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I. GIRIS

Biyofilm, mikroorganizmalar tarafindan uretilen, herhangi bir
yluzeye, araylzeye veya birbirlerine yapismalarini saglayan, buylime
oranlari ve gen transkripsiyonuna bagl olarak farkli fenotip gésterebilen,
mikroorganizmanin iginde gémulu olarak bulundugu ekstraselliler polimerik
maddeden olugsmus bir matrikstir 1.

Kateterlerde ortaya cikan biyofiimde hem mikrobiyal hem de
konak faktorleri dnemlidir. Mikrobiyal faktor olarak slaym faktora, konak
faktorl olarak fibrin ve fibronektin bu faktorlere érnektir?.

Slaym faktér, mikroorganizmalarin katetere adezyonu ve
kolonizasyonu ile ilgili bir virilans faktoradur2.

Biyofilm olusumunu duzenleyen genler butin mikro-
organizmalarda tanimlanmistir2.

Biyofilm olusturan en 6nemli mikroorganizmalar gram pozitif
bakterilerden Staphylococcus epidermidis ve maya mantarlarindan Candida
albicans’ dir2.

Her iki mikroorganizmanin biyofilm olusturmasi adezyondan
sorumlu genler tarafindan kontrol edilmektedir. Bu genlerin gosterilmesi icin
molekuler yontemlerden faydalaniimaktadir.

Bu calismanin amaci; Candida albicans adezyonundan ve
biyofilm olusumundan sorumlu genlerden ALS71 ve HWP1 ile

Staphylococcus epidermidis igin ayni mekanizmalardan sorumlu ICA1
ifadesinin, kantitatif Revers Transkriptaz — Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RT-PCR) ile gercek zamanl olarak incelenmesidir.



Il. GENEL BILGILER

Il. a. Tarihge

Gunumuze kadar biyofilm bir¢cok arastirmaci tarafindan farkl
sekillerde tanimlanmistir. ilk olarak 17. yy’ da Leewenhoek’ un disinden
almis oldugu oOrnekte plaklar igerisinde yasayan mikroorganizmalardan
bahsetmesinden sonra, 1978 yilina kadar biyofilmin varligindan
bahsedilmemistir. Burada mikroorganizmanin blyudk bir kisminin biyofilm
adi verilen besleyici bir olusum igerisinde oldugunu ve mikroorganizmanin
yapismis yuzeyi ile yuzen taraf arasinda farklhlik oldugunu gostermistir.
Daha sonra yapilan mikroskobik gozlemlerde, mikroorganizmalarin
dogadaki ekosistemlerde farkli yluzeylere yapisarak ¢ogalmasinin, % 99.9
biyofilm araciligi ile oldugu gosterilmigtir?.

Il. b. Biyofilmin Yapisi

Film kelimesi, yuzeyi kaplayan ince bir tabakay: ifade eder.
Biyofilm ise bu tabakayi olusturan maddenin biyolojik bir materyal oldugunu
tanimlar.

Bir bagka deyisle biyofilm, bir yuzey Uzerinde mikroorganizma
kolonileri ve Urettikleri hicre disi polisakkaritler, proteinler, c¢evreden
absorblanan organik ve inorganik maddelerin olusturdugu bir tabakadir3.

Biyofilmin temel birimi mikrokolonilerdir. Mikrokolonilerin
%10-25’ i hucrelerden, %75-90’ | ise ekzopolisakkarit (EPS) matriksinden
olugsmaktadir. Mikrokoloniler, bir veya birka¢ turde bakteri hlcresinden
olusabilir. Ornegdin; dis ylizeyindeki biyofilmler, 500 kadar farkl bakteri
icerirken, kistik fibrozis hastaliginin ilerleyen evrelerinde yalnizca

Pseudomonas aeruginosa’ nin olusturdugu biyofilmlerden s6z edilir.
Biyofilmin kalinhigi ise teorik olarak 5-500 mikron arasinda olabilir3.

Biyofilm olusumu tim dogal ortamlar igin genel bir
davranigtirt. Gunumuzde derin yeralti sulari ve okyanuslarin derinlikleri
harig, biyofilm tim dogal ekosistemlerde olusabilmektedirs.



Yillardir endustriyel su ve petrol boru sistemlerinde 6nemli bir
sorun olarak bilinirken, artik tiptaki 6nemi sadece disteki plaklardan ibaret
olmayip, 6zellikle yabanci cisim enfeksiyonlari basta olmak Uzere birgok
kronik enfeksiyonda rol oynadigi gosterilmistirS.

Resim 1: Dis Ylzeyinde Olugsmus Plak Goéruntusu

Biyofilm olusumunda mikroorganizmalarin birbirlerine ve
yuzeylere tutunmalari (adezyonu), aderans temeldir. Aderansin antibiyotik
direnci ve fagositoza karsi direngte dnemli oldugunun bilinmesi, son yillarda
tibbi onemini arttirmigtir’. Bakterilerin birbirleriyle konusarak bir topluluk
olusturmalari ve gen modulasyonu araciligi ile ortama adapte olmalarinda
yer almalari tibbi dnemini daha da arttirmaktadir®.

U¢ boyutlu incelendiginde biyofilm, mikroorganizma
toplulugunun diginda, duzensiz bir sekilde dagiimis polisakkarit yapisinda
bir matrikstir®. Yapilan c¢alismalarda, matriksin yogunlugu ve genigligi
sadece hucresel ve hucresel olmayan yapilar arasinda degil, ayni zamanda
mikroorganizma turleri arasinda da farklilik gostermektedir9-10.

Dogada biyofilm, arasindan kanallarin gectigi mercan
kayaliklar Gzerindeki piramit veya mantar sekilli uzantilardan olusan bir
gorunume sahiptir. Bu mercan kayalik gorunumli yogun ve kompleks
yapisi, ortamdaki organik ve inorganik molekullerin ekstrasellller yapisinda
toplanmasiyla olusur®. Biyofilmin gelisme potansiyeli yakin c¢evredeki
besinlerin kullanimi ve hucre i¢ine alinimi, atiklarin uzaklastirimasi ile
yakin iligkilidir. Besin kisitlanmasi sonucu eksprese olan hucreler arasi
iletisim (Quorum-sensing) molekdllerinin salinimi, ortam pH’ si, oksijen
perfuzyonu, karbon kaynagi ve ozmolarite, biyofilm gelisimde ¢ok
etkilidire-10,



Son yillarda bazi 6karyot ve prokaryot hicreler tarafindan
salinan ve hucreler arasi sinyal iletimini saglayarak bakterinin gen
ekspresyonunu duzenleyen molekuller araciligi ile biyofilm yapiminin
dizenlenebileceginin gdsterilmesi, biyofilmin patojenite ve c¢evreye
adaptasyonda 6nemini ¢ok arttirmistirt-12,

Il. c. Mikroorganizmalarin Biyofilm Olusturma Nedenleri:

Il.c.1 Savunma:

Biyofilm yapan mikroorganizmalar, besin yoksunlugu, pH
degisiklikleri, oksijen radikalleri, dezenfektanlar, fagositoz ve antibiyotiklere
kars! planktonik hiicrelerden daha direnglidir. Bu nedenle biyofilm kronik
seyirli enfeksiyonlarda dnemli bir faktor olarak bilinmektedir®.

Biyofilmin buyUuk bir boélimund olusturan hicre disi
polisakkaritler (EPS) savunmada énemli rol oynayan molekillerdir. EPS,
bulundugu bakteriyi gug¢ alanlardan (elektrik c¢ekimi) uzaklastirarak
inflamatuvar hlcrelerin fagositozundan, antibiyotik etkisinden
korumaktadir®7. Cevreden almis oldugu sinyaller sonucunda tehlikede
oldugunu algilayan bakteriler, bazi genlerin kontrolinde biyofilm
olusturarak, kendini koruma altina almaktadir!.

Il. c. 2 Adezyon ve Kolonizasyon:

Insan viicudu mikroorganizmalarin yasamasi igin uygun bir
ortam olup, biyofilm olusturmalarini da kolaylastirmaktadir. Bakterilerin,
vucudun herhangi bir bolgesinde sabit kalabilmek icin birtakim stratejileri
vardir'2, Bakteri ylzey proteinleri, konakginin fibrinojen, fibronektin,
vitronektin, elastin gibi ekstraselliler matriks proteinlerine yapigirlar?s.
Tutunma yani adezyon sonrasi bu bolgeye yerlesen bakteriler bir yandan
cogalirken, diger yandan da biyofilm yapimina baslarlar. ilgingtir ki; biyofilm
bakterinin adheransini arttirirken, biyofilm olusumunun basglamasi ile birlikte
bakteri adhezyonu ve motilite faktorlerinin ekspresyonunda bir baskilama
olmaktadir14-15,



Il. c. 3 Yasanilabilir Cevre Gelistirme:

Ortamdaki glikoz Pseudomonas, Vibrio cholerae, Escherichia
coli ve Staphylococcus’ larin EPS Uretmelerini ve biyofilm olusturmalarini
belirgin bir sekilde arttirmaktadir. Glikozun kullaniimasiyla olusan karbon
katabolitleri yapismis bakterinin gen ekspresyonunu dizenleyerek biyofilm
olusumunda kritik rol oynar. Bakterinin konakg¢ida uygun bir ortam
olusturarak kalabilmesi i¢in biyofilm olusumu gerekmektedir16-17,

Il. c. 4 Topluluk Olusturmak:

Bakterinin ortama adaptasyonundaki beraberlik biyofilm
olusturmada siklikla goértlmektedir. Bakteriler biyofilm olusturduklari gibi
ortamdan aldiklari uyaranlar (besin, pH, isi1 vs.) sonucu hizla da planktonik
hale gecgebilmektedir. Bu da ortama uygun olarak eksprese ettikleri genler
araciligi ile olmaktadir. Tim bakterilerin ¢cevre faktdrlerine ayni yaniti
vermis olmalari ve fenotipik degisiklikler sergilemeleri toplu yasamlarinin
en onemli gostergesidir?6-17.

Il. d. Biyofilm Olusumu

Biyofilm olusumu bir dizi basamaktan sonra meydana gelir. ilk
basamak, yuzeyde hazirlayici film olusumudur. Ortamdaki organik ve
inorganik molekulller yuzeye diflzyonla tasinarak ylzeyde birikirler.
Ozellikle organik olanlar malzeme ylizeyine mikroorganizmanin
yapismasini kolaylastirir. insanda bulunan fibronektin, kollagen, albumin
gibi proteinler bakteri yapismasinda ¢ok etkindir. ikinci basamak ise, sivi ya
da hava icerisinde pasif veya aktif yolla tasinan mikroorganizmanin
hazirlayici film tabakasina yapismasidir. Aktif tagsinma flagella, pili gibi
hicre uzantilari ile veya bazi mikroorganizmalarin amipsi hareketleriyle
gerceklesir. Uglinci basamak olan tutunma ise sivinin ara yiizeyine,
yuzeyin ve mikroorganizmanin 6zelliklerine baghdir1s.

Kati ylUzeylere mikroorganizmanin yapismasi ise van der
Waals kuvvetleri, elektrostatik kuvvetler ve hidrojen baglari olmak Uzere Ug¢
temel mekanizma ile gergeklesir. Mikroorganizma yuzeye tutunduktan
sonra hazirlayici film tabakasi ile mikroorganizma arasinda protein-reseptoér
etkilesimleri ile 6zgul tersinmez yapisma gergeklesir. Ayrica
mikroorganizmalarin Urettikleri polisakkaritler ylzeye baglanarak hucre
kimelesmesine mikrokolonilerin olusumuna yardimci olmaktadir.



Sicaklik, katyon dengesi gibi cevresel kosullar uygunsa
mikroorganizmanin Uremesiyle birlikte EPS dretimi gergeklesir. Organik
maddeler, 6lu hlcreler (noétrofil, epitelyum hucreleri) ve minerallerin
katilimiyla da biyofilm yapisi olusmaktadir?.

. Tablo 1: Yabanci Cisim infeksiyonlarinda Biyofilmlerden En
Sik Izole Edilen Mikroorganizmalar

Gram Pozitif Gram Negatif Mantarlar
Staphylococcus aureus  Escherichia coli Candida turleri
Staphylococcus Klebsiella pneumoniae
epidermidis

Streptococcus viridans Proteus mirabilis

Enterococcus faecalis Pseudomonas aeruginosa

Il. e. Fungal Biyofilmler

Basta Candida parapsilosis ve Candida albicans olmak Uzere
diger Candida turleri, insan vicudunda epitel, endotel hlcrelerine ve
kullanilan sentetik ( 6rn: polisistren) materyale yapisma egilimdedirler. Her
ne kadar C. albicans’ in slaym faktér pozitifligi non-albicans turlere gore
dusuk olsa da, biyofiim olusturmada C. albicans basta gelmektedir. C.
parapsilosis, C. albicans, C. tropicalis ve birkag¢ bakteri tirli karisiminin da
silikon kapli ses protezlerinde biyofilm olusturdugu yapilan galismalarda
gorulmustar. Biyofilm antimikrobiyal maddelerden korunarak ve immin
sistemden kacarak infeksiyon kaynagi olabilir'.



Il. e. 1. Candida Biyofilm Yapisi

C. albicans biyofilm olusumunu incelemek igin bazi model
sistemler geligtiriimistir. Bu sistemlerde organizmalarin 6nce kateter veya
protez materyali gibi ylzeylere adezyonu saglanmis sonra besiyerinde

inkiibe edilmislerdir. Bu sekilde olusturulan C. albicans biyofilmleri tipik
olarak yuzeye adhere maya formundaki hucrelerin katmanindan ve bunun
Uzerinde genis bir ekzopolimerik matriks ile ¢evrili hifal formdaki filamentoz
hidcre katmanindan olugsmaktadiré-19,

C. albicans biyofilm matriksi izole edilip, icerigi serbest
(planktonik) hicreler tarafindan olusturulan ekstrasellller matriks (ESM) ile
karsilastirilmistir.20 Her ikisinin de karbonhidrat, protein, fosfor ve
hekzosamin icermekte oldugu fakat matriksin daha az karbonhidrat (%41)
ve protein (%5) icerdigi saptanmistir. Ayrica mannozdan daha fazla glukoz
(%16) ve galaktoz icerdigi de saptanmigtir2o.

C. albicans biyofilmlerinin ayirici 6zelligi farkh morfolojik

formlarin bir arada bulunmasidir. C. albicans biyofilm olusumu 3 basamakta
gerceklesmektedir: Erken faz (0-11 saat), ara faz (12-30 saat) ve olgun faz
(38-72 saat) 21-22, Biyofilmdeki karbonhidrat miktarinin erken fazdan olgun
faza dogru arttigi ve olgun fazda karbonhidrattan zengin bir ESM oldugu
saptanmigtir 23. Daha detayl incelemede, kateter materyalinden hazirlanan
intravaskuler disklerin yuzeyinde deneysel biyofilm olusturulmus ve
scanning elektron mikroskobunda maya hucrelerinin adezyonunun 3-6 saat
sonrasinda germ tup olusumu ve 48 saatlik inklbasyon sonrasi ise yogun
maya, hif ve yalanci hif agindan olusan tam olgun biyofiim olugumu
g6zlenmistir 24, Organizmanin ayni besiyerinin sivi veya agar formunda
(glikozlu yeast nitrojen base) Uretildiginde hifal formlari olusturmamasi,
morfogenezin plastik polivinilklorid (PVC) yuzeylere temas ile induklendigini
ve bazal hicre katmaninin biyofilm yapismasinda 6énemli rol oynadigini
gOstermektedir 22-23-25,

Yuzeyin kimyasal yapisi biyofilm olugsum hizini etkilemektedir;
PVC’ye kiyasla lateks yuzeylerde daha fazla, poliiretan ve %100 silikonda
ise azalmis olarak saptanmistir. Sellloz filtrelerde olusan Candida biyofilm
yapisi kateter disklerinden farkhdir. Bu da yuzey temasiyla induklenen gen
ekspresyonunu akla getirmektedir24.



Ylizeyin hidrofobisitesi de biyofilm olusumunu pozitif
etkilemektedir. Silikon elastomer veya PVC disklerinin hidrofobik
yuzeylerinde bifazik yapida; bazal tabakada maya hicreleri ve bu tabaka
Uzerinde ESM icerisinde hifal elementlerin siralandigi, buna ragmen
dizensiz veya puruzlia ‘polymethylmethacrylate’ ylizeylerde olgun biyofilmin
sadece maya hucreleri ve ESM’den olustugu gozlenmistir 24,

Candida albicans ’ in adezyon ve biyofilm olusturmasindan
sorumlu genler tablo 1’de listelenmistir.

Tablo 2: Candida albicans’ a Ait Adezyondan Sorumlu Bazi
Genler

Gen Protein/fonksiyon Tir
Biyofilm Olusumu

Aglitinin like sequence ailesi proteinleri /

AL Adezyon- Biyofilm olusumu & @RS
Fungal cell-wall proteins / Adezyon- .
CWPs Biyofilm olugumu C. albicans
HWP, Zﬁgilm\ga” protein / Adezyon- Biyofilm C. albicans
Mycelial surface antijen / Adezyon- .
CSA1 Blyofllm O|U§Umu C. albicans
PRA; Fibrinojen-binding protein / Adezyon- C. albicans

Biyofilm olusumu

Secreted aspartyl proteinase/

SAP family C. albicans
Adezyon-Biyofilm olusumu




Adezyondan sorumlu bu genlerden en 6nemlileri ALS ve HWP
genleridir.

ALS: C. albicans gen ailesi icinde enzimatik aktivitesi olmayan
tek gen ailesi ALS ailesidir. immunohistokimyasal boyamalar ALS

proteinlerinin Candida albicans’ in hicre duvarinda lokalize oldugunu
gOstermistirs,

ALS genleri ilk olarak Candida albicans’ da tanimlanmistir ve
bu gen ailesinde 9 gen oldugu gosterilmistir; fakat ALS3 ve ALS8 in ayni
gen oldugu daha sonra yapilan galigmalarda goésterildiginden ALS8 bu gen
ailesinden ¢ikariimigtir. ALS1, ALS2, ALS4, ALS5 ve ALS9 kromozom 6’ da

bulunurken; ALS6 ve ALS7 kromozom 3’ de, ALS3 kromozom R’ de
bulunur2s,

Candida albicans’ da hem ALS1p hem de ALS5p (ALA1p)
proteinlerinin  adezin iglevinin oldugu gdsterilmistir. Bu genler tarafindan

kodlanan proteinlerin ikisi, ALS5p ve ALS1p, Saccharomyces cerevisiae’
nin insan hucrelerine ve ekstraselliler matriks komponentlerine

adezyonuna araci olabilmektedir. ALS5p, ekstraselliler matriks
proteinleriyle kaplanmig substratlara ve insanda bukkal epitel hiicrelerine ve
hlcrelerin biraraya toplanmasinda adezyonun baslangicina yardimci olur??,

ALS1, adezyon igin dnemli oldugu kadar hif gelisimi icin de
onemlidir. In-vitro ALS1 ekspresyonu kultur ortaminin icerigi tarafindan
dizenlenir ve ALS3 hif spesifiktir. Ancak Zaho ve ark. ALS1/ALS1 ve ALS3/

ALS3 mutant suslarin dogrudan karsilastirdiklari ¢galismalarinda ALS3p’ nin
daha guglu bir adezin oldugu sonucuna varmislardir2?.

ALS genleri igerisinde ALS6 ve ALS7 aile igindeki diger
genlerle benzerligi en az olanlardir, bunlardan da ALS7 en az benzeyenidir.
ALS1 benzeri tekrarlayan dizileri kodlayan genler ALS1, ALS2, ALS3 ve
ALS4’ dur?s,

HWP: Hyphal duvar proteini 1 (HWP1) sistemik kandidozun
virulansi icin gerekli bir gendir. Bu gen C. albicans ve epitel hlcrelerini
karsilikh baglayan memeli transglutaminazi igin, substrat olarak gorev
yapan, bir ylzey proteinini eksprese eder2°.



Hife 6zgul, hucre duvar proteini (HWP1P) epitel hicrelerine
tutunmada gorev alir. Endotel hlcrelerine ise tutunamamaktadir3o.

Candida albicans’ in hifli formlari AIDS hastalari gibi immun
yetmezligi olanlarda mukozal yuzeye hucum ederler. HPW1 molekuler
boyutu 61,122 olarak hesaplanan bir asidik protein ¢ergcevesinden ibarettir.
Antijen domaini N-terminalinde 3. proteinde lokalizedir. Proteinin geri kalani,
bolca hidroksi aminoasit icerir ve glikozfosfatidilinositol (6PI1) ile post-
translasyonel modifikasyona ugramis 15 aminoasitlik tipik bir sirayla biter31.

Analizler sonucunda HWP17'in ekstraseluler bosluga baglanan
uzatma fonksiyonu olan, serin-tireoninden-zengin bolgeleri ile glukan-
baglantili bir protein oldugunu géstermistir32.

Il. f. Bakteriyal Biyofilmler

Koagiilaz negatif stafilokoklar (Orn. Staphylococcus
epidermidis) normal deri ve mukoza florasinin bir pargasidir. Son yillarda,
Staphylococcus epidermidis hastane enfeksiyonlarinin énemli bir etkeni

olarak 6ne ¢ikmistir. Staphylococcus epidermidis ile olusan sepsis siklikla
damar igi kateter ve diger tibbi araclarin kullanimiyla iligkilidir33.

Polimer ylzeye yapisan Staphylococcus’ lar polimer iligkili
enfeksiyonlarin patogenezini desteklemektedir. Son veriler bakteriyal
biofilmlerin iki asamali olustugunu goOstermektedir. Yani baglangigta
bakteriyal tek katman, bakteri ve ekstrasellller slime faktdrden olusan
biyofilmle kaplanir34.

S. epidermidis’ in baslangictaki baglanmasinda, 60-kDa’luk
yuzey iligkili bir protein ise karigir. Bu protein, operon vyapisindaKki
intrasellller adezyon geninden (ICA A,B,C,D) olusan gen lokusu ile
kodlanmaktadirss.

Biyofilm olusumuna katilan polisakkarit intraselliler adezin

(PIA) proteini, ICA A geni ile kodlanan N-asetilglukozamin transferaz enzimi
tarafindan sentezlenirss.
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Polisakkarit sentezi genetik kontrol altindadir ve spesifik

intersellller adezyon (/ICA) bdlgelerini ve 6zellikle de ICA A ve ICA D
genlerini icerir3s,

Diger gen ICA B’ nin gorevi hentz bilinmemektedir. Uzun poli-
N-asetilglukozamin zincirlerinin sentezi ICA A, ICA C ve ICA D genlerinin
es zamanli ekspresyonu ile mumkun olmaktadir3s.
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Tablo 3: Bakterilerde Adezyondan Sorumlu Bazi Genler

Gen
Adezyon
ABPA
SSPA/B

GBPA

TARC

ICA ABCD

HLA

CLFA

DLTA
ATLE
AAP
BOPABCD
ESP

AGN43

Protein/fonksiyon

Amilaza baglanma
Insan takuruk protein ve kollejene baglanma

Polisakkarit olusturma

Glukozil transferaz S in regulatoru ve glukan
baglayan protein

Interselliler adhezin sentezi

Hemolitik toksin

Kumelesme faktora A (CFA), fibrinojen
baglayan protein

Teikoik asidin D-alanine esterifikasyonu
Otolizin/adezyon

AkUmulasyon iligkili protein

Plastik ylizey operonlari

Enterokokkal ylizey proteinleri

Agregasyonda yer alan antijen protein

Tir

S. gordonii
S. gordonii

S. mutans

S. mutans

S. aureus,
S.epidermidis

S. aureus

S. aureus

S. aureus
S.epidermidis
S.epidermidis
E. faecalis
E. faecalis

E.coli
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Il. g. Biyofilmdeki Mikroorganizmalar Arasi iletigim

Cogunlugu algilama (Quorum Sensing), mikroorganizmalarin
kendi nufus yodunluklarini izledikleri ve yogunluk degistikge, davraniglarini
duzenledikleri hucreden hucreye iletisime verilen isimdir. Duzenlenen
davraniglardan biri de biyofilm olugumudur?”.

Hlcre yogunluguna bagh olarak mikroorganizmalar kuguk
isaret molekullerinin birikimine yanit verirler, ortami tararlar, salinimda
bulunurlar. Bu tur etkilesimlerin sonucunda da bir grup hedef genin
dizenlenmesini saglarlar3”.

Quorum sensing yoluyla belirli bir isaret yogunluguna
ulasildiginda bazi genlerin ekspresyonu kesinlesir. Bir insan patojeni olan P,
aeruginosa’ nin virulansi, cogunlugu algilama ile denetlendigi igin
isaretlesmeyi engelleyen maddeler, yeni antibakteriyal gelistiriimesinde
kullanilabilir. Bu dizgenin tepkime kinetigi belirlendigi zaman, uygulanacak
maddelerin etkileri ile ilgili bazi matematiksel modeller de yaratilabilir ve
antibakteriyal uygulamalarda bu modellerden yararlanilabilir3s.

Tablo 4: Bakterilerde Quorum Sensing’ den Sorumlu Bazi
Genler

Gen Protein/fonksiyon Tar

Quorum sensing

COMX Yeterlilik S. gordonii
COMABCDE Yeterlilik S. mutans
LUXS Quorum sensing S. mutans

30C12-HSL Quorum sensing

LASL sinyalinin sentezlenmesi

P. aeruginosa
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Son yirmi yil icinde birgcok tipte hlicreden hicreye iletisimi
saglayan agillenmis homoserin lakton39, hidroksil palmitik asit metil ester40
furanozil borat (Al-2)4', metil dodesenoik asit*2 gibi molekuller
tanimlanmistir.

Bir insan patojeni olan Candida albicans' 1n hcre

morfolojisinin "farnesol” tarafindan kontrol edildigi 2001 yilinda
gosterilmistir43. Ug farkl tetikleyicinin (L-proline, N-acetylglucosamine,
domuz ve sigir serumlari) varliginda farnesol adi verilen molekilin germ
tup olusumunu onledigi gosterilmistir. Bu ekstraselliler molekulin oldukca
termostabil oldugu, 23-43°C araliginda maya htcre miktariyla dogru orantili

miktarlarda uretildigi, farkh C.albicans kokenleri Uzerinde etkili oldugu ve
besiyeri bilesimi ve yapisindan etkilenmedigi saptanmistir43.

Kirktan fazla farnesol analogunun test edildigi bir ¢calismada,
QS aktivitesinin molekulun yapisiyla oldukga iligkili oldugu, bu bulgunun da
bir farnesol reseptori ile 6zgun iletisimden kaynaklandigi gosterilmistir44.

Ayni arastirmacilar QS aktivitesi gosteren isaretli problarla
yaptiklari incelemeler sonucunda QS molekullerinin hicre igine alindigini
gOstermiglerdir44.

II. h. Biyofilm Olusumu ile Hastaliklar Arasindaki iligki

Biyofilm olusturan bakteriler ile dogal kapak endokarditi, otitis
media, kronik bakteriyel prostatit, kistik fibrozis, periodontit gibi hastaliklar
arasindaki bag artik kanitlanmistir. Ayrica protez kapak, santral vendz
kateter, Uriner kateter, ortopedik protez, kontakt lens gibi yabanci cisimlerin
enfeksiyonlari biyofilm olusumui ile iligkilidir4s.
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Il. h. 1. Canlh Dokularda Olusan Biyofilmler:

Mikroorganizma canli dokuya tutunarak zengin besin elde
eder, kisa sUrede c¢ogalmaya baslar ve biyofilm olusturur. Normal bir
bakteriyel floranin da patojenik hale gegmesi de s6z konusu olabilir. Bu
gegcis doku-yuzey kimyasindaki degisim, antibiyotik tedavisi, yaslanma
sonucu ortaya cikabilir. Dokular Uzerine kolonize olan mikroorganizmalar
diger patojenlere karsi vicudu korurlar. Ornegin: mide-barsak kanal,
Lactobacillus ve Bifidobacterium turleri ile kolonize olmustur. Olusan bu
biyofilm, vicudun dogal mikroflorasi olup, bu bdlgede patojenlerin
yerlesmesini engeller4s.

Sekil 1: Hem kemik hem de biyomateryal Uzerinde olusan
biyofilm tabakasinin sematik ¢izimi (mikroorganizmalar ve fibriler yapir).

Viicuda Yerlestirilen Biyomalzemeler Uzerinde Olusan
Biyofilmler :

Malzeme yuzeyindeki mikroorganizmanin varlig:r su
nedenlerden kaynaklanmaktadir:

- Biyomalzemenin steril halde implante edilmemesi,

- Solunum ve sindirim sistemi aracilidi ile mikroorganizmanin
vlcuda girmesi,
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- Mikroorganizmanin zaten vicudun normal florasinda
bulunmasi4s.

Yabanci cisim enfeksiyonlarindan izole edilen gram pozitif
bakterilerden Staphylococcus epidermidis’ in Staphylococcus aureus gibi
cok sayida ekzotoksini yoktur. Bu nedenle biyofilm olusturmalari en 6nemli
virtlans faktorudur4e.

Staphylococcus’ larin iyi bilinen adezinleri fibronektin,
fibrinojen ve kollagen gibi konak-doku ligandlarina baglanirlar.
Staphylococcus’ lar yabanci cisim ylzeyine yapistiktan sonra, teikoik asit
ve sekerden olusan ekstraselliler matriksi olustururlar4é.

Koagullaz negatif Staphylococcus’ larda Polisakkarit
interselliler Adezin (PIA)  biyofilm olusumunda &énemli rol oynar. Bu
mikroorganizmalarda ¢ok kath biyofilm olusumunda 6nemli roli olan /ICA
geni, beta laktam antibiyotiklere direncte ¢ok dnemlidir. Bu gen, enfeksiyon
etkeni suglarda sadece kontaminasyona yol agan suslardan daha ¢ok izole
edilir4e,
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_ Tablo 5: Tip Alaninda Kullanilan Bazi Yabanci Cisimler,
Infeksiyon ve Katkida Bulundugu Mortalite Orani

Alet infeksiyon Katkida Bulundugu
Orani % Mortalite
Uriner kateter 10-30 Diisiik
Santral venoz kateter 3-8 Orta
Kirik fiksasyon aleti 5-10 Dusuk
Dental implant 5-10 Dusuk
Eklem protezi 1-3 Dusuk
Vaskiler graft 1-5 Orta
Kalp pili 1-7 Orta
Meme implanti 1-2 Dusuk
Kalp kapagi 1-3 YUksek
Penil implant 1-3 Dusuk
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Tablo 6: Bazi Mikroorganizmalar ve Biyofilm Olusturdugu
Malzemeler

Mikroorganizma Biyofilm olusturdugu malzeme

Candida albicans Ses protezleri, Santral venoz kateterleri,
Rahim ici araglar, Uriner kateterler

Koagiilaz negatif Ses protezleri, Kalga protezleri, Rahim ici
stafilokoklar araclar

Santral ventz kateterleri, Kalp kapagi
protezleri,

Uriner kateterler

Enterokoklar Kalga protezleri, Santral vendz kateterleri,
Rahim i¢i araclar, Kalp kapagi protezleri,
Uriner kateterler

Klebsiella pneumonia Santral vendz kateterleri

Uriner kateterler

Pseudomonas Rahim igi araclar
aeruginosa
Santral venoz kateterleri

Uriner kateterler
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Gram negatif bakteriler, gram pozitif bakterilere gére daha az
yapisir. Proteus stuartii genellikle uzun sireli kalan Uriner kateterlere

baglanir. Bu baglanma tip 3 fimbria araciligi ile olur. E. coli nin driner
kateterlere baglanmasi daha az siklikla goérular. Uriner sistemdeki yabanci

cisimlere E. coli nin baglanmasi kateterin konuldugu yere ve bakterinin

predominansina gore degisir. Tip 1 fimbriasi olan E.coli suslari mesaneyi
infekte ederken, P fimbriasi olanlar bdbregi infekte etmektedir.

Pseudomonas aeruginosa kistik fibrozis ve diger kronik akciger
hastaliklarinda ve yabanci cisimlerde biyofilm olusumunda etkilidir47.

Il. h. 2. Vicut Disindaki Biyofilmler:

Biyofilmler, su ve petrol dagitim sistemlerinde, sogutma
sistemlerinde, filtrasyon sistemlerinde, gemilerin ylUzeylerinde ve dogada
bulunan bircok yuzeyde olusabilmektedir. Cevredeki su ve minerallerle
olusturduklari hucre disi polisakkaritler ile beslenerek yasamlarini
surdurarler4s,

Su dagitim sistemlerindeki biyofiimler, suda koku ve tat
degisimine neden olurlar. Bu suyun kullanimi ciddi saglik sorunlarina neden
olabilmektedir4e.

Sut, et ve birgok besin maddesinin uretimi sirasinda, besinin
sahip oldugu proteinler (kazein, jelatin), Uretimde kullanilan cihazlar
uzerinde bir film olusturarak, Bacillus cereus, Streptococcus thermophilus,
Listeria monocytogenes gibi mikroorganizmalarin yapigmasini
kolaylastirir4e,

Gida dretiminde biyofilm olusumunun engellenmesinde en
etkili yol, polisakkarit matriksi parcalamak igin EDTA gibi deterjanlar ve alfa
amilaz, glukanaz gibi enzimler kullaniimasidir. Ayrica olusan biyofilm
manyetik alanlar ve elektrik alanlari ile de yok edilebilir4s.
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Il. 1. Biyofilm ve Kateter Enfeksiyonlari

intravaskuler kateterler yaklasik 50 yil énce klinik kullanima
girmisti. Gunimuzde periferik, santral, arteriyel ve vendz olmak Uzere
cesitli kateter uygulamalari degisik amaclarla yapilmaktadir. Bugun
hastaneye yatan hastalarin, Avrupa ulkelerinde %63’Unde, Amerika Birlesik
Devletlerinde (ABD) ise %50’sinde intravaskuler kateter kullanildigi
bilinmektedir49-50 Santral vendz kateterler (SVK) oOzellikle yiksek doz
kemoterapi ve koOk hicre nakli uygulamalarinin artmasiyla Hematoloji ve
Onkoloji Uniteleri'nde kullanilir hale gelmistir. Ozellikle kan 6rnegi
alinmasini, santral vendz basing takibini, uzun sdreli kemoterapi,
antibiyoterapi ve kan urunlerinin infizyonunu kolaylastirmasi nedeniyle
SVK uygulanmasi, hematolog ve onkologlarin standart yaklasimi haline
gelmistir. Hastalarin buyluk c¢ogunlugunun immun sistemleri ve
hematopoetik dokulari gegici olsa da baskilanmis oldugu igin, deri
batinligunu bozan gegici SVK'ler, ciddi infeksiyon kaynagi olmaya devam
etmektedirler4e-50,

Santral vendz kateterler ile iligkili komplikasyonlardan en
onemlisi kateterle iliskili infeksiyonlardird!. Kateter infeksiyonlari yasami
tehdit edebilen 6nemli nozokomiyal infeksiyonlardandir. Kateter
infeksiyonlarinda en sik izole edilen mikroorganizmalar Koagulaz Negatif
Stafilokoklar ve Staphylococcus aureus’ dur. Hastanin normal deri
florasinda bulunan bu etkenler kateterin dig ylUzeyini kolonize ederek
infeksiyona neden olurlar2,

Kateter infeksiyonu gelisiminde c¢esitli degiskenler rol
oynamaktadirs2:

1. Mikroorganizmanin girig yeri:

a. Deride kolonizasyon ve kateter dis ylzeyinden
mikroorganizmanin girmesi: Kateter infeksiyonun gelismesinde en 6nemli
yoldur. Genellikle deride kolonize olan mikroorganizma infeksiyon etkeni
olarak soyutlanmaktadir.

b. Kateter i¢ ylzeyinden kaynaklanan infeksiyon:
Mikroorganizmalar kateter ile inflizyon seti baglantisindan girmektedir.
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c. Infiizyon sivilarinin kontaminasyonu ile infeksiyon gelisimi:
d. Uzak bir infeksiyon odagindan hematojen yayilim:
2. Konak ile iliskili patojenik faktorler:

Kateter yerlestirildikten kisa sUre sonra konak yanitina yol
acar ve kateter yuzeyi fibrin tabaka ile kaplanir. Bu tabaka fibrin ve
fibronektinden zengin olup S. aureus’ un ve Candida tirlerinin adheransini
kolaylastirir.

3. Mikroorganizmaya ait patojenik faktorler:

Ozellikle koagiilaz negatif stafilokoklar kateter ylzeyine
dogrudan yapisma yetenegine sahiptirler. Glikokaliks katmani olusturarak

konagin immun yanitindan korunurlar. Pseudomonas aeruginosa ve
Candida tirleri de benzer patojenik faktorlere sahiptirler.

4. Kateter tipi ve yapisi ile ilgili faktorler:

Birden ¢ok Iimenli, kafsiz kateterlerde infeksiyon riski daha
yuksektir. Polivinil klorid ve polietilenden yapilan kateterler silikon,
poliiretan ya da teflon kateterlere gore daha risklidirler. Bakterilerin
tutunmasinin en zayif oldugu kateterler silikon yapida olanlardir.

Kateter enfeksiyonlarinin % 65’ i kateter giris yerinden, % 30’
u kateter agzindan kaynaklanmaktadir. Kisa sureli takili gegici kateterlerde
cogunlukla enfeksiyon kaynagini kateter giris yerinde kolonize olan deri
mikroorganizmalari olustururken, uzun sureli takili kalan kalici kateterlerde
enfeksiyon kaynagi cogunlukla kateter agzidirss.

Gegici kateterlerde, kateter giris yerindeki mikroorganizmalar
kateter dis yuzeyi boyunca ilerleyerek kateter ucuna ulasirlar ve damar igi
infeksiyona sebep olurlars.
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Kalici kateterlerde ise manipulasyon ve kullaniima sikhginin
daha fazla olmasindan dolayi kateter agzi kaynakli infeksiyonlar daha sik
olarak saptanmaktadir. Bu tip enfeksiyonlarda mikroorganizmalar kateter
agzina c¢ogunlukla saglik calisanlarinin elleri araciligi ile bulasmaktadir.
Kateter agzina bulasan mikroorganizmalar, kateter i¢ yUzeyi boyunca

ilerleyerek damar ici infeksiyona neden olurlar54.

Il. i. Antimikrobiyal Direng

Il.i. 1 Antibiyotik Direnci

Biyofilm icerisindeki bakterilerin en énemli 6zelliklerinden birisi
konak cevabindan kurtulup antibiyotiklere direng gostermeleridir.
Laboratuvar kosullarinda yapilan testlerde, biyofilm bakterilerinin serbest
bakteriler igin belilenen minimum inhibisyon konsantrasyondan (MiK)
birka¢g yuz veya bin kez fazla antibiyotik konsantrasyonuna bile direng
gosterdigi bulunmustur. Antibiyotikler serbest bakterileri o6ldurerek
infeksiyon riskini azaltabilir, fakat antibiyotik tedavisi kesildigi anda biyofilm
olusumu yeniden gozlenmektedir.

Il.i. 2. Antifungal Direnci

Candida albicans tarafindan olusturulan biyofiimlerde, azol
grubu ilaglara ve amfoterisine karsi direng gosterilmistir. Genellikle fungal
biyofilmler ekinokandinlere kargi duyarlidirlar. Candida albicans’ 1n
olusturdugu biyofilmlerde antifungal ilaglara direncin goérilmesi bir ¢ok
faktorin sonucudur. Biofilmlerdeki hUcrelerin ergosterol icerigi, sivi
kultardeki hucrelerinkinden daha azdir.

Candida albicans hiicre duvarinda, ATP baglayan kaset (ABC)
ust ailesi proteinleri ve major fasilitator (MF) Ust ailesi proteinleri olmak
uzere, iki farkli sinif disa atim pompasi bulunmaktadir. ABC proteinleri
CDR1 ve CDRZ2 genleri, MF proteinleri ise MDR genleri tarafindan
kodlanmaktadir. Biyofilm icindeki Candida albicans hucrelerinde saptanan
yuksek seviye ila¢ direnci ile bu genlerin tumunun iligkili oldugu
gOsterilmistir.

Candida biyofilminin antifungal diren¢ godstermesi
infeksiyonlarin patogenezi acgisindan o6nemli bir 6zelliktir55.
Direng gelisiminin muhtemel mekanizmalart,
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- ESM,

- yavas Ureme hizi,

- membran lokalize atiim pompalarinin fazla ekspresyonu,

- sterol miktari

olarak belirlenmistir.

Bu konudaki c¢alismalar halen devam etmektedir, fakat
ginumuzde bu mekanizmalarin higbirinin tek basina sorumlu olmadigi ve
direncin kompleks bir mekanizma ile gelistigi dustnulmektedir.

Hastaliklarin patogenezi agisindan baktigimizda biyofilmin en
onemli 6zelligi buradaki organizmalar tarafindan olusturulan antimikrobiyal

direnctir.55 PVC disklerindeki Candida albicans biyofilmlerinin planktonik
hucrelerle kiyaslandiginda 100 kat veya daha fazla flukanozole, 20-30 kat
daha fazla da amfoterisin B’ye direncli oldugu saptanmistir 56-57,

Diger calismalarda seluloz, polystrene, silikon elastomer,

politiretan ve akrilik ylzeylerde olusan Candida biyofilmlerinin antifungal
direng gosterdigi bildirilmistir8-59, Bununla birlikte, son vyillarda, yeni

antifungal ajanlarin bazilarinin Candida biyofilmine etkili oldugu ileri
surtulmektedir. C. albicans ve C. parapsilosis biyofilmleri yeni triazollere
(Vorikonazol ve ravukonazol) direng gosterdigi halde, amfoterisin lipid
formllasyonu ve iki ekinokandin tdrevinin (Kaspofungin ve mikafungin)
antibiyofilm aktivitesi oldugu saptanmistiré®, Caspofunginin C. albicans

biyofilmine in vitro etkinligi diger arastirmacilar tarafindan da gosterilmistir
61-62

Kaspofungin bilindigi gibi Candida hiicre duvar komponenti

olan B 1,3-glukan sentezini inhibe etmektedir. O halde, glukan sentezi
biyofilm olusumunun inhibisyonu igin etkili bir hedef gibi gorinmektedir %5.
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C. albicans prostaglandinlerinin fungal kolonizasyonda onemli
rol oynadiginin ileri strilmesi, siklooksijenaz inhibitérlerinin (6rn, aspirin) C.
albicans biyofilm inhibisyonunda etkili olabilecegini dusuindirmustires.

Aspirinin 0.1-1 mM konsantrasyonunun Candida biyofilmlerinin metabolik
aktivitesinin %70 azalmasina neden oldugu saptanmigtiré4. Bununla birlikte,
biyofilm inhibisyonunda aspirinin rolii hakkinda daha genis calismalara
ihtiya¢ bulunmaktadir.

Il. i. 3. Biyofilm Olusumunun Gosteriimesinde Kullanilan
Yo6ntemlerss:

Il.i. 3. 1. Mikroskobik yontemler:

Farkli mikroskoplar kullanilarak olusan biyofilm tabakasi ve
hicre morfolojisine bakma esasina dayanir. Bunlar:

-Confocal laser scanning microscopy

- Transmission electron microscopy

- Scanning electron microscopy

- Epifluoresans microscopy

- Interference reflection microscopy

- Atomic force microscopy

ile yapilmaktadir.

Il.i. 3. 2. Olciim Yontemleri :

II.i. 3. 2. a. Kuru Agirhgin Olcilmesi:

Biyofilm tabakasinin hucre kaziyicilari ile kazinarak agirhginin
Olcllmesi esasina dayanir.
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Il. i. 3. 2. b. Tetrazolium Tuzu ile (XTT) Spektrofotometrik

Olgum:

Tetrazolium tuzu biyofilm tabakasinin Uzerine eklenerek bir
sure inkube edilir ve kolorimetrik bir degisim gozlenir.

Il.i. 3. 3. Molekuler Yontemler :

Son yillarda adezyondan ve slaym olusumundan sorumlu
genlerin gosterilmesine dayali molekller yontemler kullanilmaya
baglanmigtir. Bu molekuler yontemlerden en ¢ok kullanilan,  genellikle
hedeflenen bir gen bdlgesinin ¢ogaltilip goéruntilenmesine dayali polimeraz
zincir reaksiyonudur. (PCR)

Ilk kez Kary Mullis tarafindan uygulamaya baslatilan PCR,
spesifik primerler aracihigiyla bir DNA pargcasinin ¢ogaltiimasina dayali in
vitro bir yontemdir®é. Bir test tlpU icinde gergeklestirilen PCR’da, in vivo
nukleik asit gcogaltilmasi 6rnek alinmigtir.

PCR reaksiyonu temel olarak ¢ogaltilmasi planlanan hedef
bolgenin iki ucundaki DNA dizilerini 6zgul olarak taniyip kargi iplikgiklerini
hibridize eden iki oligonukleotid primer, primerlere baglanip bunlara 3’
ucundan nukleotidleri ekleyerek sentez yapacak olan DNA polimeraz,
sentez icin gerekli olan deoksinlkleotid trifosfatlar (dANTP; adenin (A),
guanin (G), sitozin (C), timin (T)), polimerazin ¢alismasi icin gerekli olan
tampon maddeler ve kofaktér olan Mg*2 iyonlarini kullanilarak, bir DNA
parcasinin ¢ogaltilmasi esasina dayanmaktadir.

PCR temel olarak g asamali bir ydontemdir. Bunlar;

1 - Denaturasyon: Cift iplikli kalip DNA'nin birka¢ saniye 94-96
°C 1si ile tek iplikli DNA'ya ayrilmasidir.

2 - Baglanma (annealing): Ornek birkag dakika 30-60 °C’de
tutularak primerin ssDNA'daki hedef bdlgelere hibridizasyonu saglanir. Bu
hidrojen baglarinin yardimi ile olur. Baglanma isisi sadece DNA/DNA
eslesmesine imkan saglayacak kadar yuksek olmaldir.
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3 - Uzama (extention=elongasyon): DNA polimeraz enzimi
yardimi ile ssDNA kaliplarina baglanan primerlerin 5’-3’ yonde
uzatiimasidir.

PCR calismalarinda reaksiyonun gerceklesmesi icin klguk
miktarda hedef DNA (1-100ng kadar) igeren ornek caligsma solUsyonu
icerisine ilave edilir. Daha sonra ornekteki hedef ¢ift sarmal (ds) DNA'nin,
tek sarmal (ss) DNA'ya donustirilmesi saglanir (denatlirasyon). Tek DNA
iplikciklerinin karsiti, 20-30 baz ¢ifti (bp) uzunlugundaki sentetik
oligonukleotit diziler, DNA/RNA heterodupleksini olusturmak Uzere primer
gibi kullanilir. Spesifik bir bélgenin amplifikasyonu icin hedefi sinirlamak
amaciyla ikinci primer kullanilir. Primerlerden birisi ssDNA zincirinde
baslatici bdlgeyi olustururken, ikincisi de diger zincir Uzerinde sonlandirici
bdlgeye baglanir (annealing). Tag DNA polimeraz enziminin yardimiyla,
primerlerin baglandigi bodlgeden itibaren her ssDNA zincirinin
komplementeri olusturulur (extention). Bodylece iki adet dsDNA olusur.
Olusan dsDNA'lar, yeni amplifikasyon icin kalip gorevini Ustlenir. Bu iglem
30 siklus tekrarlandiginda birka¢ saat igerisinde, hedefin milyarlarca
kopyasi elde edilebilirt?.

Her primerin uzayan Uurunu diger primere kalip gorevi
gordugunden, her siklus, bir dnceki siklusta meydana gelmis olan DNA
parca miktarini ikiye katlamaktadir. Bu geometrik birikim ile birka¢ saat
icindeki 6zgul hedef parganin milyonlarca kopyasi olusmaktadirss.
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Il.i. 3. 3. a. Oligonukleotid Primerler

Hedef DNA bdlgesini ¢ogaltmak igin genellikle 20-30 nukleotid
uzunlugunda primerler kullaniimaktadir. Daha uzun primerler kullanildiginda
ozgullikte bir yuUkselme olmadigi gibi gereksiz yere maliyet artisi
olmaktadir. Daha kisa primerler kullanildiginda ise istenmeyen bdlgelere
baglanma meydana gelebilmekte ve 6zgll olamayan c¢ogaltma Urdnleri
ortaya ¢ikabilmektedir. Primerlerin mUmkun ise, ortalama olarak 4 bazin her
birinden esit sayida icermesi ve tekrarlayan, purin veya pirimidin
dizilerinden kaginiimasi gereklidir. Primerlerin 3’ ucunun guanin (G) ve
sitozin (C) den zengin olmasi baglanmayi artirdigindan tercih edilmelidir.
Ayrica primerlerin kendi kendilerine ve birbirleri Uzerine baglanabilirliginin
olmamasina dikkat edilmelidir. iki primerin ayriima-baglanma sicakliklari

(Melting temperature=Tm) birbirine mimkin oldugunca yakin secilmelidir
66-67-68

Il.i. 3. 3. b. DNA Polimeraz

PCR tekniginde 1siya dayanikli DNA polimerazlarinin
kullanilmaya baslanmasi, PCR’in arastirma ve klinik laboratuvarlarda rutin
bir teknik haline gelmesine neden olmustur. PCR c¢alismalarinda

kullanilmak Uzere Thermus aquaticus adli sicak sularda yasayan bir
bakterinin i1siya dayanikli olan DNA polimerazi (Tag DNA polimeraz) izole
edilmisti. Tag DNA polimerazin optimum c¢alisma sicakhginin 72 °C
civarinda oldugu belirlenmistir. Ayrica 95 °C’de 40 dk. bekletildiginde enzim
aktivitesinin  %50’sinin korundugu gorulmustar. Taqg DNA polimerazin
kullanilmaya baglamasi ile hem her donguden sonra reaksiyon karigimina
yeniden polimeraz eklenmesine gerek kalmamig, hem de primerlerin 6zgul
bdlgelerine baglandiktan sonra 37°C gibi dusuk bir sicakliga inilmedigi icin,
istenmeyen yerlere baglanmalari engellenmigtir 67-69,

DNA polimerazlar, orijinal ana DNA zincirlerinden bir tanesi
kalip olarak kullanilarak yeni bir tamamlayici DNA zinciri olusturulurken,
monomer deoksintklotid trifosfatlardan uzun polinlikleotid zincirlerin
sentezini katalize eden enzimlerdir.Yalnizca DNA polimeraz enzimi yardimi
ile genomun tamami degil, spesifik bolgelerin kopyalanmasi gergeklestirilir.
Kullanilan polimeraz enzimine bagli olarak kopyalanarak ¢ogaltilacak olan
bdlgenin uzunlugu Taqg DNA polimeraz igin 2 kilobazdan (kb) kuguk, en
fazla ise 40-50 kb olabilmektedir 66-69,
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Il.i. 3. 3. c. Deoksinukleozid trifosfatlar (dNTPs)

Saf deoksinukleosid trifosfatlarin dordunun ayri ayri
bulundugu veya dordundn bir arada bulundugu stok sollsyonlar mevcuttur.
Stok solusyonlarin cogunun pH si NaOH ile 7.5° e ayarlanmistir.

PCR icin genel olarak 100 uM dNTP konsantrasyonu gerekli
olmakla birlikte daha dusik dNTP konsantrasyonlarinda (10-100 uM) Taq
DNA polimeraz daha iyi calismaktadir. Bununla birlikte optimal dNTP
konsantrasyonlari MgCl. konsantrasyonuna, reaksiyon durumuna, primer
konsantrasyonuna, ¢ogaltilan trlinin uzunluguna ve PCR dongu sayisina
baglidir. Bazen optimizasyonu saglamak i¢in en uygun dNTP
konsantrasyonunun ampirik olarak belirlenmesi gerekebilmektedir66-67,

Il.i. 3. 3. d. Tamponlar

PCR da DNA polimerazin daha iyi ¢galismasini saglayan birgok
tampon bulunmaktadir. Fakat 1988 yilinda Saiki ve ark. nin tanimlamis
oldugu tampon veya buna benzer tamponlar genel olarak kullaniimaktadir.
Bu tampon final konsantrasyon olarak 10 mM Tris-HCI (pH 8.4), 50 mM
KCI, 1.5 mM MgCl2, % 0.01 jelatin, %0.01 NP40 ve % 0.01 Tween 20
icermektedir.

II.i. 3. 3. e. MgCI2

Mg+*2, DNA polimeraz enziminin ¢alismasini saglayan onemli
bir kofaktordur. MgCl2 Un son reaksiyon karigsimindaki konsantrasyonu farkl
oranlarda olabilmektedir. Bu nedenle en uygun olan MgCl:
konsantrasyonunu belirlemek icin 0.5-5.0 mM araligindaki MgCl2
konsantrasyonlarinin denenmesi gereklidir. Mg*2 iyonlari, polimerizasyon
sirasinda dNTP’larin yeni yapilmakta olan zincire eklenmesi igin ¢ok
onemlidir. Ayrica polimeraz aktivitesini stimule ettikleri gibi gift zincirli
DNA'nin ayrilma-baglanma sicakliklarini arttirir ve primerlerin kalip DNA'ya
baglanmalarini kolaylastirir. MgCl2 konsantrasyonun PCR urinu ve
O0zgullik tzerine onemli etkileri vardir. 1.0 - 1.5 mM MgClz konsantrasyonu
genellikle ideal olmakla birlikte, bazi durumlarda, farkh Mg*2 miktarlar
gerekli olabilmektedir 67,
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Il.i. 3. 3. f. Sicaklik Donguleri

PCR’In U¢ degisik sicakliktan olusan denatlrasyon, primer
birlesmesi ve uzama basamaklari bir déonglyu olusturur. Bu ddéngulerin
tekrarlanmasi ile DNA c¢ogaltilir. PCR karisimlarini iceren tlpler otomatik
programlanabilen cihazlarla (Thermal cycler) sira ile bu sicakliklarda,
istenilen surelerde tutulur. Batin DNA zincirleri 94 °C’ de denatire oldugu
icin hangi primer kullaniliyor olursa olsun ve hangi DNA c¢ogaltilirsa
¢ogaltilsin denaturasyon igin genel olarak bu sicaklik kullanilir.

Primer birlesmesi igin kullanilan sicaklik primerin nukleotid
icerigine gore degisir ve primerlerin ayrilma-baglanma sicakliklarina goére
belirlenir. Uzama sicakh@l ise enzimin en iyi calistigi sicakhkta (Taq
polimeraz i¢in 72 °C’ de) hep ayni tutulur. Bu sicakliklarda denatirasyon,
primer birlesmesi ve uzama igin gereken sure aslinda birka¢ saniyedir.
Ancak cihaz igerisindeki tuplerdeki karigimlarin tamaminin bu sicakliklara
ulasmasi biraz siire gerektirebilir. ince ceperli tiiplerin kullaniimasi bu
surelerin kisaltilmasini saglayabilir. PCR reaksiyonlarina ilk baslarken
ortamdaki butiin DNA'larin tamaminin denatlrasyonu i¢in biraz uzunca bir
siire gerekebilir. ince ¢eperli tir kullanilan tipik bir PCR programi su
sekildedir; 94 °C’de 3 dakika denatlrasyon sonrasi 94 °C’ de 30-45 saniye
denaturasyon, primer baglanma sicakhginda ( primere gore 50-70 °C
arasinda bir sicaklikta) 30-45 saniye primer birlesmesi ve c¢ogaltilan
DNA'nin blyukligtine gore 45-60 saniye 72 °C’de polimerizasyon olmak
uzere 35-45 dongu yapilir. En son 72 °C’ de 3-7 dakika daha tutulmasi
yarim kalan zincirlerin tamamlanmasini saglanir 66-67-69,

Il.i. 3. 3. g. Hedef

Tanisal PCR’Iin 6zgulligu ¢ogaltim icin uygun bir hedef dizisi
secilerek saglanabilmektedir. Ozgiilliik, hedef dizi ile farkl cins veya tiirlerin
DNA dizileri arasindaki homoloji derecesine bakilarak belirlenir. Ornegin;
tum mantarlarda ortak olan bir genin fazlaca korunmus olan bir bolgesinin
PCR protokolinde hedef dizi olarak secilmesi bir infeksiyonun bakteriyal
veya mantar kaynakli oldugunu gostermek icin uygundur. Bu strateji birgok
arastirmaci tarafindan, c¢ogaltim icin hedef dizi olarak fungal ribozomal
RNA (rRNA) igindeki olduk¢ca korunmus bdlgeler veya universal bdlgeler
secilerek uygulanmigtir. rRNA genleri olduk¢a korunmus bdlgeler icerdikleri
icin ve tum DNA'larin ¢ogaltiimasinda kullanilabildiginden ayrica birbirine
yakin tarlerin identifikasyonunda kullanilabilen olduk¢a degisken bdlgelere
sahip olduklarindan en fazla tercih edilen hedef genlerdir. rRNA genlerinin
diger bir avantaj da PCR duyarlihgini arttiran yuksek kopya sayisi
gOstermeleridir.
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Alternatif olarak 6zel cins veya tirleri saptamak icin bir genin
oldukca degisken bir bolgesi daha yuksek bir 6zgullik saglayabildiginden
tercih edilmektedir. Bu amacla rRNA genlerinin yaninda mantar DNA genleri
de hedef olarak secilmistir.

Fungal genotiplendirme calismalarinda degisik gen bdlgeleri
hedef olarak kullaniimaktadir. Bu bolgeler kitin sentaz ve beta-tubulin gibi
protein kodlayan intron bolgeleri olabilecekleri gibi, rDNA gibi protein
kodlamayan genler de olabilir. Ribozomal DNA gen bdlgesinin segilme
sebepleri arasinda; ¢oklu tekrar sayisi, bazi bdlgelerinin ¢ok iyi korunmus,

bazi bdlgelerinin ise asiri degisken olusu sayilabilir. Fungal nukleer
ribozomal DNA (rDNA), internal transcribed spacer (ITS) olarak adlandirilan
bdlgelerde ayrilan G¢ genden olusur (Genis sublnit gen (25S), kiglk
subunit gen (18S ve 5.8 gen). ITS bolgesi fungal tanida ozellikle onemli
olan bir alandir. Bu alanlar iyi korunmus, yuksek cesitlilik gosterir ve fungal
turlerin taninmasinda spesifik PCR primerlerinin gelistiriimesinde ideal bir
baslaticidir 69-70,

Gunumuzde PCR; adli tip, kalitsal hastaliklarin belirlenmesi,
patojen mikroorganizmalarin saptanmasi, prenatal tani, DNA dizi analizi,
bilinmeyen dizilerin tayini, polimorfizmlerin saptanmasi, fosil DNA’" sinin
incelenmesi ve rekombinant DNA teknolojisi gibi cesitli alanlarda oldukga
yaygin olarak kullaniimaktadir.

PCR iglemi yalmz DNA Uzerinde uygulanabilmektedir, bu
sebeple RNA iceren mikroorganizmalara ait genetik materyalin PCR ile
tespiti istendiginde oncelikle RNA'nin DNA'ya cevrilmesi gerekmekte, bu
amagla RNA, PCR c¢aligmasindan once ‘revers transcriptase’ (RNA bagimh
DNA polimeraz) enziminin yardimi ile tamamlayici DNA'ya (cDNA)
cevrilerek bilinen PCR prosediriine devam edilmekte ve bu teknik de
‘Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction’ (RT-PCR) olarak
adlandiriimaktadir.

RT-PCR, RNA hedeflerinin amplifikasyonu (gcogaltma) icin
gelistiriimigtir. RT-PCR, mRNA ve viral RNA gibi RNA hedef dizilerinin
amplifikasyonu amaciyla kullanilir. Bu islemde, RNA hedefleri 6nce ‘reverse
transcriptase’ (RT) ile cDNA'ya cevrilmekte ve daha sonra PCR ile amplifiye
edilmektedir.
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Thermus thermophilus’ dan elde edilen i1siya dayanikli DNA
polimeraz ve bunun diger organizmalardan elde edilen kuzenleri etkin
revers transkripsiyon aktivitesine sahiptir. Bu enzimler ayri bir RT adimina
gerek duyulmadan RNA hedeflerinin amplifikasyonlarinda kullanilabilir.
Bdylece RT Urunlerinin ayri bir PCR tlpune transferinin yorucu, zaman alan
ve kontaminasyona acik iglemlerinden kacginilmis olunur. Reaksiyon iIsisinin
yuksekligi primer hibridizasyonundaki sikhgi artirir ve primer baglanmasi,
uzamasi veya her ikisini de engelleyebilecek olan RNA ikincil yapisinin
olugmasini onleré7,

Il.i. 3. 3. h. Real Time PCR (Gercek Zamanli PCR):

‘Real Time’ reaksiyon boyunca veri toplanmasi ve analizin
ayni anda devam etmesi demektir. Real Time PCR da amplifikasyon ve
analiz birlikte yapiimaktadir. DNA boyalari ya da floresan problar gibi analiz
icin gerekli olan reaktifler, PCR karisimina amplifikasyondan o6nce
eklenmektedir. Veriler amplifikasyon suresince ayni tlp/kapiller iginden ve
ayni cihaz ile toplanir. Ornek transferi, reaktif eklenmesi ve jel ayirimi
yoktur?1,

Belirleme yontemi olarak 06zel boyalarla isaretli problarin
kullanildigi Tagman®, molekuler beacons, FRET®, Scorpions®, Amplifluor™
gibi yontemler ya da SYBR Green®, etidyum bromur gibi 6zgll olmayan
floresan boyalarin kullanildigi yéntemler kullanilir??.

SYBR Green, fluorojenik bir boyadir ve ¢ozeltide az miktarda
floresan yaymaktadir. Cift sarmalli DNA'ya baglandiginda gugcliu floresan
yaymaktadir. Boylece PCR urunleri gcogalirken, floresan artar. SYBR Green
reaksiyonlarda primer\dimer ve 0zgul olmayan reaksiyon UurUnlerini de
iceren c¢ift zincirli butin DNA' lara baglanmaktadir?!.

Miktar tayini RT-PCR kullanilarak, ornekteki 6zglil mRNA
sekansinin saf miktari dlgulerek yapilmaktadir.

Real-time PCR’da drlnlerin analizi reaksiyon sirasinda
yapillmaktadir. Bu nedenle, agaroz jel elektroforezi, DNA bantlarinin mor
Otesi 1sik altinda goruntulenmesi gibi iglemlerin uygulanmasina gerek
kalmamaktadir.Real-time PCR urUnlerinin kalitatif ve kantitatif analizlerinde,
diziye 6zgln olmayan floresan boyalardan ya da diziye 6zglin problardan
yararlaniimaktadir.
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Boylece sonuglar aninda alinmakta, kontaminasyon riski
azalarak tum iglemler sicaklik donguleri baslayinca otomatik olarak devam
etmektedir’!.

Il.i. 3. 3. 1.. Standart Egri Yontemi

Real Time PCR’ da kantitasyon igcin en sik kullanilan
yontemdir.

Standart egri ilk olarak bilinen RNA konsantrasyonundan yola
cikilarak dusunulmustir. Daha sonra bilinmeyen konsantrasyonlardaki
MRNA miktarina ulagsmak igin referans yontem olarak kullaniimigtir. Ek
olarak RNA standartlari cDNA plazmid konsantrasyonu icermekte ve in vitro
ortamda RNA standartlari icinde kopyalanmaktadir. Saf RNA standartlarinin
miktari saf kopyanin Uretiimesinde yardimci olmaktadir. Ayrica, diger
nukleik asit ornekleri standart egri olusumunda kullanilabilmektedir. Bunlar,
saf plazmit dsDNA'sinin vitro ortamda uretilmis dsDNA ya da belirli hedef
geni kodlayan, herhangi bir cDNA olabilmektedir?!.

Spektrofotometrik yontemler ile 260 nm de DNA
konsantrasyonlari belirlenmekte ve ornegin molekuler agirhgina dayanan
kopya sayisina donusturtlmektedir. cDNA plazmitleri standart egri tayininde
daha c¢ok tercih edilmektedir. Ancak cDNA plazmitlerinin tersinir
transkripsiyon basamagindaki varyasyonlari kontrol edilememektedir. Bu
yontem yalniz mRNA ekspresyonundaki degisiklikler hakkinda bilgi
vermektedir. Bu yontem ve varyasyonlari, cesitli RNA bilgisini ortaya
cikarmakta ve ‘housekeeping’ genin varligi ile dogrulanmaktadir?t.

Bu calismada, adezyon ve biyofilm olusumundan sorumlu

C.albicans’ a ait ALS, HWP genleri ve S.epidermidis’e ait ICA genlerinin, in
vitro biyofilm modelinde kantitatif analizinin yapiimasi amacglanmistir.
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Turkiye)

IILGEREG VE YONTEM

a. Geregler

a. 1. Cihazlar

a. 1. 1. Thermal Cycler (Apollo, Metis Biyoteknoloji, Ttrkiye)
a. 1. 2. Real Time PCR (Light Cycler Roche, Almanya)
a. 1. 3. Santrifij Cihazi (HERMLE Z380, Almanya)

a. 1. 4. Etav (Elektro-mag, Turkiye)

a. 1. 5. Vorteks (interLab, Turkiye)

a. 1. 6. Otoklav (Sanyo, Turkiye)

a. 1. 7. Kuru Isi1 Blogu (GFL, Almanya)

a. 1. 8. Elektroforez tanklari (Vilber Lourmat, Almanya)
a. 1. 9. Translimunator (Vilber Lourmat, Alimanya)

a. 1. 10. Bilgisayar (Fotograf cekimi icin) (LG, Kore)

a. 1. 11. - 20 °C Derin Dondurucu (Ugur, Turkiye)

a. 1. 12. Calkalayici (GFL, Almanya)

a. 1. 13. Sinif Il Biyoguvenlik Kabini (Metis Biyoteknoloji,

a. 1. 14. Hassas Terazi (Shimadzu, Japonya)
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Tarkiye)

Tarkiye)

Tarkiye)

Turkiye)

Turkiye)

Tarkiye)

a. 1. 15. Buzdolabi (Argelik, Tlrkiye)

a. 1. 16. Mikrosantriflj (Heraeus, Almanya)

a. 2. Kimyasallar

a. 2. 1. Heliosis Ekstraksiyon Modull (Metis Biyoteknoloji,

a. 2. 2. DNA Lysis Binding Solution (Metis Biyoteknoloji,

a. 2. 3. DNA Precipitation Solution (Metis Biyoteknoloji,

a. 2. 4. DNA Washing Solution (Metis Biyoteknoloji,

a. 2. 5. DNA Sample Diluter (Metis Biyoteknoloji, Turkiye)

a. 2. 6. Proteinase K (Sigma, Almanya)

a. 2. 7. Digestion Buffer (Sigma, Almanya)

a. 3. Candida albicans’ a 6zqul primerler

a. 3. 1. ALS F-R (Metabion, Alimanya, Metis Biyoteknoloji,

a. 3. 2. HWP F-R (Metabion, Almanya, Metis Biyoteknoloji,

a. 4. Staphylococcus epidermidis’ e 6zqul primerler
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lll. a. 4. 1. ICA F-R (Metabion, Almanya, Metis Biyoteknoloji,

Tarkiye)
[ll. a. 5. Laboratuvar Malzemeleri
[ll. a. 5. 1. DNA Saklama Kutusu
lll. a. 5. 2. Buz Akusu
ABD) lll. a. 5. 3. Otomatik Mikropipetler ve Uclari (Beta PetteTM,

[ll. a. 5. 4. Spor (Tuplik)

lll. a. 5. 5. Kisa Kalin Cam Tup

lll. a. 5. 6. Cell Scraper (Hucre Kaziyici)

lll.a.5.7. 0,2,0,5, 1,5 ml lik Steril Ependorf

Ill. a. 5. 8. Pamuk

lll. a. 6. Kateter Ornekleri

lll. a. 6. 1. Tek Kullanimhk Lateks Foley Kateter (Well Lead
Silicone Coated Foley Catheter), Well Lead Medical Ins; China

lll. a. 6. 2. Tracheal Tube 8.0 Oral/Nasal Bigakgilar, Turkiye,
Medimark Europe, France

ll. a. 6. 3. Nasogastric Catheter-Levin Bigakgilar, istanbul,
Tarkiye, Medimark Europe, France

lll. a. 6. 4. Neumann Aspirasyon Sondasi, Fujian Kanglite
Group, Fuzhou, PRC
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Ill. a. 7. Mikroorganizmalar

ll. a. 7. 1. Candida albicans (Klinik Ornekler)

ll. a.7. 2. Staphylococcus epidermidis (Klinik Ornekler)
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lll. b. YOntem

Klinik 6rneklerden izole edilen Candida albicans; germ tlp
olusturma, misir unu agarda morfoloji ve karbonhidrat assimilasyonu
Ozelliklerine gére tanimlandi.

Staphylococcus epidermidis; gram boyama, katalaz testi,
novobiosin diskine duyarlilik 6zelliklerine goére tanimlandi.

Oncelikle; klinik drneklerden izole edilen Candida albicans ve

Staphylococcus epidermidis turlerinde slaym faktér olusumu gdsterildi.
Pozitif 6rnekler, biyofilm galismasinda kullanildi.

Il. b. 1. Slaym faktor olusumunu gosteren yontemler:

Slaym faktér, mikroorganizmalarin katetere adezyonu ve
kolonizasyonu ile ilgili bir virilans faktorudar. Bu faktortu gosteren yontemler
baslica yontemler:

Ill. b.1.1. Christhensen Yontemi (Tip Adherans Testi):

Slaym faktor olusumu igin kullanildi.

SDA’ da 24 - 48 saat inklibe edilmis Candida kolonilerinden bir
0ze dolusu alinip % 8 glikoz eklenmis,10 ml’ lik SDB igeren tuplere inokule
edildi. Tupler 35 °C’ de 24 saat calkalanarak inktbe edildi. TUpler iki kez
distile su ile yikanip % 1’ lik safranin ile boyandi. Tap duvarinda kirmizi-
pembe renkli yapiskan tabaka varligi olumlu olarak kabul edildi. Tupler
makroskobik incelemeye alindi. Besiyeri ve hava kesisimindeki boya
tutulmasi negatif olarak degerlendirildi. Her sus iki kez test edildi.
Birbirinden bagimsiz iki kisi tarafindan yorumlandi.
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Resim 2 : Tup Adherans Testi Sonucunda Slaym Negatif
(solda) ve Slaym Pozitif (sagda) Ornekler

1. b. 2 in Vitro Biyofilm Modeli Olusturma:

Model i¢cin 10 ml serum fizyolojik iceren 1cm?2 gapindaki cam
laboratuvar tuplerine, 0.5 x 0.5 cm lik pargalar halinde kesilmig, kateter/
sonda pargalari kondu. Ayri ayr tlplerdeki ornekler Uzerine 24 - 48 saat
SDA’ da inkube edilmis C.albicans kolonisinden 1086, veya kanli agarda
inkibe edilmis S.epidermidis kolonisinden 108/ml hicre icerecek sekilde
hazirlanan mikroorganizma suspansiyonundan, 500 pl eklendi. 37°C’ de
calkalanarak 24 saat inklbe edildi.

[ll. b. 3. RNA Eldesi

RNA eldesi i¢cin Candida albicans ve Staphylococcus

epidermidis biyofilm modeli olusmus kateter/sonda 6rneklerinden biyofilm
tabakasi kazinarak ayrildi. Tabakalar ependorf tuplere kondu. Biyofilmden,
mantara veya bakteriye ait RNA, Heliosis Ekstraksiyon Modulu (Metis
Biyoteknoloji, Turkiye) kullanilarak elde edildi. Yaklasik 100 I’ lik biyofilm
suspansiyon 6rne@i Uzerine 400 upl RNA lizis baglama solisyonundan
eklendi ve vortekslendi. Karisim 65 °C’ de 10 dakika, + 4 °C’ de 2 dakika
bekletildi.Spin santriflj yapildiktan sonra Uzerine 500 pyl RNA ¢oktirme
solusyonu eklendi ve vortekslendi.15 dakika 13000x rpm’ de santriflj edildi.
Ust kisim ¢okelege dokunmadan pipetle tamamen alindiktan sonra 500
RNA yikama solusyonu eklendi ve vortekslendi. Bes dakika 13000x rpm’ de
santrifiij edildi. Ust kisim pipetle tamamen alindi ve tiipler 10 dakika oda
sicakliginda kurutuldu. 20 pl RNA dilisyon solusyonundan konuldu,
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vortekslenip spin santriflj edildi. Tim RNA oérnekleri ¢ogaltma islemine
kadar - 20’ de bekletildi.

Tablo 7 : RT-PCR Calismasinda Kullanilan Primerler

Isim Primer dizi
C. albicans ALS1 Forward 5-GAC TAG TGAACC AAC AAATAC CAGA-Z

C. albicans ALS1 Reverse  9-CCAGAAGAAACA GCA GGT GA-3

C. albicans HWP1 Forward S5-ATGACT CCAGCT GGT TC-3’

C. albicans HWP1 Reverse °- TAGATC AAG AAT GCA GC-3'

S.epidermidis ICA Reverse 9-AAACAAACT CAT CCATCC GAAT -3

I1l. b. 3.1. Ters transkripsiyon

Hem mantar hem bakteri RNA' si daha sonra 1 dakika 95 °C’
de, 1 saat 50 °C’ de, 5 dakika 4 °C’ de ters transkripsiyona ugratildi. Ters
transkripsiyon karisimi; 100 pmol/L ALS, HWP ve ICA primerleri
(Metabion), ters transkriptaz(RT Enzim) (Fermentas), 5x buffer
(Fermentas), 4 mmol/L deoksinukleotid trifosfat (ANTP) karigsimi (Roche)
icerecek sekilde, komplementer DNA (cDNA) - 20 °C’ de saklandi.
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. b. 3.2. ALS, HWP ve ICA Genlerinin Konvansiyonel PCR’ |

PCR’ da kullanilan primerler Metabion tarafindan sentez

edilmistir. PCR; ALS, HWP ve ICA igin yaklagik 10 pl cDNA kullanarak
yapildi; toplam hacim 25 olacak sekilde 0,5 mllik bir tibe 20 pmol

oligonukleotid primerleri, herbirinden 250 puM olmak Uzere dATP, dTTP,
dCTP and dGTP, 3 mM MgCl2, 2.5 U Taq DNA polimeraz ve 10X tampon
(Bioron) eklendi. Amplifikasyon / ¢ogaltma islemi 95 °C’ de 1 dakika
denaturasyonla bagladi, takiben 95 0C’ de 30 saniye boyunca her bir primer
icin dnerilen yapisma sicakliginda 45 saniye ve 72 °C’ de 60 saniye olmak
Uzere 45 devir, ve son olarak 72 °C’ de 5 dakika uygulama yapildi (Hybaid,
UK). Yapisma sicakligi ALS igin 57 °C, HWP igin 50 °C ve ICA igin 58 0C’
ydi. Urinler, 0.5 pg/ml etidyum bromid igeren % 2 ‘lik (w/v) agaroz jelde
yaratulda ve UV 1sik kaynagi altinda goruldu.

. b. 3. 3. ALS, HPW ve ICA’ yi Kodlayan cDNA’ nin Real
Time Cihazinda Cogaltiimasi

PCR icin kullanan primerler Metabion tarafindan sentez edildi.

ALS, HWP ve ICA igin 10 pl cDNA kullandi. DNA LightCycler cihazi (Roche
Diagnostics, Tenay, Turkey) ve LightCycler yaziliminin 3.5 versionu
kullanildi. LightCycler Hybridization Probes Master Mix kit (Roche
diagnostics, Tenay, Turkiye). ALS, HWP ve ICA genlerine 6zglu iki i¢
hibridizasyon probu kullanildi; ilki fosforla LC Red 640 ,ikincisi ise florasan
isaretli idi. Gergek-zamanli PCR amplifikasyon karisimi kalip cDNA,
2xSYBR Green master karisim tamponu ve her bir primerden 200 nM
icermekteydi.

ALS icin yapilan PCR; 95 °C’ de 1 dakika sireyle
denatlrasyonla basladi, 45 devir boyunca 95 9C’ de 30 saniye, 20 saniye
57 0C’de ve 20 saniye 72 9C’ de ¢ogaltildi.

HWP igin yapilan PCR; 95 0C' de 1 dakika sureyle
denatlrasyonla basladi, 45 devir boyunca 95 9C’ de 30 saniye, 20 saniye

50 9C’de ve 20 saniye 72 9C’ de ¢ogaltildi.

ICA icin yapilan PCR; 95 °C’ de 1 dakika slreyle
denaturasyonla basladi, takiben 95 9C’ de 30 saniye 45 devir boyunca, 20
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saniye 58 0C’ de ve 20 saniye 72 °C’ de denattre edildi. Floresans her
uzama basamaginda toplandi.

Il. b. 3. 4. Real-Time PCR'da ALS, HWP ve ICA Gen
Ekspresyonunun Kantitatif Analizi:

Olgumler Light Cycler aygiti ve FastStart DNA Master
SYBR Green | kit (Roche) ile, toplamda hacmi 10 pl olacak sekilde

1 pl cDNA veya plasmid seyreltisi, her primerden (Proligo) 3.75 pmol
kullanarak yapildi. Real Time PCR 3 faza ayrildi; denatlirasyon,
amplifikasyon, fuzyon. Amplifikasyon 3 asamada gergeklestirildi;
denatlrasyon (95°C’ de 15 saniye, sicaklik degisimi 20°C/saniye),
hibridizasyon (zaman ve sicaklik primerlere bagh, sicaklik degisimi 20°C/
saniye), uzama (72°C’ de primerlere gore degisen zamanlarda, sicaklik
degdisimi 20°C/saniye). Floresans kazanimi uzama basamaginin sonundaki
tek modda 72°C’ de sona erdi. Amplifikasyon basamagi her bir kapillerde
floresans maksimuma c¢iktiginda veya maksimum 45 ddnglden sonra
durduruldu. 3. asama olan fizyon 55 - 90°C arasinda (sicaklik degisimi 0,2
°C/saniye) basamakl olarak floresans kazanimiyla gergeklestirildi. Boylece,
(rastgele konsantrasyonlarda) bir cDNA havuzunun 6 farkl dilisyonu Ug¢
farkli kopya olarak olculdi. Siklus sayisi (Cp) ile versus ekspresyonunun
logaritmik konsantrasyonu lineer regresyonla kalibrasyon egrisi cizimini
sagladi.

Mutlak 6lcim (Absolute quantification), drnekteki hedef ile
standartlarin bilinen konsantrasyonunu standart egri uUzerinde
kargilastirmaktadir. Standart egriler, 10 kat seri dilisyonlarla (10" -106

kopya/ul), dlgulerek (kuantifiye edilerek) olusturuldu.

Genlerin sayisal analizi, (Absolute quantification) hedefin
kopya sayisi ile olugturulan standart egrinin kargilastiriimasi ile hesaplandi.
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IV. BULGULAR

IV. a. Adezyon / Slaym Faktor Sonuglari:

C. albicans ve S. epidermidis ‘ e ait 60 klinik izolatin, tip adhe
rans testi uygulanarak slaym faktorleri arastirildi. Slaym faktor pozitif olan
klinik érnekler ¢alismaya alindi.

IV. b. Konvansiyonel PCR Sonuglari

Slaym pozitif klinik izolat kullanilarak olugturulan in vitro
modelde kateter drneklerinden elde edilen biyofilm tabakasindan Candida
albicans ve Staphylococcus epidermidis’e ait mRNA’ lar izole edildi. ALS,

HWRP ve ICA gen bolgeleri RT-PCR iglemi ile cDNA'ya gevrildi. Bu cDNA'lar
PCR ile c¢ogaltildi. PCR isleminden sonra elde edilen agaroz jel
elektroforezi sonuclari asagida gosterilmistir.

290 bg
300 bg

200 bg
100 bg

Sekil 2: Kateter ylzeyinden kazinarak konvansiyonal PCR ile

cogaltilan Candida albicans’ a ait ALS1 cDNA amplikonlarinin agaroz jel
elektroforez géruntisu (290 bg)
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400 bg
300 b¢

200 bg

100 b
00 be 110 b

Sekil 3: Kateter ylzeyinden kazinarak konvansiyonal PCR ile

¢ogaltilan Candida albicans’ a ait HWP1 cDNA amplikonlarinin agaroz jel
elektroforez gorunttsiu (110 bg)

350 bg 400 bg

300 bg
200 bg

100 bg

Sekil 4: Kateter yluzeyinden kazinarak konvansiyonal PCR ile ¢ogaltilan

Staphylococcus epidermidis’ e ait ICA cDNA amplikonlarinin agaroz jel
elektroforez goruntisi (350 bg)
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IV. c. Real Time PCR Sonuglari

Melting Peaks
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Sekil 5: Kantitatif analiz igin 101 ile 108 kopya/ml arasindaki
standart DNA'lardan elde edilen erime egrilerini (melting curve) gdsteren
Real Time PCR ekran goruntusu

Amplification Curves

05
0,451

0.4
0,351
03]
0,251

0.2
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Sekil 6: Kantitatif analiz icin 101 ile 108 kopya/ml arasindaki
standart DNA'lardan elde edilen PCR dongdleri ile floresans dizeylerinin
karsilastinldigr Real Time PCR ekran goruntusu
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Standard Curve
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Sekil 7: HWP: Kantitatif analiz igin 10" ile 106 kopya/ml

arasindaki standart DNA’lardan elde edilen standart egrinin Real Time PCR
ekran goruntuleri

Standard Curve
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Sekil 8: ALS: Kantitatif analiz igin 10! ile 108 kopya/ml
arasindaki standart DNAlardan elde edilen standart egri goruntuleri
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Sekil 9: /CA: Kantitatif analiz igin 10" ile 108 kopya/ml
arasindaki standart DNA'lardan elde edilen standart egrinin Real Time PCR
ekran goruntuleri

Amplification Curves
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Sekil 10: ALS genine ait amplifikasyon egrilerinin Real Time
PCR’ da ekran goruntisu
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Amplification Curves
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Sekil 11: HWP genine ait amplifikasyon egrilerinin Real Time
PCR’ da ekran gorintisu

Amplification Curves

Fluorescence (530)

2 4 B 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 456 48 50
Cycles

Sekil 12: ICA genine ait amplifikasyon egrilerinin Real Time
PCR’ da ekran goruntusu
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Grafik 1: Kateter tiplerinin gen ekspresyonu agisindan
kargilastiriimasi

Her bir kateter 6rnedi en az 10 kez C. albicans ve S.
epidermidis ile karsilastirilarak biyofilm modeli olusturuldu. Her kateterden

elde edilen biyofilm tabakasinda ALS, HWP, ICA gen ifadelerinin sayilar
kargilastirildi.

Silikon kapli idrar sondasi yuzeyinde (SC) olusan biyofiimde ALS ve
HWP genlerinin kopya sayilari ortalamasi sirasiyla 2.50x105 ve 1.30x104

kopya/ml, ICA geninin kopya sayisi ortalamasi ise 1.80x105 olarak
bulunmustur.

Polivinil klorid kapli trakeal tlip yuzeyinde (PVC) olusan biyofiimde
ALS ve HWP genlerinin kopya sayilari ortalamasi sirasiyla 7.56x108 ve

6.88x105 kopya/ml, ICA geninin kopya sayisi ortalamasi ise 4.20x10°
olarak bulunmustur.
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Polivinil propilen kapl politiretan nazogastrik tip ylzeyinde (PVP)
olusan biyofimde ALS ve HWP genlerinin kopya sayilari ortalamasi

sirasiyla 2.70x102 ve 2.27x10" kopya/ml, ICA geninin kopya sayisi
ortalamasi ise 2.30x10" olarak bulunmustur.

Politretan kapli aspirasyon sondasi yuzeyinde (PUC) olusan
biyofimde ALS ve HWP genlerinin kopya sayilari ortalamasi sirasiyla

1.50x10" ve 1.20x10" kopya/ml, ICA geninin kopya sayisi ortalamasi ise
3.10x10" olarak bulunmustur.

Polivinil propilen kapli polilretan nazogastrik tup yuzeyinde (PVP) ve
politretan kapli aspirasyon sondasinda (PUC) ALS, HWP, ICA genlerinin
kopya sayisi kontrollerden istatistiksel olarak farkli bulunmamistir (p<0.05).

Calismamizin sonuglarina bakildiginda Candida albicans ve

Staphylococcus epidermidis’ e ait en ylksek oranda adezyon gen
ekspresyonu polivinil klorid (PVC) kapl trakeal tip ylzeyinde, sonrasinda
silikon kaph (SC) idrar sondasi yuzeyinde gorulmustir. Polivinil propilen
(PVP) kaph trakeal tup ve poliiretan (PUC) kaph aspirasyon sondasi
yuzeylerinde goérllen gen ekspresyonlari hicre iceren kontrollerden farkh
bulunmamistir.

invaziv girisimler sirasinda kullanilan sentetik malzemelerin mayalar
tarafindan kaplandigi ve biyofilm olustugu gosterilmistir. Bu olusum, kateter
infeksiyonu gelismesinde temel basamaktir.

Bu c¢alisma sirasinda kantitatif Real Time PCR protokolu
olusturulmustur. Olusturulan bu protokol istenilen butiin hedefler igin
uyarlanabilir. Bu sonuglar i1s1ginda, vucutta kullanilan sentetik malzemelerin
SC ve PVC degil, PVP veya PUC olarak segilmeleri onerilebilir.
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V. TARTISMA

Modern teknolojinin gelisimiyle birlikte ¢cok sayida kateter,
yapay kalp kapakgigi ve eklem protezleri gibi tibbi gereglerin kullaniminda
artis gozlenmektedir. Bu artig, 6zellikle vicuda implante edilen gereglerle
ilgili enfeksiyon komplikasyonlarinin olugsmasina yol agmigtir?-73,

Enfeksiyon olusmasinda temel basamak mikroorganizmalarin
ylzeye tutunmasidir. Bu yuzey sentetik materyal ya da konak dokunun
kendisi olabilir. Sentetik materyale mikroorganizmanin tutunmasi konak
dokuya tutunmasindan daha guglididr. Ayrica kateter gibi sentetik
biyomateryallere mikroorganizmanin tutunmasi biyofilm olusumu ve kateter
enfeksiyonu ile sonuglanmaktadir’s.

Tibbi gereclerin implantasyonundan sonra ilk olay tukrik,
mukus, serum veya kan gibi gereci gevreleyen farkli vicut sivilarindaki
cesitli makromolekullerin (fibrinojen, fibronektin, kollajen ve laminin vb.)
yluzey Uzerinde birikerek, “conditioning film = hazirlayici film”
olusturmalaridir4.

Mikroorganizmalar genellikle ¢iplak gerecin yuzeyine degil, bu
film tabakasina tutunurlar. ilk adezyon geri déniisimli gevsek bir tutunma
tarzindadir. Bu ekzopolimer uretimi ile siki bir tutunmaya donusebilir.
Ekzopolimerler, makromolekullerin olusturdugu film tabakasini sararak

glikokaliks (slaym) denen tabakayi olusturur. Staphylococlar ve bazi

Candida turleri slaym benzeri yapilar olusturmaktadir’4. Mikroorganizmalar
bu slaym tabakasi icinde ¢ogalarak kalin bir film tabakasina yol acarlar.

Candida turlerinin tibbi gereclere slaym faktori aracihdi ile tutunmasi
sonucunda hem surekli bir enfeksiyon odagi gibi rol oynamasi hem de
vucudun savunma mekanizmalarindan ve antifungal tedavinin etkisinden
kurtulabilmesi, nozokomiyal mantar enfeksiyonlari acgisindan 6nemli bir
durumdur?s.

Biyofilm kaynakli enfeksiyonlarda etken tek bir bakteri veya
bakteri-mantar karisimi olabilir. Son yillarda bakteriyel biyofiimler ve
enfeksiyondaki rolleri genis olarak arastiriimisken, fungal biyofilmler
hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir?6-77.
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Yaptigimiz bu calismada adezyonun olusmasindan sorunlu
temel ylzey proteinlerini kodlayan C. albicans ALS ve HWP genlerinin, S.
epidermidis ICA geninin ekspresyonlari incelenmistir.

Kateter enfeksiyonlarinda sorumlu dis etkenlerden en énemlisi
deri florasindan kaynaklanmaktadir. Tibbi gerecler ile iligkili enfeksiyonlarin
¢ogunda gram pozitif bakteriler, siklikla stafilokoklar, etken oldugu halde,
gram negatif bakteriler ve mantarlar ile olusan enfeksiyonlar daha ciddi

seyirlidir 78. Fungal enfeksiyonlar c¢ogunlukla patojenik Candida turleri,
Ozellikle Candida albicans, Candida tropicalis ve Candida parapsilosis ile

olmaktadir 79. Candida tirlerinin, ginimulizde hastane kaynakli
enfeksiyonlara yol acan ana etkenler arasinda sikligi artmakta ve gram-
negatif bakterilerden sonra 3. veya 4. siklikta izole edilmektedirler 8081, Bu
enfeksiyonlarin mortalitesi ve tedavi maliyeti yluksektir 82,

Saglik personelinin ellerinde ylksek oranlarda kolonize
olabilen Candida turleri arasinda en sik C. albicans bunun ardindan da C.
tropicalis ve C. parapsilosis izole edilmektedir.

Barbut ve ark. kateter infeksiyonlarin %84’inde gram pozitif ve
%16’sinda gram negatif bakterileri izole etmiglerdirss.

Blot ve ark. (18) kateter iliskili infeksiyonlarda ve kateter
kolonizasyonunda en sik izole edilen etkenin S. aureus, koagllaz negatif
stafilokoklar ve P. aeruginosa oldugunu saptamiglardirs4,

Bazi calismalarda en sik etken olarak S.epidermidis
bazilarinda ise genel olarak koagulaz negatif stafilokoklar izole edilmigstirgs.

Gectigimiz on vyil icerisinde hizla 6ne c¢ikmis olan ve
immunsupressif hastalarda gorulen, ¢ogunlugu 6limle sonuglanan firsatgi
mantarlarin sebep oldugu enfeksiyonlara ek olarak immunsupressif
olmayan kisilerde de yasami tehdit eden firsat¢i mikozlardan s6z edilmeye
baslandidi dikkati cekmektedirgé.

Santral venoz kateterleri olan hastalarda en onemli ve en sik
g6zlenen kateter ile iliskili komplikasyon infeksiyonduré?.

51



Kateterin yapildigi maddeden farkli olarak tirl agisindan da
birgok arastirma yapilmig ve turlere gore farkliliklar gozlenmistir8?.

Hickman tipi kateter ile, gecici subklaviyan kateteri
karsilastiran calismalarda, Hickman tipi kateterlerde, kateter infeksiyonu
oranlari daha dusuk bulunmustur 87,

Albo Lopez ve ark.88nin galismasinda 171 kateterden 36’si
(%21), Broadwater ve ark.8’nin galismasinda gegici perkutan SVK’lerin %
8’i, Hughes ve ark.®”’nin calismasinda Hickman tipi kateterlerin % 8.5°u
kateter infeksiyonu nedeniyle gikariimistir.

Newman ve ark.°" Hickman tipi kateteri olan hastalari
ortalama 195 gun takip etmigler, %57’sinde bakteriyemi, %23’Unde girig yeri
enfeksiyonu ve %7’sinde tunel infeksiyonu saptamislardir.

Mullan ve ark.92 kateteri olan hastalarda gozlenen en sik
komplikasyonun (%72) kateter infeksiyonu oldugunu bildirilmislerdir.

Bir ¢ok calismada kateter ile iligkili en sik goérilen geg¢
komplikasyonun kateter infeksiyonu oldugu ve sikhdinin % 15 - 85 arasinda

s

degistigi bildirilmektedir3.

Kisa sureli, kafsiz, tunelsiz, tek ya da birden fazla |imenli,
juguler yada subklaviyan venden yerlestirilen SVK’lerde kateter infeksiyonu
gelisme orani, uzun sureli, kafli, tunelli kateterlerden daha yuksektir 3.

Blot ve ark.8#’nin serisinde 438 hastaya 817 kateter
uygulanmis ve ortalama 14 ay takip edilmis ve 93 (% 11.4) kateter,
infeksiyon suphesi nedeniyle cikarilmistir. Bu kateterlerin 24 (%26)’U
kateter ile iliskili sepsis stuphesi nedeniyle ¢ikariimis ve 20’sinde de kateter
ucu kilturinde anlamli Greme (>103 cfu/ml) olmustur. Bu hastalarin %75
(18/24)’inde bakteriyemi saptanmistirgé4.

Kateter tirlinden farkli olarak, kateterin yapildigi maddenin de
biyofilm olusturmada 6nemli roli bulunmaktadir. Yapilan arastirmalar ve
bizim calismamiz da bunu desteklemektedir. Calismamizin sonuglarinda da
goéruldugu gibi, mikroorganizmalarin farkh yapidaki kateter yulzeylerine
adezyonu birbirinden farkl olabilmektedir.
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Kateter enfeksiyonlari ile ilgili yapilan birgcok g¢alismalarda ise
yuzeyin kimyasal yapisinin biyofilm olusum hizini etkilemekte oldugu
kanisina varilimig; PVC’ye kiyasla lateks ylzeylerde daha fazla, poliiretan
ve %100 silikonda ise azalmig olarak saptanmistir®4.

Seluloz filtrelerde olusan Candida biyofilm yapisi kateter
disklerinden farklidir. Bu da ylzey temasiyla indiklenen gen
ekspresyonunu akla getirmektedir. Yuzeyin hidrofobisitesi de biyofilm
olusumunu pozitif etkilemektedir.,

Silikon elastomer veya PVC disklerinin hidrofobik ylzeylerinde
bifazik yapida hucrelerin oldugu; bazal tabakada maya hucrelerinin
bulundugu; ESM igerisinde ise hifal elementlerin siralandidi; buna ragmen
dizensiz veya purizli ‘polymethylmethacrylate’ yizeylerde olgun biyofilmin
sadece maya hucreleri ve ESM’den olustugu gozlenmistir. Ortamdaki
artmis glukoz miktari da biyofilm olusumunu hizlandirir,

Yaptigimiz g¢alismada, in vitro biyofilm modelinde adezyon
genlerinin lateks silikon kapli (SC), polivinil klorid (PVC), poli (vinilpyrolidon)
(PVP)-kapl politreten ve poliuretan kateter (PUC) deki dagilimlar
incelenmistir. Bu dagilimin, mikroorganizmanin adezif proteinleri ve
adezyon genlerinin ekspresyonu ile iligkili oldugu dusunulmustar. Birgok
c¢alismada, bizim ¢alismamizla uyumlu olarak, planktonik hlcrelerle biyofilm
arasinda gen ekspresyonlarinda farklilik gértlmusttirs.

Calismamizda, adezyondan sorumlu glikoproteinleri kodlayan
C. albicans’ a ait ALS, HWP ve S. epidermidis’ e ait ICA genlerinin
ekspresyonunu incelenerek, bu genlerin kullanilan materyale tutunmada
etkisinin olabilecegi ve bu tutunmanin da, biyofiim olusumuyla iligkili
olabilecegi dusunulmustar.

Yaptigimiz c¢alismada, biyomateryalden kazinan biyofilm
hicrelerinde gen ekspresyon seviyelerinin farkli oldugu bulunmustur. PVC
kapli yuzeyden alinan biyofimde ALS1, HWP1 ve ICA genlerinin yuksek
seyiyede ekspresyonlari gozlenmistir. SC’ de ise adezyon genlerinin az
miktarda ekspre olduklari goraimagtur.

PVP ve PUC yuzeylerde adezyon genlerinin kopya sayisi ile
planktonik htcreler arasinda belirgin fark bulunamamistir. SC, PVC, PVP,
PUC yuzeyleri arasinda ise, biyofilm olusturan genler acisindan anlamli fark
bulunmustur (p<0.05).
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Tipta kullanilan silikon kauguk ya da diger adiyla silastik;
kolaylikla modifiye edilebilen ve de insan ve hayvanlarda uzun dénem
kullanilan yumusak bir biyomateryaldir. PVC kapl biyometaryel ise siklikla
kullanilan diger bir biyomateryal olup, biyofilm olusumuna uygun oldugu
g6zlenmigtir. Calismamizda bu iki materyalin biyofilm olugsumu ile iligkisi
incelenmisgtir.

Poliireten ve polivinilprolidon kapl kateter ylzeyler ise nem
cekici Ozellikte olup PVP kapli materyal vicut sivilarina kargi hidrofilik
Ozellik gostermektedir®”. PVP ve PUC kapli kateterlerde biyofilm olusumu
gozlenmemesi nedeniyle, bu kateterlerin insan vicuduna biyofilm
olusturmayarak daha uyumlu oldugu kanisina varilmistir. PVC ve silikonize
latekse (SC) bakteriyal adezyonun, PVP ve PUC ylzeylere gbre daha
yUuksek oranda oldugu bilinmektedir. PoliGretan, diger materyallerle
karsilastiginda, en az adezyon gorulen biyomateryaldir®s.

Bizim yaptigimiz calismadaki Real Time PCR’ da ALS ve

HWP gen ekspresyon sonuglari sirasiyla, silikon kapl idrar sondasi (SC)
yuzeyinde 2.50x105 ve 1.30x104 kopya/ml, polivinil klorid kapl trakeal tup
yuzeyinde (PVC) 7.56x106 ve 6.88x105 kopya/ml, polivinil propilen kaph
politretan nazogastrik tip ytuzeyinde (PVP) 2.70x102 ve 2.27x10" kopya/ml,
poliiretan kapli aspirasyon sondasinda (PUC) 1.50x10" ve 1.20x10" kopya/
ml olarak bulunmustur.

Real Time PCR’ da ICA geni ekspresyonu sirasiyla, silikon
kapli idrar sondasi (SC) yuzeyinde 1.80x10% kopya/ml, polivinil klorid kapli
trakeal tup (PVC) ylzeyinde 4.20x105 kopya/ml, polivinil propilen kapli
poliliretan nazogastrik tip (PVP) ylzeyinde 2.30x10" kopya/ml, poliiretan
kapli aspirasyon sondasinda (PUC) ise 3.10x10" kopya/ml bulunmustur.

Bu sonuglara bakarak, her iki mikroorganizmaya ait en yuksek
oranda adezyon gen ekspresyonunun, polivinil klorid (PVC) kaph trakeal
tup yluzeyinde bunu takiben ise silikon kaph (SC) kapli idrar sondasi
yuzeyinde oldugu goérilmustir. Polivinil klorid (PVP) kaph trakeal tip
ylzeyinde ve politiretan kaplh (PUC) aspirasyon sondasinda goérilen gen
ekspresyonlarinin, planktonik hucrelerde oldugundan, farkl olmadigi
gOrulmustar (p>0.05).
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Koagllaz negatif stafilokoklar fibronektine baglanmaktir.
Fibrine ise baglanmazlar. Biyofilmin mikrobiyal tabakasindaki fibroz
glikokaliks madde ya da ekstrasellller slaym énemli bir mikrobiyal faktérdur.
Koagulaz negatif stafilokoklar gibi slaym treten organizmalar, bu glikokaliks
materyal sayesinde yapisma yeteneklerini arttirirlar®.

Kateter enfeksiyonun olusumunda adezyon disindaki virtlans
faktorlerinin de roli bulunmaktadir. Adezyon olusumundaki virdlans
faktorlerinden en 6nemlisi enzim uretimidir100,

S. aureus ve C. albicans koagulaz Uretmektedir. Bu 6zellik,
biyofiimde bulunan fibrin ve fibronektine sikica yapismayi saglar'ot.
Fungeminin en yaygin etkeni C. albicans; C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. krusei ve C. glabrata gibi turlerin slaym Uuretimleri de
virilansda etkili olmaktadir. Ancak proteolitik enzimler, fosfolipaz Uretimi,
dimorfizm gibi diger virtlans faktorlerinden daha az 6neme sahiptir. Bu
yorum, slaym faktorinin virulansa etkisinin, diger etmenlerde oldugu gibi
tim vacut bolgeleri icin genel anlamda gecerli olmayip, yalnizca kateter gibi
yabanci bir cisme bagli infeksiyonlarda, sinirli bir ¢cercevede kalmasindan
kaynaklanmaktadir102,

Catalanotti ve ark.” nin bilateral bakteriyal konjunktiviti olan ve
yumusak kontakt lens kullananan 97 hastanin konjuktival surintd

orneklerinin % 67.41° 1 slaym pozitif S. epidermidis, % 74.1’i ve %61.1’inin
slaym pozitif S. aureus oldugu ICA A ve ICA D genlerine sahip olduklari,

ayrica slaym dureten S. epidermidis ve S. aureus suslarinin ylzey
hidrofobisitelerinin, slaym Uretmeyenlere gére daha fazla oldugu
gOsterilmigtir103,

Biyofilm olusumu Candida albicans igin sadece ALS ve HWP
genlerinden ibaret olmayip yapilan ¢alismalar dogrultusunda bir¢ok genin
de etkili oldugu sonucuna variimigtir104,

Biyofilm olusumunda rol oynayan faktorlerden biri de Candida
morfogenezidir. Bir ¢alismada, morfogenetik sinyal yolunda rol alan EFG1P
ve CPH1P transkripsiyon faktorlerini igermeyen ve filamentdz forma gegiste

defekti olan C. albicans mutantlarinin kateterlerde daha zayif kolonize
olduklari gosterilmigtir 105,

95



Ayni sekilde, EFG1 geni eksik olan, filamentasyon o6zellikleri
mutant suslarin, plastik ylzeylerde sadece tek katli gevsek bir maya
hicresi tabakasi olusturdugu goésterilmistir'®. Bu sonuglar, biyofilm

olusumunda EFG1P sinyal yolunun 6nemini gdstermektedir.

Biyofilm olusumunda morfogenezin rolinl inceleyen baska
bir calismada, wild-type (sokak susu) mutantinin iki katmanli biyofilm, hif-
negatif mutantin sadece bir bazal tabaka, maya-negatif mutantin kateter

diskinden kolayca ayrilabilen sadece dis katmani olusturdugu gozlenmistir
107

Bu sonuglar, biyofiim olusumunda ve yapilanmasinda

dimorfizmin gerekli olabilecegini ve C. albicans’in patojenik potansiyelinde
onemli bir faktor oldugunu gdéstermektedir 107,

Diger birgok cerrahi alaninda sorun olan biyofilmler ortopedide
de kargi konulamaz bir problem haline gelmistir. Ornegin, Arciola ve ark
yaptiklari bir c¢alismanin sonucunda, klinik izolatlardan elde ettikleri

S.epidermidis turinun virtilansinda ICA geninin 6nemli rol oynadigini,

yuksek oranda slaym Urettigini ve ICA A ve ICA D genlerinin ekspresyonu
nun ortopedik implant ile iligkili enfeksiyonlarin patogenezinde onemini
ortaya ¢ikarmiglardir 108,

Bagka iki calismada ise Baillie ve ark ile Chandra ve ark. C.

albicans’ 1 diger planktonik hucreler ile kiyaslamislar ve C. albicans
biyofilmindeki hucrelerin glukoz miktarinin fazla olmasini, biyofilm olusumu
sirasinda karbonhidrat sentezinde rol alan enzimleri kodlayan genlerin

regulasyonuna baglamisglardir. Ayrica C. albicans’ in konak ylUzeyine
adezyonunda gorevli proteinleri kodlayan, bizim de ¢alismamizin hedefini

olusturan, ALS ailesine ait genlerin ekspresyon profilleri de aragtiriimistir.
Bu ¢alismalarda, yine planktonik hicreler ile karsilastirildiginda biyofilmdeki

ALS gen ekspresyonunun farkli oldugu gozlenmistir 109-110,

Cheng ve ark. jinekoloji klinigi ile yaptiklari baska bir
calismada ise RT-PCR ile ALS geni izolasyonu yapmislar ve kullandiklar
vajinal surinti orneklerinde yiuksek oranda ALS7, ALS2, ALS3 ve ALS9
ekspresyonunu gozlemlemislerdir. ALS4 ve ALS5 daha az olmakla birlikte,
nadir olarak ise ALS6 ve ALS7 tespit edilmistir 111,
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Garcia ve ark. yaptiklari bazi calismalarda biyofilmdeki
mikroorganizmalarin anlamli olarak fenotipik ve genotipik degisimler
gosterdigini saptanmiglardir. Mikroorganizmanin biyomateryaller ile iligkisi
sonrasi adezyon gen ekspresyonundaki artig, planktonik htcrelerinkinden
farkhdir 112,

Biyofilmdeki hicre yogunlugu planktonik kultirdekine goére
daha yuksektir. Bu sebeple biyofilm hucrelerinin gen ekspresyonlarinin
diger serbest hucrelerden farkhh olmasi sasirtici degildir. Birgok tibbi
gerecde olusan biyofilm degisik kalttr teknigi, SEM, mikrobiyal gesitliligin
tanimlanmasi gibi yontemler ile, yaklasik 20 yildir ¢cahisiimaktadir. In vitro
olarak cesitli biyofilm modelleri gelistiriimistir'3. Molekuler yontemler
kullanilarak, o6zellikle kantitatif Real Time PCR ile biyofiimdeki gen
ekspresyon seviyeleri belirlenmektedir14,

Yaptigimiz ¢alismada bazi eksiklikler de bulunmaktadir. Calisma
sadece in vitro kosullar ile sinirli bir caligma oldugu ig¢in, ilk olarak in vivo

calismalar ile desteklenmelidir. Ikinci olarak, C. albicans ve S. epidermidis
de sadece U¢ adezyon geni incelendiginden diger adezyondan sorumlu
genlerin de incelenmesi ile calisma detaylandirilabilir. Uglincli olarak ise,
olusturdugumuz biyofilmin agirhiginin dlgilmesi c¢alismamizi
zenginlestirebilir. Yine de, sonuglarimiz biyomateryal arastirmalarinda yeni
bir calisma alani olusturmasi agisindan énemlidir.

Kateter Uzerinde biyofilm olusumunu engellemek igin
kullanilan stratejiler; antimikrobiyal merhem ve kayganlastirici iceren
kateterler, mesane ylkanmasi, toplama c¢antalarina antimikrobiyal ajanlar
eklenmesi, antimikrobiyal ajan (gumus oksit) emdirilmis kateterler
kullanilmasi, kateterize edilen hastalarda koruma/profilaksi igin sistemik
antibiyotiklerin kullanilmasi gibi yaklasimlardir.

Bu calisma sonucunda, yukarida listelenen stratejilere ek
olarak kateterin yapildigi malzemenin de biyofilm ve kateter enfeksiyonu
gelismesinde 6nemli oldugu gosterilmistir. Buna gore kateter enfeksiyonu
gelismesini engelleyecek bir baska strateji, kateterin yapildigi malzemelerin
SC veya PVC degil, PVP ve PUC olarak segilmesidir.
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VI. SONUC

Calismamizin sonuglarina bakildiginda Candida albicans ve
Staphylococcus epidermidis’ e ait en yuksek oranda adezyon gen
ekspresyonu polivinil klorid (PVC) kapli trakeal tip ylzeyinde, sonrasinda
silikon kaph (SC) idrar sondasi yuzeyinde gorulmustur. Polivinil propilen
(PVP) kaph trakeal tup ve poliiretan (PUC) kaplh aspirasyon sondasi
yluzeylerinde gorulen gen ekspresyonlari hiicre igceren kontrollerden farkl
bulunmamistir.
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VIl. OZET

Candida albicans 'a ait ALS, HWP ve Staphylococcus
epidermidis 'e ait ICA genlerinin farkli biyomateryallerdeki
ekspresyonlarinin Real Time PCR ile kantitatif analizi.

Calismamizda lateks-slikon, polivinil klorid, polivinilprolidon
kapli poliiretan ve polilretan kateter ylzeyinde olusturulan in vitro biyofilm
modelinde adezyon genlerinin ekspresyonlari karsilastiriimigtir.
Karsilastirilan adezyon genleri sirasiyla Candida albicans 'a ait ALS1 ve
HWP1, Staphylococcus epidermidis 'e ait ICA 'dir. Olusan biyofilm kutlesi
kateter ylzeyinden kazinmis ve mRNA 'lari izole edilmistir. Bu mRNA 'lar
cDNA 'ya cevrilmis ve real time PCR 'da kantitatif analizleri yapilmistir.
Calismamizin sonunda slikonize materyalden yapilmis kateter Uzerindeki
ALS1 ve HWP1 genlerinin kopya sayisi sirasiyla 2,50 x 105 kopya/ml ve
1,30 x 104 kopya/ml, ICA geninin ise 1,80 x 105 kopya/ml oldugu
bulunmustur. Adezyon genleri polivinil klorid kateterde slikonize olanlardan
daha c¢ok eksprese edilmis olarak bulunmustur. Polivinil klorid kateter
uzerindeki ALS1 ve HWP1 genlerinin kopya sayisi sirasiyla 7,56 x 106

kopya/ml ve 6,68 x 105 kopya/ml olarak, /ICA geninin ise 4,20 x 105 kopya/
ml olarak bulunmustur. Minimum gen ekspresyonu polivinilprolidon kapli
politiretan ve poliuretan kateterlerdede saptanmistir. Biyofilm iligkili genler
PVP ve PUC yuzeyinde veya planktonik hicrelerde farkli bulunmamistir.

Bu calismada, adezyonla iliskili genlerin ekspresyonunun
materyalin yapisindan etkilendigi bulunmustur. Bu klinik kullanimda, bir
materyalin digerine tercih edilmesiyle sonuglanabilir.
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VIIl. SUMMARY

The Quantitation and Comparison of gene expression
levels in different biomaterials for ALST and HWP1 in Candida
albicans, for ICA in Staphylococcus epidermidis in Real Time PCR.

This study describes a comparison of latex-silicone coated,
polyvinyl chloride, polyvinylpyrolidone coated polyurethane and
polyurethane catheters for the delivery of adhesion genes in an in vitro
biofilm model. ALS1, HWP1 genes of Candida albicans and ICA gene for
Staphylococcus epidermidis were targeted for the comparison of four
different biomaterials. Biofilm mass was separeted from the surface of the
catheter and mRNA of the strains were isolated. Isolated mRNA was
transcripted into cDNA and quantified in a real time PCR assay. As a result
of our study, ALS7 and HWP1 gene copy numbers were found to be
2.50x105 and 1.30x104 copy/ml, respectively and /CA gene copy number
was found to be 1.80x105 copy/ml on the biofilm of the catheter made from
siliconized material. Adhesion genes were found as expressed in higher
levels on the polyvinyl chloride catheter than those in siliconized ones.
ALS1 and HWP1 gene copy numbers were found to be 7.56x106 and
6.88x105 copy/ml, respectively and ICA gene copy number was found to be
4.20x10% copy/ml on the polyvinyl chloride catheter. Minimum gene
expression levels were detected in polyvinylpyrolidone coated polyurethane
and polyurethane catheters. Biofilm related genes were not expressed
differently between planktonic cells or on the surfaces of those catheters.

In this study, the expression of the adhesion related genes
were found to be affected from the structure of the materials. It may result
in the preferation of one material from other in the clinical use.
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