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OZET

Metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA) suslari, hastanede yatan hastalarda morbidite ve
mortalitenin en 6nemli nedenlerinden biridir. Bu calismada, hastane kaynakli enfeksiyonlardan izole edi-
len MRSA suslari arasindaki genetik iliskinin belirlenmesi ve bu suslarda viriilans faktori olan Panton-Va-
lentin I6kosidin (PVL) toksin geninin varhidinin arastiriimasi amaclanmistir. Calismaya, 2006-2007 yillari
arasinda hastanemizin cesitli cerrahi, dahili ve yogun bakim Unitelerinde yatmakta olan hastalardan ali-
nan 31'i cerrahi yara, ikisi abse ve dordii drenaj 6rneginden izole edilen toplam 37 MRSA susu dahil edil-
mistir. Izolatlar arasi klonalite PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis) yontemiyle, PVL gen varlig ise luk-
PV-1 ve luk-PV-2 primerleri kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu ile arastinlmistir. Suslarin %83.8’inin
(31/37) A tipi pulsotip ve varyantlarina ait oldugu, diger alti sustan Ggctintn B, ¢tiniin ise C pulsotipi ol-
dugu gorilmustir. Pulsotip A'nin, g6gus kalp damar cerrahisi basta olmak lzere diger cerrahi ve yogun
bakim Unitelerinde, pulsotip B'nin ortopedi ve pulsotip C’nin n&roloji ve beyin cerrahisi bélimlerinde ya-
tan hastalara ait 6rneklerden izole edildigi belirlenmistir. Calisilan izolatlarin hicbirisinde PVL toksin geni
bulunamamistir. Sonug olarak; hastanemizde izole edilen MRSA suslari arasinda yaygin bir klonun (pul-
sotip A) varligi belirlenmis, ancak bazi cerrahi kliniklerde farkl pulsotiplerin egemen olabildigi de goste-
rilmistir. Strekli yapilacak stirveyans calismalari ile, hastanelerde yaygin olan klonlarin zaman icindeki de-
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Hastane Kaynakli Metisiline Direncli Staphylococcus aureus Suslari Arasinda

Klonalitenin ve Panton-Valentin Lokosidin Toksininin Arastiriimasi

gisiminin izlenmesi ve nozokomiyal MRSA suslarinda PVL varliginin arastiriimasi degerli klinik ve epide-
miyolojik bilgiler saglayacaktir.

Anahtar sozciikler: Metisiline direncli Staphylococcus aureus, klonalite, Panton-Valentin I6kosidin.

ABSTRACT

Methicillin-resistant Stapyhlococcus aureus (MRSA) is one of the major causes of morbidity and mor-
tality in hospitalized patients. This study was aimed to investigate the clonality of the MRSA strains iso-
lated from patients with nosocomial infection and also to determine the presence of Panton-Valentine
leukocidin (PVL) toxin in these isolates. A total of 37 samples (31 isolated from surgical wound samples,
2 them from abscess and 4 from drainage samples) obtained from patients hospitalized at surgery, in-
ternal medicine and intensive care units, were included to the study. The clonality among MRSA strains
was demonstrated by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) and the presence of PVL by polymerase
chain reaction using luk-PV-1 and luk-PV-2 primers. PFGE revealed that 31 of 37 strains were A pulsoty-
pe and subtypes, 3 strains were B pulsotype and the last 3 were C pulsotype. Pulsotype A has been iso-
lated especially from cardiovascular surgery and other surgery departments and intensive care units, pul-
sotype B from orthopedic and pulsotype C from neurology and neurosurgery wards. PVL gene was not
identified in any of the isolates. These results indicated the presence of a dominant clone among MRSA
strains in our hospital, however, different pulsotypes may also be present in different surgery units. Con-
tinuous molecular epidemiological surveillance of nosocomial MRSA strains and their PVL positivity sup-
ply valuable clinical and epidemiological data for infection control and patient follow-up.
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GiRis

Metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA) izolatlar, hastanede yatan hastalarda
morbidite ve mortalitenin baslica nedenlerinden biridir'3. MRSA ile enfekte/kolonize has-
talarin ve hastane personelinin bu suglarin yayiimini kolaylastirmasi, enfeksiyonlarin teda-
vi maliyetinin ve mortalite oraninin yiiksek olmasi gibi nedenlerden dolayi, hastane icinde
MRSA yayiiminin 6nlenmesi ve tedavide uygun antibiyotigin secilmesi gerekmektedir. Bu
amacla en 6nemli adimlardan birisi bu suslarin hizl ve dogru olarak tanimlanmasidir®>.
Gerek hastane gerekse toplum kaynakli MRSA suslariyla olusan klonalitenin saptanmasi icin
bircok genotipik yontem mevcut olup, bunlar arasinda altin standart olarak kabul edilen
PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis) yéntemi yaygin olarak kullaniimaktadir®,

Metisiline direncli stafilokoklarin neden oldugu enfeksiyonlarin patogenezinde,
bakteriye ait yuzeyel komponentlerin yani sira ¢cok sayidaki ekstraseliiler proteinler, viri-
lans faktorl olarak rol oynamaktadir. Bunlar arasinda yer alan Panton-Valentin I6kosidin
(PVL) toksini, temel savunma hiicreleri olan nétrofiller, monositler ve makrofajlarda por
olusumuna yol acarak bu hiicrelerin parcalanmasina ve nekroza neden olmaktadir®'°,
PVL, hem normal hem de biitiinligii bozulmus deride nekrotik etkiye sahiptir'""12. PVL
dretiminin fronkdl, abse, nekrotik deri enfeksiyonlari ve agir nekrotizan pnémonilerle ilis-
kili oldugu gésterilmistir®.

Bu calismada, nozokomiyal enfeksiyon etkeni olan MRSA suslarinda PVL varliginin be-
lirlenmesi ve izolatlar arasindaki genetik iliskinin arastiriimasi amaclanmistir.
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GEREC ve YONTEM
Suslar

Calismaya, 2006-2007 yillari arasinda Selcuk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hasta-
nesi Genel Cerrahi, Beyin Cerrahisi, Gogus Kalp Damar Cerrahisi (GKDC), Ortopedi, Fi-
zik Tedavi ve Rehabilitasyon, Gogus Hastaliklari, Kadin Hastaliklari ve Dogum, Noroloji,
Dahiliye ve Acil Yogun Bakim Uniteleri (YBU)'nde yatan hastalardan alinan ve Merkez
Mikrobiyoloji Laboratuvarina gonderilen cerrahi yara, abse ve drenaj érneklerinden izo-
le edilen MRSA suslari alindi. Konvansiyonel yontemlerle stafilokok olarak tanimlanan
izolatlar, otomatize sistemle (Phoenix, Becton Dickinson ID, ABD) tir diizeyinde tanim-
landi. S.aureus oldugu saptanan izolatlarda metisilin direnci, sefoksitin diski (30 ug, Oxo-
id) kullanilarak Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile tespit edildi ve inhibisyon zon ca-
p! < 21 mm olan suglar metisiline direncli olarak kabul edildi.

PFGE Yontemi

izolatlarin genotipik analizi PFGE yontemi ile caligildi’. Kanli agarda iireyen MRSA izo-
latlarindan tek koloni alinarak “Brain Heart Infusion (BHI)” buyyonda 37°C’de bir gece
inkiibe edildi. Daha sonra, bulanikhigi spektrofotometre ile 620 nm dalga boyunda 0.9-
1.0 absorbans olacak sekilde ayarlanan bu siispansiyondan 300 pl, 1.5 ml’lik steril tp-
lere aktarildi ve 10.000 x g’de hizda 5 dakika santrifiij edildi. Cokelti, 100 pl Tris-EDTA
(TE) tamponu icinde tekrar stispanse edildi ve bu sitispansiyondan dugsiik erime dereceli
agar ile DNA kaliplari hazirlandi. Once oda 1sisinda sonra buzdolabinda bekletilerek ka-
tilasmalari saglanan DNA kaliplari, icerisinde 1 ml erime tamponu (6mM TrisHCI, 1M
NaCl, T00mM EDTA, %0.5 Brij-58, %0.5 sodyum lauroylsarkozin, %0.2 sodyum deok-
sikolat) ve lizostafin (100 pug/ml, Sigma Chemical Co, St. Louis) bulunan ependorf tiip-
lerinde 8 saat 37°C’de bekletildi. Erime tamponunun ortamdan uzaklastiriimasindan
sonra 1 ml ESP tamponu (1 mg/ml proteinaz K, sarkozin ve 0.5 M EDTA) icinde 24 sa-
at bekletildi. Bu siirenin sonunda DNA kaliplari T ml TE tamponu ile 3 kez yikandi ve
Smal enzimi ile 30°C’de bir gece boyunca inkibe edilerek kesilmesi saglandi. Elde edi-
len kesim urtinlerine %1’lik agaroz jelde elektroforez uygulandi. Bantlar CHEF DR Il ile
ayrildi. Elektroforez, 200 V (6 V/cm), 14°C’de, “pulse” zamani 5-25 saniye olacak sekil-
de 18 saat stirede gerceklestirildi ve jel etidyum bromiir ile boyanarak ultraviyole ile go-
riintiilendi. Elde edilen sonuclar Tenover kriterlerine gére degerlendirildi®. Olusan bant
paternleri birbirinin aynisi ise benzer, 1-3 bant farki gosteriyor ise epidemiyolojik olarak
iligkili olarak yorumlandi.

PVL Gen Varhg

Bu amacla, luk-PV-1 (5’-ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA-'3) ve luk-PV-2
(5’-GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC-3") primerleri kullanilarak polimeraz zincir re-
aksiyonu uygulandi®. DNA izolasyonu, QIAGEN DNeasy kiti (QIAGEN, Crawley, ingilte-
re) ile Uretici firmanin talimatlarina gore yapildi. DNA amplifikasyonu daha 6nce tanim-
lanan yéntemle gerceklestirildi®. Klinik suslar ve pozitif kontrol suslarinda (S.aureus ATCC
49775 ve standart sus LY19990053) PVL icin 433 bazlik Giriiniin varligi degerlendirildi®.
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BULGULAR

Calismamizda, yatan hastalarin klinik 6rneklerinden izole edilen ve sefoksitine direnc-
li bulunarak MRSA olarak kabul edilen 37 sus degerlendirilmistir. Bunlarin 31’i cerrahi ya-
ra, 2'si abse ve 4'U drenaj 6rneginden izole edilen suslardir. Suslarin 12'si ortopedi, 11'i
GKDC, 6'si YBU ve 8'i de diger kliniklerden génderilen érneklerden izole edilmislerdir.

PFGE sonucunda, 37 sustan 31 (%83.8)'inin A tipi pulsotip ve varyantlarina (4 adet
Al ve 2 adet A2) ait oldugu belirlenmistir. Geri kalan 6 sustan 3’Gnin B pulsotipi (2 adet
B ve 1 adet B1), diger 3’lGnln ise C pulsotipi oldugu gorilmustir. A tipi 6zellikle GKDC
yogun bakim dnitesi (11 adet) ile diger cerrahi ve YBU’lerden génderilen érneklerden
izole edilmistir. Pulsotip B ortopedi, pulsotip C ise noroloji ve beyin cerrahisi bolimlerin-
den gonderilen orneklere ait tiplerdir. Calisilan izolatlarin hicbirisinde PVL toksin geni
saptanmamistir.

TARTISMA

S.aureus suslari klonal yayiim gosterme kapasitesine sahiptir. Bir klon, belirli bir servis-
te, hastanede, sehirde, llkede ve hatta diinyada bulundugu ortamda yasayabilmek icin
gerekli virtilans ve direnc¢ faktorlerini elde etme basarisini gosterdiginde yaygin hale ge-
lebilmektedir. Bu nedenle ozellikle coklu antibiyotik direnci gosteren izolatlar olmak lize-
re MRSA izolatlarinin yayiliminin epidemiyolojik yontemlerle izlenmesi 6nemlidir. Tekno-
lojinin gelismesine paralel olarak son yillarda bircok farkli epidemiyolojik tiplendirme
yontemi uygulamaya girmistir. Bu yontemler icerisinde siklikla tercih edilen PFGE, salgin
arastirmalarinda 6nemli bir yere sahiptir’-8. Calismamizda da, hastane kékenli MRSA izo-
latlari arasindaki genetik iliski PFGE yontemi kullanilarak arastiriimugtir.

Hastane kokenli MRSA suslarinin yani sira, agir nekrotik enfeksiyonlar yapan toplum
kokenli MRSA'lar da son yillarda insan saghdi icin tehdit olusturmaya baslamistir'®, Nek-
rotizan enfeksiyonlara neden olan toplum kokenli MRSA’lar PVL toksinini, hastane kay-
nakli MRSA suslarina gére daha sik oranda tasimaktadir''. Bizim calismamizda izolatlarin
hicbirisinde PVL toksin geni saptanmamistir. Yapilan diger calismalarda da, hastane kay-
nakli MRSA'lar arasinda PVL varligi nadir olarak bildirilmistir'>'4. Ozkul ve arkadaslari'
kan, yara ve solunum orneklerinden izole edilen 79 metisiline duyarl S.aureus (MSSA)
izolatinda PVL toksinini pozitif bulurken, 75 MRSA izolatinin hicbirisinde PVL genini sap-
tamamiglardir'3. Ellington ve arkadaslar'* da, bakteriyemili hastalardan izole edilen 244
S.aureus susunda PVL toksin pozitifligini %1.6 oraninda bulurken, %36’si MRSA olan bu
izolatlarin hicbirisinde PVL toksinini pozitif bulamamislardir.

Bu calismada, hastanemizde yatan hastalarin cerrahi yara, abse ve drenaj 6rneklerin-
den izole edilen MRSA sugslari arasinda yaygin bir klonun (pulsotip A) varhigi belirlenmis,
buna karsin bazi cerrahi kliniklerde farkli pulsotiplerin egemen olabildigi de gosterilmis-
tir. Ancak, yaygin olarak saptadigimiz pulsotip A'nin, bolgedeki ve tilkemizdeki yaygin di-
ger suglarla karsilastirlmasi, henliz boyle bir veri tabani olmadigi icin yapilamamustir. St-
rekli yapilacak slirveyans calismalari ile hastanelerde yaygin olan klonlardaki degisimin
zaman icinde izlenmesi degerli epidemiyolojik bilgiler saglayacaktir. MRSA'nin olgular
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arasindaki gecisinde en 6nemli faktoriin hastane personeli oldugu da g6z 6niine alina-
rak, hastane enfeksiyon kontrolii uygulamalarinda gerekli 6nlemlerin alinmasiyla bu tir
enfeksiyonlarin morbidite ve mortalite oranlari azaltilabilir. Her ne kadar hastanemizde
izole edilen suslarda PVL toksini saptanmamis olsa da, bu toksini tasiyan suslarin ek di-
reng ve virtlans faktorlerini kazanmadan dnce hastane ortamlarinda yayihmini énlemek
amaciyla hastane kaynakli MRSA suslarinda bu toksinin varligi strekli gozlenmelidir.
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