismada, yukarida belirtilen kriterlere gore, aymi tiplerin zaman igindeki sayisal
miktarindaki degisim incelenerek klonal epidemilerin varlig1 degerlendirildi. Daha sonra, Hacettepe
Universitesi Hastanesi Servisleri iginde gorillen MRSA’larm 6 aylik periyot prevalanst Formiil 1

kullanilarak hesaplandi.

(hastanede yatan enfekte veya kolonize birey sayist)

Periyot prevalans =
erlyot prevatans (toplam yatak giin sayisi/toplam giin sayist)

Formiil 1. Hacettepe Universitesi Hastanesi Servisleri icinde goriillen MRSA’larin 6 aylik periyot

prevalansimin hesaplanmasinda kullanilan formdl.

SONUC VE TARTISMA

Caligmada, fenotipe dayanan bir tiplendirme yontemi olan antibiyotik duyarlilik seyirleri ve

genotipi esas alan PFGE yontemi kullanildi.

Antibiyotik Duyarhliklarinin Belirlenmesi

Ayn1 antibiyotik seyrini gosteren izolatlar ayn1 numarayla belirtilen antibiyotip grubuna dahil
edildiler. Farkli antibiyotik seyrini gosteren izolatlar farkli numaralarla belirtilen farkli antibiyotip
grubuna dahil edildiler. Ayn1 hastadan izole edilen farkl tipler degerlendirmeye katilirken, aym
hastadan izole edilen aym tiplerden sadece bir tanesi degerlendirmeye alindi. Boylece, toplam 66
hastaya ait 71 ornek degerlendirilebildi. Sonugta; 2 tanesi (Antl ve Ant2) yaygin olmak iizere 9
antibiyotip belirlendi (Tablo 1).

Tablo 1. Antibiyotik seyirleri ve antibiyotiplerin dagilimu.

CC CIP E GM P RA | SXT | TC OoX VA SAYI YAKLASIK%
ANT1 D R D R R R D R R D 22 31,0
ANT2 R R R R R R D R R D 30 42,3
ANT3 R R R D R R D R R D 2 2,8
ANT4 D R R R R R D R R D 7 9,8
ANTS R R R R R D R R R D 6 8,4
ANT6 D R R R R D R R R D 1 1,4
ANT7 R D D D R D D R R D 1 1,4
ANTS8 D R D D R D D D R D 1 1,4
ANT9 D D D D R D D R R D 1 1,4
TOPLAM 71 100,0

- Ant, antibiyotip; CC, kloramfenikol; CIP, siprofloksasin; E, eritromisin; GM, gentamisin; P, penisilin; RA, rifampisin;
SXT, sulfametoksazol + trimetoprim; TC, tikarsilin; OX, oksasilin; VA, vankomisin. R, direncli; D, duyarl.
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Bu ¢alisma kapsaminda degerlendirilen MRSA izolatlarimin %100’ vankomisine, %14’
rifampisine, %90,2’si stilfametoksazol + trimetoprim, %2,8’i siprofloksasine, %7’si gentamisine,
%35,2’s1 eritromisine duyarli olarak tespit edilirken; Ocak 2004-Aralik 2011 tarihleri arasinda
Hacettepe Universitesi Eriskin ve Onkoloji Hastanelerinde yatan, MRSA bakteriyemisi saptanan 99
hastanin kan kiiltiirlerinden izole edilen MRSA’larin %100’ vankomisine, %5,1°1 rifampisine,
%100’1 stilfametoksazol + trimetoprime, %5,1°1 siprofloksasine, %6,1°1 gentamisine ve %26,2’si
eritromisine duyarli olarak tespit edilmistir [20]. Iki ¢alisma arasindaki, rifampisin ve eritromisin
direngliliklerindeki farklilik dikkate degerdir. Bu durum, Hastane i¢indeki s6z konusu antibiyotiklere
kars1 direncin artigindaki bir trend olarak degerlendirilebilecegi gibi; ¢alisilan materyaller arasindaki
farkliliga bagli olarak, invazif suslardaki diren¢ oraminin gorece yiiksekligiden de koken alabilir.

Konuyla ilgili olarak ek ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Bakterilerin Kontroll
Stoklar agildiktan sonra bakteriler kontrol edildi. Tiim 6rneklerin Gram (+) kok ve katalaz (+)

oldugu goriildii. Az sayida 6rnek koagiilaz (-) sonug verdi, bu 6rneklerin teyidi DNaz testiyle yapildi.

Genotipik Seyirlerin Ve Genotiplerin Belirlenmesi

Hazirlanan 6rnekler kullanilarak yapilan PFGE sonucu elde edilen jeller boyanip 260nm dalga
boyunda goruntilendiler ve seyirler tespit edildi. Bant seyirleri, Wang ve ark. (2002)'nin belirttigi
kriterlere gore degerlendirildi [15]. Aymi hastadan izole edilen farkli tipler degerlendirilirken, ayni
hastadan izole edilen aym tiplerden sadece bir tanesi degerlendirmeye alindi. Boylece, toplam 66
hastaya ait 85 6rnek degerlendirilebilmis oldu. Sonugta; 85 6rnegin 53 tanesini biinyesinde barindiran
bir baskin tip belirlendi (Tip A). Bu baskin tipin disinda daha az 6rnekle temsil edilen tig tip (Tip B,
C, D) tespit edildi. Tip A’nin 8, tip B’nin 2 ve tip C’nin 5 tane alt tipi mevcuttur. 16 farkli klonun

izolat sayilar1 Tablo 2°de gosterilmistir.

Tablo 2. Tipler ve igerdikleri izolat sayilarinin dagilimu.

TiP IZOLAT SAYISI |ALT TIPLER (IZOLAT SAYISI)

A 53 A1(10), A2 (7), A3 (29), A4 (3), A5 (1), A6 (1), A7 (1), A3 (1)
B 22 B1(10), B2 (12)

C 9 C1(3), €2(3), C3 (1), C4 (1), C5 (1)

D

Bulgularimiza benzer sekilde, Hacettepe Erigkin Hastanesi'nde Ocak 2004 ile Ocak 2012
tarihleri arasinda, erigkin hastalarin hastane kaynakli ve / veya saglik hizmeti ile iligkili kan dolagimi

enfeksiyonlarindan izole edilen toplam 131 adet MRSA susunun PFGE seyirlerinin sunuldugu
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caligmada, suslardan 76 tanesini biinyesinde barindiran 4 ana grubu (A, B, C, D) kapsayan 23 farkli
klon tespit edilmistir [21].

Alt-tiplerin bazilarinin jel goriintisii Sekil 1°de verilmistir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 n 12 13 1“4 15 16 17 18 19 20 21

B1 B2 B2 B2 B2 B2 C1 A3 B1 B1 B1 A2 A2 A6 B2 A2 C2 (2 A8 A2 B1

Sekil 1. Smal enzimiyle kesilerek elde edilmis bazi PFGE seyirleri ve bu seyirlerin olusturdugu

tipler.
- Yiriitme islemi 5-40 sn. degisim araliklariyla, 2,7 Volt/cm voltaj derecesinde, 22 saat boyunca 12 °C’de
yapimustir. [(1) B1 tipi (2) B2 tipi (3) B2 tipi (4) B2 tipi (5) B2 tipi (6) B2 tipi (7) C1 tipi (8) A3 tipi (9) B1 tipi
(10) B1 tipi (11) B1 tipi (12) A2 tipi (13) A2 tipi (14) A6 tipi (15) B2 tipi (16) A2 tipi (17) C2 tipi (18) C2 tipi
(19) A8 tipi (20) A2 tipi (21) B1 tipi].

Tiplendirme ¢aligmalarinin sonucunda, ayni antibiyotipe sahip izolatlarin degisik genotipleri
gosterebilirken, ayn1 genotipe sahip izolatlarin da degisik antibiyotik seyirlerine sahip olabildikleri
goriilmiistiir. Baskin PFGE A tipine ait izolatlar; Ant2 en yogun olmak iizere Antl, Ant2, Ant3 ve
Ant4 antibiyotik duyarliliklar seyirleriyle temsil edilmektedirler. A tipine ait izolatlarin hepsi CIP,
P, RA ve TC antibiyotiklerine diren¢li ancak SXT ve VA’ya kars1 duyarlidirlar.

Klonlarin Kokenleri

MRSA’nin epidemiyolojisi, ¢esitli ¢aligmalarda bildirildigi tizere [22]-[25], toplum kdkenli
MRSA suslarinin ortaya ¢cikmasiyla degisiklik gostermeye baslamustir.

Calismamizda, PFGE ile degerlendirilen 85 ornekten 9 tanesinin (%10,6) toplum kaynakli
kalan 76 6rnegin (%89,4) ise hastane kaynakli oldugu tespit edildi. A1, A2, A4, A6, A7, A8, B2, C1,
C3, C5 ve D tiplerini temsil eden izolatlarin hepsinin hastane kaynakli; AS, C4 ve CS5 izolatlarinin

ise sadece toplum kaynakli oldugu tespit edildi. A3 tipine ait drneklerin %93,1’inin, B1 tipine ait
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orneklerin %70,0’min ve C2 tipine ait drneklerin %66,7’sinin hastane kaynakli oldugu belirlendi
(Tablo 3).

Tablo 3. Alt tiplerin kaynaklarina gére dagilimlari.

Kaynak
Toplum | Hastane | Toplam
AA - 10 10
A2 - 7 7
A3 2 27 29
A4 - 3 3
AL 1 - 1
AB - 1 1
AT - 1 1
a AB - 1 1
=
5 B1 3 7 10
=
B2 - 12 12
C1 - 3 3
c2 1 2 3
C3 - 1 1
C4 1 - 1
C5 1 - 1
D 1 1
Toplam 9 76 85

Epidemiler ve Prevalans

Belirlenen kriterlere gbre, calisma tarihleri arasinda MRSA’ya baglh bir epidemi
belirlenmemistir. Bu sonug, enfeksiyon hemsireleriyle goriisiilerek dogrulanmustir.

Ulkemizde ¢esitli hastanelerde yapilan calismalarda MRSA sikhigi %9-48 arasinda
degismektedir [26]. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde yatan hastalardaki
MRSA’nin 6 aylik periyot prevalanst Formiil 1 kullanilarak yaklasik %13 olarak hesaplanmistir.
Yatan hastalardaki MRSA kolonizasyonu veya enfeksiyonunun prevalansimin goérece diisiik
olmasindan ve soz konusu donemde herhangi bir epideminin meydana gelmemesinden dolay1
hastane i¢inde uygulanmakta olan epidemiyolojik surveyans ve kontrol yontemlerinin etkili oldugu

yorumu yapilmustir.
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Ayrim Giicii

Emek-yogun olmasi, prosediirii ger¢eklestirmek icin birden ¢ok giin ve sonuglart yorumlamak
icin vasifli personel gerektirmesi, PFGE metodunun dezavantajlaridir [27]. Uygulama ve sonuglarin
yorumlanmasinda kullamlan yontemler arasindaki farklardan otiirii laboratuvarlar arasi
kargilagtirmanin giic olmasina ragmen, suslar arasindaki iligskiyi agik¢a ortaya koyabilmesinden
dolay1, giintimiizde tiplendirmenin altin standardi olarak kabul edilen PFGE yonteminin [4], [28],
antibiyotipleme metoduna kiyasla ayrim giicii oldukga yiiksektir [29].

Ayirim giicii, tiplendirme yonteminin iliskisiz suslar1 ayirt etme yetenegidir [30]. Hunter ve
Gaston (1988), tiplendirme sistemlerinin ayirict yeteneklerini 6l¢mek i¢in Simpson'un ¢esitlilik
indeksini (SID) [31] kullanmay1 6nermislerdir. Bu indeks, bir popiilasyondan rastgele secilmis iki
susun farkli tiplere ait olma olasiligini gostermektedir [28]. Grundmann ve ark. (2001), SID'nin
giiven araliklarin1 (CI) belirlemek i¢in bir ydontem ortaya koymus [32], bdylece tiplendirme
tekniklerinin ayrim gliglerinin daha objektif olarak degerlendirilebilmesini miimkiin kilmislardir
[28]. Calismamizda, PFGE’nin alt tip diizeyindeki SID degeri 0,83 (%95 CI: 0,79 — 0,87) olarak
hesaplanirken antibiyotipleme yonteminin SID degerinin 0,72 (%95 CI: 0,66 — 0,78) oldugu
belirlenmistir. Bu sonug, ¢calisma kapsaminda uygulanan PFGE’nin alt tip diizeyinde ayrim giicliniin
antibiyotipleme yontemine gore daha yiiksek oldugunu kantitatif olarak ortaya koymaktadir.

1980'lerin sonlarindan bu yana, Giiney ve Dogu Avrupa’daki, Latin Amerika ve Amerika
Birlesik Devletleri'ndeki bazi hastanelerden ve 1957-1972 arasinda Birlesik Krallik ve
Danimarka'dan izole edilen biylk (>5,000) uluslararas: S. aureus koleksiyonundan secilen 116
MRSA susunun PFGE ve c¢esitli DNA sekansi veri analizi yontemleri ile tiplendirildigi ¢alismada,
PFGE yo6nteminin alt tip diizeyinde %99,51 (%95 Cl: 99.20-99.81) SID degeriyle, en yiiksek ayrim
giiciine sahip oldugu belirlenmistir [28]. S6z konusu SID degerinin ¢alismamizda elde ettigimiz ilgili
degerden farkli olarak daha yiiksek bulunmasimin, ilgili laboratuvarlar arasindaki protokol
farkliligimin yaninda, Faria ve ark. [28] tarafindan yapilan ¢aligmada kullanilan genis 6rneklemin

oldukgca yiiksek genetik cesitlilik icermesinden kaynaklanmig olabilecegi yorumu yapilmistir.
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