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DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI HASTANESI’'NDEKI DOMINANT
METISILINE DIRENCLI STAPHYLOCOCCUS AUREUS SUSUNUN
MOLEKULER YONTEMLERLE TiPLENDIRILMESI*

M. Cem ERGON, Meral BiCMEN, Zeynep GULAY
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, IZMIR
OZET

Dokuz Eyliil Universitesi (DEU) Tip Fakiiltesi Hastanesi'nde hakim olan metisilin direngli Staphylococcus aureus
(MRSA) klon/klonlarimn diinyada iyi bilinen klonlarin bazilari ile iliskisinin DNA Sma I makrorestriksiyon analizi (PFGE),
ribozomal-spacer (RS) PZR, SCCmec tipi belirlenmesi, multilokiis sekans tiplendirme (MLST) ve spa tiplendirme yontemle-
ri ile aragtirilmast amaglanmstir. Calismaya 2002-2003 yillarinda DEU hastanesinde yatan farkli hastalardan gonderilen kan
kiiltiirlerinden izole edilen ve S.aureus izolatlari arasinda en sik goriilen antibiyogram profilini tasiyan dokuz MRSA susu
alinmigtir. PFGE ile bu MRSA izolatlariin ayni veya ¢ok benzer klonal ozellikler tasidigi gozlenmistir. SCCmec analizi ve
MLST ile de bu klonun, iilkemizde daha once de bildirilmis olan ST239-MRSA-III klonunun (Brezilya klonu) bir iiyesi oldu-
gu saptanmustir. SCCmec tipi Tip I11 olmakla beraber kontrollerden farkli bir patern tasimaktayd: (Tip III varyanty). Izolatlarin
spa paterni WGKAQQ (t030) olarak saptanmistir. Calismada ayrica pvl geni de arastirilmis ve bu gen MRSA izolatlarmin
higbirinde bulunmanugtur.

Anahtar sozciikler: klonal iliski, metisilin direngli Staphylococcus aureus, multilokiis sekans tiplendirme, pvl geni, SCCmec,
spa tiplendirme

SUMMARY

Molecular Typing of the Dominant Methicillin Resistant Staphylococcus aureus Strain at Dokuz Eyliil
University Hospital

In our study, the relation of the dominant methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) clone/clones in Dokuz
Eyliil University (DEU) Hospital with some of the well known clones of the world was investigated by DNA Sma I macro
restriction analysis (PFGE), ribosomal-spacer (RS) PCR, SCCmec typing, multilocus sequence typing (MLST) and spa
typing. Nine MRSA isolates which had the most leading antibiogram profile of S.aureus isolates and which were isolated from
blood cultures of different patients who hospitalized in DEU between 2002-2003 years. These MRSA isolates exhibited the
same or very similar clonal properties, by PFGE. The dominant clone was thought to be the member of ST239-MRSA-III clone
(Brazilian clone) by SCCmec analysis and MLST, which was also reported from Turkey, previously. Although SCCmec type
was Type 111, it had different pattern from the controls (Type III variant). spa pattern of the isolates were detected as
WGKAQQ (t030). The existence of pvl gene was also investigated and found negative for all MRSA isolates.

Keywords: clonal relation, methicillin resistant Staphylococcus aureus, multilocus sequence typing, pvl gene, SCCmec, spa
typing
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direncidir. Son 10 y1l iginde, metisilin direncinin,
metisiline duyarli S.aureus (MSSA) suslarinin
“Staphylococcal Cassette Chromosome” mec
(SCCmec) adli genetik elemani edinmeleri ile
gelistigi ortaya cikarilmistir. Gergekte SCC’ler,
stafilokok tiirleri arasinda bir genetik aktarim
araci olan genomik bir adadir. SCCmec ise, meti-
silin direnci tasiyan 6zel bir SCC tipidir®®.

Giiniimiize kadar sekiz farkli SCCmec tipi
tanumlanmistir®™). SCCmec, mec gen kompleksi
(mecA ve diizenleyici genler) ve ccr kompleksin-
den olusur. ccr, SCCmec hareketinden sorumlu
rekombinazlart kodlar®. Bunlarin yani sira,
SCCmec ] (“junkyard”) bolgesini igerir®. Yine
giintimiize kadar, sinif A’dan siif E'ye kadar
bes farkli mec gen kompleksi tanimlanmistir®¢?).
ccr gen kompleksi, ccrA, ccrB ve ccrC olarak
adlandirilan {i¢ farkli rekombinaza sahiptir ve
rekombinazlar ayrica farkl allel tipleri (ccrAl-
A4 ve ccrB1-B4) icermektedir”!®. SCCmec, bu
allotiplerin farkli kombinasyonlar1 ve mec gen
smiflarma gore adlandirlir. Tip I, Tip II, Tip III,
Tip IV, Tip V, Tip VI, Tip VII ve Tip VIII SSCmec,
strastyla smif B mec ve tip 1 ccr, stif A mec ve tip
2 ccr, siuf A mec ve tip 3 ccr, sinif B mec ve tip 2
cer, siaf C2 mec ve tip 5 ccr, smif B mec ve tip 4
ccr, siuf C1 mec ve tip 5 ccr, siuf A mec ve tip 4
ccr gen komplekslerinden olusmaktadir®™. Tip I,
II ve III SCCmec daha c¢ok hastane infeksiyonla-
rindan elde edilen MRSA izolatlarinda bulunur-
ken, Tip IV ve V toplumdan elde edilenlerde
bulunmaktadir®.

Multilokiis sekans tiplendirme (MLST) ve
spa tiplendirme yontemleri S.aureus izolatlari-
nin evrimsel iligkisini arastirmada 6zgiin, hizl
ve tekrarlanabilir yeni tekniklerdir®2.

MRSA, Dokuz Eyliil Universitesi (DEU)
Tip Fakiiltesi Hastanesi'nde de 6nde gelen has-
tane infeksiyonu etkenlerindendir. DEU hasta-
nesinde 2003-2009 yilinda yatan hastalarin kiil-
tiirlerinde tireyen S.aureus izolatlarinin yaklasik
% 50’si metisiline direnclidir. Daha 6nceki bir
calismamizda hastanemizde elde edilen MRSA
izolatlarinin AP-PCR ile tek bir klona ait oldugu
belirlenmistir (Tuba Atay, Zeynep Giilay tez
calismast).

Bu ¢alismada, 2003-2004 yillarinda Dokuz
Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi'nde
hakim olan metisilin direnc¢li MRSA klon/klon-
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larinin diinyada iyi bilinen klonlarin bazilari ile
iligkisinin DNA Sma I makrorestriksiyon analizi,
ribozomal-spacer (RS) PZR, multipleks PCR ile
SCCmec tipi belirlenmesi, multilokiis sekans
tiplendirme ve spa tiplendirme yontemleri ile
arastirilmasi amaglanmistir. Ayni zamanda, bir
sitotoksin olan Panton Valentine lokosidini
(PVL) kodlayan povl geni varlig1 da arastirilmis-
tir.

GEREC VE YONTEM

Calismada 2003-2004 yillarinda DEU has-
tanesinde yatan farkli hastalardan gonderilen
kan kiiltiirlerinden izole edilen S.aureus izolatla-
r1 arasinda en sik goriilen antibiyogram profilini
tasiyan, dokuz MRSA (veya heteroMRSA) susu
secilmistir. Izolatlarin tiimii vankomisin,
trimetoprim-siilfametoksazol duyarl ve oksasi-
lin, eritromisin, gentamisin ve siprofloksasin
direncliydi. Izolatlarin tiir tamimlamast ve oksa-
silin/metisilin direnci mecA/nuc multipleks PZR
ile dogrulanmigtir®?.

Tim PZR yontemleri igin DNA ekstraksi-
yonu Kobayashi ve ark.””’nin énerdigi yontem
ile gerceklestirilmistir. Bu ydnteme gore, 6nce
bir stafilokok kolonisi TNE tamponu igerisinde
(10 mM Tris-HCI, 0.1 M NaCl, 1 mM EDTA, pH
7.5) cozulmiistiir. Bes dakika 10000 devirde sant-
rifigasyondan sonra tist kisim atilmis ve pellet
10 pl akromopeptidaz (10000 U/ml; Sigma) ile
¢ozililmiis ve 37°C’de 10 dakika bekletilmistir.
Stire sonunda, bakteri ¢ozeltisine 50 ul 0.5 M
KOH ilave edilmis ve ayni sartlarda bes dakika
daha bekletildikten sonra notralizasyon amacty-
la 50 ul 1 M Tris-HCI (pH 6.7) ilave edilmistir.
Bes dakika 10000 devirde santrifiigasyondan
sonra supernatant kismu kalip DNA olarak
kullanilmigtir®.

Calismada, DNA makrorestriksiyon anali-
zi i¢in Bannerman ve ark.® tarafindan 6nerilen
Sma I restriksiyon yontemi uygulanmistir. PFGE
icin Chef DR III (Biorad) cihazi kullanilmis ve
NCTC 8325, EMRSA 15 ve EMRSA 16 suslar
karsilastirma amaci ile calismaya dahil edilmis-
tir.

RS-PCR, 16 SrRNA-23 SrRNA'ya o6zgi
primerler kullanilarak gerceklestirilmistir®®.
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Kontrol suglari olarak NCTC 10422 (PR 108i),
EMRSA 15 (PR 15), EMRSA 16 (PR 16) kullanil-
magtir.

SCCmec tiplerinin belirlenmesi amaci ile
Oliveira ve Lancastre®’in multipleks PZR ve Ito
ve ark.™nin yontemleri uygulanmustir.

Multipleks PZR yonteminde, farkh
SSCmec tip ve alt tiplerine 6zgii sekiz cift primer
ve ayrica internal kontrol olarak mecA’ya 6zgi
primerler kullanilmistir. Siuf A ve B mec gen
kompleksi ve tip 1-3 ccr’yi saptamak igin Ito
yontemi kullanilarak uygun primer ciftleri ile
bes farkli PZR uygulanmistir. Farkli tiplerin
temsilcisi olarak NCTC 10422 (Tip I SCCmec),
Mu50 (Tip II), EMRSA 1 (99.3234.F) (Tip III) ve
EMRSA 15 (009521.M) (Tip 1V) calismaya dahil
edilmistir.

MLST analizi i¢in, yedi metabolik gene ait
402-516 baz ciftlik DNA fragmanlar: (arc, aroE,
glp, gmk, pta, tpi, yqi) cogaltilmis ve dizi analizi
uygulanmistir. Diziler, MLST web sitesi (www.
mlst.net) aracilig1 ile her lokiisteki bilinen aleller
ile karsilastirilmistir. Alel profilleri belirlenmis
ve filogenetik analiz gerceklestirilmigtir®*2.

spa tiplendirmesi i¢in Protein A genine ait
polimorfik X bolgesindeki 24 baz ciftlik tekrar-
lardan olusan kisa dizi tekrarlar1 (SSR) ¢ogaltil-
mis ve dizi analizi uygulanmustir®®). Diziler
DNA Star programi ve Ridom veritabani kulla-
nilarak bilinen dizilerle karsilastirilmistir.

poul geninin arastirilmas: amaci ile pvl/nuc
multipleks PZR yapilmis ve pozitif ve negatif
kontrol olarak sirasiyla E16 (98.1695.K) ve
NCTC 10422 izolatlart kullanilmigtir®.

BULGULAR

Calismada yer alan MRSA izolatlar1 ara-
sinda PFGE ile dort farkli patern saptanmasina
ragmen esas olarak bir klonal tip ve bunun bir
alt tipinin (patern X ve X’) hakim oldugu goriil-
mugstiir. Bunun disinda tek bir MRSA izolatinda
ikinci bir patern (Y) saptanmistir. Gerek predo-
minant patern, gerekse Y paterni, Ozellikle
ingiltere’de sik goriilen EMRSA 15 ve EMRSA
16 suslar1 ile NCTC 8325 standart susunun mak-
rorestriksiyon paternlerinden farkli bulunmus-
tur (Sekil 1). Bu paternlerin Iskocya MRSA
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Referans Laboratuvari arsivlerinde yer alan
Ispanya, Brezilya ve Macaristan klonlarindan da
farkli olmasi nedeniyle bu izolatlar arsive “Izmir
klonu” olarak eklenmistir. Biri disinda tiim
MRSA izolatlari, RS-PZR ile PR 109 paternine
benzer bir ribozomal ara bolge paterne sahipti.
PFGE ile Y paterni gozlenen izolatin yine arsiv
suslari ile karsilastirildiginda, bilinen tiplerden
farkli bir RS-PZR paterni (PR X) oldugu goriil-
miistiir. Jelde yer alan MSSA izolatlar1 ise, PR
127 IV/VII, PR 127 i ve PR 107/II RS-PCR
paternlerine sahipti.

EMRSA

Sekil 1. Kan kiiltiirlerinden izole edilen MRSA ve MSSA izolat-
larimin PFGE paternleri.

Patern X: 1., 6., 14. ve 17. strada; X':12. ve 16. sirada; Patern Y:
7.sirada; NCTC 8325: 3., 8.,15.,22. ve 29. siralarda; EMRSA 15:
18. strada; EMIRSA 16: 19. sirada; PF105: 20. sirada yer almak-
tadir. Diger MRSA izolatlar h-MRSA olup 5. ve 11. siralarda-
dur.

Oliveira yontemiyle multipleks PZR kulla-
nilarak SCCrmec tipleri incelendiginde, DEU izo-
latlarmin, Tip II ve Tip III'tin her ikisine de ait
olan bantlar igerdigi belirlenmistir (Sekil 2).
mecA bandi (162 bp) tiim izolatlar ve kontroller-
de saptanmustir. Oliveria yontemi ile belirgin bir
sonug elde edilemedigi icin mec smif ve ccr gen
kompleks tipleri Ito yontemi ile arastirilmistir.
Bu amagla hakim klonal grubu temsil eden tig
izolat secilmistir. Bu izolatlarda smif A mec ve tip
3 ccr saptanmisgtir. Sonug olarak, izolatlarin
SCCmec tipinin bildirilmis olanlardan farkl: bir
Tip III varyanti oldugu belirlenmistir (Sekil 3).

Hakim MRSA klonunun MLST alel profili,
sekans tipinin (ST) ST239 oldugunu gosteren
2-3-1-1-4-4-3 olarak saptanmuistir.
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Sekil 2. Oliveira multipleks PZR sonuglari: 1.-4. siralar sirasiyla
Tip I-IV SCCmec pozitif kontrol suslart; 5.-13. siralar DEU izo-
latlart.

Sekil 3. Ito tiplendirme yonteminden bazi seilmis sonuglar. Ik
bes sira stnif A mec-PZR pozitif kontrol ve DEU suglar1 pozitif;
DNA ladder; ikinci bes sira sinif B mec-PZR sadece pozitif kont-
rollerin bantlart pozitif; tip 3 ccr-PZR’de iic DEU susunda da
1600 bp'lik pozitif bant goriilmektedir.

spa tipi, WGKAQQ paterni olarak belirlen-
mistir. “Ridom StaphType” programi kullanila-
rak r15 r12 r16 r02 r24 124 spa tekrarlar1 elde
edilmesi nedeniyle, hakim olan klonun spa tipi-
nin t030 oldugu sonucuna varilmistir.

Calismada, DEU MRSA izolatlarinin hicbi-
rinde pvl geni saptanmamuistir.

TARTISMA

MRSA izolatlarinin epidemiyolojik iliski-
lerini arastirmak icin; salgin, hastane infeksi-
yonlari gibi kisa stireli olaylarda PFGE, AP-PZR
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ve ribozomal spacer PZR yontemleri Onerilir-
ken, evrimsel iligkilerin incelenmesi ic¢in ise
MLST, spa VNTR (“Variable Number of Tandem
Repeats”) ve SCCmec tiplendirme yontemleri
onerilmektedir®'?. Avrupa MRSA izolat koleksi-
yonu ile yapilan bir ¢calismada PFGE, spa tiplen-
dirme ve MLST/ SCCrmec tiplendirme yontem-
lerinin ayirt etme giicii sirasi ile % 91.9, % 91.3
ve % 89.5 olarak belirlenmistir®.

Calismamizda yer alan hastanemize ait
MRSA izolatlar1 arasinda hakim olarak saptanan
tek klonal tipin ST239-MRSA-III (Brezilya) klo-
nunun tiyesi oldugu sonucuna varilmigtir.
Hakim izolatin SCCmec tipinin daha 6nce bildi-
rilen Tip III A ve B’den farkli bir Tip III varyanti
oldugu belirlenmistir. Tip III SCCrmec’in tagidig:
diren¢ mekanizmalari ile konaga segici bir avan-
taj saglamasi, bu klonunun hastanemizdeki
hakimiyetinin nedeni olabilir. Caligmada yer
alan suglar tam olarak tlkemizdeki izolatlar
temsil etmemekle birlikte MRSA izolatlari, mak-
rorestriksiyon paternleri, RS-PZR ve SCCrmec
tiplerine gore EMRSA 1, 15 and 16 suslarindan
farkli bulunmustur.

Ulkemizde yapilan ¢ok merkezli bir galig-
mada, alt1 cografik bolgeden elde edilmis olan
MRSA izolatlarinin klonal iliskisi PFGE, spa tip-
lendirme ve MLST ile arastirilmigtir®. Bu calig-
mada 54 MRSA izolatinin 53t yakin iligkili
bulunmus ve hakim olan klonun spa tipi t030
olarak belirlenmistir. Sik gbzlenen PFGE patern-
lerinden yapilan MLST incelemesinde, tiim
paternler ST239 olarak saptanmis ve SCCmec
tiplendirme ile Tip III elementi tiim MRSA izo-
latlarinda gosterilmistir. Ayrica hicbir MRSA
izolatinda pvl geni saptanmamustir®. Sonugla-
rimiz Tirkiye genelini yansitan bu ¢alismadaki
bulgular ile paraleldir.

Danimarka’da yapilan bir calismada, top-
lumda kazanilmis MRSA izolatlarmin ¢ogunlu-
gunun bir klona ait oldugu goézlenmis ve hakim
klonun spa tipinin t070 (UJGBBPB), SCCrmec tipi-
nin Tip IV ve sekans tipinin de ST 80 oldugu
belirlenmistir. Hastane kokenli MRSA izolatla-
rinda ise sekiz farkli PFGE paterni saptanmig ve
klonlardaki bu cesitlilik hastane infeksiyonlari-
nin kontroliindeki basariya baglanmistir. Ayni
calismada hakim klon ile aymi paterni tasiyan
tim toplumda kazanilmis MRSA izolatlarinda
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pol geni saptanmig olup bu izolatlarin elde edil-
dikleri 6rneklerin ¢ogunlugunun deri ve yumu-
sak doku oldugu belirtilmistir. Hastane kokenli
MRSA izolatlarinda ise pvl geni diisiik oranlarda
saptanmis ve bu durum izolatlarin daha ¢ok
deri ve yumusak doku disindaki 6rneklerden
izole edilmesine baglanmistir”. Avustralya’da
yapilan bir ¢alismada ise toplum kékenli MRSA
izolatlarinin ¢ogunlugunda pol geni saptanma-
mistir®. Calismamizda pvl genine sahip olan
MRSA bulunmamasinin nedeni izolatlarin
timiiniin kan 6rneklerinden elde edilmesi ve
timiintin hastane kokenli olmas: olabilir.
Amerika Birlesik Devletlerinde yapilan bir
¢alismada hem toplum hem de hastane kokenli
MRSA izolatlarinda, ilk énce toplum kokenli
olarak bildirilmis USA 300 klonunun hakim
oldugu saptanmis ve hastanede yatan hastalarin
da ayni klon ile infekte olmalari, hastanede yay1-
limdan ¢ok, kisilerin 6nceden kolonize olmalari-
na baglanmigtir®.

Onyedi iilkeye ait toplumda kazanilmis
PVL pozitif MRSA izolatlarinin klonal inceleme-
sinde, spa tip t044, ST80 ve SCCmec Tip IV en stk
saptanan genetik belirtecler olmustur. Calig-
mada, daha ¢nce Avrupa klonu olan ST80,
Amerika Birlesik Devletleri klonu olan ST8 ile
ST1 ve Pasifik {ilkeleri klonu olan ST30 klonlari-
nin kitalar aras1 yayiliminin gerceklestigi
bildirilmektedir®.

Onbir Avrupa tilkesine ait hastane kokenli
MRSA izolatlarinin molekiiler epidemiyolojisi-
nin arastirildig1 calismada en sik spa t051 ve
ST247 klonu belirlenmistir®. Calismamizda sap-
tanan spa t030 ve ST239 ise bu ¢alismada daha az
gozlenmistir. Bu durumun nedeni bolgesel 6zel-
likler ve hastane infeksiyonlarmna karsi alinan
onlemlerdeki farkliliklar olabilir.

Calismamizda hastanemiz genelinde tek
bir MRSA klonunun gosterilmis olmas1 hastane
infeksiyonlarmnin yayiliminda alinmas: gereken
onlemlere dikkat cekmektedir. MRSA ile gelisen
hastane infeksiyonlarmin yayilimmin arastiril-
masinda ve klonal iligkiyi belirlemede molekii-
ler yontemler 6nem tagimaktadir. Bu yontemler
ile elde edilen veriler hastane infeksiyonlarinin
onlenmesinde yol gosterici olacaktir.

Tesekkiir: Bu ¢alismamin PFGE, MLST ve spa analizi
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kistmlart Zeynep Giilay tarafindan Glasgow, Iskogya ve
Londra, Ingiltere'de yapilmistir. Calismamiza katkilarm-
dan ve bu ¢alismanin yapilmasina olanak saglamalarindan
dolayi, Iskoc MRSA Referans Laboratuvarindan Dr.
Donald Morrison ve Londra Imperial College Tip
Fakiiltesi'nden Benjamin Short ve Prof. Dr. Mark C.
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