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OZET

Doktora Tezi

ENFEKSIYON HASTALARINDA BiYOFILM OLUSUMUNDA BAKTERILERIN
VE TLR4 GEN POLIMORFIZMLERININ ILISKiSI - IRAK/THI-QAR SEHIR
HASTANESI ORNEGI

Mohammed Yousif Aziz Al-Said JALEL

Cankir1 Karatekin Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Danigman: 'Dog."Dr. Mehmet SEZGIN
Es Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Wisam Jasim Abed ALI

Calismada, TLR4 rs 10759932, TLR4 rs 12377632 fonksiyonel polimorfizmleri ile bakterilerin
biyofilm olusumu fiizerindeki etkisinin enfeksiyon gelistirme duyarlih@i arasindaki iligskinin
arastirilmasi ve degerlendirilmesi amaglanmistir. Giiney Irak Thi-Qar sehri, Al-Rifai Genel
Hastanesi’nde Haziran 2023 ile Aralik 2023 arasindaki dénemde bakteriyel biyofilm
enfeksiyonlarindan siiphelenilen yaslari 10 ila 45 arasinda degisen hastalardan 250 numune
iceren farkli klinik 6rnekler toplanmigtir. Mevcut sonuglar 100 (%40,0) numunenin bakteriyel
biyofilm olusumu i¢in pozitif sonu¢ verdigini, 150 (%60,0) numunenin ise negatif sonug
verdigini gostermistir. Elde dilen verilere gore bakteriyel biyofilm prevalansinin gram-negatif
bakterilerde (66 (%66,0), gram-pozitif bakterilere 34 (%34,0) kiyasla daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Biyofilm igeren bakteriyel izolatlarin tiir dagihim ise; 36 (%36,0) E. coli, 22
(%22,0) S. epidermidis, 12 (%12,0) S. aureus, 16 (%16,0) K. pneumoniae ve 14 (%14,0)
Proteus mirabilis olarak ortaya ¢ikmustir. Ayrica, biyofilm iireten bakterilerin ¢ogu (%???) idrar
yolu enfeksiyonu olan hastalardan izole edilmistir. Bakteriyel biyofilm pozitiflik durumu ileri
yaslardaki (30 yas ve iistii) hastalarda daha yaygin oldugu saptanmistir. Cinsiyete iliskin mevcut
sonuglar, hasta grubunun 40 (%40,0) erkek ve 60 (%60,0) kadindan olustugu belirlenmistir.
Bakteriyel biyofilmi olan hastalarin 60'min (%60,0) kentsel bolgelerden gelen hastalar olmasi
sebebiyle bakteriyel biyofilm prevalansi, kentsel bolgelerde kirsal bolgelere kiyasla daha fazla
bulunmustur. TLR4-rs10759932 SNP ve TLR4-rs12377632 SNP ile ilgili genotip ve alel
frekanslarmin bakteriyel biyofilm olusumu enfeksiyonu olan hastalar ve saglikli kontroller
arasinda karsilastirildiginda, homozigot CC ve heterozigot TC genotipinin 6nemli bir risk
faktori oldugunu gostermistir. Sonug olarak, homozigot CC ve heterozigot TC genotipine sahip
hastalar, diger genotiplere kiyasla hastalik gelistirmeye daha yatkin olduklar1 ortaya
konulmustur.

2025, 127 sayfa

Anahtar Kelimeler: TLR4, Tek niikleotid polimorfizmi, Bakteriyel biyofilm olusumu
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ABSTRACT
PhD Thesis

THE RELATION OF BACTERIA AND TLR4 GENE POLYMORPHISMS IN
BIOFILM FORMATION IN INFECTED PATIENTS — THE CASE OF IRAQ / THI-
QAR CITY HOSPITAL

Mohammed Yousif Aziz Al-Said JALEL

Cankir1 Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Mehmet SEZGIN
Co-Advisor: Assist.Prof. Dr . Wisam Jasim Abed ALI

The aim of the study was to investigate and evaluate the relationship between TLR4 rs
10759932, TLR4 rs 12377632 functional polymorphisms and the effect of bacteria on biofilm
formation and susceptibility to infection. A case-control study including 250 samples suspected
of bacterial biofilm infections were collected from Al-Rifai General Hospital, Thi-Qar city,
Southern Iraq, between June 2023 and December 2023 from patients aged between 10 and 45
years. The current results showed that 100 (40.0%) samples were positive and 150 (60.0%)
samples were negative for bacterial biofilm formation. These results show that the prevalence of
bacterial biofilm is higher in Gram-negative bacteria compared to Gram-positive bacteria (66
(66.0%) vs. 34 (34.0%)). The frequency distribution of biofilm-containing bacterial isolates is
as follows; 36 (36.0%) E. coli, 22 (22.0%) S. epidermidis, 12 (12.0%) S. aureus, 16 (16.0%) K.
pneumoniae and 14 (14.0%) Proteus mirabilis were detected. In addition, these results showed
that most of the biofilm-producing bacteria were isolated from patients with urinary tract
infections. Bacterial biofilm positivity was more common in older patients (30 years and
above). The available results regarding gender determined that the patient group consisted of 40
(40.0%) males and 60 (60.0%) females. Since 60 (60.0%) of the patients with bacterial biofilm
came from urban areas, the prevalence of bacterial biofilm was found to be higher in urban
areas compared to rural areas. Comparison of genotype and allele frequencies of TLR4-
rs10759932 SNP and TLR4-rs12377632 SNP between patients with bacterial biofilm formation
infection and healthy controls showed that homozygous CC and heterozygous TC genotypes are
significant risk factors. As a result, patients with homozygous CC and heterozygous TC
genotypes are more prone to develop the disease compared to other genotypes.

2025, 127 pages
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1. GIRIS

Bakteriler tarihsel olarak tek hiicreli planktonik organizmalar olarak incelenmistir,
ancak laboratuvar disinda ¢ogu bakteri, biyofilm adi verilen hiicre dis1 polimerlerin bir
matrisine gémiilii organize ¢ok hiicreli topluluklarda yasamistir (Flemming and Wuertz
2019). Biyofilm, dogada bakteriyel biiylimenin dogal bir modudur (Hernandez-Jiménez
vd. 2013). Bakterilerin hayatta kalma stratejisi olan biyofilmler, enfeksiyonun birincil
odaginda biiyliyebilir ve bakterilerin kan dolasimi yoluyla yayilmasina izin verebilir.
Biyofilm hem planktonik bakterileri hem de biyofilm pargalarini hematojen olarak

yayabilmektedir (Stoodley vd. 2001).

Biyofilm olusumu bakterilerin patojenitesinde en etkili faktorlerden biridir. Biyofilm,
bakterilerin antimikrobiyal direnc¢ gelistirmesine ve konak savunma mekanizmalarina
miidahale etmesine neden olabilmektedir. Ayrica bu patojenlerin tekrarlanmasi i¢in bir
rezervuar da olabilmektedir. Mikroorganizmalar yilizeye yapisabildiginden ve bazi tiirler
burada bir biyofilm olusturdugundan, ventilator iliskili pndmoni i¢in bir risk faktoriidiir
(Mazloomirad vd. 2021). Bu mikroorganizmalar aspirasyon sirasinda da akcigerlere
bulasabilir. Bu nedenle, biyofilm {ireten bakteriler hastane ortamlarinda uzun siire
kalarak, 6zellikle hastane kaynakli pnomonide hastane enfeksiyonlarina nemli 6lgiide
katkida bulunur ve hastalarda tedavi basarisizligina, tedavi maliyetlerinin artmasina ve
Oliimlere yol agabilmistir (Mazloomirad vd. 2021). Bakteriyel biyofilmler, antibiyotik
direnci, konagin bagisiklik savunma sistemi ve diger dis baskilar nedeniyle kiiresel
saglik sorunlarina 6nemli bir katkida bulunur hale gelmistir. Biyofilmler genellikle
hastane aletlerinin ve viicut dokusunun yiizeyinde, endiistride, gida isleme iinitelerinde
ve dogal ortamlarda bulunmustur (Schulze vd. 2021). Ulusal Saglik Enstitiileri, bilinen
tim insan enfeksiyonlarmin %80'inin biyofilmlerle iliskili oldugunu 6ne siirmiis ve
Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri, tim hastane kaynakli enfeksiyonlarin
%65'inden fazlasinin biyofilmlere atfedilebilir oldugunu bildirmistir. 2004 yilinda,
biyofilmlerin kavramsal olarak kronik yaralarin hepsinde olmasa da ¢ogunda gozlenen
iyilesmeme ve uzamis enfeksiyonlarin altinda yatan bir neden oldugu bildirilmistir
(Percival and Bowler 2004). 2008 yilina kadar James ve arkadaslari bu hipotezi

dogrulamis ve Ornekledikleri kronik yaralarin  %60'min  biyofilm icerdigini



bildirmislerdir. Daha yakin zamanlarda, biyofilmlerin kronik yaralarda iyilesmenin
gecikmesi ve enfeksiyon riskinin artmasindaki rolii hem in vitro hem de in vivo
calismalarla daha da desteklenmistir (Fazli vd. 2011). Kalici enfeksiyonlarda
biyofilmler,  konagin  bagisiklik  tepkisi  tarafindan  nadiren asilir  ve
polimorfoniikleositlerin ve beyaz kan hiicrelerinin asir1 iiretimine neden olarak kronik
enflamasyona ve dolayistyla yara iyilesmesinin gecikmesine yol agmaktadir. Bu da
doku ortaminda daha fazla komplikasyona yol a¢maktadir. Akers ve arkadaslari
tarafindan yakin zamanda yapilan bir ¢alisma, biyofilmlerin deri ve yara
enfeksiyonlarinda onemli bir rol oynadigina dair kanitlar sunmus ve biyofilmin
polimikrobiyal dogasinin niikseden deri ve yara enfeksiyonlart igin bir risk faktorii

oldugu vurgulanmistir (Akers vd. 2014).

Bakteriyel biyofilmin arastirilmast ¢esitli  fenotipik  yontemler kullanilarak
gerceklestirilebilir. Freeman vd. (1989) tarafindan gelistirilen Kongo kirmizisi agar
testi, bakteri suglariin siikroz ve Kongo kirmizisi boyasi ile desteklenmis beyin kalp
infiizyon agar1 lizerinde alt kiiltlirline dayandirilmistir. Calismalar bu yontemin
dogrulugunun diisiik oldugunu, ancak ucuz ve kolay uygulanabilir oldugunu ve
degerlendirme kriterlerinin agarda iireyen kolonilerin renginin gorsel analizine
dayandigin1 gostermistir. Mikrotitiilasyon polistiren testinde gosterildigi gibi, bazi
maddelerin eklenmesi veya ikame edilmesi veya bazi parametrelerin degistirilmesi bu

yontemin dogrulugunu artirabilmektedir (Kaiser vd. 2013).

TLR'ler, tip-1 trans-membran reseptér ailesine ait evrimsel olarak korunmus
proteinlerdir ve ilk olarak 1990'larda insanlarda kesfedilmistir (Werling and Jungi
2003). TLR'ler, patojen tanima ve dogustan gelen bagisiklik ve enflamatuar yanitta
onemli roller oynayan, evrimsel olarak korunmus bir reseptor ailesidir (Arancibia vd.
2007). TLR'ler yapilarinda ¢ islevsel alana sahiptir: bunlardan ilki patojenlerin
taninmasi ve baglanmasinda rol oynayan ¢oklu 16sin bakimindan zengin tekrarlar iceren
bir ektodomain membrani1 kapsayan bir sitoplazmik alan ve bir toll/interlokin-1
reseptoriidiir. TLR ailesinin bugiine kadar on ii¢ tiyesi tanimlanmistir (Yang vd. 2013).
Toll benzeri reseptdrler (TLR'ler), oriintii tanima reseptdr (OTR) ailelerinin en cok
caligsilanlar1 arasindadir. TLR4 en cok calisilan TLR'lerden biridir. TLR4 o6zellikle



bakteriyel lipopolisakkariti tanir ve aktivasyonu esas olarak proinflamatuar sitokinlerin
ve kemokinlerin sentezlenmesine yol agmaktadir (Janssens ve Beyaert 2003). Toll
benzeri reseptdr 4 (TLR4), patojenle iliskili molekiiler kaliplar1 (PIMK'ler) taniyarak
dogustan gelen bagisiklik tepkisinde 6nemli bir rol oynamistir. TLR4 genindeki
polimorfizmler, 6zellikle biyofilm olusturan bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlara
kars1 konagm duyarliligini potansiyel olarak degistirebilir (Allami vd. 2023). TLR4,
antijen sunan hiicrelerde, fibroblastlarda ve diseti epitelinin keratinositlerinde
bulunmustur. TLR4'in ana islevi, asagidaki gibi Gram negatif bakterilerin
lipopolisakkaritlerinin  taninmasidir:  Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans ve Veillonella parvula. Bu tanima lipopolisakkarit baglayici
protein ve CD14 gibi ¢esitli protein bilesenlerinin devreye girmesiyle tamamlanmistir

(Yoshimura vd. 2002).

Gen polimorfizmleri gibi konagin bagisiklik ile ilgili DNA molekillerinin genetik
varyasyonlari, hastaliklarin olusumunu ve modellerini etkiler (Takashiba ve Naruishi
2006). Genetik polimorfizmler ve 6zellikle konak savunmasini kodlayan genlerde alelik
farkliliklara neden olan tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler) periodontal hastaligin
duyarliligin1 ve ilerlemesini etkileyebilir (Berdeli vd. 2007). Gen polimorfizmleri gibi
konagin bagisiklik ile ilgili DNA molekiillerinin genetik varyasyonlari, hastaliklarin
olusumunu ve paternlerini etkilemektedir (Takashiba ve Naruishi 2006). Genetik
polimorfizmler ve 6zellikle konak savunmasini kodlayan genlerde allelik farkliliklara
neden olan tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler), hastaliklarin duyarliligint ve
ilerlemesini etkileyebilir (Berdeli vd. 2007). Bu nedenle, hastaliklarin nlenmesi ve
tedavisi icin TLR4 gibi bagisiklik ile ilgili molekiillerin farkli formlarmin ve
fenotiplerinin gdzden gegirilmesi 6nemlidir (Sahingur vd. 2011). Molekiiler biyoloji ve
tiropatojenik bakteri izolatlarinin tanimlanmasinda PCR, hizla en ¢ok kullanilan
yaklasimlardan biri haline gelen giiglii bir yontemdir (Overstreet vd. 2012). Tetra-
ARMS-PCR, tek niikleotid polimorfizmlerini (SNP'ler) tespit etmek (Islam vd. 2021) ve
heterozigot ve homozigot DNA mutasyonlar1 arasinda ayrim yapmak i¢in kullanilmigtir
(Xu vd. 2023).



Bu calisma, TLR4 rs 10759932, TLR4 rs 12377632 fonksiyonel polimorfizmleri ile
bakterilerin biyofilm olusumu iizerindeki etkisiyle enfeksiyon nedenlerinin gelismesine
yatkinlik arasindaki iliskiyi arastirmayi ve degerlendirmeyi amaglamaktadir. Bunun

i¢in:

1. Enfeksiyoz bakteriler tarafindan olusturulan biyofilmin, tibbi implantlarla iliskili bir
dizi kronik enfeksiyonda yer alan en Onemli viriilans faktorlerinden biri olarak

olusma yeteneginin arastirilmasi.

2. Irakli hasta popiilasyonunda TLR4 gen polimorfizmleri ile biyofilm olusumuna

neden olan bakteriyel enfeksiyon arasindaki iliskinin ortaya konmasi.

3. Snapshot SNP genotipleme deneyleri ve DNA dizileme yontemleri ile gen
polimorfizmlerinin tanimlanmasi1 ve biyofilm olusturan bakteriler tarafindan

enfeksiyon nedenleri ile iliskili olup olmadiklarinin arastirilmasi.

4. TLR4 (rs10759932 & rs12377632) tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNPS)
bakteriyel enfeksiyonla iligkili genetik risk faktorlerinin arastirilmasi calismalari

gerceklestirilmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Bakteriyel Enfeksiyonla iliskili Biyofilmler

Bakteriyel biyofilmlerin tiim bakteriyel hastaliklarin yaklasik %65'inde rol oynadigi
disliniilmiistiir. Bunlar hem cihazla iligkili hem de cihazla iliskili olmayan
enfeksiyonlar1 igermistir. Cihazla iligkili enfeksiyonlara iliskin veriler, asagidaki gibi
cesitli cihazlar i¢in tahmin edilmistir: Meme implantlart icin %2; eklem protezleri igin
%?2; mekanik kalp kapakgiklar i¢in %4; ventrikiiler santlar i¢in %10; kalp pilleri ve
defibrilator i¢in %4 ve ventrikiiler destekli cihazlar i¢in yaklasik %40 olarak
bulunmustur (Darouiche 2004). Dogal kapak endokarditi, bakterilerin vaskiiler
endotelyum ve kalbin pulmonik kapaklari ile etkilesiminden kaynaklanan bir
enflamasyondur. Bu genellikle Streptokoklar, Stafilokoklar, gram negatif bakteriler
ve/veya mantar enfeksiyonlarinin sonucudur (Kokare vd. 2009). Bu durumda
mikrobiyal hiicreler gastrointestinal sistem, idrar yolu ve/veya orofarenks yoluyla kalbe
ve kana erisim saglamistir. Saglam kapak endoteli kendisine yapisan mikroorganizmalar
tarafindan hasar goérdiigiinden, bakteriler bagisiklik sistemi tarafindan temizlendikten
sonra bile, yaralanma yerinde bakteriyel olmayan bir trombotik endokardit gelisir ve
sonucta trombositlerin, kirmizi kan hiicrelerinin ve fibrinin toplandigi bir durum olan

trombiis olusumu meydana gelmistir (Donlan ve Costerton 2002).

2.1.1 Cihazla iliskili biyofilm enfeksiyonlari

Biyofilmler genellikle kontakt lensler, santral vendz kateterler, mekanik kalp
kapakeiklari, periton diyaliz kateterleri, protez eklemler, kalp pilleri, iiriner kateterler ve
ses protezleri gibi kalic1 tibbi cihazlarin iizerinde veya i¢inde olugsmustur. Biyofilmler
yalnizca tek bir tiirden veya farkli tiirde mikrobiyal tiirlerden olusabilir. Bu, cihazlara ve

etki siirelerine baglidir (Donlan 2002).

Kontakt lensler yumusak ve sert kontakt lensler olarak kategorize edilmistir.

Mikroorganizmalar her iki lens tiiriine de yapisabilir. Smiflandirilmalart yap:



malzemelerine, atilma siklifina, asinma programimna ve tasarima dayanmaktadir.
Kontakt lenslere yapisan mikroorganizma tiirleri baslica E. coli, P. aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Candida, Serratia ve Proteus
tiirleri vb. olmakla birlikte, en 6nemlisi, lenslere yapisma derecesi su igerigine, substrat
yapisina, elektrolit konsantrasyonuna, ilgili bakteri tiirline ve son olarak polimerin
bilesimine baghidir. Taramali elektron mikroskobu altinda, keratit teshisi konan bir
hastanin kontakt lenslerinde P. aeruginosa tarafindan iiretilen biyofilm gézlemlenmistir.
Biyofilmler, genellikle lens saklama kutularinda tutulan kontakt lensler {izerinde de
daha sik olusabilir. Bu nedenle lens saklama kutular1 lens kontaminasyonunun kaynagi

olarak ilan edilmistir (Donlan ve Costerton 2002).

Santral vendz kateterlerde biyofilm olusumu evrenseldir, ancak biyofilm olusumunun
yeri ve kapsami kateterizasyon siiresine baglhdir. Ornegin, kisa siireli (<10 giin)
kateterlerde dis yiizeyde daha fazla biyofilm olusumu goriiliirken, uzun siireli
kateterlerde (30 giin) kateter liimeninde daha fazla biyofilm olusumu goriilmistiir.
Mikroplarin {iremesi, santral vendz kateterden verilen sivinin dogasindan etkilenmis
olabilir. Ornegin, S. epidermidis ve S. aureus gibi gram pozitif bakteriler intravendz
stvilarda iyi iiremezken, P. aeruginosa, Enterobacter tiirleri ve Klebsiella tiirleri gibi

gram negatif su bakterileri bu tiir sivilarda {iremeye devam etmistir (Maki vd. 1998).

Mikrobiyal hiicreler, protez kapak endokarditi olarak bilinen bir durum olan mekanik
kalp kapaklarma ve cevre dokulara yapisir ve biyofilm iretir. Bu rahatsiz edici
durumdan sorumlu bakteri tiirleri Streptococcus tiirleri, S. aureus, S. epidermidis, gram-
negatif Bacillus, Enterococcus ve Candida tiirleridir. Bu mikro-organizmalarin kdkeni
deriden veya santral vendz kateterler veya discilik isleri gibi diger kalic1 cihazlardan
olusmus olabilir. Protez kalp kapakgiklarimin cerrahi implantasyonu sirasinda, dikis
yerlerinde ve cihazlarin iizerinde trombosit ve fibrin birikmesi sonucu doku hasari
meydana gelebilir. Mikrobiyal hiicreler bu bolgelerde daha iyi kolonize olma yetenegine
sahiptir (Donlan ve Costerton 2002).

Uriner Kkateterler genellikle silikon veya lateksten yapilir ve normalde cerrahi

operasyonlar sirasinda idrar iiretimini ve atithmii dlgmek icin kullanilmustir. Uriner



kateterler iiretra yoluyla idrar kesesine kadar uygulanir. Kapali sistem veya agik sistem
olabilirler. A¢ik kateter sisteminde idrar agik bir toplama merkezine bosaltilir, ancak bu
tiir sistemlerde kontaminasyon olasilig1 daha yiiksektir ve bu da giinler i¢inde idrar yolu
enfeksiyonlarina yol agabilir. Kapali kateter sistemlerinde idrar plastik bir torbada
birikir, dolayisiyla bu tiir sistemlerde idrar yolu enfeksiyonu olasiligi daha azalmistir.
Bu cihazlarda yaygin olarak kontamine olan ve biyofilm olusturan mikrobiyal hiicreler
E.coli, Enterococcus faecalis, S.epidermidis, P. aeruginosa, Proteus mirabilis,

Klebsiella pneumoniae ve diger gram-negatif bakterilerdir (Kokare vd. 2009).

2.1.2 Cihazla iliskili olmayan biyofilm enfeksiyonlari

Periodontitis dis etlerinin bir enfeksiyonudur. Bu enfeksiyonda yumusak dokularin yani
sira digleri destekleyen kemiklerde de hasar meydana gelmistir. Normalde kotii agiz
hijyeninden kaynaklanir. Dis kaybi da miimkiindiir. P. aerobicus ve Fusobacterium
nucleatum periodontitis etkenleri arasindadir. Bu mikroplar ayni zamanda agiz
boslugundaki mukozal ylizeyler de dahil olmak iizere cesitli yiizeylerde biyofilm
olusturma yetenegine sahiptir (Kokare vd. 2007). Dis ylizeylerinin mikrobiyal
kolonizasyonu, mukozal hiicreleri istila etmelerine ve epitel hiicrelerindeki kalsiyum
akisini degistirmelerine ve toksin salgilamalarina izin verebilir. Daha sonra 2-3 hafta
icinde bir plak gelisebilir. Plak, kalsiyum ve fosfat iyonlar1 ile mineralize olarak tartar
veya dis tas1 olarak adlandirilan tabakayir olusturabilir (Overman 2000). Osteomiyelit,
bakteriyel hiicreler veya mantarlarin neden olabilecegi bir kemik hastaligidir. Bakteriler
kemiklere kan dolagimi, travma veya Onceki enfeksiyonlar yoluyla girmistir (Ziran

2007).

Mikroplar kan dolagimi yoluyla girdiginde ve kemigin metafizi enfekte oldugunda, bu
durum bélgeye beyaz kan hiicrelerinin toplanmasina yol agmaktadir. Beyaz kan
hiicreleriler enzimler salgilayarak patojenleri fagosite etmeye veya pargalamaya
caligmistir. Bu enzimler kemigi parcgalayarak irin olusumuna yol acabilir ve kemik kan
damarlar1 yoluyla yayilarak kanin diizgiin akisint durdurarak doku hasarina ve etkilenen

kemik bolgelerinin islevinin bozulmasina neden olabilir (Kumar vd. 2007).



2.2 Biyofilmler

Biyofilmler, “dis kabuklarinda” (yani dis plaginda) mikroorganizmalarin ve lifli
yapilarin varligmi tanimladig 1680'ler kadar erken bir tarihte kesfedilmistir. Ancak
1970'lere kadar bakteriyel biyofilmlerin varligi, ¢ogunlukla konfokal lazer tarama
mikroskobu ile birlestirilmis elektron mikroskobu ve floresan in situ hibridizasyon gibi
tekniklerin kullanilmasi yoluyla insan viicudundaki diger bolgelerde de fark edilmeye
baglanmistir (Heiby 2017). Son birkag¢ on yilda, biyofilm igeren ornekler, biyofilmlerin
genellikle enfeksiyonlarla iliskilendirildigi, klasik olarak steril oldugu diisliniilen ¢ok

sayida dokudan elde edilmistir (Alhede vd. 2011).

Biyofilmler bir yiizeye ya da birbirlerine tutunmus ve hiicre dist polimerik madde
(HDPM) matrisi iginde yer alan mikroorganizma topluluklar1 olarak tanimlanmaktadir.
Hiicre dis1 polimerik madde (HDPM) biyofilmin en biiylik bilesenini olusturur ve
biyolojik ortamda genellikle polisakkaritler, proteinler, glikolipidler, kan {iriinleri,
hiicresel dokiintiiler, hiicre dis1 enzimler, metal iyonlar1 ve hiicre dist DNA'dan olusur
(Branda vd. 2005). Hiicre dis1 polimerik madde (HDPM) biyofilm hacminin %80'inden
fazlasin olusturur ve fiziksel ve kimyasal konfigiirasyonu biyofilmin dogal 6zelliklerini
ve niteliklerini belirlemeye yardimer olmustur. Biyofilmler, kistik fibroz, prostatit, dis
curtikleri, rinosinilizit ve orta kulak iltthab1 gibi bircok hayvan ve insan kronik

rahatsizliginda rutin olarak tespit edilmistir (Cochrane vd. 2009).

Biyofilmler, uzun zamandir kommensal mikrobiyota barindirdig1 bilinen dokularda da
bulunmustur; burada biyofilmler patojenik olabilir veya olmayabilir. Bazi 6rnek
tirlerinde, biyofilmler oncelikle mukus veya diger konak salgilar i¢inde asili kiimeler
olarak ortaya c¢ikmistir. Digerlerinde ise biyofilmler, istisnalar olmakla birlikte, tipik
olarak mukozal bir araylizde olmak iizere dokunun kendisine baglanmistir. Morfolojik
farkliliklarina ragmen, asili agregatlar ve yiizeye bagli bakteri topluluklar1 birgok
islevsel ozelligi paylasir ve bu da her iki biyofilm tiiriiniin de temelde benzer bakteri

varolus bi¢imlerini temsil ettigini diistindiiriir (Alhede vd. 2011).



2.3 Biyofilm Olusumu

Biyofilmler genellikle bir yilizeye tutunan, genellikle tibbi cihaz enfeksiyonlariyla
iliskili, cok tiirlii veya tek tiirli mikroorganizma topluluklari olarak tanimlanmistir
(O'Toole vd. 2000). Bakteriler, proteinleri, polisakkaritleri ifade etmek ve DNA'y1 hiicre
dis1 matrise salmak icin g¢ekirdek algilama yoluyla birbirleriyle iletisim kurarak bir
biyofilm matrisi olusturmaktadir. Bu makromolekiiller bakteri toplulugunun etrafinda
bir bariyer olusturarak antimikrobiyal ajanlarin kolay niifuz etmesini ve bagisiklik
hiicrelerinin yok edilmek iizere tek tek bakteri hiicrelerine ulagsmasini engellenmistir.
Ayrica, bir biyofilm matrisi i¢indeki bakteriler degisen biiylime oranlari sergiler; daha
hareketsiz durumdaki hiicreler antimikrobiyal zorluklara karsi optimum biiyiime hizinda
biiyliyen hiicrelerden ¢ok daha iyi hayatta kalir ve hareketsiz hiicrelerin konake1 i¢inde

kalmasina izin vererek kronik enfeksiyonlara katkida bulunmustur (Stewart 2002).

Biyofilm olusumu da patojenlerin hayatta kalma stratejisi olarak belgelenmistir.
Biyofilmdeki bazi mikroorganizmalar, plak biyofilmlerindeki karyojenik bakterilerde
goriildiigli gibi bakterilerin patojenik potansiyelini bile modiile edebilmektedir.
Biyofilmlerin antimikrobiyal ajanlara kars1 daha az duyarli oldugu ve inhibitorlere karsi
duyarliligi azalttig1, boylece hayatta kalmalarina katkida bulundugu bildirilmistir (Jabra-
Rizk vd. 2006). Bulgular, siprofloksasinin Pseudomonas aeruginosa biyofilmlerine
penetrasyonunun geciktigini gostermistir. E.coli biyofilmleri setrimide karsi azalmis
duyarlilik sergilemistir. Benzer raporlar tobramisine maruz kalan Staphylococcus
aureus icin de mevcuttur. Bu biyofilmler tarafindan gosterilen direng, genel olarak,
antimikrobiyallerin zayif penetrasyonu, besin sinirlamasi, toksik metabolitlerin birikimi

ve oksijen geriliminin azalmasi gibi faktorlere baglanmistir (Tresse vd. 1995).

Arastirmacilar biyofilm olusumuna bir dizi mekanik, biyokimyasal ve genetik aracin
aracilik ettigi gorilisiindedir. Bunun yani sira, hiicre yiizeyi hidrofobikligi (apolar veya
hafif polar hiicreler veya sulu bir ¢ozeltiye daldirilmis diger molekiiller arasindaki
cekim olarak tanimlanan uzun menzilli kovalent olmayan etkilesimler), yiik, ptirtizliiliik

ve malzemenin kimyasal yapisi gibi bazi fizyokimyasal etkilesimler de biyofilm



olusumu sirasinda ylizeye bakteri yapismasina aracilik etmek icin incelenmistir (Sousa
vd. 2009).

Staphylococcus epidermidis tizerinde yapilan ¢alismalar, silikon alt tabakaya akrilikten
daha yiiksek oranda yapistigini gostermistir. Bu davranis, silikonun akrilige kiyasla
daha yiiksek yiizey hidrofobikligine ve piiriizliiliigiine baglanmistir (Sousa vd. 2009).
Ayrica, Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus epidermidis iizerinde yapilan son
caligmalar, yapismanin pirolitik karbon yiizey serbest enerjisi ve piiriizliiliigiine baglh
oldugunu gostermistir. Bu nedenle, pirolitik karbonun fizikokimyasal 6zelliklerinin
tyilestirilmesi, kapak protezi enfeksiyonlarinda azalmaya yol agan bir 6zellik olarak 6ne
stiriilmistiir. Bununla birlikte, biyofilmler tercihen kalp kapakgiklart kadar kii¢iik olan

yiiksek kayma noktalarinda olusmustur (Donlan ve Costerton 2002).

2.4 Biyofilm Olusum Asamalari

Genetik c¢alismalar bize biyofilm olusumunun birgok adimda gergeklestigini
sOylemektedir. Mikroorganizma hiicreleri arasinda quorum sensing olarak bilinen 6zel
bir sinyallesme tiirii gerektirir. Ayrica, aynt mikrobiyal organizmalarin planktonik
formlarina kiyasla farkli gen setlerinin transkripsiyonunu gerektirir (Donlan 2002).
Buna ek olarak, biyofilmde mikro kolonileri ayiran kanallar vardir. Bir biyofilmin
mekanik stabilitesi HDPM matrisinin viskoelastik 6zelliklerine baglanmaktadir.
Biyofilm olusumu karmasiktir ancak farkli arastirmacilara gore birka¢ ortak adimda

gerceklemistir:

Yiizeye ilk temas/baglanma: Biyofilm olusumunun bu asamasinda, mikrobiyal
hiicreler yiizeye pilli ve flagella gibi uzantilar1 araciligiyla tutunur ve ayrica van der
Waal kuvvetleri, elektrostatik etkilesimler vb. gibi diger fiziksel kuvvetler araciligiyla
da tutunabilir. Diger faktorler de bakterilerin bir yiizeye yapismasini biiylik 6l¢iide
etkilemektedir. Yapigsma - mikrobiyal hiicrelerin bir yilizeye baglanmasi ve kohezyon -
hiicreler icindeki etkilesim / baglanma, biyofilm olusumunda meydana gelmistir

(Garrett vd. 2008).
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Mikro koloni olusumu: Mikroorganizmalarin biyotik veya abiyotik bir yiizeye
tutunmast gergeklestikten ve bu tutunma stabil hale geldikten sonra, hiicre disi
polimerik maddeler i¢indeki belirli kimyasal sinyaller araciligiyla baslatilan mikrobiyal
hiicrelerin ¢ogalmasi ve boliinmesi siireci baslamistir. Bu siire¢ daha sonra mikro

kolonilerin olusmasina yol agmustir (Tribedi ve Sil 2014).

Olgunlagsma ve mimari: Biyofilm olusumunun bu asamasinda mikrobiyal hiicreler
birbirleriyle oto-indiikleyici sinyaller aracilifiyla iletisim kurar (Vasudevan 2014).
Hiicreler arasi iletisim, gerekli mikrobiyal hiicre yogunlugunun elde edildigi 6nemli bir
stirectir. Bu, oto indiikleyiciler olarak bilinen sinyal molekiillerinin salgilanmasina yol
acar. Bu oto-indiiktorler ¢ekirdek algilamay1 kolaylastirir (Federle vd. 2003).
Olgunlagsmanin bu agsamasinda, hiicre dis1 polimerik madde olusumu i¢in 6nemli oldugu
diisiiniilen bazi gen iiriinleri ifade edilir. Hiicre dis1 polimerik madde biyofilmin {i¢
boyutlu yapisindaki ana materyal oldugundan, matrikste interstisyel bosluklar olusur.
Bu kanallar su ile doldurulur ve biyofilmdeki mikro koloni topluluklarindan 6nemli
besin maddelerini dagitmak ve atik iiriinleri uzaklastirmak i¢in kullanilan bir dolasim

sistemi gorevi gorlirmiistiir (Parsek ve Singh 2003).

Biyofilmin ayrilmasy/dagilmasi: Bu asamada, biyofilm i¢indeki mikrobiyal hiicreler,
sapsiz formdan hareketli forma doniismek i¢in hizli cogalma ve dagilma gerceklestirir.
Daha sonra ayrilma dogal bir sekilde gergeklesir. Bununla birlikte, baz1 bakteri tiirleri
hiicre dis1 polisakkarit iiretmez ve bakteri hiicreleri dogrudan g¢evreye dagilir, ancak

bazen mekanik stres de bu siirece dahil olabilir (Baselga vd.1994).

Ayrilma siireci sirasinda biyofilm igindeki mikrobiyal topluluklar, mikroplarin ylizeyini
kolonizasyon i¢in yeni bir alana birakmaya yardimec1 olan farkli sakkarolitik enzimler
iiretir. Ornegin, Escherichia coli N-asetil-heparosan liyaz, Pseudomonas aeruginosa ve
Pseudomonas fluorescens aljinat liyaz ve Streptococcus equi HDPM matrisinin
parcalanmasi ve ardindan ayrilmasi i¢in hiyaliironidaz iiretir. Bu asamada mikrobiyal
hiicreler, bakterilerin yeni bir bdlgeye hareket etmesini saglamak i¢in flagella

olusumuyla ilgili proteinlerin ekspresyonunu diizenlmistir. Mikrobiyal hiicrelerin
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ayrilmast ve yeni bir bolgeye aktarilmasi enfeksiyonlarin yayilmasina yardimei

olmustur (Otto 2013).
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2.5 Biyofilmin Yapisal Bilesenleri

Biyofilmlerde, tek bakteri hiicreleri, biyofilm kiitlesinin %90'ma kadarini olusturabilen,
kendi tirettigi hiicre dis1 polimerik madde matrisinin igine gomiiliidiir. Hiicre disi
polimerik maddenin yiiksek oranda hidratli dogas1 nedeniyle, glikokaliks veya balgik
gibi takma adlar almistir. Bununla birlikte, olgun biyofilmlerin genel yapisi oldukga
farklilasmistir ve biyofilmler yapisal, kimyasal ve biyolojik seviyelerde heterojenlik

gostermistir.

Biyofilm matrisi su; Pp(1,6) baglantisindaki poli N-asetil-D-glukozamin kalintilarinin
dogrusal zincirlerinden olusan hekzozamin gibi karbonhidrat polimerleri; eDNA;
salgilanan proteinler; emilen besinler; metabolitler ve hiicre pargalanmasi iirlinlerinden
olmustur. Hiicre dis1 polimerik madde, biyofilmin yiizeylere tutunmasinda, tek
hiicrelerin toplanmasinda ve topluluk yapisinin stabilizasyonunda o6nemli bir rol
oynmustir (Branda vd. 2005). Subgingival biyofilmler gibi in vivo biyofilmler, viriis ve
maya tiirleri igerigi dikkate alinmaksizin yiizlerce farkli bakteri tiirii icerebilir (Paster
vd. 2006) . Bu farkli tiirler ve hatta farkli bakteri suslari, genel biyofilm mimarisine ve
ozellikle hiicre disi1 polimerik madde kivamina kendi katkilarini yaparlar. Ayrica,
cevresel kosullar da biyofilm yapisini ve olusumunu etkilemektedir (Branda vd. 2005).
Sicaklik, beslenme kosullari, oksijen mevcudiyeti, pH ve demir seviyesi gibi gesitli
cevresel faktorlerin hepsi biyofilm belirleyicilerinin ifadesi ve biyofilm olusumu

tizerinde etkili olabilir (Goller ve Romeo 2008).

Biyofilm, iirettikleri hiicre dis1 bir polimerik matris i¢inde yasayan ve hizli bir sekilde
durulanmadik¢a ¢ikarilmayacak olan fetis veya canli yiizeye geri doniisiimsiiz olarak
baglanan organize bir mikroorganizma toplulugudur (Hurlow vd. 2015). Hiicre dis1
polimerik maddelerin olusumu, bir biyofilmin yiizeye baglanma asamasinda meydana
gelir. Bir mikrobiyal biyofilmin cansiz veya kati bir yiizeyde olusup olusmayacagi,
biyofilmdeki mikroorganizmalarin etkilesimine gii¢ saglayan bir ekzopolisakkarit

matrisinin olusumunun bir sonucudur (Miron vd. 2001).
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Genellikle hiicre disi polimerik madde matrisinin kalinligt 0.2-1.0 pm'dir, ancak
biyofilmin boyutu 10-30 nm'yi gegmez. Tipik olarak biyofilm hacminin% 5-35'i
mikroorganizmalar tarafindan olusturulurken, kalan hacim hiicre dis1 matristir. Bu hiicre
dis1 matris kismen veya ¢ogunlukla proteinlerden olmustur (Sun vd. 2005). Bazi 6nemli
besinler ve mineraller, hiicre disi matris tarafindan olusturulan temizleme sistemi
araciligiyla ¢evredeki ortamdan hapsolur (Costerton vd. 1994). Hiicre dist polimerik
maddelerde farkli bilesen tiirleri bulunur: ¢ogunlukta protein (>% 2); polisakkaritler (%
1-2) gibi diger bilesenler; DNA molekiilleri (<% 1), RNA (<% 1); iyonlar (bagh ve
serbest) ve son olarak% 97 su. Bir biyofilm icindeki temel besinlerin akisi, su

iceriginedir.

2.6 Biyofilmler ve Patojenite

Biyofilmlerin patojenin viriilansina katkida bulundugu iyi bir sekilde belgelenmistir.
Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri ile Ulusal Saglik Enstitiileri'nin raporlarina
gore, ozellikle gelismis tlilkelerde biyofilmlerin neden oldugu enfeksiyonlarin sikliginin
sirastyla %65 ile %80 arasinda oldugu tahmin edilmistir. E. coli, Salmonella, Yersinia
enterocolitica, Listeria, Campylobacter gibi gida kaynakli bir¢ok patojen, gida veya
depolama ekipmanlarinin yiizeyinde biyofilmler olusturur. Ayrica, Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Streptococcus, E. coli, Klebsiella, Pseudomonas gibi
potansiyel olarak patojenik bakteriler kateterler, yapay eklemler, mekanik kalp
kapakgiklar vb. tizerinde tireme egilimindedir. Dolayisiyla, bu organizmalar s6z konusu
odaktan periyodik olarak salinmalar1 sonucunda kalici enfeksiyonlara yol

acabilmektedir (Kerksiek 2008).

Biyofilm aktivitesi, dis ¢iiriikleri, kistik fibroz, osteoradionekroz, idrar yolu
enfeksiyonlari, dogal kapak endokarditi, orta kulak iltihab1 ve goz enfeksiyonlar1 gibi
cesitli enfeksiyonlarda kaydedilmistir. Calismalar, 6nemli iiropatojenler olan E. coli ve
Proteus mirabilis'in, komplike kateter iliskili idrar yolu enfeksiyonu olan hastalarda
biyofilm olusturdugunu gostermistir (Jacobsen vd. 2008). Staphylococcus aureus'un
klinik izolatlarinda da biyofilm olusumu gozlenmistir (Smith vd. 2008). Son g¢alismalar

biyofilmlerin g6z enfeksiyonlarindaki roliine odaklanmigtir. Bu tiir vakalardaki
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biyofilmler genellikle kontakt lens yoluyla kornea enfeksiyonu ile iliskilendirilmistir

(Behlau ve Gilmore 2008).

2.6.1 Immiinoglobulinler ve inflamasyon patogenezi

Dogustan gelen bagisiklik sistemi enfeksiyonlara karsi ilk savunma hattidir, ancak
konagi korumak icin genellikle adaptif bagisiklik yanitlariyla isbirligi yapmaktadir.
Ornegin, alternatif kompleman (C') yolu ve mannoz baglayici lektin yolu, kompleman
sisteminin dogustan gelen unsurlaridir ve ¢ogu bulasici tehditle basa ¢ikmada klasik,
antikora bagli C' sistemi tarafindan tamamlanmistir. Enflamasyonun ilerlemesi sirasinda
konagin yeterli miktarda immiinoglobiilin (IG) iiretemedigi varsayilmaktadir. Bu
durum, IG'lerin eksojen replasmanimin aday bir tedavi olabilecegi hipotezini

dogurmustur (Giamarellos-Bourboulis 2010).

Bununla birlikte, IG'lerin iiretimi, konagin genetik yapisina gore farklilik gosterebilen T
ve B lenfositlerinin koordinasyonu tarafindan diizenlenmistir. Enflamasyonun kesin
patofizyolojisi biiylik o0l¢lide bilinmemekle birlikte, c¢esitli faktorler konakg¢inin
enfeksiydz bir uyarana verdigi yaniti modiile etmek icin araya girer ve bunun hem
klinik siddet hem de sonug iizerinde dogrudan etkileri vardir. Biiylik 6l¢iide basit bir
sema kullanilarak, enflamasyonun dogustan gelen bagisiklik sisteminin oriintii tanima
reseptdrleri (OTR'ler) tarafindan patojenle iliskili molekiiler oriintiiler (PIMK 'ler) adi
verilen iyi evrimsel olarak korunmus mikrobiyal yapilarin taninmasindan sonra
basladig1 varsayillmaktadir. PIMK'ler ve OTR'ler arasindaki etkilesim, konagin klinik
durumunu diizenleyen pro-enflamatuar ve anti-enflamatuar aracilarin iiretimine ve
ardindan salinmasia yol agmaktadir. PIMK- OTR etkilesimindeki kilit efektdr hiicreler,
major insan ldkosit antijeni II (ILA) ve CD86 gibi Kko-stimiilatér molekiillerin
aktivasyonu yoluyla naif T hiicrelerini ya pro-inflamatuar 6zelliklere sahip T-yardimci
(Th) hiicrelerine (Thl ve Thl7 hiicreleri) ya da anti-inflamatuar 6zelliklere sahip T
hiicrelerine (Th2 ve T diizenleyici hiicreler) aktive eden Ag-sunucu hiicrelerdir (Kimura
ve Kishimoto 2010). Bu Th hiicreleri, basta tiimor nekroz faktorii-alfa ve interlokin

(IL)-6 olmak fizere sitokinlerin iiretimi yoluyla B-lenfositlerin olgunlagsmasini, klonal
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genislemesini ve IG'leri salgilayan plazma hiicrelerine farklilagmasini uyarmistir (Rauch
vd. 2012).

En 6nemli IG'ler dimer olusturan IgG ve on baglanma bdlgesine sahip gii¢lii polivalent
pentamerler olusturan IgM alt siniflaridir. IgM antikorlari, bilinmeyen bir Ag'nin
taninmasi tizerine ilk iiretilen antikorlardir ve bunu immiin hafizanin olusmasi {izerine
IgG iretimi takip etmistir. Gilinlimiizde enflamasyonlu hastalarin, yasadiklari
enflamatuar olaylarin yogunluguna gore dort kategoride gruplandirilabilecegi
diisiiniilmektedir. Genellikle gen¢ ve saglikli bir bireyde inflamasyon gelistiginde
goriilen baskin pro-inflamatuar yanitlar, bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde
gelisen baskin anti-inflamatuar yanitlar, enfeksiyon kaynaginin yeterince kontrol
edilmedigi saglikli bireylerde gelisen dalgali pro- ve anti-inflamatuar yanitlar ve
hastalarin ¢ogunda tipik olay dizisi olan pro-inflamatuar yanitlarla baslayip anti-

inflamatuar bir seyir izleyenlerdir (Reinhart vd. 2012).

2.6.2 Patogenez iizerine genetik bir algi

Bununla birlikte, sepsisli tiim hastalarda ayni siddette bir klinik durum gelismemistir.
Bu kismen, PIMK'ler ve OTR'ler etkilesiminin nicel 6zelliklerinin tiim hastalarda
benzer olmamasindan kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte, bu etkilesimin nitel
karakteristiginin hastalar arasinda biiylik 6lciide farkli olmasi bile s6z konusu olabilir.
OTR'ler ve inflamasyon aracilari ¢ogunlukla genler tarafindan kodlanan protein
molekiilleridir. Gen niikleotid dizileri konakgilar arasinda farklilik gosterebilir ve bu tek
niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler) teorik olarak farkli bir konak¢i-mikrop etkilesimi
dizisi ortaya cikarabilir ve klinik sonug¢ {izerinde etkili olabilir. Bu hipoteze gore,
asagidaki yapilarin her birinde bulunan SNP'ler sepsise yatkinlig1 veya sepsis sonucunu

etkileyebilir:

I.  Ag sunan hiicreler {izerindeki Oriintii Tanima Reseptorleri (OTR'ler): OTR'ler,
yani Toll benzeri reseptorler (TLR'ler) ve miyeloid hiicrelerde ifade edilen
tetikleyici reseptor, sitokinlerin iiretimiyle sonuglanan mikrobiyal PIMK'ler

tarafindan dogrudan uyarilmistir. TLR4 gibi bazi TLR'ler, Gram-negatif
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bakterilerin lipopolisakkaritlerinin baglanmasit i¢in CD14 ile etkilesime
girmistir. Sepsis immiinosupresyon durumu sirasinda, iLA ve CD86 gibi ko-

stimiilator molekiillerin ekspresyonu azalmistir (Hotchkiss vd. 2013).

Il.  Sitokinler: pro-enflamatuar molekiiller TNFa, IL-1 beta, IL-12, tip 1 ve 2
interferonlar gibi sitokinler ve agirlikli olarak IL-4, IL-10 ve donistiiriict

biiyiime faktorii beta gibi anti-enflamatuar sitokinler.

1. Immiinoglobulinler (IG'ler) ve IG'nin kristalize olabilen immiinoglobulin parcasi
(Fc) lizerinde bulunan reseptdr baglanma bolgeleri, Ag sunan hiicreler, fagositler
ve dogal oldiiriicii hiicreler iizerinde ifade edilen reseptorlere baglanmaktadir. Fc
gama reseptorleri, bes aktivasyon reseptoriinden (FcyRI, FcyRIla, FcyRllec,
FcyRIlla ve FcyRIIIb) biri veya inhibitdr Fc reseptorii FcyRIIb araciligiyla
aktivasyon sinyallerine aracilik edebilmektedir. Aktive edici Fc reseptorleri,
hiicre i¢i alanlarinda immiinoreseptor tirozin bazli bir aktivasyon motifine

sahiptir (Guilliams vd. 2014).

2.7 Biyofilm Enfeksiyonlari

Bakteriyel hastaliklarin ¢ogu ilerledikge biyofilmleri igerir, ancak biyofilm katkisinin
ozellikle dikkate deger ve onemli oldugu biyofilmle iliskili enfeksiyonlarin bazi
ornekleri vardir. Bunlar arasinda intravaskiiler kateterler, prostetik vaskiiler greftler,
kardiyak cihazlar, prostetik eklemler ve santlar gibi kalicit tibbi cihazlarda goriilen
enfeksiyonlar yer almaktadir. Basta S. epidermidis olmak iizere koagiilaz-negatif
stafilokoklar bu tiir enfeksiyonlarin en sik goriilen nedenleridir (Rogers vd. 2009).
Birgok S. epidermidis susunun gii¢lii biyofilm olusturma kapasitesine ek olarak, S.
epidermidis'in insan derisinde bol miktarda bulunmasi, cihazla iliskili biyofilm

enfeksiyonunda sikca yer almasini agiklayabilir (Otto 2009).

Biyofilm enfeksiyonlari, 6rnegin dogal kapak endokarditi, acik yaralar veya dis plag
gibi kalic1 tibbi cihazlardan bagimsiz olarak da gelisebilir. Biyofilmle iligkili diger
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enfeksiyonlar kadar sik olmamakla birlikte, kronik Kistik fibrozis hastalardaki
biyofilmler, hastalikla iligkili yliksek morbidite nedeniyle ¢ok dikkat ¢ekmistir. KF uzun
bir siiredir tibbi biyofilm arastirmalariin merkezinde yer almaktadir ve bu nedenle
biyofilmler hakkinda bildiklerimizin ¢ogu ilk olarak ana Kistik fibrozis patojeni olan P.
aeruginosa'da arastirilmistir.  Kistik fibrozis hastalarinin  akcigerleri yalnizca P.
aeruginosa tarafindan enfekte edilmez; ancak kronik Kistik fibrozis enfeksiyonlarinda
bu bakteri, Burkholderia cepacia ve S. aureus gibi hastaligin erken evrelerinde Kistik
fibrozis hastalarin1 enfekte eden diger bakterilere {iistiin gelme egilimindedir. P.
aeruginosa kronik yaralar gibi diger enfeksiyonlarda diger biyofilm bakterilerine
stlinliik saglamadig i¢in bu olgu Kistik fibrozis enfeksiyonlarina 6zgii gériinmektedir
(Kirketerp-Mgller vd. 2008).

2.7.1 Biyofilmler ve nozokomiyal enfeksiyonlar

Diinya Saglhk Orgiitii'niin (DSO) bir raporuna gére, 1995-2010 yillar1 arasinda yiiksek
gelirli iilkelerde saglik hizmetleriyle iligkili ortamlarda bulunan hastalarin %7.6's1
enfeksiyon kapmistir. Avrupa'da bu enfeksiyonlar hastanede fazladan 16 milyon giin
gecirilmesine neden olmus, 7 milyar Avro'ya mal olmus ve 37.000 kisinin 6liimiine yol
acmistir. ABD'de 1995 - 2010 yillar1 arasinda 1.7 milyon hasta hastanede enfeksiyon
kapmis ve 99,0001 bu enfeksiyonlar sonucunda Olmiistir (WHO 2011). Hastane
enfeksiyonlarina neden olan patojenlerin konakc¢ida basarili bir sekilde ikamet etme
kabiliyeti, kismen bakterilerin antibiyotiklere direnmek ve konak¢iin bagisiklik
tepkisini manipiile etmek veya modiile etmek icin iistlendigi ¢cok sayida mekanizmaya
baglanabilir. ESKAPE patojenleri olarak adlandirilan Enterococcus faecium,
Staphylococcus  aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter spp. kiiresel olarak hastane enfeksiyonlarinin
onde gelen nedenleridir ve antibiyotiklerle tedaviden 'kagma' veya tedaviye direnme

yetenekleriyle bilinirler.

Biyofilmler, kendilerini farkli maddelerin igine hapsederek abiyotik ve biyotik
yiizeylere tutunmalarini saglayan mikroorganizma topluluklaridir (Percival ve Bowler

2004). Hastane kaynakli enfeksiyonlar genellikle santral hat, kateter, cerrahi bolge veya
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ventilator gibi birden fazla kaynaktan ortaya ¢ikmaktadir (WHO 2011) ve biyofilmler
siklikla enfeksiyonlarla iliskilendirilmektedir. Implante cihazlar bakteriler icin bir giris
yolu, biyofilm gelisimi i¢in abiyotik bir yiizey saglar ve hastane enfeksiyonlarinin

yaklasik %60-70'ine katkida bulunmaktadir.

Bu biyofilm matriksinde kapsiillenmis bakteriler, planktonik hiicrelere kiyasla
antibiyotik tedavisine ve konak¢1 bagisiklik sisteminin saldirisina énemli 6l¢lide daha az
duyarhdir (Stewart 2002), bu da tibbi cihazla iligkili enfeksiyonlarin tedavisini
inanilmaz derecede zorlastirmaktadir. Bunun baslica nedeni, biyofilm matrisi i¢indeki
bakterilerin daha yavas bir biiyiime hizina sahip olmasi ve 3 planktonik bakteriye
kiyasla daha hareketsiz bir yasam tarzini benimsemesidir. Bu bakteriler ¢cogalmadiklari
icin genellikle persister hiicreler olarak tanimlanirlar, bu da hiicre ¢ogalmasini hedef
alan antibiyotiklerin bu hiicreleri dldiirmede ise yaramamasina neden olur ve bdylece
biyofilm i¢inde ve konakta kalmaya devam etmigler. Dahasi, biyofilmin karmasik
matrisi antibiyotiklerin ve bagisiklik hiicrelerinin niifuz etme kabiliyetini azaltarak
bakterilerin hayatta kalmasim1i saglamistir.  Antibiyotikler biyofilmle iliskili
enfeksiyonlarin tedavisinde yetersiz kaldigindan, bu durum kronik enfeksiyonlarla
sonuglanir ve tibbi bir cihaz s6z konusuysa, genellikle cihazin ¢ikarilmasi ve baska bir

cihazin takilmasi gerekmistir (Lebeaux vd. 2014).

2.8 Biyofilme Neden Olan Gram Pozitif Bakteriler

2.8.1 Staphylococcaceae taksonomisi (Jawetz vd. 2013)

Etki alani: Bakteriler
Filum: Bacillota

Smif:  Basiller

Aile: Staphylococcaceae
Cins: Staphylococcus

Tirler: Staphylococcus epidermidis
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Tiirler: Staphylococcus aureus

1. Staphylococcus epidermidis

Yabanci cisim yerlestirilmis veya enfeksiyonlarla iliskili bagisiklik sistemi bozulmus
hastalarda firsat¢1 bir patojendir. Ayrica insan derisinin normal mikro florasinin bir
parcasini olusmustur. Staphylococcus epidermidis tarihsel olarak hala giiglii bir patojen
olarak  bilinmemektedir. Ancak tip Dbilimindeki gelismeler, Staphylococcus
epidermidis'in 6zellikle implantlar ve bagisiklik sistemini baskilayan ilaglarin kullanimi
sirasinda g¢evresini gelistirmesi i¢in firsatlar sunmustur. Antibiyotiklerin siirekli asir1
kullanim1 da Staphylococcus epidermidis de dahil olmak {izere bir¢cok patojenin ¢oklu
direngli suslarinin ortaya c¢ikmasmi tetiklemistir. Artik glinlimiiz patojeni olarak
Staphylococcus epidermidis'in etkili bir nozokomiyal patojen olarak yerlesmesinin

onemi artmistir (Cavanagh vd. 2019).

Staphylococcus epidermidis, insanlarda ve hayvanlarda dogal olarak bulunan, patojenik
olmayan ve kommensal bir deri ve mukoza zar1 bakterisidir. Bununla birlikte,
Staphylococcus epidermidis ile kontamine olmus ignelerin kullanimi veya tibbi
cihazlarin dogrudan yerlestirilmesi, Staphylococcus epidermidis'i enfekte olabilecek
bagisiklik sistemi baskilanmis hastalar igin firsat¢1 bir patojen olarak tanimlayabilir.
Biyofilm olusturma yetenegi, tibbi implantlarla iliskili bir dizi kronik enfeksiyonda rol
oynayan en Onemli viriilans faktorlerinden biri olarak bilinmektedir. Staphylococcus
epidermidis biyofilm olusumu iki agamali bir siirectir. (i) Hiicre duvarina bagh yiizey
proteinleri (6rn. Fbe, Bhp) ve hiicre duvar litik enzimi otolizin E gibi bir¢ok faktoriin
aracilik ettigi ilk baglanma ve (i1) hiicre ¢ogalmasi ve hiicreler aras1 yapigsmay1 igeren
birikim asamasi. Hem Fbe hem de AtIE konak faktorleri olan fibrinojen ve vitronektine
baglanirken Bhp birincil baglanmanin yani sira hiicre i¢i yapismaya da katkida bulunur.
Biyofilm olusumunda polisakkarit hiicreler arasi adezin ile birlikte veya bagimsiz olarak
birikimle iligkili proteinin rolii de belirlenmistir. ica RADBC kodlu protein tarafindan
sentezlenen PIA, CoNS biyofilminin olusumu i¢in ne gerekli ne de zorunludur. PIA
disinda, DNA, RNA, proteinler ve polisakkaritler CoNS biyofilminde énemli hiicre dist
matris bilesenleri olabilir (Panda ve Singh 2018).
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2. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus, Staphylococcaceae familyasina bagli fakiiltatif anaerobik bir
bakteridir (Stark 2013). 0,5 ila 1um ¢apinda kiimeler halinde dizilmis, katalaz, koagiilaz
pozitif, spor olusturmayan, motil olmayan Gram-pozitif bir bakteridir (Bitrus vd. 2017).
Oksidaz negatiftir ve yiiksek tuz konsantrasyonunu tolere edebilir ve 1sil isleme
direnglidir (Oliveira vd. 2018). Staphylococcus aureus hem hastane hem de toplum
ortaminda bulunur ve deri enfeksiyonlari, endokardit, idrar yolu enfeksiyonlari,
solunum yolu enfeksiyonlari, bakteriyemi, sepsis ve gida zehirlenmesi gibi ¢ok ¢esitli
enfeksiyonlara neden olmustur (Dayan vd. 2016). Staphylococcus aureus, hastane ve
toplum enfeksiyonlarinda ana patojenlerden biridir ve hafif deri ve yumusak doku
enfeksiyonlari, enfektif endokardit, osteomiyelit, bakteriyemi ve 6liimciil pnédmoni gibi
birgok bulasici hastaliga neden olabilir (Sinha vd. 2000).

Staphylococcus aureus ilk olarak 1880 yilinda Iskogya'nin Aberdeen kentinde cerrah
Alexander Ogston tarafindan {lserli yaralar1 olan hastalarda kesfedilmistir.
Staphylococcus aureus Gram boyamasi pozitif, ~0,8um ¢apinda, mikroskop altinda
"liztim dizisi" seklinde dizilmis, acrobik veya anaerobiktir; en iyi 37°C'de ve pH 7,4'te
biiymiistiir (Guo vd. 2020). Stafilokoklarin tibbi cihazlara yapismasi ve bu bakterilerin
biyofilm olusturma yetenegi ile iligkili olarak bakteriyemi, menenjit, deri enfeksiyonu,
protez eklem enfeksiyonlar1 ve endokardit dahil olmak iizere ¢esitli enfeksiyon tiirlerine
neden olabilen firsatci bir patojendir. Ekzotoksinler ve niikleazlar, proteazlar, lipazlar ve
hemolizinler gibi enzimlerin yani sira apoptoz indiiksiyonu yoluyla sitotoksik aktivite
gibi diger viriilans faktorleri de bu tiiriin patogenezinde rol oynamistir (Szczuka vd.
2016).

2.9 Biyofilme Neden Olan Gram Negatif Bakteriler

2.9.1 Enterobacteriaceae taksonomi siniflandirmasi (Jawetz vd. 2013)

Etki alani: Eubacteria
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Filum: Proteobacteria
Sinif: Gamma Gamma proteobacteria
Aile: Enterobacteriaceae

Cins: - Klebsiella spp. - Escherichia spp. - Proteus spp.

1. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella Gram-negatif, motil olmayan ve ¢ubuk seklinde bir bakteridir. Bakterinin bir
kapsiilii vardir, cevreye ve dezenfektanlarin yani sira bir¢ok antibiyotigin etkisine karsi
direnclidir (Al-Nakeeb vd. 2018) K. pneumoniae, patojenitesine katkida bulunan ¢esitli
viriilans genleri barindirabilir Tiim genom dizilimi kullanilarak yapilan yeni bir
calismada, invaziv K. pneumonia arasinda o©nemli Olgiide daha sik goriilen
yersiniabactin, aerobactin ve mukoid fenotip diizenleyicileri gibi cesitli viriilans

faktorleri tespit edilmistir (Holt vd. 2015).

Yapistiricilar arasinda Pilli, protein yapimi ve bakterilerin konaga baglanmasi yer alir.
MrkD geni hiicre dis1 matrise baglanmaya aracilik eder ve ayrica tip 3 fimbria
yapismasini kodlamistir. K. pneumoniae tarafindan eksprese edilen tip 1 ve tip 3
fimbria, kateterize mesane modelinde liriner kateterler iizerinde biyofilm olusumunu

artirmistir (Clarke 2015).

2. Escherichia coli

Esherichia coli, Gram negatif ¢omak, laktoz fermentorii, bir dairesel kromozomdan
olusan, insan kolonunda yaygin fakiiltatif anaerob olan, dagilimi ¢esitlilik gosteren ve
cogu zararsiz olan Escherichia cinsine ait zararli tiirler idrar yolu, gastrointestinal
sistem, bakteriyemi ve septisemi enfeksiyonlarina neden olmustur (Lee vd. 2016). O-
hiicre antijeni, H- flagella antijeni ve k- Kapsiiler antijen olmak iizere ii¢ antijene

sahiptir (Reisner vd. 2014).
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O ve K antijenleri, konak savunmasindan kaginma yoluyla E. coli'nin hayatta kalmasina
katkida bulunan iyi tanimlanmis viriilans faktorleridir (Miajlovic ve Smith 2014).
Uropatojenik Escherichia coli, bagirsak florasi olarak kommensal statiilerinden sapan,
idrar yolunda biiyiiyen ve kalic1 olan ve idrar yolunda enfekte olmalarina ve hastaliklara
neden olmalarina izin veren g¢esitli viriilans faktorleri ve stratejileri sergileyen
Escherichia coli suslaridir, bu E. coli suslar siirekli olarak iiropatojenite ile iliskilidir ve
UPEC olarak adlandirilir (Shah vd. 2019) Uropatojenik Escherichia coli, IYE'lerin
birincil ajanidir (Al-Jamei vd. 2019).

Ekstra bagirsak patojeni Escherichia coli olduk¢a esnek genomlara ve yatay gen
transferi yoluyla genleri yakalama ve yayma egilimine sahiptir. Yatay gen transferi
plazmid konjugasyonu, faj transdiiksiyonu ve transpozonlar, ekleme dizileri ve
integronlar gibi kiiciik mobil genetik elementler yoluyla gergeklesebilir ve genetik

bilginin tiirler aras1 ve tiir i¢i hareketine izin vermistir (Partridge vd. 2018).

Uropatojenik Escherichia coli, yapisma faktorleri (P fimbriae, S ve F1C fimbriae ve tip
1 fimbriae), toksinler (a-hemolizin ve sitotoksik nekrotizan tip 1) flagella ve demir
kazanim sistemleri dahil olmak tizere ¢esitli VF'leri ifade eder (Tabasi vd. 2016). Cogu
tiropatojenik Escherichia coli susu, idrar yolu epitelindeki glikoproteinleri taniyarak
UPEC'nin yapigsmasini ve kolonizasyonunu kolaylastiran tip 1 fimbria ifade etmistir (Li

vd. 2017).

FimH'nin (tip 1 fimbria) yapismasi, hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesini ve
UPEC'in igsellestirilmesini indiikler, bu da bakterileri antibiyotiklerden, nétrofil
akigindan ve kesme stresinden koruyabilir (Zagaglia vd. 2022). Tip 1 fimbriyaya ek
olarak, P fimbriya (alt1 alt birimden olusur: papG, papF, papE, papK, papA ve papH)
glikolipidleri (6rnegin, o-D-Gal-(1,4)-B-D-Gal) tanir ve Toll benzeri reseptor 4 ile
etkilesime girerek yerel enflamatuar yaniti indiikler ve doku yikimini tegvik etmistir ( Li
vd. 2017). P fimbria ayrica UPEC'in kolonize olmasina ve bdbrekte bakteriyel

uzaklastirmay1 6nlemesine yardimer olmustur (Boroum vd. 2019).
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Adezinlerin bir kismi, bazi viriilans genleri hemolizin (hly ), sitotoksik-nekrotizan
faktor (cnfl geni) ve sidroforlar (fyuA geni) gibi toksinleri kodlar ve bunlar esas olarak
hiicre i¢i hayatta kalma, demir kazanimi, bagisiklik sisteminden kagis, enflamatuar yanit
ve konak doku hasarinda rol oynar UPEC izolatlari, farkli viriilans iligkili gen setleri

tasiyan patojenite iliskili adalar tagiyabilir (Yazdanpour vd. 2020).

3. Proteus mirabilis

Proteus mirabilis, Kkateterin liiminal yiizeylerinde ve ¢evresinde biyofilm olusturan
Gram-negatif, ¢ubuk seklinde, iireaz-pozitif bir bakteridir (Armbruster vd. 2018).
P.mirabilis tarafindan eksprese iireazin birincil islevi, bakteriler i¢in bir nitrojen kaynagi
saglamaktir. ureC geni, idrar pH'sinin yiikselmesinden ve tas olusumuyla

sonug¢lanmasindan sorumludur (Mohammed vd. 2014).

Proteus enfeksiyonlarinin yiizde doksani P. mirabilis'in bir sonucu olarak ortaya ¢ikar
ve bunlar toplum kaynakli enfeksiyonlar olarak kabul edilmistir (Wang vd. 2020). P.
mirabilis iireazi, idrarda biiyiime sirasinda yapisal olarak ifade edilir ve iireaz, Proteus
vulgaris, Providencia rettgeri ve Morganella morganii gibi diger tiirlerinkine kiyasla
tireyi birka¢ kat daha hizli amonyak ve karbonata aktif olarak hidrolize etmistir.
Oldukga aktif olan P. mirabilis iireazi, bagh bakteri hiicreleri tarafindan iiretilen
polisakkaritler icinde hapsolmus hizli kristal olusumuna neden olur. Kateterler lizerinde

kristalin biyofilmler olusmuslar (Flores-Mireles vd. 2015).

Proteus mirabilis, flagellar peritrichous bir bakteridir (Fattorini vd. 2020). Bu
mikroorganizmanin hareketliligi siirli halindedir, bu mikroorganizma siirii halindeyken

virtilans ifadesi artmistir (Kotian vd. 2020).
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2.10 Toll Benzeri Reseptorler (TLR'ler)

TLR4, E. coli, K. pneumoniae, S. aureus, A. baumannii ve P. aeruginosa gibi patojenik
mikrobiyal enfeksiyonlara karsi hem dogal hem de adaptif bagisiklig1r aktive ederek

konak savunma mekanizmalarinda kilit rol oynayan bir tip I trans membran proteinidir.

Tolllike reseptorler (TLR) monositler, makrofajlar ve nétrofiller iizerinde bulunan bir
trans membran reseptor ailesidir ve dogustan gelen bagisiklik yanitinda 6nemli bir rol
oynar. Ana islevleri lipopolisakkarit, lipoproteinler ve peptidoglikanlar gibi patojenle
iliskili molekiiler kaliplarin (PIMK'ler) taninmasidir (Wicherska-Pawtowska vd. 2021).
TLR4 ozellikle gram negatif basillerden gelen LPS'yi tanir. TLR4Un genetik
polimorfizmlerinin varliginin, bazi popiilasyonlarda gelisen enfeksiyonlara duyarlilig
artirdigina inanilmistir (Pifiero vd. 2017). Daha 6nce yapilan retrospektif bir ¢aligmada,
TLR4 polimorfizminin varligi ile bakteriyel enfeksiyonlara yatkinlik arasinda bir iliski

bulunmustur (Guarner-Argente vd. 2010).

TLR4 geninde yaklasik birkag Tek Niikleotid Polimorfizmi (SNP) tanimlanmis ve
fonksiyonel ¢alismalar bunlardan bazilarinin TLR4 fonksiyonunda degisikliklere yol
acabilecegini ortaya koymustur (Wang vd. 2014).

2.10.1 TLR ailesinin kesfi

TLR'ler, bitkilerden memelilere kadar evrimsel olarak korunmus olan dogustan gelen
bir reseptdr ailesidir. Adlarini, sekans ve fonksiyonel benzerlik paylastiklart Drosophila
Toll proteininden alirlar. Bu protein baglangigta Drosophilanin embriyonik gelisiminde
rol oynamistir. Ancak Toll proteininin sinyal yolu ile memeli LR'leri, NF'nin
aktivasyonuna yol acan interlokin (IL)-1 reseptor sinyal yolu arasindaki dikkate deger
benzerlik g6z Oniline alindiginda, Toll proteininin sinegin patojenlere kars1 bagisiklik
savunmasinda rol oynayabilecegi One siiriilmiistiir. Mutant sineklerde daha sonra

yapilan birka¢ deneysel g¢alisma, Toll proteininin sinegi mantar ve gram-pozitif
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bakterilerin enfeksiyonuna karsi korumada rol oynadigini agik¢a gostermistir (Lemaitre

vd. 1997).

Bu caligmalar, omurgasizlarin yalnizca dogustan gelen bagisikliga sahip olmalarina
ragmen, patojene uyarlanmis bir yanit olusturmak i¢in ¢esitli mikroorganizma siniflari
arasinda ayrim yapabilen olduk¢a korunmus bir savunma stratejisinin omurgasizlarda
varligint ortaya koymustur. Bu sonuglar yayinlandiginda, Toll proteininin insan
homologunun (daha sonra TLR4 olarak adlandirilmistir) NF kontrollii enflamatuar
genlerin ekspresyonunu ve naif T hiicrelerinin aktivasyonu i¢in gerekli ko-stimiilator
molekiillerin  antijen sunan hiicreler iizerindeki ekspresyonunu diizenledigi
gosterilmistir. Bu sonuclar TLR'lerin sadece dogustan gelen bagisikligin efektor
yanitina aracilik etmedigini, ayni zamanda antijen ¢apraz sunumu sirasinda naif
lenfositlerin fonksiyonel polarizasyonuna da katildiklarini géstermistir (Medzhitov vd.
1997). TLR4 daha sonra bir lipopolisakkarit sensorii olarak tanimlanmistir (Poltorak vd.
1998). Daha sonra, Drosophila Toll ile yapisal olarak iliskili olan ve genis bir PIMK
spektrumunu taniyabilen ve bagisikligi aktive edebilen, evrimsel olarak korunmus
proteinlerin biiyliyen bir ailesi tanimlanmistir. Bugiine kadar farelerde 13 farklit TLR
karakterize edilmis ve insan gen veri tabaninda 11 TLR homologu (10 tanesi islevseldir)

bulunmustur (Takeda ve Akira 2007).

Amino asit dizilimleri ve islevlerine gore insan TLR'leri bes alt aileye ayrilir: TLR2,
TLR3, TLR4, TLRS ve TLRO9. TLR2 alt ailesinin dort tiyesi vardir: TLR1, TLR2, TLR6
ve TLR10, bunlar olduk¢ca homologdur ve kendi ligandlarmin varliginda ikili bir
kombinasyon halinde calisirlar. TLRY alt ailesi TLR7, TLR8 ve TLR9'dan olusur.
TLR3, TLR4 ve TLRS alt aileleri, tek basina veya diger reseptorler veya molekiillerle
birlikte ¢alisabilen yalnizca bir liye icermistir. Cogu doku en az bir TLR i¢cin mRNA
ifade eder ve bircogu fareler ve insanlar arasinda 6nemli farkliliklarla birlikte hepsini

ifade eder (Zarember ve Godowski 2002).

Her iki tiirde de, en bol TLR repertuarlari, dogustan gelen bagisiklikta rol oynayan
hiicrelerde ve dokularda ve ¢evreye yliksek oranda maruz kalan dokularda tespit edilir.

Hiicresel diizeyde, TLR'ler farkli sekilde dagilmigtir ve konumlari ligandlarinin dogasi
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ile iligkilidir (Krishnan vd. 2007). TLR2, TLR4 ve TLRS5 alt ailelerinin {iyeleri esas
olarak plazma membraninda bulunur ve dis ligandlar1 tanmistir. TLR3 ve TLR9 alt
aileleri endozomlar gibi hiicre i¢i vezikiillerin membranlarinda bulunur ve sadece bu
hiicre i¢i yapilarin limeninde bulunan ligandlar1 algilar. Bu dagilim kalic1 degildir ve
TLR'lerin ifadesi ve konumu hiicre ve doku durumuna bagli olarak degisebilir (Hopkins
ve Sriskandan 2005).

Son on yilda, bircok deneysel ¢alisma TLR'lerin hem dogustan gelen yanitin hem de
adaptif yamitin kilit diizenleyicileri oldugunu ortaya koymustur. Dogustan gelen
bagisikligin sentinel hiicreleri tizerindeki TLR'ler enflamasyonu baglatir ve diizenler,
dendritik hiicreler iizerinde adaptif bagisiklik yanitinin polarizasyonunda énemli bir rol
oynar ve adaptif bagisiklik hiicreleri tizerinde islevlerini diizenmisler (Granucci vd.
2008).

2.10.2 TLR ailesinin tanimlanmasi

[lk memeli TLR'si olan TLR4'in karakterize edilmesinden sonra, TLR4 ile yapisal
olarak iliskili olan birkag¢ protein tanimlanmis ve Toll benzeri reseptorler olarak
adlandirilmigtir (Rock vd. 1998). Memeli TLR'leri en az 11 {iyeden olusan genis bir
aileyi kapsar. TLR1-9 insan ve fare arasinda korunmustur. Bununla birlikte, TLR10
insanda muhtemelen islevsel olmasina ragmen, fare Tlr10 geninin C-terminal yarisi,
fare TLR10'un islevsel olmadigin1 gosteren ilgisiz ve iiretken olmayan bir diziyle yer
degistirmistir. Benzer sekilde, fare TLR11 islevseldir, ancak insan TLR11 geninde bir
dur kodonu vardir, bu da insan TLR11'in {iretiminin eksikligine neden olmustur (Zhang

vd. 2004).

TLR'lerin sitoplazmik kismi IL-1 reseptor ailesininkine yiiksek benzerlik gosterir ve
Toll/IL-1 reseptor (TIR) alani olarak adlandirilmistir. Bu benzerlige ragmen, her iki
reseptOr tipinin hiicre dis1 kisimlar1 yapisal olarak iliskisizdir. IL-1 reseptorleri
immiinoglobulin benzeri bir alana sahipken, TLR'ler hiicre dis1 alanda 16sinden zengin
tekrarlar tasmistir. Islevsel olarak, TLR4'{iin mikrobiyal bilesen LPS'nin taninmasindaki

kritik rolii ilk olarak karakterize edilmistir (Poltorak 1998).

27



2.10.3 Toll benzeri reseptorler (TLR'ler) yapi, konum ve islevleri

Toll benzeri reseptorler, genis OTR ailesine dahil olan ilk gruptur. Mutasyona ugramus
toll geni tarafindan kodlanan ilk reseptorler, gelisimsel siireclerden ve bagisiklik
sisteminden sorumlu olduklart meyve sineklerinde (Drosophila melanogaster)
tanimlanmistir (Randow ve Seed 2001). Meyve sineklerinde mantar enfeksiyonlarini
tespit ve kontrol etmekten sorumlu reseptorlerin kesfi, diger tiirlerde de benzer
reseptorler arayan bir arastirma dalgasi baslatmistir. Molekiiler ve sitogenetik
caligmalar, mikrobiyal saldirtya maruz kalan tiim canli ¢ok hiicreli organizmalar
arasinda TLR'leri tanimlamistir. Toll benzeri reseptorler germline kodlanmais, evrimsel
olarak eski proteinlerdir (Yang vd. 2007). Her tiir, Drosophila'da 9'dan mor
denizkestanesinde 222'ye kadar genetik olarak belirlenmis belirli sayida TLR'ye sahiptir
(Liu vd. 2010).

Memelilerde su ana kadar TLR'leri kodlayan 13 gen tanimlanmistir (insanlarda TLR1-
TLR10 ve farelerde TLR1-TLR13, ancak TLR10 yoktur). Toll benzeri reseptorler, hem
bagisiklik sistemindeki makrofajlar, dendritik hiicreler (DH'ler), B hiicreleri, NK
hiicreleri, bazt T hiicreleri hem de epitel ve endotel hiicreleri ve fibroblastlarin
yiizeyinde olmak tizere bir¢ok hiicrede ifade edilmistir. Bazi TLR'ler hiicre ylizeyine
lokalize olur (TLR 1, 2, 4, 5, 6) ve geri kalan TLR grubu (TLR 3, 7, 8, 9) hiicre igi

endozomal membranlara baglanmistir (Pelka vd. 2018).

Tiim TLR'ler trans-membran protein I ailesinin {iyeleri olduklari i¢in benzer bir domain
organizasyonu gosterirler. TLR'ler hiicre dis1 bir N-terminal 16sin bakimindan zengin
tekrar, tek bir transmembran alani ve sitoplazmik TIR alani olarak bilinen hiicre igi bir
Toll/IL-1R reseptoriinden olmustur. LRR alani, LRR motifinin 16-28 tandem
tekrarindan olusur ve proteinler (6rnegin bakteriyel flagellin), sekerler (6rnegin fungal
zimojen), lipidler (bakteriyel lipopolisakkarit) ve niikleik asitler (viriislerin DNA ve
RNA's1) gibi ligandlari tanimaktan sorumludur. TIR'!m hiicre i¢i alam yaklasik 150
amino asitten olusur ve IL-1 reseptoriiniin sitoplazmik bolgesine benzerlik gosterir.

Sinyal iletim kaskadin1 aktive etmek i¢in gereklidir (Ohto vd. 2018).
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Memelilerde, Toll benzeri reseptdrler endoplazmik retikulumda sentezlenir ve daha
sonra hedef bolgeye tasinir. Endoplazmik retikulumla iligkili saperon proteinleri gp96,
PRAT4A ve Unc93BI1, reseptorlerin iiretilmesinde, olgunlasmasinda ve uygun sekilde
katlanmasinda 6nemli roller oynamustir (Fukui vd. 2018). Farkli TLR'ler viicuttaki farkli
PIMK'leri ve HIMK'leri tanir. TLR1, TLR2 ve TLR6 reseptdrleri heterodimerler
(TLR1/2, TLR2/6) olusturur ve bu sayede esas olarak Gram-negatif bakterilerden gelen
triacillenmis lipopeptitleri ve Mycoplasma tiirlerinden gelen diasillenmis lipopeptitleri
tanmmuslardir (Hu vd. 2019). TLR2min kendisi en genis tespit edilebilir ligand
yelpazesini sunar ve digerlerinin yani1 sira bakteriyel proteinlerin (6rnegin, Yersinia'dan
V-antijen), ¢icek virlisinden hemagliitininlerin, glikolipidlerin, glikopeptidlerin ve E.
coli, B. burgdorferi, M. tuberculosis'ten lipoproteinlerin varligina yanit verebilir (Lu vd.
2008). Dectin-1 (C-tipi lektin ailesinin bir iyesi) olarak bilinen bir protein ile
birlestiginde zimozani tanir. TLR3, Ornegin reoviriislerden gelen viral c¢ift sarmalli
RNA'y1 tanir. Ayrica, Bat1 Nil virtisii, RSV veya EMCV (ensefalomiyokardit viriisii) gibi
viriislerin tek sarmalli RNA'larinin (ssRNA'lar) replikasyonu sirasinda ortaya cikan
dsRNA'lar1 da tanir. TLR3 i¢in ligand, poli(I:C) ad1 verilen sentetik bir dSRNA analogu
da olabilir (Uematsu vd. 2008).

Yapisal olarak TLR4, hiicre yiizeyinde ligand tanima i¢in gerekli olan diger birkag
proteinle (6rnegin lipopolisakkarit) bir kompleks olusturur (Miller vd. 2005). TLR'ler,
hiicre dig1 16sin bakimindan zengin tekrar alani ve hiicre i¢i toll/interlokin-1 (IL-1)
reseptdr benzeri alan ile karakterize edilir. Ikincisi yiiksek oranda korunmus bir protein-

proteindir. Sinyal iletimi i¢in ¢ok 6nemli olan etkilesim modiiliidiir (Kanzler vd. 2007).

Onceki siireg, inflamatuar hiicreler tarafindan aktive edilen Niikleer Faktor Kappa beta
araciligiyla sitokin aktivasyonuna yol acar (Uematsu vd. 2008). Interlokin 6 (IL-6), I1L-8
ve Tumoér nekroz faktorii-alfa gibi  pro-inflamatuar sitokinler ve matriks

metalloproteinaz ve prostaglandin kemik kayb1 gibi semptomlara neden olmustur.

TLR4, Gram-negatif bakterilerin duvarindan elde edilen lipopolisakkariti tanir. LPS'nin
diizgiin bir sekilde taninmasi igin TLR4'Uin membran proteini MD2 ile dimer

olusturmast  gerekir (Heil vd. 2004). Ayrica TLR4, Trypanosoma'dan
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glikozaminofosfolipidleri, RSV'den fiizyon proteinlerini ve fare meme timorii
viriistinden zarf proteinlerini de tanmistir (Jin ve Lee 2008). Ayrica, 1s1 soku proteinleri,
fibrinojen, hyaluronik asit, beta-defensinler ve digerleri gibi HIMK!'leri dolayli veya
dogrudan tespit etmistir (Choe vd. 2005).

2.10.4 Dogustan gelen bagisiklikta Toll benzeri reseptorler

Istilac1 mikrobiyal patojenlere karsi konak savunmasi, iki bilesenden olusan bagisiklik
sistemi tarafindan ortaya c¢ikarilir: dogustan gelen bagisiklik ve edinilmis bagisiklik.
Bagisikligin her iki bileseni de istilact mikroorganizmalar1 kendinden olmayanlar olarak
tanir ve bu da onlar1 ortadan kaldirmak icin bagisiklik tepkilerini tetikler. Bugiine kadar
her iki bilesen de bagimsiz olarak karakterize edilmis ve immiinoloji alanindaki ana
arastirma ilgisi kazanilmig bagisiklik ile sinirli kalmistir. Edinilmis bagisiklikta, B ve T
lenfositleri kendilerinden olmayanlar1 tanimak i¢in immiinoglobulinler ve T hiicre
reseptorleri gibi antijen reseptorlerini kullanmistir. Bu antijen reseptorlerinin yabanci
antijenleri tanima mekanizmalar1 yogun bir sekilde analiz edilmis ve gesitlilik ,klonalite
ve hafiza gibi ana mekanizmalar iyi bir sekilde karakterize edilmistir. Bununla birlikte,
bu reseptorler sadece omurgalilarda mevcuttur ve dolayisiyla daha az evrimlesmis

organizmalarda kendini tanimama mekanizmasini tam olarak anlasilamamistir.

Buna ek olarak, memelilerde dogustan gelen bagisiklik sistemi iyi g¢alisilmamustir.
Sonug olarak, makrofajlar ve dendritik hiicreler gibi memeli dogustan gelen bagisiklik
hiicrelerinin Gram-negatif bakterilerden gelen lipopolisakkarit gibi mikrobiyal bilesen
(kendinden olmayan) tarafindan aktive edildigi bilinmesine ragmen, taninmasindan
sorumlu bir reseptor bilinmemektedir. 20 yiizyilin sonunda, Toll'un sadece dogustan
gelen bagisikliga sahip olan Drosophila'da mantar enfeksiyonuna karsi konak savunmasi
icin gerekli bir reseptor oldugu gosterilmistir (Lemaitre vd. 1996). Bir yil sonra, Toll
reseptoriiniin - memeli homologunun (simdi TLR4 olarak adlandirilmaktadir)
enflamatuar tepkilerde yer alan genlerin ekspresyonunu indiikledigi gosterilmistir
(Medzhitov vd. 1997). Ayrica, LPS'ye yanit vermeyen bir fare tiirinde Tlr4 geninde bir

nokta mutasyonu tanimlanmistir (Poltorak 1998).
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2.10.5 Fagositoz ve TLR'ler

Fagositoz, mikrobiyal patojenlere kars1 konak savunmasi i¢in 6nemli bir adimdir, ¢linkii
hem patojenlerin parcalanmasint hem de patojen tiirevli peptit antijeninin sunumunu
tetikler. TLR'nin patojenleri tanimasi, inflamatuar sitokinler ve kostimiilator molekiiller
gibi genlerin ekspresyonuna yol acmistir. Fagositoz aracili antijen sunumu, inflamatuar
sitokinlerin ve ko-stimiilator molekiillerin TLR'ye bagl gen ekspresyonu ile birlikte,
antijene 6zgl edinilmis bagisiklik gelisimini yonlendirmistir. Bu nedenle, fagositoz ve
TLR'ler arasindaki iliskiyi karakterize etmek ilgi ¢ekicidir. TLR sinyalizasyonunda
yaygin bir adaptér olan TLR2/TLR4 veya MyD88'in yoklugunda, fagozom
olgunlagsmasinin bozulmasi nedeniyle Escherichia coli, Salmonella typhimurium ve
Staphylococcus aureus gibi bakterilerin fagositozunun bozuldugu goésterilmistir. Daha
ileri caligmalar, TLR aracili MyD88'e bagli p38 aktivasyonunun fagozom olgunlasmasi
icin gerekli oldugunu gostermektedir (Blander ve Medzhitov 2004). Dolayisiyla,
TLR'ler bakterilerin fagositozu ile baglantilidir.

2.11 Toll Benzeri Reseptor Sinyal Yollar:

Dogustan gelen bagisikligin onceleri spesifik olmayan bir bagisiklik yaniti oldugu
diisiiniilmekteydi. Ancak TLR'lerin kesfi, dogustan gelen bagisikligin 6nemli 6l¢iide
spesifik oldugunun ve kendinden olanla olmayani ayirt etme kabiliyetinin farkina
varilmasina yol agmistir (Aderem ve Ulevitch 2000). Hiicre yiizeyi TLR'leri (TLR1,
TLR2, TLR4, TLRS5, TLR6 ve TLR11) esas olarak mikrobiyal membran bilesenlerini
tantyarak enflamatuar bir yanit1 tetiklemektedir. Buna karsilik, hiicre i¢ci TLR'ler (TLR3,
TLR7, TLR8 ve TLR9) esas olarak bakteri veya viriislerden tiiretilen mikrobiyal
niikleik asitleri tanir ve Tip I IFN yanitlarim1 ve enflamatuar yanitlar indiikler. Bununla

birlikte, kendi niikleik asitlerinin yanlis taninmasi otoimmiin hastaliklara neden olabilir

(Blasius ve Beutler 2010).

Spesifik ligandlar tarafindan baglandiktan sonra, TLR ektodomainlerinin ligand aracili
dimerizasyonu, her bir TLR'nin sitozolik TIR domainlerinin  koordineli

dimerizasyonuyla sonuglanir. Dimerize reseptor TIR domainleri iki reseptor-proksimal
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membran adaptor proteini tarafindan tespit edilir: TIR domain igeren adaptdr proteini
(TIRAP; MAL olarak da bilinir) ve TIRAP-indiikleyici IFN-B (TRIF) ile iliskili adaptor
molekiilii (TRAM) (Yamamoto vd. 2003). Bu periferik membran proteinleri, TIRAP'n
bir N-terminal fosfoinozitid baglayici alaninin veya TRAM''m bir N-terminal
miristoilasyon motifi ve bir fosfoinozitid baglayici motiften olusan iki pargali bir
lokalizasyon alaninin eylemleri yoluyla plazma ve endozomal membranlarin ig

yaprakgiklarini arastirir (Kagan vd. 2008).

TIRAP ve TRAM ayrica sirastyla miyeloid farklilagma birincil yanit proteini 88
(MyD88) ve TRIF' ise alabilir ve Myddosome veya Triffosome adi verilen biiyiik bir
oligomerik iskelenin montajin1 uyarabilir (Fitzgerald ve Kagan 2020). Bu
supramolekiiler kompleksler, asagi akis sinyal bilesenleri ve kinaz enzimlerinden
olusur. Sinyal molekiillerinin artan yerel konsantrasyonlari, igsel olarak zayif allosterik
etkilesimleri tesvik eder ve sitozolik sinyal iletimini baslatmistir (Kagan vd. 2014).
Olusan farkli supramolekiiler komplekslere bagli olarak, TLR sinyal yollar1 temel
olarak inflamatuar sitokinlerin indiiksiyonunu saglayan MyD88'e bagli yollar veya Tip I
IFN'nin yani sira inflamatuar sitokinlerin indiiksiyonundan sorumlu olan TRIF'e bagl

yollar olarak siniflandirilabilir (Akira vd. 2006).

2.11.1 MyD88

MyD88, TLR ailesinin tanimlanan ilk {iyesidir; TLR3 hari¢ tiim TLR'ler tarafindan
ortak olarak kullanilir ve NF-«B sinyal yolunu aktive etmistir. Spesifik ligandlar
tarafindan aktivasyonu iizerine MyD88, IRAK kinaz ailesi iiyeleri ile bir kompleks
olusturan ve middozom olarak adlandirilan IL-1 reseptori ile iliskili kinazlari (IRAK)-
IRAK4, IRAK1, IRAK2 ve IRAK-M- ise almistir (Bonham vd. 2014). MyD88 TLR'lere
baglandiginda, IRAK ailesi proteinleri baglanir ve ortaya ¢ikan komplekse middozom
denir. Middozom olusumu sirasinda IRAK4, E3 ubikitin ligaz TRAF6'nin RING-
domainine baglanan IRAK1'1 aktive etmistir. TRAF6, ubikitin baglayic1 enzim UBC13
ve kendisine bagli UEV1A ile kendi molekiiliiniin K63 baglantili poliubikitinasyonuna
ve TAKI kinaz protein kompleksi olusumuna yol agmistir. TAK1, MAPKKK protein

ailesine ait bir proteindir ve TRAF6 tarafindan iiretilen poliubikitinlenmis zincirlerle
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reaksiyona girerek TAK1 aktivasyonuna yol agan ii¢ diizenleyici birim olan TABI,
TAB2 ve TABS3 ile bir kompleks olusturur. TAK1 daha sonra iki yolun aktivasyonuna
yol agar: IKK-kompleks-NF-kB yolu ve MAPK yolu. TAK1, IKK kompleksinin
IKKB'sini fosforile ederek NF-kB'nin hiicre ¢ekirdegine translokasyonuna ve
proinflamatuar sitokinlerin iiretiminden sorumlu genlerin uyarilmasina neden olmustur.
TAK1 aktivasyonu ayrica Erk1/2, p38 ve JNK gibi MAPK ailesi proteinlerinin
aktivasyonuna yol acar, bu da mRNA'y1r stabilize eden ve inflamatuar yanitin
diizenlenmesine yol agan AP-1 ailesi transkripsiyon proteinlerinin aktivasyonuna yol

acmistir.

2.11.2 ASH'lerin TLR aracili diizenlenmesi

DC'lerin ve makrofajlarin TLR aracili aktivasyonu ve olgunlasmasi, dogustan gelen ve
adaptif bagisiklik arasindaki kritik baglantilardir (Akira vd. 2006). DH'ler profesyonel
ASH'lerdir ve naif T hiicrelerinin aktivasyonunu ve Th tip 1 (Thl) hiicrelerine, Th2
hiicrelerine ve CTL efektorlerine farklilagmasini indiiklemede merkezi bir rol oynarlar
(Banchereau ve Steinman 1998). DH'ler antijeni aldiktan sonra, aktive olmus DH'ler
ilgili major histo-uyumluluk kompleksi (MHC) molekiilleri iizerindeki antijenik
peptitleri sunmak igin yerel lenfoid dokulara gog edebilir (Iwasaki ve Medzhitov 2004).
Bu siireg, DH'ler tarafindan ifade edilen cesitli OTR'ler araciligiyla patojenlerin
taninmasiyla diizenlenir. Bu OTR'ler arasinda TLR ailesi iiyeleri efektér T hiicre
yanitlarinin olusturulmasinda kritik bir rol oynamaktadir. "Dogustan gelen" sitokinlerin
(tip I IFN, IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a) tiretimi, kostimiilatér molekiillerin (CD40, CD80
ve CD86) yukar regiilasyonu ve kemokin reseptorlerinin (CCR2, CCRS5 ve CCR7)
degisen ekspresyonu, DH olgunlasmasinin 6zellikleridir ve LPS, lipoproteinler ve CpG
DNA dahil olmak tizere TLR'lerin ligandlar1 tarafindan indiiklenebilir (Iwasaki ve
Medzhitov 2004). Ayrica TLR sinyalleri, DH'lerde endozomlarin asitlenmesini veya
MHC Sinif I igeren endozomlarin fagozomlarla kaynasmasini tesvik ederek MHC
molekiillerine peptit yiiklenmesini veya CD8" T hiicre yanitlarmin uyarilmasi igin

eksojen antijenlerin ¢apraz sunumunu da kolaylastirabilir (Nair-Gupta vd. 2014).
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Bununla birlikte, LPS ile indiikklenen TLR sinyali, MHC Sinif I ve II molekiillerinin
DH'lerin yiizeyine yeniden dagilimini tesvik edebilir. DH'lerde TLR4 aktivasyonu,
MHC Sinif I'de sunum i¢in dendritik hiicreye 6zgil hiicreler aras1 yapigsma molekiilii-3-
kapan non-integrin (DH-SIGN) hedefli antijenlerin sitozolik yonlendirilmesini ve CD8"

T hiicre aktivasyonunun artmasini tesvik etmistir (Horrevorts vd. 2018).

Son zamanlarda, TLR3, TLR4 ve TLRO ligandlarinin DH'lerde otokrin C3a reseptorii ve
C5a reseptorii (C3arl/CSarl) sinyalini indiikledigi, bunun da efektér T hiicrelerinin
genislemesine ve diizenleyici T hiicrelerinin kararsizligina neden oldugu ve T hiicresine
bagli nakil reddine katkida bulundugu bildirilmistir. TLR ligasyonu TLR2, TLR4 veya
TLR9 agonistleriyle birlikte IFN-y, antijene 6zgii T hiicresi yanitlarini artirmak i¢in DH
aktivasyonunu ve islevini gelistirebilir (Sheng vd. 2013). Ilging bir sekilde, DH'ler
{izerindeki tiim TLR'ler in vitro CD8" T hiicresi aktivasyonunu indiikleyebilmesine
ragmen, yiizey ve endozomal TLR'lerin CD8" T hiicrelerini aktive etme yetenekleri in
vivo olarak farkli olabilir. Niikleik asit taniyan endozomal TLR'ler CD8" T hiicresi
aktivasyonunu gii¢lii bir sekilde indiiklerken, yiizey TLR'lerini taniyan bakteriyel
ligandlar CD8" T hiicresi primingini indiikleyememistir. Dahasi, yiizey TLR'leri,
endozomal TLR'lerin aktivasyonuyla indiiklenen CD8* T hiicresi genislemesini
engelleme konusunda baskin bir etkiye sahip olabilir (Mandraju vd. 2014). Belirli hiicre
yiizeyi belirteclerine dayanarak, DH'ler miyeloid DH'ler, pDH'ler, CDSa" DH'ler ve
CD11b" DH'ler dahil olmak iizere farkli alt kiimelere ayrilabilir (Iwasaki ve Medzhitov.
2004).

Insan kan monositleri TLR1, TLR2, TLR4 ve TLRS5'i ifade eder, ancak graniilosit-
makrofaj koloni uyarict faktor ve IL-4 varliginda olgun DH'lere farklilastik¢a bu
reseptorleri agamali olarak kaybeder ve TLR3 ifadesini kazanmistir. Farkli DH alt
kiimeleri alt kiimeye 6zgii OTR'leri ifade ettiginden, DH'ler islevsel olarak heterojendir.
Farkli DH alt kiimeleri farkli uyaranlara yanit verir ve farkli sinyal yollarin1 aktive
ederek spesifik sitokinlerin salinmasina yol agar, bu da liretilen ve aktive edilen spesifik
Th hiicre alt kiimelerini belirler. pDH'ler sirasiyla ssSRNA ve CpG DNA'y1 taniyan
TLR7 ve TLR9'u ifade etmistir, ancak pDC'ler bakteriyel hiicre duvari bilesenlerini
tespit eden diger TLR'leri ifade etmemistir. Bu nedenle, pDH'lerin Tip | IFN'leri
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indiiklemek ve antiviral bagisikligi kontrol etmek i¢in viral enfeksiyonlar1 spesifik

olarak tespit ettigi diistintilmektedir (Merad vd. 2013).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Calismanin Tasarimi

Kontrol vakasi ¢alismasi olarak tasarlanan ve 250 ornek igeren calismamiza, Haziran
2023'te baslanmustir. Giiney Irak'mn Thi-Qar vilayetindeki, Al-Rifai Genel Hastanesi'nde
hastalarla yiiz yiize goriisiilmiis ve her hastanin klinik ge¢misi, laboratuvar sonuglar1 ve
fizik muayene bulgular1 alinmigtir. Her bir vakay1 tanimlanirken hastanin yasi, cinsiyeti,
belirti ve semptomlarinin yani sira numunenin alinmasindan 6nceki hafta hastaya
antibiyotik ilag verilip verilmedigi de sorulmustur. Klinik ve laboratuvar standartlarina
gore, Idrar Yolu Enfeksiyonu (IYE), kulak, bogaz ve yara siiriintii 6rnekleri alinan ve
tan1 konulmus hastalar ile goriisiilmiistiir. Klinik belirti ve semptomlar temel alinarak
klinik kriterler belirlenmistir. Laboratuvar gerekliliklerine ek olarak, idrar yolu
enfeksiyonlarinin dogrulanmasi i¢in orta akim idrar Ornekleri, steril vidali kapakli

kaplarda toplanmustir.

Bu ornekler mikroskopik olarak irin hiicreleri, hasta ve kontrol grubundaki bakteriler ve
en az 10° CFU/ml bakteri iceren pozitif idrar kiiltiirii varlig1 agisindan analiz edilmistir.
Ardindan, tiim numuneler steril bir standart 6ze kullanilarakBlood Agar, MacConkey
Agar ve Mannitol Salt Agar'da 37°C'de 24 saat boyunca kiiltiire edilmistir. Gram
boyama kimyasallar1 kullanilarak saf bakteri kolonilerindeki hiicrelerin morfolojisi
incelenmistir. Biyokimyasal (manuel ve otomatik testler) kullanilarak tiim bakteri
izolatlar1 tanimlanmistir. 16SrRNA geni ve direng geni tespiti kullanilarak tiim
izolasyonlar1 dogrulamak icin bakteri kolonileri iizerinde PCR testi yapilmigtir.
Hastadan ve saglikli kontrolden alinan kan Ornekleri, TLR4 gen polimorfizmini
(rs10759932, rs12377632) belirlemek i¢cin ARMS-PCR kullanilarak analiz edilmistir.
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3.2 Malzemeler

3.2.1 Alet ve ekipmanlar

Bu c¢alismada kullanilan alet ve ekipmanlar, mensei ve firmalar ile birlikte Cizelge

3.1'de listelenmistir.

Cizelge 3.1 Alet ve ekipmanlar ve iiretici firmalari

Ekipman ve Araclar Sirket Ulke
1 Davlumbaz (Biyogiivenlik kabini) ESCO Almanya
2 Otoklav Euronda Italya
3 Inkiibator Memmert Almanya
4 Benzen briilori Alab Tech Kore
5 Konik sigeler 500ml, 1000ml Yaklasik Cin
6 Tek kullanimlik Petri kaplar AFCO Urdiin
7 Isik Mikroskobu Olympus Japonya
8 Dijital kamera Samsung CIN
9 Mikro santrifijj tiipleri Biyobazik Almanya
10 Exispin vorteks santrifiij Bioneer Kore
11 Steril standart dongii (0.001) Yiiksek medya Hindistan
12 Jel elektroforezi Bioneer Hindistan
13 Hassas Denge Ohaus ABD
14 Yiiksek Hizli Santrifiij Hettich Italya
15 Yiiksek Hizli Soguk Santrifiij Hettich Almanya
16 Su Banyosu Polyscience ABD
17 VITEK2 compact Biomeriuex Fransa
18 Mikropipetler 5-50, 0.5-10,100-1000ul CYAN Fransa
19 Mikrodalga Argose Belgika
20 Mikrosantrifijj tiipleri Biyobazik Almanya
21 Vorteks karigtirici Talboys ABD
22 Steril standart dongii (0.001) Yiiksek medya Hindistan
22 Pastor pipeti Disposabl M.O.H Kimadia Irak
23 Power Pac HC Elektroforez BioRad ABD
24 Spektrofotometre (Nano drop) TERMO ABD
25 PCR thermocycler T100 BioRad ABD
26 Mikrosantrifiij, PCR Santrifiij Tlip Tutucu P-ABC ABD
27 Kesintisiz Giig Kaynagi Cin Cin
28 U.V transilliiminator Wised Kore
29 Barkod Tarayici Adaptus Cin
30 Hiicre Bozucu gen santriifiijii Bilimsel Endiistriler ABD
31 DensiCheck plus Biomeriuex Fransa




3.2.2 Kimyasallar ve biyolojik reaktifle

Bu ¢alismada kullanilan kimyasallar ve biyolojik reaktifler, firma ve iilke menseleriyle

birlikte Cizelge 3.2'de listelenmistir.

r

Cizelge 3.2 Kimyasallar ve biyolojik reaktifler

Kimyasallar ve Biyolojik reaktifler Sirket Ulke
1 Gram Boyama Reaktifleri Syrbio Suriye
2 Hidrojen peroksit Fluka Ingiltere
3 N,N,N,N-tetrametil-fenilen Dihidrokloriir Biomeriuex Fransa
4 ID-GP kart1 Biomeriuex Fransa
5 ID-GN kart1 Biomeriuex Fransa
6 K3-EDTA AFCO Urdiin
7 Sodyum Kloriir (Nacl) Himedia Hindistan
8 Insan plazmasi, Insan Kani Kan Bankas1 | Rifai-Irak
9 Mutlak etanol BDH Ingiltere
10 DNA Marker merdiveni 100-2000bp Bioneer Kore
11 Agaroz jel ABD
12 Serbest niikleaz suyu Bioneer Kore
13 Etidyum bromiir Biyobazik ABD

3.2.3 Kiiltiir ortamm

Tiim besiyerleri iiretici prosediiriine uygun olarak hazirlanmis ve 1.2 atm basing altinda

121 °C'de 15 dakika boyunca otoklavda sterilize edilmistir. Bu detaylar Cizelge 3.3'te

firma ve lilke menseleriyle birlikte sunulmustur.

Cizelge 3.3 Kiiltiir ortamlar1 ve tiretimi yerleri

Kiiltiir Medya Sirket Ulke
1 Kanli Agar Medya Hindistan
2 MacConkey Agar Medya Hindistan
3 Mannitol Tuz Agari Medya Hindistan
4 Kongo Kirmizi Agar Sigma-Aldrich Almanya
5 Beyin-Kalp Infiizyon Suyu Medya Hindistan
6 Gliserol Medya Hindistan
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3.2.4 Reaktifler ve cozeltiler

Gram Boyasi

Mikroskopik 6zellikleri tespit etmek igin, Kristal viyole, iyot ¢ozeltisi, Etil alkol ve
Safranin boyalar1 kullanilarak bakteriler gram boyamsi yapilmistir (Tille 2015).

Katalaz Testi

Katalaz testi, hidrojen peroksitten su ve oksijen salinimini katalize ettigi i¢in (H,O;, +
katalaz = H,O + O,) bircok gram-pozitif organizmanin tanimlanmasi siireci €sas

alimmustir (Mourabit 2021).

Koagiilaz Testi

Staphylococcus aureus tarafindan tretilen iki tiir koagiilaz bagli ve serbesttir. Bakteriyel
bir ¢ozelti plazma ile birlestirildiginde, "topaklanma faktorii" olarak da bilinen bagh
koagiilaz, bakteriyel hiicre duvarina baglanir ve stafilokok hiicresi iizerindeki fibrinojen
ile dogrudan reaksiyona girer. Staphylococcus aureus kolonileri plazma ile muamele
piht1 olusturan koagiilaz adi1 verilen hiicre dis1 bir protein enzimi, bagh koagiilaz varligi
ile iliskilidir. Modifiye edilmis veya tiiretilmis bir trombin molekiilii olan plazma
koagiilaz ile reaksiyona giren faktdr (CRF), bir koagiilaz-CRF kompleksi olusturmak
icin pihtilagsma siirecinin bir parcasi olarak aktive edilir ve daha sonra fibrin pihtisi

yapmak i¢in fibrinojen ile reaksiyona girer (Tille 2015).

Oksidaz Testi

Tetrametil-fenilen dihidrokloriir (N,N,N,N) (0,1 g) 10 ml distile su i¢inde seyreltilmis
ve Pseudomonas aeruginosa'nin oksidaz enzimi iiretme kapasitesini test etmek igin

kullanilmistir (Cobos-Trigueros vd. 2017).
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Metil kirmizis1 Reaktifi

Reaktiflerin hazirlanmasi, 0,1 g metil kirmizisinin 300 ml %96'lik etanol icinde
¢oziilmesini ve ardindan distile su (D.W) ile 500 ml'lik bir hacme tamamlanmasini

igcermektedir. Bu preparatin metil kirmizisi testindeki islevi bir gosterge niteligindedir

(Tille 2015).

Voges Proskauer Reaktifleri (VP):

VP1 Reaktifi %40 sulu KOH ¢o6zeltisi, %89 demineralize su ve %11 naftol igerirken,
VP2 Reaktifi 6 g naftol ve 100 ml etanol igermektedir (Cobos-Trigueros vd. 2017).

Vitek 2-Test Kiti:

ID-GP: 124 stafilokok, streptokok, enterokok tiirii ve birka¢ spesifik gram-pozitif

organizma ID-GP kart1 tarafindan 6 ila 8 saat i¢inde taninmustir.

ID-GN: 154 Enterobacteriaceae tiirii ve segkin bir gram-negatif, fermente olmayan

organizma grubu ID-GN kart1 tarafindan 10 saat i¢inde taninmustir .

3.3 Molekiiler Calisma Kitleri

3.3.1 Bakteriyel DNA ekstraksiyonu

PCR yontemi 16S rRNA genine ve biyofilmle ilgili bazi genlere dayali olarak
kullanilmistir. Bu ¢alismada kullanilan tiim PCR tespit kitleri, firma ve iilke menseleri

ile birlikte Cizelge 3.4'te belirtilmis ve listelenmistir.
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Cizelge 3.4 PCR Bakteriyel DNA Ekstraksiyon Kitleri

Kit

Sirket

Ulke

1 | Presto™ Mini gDNA Bakteri Kiti

Geneaid

Tayvan

Gram+ Tampon

GT tamponu lizis tamponu

GB tampon baglayici tampon

Proteinaz K

W1 tampon

Yikama tamponu

Eliisyon tamponu

GD siitunu

Toplama tiipii 2ml

lysozyme

Kit

Sirket

Ulke

2 GoTaq® Green PCR ana karisimi

Promega

ABD

Tag DNA polimeraz

dNTP'ler (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

Tris-HCI pH 9.0, KCI ve MgCI2

Stabilizator ve yiikleme boyasi

3.3.2 Polimeraz zincir reaksiyonu primerleri

Biyofilm bakteri bazli 16S ribozomal RNA geninin molekiiler

tespiti i¢cin PCR

primerleri bu calismada NCBI Genbank veri tabani ve Primer 3 programi kullanilmustir.

Ayrica bu primerler Scientific Researcher.Co.Ltd tarafindan, Irak'tan, asagidaki Cizelge

(3.5) ve Cizelge (3.6) formatinda temin edilmistir:

Cizelge 3.5 Niikleotid dizileri ve {irlin boyutlariyla birlikte PCR primerleri

Primer Sekans (5'-3") Uriin Genbank
Boyutu

16S rRNA  geni | F | TCCCCATCTTTGTCCATCTC

Escherichia coli R | AGAATACCGGTGACGAATGC 453bp LR739012.1

16S rRNA  geni | F | GAGGGTCATTGGAAACTGGA 611b 137597 1

Staphylococcus aureus | R | TAGCACGTGTGTAGCCCAAA P '

16S rRNA geni F | CAGAAGAAGCACCGGCTAAC

Proteus mirabilis R | CGGTTTCAAGACCACAACCT 368bp LR739004.1

16S rRNA  geni | F | ACCTTGGCGATTGACGTTAC

Klebsiella pneumoniae | R | AAGGCACCAATCCATCTCTG 562bp HG416956.1

16S rRNA  geni | F | GAGCTTGCTCCTGACGTT

Staphylococcus 674bp L37605.1

epidermidis R | AGACCAGAAAGTCGCCTTCG
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Cizelge 3.6 Biyofilm ile ilgili genler PCR primerleri, niikleotid dizileri ve iiriin

boyutlart ile ilgili
Primer Sekans (5'-3") gggStu Genbank
Tt o et |F [ CTOGTCOOTAARIGECTCST |y | ains
e g S || ACCCARCICAGACATIOCT |, | cramns
Profaus mirailis | R | TOGAACAGCAGCTTCAGATS | “980P | NC_010554.1
it e TCCTIANCOREOTOCTON |y | ons
IcaA Staphylococcus E ¢g§gé§;€?ﬁ;€i¢é€iggiGA 423bp KU595712.1

3.3.3 Tetra-ARMS-PCR primerleri

Tetra-ARMS-PCR  Primerleri

bu c¢alismada NCBI-SNP veritabani

dizileri ve

(PRIMERL: tetra-primer ARMS-PCR i¢in primer tasarimi) kullanilarak kullanilmistir.

Bu primerler (ScientificReseracher. Co. Ltd. Irak) tarafindan asagidaki Cizelge 3.7 ve

Cizelge 3.8 ’de sunulmustur.

Cizelge 3.7 TLR4 rs10759932 gen polimorfizmi i¢in Tetra-ARMS-PCR Primerleri,
dizileri ve amplikon boyutlariyla birlikte verilmistir.

Ters dig primer

TTATCCATTTGTCTGTTCATGG

Primer Sekans (5'-3") Uriin boyutu
Ileri i¢ primer C aleli) | TTACAGACCAGAAAGTAATAATACGC 300bp
Ters i¢ primer (T aleli) | TTTTCACATCTTCACCACCA 252bp
Ileri dis primer TGGAATGTAATGATGATGCTCT 506bp

Cizelge 3.8 TLR4 rs12377632 gen polimorfizmi i¢in Tetra-ARMS-PCR Primerleri,
dizileri ve amplikon boyutlariyla birlikte verilmistir.

Ters dig primer

ATCACAAAGCATTCTTACAAGA

Primer Sekans (5'-3") Uriin boyutu
Ileri i¢ primer (T aleli) | TTAAGGTAGACCACCTCACT 285bp
Ters i¢ primer (C aleli) | TCTTGTTTGAAAAAAAAAACAG 315bp
Ileri dis primer TCACTCAGGTAGTGAGCATAGT 5560bp
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3.4 Yontem

3.4.1 Numune koleksiyonu

Mikroskobik inceleme ve bakteri ekimi i¢in temiz yakalama teknigi kullanilmis ve steril
bir kaba yerlestirilmistir. Numune alindiktan sonra iki saatten kisa bir siire i¢inde
numunenin iglenmesi tamamlanmistir. Mikroskop altinda numune irin, kan ve mukus
varligi agisindan incelenmistir. Steril bir standart 6ze kullanilarak tiim numuneler kanl
agar, MacConkey agar ve Mannitol tuzlu agar plaklarma ekilmistir. Kiiltiir ortami
37°C'de 24 saat boyunca aerobik olarak inkiibe edilmistir. Bir bakteri kolonisi, 37°C'de
24 saatlik inkiibasyondan sonra 5 ml Beyin Kalp infiizyonu besiyeri igeren bir test
tiipiine ekilmis ve tiipte 5 ml steril gliserol stok ¢ozeltisi (%20 v/v) tutulmustur. Teshisi
dogrulamak i¢in VITEK2 sistemi (ID-GN, ID-GP) kullanilmistir.

3.4.2 Tam Kan orneklerinin toplanmasi

Idrar yolu enfeksiyonu, Yara enfeksiyonu, Bogaz Siiriintiisii ve Kulak Siiriintiisii olan
hastalar ve sagliklt kontrollerin her biri 6n kollarindaki bir damardan 3 ml kan
alimmistir. DNA ekstrakte edilip saflastirilana kadar kan ornekleri K3-EDTA igeren
tiiplerde ve 4°C'de muhafaza edilmistir. Hastalardan ve saglikli kontrollerden alinan kan
ornekleri, amplifikasyon refrakter mutasyon sistemi polimeraz zincir reaksiyonu
(ARMS-PCR) kullanilarak TLR4 gen polimorfizmini (rs10759932, rs12377632)

belirlemek i¢in kullanilmistir.

3.4.3 Biyofilm olusumunun kantitatif olarak belirlenmesi

Biyofilm olusumu tiim bakteri izolatlar1 i¢in Kongo Kirmizisi Yontemi ile tespit
edilmistir. Besiyeri Brain heart infusion broth (37 gr/l), sukroz (5 gr/l), 1 numarali agar
(10 gr/l) ve Kongo kirmizist boyasindan (0.8 gr/l) olusmaktadir. Kongo kirmizisi boyasi
konsantre sulu ¢ozelti olarak hazirlanmis ve 121 °C'de 15 dakika otoklavlanmistir. Daha

sonra 55 °C'de otoklavlanmis Brain heart infusion agara siikroz ile eklenmistir. Plakalar
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test organizmasi ile asilanmig ve 37 °C'de 24 ila 48 saat aerobik olarak inkiibe

edilmistir. Kuru kristal kivamli siyah koloniler biyofilm iiretimini gostermistir

3.5 Biyolojik Tanimlama

3.5.1 Bakteriyel iiremenin tammmlanmasi icin Kiiltiir ortaminin hazirlanmasi

a) Kanh agar besiyerleri

Kit prosediiriine uygun olarak temin edilmis ve otoklavda sterilize edilmistir. 5 insan
kan1 45-50 °C'de sogutulduktan sonra karigima eklenecek (100 ml besiyeri basina
yaklagik 5 ml kan), yumusak bir sekilde karistirilacak ve ardindan Petri kaplarina
dagitilmistir (Niederstebruch vd. 2017). Kanli agar, ¢esitli bakterilerin gelisimini
destekleyen zenginlestirilmis bir besiyeridir. Titiz organizmalar1 besler ve hemolitik
ozelliklerine gore bakteriler arasinda ayrim yapmak i¢in kullanilmistir. Mevcut
bulgular, Staphylococcus aureus kolonilerinin 6ncelikle hemolitik oldugu belirlenen
kanli agarda kiiltiir yapilarak bulunabilecegini gosteren dnceki bir calismayla tutarlidir

(Kulkarni ve Pathak 2016).

b) MacConkey agar ortanm

Kristal viyole boyasi, safra tuzlari, laktoz ve ndtr kirmizi (bir pH gostergesi)
MacConkey besiyerinin 6nemli unsurlaridir. Gram-pozitif bakterilerin biiylimesi kristal
viyole boyasi ve safra tuzlar tarafindan durdurulur. Bu da MAC agarda sadece gram-
negatif tlirlerin koloni olusturmasinit miimkiin kilmistir. Laktoz fermente edenleri laktoz
fermente etmeyenlerden ayirmak ve Gram-negatif bakterilerin ¢ogunun birincil ayrimi
icin kullanilmistir. Bu arastirmada kullanilan MacConkey agar (51,5 gm/L) su sekilde
hazirlanmistir: pH, pH metre gerekliliklerine uygun olarak degistirilmistir; 121°C'de 15
dakika boyunca kare basina 15 pound ile otoklavlanarak sterilize edilmis, daha sonra
petri kaplarina gerektigi sekilde dagitilmis, steriliteyi saglamak icin 37°C'de 24 saat
boyunca inkiibe edilmis ve kullanilana kadar 4°C'de saklanmistir (Forbes vd. 2007).
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¢) Mannitol tuz agar besiyeri

111 g Mannitol Salt Agar'in ¢ozlinmesi ic¢in bir litre deiyonize suda kaynatilmasi.
121°C'de 15 dakika otoklav sterilizasyonundan sonra, siv1 petri kaplarma dokiilmeden
once sicaklik 50°C'ye sogutulmustur. Diger stafilokoklart mannitol, NaCl (%7,5'1 diger
bakterileri engeller) ve kirmizi fenolden ayirt etmek i¢in mannitol tuzlu agar ekimi
kullanilmistir. Mannitol fermantasyonunun bir sonucu olarak Staphylococcus aureus
kolonilerini sar1  bolgeler ¢evrelemektedir.  Staphylococcus aureus mannitol

fermantasyonu adi verilen 6zel bir aktiviteye sahiptir (Kateete vd. 2010).

d)Beyin kalp infiizyon suyu (BHI-B)

Hi-Media sirketi tarafindan saglanan talimatlara gore, bu besiyeri asagidaki sekilde
yapilmis ve sterilize edilmistir: 37 gm, kullanilacagi giin 1000 ml distile su icinde
siispanse edilmistir ve vidali kapakli siselere dokiilmiistiir. Sterilizasyon 121°C'de 15
dakika otoklavlama, ardindan 50°C'ye sogutma ve steril tiiplere dagitma yoluyla
gerceklestirilmistir. Sterilizasyonun ardindan, 5 ml besiyeri i¢eren bir tiipe yaklasik 5 ml

miktarinda gliserol (%25) eklenmistir. Bu islem izolatlar1 korumak i¢in yapilmistir.

3.6 Bakterilerin Tamimlanmasi icin Gram Boyama

Tiim numuneler aerobik olarak kanli agar ve MacConkey agar iizerinde kiiltiire edilmis
ve gece boyunca 37 °C'de inkiibasyona birakilmistir. Oze 6nce alevle sterilize edilmis,
ardindan yaklasik 30 saniye sogumaya birakilmistir. Once lamm kurumasma izin
verilmistir. Kuru yayma daha sonra Bunsen briilor alevinden iki ila {i¢ kez gegirilerek
isitilmig ve ardindan kristal viyole soliisyonu ile bir dakika boyunca yayma yapilmistir.
Lam lekesi daha sonra yikama sisesi suyu veya yavas akan bir musluk kullanilarak
cikarilmistir. Lam iizerine iyot uygulanmis ve bir dakika sonra yikanmistir ve sonra
tekrar boyanmistir. Lam yaklasitk 10-20 saniye boyunca %95 etanol (alkol) ile
yikandiktan, yaklasik 1 dakika boyunca safranin ile boyanmis su ile durulandiktan ve

boyamadan sonra yavas akan musluk suyu veya yikama sisesi suyu ile durulandiktan

45



sonra Staphylococcus spp. igin bakteriler gram pozitif koklar, kiigiik ve liziim benzeri
kiimeler halinde dizilmis olarak goriinmiistiir. Enterobacteriaceae, yuvarlak uglu gram-

negatif ¢ubuk sekilli basillerin varligi ile diistiniilm{istiir.

3.7 Biyokimyasal Testler

3.7.1 Katalaz testi

Bir halka veya sterilize edilmis tahta ¢ubuk kullanilarak, az miktarda iyi izole edilmis
bakteri kolonisi gelisimi temiz, kuru bir cam lamm yilizeyine uygulanmistir. Cam lamin
lizerine bir damla %3 hidrojen peroksit ¢ozeltisi eklenmistir (Sekil 3.1). Aninda
kabarciklanma aranmistir (Mourabit vd. 2021). Kabarciklarin varligi katalazin diizgiin

calistigin1 gostermistir. S. aureus'un katalaz testi pozitif ¢gikmistir (Sarwar vd. 2014).

Catalase — ‘ Catalase +

Sekil 3.1 Katalaz testi

3.7.2 Koagiilaz Testi (Topaklanma faktorii)

Koagiilaz, fibrinojeni fibrine doniistiirerek pihtilasmaya veya kiimelenmeye neden olan
bir enzim proteinidir ve termostabil trombin benzeri bir molekiildiir. Bu teste gére hangi
stafilokok i1zolatlarinin koagiilaz pozitif oldugunu belirlemek i¢in kullanilmistir (Kateete
vd. 2010).

1- Ug test tiipii kullamlmis ve bunlara "test", "negatif kontrol" ve "pozitif kontrol"

etiketleri verilmistir.
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2- Her tiipe 1 ml insan plazmasi yerlestirilmistir.

3- Test" olarak etiketlenmis tiipe 0,2 ml test bakterisinin gece boyunca besiyeri

kiiltiirlinden eklenmistir.

4- Bilinen bir gecelik S. haemolyticus broth kiiltiirii 0,2 ml ile "pozitif kontrol" olarak

isaretlenmis tiipe eklenmistir.
5- Negatif kontrol" olarak isaretlenmis tiipe 0,2 ml steril besiyeri eklenmistir (Sekil 3.2).

6- Tim tiiplerin bir gecelik 37°C inkiibasyon sonugclari1 daha sonra degerlendirilmistir.

Negative

Tube Coagulase Test —

Sekil 3.2 Koagiilaz testi

3.7.3 Oksidaz testi

Filtre kagidi kullanma prosediirii bu calismada tasarlanmis ve asagidaki adimlarla

gerceklestirilmistir:

1. Tetrametil-p-fenilen-diamin reaktifi kiigiik bir filtre kagidi par¢asina uygulanmis ve

kurumaya birakilmaistir.

2. Taze (mannitol tuz agar tlizerinde 18 ila 24 saatlik kiiltiir) bir bakteri plagi
kullanilmis ve iyi izole edilmis bir koloni segilerek bir ilmek yardimiyla islenmis filtre

kagidina siirtilmistiir.
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3. Daha sonra renk degisiklikleri fark edilmistir. Bes ila on saniye i¢inde menekse
renginin ortaya ¢ikmasi pozitif bir sonug oldugunu géstermistir (Sekil 3.3) (Shields ve
Cathcart, 2010).

Oksidaz pozitif Oksidaz negatif

Sekil 3.3 Oksidaz testi

3.7.4 indol iiretim testi

Test i¢in izolatlar pepton broth'a eklenmis ve karisim daha sonra 37°C'de 24 saat inkiibe
edilmistir. Ardindan, birka¢ damla Kovac reaktifi eklenmis ve her sey nazikce
karistirtlmistir. Avantajli bir sonug, kirmizi veya pembe bir halkanin gelismesidir (Sekil

3.4).

indol pozitif indol negatif

Sekil 3.4 Indol {iretim testi

3.7.5 Metil kirmzisi testi

Taze bakteri kiiltiiri Methyl Red-Voges Proskauer broth'a eklenmis ve ardindan

24°C'de 37 saat boyunca Kkiiltiirlenmistir. Birkag damla metil kirmizist ¢ozeltisi
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karigtirildiktan sonra elde edilen parlak kirmizi renk, sonucun basarili oldugunu

gostermistir (Sekil 3.5).

Metil Kirmizi Metil Kirmizi
-ve

TN

+ve
‘—\_‘ B

Sekil 3.5 Metil Kirmizis1 Testi

3.7.6  Voges-proskauer testi

Taze bakteri kiiltiirii Metil kirmizisi-Voges Proskauer broth ile 37°C'de 24 saat inkiibe
edilmigtir. Her tiipe 10 damla %5'lik a-naftol ¢ozeltisi ve 10 damla %40'lik KOH
¢ozeltisi eklenmistir. Daha sonra 2 veya 5 dakika i¢cinde pembe bir renk olugmasi

sonucun pozitif oldugunun gostergesi olarak kabul edilmistir (Sekil 3.6).

= ‘olumsuz pozitif
Voges-Proskauer Voges-Proskauer

Sekil 3.6 VVoges-proskauer testi

49



3.8 Bakteriyel Tanimlama Testinin Dogrulanmasi icin Vitek2 Kompakt Sistemi

VITEK 2 sisteminin teknolojisi, geleneksel yaklasimlar i¢in gereken gilinlerin aksine
saatler i¢inde gergeklesen hizli tanimlama saglar (Crowley vd. 2012). ADT bakteri
tanimlamasi i¢in otomatik bir VITEK 2 sistemi (Biomeriuex, Fransa) kullanilmistir. Bu
teknikte bakteriyel inokiilasyonun hazirlanmasi igin saf kiiltiirler gereklidir (Tille 2014).
GN (Gram Negatif) ve GP (Gram Pozitif) tanimlama i¢in olanlar da dahil olmak {izere
cesitli farkli kart tiirleri mevcuttur (Maina ve Kagotho 2014). Kart tipi, son kullanma
tarihi, lot numarasi ve benzersiz kart kimlik numarasi hakkinda barkodlu bilgiler i¢eren
64 kuyucuklu bir kart, organizma tanimlamasi i¢in VITEK 2 Compact (30 kart
kapasiteli) sistemi ve duyarlilik testi i¢in bulanik metrik teknigi tarafindan

kullanilmustir.

3.8.1 Test karti kurulum prosediirii (Kimlik Karti ve ADT Karti)

Biomeriuex, Fransa merkezli VITEK2 kiigiik cihaz sistemi. 64 biyokimyasal teste
sahipti. VITEK2 teknolojisi (Biomeriuex, Fransa), Gram-pozitif bakteriler i¢in (GP-ID
kartlar1) ve Gram-negatif bakteriler i¢cin (GN-ID kartlar1) kullanilarak tam 40 izolat

tanimlanmistir ve dogrulanmustir.

1. 3,0 mL steril salin (%0,45-%0,5 NaCl, pH 4,5-7,0) seffaf plastik bir test tiipiine
aktarilmistir.

2. Yeterli miktarda saf bakteri kolonisi steril ¢ubukla hazirlanan salin tiipiine
aktarilmistir. McFarland standardina (0,50 ila 0,63) uyan bir yogunluga sahip
homojen bir organizma siispansiyonu yapmak Bulanikligi 6lgmek i¢in VITEK 2
DensiCheck Plus kullanilmistir (Sekil 3.7).

3. ADT-GN Kkartlar1 i¢in hazirlanan siispansiyonun 145 pl'iinii veya ADT-GP kartlar
icin hazirlanan silispansiyonun 280 pltini 3,0 ml salin igeren ikinci bir tiipe
aktarilmistir. DensiCheck ile optik yogunlugun kontrol edilmisdaha sonra bu tiip
duyarlilik kartinin bulundugu kasete yerlestirilmistir. Ilk bakteri siispansiyonunun
bulundugu tiip, bir tanimlama kartinin asilanmasi i¢in de kullanilabilir.

4. Kimlik kart1 ve tlip, ADT karti ve tiip kasetin igine yerlestirilmistir.
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5. Aktarma tiipti ve 35,5 + 1,0 °C'deki karusel inkiibatore yerlestirilmeden Once kart
miihiirlenmistir. Her kart her 15 dakikada bir karusel inkiibatorden ¢ikarilmistir. Her
kart reaksiyon okumalar1 i¢in optik sisteme tasinmis ve ardindan bir sonraki okuma
zamanina kadar inkiibatore geri gonderilmistir. Kullanilan kaset, kaset bilgileri

(Numune Bilgileri, Hasta Bilgileri) is istasyonu bilgisayarina girilmeden oOnce

cihaza kaydedilmistir.

Sekil 3.7 VITEK-2 sistemi ile bakteri tanimlama testi

3.9 Bakterilerin Bakimi ve Korunmasi

a) Kisa siireli bakim

Blood Agar, Mannitol Salt Agar ve MacConkey Agar bakterilerle inokiile edilmis ve
aerobik kosullar altinda 37 °C'de 24 saat inkiibe edilmistir. Bunu takiben, plakalar
parafilmle sarilmis ve 3-4 giin boyunca 4 °C'de tutulmustur.

b) Uzun siireli bakim

Steril bir tlip icindeki bir bakteri kiiltlirii kolonisine 5 ml beyin kalp inflizyon suyu
gecelik kiiltliri eklenerek bakteri izolatlar1 birka¢ ay boyunca canli tutulabilir. 37°C'lik
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bir inkiibasyon siiresinin ardindan, %25'lik nihai konsantrasyon i¢in inokiilasyona 5 ml
gliserol eklenmis ve tiipler daha sonra -20 °C'de 2-8 ay boyunca buzdolabinda

saklanmustir.

3.10 Molekiiler Calismalar

3.10.1 Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

PCR yontemi, 16S ribozomal RNA genine dayali bazi bakteriler ve bunlarin biyofilmle
ilgili baz1 genleri i¢in kullanilmigtir. Bu teknikte kullanilan PCR primerlerinin tamami

bu calismada tasarlanmis ve asagidaki adimlar izlenerek gerceklestirilmistir:

1. Bakteriyel DNA Ekstraksiyonu.

PrestoTM Mini gDNA Bakteri Kiti kullanilarak bakteriyel izolatlardan genomik DNA

elde etmek i¢in sirketin talimatlarina uygun olarak asagidaki adimlar izlenmistir:

e Ornek Hazirlama:
Bir ml inkiibe edilmis kiiltiirlenmis bakteri hiicreleri (1 x 10®a kadar) 1,5 ml
mikrosantriflij tiipiine aktarilmig, ardindan 10000 rpm'de 1 dakika santrifiij edilmis ve

siipernatant atilmistir.

e Hiicre Parcalama Adimlar

a- Tiipe 180 pl GT tamponu eklenmis ve hiicre pelleti vorteks ile siispanse edilmis,
ardindan gram pozitif bakteriler i¢cin 100 pl lizozim eklenmis ve karisimlar 60 °C'de
10 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siireleri boyunca karisim tiipleri her 3

dakikada bir ters ¢evrilmistir.
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Her tipe 200ul GB tamponu eklenmis ve 10 saniye boyunca vorteks ile
karigtirilmistir. Daha sonra tiipler 60 °C'de 10 dakika inkiibe edilmis ve inkiibasyon

stireleri boyunca her 3 dakikada bir tiipler ters ¢evrilmistir.

DNA baglama adimlar:

200 pl mutlak etanol eklenmis ve hemen vorteks ile karistirilmis, ardindan

pipetleme ile ¢okeltiler kirtlmistir.

b- 2 ml'lik bir toplama tiiptine bir GD kolonu yerlestirilmis ve tiim karigimlar
(herhangi bir ¢okelti dahil) GD kolonuna aktarilmistir. Daha sonra 10000 rpm'de 1
dakika santrifiij edilmistir. Akis suyunu iceren 2 ml'lik toplama tiipleri atilmis ve

GD kolon yeni bir 2 ml'lik toplama tiipiine yerlestirilmistir.

Yikama adimlari:

400 pul W1 tamponu GD kolonuna eklenmis, ardindan 10000 rpm'de 1 dakika
santrifiijlenmistir. Akis suyu atilmig ve GD kolonu 2 ml'lik toplama tiipiine geri

yerlestirilmistir.

b-600 pl Yikama Tamponu GD kolonuna eklenmistir. Ardindan 10000 rpm'de 1 dakika

santrifiij edilmistir. Akis suyu atilmis ve GD kolon 2 ml'lik toplama tiipline geri
yerlestirilmigtir. ve tiipler kolon matrisini kurutmak i¢in 12000 rpm'de 2 dakika

daha santrifiij edilmistir.

Eliisyon adimlar:

a- Kurutulmus GD kolonu temiz bir 1,5 ml mikrosantrifiij tiipline aktarilmis ve kolon

matrisinin merkezine 100 pl 6nceden 1sitilmis eliisyon tamponu eklenmistir.
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b- Eliisyon tamponunun matris tarafindan emilmesini saglamak i¢in tiipler en az 3
dakika bekletilmistir. Ardindan saflastirilmis DNA'y1 eliie etmek i¢in 10000 rpm'de
1 dakika santrifiijlenmistir.

2. Ekstrakte Edilen Toplam DNA'min Tahmini

Nanodrop (Thermo Scientific NanoDrop Lite UV Visible Spectrophotometer, ABD)
kullanarak DNA konsantrasyonunun igerigini (ng/pL) belirlemek ve DNA'nin kalitesini

absorbans (260/280 nm) degerinde degerlendirmek icin asagidaki adimlar izlenmistir:

a. Nanodrop yazilimmdan uygun uygulama secilmistir (Niikleik asit, DNA).

b. Kuru bir mendil alinmis ve 6lgiim kaideleri birkag kez temizlenmistir. Ardindan 2 pl
serbest niikleaz suyu dikkatlice pipetlenmis ve sistemi bosaltmak i¢in alt 6l¢iim

kaidelerinin yiizeyine yerlestirilmistir.

c. Nanodrop 6rnekleme kolu indirilmis ve 1pul DNA 6rnegi dl¢tilmiistiir (Sekil 3.8).

dsDNA (Factor: 50)

#22
A260 (10 mun): 0.590
A260/A280: 1.83
29.5 ng/ul

O3 bow J0T1 GEIDR 3D
Blank s O3 Mou 20J1 G4IIT 20

Measiure sample

Homwe Blank Moasure

Sekil 3.8 Thermo Scientific Nanodrop lite UV Goriiniir Spektrofotometre
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3.10.2 PCR master karisimi hazirlama

Tiim genlerin PCR ana karisim reaksiyonlar1 GoTaq ®Green PCR ana kiti kullanilarak
yapilmis ve bu ana karisim Cizelge 3.9’da gosterildigi gibi lireticinin talimatlarina
uygun olarak tamamlanmistir. Daha sonra, tiim PCR tiipleri Exispin vorteks santrifiijline
3000 rpm'de 3 dakika boyunca aktarilmis ve ardindan T100 PCR Thermocycler'a
(BioRad-USA) yerlestirilmistir.

Cizelge 3.9 Standart PCR ana karisim protokolii

PCR Master karisimi Hacim
DNA sablonu 5-50ng SulL
Ileri primer (10pmol) 2ulL
Reveres primer (10pmol) 2ul.
GoTaq ®Green PCR master 12,5pL
PCR su 3,5uL
Toplam hacim 25 ul

3.10.3 PCR thermocycler kosullar:

Optimase Protocol Writer™ cevrimici uygulamasi, her gen icin PCR termosiklor
kosullar1 protokoliinii hesaplamak i¢in kullanilmis ve daha sonra asagidaki sekillerdeki

formatta geleneksel bir PCR termosiklor kullanilarak gergeklestirilmistir (Cizelge 3.10).

Cizelge 3.10 PCR thermocycler kosullari

PCR adimu Sicaklik. Zaman Tekrar
Ik Denatiirasyon 95°C 5 dakika 1
Denatiirasyon 95°C 30sn 35 dongi
Baglama 58°C 30sn

Uzatma 72°C 1 dakika

Son uzatma 72°C 5 dakika 1
Bekletme 4°C )
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3.10.4 PCR iriin analizi

PCR sonuclarimi degerlendirmek icin asagidaki adimlarda agaroz jel elektroforez

yontemi kullanilmistir:

1- %1,5 Agaroz jel 0,5X TBE kullanilarak hazirlanmig ve 5 dakika boyunca

mikrodalgada ¢oziilmiis ve 50°C i¢in sogumaya birakilmistir.
2- Daha sonra agaroz jel ¢ozeltisine 3 ul etidyum bromiir boyasi eklenmistir.

3- Agaroz jel soliisyonu, tarak uygun pozisyonda sabitlendikten sonra tepsiye dokiilmiis
ve oda sicakliginda 15 dakika katilagsmaya birakilmis, ardindan tarak tepsiden yavasca

cikartlmistir.

4- Jel tepsisi elektroforez odasinda sabitlenmis ve 0.5X TBE tamponu ile

doldurulmustur.

Ik kuyucuga 5 pl (DNA marker Ladder) eklenerek her kuyucuga 5-10 pl PCR iiriinii
yiikklenmistir. Daha sonra 1 saat boyunca 100 volt ve 80 AM'de elektrik akimi

uygulanmustir.

6- PCR iirlinleri UV Transilliiminator kullanilarak gorsellestirilmistir.

Sekil 3.9 PCR ¢alismalarindan bazi goriintiiler

3.10.5 Tetra- ARMS-PCR yontemi

Hem saglikli kontrol orneklerinde hem de biyofilm bakteriyel enfeksiyonu olan

hastalarda, TLR4 rs10759932 ve rs12377632 gen polimorfizmini tanimlamak ve
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genotiplemek i¢cin T-ARMS-PCR yaklagim1 kullanilmistir. Bu stratejiyi uygulamak icin

(Rafiei vd. 2012)'ye uygun olarak asagidaki asamalar kullanilmigtir:

1.

Genomik DNA Ekstraksiyonu

Geneaid, ABD'den bir gSYAN DNA Kkiti ekstraksiyon kiti (dondurulmus kan)

kullanilarak kan 6rneklerinden genomik DNA ekstrakte edilmistir. Prosediir, iireticinin

talimatlarina uygun olarak asagidaki adimlar bigiminde gergeklestirilmistir:

200 pl dondurulmus kan steril 1,5 ml mikrosantrifiij tlipline aktarilmis ve ardindan
30 pl proteinaz K eklenerek vorteks ile karigtirilmistir. 5 dakika boyunca 60°C ‘de
inkiibe edilmistir.

Bundan sonra, her tiipe 200 pl lizis tamponu GSB eklenmis ve vorteksle kuvvetlice
karistirllmis ve ardindan tiim tiipler 70°C adresinde 10 dakika inkiibe edilmis ve

inkiibasyon siireleri boyunca her 3 dakikada bir ters ¢evrilmistir.

Lizata 200 pl mutlak etanol eklenmis ve hemen kuvvetlice ¢alkalanarak

karigtirilmistir.

DNA filtre kolonu 2 ml'lik bir toplama tiipiine yerlestirilmis ve karigimin tamanu
(herhangi bir ¢okelti dahil) kolona aktarilmigtir. Daha sonra 10000 rpm'de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Ardindan akis1 igeren 2 ml'lik toplama tiipli i¢inden alinmis ve

kolon yeni bir 2 ml'lik toplama tiipiline yerlestirilmistir.

DNA filtre kolonuna 400ul W1 tamponu eklenmis, ardindan 30 saniye boyunca
10000 rpm'de santrifiij edilmistir. Akis iginden alinmis ve kolon 2 ml'lik toplama

tiipline geri yerlestirilmistir.

Her bir kolona 600 pl Yikama Tamponu (etanol) eklenmistir. Daha sonra 10000
rpm'de 30 saniye santrifiij edilmistir. Akis iginden alinmis ve kolon 2 ml'lik toplama

tiipline geri yerlestirilmistir.

Kolon matrisini kurutmak igin tim tiipler 10000 rpm'de 3 dakika boyunca tekrar

santrifiijlenmistir.
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h- Kurutulmus DNA filtre kolonu temiz bir 1,5 ml mikrosantrifiij tiipiine aktarilmis ve

kolon matrisinin merkezine 50 pl 6nceden 1sitilmis eliisyon tamponu eklenmistir.

i- Eliisyon tamponunun matris tarafindan emilmesini saglamak igin tiipler en az 5
dakika bekletilmistir. Ardindan saflagtirilmis DNA'y1 eliie etmek icin 30 saniye
boyunca 10000 rpm'de santrifiijlenmistir.

2. Genomik DNA tahmini

Bir Nanodrop spektrofotometre (THERMO ABD) kullanilarak, ckstrakte edilen kan
genomik DNA's1 incelenmistir. DNA safligin1 belirlemek ve DNA konsantrasyonunu
(ng/pL) dlgmek igin 260/280 nm'deki absorbans degerleri okunmustur. Prosediirler
asagidaki gibidir:

1. Nanodrop yazilimimi actiktan sonra uygun uygulamayr secilmistir (Niikleik asit,
DNA).

2. Kuru bir mendil alinmis ve 6l¢glim kaideleri birka¢ kez temizlenmistir. Ardindan,
sistemi bosaltmak i¢in alt 6l¢iim kaidelerinin yiizeyine dikkatlice 2l serbest niikleaz
suyu pipetlenmistir.

3. Ornekleme kolu indirilmis ve Nanodrop'u baslatmak i¢cin Tamam'a basilmis, ardindan

kaideler temizlenmis ve dl¢iime 1 pl kan genomik DNA eklenmistir.

3.10.6 T-ARMS-PCR ana karisiminin hazirlanmasi

T-ARMS-PCR ana karisimi (GoTaq® G2 Green Master Mix kiti) kullanilarak yapilmis
ve asagidaki tablolarda gosterildigi gibi sirketin talimatlarina gore her numune igin iki

reaksiyonda kullanilmstir:

1- TLR4rs10759932 T-ARMS-PCR reaksiyon Karigimi:

T-ARMS-PCR Ana karisimi Hacim
DNA sablonu Sul
Ileri i¢ primer (T aleli) (10pmol) Ipl
Ters ig primer (C aleli) (10pmol) 1ul
Ileri dis primer (10pmol) lul
Ters dig primer (10pmol) 1ul
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G2 Yesil Ana Karisim 12.5ul
Niikleaz igermeyen su 3.5ul
Toplam hacim 25ul

2- TLR4rs12377632 ARMS-PCR reaksiyon Karigima:

T-ARMS-PCR Ana karigimi Hacim
DNA sablonu Sul
Ileri i¢ primer (T aleli) (10pmol) 1pl
Ters i¢ primer (C aleli) (10pmol) 1ul
Ileri dis primer (10pmol) 1ul
Ters dig primer (10pmol) 1ul
G2 Yesil Ana Karigim 12.5ul
Niikleaz igermeyen su 3.5ul
Toplam hacim 25ul

Yukaridaki tabloda listelenen PCR ana karisim bilesenleri daha sonra bir Exispin
vorteks santrifiije konmus ve 3000 rpm'de li¢ dakika dondiiriilmiistiir. Daha sonra PCR
termosikloriine (BioRad USA) konulmustur.

3.10.7 PCR thermocycler kosullar:

Asagidaki tablolarda her bir gen icin ayr1 ayrt PCR termosiklori  kosullar

gosterilmektedir:

1- TLR4 rs10759932 i¢in PCR thermocycler kosullar

PCR adimu Sicaklik. Zaman Tekrar
ik denatiirasyon 95°C 5 dakika. 1
Denatiirasyon 95°C 30 saniye. 35dongii
Tavlama 60°C 30 saniye.

Uzatma 72°C 30 saniye.

Son uzatma 72°C 5 dakika 1
Bekletme 4°C Siiresiz -

2- TLR4 rs12377632 i¢in PCR thermocycler kosullari

PCR adimu Sicaklik. Zaman Tekrar
[lk denatiirasyon 95°C 5 dakika. 1
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Denatiirasyon 95°C 30 saniye. 35dongi
Tavlama 55°C 30 saniye.

Uzatma 72°C 1 dakika.

Son uzatma 72°C 5 dakika 1
Bekletme 4°C )

3.10.8 T-ARMS-PCR iiriin analizi

T-ARMS-PCR iirlinlerini agaroz jel elektroforezi kullanarak incelemek i¢in asagidaki

prosediir kullanilmistir:

1- %2 Agaroz jel 1X TBE kullanilarak hazirlanmig ve 100 °C adresindeki su
banyosunda 15 dakika boyunca ¢oziildikten sonra 50°C adresinde sogumaya

brrakilmustir.
2- Daha sonra agaroz jel ¢ozeltisine 3 pl etidyum bromiir boyasi eklenmistir.

3- Agaroz jel soliisyonu, tarak uygun pozisyonda sabitlendikten sonra tepsiye
dokiilmiis, oda sicakliginda 15 dakika katilagmaya birakilmis, daha sonra tarak tepsiden

yavasea c¢ikarilmistir.
4-Jel tepsisi elektroforez odasinda sabitlenmis ve 1X TBE tamponu ile doldurulmustur.

Her bir tarak kuyucuguna 5-10 pl PCR iiriinii ve ilk kuyucuga 3 ul (100bp ladder)

eklenmistir.
7-Elektrik akim1 100 volt ve 80 mA'de 1 saat siireyle gerceklestirilmistir.

8-T-ARMS-PCR iiriinleri UV transilliiminator kullanilarak gorsellestirilmistir.

3.11 istatistiksel Analiz

Veriler, Sosyal Bilimler igin Istatistik Paketi (SPSS) v2- Microsoft Office Excel 2010
kullanilarak toplanmis, Ozetlenmis, analiz edilmis ve sunulmustur. Sayisal veriler,
Kolmogorov-Smirnov normallik testi yapildiktan ve normal ve normal dagilmayan
degiskenler hakkinda karar verildikten sonra ortalama, standart sapma olarak

sunulmustur. Bagimsiz oOrneklem T-testi, degiskenin normal dagilmasi kosuluyla
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herhangi iki grup arasindaki ortalama farkini incelemek i¢in kullanilmistir. Tek yonlii
Anova testi, degiskenin normal dagilmasi kosuluyla ikiden fazla grup arasindaki
ortalama farkini incelemek i¢in kullanilmistir. Herhangi iki kategorik degisken
arasindaki iligskiyi incelemek i¢in Ki-kare testi kullanilmistir. Riski 6lgmek i¢in odds
orani ve %95 giiven aralig1 hesaplanmistir. Anlamlilik diizeyi 0.05'ten kiiclik P-degeri
ve 0.01 veya daha kiiclik yiiksek anlamlilik diizeyi olarak kabul edilmistir (Daniel,
2009).
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4. BULGULAR

4.1 Bakteri izolasyonu

Bakteriyel biyofilm enfeksiyonu oldugundan siiphelenilen 250 numuneyi iceren vaka
kontrol calismasi, Haziran 2023 ile Aralik 2023 tarihleri arasinda, yaslar1 (10 ila 45)
arasinda degisen, Irak'm giineyindeki Thi-Qar Valiligi'nde, Al-Rifai Genel
Hastanesi'nde toplanmistir. Mevcut sonuglar, Sekil 4.1'de gosterildigi gibi 100 (%40,0)

numunenin bakteriyel biyofilm olusumu agisindan pozitif oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.1 Orneklerin bakteriyel biyofilm olusum yiizdesi

4.1.1 Bakteriyel biyofilm olusumu enfeksiyonu olan hastalarin ve saghkh kontrol

bireylerinin demografik ozellikleri

Pozitif bakteriyel biyofilm igeren oOrneklerin izolasyonundan sonra, bu ¢alismada
bakteriyel biyofilm igeren hastalarin ve kontrol deneklerinin demografik o6zellikleri
arastirtlmis ve sonuglar Cizelge 4.1'de gosterilmistir. Bakteriyel biyofilmi pozitif olan
hastalarin yas ortalamasi 28.24 + 8.51, kontrol grubunun yas ortalamasi ise 25.64 + 6.17
olup, hastalar ve kontrol grubu arasinda yas ortalamasi acisindan anlamli bir fark

bulunmamuistir (P = 0.083). Yine hasta ve kontrol grubunun yasa gore tiir dagiliminda
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da anlamli bir fark bulunmamistir (P = 0.081). Ote yandan, mevcut sonuglar, bu
calismaya kaydedilen pozitif bakteriyel biyofilmli hastalarin ¢ogunun 30 yas {istli grupta
yer aldigimi gostermektedir (Sekil 4.2).

Cinsiyet agisindan, hasta grubunda 40 (%40,0) erkek ve 60 (%60,0) kadin bulunurken,
kontrol grubunda 54 (%54,0) erkek ve 46 (%46,0) kadin bulunmaktadir (Sekil 4.3).
Hasta ve kontrol olgularinin cinsiyete gore tiir dagiliminda anlamli bir fark yoktur (P =
0,161). Mevcut sonuglara gére, bu ¢alismaya dahil edilen pozitif bakteriyel biyofilmli
hastalarin ¢ogu kadindir. Ikamet yerine gore, hasta grubu kentsel bdlgelerden 60
(%60,0) ve kirsal bolgelerden 40 (%40,0) olgudan olusurken, kontrol grubu kentsel
bolgelerden 70 (%70,0) ve kirsal bolgelerden 30 (%30,0) olgudan olusmaktadir ve
ikamet yerine gore hasta ve kontrol olgularinin tiir dagiliminda anlamli bir fark yoktur
(P = 0.295). Yukaridaki sonuglar, bu tiir bir vaka kontrol ¢alismasi i¢in 6n kosul olan
yas, cinsiyet ve ikametgah agisindan hasta grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel

eslesme saglamstir.

Cizelge 4.1 Bakteriyel biyofilm olusumu enfeksiyonu olan hastalarin ve saglikli kontrol
bireylerinin demografik 6zellikleri

Karakteristik Hastalar ile Saghkh kontrol P
biyofilm bakterileri n =100
n =100
Yas (y1l)
Ortalama +=SD 28.24 £ 8.51 25.64 £6.17 0.083
Menzil 10- 45 16 -42 T
NS
<20, n (%) 18 (18.0%) 14 (14.0%) 0.081
20-29, n (%) 34 (34.0%) 56 (56.0%) ¥
>30,n (%) 48 (48.0%) 30 (30.0%) NS
Cinsiyet
Erkek, n (%) 40 (40.0%) 54 (54.0 %) 0.161
Kadin, n (%) 60 (60.0% ) 46 (46.0% ) ¥
NS
ikamet
Kentsel, n (%) 60 (60.0 %) 70 (70.0 %) 0.295
Kirsal, n (%) 40 (40.0% ) 30 (30.0% ) ¥
NS

n: vaka sayist; SD: standart sapma; t: bagimsiz 6rneklem t-testi; ¥: Ki-kare testi; S: P <

0.05 diizeyinde anlamli: NS: P > 0.05 diizeyinde anlamli degil
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Sekil 4.2 Hastalarin yas gruplarina goére dagilimi
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Sekil 4.3 Hasta ve kontrol grubunun cinsiyete gore dagilimi

4.2 Gram Pozitif ve Gram Negatif Biyofilm Olusturan Enfeksiyon Bakterilerinin
Gram Boyasina Gore Tiir Dagilimi

Gram pozitif ve gram negatif bakterilerin gram boyasina gore tiir dagilimi1 Sekil 4.4'te
gosterilmistir. Mevcut sonuglar, bakteri izolatlarinin 34'iniin (%34.0) gram pozitif

bakteri ve 66'sinin (%66,0) gram negatif bakteri oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.4 Gram boyamaya gore biyofilm olusturan enfeksiyon bakterilerinin yiizdeleri

4.3 Otomasyon Tamimlama

VITEK-2 sistemi, treticinin talimatlarima gore ID-Gram pozitif koklarin (ID-GP
kartlar1) ve ID-Gram negatiflerin (ID-GN kartlar1) otomatik olarak tanimlanmasi igin
kullanilmigtir. VITEK-2 ID-GP kart1 124 stafilokok, streptokok, enterokok tiirtinii ve
seckin bir gram pozitif organizma grubunu 8 saat veya daha kisa bir siire iginde
tanimlamaktadir. VITEK-2 ID-GN kart1 10 saat icinde 154 Enterobacteriaceae tiiriinii
ve glikoz fermente etmeyen gram negatif organizmalarin seckin bir grubunu tanimlar.
VITEK-2 sisteminin sonuglari, seg¢ilmis bir organizma olarak bakteri tiirleri igin
olasilikla (%98-99) pozitif sonug teyidi vermistir. Mevcut calismada sonuglar 36
(%36,0) Escherichia coli, 22 (%22,0) Staphylococcus epidermidis, 12 (%12,0)

Staphylococcus aureus, 16 (%16,0) Klebsiella pneumoniae ve 14 (%14,0) Proteus
mirabilis seklindedir.

4.3.1 Klinik 6rnekler arasinda bakteri izolatlarinin dagilim

Klinik numuneler arasinda biyofilm bakteriyel izolatlarinin tiir dagilimi Cizelge 4.2'te

gosterilmistir
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Cizelge 4.2 Klinik 6rnekler arasinda bakteri izolatlarmin dagilimi

Tiirler OrneK tiirii izolat sayis1 %
IYE 22 22.0%
Kulak ¢ubugu 4 4.0%
E. coli Bogaz siiriintiisii 6 6.0%
Yara temizleme ¢ubugu 4 4.0%
S.epidermidis IYE 12 12.0%
Yara temizleme ¢ubugu 10 10.0%
IYE 6 6.0%
S. aureus Bogaz siiriintiisii 2 2.0%
Kulak ¢ubugu 2 2.0%
Yara temizleme ¢ubugu 2 2.0%
P. mirabilis IYE 10 10.0%
Kulak ¢ubugu 4 4.0%
IYE 4 4.0%
K. pneumoniae Kulak ¢gubugu 6 6.0%
Bogaz siiriintiisii 6 6.0%

4.4 Molekiiler Tan1

4.4.1 Bakteriyel izolasyonun molekiiler tanisi

Bakteriyel biyofilm enfeksiyonu olan hastalarin farkli bakteri tiirlerinin 16S rRNA
genlerinin tespiti i¢in yapilan PCR sonuglarina gore tir dagilimi, Sekil 4.5°te
gosterilmistir. Mevcut sonuglar, Escherichia coli'nin tespiti i¢in 16S ribozomal RNA
geninin 36 (%36.0) hastada rapor edildigini Sekil 4.6’da; S. epidermidis'in tespiti igin
16S ribozomal RNA geni 22 (%22.0) Sekil 4.8°de; S. aureus'u tespit etmek igin 16S
ribozomal RNA geni 12 (%12,0) Sekil 4.10’da; K. pneumonia'y1 tespit etmek ig¢in 16S
ribozomal RNA geni 16 (%16,0) ve P. mirabilis sirasiyla 14 (%14,0) Sekil 4.6, Sekil
4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil
4.15’te gosterilmigtir.
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Sekil 4.5 Bakteriyel biyofilm olusumu enfeksiyonunun PCR tanis1 ylizdeleri

M 123456738 910111213%41516 17 1819 20 21 22 23 24 NIC

-~ I ' ‘ 453bp
= et ) S G o o ) s S B By

-—

—

Sekil 4.6 Escherichia coli izolatlarinin tespiti i¢in 16S ribozomal RNA geninin PCR
iriin analizini gosteren agaroz jel elektroforez goriintiisii. M (Marker ladder
2000-100bp). Serit (1-24) 453bp iriin boyutunda pozitif Escherichia coli
izolatlar1 16S ribozomal RNA genini gostermektedir. NTC: negatif kontrol
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M1 2345678900018 W/I1617181902022524N

Sekil 4.7 Escherichia coli izolatlarinda viriilans faktorii biyofilm ile iliskili (FimH)
geninin PCR iriin analizini gosteren agaroz jel elektroforez goriintiisti. M
(Isaretleyici merdiveni 2000-100bp). Serit (1-24) 392bp {iriin boyutunda bazi

pozitif Escherichia coli izolatlart FimH genini gostermektedir. NTC: negatif
kontrol

M123 456789 101112131415161718 192021 22 NTC

— - —— - - - ——

- - — - - —

200bp
100bp

Sekil 4.8 Staphylococcus epidermidis izolatlarinin tespiti i¢in 16S ribozomal RNA
geninin PCR {iriin analizini gosteren agaroz jel elektroforez goriintiisii.
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Sekil 4.9 Staphylococcus epidermidis izolatlarinda viriilans faktori biyofilm olusumu
(icaA) geninin PCR {irlin analizini gosteren agaroz jel elektroforez
goruntisu.

78 910 11 12 NIC

611b
ltbp

Sekil 4.10 Staphylococcus aureus izolatlarinin tespiti i¢in 16S ribozomal RNA geninin
PCR iiriin analizini gosteren agaroz jel elektroforez goriintiisii.
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Sekil 4.11 Staphylococcus aureus izolatlarinda viriilans faktorii biyofilm olusumu (ica)
geninin PCR liirlin analizini gosteren agaroz jel elektroforez goriintiisii.

I 3 SR LS L L0 LR S A A3 13 S G NTC

2000bp
1000,
d | it
S00bp *Hu~“‘~w.u--w~--.
400bp
300bp

200bp
100bp

Sekil 4.12 Klebsiella pneumoniae izolatlarinin tespiti i¢in 16S ribozomal RNA geninin
PCR iirlin analizini gdsteren agaroz jel elektroforez goriintiisii.
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Sekil 4.13 Klebsiella pneumoniae izolatlarinda viriilans faktorii biyofilm ile iliskili
(FimH) geninin PCR {irlin analizini gosteren agaroz jel elektroforez
goruntisu.

R 1

|

36,
s

- S G o - - — - N

Sekil 4.14 Proteus mirabilis izolatlarinin tespiti igin 16S ribozomal RNA geninin PCR
iirtin analizini gosteren agaroz jel elektroforez goriintiisii.
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Sekil 4.15 Proteus mirabilis izolatlarinda viriilans faktorii biyofilm olusumu (mrpA)
geninin PCR {irlin analizini gésteren agaroz jel elektroforez goriintiisii

4.5 Gen Polimorfizmlerinin Tespiti

45.1 TLR4-rs10759932 polimorfizminin tespiti

TLRA4-rs10759932 polimorfizminin dagilimi ARMS-PCR teknigi ile tespit edilmistir.
Bu lokusta TT, TC ve CC olmak {izere li¢ genotip vardir. Yabani tip homozigot genotip
252bp 1riin boyutunda sadece T aleli amplifikasyonu gostermistir. Mutant tip
homozigot genotip sadece 300bp iirlin boyutunda C aleli amplifikasyonu gostermistir.
Heterozigot genotipte ise T ve C alelleri sirasiyla 252bp ve 300bp iiriin boyutunda
amplifikasyon gostermistir. D1s i¢ kontrol 506bp T-ARMS-PCR firiiniinde gézlenmistir
(Sekil 4.16).

MATT ¥ CCETCRFCE TT 8 DL X=CC S HESANIC

2000bp

1000bp

500bp
400bp
300bp
200bp
100bp

Sekil 4.16 TLR4-rs10759932 gen polimorfizmi icin T-ARMS-PCR iiriin analizini
gosteren agaroz jel elektroforez goriintiisii.
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a) Hardy Weinberg denklemi

TLR4-rs10759932 genotiplerinin, TT, TC ve CC, kontrol grubu i¢indeki dagilimina
Hardy Weinberg denklemi uygulanmis ve sonuclar Cizelge 4.3'te gosterilmistir.
Homozigot yabani TT genotipine 100 kontroliin 65'inde rastlanmustir; heterozigot TC
genotipi 100 kontroliin 26'sinda ve homozigot mutant CC genotipi 100 kontroliin 9'unda
gorilmistiir (Cizelge 4.3). Kontrol deneklerinin TLR4-rs10759932 genotiplerine gore
gozlenen dagilimi beklenenden oldukga farklidir (P = 0.053).

Cizelge 4.3 TLR4-rs10759932 Hardy Weinberg denklemi

Genotipler Gozlemlenen Beklenen x P
Homozigot referans TT 65 60.8 5.877 0.053

Heterozigot TC 26 34.3 ¥

Homozigot varyant CC 9 4.8 NS

¥: Ki-kare testi; NS: P'de anlamli degil >0.05

b) Hastalarda ve saghkh kontrollerde incelenen gen icin genotipik ve alel analizleri

TLR4-rs10759932 SNP'ye iliskin genotip ve alel frekanslarinin hastalar ve saglikli
kontrol grubu arasindaki karsilastirmasi1 Cizelge 4.4'te gosterilmistir. Es baskin mod ile
ilgili olarak, hasta ve kontrol gruplari arasinda genotiplerin frekans dagiliminda anlamli
farklilik vardir (P = 0.001). Risk analizi homozigot CC genotipinin énemli bir risk
faktorii oldugunu ortaya koymustur (OR= 9.88).

Bu da homozigot CC genotipine sahip hastalarin diger genotiplere sahip hastalara
kiyasla hastalik gelistirme olasiliginin yaklasik on kat daha fazla oldugu anlamina
gelmektedir. Dominant mod analizi ve resesif mod ile ilgili olarak, hasta ve kontrol
gruplar1 arasinda anlamli bir fark vardir (P <0.05). Alel analizi agisindan da hastalar ve

kontrol gruplari arasinda anlamli bir fark vardir (P=0.001).
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Cizelge 4.4 Hastalarda ve saglikli kontrolde TLR4-rs10759932 poli genotip siklig.

Mod [TLR4 (rs10759932) Hastalar Kontrol P VEYA 95% ClI
n =100 n =100
Es baskin CcC 52 (52.0%) 9 (9.0 %) 0.001 ¥S 9.88 4.38-22.28
T/C 10 (10.0%) | 26 (26.0 %) 0.65 0.28 -1.51
TT 38 (38.0 %) | 65 (65.0 %) Referans
Baskin CC+TIC 62 (62.0 %) | 35(35.0%) | 0.001¥S Referans
T 38 (38.0 %) | 65 (65.0 %) 0.33 0.18-0.58
Cekinik CC 52 (52.0%) 9 (9.0 %) 0.001 ¥S 10.95 4.97-24.12
TIC+TT 48 (48.0%) | 91 (91.0%) Referans
Aleller C 114 (57.0%) | 44 (22.0%) 0.001 ¥S 470 | 3.03-7.27
T 86 (43.0%) | 156 (78.0%) Referans

c) Bakteriyel biyofilm olusumu enfeksiyonu olan hastalarda sosyo-demografik
ozelliklere gore ARMS-PCR bulgular arasindaki karsilastirma

Bakteriyel biyofilm olusumu enfeksiyonu olan hastalarin  sosyo-demografik
ozelliklerinin frekans dagilimiin ARMS-PCR sonuglarina gore karsilastirilmasi Cizelge
4.5'de gosterilmistir. Yas ortalamasi, TT genotipine sahip hastalarda 26,84 + 7,79, TC
genotipine sahip hastalarda 29,60 + 6,23 ve CC genotipine sahip hastalarda ise 29,00 +
7,34‘tiir.Yas ile ARMS-PCR sonuglar1 arasinda hem frekans (P= 0,630) hem de yas
ortalamast (p= 0,664) agisindan anlamli bir iliski bulunmamigtir. Ayrica cinsiyet ile

ARMS-PCR sonuglar1 arasinda da anlamli bir iligki bulunmamistir (p = 0.093).

Cizelge 4.5 Bakteriyel biyofilm olusumu enfeksiyonu olan hastalarin sosyo-demografik

ozelliklerinin ~ frekans dagilimmmin  ARMS-PCR  sonuglarina  gore
karsilastirilmasi
Karakteristik TT genotipi TC genotipi CC genotipi P
n=38 n=10 n=52
Yas
Ortalama = SD 26.84 +£7.79 29,60+ 6,23 29,00+ 7,34 0.664 TNS
<20, n (%) 6 (15.8%) 2 (20.0%) 10 (19.2% )
20-29, n (%) 18 (47.4%) 2 (20.0% ) 14 (26.9% ) 0.630 ¥NS
>30, n (%) 14 (36.8%) 6 (60.0% ) 28 (53.9% )
Cinsiyet
Erkek, n (%) 8 (21.0%) 6 (60.0%) 26 (50.0%) 0.093 ¥ NS
Kadin, n (%) 30 (79.0%) 4 (40.0%) 26 (50.0 %)

n: vaka sayisi; SD: standart sapma; T: Anova testi; ¥: Ki-kare testi; NS: P'de anlamli

degil <0.05.
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d) Bakteriyel biyofilm olusumu enfeksiyonu olan hastalarda ikamet yerine gore
ARMS-PCR bulgularmin karsilastirilmasi

Bakteriyel biyofilm olusumu enfeksiyonu olan hastalarin ikametgah O6zelliklerinin
ARMS-PCR sonuglarina gore frekans dagilimmin Kkarsilastirilmas: Cizelge 4.6'de
gosterilmistir. Mevcut sonuglar ikametgah ile ARMS-PCR sonuglar1 arasinda anlamli

bir iligki olmadigin1 gostermektedir (p = 0.111).

Cizelge 4.6 ARMS-PCR sonuglarina gore bakteriyel biyofilm olusumu enfeksiyonu
olan hastalarin ikamet siklig1 dagiliminin karsilastirilmasi

Karakteristik TT genotipi TC genotipi CC genotipi
n=38 n=10 n=>52
ikamet
Kentsel, n (%) 16 (42.1%) 6 (60.0%) 38 (72.1%) 0.111
Kirsal, n (%) 22 (57.9%) 4 (40.0 %) 14 (26.9 %) ¥
NS

n: vaka sayisi; ¥: Ki-kare testi; NS: P'de anlamli degil <0.05.

e) Bakteri tiirlerine gore genotip frekans dagilim

Genotipin bakteri tiirlerine gore frekans dagilimi Cizelge 4.7°te gosterilmistir. Mevcut
sonuglar, bakteri tiirleri ile ARMS-PCR sonuglar1 arasinda anlamli bir iligki olmadigini

gostermektedir (p = 0.532).

Cizelge 4.7 Genotip frekans dagilimimnin bakteri tiirlerine gore karsilastirilmasi

Bakteri tiirleri
] S. S. P. P
Karakteristik E. col epidermidis aureus K- pnomont mirabilis
Genotip
GG, n (%) 14 (38.8%) | 6(27.3%) | 4(33.3%) | 4 (28.6%) 10 (62.5%) | 0.532
GC, n (%) 2 (5.6%) 2 (9.1%) 0 4 (28.6%) 2 (12.5%) Y
CC, n (%) 20 (55.6 %) | 14(63.4%) | 8 (66.7 | 642.8%) 4 (25.0%) NS
%)

n: vaka sayist; ¥: ki-kare testi; NS: p > 0.05'te anlaml1 olmayan
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452 TLR4-rs12377632 polimorfizminin tespiti

TLR4-rs12377632 Polimorfizminin dagilimi ARMS-PCR teknigi ile tespit edilmistir.
Bu lokusta TT, TC ve CC olmak {izere ti¢ genotip vardir. Yabani tip homozigot genotip
315bp iirtin boyutunda sadece T aleli amplifikasyonu gostermistir. Mutant tip
homozigot genotip sadece 285 bp iirlin boyutunda C aleli amplifikasyonu gdstermistir.
Heterozigot genotipte ise T ve C alelleri sirasiyla 315bp ve 285bp iiriin boyutunda
amplifikasyon gostermistir. Dis i¢ kontrol 556bp T-ARMS-PCR iirliniinde gbzlenmistir
(Sekil 4.17).

M—TC €6 ~TT " TT TC T€-€C “TT NTC

2000bp

1000bp
500bp e
400bp [[UENENPE SSEE Y NSSSSSEY SR ) S N—) —y —
300bp

[—— _-__ -
200bp [ R—— [P ——

100bp

Sekil 4.17 TLRA4-rs12377632geni polimorfizmi i¢in T-ARMS-PCR iiriin analizini
gosteren agaroz jel elektroforez goriintiisii.

a) Hardy Weinberg denklemi

TLR4-rs12377632 genotiplerinin, TT, TC ve CC, kontrol grubu igindeki dagilimina
Hardy Weinberg denklemi uygulanmis ve sonuglar Cizelge 4.8'de gosterilmistir.

Homozigot yabani TT genotipine 100 kontrol deneginin 58'inde, heterozigot TC
genotipine 100 kontrol deneginin 30'unda ve homozigot mutant CC genotipine 100
kontrol deneginin 12'sinde rastlanmistir (Cizelge4.8). Kontrol deneklerinin TLR4-
rs12377632 genotiplerine gore gozlenen dagilimi beklenenden oldukga farklidir (P =
0.058).
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Cizelge 4.8 TLR4-rs12377632 Hardy Weinberg denklemi

Genotipler Gozlemlendi Beklenen X P
Homozigot referans TT 58 60.8 5.710 0.058

Heterozigot TC 30 34.3 ¥

Homozigot varyant CC 4.8 NS

¥: Ki-kare testi; NS: P'de anlamli degil >0.05

b) Hastalarda ve saghkh kontrollerde incelenen gen i¢in genotipik ve alel analizleri

TLR4-rs12377632 SNP'ye iliskin genotip ve alel frekanslarinin hastalar ve saglikli

kontrol grubu arasindaki karsilastirmasi Cizelge 4.9'de gosterilmistir. Es baskin mod ile

ilgili olarak, hasta ve kontrol gruplari arasinda genotiplerin frekans dagiliminda anlamli

farklilik vardi (p = 0.001). Risk analizi homozigot CC genotipinin 6énemli bir risk

faktorii oldugunu ortaya koymustur (OR= 5.59). Bu da homozigot CC genotipine sahip

hastalarin diger genotiplere sahip hastalara kiyasla hastalik gelistirme olasiliginin

yaklasik alti kat daha fazla oldugu anlamina gelmektedir. Dominant mod analizi ve
resesif mod ile ilgili olarak, hastalar1 ve kontrol gruplari arasinda anlamli bir fark vardir

(p <0.05). Alel analizi agisindan da hasta ve kontrol gruplari arasinda anlamli bir fark

vardir (P=.001).

Cizelge 4.9 Hastalarda ve saglikli kontrolde TLR4-rs12377632 POLY genotip sikligi

Mod ITLR4 rs12377632] Hastalar Kontrol P VEYA 95% CI
n =100 n =100
Es baskin CcC 44 (44.0%) 12 (12.0 %) | 0.001 ¥S 5.59 2.62-11.94
TIC 18 (18.0%) 30 (30.0 %) 0.915 0.44 -1.86
TT 38 (38.0 %) 58 (58.0 %) Referans
Baskin CC+TIC 62 (62.0 %) 42 (42.0 %) | 0.004 ¥S Referans
TT 38 (38.0 %) 58 (58.0 %) 0.44 0.25-0.78
Cekinik CcC 44 (44.0%) 12 (12.0 %) | 0.001 ¥S 5.76 2.80-11.85
TIC+TT 56 (56.0%) 88 (88.0%) Referans
Aleller C 106 (53.0%) 54 (27.0%) | 0.001 %S 3.05 | 2.03-4.63
T 94 (47.0%) 146 (73.0%) Referans
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c) Bakteriyel biyofilm olusumu enfeksiyonu olan hastalarda sosyo-demografik
ozelliklere gore ARMS-PCR bulgular arasindaki karsilastirma

Bakteriyel biyofilm olusumu enfeksiyonu olan hastalarin  sosyo-demografik
Ozelliklerinin frekans dagilimmin ARMS-PCR sonuglarina gore karsilastirilmasi
Cizelge 4.10'da gosterilmistir. Yas ortalamasi, TT genotipine sahip hastalarda 29,31 +
7,86, TC genotipine sahip hastalarda 24,88 + 8,79 ve CC genotipine sahip hastalarinda
ise 29,90 + 8,08’dir.Yas ile ARMS-PCR sonuglar1 arasinda hem frekans agisindan (P=
0,186) hem de yas ortalamasi agisindan (P= 0,143) anlamli bir iliski bulunmamustir.
Ayrica cinsiyet ile ARMS-PCR sonuglari arasinda da anlamli bir iliski bulunmamaistir (P
=0.891).

Cizelge 4.10 ARMS-PCR sonuglarina gore hastalarin sosyo-demografik 6zelliklerinin
frekans dagiliminin karsilastirilmasi

Karakteristik TT genotipi TC genotipi CC genotipi P
n=38 n=18 n=44
Yas
Ortalama + SD 29.31+7.86 24,88+ 8,79 29,90+ 8,08 0.143
T
NS
<20, n (%) 6 (15.8%) 6 (33.3%) 6 (13.6%)
20-29, n (%) 10 (26.3%) 10 (55.6%) 14 (31.8%) 0.186
>30, n (%) 22 (57.9%) 2(11.1%) 24 (54.6% ) ¥
NS
Cinsiyet
Erkek, n (%) 16 (42.1%) 8 (44.4%) 16 (36.4%) 0.891
Kadm, n (%) 22 (57.9%) 10 (55.6%) 28 (63.6 %) ¥
NS

n: vaka sayisi; SD: standart sapma; T: Anova testi; ¥: Ki-kare testi; NS: P'de anlamli
degil <0.05.

d) Bakteriyel biyofilm olusumu enfeksiyonu olan hastalarda ikamet yerine gore
ARMS-PCR bulgularmin karsilastirilmasi

Idrar yolu enfeksiyonu olan hastalarin ikametgah 6zelliklerinin ARMS-PCR sonuglarina
gore frekans dagilimimin karsilastirilmas: Cizelge 4.11'de gosterilmistir. Mevcut
sonuglar, ikametgah ile ARMS-PCR sonuglar1 arasinda anlamli bir iliski olmadigimni

gostermektedir (p = 0.166).
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Cizelge 4.11 ARMS-PCR sonuglarina gore bakteriyel biyofilm olusumu enfeksiyonu

olan hastalarin ikamet siklig1 dagiliminin karsilastirilmasi

Karakteristik TT genotipi TC genotipi CC genotipi P
n=38 n=18 n=44
Ikamet
Kentsel, n (%) 28 (73.6% ) 12 (66.7%) 20 (45.5%) 0.166
Kirsal, n (%) 10 (26.4%) 6 (33.3 %) 24 (54.5 %) ¥
NS

n: vaka sayisi; ¥: Ki-kare testi; NS: P'de anlaml1 degil <0.05.

e) Bakteri tiirlerine gore genotip frekans dagilim

Genotipin bakteri tiirlerine gore frekans dagilimi Cizelge 4.12°de gosterilmistir. Mevcut
sonugclar, bakteri tiirleri ile ARMS-PCR sonuglar1 arasinda anlamli bir iligski olmadigini

gostermektedir (p = 0.925).

Cizelge 4.12 Genotip frekans dagiliminin bakteri tiirlerine gore karsilagtiriimasi

Bakteriyel tiirler P
Karakteristik E. coli S. S. K. pnémoni | P. mirabilis
epidermidis aureus
Genotip
TT,n (%) | 16 (44.4%) 6 (27.3%) 4 (33.3%) 4 (28.6%) 8 (50.0%)
TC, n (%) 4 (11.2%) 4 (18.2%) 2 (16.7%) 4 (28.6%) 4 (25.0%) 0.925
CC,n (%) | 16 (44.4%) | 12 (54.5%) 6(50.0 %) | 6 (42.8%) 4 (25.0%) ¥
NS

n: vaka sayist; ¥: ki-kare testi; NS: p > 0.05'te anlamli olmayan

4.6 Biyofilm Olusum Genlerinin DNA Dizi Analizi

DNA dizileme yontemi, NCBI-Genbank ile iliskili suslarla karsilagtirilan iiropatojen
bakteri izolatlarindaki biyofilm olusum genlerindeki genetik iliskileri ve varyasyon
analizini tanimlamak i¢in kullanilmistir. Filogenetik aga¢ analizi, liropatojenik bakteri
izolatlarindaki biyofilm olusum genlerinin genetik iliskilerini ve varyasyonlarini
aragtirmistir. Analiz edilen genler Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, Proteus mirabilis, Staphylococcus epidermidis'ten icaA, fimH,
MrpA'dir.
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Staphylococcus aureus izolatlar1 (IQN.1-IQN.3) NCBI-Genbank'taki referans suslarla
yiiksek homoloji dizisi 6zdesligi (%99,75) ve minimal genetik varyasyonlarla (%0,25)
yakin iligkiler gostermistir. Klebsiella pneumoniae izolatlar1 (IQN.1-IQN.3) NCBI-
Genbank'taki referans suslarla yiiksek homoloji dizisi 6zdesligi (%98,01 ila %98,03
arasinda degisen) ve minimal genetik varyasyonlarla (%1,97 ila %1,99) yakin iliskiler

gostermistir.

Escherichia coli izolatlar1 (IQN.1-IQN.3) NCBI-Genbank'taki referans suslarla yiiksek
homoloji dizisi 06zdesligi (%98,77 ile %99,18 arasinda) ve minimal genetik
varyasyonlarla (%0,82 ile %1,33 arasinda) yakin iliskiler gostermistir. Proteus mirabilis
izolatlar1 (IQN.1-IQN.3) NCBI-Genbank'taki referans suslarla yiiksek homoloji dizisi
0zdesligi (%99,72) ve minimal genetik varyasyonlarla (%0,28) yakin iligkiler
gostermistir. Staphylococcus epidermidis izolatlar1 (IQN.1-IQN.3) NCBI-Genbank'taki
referans suslarla yiiksek homoloji dizisi 6zdesligi (%99,22 ile %99,74 arasinda degisen)
ve minimal genetik varyasyonlarla (%0,26 ile %0,78 arasinda) yakin iligkiler

gostermistir.

Son olarak analiz, iiropatojenik bakteri izolatlarnin NCBI-Genbank'taki referans
suslarla yiiksek homoloji gosterdigini ve yakin bir iliski oldugunu ortaya koymustur.
Gozlenen genetik varyasyonlar minimal genetik varyasyonlardir(Sekil 4.18, Sekil 4.19,
Sekil 4.20, Sekil 4.21, Sekil 4.22, Sekil 4.23, Sekil 4.24, Sekil 4.25, Sekil 4.26, Sekil
4.27) (Cizelge 4.13, Cizelge 4.14, Cizelge 4.15, Cizelge 4.16, Cizelge 4.17).
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DNA Sequences Translated Protein Sequences

SmclwAbbN A‘RftI“R‘RftI‘f‘RffI‘t‘R‘Rfttf%ffttiffttitfttf%fft

1. Staphylococcus aureus IQN.1 isolate (ica) gene
2. Staphylococcus aureus IQN.2 isolate (ica) gene
3. Staphylococcus aureus IQN 3 isolate (ica) gene
4 GU471757 1 Staphylococcus aureus strain 32
5. GU4T1756.1 Staphylococcus aureus strain 5

6. AF086783.1 Staphylococcus aureus

7. ON500665.1 Staphylococcus aureus strain RM3

Speues"Abbw T et e e e Gt el R e e e e M R el

1. Staphylococcus aureus IQN.1 isolate (ica) gene
2. Staphylococcus aureus IQN.2 isolate (ica) gene
3. Staphylococcus aureus IQN 3 isolate (ica) gene
4.GU4T71757 1 Staphylococcus aureus strain 32
5. GU471756.1 Staphylococcus aureus strain 5

6. AF086783.1 Staphylococcus aureus

7. ON500665.1 Staphylocaccus aureus strain RM3

SpeciesiAbbry Al [ e [e e e e e 5]
1. Staphylococcus aureus IQN 1 isolate (ica) gene
2. Staphylococeus aureus IQN.2 isolate (ica) gene
3. Staphylococcus aureus IQN 3 isolate (ica) gene
4. GU4T1757 1 Staphylococcus aureus strain 32
5. GU471756.1 Staphylococcus aureus strain 5

6. AF0B6783 1 Staphylococcus aureus

7. ON300665.1 Staphylococcus aureus strain RM3

Species/Abbrv

1. Staphylococcus aureus IQN.1 isolate (ica) gene
2. Staphylococcus aureus [N 2 isolate (ica) gene
3. Staphylococcus aureus IQN.3 isolate (ica) gene
4.GUA4T1757 1 Staphylococcus aureus strain 32
5. GUA4T1756.1 Staphylococcus aureus strain 5

6. AF086763.1 Staphylococcus aureus

7. ON500665.1 Staphylococcus aureus strain RM3

Sekil 4.18 Yerel Staphylococcus aureus 1Q izolatlarinda ve NCBI-Genbank ile iliskili
izolatlarda hiicreler arasi yapisma proteini (icaA) geninin ¢oklu dizi
hizalama analizi. Coklu hizalama analizi (ClustalW hizalama araci.
Cevrimigi) kullanilarak yapilmistir. Bu hizalama analizi, niikleotid hizalama
benzerligini (*) olarak ve izolatlar arasinda hiicreler arasi yapisma proteini
(icaA) genindeki siibstitiisyon (nokta) mutasyonlarini géstermistir.
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Staphylococcus aureus IQN.1izolati (ica) geni

GU471757.1 Staphylococcus aureus susu 32

Staphylococcus aureus IQN.3 izolati (ica) geni

Staphylococcus aureus IQN.2 izolati (ica) geni

GU471756.1 Staphylococcus aureus susu 5

AF086783.1 Stafilokok aureus

ON500665.1 Staphylococcus aureus susu RM3

Sekil 4.19 Genetik iliski analizi igin kullanilan yerel Staphylococcus aureus 1Q
izolatlarinda hiicreler arasi adezyon proteini (icaA) gen kismi dizisine
dayali filogenetik aga¢ analizi. Filogenetik aga¢, (MEGA 6.0
versiyonunda) Aritmetik Ortalama ile Agirliklandirilmamis Cift Grup
yontemi (UPGMA agaci) kullanilarak olusturulmustur. Staphylococcus
aureus IQ izolatlarimin (IQN.1-IQN3) NCBI-BLAST Staphylococcus
aureus sus 32 (GU471757.1) ile toplam genetik degisikliklerde (%0.0060-
0.0010) kapal1 iliskili oldugu gosterilmistir.
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DNA Sequences Translated Protein Sequences

Species/Abby NIBE x|a|x|x|x| =] | ] =] [2]|%| [2]=| [=|2|]x|x||=|x] |2|%] [z|%] |#]«
1. Klebsiella pneumaniae [QN.1 isolate fimH gene

2. Klebsiella pneumoniae IQN.2 isolate fimH gene

3 Klebsiella pneumoniae IQN.3 isolate fimH gene

4 EU327536.1 Klebsiella pneumoniae strain TOPS2
9. KX842081.1 Klebsiella pneumoniae strain YZ

6. FJ483553.1 Klebsiella pneumoniae isolate cas122

Species/Abbrv

1. Klebsiella pneumoniae IQN.1 isolate fimH gene

2 Klebsiella pneumoniae IQN.2 isolate fimH gene

3. Klebsiella pneumoniae IQN.3 isolate fimH gene

4 EU327536.1 Klebsiella pneumoniae strain TOP52
5. KX842081.1 Klebsiella pneumoniae strain YZ

6. FJ483553 1 Klebsiella pneumaoniag isolate cas122

Species/Abbrv

1. Klebsiella pneumoniae IQN. 1 isolate fimH gene

2. Klebsiella pneumoniae IQN.2 isolate fimH gene

3. Klebsiella pneumoniae IQN. 3 isolate fimH gene

4. EU327536.1 Klebsiella pneumoniae strain TOP52
5. KX842081.1 Klebsiella pneumoniae strain YZ

6. FJ463553.1 Klebsiella pneumaniae isolate cas122

Species/Abbrv

1. Klebsiella pneumoniae IQN 1 isolate fimH gene
2. Klebsiella pneumoniae IQN.2 isolate fimH gene

3. Klebsiella pneumoniae IQN 3 isolate fimH gene
4 EU327536.1 Klebsiella pneumoniae strain TOP52
5. KX842061.1 Klebsiella pneumoniae strain YZ

6. FJ483553 1 Klebsiella pneumoniae isolate cas122

Species/Abbrv

1. Klebsiella pneumoniae IQN. 1 isolate fimH gene
2 Klebsiella pneumaniae IQN.2 isolate fimH gene
J. Klebsiella pneumoniae 1QN 3 isolate fimH gene
4 EU327536.1 Klebsiella pneumoniae strain TOPA2
5. KX842081.1 Klebsiela pneumoniae strain YZ
6. FJ483553.1 Klebsiela pneumonia isolate cas122

Sekil 4.20 Yerel Klebsiella pneumoniae IQ izolatlarinda ve NCBI-Genbank iligkili
izolatlarda fimbrial adhesin (fimH) geninin ¢oklu dizi hizalama analizi.
Coklu hizalama analizi (ClustalW hizalama araci. Cevrimigi) kullanilarak
yapilmistir. Bu hizalama analizi, niikleotid hizalama benzerligini (*) olarak
ve izolatlar arasinda fimbrial adhezin (fimH) genindeki siibstitiisyon
mutasyonlarini gostermistir.
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—— ‘ Klebsiella pneumoniae IQN.1izolati fimH geni

— ‘ Klebsiella pneumoniae IQN.2 izolati fimH geni

E— A Klebsiella pneumoniae IQN.3 izolati fimH geni

EU327536.1 Klebsiella pneumoniae susu TOP52

KX842081.1 Klebsiella pneumoniae susu YZ

FJ483553.1 Klebsiella pneumoniae izolati cas122

Sekil 4.21 Genetik iligki analizi ig¢in kullanilan yerel Klebsiella pneumoniae 1Q
izolatlarinda fimbrial adezin (fimH) gen kismi dizisine dayali filogenetik
agac analizi. Filogenetik aga¢ (MEGA 6.0 versiyonunda) Aritmetik
Ortalama ile Agirliklandirilmamis Cift Grup yontemi (UPGMA agaci)
kullanilarak olusturulmustur. Klebsiella pneumoniae IQ izolatlarinin
(IQN.1-IQN3) NCBI-BLAST Klebsiella pneumoniae susu TOP52
(EU327536.1) ile toplam genetik degisikliklerde (%0.02-0.01) kapali
iligkili oldugu gosterilmistir.
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DNA Sequences Translated Protein Sequences

SpeUeSiAbbW AN NN NN A N M e M M M e M M M M L M M I R R

1. Escherichia coli IQN.1 isolate fimH gene
2. Escherichia coli IQN.2 isolate fimH gene
3. Escherichia coli IQN.3 isolate fimH gene
4 JX847135.1 Escherichia coli strain MM

5. JF289169.1 Escherichia coli sfrain ATCC
6. AY392527 1 Escherichia coli clone P5
7. AY392526.1 Escherichia coli clone P4
8. AY392525.1 Escherichia coli clone P2

Species/Abbrv Al*
1. Escherichia coli IQN.1 isolate fimH gene
2. Escherichia coli IQN.2 isolate fimH gene
3. Escherichia coli IQN.3 isolate fimH gene
4 JX847135.1 Escherichia coli strain MM

5. JF289169.1 Escherichia coli strain ATCC
6. AY392527 1 Escherichia coli clone P5

7. AY392526.1 Escherichia coli clone P4

8. AY392525 1 Escherichia coli clone P2

Species/Abbrv

1. Escherichia coli IQN.1 isolate fimH gene
2. Escherichia coli IQN 2 isolate fimH gene
3. Escherichia coli IQN 3 isolate fimH gene
4. JX847135.1 Escherichia coli strain MM
9. JF269169.1 Escherichia coli strain ATCC
6. AY392527 1 Escherichia coli clone P5
1.AY392526.1 Escherichia coli clone P4
8. AY392525 1 Escherichia coli clone P2

Species/Abb ale e[ (e[ =] = [ e = = = = [e = = < <[ [ ] =] =
1. Escherichia coli IQN 1 isolate fimH gene
2. Escherichia coli IQN 2 isolate fimH gene
3. Escherichia coli IQN 3 isolate fimH gene
4.JX847135.1 Escherichia coli strain MM

9. JF269169.1 Escherichia coli strain ATCC
6. AY392527 1 Escherichia coli clone P5
1. AY392526.1 Escherichia coli clone P4
8. AY392525.1 Escherichia coli clone P2

Species/AbbV Al e e s [e [ 2 e o] =
1. Escherichia coli IQN.1 isolate fimH gene
2. Escherichia coli ION.2 isolate fimH gene
3. Escherichia coli IQN.3 isolate fimH gene
4.JX847135.1 Escherichia coli strain MM

9. JF269169.1 Escherichia coli strain ATCC
6. AY392527 1 Escherichia coli clone P&
1. AY392526.1 Escherichia coli clone P4
8. AY392525.1 Escherichia coli clone P2

Sekil 4.22 Yerel Escherichia coli 1Q izolatlar1 ve NCBI-Genbank iliskili izolatlarda
fimbrial adhesin (fimH) geninin ¢oklu dizi hizalama analizi. Coklu hizalama
analizi (ClustalW hizalama araci. Cevrimi¢i) kullanilarak yapilmistir. Bu
hizalama analizi, izolatlar arasinda fimbrial adezin (fimH) genindeki
niikleotid hizalama benzerligini (*) ve ikame mutasyonlarini gdstermistir.
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—— A Escherichia coli IQN.1 fimH genini izole eder

—_— ‘ Escherichia coli IQN.3 fimH genini izole eder

_— A Escherichia coli IQN.2 fimH genini izole eder

JF289169.1 Escherichia coli susu ATCC

JX847135.1 Escherichia coli susu MM 1856

AY392526.1 Escherichia coli klonu P4

AY392527.1 Escherichia coli klonu P5

AY392525.1 Escherichia coli klonu P2

1 |
T o 1

Sekil 4.23 Genetik iligki analizi i¢in kullanilan yerel Escherichia coli 1Q izolatlarinda
fimbrial adhesin (fimH) gen kismi dizisine dayali filogenetik aga¢ analizi.
Filogenetik agac (MEGA 6.0 versiyonunda) Aritmetik Ortalama ile
Agirliklandirilmamis Cift Grup yontemi (UPGMA agaci) kullanilarak
olusturulmustur. Escherichia coli 1Q izolatlarinin (IQN.1-IQN3) NCBI-
BLAST Escherichia coli susu ATCC (JF289169.1) ile toplam genetik
degisikliklerde (9%0.01) kapali iligkili oldugu gosterilmistir.
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DNA Sequences Translated Protein Sequences

SpeciesiAbbIv allelele e[ [ e e e e[ e e e e e[ [ [ e e e[ [ e e e e[ 2] 2
1. Proteus mirabilis IQN.1 isolate MrpA gene
2. Proteus mirabilis IQN 2 isolate MrpA gene
3. Proteus mirabilis IQN.3 isolate MrpA gene
4. MT294145.1 Proteus mirabilis strain DP7
5. MT294144 1 Proteus mirabilis strain DP§
6. MT294143.1 Proteus mirabilis strain DP9
1. CP046048 1 Proteus mirabilis strain HN2p

Species/Abbiv Al EFLELE
1. Proteus mirabilis IQN.1 isolate MrpA gene
2. Proteus mirabilis IQN 2 isolate MrpA gene
3. Proteus mirabilis IQN.3 isolate MrpA gene
4 MT294145.1 Proteus mirabils strain DP7
5. MT294144 1 Proteus mirabilis strain DP§
6. MT294143 1 Proteus mirabilis strain DP9
1.CP046048 1 Prateus mirabilis strain HN2p

Species/Abbrv AT
1. Proteus mirabilis IQN.1 isolate MrpA gene
2. Proteus mirabilis IQN.2 isolate MrpA gene
3. Proteus mirabilis IQN.3 isolate MrpA gene
4 MT294145.1 Proteus mirabilis strain DP7
5. MT294144 1 Proteus mirabilis strain DP8
6. MT294143.1 Proteus mirabilis strain DP9
T.CP046048 1 Proteus mirabilis strain HN2p

Species/Abbrv all=[ =[] [ ][+ ]*
1. Proteus mirabilis IQN.1 isolate MrpA gene
2. Proteus mirabilis IQN 2 isolate MrpA gene
3. Proteus mirabilis IQN.3 isolate MrpA gene
4. MT294145 1 Prateus mirabilis strain DP7
5. MT294144 1 Proteus mirabilis strain DP8
6. MT294143.1 Proteus mirabilis strain DP9
1. CP046048.1 Proteus mirabilis strain HN2p

Species/Abbrv Al T el el [ o e e [ e[ [ e [ o e e o e e e o] o
1. Proteus mirabilis IQN. 1 isolate MipA gene
2. Proteus mirabilis IQN.2 isolate MrpA gene
3. Proteus mirabilis QN 3 isolate MrpA gene
4. MT294145 1 Proteus mirabilis strain DP7
5. MT294144.1 Proteus mirabilis strain DP8
6. MT294143 1 Proteus mirabilis strain DP9
1.CP046048.1 Proteus mirabilis strain HN2p

Sekil 4.24 Yerel Proteus mirabilis 1Q izolatlarinda ve NCBI-Genbank ile iliskili
izolatlarda fimbria major alt birim (MrpA) geninin ¢oklu dizi hizalama
analizi. Coklu hizalama analizi (ClustalW hizalama araci. Cevrimici)
kullanilarak yapilmistir. Bu hizalama analizi, niikleotid hizalama
benzerligini (*) olarak ve izolatlar arasinda fimbria major subunit (MrpA)
genindeki substitiisyon mutasyonlarini gdstermistir.
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Proteus mirabilis IQN.3, MrpA genini izole eder

MT294145.1 Proteus mirabilis susu DP7

Proteus mirabilis IQN.1, MrpA genini izole eder

— Proteus mirabilis IQN.2, MrpA genini izole eder

CP046048.1 Proteus mirabilis susu HN2p

MT294144.1 Proteus mirabilis susu DP8

MT294143.1 Proteus mirabilis susu DP9

1 1 1 l ]
T T L T 1

0,0020 0,0010 0.0000

Sekil 4.25 Genetik iliski analizi i¢in kullanilan yerel Proteus mirabilis IQ izolatlarinda
fimbria major subunit (MrpA) gen kismi sekansina dayali filogenetik agac
analizi. Filogenetik aga¢ (MEGA 6.0 versiyonunda) Aritmetik Ortalama ile
Agirliklandirilmamis Cift Grup yontemi (UPGMA agaci) kullanilarak
olusturulmustur. Proteus mirabilis 1Q izolatlarmin (IQN.1-IQN3) NCBI-
BLAST Proteus mirabilis susu DP7 (MT294145.1) ile toplam genetik
degisikliklerde (%0.0040-0.0010) kapali iliskili oldugu gosterilmistir.
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DNA Sequences Translated Protein Sequences

SpecleyAbbW AFIE R R E R R KRR E E R X F R X F R XX R XK E K KR KK R K EE RN F R %

1. Staphylococcus epidermidis IQN. 1 isolate (icaA) gene

2. Staphylococcus epidermidis IQN 2 isolate (icaA) gene

3. Staphylococcus epidermidis IQN.3 isolate (icaA) gene
4.DQ846812.1 Staphylococcus epidermidis strain YT-16%a
5 DQ846811 1 Staphylococcus epidermidis strain YT-50

6. U43366.1 Staphylococcus epidermidis

Spemes,'Abbw A:t:tttt:tttt:ttttttttttttttttttttttttttttt

1. Staphylococcus epidermidis IQN.1 isolate (icaA) gene

2. Staphylococcus epidermidis IQN.2 isolate (icaA) gene

3. Staphylococcus epidermidis IQN 3 isolate (icaA) gene

4 DQB846812.1 Staphylococcus epidermidis strain YT-169a
5. DQ646811.1 Staphylococcus epidermidis strain YT-50

6. U43366.1 Staphylococcus epidermidis

Species/Abbrv ALFLERFLELEL
1. Staphylococeus epidermidis IQN.1 isolate (icad) gene

2. Staphylococcus epidermidis IQN.2 isolate (icaA) gene

3. Staphylococeus epidermidis IQN.3 isolate (icaA) gene

4 DQB46812.1 Staphylococcus epidermidis strain YT-169a
5. DQ846811.1 Staphylococcus epidermidis strain YT-50

6. U43366.1 Staphylococcus epidermidis

Species/Abbrv

1. Staphylococcus epidermidis ION 1 isolate (icaA) gene
2. Staphylococcus epidermidis IQN 2 isolate (icaA) gene
3. Staphylococcus epidermidis IQN 3 isolate (icaA) gene
4 D0846612 1 Staphylococcus epidemidis strain YT-16%
5. 00646811 1 Staphylococcus epidemidis strain YT-50
6. U43366.1 Staphylococcus epidermidis

Species/Abbrv

1. Staphylococcus epidermidis IQN. 1 isolate (icaA) gene
2. Staphylococcus epidermidis IQN 2 isolate (icaA) gene
3. Staphylococcus epidermidis IAN.3 isolate (icaA) gene
4 DQ846812.1 Staphylococcus epidermidis strain YT-169a
5. DQ846811.1 Staphylococcus epidermidis strain YT-50
6. U43366.1 Staphylococcus epidermidis

Sekil 4.26 Yerel Staphylococcus epidermidis IQ izolatlarinda ve NCBI-Genbank ile
iligkili izolatlarda hiicreler arasi yapisma proteini (icaA) geninin ¢oklu dizi
hizalama analizi. Coklu hizalama analizi (ClustalW hizalama arac1.
Cevrimigi) kullanilarak yapilmistir. Bu hizalama analizi, izolatlar arasinda
hiicreler arasi1 yapigsma proteini (icaA) genindeki niikleotid hizalama
benzerligini (*) ve siibstitiisyon mutasyonlarini gostermistir.
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\ Staphylococcus epidermidis IQN.1 izolati (icad) geni

Staphylococcus epidermidis IQN.3 izolati (icaA) geni

DGE46811.1 Staphylococcus epidermidis susu YT-50

— Staphylococcus epidermidis IGN.2 izolati (icad) geni

U43366.1 Stafilokok epidermidis

DO846812.1 Staphylococcus epidermidis susu YT-16%a

1
0.0000

Sekil 4.27 Genetik iliski analizi i¢in kullanilan yerel Staphylococcus epidermidis 1Q
izolatlarinda hiicreler arasi adezyon proteini (icaA) gen kismi dizisine dayal
filogenetik aga¢ analizi. Filogenetik agac (MEGA 6.0 versiyonunda)
Aritmetik Ortalama ile Agirliklandirilmamis Cift Grup yontemi (UPGMA
agaci) kullanilarak olusturulmustur. Staphylococcus epidermidis 1Q
izolatlariin (IQN.1-1QN3) NCBI-BLAST Staphylococcus epidermidis susu
YT-50 (DQ846811.1) ile toplam genetik degisikliklerde (%0.0030-0.0010)
kapali iliskili oldugu gosterilmistir.

Cizelge 4.13 NCBI-BLAST Yerel Staphylococcus aureus IQ izolatlarindaki hiicreler
arast adezyon proteini (icaA) geni ile NCBI-Genbank kapali ilgili izolat
arasindaki homoloji dizisi 6zdesligi

Yerel izolat Erisim Homoloji dizisi 6zdesligi (%)
numarasi Mutasyon | Genetik Varyasyon % | Toplam Kimlik (%)

Staphylococcus KLIMA 0.25% 99.75%
aureus IQN.1

Staphylococcus TIA 0.25%

aureus IQN.2 99.75%
Staphylococcus KLIMA 0.25% 99.75%
aureus IQN.3
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Cizelge 4.14 NCBI-BLAST Yerel Klebsiella pneumoniae IQ izolatlarindaki fimbrial
adezyon (fimH) geni ile NCBI-Genbank kapal:i ilgili izolat arasindaki

homoloji dizisi 6zdesligi

Yerel izolat Erisim Homoloji dizisi 6zdesligi (%)
numarast Mutasyon Genetik Toplam Kimlik
Varyasyon % (%)

K. pneumoniae IQN.1 GIT, TIC, CIT, GIC, 1.99% 98.01%
CIT, AIG, AIG

K. pneumoniae GIT, TIC, CIT, GIC, 1.97% 98.03%
IQN.2 CIT, AIT, AIG

K. pneumoniae GIT, T/C, CIT, GIC, 1.97% 98.03%
IQN.3 CIT, AIT, AIG

Cizelge 4.15 NCBI-BLAST Yerel Escherichia coli IQ izolatlarindaki fimbrial adhesin
(fimH) geni ile NCBI-Genbank kapali ilgili izolat arasindaki homoloji

dizisi 6zdesligi

Yerel izolat Erisim Homoloji dizisi 6zdesligi (%)
numarasi Mutasyon Genetik Toplam Kimlik
Varyasyon % (%)
E. coli IQN.1 TIA, TIC, TIG 1.33% 98.77%
E. coli IQN.2 TIA, TIC, TIG 1.33% 98.77%
E. coli IQN.3 TIA TIG 0.82% 99.18%

Cizelge 4.16 NCBI-BLAST Yerel Proteus mirabilis IQ izolatlarindaki fimbria major alt
birimi (MrpA) geni ile NCBI-Genbank kapali ilgili izolat arasindaki

homoloji dizisi 6zdesligi

Yerel izolat Erisim Homoloji dizisi 6zdesligi (%)
numarast Mutasyon Genetik Toplam Kimlik (%)
Varyasyon %
P. mirabilis IQN.1 CIT 0.28% 99.72%
P. mirabilis IQN.2 G/A 0.28% 99.72%
P.mirabilis IQN.3 CIT 0.28% 99.72%

Cizelge 4.17 NCBI-BLAST Yerel Staphylococcus epidermidis IQ izolatlarindaki
hiicreler arast adezyon proteini (icaA) geni ile NCBI-Genbank kapali

ilgili izolat arasindaki homoloji dizisi 6zdesligi

Yerel izolat Erisim Homoloji dizisi 6zdesligi (%)
numarasi Mutasyon Genetik Toplam Kimlik (%)
Varyasyon %
S. epidermidis IQN.1 AIG 0.26% 99.74%
S. epidermidis IQN.2 TIC, AIG, GIT 0.78% 99.22%
S. epidermidis IQN.3 AIG 0.26% 99.74%
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5. TARTISMA VE SONUC

Irak/Thi-Qar Sehir Hastanesi’nde enfeksiyon hastalarinda yapilan ¢alismada, bakteriyel
biyofilm olusumu ve hastalarin TLR4 gen polimorfizmlerinin iligkisi (TLR4 rs
10759932, TLR4 rs 12377632 fonksiyonel polimorfizmleri) incelenerek, bakterilerin
biyofilm olusumu ve enfeksiyon nedenlerinin gelismesine yatkinlik arasindaki iligki

arastirilmastir.

Bakteriyel biyofilm olusumu, saglik hizmetlerinde ve ¢evrede ¢esitli sorunlara yol agan
kritik bir siiregtir (Zhao vd. 2023). Yiizeylere yapisan bakteri topluluklari olan
biyofilmler, antibiyotiklere ve konak¢1 bagisiklik tepkilerine karst yiliksek direng
gostererek kronik ve hastane enfeksiyonlarmma yol agmaktadir (Sharma vd. 2023).
Biyofilm olusumu bakteriyel baglanma ile baslar, bunu cogalma ve olgunlasma takip
eder ve antimikrobiyal ajanlara kars1 direncin artmasina yol acar. Bu biyofilmler bariyer
gorevi gorerek enfeksiyonlarin tedavisini zorlastirir ve enfeksiyonlarin kaliciligina
katkida bulunur (Khan vd. 2021). Bakteriyel biyofilm olusumuyla iligkili enfeksiyonlar,
saglik hizmeti ortamlarinda 6nemli bir zorluk teskil etmektedir (Mendhe vd. 2023).
Ozellikle, biyofilm iireten izolatlar, biyofilm iiretmeyenlere kiyasla daha fazla ¢oklu ilag
direnci gostermekte ve MRSA ve P. aeruginosa gibi gruplarin gelisimine katkida
bulunmaktadir (Pokharel vd. 2022). Biyofilm olusum mekanizmalarini anlamak,
biyofilmle iliskili enfeksiyonlarla miicadele etmek i¢in etkili tespit yontemleri ve

alternatif tedaviler gelistirmek igin ¢ok 6nemlidir.

Mevcut sonuglar, 6rneklerin 100'iniin (%40,0) bakteriyel biyofilm olusumu agisindan
pozitif oldugunu géstermektedir. Orneklerin %40,0'min bakteriyel biyofilm olusumu
acisindan pozitif oldugunu belirten Agarwal vd. (2022)’nin sonuglariyla benzerlik
gostermektedir. Irak'ta bakteriyel biyofilm olusumunun 6nemli 6l¢iide yaygin oldugunu
gbsteren ¢esitli arastirmalar bulunmaktadir. Ornegin Bagdat'taki farkli klinik
kaynaklardan elde edilen Acinetobacter baumannii izolatlar1 iizerinde yapilan bir
calisma, test edilen izolatlarin %80'inin giiclii biyofilm tiiretimi gdsterdigini ortaya
koymustur (Abdulhussein ve Mahdi 2023). Ayrica, Salahadin vilayetinde yapilan bir

calismada, Kongo kirmizisi agar yontemiyle izolatlarin %81,3'linilin biyofilm olusturucu
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oldugu bulunmustur (Naji ve Awadh 2022). Genel olarak, veriler Irak'ta bakteriyel
biyofilm olusumunun yiiksek prevalansina isaret etmekte olup, farkli bakteri tiirleri ve
klinik kosullar arasinda %50 ila %100 arasinda degisen oranlar s6z konusudur.
Ozellikle, biyofilm iiretiminin izolatlarin 6nemli bir kisminda ¢oklu ila¢ direncine
katkida bulundugu ve klinik ortamlarda ciddi bir zorluk olusturdugu goriilmistiir.
Bulgular, uygun antibiyotik tedavisine rehberlik etmek ve c¢oklu ilaca direncli
bakterilerin artan prevalansini ele almak i¢in klinik laboratuvarlarda biyofilm

olusumunun izlenmesinin 6nemini vurgulamaktadir (Gedefie vd. 2023).

Bakteriyel biyofilmler, &zellikle idrar yolu enfeksiyonlar1 (IYE) gibi enfeksiyonlar
baglaminda, yaslh hastalarda yaygindir (Perry ve Tan 2023). Bakteriyel biyofilmi pozitif
olan hastalarin yas ortalamasi 28,24 + 8,51 iken kontrol grubunun yas ortalamasi 25,64 +
6,17'dir. Hastalar ile kontrol grubu arasinda yas ortalamasi agisindan anlamli bir fark
yoktur (P = 0,083). Ote yandan, mevcut sonuglar, bu ¢alismaya katilan pozitif bakteriyel
biyofilm 48 (%48.0) hastalarinin ¢cogunun 30 yas iistii grupta yer aldigini1 gostermektedir.
Mevcut sonuglar, bakteriyel biyofilmin yasli hastalarda daha yaygin oldugunu
gostermektedir ve biyofilmlerin yash bireyleri etkileyen gesitli enfeksiyonlarda énemli
bir rol oynadigini gosteren ¢esitli calismalarla tutarhidir (Yeo vd. 2018, Zhang vd. 2016).
Oumer vd. (2021), kalici triner kateteri olan yasli hastalardan alinan numunelerin
%80'inin mikroorganizmalar acisindan pozitif oldugunu ve yiiksek bir kisminin biyofilm
tireterek kalic1 enfeksiyonlara yol agabildigini tespit etmistir. Ayrica, kalici kateteri olan
kronik geriatrik hastalar iizerinde yapilan bir ¢alismada, biyofilm iiretebilen yiiksek
oranda Gram-negatif mikroorganizma bulunmus ve yeni antimikrobiyal ajanlara duyulan
ihtiya¢ vurgulanmistir (Cangui-Panchi vd. 2022). Geriatrik hastalar, azalan bagisiklik
sistemi nedeniyle daha yiiksek bir prevalansa sahip olabilir (Schrank ve Branch-Elliman
2017).

Bakteriyel biyofilm olusumunun yaygmlhigi, farkli tibbi durumlar arasinda cinsiyete
dayal1 tutarl bir tercih gostermemektedir. Kateterle iliskili idrar yolu enfeksiyonlar1 (CA-
UTI) tizerine yapilan g¢alismalar, kadin cinsiyetin idrar sondalarinda artmis biyofilm
olusumu riskiyle iliskili oldugunu gostermektedir (Sengupta vd. 2022). Mevcut sonuglar,
bu calismaya kaydedilen pozitif bakteriyel biyofilmli hastalarin 60'inin (%60,0) kadin
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oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar, kadin cinsiyetin biyofilm olusumuyla iligkili risk
faktorii oldugunu ve dolayisiyla CAUTI riskini belirledigini 6ne siiren Gunardi vd.

(2021) ile uyumludur.

Bakteriyel biyofilmler, farkli ¢evresel kosullara bagli olarak kentsel ve kirsal alanlarda
degisen yayginlik gostermektedir. Mevcut calisma, bakteriyel biyofilmli hastalarin
60'nm (%60,0) kentsel alanlardan geldigini gostermektedir. Bu nedenle kentsel
alanlardan gelen hastalarda en c¢ok bakteriyel biyofilm goriilmesi, antibiyotik direng
genlerinin (ARG'ler) yayilmasi ve biyofilm olusumu i¢in bir sicak nokta olarak hastane
atik suyunun varligina bagli olabilir (Buelow vd. 2023). Calismamiz, bakteriyel biyofilm
prevalansinin kentsel alanlarda kirsal alanlara kiyasla daha yiiksek oldugunu tespit eden
Widyarman vd. (2021) ile tutarhdir. Kentsel ortamlarda, c¢alismalar kentlesmenin
bakteriyel ¢esitlilik ve topluluk kompozisyonunda degisimlere neden oldugunu ve kentsel
alanlarda kirsal alanlara gore daha yiiksek bakteriyel ¢esitlilige yol actigini géstermistir
(Gao vd. 2023). Ayrica, kentsel Birinci Basamak Saglik Hizmeti Merkezlerinin (BSHM)
kirsal BSHM'lere kiyasla daha yiiksek bakteriyel hava kaynakli kontaminasyona sahip
oldugu ve drnekleme alanlarinin ¢ogunun kentsel ortamlarda daha yiiksek bakteri yiikii
gosterdigi bulunmustur (Monteiro vd. 2021). Bu bulgular, kentsel alanlarin, potansiyel
olarak artan insan aktivitesi, niifus yogunlugu ve kentlesmeyle iliskili ¢evresel kosullar
gibi faktorler nedeniyle daha yiiksek bir bakteriyel biyofilm prevalansi barindirdigini

gostermektedir.

Calisgmamizda, bakteriyel biyofilm prevalansinin gram-negatif bakterilerde gram-pozitif
bakterilere kiyasla daha yiiksek oldugunu gostermektedir (66 (%66,0) vs 34 (%34,0).
Gram-negatif bakterilerin, antimikrobiyal ajanlara ve konakg¢i bagisiklik tepkilerine
kars1 bir savunma mekanizmasi olarak biyofilm olusturduklari ve bu sayede varliklarin
stirdiirerek tekrarlayan enfeksiyonlara neden olduklari bilinmektedir (Ruhal ve Kataria
2021). Gram-negatif bakteriler, gram-pozitif bakterilere kiyasla daha sik biyofilm
olusturma egilimindedir. Bu durum biiyiikk 06lglide hiicre duvart yapilarnt ve
bilesimlerindeki farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Gram-negatif bakteriler, ek koruma
ve esneklik saglayan bir dis zara sahiptir ve bu da onlar ¢esitli ortamlarda biyofilm

olusturma konusunda daha becerikli hale getirir. Ayrica, gram-negatif bakteriler
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genellikle biyofilm olusumuna yardimci olan pili ve fimbriae gibi yapiskan yapilara
sahiptir (Pompilio vd. 2021). Buna karsilik, Kkateterle iligkili idrar yolu
enfeksiyonlarinda (CAUTI) gram-pozitif bakteriler daha diisiik biyofilm olusum
oranlart gostermistir; gram- pozitif koklarin %84,8'i ve gram-negatif basillerin %89,2'si
biyofilm olusturmaktadir (Pokharel vd. 2022).

Calismamizin sonuglar1 biyofilm igeren bakteriyel izolatlarin tiir dagilimi, 36 (%36.0)
E. coli, 22 (%22.0) S. epidermidis, 12 (%12.0) S. aureus, 16 (%16.0) K. pneumoniae ve
14 (%14.0) Proteus mirabilis seklinde olmustur. Ayrica mevcut sonuglar, biyofilm
iireten bakterilerin cogunun IYE'li hastalardan izole edildigini gdstermektedir.
Bakteriyel biyofilmler, hastane enfeksiyonlarinin yaklasik %65'ini ve tiim mikrobiyal
enfeksiyonlarm %80'ni olusturan onemli bir IYE nedenidir (Mancuso vd. 2024).
Uroepitel iizerinde bir biyofilm gelisir, bakteriler kendilerini idrarin mekanik akisindan,
konak savunmasindan ve antibiyotiklerden koruyan bu biyofilmin igine girerek
bakteriyel eliminasyonu zorlastirir ve kolonizasyon ve persistansdan sorumlu hale gelir
(Sharma vd. 2023). Cesitli bakteri tiirleri, diger ¢oklu ilag direnci mekanizmalarindan
farkli olarak bir hayatta kalma stratejisi olarak biyofilmler olusturabilir. Bu 6zellikle
IYE'lerin en yaygin nedenlerinden birini temsil eden E. coli ile ilgilidir (Zhou vd. 2023).
E. coli, menenjit, peritonit ve septiseminin yani sira bagirsak, bagirsak disi, idrar yolu
ve gastrointestinal enfeksiyonlar gibi hastaliklara neden olan firsat¢1 veya gercek bir
patojen olarak hareket eder (Denamur vd. 2021). Ornegin, iiropatojenik E. coli (UPEC)
idrar yolu enfeksiyonlarinin (IYE) en sik goriilen nedenidir (Alvarez-Fraga vd. 2022).
Onceki calismalar, biyofilmlerin E. coli'nin konak¢1 hiicrelere yapismasina yardimci
oldugunu, idrar akisiyla iliskili kesme kuvvetlerine direndigini ve bakterilerin
kaliciligina ve enfeksiyonun kroniklesmesine katkida bulundugunu gostermistir
(Behzadi vd. 2020). E. coli tarafindan biyofilm olusumu, gesitli enfeksiyonlarin ortaya
¢ikmasina katkida bulunur ve eradikasyonunu zorlastirir. E. coli yiizey kolonizasyonuna
katkida bulunan farkli hiicre dis1 uzantilar gibi faktorler ve bunlarin hassas bir sekilde

diizenlenen ekspresyonu ve aktivitesi, olgun biyofilm olusumuna yol ag¢maktadir
(Alshaikh vd. 2024).
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E. coli enfeksiyonlara neden olur ve 'biyofilm' olusumu nedeniyle ortadan kaldirilmasi
zordur (Ballén vd. 2022). Biyofilm bir topluluk olarak birlikte yasayan ve genellikle
nemli ortamda kat1 yiizeylere baglh olarak bulunan mikroorganizmalarin bir toplami
olarak tanimlanir. Bir biyofilmdeki mikroplar, hayatta kalma etkinliklerini artiran hiicre
dis1 polimerik madde adi verilen ¢esitli koruyucu maddeler salgilarlar (Sharma vd.
2023). Biyofilmdeki yogun bakteri hiicreleri, quorum sensing (QS) olarak bilinen
kimyasal sinyal yolu araciligiyla birbirleriyle iletisim kurar. QS sirasinda, bakteri
hiicreleri hiicre dis1 ortama oto-indiikleyici maddeler (Al) salgilar ve gerekli yiiksek
yogunluga ulasildiginda, biyofilm olusumunu ve olgunlagsmasini yukar1 dogru
diizenlerler (Sturbelle vd. 2015). Daha da oOnemlisi, biyofilmler ig¢indeki bakteri
hiicreleri, planktonik (serbestce asili duran) muadillerinden 6nemli Olgiide farklilik
gosteren bir dizi ortaya ¢ikan 6zellik sergilemektedir (Flemming vd. 2016). Buna gore,
biyofilmlerin bir¢ok kronik enflamatuar hastaliga katkida bulunan 6nemli bir faktor
oldugu ve halk saglig1 icin ¢ok sayida ciddi sonuglara yol agtig1 bildirilmistir (Vestby
vd. 2020).

Mevcut sonuglar, bakteriyel biyofilm enfeksiyonu olan hastalarin 36'sinda (%36,0)
Escherichia coli'yi tespit etmek ig¢in 16S ribozomal RNA geninin rapor edildigini
gostermistir. E. coli biyofilmleri bir¢ok enfeksiyonun ana etkeni olarak bulunmustur,
ornegin E. coli'nin kateterler lizerinde biyofilm olusturmas: kateter iligkili idrar yolu
enfeksiyonlarin1 (CAUTI) en sik goriilen hastane enfeksiyonlarindan biri haline
getirmektedir (Reisner vd. 2014). Cin'de, baz1 ¢alismalar insanlardan E. coli suslarinin
izole edildigini bildirmistir; ancak, az sayida ¢alisma, iligkili biyofilm olusturma
yetenegi ile baglantili olarak bebeklerden ve dort yasindan kiigiik cocuklardan izole

edilen E. coli suslarin1 tanimlamistir (Huang vd. 2016).

Staphylococcus epidermidis, memelilerin deri ve mukoza zarlarinda kolonize olan
kommensal bir bakteridir ve insanlarda bulunan en yaygmn stafilokok tiirtidiir.
Epidemiyolojik ¢aligmalar, saglikli insanlarin herhangi bir zamanda 10 ila 24 farkli S.
epidermidis susu tasidigini gostermistir (Landemaine vd. 2023). Cok daha viriilan olan
ve bir dizi toksin ve diger viriilans faktorlerini sentezleyen S. aureus'un aksine, S.

epidermidis ile iliskili ana tanimlanmig viriilans faktorii biyofilm olusturma yetenegidir
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(Severn ve Horswill 2022). S. epidermidis biyofilmi, antibiyotiklerin zararli etkilerine
kars1 direnglidir ve konagin bagisiklik tepkisini engeller. Bu nedenle, S. epidermidis
biyofilm aracili enfeksiyonlar1 olan hastalarin tedavisi tipik olarak sug isleyen cihazin
cikarilmasini ve ardindan degistirilmesini igerir ve bu da morbiditede artisa neden olur.
Neyse ki, son 10 yil icinde genetik tekniklerindeki gelismeler, aragtirmacilarin S.
epidermidis'teki viriilans mekanizmalarini, 6zellikle de biyofilm olusumuna aracilik

eden faktorleri incelemelerine olanak saglamistir (Oliveira vd. 2021).

Mevcut sonuglar tiim S. epidermidis izolatlarinin 22'sinin (%100.0) biyofilm iirettigini
gostermistir. Bu sonuglar, izolatlarin (%6) giiglii biyofilm olusturucu, altisinin (%12)
orta diizeyde biyofilm olusturucu ve 36'sinin (%72) zayif biyofilm olusturucu oldugunu,
5 (%10) izolatin ise biyofilm olusturmadigin tespit eden Akbar vd. (2023) sonuglarina

benzerlik gostermektedir.

S. aureus, uzun zamandir insan enfeksiyonlarinin sik goriilen bir kaynagi olarak kabul
edilen firsat¢1 bir patojendir. S. aureus, insan florasinin dogal bir bileseni olmasina
ragmen, nispeten kiiciik cilt enfeksiyonlarindan felaketle sonuglanabilecek sonuglara
kadar ¢ok cesitli hastaliklara neden olma potansiyeline sahiptir. Bu hastaliklarin ¢ogu,
uygun sekilde kontrol ve tedavi edilmezse hizla hayati tehdit edici hale gelebilir (Moses
vd. 2020). Bazi fenotipik ve genotipik gostergeleri kullanarak biyofilm olusturma
yetenegi, enfekte olmus Orneklerde antibiyotik direncinin, 6zellikle de metisilin
direncinin yayilmasiyla ilgilidir. Staphylococcus aureus'un sagligi tehdit etme kabiliyeti
ile ilgili temel endiselerden biridir. Biyofilm yapilarinin olusturulmasinda ¢ok katmanli
birimlerin olusumu gz 6niinde bulunduruldugunda, biyofilm 6rneklerinin genislemesi,
enfeksiyonun artmasinda ve antibiyotik direncinin genislemesinde anahtar ve gosterge

bir adim olarak kabul edilebilir (Lister ve Horswill 2014).

Biyofilm olgunlagmasi hiicre bdliinmesi ve hiicre dis1 polimerik matris liretimi yoluyla
gerceklesir. Biyofilm matrisinin bilesimi suslar arasinda degismekle birlikte genellikle
konak faktorleri, polisakkaritler, proteinler ve hiicre dist DNA (eDNA) igerebilir (Cue
vd. 2012). Stafilokoklar tarafindan biyofilmlerin iiretilmesi ve siirdiiriilmesinde ¢esitli

genler rol oynamaktadir; bunlardan en yaygin olarak c¢aligilanlari, biyofilm igindeki

97



bakteri hiicrelerini gevreleyen ekzopolisakkarit matrisinin birincil bileseni olarak N-
asetil glukozamin igeren polisakkarit hiicreler aras1 yapigma (PIA) tiretiminden sorumlu

icaA ve icaD (hiicreler arasi yapisma A ve B) genleridir (Tang vd. 2013).

Mevcut sonuclar, incelenen tim S. aureus 12'in (%100) biyofilm {rettigini
gostermektedir. Bu sonuglar, incelenen tiim MRSA suslarinin (n=32) (%100) biyofilm
irettigini gosteren Hamad (2023)’1n sonuglariyla tutarlhidir. Biyofilm tireten S. aureus'un
bagisiklik sistemine ve antibiyotiklere karsi bir savunma gorevi gordigii i¢in kronik
veya kalict enfeksiyonlara neden oldugu disiiniilmektedir (Piechota vd. 2018).
Staphylococcus aureus'un biyofilm olusturma kabiliyetinin  yiiksek  olmasi,
enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasinda ve ¢oklu antibiyotik suslarinin olusmasinda 6zellikle
onemli olabilir. Staphylococcus aureus bakterisinin bir hastane patojeni olarak 6nemi ve
klinik izolatlarda artan antibiyotik direnci géz Oniine alindiginda, biyofilm olusumunu
ve bakterilerin hastane araglarinda ve ortaminda kolonizasyonunu dnlemek i¢in uygun

sekilde gozlemlenmesi 6nerilmektedir (Hamad 2023).

K. pneumoniae'nin birincil tanimlanmasi biyokimyasal testler gibi fenotipik belirteclere
baglidir ve bu da bazen yanlis tanimlamaya neden olabilir. Klinik olarak &nemli
bakterilerin tanimlanmasi igin ¢esitli molekiiler yaklasimlar dnerilmektedir. Ornegin,
dogru tiir tanimlamasi i¢in yaygin olarak kullanilan 16S rRNA geni (de Melo vd. 2017).
K. pneumoniae ¢ok sayida viriilans faktoriine sahiptir ve K. pneumoniae patogenezinde
yer alan bircok gen kesfedilmistir. Ancak virlilanstaki rolleri heniiz ortaya
cikarilmamistir (Liu vd. 2017). Biyofilmler olarak bilinen karmasik yiizey iliskili
topluluklar, viicudun bagisiklik sistemine ve cevredeki ortam tarafindan fiiretilen
baskilara karsi bir savunma bi¢imi olarak hizmet edebilen hiicre dis1 matris icerir

(Choby vd. 2020).

Biyofilm olusumunun genetik temeli tam olarak anlagilmamis olsa da, K. pneumoniae
tarafindan biyofilm iiretimi yaygin olarak anlasilmistir. K. pneumoniae tarafindan
iiretilen biyofilm, organizmalarin gastrointestinal, solunum ve idrar yollarinda kolonize
olmasmi sagladigindan, biyofilmin enfeksiyonun invazivligini artirmasi miimkiindiir

(Huang vd. 2014).
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Mevcut sonuglar, bakteriyel biyofilm enfeksiyonu olan hastalarin 16'sinda (%16,0) K.
pneumoniae'yr tespit etmek igin 16S ribozomal RNA geninin rapor edildigini
gostermistir.  Alansary ve Al-Saryi (2022), K. pneumoniae'nin sadece %33'liniin

biyofilm tirettigini gostermistir.

P. mirabilis, komplike idrar yolu enfeksiyonlarinin (IYE) yaygin bir nedenidir ve farkli
yiizeylerin kolonizasyonuna katilabilecek genis ve karmagsik bir viriilans faktorleri
yelpazesi sergiler. Bu durum, kateterle iliskili idrar yolu enfeksiyonlar1 (CAUTI)
gelistirebilen uzun siireli kalic1 iiriner kateterizasyon uygulanan hastalarda ozellikle
sorun teskil etmektedir. Bu tiir enfeksiyonlar, P. mirabilis'in kristal biyofilmler
olusturma konusundaki benzersiz yetenegi nedeniyle karmasiklagir ve sonunda
kateterlerin kabuklanmasina ve tikanmasina neden olur (Jamil vd. 2020). P. mirabilis
tarafindan bagirsak kolonizasyonu, periliretral bolgenin aralikli kolonizasyonu i¢in bir
rezervuar saglar. Yerlestirme sirasinda Uriner kateterler, daha sonra idrar kesesine
bulasan organizma tarafindan kontamine olur. Kateter ylizeyine veya mesane epiteline
yapigma, ekzopolisakkarit iiretimini ve biyofilm olusumunu indiikler (Nicolle 2014). P.
mirabilis 6zellikle kendine 6zgii kiimelenme yetenegi ile taninmaktadir. Organizmanin
kat1 yilizeylerde biiylimesi, kisa ¢ubuk seklindeki "yiiziicii hiicrelerin" ¢ok hiicreli sallar
halinde hizalanabilen olduk¢a uzun ve hiper-kanath "swarmer hiicrelere" doniismesini
tetikler. Bu nedenle siirii halinde hareket kabiliyeti, P. mirabilis'in periiiretral bolgeden
kateter yiizeyi boyunca idrar kesesine gogilinli kolaylastirarak CAUTT'leri baslatabilir.
Mutasyonlar nedeniyle siirme yeteneginin kaybi, P. mirabilis'in kateter yiizeyleri
tizerinden go¢ edememesiyle iliskilendirilmistir. Ayrica, swarmer hiicreler genellikle
virlilans faktorlerinin daha yiiksek ekspresyonunu gostermekte ve bu da kateter
yiizeylerine ve mesane epiteline yapisma yeteneklerini daha da artirmaktadir. Bununla
birlikte, baz1 ¢alismalar P. mirabilis'in kateter ylizeylerine bagli kalmasi ve biyofilm

olusumunu baslatmasi igin siiriiniin bastirilmasi gerektigini bulmustur (Wasfi vd. 2020).

Mevcut sonugclar, bakteriyel biyofilm enfeksiyonu olan hastalarin 14'tinde (%14,0) P.
mirabilis'i tespit etmek i¢in 16S ribozomal RNA geninin rapor edildigini gostermistir.
Bu sonuglar, idrar yolu enfeksiyonlu hastalarin (%15,83) P. mirabilis olarak

tanimlandigini, tim izolatlarin ureC genine sahip oldugunu ve yiiksek bir yiizdesinin
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biyofilm olusumu ve siirii fenomeni icin pozitif sonuglar gosterdigini gosteren Sanches
vd. (2019)’un sonuglartyla benzerlik gostermektedir. Baska bir ¢alismada, viriilans
faktorleri agisindan test edilen Ornekler arasinda P. mirabilis izolatlarimin yaygmligi
(%20,0) bildirilmis ve tiim izolatlarin spesifik viriilans genleri sergiledigi goriilmiistiir
(Al Obeidi vd. 2023). Ayrica, P. mirabilis biyofilmi olusumu fiizerine yapilan
aragtirmalar, kamg¢mnin bu siiregte rol oynadigini, ancak yoklugunun biyofilm

olusumunu tamamen engellemedigini gostermistir (Scavone vd. 2023).

Enfeksiyonlar yaygindir ve 6nemli bir morbidite ve mortalite nedenidir. Bu nedenle
bakteriyel enfeksiyonlar1 6nlemeye yonelik girisimler makuldiir ve son yillarda 6zellikle
antibiyotik profilaksisi kullanan basarili stratejiler gelistirilmistir. Ancak antibiyotik
profilaksisi, 6zellikle uzun siireli tedavilerde, bakteriyel diren¢ gelisimi basta olmak
lizere yan etkilerden yoksun degildir. Bu sadece genel popiilasyonda degil, profilaktik
antibiyotiklerin etkinligini azaltan ve morbidite ve mortaliteyi artiran diinya ¢apinda
ciddi bir sorundur. Bakteriyel direnci en aza indirmek igin, antibiyotik profilaksisini
yiiksek risk gruplariyla sinirlayan kapsamli 6nleme stratejileri gelistirmek amaciyla
enfeksiyon igin risk faktorlerini belirlemek 6nemlidir (Fernandez vd. 2016). Bagisiklik
tepkisini degistirebilen genetik varyantlar ile enfeksiyonlarin goriilme siklig1 arasindaki
iligki son yillarda giderek artan bir ilgi gérmektedir. Son ¢alismalar, NOD2 (niikleotid
baglayici oligomerizasyon alani igeren), TLR2 ve NDP52'nin (niikleer nokta proteini 52
kDa) bazi genetik varyantlarinin, muhtemelen bagirsak bariyerindeki ve bagisiklik
yanitindaki degisiklikler yoluyla spontan bakteriyel peritonite yatkinlikta rol oynadigini
gostermistir (Lutz vd. 2016). TLR4'iin genetik polimorfizmlerinin varliginin da gram
negatif basillerden gelen LPS'ye kars1 bagisiklik tepkisini degistirdigi diistiniilmektedir
(Guarner-Argente vd. 2010).

Tolllike reseptorler (TLR) monositler, makrofajlar ve nétrofiller iizerinde bulunan bir
transmembran reseptor ailesidir ve dogustan gelen bagisiklik yanitinda 6énemli bir rol
oynar. Ana islevleri, lipopolisakkarit (LPS), lipoproteinler ve peptidoglikanlar gibi
patojenle iliskili molekiiler kaliplarin (PIMK'ler) taninmasidir (Wicherska-Pawtowska
vd. 2021). TLR4 &zellikle gram negatif basillerden gelen LPS'yi tanir. TLR4'iin genetik

polimorfizmlerinin varliginin bazi popiilasyonlarda enfeksiyon gelistirme duyarliliginm

100



artirdigina inanilmaktadir (Pifiero vd. 2017). Daha once yapilan retrospektif bir
calismada, TLR4 polimorfizminin varligi ile bakteriyel enfeksiyonlara yatkinlik

arasinda bir iligki bulunmustur (Guarner-Argente vd. 2010).

Bildigimiz kadariyla bu ¢alisma Irak'ta yapilan ilk ¢alismadir ve TLR4-(rs10759932)
farkli genetik modellerde bakteriyel biyofilm enfeksiyonu riskine kars1 artan
duyarhilikla énemli 6lciide iliskilendirilmistir. ilging bir sekilde, TLR4-(rs10759932) 10
ila 45 yas aras1 Irakli popiilasyonlarda bakteriyel enfeksiyon riskini belirgin bir sekilde
artirmistir, TLR4-(rs10759932)'deki genetik varyasyon bakteriyel enfeksiyon gelisme

riskini etkilemektedir.

Calisma, TLR4-(rs10759932) i¢indeki yaygin genetik varyantlarin Irak popiilasyonunda
bakteriyel enfeksiyon riski olusturdugunu bildirmektedir. Onceki galismalar, TLR4'{in
islevsizligini gosteren islevsel kanitlarla desteklenen TLR4 polimorfizmlerinin
bakteriyel enfeksiyondaki rollerini arastirmistir (Liu vd. 2024). Oldukea kisa bir siire
icinde, birka¢ arastirma grubu TLR4-(rs10759932) polimorfizmlerinin énemi iizerinde
caligmis ve hastalik gelisimi ile gii¢lii bir iliski oldugunu 6ne siirmiistiir (Varshney vd.
2022). Bu nedenle mevcut ¢alisma tarafindan bildirilen sonuglar yeni bir replikasyon
gorevi gormekte ve TLR4-(rs10759932) ile bakteriyel enfeksiyon arasinda gozlemlenen
iliskiye gii¢ katmaktadir. TLR-4'te (rs10759932), (rs11536889), (rs1927911) ve
(rs2737190) dahil olmak tizere yaygin olarak bilinen birka¢ SNP vardir. Buna gore,
TLR4-(rs10759932) secilmis ve TLR4-(rs10759932)'deki genetik varyantlarin bakteriyel
enfeksiyon duyarliligini tahmin etmek i¢in potansiyel bir genetik belirteg olup
olamayacagin belirlemek i¢in T-ARMS-PCR analizi kullanilarak bakteriyel enfeksiyon

riski ile genetik iligkileri degerlendirilmistir.

TLR4-(rs10759932) polimorfizminin gen ve alel frekanslari, bu ¢alisma igin bakteriyel
enfeksiyonu olan 100 hastada ve 100 saglikli kontrolde oOlclilmistiir (Sekil 4.10).
Pulmoner ile ilgili olarak, genel olarak, hastalar ve saglikli kontroller arasinda TLR4-
(rs10759932) genotip frekanslarinin dagiliminda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
bulunabilir. Bu sonuglar, TLR4-(rs10759932) polimorfizminin bakteriyel enfeksiyona

kars1 artan bir duyarlilikla iligkili oldugunu gdstermistir.
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TT, TC ve CC genotiplerinin frekanslari, vakalar ve kontroller arasinda sirastyla 38, 10,
52 ve 65, 26, 9 olarak ortaya ¢ikmustir. TLR4-(rs10759932) polimorfizmi yiiksek
bakteriyel enfeksiyon riski ile anlamli sekilde iliskiliydi (CC vs TT: OR = 9.88; %95 CI
= 4.38-22.28). Bakteriyel enfeksiyonu olan hastalar arasinda CC genotipinin 52 (%52,0)
daha fazla bulunmasi, mevcut ¢alisma grubunda bu alel i¢in yiliksek bir tastyicilik orani
oldugunu gostermektedir. Ote yandan, mevcut sonuglar TLR4-(rs10759932) varyant1 C
aleli ile daha ytiksek bakteriyel enfeksiyon riski arasinda anlamli bir iligki oldugunu
gostermistir (OR= 4.70; %95 GA= 3.03-7.27). Bu sonuglar, TLR4-(rs10759932) CC
genotipinin hasta grubunda saglikli kontrole kiyasla daha yiiksek oldugunu ve farklarin
anlamli oldugunu gosteren Al-Hasnawi ve Al-Hasnawy (2019) ile tutarlidir (OR=
12.55; %95 GA= 0.6697 ila 235.2). Ayrica C aleli bakteriyel enfeksiyonu olan hasta
grubunda daha yiiksektir (37 (%46,3) vs 17 (%21,3)).

TLR4, E. coli, K. pneumoniae, S. aureus, A. baumannii ve P. aeruginosa gibi patojenik
mikrobiyal enfeksiyonlara karsi hem dogal hem de adaptif bagisiklig1 aktive ederek
konak savunma mekanizmalarinda anahtar rol oynayan bir tip | transmembran
proteinidir. Baz1 bagisiklik ve inflamatuar hastaliklarda énemli bir rol oynar. Bir¢ok
calisma TLR4 gen polimorfizmlerinin fonksiyonel &nemini bildirmistir. Onceki
calismalar, TLR4 geninin promotor bolgesinde bulunan iki SNP'nin lipopolisakkarite
kars1 hipo yanitliliga yol agabilecegini bildirmistir (Wang vd. 2014). Bu SNP'lerin
bakteriyel enfeksiyon gelisimine olas1 katilim1 yaygin olarak rapor edilmistir (Guarner-

Argente vd. 2010, Yuan vd. 2008).

TLR4 geninde yaklagik birka¢ Tek Niikleotid Polimorfizmi (SNP) tanimlanmis ve
fonksiyonel c¢aligsmalar bunlardan bazilarinin TLR4'Un islevinde degisikliklere yol
acabilecegini ortaya koymustur (Wang vd. 2014). Buna gore, TLR4'teki (rs12377632)
genetik varyantlarin bakteriyel enfeksiyona yatkinligi tahmin etmek i¢in potansiyel bir
genetik belirte¢ olup olamayacagini belirlemek i¢in TLR4 (rs12377632) se¢ilmis ve
bakteriyel enfeksiyon riskiyle genetik iligkileri T-ARMS-PCR analizi kullanilarak
degerlendirilmistir. Calismada ii¢ genotipin dagilim analizi, kontroller arasinda TT, TC
ve CC genotipik frekansin1 58, 30 ve 12 olarak ortaya koyarken, hastalarda genotip
frekanslari sirasiyla 38, 18 ve 44'tiir (Sekil 4.11). Genel olarak, mevcut sonuglar, TLR4
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geninin aday rs12377632 SNP'si igin bakteriyel enfeksiyon riski ile istatistiksel olarak
anlamli iliskilerin g6zlemlendigini gostermektedir (P <0.03). TLR4'teki rs12377632,
promotor bolgedeki konumu goéz oniline alindiginda TLR4 ekspresyonu veya sinyal
aktivitesi iizerinde islevsel sonuglara sahip olabilir. Bu durum yalnizca dogustan gelen
bagisikligr ve enflamasyonu etkileyebilir ve bu da bakteriyel enfeksiyon siddetini ve
ilerlemesini  etkileyebilir. Sonuglarimiz, rs10759932, rs7873784, rs12377632,
rs1927907 ve rs1153879'un bakteriyel enfeksiyona duyarlilikla iliskili olduguna dair
hi¢cbir kanit bulamayan Wang vd. (2014)’iin sonuglariyla tutarsizlik gostermektedir.

Homozigot CC genotipi hasta gruplarinda kontrol grubuna kiyasla daha sik goriilmiistiir
(swrasiyla 44'e karsi 12). Dolayisiyla, CC genotipi Cizelge 4.8'de gosterildigi gibi
5,59'luk bir olasilik oraniyla (%95 giiven aralig1 2,62-11,94) bakteriyel enfeksiyon igin
bir risk faktoriidiir. Mevcut sonuglar, CC genotipinin Japon popiilasyonunda orta ve
siddetli periodontitis ile iliskili oldugunu 6ne siiren Fukusaki vd. (2007) ile uyumludur.
Hishida vd. (2011)’de, CC genotipinin Helicobacter pylori enfeksiyonuna bagl siddetli
gastrik atrofi ile iligkili olabilecegini gostermistir. Zhou vd. (2011)’de, TLR
genlerindeki polimorfizmlerin karaciger naklinden sonra hepatit B viriisii niiksii ile
iligkili olup olmadigini incelemislerdir. Bir SNP'nin karaciger naklinden sonra hepatit B
viriisii niiksii ile anlaml bir iligkisi oldugunu gostermislerdir. Karaciger nakli sonrasi
hepatit B viriisii niiksii, CC genotipine sahip hastalarda diger genotiplere kiyasla daha

yiiksek olarak ortaya ¢ikmustir.

Ayrica, C aleli her iki hasta grubunda da kontrol grubuna kiyasla daha sik goriilmiistiir
(swrasiyla 106'ya kars1t 54) ve aradaki fark anlamhidir (P <0.05). Dolayisiyla, C aleli
3,05'lik bir odds oraniyla bir risk faktoriidiir. Bu da, C aleline sahip bireylerin T aleline
sahip bireylere kiyasla bakteriyel enfeksiyon gelistirme olasiliginin yaklasik ti¢ kat daha

fazla oldugu anlamina gelmektedir.

DNA dizileme yontemi, NCBI-Genbank ile iliskili suslarla karsilastirilan iiropatojen
bakteri izolatlarindaki biyofilm olusum genlerindeki genetik iligkileri ve varyasyon

analizini tanimlamak i¢in kullanilmistir.
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Filogenetik agac analizi, liropatojenik bakteri izolatlarindaki biyofilm olusum genlerinin
genetik iligkilerini ve varyasyonlarini arastirmistir. Analiz edilen genler Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Staphylococcus

epidermidis'ten icaA, fimH, MrpA'dir.

Staphylococcus aureus izolatlar1 (IQN.1-1QN.3) NCBI-Genbank'taki referans suslarla
yiiksek homoloji dizisi 6zdesligi (%99,75) ve minimal genetik varyasyonlarla (%0,25)
yakin iligkiler gostermistir. Klebsiella pneumoniae izolatlar1 (IQN.1-IQN.3) NCBI-
Genbank'taki referans suslarla yiiksek homoloji dizisi 6zdesligi (%98.01 ila 9%98.03
arasinda degisen) ve minimal genetik varyasyonlarla (%1.97 ila %1.99) yakin iliskiler
gostermistir. Escherichia coli izolatlar1 (IQN.1-IQN.3) NCBI-Genbank'taki referans
suslarla yiiksek homoloji dizisi 6zdesligi (%98,77 ile %99,18 arasinda) ve minimal
genetik varyasyonlarla (%0,82 ile %1,33 arasinda) yakin iliskiler gdstermistir. Proteus
mirabilis izolatlart (IQN.1-IQN.3) NCBI-Genbank'taki referans suslarla yiiksek
homoloji dizisi 6zdesligi (%99,72) ve minimal genetik varyasyonlarla (%0,28) yakin
iliskiler gostermistir. Staphylococcus epidermidis izolatlart (IQN.1-IQN.3) NCBI-
Genbank'taki referans suslarla yiiksek homoloji dizisi 6zdesligi (%99,22 ile %99,74
arasinda degisen) ve minimal genetik varyasyonlarla (%0,26 ile %0,78 arasinda) yakin

iligkiler gostermistir.

Son olarak analiz, iiropatojenik bakteri izolatlarinin NCBI-Genbank'taki referans

suslarla yliksek homoloji gosterdigini ve yakin bir iligki oldugunu ortaya koymustur.

Bu c¢alisma, Irak'ta yapilan ilk c¢aligmadir. TLR4-(rs10759932), farkli genetik
modellerde bakteriyel biyofilm enfeksiyonu riskine karsi artan duyarlilikla onemli
Olctide iliskilendirilmistir. Bu calisma, Irak popiilasyonunda bakteriyel enfeksiyon

riskini artiran TLR4-(rs10759932) i¢indeki yaygin genetik varyantlar1 bildirmektedir.

Gram boyama yontemine gore, bakteriyel biyofilm olusumu i¢in gram-pozitif ve gram-
negatif bakterilerin tiir dagilimi incelenmistir. Mevcut sonuglar, gram-negatif

bakterilerin, gram-pozitif bakterilere gore biyofilm olusturma egilimlerinin daha yiiksek
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oldugunu gostermektedir. Ayrica, mevcut sonuglar, kadin -cinsiyetinin biyofilm

olusumuyla iligkili bir risk faktorii oldugunu 6ne stirmektedir.

Bakteriyel biyofilm enfeksiyonu olan hastalarin tiir dagilimi, farkli bakteriyel tiirlerin
16SrRNA genlerinin tespiti i¢in yapilan PCR sonuglarina gore incelendiginde,
Escherichia coli'min 16S ribozomal RNA geninin en sik izole edilen bakteri oldugu ve
biyofilm olusumu i¢in pozitif sonug gosteren yiiksek bir ylizdeye sahip oldugu, ardindan
Staphylococcus epidermidis ve Klebsiella pneumoniae'in geldigi, Proteus mirabilis ve

Staphylococcus aureus'un ise en az siklikta oldugu goriilmiistiir.

TLR4-rs10759932 SNP'ye iliskin genotip ve alel frekanslarinin, dominant modelde
hastalar ve saglikli kontrol gruplar1 arasinda karsilagtirilmasinda, genotiplerin frekans
dagiliminda hastalar ve kontrol gruplari arasinda anlamli bir fark oldugu bulunmustur (p
= 0.001). Risk analizi, homozigot CC genotipinin 6nemli bir risk faktorii oldugunu
ortaya koymustur (OR = 9.88). Bu, homozigot CC genotipine sahip hastalarin, diger
genotiplere sahip hastalara kiyasla hastalik gelistirme olasiliginin yaklasik on kat daha
yiiksek oldugunu gostermektedir.

TLR4-rs12377632 SNP genotipleri ve alel frekanslarinin, ko-dominant modda, hastalar
ve saglikli kontrol gruplar arasindaki karsilagtirmasinda, genotiplerin frekans dagilimi
arasinda anlamli bir fark bulunmustur (p = 0.001). Risk analizi, homozigot CC
genotipinin onemli bir risk faktorii oldugunu ortaya koymustur (OR = 5.59). Bu,
homozigot CC genotipine sahip hastalarin, diger genotiplere sahip hastalara kiyasla

hastaliga yakalanma olasiliginin yaklasik alt1 kat daha fazla oldugunu gostermektedir.

Enfeksiyon hastalarinda biyofilm olusumunda bakterilerin ve TLR4 gen
polimorfizmlerinin iliskisi- Irak/Thi-Qar Sehir Hastanesi Ornegi’nde yapilan
calismamiz, Biyofilm olusturan bakteriler ile TLR4 reseptorii arasindaki iliski TLR4
genlerine dayali olarak biyofilmle iligkili enfeksiyonlara daha duyarli bireylerin
tanimlanmasina ve TLR4 varyasyonlarina ragmen biyofilm karsisinda bagisiklik

yanitini artiran hedeflenmis tedavilerin gelistirilmesi konusunda bir 6ncii niteligindedir.
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Ayrica, Anti-biyofilm stratejilerini anlamak, biyofilm yapisin1 pargalamaya ve
bakterileri antibiyotiklere duyarli hale getirmeye yardimci olabilecegi ortaya
konulmustur. Ciinkii biyofilm olusturan bakteriler ile TLR4 reseptorii arasindaki
etkilesim mekanizmalarin1 anlamak, bakteriyel enfeksiyonlarla iliskili kronik hastaliklar
icin yeni ve daha etkili tedavilerin gelistirilmesi agisindan 6nemlidir. TLR konusu yeni
bir alandir. Bunlarin biyofilm gibi hastalik yapici etmenlerle iliskileri konusunu

pekistirmek amaciyla daha fazla arastirma yapilmasi da gerekmektedir.
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