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Adana Cukurova Universitesi Hastanesinde
Hastane Infeksiyonuna Yol Acan Metisiline
Direncli Staphylococcus aureus Suglarinin
Pulsed Field Jel Elektroforezi Yontemi ile
Genotiplendirilmesi

Genotyping of Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus Strains Causing Nosocomial
Infections by Pulsed Field Gel Electrophoresis
in Adana Cukurova University Hospital

OZET Amag: Metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA) hastane infeksiyonuna yol agan
en 6nemli patojenlerden birisidir. Epidemiyolojik olarak iligkili olan MRSA suslarinin genotip-
lenmesi, infeksiyona yol agan patojenlerin kaynaginin, muhtemel tagiyicilarinin, yayilma yollari-
nin ve ¢evresel faktorlerin belirlenmesi ve boylece hastane infeksiyonlarinin 6nlenmesi veya
azaltilmas: agisindan 6nemli yararlar saglamaktadir. Genotipik iligkinin incelenmesinde kullani-
lan molekiiler yontemler arasinda pulsed field jel elektroforezi (PFGE) altin standart olarak kabul
edilmektedir. Calismamizda, hastane infeksiyonu etkeni olan MRSA suslarinin genotipik iligkisi-
nin PFGE yéntemi ile aragtirilmasi amaglanmigtir. Gereg ve Yontemler: Calismada 2005-2007 yil-
lar1 arasinda hastanemizin farkli kliniklerinde hastane infeksiyonuna yol agan 46 MRSA izolatinin
genotipik iligkisi, genomik DNA’nin Smal enzimi ile kesildigi PFGE yontemi ile incelendi. PFGE
bant profilleri Gel Compar II programi ile %80 ve tizeri benzerlik gosteren izolatlar klonal iligki-
li olarak degerlendirildi. Bulgular: Kirk alt1 susun 42’sinin yakin iligkili oldugu ve ayni major “A”
kiimesi iginde yer aldig1 ve dort susun ise iliskisiz oldugu bulundu. Reanimasyon kliniginde izole
edilen 12 MRSA susunun tamaminin “A” kiimesi i¢inde yer aldig1 ve bunlardan sekizinin %100
bant benzerligi gosterdigi tespit edildi. Sonug: PFGE analizi sonuglarina gore ti¢ yillik ¢aligma sii-
resince hastane ortamina tek bir MRSA genotipinin hakim oldugu ve hastane infeksiyonlarina yol
actig1 goriilmistiir.

Anahtar Kelimeler: Metisiline direncli Staphylococcus aureus; elektroforez, puls ortamls;
capraz enfeksiyon

ABSTRACT Objective: Methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is one of the most im-
portant pathogens causing nosocomial infections. Genotyping epidemiologically related MRSA stra-
ins is useful in terms of determining the sources of infectious pathogens, potential carriers, ways of
spread and enviromental factors and thus preventing and decreasing nosocomial infections. Pulsed
field gel electrophoresis (PFGE) is accepted as the gold standard among the molecular methods used
for investigation of genotypic relation. In our study, we aimed to genotype MRSA causing nosoco-
mial infections by pulsed field gel electrophoresis. Material and Methods: In the study, genotypic
relationship of 46 MRSA isolates that caused nosocomial infections in different clinics of our hos-
pital between 2005 and 2007 were evaluated using PFGE method which genomic DNA cut by Smal
enzyme. Isolates with PGFE band profiles resembling to each other 80% and above with Gel Com-
par II program were accepted as clonally related. Results: Forty two strains out of 46 were found to
be closely related and took place in the same major “A” group while four strains were found to be
unrelated. All of 12 MRSA strains isolated from reanimation clinic were found to take place in gro-
up “A” and 100% resemblance was found in eight of them. Conclusion: A single MRSA genotype
was found to dominate and cause nosocomial infections in the three year period according to PFGE
analysis results.

Key Words: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; electrophoresis, pulsed-field;
cross infection

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2010;30(5):1581-6

1581



Akgimen ve ark.

T1ibbi Mikrobiyoloji

etisiline direncli Staphylococcus aureus

‘ \ / I (MRSA) biitiin diinyada oldugu gibi il-
kemizde de hastane kokenli infeksiyon-

lara neden olan patojenler arasinda 6nemli bir yer
tutmaktadir."* Hastane infeksiyonlar1 genellikle
¢oklu ilag direnci olan mikroorganizmalarla gelis-
mesi, pahal1 ve toksik antibiyotiklerin uzun stire
kullanimini gerektirmesi, hastanede yatis siiresini
uzatmasi, morbidite ve mortaliteyi arttirmasi gibi
sebeplerden dolay1 iizerinde titizlikle durulmas: ge-
reken bir sorundur.">® Bu nedenle, infeksiyona yol
acan patojenin antibiyotik direncinin tespit edilme-
sinin yani sira, kaynaginin, rezervuarinin, bulagsma
ve yayilma yollarinin, konak ve ¢evre faktorlerinin
incelenmesi, epidemiyolojik ve genotipik iliskileri-
nin belirlenmesi hastane infeksiyonlarinin énlen-
mesi veya azaltilmasinda onemli faydalar
saglayacaktir. Izolatlarin genotip diizeyinde ince-
lenmesinde polimeraz zincir reaksiyonu-restriction
fragment length polimorphism (PCR-RFLP), Spa
tiplemesi, random amplification of polymorphic
DNA (RAPD), multi-locus sequence typing (MLST)
ve Pulsed field jel elektroforezi (PFGE) gibi cesitli
molekiiler yontemler kullanilmaktadir.>37-° Bunlar
arasinda PFGE tekrarlanabilirlik, yorumlanabilirlik
ve ayrim giicti yoniinden en iyi olan yéntemdir ve
bu nedenle de molekiiler tanida altin standart ola-
rak kabul edilmektedir.>”8 Bu ¢alismada, Cukurova
Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi’'nde ya-
tan hastalara ait klinik 6rneklerden izole edilen
MRSA izolatlar arasindaki genotipik iligkinin PFGE

yontemiyle arastirilmasi amaglanmisgtir.

I GEREC VE YONTEMLER

Bu caligmada 2005-2007 yillar arasinda Cukurova
Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi'nin
farkli kliniklerinde izole edilen, Vitek 2 (BioMeri-
eux, Durham, North Carolina, USA) otomatize sis-
temi ve mecA-PCR ile MRSA oldugu dogrulanan
ve hastanemizin Infeksiyon Kontrol Komitesi'nce
hastane infeksiyonu etkeni oldugu belirlenerek ge-
notipik iligkilerinin aragtirilmas: i¢in laboratuvari-
miza gonderilen 46 izolat kullanildi. izolatlardan
12’si (% 26) Reanimasyon iinitesinden elde edildi
(Tablo 1). Calismada kullanilan suglarin her biri
farkli hastalara ait idi. Orneklerin toplanmas: bit-
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tikten sonra, objektif sonu¢ alinabilmesi i¢in izo-
latlar gelis tarihine gore degil de rastgele segilerek

caligildi ve sonradan izolat sirasina gére numara-
landirildi (AYSal-46).

Calismaya dahil edilen MRSA suslarindan Ka-
nada standardize protokoliine uygun olarak elde
edilen DNA, Smal restriksiyon enzimi ile kesildi ve
% 1.1lik pulsed field certified agarose (Bio-Rad,
Hercules, California, USA) ile, CHEF DR II (Bio-
Rad Laboratories, Nazareth, Belgium) cihazinda,
0.5x TBE (44.5 mM Trisma base, 44.5 mM Borik
asit, 1 mM EDTA, pH= 8.4) siispansiyonu icerisin-
de, baslangi¢ ve final pulse siireleri 5.4 ve 34.9 sa-
niye, voltaj gradienti 6 V/cm, elektroforez siiresi 20
saat olmak tizere, 14°C’de elektroforeze tabi tutul-
du." Etidyum-bromiir soliisyonu (5 pg/ml) i¢cinde
10 dakika boyanan jel, Kodak Gel Logic 1500 ima-
ging sistemi (Kodak Company, 1392 x 1040 pixel,
NY, USA) ile gortintiilendi (Sekil 1).

Elde edilen PFGE bant profillerinin, Gel Com-
par II version 5.1 (Applied Maths, Sint-Martens-
Latem, Belgium) yazilim programi kullanilarak,
“Unweighted pair group method with mathemati-
cal averaging (UPGMA)” yontemi ile dendrogrami
olusturuldu (Sekil 2). Suglar arasindaki iligki bant-
lara dayali “Dice” benzerlik katsayisina gore, bant
ve profil toleransi %1.5 alinarak hesaplandi''? ve
%80 bant benzerligi olan suglar klonal iligkili bir
kiime olarak degerlendirildi ve kiimeler biiyiik harf
(A, B, Cves.) ile isimlendirildi.'

I BULGULAR

Calismamizda PFGE ile yapilan inceleme sonunda,
46 izolattan 42’sinin “A” kiimesini olusturdugu,
dordiiniin ise birbirleri ile iligkisiz farkli klonlara
ait olduklar1 (B, C, D, E) goriildi. “A” kiimesi i¢in-
deki izolatlarin 23 subtipe (A1-23) dagilim goster-
digi ve en sik goriilen subtipin 13 iiyesi olan A15
oldugu tespit edildi. Yogun bakim servislerinden
izole edilen toplam 15 izolatin tamaminin “A” kii-
mesi i¢inde yer aldig1 gozlendi (Tablo 1, Sekil 2).

Ayrica reanimasyon iinitesinde 2005-2007 y1l-
lar arasinda izole edilen 12 MRSA susundan seki-
zinin bronko-alveolar lavaj sivisi, dordinin ise
kandan izole edildigi ve tamaminin “A” kiimesi
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TABLO 1: PFGE ile incelenen 46 MRSA izolatinin dagilimi.

izolat adi izolasyon tarihi Klinik Materyal PFGE’YE gére tip
AYSal 21.4.2005 Hematoloji Kan B1
AYSa2 6.8.2005 Reanimasyon Kan A6
AYSal 8.8.2005 Cerrahi YB! Kan Al2
AYSa4 8.8.2005 Reanimasyon BAL? A15
AYSa5 10.8.2005 Dahiliye YB Kan Al3
AYSab 12.8.2005 Cocuk cerrahi Kan E1
AYSa7 26.8.2005 Gocuk infeksiyon Kan A7
AYSa8 12.9.2005 Reanimasyon Kan A15
AYSa9 16.9.2005 Dahiliye YB Kan A15
AYSa10 19.9.2005 Cocuk infeksiyon Kan A4
AYSaili 23.9.2005 intaniye Kan A21
AYSa12 23.9.2005 intaniye Kan A20
AYSal3 4.10.2005 Cerrahi YB Kan A5
AYSal4 21.10.2005 Yanik Kan D1
AYSa15 12.2.2006 Nefroloji Asit mayi A22
AYSa16 6.3.2006 Reanimasyon BAL A15
AYSal7 7.3.2006 Yanik Kan A17
AYSa18 7.3.2006 Dahiliye YB Kan A2
AYSa19 7.3.2006 Acil gdzlem Asit mayi A22
AYSa20 10.3.2006 Beyin cerrahi YB BOS? A19
AYSa21 10.3.2006 Gastroenteroloji Plevra mayi A23
AYSa22 8.10.2006 Endokrin Mediasten mayi A15
AYSa23 19.10.2006 Reanimasyon Kan A16
AYSa24 30.10.2006 Reanimasyon BAL A15
AYSa25 21.11.2006 Cocuk cerrahi Kan Al
AYSa26 26.11.2006 Gocuk yenidogan Kan C1
AYSa27 4.1.2007 Reanimasyon BAL A5
AYSa28 19.2.2007 Reanimasyon BAL A15
AYSa29 26.2.2007 Reanimasyon BAL A15
AYSa30 2.4.2007 Reanimasyon BAL Al4
AYSa31 28.4.2007 Gocuk onkolaji BAL A2
AYSa32 30.4.2007 Reanimasyon BAL A15
AYSa33 14.5.2007 Dahiliye YB Kan A18
AYSa34 27.6.2007 Beyin cerrahi YB BOS Al4
AYSa35 29.6.2007 Ortopedi Kan A3
AYSa36 4.8.2007 Dahiliye YB Kan A15
AYSa37 24.8.2007 Ortopedi Kan A10
AYSa38 25.8.2007 Néroloji YB Kan Ad
AYSa39 27.8.2007 Noroloji YB BOS Al
AYSa40 12.11.2007 Gocuk YB Kan A8
AYSad1 19.11.2007 Cocuk YB Kan A9
AYSa42 19.11.2007 Cocuk cerrahi Kan A14
AYSa43 20.11.2007 Cocuk cerrahi Kan A15
AYSad4 22.11.2007 Gocuk YB Kan Al1
AYSa4b 25.11.2007 Reanimasyon Kan Al4
AYSa46 1.12.2007 Cerrahi YB Kan A15

'YB: Yogun bakim servisi¢
2BAL: Bronko-alveolar lavaj sivisi.
3BOS: Beyin-omurilik sivisi.
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- -
M 14 18 22

SEKIL 1: MRSA izolatlarinin PFGE ile elde edilen jel goriintiisii.
M harfi ile Lambda Ladder PFG Marker (New England Biolabs, Ipswich, MA, ABD), ra-
kamlar ile de izolat numaralari gdsterilmistir.

-
(1]

SEKIL 2: MRSA izolatlarinin PFGE ile elde edilen dendrogrami.

icinde yer aldig belirlendi. Bu izolatlardan sekizi-
nin PFGE ile % 100 bant profil benzerligi gosterdi-
gi ve en biyiik subtip olan A15 i¢inde yer aldif1
tespit edildi. Reanimasyon servisinde bronko-alve-
olar lavaj stvisindan izole edilen sekiz izolatin (AY-
Sa4,16,24,27-30,32) incelenmesinde AYSa30
(SubtipA14) harig digerlerinin ayni subtip (A15) ol-
dugu gorildii (Tablo 1, Sekil 2).

I TARTISMA
Diinyanin birgok iilkesinde oldugu gibi Tirkiye’'de
de hastane infeksiyonlarina yol agan MRSA susla-
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rinin klonal iligkisini ve major klonu tespit amaci
ile, ayrim giicii yiiksek, giivenilir, tekrarlanabilir ve
kolay yorumlanabilir olan PFGE yonteminin kulla-
nildig1 cok sayidaki ¢caligmada farkli sonuglar elde

edilmigtir 23210.14-16

Cookson ve ark. 11 Avrupa tlkesindeki has-
tanelerden 1981-1998 yillar: arasinda izole edilen
98 MRSA ile yaptiklar1 ¢aligma sonucunda PFGE
yontemi ile {i¢ veya daha az bant farklilig1 gsteren
34 tip tespit etmis ve en sik goriilen Tip 3’ olus-
turan 24 izolatin yedi farkl tilkeden elde edildigi-
ni bildirmiglerdir.” Murchan ve ark. da yedi farkhh
iilkedeki hastanelerden izole edilen 36 MRSA su-
sunun PFGE yontemi ile {i¢ kiimede toplandigini,
“A” ve “B” klonlarinin ayn1 anda birka¢ Avrupa l-
kesinde goriildiigiinii bildirmislerdir.? Ispanya’da
bir hastaneden 1998-2002 yillar1 arasinda izole
edilen 375 MRSA susunun genotipik iliskisini mo-
lekiiler yontemlerle inceleyen Pérez-Roth ve ark.
ise PFGE yontemi ile bes klon bulduklarini, ¢alis-
maya basladiklar ilk yi1lda hastane ortamina “Ibe-
rian” olarak tanimlanan “A” klonunun hakim
oldugunu (%97), ancak bes yil boyunca yerini
“EMRSA-16” olarak tanimlanan “B” klonuna bira-
karak prevalansinin %1’e diistiigiinii ve son iki y1l-
da aynm hastane ortamina “B” klonunun hakim
oldugunu (siras: ile %74 ve %65) bildirmiglerdir.'
Farkli Avrupa iilkelerinde yapilan bu ¢aligmalarin
sonucunda 6zellikle bir veya iki majéor MRSA klo-
nunun Avrupa’da yaygin olarak hastane infeksi-
yonlarina neden oldugu goériilmektedir. Cookson
ve ark.’ ile Murchan ve ark.nin ¢galismalarina ben-
zer, Pérez-Roth ve ark.nin ¢aligmasindan ise fark-
L1 bir sekilde, bizim hastanemizde ¢ yil boyunca
major bir MRSA klonu hakim idi, ancak uygula-
nan PFGE protokollerindeki farkliliklar sebebiyle
hakim suglarin bant paternlerinin kargilagtirilma-
st mimkiin olmamastir.

Malezya’da iki hastanede izole edilen 56
MRSA susunu PFGE ile inceleyen Norazah ve ark.
bir hastanede yedi farklh tip (A, B, C, D, E, F, G),
diger hastanede ise iki tip (B ve C) bulduklarini ve
her iki hastanede de en yaygin goriilen tipin “B” ol-
dugunu bildirmiglerdir (siras1 ile %46 ve %89).!*
Birbirine 800 km uzaklikta iki hastanede ortak bir
tipin goriilmesi, hastane icinde ve hastaneler arasi
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yayilim oldugunu ve suslarin genetik olarak iliski-
li oldugunu gostermektedir.

Alp ve ark.nmin Tirkiye’'de yaptig1 bir ¢aligma-
da bir yillik donemde alt1 farkh bolgede bulunan se-
kiz tiniversite hastanesinde izole edilen 54 MRSA
izolat1 PFGE yontemi ve Spa tipleme ile incelenmis,
calisma sonunda PFGE yontemi ile 23 tip bulun-
mustur.” Aragtirmacilar bu tiplerin ¢ogunun tek
bant farklilig1 gosterdigini, boylece farkli bolgeler-
de izole edilmesine ragmen tek bir predominant
klonun ¢ok az degisiklige ugrayarak biitiin iilkede
yayildig1 sonucuna vardiklarini bildirmiglerdir. Tiir-
kiye’de yapilan bagka bir ¢aligmada da, Oztop ve
ark. Sivas Cumhuriyet Universitesi hastanesinde
nozokomiyal infeksiyona yol acan 43 MRSA izola-
tin1 PFGE ve rep-PCR yo6ntemleri ile genotipik ola-
rak incelemis, PFGE ile bir major tip ve 8 subtip
tanimlamiglardir.’® Zarakolu ve ark. da Hacettepe
Universitesi Erigkin Hastanesinde 2002-2004 y1lla-
n1 arasinda hastane enfeksiyonu etkeni olarak izole
edilen 109 MRSA izolat1 ile yaptiklar1 ¢aligma
sonunda, PFGE ile 13 farkli klon bulduklarini, ve
izolatlarin %80’inin “A” klonuna ait oldugunu bil-
dirmiglerdir.'® Suglar arasindaki iligkinin PFGE y6n-
temi ile tespit edilmesinde biitiin diinyada oldugu
gibi ilkemizde de belirli bir standardizasyonun ol-
mamasindan dolay1, bu ¢aligmalarin her ti¢iinde ve
bizim ¢aligmada farkli protokoller uygulanmistir.
Bu sebeple, bu major suglarin ayni bant paternine
sahip olup olmadig1 anlagilamamaktadir. Ancak,
Tiirkiye’de daha 6nce yapilan bu ii¢ ¢aligmanin ve
bizim ¢aligmamizin sonuglarina gore tilkemizin has-
tanelerinde bir veya birka¢ major MRSA klonunun
yayildig1 ve infeksiyon kontrol 6nlemlerinin bu klo-

nun veya klonlarin yayilmasina yonelik alinmasi
gerektigi anlasilmaktadar.

Durmaz ve ark.nin Tiirkiye’deki bes tiniversi-
te hastanesinde yaptiklar1 ve bizim de dahil oldu-
gumuz ortak bir ¢alisma sonucunda, Tiirkiye’de
Gram(-) bakterilerin tiplendirilmesinde kullanila-
bilir hizli bir PFGE protokoliiniin optimizasyonu
gerceklestirilmistir.”” Ancak yukarida da bahsedil-
digi gibi, Tirkiye’deki MRSA suglarinin tiplendi-
rilmesi i¢in ortak bir PFGE protokolii heniiz
gelistirilmemistir."”

Sonug olarak, ¢alismamizda hastane kaynakli
MRSA suglarinin 6nemini siirdiirdiikleri, MRSA’la-
ra baglh hastane infeksiyonlarindan genellikle tek
bir susun sorumlu oldugu ve bu susun zaman i¢in-
de hastanedeki biitiin riskli birimlere egemen ol-
dugu, 6zellikle reanimasyon servisinde ayn1 susun
agirlikli olarak bronko-alveoler lavaj 6rneklerin-
den izole edildigi, bunun da MRSA i¢in solunum
yollar: infeksiyonlarinin 6nemli bir lokalizasyon
alani oldugu ve bu iligkinin ventilatér kullanimi ile
olan muhtemel birlikteliginin sorgulanmasini ge-
rekli kildig1 belirlenmistir. Bu sebeple, reanimas-
yon basta olmak {izere hastanenin biitiin
kliniklerinde kullanilan invaziv enstrumanlar ile
personelin “A” klonuna ait MRSA suslar1 yoniin-
den taranarak kaynak tespitine gidilmesinin, ayri-
ca bu taramalarin Tiirkiye geneli i¢in ortak bir
PFGE protokolii gelistirilerek gerceklestirilmesinin
hastane infeksiyonlarini kontrol altina almak, has-
tanede verilen hizmetin kalitesini yiikseltmek ve
hastane infeksiyonlarinin hasta, hasta yakini ve ka-
muoyunda yarattig1 olumsuz izlenimi yok etmek
adina faydali olacag: kanaatine varilmistir.
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