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Amag: Konaga yerlesen mikroorganizmalarin iiremeleri, viru-
lans ve antibiyotiklere duyarlilik da dahil olmak iizere tiim
ozellikleri konak kosullari tarafindan kontrol edilir.
Calismanuzda, bir konak faktorii olarak Ostradiol, insiilin ve
norepinefrinin  farkli mikroorganizmalarin (Uropatojen
Escherichia coli C7, Candida albicans SC5314, Enterococcus
Jfaecalis ATCC 29212, Metisiline direngli Staphylococcus auerus
(MRSA) ATCC 43300 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853) iiremesi iizerine etkilerinin in vitro olarak belirlenmesi
amaglanmustir.

Gereg ve Yontem: Bu amagla, mikroorganizmalar hormonla-
rin farklt konsantrasyonlarint iceren ve icermeyen (kontrol)
besiyerlerinde (Triptik soy buyyon ve Sabouraud dekstroz buy-
yon) iiretilmislerdir. Mikroorganizmalarin iiremeleri spektrofo-
tometre ile 4., 6. ve 24. saatlerde olciilerek belirlenmistir.
Uremelerin istatistiksel degerlendirilmesinde cift yonlii ANOVA
Bonferroni post-test kullanilmistir.

Bulgular: Calismamizda denenen tiim hormon konsantrasyon-
larmn 6 saat inkiibasyon sonunda E. faecalis iiremesini kont-
rol besiyerine gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde baski-
ladigi, C. albicans iiremesinin hormon ilave edilen besiyerle-
rinde 24 saat inkiibasyonda anlamli sekilde degistigi (200 pU/
mL insiilin ve 20 pg/mL Ostradiolda azalma; 150 pg/mL ve 400
pg/mL ostradiol ile 1.700 pg/mL, 7.500 pg/mL ve 40.000 pg/mL
norepinefrinde artma) belirlenmigtir. Buna karsin denenen
hormonlarin MRSA, P. aeruginosa ve UPEC suglarimin iireme-
si tizerine herhangi bir etkisi olmadigi goriilmiistiir (p>0.05).

Sonug: Memeli hormonlarinin mikroorganizmalarin davranis-
lart iizerinde de etkilerinin gosterilmesi ile konakta cevresel
bir unsur olarak enfeksiyon patogenezini belirledikleri vurgu-
lanmaktadwr. Calismamizdan elde edilen sonuglar ile farkl
konsantrasyonlardaki hormonlarin mikroorganizmalarin iire-
melerinde cesitli etkilere sahip oldugu desteklenmektedir. Bu
ve benzeri ¢alismalar, hormonlarin insanda enfeksiyon siireci-
ni dogrudan belirledigini gostermektedir.

Anabhtar kelimeler: Inter-kingdom haberlegme, insiilin, dstra-
diol, norepinefrin, iireme

ABSTRACT

Effects of Insulin, Norepinephrine and Estradiol on Growth
of Different Microorganisms

Objective: All characteristics of microorganisms colonized in
hostincluding their growth, virulence and antibiotic susceptibilities
are controlled by host conditions. In our study, it has been aimed
to determine the effects of estradiol, insulin, norepinephrine as
host factors on the growth of various microorganisms
(uropathogenic Escherichia coli C7, Candida albicans SC5314,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Methicillin resistant
Staphylococcus auerus (MRSA) ATCC 43300 and Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853) in vitro setting.

Material and Methods: For this purpose, microorganisms
were grown in different culture media (Tryptic Soy Broth and
Sabouraud Dextrose Broth) supplemented with/without various
concentrations of hormones. Growths of microorganisms were
measured at 4™, 6" and 24" hours using a spectrophotometer.
Statistical analysis of growths were determined by using two-
way ANOVA Bonferroni post-test.

Results: All hormone concentrations were shown to suppress
the growth of E. faecalis significantly after 6 hours of incubation.
The growth of C. albicans was found to be significantly altered
(reduced in the presence of 200 uU/mL insulin and 20 pg/mL
estradiol; increased in the presence of 150 pg/mL and 400 pg/
mL estradiol & 1700 pg/mL, 7500 pg/mL and 40000 pg/mL
norepinephrine) in the presence of different hormones. However,
hormones tested were shown to exert no effect on the growth of
MRSA, P. aeruginosa and UPEC (p>0.05).

Conclusion: With demonstration of the effects of mammalian
hormones also on the behaviour of microorganisms, it has
been emphasized that they determine the pathogenicity of
infectious diseases as an environmental factor. Our results
have supported that, different concentrations of hormones
have various effects on growth of microorganisms. All these,
and similar studies have showed that, hormones determine the
infectious process directly in human beings.

Keywords: Inter-kingdom communication, insulin, estradiol,
norepinephrine, growth
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GIRIS

Bir bakteri konak organizmay1 enfekte ettiginde,
icinde bulundugu c¢evre artik konak ve konagin
tiim unsurlaridir. Konaga (insan) yerlesmis olan
mikroorganizmalarin viriilans ve antibiyotiklere
duyarliliklar1 da dahil olmak iizere tiim ozellik-
leri iste bu ¢evre yani konak kosullar1 tarafindan
diizenlenmektedir'®. Bu diizenlenmede rol
oynayan, pek cogu sinyal molekiilii olarak gorev
yapan konak faktorii vardir. Son yillarda yapilan
aragtirmalar da, konak hormonlarinin 6nemini
vurgulamakta olup, bilinenin aksine hormonla-
rin konagin yalnizca kendi hiicreleri (memeli
veya bitki hiicreleri) arasindaki iletisimde degil,
“konak-mikrop” iletisiminde de rol oynadigini
belirtmektedirler. Bu da mikroorganizmalar ile
konag1 olan canlilarin birlikte evrimini (koevri-
mini) agiklamaktadir. Ote yandan prokaryot
hiicreler kimyasal bir iletisim bicimi olan “quo-
rum sensing” (QS; ¢ogunlugu algilama) mole-
kiilleri (otoindiikleyici olarak bilinen molekiil-
ler) ile cevreyi algilar, iletisim kurar ve davra-
mslarm diizenlerler®®. Okaryot hormonlarmin
bu siirecte otoindiikleyici olarak davranarak
hem mikroorganizmalarin kendi aralarinda hem
de mikroorganizma ile memeli hiicreleri arasin-
daki iletisimi sagladiklari gosterilmigtir. Bu,
“alemleraras1” (interkingdom) bir sinyal iletimi-
dir ve bakterilerle konaklar1 arasinda simbiyotik
ve patojenik iligkilere de aracilik etmektedir®!?.

Memeliler gibi kimi mikroorganizmalarin da
hormon {iiretmesi, memeli hormonlarini tantyan
reseptorleri tagimalart ve hormonlarin memeli-
mikrop iligkisinde sinyal molekiilii olarak rol
oynadiginin gosterilmesi ile “Mikrobiyal
Endokrinoloji olarak adlandirilan yeni bir arag-
tirma alan1 dogmustur. Escherichia coli’de insii-
lin, Tetrahymena pyriformis’te kortikortropin,
Bacillus subtilis ve Plasmodium falciparum’da
somatostatin, Trychophyton mentagrophytes’de
progesteron;  Saccharomyces
Paracoccidioides brasiliensis, Candida albicans

cerevisiae,

ve Pseudomonas aeruginosa’da o6stradiol ile
ilgili reseptorlerin varligi gosterilmigtir®'-').

Mikrobiyal endokrinoloji aragtirmalari, genel
olarak, bakterilerle stres hormonlari olarak bili-
nen katekolaminler [epinefrin (E), norepinefrin
(NE) ve dopamin (D)] arasindaki iliskiye odak-
lanmigsa da kimi arastirmacilar diger bazi hor-
monlar1 da [ostradiol (O), insiilin (), progeste-
ron (P), testosteron (T) gibi] ¢alisma konusu
edinmiglerdir®®-27,

Biz de calismamizda, metabolizmamizin farkl
siireclerinde 6nemli rolleri olan insiilin, norepi-
nefrin ve Ostradioliin farkli mikroorganizmalarin
tiremesi lizerine etkilerini in vitro olarak belirle-
meyi amagladik.

GEREC ve YONTEM

Suslar: Bu caligmada, standart {iropatojen
Escherichia coli (UPEC) C7, Candida albicans
SC5314, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
metisiline direncli Staphylococcus auerus
(MRSA) ATCC 43300 ve Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 suglar1 kullanilmugtir.
Tiim suglar -80°C’de saklanmiglardir.

Hormonlar: Calismada kullanilan hormonlar
ve konsantrasyonlar1 saglikli bir insanin kan ve
idrarindaki fizyolojik konsantrasyonlart goéz
oniinde bulundurularak asagidaki gibi belirlen-
mistir:

Insiilin (20 wU/mL ve 200 pU/mL), norepinefrin
(100 pg/mL, 500 pg/mL, 1.700 pg/mL, 7.500
pg/mL ve 40.000 pg/mL) ve ostradiol (20 pg/
mL, 150 pg/mL ve 400 pg/mL)®-3Y.

Uremelerin saptanmasi: Farkli kosullarm sus-
larin iiremelerine (liremede artma veya azalma)
etkisi turbidimetrik yontem ile arastirtlmigtir®®.
Son hacim 9 mL olacak sekilde yukarida belirti-
len farkli konsantrasyonlarda hormon iceren ve
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hormon icermeyen (kontrol) triptik soya buyyon
(TSB) besiyerlerine ekim yapilmistir.
C. albicans i¢in besiyeri olarak Sabouraud deks-
troz buyyon (SDB) kullaniimigtir. Tiim bakteri-
ler icin baglangi¢ konsantrasyonu 10’ CFU/mL,
C. albicans igin ise 10° CFU/mL olacak sekilde
slispansiyonlar hazirlanmig, ekim yapilmisg ve
besiyerleri 37°C’de inkiibe edilmistir. Absorbans
Olclimleri spektrofotometrede (Thermo Fisher
Scientific, Finlandiya) 600 nm dalga boyunda
4., 6. ve 24. saatlerde yapilmig ve deneyler her
sus icin ikiser kez yinelenmistir.

istatistiksel analizler: ikiden fazla grup arasi
degerlendirmede ¢ift yonlii varyans analizi (two-
way ANOVA) kullanilmistir. Farklili§in hangi
gruptan kaynaklandiginin saptanmast Bonferroni
post-test ile yapilmistir. Anlamlilik diizeyi
p<0.05 olarak degerlendirilmistir.

BULGULAR

Mikroorganizmalarin {iremeleri iizerine gesitli
hormonlarin etkisi ve ilgili konsantrasyonlar
Tablo 1’de gosterilmistir. Denenen tiim hormon-
larin 4 saat inkiibasyon siiresinde hi¢bir mikro-
organizmanin liremesi lizerine etkisi goriilme-
mistir. U¢ hormona ait tiim konsantrasyonlarin
MRSA, UPEC ve P. aeruginosa suglarimin iire-
meleri iizerine anlamli bir etkisi saptanmamuigtir
(p>0.05).

Enterococcus faecalis iireme sonuclari

U¢ hormonun da tiim konsantrasyonlar:
E. faecalis susunun iiremesini anlamli derece
azaltarak etki gostermistir. Besiyerine 20 yU/mL
insiilin ilavesi, kontrole gore 6. saatte (p<0.001)
ve 24. saatte (p<0.05) iliremeyi anlamli oranda
azaltmig; 200 xU/mL insiilin konsantrasyonu da
hormon icermeyen besiyerine gore 6. ve 24. saat-
lerde iiremeyi ileri derecede anlamli olarak azalt-
mistir (p<0.001). Hem 0Ostradiol hem de norepi-
nefrin lireme iizerine 6. saatte anlamli etkiler

182

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 2018;48(3):180-186

gostermistir. Bu etkiler, ostradiol i¢in 20 pg/mL
konsantrasyonda, iiremeyi anlaml1 derecede bas-
kilama seklinde iken (p<0.05) 150 pg/mL ve 400
pg/mL konsantrasyonda, kontrole gore ileri
derecede anlamli baskilama olarak belirlenmig-
tir (p<0.001). Norepinefrinin tiim konsantras-
yonlari, enterokok susunun iliremesini 6 saat
inkiibasyonda farkli seviyelerde anlamli derece-
de (100 pg NE, p<0.001; 500 pg NE, p<0.01;
1.700 pg, NE p<0.001; 7.500 pg, NE p<0.01;
40.000 pg, NE p<0.05) baskilamistir.

0.4+
EA Kontrol

B3 20 yUimL instlin
E3 200 pU/mL insilin

Absorbans (600 nm)

6 24
Zaman (Saat)
Grafik 1. Farkh insiilin konsantrasyonlariin Enferococcus
faecalis susununun iiremesi iizerine etkisi. E. faecalis TSB
(kontrol) TSB+20 nU/mL insiilin, TSB+200 pU/mL insiilin
37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Veriler ortalama bulamkhk
+ standart sapmay gostermektedir.

0.4+
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Grafik 2. Farklh 6stradiol konsantrasyonlarinin
Enterococcus faecalis susununun iiremesi iizerine etkisi.
E. faecalis TSB (kontrol) TSB+20 pg/mL 6stradiol, TSB+150
pg/mL ostradiol, TSB+400 pg/mL ostradiol 37°C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. Veriler ortalama bulamklk + standart sap-
may1 gostermektedir.

Candida albicans iireme sonuclari

Denenen hormonlarin hicbirinin 4. ve 6. saatler-
de C. albicans’1n liremesi lizerine etkisi olmadi-
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Grafik 3. Farklh norepinefrin konsantrasyonlarinin
Enterococcusfaecalis susununun iiremesi iizerine etkisi.
E. faecalis TSB (kontrol) TSB+ 100 pg/mL norepinefrin,
TSB+500 pg/mL norepinefrin, TSB+1700 pg/mL norepinef-
rin, TSB+7500 pg/mL norepinefrin, 40.000 pg/mL norepinefrin
37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Veriler ortalama bulamkhk
+ standart sapmayi gostermektedir.

0.20-
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20uU/mL insulin
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200pU/mL insulin
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Grafik 4. Farkh insiilin konsantrasyonlarimin Candida albicans
susununun iiremesi iizerine etkisi. C. albicans TSB (kontrol)
TSB+20 nU/mL insiilin, TSB+200 pU/mL insiilin 37°C’de 24
saat inkiibe edilmistir. Veriler ortalama bulaniklik + standart
sapmay1 gostermektedir.

g1 belirlenmis (p>0.05), bununla birlikte, 24.
saatte insiilinin 200 x U/mL’lik ve 6stradioliin 20
pg/mL’lik konsantrasyonlarinin kontrole gore
tiremeyi ileri derecede azalttigi belirlenmigtir
(p<0.001). 150 pg/mL ostradiol ile 1.700 pg/mL,
7.500 pg/mL ve 40.000 pg/mL’lik NE konsant-
rasyonlar1 Candida tiremesini ileri anlaml1 dere-
cede arttirirken (p<0.001), 400 pg/mL 6stradio-
liin tiremeyi anlamli derecede arttirdig1 belirlen-
misgtir.

TARTISMA

Enfeksiyon durumunda mikroorganizma ile
onun cevresi olan konagin cesitli kimyasal sin-
yaller sayesinde cift yonlii bir iletisim icinde
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Grafik 5. Farkli ostradiol konsantrasyonlarinin
Candida albicans susununun iiremesi iizerine etkisi.
C. albicans TSB (kontrol) TSB+20 pg/mL ostradiol, TSB+150
pg/mL ostradiol, TSB+400 pg/mL ostradiol 37°C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. Veriler ortalama bulamklik + standart sap-
may1 gostermektedir.
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Grafik 6. Farkli norepinefrin konsantrasyonlarinin
Candida albicans susununun iiremesi iizerine etkisi. C. albicans
TSB (kontrol) TSB+100pg/mL norepinefrin, TSB+500 pg/mL
norepinefrin, TSB+1700 pg/mL norepinefrin, TSB+7500 pg/mL
norepinefrin, 40.000 pg/mL norepinefrin 37°C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Veriler ortalama bulamiklik + standart sapmay1 gos-
termektedir.

oldugu ve konak hormonlari ile QS molekiilleri-
nin bu sinyal dilinin vazgecilmez bilesenleri
oldugu bilinmektedir. Mikrobiyal endokrinoloji
alaninda yapilan caligsmalarin sonuglar1 sayesin-
de hormonlarin alemler arasi haberlegsmedeki
rollerini agiklayici veriler saglanabilmistir.

Yapilan in-vitro ¢aligmalarla hormonlarin mik-
roplar tizerinde etkileri oldugu gosterilmistir. Bu
alanda en sik iizerinde durulan katekolamin ve
tiirevi hormonlarin demir iyonu alimini etkiledi-
§i One siirtilmiistiir. Arastiricilar, bazi siderefor-
larin katekol gruplarmi icerdigini ve katekola-
minlerin demirin bagl bulundugu transferrin ve
laktoferrin gibi bilesiklerden alinmasi yoluyla
etkili olduklarini belirtmiglerdir. Bu mekanizma-
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Tablo 1. Hormonlarin mikroorganizmalarin iiremesi iizerine 6. ve 24. saatlerde etkileri.
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MRSA: Metisiline direncli Staphylococcus aureus, UPEC: Uropatojen Escherichia coli
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nin 6zellikle demirin az bulundugu ¢evre sartla-
rinda hiicreye demir saglamada etkili oldugu da
bildirilmektedir. Diger bir mekanizmasi ise, hor-
monlarin bakterilerin ¢ogalmalarini 6zendiren
oto-indiikleyici-3 (OI-3) molekiiliine benzer

ozellikte olmalar1 ile etki gostermeleridir
(3,11,24,33).

E. coli K12 susu tarafindan da iiretilebilen insii-
lin hormonunun tipkr katekolaminler gibi QS
molekiilii (homoserin laktonlar (HSL), oto-
indiikleyici-2 (OI-2), OI-3) olarak davrandigi
bildirilmistir'". Cinsiyet hormonlarindan olan
progesteron ve Ostradioliin ise bazi bakterilerde
(Prevotella intermedius ve Bacterioides
meloninogenicus gibi) konsantrasyona bagli ola-
rak K vitamini gibi gorev yaptig1 ve bakterilerin
tiremelerini etkiledigi gosterilmistir®-%. Ayrica
cesitli mayalar (C. albicans ve P. brasiliensis)
ile yapilan c¢aligmalarda steroid baglayan prote-
inlerin bu mikroorganizmalarda bulundugunun
gosterilmesi, cinsiyet hormonlarinin fizyolojik
siireclerde degisimlere aracilik etmesi seklinde
yorumlanmaktadir!®2>,

Katekolaminlerin bakterilerin iiremesi iizerine
etkilerini arastiran Freestone ve ark.” NE’nin
E. faecalis’in iiremesi lizerine anlamli bir etkisi
olmadigini1 bildirirken, Lyte ve ark.®%
S. epidermidis tiremesinde anlamli diizeyde artig
meydana geldigini gostermistir. Apan ve ark.
®9’nin ¢alismalarindan elde edilen sonuglar,
NE’nin S. auerus, S. epidermidis ve C. albicans’in
tiremesinin baskilandigini gostermistir. Lyte ve
ark.®’nin EHEC O157:H7 susu ile yaptiklar bir
diger caligmalarinda, iiremenin 100.000 kat ve
tistli arttig1 ve Shiga toksin iiretiminin de 160 kat
arttigr bildirilmistir. P. aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Bordetella pertussis ve B. bronchiseptica,
katekolaminler varlifinda iiremelerinde birkac
katlikanlamli artiglar oldugu gosterilen diger
bakteriler olmuslardir”2%3%. Farkli mikroorga-
nizmalarla ve farkli hormon konsantrasyonlari
ile yapilan caligmalarda susa ve konsantrasyona
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bagli olarak farkl sekilde sonuclar elde edildigi
goriilmektedir. Benzer sekilde bizim caligma-
mizda da, NE’nin 1.700 pg, 7.500 pg ve 40.000
pg’lik konsantrasyonlarinin C. albicans lireme-
sini arttirdigi, ancak 100 pg ve 500 pg’lik kon-
santrasyonlarinin iiremeyi baskiladigi belirlen-
migtir. Test edilen tiim NE konsantrasyonlarinin
MRSA, P. aeruginosa ve UPEC C7’nin iireme-
sini etkilemedigi, E. faecalis liremesini ise bas-
kiladig1 bulunmustur (p<0.05).

Yokoyama ve ark.“?, 6stradioliin Campylobacter
rectus’un lremesini indiikledigini bildirmisler-
dir. Bunlarin aksine, bir diger cinsiyet hormonu
olan progesteronun Neisseria gonorrhoeae ve
N. meningitidis lremesini inhibe ettigi
bildirilmistir“. Plotkin ve ark.??, E. faecalis’in
tiremesinin dihidroksitestosteron (DHT) varli-
ginda etkilenmedigini, dikloretilen (DDE), hid-
rokortizon ve deksametazon varliginda ise azal-
digm belirtmislerdir. Ostradiol ile dkaryot mik-
roorganizmalar {izerinde yapilan caligmalardan
da ilgin¢ sonuglar elde edilmistir. Trichopyton
purpureum ile enfekte tavsanlarda topikal
a-ostradioliin infeksiyonu gerilettigi gosteril-
migtir. 17-f ostradioliin, konsantrasyona bagh
olarak Microsporum canis ve Trichopyton
mentagyrophytes’in liremesini inhibe ettigi
gosterilmistir“>4¥, Drutz ve ark.“Y17-p dstradio-
liin, Coccidioides immitis tiremesini biiyiik olcii-
de uyardigini, sferiil olgunlagsma hizini ve endos-
por salinimini arttirdigini gostermiglerdir. Zhang
ve ark.“¥17-B ostradioliin 3 farkli C. albicans

susunun iiremesini arttirdigini géstermislerdir.

Bir diger konak faktorii olan insiilinin etkisini
aragtiran Plotkin ve Viselli®, 400 pU’lik insiilin
varliginda E. faecalis ve P. aeruginosa’nin kont-
role gore liremesinin sonuglarimiza benzer sekil-
de azaldigini bildirmislerdir. Woods ve ark.“®,
tarafindan ise Burkholderia pseudomallei’nin
insiilin reseptoriine yliksek afinitesi oldugu
belirtilmis ve bunun da diyabet hastalarinda
serumdaki insiilin miktarina bagh olarak melio-

idoz gelisimini tetikledigi One siirtilmiistiir.
Giimiis ve ark.“” tarafindan bir tiropatojen E. coli
susunun iiremesinin insiilin varliginda degisme-
digi ancak 200 ¢ U/mL insiilin varliginda sfa/foc,
cnfl ve usp gibi viriilans genlerinin ekspresyon-
larinin azaldig bildirilmistir.

Sonug olarak, mikrobiyal endokrinoloji alaninda
yapilan caligmalarin artmasi sayesinde, enfeksi-
yon hastaliklarinin patogenezi ve patogenezde
farkli alemler arasinda kurulan bu konugma dili-
nin rolii daha iyi anlagilacak ve tedavi yontemle-
ri arasina bu iletisimin kesilmesini temel alan
yeni yontemler katilabilecektir. Ozellikle bakte-
rileri 6ldiirmek (bakterisidal) yada iiremelerini
durdurmak (bakteriyostatik) gibi iki temel etki
sekliyle calisan antibiyotikler yerine, bakteriler-
de yeni hedef molekiillerin ve virulansi dogru-
dan engelleyen yeni ilaclarin bulunmasi miim-
kiin olacaktir. Bu olasiliklar, bakteri ve memeli-
ler arasindaki iligki ve bu iligkiyi kuran her tiirlii
sinyal yolagi ve molekiiller iizerine yapilan
caligsmalar1 degerli kilmaktadir.
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