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OZET
(Siprofloksasin Direncli MRSA Suslarinda gyrA ve parC Gen Mutasyonlarinin
Molekiiler Tespiti)

Metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) bir¢ok klinikte hastane kaynakli
infeksiyon etkeni olarak izole edilmektedir ve  son yillarda kinolon grubu

antibiyotiklere karsi giderek artan oranda diren¢ kazanmaktadir.

Bu c¢alismada ilk olarak, Isparta Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastane’sinin  degisik klinik 6rneklerinden temin edilen 22 adet MRSA ve 2 adet
metisiline duyarli S. aureus (MSSA) susunun siprofloksasin ve gatifloksasine
duyarliligr disk diflizyon ve E-testi yontemleri ile belirlendi. Disk difiizyon testine
gore, 22 MRSA susunun hepsi siprofloksasine, 16’sinin da gatifloksasine direngli
oldugu tespit edildi. E-testi sonucglarmma gore ise MRSA suslarinin  hepsi
siprofloksasine direngli iken, suslardan yalnizca 1’1 gatifloksasine direngli bulundu.
Kontrol olarak kullanilan 2 MSSA susunun beklendigi gibi siprofloksasin ve

gatifloksasin antibiyotiklerine hassas oldugu tespit edildi.

Calismanin ikinci asamasinda her bir bakteri susunun gyrA ve parC genlerinin
kinolon diren¢ belirleyici bolge (KDBB)’leri polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile
cogaltildi ve bu bolgelerinde mutasyon olup olmadigi dizi analizi ile belirlendi.
Siprofloksasin minimum inhibisyon konsantrasyon (MIK) degerleri 6 - >32 pg/mL
araliklarinda tespit edilen MRSA suslarinin hepsinde gyrA geninde Ser84Leu ve
parC geninde ise Ser80Phe mutasyonlari tespit edildi. MSSA suslarinin gyrA ve

parC genlerinin KDBB’lerinde bir mutasyon goriilmedi.

ANAHTAR KELIMELER: MRSA, PZR, kinolon direnci



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 Siilleyman 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 ug/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. GIRIS

Stafilokoklar nozokomiyal ve toplum kaynakli infeksiyonlarn en Onemli
etkenlerindendir ve Staphylococcus aureus stafilokok infeksiyonlarinda oncelikli
patojen olarak yer alir. 1940’larin basinda penisilinin klinik kullanima girmesi ile
stafilokok infeksiyonlarinin tedavisinde 6nemli bir basar1 elde edilmekle birlikte
stafilokoklarda penisilin direncinin 1940’1 yillarin ortalarindan itibaren giderek
arttigt  goriilmiistiir. 1960’larda stafilokoklar tarafindan {retilen ve penisilini
pargalayan enzimlere (penisilinaz) dayanikli metisilin gibi penisilin tiirevlerinin
gelistirilmesiyle stafilokok infeksiyonlarmin tedavisinde ikinci kez basari
saglanmigtir. Ancak kisa bir siire sonra stafilokoklarda metisilin direnci tanimlanmis
ve 1980°li yillarin basindan itibaren de metisilin direngli S. aureus (MRSA)
suslarinda ¢oklu antibiyotik direnci ortaya ¢ikmaya baslamistir. MRSA’nin ciddi
infeksiyonlara neden olmasinin disinda diger bir irkiitiici yani da penisilinaz
enzimine dayanikli tim penisilin tlirevlerine (oksasilin, nafsilin, kloksasilin),
sefalosporin, klindamisin, eritromisin, tetrasiklin ve aminoglikozidler gibi diger

antibiyotiklere de direncli olmasidir (Yildiz ve Aygen, 2002).

MRSA ile infekte olgularin tedavisinde kinolon grubu antibiyotikler ise alternatif
¢ozlim olarak kullanilmaktadir. Giiniimiizde, baslangi¢ itibariyle yiiksek
antibakteriyal aktiviteye sahip kinolon grubu antibiyotiklere kars1 da direng gelistiren
MRSA suslar tespit edilmekte ve kinolonlarin etkinliginde 6nemli 6l¢iide azalma

kaydedilmektedir (Ruiz vd., 2001).

Kinolonlar antimikrobiyal etkilerini bakterilerin DNA replikasyonunda rol alan DNA
giraz ve topoizomeraz IV enzimlerini inhibe ederek gergeklestirir ki bu durum;
DNA’da olusan kiriklardan kaynaklanan bakteri dliimlerine yol agar. Her iki enzim
de tetramerik yapida olup, DNA giraz iki GyrA ve iki GyrB alt {initesinden ve
topoizomeraz IV ise iki ParC ve iki ParE alt iinitesinden meydana gelir (Hooper,

2002).



Kinolon grubu antibiyotiklere kars1 direng gelisiminde, DNA giraz enzimininin A alt
tinitesini kodlayan gyrA geni ve topoizomeraz IV enziminin A alt {initesini kodlayan
parC geni mutasyonlarinin 6nemli rol oynadigi ve aminoasit degisikligi tasiyan
mutant alt {initelerden olusan enzimlerin iiretildigi suslarda kinolonlara hassasiyetin

azaldigi tespit edilmistir (Ferrero vd., 1995).

Cesitli kinolon grubu antibiyotiklere direncli S. aureus suslarinda yapilan
calismalarda 6zellikle topoizomeraz IV enziminin ParC alt {initesinde yalnizca tek
bir aminoasit degisikliginin bile direng¢ gelisimine yol agtigi, ayrica farkli kinolon
antibiyotiklerine kars1 farkli oranlarda direng gelisti§i gozlenmistir (Schmitz vd.,

1999; Sierra vd., 2002).

Calismamizda siprofloksasine direngli oldugu belirlenen MRSA suslarinda kinolon
direncine sebep olan gyrA ve parC gen mutasyonlarinin arastirilmasi ve bu
mutasyonlarin yeni bir kinolon olan gatifloksasine diren¢ gelisimini nasil

etkilediginin degerlendirilmesi amaglanmustir.



2. KAYNAK BILGISi

2.1. Stafilokok Cinsi

Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’de Staphylococcus, Stomatococcus,
Micrococcus ve Planococcus cinsleri Micrococcaceae familyasi iginde incelenirler.
Bu cinslerin DNA’daki G + C oranlarinda (%30-70 mol) ve hiicre duvari yapilarinda
farkliliklar olmasina karsin, niikleik asit hibridizasyon deneyleri 16S rRNA
siralariin incelenmesi sonucunda bu doért cins Micrococcaceae familyasi altinda

toplanmistir (Koneman vd., 1997).

Micrococcaceae familyasi igersinde klinik 6neme sahip tek cins Staphylococcus’dur.
Staphylococcus tiirleri Gram pozitif, 0.5-1.5um ¢apinda kok seklinde, spor
olusturmayan, hareketsiz, katalaz pozitif ve fakiiltatif anaerob bakterilerdir.
Staphylococcus cinsinin ¢ok sayida tiirii olmasina ragmen bunlardan sadece 17’si
insanlarda tretilebilmistir. Bu tiirler DNA/DNA iliskileri ve fenotipik 6zelliklerine

gore 4 grup altinda toplanirlar:

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 tiirleri yer almaktadir.

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

disinda tutulurlar (Bilgehan, 1994).

Stafilokoklar; insan ve hayvanlar igin firsatci patojenlerdir. insanlarda hastalik yapan
baslica Staphylococcus tiirleri koagiilaz (+) olan S. aureus ile kogiilaz (—) olan
S. epidermidis ve S. saprophyticus’dur (Bilgehan, 1994; Koneman vd., 1997; Arda,
2000).



2.2. Staphylococcus aureus

S. aureus; pigmentli, koagiilaz pozitif, mannitol, siikroz, maltoz ve trehaloz’dan asit
yapabilen, alfa toksin yapan, novobiocin’e duyarl, kapsiilsiiz bir bakteridir

(Bilgehan, 1994).

S. aureus suslart optimum olarak 37°C ve pH 7,4’de iirerler. Bu bakteriler fakiiltatif
anaerob olmalarina karsin genellikle aerob tiremeyi tercih ederler (Bilgehan, 1994;

Ogiitman, 1992; Brook vd., 1995).

Basit besiyerleri dahil birgok besiyerinde iireseler de kanli besiyerlerinde daha iyi
cogalirlar ve kolonilerinin etrafinda tam hemoliz meydana getirirler. Jeloz
besiyerlerinde ise yuvarlak kenarli, mat, kabarik, parlak yiizeyli S tipinde ve 1-2 mm
capinda koloniler olustururlar. Eger ortam uygunsa bu kolonilerin ¢ap1 6-8 mm’ye

ulagabilir (Bilgehan, 1994).

Sporsuz ve hareketsiz kok formundaki bu bakteriler kati besiyerlerinde {iziim
salkimina benzer kiimeler seklinde, sivi besiyerlerinde ise tekli, ikiserli ve dortli

koklar ya da kisa zincirler seklinde bulunabilirler (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. S. aureus’un genel goriiniimii (www.unpisi.it/images/ stafilococco)



S. aureus dogal olarak en fazla burun ve bogaz boslugunu 6rten mukaza dokusunda
yer alir ve buradan pek ¢ok yere yayilir. Deride ise en ¢ok ellerde, kollarda ve yiizde
bulunur. Ayni zamanda insan ve hayvanlarin digkilarinda, abseli yaralarda, sivilce ve

¢ibanlarda da yogun olarak bulunmaktadir (Bilgehan, 1992).

S. aureus’ un bazi 6zel direng mekanizmalar1 gidalarda bulunmasini ve gelismesini
saglamaktadir. Spor olusturmadigi halde viicut disinda canliligini uzun siire

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

2.2.1. S. aureus’un Antijenik Ozellikleri

S. aureus bakterileri antijenik 6zellikleri bakimindan kompleks bir yapiya sahip olup
bu bakterilerde otuzdan fazla antijen bulunmustur. S. aureus en onemli antijenik
Ozellikleri arasinda; hiicre duvarinin ana bilesenleri olan teikoik asit, peptidoglikan,

proteinA ve hiicre duvarinin disinda bulunan kapsiil yer almaktadir.

Teikoik asit, poliribitol fosfat molekiillerinden meydana gelmis lineer polimer bir
yapiya sahiptir ve peptidoglikon tabakasindaki N-asetil muramik asit (NAMA)
molekiiliine fosfodiester baglariyla kovalent olarak birlesmistir. Yapisinda bulunan
sekerler, amino sekerler, kolin ve D-alanin teikoik asite antijenik 6zelligini meydana

getirmede 6nemli rol oynarlar (Arda, 2000).

S. aureus’un peptidoglikan tabakasi N-asetil muramik asit (NAMA) molekiiliine
tutunmus tetrapeptitlerin, pentaglisin kopriilerine capraz baglanmasiyla olusur.
Peptidoglikan tabakasindaki  ¢ok sayidaki capraz bag S. aureus’a saglamlik
kazandirarak konak dokularinda bu bakterinin canliligimi siirdiirebilmesini saglar

(Joklik vd., 1992; Ogiitman, 1992).

ProteinA S. aureus suslarin ¢ogunda, peptidoglikon tabakasina kovalent baglarla
baglanmis olan bir yiizey proteinidir. Immunoglobulin (Ig) G molekiiliiniin Fc

reseptoriine baglanarak opsonizasyonu onler (Baron vd., 1994).



Kapsiil hiicre duvarinin disinda ve bundan ayri1 olarak bulunup jelatindz, viskoz,
elastik ve mukoid karakterdedir. Antifagositik 6zellige de sahip olan S. aureus’ un
kapsiilii, bakterinin polimorfniikleer hiicreler tarafindan kolayca fagosite edilmesini
onlemektedir. Kapsiil antijenik bir madde oldugundan viicuda verildiginde kendine
kars1 spesifik humoral ve seliiler bagisiklik sistemini uyarmaktadir (Ogiitman, 1992;

Brook vd., 1995; Arda, 2000).

2.2.2. S. aureus’un Patojenitesini Saglayan Ozellikler

S. aureus organizmaya girdigi yerde dogal olarak tireyerek hastalik yapabildigi gibi
dokular arasina ve kana yayilarak burada gesitli ekstraseliiler maddeler olusturmak
suretiyle de cesitli infeksiyonlara neden olabilmektedir. Bu ekstraseliiler maddeler

arasinda enzimler, hemolizinler ve toksinler sayilabilir (Arda, 2000).

2.2.2.1. S. aureus’un Enzimleri

S. aureus’un urettigi enzimler arasinda katalaz, koagiilaz, stafilokinaz,

hiyaluronidaz, deoksiriboniikleaz, lipaz ve penisilinaz yer almaktadir.

Katalaz enzimi fagostik hiicreler i¢indeki serbest radikalleri ve hidrojen peroksidi
inaktive eder. Hidrojen peroksidi toksik olmayan su ve oksijene doniistiiren katalaz
enziminin aktivitesi stafilokoklar1 streptokolardan ayirmaya yardimei olmaktadir

(Ogiitman, 1992; Brook vd.,1995).

S. aureus koagiilaz enzimi sayesinde fibrinle sarilarak fagositozdan korunur. Bu
bakterinin serbest ve bagli koagiilaz olmak iizere 2 tip koagiilaz enzimi vardir.
Serbest koagiilaz ekstraseliiler bir enzim olup serumdaki koagiilaz reaksiyon faktor
yardimiyla fibrinojeni fibrine doniistiiriir. Bagli koagiilaz ise hiicre duvarinin
yilizeyinde lokalize olmustur. Bu enzim stafilokoklarin kiimelesmesine neden olur ve

fibrinojeni direkt olarak fibrine doniistiiriir.



Stafilokinaz enzimi plazmadaki plazminojeni aktive ederek plazmin olusturur.
Plazmin de fibrinolitik etkiyle fibrin tabakasin1 zayiflatarak ve infeksiyonun dokular

arasina yayilmasina neden olur (Bilgehan, 1994; Koneman vd., 1997).

Hiyaluronidaz bag dokusunun oOnemli bir yapi tasi olan hiyduronik  asidi
parcalayarak mikroorganizmalarin dokulara kolayca yayilmasini saglar. Yayilma

faktorii olarak da bilinen bu enzim antijen 6zellige sahiptir (Arda, 2000).

DNA’y1 hidrolize eden deoksiriboniikleaz enzimi g¢ogunlukla koagiilaz pozitif
stafilokoklar tarafindan olusturulmakta olup S. aureus’un  tanimlanmasinda

kullanilan 6nemli gdstergelerden biridir.

Lipaz enzimi plazma ve deri ylizeyinde bulunan yag asitlerini parcalayarak
mikroorganizmalrin kutan ve subkutan dokular icerisinde yayilmasina yardimci

olarak fronkiil, karbonkiil ve biil gibi infeksiyonlarin olusumuna yol acar.

S. aureus suslar1 salgiladiklar1 penisilinaz enzimi ile penisilin grubu antibiyotikleri
hidrolize ederek penisilin ve sefalosporin gibi antibiyotiklere direncli hale gelirler

(Bilgehan, 1994).

2.2.2.2. S. aureus’un Hemolizinleri

S. aureus’un hemolizinleri; alfa, beta, gama ve delta olmak iizere dort gruba ayrilir.

Alfa hemolizin eritrositleri par¢alayan, deride nekrozlara neden olan, lizozimi etkisiz
kilan ve doku Kkiiltiirlerinde sitolitik etki yapan bir toksindir. Monositlere etkisiz
olmalarina karsin makrofaj ve trombositleri par¢alamaktadirlar. Kas, bobrek korteksi
ve dolasim sistemi organlar1 {izerinde tahribat yaparak onemli patolojik sonuglara

neden olmaktadir.

Beta hemolizin, sfingomiyelinaz olarak da bilinir. Bu hemolizin sogukta

sfingomiyelin {izerine etki yaparak eritrositleri eritir.



Gama hemolizinin etki mekanizmasi bilinmemesine karsin belirgin bir hemolitik
etkisi vardir. Stafilokoklara baglh kemik infeksiyonlarinda kanda bu toksine karsin

antikor diizeyleri ylikselmektedir.

Delta hemolizin eritrosit, makrofaj, lenfosit, notrofil ve trombositlerin hiicre
zarlari deterjanlara benzer bir etki ile parcalayan, ileumdaki su emilimini 6nleyen
ve bu organda iyon permeabilitesini artiran bir hemolizindir (Bilgehan, 1994; Brook

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

2.2.2.3. S. aureus’un Toksinleri

S. aureus’un en 6nemli toksinleri arasinda leukosidin, eksfoliyatin, enterotoksinler ve

toksik sok sendromu toksini-1 yer almaktadir.

Leukosidin, polimorf ¢ekirdekli hiicre membronlarina direkt toksik etki yaparak
sitoplazmada degranulasyona ve lizise neden olan bir ekzotoksindir. Bu toksin
potasyum ve diger katyonlarin hiicresel permeabilitesinde degisiklik yaparak etki

gosterirler.

Eksfoliyatin, “eksfoliyatif toksin” ya da “epidermolitik” toksin olarak da adlandirilir.
Bu toksin esfoliyatif toksin A ve eksfoliyatif toksin B olmak iizere 2 proteinden
olusur. Et-A’nin yapisal gorevi kromozomal olup 1siya dayamiklidir. Et-B ise
plazmid orjinli olup 1siya duyarlhidir. Bu iki protein proteolitik aktiveye sahiptir.
Epidermisin mukopolisakkarit matriksinin bozulmasina ve dolayisiyla epidermisin

tist katmanlarin koparak kaybina neden olurlar.

Enterotoksinler, suda eriyen, i1stya dayanikli antijen yapisindaki maddelerdir. A, B,
Ci, Gy, G5, D, E, F olmak lizere 8 cesit stafilokok enterotoksin saptanmistir. Bu
toksin grubu icinde 6zellikleri en iyi bilineni ve toksik olani enteretoksin A olup

gida zehirlenmesine neden olur.



Toksik sok sendromu toksini-1 ates, birden ¢ok organda islev bozuklugu ve soka
neden olan bir pirojenik toksin olup enterotoksin F ile hemen hemen ayni yapiya

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

2.2.3. S. aureus’ un Tespiti

S. aureus’u diger stafilokoklardan ayirmada serolojik, antijenik ve patojenik
karakterlerin yani sira biyokimyasal 6zelliklerin belirlenmesi de olduk¢a dnemlidir.
Asagida S. aureus’un belirlenmesinde kulanilabilecek bazi onemli biyokimyasal

testler verilmistir.

2.2.3.1. Koagiilaz Testi

Bu test ozellikle stafilokoklarda bulunan ve kan plazmasini pihtilastiran koagiilaz
enzimini ortaya koymak i¢in yapilir. S. aureus bu testle pozitif reaksiyon vermesine
karsin, S. epidermidis ve S. saprophyticus negatif reaksiyon gosterir. Lam ve tiip

testi olmak tizere iki farkli sekilde uygulanmaktadir.

Lam testiyle S. aureus suslarinda bagl koagiilaz enziminin tespiti yapilir. Bu amagla
S. aureus suglari, yiiksek tuz konsatrasyonu bazi suslarin otoagliitinasyonuna neden
oldugu i¢in kanli agar ya da seg¢ici olmayan nutrient ortamlarda iiretilir. Temiz bir
lam alinir ve uca yakin kisimlarma birer damla saf su damlatilir. Stafilokok
kolonilerinden 6ze ile alinarak bu iki damlaya karistirilip homojen siispansiyonlar
elde edilir ve elde edilen bu siispansiyonlarin birisinin iizerine bir damla plazma,
digerinin tlizerine bir damla fizyolojik tuzlu su damlatilir. Koagiilaz (+) sonuglarda
10-30 saniye i¢inde plazmali damlada kiimeler olusurken kontrol damlasi homojen

goriinlimde kalmaktadir.

Tiip testiyle ekstraseliiler bir enzim olan serbest koagiilaz arastirilir. Bu testle ideal
olarak brain heart infusion broth kiiltiirii kullanilmalidir. Brain heart kullanilacak ise
koloni 1ml steril saf su igerisinde silispanse edilerek kullanilabilir. Liyofilize tavsan

plazmali (EDTA’l1) 3 mL steril saf su ile sulandirilip steril kii¢iik tiiplere 0,3 mL
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olacak sekilde dagitilir.ve tizerine 0,1 mL kiiltiir ilave edilip 37°C’de inkiibasyona
birakilir. Her saat basi tiipte pihtilagsma olup olmadig tiipli yavasca egerek kontrol
edilir. Tiipte belirgin bir pitht1 olusumu (%75 piht1 ) pozitif olarak degerlendirilir
(Arda, 2000).

2.2.3.2. Deoksiriboniikleaz Testi

DNA’y1 hidrolize eden deoksiriboniikleaz enziminin varligini tespit etmek igin
yapilir. Igerisinde DNA ile toluidin mavisi bulunduran spesifik besiyerlerine ekilen
stafilokoklar 35°C’de 24 saat inkiibe edilir. Eger besiyerinde toluidin mavisi yoksa
DNA agar iizerine HCl (IN) iizerine ince bir tabaka halinde yayilir. Pozitif
reaksiyonlarda tireme etrafinda parlak pembe acik bir saha olusurken, negatif

kiiltiirlerde lireme etrafinda opak bir renk vardir (Arda, 2000).

2.2.3.3. Termostabil Endoniikleaz Testi

Bu testle 1s1 karsisinda S. aureus tarafindan sentezlenen deoksiriboniikleaz varligi
ortaya koyulur. Termostabil niikleaz testi koagiilaz testi kadar spesifik ancak
maviden parlak pembeye renk donilisimii nedeni ile daha fazla objektif olarak
degerlendirilen bir testtir. Bu testle bir lam tizerine 3 mL toluidin mavisi igeren DNA
agar katilagtiktan sonra 2 mm ¢apli kuyucuklar agilir. Bu sekilde agilan kuyucuklara
sivt besiyerinde iretilip 15 dakika sicak su banyosunda bekletilen bakteri
kiiltiiriinden 0,01 mL ilave edilip nemli bir ortamda 35°C” de 4 saat inkiibe edilir. Bu
stirecin sonunda kuyucuk etrafinda 1 mm kalinliginda parlak pembe bir halka

olugmasi pozitif olarak degerlendirilir (Arda, 2000).

2.2.3.4. Katalaz Testi

Bu test S. aureus’ta sentezlenen ve hidrojen peroksidi, su ve oksijene ayrigtiran
katalaz enziminin varligimi tespit etmek icin yapilir. Kati besiyerinde {iretilmis
mikroorganizmada kolonilerinden bir lamin iizerine yeterli miktarda alinip {lizerine

%30’luk hidrojen peroksitten bir damla damlatilir. Sivi besiyerinde {iretilmigse
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kiiltiirden 5 mL alinarak tlizerine %3’liik hidrojen peroksitten 3-4 damla ilave edilir.
Hidrojen peroksidin katilmasindan sonra kabarciklarin goriilmesi veya ¢ikmasi

pozitif reaksiyon olarak degerlendirilir (Arda, 2000).

2.2.3.5. Ureaz Testi

Bu test, icinde iire bulunduran spesifik besiyerler kullanilarak S. aureus’ta iireyi
hidrolize eden iireaz enzimini saptamak amaciyla yapilir. Urenin hidrolizasyonuyla
2 molekiill amonyak ve karbondioksit meydana gelir. Bu testte bakteri uygun
besiyerlerine ekildikten sonra 37°C’de 1-5 giin inkiibasyona birakilir. Kiiltiirde
amonyak olusumu nedeniyle pH’1n yiikselmesi sonucu besiyerindeki renk degisikligi
pozitif reaksiyon ve higbir degisikligin olmamasi da negatif olarak degerlendirilir

(Arda, 2000).

2.2.3.6. Mannitol Fermantasyonu

Mannitol Salt Phenol Red Agar 108g/L olacak sekilde distile su i¢inde 1sitilarak
eritilir ve otoklavda 121°C’de 15 dakika siire ile sterilize edilir ve petri kaplarina
dokiilir. Standart yayma yontemi ile ekim yapilir ve 35-37°C’de 3 giine kadar inkiibe
edilir. Inkiibasyon siiresi sonunda etrafi sar1 zon ile gevrili biiyiik sari-opak koloniler
S. aureus olarak sayilir. Mannitol S. aureus’un gelisimini desteklerken, ayni
zamanda koloni etrafinda fenol kirmizisi ile belirlenen sar1 zon olusumunu saglar

(Arda, 2000).

2.2.4. S. aureus’un Olusturdugu infeksiyonlar

S. aureus’un olusturdugu infeksiyonlar arasinda haglanmis deri sendromu, toksik sok
sendromu, sistem, organ, deri ve mukoza infeksiyonlariyla birlikte besin

zehirlenmesi sayilabilir.

Haglanmis deri sendromu S. aureus’un eksfoliyatif toksininin neden oldugu bir

hastaliktir. Daha ¢ok yeni dogan bebeklerde ve bes yasin altindaki ¢ocuklarda
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goriilir. Haslanmis deri sendromu agiz ¢evresinde aniden beliren ve 2-3 giin iginde
hizla glines yanigina benzer parlak kirmizi, ¢evresi belirgin, biliyiik vezikiil tarzinda

dokiintii ile ortaya ¢ikar. Lokal lezyonu deri kavlamasi izler.

Toksik sok sendromu tipik olarak 15-25 yas arast ve menstruasyon sirasinda
tampon kullanan geng¢ kadinlarda goriilen bir infeksiyondur. Ani baslayan yiiksek
ates siddetli sulu ishal ve kas agrilarini takiben hipotansiyon ve ciddi olgularda sok
ile karakterize edilen infeksiyondur. Yaygin kirmizi dokiintii ve bobrek yetmezligi

gibi bulgularla seyreden hastalik stafilakok kizil hastalig1 olarak kabul edilir.

Sistem ve organ infeksiyon infeksiyonlar: igerisinde stafilokok pndmonileri, akciger
abseleri, periastit, periartrit, bursit, menenjit, siniizit, idrar yolu infeksiyonu, prostatit,

perinefritik apse yer almaktadir.

Deri ve mukoza infeksiyonlari; abseler, fronkiil, sikosiz, karbonkiil, panaris,
hidroadenit, biefarit, bademciklerin iltihaplanmasi, farenjitler, peritonsiller apse ve

anjinlerdir.

Besin zehirlenmesi S. aureus ile kontamine olmus; pasta, siit, krema, dondurma, et
gibi besinlerin yenmesini takip eden 2-6 saat i¢inde olusur. Siddetli mide agrisi,
bulant1 ve kusma baglica yakinmalardir (Bilgehan, 1992; Lowy, 1998; Waldvogel
2000).

Stafilokoklarin neden oldugu infeksiyonlar giiniimiizde énemini hala korumaktadir.
S. aureus’la olusan infeksiyonlarda en onemli sorunlarin basinda, bu bakterilerin
antibiyotiklere gosterdigi diren¢ gelmektedir. S. aureus suslarina yeni gelistirilen
antibiyotikler baslangicta etkili bulunurken, diizensiz antibiyotik kullanimi sonucu bu

antibiyotiklere ¢ok kisa zamanda diren¢ gelismektedir.

Penisilin baslangicta stafilokok infeksiyonlarinda basari ile kullanilmis, ancak daha
sonra penisiline kars1 direngli suslar gelismistir. Ayrica bu antibiyotigin bazi yan

etkilerinin tespit edilmesi ile penisilinaza direngli bir penisilin tiirevi olan metisilin
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kullanima sunulmustur. Metisilinin kullanimindan iki y1l sonra metisiline direncli S.

aureus suslar1 izole edilmistir (Diindar, 2000).

2.2.5. Metisiline Direncli S. aureus (MRSA)

Metisiline direngli S. aureus (MRSA) suslari, metisiline duyarlt S. aureus (MSSA)
suslarinda bulunmayan, B-laktam antibiyotiklere diisiik afinite gdsteren penisilin
baglayan protein 2a veya 2’ (PBP2a) olarak adlandirilan bir protein iiretmektedir. Bu
protein kromozomal bir gen olan mecA geni tarafindan kodlanir. PBP2a proteini ve
mecA genine sahip S. aureus suslar1 metisiline diren¢ gosterirler ve tiim p-laktam

antibiyotiklere direnclidirler.

Metisiline heterojen direng gosteren stafilokok suslari eritromisin, klindamisin,
tetrasiklin, trimetoprim, siilfonamidler, aminoglikozidler ve kinolonlar gibi -laktam

dis1 antibiyotiklere de siklikla ¢oklu direng gostermektedirler (Diindar, 2000).

2.3. Kinolonlar

Kinolonlarin tarihi; bu grup antibiyotiklerin ilk {iyesi olan nalidiksik asidin 1962’de
antimalaryal bir antibiyotik olan klorokinin saflagtirilmasi sirasinda elde edilen bir
ara {lriinden {retilmesiyle baslar (Sekil 2.2). Nalidiksik asidin proteinlere
baglanmasinin yiiksek olusunun bir sonucu olarak serum ve doku kinetiklerinin orta
diizeyli olmas1 nedeni ile arzu edilen antibakteriyel aktiviteye ulasilamamis ve
bdylece, insanlarda tedavi alanlar1 iiriner kanalin Gram negatif infeksiyonlar1 ile

sinirlt kalmistir (Norris vd., 1988; Wentland vd., 1993).

o
HH CHy 0 ﬁ [} ﬁ'
T "'\-g. e G L 'D'
| D s I | r—— -9 | 1
(o] W (e} rll CHy PIJ
Cghg CaHg
klorokin 7-klorokinolin nalidiksik asit

Sekil 2.2. Klorokinden nalidiksik asidin sentezlenmesi
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Daha sonraki 10 yil i¢inde sentezlenen oksolinik asit, sinoksasin, pipedemik asit gibi
antibiyotikler dar spektrumlari, toksisiteleri ve hizli direng gelisimi klinikte yaygin
olarak kullanimlarina engel olmustur. 1980°li yillarda kinolon ¢ekirdeginin 6zellikle
C6 pozisyonuna flor atomu, C7 pozisyonuna ise piperazin halkasinin ilavesi ile
siprofloksasin, norfloksasin, enoksasin, pefloksasin ve ofloksasin gibi daha genis

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

Son yillarda Gram pozitif aktivite, anaerobik aktivite, atipik mikroorganizmalara
etkinlik ve daha iyi farmakokinetik 6zelliklere sahip yeni kinolonlar gelistirilmistir.
Sparfloksasin, tosufloksasin, gatifloksasin, moksifloksasin, pazufloksasin tigiincii
kusak olarak anilirken en son olarak trovafloksasin, klinafloksasin, grepafloksasin

gelistirilmis ve bunlara da doérdiincii kusak kinolonlar denilmistir.

Kinolonlar giintimiizde ¢esitleri hizla artan antibiyotikler olmakla birlikte ayn1 hizla
da kullanimdan kaldirilan bir grup goriiniimiindedirler. Ornegin travofloksasin
Haziran 1999°dan sonra karaciger toksisitesi nedeniyle ¢ok kisitli bir endikasyona
cekilmig ve grepafloksasin Ekim 1999°da kardiyovaskiiler oltimlerle iligkili
bulunarak piyasadan kaldirilmistir. Bu gelismeler 1s1ginda ruhsat asamasinda olan
klinofloksasin ve sparfloksasin geri ¢ekilmislerdir. Bu dinamik siire¢ heniiz devam

etmektedir (Aygiin, 2002).

2.3.1. Kimyasal Yapi

Kinolonlarda naftridon ¢ekirdek ve kinolon ¢ekirdek olmak tizere iki tip halka yapisi
vardir. Nalidiksik asitte oldugu gibi naftridon ¢ekirdeginin C1 ve C8 pozisyonlarinda
nitrojen bulunurken kinolon ¢ekirdeginin yalnizca C1 pozisyonunda nitrojen bulunur.
Tiim kinolonlarin C3 pozisyonunda karboksil grubu ve C4 pozisyonunda ¢ift bagh

oksijen atomu yer alir (Sekil 2.3) .

Nalidiksik asit, pipedimik asit, enoksasin, tosufloksasin, gemifloksasin ve
trovafloksasin naftridon ¢ekirdege sahipken kinik kullanima yeni giren kinolonlarin

biiyiik cogunlugu kinolon ¢ekirdege sahiptir (Appelbaum ve Hunter, 2000).
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Sekil 2.3. Kinolon ve naftridon ¢ekirdeginin yapisi. X=N ise naftridon c¢ekirdek,
X=CH ise kinolon ¢ekirdek

Esas olarak C1 pozisyonundaki ve C7 pozisyonundaki piperazin halkas1 tizerindeki
substituentler degistirilmek suretiyle bir c¢ok kinolon tiirii {retilmistir. Yeni
flor ve bunlar

sentezlenen kinolonlarin C6 pozisyonunda atomu vardir

florokinolonlar olarak adlandirilirlar.

Kinolon/naftridon halkasi pek c¢ok noktasinda yeni baglantilarla yeni ve farkh
ozellikler kazanmaya elverisli bir yapidadir. Kinolonlar arasindaki antibakteriyel
etkinlik ve farmakokinetik farkliliklar kimyasal yapilarindaki degisikliklerden
kaynaklanir. Sekil 2.4’de molekiiler yapidaki her bir modifikasyonla meydana gelen
fakli antimikrobiyal ve farmakolojik aktivitelerle birlikte kinolonlarin yan etkileri
belirtilmistir. Kimyasal yapida olusturulan degisikliklerle daha potent ve genis
antibakteriyel spektruma sahip kinolonlar sentezlenmistir (Childs, 2000).
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Sekil 2.4. Kinolon halkas1 (Childs, 2000°den degistirilerek alinmistir)
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2.3.2. Antimikrobiyal Etki

Kinolonlar sentez edildikleri siraya ve antimikrobiyal etkilerine gore dort kusaga

ayrilirlar.

Birinci kusak kinolonlarin sistemik etkileri zayif ve etki spektrumlar1 dardir. Bunlar
arasinda kinolon grubu antibiyotiklerin ilk iiyesi olan nalidiksik asitle birlikte
oksolinik asit, pipedemik asit ve sinoksasin yer alir. Nalidiksik asit ve pipemidik asit
naftridon ¢ekirdege, oksolinik asit ve sinoksasin ise kinolon ¢ekirdege sahiptir (Sekil

2.5). Nalidiksik asid disindaki birinci kusak kinolonlarin bugiin kullanim alam

yoktur.
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Sekil 2.5. Nalidiksik asit ve oksolinik asidin kimyasal yapilari

Norfloksasin, siprofloksasin, pefloksasin, ofloksasin, lomefloksasin, enoksasin ve
fleroksasin gibi ikinci kusak kinolonlarin hepsinin C6 pozisyonunda flor atomu
vardir ve bunlar florokinolonlar olarak da adlandirilirlar. C6 pozisyonunda flor

atomu bulunmasi Gram pozitif bakterilere karsi etkinlik saglar (Sekil 2.6).

Ikinci kusak kinolonlar esas olarak C7 pozisyonundaki piperazin halkasmin ve C1
pozisyonun iizerinde bulunan substituentler degistirilmek suretiyle iretilmistir. C7
pozisyonundaki piperazin halkast ve C1 pozisyondaki siklopropil Gram negatif
bakterilere karsi etkinlik saglar. Ofloksasin ve bunun L-izomeri levofloksasin 1,8
siklo bilesikler olup trisiklik benzoksazin ¢ekirdeginin C7 pozisyonunda N-metil
piperazin halkasina sahiptirler (Ambrose ve Owens, 2000; Appelbaum ve Hunter,

2000)
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Ikinci kusak kinolonlar daha genis spektrumlu olup Gram negatif ¢omaklar disinda,
stafilokoklara, Haemophilus ve Moraxella tiirlerine, atipik pnomoni etkenlerine
(Mycoplasma, Legionella, Chylamydia tiirleri), genital infeksiyon etkenlerine
(Mycoplasma, Ureoplasma, Chylamidia, Neisseria tiirleri), Mycobacterium
tuberculosis ve Brucella gibi pek cok bakteriye etkindir. Bu grupta en ¢ok klinik
deneyim olan kinolonlar; siprofloksasin ve ofloksasindir. Pefloksasin ve ofloksasin
beyin omurilik sivisina (BOS) gegisi en iyi olan kinolonlardir. Siprofloksasin
P. aeruginosa’ya en etkili kinolondur. M. tuberculosis’e en etkili kinolon ise
ofloksasindir. Tkinci kusak kinolonlarn streptokoklara, enterokoklara ve anaerob
bakterilere karsi etkinlikleri ise oldukga diistliktiir (Reece ve Bettss, 1996; Cunha,
2000; Moellering vd., 2000).
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Sekil 2.6. Siprofloksasin ve ofloksasinin kimyasal yapilari

Levofloksasin, sparfloksasin, gatifloksasin, moksifloksasin, tosufloksasin ve
pozufloksasin  gibi ii¢lincii kusak kinolonlarda ise N1 pozisyonunda siklopropil
varligi ve C5 pozisyonunda amino grubunun bulunmasiyla yalmiz Gram negatif
etkinlik degil, Gram pozitif etkinlik de arttirllmistir. Sparfloksasin piperazin
halkasinda 2cis-oriented metil grubuna sahiptir (Sekil 2.7). Bu cis-dimetil olusum ile
in vivo antimikrobiyal potent, 6zellikle Gram pozitif bakterilere etkinligi artmustir.
Moksifloksasin ve gatifloksasinin C8 pozisyonunda metoksi yan zinciri, C7
pozisyonunda lipofilik azabisiklo modifikasyonuyla Gram pozitif bakterilere etkinlik
artmisgtir. Moksifloksasin, gatifloksasinin, levofloksasin ve sparfloksasinin hem
pirolidin halkasinin hem de piperazin halkasinin alkil olmas1 ¢ozliniirliigii ve Gram

pozitif bakterilere etkinligi artirir ve antibiyotiklerin yar1 dmiirlerini uzatabilir.
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Sekil 2.7. Gatifloksasin, moksifloksasin ve sparfloksasinin kimyasal yapilari

Daha yeni olarak gelistirilen travofloksasin, klinafloksasin, grepafloksasin,
temafloksasin ve gemifloksasin gibi dordiincii kusak kinolonlara Gram negatif ve
Gram pozitif etkinliklerle birlikte anaerobik etkinlik kazandirilmistir (Sekil 2.8).
Klinafloksasin C7 pozisyonunda prolidin halkasina sahip olmasi bunun Gram pozitif
bakterilere etkinligini arttirmaktadir (Appelbaum ve Hunter, 2000; Childs, 2000;
Oliphant ve Green, 2002.).
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Sekil 2.8. Grepafloksasin ve gemifloksasinin kimyasal yapilar

2.3.3. Etki Mekanizmasi

Kinolonlar antimikrobiyal etkilerini bakterilerin DNA replikasyonunda rol alan DNA
giraz ve topoizomeraz IV enzimlerini inhibe ederek gerceklestirir ki bu enzimler
yapisal olarak birbirlerine benzemektedirler. Her iki enzim de tetramerik yapida
olup, DNA giraz iki GyrA ve iki GyrB alt iinitesinden ve topoizomeraz IV ise iki
ParC ve iki ParE alt {initesinden meydana gelir. DNA giraz ve topoizomeraz IV
enzimleri olduk¢a uzun bir molekiil olan bakteri DNA’sinda ¢ok ydnde negatif

siipersarmallar  olusturarak, birka¢ mikrometre olan bakteri i¢ine sigdirilmasini
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saglarlar (Hooper ve Wolfson, 1993; Dougherty vd., 2001; Ince vd., 2003; Limoncu
vd., 2003)

Siipersarmal yapidaki DNA’nin replikasyonu ve transkripsiyonu mekanik olarak
miimkiin degildir. Bu iki olayin baslamast ve siirdiirilmesi i¢in DNA
siipersarmalinin yerel olarak agilmasi ve DNA zincirlerinin birbirinden ayrilmasi
gerekir. Ancak ayrilan zincirler 6zel bir isleme tabi tutulmazlarsa ayrilma noktasinin
Oniinde asir1 pozitif silipersarmallagma olur. Bu durumun 6nlenmesi i¢in DNA giraz
enzimi replikasyon catalinin ilerisinde yer alarak DNA sarmalini olusturan
iplikciklerin  her ikisinin belli bir noktasindan kesip iplikgiklere negatif
siipersarmallagsma sagladiktan sonra iplik¢ikleri yeniden birlestirir (Sekil 2.9 ve

Sekil 2.10)

negatif sipersarmal

Sekil 2.9. Bakteriyel DNA’da negatif siipersarmalin olusumu (www.epfl.ch/.../
course_files/stasiak)

Topoizomeraz IV enzimi ise replikasyon catalinin gerisinde yer alarak DNA
slipersarmalinin ilerlemesini saglar (Sekil 2.10). Bu enzim ayni zamanda bakterilerin
boliinmesi sirasinda yeni olusan bakterilere DNA’nin boliistliriilmesini  saglar

(Bearden ve Danziger, 2001; Jones, 2002).
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Topoizomeraz IV

Agiraz

Replikasyon Gatal
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_—
Replikasyon yond

Sekil 2.10. Topoizomerazlar ve DNA replikasyonu (Bearden ve Danziger, 2001)

Bakteri tipine bagl olarak bu enzimler, antimikrobiyal etkinin primer veya sekonder
hedefini olustururlar. E. coli gibi Gram negatif bakterilerde, kinolonlar daha yogun
olarak DNA giraz’1 inhibe ederken, S. aureus gibi Gram pozitif organizmalar i¢in
ana hedefin topoizomeraz IV oldugu yakin zamanda ortaya konmustur (Hooper ve

Wolfson, 1993; Shen vd.,1993; Morais vd., 1997; Pickerill vd., 2000).
2.3.4. Diren¢ Mekanizmalar

Kinolonlara karst olusan diren¢ kromozomal kaynakli olup onceden bildirilen
plazmid kaynakli direngler dogrulanmamistir. Baslica diren¢ mekanizmalar1 hedef
enzimde degisiklik ve antibiyotigin hiicre icine girisinin azaltilmasidir (Hooper,

2001; Oh ve Edlund, 2003).
2.3.4.1. Hedef Enzimde Degisiklik

Tim bakteri tiirlerinde kinolonlara kars1 esas diren¢ mekanizmast DNA giraz ve
topoizomeraz IV enzimlerini kodlayan genlerdeki yapisal degisikliklerdir. Bu
degisiklikler 6zellikle her enzimin alt iinitelerindeki KDBB olarak da adlandirilan
“‘kinolon direng belirleyici bolge’’de spontan mutasyonlarla meydana gelmektedir.

Spontan kromozomal mutasyon sikligi 10°-10"°dur. KDBB’de mutasyonlarla
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meydana gelen aminoasit degisiklikleri kinolonlarin enzim-DNA kompleksine olan
afinitesini azaltirlar. gyrA ve parC genlerindeki mutasyonlar, kinolonlarin DNA giraz
ve topoizomeraz IV enzimlerinde baglandigi hedef bolgelerde degisikliklere yol
acarak kinolonlarin baglanmasini azaltmaktadir. Boylece kinolonlarin bakterilere
etkinligi azalirken, antibiyotige diren¢ ve bakteriyel minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MIK) artis gostermektedir (Bearden ve Danziger, 2001; Hooper,
2002; Jones, 2002).

Gram negatif bakterilerde DNA giraz tiim kinolonlarin primer hedefiyken, Gram
pozitif bakterilerde ise antibakteriyel etkinin tarzini kinolonun kimyasal yapisi
belirlediginden primer hedef DNA giraz veya topoizomeraz IV olarak
degisebilmektedir. Bu durum primer hedefin bakteri tiirleri kadar kinolonun yapisina
da bagl oldugunu gostermektedir. Ornegin bazi Gram pozitif bakterilerde
sparfloksasinin baglica hedefi DNA giraz’dir (Schmitz vd., 1999; Roychoudhury vd.,
2001).

gyrA genindeki mutasyonlar tiim kinolonlara kars1 yiliksek diizeyde direng gelisimine
neden olmaktadir. Bu durum E. coli, P. aeruginosa, H. influenzae, C. freundii ve
S. marcescens’te tanimlanmistir. gyrB genindeki mutasyonla olusan direng¢ tiim
kinolonlara kars1 gelismeyebilir; bu tip diren¢ E. coli ve P. aeruginosa’da

gozlenmistir.

parC genindeki mutasyonlar ise daha ¢ok S. aureus ve S.pneumoniae’de
tanimlanmistir. parE genindeki mutasyonlarin kinolon direncine bagli olmadigi
diisiiniilmektedir (Dougherty vd., 2001; Jones, 2002).

2.3.4.2. Antibiyotigin Hiicre i¢ine Girisinin Azaltilmasi

2.3.4.2.1. Membran Permeabilitesinde Azalma

DNA giraz ve topoizomeraz IV enzimleri bakteriyel hiicrenin sitoplazmasina

yerlesmislerdir. Kinolonlarin sitoplazmadaki bu hedeflerine ulasmasi i¢in bakteri
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hiicresine penetre olmalar1 zorunludur. Gram negatif bakterilerde kinolonlarin hiicre
icine girmesi, dis membrandaki porinler araciligi ile olur. Gram negatif bakterilerin
dis membran porin proteinlerinde degisiklige yol acan mutasyonlar kinolonlarin dis
membrandan  girigini azaltarak hedef enzimlere daha az miktarda antibiyotigin
ulagsmasina yol acar. Dig membran porin proteinlerinde (OmpF) olusan mutasyonlar
yalnizca Gram negatif bakterilerde gozlenmis olup kinolonlara karsi artmis MIK
degerleri saptanmistir. Nalidiksik asit ve diger kinolonlara bu mekanizma ile gelisen
direng P. aeruginosa ve Serratia marcescens’te bildirilmistir. Bu tip direng
kinolonlarin yani sira P-laktamlar, tetrasiklinler ve kloramfenikol gibi diger
antibiyotikler i¢in de gecerlidir (Tanir ve G6l, 1999; Yiice, 2001; Hogan ve Kolter,
2002).

2.3.4.2.2. Aktif Pompalama ile Antibiyotigin Disar1 Atilmasi

Antibiyotigin hiicre digina atilmasini saglayan aktif pompa sistemlerinin varligi
yaklagik olarak 20 yil 6nce tetrasiklinler i¢in belirlenmistir. Kromozomal mutasyon
sonucu degisik disar1 pompalama sistemleri ile de kinolonlara kars1 direng gelisimi
s0z konusudur. Kinolonlarin aktif pompalama sistemi ile disar1 atilmasi1 S.aureus
(NorA), Enterobacteriaceae (MarA), Pseudomonas ve Campylobacter gibi
bakterilerde gozlenmistir. Kinolonlar enerjiye bagiml bir aktif pompalama sistemi
ile hizla disariya atilirlar ve hiicre i¢inde birikemezler. Aktif pompalama sisteminin
kinolon direncinin yanm sira, kloramfenikol, B-laktamlar antibiyotikler ve setrimid,
benzalkonyum klorlir gibi deterjanlara dirence de yol actig1 bildirilmektedir
Pompalama sistemlerinden bir kismi c¢oklu antibiyotik direnci saglarken, sadece

kinolonlara direng saglayanlar1 da vardir (Yiice, 2001; Hogan ve Kolter, 2002).
2.3.5. Farmakokinetik Ozellikler
Kinolonlar biyoyararlanimlar1 olduk¢a iyi olan, suda ¢ok iyi ¢oziinen lipofilik

bilesiklerdir. Agiz yoluyla alindiklarinda gastrointestinal sistemden absorbsiyonlar1

son derece iyidir. Biyoyararlanimi en yiiksek olan oflaksasin oral yolla alindiginda
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tamamen absorbe olurken; siprofloksasinin % 70’1, norfloksasinin ise % 40-50’si

emilir.

Kinolonlar oral yoldan alindiktan 1-2 saat sonra plazmada en yiiksek
konsantrasyonlarina ulagirlar. Siprofloksasin ve oflaksasin en hizli, enoksasin ise en
yavas absorbe edilen kinolonlardir. Besinle birlikte alinimlar1 absorbsiyon hizlarini
azaltir, fakat biyoyararlanimlarimi degistirmez. Sukralfat veya antasitlerle birlikte
alindiklarinda bu maddeler kinolonlarin biyoyararlanimlarin1 azaltirlar. Birlikte
kullanilacaklarsa bu maddeler kinolonlardan 2-4 saat 6nce ya da en az iki saat sonra

alinmalidir.

Kinolonlarin plazma proteinlerine baglanma oranlar1 diisiik olmasina ragmen,
dagilim hacimlerinin yliksekligi ve dokulara 1iyi penetrasyonlart nedeniyle
eliminasyon yar1 odmiirleri olduk¢a uzundur. Bu durum giinde tek doz veya iki kez
kullanimlarina izin verir. Kinolonlarin eliminasyon yollar1 da farklidir. Norfloksasin,
siprofloksasin, enoksasin, fleroksasin, lomefloksasin hem renal hem de hepatik yolla
elimine edilirken, ofloksasin daha ¢ok renal, pefloksasin de daha ¢ok hepatik yolla
elimine edilir. Kinolonlarin baz1 metabolitleri karacigerde sitokrom p-450 sistemini
etkileyerek kafein ve teofilin demetilasyonunu azaltabilir (Pickerill vd., 2000;

Leblebicioglu, 2001).

Tim kinolonlar gerek kiiciik molekiillii olmalari, gerekse plazma proteinlerine
baglanma oranlarinin diisiik olmas1 nedeniyle serumda, fagositik hiicrelerde, doku ve
viicut sivilarinda oldukg¢a yiiksek konsantrasyonlara ulasirlar. Akciger, karaciger,
kalp, kemik, prostat, idrar, balgam ve dokuda ulastiklar1 konsantrasyonlar ¢ok iyi
olup tiikriik, gozyas1 salgisi, nazal mukoza ve brons epiteline gecisleri de oldukca
tyidir. Ancak BOS’a gecisleri inflamasyon varliginda bile yeterli degildir. En iyi

BOS diizeyi saglayan kinolonlar pefloksasin ve ofloksasindir.

Bobrek, idrar, prostat, akcigerler, brons mukozasi gibi dokularda, graniilosit ve
makrofaj icinde, serum konsantrasyonlarindan daha yiliksek konsantrasyonlara

ulagirlar. Prostat salgisi, brong sekresyonlari, tiikriik ve ejekulat gibi viicut sivilarinda
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diger bir¢ok antibiyotige gore yiiksek oranda bulunmalarina ragmen, serum

diizeylerinden daha diislik konsantrasyonlarda bulunurlar (Oliphant ve Green, 2002).

2.3.6. Klinik Kullanimlari

Kinolonlar; oral kullanim ve yiiksek biyoyararlanim oranlar1 basta olmak iizere ¢ok
iyl farmakokinetik 6zellikleri, genis antibakteriyel etki alanlari, milkemmel doku
penetrasyonlari, nispeten diisiik ve dnemsiz yan etki profilleri nedeniyle ¢ok degisik
infeksiyonlarin tedavisinde basari ile kullanilan segkin antibiyotikler arasindadir.
Kinolonlarin baslica klinik kullanim alanlari; iiriner sistem infeksiyonlari, bakteriyel
prostatitler, cinsel iliski ile bulasan infeksiyonlar gastrointestinal infeksiyonlar,

solunum yolu infeksiyonlari, kemik ve eklem infeksiyonlaridir.

Kinolonlarin oral kullanimdan sonra idrarda ¢ok yiiksek yogunluklara ulagsabilmeleri
ve bu diizeylerini bir¢ok iiropatojen i¢in bakterisidal konsantrasyonlarda uzun siire
devam ettirebilmeleri nedeniyle her tip {iiriner sistem infeksiyonun tedavisinde
basariyla kullanilan antibiyotiklerdir. Bu tiir infeksiyonlarda norfloksasin,

siprofloksasin ve ofloksasin kullanilmaktadir.

Kinolonlar prostat dokusunda ¢ok yiiksek konsantrasyonlara ulasabilme 6zellikleri
nedeniyle akut ve kronik bakteriyel prostatitlerin tedavisinde c¢ok etkilidirler.
Siprofloksasin, ofloksasin ve norfloksasin akut prostatitlerde en az 4 hafta siire ile
uygulandiginda %90’1n iizerinde basar1 oranina ulasilir. Kronik prostatitlerde tedavi

stiresi 16 haftaya kadar uzatilabilir.

Tim kinolonlar N. gonorrhoeae ve Haemophilus ducreyi gibi cinsel iligki ile
bulasan patojenlere miikemmel etkinlik gosterirler. Siprofloksasin, ofloksasin ve
norfloksasin gonore tedavisinde %100’e yakin oranlarda etkilidir. H. ducreyi’nin

neden oldugu yumusak sankr’in tedavisinde siprofloksasin ¢ok etkilidir.

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

dahil bir ¢ok enterik patojene karsi ¢ok iyi etkinlik gosterirler. Bu patojenlerde
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ozellikle kotrimoksazol, ampisilin, kloramfenikol ve tetrasiklin direncinin
glinlimiizde oldukca yiiksek oldugu goz Oniline alinirsa kinolonlarin bakteriyel
gastrointestinal ~ sistem infeksiyonlarinin amprik tedavisinde ilk secenek

antibiyotiklerdir.

Daha oOnce de belirtildigi gibi siprofloksasin, ofloksasin gibi ikinci kusak
florokinolonlarin basta pndmokoklar ve streptokoklar olmak iizere Gram pozitif
bakterilere etkinliklerinin iyi olmayis1 nedeniyle bu kinolonlarin solunum yolu
infeksiyonlarinda kullanimlar1  Onerilmemektedir. Ancak son yillarda klinik
kullanima girmeye baslayan Gram pozitif ve dolayisiyla pnémokoklara etkinligi
artmig yeni kinolonlar S. pneumoniae, H. influenzae ve M. catarrhalis’e miikemmel
etkinlikleri nedeniyle solunum yolu infeksiyonlarinda basari ile kullaniimaya

baslanmugtir.

Klinolonlarin kemik dokuda ¢ok yiiksek konsantrasyonlara ulasabilmeleri nedeniyle
Gram negatif bakterilerin neden oldugu osteomiyelitlerin tedavisinde oldukca
basarili sonuglar alinmaktadir. Osteomiyelit tedavisinde lizerinde en ¢ok calisilan ve
tercih edilmesi gereken kinolon siprofloksasindir. Kronik osteomiyelitlerde
rifampisinle kombine kullanilmasinin basar1 oranini yiikselttigi bildirilmektedir

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

2.4. Staphylococcus aureus’ta Kinolon Direnci

Hedef enzimlerdeki degisiklikler ve aktif pompalama mekanizmalar1 metisiline
duyarli S. aureus (MSSA ) ve metisiline direngli S. aureus (MRSA)’ta kinolon

direncine neden olur.

S. aureus i¢in en yaygin diren¢ mekanizmast DNA giraz ve topoizomeraz IV
enzimlerindeki degisikliklerdir. S. aureus’ta topoizomeraz IV enzimin alt iiniteleri

grlA (parC) ve grIB (parE) genleriyle kodlanir (Couzinet vd., 2005)
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S. aureus’ta kinolonlarin primer hedefi topoizomeraz IV’dir. S. aureus’ta ozellikle
birbirleriyle homolog olan parC ve gyrA genlerinin ‘‘kinolon diren¢ belirleyici
bolge’’de olusan mutasyonlar direng gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir.
Mutasyonlar ¢ogunlukla parC’de Ser80Phe, Glu84Lys ve gyrA’da ise Ser84eu ve
Glu88Lys aminoasit kodonlarinda meydana gelmektedir. Bu giine kadar DNA giraz
ve topoizomeraz IV enzimlerinin B alt tinitelerini olan gyrB ve grIB genlerinin

kinolon direnciyle dogrudan iliskileri gdsterilememistir (Schmitz vd., 1999; Sierra

vd., 2002).

S. aureus’taki aktif pompalama mekanizmasiyla meydana gelen direng NnOrA geninin
ekspresyonunun artmasina baglidir. norA geni kinolon direncinden sorumlu aktif
pompalama mekanizmasi olan membran proteini NorA’y1 kodlar. NorA aktif
pompalama sistemiyle ekspresyonun artmasi putative promotor bolgedeki bir
mutasyondan ileri gelir. Ayn1 zamanda norA yapisal genin kendisindeki bir mutasyon
da dirence katkida bulunabilir. S. aureus’ta  NorA aktif pompalama sistemiyle
kinolonlar elektrokimyasal proton gradientiyle hizla disar1 atilirlar ve hiicre i¢cinde
birikemezler. NorA aktif pompolama sistemin ekspresyonunun artmasindan
kaynaklanan diren¢ diisiik seviyeli olup topoizomeraz mutasyonlariyla ayn1 ya da

farkli zamanlarda meydana gelebilir.

Norfloksasin, siprofloksasin ve ofloksasin gibi hidrofilik kinolonlar bu pompalama
sistemiyle etkin bir bicimde disariya atilirken sparfloksasin, trovafloksasin ve
moksifloksasin gibi yeni hidrofobik kinolonlarin NorA’dan etkilenmedigi
diistiniilmektedir. S. aureus’ta hidrofilik kinolonlar aktif pompalama sisteminden
degisik diizeylerde etkilenirler. Ornegin, S. aureus’ta NorA aktif pompalama
sisteminin yiiksek diizeyde ifade edilmesiyle norfloksasinin MIK degerinde 32 kat,
siprofloksasinde yalnizca 8 kat ve ofloksasinde ise 4 kat artis oldugu bildirilmektedir

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

S. aureus’ta kinolon direnci siprofloksasinin kullanima girmesinden sonra ortaya
cikmistir ve O6zellikle son yillarda metisilin direngli S. aureus (MRSA) suslarinda

kinolon direncinde hizli bir artis s6z konusudur.
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S. aureus’ta diisiik seyiyeli diren¢ nokta mutasyonlarla, yiiksek seviyeli direng ise
kombine direng mekanizmalariyla kazanilabilmektedir. Kombine direng
mekanizmalarina bir ¢ok drnek verilebilir. Ornegin parC’nin iki farkli segmentinde
aym anda meydana gelen degisiklikler MIK degerlerinin yiikselmesine neden
olmaktadir. Hem DNA giraz hem de topoizomeraz IV’deki kombine degisiklikler
direncin diizeyini arttirmaktadir. Ayrica, norA ve gyrA genlerinde ayni anda
meydana gelen ikili mutasyonlar bakteriyel duyarlili§in azalmasina neden olmaktadir

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

3.1. Kullanilan Sarf Malzemeler
e Agaroz (Sigma)
e Agar (Merck)
e Borik Asit (Sigma)
e Bromofenol mavisi ( %0.25 J.T.Baker)
e DNA jel ekstraksiyon kiti (Biogen)
e DNA Markir (100-1500 bg) (Takara)
e EDTA (Idranal,III)
e Etidyum Bromiir (Sigma E-7637)
e Fikol (Sigma)
e QGatifloksasin Disk (Oxoid)
e QGatifloksasin E-testi (AB Biodisk)
e Mueller Hinton Broth (LabM)
e Mueller Hinton Agar (LabM)
¢ Siprofloksasin Disk (Oxoid)
e Siprofloksasin E-testi (AB Biodisk)
e Siikroz (Sigma)
e Trisbase (Merck)
e Triptik Soy Broth (Merck)

3.2. PZR Bilesenleri
e PZR tamponu (Takara)
e dNTP karisimi1 (dATP,dCTP,dGTP,dTTP) (Takara)
o MgCl, (Takara)
e Taq Polimeraz (Biogen)
e gyrA Forward primeri (Biogen)
e gyrA Reverse primeri (Biogen)
e parC Forward primeri (Biogen)

e parC Reverse primeri (Biogen)
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3.3. Kullanilan Cihazlar

e Buzdolab1 (Beko)

e Calkalamal1 inkiibatdr (GallenKamp, 240v models)

e Derin Dondurucu - 20° (Argelik)

e Elektroforez tanki (Biolab Minicell “Primo EC320 Electrophoretic Gel
System)

e Etiiv (Wtcbinder)

e (i kaynagi (Bio-Rad Power PAC 300)

e Jel goriintiileme Sistemi (Biolab UV Tech, Heidolp Potamax 120
Instruments)

e Mc Farland (Bio Mérieaux Lefrance)

e Mini santriflij (Minispinplus Eppendorf)

e Sogutmali Santrifiij (Hettich Universal 32)

e Steril Kabin CV-100

e Termocycler (Techne Genius)

e UV Goriintiileme Sistemi (BioRad UV Transilluminator 2000)

e Vorteks (Velp Scientifica)

3.4. S. aureus Suslarinin Toplanmasi

Isparta Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Hastane’sinin degisik klinik
orneklerinden toplanan suslardan 22 adet MRSA susu ve 2 adet kontrol MSSA susu

ile birlikte toplam 24 S. aureus susu bu ¢alismada kullanilmistir.

3.5. S. aureus Suslarmin Uretimi ve Saklanmasi

Calismada kullanilacak suslar uzun siireli saklama amaciyla Triptik Soy broth
besiyerine ekilerek 37°C’de 24 saat tiretildikten sonra kiiltiir ortamma %]1 oraninda
Gliserin eklenerek steril tiiplere dagitilmis ve -80°C’de muhafaza edilmistir. -80°C’de
saklanan bakteriler antibiyotik duyarlilik testleri ve PZR ¢alismalart i¢in once %35

insan kanli agara ekilmis ve 37°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra kanl
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agarda iireyen bakteriler yatik Triptik Soy agar tiiplerine ekilerek 37°C’de 24-48 saat

inkiibe edilmis ve +4°C’de saklanmustir.

3.6. Antibiyotik Duyarhhk Testleri

3.6.1. Kat1 Besiyerinin Hazirlanmasi

Caligmaya alinan suslarin siprofloksasin ve gatifloksasin duyarliliklar1 National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) standartlarina uygun olarak
disk difiizyon ve E-testi yontemleriyle belirlenmistir. Bu amagla Mueller Hinton agar
besiyeri hazirlanip 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildikten sonra petrilere
dokiilmiis ve oda sicakliginda katilasmasi beklenmistir. Kontaminasyon kontrolii i¢in
petriler 37°C’lik etiivde bir gece inkiibe edilmis ve hi¢ bakteri iiremesi olmayan

petriler antibiyotik duyarhlik testlerinde kullanilmistir.

3.6.2. Duyarhlik Testleri Icin Bakteri Siispansiyonunun Hazirlanmasi

Duyarlilik testleri i¢in yatik Triptik Soy agarda iiretilmis S. aureus suslar1 Mueller
Hinton broth besiyerine ekilerek 37°C’de 4-6 saat inkiibe edilerek bakteri
siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Bakteri silispansiyonu 0.5 Mc-Farland bulaniklik
standardina (10® bakteri/mL) uygun olacak sekilde steril serum fizyolojikle

seyreltildikten sonra kullanilmustir.

3.6.3. S. aureus Suslarinda Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Bir antibiyotigin antimikrobik aktivitesinin saptanmasi i¢in uygulanan in vitro
islemlere genel olarak ‘‘duyarlilik testleri’’ adi verilmektedir. Rutin laboratuvarlarda
uygulanan testlerle genellikle antibiyotiklerin inhibitor (bakteriyostatik) aktivitesi
degerlendirilir. Disk diflizyon ve E-testi bu amagla uygulanan en yaygin iki

yontemdir.
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3.6.3.1. Disk Difiizyon Yontemi

Disk difiizyon yonteminde belirli miktarlarda antibiyotik emdirilmis kagit diskler test
edilecek mikroorganizmasindan hazirlanan standart siispansiyonun yayildigi agar
ylizeyine yerlestirilir. Boylece diskteki antibiyotik agar igerisine yayilir ve bakteriye

etkili oldugu diizeylerde liremeyi engeller.

Calismamizda her bir sus i¢in Mc-Farland 0.5 bulanikliginda hazirlanan standart
bakteri siispansiyonunun yaklasik 2 mL’si Mueller Hinton agar bulunan petrilere tim
besiyerinin lizerini kaplayacak sekilde yayildi. Petriler steril kabinde 20 dakikay1
gecmeyecek sekilde kurutuldu. Besiyeri yiizeyine steril pensle siprofloksasin ve
gatifloksasin antibiyotiklerini iceren diskler yerlestirildikten sonra petriler 35°C’de
24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda disklerin ¢evresinde bakterilerin
test edilen antibiyotiklere duyarlilik derecesini ifade eden bakterilerin liremedigi
dairesel alanin c¢ap1 olgiilerek duyarli, orta duyarli ve direngli suslar NCCLS nin

kriterlerine gore belirlendi (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Disk diflizyonunda siprofloksasin ve gatifloksasin sinir degerleri

Antibiyotik Duyarli Orta Duyarli Direncli
Disk Cap1

Siprofloksasin (5ug) >21 mm 16-20 mm <15mm

Gatifloksasin  (5pg) > 18 mm 15-17 mm < 14 mm

3.6.3.2. E-Testi Yontemi

Yine disk difiizyon yontemine dayanan ancak diskler yerine belirli ve siirekli artan
konsantrasyon degisimi olacak sekilde antibiyotik iceren plastik seritlerin
kullanildig1 bir yontemdir. Disk diflizyon yonteminde suslarin test edilen antibiyotik
icin yalmizca duyarli ya da direngli oluslar1 belirlenirken, E-testi ile minimum

inhibisyon konsantrasyon (MIK) degerleri de belirlenebilmektedir.
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E-testinde disk difiizyon yonteminde oldugu gibi her bir sus i¢in Mc-Farland 0.5
bulanikliginda hazirlanan standart bakteri siispansiyonunun yaklasik 2 mL’si
Mueller Hinton agar bulunan petrilere tiim besiyerinin iizerini kaplayacak sekilde
yayild1. Petriler steril kabinde 20 dakika kadar kurutulduktan sonra besiyeri yiizeyine
steril pensle siprofloksasin ve gatifloksasin E-testi seritleri konularak 35°C’de 24
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda elips seklindeki inhibisyon zonunun
seridi kestigi noktadaki konsantrasyon degeri NCCLS’nin kriterlerine gore MIK
degeri olarak kaydedildi (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. E-testinde siprofloksasin ve gatifloksasin sinir degerleri

Antibiyotik Duyarli Orta Duyarl Direngli
E-Testi
Siprofloksasin <1 pg/mL 2 ug/mL >4 ug/mL
Gatifloksasin <2 pug/mL 4 pg/mL > 8 ug/mL

3.7. PZR Yontemi ile gyrA ve parC Genlerinin Cogaltilmasi

3.7.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

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

cogaltilmasini saglayan ve DNA molekiiliiniin milyonlarca kopyasinin elde edildigi

bir tekniktir.

Calisgmamizda PZR yontemi ile her bir S. aureus susunun gyrA ve parC genlerinin
KDBB’leri spesifik primerler kullanilarak ve her bir gen i¢in ayr1 PZR reaksiyonu
hazirlanmak suretiyle ¢ogaltildi. gyrA ve parC genlerinin KDBB’sinin ¢ogaltilmasi

icin gerekli spesifik primerlerinin dizilimi asagidaki 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. Orneklerin Hazirlanmasi

Her S. aureus susu i¢in steril eppendorf tiiplere 50 pL steril saf su koyuldu. Steril
kiirdanla her 6rnekten 2-3 koloni alinip saf su i¢inde tamamen ¢6ziinmesi saglandi.
Tiipler vortekslenip suda yarim saat kaynatildiktan sonra oda sicakliginda sogumasi
icin bekletildi ve 14.000 rpm’de 2 dakika santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi
siipernatantin 3ul.’si DNA kaynagi olarak kullanildi.

3.7.3. PZR Kosullari

gyrA ve parC genlerinin KDBB’leri  yukarida belirtilen spesifik primerler

kullanilarak ve her bir gen i¢in ayr1 reaksiyon hazirlanarak PZR ile ¢ogaltildi.

Cizelge 3.3. gyrA ve parC genleri i¢cin PZR kosullar

PZR Tamponu 6 uL
MgCl, 3uL
dNTP karigimi 4 uL
Primer F 1 puL
Primer R 1 uL
Taq polimeraz enzimi 0.5 pL
Kalip DNA 3uL
Steril saf su 31.5ul
Toplam hacim 50 uL

PZR asamasinda DNA’nin ¢ift sarmal yapisin1 bozup tek bir zincir haline getirmek
(denatiirasyon) i¢in 95°C, primerlerin hedef bolgeye tutunmasi igin 55°C, primerlere
niikleotid eklenerek komplementer DNA’nin polimerizasyonu i¢in 72°C sicaklik
gerekmekte ve bu ii¢ farkli sicakligin ardi ardina uygulanmasindan olugan dongiiniin
30 kez tekrarlanmasi thermal cycler adi verilen cihazla saglanabilmektedir. Bu

amagla gyrA ve parC PZR dongiileri su sekilde hazirlanmistir:
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Denatiirasyon : 95C 6 dakika

Taq polimeraz ilavesi : 85°C 2 dakika

Primer baglanmas1  : 55°C 45 saniye 1 DONGU
Polimerizasyon : 72°C 1 dakika

Denatiirasyon : 95°C 45 saniye

Primer baglanmas1  : 55°C 45 saniye 30 DONGU
Polimerizasyon : 72°C 1 dakika

Polimerizasyon : 72°C 5 dakika 1 DONGU

PZR sonunda olugsmasi beklenen 398 b¢’lik gyrA ve 468 bg¢’lik parC KDBB’lerinin

varlig1 agaroz jel elektroforezinde incelenmistir.

3.8. Agaroz Jel Elektroforez incelemeleri

Agaroz jel elektroforezi biyomolekiillerin sahip olduklari net elektrik yiiklerinin bu
molekiillerin bir elektriksel alan icindeki hareketlerini  etkileme prensibine

dayanmaktadir. Boylece molekiiller biiyiikliiklerine gore ayrilabilmektedir.

Calismamizda gyrA ve parC genlerinin PZR sonucunda olusan iriinleri  %1’°lik
agaroz jelde incelendi. Bu amagla 0.25 g agaroz tartilip 25 mL 1XTBE igersinde
kaynatilarak tamamen ¢oziilmesi saglandi. Bu sirada jel dokme tablasinin kenarlari
otoklav bandi ile sarilarak bir kalip olusturuldu ve PZR iiriinlerinin yiiklenecegi
kuyucuklar1 olusturmak igin tablaya tarak yerlestirildi. Oda sicakligina kadar
sogutulan agaroz c¢ozeltisi tablaya dokiildii. Jel polimerlestikten sonra tarak ve
otoklav bandi ¢ikartildi ve icersinde 250 mL 1XTBE tampon bulunan elektroforez
tankinin igersine yerlestirildi. 5 pL. PZR iiriinii i¢in 2 pL jel yiikleme tamponu
eklenip yavasgca kuyuya yiiklendi. PZR iirlinlerinin biiytikliiklerini belirlemek i¢in
jelin ilk kuyusuna 100-1500 bg¢’lik markir yiiklendi. Jel elektroforez tanki giic
kaynagina baglandi ve 1 saat siireyle 100 Volt siddetinde akim uygulandi.
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10X TBE Tamponu; Jel Yiikleme Tamponu;
TrisBase S54¢g Fikol % 25
EDTA 4.65¢ Bromofenolmavisi % 0.25
Borik Asit 275¢g Siikroz % 8
Distile su 500 mL Distile su 100 mL

Agaroz jel icindeki PZR iiriinlerini goriinilir hale getirmek i¢in floresan 6zellikteki
etidyum bromiir stok ¢dzeltisinden 2-3 pL alinip yaklagik 500 mL saf su igerisinde
iyice karigtirildi. Agaroz jel bu solusyon iginde 10 dakika bekletildikten sonra PZR

tirtinleri jel goriintiileme sisteminde incelendi.

Etidyum Bromiir Stok Cozeltisi;
Etidyum bromiir, agaroz jelde yiiriitilmiis Orneklerin goriintiilenmesi igin
kullanilmistir. Etidyum bromiir stok ¢dzeltisi 10mg/mL konsantrasyonda hazirlanmis

ve karanlikta saklanmustir.

3.9. PZR Uriinlerinin Jelden Izolasyonu

Jel goriintiileme sistemiyle gyrA ve parC genlerinin varlig1 belirlendikten sonra PZR
tirtinleri DNA jel ekstraksiyon kit (Biobasic) protokoliine uygun olarak jelden izole

edildi.

Bu amagla 2.5 g agaroz tartilip 250 mL 1XTBE igersinde ¢oziilerek %1°lik kalin jel
hazirland1 ve 45 pL PZR iirlinii i¢in SpL jel ylikleme tamponu eklenip karigim jele

yiiklendi. Jel elektroforez tanki giic kaynagina baglandi ve 1.5 saat siireyle 100 Volt
siddetinde akim uygulandi. Jel etidyum bromiirle boyandiktan sonra PZR {iriinlerine
ait bantlar jelden kesilip 1.5 mL’lik eppendorf tiiplere koyuldu ve jelden izole

edilmek tzere +4°C’de saklandu.

PZR iirtinlerini jelden izole etmek i¢in asagidaki protokol uygulandi:
1- Her 6rnege 100 mg jel agirlg1 icin 400 pL Binding Solution II eklendi ve agarozun

tamamen ¢oziinmesi i¢in ara sira karistirtlarak 50-60°C’de 10 dakika inkiibe edildi.
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2- Omnekler UNIQ-10 kolona aktarildiktan sonra 2 dakika inkiibe edildi. Ornekler
8.000 rpm’de 1 dakika santrifiijlendi ve kolonun altindaki tiipte toplanan sivi

dokiildii.

3- Her kolona 500 pL Binding Solution II eklenip 8.000 rpm’de 1 dakika

santrifiijlendi ve kolonun altindaki tiipte toplanan si1vi dokiildii.

4- 500 uL. Wash Solution eklenip 8.000 rpm’de 1 dakika santrifiijlendi ve kolonun

altindaki tlipte toplanan sivi dokiildii.

5- Dordiincii asama tekrarlanip 12.000 rpm’de 1 dakika santrifiijlendi. Bdylece

Wash Solution tamamen uzaklastirildi.

6- Kolon temiz 1.5 mL’lik eppendorf tiipe yerlestirildi ve kolonun tam merkezine
30 pL Elution Buffer eklenip oda sicakliginda 2 dakika beklendi. 12.000 rpm’de 1
dakika santrifiijlendikten sonra eppendorf tiipte biriken saf haldeki PZR {iriinii
DNA dizi analizi i¢in -20°C’de saklandi.

3.10. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi, DNA o6rneklerindeki baz dizilerinin sirasini ortaya ¢ikarmak igin
kullanilan bir genetik sifre ¢ozme yOntemidir. Baz dizilerinin belirlenmesinde iki
temel teknik gelistirilmistir. Bunlar Maxam-Gilbert kimyasal degradasyon (yikim)
yontemi ile Sanger'in dideoksi enzimatik yontemidir. Her iki yontemde de dizi
analizi yapilacak DNA'nin hazirlanmasi, reaksiyonlar ve yiiksek voltaj jel

elektroforezi olmak iizere ii¢ ana asama bulunmaktadir.

gyrA ve parC genlerinin DNA dizi analizi lontek Firmasi tarafindan otomatik DNA
dizi analizi cihaziyla yaptirilmistir. Otomatik DNA dizi analizi, Sanger tarafindan
gelistirilen enzimatik sentez yontemi gelismis bir kapiller sisteme uyarlanmustir.
Boya terminasyon isaretleme ad1 verilen bir metod kullanilarak farkli bazlarda (A, G,

T, C) sonlanan DNA sentez {irlinlerine floresan isaretli boyalar ilistirilir.
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Elektroforez, Ornekler bir kapillerden gegirilirken uygulanir. Floresan isaretli
boyalar1 uyarmak i¢in bir lazer, boyalarin yaydigi 15181 toplamak iginse bir CCD
kamera kullanilir. Boylece, lazer uyariminin ardindan dort boya tarafindan yayilan
farkli dalga boylarindaki 1s1ik tek kulvarda ayirdedilebilir. Floresan miktarlarinin
Olgiilmesi ve yorumlanmasinin ardindan DNA 0&rnegindeki baz dizisi saptanir

(Sekil 3.1).

T =24 g L L TR o 2] 200 TEG
STCTTATCT TOCTCCCAE A G TEOT &G0 AAC BT SCTTS-0TC T T T (6 TGS L CATCRS T T T B B0 AAN, GA T TENE ©

Sekil 3.1. DNA o6rnegindeki baz dizisinin saptanmasi (www.iontek.com.tr)
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4. BULGULAR

Calismaya aliman 22 adet MRSA ve 2 adet kontrol MSSA suslarin kinolon
duyarhiliklar1 siprofloksasin ve gatifloksasin antibiyotikleriyle NCCLS o6nerileri
dogrultusunda disk diflizyon ve E-testi yoOntemleri ile arastirilmistir. Kinolon
duyarlilik testleri yapilan suslardaki gyrA ve parC genlerinin KDBB’leri PZR
metodu ile ¢ogaltildiktan sonra bu bolgelerde mutasyon olup olmadigt DNA dizi

analiziyle belirlenmistir.
4.1. Disk Difiizyon Bulgular:
Calismaya alinan suslarin kinolon duyarliliklar1 Spg siprofloksasin ve gatifloksasin

diskleri kulanilarak ve NCCLS standartlarina uygun olarak disk difiizyon yontemiyle
belirlenmistir (Sekil 4.1).

O

Sekil 4.1. Siprofloksasine direncli ve gatifloksasine hassas S. aureus susu
(CI: siprofloksasin GA: gatifloksasin)

Uygulanan disk difiizyon metoduna gore 2 MSSA susu da siprofloksasine hassas ve
22 MRSA susunun tamami ise siprofloksasine direngli bulunmustur. MSSA suslari
gatifloksasine de hassas olup, MRSA suglarindan 6’s1 gatifloksasine orta duyarlilikta
ve 16’s1 direngli bulunmustur (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Disk difiizyonunda antibiyotik duyarlilik oranlar1 (D: direncli, H: hassas,
I: orta duyarh)

Sus 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 |
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 Bulgular

Calismaya alinan suglarin kinolon duyarliliklar1 siprofloksasin ve gatifloksasin E-

testleri kullanilarak ve NCCLS kriterlerine uygun olarak MIK degerleri belirlenmistir
(Sekil 4.2).

Sekil 4.2. E-testinde diren¢ ve duyarlilifin tespiti (a. Siprofloksasine ve
gatifloksasine hassas S. aureus susu CI: siprofloksasin (0.25 pg/mL),
GA: gatifloksasin (0.094 pg/mL), b. Siprofloksasine direncli,
gatifloksasine hassas S. aureus s usu CI: siprofloksasin (>32 pg/mL),
GA: gatifloksasin (2 pg/mL) )

E-testine gore MSSA suslarinin her ikisi de siprofloksasine ve gatifloksasine hassas
olup, MRSA suslarinin hepsi siprofloksasine direncli iken, gatifloksasine olan
duyarliliklar1 degiskenlik gostermektedir. 9 MRSA susu gatifloksasine hassas, 12’si
orta duyarlilikta ve 1 sus ise direncli bulunmustur (Cizelge 4.2)
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Cizelge 4.2. E-testinde antibiyotik duyarhilik oranlar1 (D: direncli, H: hassas, I: orta
duyarli)

Sus No Siprofloksasin MIK Gatifloksasin MiK
(ng/mL) (ng/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 |
7 12 D 3 I
8 16 D 2 H
9 16 D 2.5 |
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 |
20 >32 D 4 |
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 Bulgulan

Bu c¢alismada 398 be¢’lik gyrA ve 468 bg’lik parC genlerinin KDBB’leri PZR
metodu ile c¢ogaltildiktan sonra  bu bolgelerin varligit %1’lik agaroz jel

elektroforezinde incelenmistir (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4).

123 456 78 010 IN1I21314 1816 17T 18 19 0 2122 23X

Sekil 4.3. gyrA genine ait PZR iiriinlerinin agaroz jelde goriintiisii

Ml 2 3 494 5 6 78 8 1011 2L MI15 1417151930 311 X L3 24

Sekil 4.4. parC genine ait PZR iirlinlerinin agaroz jelde goriintiisti
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4.4. DNA Dizi Analizi Bulgular:

Jel goriintlileme sistemiyle gyrA ve parC genlerinin varlig1 belirlenip PZR firiinleri
DNA jel ekstraksiyon kit protokoliine uygun olarak jelden izole edildikten sonra bu
genlerin KDBB’lerinde mutasyon olup olmadigi DNA dizi analiziyle belirlenmistir.
Bu amagla otomatik DNA dizi belirleyici kullanilmistir. gyrA ve parC genlerinin
DNA dizi analiz sonuglarinin daha 6nceki mevcut sekanslara ne derece homoloji
gosterdigi ‘‘National Center for Biotechnology Information’” (NCBI) veri tabaninda
“BLAST *’ algoritmi kullanilarak degerlendirilmistir (Sekil 4.5).

gyrA

Query 366 MAELPQSRINERNITSEMRESFLDYAMSV 1VARALPDVRDGLKPVHRRILYGLNEQGMTP 187
MAELPQSRINERNITSEMRESFLDYAMSV 1VARALPDVRDGLKPVHRRILYGLNEQGMTP
Sbjct 1 MAELPQSRINERNITSEMRESFLDYAMSV1VARALPDVRDGLKPVHRRILYGLNEQGMTP 60

Query 186 DKSYKKSARIVGDVMGKYHPHGDLSIYEAMVRMAQDFSYRYPLVDG 49
DKSYKKSARIVGDVMGKYHPHGD SI1YEAMVRMAQDFSYRYPLVDG
Sbjct 61 DKSYKKSAR1VGDVMGKYHPHGDSS I YEAMVRMAQDFSYRYPLVDG 106

parC

Query 438 SVGDVIGQYHPHGDFESVYEAMVRLSQDWKLRHVLIEMHGNNGS IDNDPPAAMRYTEAKLS 259
+VGDVIGQYHPHGD SVYEAMVRLSQDWKLRHVL IEMHGNNGS IDNDPPAAMRYTEAKLS
Sbjct 66  TVGDVIGQYHPHGDSSVYEAMVRLSQDWKLRHVL IEMHGNNGS IDNDPPAAMRYTEAKLS 125

Query 258 LLAEELLRDINKETVSFIPNYDDTTLEPMVLPSRFPNLLVNGSTGISAGYATDIPPHNLA 79
LLAEELLRDINKETVSFIPNYDDTTLEPMVLPSRFPNLLVNGSTGISAGYATDIPPHNLA
Sbjct 126 LLAEELLRDINKETVSFIPNYDDTTLEPMVLPSRFPNLLVYNGSTGISAGYATDIPPHNLA 185

Query 78  EVIQATLKYIDNPDITVNQLMK 13
EVIQATLKY IDNPD I TVNQLMK
Sbjct 186 EVIQATLKYIDNPDITVNQLMK 207

Sekil 4.5. 6 nolu MRSA susunda dizi analizi sonuglarina gore mutasyon tespiti
(Query: Ornek aminoasit dizisi, Sbjct: referans aminoasit dizisi, gyrA
geninde Ser84Leu, parC geninde Ser80Phe mutasyonu)

Dizi analizi yapilan 24  S. aureus susunun gyrA ve parC geninde bulunan

mutasyonlar Cizelge 4.3’de gosterilmistir.




44

Cizelge 4.3. Suslarin gyrA ve parC aminoasit degisiklikleri ile siprofloksasin ve
gatifloksasin MIK degerleri (D: direngli, H: hassas, I: orta duyarl)

Sus No ?\}[I};ﬂ(]:g/s;sﬁl; gyrA parC ﬁ?ﬁﬁ;‘;ﬁ?ﬁg
Aminoasit Aminoasit
degisikligi degisikligi

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 1
7 12 D Ser84Leu Ser80Phe 3 1
8 16 D Ser84Leu Ser80Phe 2 H
9 16 D Ser84Leu Ser80Phe 2.5 1
10 24 D Ser84Leu Ser80Phe 2 H
11 >32 D Ser84Leu Ser80Phe 2 H
12 >392 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 1
16 >32 D Ser84Leu Ser80Phe 3 1
17 >32 D Ser84Leu Ser80Phe 3 1
18 >32 D Ser84Leu Ser80Phe 4 1
19 >32 D Ser84Leu Ser80Phe 4 1
20 >32 D Ser84Leu Ser80Phe 4 1
21 >32 D Ser84Leu Ser80Phe 4 1
22 >32 D Ser84Leu Ser80Phe 5 1
23 >32 D Ser84Leu Ser80Phe 6 1
24 >32 D Ser84Leu Ser80Phe 8 D
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5. TARTISMA VE SONUC

S. aureus cok cesitli infeksiyonlara neden olabilen, 6zellikle hastane infeksiyonu
etkenleri arasinda ilk siralarda yer alan patojenitesi yliksek bir mikroorganizmadir.
S. aureus ile olugan hem hastane dis1 hem de hastanede gelisen infeksiyonlar, etkenin
antibiyotiklere kisa siirede direng gelistirebilmesi sebebiyle biiylik bir 6nem
tagimaktadir. S. aureus infeksiyonlarinin tedavisinde en Onemli sorunun penisilin
baglayan proteinlerdeki degisikliklere bagl olarak ortaya ¢ikan metisilin direncidir.
1960 yilinda penisilinaza dayanikli semisentetik penisilin olan metisilinin kullanima
girmesi ile birlikte bir yil i¢inde metisiline direngli S. aureus (MRSA) suslari
Avrupa’da saptanmaya baslanmistir. MRSA 1980’li yillardan sonra tiim diinyada
hastane infeksiyonu etkenleri arasinda onemli bir sorun olarak ortaya ¢ikmistir

(Diindar, 2000).

MRSA'larin sebep oldugu hastane infeksiyonlarma diinyanin tiim tilkelerinde siklikla
rastlanmaktadir. Antibakteriyel tedavi alanindaki hizli gelismelere ragmen bu
bakterilerin etken oldugu infeksiyonlarin tedavisinde Kkarsilasilan giigliikler,
infeksiyonun Onemini artirmaktadir. MRSA suslar1 epidemiyolojik farkliliklar
gostermesine ragmen tiim ilkelerde direnclilik 6zellikleri agisindan benzerlikler

goriilmektedir.

MRSA suslar1 B-laktam antibiyotiklere direngli olup ayrica eritromisin, klindamisin,
tetrasiklin, trimetoprim, siilfonamidler ve aminoglikozidler gibi pB-laktam dis1
antibiyotiklere de siklikla ¢oklu diren¢ gostermektedirler. Kinolonlar baslangicta
MRSA lara etkili bulunurken, diizensiz kullanimlari sonucu bu antibiyotiklere de ¢cok

kisa zamanda direng gelistigi gdzlenmistir.

Siprofloksasin, son yillarda MRSA infeksiyonlarinin tedavisinde yaygin olarak
kullanilan ikinci kugsak bir kinolondur. Ancak siprofloksasinin yaygin kullanim
sonucu bir¢ok {ilkede bu antibiyotige hizli bir sekilde direng artis1 (%49-76) oldugu
rapor edilmistir. Atlanta VA Medikal Merkezi’nde yapilan bir ¢alismada arastiricilar

MRSA suslarinin %79’nun siprofloksasine direng gelistirdiklerini ve bir kinolona
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kars1 direng gelisen MRSA'larda diger kinolonlara da capraz direng gelistigini tespit
etmislerdir (Yiice, 2001; Almer vd., 2002).

Kinolonlar bakterilerde DNA metabolizmasina katilan iki enzim olan DNA giraz ve
topoizomeraz [V’i inhibe ederler. Bakteri tipine bagli olarak bu enzimler,
antimikrobiyal etkinin primer veya sekonder hedefini olustururlar. E. coli gibi Gam
negatif bakterilerde kinolonlarin primer hedefi DNA giraz iken, S. aureus gibi Gam
pozitif bakterilerde topoizomeraz I'V’diir. DNA giraz ve topoizomeraz IV, her biri iki
alt initeden olusan birbirine ¢ok benzer protein yapisina sahip olup ana fonksiyonlari

farklidir.

S. aureus’ta kinolon gubu antibiyotiklere karsi direng gelisiminde, DNA giraz
enziminin A alt iinitesini kodlayan gyrA ve topoizomeraz IV enziminin A alt
tinitesini  kodlayan parC genlerinde meydana gelen mutasyonlar Onemli rol
oynamaktadir. Mutasyonlar genellikle gyrA ve parC genlerinin ‘‘kinolon direng
belirleyici bolge’” olarak adlandirilan KDBB’ lerinde meydana gelir (Hooper ve
Wolfson, 1993; Takahashi vd., 1998; Ferroro vd., 1995).

Kinolon direncinde ilk basamak mutasyonlar ¢ogunlukla antibiyotigin primer hedef
enziminde goriilen aminoasit degisiklikleriyle ortaya ¢ikmaktadir. Yiiksek seviyeli
direng gelisiminde ise primer hedef enzimindeki mutasyonlara ek olarak sekonder
hedef enzimde goriilen mutasyonlar rol almaktadir. Cesitli kinolon gubu
antibiyotiklere direngli S. aureus suslarinda yapilan calismalarda Ozellikle
topoizomeraz IV enziminin parC alt {nitesinde yalnizca tek bir amino asit
degisikliginin bile direng¢ gelisimine yol actifi gdzlenmistir. S. aureus’ta yiiksek
seviyeli dirence parC ve gyrA genlerinde meydana gelen mutasyonlarla birlikte
NorA aktif pompalama sistemi de katkida bulunmaktadir (Tanaka vd., 1997; Schmitz
vd., 1999; Roychoudhury vd., 2001).

Bu c¢alismada klinik 6rneklerden izole edilen metisilin direngli 22 S. aureus ve
metisilin duyarl1 2 S. aureus olmak iizere toplam 24 stafilokok susu c¢alismaya
almmugtir. MSSA suslar1 kontrol amaciyla kullanilmigtir. Suslarin siprofloksasin ve

gatifloksasin antibiyotiklerine duyarliliklar1 NCCLS standartlarina uygun olarak
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yapilan disk difilizyon testi ve E-testi ile belirlenmistir. Disk difiizyon testine gore
MRSA suglarinin tiimii siprofloksasine direngli bulunurken, MRSA suslarinin 6’s1
gatifloksasine orta duyarlilikta ve 16’s1 direngli tespit edilmistir. E-testine gore ise
MRSA suglarmin hepsi siprofloksasine direngli olup, MRSA suslarinin 9’u
gatifloksasine hassas, 12’si orta duyarlilikta ve 1’1 direngli bulunmustur. Her iki
yontemde MSSA suslarinin siprofloksasin ve gatifloksasin antibiyotiklerine hassas
oldugu tespit edilmistir. Bu ¢aligma sonuglar1 siprofloksasine direncli MRSA’larda
antibiyogram sonuglar1 dikkate alinmak kayd ile ii¢lincii kusak bir kinolon olan
gatifloksasinin halen etkili bir antibiyotik olarak kullanilabilecegini ortaya
koymaktadir. Jones ve arkadaslar1 yaptiklar1 c¢alismalarda stafilokoklara karsi
gatifloksasinin siprofloksasinden 2-16 kat, Ince ve Hooper ise 2-4 kat daha aktif
oldugunu tespit etmislerdir (Jones vd., 1998; Jones vd., 1999; Ince ve Hooper, 2001).

Calismamizda disk diflizyon yonteminde gatifloksasine orta duyarlilikta bulunan 5
susun E-testi yonteminde hassas, 11 direncli susun orta duyarlilikta ve 4 direngli
susun ise hassas oldugu goriilmiistiir. Sadece iki susta her iki yontemde de aym
sonuglar elde edilmistir. Bu sonucglara gore E-testi yonteminin disk diflizyon
yontemine gore daha giivenilir oldugu goriilmektedir. Disk difiizyon yontemi halen
tiim diinyada rutin laboratuvarlarda en c¢ok kullanilan yontemdir. E-testi yontemi
ise yeni antibiyotiklerin etkinliklerinin arastirilmast ve penisiline direncli
pnomokoklarin belirlenmesi gibi 6zel durumlarda yapilan bir yontemdir. Rutin
laboratuvarlarda disk diflizyon yonteminin yaygin olarak kullanilmasi kinolonlarin
hatali olarak kullanimlar1 yaninda diren¢ sorununu da giindeme getirebilmektedir.
Direng¢ sorununu agmak i¢in yeni gelistirilen ve kullanima giren kinolonlar ise biiyiik
bir ekonomik yiikii beraberlerinde getirmektedir. Bunlar1 g6z niine aldigimizda bir
infeksiyon karsisinda etkili kinolon se¢imi i¢in E-testi yonteminin tercih edilmesinin

daha avantajli oldugu goriilmektedir.

S. aureus suslarmin kinolon direncini ortaya koymak i¢in gyrA ve parC genlerinin
KDBB’leri spesifik primerler kullanilarak ve her bir gen i¢in ayr1 PZR reaksiyonu
hazirlanmak suretiyle ¢ogaltilmistir. Daha sonra her bir S. aureus susunda gyrA ve

parC genlerinde baz degisikligi olup olmadigi DNA dizi analizi ile belirlenmistir.
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Calisma sonunda gyrA ve parC genlerinin KDBB’lerinde baz degisiklikleri ile disk
difiizyon ve E-testi yontemleriyle elde edilen veriler karsilastirilarak

degerlendirilmistir.

gyrA ve parC genlerinin KDBB’lerindeki mutasyonlar ¢ogunlukla parC’de
Ser80Phe, Glu84Lys ve gyrA’da Ser84Leu, Glu88Lys mutasyonlart meydana
gelmektedir. Mutasyon goriilen suslarn  MIK degerleri 4-32 pg/mL arasinda
degistigi gozlemlenmistir (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 mutasyonlarina ek olarak Ince ve Hooper yaptiklari
bir ¢calismada parC’de Alal76Thr, Schmitz ve Sierra adli arastiricilarin ¢alisma
gruplar1 Alal16Glu mutasyonu tespit etmislerdir. gyrA’da Ser84Leu ve Glu88Lys
mutasyonlarina ek olarak Sierra ve arkadaslar1 Ser85Pro, M’Zali ve ¢aligma grubu
Ser112Pro mutasyonlari tespit etmislerdir (Schmitz vd.,1999; Ince ve Hooper, 2001;
Sierra vd., 2002; M’Zali vd., 2002).

Son yillarda yapilan g¢alismalarda gyrA ve parC genlerindeki bu mutasyonlarla
birlikte parC’de yeni mutasyonlar bildirilmistir. Horii ve ¢alisma gubu parC geninin
Asp79Val, Couzinet ve arkadaslar1 Ser81Pro mutasyonlarini ortaya koymuslardir

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

Calismamizda 24 susta gyrA ve parC genlerinin DNA dizi analizi gergeklestirilmis,
beklendigi iizere 1 ve 2 nolu kontrol (MSSA) suslarinda mutasyon goriilmemistir.
Siprofloksasine direncgli suslarin hepsinde (22) hem gyrA hem de parC genlerinde
birer aminoasit degisikligi saptanmistir. Bu bilgi, kinolon diren¢ gelisiminin her iki
genin  (gyrA ve parC) birden mutasyonundan kaynaklandigi goriisiinii
desteklemektedir. Bu ¢aligmada tespit edilen gyrA’da Ser84Leu ve parC’de
Ser80Phe mutasyonlari literatiirde en yaygin oldugu ifade edilen mutasyonlarla uyum

gostermektedir (Ferrero vd., 1995; Yamagishi vd., 1996; Almer vd., 2002).
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Ote yandan MRSA suslarinda gatifloksasine diren¢ gelisiminde bu mutasyonlarin

yeterli olmadig1 goriilmektedir.

Kinolon direncinde ilk basamak mutasyonlar ¢ogunlukla antibiyotigin primer hedef
enziminde goriilen aminoasit degisiklikleriyle ortaya ¢ikmaktadir. Yiiksek diizeyde
direng gelisiminde, primer hedef enzimde goriilen aminoasit degisikleri yaninda
sekonder hedefteki aminoasit degisikleri 6nemli rol oynamaktadir. S. aureus’ta
kinolonlarin primer hedefi topoizomeraz IV enziminin parC alt iinitesi olup,
sekonder hedef DNA giraz enziminin gyrA alt {nitesidir. Caligmamizda
siprofloksasine direngli MRSA suslarinda parC geninde ve gyrA geninde birer

mutasyon tespit edilmistir.

S. auerus’ta bazi kinolonlar enerjiye bagimli bir aktif pompalama sistemi ile hizla
disartya atilirlar ve hiicre iginde birikemezler. S. aureus’taki aktif pompalama
mekanizmasiyla meydana gelen diren¢ norA geninin ekspresyonunun artmasina
baglidir. norA geni kinolon direncinden sorumlu aktif pompalama mekanizmasi olan
membran proteini NorA’y1 kodlar. Siprofloksasin gibi hidrofilik kinolonlar bu
pompalama sistemiyle etkin bir bigimde disartya atilirken gatifloksasin gibi yeni
hidrofobik kinolonlar NorA’dan etkilenmedigi belirtilmektedir. Bu durumun,
hidrofilik kinolonlarda MIK degerlerinin artmasmna neden olurken hidrofobik

kinolonlarin MiK degerlerini ¢cok fazla etkilemeyecegi goriisii hakimdir.

Bu nedenle siprofloksasin MIK degerlerinin yiiksek bulunmasinda aktif pompalama
gibi mekanizmalarin etkisi olabilecegi géz oniinde tutulmalidir. Calismamizda elde
edilen bulgular bu goriisii destekler niteliktedir: 22 sustan 14’iiniin (11-24 nolu
suslar) siprofloksasin MiK degerlerinin son derece yiiksek oldugu (>32 pg/mL)

gbzlenmistir.

Bu tiir mekanizmalarin ve diren¢ gelisimine etkisinin detayli olarak arastirilmasi
kinolon direncinin daha 1iyi anlasilmasina ve buna bagli olarak MRSA

infeksiyonlarinin 6nlenmesine katkida bulunacaktir.
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