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ÖZET 

(Siprofloksasin Dirençli MRSA Suşlarõnda  gyrA ve parC Gen Mutasyonlarõnõn 

Moleküler Tespiti) 

 
Metisiline dirençli Staphylococcus aureus  (MRSA)  birçok klinikte hastane kaynaklõ 

infeksiyon etkeni olarak izole edilmektedir ve  son yõllarda kinolon grubu 

antibiyotiklere  karşõ giderek artan oranda direnç kazanmaktadõr.  

 

Bu çalõşmada ilk olarak, Isparta Süleyman Demirel Üniversitesi Tõp Fakültesi 

Hastane�sinin  değişik klinik örneklerinden temin edilen 22 adet MRSA ve 2 adet 

metisiline duyarlõ S. aureus (MSSA) suşunun siprofloksasin ve gatifloksasine 

duyarlõlõğõ disk difüzyon  ve E-testi yöntemleri ile belirlendi. Disk difüzyon testine 

göre, 22 MRSA suşunun hepsi siprofloksasine, 16�sõnõn da gatifloksasine  dirençli 

olduğu tespit edildi. E-testi sonuçlarõna göre ise MRSA suşlarõnõn hepsi 

siprofloksasine dirençli iken, suşlardan yalnõzca 1�i gatifloksasine  dirençli bulundu. 

Kontrol olarak kullanõlan 2 MSSA suşunun beklendiği gibi siprofloksasin ve 

gatifloksasin antibiyotiklerine hassas olduğu tespit edildi.  

 

Çalõşmanõn ikinci aşamasõnda her bir bakteri suşunun gyrA ve parC genlerinin 

kinolon direnç belirleyici bölge (KDBB)�leri polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile 

çoğaltõldõ ve bu bölgelerinde mutasyon olup olmadõğõ dizi analizi ile belirlendi. 

Siprofloksasin minimum inhibisyon konsantrasyon (MİK) değerleri 6 - >32 µg/mL 

aralõklarõnda tespit edilen MRSA suşlarõnõn hepsinde gyrA geninde Ser84Leu ve  

parC geninde ise Ser80Phe mutasyonlarõ tespit edildi. MSSA suşlarõnõn gyrA ve 

parC genlerinin KDBB�lerinde bir mutasyon görülmedi. 

 

 

ANAHTAR KELİMELER: MRSA, PZR, kinolon direnci  
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ABSTRACT 

(Molecular Detection of gyrA and parC Gene Mutations in Ciprofloxacin Resistant 

MRSA Strains) 

 

Methicillin resistant  Staphylococcus aureus (MRSA)  have been isolated as a 

nosocomial infection agent in clinics of many hospitals. Recently MRSA has been 

increasingly getting resistance against quinolones. 

 

In the first part of this study, 22  MRSA and 2 methicillin sensitive S. aureus 

(MSSA)  strains obtained from Isparta Süleyman Demirel University Hospital were 

tested to determine their susceptibility to ciprofloxacin and gatifloxacin by using disk 

diffusion and E-test methods. All of the 22 MRSA  strains were resistant to 

ciprofloxacin while 16 MRSA strains were resistant to gatifloxacin in disk diffusion 

method. Based on the results from E-test, all of the MRSA  strains were resistant to 

ciprofloxacin and only one MRSA strain was resistant to gatifloxacin. As expected, 2 

MSSA strains were found to be susceptible to both ciprofloxacin and gatifloxacin 

antibiotics. 

 

In the second part of the study, the quinolone resistance determining regions 

(QRDRs) of the gyrA and parC genes of MRSA strains  were amplified using PCR 

and sequenced to determine the presence or absence of mutations in the QRDR. All 

MRSA strains with the minimum inhibitory concentration (MIC) values of 

ciprofloxacin ranged between 6 - >32 µg/mL had Ser84Leu substitution in gyrA and 

one Ser80Phe substitution in parC. As being susceptible to both antibiotics, 2 MSSA 

strains did not have any mutation in the QRDR of the gyrA and parC genes. 

 

 

KEY WORDS: MRSA, PCR, quinolone resistance 
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1. GİRİŞ 

 

Stafilokoklar nozokomiyal ve toplum kaynaklõ infeksiyonlarõn en önemli 

etkenlerindendir ve Staphylococcus aureus stafilokok infeksiyonlarõnda öncelikli 

patojen olarak yer alõr. 1940�larõn başõnda  penisilinin klinik kullanõma girmesi ile 

stafilokok infeksiyonlarõnõn tedavisinde önemli bir başarõ elde edilmekle birlikte 

stafilokoklarda penisilin direncinin 1940�lõ yõllarõn ortalarõndan itibaren giderek 

arttõğõ görülmüştür. 1960�larda stafilokoklar tarafõndan üretilen ve penisilini 

parçalayan enzimlere (penisilinaz) dayanõklõ metisilin gibi penisilin türevlerinin 

geliştirilmesiyle stafilokok infeksiyonlarõnõn tedavisinde ikinci kez başarõ 

sağlanmõştõr. Ancak kõsa bir süre sonra stafilokoklarda metisilin direnci tanõmlanmõş 

ve 1980�li yõllarõn başõndan itibaren de metisilin dirençli S. aureus (MRSA)  

suşlarõnda çoklu antibiyotik direnci ortaya çõkmaya başlamõştõr. MRSA�nõn ciddi 

infeksiyonlara neden olmasõnõn dõşõnda diğer bir ürkütücü yanõ da penisilinaz 

enzimine dayanõklõ tüm penisilin türevlerine (oksasilin, nafsilin, kloksasilin), 

sefalosporin, klindamisin, eritromisin, tetrasiklin ve aminoglikozidler gibi diğer 

antibiyotiklere de dirençli olmasõdõr (Yõldõz ve Aygen, 2002).  

  

MRSA ile infekte olgularõn tedavisinde kinolon grubu antibiyotikler ise alternatif 

çözüm olarak kullanõlmaktadõr. Günümüzde, başlangõç itibariyle yüksek 

antibakteriyal aktiviteye sahip kinolon grubu antibiyotiklere karşõ da direnç geliştiren 

MRSA suşlarõ tespit edilmekte ve kinolonlarõn etkinliğinde önemli ölçüde azalma 

kaydedilmektedir (Ruiz vd., 2001).  

 

Kinolonlar antimikrobiyal etkilerini bakterilerin DNA replikasyonunda rol alan DNA 

giraz ve topoizomeraz IV enzimlerini inhibe ederek gerçekleştirir ki bu durum; 

DNA�da oluşan kõrõklardan kaynaklanan bakteri ölümlerine yol açar. Her iki enzim 

de tetramerik yapõda olup, DNA giraz iki GyrA ve iki GyrB alt ünitesinden ve 

topoizomeraz IV ise iki ParC ve iki ParE  alt ünitesinden meydana gelir (Hooper, 

2002). 
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Kinolon grubu antibiyotiklere karşõ direnç gelişiminde, DNA giraz enzimininin A alt 

ünitesini kodlayan gyrA geni ve topoizomeraz IV enziminin A alt ünitesini kodlayan 

parC geni mutasyonlarõnõn önemli rol oynadõğõ ve aminoasit değişikliği taşõyan 

mutant alt ünitelerden oluşan enzimlerin üretildiği suşlarda kinolonlara hassasiyetin 

azaldõğõ tespit edilmiştir (Ferrero vd., 1995).  

 

Çeşitli kinolon grubu antibiyotiklere dirençli S. aureus suşlarõnda yapõlan 

çalõşmalarda özellikle topoizomeraz IV enziminin ParC alt ünitesinde yalnõzca tek 

bir aminoasit değişikliğinin bile direnç gelişimine yol açtõğõ, ayrõca farklõ kinolon 

antibiyotiklerine karşõ farklõ oranlarda direnç geliştiği gözlenmiştir (Schmitz vd., 

1999; Sierra vd., 2002).  

 

Çalõşmamõzda siprofloksasine dirençli olduğu belirlenen  MRSA suşlarõnda kinolon 

direncine sebep olan  gyrA ve parC gen mutasyonlarõnõn araştõrõlmasõ ve bu 

mutasyonlarõn yeni bir kinolon olan gatifloksasine direnç gelişimini nasõl 

etkilediğinin değerlendirilmesi amaçlanmõştõr. 
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2. KAYNAK BİLGİSİ 

 

2.1. Stafilokok Cinsi 

 

Bergey�s Manual of  Systematic Bacteriology�de Staphylococcus, Stomatococcus, 

Micrococcus ve Planococcus cinsleri Micrococcaceae familyasõ içinde incelenirler. 

Bu cinslerin DNA�daki G + C oranlarõnda (%30-70 mol) ve hücre duvarõ yapõlarõnda 

farklõlõklar olmasõna karşõn, nükleik asit hibridizasyon deneyleri 16S rRNA 

sõralarõnõn incelenmesi sonucunda bu dört cins Micrococcaceae familyasõ altõnda 

toplanmõştõr (Koneman vd., 1997). 

 

Micrococcaceae familyasõ içersinde klinik öneme sahip tek cins Staphylococcus�dur. 

Staphylococcus türleri Gram pozitif, 0.5-1.5µm çapõnda kok şeklinde, spor 

oluşturmayan, hareketsiz, katalaz pozitif ve fakültatif anaerob bakterilerdir. 

Staphylococcus cinsinin çok sayõda türü olmasõna rağmen bunlardan sadece 17�si 

insanlarda üretilebilmiştir. Bu türler DNA/DNA ilişkileri ve fenotipik özelliklerine 

göre 4 grup altõnda toplanõrlar: 

 

1- S. epidermis grubunda; S. epidermidis, S. capitis, S. warneri, S. haemolyticus, S. 

hominus ve  S. saccharolyticus 

2- S. saprophyticus grubunda; S. saprophyticus, S. cohnii, S. xylosus 

3- S. simulans grubunda; S. simulans ve S .carnosus 

4- S. sciure grubunda; S. sciure ve S. lentus   türleri yer almaktadõr. 

 

S. aureus, S. auricularis, S. intermedius, S. hycus ve S. caseolyticus bu gruplarõn 

dõşõnda tutulurlar (Bilgehan, 1994). 

 

Stafilokoklar; insan ve hayvanlar için fõrsatçõ patojenlerdir. İnsanlarda hastalõk yapan 

başlõca   Staphylococcus   türleri  koagülaz  (+) olan  S. aureus  ile  kogülaz  (−)  olan  

S. epidermidis ve  S. saprophyticus�dur (Bilgehan, 1994; Koneman vd., 1997; Arda, 

2000). 
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2.2. Staphylococcus aureus 

 

S. aureus; pigmentli, koagülaz pozitif, mannitol, sükroz, maltoz ve trehaloz�dan asit 

yapabilen, alfa toksin yapan, novobiocin�e duyarlõ, kapsülsüz bir bakteridir 

(Bilgehan, 1994). 

 

S. aureus  suşlarõ optimum olarak 37ºC ve pH 7,4�de ürerler. Bu bakteriler fakültatif 

anaerob olmalarõna karşõn genellikle aerob üremeyi tercih ederler (Bilgehan, 1994;  

Öğütman, 1992; Brook vd., 1995). 

 

Basit besiyerleri dahil birçok besiyerinde üreseler de kanlõ besiyerlerinde daha iyi 

çoğalõrlar ve kolonilerinin etrafõnda tam hemoliz meydana getirirler. Jelöz 

besiyerlerinde ise yuvarlak kenarlõ, mat, kabarõk, parlak yüzeyli S tipinde ve 1-2 mm 

çapõnda koloniler oluştururlar. Eğer ortam uygunsa bu kolonilerin çapõ 6-8 mm�ye 

ulaşabilir (Bilgehan, 1994).         

 

Sporsuz ve hareketsiz kok formundaki bu bakteriler katõ besiyerlerinde üzüm 

salkõmõna benzer kümeler şeklinde, sõvõ besiyerlerinde ise tekli, ikişerli ve dörtlü 

koklar ya da kõsa zincirler şeklinde bulunabilirler (Şekil 2.1). 

 

 
 
Şekil 2.1. S.  aureus’un genel görünümü (www.unpisi.it/images/ stafilococco) 
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S. aureus doğal olarak en fazla burun ve boğaz boşluğunu örten mukaza dokusunda 

yer alõr ve buradan pek çok yere yayõlõr. Deride ise en çok ellerde, kollarda ve yüzde 

bulunur. Aynõ zamanda insan ve hayvanlarõn dõşkõlarõnda, abseli yaralarda, sivilce ve 

çõbanlarda da yoğun olarak bulunmaktadõr (Bilgehan, 1992). 

 

S. aureus� un  bazõ özel direnç mekanizmalarõ gõdalarda bulunmasõnõ ve gelişmesini 

sağlamaktadõr. Spor oluşturmadõğõ halde vücut dõşõnda canlõlõğõnõ uzun süre 

koruyabilen tek insan patojenidir (Bilgehan, 1992; Arda, 2000). 

 

2.2.1.  S. aureus�un Antijenik Özellikleri 

 

S. aureus bakterileri antijenik özellikleri bakõmõndan kompleks bir yapõya sahip olup 

bu bakterilerde otuzdan fazla antijen bulunmuştur. S. aureus en önemli antijenik 

özellikleri arasõnda; hücre duvarõnõn ana bileşenleri olan teikoik asit, peptidoglikan, 

proteinA ve hücre duvarõnõn dõşõnda bulunan kapsül yer almaktadõr.   

 

Teikoik asit, poliribitol fosfat moleküllerinden meydana gelmiş lineer polimer bir 

yapõya sahiptir ve peptidoglikon tabakasõndaki N-asetil muramik asit (NAMA) 

molekülüne fosfodiester bağlarõyla kovalent olarak birleşmiştir. Yapõsõnda bulunan 

şekerler, amino şekerler, kolin ve D-alanin teikoik asite antijenik özelliğini meydana 

getirmede önemli rol oynarlar (Arda, 2000). 

 

S. aureus�un peptidoglikan tabakasõ N-asetil muramik asit (NAMA) molekülüne 

tutunmuş tetrapeptitlerin, pentaglisin köprülerine çapraz bağlanmasõyla oluşur. 

Peptidoglikan tabakasõndaki  çok sayõdaki çapraz bağ S. aureus�a sağlamlõk 

kazandõrarak konak dokularõnda bu bakterinin canlõlõğõnõ sürdürebilmesini sağlar 

(Joklik vd., 1992; Öğütman, 1992). 

 

ProteinA S. aureus suşlarõn  çoğunda, peptidoglikon tabakasõna kovalent bağlarla 

bağlanmõş olan bir yüzey proteinidir. İmmunoglobulin (Ig) G molekülünün Fc 

reseptörüne bağlanarak opsonizasyonu önler (Baron vd., 1994). 
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Kapsül hücre duvarõnõn dõşõnda ve bundan ayrõ olarak bulunup  jelatinöz, viskoz, 

elastik ve mukoid karakterdedir. Antifagositik özelliğe de sahip olan S. aureus� un 

kapsülü, bakterinin polimorfnükleer hücreler tarafõndan kolayca fagosite edilmesini 

önlemektedir. Kapsül antijenik bir madde olduğundan vücuda verildiğinde kendine 

karşõ spesifik humoral ve selüler bağõşõklõk sistemini uyarmaktadõr (Öğütman, 1992; 

Brook vd., 1995; Arda,  2000). 

 

2.2.2.  S. aureus�un  Patojenitesini Sağlayan Özellikler 

 

S. aureus organizmaya girdiği yerde doğal olarak üreyerek hastalõk yapabildiği gibi  

dokular arasõna ve kana yayõlarak burada çeşitli ekstraselüler  maddeler oluşturmak 

suretiyle de çeşitli infeksiyonlara neden olabilmektedir. Bu ekstraselüler  maddeler 

arasõnda enzimler, hemolizinler ve toksinler sayõlabilir (Arda, 2000). 

 

2.2.2.1.  S. aureus�un  Enzimleri  

 

S. aureus�un  ürettiği enzimler arasõnda katalaz, koagülaz, stafilokinaz, 

hiyaluronidaz, deoksiribonükleaz, lipaz ve penisilinaz yer almaktadõr.  

 

Katalaz enzimi fagostik hücreler içindeki serbest radikalleri ve hidrojen peroksidi 

inaktive eder. Hidrojen peroksidi toksik olmayan su ve oksijene dönüştüren  katalaz 

enziminin  aktivitesi stafilokoklarõ  streptokolardan  ayõrmaya yardõmcõ olmaktadõr 

(Öğütman, 1992; Brook vd.,1995). 

 

S. aureus koagülaz enzimi sayesinde fibrinle sarõlarak fagositozdan korunur. Bu 

bakterinin serbest ve bağlõ koagülaz olmak üzere 2 tip koagülaz enzimi vardõr. 

Serbest koagülaz ekstraselüler bir enzim olup serumdaki koagülaz reaksiyon faktör 

yardõmõyla fibrinojeni fibrine dönüştürür. Bağlõ koagülaz ise hücre duvarõnõn 

yüzeyinde lokalize olmuştur. Bu enzim stafilokoklarõn kümeleşmesine neden olur ve 

fibrinojeni direkt olarak fibrine dönüştürür. 
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Stafilokinaz  enzimi plazmadaki plazminojeni aktive ederek plazmin oluşturur. 

Plazmin de fibrinolitik etkiyle fibrin tabakasõnõ zayõflatarak ve infeksiyonun dokular 

arasõna yayõlmasõna neden olur (Bilgehan, 1994; Koneman vd., 1997). 

 

Hiyaluronidaz bağ dokusunun önemli bir yapõ taşõ olan hiyduronik  asidi 

parçalayarak mikroorganizmalarõn dokulara kolayca yayõlmasõnõ sağlar. Yayõlma 

faktörü olarak da bilinen bu enzim antijen  özelliğe  sahiptir (Arda, 2000).  

 

DNA�yõ hidrolize eden deoksiribonükleaz  enzimi çoğunlukla koagülaz pozitif 

stafilokoklar tarafõndan oluşturulmakta olup S. aureus�un  tanõmlanmasõnda 

kullanõlan önemli göstergelerden biridir. 

 

Lipaz enzimi plazma ve deri yüzeyinde bulunan  yağ asitlerini parçalayarak 

mikroorganizmalrõn kutan ve subkutan dokular içerisinde yayõlmasõna yardõmcõ 

olarak fronkül, karbonkül ve bül gibi infeksiyonlarõn oluşumuna yol açar. 

 

S. aureus suşlarõ  salgõladõklarõ  penisilinaz  enzimi ile penisilin grubu antibiyotikleri 

hidrolize ederek penisilin ve sefalosporin gibi antibiyotiklere dirençli hale gelirler 

(Bilgehan, 1994). 

 

2.2.2.2.  S. aureus�un Hemolizinleri 

 

S. aureus�un hemolizinleri; alfa, beta, gama ve delta olmak üzere dört gruba ayrõlõr. 

 

Alfa hemolizin eritrositleri parçalayan, deride nekrozlara neden olan, lizozimi etkisiz 

kõlan ve doku kültürlerinde sitolitik etki yapan bir toksindir. Monositlere etkisiz 

olmalarõna karşõn makrofaj ve trombositleri parçalamaktadõrlar. Kas, böbrek korteksi 

ve dolaşõm sistemi organlarõ üzerinde tahribat yaparak önemli patolojik sonuçlara 

neden olmaktadõr.  

 

Beta hemolizin, sfingomiyelinaz olarak da bilinir. Bu hemolizin soğukta 

sfingomiyelin üzerine etki yaparak eritrositleri eritir.  
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Gama hemolizinin etki mekanizmasõ bilinmemesine karşõn belirgin bir hemolitik 

etkisi vardõr. Stafilokoklara bağlõ kemik infeksiyonlarõnda kanda bu toksine karşõn 

antikor düzeyleri yükselmektedir. 

 

 Delta hemolizin eritrosit, makrofaj, lenfosit, nötrofil ve trombositlerin hücre 

zarlarõnõ deterjanlara benzer bir etki ile parçalayan, ileumdaki su emilimini önleyen 

ve bu organda iyon permeabilitesini artõran bir hemolizindir (Bilgehan, 1994; Brook 

vd., 1995; Koneman vd., 1997). 

 

2.2.2.3. S. aureus�un Toksinleri 

 

S. aureus�un en önemli toksinleri arasõnda leukosidin, eksfoliyatin, enterotoksinler ve 

toksik şok sendromu toksini-1 yer almaktadõr. 

 

Leukosidin, polimorf çekirdekli hücre membronlarõna  direkt toksik etki yaparak 

sitoplazmada degranulasyona ve lizise neden olan bir ekzotoksindir. Bu toksin 

potasyum ve diğer katyonlarõn hücresel permeabilitesinde değişiklik yaparak etki 

gösterirler.  

 

Eksfoliyatin, �eksfoliyatif toksin� ya da �epidermolitik� toksin olarak da adlandõrõlõr. 

Bu toksin esfoliyatif toksin A ve eksfoliyatif toksin B olmak üzere 2 proteinden 

oluşur. Et-A�nõn yapõsal görevi  kromozomal olup õsõya dayanõklõdõr. Et-B ise 

plazmid orjinli olup õsõya duyarlõdõr. Bu iki protein proteolitik aktiveye sahiptir. 

Epidermisin mukopolisakkarit matriksinin bozulmasõna ve dolayõsõyla epidermisin  

üst katmanlarõn koparak kaybõna neden olurlar.  

 

Enterotoksinler, suda eriyen, õsõya dayanõklõ antijen yapõsõndaki maddelerdir. A, B, 

C1, C2, C3, D, E, F olmak üzere 8 çeşit stafilokok enterotoksin saptanmõştõr. Bu 

toksin grubu içinde özellikleri en iyi bilineni ve toksik olanõ  enteretoksin A olup 

gõda zehirlenmesine neden olur. 
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Toksik şok sendromu toksini-1 ateş, birden çok organda işlev bozukluğu ve şoka 

neden olan bir pirojenik toksin olup enterotoksin F ile hemen hemen aynõ yapõya 

sahiptir (Bilgehan, 1992; Koneman vd.,1997; Serter vd., 1997). 

 

2.2.3.  S. aureus� un Tespiti 

 

S. aureus’u diğer stafilokoklardan ayõrmada serolojik, antijenik ve patojenik 

karakterlerin yanõ sõra biyokimyasal özelliklerin belirlenmesi de oldukça önemlidir. 

Aşağõda S. aureus’un belirlenmesinde kulanõlabilecek bazõ önemli biyokimyasal 

testler verilmiştir. 

 

2.2.3.1. Koagülaz Testi 

 

Bu test özellikle stafilokoklarda bulunan ve kan plazmasõnõ põhtõlaştõran koagülaz 

enzimini ortaya koymak için yapõlõr. S. aureus bu testle pozitif reaksiyon vermesine 

karşõn, S. epidermidis ve  S. saprophyticus negatif reaksiyon gösterir. Lam ve tüp 

testi olmak üzere iki farklõ şekilde uygulanmaktadõr. 

 

Lam testiyle S. aureus suşlarõnda  bağlõ koagülaz enziminin tespiti yapõlõr. Bu amaçla 

S. aureus suşlarõ, yüksek tuz konsatrasyonu bazõ şuşlarõn  otoaglütinasyonuna neden 

olduğu için kanlõ agar ya da seçici olmayan nutrient ortamlarda üretilir. Temiz bir 

lam alõnõr ve uca yakõn kõsõmlarõna birer damla saf su damlatõlõr. Stafilokok 

kolonilerinden öze ile alõnarak bu iki damlaya karõştõrõlõp homojen süspansiyonlar 

elde edilir ve elde edilen bu süspansiyonlarõn birisinin üzerine  bir damla plazma, 

diğerinin üzerine bir damla fizyolojik  tuzlu su damlatõlõr. Koagülaz (+) sonuçlarda 

10-30 saniye içinde plazmalõ damlada kümeler oluşurken kontrol damlasõ homojen 

görünümde kalmaktadõr. 

 

Tüp testiyle ekstraselüler bir enzim olan serbest koagülaz araştõrõlõr. Bu testle ideal 

olarak brain heart infusion broth kültürü kullanõlmalõdõr. Brain heart kullanõlacak ise 

koloni 1ml steril saf su içerisinde süspanse edilerek kullanõlabilir. Liyofilize tavşan 

plazmalõ (EDTA�lõ) 3 mL steril saf su ile sulandõrõlõp steril küçük tüplere 0,3 mL 
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olacak şekilde dağõtõlõr.ve üzerine 0,1 mL kültür ilave edilip 37oC�de inkübasyona 

bõrakõlõr. Her saat başõ tüpte põhtõlaşma olup olmadõğõ tüpü yavaşça eğerek kontrol 

edilir. Tüpte belirgin bir põhtõ oluşumu (%75 põhtõ ) pozitif olarak değerlendirilir 

(Arda, 2000). 

 

2.2.3.2. Deoksiribonükleaz  Testi 

 

DNA�yõ hidrolize eden deoksiribonükleaz  enziminin varlõğõnõ tespit etmek için 

yapõlõr. İçerisinde DNA ile toluidin mavisi bulunduran spesifik besiyerlerine ekilen 

stafilokoklar 35oC�de 24 saat inkübe edilir. Eğer besiyerinde toluidin mavisi yoksa 

DNA agar üzerine HCl (1N) üzerine ince bir tabaka halinde yayõlõr. Pozitif 

reaksiyonlarda üreme etrafõnda parlak pembe açõk bir saha oluşurken, negatif 

kültürlerde üreme etrafõnda  opak bir renk vardõr (Arda, 2000).  

 

2.2.3.3. Termostabil Endonükleaz Testi  

 

Bu testle õsõ karşõsõnda S. aureus tarafõndan sentezlenen deoksiribonükleaz  varlõğõ 

ortaya koyulur. Termostabil nükleaz testi koagülaz testi kadar spesifik ancak 

maviden parlak pembeye renk dönüşümü nedeni ile daha fazla objektif olarak 

değerlendirilen bir testtir. Bu testle bir lam üzerine 3 mL toluidin mavisi içeren DNA 

agar katõlaştõktan sonra 2 mm çaplõ kuyucuklar açõlõr. Bu şekilde açõlan kuyucuklara 

sõvõ besiyerinde üretilip 15 dakika sõcak su banyosunda bekletilen bakteri 

kültüründen 0,01 mL ilave edilip nemli bir ortamda  35oC� de 4 saat inkübe edilir. Bu 

sürecin sonunda kuyucuk etrafõnda 1 mm kalõnlõğõnda parlak pembe bir halka 

oluşmasõ pozitif olarak değerlendirilir (Arda, 2000). 

 

2.2.3.4. Katalaz Testi 

 

Bu test S. aureus’ta sentezlenen ve hidrojen peroksidi, su ve oksijene ayrõştõran 

katalaz enziminin varlõğõnõ tespit etmek için yapõlõr. Katõ besiyerinde üretilmiş 

mikroorganizmada kolonilerinden bir lamõn üzerine yeterli miktarda alõnõp üzerine 

%30�luk hidrojen peroksitten bir damla damlatõlõr. Sõvõ besiyerinde üretilmişse 
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kültürden 5 mL alõnarak üzerine %3�lük hidrojen peroksitten 3-4 damla ilave edilir. 

Hidrojen peroksidin katõlmasõndan sonra kabarcõklarõn görülmesi veya çõkmasõ 

pozitif reaksiyon olarak değerlendirilir (Arda, 2000). 

 

2.2.3.5. Üreaz Testi  

 

Bu test, içinde üre bulunduran spesifik besiyerler kullanõlarak S. aureus�ta üreyi 

hidrolize eden üreaz enzimini saptamak amacõyla yapõlõr. Ürenin hidrolizasyonuyla  

2 molekül amonyak ve karbondioksit meydana gelir. Bu testte bakteri uygun 

besiyerlerine ekildikten sonra 37oC�de 1-5 gün inkübasyona bõrakõlõr. Kültürde 

amonyak oluşumu nedeniyle pH�õn yükselmesi sonucu besiyerindeki renk değişikliği 

pozitif reaksiyon ve hiçbir değişikliğin olmamasõ da negatif olarak değerlendirilir 

(Arda, 2000).  

 

2.2.3.6. Mannitol Fermantasyonu  

 

Mannitol  Salt Phenol Red  Agar 108g/L olacak şekilde distile su içinde õsõtõlarak 

eritilir ve otoklavda 121oC�de 15 dakika süre ile sterilize edilir ve petri kaplarõna 

dökülür. Standart yayma yöntemi ile ekim yapõlõr ve 35-37oC�de 3 güne kadar inkübe 

edilir. İnkübasyon süresi  sonunda etrafõ sarõ zon ile çevrili büyük sarõ-opak koloniler 

S. aureus olarak sayõlõr. Mannitol S. aureus’un gelişimini desteklerken, aynõ 

zamanda koloni etrafõnda fenol kõrmõzõsõ ile belirlenen sarõ zon oluşumunu sağlar 

(Arda, 2000). 

 

2.2.4. S. aureus�un Oluşturduğu İnfeksiyonlar 

 

S. aureus�un oluşturduğu infeksiyonlar arasõnda haşlanmõş deri sendromu, toksik şok 

sendromu, sistem, organ, deri ve mukoza infeksiyonlarõyla birlikte besin 

zehirlenmesi sayõlabilir. 

 

Haşlanmõş deri sendromu S. aureus�un eksfoliyatif toksininin neden olduğu bir 

hastalõktõr. Daha çok yeni doğan bebeklerde ve beş yaşõn altõndaki çocuklarda 
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görülür. Haşlanmõş  deri sendromu ağõz çevresinde aniden beliren ve 2-3 gün içinde 

hõzla güneş yanõğõna benzer parlak kõrmõzõ, çevresi belirgin, büyük vezikül tarzõnda 

döküntü ile ortaya çõkar. Lokal lezyonu deri kavlamasõ izler. 

 

Toksik şok sendromu tipik olarak 15-25 yaş arasõ  ve menstruasyon  sõrasõnda 

tampon kullanan genç kadõnlarda görülen bir infeksiyondur. Ani başlayan yüksek 

ateş şiddetli sulu ishal ve kas ağrõlarõnõ takiben hipotansiyon ve ciddi olgularda şok 

ile karakterize edilen infeksiyondur. Yaygõn kõrmõzõ döküntü ve böbrek yetmezliği 

gibi bulgularla seyreden  hastalõk stafilakok kõzõl hastalõğõ olarak kabul edilir.  

 

Sistem ve organ infeksiyon infeksiyonlarõ içerisinde stafilokok pnömonileri, akciğer 

abseleri, periastit, periartrit, bursit, menenjit, sinüzit, idrar yolu infeksiyonu, prostatit, 

perinefritik apse yer almaktadõr.  

 

Deri ve mukoza infeksiyonlarõ; abseler, fronkül, sikosiz, karbonkül, panaris, 

hidroadenit, biefarit, bademciklerin iltihaplanmasõ, farenjitler, peritonsiller apse ve 

anjinlerdir. 

 

Besin zehirlenmesi S. aureus ile kontamine olmuş; pasta, süt, krema, dondurma, et 

gibi besinlerin yenmesini  takip eden 2-6 saat içinde oluşur. Şiddetli mide ağrõsõ, 

bulantõ ve kusma başlõca yakõnmalardõr (Bilgehan, 1992; Lowy, 1998; Waldvogel 

2000). 

 

Stafilokoklarõn neden olduğu infeksiyonlar günümüzde önemini hala korumaktadõr. 

S. aureus�la oluşan infeksiyonlarda en önemli sorunlarõn başõnda, bu bakterilerin 

antibiyotiklere gösterdiği direnç gelmektedir. S. aureus suşlarõna yeni geliştirilen 

antibiyotikler başlangõçta etkili bulunurken, düzensiz antibiyotik kullanõmõ sonucu bu 

antibiyotiklere çok kõsa zamanda direnç gelişmektedir. 

 

Penisilin  başlangõçta stafilokok infeksiyonlarõnda başarõ ile kullanõlmõş, ancak daha 

sonra penisiline karşõ dirençli suşlar gelişmiştir. Ayrõca bu antibiyotiğin bazõ yan 

etkilerinin tespit edilmesi ile penisilinaza dirençli bir penisilin türevi olan metisilin 
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kullanõma sunulmuştur. Metisilinin kullanõmõndan iki yõl sonra metisiline dirençli S. 

aureus suşlarõ izole edilmiştir (Dündar,  2000). 

 
2.2.5. Metisiline Dirençli S. aureus (MRSA) 

 

Metisiline dirençli S. aureus (MRSA) suşlarõ, metisiline duyarlõ S. aureus (MSSA) 

suşlarõnda bulunmayan, β-laktam antibiyotiklere düşük afinite gösteren penisilin 

bağlayan protein 2a veya 2� (PBP2a) olarak adlandõrõlan bir protein üretmektedir. Bu 

protein kromozomal bir gen olan mecA geni tarafõndan kodlanõr. PBP2a proteini ve 

mecA genine sahip S. aureus suşlarõ metisiline direnç gösterirler ve tüm β-laktam 

antibiyotiklere dirençlidirler.  

 

Metisiline heterojen direnç gösteren stafilokok suşlarõ eritromisin, klindamisin, 

tetrasiklin, trimetoprim, sülfonamidler, aminoglikozidler ve kinolonlar gibi β-laktam 

dõşõ antibiyotiklere de sõklõkla çoklu direnç göstermektedirler (Dündar,  2000). 

 

2.3. Kinolonlar 

 

Kinolonlarõn tarihi; bu grup antibiyotiklerin ilk üyesi olan nalidiksik asidin 1962�de                       

antimalaryal bir antibiyotik olan klorokinin saflaştõrõlmasõ sõrasõnda elde edilen bir 

ara üründen üretilmesiyle başlar (Şekil 2.2). Nalidiksik asidin proteinlere 

bağlanmasõnõn yüksek oluşunun bir sonucu olarak serum ve doku kinetiklerinin orta 

düzeyli olmasõ nedeni ile arzu edilen antibakteriyel aktiviteye ulaşõlamamõş ve 

böylece, insanlarda tedavi alanlarõ üriner kanalõn Gram negatif infeksiyonlarõ ile 

sõnõrlõ kalmõştõr (Norris vd., 1988; Wentland vd., 1993). 

 

 
      klorokin    7-klorokinolin   nalidiksik asit 
 
Şekil 2.2. Klorokinden nalidiksik asidin sentezlenmesi 
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Daha sonraki  10 yõl içinde sentezlenen oksolinik asit, sinoksasin, pipedemik asit gibi 

antibiyotikler dar spektrumlarõ, toksisiteleri ve hõzlõ direnç gelişimi klinikte yaygõn 

olarak kullanõmlarõna engel olmuştur. 1980�li yõllarda  kinolon çekirdeğinin özellikle 

C6 pozisyonuna flor atomu, C7 pozisyonuna ise piperazin halkasõnõn ilavesi ile 

siprofloksasin, norfloksasin,  enoksasin, pefloksasin ve ofloksasin gibi daha geniş 

etki spektrumuna sahip kinolonlar elde edilmiştir (Appelbaum ve Hunter, 2000). 

 

Son yõllarda Gram pozitif aktivite, anaerobik aktivite, atipik mikroorganizmalara 

etkinlik ve daha iyi farmakokinetik özelliklere sahip yeni kinolonlar geliştirilmiştir. 

Sparfloksasin, tosufloksasin, gatifloksasin, moksifloksasin, pazufloksasin üçüncü 

kuşak olarak anõlõrken en son olarak trovafloksasin, klinafloksasin, grepafloksasin 

geliştirilmiş ve bunlara da dördüncü kuşak kinolonlar denilmiştir.  

 

Kinolonlar günümüzde çeşitleri hõzla artan antibiyotikler olmakla birlikte aynõ hõzla 

da kullanõmdan kaldõrõlan bir grup görünümündedirler. Örneğin travofloksasin 

Haziran 1999�dan sonra karaciğer toksisitesi nedeniyle çok kõsõtlõ bir endikasyona 

çekilmiş ve grepafloksasin Ekim 1999�da kardiyovasküler ölümlerle ilişkili 

bulunarak piyasadan kaldõrõlmõştõr. Bu gelişmeler õşõğõnda ruhsat aşamasõnda olan 

klinofloksasin ve sparfloksasin geri çekilmişlerdir. Bu dinamik süreç henüz devam 

etmektedir (Aygün, 2002). 

 

2.3.1. Kimyasal Yapõ 

 

Kinolonlarda naftridon çekirdek ve kinolon çekirdek olmak üzere iki tip halka yapõsõ 

vardõr. Nalidiksik asitte olduğu gibi naftridon çekirdeğinin C1 ve C8 pozisyonlarõnda  

nitrojen bulunurken kinolon çekirdeğinin yalnõzca C1 pozisyonunda nitrojen bulunur. 

Tüm kinolonlarõn C3 pozisyonunda karboksil grubu ve C4 pozisyonunda çift bağlõ 

oksijen atomu yer alõr (Şekil 2.3) .  

 

Nalidiksik asit, pipedimik asit, enoksasin, tosufloksasin, gemifloksasin ve 

trovafloksasin naftridon çekirdeğe sahipken kinik kullanõma yeni giren kinolonlarõn 

büyük çoğunluğu kinolon çekirdeğe sahiptir (Appelbaum ve Hunter, 2000). 



 15

 
Şekil 2.3. Kinolon ve naftridon çekirdeğinin yapõsõ. X=N ise naftridon çekirdek,                       

X=CH  ise kinolon çekirdek 
 

Esas olarak C1 pozisyonundaki ve C7 pozisyonundaki piperazin halkasõ üzerindeki 

substituentler değiştirilmek suretiyle bir çok kinolon türü üretilmiştir. Yeni 

sentezlenen kinolonlarõn C6 pozisyonunda flor atomu vardõr ve bunlar 

florokinolonlar olarak adlandõrõlõrlar. 

 

Kinolon/naftridon halkasõ pek çok noktasõnda yeni bağlantõlarla yeni ve farklõ 

özellikler kazanmaya elverişli bir yapõdadõr. Kinolonlar arasõndaki antibakteriyel 

etkinlik ve farmakokinetik farklõlõklar kimyasal yapõlarõndaki değişikliklerden 

kaynaklanõr. Şekil 2.4�de moleküler yapõdaki her bir modifikasyonla meydana gelen 

faklõ antimikrobiyal ve farmakolojik aktivitelerle birlikte kinolonlarõn yan etkileri 

belirtilmiştir. Kimyasal yapõda oluşturulan değişikliklerle daha potent ve geniş 

antibakteriyel spektruma sahip kinolonlar sentezlenmiştir (Childs, 2000).  

 

 
Şekil 2.4. Kinolon halkasõ (Childs, 2000�den değiştirilerek alõnmõştõr) 
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2.3.2. Antimikrobiyal Etki 
 

Kinolonlar sentez edildikleri sõraya ve antimikrobiyal etkilerine göre dört kuşağa 

ayrõlõrlar.  

 

Birinci kuşak kinolonlarõn sistemik etkileri zayõf ve etki spektrumlarõ dardõr. Bunlar 

arasõnda kinolon grubu antibiyotiklerin ilk üyesi olan nalidiksik asitle birlikte 

oksolinik asit, pipedemik asit ve sinoksasin yer alõr. Nalidiksik asit ve pipemidik asit 

naftridon çekirdeğe, oksolinik asit ve sinoksasin ise kinolon çekirdeğe sahiptir (Şekil 

2.5). Nalidiksik asid dõşõndaki birinci kuşak kinolonlarõn bugün kullanõm alanõ 

yoktur. 

                      
           Nalidiksik asit               Oksolinik asit 
 
Şekil 2.5. Nalidiksik asit ve oksolinik asidin  kimyasal yapõlarõ 
 
 
Norfloksasin, siprofloksasin, pefloksasin, ofloksasin, lomefloksasin, enoksasin ve 

fleroksasin gibi ikinci kuşak kinolonlarõn hepsinin C6 pozisyonunda flor atomu 

vardõr ve bunlar florokinolonlar olarak da adlandõrõlõrlar. C6 pozisyonunda flor 

atomu bulunmasõ Gram pozitif bakterilere karşõ etkinlik sağlar (Şekil 2.6).  

 

İkinci kuşak kinolonlar esas olarak C7 pozisyonundaki piperazin halkasõnõn ve C1 

pozisyonun üzerinde bulunan substituentler değiştirilmek suretiyle üretilmiştir. C7 

pozisyonundaki  piperazin halkasõ  ve C1 pozisyondaki siklopropil Gram negatif 

bakterilere karşõ etkinlik sağlar. Ofloksasin ve bunun L-izomeri levofloksasin 1,8 

siklo bileşikler olup trisiklik benzoksazin çekirdeğinin C7 pozisyonunda N-metil 

piperazin halkasõna sahiptirler (Ambrose ve Owens, 2000; Appelbaum ve Hunter, 

2000) 
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İkinci kuşak kinolonlar daha geniş spektrumlu olup Gram negatif çomaklar dõşõnda, 

stafilokoklara, Haemophilus ve Moraxella türlerine, atipik pnömoni etkenlerine 

(Mycoplasma, Legionella, Chylamydia türleri), genital infeksiyon etkenlerine 

(Mycoplasma, Ureoplasma, Chylamidia, Neisseria  türleri), Mycobacterium 

tuberculosis ve Brucella gibi pek çok bakteriye etkindir. Bu grupta en çok klinik 

deneyim olan kinolonlar; siprofloksasin ve ofloksasindir. Pefloksasin ve ofloksasin 

beyin  omurilik   sõvõsõna    (BOS)  geçişi  en  iyi   olan   kinolonlardõr. Siprofloksasin  

 P. aeruginosa�ya en etkili kinolondur. M. tuberculosis�e en etkili kinolon ise 

ofloksasindir. İkinci kuşak kinolonlarõn streptokoklara, enterokoklara ve anaerob 

bakterilere karşõ etkinlikleri ise oldukça düşüktür (Reece ve Bettss, 1996; Cunha, 

2000; Moellering vd., 2000). 

 

                                 
          Siprofloksasin                                                           Ofloksasin 
 
Şekil 2.6. Siprofloksasin ve ofloksasinin kimyasal yapõlarõ 

 

Levofloksasin, sparfloksasin, gatifloksasin, moksifloksasin, tosufloksasin ve 

pozufloksasin  gibi üçüncü kuşak kinolonlarda ise N1 pozisyonunda siklopropil 

varlõğõ  ve C5 pozisyonunda amino grubunun bulunmasõyla yalnõz Gram negatif  

etkinlik değil, Gram pozitif etkinlik de arttõrõlmõştõr. Sparfloksasin piperazin 

halkasõnda 2cis-oriented metil grubuna sahiptir (Şekil 2.7). Bu cis-dimetil oluşum ile 

in vivo antimikrobiyal potent, özellikle Gram pozitif bakterilere etkinliği artmõştõr. 

Moksifloksasin ve gatifloksasinin C8 pozisyonunda metoksi yan zinciri, C7 

pozisyonunda lipofilik azabisiklo modifikasyonuyla Gram pozitif bakterilere etkinlik 

artmõştõr. Moksifloksasin, gatifloksasinin, levofloksasin ve sparfloksasinin hem  

pirolidin halkasõnõn hem de piperazin halkasõnõn alkil olmasõ çözünürlüğü ve Gram 

pozitif  bakterilere etkinliği artõrõr ve antibiyotiklerin yarõ ömürlerini uzatabilir. 
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         Gatifloksasin                       Moksifloksasin                         Sparfloksasin 
                             
Şekil 2.7. Gatifloksasin, moksifloksasin ve sparfloksasinin kimyasal yapõlarõ 
 

Daha yeni olarak geliştirilen travofloksasin, klinafloksasin, grepafloksasin, 

temafloksasin ve gemifloksasin gibi dördüncü kuşak kinolonlara Gram negatif ve 

Gram pozitif etkinliklerle birlikte anaerobik etkinlik kazandõrõlmõştõr (Şekil 2.8). 

Klinafloksasin C7 pozisyonunda prolidin halkasõna sahip olmasõ bunun Gram pozitif 

bakterilere etkinliğini arttõrmaktadõr (Appelbaum ve Hunter, 2000; Childs, 2000; 

Oliphant ve Green, 2002.).  

 

    
      Grepafloksasin           Gemifloksasin 

 
Şekil 2.8. Grepafloksasin ve gemifloksasinin kimyasal yapõlarõ 

 

2.3.3. Etki Mekanizmasõ 

 

Kinolonlar antimikrobiyal etkilerini bakterilerin DNA replikasyonunda rol alan DNA 

giraz ve topoizomeraz IV enzimlerini inhibe ederek gerçekleştirir ki bu enzimler 

yapõsal olarak birbirlerine benzemektedirler. Her iki enzim de tetramerik yapõda 

olup, DNA giraz iki GyrA ve iki GyrB alt ünitesinden ve topoizomeraz IV ise iki 

ParC ve iki ParE  alt ünitesinden meydana gelir. DNA giraz ve topoizomeraz IV 

enzimleri oldukça uzun bir molekül olan bakteri DNA�sõnda çok yönde negatif 

süpersarmallar  oluşturarak, birkaç mikrometre  olan bakteri içine sõğdõrõlmasõnõ 
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sağlarlar (Hooper ve Wolfson, 1993; Dougherty vd., 2001; Ince vd., 2003; Limoncu 

vd., 2003) 

 

Süpersarmal yapõdaki  DNA�nõn replikasyonu ve transkripsiyonu mekanik olarak  

mümkün değildir. Bu iki olayõn başlamasõ ve sürdürülmesi için DNA 

süpersarmalinin yerel olarak açõlmasõ ve DNA zincirlerinin birbirinden ayrõlmasõ 

gerekir. Ancak ayrõlan zincirler özel bir işleme tabi tutulmazlarsa ayrõlma noktasõnõn 

önünde aşõrõ pozitif  süpersarmallaşma olur. Bu durumun önlenmesi için DNA giraz 

enzimi replikasyon çatalõnõn ilerisinde yer alarak DNA sarmalini oluşturan 

iplikçiklerin her ikisinin belli bir noktasõndan kesip iplikçiklere negatif 

süpersarmallaşma sağladõktan sonra  iplikçikleri yeniden  birleştirir (Şekil 2.9 ve 

Şekil 2.10) 

 

 
 
 
Şekil 2.9. Bakteriyel DNA�da negatif süpersarmalin oluşumu (www.epfl.ch/.../ 

course_files/stasiak) 
 
 
 
Topoizomeraz IV enzimi ise replikasyon çatalõnõn gerisinde yer alarak DNA 

süpersarmalinin ilerlemesini sağlar (Şekil 2.10). Bu enzim aynõ zamanda bakterilerin 

bölünmesi sõrasõnda yeni oluşan bakterilere DNA�nõn bölüştürülmesini sağlar 

(Bearden ve Danziger, 2001; Jones, 2002). 
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Şekil 2.10. Topoizomerazlar ve DNA replikasyonu (Bearden ve Danziger, 2001) 
 
 

Bakteri tipine bağlõ olarak bu enzimler, antimikrobiyal etkinin primer veya sekonder 

hedefini oluştururlar. E. coli gibi Gram negatif bakterilerde, kinolonlar daha yoğun 

olarak DNA giraz�õ inhibe ederken, S. aureus gibi Gram pozitif organizmalar için 

ana hedefin topoizomeraz IV olduğu yakõn zamanda ortaya konmuştur (Hooper ve 

Wolfson, 1993; Shen vd.,1993; Morais vd., 1997; Pickerill vd., 2000). 

 

2.3.4. Direnç Mekanizmalarõ  

 

Kinolonlara karşõ oluşan direnç  kromozomal kaynaklõ olup önceden bildirilen 

plazmid kaynaklõ dirençler doğrulanmamõştõr. Başlõca direnç mekanizmalarõ hedef 

enzimde değişiklik ve antibiyotiğin hücre içine girişinin azaltõlmasõdõr (Hooper, 

2001; Oh ve Edlund, 2003). 

 

2.3.4.1. Hedef Enzimde Değişiklik  

 

Tüm bakteri türlerinde kinolonlara karşõ esas direnç mekanizmasõ DNA giraz ve 

topoizomeraz IV enzimlerini kodlayan genlerdeki yapõsal değişikliklerdir. Bu  

değişiklikler  özellikle   her  enzimin  alt ünitelerindeki  KDBB olarak da adlandõrõlan 

��kinolon direnç belirleyici bölge��de spontan mutasyonlarla meydana gelmektedir. 

Spontan kromozomal mutasyon sõklõğõ 10-6-10-9�dur. KDBB�de mutasyonlarla 
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meydana gelen aminoasit değişiklikleri kinolonlarõn enzim-DNA kompleksine olan 

afinitesini azaltõrlar. gyrA ve parC genlerindeki mutasyonlar, kinolonlarõn DNA giraz 

ve topoizomeraz IV enzimlerinde bağlandõğõ hedef bölgelerde değişikliklere yol 

açarak kinolonlarõn bağlanmasõnõ azaltmaktadõr. Böylece  kinolonlarõn bakterilere 

etkinliği azalõrken, antibiyotiğe direnç ve bakteriyel minimum inhibisyon 

konsantrasyonu (MİK) artõş göstermektedir (Bearden ve Danziger, 2001; Hooper, 

2002; Jones, 2002).  

 

Gram negatif bakterilerde DNA giraz tüm kinolonlarõn primer hedefiyken, Gram 

pozitif bakterilerde ise antibakteriyel etkinin tarzõnõ kinolonun kimyasal yapõsõ 

belirlediğinden primer hedef DNA giraz veya topoizomeraz IV olarak 

değişebilmektedir. Bu durum primer hedefin bakteri türleri kadar kinolonun yapõsõna 

da bağlõ olduğunu göstermektedir. Örneğin bazõ Gram pozitif bakterilerde 

sparfloksasinin başlõca hedefi DNA giraz�dõr (Schmitz vd., 1999; Roychoudhury vd., 

2001).  

 

gyrA genindeki mutasyonlar tüm kinolonlara karşõ yüksek düzeyde direnç gelişimine 

neden  olmaktadõr. Bu  durum  E. coli,  P. aeruginosa,  H. influenzae,  C. freundii  ve  

S. marcescens�te tanõmlanmõştõr. gyrB genindeki mutasyonla oluşan direnç tüm 

kinolonlara karşõ gelişmeyebilir; bu tip direnç  E. coli  ve P. aeruginosa�da 

gözlenmiştir. 

 

parC genindeki mutasyonlar ise daha çok S. aureus ve S.pneumoniae’de 

tanõmlanmõştõr. parE genindeki mutasyonlarõn kinolon direncine bağlõ olmadõğõ 

düşünülmektedir (Dougherty vd., 2001; Jones, 2002). 

 

2.3.4.2. Antibiyotiğin Hücre İçine Girişinin Azaltõlmasõ 

 

2.3.4.2.1. Membran Permeabilitesinde Azalma 

 

DNA giraz ve topoizomeraz IV enzimleri bakteriyel hücrenin sitoplazmasõna 

yerleşmişlerdir. Kinolonlarõn sitoplazmadaki bu hedeflerine ulaşmasõ için bakteri 
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hücresine penetre olmalarõ zorunludur. Gram negatif  bakterilerde kinolonlarõn hücre 

içine girmesi, dõş membrandaki porinler aracõlõğõ ile olur. Gram negatif  bakterilerin 

dõş membran porin proteinlerinde değişikliğe yol açan mutasyonlar kinolonlarõn dõş 

membrandan  girişini azaltarak hedef enzimlere daha az miktarda antibiyotiğin 

ulaşmasõna yol açar. Dõş membran porin proteinlerinde (OmpF) oluşan mutasyonlar 

yalnõzca Gram negatif bakterilerde gözlenmiş olup kinolonlara karşõ artmõş MİK 

değerleri saptanmõştõr. Nalidiksik asit ve diğer kinolonlara bu mekanizma ile gelişen 

direnç P. aeruginosa ve Serratia marcescens�te bildirilmiştir. Bu tip direnç 

kinolonlarõn yanõ sõra β-laktamlar, tetrasiklinler ve kloramfenikol gibi diğer 

antibiyotikler için de geçerlidir (Tanõr ve Göl, 1999; Yüce, 2001; Hogan ve Kolter, 

2002).  

 

 2.3.4.2.2. Aktif Pompalama ile Antibiyotiğin Dõşarõ Atõlmasõ 

 

Antibiyotiğin hücre dõşõna atõlmasõnõ sağlayan aktif pompa sistemlerinin varlõğõ 

yaklaşõk olarak 20 yõl önce tetrasiklinler için belirlenmiştir. Kromozomal mutasyon 

sonucu değişik dõşarõ pompalama sistemleri ile de kinolonlara karşõ direnç gelişimi 

söz konusudur.  Kinolonlarõn aktif pompalama sistemi ile dõşarõ atõlmasõ S.aureus 

(NorA), Enterobacteriaceae (MarA), Pseudomonas ve Campylobacter gibi 

bakterilerde gözlenmiştir. Kinolonlar enerjiye bağõmlõ bir aktif pompalama sistemi 

ile hõzla dõşarõya atõlõrlar ve hücre içinde birikemezler. Aktif pompalama sisteminin 

kinolon direncinin yanõ sõra, kloramfenikol, β-laktamlar antibiyotikler ve setrimid, 

benzalkonyum klorür gibi deterjanlara dirence de yol açtõğõ bildirilmektedir 

Pompalama sistemlerinden bir kõsmõ çoklu antibiyotik direnci sağlarken, sadece 

kinolonlara direnç sağlayanlarõ da vardõr (Yüce, 2001; Hogan ve Kolter, 2002).  

 

2.3.5. Farmakokinetik Özellikler 

 

Kinolonlar biyoyararlanõmlarõ oldukça iyi olan, suda çok iyi çözünen lipofilik 

bileşiklerdir. Ağõz yoluyla alõndõklarõnda gastrointestinal sistemden absorbsiyonlarõ 

son derece iyidir. Biyoyararlanõmõ en yüksek olan oflaksasin oral yolla alõndõğõnda 
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tamamen absorbe olurken; siprofloksasinin % 70�i, norfloksasinin ise % 40-50�si 

emilir. 

 

Kinolonlar oral yoldan alõndõktan 1-2 saat sonra plazmada en yüksek 

konsantrasyonlarõna ulaşõrlar. Siprofloksasin ve oflaksasin en hõzlõ, enoksasin ise en 

yavaş absorbe edilen kinolonlardõr. Besinle birlikte alõnõmlarõ absorbsiyon hõzlarõnõ 

azaltõr, fakat biyoyararlanõmlarõnõ değiştirmez. Sukralfat veya antasitlerle birlikte 

alõndõklarõnda bu maddeler kinolonlarõn biyoyararlanõmlarõnõ azaltõrlar. Birlikte 

kullanõlacaklarsa bu maddeler kinolonlardan 2-4 saat önce ya da en az iki saat sonra 

alõnmalõdõr.  

 

Kinolonlarõn plazma proteinlerine bağlanma oranlarõ düşük olmasõna rağmen, 

dağõlõm hacimlerinin yüksekliği ve dokulara iyi penetrasyonlarõ nedeniyle 

eliminasyon yarõ ömürleri oldukça uzundur. Bu durum günde tek doz veya iki kez 

kullanõmlarõna izin verir. Kinolonlarõn eliminasyon yollarõ da farklõdõr. Norfloksasin, 

siprofloksasin, enoksasin, fleroksasin, lomefloksasin hem renal hem de hepatik yolla 

elimine edilirken, ofloksasin daha çok renal, pefloksasin de daha çok hepatik yolla 

elimine edilir. Kinolonlarõn bazõ metabolitleri karaciğerde sitokrom p-450 sistemini 

etkileyerek kafein ve teofilin demetilasyonunu azaltabilir (Pickerill vd., 2000;  

Leblebicioğlu, 2001). 

 

Tüm kinolonlar gerek küçük moleküllü olmalarõ, gerekse plazma proteinlerine 

bağlanma oranlarõnõn düşük olmasõ nedeniyle serumda, fagositik hücrelerde, doku ve 

vücut sõvõlarõnda oldukça yüksek konsantrasyonlara ulaşõrlar. Akciğer, karaciğer, 

kalp, kemik,  prostat, idrar, balgam ve dokuda ulaştõklarõ konsantrasyonlar çok iyi 

olup tükrük, gözyaşõ salgõsõ, nazal mukoza ve bronş epiteline geçişleri de oldukça 

iyidir. Ancak BOS�a geçişleri inflamasyon varlõğõnda bile yeterli değildir. En iyi 

BOS düzeyi sağlayan kinolonlar pefloksasin ve ofloksasindir. 

 

Böbrek, idrar, prostat, akciğerler, bronş mukozasõ gibi dokularda, granülosit ve 

makrofaj içinde, serum konsantrasyonlarõndan daha yüksek konsantrasyonlara 

ulaşõrlar. Prostat salgõsõ, bronş sekresyonlarõ, tükrük ve ejekulat gibi vücut sõvõlarõnda 
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diğer birçok antibiyotiğe göre yüksek oranda bulunmalarõna rağmen, serum 

düzeylerinden daha düşük konsantrasyonlarda bulunurlar (Oliphant ve Green, 2002). 

 

2.3.6. Klinik Kullanõmlarõ 

 

Kinolonlar; oral kullanõm ve yüksek biyoyararlanõm oranlarõ başta olmak üzere çok 

iyi farmakokinetik özellikleri, geniş antibakteriyel etki alanlarõ, mükemmel doku 

penetrasyonlarõ, nispeten düşük ve önemsiz yan etki profilleri nedeniyle çok değişik 

infeksiyonlarõn  tedavisinde başarõ ile kullanõlan seçkin antibiyotikler arasõndadõr. 

Kinolonlarõn başlõca klinik kullanõm alanlarõ; üriner sistem infeksiyonlarõ, bakteriyel 

prostatitler, cinsel  ilişki ile bulaşan infeksiyonlar gastrointestinal infeksiyonlar, 

solunum yolu infeksiyonlarõ, kemik ve eklem infeksiyonlarõdõr. 

 

Kinolonlarõn oral kullanõmdan sonra idrarda çok yüksek yoğunluklara ulaşabilmeleri 

ve bu düzeylerini birçok üropatojen için bakterisidal konsantrasyonlarda uzun süre 

devam ettirebilmeleri nedeniyle her tip üriner sistem infeksiyonun tedavisinde 

başarõyla kullanõlan antibiyotiklerdir. Bu tür infeksiyonlarda norfloksasin, 

siprofloksasin ve ofloksasin kullanõlmaktadõr. 

 

Kinolonlar prostat dokusunda çok yüksek konsantrasyonlara ulaşabilme özellikleri 

nedeniyle akut ve kronik bakteriyel prostatitlerin tedavisinde çok etkilidirler.  

Siprofloksasin, ofloksasin ve norfloksasin akut prostatitlerde en az 4 hafta süre ile 

uygulandõğõnda %90�õn üzerinde başarõ oranõna ulaşõlõr. Kronik prostatitlerde tedavi 

süresi 16 haftaya kadar uzatõlabilir. 

 

Tüm kinolonlar N. gonorrhoeae ve Haemophilus ducreyi  gibi cinsel ilişki ile 

bulaşan patojenlere mükemmel etkinlik gösterirler. Siprofloksasin, ofloksasin ve 

norfloksasin gonore tedavisinde %100�e yakõn oranlarda etkilidir. H. ducreyi�nin 

neden olduğu yumuşak şankr�õn tedavisinde siprofloksasin çok etkilidir.  

 

Kinolonlar; Shigella, Salmonella, Campylobacter, Vibrio, Yersinia cinsleri ve E. coli 

dahil bir çok enterik patojene karşõ çok iyi etkinlik gösterirler. Bu patojenlerde 
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özellikle kotrimoksazol, ampisilin, kloramfenikol ve tetrasiklin direncinin 

günümüzde oldukça yüksek olduğu göz önüne alõnõrsa kinolonlarõn bakteriyel 

gastrointestinal sistem infeksiyonlarõnõn amprik tedavisinde ilk seçenek 

antibiyotiklerdir.  

 

Daha önce de belirtildiği gibi siprofloksasin, ofloksasin gibi ikinci kuşak 

florokinolonlarõn başta pnömokoklar ve streptokoklar olmak üzere Gram pozitif 

bakterilere etkinliklerinin iyi olmayõşõ nedeniyle bu kinolonlarõn solunum yolu 

infeksiyonlarõnda kullanõmlarõ önerilmemektedir. Ancak son yõllarda klinik 

kullanõma girmeye başlayan Gram pozitif ve dolayõsõyla pnömokoklara etkinliği 

artmõş yeni kinolonlar S. pneumoniae, H. influenzae ve M. catarrhalis�e mükemmel 

etkinlikleri nedeniyle solunum yolu infeksiyonlarõnda başarõ ile kullanõlmaya 

başlanmõştõr.  

 

Klinolonlarõn kemik dokuda çok yüksek konsantrasyonlara ulaşabilmeleri nedeniyle 

Gram negatif  bakterilerin neden olduğu osteomiyelitlerin tedavisinde oldukça 

başarõlõ sonuçlar alõnmaktadõr. Osteomiyelit  tedavisinde üzerinde en çok çalõşõlan ve 

tercih edilmesi gereken kinolon siprofloksasindir. Kronik osteomiyelitlerde 

rifampisinle kombine kullanõlmasõnõn başarõ oranõnõ yükselttiği bildirilmektedir 

(Leblebicioğlu, 2001; Oliphant ve Green, 2002). 

 

2.4. Staphylococcus aureus’ta Kinolon Direnci 

 

Hedef enzimlerdeki  değişiklikler ve aktif pompalama mekanizmalarõ metisiline 

duyarlõ S. aureus  (MSSA ) ve metisiline dirençli S. aureus  (MRSA)�ta  kinolon 

direncine neden olur.  

 

S. aureus için en yaygõn direnç mekanizmasõ DNA giraz ve topoizomeraz IV 

enzimlerindeki değişikliklerdir. S. aureus�ta topoizomeraz IV enzimin alt üniteleri 

grlA (parC) ve grlB (parE) genleriyle kodlanõr (Couzinet vd., 2005) 
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S. aureus�ta kinolonlarõn primer hedefi topoizomeraz IV�dõr. S. aureus�ta özellikle 

birbirleriyle homolog olan parC ve gyrA genlerinin ��kinolon direnç belirleyici 

bölge��de oluşan mutasyonlar direnç gelişiminde önemli rol oynamaktadõr. 

Mutasyonlar çoğunlukla parC�de  Ser80Phe, Glu84Lys ve gyrA�da ise Ser84eu  ve 

Glu88Lys aminoasit kodonlarõnda meydana gelmektedir. Bu güne kadar DNA giraz 

ve topoizomeraz IV enzimlerinin B alt ünitelerini olan gyrB ve grlB genlerinin 

kinolon direnciyle doğrudan ilişkileri gösterilememiştir (Schmitz vd., 1999; Sierra 

vd., 2002). 

 

S. aureus�taki aktif pompalama mekanizmasõyla meydana gelen direnç norA geninin 

ekspresyonunun artmasõna bağlõdõr. norA geni kinolon direncinden sorumlu aktif 

pompalama mekanizmasõ olan membran proteini NorA�yõ kodlar. NorA aktif 

pompalama sistemiyle ekspresyonun artmasõ putative promotor bölgedeki bir 

mutasyondan ileri gelir. Aynõ zamanda norA yapõsal genin kendisindeki bir mutasyon 

da dirence katkõda bulunabilir. S. aureus�ta   NorA aktif pompalama sistemiyle 

kinolonlar elektrokimyasal proton gradientiyle  hõzla dõşarõ atõlõrlar ve hücre içinde 

birikemezler. NorA aktif pompolama sistemin ekspresyonunun artmasõndan 

kaynaklanan direnç düşük seviyeli olup topoizomeraz mutasyonlarõyla aynõ ya da 

farklõ zamanlarda meydana gelebilir. 

 

Norfloksasin, siprofloksasin ve ofloksasin gibi hidrofilik kinolonlar bu pompalama 

sistemiyle etkin bir biçimde dõşarõya atõlõrken sparfloksasin, trovafloksasin ve 

moksifloksasin gibi yeni hidrofobik kinolonlarõn NorA�dan etkilenmediği 

düşünülmektedir. S. aureus�ta hidrofilik kinolonlar aktif pompalama sisteminden 

değişik düzeylerde etkilenirler. Örneğin, S. aureus�ta NorA aktif pompalama 

sisteminin yüksek düzeyde ifade edilmesiyle norfloksasinin MİK değerinde 32 kat, 

siprofloksasinde yalnõzca 8 kat ve ofloksasinde ise 4 kat artõş olduğu bildirilmektedir 

(Bearden ve Danziger, 2001; Dougherty vd., 2001; Kaatz vd., 2002).  

 

S. aureus�ta kinolon direnci siprofloksasinin kullanõma girmesinden sonra ortaya 

çõkmõştõr ve özellikle son yõllarda metisilin dirençli  S. aureus (MRSA) suşlarõnda 

kinolon direncinde hõzlõ bir artõş söz konusudur.  
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S. aureus�ta düşük seyiyeli direnç nokta mutasyonlarla, yüksek seviyeli direnç ise 

kombine direnç mekanizmalarõyla kazanõlabilmektedir. Kombine direnç 

mekanizmalarõna bir çok örnek verilebilir. Örneğin parC�nin iki farklõ segmentinde 

aynõ anda meydana gelen değişiklikler MİK değerlerinin yükselmesine neden 

olmaktadõr. Hem DNA giraz hem de topoizomeraz IV�deki kombine değişiklikler 

direncin düzeyini arttõrmaktadõr. Ayrõca, norA ve gyrA genlerinde aynõ anda 

meydana gelen ikili mutasyonlar bakteriyel duyarlõlõğõn azalmasõna neden olmaktadõr 

(Bearden ve Danziger, 2001). 
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3. MATERYAL ve METOT 

 

3.1. Kullanõlan Sarf Malzemeler 

• Agaroz (Sigma) 

• Agar (Merck) 

• Borik Asit (Sigma) 

• Bromofenol mavisi ( %0.25 J.T.Baker)  

• DNA jel ekstraksiyon kiti (Biogen) 

• DNA Markõr (100-1500 bç) (Takara) 

• EDTA (Idranal,III) 

• Etidyum Bromür (Sigma E-7637) 

• Fikol (Sigma) 

• Gatifloksasin Disk (Oxoid) 

• Gatifloksasin E-testi (AB Biodisk) 

• Mueller Hinton Broth (LabM) 

• Mueller Hinton Agar (LabM) 

• Siprofloksasin Disk (Oxoid) 

• Siprofloksasin E-testi (AB Biodisk) 

• Sükroz (Sigma) 

• Trisbase (Merck) 

• Triptik Soy Broth (Merck) 

 

3.2. PZR Bileşenleri 

• PZR tamponu (Takara) 

• dNTP karõşõmõ (dATP,dCTP,dGTP,dTTP) (Takara) 

• MgCl2 (Takara) 

• Taq Polimeraz (Biogen)  

• gyrA Forward primeri (Biogen) 

• gyrA Reverse primeri  (Biogen) 

• parC Forward primeri (Biogen) 

• parC Reverse primeri  (Biogen) 
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3.3. Kullanõlan Cihazlar 

• Buzdolabõ (Beko) 

• Çalkalamalõ İnkübatör (GallenKamp, 240v models) 

• Derin Dondurucu - 20º (Arçelik) 

• Elektroforez tankõ (Biolab Minicell ®Primo EC320 Electrophoretic Gel 

System)  

• Etüv (Wtcbinder)  

• Güç kaynağõ (Bio-Rad Power PAC 300) 

• Jel görüntüleme Sistemi (Biolab UV Tech, Heidolp Potamax 120 

Instruments) 

• Mc Farland (Bio Mêrieaux Lefrance) 

• Mini santrifüj (Minispinplus Eppendorf)  

• Soğutmalõ Santrifüj (Hettich Universal 32) 

• Steril Kabin CV-100 

• Termocycler (Techne Genius) 

• UV Görüntüleme Sistemi (BioRad UV Transilluminator 2000) 

• Vorteks (Velp Scientifica) 

 

3.4. S. aureus Suşlarõnõn Toplanmasõ 

 

Isparta Süleyman Demirel Üniversitesi Tõp Fakültesi Hastane�sinin  değişik klinik 

örneklerinden toplanan suşlardan  22 adet MRSA suşu ve 2 adet kontrol MSSA suşu 

ile birlikte toplam 24 S. aureus suşu bu çalõşmada kullanõlmõştõr.  

 

3.5. S. aureus Suşlarõnõn Üretimi ve Saklanmasõ 

 

Çalõşmada kullanõlacak suşlar uzun süreli saklama amacõyla Triptik Soy broth 

besiyerine ekilerek 37ºC�de 24 saat üretildikten sonra kültür ortamõna  %1 oranõnda 

Gliserin eklenerek steril tüplere dağõtõlmõş ve -80ºC�de muhafaza edilmiştir. -80ºC�de 

saklanan bakteriler antibiyotik duyarlõlõk testleri ve PZR çalõşmalarõ için önce %5 

insan kanlõ agara ekilmiş ve 37ºC�de 24-48 saat  inkübe edilmiştir. Daha sonra kanlõ 
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agarda üreyen bakteriler yatõk Triptik Soy agar tüplerine ekilerek 37ºC�de 24-48 saat 

inkübe edilmiş ve +4ºC�de saklanmõştõr. 

 

3.6. Antibiyotik  Duyarlõlõk Testleri 

 

3.6.1. Katõ Besiyerinin  Hazõrlanmasõ 

 

Çalõşmaya alõnan suşlarõn siprofloksasin ve gatifloksasin duyarlõlõklarõ National 

Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) standartlarõna uygun olarak 

disk difüzyon ve E-testi yöntemleriyle belirlenmiştir. Bu amaçla Mueller Hinton agar 

besiyeri hazõrlanõp 121ºC�de 15 dakika otoklavda sterilize edildikten sonra petrilere 

dökülmüş ve oda sõcaklõğõnda katõlaşmasõ beklenmiştir. Kontaminasyon kontrolü için 

petriler 37ºC�lik etüvde bir gece inkübe edilmiş ve hiç bakteri üremesi olmayan 

petriler antibiyotik duyarlõlõk testlerinde kullanõlmõştõr. 

 

3.6.2. Duyarlõlõk Testleri İçin Bakteri Süspansiyonunun Hazõrlanmasõ 

 

Duyarlõlõk testleri için yatõk Triptik Soy agarda üretilmiş  S. aureus suşlarõ Mueller 

Hinton broth besiyerine ekilerek 37ºC�de 4-6 saat inkübe edilerek bakteri 

süspansiyonlarõ hazõrlanmõştõr. Bakteri  süspansiyonu 0.5 Mc-Farland bulanõklõk 

standardõna (108 bakteri/mL)  uygun olacak  şekilde steril serum fizyolojikle 

seyreltildikten sonra kullanõlmõştõr. 

 

3.6.3. S. aureus  Suşlarõnda Antibiyotik Duyarlõlõk Testleri 

 

Bir antibiyotiğin antimikrobik aktivitesinin saptanmasõ için uygulanan in vitro 

işlemlere  genel olarak ��duyarlõlõk testleri�� adõ verilmektedir. Rutin laboratuvarlarda 

uygulanan testlerle genellikle antibiyotiklerin inhibitör (bakteriyostatik) aktivitesi 

değerlendirilir. Disk difüzyon ve E-testi bu amaçla uygulanan en yaygõn iki 

yöntemdir.
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3.6.3.1. Disk Difüzyon Yöntemi 

 

Disk difüzyon yönteminde belirli miktarlarda antibiyotik emdirilmiş kağõt diskler test 

edilecek mikroorganizmasõndan hazõrlanan standart süspansiyonun yayõldõğõ agar 

yüzeyine yerleştirilir. Böylece diskteki antibiyotik agar içerisine yayõlõr ve bakteriye 

etkili olduğu düzeylerde üremeyi engeller. 

 

Çalõşmamõzda her bir suş için Mc-Farland 0.5 bulanõklõğõnda hazõrlanan standart  

bakteri süspansiyonunun yaklaşõk 2 mL�si Mueller Hinton agar bulunan petrilere tüm 

besiyerinin üzerini kaplayacak şekilde yayõldõ. Petriler steril kabinde 20 dakikayõ 

geçmeyecek şekilde kurutuldu. Besiyeri yüzeyine steril pensle siprofloksasin ve 

gatifloksasin antibiyotiklerini içeren diskler  yerleştirildikten sonra petriler 35ºC�de 

24 saat inkübe edildi. İnkübasyon  süresi sonunda disklerin çevresinde bakterilerin 

test edilen antibiyotiklere duyarlõlõk derecesini ifade eden bakterilerin üremediği 

dairesel alanõn çapõ ölçülerek duyarlõ, orta duyarlõ ve dirençli suşlar NCCLS�nin 

kriterlerine göre belirlendi (Çizelge 3.1).   

 

Çizelge 3.1. Disk difüzyonunda siprofloksasin ve gatifloksasin sõnõr değerleri 

 

 

3.6.3.2. E�Testi Yöntemi 

 

Yine disk difüzyon yöntemine dayanan ancak diskler yerine belirli ve sürekli artan 

konsantrasyon değişimi olacak şekilde antibiyotik içeren plastik şeritlerin 

kullanõldõğõ bir yöntemdir. Disk difüzyon yönteminde suşlarõn test edilen antibiyotik 

için yalnõzca duyarlõ ya da dirençli oluşlarõ belirlenirken, E-testi ile minimum 

inhibisyon konsantrasyon (MİK) değerleri de belirlenebilmektedir. 

Antibiyotik Duyarlõ Orta Duyarlõ Dirençli 
 Disk  Çapõ 

Siprofloksasin  (5µg) ≥ 21 mm 16-20 mm ≤ 15 mm 

Gatifloksasin    (5µg) ≥ 18 mm 15-17 mm ≤ 14 mm 
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E-testinde disk difüzyon yönteminde olduğu gibi her bir suş için Mc-Farland 0.5 

bulanõklõğõnda hazõrlanan standart  bakteri süspansiyonunun  yaklaşõk 2 mL�si 

Mueller Hinton agar bulunan petrilere tüm besiyerinin üzerini kaplayacak şekilde 

yayõldõ. Petriler steril kabinde 20 dakika kadar kurutulduktan sonra besiyeri yüzeyine 

steril pensle siprofloksasin ve gatifloksasin E-testi şeritleri konularak 35ºC�de  24 

saat inkübe edildi. İnkübasyon süresi sonunda elips şeklindeki inhibisyon zonunun 

şeridi kestiği noktadaki konsantrasyon değeri NCCLS�nin kriterlerine göre MİK 

değeri olarak kaydedildi (Çizelge 3.2). 

 

Çizelge 3.2. E-testinde siprofloksasin ve gatifloksasin sõnõr değerleri 

Antibiyotik Duyarlõ Orta Duyarlõ Dirençli 

 E-Testi 

Siprofloksasin ≤ 1 µg/mL 2 µg/mL ≥ 4 µg/mL 

Gatifloksasin ≤ 2 µg/mL 4 µg/mL ≥ 8 µg/mL 

 

3.7.  PZR Yöntemi ile gyrA ve parC Genlerinin Çoğaltõlmasõ 

 

3.7.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu  

 

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), dizisi bilinen bir DNA bölgesinin in vitro olarak 

çoğaltõlmasõnõ sağlayan ve DNA molekülünün milyonlarca kopyasõnõn elde edildiği 

bir tekniktir. 

 

Çalõşmamõzda PZR yöntemi ile her bir S. aureus suşunun gyrA ve parC genlerinin 

KDBB�leri spesifik primerler kullanõlarak ve her bir gen için ayrõ PZR reaksiyonu 

hazõrlanmak suretiyle çoğaltõldõ. gyrA ve parC  genlerinin KDBB�sinin çoğaltõlmasõ 

için gerekli spesifik primerlerinin dizilimi aşağõdaki gibidir: 

 

gyrA Primer F (5' ATG GCT GAA TTA CCT  CAA TC 3') 

         Primer R (5' GTG TGA TTT  TAG TCA  TAC GC 3') 
 

parC  Primer F (5' CAG TCG GTG ATG TTA TTG GT 3') 
          Primer R (5' CCT TGA ATA ATA CCA CCA GT 3') 
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3.7.2. Örneklerin Hazõrlanmasõ 

 

Her S. aureus suşu için steril eppendorf tüplere 50 µL  steril saf su koyuldu. Steril 

kürdanla  her örnekten 2-3 koloni alõnõp saf su içinde tamamen çözünmesi sağlandõ. 

Tüpler vortekslenip suda yarõm saat kaynatõldõktan sonra oda sõcaklõğõnda  soğumasõ 

için bekletildi ve 14.000 rpm�de 2 dakika santrifüjlendi. Santrifüj sonrasõ 

süpernatantõn 3µL�si DNA kaynağõ olarak kullanõldõ. 

 

3.7.3. PZR Koşullarõ 

 

gyrA ve parC genlerinin KDBB�leri  yukarõda belirtilen spesifik primerler  

kullanõlarak ve her bir gen için ayrõ reaksiyon  hazõrlanarak PZR ile çoğaltõldõ. 

 
Çizelge 3.3. gyrA ve parC genleri için PZR koşullarõ 
 
PZR Tamponu 6 µL 
MgCl2 3 µL 

dNTP karõşõmõ 4 µL 

Primer F 1 µL 

Primer R 1 µL 

Taq polimeraz enzimi   0.5 µL 

Kalõp DNA 3 µL 

Steril saf su 31.5 µL 

Toplam hacim    50 µL 
 

 

PZR  aşamasõnda DNA�nõn çift sarmal yapõsõnõ bozup tek bir zincir haline getirmek 

(denatürasyon) için  95ºC, primerlerin hedef bölgeye tutunmasõ için 55ºC, primerlere 

nükleotid eklenerek komplementer DNA�nõn polimerizasyonu için 72ºC sõcaklõk 

gerekmekte ve bu üç farklõ sõcaklõğõn ardõ ardõna uygulanmasõndan oluşan döngünün 

30 kez tekrarlanmasõ thermal cycler adõ verilen cihazla sağlanabilmektedir. Bu 

amaçla  gyrA ve parC PZR döngüleri  şu şekilde  hazõrlanmõştõr: 
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Denatürasyon     :   95C  6 dakika  

Taq polimeraz ilavesi   :   85ºC  2 dakika    

Primer bağlanmasõ     :   55ºC  45 saniye   1 DÖNGÜ 

Polimerizasyon     :   72ºC  1 dakika 

 

Denatürasyon     :   95ºC   45 saniye  

Primer bağlanmasõ     :   55ºC  45 saniye   30 DÖNGÜ 

Polimerizasyon     :   72ºC  1 dakika 

 

Polimerizasyon     :   72ºC  5 dakika   1 DÖNGÜ   

 

PZR sonunda oluşmasõ beklenen 398 bç�lik gyrA ve 468 bç�lik parC KDBB�lerinin 

varlõğõ agaroz jel elektroforezinde incelenmiştir. 

 

3.8. Agaroz Jel Elektroforez İncelemeleri 

 

Agaroz jel elektroforezi biyomoleküllerin sahip olduklarõ net elektrik yüklerinin  bu 

moleküllerin bir elektriksel alan içindeki hareketlerini  etkileme prensibine 

dayanmaktadõr. Böylece moleküller büyüklüklerine göre ayrõlabilmektedir. 

 

Çalõşmamõzda gyrA ve parC genlerinin PZR sonucunda oluşan ürünleri  %1�lik 

agaroz jelde incelendi. Bu amaçla 0.25 g agaroz tartõlõp 25 mL 1XTBE içersinde 

kaynatõlarak tamamen çözülmesi sağlandõ. Bu sõrada jel dökme tablasõnõn kenarlarõ 

otoklav bandõ ile sarõlarak bir kalõp oluşturuldu ve PZR ürünlerinin yükleneceği 

kuyucuklarõ oluşturmak için tablaya tarak yerleştirildi. Oda sõcaklõğõna kadar 

soğutulan  agaroz  çözeltisi  tablaya döküldü. Jel polimerleştikten sonra tarak ve 

otoklav bandõ çõkartõldõ ve içersinde 250 mL 1XTBE tampon bulunan elektroforez 

tankõnõn içersine yerleştirildi. 5 µL PZR ürünü için 2 µL  jel yükleme tamponu  

eklenip  yavaşça kuyuya yüklendi. PZR ürünlerinin büyüklüklerini belirlemek için 

jelin  ilk kuyusuna 100-1500 bç�lik markõr yüklendi. Jel elektroforez tankõ güç 

kaynağõna bağlandõ ve 1 saat süreyle 100 Volt şiddetinde akõm uygulandõ. 
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10X TBE Tamponu;               Jel Yükleme Tamponu; 

TrisBase    5.4 g                       Fikol                 % 25  

EDTA   4.65 g          Bromofenolmavisi    % 0.25 

Borik Asit        27.5 g          Sükroz                       % 8 

Distile su        500 mL                                         Distile su                   100 mL 

 

Agaroz jel içindeki PZR ürünlerini görünür hale getirmek için  floresan özellikteki 

etidyum bromür stok çözeltisinden 2-3 µL alõnõp  yaklaşõk 500 mL saf su içerisinde 

iyice karõştõrõldõ. Agaroz  jel  bu solusyon içinde 10 dakika bekletildikten sonra PZR 

ürünleri jel görüntüleme sisteminde incelendi.  

 

Etidyum Bromür Stok Çözeltisi; 

Etidyum bromür, agaroz jelde yürütülmüş örneklerin görüntülenmesi için 

kullanõlmõştõr. Etidyum bromür stok çözeltisi 10mg/mL konsantrasyonda hazõrlanmõş 

ve karanlõkta saklanmõştõr.  

 

3.9. PZR Ürünlerinin Jelden İzolasyonu 

 

Jel görüntüleme sistemiyle gyrA  ve parC genlerinin varlõğõ belirlendikten sonra PZR 

ürünleri DNA jel ekstraksiyon kit (Biobasic) protokolüne uygun olarak jelden izole 

edildi.  

 

Bu amaçla 2.5 g agaroz tartõlõp 250 mL 1XTBE içersinde çözülerek  %1�lik kalõn jel 

hazõrlandõ ve 45 µL PZR ürünü için 5µL  jel yükleme tamponu  eklenip karõşõm jele 

yüklendi. Jel elektroforez tankõ güç kaynağõna bağlandõ ve 1.5 saat süreyle 100 Volt 

şiddetinde akõm uygulandõ. Jel etidyum bromürle boyandõktan sonra PZR ürünlerine 

ait bantlar jelden kesilip 1.5 mL�lik eppendorf  tüplere koyuldu ve jelden izole 

edilmek üzere +4ºC�de saklandõ. 

 

PZR ürünlerini jelden izole etmek için aşağõdaki protokol uygulandõ: 

1- Her örneğe 100 mg jel ağõrlğõ için 400 µL Binding Solution II eklendi ve agarozun 

tamamen çözünmesi için ara sõra karõştõrõlarak 50-60ºC�de 10 dakika inkübe edildi. 
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2- Örnekler UNIQ-10 kolona aktarõldõktan sonra 2 dakika inkübe edildi. Örnekler  

8.000 rpm�de 1 dakika santrifüjlendi ve kolonun altõndaki tüpte toplanan  sõvõ 

döküldü. 

 

3- Her kolona  500 µL Binding Solution II eklenip 8.000 rpm�de 1 dakika 

santrifüjlendi ve kolonun altõndaki tüpte toplanan  sõvõ döküldü. 

 

4- 500 µL Wash Solution  eklenip 8.000 rpm�de 1 dakika santrifüjlendi ve kolonun 

altõndaki tüpte toplanan  sõvõ döküldü. 

 

5-  Dördüncü aşama tekrarlanõp 12.000 rpm�de 1 dakika santrifüjlendi. Böylece 

Wash Solution  tamamen uzaklaştõrõldõ. 

 

6-  Kolon temiz 1.5 mL�lik  eppendorf  tüpe yerleştirildi ve kolonun tam merkezine 

30 µL Elution Buffer eklenip oda sõcaklõğõnda 2 dakika beklendi. 12.000 rpm�de 1 

dakika santrifüjlendikten sonra  eppendorf  tüpte biriken saf haldeki  PZR  ürünü 

DNA dizi analizi için -20ºC�de saklandõ. 

 

3.10. DNA Dizi Analizi 

 

DNA dizi analizi, DNA örneklerindeki baz dizilerinin sõrasõnõ ortaya çõkarmak için 

kullanõlan bir genetik şifre çözme yöntemidir. Baz dizilerinin belirlenmesinde iki 

temel teknik gelistirilmistir. Bunlar Maxam-Gilbert kimyasal degradasyon (yõkõm) 

yöntemi ile Sanger'in dideoksi enzimatik yöntemidir. Her iki yöntemde de dizi 

analizi yapõlacak DNA'nõn hazõrlanmasõ, reaksiyonlar ve yüksek voltaj jel 

elektroforezi olmak üzere üç ana aşama bulunmaktadõr. 

 

gyrA ve parC genlerinin DNA dizi analizi İontek Firmasõ tarafõndan otomatik DNA 

dizi analizi cihazõyla yaptõrõlmõştõr. Otomatik DNA dizi analizi, Sanger tarafõndan 

geliştirilen enzimatik sentez yöntemi gelişmiş bir kapiller sisteme uyarlanmõştõr. 

Boya terminasyon işaretleme adõ verilen bir metod kullanõlarak farklõ bazlarda (A, G, 

T, C) sonlanan DNA sentez ürünlerine floresan işaretli boyalar iliştirilir. 
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Elektroforez, örnekler bir kapillerden geçirilirken uygulanõr. Floresan işaretli 

boyalarõ uyarmak için bir lazer, boyalarõn yaydõğõ õşõğõ toplamak içinse bir CCD 

kamera kullanõlõr. Böylece, lazer uyarõmõnõn ardõndan dört boya tarafõndan yayõlan 

farklõ dalga boylarõndaki õşõk tek kulvarda ayõrdedilebilir. Floresan miktarlarõnõn 

ölçülmesi ve yorumlanmasõnõn ardõndan DNA örneğindeki baz dizisi saptanõr    

(Şekil 3.1). 

 

 
Şekil 3.1. DNA örneğindeki baz dizisinin saptanmasõ (www.iontek.com.tr) 
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4. BULGULAR 

 

Çalõşmaya alõnan 22 adet MRSA ve 2 adet kontrol MSSA suşlarõn kinolon 

duyarlõlõklarõ siprofloksasin ve gatifloksasin antibiyotikleriyle NCCLS önerileri  

doğrultusunda disk difüzyon ve E-testi yöntemleri ile araştõrõlmõştõr. Kinolon 

duyarlõlõk testleri  yapõlan suşlardaki gyrA ve parC genlerinin KDBB�leri  PZR 

metodu ile çoğaltõldõktan sonra bu bölgelerde mutasyon olup olmadõğõ DNA dizi 

analiziyle belirlenmiştir. 

 

4.1. Disk Difüzyon Bulgularõ 

 

Çalõşmaya alõnan suşlarõn kinolon duyarlõlõklarõ 5µg siprofloksasin ve gatifloksasin 

diskleri kulanõlarak ve NCCLS standartlarõna uygun olarak disk difüzyon yöntemiyle 

belirlenmiştir (Şekil 4.1). 

 

 
Şekil 4.1. Siprofloksasine dirençli ve gatifloksasine hassas S. aureus suşu  
               (CI: siprofloksasin GA: gatifloksasin) 
 

Uygulanan disk difüzyon metoduna göre 2 MSSA suşu da siprofloksasine hassas ve 

22 MRSA suşunun tamamõ ise siprofloksasine dirençli bulunmuştur. MSSA suşlarõ 

gatifloksasine de hassas olup, MRSA suşlarõndan 6�sõ gatifloksasine orta duyarlõlõkta 

ve 16�sõ dirençli bulunmuştur (Çizelge 4.1). 
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Çizelge 4.1. Disk difüzyonunda antibiyotik duyarlõlõk oranlarõ (D: dirençli, H: hassas, 
I: orta duyarlõ) 

 
 

Suş No Siprofloksasin (mm) Gatifloksasin (mm) 
MSSA     

1 27 H 28 H 

2 25 H 26 H 

MRSA     

3 7 D 15 I 

4 0 D 16 I 

5 8 D 15 I 

6 0 D 14 D 

7 0 D 14 D 

8 8 D 16 I 

9 0 D 15 I 

10 0 D 15 I 

11 0 D 11 D 

12 0 D 12 D 

13 0 D 14 D 

14 0 D 12 D 

15 0 D 14 D 

16 0 D 13 D 

17 0 D 14 D 

18 0 D 11 D 

19 0 D 11 D 

20 0 D 10 D 

21 0 D 13 D 

22 0 D 9 D 

23 0 D 11 D 

24 0 D 9 D 
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4.2. E-Testi Bulgularõ 

 

Çalõşmaya alõnan suşlarõn kinolon duyarlõlõklarõ siprofloksasin ve gatifloksasin E-

testleri kullanõlarak ve NCCLS kriterlerine uygun olarak MİK değerleri belirlenmiştir 

(Şekil 4.2). 

 

 

               
                          a       b 

 

Şekil 4.2. E-testinde direnç ve duyarlõlõğõn tespiti (a. Siprofloksasine ve 
gatifloksasine hassas S. aureus suşu CI: siprofloksasin (0.25 µg/mL), 
GA: gatifloksasin (0.094 µg/mL), b. Siprofloksasine dirençli, 
gatifloksasine   hassas   S. aureus s  uşu CI: siprofloksasin   (>32 µg/mL),  

                   GA: gatifloksasin (2 µg/mL) ) 
 
 
E-testine göre MSSA suşlarõnõn her ikisi de siprofloksasine ve gatifloksasine hassas 

olup, MRSA suşlarõnõn hepsi siprofloksasine dirençli iken, gatifloksasine olan 

duyarlõlõklarõ değişkenlik göstermektedir. 9 MRSA suşu gatifloksasine hassas, 12�si 

orta duyarlõlõkta ve 1 suş ise dirençli bulunmuştur (Çizelge 4.2) 
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Çizelge 4.2. E-testinde antibiyotik duyarlõlõk oranlarõ (D: dirençli, H: hassas, I: orta 
duyarlõ) 
 

Suş No Siprofloksasin MİK 
(µg/mL) 

Gatifloksasin  MİK 
(µg/mL) 

MSSA     

1 0.125 H 0.047 H 

2 0.25 H 0.094 H 

MRSA     

3 6 D 1.5 H  

4 8 D 1.5 H  

5 12 D 1.5 H  

6 12 D 2.5 I 

7 12 D 3 I 

8 16 D 2  H 

9 16 D 2.5 I 

10 24 D 2 H 

11 >32 D 2 H 

12 >32 D 2 H 

13 >32 D 2 H 

14 >32 D 2 H 

15 >32 D 3 I  

16 >32 D 3 I  

17 >32 D 3 I  

18 >32 D 4 I  

19 >32 D 4 I  

20 >32 D 4 I  

21 >32 D 4 I  

22 >32 D 5 I  

23 >32 D 6 I  

24 >32 D 8 D 
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4.3. PZR Bulgularõ 

 

Bu çalõşmada  398 bç�lik gyrA ve 468 bç�lik parC genlerinin KDBB�leri  PZR 

metodu ile çoğaltõldõktan sonra  bu bölgelerin varlõğõ %1�lik agaroz jel 

elektroforezinde incelenmiştir (Şekil 4.3 ve Şekil 4.4). 

 

 
Şekil 4.3. gyrA genine ait PZR ürünlerinin agaroz jelde görüntüsü 
 

 

 

 
 
Şekil 4.4. parC genine ait PZR ürünlerinin agaroz jelde görüntüsü 
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4.4. DNA Dizi Analizi Bulgularõ 

 

Jel görüntüleme sistemiyle gyrA  ve parC genlerinin varlõğõ belirlenip  PZR ürünleri  

DNA jel ekstraksiyon kit protokolüne uygun olarak jelden izole edildikten sonra bu 

genlerin  KDBB�lerinde mutasyon olup olmadõğõ DNA dizi analiziyle belirlenmiştir. 

Bu amaçla otomatik DNA dizi belirleyici kullanõlmõştõr. gyrA  ve parC genlerinin 

DNA dizi analiz sonuçlarõnõn daha önceki mevcut sekanslara ne derece homoloji 

gösterdiği ��National Center for Biotechnology Information�� (NCBI) veri tabanõnda 

��BLAST �� algoritmi kullanõlarak değerlendirilmiştir (Şekil 4.5). 

 

 

gyrA 
Query 366   MAELPQSRINERNITSEMRESFLDYAMSVIVARALPDVRDGLKPVHRRILYGLNEQGMTP  187 
            MAELPQSRINERNITSEMRESFLDYAMSVIVARALPDVRDGLKPVHRRILYGLNEQGMTP 
Sbjct  1    MAELPQSRINERNITSEMRESFLDYAMSVIVARALPDVRDGLKPVHRRILYGLNEQGMTP 60 
 
Query  186  DKSYKKSARIVGDVMGKYHPHGDLSIYEAMVRMAQDFSYRYPLVDG  49 
            DKSYKKSARIVGDVMGKYHPHGD SIYEAMVRMAQDFSYRYPLVDG 
Sbjct  61   DKSYKKSARIVGDVMGKYHPHGDSSIYEAMVRMAQDFSYRYPLVDG  106   

 

parC 
Query  438  SVGDVIGQYHPHGDFSVYEAMVRLSQDWKLRHVLIEMHGNNGSIDNDPPAAMRYTEAKLS 259 
            +VGDVIGQYHPHGD SVYEAMVRLSQDWKLRHVLIEMHGNNGSIDNDPPAAMRYTEAKLS 
Sbjct  66   TVGDVIGQYHPHGDSSVYEAMVRLSQDWKLRHVLIEMHGNNGSIDNDPPAAMRYTEAKLS 125 
 
Query  258  LLAEELLRDINKETVSFIPNYDDTTLEPMVLPSRFPNLLVNGSTGISAGYATDIPPHNLA 79 
            LLAEELLRDINKETVSFIPNYDDTTLEPMVLPSRFPNLLVNGSTGISAGYATDIPPHNLA 
Sbjct  126  LLAEELLRDINKETVSFIPNYDDTTLEPMVLPSRFPNLLVNGSTGISAGYATDIPPHNLA 185 
 
Query  78   EVIQATLKYIDNPDITVNQLMK  13 
            EVIQATLKYIDNPDITVNQLMK 
Sbjct  186  EVIQATLKYIDNPDITVNQLMK  207 

 

 

Şekil 4.5.  6 nolu MRSA suşunda dizi analizi sonuçlarõna göre mutasyon tespiti 
(Query: örnek aminoasit dizisi, Sbjct: referans aminoasit dizisi, gyrA 
geninde Ser84Leu, parC geninde Ser80Phe mutasyonu) 

 

 

Dizi analizi yapõlan 24   S. aureus suşunun gyrA  ve parC geninde bulunan 

mutasyonlar  Çizelge 4.3�de gösterilmiştir. 
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Çizelge 4.3. Suşlarõn gyrA ve parC aminoasit değişiklikleri ile siprofloksasin ve 
gatifloksasin MİK değerleri  (D: dirençli, H: hassas, I: orta duyarlõ) 

                   
 

Suş No Siprofloksasin 
MİK (µg/mL) gyrA parC Gatifloksasin  

MİK (µg/mL) 

  
Aminoasit 

değişikliği 
Aminoasit 

değişikliği  

MSSA       

1 0.125 H yok yok 0.047 H 

2 0.25 H yok yok 0.094 H 

MRSA       

3 6 D Ser84Leu Ser80Phe 1.5 H  

4 8 D Ser84Leu Ser80Phe 1.5 H  

5 12 D Ser84Leu Ser80Phe 1.5 H  

6 12 D Ser84Leu Ser80Phe 2.5 I 

7 12 D Ser84Leu Ser80Phe 3 I 

8 16 D Ser84Leu Ser80Phe 2  H 

9 16 D Ser84Leu Ser80Phe 2.5 I 

10 24 D Ser84Leu Ser80Phe 2 H 

11 >32 D Ser84Leu Ser80Phe 2 H 

12 >32 D Ser84Leu Ser80Phe 2 H 

13 >32 D Ser84Leu Ser80Phe 2 H 

14 >32 D Ser84Leu Ser80Phe 2 H 

15 >32 D Ser84Leu Ser80Phe 3 I  

16 >32 D Ser84Leu Ser80Phe 3 I  

17 >32 D Ser84Leu Ser80Phe 3 I  

18 >32 D Ser84Leu Ser80Phe 4 I  

19 >32 D Ser84Leu Ser80Phe 4 I  

20 >32 D Ser84Leu Ser80Phe 4 I  

21 >32 D Ser84Leu Ser80Phe 4 I  

22 >32 D Ser84Leu Ser80Phe 5 I  

23 >32 D Ser84Leu Ser80Phe 6 I  

24 >32 D Ser84Leu Ser80Phe 8 D 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

S. aureus çok çeşitli infeksiyonlara neden olabilen, özellikle hastane infeksiyonu 

etkenleri arasõnda ilk sõralarda yer alan patojenitesi yüksek bir mikroorganizmadõr.  

S. aureus ile oluşan hem hastane dõşõ hem de hastanede gelişen infeksiyonlar, etkenin 

antibiyotiklere kõsa sürede direnç geliştirebilmesi sebebiyle büyük bir önem 

taşõmaktadõr. S. aureus infeksiyonlarõnõn tedavisinde en önemli sorunun penisilin 

bağlayan proteinlerdeki değişikliklere bağlõ olarak ortaya çõkan metisilin direncidir. 

1960 yõlõnda penisilinaza dayanõklõ semisentetik penisilin olan metisilinin kullanõma 

girmesi ile birlikte bir yõl içinde metisiline dirençli S. aureus (MRSA) suşlarõ 

Avrupa�da saptanmaya başlanmõştõr. MRSA 1980�li yõllardan sonra tüm dünyada 

hastane infeksiyonu etkenleri arasõnda önemli bir sorun olarak ortaya çõkmõştõr 

(Dündar, 2000). 

 

MRSA'larõn sebep olduğu hastane infeksiyonlarõna dünyanõn tüm ülkelerinde sõklõkla 

rastlanmaktadõr. Antibakteriyel tedavi alanõndaki hõzlõ gelişmelere rağmen bu 

bakterilerin etken olduğu infeksiyonlarõn tedavisinde karşõlaşõlan güçlükler, 

infeksiyonun önemini artõrmaktadõr. MRSA suşlarõ epidemiyolojik farklõlõklar 

göstermesine rağmen tüm ülkelerde dirençlilik özellikleri açõsõndan benzerlikler 

görülmektedir. 

 

MRSA suşlarõ β-laktam antibiyotiklere dirençli olup ayrõca eritromisin, klindamisin, 

tetrasiklin, trimetoprim, sülfonamidler ve aminoglikozidler gibi β-laktam dõşõ 

antibiyotiklere de sõklõkla çoklu direnç göstermektedirler. Kinolonlar başlangõçta 

MRSA�lara etkili bulunurken, düzensiz kullanõmlarõ sonucu bu antibiyotiklere de çok 

kõsa zamanda direnç geliştiği gözlenmiştir. 

 

Siprofloksasin, son yõllarda MRSA infeksiyonlarõnõn tedavisinde yaygõn olarak 

kullanõlan ikinci kuşak bir kinolondur. Ancak siprofloksasinin yaygõn kullanõm 

sonucu birçok ülkede bu antibiyotiğe hõzlõ bir şekilde direnç artõşõ (%49-76) olduğu 

rapor edilmiştir. Atlanta VA Medikal Merkezi�nde yapõlan bir çalõşmada araştõrõcõlar 

MRSA suşlarõnõn %79�nun siprofloksasine direnç geliştirdiklerini ve bir kinolona 
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karşõ direnç gelişen MRSA'larda diğer kinolonlara da çapraz direnç geliştiğini tespit 

etmişlerdir (Yüce, 2001; Almer vd., 2002). 

Kinolonlar bakterilerde DNA metabolizmasõna katõlan iki enzim olan DNA giraz ve 

topoizomeraz IV�ü inhibe ederler. Bakteri tipine bağlõ olarak bu enzimler, 

antimikrobiyal etkinin primer veya sekonder hedefini oluştururlar. E. coli gibi Gam 

negatif  bakterilerde kinolonlarõn primer hedefi DNA giraz iken, S.  aureus gibi Gam 

pozitif bakterilerde topoizomeraz IV�dür. DNA giraz ve topoizomeraz IV, her biri iki 

alt üniteden oluşan birbirine çok benzer protein yapõsõna sahip olup ana fonksiyonlarõ 

farklõdõr.  

S. aureus�ta  kinolon gubu antibiyotiklere karşõ direnç gelişiminde, DNA giraz 

enziminin A alt ünitesini kodlayan gyrA ve topoizomeraz IV enziminin A alt 

ünitesini kodlayan parC genlerinde meydana gelen mutasyonlar önemli rol 

oynamaktadõr. Mutasyonlar genellikle gyrA ve parC  genlerinin ��kinolon direnç 

belirleyici bölge�� olarak adlandõrõlan KDBB� lerinde meydana gelir (Hooper ve 

Wolfson, 1993; Takahashi vd., 1998; Ferroro vd., 1995). 

 

Kinolon direncinde ilk basamak mutasyonlar çoğunlukla antibiyotiğin primer  hedef 

enziminde görülen aminoasit değişiklikleriyle ortaya çõkmaktadõr. Yüksek seviyeli 

direnç gelişiminde ise primer hedef enzimindeki mutasyonlara ek olarak sekonder 

hedef enzimde görülen mutasyonlar rol almaktadõr. Çeşitli kinolon gubu 

antibiyotiklere dirençli S. aureus suşlarõnda yapõlan çalõşmalarda özellikle 

topoizomeraz IV enziminin parC alt ünitesinde yalnõzca tek bir amino asit 

değişikliğinin bile direnç gelişimine yol açtõğõ  gözlenmiştir. S. aureus�ta yüksek 

seviyeli dirence parC ve gyrA genlerinde  meydana gelen mutasyonlarla birlikte 

NorA aktif pompalama sistemi de katkõda bulunmaktadõr (Tanaka vd., 1997; Schmitz 

vd., 1999; Roychoudhury vd., 2001). 

 

Bu çalõşmada klinik örneklerden izole edilen metisilin dirençli 22 S. aureus ve 

metisilin duyarlõ 2 S. aureus olmak üzere toplam 24 stafilokok suşu çalõşmaya 

alõnmõştõr. MSSA suşlarõ kontrol amacõyla kullanõlmõştõr. Suşlarõn siprofloksasin ve 

gatifloksasin antibiyotiklerine duyarlõlõklarõ NCCLS standartlarõna uygun olarak 
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yapõlan disk difüzyon testi ve E-testi ile belirlenmiştir. Disk difüzyon testine göre 

MRSA suşlarõnõn tümü siprofloksasine dirençli bulunurken, MRSA suşlarõnõn 6�sõ 

gatifloksasine orta duyarlõlõkta ve 16�sõ dirençli tespit edilmiştir. E-testine göre ise 

MRSA suşlarõnõn hepsi siprofloksasine dirençli olup,  MRSA suşlarõnõn 9�u 

gatifloksasine hassas, 12�si orta duyarlõlõkta ve 1�i dirençli bulunmuştur. Her iki 

yöntemde MSSA suşlarõnõn siprofloksasin ve gatifloksasin antibiyotiklerine hassas 

olduğu tespit edilmiştir. Bu çalõşma sonuçlarõ siprofloksasine dirençli MRSA�larda 

antibiyogram sonuçlarõ  dikkate alõnmak kaydõ ile üçüncü kuşak bir kinolon olan 

gatifloksasinin halen etkili bir antibiyotik olarak kullanõlabileceğini ortaya 

koymaktadõr. Jones ve arkadaşlarõ yaptõklarõ çalõşmalarda stafilokoklara karşõ 

gatifloksasinin siprofloksasinden 2-16 kat, Ince ve Hooper ise 2-4 kat  daha aktif 

olduğunu tespit etmişlerdir (Jones vd., 1998; Jones vd., 1999; Ince ve Hooper, 2001).  

 

Çalõşmamõzda disk difüzyon yönteminde gatifloksasine orta duyarlõlõkta bulunan 5  

suşun E-testi yönteminde hassas,  11 dirençli  suşun orta duyarlõlõkta ve  4 dirençli 

suşun ise hassas olduğu görülmüştür. Sadece iki suşta her iki yöntemde  de aynõ 

sonuçlar elde edilmiştir. Bu sonuçlara göre E-testi yönteminin disk difüzyon 

yöntemine göre daha güvenilir olduğu görülmektedir. Disk difüzyon yöntemi halen 

tüm dünyada  rutin laboratuvarlarda  en çok kullanõlan  yöntemdir. E-testi yöntemi 

ise yeni antibiyotiklerin etkinliklerinin araştõrõlmasõ ve penisiline dirençli 

pnömokoklarõn belirlenmesi gibi özel durumlarda yapõlan bir yöntemdir. Rutin 

laboratuvarlarda disk difüzyon yönteminin yaygõn olarak kullanõlmasõ kinolonlarõn 

hatalõ olarak kullanõmlarõ yanõnda direnç sorununu da gündeme getirebilmektedir. 

Direnç sorununu aşmak için yeni geliştirilen ve kullanõma giren kinolonlar ise büyük 

bir ekonomik yükü beraberlerinde getirmektedir. Bunlarõ göz önüne aldõğõmõzda bir 

infeksiyon karşõsõnda etkili kinolon seçimi için E-testi yönteminin tercih edilmesinin 

daha avantajlõ olduğu görülmektedir. 

 

S. aureus suşlarõnõn kinolon direncini ortaya koymak için gyrA ve parC   genlerinin 

KDBB�leri spesifik primerler kullanõlarak ve her bir gen için ayrõ PZR reaksiyonu 

hazõrlanmak suretiyle çoğaltõlmõştõr. Daha sonra her bir S. aureus suşunda gyrA ve 

parC  genlerinde baz değişikliği olup olmadõğõ DNA dizi analizi ile belirlenmiştir. 
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Çalõşma sonunda  gyrA ve parC genlerinin KDBB�lerinde baz değişiklikleri ile disk 

difüzyon ve E-testi yöntemleriyle elde edilen veriler karşõlaştõrõlarak 

değerlendirilmiştir. 

 

gyrA ve parC   genlerinin KDBB�lerindeki mutasyonlar çoğunlukla parC�de  

Ser80Phe, Glu84Lys ve gyrA�da Ser84Leu, Glu88Lys mutasyonlarõ meydana 

gelmektedir. Mutasyon görülen suşlarõn  MİK değerleri 4-32 µg/mL arasõnda 

değiştiği gözlemlenmiştir (Fitzgibbon.vd., 1998; Schmitz vd.,1999; Tanaka vd., 

2000; Linde vd., 2001; Ince ve Hooper, 2001; Almer vd., 2002; M�Zali vd., 2002; 

Sierra vd., 2002). 

 

parC�de  Ser80Phe ve Glu84Lys mutasyonlarõna ek olarak Ince ve Hooper yaptõklarõ 

bir çalõşmada parC�de Ala176Thr,  Schmitz ve Sierra adlõ araştõrõcõlarõn çalõşma 

gruplarõ Ala116Glu mutasyonu tespit etmişlerdir. gyrA�da Ser84Leu ve Glu88Lys 

mutasyonlarõna ek olarak  Sierra ve arkadaşlarõ Ser85Pro, M�Zali ve çalõşma grubu 

Ser112Pro mutasyonlarõ tespit etmişlerdir (Schmitz vd.,1999; Ince ve Hooper, 2001; 

Sierra vd., 2002; M�Zali vd., 2002). 

 

Son yõllarda yapõlan çalõşmalarda gyrA ve parC genlerindeki bu mutasyonlarla 

birlikte parC�de yeni mutasyonlar bildirilmiştir. Horii ve çalõşma gubu parC geninin 

Asp79Val, Couzinet ve arkadaşlarõ Ser81Pro mutasyonlarõnõ ortaya koymuşlardõr 

(Horii vd., 2003; Couzinet vd., 2005). 

 

Çalõşmamõzda 24 suşta gyrA ve  parC genlerinin DNA dizi analizi gerçekleştirilmiş, 

beklendiği üzere 1 ve 2 nolu kontrol (MSSA) suşlarõnda mutasyon görülmemiştir. 

Siprofloksasine dirençli suşlarõn hepsinde (22) hem gyrA hem de parC genlerinde 

birer aminoasit değişikliği saptanmõştõr. Bu bilgi, kinolon direnç gelişiminin her iki 

genin (gyrA ve parC) birden mutasyonundan kaynaklandõğõ görüşünü 

desteklemektedir. Bu çalõşmada tespit edilen gyrA�da Ser84Leu ve parC�de 

Ser80Phe mutasyonlarõ literatürde en yaygõn olduğu ifade edilen mutasyonlarla uyum 

göstermektedir (Ferrero vd., 1995; Yamagishi vd., 1996; Almer vd., 2002). 
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Öte yandan MRSA suşlarõnda gatifloksasine direnç gelişiminde bu mutasyonlarõn 

yeterli olmadõğõ görülmektedir. 

 

Kinolon direncinde ilk basamak mutasyonlar çoğunlukla antibiyotiğin primer hedef 

enziminde görülen aminoasit değişiklikleriyle ortaya çõkmaktadõr. Yüksek düzeyde 

direnç gelişiminde, primer hedef enzimde görülen aminoasit değişikleri yanõnda 

sekonder hedefteki aminoasit değişikleri önemli rol oynamaktadõr. S. aureus�ta 

kinolonlarõn primer hedefi topoizomeraz IV enziminin parC alt ünitesi olup, 

sekonder hedef DNA giraz enziminin gyrA alt ünitesidir. Çalõşmamõzda 

siprofloksasine dirençli MRSA suşlarõnda  parC geninde ve  gyrA geninde birer 

mutasyon tespit edilmiştir.  

 

S. auerus�ta bazõ kinolonlar enerjiye bağõmlõ bir aktif pompalama sistemi ile hõzla 

dõşarõya atõlõrlar ve hücre içinde birikemezler. S. aureus�taki aktif pompalama 

mekanizmasõyla meydana gelen direnç norA geninin ekspresyonunun artmasõna 

bağlõdõr. norA geni kinolon direncinden sorumlu aktif pompalama mekanizmasõ olan 

membran proteini NorA�yõ kodlar. Siprofloksasin gibi hidrofilik kinolonlar bu 

pompalama sistemiyle etkin bir biçimde dõşarõya atõlõrken gatifloksasin gibi yeni 

hidrofobik kinolonlar NorA�dan etkilenmediği belirtilmektedir. Bu durumun, 

hidrofilik kinolonlarda MİK değerlerinin artmasõna neden olurken hidrofobik 

kinolonlarõn MİK değerlerini çok fazla etkilemeyeceği görüşü hakimdir.  

 

Bu nedenle siprofloksasin MİK değerlerinin yüksek bulunmasõnda aktif pompalama 

gibi mekanizmalarõn etkisi olabileceği göz önünde tutulmalõdõr. Çalõşmamõzda elde 

edilen bulgular bu görüşü destekler niteliktedir: 22 suştan 14�ünün (11-24 nolu 

suşlar)  siprofloksasin MİK değerlerinin son derece yüksek olduğu (>32 µg/mL) 

gözlenmiştir. 

 

Bu tür mekanizmalarõn ve direnç gelişimine etkisinin detaylõ olarak araştõrõlmasõ 

kinolon direncinin daha iyi anlaşõlmasõna ve buna bağlõ olarak MRSA 

infeksiyonlarõnõn önlenmesine katkõda bulunacaktõr. 
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