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OZET

Hastanelerde ve toplum icinde, metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA) epidemik kokenle-
rinin prevalansindaki artis, enfeksiyon kontrol onlemleri agisindan biiylik 6nem tasimaktadir. Bu calis-
manin amaci, Turkiye’nin Orta Karadeniz bolgesindeki klinik MRSA izolatlarinin, kisa ve uzun donemli
epidemiyolojik 6zelliklerinin anlasilabilmesi icin, patojenik fenotip (enfeksiyozite, resiztotip) ve genotip
(PFGE pulsotipi, SLST spa tipi, MLST dizi tipi, eBURST klonal kompleks tipi) 6zelliklerinin belirlenmesi
ve olasi bir kimelenme varliginin arastirnlmasidir. Calismaya, prospektif olarak, Aralik 2006-Subat 2007
tarihleri arasinda hastanede yatan hastalardan izole edilen, ardisik ve tekrarlardan arindirilmis, 48 MRSA
izolati (18’ kolonizasyon, 30’u hastane enfeksiyonu etkeni) ile timi hastane enfeksiyonu etkeni olarak
tanimlanan yedi metisiline duyarli S.aureus (MSSA) izolati alinmustir. izolatlarin tanimlamasi Vitek-2 oto-
matize sistemi (BioMérieux, ABD) ile, in vitro antimikrobiyal duyarliliklari testleri ise sivi mikrodiliisyon
yoéntemi ve Vitek-2 otomatize sistemiyle yapilmistir. Eritromisine duyarli bulunan MRSA izolatlarinda (n=
10), PCR yontemi ile ermA geni arastinimistir. TUm izolatlar, spa tiplendirme ve PFGE pulsotiplendirme
yontemleriyle tiplendirilmistir. Farkli spa tiplerini temsilen secilen ic MRSA izolati ile tim (n= 7) MSSA
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izolatlarina MLST ydntemiyle tiplendirme yapilmistir. Farkli spa tiplerine ait izolatlar icinde, antibiyotik
duyarhlik paternleri birbirinden farkli olan MRSA izolatlari arasindan secilen temsilcilerin (n= 8) SCCmec
tipleri, multipleks PCR ydntemiyle belirlenmistir. izolatlarin, antimikrobiyal direnc paternleri sayisallasti-
rilarak, standardize antimikrobiyal diren¢ fenotipleri belirlenmistir. MRSA izolatlarinin, ayirt edici 6zel-
liklerinden olan enfeksiyozite, fenotipik ve genotipik 6zellikleri temelinde olusan patern gruplarindaki
kiimelenmeleri, belirli icerme ve dislama ol¢ttleri ile istatistiksel analize alinmis ve anlamlilik bakimindan
incelenmistir. Calismamizda, MSSA izolatlarinda ti¢, MRSA izolatlarinda 13 farkli antimikrobiyal direng
fenotipi belirlenmis ve MRSA izolatlarinda 14, MSSA izolatlarinda yedi farkli PFGE pulsotipi saptanmustir.
MRSA izolatlarinin 10”u, PFGE-pulsotipi ile sporadik tekil kokenler olarak saptanmistir. MRSA izolatlarinin,
ikisi (t459, t632) harig, digerlerinin t030 spa tipinde oldugu belirlenmis; farkli spa tipi temsilcilerinin (n=
3) analizi sonucunda, tek MLST klonal kompleks tipi (CC8) ve tek MLST dizi tipi (ST239) bulunmustur.
Yedi MSSA izolatinin ise her birisinin spa tipi, MLST dizi tipi ve MLST klonal kompleks tipinin farkli oldugu
izlenmistir (t777-ST5-CC5; t660-ST25-CC5; t153-ST34-CC30; t015-ST45-CC45; t267-ST97-CC97; t377-
ST360-CC8; t084-ST15-C15). Sporadik olmayan 38 MRSA izolatinin istatistiksel analizinde, Grup-13'te
yer alan izolatlarin (n=16; enfeksiyoz, rezistotip 14, pulsotip 4; antimikrobiyal direng skoru= 24), anlamli
dizeyde enfeksiyozite-fenotip-genotip kiimelenmesi sergiledigi saptanmistir (p< 0.001). MRSA izolat-
larinin 27'sinde azalmis teikoplanin duyarliigi (MikK= 4 pg/mL) saptanmistir. Global olarak, MLST-CC8,
MLST-ST239, t030 spa tipi MRSA izolatlarinin, genellikle eritromisine direncli olmasi beklenmesine karsin,
duyarli olan 10 izolatin altisinda ermA geninin bulundugu gosterilmis; bu genlerin nokta mutasyonu veya
delesyon nedeniyle islevsiz olabilecedi disiinilmustiir. Antimikrobiyal duyarliik paternleri birbirinden
farkli olan MRSA izolatlari arasindan secilen sekiz temsilci susun SCCmec tipleri, tip Il olarak saptanmustir.
Sonug olarak, Orta Karadeniz bolgesi hasta popiilasyonunu temsil eden hastanemizde saptanan S.aureus
izolatlarinin, enfeksiyozite, antimikrobiyal diren¢ fenotipi ve klonal genotip bakimindan, istatistiksel ola-
rak anlamli kiimelenme sergiledigi ortaya konmustur (p< 0.001). Baskin olan MRSA klonunun, bes biyik
pandemik MRSA klonundan biri olan, epidemik ST239 klonu oldugu ve nozokomiyal MSSA izolatlarinin
uzun donemli klonal cesitlilik sergiledigi belirlenmistir. Bu calismanin sonuglari, hastane enfeksiyonlarina
yol acan cesitli S.aureus kokenlerinin, bolgesel, ulusal ve uluslararasi uzun donemli siirveyans calismalar
icin veri saglamaktadir.

Anahtar sézciikler: Staphylococcus aureus, spa tipi, MLST, PFGE, molektiler epidemiyoloji; hastane enfek-
siyonu, Tirkiye.

ABSTRACT

The increase in the prevalence of epidemic strains of methicillin resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) in hospitals and community requires special attention of infection control. The aim of this study
was to determine the pathogenic phenotype (i.e. infectivity and resistotype) and genotypic character-
istics (i.e. PFGE-pulsotyping, SLST-spa typing, MLST-sequence typing, eBURST-clonal complex detection
algorithm) of clinical MRSA isolates in the Central Blacksea region of Turkey, in order to understand
their short- and long-term epidemiological and evolutionary dynamics, and to investigate any probable
presence of a significant clustering. This prospective study included consecutive but non-repetitive 48
MRSA isolates (of them 18 were colonized strains and 30 were causes of nosocomial infection) and seven
methicillin-susceptible S.aureus (MSSA, all were isolated from nosocomial infection), collected between
December 2006-February 2007 period from hospitalized patients. Identification of the isolates were per-
formed by Vitek-2 automated system (BioMérieux, USA), and in vitro antimicrobial susceptibility testing
by broth microdilution method and Vitek-2 automated system. The MRSA isolates found susceptible to
erythromycin (n= 10) were further investigated for the presence of ermA gene by the PCR method. All
the strains were typed by spa-typing and PFGE-pulsotyping methods. Among the isolates with differ-
ent spa-types, representatives were selected (3 MRSA, 7 MSSA) and typed with MLST typing method.
Among the isolates with different spa-types, representatives with different antimicrobial susceptibility
patterns were selected (n= 8), and SCCmec types were determined by the multiplex PCR method.
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Antimicrobial resistance patterns of the isolates were digitized to get standardized antimicrobial resist-
ance phenotypes. Clustering of MRSA isolates in pattern groups on the basis of discriminatory character-
istics, namely infectivity, phenotype and genotype were statistically analyzed with specific inclusion and
exclusion criteria. As a result, three different antimicrobial resistance phenotypes were found in MSSA
isolates, whereas 13 were identified in MRSA isolates. In MSSA isolates, seven different PFGE-pulsotypes
were detected, as compared to 14 pulsotypes in MRSA isolates. Among MRSA isolates, 10 sporadic
strains with single PFGE-pulsotypes were detected. All MRSA isolates, with two exceptions (t459, t632),
were of t030 spa-type; in the MLST analysis of the representatives of different spa-types (n= 3), a single
type of MLST-clonal complex (CC8) and single MLST-sequence type (ST239) were identified. Each of
the seven MSSA isolates yielded different spa-types, MLST-clonal complex types and MLST-sequence
types (t777-ST5-CC5; t660-ST25-CC5; t153-ST34-CC30; t015-ST45-CC45; t267-ST97-CC97; t377-
ST360-CC8; t084-ST15-C15). In the statistical analysis of 38 non-sporadic MRSA isolates, the isolates in
Group-13 (n= 16; infectious, resistotype 14, pulsotype 4; antimicrobial resistance score= 24) displayed
significant infectivity-phenotype-genotype clustering (p< 0.001). In 27 of the MRSA isolates, decreased
susceptibility to teicoplanin (MIC= 4 pg/mL) was detected. Although, global MRSA isolates belonging to
MLST-CC8, MLST-ST239, t030 spa-type were usually expected to be resistant to erythromycin, 10 such
strains were erythromycin susceptible. However, ermA gene was found in six of these 10 strains, leading
to a conclusion that the ermA gene of these isolates might be dysfunctional due to a point mutation or
deletion. Selected representatives of MRSA isolates with different antimicrobial susceptibility patterns (n=
8) were detected to be SCCmec type lll. In conclusion, S.aureus isolates in the patient population of our
hospital representing the Central Blacksea region showed statistically significant clustering in infectivity,
antimicrobial resistance phenotype and clonal genotype (p< 0.001). The dominant MRSA clone was
ST239 which was one of the five major pandemic MRSA clones. Nosocomial MSSA isolates displayed
long-term clonal diversity. This study produced regional evolutionary-epidemiological data that may
support further regional, national and international long-term surveillance studies of S.aureus strains.

Key words: Staphylococcus aureus, spa type, MLST, PFGE, molecular epidemiology; nosocomial infection;
Turkey.

GIRiS

Staphylococcus aureus hem toplum kokenli hem de nozokomiyal enfeksiyonlara yol
acan 6nemli bir bakteriyel patojendir'. Metisiline direncli S.aureus (MRSA) enfeksiyonlari
morbidite ve mortalitenin artmasina, hastanede kalis siiresinin uzamasina ve saglik kuru-
luslarinin ekonomik yiikiiniin artmasina neden olur>. MRSA’'nin saptanmasindan sonra
bulas yollarinin gosterilmesi ve enfeksiyon kontrol énlemlerinin etkili olup olmadiginin
belirlenmesi icin genetik tiplendirmeye gereksinim vardir>. MRSA'nin diinya capindaki
yayihimi birkag klonun {izerinden ilerlemektedir. Bugiine kadar iber (ST247-IA), Brezilya
(ST239-1l1A), Macar (ST239-11l), New York/Japonya (ST5-II) ve Pediatrik (ST5-IV) klonlari
olmak iizere bes biiyiik pandemik MRSA klonu bildirilmistir*.

Epidemiyolojide tiplendirmenin amaci; epidemik klonu, epidemiyolojik olarak iliskisiz
izolatlardan ayirmaktir®. MRSA izolatlarinin epidemik 6zelliklerinin belirlenmesinde
kullanilan molekiler yontemler; PFGE (Pulsed field gel electrophoresis) pulsotiplen-
dirmesi, spa (Staphylococcal Protein A gene) tiplendirme, SCCmec (Staphylococcal
Chromosomal Casette mec) tiplendirme ve MLST (Multilocus sequence typing) olarak
sayilabilir?. Ozellikle MLST, yiiksek maliyet ve fazla is giici gerektirdiginden, MRSA'nin
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rutin siirveyansi icin uygun olmamakla birlikte’-, S.aureus’'un zaman boyutu bakimin-
dan uzun doénemdeki ve fiziksel biyocografya boyutu bakimindan biyik cografi bol-
gelerdeki epidemiyolojisini ve evrimini gdsterebilen ve bu amaclara yonelik arastirma-
larda kullanilabilen énemli bir molekiiler epidemiyolojik tiplendirme aracidir’®'!. PFGE
pulsotiplendirme gibi DNA bant patern analizi temelindeki tiplendirme yontemleriyle
karsilastinldiginda, genomik polimorfizmlerin dizi analizi ile saptanmasinin énemli bir
avantaji, sonuclarin net bir sekilde yorumlanabilmesi ve tasinabilmesidir’. MLST ve spa
tiplendirme ile belirlenen klonal gruplar arasinda iyi bir korelasyon vardir. Bir MLST dizi
tipinin spa genindeki tekrar sayisi, bazen spa tiplendirme ile MLST’den daha iyi ¢6zi-
niirliik saglayacak derecede cesitlidir’. PFGE pulsotiplendirme sonucunda elde edilen
bant sayisinin 10-30 adet gibi nispeten az olmasina karsin, 6zellikle laboratuvarlar arasi
calismalarda, sonuclarin yorumlanmasinda sorunlar vardir. Elektroforez kosullarindaki
kicuk farklar bile, her bantin jel tzerinde katettigi uzakligi degistirdiginden, farkh jel
gorintilerinin karsilagtiriimasi karmasik bir durum olusturur. Buna ragmen, PFGE pulso-
tiplendirme, salginlarin belirlenmesinde kullanilan 6nemli bir tekniktir. Tekrarlanabilirligi
ve ayirici glict ylksek olan bu yontem, MRSA tiplendirmede halen altin standart olup,

salginlar ve hastaneler arasi gecislerin arastirlmasinda yaygin olarak kullanilir*1213,

Hastanemiz, Orta Karadeniz bélgesinde, Samsun ve cevresindeki Gi¢ bucuk milyondan
fazla kisilik ntfusa hizmet eden bir bolge hastanesi niteligindedir. Bu calismanin amaci,
MRSA enfeksiyonlari bakimindan hiperendemik olan hastanemiz ve hizmet sundugu
bolge icin, enfeksiyon kontrolline yonelik calismalarda kullaniimak Gzere, lokal, ulusal ve
global olgekte karsilastirilabilir olan ve uzun dénemli evrimsel-epidemiyolojik bilgi veren
temel siirveyans verilerini saglamaktir. Bu amacla, hastanemizde izole edilen S.aureus
kokenlerinde, goreceli olarak daha kisa donemli epidemiyolojik bilgi saglayan PFGE
pulsotiplendirme ve spa tiplendirme yontemlerine ek olarak, o6zellikle uzun donemli
epidemiyolojik bilgi saglayan MLST yontemi de kullanilarak, hastanemiz ve boélgemiz ile
ilgili eksiksiz, saklanabilir, tasinabilir ve kargilastirilabilir nitelikte molekiiler epidemiyolojik
veri elde edilmistir.

GEREC ve YONTEM
S.aureus izolatlan ve iliskili Verilerin Toplanmasi

Calismaya, Aralik 2006-Subat 2007 tarihleri arasinda bakteriyoloji laboratuvarina gon-
derilen cesitli klinik 6rneklerden izole edilen ve Enfeksiyon Kontrol Komitesi tarafindan
18'i kolonizasyon, 30’u hastane enfeksiyonu etkeni olarak kabul edilen 48 MRSA susu ile
hastane enfeksiyonu etkeni olarak kabul edilen 7 metisiline duyarh S.aureus (MSSA) susu
dahil edildi. izolatlar arasindan, 30 giin icinde tekrar izole edilen ve antibiyotik duyarlilik
fenotipinde iki ve daha az degisiklik gosterenler calismaya alinmadi'*. MRSA suslari, tra-
keal aspirat (n=16), yara (n= 16), kan (n= 10), beyin omurilik sivisi (n= 2), balgam (n=
2), konjunktiva surlintiist (n= 1) ve kateter (n= 1); MSSA suslari ise, kan (n= 4), balgam
(n= 1), trakeal aspirat (n= 1) ve idrar (n= 1) izolatlar idi.

izolatlar Vitek-2 otomatize sistemi (BioMérieux, ABD) ile tiir diizeyinde tanimlandi ve
cesitli antibiyotiklere karsi (eritromisin, fosfomisin, fusidik asit, gentamisin, klindamisin,
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levofloksasin, linezolid, moksifloksasin, nitrofurantoin, norfloksasin, oksasilin, penisilin,
kinopristin/dalfopristin, rifampisin, siprofloksasin, teikoplanin, tetrasiklin, tobramisin,
trimetoprim/siilfametoksazol ve vankomisine) in vitro duyarlilik testleri, DIN 58940
(Deutsches Institut fir Normung) yontemi referans alinarak, sivi mikrodilisyon ve
Vitek-2 otomatize sistemiyle yapildi. Teikoplanin duyarhliginin belirlenmesi icin EUCAST
tarafindan bildirilen direng sinir degerleri (< 2 pg/ml duyarli, > 2 ug/ml direncli; EUCAST-
ECOFF= 2 pg/ml; Breakpoint tables for interpretation of MICs and zone diameters.
Version 3.1, 2013. http://www.eucast.org) kullanildi.

izolatlarin antimikrobiyal direng paternleri sayisallastirilarak (test edilen 20 antibiyotigin
her biri icin; duyarli= 0, orta duyarli= 1 veya direncli= 2; 6rn. 22220202022202202200)
standardize antimikrobiyal direng fenotipleri (rezistotipleri) belirlendi'®. Her bir izolatin,
antimikrobiyal direng skoru, sayisallastirilmis antibiyotik direnc¢ paternindeki her bir basa-
magdin degerleri toplanarak (6rn. 2+2+2+2+0+2+0+2+0+2+2+2+0+ 2+
2+0+2+2+0+0=26) hesaplandi'6. Duyarlilik testleri sonucunda eritromisine duyarli
bulunan MRSA izolatlarinda (n= 10), polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemiyle ermA
geni arastinildi. Tum izolatlar, spa tiplendirme ve PFGE pulsotiplendirme yontemleri ile
tiplendirildi. Farkl spa tiplerine ait izolatlardan, temsilci secimi yapilarak (3 MRSA, 7
MSSA), MLST yontemiyle tiplendirme yapildi. Farkli spa tiplerine ait izolatlar icinde,
antibiyotik duyarlilik paternleri birbirinden farkli olan MRSA izolatlari arasindan secilen
temsilcilerin (n= 8) SCCmec tipleri, multipleks PCR yéntemi ile belirlendi'’.

Molekiiler Yontemler

DNA ekstraksiyonu: S.aureus bakteri hiicrelerinden DNA eldesi icin “DNeasy Tissue
Kit” (Qiagen, Almanya) kullanildi.

Spa tiplendirme: S.aureus izolatlarindan, protein A genine (spa) ait polimorfik X bol-
gesi spa-1113f (5’-TAA AGA CGA TCC TTC GGT GAG C-3’) ve spa-1514r (5'-CAG CAG
TAG TGC CGT TTG CTT-3’) primerleri kullanilarak amplifiye edildi. Bu amacla, “PuReTaq
Ready-To-Go PCR Beads” (Amersham-Pharmacia Biotech, ABD) hazir kiti kullanildi. Dizi
tepkimeleri, “ABlI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit”
(Applied Biosystems, ABD) ile gerceklestirildi. Ardindan ornekler, otomatik dizi analizi
aygiti (ABI 377 Sequencer; Applied Biosystems, ABD) kapiller elektroforez sisteminde
yurutilerek DNA dizileri elde edildi. Sonrasinda, spa tipleri, “Ridom StaphType Software
Version 1.3” (Ridom GmbH, Almanya) ile belirlendi’.

Multilokus dizi analizi: S.qureus izolatlarinda “housekeeping” genleri [arc (karbamat
kinaz), aro (sikimat dehidrogenaz), glp (gliserol kinaz), gmk (guanilat kinaz), pta (fos-
fat asetiltransferaz), tpi (triosefosfat izomeraz), yqi (asetil koenzim A asetiltransferaz)]
amplifiye edildi. “ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit”
(Applied Biosystems, ABD) ve PCR icin kullanilan primer seti ile her gen bdlgesi igin
ayri dizi kansimlan hazirlandi ve dizi tepkimeleri gerceklestirildi. Ardindan, ornekler,
otomatik DNA dizi analizi aygit sistemi (ABI 377 Sequencer; Applied Biosystems, ABD)
kapiller elektroforezinde yirutilerek DNA dizileri elde edildi. Elde edilen DNA dizisi
verileri, MLST internet sitesinde (http://www.mlst.net/) yer alan S.aureus MLST veri
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tabaninda degerlendirildi ve yine bu sitede yer alan eBURST algoritmasi (Based Upon
Related Sequence Types elektronik yazihmi) kullanilarak MLST dizi tipleri ve MLST klonal
kompleks tipleri belirlendi'.

PFGE: Smal makrorestriksiyon paternleri, Yetkin ve arkadaglarinin'® uyguladiklari yén-
temin laboratuvarimiz kosullarinda modifiye edilmesiyle uygulandi. Elektroforez kosulla-
r, “CHEF-Mapper Pulsed-Field Gel Electrophoresis” (Bio-Rad, ABD) sisteminde, baglan-
gi¢ vurus slresi 5.3 saniye, bitis vurus stresi 34.9 saniye, vurus acisi 120°, akim 6 V/m,
sicakhk 14°C, siire 20 saat olarak ayarlandi. Her jelde, S.aureus NCTC 8325 standart
susu kontrol olarak kullanildi. Grup analizi, “BioNumerics” yazilim programi (Applied
Maths, Belcika) ile yapildi. Jel-ici ve jeller-arasi kiyaslamalar, %0.5 optimizasyon ve %]
tolerans ayarlari ile gerceklestirildi. PFGE pulsotipleri ve alttipleri, izolatlar arasindaki Dice
benzerlik katsayisi verilerinin UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean) algoritmasi ile kiimelendirilmesi yoluyla cizilen dendrogram tzerinde, Dice %80
benzerlik esik degeri ile olusturulan gruplarla (kimelerle) tanimlandi. Dendrogramda, ilk
izolattan baglanarak, kiimeler icindeki farkl pulsotipler numaralandirildi.

istatistiksel Analiz

MRSA izolatlarinin, ayirt edici ozellikleri olan, enfeksiyozite (kolonizasyon veya nozo-
komiyal enfeksiyon), fenotip (rezistotip) ve genotip (pulsotip) 6zellikleri temelinde olu-
san patern gruplarindaki kiimelenmeleri, belirli icerme ve dislama ol¢itleri ile istatistiksel
analize alindi ve istatistiksel anlamllik bakimindan incelendi.

istatistiksel analizden dislama ol¢iitleri: MSSA kokenleri, tekil genotiplere sahip
oldugundan ve 6rnek sayisi kiiciik oldugundan, istatistiksel analiz diginda birakildi. MRSA
pulsotiplerinden epidemiyolojik olarak iliskisiz nitelikteki -sporadik- tekil pulsotipler ve
yakin donemli iliskililikteki diistik ayirt edici glici nedeniyle, spa tipi, MLST klonal komp-
leks tipi ve MLST dizi tipi degiskenlerinin verileri istatistiksel analizden cikartildi.

istatistiksel analizde icerme olciitleri: Verilerin listelemesinde, eldeki veri seti icinde,
kiimelendirme icin ayirt edici olabilecegi diistiniilen ve olasi risk faktorleri arasinda bulu-
nan su degiskenler icerme olcutleri olarak belirlendi: klinik 6zellik olarak; enfeksiyozite,
laboratuvar ozellikleri olarak; antimikrobiyal diren¢ fenotipi ve genotipik 6zellik olarak
pulsotip.

istatistiksel yontem ve anlamhlik degerlendirmesi: izolatlar, enfeksiyozite, antimik-
robiyal direng fenotipi ve pulsotip ozellikleri bakimindan olusan 6zgul paternlerine gore,
6zdes patern gruplarinda kiimelendirildi. istatistiksel analizde, nonparametrik bir test
olan ki-kare testi kullanildi. Istatistiksel anlamlilik bakimindan, %99 giiven araliginda p<
0.001 olgitu kabul edildi.

BULGULAR

Calismamizda, MSSA izolatlarinda 3, MRSA izolatlarinda ise 13 farkli antimikrobiyal
direnc fenotipi belirlenmis ve MRSA izolatlarinda 14, MSSA izolatlarinda ise 7 farkli PFGE
pulsotipi saptanmistir (Tablo | ve II, Sekil 1 ve 2). iki olguda farkli kabul edilen ikiser
izolatin, antimikrobiyal direnc fenotiplerinin ve pulsotiplerinin birbirinden farkh oldugu
gorulmdustar.
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Tlrkiye'nin Orta Karadeniz Bolgesinde Metisiline Direncli Staphylococcus aureus
Kokenlerinin Enfeksiydzite-Rezistotip-Genotip Kimelenmesi

Tablo I. MSSA Izolatlarinin Genotipik Ozellikleri

Sira no izolat no Spa tipi MLST dizi tipi MLST klonal kompleks
1 07-02704 t777 ST5 CGC5
2 07-02705 t660 ST25 CC25
3 07-02706 t153 ST34 CC30
4 07-02707 to15 ST45 CC45
5 07-02708 t267 ST97 Ccco7
6 07-02709 t377 ST630 Cccs
7 07-02710 t084 ST15 CC15

MRSA izolatlarinin 10’u, PFGE pulsotipi ile sporadik tekil kokenler olarak saptanmuistir.
iki izolat diginda (t459, t632) MRSA izolatlarinin hepsinde spa tipi t030 olarak belirlen-
mistir. Farkli 3 spa tipinden birer temsilci secilerek MLST yontemi uygulandiginda, tek
MLST klonal kompleks tipi (CC8) ve tek MLST dizi tipi (ST239) tespit edilmistir.

Calismaya alinan 7 MSSA izolatinin ise her birisinin spa tipi, MLST dizi tipi ve MLST
klonal kompleks tipinin farkli oldugu izlenmistir (t777-ST5-CC5; t660-ST25-CC5; t153-
ST34-CC30; t015-ST45-CC45; t267-ST97-CC97; t377-ST360-CC8; t084-ST15-C15).

Sporadik olmayan 38 MRSA izolatinin istatistiksel analizi sonucunda, grup 13’te
yer alan 16 izolatin, istatistiksel olarak anlamli diizeyde enfeksiyozite-fenotip-genotip
kiimelenmesi sergiledigi belirlenmistir (p< 0.001). MRSA izolatlarinin 27'sinde, azalmis
teikoplanin duyarlihigi (MiK= 4 pg/ml; MiK> EUCAST Epidemiyolojik direng sinir degeri,
ECOFF= 2 pg/ml) saptanmistir. Global olarak, MLST-CC8, MLST-ST239, t030 spa tipi
MRSA izolatlarinin, genellikle eritromisine direncli olmasi beklenmesine karsin, fenotipik
olarak duyarli saptanan 10 izolatin 6’sinda, ermA geni belirlenmistir. Antimikrobiyal
duyarlilik paternleri birbirinden farkli olan MRSA izolatlari arasindan secilen 8 izolatin
(4’0 eritromisine duyarli ermA pozitif, 1'i eritromisine duyarli ermA negatif, 3'U eritromi-
sine direncli) SCCmec tiplerinin, tip Il oldugu saptanmuistir.

TARTISMA

S.aureus kokenlerinin epidemiyolojik analizinde kullanilan spa tiplendirme ve MLST
gibi dizi analizine dayall olan tiplendirme yontemleri, PFGE pulsotiplendirme gibi
bant paterni tabanli yontemlere gore, uygulama kolayhgi, tekrarlanabilirlik, sonuclarin
tasinabilirligi ve karsilastinlabilirlik gibi avantajlara sahiptir. S.aureus izolatlarinin tiplen-
dirilmesinde halen “altin standart” olan PFGE pulsotiplendirme salgin arastirmalarinda
kullanilmakla birlikte, filogenetik analizlerdeki kullanimi sorgulanmaktadir®. Bir bakteriyel
poptlasyon icinde, genomun heniiz tanimlanmayan bolgeleri veya bazi lokuslar ytiksek
oranda degiskenlik gosterebilir; sonucta gozlenen varyasyon, cesitli genetik mekaniz-
malardan kaynaklanabilir; bu durum uzun donemli salginlar icin yaniltici olabilir. Global
olarak yayilmis tek bir MRSA klonundaki genetik degisiklikleri aciklayamadigi icin PFGE
pulsotiplendirme, uzun donemli epidemiyolojik arastirmalarda, gereginden fazla ayirt
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Tablo Il. Sporadik Olmayan MRSA Izolat Gruplarinin Enfeksiy6zite, Antimikrobiyal Direng Fenotipi, Pulsotip

ve Antimikrobiyal Diren¢ Skoru Ozellikleri

Sirano izolat no Enfeksiyozite (NE/C) Fenotip (PT, F) Pulsotip (P) Ds (Rs) Grup kodu
1 07-2726 1 3 9 24 1
2 07-2712 2 4 1 20 2
3 07-2713 1 7 1 19 3
4 07-2735 1 7 1 19 3
5 07-2734 1 7 2 19 4
6 07-2715 2 8 2 22 5
7 07-2718 2 8 2 22 5
8 07-2716 2 8 1 22 6
9 07-2687 1 8 2 22 7
10 07-2724 2 9 1 23 8
11 07-2683 1 10 4 25 9
12 07-2714 2 11 1 25 10
13 07-2688 1 12 1 24 11
14 07-2681 1 13 1 23 12
15 07-2711 1 13 1 23 12
16 07-2682 1 14 4 24 13
17 07-2684 1 14 4 24 13
18 07-2685 1 14 4 24 13
19 07-2690 1 14 4 24 13
20 07-2691 1 14 4 24 13
21 07-2692 1 14 4 24 13
22 07-2693 1 14 4 24 13
23 07-2694 1 14 4 24 13
24 07-2696 1 14 4 24 13
25 07-2731 1 14 4 24 13
26 07-2697 1 14 4 24 13
27 07-2699 1 14 4 24 13
28 07-2700 1 14 4 24 13
29 07-2701 1 14 4 24 13
30 07-2702 1 14 4 24 13
31 07-2703 1 14 4 24 13
32 07-2717 2 14 4 24 14
33 07-2720 2 14 4 24 14
34 07-2721 2 14 4 24 14
35 07-2722 2 14 4 24 14
36 07-2725 2 15 9 23 15
37 07-2698 1 15 4 26 16
38 07-2719 2 16 1 26 17

NE: Hastane enfeksiyonu (kod 1); C: Kolonizasyon (kod 2): Ds: Antimikrobiyal direng skoru (Rs: Resistance score).
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Sekil 1. MSSA izolatlarinin PFGE pulsotiplendirme ile elde edilen bant paternleri [Her bir MSSA izolati farkli
pulsotip paternine (= 5 bant farki) sahiptir. $S: Standart sus].

edici olabilir. Bu kosullarda, PFGE pulsotiplendirme ve PCR tabanli bir teknigin birlikte
kullanilmasi, mikroorganizmalarin genotiplendirmesinde daha uygundur®>-8,

PFGE pulsotiplendirme ile gosterilebilen genetik olgular, MLST ve spa tiplendirme
ile incelenen genlerdeki genetik olgulara gére daha sik gerceklesir?®. “Housekeeping”
genleri, bakterinin varhgini siirdiirmesi icin, yasamsal énem tasidigindan, genellikle
hasar verici (deleterious) nitelikte olusan genetik degisiklikler tolere edilemez ve mutas-
yona ugrayan alt popilasyon Uyeleri popllasyondan elenirler. Bu durumda, poptlasyon
genelinde bu genlerin dizisi uzun zaman korunmus olur ve uzun dénemli iliskililigi gos-
termekte basarih olur. MLST, “housekeeping” genlerindeki dusiik genetik olgu sayisina
bagl olarak S.aqureus’un uzun dénemli popdilasyon iliskilerinin, kdkeninin ve evriminin
arastirlmasinda cok degerli bir ydntemdir®2'. Bilyiik lciide S.aureus’'un evriminin aras-
tinlmasinda kullanilan MLST’nin aksine, spa tiplendirme, rutin arastirmalarda kullanilmak
lizere ortaya cikmis bir ydntem olup, ayirt edici giicii MLST’den daha yiiksektir®. Bizim
calismamizda da, 48 MRSA izolati icinde, Ug spa tipi, bir MLST dizi tipi ortaya ¢cikmustir.

Diger molekiiler tekniklere gore uygulanmasi ve yorumlanmasi daha kolay ve daha
hizli bir ydontem olan spa-tiplendirmenin, S.aureus epidemik izolatlarinin izleminde ve
sporadik olarak ortaya cikan klonlarin oraninin belirlenmesinde énemi buyiktiir’2'.
Buna karsin tek bir polimorfik genin, bir epidemiyolojik belirte¢ olarak ayirt edici glicu
sinirhdir; spa dizileri goreceli olarak stabil oldugundan ve yakin donemli iliskililigi yeterin-
ce ayirt edemediginden, farkli spa tiplerine ait izolatlar genellikle epidemiyolojik olarak
iligkisizdir. Ancak aksini soylemek her zaman olanakl degildir, zira izolatlar ayni spa tipine
sahip olsa bile, epidemiyolojik olarak iliskisiz olabilir>>®. Bu nedenle, spa tiplendirmenin,
yakin donemli iliskililik analizi icin, PFGE pulsotiplendirmeden daha az ayirt edici oldugu
diisiiniilmektedir. Tang ve arkadaslari??, iki yillik dénemde, yatan hastalardan izole edi-
len ayni spa tipine sahip 20 izolatin, birbiriyle iligkili fakat ayirt edilebilen PFGE pulsotip
paternleri sergiledigini gostermisler ve spa tiplendirmenin yetersiz oldugu durumlarda
Ozellikle uzun suren nozokomiyal salginlarda, PFGE tiplendirmenin kullaniimasi gerekti-
gini ileri sirmuslerdir.
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izolat No IKK Tanisi Servis spa-ipi F P
702712 € PIS ©£30 PT4 L1
o7-02713 NI SSkDIS PIS 030 PT7 L1
07-02581 NI SST-DECU M D30 PT1312
. O7-02711 NIPNEU-PNUZ TM B32 PT13 12
07-02888 NI SS-Organ/SpaceNS 030 PT2 13
o7-02735 NISS-DIS o5 030 PT7 14
702719 C PIS D30 PT#B 15
w-0z714 C© PIS D30 PTM 16
702724 € M 030 PTO 17
702718 C Inf 030 PTE 18
O7-02887 NI BS-LCBI Ped ©£30 PT8 21
o7-02715 C Ped 030 PT8 22
07-02718 € PIS 030 PT8 23
O7-02734 NI BSHLCBI Inf 030 PT7 24
0702728 C ™ 030 PTH5 3]
07-02680 NIPNEU-PNU2  ICU D30 PTH4 41
07-02720 € ICU 030 PTH 41
07-02882 NI SSKDIP NS 030 PTH 42
ar-02717 © Ped 030 PTH4 42
702721 € NS 030 PTH4 43
O7-02884 NIPNEU-PNUZ  VasoS 030 PTI4 44
702722 € ICU 030 PTI4 4.5
07-028693 NI BSHLCBI PIS 030 PTH4 46
| (7-02804 NIPNEU-PNUZ  ICU  ©30 PTH 47
07-02802 NIPNEU-PNUZ  Ped D30 PTI4 48
07-02883 NI BSLLCBI Ped 030 PTI0 49
07-02885 NI SS-Organ/SpacePIS 030 PTH4 410
07-02685 NI SShOrganfSpacePIS 030 PTH4 410
O7-02731 NIPNEU-PNUZ N 030 PTH 411
O7-02700 NIPNEU-PNUZ N 030 PTH4 412
| 0702701 NIPNELPNUZ N 030 PTH4 413
07-02606 NIPNEU-PNUZ N 030 PTH4 414
. 07-02702 NIPNEU-PNUZ  ICU D30 PT# 415
O7-02807 NI SShOrgan/SpaceNS D30 PTi4 4.16
O7-02808 NIPNEU-PNUZ  ICU D30 PTH4 416
702808 NIPNEU-PNUZ  ICU D30 PTH5 417
07-02691 NI SSIOrgan/Spaces 030 PTH4 418
O7-02703 NIPNEU-PNUZ  TM D30 PTH4 419
702680 NIPNEU-PNUZ TS 030 PTS 51
O7-02686 NI S5 Organ/SpaceS 030 PTI4 6.1
o7-02730 C TS 030 PW 7.1
02732 C O B50 PTH5 8.1
02725 C TS D30 PTHS 9.1
07-02726 NI §SI-DIS PI5 030 PT3 92
o7-0Z727 © It ©30 PT84 101
o7-02728 NIEENT-CONJ It ©30 PTH4 111
02723 C M D30 PTE 121
702733 C PIS 030 PTiZ 131
07-02605 NIPNEU-PNUZ 1M 030 PTH 141
NCTC-83. SK

Sekil 2. MRSA izolatlarinin Smal makrorestriksiyon analiziyle elde edilen DNA paternlerinin Dice benzerlik
katsayisi kullanilarak cizilen dendrogrami. (§SI-DIS: Derin insizyonel sekonder cerrahi alan enfeksiyonu,
SST-DECU: Deri ve yumusak doku enfeksiyonu-Dekiibit (lseri, PNEU-PNUZ2: Spesifik laboratuvar bulgulari
ile tani konan nozokomiyal pnémoni, $SI-Organ/Space: Cerrahi alan enfeksiyonu-Organ/Bosluk, BSI-LCBI:
Laboratuvar tarafindan kanitlanmis bakteriyemi, SSI-DIP: Derin insizyonel primer cerrahi alan enfeksiyonu,
PNEU-PNU3: Badisiklik sistemi baskilanmis hastada gelisen pnémoni, EENT-CONJ: Konjunktivit, PIS: Plastik
cerrahi, IM: Dabhiliye, TM: Gégiis Hastaliklar, NS: Beyin cerrahisi, OrS: Ortopedi, Inf: Infeksiyon/Enfeksiyon
hastaliklari, Ped: Pediatri, ICU: Yogun bakim (initesi, VascS: Kardiyovaskiiler cerrahi, N: Néroloji, S: Genel cer-
rahi, TS: Gégtis cerrahisi, F(PT): Antibiyotik direng fenotipi, SK: Standart kéken, P: Pulsotip.
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Kokenlerinin Enfeksiydzite-Rezistotip-Genotip Kimelenmesi

Birbiriyle iligkili izolatlarin, PFGE pulsotip paternlerinde, tek banda ait kiiciik degisik-
liklerin yorumlanmasi 6nemli bir tartisma konusudur. Peacock ve arkadaslarinin?® PFGE
pulsotiplendirme ve MLST'yi kiyaslayan calismalarinda, ayni hastalara ait S.aureus izo-
latlarinin aralarinda, bir ya da iki bant degisikligi belirlenmistir. Bu bulgu, tek bir PFGE
pulsotip bandindaki degisikliklerin, fazla ayirt edici olabilecegini diistindiriir’-23.

Strommenger ve arkadaglan®, MLST/eBURST verilerini referans gostererek, tiplendir-
me yontemleri arasindaki uyumu degerlendirmisler ve MLST ile CC-121, CC-22, CC-45
klonal komplekslerine ve ST426, ST59, ST81 ve ST1 dizi tiplerine ait izolatlarin, MLST,
spa tiplendirme ve PFGE pulsotiplendirme yontemlerinin her tclyle de, 6zdes kiimelen-
dirme sonuclari verdigini gormiuslerdir. Bu klonal komplekslerin ve dizi tiplerinin her biri,
spa tiplendirme/BURP ve Smal makrorestriksiyon analizinde belirli tekil gruplara karsilik
gelmistir. Wisplinghoff ve arkadaslari?, 15 yil boyunca izole edilen MRSA izolatlarinin
molekiler evrimini arastirdiklari calismalarinda, MLST, spa tiplendirme ve SCCmec tiplen-
dirme yaptiklar izolatlarin ST’lerinin, PFGE pulsotip paternleriyle uyumlu ¢iktigini, ilk beg
yilda toplanan izolatlarin %96’sinin ST239-11l oldugunu ve ortak bir PFGE pulsotipi profili
gosteren diger ST'lerin aksine, bizim sonuglarimizdaki gibi, ST239 icindeki izolatlarin,
farkli PFGE pulsotip profillerine sahip oldugunu géstermislerdir. Robinson ve Enright’a®*
gore, evrimsel olarak ST239 ve ondan koken alanlar, CC8 icerisinde filogenetik olarak
ayri ve klinik olarak 6nemli olan bir kolu temsil ederler. ST239 mozaik kromozomu, ata
koken ST30’dan alinan ve replikasyon orijinini kapsayan 557 kb uzunlugunda bir parca
ile ata koken ST8’den alinan ve replikasyon terminalini kapsayan 2220 kb uzunlugunda
bir parca icermektedir®?“. Faria ve arkadaslar®® da, S.aureus icin kullanilan temel tiplen-
dirme yontemlerinin uyumunu arastirdiklari calismalarinda, MRSA ve MSSA gruplarinin
verilerini karsilastirdiklarinda, MLST, spa tiplendirme ve PFGE pulsotiplendirme teknik-
lerinin her Ucliniin de, MSSA izolatlar icin daha ayirt edici oldugunu gormuslerdir. Bu
durumun, MSSA susglarinin, MRSA suslarindan daha fazla genetik cesitlilik gostermesiyle
uyumlu oldugunu ve MRSA'nin, SCCmec elementinin kazaniimasiyla, MSSA’dan tiiredigi
hipotezini destekledigini, dolayisiyla, spa tiplendirmenin tek basina MSSA izolatlari icin
yeterli oldugunu, ancak, MRSA icin, PFGE pulsotiplendirme ve spa tiplendirmenin kom-
bine kullaniminin daha ayirt edici olacagini ileri siirmuglerdir.

Alp ve arkadaslarinin?, Tiirkiye’deki MRSA prevalansini ve genetik iliskisini arastirdigji
cok merkezli bir calismada; farkh boélgelerdeki MRSA prevalansinin %12-75 arasinda
degistigi, baskin spa tipinin t030 oldugu ve MLST uygulanan farkli pulsotiplerin ST239
oldugu bildirilmistir?®. Ergon ve arkadaslari?’ da, kan kiiltiirlerinden izole edilen ve en
sik gorilen antibiyogram profilini tasiyan dokuz MRSA kokeniyle gerceklestirdikleri calis-
malarinda, benzer bir sonuca ulasmislardir. Dominant olarak saptadiklari koken, t030
spa tipine sahiptir ve ST239-I1A klonunun tiyesidir. Bozdogan ve arkadaslarinin?® yaptigi
cok merkezli bir diger calismada ise, alti yillik stirecte tim merkezlerde en sik saptanan
MRSA klonunun (%76-100) t030 spa tipine sahip oldugu ve MLST uygulanan pulsotip

A suslarinin cogunun (%91.4) ST239 oldugu rapor edilmistir.

Calismamizda, MRSA suslarinin t¢l diginda, digerlerinin t030 oldugu ve hepsinin
ST239 oldugu belirlenmistir. 1zolatlarin servislere gore dagihmina bakildiginda, en sik
plastik cerrahi servisinden (~%19) ve yogun bakim biriminden (~%15) izole edildigi
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gorulmustdr. Cerrahi servisler, MRSA enfeksiyonu icin risk faktoriidir. Yogun bakim has-
talari, ylksek antibiyotik kullanim oraninin neden oldugu yiiksek secici baskidan dolayi,
MRSA enfeksiyonu acisindan en riskli gruptur?®. Bizim ¢alismamizda da, MRSA izolatla-
rinin en sik izole edildigi ikinci birim, yogun bakim birimidir.

Antibiyotik duyarhlik testi sonucunda eritromisine duyarli bulanan izolatlarin baz-
larinda, ermA geni saptanmistir. Bu durumun fenotipe yansimamasinin, olasilikla, bu
gende ortaya cikan bir mutasyondan (nokta mutasyonu veya delesyon) kaynaklandig
distnulmdstir. Bu genotip-fenotip uyumsuzlugunun, dizi analizi ve gerekirse klonlama
ve ekspresyon analiziyle arastirilmasi planlanmustir.

MRSA izolatlarinda, MLST ile tek genotip, spa tiplendirme ile ¢ genotip ve PFGE
pulsotip sonuclarinin analizi ile 14 farkh pulsotipin elde edilmesiyle, bizim calismamizda
da, ayirt edici glici en yuksek olan yontemin PFGE pulsotiplendirme, ayirt edici gicu
en dusiik olanin ise, MLST oldugu gortlmustir. Calismamizda, 6érneklemimizin g aylik
bir donemi yansitmasi nedeniyle, genetik cesitlilik, diger calismalara kiyasla sinirli kalmig
olabilir. Calismamizin sonucuna gore, hastanemizde baskin olan koken, MLST ST239
klonu ve PFGE pulsotip 14 olup, kolonizasyon potansiyeli ve antibiyotiklere karsi direnci
daha yiksektir. Hastanemizde baskin tek klon ve pulsotipin olmasi, hastanelerde sadece
birka¢ epidemik MRSA klonunun hakim oldugunu gosteren daha 6nceki calismalarla
uyumludur'. Sonuglarimizdaki farkl spa tiplerinden t632, t030 spa tipi olan bir izolatla
ayni PFGE pulsotip paternine sahiptir. Wisplinghoff ve arkadaslar? ayni ST veya PFGE
paternini gosteren fakat spa tipleri farkh olan izolatlarda, spa bélgesindeki insersiyon ya
da delesyonlarin, PFGE pulsotip paternini etkilemedigini belirtmislerdir. Bizim sonucu-
muz da, bu bulgu ile uyumlu bulunmustur.

Orneklemimizde yer alan MSSA izolatlarinin ise, her birinin farkli bir spa tipi ve MLST
dizi tipi sergilemesi, MSSA izolatlari i¢in spa tiplendirmenin ayirt ediciliginin yeterli
oldugunu desteklemektedir. MLST ile elde ettigimiz MSSA MLST dizi tiplerinden ST630
(12-3-1-1-4-4-3), ST239 (2-3-1-1-4-4-3)'un tek lokus varyantidir; her ikisi de CC8’in
icinde yer alir. CC8 icinde, ST8, ST239, ST247 ve ST254 olmak Uizere dort major epi-
demik hastane kaynakli MRSA klonu bulunmaktadir®3°, Bizim hastanemizde, en sik
gorulen ST239; pandemik Macar klonudur (ST239-1ll). Diinya nifusunun %60'indan
fazlasina sahip olan blyuk Asya boélgesindeki hastane kaynakli MRSA kokenlerinin en
az %90 1Indan ST239 sorumludur®'. CC8 icinde yer alan MRSA izolatlarinin, hastane
kaynakli dominant klonlar oldugu ve tek lokus bakimindan farkl olan kokenlerin lokal
cesitlilik ve uzun donemli devamlilik gosterdigi belirtilmistir.

Calismamizda, hastane enfeksiyonu etkeni MRSA izolatlar arasinda, Grup-13‘ln
(n= 16, p< 0.001, enfeksiyoz, rezistotip 14, pulsotip 4; antimikrobiyal diren¢ skoru=
24) devamlilik acisindan en basarili koken oldugu, fenotip 14, 15 ve 16’da 4 ug/ml
(> ECOFF) diizeyinde azalmis teikoplanin duyarlihgi oldugu belirlenmistir. Sonug olarak,
hastanemizde izole edilen S.aureus kokenlerinde, zaman boyutu bakimindan goreceli
olarak daha kisa donemli epidemiyolojik bilgi saglayan PFGE pulsotiplendirme, orta
donemli evrimsel-epidemiyolojik bilgi saglayan spa tiplendirme tekniklerine ek olarak,
Ozellikle uzun dénemli evrimsel bilgi saglayan MLST yontemi kullanilarak, hastanemiz ve
bolgemizle ilgili eksiksiz, kalici, tasinabilir ve karsilastinlabilir nitelikte molekuler evrimsel
ve epidemiyolojik veri elde edilmistir.

MiKROBIiYOLOJi BULTENI 25




Tlrkiye'nin Orta Karadeniz Bolgesinde Metisiline Direncli Staphylococcus aureus
Kokenlerinin Enfeksiydzite-Rezistotip-Genotip Kimelenmesi

KAYNAKLAR

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

26

Cho DT, Cha HY, Chang HH, et al. Risk factors for specific methicillin-resistant Staphylococcus aureus clones
in a Korean hospital. ] Antimicrob Chemother 2006; 57(6): 1122-7.

Wisplinghoff H, Ewertz B, Wisplinghoff S, et al. Molecular evolution of methicillin-resistant Staphylococcus
aureus in the metropolitan area of Cologne, Germany, from 1984 to 1998. | Clin Microbiol 2005; 43(11):
5445-51.

Te Witt R, van Belkum A, van Leeuwen WB. Molecular diagnostics and genotyping of MRSA: an update.
Expert Rev Mol Diagn 2010; 10(4): 375-80.

Deurenberg RH, Vink C, Kalenic S, Friedrich AW, Bruggeman CA, Stobberingh EE. The molecular evolution
of methicillin-resistant Staphylococcus aureus. Clin Microbiol Infect 2007; 13(3): 222-35.

Witte W, Strommenger B, Werner G. Diagnostics, Typing and Taxonomy, pp: 371-80. In: Fischetti VA,
Novick RP, Ferretti J], Portnoy DA, Rood |l (eds), Gram-Positive Pathogens. 2006, 2" ed. ASM Press, Wash-
ington.

Struelens MJ. Molecular epidemiologic typing systems of bacterial pathogens: current issues and perspec-
tives. Mem Inst Oswaldo Cruz 1998; 93(5): 581-5.

Harmsen D, Claus H, Witte W, et al. Typing of methicillin-resistant Staphylococcus aureus in a university
hospital setting by using novel software for spa repeat determination and database management. | Clin
Microbiol 2003; 41(12): 5442-8.

Strommenger B, Kettlitz C, Weniger T, Harmsen D, Friedrich AW, Witte W. Assignment of Staphylococcus
isolates to groups by spa typing, Smal macrorestriction analysis, and multilocus sequence typing. ] Clin
Microbiol 2006; 44(7): 2533-40.

Saunders NA, Holmes A. Multilocus sequence typing (MLST) of Staphylococcus aureus. Methods Mol Biol
2007; 391: 71-85.

Jolley KA, Feil EJ, Chan MS, Maiden MC. Sequence type analysis and recombinational tests (START). Bioin-
formatics 2001; 17(12): 1230-1.

Cookson BD, Robinson DA, Monk AB, et al. Evaluation of molecular typing methods in characterizing a Eu-
ropean collection of epidemic methicillin-resistant Staphylococcus aureus strains: the HARMONY collection.
] Clin Microbiol 2007; 45(6): 1830-7.

Singh A, Goering RV, Simjee S, Foley SL, Zervos MJ. Application of molecular techniques to the study of
hospital infection. Clin Microbiol Rev 2006; 19(3): 512-30.

Trindade PA, McCulloch JA, Oliveira GA, Mamizuka EM. Molecular techniques for MRSA typing: current is-
sues and perspectives. Braz | Infect Dis 2003; 7(1): 32-43.

Peterson LR, Brosette SE. Hunting health care-related infections from the clinical laboratory: passive, active,
and virtual surveillance. | Clin Microbiol 2002; 40(1): 1-4.

Acuner IC. Theoretical framework on the uses of standardised antibiotic phenotype and pattern indexes.
Clin Microbiol Infect 2006; 12(Suppl 4): 1278.

Denamur E, Tenaillon O, Deschamps C, et al. Intermediate mutation frequencies evolution of multidrug
resistance in Escherichia coli. Genetics 2005; 171(2): 825-7.

Oliveira DC, de Lencastre H. Multiplex PCR strategy for rapid identification of structural types and variants
of the mec element in methicillin-resistant Staphylococcus aureus. Antimicrob Agents Chemother 2002;
46(7): 2155-61.

Enright MC, Day NP, Davies CE, Peacock S|, Spratt BG. Multilocus sequence typing for characterization
of methicillin-resistant and methicillin-susceptible clones of Staphylococcus aureus. ) Clin Microbiol 2000;
38(3): 1008-15.

Yetkin G, Kuzucu ¢, Durmaz B, Durmaz R, Cizmeci Z, i§eri L. Molecular typing of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus isolated from bloodstream infections in a university hospital. Turk ] Med Sci 2009;
39(6): 959-68.

MiKROBIYOLOJi BULTENI



20.

21

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Kirca Yilmaz S, Acuner i(}, Strommenger B, Bek Y, Witte W.

Arakere G, Nadig S, Swedberg G, Macaden R, Amarnath SK, Raghunath D. Genotyping of methicillin-
resistant Staphylococcus aureus strains from two hospitals in Bangalore, South India. J Clin Microbiol 2005;
43(7): 3198-202.

. Palavecino E. Clinical, epidemiological, and laboratory aspects of methicillin-resistant Staphylococcus aureus

(MRSA) infections. Methods Mol Biol 2007; 391: 1-19.

Tang YW, Waddington MG, Smith DH, et al. Comparison of protein A gene sequencing with pulsed-field gel
electrophoresis and epidemiologic data for molecular typing of methicillin-resistant Staphylococcus aureus.
J Clin Microbiol 2000; 38(4): 1347-51.

Peacock §J, de Silva GD, Justice A, et al. Comparison of multilocus sequence typing and pulsed-field gel
electrophoresis as tools for typing Staphylococcus aureus isolates in a microepidemiological setting. ] Clin
Microbiol 2002; 40(10): 3764-70.

Robinson DA, Enright MC. Evolutionary models of the emergence of methicillin-resistant Staphylococcus
aureus. Antimicrob Agents Chemother 2003; 47(12): 3926-34.

Faria NA, Carrico JA, Oliveira DC, Ramirez M, de Lencastre H. Analysis of typing methods for epidemiologi-
cal surveillance of both methicillin-resistant and methicillin-susceptible Staphylococcus aureus strains. | Clin
Microbiol 2008; 46(1): 136-44.

Alp E, Klaassen CH, Doganay M, et al. MRSA genotypes in Turkey: persistence over 10 years of a single clone
of ST239. | Infect 2009; 58(6): 433-8.

Ergon MC, Bicmen M, Giilay Z. Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi’ndeki dominant metisiline direncli Staph-
ylococcus aureus susunun molekdiler yontemlerle tiplendirilmesi. ANKEM 2010; 24(2): 65-70.

Bozdogan B, Yildiz O, Oryasin E, et al. t030 is the most common spa type among methicillin-resistant
Staphylococcus aureus strains isolated from Turkish Hospitals. Mikrobiyol Bul 2013; 47(4):571-81.

Rijnders MI, Deurenberg RH, Boumans ML, et al; Antibiotic Resistance Surveillance Group. Population Struc-
ture of Staphylococcus aureus strains isolated from intensive care unit patients in the Netherlands over an
11-year period (1996 to 2006). | Clin Microbiol 2009; 47(12): 4090-5.

Enright MC, Robinson DA, Randle G, Feil EJ, Grundmann H, Spratt BG. The evolutionary history of methicil-
lin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA). Proc Natl Acad Sci USA 2002; 99(11): 7687-92.

Neela V, Ghasemzadeh Moghaddam H, van Belkum A, Horst-Kreft D, Mariana NS, Ghaznavi Rad E. First

report on methicillin-resistant Staphylococcus aureus of Spa type T037, Sequence Type 239, SCCmec type
II/11IA in Malaysia. Eur | Clin Microbiol Infect Dis 2010; 29(1): 115-7.

MiKROBIiYOLOJi BULTENI 27



