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Ozet

Coklu ilag direnci olan  metisiline diren
Staphylococcus aureus’a ghainfeksiyonlain tedavisi zor v
pahali oldgundan ¢@u infeksiyon kontrol programinin i
hedefi MRSA yayilimini kontrol altina almaktir. arin
tiplendirilmesi, sipheli bir salginin agarilmasi veya hasta
infeksiyonlarinin ~ yaylliminin  izlenmesinde  dénemli ir
epidemiyolojik ara¢ haline gelntir. Tiplendirme ydntemle
iki temel kategoriye ayrilir: fenotipik ve genotipyontemler
Plazmid profil analizi (PPA), “random amplificatiorof
polymorphic DNA (RAPD)” ve “pulsed field g
electrophoresis (PFGE)” en ¢ok dnerilen genotigiktgmler-
dir. Tiplendirme yontemlerinin derlendiriimesinde kullani-
lan spesifik kriterler tiplendirebilirlik, tekranfebilirlik ve
ayrim gucidurideal bir tiplendirme yéntemi ayni zama
hizli, ucuz, teknik olarak basit ve kolay elde ebilir olmali-
dir. Bununla birlikte giniimiizde MRSA’larin tiplendiesind:
kullanilan en iyi ydntemin hangisi oldu konusunda ortak t
goris yoktur.
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Summary

Treatment of the infections due to multidrug resi
MRSA strains is difficult and costly. For this reas@ontrd-
ling MRSA remains a primary focus of most hospitdéctior
control programs. Typing of strains has becomengportan
epidemiological tool to investigate suspected adks and 1
evaluate nosocomial transmission. Typing methodisirito
two mgor categories: phenotypic and genotypic mett
Plasmid profile analysis (PPA), random amplificatiof po-
lymorphic DNA (RAPD), and pulsed field gel electhapesic
(PFGE) are the most preferred genotypic methodpedigi-
ity, reproducibility and discriinatory power are spesi
criteria for evaluating such methods. An ideal tgpimetho
also would be rapid, inexpensive, technically senphd red-
ily avaiable. However, at present there is no cosse regat-
ing the best method to use for typing MRSA strains.
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Saphylococcus aureus sadece gejimekte olan

MRSA sulari ingiliz Hastandnfeksiyon Toplulu-

Ulkelerde dgil, gelismis salik sistemlerine sahip gu’'na ait bir laboratuvar olan “Laboratory of
Ulkelerde bile etkin infeksiyon kontrol énlemlerine Hospital Infection (LHI)’a gére epidemiyolojik
ragmen hastane kokenli (nozokomiyal) infeksi- MRSA (EMRSA) olarak adlandiriimaktadirlar (2).

yonlarin etiyolojisinde Ggunct sirada, postoperatif  giafilokoklarda metisilin direnci yillar iginde
yara infeksiyon etkenleri arasinda ise ilk siradayayg pir ilerleme gostermgtir. Amerika Birlesik
bildirilen bir patojendir (1). Metisiline direncli  peayletieri (ABD)'nde Saureus suslarinda 1970/li
Saphylococcus aureus (MRSA) sulari daha ¢ok  yyianin ortalarinda %3-5 olan metisilin direnci
firsatci bir patojen gibi davranmaktadirlar. Bu ne- 19751991 yillar arasinda %11, 1990l yillarda
denle cok sayida hasta kolo_nlze ya da mfek_te olunyy1ge cikmstir. MRSA prevalansinda en belirgin
caya kadar MRSA problemi gozden kagabilmekte 5ris ga biiyiik hastanelerde (>500 yatak) gozlen-
ve bu mikroorganizma kolaylikla endemik hale pigtir Centers for Disease Control (CDC) tarafin-
gelebilmektedir. Birden fazla hastaneyi etkileyen yan koordine edilen “Ulusal Hastariafeksiyon
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izleme Calmasi” [National Nosocomial Infec- lerle tiplendirme yapilabilmesi mumkiin gilelir.
tions Surveillance (NNIS)I'nda 1970’li yillarin  Heniiz MRSA sglari icin tim gereksinimleri kar-
basindan itibaren ABD’de tim hastanelerden epi- silayabilecek tek bir tiplendirme sistemi tanimlan-
demiyolojik veriler toplanngi ve nozokomiyal —mamstir. Ginimizde nozokomiyal epidemilerin
infeksiyon etkenlerinin dalimi aragtiriimistir. analizinde kullanilan tiplendirme yodntemleri
Calsmanin sonuglarina gore 1986-1989 yillari MRSA sulari arasindaki fenotipik (antibiyotik
arasindaki dénemde en sik izole edilen nozokomi-duyarliligi, bakteriyofaj tiplendirmesi, multilokus

yal infeksiyon etkeniE.coli’dir. Bunu sirasiyla
enterokoklar, Pseudomonas aeruginosa ve
Saureus izlemektedir.Saureus nozokomiyal yara

infeksi-yonlarinda en sik izole edilen etkendir.

enzim elektroforezi, protein elektroforezi gibi)
veya genotipik (plazmid profili, kromozomal DNA
restriksiyon analizi, “random amplification of
polimorphic DNA"-polimeraz zincir reaksiyonu,

Ayrica nozokomiyal pnomoni ve bakteriyemi et- “pulsed field gel electrophoresis” gibi) farkliled
kenleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir. (2). esas almaktadir (4).

Ulkemizdeki cgitli hastanelere ait MRSA sikii
ise 1988-1995 yillar arasinda
bildirilmistir  (2). Genel olarak bakilginda,
MRSA sikliginin yizdesi arduricilara gore farkli-

liklar gOsterse de ayni hastanelere ait MRSA sikli-

ginda yillar icinde bir argigérilmektedir.

Hastane icinde ortaya cikgnbir epideminin
epidemiyolojik veriler giginda kisa sirede tanim-

lanmasi veya Onlenmesi nozokomiyal infeksi-

yonlarin sayisini ve @g@al olarak maliyetini azaltir.
Bu konuda yapilan bir camaya goére rutin
mikrobiyal kdken tayini iceren bir infeksiyon kont-
rol
infeksiyonlarda belirgin bir diiis ve iki yihn Gze-

Bu makale MRSA ile ilgili epidemiyolojik ¢ca-

%9 ile 45 aras'ndahsmalarda kullanilacak tiplendirme yontemlerini

kisaca gozden gecirmek ve bu konudasgak
isteyenlere yontem seciminde bir 6n fikir vermek
amacilyla derlenriir.

MRSA Tiplendirme Y&ntemleri
MRSA sulari arasinda ayrim yapmak icin pek
cok tiplendirme yontemi tanimlangtr. O halde
nozokomiyal MRSA'larin tiplendiriimesinde hangi
yontemin kullanilac@ina nasil karar vermeliyiz?
Tiplendirme yonteminin etkingi tiplendirebilme

programinin  uygulanmasiyla nozokomiyal &zelligine, ayrim guctnin yukseglhe, tekrar

edilebilirligine, kullanim ve yorum kolayiina

rinde bir strede 4 milyon dolardan fazla tasarruf baglidir. ideal bir tiplendirme yoéntemi ayni za-

salandgl gosterilmitir (3). MRSA infeksiyonlari,

manda hizli sonug verebilmeli, ucuz, teknik olarak

hem tedavinin hem de patojenin eradikasyonununbasit ve yaygin olarak elde edilebilir bir sistem

olmasi nedeniyle hasta mortalite

guc
neden olmaktadirlar. Bu nedenle, geli tim
nozokomiyal infeksiyonlarda olgu gibi MRSA
infeksiyonlarinin da infeksiyon takibi ve kontrol
calismalari 6nemlidir. Bunun icin kapsamli bir
epidemiyolojik calgmaya ihtiya¢c vardir. Hastane
epidemiyolojisiyle ilgili calgmalarin 6nemli basa-
maklarindan birisi elde edilen izolatlarin klonal
kokenli olup olmadiinin belirlenmesidir. MRSA
infeksiyonlarinin  epidemiyolojik incelemesinin
yapilabilmesi icin sglari birbirinden ayirt edebile-
cek ya da aralarindaki benzgrlkanitlayabilecek
yontemler kullaniimasi gerekti bilinmektedir.
Ancak MRSA sglari arasindaki yakin genetik
benzerlikler nedeniyle rutin bakteriyolojik yontem-
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ve olmalidir (4-7).
morbiditesi yaninda oldukc¢a yuksek maliyetlere de

MRSA’larin  tiplendiriimesinde  kullanilan

yontemler iki gruba ayrilmaktadirlar:
1.Geleneksel (fenotipik) yontemler

2.Molekuler (genotipik) yontemler (5-10)

1. Geleneksel (Fenotipik) Tiplendirme
Yontemleri

Geleneksel veya konvansiyonel yontemler ola-
rak da bilinen fenotipik yéntemler, genetik bilgini
ekspresyonu ile ortaya c¢ikan ozelliklere gére mik-
roorganizmalarin birbirleriyle gkili olup olmadik-
larini ortaya koymaktadirlar. Mikroorganizmalarin
metabolik aktivitelerini ortaya koyan biyotipik
profillerine, antibiyotik duyarhliklarina, duyarli
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olduklar faj tiplerine, protein icerikleri gibi fijok Bununla birlikte antibiyotik direng fenotiple-
Ozelliklerine dayali fenotipik yontemler mevcuttur. rindeki desiskenlikler nedeniyle antibiyotiplendir-
Fenotipik farkliliklari ortaya koyan tiplendirme menin epidemiyolojik olarak geri sinirlidir. Farkh
yontemlerinin temel dezavantaji mikroorganizma- izolatlar ayni direng paternine sahip olabilecékler
larin fenotipik 6zelliklerini dgistirme ezilimleri- gibi, bir izolat plazmid veya transpozonlar aracili
dir. Bu deisiklikler 6nceden tahmin edilemez gyla ¢oklu antibiyotik direnci getirebilir (5).

veya dgisen cevre kgullarina bir cevap olarak
olusabilirler. Buna ilaveten serotiplendirme ve faj
tiplendirme gibi pek cok fenotipik yontem, gitti
0zgul reaktanlara gereksinim duyarlar. Ayrica bir
tek nikleotidde meydana gelen nokta mutasyonlari
herhangi bir fenotipten sorumlu genin fonksiyonu-
nu veya regulasyonunu bozabilir. Boylece
fenotipik olarak farkli, ancak buna kark
genotipik olarak ayirtedilemez veya hemen hemen
ayni olan izolatlar da ortaya ¢ikabilirler (5).

Kalitatif antibiyotik duyarlilklarina goére (du-
yarli/direncli) yapilan siniflandirmalar gkisiz
swlarl ayirt etmede yetersizdirler. Bunun yerine,
kantitatif antibiyogram yani antibiyotik duyarlilik
zon caplarina gore siniflama yapmak, antibi-
yogramin tiplendirebilme gucunt arttirir. (6,14).
Blanc DS ve ark.’larinin bir ¢amasina goére, kan-
titatif antibiyogram ribotiplendirme kadar kullahi
bulunmutur (14).

Sonug olarak, MRSA'larin tiplendiriimesinde
antibiyotipleme tek bana kullanilamaz, ancak ba-
zen endemik veya epidemik bir klonun tanimlanma-
sinda faydali bir tarama yontemi olabilir (14).

a) Biyotiplendirme

Biyotiplendirme ile bir izolatin biyokimyasal
Ozellikleri, koloni morfolojisi ve gevresejartlara
toleransi (bazi besiyerlerinde ve ekstrem pH ve
sicakliklarda tireme v.b.) gibi 6zgul metabolik c) Faj Tiplendirme
aktivite paterni ortaya konur. Biyotipik 0zellikler Bakteriyofajlar, bakteri hiicresini infekte ederek
den klasik olarak siniflandirmada (taksonomi) ve ¢ogu kez bakteri hiicresinin erimesine neden olan
cogu klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda rutin  viriisler olarak tanimlanmaktadirlar. Epidemiyolojik
olarak turlerin identifikasyonunda yararlanllmak- (;a“smajarda bakteriler @@“( bakteriyofaj|ara olan
tadir. GUVeniIir, otomatize veya modiler paneller duyar““k ve direnderine gﬁre tip]endir”mek‘[e-
ticari olarak bulunmaktadir. AncakSaureus  dirler. Stafilokoklarla ilgili tiplendirme sistemie
swslarinin ayriminda biyokimyasal reaksiyonlarin grasinda sadece faj tiplendirilmesi standardizé edi
kullamimi yetersizdir  (5,6). Ayrica, MRSA mjgtir. “International  Subcommittee on Phage
swlarinin saptanmasinda oldukga 6zgul ve duyarI|-|-yping of Staphylococci” tarafindan gunimiizde
bir yontem olan ve proteinA ve/veya hucre yuze- yjlanimi 6nerilen 23 adet standart faj vardir (7).
yindeki kiimelgme faktorinun saptanmasina yone- gayreysun epidemiyolojik analizinde bakteriyofaj

lik lateks agglutinasyon yontemi bile, bazt MRSA isjendirilmesinin yaygin kullanimi 1940'l1 yillagd
swlarinin reaksiyon vermemesi nedeniyle stabil olmustur (7,15).

desildir ve desiskenlik gosterebilir (5,11-12).

. . ) Faj tiplendirme yonteminin dezavantajlar stok
b) Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri

fajlarin  ve kontrol sglarinin  ancak referans
Yeni veya alilmadik bir antibiyotik diren¢ |ahoratuvarlarinda bulunmasi, yéntemin zayif tek-
paterninin tanimlanmasi siklikla bir salginin ilk rarlanabilirlisi ve ayrim gictdir (4,15).
gostergesi olabilir (7,13). Klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlari  ¢gu  bakteriyel izolatlarin
antimikrobiyal ajanlara duyarliliklarini rutin ok Kapsuler polisakkarit tiplendirmesini
test etmektedirler. Konvansiyonel ve otomatize Saureuslar icin ilk kez Karakawa ve Vann gefi
antibiyogram sistemlerinin her ikisi de yaygin ola- tirmislerdir (4,7). Yapilan bir cajmada 11
rak kullaniimaktadirlar. Bu test yontemlerinin kali kapsuler tip tanimlanmi olup, Saureus Kklinik
te kontrolleri zor, ancak uygulanmalari kolay ve izolatlarinin %85-90'1 tip 5 ve 8 olarak bulungau
goreceli olarak daha ucuzdurlar (7). tur (16). Yapilan bazi camalara gore ger bakte-

d) Kapstuler Serotiplendirme
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riyel dzelliklerle kapsuler tipler arasinda guclii b
korelasyon bulunmgur. Ozellikle bazi faj tipleri
ayni kapsuler tipi gostermektedirler. MRSA’lar
tipik olarak kapsuler tip 5'tir (17-19).

Sonug olarak, kapstler tiplendirmesdid ay-
rim gucine sahiptir ve epidemiyolojik gahalar
icin kullangh bulunmamgtir. Bir diger dezavantaji
tiplendirmede kullanilan reaktiflerin ticari olarak
elde edilememesidir (4,5,7)

e) Tum Hucre Protein Elektroforezi

Tum hicre protein elektroforezinde lizostafin
araclilglyla serbestlgirilmis olan stafilokok prote-
inleri poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) yon-
temi kullanilarak aystirilirlar. Bu yéntemle yakla-
stk 50 protein banti goéruntilenebilir ve tekrarlana-
bilir paternler olgur. Cok sayida bant almasina
ragmen iliskisiz MRSA izolatlarl arasindaki patern
farklari azdir. Bu da zayif bir ayrim gictine yol
acar. Ancak, bilgisayar yardimiyla bantgumlugu
da dikkate alinggnda daha iyi bir ayrim yapilabi-
lir. Elektroforez kgullarinda meydana gelen kigik
degisikliklerden etkilenmesi tim htiicre protein
elektroforezinin bir dier dezavantajidir (7).

f) Immunoblot Yéntemi (Immunoblotting)

Immunoblot yonteminde elektroforezldmi
sonrasi bakteriyel proteinler nitroselliloz bir
membran Uzerine aktarilir. Byleme “blotting”
adi verilir. Membran daha sonra spesifik antikorlar
iceren tayan veya insan serumuyla kdastirilir.
Membran Uzerindeki proteine #anms spesifik
antikorlarin ~ varlgi  enzimle  garetli  anti-
immunglobulinler  yardimiyla  saptanir ~ (5).
Immunoblot yontemi, elektroforez alarindan
diger protein elektroforezine dayal tiplendirme
yontemlerine gore daha az etkilenir. Ayricasalu
bant sayisinin daha az olmasi da yorum kdayli
salar (7). Bu yontem MRSA'larin epidemiyolojisi
ile ilgili calismalarda etkili birsekilde kullanila-
bilmektedir (5). Tum MRSA izolatlarini bu yon-
temle tiplendirmek mumkinddr. Ancak salgin
incelemelerinde ifikisiz izolatlari yeterince ayirt
edemeyebilmektedir (7). Tenover'in gahasina
gore fenotipik yontemlerin en iyilerinden biri olan
immunoblotting, bazi genotipik yontemlerle kiyas-
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lanabilecek kadar iyi sonuclar vermektedir (6).
Bununla birlikte bu yontem c¢ok az sayidasara
maci tarafindan kullaniliir. Yaygin olarak kul-
laniimamasinin birka¢ nedeni vardir; Birincisi bu
yontem teknik olarak ygun bir caba gerektirmek-
tedir. Ayrica ekstraksiyon sleminde kullanilan
yontem ve spesifik antikorun elde edfdkaynak
gibi teknik faktorlerin etkileri tam olarak tanim-
lanmamgtir. Ikincisi translasyon, isi, besiyeri bile-
simi, pH gibi bakteriyel Greme kaollarindan etki-
lenebilmektedir. Son olarak, saptanan bant
paternleri komplekstir, kiicuk farkhliklarin ortaya
konmasi ve yorumlanmasi zordur (5).

g) Multilokus Enzim Elektroforezi (MEE)

Multilokus enzim elektroforezi, metabolik en-
zimlerin elektroforetik hareketliliklerindeki farkl
lhgin analizine dayanir (5). Enzim hareketinin hizi
enzimin aminoasit kompozisyonunaghdir ve tek
bir aminoasid d@sikli gi bile elektroforetik 6zel-
liklerdeki degisiklige bakilarak saptanabilir (7).
Enzimlerin “elektromorf” denilen elektroforetik
hareketlilik deisiklikleri, tipik olarak enzimleri
kodlayan kromozomal genlerdeki allelik gigk-
liklerden kaynaklanirlar. Boylece farkli
elektromorflarin olgturdugu “elektroforetik tipler”
ortaya cikar (4,5).

Multilokus enzim elektroforeziS.aureus dabhil
pek cok bakteriyel tir icin kullanilabilir. MRSA
izolatlari icin kullanildginda tiplendirebilme yete-
negi ve tekrarlanabilirigi iyidir. Ayrim gici yon-
temde kullanilan enzimlere gladir. Bazi enzimler
MRSA’larin ¢ggunda monomorfiktir. 12 ila 20
degisik enzim kullanilabilir, ancak bunlarin goére-
celi olarak ayrim gucleri henliz tam olarakzele
lendirilmemitir (7).

Salgin izolatlarinda kullaniiginda, MEE
epidemiyolojik olarak ikkili bakterileri dgsru
olarak siniflayabilmektedir. Ancak bazi skisiz
izolatlar1 da hatali olarak gkili gruba dahil ede-
bilmektedir (6-7). MEE paternleri goreceli olarak
kolay elde edilse de okunmasi, yorumlanmasi,
kiyaslanmasi zordur. En iyi ¢6zim, elde edilen
elektroforetik paternlerin bir bilgisayar programi
yardimiyla dgerlendirilmesidir (6-7).

T Klin Mikrobiyoloji-Enfeksiyon 2004, 3
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h) Zimotiplendirme (Zymotyping) (transpozonlar)  bulunan  antibiyotik  direng

Zimotiplendirme, MEE’nin bir varyasyonu o- determinanlari tarlar. Yggun bir antibiyotik kul-
lup, bakteriyel elastaz enziminin elektroforetik '@nmi oldgunda, plazmidier farkli siar arasinda

6zelliklerinin farkliligina dayanirSaureus, anoda  Kolayca yayilirlar ve bir g@k dnitesinde uzun
olan afinitelerine gére A, B ve C olmak izere fic stre kaliciliklari devam eder. Plazmid DNA'sInIn

elastaza sahiptir. MEE'de olgu gibi bu yéntemde kompozisyonu transpozonlarin kolayca kaybedilip

de enzimlerin elektroforezdeki hareketliliklerinde k?zanillrr_}ay ;idﬁ(niylﬁ gsir (5). I_Plazn:iqkler_b_
meydana gelen farkliliklara bakilarak izolatlarin superkoll, acik halka, fineer veya ofigometrix gibl

ayrimi yapilir. Bu metodun MRSA ve metisiline g?:flglgnk?:i:‘(;rl:triIjorzzrliizec;liazgrlﬁ;r\ﬁ:u z;gz
duyarll Saureus (MSSA)’lar igin kullanimiyla » Say g

Lo . : N , .. yogunluklar farklihklar gosterir (5-7).

ilgili deneyimlerin ¢@u Branger ve ark.’na aittir

(20,21). Bu yontemle tim izolatlar Plazmid profil analizi teknik olarak basittir ve
tiplendirilebilmektedir ve paternler stabil ve takr ~ Saureuslarda uygulanan ilk DNA'ya dayali
lanabilirdir. Ayrim giicii kapstiler tiplendirmeden tiplendirme yontemidir. Bu yontemde oOncelikle
iyiyse de faj tiplendirmesi veya “pulsed field gel plazmid DNA'si ekstrakte edilir ve daha sonra
electrophoresis” (PFGE)'den belirgin olarak daha rutin agaroz jel elektroforeziyle bakterinirsizg
kétudir (22-24). Ayni zimotip icinde birkac plazmidlerin sayi ve bayukltkleri belirlenir (5-7).
genotip olabilecgi saptanmytir, ancak aksi goste- MRSA sularinin %90'indan fazlasinda plazmid
rilememitir. Ayrica bu yontemin sonuglaryla bulunmaktadir. (5-7,25). Yontemin ayrim gicl ve
antibiyotik duyarliik paternleri arasinda uyum tekrar edilebilirlgi ile ilgili problemler hemen
yoktur. Kisacasi zimotipleme MRSA'larin hemen tim cajmalarda gosterilngtir. Ayrica
tiplendirilmesinde yeterli ayrim giiciine sahip de- plazmid tiplendiriimesine ait bilgilerin yorumu
gildir ve tarama testi olarak kullanilamayacak ka- karisiktir (5). Zuccarelli ve ark. bu problemin ¢o-

dar uzun bir prosediire sahiptir (7). zimi igin S1 nikleaz kullanimini dnegherdir
(26). Plazmid analizinin ayrim glcu ve tekrar edi-
2. Molekiiler (Genotipik) Tiplendirme lebilirligi, plazmidlerin restriksiyon enzimiyle
Yontemleri kesilmesi ve olgan restriksiyon parcalarinin sayi

Molekuler tip|endirme yf)ntem|eri epidemi- ve buyukluklerlnln analiz edilmesiyle de arttinilab
yolojik olarak iliskisiz izolatlar arasindaki genetik lir. Bu isleme “restriction enzyme analysis of
farkliliklari ortaya koyarlar. Bu yontemlerin te- plazmids (REAP)” denir. Teknik olarak basittir, az
meli, mikroorganizmalarin kromozomal ve ek- sayida O0zel arag, gereg gerektirir ve goreceliadlar
strakromozomal genetik elementleri arasindaki hizli uygulanir (5,8,13).
fakhliga dayanir. Pek cok yéntemde DNA'nin
restriksiyon endonikleaz enzimleri ile kesighei
mi ya da nukleik asit amplifikasyon (=galtma)
islemi vardir (9,24).

Plazmid analizine gore tiplendirmedeki prob-
lemler, teknik konulardan ¢ok plazmidin biyoloji-
sindeki ©6zelliklerden kaynaklanmaktadir. Plaz-
midlerin bayuklikleri dgru olarak olcilse bile,
a) Plazmid Analizi ayni buyudklukteki plazmidler biyolojik farkiga

Bakteriyel plazmidler kendinistetme yetene- sahip olabileceklerinden gar arasinda bu yén-
ginde olan ekstrakromozomal genetik elementler-temle ayrim yapilamayabilir. Ayrica o Saureus
dir. Plazmidler dgisik mekanizmalarla kazanilirlar izolatinda sadece bir veya iki plazmid bulunur ve
ve genellikle prolifere olan konak gar arasinda bu da sy ayniminda yetersiz kalmaktadir (27,28).
kalitimsal olarak aktarilirlar. Bununla birlikterke ~ Ayni kromozomal genotipe sahip ve epidemiyolo-
diliginden plazmid kayiplari da olabilir. Plazmidler jik olarak iliskili izolatlar, tim plazmidini kaybet-
genel olarak konak hicre igin hayatigdierdir. mesi, yeni plazmid kazanmasi veya plazmid
Siklikla yapilarinda mobil genetik elementler yapisinda yeni bir dizenleme nedeniyle ¢ok farkli
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niyle c¢ok farkli plazmid profili gosterebilirler.
Buna kagin farkli sylar da ayni plazmid profiline Southern blot analizinde agaroz jel elektro-
sahip olabilirler. Bittn bunlarin yani sira plazmid foreziyle ayrstirilan restriksiyon parcalari bir ni-
calsmalari, sinirli bir zamanda ve belli bir yerdeki {roseliloz membran iizerine aktarilir. Daha sonra
salgina (0rngin tek bir hastane veya servisteki o ad) verilensaretli bir veya daha fazla sayida-

¢) Southern Blot Analizi

salgin) ait izolatlarin kisa suredeggdendirilme-
sinde oldukga etkilidir (5).

b) Kromozomal DNA'nin Restriksiyon En-
zim Analizi

Kromozomal DNA bir bitun olarak analiz et-
mek icin c¢cok buyuktir. Bu nedenle pek cok
genotipik  ybntemin temelinde kromozomal
DNA'nin restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle
kiguk parcalara kesinglemi vardir. Restriksiyon
endonikleazlar cift ipcikli DNA'yr 6zgul tanima

bolgelerinden keserler. Restriksiyon parcalarinin

say1 ve buyukliukleri enzim tanima bélgesi ve DNA
kompozisyonuna @ olarak deisiklik gosterir.
Restriksiyon parcalar d@esik tip jel elektroforez
yontemlerinin kullanimiyla birbirlerinden ayrilabi-
lirler. Ayni enzimle gleme alinmy farkli suslara ait
DNA parcalart kiyaslanginda, elektroforetik
hareket ve olgan parcalardaki farklliklar ortaya
cikar. Farkh saylr ve buyudkliklerdeki pargalarin
olusturduzu profil farklliklarina “Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP)” denir
(5). Konvansiyonel restriksiyon enzim analizi
(REA)'nde, bakteriyel genomdan endonikleaz
enzimi kesisiyle yaklkgk 0,5- 50 kb uzunlgunda
ylzlerce parca olmaktadir. Farkl sglarin REA
profilleri de farkhidir. Clink sgiarin DNA dizileri,
dolayisiyla da restriksiyon bdlgeleri ve gdin
DNA parcalarinin buyuakltkleri farkliliklar gésterir

(7).

Tum izolatlar REA ile tiplendirilebilir, ancak
ylzlerce banttan ogan profili, ayriimayan veya

ki oligonukleotide homolog diziyi tayan
restriksiyon parcalarinin vagh argtirilir (5-7,9).
Eger 6zgul DNA dizilimleri varsa, bunlarin yeri
isaretli DNA problari sayesinde gdsterikmdlur.
Tum suylar busekilde tiplendirilebilir ve sonuglar
blyuk oranda tekrar edilebilir. Yontemin ayrim
glict bantlarin sayi ve buyuklukleriyle gtadan
ili skilidir. Bu yontemde 6énemli olan uygun probun
secimidir (5,24).

Yine RFLP’ye dayali bir Southern blot yon-
temi olan ribotiplendirmede ise garin ribozomal
operonlarina spesifik problar kullanilir. Ribozomal
operonlar 16S rRNA, 23S rRNA ve ek olarak bir
veya daha fazla tRNA'y1 kodlayan nikleotid dizi-
lerinden olgurlar. Butin stafilokoklar ¢cok sayida
(bes-sekiz) ribozomal operongailar ve bu nedenle
de ribotiplendirme ile tiplendirilebilirler (5,7).
Ribotipler biyolojik olarak ¢ok stabildirler ve tek
rar edilebilir paternler okiururlar. Ribotiplen-
dirme ve dger Southern blot analizlerinin perfor-
mans Ozellikleri hibridizasyon kallarinin sertlgi
(stringency), restriksiyon enzimi ve prob segimin-
den d@rudan etkilenir. Zaman alici ve teknik ola-
rak komplike olan ribotiplendirmede mindr bant
farkhliklarinin nesekilde yorumlanaga konusun-
daki kriterler de heniiz standardize edilmgmi
(7). Bir salginda izole edilen tim izolatlar geiiell
le ayni ribotipe sahiptirler. Bununla birlikte ski-
siz sylarin siklikla bir veya iki bant farklgyla
ayni paterni gosterebilmeleri ve epidemiyolojik
olarak iligkili izolatlarin da benzer minimal ge
siklikler gosterebilmeleri nedeniyle bu yéntemin

Ust Uste gelen bantlar nedeniyle yorumlamak zor-ayrim giicti ve teknik kullanimi sinirlidir. Bir ¢a-
dur. Ayrica, bant paterni igcinde plazmid veya lismaya gore, ribotiplendirme ile alti ribotipe ayri-
kontamine DNA parcalarini restriksiyon parcala- lan izolatlar PFGE ile 26 pulsotipe ayriknr (29).
rindan ayirmak zordur. Bu problemi ortadan kal- Ribotiplendirmenin ayrim giici MEE’den de belir-
dirmak icin bilgisayar destekli bir sistem kullal  gin bir sekilde daha azdir (5-6).

bilir, ancak bunu yapmak ga laboratuvar icin “Insertion Sequences (IS)"ler ve transpozonlar
zordur. Genelde REA ger genotipik tiplendirme  da stafilokok izolatlarinin tiplendirilmesinde prob
yontemleriyle birlikte kullaniimaktadir (5). olarak kullaniimaktadirlar (5,7). MRSA'larda
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I1S431, 1S256, 1S1181 gibi birka¢ IS elementi bu- deniyle kirllmasi dnlenmiolur. Daha sonra izole
lunmwssa da tim siarin tiplendiriimesinde yay- edilen bu genom yine bloklar icerisinde
gin olarak kullanilacak yeterli ayrim giictine sahip restriksiyon enzimleriyle kesilir (5,33). Yakl&
tek bir element bulunamastir (5-7). PFGE ile IS 2800 kilobaz (kb) buyuklikte olan stafilokok kro-
tiplendirmenin birlikte kullaniminin yararl oldu mozomuSmal enzimiyle (CCCGGG tanima dizisi)
yoninde vyayinlar da vardir (25,30). Tn554, kesildiginde, buytkligu 10 ile 800 kb arasinda 15-
spektinomisin direncini tayan transpozondur ve 20 DNA pargasindan odan bir restriksiyon profili
MRSA’larin %90'Iindan fazlasinda bulunur (31). ortaya c¢ikar (5,7).

Tn554’in Clal enzimiyle kesilmesinden sonra PFGE'nin iki 6nemli kisithlg vardir; lki,

olusan bantlar kiyaslanarak da tiplendirme yapila- agaroz bloklar icine tim tampon ve enzimlerin
bilir (7). Ancak bu hareketli genetik elementlere yeterince difiize olabilmesi icin uzun siren birkag
dayali  tiplendirme  ydnteminin  potansiyel jnkibasyon periyoduna gereksinim vardir. Gini-
komplikasyonu, bu hareketli genetik elementlerin miizde Saureus icin islemler kayda dger bir se-
bakteriyel kromozom ginda plazmid tzerinde de kilde kisaltiims olsa bile, 2 ile 4 gunliik zahmetli
bulunabilmeleridir (5). bir calsma suresi gerektirir (5,33-34). Ancak blok
icinde elde edilen DNA +€’de yillarca stabil
kalir ve dger prosedirler icin bu DNA kolayca
elde edilebilir (33). Yontemin ikinci kisitlgi,
goreceli olarak pahal arag ve gerec¢ gerektirmesidi
) (5). Bununla birlikte tekrarlanabilirlik, yiksek
Ozetle, ribozomal operonlara ilave olarak pek ayrim giicii gibi faktérler nedeniyle o
cok farkli genetik lokusun Southern blot analizi |aboratuvarlarda stafilokoklarin tiplendiriimesinde
uygulamasiSaureuslarin tiplendiriimesinde yay- PFGE tercih edilen bir sistem haline geitinive
gin olarak kullaniimaktadir. Ancak 0Ozellikle her- ginimiizde molekdler tiplendirme yontemleri i-
hangi bir yontem dderlerinden daha etkili bulun- ¢inde “altin standart” olarak kabul edilmektedir
mamstir. Southern blot analizi teknik aksesuarlari (5,9,35). Tum stafilokok izolatlarr PFGE ile
ve ticari olarak elde edilen materyal ve ekipman- tiplendirilebilir. Diger restriksiyon endonukleaz
larla kolaylgtiriimissa da, uzmanlik ve 6zel arag, enzimine dayall yontemlerde olglu gibi, elde
gerec gerektirgiinden yaygin kullanim alani bu- edilen bant paternlerinin tekrar edilebilgiliolduk-
lamamstir (5). ¢a yuksektir. Southern blot analizinin hemima-
sinda belli artefaktlar okabilirken PFGE ile elde
edilen paternler etidyum bromirle boyanarak basit
bir sekilde gdsterilebilir. Restriksiyon profilleri
Schwartz ve Cantor tarafindan 1984'te geli  géreceli olarak daha basittir ve farkliskr arasin-
riimis olan “Pulsed Field Gel Electrophoresis daki desisiklikler siklikla belirgin sekilde gosteri-
(PFGE)” yontemi agaroz jel elektroforezinin bir lebilir (5).
varyasyonudur. Elektriksel alanin periyodik olarak Bir salgindan elde edilen epidemiyolojik ola-
(“pulsed”) yer degistirdigi bu elektroforez yonte-  yak jliskili izolatlarin tanimlanmasinda PFGE’nin
miyle, normal agaroz jel elektroforezi ile ayrila- yiiksek etkinlik ve yilksek ayrim giiciine sahip
mayan megabaz buyuldundeki (10 kb'dan 1,5 oldugu bilinmektedir (5). Epidemiyolojik olarak
Mb'a kadar) DNA parcalarinin ayrimini yapmak iliskisiz izolatlarin ayriminda kullanilan  bir
mumkindar (5,23,32). Bu yontemde, mikroorga- tiplendirme yonteminin ayrim gicl, ancak tekrar
nizma once “plug” adi verilen agaroz bloklar icine edilebilirligin sinirlarini en uygugekilde gésteren
gomalur, daha sonra enzimatik lizis ile bakteri yorum kriterlerinin kullanimiyla ortaya konabilir
duvari parcalanir ve hiicresel proteinler sindirilir (36). Onceleri iki sg aralarinda tek bir
Boylece DNA'nin fiziksel ve kimyasal etkiler ne- restriksiyon parcasinin bile farkli olmasi durumun-

Bunlar dsinda metabolik fonksiyonlari veya
virulans  faktorlerini  kodlayan genlere ait
kromozomal lokuslar da tiplendirmede kullanilabi-
lirler (5-6).

d) “Pulsed Field Gel Electrophorei” Y6n-
temiyle Tiplendirme
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da ayri genotipler olarak kabul edilmekteydi (37- yontemlerdir. PCR yonteminin temel 6zgili be-

39). Ancak son yillarda Tenover ve arkgldanin lirli bir DNA dizisinin hizli bir sekilde ¢galtiimasi

onerdgi yorum kriterleri kullaniimaktadir (40). Bu (ampifikasyonu)dir. Bu ydntemle, 48 saat icerisin-

kriterlere gore ; de 50 kadar izolati kolayca tiplendirmek miumkin
a) Ayni sayl ve bilylklikte bantlara sahip ©/maktadir (5,7,44).

izolatlar “ayirtedilemez” olarak, PCR temeline dayanan yéntemlerde éncelikle
b) Uc parcaya kadar farklilik gosteren izolatlar mikroorganizmanin nikleik asidi elde edilir. Daha

“yakin iliskili” olarak, sonra nukleik asidin belirli bir bélgesine uygun

olarak secilmi ve primer adi verilen
oligonukleotidler (primerler tipik olarak 18-20 bp

c) Dért-alti bant farki gosteren izolatlar “muh-
temelen ilgkili” olarak,

. .d.) ,,Yedl ve tzer ba.n.t farklfinda izolatlar *i- dizisine komplementer diziler igerirler) kullanila-
liskisiz" olarak kabul edilirler (40). rak hedef DNA pargasi @galtilir. Amplikon adi
Tek bir sya ait izolatlarda mindr farkliliklar  yerilen bu PCR triinleri genellikle 0,5-2 kb biiyiik-
birkag farkli genetik olaya I olarak ortaya ¢i- |ijzndedirler. Daha bilyiik DNA dizilerinin gal-
kabilir  (40). Nokta mutasyonu sonucu Dbir ymas; zordur. Amplifikasyon icin teorik olarak
restriksiyon bolgesinde kayip soz konusu olabilir. o1 pir hedef DNA molekiiliinin bulunmasi bile
Bu durumda iki ayri parca biderek daha biytk —yeterfigir. Amplifikasyon “thermal cycler’ adi
tek bir parca olarak gorulebilir. Kazaninyeni bir— yerjlen programlanabilir 1si cihazi yardimiyla ki-
restriksiyon bdlgesi varsa, bu durumun tam ter5|(;Uk plastik tipler icinde gercektailir. Cihaz
ortaya ¢ikar. Bu nedenle, iki izolat arasingereic icindeki tipler her dongiide ¢ gk 1stya maruz
parcaya kadar farklilik varsa yaklns_HiIi I_(&_\bul kalirlar. ilk basamak denatirasyondur ve’ @4
edilir (5). Dort-alt parca farkifinda ise iki ba- dek 1sitilan DNAnIn iki zinciri birbirinden ayrni

g'.m.SIZ ger_1et_|k_ olay s6z kong;gQur. Bu Oll%r.umdaikinci basamak birkgme (annealing)dir. Bu basa-
iki izolat birbiriyle muhtemel ikkili kabul edilir. . S
Yedi veya Uzerindeki parca farkfinda ise ¢ m‘f"kta' ¢galtimak istenen DNA dlflﬁlr.\.e ozgul i
veya daha fazla genetik olay s6z konusudur vep”mer.’ sicakigin (55-70C yg) IQusuruImeSAer,
denatirasyon basagada birbirinden ayrilmi

izolatlar birbiriyle “iliskisiz” olarak de&erlendirilir- 4
y 3 € olan kalip DNA tek ipliklerine bganirlar. Ugln-

ler (40).

(40) , ) . _ _ cu basamak primerlerin uzamasidir. Ortama kon-
) MRSA’larin tlplendlrllmeS|QQe PFGE gler mus ve optimum cabma sicaki 72C olan
yontemlerden daha etkili bulungtur

Thermus aquaticus (Taqg) DNA polimerazi (veya
Istya dayanikll bgka bir DNA polimeraz) bu isida
primerlerden bgayarak 5’-3' yéniinde DNA sen-
tezi yapar. U¢ basamaktan gdm bu déngiiniin her
tekrarlanginda iki primer arasinda kalan 6zgul
DNA parcasi iki katina cikariimuolur. Yani sen-
tezlenen DNA bir sonraki dongide kalip olarak
e) Polimeraz Zincir Tepkimesine Dayall  kullanilir ve DNA parcalari geometrik olarak artar-
Tiplendirme Yontemleri lar. Yaklaik birkac saat icinde gercektailen 30-

Stafilokoklarin tiplendiriimesinde standart ka- 40 dongi sonrasinda hedef DNA pargagakla-
bul edilen PEGE’nin uzun zaman ve teknik imkan- $1k 10° kat ¢agaltilmis olur. Elde edilen PCR Grin-
lar gerektiren bir ydntem olmasi nedeniyle, bu leri agaroz jel elektroforeziyle agtirilirlar ve bir
yonteme kan alternatif yontemler aranguir. Bun- ~ nukleik asit boyasi (orgen en sik kullanilan
larin en 6nemlisi “Polimeraz Zincir Tepkimesi etidyum bromdr) ile boyanarak U\igl altinda
[Polymerase Chain Reaction (PCR)"ne dayali goruntilenirler (5,45).

(29,31,41,42). Ancak, yapilan baz egalalara
gore ise farkh merkezlerin PFGE sonugclari birbir-
leriyle yeterince uyum gostermegtii (26,43).
Buna rgmen, PFGE bugin icin MRSA'larin
tiplendirilmesinde yaygin olarak ve etkin kil

de kullanilan en iyi yontemdir (5).
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PCR yontemi, infeksiyon hastaliklarinin tani-
sinda yaygin olarak kullanilan ve oldukc¢a kultani
Ii bir yontemdir. Ancak tek bir lokusin analiz e-
dilmesi epidemiyolojik ayrim icin yeterli bilgi
sagglamaz. Orngin mecA geninin saptanmasi
metisilin direnci hakkinda bir fikir verebilirse de
swlar arasindaki ifkinin ortaya konmasinda ye-
terli olmaz. Salarin tiplendiriimesinde hedef dizi-
lerin varligi veya yoklgunun O6tesinde bilgiye
ihtiyac vardir. Bunun i¢in birka¢ farkli PCR modi-
fikasyonuna bgvurulur (3). MRSA tiplendiril-
mesinde en cok kullanilan PCR modifikasyonlari
sunlardir:

i) Koagilaz Geninin PCR-RFLPile ince-
lenmesi

Koagulaz dretimi Saureusun 6nemli bir
virulans faktoéridiar. Koagulaz tiplendirme, bu
virulans faktérini kodlayan gene ait spesifik bir
bdlgenin PCR ile ggaltilmasi ve ¢galtilan Grintn
bir RE enzimiyle kesilmesi temeline dayanir (46).

KenarSENER

Koagllaz gen tiplendirme, epidemik ve
sporadik MRSA'lar arasinda ayrim yapmak igin de
kullanilabilmektedir. Epidemik slara 6zel farkli
paternler gosterilebilegenden bu ydntem bilinen
bir s icin tarama testi olabilir (50). Bununla bir-
likte, tek baina kullanildginda ve dgrudan klinik
orneklerde duyarlign cok diguktur (52).

i) Protein A Geninin PCR-RFLPIncelemesi

PCR’a dayali dier bir tiplendirme ydntemi
olan bu yontemin hedefi X gen bélgesidir. Bu bol-
ge protein A'yl kodlayan spa genine ait ve ylksek
degiskenlik oOzelligi gosteren bir bdlgedir (53).
PCR urunleri Rsal enzimiyle kesifiiinde U¢ parca
olusur. Bunlardan ikisi dgismez, ancak en biyuk
parcanin uzunku desiskenlik gosterir (53). Bu
yontemin iki ana problemi vardir. Bunlardan ilki
ayrim gucunun zayif olmasi, gdiri ise sonuclarin
diger yontemlerin sonuclariyla uyum gdstermeme-
sidir (7).

iii) “Random Amplification of Polymorphic

Olusan PCR (rinu genellikle tek parcadir, ancak DNA” Yontemi

bazen iki parca da olabilir (47). Bu yontemde en

sik kullanilan RE Alul'dir ve genellikle dort veya
daha az sayida restriksiyon parcass@wuMRSA
izolatlarinin buyidk bir kismi koagulaz gen PCR ile
tiplendirilebilirse de ¢ok az sayida izolatta ol
primer seti kullanilmasina gmen RE ile kesimi
yapilacak PCR
(47,48). Bu problem daha sonra gercetidémis
calismalarda tekrar gézlenemgiiden, bu yodnte-
min Saureuslarin tiplendiriimesinde Universal
olarak kullanilabilecgi duUsunulmistir. Sonuclar
oldukca stabildir (47,49,50) ve epidemiyolojik
olarak iligkili izolatlar bu yéntemle gruplanabilirler
(6,46,47). Koagulaz geninin PCR-RFLP ile ince-
lenmesi PFGE yontemiyle kalastirildiginda daha
distik bir ayrim gicline sahip bulungur
(6,47,49,51). Ancak bu dezavantajinaskés daha
hizli ve daha diilkk maliyettedir (51). Ayrica bant

“Random Amplification of Polymorhic DNA
(RAPD)” ile tiplendirme “Arbitrarily Primed PCR
(AP-PCR)” olarak da bilinir. Bu y6ntemde
genomik DNA'ya rastgele anan primerlerin
kullanimiyla PCR glemi gergeklstirilir. Ortaya
cikan PCR Urunleri elektroforeglémiyle birbirle-

urint elde edilememektedir rinden ayrilirlar ve goruntilenirler. Glan bant

paternleri, say! ve buyukliklerine gdre birbiriyle
kargilastirihrlar (7).

RAPD ile hemen tim MRSA'lar
tiplendirilebilmekte ve ayni laboratuvar icinde
elde edilen sonuglar tekrarlanabilmektedir (54).
RAPD, bir salgin bélgesinde kullanigl zaman
epidemiyolojik olarak ikkili mikroorganizmalari
siniflandirabilir ve ilkisiz olan izolatlari ayirabilir
(54,55). Bu yontemin en belirgin avantajigeli
yontemlere goére olduk¢ca hizli sonu¢ vermesi ve
teknik olarak basit olmasi ve tiplendirilecek mik-

sayisinin az olmasi farkli laboratuvarlarin elde roorganizma ile ilgili genom bilgisine gereksinim

ettikleri sonuclari kaslastirmayi kolaylgtirmak-
tadir (49). Ayrim glcunin arttiriimasi icin farkli
bir RE enzimi kullanimi veya birden fazla enzimin
kombine kullanimi gibi denemeler daauya ulg-
mametir (50).
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gostermemesidir. (55). Ayrim gict kullanilan
primerlerin baz dizilimine ve sayisina ghalr.
Ancak Uc¢ veya daha fazla primer kullaniimasi hem
zaman alicidir, hem de kekilde bile ayrim gtcu
PFGE'den daha dguktir (42,44). Farklh merkez-
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lerde yapilan yari standardize yontemlerden alinarbiyik bir avantaji, alinan sonuglarin internet arac

sonuclar kaglastirildiginda, MRSA'lar icin RAPD
yonteminin tekrarlanabilirfiinin ¢cok zayif oldgu
goralmistir (54). Bunun nedeni zayif bantlari

yorumlamadaki guclik veya bant ayrimini ve fark-

i gini etkileyen elektroforez kallarindaki d&i-
siklikler olabilir. Ayni laboratuvarda bile farkl

gl ile kagilastirabilmesidir (59).

Tiplendirme Yo&ntemlerinin
Degerlendirilmesi
Bakteriyel infeksiyona kgl oldugu distinilen
bir salginin argtiriimasinda, salginla gkili suslar

zamanlarda yapilan RAPD tiplendirme sonuglar animiamak ve epidemik olanlarla endemik veya

arasinda d#siklikler olabilmektedir (44). Tekrar-
lanabilirligin disik olmasi ve laboratuvarlar arasi

sporadik olan izolatlarin ayrimini yapmak icin
tiplendirme yontemlerine gereksinim bulunmakta-

standardizasyonun zor olmasi nedeniyle RAPD bir g, (8). Kullanilan pek cok tiplendirme yontemin-

referans yontem olmak igin uygun goérilmemekte-

dir. (54). Ancak bolgesel olarak endemik didu
bilinen bir si icin spesifik primerlerin kullanimiy-
la hizh bir tarama testi olarak kullanilabilir.

iv) Rep-PCR Yontemi

Bu yontem kromozom Uzerindeki farkli sayi
ve pozisyondaki tekrarlayan dizilere uyan
primerlerin kullanildgl bir PCR ydntemidir. PCR
islemi belirli bolgelere spesifik primerlerle yiksek
sertlikte (high stregency) gerceddigilir (56).Bu
yontemin tekrarlanabilirii RAPD’den daha iyidir.
MRSA'larin tiplendiriimesinde hangi primer kul-
lanildiginda bu yontemin daha yararli olabilgce
konusu heniiz tam aciklik kazanmatmni(48).

v) Multilokis Dizi Tiplendirme (MLST) Yo6n-
temi

Bakteriyel izolatlarin tiplendirilmesi icin yedi
internal gen parca dizisinin bir arada kullargld
PCR’a dayall kolay birslemdir. Enzimleri kodla-
yan kromozomal genlerdeki allelik benzerliklere
gore bakterilerin gruplandiriimasinigsar. Enright
ve ark. bu yontemi MRSA ve MSSA izolatlarinin
tiplendirilmesinde bgari ile kullanmglardir. PCR

den hangisinin daha iyi performansa sahip gldu
nu deserlendirecek objektif kriterler bulunmamak-
tadir. Yapilan cajmalarda 6zel kaillar altinda,
secilmis bir grup izolat kullanilarak bir yontemin
digerine gore daha iyi veya daha kotu gdwrta-
ya konmaktadir. Ancak bir tiplendirme yontemini
degerlendirecek veya pozitif ve negatif sonuglarini
dogrulayacak “altin standart” bir tiplendirme yon-
temi henlz tanimlanmasgtir. Bu nedenle “duyar-
k™ ve “6zgulluk” gibi Universal 6zelliklerin bu
amacla kullanilmasi  ¢ok uygun glelir.
Tiplendirme yontemlerinin  drlendiriimesinde
kullanilan bazi kriterlegunlardir: (8,9,24).

1)Tiplendirebilirlik:  Tiplendirebilirlik, kulla-
nilan yéntemin bir tdr icindeki tim mikroorganiz-
malari tiplendirebilme yetegair. Bir yontemin
ayrim gicu ve tekrarlanabiligi yiksek olsa bile
tir icindeki izolatlarin yanlizca %50-60'ini
tiplendirebiliyorsa epidemiyolojik agarmalarda
kullanimi kisithdir (22).

2)Tekrarlanabilirlik:  Tekrarlanabilirlik, be-
lirli bir sus ile yapilan tekrarlarda ayni sonucun
alinabilmesidir. Tekrarlanabilirlik 6zellikle kgr

icin karbamat kinaz (arc), shikimat dehidrogenaz |astirmaya imkan taniyan giivenilir veri tabanlari

(aro), gliserol kinaz (glp), guanilat kinaz (gmk),
fosfatasetil transferaz (pta), trifosfat izomergm)(
asetil koenzim A acil transferaz (yqi) enzimlerini
kodlayan gen lokislerine ait primerler kullanilr.
Her vyedi lokiste pek cok allel olgundan,
izolatlarin sans eseri ayni allelik profile sahip ol-
malari muhtemel dg@ldir ve ayni allelik profile
sahip izolatlar ayni klonun Gyeleri olarak tanimla-
nabilir. Elde edilen veriler laboratuvarlar arasnd
kolaylikla kasllastirilabilmektedir ve MLST'nin

24

olusturmak icin 6nemlidir. Ancak tiplendirme yon-
temlerinde ayni kaullar uygulansa bile farkl gin-
lerde yapilan cajmalardan elde edilen sonuclar
arasinda uyumsuzluklar olabilmekte, sonuclarin
givenilirligi azalmaktadir. Ozellikle hiicre duvari
sentezini etkileyen antibiyotiklerle yapilan tedavi
ler tiplendirme yontemlerinin tekrarlanabilini
etkileyebilmektedirler (22). Bir yontemin tekrarla-
nabilirlik ve stabilite diizeyini dgerlendirmek icin
herhangi bir standart bulunmamaktadir. Bu nedenle
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de bu 6zellik acisindan yontemler arasinda kiyasdirlikle yaygin kullanim arasinda pozitif bir gki

lama yapmak zordur (7).

3)Ayrim Gucu: Ayrim gucd, tiplendirme yon-
teminin bir tarun farkl sglari arasinda etkin ayrim
yapabilme 6zelfiidir. Kullanilacak yontemin ay-
rm guicl yuksek olmali, ortak bir kaynaktan
infekte olan kgilere ait izolatlar arasindaki plan-
tiyr gosterebilmelidir. Ayni zamanda salgin kayna-
gindan tamamen farkli bir geafi bdlgeden izole
edilen, epidemiyolojik olarak Hkisiz izolatlari
acik olarak ayirt edebilmelidir. Ayni tlr icindeki
swlar arasindaki maksimum ayrim gmlukla
hiyeragik bir dizen icerisinde ve en az iki
tiplendirme yonteminin kullaniimasiyla {axila-
bilmektedir. Birinci yontemle temel grup belirle-
nirken ikinci yontemle bu grup icindeki farkl tip-
lerin birbirinden ayrimi gdanir. Ayrim gucu tek-
rarlanabilirlikle iliskilidir ve tekrarlanabilirlik a-
zaldginda ayrim gucu kaybolur (8,22). Ayrim
gucunidn dgerlendirilmesi igin standart dlgu olarak
“Simpson’un Farklilikindeksi” (Simpson’s Index
of Diversity) kullaniimaktadir (28,57). Bu 6l¢cinin
kullaniimasi icin ¢ok sayida gkisiz organizmanin

vardir (22-24).

5)Yorum Kolayli gI: Bir ydonteme ait sonuclar
elde edildikten sonra en dnemielde edilen veri-
lerin dasru olarak yorumlanmasidir. Bunun icin
ortaya konmy standart kriterler olmalidir. Orne-
gin, PFGE goruntilerinin gerlendiriimesine yo-
nelik genel kabul gormyikriterler yayinlanmgken,
RAPD paternlerinin yorumlanmasinda heniiz stan-
dart bir yaklaim yoktur (24). Bazi tiplendirme
yontemlerinin kagilastiriimasi Tablo 1'de goste-
rilmistir.

Yukarida bahsedilen tiplendirme ydntemlerin-
den sadece faj tiplendirme ydntemi uluslararasi
kullanim icin standardize edilgtir. Ancak
tiplendirilemeyen izolatlarin oraninin fazla olmasi
ve zayIf tekrarlanabilirlik bu yontemin temel deza-
vantajlaridir. Dger fenotipik yontemlerin givenilir-
ligi ise cok azdir. Buna k@n genotipik yontemler
fenotipik yéntemlerden daha yiksek ayrim gicu ve
tekrarlanabilirlge sahiptirler. Ancak higbir yéntem
ideal yontem olmak i¢in gerekli kriterlere tam ola-
rak uymamaktadir. Ozellikle gglirilen bir yonte-
min laboratuvarlar aras! kalastirmalar icin stan-

test edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle de nadirdardize edilmesi oldukca zordur (7). Genotipleme

olarak kullaniimaktadir (7).

4)Uygulama Kolayligi: Uygulama kolay#i,
bir ydntemin arac, gere¢ ve ¢ozeltilerinin maliyeti
teknik ayrintilari  ve  ybntemin genilip
laboratuvara adapte edilebilmesiyle ilgili bir kri-

yontemlerinin heniz ticari olarak bulunmgywe ev
yapimi protokollerin kullanimi, ¢ahalar arasinda
standardizasyonu gugtemektedir.

Bununla birlikte son zamanlarda PFGE yon-
temi MRSA’lar igin “altin standart” olarak kabul

terdir. Tiplendirme yontemi ayni zamanda basit ve edilmeye bganmstir. PFGE ile tiplendirmenin

ekonomik de olmalidir. Cunkl kolay uygulanabi-

Ozellikle bdlgesel salginlarda yiksek ayrim gicu

Tablo 1. Bazi Tiplendirme Yontemlerinin Katastirilmasi*

Degerlendirme Kriterleri

Yorum Uygulama
Tiplendirme Ydntemi Tiplendirebilme Tekrarlanabilme Ayrim Gici Kolaylig Kolaylig
Biyotiplendirme Tam izolatlar Zayif Zayif Orta Kolay
Antibiyotipleme Tum izolatlar Iyi Zayif Kolay Kolay
Serotiplendirme Cagu izolatlar Iyi Vasat Orta Orta
Plazmid analizi Cpu izolatlar Iyi Iyi Orta Orta
Kromozomal DNA'nin REA Tim izolatlar Iyi Iyi Zor Orta
RFLP ve DNA Prob Analizi Tum izolatlar Mikemmel OttaMikemmel Orta Zor
PFGE TUum izolatlar Mukemmel Mukemmel Orta Orta
AP-PCR (RAPD) Cgu izolatlar Iyi Iyi Orta Orta

* 24 nolu kaynaktan alinrgtar.
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ve performans gostegdi ifade edilmektedir (3).

PFGE, cok zaman alici ve laboratuvarlar arasi

standardizasyonunun zayif olmasingman dger
metodlarla kanlastirildiginda yararh bir referans
yontemi olmytur (58).

nel durumu da g6z 6nune alinarak hizli yontemler-

Sonug olarak, laboratuvar ddlari ve perso-

den bir grubunu kombingekilde kullanmak benzer
swlari ayirdetmek icin yararli olacaktir. Ancak

unutulmamasi gereken en o6nemli nokta, bitin

tiplendirme yontemlerinin epidemiyolojik bir gra
tirmada epidemiyolojik verilersigi altinda dger-
lendirilmesi gereken yardimci araclar aiddur.
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