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rep-PCR ile Genotiplendirilmesi

Genotyping of Nosocomial Methicillin-Resistant Staphylococcus
aureus Strains Isolated from Clinical Specimens by rep-PCR

ismail GULER, Hiiseyin KILIC, Mustafa Altay ATALAY, Duygu PERCIN, Baris Derya ERCAL

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Kayseri.
Erciyes University Faculty of Medicine, Department of Medical Microbiology, Kayseri, Turkey.

Gelis Tarihi (Received): 25.02.2011 e Kabul Edilis Tarihi (Accepted): 18.07.2011

OZET

Metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA) enfeksiyonlari, diger enfeksiyonlarla karsilastirildi-
ginda, artmis maliyet, mortalite ve hastanede kalis stresinin uzunlugu ile iliskilidir. Bu nedenle, hasta-
larin, personelin ve cevrenin taranmasiyla bu patojenin yayiliminin kontrol altina alinmasi enfeksiyon
kontrol programlarinin yiiksek 6nceligidir. Bu calismada, hastane kaynakli MRSA suslarinin klonal yakin-
liklarinin, son yillarda hizl ve kullanim kolayhdi ile 6n plana cikan rep-PCR (repetitive-sequence-based
polymerase chain reaction) yontemiyle belirlenmesi amaclanmistir. Calismaya, Eylil 2008-Ekim 2009
tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanelerinde yatmakta olan hastalarin klinik 6rnek-
lerinden izole edilerek saklanmis olan toplam 100 MRSA susu alinmistir. Suslarin metisilin direnci, CLSI
onerileri dogrultusunda sefoksitin disk diflizyon testi ile belirlenmistir. MRSA suslari arasindaki genetik
yakinhgin belirlenmesi icin rep-PCR (Diversilab, bioMerieux, Fransa) yontemi kullaniimis ve yontem
dort asamada gerceklestirilmistir: (1) Manuel DNA ekstraksiyonu (UltraClean Microbial DNA lIsolation
Kit; MoBio Laboratories, ABD); (2) Termal dongu cihazinda parmak-izi kitleri ile rep-PCR (Diversilab
DNA Fingerprinting Kit); (3) Biyoanalizor ile otomatik mikroakiskan elektroforez (Diversilab DNA LabC-
hip kit); (4) internet tabanli DiversiLab yazilim programi (version 2.1.66) ile analiz ve hizli degerlendir-
me. Calismamizda rep-PCR analizi sonunda ti¢ ana klon [A (4 alt tip), B (2 alt tip) ve C (2 alt tip)] ve
sekiz farkli klon (D-K) olmak lizere toplam 11 klon tespit edilmis; A klonunun baskin tip oldugu belir-
lenmistir. Toplam 100 MRSA susunun %78’inin A klonuna ait oldugu (63’G A1; 9'u A2; 4l A3 ve 2'si
A4 alt tipi) izlenmis; B klonuna ait 11 sus (10’u B1, 1’i B2), C klonuna ait ti¢ sus (2si C1, 1'i C2) ve di-
ger klonlara (D, E, F, G, H, |, ], K) ait ise birer sus saptanmistir. A klonu, dahiliye yogun bakim {nitesi
(YBU) &rneklerinin %93.3 (14/15)'linden; enfeksiyon hastaliklari servisinden gonderilen 6rneklerin
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%66.6 (10/15)'sindan ve hematoloji-onkoloji servisinden toplanan érneklerin %91 (10/11)’inden izo-
le edilmis; anestezi ve yenidogan YBU’den izole edilen MRSA suslarinin tamaminin da A klonuna ait ol-
dugu gorilmistir. Bu suslarin izolasyon tarihlerinin de birbirine yakin oldugu belirlenmistir. Sonug ola-
rak, calisma strecinde hastanemizde A klonunun hakim oldugu ve MRSA suslarinin klonal yayilim gos-
terdigi ortaya konmus ve rep-PCR ydnteminin epidemiyolojik calismalarda kullanilabilecek kolay uygu-
lanabilir, hizli ve basarili bir yontem oldugu distinilmustir.

Anahtar sozciikler: Staphylococcus aureus; metisilin direnci; klonal iliski; rep-PCR; genotiplendirme.

ABSTRACT

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) infections are associated with increased cost,
mortality and length of hospital stay compared with the other infections. Therefore, controlling the
spread of this pathogen by screening patients, personnel and the environment remains as a high pri-
ority in infection control programs. The aim of this study was to detect the clonal relationship betwe-
en nosocomial MRSA strains by using repetitive-sequence-based polymerase chain reaction (rep-PCR)
method which has several advantages owing to its speed and ease of use. A total of 100 MRSA stock
strains that had been isolated from various clinical samples of hospitalized patients in Erciyes Univer-
sity Medical Faculty Hospitals between September 2008-October 2009, were included in the study.
Methicillin resistance of the strains were determined by cefoxitin disc diffusion test according to CLSI
guidelines. Rep-PCR (Diversilab, bioMerieux, France) method was performed in the following four
steps in order to determine genetic proximity of MRSA strains: (1) Manual DNA extraction (UltraCle-
an Microbial DNA Isolation Kit; MoBio Laboratories, USA), (2) Rep-PCR by using fingerprinting kits in
the thermocycler (Diversilab DNA Fingerprinting Kit), (3) Automated microfluidic electrophoresis by
bioanalyzer (Diversilab DNA LabChip kit), (4) Analysis and rapid evaluation with the use of web-based
DiversiLab software (version 2.1.66). Rep-PCR analysis have shown the presence of a total 11 clones,
including 3 major clones [A (4 subtypes), B (2 subtypes) and C (2 subtypes)] and 8 unique clones (D-
K). Clone A was found to be the dominant type. Seventy-eight percent of the 100 MRSA isolates be-
longed to clone A (63 were Al; 9 were A2; 4 were A3, 2 were A4), 11% belonged to clone B (10 we-
re B1, 1 was B2), 3% belonged to clone C (2 were C1, 1 was C2), and one of each belonged to the
other clones (D, E, F, G, H, |, ], K). Clone A was isolated from 93.3% (14/15) of the samples sent from
internal diseases intensive care unit (ICU), from 66.6% (10/15) of the samples sent from infectious di-
seases ward and 91% (10/11) of hematology-oncology ward samples. All MRSA strains isolated from
anesthesiology and newborn ICU were of clone A. The isolation dates of these strains were in proxi-
mity. In conclusion, MRSA strains showed clonal dissemination in our hospital, clone A being the pre-
dominant one during the study period. Rep-PCR which is a rapid and reliable method, can easily be
applied for molecular epidemiological purposes and aid to infection control measures.

Key words: Staphylococcus aureus; methicillin resistance; clonal relationship,; rep-PCR; genotyping.

GiRis

Metisilinin bulunmasindan ¢ok kisa bir stire sonra metisiline direncli Staphylococcus
aureus (MRSA) izolatlari ortaya ¢ikmis ve tim diinyada saglik kuruluglarinda ve toplum-
da giderek artan bir problem haline gelmistir'. Hastane enfeksiyonu etkeni olan MRSA
suslari, enfekte hastalar ya da bu suslarla kolonize olan hastane personeli araciligiyla ko-
laylikla yayilarak tedavisi glic enfeksiyonlara neden olmaktadir. Bu nedenle klinik 6rnek-
lerde MRSA suslarinin saptanmasi ve bu suslarin genotiplendirilmesi, hem klinik hem de
ekonomik acidan 6nem tasimaktadir?. Enfeksiyon kaynagini saptama ve ortadan kaldir-
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maya yonelik epidemiyolojik calismalar, MRSA yayilimini 6nlemede ilk basamadi olustur-
maktadir®. Molekiiler tiplendirme yéntemlerindeki gelismeler, MRSA epidemiyolojisi ile
ilgili yeni bilgilerin elde edilmesinde, MRSA izolatlar arasindaki genetik farkliliklarin orta-
ya ¢ikarilmasinda dnemli rol oynamistir®. MRSA izolatlari arasindaki klonal iliskinin tespi-
ti, hem hastane enfeksiyonlarinin kaynaginin ortaya ¢cikmasini saglayacak hem de hasta-
ne enfeksiyonlarina bagh olarak ortaya ¢ikan ekonomik kayiplarin en aza indirilmesi aci-
sindan son derece faydali olacaktir.

Bu calismada, cesitli klinik 6rneklerden izole edilip, stoklanmis olan MRSA turlerinin,
son yillarda hizli ve kullanim kolayligi ile 6n plana ¢ikan rep-PCR (repetitive-sequence-
based polymerase chain reaction) yontemiyle genotiplendirilmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Eylil 2008-Ekim 2009 tarihleri arasinda, Erciyes Universitesi Tip Fakiil-
tesi Merkez Laboratuvari Bakteriyoloji Unitesinde cesitli klinik 6rneklerden izole edile-
rek -70°C’de saklanan 100 MRSA susu dahil edildi. Her hastanin sadece bir klinik or-
negine ait izolat degerlendirmeye alindi. Stok suglar, kanli agara ekilerek 35°C’de 24
saat inkiibe edildi ve saf olarak Uretilen suslarin trehaloz-mannitol, tiip koagllaz ve
DNase testleriyle S.aureus oldugu dogrulandi.

Metisilin direncinin belirlenmesi amaciyla CLSI (Clinical and Laboratory Standards Ins-
titute) dnerileri dogrultusunda sefoksitin disk difiizyon testi kullanildi®. Bu amacla énce,
S.aureus taze kultlrlerinden steril serum fizyolojik icerisinde 0.5 McFarland standardina
gore suspansiyon hazirlandi ve steril ekiivyon ile Mueller Hinton (MH) besiyerinin ylize-
yine homojen olarak yayildi. MH besiyerleri oda isisinda 5-10 dakika bekletildikten son-
ra, besiyerinin yiizeyine sefoksitin (30 pg; Oxoid, Ingiltere) diski yerlestirildi ve 35°C’de
18-24 saat inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra olusan inhibisyon zonlari degerlendirildi.
CLSI kriterlerine gore < 21 mm inhibisyon zonu metisiline direncli, > 22 mm inhibisyon
zonu ise metisiline duyarli olarak kabul edildi®.

MRSA suglarn arasindaki genetik yakinhgin belirlenmesi icin rep-PCR (Diversilab, Bi-
omerieux, Fransa) yontemi kullanildi. Kanli agara iki kez pasajlari yapilarak elde edilen saf
MRSA suslari, dort asamada (manuel DNA ekstraksiyonu; termal dongu cihazinda par-
mak-izi kitleri ile rep-PCR; biyoanalizor ile otomatik mikroakiskan elektroforez; internet
tabanli yorumlama yazilim programi ile hizli degerlendirme) genotiplendirildi. Kisaca;
tim suglardan DNA izolasyonu “UltraClean™ Microbial DNA Isolation Kit” (MoBio La-
boratories, ABD) ile uretici firmanin onerileri dogrultusunda yapildi. Elde edilen DNA
ekstraktlarinin yeterli olup olmadigi jel elektroforezi uygulanarak kontrol edildi. Uygun
sekilde elde edilen tim DNA ekstraktlarina “Diversilab™ DNA Fingerprinting Kit” (bi-
oMerieux, Fransa) kullanilarak rep-PCR uygulandi. Bu sekilde 6rneklerdeki niikleik asitler
cogaltildiktan sonra “Diversilab™ DNA LabChip Kit”i (bioMerieux, Fransa) kullanilarak
mikroakiskan elektroforez yapildi. Tium MRSA suslarinin rep-PCR tabanli parmak izi kalp-
lari, internet tabanli yorumlama ve yazilm programi (DiversiLab, version 2.1.66, bioMe-
rieux, Fransa) ile elde edildi. Degerlendirme icin benzerlik hesaplarinin yapilmasinda, Di-
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versiLab yazilimi Pearson korelasyon katsayisi ve UPGMA (Unweighted Pairvise Grouping
Matematical Avenaging; matematiksel ortalamayla agirliksiz ciftlerin gruplandiriimasi)
yontemi, rep-PCR profillerini otomatik olarak karsilastirmak amaciyla kullanildi.

Verilerin analizinde, her bir izolat icin jel benzeri goriinti, ylizde benzerlik oranlari ve
dendrogram raporu olusturuldu. izolatlar; ayirt edilemez (benzerlik > %97), benzer
(benzerlik %95-97 arasinda, 1-2 bant farki) ve farkli (benzerlik < %95 ve > 2 bant farki)
olarak siniflandirildi. Birbirleriyle %95’in lizerinde benzerlik gosteren suglar ana klon; ana
klonlar icerisinde de %97'nin tUzerinde benzer klonlar alt tip olarak kabul edildi. Benzer-
lik oranlari %95’in altinda olan suglar ise farkli klon olarak degerlendirildi.

BULGULAR

Calismaya alinan 100 MRSA susunun 41'i yara, 26si kan, sekizi balgam, sekizi kateter
ucu, altisi endotrakeal aspirat, dordi nazotrakeal aspirat, Gcu apse, ikisi bronkoalveoler
lavaj (BAL) ve birer adedi operasyon materyali ve plevral mayi 6rneklerinden izole edil-
mistir. Orneklerin %40’inin yogun bakim (niteleri (YBU) (Dahiliye: 15, Genel Cerrahi:
11, Anestezi: 4, Yenidogan: 4, Kardiyoloji: 3, G6glis Hastaliklari: 2, Beyin Cerrahi: 1);
%718'inin cerrahi servisler (Genel Cerrahi: 8, Gogus Cerrahi: 4, Ortopedi: 3, Plastik Cer-
rahi: 2, Kalp Damar Cerrahi: 1), %15’inin Erigkin Enfeksiyon Hastaliklari Servisi, %11'inin
Hematoloji-Onkoloji Servisi ve %16'sinin diger servislerden (Nefroloji: 8, Gogus Hasta-
liklari: 4, Gastroenteroloji: 2, Pediatrik Intaniye: 2) gonderildigi izlenmistir. MRSA susla-
rinin %94'0 eriskin, %6's1 pediatrik hasta orneklerinden izole edilmistir.

Diversilab rep-PCR ile elde edilen sonuclar degerlendirildiginde, caismamizda t¢il (A-
C) ana klon olmak (izere toplam 11 klon (A-K) belirlenmistir. MRSA suslarinin %78’inin
A ana klonuna ait oldugu gorilmis ve A klonunun dort farkli alt tipi (A1-A4) saptanmis-
tir. A klonuna ait 78 izolatin 63 (%80.8)'G A1; 9 (%11.5)'u A2; 4 (%5.1)'4 A3 ve 2
(%2.6)'si A4 alt tipine aittir (Sekil 1). A klonuna ait drneklerin %43.6’sinin YBU’den gén-
derilmis oldugu izlenmistir. A klonuna ait 78 susun 60 (%76.9)"1 ayni duyarlilik paterni-
ni gostermistir. Calismamizda ikinci hakim klon olarak B ana klonu (11 sus) belirlenmis;
bunun icerisinde de iki alt tip (B1-B2) saptanmustir. B1 alt tipine ait 10 sus, B2 alt tipine
ait bir sus tanimlanmistir (Sekil 2). Calismada Uglincii ana klon olarak C ana klonu (lig
sus) belirlenmis ve bunun da iki alt tipi (C1, C2) saptanmistir (Sekil 3). Calismada lg ana
(A-C) klonun disinda, benzerlik oranlari %95'ten kiiclik ve aralarinda iki banttan daha
fazla fark olan sekiz klon (D-K) daha belirlenmistir (Sekil 4). Bu suslarin yarisinin (4/8) en-
feksiyon hastaliklari servisinden gonderilen 6rneklerden izole edildigi izlenmistir.

Tim MRSA suslarina ait Diversilab v3.4 yazilimi ile otomatik olusturulan yiizde ben-
zerlik matriksleri Sekil 5'te verilmistir.

TARTISMA

Hastane enfeksiyonuna yol acan mikroorganizmalarin kaynagi ve bulas yollarinin be-
lirlenmesi ve kontrol dnlemlerinin alinmasinda temel noktay! epidemiyolojik calismalar
olusturur®. Tirlerin hizli ayrimi, bir salginin olup olmadigina karar vermede, hastane en-
feksiyonlari kontrol aragtirmalari icin 6nemli bilgiler saglar’. Antibiyotik duyarlilik testle-
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Sampls 0 Losation Sowcs Date Received
rARSA B wove o 2008-11-14
rRSA 8 raerfroton BALGAR 2008-11-15
MRzA 37 Gos Apse zo0s-01-18
MRZA 1S Enr. Haat wan zo08-11-2a
raRza 1 DvBu waRA zo08-10-02
ransa 3 acvey waRA 2008-11-04
raRSA 2 BCVBU waARA 2008-10-01
rMRSA 5 rtagedi wana 2008-11-07
rRsA 4 cos waRA zo08-11-03
MREA & Bvnn rra Fo08-11-83
rMRsA 7 coveu waRA 2008-11-01
MRSA 31 Dar Hask nTA F008-11-36
rMIEA 33 wDVE ran zuus 1z 2a
MIESA 32 Mefrutui A zoos 1218
rnsA s cHVBU ETa zo0s 1212
MRSA 37 wown nTA 2008-13-16
RMRSA 26 HER-ONK B 2008-12-17
MRESA 24 GOVBU R 2008-12-16
rnsA 33 Dvesu wana N
MRZA D2 HEM-OMK waRA zo03-o8-31
MRzASE  Dveu 20030328
MRZA 97  GowBu zo03-09-08
rMRSA 18 PREC 2008-11-24
MRSA 18 Gos 2008-11-28
MASA B2 GOCS 2008-03-31
MRSA G  Gowou zo05-07-38
MREA 17 Govo Fo08-11-20
MRSA 03 IERM-OMK naLGAR F008-07-33
rMIEA 18 Orteped wana zous 11 29
MIESA 35 HEM OME wan zuus 01 03
rnsA o0 DvEBU ETa zous- 1018
MRSA 02 Dvel ean 2008-07-33
MRESA B8 DVED Katater lcw 2008-07-02
MASA 7S GOCS waRa 2008-07-03
MESA 81 ANYBU rean 2008-07-18
MRZA BS  Mefrolop BALGAM zo0a-07-21
MRzA Bl DvBu wan zo03-06-24
MRZA 33 Dveu wan zo03-01-19
MRSA B8 DVEU ran 2008-07-17
rMRSA BS ANVEU A 2008-07-20
MRSA 38 Mefroloi A 2008-01-15
MREA 7 HEM-OMK nALGAR z008-07-33
MRSA GE  HEM-OMK naLGAR z009-07-18
MRSAGE  ANVOD wan F005-07-21
MRSA 11 Car Haat waRA z008-11-05
rnsA e Gos wana zuus-11-wa
e wan zvus 1113
rsA zz AMVEU era zuus 1z 01
MRSA 14 Ear Hasb nTA s008-11-24
T NTA 2008-11-25
MRESA 38 DVEU ean 2008-01-16
MRsABl s wana zo03-03-13
MRzA 3z Gowveu Kabeter Ucn zoos-1z-2a
MRZA 38 HEM-OMK wan zo08-12-20
MRSA 28 EVEBU A 2008-12-18
PMRSA 31 HEM-OMK BALGAM 2008-01-26
rMRSA 23 DVEU wana 2008-00-26
MRASA 42 PREC waARA 2008-01-28
MRSA a8 Dvon waRA 2008-01-20
MREASa  KDos waRA 2009-03-16
MREA 44 wown waARA F005-01-38
MIEEA 28 Ent Hast wana 2o0s w130
MIEEA 25 Enr Hast. eana 2uus w1 2w
rIRsA a3 Mefroton ran zuus vz 11
MRSAS? s an 2008-03-11
MRSA 54 Mafealol ARSE >008-03-06
MRSA 47 Car Hask aRa 2008-03-08
MRS a8 e ok,

e wan zo03-0z 27
MREZA 3 HEM OMK BALGAM zuus-03-Ba
MRSA ST Enr Haat wan zo03-02-28
rRSA 56 . Hast. waARA 2008-03-08
MASA G5 Enf. Hast. waARA 2008-03-08
rMRSA B8 Gastrolol o 2008-02-13
MREA G Gos waARA z009-04-08
MREA G Gowvou Kabmbar en 2008-03-13
MRSA 5SS HEMoOMK naLGAR >008-03-13
MRBA 95 GHYEBU Eateter Uen 2008-08-2a

}M

A1l

A3

Sekil 1. A klonuna ait dendrogram.
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Diversilab v3.4
PC
#336 Key Sample ID Location

Source

Date Received

B Mrsa71 Gocs

Plevral Mayi ~ 2009-04-26

{ l 2 MRSA 69 GCs YARA 2009-04-14
B3 wmrsa7o  ces YARA 2009-04-27 II
—
l 4 MRSA 67 Enf. Hast. YARA 2009-04-14 “
\ 5 MRSA 66 GCYBU Kateter Ucu 2009-04-11 [|
B1
¥ 6 MRSA 78 GCYBU YARA 2009-06-06 H
l 7 MRSA 65 GCS YARA 2009-04-05 | “
l 8  MRSA 74 GHS KAN 2009-05-01 I I
{ I 9 MRSA72 GHS ETA 2009-04-28 [ I
l 10 MRSA 77 Nefroloji ~ YARA 2009-06-11 I I j
|
. 11 MRSA 73 GOCS YARA 2009-04-29 | B2
95 96 97 98 99 100
% Similarity
Sekil 2. B klonuna ait dendrogram.
Diversilab v3.4
;524 Key Sample ID Location Source Date Received
| I MRSA 93 KYBU KAN 2009-07-19 | | I
c1
B 2 MRSA96 PIS KAN 2009-09-05 | l l
c2
B 3 MRSA92 KYBU KAN 2009-07-20

95 96 97 98 99 100
% Similarity

Sekil 3. C klonuna ait dendrogram.
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Diversilab v3.4

PC
#337
Key Sample ID Location Source Date Received
I 1 MRSA 12 Enf. Hast. YARA 2008-11-07 ‘ ‘ I
2  MRSA68  Gastroloji KAN 2009-02-11 ‘
B 3 MRSA7S GCYBU YARA 2009-05-28 ‘ |
B 4 MRSASS HEM-ONK' YARA 2009-07-24 ‘ | ‘
B 5 MRSA31  Enf Hast. YARA 2009-09-05 ‘ ‘ |
B 6 MRSA28 Enf. Hast. YARA 2008-12-19 ‘ I |
B 7 MRsA43  DYBU BAL 2009-01-29 | | |
B 8 MRSA76 Enf. Hast. APSE 2009-03-09 | I l

60 70 80 90 100
% Similarity

Sekil 4. D, E, F, G, H, I, ], K klonlarina ait dendrogram.

ri, yaygin kullanimlari, standardize edilmis olmalar ve ¢ok sayidaki etkene uygulanabil-
meleri nedeniyle, bircok hastane salgininda temel tiplendirme araci haline gelmistir®.
Ancak diger fenotipik yontemlerde oldugu gibi antibiyotik duyarllk profilleri de, tireme
ortamindan, Greme fazindan ve spontan mutasyon oranlarindan etkilenebildiginden ka-
rarli bir tiplendirme yontemi degildir. Bu sebeple tim diinyada genotipik tiplendirme
yontemleri tercih edilmektedir’.

Genotiplendirme yontemleri icerisinde en yaygin olarak kullanilan PFGE (pulsed field
gel electrophoresis)’dir. Ancak, gerekli ekipmanin pahali olmasi, yogun emek gerektir-
mesi ve sonuglarin elde edilme zamaninin uzunlugu gibi dezavantajlar vardir. Yontem
sonunda elde edilen bantlarin ¢ok sayida olusu yorumlama guclugi yaratmaktadir. Ay-
rica, bantlarin yorumlanmasinda laboratuvarlar arasinda heniiz bir standart protokoliin
olusturulmus olmamasi bir diger dezavantajdir. Molekdler altyapisi olan bircok laboratu-
var zaten gerekli ekipmana, egitilmis personele ve reaktiflere sahip oldugundan PCR-te-
melli ydntemler cazip hale gelmistir'®'!. Bu yéntemler PFGE’ye gére daha hizli, uygula-
masi kolay ve daha ucuz yéntemlerdir'2. Ross ve arkadaslar'' bes farkli hastanedeki sal-
ginlarda izole edilen toplam 109 MRSA susunun klonal yakinlklarini rep-PCR ve PFGE
yontemleriyle arastirmislar ve yontemler arasindaki uyumun, hastanelere gore degisiklik
goOstermekle birlikte %73-100 arasinda oldugunu bildirmislerdir. Bizim calismamizda da
kullanilan rep-PCR sistemi, ticari olarak temin edilebilen, kit-tabanh uyarlanan, DNA
amplikonlarinin fraksiyonu ve saptanmasinda mikroakigkan ciplerin kullanildig yari-oto-
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Diversilab v3.4 [icooisirnaieaind]
FC

#3286 % Similatity

1 MRSA12

Sekil 5. MRSA suslarinin benzerlik matriksi.

matik formatli bir sistemdir'3. Ek olarak, Diversilab sistemi internet-tabanli bilgisayar-des-
tekli veri analizi ve kullaniciya 6zgii veri depolama ve erisim sistemi saglamaktadir'®.

MRSA'nin etken oldugu epidemiyolojik calismalarda suslar arasindaki klonal iliskiyi
saptamak oldukca 6nemlidir. Bu calismada rep-PCR yontemi, Erciyes Universitesi Tip Fa-
kiltesi Hastanesinde cesitli klinik 6rneklerden izole edilen MRSA suslari arasindaki klonal
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Sekil 5. MRSA suslarinin benzerlik matriksi (devami).

iliskiyi ortaya koymak amaciyla kullanilmistir. Arastirmamizda, MRSA izolatlarinin klonal
yakinliklari incelendiginde, (icti ana klon olmak lizere 11 farkli klon belirlenmis ve A ana
klonunun hakim tip (%78) oldugu gériilmiistiir. A klonu, dahiliye YBU hastalarina ait or-
neklerin %93.3 (14/15)’Uinden; enfeksiyon hastaliklari servisinden goénderilen 6rneklerin
%66.6 (10/15)'sindan ve hematoloji-onkoloji servisinden toplanan orneklerin %91
(10/11)’inden izole edilmistir. Ayrica, anestezi YBU ve yenidogan YBU’den izole edilen
MRSA suslarinin tamaminin A klonuna ait oldugu gorilmektedir. Bu 6rneklerin ait oldu-
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gu hastalarin kayitlari incelendiginde, suslarin izolasyon tarihlerinin birbirine ¢ok yakin
oldugu belirlenmistir. Bu veriler rep-PCR analizi sonucu hakim klon olarak tespit edilen A
tipini gosteren suslarin klonal olarak iliskili olduklarini acikca ortaya koymaktadir. Akgi-
men ve arkadaslarinin'> Adana’da yaptiklari calismada da, hastane enfeksiyonu etkeni
olan 46 MRSA izolatinin genomik iliskisi PFGE ile arastirilmis ve 42 susun ayni A kiimesi
icinde yer aldigi ve yakin iliski gosterdigi bildirilmistir.

Calismamizda ikinci hakim klon olarak belirlenen B klonunun izole edildigi 6rneklerin
laboratuvara gelis tarihleri incelendiginde, 6zellikle Nisan 2009, Mayis 2009 ve Haziran
2009 tarihlerinde klonal yayihm gosterdigi gortlmektedir. Calismada dikkat ceken diger
bir nokta; D, E, F, G, H, |, ], K olarak tiplendirilen suslarin rep-PCR sonucu verdikleri bant
profillerinin diger tim suslardan farkl olmasidir. Bu 6rneklerin laboratuvara gelis tarihle-
ri incelendiginde, tamamiyla farkh zamanlarda gonderilmis olduklari anlagilmaktadir.
Boylece calismada kullanilan rep-PCR yonteminin MRSA tiplendirilmesinde epidemiyolo-
jik olarak iliskili izolatlarin yakinigini ortaya koymada oldugu kadar iliskisiz izolatlarin ay-
riminda da basarili oldugu dustinilmustur.

Sonug olarak; glinimizde ¢oklu antibiyotik direncinin getirdigi tedavi guglugu ve
hastane kokenli salginlara yol acan bir patojen olmasi nedeniyle MRSA 6nemli bir saglk
sorunu haline gelmistir. Hastanenin herhangi bir servisinde MRSA ile enfekte olan hasta-
larin sayisinda artig belirlenmesi, o servisteki bir MRSA epidemisinin habercisi olabilir.
MRSA’ya bagh salginlarda, bir bolimde degisik hastalardan ayni tip bakterinin tretilme-
si, bulasin ayni kaynaktan hastadan hastaya bulastigini gostermektedir. Bu durumda has-
tane enfeksiyonuna neden olan mikroorganizmanin kokeninin arastiriimasi gerekir. Sus-
lar arasindaki klonal iligkilerin kesin olarak belirlenmesiyle de, enfeksiyon kaynagi, tastyi-
alar ve yayllma yolu ortaya konularak uygun korunma onlemleri alinabilir. Molekiler
epidemiyolojik calismalarda kullanilacak tiplendirme yontemlerinin kolay uygulanabilir,
hizl, guvenilir ve ucuz olmasi arzu edilmektedir. Bu kriterler g6z 6niine alindiginda, ¢a-
ismamizda kullanilan rep-PCR yonteminin epidemiyolojik calismalarda kullanilabilecek
basarili bir yontem oldugu dustintlmstir.
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