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OZET

Atalar A., Galleria mellonella Modeli Kullamlarak Stenotrophomonas
maltophilia Klinik Izolatlarinda Virulans Faktérlerinin  Arastirilmasi,
Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi, Zonguldak, 2019.

Amag¢: Bu calismada Stenotrophomonas maltophilia izolatlarinin  viriilans
Ozelliklerinin aragtirilmasi, deney hayvan1i modeli olarak Galleria mellonella
larvalarmin yetistirilerek iretilmesi ve ilgili modelin patogenez ve tedavi

calismalarinda kullanilabilirliginin gosterilmesi amaglanmastir.

Gere¢ ve Yontem: Calismaya dahil edilen 20 S. maltophilia izolatinin
antibiyotiklere duyarlilik durumlar1 MicroScan Neg MIC Panel Type 44 kiti ile
tiretici talimatlarina gore calisilarak belirlendi. Biyofilm olusumu, spektrofotometrik
mikroplak yontemi ile segirme Miiller Hinton besiyerinde, yayilma Luria Bertani
besiyerinde degerlendirildi. Galleria mellonella larvalari, projemiz kapsaminda,
ZBEU Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarinda yetistirildi. Larvalarm melanizasyon ve

mortalite hizlari, enjeksiyondan sonra 24. ila 144. saatler arasinda izlendi.

Bulgular: Calismaya dahil edilen toplam 20 S.maltophilia izolatinin antibiyotik
duyarhilik profillerine bakildiginda; trimetoprim siilfometaksazol ile minosikline tiim
izolatlarin duyarli oldugu, seftazidime %50’sinin duyarli, %15’inin orta duyarli ve
%35’1nin ise direngli oldugu; levofloksasin ve kloramfenikole ise %90’1nin duyarh
ve %10’unun orta duyarl oldugu gériilmiistiir. izolatlarmn %90’ mn gii¢lii biyofilm
olusturdugu ve %10’unun ise biyofilm olusturmadigi gorilmiistir. G.mellonella
enfeksiyon modelinde ilk 24 saatte ortalama larva 6liim oraninin %28,5 oldugu 144.

saatte bu oranin %73’lere ¢iktig1 gozlenmistir.

Sonug: G. mellonella larvalarinin S.maltophilia virulans g¢alismalarinda deneysel

enfeksiyon modeli olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Stenotrophomanas maltophilia, viriilans faktorleri, Galleria

mellonella, model organizma



ABSTRACT

Atalar A., Investigation of Virulence Factors in Clinical Isolates of
Stenotrophomonas Maltophilia Using Galleria Mellonella Model, Zonguldak
Bulent Ecevit University, Institute of Health Sciences, Department of Medical
Microbiology, M.Sc. Thesis, Zonguldak, 2019

Aim: In this study, it was aimed to investigate the virulence characteristics of
Stenotrophomonas maltophilia isolates, to grow and produce Galleria mellonella
larvae as experimental animal model and to show the usefulness of this model in

pathogenesis and treatment studies.

Materials and Methods: Antibiotic susceptibility status of Stenotrophomonas
maltophilia isolates included in the study were determined using MicroScan Neg
MIC Panel Type 44 kit according to the manufacturer's instructions. Biofilm
formation was evaluated by spectrophotometric microplate method on twitching
Miiller Hinton medium and spreading on Luria Bertani medium. Galleria mellonella
larvae were grown and produced in Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Medical
Microbiology laboratory within the scope of our project. The melanization
characteristics and mortality rates of the larvae were monitored between 24 and 144

hours after injection.

Results:  Antibiotic  susceptibility profiles were examined; trimetoprim
sulfometaxazole and minocycline were susceptible to all isolates, 50% susceptible to
ceftazidime, 15% were moderately susceptible and 35% were resistant; levofloxacin
and chloramphenicol were found to be 90% sensitive and 10% moderate. It was seen
that 90% of the isolates formed strong biofilms and 10% did not form biofilms. In
Galleria mellonella infection model, the average larval mortality rate in the first 24

hours was 28.5% and this rate increased to 73% at 144th hours.

Conclusion: Galleria mellonella larvae in Stenotrophomonas maltophilia virulence

study concluded can be used as model experimental infection.

Keywords: Stenotrophomanas maltophilia, virulence factors, Galleria mellonella

infection model, model organism
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1. GIRIS

Stenotrophomonas maltophilia, Gram negatif, hareketli, aerob bir basil olup
Pseudomonadeceae ailesinde yer alan Stenotrophomonas cinsinin tek iiyesidir.
Latincede tiremesi i¢in ¢ok az besine ihtiya¢ duyan ve malt seven bakteri anlamina
gelen S. maltophilia ilk kez 1943 de J. L. Edwards tarafindan plevral sividan izole
edilmistir (1).

Stenotrophomonas maltophilia ¢evresel ortamda yaygin olarak bulunur ve
toprak, su, bitki ve hayvansal kaynaklardan izole edilebilirler. Ayrica hastane
ortaminda nozokomiyal infeksiyonlarla iligkili olarak gdzlenmektedirler. S.
maltophilia icin baslica nozokomiyal kaynaklar arasinda nebulizatorler, diyaliz
makineleri, kateterler, kan gazi cihazlari, ventilatorler, termometreler ve hastane
personelinin elleri sayilabilir (2). S. maltophilia suslarinin neden oldugu
nozokomiyal infeksiyonlara bagli olarak goriilen bakteriyemilerde mortalite orant %
26,7 olarak verilmekte olup, bu oran diger firsat¢1 mikroorganizmalara bagli olarak

gelisen bakteriyemilerde gézlenen mortalite oranlarina yakin olarak bulunmustur (3).

S. maltophilia’da virulans faktorleri, hiicre dist ve hiicre iligkili virulans
faktorleri olarak ayrilir. Hiicre dis1 virulans faktorleri ekstraselliiler enzimler,
hemolizinler, sitotoksinler ve sideroforlardir. Hiicre iligkili virulans faktorleri ise
lipopolisakkarid (LPS), pili (fimbria), pilus ypisinda olmayan adezinler ve flajelladir
(4). Ozellikle flagella ve fimbrial adezinler biyofilm olusumu ile iliskilidir. Yapilan
aragtirmalar S.maltophilia’nin sentetik yilizeylere adere olabilmesinin, ozellikle
imminsuprese hastalarda ve nozokomiyal enfeksiyonlarda firsatgr patojen hale
gelmesinde 6nemli oldugunu vurgulamaktadirlar (3). Biyofilm iireten S.maltophilia
suslar1 fagositlere ve antibiyotiklere daha direncli olurken ayni1 zamanda plastik
yilizeylere tutunabilme yetenegi kazanirlar. Bunun sonucu olarak da solunum
cihazlar, kataterler ve protezler gibi tibbi cihazlarda kolonize olarak enfeksiyonlara

neden olabilirler (5).

Giintimiize kadar S. maltophilia izolatlariyla yapilan az sayida ¢alismalarin
cogu antibiyotik direnci, tedavi protokolleri ve epidemiyolojik veriler iizerine
odaklanmasina kargin bu bakterinin viriilans faktorleriyle ilgili ¢aligmalar ¢ok

nadirdir (6). Halen, bu mikroorganizmaya kars1 daha etkili kontrol ve tedavi



stratejileri gelistirebilmek igin virulans faktorlerinin daha fazla arastirilmasina ihtiyag

vardir.

Enfeksiyon hastaliklarinin patogenezinin arastirilmasi, bu hastaliklara sebep
olan mikroorganizmalarin virulans faktorlerinin belirlenmesi ve etkili tedavi
seceneklerinin ortaya konulmasinda in vivo modeller ge¢misten beri tercih
edilmektedir. Enfeksiyon patogenezi ¢alismalarinda daha c¢ok fare, kobay ve sican
gibi memeli hayvanlar kullanilmaktadir. Ancak giinlimiizde memeli hayvanlarin
kullaniminm1 kisitlayan bazi faktorler s6z konusudur. Bu faktorler arasinda memeli
hayvan kullaniminda yasal diizenlemelerin zorlagtirilmasi, hayvan kullanimina
yonelik hassasiyet artigi sayilabilir (7). Ayrica memeli modellerin kullanim1 igin
gelismis laboratuvarlar, deneyimli teknik personel ve veteriner hekimlere ihtiyag
duyulmakta olup Deney Hayvanlar1 Kullanim Sertifikas1 zorunlulugu bulunmaktadir.
Belirtilen kisitlamalara bagli olarak alternatif omurgasiz hayvan modellerinin
kullanimi giindeme gelmistir (8). Omurgasiz modeller arasinda siklikla tercih edilen
G. mellonella larvalarinin bagisiklik sistemi memeliler ile benzerlik gosterir ve bu
durum enfeksiyon siirecinin izlenmesinde avantaj saglar. Bu larvalar oldukg¢a hizli bir
tireme dongilisiine sahiptir ve yetistirilmeleri oldukca kolay olup maliyetleri diisiiktiir.
Boyutlart  biiylik oldugundan (~2-4 cm) enfeksiyon etkenleri ve cesitli
antimikrobiyal ajanlarin enjeksiyonuna olanak saglar (9). Ayrica 15-37°C’da
yasayabilme yeteneginden dolay1 6zellikle insan sagligini tehdit eden tibbi dneme
sahip bir¢ok patojen mikroorganizmanin virulans faktorlerinin arastirilmasina olanak
saglar (10). Belirtilen avantajlar goz oniine alinarak ¢alismamizda enfeksiyon modeli

olarak G. mellonella segilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Taksonomi ve Tarihce

Stenotrophomonas maltophilia, Gram negatif, hareketli, aerob bir basil olup
Pseudomonadeceae ailesinde yer alan Stenotrophomonas cinsinin tek tiyesidir.

Latincede iiremesi i¢in ¢ok az besine ihtiyag duyan ve malt seven bakteri
anlamina gelen S. maltophilia ilk kez 1943 de J. L. Edwards tarafindan plevral
stvidan izole edilmis ve “Bacterium bookeri” olarak adlandirilmistir. 1958 yilinda
Hugh tarafindan oral karsinomali bir olguda tespit edilerek  ‘Pseudomonas
maltophilia’ adi verilmistir. 1981 yilinda ise Swings ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
caligmalar sonucunda ‘Xanthomonas’ cinsine ait oldugu belirlenmis ancak 1993
yilinda Palleroni ve Braudbury tarafindan yapilan c¢alismalarda ise genomik
farkliliklar nedeniyle bakterinin 'Pseudomonas’ ve 'Xanthomonas' cinsine ait
olmadigr gosterilmistir. Bdylece Stenotrophomonas olarak yeni bir cins

tanmimlanmustir (1).

2.2. Genel Mikrobiyolojik Ozellikler

Stenotrophomonas maltophilia diiz ya da hafif kivrik sekilli, 0.5-1.5 pm
uzunlugunda, gram negatif bir basildir. Spor olusturmaz ve flajellasi ile hareketlidir
(11). Koloni morfolojilerine bakildiginda kanli agarda parlak, piiriizsiiz ve sar1 beyaz
sekilli koloniler olustururlar ve beta hemoliz yapmazlar. Koyun kanli agarda (%5)
acik sar1 ya da lavanta yesili; Eozin Metilen Blue (EMB) agar ve MacConkey agar
gibi besiyerlerinde laktoz negatif olmalarindan dolay: seffaf, Mueller Hinton agar
(MHA) da ise kahverengimsi pigmentli diizgiin kenarli, parlak koloniler olustururlar
(1). S. maltophilia zorunlu aerop bir bakteridir. Sicaklik {ireme {izerine etkilidir;
5°C'nin altinda ve 40°C'nin lizerinde lireyemez, iireme igin en iyi sicaklik 35°C’dir.
Biyokimyasal 6zelliklerine bakildiginda S. maltophilia maltozdan asit yapabiliyor
olmasina ragmen glukozu fermente edemez, bu nedenle non fermenter bir bakteridir.
Katalaz testi pozitif olup eskiilin hidrolizi yapar ve DNaz iiretir. Oksidaz, fenillalanin
deaminaz, indol, metil red ve iireaz testleri ise negatiftir (11). Biyokimyasal

Ozellikleri Tablo 1’de verilmistir.



Tablo 1: Stenotrophomonas maltophilia min baz1 biyokimyasal 6zellikleri

Test Reaksiyon
Indofenol oksidaz -
Katalaz +
Ureme 50C -
18 °C +
37°C +
Hareket 18 °C +
37°C D
Indol -
Lizin dekarboksilaz +

Ornitin dekarboksilaz

Metil red

Hidrojen siilfit

Nitrat rediiksiyonu

Sitrat

Hidroliz Eskiilin
Jelatin
Tween 80
DNA

Karbon Kaynagi Nigasta
Adonitol
Arabinoz -
B hidroksibiitirat -
sellobioz D
Dulsitol -
Glukoz +

++++00 "

(+), suslarin %85’inden fazlasi i¢in pozitif; (v), suslarin %16-85’1 arasi i¢in pozitif; (-), suslarin

%15’inden azi1 i¢in pozitif anlamina gelmektedir.



2.3. Yapisal Ozellikler

S. maltophilia’da epidemiyolojik ¢alismalarda tiplendirmede kullanilan
yapisal olarak somatik O antijenleri ile flajellar H antijenleri tanimlanmustir. En sik
goriilen O3 antijeni olmak iizere 31 O antijeni tanimlanmistir. Konak hiicrelere
invazyon ve kolonizasyondan Once epitel hiicrelerine adezyon tanimlanmistir.
Bakterinin kolonizasyonu, fimbrial adezinlerle dogrudan baglanma ya da ¢apraz bag
olusturarak dolayli baglanma seklinde meydana gelir. Klinik izolatlar ile yapilan
bazi galismalarda SMF-1 ad1 verilen fimbrialar tespit edilmistir (12). S. maltophilia
yapisal oOzelliklerinden biri ve ayni zamanda diren¢ mekanizmasi olan efluks
pompasidir. Efluks pompasi mekanizmasi ile antimikrobiyaller dahil olmak tizere
istenmeyen bazi maddeleri disart atar. Bu mekanizma ilk kez SmeDF ismiyle
tanimlanmistir. Ayrica SmeABC, SmeT, SmeRV, SmeYZ, SmeZ gibi bir ¢ok efluks
pompa sistemi de tanimlanmistir. Bu efluks pompalarinin S. maltophilia'nin gesitli

antibiyotiklere direncinden sorumlu oldugu tespit edilmistir (13).

2.4. Epidemiyoloji

Stenotrophomonas maltophilia ¢evresel ortamda yaygin olarak bulunur ve
toprak, su, bitki ve hayvansal kaynaklardan izole edilebilirler. Ayrica hastane
ortaminda nozokomiyal infeksiyonlarla iliskili olarak gozlenmektedirler. S.
maltophilia icin baslica nozokomiyal kaynaklar arasinda nebulizatorler, diyaliz
makineleri, kateterler, kan gazi cihazlari, ventilatorler, termometreler ve hastane
personelinin elleri sayilabilir (2). S. maltophilia‘nin kistik fibrozisli hastalardan da
siklikla izole edildigi bilinmektedir (14). Periton dializi almakta olan hastalarda
meydana gelen peritonitlerde de etken olarak S. maltophilia izole edilebilmektedir
(15). S. maltophilia suslarinin neden oldugu nozokomiyal infeksiyonlara bagli olarak
goriilen bakteriyemilerde mortalite oran1 % 26,7 olarak verilmekte olup, bu oran
diger firsatgr mikroorganizmalara bagli olarak gelisen bakteriyemilerde gozlenen
mortalite oranlarina yakin olarak bulunmustur (3)

S. maltophilia enfeksiyonlar1 i¢in immiin sistemin baskilanmas1 predispozan
bir faktdr olarak bilinmektedir. Ozellilke uzun siire hastanede yatis, kemoterapi,
malignite, trakeostomi ve nétropeni S. maltophilia ile enfeksiyon gelisiminde

etkilidir (16) Yapilan calismalarda santral venoz kateter varliginin enfeksiyonlar



artirdiglr ve kaynak olusturdugu belirtilmistir (17) Yapilan bir ¢alismada mekanik
ventilator ihtiyacinin ve trakeostominin S. maltophilia pnoémonisi riskini artirdigt
gbzlenmistir (2). Daha 6nceden uygulanan antibiyotik tedavisinin (karbapenemler,
aminoglikozitler, florokinolonlar, genis spektrumlu sefalosporinler) hastaliga

yatkinligi artirdigini bildiren ¢aligmalar da mevcuttur (17).

2.5. Antibiyotik Duyarhhgi ve Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalar:

S. maltophilia beta-laktam, aminoglikozid ve tetrasiklin gibi pek ¢ok genis
spektrumlu antibiyotige farkli mekanizmalar gelistirerek direng¢ kazanabilmektedir.
Bu mekanizmalar arasinda dis membran gecirgenliginde azalma, efluks pompasi,
cesitli enzimlerin {iretimi sayilabilir. Bu durum 6zellikle tedavi seceneklerini oldukga
kisitlamaktadir (18). S. maltophilia'da Trimetoprim-sulfametoksazol direnci sull
tastyan smif 1 integronlarla ve sul2 tasiyan ISCR (insertion sequence common
region) elementine bagli olusmaktadir. Kullaniminin artmasiyla ISCR elementleri ve
smif 1 integronlarda sul gen aktivitesinin artacagi diigiiniilmektedir (11). Beta laktam
direnci ise L1 ve L2 beta laktamaz enzimlerine bagl sekillenmektedir. Kinolonlara
direncte Oncelikle efluks pompa ekspresyonu (6zellikle SmeDEF) ve dis membranin
permeabilitesinin diisiik gecirgenligi rol oynar. Ayrica topoizomerazlarin mutasyonu
da S. maltophilia i¢in kinolon direncinde rol oynamaktadir. Aminoglikozid direnci
ise aminoglikozid modifiye edici enzimler, efluks pompasi ve dis membran
proteinleri araciligi ile olmaktadir. Ayrica bu bakteride, mutasyonla veya tiirler
arasinda genetik materyal aktarimi yoluyla da antibakteriyellere direng¢ gelismektedir
(11). CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute)' da tikarsilin-klavulanik asit,
seftazidim, minosiklin, levofloksasin ve kloramfenikol igin broth diliisyon yontemi
ile MIC sinir degeri ve trimetoprim-siilfametaksazol, levofloksasin ve minosiklin i¢in
disk diflizyon sinir degerleri belirlenmistir. EUCAST (European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing) ‘e gore seftazidim intrensek direngli olarak
kabul edilmistir. S. maltophilia i¢in CLSI'a (2017) gore zon ¢ap1 ve MIK yorumlama
standartlar1 Tablo 2'de verilistir Ayrica giiniimiizde S. maltophilia icin EUCAST
sinir  degerine sahip tek antibiyotik trimetoprim-siilfametoksazoldur (SXT).
EUCAST'e gére SXT zon ¢api ve MIK yorumlama standartlari Tablo 3'de

verilmistir.



Tablo 2: S. maltophilia i¢in CLSI. (2017) zon ¢aplar1 degerlendirme standartlari ile
MIC degerlendirme kriterleri (19).

Antibiyotik Zon c¢api simir degerleri MIK degerlendirme kriteri
(mm) (ng/ml)
Duyarh Orta Direncli Duyarh Orta Direncli
duyarh duyarh
Tikarsilin- - - - <16/2 32/2-64/2 >128/2
klavulonat
Seftazidime - - - <8 16 >32
Minosiklin >19 15-18 <14 <4 8 >16
Levofloksasin >17 14-16 <14 <2 4 >2
Trimetoprim- >16 11-15 <14 <2/38 - >4/76
siilfametaksazol
Kloramfenikol - - - <8 16 >32

Tablo 3: S. maltophilia igin EUCAST zon ¢ap1 degerlendirme standartlari ile MIC

degerlendirme kriterleri.

Antibiyotik MIK smir degeri (mg/L) Zon gap1 sinir degeri (mm)

Trimetoprim- S< R> S> R<

stilfametaksazol 4 4 16 16
2.6. Tedavi

S. maltophilia mevcut genis spektrumlu antibiyotiklere dogal direnglidir. S.
maltophilia hemen hemen tim [ laktamlara, 3.kusak sefalosporinlere,
karbapenemlere direngli kabul edilir. Aminoglikozid ve kinolonlara ise degisken
duyarliliktadirlar (2). Trimetoprim-sulfametoksazol S. maltophilia enfeksiyonlarinin
tedavisinde ilk secenek olarak oOnerilir. Kinolonlar da S. maltophilia
enfeksiyonlarinin tedavisinde basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Yeni nesil
kinolonlarin ise tedavide daha etkili oldugu bildirilmistir (20). Zer ve ark.(21)
tarfindan yapilan bir arastirmada hastanede yatmakta olan hastalardan izole edilmis
S. maltophilia suslari ¢alismaya alinmis ve g¢alismaya alinan suslarin (%97.3)
trimetoprim-siilfametoksazole (TMP-SXT), (%90.5) siprofl oksasine, (%82.4)



tikarsilin-klavunata, (%78.4) amikasine ve (%66.2) imipeneme duyarli olarak
bulunmustur. Suslarin %90°dan fazlasi tiglincii kusak sefalosporinlerden sefotaksim,
seftriakson ve seftazidime direngli bulunmustur. Sonug olarak en etkili antibiyotik
olarak, TMP-SXT belirlenmis ve tglincii kusak sefalosporinlerin tedavide yeri
olmayacagl sonucuna varilmistir. Yapilan baska bir ¢alismada, S. maltophilia
suslariin kalp kapagi replasmani yapilan hastalarda gelisen endokardit nedeniyle
yapilan kan kiiltiirlerinde her iki hastada da S. maltophilia tiredigi ve hastalarin
tikarsilin-klavulanat — trimetoprim sulfametoksazol kombinasyonu ile basariyla
tedavi edildikleri bildirilmistir (22).

2.7. Patogenez ve Virulans Faktorleri

Virulans faktorleri, bakteri hiicreleri tarafindan {iretilen yapilar veya
molekiillerdir. S. maltophilia 'da virulans faktorleri, hiicre dist ve hiicre iliskili virulans
faktorleri olarak ayrilir. Hiicre disi virulans faktorleri ekstraselliiler enzimler,
hemolizinler, sitotoksinler ve sideroforlardir. Hiicre iliskili virulans faktorleri ise

lipopolisakkarid (LPS), pili (fimbria), pilus ypisinda olmayan adezinler ve flajelladur.

Sekil 1: Stenotrophomonas maltophilia’da virulans faktorleri (14).



S. maltophilia’nin enzim aktivitesinin arastirilmasi 1970’lerde baslamistir.
Proteaz, lipaz, esteraz deoksiriboniikleaz (DNaz), riboniikleaz (RNaz) ve
hyaluronidaz {iiretimi enfeksiyonlarin patogenezinde Onemli rol oynar. Bunlarin
disinda S. maltophilia klinik izolatlarinin karsilastirmali ¢alismalar1 farkli hiicre disi
enzimlere sahip olasi suslarin ortaya konulmasini saglayarak bu tiirlere 6zgii virulans

faktorlerin belirlenmesini saglayacaktir (4).

2.7.1. Hiicre dis1 virulans faktorleri

Proteazlar

Proteazlarin (proteolitik enzimler) esas fonksiyonu bakteri i¢in gerekli olan
serbest aminositlerin hiicre igine alinmasini saglamaktir. Ancak enfekte konak
hiicrede viriilans faktorii olarak da rol oynadiklarina dair kanitlar da vardir (23). S.
maltophilia ayrica bu proteolitik enzimleri, biiyiime, olumsuz ortam sartlarinda
canliligini siirdiirme amaglh da tiretebilir. Nozokomiyal S. maltophilia izolatlarinda
ekstraseliiler serin proteazlar bulunmustur. Bu enzimler 0Ozellikle kollajen ve
fibronektini etkileyerek bag doku hasarina sebep olurlar (24). S. maltophilia'nin
proteolitik aktivitesi Ozellikle immiinsuprese hastalarda fulminan hemorajik
pnomoniye sebep olarak oliimciil sonuglar dogmasina sebep olabilir (23). Baslica
ekstraselliiler proteaz olan alkalin serin proteaz, StmPrl geni tarafindan kodlanir ve
bag dokuya etki ederek virulans faktor olarak rol oynar. S. maltophilia suslari'nin %
85'inde jelatinaz tiretimi 6nemli bir biyokimyasal 6zellik olarak goriiliir. ektima
gangrenozumlu bir hasta olgusunda hastanin kanindan izole edilen S. maltophilia
izolatinda ekzoenzim profiline bakildiginda hem jelatinaz hem de elastaz enzimi
icerdigi goriilmiistiir. Elastaz, kan damarlarinda elastik tabakaya etki ederek bakteri
hiicrelerinin subkutan dokuya geg¢melerine sebep olur (25). S. maltophilia’da
tanimlanan bir diger proteolitik enzim streptokinaz olarak ta bilinen fibrinolizindir
(1). Bu enzim bazi Gram pozitif bakterilerde invazyon faktorii olarak belirlenmis

ancak S. maltophilia igin veriler yetersizdir (26).



Esteraz, Lipaz ve Fofolipaz

Esterazlar, bir grup hidrolitik enzim olup bazi vakalarda virulans ile iliskili
bulunmustur. Nicoletti ve ark. (CF’LI hastalarda) (cystic fibrosis) yaptiklari bir
calismada bircok S. maltophilia izolatinda esteraz ekspresyonunu ortaya
koymuslardir. Esteraz Smlt3773 geni ile iliskili olup K279a geni tarfindan kodlanir.
Ekstraselliiler lipazlar, karbonhidrattan fakir ortamlarda lipitier karbon kaynagi
olarak kullanilir ve bakterinin hayatta kalmasini saglar. Ayrica konak dokularinda
invazyonuna yardimct olur (27). Akciger enfeksiyonlarina neden olan patojenler
lipaz iireterek ya lipitten zengin akciger doku komponentlerini hidolize ederler ya da
yogun bir inflamatuar yanit olusmasini saglarlar (23). S. maltophilia klinik izolatlar1
ile yapilan farkli calismalarin hepsinde yogun lipaz {iretimini goriillmesi bu
enzimlerin patogenezde etkili oldugunu gostermektedir (27). S. maltophilia
genomunda hemolitik olmayan fosfolipaz C (lesitinaz) 'yi kodlayan genler ve D sinifi
fosfolipazlar tanimlanmistir. Fosfolipazlar fosfolipidleri yag asitlerine hidrolize
ederek hiicre zarina zarar verirler (28). Fosfolipazlar patojenlerin konak hiicre ve
dokulara girmesini saglayarak normal hiicre fonksiyonlarini olumsuz etkilerler.
Ayrica viriilans faktorii olarak mukus, lipoprotein membranlar ve immunoglobulinler
gibi koruyucu molekiillerin yok edilmesine neden olurlar (29). Figueiredo ve ark.
tarafindan yapilan bir ¢alismada Fosfolipaz aktivitesi, sadece trakea ve karacigerden

izole edilen S. maltophilia klinik izolalatlarinda gériilmiistiir (29).
Niikleazlar

S. maltophilia’nin enzim aktivitesi iizerine yapilan tiim c¢alismalarda
ekstraselliiler niikleazlarin (DNaz ve RNaz) tiim suslarda iiretildigi gozlenmistir.
Teorik olarak bu enzimlerin DNA’ nin parcalanmasina sebebiyet verecegi bilinse de
virtilans faktorii olarak rolleri heniiz agikliga kavusturulmamstir (30). Brezilya'daki
hastanelerde nozokomiyal enfeksiyonlarda izole edilen tiim S. maltophilia suslarin %
97.6'sinda DNaz aktivitesi gosterilmistir (31). Yapilan bir baska ¢alismada ise trakeal
aspirat, balgam ve serebrospinal sivi, yara ve idrardan izole edilen S. maltophilia’nin
tiim suslar1 ile kandan izole edilen suslarin  %94.8’inde DNaz enzimi belirlenmistir

7).
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Hyaluronidaz

Hyaluronidaz enzimi hyaluronik asiti pargalayabilirler, fakat bazilar1 ayni
zamanda kondroitin siilfati da pargalayarak etkisini gosterir (32). Ancak S.
maltophilia'da viriilans faktorii olarak rolii, heniiz yeterince ¢alisilmamistir. Bununla
birlikte bu enzimin doku invazyonunu kolaylastirdigi da bilinmektedir. Ayrica

hyaluronidaz Gram negatif bakterilerde hiicre i¢in besin kaynagi olarak kabul
edilmektedir (27).

Heparinaz

Heparinaz, konak dokuda hiicre dis1 matrikse etki ederek parcalanmasini
saglayan onemli bir enzimdir. Daha ¢ok ta solunum sisteminde etkisini gdstererek
patojenin invaze olmasini kolaylastirir (27). Heparin siilfat bu enzimin substrati olup
bronsiyal havayollarinda proteoglikanlarin hiicre disi matrisinin bir bilesenidir.
Dolayisiyla heparinaz trakeobronsiyal enfeksiyonlarin patogenezinde rol oynar.
Thomas ve ark.’nin yaptiklari bir ¢alismada heparinaz aktivitesi mikroorganizmanin
izole edildigi kaynaga gore genis bir aralik (%0-%80) gostermektedir. Heparinaz
tiretimi 6zelikle tibbi cihazlardan izole edilen suslarda (%73.2) diger suslara (%62.1)
gore daha yiiksek bir yiizdeye sahiptir (27).

Hemolizin

Hemolizin iiretimi, glukozu fermente edemeyen Gram negatif bakterilerde
onemli bir virulans faktoridiir (31). Thomas ve ark.’nin yaptiklar1 ¢aligmalarda S.
maltophilia’nin tiim klinik izolatlarinda hemolizin {iretimi gozlenmistir (27). Yapilan
baska bir calismada, Figueiredo ve ark. test edilen suslarin yarisinda hemolitik
aktivite oldugunu bildirmislerdir. Ayrica lipaz, proteaz ve lesitinaz gibi hiicre zarini
parcalayan enzimlerin hemolitik aktivite ile iliskili olabilecegini ortaya koymuslardir
(29). S. maltophilia suslarmin koyun kani igeren kanli agarda hemolitik aktivitesinin
daha iyi olurken bu oran tavsan kani ile hazirlanan besiyerinde %90.4 ve insan kani
kullanilarak hazirlanan besiyerinde %64.3 oldugu goézlenmistir. sonuglarin farkl
olmasinin sebebi ise eritrosit hiicre membraninin fosfolipit bileseninin farkh

olmasindan kaynaklanacag diistiniilmektedir (31).
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Demir kazanim mekanizmalari

Bakteriler bircok temel hiicresel fonksiyon ve ve metabolik yollar i¢in demire
gereksinim duyarlar. Demir bakteriyel biiylime ve bazi virulans faktorlerin
ekspresyonu i¢in 6nemlidir (33). Sideroforlar yiiksek afiniteli ferrik selatorlerdir.
bakterinin demiri baglayarak hiicre igine girmesini saglayan yapilardir. Demir
transferrin ve laktoferrin gibi proteinlere bagli olarak bulunur. Sideroforlar konak
hiicrede demir smirli sartlarda bulundugunda patojenin hayatta kalmasini saglarlar
(34). Son zamanlarda, cihazla iliskili enfeksiyonlardan kaynaklanan tiim S.

maltophilia izolatlarinin katekol tipi siderofor iirettigi belirlenmistir.

2.7.2. Hiicre ile iliskili virulans faktorleri

Lipopolisakkarid (LPS)

Gram negatif bakterilerin hepsinde oldugu gibi S. maltophilia’da da hiicre
membraninin disinda LPS molekiilii bulunur. Bu molekiil lipid A ve spesifik O
antijeninden olusur (35). LPS bakterinin kolonizasyonuna yardimci olan ve
kompleman aracili hiicre 6limiine karsi bakterinin diren¢ kazanmasini saglayan
virulans faktoriidir (36). LPS'in lipit A bileseni, periferik kanda monositleri ve
alveolar makrofajlar1 uyararak solunum yolu enflamasyonunun patogenezinde rol

oynar (24).

Pili (Fimbria)

Epitel  hiicrelerine  baglanma  bircok  bakteride, kolonizasyonun
baslatilmasinda onemli bir role sahiptir ve bu baglanma adezinler ile saglanir.
Patojen mikroorganizmalarda farkli bakteriyel adezinler bulunmustur. Bakteriyel
adezinler ya pili seklinde ya da afimbrial adezinler seklindedir (23). Fimbria
dogrudan okaryotik hiicrelere baglanmay1 saglayan yapilardir. Ayrica bakteri
hiicreleri arasinda koprii gérevi yaparak kolonizasyonu kolaylastirirlar ve boylece
patogenezde etkili olurlar (37). S. maltophilia’da fimbrial yapilar, SMF-1 olarak

Oliveira-Garcia ve ark. tarafindan tanimlanmis ve identifiye edilmistir. S.
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maltophilia'nin abiyotik yilizeylere yapisabilmesi oOzellikle tibbi implantlar ve
kateterler ile iligkili kolonizasyon ve enfeksiyonlarla iliskilendirilmistir (12). Ayrica
yapilan ¢alismalarda SMF-1'in hemaglutinasyon, hiicre adezyonu ve biyofilm
olusumuna da katkida bulunduguna dair kanitlar bulmuslardir. Son yillarda yapilan
calismalarda kistik fibrozisli hastalardan izole edilen S.maltophilia izolatlarinin
cevresel kaynakli izolatlarin aksine hepsinde smf-1 geninin oldugu yoniindedir.
Ayrica bir¢ok gram negatif bakteride (Neisseria spp., P. aeruginosa, Vibrio cholerae,
enteropatojenik Escherichia coli) Tip IV pili bildirilmistir. Bu pililer ¢ok cesitli
fonksiyonlara  sahiptirler. Bunlardan bazilari  konak hiicreye adezyon,
“twitching’’(segirme) hareketi ile iliskilidir. Ayrica hedef hiicre 6zgilliiglini
belirlemektedir (38).

Pilus olmayan non fimbrial adezinler

Pilus olmayan adezinler, dogrudan bakteri dis membraninda bulunan kisa
monomerik veya oligomerik yapilardir. Bakterinin abiyotik yiizeylere ve konakg1

hiicrelere tutunmasini saglar ve biyofilm olusumunda rol oynarlar (39).
Flajella

Flajella bakteriyel motiliteden sorumlu olup adezyonda da rol oynayan
immiinojenik bir yapidir. Bakterinin abiyotik yiizeylerin yanisira konak miikoz
membranlarina adezyonuna katkida bulunur. Yapilan aragtirmalar S. maltophilia 'nin
sentetik yiizeylere adere olabilmesinin 0zellikle immiinsuprese hastalarda ve
nozokomiyal enfeksiyonlarda firsat¢r patojen hale gelmesinde 6nemli oldugunu
vurgulamaktadirlar  (12). S.maltophilia’min  I1B3-1 hiicrelerine (Kistik fibrozlu
hastalarda  brongiyal epitel hiicreleri) adezyonunda flajellanin  roliiniin
belirlenmesinin amaciyla yapilan bir ¢calismada, bakterinin baz1 suslarinda mutasyon
(flajella defekti) meydana getirilmis, flajella kaybinin bakteriyel adezyonu tamamen
ortadan kaldirmasa da énemli olgiide azalttigim bulmuslardir. Ote yandan, aym
calismada bakteriyel hiicrelerin IB3-1 hiicrelere adezyonu ile motilite arasinda
anlamli bir korelasyon bulunamamistir. Bu sonuglar birlikte degerlendirildginde
flajellanin  S. maltophilianin adezyonun erken evrelerinde roliiniin olabilecegi

yoniindedir (40).
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Biyofilm olusumu

Biyofilm mikroorganizmalarin, biyotik veya abiyotik yiizeylere adhezyonu
sonrasinda olusturduklar1 “glikokaliks™ olarak da adlandirilan ekstraselluler matriks
icinde, birbirlerine yapisarak meydana getirdikleri olugumlardir. Bu 6zel olusum
bakteriyi antimikrobiyal ilaglar, antiseptik soliisyonlar ve konak immiin yanitina

kars1 korur ve direng kazanmasini saglar (24).

Biyofilm yapisi, mikroorganizmanin kolonizasyonunu kolaylastiran, pH
degisikligi, besin yetersizligi gibi olumsuz ¢evresel faktorlere, antibiyotik,
dezenfektan madde gibi kimyasallara kars1 direngli olmasini saglayan onemli bir

viriilans faktoridir (41).

Biyofilm olusumu, Sekil 2’de (42) goriildigii gibi mikroorganizmanin bir
yiizeye tutunmasi, geri doniisiimsliz baglanma, kolonizasyon ve mikrokoloni

olusumu, kopma evreleri olmak {izere dort basamakta gergeklesmektedir.

Glniimiizde gelisen teknoloji ve mikroskobik yoOntemler sayesinde
mikrobiyal biyofilmlerin enfeksiyonlar agisindan 6nemi ortaya koyulmaktadir.
Biyofilm yapis1 konak¢i immiin sistemiyle etkilesir ve immiin yanit olusumunu

tetikleyerek enfeksiyon ve enflamasyona sebep olur (43).

Mikroorganizma tarafindan olusturulan bu yasam formu, hem biyotik ve hem
de abiyotik yiizeylerde olusabilmektedir. Gerek tibbi cihaz ve biyomateryaller
tizerinde gerekse konakgi epitel hiicreleri ve mukozal ylizeylerde olusabilen
biyofilmler kronik yara enfeksiyonlarinda, kistik fibroz, endokardit gibi pek c¢ok
farkl1 hastalikta rol almaktadir (44).

S. maltophilia'min biyofilm olusturma kabiliyeti virulans {izerine dogrudan
etkilidir. Biyofilm formasyonu ozellikle Kistik fibrozda akciger hastaligi ve kronik
solunum yolu hastaliklarinda enfeksiyonun ilerlemesinde etkilidir (40). Biyofilmler
hastane kaynakli enfeksiyonlarin % 65'i ile iliskilidir. S. maltophilia gesitli tibbi
cihaz ve ekipmanlar1 bu yolla kontamine eder. Ayrica nemli yiizeylerde biyofilm
olusturabilir ve bu da suda ¢6ziiniir dezenfektanlara karsi bakteriye diren¢ kazandirir.
Solunum tiipleri, kateterler, diyaliz cihazlari, discilik ekipmanlari, lavabolar ve
musluklar dogrudan ya da dolayli enfeksiyon kaynagi haline gelir (24). S.
maltophilia klinik izolatlar1 arasinda biyofilm olusturma kabiliyeti (giiglii, orta ve

zayif) acisindan farkhiliklar olabilir. Ozellikle kronik enfeksiyonlarin erken
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evrelerinde bakteri ilerleyen evrelerine gore daha giiglii biyofilm olsturma
kabiliyetindedir (45). S. maltophilia'nin biyofilm olusumuna katilan genler arasinda
spgM, rmlA, rpfF, bsmR ve ax21 sayilabilir (46). Ax21’in dis membran proteini olup
‘difiizyon sinyal faktorii’ (DSF) {lizerinde etkili oldugu varsayilmaktadir. spgM geni
ozellikle kolonizasyon ve konagin savunma sisteminden kagista etkilidir (36). rmlA
segirme hareketi, adezyon ve biyofilm olusumunda, rpfF motilite, ekstraselliiler
proteaz, LPS ve biyofilm formasyonu ve bsmR geni yiizme hareketi ve biyofilm

olusumu tizerine etkilidir (47).

Planktonik

\ hiicreler
N 0’
' \

i L\ ¢ ‘\
\

’
e \.\- \'\\—b -\

Tutunma Kolonizasyon ve ivof IS0 Kopma
mikrokoloni olusumu olgunlagmasi

Sekil 2: Biyofilm olusum asamalari (42).

“Quarum sensing” (QS) mekanizmasi

Birgok organizma tiir ig¢i ve/veya tiirler arasinda farkli sinyal molekiillerini
kullanarak birbirleriyle iletisim kurmaktadir. Bakteriler sinyal —molekiillerini
salgilayabildikleri gibi, bu molekiillerin ortamdaki yogunlugunu o&lgebilen bir
mekanizmaya da sahiptir. Giiniimiizde bu olaya “quorum sensing” (yeterli cogunlugu
algilama) adi verilmektedir. Beslenme, lireme, spor olusumu, antibiyotiklere direng,
biyofilm olusumu gibi davranislarin ¢ogu QS sinyal molekiilleri aracihigiyla
gergeklesmektedir. DSF S. maltophilia’da antibiyotik direnci ve virulans gibi birgok
fonksiyonla ilgili 6nemli bir role sahiptir. DSF sinyalizasyonunda bozulma daha az
biyofilm olusumu, motilite kaybi, hiicre dis1 proteaz iiretiminin azalmasi ve
antibiyotiklere duyarliligin artmasi ile sonuglanabilir. Quarum sensing mekanizmasi

otoindiikleyiciler olarak bilinen hiicre dis1 sinyal molekiillerinin {iretimi ve taninmasinda
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gorevlidir. Otoindiikleyiciler, bakteri popiilasyonu arttiginda ortamda birikmeye baslar.
Ortamda otoindiikleyicilerin birikimi ile birlikte hiicreler ortamdaki degisiklikleri
(bakteri poptilasyonunun artis1 gibi) algilamaya baslar (48). S. maltophilia'da hem
biyofilm olugsumu hem de viriilans faktorleri QS mekanizmasi tarafindan kontrol edilir.
QS bilesenlerine antagonist bilesikler iiretilerek yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine
katkida bulunulabilir. S. maltophilia’da kolonizasyonun 6nlenmesi ve antimikrobiyal
ilaglara karst duyarliliginin olusturulmasi ancak viriilans faktorlerinin tam olarak

anlasilip inhibe edilmesi ile saglanabilir (49).

2.8. In Vivo Enfeksiyon Modelleri

Enfeksiyon hastaliklarinin patogenezinin arastirilmasi, bu hastaliklara sebep
olan mikroorganizmalarin virulans faktorlerinin belirlenmesi ve  etlili tedavi
seceneklerinin ortaya konulmasinda in vivo modeller gegmisten beri tercih
edilmektedir. Siklikla kullanilan in vivo modeller arasinda fare, sigan, kobay ve
tavsan gibi memeli hayvanlar gosterilebilir. Ancak giiniimiizde deneysel ¢aligmalarda
memelilerin  kullanimi ile ilgili yasal diizenlemelerin zorlastirilmasi ve bu
hayvanlarin kullanimina iligkin hassasiyetin artmasi ile sayilan tiirlerin kullanimi
kisitlanmaktadir (8). Ayrica bu modellerin kullanimi i¢in gelismis laboratuvarlar,
deneyimli teknik personel ve veteriner hekimlere ihtiya¢ duyulmasi sebebiyle de
alternatif olarak omurgasiz hayvan modellerinin kullanimi1 giindeme gelmistir (50).
Memeli modelleri ile caligma yapilirken Deney Hayvanlart Kullanim Sertifikasi
zorunlulugu olmasina karsin omurgasiz modellerde heniiz bdyle bir durum
bulunmamaktadir. Omurgasiz modeller arasinda; bir nematod olan Caenorhabditis
elegans, sirke sinegi olarak bilinen Drosophila melanogaster ve balmumu giivesi
olarak bilinen Galleria mellonella larvasi sayilabilir. Sayilan modellerin kullanimi
ozellikle 90’11 yillarin sonundan itibaren hiz kazanmis olup giiniimiizde devam

etmektedir.

2.8.1. G. mellonella enfeksiyon modeli

G. mellonella larvalarini diger omurgasizlara gore 6ne ¢ikaran bazi dzellikleri
vardir. Bu larvalar olduk¢a hizli bir iireme dongiisiine sahiptir. Yetistirilmeleri

oldukga kolaydir ve maliyetleri de diisiiktiir. Boyutlariin biiyiik olmas1 (~2-4 cm)
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enfeksiyon etkenlerinin ve ¢esitli antimikrobiyal ajanlarin enjeksiyonuna olanak
saglar. Ayrica bagisiklik sisteminin memeliler ile benzerlik gosterir ve bu durum
enfeksiyon siirecinin izlenmesinde avantaj saglayabilir (51). Bu larvalarin en 6nemli
ozellikleri ise 15-37°C’da yasayabilme yetenegidir. Ozellikle insan saghgni tehdit
eden tibbi oneme sahip birgok patojen mikroorganizmanin virulans faktorlerinin
ekspresyonu 37°C’da gergeklestiginden bu durum G. mellonella larvalarini1 6n plana
¢ikarmaktadir. Bunlarin disinda G. mellonella’da larva basina yaklagik 20-50 ul
hemolenf elde edilebilmesi diger omurgasiz hayvan modellerine gore tercih
edilmesinde 6nemli bir faktordiir (52). Enfeksiyon modeli i¢in, larvaya etkenin
inokulasyonunda, oral, topikal ve enjeksiyon yontemleri tercih edilebilir. Sekil 2’de
fare, Drosophilia ve G. mellonella deney modellerinin avantaj ve dezavantajlari

sunulmustur.

Meme modeli
Kazamlms immunite

TLR.IL-1 R benzerligi

E—

Sekil 3: Fare, Drosophilia ve Galleria mellonella modellerinin avantaj ve

dezavantajlar1 (8).
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Sekil 4: Enfeksiyon agisindan memeliler ve bocekler arasindaki benzerlikler (a)
Enfeksiyon siiresince patojenler salgiladiklari proteazlar ile boceklerde kiitikdil
tabakasindaki, memelilerde epidermisteki protein komponentlerini parcalar. (b)
Toksinler etkilerini, memelilerin veya bdceklerin bagirsak mikrovilluslarindaki
reseptorlere baglanarak gosterir (c) Patojen mikroorganizmalar, memelilerde
dolagimdaki makrofajlar tarafindan, boceklerde ise hemolenfte bulunan graniiler

hiicreler tarafindan fagosite edilir (40).

Ancak bu yontemler icerisinde en gilivenilir yontem enjeksiyondur. Bu
yontemde inokulum dogrudan hemosel igine ince uglu igne ile verilir. Enjeksiyon
icin tercih edilen bolge genellikle son 6n bacak olup dezavantaji travma ve
kontaminasyondur. Enfeksiyon patogenezinin arastirildigi ¢alismalarda tercih edilen
larva formu 6. evredir. Bu evrede larva 2-4 cm uzunlugunda olup yaklasik 0.2-0.4 g
agirhiginda beyaz renkli ve mat goriinimdedir (53). P. aeruginosa enjekte edilen G.
mellonella larvalarinda enjeksiyondan 24 saat sonra tiim larvalarin o6ldigi

gozlenmistir (33).
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Tablo 4: Galleria mellonella’nin bazi yapisal 6zellikleri ve yasam siireleri (53).

G. Yumurta Larva Pupa Ergin
mellonella
Biiyiikliik 0.44x0.36mm Ik evre; 1-3mm 12-20mm 15mm uzunluk ve
Son evre; 12- (uzunluk) 5- ortalama 31mm
20mm (uzunluk) 5-  7mm (¢ap) kanat agikligina
7mm (¢ap) sahip
Morfolojik 50-150 yumurtalik ~ Krem beyaz renkte  Koyu sari, Soluk krem renkli
gdriiniim kiimeler halinde, ve mat kahverengi
Sferoid, elipsoid koza
ya da ovoid formasyonu
seklinde
Pembe krem
renkte
Yasam siiresi ~ Cevresel kosullara ~ 29-32°C Cevresel Disiler ~ 12 giin
bagl olarak 3-30 6-7 hafta kosullara bagl
giin olarak 6-55 giin Erkekler -21 giin

G.mellonella larvasinin enfeksiyon modeli olarak kullanildigi ¢alismalarda
mikrobiyal virulansin ortaya konulmasinda larvada saglik skorlamasindan
faydalanilabilir. Buna gore G.mellonella saglik skorlama indeksi tablo 3’te

verilmigtir.

Virulans faktorlerinin arastirilmasinda G. mellonella larvasinin enfeksiyon
modeli olarak kullanildigr ilk makale 2007 yilinda yaymlanmistir. Yapilan bu
calismada larvalara E. faecalis hemosel igerisine enjekte edilmis ve larvalarda
enjeksiyonu takiben 5 dk icerisinde yogun melanizasyon ve 30 dk sonunda da 6liim
goriilmiistir (54). P. aeruginosa enjekte edilen G. mellonella larvalarinda

enjeksiyondan 24 saat sonra tiim larvalarin 61diigii gézlenmistir (48).

Enteropatojenik E.coli ile enfekte edilen G. mellonella larvalari ile yapilan ilk
calisma 2012 yilinda yapilmistir. Leuko ve Raivio yaptiklart bu caligmada
enteropatojenik E. coli (EPEC) nin enjekte edildigi larvalarda enjeksiyonu takiben 48
saat sonra larvalarin 6liime neden olan LD50 dozunun 2.57x103 CFU oldugunu
bildirmislerdir (55). Peleg ve ark. A. baumanii klinik izolatlarinda virulans
faktorlerini  arastirdiklar1  ¢alismada G. mellonella enfeksiyon modelini
kullanmiglardir. Referans sus olarak ATCC 17978 kullanmislar ve 3.5x105 CFU
olarak larvalara enjekte etmisler ve 48 sat sonra larvalarin %75’inin o6ldiigiini
gostermislerdir (56). Ulkemizde G. mellonella’nin enfeksiyon modeli olarak

kullanimzt ile yapilan ¢aligmalar kisith olup gelecek vadetmektedir. Kalkanci ve ark.
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bazi bakteri ve mantarlarin viriilansin1 arastirdiklar1 ¢alismada in vivo model olarak
G. mellonella larvasini kullanmiglardir. Olusturulan larva enfeksiyon modelinde,
enjeksiyonu takiben ilk 24 saatteki larva Oliim oram1 mantarlarda %33 iken
bakterilerde %100 olarak olmus, bakterilerin viriilans1 mantarlardan daha yiiksek
bulunmustur (57). Pseudomonas aeruginosa’nin viriilansinin aragtirildigr  bir
calismada model olarak G. mellonella larvasi kullanilmigtir. Bu calismada LB
stvibesiyerinde iiretilen bakterilerden 10° cfu/ml kadari larvalara enjekte edilerek 96

saat boyunca izlenmistir.

Tablo 5: G. mellonella larvasinin saglik skorlama indeksi (9).

Kategori Tanimlama Skor

Larval hareketlilik Hareket yok
Uyarim varliginda minimal hareket
Uyarim varliginda hareket
Uyarim olmadan hareket

Koza formasyonu Koza formasyonu yok
Kismi koza formasyonu var
Tamamen koza formasyonu

Melanizasyon Siyah larva

P O B O O W N K, O

Kahverengi larvada siyah nokta seklinde
odaklar
Krem rengi larvada >3 odak
Krem rengi larvada <3 odak
Melanizasyon yok
Sag kalim Olii
Canlh

N O B~ W DN
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A.

O cm 1 2 3

i THTTHITHUT
B. Melanization Cocoon formation
Complete spots tail/line none full partial

o 1 2 a 1 0.5
Sekil 5: G. mellonella’da; A. Saglikli larva, B. Melanizasyon, C. Koza formasyonu (50).

G. mellonella- S. maltophilia Enfeksiyon Modeli

Galleria mellonella mikroorganizmalarin neden olduklar1 enfeksiyonlarin
patogenezinin belirlenmesinde ve bu mikroorganizmalarin virulans faktorlerinin
arastirilmasinda siklikla tercih edilen mini modellerden birisidir. Yapilan literatiir
taramasinda ii¢ c¢alismada S. maltophilia in vivo enfeksiyon modeli olarak G.

mellonella kullanilmistir (49).

21



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Stenotrophomanas maltophilia Izolatlar

Bu c¢alismaya, 2018-2019 yillar1 arasinda Zonguldak Biilent Ecevit
Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarima rutin olarak génderilen cesitli klinik

orneklerden izole edilen toplam 20 S. maltophilia izolat1 dahil edildi.

3.2. Mikroorganizmalarim Tanimlanmasi

Non-fermantatif, katalaz-pozitif, oksidaz-negatif ve Gram-negatif basil
goriinimiinde olan bakteriler Stenotrophomonas 6n tanisiyla ileri identifikasyon
testlerine alindi. Tiim izolatlar ticari otomatize sistem MicroScan Walk Away Neg
Combo Panel (Dade Behring, West Sacremento, USA) ile iretici talimatlarina gore

calisilarak tiir diizeyinde tanimlanda.

3.3. Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Calismaya dahil edilen suslarin antibiyotiklere duyarlilik durumlart
MicroScan Neg MIC Panel Type 44 (Dade Behring, West Sacremento, USA) Kiti ile
tiretici talimatlarina gore caligilarak belirlendi. Antibiyotik duyarlilik testlerinde
Kloramfenikol, Minosiklin, Levofloksasin (LEV), Seftazidim ve Trimetoprim
siilfametaksazol (SXT) sonuglar1 sayisal MIK degerleri olarak aliarak kullamildi.
Sonuglar hem CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) hem de EUCAST
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) Onerileri
dogrultusunda degerlendirildi. CLSI ‘da duyarli (S), direngli (R) ve orta duyarl (I)
olarak yer almaktadir. EUCAST de sadece SXT MIK smir degerleri yer almakta

olup Tablo 2 ve Tablo 3’te verilmistir.

3.4. Biyofilm Olusturma

Suslarin biyofilm olusturma kapasiteleri, Stepanovic ve arkadaslar1 (58) ile
Lusia C. S. Antunes ve ark. (59) kullandiklar1 mikroplak yontemleri modifiye

edilerek arastirildi. Buna gore, %0.25 oraninda glikoz igeren triptik soy broth (TSB)
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(Sigma, Almanya) besiyerleri her tiipte 5ml olacak sekilde hazirlandi. Bakteri
hiicreleri TSB igerisinde OD (Optik dansite) 600 degeri 1.0 olacak sekilde siispanse
edildi. Ardindan 37 ° C’de 14 saat inkiibe edildi. Sonrasinda kiiltiirler 1/100 oraninda
diliie edildi. Diliie edilen kiiltiirlerin her birinden 200 pl alinarak diiz tabanh
mikroplak igerisine dagitildi. Her bir sus i¢in 3 adet kuyucuga dagitim yapildi.
Negatif kontrol igin ise 3 kuyucuga sadece TSB koyuldu. Plagin kapagi kapatilarak
37 9C’de 24 saat inkiibe edildi. Bekleme siiresinin ardindan kuyucuk igleri pipetle
aspire edildi. Ardindan 250ul steril serum fizyolojik ile her kuyucuk 3 kez iyice
calkalayarak yikandi. Yikama ardindan tim kuyucuklara 200 pl %99’lik metanol
(Sigma, Almanya) dagitildi. 15 dk sonunda kuyucuklar pipetle bosaltild1 ve plak ters
cevrilerek kurumaya birakildi. 200ul %2’lik Kristal viyole (Hucker kristal viyole,
Gram boyama igin hazirlanmis) tim kuyucuklara dagitildi ve 5 dk beklendi. Cesme
suyunun altinda kuyucuklar yikanarak plak ters ¢evrildi ve kurumaya birakildi. Tiim
kuyucuklara 160ul %331tk glacial acetik asit (Riedel de Haen, Almanya) dagitildi,
5-10 dk gectikten sonra spektrofotometrede 550 nm dalga boyunda 6lgiim yapilarak
optik dansite degerlerine gore biyofilm olusturma kapasiteleri negatif, zayif, orta,
giiclii olarak belirlendi.
Degerlendirmede kullanilacak sinir ,,cut-off (ODc) degeri negatif kontrol
OD 6l¢tim degerinin ii¢ standart sapma ftizeri hesaplanarak elirlendi. Buna gore
izolatlarin biyofilm olusturmalar1 asagidaki hesaplamaya uygun olarak kategorize
edildi.
OD <0Dc biyofilm olusturmayan
ODc<0OD <2x0ODc zayif biyofilm olusumu
2x ODc <OD <4 x ODc orta biyofilm olusumu
4 x ODc <OD giiclii biyofilm olusumu
3.5. Hareket Testi

Suslarin hareket 6zelligi Eijkelkamp ve ark. (60) ile Luisa C. S. Antunes ve
arkadaglarinin (59) kullandiklart metodlar modifiye edilerek belirlendi. Buna gore
“twitching” (segirme) hareketi i¢in Mueller Hinton (Oxoid, Ingiltere) besiyeri,
“swarming” (yayilma) hareketi i¢in Luria Bertani (Sigma, Almanya) besiyeri
kullanildi. Luria Bertani (%1.5 agar) besiyerinde iiretilen bakterilerden steril 6ze ile
birer koloni alinarak twitching hareketi i¢in %1 oraninda agar iceren Mueller Hinton

besiyerine; swarming hareketi i¢in %0.25 oraninda agar iceren Luria Bertani
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besiyerine besiyerinin dip kisima dogru batirma seklinde ekim yapildi. Besiyerleri
37°C’de 48 saat inkiibe edilerek 24. ve 48. saatlerde degerlendirme yapildi.
Twitching hareketini degerlendirmek i¢in besiyerinin agar kismui kaldirilarak petri
plagi %0.1°lik kristal viyole boyasi ile 30 dk boyunca boyandi ve boyanmis olan halo
seklindeki zon cap1 degerlendirilerek >10 mm olanlar pozitif olarak degerlendirildi.
Swarming hareketi i¢in besiyeri yilizeyindeki hareket degerlendirildi. Zon ¢ap1 > 20

mm olanlar pozitif olarak belirlendi.

3.5.1. Galleria mellonella iiretimi

Bu calismada Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim dali tarafindan tretilen G. mellonella larvalar1 kullanilmistir. Larvalardan
0.2-0.4 g agirhiginda, 2-3 cm uzunlugunda ve krem rengi olanlar ¢alismaya dahil

edilmistir.

3.5.2. Galleria mellonella larvalar:

Marmara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji béliimiinden temin edilen
larvalar uygun sartlar altinda ZBEU Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina getirildi.
Larvalar 28+2°C ve %65+5 bagil neme sahip inkiibatorde (Niive, ES 500) yetistirildi
(61). G. mellonella larvalarinin beslenmesinde sonmiis siyah petek kullanildi. Petek
temin edilememesi durumunda yapay besin hazirlanarak buzdolabinda +4°C’de
sakland1. Yapay besin hazirlanmasinda 430g kepek, 100g ogiitiilmiis siyah petek
(soguk soklanmis), 150ml gliserol, 75g cicek bali, 75 ml distile su kullanildi. Tim
karisim hazirlandiktan sonra 24 saat buzdolabinda bekletildi ve hazirlanan besin
saklandi (58). Besin hazirlandiktan sonra 20 kadar pupa ve parcalanmis siyah petek
bir kavanoza alindi. Uzeri iki kat Amerikan bezi ile kapatild: ve lastik ile sabitlendi.
Ardindan tzerine delik agilmis kavanoz kapagi kapatildi. Petek azaldik¢a besin
takviyesi yapild1 ve kavanoz iki giinde bir temizlendi. Caligmamizda enjeksiyonun

rahat yapilabilmesi i¢in 7.evre larvalar (0.20-0.40 g, 2-3 cm) kullanildi.
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Sekil 6: a) G.mellonella yumurtasi. b) G.mellonella yumurtalarinin mikroskobik

gorunimu

Sekil 8: a) Eriskin larvalar b)Bakteri enjeksiyonu 6ncesi gruplandirilan larvalar.
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3.5.3. Larvalara enjeksiyon yapilmasi

Tim S. maltophilia izolatlarinin Luria bertani agar plaklarindaki 24 saatlik
kiiltiirleri alindi. Her izolat icin serum fizyolojik (%0.9 NaCl) icinde 108 koloni
olusturan Ttnite (CFU)/mL konsantrasyonda inokuliim olacak sekilde bakteri
stispansiyonlar1 hazirlandi. Hazirlanan bakteri siispansiyonlarindan 10pL’si sondaki
sol arka ayaginin 6n kismina gelecek sekilde 0.5 ml’lik insiilin enjektorii ile enjekte
edildi. Enjeksiyon yapilirken larvalarin hareket kabiliyetinin kisitlanmasi igin
larvalar buz akiisii iizerine alindi. Her izolat i¢in 10 larvaya enjeksiyon yapildi.
Ayrica 10’ar adet larva ise herhangi bir enjeksiyon yapilmamis saglikli kontrol ve
serum fizyolojik enjekte edilmis SF kontrol deney gruplar: olarak belirlendi. Larvalar
30°C sicaklikta 144. saate kadar izlendi ve 6len ve melanizasyon gosteren kahve
renkli larvalar belirlenerek kaydedildi. Ayrica kontrol susu olarak; ATCC 13637
numarali standart S. maltophilia susundan serum fizyolojik (%0.9 NaCl) i¢inde 108
koloni olusturan tinite (CFU)/mL konsantrasyonda inokuliim olacak sekilde bakteri
stispansiyonlar1 hazirland1 10 larvaya enjeksiyon yapildi ve larvalar benzer sekilde

izlendi.

Sekil 9: a) Larva enjeksiyonu 6ncesi hazirlik, b) Larva enjeksiyonu.
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4. BULGULAR
4.1. izolatlarin Genel Ozellikleri

Calismaya dahil edilen toplam 20 S.maltophilia izolatinin klinik &rneklere
gore dagilimina bakildiginda %55 ile en yiiksek oranda kan 6rnegi oldugu gozlendi.
Bunu sirayla trakeal aspirat (%15), idrar (%15), endokatater (%5), abse (%5) ve
balgam (%5) o6rneklerinin takip ettigi goriildii.

4.2. Antibiyotik Duyarhhk Profilleri

Calismaya dahil edilen suslarin antibiyotik duyarlilik durumlari Tablo 6’de

verilmigtir.

Tablo 6: Calismaya alinan izolatlarin antibiyotik duyarliliklari.

Tiim izolatlar

(n=20)

S | R

(n%) (n%) (n%)

CAZ 35(7) 15 (3) 50 (10)
LEV 90 (18) 10 (2) -
SXT 100 (20) - -
MIN 100 (20) - -
C 90 (18) 10 (2) -

S: Duyarly, I: Orta duyarli, R: Direngli

4.3. Galleria mellonella Enfeksiyon Modeli

G.mellonella larvalar1 ile S.maltophilia izolatlar1 kullanilarak olusturulan
enfeksiyon modelinde larvalar 6nce 12 saat sonrasinda ise 24 saat araliklarla 144 saat
boyunca degerlendirildi. Her degerlendirme sonrasinda 6lii ve melanize larvalar ile
canli larvalarin sayis1 kaydedildi. Larvalara enjeksiyon sonrasi ilk 12 saatte larvalarin
hareketinde yavaglama goriildii ve melanize olan larvalarin ortalama 24 saat sonra
6lmeye basladig1 saptandi. Kontrol grubu olarak ayrilan ve sadece serum fizyolojik
enjekte edilen larvalarin pupa olusumu evresine gec¢meye basladigr gozlendi.

Enjeksiyonu takiben 12. saatte melanizasyon ve oliimlerin basladigi, 6liim oraninin

27



96. saatte sabitlendigi ve 144. saat sonunda sonucun degismeden kaldig1 gozlendi. Tlk
24 saatte ortalama larva 6liim oran1 %28.5 iken 144. saatte bu oranin %73’lere ¢iktig1
tespit edildi. Sekil 12°de; toplam tiim izolatlarda, CAZ duyarl izolatlarda, CAZ orta
duyarli ve CAZ direngli izolatlardaki larva Olim oranlariyla birlikte standart

ATCC1367 S.maltophilia susuna ait 6liim oran1 gosterilmistir.

Sekil 10: Enfeksiyonun 144. saatinde tam melanize 6lii larvalar.

Sekil 11: a) Larvada kismi pupa olusumu b) Melanize 6lii larva ve 6lii larva.
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Sekil 12: A, Tiim izolatlarda larva 6liim orani; B, CAZ duyarl izolatlarda larva 6liim
orani; C, CAZ orta duyarl larva 6liim orani; D, CAZ direngli izolatlarda larva 6liim
orani; E, Standart ATCC 13637 numarali S.maltophilia susu ile enfekte edilen

larvalarda O0lim orani.

4.4. Biyofilm Olusumu

Calismamiza dahil edilen 20 S.maltophilia izolatinin iki tanesinin biyofilm
olusturmadigi, 18 tanesinin ise gii¢lii biyofilm olusturdugu goézlendi. Biyofilm
olugturmayan izolatlardan birinin balgam digerinin ise trakeal aspirat 6rnegi oldugu
ve her iki izolatin da seftazidime direngli oldugu belirlendi. Sekil 13’te
degerlendirme oOncesi polistren mikroplakta kuyucuklardaki farkli diizeylerde

biyofilm olusumu goriilmektedir.
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Sekil 13: Mikroplakta biyofilm olusumunun gosterilmesi.

4.5. Hareket

Calismaya dahil edilen toplam 20 izolatin dort tanesinde yayilma, bir
tanesinde segirme hareketi oldugu gozlendi. Yayilma hareketi pozitif olan izolatlarin
seftazidime direncli, segirme hareketi pozitif olan tek izolatin ise seftazidime duyarlt
olduklart gézlendi. Diger antibiyotiklere duyarlilik orant %90 ve {izeri oldugu igin

kargilastirma yapilamadi.

Sekil 14: Segirme hareketinin degerlendirilmesinde kullanilan %0.1°lik kristal viyole

ile boyanmis besiyerleri.
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Sekil 15: Segirme hareketinin degerlendirilmesi i¢in ¢ap 6lglimii.

Sekil 16: Yayilma hareketi olusumu.
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Tablo 7: izolatlarm &rnek tipi, Seftazidime duyarlilik durumu, biyofilm ve hareket

virulans faktorlerine ait sonuglar

VIRULANS FAKTORU
isolat no Ornek Tipi Seftazidime Biyofilm Yayillma Segirme
duyarhhk olusturma hareketi hareketi
1 Abse Orta Duyarli Giglii - -
2 Kan Direngli Giiglii + -
3 Kan Direngli Giiglii - -
4 Kan Direngcli Gugli - -
5 Kan Direngli Gugli - -
6 Endokatater Direngli Giigli + -
7 Kan Duyarli Giglii - -
8 Kan Duyarli Giicla - -
9 Kan Duyarli Giicla - +
10 Trakeal aspirat  Direngli Yok - -
11 Trakeal aspirat ~ Orta Duyarli Giigli - -
12 Idrar Direncli Gigli + -
13 Kan Direngli Gugli + -
14 Kan Duyarli Giglii - -
15 Trakeal aspirat  Duyarh Giiglii - -
16 Idrar Orta Duyarli Giiclii - -
17 Idrar Direncli Giiglii - -
18 Balgam Direngli Yok - -
19 Kan Duyarli Giigli - -
20 Kan Duyarli Giigli - -
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5. TARTISMA

S.maltophilia bir¢ok antibiyotige direngli infeksiyon etkenlerinden biri olarak
son on yilda artan siklikta ortaya ¢ikan bir patojendir. S. maltophilia’nin zaman
icerisinde nozokomiyal etken olarak 6neminin arttigi gézlenmektedir. Hastanelerde
ve siklikla da Yogun Bakim Unitelerinde (YBU) gittikce artan oranlarda etken olarak
izole edilmektedirler. Ozellikle immiin diiskiin hastalarda énemli bir firsat¢1 patojen
ozelligi gostermektedir (62).

Giintimiize kadar S. maltophilia izolatlariyla yapilan az sayida ¢aligsmalarin
cogu antibiyotik direnci, tedavi protokolleri ve epidemiyolojik veriler iizerine
odaklanmasia kargin bu bakterinin viriilans faktorleriyle ilgili calismalar ¢ok
nadirdir (6). Tirkiye'de konu ile ilgili yapilmis, virulans faktorlerinin arastirildig:
calisma bulunmamaktadir. Bu konuda yurtdisinda yapilmis gesitli in vitro calismalar
olmakla birlikte in vivo olarak yapilan ¢alismalar ¢ok sinirli sayidadir. Yaptigimiz
literatiir taramasinda sadece ti¢ in vivo g¢alismada S.maltophilia virulans: iizerine
calisilmis oldugu tespit edilmistir (63). Ancak bu g¢alismalarda ¢ok sinirli sayida ve
Ozellikte bakteriler calisilmistir. Bunlardan birisinde sadece kistik fibroz hasta
izolatlart yer almis olup digerinde ise sadece iki adet S.maltophilia susu iizerinde ilag
kombinasyonu etkileri arastirilmistir (64). Bir digerinde sadece bir adet sokak tipi S
maltophilia susu ve bu susta belli bir gen bolgesi mutasyonu olusturularak elde
edilmis sus kullanilmis olmasi viriilans ¢alismalarinda G. mellonella‘nin model
olarak sunulmasi igin 6nemli bir kisithiiktir (46). Ulkemizde ise S.maltophilia
virulansi ile ilgili enfeksiyon modeli ¢aligmasi hi¢ bulunmamaktadir. Halen, bu
mikroorganizmaya kars1 daha etkili kontrol ve tedavi stratejileri gelistirebilmek i¢in
virulans faktorlerinin daha fazla arastirllmasina ihtiya¢ vardir. Calismamizda,
cesitlilik gosteren, farkli hasta, klinik durum ve 6rnek tiplerinden elde edilmis klinik
izolatlar kullanilarak, hem in vitvo hem de deneysel modelde in vivo olarak viriilans
ozellikleri arastirilmistir.

S. maltophilia ‘nin en sik izole edildigi o6rneklere bakildiginda solunum
yollar1, kan dolasimi, yara ve {iriner sistem ornekleri karsimiza ¢ikmaktadir. Ayrica
kistik fibrozlu hastalarin solunum yollarindan P. aerugiosa’dan sonra en sik izole
edilen patojendir (58). Yapilan ¢alismalarda S. maltophilia nin izole edildigi 6rnek
tirleri farklilik gostermektedir. Yurti¢i yapilan caligmalara bakildiginda 6rnegin

Ongiit ve ark.’nin (59) yaptig1 bir ¢alismada, S. maltophilia izolatlar1 en sik trakeal
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aspirat drneklerinden izole edilmistir. Diilger ve ark.’nin (60) yaptig1 ¢alismada ise
idrar 6rnekleri S. maltophilia’nin en sik izole edildigi drnek tiirii olmustur. Jones ve
ark. tarafindan 1997-2001 yillar1 arasinda yapilan genis ¢apli bir arastirmada, S.
maltophilia’nin P. aeruginosa ve Acinetobacter tiirlerinden sonra en sik izole edilen
ticiincii non-fermenter basil oldugu goriilmiis ve klinik 6rneklerden izolasyon orani
%8 olarak bulunmustur (61) Bizim yaptigimiz ¢alismada ise S. maltophilia suslari
biiyiik oranda kan 6rneklerinden %55 izole edilmistir.

S.maltophilia gegirdigi stk mutasyonlar ile bir¢cok antibiyotige dogal olarak
direng kazanabilir. Bu sebeple hastaneler ve 6zellikle yogun bakim tiiniteleri gibi asir1
antibiyotik kullanilan ortamlarda 6nemli infeksiyonlara sebep olabilmektedirler (55)
S. maltophilia karakteristik olarak ¢ok ilaca direngli (MDR) bir fenotip gostermekte
olup beta-laktamaz, aminoglikozid asetiltransferaz, eritromisini inaktive eden
enzimleri ve efluks pompalari kodlayan genleri ile bircok antibiyotige intrensek
olarak direnglidir. Tikarsilin-klavulanat S. maltophilia infeksiyonlarinda en yaygin
kullanilan beta-laktam antibiyotiktir. (62). Tedavide ilk se¢enek olarak kullanilan
SXT’ye kars1 direng oranlari, ¢caligmalar arasinda farklilik géstermekle birlikte, %10
civarindadir (65). Ulkemizde yapilmis ¢alismalarda S. maltophilia suslarinda SXT’ye
direng oranlar1 %0-20 arasinda bildirilmistir (66). Sadi¢ ve arkadaslari tarafindan
2007-2017 willar1 arasinda yaptiklari caligmada elde ettikleri S. maltophilia
suslarindaki ortalama diren¢ oran1 %7.7 olarak bulunmustur (67). TMP-SXT direnci
ile ilgili yurt disinda yapilan c¢aligmalarda elde edilen oranlar farklilik
gostermektedir. Ornegin Ispanya’da yapilan bir calismada TMP-SXT direnci %26,2
olarak bildirilirken, Yunanistan’da yapilan bir ¢alismada %15 olarak saptanirken
Kanada’da ise diren¢ orami %2 olarak saptanmistir (68). Bizim yaptigimiz
aragtirmada c¢alismaya dahil edilen izolatlarin antibiyotik duyarlilik profiline
bakildiginda; izolatlarin  yarisinin ~ seftazidime  %90’min  levofloksasin  ve
kloramfenikole, tiim izolatlarin ise trimetoprim siilfometaksazol ile minosikline
duyarli oldugu goriilmiis olup literatiir ile benzerdir.

Gelisen bakteriyel direng sonrasinda (tekli ya da g¢oklu) antibiyotiklerin
patojenlere  kars1  etkilerinde azalmalar  goriilmektedir.  S.maltophilia’da
antimikrobiyal ajanlara kars1 direng gelisimi farkli mekanizmalar yolu ile olmaktadir.

Antibiyotik direnci kazanmis bakterilerin viriilans 6zelliklerinde de azalma oldugu
bildirilmektedir (69).
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S.maltolphilia’nin en onemli virulans faktorlerinden birisi  biyofilm
olusturabilme 6zelligidir. Ozellikle flagella ve fimbrial adezinler biyofilm olusumu
ile iligkilidir. Yapilan arastirmalar S. maltophilia’nin sentetik ylizeylere adere
olabilmesinin, 6zellikle immiinsuprese hastalarda ve nozokomiyal enfeksiyonlarda
firsat¢1 patojen hale gelmesinde 6nemli oldugunu vurgulamaktadirlar (3). Biyofilm
tireten S. maltophilia suslar fagositlere ve antibiyotiklere daha direngli olurken ayni
zamanda plastik ylizeylere tutunabilme yetenegi Kazanirlar. Bunun sonucu olarak da
solunum cihazlari, kataterler ve protezler gibi tibbi cihazlarda kolonize olarak
enfeksiyonlara neden olabilirler (5). Yapilan arastirmalarda S. Maltophilia
enfeksiyonlarinda 6liim orant % 23 ile% 77 arasinda degismektedir (70). Biyofilm
icinde gomiilii halde bulunan bakteriler planktonik hiicrelerle karsilastirildiginda,
antimikrobiyal maddelere kars1 10-1000 kat daha dayanikli olduklari belirlenmistir
(71). Bizim c¢alismamizdaki izolatlarin  %90’min giiclic  biyofilm olustugu
gozlenmistir. Biyofilm olusturmayan izolat sayist ¢ok az oldugu i¢in drnek tipi ya da
diger viriilans Ozelliklerini igeren etkili bir degerlendirme yapilmasi miimkiin
olmamustir.

Arastirmamizda degerlendirilen bir diger viriilans faktorii bakteri hareketidir.
Flajella bakteriyel motiliteden sorumlu olup ayn1 zamanda adezyonda da rol oynar.
Flajella aracili gergeklesen biyofilm formasyonu bakterinin konak hiicre savunma
mekanizmasindan korunmasini saglamaktadir (33). Zgair ve Chhibber fareler
tizerinde klinik S. maltophilia suslari ile yaptiklari ¢alismada bakteriyel adezinlerin
dogrudan trakeal epitel iizerindeki mukusa yapistigini belirlemislerdir. Bu adezyon
ile birlikte bakterilerin solunum yolunda kiimelesereck mukus iizerinde biyofilm
olusturduklarini, biyofilm i¢indeki bakteriyel hiicrelerin hareketlerinin engellendigini
ve boylece dolayli olarak enfeksiyonun baglamasina katkida bulundugunui
gozlemlemislerdir (72). Yapilan bagka bir ¢alismada, kistik fibrozlu (KF) hastalar ile
kistik fibroz olmayan hastalardan izole edilen S. maltophilia izolatlar1 karsilagtirilmig
ve biyofilm olusumunda flajella aracili motilitenin sadece KF’li hastalarda daha
esansiyel oldugu belirlenmis ve arastirmacilar tarafindan bu suslar “’KF fenotipi’’
olarak adlandirilmistir (35). Bu nedenlerle ¢alismamizda S.maltophilia’da viriilans
faktorii olarak biyofilm olusturma 6zelligi ve biyofilm olusumu iizerinde etkili olan
hareket 6zelligi birlikte degerlendirilmistir.

Pompilio ve ark. (63) tarafindan yapilan bir arastirmada on y1l boyunca kistik

fibrozisli hastalardan izole edilen S. maltophilia suslarinin biyofilm olusumu,
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hareketlilik, antibiyotik direnci ve patojenite ile ilgili o6zellikleri karakterize
edilmistir. Ayrica yapilan ¢alismada in vivo enfeksiyon modeli olarak G. mellonella
modeli kullanilmistir. Bu yonleriyle ¢alismamiza benzerlik gostermekle birlikte,
sadece Ozel bir hasta grubundan, kistik fibrozlu hastalardan izolatlar kullanilmistir.
flgili calisma sonuglart degisik klinik ornekleri icermediginden, S. maltophilia
suslarinin genel virlilans 6zelliklerini temsil etmekten uzaktir. Calismamizda farkl
klinigi olan hastalardan gelen kan, solunum yolu 6rnekleri, endokateter, abse ve idrar
olmak {izere gesitli 6rnek tiplerinden elde edilen izolatlar kullanilmistir. Bu nedenle
sonuglarimiz temsiliyet ¢esitliligi avantaji ile daha degerlidir.

Enfeksiyon hastaliklarinin patogenezinin arastirilmasi, bu hastaliklara sebep
olan mikroorganizmalarin virulans faktorlerinin belirlenmesi ve etkili tedavi
seceneklerinin ortaya konulmasinda in vivo modeller ge¢misten beri tercih
edilmektedir. Enfeksiyon patogenezi calismalarinda daha ¢ok fare, kobay ve sican
gibi memeli hayvanlar kullanilmaktadir. Ancak giiniimiizde memeli hayvanlarin
kullanimini kisitlayan bazi faktorler s6z konusudur. Bu faktorler arasinda memeli
hayvan kullaniminda yasal diizenlemelerin zorlastirilmasi, hayvan kullanimina
yonelik hassasiyet artis1 sayilabilir (41). Ayrica memeli modellerin kullanimi igin
gelismis laboratuvarlar, deneyimli teknik personel ve veteriner hekimlere ihtiyag
duyulmakta olup Deney Hayvanlar1 Kullanim Sertifikas1 zorunlulugu bulunmaktadir.
Belirtilen kisitlamalara bagli olarak alternatif omurgasiz hayvan modellerinin
kullanimi1  giindeme gelmistir (42). Son yillarda Omurgasiz model olarak
Caenorhabditis elegans, sirke sinegi olarak bilinen Drosophila melanogaster ile
mum giivesi ad1 verilen Galleria mellonella larvasi kullanilmaktadir. G. mellonella
larvalarim1 diger omurgasizlara gére On plana c¢ikaran bazi ozellikleri vardir.
Bagisiklik sistemi memeliler ile benzerlik gosterir ve bu durum enfeksiyon siirecinin
izlenmesinde avantaj saglar. Bu larvalar oldukca hizli bir iireme dongiisiine sahiptir
ve vyetistirilmeleri olduk¢a kolay olup maliyetleri diisiiktiir. Boyutlar1 biiyiik
oldugundan (~2-4 cm) enfeksiyon etkenleri ve cesitli antimikrobiyal ajanlarin
enjeksiyonuna olanak saglar (43). Ayrica 15-37°C’da yasayabilme yeteneginden
dolayr ozellikle insan sagligim1 tehdit eden tibbi 6neme sahip bir¢ok patojen
mikroorganizmanin virulans faktorlerinin arastirilmasina olanak saglar (44).
Belirtilen avantajlar géz Oniine alinarak ¢alismamizda enfeksiyon modeli olarak G.
mellonella segilmistir. Calismamiz kapsaminda G. mellonella iiretimi basari ile

hayata gecirilmis ve deneylerde laboratuvarimizda iiretilen larvalar kullanilmistir.
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G. mellonella iiretimi sirasinda, etiivde yer alan inkiibasyon kavanozlar
icinde bir kereye mahsus olmak iizere fungal kontaminasyon gelismistir. Onlem
olarak hem etiivdeki kavanoz sayisi altiya disiiriilerek azaltilmis hem de kavanoz
basina diisen larva sayisi en fazla 50 ile smrlandirilmistir.  Etkili temizlik ve
dezenfeksiyon islemleri sonrasinda tekrar etmemistir. Temizlik iglemleri sirasinda
oda sicakligina birakilan kavanozlardaki larvalarin, beklenenden hizli sekilde, heniiz
yeterli blyiikliige ulasmadan pupa formuna gegctikleri gozlenmistir. Bu durumun
sicaklik ve 1s1k gibi ¢evresel stres faktorlerine bagh olarak gelistigi diistiniilmiistiir.
Kontrollii ¢alismalarla gézlemimizin desteklemesi gerektigi kararina varilmistir.

Yapilan aragtirmalar ile kandi yaptigimiz ¢aligma arasinda benzerlik olup
olmadigina bakildigida bakildiginda Pseudomonas aeruginosa’nin viriilansinin
arastirildigr bir ¢alismada model olarak G. mellonella larvasi kullanilmig ve bu
calismada LB sivibesiyerinde iiretilen bakterilerden 10° cfu/ml kadar1 larvalara
enjekte edilerek 96 saat boyunca izlenmistir. Minimum izlem siiresi yoniiyle bizim
calismamizla benzerlik gostermektedir ancak deneylerimizde bu siire iki giin kadar
daha uzatilmis, toplam 144 saat boyunca izlem yapilmistir (73). Caligmamizda
yapilan 6n deneyler sonucunda larvalar 108 cfu/ml bakteri ile enfekte edilmis ve
sonug olarak 108 cfu/ml bakteri miktarmin ve izlem siiresinin deneysel model igin
uygun oldugu ancak minimal enfektif ile letal dozlarin belirlenmesi i¢in farklh
konsantrasyonlarda bakterilerin  kullanildigi ek c¢alismalarla sonug¢larimizin
desteklenmesi kararina varilmistir.

Calismamizdan elde edilen in vivo viriilans 6zellikleri sonuglar ile deneysel
modeldeki in vivo patojenite sonuglarinin karsilagtirilmasi hedeflenmis olmakla
birlikte izolatlarin biyofilm olusturma oran1 %90’lara ¢ikacak kadar yiiksek oldugu
icin larvalarin melanizasyon/dliim oranlariyla karsilagtirma yapilamamigtir. Benzer
sekilde; izolatlarin timii minosiklin ve SXT’ye duyarli olarak bulundugu igin,
seftazidim disinda duyarlilik durumu ile ilgili de karsilastirma yapilamamuistir.
Segirme hareketi tek bir izolatta gozlenmis olup karsilastirma yapilamamigtir. Bunun
yaninda, yayilma tespit edilen izolatlarin larvalarin mortalite hizlar tizerinde bir fark

gostermedigi izlenmistir.
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6. SONUCLAR

1. Calismamizda; gesitlilik gosteren klinik S. maltophilia izolatlar1 kullanilarak, hem
in vitro hem de deneysel modelde in vivo olarak viriilans 6zellikleri arastirilmustir.
Bu yoniiyle literatiirde ilk olma 6zelligi tasimaktadir.

2. Calismada enfeksiyon modeli olarak segilen G. mellonella larvalar
laboratuvarimizda basari ile tiretilerek kullanilmistir.

3. Larvalara yapilan bakteri enjeksiyonunu takiben 12. saatte melanizasyon ve
Olimlerin basladigi, 6lim oraninin 96. saatte sabitlendigi ve 144. saat sonunda
sonucun degismeden kaldig1 gozlenmistir. ilk 24 saatte ortalama larva 6liim oraninin
%28,5 oldugu 144. saatte bu oranin %73’lere ¢iktig1 gézlenmistir.

4. izolatlarn elde edildikleri klinik drneklere gére dagiliminin %55 ile en fazla kan
oldugu, bunu sirasiyla trakeal aspirat, idrar, endokatater ve balgam 6rneklerinin takip
ettigi goriilmiistiir.

5. Antibiyotik duyarlilik profillerine bakildiginda; trimetoprim siilfometaksazol ile
minosikline tiim izolatlarin duyarli oldugu, seftazidime %50’sinin duyarli, %15’inin
orta duyarli ve %35’inin ise direngli oldugu; levofloksasin ve kloramfenikole ise
%90’ min duyarli ve %10’unun orta duyarli oldugu goriilmiistiir.

6. Izolatlarn %90’ gii¢lii biyofilm olusturdugu ve %10’unun ise biyofilm
olusturmadig: goriilmiistiir.

7. izolatlarin biyofilm olusturma oranlar1 yiiksek oldugu icin deney modelinde
karsilastirma yapilamamastir.

8. Benzer sekilde seftazidim digindaki antibiyotiklerin duyarlilik durumlart ile ilgili
de karsilastirma yapilamamustir. Seftazidime duyarli olan izolatlarin 6liim oram 144.
Saatte %064,2 direncli olanlarin %77, orta duyarli olanlarin ise 6liim oraninin %80
oldugu gozlenmis olup aralarindaki farkin anlamli olmadig1 kanaatine varilmistir.

9. Bakterilerin hareket yeteneginin arastirilmasinda izolatlarin dordiinde (%20)
yayillma hareketi, birinde ise se8irme hareketi gozlenmistir. Yayilma hareketi
larvalarin mortalite hizlar1 tizerine bir fark olusturmamustir.

10. G. mellonella larvalarmin S.maltophilia virulans ¢alismalarinda deneysel

enfeksiyon modeli olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.
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