TURKIYE CUMHURIYETI
MARMARA UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

KIiSTIK FIBROZ HASTALARINDA SAPTANAN
POLIMIKROBIYAL ENFEKSIiYON ETKENLERI ARASINDAKI
ETKILESIMLERIN ARASTIRILMASI

MEHMET MUCAHIT GUNCU
YUKSEK LISANS TEZI

TIBBI MIKROBIYOLOJI ANABILIM DALI

DANISMAN
Dr. M. BURAK AKSU

2019-ISTANBUL



TURKIYE CUMHURIYETI
MARMARA UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

KIiSTIK FiBROZ HASTALARINDA SAPTANAN
POLIMIKROBIYAL ENFEKSIiYON ETKENLERI ARASINDAKI
ETKILESIMLERIN ARASTIRILMASI

MEHMET MUCAHIT GUNCU
YUKSEK LISANS TEZI

TIBBI MIKROBIYOLOJI ANABILIM DALI

DANISMAN
Dr. M. BURAK AKSU

2019-ISTANBUL



TEZ ONAYI

Kurum : Marmara Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisti

Programin seviyesi  : Yiiksek Lisans

Anabilim Dali : Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Tez Sahibi : Mehmet Miicahit GUNCU
Tez Baghg : Kistik Fibroz hastalarinda saptanan polimikrobiyal enfeksiyon

etkenleri arasindaki etkilesimlerin arastirilmasi
Sinav Yeri : Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi

Sinav Tarihi :19.06.2019

Tez tarafimizdan okunmus, kapsam ve kalite yoniinden Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul

edilmistir.

Dangman Kurumu imza
Dr. Ogr. Uyesi Mehmet Burak AKSU ~ Marmara Universitesi /Mﬁw

Siav Jiiri Uyeleri ‘

Prof. Dr. Giiner SOYLETIR  Marmara Universitesi

Prof. Dr. Tanil KOCAGOZ  Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi ﬁz)

Yukaridaki jiiri karari Enstitd Yonetim Kurulu’nun .l.’f.../gﬂ’..fml‘,’). tarih ve L:‘—J(ﬁaylll karan ile

onaylanmigtir.

7 e sapie.

Prof. Dr. Feyza ARICTOGLU
Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirii

-Sinav evraklari 3 is giinii i¢inde 1slak imzah tek kopya halinde Enstitiiye teslim
cdilmelidir.
-Bu form bilgisayar ortaminda doldurulacaktir.



BEYAN

Bu tezin kendi calismam oldugunu, planlanmasindan yazimina kadar hicbir
asamasinda etik dis1 davranisitmin olmadigini, tezdeki biitiin bilgileri akademik
ve etik kurallar icinde elde ettigimi, tez ¢caligmasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi
ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 kaynaklar listesine aldigima,
tez calismast ve yazimu sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir

davranisimin olmadigini beyan ederim.

Mehmet Miicahit GUNCU



ONSOZ

Yiiksek lisans egitimimin her asamasinda engin bilgi ve tecriibelerinden faydalandigim,
yardimi, hosgoriisii, sevgisi ve sonsuz sabri ile daima bana destek olan, yonlendirme ve
bilgilendirmeleriyle ¢alismami bilimsel temeller 15181nda sekillendiren degerli 6gretmenim ve

tez danismanim Dr. Ogr. Uyesi M.Burak AKSU’ya sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Egitimim siiresince basta bilimsel fikir ve diisiinceleri olmak {izere, bana her konuda yardimci
olan degerli hocalarim Prof. Dr. Giiner SOYLETIR’e, Prof. Dr. Aysegiil KARAHASAN’a,
Prof. Dr. Miinevver Ufuk HASDEMIRe, Prof. Dr. Nilgiin CERIKCIOGLU’na, Prof. Dr.
Nurver ULGER e, ve Prof. Dr. Zeynep Arzu ILKI’ye en igten dileklerimle tesekkiir ederim.

Yasamimin her doneminde oldugu gibi bu asamada da desteklerini esirgemeyen, basta annem
ve babam olmak tizere canim aileme, yiiksek lisans arkadaslarima, laboratuvardaki tiim

calisan arkadaslarima, Kamil Hajiyev ve can dostlarima goéniilden tesekkiir ederim.

Bu tez, Marmara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu Baskanlig1 tarafindan

SAG-C-YLP-110618-0302 numarali proje ile desteklenmistir.

Mehmet Miicahit GUNCU



ICINDEKILER

BEY AN ettt I
ONSOZ ..t I
TCINDEKILER ...ttt i
KISALTMA VE SIMGELER...........cceoiitititiiisietiecieee et \Y/
SEKIL, RESIM VE TABLO LISTESL.....ccootiiiiiiiicieieieeeeeeeee e Vil
OZET ..ottt bbbttt 9
SUMMARY ettt 10
1. GIRIS VE AMAG  ......ooiiiiiiictieeieeteee ettt 11
2. GENEL BILGILER .......ccocvitiiiiiitieiicieee ettt 14
2.1, KISHIK FIDIOZ ..o 14
2.1.1. Kistik fibroz mikrobiyolojiSi .........cccvviiiiiiiiiiic 15
2.1.2. Kistik fibrozda polimikrobiyal enfeksiyonlar...........c.cccccoooviiiiiiiiiiiie, 17
2.2, StAPNYIOCOCCUS QUIBUS ....ccuvveeeiieeiiieeesitee et e e steeesstaeeataaeasaaeassaaeesnaeeesnaeeesnnaeeanees 21
2.2.1.  Karakteristik OZellIKIOT1........ccooiiiiiiiiiiiiii e 21
2.2.2.  S.aureus’un KF deKT YerT.....uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt 22
2.2.3. S.aureus KF’da virtilanst ..........coccoiiiiiiiiiiiii 23
2.2.3.1.  TOKSIN UTEtMi....cvcviviviriririiiiisieisis ettt 24
2.2.3.2.  Adaptasyon ve SUIEKITIGI. ...uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiisicciiiiiice e 24
2.2.3.3.  Biyofilm Gretimi ......coouveiiiiiiieiiieii e 25
2.3, Pseudomonas @erUQINOSEA ........cuueeeiuureeiieeeireeesiteeesitreesstaeeastaeesssaeeesseeeesnseeesnreeeaneeas 26
2.3.1.  Karakteristik OZellKIOTT.........cooiiiiiiiiiiiiie e 26
2.3.2.  P.aeruginosa’nin KF’deKi Yeri........cocuiiiiiiiiiiiiiiiie s 26
2.3.3.  P. aeruginosa’nin KF’deki Virtllansi.........cccccocvvveiiireiiiee i 28
2.3.3.1.  Baglanma ve hareKet...........cocooiiiiiiiiiiiiiiic e 28
2.3.3.2.  Aljinat salgilanmasi, “quorum sensing” ve biyofilm tiretimi......................... 29
2.3.3.3.  Tip I salg1lama SISEEIMI .....cccuvvvrieiiiiiieeiiiiie et 30
2.3.3.4.  PIYOSIYANIN ..oeiiiiie e 31
2.3.3.5.  Diger salgilanan virtilans faktorleri ..........cooveeiiiiiiiiiii e 31
2.4. KF’daS. aureus ve P. aeruginosa’nin Birlikte Kolonizasyonu ..............cccceeevivenen. 32
2.5. S.aureus ve P. aeruginosa’nin Birlikte Neden Olduklar1 KF Enfeksiyonlarina Klinik
Y aKIASIIN ..ot e et e a e anees 35
3. GEREC VE YONTEMLER ..ottt 36
I B € 15 1 15 SRR 36



B L1 BESIVEIIBIT. . 36

3.1.2. Kimyasal Madadeler...... ..o 36
3.1.3. Kullanilan CihazIar .............oooiiiiiiiiiie e 37
3.2. Bakteri 1zolatlarinim Belirlenmesi.............ceoviveviieiieeseeeseeese s n st en e, 38
3.3. Bakterilerin IdentifikasyonU..............ccoeueveuiiiiiriiseicierete e 38
3.4. Klinik izolatlardan Cesitli Hiicre Fraksiyonlarmin Hazirlanmasi ...........c..c.cocoevevevnee. 39

3.5. Klinik izolatlar Arasindaki Etkilesimlerin Ureme Uzerindeki Etkisinin Arastirilmas1.40
3.6. Klinik izolatlar Arasindaki Etkilesimlerin Biyofilm Uretimi Uzerindeki Etkisinin

F N 1 5 11301 TP P U PP PTPPPPPP 41
3.6.1. Biyofilm tespiti i¢gin kristal viyole boyama yontemi............ccccooveveveeininnneennnnnn. 42
3.7. Klinik izolatlar Arasindaki Etkilesimlerin Biyofilm Uretimi Uzerindeki Etkisinin
Taramal1 Elektron Mikroskopi (SEM) ile Arastirtlmast.........ccoccovveiiiiiiniiniinnieeeee 42
3.8. Klinik izolatlarm Antimikrobiyal Duyarliliklarmin (MIK Saptama) Belirlenmesi ...... 43
3.8.1. P.aeruginosa izolatlarinmn tobramisin MiK diizeyinin belirlenmesi ..................... 43
3.8.2. MRSA izolatlarinin linezolid ve vankomisin MiK diizeyinin belirlenmesi........... 44
3.9. Klinik izolatlar Arasindaki Etkilesimlerin Antibiyotik Duyarliligina Etkisinin
ATASEITTIMAST .ttt e e e sttt e e e e e s s bbbttt e e e e e e n bbb et e e e e e e ans 45
3.9.1. Klinik Pseudomanas aeruginosa izolatlarmda MIK degisiminin arastirilmast .....45
3.9.2. Klinik MRSA izolatlarinda MIK degisiminin arastirtlmast .............cccevevevenenne. 46
3.10. IStatiStiKSE] ANALIZ...vcvveveviriiiiiisie ettt 46
4. BULGULAR ..ottt 47
4.1. Klinik {zolatlarin Ureme DeSerleri.........cvoiievireireriieereeieeeieteeieeeeesveeeseesse e seressens 47
4.2. Klinik izolatlarin Biyofilm Uretimi........ccccovvevereiveriirereeeeeciereceee e s esveresnenas 56
4.3. Biyofilm Uretiminin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile Analizi ..................... 63
4.4, Klinik izolatlarin Antibiyotik DuyarliliKIart ..........cccceveveeevereereeieecere e 69
5. TARTISMA VE SONUC ..ottt 72
0. KAYNAKGCA ..ottt 80
EILER e 90
EK-1 ETIK KURUL ONAY FORMU ......cooiiiiiiiiiiiniccs e 90
EK-2 POSTER VE SOZLU SUNUMLAR ......c.cocoiiiiininiiinsinisicsss s 91
EK-3 OZGECMIS ... oottt ettt ettt 95



KISALTMA VE SIMGELER

vV V.V V V V V V V VYV V V V V V V VYV VY V V V V V V VY VYV V V V V YV

ADP: Adenozin Difosfat

aGm1: Glikolipid Asiola-gangliozid

Al2: Otoindiiktor

AlgT: Aljinat

ATCC: Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu

BL: Bakteri Lizat1

CAMP: Siklik Adenozin Monofosfat

CFTR: Kistik Fibroz Transmembran Regiilator
CO,: Karbondioksit

Cfu: Koloni Olusturan Unite

EUCAST: Avrupa Antimikrobiyal Testi Komitesi
EF2: Elongasyon Faktor 2

G1cNAc: N-Asetil Glikozamin

HQNO: 2-N-Heptil-4-Hidroksikinolon N-Oksit
HK-MRSA: Hastane Kaynakli Metisilin Direngli Staphylococcus aureus
KF: Kistik Fibroz

LB: Luria Bertani

MRSA: Metisilin Direngli Staphylococcus aureus
MSSA: Metisilin Duyarl Staphylococcus aureus
MDR: Coklu ilag Direngli

MDR-PA: Coklu ila¢ Direngli Pseudomonas aeruginosa
MIK: Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu
MHB: Miiller-Hinton Sivi Besiyeri

NOj: Azot

nm: Nanometre

OD: Optik Yogunluk

OB: Olii Bakteri

PVL: Panton-Valentine Lokosidin

PBS: Fosfat Buffer Saline

RSV: Respiratuar Sinsityal Viriis

RPM: Dakikada Devir Sayis1



YV V.V V V V V VYV VY

SEM: Taramali Elektron Mikroskobu

SEA: Stafilokok Enterotoksin A

SCV: Kii¢iik Koloni Varyant1

SCVs: Stafilokok Kiigiik Koloni Varyanti

SN: Siipernatant

TK-MRSA: Toplum Kaynakli Metisilin Direngli Staphylococcus aureus
TSTT-1: Toksik Sok Sendromu Toksini

v/v: Hacim/Hacim

QS: Cogunluk (Quarum) Algilanmasi

Vi



SEKIL, RESIM ve TABLO LiSTESI

Sekil 1 2017 yilinda Kistik Fibroz Kayitli Hasta Toplulugu’na bildirilen, KF hastalarindan
izole edilmis bakterilerin yaslara gore dagilimi.........ccccoooviiiiiiiiiii 16
Sekil 2 KF hastalarinda polimikrobiyal akciger enfeksiyonlarinin yeri ve rolii...................... 18
Sekil 3 2017 yilinda Kistik Fibroz Kayitli Hasta Toplulugu’na bildirilen KF hastalarmdan
izole edilmis MSSA ve MRSA susglarmin hasta yaglaria gore dagihimi...........ccocveerinennnn. 23
Sekil 4 S. aureus viriilans faktorleri ve etki mekanizmalart..............ccccvvvvreeeeiiiiiiiiiieeeeee 24
Sekil 5 2017 yilinda Kistik Fibroz Kayith Hasta Toplulugu’na bildirilen KF hastalarindan
izole edilmis P. aeruginosa ve MDR-PA suslarinin hasta yaglarina gore dagihimi................. 28
Sekil 6 S. aureus ve P. aeruginosa’nin salgiladigi molekiiller ve etkilesimleri. P.
aeruginosa’nin salgiladig1 ekzotoksinler, S. aureus’un biyofilm iretimi, oksidatif solunum, ve
viriilansmi degistirir ve bakterinin pargalanmasina yol agar. S. aureus’un lizisi ile ortaya ¢ikan

G1cNAc, P. aeruginosa kinolon sinyalini aktiflestirerek viriilans faktorlerinin ifadesini

etkilemektedir (HotterbeekX Ve ark., 2017). ......cooioiiiiiieiiieiie e 34
Sekil 7 Klinik izolatlar arasindaki etkilesimlerin tireme tlizerindeki etkisi..............ccccceinnnnnnns 40
Sekil 8 Klinik izolatlar arasindaki etkilesimlerin biyofilm iiretimi lizerindeki etkisi .............. 42
Sekil 9 Klinik izolatlar arasindaki etkilesimlerin antibiyotik duyarliligina etkisi ................... 45

Sekil 10 P. aeruginosa’dan elde edilen 24s siipernatant, 8s siipernatant, bakteri lizat1 ve 6lii
bakteri fraksiyonlarmin S. aureus izolatlarinin tiremesi tizerindeki etkileri...............cooevnieee. 52
Sekil 11 S. aureus kokenlerinin tek basina, birlikte izole edilen ve standart P. aeruginosa 24s
SN varliginda iireme degerlerinin karsilagtirtlmast..........cc.uvveiiieiiiiiiiiiiiii e 53
Sekil 12 S. aureus’dan elde edilen 24s silipernatant, 8s siipernatant, bakteri lizat1 ve 6lii bakteri
fraksiyonlarinin P. aeruginosa izolatlarinimn tiremesi tizerindeki etkileri.............cccccocevvieninnn 54
Sekil 13 P. aeruginosa kokenlerinin tek basina, birlikte izole edilen ve standart S. aureus 24s
SN varliginda iireme degerlerinin karsilastirtlmast...........cccovveeiiiiiiiiiiiiiie e 55
Sekil 14 S. aureus’dan elde edilen 24s siipernatant, 8s stipernatant, bakteri lizat1 ve 6lii bakteri
fraksiyonlarinin P. aeruginosa izolatlarinimn biyofilm tiretimi tizerindeki etkileri................... 58
Sekil 15 P. aeruginosa kokenlerinin tek basina, birlikte izole edilen ve standart S. aureus 24s
SN varliginda biyofilm liretim degerlerinin karstlagtirtlmast ..............ococveeiiiiiiniiiien, 59
Sekil 16 P. aeruginosa’dan elde edilen 8s siipernatant, 24s siipernatant, bakteri lizat1 ve 6li
bakteri fraksiyonlarinin S. aureus izolatlarinin biyofilm iiretimi tizerindeki etkileri .............. 61
Sekil 17 S. aureus kokenlerinin tek basina, birlikte izole edilen ve standart P. aeruginosa 8s

SN varliginda biyofilm liretim degerlerinin karstlagtirtlmast ..., 62

vii



Sekil 18 S. aureus kokenlerinin tek bagina, birlikte izole edilen ve standart P. aeruginosa 24s

SN varliginda biyofilm iiretim degerlerinin karstlagtirtlmast ............coocoveeriiiiiniiiieen e, 63

Resim 1 Klinik P.aeruginosa (PSE 1094) kdkeninin tek basina inkiibasyonu sonrast SEM
goriintiileri (5 Kx bliylitmedeki OTTNTMIL). ....ceovvviiiiiiiiiieeiie e 64
Resim 2 Birlikte izole edilen S.aureus (SA 1070) 8s siipernatanti ile inkiibasyonu sonrasi

klinik P.aeruginosa (PSE 1094) kokeninin SEM goériintiileri (5 Kx biiylitmedeki goriiniimii).

Resim 3 Birlikte izole edilen S.aureus (SA 1070) 24s siipernatanti ile inkiibasyonu sonrasi

klinik P.aeruginosa (PSE 1094) kokeninin SEM goriintiileri (5 Kx biiyiitmedeki goriiniimii).

............................................................................................................................................. 66
Resim 4 Klinik S.aureus (SA 1070) kokeninin tek bagina inkiibasyonu sonrast SEM
goriintiileri (5 Kx biiylitmedeki gOTUNTIMI). .....oouvveviiiiiiireeiiiee e 67
Resim 5 Birlikte izole edilen P.aeruginosa (PSE 1096) 8s siipernatanti ile inkiibasyonu
sonrasi klinik S.aureus (SA 1070) kokeninin SEM goriintiileri (5 Kx biiylitmedeki

GOTTITITITL). .ttt e ettt e ettt e e e e s sttt ettt e e e e e s o bbbttt e e a2 e e e bbb bttt e e e e e s s nnnnbbbreeaeeas 68
Resim 6 Birlikte izole edilen P.aeruginosa (PSE 1096) 24s siipernatanti ile inkiibasyonu
sonrasi klinik S.aureus (SA 1070) kékeninin SEM goriintiileri (2.50 Kx biiyiitmedeki
GOTTITITITL). .ttt e e ettt e ettt e e e e s sttt et e e e e e s sttt e et e e e e e e s b bbb ettt e e e e e s nnbbbbeeeaeeas 69
Tablo 1. Klinik izolatlarm monokiiltiirde tireme degerleri (OD 600 NM) ........ccccccvvveevveeennen. 47

Tablo 2 Klinik izolatlarin 8s siipernatanti (8s SN) varliginda tireme degerleri (OD 600 nm) .48
Tablo 3 Klinik izolatlarin 24s siipernatanti (24s SN) varliginda iireme degerleri (OD 600 nm)

Tablo 6 Klinik izolatlarin biyofilm iiretim degerleri (48s, OD: 550 nm) .........cccvveeriiiiineennnnn 56
Tablo 7. Klinik P.aeruginosa izolatlarinin, birlikte izole edilen ve standart S. aureus
kokenlerinden hazirlanan gesitli hiicre fraksiyonlar1 varliginda biyofilm iiretim degerleri .....57
Tablo 8 Klinik S.aureus izolatlarinin, birlikte izole edilen ve standart P. aeruginosa

kokenlerinden hazirlanan ¢esitli hiicre fraksiyonlar1 varliginda biyofilm iiretimleri............... 60

viii



Tablo 9 Klinik P. aeruginosa izolatlarinin S. aureus 24s SN varliginda tobramisin MiK
degerlerinde dEZISIM .......eeiiiiiiiii ettt e et e e e e e e e anees 70
Tablo 10 Klinik S. aureus izolatlarmin P.aeruginosa 24s SN varliginda vankomisin MiK
degerlerinde dEZISIM .......eiiiiiiiiie ettt et e e e e e e nees 70
Tablo 11 Klinik S. aureus izolatlarmin P.aeruginosa 24s SN varhgimnda linezolid MiK

degerlerinde dEZISIM .......ueiiiiiiiie ettt e et e e 71



OZET

Kistik Fibroz Hastalarninda Saptanan Polimikrobiyal Enfeksiyon Etkenleri Arasindaki
Etkilesimlerin Arastirilmasi

Mehmet Miicahit Giincii, M.Burak Aksu, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali

AMAC: Kistik fibroz (KF) hastalarmin klinik érneklerinden birlikte izole edilen Pseudomonas aeruginosa ve
metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA) suglari arasindaki karsilikli etkilesimlerin incelenmesi
amaglanmistir. Buna yonelik olarak in vitro kosullarda her bir patojenin iireme, biyofilm {iretimi, antimikrobiyal
duyarlilik paternleri tizerindeki karsilikl etkileri belirlenmistir.

GEREC VE YONTEM: Calismaya KF hastalarmin balgam érneklerinden birlikte izole edilmis 9 MRSA
ve 9 P. aeruginosa susu dahil edildi. izolatlar Luria-Bertani stv1 besiyerinde (LB ) iiretildi; 8 ve 24 saatlik kiiltiir
siipernatantlar1 (8s SN; 24s SN), mekanik bakteri lizat1 ve 1s1 ile 6ldiiriilmiis bakteri hiicreleri hazirlandi. Her bir
izolat kendisiyle birlikte izole edilen sustan hazirlanan yukarida belirtilen fraksiyonlarla birlikte inkiibe edilerek
tireme ve biyofilm {iretimi (fenotipik yontem ve taramali elektron mikroskobu analizi kullanilarak) agisindan test
edildi. Ayrica 24s SN varliginda antibiyotik duyarlilik (P.aeruginosa igin tobramisin; MRSA i¢in vankomisin ve
linezolid) degisimleri arastirildi.

BULGULAR: P. aeruginosa fraksiyonlarinmn varliginda MRSA kokenlerinin iireme analizlerinde, 24s SN ile
bir artis (%15.3) gozlenirken, ancak diger fraksiyonlar azalmaya (%-12.1-%-30.3, araliginda) neden olmustur. P.
aeruginosa tiim fraksiyonlart MRSA nin biyofilm {iretimini artirmistir (%152.1-%293.1, araliginda).

MRSA fraksiyonlarmm varliginda P. aeruginosa kokenlerinin iireme analizinde, 24s SN ile artis (%9.3)
goriiliirken, ancak diger fraksiyonlar varliginda azalma (%-7.2-%-8.6, aralifinda) gozlenmistir. MRSA
fraksiyonlarmin ¢ogu ile P. aeruginosa’nmn biyofilm tiretimi artmis (%152.1-%293.1, araliginda), ancak hiicre
lizat1 varliginda azalma (%-32.9) goriilmiistiir. Ayrica SEM analizi ile de biyofilm artis1 belirlenmistir.
MRSA’nin 24s SN iriinii, P. aeruginosa’nin tobramisin duyarlihginda herhangi bir etki gostermemistir. P.
aeruginosa’nin 24s SN iiriinii, MRSA nin linezolid MIK degerlerinde 2->32 kat artisa sebep olmus, ancak
vankomisin MIK degerlerinde degisiklik gdzlenmemistir.

SONUCLAR: Her iki bakteri i¢in de duragan fazda salinan faktorlerin (24s SN) iiremeyi artirdigi, diger
fraksiyonlarin ise inhibe ettigi goriilmiistiir. Genel olarak, hazirlanan tiim bakteri fraksiyonlar1 her iki tiir i¢in de
(MRSA igin P.aeruginosa lizati hari¢) biyofilm {iretimini desteklemektedir. 24s SN varhiginda, MRSA
kokenlerinin neredeyse tamaminda (8/9 kéken) linezolid duyarlihklarinda azalma (2->32 kat MIK artis1) ve
direncli kategoriye gecis saptanmustir.

Bulgularimiz, MRSA ve P. aeruginosa’nin polimikrobiyal enfeksiyonlarinda patojenler arasi etkilesimlere bagl
olarak iireme, biyofilm yapimi1 gibi fizyolojik siireglerin yanisira antibiyotik duyarliliklarmin da degisebilecegini
gostermistir. Gelecekte yapilacak caligmalarla polimikrobiyal enfeksiyonlarinda patojenler arasi etkilesimde rol
oynayan faktorlerin saptanmasi ve altta yatan molekiiler mekanizmalarin aydinlatiimasi ile bu enfeksiyonlarin

patogenezi ve tedavisinde dnemli ipuglar1 elde edilebilecektir.
ANAHTAR SOZCUKLER: Kistik Fibroz, Polimikrobiyal Enfeksiyon, Pseudomonas aeruginosa,
MRSA, Staphylococcus aureus



SUMMARY

Investigation of Interactions Between Pathogens Isolated From Polymicrobial Infections
In Cystic Fibrosis Patients

Mehmet Miicahit Giincii, 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. GIRIS VE AMAC

Genetik bir hastalik olan Kistik fibroz (KF), hiicrelerde transmembran iletkenlik
sistemini  diizenleyen kistik fibroz transmembran regiilator (CFTR; Cystic Fibrosis
Trasmembrane Conductance Regulator) genindeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Bu
gen, epitel hiicrelerinin apikal membran kisminda yer alan iyon kanalini1 kodlamakta olup,
ayni zamanda viicuttaki bir ¢ok hiicre tarafindan eksprese edilmektedir. Solunum sistemi
hiicrelerinde bu iyon kanallari, hava yolu tizerindeki sivi miktarinin kontroliine yardim ederek
mikrosiliyer temizlenmeye katkida bulunmaktadir. CFTR genindeki mutasyonlar sonucunda
iyon kanali fonksiyonu bozuldugundan, solunum yollarin1 kaplayan mukus sekresyonu
koyulasir ve kolayca temizlenemeyen bir yapiya biiriiniir. Bu koyu mukus tabakasi
bakterilerin kolaylikla kolonize olmalarma ve akcigerlerde enfeksiyonun gelisimine ve

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

KF hastalarinin solunum yolu enfeksiyonlarinda saptanan baslica patojenler;
Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa ve Burkholderia
cepacia kompleks olarak siralanabilir. Bunlarla birlikte, 6nemli firsat¢1 patojenler arasinda
olan Achromobacter xylosoxidans, Stenotrophomonas maltophilia ve tiiberkiilloz dist
mikobakteriler de bu hastalarda enfeksiyonlara sebep olmaktadir. Bakteriler disinda ¢esitli
virus ve mantarlar da KF hastalarinda kolonize olabilmektedir. KF’da sayilan
mikroorganizmalarm, tek basina veya siklikla birlikte kolonizasyona yol actiklari ve
polimikrobiyal enfeksiyon yapabildikleri gosterilmistir. Bu polimikrobiyal etkenler, birden
fazla faktoriin de devreye girmesi ile akciger mikrobiyotas: ile bir etkilesim igerisinde
bulunur. KF prognozu siirecinde sik uygulanan antibiyotik tedavisi, konak bagisiklik
faktorleri ve degismis bir akciger ortami (hipoksi, anoksi) s6z konusudur. Bu durum,
genellikle akciger florasinin azalmasi ve tedaviye adapte olmus ya da direng kazanmis
patojenlerin kolonizasyonuna yol agmaktadir. Ayrica bu polimikrobiyal enfeksiyonlarda rol
alan patojenler de birbirlerine karsi sinerjistik veya antagonistik Ozellikler sergilerler
(Harrison, 2007; Fodor ve ark., 2012; Filkins ve O’Toole, 2015).

KF hastalarinda solunum yollarinda polimikrobiyal enfeksiyon etkeni olarak en sik
saptanan patojenler S. aureus ve P. aeruginosa’dir. S. aureus, ozellikle pediatrik grup KF

hastalarinda en erken saptanan patojenlerin baginda gelir.
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P. aeruginosa ise hastaligin erken doneminde zaman zaman kolonizasyon yaparken,
hastaligin ge¢ evresinde baskin hale gelmektedir (Windmiiller ve ark., 2015). Bu yapisal
olarak c¢ok farkli olan iki bakteri tiirli, birbirleri ile etkileserek, iireme 6zellikleri, biyofilm
yapimi, hiicre duvar sentezi ve antibiyotik duyarliligr gibi faktorler agisindan degisimler
sergileyebilmektedir. Patojenin iirettigi ¢esitli viriilans faktorleri ve ikincil metabolitlerin bu
degisimlere neden olabildikleri ¢esitli calismalarda gosterilmistir. Ozellikle P.aeruginosa, 2-
n-heptil-4-hidroksikinolon N-oksit (HQNO) tirevi maddeler sentezleyerek, S.aures’un
iremesinde negatif bir etki olustururken, biyofilm olusumu ve hiicre duvar sentezinde ise
destekleyici bir rol iistlenmektedir. Biyofilm iiretimi ve hiice duvar kalinligindaki artisa
paralel olarak bakterinin antibiyotik duyarliliginda azalma goriilebilmektedir (Mitchell ve
ark., 2010; Hotterbeekx ve ark., 2017).

KF’de akciger hastaliginin dogrudan tedavisinde yer alan bes temel yontem;
antibiyotikler, bronkodilatorler, mukolitik ajanlar, antiinflamatuar ilaclar ve havayolunun
temizlenmesine katki saglayan otojenik drenaj, egzersiz ve oksijen terapisidir. KF hastalarinin
tedavisinde antibiyotik kullanimi, yeni bir etkene ve enfeksiyoz alevlenmelere cevaben
yapilmaktadir. Antibiyotik kullanimi prognoza gore bazen kombine olarak uygulanmakta,
boylelikle patojenin tamamen eradike edilerek direng kazanmasinin Oniine gecilmeye
calisilmaktadir. Diger yandan ise antibiyotiklerin kullanimi immiin modiilatér etkinin
yaninda, konaga zararli olabilen yan etkiler de yaratmaktadir. Ayrica bakteri direng gelisimine
ya da bazi viriilans faktorlerin ekspresyonunun artmasina da yol agmaktadir. Bu
antibiyotiklere en iyi 6rnekler, aminoglikozid grubu igerisinde yer alan 6zellikle tobramisin,
gentamisin ve amikasindir. Bazi c¢aligmalarda bu antibiyotiklerin P. aeruginosa ve
Escherichia coli’de biyofilm artisina dolayisiyla da direng gelisimine katki yaptiklari
gosterilmistir (Mcllwaine ve Davidson, 1996; Ramsey, 1996; Hoffman ve ark., 2005).

Limoli ve arkadaslarinin 2017°de yaptiklar1 calismada, KF hastalarindan tek bagina ve
S. aureus ile birlikte izole ettikleri P. aeruginosa suslarini in vitro ortamda
karsilastirildiklarinda, tek basina izole edilen P. aeruginosa suslarmin S. aureus suslarina
karsi, birlikte izole edilenlere gore daha yarigmaci oldugu belirlemislerdir. Yaptiklari
deneylerde bu durumun tek basmna izole edilen P. aeruginosa susunun daha az aljinat

tiretimine bagli oldugunu gozlemlemislerdir.

12



Daha oOnceki verilere dayanarak, elde ettikleri sonug¢larmm aljinatin, S.aureus’un
inhibisyonunda 6nemli rolii olan HQNO, siderofor ve ramnolipid {iretimini baskilamasindan

kaynaklanabilecegini belirtmislerdir (Limoli ve ark., 2017).

Bu calismada; 2015-2017 yillar1 arasinda, Marmara Universitesi Pendik Egitim ve
Aragtrma Hastanesi Kistik Fibroz Polikliniginde takip edilen KF hastalarmin balgam
orneklerinden es zamanl izole edilmis P. aeruginosa ve MRSA suslarmin karsilikli
etkilesimlerinin, her bir patojenin in vitro kosullarda tireme, biyofilm yapimi ve hiicre
morfolojisi 6zellikleri tizerindeki etkilerinin saptanmasi ve bdylece hastaligin patogenezine

iligkin verilere katk1 saglanmas1 amac¢lanmastir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kistik Fibroz

Kistik fibroz, bat1 toplumundaki beyaz popiilasyon arasinda yaygin ve 6liimciil olan
otozomal resesif bir genetik hastaliktir. Insan viicudunun birden fazla ve farkli organ
yapisinda yer alan epitel hiicrelerinde bulunan kistik fibroz transmembran regiilator (CFTR)
genindeki mutasyonlar bu hastaliga neden olmaktadir. CFTR geni 7. kromozom iizerinde
bulunur ve bir transmembran protein olan CFTR proteinini kodlamaktadir. Bu gende
giinlimiize kadar 2061 farkli mutasyon tespit edilmistir. Bunlarin 1500’den fazlasmin KF
hastaligima  neden  oldugu  diisiiniilmektedir (De  Boeck ve ark, 2014)

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

Kistik fibroz hastalarindaki bu genetik hata hemen hemen tiim organlar1 etkilemesine karsin,
mortalite ve morbidite acisindan en fazla akciger hastaliklarina neden olmaktadir. CFTR nin
temel gorevi, siklik adenozin monofosfat (CAMP) aracili klor kanallarindaki iyon ve su
dengesini saglamaktir. Bu gendeki mutasyonlar, bu dengenin bozulmasmma ve sivi
sekresyonunun azalmasma buna bagli olarak da mikrosiliyalar tarafindan temizlenemeyen
krvamli bir mukus tabakasmin birikmesine neden olmaktadir. Bu biriken kalin ve koyu mukus
tabakasi, solunum foksiyon bozukluklarina ve firsat¢i patojenlerin kolonizasyonuna sonugta

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

Kistik fibroz, Avrupa’da yaklasik 42000, diinyada ise 70000’in iizerinde insani
etkilemektedir  (https://www.ecfs.eu/ecfspr,  Erisim  tarihi: 15  Mayis  2019;
https://www.cff.org/What-is-CF/About-Cystic-Fibrosis/, Erigim tarihi, 15 Mayis 2019). KF’

de yapilan arastirmalara bagli gelistirilen yeni tedavi ve yaklagimlar, bu hastaligmm yasam
Omriinii artirmis ve hastalarin daha kaliteli bir yasam siirdiirmesine olanak saglayarak, hayatin
her alaninda yer almalarini saglamustir. Ingiltere’de 2017°de yayimlanan KF raporuna gore,
tahmini genel ortalama yasam Omriiniin 47 yas oldugu, kadinlarda 43 yas, erkeklerde ise 49

yas oldugu bildirilmistir (https://www.cysticfibrosis.org.uk/the-work-we-do/uk-cf-

registry/reporting-and-resources/at-a-glance-report-2017, Erisim tarihi, 15 Mayis 2019).
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2.1.1. Kistik fibroz mikrobiyolojisi

Patojen mikroorganizmalar, KF hastalarinin yagamlarinin ilk evrelerinden itibaren
solunum yolunda kolonize olmaya baslar ve ileriki donemlerde ¢ogunlukla kronik
enfeksiyonlara sebep olurlar. Ayni zamanda bu patojenler ¢cogu hastada tekrarlayan akut
enfeksiyonlara (alevlenmeler) ve bunlarla iliskili solunum yetmezliklerine sebep olmakta ve

buna bagli 6liimler goriilebilmektedir (Lyczak ve ark, 2002).

KF hastalarinda en sik kolonize olan patojen bakteriler arasinda Haemophilus influenzae,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa yer almaktadir. Bunlara ek olarak,
Burkholderia  cepacia kompleks,  Stenotrophomonas  maltophilia, =~ Achromobacter
xylosoxidans ve tuberkiiloz dis1t mikobakteriler gibi firsat¢i patojenler KF hastalarinda siklikla
kolonize olmaktadir. Prevotella, Actinomyces ve Veillonella gibi anaerobik patojenler de bu
hastalarm solunum yolu 6rneklerinden izole edilebilmektedir (Lipuma, 2010; Fodor ve ark.,
2012). Ayrica, S. pneumoniae, E. coli, Klebsiella spp., Proteus spp., Serratia spp.,
Enterobacter spp. ve Citrobacter spp. tiirleri kalic1 kolonize bakteriler arasinda yer almayan
ve KF hastalarinin solunum yolu 6rneklerinden izole edilmis gegici bakteri tiirleridir (Renders
ve ark., 2001). KF hastalarinda kolonize olan tiim bakteriler i¢in zamana ve yasa bagl olarak
kolonizasyon oranlar1 de§iskenlik gosterebilmekte ve buna bagl olarak hastaligin akut veya
kronik seyri de degisebilmektedir (Sekil 1). Staphylococcus aureus, H. influenzae, S.
pneumoniae gibi bakteriler KF hastalarinda erken donemde baskin kolonizasyon gosterirken;
daha ge¢ donemde, P. aeruginosa, B. cepacia kompleks ©on plana gegerek kronik

enfeksiyonlara neden olmaktadir (Sibley ve ark., 2006).
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Sekil 1 2017 yilinda Kistik Fibroz Kayith Hasta Toplulugu’na bildirilen, KF hastalarindan

izole edilmig bakterilerin yaslara gore dagilimi

Mantar sporlar1 dogada yaygin olarak bulunmakta olup, kandida gibi kimi cinsler ise
normal flora iiyeleri arasinda yer almaktadirlar. Bunlar ile iliskili olarak KF hastalarinda
solunum yolu, bazi mantar tiirleri ile kolonize olabilmektedir. Bunlar i¢inde en sik izole edilen
tirler, Aspergillus fumigatus ve Candida albicans‘dir (Haas ve ark., 1991). Bunlarin disinda,
Exophiala dermatitidis, Penicillium ve Scedosporium tiirleri de rapor edilen diger mantarlar

arasinda yer almaktadir (Pihet ve ark., 2009).

Viral solunum yolu patojenleri, saglikli bireylerde ve KF hastalarinda esit siklikta
enfeksiyona yol agmaktadir. Fakat iist solunum yolu enfeksiyonlarmin, alt solunum yolu
semptomlar1 ile iliskisinden dolay1 enfeksiyonlar KF hastalarim1 klinik olarak daha fazla
etkilemektedir. Viral enfeksiyonlar, KF hastalarinda hastanede yatmay1 gerektiren pulmoner
alevlenmelere sebep olabilmekte ve bu enfeksiyonu takiben hastalarin 6rneklerinden yaygin
olarak yeni bakteri tiirleri (P. aeruginosa gibi) izole edilmektedir. Bu yeni kolonizasyonun
sinerjistik bir etki ile olustugu disiiniilmektedir. KF hastalarinda en sik saptanan viral
patojenler respiratuar sinsityal viriis (RSV), ikinci sirada influenza A ve B viriisleri
gelmektedir. Bununla birlikte diisiik siklikta olsa da parainflunza virus ve adenovirus’de KF

hasta orneklerinden 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 mikroorganizmanin olusturdugu, her bir
mikroorganizmanin sinerjistik ve antagonistik etkilesimlerinin rol aldigi enfeksiyonlardir.
Yapilan caligmalar, KF hastalarinin solunum yollarindan birlikte izole edilen birden fazla
mikroorganizmanimn karsilikli iletisim igerisinde oldugu ve bunun da hastalik patogenezini
etkiledigini bildirmektedir (Hibbing ve ark., 2010; Rogers ve ark., 2010). Rogers ve
arkadaslar1 2003°de yaptiklar1 calismada, KF hastalarinin balgam ve bronskopi 6rneklerinden
karisik bakteri topluluklar1 tanimlamislardir. Bu ¢alisma, KF’de akciger enfeksiyonlarinda
daha Once tanimlanmayan yaygin bakteri tiirlerinin (zorunlu anaerop bakteriler gibi)
tanimlanmasini yapan ilk ¢aligma olmustur (Rogers ve ark., 2003). Son yillarda molekiiler
saptama yontemlerinin mikrobiyolojide kullaniminin artmasi, geleneksel kiiltliir yontemi ile
tanimlanamayan veya zor tanimlanan virus, mantar ve bakterilerin birarada ve yogun
miktarda bulundugu balgam gibi 6rnekler icerisinde tanimlanmasina olanak saglamakta ve KF

hastalarinda polimikrobiyal enfeksiyonlara yeni yaklagimlarla yol gostermektedir.
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Sekil 2 KF hastalarinda polimikrobiyal akciger enfeksiyonlarinin yeri ve rolii

KF hastalarmm solunum yollar1 ¢esitli flora ve ¢evresel kaynakli mikroorganizmalarla
kolonize olmaktadir. Buna bagli olarak hastalarda, cesitli bakteri, mantar ve virus kaynakli
kronik veya polimikrobiyal enfeksiyonlar gelismektedir. Bu polimikrobiyal topluluklar,
karmasik ¢ok faktorlii etkilesimler yoluyla hem konagi etkilemekte hem de etkilenmektedir.
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KF akcigerinde kolonize mikroorganizma topluluklar1 sik uygulanan antibiyotik
tedavileri, konak bagisiklik faktorleri ve hastalik seyri boyunca degisen akciger ortamina
(hipoksik ve anoksik ortam) maruz kalmaktadir (Sekil 2). Bu degiskenlerin timii cogu zaman
mikroorganizma ¢esitliligini azaltarak, tedaviye son derece adapte olmus direngli
mikroorganizmalarin  kolonizasyonuna zemin hazirlamaktadir. Dolayisiyla hastaligin
prognozu da degiskenlik gostermektedir. Sonug olarak pulmoner alevienmeler ve ileri evre
hastaliga bagli olarak akciger fonksiyonlarinda hizla gerilemeye sebep olmaktadir. Bu durum
KF hastalarinda primer morbidite ve mortaliteye neden olan solunum yetmezligine yol

acmaktadir (Filkins ve O’Toole, 2015).

Polimikrobiyal enfeksiyonlar ile ilgili yapilan ¢aligmalarda, hastalarin ¢ogunda ayni
anda ikiden fazla mikroorganizmanin etken olarak saptandigi rapor edilmistir (Hoiby, 1974;
Wahab ve ark., 2004; Anzaudo ve ark., 2005). Polimikrobiyal etkenler arasindaki etkilesimler
birka¢ farkli sekilde gelisebilmektedir. Bunlar, patojen bir bakterinin ikinci bir bakterinin
viriilansin1 artirarak veya azaltarak gosterdigi etki; tek basina hastalia neden olamayacak
mikroorganizmalarin, ikincil bir patojenin kolonize olup ¢ogalmasina izin vermesi ya da daha
etkin bir enfeksiyon olusturabilmek igin patojenlerin degisken bir kolonizasyon siralamasi ile
digerine uygun kolonizasyon ortam sartlarint saglamasidir. Ayrica polimikrobiyal
enfeksiyonlarda, bir mikroorganizma antagonistik etki ile konag1 uyararak diger
mikroorganizmalarin kolonizasyonunu engelleyebilmektedir. Bu durum normal flora iiyesi ve
patojen mikroorganizma arasinda olabilecegi gibi, iki patojen mikroorganizma arasinda da
goriilebilmektedir. Buna karsin polimikrobiyal enfeksiyonlarda goriilen sinerjistik etki
mekanizmasinda ise daha oOnce kolonize olmus bir patojen, farkli bir tiir patojenin
kolonizasyonu ve enfeksiyonu i¢in uygun ortam olusturmaktadwr. Bu etkilesim daha ¢ok
benzer metabolik ihtiyaglara sahip mikroorganizmalar arasinda olugsmaktadir. Ayrica patojen
bir mikroorganizma, normal flora liyesininin daha yogun miktarda tiremesini indiikleyerek de
birlikte enfeksiyon olusturmaya tesvik edebilmektedir (Smith, 1982; Brogden, Guthmiller ve
Taylor, 2005). Bu etkilesimler, mikroorganizmalarin kolonizasyonunun artmasina ya da
inhibisyonuna, viriilans faktdrlerinin ekspresyonundaki degisikliklere, biyofilm iiretimi ya da

antimikrobiyal direng gelisimi gibi sonuglara sebep olabilmektedir.
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2.1.2.1. Polimikrobiyal enfeksiyonlarda mikroorganizmalar arasi sinerjistik
etkilesim

KF hastalarinda goriilen polimikrobiyal enfeksiyonlarda rol alan mikroorganizmalar
arasinda, es zamanl gelisen ve giderek yogunlasan bir kolonizasyondan daha c¢ok; zaman
icerisinde topluluk yapisindaki degisimlere (direngli ve ortama adapte olmus tiirler) veya
tedavi ya da mikroorganizmanin etkisine bagli degisen ortam yapisindan kaynakli sirali bir
kolonizasyon goriilmektedir (Hoiby, 1974; Wahab ve ark., 2004). Ornegin P. aeruginosa’nin
aljinat tiretimi KF hastalarinin akcigerlerinde bolgesel bir hipoksiye neden olabilmektedir.
Bunun sonucunda anaerobik patojenler gibi diger mikroorganizmalarin kolonizasyonuna
imkan saglarken, baska tiir ve cins patojenlerin kolonizasyonu baskilanmaktadir (Worlitzsch
ve ark., 2002). Bir baska ¢alismada, RSV ile kolonize KF hastalarmin ileri donemde kronik
P.aeruginosa enfeksiyonuna daha yatkin oldugu gdosterilmistir (Petersen ve ark., 1981). Diger
yandan KF’deki polimikrobiyal enfeksiyon etkeni olarak en sik izole edilen S.aureus ve
P.aeruginosa arasindaki sinerjistik etki, bu hastaligin patogenezinde olduk¢a Onem
tasimaktadir. KF hastalarmin solunum yolunda S. aureus’un kolonizasyonu ile akcigerler
cevresel kaynakli P.aeruginosa enfeksiyonuna duyarli hale gelmektedir. Sonraki asamada,
patogenezde daha fazla role sahip olan P. aeruginosa salgiladigi “quorum sensing”
molekiilleri (3-oxo-C 12-homoserine lactone ve 2-heptyl-3-hydroxy-4(1 H)-quinolone
(HQNO)) ile hem immiinomodiilatér etki olusturmakta hem de diger mikroorganizmanin
viriilansmi etkilemektedir. Ayrica baslangigta nonmukoid fenotipdeki P. aeruginosa, bu
etkilesimler sonucu mukoid fenotipe doniiserek, yiiksek aljinat ekspresyonu ile akciger
ortaminda degisikliklere neden olarak kronik enfeksiyonlara ve bununla iliskili KF’de
rastlanmayan, S. maltophilia, A. xylosoxidans ve Mycobacterium  abscessus
kolonizasyonlarina olanak saglamaktadir (May ve ark., 1991; Riedel ve ark., 2001; Hooi ve
ark., 2004).

Yukarida belirtilen bilgiler dogrultusunda, KF’da karisik tiirlerin birlikte etken oldugu
polimikrobiyal enfeksiyonlardaki sinerjistik etkilesimlerin, hastaligm daha siddetli bir hal

almasini ve yeni tiirlerin kolonizasyonunu destekledigini gostermektedir.
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2.1.2.2. Polimikrobiyal enfeksiyonlarda mikroorganizmalar arasi antagonastik
etkilesim

Antagonizm, kisithh kaynaklar nedeniyle topluluk i¢indeki organizmalarm birbirleri
arasindaki zorunlu rekabet olarak tanimlanmaktadir. Bu rekabet ortaminda gesitli faktorlerin
salimmma bagh olarak, diger organizmanin c¢ogalmasini baskilayict ya da fenotipik

degisikliklere neden olmasina antagonistik etki denir.

Antagonistik etkiye 6rnek olarak, KF’da polimikrobiyal enfeksiyonlarda en sik izole
edilen P. aeruginosa’nin “quorum sensing” molekiilleri ile S. aureusu’u lizise ugratarak demir
kaynag1 olarak kullanmasi, yine ayni molekiiller ile S. aureusu’un elektron transport
sisteminde degisikliklere neden olarak iiremenin yavaglamasi ile kii¢lik koloni varyantlarinin
(SCV) olugsmasi gosterilebilir (Mashburn ve ark., 2005; Hoffman ve ark., 2006). Bir baska
ornekte ise, baz1 bakteriler bakterosin tireterek ayni tiirdeki ve diger bakteri tiirlerini 6ldiirerek

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

Tim bunlarin yanisra baz1 caligmalarda konagin bir bolgesinde bulunan
mikroorganizmanin da, konak immiin sistemini aktiflestirerek farkli  bolgedeki
kolonizasyonun Oniine gectigi bildirilmistir. Lactobacillus casei veya dogal yogurdun
tilketilmesinin makrofajlar1 uyararak, solunum yolunda kolonize olan P.aeruginosa nin
eradike edilmesini sagladigini yapilan deney hayvani ¢alismasi ile gostermislerdir (Alvarez ve
ark., 2001).

2.2. Staphylococcus aureus

2.2.1. Karakteristik ozellikleri

Staphylococcus aureus, gram pozitif, hareketsiz, 0.5-1 um ¢apinda, mikroskopta kok
seklinde goriilen, koagiilaz pozitif bir bakteridir. Ayni zamanda insan deri ve burun
mukozasinda kolonize olabilen bir patojendir. Hastane ve toplum kaynakli enfeksiyonlarda da

en sik izole edilen patojenler arasindadir.
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S. aureus ¢ farkll kategoride enfeksiyona neden olur: (i) yara enfeksiyonlar1 gibi
yiizeyel lezyonlar, (ii) gida zehirlenmesi, haslanmig cilt sendromu ve toksik sok sendromu
gibi toksin aracili enfeksiyonlar ve (iii) endokardit osteomyelit, pndmoni, beyin abseleri,
menenjit ve bakteremi gibi yliksek morbidite ve mortaliteye sahip sistemik enfeksiyonlar
(Sousa ve Lencastre, 2004). Enfeksiyonlarda siklikla izole edilen bu patojen, yogun
antibiyotik maruziyeti sonucunda metisilin direngli S. aureus (MRSA) olarak adlandirilan,

beta-laktam grubu antibiyotiklere direngli suslar ortaya ¢ikmustir.

S. aureus, 1940’11 yillarin baglarinda penisilinle ilk karsilagmasinin ardindan gecen 2
yil icerisinde bu antibiyotige kars1 diren¢ gelistirmis ve 1960°lardan bu yana direngli suslarin
oran1 %80’lere yaklagmustir. S. aureus’da beta-laktam direnci esas olarak mecA geninin
kazammmi ile gelismektedir. Ik dénemlerde metisilin direnci sadece hastane kaynakli
enfeksiyonlardan soyutlanan MRSA suslariyla (HK-MRSA) iligkilendirilmis, 1990’lardan
itibaren toplum kaynakli MRSA suslar1 da (TK-MRSA) literatiirde yerini almistir. Yapilan
calismalar, TK-MRSA’nin genetik olarak HK-MRSA ile benzerlik gostermedigini ve TK-
MRSA’nin fakli viriilans faktorlerine sahip oldugu, ayrica daha invaziv potansiyel tasidigi
gosterilmistir. Bu viriilans faktorleri, konaga baglanma, konak immiin cevabina karsi korunma
ve konakta hasar olusturma gibi birden fazla koldan etki gosterebilmektedir (Lowy, 2003;
AKkil ve Muhlebach, 2018).

2.2.2. S.aureus’un KF’deki yeri

Glinlimiizde S. aureus hem yetiskin hem de pediatrik KF hastalarinda pnémoninin
onemli bir etkeni olarak kabul edilmektedir (Bien ve ark., 2011). Bununla birlikte KF
enfeksiyonlarindaki yeri ve dnemi 20. yy. baslarinda yapilan ¢alismalar ile ortaya ¢ikmustir.
1905°te yapilan bir ¢aligmada, KF hastalarindan alinan 15 6rnegin dokuzunda kiiltiirde S.
aureus pozitif bulunmus ve bu hastalarda ilgiyi ¢ceken ilk bakteri olmustur; giinlimiizde de bu
konumunu korumaktadir (Lyczak ve ark., 2002). S. aureus KF hastalarinin solunum yollarina
yasamlarinin ilk donemlerinde kolonize olan patojenlerden biridir. Degisken bir ortama sahip
KF akcigerinde (hipoksik ve hiperoksik) bu patojenin uzun donem kolonize kalabilmesi,
konak faktorleri, antibiyotikler ve diger patojenlerle etkilesim agisindan uyum saglamasi ile
iligkilidir. Windmiiller ve ark., yaptiklar1 karsilastirmali transkriptomik analiz ile S. aureus’ta
bu etkilesimlere dayali oldugunu diisiindiikleri mutasyonlarin sonucu olan genomik

degisimleri gostermiglerdir (Windmiiller ve ark., 2015).
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Yapilan ¢aligmalarda, KF hastalarinda S. aureus suslar1 erken donemde ve yaygin izole edilen
etkenler arasmnda iken, MRSA suslar1 akciger fonksiyonlarindaki hizli bozulma, uzun siire
hastanede yatis ve artmus mortalite ile iligkili olarak kronik enfeksiyonlardan sorumliu

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

Kistik Fibroz Kayitli Hasta Toplulugu’nun yaymladigi 2017 raporunda, genel olarak
bireylerin yarisindan fazlasinin en az bir kiiltiirinde MSSA pozitif olarak bulunmus ve en
yiiksek prevalans 10 yas alt1 ¢ocuklar arasinda gosterilmistir. Buna kargin en yiiksek MRSA
prevalanst 10 ile 30 yas arast  bireylerde  saptanmistr  (Sekil  3)
(https://www.cysticfibrosis.org.uk/the-work-we-do/uk-cf-registry/reporting-and-resources/at-

a-glance-report-2017, Erisim tarihi, 15 Mayis 2019).
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Sekil 3 2017 yilinda Kistik Fibroz Kayitli Hasta Toplulugu’na bildirilen KF hastalarindan

izole edilmis MSSA ve MRSA suslarinin hasta yaslarma gore dagilimi

2.2.3. S. aureus KF’da viriilans1

Staphylococcus aureus konak savunmasindan kagmak ve konakta hasar olusturmak
icin birgok viriilans faktorii iretmektedir (Sekil 4) (Foster, 2005). Buna karsin KF
enfeksiyonlarinda S. aureus‘un firettigi cesitli viriilans faktorlerinin etkileri ve bu faktorlerin

ekspresyonlarindaki degisiklikler tam olarak bilinmemektedir (Stone ve Saiman, 2007).
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Sekil 4 S. aureus viriilans faktorleri ve etki mekanizmalari

2.2.3.1.Toksin Uretimi

S. aureus'un viriilansinin 6nemli bir boliimii, aksesuar gen regiilatorii (agr lokusu)

tarafindan kontrol edilen toksinlerin salgilanmasi ile iliskilidir. Bu viriilans faktorleri arasinda,
a-hemolizin, toksik sok sendromu toksini (TSST-1), SEA (Staphylococcal enterotoxin A) ve

Panton-Valentine 16kosidin (PVL) bakteriyemi, osteomiyelit ve nekrotik pndmoni gibi ciddi

enfeksiyonlarla iliskilidir (AKil ve Muhlebach, 2018).

TK-MRSA suglar1 siklikla PVL eksprese etmektedir. PVL, notrofil, monosit ve

makrofajlarin membran ylizeyindeki spesifik reseptorlere baglanarak bu hiicrelerin nekrozunu

indiikleyen sitolitik bir toksindir (Colin ve ark., 1994). Ayrica in vitro ¢alismalar, PVL'nin

giiclii bir kemotaktik ajan olan lokotrien B4'iin regiilasyonunu igeren farkli mekanizmalar

tarafindan enflamasyonu destekledigini de 6ne stirmektedir (Hensler ve ark., 1993).

2.2.3.2. Adaptasyon ve siirekliligi

Viriilans faktorlerine ek olarak, antibiyotik baskisi ve konak immiin yaniti, S.

aureus’un patojenitesini artirmakta, boylelikle bu patojenin ortama adaptasyonunu ve uzun

stire kolonize kalmasini saglamaktadir (Lowy, 2011).
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S. aureus kaliciligi, oksotroflar igindeki fenotipik farklilagsmalardan kaynaklanmaktadir. Bu
degisen bakteriler besiyerindeki goriiniimiinden dolay1 kii¢lik koloni varyantlar1 (SCV) olarak

isimlendirilmektedir.

Birgok kronik enfeksiyonda S. aureus ve diger patojenlerin kiigiik koloni
varyantlarinin (SCVs) siklikla gbzlendigi ve bunlarin mikroorganizmalarin konak ortamina
uzun siireli adaptasyonunu yansittigi disiiniilmektedir. SCV gelisimi, S. aureus’da
pigmentasyon kaybi, hemolizin ekspresyonunun azalmasi ve yavas ¢ogalma gibi negatif
gorilinen etkiler yaratmasina karsm, aminoglikozidlere karsi duyarlilik azalmasi ve fagositoza
diren¢ ile bu patojenin kaliciginin artmasina neden olmaktadwr. SCV’da metabolizma
genlerindeki bir¢ok mutasyon nedeniyle, elektron transportunda yetersizlik, ayrica hemin icin
oksotrofik forma ge¢is goriilmektedir (Proctor ve ark., 2006). Yapilan ¢aligmalarda, S.aureus
ile P.aeruginosa’nin birlikte ayni kiiltiir ortaminda iiretilmesi ve tobramisine maruziyeti
sonrasinda benzer SCV’larin gelistigi gosterilmistir (Hoffman ve ark., 2006; Biswas ve ark.,
2009).

2.2.3.3. Biyofilm iiretimi

Biyofilm olusturan bakterilerin immiin yanittan kagabildikleri ve antibiyotik
etkisinden korunduklari, bu sayede, kronik enfeksiyonlara neden olduklari bilinmektedir.
Biyofilm olusumu cihazla iligskili hastane enfeksiyonlarinin yani sira KF hastalarindaki
akciger enfeksiyonlarmda da saptanmaktadir. Stafilokoklar, biyofilm iireterek cihazla iligkili
enfeksiyonlara neden olan prototip bakteriler arasinda yer alir. Ayni1 durum, KF’da akciger
enfeksiyonlar1 igin de gegerlidir. (Goerke ve Wolz, 2010). Bakteriler biyofilm iiretimini,
cevresel stres ve antimikrobiyal varlig1 gibi zorlu ortam sartlarinda gergeklestirirler. Ayrica
“quorum sensing” (QS) olarak adlandirilan iletisim sistemi ile biyofilm tiretimi de
desteklenmektedir. KF’da sik¢a goriilen polimikrobiyal enfeksiyonlarda, QS aracili biyofilm
tiretimi, 6zellikle S. aureus ve P. aeruginosa ile yapilan in vitro ¢alismalar ile gosterilmistir.
S.aureus, sarA, agrB ve icaR gibi genleri araciligiyla biyofilm tiretimini diizenleyerek, diger
bakterilerin varliginda ve stres ortaminda hayatta kalmay1 saglamaktadir. Bu kabiliyeti ile
konak igerisinde siirekliligini koruyarak, kronik enfeksiyonlara sebep olmaktadir (Orazi ve
O’Toole, 2017; Woods ve ark., 2018).
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2.3. Pseudomonas aeruginosa

2.3.1. Karakteristik ozellikleri

Pseudomonas aeruginosa, hareketli, nonfermentatif, comak seklinde gram negatif bir
bakteridir. Glikozu oksidasyon yolu ile parcalar ve katalaz pozitiftir. Kiiltiir ortaminda 25°C
ile 37°C araliginda iyi iireyebilmesinin yaninda, 42°C’de de iireyebilme 6zelligi ile diger
Pseudomonas tiirlerinden ayirt edilmektedir. Pseudomonas cinsindeki birgok tiir, bir veya
birden fazla pigment molekiilii lretmektedir. Bu pigmentlerden en sik rastlananlari,
piyosiyanin (mavi-yesil), piyoverdin (sari-yesil) ve piyorubindir (kirmizi-kahverengi) (Wu ve
ark., 2015). Bakteri aerobik kosullarin yanisira, terminal elektron alici olarak nitrati (NO3)
kullanabilme 6zelligi ile anaerobik ortamda da iireyebilmektedir (Toyofuku ve Yoon, 2018).

P.aeruginosa cevresel kosullara dayanikli olmasi dolayisiyla, dogada toprak ve suda
yaygin bulunur. Insanlar i¢in firsatc1 bir patojendir. Ozellikle son yillarda, ¢oklu ilag direnci
gosteren suglarin artis1 ile dikkatleri iizerine ¢eken en 6nemli hastane kaynakli enfeksiyon
etkeni patojenlerden birisidir. Bagta bagigiklik sistemi baskilanmis bireyler ve kanser hastalari

olmak tizere, yaniklarda ve KF hastalarinda firsat¢1 enfeksiyonlara neden olmaktadir.

2.3.2. P. aeruginosa’min KF’deki yeri

KF hastalarinda solunum sisteminin P. aeruginosa ile kolonizasyonu, bu hastalarin
mortalite ve morbiditesinde olduk¢a onem tasimaktadir. Bu hastalarin yasadiklar1 birgok
solunum probleminin yanisira, P. aeruginosa’nin neden oldugu kronik akciger enfeksiyonu en
onemli klinik sorunlardan birisidir (Bhagirath ve ark., 1996). Genellikle KF hastalarinda P.
aeruginosa‘nin etken oldugu kronik akciger enfeksiyonlari, bu tiiriin ¢evresel suslari ile
aralikli kolonizasyon sonrasinda baglamaktadir. KF’da P. aeruginosa enfeksiyonu gelisimi P.
aeruginosa’nimn 6nemli viriilans faktorlerinden elastaz, lipopolisakkarid (LPS), rhamnolipidler
ve aljinatmn tiretimi ve biyofilm olusturma kapasitesi ile iligkilidir. Buna baglh olarak, biyofilm
olugturduktan sonra KF hastalarinda kronik P.aeruginosa enfeksiyonunun ortadan
kaldirilmas1 oldukga zorlasir (Heiby ve ark., 2005; Bjarnsholt ve ark., 2010).
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P. aeruginosa, KF’da mukoid ve mukoid olmayan olarak iki farkli fenotipte izole
edilmektedir. Baslangi¢ kolonizasyonunda daha ¢ok mukoid olmayan suslar goriiliirken, kalict
kolonizasyonda mukoid suslar rol almaktadir. Mukoid fenotip, yiiksek miktarda aljinat
iretiminin arttigina bagli olarak biyofilm olusturdugu ve antibiyotik ile eradikasyonun
zorlastig1 kronik enfeksiyonlardan sorumlu tutulmaktadir (O’sullivan ve Freedman, 2009). P.
aeruginosa’nm {rettigi ¢ok sayidaki viriilans faktorii, “quorum sensing” (QS) olarak
adlandirilan, bakteriler arasi iletisimi ve bakteri hiicre yogunlugunun izlenmesini saglayan bir
mekanizma tarafindan kontrol edilmektedir. P. aeruginosa’da tanimlanmuis, las ve rhl olmak
iizere iki QS sistemi bulunmaktadir (Karatuna ve Yagci, 2008). KF’da degisken prognoz,
farkli tiirlerin sik sik ve birlikte kolonizasyonu, antimikrobiyal terapi gibi faktorlerin
sonucunda devamli degismekte olan akciger ve solunum yolu ortamui 6zellikle bu bakteride bu

mekanizmanin 6nemini 6n plana ¢ikartmaktadir.

KF’da solunum sisteminin 6zellikleri tek veya coklu patojenlerin kolonizasyonuna
zemin hazirlamaktadir. Bu durum, hastalarn zaman igerisinde bir¢ok farkli siniftan
antibiyotik kullanmasmma sebep olmaktadir. Sonu¢ olarak da, oOzellikle kronik
enfeksiyonlardan sorumlu bakterilerde kazanilmis antibiyotik direnci sik goriilmektedir.
Ozellikle gram negatif bakterilerde bu durum sik¢a saptanmakla birlikte ¢oklu ilag direngli

suslar da goriilmektedir.

KF hastalarinda yillar igerisinde P. aeruginosa’ya bagli gelisen enfeksiyonlarda
belirgin bir azalma goriilmistiir. 1997 yilinda % 47 olan P. aeruginosa orani, 2017°de %
27,5’e kadar gerilemistir. Buna karsin ¢oklu ilag direngli P. aeruginosa (MDR-PA)
enfeksiyonlarmin 18 yas {stii bireylerde artist dikkat ¢ekmektedir. Bu durumun
antibiyotiklere kiimiilatif maruziyetten kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Kistik Fibroz Kayith
Hasta Toplulugu’nun yayinladigi 2017 raporunda, KF hastalarmin en az bir kiiltiiriinde P.
aeruginosa pozitif olarak bulunmus kisilerin % 8.2’sinde MDR-PA pozitifligi, P. aeruginosa
enfeksiyonu olan hastalarm ise % 17.9’'unda MDR-PA pozitifligi bildirilmistir (Sekil 5)
(https://www.cff.org/Research/Researcher-Resources/Patient-Registry/2017-Patient-Registry-
Annual-Data-Report.pdf, Erisim tarihi, 15 Mayis 2019).
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Sekil 5 2017 yilinda Kistik Fibroz Kayitli Hasta Toplulugu’na bildirilen KF hastalarindan

izole edilmis P. aeruginosa ve MDR-PA suslarinin hasta yaslarma gore dagilimi

2.3.3. P.aeruginosa’mmn KF’deki Viriilansi

2.3.3.1. Baglanma ve hareket

P. aeruginosa sahip oldugu flajel ve pili (tip IV) yapilar1 ile hem hareket hem de
konak hiicre yiizeyine tutunmayi gerceklestirmektedir. Bakteri bu yapilar ile solunum
yolundaki epitel hiicrelerinin yiizeyinde bulunan musin ve glikolipid asiola-gangliozid (,Gm1)
reseptorlerine baglanir ve sonrasinda konak hiicrede interlokin aktivasyonu baslar. KF
hastalarinda saptanan bazi mukoid P. aeruginosa suslarinda flajel bulunmamaktadir.
Boylelikle interlokin aktivasyonunun olusmadigi ve notrofil gd¢linlin goriilmemesine bagh
olarak P. aeruginosa nin kolayca kolonize oldugu diisiiniilmektedir. Bununla birlikte genetik
defekti olan solunum yolu epitel hiicrelerinde .Gy reseptorii yiiksek oranda tiretilmektedir. P.
aeruginosa da pilileri ile bu yapilara baglanarak kolonizasyon olusmakta ve sonrasinda diger
patojenik mekanizmalarin devreye girmesi saglanmaktadir (Lau ve ark., 2005; Alhazmi,
2015).
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2.3.3.2. Aljinat salgilanmasi, “quorum sensing” ve biyofilm iiretimi

Baz1 P. aeruginosa izolatlar1 kiiltiirde mukoid yapida goriilmektedir. Bu fenotipik
ozellik, bakterinin  yiikksek miktarda polisakkarid yapili aljinat iiretiminden
kaynaklanmaktadir. Aljinat, mucA geninindeki mutasyonlarin yanisira, algT etkisiyle P.
aeruginosa tarafindan salgilanmaktadir. Aljinat, makrofajlardan serbest radikallerin
saliniminin engellemesi, fiziksel bir bariyer olusturarak fagositozun Onlemesi, notrofil
kemotaksisi ve komplement aktivasyonun baskilamasi ile bakterinin ortamdan eradike
edilmesini Onlemede bircok rol iistlenmektedir. Bunun disinda, solunum yolunda P.

aeruginosa’nim biyofilm olusturmasina da katki saglamaktadir (Driscoll ve ark., 2007).

KF solunum yolunda kolonize olan P. aeruginosa, biyofilm olusturarak
cogalmaktadir. Biyofilm, hiicre bdliinmesi, farklilasma ve ayrismayr barindiran oldukga
sistemli bir yapiya dayali, ylizeye baglanarak cogalma sekli icermektedir. Bu yapinin
olusabilmesi icin, flajel, tip IV pili ve diger gen iirlinlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. P.
aeruginosa’da iki farkli biyofilm olusumu gozlenmektedir. Ilki KF’de baslangic
kolonizasyonunda veya KF dis1 kolonizasyonlarda, digeri ise KF kronik akciger
enfeksiyonlarinda rol alir. Birinci biyofilm olusumunda P. aeruginosa, pili veya flajeli ile
epitel ylizeye tutunarak, bir dizi hiicre boliinmesi ve biyosentez sonrasi mikrokolonizasyon
olusturmaktadir. Daha sonra bu koloninin olgunlasmasi ve ¢ogalmasi ile makrokoloni yani
biyofilm tabakasi olusmaktadir. Diger biyofilm olusumunda ise, dogrudan epitel ylizeye bir
baglanma olusmamaktadir. P. aeruginosa pili ve flajel yapilarin1 kaybeder, yogun miktarda
aljinat sentezler; sonu¢ olarak makrokoloniler yani biyofilm olusturur. Bu biyofilm, KF
solunum yolundaki kalin mukus tabaka igerisinde bulunmasi ile P. aeruginosa’yr daha

diren¢li bir patojene doniistiirerek kalici kolonizasyon ve kronik enfeksiyona sebep olur

(Lauve ark., 2005).

“quorum sensing” (QS), diflize kii¢lik kimyasal molekiillerin koordine ettigi ve hiicre
yogunluguna bagli bakteriler arasi1 iletisimin saglandigi bir mekanizma olarak
tanimlanmaktadir. Bu kimyasal molekiiller ayn1 zamanda agil homoserin laktonlar olarak
isimlendirilen otoindiikleyiciler olarak da adlanmaktadir. P. aeruginosa’da QS las ve rhl

genleri tarafindan diizenlenmektedir.
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Artmis bakteri yogunlugunda bu kimyasal molekiiller sentezlenerek hiicre disina difiize olur
ve ortamda bulunan diger bakterilerdeki transkripsiyonel aktivatdrlere baglanarak genlerin
aktivasyon veya inhibisyonunu saglamaktadirlar.

P. aeruginosa QS sisteminin 300°den fazla genin diizenlenmesinde etkin rol oynadigi
bilinmektedir.  Dolayisiyla  bakteriyel  enfeksiyonlarda  ozellikle  polimikrobiyal
enfeksiyonlarda QS Onemli bir rol oynamaktadir. Biyofilm olusumu, ekzoproteazlar,
ekzotoksin A, rhamnolipidler, fanezinler ve hidrojen siyaniir gibi bakteri viiriilans
faktorlerinin diizenlenmesi bu mekanizma ile gerceklesmektedir. Konak immiin sisteminden
kacis, antimikrobiyal diren¢ ve konaktaki yayilim biliylik olciide bu sistemin
koordinatérliigiinde gerceklesmektedir. Ozellikle KF’da P. aeruginosa’nm QS sistemi, farkli
evrelerdeki kolonizasyonda fenotipik degisimler ve buna baglh viriilans, diger kolonize
bakteriler ile iliski, degisken biyofilm ve aljinat sentezi gibi faktorlerin diizenlenmesinde dne
¢ikan 6nemli bir etmen konumundadir (Lau ve ark., 2005; Kipnis ve ark., 2006; Bjarnsholt ve
ark., 2010; Alhazmi, 2015).

2.3.3.3. Tip 111 salgilama sistemi

P. aeruginosa, konak hiicre igerisine sitotoksik ajanlar1 enjekte etmek i¢in Onemli
viriilans faktorlerinden birisi olan tip III salgilama sistemini kullanmaktadir. Bu sistem, pili
aracili epitel hiicreye tutunma ile aktive olmaktadir. P. aeruginosa baglanma ile aktive olan
tip III salgilama sistemi araciligiyla, sinyal transdiiksiyon molekiillerini konak hiicreye
enjekte ederek, hiicre membran yapisinda bozulma, hiicre Olimii veya konak immiin
cevabinda degisiklik gibi hasarlara yol agmaktadir. KF’da P. aeruginosa’ya bagli akut
enfeksiyonlarda tip III salgilama sistemi, kronik enfeksiyonlara gére daha yiiksek oranda
eksprese edilmektedir. Bunun kronik enfeksiyonlarda P. aeruginosa’nin viriilans genlerinin
bir dizi mutasyona bagli ekspresyon degisiklikleri veya pili kaybmma bagli oldugu
diigiiniilmektedir. P. aeruginosa’nin tip III salgilama sistemi ile konak hiicreye enjekte ettigi
dort ekzoenzim bulunmaktadir. Bunlar, ExoY, ExoS, ExoT ve ExoU olarak tanimlanmistir
(Sadikot ve ark., 2005).
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2.3.3.4. Piyosiyanin

Piyosiyanin, P. aeruginosa tarafindan salgilanan ikincil metabolitlerden birisidir. Bu
molekiilin hem pozitif hem de negatif ylike sahip olmasi onu biyolojik membranlara

tutunmasini kolaylagtirmaktadir.

KF’da P. aeruginosa’nin neden oldugu enfeksiyonlarda bu metabolitin sentezi QS tarafindan
diizenlenmekte ve yogun olarak Tretilmektedir. Piyosiyanin KF akcigerinde, P.
aeruginosa’nm yayilimini artirdigi, konak hiicrenin solunum ve siliyer fonksiyonunu inhibe
ettigl, prostasiklin salmimi ve kalsiyum hemoztazini bozan etkileri oldugu bilinmektedir.
Bunun disinda konak immun yanitinda da degisiklikler yapmaktadir. P. aeruginosa’nin KF
solunum yolundaki kalin mukus tabakasinda anaerobik olarak lireyebilmesi ve bu ortamda
treme Ozelligi gosteren Staphylococcus ve Bacillus spp. gibi diger bakterilerin varligi, P.
aeruginosa i¢in rekabet ortami yaratmakta, bu rekabet ortaminda piyosiyanin {iretimi ile diger

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

2.3.3.5. Diger salgilanan viriilans faktorleri

P. aeruginosa’da demir ihtiyaci, tireme basta olmak iizere viriilans faktorlerinin
yapimi ve diger metabolik mekanizmalar i¢in biiyilk 6nem tasimaktadir. Bu yiizden demir
ihtiyacim1  kargilamak i¢in ana siderofor molekiilii olarak piyoverdin {iretilmektedir.
Piyoverdin, P. aeruginosa’nin demir ihtiyacini karsilamanin yanisira, ekzotoksin A,
endoproteaz ve kendisi de olmak iizere g¢esitli virlilans faktorlerin salgilanmasinin

diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Meyer ve ark., 1996).

Ekzotoksin A, KF solunum yolunda P. aeruginosa tarafindan yiiksek oranda
salgilandig1 saptanmasina karsilik, KF’daki rolii suana kadar tam aydinlatilamamistir. Buna
ragmen P. aeruginosa’nin 6nemli viriilans faktorlerinden birisi olup, ADP-ribozil transferaz
ailesinin bir liyesidir. Konak hiicrede elongasyon faktor 2’yi (EF2) inhibe ederek, hiicrenin

protein sentezini engeller ve hiicre 6liimiine yol acar (Gallant ve ark., 2000).
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P. aeruginosa’nin diger viriilans faktorlerinden alkali proteaz, elastaz ve proteaz IV’iin
de KF solunum yolunda salgilandigi saptanmis, fakat fonksiyonu tam olarak
belirlenememistir. Genel olarak bu sitotoksinler, konak immiin yanit1 diizenleyen
komplement, antikor, surfaktan proteinler ve antibakteriyel peptidleri degrade etmektedirler
(Driscoll ve ark., 2007).

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

Polimikrobiyal enfeksiyonlar, KF’da gelisen enfeksiyonlar basta olmak lizere bir¢cok
enfeksiyonda yaygin olarak goriilmektedir. KF’de en sik goriilen polimikrobiyal enfeksiyon
etkeni bakteriler, S. aureus ve P. aureginosa’dir. Bu iki bakteri arasindaki sinerjistik ve
antagonistik etkilesimler neden olduklar1 KF solunum yolu enfeksiyonunun prognozunu

belirlemektedir.

S. aureus, KF hastalarmin solunum yollarinda ilk kolonize olan bakterilerden birisidir.
P. aeruginosa ise adolesan ¢ag ve yetiskin bireylerde baskin olarak goriilen patojendir. S.
aureus KF’de solunum yolu enfeksiyonunun baslangicinda daha ¢ok izole edilirken, P.
aeruginosa daha ¢ok kronik enfeksiyonlardan sorumlu tutulmaktadir. Bu iki bakterinin KF
solunum yolu Orneklerinden birlikte sik¢a izole edilmesi nedeniyle S. aureus ile ilk
kolonizasyonun, P. aeruginosa’nin yerlesmesini kolaylastirdigi diisiiniilmektedir (Baldan ve
ark., 2014).

P. aeruginosa kolonize oldugu KF solunum sistemindeki oksijen diizeyi, besin ve
antibiyotik varlig1 gibi degisen cevresel etkenlere gore tirettigi QS sinyal molekiilleri ile ayni
ortamda birlikte oldugu S. aureus iizerinde pozitif/negatif etkiler olusturmaktadir. Ornegin, P.
aeruginosa kaynakli HQNO, S. aureus’un elektron tagima sisteminde degisikliklere neden
olarak bu patojeni anaerobik ¢ogalmaya zorlamaktadir. Bu durum, S. aureus’un iiremesini
baskilamakta, in vitro kiiltirde SCV fenotipi kazanmasma sebep olmaktadir. Sonugta S.
aureus’un KF solunum orneklerinden izolasyonu zorlagmakta, aym1 zamanda bakteri
aminoglikolizid gibi antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmaktadir (Hoffman ve ark., 2006;

Szamosvari ve Bottcher, 2017).
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Demir iyonu bakteriler i¢in elzem bir elementtir. Bakteriler demir ihtiyacini
sideroforlar1 aracilig1 ile konaktan karsilar. KF’da solunum sisteminin yetersiz besin ortami
nedeniyle, P. aeruginosa birlikte kolonize oldugu S. aureus ile rekabet etmek zorunda
kalmaktadir. P. aeruginosa sitotoksik enzimleri ile S. aureus’un hiicre duvarini yikarak, hem
parcalanan bakteriden salinan demiri kullanmakta hem de rekabeti azaltmaktadir (Nguyen ve

Oglesby-Sherrouse, 2016).

S. aureus’un QS molekiilii olan otoindiikleyici-2 (Al-2) ve hiicre duvar yapisinda
bulunan N-asetil glukozaminin (G1cNAc), P. aeruginosa’nin viriilans faktérleri ve biyofilm
dretiminin artmasini indiikledigi gosterilmistir. S. aureus ve P. aeruginosa’nm birlikte
kolonize oldugu KF solunum yolunda yiliksek oranda AI-2 ve GlcNAc bulundugu
saptanmustir. Bu iki molekiilin ortamdaki yogunlugu P. aeruginosa’nm kinolon sinyal
sistemini aktive ederek, piyosiyanin, ekstraselliiler proteaz ve rhamnolipid molekiilleri gibi
bir¢ok toksinin iiretimine yol acar. Buna bagl olarak doku hasari, epitelde silialarin kayb,
konak immiin sisteminin baskilanmasi ve biyofilm iiretimine baglh basarisiz antibiyotik yanit1
gibi sonugclar ortaya cikar. Tiim bu faktorler kétii prognoza sahip kronik enfeksiyon gelisimini

desteklemektedir (Sekil 6) (Hotterbeekx ve ark., 2017).
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Sekil 6 S. aureus ve P. aeruginosa’nin salgiladigi molekiiller ve etkilesimleri. P.
aeruginosa’nin salgiladigi ekzotoksinler, S. aureus’un biyofilm iiretimi, oksidatif solunum, ve
virtilansini1 degistirir ve bakterinin pargalanmasina yol acar. S. aureus’un lizisi ile ortaya ¢ikan
G1cNAc, P. aeruginosa kinolon sinyalini aktiflestirerek viriilans faktorlerinin ifadesini
etkilemektedir (Hotterbeekx ve ark., 2017).

34


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/about/copyright/

2.5.S. aureus ve P. aeruginosa’nmin Birlikte Neden Olduklar1 KF Enfeksiyonlarina
Klinik Yaklasim

KF’da genel tedavi yaklagimi, semptomlarin hafifletilmesi ve organ fonksiyon
bozukluklarinin giderilmesine yoneliktir. Bu yaklasim dogrultusunda, pankreatik enzim
replasmani, alt solunum yolu salgilarinin temizlenmesi ve pulmoner enfeksiyon tedavisi

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

KF’da gelisen MRSA ve P. aeruginosa’ya bagl kronik polimikrobiyal solunum
enfeksiyonlari, akciger fonksiyonlarinin bozulmasma, alevlenme sonras1 akciger
fonksiyonlarmin diizelememesine ve mortalite artislarma neden olmaktadir. ingiltere gibi bazi
iilkelerde S. aureus saptanan erken yastaki KF hastalarinda profilaktik antibiyotik tedavisi ile
P. aeruginosa kolonizasyonunun onlenmesini amaglanmaktadir. Bu dogrultuda MRSA
eradikasyonu icin linezolid ve vankomisin ilk tercih edilen antibiyotikler arasinda yerini
almaktadir. Ancak bu antibiyotiklerin uzun donem kullanimma baglh ya da altta yatan P.
aeruginosa gibi ikinci bir patojenden kaynakli bu ajanlara da siklikla direng gelismektedir.
(Chmiel ve ark., 2014; Sherrard ve ark., 2014). P. aeruginosa’nin ilk kolonizasyonunda ise
inhalasyon ile verilen tobramisin 6n sirada tercih edilen antibiyotikler i¢indedir. Firsatci bir
patojen olmasmin yaninda, hastane kaynakli ¢oklu ila¢ direnci gdsteren P. aeruginosa’nin
erken eradikasyonu, kronik enfeksiyon gelisiminin Oniine gegilmesi i¢in olduk¢a 6nemlidir.
Ancak her iki patojenin birlikte kolonizasyonu, karsilikli sinerjistik etkilerle biyofilm
iretimini artirarak, tobramisine karsi direng gelismesini tetiklemektedir (Beaudoin ve ark.,
2017).

Ozellikle yetiskin KF hastalarindaki enfeksiyonlarda, birden fazla patojenin etken
olmasi ve genelde bu patojenlerin uzun siireli antibiyotik kullanimi, asir1 biyofilm ve viriilans
faktorii tretimi, aerobik veya anaerobik cevresel degisimlere bagl ¢oklu ilag direnci
gostermeleri tedavi basarisizligina neden olmaktadir. Bu nedenle bu enfeksiyonlara

yaklasimda standart bir tedavi protolii izlenememektedir (Magalhaes ve ark., 2017).
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Gerecler

3.1.1. Besiyerleri

Mueller Hinton S1vi Besiyeri (BioMerieux, Fransa)
Luria-Bertani Sivi Besiyeri (BioMerieux, Fransa)
%35 Koyun Kanl1 Agar (BioMerieux, Fransa)

MacConkey Agar (BioMerieux, Fransa)

3.1.2. Kimyasal maddeler

Vankomisin (Kocak, Tiirkiye)

Tobramisin (Nobel, Tiirkiye)

Linezolid (Haver, Tiirkiye)

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. Kullanilan cihazlar

MALDI TOF-MS identifikasyon Sistemi (BioMerieux, Fransa)
Giivenlik Kabini (Heraeus-HERA safe, Tiirkiye)

Derin Dondurucu (Argelik, Tiirkiye)

Etiiv (Memmert, Almanya)

Calkalayicili Etiiv (Innova 40, New Brunswick, Kanada)

%5 CO’li Etiiv (Memmert, Almanya)

Otoklav (Niive- OT 020, Tiirkiye)

Hassas Terazi (Sartorius, Almanya)

Buzdolabi (Argelik, Tiirkiye)

Distile Su Cihazi (NS 108, Niive, Tiirkiye)

Mikroplate Okuyucu (Synergy H1, Biotek, Amerika)

Magna Lyser Cihazi (Roche, Almanya)

Su Banyosu Cihazi (Niive, Tiirkiye)

Santrifiij (Eppendorf, Almanya)

Vorteks Cihazi (IKA, Amerika)

Taramal1 Elektron Mikroskobu (EVO MA10, Zeiss , Almanya)
Hiicre Dansitometre Cihazi (BioMerieux, Fransa)

0.22 pum disposable filtre (Hawach, Cin)
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3.2. Bakteri izolatlarimin Belirlenmesi

Bu calismada, Marmara Universitesi Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde 2015-
2017 yillarinda, KF hastalarinin rutin mikrobiyoloji tetkikleri i¢in laboratuvara gonderilen,
balgam Orneklerinde polimikrobiyal olarak iiretilmis 9 P. aeruginosa ve 9 metisilin direngli
Staphylococcus aureus (MRSA) izolati kullanildi. Belirlenen kokenler hastanemiz stok
kolleksiyonundan ¢ikarilarak, tiir diizeyinde dogrulama yapildi ve proje calismasinda

kullanilincaya kadar skim-milk besiyerinde -80 °C’de sakland.

Bu klinik patojenlerin disinda, standart bakteri kkenlerinin de birbirleri tizerindeki ve
calismaya alinan klinik patojenler {izerindeki etkilerini gorebilmek icin, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 29213 ve MRSA ATCC 43300
kokenleri bu ¢alismaya dahil edildi.

3.3. Bakterilerin Identifikasyonu

Dondurucuda -80°C’de saklanan ornekler ¢ikarildi ve P.aeruginosa  suslari
MacConkey agara, MRSA suslar1 da %5 koyun kanli agara ekim yapilarak, 37°C etiivde 24
saat inkiibasyona birakildi. Islem iki kez tekrarlandu.

Inkiibasyon sonrasi elde edilen koloniler, MALDI-TOF MS Identifikasyon Sistemi
(BioMerieux, Fransa) cihazinda isleme alinarak, tiir bazinda tanimlamalar1 tekrarlandi ve
dogrulandi. Bu islem i¢in kisaca, koloniden alinan 6rnek cihaza ait metal plak {lizerine
yayilip, lizerine matriks soliisyonu eklenerek havada kurutuldu. Cihaza yiiklenen ornekler,
lazer vuruslariyla proteinlerine parcalanarak olusan pikler, cihaz veri tabaninda yer alan data
ile karsilastirilarak sonuglar elde edildi. S.aureus izolatlarinda metisilin direnci, sefoksitin

disk difuzyon testi ile belirlenerek, bu izolatlarin MRS A oldugu da dogrulandi.
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3.4. Klinik izolatlardan Cesitli Hiicre Fraksiyonlarimin Hazirlanmasi

Proje dahilindeki tiim bakteri izolatlar1 ve standart suslarin her birininin agar
besiyerlerinden alinan tek kolonisi, Luria-Bertani (LB) s1v1 besiyeri i¢erisine inokiile edildi ve
37°C’de calkalayici inkiibatorde 14 saat 220 rpm’de liremeye kaldirildi. Ertesi giin tiipler
10.000 rpm’de 15 dakika santrifiijlendi ve slipernatant kismi atildiktan sonra, pellet ii¢ kez
steril PBS ile yikandi. Daha sonra Orneklerden hiicre dansitometre cihazi (Biomerieux,
Fransa) kullanilarak 0.5 McFarland (yaklasik 1x10® cfu/mL) bakteri siispansiyonlari
hazirlandi. Her bir siispansiyon 1/100 oraninda LB sivi besiyeri iceren dort tiipe inokiile

edilerek %5 CO,’1i inkiibatore kaldirildi.

Birinci tiip, 8 saat inkiibasyon sonrast 10.000 rpm’de 15 dakika santrifiijlendi ve
stipernatant kismi toplandi. Siipernatant 0.22 pum tek kullanimlik filtreden gegirilerek, steril

falkon tiipe aktarildi. Elde edilen iiriin 8s siipernatant (8s SN) olarak etiketlendi.

Ikinci tiip, 24 saat inkiibasyon sonras1 10.000 rpm de 15 dakika santrifiijlendi ve
stipernatant kismu ayristirildi. Stipernatant 0.22 um tek kullanimlik filtreden gegirilerek, steril

falkon tiipe aktarildi. Elde edilen iiriin 24s siipernatant (24s SN) olarak etiketlendi.

Uciincii tiip, 18 saat inkiibasyon sonrast 10.000 rpm de 15 dakika santrifiijlenerek
bakteriler ayristirildi. Bakteriler boncuklu tiiplere alinarak Magna Lyser (Roche, Almanya)
cihazinda 99 saniye 7000 rpm’de mekanik lizise ugratildi. Uriin steril falkon tiip igerisine
aktarild1 ve bakteri lizat1 olarak etiketlendi. Lizis kontrol islemi i¢in iiriinden alinan 6rnek,

kanl1 agar besiyerine ekim yapilarak sterilite ve lizis dogruland1.

Dérdiincii tiip, 18 saat inkiibasyon sonrast 10.000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenerek
bakteriler ayristirildi. Elde edilen bakteri hiicreleri 60 °C su banyosunda 30 dakika
bekletilerek hiicreler ldiiriildii. Uriin steril falkon tiip igerisine aktarild1 ve 6lii bakteri olarak
etiketlendi. Kontrol i¢in iriinden alinan 6rnek, kanl agar besiyerine ekim yapilarak sterilite

dogruland:.

Etiketlenen tiim {iriinler cahsmaya kadar -20 °C’de sakland.
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3.5. Klinik Izolatlar Arasindaki Etkilesimlerin Ureme Uzerindeki Etkisinin

Arastirilmasi

Klinik Pseudomonas aeruginosa izolatlari, tek basina, birlikte izole edilmis klinik
MRSA suslar1 ve MRSA ATCC 43300°den hazirlanmis 8s ve 24s kiiltiir siipernatantlari,
bakteri lizat1 ve 0li bakteri suspansiyonlarinin herbiriyle ayr1 ayri olacak sekilde, LB sivi
besiyerinde 96 kuyucuklu mikroplaklar igerisinde inokiile edilerek (1:1, v/v) 37 °C 220 rpm
calkalayici etiivde inkiibasyona birakildi. Bakteri tireme durumu, besiyerinin 0, 4, 8, 12 ve 24.
saatlerde 600 nm dalga boyunda mikroplak okuyucuda absorbans Ol¢iimii ile belirlendi.
Yukarida belirtilen igslemler, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 kokeni igin MRSA
ATCC 43300°den hazirlanan tirtinler kullanilarak da yapildi.

Klinik MRSA izolatlar1, tek basina, birlikte izole edilmis klinik P.aeruginosa suslari
ve P.aeruginosa ATCC 27853’den hazirlanmis 8s ve 24s kiiltiir siipernatantlari, bakteri lizati
ve Olii bakteri suspansiyonlarinin herbiriyle ayr1 ayr1 olacak sekilde, LB sivi besiyerinde 96
kuyucuklu mikroplaklar icerisinde inokiile edilerek (1:1, v/v) 37 °C 220 rpm calkalayici
etiivde inkiibasyona birakildi. Bakteri iireme durumu, besiyerinin 0, 4, 8, 12 ve 24. saatlerde
mikroplak okuyucuda 600 nm dalga boyunda absorbans ol¢iimii ile belirlendi. Yukarida
belirtilen islemler, MRSA ATCC 43300 kokeni i¢in P.aeruginosa ATCC 27853’den

hazirlanan triinler kullanilarak da yapildu.

Klinik izolatlar Arasindaki Etkilesimlerin Ureme Uzerindeki Etkisi

Klinik ko-izolat
8s SN
24s SN

— | Bakteri lizati

Olii bakteri

Standart koken
8s SN

24s SN 0, 4, 8, 12 ve 24. saat 6lglim

Bakteri lizati (OD 600 nm )
Olii bakteri

Sekil 7 Klinik izolatlar arasindaki etkilesimlerin iireme tizerindeki etkisi
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3.6. Klinik izolatlar Arasindaki Etkilesimlerin Biyofilm Uretimi Uzerindeki Etkisinin

Arastirilmasi

Klinik P.aeruginosa izolatlari, tek basina, birlikte izole edilmis klinik MRSA suslar1
ve MRSA ATCC 43300’den hazirlanmis 8s ve 24s kiiltiir siipernatantlari, bakteri lizat1 ve 6lii
bakteri suspansiyonlarin herbiriyle ayr1 ayr1 olacak sekilde, LB siv1 besiyeri igerisine inokiile
edilerek (1:1, v/v) 96 kuyucuklu diiz tabanli mikroplaklarda 37 °C 220 rpm calkalayici etiivde
48 saat inkubasyona birakilarak biyofilm iiretimine tesvik edildi. Uretilen biyofilm miktarmi
belirlemek i¢in kristal viyole (Sigma-Aldrich, Almanya) boyama islemi gergeklestirildi.
Boyama sonrasinda mikroplak okuyucuda 550 nm dalga boyunda absorbans o6lgiimii ile
biyofilm miktar1 saptandi. Yukarida belirtilen islemler, P. aeruginosa ATCC 27853 kokeni
icin MRSA ATCC 43300°den hazirlanan tirtinler kullanilarak da yapildi.

Klinik MRSA izolatlar1, tek basina, birlikte izole edilmis klinik P.aeruginosa suslari
ve P. aeruginosa ATCC 27853’den hazirlanmis 8s ve 24s kiiltiir siipernatantlari, bakteri lizati
ve Olii bakteri suspansiyonlarin herbiriyle ayr1 ayr1 olacak sekilde, LB sivi besiyeri igerisine
inokiile edilerek (1:1, v/v) 96 kuyucuklu diiz tabanli mikroplaklarda 37 °C’de 220 rpm
calkalayici etiivde 48 saat inkiibasyona birakilarak biyofilm iiretimine tesvik edildi. Uretilen
biyofilm miktarmi belirlemek igin kristal viyole (Sigma-Aldrich, Almanya) boyama islemi
(bkz. 3.6.1) gerceklestirildi (O’Toole, 2011). Boyama sonrasinda mikroplak okuyucuda 550
nm dalga boyunda absorbans ol¢iimii ile biyofilm miktar1 saptandi. Yukarida belirtilen
islemler, MRSA ATCC 43300 kokeni igin Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853’den

hazirlanan tiriinler kullanilarak da yapildi.
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Klinik izolatlar Arasindaki Etkilesimlerin Biyofilm Uretimi Uzerindeki Etkisi

Klinik ko-izolat
8sSN
— |
Bakteri lizati
Ot bakteri
Standart koken . , Sl T e
245 SN Kristal viyole boyama ve dlglim
(OD 550 nm)

Sekil 8 Klinik izolatlar arasindaki etkilesimlerin biyofilm iiretimi {izerindeki etkisi

3.6.1. Biyofilm tespiti icin kristal viyole boyama yontemi

Kirksekiz saat inkiibasyon sonrasi mikroplaklar nazik¢e sallanarak igindeki sivi
tamamen bosaltildi. Mikroplaklar distile suya bir iki kez daldirilarak yikama yapildi.
Boylelikle i¢indeki partiikiil ve tutunamayan hiicreler uzaklastirildi. Daha sonra mikroplaka
kuyucuklar1 igerisine, 125 pL %0.1 kristal viyole eklendi. Oda sicakliginda 15 dakika
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi mikroplaklar tekrar distile suya daldirilarak
yikandiktan sonra kagit havlu iizerinde kurumasi saglandi. Kuruyan mikroplaklardaki her bir
kuyucuga 125 uL %30’luk asetik asit (Merck, Almanya) eklendi. 15 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonras1 her bir kuyucuktan 125 uL almarak yeni bir 96
kuyucuklu mikroplakaya aktarildi. Mikroplak okuyucuda (Synergy H1, Biotek, Amerika) 550
nm dalga boyunda okutuldu. Calismada kor olarak %30’luk asetik asit kullanildi.

3.7. Klinik izolatlar Arasindaki Etkilesimlerin Biyofilm Uretimi Uzerindeki Etkisinin
Taramah Elektron Mikroskopi (SEM) ile Arastirilmasi

Klinik P.aeruginosa ve MRSA izolatlarmin biyofilm g¢alismalarinda elde edilen sonuglar
dikkate almarak, 8s ve 24s silipernatantlarinin varliginda en yiiksek oranda biyofilm iireten
ikiser koken belirlenerek calismaya dahil edildi. Kokenler bir giin dnce uygun agar

besiyerlerine ekildi.
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Kolonilerden alinarak LB sivi besiyeri icerisinde hiicre dansitometre cihazinda 0.5
MacFarland bakteri siispansiyonlart (1x10® cfu/mL) hazirlandi. Siispansiyonlar LB sivi
besiyeri igerisinde 1/100 oraninda sulandirildi. Calismaya alinan kokenlerle birlikte izole
edilen bakterilere ait 8s ve 24s siipernatantlar1 -20 °C’den ¢ikarilarak oda sicakliginda
¢oziildii. Secilen drnekler tek basina ve birlikte izole edilen izolatin 8s ve 24s slipernatanti ile
birlikte 6 kuyucuklu mikroplak igerisine 1:1, v/v oraninda karistirildi. Elektron
mikroskobunda inceleme i¢in her bir kuyucuga steril lamel yerlestirildi. Mikroplak %5 CO2’li
etiivde 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi lameller penset ile
kuyucuklardan almarak, yeni bir steril 6 kuyucuklu mikroplak igerisine aktarildi. Ilk
basamakta PBS ile yikanarak 6lii ve tutunamayan hiicreler uzaklastirildi. Tespit islemi i¢in her
bir kuyucuga 1.5 mL %2.5 gluteraldehit eklendi ve 1 saat oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi. Daha sonra sirastyla %30-%50-%70-%90 etanol serilerinde oda 1sisinda 3’er dakika
bekletildi. Son agsamada lameller oda 1si1sinda 24 saat kurumaya birakildi. Tiim bu iglemlerin
ardindan, bakterilerin morfolojik yapisinin gériintiilenmesi i¢in Marmara Universitesi
Teknoloji Fakiiltesi Metalurji ve Malzeme Miihendisligi biinyesinde bulunan taramali

elektron mikroskobunda incelenerek, fotograflandi ve analiz edildi.

3.8. Klinik izolatlarin Antimikrobiyal Duyarhhklarinin (MIiK Saptama) Belirlenmesi

P. aeruginosa suslarmnin tobramisin duyarliligi, MRSA suslarinda ise linezolid ve
vankomisin duyarliligi, EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing) onerileri dogrultusunda, standart sivi mikrodiliisyon ydntemiyle MIK degerleri
belirlenerek saptandi. Kontrol suslar1 olarak P. aeruginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC
29213 kullanild1. Tiim MiK calismalari iki tekrarli yapildi.

3.8.1. P.aeruginosa izolatlarinin tobramisin MIK diizeyinin belirlenmesi

P.aeruginosa izolatlar1 ¢aligmadan bir giin dnce MacConkey agar besiyerine ekildi ve
24 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Calisma dncesi katyonu ayarlanmis Miiller Hinton siv1 besiyeri
(MHB) hazirland1 ve otoklavlandi. Kullanilacak olan antimikrobiyal ajan, tobramisin (potensi

964 png/mg) 10 mg olarak tartildi.
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Tobramisin stok derisimi 5120 pg/mL olacak sekilde steril distile su ile sulandirildi.
Calismada tobramisin konsantrasyonu 256 — 0,125 pg/mL araliginda olacak sekilde 96
kuyucuklu mikroplaklara 100 pL dagitildi.

P.aeruginosa izolatlarinin agar tizerinde tek diisen kolonilerinden alinan 6rneklerden
hiicre dansitometre cihazinda (BioMerieux, Fransa) 0.5 McFarland bulamklgnda (1x10°
cfu/mL) bakteri siispansiyonlar1 hazirlandi. Bu siispansiyonlar 1/100 oraninda steril besiyeri
ile sulandirilarak tim kuyucuklara 100 pL dagitildi. Boylelikle mikroplaklardaki son
tobramisin konsantrasyonu 128-0,064 pg/mL araliginda, bakteri konsantrasyonu ise 5x10°
cfu/mL oldu. Tiim mikroplaklar 37 °C de 24 saat inkiibasyona birakildi. Degerlendirmeler
EUCAST onerileri dogrultusunda gergeklestirildi. Calismada besiyeri sterilite ve bakteri

ireme kontrolleri de yapildi.

3.8.2. MRSA izolatlarinin linezolid ve vankomisin MIK diizeyinin belirlenmesi

MRSA izolatlar1 ¢alismadan bir giin 6nce %5 koyun kanl agar besiyerine ekildi ve 24
saat 37 °C de inkiibe edildi. Calisma oOncesi taze MHB hazirlandi ve otoklavlandi.
Kullanilacak olan antimikrobiyal ajanlar, linezolid (potensi 978 pg/mg) ve vankomisin
(potensi 960 pg/mg) 16 mg tartilarak, baslangic konsantrasyonundan 10 kat fazla olacak
sekilde stok derisimleri hazirlandi. Calismada her iki ajanin konsantrasyonu 256 — 0,125
pg/mL araliginda olacak sekilde 96 kuyucuklu mikroplaklara 100 pL dagitildi. MRSA
izolatlarndan hiicre dansitometre cihazinda (BioMerieux, Fransa) 0.5 McFarland
bulanikliginda (1x10® cfu/mL) bakteri siispansiyonlar1 hazirlandi. Bu siispansiyonlar 1/100
oraninda steril besiyeri ile sulandirilarak tiim kuyucuklara 100 pL dagitildi. Boylelikle
mikroplaklarda linezolid ve vankomisin son konsantrasyonu 128-0,064 pg/mL araliginda,
bakteri konsantrasyonu ise 5x10° cfu/mL oldu. Tiim mikroplaklar 37 °C’de 24 saat
inkiibasyona birakildi. Degerlendirmeler EUCAST onerileri dogrultusunda gergeklestirildi.

Calismada besiyeri strerilite ve bakteri tireme kontrolleri de yapilda.
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3.9. Klinik izolatlar Arasindaki Etkilesimlerin Antibiyotik Duyarliigina Etkisinin

Arastirilmasi

Projede balgam 6rneklerinden birlikte izole edilen izolatlarin arasindaki etkilesimlerin
MIK degerleri iizerindeki etkilerini belirlemede, birlikte izole edilen susun 24s siipernatanti
kullanildi. Ayrica klinik kokenler {izerinde standart kokenin etkisini belirlemek icin
P.aeruginosa ATCC 27853 24s siipernatant1 ile MRSA ATCC 43300 24s siipernatant1 da
caligmaya dahil edildi.

Calismalarda kontrol kokeni olarak P.aeruginosa ATCC 27853 ve S.aureus ATCC
29213 kullanildi. Tiim calisma iki tekrarli olarak yapildi. Calismada sivi mikrodiliisyon
yontemi kullanildi. Degerlendirme EUCAST kriterlerine gore yapildi.

Klinik izolatlar Arasindaki Etkilesimlerin Antibiyotik Duyarliligina Etkisi
/ Tek bagina Tobramisin M,I'K belirleme
- s : /4 24. saat
2 > e Sonug degerlendirme
X S (EUCAST)
Standart koken v

24s SN

Linezolid ve vankomisin MiK belirleme
Tek basina s ,7

ieiies ’ 7 4 24, saat
; y SO Sonug degerlendirme
; e (EUCAST)

Sekil 9 Klinik izolatlar arasindaki etkilesimlerin antibiyotik duyarliligina etkisi

Klinik izolat: Klinik ko-izolat

P.aeruginosa 24s SN

Klinik izolat: Klinik ko-izolat
MRSA 24s SN

\ Standart koken

24s SN

3.9.1. Klinik Pseudomanas aeruginosa izolatlarinda MIK degisiminin arastirllmas

[zolatlar MacConkey besiyerinde iiretildi. Hazirlanan tobramisin stok ¢dzeltisi (5120
pg/mL) ile birlikte izole edilen klinkk MRSA ve MRSA ATCC 43300 24s siipernatantlari -
20°C’den ¢ikarilarak oda 1sisinda ¢oziildii. Her bir klinik izolat i¢in birlikte izole edilen susun
ve MRSA ATCC 43300 kokeninin siipernatantlarindan 50 pL almarak 96 kuyucuklu
mikroplaklarm ilgili kuyucuklarina pipetlendi.
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Tobramisin stok c¢ozeltisi seri diliisyon yontemi ile sterii MHB besiyeri icerisinde
sulandirilarak 512-0.256 pg/mL konsantrasyonlari elde edildi. Her bir konsantrasyondan 50
pL almarak tiim kuyucuklara eklendi. Son konsantrasyon 256-0.125 pg/mL indirgendi.
MacConkey besiyerinde {iremis olan P.aeruginosa izolatlarindan hiicre dansitometre
cihazinda (BioMerieux, Fransa) 0.5 McFarland bulanikhgmnda (1x10® cfu/mL) bakteri
slispansiyonlar1 hazirlandi. Bu siispansiyonlar 1/100 oraninda steril besiyeri ile sulandirilarak
1x10° cfu/mL siispansiyon elde edildi ve tim kuyucuklara 100 pL dagitildi. Bdylece
tobramisin son konsantrasyonu 128-0,064 pg/mL arahiginda ve bakteri konsantrasyonu 5x10°

cfu/mL olarak elde edildi. Caligmada besiyeri sterilite ve bakteri iireme kontrolleri de yapildi.

3.9.2. Klinik MRSA izolatlarinda MiK degisiminin arastiriimasi

Izolatlarin %35 koyun kanli agar besiyerinde iiretildi. Hazirlanan vankomisin ve
linezolid stok c¢ozeltileri (5120 pg/mL) ile birlikte izole edilen klinik P.aeruginosa ve
P.aeruginosa ATCC 27853 24s siipernatantlar1 -20 °C’den ¢ikarilarak oda 1sisinda ¢oziildii.
Her bir klinik izolat i¢in birlikte izole edilen susun ve P.aeruginosa ATCC 27853 kékeninin
stipernatantlarmdan 50 pL almarak 96 kuyucuklu mikroplaklarin ilgili kuyucuklarina
pipetlendi. Linezolid ve vankomisin stok ¢ozeltisi seri diliisyon yontemi ile steril MHB
besiyeri igerisinde sulandirilarak 512-0.256 pg/mL konsantrasyonlar1 elde edildi. Her bir
konsantrasyondan 50 pL almarak tiim kuyucuklara eklendi. Boylece antibiyotiklerin son
konsantrasyonu 256-0.125 araligina indirgendi. %5 koyun kanli agar besiyerinde tiremis olan
MRSA izolatlarindan hiicre dansitometre cihazinda (BioMericux, Fransa) 0.5 McFarland
bulanikliginda (1x10® cfu/mL) bakteri siispansiyonlar1 hazirlandi. Bu siispansiyonlar 1/100
oraninda steril besiyeri ile sulandirilarak 1x10° cfu/mL siispansiyon elde edildi ve tiim
kuyucuklara 100 pL dagitildi. Boylece linezolid ve vankomisin son konsantrasyonu 128-
0,064 pg/mL araligimda ve bakteri konsantrasyonu 5x10° cfu/mL olarak elde edildi.

Calismada besiyeri sterilite ve bakteri tireme kontrolleri yapild.

3.10. istatistiksel Analiz

Kategorik degiskenlerin iliskilendirilmesinde ki-kare analizi kullanilmistir. Veriler Microsoft
Excel 2013 programi (Microsoft, Redmond,WA) ile degerlendirilmistir. Anlamlilik degeri
p<0.05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Klinik izolatlarin Ureme Degerleri

Calismaya alinan dokuz ¢ift klinik P.aeruginosa ve S.aureus koékeninin, 37°C’de

inkiibasyon siirecinde, 0, 4, 8, 12, ve 24. saatlerindeki tiremelerine ait spektrofotometrik

olcim (OD 600 nm) ile elde edilen degerler Tablo 1’de gosterilmistir. Tiim izolatlarin

logaritmik olarak tireme gosterdigi belirlenmistir.

Tablo 1. Klinik izolatlarin monokiiltiirde tireme degerleri (OD 600 nm)

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

Klinik P.aeruginosa

kokenleri
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 kokenleri
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

* PSE ATCC 27853: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
# MRSA ATCC 43300: Staphylococcus aureus ATCC 43300
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Her iki grup klinik izolatin, birlikte izole edilen ve standart kokenden elde edilen 8s
slipernatantla beraber inkiibasyonu siirecinde, 0, 4, 8, 12, ve 24. saatlerindeki iiremelere ait
spektrofotometrik Olcim (600 nm) ile elde edilen degerler Tablo 2’de gosterilmistir.
Caligmada 8s siipernatantlarin bakteri tiremesi tizerindeki etkisi incelendiginde, P.aeruginosa

iiremesini % 8.6 baskiladig1, S.aureus iiremesini ise % 10.6 baskiladig1 belirlenmistir.

Tablo 2 Klinik izolatlarin 8s siipernatanti (8s SN) varliginda tireme degerleri (OD 600 nm)

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

Klinik P.aeruginosa kékenleri

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

Klinik S.aureus kokenleri

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 0,0015 0,002 0,0205 0,2325 0,7595
27853
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Her iki grup Klinik izolatn, birlikte izole edilen ve standart kokenden elde edilen 24s

slipernatantla beraber inkiibasyonu siirecinde, 0, 4, 8, 12, ve 24. saatlerdeki liremelere ait

spektrofotometrik Olciim (600 nm) ile elde edilen degerler Tablo 3’de gdsterilmistir. 24s

slipernatantlarin bakteri iiremesi iizerindeki etkisi incelendiginde, kontrole gore P.aeruginosa

iiremesini %9.3, S.aureus tiremesini %15.3 artirdig1 bulunmustur.

Tablo 3 Klinik izolatlarin 24s siipernatanti (24s SN) varhiginda iireme degerleri (OD 600 nm)

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

Klinik P.aeruginosa kékenleri
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 0,001 0,001 0,002 0,169 0,88

43300 SN

Klinik S.aureus kokenleri
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 0,002 0,003 0,0275 0,3 0,957

27853
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Her iki grup klinik izolatin, birlikte izole edilen ve standart kokenden elde edilen Slii
bakteri fraksiyonu ile beraber inkiibasyonu siirecinde, 0, 4, 8, 12, ve 24. saatlerdeki liremelere
ait spektrofotometrik 6lgiim (600 nm) ile elde edilen degerler Tablo 4’de gdsterilmistir.
Kontrole gore, 6lii bakterinin P.aeruginosa tiremesini % 7.2, S.aureus iiremesini ise % 30.3

baskiladig1 gézlenmistir.

Tablo 4 Klinik izolatlarin Olii bakteri (OB) fraksiyonu varhiginda iireme degerleri (OD 600

nm)

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

Klinik P.aeruginosa

kokenleri
PSE 1094+SA 1070 OB 0,0035 0,003 0,0045 0,058 0,9855
PSE 1094+MRSA ATCC43300 OB 0,002 0,001 0,0025 0,0975 0,8355
PSE 614+SA 563 OB 0,0005 0,001 0,0005 0,0675 0,717
PSE 614+MRSA ATCC43300 OB 0,002 0,001 0,0015 0,061 0,811
PSE 1368+SA 1210 OB 0,001 0,001 0,002 0,075 0,543
PSE 1368+MRSA ATCC43300 OB 0,002 0,0015 0,0035 0,073 0,5105
PSE 809+SA 775 OB 0,001 0,0005 0,009 0,1875 0,6495
PSE 809+MRSA ATCC43300 OB 0,004 0,003 0,007 0,1635 0,629
PSE 1556+SA 1314 OB 0,002 0,0015 0,0055 0,179 0,892
PSE 1556+MRSA ATCC43300 OB 0,001 0,0005 0,0035 0,1585 0,7115
PSE 1332+SA 1157 OB 0,0015 0,0005 0,0025 0,118 0,8875
PSE 1332+MRSA ATCC43300 OB 0,0015 0,0005 0,002 0,1105 0,9755
PSE 246+SA 254 OB 0,001 0,0005 0,0015 0,052 0,4515
PSE 246+MRSA ATCC43300 OB 0,001 0,001 0,001 0,0495 0,4475
PSE 571+SA 539 OB 0,002 0,002 0,0025 0,1355 0,893
PSE571+MRSA ATCC43300 OB 0,002 0,002 0,003 0,122 0,746
PSE 1082+SA 995 OB 0,002 0,0015 0,0015 0,016 0,9085
PSE 1082+MRSA ATCC43300 OB 0,002 0,0015 0,0015 0,013 0,9495
PSE ATCC 27853 + MRSA ATCC 0,0025 0,005 0,007 0,1585 0,971
43300 OB
Klinik S.aureus kokenleri
SA 1070+PSE 1094 OB 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 OB 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 OB 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 OB 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 OB 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 OB 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 OB 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 0,0025 0,0025 0,0145 0,1665 0,5855
27853 OB
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Her iki grup Klinik izolatin, birlikte izole edilen ve standart kokenden elde edilen bakteri

lizat1 fraksiyonu ile beraber inkiibasyonu siirecinde, 0, 4, 8, 12, ve 24. saatlerdeki iiremelere

ait spektrofotometrik 6lgiim (600 nm) ile elde edilen degerler Tablo 5’de gdsterilmistir.

Kontrole gore, bakteri lizatinin P.aeruginosa kokenlerinin iiremesini %7.7, S.aureus

kokenlerinin tiremesini ise % 12.1 baskiladig1 anlasilmistir.

Tablo 5 Klinik izolatlarin Bakteri lizat1 (BL) fraksiyonu varliginda iireme degerleri (OD 600

nm)

0.SAAT 4, SAAT 8.SAAT 12.SAAT 24.SAAT
Klinik P.aeruginosa kékenleri
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 0,006 0,0095 0,008 0,1845 0,9475
BL
Klinik S.aureus kokenleri
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 0,001 0,004 0,02 0,0895 0,2685

ATCC27853 BL
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Calismaya alinan S. aureus ve P. aeruginosa klinik izolatlarin, hazirlanan farkl
fraksiyonlarin varliginda tiremelerindeki kontrole gore saptanan degisimler Sekil 10, 11, 12,
13’de gosterilmistir. Hesaplamalarda her bir fraksiyon varliginda saptanan 24.saat
spektrofotometrik Gl¢timlerin ortalamasi alinmig ve kontrole gore (izolatin tek basina

iremesinde elde edilen 6l¢tim degeri) olusan fark (%) bulunmustur.

S. aureus’un P. aeruginosa Fraksiyonlar1 Varhiginda Ureme
20 Degisimi (%)
15.3

10

8s siipernatant Bakteri lizat1 Olii bakteri

24s siipernatant

-12.1

-30.3

-40
Sekil 10 P. aeruginosa’dan elde edilen 24s siipernatant, 8s siipernatant, bakteri lizat1 ve 6li

bakteri fraksiyonlarinin S. aureus izolatlarinin iiremesi tizerindeki etkileri
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S, aureus'un, Tek Basina ve P. aeruginosa24s SN Varhginda Ureme Degerleri
(24, saat olciim)

A1070 SAS63 SA1210 SAT75 SA1314 SATIST SA254 SAS39  SA99S
BTekbasma WKLizolat 45N wATCC 245N
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Sekil 11 S. aureus kokenlerinin tek basina, birlikte izole edilen ve standart P. aeruginosa 24s

SN varliginda iireme degerlerinin karsilastirilmast
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P. aeruginosa’mmn S. aureus Fraksiyonlar1 Varh@inda Ureme
Degisimi (%)

12,0
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0,0
20 24s Siipernatant

8s Siipernatant Bakteri lizati Olii bakteri
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Sekil 12 S. aureus’dan elde edilen 24s siipernatant, 8s siipernatant, bakteri lizat1 ve 6lii bakteri

fraksiyonlarinin P. aeruginosa izolatlariin iiremesi iizerindeki etkileri
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P aeruginosa’mn, Tek Bagina ve S, aureus 24s SN Varhginda Ureme Degerleri
(24, saat dlciim)

PSE 1094 PSE6l4 PSE1368 PSES809 PSE 1556 PSE 1332 PSE246 PSES71 PSE 1082
n Tek bagma  mKLizolat 24SN- wATCC 249N
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Sekil 13 P. aeruginosa kokenlerinin tek basina, birlikte izole edilen ve standart S. aureus 24s

SN varliginda iireme degerlerinin karsilastirilmast
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4.2. Klinik izolatlarin Biyofilm Uretimi

Calismaya alman dokuz ¢ift klinik P. aeruginosa ve S. aureus kdkeninin, 37°C’de 48

saat inkiibasyon sonrasi saptanan biyofilm iiretimlerine ait spektrofotometrik 6l¢iim ile (OD

550 nm) elde edilen degerler Tablo 6’de gdsterilmistir.

Tablo 6 Klinik izolatlarin biyofilm tiretim degerleri (48s, OD: 550 nm)

Biyofilm
K_l_mlk P. c_lerugmosa 0D 550 nm
kokenleri
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 kokenleri
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

27853: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

# MRSA ATCC 43300: Staphylococcus aureus ATCC 43300

* PSE ATCC

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

kokenlerinden hazirlanan hiicre fraksiyonlar1 (8s SN, 24s SN, olii bakteri, bakteri lizati)

varliginda saptanan biyofilm iiretimlerine (48 saat inkiibasyon sonrasi) ait spektrofotometrik

Ol¢tim (550 nm) ile elde edilen degerler Tablo.7’de gosterilmistir.
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Tablo 7. Klinik P.aeruginosa izolatlarinin, birlikte izole edilen ve standart S. aureus

kokenlerinden hazirlanan gesitli hiicre fraksiyonlar1 varhiginda biyofilm tiretim degerleri

8 SN  24sSN Ol Bakteri Bakteri Lizati
Klinik P.aeruginosa kékenleri
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

Yukaridaki veriler incelendiginde, S. aureus’tan hazirlanan 24s siipernatant, 8s
siipernatant ve Olii bakteri fraksiyonlarinin klinik P.aeruginosa kokenlerinin biyofilm
iiretimini, kontrole gore sirasiyla, %239.6, %79.9 ve %66.5 oraninda artirdigi, bakteri lizati
tirtinlerinin ise %32.9 azalttig1 saptanmistir (Sekil 14). Bunun disinda P. aeruginosa’nin tek
basina, birlikte izole edilen ve standart S. aureus 24s SN varlhigindaki iireme degerleri ile

karsilagtirilmistir (Sekil 15).
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Sekil 14 S. aureus’dan elde edilen 24s siipernatant, 8s siipernatant, bakteri lizat1 ve 6lii bakteri

fraksiyonlarinin P. aeruginosa izolatlarinin biyofilm iiretimi tizerindeki etkileri
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Paeruginosa’nn Tek Bagma ve S, aurens 245 SN varliginda Biyofilm Degerleri
(48, saat olciim)

PSE 1094 PSE614 PSE1368 PSE809 PSE 1556 PSE 1332 PSE246 PSES71 PSE 1082
B Tekbasma  WKLizolat 24SN WATCC 245N
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Sekil 15 P. aeruginosa kokenlerinin tek basina, birlikte izole edilen ve standart S. aureus 24s

SN varliginda biyofilm tiretim degerlerinin karsilastirilmasi

Klinik S. aureus izolatlarinin, birlikte izole edilen ve standart P. aeruginosa
kokenlerinden hazirlanan hiicre fraksiyonlar1 (8s SN, 24s SN, 6lii bakteri, bakteri lizati)
varhiginda saptanan biyofilm tiretimlerine (48 saat inkiibasyon sonrasi) ait spektrofotometrik

Ol¢tim (550 nm) ile elde edilen degerler Tablo.8’de gosterilmistir.
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Tablo 8 Klinik S.aureus izolatlarmin, birlikte izole edilen ve standart P. aeruginosa

kokenlerinden hazirlanan gesitli hiicre fraksiyonlar1 varhiginda biyofilm tiretimleri

8SN  24sSN Olii Bakteri Bakteri Lizati
Klinik S.aureus kokenleri

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

Yukaridaki veriler incelendiginde, P. aeruginosa’dan hazirlanan 8s siipernatant, 24s
slipernatant, bakteri lizat1 ve Olii bakteri fraksiyonlarmin klinik S. aureus koékenlerinin
biyofilm iiretimini, kontrole gore sirasiyla, %293, %240.6, %203.8 ve %152.1 oraninda
artirdig1 saptanmistir (Sekil 16). Ayrica S. aureus’un tek basina, birlikte izole edilen ve
standart P. aeruginosa 8s SN ve 24s SN varligindaki tireme degerleri ile ayr1 ayri
karsilastirilmistir (Sekil 17-18).
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S. aureus’un P. aeruginosa Fraksiyonlar1 Varh@inda Biyofilm
Uretim Degisimi (%0)
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Sekil 16 P. aeruginosa’dan elde edilen 8s siipernatant, 24s siipernatant, bakteri lizat1 ve 6li

bakteri fraksiyonlarinin S. aureus izolatlarinin biyofilm tiretimi tizerindeki etkileri
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§. aureus’un Tek Basia ve Paeruginosa 8 SN varliginda Biyofilm Degerleri
(48, saat olciim)
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SA1070 SAS63 SAI210 SA7I5 SAI314 SAIIST SA254  SAS539  SA995
B Tek basma  WKLizolat SN WATCC8SN

[t

Sekil 17 S. aureus kokenlerinin tek basina, birlikte izole edilen ve standart P. aeruginosa 8s

SN varliginda biyofilm tiretim degerlerinin karsilastirilmasi
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§. aureus'un Tek Bagna ve Paeruginosa 245 SN varliginda Biyofilm Degerleri
(48, saat dlciim)
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SA1070 SAS563 SAI1210 SA775 SA1314 SA1IST SA254 SAS39  SA995
B Tek bagma  mKlizolat 24SN wATCC 245N

=

Sekil 18 S. aureus kokenlerinin tek basina, birlikte izole edilen ve standart P. aeruginosa 24s

SN varliginda biyofilm tiretim degerlerinin karsilagtirilmasi

4.3. Biyofilm Uretiminin Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ile Analizi

Biyofilm ¢aligmalarinda yiiksek oranda biyofilm trettikleri saptanan PSE 1094 ve SA
1070 no.lu klinik izolatlar SEM analizi ile biyofilm iiretimi acisindan degerlendirildi.
Izolatlarin tek basina ve birlikte izole edilen kokene ait 8s ve 24s siipernatant ile inkiibasyon
sonrasi alinan ornekler taramali elektron mikroskobunda (EVO MAL0, Zeiss, Almanya) 2.5-5
Kx biiyiitmede incelenerek fotograflandi (Resim 1-6). Fotograflar incelendiginde, her iki
Klinik izolat i¢in 24s siipernatant varliginin, 8s siipernatant ve tek basina inkiibasyona gore

daha yogun bir biyofilm iliretimine yol agtig1 gézlenmistir.
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EHT=15.00 kV Signal A= SE1 Date :31 Oct 2018
WD = 9.5 mm Mag= B5.00KX Time :11:12:16

Resim 1 Klinik P.aeruginosa (PSE 1094) koékeninin tek basma inkiibasyonu sonrasi SEM

gorintiileri (5 Kx biiylitmedeki goriiniimii).
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EHT=15.00 kV Signal A= SE1 Date :31 Oct 2018
WD= 9.5mm Mag= 5.00KX Time :12:28:57

Resim 2 Birlikte izole edilen S.aureus (SA 1070) 8s siipernatanti ile inkiibasyonu sonrasi

klinik P.aeruginosa (PSE 1094) kékeninin SEM goriintiileri (5 Kx bliylitmedeki goriiniimii).
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EHT=15.00 kV Signal A= SE1 Date :31 Oct 2018

WD = 10.0 mm Mag= 5.00KX Time :11:30:37
[T X [] A

Resim 3 Birlikte izole edilen S.aureus (SA 1070) 24s siipernatant1 ile inkiibasyonu sonrasi

klinik P.aeruginosa (PSE 1094) kékeninin SEM goriintiileri (5 Kx bliylitmedeki goriiniimii).
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Date :31 Oct 2018
Resim 4 Klinik S.aureus (SA 1070) kokeninin tek basina inkiibasyonu sonrasi SEM

Time :11:47:48

1X
X
w

a3
g

Signal A
Mag =

15.00 kV
9.5 mm

EHT
wp

goriintiileri (5 Kx bliylitmedeki goriiniimii).
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EHT=15.00 kV Signal A= SE1 Date :31 Oct 2018
WD= 9.5mm Mag= 5.00KX Time :12:16:35

Resim 5 Birlikte izole edilen P.aeruginosa (PSE 1096) 8s siipernatanti ile inkiibasyonu
sonras1 Kklinik S.aureus (SA 1070) kokeninin SEM goériintiileri (5 Kx  biiyiitmedeKi

gOriintimil).
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EHT=15.00 kV Signal A= SE1 Date :31 Oct 2018
WD= 9.5mm Mag= 250KX Time :12:02:48

Resim 6 Birlikte izole edilen P.aeruginosa (PSE 1096) 24s siipernatant1 ile inkiibasyonu
sonras1 klinik S.aureus (SA 1070) kokeninin SEM gorintiileri (2.50 Kx biiyiitmedeki

gOriiniimil).

4.4, Klinik izolatlarin Antibiyotik Duyarhhiklar

Klinik P. aeruginosa izolatlarnin, tek basma, birlikte izole edilen ve standart
S.aureus kokenlerinden hazirlanan 24s siipernatant1 varliginda yapilan tobramisin duyarlilik

testi sonuglar1 Tablo 9’de gosterilmistir.

Stvi mikrodiliisyon yontemi ile elde edilen sonuglar incelendiginde, klinik S.aureus
24s siipernatantlarinin P.aeruginosa kokenlerinin tobramisin MiK degerlerinde 6nemli bir
degisiklige neden olmadigi goriilmistiir. Buna karsm, PSE1082 kokeninde tobramisin
duyarliligmin arttig1 (4 kat MIK diisiisii) belirlenmistir.
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Tablo 9 Klinik P. aeruginosa izolatlarmin S. aureus 24s SN varliginda tobramisin MiK
degerlerinde degisim

.« . #

Klinik P.aeruginosa kékenleri MiK (ng/mL) ;(Il\:r::: ':n(::(l r(i(;s/z::-s) SI\SI?IZAI\:;(?’?:g /:S)
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

*MRSA 43300: Staphylococcus aureus ATCC 43300

Klinik S. aureus izolatlarinin, tek basima, birlikte izole edilen ve standart P.aeruginosa
kokenlerinden hazirlanan 24s siipernatanti varliginda yapilan vankomisin duyarlilik testi

sonuglar1 Tablo.10’de gdsterilmistir.

Stvi mikrodilisyon yontemi ile elde edilen sonuglar incelendiginde, Klinik
P.aeruginosa ve standart kokenden hazirlanan 24s siipernatantlarmin, S.aureus kokenlerinin

vankomisin MIK degerlerinde énemli bir degisiklige neden olmadig1 goriilmiistiir.

Tablo 10 Klinik S. aureus izolatlarinin P.aeruginosa 24s SN varliginda vankomisin MiK
degerlerinde degisim

Klinik P.aeruginosa
Klinik S.aureus kokenleri MiK (ug/mL) 24s SN ile MiK *::lEille\(/:I?Kz(Lsgs}insz)‘s
(ng/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

* PSE ATCC 27853: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
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Klinik S. aureus izolatlarinmn, tek basima, birlikte izole edilen ve standart P.aeruginosa
kokenlerinden hazirlanan 24s siipernatanti varliginda yapilan linezolid duyarlilik testi

sonuglar1 Tablo.11’de gdsterilmistir.

S1vi mikrodiliisyon yontemi ile elde edilen sonuglar incelendiginde, klinik ve standart
kokenlerden hazirlanan P.aeruginosa 24s siipernatantlarinin, S.aureus linezolid duyarliligini
azalttig1 (2 - >32 kat MiK artis1) belirlenmistir. Buna karsin, SA1157 kokeninde, birlikte izole

edilen kdkenden elde edilen 24s siipernatantin MiK degisimine neden olmadig1 gériilmiistiir.

Tablo 11 Klinik S. aureus izolatlarmin P.aeruginosa 24s SN varliginda linezolid MIK
degerlerinde degisim

Klinik P.aeruginosa
Klinik S.aureus kokenleri MiK (ug/mL) 24s SN ile MiK *SP;E“':T“%CKZ(LZS/;ZSS
(ng/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

* PSE ATCC 27853: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
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5. TARTISMA ve SONUC

S. aureus ve P. aeruginosa insanlarda hem toplum hem de hastane kaynakli birgok
akut veya kronik enfeksiyondan, tek veya birlikte izole edilebilen patojenlerdir. Ayrica
goriilme siklig1 nedeniyle, bir¢ok antimikrobiyal ajana maruz kalan bu patojenler arasinda,
MDR kokenlerin sikligi giderek artmaktadir. Bu patojenler, KF hastalarinda solunum yolunun
kolonizasyona elverisli olmasindan dolayi, bu bdlgede tek veya birlikte kolonize olmakta ve
enfeksiyonlara yol agmaktadir. Bir bakterinin konakta uzun siire kolonize kalabilmesi, konak
immiin yanitinin yetersizligine, inokulum miktarma, biyofilm tiretimine, viriilans faktorlerine
ve antimikrobiyal toleransina baglidir. Bu belirtilen faktorler dogrultusunda, S. aureus ve P.
aeruginosa birlikte stratejik bir ortaklik yiiriiterek, KF hastalarinin solunum yolunda uzun
dénemli kolonizasyon gerceklestirebilmektedir. Karsilikli etkilesime dayali bu ortakliktaki
mekanizmanin, hem model bakterilerle, hem de klinik kokenler ile yapilacak caligmalar ile
aydnlatilmasi, KF’da polimikrobiyal enfeksiyonlarin patogenezinin anlasilmasi ve tedavisi

acisindan 6nemli katkilar saglayacaktir.

Calismamiz KF hastalarindan elde edilen bu iki patojenin in vitro kosullarda birbirleri
arasindaki etkilesimlere bagh olarak, iireme, biyofilm iiretimi ve antibiyotik duyarliligindaki
degisimin tespit edilmesini kapsamaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda, tireme ve biyofilm
uretimi ¢alismalarinda, farkli tireme fazlarinda hiicre dis1 salgilanan friinlerin etKilerinin
belirlenmesi igin logaritmik (8s SN) ve statik faz (24s SN) kiiltiir siipernatantlari
hazirlanmistir. Buna ek olarak, bakteri hiicre duvarmimn ve hiicre i¢i molekiillerin etkilerini
belirlemek tizere 1s1 ile inaktive edilmis tam bakteri ve mekanik lizise ugratilmis bakteri
fraksiyonlar1 da ¢aligmaya dahil edilmistir.

Literatlir incelemesinde, antimikrobiyal duyarliligi lizerinde yapilmis c¢aligmalarda
daha c¢ok hiicre dis1 iirlinlerin ve biyofilm iiretiminden kaynakli duyarlilik degisimlerinin
bildirilmis olmasindan yola ¢ikarak, antimikrobiyal duyarliligi ¢alismalarinda biyofilm
tiretiminde belirgin artisa neden olan 24s SN kullanilmasi uygun bulunmustur (Baldan ve ark.,
2014; Woods ve ark., 2018).

Calismamizda logaritmik faz siipernatantmin (8s SN) iireme iizerindeki etkilerinin
belirlenmesinde, P. aeruginosa kokenlerinin  monokiiltiirlerinin  spektrofotometrik
Ol¢timlerinde ilk anlamli sayisal artis 8 saatlik inkiibasyon sonrasinda goriiliirken, 8s SN

varligmda bu artis 12. saatte basladig1 goriilmistiir.
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S. aureus’da ise monokiiltiirde 4. saatte artis gozlenirken, hem klinik hem de standart kdkenin
8s SN fiirlinlerinin varhiginda artig 8. saatte baslamaktadir. Her iki tiir bakteride de, klinik ve
standart kokenlerinin 8s SN varliginda tiremenin yiiksek oranda olmasa da inhibe oldugu
sonucuna ulasilmigtir. Bu inhibisyon kokenler arasinda degisiklik gosterdigi gibi, klinik
izolattan elde edilen iiriinle gézlenen inhibisyon, standart kokenden elde edilene gore daha
belirgindir. Bu durumun, birlikte izole edilen kokenlerde karsilikli etkilesimlerden kaynakli

QS molekiillerinin daha fazla ekprese olabileceginden kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Statik faz kiltiir siipernatantlar1 (24s SN) ile yapilan tireme ¢alismalarda ise, her iKi
patojende de iireme egrisinde adaptasyon fazi uzamis olarak saptanmasina ragmen, genel
anlamda P. aeruginosa ve S. aureus’un birbirlerinin {iremesini destekledigi gozlenmistir
(swrasiyla, %9.3, %15.3). Ancak SA 539 kokeninin tiremesinin birlikte izole edilen klinik
kokene ait siipernatant (24s SN PSE 571) varhiginda inkiibasyon siiresi boyunca yiiksek
oranda baskilandig1 g6zlenmistir. Bu durum, PSE 571 kdkeninin HQNO, rhamnolipid veya
piyoverdin gibi inhibit6r etkili ve hiicre lizisinde rol oynayan molekiilleri yiiksek diizeyde
sentezledigini diisiindiirmektedir (Radlinski ve ark., 2017). Calismamizin bu basamaginda,
ozellikle standart kdkenlere ait 24s SN trtinlerinin klinik S. aureus izolatlarinda daha belirgin
olmak lizere liremeyi destekledigi gorilmiistiir. Bu sinerjistik etkinin olasi nedenleri arasinda,
24 saatlik inkiibasyon ile elde edilen siipernatantlarin igeriginde inhibisyonda etkili
molekiillerin inaktivasyonu veya yetersiz miktarlarda iretilmesi, bununla birlikte bu
inkiibasyon siirecinin sonunda 6lim fazmin baslamasindan kaynakli demir gibi tiremede

gerekli besinlerin ortamda yogun miktarda bulunmasi yer almaktadir.

Ureme ile iliskili deneylerde, 8 SN ve 24s SN iiriinlerinin daha c¢ok {iremenin
adaptasyon fazmi uzatmada etkili oldugu ve bu fazda P. aeruginosa iiriinii 8s SN’larin, S.
aureus kaynakli 8s SN’lara gore daha baskilayici etkiye sahip oldugu distiniilmektedir.
Bunun nedenleri arasinda, P. aeruginosa’nin QS sisteminin daha aktif molekiillere ve bu

sistem ile iligkili viriilans faktorlerine sahip olmasina baglamaktayiz.

Olii bakteri fraksiyonu ile yapilan iireme deneylerinde, P. aeruginosa’nm baskilanma
orant 8s SN ile benzer degerlere sahiptir (sirasiyla, %-7.2, %-8.6). PSE 571 ve PSE 1082
kokenlerinde, 12. saatte hem birlikte izole edilen klinik kokenin hem de standart kokenin

tirtinleri iiremeyi yar1 yariya baskilamistir.
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S. aureus kokenlerinin iiremesinin, diger fraksiyonlarla karsilastirildiginda, o6lii bakteri
fraksiyonu ile oldukga yliksek (%30.3) bir oranda inhibe olmasi ilgingtir. Ayrica SA 1157 ve
SA 254 kokenlerinin birlikte izole edilen P. aeruginosa 6lii bakteri iiriinii varliginda, standart
koken ve monokiiltiire gore yiiksek oranda inhibe olmas1 diger bir ¢arpici sonug olmustur. Bu
belirgin inhibisyon, triin iceriginde fazla miktardaki ekzotoksin varligina bagh olabilecegi
gibi, 60°C’de inaktive ettigimiz P. aeruginosa’nin stres ortaminda 1s1tya dayanikli proteinlerini

fazla eksprese etmesinden de kaynaklanabilir.

S. aureus bakteri lizatlari, P. aeruginosa tiremesinde 8s SN ve 6lii bakteri fraksiyonlari
ile aynmi etkiyi yaratmistir. Adaptasyon fazinin, 8. saatten sonra logaritmik iireme fazina
gectigi gorilmistiir. P. aeruginosa’nin bakteri lizatlarinin S. aureus tiremesine etkisinde ise
12. saate kadar inhibe edebildigi, fakat 24. saatte ise monokiiltiire gére hafif diizeyde inhibe
edebildigi gorilmiistiir. En etkin inhibisyon SA 995 ve SA 1157’de, monokiiltiire goére

yaklagik %50 civarinda olmustur.

Calismamizda, S. aureus’a ait 24s SN, P. aeruginosa kokenlerinin biyofilm {iretimini
en yiiksek oranda (%239.6) artrran {iriin olmustur. Buna karsin, bakteri lizat1 fraksiyonlar1
antagonistik bir etki yaratarak biyofilm iiretiminde monokiiltire gére %32.9 oraninda
azalmaya neden olmustur. Bu iki fraksiyonun yarattig1 farkli sonuglarm, bakteri lizatinda
denatiirasyondan kaynakli demir gibi destekleyici triinlerin yiiksek miktarda bulunmasi,
bakteri lizerinde stres baskisinin olusmamasi, biyofilm iiretimini uyarict QS molekiillerinin
bulunmamas1 veya aktif olmamasindan kaynaklanabilecegini diisiindiirmiistiir. 8s SN ve 0li
bakteri fraksiyonlarinda ise 24s SN’ye oranla daha sinirli bir biyofilm diretimi artisi

saptanmustir.

S. aureus kokenlerinde ise, P. aeruginosa kaynakli tiim {irinlerin ¢ok yiiksek oranda
biyofilm tiretimine neden oldugu goriilmektedir. Biyofilm iiretimini en yiiksek oranda 8s SN
indiiklemis, bunu 24s SN, bakteri lizat1 ve 6lii bakteri fraksiyonlar1 izlemistir (kontrole gore
strastyla, %293, % 240.6, % 203.8 ve % 152.1 artis). S. aureus’da goriilen yiiksek biyofilm
sentezinin, P. aeruginosa’nin kinolon sinyal molekiilii olan ve biyofilm iiretiminde 6nemli bir
role sahip HQNO molekiiliinden kaynaklandigini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte daha
once de belirttigimiz gibi, P. aeruginosa’nin, S. aureus’a gore daha kompleks ve daha etkin
bir QS sistemine sahip olmasi, P. aeruginosa’nin iriinlerinin daha etkin bir role sahip

olabilecegini de desteklemektedir.
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KF hastaliginda solunum yolu, epitel hiicrelerindeki defekte bagli sekresyon
fonksiyonu bozuklugu ve mikrosiliyar yapilarin kaybindan kaynakli yogun bir mukus tabakasi
ile kaplidir. Bununla birlikte, KF’da solunum yollarinda kolonize bakterilerin olusturduklari
biyofilm, ortamin daha fazla mukoid hal almasina ve hastalarda pulmoner alevlenmelerin
siklagsmasi ile kotii prognoza neden olmaktadir. Ayrica biyofilm, antimikrobiyal ajanlara
yanitsizliga da sebep olmakta ve sonug olarak kronik enfeksiyon gelisimine neden olmaktadir.
KF’da gelisen polimikrobiyal enfeksiyonlarda biyofilm iiretiminin, bakteriler arasinda goriilen
etkilesime bagl olarak daha yogun bigcimde gergeklestigi elde ettigimiz verilerle

desteklenmistir.

Limoli ve ark. yaptiklar1 ¢alismada, KF solunum yolu 6rneklerinden tek basina izole
edilmis ve S. aureus ile birlikte izole edilmis P. aeruginosa kokenlerinin, standart S. aureus
kokenlerinin tiremesi tizerindeki etkisini incelemislerdir. Sonuglarinda mono etken olarak
izole edilmis P. aeruginosa kokenlerinin, S. aureus’a karsi, birlikte izole edilen kokenlere
gore daha rekabetci olduklarini gostermislerdir. Ayrica S. aureus iiremesinde en az
inhibisyona sebep olan kokenlerin, mukoid fenotipte olan ve yiiksek diizeyde aljinat
ekspresyonuna sahip izolatlar oldugu belirlenmistir.  Aynm1 ¢alismanin  molekiiler
incelemesinde, aljinat ifadesinin yiiksek oldugu kokenlerde sideroforlar, rhamnolipidler ve
HQNO gibi salgi molekiillerinin tiretimini azaldigmi géstermislerdir. Bunu aljinatin istte
belirtilen molekiillerin ifadesini baskiladigmmdan kaynaklandigmi 6ne stirmiislerdir. (Limoli

ve ark., 2017).

Baldan ve ark. ise galigmalarinda KF hastalarinin solunum yolunda erken ve geg
donem kolonizasyon yapan P. aeruginosa koékenlerinin, S. aureus iizerindeki lireme ve
biyofilmdeki etkilerini karsilagtirmiglardir. Elde ettikleri sonuglara gore, hastaligin baslangic
doneminde kolonizasyon yapan tiim klinik P. aeruginosa kokenlerinin, S. aureus’un
tiremesini yiiksek diizeyde inhibisyona ugrattigini, ge¢ evre kolonizasyondan soyutlanan
kokenlerin ise ancak yarisinin iiremeyi baskilayabildigini ve bu inhibisyon diizeyinin yiiksek
oranda olmadigmni saptamuglardir. Biyofilm iiretiminde, yeni kolonize olan kdkenlerin
herhangi bir negatif veya pozitif etki yaratmadigmni, uzun siire kolonize kokenlerin ise

biyofilm kiitlesini azalttiklar1 belirlenmistir (Baldan ve ark., 2014).
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Woods ve ark. bu iki patojen arasindaki etkilesimleri incelerken, S. aureus’un erken
donem kolonizasyon yapmasmdan yola ¢ikarak, bakterinin 5 giin boyunca biyofilm
liretmesine izin vermis ve sonrasinda ayni ortama P. aeruginosa inokiile ederek, biyofilm
icerisindeki canlilik oranini incelemistir. Bu iki patojenin ilk karsilagsma oranlari, S. aureus
igin 10" cfu/cm?, P. aeruginosa igin 10° cfu/cm? (1/250) olarak belirlenmistir. Deneylerinde
bu oranlarin 24. saatte esitlendigini, 48 saat sonra ise durumun tersine dondiiglinii
gozlemlemislerdir. Besinci giinde S. aureus’un miktarmm 10 cfu/cm®ye kadar geriledigini,
bu asamadan sonra canlilign tamamen ortadan kalkmadigini ve azalmanin durdugunu
gostermiglerdir. Bu sonucun, bu iki patojenin sayisal bir denge olusturmus olmasindan
kaynaklanabilecegini belirtmislerdir. Ayrica 5 giinlik birlikte inkiibasyon sirasinda P.
aeruginosa’nmn viriilans genlerinin ekspresyonuna bakilmistir. Ilk ii¢ giinde, yani
inhibisyonun en yiiksek oldugu evrede, QS molekiillerini kodlayan las ve rhl genlerinin
yiiksek oranda eksprese edildigi, daha sonra ifadenin azaldigi belirlenmis ve bu genlerin

eksprese ettikleri proteinler ile bu baskilanma iliskilendirilmistir (Woods ve ark., 2018).

Mitchell ve ark. P. aeruginosa’nin HQNO kinolon sinyal molekiiliiniin, S. aureus’un
ireme ve biyofilm tiretimi tizerindeki etkilerini arastirmislardir. Bunun i¢in HQNO eksprese
eden genleri susturulmus ve aktif olan iki P. aeruginosa susu kullanmislardir. HQNO
molekiillerinin S. aureus’un elektron transport zincirinde degisikliklere neden olarak bu
patojeni oksijensiz solunuma zorladigin1 ve S. aureus’un fenotipik SCV (kii¢iik koloni
varyant S. aureus) koloniler olusturdugunu ve tiremesinin baskilandigini gostermislerdir.
Ayrica HQNO varhiginda, S. aureus’da sigma faktér B’nin aktive oldugunu, bu molekiiliin
biyofilm iligkili protein A ve sarA genini aktive ettigini belirlemislerdir. HQNO’nun hem
tiremeyi inhibe edebildigini hemde biyofilm iiretimini indiikleyebildigini caligmalariyla
gostermislerdir (Mitchell ve ark.., 2010).

Biswas ve ark. P. aeruginosa’nin viriilans faktorlerinden piyosiyanin varhiginda, S.
aureus’daki tireme ve biyofilm tiretimini arastirmislardir. Elde ettikleri sonuglar S. aureus’un
bu molekiil varhgmda SCV fenotipine donmeye zorlandigini, tiremesinin yavagladigini ve

yliksek miktarda biyofilm tirettigini gostermistir (Biswas ve ark., 2009).

Mashburn ve ark. c¢alisma hipotezini P. aeruginosa’nin kendi ¢ogalma ve
metobilitlerinin liretiminde gerekli demir ihtiyacin1 karsilamak i¢in S. aureus’u lizise

ugratarak demir kaynagi olarak kullandigini one siirerek olugturmuslardir.
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Her iki patojenin birlikte ve monokiiltiirdeki 16 saatlik inkiibasyon sonrasi tremelerini
karsilastirdiklarinda, S. aureus’un monokiiltirde daha yogun miktarda iredigini, fakat P.
aeruginosa ile birlikte inkiibasyonunda daha diisik miktarda treme gosterdigini
belirlemiglerdir. Ayrica P. aeruginosa’nin her iki kiiltiir ortaminda siderofor proteinlerini
kodlayan genlerinin ekspresyonunu incelediklerinde, monokiiltiirde bu genlerin daha fazla

eksprese oldugunu bildirmislerdir (Mashburn ve ark., 2005).

Calismamizda antimikrobiyal duyarlilik ile iligkili deneylerde, ilk basamakta S.
aureus’un 24s SN varliginda P. aeruginosa’nin tobramisin duyarliligindaki degisim
degerlendirilmistir. Elde ettigimiz sonuglara gore birlikte izole edilen koken ve standart
kokene ait 24s SN iiriinlerinin P. aeruginosa izolatlarmnda tobramisin MiK’leri iizerinde
anlamli bir degisim yapmadigi gézlenmistir. Yalniz PSE 1082 kokeninde, her iki gruba ait
{iriiniin varhginda da, tobramisin duyarliliginm arttig1 (4 kat MiK degisimi) belirlenmistir. Bu
sonuglar dogrultusunda, P. aeruginosa’nin tobramisine karsi duyarliligmin azalmasinda
sadece S. aureus’un QS molekiillerinin yeterli olmayacagini, bakterinin olusturacagi biyofilm

katmanmin da dirence 6nemli 6lgiide katki saglayabilecegini 6ngdrmekteyiz.

Antimikrobiyal duyarlilik ile iliskili deneylerin ikinci basamaginda, P. aeruginosa 24s
SN iriinlerinin S. aureus izolatlarmm linezolid duyarliligindaki etkileri belirlenmistir. SA
1157 kokeni disinda tiim izolatlarda, hem birlikte izole edilmis hem de standart kokene ait 24s
SN varliginda linezolid MiK’lerinde 2 ile 32 kata varan artislar saptanmistir. SA 1157
kokeninde birlikte izole edilen kdkene ait tiriiniiniin duyarlilik degisimine neden olmadigi,
fakat standart kokene ait 24s SN varliginda linezolid MIK degerini 2 Kat arttig1 belirlenmistir.
EUCAST kriterlerine gore S. aureus izolatlarinin linezolid sonuglarini degerlendirdigimizde
(duyarh kategori icin MIK < 4 pg/mL), birlikte izole edilen P. aeruginosa 24s SN varliginda
bir kdkenin direng sinirma (MIK 4 pg/mL), 6 kdkenin ise direngli kategoriye (8 pg/mL ->32
ug/mL, MiK araliginda) gectigi saptanmustir. Ribozom iizerinde etkili bir ajan olan linezolid
icin saptanan bu belirgin MiK degisimlerinin, P. aeruginosa 24s SN icerigindeki molekiillerin
biyofilm artigmi desteklemesinden kaynaklanacagi gibi, farkli molekiillerin linezolidin hiicre
icine girisini bloke edici ya da hiicre i¢inden disar1 atilmasmi destekleyici etkilerinden
kaynakli olabilir. Literatiir taramasinda daha once bu ajan ile yapilmis benzer bir ¢alisma
bulunamamistir. Elde ettigimiz sonuglarin polimikrobiyal enfeksiyonlarda bu ajan i¢in yol

gosterici olacagini diislinmekteyiz.
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S. aureus izolatlarinin tiimii MiK sonuglarina goére vankomisin igin duyarli saptanmus;
24s SN P. aeruginosa iiriinleri varliginda yapilan vankomisin duyarhlik testinde ise MIK
degerlerinde anlamli bir degisiklik olmadigi belirlenmistir. Benzer c¢aligmalarda ise S.
aureus’ta vankomisin duyarliligmin azaldig1 gosterilmistir. Ancak bu c¢alismalarda, once S.
aureus’un biyofilm iiretmesi saglanmis, daha sonra P. aeruginosa siipernatant: eklenerek
vankomisin duyarliligi degerlendirmeye alinmistir. Bu calismalar MIK degisimi yerine,
biyofilm igerisindeki bakterinin canliligindaki azalmay1 degerlendirmistir (Orazi ve O’Toole,
2017; Radlinski ve ark., 2017b).

Radlinski ve ark. ii¢ farkli antimikrobiyal ajanin (tobramisin, vakomisin ve
siprofloksasin), KF hastalarinda gelisen enfeksiyonlar ve KF disinda yara enfeksiyonlarindan
izole ettikleri klinik P. aeruginosa siipernatantlar1 ile HQNO, rhamnolipid ve elastaz
ekspresyonu aktif ve inaktif mutant P. aeruginosa siipernatantlar1 varliginda MRSA
tizerindeki etkilerini arastirmiglardir. Calismalarinda, klinik izolatlarda ti¢ antimikrobiyal
ajana kars1 farkli sonuglar elde etmislerdir. Mutant kékenler ile yaptiklar1 ¢alismalarda,
HQNO varliginin MRSA kokenlerini tobramisin etkisinden korudugu saptanmustir; elde
ettikleri bu sonucun HQNO’nun S. aureus’un elektron transfer zincirinde degisikliklere neden
olarak membran proton degisikligine neden oldugunu, buna bagli olarak tobramisinin bakteri
yiizeyine baglanamayarak hiicre igerisine girememesinden kaynaklandigmi ileri siirmiiglerdir.
Ortamda rhamnolipid varliinm ise MRSA’nin membran gegirgenligini arttirarak,
tobramisinin igeri girisini kolaytirmasi1 nedeniyle bu ajana karsi duyarliligi artirici etki
yaratti@1 sonucuna ulasilmistir. Elastazin MRSA’nin peptidoglikan yapisindaki pentaglisin
capraz kopriisiinii yikarak MRSA’ya kars1 vankomisin ile sinerjistik bir etki sagladigini buna
bagl duyarlilik artisina neden oldugunu saptamuslardir. Arastiricilar, mutant kokenler ile
yapilan bu ¢alismanin sonucunda, polimikrobiyal enfeksiyonlarda P. aeruginosa kaynakli
tirtinlerin tedavi sonucu tizerinde etkili olabileceginin altmi ¢izmislerdir (Radlinski ve ark.,
2017). Bu c¢alisma  biyofilm igerisindeki  bakterinin  canlilk oranmma  gore
degerlendirildiginden, kendi caligmamizla tam bir karsilastirma yapilamasa da benzer

sonuglarin elde edildigi ongoriilmiistiir.
Beaudoin ve ark. S. aureus siipernatant1 varliginda, P. aeruginosa’nin biyofilm artisi

ile tobramisine karsi duyarliliginda degisimi arastirmiglardir. Calismalarinda, KF solunum

yolundan izole edilen ve kendi iclerinde ayni fenotipik 6zelligi gosteren 14 P. aeruginosa
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kokeni kullanilmistir. Ayrica kullanilan kokenlerin izole edildigi hastalarda inhale
tobramisinle tedavi yanitinda, 7’si basarili iken 7’sinin basarisiz oldugu belirlenmistir.

Calismalarinda S. aureus iriinlerinin biyofilm iiretimine herhangi bir etki gostermedigi ve
tobramisin duyarliliginda da bir degisiklik yaratmadigi sonucuna ulasmiglardir (Beaudoin ve
ark., 2017). Bu c¢alisma bizim verilerimiz ile karsilastirildiginda, P. aeruginosa’nin
antimikrobiyal ajanlara karsi direng gostermesinde, ortamda S. aureus’un iiriinlerinden ¢ok,
biyofilm iiretmeye ihtiya¢ duydugu sonucu ¢ikarilmaktadir. Bu durum KF’da solunum
yolunda S. aureus’un daha erken kolonizasyonu ve sonrasinda P. aeruginosa’nin

yerlesmesinin nedenlerinden birisi olarak diistiniilebilir.

Orazi ve O’Toole galigmalarinda, tek basmna biyofilm olusturmug S. aureus suslarmin,
P. aeruginosa’nin HQNO, fanezin, elastaz ve siderofor salgilayan ve salgilamayan mutant
suslarinin siipernatantlar1 ve vankomisin varlhiginda, biyofilm i¢indeki bakteri canliligmnin
degisimini aragtirmiglardir. HQNO ve siderofor salgilayan P. aeruginosa siipernatantlarinin
vankomisin varliginda, biyofilm igerisindeki canli S. aureus miktarim yaklasik 3 log
artirdigin1 gostermislerdir. P. aeruginosa’nin diger molekiilleri herhangi bir degisiklige neden
olmamistir (Orazi ve O’Toole, 2017). Diger ¢alismalarda oldugu gibi bu ¢alisma da,
vankomisin duyarliligindaki azalmanin dogrudan biyofilm kiitlesi ile iliskili oldugunu ve
KF’da uzun donemli S. aureus kolonizasyonuna ikincil patojen olarak P. aeruginosa’nin

eklenmesi ile vankomisine kars1 duyarliligi azaltabilecegini gostermektedir.

Sonug olarak; ¢alismamizda KF hastalarmda polimikrobiyal enfeksiyonlara neden olan
S. aureus ve P. aeruginosa arasindaki etkilesimlerin, bu patojenlerin biyofilm iiretimi,
tiremesi ve antimikrobiyal duyarliliklar1 {izerinde 6nemli etkileri oldugu ve tiim bu siiregleri
dogrudan ya da dolayli olarak degistirebildigi gosterilmistir. Verilerimiz, KF hastalarinda
gelisen polimikrobiyal enfeksiyonlara klinik yaklasimda bu faktorlerin g6z Oniinde

bulundurulmasi gerektiginin altin1 ¢izmektedir.

79



6. KAYNAKCA

Aires De Sousa, Marta, and Herminia De Lencastre, Bridges from Hospitals to the
Laboratory: Genetic Portraits of Methicillin-Resistant Staphylococcus Aureus Clones, FEMS
Immunology and Medical Microbiology, 2004; 40 (2): 101-11.

Akil Nour, and Marianne S. Muhlebach, Biology and Management of Methicillin Resistant
Staphylococcus Aureus in Cystic Fibrosis, Pediatric Pulmonology, 2018; 53 (S3): S64—74.

Alhazmi Alaa, Pseudomonas aeruginosa — Pathogenesis and Pathogenic Mechanisms,
International Journal of Biology, 2015; 7 (2): 44—67.

Alvarez Susana, Claudia Herrero, Elena Bru, and Gabriela Perdigon, Effect of Lactobacillus
Casei and Yogurt Administration on Prevention of Pseudomonas Aeruginosa Infection in
Young Mice, Journal of Food Protection, 2001; 64(11): 1768-74.

Anzaudo M M, Busquets N P, Ronchi S, and Mayoral C, Isolated Pathogen Microorganisms
in Respiratory Samples from Children with Cystic Fibrosis, Revista Argentina de
Microbiologia, 2005; 37 (3): 129-34.

Baldan Rossella, Cristina Cigana, Francesca Testa, Irene Bianconi, Maura De Simone, Danilo
Pellin, and others, Adaptation of Pseudomonas Aeruginosa in Cystic Fibrosis Airways
Influences Virulence of Staphylococcus Aureus In Vitro and Murine Models of Co-Infection,
ed. by Nades Palaniyar, PLoS ONE, 2014; 9: e89614.

Beaudoin T., Yau Y. C. W., Stapleton P. J., Gong Y., Wang P. W., Guttman D. S., and others,
Staphylococcus Aureus Interaction with Pseudomonas Aeruginosa Biofilm Enhances

Tobramycin Resistance, Npj Biofilms and Microbiomes, 2017; 3: 25.
Bhagirath Anjali Y, Yanqi Li, Deepti Somayajula, Maryam Dadashi, Sara Badr, and Kangmin

Duan, Cystic Fibrosis Lung Environment and Pseudomonas Aeruginosa Infection, BMC
Pulmonary Medicine, 2016; 16: 174.

80



Bien Justyna, Olga Sokolova, and Przemyslaw Bozko, Characterization of Virulence Factors
of Staphylococcus Aureus : Novel Function of Known Virulence Factors That Are Implicated
in Activation of Airway Epithelial Proinflammatory Response , Journal of Pathogens, 2011,
1-13.

Biswas Lalitha, Raja Biswas, Martin Schlag, Ralph Bertram, and Friedrich G6tz, Small-
Colony Variant Selection as a Survival Strategy for Staphylococcus Aureus in the Presence of
Pseudomonas Aeruginosa, Applied and Environmental Microbiology, 2009; 75: 6910-12.

Bjarnsholt Thomas, Peter Ostrup Jensen, Tim Holm Jakobsen, Richard Phipps, Anne Kirstine
Nielsen, Morten Theil Rybtke, and others, Quorum Sensing and Virulence of Pseudomonas
Aeruginosa during Lung Infection of Cystic Fibrosis Patients, PLoS One, 2010; 5: e10115.

De Boeck K, A Zolin, H Cuppens, H V Olesen, and L Viviani, The Relative Frequency of
CFTR Mutation Classes in European Patients with Cystic Fibrosis, Journal of Cystic Fibrosis,
2014; 13: 403-9.

Brogden Kim A, Janet M Guthmiller, and Christopher E Taylor, Human Polymicrobial
Infections, Lancet, 2005; 365: 253-55.

Chmiel James F., Timothy R. Aksamit, Sanjay H. Chotirmall, Elliott C. Dasenbrook, J. Stuart
Elborn, John J. LiPuma, and others, Antibiotic Management of Lung Infections in Cystic
Fibrosis: 1. The Microbiome, Methicillin-Resistant Staphylococcus Aureus, Gram-Negative
Bacteria, and Multiple Infections, Annals of the American Thoracic Society, 2014; 11: 1120
29.

Colin D A, | Mazurier, S Sire, and V Finck-Barbangon, Interaction of the Two Components of
Leukocidin from Staphylococcus Aureus with Human Polymorphonuclear Leukocyte
Membranes: Sequential Binding and Subsequent Activation., Infection and Immunity, 1994;
62: 3184-88.

Dasenbrook Elliott C., William Checkley, Christian A Merlo, Michael W Konstan, Noah

Lechtzin, and Michael P Boyle, Association between Respiratory Tract Methicillin-Resistant

81



Staphylococcus Aureus and Survival in Cystic Fibrosis, JAMA - Journal of the American
Medical Association, 2010; 303: 2386-93.

Davis P B, M Drumm, and M W Konstan, Cystic Fibrosis., American Journal of Respiratory
and Critical Care Medicine, 1996; 154: 1229-56.

Driscoll, James A, Steven L Brody, and Marin H Kollef, The Epidemiology, Pathogenesis and
Treatment of Pseudomonas Aeruginosa Infections, Drugs, 2007; 67 (3): 351-68.

Van Ewijk, Bart E, Marieke M Van Der Zalm, Tom F W Wolfs, and Cornelis K Van Der Ent,
Viral Respiratory Infections in Cystic Fibrosis, Journal of Cystic Fibrosis, 2005; 4 (2): 31-6.

Filkins Laura M, and George A OToole, Cystic Fibrosis Lung Infections: Polymicrobial,
Complex, and Hard to Treat., PLoS Pathogens, 2015; 11: e1005258.

Fodor Anthony A, Erich R Klem, Deirdre F Gilpin, J. Stuart Elborn, Richard C Boucher,
Michael M Tunney, and others, The Adult Cystic Fibrosis Airway Microbiota Is Stable over
Time and Infection Type, and Highly Resilient to Antibiotic Treatment of Exacerbations,
PL0S ONE, 2012; 7 (9): e45001.

Foster Timothy J., Immune Evasion by Staphylococci, Nature Reviews Microbiology, 2005;
3: 948-58.

Goerke Christiane and Christiane Wolz, Adaptation of Staphylococcus Aureus to the Cystic
Fibrosis Lung, International Journal of Medical Microbiology, 2010; 300: 520-25.

Haas Barbara, Jerome Kraut, John Marks, Susan Cassin Zanker, and Domenic Castignettil,
Siderophore Presence in Sputa of Cystic Fibrosis Patients, Infection and Immunity, 1991;
59(11): 3997-4000.

Harrison Freya, Microbial Ecology of the Cystic Fibrosis Lung, Microbiology, 2007; 153(Pt
4): 917-23.
Hensler T, M Koller, C Geoffroy, J] E Alouf, and W Konig, Staphylococcus Aureus Toxic

Shock Syndrome Toxin 1 and Streptococcus Pyogenes Erythrogenic Toxin A Modulate

82



Inflammatory Mediator Release from Human Neutrophils, Infection and Immunity, 1993;
61(3): 1055-61.

Hibbing Michael E, Clay Fuqua, Matthew R Parsek, and S Brook Peterson, Bacterial
Competition: Surviving and Thriving in the Microbial Jungle., Nature Reviews.
Microbiology, 8 (2010), 15-25.

Hoftman Lucas R., Eric Déziel, David A. DArgenio, Francois Lépine, Julia Emerson, Sharon
McNamara, and others, Selection for Staphylococcus Aureus Small-Colony Variants Due to
Growth in the Presence of Pseudomonas Aeruginosa, Proceedings of the National Academy
of Sciences, 2006; 103: 19890-95.

Hoffman Lucas R, David A. DArgenio, Michael J. MacCoss, Zhaoying Zhang, Roger A
Jones, and Samuel | Miller, Aminoglycoside Antibiotics Induce Bacterial Biofilm Formation,
Nature, 2005; 436: 1171-75.

Hoffman Lucas R, Eric Dé Ziel, David A Dargenio, Julia Emerson, Sharon Mcnamara,
Ronald L Gibson, and others, Selection for Staphylococcus Aureus Small-Colony Variants
Due to Growth in the Presence of Pseudomonas Aeruginosa, PNAS, 2006; 26;103(52):19890-
5.

Hoiby N, Epidemiological Investigations of the Respiratory Tract Bacteriology in Patients
with Cystic Fibrosis.,, Acta Pathologica et Microbiologica Scandinavica. Section B:
Microbiology and Immunology, 1974; 82: 541-50.

Hoiby N, B Frederiksen, and T Pressler, Eradication of Early Pseudomonas Aeruginosa

Infection, Journal of Cystic Fibrosis, 2005; 2: 49-54.
Hooi Doreen S W, Barrie W Bycroft, Siri Ram Chhabra, Paul Williams, and David |

Pritchard, Differential Immune Modulatory Activity of Pseudomonas Aeruginosa Quorum-

Sensing Signal Molecules, Infection and Immunity, 2004; 72: 6463-70.

83



Hotterbeekx An, Samir Kumar-Singh, Herman Goossens, and Surbhi Malhotra-Kumar, In
Vivo and In Vitro Interactions between Pseudomonas Aeruginosa and Staphylococcus Spp.,

Frontiers in Cellular and Infection Microbiology, 2017: 7: 1-13.

Karatuna Onur, ve Aysgiil Yagci, Pseudomonas Aeruginosada Viriilans Faktorleri ve Quorum

Sensing, Tiirk Mikrobiyol Cem Derg, 2008; 38 (1): 42-51.

Kipnis E, T Sawa, and J Wiener-Kronish, General Review Targeting Mechanisms of
Pseudomonas Aeruginosa Pathogenesis Thérapeutiques Ciblant Les Mé¢écanismes
Pathogéniques de Pseudomonas Aeruginosa, Medecine et Maladies Infectieuses, 2006; 36 (2):

78-91.

Kumar Shankar, Anand Tana, and Anu Shankar, Cystic Fibrosis — What Are the Prospects
for a Cure?, European Journal of Internal Medicine, 2014, 25: 803-7.

Lau Gee W., Daniel J. Hassett, and Bradley E. Britigan, Modulation of Lung Epithelial
Functions by Pseudomonas Aeruginosa, Trends in Microbiology, 2005; 13: 389-97.

Lau Gee W., Daniel J. Hassett, Huimin Ran, and Fansheng Kong, The Role of Pyocyanin in
Pseudomonas Aeruginosa Infection, Trends in Molecular Medicine, 2004; 10(12): 599-606.

Limoli Dominique H, Gregory B Whitfield, Tomoe Kitao, Melissa L Ivey, Michael R Davis,
Nora Grahl, and others, Pseudomonas Aeruginosa Alginate Overproduction Promotes
Coexistence with Staphylococcus Aureus in a Model of Cystic Fibrosis Respiratory Infection,
MBio, 2017; 8 (2). pii: e00186-17.

Lipuma John J, The Changing Microbial Epidemiology in Cystic Fibrosis, Clinical
microbiology Reviews, 2010; 23: 299-323.

Lowy Franklin D., Antimicrobial Resistance: The Example of Staphylococcus Aureus,
Journal of Clinical Investigation, 2003; 111: 1265-73.

Lowy Franklin D, How Staphylococcus Aureus Adapts to Its Host, New England Journal of
Medicine, 2011; 364: 1987-90.

84



Lyczak Jeffrey B, Carolyn L Cannon, and Gerald B Pier, Lung Infections Associated with
Cystic Fibrosis, Clinical Microbiology Reviews, 2002; 15: 194-222.

Magalhdes Andreia P, Susana P Lopes, and Maria O Pereira, Insights into Cystic Insight
Fibrosis Polymicrobial Consortia: The Role of Species Interactions in Biofilm Development,
Phenotype, and Response to in-Use Antibiotics, Frontiers in Microbiology, 2016; 7: 2146.

Mashburn Lauren M, Amy M Jett, Darrin R Akins, and Marvin Whiteley, Staphylococcus
Aureus Serves as an Iron Source for Pseudomonas Aeruginosa during In Vivo Coculture,
Journal of Bacteriology, 2005; 187: 554—66.

Matsui Hirotoshi, Barbara R. Grubb, Robert Tarran, Scott H. Randell, John T. Gatzy, C.
William Davis, and others, Evidence for Periciliary Liquid Layer Depletion, Not Abnormal
lon Composition, in the Pathogenesis of Cystic Fibrosis Airways Disease, Cell, 1998; 23; 95
(7): 1005-15.

May T B, D Shinabarger, R Maharaj, J Kato, L Chu, J D DeVault, and others, Alginate
Synthesis by Pseudomonas Aeruginosa: A Key Pathogenic Factor in Chronic Pulmonary

Infections of Cystic Fibrosis Patients., Clinical Microbiology Reviews, 1991; 4: 191-206.

Mcllwaine M P, and A G Davidson, Airway Clearance Techniques in the Treatment of Cystic

Fibrosis., Current Opinion in Pulmonary Medicine, 1996; 2: 447-51.

Meyer Jean-Marie, Alice Neely, Alain Stintzi, Claude Georges, Laboratoire De
Microbiologie, and De Ge, Pyoverdin Is Essential for Virulence of Pseudomonas Aeruginosa,
Infection and Immunity, 1996; 64: 518-23.

Michel-Briand Yvon, and Christine Baysse, The Pyocins of Pseudomonas Aeruginosa,
Biochimie, 2002; 84 (5-6): 499-510.

Mitchell Gabriel, David Lalonde Séguin, Ann-Elise Asselin, Eric Déziel, André M Cantin,
Eric H Frost, and others, Staphylococcus Aureus Sigma B-Dependent Emergence of Small-
Colony Variants and Biofilm Production Following Exposure to Pseudomonas Aeruginosa 4-
Hydroxy-2-Heptylquinoline-N-Oxide, BMC Microbiology, 2010; 10: 33.

85



Nguyen Angela T, and Amanda G Oglesby-Sherrouse, Interactions between Pseudomonas
Aeruginosa and Staphylococcus Aureus during Co-Cultivations and Polymicrobial Infections,
Applied Microbiology and Biotechnology, 2016; 6141-48.

Osullivan Brian P, and Steven D Freedman, Cystic fibrosis, Lancet, 2009 ; 373 (9678): 1891-
904.

O’Toole George A., Microtiter Dish Biofilm Formation Assay, Journal of Visualized
Experiments, 2011; 10-11.

Orazi Giulia, and George A. O’Toole, Pseudomonas Aeruginosa Alters Staphylococcus
Aureus Sensitivity to Vancomycin in a Biofilm Model of Cystic Fibrosis Infection, MBio,
2017; 8: 1-17.

Petersen N. T., Heiby N., Mordhorst C. H., Lind K., Flensborg E. W. and Bruun B.,
Respiratory Infections in Cystic Fibrosis Patients Caused by Virus, Chlamydia and
Mycoplasma-Possible Synergism with Pseudomonas Aeruginosa, Acta Paediatrica, 1981; 70:
623-28.

Pezzulo Alejandro A, Xiao Xiao Tang, Mark J Hoegger, Mahmoud H Abou Alaiwa, Shyam
Ramachandran, Thomas O Moninger, and others, Reduced Airway Surface PH Impairs
Bacterial Killing in the Porcine Cystic Fibrosis Lung, Nature, 2012; 109-13.

Pihet Marc, Jacqueline Carrere, Bernard Cimon, Dominique Chabasse, Laurence Delhaes,
Francoise Symoens, and others, Occurrence and Relevance of Filamentous Fungi in
Respiratory Secretions of Patients with Cystic Fibrosis - A Review, Medical Mycology, 2009;
387-97.

Proctor Richard A., Christof von Eiff, Barbara C. Kahl, Karsten Becker, Peter McNamara,
Mathias Herrmann, and others, Small Colony Variants: A Pathogenic Form of Bacteria That
Facilitates Persistent and Recurrent Infections, Nature Reviews Microbiology, 2006; 4: 295—
305.

86



Radlinski L, Rowe SE, Kartchner LB, Maile R, Cairns BA, Vitko NP, Gode CJ, Lachiewicz
AM, Wolfgang MC, Conlon BP, Pseudomonas aeruginosa exoproducts determine antibiotic
efficacy against Staphylococcus aureus, PL0oS Biol, 2017; 15(11): e2003981.

Raivio Tracy L, Donald E Woods, Claude V Gallant, Joan C Olson, and Douglas G Storey,
Pseudomonas Aeruginosa Cystic Fibrosis Clinical Isolates Produce Exotoxin A with Altered
ADP-Ribosyltransferase Activity and Cytotoxicity, Microbiology, 2015; 146: 1891-99.

Ramsey Bonnie W., Management of Pulmonary Disease in Patients with Cystic Fibrosis, ed.
by Alastair J.J. Wood, New England Journal of Medicine, 1996; 335: 179-88.

Ren Clement L., Wayne J. Morgan, Michael W. Konstan, Michael S. Schechter, Jeffrey S.
Wagener, Kathryn A. Fisher, and others, Presence of Methicillin Resistant Staphylococcus
Aureus in Respiratory Cultures from Cystic Fibrosis Patients Is Associated with Lower Lung
Function, Pediatric Pulmonology, 2007; 42: 513-18.

Renders Nicole, Henri Verbrugh, and Alex Van Belkum, Dynamics of Bacterial Colonisation
in the Respiratory Tract of Patients with Cystic Fibrosis, Infection, Genetics and Evolution,
2001; 1(1): 29-39.

Riedel Kathrin, Morten Hentzer, Otto Geisenberger, Birgit Huber, Anette Steidle, Hong Wau,
and others, N-Acylhomoserine-Lactone-Mediated Communication between Pseudomonas
Aeruginosa and Burkholderia Cepacia in Mixed Biofilms, Microbiology, 2001; 147 (PT 12):
3249-62.

Rogers G B, C A Hart, J R Mason, M Hughes, M J Walshaw, and K D Bruce, Bacterial
Diversity in Cases of Lung Infection in Cystic Fibrosis Patients: 16S Ribosomal DNA
(RDNA) Length Heterogeneity PCR and 16S RDNA Terminal Restriction Fragment Length
Polymorphism Profiling, Journal of Clinical Microbiology, 2003; 41: 3548-58.

Rogers Geraint B, Franziska A Stressmann, Alan W Walker, Mary P Carroll, and Kenneth D

Bruce, Lung Infections in Cystic Fibrosis: Deriving Clinical Insight from Microbial

Complexity, Expert Review of Molecular Diagnostics, 2010; 10: 187-96.

87



Sadikot Ruxana T, Timothy S Blackwell, John W Christman, and Alice S Prince, Pathogen-
Host Interactions in Pseudomonas Aeruginosa Pneumonia, American Journal of Respiratory
and Critical Care Medicine, 2005; 1209-23.

Sherrard Laura J., Michael M. Tunney, and J. Stuart Elborn, Antimicrobial Resistance in the
Respiratory Microbiota of People with Cystic Fibrosis, The Lancet, 2014; 384: 703-13.

Sibley Christopher D., Harvey Rabin, and Michael G. Surette, Cystic Fibrosis: A
Polymicrobial Infectious Disease., Future Microbiology, 2006; 1: 53-61.

Smith H., The Role of Microbial Interactions in Infectious Disease, Philosophical
Transactions of the Royal Society B: Biological Sciences, 1982; 297: 551-61.

Stone Anne, and Lisa Saiman, Update on the Epidemiology and Management of
Staphylococcus Aureus, Including Methicillin-Resistant Staphylococcus Aureus, in Patients
with Cystic Fibrosis, Current Opinion in Pulmonary Medicine, 2007; 13 (6): 515-21.

Szamosvari David, and Thomas Bottcher, An Unsaturated Quinolone N-Oxide of
Pseudomonas Aeruginosa Modulates Growth and Virulence of Staphylococcus Aureus,
Angewandte Chemie - International Edition, 2017; 56 (25): 7271-75.

Toyofuku Masanori, and Sang-Sun Yoon, Nitric Oxide, an Old Molecule With Noble
Functions in Pseudomonas Aeruginosa Biology, Advances in Microbial Physiology, 2018; 72:
117-45.

Wahab A. A., Janahi | A, Marafia M M, and EI-Shafie S, Microbiological Identification in
Cystic Fibrosis Patients with CFTR 11234V Mutation, Journal of Tropical Pediatrics, 2004;
50 (4): 229-33.

Windmiiller Nadine, Anika Witten, Desirée Block, Boyke Bunk, Cathrin Sproer, Barbara C
Kahl, and others, Transcriptional Adaptations during Long-Term Persistence of
Staphylococcus Aureus in the Airways of a Cystic Fibrosis Patient, International Journal of
Medical Microbiology, 2015; 305 (1): 38-46.

88



Woods Paul W, Zane M Haynes, Elin G Mina, and Claudia N H Marques, Maintenance of S.
Aureus in Co-Culture With P. Aeruginosa While Growing as Biofilms., Frontiers in
Microbiology, 2018; 9: 3291.

Worlitzsch Dieter, Robert Tarran, Martina Ulrich, Ute Schwab, Aynur Cekici, Keith C.
Meyer, and others, Effects of Reduced Mucus Oxygen Concentration in Airway Pseudomonas

Infections of Cystic Fibrosis Patients, Journal of Clinical Investigation, 2002; 109 (3): 317-25.

Wu Weihui, Yongxin Jin, Fang Bai, and Shouguang Jin, Pseudomonas Aeruginosa, Molecular
Medical Microbiology, 2015; 753-67.

89



EKLER

EK-1 ETIK KURUL ONAY FORMU

MARMARA UNiVERSITESI
Saghk Bilimleri Enstitiisii
Etik Kurulu

PROJENIN ADI : Kistik Fibroz Hastalarinda Saptanan Polimikrobiyal Enfeksiyon Etkenleri
Arasindaki Etkilesimlerin Arastirilmasi

PROJE YURUTUCUSU: Dr.Ogr.Uyesi Mehmet Burak AKSU

PROJEDEKI ARASTIRICILAR : Mehmet Miicahit GUNCU

ONAY TARIiHIi VE ONAY SAYISI: 02.04.2018-105

Saymn; Dr.Ogr.Uyesi Mehmet Burak AKSU
105 protokol nolu “Kistik Fibroz Hastalarinda Saptanan Polimikrobiyal Enfeksiyon

Etkenleri Arasindaki Etkilesimlerin Arastirilmasi™ isimli projeniz Enstitiimiiz Etik Kurulu
tarafindan incelenmis ve etik yonden uygunluguna karar verilmistir

{U v
Prof. Dr. Gokseél SENER
Komisyon Basgkani

Pr¢ r. Dilsad SAV ,
Prof.Dr. Tugba TUNALI AKBAY

Prof.Dr. Hakki ARIKAN

Dog¢.Dr. Oya ORUN Dog. kan SERT

Dog.Dr.Ilksa%MﬁRB&EN Dog.Dr. M. Umit UGURLU
(4\.\ 5

Dog¢.Dr. Betiil OKUYAN Av. Funda ISIK OZCAN

Mikemmeliyette Yetkinlk Enstitisii 34688 Kadikoy
R R ISTANBUI Ayrintih bilgi igin:
Stileyman
TURKMENOGLU

211 . w2 \ 5 Marmara l,.‘m\ ersitesi Goztepe 0 (216) 414 44 23/12 (Faks) saglik.umgug_i,@mg_rmara.cdu.\_r
EFQME -~ 't Kamptistt Saglik Bilimleri 0(216) 414 44 23 http://saglik.marmara.edu.tr
- “TEUA N :

s Sttty A

90



EK-2 POSTER VE SOZLU SUNUMLAR

CECUJA 2

VI KoHrpec Ha MVKpobronosuTe Ha MakeaoHuja

Oxpwg, 30.5 - 2.6.2018 rog.

MB3

were tested for their biofilm-forming capacity as monocultures and
in bacterial coculture with confirmed non-biofilm producing strain of
Lactobacillus, in a ratio of 1:1. The ability to form biofilm was investigated
using the microtiter plate assay, a standard test for detection of biofilm
production. As part of this assay biofilm biomass quantification was
done with crystal violet assay and the isolates were classified as: non-
biofilm producers, weak-, moderate- and strong-biofilm producers.

Results and conclusion

Lactobacillus strain in our study was capable of interfering with the
growth of C. vaginalis biofilms to different degrees.

According to the criteria for biofilm-forming ability, after 24-h incubation
of the monocultures 25%, 27%, 22% and 25% of Gardnerella strains
were strong, intermediate, and negative biofilm producers, while in
cocultures of Gardnerella and Lactobacillus the percentages were 5.5%,
13.8 %, 19% and 47%, respectively.

Our results indicate the potential of lactobacilli as probiotics, since
they effectively reduced the adheration and biofilm formation of the
tested Gardnerella species which is a well-known and desired effect of
strains for potential vaginal probiotic application. The elucidation of the
antagonistic mechanisms as well as their effect on human cells may be
useful in providing insight into the clinical situation in which probiotic
and indigenous vaginal lactobacilli interfere with Gardnerella's presence
and reduce the risk of bacterial vaginosis and enlighten the importance
of development of new products containing such microorganisms or
products secreted by them.

EFFECTS OF PSEUDOMONAS AERUGINOSA ON GROWTH
AND BIOFILM PRODUCTION OF STAPHYLOCOCCUS
AUREUS CO-ISOLATED FROM CYSTIC FIBROSIS PATIENTS

M. Mucahit Guncu, B. Aksu

Marmara University, School of Medicine, Dept. Medical Microbiology, Istanbul
TURKEY

INTRODUCTION

Staphylococcus aureus is an important pathogen which colonizes and
infects respiratory tract of cystic fibrosis (CF) patients. This bacterium
can be also co-existed with Pseudomonas aeruginosa in later periods
of the disease. Both pathogens produce various virulence factors
including exotoxins, enzymes and cell wall proteins.

OBJECTIVES

We aimed to characterize dual-species interaction by exploring
whether P. geruginosa influences the growth and biofilm production
of co-isolated methicillin resistant S. aureus (MRSA) from sputum
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samples of CF patients.

MATERIAL, METHODS

Experiments were performed with 11 couples of MRSA and P.
aeruginosa isolates from sputa of CF patients. Each MRSA isolate
was grown in monoculture or in culture supplemented (1:1 volume)
with 8h and 24h culture supernatants, heat-killed whole cells, and
cell lysates of co-isolated P. geruginosa in Luria-Bertani medium in
microplates. Bacterial growth was determined by optical density
measurements (OD600) at selected time points (4h, 8h, 12h, and 24
h). Biofilm production was measured using the crystal violet assay
after 48h incubation at 37°C.

RESULTS AND CONCLUSION

Growth of MRSA isolates was increased by 8h culture supernatants of
P.aeruginosa (mean growth was increased 15.4% +8.55D) and inhibited
by heat-killed whole cells of Paeruginosa (mean growth reduction
was -30.3% +31.4SD). Biofilm formation by MRSA strains at 48h was
increased with the presence of 8h and 24h culture supernatants,
cell lysates and heat killed cells of co-isolated Paeruginosa; the
corresponding biofilm mass increment rates in comparison to
monoculture were 293%, 240%, 203% and 152%.

Our results highlighted that 8h culture supernatants of Paeruginosa
strains had an inducible effect on the growth of MRSA. All culture
supplements prepared from P.aeruginosa were exhibited a positive
effect on the biofilm production of MRSA. We suggest that our findings
may facilitate the understanding of inter- and intraspecies bacterial
interactions in CF.

CEKCYANTHO NPEHOCNUBU MHOEKLIUU KAKO MoJIEM
rNOBANEH 34PABCTBEH NMPOBJIEM

B. MapKOBCKM

®akynmem 30 MeAUYUHCKU HayKu, YHusep3umem ,loue [enyes “, LWmun,
P. MaxedoHuja

Moseke o 30 pasnuyHK 6aKkTepuu, BUPYCKU 1 N3pasnTy Npeav3BrKyBaaT
CeKCyanHo MpeHocMBM MHGEKUMY, Ce MpeHecyBaaT Mpery CeKcyaneH
KOHTaKT, BRY4yBajK1 BarMHaneH, aHaneH 1 opaneH cekc. Ocym oa Tpuecet
MO3HATV NAaTOreHy cé& Co Hajronema uHuMaeHua. Oa osue ocyM nHerLmp,
YCMeLIHO MOMaT 3 Ce NeKyBaaT YeTvpu: CUPUInC, roHOpeja, xnammauja
1 TPVUXOMOHWja3a. ApyruTe YeTupu: xenatutuc b, xeprec, XIB v XMB ce
BUPYCHN MHOEKLIMN 1 KAKO TAKBW CE YLLITE Ce Hev3neqnsm, HO MOXe Aa ce
y6NamaT v 4a ce MoAyIMPa HUBHUOT TeK.

CMW ceyLuTe Ce UrHopVpaHu 1ako ce eeH of HajronemuTe npobrnemun Ha
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SUSLARINDA OXA-48-BENZER|I GENLERIN
ARASTIRILMASI

Elmas Painar Kahraman', Hande Toptan', Bang Otlu?,
Mehmet Koroglu', Mustafa Alondis'

'Sakarya Universitesi Tip Fakiites, Tivbi Mikrobiyaiall Anabiiim Dk,
Sakarya

Hnting Universitesi Tip Fakiftesi, TiBE Mikrobiyoloji Anabilim Dal,
Malatya

Amag: Son yillarda karbapeneme direndli Enterobacteriaceas ino-
latlarinin donya genelinde giderek arthg bilinmektedir. Bu calismanin
amaci, DX A-4E benzer karbapenemaz Oreten Klebsiella pneumonize
izolatlannda OXA-232, OKA-181, OKA-162, OXA-204, OXA-244, ONA-
163, OXA-245 gen bolgelerini tespit etmektir.

Yontern: Calismamiz icin kullanilan izolatlar, SEAH Tibbi Mikrobi-
yoloji Laboratuvan kottor koleksiyonundan abnmastin. [dentifikasyon
we antibiyotik duyarhlik analizleri VITEK 2 otomatize sistemi ile deger-
lendirilmigtir. Karbapeneme direngli olan izolatlann karbapenemaz
uretimleri Modifiye Hodge Testi ile saptanmustir. Her bir susa ait MIK
(Minimum Inhibitsr Konsantrasyonw) degerleri sna mikrodildsyon
yontemi ile belidenmistir. Daha sonra bu izolatlardan, Real time PCR
(gPCRy yonterni ile OXA-48 gen bolgesini icerenler tespit edilmigtir.
Sonrasinda High Resolution Melting Analysis (HRMA) yontemi ile
C¥A~48 varyantlan oldugundan sophelenilen suglar hangi varyant ol-
dugunu tespit etmek icin Sanger dizi analizi yontemi ile irdelenmistir.

Bulgular: Karbapenemaz Oreten K. pneumoniae suslannda imipe-
nerm igin VITEK 2 ve mikrodildsyon yantemi arasinda %832, meropensm
icin %77, ertapenem igin %90 uywm saptanmigstir. gPCR yontemiile 100
K. pmeurnoniae susunun 45 tanesinde J0XA~48 gen bolgesi pozitif olz-
rak tespit edilmistir. JXA-48 varyantlanm beliflemekicin PCR ile pozitif
bulunan 45 sus HRMA metodu ile yorumlanmistir. Sonrasinda dizi ana-
liziile 41 sugun 0¥ A-38/0KA-245 gen balgelerini icerdigi, 2 susun O A-
181 ve 2 susun da OXA-244 gen balgelerini igerdigi tespit edilmigtir.

Sonuglar: Calymamiz sonucunda OXA-48 pozitifligi %45 olarak
bulunmugtur. Bu suglann da %4.4'0ndn 0A-181, %<4.4"0n0n de OXA-
244 balgelerini icerdigi bulunmustur, Mkemizds 0XA-48 varyantlan-
nen genis kapsamh olarak irdelendigi ilk calsma olmas, epidemiyo-
Iojik calsmalara katk saglamas), karbapenemar tespiti ile ilgili yerli
tani kitlerimin yapimina zemin olugturmas, kiniklers dogru ve etkin
sonuglann iletilmesi nedeniyle calismamiz 8nem arz etmektedir.

Anahtar Kellmeler: OXA-48 benzeri gen bolgesi, karbapenemaz,
Klebsiella preumoniae, high resolution melting analysis, tek nokleo-
tid polimorfizmi
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KISTIK FIBROZ HASTALARINDA SAPTANAN
POLIMIKROBIYAL ENFEKSIYON ETKENLERI
ARASINDAKI ETKILESIMLERIN ARASTIRILMASI -
ANTIEIYOTIK DUYARLILIGINDA DEGISIM

Mehmet Micabit Gincd’, Burak Aksu?

IMarmara Universitesi Sagkk Bifimieri Enstitnsil, Tibbi Mikrobivolofi Ana
Bilirm Dk
Marmara Universitesi Tip Fakoltesi, Tibbi Mikrobivoloi Ana Bifim Dab

Amagz Bakterilerin “gogunluk algilama” (quorum sensing) sistem-
leri aracigryla gerek kendi tareri icinde, gerekse diger cins bakteriler-
leiletisim kurabildiklen ve boylece cegitlifizyolojik sUrecleri ve virulans
ozellikberini dozenledikleri saptanmusti. Metisiline direncli Staphylo-
cocous aureus (MRSA) ve Pseudomonas aenuginosa kistik fibroz (KF)
hastalarimin solunum yollannda kolonizasyon yapan ve enfeksiyonla-
ra neden olan baghca patojenlerdic. Bu iki patojenin KF akcigerinde bir
arada olmasi, akciger fonksiyonlannda bozulma, daha yiksek morbidi-
tevedaha kitd prognoz ile karakterizedir. Gram pozitif bakterilere kars
gl etkili antibiyotikder olam linezolid ve vankomisin, KF hastalannda
gelisen MR5A enfeksivonlannin tedavisinde yaygn kullamimaktadir.
Bu galismada KF hastalanmin alt solunum yolu @rneklerinden izole
edilen Pasruginosa kakenlerinin, beraber izole edilen MASA kikenle-
rinin limezolid ve vankomisin duyarithg dzerindeki etkisi arastinlmgtr.

Yantem: {alismamizda KF hastalannin alt solunum yolu armekle-
rinden birlikte izole edilmis 9 ¢ift Pasruginosa ve MRSA kokeni kulla-
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mildi. Klinik Paeruginosa izolatlan we standart sus (ATCC27853) Luria
Bertani besiverinde 37°C'de 24 =saat aretilerak koltdr sipernatanlan
topland. Elinik MR5A molatlannim linezolid ve vankomisin duyarhha,
birlikte izole edilmis Pasruginosa izolatlanna ait sUpematanlann var-
hginda ve yoklugunda, sn mikrodilosyon yontemi kullanilarak test
edildi. Sonular EUCAST kriterlerine gre degerlendirildi.

Bulgular: MR5A izolatlanna ait linezolid we vankomisin duyarlilik
sonuglan Tablo'da gasterilmistir.

Sonuglar: Klinik MRSA izolatlanmn linezolid MIK degeri 2 mg/L
olarak belirlendi we EUCAST kriterlerine goire duyarh olarak tamimlan-
di. Paeruginosa ATCC27853 sOpematananin warbginda linezolid MIK
dederleri 4->32 mg/L arah@indz; birlikte izole edilmis kliinik Paerugi-
nosa izolatlanna ait sOpernatanlann varligenda da yine 4->32 mg/L
arasinda saptandi. Tek bir MASA izolatinda ise degisim saptanmadi
MRSA izolatlanmn vankomisin MIK degereri 1-2 mg/L arabginda
saptand ve tOm0 duyarh olarak amimlandi. Paeruginosa sdpema-
tanlznnin eklemmesi, hicbir izolatta vankomisin MIK degerini belirgin
deqistirmedi. Calsmamizda Pasruginosa’in koltor sopernataninm
wvarhginda MR5A izolatlanman linezolid duyaribainda dnemli degigim
oldugu (2-32 kat MIK artiz1) saptanmigtr. Bulgulanmiz, pofimikrobiyal
enfeksiyonlarda patojenler arasi etkilesimin antibryotik duyariligim
deqistirebileceqini desteklemelktedir.

Anahtar Kelimeler: Kistik Fibroz, MRSA, Polimikrobiyal Enfeksivon,
Pseudomaonas aeruginosa

Tablo. Klinik MR5A Izolatlanna ait linezolid ve vankomisin duyar-
Ik sonuclan ve MIK deger degisimblerl
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PERITONIT ETKEN| OLARAK NADIR IZOLE EDILEN
PSEUDOMONAS STUTZERI OLGUSU

Syktan Gulbahce Orhan', Ommidhan Tagydrek’, Mihriban Ycal',
SerapYaga', Semahat Karahisar $iral’, Bedia Ding’

Sngﬂk Bifirmleri Oriversitesi Ankara Egitim ve Arastimma Hastanesi, Tibbi
i Klinidi, Ankara
Sagirk Bilimleri Oniversitesi Ankara Egitim ve Arastirmia Haostanesi,
froloii Klinidi, A

Pseudomonas stutzeri suda, toprakta, hastane ortaminda bulunabi-
lan gram miegatif, hareketli, nonfermenter, saprofit bir basildir. Immian
sistemni baskilanmus kisilerde nadiren de oba bakteriyemi, peritonit,
menenjit, septik artrit, travmatik yara yeri enfeksiyonu, wertebral oste-
omiyelit etheni olarak bildirilmistir.

Dlgu: 54 yasinda kadin hasta iki gondar devam eden siddetli kann
anst yakanmasi ile Acil Servise bageurmustur. Hastamm bilinen diva-
beti, hipertansiyonu, kronik bobrek yetmezligi mevouttur ve 10 yildir
hemaodiyaliz tedavisi almaktadir. Basvurudan iki ay dnce perferik da-
mar yolu prablemi sebebiyle sorekli ayaktan periton diyalz (SAPD)
wygulanmaya baglanan hastanim muayenesinde kannda yaygin hassa-
siyet gzlenmistir. Lokositoz ( 6810/l %86 PMNL) ve C reaktif protein
(187 mg/L ) yoksekligi saptanan hastamin tom batin ultrasonografisin-
de peritonda serbest spa izlenmigtir. Peritonit &n tamsnyla alinan peri-
ton sris Brnedi kikor ve hocre sayimi icin laboratuvanmiza gonderil-
migtir.

Bulgular: Mikroskobik incelemede 1600/mm3 |okosit (%100
PMHML ) saptanan amek %5 koyun kanh, EMEB ve ikolata agara ekildi.
Yirmi dart saatlik inkobasyon sonrasi EMB agarda areme olmazken,
85 koyun kanh agar ve gkolata agarda taba-kahwverengi, kuru, kaba-
nk, kenarlan duzensiz, agara yapisik koloniler ve ekim alamimin son
lnsmenda ayri renkte fakat daha duzgon kenarh, agardan aynlabilen 5
koloniler oredi. Her iki koloninin gram boyamadaki morfolojileri gram
negatif basil olup cksidaz testler poaitifti. InkObasyon sOresi uzadikea
koloni morfolojilerinin R forma dondogonin gozlenmesi 0zenine iki
koloninin birbirinin varyasvonu oldugu dosinoldo. lzolatn VITEK 2
sistemn (bioMérieux, Fransaj ile tanimlama ve antimikrobiyal duyarlilik
testleri calpildi; mikroorganizma Pseudomonas stutzeri olarak tanam-
landi. MALDITOF M5 (BioMéneux, Fransa) ile de bakterinin Pseudo-
monas stutzeri oldugu dogruland. Duyarlibk test sonwglan ELICAST
kriterlerine gére degerlendirildi. lzolatin Piperasilin Tazobaktam,
Meropenam, Amikasin, Gentamisin ve Kolistine duyarl;; Sefepim ve
Siprofloksasine orta duyarh, Seftazidime dirench oldugu saptandiBu
sonuglarla hastanin ampirik baglanan Sefazolin tedavisi sonlandmidi
we Gentamisin tedavisine baslandi. Tedavi sonrasi periton koltdrerin-
dea oreme olmadi.

Sonug: Etken mikroorganizmamin tanimlanmasi, antibiyotik seg-
mi ve SAPD peritonitinin ydnetiminde bir tedavi stratejisinin beliflen-
miesi igin anemiidir.

Anahitar Kelimeler: psevdomonas stutzer, pertonit, bakteriyoloji
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