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STAPHYLOCOCCUS AUREUS KOKENLERINDE FLOROKINOLONLARLA KARSILASMA
SONRASINDA YUKSEK DUZEY OKSASILIN DIRENCININ ARASTIRILMASI

INVESTIGATION OF HIGH-LEVEL OXACILLIN RESISTANCE IN STAPHYLOCOCCUS
AUREUS STRAINS AS A RESULT OF EXPOSURE TO FLUOROQUINOLONES
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OZET

Bu ¢alismada, Staphylococcus aureus kbkenlerinde florokinolonlarla karsilasmanin metisilin direncine etkisi arastirildi.
Kobkenlerin oksasilin ve florokinolonlara kars! duyarlilikiari National Committee for Clinical Laboratory Standards’in
Gnerileri dogrultusunda mikrodiliisyon yéntemi ile belirlendi. Florokinolonlara duyarli bulunan dért heterorezistan S. aureus
ve S. aureus ATCC 29213 kékenleri ile calisildi. Kékenlerin, 0.5 x MIK florokinolon konsantrasyonu ile karsilasma sonrasi
oksasilin direncini belirlemek igin poplilasyon analiz profili yapildi. Kékenlerin poplilasyon analiz profili hesaplandiginda,
heterorezistan kbkenler arasinda siprofloksasin ve levofloksasin ile karsilasma sonrasi kontrolle kiyaslandiginda
direng oranlarinda ortalama 100 kat artis oldugu gériildii. Kékenlerin florokinolonsuz ve 0.5 x MIK konsantrasyonda
florokinolon igeren tliplerdeki enklibasyonunun sekiz ve 20. saatlerinde oksasilinsiz ve oksasilinli Tryptic Soy Agar’a
yapilan ekimlerinden dreme egrisi elde edildi. Siprofloksasinle karsilasma sonrasinda heterorezistan kékenlerin rezistar.
indeksinde 8. saatte 1-10 kat, 20. saatte ise 0.6-100 kat artis saptand|. Levofloksasinle karsilasma sonrasinda ise
heterorezistan kékenlerde bu artis 8. saatte 1-200, 20. saatte ise 17.5-3000 kat idi. Kékenlerin siprofloksasinin degiser.
konsantrasyonlari ile karsilasma sonrasinda heterorezistan kékenlerde direng gelistirme oraninin siprofloksasiri
konsantrasyonuna paralel olarak arttigi ve 1 wg/mL’de en Ust dlizeye ulastigi gérildi. Levofloksasinin degiser.
konsantrasyonlari ile karsilasma sonrasinda rezistan indeksin 0.01’e kadar yiikseldigi gézlendi. Bu ¢alismada S. aureus
kékenlerinin florokinolonlarla degisen stlire ve dozlarda karsilasma sonrasinda oksasilin direnglerinde artis oldugu
saptandi.

SUMMARY

In this study, the effect of fluoroquinolones on the expression of methicillin resistance in Staphylococcus aureus
strains was investigated. Oxacillin and fluoroquinolone susceptibility of the strains was determined using microdilution
method recommended by the National Committee for Clinical Laboratory Standards. The study was performed by four
heteroresistant S. aureus and S. aureus ATCC 29213 strain, all of which are fluoroquinolone susceptible. Populatior.
analysis profiling was performed to determine the oxacillin resistance of the strains after their exposure to 0.5 x MIC
of the fluoroquinolones. After the ciprofloxacin and levofloxacin exposure among the heteroresistant strains, it was
seen that there was about 100-fold enhancement in their resistance rates compared with the control. Growth curve
was obtained by plating onto Tryptic Soy Agar with and without oxacillin, from the incubation of the strains with anc
without 0.5 x MIC of the fluoroquinolones at various time points (8 h and 20 h). After the exposure to ciprofloxacin,
the levels of increase detected in the resistance index of the heteroresistant strains was 1-10 fold at 8 h, and 0.6-10C
fold at 20 h. After the exposure to levofloxacin, the levels of increase found in the resistance index of the
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heteroresistant strains at 8 h were 1-200 fold and at 20 h were 17.5-3000 fold. After the exposure of heterosistani
strains to various concentrations of ciprofloxacin, the levels of oxacillin resistance increased in parallel to the
increasing concentration of ciprofloxacin and it reached the highest level in 1 ug/mL. The resistance index rises up tc
0.01 after the exposure to various levels of levofloxacin. This study showed that various periods and levels oi
fluoroquinolone exposure seemed to increase the oxacillin resistance in S. aureus strains.

GiRIS

Staphylococcus aureuskdkenleri hem hastanede hem de
toplumda infeksiyon etkenleri arasinda oldukg¢a énemli
bir yer almaktadirlar ve bu kdkenlerin antibiyotik direnci
glin gectikge artmaktadir. Ozellikle metisiline direngli S.
aureus (MRSA) kékenlerinin diger antibiyotiklere karsi
daha kolay direng gelistirdikleri belirtiimektedir (1-4).
Metisilin bir beta-laktam antibiyotiktir ve bakteri hiicre
duvarindaki penisilin baglayan proteinlere (PBP) bagla-
narak etki gésterir. Metisiline dustk afinite gésteren PBP
2a’nin sentezi ile S. aureus kdkenleri metisiline direng
kazanirlar. PBP 2a’yi kodlayan gen olan mec A geni bak-
teri kromozomunda mec bdlgesinde bulunur. Bu bélge
diger antibiyotiklere karsi da diren¢ genleri tagimaktadir
(5-8). Staphylococcus aureus kdkenlerinde metisilin direnci
homojen ve heterojen olarak ortaya ¢ikabilmektedir. Mec
A geni ve onun Urtnd olan PBP 2a metisilin direncinden
tek basina sorumlu degildir. Metisilin direcinin derecesini
mec genleri ile diger kromozomal regilatér genlerin
etkilesimi belirlemektedir. Bir kékendeki altpoptlasyonlar
degisik derecelerde direng sergileyebildikleri igin metisi-
lin direnci siklikla heterojen olarak saptanabilir (5, 6, 9).

Kinolonlarin klinikte kullanima girmesinden kisa bir sire
sonra basta MRSA olmak (izere bir ¢cok kékende bu anti-
biyotiklere karsi direng gelistigi saptanmistir. Bu kdken-
lerde farkli antibiyotiklere karsi diren¢ gelisimine neden
olan ¢oklu direng determinantlari bulunmustur. Staphylo-
coccus aureus kokenlerinde florokinolon direnci siklikla
DNA giraz ve topoizomeraz IV genlerinde nokta mutas-
yonlar sonucu kromozomal olarak, nadiren de aktif efliiks
pompasi regilasyonu ile ortaya ¢ikar (2, 5, 9-13). Bakte-
rilerde florokinolonlardan 6zellikle siprofloksasinin subinhi-
bitér konsantrasyonlari ile karsilasma sonrasinda yapisal
olarak farkli olan antimikrobiyal ajanlara karsi artan oran-
da direncle karsilasiimaktadir. Kinolonlar bu etkiyi bakte-
rideki mutasyon sikhgini ve error-prone SOS yanitini
degistirerek olusturmaktadir (5, 14).

Son yillarda florokinolon kullaniminin artmasi ile birlikte
MRSA kokenlerinin neden oldugu infeksiyonlarda da bir
artis gbzlenmektedir. Metisilin direnci ile kinolon direnci
arasinda birliktelik olabilecegi cesitli makalelerde belirtil-
mektedir (2, 5, 10, 15). Bu iliskinin nedeni tam olarak
anlasilamamistir. Bu ¢alismada, S. aureus kdkenlerinde
kinolonlarla kargilasmanin metisilin direnci lizerine etkisi
arastiriimistir.
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GEREC VE YONTEM

Gesitli klinik drneklerden izole edilen S. aureus kdkenleri
calismaya alindi. Kékenlerin oksasilin ve florokinolonlara
karsi duyarliliklari National Committee for Clinical Labo-
ratory Standards (NCCLS)'Iin &nerileri dogrultusunda
mikrodiliisyon yntemi ile belirlendi (16). Ayrica 108 cfu/
mL konsantrasyonda hazirlanan kdkenler 1 ng oksasilin
diski kullanilarak Mannitol Salt Agar'da 24 saat 30° C'de
inkibe edildi. Florokinolonlara (siprofloksasin ve levoflok-
sasin) duyarli bulunan, oksasilin diski etrafinda 10-13 mm
zon ¢ap! olusturan ve mikrodiltisyon yéntemi ile minimum
inhibisyon konsantrasyonu (MiK) 2-8 mg/mL arasinda olan
dort kbken heterorezistan olarak kabul edilerek calisma-
ya alndi (9). Kontrol kdkeni olarak S. aureus ATCC
29213 kullanildi.

Popililasyon analiz profili

Her bir kéken biri antibiyotiksiz, digeri 0.5 x MiK konsantras-
yonda florokinolon iceren Tryptic Soy Broth’'lara (TSB)
(Difco) ekildi. Tupler 37° C’lik su banyosunda ¢alkalanarak
20 saat inkiibe edildi. Bakteri yogunlugunun 10% cfu/mL
olmasi saglandi. Daha sonra her bir tipten biri 128 ng/mL
oksasilin iceren digeri oksasilin icermeyen % 2 NaCll
Tryptic Soy Agar'a (TSA) (Difco) ekim yapildi. Plaklar
37° C'de inklibe edilerek 24 ve 48. saatlerde koloni sayaci
ile bakteri kolonileri sayildi. Oksasilinli besiyerinde reyer
koloni sayisi oksasilinsiz besiyerinde Ureyen kolonilerin
sayisina bolinerek rezistans indeksi hesaplandi.

Ureme egrisi

Bu yéntemle bakteri tiremesine florokinolonlarin 0.5 x Mik
konsantrasyonunun etkisi arastirildi. 105 cfu/mL bakteri
stispansiyonu antibiyotiksiz ve 0.5 x MiK konsantrasyonda
florokinolon iceren 10 mL TSB’ye ekildi. Tupler 37° C’lik
su banyosunda calkalanarak 20 saat inktbe edildi. Tip-
lerden belirli saatlerde alinan érneklerden biri 128 mg/mL
oksasilin iceren digeri oksasilin icermeyen % 2 NaCll
TSA’ya ekildi. Plaklar 37° C’de inklbe edilerek 24 ve 48.
saatlerde koloni sayaci ile bakteri kolonileri sayildi.
Oksasilinli besiyerinde Ureyen koloni sayisi oksasilinsiz
besiyerinde Ureyen kolonilerin sayisina bélinerek rezis-
tans indeksi hesaplandi.

Doza bagh yanit

Bu yéntemle kdkenlerin oksasilin direncine florokinolon-
larin degisik konsantrasyonlarinin etkisi arastirldi. Kékenler
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antibiyotiksiz ve 0.03-1 nmg/mL aralidindaki konsantras-
yonlarda florokinolon iceren 5 mL TSB’ye 5 x 105 cfu/mL
yogunlukta ekildi. Tupler 37° C’lik su banyosunda calka-
lanarak 20 saat inkube edildi. TUplerden alinan érnek-
lerden biri 128 mg/mL oksasilin igeren digeri oksasilin
icermeyen % 2 NaCl'li TSA'ya ekildi. Plaklar 37° C'de
inklibe edildi ve 24 ve 48. saatlerde koloni sayaci ile
bakteri kolonileri sayilarak rezistans indeksi hesaplandi.

BULGULAR

Tablo 1’de géruldigu gibi, kékenlerin poplilasyon analiz
profili hesaplandiginda, heterorezistan kdkenler arasinda

siprofloksasin ve levofloksasin ile karsilasma sonrasi
kontrolle kiyaslandiginda direng oranlarinda ortalama
100 kat artis oldugu gorildi. Kontrol olarak kullanilan S.
aureus ATCC 29213 kdkeninde direng gelismedi.

Kokenlerin florokinolonsuz ve 0.5 x MiK konsantrasyonda
florokinolon i¢eren tuplerdeki inklibasyonunun 8. ve 20.
saatlerinde oksasilinsiz ve oksasilinli besiyerlerine yapi-
lan ekimlerinden Ureme egrisi elde edildi. Siprofloksasinle
karsilasma sonrasinda heterorezistan kdkenlerin rezis-
tans indeksinde 8. saatte 1-10 kat, 20. saatte ise 0.6-100
kat artis saptandi (Tablo 2). Levofloksasinle karsilasma
sonrasinda ise heterorezistan kokenlerde bu artis 8.
saatte 1-200, 20. saatte ise 17.5-3000 kat idi (Tablo 3).

Tablo 1. Staphylococcus aureus kdkenlerinin florokinolonlarla 20 saat karsilasma sonrasinda oksasiline karsi hesaplanan

rezistans indeksleri*

Kokenler Kontrol Siprofloksasin Levofloksasin
Heterorezistan 1 1x107 1x104 3x10°
Heterorezistan 2 1x107 7x10° 4x10°
Heterorezistan 3 5x10° 2.5x10™ 3x104
Heterorezistan 4 1.3x10°° 3x10° 1.5x10™
ATCC 29213 0 0 0

* Oksasilinli besiyerinde ureyen koloni sayisi oksasilinsiz besiyerinde tireyen kolonilerin sayisina béliinerek rezistans indeksi hesaplanmistir.

Tablo 2. Staphylococcus aureus kdkenlerinin siprofloksasin ile degisen sirelerde karsilasma sonrasinda hesaplanan oksasiline

karsi direng gelistirme indeksleri ve artis oranlari

Kontrol RI* Siprofloksasin
8 saat 20 saat 8 saat 20 saat
Kokenler RI Artis RI Artis
Heterorezistan 1 1x10® 4x10° 1x10© 1 6x10° 0.6
Heterorezistan 2 1x107 1x107 1x10° 10 1x10° 100
Heterorezistan 3 1x10® 6x10° 1x106 1 2x104 33
Heterorezistan 4 1x107 4x10° 1x10° 10 1x10° 0.25
ATCC 29213 0 0 0 0 0 0

* Rezistans indeks

Tablo 3. Staphylococcus aureus kdkenlerinin levofloksasin ile degisen sirelerde karsilasma sonrasinda hesaplanan oksasiline

karsi direng gelistirme indeksleri ve artis oranlari

Kontrol RI* Levofloksasin
8 saat 20 saat 8 saat 20 saat

Kokenler RI Artis RI Artis
Heterorezistan 1 1x10° 4x10% 1x10° 10 3x104 75
Heterorezistan 2 1x107 1x107 1x107 1 3x10% 3000
Heterorezistan 3 1x10® 6x10° 2x104 200 2x104 33
Heterorezistan 4 1x107 4x10% 1x107 1 7x10° 17.5
ATCC 29213 0 0 0 0

* Rezistans indeks
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Koékenlerin siprofloksasinin degisen konsantrasyonlari ile
karsilasma sonrasinda hesaplanan oksasiline kars! direng
gelistirme indeksi g6z 6niine alindiginda, heterorezistan
kdkenlerde diren¢ gelistirme oraninin siprofloksasin
konsantrasyonuna paralel olarak arttigi ve 1 ng/mL’de
en Ust dlzeye ulastigr gérildu (Sekil 1). Levofloksasinin
degisen konsantrasyonlari ile karsilasma sonrasinda
rezistans indeksin 0.01’e kadar yiikseldigi gézlendi (Sekil 2).
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Sekil 1. Staphylococcus aureus kodkenlerinin siprofloksasinin
degisen konsantrasyonlari ile karsilasma sonrasinda
hesaplanan oksasiline karsi direng gelistirme indeksi.
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Sekil 2. Staphylococcus aureuskdkenlerinin levofloksasinin degisen
konsantrasyonlari ile karsilasma sonrasinda hesaplanan
oksasiline karg! direng gelistirme indeksi.

TARTISMA

Kromozomal haritada mec A geninin lokalizasyonunun
protein A ile DNA giraz genleri arasinda oldugu bildiril-
mistir. Metisilin duyarh kdékenlerde florokinolon direncine
dislk oranda rastlanmasi, florokinolonlara direng gelisimi
ile mec A aracili oksasilin direnci arasinda bir birliktelik
olabilecegini akla getirmektedir (5).

Yapilan calismalar florokinolonlarin metisilin direncini
arttirdigini géstermistir. Fakat bu direncin mutasyon ara-
cil olmadig distiniilmektedir. Ozellikle siprofloksasin bir
mutajen olarak aktivasyon géstermez fakat daha cok
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popiilasyondaki florokinolonlara direngli kbkenlerle oksa-
siline direncli kbkenleri secebilir (2, 5, 10, 14).

Metisiline direngli S. aureus kdkenlerinde siprofloksasin
ile sub-MiK diizeylerinde karsilasma sonrasinda yapisal
olarak farkli antibiyotiklere karsi diren¢ gelisebildigi de
gosterilmistir (17).

Bu calismada, heterorezistan kokenlerin siprofloksasin
ve levofloksasinin sub-MiK konsantrasyonu ile karsilas-
ma sonrasinda oksasiline karsi diren¢ gelisiminde artis
g6zlendi. Bu artis orani siprofloksasin ve levofloksasinde
benzer olup ortalama 100 kat idi.

Venezia ve ark. (5) yaptiklari ¢galismada, oksasiline karsi
en fazla direng gelisimini siprofloksasinin 0.5 MiK kon-
santrasyonu ile kargilasma sonrasinda saptamiglar ve
artisin 100 katin tzerinde oldugunu belirtmiglerdir.

Florokinolonlar MRSA kdkenlerinde DNA replikasyonunu
inhibe ettiklerinden dolay1 uzamis bir lag faza neden olur-
lar. Bu antibiyotikler beta-laktam antibiyotiklerin aksine
S. aureus kokenlerini 1-3 saatte inhibe ederler. Bu inhibis-
yon florokinolonlarin sub-MiK diizeylerinde 7 saate kadat
uzar. Hizl bakterisidal aktivite ise ilk 4-6 saatte meydana
gelir. Bu slrede florokinolonlara duyarli popdilasyonlar
6lurken, direngli popllasyonlar Gremeye devam eder (5,
18, 19).

Bu calismada florokinolonlarla belirli slre karsilasma
sonrasinda rezistans indeksteki artisi saptamak icin floro-
kinolonlu tiplerden yapilan ekimlerden hesaplanan rezis-
tans indeks, florokinolonsuz tiplerden yapilan ekimler-
deki ile kiyaslandi. Siprofloksasin ve levofloksasin ile 20
saatlik inkibasyon sonrasinda sekiz saatlik inkiibasyona
gore rezistans indekste daha yiksek oranda artis saptandi.
Bu artis oraninin siprofloksasinde 100 kati bulurken,
levofloksasinde 3000 kata ulastigi gérildi.

2001 yilinda yayinlanan bir calismada (5), levofloksasin-
le inkiibasyonun 8. saatinde yapilan ekimlerde rezistans
indekste 500 kat, siprofloksasinde ise 3000 kat artis sap-
tamiglardir.

Bu galismada kékenlerin siprofloksasinin degisen konsant-
rasyonlari ile karsilasma sonrasinda hesaplanan oksasi-
line karsi direng gelistirme indeksi géz 6niine alindigin-
da: heterorezistan kdkenlerde diren¢ gelistirme oraninin
siprofloksasin konsantrasyonuna paralel olarak arttigi ve
1 ng/mL’de en Ust diizeye ulastigi goruldi. Levofloksasi-
nin degisen konsantrasyonlari ile kargilasma sonrasinda
rezistans indeksin 0.01’e kadar ylkseldigi gézlendi.
Koékenlerin rezistans indeksi siprofloksasinin 0.5 mg/mL
konsantrasyonunun Uzerinde en Ust dizeye ulasirken,
levofloksasinin 0.12 mg/mL konsantrasyonundan itibaren
1073-10"2seviyelerinde kaldigi gozlendi.
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Venezia ve ark. (5) yaptiklar ¢calismada, heterorezistan
bir kdkende 0.45 ng/mL siprofloksasin konsantrasyonu-
nun Gzerinde rezistans indeksi 10" olarak saptamislar,
diger kokenler ve farkl kinolonlarla da benzer sonuglar
aldiklarini belirtmiglerdir.

Kromozomal yerlesim olarak mec A geni ile DNA giraz
geninin birbirine yakin olmasi bu antibiyotiklere karsi
direng gelisiminin birbirlerini etkileyebildigini disindirmek-
tedir. Bununla birlikte, mec A geninin heterojen ekspres-
yondan homojen ekspresyona dénlisim mekanizmasi
bilinmemektedir. Mec A transkripsiyonunun dizenlen-
mesi metisilin direncinin ortaya ¢ikisina neden olabilir (7,
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