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Mantar Enfeksiyonu Acisindan Riskli

Hastalar

0 Kanser hastalari

Ozellikle hematolojik maliniteler
Kemik 11181 ve organ nakli yapilan hastalar
HIV (+) hastalar
Yogun bakim hastalar

Uzun cerrahi1 miidahale geciren hastalar

O O O 0O 0O

Yeni doganlar
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Bu Hastalar Neden Risk Altinda ?

Uzun siire genis spektrumda antibiyotik kullanilmasi
Notropeni

Parenteral beslenme

Damar 1¢1 kateterler

[mmun baskilayici tedavi

Kortikosteroid tedavi

Mukoza bariyerlerinin bozulmasi
Cerrahi

O O 0O 0O 0O O O

Travma
Kemoterapi

Radyoterapi
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Tibbi Cihazlar ve Biyofilm

Enfeksiyonlari

O Yerlestirilmis cesitli tibbi cihazlar
m  Damar i¢1 kateterler

Uriner kateterler

Kalp pili

Prostetik kalp kapaklari

Vaskiiler greftler

Santral sinir sistemi santlari

» Eklem protezleri......... V.S.

0 Topikal cihazlar

» Kontakt lensler
» Dis protezleri



——————————————————
Biofilm Enfeksiyonuna Yol Acan

Mantarlar

Candida tiirleri=—===% C. albicans
Cryptococcus neoformans

Blastoschizomycetes tiirleri

Malassezia tiirleri

Trichosporon tiirleri

Pneumocystis tiirleri

Saccharomycetes tiirleri

Aspergillus tiirler1 —g A. fumigatus
Coccidioides immitis

O O 0O 0 00000
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Tarihi Gelisme

0O Saf kulturlerdek: serbest yasayan canlilar

Planktonik sekil

0 1980’11 yillarin basinda toplu halde yasam
lizerine yogunlasma

0 Dogada %80 mikroorganizma biofilm
olusturmakta

0 Enfeksiyonlarin %65°1 biofilm ile 1liskili

Donlan RM. Biofilms: Microbial life on surfaces. Emerg Infect Dis
2002;8:881-90.
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Biyofilm

Koruyucu ekstraselliiler bir matriks 1¢inde
birbirlerine bagh ve/veya yuzey ile 1liskili

mikroorganizmalar toplulugu
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Biyofilmin Yararlari

O

Cevreden korunma

Hicrelerin fiziksel veya kimyasal etkilerle
ylzeylerden kopmalarina engel olma

O Hiicreler aras1i metabolik 1liski ve gen aktarimim
kolaylastirma

Konak immun sistemine direnc
Antimikrobik ajanlara direncli olma
[la¢ gecisinin zor olmasi
Kisitl besin

Ureme hizinin azalmasi
Antimikrobikleri parcalayan enzimler

O

O O



Biyofilm olusumunun evreleri

Erken faz Ara Donem Maturasyon
0-11 saat 12-30 saat 31-72 saat

Ramge G et al. CMR
2009; 35:340-355
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[Ik Basamak: Adezyon

O Non-spesifik: Yuzey hidrofobik molekuller

O Spesifik: Reseptor-ligand diizeyi

o Alsl, Als3,Ace2,Bcr 1, Hwp 1, Sun 41, Eap 1, Mnt
1, Mnt 2, Och 1, Pmr 1

*Ener B, Douglas LJ. FEMS Microbiol Letts 1992; 99:37-42
*Hawser SP, Douglas LJ. Infect Immun 1994; 62: 915-921




Gelisme

 Hif yapisina donusme: Efg 1, Tec 1, Suv 3,
Nup 85, Ume 6, Nrg 1

'

Patogenite’de artma

\ (Saps, PLBs) /

nwnsnjo NOH

ECM olusumu

Antifungal direng
(Cdrl, Cdr2, Mdrl, Mkc 1, Erg 11)
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Biyofilm Modelleri

O In-vitro biyofilm modelleri

m  Kalitatif yoOntemler
O Modifiye tlip aderans yontemi (Modifiye Christensen yontemi)
O Mikroplak yontemi
0 Kongo kirmizisi iceren agar yontemi

» Semi-kantitatif / Kantitatif yontemler

o Kuru agirligin saptanmasi
O Metabolik aktivitenin saptanmasi

m Mikroskobik metotlar

O Floresan mikroskobik yontemler
o Konfokal lazer scanning mikroskobik yontem
o  Elektron mikroskobik yontemler

O In-vivo biyofilm modelleri
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Biyofilm modelleri

0O In-vitro biyofilm modelleri
= Kalitatif yontemler
O  Modifiye tiip aderans yontemi (Modifiye Christensen yontemi)
o  Mikroplak yontemi
o  Kongo kirmizisi i¢eren agar yontemi
= Semi-kantitatif / Kantitatif yontemler
o  Kuru agirligin saptanmasi

O  Metabolik aktivitenin saptanmasi
m Radyoaktif
m Tetrazolyum tuzlar

= Mikroskobik metotlar
o  Floresan mikroskobik yontemler
o  Konfokal lazer scanning mikroskobik yontem
o  Elektron mikroskobik yontemler

O In-vivo biyofilm modelleri



Hawser SP & Douglas LJ.
Infect Immun 1994; 62: 915-
921

» Candida turleri icin ilk model

» Escherichia coli ve diger gram negatif
bakterilerde kullanilan model

* 15 C albicans; 8 diger Candida turleri
kullaniimis
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In-vitro biyofilm olusturulmasi
Semi-kantitatif / kantitatif yontemler

O Suslarin uiretildigi besiyerler1 (37°C’da 24 )
YNB (Yeast nitrogen base)
YPD (Yeast peptone dextrose)

0 Inokulum ayarlanmasi
Spektrofotometrik: 520 nm 0.8 abs

Sayma kamarasi: 1X107 hiicre/ml

O Diskler (0.5-1.5 cm?)
0 Adezyon asamasi (37°C’da 1 saat)
O Biyofilm asamasi (37°C’da 24-72 saat)
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Biyofilm Belirlenmesi

0 Kuru agirhigin hesaplanmasi
Biyolojik diskler tizerinden biyofilm tabakasi1 kazinarak alinir
0.45 um por ¢apli 25 mm’lik filtrelerden stiziiliir

0 Radyoaktif belirleme (radyoaktif 16zin=[3H]leucine)

Biyofilm olusumundan sonra her disk lizerine radyoaktif 160zin i¢eren
soliisyon konur

37°C’da 4 saat inkiibe edilir

Biofilm hiicreleri tarafindan radyoaktif 160zinin kullanilmas1 hesaplanir
O Tetrazolium tuzlarinin indirgenmesi

MTT veya XTT

37°C’da 5 saat inkiibe edilir

Spektrofotometrik olarak Formazan tuzlarin olgiimii (540 nm)

0,94-0,99
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Biyofilm Modelleri

O In-vitro biyofilm modelleri

w Kalitatif yontemler
o  Modifiye tiip aderans yontemi (Modifiye Christensen yontemi)
o  Mikroplak yontemi
o  Kongo kirmizisi igeren agar yontemi
»  Semi-kantitatif / Kantitatif yontemler
o  Kuru agirhigin saptanmasi

o  Metabolik aktivitenin saptanmasi
= Radyoaktif
m  Tetrazolyum tuzlari

m  Mikroskobik metotlar

mi Floresan mikroskobik yontemler
mi Konfokal lazer scanning mikroskobik yontem (CLSM)
mi Elektron mikroskobik yontemler

O In-vivo biyofilm modelleri
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Floresan Mikroskobik Inceleme

0 Biyofilm olusumunu takiben disk
tzerindeki materyal lama aktarilir

0 Kalkoflor beyazi ile boyanir (Kitin ve §-
glukan boyanir)

0 Olusan biyofilm floresans mikroskop ile
incelenir



Chandra J. J Bacteriol 2001; 183: 5385
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Konfokal Lazer Scanning Mikroskobik Inceleme
Confocal laser scanning microscopy (CLSM)

O

Biyofilm olusmus diskler hiicre kiiltiir kuyucuklarina konur

Floresan boyalarla boyanir (37°C’da 45 dak)
FUN-1

O Metabolik olarak aktif olan hiicrelerde hiicre i¢ini turcu kirmizi olarak gosteriyor
(canl1 hiicreler)

ConA

o  Hiicre duvarinda bulunan glikoz ve mannoza baglanarak yesil renk olusturuyor
(canli-0lii hiicreler)

Boyama asamasindan sonra diskler petri kutularina konur

Argon veya He-Ne lazer kullanan scanning lazer mikroskop ile
inceleniyor

O Biyofilmin yapisini anlaya bilmek i¢in li¢ boyutlu olgiimler yapilabiliyor
Horizantal boyut (xy)

Derinlik 0,44-0.9 um

O

O O



Fluorescent Microscope  Confocal Microscope
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C glabrata

C tropicalis

C parapsilosis C krusei
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SEM

O Gluteraldehit fiksasyonu

0 Osmium tetroksit ve/veya diger kimyasallar
1le muamele

0O Etanol 1le birka¢ basamakli dehidratasyon

O Altin 1le kaplama

Fiksasyon ve dehidratasyon agsamalar1 biyofilm
yapisini bozmakta
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In-vitro Biyofilm Modelleri

O Sus, tiir farkliliklar:

| Enfeksiyon etkeni suslar / Kolonize olan suglar

] Candida albicans / diger Candida tiirleri

] Aspergillus fumigatus /diger Aspergillus tiirleri
O  Inokulum miktar:

n 1X107 hiicre/ml
O  Besiyerleri

| YNB (50mM/500mM; glikoz/galaktoz)

u RPMI 1640 (hif olusumunu indiiklemek i¢in)
O  Inkiibasyon zamanlari

u 24-72 saat
O  Inkiibasyon kosullar
u Statik

u Hareketli
Kullanilan disklerin yapisi

Kullanilan disklerin 6n muamelesi
u Tiikriik, serum, fibrin, fibronektin v.s.

O a
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In-vitro Biofilm Modelleri

O Materyal

= Polyvinl chloride (PVC)
Polyurethane

. Damar ici kateterler

Silicone elastomer

Silicone _
Idrar sondalari
Latex

Polymethylmethacrylate »  Dis protezleri

96 kuyulu mikroplaklar




Candida cells

P I~ Candida cells
- A Wﬁﬂ%ﬂ

I 1 {VMA £: P
rregular surface Flat SE surface

Early

Intermediate

O

SRR G (AT

Mature

() PMA (Top view) (b) PMA (Side view) (c) SE (Top view) () SE (Sideviesc)|




—!

In-vivo Biyofilm Modelleri

O In-vitro sistemler tamamen 1in-vivo ortami
yansitamaz

Konak-patojen 1ligkisi
0 Konak proteinlerinin hepsini birden ortama eklemek
mumkiin degil
0O Olusturulan hareket in-vivo hareket ile es deger degil
0 Konak hiicreleri in-vitro modellerde yok

0O Besin maddeleri in-vitro modellerde azalmakta
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In-vivo Biyofilm Modelleri

O Deney hayvanlarinda tibbi cihazla 1liskili
enfeksiyonlar olusturulmus

Tavsanda ve si¢canda kateter enfeksiyonlar

Dis protez enfeksiyonlari

O In-vitro sistemlerden farkl olarak
biyofilmlerde konak hiicreler1 de goriilmiis



Sonuc

0 Mantarlarda biyofilm ile 1lgili calismalarin artmasi
0 Ozellikle in-vivo sistemlerin yayginlasmasi

O Biyofilm ile 1liskili genlerin ve gen tirtiinlerinin
analizi (proteomiks c¢alismalari)

O Biyofilm olusumunu engelleyici molekiillerin
bulunmasi
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