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ÖZET

Bu çal›flmada, Staphylococcus aureus kökenlerinde florokinolonlarla karfl›laflman›n metisilin direncine etkisi araflt›r›ld›.

Kökenlerin oksasilin ve florokinolonlara karfl› duyarl›l›klar› National Committee for Clinical Laboratory Standards’›n

önerileri do¤rultusunda mikrodilüsyon yöntemi ile belirlendi. Florokinolonlara duyarl› bulunan dört heterorezistan S. aureus

ve S. aureus ATCC 29213 kökenleri ile çal›fl›ld›. Kökenlerin, 0.5 x M‹K florokinolon konsantrasyonu ile karfl›laflma sonras›

oksasilin direncini belirlemek için popülasyon analiz profili yap›ld›. Kökenlerin popülasyon analiz profili hesapland›¤›nda,

heterorezistan kökenler aras›nda siprofloksasin ve levofloksasin ile karfl›laflma sonras› kontrolle k›yasland›¤›nda

direnç oranlar›nda ortalama 100 kat art›fl oldu¤u görüldü. Kökenlerin florokinolonsuz ve 0.5 x M‹K konsantrasyonda

florokinolon içeren tüplerdeki enkübasyonunun sekiz ve 20. saatlerinde oksasilinsiz ve oksasilinli Tryptic Soy Agar’a

yap›lan ekimlerinden üreme e¤risi elde edildi. Siprofloksasinle karfl›laflma sonras›nda heterorezistan kökenlerin rezistan

indeksinde 8. saatte 1-10 kat, 20. saatte ise 0.6-100 kat art›fl saptand›. Levofloksasinle karfl›laflma sonras›nda ise

heterorezistan kökenlerde bu art›fl 8. saatte 1-200, 20. saatte ise 17.5-3000 kat idi. Kökenlerin siprofloksasinin de¤iflen

konsantrasyonlar› ile karfl›laflma sonras›nda heterorezistan kökenlerde direnç gelifltirme oran›n›n siprofloksasin

konsantrasyonuna paralel olarak artt›¤› ve 1 g/mL’de en üst düzeye ulaflt›¤› görüldü. Levofloksasinin de¤iflen

konsantrasyonlar› ile karfl›laflma sonras›nda rezistan indeksin 0.01’e kadar yükseldi¤i gözlendi. Bu çal›flmada S. aureus

kökenlerinin florokinolonlarla de¤iflen süre ve dozlarda karfl›laflma sonras›nda oksasilin dirençlerinde art›fl oldu¤u

saptand›.

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. Population

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 and

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 0.6-100

fold at 20 h. After the exposure to levofloxacin, the levels of increase found in the resistance index of the 
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G‹R‹fi

Staphylococcus aureus kökenleri hem hastanede hem de

toplumda infeksiyon etkenleri aras›nda oldukça önemli

bir yer almaktad›rlar ve bu kökenlerin antibiyotik direnci

gün geçtikçe artmaktad›r. Özellikle metisiline dirençli S.

aureus (MRSA) kökenlerinin di¤er antibiyotiklere karfl›

daha kolay direnç gelifltirdikleri belirtilmektedir (1-4).

Metisilin bir beta-laktam antibiyotiktir ve bakteri hücre

duvar›ndaki penisilin ba¤layan proteinlere (PBP) ba¤la-

narak etki gösterir. Metisiline düflük afinite gösteren PBP

2a’n›n sentezi ile S. aureus kökenleri metisiline direnç

kazan›rlar. PBP 2a’y› kodlayan gen olan mec A geni bak-

teri kromozomunda mec bölgesinde bulunur. Bu bölge

di¤er antibiyotiklere karfl› da direnç genleri tafl›maktad›r

(5-8). Staphylococcus aureus kökenlerinde metisilin direnci

homojen ve heterojen olarak ortaya ç›kabilmektedir. Mec

A geni ve onun ürünü olan PBP 2a metisilin direncinden

tek bafl›na sorumlu de¤ildir. Metisilin direcinin derecesini

mec genleri ile di¤er kromozomal regülatör genlerin

etkileflimi belirlemektedir. Bir kökendeki altpopülasyonlar

de¤iflik derecelerde direnç sergileyebildikleri için metisi-

lin direnci s›kl›kla heterojen olarak saptanabilir (5, 6, 9). 

Kinolonlar›n klinikte kullan›ma girmesinden k›sa bir süre

sonra baflta MRSA olmak üzere bir çok kökende bu anti-

biyotiklere karfl› direnç geliflti¤i saptanm›flt›r. Bu köken-

lerde farkl› antibiyotiklere karfl› direnç geliflimine neden

olan çoklu direnç determinantlar› bulunmufltur. Staphylo-

coccus aureus kökenlerinde florokinolon direnci s›kl›kla

DNA giraz ve topoizomeraz IV genlerinde nokta mutas-

yonlar sonucu kromozomal olarak, nadiren de aktif eflüks

pompas› regülasyonu ile ortaya ç›kar (2, 5, 9-13). Bakte-

rilerde florokinolonlardan özellikle siprofloksasinin subinhi-

bitör konsantrasyonlar› ile karfl›laflma sonras›nda yap›sal

olarak farkl› olan antimikrobiyal ajanlara karfl› artan oran-

da dirençle karfl›lafl›lmaktad›r. Kinolonlar bu etkiyi bakte-

rideki mutasyon s›kl›¤›n› ve error-prone SOS yan›t›n›

de¤ifltirerek oluflturmaktad›r (5, 14). 

Son y›llarda florokinolon kullan›m›n›n artmas› ile birlikte

MRSA kökenlerinin neden oldu¤u infeksiyonlarda da bir

art›fl gözlenmektedir. Metisilin direnci ile kinolon direnci

aras›nda birliktelik olabilece¤i çeflitli makalelerde belirtil-

mektedir (2, 5, 10, 15). Bu iliflkinin nedeni tam olarak

anlafl›lamam›flt›r. Bu çal›flmada, S. aureus kökenlerinde

kinolonlarla karfl›laflman›n metisilin direnci üzerine etkisi

araflt›r›lm›flt›r.

GEREÇ VE YÖNTEM

Çeflitli klinik örneklerden izole edilen S. aureus kökenleri

çal›flmaya al›nd›. Kökenlerin oksasilin ve florokinolonlara

karfl› duyarl›l›klar› National Committee for Clinical Labo-

ratory Standards (NCCLS)’›n önerileri do¤rultusunda

mikrodilüsyon yöntemi ile belirlendi (16). Ayr›ca 108 cfu/

mL konsantrasyonda haz›rlanan kökenler 1 µg oksasilin

diski kullan›larak Mannitol Salt Agar’da 24 saat 30° C’de

inkübe edildi. Florokinolonlara (siprofloksasin ve levoflok-

sasin) duyarl› bulunan, oksasilin diski etraf›nda 10-13 mm

zon çap› oluflturan ve mikrodilüsyon yöntemi ile minimum

inhibisyon konsantrasyonu (M‹K) 2-8 µg/mL aras›nda olan

dört köken heterorezistan olarak kabul edilerek çal›flma-

ya al›nd› (9). Kontrol kökeni olarak S. aureus ATCC

29213 kullan›ld›.

Popülasyon analiz profili

Her bir köken biri antibiyotiksiz, di¤eri 0.5 x M‹K konsantras-

yonda florokinolon içeren Tryptic Soy Broth’lara (TSB)

(Difco) ekildi. Tüpler 37° C’lik su banyosunda çalkalanarak

20 saat inkübe edildi. Bakteri yo¤unlu¤unun 109 cfu/mL

olmas› sa¤land›. Daha sonra her bir tüpten biri 128 µg/mL

oksasilin içeren di¤eri oksasilin içermeyen % 2 NaCl’li

Tryptic Soy Agar’a (TSA) (Difco) ekim yap›ld›. Plaklar

37° C’de inkübe edilerek 24 ve 48. saatlerde koloni sayac›

ile bakteri kolonileri say›ld›. Oksasilinli besiyerinde üreyen

koloni say›s› oksasilinsiz besiyerinde üreyen kolonilerin

say›s›na bölünerek rezistans indeksi hesapland›. 

Üreme e¤risi

Bu yöntemle bakteri üremesine florokinolonlar›n 0.5 x M‹K

konsantrasyonunun etkisi araflt›r›ld›. 105 cfu/mL bakteri

süspansiyonu antibiyotiksiz ve 0.5 x M‹K konsantrasyonda

florokinolon içeren 10 mL TSB’ye ekildi. Tüpler 37° C’lik

su banyosunda çalkalanarak 20 saat inkübe edildi. Tüp-

lerden belirli saatlerde al›nan örneklerden biri 128 µg/mL

oksasilin içeren di¤eri oksasilin içermeyen % 2 NaCl’li

TSA’ya ekildi. Plaklar 37° C’de inkübe edilerek 24 ve 48.

saatlerde koloni sayac› ile bakteri kolonileri say›ld›.

Oksasilinli besiyerinde üreyen koloni say›s› oksasilinsiz

besiyerinde üreyen kolonilerin say›s›na bölünerek rezis-

tans indeksi hesapland›. 

Doza ba¤l› yan›t

Bu yöntemle kökenlerin oksasilin direncine florokinolon-

lar›n de¤iflik konsantrasyonlar›n›n etkisi araflt›r›ld›. Kökenler 

heteroresistant strains at 8 h were 1-200 fold and at 20 h were 17.5-3000 fold. After the exposure of heterosistant

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 g/mL. The resistance index rises up to

0.01 after the exposure to various levels of levofloxacin. This study showed that various periods and levels of

fluoroquinolone exposure seemed to increase the oxacillin resistance in S. aureus strains.
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Tablo 1.  Staphylococcus aureus kökenlerinin florokinolonlarla 20 saat karfl›laflma sonras›nda oksasiline karfl› hesaplanan

rezistans indeksleri*

Kökenler Kontrol Siprofloksasin Levofloksasin

Heterorezistan 1 1x10-7 1x10-4 3x10-5

Heterorezistan 2 1x10-7 7x10-5 4x10-5

Heterorezistan 3 5x10-6 2.5x10-4   3x10-4

Heterorezistan 4 1.3x10-5   3x10-5 1.5x10-4   

ATCC 29213 0 0 0

* Oksasilinli besiyerinde üreyen koloni say›s› oksasilinsiz besiyerinde üreyen kolonilerin say›s›na bölünerek rezistans indeksi hesaplanm›flt›r. 

Tablo 2. Staphylococcus aureus kökenlerinin siprofloksasin ile de¤iflen sürelerde karfl›laflma sonras›nda hesaplanan oksasiline

karfl› direnç gelifltirme indeksleri ve art›fl oranlar›

                                                              Kontrol RI*                                                                    Siprofloksasin

8 saat 20 saat           8 saat                                               20 saat   

Kökenler RI Art›fl RI Art›fl

Heterorezistan 1 1x10-6 4x10-6 1x10-6   1 6x10-6 0.6

Heterorezistan 2 1x10-7 1x10-7 1x10-6 10 1x10-5 100

Heterorezistan 3 1x10-6 6x10-6 1x10-6   1 2x10-4 33

Heterorezistan 4 1x10-7 4x10-6 1x10-6 10 1x10-6 0.25

ATCC 29213 0 0 0   0 0 0

* Rezistans indeks

Tablo 3.  Staphylococcus aureus kökenlerinin  levofloksasin ile de¤iflen sürelerde karfl›laflma sonras›nda hesaplanan oksasiline

karfl› direnç gelifltirme indeksleri ve art›fl oranlar›

                                                              Kontrol RI*                                                                    Levofloksasin

8 saat 20 saat           8 saat                                               20 saat   

Kökenler RI Art›fl RI Art›fl

Heterorezistan 1 1x10-6 4x10-6 1x10-5   10 3x10-4 75

Heterorezistan 2 1x10-7 1x10-7 1x10-7     1 3x10-4 3000

Heterorezistan 3 1x10-6 6x10-6 2x10-4 200 2x10-4 33

Heterorezistan 4 1x10-7 4x10-6 1x10-7     1 7x10-5 17.5

ATCC 29213 0 0 0 0

* Rezistans indeks

siprofloksasin ve levofloksasin ile karfl›laflma sonras›

kontrolle k›yasland›¤›nda direnç oranlar›nda ortalama

100 kat art›fl oldu¤u görüldü. Kontrol olarak kullan›lan S.

aureus ATCC 29213 kökeninde direnç geliflmedi.

Kökenlerin florokinolonsuz ve 0.5 x M‹K konsantrasyonda

florokinolon içeren tüplerdeki inkübasyonunun 8. ve 20.

saatlerinde oksasilinsiz ve oksasilinli besiyerlerine yap›-

lan ekimlerinden üreme e¤risi elde edildi. Siprofloksasinle

karfl›laflma sonras›nda heterorezistan kökenlerin rezis-

tans indeksinde 8. saatte 1-10 kat, 20. saatte ise 0.6-100

kat art›fl saptand› (Tablo 2). Levofloksasinle karfl›laflma

sonras›nda ise heterorezistan kökenlerde bu art›fl 8.

saatte 1-200, 20. saatte ise 17.5-3000 kat idi (Tablo 3). 

antibiyotiksiz ve 0.03-1 µg/mL aral›¤›ndaki konsantras-

yonlarda florokinolon içeren 5 mL TSB’ye 5 x 105 cfu/mL

yo¤unlukta ekildi. Tüpler 37° C’lik su banyosunda çalka-

lanarak 20 saat inkübe edildi. Tüplerden al›nan örnek-

lerden biri 128 µg/mL oksasilin içeren di¤eri oksasilin

içermeyen % 2 NaCl’li TSA’ya ekildi. Plaklar 37° C’de

inkübe edildi ve 24 ve 48. saatlerde koloni sayac› ile

bakteri kolonileri say›larak rezistans indeksi hesapland›. 

BULGULAR

Tablo 1’de görüldü¤ü gibi, kökenlerin popülasyon analiz

profili hesapland›¤›nda, heterorezistan kökenler aras›nda
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popülasyondaki florokinolonlara dirençli kökenlerle oksa-

siline dirençli kökenleri seçebilir (2, 5, 10, 14).

Metisiline dirençli S. aureus kökenlerinde siprofloksasin

ile sub-M‹K düzeylerinde karfl›laflma sonras›nda yap›sal

olarak farkl› antibiyotiklere karfl› direnç geliflebildi¤i de

gösterilmifltir (17). 

Bu çal›flmada, heterorezistan kökenlerin siprofloksasin

ve levofloksasinin sub-M‹K konsantrasyonu ile karfl›lafl-

ma sonras›nda oksasiline karfl› direnç gelifliminde art›fl

gözlendi. Bu art›fl oran› siprofloksasin ve levofloksasinde

benzer olup ortalama 100 kat idi. 

Venezia ve ark. (5) yapt›klar› çal›flmada, oksasiline karfl›

en fazla direnç geliflimini siprofloksasinin 0.5 M‹K kon-

santrasyonu ile karfl›laflma sonras›nda saptam›fllar ve

art›fl›n 100 kat›n üzerinde oldu¤unu belirtmifllerdir. 

Florokinolonlar MRSA kökenlerinde DNA replikasyonunu

inhibe ettiklerinden dolay› uzam›fl bir lag faza neden olur-

lar. Bu antibiyotikler beta-laktam antibiyotiklerin aksine

S. aureus kökenlerini 1-3 saatte inhibe ederler. Bu inhibis-

yon florokinolonlar›n sub-M‹K düzeylerinde 7 saate kadar

uzar. H›zl› bakterisidal aktivite ise ilk 4-6 saatte meydana

gelir. Bu sürede florokinolonlara duyarl› popülasyonlar

ölürken, dirençli popülasyonlar üremeye devam eder (5,

18, 19).

Bu çal›flmada florokinolonlarla belirli süre karfl›laflma

sonras›nda rezistans indeksteki art›fl› saptamak için floro-

kinolonlu tüplerden yap›lan ekimlerden hesaplanan rezis-

tans indeks, florokinolonsuz tüplerden yap›lan ekimler-

deki ile k›yasland›. Siprofloksasin ve levofloksasin ile 20

saatlik inkübasyon sonras›nda sekiz saatlik inkübasyona

göre rezistans indekste daha yüksek oranda art›fl saptand›.

Bu art›fl oran›n›n siprofloksasinde 100 kat› bulurken,

levofloksasinde 3000 kata ulaflt›¤› görüldü.

2001 y›l›nda yay›nlanan bir çal›flmada (5), levofloksasin-

le inkübasyonun 8. saatinde yap›lan ekimlerde rezistans

indekste 500 kat, siprofloksasinde ise 3000 kat art›fl sap-

tam›fllard›r.

Bu çal›flmada kökenlerin siprofloksasinin de¤iflen konsant-

rasyonlar› ile karfl›laflma sonras›nda hesaplanan oksasi-

line karfl› direnç gelifltirme indeksi göz önüne al›nd›¤›n-

da: heterorezistan kökenlerde direnç gelifltirme oran›n›n

siprofloksasin konsantrasyonuna paralel olarak artt›¤› ve

1 µg/mL’de en üst düzeye ulaflt›¤› görüldü. Levofloksasi-

nin de¤iflen konsantrasyonlar› ile karfl›laflma sonras›nda

rezistans indeksin 0.01’e kadar yükseldi¤i gözlendi.

Kökenlerin rezistans indeksi siprofloksasinin 0.5 µg/mL

konsantrasyonunun üzerinde en üst düzeye ulafl›rken,

levofloksasinin 0.12 µg/mL konsantrasyonundan itibaren

10-3-10-2 seviyelerinde kald›¤› gözlendi.

Kökenlerin siprofloksasinin de¤iflen konsantrasyonlar› ile

karfl›laflma sonras›nda hesaplanan oksasiline karfl› direnç

gelifltirme indeksi göz önüne al›nd›¤›nda, heterorezistan

kökenlerde direnç gelifltirme oran›n›n siprofloksasin

konsantrasyonuna paralel olarak artt›¤› ve 1 µg/mL’de

en üst düzeye ulaflt›¤› görüldü (fiekil 1). Levofloksasinin

de¤iflen konsantrasyonlar› ile karfl›laflma sonras›nda

rezistans indeksin 0.01’e kadar yükseldi¤i gözlendi (fiekil 2).

TARTIfiMA

Kromozomal haritada mec A geninin lokalizasyonunun

protein A ile DNA giraz genleri aras›nda oldu¤u bildiril-

mifltir. Metisilin duyarl› kökenlerde florokinolon direncine

düflük oranda rastlanmas›, florokinolonlara direnç geliflimi

ile mec A arac›l› oksasilin direnci aras›nda bir birliktelik

olabilece¤ini akla getirmektedir (5).

Yap›lan çal›flmalar florokinolonlar›n metisilin direncini

artt›rd›¤›n› göstermifltir. Fakat bu direncin mutasyon ara-

c›l› olmad›¤› düflünülmektedir. Özellikle siprofloksasin bir

mutajen olarak aktivasyon göstermez fakat daha çok 
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fiekil 1.  Staphylococcus aureus kökenlerinin siprofloksasinin

de¤iflen konsantrasyonlar› ile karfl›laflma sonras›nda

hesaplanan oksasiline karfl› direnç gelifltirme indeksi.
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fiekil 2. Staphylococcus aureus kökenlerinin levofloksasinin de¤iflen

konsantrasyonlar› ile karfl›laflma sonras›nda hesaplanan

oksasiline karfl› direnç gelifltirme indeksi.
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8). Florokinolonlar DNA replikasyonunu geciktirerek,

transkripsiyonu ve bask›lay›c› protein üretimini etkileye-

bilir. Bunun sonucunda oksasilin direnç düzeyinde art›fl

meydana gelebilir. Bununla birlikte, florokinolonlar orta-

m›n pH’s›n›, ozmolaritesini ve ›s›s›n› de¤ifltirmek yoluyla

metabolik etkiyle MRSA altpopülasyonlar›nda bir art›fla

neden olabilir (5).

Bu çal›flmada S. aureus kökenlerinin florokinolonlarla

de¤iflen süre ve dozlarda karfl›laflma sonras›nda oksa-

silin dirençlerinde art›fl oldu¤u saptand›. Elde edilen bu

sonuçlar, yukar›daki mekanizmalarla aç›klanabilir. Bu

konuda daha ayr›nt›l› çal›flmalara gereksinim vard›r. 

Venezia ve ark. (5) yapt›klar› çal›flmada, heterorezistan

bir kökende 0.45 µg/mL siprofloksasin konsantrasyonu-

nun üzerinde rezistans indeksi 10-1 olarak saptam›fllar,

di¤er kökenler ve farkl› kinolonlarla da benzer sonuçlar

ald›klar›n› belirtmifllerdir.

Kromozomal yerleflim olarak mec A geni ile DNA giraz

geninin birbirine yak›n olmas› bu antibiyotiklere karfl›

direnç gelifliminin birbirlerini etkileyebildi¤ini düflündürmek-

tedir. Bununla birlikte, mec A geninin heterojen ekspres-

yondan homojen ekspresyona dönüflüm mekanizmas›

bilinmemektedir. Mec A transkripsiyonunun düzenlen-

mesi metisilin direncinin ortaya ç›k›fl›na neden olabilir (7,
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