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OZET

Hastanede yatan hastalarda nozokomiyal kan dolagimi enfeksiyonlarinin 6nemli bir kismi
intravenoz kateter enfeksiyonlar1 kaynaklidir. Yiiksek mortalite-morbidite oran1 ve maliyeti
nedeniyle kateter iliskili kan dolasim1 enfeksiyonlarinin 6nlenmesine yonelik ¢aligmalar 6n
plana ¢ikmaktadir. Calismamizda, S. aureus ve S. epidermidis ile bakteriyel, C. albicans ve
C. parapsilosis ile fungal in vitro kateter enfeksiyon modeli gelistirilmistir. Antimikrobiyal
fotodinamik tedavi (aFDT), belirli bir dalga boyuna sahip goriiniir 151k kaynagi (LED, Light
Emitting Diode), fotosensitizor madde (FS) ve oksijen bilesenlerinden meydana
gelmektedir. Bu etkilesim sonucunda agiga ¢ikan reaktif oksijen tiirleri/tekil oksijen hedef
mikroorganizma {iizerine sitotoksik etki gostermektedir. Calismada biyofilm olusumu
basamagindan 6nce veya sonra katetere belirlenen tedavi yontemi uygulanmistir. Kateterde
profilaktik FDT ile onleyici, terapdtik FDT ile tedavi edici etki arastirilmaktadir.
Fotosensitizor olarak kirmizi LED i¢in metilen mavisi ve toluidin mavisi O, yesil LED i¢in
rose bengal ve eosin Y, mavi LED i¢in ribofilavin ve kurkumin kullanilmistir. Fotodinamik
tedavinin in vitro kateter modelinde biyofilm tizerine etkisi; biyofilm biyokiitlesinin dl¢limii
ve hiicre canlilig1 testi ile kantitatif, taramal1 elektron mikroskobu (SEM) ile kalitatif olarak
incelenmistir. Her mikroorganizma i¢in elde edilen veriler deney gruplart ve tedavi
uygulanmayan kontrol gruplan karsilagtirilarak degerlendirilmistir. Calismada istatistiksel
ve gorsel farklilik anlamli bulundugu i¢in fotodinamik tedavinin kateter modelinde biyofilm
yapist lizerine etkili oldugu, ancak her mikroorganizma i¢in etkinligin fotosensitizor ve LED
kombinasyonlarina gore degiskenlik gosterdigi bulunmustur. Staphylococcus igin en etkili
kombinasyonlar metilen mavisi ile kirmiz1 LED ve rose bengal ile yesil LED iken, Candida
i¢in toluidin mavisi O ile kirmiz1 LED ve kurkumin ile mavi LED kombinasyonlaridir. In
vitro modelleme ¢alismamizin sonuglari, FDT nin kateterle iligkili enfeksiyonlar1 6nlemek
ve tedavi etmek i¢in potansiyel yeni bir yaklagim olabilecegini géstermektedir.
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ABSTRACT

A significant proportion of nosocomial bloodstream infections in hospitalised patients are
caused by intravenous catheter infections. Due to the high mortality-morbidity rate and cost,
studies on the prevention of catheter-related bloodstream infections have come to the
forefront. In our study, bacterial catheter infection model with S. aureus and S. epidermidis
and fungal in vitro catheter infection model with C. albicans and C. parapsilosis were
developed. Antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) consists of a visible light source
(LED, Light Emitting Diode) with a specific wavelength, photosensitiser (FS) and oxygen
components. The reactive oxygen species / singlet oxygen released as a result of this
interaction have a cytotoxic effect on the target microorganism. In the study, the treatment
method determined before or after the biofilm formation step was applied to the catheter.
Preventive effect with prophylactic PDT and therapeutic effect with therapeutic PDT are
investigated. Methylene blue and toluidine blue O for red LED, rose bengal and eosin Y for
green LED, ribofilavin and curcumin for blue LED were used as photosensitisers. The effect
of photodynamic therapy on biofilm in the in vitro catheter model was analysed
quantitatively by measuring biofilm biomass and cell viability test and qualitatively by
scanning electron microscopy (SEM). The data obtained for each microorganism were
evaluated by comparing the experimental groups and untreated control groups. Since the
statistical and visual differences were found to be significant, it was found that photodynamic
therapy was effective on the biofilm structure in the catheter model, but the effectiveness for
each microorganism varied according to the photosensitiser and LED combinations. The
most effective combinations for Staphylococcus were red LED with methylene blue and
green LED with rose bengal, whereas for Candida the most effective combinations were red
LED with toluidine blue O and blue LED with curcumin. The study results suggest that PDT
may be a potential new approach to prevent and treat catheter-associated infections.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu ¢alismada kullanilmis baz1 simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile asagida sunulmustur.
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Triptik Soy Broth
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1. GIRiS

Kateterler yasam destegi ve tedavi anlaminda biiyiik 6neme sahip araglardir. Nozokomiyal
kan dolasimi infeksiyonlarinin dnemli bir kismi kateter kullanimi kaynaklidir. Yiiksek
morbidite-mortalite orani, hastanede yatis siiresinde artis ve ek maliyet sebebiyle kateter
iliskili enfeksiyonlarin 6nlenmesine yonelik caligmalar 6n plana ¢ikmaktadir. Basta cilt flora
mikroorganizmalart olmak iizere, cesitli bakteriler ve mantarlar kateter enfeksiyonunun
etiyolojisinde yer almaktadir. Caligmada Staphylococcus aureus ve Staphylococcus
epidermidis referans kokenleri ile bakteriyel, Candida albicans ve Candida parapsilosis

referans kokenleri ile fungal in vitro kateter enfeksiyon modeli olusturulmustur.

Kateter enfeksiyonlar1 geleneksel olarak antimikrobiyal ilaglarla tedavi edilmektedir.
Antimikrobiyal ajanlarin etkisi, gelisen ilag direnci ve biyofilm ile iliskili viriilansla birlikte
biiytik dl¢iide zayiflamaktadir. Biyofilm iligkili enfeksiyonlarin tedavisinde antimikrobiyal
kilit tedavi (AKT), kullanilan referans bir yontemdir. Ancak, antimikrobiyal ilaglarin
biyofilm igerisine gegirgenligi sinirhidir. Ayrica, antimikrobiyallerin gesitli yan etkileri
mevcuttur. Bu sebeplerden otiirii kateter enfeksiyonuna karsi alternatif yeni tedavi

yontemleri arastirilmaktadir.

Fotodinamik tedavi (FDT), uzun siiredir tipta ¢esitli alanlarda kullanilan ve etkinligi bilinen
bir uygulamadir. Antimikrobiyal fotodinamik tedavi (aFDT), son yillarda bakteriyel ve
fungal enfeksiyonlarin tedavisi i¢in geleneksel antimikrobiyal tedavi yontemine yardimei
yeni bir yaklasim olarak ortaya ¢ikmaktadir. Fotodinamik etkinin ortaya ¢ikmasi igin belirli
bir dalga boyuna sahip goriiniir 151k kaynag: (Light Emitting Diode, LED), fotosensitizor
ajan (FS) ve oksijen bilesenlerinin bir araya gelmesi gerekmektedir. Isigin fotosensitizor
madde tarafindan sogurulmasi ile birlikte, fotosensitizor uyarilmis hale geger ve bunun
sonucunda aciga ¢ikan reaktif oksijen tiirleri/tekil oksijen hedef mikroorganizma

oliimiinii tetikleyerek sitotoksik etki gostermektedir.

Fotosensitizor se¢imi, Giizel Tunggcan ve arkadaslarmin bakteriyel ve fungal planktonik
hiicreler ile plakta biyofilm iizerine antimikrobiyal fotodinamik tedavi etkinligi ¢alismasinda
kullanilan fotosensitizorler baz alinarak belirlenmistir [1]. Kateter yilizeyinde biyofilmi

inaktive etme yetenekleri acisindan etkin 1s1ga duyarlilastirict ajanin kapsamli bir sekilde



belirlenmesi amaciyla fotosensitizor grubu genisletilmistir. Bu calismada fotosensitizor
olarak metilen mavisi (MB), toluidin mavisi O (TBO), rose bengal (RB), eozin Y (EQY),
riboflavin (RBF) ve kurkumin (CUR) secilmistir. Bu fotosensitizérler, FDT'deki

etkinliklerini belirleyen farkli kimyasal yapilara ve 6zelliklere sahiptir.

Fotodinamik tedavide, 1s18a duyarlilastiriciy1 aktive etmek ve tedavi etkinligi i¢in farkli 151k
kaynaklar1 kullanilmaktadir. Klinik FDT' de kullanilan ana 151k kaynag: tiirleri lazerler, 151k
yayan diyotlar (LED) ve halojen lambalardir. LED lambalarin kullanimi1 kolaydir ve uygun
maliyetlidir. LED lambalar lazerlere kiyasla genis bir alana 1s1k yayar, ancak yogunlugu
diisiik 151k yayarak daha az 1s1 iiretir. Bu durum olduk¢a dnemlidir ¢iinkdi asir1 1s1 FDT
sirasinda ¢evredeki dokulara zarar verebilir. LED lambalarin azaltilmig 1s1 iiretimi, asirt
isinma riski olmadan daha uzun tedavi siireleri saglamaktadir. Tiim bunlar, LED’leri
fotodinamik tedavi i¢in popiiler bir se¢im haline getirmektedir [2]. Bu sebeplerden dolay1

caligmada 151k kaynagi olarak fotosensitizorlere uygun dalga boyunda LED ‘ler segilmistir.

Bu ¢alismada, in vitro kateter enfeksiyon modeli olusturularak bakteriyel ve fungal biyofilm
iizerine ¢esitli fotosensitizorlerin ve LED (light emitting diode) 151k kaynaklarinin dnleyici
(profilaktik) ve tedavi edici (terapotik) antimikrobiyal fotodinamik etkinligi arastirilmastir.
Antimikrobiyal fotodinamik etki biyofilm biyokiitlesinin dl¢limii ve hiicre canlilig testi ile
kantitatif olarak, taramali elektron mikroskobu (Scanning electron microscopy, SEM) ile

gorsel olarak incelenmistir.

(Calismada, antimikrobiyal fotodinamik tedavi ile kateterde biyofilm olusumunu engelleyen
ve olusan biyofilmi azaltan veya yok eden bir uygulama gelistirilmesi amaglanmaktadir.
Ayni zamanda hedeflenen, in vitro antimikrobiyal fotodinamik tedavi modelinin literatiire

detayl katki sunmas1 ve gelecekteki in vivo ¢aligsmalara zemin hazirlamasidir.

Mevcut tibbi uygulamalar iginde biyofilm iliskili kateter enfeksiyonuna yonelik
antimikrobiyal fotodinamik tedavi uygulamasi yoktur. Literatiirde onerilen, fotosensitizori
ve 1sik kaynagi kesinlesmis bir anti-biyofilm fotodinamik tedavi protokolii
bulunmamaktadir. Bu ¢alisma antimikrobiyal fotodinamik tedavinin kateterde anti-biyofilm
etkinliginin belirlenmesi, hastanelerde kateter enfeksiyonunun onlenmesi ve kateterin
cikarilmasina gerek duyulmayan alternatif veya destekleyici bir tedavi yontemi gelistirilmesi

acisindan 6nem tagimaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Biyofilm

2.1.1. Biyofilm tanim

Mikrobiyoloji tarihinin 6nemli bir bdliimiinde mikroorganizmalarin gelisim fizyolojisi
planktonik olarak tanimlanmistir. Ancak dogal ortamlarinda yapilan dogrudan gézlemler,
mikroorganizmalarin planktonik halden ziyade bir yiizeye tutunan biyofilm i¢ine gomiilii
mikrobiyal topluluklardan olustugunu gostermektedir [3,4,5]. Bu teori lizerine yapilan
caligmalarda elde edilen veriler, mikroorganizmalarin %99,9’unun yiizeyler iizerinde
biyofilm olusturarak {tredigini dogrulamaktadir [6,7]. Mikroorganizmalar toprak, su
borulari, kalic1 tibbi cihazlar gibi cansiz yiizeylerde veya dis minesi, kalp kapaklari, akciger

gibi canli ylizeylerde biyofilm olusturabilmektedir [8].

Biyofilm yapisi, mikroorganizmalarin polisakkarit, ekstraseliiler DNA ve proteinlerden
olusan matriks igerisinde yasayip ¢ogaldiklari bir mikro ekosistemdir [9]. Biyofilmler; belirli
bir ylizeye geri doniisiimsiiz olarak tutunan mikroorganizma topluluklari ve bu
mikroorganizma topluluklarinin olusturdugu polimer yapidaki materyallerden meydana
gelmektedir [10]. Belirli bir yiizey alan iizerinde tabaka halinde bulunan bu yap1; ¢evreden
absorbe edilen ¢esitli organik veya inorganik maddelerden, mikroorganizmalardan ve

mikroorganizmalarin sentezledigi hiicre dis1 polisakkaritlerden olugsmaktadir.

Elder ve arkadaslarinin biyofilm tanimi1 “mikroorganizmalarin ekzopolimer matriks araciligi
ile olusturduklar1 yapisal birlik” iken Carpentier ve Cerf, “mikroorganizmalarin gémiilii

olarak bulundugu yiizeye yapismis organik polimer matriks” tanimini yapmiglardir [11,12].

Costerton ve arkadaglar1 ise biyofilm yapisini, “mikroorganizma tarafindan tretilen ve
mikroorganizmanin canli ve cansiz ylizeylere yapismasini saglayan glikokaliks” olarak

tanimlamusglardir [13].

Donlan, “geri doniisiimsiiz sekilde bir substrata, ara yiizeye veya birbirine tutunan,

ekstraseliiler polimerik maddelerden olusan matriks i¢erisine gomiilii, gen transkripsiyonuna



ve biiylime hizina bagl olarak planktonik hiicrelerden farkli fenotip gosteren, mikrobiyal
hiicrelerden meydana gelen hareketsiz topluluk” seklinde giincel biyofilm tanimini yapmistir

[14].

Elektron mikroskoplarinin kullanima girmesi ile yapilan detayli ¢alismalar, biyofilmlerin
yapisal detaylarinin ve olusum basamaklarinin ayrintili olarak incelenebilmesine olanak

saglamistir. Bu sayede biyofilm kavrami daha net anlagilmistir [15].

2.1.2. Biyofilm tarihgesi

Fosil kayitlarindan edinilen bilgilere gore biyofilme ait kalintilar 3,3-3,5 milyar y1l 6ncesine
dayanmaktadir [16,17]. 17. yilizyila kadar mikroorganizmalar planktonik olarak
tamimlanmistir.  Mikroorganizmalarin bir ylizey {tizerinde tutunarak yasayabildikleri
seklindeki mikrobiyolojik fenomen ilk kez Antonie Van Leeuwenhoek tarafindan
bildirilmistir. Leeuwenhoek’ un, disi tizerindeki plaktan aldigi siiriintiiyii kendi yapmis
oldugu basit mikroskopla inceleyerek mikrobiyal kiimelerin varligini gozlemledigi ve

farkinda olmadan biyofilm yapisini ilk kez goriintiiledigi bilinmektedir. [18-20].

Mikroorganizmalarin canli ve cansiz yiizeylere tutunup biiyiidiigiiniin gézlemlenmesine
ragmen biyofilm teorisi yirminci yiizyila kadar yayilmamistir. Biyofilm olusumuyla ilgili ilk
onemli verilere suda yasayan bakteriler incelenerek ulasilmistir. Deniz mikrobiyolojisinde
yapisan mikroorganizmalar1 serbest dolasan mikroorganizmalardan ayirt etmek amaciyla
mikroorganizmalarin ylizeye yapismasinit ve bu alanda c¢ogalarak topluluk olusturmasin

ifade eden film terimi 1933-1935 yillarinda kullanilmustir [21,22].

Henrici, 1933 yilinda tath sulardaki biyokirliligi inceledigi ¢alismasinda suda yasayan
bakterilerin biiyiik bir kisminin serbest yiizen mikroorganizmalar olmadigin1 bildirmistir
[22]. ZoBell ve Allen, 1935 yilinda suda yasayan bakterilerin genellikle kat1 yiizeylere
tutunarak c¢ogaldigini belirtmislerdir. Calismalarinda deniz suyuna batirdiklart cam
slaytlarin lizerinde lireyen mikroorganizmalar1 incelemigler ve ilk olarak cama geg¢ici olarak
baglandiklarini, daha sonra yilizeye yapisarak mikrokoloniler olusturduklarinda yikansalar
dahi yilizeyden ayrilmadiklarin1 gézlemlemislerdir [21,23]. Heukelekian ve Heller, 1940
yilinda yaptiklar1 ¢alismada deniz mikroorganizmalar1 igin sise etkisini incelemis ve

mikroorganizmalarin  Oncelikle yiizeye tutunduklarini, tutunma sonrasi biyolojik



reaksiyonlarinin biiyiik 6l¢iide hizlandigini belirtmistir [23,24]. 1943 de Zobell tarafindan
yapilan bagka bir ¢alismada tutunma sonrasi yiizeydeki bakteri miktarinin baslangigtaki
miktardan daha fazla oldugu gosterilmistir [25]. 1973 yilinda Characklis, endiistriyel su
sistemlerindeki mikroorganizma topluluklarimin yilizeye yapistiklarinda dezenfektanlara
kars1 direngli olduklarini ortaya koymustur [20]. 1976 da Marshall, ¢cok ince ekstraselliiler
polimer fibrillerin bakteri yiizeyine sabitlendigini belirtmistir [19].

T1ip alanindaki biyofilm ¢alismalar1 daha ileri tarihlerde ger¢eklesmistir. Ekolojik ortamda
bulunan biyofilmler iizerine yapilan ¢alismalar halk saghg: ile iliskili bulunmustur [19].
1977 yilinda kronik kistik fibrozisi olan hastalardan alinan balgam Orneklerinde
Pseudomonas aeruginosa topluluklar1 gézlemlenmis ve tip literatiiriinde slaymla gevrili
bakteri agregasyonu ile kronik enfeksiyon arasindaki iligki ilk defa rapor edilmistir [26].
Slaym krali olarak bilinen J. William Costerton da tip alaninda biyofilm ve biyofilm
enfeksiyonlar ile ilgili yapilan ¢alismalara onciiliik etmistir [27]. Costerton ve ¢alisma
arkadaglar1 1978’ de yeterli besin iceren su ekosistemlerinde bakterilerin biyotik veya
abiyotik yiizeylere tutunarak biiyiidiiklerini bildirmislerdir. 1981 yilinda yiizeye tutunan
hiicre popiilasyonlarini tanimlamak igin ilk defa “biyofilm” terimi kullanilmistir [19,20,28].
Yapilan calismalarda, mikroorganizma topluluklarinin bulunduklar1 ekolojik ortamdan
yararlandiklar1  tespit  edilmistir.  Kosullarin  elverisli  oldugu  ekosistemlerde,
mikroorganizmalarin biiylik kisminin biyofilm tabakasini olusturan matriks igerisinde
ireyerek yasamlarin siirdiirdigti gortilmiistiir. Ayrica, biyofilm olusturan mikroorganizma
ile planktonik mikroorganizmalar arasinda farkliliklar gozlemlenmistir [19,20]. 1985
yilindaki ¢alismasinda Costerton, planktonik bakterilerle kiyaslandiginda biyofilm

icerisindeki bakterilerin antibiyotige daha direngli olduklarini gostermistir [29].

Biyofilmin 151k mikroskobundan daha yiiksek ¢oziiniirliige sahip olan elektron
mikroskobuyla incelenmesiyle birlikte biyofilm yapisina ait bilgiler de artmistir. 1969
yilinda Jones ve arkadaslari atik su tesisindeki filtrelerin yiizeyine yapisan hiicre
topluluklarini elektron mikroskobu ile incelemisler ve biyofilmde yapismay: saglayan
hiicreleri ¢evreleyen matriksin polisakkarit yapida oldugunu agiklamislardir [30]. Costerton
ve arkadaglar1 ise 1999 yilinda biyofilm yapisini, mikroorganizmalarin iirettigi herhangi bir
cisime yapisma 6zelligi olan “Glikokaliks” olarak isimlendirilen polimerik matriks seklinde

tanimlamuglardir [20].



2.1.3. Biyofilm yapaisi ve bilesenleri

Biyofilm yapisin1 biyolojik olarak mikroorganizmalarda ¢ogalma hizi, ekzopolisakkarit
sentezi, hiicreler arasi sinyalizasyon ve gen transkripsiyonu gibi faktorler; fizyolojik olarak

ise biyofilmin olustugu ¢evre kosullar1 etkilemektedir [20,31].

Biyofilm yapisinin bilesenleri ylizey, mikroorganizma ve ekstraseliiler polimerik madde
(ekzopolisakkarit, EPS) ile diger elemanlardir [20].

Yizey:

Biyofilm yapisi; kataterler, kontakt lensler, protez kalp kapakciklari, protez kalp pilleri,
rahim i¢i araglari, bobrek tasi, akciger dokusu gibi viicutta hem biyotik hem de abiyotik
yiizeylerde olusabilmektedir [32]. Mikroorganizmalarin bir yiizeye baglanma diizeyi; ortam
sicakligr ve pH’1, mikroorganizma tiiri ve sayisi, hiicre duvar yapisi, hiicre hareketliligi,
ortamdaki besin icerigi ve miktari, iyon konsantrasyonu ve mikroorganizmanin adsorbe

oldugu yiizey 6zellikleri gibi birgok etkene bagl olarak degisebilmektedir [33].

Yiizey Ozellikleri mikrobiyal adsorbsiyonda onemli bir rol oynamaktadir. Tutunmayi
etkileyen yiizeyel Ozellikler arasinda elektriksel yiik, mikrotopografya, hidrofobisite ve

puriizliliik yer almaktadir [34].

Biyofilm olusumunda yiizeyde bulunan proteinler mikroorganizmalarin baglanmasini
etkilemektedir [35]. Biyofilm iliskili proteinler (Biofilm Associated Protein, BAP),
mikroorganizmalarin yiizeyde kolonize olmasini ve siirekliligini saglamaktadir [36].
Biyofilm yapis1 ylizeye ait dig faktorlerden de etkilenmektedir. Konak ve g¢evre kaynakli
yapilar da biyofilm igerigine katilmaktadir. Eritrosit, fibrin, enzim gibi yapilarin katilimi

biyofilmin bilesimine ve fiziksel 6zelliklerine etki edebilmektedir [13].

Mikroorganizma

Biyofilm olusturma o&zelligi olan mikroorganizmalar ile biyofilm olusumuyla iliskili

olmayan serbest mikroorganizmalar arasinda biiyiik farkliliklar mevcuttur [8].



Biyofilm olusturan mikroorganizmalarin biiyiime hizi, ¢esitli antimikrobiyal ajanlara kars1
gosterdigi diren¢ ve konak bagisikligindan kagabilme avantaji ciddi saglik problemlerine

neden olmaktadir.

Biyofilm olusumu siirecinde mikroorganizmalarin bir yiizeye tutunmalar1 farkli tiirdeki
mikroorganizmalarin ayni alanda bulunma olasiligini arttirmaktadir. Biyofilmler aymn
mikroorganizmalardan olusabilecegi gibi farkli mikroorganizmalar da bir araya gelerek
biyofilm olusturabilmektedir. Biyofilm igerisinde heterojen bir yapt meydana gelmektedir.
Bu durum mikroorganizmalar aras1 gen aligverisine olanak saglamakta ve genetik olarak
direncli suslar gelismektedir. Mikroorganizmalarin belirli bir yiizey {lizerinde tutunmalari

ayrica konak bagisikligindan korunmalarini da saglamaktadir [37].

Ekstraseliiler Polimerik Madde (Ekzopolisakkarit, EPS)

Biyofilm yapisi, mikroorganizmalarin da icerisinde gémiilii bicimde yer aldig1 ekstraseliiler
polimerik madde igeren ¢amur veya balgik benzeri matriks seklindedir [3]. Biyofilmin
kompleks yapisi, ortamdaki organik ve inorganik molekiillerin ekstraseliiler yapida
toplanmasiyla meydana gelmektedir. Biyofilm %73-98 oraninda su igermektedir [20].
Biyofilmlerin kati kiitlesi temelde mikrobiyal hiicrelerden ve ekstraseliiler matriksten
olusmaktadir. Biyofilmlerin karbon igerigini %75-90 oraninda ekstraseliiler matriks
olusturmaktadir ve temel ekstraseliller komponent polisakkaritlerdir [14,38]. Matriks
icerisindeki diger bilesenler ise proteinler, lipitler, fosfolipitler, niikleik asit ve iyonlardir
[39]. Matriks yogunlugu ve igerikteki oranlar mikroorganizmalarin tiiriine, fizyolojik
ozelliklerine gelisme ortamina ve fiziksel ozelliklerine gore degiskenlik gostermektedir
[20,40].

Gram negatif bakterilerin nétral veya anyonik ozellikte, Gram pozitif bakterilerin ise
katyonik 0Ozellikte biyofilm matriksi olusturdugu bilinmektedir [41,42]. Farkh
mikroorganizmalarin olusturdugu biyofilmlerin kimyasal igerikleri ve yapisal ozellikleri

farkli olmakla birlikte, temel 6zellikleri ortaktir [14,43].

Biyofilm yapis1 mikroskobik olarak incelendiginde aralarindan su kanallarinin gectigi ¢cok

tabakal1 heterojen bir yap1 seklinde goriilmektedir. Matriks yar1 akigkan 6zellige sahiptir ve



icerisinde yer alan mikroorganizmalar ise genellikle sabittir. Bu kanallar, matriks icerisinde

yasayan mikrobiyal hiicrelere besin ve oksijen tasinmasini saglamaktadir [40,44].

Yiizeye tutunan mikroorganizmalar c¢ogalarak Once mikrokolonileri olusturur,
mikrokoloniler de zamanla biiyiiylip, genisleyerek biyofilm tabakasini olusturmaktadir. EPS
sentezi, hiicrelerin yiizeye geri donilisiimsiiz olarak tutunmasi igin gereklidir [45,46]. Bir
ylizey tizerindeki mikrobiyal hiicreleri ¢evreleyerek igerisine alan ekstraseliiler polimerik
madde varlig1, biyofilm olusumunun ayirt edici bir gostergesidir. EPS, mikroorganizmalarin
etrafinda uzun, ince seritler halinde kompleks bir ag olusturmakta ve biyofilme yapisal

destek saglamaktadir [14,20,41].

Biyofilm hiicreleri tarafindan sentezlenen bu ekzopolisakkaritlerin planktonik hiicreler
tarafindan sentezlenen ekzopolisakkaritlerden icerik olarak farkli oldugu ve biyofilm

olusumuna 6zgii bir matriks polimeri sentezledikleri bildirilmistir [14,47].

Ekstraseliiler polimerik madde, ¢evresel sartlara kars1 savunmada biiyiik 6nem tagimaktadir.
Mikroorganizmalar, antimikrobiyal ajanlarin zararl etkilerinden ve fagositozdan EPS
sayesinde korunmaktadir [20]. Ayrica, biyofilmlerin ilag direnci gelisimlerinde de etkin rol
oynamaktadir. EPS tahribati, mevcut biyofilmin yapisal varliginin bozulmasina yol agmakta
ve antimikrobiyal ajanlara kars1 olan duyarliligin biiyiik 6l¢iide artmasina neden olmaktadir
[31].

Diger Elemanlar

Biyofilmlerin yapisinda; yiizey, mikroorganizma ve EPS ana bilesenleri disinda; ¢esitli
mikrobiyal enzimler, mikrobiyal metabolitler ile magnezyum, kalsiyum, demir gibi ¢esitli

inorganik iyonlar da yer almaktadir [48].

2.1.4. Biyofilm olusum asamalari

Biyofilm olusumu bir dongii igerisinde devam eden ¢ok agamali dinamik bir siiregtir. Temel

olarak bes asamadan olusmaktadir:
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Sekil 2.1. Biyofilm olusum asamalari [47]

1) Geri doniistimlii baglanma (Tutunma)
2) Geri doniisiimsiiz baglanma (Yapisma)
3) Mikrokoloni olusumu (Toplanma)

4) Olgunlagsma

5) Kopma ve ayrilma (Sekil 2.1.) [49,50].

Geri doniisimli baglanma:

Biyofilm olusum siirecinin ilk basamagi olan tutunma, planktonik haldeki mikrobiyal
hiicrelerin biyotik veya abiyotik bir ylizeye pili, fimbria, flagella gibi hiicre uzantilariin
yardimiyla van der waals kuvvetleri gibi zayif etkilesimlerle geri doniisiimlii olarak
baglanmasidir. Mikroorganizmanin bir yiizeye tutunabilmesi i¢in, mikroorganizma ile
ylizey arasinda yakin bir mesafe (<lnm) olmasi ve ylizey ile temas kurdugunda

mikroorganizmada farkindalik olugmasi gerekmektedir [51].

Tutunmanin gergeklesmesiyle birlikte biyofilm fenotipinin agiga ¢ikmasina neden olan bir
dizi genetik islem baslamaktadir. Mikroorganizma, bir verici ve bir alicidan olusan
diizenleyici bir sisteme sahiptir. Bu sistem mikroorganizma bir ylizey ile temas ettiginde

aldig1 ¢evresel uyarilari fenotipik degisiklere ¢evirebilmektedir [51,52].

Biyofilm olusumu igin farklilasma isleminin baslamasi, ‘‘Quorum Sensing (QS)”’

haberlesme sisteminden gelen yanitlara baghdir. QS mekanizmasi ile mikroorganizma
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cevresindeki popiilasyon yogunlugunu belirlemektedir. Yiizeye tutunan her hiicre, varligini
bildiren bir molekiil salgilayarak ortama mesaj gondermektedir. Yiizeye tutunan hiicre
sayis1 arttikca sinyal yogunlugu da artmaktadir. Sinyal molekiiliiniin konsantrasyonundaki
artis ile biyofilm olusumuna yonelik siire¢ baslamaktadir. Biyofilm igerisindeki
mikroorganizmalar interseliiler, diisiik molekiil agirligmma sahip haberciler araciligiyla

iletisim saglamaktadir [50,51].

Tutunmay1 etkilen faktorler; mikrobiyal gelisme ortami, gelisim fazi, pH, sicaklik, temas
zamani, organik madde varligi, hiicre dis1 polimerik madde tiretimi, hiicreler arasi iletigim,

yiizey tipi ve 6zellikleridir [53,54].

Geri doniisiimsiiz baglanma

Ikinci basamak ise mikroorganizmalarin yiizeye yapisma veya kuvvetli bir sekilde tutunma
islemidir. Yapisma, mikroorganizmada bulunan ligandlarin yilizeydeki ligandlara spesifik

olarak geri doniisiimsiiz baglanmasiyla gergeklesir [55].

Bu asamada mikroorganizmalar, biyofilm yapisinin ana bileseni olan ekzopolisakkarit,
ekstraseliiler DNA (eDNA), protein ve lipitlerden olusan ekstraseliiler polimerik madde
(EPS) sentezlemektedir. EPS ve yiizey proteinleri, mikroorganizma ile yiizey arasinda gii¢lii
etkilesimler ile baglanmay1 desteklemektedir. Geri dontistimlii tutunmadan geri dontistimsiiz

baglanmaya gecis asamasinda hiicre i¢i ikincil haberci sistemleri rol oynamaktadir [56,57].

Mikrokoloni olusumu

Ugiincii asama geri déniisiimsiiz olarak baglanan yapilarm gelisim siirecini kapsamaktadir.
Yiizeye yapisan hiicrelerin boliinerek ¢cogalmasi, planktonik mikroorganizmalarin ¢cevreden
biyofilm tabakasina katilmast ve hiicre dis1 polimerik maddelerin salgilanmasiyla

mikrokoloni olusumu gergeklesmektedir [20,57].

Mikroorganizma yiizeye tutunduktan sonra, gelisme sartlar1 uygunsa kolonizasyon baslar.
Matriks, tutunma ve bir takim ¢evresel uyarana yanit olarak sentezlenmektedir.
Mikrokolonilerin olusumunda ve varligini devam ettirebilmesinde matriks sentezi kritik

oneme sahiptir. Mikrokoloniler %10-25 oraninda mikroorganizmalardan, %75-90 oraninda
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EPS matriksinden olusmaktadir. Biyofilmin ana bileseni olan EPS, mikroorganizmalarin
yiizeye ve birbirlerine tutunmalarini saglamaktadir. Ayrica, biyofilmin ii¢ boyutlu yapisinin
devamliligi, olumsuz ¢evre kosullarindan korunma ve quorum sensing (QS) sinyal
molekiillerinin, hiicre dis1 enzimlerin, metabolik iiriinlerin iletimi gibi fonksiyonlariyla da

mikroekosistem olusumuna katki saglamaktadir [20,56].

Tutunma ve mikrokoloni olusumunda gorev alan genetik faktdrler mikroorganizmaya gore

farklilik gostermektedir [58].

Dogal ortamda mikroorganizmalar ile yapilan ¢alismalarda toplanma asamasinda, hiicreler
arasi iletisim ve cevrede varligini siirdiiren planktonik hiicrelerin de rol oynadigi

gosterilmistir [53].

Olgunlasma

Doérdiincli asamada biiyiiyen mikrokolonilerin kompleks, mantar seklinde yapilara veya
kulelere doniismesi ile olgunlasma evresi gergeklesmektedir [17,50,59]. Birbirinden farkl
ylikseklikte kuleler olusturan mikrokoloniler arasinda etkin bir sekilde iletimi saglamak
amaciyla ilkel bir dolagim sistemi gérevi yapan su kanallar1 bulunmaktadir [59,60]. Biyofilm
yapisindaki su kanallar1 vasitasiyla su, oksijen, besin maddeleri ve metabolik atik iirtinler
taginmaktadir. Cevresel faktorler; ekstraseliiler matriks regiilasyonunu, buna bagli olarak da

biyofilm yapisinin kalinlik, dansite gibi morfolojik &zelliklerini etkilemektedir [56].

Biyofilm yapisinin biiylime potansiyeli yeterli besin, oksijen ve karbon kaynaklarinin
varligi, besin maddelerinin ve oksijenin perflizyonu, toksik metabolik yan iriinlerin

uzaklastirilmasi, ortamin sicakligi, pH’1 ve osmolaritesi gibi ¢esitli faktorlere baglidir [14].

Olgun biyofilmlerin tek tabakali veya EPS ile paketlenmis mikrokoloniler halinde
olabilecegi bilinmektedir [53]. Olgunlasmada yeterli ¢ogunlugu algilama ve buna bagh

genetik ifade 6nemli bir rol oynamaktadir [61].
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Kopma ve ayrilma

Biyofilm yasam dongiisiiniin son asamasi ise kopma ve ayrilma evresidir. Bu asamada tek
bir mikroorganizma veya mikroorganizma kiimeleri biyofilm tabakasindan koparak ortama
dagilmaktadir. Bu durum, disg faktorlerin etkisiyle olabilecegi gibi, biyofilm olusum

slirecinin bir pargasi olarak da gerceklesebilmektedir [52,57,62].

Mikroorganizmalarin biyofilm gelisimi, gerekli yasam kosullarinin varligiyla dogrudan
baglantilidir. Cevresel faktorlerin uygunluguna gore biyofilm gelisimi sorunsuz devam
etmektedir. Ancak uygun kosullar saglanmazsa biyofilm igerisindeki mikroorganizmalar
tutunduklar yiizeyden ayrilarak serbest yasamlarina geri donmektedir. Mikroorganizmalar
olgun biyofilm evresinde kendilerine oksijen kullanimi ve antimikrobiyal direng agisindan
avantaj saglayan tabakali yerlesim sekli sergilemektedir. Olgunlasma asamasindaki
biyofilm, varligin1 siirdiirmekte zorlandig elverigsiz kosullara maruz kaldiginda tutundugu
ic yiizeye en yakin katmandaki mikroorganizmalar duraganlasir veya OoOliir, matriks
bilesenlerinin sentezi azalir, matriks enzimatik olarak pargalanir. Dis yiizeye yakin olan
katmandaki mikroorganizmalar ise biyofilm tabakasindan kopar ve planktonik forma geger.
Biyofilmden kopan hiicreler farkli bir yiizeyde kolonize olup yeni biyofilm tabakasi
olusturabilmektedir [14,63]. Tabakali biyofilm yapisinin i¢ yiizeye en yakin hiicreler
digerlerine kiyasla daha stabil konumda bulunmaktadir [62].

Ayrilma asamasinda, hiicre motilitesinde ve ekstraseliiler polimerik maddenin bozulmasinda
rol alan genlerde up-regiilasyon, tutunma ve ekstraseliiler polimerik maddenin iiretiminde
rol alan genlerde down-regiilasyon gergeklesmektedir. Hiicre igi ikinci haberci bis-(3'-5)-
cyclic dimeric guanosine monophosphate (c-di-GMP) gen regiilasyonunda etkin bir rol
oynamaktadir [9]. Hiicre iginde c-di-GMP seviyesindeki degisim, mikroorganizmanin
planktonik veya biyofilm halinde yasamasinda anahtar rol oynamaktadir. ikinci haberci c-
di-GMP miktar1 arttiginda planktonik yasam baskilanirken biyofilm olusumu aktive
olmaktadir [64].

Planktonik mikroorganizma salinnmini igeren bu evre, biyofilmin yeni bir ylizeye

yayilmasini ve kolonize olmasini saglamaktadir [65].
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2.1.5. Biyofilmde hiicreler arasi iletisim

Quorum Sensing (QS, Cogunlugu Algilama)

Mikrobiyal iletisimin 6nemli bir mekanizmasi, popiilasyon yogunluguna bagli uyarici yanit
sistemidir. “Quorum Sensing (QS)" olarak bilinen bu fenomen, otoindiikleyiciler veya
quorum sensing molekiilleri (QSM) olarak adlandirilan hormon benzeri molekiiller
aracilifiyla gergeklesmektedir. Quorum sensing molekiilleri merkezi metabolizmada ana
rolii olmayan ancak c¢esitli biyolojik aktivitelere sahip olan sinyal molekiilleridir. Bu
molekiillerin konsantrasyonu popiilasyonla dogru orantili olarak artmaktadir ve
konsantrasyon kritik bir esige ulagtiginda, QS ile ilgili hedef genlerin ifadelenmesine veya

baskilanmasina yol agan diizenleyici bir yanit olusmaktadir [66-68].

QS iletisimi ilk kez 1970'lerde Nealson ve arkadaslar tarafindan denizde yasayan Vibrio
tirlerinde biyoliiminesans iizerine yaptiklar1 calismalar sirasinda goézlemlenmistir

[66,69,70].

Serbest yasayan mikroorganizmalar belirli bir esik yogunluguna ulastiklarinda QS
mekanizmasi, kiiciik sinyal molekiillerinin salgilanmasi vasitasiyla hiicreler arasi iletisimi
saglamaktadir. Bu sinyaller mikrobiyal hiicreler {izerinde genetik ve fizyolojik cesitli etkilere
yol agmaktadir [71]. QS mekanizmas1 hiicresel fonksiyonlar, adezyon, besin alimi, hiicreler
arasinda genetik materyal transferi, hareketlilik, sekonder metabolitlerin sentezi, viriilans
faktorlerinin salgilanmasi ve biyofilm olusumu gibi ¢esitli davraniglart modiile etmektedir

[66,72].

Biyofilm olusumunda c¢esitli genetik belirleyiciler rol oynamaktadir. Biyofilm olusumu
esnasinda gen ifadesini diizenleyici mekanizmalardan biri de hiicreler arasi sinyalizasyondur
[73,74]. Biyofilm olusumu ve quorum sensing (QS) birbiri ile yakindan iliskili stireglerdir.
Biyofilm olusumu, kendi irettigi hiicre dist matrikste gomiilii olarak yasayan
mikroorganizma popiilasyonlarini i¢eren kooperatif grup davranisidir. QS, popiilasyondaki
planktonik hiicre yogunluguna yanit olarak gen ekspresyonunu senkronize eden hiicre
iletisim mekanizmasidir ve biyofilm yasam tarzina gecisi koordine edebilmektedir [75].

Biyofilmin biiyiime asamasinda ekzopolisakkarit yapi mikroorganizmalarin yakin halde
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bulunmasina yardimci olmaktadir, bu durum hiicresel davranistaki degisiklikler i¢in
kimyasal sinyalleri daha etkili sekilde algilamalarimi saglamaktadir [70,76]. Biyofilm
icerisindeki patojen mikroorganizmalar antimikrobiyal diren¢ mekanizmasi gelistirmek ve
viriilans1 arttirmak amaciyla QS sisteminden faydalanmaktadir [71,72]. Patojenik
mikroorganizmalarda viriilans faktorlerinin ekspresyonu, enfeksiyon olusturma ve immiin
yanittan kagma sansi saglayarak onemli bir hayatta kalma avantaj1 olusturmaktadir. Baz1 QS
molekiilleri, konak hiicreleri i¢in toksik olmalar1 veya konak bagisikligini modiile

edebilmeleri sebebiyle tek basina viriilans faktorii olarak kabul edilmektedir [66].

Ug ana tip QS sistemi bulunmaktadir:

(1) Gram negatif bakterilerde a¢il homoserin lakton (AHL) QS sistemi
(2) Gram pozitif bakterilerde otoindiikleyici peptit (AIP) QS sistemi

(3) Hem Gram negatif hem Gram pozitif bakterilerde goriilen otoindiikleyici-2 (AI-2) QS
sistemidir [72].

Otomatik indiikleyici mikroorganizmanin tiiriine gore degisiklik gostermektedir. Gram-
negatif bakteri hiicre membranini gegebilen ve alici hiicrelerdeki diizenleyici proteinlere
baglanan N-agil-L-homoserin laktonlar1 (AHL) birbirleriyle iletisim kurmak amaciyla
kullanmaktadir. Artan AHL konsantrasyonu ile bakteriyel biiytimenin anlamli bir korelasyon
gosterdigi bilinmektedir. Gram-negatif bakterilerde LuxI/LuxR tipi ¢ekirdek algilama

mekanizmasi goriilmektedir [70,77].

Gram-pozitif organizmalarda ise sistem daha karmasiktir. Gram-pozitif bakteriler, tiir igi
iletisimde sinyal molekiilii olarak oligopeptidleri kullanarak biyofilm olusturmaktadir. Gram
pozitif bakteriler otoindiiktoriin aktif taginimini gerektiren iki bilesenli bir sinyal iletim
sistemine sahiptir. Membrana bagl histidin kinaz reseptoriine ihtiya¢ duyan peptit bazli

algilama mekanizmalarini kullanilmaktadir [68,71].

LuxS tarafindan kodlanan otoindiikleyici-2 (AI-2) ‘nin kullanildig1 QS sistemi hem Gram-
negatif hem de Gram-pozitif bakterilerde iletisimi saglamaktadir. Vibrio harveyi'de
kesfedilen AI-2 otoindiikleyici QS yolag: tiirler arasi sinyalleri algilayip terciime etmektedir

[70,71,77].
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QS ile hiicreler arasi iletisim bakterilerle sinirlt degildir, mantarlarda ve son zamanlarda
viriislerde de tanimlanmustir [69]. Okaryotik mikrobiyal QS sistemleri daha yakin zamanda
kesfedilmistir. Candida albicans ve Saccharomyces cerevisiae gibi mantar tiirlerinde
farnesol basta olmak {iizere tirozol, feniletanol ve triptofol gibi ¢esitli Okaryotik QS
molekiilleri tanimlanmustir [67,74]. QS sinyalleri zarlar1 gegerek sadece ayni tiiriin iiyeleri
tarafindan degil, diger tiirler tarafindan da algilanmaktadir. Mikroorganizmalarin ¢evrelerine
tepki verirken dis ortami algilayabildigi uzun siiredir bilinmesine ragmen bir¢ok tiiriin diger
tirlerin varligini da algilayabildigi yakin zamanda 6grenilmistir [68,70]. QS calismalari ile
iletisim kurma yeteneginin hem tiir icinde hem de tiirler arasinda etkilesim ve hayatta kalma

acisindan kritik 6neme sahip oldugu bilinmektedir [78].

2.1.6. Biyofilm ve enfeksiyon iliskisi

Yiizyillar boyunca insanlar, planktonik patojenlerin neden oldugu akut enfeksiyonlara maruz
kalmigtir. Giintimiizde bu enfeksiyonlar, asilar ve antimikrobiyal ilaglar ile miicadele
edilmesi sonucu bir dereceye kadar kontrol altina alinmistir. Ancak, biyofilm olusturan

mikroorganizmalar gelismis iilkelerde ¢ok sayida enfeksiyonun ana sebebidir [79,80].

Ulusal Saglik Enstitlisii'nlin (National Institutes of Health, NIH) istatistiklerine gore,
biyofilmler insanda gelisen bakteriyel enfeksiyonlarin yaklasik olarak %65’inden, tiim
kronik enfeksiyonlarin ise %80’inden sorumludur [72]. Hastalik Kontrol Merkezi (Center
for Disease Control, CDC) tarafindan 2007’de yaklasik 1,7 milyon hastane kaynakli
enfeksiyonun Dbakteriyel biyofilm kaynakli oldugu ve sadece Amerika Birlesik
Devletleri’'nde 11 milyar dolar ekonomik kayba yol a¢tig1 bildirilmistir [81,82]. Biyofilm
kaynakl1 enfeksiyonlar, yillik yarim milyondan fazla 6liimden ve yaklasik 94 milyar dolar

tedavi maliyetinden sorumludur [82,83].

Biyofilm iligkili enfeksiyonlar biiytik bir halk sagligi problemidir. Endokardit, osteomiyelit,
siniizit, idrar yolu enfeksiyonlari, kronik prostatit, periodontitis, kistik fibrozis dahil olmak
iizere kronik akciger enfeksiyonu, kronik enflamatuvar bir hastalik olan Crohn hastalig1, orta
kulak enfeksiyonlar1, kronik yanik enfeksiyonu, diyabetik ayak ve ozellikle kalici tibbi
cihazlarla iligkili ¢esitli nozokomiyal enfeksiyonlar biyofilm kaynaklidir [68,72,84-86].
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Biyofilm kaynakli hastaliklar; tibbi cihaz iliskili biyofilm enfeksiyonu, tibbi cihaz iliskili
olmayan kronik biyofilm enfeksiyonu ve biyofilm kaynakli tibbi cihaz islev bozuklugu

olmak tizere temelde {li¢ gruba ayrilmaktadir [80,87].

Tibbi Cihaz iliskili Biyofilm Enfeksiyonu

Implant tibbi cihazlarin kullanimi modern tibbin ayrilmaz bir pargasi haline gelmistir.
Yabanci cisim implantlar1 faydalarinin yani sira enfeksiy6z komplikasyonlara sebebiyet
vermektedir [88]. Kalp pilleri ve protez kalp kapakgiklari, vaskiiler prosesler, elektrikli
diyalizorler, protez eklemler, alloplastik ortopedik cihazlar, intravendz kateterler, kalici
iiriner kateterler, tiretral stentler, endotrakeal tiipler, beyin omurilik sivisi santlari, periton
diyaliz kateterleri, safra yollar1 stentleri, meme implantlari, ses protezleri, intrauterin
cihazlar, abdominal drenler, nefrostomi tiipleri, doku dolgu maddeleri ve kontak lensler
hastalar i¢in vazge¢ilmez oldugu kanitlanmis implant tibbi cihazlardir [80,85,86]. Bununla
birlikte, ayni cihazlar biyofilm iliskili enfeksiyon riskini de beraberinde getirmektedir.
Amerika Birlesik Devletleri’'nde her yil 45 milyondan fazla implant tibbi cihaz
kullanilmaktadir. Nozokomiyal kaynakli enfeksiyonlar en az %50 oraninda tibbi cihazlarla
iligkilidir [89]. Suda, havada, toprakta veya insan florasinda bulunan mikroorganizmalarla
iligkilendirilen bu enfeksiyonlar yasam kalitesini olumsuz etkilemekte ve Olimciil

olabilmektedir [80].

Yabanci cisim iligkili enfeksiyonlarin %2’si eklem protezleri ve meme implantlari, %4’
mekanik kalp kapakgiklar, kalp pilleri ve defibrilatorler, %10’u ventrikiiler santlar ve %401
ventrikiiler destek cihazlar ile iliskilidir. Buna ek olarak, hastane kaynakli kan dolasimi

enfeksiyonlarinin ¢ogu intravaskiiler cihazlarla iligkilidir [72,80].

Bir tibbi cihaz insan viicuduna yerlestirildiginde, hayati organlarin normal islevlerini
kurtarma amacini yerine getirirken konakgr hiicrelerin ve mikroorganizmalarin ulagsmak i¢in
yaristigl bir bdlge haline gelmektedir [90]. Implant edilen tibbi cihazlarm mikrobiyal
kolonizasyonu hizli bir sekilde ger¢eklesmektedir ve konakg¢1 tarafindan iiretilen
trombositler, plazma ve doku proteinleri gibi yapisal maddeler ile kolonizasyon artmaktadir
[91]. Normal flora veya g¢evresel flora ile kolonize olan yabanci cisim viicudun igerisindeki

steril anatomik kisim ile temas halindedir ve mikroorganizmanin karmasik metamorfozu



17

biyofilm olusumuyla sonuglanmaktadir. Enfeksiyonlarin mikrobiyal kaynagi konak

mikrobiyotasi ya da ekzojen kaynaklarda bulunan mikroorganizmalardir [80,87].

Yabanci cisimle iliskili enfeksiyonlarda yaygin olarak izole edilen mikroorganizmalar
arasinda Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumonia, Enterococcus faecalis ve Candida tiirleri bulunmaktadir [80,92].
Stafilokoklar biyofilm ile iliskili enfeksiyonlarda en sik izole edilen bakterilerdir ve son
yillarda nozokomiyal enfeksiyonlar agisindan en Onemli patojen haline gelmistir.
Stafilokoklarin tibbi cihazla iliskili enfeksiyonlarin en yaygin etkeni olmasmin sebebi;
biyofilm olusturma ve ekzotoksin iiretme kabiliyetidir. Implantasyon sirasinda cihazi
kontamine eden bakteriler cogunlukla hastanin cilt florasindan gelmektedir [80]. Mantarlar
da viicutta ¢esitli anatomik bolgelerde biyofilm olusturma kapasitesine sahiptir [93]. Tibbi
cihazlarin yayginligi, genis spektrumlu antibiyotiklerin kullanimi, yaslanma siireci ve
immiin sistemi baskilanmis hasta demografisi biyofilmlerle iligkili mantar enfeksiyonlarinin
ortaya ¢ikmasina toplu olarak katkida bulunmustur [94]. T1ibbi cihaz iliskili enfeksiyonlarin
yaklasik olarak %20’sinde etken mikroorganizmalar Candida tiirleridir [89]. Insanda
mukozal yilizeylerde kommensal olarak yasayan ve bagisikligi baskilanmis hastalarda
firsat¢1 patojen olan Candida albicans, klinik olarak biyofilm {iretimi agisindan en énemli
tiirdiir [95]. Candida ve Aspergillus tiirlerinin etken oldugu enfeksiyonlar, implant cihaz
iliskili enfeksiyonlarin %8’inden sorumludur ve hayatta kalma oranimmi %350’ye kadar
diisiirmektedir [96]. Fungal biyofilm yapis1 antifungal tedaviye karsi oldukga direnglidir. Bu
enfeksiyonlarin etkili sekilde tedavi edilememesi, yliksek morbidite ve mortalite oranlarina

yol agmaktadir [97].

Enfeksiyonun viicutta bulundugu bélgeye, kullanilan tibbi cihaz tiiriine ve hastada cihazin
bulunma stiresine bagli olarak biyofilmler birden daha fazla mikroorganizma tiirtinden
olusabilmektedir [80,81]. Polimikrobiyal enfeksiyonlar olarak bilinen bu tiir enfeksiyonlar,
biyofilm kaliciligin1 ve direncini arttirmaktadir. Bu sebeple, biyofilm enfeksiyonlarinin

tedavi maliyeti onemli 6l¢tide artmaktadir [86].
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Tibbi Cihaz iliskili Olmayan Kronik Biyofilm Hastalig1

Bu biyofilm enfeksiyonlar1 yabanci cisimlerle iligkili degildir. Biyofilm olusumu hasta
viicudundaki dokular, kaslar, epitel hiicreleri, mukozal yiizeyler ve bdbrek tasi gibi
metabolik olusumlarda goriilmektedir. implant cihazlarla iliskili olmayan biyofilm hastaligs;
kistik fibrozisi olan hastalarda kronik solunum yolu enfeksiyonlari, kronik obstriiktif akciger
hastaliklari, tiiberkiiloz, kronik yara enfeksiyonlari, kronik otitis media, kronik siniizit,
endokardit, osteomiyelit, dis cliriikleri, periodontitis, safra yolu enfeksiyonlar1 ve prostatit

gibi enfeksiyonlar1 icermektedir [80,87].

Biyofilm Kaynakli Tibbi Cihaz islev Bozuklugu

Biyofilm igerisindeki mikroorganizmalar biyomalzemelerin bozulmasina neden olarak
klinik cihaz arizasina yol acabilmektedir. Biyofilm iliskili cihaz islev bozuklugu, viicudun
bagisiklik sisteminin bir tibbi cihazin implantasyonuna tepkisini ifade etmektedir.
Makrofajlarin ve yabanci cisim dev hiicrelerinin gorev aldigi bu yanita yabanci cisim
reaksiyonu denir. Viicuda tibbi cihaz yerlestirildiginde, bagisiklik sistemi implant bolgesine
makrofajlar1 gondererek tepki gostermektedir. Makrofajlar, yabanci cisimin ¢ikarilmasina
yardimct olan dev hiicreler olusturmak icin birbirine kaynagmaktadir. Yabanci cisim
reaksiyonu; monositlerin/makrofajlarin yapigmasi, yabanci cisim dev hiicreleri olusturmak
icin makrofajlarin flizyonunun yani sira protein adsorpsiyonu, makrofajlar/yabanci cisim
dev hiicreleri ile enflamatuvar/yara iyilestirici hiicreler arasindaki etkilesim gibi ¢esitli

yanitlar1 icermektedir [80].

Tibbi cihaz islev bozuklugu; hafif agri, hafif yumusak doku kontraktiirii veya fonksiyonel
bozukluk gibi hafif klinik semptomlar ile enfeksiyon/enflamatuvar belirtisi olmadan
goriilebilmektedir. Biyofilm kaynakli cihaz arizasimin klinik belirtileri  yikic1 da
olabilmektedir. Biyofilm kaynakli tibbi cihaz islev bozuklugu; protez eklem arizasi, meme
implant1 kapsiil kontraktiirii, intravaskiiler kateter disfonksiyonu, biliyer tiip obstriiksiyonu,
idrar stentlerinde kristalize kabuklanmalar, beyin omurilik sivist sant1 islev bozuklugu ve
kalp pili elektrotlarinda fiziksel ve kimyasal bozunmaya sebep olmaktadir. Viicudun yabanci
cisime tepki verme sekli, cihazda kullanilan malzemenin 6zelliklerine baghidir. Bu immiin

yanit tibbi cihazin hastada takili kaldig: siire boyunca devam edebilmektedir [80].
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2.1.7. Biyofilm kontrolii ve anti-biyofilm stratejileri

Biyofilm ile iligkili enfeksiyonlar saglik, gida, tarim ve sanayi alanlarinin ortak endise
sebebidir. Biyofilmin dagilmasi ve yayilmasi, eDNA yoluyla yiiksek genetik degisim,
antimikrobiyal ajanlara kars1 azalan duyarlilik, konak¢1 bagisiklik sistemine karst dogal
diren¢ ve Gram negatif bakteriler s6z konusu oldugunda gelismis endotoksin olusturma

yetenegi gibi 0zellikler biyofilm enfeksiyonlarinin engellenmesini zorlagtirmaktadir [77].

Biyofilmle iliskili enfeksiyonlarda morbidite ve mortalite riskini azaltmak i¢in temelde dort

ana strateji kullanilmaktadir:

(1) Cihaz1 yerlestirme esnasinda bulasi dnleme amagcl steril 6nlemler alinmakta ve aseptik
bir teknik kullanilmaktadir.

(2) Mikroorganizmalarin ilk baglanmasini engellemek igin implant cihazdan
antimikrobiyal ajan salan cihazlar kullanilmaktadir.

(3) Biyofilmi ortadan kaldirmak amaciyla antimikrobiyal ilaglar verilmektedir.

(4) Hastaya fiziksel ve psikolojik yiik getirmesine ragmen enfekte cihazin kaldirilmasi

tedavi stratejisi olarak kesin ¢6ziim olmaya devam etmektedir [80,98].

Biyofilm kontrolii; biyofilm olusumunu 6nlemeyi veya yerlesik biyofilmin yok edilmesini
amaclamaktadir. Antimikrobiyal ilaglar ile biyofilm iliskili enfeksiyonlar1 tedavi etmenin
oldukca zor oldugu bilinmektedir. Biyofilm kontrolii i¢in alternatif ve tamamlayici
stratejilerin gelistirilmesi ihtiyact dogmustur. Bu sebeple, biyofilm ile iligkili problemlere
potansiyel bir ¢dziim arayis1 devam etmektedir [70,99]. Zorlu ¢evre kosullarina kars1 hayatta
kalmak ve antimikrobiyallere karsi direng gelistirmek i¢in benzersiz bir yapi olusturan
biyofilmleri kontrol altina almak amaciyla farkli yontemler arastirilmaktadir. Bunlar
biyolojik, kimyasal ve fiziksel yontemler olmak iizere ii¢ ana baslikta toplanmaktadir (Sekil

2.2.) [99].

Antibiyofilm kompleksleri, biyofilm yapimin1 engelleyen bilesiklerdir. Bu bilesikler, {i¢
boyutlu biyofilm yapisinin farkli kisimlarin1 hasara ugratarak biyofilm olusumunu veya
yayilmasini 6nlemektedir. Bitkisel bilesikler, bakteriyofajlar, antibiyofilm enzimleri, yiizey

kaplama ajanlar1, quorum sensing inhibitorleri ve nanopartikiiller antibiyofilm kompleksleri
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olarak tanimlanmistir [87]. Quorum sensing inhibitdrleri (Quarum Quenching, QQ)
mikrobiyal hiicre iletisimine miidahale ederek biyofilm olusumunu engelleyen ajanlardir.
Quorum sensing reseptorlerine rekabet¢i baglanma, QS sinyallerinin inhibisyonu, QS
sinyallerinin enzimatik bozunumu ve QS genlerinin kontrolii biyofilm kontrolii amaciyla
uygulanmaktadir. Ultrasonik parcalama ile mekanik parcalama, asidik elektrolize su
kullanimi, enzim aracili bozulma, antimikrobiyal peptitler, ilag kombinasyonlari,
bakteriyofajlar ve nanopartikiillerler QS inhibisyonunda gorev almaktadir [70]. Son
zamanlarda, nanoteknolojik yaklagimlar tan1 ve tedavide siklikla kullanilmaya baslanmistir.
Bu amagla antimikrobiyal ve antibiyofilm 6zelliklere sahip nanopartikiillerin mikrobiyal
biyofilmlere karsi kullanimi da biyofilm kontrolii a¢isindan giderek onem kazanmaktadir

[100].

ANTIBIYOFILM STRATEJILERI

\ 4 7 B
BIYOLOJIK KIMYASAL
Metal iyonlar. trisodyum
Bitki ekstraktlan yag. bal . - ~» EDTA gibi selatlayici
= b S e P =P Fotodinamik tedavi R
~ Biyolojik anti quorum L i}r:.m kaplama gibi yiizeyin
sensing bilesikleri —p  Biyoelekiik uygulamas: kimyasal modifikazyonu
—_ Bakteriyosin
=P Metalik nanoemiilsiyonlar
- Ultrasonik tedavi

— Bakteriyofaj
3.3 4'5-
=p- etrachlorosalicylanide gibi

kimyasal c1l
> Antibivofilm peptiler S

Perasetik asit hidrojen

’;:|£+ peroksit, iyodofor,

=p  Kapsiiller polisakkaritler ~ banzalkonyum klorir,

sodyum hipklorit, nitr
elekirolize suvb. gibi
diger kamyasal ajanlar

- Biyosiirfaktanlar

DNaz L Proteinaz K, Liyaz
=p-  vb. gibi matriks inhibe
eden enzimler

Sekil 2.2. Anti-biyofilm stratejileri [99]
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Biyofilme kars1 gelistirilen yeni yOntemler arasinda hiicre dig1t matriksi hedefleyen
uygulamalar, anti-persister stratejiler, metal iyonlar1 ve selatorler, antikorlarin kullanimi,
geleneksel ajanlarin aktivitesinin arttirilmasi, yeni biyomalzemelerin kullanimi, akilli

implantlar ve antimikrobiyal fotodinamik tedavi yer almaktadir [99].

Biyofilm konusunda 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir ancak hala verimli, ¢evre dostu ve
uygun maliyetli yeni antibiyofilm stratejilerine, standartlastiritlmis protokollerin
gelistirilmesine ve ilgili mekanizmalarin daha kapsamli sekilde anlasilmasina ihtiyag

duyulmaktadir [99].
2.2. Kateterler ve Kateter Iliskili Enfeksiyonlar
2.2.1. Kateter tipleri ve ozellikleri

Alman cerrah Werner Forssmann 1929°da hasta lizerinde santral ven6z kateterizasyon igin
ilk uygulamay1 gergeklestirmistir, bu gelisme ile insan sagligi damar yolu acilmasi, izlem ve
tedavide yeni bir doneme girmistir. Cournand ve Rishards, kardiyak kateterizasyon teknigini
gelistirmistir. Forssmann, Cournand ve Rishards 1956 yilinda Nobel Tip Odiiliinii
kazanmigstir [101,102]. Bu tarihten itibaren intravendz kateterler birgok farkli amagla yaygin
olarak kullanilmaktadir. Kateterlerin kullanim amaglar ilaglarin ve intravendz sivilarin
inflizyonu, kan ve kan tirlinlerinin transflizyonu, total parenteral beslenme (TPN), yogun
bakim iinitelerinde santral vendz basing ve oksijen dl¢timii ile hemodinamik izleme olarak

siralanmaktadir [103].

Kateterler icin en sik kullanilan yapim malzemeleri polietilen, polivinil klorid (PVC),
poliiiretan, silikon veya teflondur [104,105]. Kateterler boylarina gore kisa, orta, uzun;
uygulama siiresine gore kisa stireli veya uzun siireli; uygulama yerine gore periferik veya
santral olarak alt gruplara ayrilmaktadir. Farkli tibbi girisimler i¢in periferik venoz kateter
(PVK), periferik arteriyel kateter, pulmoner arteriyel kateter, santral venoz kateter (SVK),
periferik yollu santral kateter, umbilikal kateter, basing-monitdr sistemi ve total implant
kateter olmak iizere cesitli kateterler kullanilmaktadir [106,107]. Santral ven6z kateterler
(SVK) hastada kullanim stiresine gore tiinelsiz-geg¢ici ve tiinelli-kalici; liimen sayisina gore

tek liimenli, ¢ift liimenli ve ¢ok liimenli; implant yerine gére juguler, subklavyen, brakiyal
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ve femoral; kullanim amacina gore ise basit damar yolu, hemodiyaliz, total parenteral

beslenme ve kemoterapi kateteri olarak siniflandirilmaktadir [108,109].

Enfeksiyon riski; kateterin tipi, boyutu, yapim malzemesi ve kullanim siiresi gibi birgok
etkene gore degisiklik gostermektedir. En sik kullanilan kateter tipi tiinelsiz santral vendz

kateterdir ve kateter iligkili kan dolasim1 enfeksiyonlarinin biiyiik bir kismindan sorumludur

[106,110].

2.2.2. Kateter iliskili enfeksiyonlar ve klinik tanimlari

Modern saglik hizmetlerinde intravendz kateter kullanimi1 son yillarda giderek artmaktadir.
Bu invaziv araglar, ylizeye yapisan mikroorganizmalar nedeniyle kateter iliskili
enfeksiyonlara yol agmaktadir [111]. Bu enfeksiyonlar, 6zellikle kritik durumda olan veya
bagisikligi baskilanmis hastalarda ciddi sekilde yasami tehdit etmektedir [112]. Kateter
iligkili enfeksiyonlar maliyet, morbidite ve mortalite artis1 ile beraber uzun siireli hastanede

yatisa da sebep olmaktadir [111].

Kateterle iliskili enfeksiyonlar, mikroorganizmalarin kateter vasitasiyla bes ana mekanizma

ile viicuda girisi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu mekanizmalar:

Zay1f aseptik teknik sebebiyle yerlestirme sirasinda kateterin kontaminasyonu,
Cilt florasinda yer alan mikroorganizmalarin kateterin dis ylizeyinden gocii,
Kateterin hub kisminin endojen veya ekzojen kontaminasyonu,

Kontamine infiizat,

o ~ W e

Farkl1 bir enfeksiyon odagindan hematojen yolla yayilimidir (Sekil 2.3.) [113-115].
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+ Hub kontaminasyonu-
Cilt kolonizasyonu- e 7 Intraluminal yol
ekstraluminal yol -

Kontamine
infiizyon sivisi

Hematojen yol

Yerlestirme sirasinda kateter
ucundan mikroorganizmalarm girisi

Sekil 2.3. Mikroorganizmalarin intravendz katetere girig yollari [116].

Enfeksiyon kaynagindan bagimsiz olarak, mikroorganizmalar kateterin intraluminal (i¢)
veya ektraluminal (dis) ylizeyinde ¢ogalabilmektedir [112]. Cilt florasindan katetere giris,
KIE vakalarinin ¢ogunlugundan sorumlu oldugu igin bu bes mekanizma arasinda en énemli
enfeksiyon kaynagidir. Kisa siireli kateterler i¢in, cilt kontaminasyonu en olasi patogenez
mekanizmasi iken uzun siireli kateterler i¢in hub kontaminasyonu daha sik goriilmektedir.
KIE vakalarmin yaklasik %651 cilt florasindan kaynaklanirken, %30°u kontamine hub, %5’
ise diger yollarla bulastan kaynaklanmaktadir [113,115].

Kateterler, lokal ve sistemik enfeksiyon riskini de beraberinde getirmektedir. Intravenoz
kateter kullanimi sebebiyle geligsen enfeksiyonlar basit kolonizasyondan agir sepsise kadar
degisen bir klinik tablo olusturmaktadir [109,117]. Kateter iliskili enfeksiyonlar arasinda
kolonizasyon, filebit, ¢ikis yeri enfeksiyonu, cep (port) enfeksiyonu, tiinel enfeksiyonu,
septik trombofilebit, inflizyon sivisina iligkili bakteriyemi/fungemi, kateter iliskili kan

dolasimi enfeksiyonu ve klinik sepsis sayilmaktadir (Cizelge 2.1.) [106].
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Cizelge 2.1. Kateter ile iliskili enfeksiyon tanimlar1 [112,114,115].

Enfeksiyon ad1 Enfeksiyon tanimi

Kateter Kolonizasyonu  Klinik bulgu olmaksizin katater ucu, subkutan kateter
segmenti veya kateter birlesme yerinden alinan kiiltiirlerde
anlamli iireme varlig1

Filebit Periferal vende inflamasyon ve Kkateter ¢ikis yerinde
endiirasyon, eritem, hassasiyet gelismesi durumu

Cikis yeri enfeksiyonu  Kateter ¢ikis yerinde piiriilan materyal varli§i olmadan, ciltte

Tiinel enfeksiyonu
Cep (port) enfeksiyonu
Septik trombofilebit

Infiizyon sivist iligkili
bakteriyemi/fungemi

Kateter iliskili kan
dolasimi enfeksiyonu

Klinik sepsis

2 cm’den kiigiik endiirasyon, eritem, hassasiyet gelismesi
durumu

Tiinelli kateterin giris yerinden 2 cm’den biiyiik bir bolgede
endiirasyon, eritem ve hassasiyet gelismesi durumu

Kateterin subkutan cebinde ciltte spontan riiptiir, drenaj ve
nekroz olmasindan bagimsiz olarak piiriilan eksuda varligi
Mikrooganizmalarin varligma bagli olarak ven duvarmin
inflamasyonu

Infiizattan ve perkiitan yolla alinan kan kiiltiiriinden ayn
bakteri veya mantarin izolasyonu ve baska bir enfeksiyon
odaginin bulunmamasi durumu

Kateter varliginda kan dolasimi enfeksiyonunun klinik
semptomlari olan bir hastada enfeksiyona neden olan baska bir
odagin  bulunmamasi, kateter segmentinden ve kan
kiiltiiriinden ayn1 mikroorganizmanin izolasyonu

Bagka bir sebebi olmayan yiiksek ates, hipotansiyon veya
oligiiriden birinin bulunmasi, kanda hicbir patojenin
saptanmamasi, baska bolgede enfeksiyon odaginin
bulunmamasi durumu diger bir ifadeyle laboratuvar bulgusu
olmadan sepsis ataklar1 goriilmesi durumu

2.2.3. Kateter iliskili enfeksiyonlarda risk faktorleri

Kateter iliskili enfeksiyonlarm insidansi birgok faktdre gore degiskenlik gostermektedir. KIE
icin risk faktorleri hasta ile ilgili, kateter ile ilgili ve hastane/saglik personeli ile ilgili risk

faktorleri olmak tizere kategorize edilmektedir:

Hasta ile ilgili risk faktorleri

. Yas (<1 veya > 60)

. Prematiirite (erken gestasyonel yas)
. Notropeni

. Grantilositopeni

*  Immiinsiipresif tedavi



. Total parenteral niitrisyon (TPN)

. Cilt biitiinliigliniin bozulmasi

. Cilt florasindaki degisiklikler

. Altta yatan hastaliklar

. Farkl1 enfeksiyon odagi varligi

. Hub ve giris yerinde yogun mikrobiyal kolonizasyon

. Kateterizasyon oncesi hastanede yatis siiresi

Kateter ile ilgili risk faktorleri

. Kateterin yap1 materyali

. Kateterin kompozisyonu (esneklik, rijidite)

. Kateterin boyutu (uzun>kisa)

. Kateterin lokalizasyonu (santral > periferik; femoral > juguler > subklavian; alt
ekstremite > {ist ekstremite)

Ll Kateterin liimen sayis1 (¢ok liimenli > az limenli),

. Kateteri yerlestirme tipi (cut-down > perkiitan; perkiitan santral vendz > implante
santral venoz yerlesim)

= Kateterin takili kalma siiresi

Hastane ve saglik personeli ile iliskili risk faktorleri

. Kateter yonetim stratejisi
. Hastane biiyiikligii
. Hastanin yattig1 servis

. Mevcut saglik personeli sayisi

. Saglik personelinin egitimi ve tecriibesi
. Saglik personelinin el hijyeni
. Saglik personelinde S. aureus nazal kolonizasyonu

. Uygulanan kateter bakim1 ve pansuman uygulama sekli
(Yar1 gecirgen transparan Ortii> steril gazli bez)
. Saglik personeli tarafindan kateterin takilma kosullar1 (acil sartlar> elektif sartlar)

. Saglik personeli tarafindan kateterin sik manipiilasyonu [105,113,118,119].

25
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Periferik venoz kateterler, damar yolu i¢in en sik kullanilan tibbi cihazlardir. Periferik venoz
kateterlerle iliskili enfeksiyon insidans1 genellikle diisiik olmakla birlikte, bu tip kateterlerin
kullanom siklig1 nedeniyle ciddi enfeksiyoz komplikasyonlar onemli oOl¢iide yillik
morbiditeye neden olmaktadir [110]. SVK’lar o6zellikle yogun bakim {initelerindeki
hastalarda KIKDE’ye neden olmaktadir. SVK’larda kateter iliskili kan dolasimi enfeksiyonu
(KIKDE) riski periferik vendz kateterlere gore 64 kat daha fazladir [115,119]. Kateterler i¢in
risk yerlestirildigi anatomik bolgeye gore degismektedir. Kateter yerlesimi igin kasik girigi
en ylksek risk, boyun girisi orta risk, gogiis veya {iist ekstremite girisi diisiik risk
icermektedir. Kateter erisim sikligindaki artiglar, yerlestirme ve bakim esnasinda aseptik

teknik uygulanmamasi kontaminasyon riskini arttirmaktadir [102].

Santral vendz kateterin siiresi de enfeksiyon gelisimi agisindan bir risk faktoriidiir. Kisa
donem kullanilan tiinelsiz SVK’lar en sik kullanilan santral ven6z kateterlerdir ve ¢ogu
kateter iligkili enfeksiyonun kaynagini olusturmaktadir. Cerrahi olarak implante edilen uzun
stireli SVK’larda risk, perkiitan SVK’lara gore dortte bir oranindadir ancak bu kateterler
periferik kateterlerden daha yiiksek risk oranina sahiptir. Periferik olarak yerlestirilen santral
kateterler (PICC) ve pulmoner arter kateterleri yogun bakim iinitelerinde (YBU) SVK ’lara
benzer bir enfeksiyon riskine sahiptir. Orta hat kateterleri daha diisiik enfeksiyon oranlari ile
iliskilidir. Total implante cihazlar da SVK’lara kiyasla daha diisiik enfeksiyon oranlar1 ile

iliskilidir [110].

Kateterlerin yapim malzemesi de enfeksiyoz komplikasyonla yakindan iligkilidir.
Mikroorganizmalarin yapisma olasiliginin daha yiiksek olmasi ve biyofilm olusumuna
yatkin olmalar1 sebebiyle polietilen ve polivinil kloritten yapilan kateterlerin enfeksiyon
riski politliretan, silikon ve teflon kateterlere oranla daha yiiksektir [104,105]. Ayrica,

kateterin icerdigi liimen sayis1 arttik¢a enfeksiyon riski de artmaktadir [102].

2.2.4. Kateter iliskili enfeksiyonlarda epidemiyoloji

Nozokomiyal enfeksiyonlar, hastanede yatan hastalarda 6nde gelen morbidite ve mortalite
nedenidir. Bu enfeksiyonlar hastanede yatan hastalarin %5-15’ini etkilemektedir ve yogun
bakim iinitelerine (YBU) bagvuranlarin %25-50’sinde komplikasyonlara yol agmaktadur.
Diinyada en yaygin nozokomiyal enfeksiyonlar idrar yolu, alt solunum yolu, cerrahi yara ve

kan dolasimi enfeksiyonlaridir [114,115].
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Kan dolagimi enfeksiyonlar1 nozokomiyal enfeksiyonlar i¢erisinde olduk¢a yaygindir [115].
Kateterler, nozokomiyal kan dolasimi enfeksiyonlarinda en Onemli risk faktoriidiir.
Hastanede yatan hastalarin yaklasik %350-%60’1na intravendz kateter uygulamasi
yapilmaktadir [109]. Amerika Birlesik Devletleri'nde her yil yaklasik 150 milyon kateter
kullanilmaktadir [102]. Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezleri'nin (Centers for Disease
Control and Prevention, CDC) Ulusal Hastane Enfeksiyon Siirveyans (The National
Nosocomial Infection Surveillance, NNIS) sistemi 1970 yi1lindan beri ABD’ de yaklagik 300
hastanede nozokomiyal enfeksiyonlar hakkinda veri toplamaktadir [110]. NNIS sistemi,
yogun bakim iinitelerinde kan dolasim1 enfeksiyonlarinin biiyiik bir kisminin intravaskiiler
cihaz kullanimu ile iliskili oldugunu bildirmistir. Intravaskiiler cihaz iliskili enfeksiyonlar,
nozokomiyal enfeksiyonlarin %10-20’sini olustururken, ABD 'de yilda 200.000-400.000
araliginda kan dolasimi enfeksiyonu meydana gelmektedir [114,115,120]. Avrupa yogun
bakim enfeksiyonu prevalans (European Prevalence of Infection in Intensive Care, EPIC)
calismasinda, Avrupa'daki kan dolagimi enfeksiyonlarinin 10.038 yogun bakim {initesinde
(YBU) yatan 1417 hastada tiim hastane enfeksiyonlarmin %12’sini olusturdugu
gosterilmistir [106,114,120].

Ozellikle santral vendz kateter (SVK) kullanimi, kolonizasyon ve ardindan enfeksiyon
riskini de beraberinde getirmektedir. Kisa siireli tiinelsiz SVK’lar en sik kullanilan ve
enfeksiyon agisindan en yiiksek riske sahip kateterlerdir. Amerika Birlesik Devletleri’'nde
(ABD) yogun bakim iinitelerinde (YBU) hastalar i¢in her y1l santral vendz katetere maruz

kalinan toplam giin sayist 15 milyon olarak kaydedilmistir [110,120].

KIKDE insidansi iilkeden iilkeye, hatta hastaneden hastaneye degismektedir. Johns Hopkins
Universitesinde yapilan meta-analitik ¢alisma kan dolasimi enfeksiyonlarinin nozokomiyal
enfeksiyonlarin ii¢lincli 6nde gelen nedeni oldugunu gostermektedir [119]. Fransa’da Ulusal
de Veille Sanitaire enstitiisii (INVS) tarafindan {ilke capinda yiiriitiilen bir ¢alismada kan
dolasim1 enfeksiyonlarinin hastane kaynakli enfeksiyonlar arasinda dordiincii sirada yer
aldigr ve bunlarin %33’ilinlin santral vendz kateter (SVK) iligkili oldugu bildirilmistir
[111,117]. Santral venoz kateter 8 giinii asan bir siire takili kaldiginda, hastalarin dortte
birinin kateter kolonizasyonuna maruz kaldigi ve bu hastalarda yaklasik olarak %35 oraninda
kateter iliskili kan dolasimi enfeksiyonu (KIKDE) gelistigi bilinmektedir [115,122].
Amerika Birlesik Devletleri’nde yogun bakim {initelerinde her yil yaklagik 80 000 SVK ile
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iligkili kan dolasimi enfeksiyonu goriilmektedir [111,117]. Hastanedeki tiim birimler
degerlendirildiginde, yilda yaklasik olarak 250.000 SVK ile iliskili enfeksiyon vakasi
meydana gelmektedir [110,111,119]. KIKDE’lerin %60°’1na hastann cilt florasinda yer alan
mikroorganizmalar sebep olmaktadir [119]. Amerika Birlesik Devletleri'nde Candida’nin
etken oldugu SVK ile iliskili enfeksiyonlar, kan dolagimi enfeksiyonlarinin yaklasik %8’

inden sorumludur ve %10-40 arasinda degisen 6liim oranina sahiptir [112].

Kateter kullanimiin artmasi sonucu enfeksiyon riskinin de artmasi, kateterleri saglik
hizmetinin pahali bir komplikasyonu haline getirmistir [102]. Kateter iliskili kan dolagimi
enfeksiyonlar1 (KIKDE) hematojen yayilim, septik tromboflebit, endokardit, sepsis ve septik
soka neden olmaktadir [119]. Kateter iliskili enfeksiyonlarin hastanede kalis siiresini en az
6,5 glin kadar uzattigt ve mortaliteyi arttirdigr bildirilmistir [123]. Kateter iliskili
enfeksiyonlarin sebep oldugu tahmini 6liim orami %12-25 araligindadir [110,124]. Tiim
bunlarm yani sira KIKDE lerin ekonomik etkisi de bilyiik 6nem tasimaktadir. Hasta basia
tahmini maliyet aralig1 34.508-56.000 dolardir. Bu durum, Amerika Birlesik Devletleri'nde
yilda 670 milyon-2,68 milyar dolar maliyete sebep olmaktadir [102,110]. Saglik hizmetiyle
iligkili enfeksiyonlar maliyet, hastanede kalis siiresi ve antimikrobiyal tedavilerde artisa yol

agmaktadir [125].

2.2.5. Kateter iliskili enfeksiyonlarda etiyoloji

Kateter iligkili enfeksiyonlara cilt florasinda yer alan mikroorganizmalar cogunlukta olmak
iizere cesitli bakteriler ve mantarlar sebep olmaktadir. En sik rastlanan etken
mikroorganizmalar koagiilaz negatif stafilokoklar (KNS), Staphylococcus aureus,

enterokoklar ve Candida tirleridir [102,114].

Kateter iliskili enfeksiyonlarda %50-75 oraninda ilk sirada yer alan etken stafilokoklardir.
Bu oran Staphylococcus epidermidis i¢in %35-50 iken, Staphylococcus aureus igin %15-25’
tir [109,126]. Normal cilt florasinda baskin olarak bulunmasi, adezinleri araciligiyla kateter
ylizeyine giiclii bir sekilde yapigsmasi ve biyofilm olusturma kabiliyeti sebebiyle koagiilaz
negatif stafilokoklar (KNS) 6zellikle de S. epidermidis kateter enfeksiyonlarinda en sik
saptanan mikroorganizmalardir [105,109]. S. aureus’un etken oldugu Kkateter
enfeksiyonlarmin biiyiik bir kismu cilt florasindan kdken almaktadir veya burun tastyiciligi

ile iligkilidir [105]. S. aureus, genellikle hemodiyaliz kateterleri ile iligkili enfeksiyonlarda



29

etken olarak goriilmektedir [102]. Enterococcus spp., Corynebacterium spp., Bacillus spp.

ve Micrococcus spp. etken olabilen diger gram pozitif bakterilerdir [127].

Biitiin kateter tiplerinde en ¢ok rastlanan etken koagiilaz negatif stafilokoklar olmasina
ragmen femoral kateter iliskili enfeksiyonlarda etken olarak en ¢ok Gram negatif basiller ve
enterokoklara rastlanmaktadir [102,128]. Gram negatif bakteriler etiyolojik olarak diger
mikroorganizmalara oranla daha az siklikta kateter enfeksiyonlartyla iliskilidir. Bunlar
arasinda Enterobacteriaceae tiyeleri (Escherichia coli, Klebsiella spp. Enterobacter spp.) ve
Pseudomonas aeruginosa basta olmak tizere non-fermentatif Gram negatif bakteriler yer
almaktadir. Gram negatif bakteriler KIE etkeni olarak kanser hastalarinda ve yogun bakim

tinitelerinde daha yiiksek oranda goriilmektedir [102,135].

Kateter enfeksiyonlarinda Candida tiirleri (C. albicans, C. parapsilosis) ve diger mantarlar
da (Fusarium spp., Rhodotorula spp., Trichosporon spp., Malassezia furfur) etken
olabilmektedir. Candida tiirleri en yaygin insan fungal patojenleri arasinda yer almaktadir.
Candida enfeksiyonlari, hastane enfeksiyonlari arasinda dordiincii sirada yer almaktadir,
ancak morbidite ve mortalite orani diger etkenlere gore oldukca yiiksektir [105]. Kateter
iligkili enfeksiyonlarda en sik goriilen fungal etken Candida albicans’ tir. Candida kaynakli
kateter enfeksiyonlar siklikla total parenteral beslenme (TPN) ile iliskilendirilmistir TPN,
icerigindeki glukoz orani nedeniyle basta C. parapsilosis olmak tizere Candida tiirlerinin
tiremesini kolaylastirmaktadir. Candida parapsilosis kan kiiltiirlerinden izole edilen en
yaygin ikinci Candida tiradir [102,129,130]. Candida ile iliskili Amerika Birlesik
Devletleri'nde kan dolagimi enfeksiyonlarinin yillik insidans oran1 100.000°de 9,5-14.,4
arasinda, Avrupa'da ise iilkeye bagli olarak bu oran 100.000'de 1,4-5,7 arasinda
degismektedir [67]. Amerika Birlesik Devletleri'nde Candida’nin etken oldugu SVK ile
iligkili enfeksiyonlar, kan dolagimi enfeksiyonlar1 %10-%40 araliginda degisen mortaliteye
sahiptir [115]. Son yillarda tarim, veterinerlik ve tip alaninda antifungallerin yaygin
kullanimi1 nedeniyle diren¢li mantar enfeksiyonlar1 giderek artmaktadir. Kiiresel 1sinma ve
antropojenik etkileri Candida auris, azole direngli Aspergillus spp. ve Lomentospora
prolificans gibi potansiyel olarak ¢ok direncli mantarlarin ortaya ¢ikmasina neden olmustur

[67].
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Kateter enfeksiyonlarinda O6zellikle immiinsupresif veya uzun siire genis spektrumlu
antimikrobiyal tedavi alan hastalarda nadir rastlanan diger mikroorganizmalar da etken
olabilmektedir [128]. Etken mikroorganizmalar katetere, hastaya ve hastaneye ait faktorlere
gore farklilik gostermektedir [102,105].

2.2.6. Kateter enfeksiyonlarinda tani

Intravaskiiler kateteri olan bir hastada farkli bir enfeksiyon bolgesi olmadan sistemik bir
inflamatuvar yanit gelisirse kateterin enfeksiyonun kaynagi oldugu disiiniilmektedir.
Sistemik inflamatuvar yanit sendromu kriterleri arasinda >38°C ates, >90/dk kalp atis hizi,
>20/dk solunum hiz1 ve >12 000/mL periferal beyaz kan hiicre sayisi siralanmaktadir [102].
Ancak kateter ile iliskili enfeksiyonlarda enflamatuvar belirtiler giivenilir gostergeler

degildir, bu sebeple mikrobiyolojik tekniklerin uygulanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir [103].

KIE kesin tanisi icin, kateterin enfeksiyonun kaynagi olduguna dair agik kanitlarla birlikte
pozitif kiiltiir sonucu gerekmektedir. KiE igin kesin tan1 yontemlerinden biri kateterin distal
ucundan kiiltiiriiniin yapilmasidir [102,113,119]. KIKDE tanis1 i¢in yar1 kantitatif (>15
CFU/kateter segmenti) veya kantitatif (>10> CFU/kateter segmenti) kateter ucu kiiltiiriiniin
pozitif olmali, kateter segmentinden ve periferik kan kiiltlirlinden ayn1 tiir mikroorganizma
izole edilmelidir [119,131]. Kateter kiiltiirii, referans yontem olmasina ragmen tani i¢in
kateterin cikarilmak zorunda olmasi sebebiyle sinirli bir tekniktir. Stipheli enfeksiyon
nedeniyle ¢ikarilan SVK’larin yaklasik %15-25” inin enfekte oldugu bildirilmistir ve tani her
zaman geriye doniik olarak konulmaktadir. Bu nedenle karsilagtirmali kan kiiltiirleri,
pozitiflik zaman farki ve sitolojiye dayali yontemler gibi kateterin ¢ikarilmasim
gerektirmeyen yeni tami teknikleri gelistirilmistir. Bu teknikler, kateterin ¢ikarilmasiyla
iliskili rahatsizlik, maliyet ve potansiyel risklerden kaginirken KIE teshisinin dogrulugunu

ve verimliligini artirmay1 amaglamaktadir [113].

Hastanin periferik damardan alman en az bir pozitif kan kiiltiirii ile ates, titreme ve
hipotansiyon gibi klinik belirtilere sahip olmast durumu da KiKDE olarak kabul
edilmektedir [102,119]. Kateteri ¢ikarmadan kateterle iligkili kan dolagimi enfeksiyonlarini
(KIKDE) teshis etmek amaciyla ilag tedavisine baslamadan énce hem kateterden hem de
periferik damardan karsilastirmali kan kiiltiirleri alinmas1 Onerilmektedir [117,119]. Es

zamanl olarak biri santral ven6z kateterden (SVK) digeri periferik damardan olmak tizere



31

iki set kan kiiltiirii ayn1 anda alinmalidir. Kateterden elde edilen kan kiiltiirtindeki koloni
say1s1 periferik venden elde edilen kan kiiltiiriindeki koloni sayisindan en az ii¢ kat daha fazla

oldugunda KIKDE teshis edilebilmektedir [117,119,131].

Bu yonteme alternatif olarak, iki kan kiiltiiriiniin pozitiflik zamaninin karsilagtirilmasiyla da
tan1 konulmaktadir. Kan kiiltiiriinde inkiibasyon siiresi, kan 6rnegindeki mikrobiyal yiikiin
giivenilir bir dlciisiidiir. Kateterden alinan kantitatif olmayan kan kiiltiiriiniin periferik kan
kiiltiiriinden en az 2 saat dnce pozitif hale gelmesi de KIKDE’nin gostergesidir. Bu yontem,
mikroorganizmalarin kan dolasimina ge¢gmeden once kateteri kolonize etme egiliminde
oldugu ve kateter kan kiiltiiriinde periferik kan kiiltiiriine kiyasla daha yiiksek
konsantrasyonda mikroorganizma bulunmasi ilkesine dayanmaktadir [117,119,132].
Periferik damardan kan 6rnegi alinamadigi durumlarda farkli kateter liimenlerinden iki kan

ornegi alinmasi onerilmektedir [117,119].
2.2.7. Kateter enfeksiyonlarinda tedavi
Kateter iliskili enfeksiyonlar (KIE) iki standart yontemle tedavi edilmektedir:

1. Kateterin ¢ikarilmasi

2. Antimikrobiyal tedavi

Bu yoéntemlerin her birinin avantajlar1 ve dezavantajlari vardir, kullanimlar1 KIE’nin
durumuna bagh olarak degismektedir. Kateter iliskili enfeksiyonlarda kateterin kurtarildigi

kosullar:

= Kateterin ulagilmasi zor bir konumda bulunmasi veya hastanin sinirl vendz erisime
sahip olmasi

= Hasta kaninin 48-72 saat icerisinde steril degerlendirilmesi

= Tiinel veya cep enfeksiyonu belirtilerinin olmamasi

= Metastatik komplikasyon belirtisi olmamasi

= Enfeksiyona neden olan mikroorganizmalarin tibbi olarak tedavi edilebilir olmasi

=  Hastanin hemodinamik olarak stabil durumda olmasi
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Belirli kosullar saglaniyorsa kateterin kurtarilmasi bir se¢enek olarak degerlendirilmektedir.
Bu kosullardan herhangi birinin karsilanmadigi durumlarda komplikasyonu onlemek ve
hastanin giivenligini saglamak amaciyla kateterin ¢ikarilmasi gerekmektedir. Kateter iliskili

enfeksiyonlarda kateterin ¢ikarilmasi gereken kosullar:

= Enfeksiyon siiphesi olan kisa siireli periferik kateter varligi

= 48-72 saatten fazla devam eden bakteriyemi/sepsis

= Tiinel veya cep enfeksiyonu belirtileri gibi lokal komplikasyonlarin varlig

= Arteriyel kateterlerde enfektif endokardit, pulmoner emboli veya periferik emboli gibi
metastatik komplikasyonlarin varligi

» S aureus, Bacillus spp., Corynebacterium spp., Pseudomonas spp., mikobakteriler ve
mantarlar gibi yok edilmesi zor mikroorganizmalarin varligi

= Kantitatif veya semikantitatif kiiltiir sonuglarina gore ciddi kolonizasyon varligi

= Antibiyotik tedavisi kesildikten sonra enfeksiyonun niiksetmesi

Kateterle iligkili enfeksiyonlarda ampirik antibiyotik tedavinin baglatilmasi1 geleneksel bir
uygulamadir. Ampirik tedavi i¢in antibiyotik se¢imi, hastanin klinik durumuna, enfeksiyonla
iliskili risk faktorlerine ve kateterle iligkili potansiyel patojenlere baglidir [117]. Kateterle
iliskili kan dolasimi enfeksiyonu (KIKDE) oldugu siiphelenilen hastalarda;

= Santral venoz kateter (SVK)

= Sepsis

= Siipiiratif tromboflebit

= Akciger embolisi veya periferik emboli gibi metastatik komplikasyonlar

= Endovaskiiler protez

* Immiinsupresyon varliginda kateter ¢ikarildiktan sonra ampirik antimikrobiyal tedaviye

baslanmalidir [113].

Kateteri kurtarmak i¢in ise antibiyotik kilit tedavi (AKT) uygulanmalidir. Antibiyotik kilit
tedavi uygulanamiyorsa kolonize kateter yoluyla sistemik antibiyotikler kullanilmalidir

[119].
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2.3. Antimikrobiyal Fotodinamik Tedavi (aFDT)

Fototerapi, bir hastaligin tedavisinde 151¢1n kullanimidir. Isiga duyarli bir kimyasal ajanin
kullanildig1 fototerapi uygulamalar1 ise fotokemoterapi olarak isimlendirilmektedir.
Fotodinamik tedavi (FDT), 1s18a duyarli kimyasal ajan ile boyanmis olan hedef hiicrelerin,
mikroorganizmalarin veya molekiillerin belirli dalga boyunda 151k ile 6ldiiriilmesi prensibine

dayanan fotokemoterapi yontemi olarak tanimlanmaktadir [133,134].

Antimikrobiyal fotodinamik tedavi (aFDT), mikroorganizmalar tarafindan meydana gelen
enfeksiyonlarin tedavisinde uygulanan girisimsel olmayan gilincel ve alternatif bir
yaklagimdir. Antimikrobiyal fotodinamik tedavi, “fotodinamik antimikrobiyal kemoterapi”,
“fotoaktif dezenfeksiyon”, “fotodinamik inaktivasyon”, “letal fotosensitizasyon” gibi

terimler ile de tanimlanabilmektedir [133,135,136].

2.3.1. Antimikrobiyal fotodinamik tedavinin tarihgesi

Diinyanin bir¢ok yerinde giines tanrilarina tapan eski medeniyetler, giinesin hastaliklari
iyilestirme giicii olan saglik getiren bir tanr1 oldugu inancina sahipti [133,137]. Bu nedenle
bedensel ve ruhsal birgok hastaligin tedavisi amaciyla 15181in kullanimiyla fototerapi
uygulamasi ¢ok eski tarihlere dayanmaktadir. Antik Yunan, Roma, Misir, Hindistan ve Uzak
Dogu medeniyetleri ylizyillar once hastaliklar1 tedavi etmek igin gilines 1s18indan
yararlanmiglardir. Yunan hekim Herodot, saglik i¢in giines 1s18inin Onemini sik sik
vurgulamistir. Antik Yunan medeniyetinde giines 15181 kullanilarak uygulanan bu tedavi

yontemi “helioterapi” olarak isimlendirilmistir [133,138-140].

Arnold Rikli yiizlerce yildir unutulan giines 1s18inin, kronik hastaliklar ve fonksiyonel
bozukluklar tizerine olumlu etkilerinin 19. yiizyilda yeniden kesfedilmesinde 6nemli bir rol
oynamistir. Rikli ’nin fototerapi alaninda bugiin hala gecerli olan terapdtik kilavuzlar
bulunmaktadir [133,137]. 20. ylizyilin baslarinda kirmiz1 151k kullanimu ile piistiillerin
iltihaplanmasin1 onleyerek ¢igek hastaligini basarili bir sekilde tedavi eden Danimarkali
hekim Niels Ryberg Finsen fototerapinin modern ¢agdaki onciisii olmustur [133,138,141].
Finsen, giinesten gelen ultraviyole (UV) 15181n bakterileri 6ldiirebildigini ve UV 1simlarinin

insan viicuduna yararl etkilerini kesfetmistir [133,137]. Karbon ark lambasindan elde ettigi
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ultraviyole 15181 kullanarak lupus wvulgaris (deri tiiberkiilozu) tedavisini basariyla
gerceklestirmis ve yapmis oldugu bu calismayla 1903 yilinda Nobel Odiilii almistir
[133,142]. Finsen, Danimarka’da giines bahgesi admi verdigi agik alanda hastalar
giineslenerek tedavi ettigi, bugiin hala varligim siirdiiren Isik Enstitiisiinii kurmustur.
Finsen'den beri, X-isinlar1 ve gama i1sinlari hastaliklarin tan1 ve tedavisinde siklikla

kullanilmaktadir [133,137].

Hintlilerin vitiligo, Misirlilarin ise 16koderma tedavisinde psoralen ve giines 151811 birlikte
kullanimiyla fotokemoterapi tarihi de ¢ok eskilere uzanmaktadir. Binlerce y1l dnce sifacilar,
hastalart Ammi majus, Psoralea corylifolia gibi dogal psoralen iceren bitki ekstrelerinin
kullanim1 sonrasi gilines 1s18ina maruz birakarak birgok cilt hastaligini tedavi etmislerdir.
Glinlimiizde psoralen ve ultraviyole A (UVA) kombinasyonundan olusan ve PUVA tedavisi
olarak bilinen yontem halen uygulanmakta olup, dermatolojik hastaliklarin sagaltiminda

bliylik 6nem tagimaktadir [133,140,142-144].

20. yiizyilin basinda Almanya'nin Miinih kentinde akridin turuncusunun isik ile birlikte
Paramecium izerine toksik bir etki olusturdugunun goézlemlenmesi fotodinamik
antimikrobiyal kemoterapinin temelini olusturur. Profesér Herman von Tappeiner’in
ogrencisi Oscar Raab, doktora tezi sirasinda akridin ile boyanan Paramecium caudatum
hiicrelerinde mikroskobik inceleme yaparken 1s18a maruz kalan taraftaki hiicrelerde 6liim
gergeklesirken, karanlikta kalan hiicrelerde canliligin korundugunu fark etmistir. Raab, bu
sonucu deneyin kapali bir havada, firtina sirasinda yapilmasiyla ortamin aydinlatma
kosullariin olagandisi oldugu sirada sans eseri farketmistir. Deneyin giivenirligini
kanitlamak i¢in Paramecium tizerine sadece 15181, sadece akridini, akridin ve 15181 birlikte

uygulayarak kontrol ¢calismalar1 yapmistir [133,138,144].

Oscar Raab ve hocas1 Tappeiner, floresansin optik 6zelligini kesfetti ve in vitro toksisiteyi
indiikleyenin 151k degil, floresansin bir iiriinii oldugu sonucuna varmistir. Bu etkinin
bitkilerde goriilene benzer sekilde 1518 klorofil tarafindan emilmesinden sonra, 1siktan
kimyasala enerji transferinden kaynaklandigi tahmininde bulunmustur [133,138]. 1904
yilinda Tappenier, fotosensitizasyon reaksiyonlarinin oksijen bagimli oldugunu gostererek
“fotodinamik etki” terimini literatiire kazandirmistir [133,137]. 1905 yilinda Tappeiner ve
dermatolog Albert Jesionek, cilt karsinomu tedavisinde ksanten boya eozini ve beyaz 15181

birlikte kullanarak fotodinamik tedaviyi ilk kez klinik olarak uygulamistir [133,137,145].
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Friedrich Meyer Betz, porfirinlerin fototoksik etkilerini inceleyen ilk kisidir. 1912'de Meyer-
Betz, hematoporfirini intravendz yolla kendi viicuduna uygulamis ve kendini giines 1s181na
maruz birakmustir. Fototoksik reaksiyon, fotosensitizor madde birikimine bagli olarak
viicudunda 6dem ve hiperpigmentasyona sebep olmustur. Bu deney ile hematoporfirinin
cesitli dokular icin aktif bir fotosensitizer oldugu ortaya konmustur [133,137,146].
Hematoporfirin tiirevi porfimer sodyum (Photoftin), 1995 yilinda Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi (Food and Drug Administration-FDA) tarafindan 6zafagus kanseri i¢in klinik

kullanim izni alan ilk fotosensitizerdir [133,147].

Fotodinamik tedavinin gelismesiyle 1986 yilinda Uluslararasi Fotodinami Dernegi
kurulmustur ve FDT giiniimiize kadar ¢esitli tibbi uygulamalarda kullanim alan1 bulmustur
[148]. FDT o6zellikle kanser, dermatoloji ve oftalmoloji alaninda ilgi odag1 haline gelmistir.
Penisilinin 1928’de Alexander Fleming tarafindan kesfiyle beraber antimikrobiyal
fotodinamik tedavi eski Onemini yitirmisti. Ancak, antimikrobiyallere karsi
mikroorganizmalarin gelistirmis oldugu direng sorunu yeniden giindeme gelmesine neden

olmustur [133,149].

Son yillarda aFDT ile ilgili calismalar hiz kazanmis, yeni fotosensitizer maddelerin
bulunmas1 ve degisik 151k kaynaklarinin gelistirilmesi ile fotodinamik tedavi, enfeksiyon

hastaliklarinin tedavisinde giincel bir konu haline gelmistir [133,150].

2.3.2. Antimikrobiyal fotodinamik tedavinin etki mekanizmasi

Fotodinamik tedavinin etki mekanizmasi basit olarak bir dizi fotofiziksel, fotobiyolojik ve
ozellikle fotokimyasal reaksiyon sonucu hedef hiicrede meydana gelen geri doniisiimsiiz
tahribattir [151]. Sekil 2.4° te gosterildigi gibi fotodinamik etki; 1518a duyarli kimyasal ajan
(fotosensitizor), 1s1k kaynagi ve molekiiler oksijen olmak iizere iic temel komponent

varliginda gerceklesmektedir [133,152].
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Sekil 2.4. Fotodinamik antimikrobiyal kemoterapinin temel bilesenleri [133]

Isik ile uyarilan fotosensitizoriin (FS) ortamdaki oksijeni reaktif oksijen tiirlerine
doniistiirerek protein, lipid ve niikleik asit gibi mikroorganizmada hedef aldig1 yapilarda
oksidatif hiicre hasarin1 indiiklemesi antimikrobiyal fotodinamik etki olarak
tanimlanmaktadir. Hiicresel hasar sonucu, nekroz ya da apopitoz mekanizmalari ile hiicre

olimii gergeklesmektedir [133,153,154].

Fotodinamik antimikrobiyal kemoterapinin etki mekanizmasi 151k enerjisinin 1518a duyarl
kimyasal ajanlar tarafindan absorbe edilmesi ile baglar. Fotosensitizorler, temel durumda
iken en diisiik enerji seviyesine sahiptir, 1s13a maruz kaldiklarinda enerji seviyesi yiikselir

[133,155,156].

Fotosensitizor (FS), spesifik dalga boyunda 151k enerjisine maruz birakildiginda uyarilir.
Temel durumdaki fotosensitizor (FS®) 15131 absorbe ettiginde uyarilmis tekil forma (FS')
gecer. Uyarilmis fotosensitizor, tekil enerji seviyesinden (S') temel enerji seviyesine (S°)
geri donebildigi gibi sistemler aras1 gegis ile uzun dmiirlii iiglii enerji seviyesine de (T')
uyarilabilir. Ortamda var olan molekiiler oksijen ile uyarilmis {iglii enerji formundaki
fotosensitizoriin (FS*) girdigi reaksiyon sonucu reaktif oksijen metabolitleri agiga ¢ikar ve
hedef hiicre yapisinda ve fonksiyonlarinda geri doniisiimsiiz tahribat gergeklesir. Bu
reaksiyon sonucunda ii¢lii enerji seviyesindeki fotosensitizor, temel enerji seviyesine geri

donebilir [133,155-158].



37

Uclii enerji durumuna uyarilan 1s13a duyarli kimyasal ajanin biyomolekiiller ile etkilesimi
sonucu antimikrobiyal fotodinamik etki tip I reaksiyon ve tip II reaksiyon olmak iizere iki
farkli mekanizma ile gerceklesir [133,157,159]. Fotodinamik tedavinin mekanizmasi

Jablonski diyagramiyla gosterilmektedir (Sekil 2.5.).
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Sekil 2.5. Fotodinamik tedavinin etki mekanizmasi: Jablonski diyagrami [133]

FDT'de tip I reaksiyonlarda elektron transferi, tip II reaksiyonlarda enerji transferi etkindir.
Her iki mekanizmanin da fotodinamik etki icin ortamdaki molekiiler oksijene (*02) ihtiyaci
vardir. Tip I reaksiyon ile uyarilmis ti¢lii enerji durumundaki fotosensitizor, hiicrelerdeki
organik substrata elektron/hidrojen transferi gergeklestirir ve serbest oksijen radikalleri agiga
cikar. Serbest oksijen radikalleri, molekiiler oksijen ile tepkimeye girer ve siiperoksit (O27),
hidroksil radikali (OH-), hidrojen peroksit (H2.O2) gibi reaktif oksijen tiirleri (Reactive
Oxygen Species-ROS) aciga ¢ikar [133,155,160,161]. Temel enerji durumuna geri donen
fotosensitizor, tekrar tepkimeye girebilir. Reaktif oksijen tiirleri ile etkilesimde bulunan
fotosensitizor degisime veya yikima da ugrayabilir. Boyle bir durumda FS, 1s18a karsi

duyarhiligini kaybeder, floresans azalir veya gerceklesmez [133,158].

Uyarilmis ti¢lii enerji durumundaki fotosensitizoriin, tip II reaksiyon yoluyla ortamdaki
molekiiler oksijene (*0.) enerjisini transfer etmesi ile oksijenin yiiksek reaktif formu tekil

oksijen (*O») agiga cikar [133,155,160,161].
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Fotosensitizor higbir degisiklige ugramadan en diisiik enerji seviyesine geri donebilmekte
ve bu sayede molekiiler oksijene enerji transferi defalarca tekrarlanabilmektedir
[158,160,161]. Tip I reaksiyon ve Tip II reaksiyon mekanizmalar1 sematik olarak
gosterilmektedir (Sekil 2.6.).

@ S
g

Elektron/Hidrojen Enerji
Transferi Transferi

TiP 1 TiP NI
REAKSIYO REAKSIYON

Sekil 2.6. Tip I ve Tip II reaksiyon [133]

Her iki mekanizma sonunda acgiga ¢ikan reaktif oksijen metabolitleri mikroorganizmalarda
tahribata yol acar. Antimikrobiyal fotodinamik tedavide tip I ve tip Il reaksiyonun es zamanl
gergeklesmesine ragmen mikrobiyal hiicreleri hasara ugratan baglica mekanizma tip 11
reaksiyondur [133,155,162,163]. Tip II reaksiyon sonucu agiga ¢ikan tekil oksijen (*O2),
fotodinamik tedavide rol olan yiiksek derecede reaktif, primer sitotoksik iirlindiir
[133,158,164]. Yasam siiresinin kisa, etki alaninin kisitli olmasi sebebiyle tahribat ¢cok kiigiik
bir bolge ile sinirh kalir, bu sayede uygulama alaninin ¢evresindeki saglikli hiicrelere toksik
etki gostermez [133,164]. Mikrobisidal fotodinamik etki i¢in oksijen ve fotosensitizer
konsantrasyonu olduk¢a 6nem tasimaktadir [133,155]. Oksijen konsantrasyonu diistiikce

fotodinamik etki azalmaktadir [133,159].

Son zamanlarda, bazi1 bilim adamlari, oksijenden bagimsiz “Tip III fotokimyasal yol” olarak
adlandirdiklar1 bagka bir fotoinaktivasyon mekanizmasinin varligindan bahsetmektedirler.
Bu mekanizma, foto-indiiklenmis elektron transferi ile reaktif inorganik radikaller liretilmesi
temeline dayanir. Bu mekanizmanin anaerobik bakteriler lizerine etkili oldugu tahmin

edilmektedir [133,165,166].
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2.3.3. Antimikrobiyal fotodinamik tedavide fotosensitizorler

Fotosensitizerler (FS), 15181 absorbe ederek elektron transferini gergeklestiren veya 1sik
enerjisini etrafina aktarabilen 1s18a duyarli kimyasal ajanlardir [133,167,168]. FDT’ de
kullanilabilen boyalarin, aromatik bilesikler gibi dogal veya sentetik ¢cok sayida toksik
olmayan fotoaktif kimyasal ajan oldugu bilinmektedir [133,155].

Fotokemoterapide 1s18a duyarli ajanlar onemli bir rol oynamaktadir. Fotosensitizorler,
ortamda 151k ve oksijen varliginda oksidatif tepkimelerin gerceklesmesine ve
mikroorganizmalarda sitotoksik etkiye sebep olurlar [168]. Fotodinamik etki i¢in 151k
kaynaginin dalga boyu ile uyumlu bir fotosensitizer kullanim1 biiyiik 6nem tagimaktadir
[133,155,169]. Fotosensitizorler topikal, intravendz veya oral yolla farkli sekillerde
uygulanabilir [133,153]. Fotodinamik etki, FS “nin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri
ile yakindan iligkilidir [133,155].

aFDT’de kullanilacak ideal bir fotosensitizor;

= Kimyasal bilesimi belirli saf bir madde olmali

=  Secici toksisite gostermeli

=  Sadece 151k ile aktif olmali, karanlikta uygulandiginda toksik olmamali

= Enfeksiyon etkeni mikroorganizmalarda kisa siirede yiiksek konsantrasyona ulasmali

= Tedavi sonrasi patojen mikroorganizmalarin tekrar cogalmasini engellemeli

=  Enfeksiyon bolgesindeki konak dokuda minimal hasara yol agmali

= Saglikli dokudan hizli bir sekilde elimine olmal

=  Yiiksek verimle {i¢lii uyarilmis hale gegme egilimine yani yiiksek kuantum verimine
sahip olmali

=  Yiiksek miktarda sitotoksik tekil oksijen iiretebilmeli

=  Suda, enjeksiyon ¢ozeltilerinde ve kan iiriinlerinde yliksek ¢oziiniirliige sahip olmali

=  Maliyeti diigiik ve ticari olarak temin edilebilir olmali ve

= Uzun siire saklanabilmelidir [133,155,170,171].

Maalesef, giiniimiizde tiim bu 6zellikleri karsilayabilen bir fotosensitizér bulunmamaktadir

[133,159]. Antimikrobiyal fotodinamik tedavi uygulamasinda mikroorganizmalarin
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inaktivasyonu amaciyla halojenize ksantinler, fenotiyazinler ve konjuge klorinler
fotosensitizor olarak kullanilmaktadir. En sik kullanilan fotosensitizorler fenotiyazin

tirevleridir [133,145,161,172].

Fotosensitizorler farkli sekillerde simiflandirilmaktadir. Genellikle fotosensitizorlerin
siiflandirilmas birinci, ikinei ve tglincii kusak fotosensitizorler seklinde yapilmaktadir.
Kimyasal olarak modifiye edilmis hematoporfirinden sentezlenen maddeler birinci nesil
fotosensitizorlerdir. Bu kimyasallarin fotodinamik performansi kisa dalga boyu ile sinirlidir
ve derin dokularin uyarilmasinda yetersizdir. Bu problemi ¢éziimlemek amaciyla birinci
kusak 1s18a duyarli ajanlardan ikinci kusak 1s18a duyarli ajanlar gelistirilmistir. Ancak, ikinci
nesil fotosensitizorlerin diisik hiicre ve doku ozgiilliigii klinik tedavide kullanimin
siirlandirmistir. Ikinci kusak fotosensitizorlerin yetersizlikleri nedeniyle iiciincii kusak

fotosensitizorler gelistirilmistir [133,151,173].

Antimikrobiyal fotodinamik tedavide kullanilan fotosensitizorler, mikrobiyal hiicrelere
baglanmalarma gore; klorinler (Klorin e6) gibi mikroorganizmaya kuvvetli bir sekilde
baglananlar, fenotiyazin tiirevleri (Toluidin Mavisi O) gibi mikroorganizmalara hafif bir
sekilde baglananlar ve ksantin tiirevleri (Rose Bengal) gibi mikroorganizmalara baglanma
gostermeyenler seklinde de siniflandirilabilmektedir [133,165,174]. Fotosensitizorler ayni
zamanda tetrapirol yapidaki fotosensitizorler, sentetik fotosensitizorler, dogal yapidaki
fotosensitizorler ve nanoteknolojik fotosensitizorler olarak yapilarima gore de
gruplandirilabilmektedir [133,175,176]. Son yillarda ozellikle kurkumin, riboflavin,
perilenekinonlar (hiperisin, hipokrellin), psoralenler ve klorofil tiirevleri gibi dogal
fotosensitizorler antimikrobiyal fotodinamik inaktivasyon c¢aligmalarinda yogun 1ilgi

gormektedir [133,173].

Nanomalzeme bazli yeni 1518a duyarli ajanlar da avantajlari nedeniyle siklikla tercih
edilmektedir [133,173]. Klinikte aFDT teknolojisinin yaygin kullanimi i¢in ¢dziimlenmesi
gereken konulardan bir tanesi de hiicrelerde fotosensitizor birikimidir. Mikroorganizmalarin
ozellikle katyonik fotosensitizorleri hiicre igerisine alimi normal memeli hiicrelerine gore
daha hizli gerceklesmektedir ancak, viicudun normal hiicrelerinde spesifik olmayan FS
birikimi kutandz fotosensivite gibi yan etkiler ile sonuglanabilmektedir. Hedef hiicreye 6zgii
tasiyict molekiil ile isaretlenmis lipozomlar gibi nanopartikiiller ile fotosensitizoriin

enkapsiilasyonu bu problemin ¢6ziim yolu olarak diistiniilmektedir.
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Bu yaklasim, fotodinamik etkiyi sadece mikroorganizma iizerine lokalize etmektedir.
Lipozom enkapsiilasyonu, uygulanan kimyasallarin siirekli salinimimi saglar ve enfekte

olmus dokuda etkisinin uzun siire devam etmesine yardimci olur [133,177].

Fotodinamik etki i¢in bakteriler 1s1ga duyarli ajanlarla muamele edilerek, 1518a maruz
birakilmaktadir. Ancak, Porphyromonas sp. ve Prevotella sp. gibi anaeroblar 1s18a duyarlt
yapilar1 nedeniyle uygun dalga boyunda 1s18a maruz birakildiklarinda FS yoklugunda dahi
fotoinaktivasyon gergeklesir. Bunun sebebi, siyah pigmentli bu bakterilerin dogal yolla

porfirin tiretmeleridir [133,172].

Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerin aFDT’ye karsi duyarliliklart farklidir. Bu
farkliligin sebebi bakterinin hiicre duvar yapisi ve fotosensitizoriin yiik durumudur.
Bakterisidal etki icin fotosensitizerin hiicre membranindan gecerek sitoplazmada DNA ve
protein sentezi inhibisyonuna neden olmasi gerekir [133,178]. Gram pozitif bakterilerde
peptidoglikan ve lipoteikoik asitten olusan hiicre duvari fotosensitizerin gecisine olanak
tanir. Antimikrobiyal fotodinamik etki i¢in Gram-pozitif bakterilerde notral, katyonik veya
anyonik Ozellikte FS kullanilabilir. Bu nedenle, aFDT Gram-negatif bakterilere kiyasla
Gram-pozitif bakterilere kars1 daha etkilidir [133,172,179].

Katyonik fotosensitizorler, hem Gram-pozitif hem Gram-negatif bakterilerde etkilidir.
Lipopolisakkarit dis membran sebebiyle Gram- negatif bakteriler giliclii negatif yilike sahiptir.
Bu durum, nétral veya anyonik fotosensitizorlerin hiicre igerisine girisini engellemektedir.
Etkin aFDT i¢in Gram-negatif bakterilerde sadece katyonik o6zellikte FS kullaniimasi
gerekmektedir  [133,172,179]. Fotoinaktivasyon i¢in  Gram-negatif bakterilerin
fotosensitizorlere karst duyarliligi pozitif yiikli fonksiyonel gruplarin bagli oldugu
fotosensitizorler kullanilarak arttirilabilir. Pozitif yiiklii fonksiyonel gruplarin bagli oldugu
bu FS ’ler, polikatyonik molekiiler yapilarin dogal veya yapay bir sekilde FS ’e
baglanmasiyla meydana gelmektedir. Bu sekilde bakteri hiicrelerinin dis yiizeyindeki negatif
yiikli bolgeler ile siki bir elektrostatik etkilesimi tesvik edebilirler. Notral fotosensitizorler
polilizin ile; anyonik fotosensitizerler ise dis membran gegirgenligini degistiren metal
selatorii ajanlarla (polimiksin B, EDTA vb.) kombine edildiginde hem Gram-negatif hem de
Gram-pozitif bakterilere karsi etkili antimikrobiyal fotodinamik inaktivasyon meydana

gelmektedir [133,172].
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2.3.4. Antimikrobiyal fotodinamik tedavide kullanilan 151k kaynaklari

FDT, fotosensitizorii aktive edebilecek yeterli enerjiye sahip 151k kaynag1 gerektirir. Uygun
penetrasyon derinligi ile hedef bolgeye hizla iletilebilen 151k kaynaklar1 fotodinamik etki i¢in
biliyiik 6nem tasimaktadir [137]. Kullanilan 15181n doku penetrasyonu dalga boyuna gore
degismektedir. Isigin dalga boyu ise kullanilan fotosensitizore baghidir. Isigin dalga boyu
arttikga dokulara penetrasyonu da artar [180]. FDT *de lazer ve lazer olmayan 1s1k kaynaklari
kullanilmaktadir. Kullanilan 151k kaynaklar1 lazerler (argon, diyot, Nd:YAG lazerler vb.),
151k yayan diyotlar (Light Emitting Diode- LED) ve gaz bosaltmali lambalar (kuvars,
tungsten, halojen, ksenon bosaltmali lambalar vb.) olmak iizere ii¢ sinifta incelenir

[133,145,181].

Gilinlimiizde fotodinamik tedavide en yaygin kullanilan 151k kaynaklari lazerlerdir. Lazerler,
tek renkte ve koherent 1s1k dalgalar1 halinde 151k verirler. Lazerlerin yiiksek enerjili 151k
kaynaklar1 olmalar1 tedavi siiresini kisaltmaktadir. Lazerler ile spesifik fotosensitizorler i¢in
dar spektrumda 151k elde edilir. Lazerlerin kullanimi genis olmayan bolgelerde uygundur
ancak 15181n odaklanmasi agisindan oldukc¢a avantajlidir [137,182]. Lazerlerin dezavantajlar
arasinda kompleks yapisi, maliyetinin yiiksek olmas1 ve smurli dalga boyu spektrumu
siralanabilir [133,155]. Lazer uygulamasi sirasinda eger hasta ve uygulamay1 yapan kisi
gozlerini korumaz ise gézde ciddi tahribat olusabilir, lazer olmayan 151k kaynaklari i¢in boyle

bir risk s6z konusu degildir.

FDT'de kullanilan ilk 151k kaynaklari, koherent olmayan geleneksel ark lambalaridir
[133,137]. Genis dalga boyu araliginda 151k yayan gaz bosaltimli lambalar, farkli absorbansta
cok sayida fotosensitizor ile uyumlu olmasi agisindan avantajlidir. Herhangi bir
fotosensitizore uygun sekilde spektral olarak filtrelenebilir [133,145,182]. Lazer 151k
kaynaklartyla karsilastirildiginda genis bir bolgede uygulanabilirler, maliyeti diisiik ve
kullanimi kolaydir [133,159,181]. Ancak, bu 151k kaynaklarinda asir1 1sinma s6z konusudur
[133,158,181,183] Fotodinamik tedavi esnasinda uygulama bdlgesinde hasara sebebiyet
vermemek amaciyla 151k kaynagindan 1s1 ¢ikisina dikkat edilmelidir [133,145].

Genis emisyon spektrumuna sahip 151k yayan diyotlar (LED) yart iletken 151k kaynaklaridir.
LED’ler, goriiniir 151k spektrumunda emisyona sahiptir [133,145,158]. Son zamanlarda

PACT lizerine yapilan arastirmalarda 151k yayan diyotlarin kullanimi giderek artmustir.
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LED’ler uygulamas1 kolay, hafif ve ucuz olmasi sebebiyle kullanimi olduk¢a yaygindir
[133,155,160,184] Digerleriyle kiyaslandiginda LED’ler ayn1 zamanda termal hasar riski
tastmayan giivenilir 151k kaynaklar1 olmalar1 agisindan da avantajlidir [133,148]. Inorganik
LED tabanl 151k kaynaklar1 ile genis alan tedavisi elde etmek olduk¢a verimlidir. Son
zamanlarda gelistirilen hafif, ince ve esnek insan derisine uyumlu organik 151k yayan
diyotlarin (OLED) 151k kaynagi olarak kullanimi ayaktan fotodinamik antimikrobiyal
kemoterapide umut vaat etmektedir [133,183]. Isik kaynaklarinin FDT’de etkisi, hangi tip
151k kaynagi oldugundan ¢ok dncelikle emisyon spektrumu, 151k siddeti ve 15181n dagilimina

baghdir [133,145,184,185].

2.3.5. Antimikrobiyal fotodinamik tedavi uygulamalari

Fotodinamik tedavi, hem onkolojik hastaliklar hem de onkolojik olmayan hastaliklar iizerine
etkilidirr. FDT’ nin klinik uygulamalar1 arasinda dermatolojik hastaliklar, oftalmik
hastaliklar, peridontolojik hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar, {riner hastaliklar,
jinekolojik hastaliklar ve kanser sayilabilir [133,182]. Fotodinamik antimikrobiyal
kemoterapinin klinik uygulamalar1 arasinda potansiyel alanlar ise 06zellikle oral

enfeksiyonlar, cilt enfeksiyonlar1 ve kronik yaralardir [133,145].

Mikroorganizmalar iizerine FDT c¢alismalarimin tarihi yaklasik 100 yil 6ncesine
dayanmaktadir. Ancak 1970'lerden 2010'a kadar olan donem boyunca FDT arastirmalari
kanser iizerine yapilmistir. Patojenik mikroorganizmalar arasinda ¢oklu ila¢ direncinin
onlenemez ylikselisiyle fotodinamik antimikrobiyal kemoterapi tekrar dnem kazanmistir
[133,176]. FDT teknolojisi, antimikrobiyal tedavi amaciyla yapilan ¢ok sayida ¢alisma ile
kapsamli bir sekilde incelenmektedir. Enfeksiyonlar iizerine yapilan caligmalarda bu
yontemin bakterilere, mantarlara, parazitlere ve viriislere kars1 antimikrobiyal etkinligi
kanitlanmistir [133,135,165]. Fotodinamik antimikrobiyal kemoterapi, genis antimikrobiyal
etkinlik gosterir. FDT, hem Gram pozitif hem de Gram negatif ¢cok sayida patojen bakteriye

kars1 in vitro ve in vivo etkinligi ispatlanmis bir yontemdir [133,186].

Yiizeyel mantarlar, ¢esitli maya ve kiiflere kars1t aFDT nin antifungal etkisinin gosterildigi

cok sayida calisma mevcuttur [133,187,188].
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Mantar hiicrelerinin daha biiyiik olmasi ve mantarlarda niikleer membran varligi
fotosensitizoriin hedefe niifuz etmesi Onilinde biiyiik bir engeldir. Bu nedenle mantarlar

fotodinamik etkiye kars1 bakterilere gére daha direnglidir [133,172].

Ozel floresan kutularda kan iiriinlerinin icerdigi viriisleri ortadan kaldirmak amaciyla
antiviral fotodinamik etkinlik arastirmalar1 da yapilmustir. Ozellikle, Human Papilloma Viriis
ve Herpes Simpleks Viriisiin neden oldugu viral cilt enfeksiyonlari iizerine ¢ok sayida FDT
uygulamasi vardir [133,135,172]. Son zamanlarda, kiiresel bir problem olan COVID-19
pandemisinin Onlenmesi ve tedavisi i¢in yeni yontemler gelistirilmesi gerekmektedir.
Yapilan in vitro PACT uygulamalart SARS-CoV-2’ ye karsi antiviral etkinlik gdstermis, FDT
uygulamasi COVID-19 i¢inde etkili bulunmustur [ 133,189]. Parazitik protozoanlara karsi da
fotodinamik kemoterapi ¢alismalar1 mevcuttur. Leishmania basta olmak tizere, Plasmodium

falciparum ve Acanthamoeba palestinensis lizerine antimikrobiyal fotodinamik etkinlik

calisilmistir [133,172,190].
2.3.6. Antimikrobiyal fotodinamik tedavi avantajlari ve dezavantajlari

Antibiyotiklerin yaygin kullanimi, bakterilerin ila¢ direncini biiylik oranda arttirmigtir.
Antibiyotige direngli bakterilerin 2050 yilina kadar milyonlarca kisinin Oliimiine ve
trilyonlarca dolar ekonomik kayba neden olacagi tahmin edilmektedir. Antimikrobiyal
diren¢ sadece saglik sorunu degildir, ekonomik ac¢idan bakildiginda pahali yeni nesil
antibiyotiklerin gelistirilmesi ve enfeksiyon yonetiminin saglanmasi ihtiyact doguran ve

giderek biiyiiyen kiiresel bir problemdir [133,183,191].

Antimikrobiyal fotodinamik tedavi, standart antimikrobiyal ve antiseptik maddelerin
uygulanmastyla karsilastirildiginda tedavi alami disindaki normal konak hiicrelerine ve
mikrofloraya minimal hasar gibi avantajlart mevcuttur [133,172]. Fotodinamik tedavi,
mikroorganizmalarin oldugu enfeksiyon bolgesi gibi saglikli olmayan dokulara karsi
secicidir. FDT’de fotosensitizoriin selektif olarak biriktigi bolgede tahribat gerceklesir.
Kiimiilatif toksisiteye sebep olmadigindan tekrarlayan tedaviler dahi zararsizdir

[133,192,193].
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Antimikrobiyal direng, bakteri, mantar ve viriisler dahil olmak {izere tiim insan patojenlerin
etken oldugu hem hastane kaynakli hem de toplum kaynakli enfeksiyonlarin tedavisini
etkileyen global bir problemdir. Ozellikle, hastane patojenlerinde giderek artan antibiyotik
direnci sorunu goz Oniine alindiginda, mevcut antimikrobiyallerden daha etkili olabilecek
alternatif yontemler 6nem kazanmaktadir [133,165]. Geleneksel antimikrobiyal ilag tedavisi
ile karsilastirlldiginda aFDT uygulamasi enfeksiyonlarin tedavisinde gesitli avantajlara
sahipti. ~ Mevcut  kaynaklar, antimikrobiyal fotodinamik tedavi etkinliginin
mikroorganizmalarin vahsi kokenleri ile ¢oklu ila¢ direnci olan kdkenlerinde ayni oldugunu

gostermektedir [133,172,173].

Aynt  zamanda c¢ok tekrarli FDT wuygulamalarinin  yer aldigi calismalarda
mikroorganizmalarda fotodinamik tedaviye karsi direng gelisimi de bildirilmemistir.
Fotodinamik tedavi, kanser hiicrelerinde de diren¢ gelisimi gostermemektedir. FDT 'nin
antibiyotik, antiseptik ve antikanser kemoterapisi gibi diger sitotoksik stratejilerden farkli
olarak direng gelistirmedigi bilinmektedir [133,177]. Antimikrobiyaller,
mikroorganizmalarin belirli bir bolgesini hedef almakta ve burada tahribata yol agmaktadir.
Antimikrobiyal fotodinamik tedavi seg¢ici olmayan, es zamanli olarak mikroorganizmada
cok sayida yapiy1 ve metabolik yolu hedef alan bir yaklasimdir. FDT, mikroorganizmay1
oksidatif hasara ugratmakta ve birden c¢ok bolgede yikima neden olmaktadir. Bunun
sonucunda hasarli tiim bolgelerin direng kazanmasi1 diistik bir olasiliktir. Patojen
mikroorganizmalarda direng¢ gelisimi, antibiyotiklerde oldugu gibi spesifik tek bir yapiy1
hedefleyen yaklasimlar i¢in daha olasidir. Bu sebeple, fotodinamik tedavide antimikrobiyal
ajanlara kars1 olusan direng gelisiminden bahsetmek pek miimkiin goriinmemektedir

[133,145,152].

Fotodinamik tedaviye karst mikroorganizmalarin diren¢ gelistirmemesinin diger
nedenlerinin de patojenin direng gelistirmesi i¢in fotosensitizor ile FDT uygulamasi
arasindaki siirenin ¢ok kisa olmasi, fotosensitizorlerin karanlikta toksik olmamalari
sebebiyle mikroorganizmanin FS' e karsi hayatta kalma mekanizmalarimin devreye
girmemesi ve hiicrelerin tedaviden sonra ¢ok agir hasara ugramasi oldugu diistintilmektedir

[133,164,194].
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Bakteriyel biyofilmlerin sebep oldugu antibiyotik direnci de diinyada ¢ok biiyiik bir
sorundur. Alternatif teknolojilerin gelistirilmesinin bu sorunun ¢oziimiine yardimet olacagi
distiniilmektedir. Biyofilmleri kontrol etmeye yonelik umut verici yaklagimlardan biri de
fotodinamik antimikrobiyal kemoterapidir. FDT sadece enfeksiyonlar1 tedavi etmek
amaciyla degil, ayn1 zamanda cesitli yiizeylerde mikroorganizmalarin biiyiimesini kontrol
etmek amaciyla da kullanilmaktadir. Fotodinamik tedavi ile hem biyofilm hem de planktonik

hiicre dekontaminasyonu saglanabilir [133,165].

Gram-negatif bakteri antibiyotige maruz kaldiginda hiicre 6liimii gergeklesir ve dis membran
komponenti lipopolisakkaritler (LPS) agiga ¢ikar. Bu durum, proenflamatuar sitokin salinimi
sonucu konakta istenmeyen doku hasarina sebep olmaktadir. FDT, proteazlar ve cesitli
ekzotoksinler gibi salgilanan viriilans faktorlerinin aktivitesini azaltma veya yok etme
yetenegine sahiptir [133,164]. FDT antibiyotiklerden farkli olarak proenflamatuar
sitokinlerin salinim1 gergeklestirmezler. FDT ile hiicre membraninda olusan tahribatin lipid
peroksidasyonu ve protein hasart yolu ile oldugu goézlenmistir. Sadece enfeksiyondan
sorumlu mikroorganizmalari 6ldiirmekle kalmayip, ayn1 zamanda konak¢1 doku yikimindan
sorumlu bircok molekiiliin ekspresyonunu inaktive etme veya azaltma yetenegi hem
antimikrobiyal hem de antienflamatuar yaklasimi tek tedavide bir araya getirerek
antibiyotiklere gore 6nemli bir avantaj saglar. Antimikrobiyal fotodinamik tedavi, gorildiigi
iizere sadece antimikrobiyal etkili degildir, ayn1 zamanda biyostimiilatif, antienflamatuar ve
antibiyofilm etkinlik de gostermektedir [133,148,154] Antienflamatuar etkinlik,
proenflamatuar sitokin saliniminda azalma ve lipopolisakkarit inhibisyonu ile

gerceklesmektedir [133,148,195].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deneyde Kullanilan Mikroorganizmalar

Calismada -80°C derin dondurucuda muhafaza edilen standart bakteri suslar
Staphylococcus aureus ATCC 29213 ve Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 ile
standart mantar suslar1 Candida albicans ATCC 10231 ve Candida parapsilosis ATCC
96142 kullanmilmstir. Staphylococcus referans kokenlerinin koyun kanli agara (BD,
Almanya), Candida referans kokenlerinin Sabouraud dekstroz agara (RTA,Tiirkiye) ekimi

yapilarak 37°C’de 24 saat etiivde inkiibe edilmistir.
3.2. Deneyde Kullanilan Kimyasal Malzemeler

3.2.1. Deneyde kullanmilan besiyerleri

Triptik Soy Broth (TSB) Besiyeri (Oxoid, BK)
Triptik Soy Agar (TSA) Besiyeri (Oxoid, BK)
Sabouraud Dekstroz Broth (SDB) Besiyeri (Oxoid, BK)
Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) Besiyeri (Oxoid, BK)

3.2.2. Deneyde kullanilan fotosensitizorler ve ozellikleri

= Metilen mavisi (MB) (Merck, Almanya)

= Toluidine mavisi O (TBO) (Sigma, Almanya)
= Rose Bengal (RB) (Merck, Almanya)

= EozinY (EOY) (Merck, Almanya)

= Ribofilavin (RBF) (Aromel Kimya, Tiirkiye)

= Kurkumin (CUR) (Gemma Kimya, Tiirkiye)

(Cizelge 3.1.)
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Cizelge 3.1. Kullanilan fotosensitizorlere ait 6zellikler

Ticari adi Molekiil Formiilii Molekiil Aktive oldugu
Agirhg dalga boyu (nm)
Metilen mavisi (MB) C16H18CINsS - xH,O 329,85 610-665 nm
Toluidin mavisi O (TBO) | CisH16N3SCI 305,83 520-700 nm
Rose Bengal (RB) CaoH2Cl4l4sNa20s 1017,64 | 480-580 nm
Eozin Y (EQY) CaoHsBrsOs 647,89 450-550 nm
Ribofilavin (RBF) C17H20N4Oe 376,36 349-532 nm
Kurkumin (CUR) [HOCgH3(OCH3)CH=CHCO].CH. | 368,38 405-470 nm

3.2.3. Deneyde kullamlan diger kimyasal maddeler

J Kristal viyole (Merck, Almanya)

o Fosfat tamponlu salin (Phosphate buffer saline, PBS) (Sigma-aldrich, Almanya)
o Dimetil siilfoksit (DMSO) (Isolab, Almanya)

o Asetik asit (Merck, Almanya)

o Gluteraldehit (Merck, Almanya)

o Etil alkol (Isolab, Almanya)

3.3. Deneyde kullanilan Arac¢ ve Geregler

3.3.1. Deneyde kullanmilan 151k kaynag ve ozellikleri

Fotodinamik tedavi deneylerinde kullanilmak t{izere LED (Light Emitting Diodes) 151k

kaynag tasarlanmistir. Isik kaynagi, optik diizenek tizerindeki tablada kirmizi, yesil ve mavi

olmak iizere {i¢ farkli renkte ve dalga boyunda 151k verebilen toplam on alti adet RGB
LED’den (Ptec-PL16, ABD) olusmaktadir. (Resim 3.1.) (Cizelge 3.2.)

Resim 3.1. Calismada kullanilan LED 151k kaynagi




Cizelge 3.2. Calismada kullanilan 151k kaynagina ait 6zellikler
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LED Cesidi Dalga boyu
Kirmizi LED 630 nm
Yesil LED 520 nm
Mavi LED 470 nm

3.3.2. Deneyde kullamilan diger cihazlar ve laboratuvar malzemeleri

= Etiiv (Elektro-mag, Tiirkiye)

= Otoklav (Sanyo, Japonya)

» Calkalayici inkiibator (Biosan, Letonya)

= Pastor firin1 (Niive, Tiirkiye)

= Derin dondurucu -80°C (Sanyo, Japonya)

= Buzdolab1 (Argelik, Tiirkiye)

= ELISA okuyucu (Mindray MR-96A, Cin)

= Hiicre densitometre cihazi (Biosan, Letonya)

= Hassas terazi (Kern, Almanya)

= Calkalayici

= pH metre

= Otomatik pipet seti (Labmate, Tiirkiye)

= Santral venoz kateter (Able, Almanya)

= Diiz tabanli 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir plag1 (Sarstedt, ABD)
= Diiz tabanl 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plagi (SPL, Kore)
= Petri (Isolab, Almanya)

= Mikropipetler ve uglar1 (Beta pette™, ABD)

= Membran filtre (0,22 um) (Corning, ABD)

= Cam tiipler, falkon tiipler, ependorflar, pensler, 6zeler ve enjektorler
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3.4. Yontemler

3.4.1. Besiyerlerinin hazirlanmasi

Siv1 besivyerlerinin hazirlanmasi

Triptik Soy Broth (TSB) besiyerinin igerigi:

Pankreatik sindirilmis kazein 17 g/L
Enzimatik sindirilmis soya fasulyesi 3¢/l
Sodyum klorit 59/L
Dipotasyum hidrojen fosfat 2,5¢g/L
Glukoz 2,5¢0/L
pH 7.3

Sabouraud Dekstroz Broth (SDB) besiyerinin igerigi:

Dekstroz 20g/L
Pankreatik sindirilmis kazein 59/L
Pepton A 59/L
pH 5.6

Toz halindeki besiyerlerinin her birinden 30 g tartilmis ve tizerine 1 L distile su eklenerek
cOzdiiriilmiistiir. Hazirlanan besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dakika 1 atm basingta sterilize

edilmistir. S1v1 besiyerleri kullanilincaya kadar +4°C’de buzdolabinda saklanmastir.

Kat1 besiverlerinin hazirlanmasi

Triptik soy agar (TSA) besiyerinin icerigi:

Pankreatik sindirilmis kazein 15 g/L
Enzimatik sindirilmis soya fasulyesi 59/L
Sodyum klorit 59/L
Agar 15 g/L

pH 7.3
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Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) besiyerinin igerigi:

Pepton 10g/L
D (+) Glukoz 40 g/L
Agar 15 g/L
pH 5.6

Toz halindeki besiyerlerinden TSA icin 40 g ve SDA igin 65 g tartilmig ve lizerlerine 1 L
distile su eklenerek ¢ozdiiriilmiistiir. Hazirlanan besiyerleri otoklavda 121°C’de 15 dakika 1
atm basingta sterilize edilmistir. Steril petri kaplarina 25’er ml dokiilerek katilasincaya kadar

bekletilmis ve kati besiyerleri kullanilincaya kadar +4°C’de buzdolabinda saklanmugtir.

3.4.2. Fotosensitizorlerin hazirlanmasi

Calismada FS ajan olarak Metilen mavisi (MB), Toluidin mavisi O (TBO), Rose Bengal
(RB), Eozin Y (EQY), Riboflavin (RBF) ve Kurkumin (CUR) kullanilmistir. Toz halde
bulunan MB, TBO, RB ve EOY fotosensitizorleri fosfat tampon soliisyonu (PBS, pH 7.4),
RBF ve CUR fotosensitizorleri ise dimetil siilfoksit (DMSO) igerisinde ¢oziinerek 2000
mikrogram/mililitre (ng/ml) stok konsantrasyonda ¢ozelti hazirlanmistir (Resim 3.2.).
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Resim 3.2. Caligmada kullanilan fotosensitizdrlerin stok soliisyonlari

Stok soliisyonlar 0.22 pum por genisligine sahip membran filtreden gecirilerek steril
edilmistir ve kullanilincaya kadar iki hafta siire ile +4°C’de buzdolabinda saklanmistir. Tiim
fotosensitizor soliisyonlar: falkon tiiplerin igerisinde hazirlanmig ve aliiminyum folyo ile

kaplanarak karanlikta muhafaza edilmistir.



52

Her grup i¢in FDT uygulamasindan énce 1000 pg/ml (%0, 1) konsantrasyonda soliisyonlar,
stok soliisyondan PBS ile diliie edilerek hazirlanmistir. Fotosensitizor se¢imi ve
konsantrasyon belirlenmesinde, daha dnce yapmis oldugumuz calismada [1] ve literatiirde

yer alan in vitro deneylerdeki veriler baz alinmustir.

3.4.3. Calisma gruplari ve deney tasarimi

In vitro kateter biyofilm modelinde yapilacak olan deneyler, uygulanacak tedavi yontemine
gore gruplara ayrilmistir. Calisma igerisinde tedavi uygulanmayan kontrol grubu ve tedavi
uygulanan deney grubu olmak iizere iki temel grup bulunmaktadir. Fotosensitizor (FS) veya
LED (L) 151tk uygulamasina maruz kalmayan sadece bakteri/maya inokiilumu iceren
plaklarda, kateterde gelisen biyofilm kontrol grubu (FS-L-) olarak belirlenmistir. Deney
grubu (FS+L+), fotosensitizor ve 1s18a maruz birakilarak fotodinamik tedavi uygulanan

caligma grubudur.

Deney grubu igerisinde profilaktik fotodinamik tedavi ve terapétik fotodinamik tedavi grubu
yer almaktadir. Deney gruplarina goére biyofilm olusturulmasi basamagindan 6nce veya
sonra katetere belirlenen tedavi yontemi uygulanmaktadir. Kateterde biyofilm olusumu
oncesi uygulanan tedavi profilaktik FDT olarak isimlendirilmistir. Bu deney grubunda
fotodinamik tedavinin kateterde biyofilm olusumuna onleyici etkisi arastirilmaktadir.
Biyofilm olusturma basamagindan sonra uygulanan tedavi terapdtik FDT olarak
isimlendirilmistir. Bu deney grubunda fotodinamik tedavinin kateterde var olan biyofilm

iizerine tedavi edici etkisi arastirilmaktadir.

Calisma gruplan

Kontrol grubu Deney grubu
FS-L- FS+L+
— N YESIL LED
Profilaktik FDT Metilen mavisi Rose bengal
Toluidin mavisi Eozin ¥
Terapétik FDT ozin

Sekil 3.1. Tez ¢alismasinda yer alan gruplar
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3.4.4. In vitro kateter modelinde bakteriyel ve fungal biyofilm olusturulmasi

Biyofilm olusum asamasi Giizel Tungcan ve ark. [1] ve Manoil ve ark. [196] kullandiklar
metotlar modifiye edilerek calisilmistir. Calismada 7 French (7F), ii¢ liimenli, poliiiretan
santral venoz kateterler kullanilmistir. Kateterler 0,5 cm uzunlugunda esit parcalar seklinde
kesilmistir ve vertikal diizlemde nester yardimiyla iki es parcaya ayrilmistir (Resim 3.3.).
Elde edilen kateter segmentleri Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Merkezi

Sterilizasyon Unitesinde etilen oksit ile steril edilmistir.
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Resim 3.3. Santral venoz kateter ve steril kateter segmentleri

Calismada in vitro kateter enfeksiyon modeli olusturmak amaciyla bakteriyel biyofilm i¢in
Staphylococcus aureus ATCC 29213 ve Staphylococcus epidermidis ATCC 35984, fungal
biyofilm i¢in Candida albicans ATCC 10231 ve Candida parapsilosis ATCC 96142
kokenlerinin inokiilum siispansiyonu 0.5 McFarland standartina uygun olarak hazirlanmistir.

Bakteri siispansiyonu 108 hiicre/ml, mantar siispansiyonu 10° hiicre/ml'dir.

Esit boyutlarda kesilmis olan steril kateter segmentleri 24 kuyucuklu hiicre plag: icerisine
her bir kuyucukta bir kateter segmenti olacak sekilde yerlestirilmistir. Kateterlerin
bulundugu kuyucuklara deney grubuna bagli olarak FDT 6ncesi veya sonrasi hazirlanan 200
ul bakteri/maya siispansiyonu ve 1,8 ml sivi besiyeri eklenmistir. Bakteriyel biyofilm
olusumu i¢in Tryptic Soy Broth (TSB), fungal biyofilm olusumu i¢in Sabouraud Dekstroz
Broth (SDB) besiyeri kullanilmistir. Hiicre plaklar1 igerisindeki kateterler, calkalayict
inkiibatorde 150 rpm’da 37 °C’de 48 saat inkiibe edilerek in vitro kateter biyofilm modeli

olusturulmustur.
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Steril pens yardimiyla yeni bir kuyucuga aktarilan kateter segmentleri fosfat tamponlu salin
(PBYS) ile 3 kez yikanarak biyofilm olusturmayan mikrobiyal hiicreler kateter ylizeyinden

uzaklastirilmistir. Kateter pargalar1 oda 1sisinda kurumaya birakilmistir.

3.4.5. Antimikrobiyal fotodinamik tedavi uygulamasi1 (AFDT)

Fotodinamik tedavi uygulanan deney gruplarinda, 6 adet fotosensitizor ve 3 adet farkli renk
ve dalga boyunda LED kullanilmistir. Goriiniir 151k kaynagi olarak kullanilan LED’ler
kirmizi, yesil ve mavi renktedir. Kullanilan fotosensitizorler; kirmizi LED i¢in metilen
mavisi ve toluidin mavisi O, yesil LED i¢in rose bengal ve eosin Y, mavi LED igin

ribofilavin ve kurkumindir (Resim 3.4.).

Deney grubu; biyofilm olusumu o6ncesi fotodinamik tedavi uygulanan kateterleri igeren
profilaktik tedavi grubu ve biyofilm olusumu sonrasi fotodinamik tedavi uygulanan
kateterleri iceren terapdtik tedavi grubunu igermektedir. Deneyler, ortam 1s18inin

fotoinaktivasyon sonucunu etkilememesi i¢in tamamen karanlik alanda gerceklestirilmistir.

Resim 3.4. Farkli renklerde LED ile FDT uygulamast

Profilaktik fotodinamik tedavi

Profilaktik antimikrobiyal fotodinamik tedavi uygulamasi, biyofilm olusumu basamagindan
once her bir katetere bir defa yapilmistir. Fotosensitizasyon 24 kuyucuklu steril hiicre plagi
icerisinde uygulanmistir. Kuyucuklarin igerisine 1000 pg/ml konsantrasyonda 1 ml

fotosensitizor ve uygun bulaniklikta hazirlanmig 1 ml inokiillum eklenerek kapagi kapatilan
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plak, fotodinamik tedavi oncesi 5 dakika karanlikta bekletilmistir. FDT uygulamasinda bu
bekleme siiresi 1smmlama Oncesi zaman olarak isimlendirilmektedir. FS ile muamele
edilmesini takiben, fotosensitizére uygun dalga boyunda ve renkte LED 1s18a 15 dakika siire
ile maruz birakilmistir. FDT uygulanan hiicre siispansiyonu bekletilmeden profilaktik FDT

deney grubu icin biyofilm olusum basamaginda kullanilmstir.

Terapotik fotodinamik tedavi

Terapotik antimikrobiyal fotodinamik tedavi uygulamasi, biyofilm olusumu basamagindan
sonra her bir katetere bir defa yapilmistir. Terapotik antimikrobiyal fotodinamik tedavi
uygulamast i¢in tizerinde bakteriyel veya fungal biyofilm olusturulan santral ven6z kateter
parcalar1 her kuyucukta bir kateter olacak sekilde 24 kuyucuklu steril hiicre plag: igerisine
alimmistir. Kuyucuk igerisine 1000 pg/ml konsantrasyondaki fotosensitizorden 1 ml
eklenmistir. Isinlama Oncesi karanlikta bekleme siiresi 5 dakikadir. Fotosensitizor ile
muamele edilen kateterler, uygun dalga boyunda ve renkte LED 1s18a 15 dakika siire ile
maruz birakilmistir. FDT sonrasi kateter pargalari yeni bir kuyucuga alinarak 1 ml PBS ile

iic kez yikanmis ve oda 1sisinda kurumaya birakilmistir.

3.4.6. Kristal viyole testi ile biyofilm biyokiitlesinin 6l¢iimii

Biyofilm biyokiitlesinin varliginin tespiti ve kantitatif 6l¢timii i¢in kristal viyole ile boyama
yontemi kullanilmustir. Kristal viyole ile boyama yontemi, Misba ve ark. [197] ve Winter ve
ark. [198] kullandiklar1 metotlar modifiye edilerek belirlenmistir. Uzerinde biyofilm igeren
kontrol ve deney grubundaki kateterler, her kuyucukta bir kateter segmenti olacak sekilde
24 kuyucukKlu yeni bir plaga aktarilmistir. Kuyucuklara %0,5 konsantrasyonda kristal viyole
boyasindan 1 ml eklenerek 15 dakika siire ile bekletilmistir. Bu asamada kateterin yiizeyine
biyofilm ile tutunmus olan mikroorganizmalar boyanmaktadir. Boyama agamasindan sonra
kateterlere 1 ml steril distile su ile 3 kez yikama iglemi uygulanmis ve biyofilm yapisina
katilmayan maddeler yikama agsamasiyla uzaklastirilmistir. Yikama sonrasinda kateterler
oda 1s1sinda kurumaya birakilmistir. Kuruyan kateter segmentleri hiicre plaginda yeni bir
kuyucuga aktarilmistir. Kristal viyole ile boyanan kateterlerin tizerine %33 liik 1 ml glasiyel
asetik asit eklenmis ve biyofilme baglanan boyanin ¢ézlinmesi i¢in ¢alkalayicida 100 rpm’da

5 dakika siire ile bekletilmistir.Glasiyel asetik asit, kateterdeki kristal viyole ile boyali
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biyofilm kiitlesinin dolayli olarak Ol¢limiine olanak saglamaktadir. Kuyucuk igerisinden

alian 200 pl s1vi, 96 kuyucuklu diiz tabanli mikroplak igerisine aktarilmistir (Resim 3.5.).

Resim 3.5. Kristal viyole testi optik dansite okuma plaklari

Cozlinmiis olan boya miktar1 spektrofotometrik olarak degerlendirilmistir. Kristal viyole
deneyi uygulanan kateterlere ait optik dansite degerleri dalga boyu 630 nm olan filtre ile
optik ELISA okuyucuda dl¢iilmiistiir. Giivenilirligi arttirmak amaciyla her grupta kuyucuk
icerisinden alinan sivi, mikroplak icerisinde dort fakli kuyucuga aktarilmis ve dort okuma
yapilmistir. Elde edilen optik dansite degerlerinin ortalamasi alinarak absorbans verisi
belirlenmistir.Deney grubunda yer alan kateterlerde azalan veya yok olan biyofilm yapisi,
tedavi uygulanmayan biyofilm igeren kontrol grubu kateterlerine ait absorbans degerleriyle

karsilastirilarak yorumlanmastir.
3.4.7. istatiksel analiz

Calismada kontrol ve deney gruplarinin her birinde 5 kateter segmenti kullanilmistir ve her
kateter segmentine ait ortalama absorbans degerleri baz alinarak Excel (Microsoft, USA)
programina veri girisi yapilmigtir. Veriler Excel programinda diizenlendikten sonra SPSS
29.0 IBM programi kullanilarak analiz edilmistir. Sayisal veriler ortalama, standart sapma
ve medyan degerleri ile ifade edilmistir. Her grupta bulunan veri sayisinin 30’un altinda
olmasi sebebiyle parametrik olmayan testler uygulanmistir. Her mikroorganizmaya ait deney
ve kontrol gruplar1 arasindaki farklilig1 analiz etmek amaciyla parametrik olmayan bir test
olan Kruskal-Wallis testinden yararlanilmistir. Farkliligin hangi degiskenler arasinda

oldugunun saptanmasi Bonferroni diizeltmeli post hoc analizi kullanilarak yapilmistir.
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P degerinin 0,05’in altinda bulundugu analiz sonuclar istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmisgtir.

3.4.8. Hiicre canlihg testi

Hiicre canlili1 analizi testi, Austin ve ark. [199] kullandiklar1 metot modifiye edilerek
uygulanmistir. Hiicre canlilig1 analizi i¢in kontrol ve tedavi gruplarindaki kateter pargalari
her bir kuyucukta tek bir kateter olacak sekilde 24 kuyucuklu plaklara yerlestirilmistir.
Bakteriyel biyofilm igeren kateterler i¢in Tryptic Soy Broth (TSB), fungal biyofilm igeren
kateterler i¢in Sabouraud Dekstroz Broth (SDB) besiyeri kullanilmistir. Kuyucuklara 2 ml
uygun besiyeri eklendikten sonra plaklar 37 °C’de etiivde 48 saat inkiibe edilmistir.

Her kateter segmentinin bulundugu kuyucuktan alinan iist sivi seri diliisyon metodu
uygulanarak PBS ile seyreltilmistir. Diliisyondan alinan 10 pl sivinin uygun kati besiyeri
iceren ¢ift plaga yaygin ekimi yapilmistir. Besiyeri olarak Staphylococcus suslari i¢in Tryptic
Soy Agar (TSA), Candida suslari igin Sabouraud Dektroz Agar (SDA) kullanilmigtir. Etiivde
37 °C’de 48 saat inkiibasyon sonrasi besiyerinde koloni sayimi yapilarak kob/ml’de hiicre
say1st hesaplanmistir. Hiicre canlilig1 deneyi sonucunda her mikroorganizma i¢in elde edilen

degerlerin on tabanina gore logaritmasi alinarak deney ve kontrol gruplari karsilastirilmistir.

3.4.9. Taramal elektron mikroskobu (SEM) 6rnek hazirlanmasi ve analizi

Taramal1 elektron mikroskobu analizi i¢in 6rnek hazirlama yontemi Costa ve ark. [200] ve
Chandra ve ark. [201] kullandiklar1 metotlar modifiye edilerek belirlenmistir. Uygulanan
tedavi sonras1 kateterler, her kuyucukta bir kateter olacak sekilde igerisinde %2,5
konsantrasyonda, 2 ml gluteraldehit iceren yeni plaga aktarilmistir. Isik almayacak sekilde
aliiminyum folyo ile kaplanan plaklar +4°C’de buzdolabinda bir gece bekletilmistir. Fikse
edilen kateter parcalar steril pens yardimiyla gluteraldehit soliisyonu icerisinden ¢ikarilarak

temiz bir kuyucuga aktarilmistir ve dehidrasyon agamasina gecilmistir.

Her katetere sirasiyla %25, %50, %75 ve %95 konsantrasyonlarda 2 ml etil alkol eklenerek,
her konsantrasyonda 15 dakika bekleme sonras1 siv1 aspire edilmistir. Dehidrasyonun son

asamasinda kateterler %100 konsantrasyonda 2 ml etil alkol igerisinde 15 dakika bekletilmis
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ve aspire edilmistir, bu islem 3 kez tekrar edilmistir. SEM hazirlik agamasi tamamlanan
kateter parcalart oda 1sisinda 24 saat bekletilerek kurutulmustur. Goriintiileme oncesi
orneklerin iletken olmamas sebebiyle piiskiirtmeli kaplama cihazi (Polaron, Ingiltere) ile

kateterlere 3 nm kalinliginda altin-paladyum (Au-Pd) kaplama yapilmistir (Resim 3.6.)

Resim 3.6. Piiskiirtmeli Au-Pd kaplama cihazi

Taramal1 elektron mikroskobu (Scanning Electron Microscope, SEM) analizi, Orta Dogu
Teknik Universitesi (ODTU) Merkez Laboratuvar1 AR-GE Egitim ve Olgme Merkezinde
bulunan QUANTA 400F Field Emission SEM (Oregon, USA) (Resim 3.7.) cihazi ile
gergeklestirilmistir. Biyofilmdeki etki, baslangigtaki biyofilm kontrolii goriintileri ile
anlamli bulunan tedavi gruplarindaki kateter goriintiileri karsilastirilarak gorsel olarak

degerlendirilmistir.

Resim 3.7. Taramal1 elektron mikroskobu (SEM)
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4. BULGULAR

4.1. Biyofilm Biyokiitle Ol¢iimiiniin Istatiksel Analizinin Degerlendirilmesi

Kristal viyole ile boyanan kateterlerin absorbans 6l¢timii yapilarak tiim ¢alisma gruplarinda
biyofilm varligt ve miktar1 tespit edilmistir. Tedavi gruplarinda yer alan kateterlerde
biyofilm biyokiitlesindeki degisim, tedavi uygulanmayan biyofilm igeren kateterlere ait

absorbans degerleriyle karsilagtirilarak yorumlanmastir.
4.1.1. Profilaktik FDT grubuna ait biyofilm biyokiitlesi bulgulari

Staphylococcus aureus biyofilmine uygulanan profilaktik FDT sonrasi elde edilen optik
dansite degerlerinin gruplar arasinda farklilik gosterip gostermedigini belirlemek amaciyla

yapilan analiz sonuclar1 Cizelge 4.1°te belirtilmistir.

Cizelge 4.1. Staphylococcus aureus ATCC 29213 susunun profilaktik fotodinamik tedavi
sonras1 biyofilm kiitle 61¢limiiniin istatistik analizi

S. aureus -Profilaktik FDT

Ortalama Standart Sapma Medyan Minimum Maksimum P degeri

Grup Kontrol (FS-LED-) 0,25 0,05 0,24 0,21 0,33
Metilen mavisi+LED 0,10 0,02 0,10 0,07 0,13 <0,001**
Toluidin mavisi O+LED 0,13 0,02 0,13 0,10 0,16 0,008*
Rose Bengal+LED 0,11 0,03 0,09 0,09 0,16 <0,001**
Eozin Y+LED 0,20 0,05 0,22 0,14 0,24 0,308
Riboflavin+LED 0,24 0,03 0,26 0,19 0,26 0,805
Kurkumin+LED 0,18 0,01 0,19 0,17 0,20 0,206

Kruskal-Walis Testi, p<,05*; p<,001**

Analiz sonuglarina gore istatistiksel acidan anlamli farkliliklar igeren gruplar mevcuttur.
Yapilan Bonferroni diizeltmeli post hoc analizi sonuglarina gére kontrol grubu ile metilen
mavisi ve kirmizi LED tedavisi uygulanan deney grubu (p<0,001), toluidin mavisi O ve
kirmizi LED tedavisi uygulanan deney grubu (p<0,05), rose bengal ve yesil LED tedavisi
uygulanan deney grubu (p<0,001) arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli bulunmustur.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda S. aureus igin en etkili profilaktik fotodinamik

tedavinin metilen mavisi ve kirmizi LED kombinasyonu oldugu ifade edilmistir (0,10+0,02).
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KONTROL B 025
MB+L+ I 01
TBO+L+ I 013"
RB+L+ 011
EOY+L+ I 02
RBF+L+ 1 024
CUR+L+ == 018

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

CUR+L+ RBF+L+ MEOY+L+ RB+L+ ETBO+L+ W MB+L+ KONTROL

Sekil 4.1. Staphylococcus aureus ATCC 29213 susunun profilaktik fotodinamik tedavi
sonrasi biyofilm kiitlesinin spektrofotometrik 6l¢iim sonuglari

Staphylococcus epidermidis biyofilmine uygulanan profilaktik FDT sonrasi elde edilen optik
dansite degerlerinin gruplar arasinda farklilik gosterip gostermedigini belirlemek amaciyla

yapilan analiz sonuglar1 Cizelge 4.2°de belirtilmistir.

Cizelge 4.2. Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 susunun profilaktik fotodinamik
tedavi sonrasi biyofilm kiitle 6l¢limiiniin istatistik analizi

S. epidermidis -Profilaktik FDT
Ortalama Standart Sapma Medyan Minimum Maksimum p degeri

Grup Kontrol (FS-LED-) 1,38 0,09 1,34 1,27 1,50
Metilen mavisi+LED 0,15 0,06 0,16 0,09 0,23 0,019*
Toluidin mavisi O+LED 0,79 0,37 0,85 0,38 1,32 0,229
Rose Bengal+LED 0,08 0,02 ,08 0,06 0,10 0,001*
Eozin Y+LED 1,21 0,33 1,40 0,72 1,48 0,781
Riboflavin+LED 1,77 0,47 1,60 1,43 2,58 0,308
Kurkumin+LED 0,92 0,78 0,89 0,14 1,76 0,517

Kruskal-Walis Testi, p<,05*; p<,001**

Analiz sonuglarina gore istatistiksel agidan anlamli farkliliklar iceren deney gruplari
mevcuttur. Yapilan Bonferroni diizeltmeli post hoc analizi sonuglarma goére kontrol grubu
ile metilen mavisi ve kirmizi1 LED tedavisi uygulanan deney grubu (p<0,05), rose bengal ve
yesil LED tedavisi uygulanan deney grubu (p<0,05) arasindaki fark istatistiksel agidan

anlaml1 bulunmustur.
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Kontrol grubu ile karsilastirildiginda S. epidermidis igin en etkili profilaktik fotodinamik
tedavinin rose bengal ve yesil LED kombinasyonu oldugu ifade edilmistir (0,08+0,02).

KONTROL 1 138
MB+L+ HE— 0,15*
TBO+L+ IR 0,79
RB+L+ E—— 0,08*
EOY+L+ I 121
RBF+L+ 177
CUR+L+ = 092

0 0,5 1 1,5 2 2,5

CUR+L+ RBF+L+ MEOY+L+ RB+L+ HETBO+L+ m MB+L+ KONTROL

Sekil 4.2.  Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 susunun profilaktik fotodinamik
tedavi sonrasi biyofilm kiitlesinin spektrofotometrik 6l¢iim sonuglar

Candida albicans biyofilmine uygulanan profilaktik FDT sonrasi elde edilen optik dansite
degerlerinin gruplar arasinda farklilik gdsterip gostermedigini belirlemek amaciyla yapilan

analiz sonuglar1 Cizelge 4.3 te belirtilmistir.

Cizelge 4.3. Candida albicans ATCC 10231 susunun profilaktik fotodinamik tedavi sonrasi
biyofilm kiitle dl¢limiiniin istatistik analizi

C. albicans- Profilaktik FDT

Ortalama_Standart Sapma Medyan Minimum Maksimum p degeri

Grup Kontrol (FS-LED-) 0,30 0,03 0,28 0,27 0,34
Metilen mavisi+LED 0,15 0,06 0,11 0,10 0,23 0,036*
Toluidin mavisi O+LED 0,12 0,04 0,11 0,08 0,19 0,008*
Rose Bengal+LED 0,21 0,08 0,24 0,10 0,29 0,247
Eozin Y+LED 0,32 0,17 0,43 0,12 0,45 0,865
Riboflavin+LED 0,24 0,08 0,28 0,10 0,28 0,413
Kurkumin+LED 0,09 0,01 0,08 0,07 0,10 <0,001**

Kruskal-Walis Testi, p<,05*; p<,001**

Analiz sonuglarina gore istatistiksel agidan anlamli farkliliklar iceren deney gruplari

mevcuttur. Yapilan Bonferroni diizeltmeli post hoc analizi sonuglarina gore kontrol grubu
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ile metilen mavisi ve kirmizi LED tedavisi uygulanan deney grubu (p<0,05), toluidin mavisi
O ve kirmiz1 LED tedavisi uygulanan deney grubu (p<0,05), kurkumin ve mavi LED tedavisi
uygulanan deney grubu (p<0,001) arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli bulunmustur.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda C. albicans i¢in en etkili profilaktik fotodinamik

tedavinin kurkumin ve mavi LED kombinasyonu oldugu ifade edilmistir (0,09+0,01).

KONTROL 1 03
MB+L+ I —— 0,15
TBO+L+ NS — 0,12*
RB+L+ — 021
EOY+L+ I — 032
RBF+L+ ————1 0,24
CUR+L+ == 0,09**

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4

CUR+L+ RBF+L+ MEEOY+L+ RB+L+ HETBO+L+ B MB+L+ KONTROL

Sekil 4.3. Candida albicans ATCC 10231 susunun profilaktik fotodinamik tedavi sonrasi
biyofilm kiitlesinin spektrofotometrik 6l¢iim sonuglar

Candida parapsilosis biyofilmine uygulanan profilaktik FDT sonrasi elde edilen optik
dansite degerlerinin gruplar arasinda farklilik gosterip gdstermedigini belirlemek amaciyla

yapilan analiz sonuglar1 Cizelge 4.4’te belirtilmistir.

Cizelge 4.4. Candida parapsilosis ATCC 96142 susunun profilaktik fotodinamik tedavi
sonrasi1 biyofilm kiitle 6l¢limiiniin istatistik analizi

C. parapsilosis- Profilaktik FDT

Ortalama Standart Sapma Medyan Minimum Maksimum p degeri

Grup Kontrol (FS-LED-) 0,22 0,01 0,22 0,21 0,24
Metilen mavisi+LED 0,13 0,04 0,12 0,08 0,19 0,010~
Toluidin mavisi O+LED 0,09 0,01 0,09 0,08 0,11 <0,001**
Rose Bengal+LED 0,21 0,04 0,23 0,16 0,25 0,746
Eozin Y+LED 0,20 0,05 0,20 0,13 0,26 0,478
Riboflavin+LED 0,19 0,01 0,18 0,18 0,20 0,247
Kurkumin+LED 0,10 0,01 0,10 0,09 0,11 0,002*

Kruskal-Walis Testi, p<,05*; p<,001**
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Analiz sonuglarma gore istatistiksel agidan anlamli farkliliklar1 igeren deney gruplari
mevcuttur. Yapilan Bonferroni diizeltmeli post hoc analizi sonuglarina gore kontrol grubu
ile metilen mavisi ve kirmizi1 LED tedavisi uygulanan deney grubu (p<0,05), toluidin mavisi
O ve kirmizi LED tedavisi uygulanan deney grubu (p<0,001), kurkumin ve mavi LED
tedavisi uygulanan deney grubu (p<0,05) arasindaki fark istatistiksel acidan anlamli
bulunmustur. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda C. parapsilosis icin en etkili profilaktik
fotodinamik tedavinin toluidin mavisi ve kirmizt LED kombinasyonu oldugu ifade edilmistir

(0,09+0,01).

KONTROL = 022
MB+L+ I 0,13*
TBO+L+ NS 0,08**
RB+L+ = 021
EOY+L+ I 0.2
RBF+L+ - 0,19
CUR+L+ == 01~

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

CUR+L+ RBF+L+ EEOY+L+ RB+L+ HTBO+L+ B MB+L+ KONTROL

Sekil 4.4. Candida parapsilosis ATCC 96142 susunun profilaktik fotodinamik tedavi
sonrasi biyofilm kiitlesinin spektrofotometrik 6l¢tim sonuglari

4.1.2. Terapotik FDT grubuna ait biyofilm biyokiitlesi bulgular:

Staphylococcus aureus biyofilmine uygulanan terapotik FDT sonrasi elde edilen optik
dansite degerlerinin gruplar arasinda farklilik gosterip gostermedigini belirlemek amaciyla

yapilan analiz sonuglari1 Cizelge 4.5’te belirtilmistir.
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Cizelge 4.5. Staphylococcus aureus ATCC 29213 susunun terapotik fotodinamik tedavi
sonrasi1 biyofilm kiitle 6l¢limiiniin istatistik analizi

S. aureus -Terapoétik FDT

Ortalama Standart Sapma Medyan Minimum Maksimum p degeri

Grup Kontrol (FS-LED-) 0,25 0,05 0,24 0,21 0,33
Metilen mavisi+LED 0,08 0,00 0,09 0,08 0,09 <0,001**
Toluidin mavisi O+LED 0,18 0,04 0,20 0,12 0,21 0,066
Rose Bengal+LED 0,10 0,00 0,10 0,10 0,11 <0,001**
Eozin Y+LED 0,24 0,04 0,24 0,20 0,29 0,688
Riboflavin+LED 0,18 0,04 0,18 0,13 0,23 0,056
Kurkumin+LED 0,20 0,02 0,20 0,17 0,23 0,211

Kruskal-Walis Testi, p<,05*; p<,001**

Analiz sonuglarina gore istatistiksel agidan anlamli farkliliklar igeren deney gruplar
mevcuttur. Yapilan Bonferroni diizeltmeli post hoc analizi sonuglarina gére kontrol grubu
ile metilen mavisi ve kirmiz1 LED tedavisi alan deney grubu (p<0,001), rose bengal ve yesil
LED tedavisi uygulanan deney grubu (p<0,001) arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli
bulunmugtur. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda S. aureus igin en etkili terapotik
fotodinamik tedavinin metilen mavisi ve kirmizi LED kombinasyonu oldugu ifade edilmistir

(0,08+0,00).

KONTROL —— 025
MB+L+ IR 0,08*
TBO+L+ I 0,18

RB+L+ = 0,1

EOY+L+ I — 0,24

RBF+L+ - 0,18
CUR+L+ = 0.2
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

CUR+L+ RBF+L+ M EOY+L+ RB+L+ HETBO+L+ m MB+L+ KONTROL

Sekil 4.5. Staphylococcus aureus ATCC 29213 susunun terapotik fotodinamik tedavi

sonrasi biyofilm kiitlesinin spektrofotometrik 6l¢iim sonuglari
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Staphylococcus epidermidis biyofilmine uygulanan terapotik FDT sonrasi elde edilen optik
dansite degerlerinin gruplar arasinda farklilik gosterip gostermedigini belirlemek amaciyla

yapilan analiz sonuglar1 Cizelge 4.6’da belirtilmistir.

Cizelge 4.6. Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 susunun terapotik fotodinamik
tedavi sonrasi biyofilm kiitle 6l¢limii istatistik analizi

S. epidermidis -Terapotik FDT
Ortalama Standart Sapma Medyan Minimum Maksimum p degeri

Grup Kontrol (FS-LED-) 1,38 0,09 1,34 1,27 1,50
Metilen mavisi+LED 0,35 0,27 0,25 0,14 0,82 0,009+
Toluidin mavisi O+LED 0,70 0,47 0,51 0,33 1,49 0,115
Rose Bengal+LED 0,33 0,24 0,19 0,13 0,66 0,006*
Eozin Y+LED 1,31 0,40 1,43 0,85 1,81 0,926
Riboflavin+LED 1,13 0,59 1,43 0,34 1,64 0,769
Kurkumin+LED 1,43 0,17 1,38 1,24 1,65 0,829

Kruskal-Walis Testi, p<,05*; p<,001**

Analiz sonucglarina gore istatistiksel agcidan anlamli farkliliklar iceren gruplar mevcuttur.
Yapilan Bonferroni diizeltmeli post hoc analizi sonuglarina gore kontrol grubu ile metilen
mavisi ve kirmizi LED tedavisi uygulanan deney grubu (p<0,05), rose bengal ve yesil LED
tedavisi uygulanan deney grubu (p<0,05) arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli
bulunmugtur. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda S. epidermidis igin en etkili terapotik
fotodinamik tedavinin rose bengal ve yesil LED kombinasyonu oldugu ifade edilmistir

(0,33+0,24).

KONTROL 1138
MB+L+ N ——— 0,35
TBO+L+ . 0.7
RB+L+ P 33"
EOY+L+ I 1,31
RBF+L+ 113
CUR+L+ == 143
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 14 1,6 1,8

CUR+L+ RBF+L+ MEEOY+L+ RB+L+ METBO+L+ M MB+L+ KONTROL

Sekil 4.6. Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 susunun terapétik fotodinamik tedav
sonrasi biyofilm kiitlesinin spektrofotometrik 6l¢tim sonuglar
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Candida albicans biyofilmine uygulanan terapotik FDT sonrasi elde edilen optik dansite
degerlerinin gruplar arasinda farklilik gdsterip gostermedigini belirlemek amaciyla yapilan

analiz sonuglar1 Cizelge 4.7’ de belirtilmistir.

Cizelge 4.7. Candida albicans ATCC 10231 susunun terap6tik fotodinamik tedavi sonrasi
biyofilm kiitle dl¢limii istatistik analizi

C. albicans — Terapotik FDT

Ortalama Standart Sapma Medyan Minimum Maksimum p degeri

Grup Kontrol (FS-LED-) 0,30 0,03 0,28 0,27 0,34
Metilen mavisi+LED 0,13 0,07 0,11 0,08 0,25 0,003*
Toluidin mavisi O+LED 0,10 0,02 0,10 0,08 0,14 <0,001**
Rose Bengal+LED 0,18 0,06 0,22 0,11 0,24 0,042+
Eozin Y+LED 0,21 0,02 0,21 0,17 0,22 0,073
Riboflavin+LED 0,23 0,05 0,26 0,17 0,27 0,206
Kurkumin+LED 0,09 0,01 0,09 0,07 0,10 <0,001**

Kruskal-Walis Testi, p<,05*; p<,001**

Analiz sonuglarina gore istatistiksel agidan anlamli farkliliklar igeren deney gruplar
mevcuttur. Yapilan Bonferroni diizeltmeli post hoc analizi sonuglarina gore kontrol grubu
ile metilen mavisi ve kirmizi LED tedavisi uygulanan deney grubu, rose bengal ve yesil LED
tedavisi uygulanan deney grubu arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli bulunmustur
(p<0,05). Kontrol grubu ile toluidin mavisi ve kirmizi1 LED tedavisi uygulanan deney grubu,
kurkumin ve mavi LED tedavisi uygulanan deney grubu arasindaki fark istatistiksel agidan
daha anlamli bulunmustur (p<0,001). Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda C. albicans igin
en etkili terapotik fotodinamik tedavi kurkumin ve mavi LED kombinasyonu iken
(0,09+0,01), en az etki gosteren terapdtik fotodinamik tedavinin riboflavin ve mavi LED

kombinasyonu oldugu ifade edilmistir (0,23+0,05).
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KONTROL = 03
MB+L+ I 013"

TBO+L+ IR — 01

RB+L+ = 0,18*

EOY+L+ I 021

RBF+L+ 1 0,23

CUR+L+ = 0,00%*
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Sekil 4.7. Candida albicans ATCC 10231 susunun terapétik fotodinamik tedavi sonrasi
biyofilm kiitlesinin spektrofotometrik 6l¢iim sonuglari

Candida parapsilosis biyofilmine uygulanan terapotik FDT sonrasi elde edilen optik dansite
degerlerinin gruplar arasinda farklilik gosterip gostermedigini belirlemek amaciyla yapilan

istatiksel analiz sonuglar1 Cizelge 4.8 de belirtilmistir.

Cizelge 4.8. Candida parapsilosis ATCC 96142 susunun terapotik fotodinamik tedavi
sonrasi1 biyofilm kiitle 6l¢limiiniin istatistik analizi

C. parapsilosis — Terapotik FDT

Ortalama Standart Sapma Medyan Minimum Maksimum p degeri

Grup Kontrol 0,22 0,01 0,22 0,21 0,24
Metilen mavisi+LED 0,13 0,01 0,13 0,11 0,15 0,005*
Toluidin mavisi O+LED 0,10 0,02 0,09 0,08 0,13 <0,001**
Rose Bengal+LED 0,20 0,03 0,20 0,17 0,24 0,241
Eozin Y+LED 0,20 0,01 0,20 0,19 0,21 0,267
Riboflavin+LED 0,17 0,04 0,19 0,12 0,21 0,052
Kurkumin+LED 0,10 0,01 0,10 0,09 0,12 <0,001**

Kruskal-Walis Testi, p<,05*; p<,001**

Analiz sonuglarina gore istatistiksel agidan anlamli farkliliklar iceren deney gruplari
mevcuttur. Yapilan Bonferroni diizeltmeli post hoc analizi sonuglarina gore kontrol grubu
ile metilen mavisi ve kirmizi1 LED tedavisi uygulanan deney grubu (p<0,05), toluidin mavisi
ve kirmiz1 LED tedavisi uygulanan deney grubu (p<0,001), kurkumin ve mavi LED tedavisi

uygulanan deney grubu (p<0,001) arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli bulunmustur.
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Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda C. parapsilosis i¢in en etkili terapotik fotodinamik
tedavi kurkumin ve mavi LED ile toluidin mavisi O ve kirmizi LED kombinasyonudur. iki

terapotik tedavi uygulamasinin da ayni etkiye sahip oldugu ifade edilmistir.

KONTROL = 022
mMB+L+ IS — 013
TBO+L+ IIESS — 01

RB+L+ == 02

EOY+L+ I — 0.2

RBF+L+ = 017
CUR+L+ — 0,1%*
0 0,05 0,1 0,15 0.2 0,25 03

CUR+L+ RBF+L+ MEOY+L+ RB+L+ M TBO+L+ m MB+L+ KONTROL

Sekil 4.8. Candida parapsilosis ATCC 96142 susunun terap6tik fotodinamik tedavi sonrasi
biyofilm kiitlesinin spektrofotometrik 6l¢lim sonuglar

4.2. Hiicre Canlilig1 Deneyinin Degerlendirilmesi

Kontrol ve deney gruplarinda besiyerinde liremis olan kolonilerin sayim1 yapilarak, KOB/ml
biriminde hesaplanmis ve on tabanminda logaritmasi alinmistir. Elde edilen sayisal veriler grafik
yardimiyla gosterilmistir. Hiicre canliligindaki degisim deney ve kontrol gruplari karsilastirilarak

yorumlanmugtir.
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4.2.1. Profilaktik FDT grubuna ait bulgular

S. aureus S. epidermidis  =#=C. albicans === C. parapsilosis
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Sekil 4.9. Profilaktik tedavi sonucu hiicre canlilig1 grafigi

Caligmada yer alan tiim mikroorganizmalar icin profilaktik fotodinamik tedavi sonrasi hiicre
canliligi analizine ait grafik Sekil 4.9’da gosterilmektedir. Staphylococcus aureus canlilik
analizinde, kontrol grubu ile karsilastirildiginda en etkili profilaktik tedavi gruplant 1,57 logio
azalma ile rose bengal ve yesil LED uygulamasidir. Metilen mavisi ve kirmizi LED
kombinasyonunun profilaktik uygulamasi ile 1,25 logio azalma goriilmektedir. Staphylococcus
epidermidis canlilik analizinde, kontrol grubu ile karsilastirildiginda en etkili profilaktik tedavi
1,89 logio azalma ile rose bengal ve yesil LED uygulamasidir. Metilen mavisi ve kirmizi LED

kombinasyonunun profilaktik uygulamast ile 1,85 logio azalma goriilmektedir.

Candida albicans canlilik analizinde, kontrol grubu ile karsilastinildiginda en etkili profilaktik
tedavi 2,56 logio azalma ile kurkumin ve mavi LED uygulamasidir. Toluidin mavisi O ve kirmizi
LED kombinasyonunun profilaktik uygulamasi ile 1,84 logio azalma goriilmektedir. Metilen
mavisi ve kirmizi LED kombinasyonunun profilaktik uygulamast hiicre canliliginda azalma orani
1,58 logio’dur. Candida parapsilosis canlilik analizinde, kontrol grubu ile karsilastirildiginda en
etkili profilaktik tedavi log 6,71 azalma ile toluidin mavisi O ve kirmizi LED kombinasyonudur.
Kurkumin ve mavi LED kombinasyonunun profilaktik uygulamasi ile hiicre canliliginda 2,71

log10 azalma goriilmektedir.
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4.2.2. Terapotik FDT grubuna ait bulgular
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Sekil 4.10. Terapdtik tedavi sonrasi hiicre canliligr grafigi

(Calismada yer alan tiim mikroorganizmalar i¢in terapotik fotodinamik tedavi sonrasi hiicre
canlilig1 analizine ait grafik Sekil 4.10’da gosterilmektedir. Staphylococcus aureus canlilik
analizinde, kullanilan biitiin fotosensitizor ve LED tedavileri sonucunda gériilen logaritmik
azalma miktar1 benzerdir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda en etkili terapotik tedavi
grubu, hiicre canliliginda 1,12 logio azalma ile metilen mavisi ve kirmizi LED
kombinasyonudur. Rose bengal ve yesil LED kombinasyonunun terapdtik uygulamasi ile
hiicre canliliginda azalma 0,85 logio iken toluidin mavisi O ve kirmizi LED ile 0,80
logio’dur. Staphylococcus epidermidis canlilik analizinde metilen mavisi ve kirmizi LED,
toluidin mavisi O ve kirmiz1 LED, rose bengal ve yesil LED ile uygulanan terapétik tedaviler
bakterisidal etkilidir. Tedavi sonrasi besiyerinde lireme goriilmemektedir. Hiicre canliliginda

7,84 logio azalma mevcuttur.

Candida albicans canlilik analizinde kontrol grubu ile karsilagtirildiginda en etkili terapotik
tedavi gruplart metilen mavisi ve kirmizi LED ile kurkumin ve mavi LED uygulamalaridir.
Iki tedavi grubu hiicre canliliginda 2,46 logio azalma ile benzer etki gdstermektedir. Candida
parapsilosis canlilik analizinde, kontrol grubu ile karsilastirildiginda en etkili terapotik

tedavi 6,71 logio azalma ile toluidin mavisi O ve kirmiz1 LED uygulamasidir.
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Bu tedavi mantar hiicreleri i¢in fungisidal etkiye sahiptir, tedavi sonrasi besiyerinde lireme
goriilmemektedir. Kurkumin ve mavi LED kombinasyonunun terapdtik uygulamast ile hiicre

canliliginda azalma 2,41 logio’dur.
4.3. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi Sonuc¢lari

Taramal1 elektron mikroskobu ile goriintiilenen biyofilm yapisindaki degisiklikler, tedavi
uygulanmayan biyofilm goriintiileri ile kantitatif deneylerde anlamli bulunan tedavi

gruplarindaki biyofilm goriintiileri karsilastirilarak gorsel olarak degerlendirilmistir.
4.3.1. Profilaktik fotodinamik tedavinin antibiyofilm etkisinin SEM ile incelenmesi

In vitro kateter modelinde fotodinamik tedavinin profilaktik etkisi SEM analizi ile elde
edilen gorseller araciligiyla Resim 4.1., 4.2., 4.3. ve 4.4.'te gosterilmektedir. Biyofilm
olusum basamagindan 6nce mikroorganizmalara uygulanan FDT etkinligi, kontrol grubuna
ait gorsellerle karsilastirilmis ve biyofilm yapisinin  olusumundaki degisiklikler

gbzlemlenmistir.

Staphylococcus aureus kontrol grubunda yer alan bakteriler, yogun bir sekilde kiimelenen
sikistirilmis hiicre topluluklart halinde goriintiilenmektedir. S. aureus fotodinamik tedaviye
(MB+L+) maruz birakildiginda, biyofilm olusumu sirasinda katetere yapisan bakteri
sayisinda azalma goézlenmektedir. Ayrica, bakteriler normal biyofilm diizeninden farkli

olarak kateter yiizeyinde daginik halde yerlesim gostermektedir (Resim 4.1.).
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Resim 4.1. Kateter yiizeyinde Staphylococcus aureus biyofilmi SEM analizi, kontrol (iistte)
ile MB+L profilaktik FDT (altta) goriintiileri

Kontrol grubunda yer alan Staphylococcus epidermidis bakterileri, biyofilm igerisinde hiicre
dis1 polisakkarit matrikse gdmiilii halde bulunmaktadir. Fotodinamik tedavi (RB+L+),
biyofilmdeki S. epidermidis hiicrelerinin yapiskan bir yap1 olusturma kabiliyetini
bozmaktadir. FDT uygulanan bakterilerin biyofilm olusumu incelendiginde, ekstraseliiler

polimerik madde (EPS) igermedigi goriilmektedir (Resim 4.2.).



Resim 4.2. Kateter yiizeyinde Staphylococcus epidermidis biyofilmi SEM analizi, kontrol
(solda) ile RB+L profilaktik FDT (sagda) goriintiileri

Candida albicans kontrol grubundaki biyofilmlerin SEM analizinde blastokonidya, psodohif
ve hiflerden olusan karmasik bir yap1 goriilmesiyle beraber hiicre dis1 polisakkarit matriks
de tespit edilmistir. Fotodinamik tedavi (CUR+L+) uygulamasi sonrasi C. albicans biyofilm
olusumu esnasinda Ozelikle filament6z formlarinda azalma sergilemektedir. Ayrica,

kateterde EPS olusumu goriilmemektedir (Resim 4.3.).
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Resim 4.3. Kateter yiizeyinde Candida albicans biyofilmi SEM analizi, kontrol (iistte) ile
CUR+L profilaktik FDT (altta) goriintiileri

Candida parapsilosis kontrol grubundaki biyofilmin SEM goriintilleri C. albicans
biyofilminin 6zelliklerine benzerdir, ancak C. parapsilosis biyofilmi daha az sayida
filamentéz form igermektedir. Ayrica, mikroorganizmalar yogun hiicre kiimeleri halinde
goriintliilenmelerine ragmen hiicre dis1 polisakkarit matriks tespit edilmemistir. Fotodinamik
tedavi (TBO+L+) sonras1 biyofilm olusumunda hem maya hem de filamentlerin sayisinda

biiylik bir azalma goriilmektedir (Resim 4.4.).
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Resim 4.4. Kateter yiizeyinde Candida parapsilosis biyofilmi SEM analizi, kontrol (solda)
ile TBO+L profilaktik FDT (sagda) goriintiileri

4.3.2. Terapitik fotodinamik tedavinin antibiyofilm etkisinin SEM ile incelenmesi

In vitro kateter modelinde fotodinamik tedavinin terapétik etkisi SEM analizi ile elde edilen
gorseller araciligiyla Resim 4.5, 4.6, 4.7 ve 4.8’de gosterilmektedir. Biyofilm olusum
basamagindan sonra uygulanan FDT etkinligi gorselleri kontrol grubuna ait gorsellerle

karsilagtirilmis ve biyofilm yapisindaki degisiklikler gozlemlenmistir.



76

Staphylococcus aureus biyofilminde fotodinamik tedavi (MB+L+) sonrasi bakterilerin
biiyiik bir kisminin tek basina ya da kisa zincirler halinde organize oldugunu goriilmektedir.
SEM goriintiileri, FDT ile mikrobiyal hiicrelere verilen hasara ek olarak hiicreleri ¢evreleyen

polisakkarit matriksinde ¢oziildiigiinii géstermektedir (Resim 4.5.).

Resim 4.5. Kateter yiizeyinde Staphylococcus aureus biyofilmi SEM analizi, kontrol (solda)
ile MB+L terapdtik FDT (sagda) goriintiileri
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Staphylococcus epidermidis SEM goriintiilerine goére, FDT (RB+L) hiicre dis1 matriksi
bozarak biyofilm hiicrelerini planktonik hiicrelere doniistiirmektedir. SEM goriintiileri
fotodinamik tedavinin biyofilmdeki hiicre sayisin1 azaltmada da etkili oldugunu
gostermektedir. Bakteriler fotodinamik tedavinin neden oldugu hasari gosteren diizensiz bir

sekil sergilemektedir (Resim 4.6.).

Resim 4.6. Kateter ylizeyinde Staphylococcus epidermidis biyofilmi SEM analizi, kontrol
(solda) ile RB+L terapotik FDT (sagda) goriintiileri
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Candida albicans kontrol grubuna ait biyofilm goriintileri ile karsilastirildiginda,
fotodinamik tedavi (CUR+L+) uygulanan deney grubunda fungal yapilarin sayisinda bariz
bir azalma goriilmektedir. FDT yi takiben biyofilm igerisindeki maya hiicreleri burusuk ve

diizensiz bir yiizeysel goriiniim sergilemektedir (Resim 4.7.).

Resim 4.7. Kateter yiizeyinde Candida albicans biyofilmi SEM analizi, kontrol (solda) ile
CUR-L terapdtik FDT (sagda) goriintiileri
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Fotodinamik tedavi (TBO+L+) uygulanan deney grubu kontrol ile karsilastirildiginda gok
daha az miktarda maya hiicresi icermektedir. SEM goriintiileri, biyofilmde Candida
parapsilosis hiicrelerinin daha kiigiik kiimeler olusturdugunu ve kateter yiizeyinde daha
daginik halde bulunduklarimi gostermektedir. FDT sonrasi biyofilm yapisinda hiicre-hiicre

etkilesiminin ve hiicreler arasindaki fiziksel temasin kaybi ile diizensiz hiicre sekilleri

gozlenmektedir (Resim 4.8.).

Resim 4.8. Kateter yiizeyinde Candida parapsilosis biyofilmi SEM analizi, kontrol (solda)
ile TBO+L terapdtik FDT (sagda) goriintiileri
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5. TARTISMA

Kateterle iliskili kan dolasimi enfeksiyonlar1 (KIKDE), saglik hizmetinde morbidite ve
mortalite artisina sebep olmaktadir. Gliniimiizde tip uygulamalar1 hastalarin tedavisi i¢in ¢ok
cesitli kateter secenekleri sunmaktadir. Yogun bakim {initeleri icerdikleri 6zellikli hasta
popiilasyonu nedeniyle damar i¢i kateter uygulamalarinin en sik yapildigi {nitelerdir.
Ozellikle bu hastalarda yasam destegi ve tedavi anlaminda biiyiikk éneme sahip, en sik

kullanilan intravendz araglar santral venoz kateterlerdir [128].

Kateteri enfekte eden mikroorganizmalarin ¢ogunlugu biyofilm olusturmaktadir.
Biyofilmler hem abiyotik hem de biyotik olmak tizere farkli yiizeylere yapisan ve koruyucu
bir tabaka olusturan mikroorganizma topluluklaridir. Tiim mikrobiyal enfeksiyonlarin
%60’1ndan fazlasinin biyofilm kaynakli oldugu bilinmektedir [202]. Kateter enfeksiyonunun
etiyolojisinde ¢esitli bakteri ve mantarlar, 6zellikle de cilt florasindaki mikroorganizmalar
rol almaktadir. Staphylococcus ve Candida, biyofilmle iliskili kateter enfeksiyonunun en
yaygin etkenleridir. Bunun sebebi cilt florasinin iiyesi olmalar1 ve biyofilm olusturma
yetenegine sahip olmalaridir. Caligmada bakteriyel etkenler Staphylococcus aureus ATCC
29213 ve Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 ve fungal etkenler Candida albicans
ATCC 10231 ve Candida parapsilosis ATCC 96142 ile in vitro kateter enfeksiyon modeli

olusturulmustur.

Biyofilmler cihaz ile iliskili enfeksiyonlardaki rolii nedeniyle halk saglig1 agisindan biiyiik
onem tasimaktadir. Biyofilm enfeksiyonlariin tanis1 ve tedavisi zorlu bir siiregtir. Biyofilm
antimikrobiyal diren¢ gelisimi, direncin plazmid ile transferi ve hiicreler arasi iletisim i¢in
uygun ortam olusturmaktadir. Biyofilm kontrolii i¢in yeni ve etkili stratejiler
gelistirilmelidir. Bu sebeple dogal bilesikler, fajlar, CRISPR-Cas gen diizenleme, nano
aracili teknikler ve antimikrobiyal fotodinamik terapi (aFDT) gibi biyofilmlerle miicadeleye

yonelik yenilik¢i, ¢ok hedefli yaklagimlar aragtirilmaktadir [203].

Is1gin antimikrobiyal etkisi gecmisten beri bilinmektedir. Fotodinamik tedavi tipta uzun
yillardir kullanilan ve etkinligi bilinen bir uygulamadir. FDT nin biyofilm iizerine etkisi son
zamanlarda giincel bir konu haline gelmistir. Antimikrobiyal fotodinamik tedavi (aFDT)

belirli bir dalga boyuna sahip goriiniir 151k kaynagi, fotosensitizor madde ve oksijen
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bilesenlerinden meydana gelmektedir. Bu etkilesim sonucunda agiga ¢ikan reaktif oksijen
tirleri/tekil oksijen hedef mikroorganizmalar {izerine sitotoksik etki gdstermektedir. Bu
sitotoksik etki DNA, hiicre membrani ve protein yapilarina hasar vererek hiicre 6liimiine yol

acmaktadir [133,146].

LED diistik enerji veren ancak dokuda reaktif oksijen tiirleri/tekil oksijen olusumuna neden
olarak antimikrobiyal etkinlik gdsteren goriiniir 151k kaynagidir. Ultraviyole 151k
kaynagindan farki goze =zarar1 olmadan her mekanda, uzun siire rahatlikla
kullanilabilmesidir. LED uygulamasinin dokuya zararsiz oldugu, uygun fotosensitizor ile ek
hasar olusturmadan antimikrobiyal ve antibiyofilm etkili oldugu bilinmektedir [2]. Bu
avantajlar1 sayesinde kateterlerin ¢ikarilmadan, yerinde temizlenmesinde ve korunmasinda
etkili olabilecegi diisliniilmektedir. Bu ¢calismada 630 nm dalga boyunda kirmizi renkte, 520
nm dalga boyunda yesil renkte ve 470 nm dalga boyunda mavi renkte ii¢ farkli LED 1s1k

kaynagi kullanilmistir.

Son on yildir, mikroorganizmalarin farkli fotosensitizor kullanilarak fotoinaktivasyon
etkinligi kapsamlt bir sekilde arastirilmaktadir ancak biyofilmde yer alan
mikroorganizmalara karsi potansiyel kullanimlar1 hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur [197].
Fotosensitizorler, FDT deki etkinliklerini belirleyen farkli kimyasal yapilara ve 6zelliklere
sahiptir. Bu ¢alismada fenotiyazin tiirevi metilen mavisi ve toluidin mavisi O, ksanten tiirevi
rose bengal ve eozin Y, dogal bilesikler riboflavin ve kurkumin olmak iizere alt1 farkhi

fotosensitizor kullanilmastir.

Biyofilmlerin farkli yonlerini (yap1, morfoloji, genetik) tanimlamak i¢in literatiirde cesitli
yontemler mevcuttur. Biyofilmleri incelemek icin canli hiicre sayimi ve kristal viyole (KV)
testi gibi geleneksel teknikler yaygin olarak kullanilmaktadir. Canli hiicre sayimi, biyofilm
icindeki koloni olusturan birimlerin (KOB) say1sin1 dlgmek icin kullanilan mikrobiyolojik
bir tekniktir; KV testi ise hem EPS’yi hem de hiicreleri boyayan bir boya kullanarak
biyokiitleyi 6lcmek amaciyla kullanilmaktadir [204]. Calismamizda kantitatif test analizi,
kristal viyole testi ile absorbans dl¢limlerindeki istatistiksel degisikligin yani sira canli hiicre
saymminda logaritmik degisikligin belirlenmesini icermektedir. Biyofilm varlig1 ve
biyofilmdeki degisim taramali elektron mikroskobu (SEM) ile gorsel olarak

dogrulanmaktadir.
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Fotodinamik tedavinin bakteriyel ve fungal biyofilme etkisi {izerine tarafimizca daha dnce
yapilmis ve yayinlanmis in vitro biyofilm c¢alismamiz mevcuttur. 96 kuyucuklu mikroplak
icerisinde Staphylococcus ve Candida biyofilm modeli olusturulmustur. Kullanilan 1s1k
kaynaginin dalga boyuna uygun fotosensitizor ile muamele edilen biyofilmler iizerine 370
nm dalga boyunda UVA lambasi, 660 nm dalga boyunda kirmizi LED, 518 nm boyunda yesil
LED ile 151k uygulanmistir. Fotosensitizor olarak metilen mavisi (25 pg/mL), rose bengal
(%0,1) ve riboflavin, (%0,1) kullanilan bu in vitro ¢calismada, biyofilm biyokiitlesinde %45.,4
inhibisyon orani ile en etkili olan uygulama metilen mavisi ve 660 nm kirmizi LED olarak
belirtilmistir [1]. Tez ¢alismasinda biyofilm modeli santral vendz kateter segmentleri
iizerinde olusturulmustur. Kullanilan 151k kaynaklart ve dalga boyu, 1sinlama siiresi,
fotosensitizor ¢esidi, sayisi ve konsantrasyonlar1 farklilik gostermektedir. Biyofilm {izerine
antibiyofilm etkinligin degerlendirilmesinin yani sira biyofilm gelisimi iizerine de
fotodinamik tedavi etkinligi degerlendirilmistir. Orneklem sayisi arttirilmis ve sonuglar
istatiksel olarak analiz edilmistir. Tiim deney gruplarinda metilen mavisi ve kirmizi LED
uygulamasi etkili bulunmustur. Ancak deney gruplarina gore en etkili fotodinamik tedavi

kombinasyonu farklilik géstermektedir.

FDT i¢in modern klinik ¢alismalarda kullanilan baslica 1s18a duyarl ajanlar (FS’ler) metilen
mavisi (MB) ve toluidin mavisi O (TBO)’dur. MB ve TBO, optimum 600-660 nm
absorpsiyon dalga boyuna sahiptir ve insan kullanimi i¢in klinik olarak onaylanmistir
[148]. Metilen mavisi ve toluidin mavisi O gibi fenotiyazinler, biyofilmleri inaktive etme

yetenekleri agisindan kapsamli bir sekilde incelenmistir.

Calismamizda S. aureus i¢in en etkin profilaktik fotodinamik tedavi uygulamalari metilen
mavisi, rose bengal ve toluidin mavisi O fotosensitizorleri ile birlikte kullanilan uygun dalga
boyundaki LED kombinasyonlaridir. En etkin terapdtik tedavi uygulamalari ise metilen
mavisi ve rose bengal fotosensitizorleri ile birlikte kullanilan uygun dalga boyundaki LED
kombinasyonlaridir. Bu ¢calismada hem profilaktik hem terapotik fotodinamik tedavi ig¢in en

etkili fotosensitizor metilen mavisidir.

Park ve arkadaslarinin 2023 yilinda yayinladiklar ¢alismada, fotosensitizor olarak metilen
mavisi (MB) ve toluidin mavisi O (TBO) kullandiklar fotodinamik tedavi yontemi titanyum

ylzeylerde Staphylococcus aureus biyofilmini etkili bir sekilde azaltmistir. TBO+L+ grubu,
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MB+L+ grubundan 6nemli 6l¢iide daha diisiik canlilik oranina sahiptir, ¢alismada TBO nun
1s18a duyarlilagtirict ajan olarak MB’den daha etkili oldugu sonucu ¢ikarilmistir [205].
Boyalarin dimer olusturma yetenegi, fotomikrobisidal aktiviteleri ile iligkilidir. MB ve
TBO’nun etkili dimerizasyon sabitleri farkli bakteri suslar1 varliginda degerlendirilmis ve
TBO’nun MB'den daha fazla dimer olusturma yetenegine sahip oldugu gozlenmistir. Bu
bulgu TBO molekiillerinin hiicresel zarin hidrofobik boélgesine niifuz etme ve birikme
yeteneginin daha yiiksek oldugunu ve daha fazla fotomikrobisidal etkiye sahip oldugunu
gostermektedir [206]. Calismamizda poliliretan kateter ylizeyinde olusturdugumuz S.
aureus biyofilm modelinde antibiyofilm etkinligi en yiiksek fotosensitizoriin metilen mavisi

oldugu goriilmektedir. Ancak Candida biyofilm modelinde TBO, MB’den daha etkilidir.

Metilen mavisi ile fotodinamik tedavi, planktonik metisiline direngli Staphylococcus
aureus’a (MRSA) karsi etkili bulunmustur ve 4-7 logio KOB azalma gozlenmistir. Silikon
iizerinde biyofilm olarak incelendiginde FDT etkinliginin 1-2 logio azaldig1 bildirilmistir
[207]. Planktonik hiicrelerin, biyofilm igerisinde yer alan hiicrelere gore fotodinamik
tedaviye daha duyarli oldugu bilinmektedir [208]. Bu bulgular, FDT icin de biyofilmlerin

etkili bir diren¢ olusturdugu diisiincesini desteklemektedir.

Vilela ve arkadaslari, akrilik rezin segmentleri iizerinde olusturduklart biyofilm modelinde
MB-FDT ve TBO-FDT sonras1 ¢alismada yer alan herhangi bir sus i¢in canli sayisinda
onemli bir azalma (>3 logio) tespit etmemistir. S. aureus biyofilminde mikrobiyal azalma
300 uM MB ile uygulanan fotodinamik tedavide 0,8 logio, 150 uM TBO ile uygulanan
fotodinamik tedavide 0,9 logio olarak bildirilmistir [209]. Kashef ve arkadaslarinin
calismasinda, farkli konsantrasyonlarda (5 pg/ml, 50 pg/ml, 500 pg/ml) MB ve TBO ile
farkli siirelerde (10,15,20 dakika) fotodinamik tedavinin Staphylococcus aureus
biyofilmlerine kars1 bakterisidal aktiviteye sahip olmadig1 bulunmustur. Hiicre canlilig1 testi
sonuglarinda ¢alisilan biitlin suslarda (S. aureus ATCC 25923, UTMC 1440, UTMC 1454),
MB-FDT (0,6 logio) ve TBO-FDT (0,7 logio) ile azalmanin anlamli olmadig1 belirtilmistir.
Yiiksek konsantrasyonda fotosensitizor (500 pg/ml) ile uzun siire 1sinlama (20 dakika)
yapilmasina ragmen kontrol grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide bir degisim goriilmemistir [210].
Calismamizda 1000 pg/ml fotosensitizor varliginda 15 dakika 1simmlama sonrasi terapotik
tedavi grubunda MB-FDT (1,12 logio) ve TBO-FDT (0,8 logio) ile canli hiicre sayisinda
minimal azalma goriilmektedir. Ancak, kristal viyole deneyi bulgularina goére biyofilm

biyokiitlesindeki azalma istatiksel olarak anlamlidur.
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Wang ve arkadaslari, 415 nm dalga boyunda mavi 151k kullanimi ile FDT uygulamasinin
planktonik formda MRSA'nin 4,61 logio inaktivasyonu ve 24 saatlik biyofilmlerde 2,56 logio
inaktivasyonu ile sonu¢landigi bildirmistir [211]. Calismamizda RBF+L+ terapotik tedavi
grubunda 0,54 logio, CUR+L+ terapotik tedavi grubunda 0.40 logio azalma goriilmektedir.
Uygun fotosensitizorlerle kirmizi LED ve yesil LED fotodinamik tedavi etkinligi anlamli

iken, mavi LED ile FDT’nin S. aureus susu iizerine antimikrobiyal etkinligi anlamli degildir.

Staphylococcus aureus biyofilmine gentamisin ile birlikte veya tek basmma RB
kullanildiginda aFDT etkisini degerlendirmeyi amacglayan calismada, 0.03-64 ug/ml
konsantrasyon araliginda RB ile 18 J/cm? yesil LED ve 37 J/cm? beyaz metal halojen 1518a
maruz kalan S. aureus biyofilmlerinde hiicre canliligi analiz edilmistir. Deney,
Staphylococcus biyofilmlerinin 8 pg/ml RB ile 2 saat inkiibe edilmesini takiben 18 J/cm?
LED i1s18a maruz birakilmistir. Deney sonucunda, canli bakteri sayisinda 3,3 logio azalma
gozlenmistir. Calisma, RB'nin fotodinamik tedavide Staphylococcus biyofilmlerine karsi
maksimum antimikrobiyal etkiyi gdstermesi i¢in optimal bir fotosensitizor konsantrasyonu
ve 151k enerjisi oldugunu gostermektedir [212]. Bizim ¢alismamizda S. aureus biyofilminde
canli bakteri sayisinda azalma profilaktik RB-FDT grubunda 1,57 logjo, terapétik RB-FDT
grubunda 0.85 logio olmasima karsin, biyofilm biyokiitlesindeki azalma istatiksel olarak
anlamlidir. SEM goriintiileri incelendiginde bu durum, tedavi sonras1 EPS yapisinin ortadan

kalkmasi ile agiklanmaktadir.

Bakteriyel biyofilmlerde ozellikle ekstraseliiler matriks (EPS) bakterileri aFDT’ye kars1
koruyabilmektedir. EPS, biyofilm olusumunda ilk adim olan mikroorganizmalarin ylizeye
yapismasini saglamaktadir. EPS, biyofilm yapisinin biitiinliigiiniin korunmasina yardimci
olmakta, mikroorganizmalarin biyofilmden ayrilmasini 6nlemekte ve biyofilm igerisine
diflizyonu sinirlandirarak antimikrobiyal tedaviye kars1 mikroorganizmay1 daha direngli hale
getirmektedir. EPS tabakasi, fotodinamik tedavi sirasinda iiretilen olduke¢a reaktif ve zararl
bir molekiil olan tekil oksijeni notralize etme yetenegine sahip proteinler igermektedir.
Ayrica EPS, FS'nin hiicrelere difiizyonunu 6nleyen fiziksel bir bariyer gorevi gormektedir,
FS'nin hiicre icindeki hayati organellere ulasmasini ve onlara zarar vermesini
engellemektedir [143,213]. EPS tabakasinin bu 6zellikleri sebebiyle bizim ¢alismamizda
MB-FDT’nin biyofilme gdmiilii halde bulunan S. aureus hiicrelerini 6ldiirmedeki etkinligi

azalttigi, ilk hedef olarak ekstraseliiller matriksin uzaklastirildigi distintilmektedir.
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Literatiirde, EPS'nin esas olarak katyonik 1s18a duyarlilagtiricilar kullanildiginda FDT'den
etkilenen ilk hedef oldugu bildirilmektedir [133]. Katyonik 1518a duyarlilastiricilar, negatif
yiiklii EPS ile etkilesime girebilen, bozulmasina ve uzaklastirilmasina yol acan pozitif yiikli

molekiillerdir [213]. Metilen mavisi, katyonik bir fotosensitizordiir.

Ronqui ve arkadaslarinin ¢alismasindaki SEM goriintiileri ile fotodinamik tedavinin hem
biyofilm yapisint bozdugu hem de biyofilmdeki hiicre sayisin1 azalttigi gosterilmistir. FDT
sonrasi biyofilmler, kontrol grubunda gozlenen yogun ve kompakt biyofilmlere kiyasla
daginik biyofilm yapisi, mikrokoloni olusumlar1 gibi morfolojik degisiklikler sergilemistir
[214]. SEM analizi yapilan baska bir ¢aligmada, kontrol grubundaki hiicreler hiicre disi
polisakkarit matrikse gomiili halde gorlintiilenmistir. Kontrol grubunda bulunan
ekzopolisakkarit matriks, TBO-FDT’den sonra tamamen ¢Oziinmiistiir. Bu bulgu,
fotodinamik tedavinin sadece bakteri hiicrelerini etkilemedigini, ayni zamanda biyofilmin
yap1 ve biitliinliigiinii de bozdugunu gostermektedir [215]. Bizim ¢alismamizda da benzer
sekilde S. aureus i¢cin MB-FDT sonrasi biyofilm kiitlesinde temas kaybi, bozulmus
agregasyon ve hiicre sayisinda azalma etkisi SEM analizi ile dogrulanmaktadir. SEM analizi,
tedavinin biyofilmdeki bakteri hiicrelerinin organizasyonu ve kiimelenmesi {iizerinde

olumsuz bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir.

Calismamizda S. epidermidis ic¢in en etkin tedavi uygulamalari ise metilen mavisi ve rose
bengal fotosensitizorleri ile birlikte kullanilan uygun dalga boyundaki LED
kombinasyonlaridir. Hem profilaktik hem terapotik tedavi igin en etkili fotosensitizor rose
bengaldir. S. epidermidis biyofilminde terapdtik FDT grubunda RB ve yesil LED uygulamasi

ile canl1 bakteri sayisinda 7,84 logio azalma goriilmiistiir ve bakterisidal etkilidir.

S. epidermidis biyofilminde terapotik FDT’nin inhibitér etkisi, biyofilm i¢indeki
mikroorganizmalar1 ¢evreleyen ve koruyan hiicre dis1 matriks olan biyofilm bariyerini
asabilmektedir. Bu, FDT'nin biyofilme niifuz edebildigi anlamina gelmektedir. SEM
gorintiileri incelendiginde FDT nin ekstraseliiler matriksi bozarak ve biyofilm hiicrelerini
planktonik hiicrelere doniistiirerek biyofilm duyarliligini artirdig: diistintilmektedir. FDT nin
onceden var olan biyofilm iizerine etkisi olduk¢a onemlidir, ¢iinkii yerlesik biyofilmlerin

tedavisi daha zordur ve geleneksel antimikrobiyal tedavilere kars1 artan direng ile iligkilidir.
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Sharma ve arkadaglari, FDT'nin Staphylococcus biyofilmi iizerine etkilerini incelemis ve
toluidin mavisi O ile diyot lazerin diisiik antibakteriyel aktivite gosterdigini gézlemlemistir.
S. aureus fotodinamik tedaviye S. epidermidis'ten daha direngli bulunmustur [216]. Katalaz
ve peroksidaz gibi antioksidan enzimler bazi reaktif oksijen tiirlerine karsi koruma
saglarken, katalaz gibi baz1 antioksidan enzimleri inaktive eden tekil oksijene karsi koruma
saglamamaktadir. Mikroorganizmalarin fotodinamik tedavi duyarlilig1 karmasik bir olgudur,

fotodinamik etki i¢in gerekli olan bir dizi faktorle iliskili olabilir [196].

Calismamizda C. albicans igin en etkin profilaktik fotodinamik tedavi uygulamalar1 metilen
mavisi, toluidin mavisi O ve kurkumin fotosensitizorleri ile birlikte kullanilan uygun dalga
boyundaki LED kombinasyonlaridir. En etkin terapdtik tedavi uygulamalari ise metilen
mavisi, toluidin mavisi O, rose bengal ve kurkumin fotosensitizorleri ile birlikte kullanilan
uygun dalga boyundaki LED kombinasyonlaridir. Hem profilaktik hem terapdotik tedavi icin

en etkili fotosensitizor kurkumindir.

Kurkumin (CUR), yaygin olarak zerdecal olarak bilinen Curcuma longa rizomlarindan elde
edilen fenolik dogal bir bilesiktir. Dogal 6zellikleri ve sagliga faydasi nedeniyle gida katki
maddesi olarak kullanilmaktadir. Son yillarda kurkuminin, fotodinamik tedavide
fotosensitizor olarak potansiyeli dahil olmak {zere c¢esitli biyolojik aktiviteleri
calisilmaktadir. CUR, ozellikle goriiniir spektrumda 15181 emme konusunda yiiksek bir
yetenege sahiptir. Ayrica 6nemli oksidatif 6zelliklere de sahiptir, bu da mikroorganizmalarda
oksidatif stresi indiikleme kabiliyeti oldugu anlamia gelmektedir. Bu 6zellikleri sebebiyle
sart bir boya olan kurkumin, fotodinamik tedavide 1siga duyarlilagtirict ajan olarak
kullanilmaktadir. CUR-FDT, apopitoz yoluyla hiicre 6liimiinii indiikleyen yiiksek diizeyde
reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretmektedir [2, 190].

Narayanan ve arkadaslarinin 2020 yilinda yayinladig: ¢aligmada, yiiksek konsantrasyonlarda
(0.1-2 mg/mL) kurkuminin, ¢aligmada test edilen tiim Candida suslarinin planktonik
formunu etkili bir sekilde inhibe ettigi ancak, Candida albicans'in JY susunun olgun
biyofilmine kars1 etkisiz oldugu bildirilmistir [217]. Bu arastirmalardan yola ¢ikarak
mikroorganizmalarin biyofilm formu s6z konusu oldugunda antimikrobiyal etkinligin aym
tiirtin farkli kokenlerine gore farklilik gosterdigi diistiniilmektedir. C. albicans ATCC 90028
susunda CUR ve 455 nm LED ile uygulanan FDT'den sonra biyofilmin inhibisyon oram
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%90,87 iken klinik izolatlar grubunda inhibisyon oranlari, standart susa kiyasla CCA1’de
%66,44 ve CCA2’de %86,74 ile daha diisiik bulunmustur [218]. Bu ¢alismanin bulgulari,
CUR-FDT'nin C. albicans biyofilmlerinin biiyiimesini etkili bir sekilde engelleyebilecegini
gostermektedir. Klinik izolatlar grubunda gozlenen daha diisiik inhibisyon oranlari, bu
suslarin standart susa kiyasla CUR-FDT'ye daha direngli olabilecegini gostermektedir.
Bizim ¢alismamizda, deney gruplarinda yer alan her mikroorganizma i¢in tek bir referans

koken kullanilmaktadir.

Hsieh ve arkadaslarinin kurkumin ve mavi 1s1ik kullanan fotodinamik tedavi ile C. albicans
biyofilmlerini etkili bir sekilde ortadan kaldirdigi ¢alismasinda, 80 uM kurkumin ve toplam
30 dakika boyunca 6 periyot 151k uygulamasi ile hiicre canliligi yaklasik olarak %15°¢
diismiistiir. Tek bir periyotta FDT uygulamasinin, biyofilmde etkisinin planktonik hiicrelere
gore oldukca az oldugu goriilmiistiir [219]. Bizim ¢alismamizda, fotodinamik tedavi tek bir
periyot seklinde uygulanmis olmasina ragmen 2,46 logio azalma ile hiicre canliligi lizerine

major etkinlik gostermektedir.

Rajasekar ve arkadaslarinin 2020 yilinda yapmis oldugu calismada, kurkumin-soforolipid
nano-konjugatin (CU-ASL) 9.37 pg/mL konsantrasyonda substratlara kandidal yapigsmay1,
biyofilm gelisimini, olgunlasmay1 ve filamentasyonu Onemli o6lclide inhibe ettigi
gorilmistiir. CU-ASL, C. albicans i¢in biyofilm olusumu ve filamentasyon gibi ana viriilans
ozelliklerinin inhibisyonu bizim c¢alismamiza benzer sekilde elektron mikroskobu ile
gosterilmistir [220]. Ma ve arkadaglarinin ¢alismasinda, CUR-FDT'den sonra C. albicans’in
hife 6zgii ve biyofilm ile ilgili genlerinin (EFG1, UME6, HGC1 ve ECE1) ekspresyon

seviyelerinde azalmanin 1.627 ile 6.887 araliinda degistigi ve bu azalmanin anlamli

bulundugu bildirilmistir [218].

Leonel ve arkadaslari, fotodinamik tedavinin Candida albicans'in biyofilm yapist ve
gelisimi iizerine etkilerini arastirmistir. Calismada MB-FDT C. albicans biyofilm gelisimini
inhibe etmede, biiyiime kinetigini degistirmede, biyofilm yapisindaki maya ve filamentlerin
sayisini azaltmada potansiyel gostermistir. FDT, mantarin daha yavas biiyliimesini saglamis
ve bliylime seklini degistirmistir. Maya hiicrelerinden filamentli forma gecis, C. albicans’ta
biyofilm olusumu i¢in gereklidir. FDT, germ tiip olusumunu inhibe ederek biyofilm
olusumunu biiylik oranda 6nlemistir [221]. Bizim ¢alismamizda da profilaktik ve terapotik

CUR-FDT’nin maya ve filament6z hiicreleri azaltic1 etkisi SEM ile goriintiilenmektedir.
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Candida albicans '!n filamentdz formu artan viriilans ve antifungal tedavilere kars1 direng
ile iligkilidir. Bu nedenle, FDT sonrasi filament6z hiicrelerdeki azalma, bu tedavinin
Candida albicans biyofilmlerinin viriilansin1 hedeflemede ve azaltmada etkili olabilecegini

diistindiirmektedir.

Bagka bir ¢caligma, TBO’nun kullanildigi FDT uygulamasinin farkli gelisim agamalarinda C.
albicans tarafindan firetilen biyofilm tizerine etkileri aragtirllmistir. Bizim ¢aligmamizda
elde edilen bulgulara uyumlu olarak, FDT nin hem biyofilm olusumunu hem de canliligini
inhibe ederek hiicre sayisin1 ve hifal formlar1 azalttigi belirtilmistir. Calisma sonucunda,
TBO’nun fotosensitizor olarak kullanildig1 profilaktik ve terapotik fotodinamik tedavinin

biyofilmlere zarar verdigi gosterilmistir [222].

2019°da yayinlanan bir ¢alismada, akrilik plaka tizerindeki Candida biyofilmlerine TBO-
FDT uygulanmis ve antimikrobiyal fotodinamik tedavi etkinligi degerlendirilmistir. Tiim
calisma gruplarinda, FDT sonrast Candida tiirlerinin koloni olusturan birimlerinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptanmistir [223]. Sousa ve arkadaslar tarafindan
yiiriitiilen akrilik plakalar tizerindeki C. albicans biyofilmine karst MB-FDT etkinligini
degerlendiren in vitro ¢alisma sonucunda en gii¢lii enerji dozuna (171 J/cm? ve en uzun lazer
1s1nlama siiresine (10 dk) sahip grup 6nemli bir azalma gdstermistir, ancak tam eradikasyon
saglanamamistir [224]. Bizim ¢alismamizda da hem MB (2,46 logio) hem de TBO (2,16

logio) ile uygulanan terapotik fotodinamik tedavi etkinligi anlamlidir.

Hem MB hem de TBO, uygun dozda ve uygun dalga boyunda 151k maruziyeti ile mantarlarin
hiicre membranina etki ederek yapisal hasara neden olabilmektedir. Bu FS'lerin Candida’ya
kars1 antimikrobiyal fotodinamik tedavide etkili oldugu bilinmektedir [148]. Calismamizda
C. parapsilosis i¢in en etkin profilaktik ve terapdtik fotodinamik tedavi uygulamalari
metilen mavisi, toluidin mavisi O ve kurkumin fotosensitizorleri ile birlikte kullanilan uygun
dalga boyundaki LED kombinasyonlaridir. Hem profilaktik hem terapdtik tedavi i¢in en

etkili fotosensitizor toluidin mavisi O’dur.

Soares ve arkadaslar tarafindan Candida tiirlerinin biiylimesini ve yapigsmasini engellemek
amaciyla fotodinamik tedavi kullanilmistir. Calismada, 25 uM toluidin mavisi O ve 15

dakika kirmizi LED 1smlama (180 J/cm?) ile uygulanan FDT, hiicre canliliginda azalmalara
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ve bukkal epitel hiicrelere (BEC) yapismanin inhibisyonuna neden olmustur. Bu ¢alismada
Candida albicans ile karsilastirildiginda Candida parapsilosis’in fotodinamik inaktivasyona
kars1 daha direngli oldugu bildirilmistir. Candida albicans izolatlar1 hiicresel biliyiimede
ciddi oranda azalma gostermis (5,20 logio) ve BEC’ye yapismalar1 da 6nemli oOlgiide
azalmistir (%61,5). Buna karsilik, C. parapsilosis izolati hiicresel canlilikta daha diisiik
azalma (2,15 logio) ve BEC’e yapismada minimal inhibisyon (%34,5) gostermistir [225].
Bizim ¢alismamizda Candida albicans’ i fotodinamik inaktivasyona karsi daha direngli
oldugu goriilmektedir. TBO (1000 pug/ml) ve 15 dakika kirmizi LED 1sinlama uygulanan
profilaktik fotodinamik tedavi grubunda hiicresel canliligin azalma oran1 Candida albicans

icin 1,84 logio iken Candida parapsilosis igin 6.71 logio’dur.

Candida albicans planktonik hiicreleri 200 pM konsantrasyonda rose bengal ve eozin Y ile
tedavi edildiginde koloni olusturan birimlerin (KOB/ml) sayisinda sirasiyla 4 ve 6 logio
azalma gostermistir. Ayrica bu ¢alismada, RB-FDT'nin biyofilmi 0.22 logo azalttigi, EOY-
FDT 'nin ise 0.45 logio azalttig1 gosterilmistir [175]. Bizim ¢alismamizda terapdtik deney
grubunda mikrobiyal azalma RB-FDT ile 0.78 logio ve EOY-FDT ile 0.69 logio ‘dur.
Profilaktik FDT grubunda ise RB-FDT ile 0.17 logio ve EOY-FDT ile 0.20 logio azalma
goriilmektedir. Brovko ve arkadaglari, 5-500 pg/mL konsantrasyonlarda malasit yesili ve
rose bengal ile fotodinamik tedavi uygulamasini degerlendirmistir. Malasit yesili ve rose
bengalin Gram pozitif bakterileri ortadan kaldirdigi, ancak Gram negatif bakterilere ve
mantarlara karsi etkili olmadigi sonucuna ulasilmistir [226]. Candida biyofilminde
mikrobiyal azalma i¢in bu 1518a duyarhilastiricilarin daha ytiksek konsantrasyonlarina ihtiyag

duyulmaktadir.

Bizim ¢alismamizin parametreleri ile antimikrobiyal fotodinamik tedavi etkinliginin, kristal
viyole testi ile biyofilm biyokiitlesi {izerinden degerlendirildigi literatiirdeki ¢alismalarin
sayist yetersizdir. Bundan dolayi, bulgularin karsilastirilabilmesi agisindan calismamiza
baska bir kantitatif deney olan hiicre canlilig1 testi de dahil edilmistir. Ug liimenli, 7 Fr
boyutunda santral vendz kateter kullanilmasindan dolay1 kesilen kateter segmentlerinin
yiizeyinin girintili ¢ikintili olmasit ve segmentin boyutu sebebiyle, ylizeydeki biyofilm
tabakasinin kazima islemi ile mekanik olarak diizgiin bir sekilde ¢ikarilmasi miimkiin
olmamistir. Bu sebeple canlilik 6l¢iimii i¢in literatiirde yer alan farkli bir yontem tercih
edilmigtir [199]. Biyofilmde hiicre canliliginin analizi i¢in kullandigimiz bu teknik sivi

besiyerinde bir siire bekletilen kateterlerin ylizeyinde yer alan mikroorganizmalarin sivi
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besiyerine aktarilarak liremesi Onciiliine dayanmaktadir. Bagka bir ¢aligmada bu teknikten
FDT’nin hiicre canlilig1 iizerine ge¢ etkisinin analizinde bahsedilmistir [222]. Pinto ve
arkadaslar1 bu caligmalarinda, hiicre canliligin tespiti i¢in XTT deneyinin optik dansite
verileriyle metabolik aktiviteyi degerlendirmistir. Bizim calismamizda besiyerinde koloni

olusturan birimlerin sayimi ile degerlendirme yapilmistir.

Calismamizdaki her mikroorganizma iizerine kantitatif deneylerde en etkili bulunan
fotosensitizor ve LED uygulamasina ait SEM goriintiileri, fotodinamik tedavinin hem
bakteriyel hem de fungal biyofilmlerin yapisinda gorsel degisikliklere de sebep oldugunu
ortaya koymaktadir. Taramal1 elektron mikroskobu ile incelenen deney gruplarinda yer alan
kateterlerde Staphylococcus suslarinda EPS yapisinda ve mikroorganizma miktarinda
azalma goriiliirken, Candida suslarinda bu etkilerin yani sira hifal yapilarda azalma

gbzlemlenmektedir.

C. parapsilosis igin TBO-FDT grubunda, hiicre canliligi analiz edildiginde fungisidal
etkinlik s6z konusudur. Buna ragmen, kristal viyole test sonuglarinda biyofilm
biyokiitlesinin tamamen inhibe olmadigi ve SEM goriintiilerinde kateter ylizeyinde
mikroorganizmaya ait yapilarin var oldugu bilinmektedir. S. epidermidis MB+L+, TBO+L+
ve RB+L+ terapotik FDT gruplarinda da benzer bulgular elde edilmistir. Calismamizda
kullanilan taramali elektron mikroskobunda gozlenen hiicreler canli degildir. Elektron
mikroskoplari, canli hiicrelerin goriintiillenmesi i¢in uygun goriintiilleme araglar1 degildir.
Biyofilm yapisinda canlilik analizinin gorsel olarak da teyit edilebilmesi acisindan konfokal

mikroskop kullanimi 6nerilmektedir.

Calismamizda literatiirle ilgili farkliliklar, antimikrobiyal fotodinamik tedavi i¢in dnceden
tanimlanmis parametrelerin olmamasindan kaynaklanmaktadir. Calisilan mikroorganizma
tirleri ve aym tlirdeki farkli kokenler, mikroorganizmalarin biiylime fizyolojisi
(planktonik/biyofilm), biyofilm olusturma yontemleri, biyofilmin olustugu yiizey 6zellikleri,
151k kaynagina ve fotosensitizore ait parametreler farklilhik gostermektedir. FDT’de
kullanilan 151810 enerjisi, dalga boyu ve 1sinlama siiresi gibi parametreler tedavi sonucunu
onemli oOl¢iide etkilemektedir. Benzer sekilde kullanilan FS tiirii, konsantrasyonu, FS

coziiciilerinin ¢esitliligi, 1s1nlama 6ncesi inkiibasyon siiresi de etkinligi degistirebilmektedir.



92

Deneysel kosullardaki bu varyasyonlar, farkli FDT protokollerinin mikroorganizmalar

tizerindeki etkisinin karsilastirilmasini zorlastirmaktadir [190].

Biyofilm {izerine yapilan in vitro ¢alismalarin biiyiik bir kismi, mikroplak icerisinde az
sayida degiskenin degerlendirildigi deneylerdir. Calismamizda bir¢ok degisken birlikte
kullanild1 ve etkileri karsilastirildi. Ayrica, bu ¢alisma kantitatif ve kalitatif analiz verilerini
birlikte icermesi agisindan genis bir arastirmadir. Calismamizda, in vitro kateter modelinde
profilaktik ve terapotik antimikrobiyal fotodinamik tedavi etkisine ait sonuglar elde
edilmistir. Literatiirdeki calismalar oOzellikle terapotik FDT {izerine yogunlagmustir,
profilaktik FDT konusunda yapilan ¢alisma sayisi kisitlidir. Biyofilmde canliligin uygun
kombinasyonlarda FDT ile tedavi uygulanmayan biyofilme kiyasla logaritmik olarak
azaldig1 tespit edilmistir. Biyofilm kiitlesi 6l¢limii ile elde edilen optik dansite verilerinde
istatistiksel farklilik anlamli bulunmasi ve bu verilerin gorsel olarak desteklenmesi, FDT nin
Staphylococcus ve Candida biyofilmlerinde azaltici etkisi olduguni ve bu sonucun da kateter

iligkili enfeksiyonlar1 6nlemek i¢in umut verici bir yeni yaklasim sundugu diisiiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismada Staphylococcus ve Candida in vitro kateter modelinde alt1 farkli fotosensitizor ve
LED 15181 kombinasyonu ile biyofilm olusumu oOncesi profilaktik fotodinamik tedavi
etkinligi, biyofilm olusumu sonrasi terapdtik fotodinamik tedavi etkinligi aragtirilmistir.
Biyofilm yapis1 taramali elektron mikroskobu ile goriintiilenmis ve kantitatif verilerin analizi
yapilmistir. Elde edilen tiim veriler higbir tedaviye maruz kalmamis kontrol grubu verileriyle

karsilastirilmistir. Elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmektedir;

v' S. aureus ATCC 29213 susu i¢in en etkili profilaktik fotodinamik tedavi metilen
mavisi ile kirmiz1 LED, rose bengal ile yesil LED ve toluidin mavisi O ile kirmizi
LED uygulamasidir.

v S.aureus ATCC 29213 susu i¢in en etkili terapdtik tedavi metilen mavisi ile kirmizi
LED ve rose bengal ile yesil LED uygulamasidir.

v' S. aureus ATCC 29213 susu i¢in hem profilaktik hem terapotik en etkili
antimikrobiyal fotodinamik tedavi metilen mavisi ve kirmiz1 LED
kombinasyonudur.

v S. epidermidis ATCC 35984 susu i¢in en etkili tedavi metilen mavisi ile kirmizi LED
ve rose bengal ile yesil LED uygulamasidir.

v S. epidermidis ATCC 35984 susu i¢in hem profilaktik hem terapétik en etkili
antimikrobiyal fotodinamik tedavi rose bengal ile yesil LED kombinasyonudur.

v' C. albicans ATCC 10231 susu i¢in en etkili profilaktik tedavi metilen mavisi ile
kirmizi LED, toluidin mavisi O ile kirmizi LED ve kurkumin ile mavi LED
uygulamasidir.

v' C. albicans ATCC 10231 susu igin en etkili terapotik tedavi metilen mavisi ile
kirmizi LED, toluidin mavisi O ile kirmizi LED, rose bengal ile yesil LED ve
kurkumin ile mavi LED uygulamalaridir.

v' C. albicans ATCC 10231 susu igin hem profilaktik hem terapotik en etkili
antimikrobiyal fotodinamik tedavi kurkumin ve mavi LED kombinasyonudur.

v C. parapsilosis ATCC 96142 susu i¢in en etkili profilaktik ve terapétik fotodinamik
tedavi metilen mavisi ile kirmizi LED, toluidin mavisi O ile kirmizi LED ve

kurkumin ile mavi LED uygulamasidir.
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v C. parapsilosis ATCC 96142 susu i¢in hem profilaktik hem terapétik tedavi igin en

etkili kombinasyon toluidin mavisi O ve kirmizi LED uygulamasidir.

Calismamizda fotodinamik tedavinin in vitro kateter modelinde biyofilm yapis1 {izerine
etkili oldugu gosterilmistir. Belirli fotosensitizor ve LED kombinasyonlariyla uygulanan
profilaktik fotodinamik tedavi ile kateterde biyofilm olusumunun kismen engellendigi,

terapotik fotodinamik tedavi ile olusan biyofilm yapisinin azaldigi gdsterilmistir.

Kateterlerin enfekte olmamasi veya enfeksiyon sonrasinda ¢ikarilmadan temizlenebilmesi
saglik hizmeti agisindan ¢ok Onemlidir. Bu c¢alisma, tek ¢oziim yolu olan kateterin
uzaklagtirllmasina gerek kalmadan biyofilm iliskili kateter enfeksiyonunun olugmasini
Onleyen veya olusan biyofilmi azaltmayi/yok etmeyi amaclayan hasta dostu, alternatif bir
tedavi yontemi olan antimikrobiyal fotodinamik tedavinin gelistirilmesi i¢in bir basamak

niteligindedir.

Antimikrobiyal fotodinamik tedavinin etkinligine iliskin caligmalarin biiyiik kismi
planktonik mikroorganizmalar1 igermektedir ve biyofilm etkinligi c¢alismalart sinirhdir.
Biyofilme kars1 aFDT etkinligi arastirmalar1 ¢ogunlukla agiz ve dis enfeksiyonlarina neden
olan etkenler {lizerine yapilmaktadir. Ayrica ¢caligmalar tek tiir iceren biyofilmler ve referans
suslara odaklanmistir, FDT 'nin birden fazla mikroorganizma igeren karigik biyofilmler ve
klinik suslar tizerindeki potansiyeli i¢in daha fazla ¢alisma Onerilmektedir. Fotodinamik
tedavinin saglik kurumlarinda ultraviyole 151tk uygulamalar1 gibi, gilinliik rutin LED
uygulamalar1 da gergeklestirilebilir. LED 1518 uygun fotosensitizor ile olusturdugu
antimikrobiyal etkinin kateter bakimina eslik edebilecegi disiiniilmektedir. Staphylococcus
ve Candida tiirleri tarafindan iretilen biyofilmleri ortadan kaldirmak amaciyla uygun
fotosensitizor dozu ve 1s1k enerjisinin tespit edilmesi icin ileri doz belirleme ¢aligmalarina
ihtiyag vardir. Gelecekte, in vivo deneyler ile kateter enfeksiyonlarinda klinik antimikrobiyal

etkinlik potansiyeli arastirabilir.
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TL.
GAZI ONIVERSITESI REKTORLOGU
Etik Komisyonu

Sayr : 08.08.2023
Konu: Bilimsel ve Egitim Amach

Dagitim Yerlerine

Daha dnce 10.08.2021 tarih ve E.130619 sayili yazzmuz ile onay alan aragtimaci grubu Merve
ERDOGAN ve Prof.Dr.Ayse KALKANCI ‘dan olugan 2021-713 kod numarals, Saghik Bilimleri Enstitasa
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Doktora Ogrencisi Merve ERDOGAN'n, Prof.Dr.Ayse
KALKANCI'nm danismanhifinda virOnoga "Amtimikrobiyal Fotodinamik Tedavi Etkinliginin Kateter
Modelinde Incelenmesi” adli tez calismas: hakkinda Komisyonumuza verilen 18.07.2023 tarihli dilekge
Komisyonumuzun 27.07.2023 tarth ve 14 sayil toplantisinda goeis0lmOgtir.

Dilekgede; ¢aliymada damsman degisikligi yapilmas: nedeniyle, caliymaya tez damsmam olarak
atanmaniz (Enstitinin 14.12.2022 tanh ve 09 sayih karannda damgman degisikligi yapildign) ile daha
once tez damsmant olan ProfDrAyse KALKANCI'min arastirmac: grubunda yer almas: hakkindak:
talebin uygun olduguna oybirlidi ile karar verilmis ve karara iligkin imza listesi ekie gonderilmistir.

Bilgilerinizi nca edenim .
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