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KLINIK ORNEKLERDEN iZOLE EDILEN STAPHYLOCOCCUS AUREUS
SUSLARINDA PANTON-VALENTIN LOKOSIDIN (PVL)
VARLIGININ ARASTIRILMASI

INVESTIGATION OF THE PRESENCE OF PANTON-VALENTIN LEUCOCIDIN
(PVL) IN STAPHYLOCOCCUS AUREUS STRAINS ISOLATED
FROM CLINICAL SAMPLES

Hilal OZKUL', I. M. Ali Oktem', Zeynep GULAY'

OZET: Staphylococcus aureus suslarinda bulunabilen Panton-Valentin 16kosidin
(PVL), I6kositler ve diger hiicreleri parcalayarak doku nekrozuna yol acan bir sitotoksindir.
PVL son yillarda toplum kdkenli metisiline direncli S.aureus suslarinda bulunmasi ile
glindeme gelmistir. Bu calismada Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesinde 2005-2006
yillarinda klinik érneklerden izole edilmis metisiline duyarl ve direncli S.aureus (sirasiyla
MSSA ve MRSA) suslarinda PVL varligr arastinimistir. Galismaya Ocak 2005- Mayis
2006 tarihleri arasinda kan, yara ve solunum yolu &rneklerinden Uretilmis izolatlar
arasindan rasgele secilen 55 MRSA ve 79 MSSA susu alinmistir. PVL varligi hem pv/
(luk) hem de S.aureus igin 6zgul nuc genlerinin saptandidi bir multipleks polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) yontemi ile degerlendirilmistir. Calismamizin sonugclarina goére
hastanemizdeki MRSA izolatlarinin higbirisinde PVL varligi saptanmamis, buna karsin
2005 yilina ait 40 MSSA susunun ikisinde (%5) ve 2006 yilina ait 39 MSSA susunun
dordunde (%10.3) PVL pozitifligi belirlenmistir. Bu sitotoksin, MSSA izolatlarinda da
cok yaygin olmamakla birlikte, 2006 yilindaki prevalansin 2005 izolatlarina kiyasla iki
kat fazla olmasi ve PVL pozitif alti izolatin dérdinin (%66.7) genel cerrahi servis veya
poliklinigindeki hastalardan izole edilmis olmasi dikkat gekici bulunmustur.

Anahtar sézctikler: Panton-Valentin I6kosidin (PVL), metisiline diren¢li Staphylococcus
aureus (MRSA), metisiline duyarl S.aureus (MSSA), multipleks PCR.

ABSTRACT: Panton-Valentin leucocidin (PVL) is a cytotoxin which causes tissue
necrosis by degradating leucocytes and other cell types. PVL has recently become
very up to date as it has been shown to be the major virulance factor of community
acquired methicillin resistant Staphylococcus aureus strains. In this study, the presence
of PVL was investigated in methicillin sensitive and resistant S.aureus (MSSA and
MRSA, respectively) strains which were isolated from clinical samples between January
2005- May 2006 at Dokuz Eylul University Hospital, Izmir. Fifty five MRSA and 79
MSSA strains which were isolated from blood, wound and respiratory tract samples
were randomly included to the study. The presence of PVL was evaluated by multiplex
polymerase chain reaction (PCR) which detects pv/ and S.aureus-specific nuc genes.
As a result, PVL positivities were detected in two (5%) of 40 MSSA and four (10.3%)
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of 39 MSSA strains isolated in the years 2005 and 2006, respectively. None of the
MRSA isolates had pv/ gene. Although this cytotoxin was rarely detected among MSSA
isolates, it was interesting to note that the prevalence of PVL was twice more in the
year 2006 compared to 2005. It was also worth to notify that four of six (66.7%) PVL
positive strains had been isolated from the patients of general surgery inpatient or
outpatient clinics.

Key words: Panton-Valentin leucocidin (PVL), methicillin resistant Staphylococcus
aureus (MRSA), methicillin sensitive S.aureus (MSSA), multiplex PCR.

GIRIS

Staphylococcus aureus, virllans faktorlerine bagl olarak insanda deri
enfeksiyonlarindan septisemiye kadar degisen pek ¢ok hastalik tablosuna yol
acabilen bir patojendir'. S.aureus’un virllans faktérlerinden olan Panton-Valentin
I6kosidin (PVL), insan polimorfonukleer hicreleri ve 16kositler Gzerindeki 6zgul
litik aktivitesiyle por olusturarak I6kositlerin yikimina ve doku nekrozuna yol agan
bir sitotoksindir?®. PVLyi kodlayan genler, Prevost ve arkadaslarinin* yaptig
calismada klonlanip, sekanslanarak lukS-PV ve lukF-PV olarak adlandinimistir.
lukS-PV geni 28 aminoasitlik bir sinyal dizisi iceren 312 aminoasitten olusan
bir polipeptid, lukF-PV geni ise 24 aminoasitlik bir sinyal dizisi iceren 325
aminoasitten olusan bir polipeptid kodlamaktadir®. PVL genleri ®SLT faji
Uzerinde tasinmaktadir'.

Cografi bolgeye ve calisilan suslarin ézelliklerine gore degismekle birlikte,
klinik 6rneklerden izole edilen S.aureus suslarinin %5’inden daha azi pv/
tasimaktadir®®8, Bunlarin ¢cogu metisiline duyarli S.aureus (MSSA) suslardir.
Ancak son yillarda, PVL Ureten metisiline direngli S.aureus (MRSA) suslarinin
agir nekrotik deri lezyonlari ve nekrotizan pnémoni ile seyreden toplum kokenli
enfeksiyonlarla iligkili oldugu saptanmigtir’.

Ulkemizde S.aureus suslarinin PVL (retimi ile ilgili herhangi bir yayina
rastlanmamigtir. Bu nedenle calismamizda, 2005-2006 yillari arasinda Dokuz
Eylil Universitesi Hastanesinde izole edilen MRSA ve MSSA suslarinda pv/
varliginin arasgtirimasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Suglar: Galismaya, Ocak 2005-Mayis 2006 tarihleri arasinda Dokuz Eylul
Universitesi Hastanesi Bakteriyoloji Laboratuvar’’na gelen kan, yara ve solunum
yolu &rneklerinden Uretilen izolatlar arasindan rasgele secilen 55 MRSA ve
79 MSSA susu alindi. pv/ pozitif kontrol susu (LY 1999 0053) Prof. J. Etienne
(Fransa) tarafindan saglandi.

DNA Eldesi: Bakterilerden DNA eldesi icin akromopeptidaz ekstraksiyon
yontemi kullanildi”. Kisaca, steril mikrosantrifuj tuplerine 100 ul NET
tamponu (10 mM Tris+1 mM EDTA+10 mM NaCl) ve 10 ul akromopeptidaz
(10 units/ul-A3547) cbzeltisi konularak, karisim icerisine 2-3 adet S.aureus
kolonisi eklendi. Tupler 50°C’ye ayarlanmis su banyosu icerisinde 30 dakika
bekletilerek ekstraksiyon gerceklestirildi.
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR): PVL varhidi hem pvl (luk) hem de
S.aureus icin 6zgll nuc genlerinin saptandigi bir multipleks PCR y&ntemi ile
degerlendirildi. PCR karisimi; 14 ul deiyonize su, 2.5 ul Taq tamponu, 3 ul
MgCl,, 1 ul dNTP, 0,5 ul pvi-1 (50 pmol/ul), 0.5 ul pvl -2 (50 pmol/ul), 0.5 ul
nuc-1 (50pmol/ul), 0.5 ul nuc-2 (50 pmol/ul), 0.5 ul Taq DNA polimeraz ve
2 ul DNA eklenerek toplam hacim 25 ul olacak sekilde hazirlandi®. Calismada
kullanilan primerler Tablo I'de g&sterildi.

Amplifikasyon 95°C’de 5 dakika 6n denatiirasyon, 95°C’de 30 saniye
denatiirasyon, 55°C’de 30 saniye birlesme, 72°C’de 1 dakika uzama basamagi
(80 dongu) ve 72°C’de 5 dakika son uzama basamagi (1 déngl) olacak sekilde
gerceklestirildi®. PCR urtnleri %2’lik agaroz jelde elektroforez ile incelendi. S.aureus
LY 1999 0053, pvl genleri icin pozitif kontrol olarak kullanildi (Sekil 1).

Istatiksel Analiz: 2005 ve 2006 yillarindaki pv/ prevalansi arasindaki farkin
Onemi Fisher kesin testi ile arastirildi®.

Tablo . PCR Analizi igin Kullanilan Primerler

Uriin Blydklig.  Kaynak
Primer (Baz Gifti) No.

pvl-1 ATC ATT AGG TAA AAT GTC TGG ACA TGA TCC A 433 6
pvl-2 GCA TCA AST GTA TTG GAT AGC AAA AGC

nuc-1 GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT 280 16
nuc-2 AGC CAA GCC TTG ACG AAC TAA AGC

BULGULAR

Multipleks PCR ydntemiyle 2005-2006 yilina ait MRSA izolatlarinda PVL
bulunmazken, 2005 yilina ait 40 MSSA susunun 2’sinde (%5) ve 2006 yilina ait
39 MSSA susunun 4’lUnde (%10.3) pv/ geni saptanmistir (2005 ve 2006 yillari
icin p<0.05), (Sekil 1 ve Tablo ).

Tablo Il. MRSA ve MSSA izolatlarinda PCR ile Saptanan PVL Pozitifligi

PVL Pozitifligi
vil MSSA MRSA
2005 (Ocak-Aralik) 2/40* 0/31
2006 (Ocak-Mayis) 4/39* 0/24

*p<0.05.

Calisilan 6rnekler arasinda pv/ pozitif izolatlarin varligi acisindan fark
bulunmamistir. Pozitif érneklerin Genel Cerrahi Poliklinik/Servis, Kardiyoloji
Servis ve Koroner Yogun Bakim Unitelerinden génderildigi gézlenmistir. PVL
saptanan izolatlarin servislere ve klinik érneklere gére dagiimi Tablo Il ve
IV’de gOsterilmistir.
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Poift Kontrol Seos
J— ——
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Sekil 1. Multipleks PCR ile pv/ ve nuc genlerinin jel gérintisi (Pozitif kontrol: S.aureus LY
1999 0053 susu, S,,,: 2005 yilinda genel cerrahi poliklinigine basvuran bir hastanin yara
Orneginden izole edilen MSSA susu).

Tablo Ill. Ocak 2005- Mayis 2006 Tarihleri Arasinda izole Edilen MSSA
Izolatlarinin ve PVL Pozitif Bulunan Suslarin Poliklinik ve
Servislere Gére Dagilimi

Poliklinik ve Servisler PVL Pozitif Sus/Toplam Sus (%)
Genel Cerrahi Servis 1/4 (25)
Genel Cerrahi Poliklinik 3/4 (75)
Kardiyoloji Servis 1/5 (20)
Koroner Yogun Bakim 1/4 (25)
Ortopedi Servis 0/3
Ortopedi Poliklinik 0/5
Dermatoloji Servis 0/3
Dermatoloji Poliklinik 0/2
Onkoloji 0/6
Enfeksiyon Hast. Servis 0/2
Enfeksiyon Hast. Poliklinik 0/1
Hemodializ 0/5
Acil Servis 0/3
Fizik Tedavi Servis 0/2
Cocuk Hast. Servis 0/4
Gocuk Hast. Poliklinik 0/1
Gogus Hast. Servis 0/4
Kadin Hast. Servis 0/2
Ic Hast. Servis 0/2
I¢ Hast. Poliklinik 0/1
Dahiliye Yogun Bakim 0/3
Nefroloji Servis 0/2
Endokrinoloji Servis 0/2
Plastik Cer. Servis 0/1
Kalp-Damar Cer. Servis 0/1
Kemoterapi Servis 0/1
Noroloji Servis 0/1
Anestezi Yogun Bakim 0N
Gastroenteroloji Servis 0/1
Prematlre Servis 0/1
Romatoloji Servis 0/1

Ozel Hasta Kati 0/1
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Tablo IV. PVL Pozitif Bulunan izolatlarin Klinik Orneklere Gére Dagilimi

PVL Pozitifligi
MSSA Suglarinin  Yara-Aspirasyon _ Kan Balgam-Trakeal Sekresyon
Izolasyon Yih Ornekleri Ornekleri Ornekleri
2005 1/16 0/14 1/10
2006 2/19 2/13 or7
TARTISMA

S.aureus susglari bir grup enzim ve sitotoksin olusturarak bircok enfeksiyona
yol acabilmektedir'®. Panton-Valentin I6kosidin (PVL), nekroz ya da apoptoz ile
polimorfonikleer hucrelerin 8limine neden oldugu igin S.aureus’un virllansinda
6nem tasimaktadir''. Son yillarda PVL, toplum kékenli MRSA izolatlarinda
bulunmasi ile gindeme gelmistir, ancak bu sitotoksinin hastane kokenli MRSA
izolatlarinda da yayildigini bildiren galismalar bulunmaktadir®.

Metisiline duyarli ve direncli S.aureus izolatlarindaki PVL pozitiflik orani
cografi bolgeye goére degisiklik gdstermektedir®213, Bazi calismalarda hastane
kokenli MRSA suslarindaki PVL orani MSSA suslarindaki PVL oranindan
daha yiksek iken, bazi calismalarda da tersi bir durum sz konusudur''3,
Yunanistan’da yapilan bir calismada, toplum kékenli MRSA suslarinin %72’sinde,
hastane kékenli MRSA izolatlarinin %23’lnde, poliklinik hastalarindan izole
edilen MSSA izolatlarin %20’sinde ve yatan hastalardan izole edilen MSSA
izolatlarin %5’inde PVL saptandidi bildirilmistir'2. Cezayir'de ise 2003-2004 yillari
arasinda izole edilen 21 toplum kdékenli MRSA susunun %86’sinda, 40 hastane
kékenli MRSA susunun %67.5'inde PVL saptanmistir'*. Diep ve arkadaslarinin®
2000 ve 2002 izolatlari ile San Francisco’da yaptiklar ¢calismalarinda, hastane
poliklinik ve servislerinden izole edilen MRSA izolatlarin %35.4’Gnde (2000)
ve %37’sinde (2002), MSSA izolatlarin ise %6.7’sinde PVL saptanmigtir. Ayni
calismada mahkumlardan izole edilen MRSA izolatlarinda prevalansin %70.2’ye
ulastigi ve PVL pozitif izolatlarin esas olarak iki klonal gruba ait oldugu
gosterilmistir. Hollanda’da yapilan bir calismada 2000 yilinda toplanan MRSA
izolatlarinin %5’inde, 2002 yilinda toplanan MRSA izolatlarinin ise %15’inde PVL
bulunmustur'®. Kanada’'da yapilan bir calismada da klinik MRSA izolatlarinin
%50’sinde PVL saptanmigstir'.

Bizim calismamizda, hastanemizdeki MRSA izolatlarinda PVL varhgi
saptanmamustir. ilging olarak nitelendirilebilecek bu sonucun, tilkemizde heniiz
bu konuda yapiimis genis kapsaml bir ¢alisma bulunmadigindan tartisiimasi
mumkun olmamistir. Galismaya alinan 79 MSSA susunun %7.6’sinda pv/ geni
saptanmis ve galismamizin sonugclarina goére bu sitotoksinin 2006 yii MSSA
izolatlarindaki prevalansinin 2005 yili izolatlarina oranla iki kat arttigi belirlenmistir.
pvl pozitif alti izolatin dérdu genel cerrahi poliklinik ve servisinden izole
edilmistir. Bu durum hastane kdkenli bir yayilim olabilecegini akla getirmektedir.
Calismaya alinan izolat sayisinin az olmasina ve hastalar hakkinda klinik bilgi
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bulunmamasina ragmen, 2006 yilinda 2005 yilina kiyasla PVL pozitif izolat
prevalansindaki artis, yakin gelecekte bu sitotoksini Greten MRSA suslarinin
da gorilebilecegini distndirmektedir. Hastane kokenli enfeksiyonlarda, genel
enfeksiyon 6nlemlerine uyulmasi ile bu artisin 6ntine gegcilebilir. Bunun disinda,
PVL Ureten izolatlarin toplumdaki yayilim dinamiklerinin incelenebilecegi daha
genis kapsaml calismalar hedeflenmelidir.
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