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çalışan arkadaşlarıma, Kamil Hajiyev ve can dostlarıma gönülden teşekkür ederim. 
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virülansını değiştirir ve bakterinin parçalanmasına yol açar. S. aureus’un lizisi ile ortaya çıkan 

G1cNAc, P. aeruginosa kinolon sinyalini aktifleştirerek virülans faktörlerinin ifadesini 

etkilemektedir (Hotterbeekx ve ark., 2017). .......................................................................... 34 
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bakteri fraksiyonlarının S. aureus izolatlarının üremesi üzerindeki etkileri ............................ 52 

Şekil 11 S. aureus kökenlerinin tek başına, birlikte izole edilen ve standart P. aeruginosa 24s 
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SN varlığında biyofilm üretim değerlerinin karşılaştırılması ................................................. 62 



 

viii 

 

Şekil 18 S. aureus kökenlerinin tek başına, birlikte izole edilen ve standart P. aeruginosa 24s 
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görünümü). ........................................................................................................................... 69 
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nm) ....................................................................................................................................... 51 
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ÖZET 
 

Kistik Fibroz Hastalarında Saptanan Polimikrobiyal Enfeksiyon Etkenleri Arasındaki 

Etkileşimlerin Araştırılması 

 

Mehmet Mücahit Güncü, M.Burak Aksu, Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı 

 

AMAÇ: Kistik fibroz (KF) hastalarının klinik örneklerinden birlikte izole edilen Pseudomonas aeruginosa ve 

metisilin dirençli Staphylococcus aureus (MRSA) suşları arasındaki karşılıklı etkileşimlerin incelenmesi 

amaçlanmıştır. Buna yönelik olarak in vitro koşullarda her bir patojenin üreme, biyofilm üretimi, antimikrobiyal 

duyarlılık paternleri üzerindeki karşılıklı etkileri belirlenmiştir. 

GEREÇ VE YÖNTEM: Çalışmaya KF hastalarının balgam örneklerinden birlikte izole edilmiş 9 MRSA 

ve 9 P. aeruginosa suşu dahil edildi. İzolatlar Luria-Bertani sıvı besiyerinde (LB ) üretildi; 8 ve 24 saatlik kültür 

süpernatantları (8s SN; 24s SN), mekanik bakteri lizatı ve ısı ile öldürülmüş bakteri hücreleri hazırlandı. Her bir 

izolat kendisiyle birlikte izole edilen suştan hazırlanan yukarıda belirtilen fraksiyonlarla birlikte inkübe edilerek 

üreme ve biyofilm üretimi (fenotipik yöntem ve taramalı elektron mikroskobu analizi kullanılarak) açısından test 

edildi. Ayrıca 24s SN varlığında antibiyotik duyarlılık (P.aeruginosa için tobramisin; MRSA için vankomisin ve 

linezolid) değişimleri araştırıldı. 

BULGULAR: P. aeruginosa fraksiyonlarının varlığında MRSA kökenlerinin üreme analizlerinde, 24s SN ile 

bir artış (%15.3) gözlenirken, ancak diğer fraksiyonlar azalmaya (%-12.1-%-30.3, aralığında) neden olmuştur. P. 

aeruginosa tüm fraksiyonları MRSA’nın biyofilm üretimini artırmıştır (%152.1-%293.1, aralığında). 

MRSA fraksiyonlarının varlığında P. aeruginosa kökenlerinin üreme analizinde, 24s SN ile artış (%9.3) 

görülürken, ancak diğer fraksiyonlar varlığında azalma (%-7.2-%-8.6, aralığında) gözlenmiştir. MRSA 

fraksiyonlarının çoğu ile P. aeruginosa’nın biyofilm üretimi artmış (%152.1-%293.1, aralığında), ancak hücre 

lizatı varlığında azalma (%-32.9) görülmüştür. Ayrıca SEM analizi ile de biyofilm artışı belirlenmiştir.  

MRSA’nın 24s SN ürünü, P. aeruginosa’nın tobramisin duyarlılığında herhangi bir etki göstermemiştir. P. 

aeruginosa’nın 24s SN ürünü, MRSA’nın linezolid MİK değerlerinde 2->32 kat artışa sebep olmuş, ancak 

vankomisin MİK değerlerinde değişiklik gözlenmemiştir. 

SONUÇLAR: Her iki bakteri için de durağan fazda salınan faktörlerin (24s SN) üremeyi artırdığı, diğer 

fraksiyonların ise inhibe ettiği görülmüştür. Genel olarak, hazırlanan tüm bakteri fraksiyonları her iki tür için de 

(MRSA için P.aeruginosa lizatı hariç) biyofilm üretimini desteklemektedir. 24s SN varlığında, MRSA 

kökenlerinin neredeyse tamamında (8/9 köken) linezolid duyarlılıklarında azalma (2->32 kat MİK artışı) ve 

dirençli kategoriye geçiş saptanmıştır. 

Bulgularımız, MRSA ve P. aeruginosa’nın polimikrobiyal enfeksiyonlarında patojenler arası etkileşimlere bağlı 

olarak üreme, biyofilm yapımı gibi fizyolojik süreçlerin yanısıra antibiyotik duyarlılıklarının da değişebileceğini 

göstermiştir. Gelecekte yapılacak çalışmalarla polimikrobiyal enfeksiyonlarında patojenler arası etkileşimde rol 

oynayan faktörlerin saptanması ve altta yatan moleküler mekanizmaların aydınlatılması ile bu enfeksiyonların 

patogenezi ve tedavisinde önemli ipuçları elde edilebilecektir. 

ANAHTAR SÖZCÜKLER: Kistik Fibroz, Polimikrobiyal Enfeksiyon, Pseudomonas aeruginosa, 

MRSA, Staphylococcus aureus 
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SUMMARY 

 

Investigation of Interactions Between Pathogens Isolated From Polymicrobial Infections 

In Cystic Fibrosis Patients 
 

Mehmet Mücahit Güncü, M.Burak Aksu, Department of Medical Microbiology 
 

AIM: The aim of this study was to investigate the interactions between Pseudomonas aeruginosa and 

methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strains co-isolated from clinical samples of cystic fibrosis 

(CF) patients. For this purpose, the mutual effects of each pathogen on in vitro growth, biofilm formation, and 

antimicrobial susceptibility patterns were determined. 

MATERIALS METHODS: Nine MRSA and 9 P. aeruginosa strains co-isolated from sputum samples of 

CF patients were included. All isolates were grown in Luria-Bertani broth medium, and 8 and 24 hour culture 

supernatants (8s SN; 24s SN), mechanically lysed and heat-killed bacterial samples were prepared. Each isolate 

were tested for growth and biofilm formation (by using phenotypic method and scanning electron microscopy 

analysis) with the presence of above fractions obtained from its co-isolate. Additionally, effects of 24s SN 

samples on antibiotic susceptibility (tobramycin for P.aeruginosa; vancomycin and linezolid for MRSA) were 

investigated. 

RESULTS: Analysis of MRSA growth in the presence of P. aeruginosa fractions revealed an increase (mean 

15.3%)  with 24 SN, but decrease with other fractions (means -12.1% to -30.3%). 

MRSA biofilm formation in the presence of P. aeruginosa all fractions was significantly increased (means 

152.1% to 293.1%). 

P. aeruginosa growth in the presence of MRSA fractions showed an increase (mean 9.3%)  with 24 SN, but 

decrease with other fractions (means -7.2% to -8.6%). Biofilm formation of P. aeruginosa showed increases with 

fractions prepared from MRSA (means 152.1% to 293.1%) but decreased with cell lysates (mean, -32.9%). 

These biofilm increases were also observed in the SEM studies. 

24s SN from MRSA had no effect on tobramycin susceptibility of P. aeruginosa strains. 24s SN from P. 

aeruginosa caused 2->32 fold increase in linezolid MICs of MRSA strains, but no changes observed on 

vancomycin MICs. 

CONCLUSION: The factors released at the stationary phase (24s SN) were increased the growth of both 

bacteria, and other fractions caused growth inhibition. In general, all bacterial fractions (except P.aeruginosa 

cell-lysate) were supported biofilm formation of both species. 24s SN caused decrease in linezolid susceptibility 

(2->32 fold MIC increase) and change to resistant category in almost all MRSA isolates (8/9). 

Our results are shown that interspecies interactions can affect the physiological processes such as growth, and 

biofilm formation as well as antibiotic susceptibility profiles in polymicrobial infections involving MRSA and P. 

aeruginosa. Future studies conducting to detect the factors related with the interactions of pathogens and 

highlight the backround molecular mechanisms would give important insights and clues for treatment of 

polymicrobial infections. 

KEY WORDS: Cyctic Fibrosis, Polymicrobial infections, MRSA, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus 

aureus 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

 

Genetik bir hastalık olan kistik fibroz (KF), hücrelerde transmembran iletkenlik 

sistemini düzenleyen kistik fibroz transmembran regülatör (CFTR; Cystic Fibrosis 

Trasmembrane Conductance Regulator) genindeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadır. Bu 

gen, epitel hücrelerinin apikal membran kısmında yer alan iyon kanalını kodlamakta olup, 

aynı zamanda vücuttaki bir çok hücre tarafından eksprese edilmektedir. Solunum sistemi 

hücrelerinde bu iyon kanalları, hava yolu üzerindeki sıvı miktarının kontrolüne yardım ederek 

mikrosiliyer temizlenmeye katkıda bulunmaktadır. CFTR genindeki mutasyonlar sonucunda 

iyon kanalı fonksiyonu bozulduğundan, solunum yollarını kaplayan mukus sekresyonu 

koyulaşır ve kolayca temizlenemeyen bir yapıya bürünür. Bu koyu mukus tabakası 

bakterilerin kolaylıkla kolonize olmalarına ve akciğerlerde enfeksiyonun gelişimine ve 

devamlılığına neden olur (Matsui ve ark., 1998; Pezzulo ve ark., 2012) 

 

KF hastalarının solunum yolu enfeksiyonlarında saptanan başlıca patojenler; 

Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa ve Burkholderia 

cepacia kompleks olarak sıralanabilir. Bunlarla birlikte, önemli fırsatçı patojenler arasında 

olan Achromobacter xylosoxidans, Stenotrophomonas maltophilia ve tüberküloz dışı 

mikobakteriler de bu hastalarda enfeksiyonlara sebep olmaktadır. Bakteriler dışında çeşitli 

virus ve mantarlar da KF hastalarında kolonize olabilmektedir. KF’da sayılan 

mikroorganizmaların, tek başına veya sıklıkla birlikte kolonizasyona yol açtıkları ve 

polimikrobiyal enfeksiyon yapabildikleri gösterilmiştir. Bu polimikrobiyal etkenler, birden 

fazla faktörün de devreye girmesi ile akciğer mikrobiyotası ile bir etkileşim içerisinde 

bulunur. KF prognozu sürecinde sık uygulanan antibiyotik tedavisi, konak bağışıklık 

faktörleri ve değişmiş bir akciğer ortamı (hipoksi, anoksi) söz konusudur. Bu durum, 

genellikle akciğer florasının azalması ve tedaviye adapte olmuş ya da direnç kazanmış 

patojenlerin kolonizasyonuna yol açmaktadır. Ayrıca bu polimikrobiyal enfeksiyonlarda rol 

alan patojenler de birbirlerine karşı sinerjistik veya antagonistik özellikler sergilerler 

(Harrison, 2007; Fodor ve ark., 2012; Filkins ve O’Toole, 2015). 

 

KF hastalarında solunum yollarında polimikrobiyal enfeksiyon etkeni olarak en sık 

saptanan patojenler S. aureus ve P. aeruginosa’dır. S. aureus, özellikle pediatrik grup KF 

hastalarında en erken saptanan patojenlerin başında gelir. 
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 P. aeruginosa ise hastalığın erken döneminde zaman zaman kolonizasyon yaparken, 

hastalığın geç evresinde baskın hale gelmektedir (Windmüller ve ark., 2015). Bu yapısal 

olarak çok farklı olan iki bakteri türü, birbirleri ile etkileşerek, üreme özellikleri, biyofilm 

yapımı, hücre duvar sentezi ve antibiyotik duyarlılığı gibi faktörler açısından değişimler 

sergileyebilmektedir. Patojenin ürettiği çeşitli virülans faktörleri ve ikincil metabolitlerin bu 

değişimlere neden olabildikleri çeşitli çalışmalarda gösterilmiştir. Özellikle P.aeruginosa, 2-

n-heptil-4-hidroksikinolon N-oksit (HQNO) türevi maddeler sentezleyerek, S.aures’un 

üremesinde negatif bir etki oluştururken, biyofilm oluşumu ve hücre duvar sentezinde ise 

destekleyici bir rol üstlenmektedir. Biyofilm üretimi ve hüce duvar kalınlığındaki artışa 

paralel olarak bakterinin antibiyotik duyarlılığında azalma görülebilmektedir (Mitchell ve 

ark., 2010; Hotterbeekx ve ark., 2017). 

 

 KF’de akciğer hastalığının doğrudan tedavisinde yer alan beş temel yöntem; 

antibiyotikler, bronkodilatörler, mukolitik ajanlar, antiinflamatuar ilaçlar ve havayolunun 

temizlenmesine katkı sağlayan otojenik drenaj, egzersiz ve oksijen terapisidir. KF hastalarının 

tedavisinde antibiyotik kullanımı, yeni bir etkene ve enfeksiyoz alevlenmelere cevaben 

yapılmaktadır. Antibiyotik kullanımı prognoza göre bazen kombine olarak uygulanmakta, 

böylelikle patojenin tamamen eradike edilerek direnç kazanmasının önüne geçilmeye 

çalışılmaktadır. Diğer yandan ise antibiyotiklerin kullanımı immün modülatör etkinin 

yanında, konağa zararlı olabilen yan etkiler de yaratmaktadır. Ayrıca bakteri direnç gelişimine 

ya da bazı virülans faktörlerin ekspresyonunun artmasına da yol açmaktadır. Bu 

antibiyotiklere en iyi örnekler, aminoglikozid grubu içerisinde yer alan özellikle tobramisin, 

gentamisin ve amikasindir. Bazı çalışmalarda bu antibiyotiklerin P. aeruginosa ve 

Escherichia coli’de biyofilm artışına dolayısıyla da direnç gelişimine katkı yaptıkları 

gösterilmiştir (McIlwaine ve Davidson, 1996; Ramsey, 1996; Hoffman ve ark., 2005). 

 

Limoli ve arkadaşlarının 2017’de yaptıkları çalışmada, KF hastalarından tek başına ve 

S. aureus ile birlikte izole ettikleri P. aeruginosa suşlarını in vitro ortamda 

karşılaştırıldıklarında, tek başına izole edilen P. aeruginosa suşlarının S. aureus suşlarına 

karşı, birlikte izole edilenlere göre daha yarışmacı olduğu belirlemişlerdir. Yaptıkları 

deneylerde bu durumun tek başına izole edilen P. aeruginosa suşunun daha az aljinat 

üretimine bağlı olduğunu gözlemlemişlerdir.  
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Daha önceki verilere dayanarak, elde ettikleri sonuçların aljinatın, S.aureus’un 

inhibisyonunda önemli rolü olan HQNO, siderofor ve ramnolipid üretimini baskılamasından 

kaynaklanabileceğini belirtmişlerdir (Limoli ve ark., 2017). 

Bu çalışmada; 2015-2017 yılları arasında, Marmara Üniversitesi Pendik Eğitim ve 

Araştırma Hastanesi Kistik Fibroz Polikliniğinde takip edilen KF hastalarının balgam 

örneklerinden eş zamanlı izole edilmiş P. aeruginosa ve MRSA suşlarının karşılıklı 

etkileşimlerinin, her bir patojenin in vitro koşullarda üreme, biyofilm yapımı ve hücre 

morfolojisi özellikleri üzerindeki etkilerinin saptanması ve böylece hastalığın patogenezine 

ilişkin verilere katkı sağlanması amaçlanmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Kistik Fibroz  

 

Kistik fibroz, batı toplumundaki beyaz popülasyon arasında yaygın ve ölümcül olan 

otozomal resesif bir genetik hastalıktır. İnsan vücudunun birden fazla ve farklı organ 

yapısında yer alan epitel hücrelerinde bulunan kistik fibroz transmembran regülatör (CFTR) 

genindeki mutasyonlar bu hastalığa neden olmaktadır. CFTR geni 7. kromozom üzerinde 

bulunur ve bir transmembran protein olan CFTR proteinini kodlamaktadır. Bu gende 

günümüze kadar 2061 farklı mutasyon tespit edilmiştir. Bunların 1500’den fazlasının KF 

hastalığına neden olduğu düşünülmektedir (De Boeck ve ark., 2014)

 (http://www.genet.sickkids.on.ca/StatisticsPage.html, Erişim tarihi, 15 Mayıs 2019). 

Kistik fibroz hastalarındaki bu genetik hata hemen hemen tüm organları etkilemesine karşın, 

mortalite ve morbidite açısından en fazla akciğer hastalıklarına neden olmaktadır. CFTR’nin 

temel görevi, siklik adenozin monofosfat (cAMP) aracılı klor kanallarındaki iyon ve su 

dengesini sağlamaktır. Bu gendeki mutasyonlar, bu dengenin bozulmasına ve sıvı 

sekresyonunun azalmasına buna bağlı olarak da mikrosiliyalar tarafından temizlenemeyen 

kıvamlı bir mukus tabakasının birikmesine neden olmaktadır. Bu biriken kalın ve koyu mukus 

tabakası, solunum foksiyon bozukluklarına ve fırsatçı patojenlerin kolonizasyonuna sonuçta 

enfeksiyonlara sebep olmaktadır (Davis ve ark., 1996; Kumar ve ark, 2014).  

 

Kistik fibroz, Avrupa’da yaklaşık 42000, dünyada ise 70000’in üzerinde insanı 

etkilemektedir (https://www.ecfs.eu/ecfspr, Erişim tarihi: 15 Mayıs 2019; 

https://www.cff.org/What-is-CF/About-Cystic-Fibrosis/, Erişim tarihi, 15 Mayıs 2019). KF’ 

de yapılan araştırmalara bağlı geliştirilen yeni tedavi ve yaklaşımlar, bu hastalığın yaşam 

ömrünü artırmış ve hastaların daha kaliteli bir yaşam sürdürmesine olanak sağlayarak, hayatın 

her alanında yer almalarını sağlamıştır. İngiltere’de 2017’de yayımlanan KF raporuna göre, 

tahmini genel ortalama yaşam ömrünün 47 yaş olduğu, kadınlarda 43 yaş, erkeklerde ise 49 

yaş olduğu bildirilmiştir (https://www.cysticfibrosis.org.uk/the-work-we-do/uk-cf-

registry/reporting-and-resources/at-a-glance-report-2017, Erişim tarihi, 15 Mayıs 2019). 

 

 

 

  

http://www.genet.sickkids.on.ca/StatisticsPage.html
https://www.ecfs.eu/ecfspr
https://www.cff.org/What-is-CF/About-Cystic-Fibrosis/
https://www.cysticfibrosis.org.uk/the-work-we-do/uk-cf-registry/reporting-and-resources/at-a-glance-report-2017
https://www.cysticfibrosis.org.uk/the-work-we-do/uk-cf-registry/reporting-and-resources/at-a-glance-report-2017
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2.1.1. Kistik fibroz mikrobiyolojisi 

 

Patojen mikroorganizmalar, KF hastalarının yaşamlarının ilk evrelerinden itibaren 

solunum yolunda kolonize olmaya başlar ve ileriki dönemlerde çoğunlukla kronik 

enfeksiyonlara sebep olurlar. Aynı zamanda bu patojenler çoğu hastada tekrarlayan akut 

enfeksiyonlara (alevlenmeler) ve bunlarla ilişkili solunum yetmezliklerine sebep olmakta ve 

buna bağlı ölümler görülebilmektedir (Lyczak ve ark, 2002).  

 

KF hastalarında en sık kolonize olan patojen bakteriler arasında Haemophilus influenzae, 

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa yer almaktadır. Bunlara ek olarak, 

Burkholderia cepacia kompleks, Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter 

xylosoxidans ve tuberküloz dışı mikobakteriler gibi fırsatçı patojenler KF hastalarında sıklıkla 

kolonize olmaktadır. Prevotella, Actinomyces ve Veillonella gibi anaerobik patojenler de bu 

hastaların solunum yolu örneklerinden izole edilebilmektedir (Lipuma, 2010; Fodor ve ark., 

2012). Ayrıca, S. pneumoniae, E. coli, Klebsiella spp., Proteus spp., Serratia spp., 

Enterobacter spp. ve Citrobacter spp. türleri kalıcı kolonize bakteriler arasında  yer almayan 

ve KF hastalarının solunum yolu örneklerinden izole edilmiş geçici bakteri türleridir (Renders 

ve ark., 2001). KF hastalarında kolonize olan tüm bakteriler için zamana ve yaşa bağlı olarak 

kolonizasyon oranları değişkenlik gösterebilmekte ve buna bağlı olarak hastalığın akut veya 

kronik seyri de değişebilmektedir (Şekil 1). Staphylococcus aureus, H. influenzae, S. 

pneumoniae gibi bakteriler KF hastalarında erken dönemde baskın kolonizasyon gösterirken; 

daha geç dönemde, P. aeruginosa, B. cepacia kompleks ön plana geçerek kronik 

enfeksiyonlara neden olmaktadır (Sibley ve ark., 2006). 
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Annual Data Report 2017 Cystic Fibrosis Foundation Patient Registry 
 

Şekil 1 2017 yılında Kistik Fibroz Kayıtlı Hasta Topluluğu’na bildirilen, KF hastalarından 

izole edilmiş bakterilerin yaşlara göre dağılımı 

 

Mantar sporları doğada yaygın olarak bulunmakta olup, kandida gibi kimi cinsler ise 

normal flora üyeleri arasında yer almaktadırlar. Bunlar ile ilişkili olarak KF hastalarında 

solunum yolu, bazı mantar türleri ile kolonize olabilmektedir. Bunlar içinde en sık izole edilen 

türler, Aspergillus fumigatus ve Candida albicans‘dır (Haas ve ark., 1991). Bunların dışında, 

Exophiala dermatitidis, Penicillium ve Scedosporium türleri de rapor edilen diğer mantarlar 

arasında yer almaktadır (Pihet ve ark., 2009). 

 

Viral solunum yolu patojenleri, sağlıklı bireylerde ve KF hastalarında eşit sıklıkta 

enfeksiyona yol açmaktadır. Fakat üst solunum yolu enfeksiyonlarının, alt solunum yolu 

semptomları ile ilişkisinden dolayı enfeksiyonlar KF hastalarını klinik olarak daha fazla 

etkilemektedir. Viral enfeksiyonlar, KF hastalarında hastanede yatmayı gerektiren pulmoner 

alevlenmelere sebep olabilmekte ve bu enfeksiyonu takiben hastaların örneklerinden yaygın 

olarak yeni bakteri türleri (P. aeruginosa gibi) izole edilmektedir. Bu yeni kolonizasyonun 

sinerjistik bir etki ile oluştuğu düşünülmektedir. KF hastalarında en sık saptanan viral 

patojenler respiratuar sinsityal virüs (RSV), ikinci sırada influenza A ve B virüsleri 

gelmektedir. Bununla birlikte düşük sıklıkta olsa da parainflunza virus ve adenovirus’de KF 

hasta örneklerinden saptanan patojenlerdir (Van Ewijk ve ark., 2005; Sibley ve ark., 2006). 
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2.1.2. Kistik fibrozda polimikrobiyal enfeksiyonlar 

 

Polimikrobiyal enfeksiyonlar, birden fazla mikroorganizmanın oluşturduğu, her bir 

mikroorganizmanın sinerjistik ve antagonistik etkileşimlerinin rol aldığı enfeksiyonlardır. 

Yapılan çalışmalar, KF hastalarının solunum yollarından birlikte izole edilen birden fazla 

mikroorganizmanın karşılıklı iletişim içerisinde olduğu ve bunun da hastalık patogenezini 

etkilediğini bildirmektedir (Hibbing ve ark., 2010; Rogers ve ark., 2010). Rogers ve 

arkadaşları 2003’de yaptıkları çalışmada, KF hastalarının balgam ve bronskopi örneklerinden 

karışık bakteri toplulukları tanımlamışlardır. Bu çalışma, KF’de akciğer enfeksiyonlarında 

daha önce tanımlanmayan yaygın bakteri türlerinin (zorunlu anaerop bakteriler gibi) 

tanımlanmasını yapan ilk çalışma olmuştur (Rogers ve ark., 2003). Son yıllarda moleküler 

saptama yöntemlerinin mikrobiyolojide kullanımının artması, geleneksel kültür yöntemi ile 

tanımlanamayan veya zor tanımlanan virus, mantar ve bakterilerin birarada ve yoğun 

miktarda bulunduğu balgam gibi örnekler içerisinde tanımlanmasına olanak sağlamakta ve KF 

hastalarında polimikrobiyal enfeksiyonlara yeni yaklaşımlarla yol göstermektedir. 
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Copyright © 2015 Filkins, O’Toole 

Şekil 2 KF hastalarında polimikrobiyal akciğer enfeksiyonlarının yeri ve rolü 

 

KF hastalarının solunum yolları çeşitli flora ve çevresel kaynaklı mikroorganizmalarla 

kolonize olmaktadır. Buna bağlı olarak hastalarda, çeşitli bakteri, mantar ve virus kaynaklı 

kronik veya polimikrobiyal enfeksiyonlar gelişmektedir. Bu polimikrobiyal topluluklar, 

karmaşık çok faktörlü etkileşimler yoluyla hem konağı etkilemekte hem de etkilenmektedir.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/about/copyright/
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KF akciğerinde kolonize mikroorganizma toplulukları sık uygulanan antibiyotik 

tedavileri, konak bağışıklık faktörleri ve hastalık seyri boyunca değişen akciğer ortamına 

(hipoksik ve anoksik ortam) maruz kalmaktadır (Şekil 2). Bu değişkenlerin tümü çoğu zaman 

mikroorganizma çeşitliliğini azaltarak, tedaviye son derece adapte olmuş dirençli 

mikroorganizmaların kolonizasyonuna zemin hazırlamaktadır. Dolayısıyla hastalığın 

prognozu da değişkenlik göstermektedir. Sonuç olarak pulmoner alevlenmeler ve ileri evre 

hastalığa bağlı olarak akciğer fonksiyonlarında hızla gerilemeye sebep olmaktadır. Bu durum 

KF hastalarında primer morbidite ve mortaliteye neden olan solunum yetmezliğine yol 

açmaktadır (Filkins ve O’Toole, 2015). 

 

Polimikrobiyal enfeksiyonlar ile ilgili yapılan çalışmalarda, hastaların çoğunda aynı 

anda ikiden fazla mikroorganizmanın etken olarak saptandığı rapor edilmiştir (Hoiby, 1974; 

Wahab ve ark., 2004; Anzaudo ve ark., 2005). Polimikrobiyal etkenler arasındaki etkileşimler 

birkaç farklı şekilde gelişebilmektedir. Bunlar, patojen bir bakterinin ikinci bir bakterinin 

virülansını artırarak veya azaltarak gösterdiği etki; tek başına hastalığa neden olamayacak 

mikroorganizmaların, ikincil bir patojenin kolonize olup çoğalmasına izin vermesi ya da daha 

etkin bir enfeksiyon oluşturabilmek için patojenlerin değişken bir kolonizasyon sıralaması ile 

diğerine uygun kolonizasyon ortam şartlarını sağlamasıdır. Ayrıca polimikrobiyal 

enfeksiyonlarda, bir mikroorganizma antagonistik etki ile konağı uyararak diğer 

mikroorganizmaların kolonizasyonunu engelleyebilmektedir. Bu durum normal flora üyesi ve 

patojen mikroorganizma arasında olabileceği gibi, iki patojen mikroorganizma arasında da 

görülebilmektedir. Buna karşın polimikrobiyal enfeksiyonlarda görülen sinerjistik etki 

mekanizmasında ise daha önce kolonize olmuş bir patojen, farklı bir tür patojenin 

kolonizasyonu ve enfeksiyonu için uygun ortam oluşturmaktadır. Bu etkileşim daha çok 

benzer metabolik ihtiyaçlara sahip mikroorganizmalar arasında oluşmaktadır. Ayrıca patojen 

bir mikroorganizma, normal flora üyesininin daha yoğun miktarda üremesini indükleyerek de 

birlikte enfeksiyon oluşturmaya teşvik edebilmektedir (Smith, 1982; Brogden, Guthmiller ve 

Taylor, 2005). Bu etkileşimler, mikroorganizmaların kolonizasyonunun artmasına ya da 

inhibisyonuna, virülans faktörlerinin ekspresyonundaki değişikliklere, biyofilm üretimi ya da 

antimikrobiyal direnç gelişimi gibi sonuçlara sebep olabilmektedir. 
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2.1.2.1. Polimikrobiyal enfeksiyonlarda mikroorganizmalar arası sinerjistik 

etkileşim 

 

KF hastalarında görülen polimikrobiyal enfeksiyonlarda rol alan mikroorganizmalar 

arasında, eş zamanlı gelişen ve giderek yoğunlaşan bir kolonizasyondan daha çok; zaman 

içerisinde topluluk yapısındaki değişimlere (dirençli ve ortama adapte olmuş türler) veya 

tedavi ya da mikroorganizmanın etkisine bağlı değişen ortam yapısından kaynaklı sıralı bir 

kolonizasyon görülmektedir (Hoiby, 1974; Wahab ve ark., 2004). Örneğin P. aeruginosa’nın 

aljinat üretimi KF hastalarının akciğerlerinde bölgesel bir hipoksiye neden olabilmektedir. 

Bunun sonucunda anaerobik patojenler gibi diğer mikroorganizmaların kolonizasyonuna 

imkan sağlarken, başka tür ve cins patojenlerin kolonizasyonu baskılanmaktadır (Worlitzsch 

ve ark., 2002). Bir başka çalışmada, RSV ile kolonize KF hastalarının ileri dönemde kronik 

P.aeruginosa enfeksiyonuna daha yatkın olduğu gösterilmiştir (Petersen ve ark., 1981). Diğer 

yandan KF’deki polimikrobiyal enfeksiyon etkeni olarak en sık izole edilen S.aureus ve 

P.aeruginosa arasındaki sinerjistik etki, bu hastalığın patogenezinde oldukça önem 

taşımaktadır. KF hastalarının solunum yolunda S. aureus’un kolonizasyonu ile akciğerler 

çevresel kaynaklı P.aeruginosa enfeksiyonuna duyarlı hale gelmektedir. Sonraki aşamada, 

patogenezde daha fazla role sahip olan P. aeruginosa salgıladığı “quorum sensing” 

molekülleri (3-oxo-C 12-homoserine lactone ve 2-heptyl-3-hydroxy-4(1 H)-quinolone 

(HQNO)) ile hem immünomodülatör etki oluşturmakta hem de diğer mikroorganizmanın 

virülansını etkilemektedir. Ayrıca başlangıçta nonmukoid fenotipdeki P. aeruginosa, bu 

etkileşimler sonucu mukoid fenotipe dönüşerek, yüksek aljinat ekspresyonu ile akciğer 

ortamında değişikliklere neden olarak kronik enfeksiyonlara ve bununla ilişkili KF’de 

rastlanmayan, S. maltophilia, A. xylosoxidans ve Mycobacterium abscessus 

kolonizasyonlarına olanak sağlamaktadır (May ve ark., 1991; Riedel ve ark., 2001; Hooi ve 

ark., 2004). 

 

Yukarıda belirtilen bilgiler doğrultusunda, KF’da karışık türlerin birlikte etken olduğu 

polimikrobiyal enfeksiyonlardaki sinerjistik etkileşimlerin, hastalığın daha şiddetli bir hal 

almasını ve yeni türlerin kolonizasyonunu desteklediğini göstermektedir. 
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2.1.2.2. Polimikrobiyal enfeksiyonlarda mikroorganizmalar arası antagonastik 

etkileşim 

 

Antagonizm, kısıtlı kaynaklar nedeniyle topluluk içindeki organizmaların birbirleri 

arasındaki zorunlu rekabet olarak tanımlanmaktadır. Bu rekabet ortamında çeşitli faktörlerin 

salınımına bağlı olarak, diğer organizmanın çoğalmasını baskılayıcı ya da fenotipik 

değişikliklere neden olmasına antagonistik etki denir. 

 

Antagonistik etkiye örnek olarak, KF’da polimikrobiyal enfeksiyonlarda en sık izole 

edilen P. aeruginosa’nın “quorum sensing” molekülleri ile S. aureusu’u lizise uğratarak demir 

kaynağı olarak kullanması, yine aynı moleküller ile S. aureusu’un elektron transport 

sisteminde değişikliklere neden olarak üremenin yavaşlaması ile küçük koloni varyantlarının 

(SCV) oluşması gösterilebilir (Mashburn ve ark., 2005; Hoffman ve ark., 2006). Bir başka 

örnekte ise, bazı bakteriler bakterosin üreterek aynı türdeki ve diğer bakteri türlerini öldürerek 

antagonistik etki göstermektedir (Michel-Briand & Baysse, 2002). 

 

Tüm bunların yanısıra bazı çalışmalarda konağın bir bölgesinde bulunan 

mikroorganizmanın da, konak immün sistemini aktifleştirerek farklı bölgedeki 

kolonizasyonun önüne geçtiği bildirilmiştir. Lactobacillus casei veya doğal yoğurdun 

tüketilmesinin makrofajları uyararak, solunum yolunda kolonize olan P.aeruginosa’nın 

eradike edilmesini sağladığını yapılan deney hayvanı çalışması ile göstermişlerdir (Alvarez ve 

ark., 2001). 

 

2.2. Staphylococcus aureus  

 

2.2.1. Karakteristik özellikleri 

 

Staphylococcus aureus, gram pozitif, hareketsiz, 0.5-1 µm çapında, mikroskopta kok 

şeklinde görülen, koagülaz pozitif bir bakteridir. Aynı zamanda insan deri ve burun 

mukozasında kolonize olabilen bir patojendir. Hastane ve toplum kaynaklı enfeksiyonlarda da 

en sık izole edilen patojenler arasındadır. 
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S. aureus üç farklı kategoride enfeksiyona neden olur: (i) yara enfeksiyonları gibi 

yüzeyel lezyonlar, (ii) gıda zehirlenmesi, haşlanmış cilt sendromu ve toksik şok sendromu 

gibi toksin aracılı enfeksiyonlar ve (iii) endokardit osteomyelit, pnömoni, beyin abseleri, 

menenjit ve bakteremi gibi yüksek morbidite ve mortaliteye sahip sistemik enfeksiyonlar 

(Sousa ve Lencastre, 2004). Enfeksiyonlarda sıklıkla izole edilen bu patojen, yoğun 

antibiyotik maruziyeti sonucunda metisilin dirençli S. aureus (MRSA) olarak adlandırılan, 

beta-laktam grubu antibiyotiklere dirençli suşlar ortaya çıkmıştır.  

 

S. aureus, 1940’lı yılların başlarında penisilinle ilk karşılaşmasının ardından geçen 2 

yıl içerisinde bu antibiyotiğe karşı direnç geliştirmiş ve 1960’lardan bu yana dirençli suşların 

oranı %80’lere yaklaşmıştır. S. aureus’da beta-laktam direnci esas olarak mecA geninin 

kazanımı ile gelişmektedir. İlk dönemlerde metisilin direnci sadece hastane kaynaklı 

enfeksiyonlardan soyutlanan MRSA suşlarıyla (HK-MRSA) ilişkilendirilmiş, 1990’lardan 

itibaren toplum kaynaklı MRSA suşları da (TK-MRSA) literatürde yerini almıştır. Yapılan 

çalışmalar, TK-MRSA’nın genetik olarak HK-MRSA ile benzerlik göstermediğini ve TK-

MRSA’nın faklı virülans faktörlerine sahip olduğu, ayrıca daha invaziv potansiyel taşıdığı 

gösterilmiştir. Bu virülans faktörleri, konağa bağlanma, konak immün cevabına karşı korunma 

ve konakta hasar oluşturma gibi birden fazla koldan etki gösterebilmektedir (Lowy, 2003; 

Akil ve Muhlebach, 2018).  

 

2.2.2. S.aureus’un KF’deki yeri 

 

Günümüzde S. aureus hem yetişkin hem de pediatrik KF hastalarında pnömoninin 

önemli bir etkeni olarak kabul edilmektedir (Bien ve ark., 2011). Bununla birlikte KF 

enfeksiyonlarındaki yeri ve önemi 20. yy. başlarında yapılan çalışmalar ile ortaya çıkmıştır. 

1905’te yapılan bir çalışmada, KF hastalarından alınan 15 örneğin dokuzunda kültürde S. 

aureus pozitif bulunmuş ve bu hastalarda ilgiyi çeken ilk bakteri olmuştur; günümüzde de bu 

konumunu korumaktadır (Lyczak ve ark., 2002). S. aureus KF hastalarının solunum yollarına 

yaşamlarının ilk dönemlerinde kolonize olan patojenlerden biridir. Değişken bir ortama sahip 

KF akciğerinde (hipoksik ve hiperoksik) bu patojenin uzun dönem kolonize kalabilmesi, 

konak faktörleri, antibiyotikler ve diğer patojenlerle etkileşim açısından uyum sağlaması ile 

ilişkilidir. Windmüller ve ark., yaptıkları karşılaştırmalı transkriptomik analiz ile S. aureus’ta 

bu etkileşimlere dayalı olduğunu düşündükleri mutasyonların sonucu olan genomik 

değişimleri göstermişlerdir (Windmüller ve ark., 2015).  
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Yapılan çalışmalarda, KF hastalarında S. aureus suşları erken dönemde ve yaygın izole edilen 

etkenler arasında iken, MRSA suşları akciğer fonksiyonlarındaki hızlı bozulma, uzun süre 

hastanede yatış ve artmış mortalite ile ilişkili olarak kronik enfeksiyonlardan sorumlu 

tutulmaktadır (Ren ve ark., 2007; Dasenbrook ve ark., 2010).  

 

Kistik Fibroz Kayıtlı Hasta Topluluğu’nun yayınladığı 2017 raporunda, genel olarak 

bireylerin yarısından fazlasının en az bir kültüründe MSSA pozitif olarak bulunmuş ve en 

yüksek prevalans 10 yaş altı çocuklar arasında gösterilmiştir. Buna karşın en yüksek MRSA 

prevalansı 10 ile 30 yaş arası bireylerde saptanmıştır (Şekil 3) 

(https://www.cysticfibrosis.org.uk/the-work-we-do/uk-cf-registry/reporting-and-resources/at-

a-glance-report-2017, Erişim tarihi, 15 Mayıs 2019). 

 

 
Annual Data Report 2017 Cystic Fibrosis Foundation Patient Registry 

Şekil 3 2017 yılında Kistik Fibroz Kayıtlı Hasta Topluluğu’na bildirilen KF hastalarından 

izole edilmiş MSSA ve MRSA suşlarının hasta yaşlarına göre dağılımı 

 

2.2.3. S. aureus KF’da virülansı  

 

Staphylococcus aureus konak savunmasından kaçmak ve konakta hasar oluşturmak 

için birçok virülans faktörü üretmektedir (Şekil 4) (Foster, 2005). Buna karşın KF 

enfeksiyonlarında S. aureus‘un ürettiği çeşitli virülans faktörlerinin etkileri ve bu faktörlerin 

ekspresyonlarındaki değişiklikler tam olarak bilinmemektedir (Stone ve Saiman, 2007). 

https://www.cysticfibrosis.org.uk/the-work-we-do/uk-cf-registry/reporting-and-resources/at-a-glance-report-2017
https://www.cysticfibrosis.org.uk/the-work-we-do/uk-cf-registry/reporting-and-resources/at-a-glance-report-2017
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Şekil 4 S. aureus virülans faktörleri ve etki mekanizmaları 

 

2.2.3.1.Toksin Üretimi 

 

S. aureus'un virülansının önemli bir bölümü, aksesuar gen regülatörü (agr lokusu) 

tarafından kontrol edilen toksinlerin salgılanması ile ilişkilidir. Bu virülans faktörleri arasında, 

α-hemolizin, toksik şok sendromu toksini (TSST-1), SEA (Staphylococcal enterotoxin A) ve 

Panton-Valentine lökosidin (PVL) bakteriyemi, osteomiyelit ve nekrotik pnömoni gibi ciddi 

enfeksiyonlarla ilişkilidir (Akil ve Muhlebach, 2018).  

 

TK-MRSA suşları sıklıkla PVL eksprese etmektedir. PVL, nötrofil, monosit ve 

makrofajların membran yüzeyindeki spesifik reseptörlere bağlanarak bu hücrelerin nekrozunu 

indükleyen sitolitik bir toksindir (Colin ve ark., 1994). Ayrıca in vitro çalışmalar, PVL'nin 

güçlü bir kemotaktik ajan olan lökotrien B4'ün regülasyonunu içeren farklı mekanizmalar 

tarafından enflamasyonu desteklediğini de öne sürmektedir (Hensler ve ark., 1993). 

 

2.2.3.2. Adaptasyon ve sürekliliği 

 

Virülans faktörlerine ek olarak, antibiyotik baskısı ve konak immün yanıtı, S. 

aureus’un patojenitesini artırmakta, böylelikle bu patojenin ortama adaptasyonunu ve uzun 

süre kolonize kalmasını sağlamaktadır (Lowy, 2011).  
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S. aureus kalıcılığı, oksotroflar içindeki fenotipik farklılaşmalardan kaynaklanmaktadır. Bu 

değişen bakteriler besiyerindeki görünümünden dolayı küçük koloni varyantları (SCV) olarak 

isimlendirilmektedir. 

 

Birçok kronik enfeksiyonda S. aureus ve diğer patojenlerin küçük koloni 

varyantlarının (SCVs) sıklıkla gözlendiği ve bunların mikroorganizmaların konak ortamına 

uzun süreli adaptasyonunu yansıttığı düşünülmektedir. SCV gelişimi, S. aureus’da 

pigmentasyon kaybı, hemolizin ekspresyonunun azalması ve yavaş çoğalma gibi negatif 

görünen etkiler yaratmasına karşın, aminoglikozidlere karşı duyarlılık azalması ve fagositoza 

direnç ile bu patojenin kalıcığının artmasına neden olmaktadır. SCV’da metabolizma 

genlerindeki birçok mutasyon nedeniyle, elektron transportunda yetersizlik, ayrıca hemin için 

oksotrofik forma geçiş görülmektedir (Proctor ve ark., 2006). Yapılan çalışmalarda, S.aureus 

ile P.aeruginosa’nın birlikte aynı kültür ortamında üretilmesi ve tobramisine maruziyeti 

sonrasında benzer SCV’ların geliştiği gösterilmiştir (Hoffman ve ark., 2006; Biswas ve ark., 

2009). 

 

2.2.3.3. Biyofilm üretimi 

 

Biyofilm oluşturan bakterilerin immün yanıttan kaçabildikleri ve antibiyotik 

etkisinden korundukları, bu sayede, kronik enfeksiyonlara neden oldukları bilinmektedir. 

Biyofilm oluşumu cihazla ilişkili hastane enfeksiyonlarının yanı sıra KF hastalarındaki 

akciğer enfeksiyonlarında da saptanmaktadır. Stafilokoklar, biyofilm üreterek cihazla ilişkili 

enfeksiyonlara neden olan prototip bakteriler arasında yer alır. Aynı durum, KF’da akciğer 

enfeksiyonları için de geçerlidir. (Goerke ve Wolz, 2010). Bakteriler biyofilm üretimini, 

çevresel stres ve antimikrobiyal varlığı gibi zorlu ortam şartlarında gerçekleştirirler. Ayrıca 

“quorum sensing” (QS) olarak adlandırılan iletişim sistemi ile biyofilm üretimi de 

desteklenmektedir. KF’da sıkça görülen polimikrobiyal enfeksiyonlarda, QS aracılı biyofilm 

üretimi, özellikle S. aureus ve P. aeruginosa ile yapılan in vitro çalışmalar ile gösterilmiştir. 

S.aureus, sarA, agrB ve icaR gibi genleri aracılığıyla biyofilm üretimini düzenleyerek, diğer 

bakterilerin varlığında ve stres ortamında hayatta kalmayı sağlamaktadır. Bu kabiliyeti ile 

konak içerisinde sürekliliğini koruyarak, kronik enfeksiyonlara sebep olmaktadır (Orazi ve 

O’Toole, 2017; Woods ve ark., 2018).  
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2.3. Pseudomonas aeruginosa 

 

2.3.1. Karakteristik özellikleri 

 

Pseudomonas aeruginosa, hareketli, nonfermentatif, çomak şeklinde gram negatif bir 

bakteridir. Glikozu oksidasyon yolu ile parçalar ve katalaz pozitiftir. Kültür ortamında 25°C 

ile 37°C aralığında iyi üreyebilmesinin yanında, 42°C’de de üreyebilme özelliği ile diğer 

Pseudomonas türlerinden ayırt edilmektedir. Pseudomonas cinsindeki birçok tür, bir veya 

birden fazla pigment molekülü üretmektedir. Bu pigmentlerden en sık rastlananları, 

piyosiyanin (mavi-yeşil), piyoverdin (sarı-yeşil) ve piyorubindir (kırmızı-kahverengi) (Wu ve 

ark., 2015). Bakteri aerobik koşulların yanısıra, terminal elektron alıcı olarak nitratı (NO3) 

kullanabilme özelliği ile anaerobik ortamda da üreyebilmektedir (Toyofuku ve Yoon, 2018). 

 

P.aeruginosa çevresel koşullara dayanıklı olması dolayısıyla, doğada toprak ve suda 

yaygın bulunur. İnsanlar için fırsatçı bir patojendir. Özellikle son yıllarda, çoklu ilaç direnci 

gösteren suşların artışı ile dikkatleri üzerine çeken en önemli hastane kaynaklı enfeksiyon 

etkeni patojenlerden birisidir. Başta bağışıklık sistemi baskılanmış bireyler ve kanser hastaları 

olmak üzere, yanıklarda ve KF hastalarında fırsatçı enfeksiyonlara neden olmaktadır.  

 

2.3.2. P. aeruginosa’nın KF’deki yeri 

 

KF hastalarında solunum sisteminin P. aeruginosa ile kolonizasyonu, bu hastaların 

mortalite ve morbiditesinde oldukça önem taşımaktadır. Bu hastaların yaşadıkları birçok 

solunum probleminin yanısıra, P. aeruginosa’nın neden olduğu kronik akciğer enfeksiyonu en 

önemli klinik sorunlardan birisidir (Bhagirath ve ark., 1996). Genellikle KF hastalarında P. 

aeruginosa‘nın etken olduğu kronik akciğer enfeksiyonları, bu türün çevresel suşları ile 

aralıklı kolonizasyon sonrasında başlamaktadır. KF’da P. aeruginosa enfeksiyonu gelişimi P. 

aeruginosa’nın önemli virülans faktörlerinden elastaz, lipopolisakkarid (LPS), rhamnolipidler 

ve aljinatın üretimi ve biyofilm oluşturma kapasitesi ile ilişkilidir. Buna bağlı olarak, biyofilm 

oluşturduktan sonra KF hastalarında kronik P.aeruginosa enfeksiyonunun ortadan 

kaldırılması oldukça zorlaşır (Høiby ve ark., 2005; Bjarnsholt ve ark., 2010). 
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P. aeruginosa, KF’da mukoid ve mukoid olmayan olarak iki farklı fenotipte izole 

edilmektedir. Başlangıç kolonizasyonunda daha çok mukoid olmayan suşlar görülürken, kalıcı 

kolonizasyonda mukoid suşlar rol almaktadır. Mukoid fenotip, yüksek miktarda aljinat 

üretiminin arttışına bağlı olarak biyofilm oluşturduğu ve antibiyotik ile eradikasyonun 

zorlaştığı kronik enfeksiyonlardan sorumlu tutulmaktadır (O’sullivan ve Freedman, 2009). P. 

aeruginosa’nın ürettiği çok sayıdaki virülans faktörü, “quorum sensing” (QS) olarak 

adlandırılan, bakteriler arası iletişimi ve bakteri hücre yoğunluğunun izlenmesini sağlayan bir 

mekanizma tarafından kontrol edilmektedir. P. aeruginosa’da tanımlanmış, las ve rhl olmak 

üzere iki QS sistemi bulunmaktadır (Karatuna ve Yağcı, 2008). KF’da değişken prognoz, 

farklı türlerin sık sık ve birlikte kolonizasyonu, antimikrobiyal terapi gibi faktörlerin 

sonucunda devamlı değişmekte olan akciğer ve solunum yolu ortamı özellikle bu bakteride bu 

mekanizmanın önemini ön plana çıkartmaktadır. 

 

KF’da solunum sisteminin özellikleri tek veya çoklu patojenlerin kolonizasyonuna 

zemin hazırlamaktadır. Bu durum, hastaların zaman içerisinde birçok farklı sınıftan 

antibiyotik kullanmasına sebep olmaktadır. Sonuç olarak da, özellikle kronik 

enfeksiyonlardan sorumlu bakterilerde kazanılmış antibiyotik direnci sık görülmektedir. 

Özellikle gram negatif bakterilerde bu durum sıkça saptanmakla birlikte çoklu ilaç dirençli 

suşlar da görülmektedir.  

 

KF hastalarında yıllar içerisinde P. aeruginosa’ya bağlı gelişen enfeksiyonlarda 

belirgin bir azalma görülmüştür. 1997 yılında % 47 olan P. aeruginosa oranı, 2017’de % 

27,5’e kadar gerilemiştir. Buna karşın çoklu ilaç dirençli P. aeruginosa (MDR-PA) 

enfeksiyonlarının 18 yaş üstü bireylerde artışı dikkat çekmektedir. Bu durumun 

antibiyotiklere kümülatif maruziyetten kaynaklandığı düşünülmektedir. Kistik Fibroz Kayıtlı 

Hasta Topluluğu’nun yayınladığı 2017 raporunda, KF hastalarının en az bir kültüründe P. 

aeruginosa pozitif olarak bulunmuş kişilerin % 8.2’sinde MDR-PA pozitifliği, P. aeruginosa 

enfeksiyonu olan hastaların ise % 17.9’unda MDR-PA pozitifliği bildirilmiştir (Şekil 5) 

(https://www.cff.org/Research/Researcher-Resources/Patient-Registry/2017-Patient-Registry-

Annual-Data-Report.pdf, Erişim tarihi, 15 Mayıs 2019). 

 

 

  

https://www.cff.org/Research/Researcher-Resources/Patient-Registry/2017-Patient-Registry-Annual-Data-Report.pdf
https://www.cff.org/Research/Researcher-Resources/Patient-Registry/2017-Patient-Registry-Annual-Data-Report.pdf


 

28 

 

 

 

Annual Data Report 2017 Cystic Fibrosis Foundation Patient Registry 

Şekil 5 2017 yılında Kistik Fibroz Kayıtlı Hasta Topluluğu’na bildirilen KF hastalarından 

izole edilmiş P. aeruginosa ve MDR-PA suşlarının hasta yaşlarına göre dağılımı 

 

2.3.3.  P. aeruginosa’nın KF’deki Virülansı 

 

2.3.3.1. Bağlanma ve hareket 

 

P. aeruginosa sahip olduğu flajel ve pili (tip IV) yapıları ile hem hareket hem de 

konak hücre yüzeyine tutunmayı gerçekleştirmektedir. Bakteri bu yapılar ile solunum 

yolundaki epitel hücrelerinin yüzeyinde bulunan musin ve glikolipid asiola-gangliozid (aGM1) 

reseptörlerine bağlanır ve sonrasında konak hücrede interlökin aktivasyonu başlar. KF 

hastalarında saptanan bazı mukoid P. aeruginosa suşlarında flajel bulunmamaktadır. 

Böylelikle interlökin aktivasyonunun oluşmadığı ve nötrofil göçünün görülmemesine bağlı 

olarak P. aeruginosa’nın kolayca kolonize olduğu düşünülmektedir. Bununla birlikte genetik 

defekti olan solunum yolu epitel hücrelerinde aGM1 reseptörü yüksek oranda üretilmektedir. P. 

aeruginosa da pilileri ile bu yapılara bağlanarak kolonizasyon oluşmakta ve sonrasında diğer 

patojenik mekanizmaların devreye girmesi sağlanmaktadır (Lau ve ark., 2005; Alhazmi, 

2015). 
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2.3.3.2. Aljinat salgılanması, “quorum sensing” ve biyofilm üretimi 

 

Bazı P. aeruginosa izolatları kültürde mukoid yapıda görülmektedir. Bu fenotipik 

özellik, bakterinin yüksek miktarda polisakkarid yapılı aljinat üretiminden 

kaynaklanmaktadır. Aljinat, mucA geninindeki mutasyonların yanısıra, algT etkisiyle P. 

aeruginosa tarafından salgılanmaktadır. Aljinat, makrofajlardan serbest radikallerin 

salınımının engellemesi, fiziksel bir bariyer oluşturarak fagositozun önlemesi, nötrofil 

kemotaksisi ve komplement aktivasyonun baskılaması ile bakterinin ortamdan eradike 

edilmesini önlemede birçok rol üstlenmektedir. Bunun dışında, solunum yolunda P. 

aeruginosa’nın biyofilm oluşturmasına da katkı sağlamaktadır (Driscoll ve ark., 2007). 

 

KF solunum yolunda kolonize olan P. aeruginosa, biyofilm oluşturarak 

çoğalmaktadır. Biyofilm, hücre bölünmesi, farklılaşma ve ayrışmayı barındıran oldukça 

sistemli bir yapıya dayalı, yüzeye bağlanarak çoğalma şekli içermektedir. Bu yapının 

oluşabilmesi için, flajel, tip IV pili ve diğer gen ürünlerine ihtiyaç duyulmaktadır. P. 

aeruginosa’da iki farklı biyofilm oluşumu gözlenmektedir. İlki KF’de başlangıç 

kolonizasyonunda veya KF dışı kolonizasyonlarda, diğeri ise KF kronik akciğer 

enfeksiyonlarında rol alır. Birinci biyofilm oluşumunda P. aeruginosa, pili veya flajeli ile 

epitel yüzeye tutunarak, bir dizi hücre bölünmesi ve biyosentez sonrası mikrokolonizasyon 

oluşturmaktadır. Daha sonra bu koloninin olgunlaşması ve çoğalması ile makrokoloni yani 

biyofilm tabakası oluşmaktadır. Diğer biyofilm oluşumunda ise, doğrudan epitel yüzeye bir 

bağlanma oluşmamaktadır. P. aeruginosa pili ve flajel yapılarını kaybeder, yoğun miktarda 

aljinat sentezler; sonuç olarak makrokoloniler yani biyofilm oluşturur. Bu biyofilm, KF 

solunum yolundaki kalın mukus tabaka içerisinde bulunması ile P. aeruginosa’yı daha 

dirençli bir patojene dönüştürerek kalıcı kolonizasyon ve kronik enfeksiyona sebep olur 

(Lauve ark., 2005). 

 

“quorum sensing” (QS), difüze küçük kimyasal moleküllerin koordine ettiği ve hücre 

yoğunluğuna bağlı bakteriler arası iletişimin sağlandığı bir mekanizma olarak 

tanımlanmaktadır. Bu kimyasal moleküller aynı zamanda açil homoserin laktonlar olarak 

isimlendirilen otoindükleyiciler olarak da adlanmaktadır. P. aeruginosa’da QS las ve rhl 

genleri tarafından düzenlenmektedir.  
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Artmış bakteri yoğunluğunda bu kimyasal moleküller sentezlenerek hücre dışına difüze olur 

ve ortamda bulunan diğer bakterilerdeki transkripsiyonel aktivatörlere bağlanarak genlerin 

aktivasyon veya inhibisyonunu sağlamaktadırlar. 

P. aeruginosa QS sisteminin 300’den fazla genin düzenlenmesinde etkin rol oynadığı 

bilinmektedir. Dolayısıyla bakteriyel enfeksiyonlarda özellikle polimikrobiyal 

enfeksiyonlarda QS önemli bir rol oynamaktadır. Biyofilm oluşumu, ekzoproteazlar, 

ekzotoksin A, rhamnolipidler, fanezinler ve hidrojen siyanür gibi bakteri vürülans 

faktörlerinin düzenlenmesi bu mekanizma ile gerçekleşmektedir. Konak immün sisteminden 

kaçış, antimikrobiyal direnç ve konaktaki yayılım büyük ölçüde bu sistemin 

koordinatörlüğünde gerçekleşmektedir. Özellikle KF’da P. aeruginosa’nın QS sistemi, farklı 

evrelerdeki kolonizasyonda fenotipik değişimler ve buna bağlı virülans, diğer kolonize 

bakteriler ile ilişki, değişken biyofilm ve aljinat sentezi gibi faktörlerin düzenlenmesinde öne 

çıkan önemli bir etmen konumundadır (Lau ve ark., 2005; Kipnis ve ark., 2006; Bjarnsholt ve 

ark., 2010; Alhazmi, 2015). 

 

2.3.3.3. Tip III salgılama sistemi 

 

P. aeruginosa, konak hücre içerisine sitotoksik ajanları enjekte etmek için önemli 

virülans faktörlerinden birisi olan tip III salgılama sistemini kullanmaktadır. Bu sistem, pili 

aracılı epitel hücreye tutunma ile aktive olmaktadır. P. aeruginosa bağlanma ile aktive olan 

tip III salgılama sistemi aracılığıyla, sinyal transdüksiyon moleküllerini konak hücreye 

enjekte ederek, hücre membran yapısında bozulma, hücre ölümü veya konak immün 

cevabında değişiklik gibi hasarlara yol açmaktadır. KF’da P. aeruginosa’ya bağlı akut 

enfeksiyonlarda tip III salgılama sistemi, kronik enfeksiyonlara göre daha yüksek oranda 

eksprese edilmektedir. Bunun kronik enfeksiyonlarda P. aeruginosa’nın virülans genlerinin 

bir dizi mutasyona bağlı ekspresyon değişiklikleri veya pili kaybına bağlı olduğu 

düşünülmektedir. P. aeruginosa’nın tip III salgılama sistemi ile konak hücreye enjekte ettiği 

dört ekzoenzim bulunmaktadır. Bunlar, ExoY, ExoS, ExoT ve ExoU olarak tanımlanmıştır 

(Sadikot ve ark., 2005). 
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2.3.3.4. Piyosiyanin 

 

Piyosiyanin, P. aeruginosa tarafından salgılanan ikincil metabolitlerden birisidir. Bu 

molekülün hem pozitif hem de negatif yüke sahip olması onu biyolojik membranlara 

tutunmasını kolaylaştırmaktadır.  

 

KF’da P. aeruginosa’nın neden olduğu enfeksiyonlarda bu metabolitin sentezi QS tarafından 

düzenlenmekte ve yoğun olarak üretilmektedir. Piyosiyanin KF akciğerinde, P. 

aeruginosa’nın yayılımını artırdığı, konak hücrenin solunum ve siliyer fonksiyonunu inhibe 

ettiği, prostasiklin salınımı ve kalsiyum hemoztazını bozan etkileri olduğu bilinmektedir. 

Bunun dışında konak immun yanıtında da değişiklikler yapmaktadır. P. aeruginosa’nın KF 

solunum yolundaki kalın mukus tabakasında anaerobik olarak üreyebilmesi ve bu ortamda 

üreme özelliği gösteren Staphylococcus ve Bacillus spp. gibi diğer bakterilerin varlığı, P. 

aeruginosa için rekabet ortamı yaratmakta, bu rekabet ortamında piyosiyanin üretimi ile diğer 

bakterilerin çoğalmasını engellemektedir (Lau ve ark., 2004). 

 

2.3.3.5. Diğer salgılanan virülans faktörleri 

 

P. aeruginosa’da demir ihtiyacı, üreme başta olmak üzere virülans faktörlerinin 

yapımı ve diğer metabolik mekanizmalar için büyük önem taşımaktadır. Bu yüzden demir 

ihtiyacını karşılamak için ana siderofor molekülü olarak piyoverdin üretilmektedir. 

Piyoverdin, P. aeruginosa’nın demir ihtiyacını karşılamanın yanısıra, ekzotoksin A, 

endoproteaz ve kendisi de olmak üzere çeşitli virülans faktörlerin salgılanmasının 

düzenlenmesinde rol oynamaktadır (Meyer ve ark., 1996). 

 

Ekzotoksin A, KF solunum yolunda P. aeruginosa tarafından yüksek oranda 

salgılandığı saptanmasına karşılık, KF’daki rolü şuana kadar tam aydınlatılamamıştır. Buna 

rağmen P. aeruginosa’nın önemli virülans faktörlerinden birisi olup, ADP-ribozil transferaz 

ailesinin bir üyesidir. Konak hücrede elongasyon faktör 2’yi (EF2) inhibe ederek, hücrenin 

protein sentezini engeller ve hücre ölümüne yol açar (Gallant ve ark., 2000). 
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P. aeruginosa’nın diğer virülans faktörlerinden alkali proteaz, elastaz ve proteaz IV’ün 

de KF solunum yolunda salgılandığı saptanmış, fakat fonksiyonu tam olarak 

belirlenememiştir. Genel olarak bu sitotoksinler, konak immün yanıtı düzenleyen 

komplement, antikor, surfaktan proteinler ve antibakteriyel peptidleri degrade etmektedirler 

(Driscoll ve ark., 2007). 

 

2.4. KF’da S. aureus ve P. aeruginosa’nın Birlikte Kolonizasyonu 

 

Polimikrobiyal enfeksiyonlar, KF’da gelişen enfeksiyonlar başta olmak üzere birçok 

enfeksiyonda yaygın olarak görülmektedir. KF’de en sık görülen polimikrobiyal enfeksiyon 

etkeni bakteriler, S. aureus ve P. aureginosa’dır. Bu iki bakteri arasındaki sinerjistik ve 

antagonistik etkileşimler neden oldukları KF solunum yolu enfeksiyonunun prognozunu 

belirlemektedir. 

 

S. aureus, KF hastalarının solunum yollarında ilk kolonize olan bakterilerden birisidir. 

P. aeruginosa ise adölesan çağ ve yetişkin bireylerde baskın olarak görülen patojendir. S. 

aureus KF’de solunum yolu enfeksiyonunun başlangıcında daha çok izole edilirken, P. 

aeruginosa daha çok kronik enfeksiyonlardan sorumlu tutulmaktadır. Bu iki bakterinin KF 

solunum yolu örneklerinden birlikte sıkça izole edilmesi nedeniyle S. aureus ile ilk 

kolonizasyonun, P. aeruginosa’nın yerleşmesini kolaylaştırdığı düşünülmektedir (Baldan ve 

ark., 2014). 

 

P. aeruginosa kolonize olduğu KF solunum sistemindeki oksijen düzeyi, besin ve 

antibiyotik varlığı gibi değişen çevresel etkenlere göre ürettiği QS sinyal molekülleri ile aynı 

ortamda birlikte olduğu S. aureus üzerinde pozitif/negatif etkiler oluşturmaktadır. Örneğin, P. 

aeruginosa kaynaklı HQNO, S. aureus’un elektron taşıma sisteminde değişikliklere neden 

olarak bu patojeni anaerobik çoğalmaya zorlamaktadır. Bu durum, S. aureus’un üremesini 

baskılamakta, in vitro kültürde SCV fenotipi kazanmasına sebep olmaktadır. Sonuçta S. 

aureus’un KF solunum örneklerinden izolasyonu zorlaşmakta, aynı zamanda bakteri 

aminoglikolizid gibi antibiyotiklere karşı direnç kazanmaktadır (Hoffman ve ark., 2006; 

Szamosvári ve Böttcher, 2017). 
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Demir iyonu bakteriler için elzem bir elementtir. Bakteriler demir ihtiyacını 

sideroforları aracılığı ile konaktan karşılar. KF’da solunum sisteminin yetersiz besin ortamı 

nedeniyle, P. aeruginosa birlikte kolonize olduğu S. aureus ile rekabet etmek zorunda 

kalmaktadır. P. aeruginosa sitotoksik enzimleri ile S. aureus’un hücre duvarını yıkarak, hem 

parçalanan bakteriden salınan demiri kullanmakta hem de rekabeti azaltmaktadır (Nguyen ve 

Oglesby-Sherrouse, 2016). 

 

S. aureus’un QS molekülü olan otoindükleyici-2 (AI-2) ve hücre duvar yapısında 

bulunan N-asetil glukozaminin (G1cNAc), P. aeruginosa’nın virülans faktörleri ve biyofilm 

üretiminin artmasını indüklediği gösterilmiştir. S. aureus ve P. aeruginosa’nın birlikte 

kolonize olduğu KF solunum yolunda yüksek oranda AI-2 ve G1cNAc bulunduğu 

saptanmıştır. Bu iki molekülün ortamdaki yoğunluğu P. aeruginosa’nın kinolon sinyal 

sistemini aktive ederek, piyosiyanin, ekstrasellüler proteaz ve rhamnolipid molekülleri gibi 

birçok toksinin üretimine yol açar. Buna bağlı olarak doku hasarı, epitelde siliaların kaybı, 

konak immün sisteminin baskılanması ve biyofilm üretimine bağlı başarısız antibiyotik yanıtı 

gibi sonuçlar ortaya çıkar. Tüm bu faktörler kötü prognoza sahip kronik enfeksiyon gelişimini 

desteklemektedir (Şekil 6) (Hotterbeekx ve ark., 2017). 
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              Copyright © 2017 Hotterbeekx, Kumar-Singh, Goossens and Malhotra-Kumar. 

Şekil 6 S. aureus ve P. aeruginosa’nın salgıladığı moleküller ve etkileşimleri. P. 

aeruginosa’nın salgıladığı ekzotoksinler, S. aureus’un biyofilm üretimi, oksidatif solunum, ve 

virülansını değiştirir ve bakterinin parçalanmasına yol açar. S. aureus’un lizisi ile ortaya çıkan 

G1cNAc, P. aeruginosa kinolon sinyalini aktifleştirerek virülans faktörlerinin ifadesini 

etkilemektedir (Hotterbeekx ve ark., 2017). 
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2.5. S. aureus ve P. aeruginosa’nın Birlikte Neden Oldukları KF Enfeksiyonlarına 

Klinik Yaklaşım 

 

KF’da genel tedavi yaklaşımı, semptomların hafifletilmesi ve organ fonksiyon 

bozukluklarının giderilmesine yöneliktir. Bu yaklaşım doğrultusunda, pankreatik enzim 

replasmanı, alt solunum yolu salgılarının temizlenmesi ve pulmoner enfeksiyon tedavisi 

semptomatik tedavi ve bozuklukların giderilmesinde temeldir (Ramsey, 1996). 

 

KF’da gelişen MRSA ve P. aeruginosa’ya bağlı kronik polimikrobiyal solunum 

enfeksiyonları, akciğer fonksiyonlarının bozulmasına, alevlenme sonrası akciğer 

fonksiyonlarının düzelememesine ve mortalite artışlarına neden olmaktadır. İngiltere gibi bazı 

ülkelerde S. aureus saptanan erken yaştaki KF hastalarında profilaktik antibiyotik tedavisi ile 

P. aeruginosa kolonizasyonunun önlenmesini amaçlanmaktadır. Bu doğrultuda MRSA 

eradikasyonu için linezolid ve vankomisin ilk tercih edilen antibiyotikler arasında yerini 

almaktadır. Ancak bu antibiyotiklerin uzun dönem kullanımına bağlı ya da altta yatan P. 

aeruginosa gibi ikinci bir patojenden kaynaklı bu ajanlara da sıklıkla direnç gelişmektedir. 

(Chmiel ve ark., 2014; Sherrard ve ark., 2014). P. aeruginosa’nın ilk kolonizasyonunda ise 

inhalasyon ile verilen tobramisin ön sırada tercih edilen antibiyotikler içindedir. Fırsatçı bir 

patojen olmasının yanında, hastane kaynaklı çoklu ilaç direnci gösteren P. aeruginosa’nın 

erken eradikasyonu, kronik enfeksiyon gelişiminin önüne geçilmesi için oldukça önemlidir. 

Ancak her iki patojenin birlikte kolonizasyonu, karşılıklı sinerjistik etkilerle biyofilm 

üretimini artırarak, tobramisine karşı direnç gelişmesini tetiklemektedir (Beaudoin ve ark., 

2017). 

 

Özellikle yetişkin KF hastalarındaki enfeksiyonlarda, birden fazla patojenin etken 

olması ve genelde bu patojenlerin uzun süreli antibiyotik kullanımı, aşırı biyofilm ve virülans 

faktörü üretimi, aerobik veya anaerobik çevresel değişimlere bağlı çoklu ilaç direnci 

göstermeleri tedavi başarısızlığına neden olmaktadır. Bu nedenle bu enfeksiyonlara 

yaklaşımda standart bir tedavi protolü izlenememektedir (Magalhães ve ark., 2017). 
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3. GEREÇ ve YÖNTEMLER 

 

3.1. Gereçler 

 

3.1.1. Besiyerleri 

 

Mueller Hinton Sıvı Besiyeri (BioMerieux, Fransa) 

Luria-Bertani Sıvı Besiyeri (BioMerieux, Fransa) 

%5 Koyun Kanlı Agar (BioMerieux, Fransa) 

MacConkey Agar (BioMerieux, Fransa) 

 

3.1.2. Kimyasal maddeler 

 

Vankomisin (Koçak, Türkiye) 

Tobramisin (Nobel, Türkiye) 

Linezolid (Haver, Türkiye) 

Kristal Viyole (Sigma-Aldrich, Almanya) 

Asetik asit %30 (Merck, ABD) 

Ethanol %100  (Merck, ABD) 

Gluteraldehit %2.5 (Sigma-Aldrich, Almanya) 

Fosfat buffer saline (PBS) (Sigma-Aldrich, Almanya) 
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3.1.3. Kullanılan cihazlar 

 

MALDI TOF-MS İdentifikasyon Sistemi (BioMerieux, Fransa) 

Güvenlik Kabini (Heraeus-HERA safe, Türkiye) 

Derin Dondurucu (Arçelik, Türkiye) 

Etüv (Memmert, Almanya) 

Çalkalayıcılı Etüv (Innova 40, New Brunswick, Kanada) 

%5 CO2’li Etüv (Memmert, Almanya) 

Otoklav (Nüve- OT 020, Türkiye) 

Hassas Terazi (Sartorius, Almanya) 

Buzdolabı (Arçelik, Türkiye) 

Distile Su Cihazı (NS 108, Nüve, Türkiye) 

Mikroplate Okuyucu (Synergy H1, Biotek, Amerika) 

Magna Lyser Cihazı (Roche, Almanya) 

Su Banyosu Cihazı (Nüve, Türkiye) 

Santrifüj (Eppendorf, Almanya) 

Vorteks Cihazı (IKA, Amerika) 

Taramalı Elektron Mikroskobu (EVO MA10, Zeiss , Almanya) 

Hücre Dansitometre Cihazı (BioMerieux, Fransa) 

0.22 µm disposable filtre (Hawach, Çin)  
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3.2. Bakteri İzolatlarının Belirlenmesi 

 

Bu çalışmada, Marmara Üniversitesi Pendik Eğitim ve Araştırma Hastanesi’nde 2015-

2017 yıllarında, KF hastalarının rutin mikrobiyoloji tetkikleri için laboratuvara gönderilen, 

balgam örneklerinde polimikrobiyal olarak üretilmiş 9 P. aeruginosa ve 9 metisilin dirençli 

Staphylococcus aureus (MRSA) izolatı kullanıldı. Belirlenen kökenler hastanemiz stok 

kolleksiyonundan çıkarılarak, tür düzeyinde doğrulama yapıldı ve proje çalışmasında 

kullanılıncaya kadar skim-milk besiyerinde -80
 o
C’de saklandı. 

 

Bu klinik patojenlerin dışında, standart bakteri kökenlerinin de birbirleri üzerindeki ve 

çalışmaya alınan klinik patojenler üzerindeki etkilerini görebilmek için, Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 29213 ve MRSA ATCC 43300 

kökenleri bu çalışmaya dahil edildi. 

 

3.3. Bakterilerin İdentifikasyonu 

 

Dondurucuda -80
o
C’de saklanan örnekler çıkarıldı ve P.aeruginosa  suşları 

MacConkey agara, MRSA suşları da %5 koyun kanlı agara ekim yapılarak, 37
o
C etüvde 24 

saat inkübasyona bırakıldı. İşlem iki kez tekrarlandı.  

 

İnkübasyon sonrası elde edilen koloniler, MALDI-TOF MS İdentifikasyon Sistemi 

(BioMerieux, Fransa) cihazında işleme alınarak, tür bazında tanımlamaları tekrarlandı ve 

doğrulandı. Bu işlem için kısaca, koloniden alınan örnek cihaza ait  metal plak üzerine 

yayılıp, üzerine matriks solüsyonu eklenerek havada kurutuldu. Cihaza yüklenen örnekler, 

lazer vuruşlarıyla proteinlerine parçalanarak oluşan pikler, cihaz veri tabanında yer alan data 

ile karşılaştırılarak sonuçlar elde edildi. S.aureus izolatlarında metisilin direnci, sefoksitin 

disk difuzyon testi ile belirlenerek, bu izolatların MRSA olduğu da doğrulandı. 
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3.4. Klinik İzolatlardan Çeşitli Hücre Fraksiyonlarının Hazırlanması 

 

Proje dahilindeki tüm bakteri izolatları ve standart suşların her birininin agar 

besiyerlerinden alınan tek kolonisi, Luria-Bertani (LB) sıvı besiyeri içerisine inoküle edildi ve 

37℃’de çalkalayıcı inkübatörde 14 saat 220 rpm’de üremeye kaldırıldı. Ertesi gün tüpler 

10.000 rpm’de 15 dakika santrifüjlendi ve süpernatant kısmı atıldıktan sonra, pellet üç kez 

steril PBS ile yıkandı. Daha sonra örneklerden hücre dansitometre cihazı (Biomerieux, 

Fransa) kullanılarak 0.5 McFarland (yaklaşık 1x10
8
 cfu/mL) bakteri süspansiyonları 

hazırlandı. Her bir süspansiyon 1/100 oranında LB sıvı besiyeri içeren dört tüpe inoküle 

edilerek %5 CO2’li inkübatöre kaldırıldı. 

 

Birinci tüp, 8 saat inkübasyon sonrası 10.000 rpm’de 15 dakika santrifüjlendi ve 

süpernatant kısmı toplandı. Süpernatant 0.22 µm tek kullanımlık filtreden geçirilerek, steril 

falkon tüpe aktarıldı. Elde edilen ürün 8s süpernatant (8s SN) olarak etiketlendi. 

 

İkinci tüp, 24 saat inkübasyon sonrası 10.000 rpm de 15 dakika santrifüjlendi ve 

süpernatant kısmı ayrıştırıldı. Süpernatant 0.22 µm tek kullanımlık filtreden geçirilerek, steril 

falkon tüpe aktarıldı. Elde edilen ürün 24s süpernatant (24s SN) olarak etiketlendi. 

 

Üçüncü tüp, 18 saat inkübasyon sonrası 10.000 rpm de 15 dakika santrifüjlenerek 

bakteriler ayrıştırıldı. Bakteriler boncuklu tüplere alınarak Magna Lyser (Roche, Almanya) 

cihazında 99 saniye 7000 rpm’de mekanik lizise uğratıldı. Ürün steril falkon tüp içerisine 

aktarıldı ve bakteri lizatı olarak etiketlendi. Lizis kontrol işlemi için üründen alınan örnek, 

kanlı agar besiyerine ekim yapılarak sterilite ve lizis doğrulandı. 

 

Dördüncü tüp, 18 saat inkübasyon sonrası 10.000 rpm’de 15 dakika santrifüjlenerek 

bakteriler ayrıştırıldı. Elde edilen bakteri hücreleri 60
 o

C su banyosunda 30 dakika 

bekletilerek hücreler öldürüldü. Ürün steril falkon tüp içerisine aktarıldı ve ölü bakteri olarak 

etiketlendi. Kontrol için üründen alınan örnek, kanlı agar besiyerine ekim yapılarak sterilite 

doğrulandı.  

 

Etiketlenen tüm ürünler çalışmaya kadar -20
 o
C’de saklandı. 
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3.5. Klinik İzolatlar Arasındaki Etkileşimlerin Üreme Üzerindeki Etkisinin 

Araştırılması 

  

Klinik Pseudomonas aeruginosa izolatları, tek başına, birlikte izole edilmiş klinik 

MRSA suşları ve MRSA ATCC 43300’den hazırlanmış 8s ve 24s kültür süpernatantları, 

bakteri lizatı ve ölü bakteri suspansiyonlarının herbiriyle ayrı ayrı olacak şekilde, LB sıvı 

besiyerinde 96 kuyucuklu mikroplaklar içerisinde inoküle edilerek (1:1, v/v) 37
 o

C 220 rpm 

çalkalayıcı etüvde inkübasyona bırakıldı. Bakteri üreme durumu, besiyerinin 0, 4, 8, 12 ve 24. 

saatlerde 600 nm dalga boyunda mikroplak okuyucuda absorbans ölçümü ile belirlendi. 

Yukarıda belirtilen işlemler, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 kökeni için MRSA 

ATCC 43300’den hazırlanan ürünler kullanılarak da yapıldı. 

 

Klinik MRSA izolatları, tek başına, birlikte izole edilmiş klinik P.aeruginosa suşları 

ve P.aeruginosa ATCC 27853’den hazırlanmış 8s ve 24s kültür süpernatantları, bakteri lizatı 

ve ölü bakteri suspansiyonlarının herbiriyle ayrı ayrı olacak şekilde, LB sıvı besiyerinde 96 

kuyucuklu mikroplaklar içerisinde inoküle edilerek (1:1, v/v) 37
 o

C 220 rpm çalkalayıcı 

etüvde inkübasyona bırakıldı. Bakteri üreme durumu, besiyerinin 0, 4, 8, 12 ve 24. saatlerde 

mikroplak okuyucuda 600 nm dalga boyunda absorbans ölçümü ile belirlendi. Yukarıda 

belirtilen işlemler, MRSA ATCC 43300 kökeni için P.aeruginosa ATCC 27853’den 

hazırlanan ürünler kullanılarak da yapıldı. 

 

 

Şekil 7 Klinik izolatlar arasındaki etkileşimlerin üreme üzerindeki etkisi 
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3.6. Klinik İzolatlar Arasındaki Etkileşimlerin Biyofilm Üretimi Üzerindeki Etkisinin 

Araştırılması 

 

Klinik P.aeruginosa izolatları, tek başına, birlikte izole edilmiş klinik MRSA suşları 

ve MRSA ATCC 43300’den hazırlanmış 8s ve 24s kültür süpernatantları, bakteri lizatı ve ölü 

bakteri suspansiyonların herbiriyle ayrı ayrı olacak şekilde, LB sıvı besiyeri içerisine inoküle 

edilerek (1:1, v/v) 96 kuyucuklu düz tabanlı mikroplaklarda 37
 o

C 220 rpm çalkalayıcı etüvde 

48 saat inkubasyona bırakılarak biyofilm üretimine teşvik edildi. Üretilen biyofilm miktarını 

belirlemek için kristal viyole (Sigma-Aldrich, Almanya) boyama işlemi gerçekleştirildi.  

Boyama sonrasında mikroplak okuyucuda 550 nm dalga boyunda absorbans ölçümü ile 

biyofilm miktarı saptandı. Yukarıda belirtilen işlemler, P. aeruginosa ATCC 27853 kökeni 

için MRSA ATCC 43300’den hazırlanan ürünler kullanılarak da yapıldı. 

 

Klinik MRSA izolatları, tek başına, birlikte izole edilmiş klinik P.aeruginosa suşları 

ve P. aeruginosa ATCC 27853’den hazırlanmış 8s ve 24s kültür süpernatantları, bakteri lizatı 

ve ölü bakteri suspansiyonların herbiriyle ayrı ayrı olacak şekilde, LB sıvı besiyeri içerisine 

inoküle edilerek (1:1, v/v) 96 kuyucuklu düz tabanlı mikroplaklarda 37
 o

C’de 220 rpm 

çalkalayıcı etüvde 48 saat inkübasyona bırakılarak biyofilm üretimine teşvik edildi. Üretilen 

biyofilm miktarını belirlemek için kristal viyole (Sigma-Aldrich, Almanya) boyama işlemi 

(bkz. 3.6.1) gerçekleştirildi (O’Toole, 2011). Boyama sonrasında mikroplak okuyucuda 550 

nm dalga boyunda absorbans ölçümü ile biyofilm miktarı saptandı. Yukarıda belirtilen 

işlemler, MRSA ATCC 43300 kökeni için Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853’den 

hazırlanan ürünler kullanılarak da yapıldı. 
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Şekil 8 Klinik izolatlar arasındaki etkileşimlerin biyofilm üretimi üzerindeki etkisi 

 

3.6.1. Biyofilm tespiti için kristal viyole boyama yöntemi 

 

Kırksekiz saat inkübasyon sonrası mikroplaklar nazikçe sallanarak içindeki sıvı 

tamamen boşaltıldı. Mikroplaklar distile suya bir iki kez daldırılarak yıkama yapıldı. 

Böylelikle içindeki partükül ve tutunamayan hücreler uzaklaştırıldı. Daha sonra mikroplaka 

kuyucukları içerisine, 125 µL %0.1 kristal viyole eklendi. Oda sıcaklığında 15 dakika 

inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrası mikroplaklar tekrar distile suya daldırılarak 

yıkandıktan sonra kağıt havlu üzerinde kuruması sağlandı. Kuruyan mikroplaklardaki her bir 

kuyucuğa 125 µL %30’luk asetik asit (Merck, Almanya) eklendi. 15 dakika oda sıcaklığında 

inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrası her bir kuyucuktan 125 µL alınarak yeni bir 96 

kuyucuklu mikroplakaya aktarıldı. Mikroplak okuyucuda (Synergy H1, Biotek, Amerika) 550 

nm dalga boyunda okutuldu. Çalışmada kör olarak %30’luk asetik asit kullanıldı.  

 

3.7. Klinik İzolatlar Arasındaki Etkileşimlerin Biyofilm Üretimi Üzerindeki Etkisinin 

Taramalı Elektron Mikroskopi (SEM) ile Araştırılması 

 

Klinik P.aeruginosa ve MRSA izolatlarının biyofilm çalışmalarında elde edilen sonuçları 

dikkate alınarak, 8s ve 24s süpernatantlarının varlığında en yüksek oranda biyofilm üreten 

ikişer köken belirlenerek çalışmaya dahil edildi. Kökenler bir gün önce uygun agar 

besiyerlerine ekildi. 
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 Kolonilerden alınarak LB sıvı besiyeri içerisinde hücre dansitometre cihazında 0.5 

MacFarland bakteri süspansiyonları (1x10
8
 cfu/mL) hazırlandı. Süspansiyonlar LB sıvı 

besiyeri içerisinde 1/100 oranında sulandırıldı. Çalışmaya alınan kökenlerle birlikte izole 

edilen bakterilere ait 8s ve 24s süpernatantları -20
 o

C’den çıkarılarak oda sıcaklığında 

çözüldü. Seçilen örnekler tek başına ve birlikte izole edilen izolatın 8s ve 24s süpernatantı ile 

birlikte 6 kuyucuklu mikroplak içerisine 1:1, v/v oranında karıştırıldı. Elektron 

mikroskobunda inceleme için her bir kuyucuğa steril lamel yerleştirildi. Mikroplak %5 CO2’li 

etüvde 37
 o

C’de 24 saat inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrası lameller penset ile 

kuyucuklardan alınarak, yeni bir steril 6 kuyucuklu mikroplak içerisine aktarıldı. İlk 

basamakta PBS ile yıkanarak ölü ve tutunamayan hücreler uzaklaştırıldı. Tespit işlemi için her 

bir kuyucuğa 1.5 mL %2.5 gluteraldehit eklendi ve 1 saat oda sıcaklığında inkübasyona 

bırakıldı. Daha sonra sırasıyla %30-%50-%70-%90 etanol serilerinde oda ısısında 3’er dakika 

bekletildi. Son aşamada lameller oda ısısında 24 saat kurumaya bırakıldı. Tüm bu işlemlerin 

ardından, bakterilerin morfolojik yapısının görüntülenmesi için Marmara Üniversitesi 

Teknoloji Fakültesi Metalurji ve Malzeme Mühendisliği bünyesinde bulunan taramalı 

elektron mikroskobunda incelenerek, fotoğraflandı ve analiz edildi. 

 

3.8. Klinik İzolatların Antimikrobiyal Duyarlılıklarının (MİK Saptama) Belirlenmesi 

 

P. aeruginosa suşlarının tobramisin duyarlılığı, MRSA suşlarında ise linezolid ve 

vankomisin duyarlılığı, EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility 

Testing) önerileri doğrultusunda, standart sıvı mikrodilüsyon yöntemiyle MİK değerleri 

belirlenerek saptandı. Kontrol suşları olarak P. aeruginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC 

29213 kullanıldı. Tüm MİK çalışmaları iki tekrarlı yapıldı. 

 

3.8.1. P.aeruginosa izolatlarının tobramisin MİK düzeyinin belirlenmesi 

 

 P.aeruginosa izolatları çalışmadan bir gün önce MacConkey agar besiyerine ekildi ve 

24 saat 37
 o
C’de inkübe edildi. Çalışma öncesi katyonu ayarlanmış Müller Hinton sıvı besiyeri 

(MHB) hazırlandı ve otoklavlandı. Kullanılacak olan antimikrobiyal ajan, tobramisin (potensi 

964 µg/mg) 10 mg olarak tartıldı. 
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 Tobramisin stok derişimi 5120 µg/mL olacak şekilde steril distile su ile sulandırıldı. 

Çalışmada tobramisin konsantrasyonu 256 – 0,125 µg/mL aralığında olacak şekilde 96 

kuyucuklu mikroplaklara 100 µL dağıtıldı. 

 

 P.aeruginosa izolatlarının agar üzerinde tek düşen kolonilerinden alınan örneklerden 

hücre dansitometre cihazında (BioMerieux, Fransa) 0.5 McFarland bulanıklığında (1x10
8
 

cfu/mL) bakteri süspansiyonları hazırlandı. Bu süspansiyonlar 1/100 oranında steril besiyeri 

ile sulandırılarak tüm kuyucuklara 100 µL dağıtıldı. Böylelikle mikroplaklardaki son 

tobramisin konsantrasyonu 128-0,064 µg/mL aralığında, bakteri konsantrasyonu ise 5x10
5
 

cfu/mL oldu. Tüm mikroplaklar 37
 o

C de 24 saat inkübasyona bırakıldı. Değerlendirmeler 

EUCAST önerileri doğrultusunda gerçekleştirildi. Çalışmada besiyeri sterilite ve bakteri 

üreme kontrolleri de yapıldı. 

 

3.8.2. MRSA izolatlarının linezolid ve vankomisin MİK düzeyinin belirlenmesi 

 

MRSA izolatları çalışmadan bir gün önce %5 koyun kanlı agar besiyerine ekildi ve 24 

saat 37
 o

C de inkübe edildi. Çalışma öncesi taze MHB hazırlandı ve otoklavlandı. 

Kullanılacak olan antimikrobiyal ajanlar, linezolid (potensi 978 µg/mg) ve vankomisin 

(potensi 960 µg/mg) 16 mg tartılarak, başlangıç konsantrasyonundan 10 kat fazla olacak 

şekilde stok derişimleri hazırlandı. Çalışmada her iki ajanın konsantrasyonu 256 – 0,125 

µg/mL aralığında olacak şekilde 96 kuyucuklu mikroplaklara 100 µL dağıtıldı. MRSA 

izolatlarından hücre dansitometre cihazında (BioMerieux, Fransa) 0.5 McFarland 

bulanıklığında (1x10
8
 cfu/mL) bakteri süspansiyonları hazırlandı. Bu süspansiyonlar 1/100 

oranında steril besiyeri ile sulandırılarak tüm kuyucuklara 100 µL dağıtıldı. Böylelikle 

mikroplaklarda linezolid ve vankomisin son konsantrasyonu 128-0,064 µg/mL aralığında, 

bakteri konsantrasyonu ise 5x10
5
 cfu/mL oldu. Tüm mikroplaklar 37

 o
C’de 24 saat 

inkübasyona bırakıldı. Değerlendirmeler EUCAST önerileri doğrultusunda gerçekleştirildi. 

Çalışmada besiyeri strerilite ve bakteri üreme kontrolleri de yapıldı.  
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3.9. Klinik İzolatlar Arasındaki Etkileşimlerin Antibiyotik Duyarlılığına Etkisinin 

Araştırılması 

 

Projede balgam örneklerinden birlikte izole edilen izolatların arasındaki etkileşimlerin 

MİK değerleri üzerindeki etkilerini belirlemede, birlikte izole edilen suşun 24s süpernatantı 

kullanıldı. Ayrıca klinik kökenler üzerinde standart kökenin etkisini belirlemek için 

P.aeruginosa ATCC 27853 24s süpernatantı ile MRSA ATCC 43300 24s süpernatantı da 

çalışmaya dahil edildi. 

 

Çalışmalarda kontrol kökeni olarak P.aeruginosa ATCC 27853 ve S.aureus ATCC 

29213 kullanıldı. Tüm çalışma iki tekrarlı olarak yapıldı. Çalışmada sıvı mikrodilüsyon 

yöntemi kullanıldı. Değerlendirme EUCAST kriterlerine göre yapıldı. 

 

 

Şekil 9 Klinik izolatlar arasındaki etkileşimlerin antibiyotik duyarlılığına etkisi 

 

3.9.1. Klinik Pseudomanas aeruginosa izolatlarında MİK değişiminin araştırılması 

 

İzolatlar MacConkey besiyerinde üretildi. Hazırlanan tobramisin stok çözeltisi (5120 

µg/mL) ile birlikte izole edilen klinik MRSA ve MRSA ATCC 43300 24s süpernatantları -

20℃’den çıkarılarak oda ısısında çözüldü. Her bir klinik izolat için birlikte izole edilen suşun 

ve MRSA ATCC 43300 kökeninin süpernatantlarından 50 µL alınarak 96 kuyucuklu 

mikroplakların ilgili kuyucuklarına pipetlendi. 
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 Tobramisin stok çözeltisi seri dilüsyon yöntemi ile steril MHB besiyeri içerisinde 

sulandırılarak 512-0.256 µg/mL konsantrasyonları elde edildi. Her bir konsantrasyondan 50 

µL alınarak tüm kuyucuklara eklendi. Son konsantrasyon 256-0.125 µg/mL indirgendi. 

MacConkey besiyerinde üremiş olan P.aeruginosa izolatlarından hücre dansitometre 

cihazında (BioMerieux, Fransa) 0.5 McFarland bulanıklığında (1x10
8
 cfu/mL) bakteri 

süspansiyonları hazırlandı. Bu süspansiyonlar 1/100 oranında steril besiyeri ile sulandırılarak 

1x10
6
 cfu/mL süspansiyon elde edildi ve tüm kuyucuklara 100 µL dağıtıldı. Böylece 

tobramisin son konsantrasyonu 128-0,064 µg/mL aralığında ve bakteri konsantrasyonu 5x10
5
 

cfu/mL olarak elde edildi. Çalışmada besiyeri sterilite ve bakteri üreme kontrolleri de yapıldı.  

 

3.9.2. Klinik MRSA izolatlarında MİK değişiminin araştırılması 

 

İzolatların %5 koyun kanlı agar besiyerinde üretildi. Hazırlanan vankomisin ve 

linezolid stok çözeltileri (5120 µg/mL) ile birlikte izole edilen klinik P.aeruginosa ve 

P.aeruginosa ATCC 27853 24s süpernatantları -20
 o

C’den çıkarılarak oda ısısında çözüldü. 

Her bir klinik izolat için birlikte izole edilen suşun ve P.aeruginosa ATCC 27853 kökeninin 

süpernatantlarından 50 µL alınarak 96 kuyucuklu mikroplakların ilgili kuyucuklarına 

pipetlendi. Linezolid ve vankomisin stok çözeltisi seri dilüsyon yöntemi ile steril MHB 

besiyeri içerisinde sulandırılarak 512-0.256 µg/mL konsantrasyonları elde edildi. Her bir 

konsantrasyondan 50 µL alınarak tüm kuyucuklara eklendi. Böylece antibiyotiklerin son 

konsantrasyonu 256-0.125 aralığına indirgendi. %5 koyun kanlı agar besiyerinde üremiş olan 

MRSA izolatlarından hücre dansitometre cihazında (BioMerieux, Fransa) 0.5 McFarland 

bulanıklığında (1x10
8
 cfu/mL) bakteri süspansiyonları hazırlandı. Bu süspansiyonlar 1/100 

oranında steril besiyeri ile sulandırılarak 1x10
6
 cfu/mL süspansiyon elde edildi ve tüm 

kuyucuklara 100 µL dağıtıldı. Böylece linezolid ve vankomisin son konsantrasyonu 128-

0,064 µg/mL aralığında ve bakteri konsantrasyonu 5x10
5
 cfu/mL olarak elde edildi. 

Çalışmada besiyeri sterilite ve bakteri üreme kontrolleri yapıldı. 

 

3.10. İstatistiksel Analiz 

Kategorik değişkenlerin ilişkilendirilmesinde ki-kare analizi kullanılmıştır. Veriler Microsoft 

Excel 2013 programı (Microsoft, Redmond,WA) ile değerlendirilmiştir. Anlamlılık değeri 

p<0.05 olarak kabul edilmiştir. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. Klinik İzolatların Üreme Değerleri 

 

Çalışmaya alınan dokuz çift klinik P.aeruginosa ve S.aureus kökeninin, 37°C’de 

inkübasyon sürecinde, 0, 4, 8, 12, ve 24. saatlerindeki üremelerine ait spektrofotometrik 

ölçüm (OD 600 nm) ile elde edilen değerler Tablo 1’de gösterilmiştir. Tüm izolatların 

logaritmik olarak üreme gösterdiği belirlenmiştir. 

 

Tablo 1. Klinik izolatların monokültürde üreme değerleri (OD 600 nm)  

 

* PSE ATCC 27853: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

# MRSA ATCC 43300: Staphylococcus aureus ATCC 43300 

 

 

 

 

 

 

  

 0.SAAT 4. SAAT 8. SAAT 12. SAAT 24. SAAT 
Klinik P.aeruginosa 
kökenleri 

     

PSE 1094 0,004 0,003 0,0065 0,0795 0,954 
PSE 614 0,0025 0,0015 0,0025 0,063 0,724 
PSE 1368 0,0015 0,0005 0,0035 0,077 0,731 
PSE 809 0,002 0,001 0,008 0,31 0,62 
PSE 1556 0,004 0,0025 0,0095 0,1715 0,702 
PSE 1332 0,0015 0,0005 0,004 0,1385 0,977 
PSE 246 0,0025 0,0015 0,0045 0,0615 0,464 
PSE 571 0,004 0,0035 0,0065 0,2035 0,7885 
PSE 1082 0,002 0,0015 0,002 0,047 1,006 
*PSE ATCC 27853 0,0025 0,002 0,0075 0,2075 0,8905 

Klinik S.aureus kökenleri      

SA 1070 0,0065 0,029 0,313 0,7 1,1295 
SA 563 0,002 0,0595 0,334 0,5195 1,0385 
SA 1210 0,001 0,068 0,3115 0,4895 0,7525 
SA 775 0,002 0,0115 0,28 0,446 0,984 
SA 1314 0,005 0,0665 0,294 0,5605 0,733 
SA 1157 0,0025 0,002 0,012 0,1645 0,3535 
SA 254 0,002 0,0435 0,285 0,4075 0,6645 
SA 539 0,0005 0,003 0,153 0,393 0,856 
SA 995 0,001 0,0015 0,011 0,2105 0,4385 

#MRSA ATCC 43300 0,001 0,002 0,043 0,3025 0,648 
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Her iki grup klinik izolatın, birlikte izole edilen ve standart kökenden elde edilen 8s 

süpernatantla beraber inkübasyonu sürecinde, 0, 4, 8, 12, ve 24. saatlerindeki üremelere ait 

spektrofotometrik ölçüm (600 nm) ile elde edilen değerler Tablo 2’de gösterilmiştir. 

Çalışmada 8s süpernatantların bakteri üremesi üzerindeki etkisi incelendiğinde, P.aeruginosa 

üremesini % 8.6 baskıladığı, S.aureus üremesini ise % 10.6 baskıladığı belirlenmiştir. 

Tablo 2 Klinik izolatların 8s süpernatantı (8s SN) varlığında üreme değerleri (OD 600 nm) 

 

 0.SAAT 4. SAAT 8. SAAT 12. SAAT 24. SAAT 

Klinik P.aeruginosa kökenleri      

PSE 1094+SA 1070 SN 0,001 0,0005 0,001 0,0595 0,867 
PSE 1094+MRSA ATCC43300 SN 0,0015 0,0005 0,003 0,128 0,8125 
PSE 614+SA 563 SN 0,0005 0,001 0,001 0,0575 0,7495 
PSE 614+MRSA ATCC43300 SN 0,0025 0,0015 0,0035 0,08 0,812 
PSE 1368+SA 1210 SN 0,0005 0,0005 0,0015 0,083 0,5795 
PSE 1368+MRSA ATCC43300 SN 0,001 0,0005 0,0025 0,11 0,6345 
PSE 809+SA 775 SN 0,001 0,0015 0,002 0,1265 0,694 
PSE 809+MRSA ATCC43300 SN 0,001 0,0005 0,0045 0,199 0,703 
PSE 1556+SA 1314 SN 0,001 0,0005 0,002 0,1805 0,773 
PSE 1556+MRSA ATCC43300 SN 0,001 0,001 0,004 0,17 0,621 
PSE 1332+SA 1157 SN 0,001 0,001 0,001 0,078 0,9565 
PSE 1332+MRSA ATCC43300 SN 0,0015 0,0005 0,002 0,09 0,933 
PSE 246+SA 254 SN 0,001 0,001 0,0005 0,015 0,3645 
PSE 246+MRSA ATCC43300 SN 0,001 0,0005 0,001 0,0575 0,603 
PSE 571+SA 539 SN 0,001 0,001 0,001 0,0635 0,785 
PSE571+MRSA ATCC43300 SN 0,002 0,0015 0,003 0,14 0,613 
PSE 1082+SA 995 SN 0,001 0,001 0,001 0,0115 0,902 
PSE 1082+MRSA ATCC43300 SN 0,002 0,0015 0,0015 0,017 0,9315 
PSE ATCC 27853 + MRSA ATCC 

43300 SN 
0,002 0,003 0,005 0,159 0,9075 

Klinik S.aureus kökenleri      

SA 1070+PSE 1094 SN 0,001 0,007 0,215 0,6875 1,2125 
SA 1070+ PSE ATCC27853 0,0005 0,0095 0,2165 0,426 1,1465 
SA 563+ PSE 614 SN 0,0005 0,027 0,312 0,4285 0,837 
SA 563+ PSE ATCC27853 0,001 0,0255 0,303 0,4315 0,761 
SA 1210+ PSE 1368 SN 0,0015 0,0335 0,263 0,5055 0,8535 
SA-1210+ PSE ATCC27853 0,0005 0,032 0,2875 0,558 0,923 
SA-775+ PSE 809 SN 0,0005 0,003 0,189 0,377 1,111 
SA-775+ PSE ATCC27853 0,001 0,004 0,2365 0,499 1,235 
SA 1314 +PSE 1556 SN 0,0015 0,008 0,176 0,4155 0,649 
SA1314+ PSE ATCC27853 0,002 0,02 0,237 0,481 0,6755 
SA 1157+ PSE 1332 SN 0,0015 0,002 0,0045 0,1035 0,3745 
SA 1157+ PSE ATCC27853 0,002 0,002 0,006 0,105 0,416 
SA 254+ PSE 246 0,0005 0,0145 0,248 0,4355 0,837 
SA 254+ PSE ATCC27853 0,001 0,014 0,2495 0,42 0,7345 
SA 539+ PSE 571 0,0005 0,0005 0,011 0,295 0,9335 
SA 539+ PSE ATCC27853 0,0005 0,0015 0,0995 0,522 0,989 
SA 995+ PSE 1082 SN 0,002 0,002 0,005 0,131 0,4915 
SA 995+ PSE ATCC27853 0,003 0,0025 0,006 0,187 0,6355 
MRSA ATCC 43300 + PSE ATCC 

27853 
0,0015 0,002 0,0205 0,2325 0,7595 
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Her iki grup klinik izolatın, birlikte izole edilen ve standart kökenden elde edilen 24s 

süpernatantla beraber inkübasyonu sürecinde, 0, 4, 8, 12, ve 24. saatlerdeki üremelere ait 

spektrofotometrik ölçüm (600 nm) ile elde edilen değerler Tablo 3’de gösterilmiştir. 24s 

süpernatantların bakteri üremesi üzerindeki etkisi incelendiğinde, kontrole göre P.aeruginosa 

üremesini %9.3, S.aureus üremesini %15.3 artırdığı bulunmuştur. 

 

Tablo 3 Klinik izolatların 24s süpernatantı (24s SN) varlığında üreme değerleri (OD 600 nm) 

 

 0.SAAT 4. SAAT 8. SAAT 12. SAAT 24. SAAT 

Klinik P.aeruginosa kökenleri      
PSE 1094+SA 1070 SN 0,0005 0,002 0,001 0,0525 1,093 
PSE 1094+MRSA ATCC43300 SN 0,001 0,0005 0,002 0,1205 0,8835 
PSE 614+SA 563 SN 0,0005 0,0005 0,001 0,049 0,7405 
PSE 614+MRSA ATCC43300 SN 0,002 0,0015 0,001 0,074 0,7495 
PSE 1368+SA 1210 SN 0,0015 0,001 0,0035 0,0855 0,514 
PSE 1368+MRSA ATCC43300 SN 0,0015 0,0005 0,0025 0,099 0,6025 
PSE 809+SA 775 SN 0,001 0,0005 0,0025 0,174 0,7615 
PSE 809+MRSA ATCC43300 SN 0,0005 0,002 0,003 0,2155 0,6935 
PSE 1556+SA 1314 SN 0,0005 0,002 0,0025 0,1355 0,7545 
PSE 1556+MRSA ATCC43300 SN 0,0015 0,0005 0,0025 0,1575 0,695 
PSE 1332+SA 1157 SN 0,0005 0,0005 0,0005 0,081 1,022 
PSE 1332+MRSA ATCC43300 SN 0,001 0,002 0,0015 0,0885 0,9555 
PSE 246+SA 254 SN 0,0005 0,0005 0,002 0,014 0,517 
PSE 246+MRSA ATCC43300 SN 0,0005 0,0005 0,0005 0,0295 0,741 
PSE 571+SA 539 SN 0,001 0,0005 0,0015 0,134 0,97 
PSE571+MRSA ATCC43300 SN 0,001 0,0005 0,0015 0,146 0,808 
PSE 1082+SA 995 SN 0,0015 0,0015 0,0015 0,0165 1,0165 
PSE 1082+MRSA ATCC43300 SN 0,001 0,001 0,001 0,0135 0,9885 
PSE ATCC 27853 + MRSA ATCC 

43300 SN 
0,001 0,001 0,002 0,169 0,88 

Klinik S.aureus kökenleri      
SA 1070+PSE 1094 SN 0,004 0,0055 0,034 0,259 0,96 
SA 1070+ PSE ATCC27853 0,002 0,0145 0,262 0,3905 1,1565 
SA 563+ PSE 614 SN 0,0145 0,024 0,1505 0,269 0,6595 
SA 563+ PSE ATCC27853 0,002 0,036 0,306 0,448 1,001 
SA 1210+ PSE 1368 SN 0,002 0,0145 0,2395 0,3995 0,8645 
SA-1210+ PSE ATCC27853 0,002 0,05 0,3175 0,515 0,905 
SA-775+ PSE 809 SN 0,0135 0,018 0,022 0,0505 0,5905 
SA-775+ PSE ATCC27853 0,0015 0,0075 0,26 0,473 1,2165 
SA 1314 +PSE 1556 SN 0,0065 0,0095 0,0415 0,296 0,703 
SA1314+ PSE ATCC27853 0,0025 0,026 0,248 0,4595 0,812 
SA 1157+ PSE 1332 SN 0,0065 0,007 0,0075 0,0105 0,3 
SA 1157+ PSE ATCC27853 0,003 0,003 0,0115 0,1905 0,552 
SA 254+ PSE 246 0,002 0,021 0,292 0,399 0,9165 
SA 254+ PSE ATCC27853 0,0035 0,0235 0,3 0,391 0,922 
SA 539+ PSE 571 0,0045 0,0065 0,0065 0,0065 0,0065 
SA 539+ PSE ATCC27853 0,0025 0,005 0,1325 0,366 1,1695 
SA 995+ PSE 1082 SN 0,0055 0,0075 0,009 0,015 0,3435 
SA 995+ PSE ATCC27853 0,0015 0,003 0,01 0,2055 0,656 
MRSA ATCC 43300 + PSE ATCC 

27853 
0,002 0,003 0,0275 0,3 0,957 
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Her iki grup klinik izolatın, birlikte izole edilen ve standart kökenden elde edilen ölü 

bakteri fraksiyonu ile beraber inkübasyonu sürecinde, 0, 4, 8, 12, ve 24. saatlerdeki üremelere 

ait spektrofotometrik ölçüm (600 nm) ile elde edilen değerler Tablo 4’de gösterilmiştir. 

Kontrole göre, ölü bakterinin P.aeruginosa üremesini % 7.2, S.aureus üremesini ise % 30.3 

baskıladığı gözlenmiştir. 

 

Tablo 4 Klinik izolatların Ölü bakteri (ÖB) fraksiyonu varlığında üreme değerleri (OD 600 

nm) 

 0.SAAT 4. SAAT 8. SAAT 12. SAAT 24. SAAT 
Klinik P.aeruginosa 
kökenleri 

     

PSE 1094+SA 1070 ÖB 0,0035 0,003 0,0045 0,058 0,9855 
PSE 1094+MRSA ATCC43300 ÖB 0,002 0,001 0,0025 0,0975 0,8355 
PSE 614+SA 563 ÖB 0,0005 0,001 0,0005 0,0675 0,717 
PSE 614+MRSA ATCC43300 ÖB 0,002 0,001 0,0015 0,061 0,811 
PSE 1368+SA 1210 ÖB 0,001 0,001 0,002 0,075 0,543 
PSE 1368+MRSA ATCC43300 ÖB 0,002 0,0015 0,0035 0,073 0,5105 
PSE 809+SA 775 ÖB 0,001 0,0005 0,009 0,1875 0,6495 
PSE 809+MRSA ATCC43300 ÖB 0,004 0,003 0,007 0,1635 0,629 
PSE 1556+SA 1314 ÖB 0,002 0,0015 0,0055 0,179 0,892 
PSE 1556+MRSA ATCC43300 ÖB 0,001 0,0005 0,0035 0,1585 0,7115 
PSE 1332+SA 1157 ÖB 0,0015 0,0005 0,0025 0,118 0,8875 
PSE 1332+MRSA ATCC43300 ÖB 0,0015 0,0005 0,002 0,1105 0,9755 
PSE 246+SA 254 ÖB 0,001 0,0005 0,0015 0,052 0,4515 
PSE 246+MRSA ATCC43300 ÖB 0,001 0,001 0,001 0,0495 0,4475 
PSE 571+SA 539 ÖB 0,002 0,002 0,0025 0,1355 0,893 
PSE571+MRSA ATCC43300 ÖB 0,002 0,002 0,003 0,122 0,746 
PSE 1082+SA 995 ÖB 0,002 0,0015 0,0015 0,016 0,9085 
PSE 1082+MRSA ATCC43300 ÖB 0,002 0,0015 0,0015 0,013 0,9495 
PSE ATCC 27853 + MRSA ATCC 
43300 ÖB 

0,0025 0,005 0,007 0,1585 0,971 

Klinik S.aureus kökenleri      
SA 1070+PSE 1094 ÖB 0,002 0,013 0,2455 0,5445 1,0705 
SA 1070+ PSE ATCC27853 0,002 0,011 0,2245 0,411 0,9295 
SA 563+ PSE 614 ÖB 0,0015 0,0245 0,277 0,4195 0,8025 
SA 563+ PSE ATCC27853 0,0055 0,028 0,2785 0,418 0,849 
SA 1210+ PSE 1368 ÖB 0,002 0,015 0,211 0,4245 0,77 
SA-1210+ PSE ATCC27853 0,008 0,04 0,265 0,4535 0,692 
SA-775+ PSE 809 ÖB 0,001 0,0035 0,192 0,3715 0,783 
SA-775+ PSE ATCC27853 0,0015 0,005 0,2475 0,427 0,886 
SA 1314 +PSE 1556 ÖB 0,0025 0,021 0,248 0,5445 0,6985 
SA1314+ PSE ATCC27853 0,002 0,022 0,2435 0,3745 0,4945 
SA 1157+ PSE 1332 ÖB 0,003 0,002 0,002 0,002 0,0495 
SA 1157+ PSE ATCC27853 0,0015 0,0005 0,005 0,1025 0,255 
SA 254+ PSE 246 0,002 0,001 0,0015 0,0015 0,1125 
SA 254+ PSE ATCC27853 0,002 0,0165 0,242 0,374 0,5895 
SA 539+ PSE 571 0,002 0,002 0,035 0,3045 0,674 
SA 539+ PSE ATCC27853 0,001 0,0045 0,1235 0,49 0,7785 
SA 995+ PSE 1082 ÖB 0,0015 0,002 0,0055 0,138 0,381 
SA 995+ PSE ATCC27853 0,0015 0,002 0,006 0,144 0,344 
MRSA ATCC 43300 + PSE ATCC 

27853 ÖB 
0,0025 0,0025 0,0145 0,1665 0,5855 
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Her iki grup klinik izolatın, birlikte izole edilen ve standart kökenden elde edilen bakteri 

lizatı fraksiyonu ile beraber inkübasyonu sürecinde, 0, 4, 8, 12, ve 24. saatlerdeki üremelere 

ait spektrofotometrik ölçüm (600 nm) ile elde edilen değerler Tablo 5’de gösterilmiştir. 

Kontrole göre, bakteri lizatının P.aeruginosa kökenlerinin üremesini %7.7, S.aureus 

kökenlerinin üremesini ise % 12.1 baskıladığı anlaşılmıştır. 

Tablo 5 Klinik izolatların Bakteri lizatı (BL) fraksiyonu varlığında üreme değerleri (OD 600 

nm) 

 

 0.SAAT 4. SAAT 8. SAAT 12. SAAT 24. SAAT 
Klinik P.aeruginosa kökenleri      
PSE 1094+SA 1070 BL 0,0115 0,0125 0,003 0,1605 0,8535 
PSE 1094+MRSA ATCC43300 BL 0,009 0,009 0,007 0,1105 0,911 
PSE 614+SA 563 BL 0,0255 0,026 0,0275 0,0895 0,801 
PSE 614+MRSA ATCC43300 BL 0,01 0,02 0,002 0,113 0,836 
PSE 1368+SA 1210 BL 0,0015 0,006 0,0005 0,1595 0,6505 
PSE 1368+MRSA ATCC43300 BL 0,0085 0,012 0,015 0,104 0,648 
PSE 809+SA 775 BL 0,007 0,012 0,0125 0,1725 0,76 
PSE 809+MRSA ATCC43300 BL 0,006 0,001 0,001 0,261 0,8335 
PSE 1556+SA 1314 BL 0,001 0,0025 0,003 0,1785 1,103 
PSE 1556+MRSA ATCC43300 BL 0,001 0,002 0,01 0,1515 0,9485 
PSE 1332+SA 1157 BL 0,007 0,0055 0,0045 0,0895 0,9105 
PSE 1332+MRSA ATCC43300 BL 0,0095 0,012 0,02 0,101 1,0075 
PSE 246+SA 254 BL 0,022 0,021 0,02 0,066 0,539 
PSE 246+MRSA ATCC43300 BL 0,0085 0,014 0,0115 0,074 0,4725 
PSE 571+SA 539 BL 0,034 0,0345 0,031 0,169 0,7035 
PSE571+MRSA ATCC43300 BL 0,001 0,008 0,0105 0,149 0,956 
PSE 1082+SA 995 BL 0,014 0,014 0,0125 0,049 0,8495 
PSE 1082+MRSA ATCC43300 BL 0,001 0,006 0,011 0,0315 1,083 
PSE ATCC27853+MRSA ATCC43300 
BL 

0,006 0,0095 0,008 0,1845 0,9475 

Klinik S.aureus kökenleri      
SA 1070+PSE 1094 BL 0,003 0,0095 0,2175 0,442 0,9935 
SA 1070+ PSE ATCC 27853 BL 0,0085 0,0095 0,174 0,3515 0,775 
SA 563+ PSE 614 BL 0,0075 0,0235 0,2645 0,4115 0,768 
SA 563+ PSE ATCC 27853 BL 0,0075 0,0235 0,239 0,356 0,774 
SA 1210+ PSE 1368 BL 0,0005 0,0365 0,2425 0,391 0,7295 
SA-1210+ PSE ATCC 27853 BL 0,0065 0,031 0,226 0,37 0,742 
SA-775+ PSE 809 BL 0,0035 0,01 0,172 0,344 0,887 
SA-775+ PSE ATCC 27853 BL 0,005 0,0065 0,175 0,385 0,7825 
SA 1314 +PSE 1556 BL 0,016 0,0115 0,2575 0,4295 0,6305 
SA1314+ PSE ATCC 27853 BL 0,0095 0,0075 0,2105 0,353 0,5565 
SA 1157+ PSE 1332 BL 0,001 0,0017 0,012 0,0905 0,711 
SA 1157+ PSE ATCC 27853 BL 0,0045 0,0015 0,0065 0,0985 0,5865 
SA 254+ PSE 246 0,013 0,017 0,1915 0,309 0,6305 
SA 254+ PSE ATCC 27853 BL 0,011 0,013 0,194 0,309 0,5605 
SA 539+ PSE 571 0,0195 0,018 0,059 0,2825 0,5925 
SA 539+ PSE ATCC 27853 BL 0,0165 0,0015 0,1 0,3115 0,6275 
SA 995+ PSE 1082 BL 0,02 0,015 0,0115 0,1355 0,659 
SA 995+ PSE ATCC 27853 BL 0,001 0,0085 0,02 0,1035 0,3985 
MRSA ATCC43300+ PSE 
ATCC27853 BL 

0,001 0,004 0,02 0,0895 0,2685 
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Çalışmaya alınan S. aureus ve P. aeruginosa klinik izolatlarının, hazırlanan farklı 

fraksiyonların varlığında üremelerindeki kontrole göre saptanan değişimler Şekil 10, 11, 12, 

13’de gösterilmiştir. Hesaplamalarda her bir fraksiyon varlığında saptanan 24.saat 

spektrofotometrik ölçümlerin ortalaması alınmış ve kontrole göre (izolatın tek başına 

üremesinde elde edilen ölçüm değeri) oluşan fark (%) bulunmuştur. 

 

 

Şekil 10 P. aeruginosa’dan elde edilen 24s süpernatant, 8s süpernatant, bakteri lizatı ve ölü 

bakteri fraksiyonlarının S. aureus izolatlarının üremesi üzerindeki etkileri 
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Şekil 11 S. aureus kökenlerinin tek başına, birlikte izole edilen ve standart P. aeruginosa 24s 

SN varlığında üreme değerlerinin karşılaştırılması 
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Şekil 12 S. aureus’dan elde edilen 24s süpernatant, 8s süpernatant, bakteri lizatı ve ölü bakteri 

fraksiyonlarının P. aeruginosa izolatlarının üremesi üzerindeki etkileri 
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Şekil 13 P. aeruginosa kökenlerinin tek başına, birlikte izole edilen ve standart S. aureus 24s 

SN varlığında üreme değerlerinin karşılaştırılması 
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4.2. Klinik İzolatların Biyofilm Üretimi 

 

Çalışmaya alınan dokuz çift klinik P. aeruginosa ve S. aureus kökeninin, 37C’de 48 

saat inkübasyon sonrası saptanan biyofilm üretimlerine ait spektrofotometrik ölçüm ile (OD 

550 nm) elde edilen değerler Tablo 6’de gösterilmiştir. 

 

               Tablo 6 Klinik izolatların biyofilm üretim değerleri (48s, OD: 550 nm) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                              * PSE ATCC 

27853: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

                                    # MRSA ATCC 43300: Staphylococcus aureus ATCC 43300 

 

Klinik P. aeruginosa izolatlarının, birlikte izole edilen ve standart S. aureus 

kökenlerinden hazırlanan hücre fraksiyonları (8s SN, 24s SN, ölü bakteri, bakteri lizatı) 

varlığında saptanan biyofilm üretimlerine (48 saat inkübasyon sonrası) ait spektrofotometrik 

ölçüm (550 nm) ile elde edilen değerler Tablo.7’de gösterilmiştir.  

 

 

 

 

 Biyofilm 

Klinik P. aeruginosa 
kökenleri 

          OD 550 nm 

PSE 1094 2,292 
PSE 614 0,937 
PSE 1368 0,147 
PSE 809 1,243 
PSE 1556 >4 
PSE 1332 0,533 
PSE 246 0,603 
PSE 571 >4 
PSE 1082 1,659 
*PSE ATCC 27853 1,606 

Klinik S. aureus kökenleri  

SA 1070 1,559 
SA 563 0,2135 
SA 1210 0,3295 
SA 775 0,712 
SA 1314 0,107 
SA 1157 0,886 
SA 254 0,639 
SA 539 0,218 
SA 995 0,8925 
#MRSA ATCC 43300 0,8585 
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Tablo 7. Klinik P.aeruginosa izolatlarının, birlikte izole edilen ve standart S. aureus 

kökenlerinden hazırlanan çeşitli hücre fraksiyonları varlığında biyofilm üretim değerleri 

 

 

Yukarıdaki veriler incelendiğinde, S. aureus’tan hazırlanan 24s süpernatant, 8s 

süpernatant ve ölü bakteri fraksiyonlarının klinik P.aeruginosa kökenlerinin biyofilm 

üretimini, kontrole göre sırasıyla, %239.6, %79.9 ve %66.5 oranında artırdığı, bakteri lizatı 

ürünlerinin ise %32.9 azalttığı saptanmıştır (Şekil 14). Bunun dışında P. aeruginosa’nın tek 

başına, birlikte izole edilen ve standart S. aureus 24s SN varlığındaki üreme değerleri ile 

karşılaştırılmıştır (Şekil 15). 

 

 

 

 

 

 

  

 8s SN 24s SN Ölü Bakteri Bakteri Lizatı 

Klinik P.aeruginosa kökenleri     

PSE 1094+SA 1070 >4 >4 2,18 0,5715 
PSE 1094+MRSA ATCC43300 0,662 0,873 0,9395 0,507 
PSE 614+SA 563 0,203 0,303 0,1665 0,1475 
PSE 614+MRSA ATCC43300 0,1965 1,829 0,1205 0,078 
PSE 1368+SA 1210 0,1565 0,373 0,194 0,148 
PSE 1368+MRSA ATCC43300 0,2995 0,27 0,17 0,118 
PSE 809+SA 775 1,321 3,264 1,2655 0,994 
PSE 809+MRSA ATCC43300 >4 >4 2,243 3,003 
PSE 1556+SA 1314 >4 >4 2,865 0,793 
PSE 1556+MRSA ATCC43300 2,048 2,785 1,934 1,544 
PSE 1332+SA 1157 0,473 0,249 0,806 0,107 
PSE 1332+MRSA ATCC43300 0,6205 0,378 0,721 0,2115 
PSE 246+SA 254 0,7025 1 0,977 0,1895 
PSE 246+MRSA ATCC43300 0,379 0,7865 0,4375 0,394 
PSE 571+SA 539 >4 >4 2,811 >4 
PSE571+MRSA ATCC43300 2,473 3,141 1,662 1,6405 
PSE 1082+SA 995 0,3205 0,2745 0,4905 0,676 
PSE 1082+MRSA ATCC43300 0,312 0,3105 1,35 0,9855 
PSE ATCC27853+MRSA ATCC43300 0,4035 1,274 0,967 0,76 
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Şekil 14 S. aureus’dan elde edilen 24s süpernatant, 8s süpernatant, bakteri lizatı ve ölü bakteri 

fraksiyonlarının P. aeruginosa izolatlarının biyofilm üretimi üzerindeki etkileri 
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Şekil 15 P. aeruginosa kökenlerinin tek başına, birlikte izole edilen ve standart S. aureus 24s 

SN varlığında biyofilm üretim değerlerinin karşılaştırılması 

 

Klinik S. aureus izolatlarının, birlikte izole edilen ve standart P. aeruginosa 

kökenlerinden hazırlanan hücre fraksiyonları (8s SN, 24s SN, ölü bakteri, bakteri lizatı) 

varlığında saptanan biyofilm üretimlerine (48 saat inkübasyon sonrası) ait spektrofotometrik 

ölçüm (550 nm) ile elde edilen değerler Tablo.8’de gösterilmiştir.  
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Tablo 8 Klinik S.aureus izolatlarının, birlikte izole edilen ve standart P. aeruginosa 

kökenlerinden hazırlanan çeşitli hücre fraksiyonları varlığında biyofilm üretimleri 

 

 

Yukarıdaki veriler incelendiğinde, P. aeruginosa’dan hazırlanan 8s süpernatant, 24s 

süpernatant, bakteri lizatı ve ölü bakteri fraksiyonlarının klinik S. aureus kökenlerinin 

biyofilm üretimini, kontrole göre sırasıyla,  %293, %240.6, %203.8 ve %152.1 oranında 

artırdığı saptanmıştır (Şekil 16). Ayrıca S. aureus’un tek başına, birlikte izole edilen ve 

standart P. aeruginosa 8s SN ve 24s SN varlığındaki üreme değerleri ile ayrı ayrı 

karşılaştırılmıştır (Şekil 17-18). 

 

 

 

 

 

 

 

  

 8s SN 24s SN Ölü Bakteri Bakteri Lizatı 

Klinik  S.aureus kökenleri     

SA 1070+ PSE 1094 0,2925 3,495 0,2545 0,6575 
SA 1070+ PSE ATCC27853 1,033 1,852 0,5215 0,814 
SA 563+ PSE 614 1,196 1,2045 3,581 0,247 
SA 563+ PSE ATCC27853 1,259 1,416 0,341 0,847 
SA 1210+ PSE 1368 0,4455 0,636 0,1245 0,3485 
SA-1210+ PSE ATCC27853 0,512 0,12 0,26 0,2555 
SA-775+ PSE 809 0,2985 0,7705 1,191 1,1715 
SA-775+ PSE ATCC27853 3,435 3,956 0,168 0,1965 
SA 1314 +PSE 1556 0,487 0,301 0,1915 0,3895 
SA1314+ PSE ATCC27853 0,33 0,1345 1,1035 0,3705 
SA 1157+ PSE 1332 1,0135 1,6735 0,8735 0,4145 
SA 1157+ PSE ATCC27853 1,119 1,247 1,12 0,4895 
SA 254+ PSE 246 1,4935 0,471 0,916 1,79 
SA 254+ PSE ATCC27853 1,495 0,3935 0,393 1,403 
SA 539+ PSE 571 1,1565 2,023 0,2785 0,467 
SA 539+ PSE ATCC27853 0,7655 2,3185 3,707 1,1975 
SA 995+ PSE 1082 1,726 0,619 1,644 1,5705 
SA 995+ PSE ATCC27853 1,107 0,7485 1,657 0,581 
MRSA ATCC43300+ PSE ATCC27853 0,3475 0,5035 0,877 0,3825 
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Şekil 16 P. aeruginosa’dan elde edilen 8s süpernatant, 24s süpernatant, bakteri lizatı ve ölü 

bakteri fraksiyonlarının S. aureus izolatlarının biyofilm üretimi üzerindeki etkileri 
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Şekil 17 S. aureus kökenlerinin tek başına, birlikte izole edilen ve standart P. aeruginosa 8s 

SN varlığında biyofilm üretim değerlerinin karşılaştırılması 
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Şekil 18 S. aureus kökenlerinin tek başına, birlikte izole edilen ve standart P. aeruginosa 24s 

SN varlığında biyofilm üretim değerlerinin karşılaştırılması 

 

4.3. Biyofilm Üretiminin Taramalı Elektron Mikroskobu (SEM) ile Analizi 

 

Biyofilm çalışmalarında yüksek oranda biyofilm ürettikleri saptanan PSE 1094 ve SA 

1070 no.lu klinik izolatlar SEM analizi ile biyofilm üretimi açısından değerlendirildi. 

İzolatların tek başına ve birlikte izole edilen kökene ait 8s ve 24s süpernatant ile inkübasyon 

sonrası alınan örnekler taramalı elektron mikroskobunda (EVO MA10, Zeiss, Almanya) 2.5-5 

K büyütmede incelenerek fotoğraflandı (Resim 1-6). Fotoğraflar incelendiğinde, her iki 

klinik izolat için 24s süpernatant varlığının, 8s süpernatant ve tek başına inkübasyona göre 

daha yoğun bir biyofilm üretimine yol açtığı gözlenmiştir. 
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Resim 1 Klinik P.aeruginosa (PSE 1094) kökeninin tek başına inkübasyonu sonrası SEM 

görüntüleri (5 K büyütmedeki görünümü). 
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Resim 2 Birlikte izole edilen S.aureus (SA 1070) 8s süpernatantı ile inkübasyonu sonrası 

klinik P.aeruginosa (PSE 1094) kökeninin SEM görüntüleri (5 K büyütmedeki görünümü). 
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Resim 3 Birlikte izole edilen S.aureus (SA 1070) 24s süpernatantı ile inkübasyonu sonrası 

klinik P.aeruginosa (PSE 1094) kökeninin SEM görüntüleri (5 K büyütmedeki görünümü). 
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Resim 4 Klinik S.aureus (SA 1070) kökeninin tek başına inkübasyonu sonrası SEM 

görüntüleri (5 K büyütmedeki görünümü). 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

68 

 

 

Resim 5 Birlikte izole edilen P.aeruginosa (PSE 1096) 8s süpernatantı ile inkübasyonu 

sonrası klinik S.aureus (SA 1070) kökeninin SEM görüntüleri (5 K büyütmedeki 

görünümü). 
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 Resim 6 Birlikte izole edilen P.aeruginosa (PSE 1096) 24s süpernatantı ile inkübasyonu 

sonrası klinik S.aureus (SA 1070) kökeninin SEM görüntüleri (2.50 K büyütmedeki 

görünümü). 

 

4.4. Klinik İzolatların Antibiyotik Duyarlılıkları 

 

Klinik P.  aeruginosa izolatlarının, tek başına, birlikte izole edilen ve standart 

S.aureus kökenlerinden hazırlanan 24s süpernatantı varlığında yapılan tobramisin duyarlılık 

testi sonuçları Tablo 9’de gösterilmiştir.  

 

Sıvı mikrodilüsyon yöntemi ile elde edilen sonuçlar incelendiğinde, klinik S.aureus 

24s süpernatantlarının P.aeruginosa kökenlerinin tobramisin MİK değerlerinde önemli bir 

değişikliğe neden olmadığı görülmüştür. Buna karşın, PSE1082 kökeninde tobramisin 

duyarlılığının arttığı (4 kat MİK düşüşü) belirlenmiştir. 
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Tablo 9 Klinik P. aeruginosa izolatlarının S. aureus 24s SN varlığında tobramisin MİK 

değerlerinde değişim 

 

#MRSA 43300: Staphylococcus aureus ATCC 43300 

 

Klinik S. aureus izolatlarının, tek başına, birlikte izole edilen ve standart P.aeruginosa 

kökenlerinden hazırlanan 24s süpernatantı varlığında yapılan vankomisin duyarlılık testi 

sonuçları Tablo.10’de gösterilmiştir.  

Sıvı mikrodilüsyon yöntemi ile elde edilen sonuçlar incelendiğinde, klinik 

P.aeruginosa ve standart kökenden hazırlanan 24s süpernatantlarının, S.aureus kökenlerinin 

vankomisin MİK değerlerinde önemli bir değişikliğe neden olmadığı görülmüştür. 

 

Tablo 10 Klinik S. aureus izolatlarının P.aeruginosa 24s SN varlığında vankomisin MİK 

değerlerinde değişim 

 

* PSE ATCC 27853: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

Klinik  P.aeruginosa kökenleri MİK (µg/mL) 
Klinik S.aureus 24s 
SN ile MİK (µg/mL) 

#MRSA 43300    24s 
SN ile MİK (µg/mL) 

PSE 1094 0,5 0,5 2 
PSE 614 0,5 1 1 
PSE 1368 0,25 0,25 0,25 
PSE 809 1 0,25 0,25 
PSE 1556 0,25 0,5 0,5 
PSE 1332 0,25 0,25 0,25 
PSE 246 0,5 0,5 0,5 
PSE 571 0,5 0,25 0,25 
PSE 1082 4 1 1 

P.aeruginosa ATCC 27853 0,25 - 0,25 

Klinik S.aureus kökenleri MİK (µg/mL) 
Klinik  P.aeruginosa 

24s SN ile MİK 
(µg/mL) 

*PSE ATCC 27853 24s 
SN ile MİK (µg/mL) 

SA 1070 1 2 1 
SA 563 2 2 1 
SA 1210 1 1 1 
SA 775 1 1 1 
SA 1314 1 1 1 
SA 1157 1 1 1 
SA 254 1 1 1 
SA 539 1 1 1 
SA 995 1 1 1 

S.aureus ATCC 29213 1 - 1 
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Klinik S. aureus izolatlarının, tek başına, birlikte izole edilen ve standart P.aeruginosa 

kökenlerinden hazırlanan 24s süpernatantı varlığında yapılan linezolid duyarlılık testi 

sonuçları Tablo.11’de gösterilmiştir.  

 

Sıvı mikrodilüsyon yöntemi ile elde edilen sonuçlar incelendiğinde, klinik ve standart 

kökenlerden hazırlanan P.aeruginosa 24s süpernatantlarının, S.aureus linezolid duyarlılığını 

azalttığı (2 - >32 kat MİK artışı) belirlenmiştir. Buna karşın, SA1157 kökeninde, birlikte izole 

edilen kökenden elde edilen 24s süpernatantın MİK değişimine neden olmadığı görülmüştür. 

 

Tablo 11 Klinik S. aureus izolatlarının P.aeruginosa 24s SN varlığında linezolid MİK 

değerlerinde değişim 

 

* PSE ATCC 27853: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

  

Klinik S.aureus kökenleri MİK (µg/mL) 
Klinik  P.aeruginosa 

24s SN ile MİK 
(µg/mL) 

*PSE ATCC 27853 24s 
SN ile MİK (µg/mL) 

SA 1070 2 8 4 
SA 563 2 4 8 
SA 1210 2 >32 4 
SA 775 2 16 >32 
SA 1314 2 8 32 
SA 1157 2 2 4 
SA 254 2 >32 32 
SA 539 2 8 8 
SA 995 2 16 8 

S.aureus ATCC 29213 1 - 2 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

S. aureus ve P. aeruginosa insanlarda hem toplum hem de hastane kaynaklı birçok 

akut veya kronik enfeksiyondan, tek veya birlikte izole edilebilen patojenlerdir. Ayrıca 

görülme sıklığı nedeniyle, birçok antimikrobiyal ajana maruz kalan bu patojenler arasında, 

MDR kökenlerin sıklığı giderek artmaktadır. Bu patojenler, KF hastalarında solunum yolunun 

kolonizasyona elverişli olmasından dolayı, bu bölgede tek veya birlikte kolonize olmakta ve 

enfeksiyonlara yol açmaktadır. Bir bakterinin konakta uzun süre kolonize kalabilmesi, konak 

immün yanıtının yetersizliğine, inokulum miktarına, biyofilm üretimine, virülans faktörlerine 

ve antimikrobiyal toleransına bağlıdır. Bu belirtilen faktörler doğrultusunda, S. aureus ve P. 

aeruginosa birlikte stratejik bir ortaklık yürüterek, KF hastalarının solunum yolunda uzun 

dönemli kolonizasyon gerçekleştirebilmektedir. Karşılıklı etkileşime dayalı bu ortaklıktaki 

mekanizmanın, hem model bakterilerle, hem de klinik kökenler ile yapılacak çalışmalar ile 

aydınlatılması, KF’da polimikrobiyal enfeksiyonların patogenezinin anlaşılması ve tedavisi 

açısından önemli katkılar sağlayacaktır. 

 

Çalışmamız KF hastalarından elde edilen bu iki patojenin in vitro koşullarda birbirleri 

arasındaki etkileşimlere bağlı olarak, üreme, biyofilm üretimi ve antibiyotik duyarlılığındaki 

değişimin tespit edilmesini kapsamaktadır. Bu amaç doğrultusunda, üreme ve biyofilm 

üretimi çalışmalarında, farklı üreme fazlarında hücre dışı salgılanan ürünlerin etkilerinin 

belirlenmesi için logaritmik (8s SN) ve statik faz (24s SN) kültür süpernatantları 

hazırlanmıştır. Buna ek olarak, bakteri hücre duvarının ve hücre içi moleküllerin etkilerini 

belirlemek üzere ısı ile inaktive edilmiş tam bakteri ve mekanik lizise uğratılmış bakteri 

fraksiyonları da çalışmaya dahil edilmiştir.  

Literatür incelemesinde, antimikrobiyal duyarlılığı üzerinde yapılmış çalışmalarda 

daha çok hücre dışı ürünlerin ve biyofilm üretiminden kaynaklı duyarlılık değişimlerinin 

bildirilmiş olmasından yola çıkarak, antimikrobiyal duyarlılığı çalışmalarında biyofilm 

üretiminde belirgin artışa neden olan 24s SN kullanılması uygun bulunmuştur (Baldan ve ark., 

2014; Woods ve ark., 2018). 

 

Çalışmamızda logaritmik faz süpernatantının (8s SN) üreme üzerindeki etkilerinin 

belirlenmesinde, P. aeruginosa kökenlerinin monokültürlerinin spektrofotometrik 

ölçümlerinde ilk anlamlı sayısal artış 8 saatlik inkübasyon sonrasında görülürken, 8s SN 

varlığında bu artış 12. saatte başladığı görülmüştür. 
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S. aureus’da ise monokültürde 4. saatte artış gözlenirken, hem klinik hem de standart kökenin 

8s SN ürünlerinin varlığında artış 8. saatte başlamaktadır. Her iki tür bakteride de, klinik ve 

standart kökenlerinin 8s SN varlığında üremenin yüksek oranda olmasa da inhibe olduğu 

sonucuna ulaşılmıştır. Bu inhibisyon kökenler arasında değişiklik gösterdiği gibi, klinik 

izolattan elde edilen ürünle gözlenen inhibisyon, standart kökenden elde edilene göre daha 

belirgindir. Bu durumun, birlikte izole edilen kökenlerde karşılıklı etkileşimlerden kaynaklı 

QS moleküllerinin daha fazla ekprese olabileceğinden kaynaklandığı düşünülmektedir.  

 

Statik faz kültür süpernatantları (24s SN) ile yapılan üreme çalışmalarda ise, her iki 

patojende de üreme eğrisinde adaptasyon fazı uzamış olarak saptanmasına rağmen, genel 

anlamda P. aeruginosa ve S. aureus’un birbirlerinin üremesini desteklediği gözlenmiştir 

(sırasıyla, %9.3, %15.3). Ancak SA 539 kökeninin üremesinin birlikte izole edilen klinik 

kökene ait süpernatant (24s SN PSE 571) varlığında inkübasyon süresi boyunca yüksek 

oranda baskılandığı gözlenmiştir. Bu durum, PSE 571 kökeninin HQNO, rhamnolipid veya 

piyoverdin gibi inhibitör etkili ve hücre lizisinde rol oynayan molekülleri yüksek düzeyde 

sentezlediğini düşündürmektedir (Radlinski ve ark., 2017). Çalışmamızın bu basamağında, 

özellikle standart kökenlere ait 24s SN ürünlerinin klinik S. aureus izolatlarında daha belirgin 

olmak üzere üremeyi desteklediği görülmüştür. Bu sinerjistik etkinin olası nedenleri arasında, 

24 saatlik inkübasyon ile elde edilen süpernatantların içeriğinde inhibisyonda etkili 

moleküllerin inaktivasyonu veya yetersiz miktarlarda üretilmesi, bununla birlikte bu 

inkübasyon sürecinin sonunda ölüm fazının başlamasından kaynaklı demir gibi üremede 

gerekli besinlerin ortamda yoğun miktarda bulunması yer almaktadır. 

 

Üreme ile ilişkili deneylerde, 8s SN ve 24s SN ürünlerinin daha çok üremenin 

adaptasyon fazını uzatmada etkili olduğu ve bu fazda P. aeruginosa ürünü 8s SN’ların, S. 

aureus kaynaklı 8s SN’lara göre daha baskılayıcı etkiye sahip olduğu düşünülmektedir. 

Bunun nedenleri arasında, P. aeruginosa’nın QS sisteminin daha aktif moleküllere ve bu 

sistem ile ilişkili virülans faktörlerine sahip olmasına bağlamaktayız. 

 

Ölü bakteri fraksiyonu ile yapılan üreme deneylerinde, P. aeruginosa’nın baskılanma 

oranı 8s SN ile benzer değerlere sahiptir (sırasıyla, %-7.2, %-8.6). PSE 571 ve PSE 1082 

kökenlerinde, 12. saatte hem birlikte izole edilen klinik kökenin hem de standart kökenin 

ürünleri üremeyi yarı yarıya baskılamıştır.  
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S. aureus kökenlerinin üremesinin, diğer fraksiyonlarla karşılaştırıldığında, ölü bakteri 

fraksiyonu ile oldukça yüksek (%30.3) bir oranda inhibe olması ilginçtir. Ayrıca SA 1157 ve 

SA 254 kökenlerinin birlikte izole edilen P. aeruginosa ölü bakteri ürünü varlığında, standart 

köken ve monokültüre göre yüksek oranda inhibe olması diğer bir çarpıcı sonuç olmuştur. Bu 

belirgin inhibisyon, ürün içeriğinde fazla miktardaki ekzotoksin varlığına bağlı olabileceği 

gibi, 60°C’de inaktive ettiğimiz P. aeruginosa’nın stres ortamında ısıya dayanıklı proteinlerini 

fazla eksprese etmesinden de kaynaklanabilir. 

 

S. aureus bakteri lizatları, P. aeruginosa üremesinde 8s SN ve ölü bakteri fraksiyonları 

ile aynı etkiyi yaratmıştır. Adaptasyon fazının, 8. saatten sonra logaritmik üreme fazına 

geçtiği görülmüştür. P. aeruginosa’nın bakteri lizatlarınin S. aureus üremesine etkisinde ise 

12. saate kadar inhibe edebildiği, fakat 24. saatte ise monokültüre göre hafif düzeyde inhibe 

edebildiği görülmüştür. En etkin inhibisyon SA 995 ve SA 1157’de, monokültüre göre 

yaklaşık %50 civarında olmuştur. 

 

Çalışmamızda, S. aureus’a ait 24s SN, P. aeruginosa kökenlerinin biyofilm üretimini 

en yüksek oranda (%239.6) artıran ürün olmuştur. Buna karşın, bakteri lizatı fraksiyonları 

antagonistik bir etki yaratarak biyofilm üretiminde monokültüre göre %32.9 oranında 

azalmaya neden olmuştur. Bu iki fraksiyonun yarattığı farklı sonuçların, bakteri lizatında 

denatürasyondan kaynaklı demir gibi destekleyici ürünlerin yüksek miktarda bulunması, 

bakteri üzerinde stres baskısının oluşmaması, biyofilm üretimini uyarıcı QS moleküllerinin 

bulunmaması veya aktif olmamasından kaynaklanabileceğini düşündürmüştür. 8s SN ve ölü 

bakteri fraksiyonlarında ise 24s SN’ye oranla daha sınırlı bir biyofilm üretimi artışı 

saptanmıştır. 

 

S. aureus kökenlerinde ise, P. aeruginosa kaynaklı tüm ürünlerin çok yüksek oranda 

biyofilm üretimine neden olduğu görülmektedir. Biyofilm üretimini en yüksek oranda 8s SN 

indüklemiş, bunu 24s SN, bakteri lizatı ve ölü bakteri fraksiyonları izlemiştir (kontrole göre 

sırasıyla, %293, % 240.6, % 203.8 ve % 152.1 artış). S. aureus’da görülen yüksek biyofilm 

sentezinin, P. aeruginosa’nın kinolon sinyal molekülü olan ve biyofilm üretiminde önemli bir 

role sahip HQNO molekülünden kaynaklandığını düşündürmektedir. Bununla birlikte daha 

önce de belirttiğimiz gibi, P. aeruginosa’nın, S. aureus’a göre daha kompleks ve daha etkin 

bir QS sistemine sahip olması, P. aeruginosa’nın ürünlerinin daha etkin bir role sahip 

olabileceğini de desteklemektedir. 
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KF hastalığında solunum yolu, epitel hücrelerindeki defekte bağlı sekresyon 

fonksiyonu bozukluğu ve mikrosiliyar yapıların kaybından kaynaklı yoğun bir mukus tabakası 

ile kaplıdır. Bununla birlikte, KF’da solunum yollarında kolonize bakterilerin oluşturdukları 

biyofilm, ortamın daha fazla mukoid hal almasına ve hastalarda pulmoner alevlenmelerin 

sıklaşması ile kötü prognoza neden olmaktadır. Ayrıca biyofilm, antimikrobiyal ajanlara 

yanıtsızlığa da sebep olmakta ve sonuç olarak kronik enfeksiyon gelişimine neden olmaktadır. 

KF’da gelişen polimikrobiyal enfeksiyonlarda biyofilm üretiminin, bakteriler arasında görülen 

etkileşime bağlı olarak daha yoğun biçimde gerçekleştiği elde ettiğimiz verilerle 

desteklenmiştir. 

 

Limoli ve ark. yaptıkları çalışmada, KF solunum yolu örneklerinden tek başına izole 

edilmiş ve S. aureus ile birlikte izole edilmiş P. aeruginosa kökenlerinin, standart S. aureus 

kökenlerinin üremesi üzerindeki etkisini incelemişlerdir. Sonuçlarında mono etken olarak 

izole edilmiş P. aeruginosa kökenlerinin, S. aureus’a karşı, birlikte izole edilen kökenlere 

göre daha rekabetçi olduklarını göstermişlerdir. Ayrıca S. aureus üremesinde en az 

inhibisyona sebep olan kökenlerin, mukoid fenotipte olan ve yüksek düzeyde aljinat 

ekspresyonuna sahip izolatlar olduğu belirlenmiştir. Aynı çalışmanın moleküler 

incelemesinde, aljinat ifadesinin yüksek olduğu kökenlerde sideroforlar, rhamnolipidler ve 

HQNO gibi salgı moleküllerinin üretimini azaldığını göstermişlerdir. Bunu aljinatın üstte 

belirtilen moleküllerin ifadesini baskıladığından kaynaklandığını öne sürmüşlerdir.  (Limoli 

ve ark., 2017). 

 

Baldan ve ark. ise çalışmalarında KF hastalarının solunum yolunda erken ve geç 

dönem kolonizasyon yapan P. aeruginosa kökenlerinin, S. aureus üzerindeki üreme ve 

biyofilmdeki etkilerini karşılaştırmışlardır. Elde ettikleri sonuçlara göre, hastalığın başlangıç 

döneminde kolonizasyon yapan tüm klinik P. aeruginosa kökenlerinin, S. aureus’un 

üremesini yüksek düzeyde inhibisyona uğrattığını, geç evre kolonizasyondan soyutlanan 

kökenlerin ise ancak yarısının üremeyi baskılayabildiğini ve bu inhibisyon düzeyinin yüksek 

oranda olmadığını saptamışlardır. Biyofilm üretiminde, yeni kolonize olan kökenlerin 

herhangi bir negatif veya pozitif etki yaratmadığını, uzun süre kolonize kökenlerin ise 

biyofilm kütlesini azalttıkları belirlenmiştir (Baldan ve ark., 2014). 

 



 

76 

 

Woods ve ark. bu iki patojen arasındaki etkileşimleri incelerken, S. aureus’un erken 

dönem kolonizasyon yapmasından yola çıkarak, bakterinin 5 gün boyunca biyofilm 

üretmesine izin vermiş ve sonrasında aynı ortama P. aeruginosa inoküle ederek, biyofilm 

içerisindeki canlılık oranını incelemiştir. Bu iki patojenin ilk karşılaşma oranları, S. aureus 

için 10
7
 cfu/cm

2
, 

 
P. aeruginosa için 10

3
 cfu/cm

2
 (1/250) olarak belirlenmiştir. Deneylerinde 

bu oranların 24. saatte eşitlendiğini, 48 saat sonra ise durumun tersine döndüğünü 

gözlemlemişlerdir. Beşinci günde S. aureus’un miktarının 10
2
 cfu/cm

2
’ye kadar gerilediğini, 

bu aşamadan sonra canlılığın tamamen ortadan kalkmadığını ve azalmanın durduğunu 

göstermişlerdir. Bu sonucun, bu iki patojenin sayısal bir denge oluşturmuş olmasından 

kaynaklanabileceğini belirtmişlerdir. Ayrıca 5 günlük birlikte inkübasyon sırasında P. 

aeruginosa’nın virülans genlerinin ekspresyonuna bakılmıştır. İlk üç günde, yani 

inhibisyonun en yüksek olduğu evrede, QS moleküllerini kodlayan las ve rhl genlerinin 

yüksek oranda eksprese edildiği, daha sonra ifadenin azaldığı belirlenmiş ve bu genlerin 

eksprese ettikleri proteinler ile bu baskılanma ilişkilendirilmiştir (Woods ve ark., 2018). 

 

Mitchell ve ark. P. aeruginosa’nın HQNO kinolon sinyal molekülünün, S. aureus’un 

üreme ve biyofilm üretimi üzerindeki etkilerini araştırmışlardır. Bunun için HQNO eksprese 

eden genleri susturulmuş ve aktif olan iki P. aeruginosa suşu kullanmışlardır. HQNO 

moleküllerinin S. aureus’un elektron transport zincirinde değişikliklere neden olarak bu 

patojeni oksijensiz solunuma zorladığını ve S. aureus’un fenotipik SCV (küçük koloni 

varyant S. aureus) koloniler oluşturduğunu ve üremesinin baskılandığını göstermişlerdir. 

Ayrıca HQNO varlığında, S. aureus’da sigma faktör B’nin aktive olduğunu, bu molekülün 

biyofilm ilişkili protein A ve sarA genini aktive ettiğini belirlemişlerdir. HQNO’nun hem 

üremeyi inhibe edebildiğini hemde biyofilm üretimini indükleyebildiğini çalışmalarıyla 

göstermişlerdir (Mitchell ve ark.., 2010). 

 

Biswas ve ark. P. aeruginosa’nın virülans faktörlerinden piyosiyanin varlığında, S. 

aureus’daki üreme ve biyofilm üretimini araştırmışlardır. Elde ettikleri sonuçlar S. aureus’un 

bu molekül varlığında SCV fenotipine dönmeye zorlandığını, üremesinin yavaşladığını ve 

yüksek miktarda biyofilm ürettiğini göstermiştir (Biswas ve ark., 2009). 

 

Mashburn ve ark. çalışma hipotezini P. aeruginosa’nın kendi çoğalma ve 

metobilitlerinin üretiminde gerekli demir ihtiyacını karşılamak için S. aureus’u lizise 

uğratarak demir kaynağı olarak kullandığını öne sürerek oluşturmuşlardır. 
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 Her iki patojenin birlikte ve monokültürdeki 16 saatlik inkübasyon sonrası üremelerini 

karşılaştırdıklarında, S. aureus’un monokültürde daha yoğun miktarda ürediğini, fakat P. 

aeruginosa ile birlikte inkübasyonunda daha düşük miktarda üreme gösterdiğini 

belirlemişlerdir. Ayrıca P. aeruginosa’nın her iki kültür ortamında siderofor proteinlerini 

kodlayan genlerinin ekspresyonunu incelediklerinde, monokültürde bu genlerin daha fazla 

eksprese olduğunu bildirmişlerdir (Mashburn ve ark., 2005). 

 

Çalışmamızda antimikrobiyal duyarlılık ile ilişkili deneylerde, ilk basamakta S. 

aureus’un 24s SN varlığında P. aeruginosa’nın tobramisin duyarlılığındaki değişim 

değerlendirilmiştir. Elde ettiğimiz sonuçlara göre birlikte izole edilen köken ve standart 

kökene ait 24s SN ürünlerinin P. aeruginosa izolatlarında tobramisin MİK’leri üzerinde 

anlamlı bir değişim yapmadığı gözlenmiştir. Yalnız PSE 1082 kökeninde, her iki gruba ait 

ürünün varlığında da, tobramisin duyarlılığının arttığı (4 kat MİK değişimi) belirlenmiştir. Bu 

sonuçlar doğrultusunda, P. aeruginosa’nın tobramisine karşı duyarlılığının azalmasında 

sadece S. aureus’un QS moleküllerinin yeterli olmayacağını, bakterinin oluşturacağı biyofilm 

katmanının da dirence önemli ölçüde katkı sağlayabileceğini öngörmekteyiz. 

 

Antimikrobiyal duyarlılık ile ilişkili deneylerin ikinci basamağında, P. aeruginosa 24s 

SN ürünlerinin S. aureus izolatlarının linezolid duyarlılığındaki etkileri belirlenmiştir. SA 

1157 kökeni dışında tüm izolatlarda, hem birlikte izole edilmiş hem de standart kökene ait 24s 

SN varlığında linezolid MİK’lerinde 2 ile 32 kata varan artışlar saptanmıştır. SA 1157 

kökeninde birlikte izole edilen kökene ait ürününün duyarlılık değişimine neden olmadığı, 

fakat standart kökene ait 24s SN varlığında linezolid MİK değerini 2 kat arttığı belirlenmiştir. 

EUCAST kriterlerine göre S. aureus izolatlarının linezolid sonuçlarını değerlendirdiğimizde 

(duyarlı kategori için MİK ≤ 4 µg/mL), birlikte izole edilen P. aeruginosa 24s SN varlığında 

bir kökenin direnç sınırına (MİK 4 µg/mL), 6 kökenin ise dirençli kategoriye (8 µg/mL ->32 

µg/mL, MİK aralığında) geçtiği saptanmıştır. Ribozom üzerinde etkili bir ajan olan linezolid 

için saptanan bu belirgin MİK değişimlerinin, P. aeruginosa 24s SN içeriğindeki moleküllerin 

biyofilm artışını desteklemesinden kaynaklanacağı gibi, farklı moleküllerin linezolidin hücre 

içine girişini bloke edici ya da hücre içinden dışarı atılmasını destekleyici etkilerinden 

kaynaklı olabilir. Literatür taramasında daha önce bu ajan ile yapılmış benzer bir çalışma 

bulunamamıştır. Elde ettiğimiz sonuçların polimikrobiyal enfeksiyonlarda bu ajan için yol 

gösterici olacağını düşünmekteyiz. 
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S. aureus izolatlarının tümü MİK sonuçlarına göre vankomisin için duyarlı saptanmış; 

24s SN P. aeruginosa ürünleri varlığında yapılan vankomisin duyarlılık testinde ise MİK 

değerlerinde anlamlı bir değişiklik olmadığı belirlenmıştır. Benzer çalışmalarda ise S. 

aureus’ta vankomisin duyarlılığının azaldığı gösterilmiştir. Ancak bu çalışmalarda, önce S. 

aureus’un biyofilm üretmesi sağlanmış, daha sonra P. aeruginosa süpernatantı eklenerek 

vankomisin duyarlılığı değerlendirmeye alınmıştır. Bu çalışmalar MİK değişimi yerine, 

biyofilm içerisindeki bakterinin canlılığındaki azalmayı değerlendirmiştir (Orazi ve O’Toole, 

2017; Radlinski ve ark., 2017b). 

 

Radlinski ve ark. üç farklı antimikrobiyal ajanın (tobramisin, vakomisin ve 

siprofloksasin), KF hastalarında gelişen enfeksiyonlar ve KF dışında yara enfeksiyonlarından 

izole ettikleri klinik P. aeruginosa süpernatantları ile HQNO, rhamnolipid ve elastaz 

ekspresyonu aktif ve inaktif mutant P. aeruginosa süpernatantları varlığında MRSA 

üzerindeki etkilerini araştırmışlardır. Çalışmalarında, klinik izolatlarda üç antimikrobiyal 

ajana karşı farklı sonuçlar elde etmişlerdir. Mutant kökenler ile yaptıkları çalışmalarda, 

HQNO varlığının MRSA kökenlerini tobramisin etkisinden koruduğu saptanmıştır; elde 

ettikleri bu sonucun HQNO’nun S. aureus’un elektron transfer zincirinde değişikliklere neden 

olarak membran proton değişikliğine neden olduğunu, buna bağlı olarak tobramisinin bakteri 

yüzeyine bağlanamayarak hücre içerisine girememesinden kaynaklandığını ileri sürmüşlerdır. 

Ortamda rhamnolipid varlığının ise MRSA’nın membran geçirgenliğini arttırarak, 

tobramisinin içeri girişini kolaytırması nedeniyle bu ajana karşı duyarlılığı artırıcı etki 

yarattığı sonucuna ulaşılmıştır. Elastazın MRSA’nın peptidoglikan yapısındaki pentaglisin 

çapraz köprüsünü yıkarak MRSA’ya karşı vankomisin ile sinerjistik bir etki sağladığını buna 

bağlı duyarlılık artışına neden olduğunu saptamışlardır. Araştırıcılar, mutant kökenler ile 

yapılan bu çalışmanın sonucunda, polimikrobiyal enfeksiyonlarda P. aeruginosa kaynaklı 

ürünlerin tedavi sonucu üzerinde etkili olabileceğinin altını çizmişlerdir (Radlinski ve ark., 

2017). Bu çalışma biyofilm içerisindeki bakterinin canlılık oranına göre 

değerlendirildiğinden, kendi çalışmamızla tam bir karşılaştırma yapılamasa da benzer 

sonuçların elde edildiği öngörülmüştür. 

 

Beaudoin ve ark. S. aureus süpernatantı varlığında, P. aeruginosa’nın biyofilm artışı 

ile tobramisine karşı duyarlılığında değişimi araştırmışlardır. Çalışmalarında, KF solunum 

yolundan izole edilen ve kendi içlerinde aynı fenotipik özelliği gösteren 14 P. aeruginosa 
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kökeni kullanılmıştır. Ayrıca kullanılan kökenlerin izole edildiği hastalarda inhale 

tobramisinle tedavi yanıtında, 7’si başarılı iken 7’sinin başarısız olduğu belirlenmiştir. 

Çalışmalarında S. aureus ürünlerinin biyofilm üretimine herhangi bir etki göstermediği ve 

tobramisin duyarlılığında da bir değişiklik yaratmadığı sonucuna ulaşmışlardır (Beaudoin ve 

ark., 2017). Bu çalışma bizim verilerimiz ile karşılaştırıldığında, P. aeruginosa’nın 

antimikrobiyal ajanlara karşı direnç göstermesinde, ortamda S. aureus’un ürünlerinden çok, 

biyofilm üretmeye ihtiyaç duyduğu sonucu çıkarılmaktadır. Bu durum KF’da solunum 

yolunda S. aureus’un daha erken kolonizasyonu ve sonrasında P. aeruginosa’nın 

yerleşmesinin nedenlerinden birisi olarak düşünülebilir. 

 

Orazi ve O’Toole çalışmalarında, tek başına biyofilm oluşturmuş S. aureus suşlarının, 

P. aeruginosa’nın HQNO, fanezin, elastaz ve siderofor salgılayan ve salgılamayan mutant 

suşlarının süpernatantları ve vankomisin varlığında, biyofilm içindeki bakteri canlılığının 

değişimini araştırmışlardır. HQNO ve siderofor salgılayan P. aeruginosa süpernatantlarının 

vankomisin varlığında, biyofilm içerisindeki canlı S. aureus miktarını yaklaşık 3 log 

artırdığını göstermişlerdir. P. aeruginosa’nın diğer molekülleri herhangi bir değişikliğe neden 

olmamıştır (Orazi ve O’Toole, 2017).  Diğer çalışmalarda olduğu gibi bu çalışma da, 

vankomisin duyarlılığındaki azalmanın doğrudan biyofilm kütlesi ile ilişkili olduğunu ve 

KF’da uzun dönemli S. aureus kolonizasyonuna ikincil patojen olarak P. aeruginosa’nın 

eklenmesi ile vankomisine karşı duyarlılığı azaltabileceğini göstermektedir. 

 

Sonuç olarak; çalışmamızda KF hastalarında polimikrobiyal enfeksiyonlara neden olan 

S. aureus ve P. aeruginosa arasındaki etkileşimlerin, bu patojenlerin biyofilm üretimi, 

üremesi ve antimikrobiyal duyarlılıkları üzerinde önemli etkileri olduğu ve tüm bu süreçleri 

doğrudan ya da dolaylı olarak değiştirebildiği gösterilmiştir. Verilerimiz, KF hastalarında 

gelişen polimikrobiyal enfeksiyonlara klinik yaklaşımda bu faktörlerin göz önünde 

bulundurulması gerektiğinin altını çizmektedir.  
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