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GIRIS

Insan viicudundaki total demir (Fe™®) miktart ortalama 4-5 gramdir. Bunun yaklasik %
65’1 hemoglobinde, % 4’l miyoglobinde, % 1’i de intraselltler oksidasyonu kolaylastiran gesitli
hem bilegiklerinde ve % 0,1’i de kan plazmasinda transferrin proteini ile birlegir. Geri kalan %
15-30 kadarn da esas olarak ferritin halinde retikiiloendoteliyal hiicrelerde ve karaciger parankim
hiicrelerinde depolamr. Demir; hemoglobin, miyoglobin, sitokrom oksidaz ve peroksidaz gibi
cesitli maddelerin ve katalaz’in olusumunda 6nemlidir (1).

Besinlerle alman demirin gogu ferri (Fe™ ) seklindedir. Demir, ferro (Fe) halinde
kolaylikla emilir. Mide salgilant demiri ¢ozer ve Fe' seklinde indirgenmesini saglar. ince
bagirsagin st kisimlarindan Fe'? olarak emilir. Plazma Fe'? tagima proteini olan transferrini
yapmak {izere apotransferrine Fe™ halinde baglamr(2). Demir globulin molekiilii ile gevsek
baglanarak, viicudun herhangi bir noktasindaki bir doku hicresinde serbest hale gecebilir.
Kandaki fazla demir viicudun tiim hiicrelerinde 6zellikle karaciger hepatositlerinde ve daha az
oranda da kemik iliginin RES hiicrelerinde birikir. Hiicre sitoplazmasinda apoferritin proteini ile
baglanarak ferritini yapar. Ferritin seklinde depolanan demire depo demiri adi V,e,’.ﬂi(l_?;m )

Demir mikroorganizmalanin Uremesi igin gerekli olan esas elementlerden biridir.
" Bakteriler iireyebilmek igin serbest demire ihti}ag duyarlar, ancak demir omurgali konaklarda
serbest halde bulunmaz, viicutta demir depolan seklinde transferrin ve fenitf;l olarak bulunur.
Demirin ortamda bulunmas: bakteriyel enfeksiyonlara duyarlihgs arttirir. Enfekte hayvan modeli
aragtrmalarinda da ortamdaki fazla demirin enfeksiyon seyrini degistirdigi, patojenlerin
virulansina katkida bulundufu ve demir yakalama mekanizmasina sahip bakterilerin de
invazyonunu arttirdi bildirilmektedir(1,3,4,5 ). |

Serum, ¢esitli mikroorganizmalarin Uremesini engeller. Serumun bakteriyostatik
komponentlerinden biri transferrindir. Ciinkii majér demir baglayan protein olan transferrin,

ortamdaki serbest demiri baglar. Serbest demirin transferrin tarafindan baglanmasiyla bakteriyel
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nitkleoprotein sentezi ve dolayisiyla da bakteri tiremesi engellenir (6). Doymamus transferrin,
serum ve salgilarda bulunan demiri baglayarak bakteriyostatik ve bakterisit etkiyt artunr.
Doymus transferrin varliginda ise, orta.,rna demir ilave edilecek olsa bile, demir transferrin’e
baglanamaz ve transferrin’in inhibitor etkisi ortadan kalkar, mikroorganizmalann iremesi
kolaylagir (3).

Bu nedenle; ¢galiymamizda invitro kogsullarda ortamdaki mevcut demir miktarim degisik
konsantrasyonlarda bir demir baglayici olan Ethylenediamine—di—o-hydroxyphenol acetic acid
(EDDHA; Sigma, E4135, St Louis, U. S. A) maddesi ile simrlandirarak . Staphylococcus aureus,
Staphylococcus  epidermidis, Escherihia coli ve Pseudomonas aeruginosa bakterilerinin

uremeleri tizerine etkilerini spektrometrik yéntemle aragtirmay: amagladik.



GENEL BILGILER

Demir bakterilerin tremesi igin esastir. Ancak dogada ve insan viicudundaki serbest
demir miktar1 genellikle diigiktiir. Insan vicudunda demir miktarimn simrlandimimasinda
laktoferrin, transferrin, hemin gibi demir baglayicilarimn etkisi vardir(7).

Bakteriler insanda demir kazammunda gesitli mekanizmalar geligtirmiglerdir. Diigiik
molekiil agirhginda olan sideroforlar bakterilerin demir baglayan selatérleridir. Bazi bakteriler
organizmada bulunan transferrin, laktoferrin, ferritin ve hem’i Fe™ kayna§1 olarak
kullanabilirler, fakat mekanizma tam olarak aydinlatilamamgtir. Bakteriler igin diger bir demir
kazanma yolu konak hiicrelerin Oldiriilmesidir. Bakterilerin toksik proteinlerini salgilamalar
diisik Fe™? konsantrasyonunda gergeklesir. Bakteriler toksik proteinler (enzimler) salgilayarak
konak hiicrenin 6lmesine neden olurlar, dolayistyla hiicre igindeki ferritin serbest kalmis olur(7).

Yiiksek yapih organizmalarda, hem bakteriler makrofajlar tarafindan fagosite edilerek
meveut transferrin reseptorierinin sayist azaltdir hem de hiicre igi ferritin (hiicre ici Fe* depo
proteini) konsantrasyonu diagurilir. Bu iki kombine etki ile mevcut demir miktan azaltilarak

mikroorganizmalarm Gremesi onlenmis olur. Transferrin ve laktoferrin  demiri tutarak

bakterilerin organizmada yayllmasmi 6nlerler, bu viicudun savunma mekanizmalarindandir.
Bazi durumlarda serbest demir miktarimn nbrmalin tzerine ¢ikmasi bakteriyel enfeksiyon
agisindan orgénizmamn savunma mekanizmasim zayiflatabilir. Yiksek konsantrasyonda serbest
demir bakterinin bu demiri kolay kullanmasina ve Gireme hizinin artmasina yol agar, bunun
yamsira yilksek demir konsantrasyonu polimorfonikleer 106kositler ile monositlerin de
kemotaktik ve fagositik aktivitelerini azaltir (7).
Organizmada serbest demir konsantrasyonu agagidaki durumlara gore artar;
< Hepatitler,

% Orak hiicreli anemi,
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¢ Vicut hiicrelerinin herhangi bir nedenle pargalanmast sonucu hiicre igi demir
depolannin serbest kalmasi,
%+ Yiiksek dozda inorganik demir tabletleri almak,
< Bol kirmuz1 et titketimy,
%+ Demirin inhalasyon yoluyla (endustriye! alanda) alimy,
¢ Alkolizm sonucu Karacigerde Fe birikimi,
% Giinde bir paket sigara titketimi sonucu viicutta demir’in 1 mg artmasi(7).

Demirin  biitiin mikroorganizmalanin {remesi i¢in esas oldugu bilinmektedir(8).
Dolagimdaki transferrin’in miktan demir baglama ozelliginden dolayr enfeksiyon esnasinda
oldukc¢a 6nemli olmaktadir. Serum yaklagik olarak 3 pg/ml transferrin icermektedir. Transferrin
total olarak 4,2 mg Fe™ baglayabilir. Bundan dolay: transferrin 6nemli bir demir kayna@ olarak
gorttir Mikroorganizmalar demiri yakalamak igin transferrinle yarigma kapasitesine sahiptirler.
Goniillilerde yapilan galigmalarda, bakteriyel enfeksiyon sirasinda, enfeksiyonun baglangicindan
hemen sonra hém plazma demir diizeylerinin diigtiigii gorulmis, hem de karacigerde depo
edilmig transferrinden demirin uzaklastig: tespit edilmigtir(9).

Demir yﬁklet;r’nesi ya{pﬂz;n deney hayvanlarnin kontrol grubu hayvanlara nazaran gesitli
patojen nﬁkroorgaﬁizmalara daha duyarlt olduklan goriilmiyg, demir yiklenmesi ile birlikte,
P.aeruginosa, L.monocytogenes, S.aureus, B.amthracis, Ypestis, M.tuberculosis ve
N.gonorrhoeae gibi mikroorganizmalarda virulanslanmn arttifii  gosteren sonuglar elde
edilmistir. Meveut demirin digtrilmesiyle konakgida infeksiyon direncinin arttigy, Fe'- eksik
diyetle beslenen deney farelerinin kontrol farelerinden S.fyphimurium infeksiyonuna daha az
duyarh olduklan bir bagka deneysel g¢aligmada Dbelirlenmigtir.Serum demir doygunlugunu
yitkkseltmek ya da demir yitklenmesinin canlilarda enfeksiyona yatkmlifin 6nemli bir nedeni,
olarak tespit edilmigtir (3). |

Insan viicudundaki demir intraselliilerdir. Bakterinin demiri kazammnda siderofor gibi

demir selator bilegikleri gereklidir(3). Etkili bakteriyel patojenler konakgidan demir kazanma
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mekanizmast yaratirlar. Bu genellikle dasik molekiil agirliklh demir gelator’lerini kapsar ve
sideroforfar olarak adlandinlir (10). Sideroforiar ¢evreden ferrik demiri uzaklagtirip bakterinin
Uremesini saglarlar Deirdre ve arkad.aslan (10); besiyerine demir baglayict ajan olarak
EDDHA’y1 ilave ederek ortamda demir eksikligi yaratmuglardir. Bu besiyerinde H.influenzae tip
b’nin iretilmesiyle diy membran protein miktannda artma gorilmistir. EDDHA, Dipy ve 8HQ
(8-hydroxyquinoline) gibi demir selatorlerinin  besiyerine  eklenmesiyle Aeromonas
salmonicida’nin, 70-90 kd aguwh@indaki dig membran protein oraminda belirgin artiglar meydana
geldigi gosterilmigtir (11).

S.typhimurium’un enteroselin {ireten tiirleri kismen doymammg transferrin iceren insan
serumunda irerken, enteroselin negatif tirler serumda biyiimeleri i¢in eksojen demire
gereksinim duyarlar, benzer sonuglar F.coli igin de rapor edilmistirileri siirilen kanitlar
enterogelin gibi siderofor’larin invivo ele alindiginda transferrinden demir elde edebilmeyi
kolaylagtirdigim gostermigtir (9). Yine tiiberkiiloz basillerinin hiicre duvaninda bulunan
mikobaktin ve E.coff’nin dig membraminda bulunan enterobaktinin, demir baglamay: saglayan
ekstraselliiler sideroforlann artmasina olanak verdigi yapilan gesitli deneylerle gosterilmigtir(12).

Yapilan bir ¢aligmada N:meningiz‘idis ve N.v gonorrhoéae’mn ferrik ve ferous demir
tuzlarim transferrinden alma yetenegi oldugu gézlemlenmistir. Gonokoklarda konakgidan demir
elde etme mekanizmasi tam olarak agiklanamamugtir (13). Serbest demir diizeyi 1 pM ve 1 mM
arasinda degistiginde H.influenzae'nin dis membran proteinlerinde de belirgin degisiklikler
gozlenmesine ragmen H.influenzae’'mn demir kazahmnnda deﬁ:irle iligkili dis membran
proteinierinin énemi heniiz agikhia kavugturulmamustie, A. influenzae’nin insan transferrinine
bagli demiri bilinmeyen bir mekanizmayla kazanabildigi rapor edilmistir (5).

E.coli, [klebsiella, enterobakter gibi bakterilerde bulunan siderofor benzeri

aerobaktinlerin bakterilerin tremesini arttirarak invaziv enfeksiyonlara neden oldugu

gosterilmigtir(14).
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Apatojen bakterilerin genellikle transferrinden demir elde edemedigi gosterilmigtir.
Esansiyel metalsizlik hizla onlarin  ¢liimine neden oldugu halde, patojen bakterilerin
duvarlarindaki demir kazanabilen siétem aktivitesiyle ve serum ilave edilmesiyle demir
achklarinin istesinden gelebildigi gosterilmistir (12).

Insan viicudundaki serbest demir konsantrasyonu ¢ok diisiik olmasina ragmen,
enfeksiyon etkeni bakterilerin biiyimeleri igin yeterli demiri elde edebilme mekanizmalari
O6nemli bir virulans faktoriidiir. Konak¢ida; demir ferritin, hemoglobin, transferrin ve laktoferrin
gibi depo veya transport proteinlerine baghdir. Birgok bakteri siderofor denen kigik organik
demir gelatorlerinin sentez ve sckresyonuyla demir alimum saglayabilmektedir.Sideroforlar
Fe™ i yiiksek afiniteyle baglar ve insan demir baglayict proteinleriyle yarigma yetenegindedir
.Ortamda demir azalmasiyla, bakteriler, demir baglanmas: yapan ve molekuller icin reseptor

olarak fonksiyon goren ek dis membran proteinlerinin sentezini artirmaktadirlar. (15).



MATERYAL VE METOD

Bakteri suslan : D.U. Hastanesi Merkez Laboratuvari Mikrobiyoloji Birimine
degisik kliniklerden gelen materyallerden izole edilen S.aureus, S.epidermidis, FE.coli ve
P.aeruginosa bakterilerinden 32’ser sus Sceptor sistem ile identifiye edildi.

Besiyerleri : Cahgmada kullamlmak t(izere identifiye edilen bakteri suglan kati
saklama besiyerinden Triptic soy agar’a (TSB; Oxoid, CM129, Unipat Ltd. Basingstoke,
Hampshire, England)  pasajlanarak +4 °C derecede stoklandi. Caligma boyunca izole edilen
suglar TSB besiyerine pasajlanarak Mc Farland 0.5 107 cfu / ml’ye denk gelecek sekilde serum
fizyolojikle ayarlandi.

EDDHA maddesi 0.035 M NaoH de ¢oziildi. TSB igerisine EDDHA maddesinden 3 ayn
konsantrasyonda (25 , 50, 100 pug/mL) ilave edilerek, 3 farkh konsantrasyonda EDDHA igeren
TSB besiyerleri elde edildi. Igerisine hig EDDHA konulmayan TSB kontrol besiyeri olarak kabul
edildi

Ureme ile ilgili absorbans degerlerinin olciilmesi : Olgiim esnasinda steril
mikrokuyucuklar ihtiva eden pleytler kullamldi. Her bir mikrokuyucuga 70 ul 4 farkh EDDHA
konsantrasyonu igeren (TSB25, TSB50 ve TSB100ug/mL) besiyerleri konulduktan sonra her bir
kuyucuga 10 pl bakteri siispansiyonlarindan iléve edildi. Icerisine EDDHA katilmarmg TSB
besiyeri kontrol kabul edilerek, 3 fafkh besiyeri ortamu ig¢inde (TSB 25, TSB 50, TSB
100pg/mL) her bir bakteri turleri iki farkli zaman aralginda (24 ve 48 saat) 37 °C’de enkiibe
edildikten. sonra iireme absorbans degerleri 480 nm dalga boyunda ELISA okuyucusu ile
spektrometrik olarak olgtimler yapildi.

Istatistik deBerlendirme : Konsantrasyon farki gozetmeksizin EDDHA’h ortamda
tireyen S.aureus, S.epidermidis, E.coli, P.aeruginosa bakterilerinin absorbans degerleri wards

metodu ile incelendi.
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Ayrica herbir bakteri igin farkli EDDHA konsantrasyonlarinda (25 pg/ml, 50 pg/ml, 100
ug/ml) 24 ve 48 saatlik treme hizlannin sonuglart kendi aralarinda Newman-Keuls testi ile

degerlendirildi.



BULGULAR

Her bir bakterinin kontrol harig, diger i¢ konsantrasyondan (25, 50, 100 pg/ml EDDHA)
elde edilen toplam absorbans degerleri karsilastinldiginda S.qureus ve S.epidermidis suglarinin
yaklasik olarak % 74 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenirken, E.coli ile bu iki gram pozitif
kok tiyesi arasinda yaklagik olarak % 53 oraninda bir benzerlik oldugu gorilda. Farkli EDDHA
konsantrasyonlarindan elde edilen absorbans degerleri agisindan P.aeruginosa’nin, diger ig
bakteri ile higbir benzerlik gOstermedigi istatistiksel olarak saptandi. Wards metodu ile yapilan
bu istatistiki kargilagtirma Sekil 1’de gosterilmigtir.

Calismada S.aureus suglarinin iki farkli zaman diliminde (24 ve 48 saat) kontrol ve farkh
konsantrasyonda EDDHA igeren besiyerlerinde elde edilen absorbans degerleri birbirleriyle
kargilagtiniididinda; 24 saatlik enkiibasyonda konsantrasyonlar arasinda fark olmadigi gozlendi
(p>0.05). 48 saatlik enkiibasyonda ise 25 pg/ml EDDHA iceren TSB’de arti3 oldugu ve
konsantrasyon arttiginda S. aureus’un tiremesinin azaldig (p<0.001) saptand: (Tablo 1).

S.epidermidis suslanmin 24 saatlik enkiibasyon siiresi sonunda kontrol ve deney
kuyucuklarindan elde edilen sonuglar arasinda istatistiksel olarak anlamh veriler elde edilmezken
(p>0.05), 48 saatlik enkiibasyon sonucunda 25 pg/ml’iik EDDHA’li kuyucuklardan elde edilen
absorbans degerleri ile 100 pg/ml’lik EDDHA ihtiva eden kuyucuklardan elde edilen absorbans -
‘degerleri agisindan istatistiksel (;larak absorbans degerlerinin diigiigine yonelik (p<0.01) anlamh
sonuglar elde edilmistir ( Tablo 2).

E.coli bakterisinde ise diger bakteri gruplanna benzer bir gekilde 24 saatlik enkiibasyon
46neminde kontrol ve diger gruplar arasinda EDDHA’min Greme Uzerine anlamli bir etkisi
olmadifi (p>0.05); 48 saatlik enkiibasyon siiresi sonucunda ise 25 pg/ml EDDHA igeren
ortamlardan elde edilen absorbans degerleri ile 100 ug/ml EDDHA igeren iireme ortamindan
elde edilen degerler arasinda absorbans degerlerinin diigiis yontinde (p<0.003) istatistiksel olarak

anlamh sonuglar elde edilmigtir(Tablo 3).
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P.qeruginosa’nin ireme sonuglan istatistiksel olarak kargilastinidifinda 24 saatlik
enkiibasyon sonucu kuyucuklardan elde edilen degerler arasinda bir fark olmadigi, 48 saatlik
enkiibasyon sonucunda kontrol ile 100 pg/ml EDDHA ihtiva eden kuyucuklardan elde edilen
degerler arasinda (p<0.03), yine 25 ug/ml EDDHA ihtiva eden kuyucuktan elde edilen degerler
ile 100 pug/ml EDDHA ihtiva eden kuyucuklardan elde edilen degerler arasinda absorbans
degerinin diismesine yonelik istatistiksel olarak anlamh bir fark gozlenmistir (p<0.003). Yine 48
saatlik enkiibasyon sonucunda S50 pg/ml EDDHA’lT kuyucuklardan elde edilen absorbans
degerlerinin ise 100 ug/ml EDDHA ihtiva eden kuyucuklardan elde edilen degerlerde absorbans
degerlerinin diigmesine yonelik (p<0.002) istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edilmigtir
(Tablo 4).

Calistigmmiz suslarda 48 saatte 25pg/ml EDDHA’lL ortamda Gremede artig oldugu, 50
ug/ml ve 100 pg/ml EDDHA’ll ortama dogru gidildikge tiremede azalmamn oldugu ve tiim
suslarda 25 pg/ml ile 100 ug/ml EDDHA’h ortam arasindaki istatistik farklii§in bunu
destekledigi gézlenﬂemnistir.

S. aureus, S. epzdermzdzs ve P.aeruginosa suslan 25 pg/ml EDDHA’lL ortamda 24 ve 48
saat diliminde iireme hizlan aglsmdan anlaml bir fark olmadigi, aym durumun 50 p.g/ml ve 100
pg/ml EDDHA’h ortamin herbirinin 24 ve 48 saatlik zaman diliminde kendi aralannda istatistiki
“olarak treme hizlari agisindan anlamh sonug¢ olmadifi, sadece E. coli’nin 24 saatte 25 pg/ml
EDDHA iceren kuyucuklardan elde edilen absorbans degerleri ile 48 saat enkiibasyon
déneminde aym EDDHA konsantrasyonunda elde edilen absorbans degerleri arasinda |

istatistikse] olarak anlamli farklar elde edildigi gozlenmistir(p<0.01).
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Sekil 1: EDDHA’l1 ortamda konsantrasyon fark gozetmeksizin S. Aureus S. Epidermidis
E. coli P. Aeruginosa igin tireme hizlariin absorbans degerleri agisindan karsilastiriimast
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Tablo 1: Farkli konsantrasyonlarda EDDHA(O ug /ml, 25 pg /ml, 50 pg /ml, 100 pg /mil) ilave edilmis TSB’de S.aureus’un 24 ve 48 saatteki
{ireme hizlar
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Tablo 2: Farkli konsantrasyonlarda EDDHA(O ug /ml, 25 ug /ml, 50 pg /mi, 100 ug /ml) ilave edilmis TSB’de S.epidermidis’in 24 ve 48 saatteki
{ireme hizlar '
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Tablo 3: Farkh konsantrasyonlarda EDDHA(O pg /ml, 25 ug /ml, 50 ug /ml, 100 ug /ml) ilave edilmis TSB’de E.coli’nin 24 ve 48 saatteki iireme
hizlart
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TARTISMA

Demirin mikroorganizmalarin enfeksiyon olusturmasinda invazyonu artiran bir element
oldugu cesitli arastirmalarla desteklenmistir. Patojen mikroorganizmalar viicutta serbest Fe'™
yoklugunda, bagh demir’i transferrin’den, ferritin’den ve laktoferrin’den elde edebilmek igin
siderofor denen ve Fe™ i yiksek diizeyde ‘baglayan demir selatorlerini sentezlerler. Bu olay
sonucunda demir selatorleri igerisinde reseptor gorevi géren 70-90 kd agirhigindaki dig membran
proteinlerinin miktarinda 6nemli bir artig goralir (11,9, 15).

insan serumu gesitli patojen bakterilerin {iremesini inhibe eden faktorlere sahiptir.
Serumda major demir baglayict protein olan transferrin, bakterilerin iremesi i¢in gerekli serbest
demiri baglayarak bakteriostatik etki gosterir. Baltimore ve arkadaglan (6); serumda % 25-30
doymus transferrin’i daha fazla doygun hale getirmek i¢in yeterli iyonik demir ilave ettiklerinde,
transferrin - doygunlugunun artmasiyla, ortamda serbest demir artmis ve transferrin’in
bakteriostatik etkisinin ortadan kalktigim gézlenﬂemislgrdir. Bu aragtiricilar invitro sistemde
yitksek doymus transferrin’li serumun (Fe™le yeterli sekilde doymus transferrin) serbest demiri
baglayamamasindan ve ortamda serbest demir miktarmin artmasindan dolayr hizli bakteriyel
bliylime meydana geldigini gézlemlemiglerdir.

Holbein ve arkadaglan (9); 2 grup fare lizerinde yaptiklart deneyde, 1. grup fareye 22,7 °
pg Fe” tagiyan 17,5 mg tansfenin vermiglerdir. 2. grup kontrol grubu fareye izotonik tuz
solusyonu verilmigtir. Daha sonra her iki grup farede deneysel olarak N.menengitidis ile enfekte
edilmigtir. Calisma sonucunda 1. grup farede enjekte edilen transferrin’e bagh Fe™in,
Nmenz‘ngitidis enfeksiyonu gelisimini kolaylagtirirken, kontrol grubunda beklenen derecede
bakterilerin organ tutma ve sepsis gelisimi olmadigs, béylece calismada- N.meningitidis’in invivo
olarak ¢ogalmasmda Fe'*’in 6nemi vurgulanmustir.

Payne ve arkadaglan (3), organizmada bakterilerin {iremesi igin demirin rolini

amaglayan galiymalarinda, 2 grup fare olugturarak, 1. grup fareleri Fe"-eksik diyetle, 2.
p X dly grup
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fareleri ise normal diyetle beslemislerdir. 1. ve 2. grup fareler S.fyphimurium’la enfekte
edildiklerinde, 1. grup farelerin S.&yphimurium enfeksiyonuna 2. grup farelerden daha az duyarli
olduklart gorilmistir . Aym arastinicilar yine farkli bir incelemede, demir kazamminda demir
baglayici ajan olan sideroforun hayvansal deneylerde Salmonella ve E.coli’nin virulansini
arttirdigim godzlemlediklerini bildirmiglerdir.

Rabsch ve arkadaslann (16); S.&yphimurium tirlerinin transferrin’i kullanabilme
yeteneklerini arastirmiglardir. Demirin  siirlandimildigt nutrient  broth’ta  bakterilerin Fe*-
transferrin’i kullanabilmeleri yoniinden incelediklerinde erken log fazinda tiirlerin bityimeleri
icin gerekli Fe™ii yakalayabilme yeteneginde olduklari gorilmistir. Bu aragtincilar dort
S.typhimurium tiiriiniin transferrin’den Fe* kazamminn erken log fazinin, geg log fazina gore
daha iyi oldugunu tespit etmislerdir.

Pettersson ve arkadaslari (15); demirin treme ortamundaki miktarimin sinirlanmasina
Neisseria’lanin diger patojen mikroorganizmalardan farkli olarak siderofor sentez edemedigini,
demiri serumdaki transferrin’den veya mukozal yiizeylerdeki laktoferrin’den direkt olarak elde
etme yeteneginde oldugunu tespit etmislerdir.

Yiﬁ; demirin 51n1rlmdMa31yla ilgili bir arastirmada ortamlarda C.jejuni bakterisinin
treme hizi olgiilmiis, digiik demir konsantrasyonunun oldugu ortamdé bakterinin biylime
hizlarmin  diigmesinin yan: sira tireyen mikroorganizmalarin degisik morfolojik sekiller aldig:
belirlenmistir. Deneyde kullamlan 26 C.jejuni tiiriniin 7’sinin yiiksek diizeyde demir baglayici
sideroforlar meydana getirdigi tespit edilmigtir(17). |

Calver ve arkadaslani (4); demir baglayici bagka bir madde olan desferal’in (Fe*?
baglayici kemoterapotik) iireme ortamma katdarak demirin smurlandinddigr  galigmada
N.meningitidis ve. dier apatojen Neisseria grubu bakterilerin iirem_é hizlarninin  yavagladig
gozlemlenmistir. Ferritin’in invivo sartlarda demiri depolayarak hiicresel demir baBlayict gorevi
oldugu bilinmektedir. Invitro bir ¢aligmada hiicresel demir baglayici protein olan ferritin Gireme

ortamina eklenmis, daha sonra ortama tekrar demir ilavesi yapilmistirBesiyerindeki Fe™
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konsantrasyonu arttirildikga ferritin’in demiri baglayarak doygun hale gegmesi saglanmis ve her
asamada deneyde kullanilan bakterilerin tireme hizlan belirlenmigtir . Ilk etapta ferritin Fe™i
baglayarak mikroorganizmalar iizen'nde; liremelerini baskilayici etkisi belirlenmig, daha sonra
ortamdaki serbest demir miktarimin artmasiyla mikroorganizmalarin Ureme hizlarmm artti
goriilmiistir. Cahismada N.meningitidis’in azaltilmmg ferritin varliginda tremesi igin mevcut
Fe'den yararlanabilme kapasitesi- ile enfeksiyon olusturabilme kabiliyeti arasmda iligki
gosterilmig, deney sonucunda meningokokal enfeksiyonlarin engellenmesinde ferritin’in rola
tespit edilmigtir.

Desferal’in yine demir baglayici olarak kullanddigt farkll bir . ¢aliymada Neisseria
tiirlerinin Fe*? bilesiklerini kullanabilme ve Fe™ baglayan proteinlerden demir koparabilme
yetenekleri incelendiginde, iireme ortamina desferoxamin (Fe™ baglayici kemoterapotik) ve
1sttilmug insan serumu eklemiglerdir. Desferoxamin ile tireme ortaminda serumda bulunan serbest
demir baglanmig, serumda demir proteinlere baglh olarak kalmugtir. Desferoxamin ile serbest
demirin baglanmasiyla {ireme ortaminda serum icerisinde proteinlere bagh olarak bulunan Fe*i
mikroorganizmalarn kullanabilme yetenekleri incelendiinde, pnomokoklarn, meningokoklarin
ve bazi kommensal Neisseria tirlerinin biiytimelerinin arttif gozlemlenmigtir (13).

Khashe ve arkadaslart (14); 71 Citrobacter turini biyolojik ve kimyasal olcimlerle
demir kazanabilme mekanizmalann agisindan incelemigler ve besiyerine eklenen EDDHA
konsantrasyonu 250 pq/ml ile 1000 pq/ml arada degis tiginde Citrobacter tiirlerinde treme
simrlanmast olustufu goézlemlenmistir. EDDHA ile demlr sinirlanmasi yaratilan besiyerinde

+25

C.koseri’nin iiredigi, C.koseri’nin besiyerinde EDDHA’ya baglanan Fe i kullanarak tredigini
gozlemlemiglerdir. Bu mikroorganizmalar baglt Fe'”i kullanarak sideroforlar igin reseptor
gérevi yapan yitksek molekiillii kitle proteinlerinde degisiklikler yaraﬁﬁusla.rdxr. C.koseri’nin
demir sirlanmast olan ortamlarda meydana getirdigi yitksek molekiillii kitle proteinlerindeki

degisiklikler, bagirsak enfeksiyonu yapan C.koseri’nin bagusak digi enfeksiyon olusturmasinda

virulansla iligkili mekanizmay desteklemektedir.
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Neelam ve arkadaslar (11); EDDHA, Dipy ve 8 — Hydroxyquinoline (8 HQ) u besiyerine
kattp demir smrlanmasi yaratarak Aeromonas salmonicida igin ireme durumunu
incelemislerdir. EDDHA ile demir siurlanmast vyaratlan besiyerinde Aeromonas
salmonicida’nin iiremesinde kismi bir azalma oldugu, fakat Dipy ve 8HQ nun EDDHA’ya gore
daha fazla demir sirlanmasi yaratarak, Aeromonas salmonicida’mn tremesinde %50-%90
liremeyi azalttig1 gozlemlenmigtir.

Herrington ve arkadaglart (10); H.influenzae’mn hem disinda, demir kaynad: olarak
transferrin laktoferrin’i kullamp kullanmadiklarini aragtirmak amactyla serumdaki laktoferrin ve
transferrin digindaki Fe'leri baglayabilmek igin besiyerine EDDHA eklemislerdir. Besiyerinde
serumdaki Gteki Fe™ kaynaklanim bagladiklannda H.influenzae’nin bu besiyerinde iiredigi ve
demir kayna@ olarak da tansferrinden yararlandiklarm gozlemlemislerdir. Aynca H.influenzae
tip b’de demirin baglandifi ortamlarda 94.000 — 98.000 daltonluk dig membran protein
miktannin artmasma neden oldugu tespit edilmigtir. Bu calisma ile H.influenzae’nin demir
kaynagi olarak transferrin ve laktoferrin’i kullanma yetenefinin yant swra demir eksikliginde dig
membran olugturan proteinlerde bir artma oldugu tespit edilmistir.

Tiim bu aragtirmalar bakterilerin iireme ve metabolizmalarinda, bir maléro element olan
Fe'*e olan ihtiyact ve mevcut demirin nasil kullamildigim gosteren ¢aligmalardir. Bu
caligmalarda mikroorganizmalarin serbest demiri elde etme becerisinin yamnda, demir
miktarmin bakteri iiremeleri temel olmak iizere virulanslarm da etkileyen (")ﬁemli bir faktor
oldugunu gostermistir.Ozellikle bakterilerin degisik log fazlarinda bolinme zamanlan lizerine
Fe™ etkisi belirgindir. |

Sonuglarimizi tiim bu ¢aligmalar 1§1gmda yorumlarsak; kullandigimiz bakterilerin invitro
olarak demir siirlandinlmasina karst tireme absorbans degerlerinin karsilastinlmasinda S.aureus
ve S.epidermidis’in benzerlik gosterdigi (% 74 oramnda) her iki bakterinin hem 24 hem de 48
saatlik enkiibasyon donemlerinde ozellikle 25 pg/ml EDDHA’ll ortamlarda reme absorbans

degerlerinin yiikseldigi,fakat buna karsiik her iki bakteri i¢inde enkiibasyon siiresi ve EDDHA
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miktar1 arttikga iremenin yavasladiy, ozellikle 25 pg/ml EDDHA konsantrasyonlarindaki
absorbans degerleri agisindan 48 saatlik enkiibasyonlarda istatistiksel olarak absorbans
degerlerinin digtiigii goralmiigtur. Bakterilerin tiremeleri esnasinda Fe' ihtiyaci, 25 pg/ml
EDDHA ile demir simrlandinimast yaratilan TSB besiyerinin S.aureus,S.epidermidis ve E.coli
i¢in optimal demir miktan oldugu gérilmektedir.

Calismada kullamlan E.coli suglanndan aliman absorbans degerlerinde hem EDDHA
miktan hem de enkiibasyon siiresi de gozoniine alindiginda S.aureus ve S.epidermidis ile (% 53
oraninda) benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

P.aeruginosa’m ise bu ii¢ bakteriden farkh olarak 24 saatlik enkiibasyon siresince farkh
demir siurlandinimasina istatistiki olarak anlaml sonuglar vermezken, 48 saatlik enkiibasyonda
25 pug/ml EDDHA’h ortamda ireme absorbans degerlerinin yikseldigi fakat bu
konsantrasyondan sonra EDDHA miktarina paralel olarak iiremenin yavagsladig: tespit edilmigtir.

Sonug itibariyle 25 pg/ml EDDHA ile simrlandinlan ortamn ¢ahgilan tiim bakteriler igin
ve demir kpnsantrasyonu agisindan optimal degerler oldugu gorilmektedir. Bu anlamda
bakterilerin iireme dénemleri antlblyotlk duyarhhk testleri, metabohk faahyetlen ve trtnleri g1b1

(;ahsmalarda invitro ireme ortamlarmda pH, lireme 1sist g1b1 kosullarm yant sira makro ve mlkro

elementlerin standardizasyonun da 6nemli oldugu goriilmektedir.
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SONUC

S.aureus ve S.epidermidis’in invitro olarak demir smirlandinlmasina kargt ireme
absorbans degerlerinin % 74 oramnda benzerlik gosterdigi goriilmustiir. Her iki bakteri
icin 25ug/mi EDDHA’li ortamda 24 ve 48 saatlik enkiibasyon doneminde tireme
hizlarinin yiikseldigi izlenirken, 25 pg/ml EDDHA’h ortamin diger EDDHA’L ortamlarla
(50 pg/ml, 100 pg/ml) kargilastirildiginda 24 saatlik enkiibasyon agisindan bir fark
olmadig1 fakat 48 saatlik enkiibasyon agisindan ireme degerlerinde dﬁsme oldugu
gbzlenmistir.

Sonug olarak S.aureus ve S.epidermidis igin lreme absorbans degerleri gdzoniine
alindiginda TSB besiyerinin 25 pg/ml EDDHA ile demir simrlanmasy, bu iki bakteri icin
optimal demir miktart oldugunu gostermektedir.

E.coli suglannin ireme degerlerinde S.aureus ve S.epidermidis ile % 53 oraninda
benzerlik gorilmektedir. 25 pg/ml EDDHA kullanilarak demir simrlanmasi yaratilan

besiyerinde kontrol grubuna goére, 24 saatlik enkiibasyonda bir degisiklik goriilmezken,

48 saatlik enkiibasyonda treme degerlerinde artig gorilmiistir. 25 pg/ml EDDHA’L

ortamin, 50 pg/ml ve 100 pg/ml EDDHA’ll ortamlarla iireme absorbans degerlerinde
yapilan kiyaslamada 24 saatlik enkiibasyonda ortamlar arasinda bir fark goriilmezken, 48
saatlik enkiibasyonda 50 pg/ml ve 100 pg/ml EDDHA’lL ortamda iireme degerleri

agisindan diigme oldugu saptanmugtir.

% P.aeruginosa igin iireme absorbans degerleri agisindan incelendiginde, 25 ug/ml, 50

pug/ml, 100 pg/ml EDDHA’L besiyerinde 24 saatlik enkiibasyon agisindan anlamh bir
fark goriilmezken, 48 saatlik enkiibasyon agisindan ise 25 pg/ml’ye gore 50 pg/ml ve 100

pg/ml de tireme oranlannda diigme gorilmistir,
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OZET

Calisgmamizin bu kisminda degisik kliniklerden gelen materyallerden izole edilen
S.aureus, S.epidermidis, E.coli ve P.aeruginosa bakterilerinin degisik oranlarda (25 pg/ml, 50
pg/ml, 100 ug/ml) EDDHA katilmus besiyerinde, 24 ve 48 saatlik enkiibasyon déneminde demir
kisitlanmasinin Giremeleri {izerine etkiler incelendi.

S.aureus ve S.epidermidis’in invitro olarak lireme absorbans degerleri agisindan % 74
orammnda benzerlik gosterdigi, 25 pg/ml EDDHA’L ortamda 24 ve 48 saatlik enkiibasyonda
ireme hizimn yikseldigi fakat 50 pg/ml ve 100 ;g/ml EDDHA’l ortamda 48 saatlik
enkilbasyonda iireme absorbans degerlerinin dilgtiigii goriilmiistiir.

E.coli suglannin 25 pg/ml EDDHA kullanilan besiyerinin 48 saatlik enkiibasyon
doneminde treme oranlannda artig gorihiirken 50 pg/ml ve 100 pg/ml EDDHA’l ortamin 48
saatlik enkiibasyon doneminde tireme hizlarinda diigme goriilmiigtir.

P.aeruginosa suglarinin 50 pg/ml ve 100 pg/ml EDDHA’ll ortamin 25 ug/nﬂ EDDHA’I

ortama gore 48 saatlik enkiibasyon déneminde tireme oranlarinda diisme oldugu goézlendi.



23

SUMMARY

In this part of our study S. aureus, S. epidermidis, E. coli, and P. aeruginosa isolated
from the materials that were sent by different clinics, were evaluated in the medium containing
EDDHA at different concentration ( O concentration, 25 pug/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml ), in order
to evaluate the effects caused by reducing the concentration of iron on the growth at the
encubation period that took 24-48 hours. The absorbance value of growth was evaluated. In
vitro, the growth absorbance value of S. aureus and S. epidermidis showed similarities about %
74, the growth absorbance value at 24-48 hours encubation period containing 25 pg/ml EDDHA
was in creased whereas, the growth absorbance value at 48 hours encubation containing 50
ug/ml and 100 pug/ml was decreased.

The growth absorbance value of FE. coli strains at 48 hours encubation period using a
medium containing 25 pg/m! EDDHA was in creased, its growth absorbance value at 48 hours
encubation period using medium containing 50 pg/ml and 100 pg/ml EDDHA was decreased.

At the 48 hours encubation period of P. geruginosa strains, the value was decreased using
medium containing 50 pg/ml and 100 pg/ml EDDHA rather than using a medium containing 25

ug/m! EDDHA.
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GIRIS

Bakterilerin antibiyotiklere kargt duyarlihklarim olgen antibiyotik duyarlibk testlerinin
sonuglart diinyamin bir ¢ok bolgesinden degisik araglarla (makale bildiri v.b.) bildirilmekte ve
veriler birbirleriyle kargilagtiriimaktadir.

Aym cins bakteri ve antibiyotiklerden, farkli bolgelerden elde edilen sonuglar arasindaki
degigik oranlar, farkli bélgelerde izole edilen aym tiir bakteri populasyonlan arasindaki fenotip
ve genotip yapr farkliiklari, antibiyotik kullanim sikligi ile antibiyotik duyarhlik testlerinin
yapildigi labratuvarlarin optimal deney kosullarna baghliklarina gére degistigi genel bir kamdir.
Optimal deney kosullarindan kast edilen antibiyotik duyarliligina bakilacak olan bakterinin
deney tipl icerisindeki yogunlugu (cfu/ ml), besi yerinin pH’si, besi yerinin kalnligi, ayrica
deneysel olarak kullanilacak olan antibiyotiklerin miktarlanmin standardizasyonu gibi
dzelliklerdir. Bunlar  Amerika Birlesik Devletleri’ndeki, klinik laboratuvar standartlarm
belirleyen uluslar arasi komite (NCCLS , National Committee For Clinical laboratory Standards)

ve Avrupa antimikrobial duyarlibk testleri komitesi (EUCAST, European Committee on

Antimicrobial = Susceptibility . Testing).. tarafindan  belirlenen kriterlerdir(1,2).. Tim__klinik .

laboratuvarlarin bu kriterlere uymasi zoruntudur.

Bakgerilerin antibiyotiklere kargt  duyarhliklanmn invitro élc;ﬁlmesindé kullantdan
besiyerlerinin temel maddé:si kuru (dehidrate) haldeki maddelerdir. Bu kuru maddeler
igerisindeki inorganik mikro (Zn'%, Mn"? v.b) ve makro ( Na™', K™, CI", Ca™ Mg™ Fe” vb)
- maddelerin miktarlarimn farklibklart antibiyotiklerin etki mekanizmalarimi etkiledigi gibi farkh
ortamlarda iiretilen aym tir mikroorganizmalarin antibiyotiklerle olan duyarlihk sonuglarimn
farklilagmasina neden oldugu aragtiricilar tarafindan belirlenmistir(3,4,5,6).

Bu amagla ¢ahsmada demir miktarim simirladigimiz Mueller-Hinton agar besiyerinde,
S.aureus, S.epidermidis, E.coli ve P.aeuroginosa gibi bakterilerin bazi antibiyotiklere kargt

duyarliliklan aragtinlomgtir.
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GENEL BILGILER

Demir bakterinin iiremesi i¢in temel maddelerden biridir.  Ozellikle invivo  ortamdaki
serbest demir miktarimin fazlahig: bakteri iiremesini stimule edebildigi gibi bakterinin virulansim
da artiran bir 6zelliktir(7,8,9).

Invitro olarak tretilen E.coli, S. typhimurium, C. jejuni gibi bakterilerin elektroforez
yontemi ile dig membran proteinleri belirlendikten sonra, bu ekstra dig membran proteinlerin
bakterinin antibiyotiklerle olan iligkilerindeki gorevleri bir bagka aragtirma konusu oldugu
sonucuna varnlmigtir(10).

Bakteriler invitro olarak ﬁretildiklén' besiyerleri igerisindeki elementlerin miktarlarimn
oldukga farklilik gosterdigi birgok arastwict tarafindan belirlenmigtir. Ornegin BBL ve Difco
firmalarinin trettikleri MHA besiyerlerinde kalsiyum,demir, magnesium ve ¢inko degerlerini
olgen bir aragtirmada BBL Mueller-Hinton Agarda kalsiyumu 21.50 pg/ml demiri 1.17 pg/ml,
mangam 11.86 ug/ml, ¢inkoyu 2.61 pug/ml bulurken, Difco Mueller-Hinton agarda kalsiyumu
19.50 pg/ml demiri 1.05 pg/ml ,mangam 10.48 pg/ml, ¢inkoyu ise 0.17 pg/ml olarak tespit
etmiglerdir. Iki farkli sirketin aym tiir besiyeri-igerisindeki- ¢inko miktarlan arasindaki-fark dikkat—-— - -
cekicidir(3). |

Bakterilerin antibiyotiklerle olan iligkilerinde, ortamdaki Mg'? ve Ca*™ gibi elementlerin
miktarlarnin da farkllig: hassasiyet testleri iizerinde etkilidir. Mg* ve Ca™ iyonlanmn bir
denge igerisinde olmasi gerekirken, aminoglikozit grubu antibiyotiklerin bakteriler Gzerine
etkisinde Mg*? ve Ca™ iyon dengesinin bir -uyum igerisinde olmamasi duyarhlik testlerini

etkileyen 6nemli faktorlerdendir (11).
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Yine karbapenem grubu antibiyotiklerin 6zellikle P.aeruginosa bakterilerine kargi
duyarhiliklarinda ortamdaki ¢inko miktan ile baglantih oldugu gorulmugtir. Yiksek ¢inko
konsantrasyonuna sahip Mueller-Hinton agar veya sivi besiyerlerinde imipenem ve meropenem
gibi karbapenemlerin zon ¢apmun kiigiildigi veya MIC degerinin yiikseldigi gorilmustir (3,4,5).
Cahismada kullandigimz MHA ( Oxoid ) besiyerinin igerisinde bulunan Fe** miktan
atomik absorbsiyon metoduyla olgiildiikten sonra standart MHA besiyeri olarak tammlandi.
Daha sonra standart MHA besiyeri igerisindeki Fe™ miktann EDDHA ile siirlandirilarak Fe™
miktar1 daha az olan bir iretilme ortami yaratildi. Bu iki farkli Fe™ konsantrasyonuna sahip
MHA besiyerinde degisik antibiyotiklerin S.aureus, S.epidermidis, FE.coli ve P.aeruginosa
bakterileri iizerindeki hassasiyetleri disk diffuizyon yontemi ile belirlenerek iki farkli ortamda

ayni bakteri susu igin elde edilen zon ¢aplarn kargilagtirildi.
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MATERYAL VE METOD

Bakteri suslanm : Cabsmada S.awreus, S.epidermidis, F.coli ve P.aeruginosa
bakterilerinden degisik klinik materyallerden izole edilen 36’sar sus kullanildi. Izole edilen bu
suslar Sceptor sistem (Becton Dickinson and Company Sparks Maryland 21152 USA ) ile tir
duzeyinde identifiye edildi.

Besiyerleri : Caligmada standart besiyeri olarak Oxoid Mueller —Hinton agar (MHA; CM
337B, Lot n0:241603) kullanildi. Bu besiyerini olusturan kuru madde igindeki baz: elementlerin
olgimleri Unipath Limited sirketine ( Unipath Limited, Kingsland Business Park, Wade Road,
Basingstoke, Hampshire RG248 PW. United Kinghom ) yaptiriddi. Gelen sonuglara gére Oxoid
firmasinin CM 337 B kodlu ve 241603 lot numarali MHA besiyerinin 1 gr kuru agirhgmnda 33
ppm ( pg/ml ) demir, 0,8 ppm (ug/ml ) bakir, 16 ppm (ug/ml ) ¢inko bulundugu spektrometrik
atomik absorbsiyon yontemi ile belirlendigi bildirildi.

1000 ml deki Fe*? miktart su formiile gore hesaplands;

1 gr kuru toz MHA 33 pg/ml Fe* ihtiva ediyorsa 1 Lt MHA besiyeri igin yaklagik 38 gr

kuru (dehitrate) besiyeri maddesi-kullamldigr diistintliirse;- - -

1 gr kuru besiyerindeki Fe'? miktan X 38 gr

sulandinmda kullandigimiz sivi miktar: (1000 ml) .
formiiliine gore kullandigimiz besiyerinde yaklagik 1.25 pg/mi Fe*? bulunmaktadir.

Antibiyotikler : Antibiyotik diskleri olarak meropenem (10 pg), imipenem (10.
ug), ceftriaxone (30 pg), piperacillin/ tazobactam (75 / 10 pg), ofloxacin (10 pg) ve
levofloxacin (Spg) kullamldi. Gram pozitiflere kargi levofloxacin, gram negatiflere karsi bir
kinolon olan ofloxacin diski kullanildi. Her bir bakteri susu igin iki ayn besiyeri ortaminda zon
¢ap1 Slgtimleri yapildi.

Bu anlamda bizim antibiyotik duyarliik testi igin .kullandlglrmz standart MHA

sulandintip petri kutularina dokildi. Kuru haldeki 50 pg/ml EDDHA maddesi 0,035 M NaOH
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icerisinde eritildikten sonra ¢ahgmada kullandigimiz besiyeri igerisine otoklavlanmadan 6nce
ilave edildi. Her iki besiyerinin petri kutusundaki ortalama kahinlig:i 4 mm’e yakin olmasina
dikkat edildi. Izole edilmis tim suslar 0,5 Mc Farland standardinda buyyon ile sulandirildiktan
sonra steril serum fizyolojik ile 107 cfu/mL’ye yakin bir bulaniklia getirilerek besiyeri tizerine
yayildi. Antibiyotik duyarlilik testi boyunca tim zon ¢api dlgiimleri NCCLS (National Commite
for Clinical Laboratory Standard ) kurallarina gore yapildi(1).

Istatistiki degerlendirmeler : Her bir bakteri susu igin standart MHA ve demir miktar
siurlandirlmiy MHA  besiyerinden elde edilen zon c¢aplart student t testi yontemi ile

kargilastiriidi.
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BULGULAR

S.aureus’un standart MHA ve EDDHA ile demir miktarn sitrlandinlmmg MHA’da
meropener, imipenem, ceftriaxone, piperacillin/tazobaktam ve levofloksasin gibi antibiyotik
disklerine karg1 duyarliliklarim bildiren zon ¢aplarinin ortalamalar: Tablo 1°de verilmigtir.

S.aureus suglanmin  karbapenem grubundan antibiyotiklere kargt farkli demir
konsantrasyonlarinda, meropenem’in etkisinde istatistiksel olarak anlamli bir farklihk
gorilmezken, imipenemin 2 farkh ortamda olusturdugu zon caplan ortalamalan arasinda
anlamh fark tespit edildi (P<0,05). Aym sekilde Piperacillin/tazobaktam ve levofloksasin igin
belirlenen zon caplan ortalamalan iki farkl ortafnda (P<0,05) anlamh, bir sefalosporin olan
ceftriaxone igin ise, anlamsiz (P>0,05) bulunmustur (Tablo 1).

Diger bir gram pozitif kok olan S.epidermidis’in deneylerde kullarulan tiim antibiyotik
disklerine karst 2 farkli besiyeri ortaminda olugturduklan zon gaplan arasmndaki farkliigin
onemli oldugu ( P<0,05) tespit edildi (Tablo2).

Déneylerde gram negatiflere karst levofloksasin yerine bir kinolon olan ve gram
negatiflere daha etkin olan ofloxacin diski kullanildi. -

E. colinin standart MHA ve EDDHA ile demir miktar1 sirlandimimg MHA’da
meropenem, imipenem, ceftriaxone, piperacillin/tazobaktam ve oﬂoygacin antibiyotik disklerine
kars1 olusturdugu zon c¢aplarimn ortalamalan tablo 3°de, P.qeruginosa suslarmin soﬁuqlan ise
tablo 4’de verilmigtir.

E.coli suslarimn standart ile EDDHA’lL ortamdan elde edilen sonuglan goz Oniine
alindiginda ise, imipenem, meropenem ve ofloksasin disklerine karyi elde edilen 2 farklt
ortamdaki zon caplan ortalamalan kargilagtinidiginda istatistiksel olarak anlamh bir fark tespit
edilmezken (P>0.05), piperacillin/tazobaktam’a karst demir miktan simrlandinlmis ortamda
E.coli suslanmn direncinin, bir sefalosporin olan cefiriaxone karsi ise duyarhhgmn arttif

belirlendi (P<0.05).
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P.aeruginosa suglant demir miktart smirlandinlmis  MHA  besiyerlerinde karbapenem
grubu  antibiyotiklere  karst direnglerinin  arttifi  belirlendi  (P<0,05).  Cefiriaxone,
piperacillin/tazobaktam ve ofloxacin disklerinin ise 2 farkli ortamda elde edilen zon ¢aplan

ortalamalan karsilagtirildiginda besiyerleri arasinda fark olmadigs tespit edildi (P>0,05).



Ortalama zon ¢aplan (Standart Sapma)

Antibiyotikler MHA EDDHA katilmuig MHA

Meropenem 9.8 £0.7 9.0 0.5 P>0.05
Imipenem 24419 185 +2.6 P<0.05
Ceftriaxone 11.8 £1.2 11.5 +1.3 P>0.05
Piperacillintazobactam  17.3 1.0 142 +1.7 P<0.05
Levofloksasin 21.0 £1.5 14.6 £1.4 P<0.05

Tablo.1. Standart ve EDDHA’l1 Mueller-Hinton agar’da S.aureus’un antibiyotik zon ¢aplan



Ortalama zon ¢aplar (Standart Sapma)

Antibiyotikler MHA EDDHA katidmis MHA

Meropenem 13.6 £2.0 10.0 £1.0 P<0.05
Imipenem 24.6 +1.8 18.2 +2.0 P<0.05
Ceftriaxone 11.8 £1.2 10.0 +0.8 P<0.05
Piperacillin/tazobactam 20.8 £1.7 18.7 £1.8 P<0.05
Levofloksasin ‘ 20.0 £2.2 15.8 +1.3 P<0.05

Tablo.2. Standart ve EDDHA’li Mueller-Hinton agar’da Staphlococcus epidermidis’in

antibiyotik zon ¢aplan



Ortalama zon caplar: (Standart Sapma)

Antibiyotikler MHA EDDHA katdmig MHA

Meropenem 19.8 +£0.5 18.8 £0.9 P>0.05
Imipenem 22.3 %05 21.0 £0.7 P>0.05
Ceftriaxone 21.8 £0.7 243 £1.5 P<0.05
Piperacillin/tazobactam 16.5 0.9 14.5 +1.4 P<0.05

Ofloxacin 213 £2.1 19.6 *1.7 P>0.05

Tablo.3. Standart ve EDDHA’li Mueller-Hinton agar’da £.coli’nin antibiyotik zon ¢aplari



Ortalama zon ¢aplar (Standart Sapma)

Antibiyotikler MHA EDDHA katilmig MHA

Meropenem 213 £1.5 19.5 0.8 P<0.05
Imipenem 21.0 £0.6 18.2 +0.6 P<0.05
Ceftriaxone 14.1 =1.1 13.0 £1.1 P>0.05
Piperacillin/tazobactam 155 +1.3 16.0 £2.1 P>0.05
Ofloxacin 12.8 +1.5 1‘3.5 +1.8 P>0.05
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Tablo.4. Standart ve EDDHA’h Mueller-Hinton agar’da Pseudomonas aeruginosa’ mn

antibiyotik zon ¢aplan
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TARTISMA

Besiyeri ortamlarindaki farkl: demir miktarinin mikroorganizmalarin tGremeleri {izerinde
farkh etki gosterdikleri bildirilmistir. Arastirmalar demir miktarinin yalmz bakterilerin iiremeleri
iizerine degil, aym zamanda dis membran proteinlerinin sentezi iizerine de etkili oldugunu
gostermistir.

Arastincilar ortamdaki serbest demir miktarinin azaltilmasiyla, bazi bakterilerin dzellikle
dis membran proteinlerinin farkli sekillendigini  belirlemislerdir. Ornegin Warsham ve
Konisky’nin S. gyphimurium ve E. coli ile ilgili ¢aligmalarinda tireme ortamindaki serbest demir
miktarim siurladiklarinda tireyen yeni jenerasyonun dis membran proteinlerinde bir artis oldugu,
E.coli suslanmin dis membran proteinlerinde ilk jenerasyondan farkl 83.000 ve 74.000 dalton
agirhginda yeni dis membran proteinleri izole ettiklerini , agihigi 83.000 dalton olan bu dis
membran proteinlerinden birinin fonksiyonu tam bilinmese de, cir geni tarafindan dretilen ve
74.000 dalton agirh@indaki diger dis membran proteinin colisin Ia ve Ib i¢in bir reseptor oldugu
belirlenmistir(10).

Bir bagka arastirma grubunun C. jejuni’nin iireme ortamundaki demir miktaninin iireme,
morfoloji, dig membran proteinlerin kompozisyonundaki degisiklikleri ile ilgili ¢aligmalarinda,
arastiricilar demir miktarinm sirlandinldi@ ortamlarda C. jejuni suglarmun Greme hizlarinda
yavaslama, hiicresel morfolojilerinde degisiklik aym zamanda ana suglardan farkl élarak 3 farkh
dis membran proteininin (. 82.000, 76.000, 74.000 ) sentezlendigi belirlemislerdir. Yapilan bu
caligmalarda ortamdaki demir miktanimn siurlandinimast degisik konsantrasyonlarda EDDHA
katilarak ¢aliymamizdakine benzer bir gekilde uygulanmustir(10).

Bakterilerin antibiyotiklerle olan iligkilerinde dig membran proteinlerinin etkisi genis
olgiide bilinmekteydi. Dis membran proteinlerinin farklilagmasi mikroorganizmalann hiicre

duvar yapilarindaki temel yapmun farkhilagmasina ve dolayisiyla da, antibiyotiklerle olan
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duyarhbik  sonuglarimn  da  degismesine  neden  oldugu  arastincilar  tarafindan
belirlenmistir(12,13,9,6).

[nvitro olarak bakterilerin éntibiyotiklerle iliskilerinde besiyeri igerisindeki inorganik
mikro ( Zn™?, Mn%, vb. ) ve makro ( Na'!, K™, CI'", Ca™ Mg™ Fe™* vb. ) elementlerin miktar
farklihiklarinn, antibiyotiklerin etki mekanizmalanm etkiledigi gibi farkli ortamlarda tretilen
ayni tir mikroorganizmalarin antibiyotiklere olan duyarlilik sonuglarimin farklilastigt yapilan
calismalarla gdzlemlenmigtir(3,4,5).

Konu ile ilgili en genis ¢alisma Cooper ve arkadaglari(3) tarafindan 1993 yilinda
yapimistir. Cahsmada 59 P. geruginosa susunun Difco ve BBL Mueller — Hinton broth
besiyerinde oOzellikle bir karbapenem grubu antibiyotik olan Imipeneme gosterdigi duyarlilik
durumlart incelenmistir .Bu inceleme esnasinda ¢inko miktan yiiksek olan BBL MH besiyerinde
P.qeruginosa suglannin, Difco MH besiyeri ile elde edilen MIC sonuglart karsdastirildiginda
BBL MHB celde edilen MIC degerlerinin belirgin bir sekilde yiikseldigi tespit edilmigtir.
Spektrometrik Atomik absorbsiyon yontemi ile yapilan olgimlerde BBL. MHAda ¢inko miktar
2.61 ug/ml, Difco MHA’da ise 0.17 pg/ml olarak tespit edilen c¢alismada 59 P.aeruginosa
susunun k'ﬁmiilatif anlamda imipeneme direng yiizdesi BBL MHA’da % 33.9, Difco MHA’da
5.1 olarak belirlenmistir. Caliymamn diger ilging bir sonucu farkli ¢inko miktarlarimn
sefalosporin grubunun P.geruginosa bakterileri Uzerine etkilerinde istatistiksel olarak anlamh
olmadigiun tespit edilmesidir.

Laboratuvarimizda yapilan bir ¢aliymada ise kullamlan duyarlilik tesf yonteminin farkl
olmasina ragmen benzer sonuglar elde edildigi gorulmugtir. Caligmada Oxoid MHA
besiyerindeki ¢inko miktart atomik absorbsiyon aleti ile Slgiilmis ( 0.45 mg/L ) daba sonra ortam
¢inko asetat ile zenginlestirilerek ¢inko miktart 3 mg/L olan bir besiyeri ortamu elde edilmistir.
Disk difflizyon yontemi 16 P.aeruginosa suslanmn ¢inko konsantrasyonu farkh iki
besiyerindeki, cesitli antibiyotiklere karst olusturduklant zon gaplant 6lgildiigtinde aym suslarin

bu besiyerlerinin ozellikle karbapenem grubu antibiyotiklere karg1 farkli zon ¢aplan olusturdugu
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gortlmustir. Cinko miktarn 0.45 mg/L olan MHA’da 16 P.aeruginosa suslarmin ortalama zon
¢aplanina bakildiginda meropeneme 26.5 mm, imipeneme 22.0 mm, ceftazidime 20.9 mm ve
Piperacilline karst 21.7 mm ¢apinda, 3 mg/L ¢inko miktar: olan 2. Greme ortaminda ise aym
suslarin meropeneme 23.4 mm, imipeneme 19.4 mm , ceftazidime 21.6 ve piperacilline kars:
22.0 mm zon ¢aplan tespit edilmis olup caliymada aym sugslarm 2 farkli ortamda olugturduklan
zon c¢aplan ortalamalarmin kargilagtinlmasinda meropenem ve imipenem igin istatistiksel olarak
anlamh (P<0.05), ceftazidim ve piperacillin igin ise anlamsiz (P>0.05) oldugu goriilmiistir (5).

Konuya agiklik getirmek amaciyla 1997 yilinda Baxter ve Lambert tarafindan bir ¢aligma

yapilmig, aragtiricilar ortamdaki serbest ¢inkonun ozellikle karbapenem grubu antibiyotikleri
hidroliz sonucu pargalayarak etkilerini azalttigi gibi bir sonuca varibirken 6zellikle bu etkininde
zaman ve ortamdaki ¢inko konsantrasyonuna bagh oldugunu savunmuglardir(14).

Tiim bu calismalara ragmen elde edilen verilerin sadece karbapenem grubu antibiyotikler
(meropenem, imipenem ), P.aeruginosa ve ¢inko tggeni igerisinde kalmus olmasi hala soru
isaretidir. Ciinkii Cooper ve arkadaglari(3) benzer deneyleri diger gram negatif bakteriler igin
(E.coli, Klebsiella ssp . ve digerleri ) yaptiklarinda istatistiki olarak anlamh sonuglar elde
edeme&kierini bildirmiglerdir. Baxter ve Lambert(14) adl ara§t1;1011ar bu gahigmalara istinaden
yaptiklart bir aragtirmada ortamdaki ¢inkonun zaman ile paralel olarak karbapenemleri
etkisizlegtirdiklerini savunmuslarsa- da, nigin P.aeruginosa digindaki gram negatif bakteriler i¢in
ayn etki mekanizmasinmin gegerli olniadxglmn aydinlatilmas: gerekmektedir.

Gram pozitiflerden S. aureus’un tlreme ortamundaki fiziksel ve kimyasal sartlarin
degismesi sonucu antibiyotiklerle olan iligkileri incelendiginde besiyerinin pH degerinin &nemli
oldugu belirlenmistir. S.aureus suslaninin optimal pH’dan uzaklasarak ( pH 7.1 ), digik pH’da (
pH 5.2 ) dretilmesi sonucu suslarda mevcut ve Penicillin baglayan proteinlerin bir kismimin
belirlenemedigi, 6rmegin pH’7 de tiretilen bir susta Jel elektroforez yontemi ile 1, 2 ve 3 nolu
PBP’ler belirlenirken aymi suglann pH 5,2 de iiretilen suglarmun elektroforezi sonucu PBP-2

tespit edilememigtir. Bu da suslanin ozellikle penisillin grubu antibiyotiklerle olan duyarlilik
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iligkilerinde farkh ortam kosullarinda iiretilen ayni suslarda farkli sonuglar elde edilebilecegi
kanisma gotiirmektedir (15).

Pettersson ve arkadaslanmin(16) N.meningitidis’in ortamdaki demir limitasyonuna
cevabint incelediklerinde diger arastiricilarin sonuglarina benzer bir sekilde N.meningitis
suglarmin dig membran proteinlerinde ana suslardan farkli olarak 70 Kda ve 98 Kda agirhiginda 2
yeni proteinin sentezlendigini sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS —
PAGE) analiz yontemi ile belirlenmistir.

Bakterilerin dretilip ve duyarhlik testlerinin yapildigi besiyerleri igerisindeki mikro ve
makro elementlerin farkll miktarlarda olmast bu mikroorganizmalarin yeni jenarasyonlarimn dig
membran proteinlerine bagl olarak hiicre duvar yapilarinin farkli sekillendigi yukanidaki
tartismalarda yeterince irdelenmistir. Gorildiigi gibi bir besiyeri ortamundaki Fe™ miktarinmn da
liremenin yamsira hiicre duvarimn yapisinm proteinleri tizerine etkilidir.

Bu anlamda biz ¢aligmanin bu kismunda bestyerindeki demir miktarimin indirgenmesinin
bakteri ve antibiyotik duyarlihig1 Gzerindeki etkisini incelemek istedik. Ciinkii degisik firmalar
tarafindan tretilen MHA besiyerleri igerisindeki Fe'® miktarlaniin birbirinden farkli oldugunu
belirledik; 6rnegin BBL MHA (Lot no: HDWFx) besiyerinde demir konsantrasyonunun 1,17 rﬁg
/L, Difco MHA (Lot no: 780100) besiyerinde bu oranm 1,05 mg /L, Oxoid MHA ( M405 B, Lot
no: 251487 ) diger 2 firmamn drettigi MHB’1n 2 katmna yakin bir demir olan yaklagik (2,28
mg/L) oldugu belirlenmistir. Bu farkliiklardan yola ¢ikarak elimizde bulunan Oxoid MHA (Fe™
1,25 mg/L) besiyeri igerisindeki demir miktarm simrlandirmak kosulu ile ortami EDDHA ile
zenginlegtirerek, (50 mg/L) 2 farkil ortamda bazi antibiyotiklerin 4 bakteri {izerine etkisine
baktigimizda; Demir miktarinun smurlandinimast sonucu, S.awureus suglarimin imipeneme karst
direng gelisimi olmasina kargin, meropenemin etkisinde istatistiksel' olarak anlamh bir farkin
olmadig1, yine piperacillin/tazobaktam ile levofloksasin igin anlamh farklar olmakla birlikte, bir
sefalosporin olan ceftriaxone i¢in iki farkh iireme ortamunda alinan sonuglarda istatistiksel olarak

anlamli olmadigi, diger bir gram pozitif kok olan S.epidermidis’in kullandan tim antibiyotik
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disklerine karst 2 farkli ortamda olusturduklart zon ¢aplan arasinda anlamli farkhiliklar tespit
edilmistir.

F.coli suglanmin normal ile EDDHA’IT ortamdan elde edilen sonuglar gbz Oniine
alindiginda ise, imipenem, meropenem ve ofloksasin disklerine karsi elde edilen 2 farkli
ortamdaki zon c¢aplann ortalamalant kargilastinldiginda anlamlt bir fark tespit edilmezken,
Piperacillin/tazobaktam’a karst demir miktann siurlandinimug  ortamda E.coli  suslarinin
direncinin arttig, bir sefalosporin olan ceftriaxone karst duyarliligin arttifi, ve istatistiki olarak
anlamlt oldugu belirlenmistir. P.aeruginosa suslarmin Fe™ miktanmn smrlandirldis ortamda
karbapenem grubu antibiyotiklere karst (meropenem, imipenem) direnglerinin  arttigi
gozlemlenmigtir. (P<0.05)

Elde ettigimiz sonuglar ile bir kez daha belirlenmistir ki mikroorganizmalarin tiretilme
ortamlarmn standardizasyonu onemli bir sorundur. Bakterilerin mikro ve makro element
miktarlanmn  farklt oldugu ortamlarda tretilmeleri sonucu dis membran yapilarimn farkh
yapilanmasmdan dolayr bu mikoorganizmalann antibiyotikiere olan duyarhiliklarinda da farkl
sonuglar elde edilmektedir. Cinko miktan ile ilgili uluslararasi ¢aligmalar yeterince olmakla
birlikte, demir miktarmin siurlandinlmast ve antibiyotiklerle iligkileri ile ilgili yeterli literatiir
bilgisi olmadig kanisindayiz.

Calismamizin bu boliminde demir miktarmi smurlayarak elde ettigimiz MHA
besiyerinden elde ettigimiz antibiyotik duyarliik sonuglanmin standart MHA’da elde ettigimiz
sonuglarla farklili§inin mekanizmasim kesin agzlkléyamamakla birlikte;

1- Ortamun anyon ve katyon degerinin degismesine,

2 - Bu degisimin pH derecesi {izerine olan etkisine,

Bunun  yaninda EDDHA’nin ortamdaki  Fe™  miktanmi  smurlamastyla,
mikroorganizmalarda meydana gelen diy membran protein miktanindaki artisla birlikte

antibiyotiklerin etkisiyle zon ¢aplarinda azalma oldugunu ileri siirebiliriz.
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SONUC

S.aureus’un EDDHA katilmis MHA ile standart MHA besiyerindeki antibiyotik
zon caplan karsilastinldiginda karbapenem grubu antibiyotiklerden imipenem,
piperacillin/tazobactan ve levofloksasin i¢in EDDHA'nin zon ¢aplarnni azaltmig
oldugu (P<0,05), meropenem ve ceftriaxone i¢in zon ¢aplan arasinda fark
olmadig1 (P>0,05) gorilmistir. Anlamh fark goriilen antibiyotik zon caplarna
(imipenem, piperacillin/tazobactam, levofloksasin) karsg EDDHA katimug
MHA’da standart MHA’a gore antibiyotik zon ¢aplarinda azalma (direng
gelisimi) gorilmiistir.

S.epidermidis’de her iki besiyerinde tim antibiyotiklere karst (meropenem,
imipenem, ceftriaxone, piperacillin/tazobactam, levofloksasin) zon ¢aplan
acgisindan anlamlt sonuglar bulunmustur (P<0,05). EDDHA katilmis MHA’da
calistigimuz antibiyotiklere karsi direng geligimi goritlmiigtir.

L.coli igin EDDHA katdmis MHA ile standart MHA’da antibiyotik zon caplan
karsilagtinildifinda, sefalosporin grubu olan ceftriaxone ve piperacﬂﬁn/tazobactam
i¢in istatistiksel olarak zon ¢aplan arasindaki fark 6énemli bulunmug (P<0,05),
meropenem, imipenem ve ofloxacin igin antibiyotik zon ¢aplan arasinda fark
olmadigi (P>0,05), ayrica ceﬁriaane icin .EDDHA katilmig MHA’da standart
MHA’a gore duyarhihim arttig1 (antibiyotik zon ¢apinda artma) gorilmiistir.
EDDHA katimis MHA ile standart MHA besiyerinde P.aeruginosa igin
antibiyotik zon ¢aplan kargilastinldiginda karbapenem grubu antibiyotiklerden
meropenem ve imipenem igin istatistiksel olarak onemli bulunmug (P< 0,05),
ceftriaxone, piperacillin/tazobactan ve ofloxacin igin antibiyotik zon ¢aplan
arasinda farkhligin olmadigt (P> 0,05) saptanmugtir. Meropenem ve imipenem

icin zon gaplart anlamii olmakla beraber EDDHA katllﬁms MHA’da standart
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MHA’la kiyaslandiginda antibiyotik zon c¢aplarinda azalma (direng gelisimi)

gozlenmistir.
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OZET

Cahsmada S.qureus, S.epidermidis, E.coli ve P.aeruginosa bakterilerinin degisik klinik
materyallerden izole edilen 36’sar adet susu kullamildi. Bu suglannn EDDHA katilarak demir
kisitlanmast olusturulan MHA ile standart MHA’l ortamun antibiyotikler Uzerinde etkisini
izlemek amaciyla zon ¢aplan istatistiksel olarak degerlendirildi.

Caligmamizda icerisine 50 pg/ml EDDHA ekleyerek demir simirlanmast yaratilan MHA
ile standart MHA besiyerinde bakterilerin antibiyotiklerle olan etkilesimlerini inceledik. S.aureus
ve S.epidermidis igin meropenem (10 pg), imipenem (10 ug), ceftriaxone (30 pg), piperacillin
/tazobactam (75/10 ug), levofloxacin (5 ug) diskleri kullanildi. E.coli ve P.aeruginosa igin
meropenem (10 ug), imipenem (10 pg), ceftriaxone (30 ug), piperacillin/tazobactam (75/10 ug),
ofloxacin (10 pg) diskleri kullamldi.

S.aureus suglarmin imipenem, piperacillintazobactam ve levofloksasin i¢in antibiyotik
zon ¢aplart arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmus , cefiriaxone ve meropenem igin
zon ¢aplart arasinda farklidik olmadign gorilmustiir.

S.epidermidis suglarimin meropenem, inligenem, ceftriaxone, piperacillin/tazobactam ve
levofloksasin igin antibiyotik zon gaplarindaki fark istatistiksel olarak énemli bulunmustur.

E.coli suglarmin ceftriaxone, piperacillin/tazobactam igin istatistiksel olarak antibiyotik
zon ¢aplarn ara51ﬁdaki fark 6nemli bulunmug, meropenem, imipenem ve ofloxacin igin ise
antibiyotik zon ¢aplan arasinda farkhhk olmadig goriilmiistiir.

P.aeruginosa suglarimn karbapenem grubu antibiyotiklerden meropenem ve imipenem
icin istatistiksel olarak ¢nemli bulunmus, cefiriaxone, piperacillin/tazobactam, ofloxacin igin ise

antibiyotik zon ¢aplan arasinda farkhilik olmadigi gorulmistir.
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SUMMARY

In this study, S, aureus, S. epidermidis, .. coli and P aeruginosa isolated from various
clinical materials ( 36 strains from each of them were used). The conditions that was made by
reducing iron in vitro, by MHA containing EDDHA ( according to the standart conditions with
MHA) used to observe the effect on antibiotics on the zone diameters which was evaluated
statistically.

By adding 50 ug/ml EDDHA to the standart medium (MHA) we determired the relation
ship between the antibiotics and bacterials on the standart MHA medium and the bacterials on
the iron limited MHA. Meropenem ( 10 pg), imipenem ( 10 pg), cefiriaxone ( 30 pg),
piperacillin/tazobactam (75/10 pg), Levofloxacin (5 pg) disks were applied for S. qureus and S.
epidermidis.

Menopenem (10 pg), imipenem (10 ug), ceftriaxone (30 ug) piperacillin/tazobactam
(75/10 ug), ofloxacin (10 ug) disks were used for £. coli and P. aeruginosa.

The antibiotics zone diameters of imipenem, piperacillin/tazobactam and levofloxacin for
_ S.aureus strains were statistically significant, there was no difference between the zone
diameters of cefiriaxone and meropenem.

The difference” between the antibidtics zone diameters of meropenem, imipenem,
ceftriaxone, piperacillin/tazobactam and levofloxacin for S. epidermidis was statistically
significant.

The difference between the zone diameters of ceftriaxone, piperacillin/tazobactam for E.
coli strains was statistically significant. There was no difference between the zone diameters of
meropenem, imipenem and ofloxacin.

Meropenem and imipenem were statistically significant for P. geruginosa strains, there

was no difference of cefiriaxone, piperacillin/tazobactam, ofloxacin.
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