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OZET

Sertel D. (2008). Epinefrin ve Norepinefrinin Escherichia coli ve Staphyococcus aureus
Suslarinin Antibiyotiklere Duyarliliklar1 Uzerine Olasi Etkileri. Istanbul Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji ABD, Yiiksek Lisans
Tezi. Istanbul.

Stres durumlarinin konagin patojen mikroorganizmalara duyarliligini etkiledigi
bilinmektedir. Memelilerde stres durumuna noérofizyolojik yamit  olarak salinan
katekolaminlerin  bakterilerin {iremesini stimiile ettigi, virulans faktorlerinin
ekspresyonunu ve otoindiikleyiciler gibi maddelerin iiretimini arttirdigi gosterilmistir.
Calismamizda epinefrin ve norepinefrinin besi genislemis spektrumlu beta laktamaz
iireten 10 E.coli susunun ampisilin / sulbaktam , sefotaksim, amikasin, siprofloksasin ,
tetrasiklin , ko-trimoksazole ve besi metisiline direncli olan 10 Staphylococcus aureus
susunun amikasin, siprofloksasin, tetrasiklin, ko-trimoksazol ve vankomisine
duyarhiliklart {izerine etkisi CLSI kriterlerine gore mikrodiliisyon yontemiyle
arastirilmastir.

E.coli suslarinda amikasinin MIK90 ‘inin 50 ve 100 mikromolarepinefrin varliginda iki
kat ve ampisilin/sulbaktam MIK90 ‘min ise 50 mikromolarepinefrin varliginda iki kat
arttigr; yani sira 100 mikromolar epinefrin varliginda amikasinin MIK araligmin 0,5-
16’dan 1-16’ya, siprofloksasinin MiK araliginin 5, 50 ve 100 mikromolar norepinefrin
varliginda 0,008-128’den 0,008-256’ya ; ampisilin/sulbaktamin MIiK araliginin 5, 50 ve
100 mikromolar epinefrin varliginda 4/2-1024/512’den 8/4-1024/512’ye degistigi
belirlenmistir.

S.aureus suslarinda amikasin MIK araligmin 5, 50 ve 100 mikromolar epinefrin
varhginda 1-128’den 1-64’e degistigi ; ayrica MiK90 ‘min 50 ve 100 mikromolar
epinefrin varliginda iki kat azaldig1 (64°den 32’ye diistiigii) bulunmustur. Siprofloksasin
MiK90inin 50 ve 100 mikromolar norepinefrin varliginda iki kat arttig1 (64’ ten 128’¢)
belirlenmistir. Bu suslarda ko-trimoksazol MiK aralig1 ise 5, 50 ve 100 mikromolar
epinefrin varliginda 0,06/1,14-0,25/2,28°den 0,03/0,57’ye degismistir .

Calismamizda belirlenen farkliliklar, Kruskal-Wallis tek yonlii varyans analizi
yontemine gore istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir ( p>0,05 ).

Anahtar Kelimeler : Epinefrin, norepinefrin, E. coli, S. aureus, antibiyotiklere
duyarlilik

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: T-28/15122006.
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ABSTRACT

Sertel D. (2008). The Possible Influence of Epinephrine and Norepinephrine on the
Antibiotic Susceptibilities of Escherichia coli and Staphylococcus aureus Strains.
Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Microbiology and
Clinical Microbiology. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Various forms of host stresses are thought to influence susceptibility to
pathogenic microorganisms. In mammals, catecholamines are released in response to
stressful conditions and it has been shown that catcholamines can directly stimulate
bacterial growth, induce expression of virulence factors and production of autoinducers.
In this study the influence of epinephrine and norepinephrine on susceptibilities of 10
Escherichia coli strains five of which were ESBL producers to ampicilin/sulbactam,
cefotaxime, amikacin, ciprofloxacine, tetracycline and co-trimoxazole and 10
Staphylococcus aureus strains five of which were resistant to methicilin, to amikacin,
ciprofloxacine, tetracycline, co-trimoxazole and vancomycin was assessed by
microdilution method according to the guidelines of CLSI.

In E. coli strains two fold increase was determined for MIC90 of amikacin in the
presence of 50 and 100 micromolar epinephrine; and for ampicilin/sulbactam in the
presence of 50 micromolar epinephrine. It was also found that the MIC range for
amikacin, ciprofloxacine and ampicilin/sulbactam changed from 0,5-16 to 1-16 in the
presence of 100 micromolar epinephrine, from 0.008-128 to 0.008-256 in the presence
of 5, 50 and 100 micromolar norepiniphrine and from 4/2-1024/512 to 8/4-1024/512 in
the presence of 5, 50 and 100 micromolar epinephrine respectively.

In S. aureus strains two fold decrease was determined for MIC90 of amikacin in the
presence of 50 and 100 micromolar epinephrine and two fold increase was determined
for MIC90 of ciprofloxacine in the presence of 50, 100 micromolar norepinephrine. It
was also found that MIC range for amikacin and co-trimoxazole changed in the
presence of 5,50 and 100 micromolar epinephrine from 1-128 to 1-64 and from
0.06/1.14-0.25/2.28 to 0.03/0.57 respectively

The differences determined in this study found to be not significant according to the
results of the analysis by Kruskal-Wallis one way variance analysis .

Key Words: Epinephrine, norepinephrine, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
antibiotic susceptibility

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. T-28/15122006



1. GIRIS VE AMAC

Bakterilerin, iiremesi ve virulansimi da igeren pek ¢ok biyolojik 6zelliklerinin
sicaklik, pH, ozmolarite gibi cevresel kosullardan etkilendigi uzun zamandir
bilinmektedir. Konak hormonlarinin bakteriler iizerindeki etkisi de son yillarda iizerinde
calismalarin arttigi bir konu olmustur ve mikroorganizmalarin infeksiyon siirecinde
konak hormonlarim iiremek ve patojenik siireci baslatmak icin cevresel isaretler olarak
kullandiklar1 o6ne siiriilmiistiir (1). Yaklasitk 80 yil 6nce ilk kez bir hormonun,
epinefrinin, saflastirilmas1 ile endokrinolojide yeni bir ¢ag basglamistir. 1920’lerin
sonlarinda epinefrinin ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaya baslanmasinin
hemen ardindan epinefrin kullanimiyla iligkili sepsis vakalar1 bildirilmistir. Bu konuyu
arastiran calismalarda sepsis gelisimi , epinefrin uygulamasi sirasinda kullanilan cam
enjektorlerin kontaminasyonuna baglanmistir; ancak infeksiyon etkeninin infeksiyoz
dozunun epinefrin tedavisi uygulanan hastalarda daha diisiik olmasi bu durumun basit
bir kontaminasyonla agiklanamayacagimi gostermis ve epinefrin gibi noroendokrin
hormonlarin infeksiyon hastaliklariyla iliskisini inceleyen calismalar artarak devam

etmistir (2).

Bakteri infeksiyonlarina eslik eden norofizyolojik degisiklikler ile ilgili bir cok
calisma yayimlanmistir (3,4,5,6). Bu calismalardaki en carpici gozlem infeksiyon
siddetinin ilerlemesiyle paralel olarak plazma ve doku katekolamin (6zellikle de
norepinefrin) diizeylerinin artmasi olmustur (7). Noroendokrin  hormonlarinin
diizeylerinin artmasinin infeksiyon siirecinde bir sonu¢ mu yoksa nedenlerden biri mi

oldugu agikliga kavusturulamamistir (7).

1990’  yillarin  baslarinda  infeksiyon hastalifi  patogenezi sirasinda
noroendokrin hormonlar ile bakteriler arasinda direkt etkilesim olduguna iliskin bir teori
ortaya atilmistir (8,9). Bu teori birgcok memeli hormonun ve ilgili reseptdlerin
mikroorganizmalarda var oldugunu bildiren ¢ok sayida calismayr temel almistir (10).
Memeli hiicrelerinde biyolojik aktivitesi oldugu gosterilen bircok hormonun varligi
mikroorganizmalarda saptanmistir; 1981°de LeRoith ve arkadaslar1 (11) E. coli’de
insulin, 1982’de LeRoith ve arkadaslan (12) Tetrahymena pyriformis’de kortikotropin ,
1985°de Le Roith ve arkadaslar (13) Bacillus subtilis’de ve 1987°de Pan ve arkadaslari



(14) Plasmodium falciparum ‘da somatostatin ve 1986’da Schar ve arkadaslar1 (15)

Trychophyton mentagrophytes’de progestron varligin1 gostermislerdir (11,12,13,14,15).

Katekolamin stres hormonlarinin infeksiyon hastaligi siirecindeki rolii ilk kez
1930’larin baslarinda gosterilmis (2), fakat Lyte ve Ernst (16) tarafindan ilk kez 1992
yilinda katekolaminlerin bakterilerin iiremesi iizerine direkt etkisi oldugunun
gosterilmesine ve infeksiyon hastaligi patogenezinde bakterilerin katekolaminlerle
direkt iligkiye girmesinin rolii olabilecegi teorisi (8,9) ortaya atilana kadar net olarak

aciklanamamustir (17).

Bakterilerin noroendokrin hormonlara yamit verdigi fikrinden yola c¢ikan
deneylerde norepinefrinle muamele edilmis Gram negatif bakterilerin iiremelerinin
artifn gosterilmistir (16,18,19). Ayrica , enterotoksijenik E. coli (ETEC) suslarinin
adhezinleri ve enterohemorajik E. coli (EHEC) suslarinin toksinleri gibi virulans
faktorlerinin ekspresyonunun norepinefrinle stimiile edilmis bakterilerde arttig
saptanmistir (2). 1996 yilinda Lyte ve arkadaslarmin (20) yaptigi calismada E. coli
O157:H7 suglarinda  Shiga benzeri toksin iiretiminin, 2000 yilinda Rahman ve
arkadaslarimin  (21) yaptifi calismada ise Salmonella typhimurium suslarinda
enterotoksin iiretiminin norepinefrin stimiilasyonuyla arttig1 gosterilmistir. ilk kez 1997
yilinda Lyte ve Nguyen (7) tarafindan yapilan bir calismada norepinefrinin patojen bir
bakteride (E. coli O157:H7) genetik degisimleri indiikleme yeteneginde oldugu
gosterilmistir; elde edilen sonuglar 1s18inda konak noroendokrin hormonlarinin
infeksiyon etkeni bakterilerde genetik rearajmanlara ve olasilikla patojenitede

degisikliklere yol acan cevresel sinyaller olabilecegi One siiriilmiistiir (7).

Mikrobiyal endokrinoloji alaninin temel &gretisi mikroorganizmalarin, konak
hormonlarin1 ¢evresel sinyaller olarak algilanmalann ve kullanmalaridir (17).
Mikroorganizmalarda  hormonlarin  ve ilgili  reseptorlerin  bulunmasi, bu
mikroorganizmalarin memeli hormonlarini tanimasinin kaniti olarak kabul edilmektedir
ve bu tanimanin infeksiyonu baglattig1 one siiriilmektedir (9). Mikrobiyal endokrinoloji
alaninda arastirmalarin ¢ogu, katekolaminlerin infeksiyon hastaligi siirecindeki roliine
odaklanmis (17) olsa da  katekolaminler disinda bircok diger hormonun da
mikroorganizmalar iizerindeki etkisi arastiilmistir. 2000 yilinda Plotkin ve
arkadaglarinin  (22) yaptigt calismada insiilinin, ortamdaki hormon ve glikoz

konsantrasyonuna bagli olarak mikroorganizmalarin iireme kinetiklerini etkiledigi



saptanmistir. Plotkin ve arkadaslarinin (23) 2003 yilinda yaptig1 calismada androjen ve
glukokortikoidlerin bakterilerin iiremesi ve antibiyotiklere duyarliliklar iizerine etkisi
arastirilmig, iireme hizinin ve antibiyotiklere duyarliligin (susa, hormon konsantrasyonu
ve antibiyotige baglh olarak) hormonlar varliginda degistigi saptanmustir.
Katekolaminlerin, mikroorganizmalar iizerine direk etkisi ile ilgili bir¢ok calisma
yapilmis olmasina ragmen antibiyotik duyarliligima etkisi {izerine yapilmis bir

arastirmaya tarafimizdan rastlanmamaistir.

Bu  bilgiler c¢ikis noktasi olarak alarak ,calismamizda epinefrin ve
norepinefrinin bir¢ok infeksiyon hastaliginin etkeni olabilen E. coli ve S. aureus
suslarinin  antbiyotiklere duyarliliklar1 iizerine olast etkilerinin arastirilmasi

amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Escherichia coli

2.1.1. Genel bilgiler

Escherichia coli ilk kez 1885 yilinda Dr. Thedore Escherich tarafindan
tanimlanmig ve o zamandan beri {izerinde en ¢ok calisilmig bakteridir. Molekiiler ve
hiicresel diizeyde bakterilere iligkin bilgilerin ¢ogu E. coli suslan (6zellikle de 1922
yilinda difterili bir hastadan izole edilen K12 susu) kullanilarak yapilan aragtirmalardan

elde edilmistir (24,25,26).

Insan ve diger sicakkanli hayvanlarin barsak florasinin bir iiyesi olan E. coli,
gastrointestinal sistemin aeroi Gram negatif bakteri populasyonunun en biiyiik kismini
olusturur (24,25,27,28,29,30). Bu bakteri, fekal kontaminasyon sonucunda su, toprak ve
besinlerde de bulunabilir (24,25,31).

E. coli Gram negatif, comak seklinde, oksidaz negatif, spor olusturmayan,
fakiiltatif anaerop bir bakteridir ve suslarin cogu peritrih kirpikleri sayesinde
hareketlidir. Bir cok karbonhidrati hem asit hem de gaz olusturarak fermente etme
yeteneginde olsalar da anaerojenik biyotipleri de bulunmaktadir. Hizli laktoz
fermentasyonu bircok E. coli susu i¢in tipiktir, enteroinvazif E. coli (EIEC) ve baz1 E.
coli (metabolik olarak inaktif) suslarinin ¢ogu laktozu yavas fermente eder veya hic
edemez (24,31). Nitratlart nitritlere indirgerler, indol {iretir, hidrojen siilfid iiretmezler.
Ureyi hidrolize edemez, sitrati tek karbon kaynag olarak kullanamazlar (25,29). E. coli
suslar1 yuvarlak, konveks, S tipi koloni olustururlar. Baz1 suslar kanli agar besiyerinde

hemoliz olustururlar (25).

Bugiine kadar 173 degisik serogrup ve 56 dan fazla serotip tanimlanmistir.
Serogrup ve virulans arasinda bir iliski oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin , 086
genellikle kolon florasinda bulunur ve bu serogrubun iiyeleri cok nadiren hastalik etkeni
olurlarken, grup O55 hemen hemen her zaman hastalik etkeni olarak izole edilir . Bazi
serogruplar 6zellikle idrar yolu infeksiyonlarinda énem tasiyan adhezyon faktorlerine,
diger baz1 serogruplar da gastroenterite yol agmasit i¢in gerekli olan kolonizasyon

faktorleri ve toksinlere sahiptirler (29,32).



Klinik agidan iki patojen E. coli grubu tanimlanmistir. Ekstraintestinal patojenik
E. coli (ExPEC) olarak tanmimlanan grup yeni dogan meninjiti, sepsis ve idrar yolu
infeksiyonlara yol acan E. coli suslarini kapsar. Ikinci grup barsak patojeni (intestinal
patojenik) E. coli (IPEC) olarak adlandirilir ve ¢esitli barsak hastaliklarina neden olan

E. coli suslarim kapsar (24).

ExPEC suglarinin etken oldugu infeksiyonlarin kaynagi barsak infeksiyonlarinin
aksine,  barsak dig1 hastaliklarin kaynagir genellikle kisinin kendi florasidir
(24,27,29,31). EXPEC suslar1 barsaklarda normal flora iiyesi olarak bulunurken hastalik
olusturmazlar, fakat kan, serebrospinal sivi veya idrar yoluna ulastiklarinda hastalik
etkeni olurlar (24,27). Spesifik serotiplere ait belirli suslar tiropatojen E. coli (UPEC)
veya meninjitle iliskili E. coli (MAEC) olarak siniflandirilirlar (24).

UPEC suslar1 kommensal E. coli suslarindan farklidir. Genellikle adhezinler,
sideroforlar (6rn:aerobaktin), kapsiil ve idrar yolu infeksiyonu patogenezinde rolii olan
toksinler gibi bir¢cok virulans faktorlerini kodlayan genleri barindirirlar. Bu genler
kromozomda yer alan ve patojenite adas1 adi verilen 6zel DNA bolgelerinde yer alirlar

(24,28).

Bakteriyemi ve meninjitle iligkili E. coli suslar1 insanlarda Gram negatif
bakterilerin etken oldugu bakteriyemi ve yeni dogan meninjitinin en sik rastlanilan
etkenlerindendir (24,26,33). Kan dolasimini infekte eden E. coli suslar siklikla konagin
immiin cevabindan kagmasim saglayacak virulans faktorlerine sahiptir. Bunlarin
arasinda bir¢ok adhezin (P,S ve M), siderofor (aerobaktin), kapsiil ve hemolizin yer alir.
Diger Gram negatif bakterilerde oldugu gibi, E. coli suglarmin da lipopolisakkaridi
(LPS) septik soka neden olabilen 6nemli bir patojenite faktoriidiir (24,26).

Belirli serotiplerden ve dzellikle K1 kapsiil antijenine sahip E. coli suslar1 sepsis
(septisemi etkeni E.coli suslarinin %40°1 K1 kapsiil antijenine sahiptir) ve yenidogan
meninjitine (meninjit etkeni olarak izole edilen E.coli suslarinin %75°i K1 antijenine
sahiptir) neden olurlar ve hastaligin agirlign K1 antijenin varligi ve miktar ile direkt
iligkilidir (25,29,33). Yenidogan meninjiti etkeni olarak izole edilen suslarin hem diger
patojen E. coli suslarinda bulunan hem de bu gruba 6zgii oldugu diisiiniilen S fimbriya,

kapsiil, aerobaktin gibi bir¢ok virulans fakoriine sahip oldugu gosterilmistir (24,26).



Barsak patojeni E. coli suslar1 kapsaminda alti farkli patogrup tanimlanmstir:
enteroinvazif E. coli (EIEC), enterotoksijenik E. coli (ETEC), enteropatojenik E. coli
(EPEC), enterohemorajik E. coli (EHEC), enteroaggregatif E. coli (EAEC), ve diffiiz
adheran E. coli (DAEC) (24,26,34).Her ne kadar bu gruplar birbirlerinden oldukca
farkli olsalar da patogenez ile ilgili olarak virulans o©zelliklerinin plazmitlerde
kodlanmasi,barsak mukozasiyla karakteristik etkilesimlerinin olmasi ve enterotoksin

veya sitotoksin iiretmek gibi bazi ortak temel dzellikleri bulunmaktadir (29).

EIEC suslarn, biyokimyasal, genetik ve patojenite agisindan Shigella cinsi
bakterilere ¢ok benzerlik gostermektedirler (24,33,34). EIEC infeksiyonunda goriilen
semptomlar Shigella infeksiyonlarinda goriilenlerden farksizdir ve her ikisinde de
infeksiyon bolgesi genellikle kolondur. EIEC suslarinda invazyon icin gerekli genler
plazmitte (pINV) tasinir. Bu genler patojenite icin gereklidir ve konak hiicre icine
salgilanan invazyon plazmit antijenleri adi verilen proteinleri kodlarlar  (24,26).
Kontamine olmus gidalar ve su infeksiyonun ana kaynagidir ve bulagsma fekal oral yolla

gerceklesir, fakat insandan insana bulagma da goriilebilir (24).

ETEC suslan1 gezgin diyarelerinin (gelismekte olan iilkelerde) etkenidir
(26,27,29,34). ETEC patogrubuna ait suslar bir veya daha fazla enterotoksin iiretmeleri
ile karakterizedir: sicakliga duyarl toksinler (LTI, LTII) ve sicakliga dayanikli toksinler
(STa, STb) (24,26,31,33). ETEC suslarmin bir diger tipik o6zelligi, kolonizasyon
faktorleri, kolonizasyon faktor antijenleri (CFA), coli yiizey antijenleri (CSAs) de
denilen fimbriya ile barsak epitel yiizeyine tutunmalaridir (24,26). Insanlardan izole
edilen ETEC suslarinda 20’den fazla farkli antijenik yapiya sahip kolonizasyon faktorii
tanimlanmistir (26). Enterotoksinleri kodlayan genler plazmitte yer alirlar ve bu plazmit
ayn1 zamanda adhezinleri (CFAI, CFAII, CFAIIl) kodlayan genleri de barindirabilir
(24,25,33). Bakteri bircok kolonizasyon faktdr antijeninin yardimiyla ince barsagin

proksimal kismina tutunur.Bulasma fekal-oral yolla gerceklersir (24).

EAEC suglart LT veya ST enterotoksin iiretmeyen ve Hep-2 hiicrelerine
agregatif adherans denilen farkli bir sekilde yapisan suslar olarak tanimlanirlar (24).
Hemen hemen her EAEC susu agregatif adheranstan sorumlu genler [agregatif
adhezyon fimbriya I (AAF/I) ve II (AAF/II)] ve aym zamanda EAEC sicakliga
dayanikli enterotoksin 1 (EAST-1)’i kodlayan geni barindiran 60MDa bir plazmit tagir
(24,29,34). EAEC suslart mukus salgisint arttirarak barsak epiteline tutunmus



bakterilerin mukus iceren bir biyofilm igerisinde tutulmalarim saglayabilir (26,33). Bazi
EAEC susar1 kromozomda kodlanan ve musinaz aktivitesinde, serum direncinde ve
hemagliitinasyonda rol oynadigi diisiiniilen Pic (barsak kolonizasyounda rol oynayan
protein) denilen bir protein iiretir ve salgilar (26). EAEC sulu ve siklikla mukuslu
diyareye neden olur ve gelismekte olan iilkelerde ¢ocuklarda kronik diyareye neden

oldugu bildirilmistir (25,26,29,33).

EPEC suslart siit cocugu diyaresinin en sik rastlanilan etkenlerindendir ve kiiciik
cocuklarda kronik diyareye yol acabilecegi bildirilmistir (26,29). EPEC patogenezinin
ilk basama@ plazmitte (EPEC adherans faktor (EAF) plazmidi) kodlanan bundle-
forming pilus (BFP) aracilig: ile barsak epiteline tutunmasidir (24,26).EPEC suslan
barsak mukozasina tutunur ve mikrovilluslarin yikimina ve karekteristik lezyonlarin
olugmasina neden olur (27,29). Bu lezyonlarin olusmasinda rolii oldugu diisiiniilen
bir¢cok gen LEE (locus of entercyte effacement) denilen bir patojenite adasinda kodlanir
(24,26); tip II salgilama sistemi (TTSS), bu salgi sistemince salgilanan efektor
proteinler (Esp vb) adhezin intimin, intimin reseptorii olarak is goren Tir (transloke
edilen intimin reseptorii) adi verilen protein olmak iizere EPEC patogenezinde rol

oynayan dort farkli unsuru kodlar (24,26).

EHEC suglart hemorajik kolit ve hemolitik iiremi sendromunun etkenidir
(25,29,31,35). E. coli O157:H7 hemorajik kolit ve hemolitik {iremi sendromunun en sik
rastlanilan serotiptir., bununla birlikte 026, O111, O145 ve diger baz1 O serogruplarinin
da etken olarak izole edildigi hatta baz1 iilkelerde O111:NM ve O26:H11 gibi O157 dis1
E. coli serotiplerinin etken olarak O157 serotipinden daha sik izole edildigi bildirilmistir
(29,35,36). Profajca kodlanan toksin (shiga benzeri toksin = verotoksin) iireten EHEC
suslar1 , verotoksin lireten E. coli (VTEC) veya Shiga benzeri toksin iireten E. coli
(STEC) denilen daha biiyiik bir grubun alt grubu olarak sayilabilir, EPEClerle benzer
sekilde epitel hiicrelerinde A/E (Attaching/effacing) lezyonlar1 olusturmalar1 ve
patogenezde rolil olan diger virulans faktorlerini (hemolizin, serin proteaz) tasiyan 60
MDa plazmit tagimalan ile karakterize edilirler (24,26,36). Bu bakteriler bir¢ok evcil ve
yabani hayvanin barsaklarinda bulunur, fakat 6zellikle koyun ve sigirlar bu patojenlerin
baslica rezervuarlanidir. Aym zamanda kuslar, atlar, kopek ve kediler gibi gevis
getirmeyen hayvanlardan da izole edilmislerdir (24). lyi pisirilmemis et, pastorize

edilmemis siit ve peynirlerin tiikketilmesinin yam sira kontamine sularin i¢ilmesi, infekte



hayvanlar ve diskilariyla temasla bulasir; insandan insana da bulasabildigi

bilinmektedir. (24,27)

Diffiiz adheran E. coli (DAEC ) yeni tanimlanan bir patogruptur ve ii¢ dzelligi
ile karakterize edilmektedir: HEp-2 hiicrelerine diffiiz sekilde tutunmasi, Afa/Dr
ailesine ait veya diffiiz adheransta rol oynayan adhezinlerin varligi ve diger E. coli
patogruplarinda goriilen virulans genlerinden yoksun olmasi (24,35). Diffiiz adheransda
dort farkli adhezinin rol oynadigi belirtilmistir (26). DAEC suslarinin etken oldugu
infeksiyonlarin klinik 6zellikleri hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir, bununla birlikte

sulu diyareye neden olabildikleri bilinmektedir (24,35).

2.1.2. Antibiyotiklere duyarhhk ézellikleri

Villa ve arkadaslarinin (37) ¢alismasinda bes yas alti cocuklarda diyare etkeni
olarak izole edilen ETEC, EAEC ve EPEC suslarinin %38’inin ¢ogul antibiyotik direnci
gosterdigi saptanmistir. Her ii¢ patogruptan E. coli suslarimin ampisilin, tetrasiklin ve
kloramfenikole yiiksek diizeyde direng gosterdigi fakat kinolonlara duyarli olduklari
belirtilmistir (37). Sang ve arkadaslarinin (38) yaptig1 calismada bes yas alt1 cocuklarda
diyare etkeni olarak izole edilen EAEC suslarinin ampisilin, tetrasiklin, eritromisin, ko-
trimoksazol ve amoksisilin/klavulanik asite direngli ve kloramfenikol, nalidiksik asit,
azitromisin ve sefuroksime duyarli olduklar1 gosterilmistir (38). Diyareli ¢ocuk
hastalardan izole edilen EAEC suslarinin incelendigi bir baska calismada izole edilen 55
EAEC susunun yaklagik %30’unun ampisilin ve piperasiline direng gosterdigi ve bu 55
sustan {licliniin genislemis spektrumlu beta laktamaz (GSBL) iirettigi belirtilmistir (39).
Chomvarin ve arkadaslarinin (40) yaptig1 calismada hazir gida iiriinlerinden izole edilen
IPEC suslarinin yaklasik %50’sinin en azindan bir antibiyotige direncli olup ve
ampisilin (%76), tetrasiklin (%70), ko-trimoksazol (%69) ve nalidiksik asite (%44)

yiiksek oranda direncli olduklar1 saptanmistir (40).

ECO.SENS projesi kapsaminda 17 iilkede toplumdan edinilmis komplike
olmayan iriner sistem infeksiyonu etkeni olarak izole edilen E. coli suslarinin
%42’ sinin denenen 12 antimikrobiyal maddeden bir veya daha fazlasina direncli oldugu
bildirilmis; ampisilin (%29,8) ve sulfametoksazole (%?24) direncin yaygin oldugu
belirtilmistir. Trimetoprim ve ko-trimoksazoliin, sirasiyla %14.8 ve %]14.1 olarak

bulunan diren¢ oranlartyla bu iki antibiyotigi takip ettigi bildirilmis; ko-amoksilav,



nitrofurantoin, fosfomisin, gentamisin, siprofloksasine direng¢ oranlarinin %3’iin altinda

oldugu belirtilmistir (41).

Herhangi bir infeksiyon sikayeti bulunmayan saglikli kisilerin digki
orneklerinden izole edilen E. coli suslarimin antibiyotiklere direncinin arastirildig
caligmalarda ampisilin direncinin %13-100 oraninda goriildiigii bildirilmistir. E. coli
infeksiyonu gegiren hastalarin idrar ve kan orneklerinden izole edilen E. coli suslarinin
antibiyotiklere duyarliliklarinin arastirildign caligmalarda ise ampisilin direncinin %36-

60 oraninda goriildiigii bildirilmistir (42).

Rusya’da Stratchounski ve arkadaslar (43) tarafindan 2006 yilinda yapilan bir
calismada 1998 ile 2001 yillar1 arasinda komplike olmayan {iriner sistem infeksiyonlu
hastalardan etken olarak izole edilen E. coli suslarinin %90’dan fazlasinin nitrofurantoin
(9%95,7), sefuroksim (%96,4) ve siprofloksasine (%95,5) duyarli oldugu , suslarinin
%37,1’inin ampisiline, %22,9’unun trimetoprime, %?21’inin ko-trimoksazole direng

gosterdigi saptanmistir (43).

Akram ve arkadaglariin (44) 2007 yilinda yaptig1 ¢alismada semptomatik idrar
yolu infeksiyonu etkeni E. coli suslarinin %34,4’iiniin GSBL iirettigi saptanmistir.
Ayrica E.coli suslarinin yarisindan fazlasinin (%55-85) ikinci (sefoksitin), ii¢lincii ve
dordiincii (sefepim) kusak sefalosporinlere, %51-73’iiniin aminoglikozidlere,
9%69’unun norfloksasine ve siprofloksasine, %80’inin nitrofurantoine ve %76’smin da

ko-trimoksazole direncli oldugu bulunmustur (44).

fran’da Mehrgan ve Rahbar tarafindan (45) 2007 yilinda yapilan calismada
hastanede yatan hastalardan toplanan cesitli klinik Orneklerden izole edilen E. coli
suslarinin = %67,2’sinin  GSBL iirettigi saptanmistir (45). Ispanya’da Romero ve
arkadaglarinin (46) 2007 yilinda yaptig1 ¢alismada ise 2001 ve 2004 yillar1 arasinda
cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 11.272 E. coli susunun 113’{iniin (%1) GSBL
iirettigi saptanmistir (46). Ocak 1998 ve aralik 1999 tarihleri arasinda yapilan SENTRY
Antimikrobiyal Siirveyans Programi kapsaminda cesitli klinik 6rneklerden izole edilen

1.377 E. coli susundan 100’iiniin GSBL iirettigi bildirilmistir (47).
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2.2. Staphylococcus aureus

2.2.1. Genel bilgiler

Stafilokoklar ilk kez Pasteur ve Koch tarafindan goézlenmis ve Kkiiltiirleri
yapilmistir; fakat stafilokoklarla ilgili ilk detayli calismalar 1881 yilinda Ogston ve
1884 yilinda stafilokoklarin ilk taksonomik siniflandirmasini saglayan Rosenbach

tarafindan yapilmistir ( 48,49).

Insanlarda 6n burun bosluklar1 ve perine, stafilokoklarin en virulan tiirii olan
Staphylococcus aureus’un baglica habitatlarindandir (48,50,51,52). Baz1 kaynaklara
gore saglikli kisilerin %20-40’1 hayatlarinin herhangi bir zamaninda S. aureus tasiyicisi
olmaktadirlar (51). Diger baz1 kaynaklar ise saglikli yetiskin populasyonun yaklagik
%20’sinin kronik tastyici, %60’ 1nin gegici tasityici ve geri kalan yaklasik %20’lik bir
populasyonun ise hayatlarinin hi¢ bir déneminde S. aureus tasiyicist olmadigini

belirtmislerdir (48).

Stafilokoklar, Gram pozitif, 0,5-1,5 um capinda kok seklinde bakterilerdir ve
hiicre boliinmesi birden fazla diizlemde gerceklestigi icin preparatlarda iiziim salkimi
seklinde kiimeler olusturmus halde goriilmektedirler (48,50,51,52). Spor olusturmazlar,
hareketsizdirler ve katalaz negatif anaerop alt tiir S.aureus subsp. anaerobius harig
katalaz enzimi iiretirler ve fakiiltatif anaeropturlar (48,49,50,51,52). Hemen hemen her
S.aureus susu sitrath plazmay: pihtilastiran koagiilaz enzimi iiretmektedir (50,51,52).
Basit besiyerlerinde kolaylikla iireyebilirler; yaygin olarak kullanilan secici besiyerleri
arasinda mannitol tuz agar, lipaz tuz mannitol agar, Columbia-kolistin-nalidiksik asit

(CNA) agar yer almaktadir (48,52).

S. aureus suslann organizmadan ilk izole edildiginde kapsiilludiir fakat
laboratuvarda (in vitro ortamda) pasajlar sirasinda kapsiillerini hizla kaybederler (49).
Bu kapsiil, serotiplerin tanimlanmasinda kullanilabilmektedir (49). S. aureus tiiriinde
kapsiil antijenlerine gore 11 serotip tamimlanmustir (53). Insanlardan izole edilen S.
aureus suslan genellikle mikrokapsiilliidiir ve infeksiyon etkeni olarak en sik serotip 5
ve 8 izole edilmektedir (48,49,53). Metisiline direngli S. aureus (MRSA) suslarinin
cogu da bu serotiplere dahildir (49). Kapsiiliin fagositozu engelleyerek S. aureus un

invazif 6zelligine katkida bulundugu diistiniilmektedir (49,53).

S. aureus monosakkaritler, proteinler ve kiigiik peptitlerden olusan gevsek ve

suda coziilebilen biyofilm adi verilen ekstraselliller bir madde (slime) tiretmektedir
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(48,53). Bu ekstraseliller madde bakterinin dokulara ve katater, prostetik kapak ve
eklemler gibi yabanci cisimlerin yiizeylerine tutunmasim saglamaktadir (48,53).
Biyofim {iiretimi ayrica bakteriyi antibiyotiklerin etkisine kars1 daha direncli kilmakta ve

immiin yanitin elemanlarinin bakteriye ulasmasin engellemektedir (48).

Bu bakterilerin hiicre duvar yapisinda bulunan teikoik asitler hiicre duvar1 kuru
agirliginin %30-50’sini olusturmakta ve fibronektine baglanarak stafilokoklarin mukoza

yiizeyine tutunmasini saglamaktadir (48,53).

S. aureus suslarinin yiizeyinde bulunan hiicre duvar ile iligkili diger adhezinler
arasinda fibronektin baglayici proteinler FnBPA, FnBPB, kollajen baglayan protein Cna
ve fibrinojen baglayan proteinler kiimelestirici faktor A ve B yer almaktadir (48). S.
aureus hiicreleri, kemik sialoproteinini baglayan protein Bbp, biyofilm iliskili protein

Bap, elastin baglayan protein EbpS gibi adhezinlere de sahiptir (48).

S. aureus suslarinca sentezlenen protein A (SpA) koagiilaz negatif
stafilokoklarda bulunmamaktadir ve IgGs hari¢ tim IgG ve IgA, ile baz1 IgM
molekiillerinin Fc kismini baglama o6zelligine sahiptir (49,51,53,54,55). Bu ozellik
sayesinde S. aureus hiicreleri konagin antikor aracili immiin yanitindan korunmaktadir

(49,51,53).

S. aureus suslarinda bagh (kiimelestirici faktor :CF) ve serbest olmak iizere iki
tip koagiilaz bulunmaktadir (53,55). Serbest koagiilaz, plazmada bulunan koagiilazla
reaksiyona giren faktor (CRF) ile etkileserek trombine benzer bir faktor olan
stafilotrombini olugturmaktadir (49,53,55). Bu faktor, fibrinojenin fibrine doniismesini
saglayarak pihtilasmaya neden olmaktadir (53,55). Kiimelestirici faktor ise CRF’e
gereksinim duyamadan dogrudan fibrinojene baglanarak fibrinojeni ¢oziilmeyen fibrine
doniistirmektedir (53). Her ne kadar koagiilazin bir virulans faktorii olduguna iliskin
dogrudan bir kanit olmasa da lokalize pihtilasmaya neden olarak plazma pihtis1 i¢inde

kalan bakterilerin fagositozdan korunmasin sagladig: diisiiniilmektedir (49,53).

Tiim stafilokoklar hidrojen peroksiti su ve oksijene doniistiiren katalaz enzimini
iiretmektedirler (49,53,54). Hidrojen peroksit toksiktir ve bakteri metabolizmasi
sirasinda veya fagositozun ardindan agiga cikmaktadir (53). Katalaz enziminin
bakterinin polimorf niiveli Iokositler (PNL)’in oldiiriicii etkisinden korunmasini

saglayarak virulansa katkida bulundugu diisiiniilmektedir (49).
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S. aureus suslarinin %90’dan fazlasi hiyaluronidaz enzimini iiretmektedir
(53,55). Bu enzim bag dokusunun aselliiler matriksinde bulunan hiyaluronik asitler ve
asidik  mukopolisakkaritleri  parcalayarak  bakterinin  dokularda  yayilmasini

kolaylastirmaktadir (53,54,55)

Stafilokinaz da denilen fibrinolizin hemen hemen her S. aureus susu tarafindan
iiretilmektedir (49,53). Stafilokinazin plazminojen ile olusturdugu kompleks plazmin
benzeri proteolitik aktiviteye sahiptir ve fibrini eriterek bakterinin dokular arasinda

yayilmasini saglamaktadir (48,49,53,54).

Tim S. aureus suslar bircok farkli lipazlar iiretmektedirler (53). Lipidleri
hidrolize eden lipazlar stafilokoklarin viicudun yagl bolgelerinde hayatta kalmalar i¢in
gerekmektedir (53,55). Bu enzimlerin stafilokoklarin kutandz ve subkutan6z dokulara
yerlesmesi i¢in ve yiizeyel deri infeksiyonlart (6rn. frunkiil, karbunkiil) olusturmalari

icin gerekli olduklan diistiniilmektedir (53).

S. aureus suglarmin koagiilaz negatif stafilokoklardan ayurt edilmesinde
kullanilan bir diger 6zelligi 1s1ya direngli niikleaz iiretmeleridir (53,55). S. aureus harig
diger baz1 stafilokok tiirleri tarafindan da iiretilen bu enzimin infeksiyon

patogenezindeki rolii bilinmemektedir (53).

S. aureus suslar1 bes sitolitik veya hiicre membranina hasar veren toksin (alfa,
beta, delta, gamma ve Panton-Valentine [P-V] Iokosidin), haslanmis deri sendromu
etkeni olarak izole edilen suslar iki eksfoliatif toksin (A ve B), besin zehirlenmesi
etkeni suslar sekiz enterotoksin (A-E, G-I), ve toksik sok sendromu etkeni suslar toksik

sok sendromu toksin-1 (TSST-1) iiretiler (53).
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2.2.2. Antibiyotiklere duyarhihk ézellikleri

1940’11 yillarin baslarinda penisilin S. aureus infeksiyonlarinin tedavisinde
basari ile kullanilmistir ancak penisilinlere direng ¢ok hizli bir sekilde ortaya ¢ikmis ve
penisiline direngli suslar yayginlasmistir (48,55). Gliniimiizde penisiline duyarli suglar
9%10’dan daha az oranda izole edilmektedir (53,54). Penisiline direnc, penisilinin beta-
laktam halkasin1 pargalayarak antibiyotigi inaktive eden penisilinaz (beta- laktamaz)
denilen bir enzimin iiretilmesiyle ortaya ¢ikmaktadir ve bu enzim S. aureus suslarinin
%901 tarafindan iiretilmektedir (53,54). Bu enzimi kodlayan genler plazmitte
tasinmakta ve boylelikle direng stafilokok suglart arasinda kolaylikla ve hizlica
yayginlagsmaktadir (53). Penisiline direngli suslarin bu kadar hizli orataya ¢ikmasi ve
yayginlagsmasi nedeniyle penisilinaza direncli metisilin gibi yar1 sentetik penisilinler
iiretilmeye baglanmistir (56). Fakat, 1961 yilinda metisilinin tedavi amagh kullanilmaya
baglanmasiyla birlikte aymi yil metisiline direngli S. aureus suslarinin etken oldugu
infeksiyonlar bildirilmistir ve S. aureus suslarinda metisiline ve beta-laktamazlara
direncli diger yar1 sentetik penisilinlere diren¢ yaygmlasmistir (48,56,57,58). 1980’1l
yillarda metisiline direncli S. aureus (MRSA) suslar1 hastanelerde problemlere yol
acmistir ve glinlimiizde de tiim hastanelerde MRSA suslar1t ciddi problem
olusturmaktadir (50). Kim ve arkadaslarinin (59) ¢alismasinda haziran 1999 ile ocak
2001 tarihleri arasinda klinik orneklerden izole edilen toplam 682 S. aureus susunun
9%64’tintin metisiline direngli oldugu ve metisiline direncgli suslarinin ¢ogunun birden
fazla antibiyotige diren¢ gosterdigi bildirilmistir. Hem metisiline duyarli S. aureus
(MSSA) hem de metisiline direngli S .aureus (MRSA) suslar arasinda penisiline direng
yiiksek oranda (sirasiyla %90,1 ve %100) belirlenmistir. MSSA suslarinin diger beta
laktam antibiyotiklere (sefazolin, sefuroksim, sefotaksim) genellikle duyarli (direng
oranlar sirasiyla %0, %2,1, %?2,9), MRSA suslarinin ise yiiksek oranda direncli (direng
oranslar sirasiyla % 97,8, %99,6, %99,5) oldugu saptanan bu ¢alismada incelen tiim S.

aureus suslar1 vankomisin, teikoplanin ve linezolide duyarli bulunmuslardir (59).

Begyiizaltis1  toplumdan edinilmis infeksiyonlardan, 68’i nozokomiyal
infeksiyonlardan toplam 574 S. aureus susunun antimikrobiyal maddelere
duyarhiliklarimin arastirilldigi bir ¢alismada suslarin %6,27°sinin metisiline direncli
oldugu ve metisilin direnci bakimindan toplumdan edinilmis infeksiyonlardan izole
edilen suslar (%6,5) ile nozokomiyal infeksiyonlardan izole edilen suslar (%4,4)

arasinda anlamli bir fark olmadigr saptanmistir. Birgok MRSA susunun c¢ogul
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antibiyotik direnci gosterdigi belirtilmistir. Tetrasiklin (MRSA suslarinda %75, MSSA
suslarinda %54,6), ko-trimoksazol (MRSA suslarinda 38,9, MSSA suslarinda %14,9) ve
eritromisin (MRSA suslarinda %33,3, MSSA suslarinda %12,8) direncinin yaygin

oldugu ve izole edilen suslarda glikopeptid direncine rastlanmadigi bildirilmistir (60).

Asya-Pasifik bolgesinde sekiz iilkede 2003-2004 yillar1 arasinda SENTRY
Antimikrobiyal Siirveyans Programi kapsaminda izole edilen 1257 S. aureus susunun
%38,2’sinin oksasiline direngli oldugu saptanmistir. Oksasiline duyarli S. aureus
suslar1 denenen antibiyotiklere genellikle duyarli bulunmus, en yiiksek diren¢ orani
9%13,2 ile eritromisin i¢in saptanmistir. Oksasiline direngli suslarda en yiiksek direng
oran1 %92,7 ile eritromisinde saptanmis ve %83,9 ile levofloksasin, %64,6 ile
tetrasiklin, %64,4 ile klindamisin ve %33,7 ile ko-trimoksazol diren¢ oranlari
bakimindan eritromisini takip etmistir. Daptomisinin MRSA ve vankomisinw orta
seviyede heterojen diren¢ gosteren S. aureus (hVISA) suslar dahil olmak iizere S.

aureus suglaria kars1 ¢ok etkili oldugu saptanmustir (61).

Glikopeptid antibiyotikler vankomisin ve teikoplanin hiicre duvan sentezinin
transglikolizasyon ve transpeptidasyon basamaklarim1 engellemektedirler (48).
Vankomisin  MRSA  suslarinin  etken oldugu infeksiyonlarin  tedavisinde
kullanilmaktadir (48,57). S. aureus suslar1 vankomisin direnci bakimindan ii¢ kategori
altinda toplanmustir (48) :Vankomisine orta seviyede diren¢ gosteren S. aureus (VISA)
suslari, vankomisine orta seviyede hetorojen direng gosteren S. aureus (hVISA) suslan

ve vankomisine direncli S. aureus (VRSA) suslar (48).

[k kez 1996 yilinda Japonya’da vankomisine orta seviyede direng gosteren bir
S. aureus susu izole edilmistir (48,57). 2003-2004 yillar1 arasinda Israil’de Maor ve
arkadaglar1 (62) tarafindan 264 hastanin kan Kkiiltiirlerinden izole edilen MRSA
suslarinin %6’sin1 hVISA olarak tanimlamislardir (62). Sancak ve arkadaslarinin (63)
calismasinda 1998-2001 yillar1 arasinda klinik 6rneklerden izole edilen 256 MRSA
susunun 46’sinin hVISA oldugu saptanmis ve hVISA prevalansinin 1998’de %1,6’dan
2001 yilinda %36’ya yiikseldigi belirtilmistir (63). Ilk VRSA susu 2002 temmuzunda
Michigan’dan bildirilmistir (48,64). 2002 yilindan bugiine ABD’de yedi VRSA susu
bildirilmistir (64). Vankomisin beta laktam antibiyotiklerle karsilastirildiginda
stafilokoklara karsi daha az etkili bir antibiyotiktir (57). Endokardit olgularinda tedavide
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basarisizlik orani1 vankomisin i¢in %10-20 iken beta laktamlarda bu oran %35-10’dur

(57).

Florokinolonlara direncin ¢ok hizli gelismesi ciddi S. aureus infeksiyonlarinda

bu ilaclarin tek baslarina kullanilmalarini sinirlamaktadir (57).

Gentamisin, netilmisin ve tobramisin stafilokoklara karsi en etkili
aminoglikozitlerdendir. Diren¢ sorunu nedeniyle tedavide tek baslarina
kullanilmamaktadirlar. Metisiline diren¢li bir ¢ok S. aureus susu aminoglikozidleri
modifiye eden enzimler iliretmektedirler ve boylelikle aminoglikozidlere de direng

gostermektedirler (57,65,66).

2.3. Bakteriler ve hormonlar

Yaklasik 80 yil once ilk kez epinefrinin saflastirilmasi ile endokrinolojide yeni
bir cag baslamistir. 1920’lerin sonlarinda epinefrinin c¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaya baslanmasinin hemen ardindan epinefrin kullamimiyla iliskili sepsis
vakalar1 bildirilmistir. Bu konuyu arastiran ¢alismalarda sepsis gelisimi, epinefrin
uygulamasi sirasinda kullanilan cam enjektorlerin kontaminasyonuna baglanmistir;
ancak, infeksiyon etkeninin infeksiydz dozunun epinefrin tedavisi uygulanan hastalarda
daha diisik olmast bu durumun basit bir kontaminasyonla aciklanamayacagini
gostermistir. Bu gibi arastirmalar ve deneysel calismalarin sonuclari hormonlarin
infeksiyon siirecini etkileyebildigini gostermis, fakat uzun zaman bu etkinin sadece

hormonlarin immiin sistemi baskilamalarindan kaynaklandigi diistintilmiistiir (2).

Bakteri infeksiyonlarma eslik eden norofizyolojik degisikliklerle ilgili bir ¢ok
calismada elde edilen en carpict gbzlem plazma ve doku katekolaminlerinin (6zellikle
de norepinefrin) seviyelerinin infeksiyon siddetinin ilerlemesine paralel olarak artmasi

olmustur (3,4,5,6).

1981°de LeRoith ve arkadaslari (11) E. coli’de insulin, 1982’de LeRoith ve
arkadaslant (12) Tetrahymena pyriformis’de kortikotropin, 1985’de Le Roith ve
arkadaslar1 (13) Bacillus subtilis’de ve 1987°de Pan ve arkadaslan (14) Plasmodium
falciparum ‘da somatostatin ve 1986’da Schar ve arkadaslar1 (15) Trychophyton
mentagrophytes’de progesteron varligin1 gostermislerdir. Birgok diger hormon ve ilgili

reseptorleri de cgesitli mikroorganizmalarda gosterilmistir (10); bakterilerin hem hormon
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sentezlediginin hem de hormonlara ait reseptorleri baridirdiginin gosterilmesiyle

mikrobiyal endokrinoloji kavrami ortaya atilmis ve ¢alismalar hizlanmistir.

Bir zamanlar sadece omurgalilarda varlolduklari diisiiniilen hormonlarin dogada
cok yaygin oldugu (bitki, bécek ve baliklar) bildirilmistir Bu yaygin dagilim , evrim
stirecinde mikroorganizmalarin bu hormonlarla karsilagmalar1 ve onlar1 tanima ve
sentezleme mekanizmalart gelistirmeleri icin c¢ok zamanlart olmus oldugunu

gostermektedir (2).

Mikroorganizmalarin da hormon sentezleyebilmeleri ve bu hormonlara ait
reseptorlere  sahip  olmalari,  mikroorganizmalarn  konak  hormonlardan
yararlanabildiklerini ve hormonlarin, mikroorganizmalarin ¢evrelerini tanimalarinda,
cevrelerine yanit olusturmalarinda ve mikroorganizmalar arasi haberlesmede rol
oynayarak virulans faktorlerinin ekspresyonunda, mikroorganizmalarin iireme

kinetiklerinde ve ekolojik iliskilerinde etkili olduklan diisiiniilmektedir (2).

2.3.1. Katekolaminler

Katekolaminler adrenal medullanin kromaffin hiicreleri basta olmak iizere kalp,
karaciger, bobrek, gonad, postganglionik sempatik sinir sisteminin adrenerjik néronlar
ve merkezi sinir sisteminde sentezlenmektedir (67). Adrenal medullada sentezlenen
katekolaminlerin %80’ini epinefrin, %16’sin1 norepinefrin ve %4’ iinii dopamin
olugturmaktadir (67,68,69). Epinefrin, adrenal medulla disindaki dokularda
sentezlenmezken, norepinefrinin ¢ogu (%80’i) post ganglionik sinir uglarinda

sentezlenir (67).

Katekolaminler (dopamin, norepinefrin, epinefrin) tirozin aminoasidinden
tiirevlenen bilesiklerdir ve organizmanin anormal durumlara karsi uyum saglamasinda
etkilidirler (67,68,70). Stres durumlarinda sempatik sinir sistemi ve adrenal medulladan
olusan sempatoadrenal sistem adi verilen bir sistem devreye girmektedir (68). Fiziksel
aktivite, asir1 soguk, hipoglisemi, korku ve heyecan gibi duygusal uyarilar bu sistemi
uyaran etkenler arasinda sayilabilir (68). Viicudun bu gibi stres kosullarina uyum
saglamasinda, salinimi uyarilarak etkileri ¢cok hizli baslayan ancak birka¢ dakika gibi,

cok kisa bir siire devam eden katekolaminler nemli rol oynamaktadir (68).
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2.3.1.1. Katekolaminler ve bakteriler arasindaki iliskiler

Memelilerde stres durumuna nérofizyolojik yanit olarak epinefrin (esas olarak
bobrek {iistli bezinden) ve norepinefrin (baslica parasempatik sinir sisteminden)
salgilanmaktadir (2). Ilk kez 1930 yillarin baslarinda katekolamin stres hormonlarinin
infeksiyon siirecinde rol oynadiklari one siiriilmiistiir (2,71). Stresin, infeksiyon iizerine
etkisi yliz yili agkin bir siiredir bilinmektedir, ancak infeksiyona karsi duyarliligi hangi
mekanizmalarla nasil degistirdigi hala tam olarak anlagilamamistir (2,72). 1992 yilinda
katekolaminler gibi stres ile iligkili noroendokrin hormonlarin bakterilerin iiremesi
iizerine direkt etkisinin ele alindig ilk calismada Gram negatif bakterilerin iireme
hizlarmin ~ katekolaminlerin varhiginda arttigi bildirilmistir. (16). Ilerleyen yillarda
bakterilerin noroendokrin hormonlara yanit verdigi fikrinden yola c¢ikan deneylerle
norepinefrinle muamele edilmis Gram negatif bakterilerin tireme hizlarinin ve virulans

faktorlerinin ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (2,16,18,19).

1992 yilinda ilk kez Lyte ve Ernst (16) tarafindan katekolaminlerin bakterilerin
iiremesi iizerine direkt etkisinin gosterilmesiyle katekolaminlerle bakteriler arasindaki
etkilesimin infeksiyon patogenezini direkt etkileyebilecegi teorisi ortaya atilmistir
(8,9,71). lerleyen yillarda yapilan cahismalarda katekolaminlerin Aeromonas
hydrophila (73), K. pneumoniae (74) P. aeruginosa (74,75), Y. enterocolitica (16,71),
S. enterica (76), Campylobacter jejuni (77) Listeria spp. (78), Bordetella (79) ve
Staphylococcus spp. (80) dahil olmak iizere bircok Gram pozitif ve Gram negatif

bakterinin liremesini stimiile ettigi gosterilmistir.

Nakano ve arkadaslarinin (81) yaptig1 ¢alismada serum eklenmis minimal tuz
besiyerinde (SAPI) besiyerinde norepinefrinin V.parahaemolyricus, V.mimicus
tiirlerinin iiremesini tesvik ettigi ve olasilikla virulansin diizenlenmesinde rol oynadigi

gosterilmistir.

Norepinefrin, epinefrin ve dopaminin bakterilerin tiremesini stimiile etmesinin
yam sira virulans ile iliski faktorlerin ekspresyonunu ve otoindiikleyiciler gibi
maddelerin iretimini arttirdigin1 belirten caligmalar  katekolaminlerin infeksiyon
patogenezinde 6nemli rol oynayabilecekleri diisiindiirmiistiir (71,73,75,82,83,84,85,86).
Cogan ve arkadaslar1 (77) demirce fakir ortamda norepinefrinin C.jejuni suslarinin
ireme hizlarini, hareketliliklerini ve Caco-2 hiicrelerini invazyonunu arttirdigini

gostermislerdir (77).



18

2007 yilinda Bansal ve arkadaslar1 (87) tarafindan yapilan bir calismada
epinefrin ve norepinefrinin EHEC susglarinin hareketliligini,biyofilm olusturmasini ve

epitel hiicrelere adheransini arttirdig gosterilmistir.

2001 yilinda Neal ve arkadaglarinin (80) yaptiklar1 bir ¢alismada yogun bakim
iinitelerinde siklikla kullanilan ilaclarin serum igeren minimal besiyerinde (serum-
SAPI) S. epidermidis suslariin iiremesini etkileyebilme yetenekleri arastirilmis; yogun
bakim iinitelerinde rutin olarak intravendz infiizyon ile verilen inotropik katekolaminler
(epinefrin, dobutamin, dopamin, isoprenalin, norepinefrin) ve katekolamin olmayan
diger baz1 ajanlarin (hidroksikortizon vs) koagiilaz negatif stafilokoklarin iiremesini
carpici sekilde tesvik ettigi gosterilmistir (80). 2003 yilinda Lyte ve arkadaslarinin (86)
caligmasinda da viicuda intravendz kateterler yoluyla inotropik katekolaminlerin
verilmesinin S. epidermidis suslarinin {iremesini ve biyofilm olusturmasini stimiile
ettigi bildirimistir ( 86).

1997 yilinda Lyte ve Nguyen (7) tarafindan yapilan bir calismada ilk kez
norepinefrinin patojen bir bakteride (E. coli O157:H7) genetik degisimleri indiikledigi
gosterilmistir. Elde edilen sonuglar 1s18inda konagin néroendokrin ortaminin infeksiyon
etkeninde genetik degisikliklere ve olasilikla patojenitedeki degisikliklere yol acan

cevresel sinyaller olarak rol oynadigi 6ne siirtilmiistiir (7).

Norepinefrinin E.coli O157:H7 suslarmin virulans ile iliskili genlerinin
ekspresyonuna etkisinin microarray yontemiyle arastirildigi  bir caligmada
norepinefrinin stx/, stx2, eae, marB, LEE iliskili ve demir metabolizmasinda goérev
alan genlerin ekspresyonunu arttirdigi; bunlarin yani sira norepinefrin muamelesinden
sonra demir alimu ile iligkli transkriptlerinin ekspresyonunun azaldigi ve asit direncinin

indiiklendigi gosterilmistir (88).

Katkolaminlerin bakteriler lizerindeki etkileri sadece in vitro ortamda degil ayn1
zamanda in vivo ortamda ve ex vivo doku sistemleri kullamilarak da
incelenmistir.Deneysel hayvan modelinde kismi hepatektomi ile stres olusturulan
hayvanlarda , stres olusumunu izleyerek barsak liimeninde norepinefrin seviyelerinin

arttif1 ve bu artigla birlikte es zamanh olarak deneysel infeksiyon etkeni

P. aeruginosa’nin mukozaya adhezyonunun arttig1 gézlenmistir (89).
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Bakterilerin barsak igindeki etkilesimlerini inceleyebilmek icin ex vivo doku
sistemi kullanilarak yapilan bir ¢alismada stres durumunu taklit etmek icin enterik
sinirlerin norepinefrin veya dopaminle uyarilmasinin E. coli O157:H7’nin ¢ekum
epiteline adheransini artttirdigir ve bu durumun 6nceden adrenerjik reseptor antagonisti
verilmesiyle Onlenebilecegi gosterilmis ve katekolaminlerin in vivo etkilerinin
arastirildigi tiim bu caligmalar konak hormonlarinin sadece immun sistemi diizenleyerek
degil ayn1 zamanda direkt infeksiyon siirecini etkileyerek de bu siiregte rol oynadiklarini

belirtilmistir (90).

Insanlarda  gastrointestinal sistemde bulunan toplam mikroorganizma
populasyonunun memeli hiicrelerinin toplam sayisindan fazla oldugu tahmin
edilmektedir (91). Enterik sinir sisteminin 100 milyondan fazla néron igerdigi ve bu
noronlarda yiiksek miktarda norepinefrin gibi noroendokrin hormonlarin sentezlenip
salgilandigi (2) diisiintildiiglinde, barsakta yasayan cok say1 ve cesitlilikteki
mikroorganizmanin normal ekolojilerinin enterik sinir sisitemindeki noronal aktiviteden

etkilenip etkilenmedigi sorusu akla gelmektedir.

Selektif norotoksin 6-hidroksi dopaminle (6-OHDA) yapilan bir ¢alismada
konagin norofizyolojik durumunun barsak mikroorganizma populasyonunu ciddi bir
sekilde etkiledigi gosterilmistir. Bu norotoksin norepinefrin iceren adrenerjik sinirlerin
yikimina neden olmaktadir. 6-OHDA uygulamasindan 24 saat sonra toplam bakteri
sayisinin artmastyla beraber hem ¢ekum hem de mukoza duvarinda ¢ogu E. coli olmak
iizere Gram negatif bakteri populasyonunda birkac kat artis gozlenmistir. ilk defa bu
caligmada  gastrointestinal sistemin  noroendokrin ortamindaki degisikliklerin
(norotoksin uygulmasiyla noradrenalin diizeyinin artmasi) bakteri florasinin normal

say1sin1 ve dagilimint bozdugu in vivo deneylerle gosterilmistir (92).

Katekolaminlerin in vitro ve in vivo ortamda kommensal ve patojen bakteriler
tizerindeki bu etkilerine ek olarak bakteriler arasindaki iletisimin saglandigi quorum
sensing ( QS )sistemleri arailifiyla da gen ekspresyonunu diizenledikleri gosterilmistir.
EHEC suslarinda LEE genlerinin, kirpik regulonunun ve toksin (Stx) kodlayan
genlerin transkripsyonu QS sitemi aracilifiyla aktive edildigi belirtilmistir (93,94). QS
sistemi [uxS geninin varligina bagimhidir ve yapilan ¢alismalarda EHEC suslarinda tiim
bu virulans faktorlerinin AI-3 denilen ve sentezi LuxS enzimine bagimli olan bir

otoindiikleyici tarafindan aktive edildigi gosterilmistir (93,94). Bu AI-3 QS sisteminin
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ayni zamanda memeli hormonlar1 epinefrin/norepinefrin ile alemler aras1 haberlesmede
rol oynadig belirtilmistir (95,96). Sperandio ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismalarda bir
memeli hormonu olan epinefrinin Al-3’tin yerine gecerek LEE genlerinin
transkripsyonunu, tip III salgilama sistemi (TTSS)'ni  aktive ettigi ve Hela
hiicrelerinde A/E lezyonlarinin olugmasimi sagladigi gosterilmistir  (94,97). QS
tarafindan kontrol edilen genlerden kirpik genlerinin ekspresyonunun da epinefrin ile
indiikledigi gosterilmistir (94). Sperandio ve arkadaslari tarafindan yapilan bu
calismada (94) memeli hormonlarindan hem epinefrin hem de norepinefrinin
bakterilerin QS sistemi ile etkilesime girerek EHEC suslarinda virulans genlerinin

ekspresyonunu diizenledikleri one siiriilmiistiir (94,97).

luxS sisteminin bakteriler arasindaki yaygin dagilimi, luxS QS sisteminin
mikroflora ile konak arasindaki iletisimi saglamak amaciyla evrimlestigini , fakat EHEC
suslan tarafindan virulans genlerinin aktivasyonunda kullanildigim1 diisiindiirmektedir
(94). Boylelikle [uxS sistemi , EHEC suslarint /uxS QS sistemine sahip ¢ok sayida
kommensal E .coli, Enterococcus, Clostridium ve Bacterioides suslarinin bulundugu
kalin barsaga ulastiginda uyarmaktadir (94). Bu ¢alismada elde edilen bulgular, hem
Al-3 hemde epinefrinin ayni reseptor tarafindan tamindigimmi gostermektedir (94).
Sonrasinda yapilan calismalarda bu reseptoriin bir sensor kinaz olan QseC oldugu ve
hem barsak florasinin iirettigi AI-3 hem de konagin epinefrin/norepinefrin hormonlarini
algiladigl, aym1 zamanda o-adrenerjik antagonistlerin bu sinyal molekiillerine QseC
yanmitint spesifik olarak engelleyebildikleri gosterilmistir (95). 2007 yilinda Sperandio
ve Kendall (96) tarafindan yapilan ¢calismada EHEC suslarinda LEE ve kirpik ile ilgili
genlerin QS mekanizmasiyla diizenlendigi ve bu regiilasyonda kommensal barsak
floras1 tarafindan {iretilen AI-3 ve /veya konak tarafindan iiretilen epinefrin ve

norepinefrin hormonlarinin gérev aldiklar1 gosterilmistir.

Katekolaminlerin boylesi direkt etkileri infeksiyon siirecine stresin etkisini
aciklamakta ve infeksiyon hastaliklarinin patogenezinde mikrobiyal endokrinolojinin

roliinii gostermektedir.

Baska hormonlarin bakterilerin antibiyotiklere duyarliliklarim1 degistirdigini
gosteren caligmalarin varli§ina karsin , mikroorganizmalar lizerine direk etkisi ile ilgili

bircok c¢alisma yapilmis olan katekolaminlerin bakterilerin antibiyotiklere
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duyarhiliklart ozelliklerine  etkisi iizerine yapilmig bir arastirmaya tarafimizdan

rastlanmamustir.

Bu bilgiler ¢ikis noktasi olarak alinarak , epinefrin ve norepinefrinin bircok
infeksiyon hastaligindan etken olarak izole edilen E. coli ve S. aureus suslarinin
antbiyotiklere duyarliliklar {izerine olasi etkilerinin arastirllmasi amaglanmis olan
calisgmamizda elde edilecek bulgularin e hormonlarin etkisine ait bilgilere 6zgiin bir

katki saglanmasi beklenmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Suslar

Cesitli klinik 6rneklerden izole edilmis bes metisiline duyarl S. aureus (MSSA)
ve bes metisiline direngli S. aureus (MRSA) ve besi genislemis spektrumlu beta
laktamaz (GSBL) iireten on E. coli susu incelenmistir. Suslar — 70 %C’de saklanmakta
olup deney asamasinda triptik soya agardaki (TSA) 24 saatlik kiiltiirlerinden

yararlanilmigtir.

E. coli suslarmin identifikasyonlari , deneylerden once , Gram boyama (Gram
negatif comak) , glikoz, laktoz ve sukroz fermentasyonu (pozitif) , indol iiretimi
(pozitif), Voges-Proskauer deneyi (negatif) , lizin dekarboksilaz enzimi varligi (pozitif),
iire hidrolizi ( negaitf ), tek karbon kaynagi olarak sitrat kullanimi (negatif ) ve hareket

( pozitif ) 6zellikleri acisindan incelenerek dogrulanmistir. (98).

E. coli suslarinda GSBL iiretimi seftazidim (30 ug), seftazidim/klavulanikasit
(30/10 pg) ve sefotaksim (30 pg), sefotaksim/klavulanik asit (30/10 pg) diskleri
kullanilarak cift disk sinerji yontemi ile aragtirilmistir. flacin zon capinin klavulanik asit
ile test edildiginde tek basina test edilmesine gore bes mm veya daha fazla arttif
suslarda GSBL iiretimi dogrulanmistir. GSBL iiretmedigi bilinen E.coli ATCC 25922

susu negatif kontrol olarak kullanilmistir ( 99).

S. aureus suglarinin identifikasyonlart , Gram boyama (Gram pozitif kok)
katalaz enzimi varlig1 (pozitif) , sicakliga dayanikli niikleaz enzimi varligi (pozitif)
glikoz veya piruvattan asetoin iiretme yetenekleri (pozitif) incelenerek dogrulanmistir

(50,100).

S. aureus suglarinda metisilin direnci 30 pg’lik sefoksitin diskleri kullanilarak
disk difiizyon yontemi ile aragtirilmistir ve bu yontemle inhibisyon zon cap1 19 mm
veya daha altinda bulunan suslarin metisiline direngli olduklari, 20 mm veya daha genis
inhibisyon zon c¢api1 olusan suslarin ise metisiline duyarli olduklar1 dogrulanmistir.
Metisiline duyarli olduklar1 bilinen S. aureus ATCC 29213 ve S.aureus ATCC 25923

suslar1 negatif kontrol olarak kullanilmistir (99).

Kontrol suslar E.coli ATCC 25922 (KUEN 108), S. aureus ATCC 29213
(KUEN 1516) ve S.aureus ATCC 25923 (KUEN 705) Istanbul Tip Fakiiltesi
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Mikroorganizma ve Kiiltir Koleksiyonlar1 Arastirma ve Uygulama Merkezi

(KUKENS)’inden temin edilmistir.

3.2. Hormonlar

Norepinefrin (Sigma, Almanya) ve epinefrin (Sigma, Almanya) soliisyonlari
deneylerden 30 dakika once distile su icerisinde hazirlanmistir. Deneylerde kullanilmak
tizere her hormon i¢in ii¢ farkli konsantrasyonda (0,1 mM, 1mM, 2mM) soliisyonlar

hazirlanmustir.

2 mM’lik epinefrin soliisyonu igin 13,332 mg epinefrin 20 ml distile su
igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir. Hazirlanan bu soliisyon 0,2 wm por cap1 siringa tipi filtre
araciligiyla steril edilmistir. 1 mM’lik epinefrin soliisyonu steril distile su ile 2 mM’lik
steril epinefrin soliisyonunun 1:1 oraninda sulandirilmasiyla elde edilmistir. 0,1 mM’lik
epinefrin soliisyonu ise 1 mM’lik epinefrin soliisyonunun steril distile su ile 10 kat

sulandirilmasiyla elde edilmistir.

2 mM’lik norepinefrin soliisyonu i¢in 13,348 mg norepinefrin 20 ml distile su
icerisinde ¢oziindiiriilmiistiir. Hazirlanan bu soliisyon 0,2 wm por cap1 siringa tipi filtre
araciligiyla steril edildikten sonra yukarida anlatildigi gibi sulandirilarak 1 ve 0,1

mM’lik norepinefrin soliisyonart elde edilmistir.

3.3. Antibiyotikler

Calismamizda amikasin (Eczacibasi ila¢ sanayi, Tiirkiye), ampisilin/sulbaktam
(Fako ilaclari, Tiirkiye), ko-trimoksazol (Roche, Tiirkiye), sefotaksim (Eczacibasi ilag
sanayi, Tiirkiye), siprofloksasin (Eczacibasi ila¢ sanayi, Tiirkiye), tetrasiklin (Eczacibasi

ila¢ sanayi, Tiirkiye) ve vankomisin (Sigma, Almanya) kullanilmistir.

Antimikrobik ila¢ stok c¢ozeltileri en az 1000 pg/ml’lik konsantrasyonda veya
test edilen konsantrasyonun on kati konsantrasyonda ilag iireticisinin Onerileri dikkate
almarak hazirlanmistir. Steril stok cozeltiler kiiciik hacimler halinde eppendorf tiiplere
paylastinilarak -70 C’de saklanmistir. Cozeltiler gereksinim oldugunda eritilip ayn1 giin

kullanilmustir (99).

Her antimikrobik ila¢ icin denenecek konsantrasyonlar Clinical and Laboratory

Standarts Institute (CLSI) tarafindan belirtilen sinir degerlere gore belirlenmistir.
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3.4. Antibiyotiklere duyarhlik deneyleri
Suslarin  hormon varliginda ve yoklugunda antibiyotiklere duyarlilik

deneyleri CLSI Onerileri dogrultusunda yapilmistir (99).

3.4.1. Mikrodiliisyon deneyi icin inokiillum hazirlanmasi

Inokiilum hazirlanmasinda dogrudan koloni siispansiyon yontemi kullamlmistir.
Triptik soya agar besiyerine saf kiiltiirden ekim yapilip 18-24 saatlik inkiibasyondan
sonra tek diismiis kolonilerden dogrudan serum fizyolojik icinde siispansiyon

yapilmistir (99).

Siispansiyon yeterli 1s1kla iizerinde siyah ¢izgiler bulunan beyaz bir kart 6niinde
0,5 Mc Farland tiipii ile karsilastirilarak 0,5 Mc Farland bulanikliina es deger
bulanikliga ayarlanmistir (99).

3.4.2. Mikrodiliisyon deneyi

Mikroplagin kuyucuklarina 90’ar pl katyonu ayarlanmig Muellen-Hinton sivi
besiyeri dagitildiktan sonra ilk kuyucuklara 90’ar ul antimikrobik ¢ozelti ilave edilmis
ve seri diliisyon yapilmistir. Pozitif kontrol hari¢ her kuyucuk 90 pl sivi besiyeri-
antimikrobik ¢ozelti icermistir, pozitif kontrol kuyucuklarinda ise sadece 90 pl sivi

besiyeri koyulmustur (99).

inokiilasyondan sonra her kuyucukta yaklasik 5X10° CFU/ml olacak sekilde
inokiillum elde etmek icin ayarlanmig inokiilum siispansiyonu 15 dakika i¢inde 1:10
oraninda serum fizyolojik icinde sulandirilmistir. Kontrol minimum inhibitor
konsantrasyon (MiK) degerleri bu siispansiyondan 90 ul sivi besiyeri-antimikrobik
cozelti iceren kuyucuklara 5 pl koyularak ve bdylece bakterinin son test konsantrasyonu

yaklasik 5X10* CFU/kuyucuk olmasi saglanarak belirlenmistir.

Hormon varliginda MIK degerlerinin belirlenmesi icin ise serum fizyolojik
i¢inde 1:10 oraninda sulandirilmis inokiiliim siispansiyonu daha 6nce hazirlanmis olan
hormon soliisyonlar1 ile 1:1 oraninda karistirtlmistir. Bu hormon ve bakteri igeren
karisimdan 10 pl alinip 90 pl s1vi besiyeri-antimikrobik ¢ozelti iceren kuyucuklara ilave
edilmistir ve bdylece bakterinin son test konsantrasyonunun yine yaklasik 5X10*
CFU/kuyucuk olmasi saglanmistir . inokiiliim siispansiyonlar1 negatif kontroller haric

her kuyucuga inokiile edilmistir (99).
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inokiile edilmis mikrodiliisyon plaklar1 35 °C’de 16-20 saat siire ile aerop
kosullarda etiivde inkiibe edilmistir. Tum kiiltirde ayni inkiibasyon sicakliginin

saglanmasi icin, mikrodiliisyon plaklar tist iiste dortten fazla dizilmemistir (99).

Uremenin olmadig en diisiik konsantrasyon MIK olarak belirlenmis ve CLSI’da

verilen kriterlere gore duyarli/ortaduyarli/direngli olarak yorumlanmustir (99).

Her sus icin denenen her antibiyotigin hormonsuz ortamda elde edilen MIK
degerleri ile farkli konsantrasyonlarda hormon varliginda elde edilen MiK degerleri
karsilasgtirilarak hormon varligmin  uygulanan bu yodntemle suslarin antibiyotiklere

duyarliliklarinda herhangi bir degisikliklige neden olup olmadig1 degerlendirilmistir.

3.5. Istatistiksel analiz
Sonuglarin istatistiksel degersendirmeleri Kruskal Wallis tek yonlii varyans

analizi yontemi uyarinca gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Epinefrin ve norepinefrinin E. coli suslarimin antibiyotiklere duyarhliklari
iizerine etkileri

Epinefrin ve norepinefrinin antibiyotiklerin E. coli suslar iizerindeki MiK’unda
susa, hormona, hormon konsantrasyonuna ve antibiyotige bagli olarak ya iki kat
degisiklige neden oldugu ya da hi¢bir degisiklige neden olmadig1 gézlenmistir (Tablo
4.1).Suslara ait gesitli antibiyotiklerin MIK dagilimlar;, MIK araliklart ve MiKy, ‘lar1
Tablo 4.2 ve 4.3 ’de gosterilmektedir.

Amikasinin MiKgy ‘tnmn 50 uM ve 100 uM epinefrin varliginda iki kat arttig1 ve
100 uM epinefrin varhginda amikasinin MIK araligmin 0,5-16’dan 1-16’ya degistigi

saptanmistir.

Siprofloksasinin MIK araligmin 5 uM, 50 uM ve 100 uM norepinefrin
varliginda 0,008-128’den 0,008-256’ya degistigi belirlenmistir.

Ampisilin/sulbaktamin MIK araliginm 5 uM, 50 uM ve 100 uM epinefrin
varhginda 4/2-1024/512°den 8/4-1024/512’ye degistigi ; ayrica MiKgy ‘inin 50 uM
epinefrin varlifinda iki kat arttig1 (256/128’den 512/256’ya) bulunmustur ( Tablo 4.3).

Ancak , Kruskal Wallis tek yonlii varyans analizi ile yapilan degerlendirme
sonucunda, belirlenen tiim bu farkliliklarin  istatistiksel olarak anlamli olmadig

saptanmustir (p >0,05).
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Tablo 4-1: Epinefrin ve norepinefrin varhiginda E. coli suslarinin antibiyotiklere
duyarhliklarinda meydana gelen degisiklikler

Norepinefrin Epinefrin
Susno Antibiyotik Kontrol| 5pM 50pM 100pM| S5pM 50uM 100 uM
AMK 2 2 2 2 2 4 2
EC-3
SAM 4/2 4/2 4/2 4/2 8/4 8/4 8/4
EC-4 AMK 2 2 4 4 2 4 4
EC-6 AMK 1 1 1 1 1 1 2
AMK 1 2 2 2 2 2 2
EC-8
SAM 32/16 64/32 64/32 64/32 32/16 64/32 32/16
ECG-1 AMK 8 8 8 8 8 16 16
SAM 256/128 | 256/128 256/128 256/128 | 256/128 512/256 256/128
ECG-3
CTX 128 256 256 256 128 256 256
ECG-4 CIp 32 32 64 64 64 64 64
ECG-7 SAM 64/32 64/32  128/64  128/64 | 64/32 64/32 64/32
ECG-12 CIP 128 256 256 256 128 128 128
AMK 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 1
EC 25922
SXT 0,12/2,28|0,25/4,75 0,25/4,75 0,25/4,75|0,12/2,28 0,12/2,28 0,12/2,28

AMK: Amikasin, SAM: Ampisilin/Sulbaktam, CTX: Sefotaksim, CIP: Siprofloksasin, TET: Tetrasiklin, SXT: Ko-
trimoksazol EC: GSBL iiretmeyen E. coli susu, ECG: GSBL iireten E. coli susu, EC 25922: E. coli ATCC 25922.
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4.2. Epinefrin ve norepinefrinin S. aureus suslarimin antibiyotiklere duyarhhklari
iizerine etkileri

Epinefrin ve norepinefrinin antibiyotiklerin S. aureus suslar1 i¢cin MIK’larinda
susa, hormona, hormon konsantrasyonuna ve antibiyotige bagli olarak ya iki kat
degisiklige neden oldugu ya da hi¢bir degisiklige neden olmadig1 gézlenmistir (Tablo
4.5).

Amikasin MIK arahgnin 5 uM, 50 uM ve 100 uM epinefrin varliginda
1-128’den 1-64’e degistigi saptanmistir. Ayrica MiKgy ‘inmm 50 uM ve 100 uM
epinefrin varliginda iki kat azaldig1 (64°den 32’ye diistiigii) bulunmustur. Siprofloksasin
MiKgo'inm 50 uM ve 100 uM  norepinefrin varliginda 2 kat artif1 (64’ten 128’¢)
belirlenmistir (Tablo 4.6)

Ko-trimoksazol MIK araligi 5 uM, 50 uM ve 100 uM epinefrin varliginda
0,06/1,14-0,25/2,28°den 0,03/0,57’ye degismistir (Tablo 4.7).

Ancak , Kruskal Wallis tek yonlii varyans analizi ile yapilan degerlendirme
sonucunda belirlenen tiim bu farkliliklarin  istatistiksel olarak anlamli olmadigi

saptanmustir ( p> 0,05 ).
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Tablo 4-2: Epinefrin ve norepinefrin varhiginda S. aureus suslarmin antibiyotiklere
duyarhliklarinda meydana gelen degisiklikler

Norepinefrin Epinefrin
Sus no | Antibiyotik Kontrol| 5pM 50pM 100pM | 5pM 50 uM 100 uM
AMK 4 4 8 4 4 4 2
S-3 SXT 0,06/1,14 | 0,06/1,14 0,06/1,14 0,06/1,14 | 0,03/0,57 0,03/0,57 0,03/0,57
VAN 0,5 0,5 1 0,5 0,5 0,5 0,5
S-4 SXT 0,06/1,14 | 0,06/1,14 0,12/2,28 0,12/2,28 | 0,06/1,14 0,06/1,14 0,06/1,14
S-7 AMK 2 2 2 1 2 2 2
S-10 VAN 1 0,5 1 0,5 0,5 1 0,5
CIP 16 16 16 16 16 8 8
R-2
TET 64 64 64 32 64 64 32
CIP 64 64 64 64 64 32 32
R-3 TET 64 64 128 128 64 64 32
VAN 1 1 1 1 1 1 0,5
AMK 64 64 64 64 64 32 32
R-4 SXT 0,12/2,28 | 0,12/2,28 0,12/2,28 0,12/2,28 | 0,12/2,28 0,25/4,75 0,25/4,75
VAN 1 1 1 1 1 0,5 0,5
R-8 AMK 32 32 32 32 32 32 16
AMK 128 128 128 128 64 64 64
R-9
CIP 64 64 128 128 64 64 64

AMK: Amikasin, CIP: Siprofloksasin, TET: Tetrasiklin, SXT: Ko-trimoksazol VAN: Vankomisin S: MSSA , R:

MRSA.
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Tablo 4-7: S. aureus suslarinda ko-trimoksazol icin MiK dagilimlari, MiK arahiklari,
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MiKy, degerleri
Ortam |0,03/0,57 0,06/1,14 0,12/2,28 0,25/4,75 0,5/9,5 1/19 2/38| MIiK Arah@ MiKy,
MHB 6 1 4 0,06/1,14-0,25/2,28 | 0,25/2,28
5 uMNE 6 1 4 0,06/1,14-0,25/2,28 | 0,25/2,28
50 uM NE 5 2 4 0,06/1,14-0,25/2,28 1 0,25/2,28
100uMNE 5 2 4 0,06/1,14-0,25/2,28 | 0,25/2,28
5 uM Epi 1 5 1 4 0,03/0,57-0,25/2,28 1 0,25/2,28
50 uMEpi 1 5 5 0,03/0,57-0,25/2,28 1 0,25/2,28
100uMEpi 1 5 5 0,03/0,57-0,25/2,28 1 0,25/2,28

MHB: Mueller Hinton buyyon, Epi: Epinefrin, NE: Norepinefrin
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5. TARTISMA

Stres (fizyolojik ve/veya psikolojik) durumlarinin konagin patojen
mikroorganizmalara duyarliligimi etkiledigi bilinmektedir (88). Memelilerde stres
durumuna norofizyolojik yanit olarak salinan epinefrinin ve norepinefrinin bakteriler
iizerine direkt etki ederek infeksiyon patogenezini etkileyebilecekleri 6ne siiriilmiistiir

(2,71).

Katekolaminlerin bakteriler iizerindeki etkilerini arastiran calismalarda
katekolaminlerin bakterilerin iiremesini stimiile etmesinin yani sira norepinefrinin
ETEC suslarinin adhezinleri, EHEC suslarinin toksinleri, S. Typhimurium suslarinin
enterotoksin tiretmesi gibi virulans faktorlerinin ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir

(16,21,73,75,80,84,86,101).

Katekolaminlerin sadece patojen mikroorganizmalart degil normal flora
iiyelerinin biyolojilerini de etkileyebildikeri gosterilmistir (92). Selektif norotoksin 6-
hidroksi dopaminle (6-OHDA) yapilan bir c¢alismada konagin norofizyolojik
durumunun barsak mikroorganizma populasyonunun {iireme kinetigini  etkiledigi
gosterilmistir. Bu norotoksin norepinefrin igeren adrenerjik sinirlerin yikimina neden
olmaktadir. 6-OHDA uygulamasindan 24 saat sonra toplam bakteri sayisinin artmasiyla
beraber hem ¢ekum hem de mukoza duvarinda ¢ogu E. coli olmak iizere Gram negatif
bakteri populasyonunda birka¢ kat artis gozlenmistir (92). ik defa bu g¢aligmada
gastrointestinal  sistemin noroendokrin ortamindaki degisikliklerin (norotoksin
uygulmasiyla noradrenalin diizeyinin artmasi) bakteri florasinin normal sayisini ve

dagilimini bozdugu in vivo deneylerle gosterilmistir (92).

Katekolaminlerin in vitro ve in vivo ortamda kommensal ve patojen bakteriler
tizerindeki bu etkilerine ek olarak bakteriler arasindaki iletisimde anahtar rol oynayan
quorum sensing (QS) mekanizmalar1 araciligiyla gen ekspresyonunu diizenledikleri

gosterilmistir (93,94,95).

EHEC suslarinda LEE genlerinin, kirpik regulonunun ve toksin (Stx) kodlayan
genlerin transkripsyonunun QS sistemi aracihifiyla AI-3 denilen bir otoindiikleyici
tarafindan aktive edildigi ve bir memeli hormonu olan epinefrinin, AI-3’iin yerine
gecerek LEE genlerinin transkripsyonunu baslattigi, tip III salgi sistemini aktive ettigi

ve HeLa hiicrelerinde A/E lezyonlarmin olusmasimi sagladigi gosterilmistir (94,95).
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Sperandio ve arkadaslarinin 2003 yilinda yaptigi calismada memeli hormonlarindan
hem epinefrin hem de norepinefrinin bakterilerin QS sistemi ile etkilesime girerek
EHEC suslarinda virulans genlerinin ekspresyonunu diizenledikleri one stiriilmiistiir

(94).

Infeksiyon hastaliklarinin tedavi siirecinin basarisinin  temel belirleyicisi
mikroorganizmalarin antimikrobiyal maddelere duyarliliklaridir. Fakat
mikroorganizmalarin antimikrobiyallere duyarliliklarinin konagin hormonal ortami da
dahil olmak iizere pek cok biyolojik 6zelliginin dikkate alinmaksizin belirlenmesi bu in
vitro deneylerin en 6nemli dezavantajidir. Hormonlarin bakterilerin iireme kinetiklerini,
virulans faktorlerinin  ekspresyonunu ve ekolojik iligkileri etkileyebildiginin
gosterilmesi, hormonlarin antibiyotiklere duyarlilik 6zelliklerini de etkileyebilecegini

diisiindiirmektedir.

Bu diisiinceden yola ¢ikarak yapilmis ulasabildigimiz ilk calisma da Plotkin ve
arkadaslarina aittir. Plotkin ve arkadaslarinca (23) gerceklestirilen ¢aligmalarin birinde
androjen ve glukokortikoidlerin bakterilerin (E. faecalis, E. coli, P. aureginosa, S.
aureus) lremesi ve antibiyotiklere duyarliliklan iizerine etkisi arastirilmig, iireme
hizinin ve antibiyotiklere duyarliligin susa, hormona, hormon konsantrasyonu ve
antibiyotige baglhh olarak hormonlar varlhiginda degistigi saptanmistir; suslarin
antibiyotiklere  duyarliliklarinda meydana gelen degisiklilerin androjen ve
glukokortikoidlerin tireme kinetikleri iizerine gosterdikleri etkilerden bagimsiz oldugu

belirtilmistir (23).

Plotkin ve arkadaglarimin (102) 2005 yilindaki ¢alismasinda ise bir androjen
olan dihidroepiandosteronun (DHEA) S. aureus suslarimin vankomisine duyarliliklar
tizerine etkisi arastirilmistir. DHEA’un denenen MSSA suslarinin %42’sinin, MRSA
suslarinin %21’inin vankomisin MIK lerinde en az dort kat artisa neden oldugu

gosterilmistir.

Hormonlarin mikroorganizmalarin biyolojik Ozellikleri iizerine etkisi bircok
caligma ile gosterilmistir. Fakat bu etkilerin mekanizmalar1 tam agiklanamistir.
Katekolaminlerin bakterilerin iiremelerini stimiile etmesinde katekolaminlerin (6zellikle
de norepinefrin) serumda transferrine bagli sekilde bulunan demirin bakteri hiicresi
icine alinmasina katkida bulunmasinin rolii oldugu belirtilmistir (1,74,82). Fakat farkl

bakteri tiirlerinin katekolaminlere yanitlarindaki farkliliklar mekanizmanin tam olarak
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anlagilmasim  giiglestirmektedir. Sperandio ve arkadaglar1 yaptiklar1 calismalar
sonucunda bir sensor kinaz olan QseC’nin bakterilerin adrenerjik reseptorii oldugunu ve
konak hormonlar1 epinefrin ve norepinefrinin bu reseptor ile etkilesime girerek EHEC
suslarinda gen ekspresyonunu diizenledikleri one siiriilmiistiir (95). Bununla birlikte
Cogan ve arkadaglarinin yaptigi calismada norepinefrinin C. jejuni suslar iizerindeki
etkilerinin hem o- hem de PB- adrenerjik reseptor antagonistleriyle engellenememesi
Campylobacter suslarinda Okaryotik hiicrelere benzer bir norepinefrin reseptorii

bulunmadigini ortaya koymustur (77).

Katekolaminlerin bakterilerin bir¢cok 6zelligi iizerine etkisinin arastirildigr ¢ok
sayida calisma yapilmis olmasina ragmen, antibiyotiklere duyarliliklar1 {izerine

etkilerinin arastirldig1 bir calismaya tarafimizdan rastlanilmamistir.

Katekolaminlerden epinefrin ve norepinefrinin E. coli ve S. aureus suslarinin
antibiyotiklere duyaliliklar1 {izerine etkilerinin arastirildigt  calismamizda bu
hormonlarin denen antibiyotiklerin MiK’larinda en fazla iki kat degisiklige neden

oldugu saptanmistir. Bu degisiklerin istatistiki agindan anlamli olmadig1 bulunmustur.

Katekolaminlerin bakterilerin biyolojik 6zellikleri iizerine yukarida ozetlenen
etkilerinin arastirildigi pek cok calismada ,bakterilerin iiremesi icin gerekli bircok
besin maddesi ve serbest demir iyonlar1 bakimindan fakir bir besiyeri olan serum
temelli minimal besiyeri (serum-SAPI: serum-Standart American Petroleum Institute)
kullanilmis olup ayrica bu ¢alismalarda kullanilan inokiilum yogunlugu c¢ok diisiiktiir
(10-100 CFU/ml). Calismamizda ise antibiyotiklere duyarlilik deneylerinin
standartlarina uygun olarak CLSI tarafindan 6nerilen zengin bir besiyeri olan katyonu
ayarlanmig Mueller Hinton buyyon (MHB) kullanilmistir ve inokulum yogunlugu da

CLSI kriterlerine gore (5X10° CFU/ml) belirlenmistir.

O’Donnell ve arkadaslarinin (74) yaptigi ¢alismada katekolaminlerin bakteriler
tizerindeki etkisinin gozlenebilmesinde inokiillum yogunlugunun oOnemli oldugu
belirtilmis ve daha 6nce yiiksek inokiillum yogunlugu kullanilarak yapilan ¢aligmalarda
gozlenemeyen etkilerin diisiik inokiilim yogunlugu kullanilarak yapilan deneylerde

gozlenebildigi belirtilmistir.
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Bu baglamda, bu arastirmanin devami niteliginde olacak bicimde yeni bir
arastirmanin planlanarak MHB kullanilarak 6nemli degisikliklerin saptanamadigi bu
deneylerin katekolaminlerin etkilerinin gosterildigi serum-SAPI besiyerinde yeniden
arastirilmasinin uygun olacagini; ayrica in vitro ortamda standart kosullarda yapilan bu
deneylerin epinefrin ve norepinefrinin E. coli ve S. aureus suslarinin etken oldugu
infeksiyonlarin tedavi siirecini etkileyip etkilemediklerinin saptanmasi i¢in in vivo

caligmalar ile desteklenmesi gerektigini diisiinmekteyiz.
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