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CESITLI KLINIK ORNEKLERDEN iZOLE EDILEN CANDIDA iZOLATLARINDA
BiYOFILM OLUSUMU VE ANTIFUNGAL DUYARLILIKLARININ
BELIRLENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi

SEDA ACAR

OZET

Candida tirleri saglikli bireylerde iist solunum yollarinda, gastrointestinal sistemde,
vajen ve deride normal flora tiyeleridir. Saglkli kisilerde bulunabilmelerinin yanisira,
bagisiklik sistemi baskilanmis olan bireylerde firsat¢i enfeksiyonlara neden olabilirler.

Bu calismada amacimiz Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi Saghik Uygulama
ve Arastirma Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Labaratuvarina gelen klinik 6rneklerden izole
edilen 60 candida albicans tiliriinde biyofilm olusumu tespit etmek ve antifungal
duyarhliklarini belirlemektir.

Biyofilm olustuma yetenegi Kongo Kirmizis1 agar ve mikroplakta XTT indirgenmesi
yontemiyle arastirilmistir. Kongo kirmizisi agar yonteminde hemde Mikroplakta XTT
indirgenmesi yonteminde suslarin 29°u (%47,5) pozitif, 32’si (%52,4) negatif olarak tespit
edilmistir. Biyofilm pozitif olan bu suslarin 10°u zayif biyofilm(%34,4), 15’1 orta
biyofilm(%51,7),4’i gilicli biyofilm(%13,7) olarak tespit edilmistir. Suglarin amfoterisin B,
vorikonazol, flukonazol, kaspofungin, flusitozin duyarliliklar1 The European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) definitive document E.DEF 7.3.1 Broth
diliisyon metoduna gore arastirilmistir. Antifungal ilaglarim MIK araliklar1 vorikonazol igin
0,032->4 mg/L,flukonazol i¢cin 0,064->64 mg/L,amfoterisin B i¢in 1->4 mg/L araliginda
bulunmustur. Vorikonazol i¢in suslarm 53°1i(%88,3)direncli, amfoterisin B i¢in 56’s1 (%93,3)
direncli, flukonazol icin 6’s1 (%10) direngli olarak tespit edilmistir. Kaspofungin i¢cin MIK
aralig1 <0,008->4 mg/L flusitozin i¢in 0.064->64mg/L araliginda elde edilmistir ancak
EUCAST kaspofungin ve flusitozin i¢in tam bir MiK degeri belirtmediginden direngli ve
duyarl sus sayist belirlenememistir. Sonu¢ olarak amfoterisin B ve vorikonazole yiiksek

oranda diren¢ saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Antifungal ajan, Biyofilm, Candida,
Sayfa Adedi:84
Danmisman: Prof. Dr. Murat Aral
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DETERMINATION OF BIOFILM FORMATION AND ANTI-FUNGAL
SENSITIVITY IN CANDIDA STRAINS ISOLATED FROM VARIOUS CLINICAL
SAMPLES

MASTER THESIS

SEDA ACAR

ABSTRACT

Candida species are normal flora members in the wupper respiratory and
gastrointestinal tract, vagina and skin in healthy individuals. However, they may cause
opportunistic infections in immunocompromised individuals. The aim of this study was to
determine the biofilm formation and antifungal susceptibility of 60 Candida albicans strains
isolated from clinical samples in Kahramanmaras Siit¢ii Imam University Health Practice and
Research Hospital Clinical Microbiology Laboratory. Biofilm formation was investigated
using Congo Red agar and XTT reduction method. In both methods, 29 (47.5%) of the strains
were positive and 32 (52.4%) were negative. Of the biofilm-positive strains, biofilm
production level was weak in 10 strains (34. 4%), moderate in 15 strains (51. 7%) and strong
in 4 strains (13. 7%).The susceptibility of strains to amphotericin B, voriconazole,
fluconazole, caspofungin and flucytosine were investigated according to the EUCAST
Definitive Document 7.3.1 (method for the determination of broth dilution minimum
inhibitory concentrations of antifungal agents for yeasts).MIC ranges of antifungal drugs were
0.032- >4 mg/L for voriconazole, 0.064- >64 mg/L for fluconazole and 1- >4 mg/L for
amphotericin B. The number of voriconazole, amphotericin B and fluconazole resistant
strains were 53 (88.3%), 56 (93.3%) and 6 (10%), respectively. MIC ranges were <0.008- >4
mg/L for caspofungin and <0.064->64mg/L for flucytosine. Since the EUCAST's threshold
values do not include caspofungin and flucytosine, the number of resistant and susceptible
strains for these antifungals has not been determined. As a result, high resistance to

amphotericin B and voriconazole was detected.
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Page Number: 84
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1.GIRIS VE AMAC

Candida tirleri insan deri ve mukoza florasinda yer alan mikroorganizmalardir.
Normal bireylerin %350’sinin agiz ve gastrointestinal sistemlerinde bulunmaktadirlar.
Predispozan faktorlerin varliginda kandidoz olarak tanimlanan yiizeyel veya derin, akut veya
kronik infeksiyonlara sebep olurlar.

Candida tiirleri sistemik mikoz etkenleri arasinda onemli Olgiide yer almaktadir.
Candida tiirlerinin bazilar1 insanda infeksiyon etkeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Insanda
hastalik olusturan tiirler arasinda ilk sirada C.albicans yer almaktadir. Diger onemli tiirler ise;
C.tropicalis, C.parapsilosis, C.kefyr, C.krusei, ve C.glabrata’dir (1).

Yapilan invaziv girisimler, genis spektrumlu antibiyotik kullanimi, immiin siipresif
tedaviler, HIV ile infekte popiilasyonun artmasi gibi c¢esitli nedenler fungal infeksiyon
goriilme sikligmmi artirmaktadir (2).Candida enfeksiyonunda goriilen morbidite ve mortalite
oranlarinin artmasi, proteaz, esteraz, fosfolipaz, biyofilm gibi viriilans faktorlerine karsi
arastirmacilarin dikkatini ¢cekmeyi basarmistir (3).

Bu durum Candida’ya ait viriilans faktorlerinin 6nemini ortaya koymus yeni tedavi
yontemleri arastirilmaya baslanmistir (4).Bu nedenle biyofilm varliginda antifungal ajanlarin
etkilerinin ¢ok 1yi bilinmesi tedavinin basarisi a¢isindan olduk¢a 6nemlidir.

Yaptigimiz ¢alismada cesitli (idrar,kan,trakeal asperat vb) klinik 6rneklerden izole
edilen infeksiyon etkeni olan Candida izolatlarinda biyofilm olusumu ve antifungal

duyarhlik durumlarinin belirlenmesi amaglanmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

Mantarlar funguslar olarak adlandirilirlar ve mantarlar1 inceleyen bilim dalina
‘mikoloji’ad1 verilmektedir. Mikoloji Yunanca sapkali anlamina gelen ‘mykes’ s6zciigiinden
tiiremistir (5).Mantarlar viicudumuzun belirli kisimlarinda ortaya ¢ikan hastaliklarin etkenleri
ilk c¢aglarda hekimler tarafindan disiiniilmiis olmasma karsin bu mikroorganizmalar
hakkindaki bilgiler 19.yiizyildan sonra artmaya baslamistir (6).

Lagenback 1839°da tifilislii hastanin agzindaki pamukguktan alinan kazmnti1 6rneginde
tespit ettigi mantar1 tifiis etkeni olarak belirlemistir. Ancak 1842 yilinda Gruby tarafindan
pamukcugun asil nedeninin fungal kokenli olabilecegi fikri ortaya sunulmustur.1853’te Robin
bu mikroorganizmay1 Oidium albicans olarak tanimlamistir. Candida albicans i¢in belirli bir
donem yiizden fazla sinonim ortaya konulmakla beraber, Zopf tarafindan 1890°da Onerilen
Monilia albicans ismi kabul edilmistir. Berkhout 1923 yilinda Monilia tiirlerini meyve
cliriiten, psodohif gelistiren, askospor liretemeyen maya tiirlerini kapsayan Candida cinsini
kurmustur.1954°te Pariste diizenlenen 8.botanik kongresinde Berkhout’un kullandig1 Candida
adi1 kabul edilerek etken Candida albicans olarak belirlenmistir (7.8.9.10).

Klinik agidan bakildiginda 1849°da Wilkinson ilk olarak vajina kandidiyazisini
tanimlarken, daha sonralar1 giinlimiize kadar cilt, cilt alt1, sistemik ve merkesi sinir sistemi
kandidiyazisleri bildirilmeye baslanilmistir. Genis spektrumlu antibiyotiklerin kullanimin
yayginlastigi 1940’11 yillarda ise Candida enfeksiyonunun artmasina bagli olarak konuyla
ilgili gelismeler 6nem kazanmgtir (11,12).

Candida enfeksiyonlarmim onlenmesi i¢in 1950’11 yillarda organizasyon gerektiginin
onemi vurgulanmis olmasmna ragmen, 1970’li yillarda ABD ve Ingiltere’de ilk komiteler
kurulmaya baglanmistir. Ocak 1970’de CDC (Center for Diseases Control and Prevention)
ABD’deki ulusal hastane enfeksiyon verilerini prospektif olarak toplamak ve analiz etmek

amaciyla NNIS (National Nosocomial Infection Surveillance) sistemini kurmustur (13).

2.2. Mantarlarin Genel Ozelikleri

Mantarlar morfolojik yapilarina gore kiif veya maya olmak iizere 2 bdliimden
olusurlar. Mayalar tek hiicreli, kiifler cok hiicreli yapiya sahiptirler. Mayalar ve kiifler birden
fazla niikleusa sahip oldukga farkli cogalma mekanizmalar1 vardir. Kiifler 2-10 um ¢apinda.

Cok hiicreli, kalin, paralel duvarl tiip benzeri uzantilara sahip hiflerden olusmaktadir. Hifler
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bir araya gelerek migel ad1 verilen yap1 olustururlar. Besiyerinde tiirlerine gore farli renk ve
goriiniimde yap1 olusturmaktadir (14).

Mayalar ise krem kivaminda, yuvarlak, diizenli siirlar1 olan koloni yapilar1 vardir.
Kapsiillii mayalar mukoid koloni yapisina sahiptirler. Baz1 mayalar germ tiip, klamidospor,
artrospor, ve kapsiil gibi yapilar olusturmaktadir. Bu durum identifikasyon agisindan oldukca
onemlidir. Makroskopik, mikroskobik, biyokimyasal ozelliklerine gore tanimlamalari
yapilabilmektedir. Mayalar eseyli olarak tlireyip askospor yada basidospor gelistirirken, maya
benzeri mantarlar sadece eseysiz tireme gozterirler (10).

Candida tiirleri dogada memelilerin sindirim kanalinin normal florasinda, insan deri
ve mukozasinda bulunmaktadir. Cesitli klinik Orneklerde kolonizasyon veya enfeksiyon
etkeni olarak izole edilebilmektedir. Normal florada bulunan Candida tiirleri immiin sistemi
¢Okmiis hastalarda ciddi enfeksiyonlara neden olmaktadir (15).

Candida’larin 80°den fazla tiirii bilinmekte olup bunlarin belli bir kism1 insanlarda
patojeniteye neden olurlar. 1960’larda sadece 5 Candida tiirii oldugu disiiniiliirken son
yillarda en az 17 Candida tiirli insanlarda patojeniteye neden olmaktadir (16).

Bu cins igerisinde en sik karsilasilan patojen tiir C. albicans’tir. Diger sik olarak
karsimiza cikan etkenler (%650-%70) C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei ve
C. guillermondii’dir. Diger hastalik etkeni olabilen baslica nadir tiirler, C. catenulata, C.
ciferii, C. haemulonii, C.intermedia, C. kefyr, C. lambica, C. lipolytica, C. lusitaniae, C.
norvegensis, C. pelliculosa, C. pulcherrima, C. rugosa, C. utilis, C.viswanathii ve C.

zeylanoides’tir (15).

2.3. Candida Tiirlerinin Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Candida tiri Ascomycetes subesinin  Saccharomyces ailesi icinde yer
almaktadir(17,18). Mikroskop altinda incelendiginde 5-6 pum boyutunda, oval, tomurcuklanan
hiicreler seklinde goriilmektedir (19).

Candida tiirleri gram boyama yOntemiyle boyandiginda gram pozitif bakterilerde
oldugu gibi mor renkli goriiniirler fakat bakterilere goére daha biiyiik yapilardir. Candida
tiirlerinin tiretiminde ¢ogunlukla SDA (Sabourad Dextrose Agar) besiyeri kullanilmaktadir.
37°C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan koloniler besiyerinde kirli beyaz yada krem rengi
tonunda, yumusak kivamli ,eksi kokulu, koloniler olarak goriilmektedir. Baz: tiirlerin kendine
ozel morfolojik yapilar1 vardir. Ornegin, SDA’da Candida albicans oval, diizgiin kenarl ve

diizglin st yiizeyli koloniler seklinde iirerken; Candida tropicalis oval, gobekli koloniler



olusturur. Candida krusei kolonileri u¢ kisimdan uzamis ve eliptik iken, Candida parapsilosis
dantelimsi koloniler olugturmaktadir (19).

C.albicans ve C.dublinensis yalanci ve gercek hif olusturduklart i¢in dimorfik
mantarlar olarak nitelendirilmektedir. C.albicans ve C.dublinensis serumda 37°C’de 4 saatlik
inkiibasyonun ardindan germ tiip olusturdugu saptanmustir. Germ tiip, hif gelisiminin ilk
basamagi olup ana hiicreden bogum yapmadan uzanan tiibiiler bir yapidir (19).

Kromojenik besiyerleri, belirli substrattan kromojen faaliyet sonucunda 6zel bir
madde olusumu ve bunun koloninin renk degisimiyle gorliniir hale geldigi besiyerleridir.
Candida tirleri kromojen ortamda olusturduklar1 farkli renklerle birbirlerinden
ayrilabilmektedir (20).

Candida tirlerinin aywrimmda asimilasyon testlerini igeren ticari kitlerde
kullanilmaktadir. API 20 C (Bio Meriux, Fransa), ID 32 C(Bio Meriux, Fransa) veya
otomatize sistem VITEK maya identifikasyon kart1 (Bio Meriux, Fransa), Phoenix maya
identifikasyon ID kart1 (Becton Dickinson, ABD), bunlar 6rnek olarak verilebilir. Bu kitlerde,
farkli kuyucuklarda meydana gelen biyokimyasal reaksiyonlar sonucunda dijital kataloglarda
sonuclar degerlendirilip tanimlama yapilmaktadir.

Tir ayrimi, biyokimyasal 6zellikler veya enzim varligina dayanan hazir kitler ve
manuel bazi testler ile de yapilabilmektedir. Ornegin Candida krusei iire igeren besiyerinde
18-48 saatlik inkiibasyon ardindan besiyerinin rengini saridan pembeye doniistiirmektedir
(21). Candida keyfr laktoz pozitif bir tiirdiir ve Eosin Methylene Blue (EMB) agar besiyerinde

metalik rofle olugturma 6zelligine sahiptir (22).

Sekil 2.1. A. Maya hiicresi B. Pseudo hif C. Gergek hif (1).



2.4. Candidalarin Viriilans Faktorleri

Candidalarin 6zelliklede C.albicans’in patojenitesinde rol alan viriilans faktorleri

asagida belirtilmektedir(23).

2.4.1. Hiicre viizevine yapisma

Mayanin konak ile iliski kurmasinm ilk basamagmi adhezyon olusturmaktadir.
C.albicans adherans1 orani yliksek bir tiirdiir ve yine ayni tiirler icinde adhezyon yetenegi
birbirinde farkl tiirler saptanmistir. Maya hiicresinin konak hiicre yilizeyine tutunmasinda
konagin immiinolojik sartlarinin yani sira mantarin yiizey o6zellikleride olduk¢a onemlidir
(23).

A) Hiicre Yiizeyinin Hidrofobik Ozelligi

Negatif yiike sahip hiicre yiizeylerinin birbirini ¢ekme potansiyeli hidrofobik
molekiillerin sayesinde miimkiindiir. Ornegin fenil alenin gibi organik maddelerin adezinlerle
beraber hiicre ylizeyine tutunmay1 destekledigi belirtilmistir. Ayn1 zamanda galaktozun asir
oldugu ortamda iireyenlerin yani sira 25°C’de iireyen mayalar hidrofobik 6zelligi oldukga
fazladir (23).

B) Yiizey Adezinleri

Konagin endotel hiicrelerine yapismakla gorevli olan molekiillerdir (24).

C) 3b reseptorii

Bu molekiil konak hiicrenin yiizeyinde yer alan arjinin-glisin yapisindaki reseptore
tutunmaktadir (24).

D) Fibronektin reseptorii

C.albicans ve C.tropicalis fibronektin reseptorii sayesinde Ekstra Selliiller Matriks
(EMP) proteinlerine tutunmaktadir (24).

E) Ostrojen reseptorii

Vajen epitelindeki glikojen seviyesinin artmasiyla ve maya hiicresindeki Ostrojen
reseptorleri vajinal kolonizasyon olusumunu kolaylastirmaktadir (24).

Fibrinojen Baglayan Proteinler

Bu reseptdr C.albican’m germ tiip sekillerinde oldukca fazladir.Uretral epitel

hiicrelerine tutunmada gorev almaktadir (25).



2.4.2. Mava-hif dimorfizm

C.albicans 1n kokeninde onemli degisiklikler meydana gelmektedir. Dimorfizm’de bu
degisiklikler i¢inde yer alan olduk¢a Onemli bir viriilans faktérdiir. Maya—germ tiip
dontistimiinde rol alir. CO,, Ph, N-asetil glukoz, aminoasitler bu doniistimii etkileyen dis
faktorlerdir. Hiicre i¢inde olusan iyon akimlar1 sonucunda hifal uzama meydana gelir. Hif
seklinde doniisiimiin ilk asamasi germ tiiptiir. Hifler dokuya daha fazla yapigsma 6zelligi

gosterirler ve fazgosite edilememektedir (26).

2.4.3. Fenotipik degisim

Candida susu geriye doniisiimlii olarak farkli koloni morfolojisine gecis yapabilme
yetenegine sahiptir. Yiiksek sicaklik veya Ultraviyole 1smlar1 gibi dis faktorlerin etkisiyle
mikroorganizmalar yiizey antijenlerini modifiye edebilir ve koloni morfolojilerini
degistirebilmektedir. C.albicans 3153 A susu ile yapilan ¢alismalarda birbirine doniisebilen 7
farkli koloni morfolojisi gosterdigi ¢alisma sonucunda goézlemlenmistir (27). Beyaz opak
koloni gecisi en ¢ok ¢alisilan fenotipik degisim ¢alismasidir. Bu koloniler aras1 gecis, Hull ve
ark(28,29) tarafindan tespit edilen MTL (Mating like ) lokusu ile kontrol edilmektedir. Opak
formlar icinde yer alan o/a homozigot hiicreler tarafindan a feromonu {iretildigi bu ferom

sayesinde beyaz hiicrelerde biyofilm olusumu meydana gelmistir (30).

2.4.4. Biyofilm Olusumu

Canli veya Cansiz ylizeye tutunabilen iirettikleri okzopolisakkarit yapida matriks
icinde hareketsiz yasayan mikroorganizmalarin olusturdugu yapiya biyofilm denir. Biyofilm
olusturabilme yetenegine sahip mikroorganizmalar uygunsuz ¢evre kosullarina karsi biyofilm
iretemeyenlerden daha cok direng gosterirler. Biyofilm ile baglantili sekilde gelisen
enfeksiyonlar viicuda yerlestirilen tibbi cihazlarm (protez, katater, rahim i¢i arag, kalp pili vb)

kullaniminin artmasiyla giderek artis géstermektedir (31).

2.5. Biyofilmler

2.5.1. Tanim

Ekstraseliiler matriks (ECM) icerisinde birbirine bagl olarak bulunan mikroorganizma
topluluguna biyofilm denir. Canli doku iizerinde, medikal ara¢ yiizeyinde, endiistriyel su
sistemleri gibi farkli ortamlarda meydana gelmektedir. ECM, biyofilm ireten

mikroorganizmalar tarafindan olusturulmaktadir. Polimerik yapida olan bu maddenin temeli
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polisakkarit yapidan olusmaktadir ve biyofilmin iiretildigi bolgeye gore mineral kristalleri,

korozyon partikiiller gibi farkli bilesenleri kapsamaktadir (32).
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Sekil 2.2. PVC (Polinivil Kloriir) katater yiizeyinde biyofilm olusum asamalar1 (33).

2.5.2. Tarihce

Biyofilm bir¢ok bilim adami tarafindan c¢esitli sekillerde incelenmistir ve yapilan ilk
calismalar bakteriler {izerinde olmustur. Ilk olarak 17. yiizy1lda Antonie van Leewenhoek’in
mikroskobu kesfetmesiyle bilim diinyas1 aydinlanmaya baslamistir. Leewenhoek’in kendi icat
ettigi  mikroskobuyla kendi disinden aldigi Ornekte plaklar iginde yasayan
mikroorganizmalardan bahsetmistir ve burada bakterilerin biiyliik ¢ogunlugunun biyofilm
denilen besleyici bir yapi i¢inde yer aldigini gozlemlemistir (34).

Giliniimiize kadar arastirmacilar tarafindan biyofilm konusuna isik tutmak amaciyla
cok Onemli caligmalar yapilmaya devam edilmistir. Heukelekion ve Heller (35) ylizeye
tutunabilecek bir ortam olmasi durumunda mikroorganizmalarin daha hizli ¢ogaldiklarini
gozlemlemislerdir. Zobell (36) deniz suyundaki bakterileri inceleyerek su i¢inde cam
ylizeylere bakterilerin tutunup burada hizli bir sekilde cogaldiklarmi gozlemlemistir.
Biyofilmlerle ilgili detayli ¢aligmalar elektron mikroskoplarinin kullanima sunulmasiyla
giderek hiz kazanmistir (32).

Jones ve ark (37) elektron mikroskobu sayesinde atik su tesisindeki filtrelerin

yiizeyinde farkli mikroorganizmalar bulundugunu ve etrafindaki matriksin polisakkarit yapida
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oldugunu gozlemlemislerdir. Costerton ve ark (38) mikroorganizmalarm yiizeye nasil
tutunduklarini bunun ne gibi yararlar sagladigini arastirmis ve biyofilmleri “canli veya cansiz
ylizeye tutunmaya yardimci polimerik matriks” olarak tanimlamiglardir. Costerton ve ark’nin
biyofilm konusunda yaptiklar1 bu calisma “biyofilm nedir” konusundaki tanimlarin
gelismesine zemin hazirlamigtir.

Elder ve ark (39) yaptiklar1 ¢caligmada biyofilmleri ekzopolimer matriks sayesinde
olusan yapisal biitiin olarak nitelendirmislerdir. Biyofilm teorisinin ilk kez ortaya ciktigi
donemlerde biyofilmin ne ve bunlarin organizmaya ne gibi faydalar sagladigi zamanla
anlagilmaya baslanmistir. Elektron mikroskobunun kullanilmasi itibariyle yapilan detayli
incelemelerde biyofilm yapisal kismi, olusum asamalari, biyofilm konusu cok daha iyi

anlagilmistir (34).

2.5.3. Bivofilm

Biyofilm, Mikrobiyal hiicrelerden ve ECM’den meydana gelmistir. ECM, mikrobiyal
biyofilmlerin karbon igeriginin %50-90’1m1  kapsamaktadir (40). Biyofilm iireten
mikroorganizmalar ylizeye ve birbirlerine yapisarak mikrokoloni denilen yap1 olusturular. Bu
mikrokoloni katmanlar1 i¢cinde besin alimimini saglayan su kanallar1 bulunmaktadir. Bu
mikrokanallar biyofilmlerin temel birimini olusturmaktadir (41).

Biyofilm olusumunun ilk asamasinda mikroorganizmalar kendilerine 0zgii
mikrokoloni olusturmaktadir. Mikrokoloni igerisindeki hiicreler arasinda baglar ¢ok siki iken
zaman i¢inde gevsemektedir. Mikrokoloniler igerisindeki su kanallar1 bakteri ve mantar
biyofilmlerinde bulunan ortak bir yapidir. Biyofilm icerisinde oksijen, su ,besin alnimi, atik
maddelerin uzaklastirilmast bu kanallar sayesinde miimkiindiir (32). Biyofilm yapismin
ozelliklerinden biri 3 boyutlu olmasidir. Biyofilm igerisinde yer alan hiicre yiizeye farkli
uzakliklarda bulunmaktadir. Biyofilm tabakasi i¢ ve dis faktdrlerden etkilenmektedir. Ornegin
dis minesi iizerine biriken albiimin, glikoprotein gibi maddeler biyofilm yapisma
katilmaktadir (41). Uriner kataterde olusan biyofilm yapisinda ise Proteus spp gibi iireaz
aktivitesine sahip bakterilerin bulunmasi durumunda amonyak seviyesindeki artistan dolay1
idrar Ph’s1 ylikselmektedir. Kristalize olabilen kalsiyum fosfat ortamin alkali oldugu durumda
sertlesmekte ve zamanla katateri tikamaktadir (42).

Yapilan calismalar ¢ogunlukla bakteriyel biyofilmlerle iizerinde yapilmis ve fungal
biyofilm ile ilgili caligmalar sinirli olarak bulunmaktadir. Candida biyofilmleri bakteriyel

biyofilmlerle benzerlik tasimaktadir. Candida biyofilminde organizmalar ECM i¢inde yiizeye



sikica yapisabilmektedir. Fungal biyofilm esnasinda maya hiicreleri ve hif yapilar1 biyofilmin
farkli tabakalarini olusturacak sekilde gorev almaktadir (43).

In vitro Candida albicans biyofilmlerinde Ekstrasellular matriks bilesimi
karbonhidrat, protein, heksozamin, iirebik asitten meydana gelmektedir. Baslica ekstraseliiler

karbonhidratlardan biri 3-1,3 glukandir (44).

2.5.4. Biyofilm Olusumu

Mikrobiyal biyofilmler giinliik hayatimizda yaygn bir sekilde yer almaktadir. Sanayi
tesislerinde, aritma borularmin st kisimlarinda olusan ve dezenfektanlarla giderilemeyen
kontaminasyonlar biyofilm kaynakli nedendir. Insan viicudunda da biyofilm olusumu
gozlenmektedir. Dis ylizeyinde olusan plaklar giinliik hayatimizi dolduran biyofilm kaynakli
onemli bir problemdir. Biyofilm kaynakli enfeksiyonlar ¢ok sik rastladigimiz bir durumdur.
Hastane kaynakli enfeksiyonlarin yaridan fazlasini biyofilm esashi olarak meydana
gelmektedir (45,46). Antimikrobiyal tedavinin siirecini degistiren bu durum morbidite ve
mortaliteye neden olmaktadir. Bu bakimdan biyofilm olusum asamalarini iyi bilmek tedavinin
basaris1 acisindan biiylik 6nem tasimaktadir (47).

Bakteriyel kaynakli biyofilm olusum asamalar1 bu sekildedir (47).

1-Tutanmay1 saglayan yiizey film tabakanin olusmasi

2-Mikroorganizmanin yiizey kisma yapismast

3-Biyofilm tabakanin kalinlagmasi

4-Mikroorganizmanin Biyofilmden koparak diismesi

Bakteriyel biyofilm olusum asamalar1 yukarida belirtildigi gibidir. Yanliz fungal
kaynakli biyofilmlerde farkli morfolojik yapidan kaynakli olarak siire¢ biraz daha karmasik
devam etmektedir (47).

2.6. Fungal Biyofilm Olusumu

Candida tiirti mayalar Hastane kaynakli fungal enfeksiyonlarin biiyiik kisminda etken
olarak yer almaktadir. Hastanede yatan hastalara takilan biyomateryaller, tibbi ara¢ ve
geregler nedeniyle olusan biyofilmler tedavi sirasinda onemli problemler olusturmaktadir.
Yapilan arastirmalar fungal kokenli biyofilmlerin sesil hiicrelere gore ilaglara kars1 1000 kat
direngli olduklarim1 gozlemlemislerdir (48). Hawser ve Douglas’in (49) katater {izerinden
aldiklar1 6rnekte yaptiklar1 incelemelerde fungal biyofilmlerle ilgili cok 6dnemli bilgiler ortaya

cikarmiglardir. Bu c¢alisma sonucu Candida albicans’in lateks veya silikon gibi maddeler



iizerinde biyofilm olusturabildigini ve bu 6zelligi albicans dis1 candidalardan daha iyi
seviyede oldugunu belirtmislerdir.

Baillie ve Douglas (43) hif formu biyofilm olusumunda 6nemli bir role sahip oldugunu
yaptiklar1 ¢alismada gostermislerdir. Yapilan bu g¢aligmalar, giiniimiizde yapilan Candida
biyofilm c¢alismalarina zemin hazirlamistir. Candida biyofilmlerinin gelisim asamalari
bakteriyel biyofilmlere benzemektedir ve asagida sirasiyla belirtilmektedir (39).

1-Yiizeyde film tabaka meydana getirme

2-Tutunma(Adezyon)

3-Hifal olusum ve Olgunlasma

4-Ayrilma

(a)

Candida parapsilosis | Reconstituted human epithelium
Candida tropicalis Reconstituted huian epﬂ;ium
Candida glabrata | Reconstituted human epithelium

TRENDS in Microbiology

Sekil 2.3. Farkli Candida tiirlerinde konfokal lazer mikroskobu ile biyofilm yapisinin
goriinimii (50).

2.7. Biyofilm gelisiminin genetik kontrolii

Biyofilm olusumunda mikroorganizmanin adezyonu i¢in bazi genlerin aktif olmasi
gerekir. Candida’lar i¢cin ALS genleri ve hifal duvar proteini (Hwp 1) ¢cok Onemli yere
sahiptir. Bu proteinlerin etkilesimi sonucu olusan hifal uzantilar arasindaki ¢apraz baglanma
biyofilm yapisimin stabilizasyonu bakimindan biiyiik 6nem tasir (51). ALS genleri biyofilm
olusumunda c¢ok Onemlidir (52).Yapilan ¢alismalar ALS 2 de meydana gelen azalmanin

biyofilm biiylimesinde azalmaya neden oldugunu gostermektedir (52). Ber ve tec olarak
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adlandirilan genlerinde gen regiilasyonunda rol aldigi belirtilmistir. Tec 1 hif gelisiminin
uyarilmasini saglamakta ve Ber’i diizenlemektedir. Ber ise als 1, als 3, hwp 1 ‘in kontroliinde
aktiftir (53).

Fungal biyofilm olusumunun ikinci asamasin hifal gelisim olusturmaktadir. Yapilan
calismalar hif gelisimi i¢cin EFG 1’in 6nemli oldugunu gostermistir. EFG 1 hifal uzama ve
filamantasyon bakimindan ¢ok 6nemli bir gendir (53). Bununla birlikte olgunlagsma stireci
hiicreler arasi iletisim maksimuma ulastig1 seviyedir. Hiicreler arasi bu iletisimden “quorum
sensing “molekiilleri sorumludur. Farnesol iletisim i¢in kullanilir ve biyofilm olusum
asamasinda 6nemli bir yere sahiptir. Histidin kinaz Chk 1 ‘in farnesol sinyal mekanizmasinin
bir parcasi olarak yer almaktadir. Candida albicans’m chk 1 histidin kinaz defektif suslari

ortam i¢inde farnesol olmamasi halinde yinede biyofilm olusturabilmektedir (54).

2.8. Biyofilm Enfeksiyonlarn

Mikroorganizmalar dogada serbest yasayan hiicreler olarak degil de biyofilm iireterek
yasamlarint devam ettirmektedir (55). Bu durumun tersi olarak mikrobiyolojik c¢aligmalarin
cogunlugu serbest yasayan mikroorganizmalar araciligiyla gergeklestirilmistir. Biyofilm
olusturma yetenegindeki mikroorganizmalar yiizeye yapistiklart zaman olumsuz ¢evre
kosullarina kars1 kendilerini korumaktadirlar. Bu durum biyofilm i¢indeki hiicre reseptorleri,
enzimler, ve genler tarafindan meydana gelmektedir (45). Bu yapilar kendi yasamlarini devam
ettirirken diger yandan ise sahip olduklar1 patojenik mekanizmalar araciligiyla cesitli
enfeksiyonlara sebep olmaktadir.

Biyofilmlerin genel 6zellikleri asagidaki gibidir (45).

1.Biyofilmler canli yada cansiz ylizeylere yerlesebilmektedir.

2.Biyofilmler ¢cok yavas gelismektedir.

3.Biyofilm icerinde yer alan hiicreler, antijen salinimma neden olmakla beraber
antikor etkisine karsi korunmaktadir. Bu bakimdan immun komplekslere bagli olarak hasara
neden olmaktadir.

4. Antimikrobiyal tedaviler biyofilmi tamamen yok edememektedir.

5.Biyofilmlerden ortaya ¢ikan planktonik hiicreler konak savunma sisteminin yetersiz
oldugu durumlarda akut enfeksiyon meydana getirmektedir.

Pek ¢ok mantar tiiriinden yaklasik 600 civar1 insanda patojeniteye neden olmaktadir
(56). Candida ¢ok sik rastladigimiz fungal patojendir ve hayat1 tehdit eden enfeksiyonlara

sebep olmaktadir. Hastane enfeksiyonu etkenleri arasinda ilk basamakta Candida yer
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almaktadir (57,58). Candida tiirleri 6zellikle kan akim enfeksiyonlarinda, pnomoni ve idrar
yolu enfeksiyonlarina neden olmaktadir (60,61). Bu enfeksiyonlarin temelinde katater gibi
tibbi arag-gere¢ kullanimi yatmaktadir (58,60,62). Enfeksiyon katater viicuda yerlestikten
sonra olusabilecegi gibi uzamis kateterizasyon sonrasinda da olusabilmektedir.

Fungal biyofilm enfeksiyonlarinda biyofilm i¢inde mantar tiirii bulabildigi gibi
bakteride bulunabilmektedir (45, 57, 60,61). Ornegin oral mukozada yer alan candida tiirleri
dis protezlerinin yiizeyinde biyofilm meydana getirmektedir. Bu biyofilmler fungal hiicrenin
yan1 swra streptokok gibi c¢esitli bakteri tiirlerini iceren biyofilmlerdir (60,62). Biyofilm
olusumunun antifungallere ve konak savunmasina direng gostermesi patogenezi ve hastaligin
seyrini etkilemektedir. Bu bakimdan mikroorganizmalarin biyofilm olusturma yetenekleri,
biyofilm gelisiminin engellenmesi, olusan biyofilmlere ila¢ etkinliginin arastirilmasi ile ilgili

calismalar artig gostermektedir (55).

2.9. Biyofilm Olusumunu Incelemek i¢in Kullanilan Yéntemler

2.9.1. Modifive tiip adherans vontemi

Sabauraud Dekstroz Agar (SDA)’da iireyen maya kolonilerinden belirli miktar
almarak glukoz konsantrasyonu % 8 olacak sekilde hazirlanan Sabouraud buyyondan 10 ml
iceren tiiplere inokiiliim yapilir. Tiipler 35°C de 24-48 saat inkiibasyonun ardindan tiipler
bosaltilir. Distile su ile yikama yapildiktan sonra %1 safranin ile boyanir. Tiip duvarmndaki

renkli yapiskan tabakanin varligi pozitif olarak kabul edilir (63).

2.9.2. Mikroplak vontemi

Glukoz konsantrasyonu % 8 olacak sekilde hazirlanmis Sabauraud buyyondan 10 ml
iceren tiiplere SDA’da iiretilen 24-48 saatlik kolonilerden bir 6ze dolusu inokiiliim yapilir.
35”C de 24 saat inkiibe edilen tiipler 5 saniye vortekslenir ve % 8 glukozlu Sabouraud
buyyonla 1/100 oraninda sulandirilir. U tabanli mikroplaklara 200 mikrolitre olacak bi¢gimde
her sustan 3 kuyucuga pipetleme yapilir. Kontrol amaciyla her plaktaki 6 ¢ukura bos besiyeri
konulur. 35°C ‘de 24 saat inkiibasyonun ardindan fosfat tamponu ile (Ph 7.2) yikama yapilir.
Bu islemin ardindan kuyucuklar metanolle fikse edilir. Bu kuyucuklar %2 kristal viyole ile

boyanir, yikanir ve kurulanir. Mikro ELISA okuyucuda 492 nm dalga boyunda belirlenir (64).
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2.9.3. Kongo kirmizi1 agar yvontemi

Kongo kirmizili inflizyon agar litrede 80 gram glukoz ve 0.8 gram Kongo kirmizisi
olacak sekilde hazirlanarak otoklavda steril edildikten sonra 9 cm lik petri kabina dokiiliir.
SDA ‘da test edilecek Candida izolatlar1 bir plakta en az 4 izolat olacak sekilde pasaj
yapilarak 35’de 4 saat inkiibe edilir. Kongo kirmizisi agarda siyah koloni olusturan
Candida’lar biyofilm pozitif pembe koloni olusturan Candidalar ise biyofilm negatif olarak

degerlendirilir (65).

2.9.4. XTT rediiksivon yvontemi

Candida izolatlarmin biyolojik materyalleri harici maddelere olan adezyonunu
incelemek icin kullanilan suda ¢oziinebilen madde olan tetrazolium tuzu (XTT) ilk kez Paull
ve arkadaslar1 tarafindan sentezlenmistir (66). XTT indirgenmesi yontemi XTT nin 3-(4,5-
dimetil-thiazole-2-yl)-2,5-difenil tetrazolium bromide yliikseltilmesi sirasindaki diizeyinin

metabolik gostergesi olarak semi- kantitatif 6l¢iildiigii yontemdir (67).

2.9.5. Diger yontemler

Biyofilmleri goriintiilemek i¢in ayrica taramali elektron mikroskobu ile goriintiileme
(68), konfokal lazer mikroskobu ile goriintilleme (69), kuru agirlik olctimleri (70), FDA
(Fluorescein diacetate ) goriintiileme (71) gibi yontemler tek basina ya da kombine sekilde

kullanilmaktadir.

2.10. Candida immiinolojisi

Hiicre aracili immiinite (T hiicreleri ) ve spesifik olmayan hiicresel immiiniteyi
(makrofajlar, notrofiller) mantara kars1 savunmay1 gerceklestirmektedir. Mantara karsi olusan
savunmada hiicresel savunma mekanizmalarinin 6nemi klinik agidan invaziv fungal
enfeksiyonlarin biiyiik kisminmn defektif hiicresel immiiniteli bireylerde ortaya ¢iktiginin
goriilmesiyle kanitlanmistir (72). Candida kolonizasyondan, mukuzal invazyon ya da sistemik
yayllma ge¢mesi konak ve mantara ait faktorlerle alakalidir. Uygulanan antibiyotik tedavi
sonrasinda normal floranin degigsmesi immiinyetmezlik ve anatomik bariyerlerin yikilmasi
infeksiyona temel hazirlar (73). Mantar hiicre duvar1 mantar1 fiziksel agidan korur ve onu
kompleman aracili lizis gibi konak savunmalarina karsi diren¢ gdstermesine neden olur.
Dogumsal bagisiklik savunma mantar hiicre duvarindaki bilesenleri tanimak ve ona uygun

yanit gerceklestirmek icin, B-glukan reseptorii, mannoz reseptorii ve toll-like reseptori(TLR)
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tasir (73). Notrofiller, makrofajlar, monositler antifungaller iizerinde 6nemli hiicrelerdir.
Notrofiller ve monositler, sitokinler ve kompleman bilesenlerinin aktivasyonu araciligiyla
infeksiyonun gerceklestigi bdlgeye toplanirlar (73). Hiicresel aracili immiinite esnasinda
Candida antijenleri T hiicrelerine sunulur sitokin sentezinin gerceklesmesi bu hiicrelerin
proliferasyonu saglanir ve bu sitokinler fagositlerin kandidasidal fonksiyonlari arttirir (74).
Mantarlar bilesenlerini klasik veya alternatif olarak aktive eder ve fungal hiicre yiizeyinde C3
birikmesine sebep olur. Kompleman aktivasyon sayesinde infekte dokularda fagositlerin
birikmesi kolaylasir ve antikandidal aktivitelerinde artis meydana gelir (73).

Fungal infeksiyonlarda antikora bagli immiinitenin rolii tartismalidir. Literatiir
incelendiginde antikor immiinitesinin lehinde veya aleyhinde ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur.
Kandidozlu bireylerde yapilan kontrollere gore C.albicans’a kars1 olusan antikorlarin seviyesi
cogunlukla daha yiiksektir (72). Antikorlar maya hiicrelerini aglutine ederek infeksiyonu
sinirlandirip konak savunmasma katkida bulunurlar. C.albicans’a karsi antikorlar giiclii
opsoninlerdir. C.albicans’a kars1 gelisen antikorlar serumda immunosupresif polisakkarit

antijenleri baglayabilir ve boylece fungal liriinlerin ndtralizasyonunda rol oynamaktadir (72).

2.11. Mantar Etkenlerinde Tedavi

Candida enfeksiyonlarmin tedavisinde amfoterisin B, azol grubu (flukonazol,
vorikonazol, ketokonazol), kaspofungin, flusitozin gibi antifungal ajanlar kullanilmaktadir
(80). Candida enfeksiyonlarinda tedavi seyri, hastanin immiin durumuna, altta yatan
hastaliginin var olup olmadigina, cesitli risk faktorlerine, enfeksiyon etkeni olan Candida
tirline ve antifungal ilaglara duyarlilik ya da diren¢ durumuna bagli olarak farklilik

gostermektedir (81).

2.11.1. Tedavide kullanilan antifungaller

Polyenler: Streptomyces cinsi mantarlardan iiretilen sekonder metabolitlerden elde
edilen antimikotik ilaclardir. Hiicrenin membran mekanizmasini olumsuz yonde etkileyerek
membran fonksiyonunu bozmaktadir. Polyenler mantar hiicresinin membraninda bulunan
sterollere yapismaktadir. Amfoterisin B ve Nistatin bu grubun en Onemli antifungal
ajanlaridir. Amfoterisin B Candida tiirleri, Aspergillus ve firsat¢i kiif mantarlarina etki
etmektedir (5).

Azol grubu: Genis spektrumlu etkiye sahip antimikotik ajanlar olup kismen Gram

pozitif bakteriler iizerine etki etmektedirler. Mantar hiicrelerinin oksidaz reaksiyonlarmi
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bozmaktadirlar. Azoller imidazol ve triazol olmak iizere iki gruptan olusmaktadir. Imidazoller
(ketokonazol, mikonazol) ve triazoller (flukonazol, itrakonazol )dir. Azol grubunda yeni
gelistirilen 3 ilag daha yer almakta olup bunlar; vorikonazol, posakonazol, ravukonazol’diir
(5).

Primidinler: En oOnemli antifungal ajan Flusitozin’dir. Dar spektrumlu etki
mekanizmasina sahiptir. Candida, Cryptococcus ve Aspergilluslar’dan kaynaklanan sistemik
enfeksiyonlarin  tedavisinde kullanilmaktadwr. Mantarlarin  niikleik asit sentezleme
mekanizmasi iizerine etki gostermektedir (5).

Benzofuranlar: Bu gruptaki en 6nemli antimikotik ila¢ Griseofulvin’dir. Mantar
hiicrelerinin mikrotiibiiler protein kismina yapisarak mitozu ve kitin sentez reaksiyonunu
engellemektedir. Oral yolla alindiginda zayif absorbe olmasina karsin derinin stratum
tabakasida yiiksek seviyede birikir. Bu sayede mantarin hif olusturmasmi engellemektedir.
Dermatafitoz tedavisinde kullanilir (5).

Ekinokandinler: Kaspofungin, mikafungin ve anidulafungin Ekinokandin grubu i¢inde
yer almaktadir. Mantar hiicre duvarinin temel bileseni olan -(1,3)-D-glukan sentezini inhibe
ederek hiicre duvari olusumunu engellemektedir. Candida tirlerinin biiyiik boliimiinde
fungusidal etkiye sahiptir. Hiicre duvarinda glukan bulunmayan Cryptococcus neoformans’a

kars1 etkili degildir (82).

2.12. Mayalar icin Antifungal duyarhhk testleri

1. Buyyon Makrodiliisyon Yoéntemi: Bu yontemde Ph indikatorli RPMI 1640
besiyeri kullanilmaktadir. Antifungal ajanlar kendilerine en uygun ¢dzelti iginde eritilip
filtreden gecirilerek steril edilmektedir. Bu calismada kullanilacak maya ¢ozeltisi serum
fizyolojik i¢inde c¢ozdiiriilmelidir. Calisma tiipler kullanilarak calisilmakta olup son
konsantrasyon 0.1 olarak ilaclardan tiiplere eklenir ve iizerine 0.9 ml maya siispansiyonu
konur. Tiipler iyice karistirildiktan sonra 35°C’de 46-50 saat inkiibasyona birakilir. Gorsel
olarak degerlendirilir (5).

2. Buyyon Mikrodiliisyon yontemi: Makrodiliisyon metoduna benzer olup ¢ok kolay
maliyeti uygun 24 saat sonunda sonu¢ veren bir metottur. Antifungal ajanlar ve kullanilacak
maya Ornegi uygun miktarda sulandirilmalari yapilir. 96 kuyucuklu U tabanli plaklar
kullanilir. Kuyucuklara sirasiyla 100 ml ilag¢ soliisyonu iizerine 100 ml maya soliisyonu

dagitilir. Plaklar 35°C de 24-48 saat inkiibasyona birakilir. Test kuyucuklar1 iireme kontrol
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kuyucugu ile karsilastirilarak gorsel degerlendirme yapilir. Bu duruma gore elde edilen
bulaniklik 0-4 e kadar rakamla ifade edilir.

0:Bulaniklik yok

1:Hafif bulanik (Kontrol gore bulaniklik durumu %0-25)

2:Bulaniklikta belirgin azalma (Kontrol gére bulaniklik durumu % 25-50)

3:Bulaniklikta hafif azalma (Kontrol gore bulaniklik durumu % 75-100)

4:bulaniklikta azalma yok (Kontrol gore bulaniklik durumu %100)

Bu kriterlere gore yapilan degerlendirme sonucu MIK degerleri amfoterisin B i¢in
bulanikligin bulunmadigi 0 degeri kabul edilir, Azol grubu i¢in 2 degeri baz alinir(5).

3. Agar diliisyon metodu: Bu metoda gore gore antifungal ilag soliisyonlar1 agar
besiyeri hazirlanma asamasinda 1/10 oraninda eklenir. Ureme kontroliinii yapmak icin ilagsiz
besiyeri dokiiliir. Maya soliisyonu benzer yontemlerde oldugu gibi hazirlandiktan sonra 1-3
uL almip besiyerine ekim yapilir. Ekim iglemi bitince besiyeri 30° C’de 24 saat inkiibasyona
birakilir. Mik degerleri makroskobik olarak koloni iiremesini inhibe eden en diisiik ilag
konsantrasyonu olarak degerlendirilir (5).

4. Disk difiizyon yontemi: Oldukca kolay, maliyeti uygun, hizli bir yontemdir.
Candida ve diger mantar tiirlerinin flukonazol ve vorikonazol i¢in diren¢ belirlemede
kullanilir (82).

5. E-test yontemi: E test striplere emdirilmis antimikrobiyal ilaglarm MIiK
degerlerinin belirlenebildigi bir yontemdir. Pahali bir yontem olmasina ragmen uygulamanin
kolaylig1 sebebiyle sik tercih edilen diffiizyon prensibine dayali yontemdir. Amfoterisin B,
Flukonazol, 5-flusitozin, itrakonazol, vorikonazol, kaspofungin gibi ilaglar emdirilmis stripler
ticari olarak mevcuttur. Standart mikrodiliisyon metodu ile karsilastirdiginda sonuglar
acisindan benzerlik bulunmustur (83,84).

6. Flovsitometri yontemi: DNA’ya baglanabilen boyalar kullanilarak 6lii ve canli
hiicreleri birbirinden koparmaya yarayan uygulamadir. Ortama ilave edilen floresan boyali
hiicrelerde, ilaca dayali membran hasar1 ger¢eklestigi durumda hiicre i¢ine girmektedirler. Bu
duruma gore antifungal ilacin etkinligi ve mik degerleri tespit edilmektedir (5).

7. Diger metodlar:

a.Ergosterol biyosentezinin engellenmesini Olgen test, azol grubu i¢in kullanilir ve
CLSI ile ytiksek oranda uyumludur

b.Hiicre i¢i ATP yogunlugunun hesaplanmasiyla ilacin etkinligini belirleyen testlerde

kullanilmaktadir (85).
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c. Ureme olmasi ya da olmamasma goére XTT, MTT gibi tetrazolyum bromiir,
tetrazolyum hidroksit boyalarmmin kolorimetrik ayrag¢ olarak renk degistirmelerine dayanan

testlerdir.

2.13. Candida Tiirlerinde Antifungal Diren¢

Son yillarda yapilan organ nakli, immiin sistem hastaliklar1, kemoterapi gibi durumlara
bagl olarak fungal infeksiyonlarin arttigi ve bu duruma bagli olarak antifungal ilag
kullaniminin yayginlastig1 bildirilmektedir. Tim bunlarin ardindan antifungal direng
kliniklerde 6nemli bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir (86).

Mantarlardan kaynakli infeksiyonlar morbidite ve mortalite oran1 yiiksek
hastaliklardir. Buna karsin, antifungal ilaclarin profilaktik amacla kullanilmasi ile hem
albicans dis1 Candida tiirlerinin sikliginda artig, 6zellikle azol grubu antifungallere direng

durumu gelismistir (87).

2.13.1. Amfotersin B direnci:

Amfoterisin B ye intrensek direng, baz1 C.lusitanie suslarinda sekonder direng ise
C.albicans, C.tropicalis, C.parapsilosis, tirlerinde bildirilmis olmasina ragmen bu durum
nadir rastlanilmaktadir. Uzun yillar intrensek direngli kabul edilen C.lusitanie suslarinin pek
cogunun primer Amfoterisin B’ye duyarli oldugu daha sonra duyarli durumdan direngli
duruma doniismesine neden olan bir mekanizma bulundugu belirtilmistir (88).

Amfoterisin B ye diren¢ hedef membran lipidlerinin plasmalemmadaki ergosterol
miktariin diismesiyle amfoterisin B nin baglanmasinda azalma sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Mantarlar ergosterol yerine benzer bilesikler olusturmaktadir (86).

2.13.2. Azol grubu direnci

Azol grubu antifungallerin hedef noktast ERGI11 geni tarafindan kodlanan 14-a-
demetilaz enzimidir (89). Ayrica azol direnci cesitli mekanizmalar ile ortaya c¢iktigi
belirtilmistir.

a. Hicre i¢inde ila¢g birikiminde azalma: Hiicre icinde ila¢ birikme durumundaki
azalma ilacin hiicreye aliniminda hasar yada ilacn pompa sistemleriyle atiliminda artis
sonucu ortaya ¢cikmaktadir (89).

b. Ergllp’nin hiicresel iceriginde artis: ERG 11 geninin fazla ekspresyonuyla

baglantili olan bu durum 14-a-demetilaz enziminin sentezi asir1 miktarda gerceklesmektedir.
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Bu nedenle ilag etkin olsa bile ergosterol sentezi devam etmekte ilacin etkinligi
kaybolmaktadir (86).

c. Ergllp’nin azollere afinitesinde azalma: Ergllp’nin afinitesini azaltan nokta
mutasyonlart saptanmigs ve C.albicans izolatlarinda flukonazol direnci ortaya c¢iktigi
bildirilmistir (86).

d. Ergosterol biyosentezinde degisiklik: Azol grubuna direngli mayalari sterol
yapilarinin incelenmesi sonucu, ERG3 ile kodlanan ve ergosterol sentezinde 14-a-
demetilazdan daha erken bir basamakta etki gdsteren A>° desaturaz enziminin inaktivasyonu
sebebiyle sentez yolunun degistigi gozlenmistir. Bu enzimde meydana gelen mutasyonlar
membran stroliinde degisiklige neden olmaktadir. Bu durumun sonunda 14-a-metil fekosterol

direnci meydana gelmistir (88).

2.13.3. Ekinokandinlere direnc

Ekinokandinlerin diger candida tiirlerine gére C. parapsilosis suslarma daha az etkin
oldugu belirlenmistir. Direng durumlari laboratuvar kdkenli mutantlarda incelenmistir. Glukan
sentazin FSK1 tarafindan kodlanmasi sebebiyle S.cerevisia, C.albicans ve A.fumigatus
tiirlerinin genlerinde olusan bozukluklar ya da mutasyonlar sonucu diren¢ durumu ortaya

cikmistir (86).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Maya suslan

Bu c¢alismaya Kahramanmaras Siitgii imam Universitesi Saglik Uygulama ve
Arastirma Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Labaratuvarina gonderilen ve ¢esitli klinik
orneklerden izole edilen ve tanimlanan 60 adet Candida albicans izolat1 dahil edilmistir.
Secilen suslara ait stok kiiltiirler Sabauraud Dekstroz agarda (SDA) (GBL, Tiirkiye) 37°C ‘de
iretilmigtir. Suslarin saf olduklarmi kesinlestirmek igin kiiltiir oncesi tek koloni pasajlari
yapilmistir. Uretilen suslarm tiir tanimlarmm dogrulanmasi i¢in mikroskop altinda x40
biiylitmede tipik morfolojilerinin gozlendigi not edilmistir. Calismaya dahil edilen tim

Candida izolatlar1 saf kiiltlir olarak test edilmis ve tiir tanimlamas1 dogrulanmaistir.

3.1.1. Primer izolasyon

Klinik 6rneklerden uygun besiyerlerine ekimler yapildi. 24-48 saatlik inkiibasyonun
ardindan Candida oldugu diisiiniilen kolonilere Gram boyama yapilarak morfolojik olarak

tanimlandi.

Resim 3.1. SDA’da iireyen C.albicans susunun goriniimii.
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Resim 3.2. C.albicans susunun gram boyama yapildiktan sonra mikroskobik
gOrunimul.

3.1.2. identifikasyon

3.1.2.1. Germ tip (¢cimlenme borusu) testi

Calismaya almacak olan maya kolonisinden 6ze ile bir miktar alinarak 0,5 ml insan
serumu igerisinde siispanse edildi. 37°C’de maksimum 3-4 saat inkiibe edildikten sonra
siispansiyondan bir damla alinarak lam lamel aras1 preperat yapilarak mikroskopta incelendi.
Maya hiicresinden ¢ikan, maya hiicresinin yaris1 genislikte, 3-4 kat1 uzunlukta olan, baslangic
kismimda bogumlanma bulunmayan ve uzunlugu boyunca belirgin kabariklik géstermeyen
filament seklindeki uzantilar germ tiip olarak degerlendirdi. Germ tiip olusturan maya suslar1

C.albicans olarak tanimlandi (75).

3.1.2.2. Kromojenik besiyeri

Kromojenik identifikasyon i¢in kullanilan besiyeri Chromagar Candida’dr. Yapilan
Candida ekimleri 37°C’de 48 saatlik inkiibasyon ardindan kolonilerde renk degisimi gdzlendi.

C.albicans yesil, C.tropicalis mavi, C.glabrata ve C.kefyr pembe-mor olarak goriilmiistiir.

3.1.2.3. Phoenix Mikroorganizma Tanimlama Sistemi

Kiiltiirden izole edilen Candida izolatlarinin tanimlanmasi amaci ile Phoenix (Becton
Dickinson, Almanya) tam otomatize maya identifikasyon sistemi kullanildi. Tek kullanimlik

steril ekiivyonlu ¢ubukla alinan koloniler Phoenix ID besiyeri (4,5 ml) i¢inde siispanse edildi.
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Mayalarin identifikasyonunda hazirlanan koloni siispansiyonu 2 McFarland bulanikligina

uygun olacak sekilde ayarlandi. Daha sonra Phoenix yeast panel ID kismina dokiiliip

yerlestirilerek inkiibasyona birakildi.

Tablo 3.1. Phoenix otomatize maya identifikasyon sisteminde kullanilan biyokimyasal

reaktifler.
A _Asparagine-7-Amido-4-Methylcoumain C-Fruktoz
A Benyl-1 Cysteine7-A-4-M C-Siikroz
A_Glycine-Arginine-7-A-4-M D-Fruktoz
A_Glycine-Proli-7-A-4-M D-Galaktoz
A _Glycine-7-Amido-4-Methylcoumain D-Dextroz
A H-B-Alanine-7-Amido-4-Methylcoumain T-Esculin
A_1-Alanine-7-Amido-4-Methylcoumain S-Urea

A_l-Arginine-7-Amido-4-Methylcoumain

I-Alanine-Trifluoromrthylcoumann

A_1-Sitruline-7-Amido-4-Methylcoumain

S-Glicine-Thiamine-Nsa

A_1-Glutamine-7-Amido-4-Methylcoumain

Flurescent Interference Control

Well

A_I-Histidine

N-1-Gamma-Gutamyl-P-Nh

A_1-Proline-7-Amido-4-Methylcoumain

N-1-Proline-P-Nitroanilide-Nh

A_1-Tryptophane-7-A-4-M

P-P-Nitrophenyl-B-D-Glucosine

A _1-H-7-Amido-4-Methylcoumain

P-P-Nitrophenyl-B-A-D-Glucosine

A_1-Valine-7-Amido-4-Methylcoumain

O-Nitrophenyl-B-D-Glucosine

A_I-Lysine-Alanin-7-A-4-M Maltotrioz
A_I-Lysine-Proline-7-A-4-M D-Trehaloz
A_Ornithine-7-Amido-4-Methylcoumain D-Tagatoz
A_Threonine-7-Amido-4-Methylcoumain C-Mannitol
C- Dekstroz Polimiksin

D-Glukonik Asit

3-Metil Glutarik Asit

3.2. Biyofilm Olusturma Ozelliginin Belirlenmesi

Calismaya dahil edilen tiim Candida suslarinin biyofilm olusturma 6zellikleri

farkli yontemle test edilmistir.




3.2.1. Kongo kirmizisi agar ile bivofilm olusumunun test edilmesi

Kongo kirmizisi agar daha onceki caligmalarda onerilen sekilde hazirlanmistir (76).
Bunun i¢in 37 g/L beyin kalp infiizyon buyyonu,10 g/L agar, 80 g/L glukoz ve distile su
homojenize edilmistir. Kongo kirmizismin sudaki ¢ozeltisi 0,8 g/l olacak sekilde
hazirlanmistir. Tki ¢ozelti, otoklavda 1 atm basing altinda 121°C de 15 dakikada ayr1 ayri steril
edilmistir. Her iki karisim otoklavdan ¢ikarildiktan sonra sicakliklar1 55°C’ye diisiinceye
kadar su banyosunda bekletilmis ve sonra karistirilarak 9 cm ¢apindaki steril petrilere 20
mL/petri olacak sekilde dagitilmistir. Petrilerdeki besiyeri katilastiktan sonra oda sicakligina
gelmesi beklenmis ve temiz plastik posetler icinde buzdolabma kaldirilmistir. Test edilecek
Candida susunun SDA’da iiretilmis taze kiiltliriinden bir 6ze dolusu alinarak Kongo kirmizisi
agar yiizeyine ekilmis ve petriler 35°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Sonrasinda lireyen maya
kolonilerinin renkleri incelenerek, sonuglar gorsel olarak degerlendirilmistir. Bu
degerlendirmeye gore koloniler siyah ve bordo ise mikroorganizma biyofilm pozitif, kirmizi,
pembe ve beyaz ise biyofilm negatif olarak kabul edilmistir. Biyofilm pozitif kabul edilen
mayalarm koloni rengi siyah ise “gili¢li”, bordo-siyah ise “orta ”, bordo ise “zayif” biyofilm
olarak degerlendirilmistir. Tiim suslar icin 24 saat sonunda 6n degerlendirme ve 48 saat

sonunda asil sonu¢ degerlendirilmesi yapilmistir.

Resim 3.3. Kongo kirmizis1 agarda 48 saatlik inkiibasyonun ardindan goriiniim. Suslar
biyofilm pozitif olarak degerlendirilmistir.
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Resim 3.4. Kongo kirmizis1 agarda 48 saatlik inkiibasyon sonucu koloni goriiniimii
286, 287, 289 nolu suslar biyofilm negatif 288 nolu sus biyofilm pozitif.

3.2.2. Mikroplakta XTT indirgenmesi ile bivofilm varhiginin test edilmesi

Biyofilm olusturma o6zelligi mikroplak yOntemiyle de test edilmistir. Mikroplakta
biyofilm varligi, Pierce ve ark.’nmn (77) daha oOnce kullandiklar1 yontemin modifiye
edilmesiyle arastirilmistir. Bu yontemde 96 cukurlu mikroplaklar kullanilmistir. Test edilecek
suslar YPD besiyerinde asagida belirtilen sekilde hazirlanmis, steril RPMI 1640 besiyeri
konmus mikroplak kuyucuklarma eklenmis ve uygun kosullar altinda inkiibe edilmistir.
Ureme agamasinmn ardindan ¢ukurlarda yikama yapilarak biyofilm olusturmayan ve gukur
ylizeyine tutunamayan maya hiicrelerinin uzaklastirilmasi saglanmistir. Yikama isleminin
ardindan yapilan gorsel degerlendirmede, cukurlarin taban kisminda tabaka olusumu
gozlenmesi biyofilm varligini, tabaka olusumu gézlenmemesi biyofilm bulunmadigini isaret
etmektedir. Sonuglar ayrica hiicre canliligini tayin etmede kullanilan bir kimyasal olan XTT

ile spektrofotometrik olarak da degerlendirilmistir.
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Resim 3.5. Mikroplakta XTT indirgenmesi ile biyofilm varligmin test edilmesi
yonteminde XTT eklenip 2 saat inkiibe edildikten sonra kuyucuklarm goriiniisii

Bu yontem i¢in kullanilan besiyerleri, kimyasal maddelerin igerikleri, hazirlanma
asamalar1 ve yontemin uygulanisi su sekildedir:

1) YPD (“yeast peptone dextrose”) Besiyeri

YPD s1v1 besiyeri hazirlamak i¢cin 10 g maya oziitli, 20 g pepton ve 20 g dektroz bir
litre distile suda ¢oziilmiis ve homojenize edilmistir. Sterilizasyon igin ¢ozelti 121°C’de 15
dakika otoklavlanmis, oda sicakligina ulastiktan sonra buzdolabina kaldirilarak +4+2°C’de
saklanmustir.

2) RPMI 1640 Sivi1 Besiyeri

RPMI 1640 s1v1 besiyeri hazirlamak i¢in 10,4 g RPMI 1640 ve 69 g 3-(N-morfolino)
propan siilfonik asit (MOPS) 900 mL distile su i¢erisinde homojenize edilmis ve ardindan 1M
NaOH (sodyum hidroksit) ile pH 7,0’ye ayarlanmistir. Son hacim 1 L olacak sekilde distile su
eklendikten sonra 0.22 um por ¢api olan filtreden gegirilerek steril edilmistir. Kullanima
kadar buzdolabinda +4 £2°C’de bekletilmistir.

3) XTT / Menadion Cozeltisi

a) XTT Cozeltisinin Hazirlanmasi

XTT ¢ozeltisi, 100 ml PBS (“Phosphate buffered saline”) pH 7,0 igerisinde 50 mg
XTT’nin ¢dziilmesiyle hazirlanmigtir. XTT nin PBS igerisinde tamamen ¢oziindiigiinden
emin olundugunda, 0.22 pum por ¢aplh filtreden gecirilerek sterilite saglanmistir. Cozelti 10
ml’lik kisimlara ayrilmus, tiipler 1siktan korunacak sekilde aliiminyum folyo ile kaplanarak -

70°C’de saklanmustir.
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b) Menadion Cozeltisinin Hazirlanmasi

Menadion ¢ozeltisi, 10 ml %100°lik aseton i¢inde 17,22 mg menadionun
coziinmesiyle 10 mM olacak sekilde hazirlanmistir. Steril ependorflara 10 pl’lik kisimlar
halinde dagitilmis ve -70°C’de saklanmistir.

¢) XTT/ Menadion ¢6zeltisinin hazirlanmasi

XTT ve menadion ¢ozeltilerinin -70°C’lik derin dondurucudan ¢ikarilip oda
sicakliginda erimesinin ardindan ¢alisma ¢ozeltisini elde etmek icin 10 ml XTT ¢ozeltisine 1
ul menadion eklenerek karisim hazirlanmistir.

Test Suslarinin Hazirlanmasi

Test edilecek susun SDA’da iiretilmis 24 saatlik taze kiiltiiriinden bir 6ze dolusu 10 ml
YPD siv1 besiyerine konmus ve ¢alkalayicida 37°C’de bir gece inkiibe edilmistir. Ertesi giin,
icinde iireme olan sivi besiyeri icindeki maya hiicreleri PBS ile ii¢ kez yikanarak
ayristirilmistir. Bunun i¢in besiyeri 3000 rpm’de 5-10 dakika santrifiij edilmis, {ist kisimdaki
sivt dokiilmiistiir. Tiipte kalan c¢okeltiye 5 ml steril PBS eklenerek vortekslenmis ardindan
3000 rpm’de tekrar santrifiijlenmis ve isteki sivi dokiilerek bu kez 2 ml steril PBS
eklenmistir. Yeniden vorteksleme ve santrifiij yapilmis ve kalan ¢okeltiye 37°C sicaklikta 1
ml serum fizyolojik (SF) eklenerek karistirilmistir. Elde edilen siispansiyondan SF i¢inde
1x10° CFU/ml, spektrofotometrede absorbans 0,09 - 0,13 ve optik dansite (OD) %78 - 80
olacak sekilde siispansiyon hazirlanmistir. Sonraki islem 15 dakika i¢inde gergeklesmeyecek
ise, hazirlanan siispansiyon buzdolabinda bekletilmistir.

Test Icin Mikroplaklarin Hazirlanmas:

Mikroplak tizerindeki her kuyucuk bir test i¢in kullanilmistir. Her sus {licer kez test
edilmistir. Mikroplaklar kontamine edilmeyecek sekilde paketlerinden ¢ikarildiktan sonra, test
icin kullanilacak her kuyucuga 50 pul RPMI 1640 konulmus ve pozitif kontrol susu da dahil
olmak iizere sus siispansiyonlarindan 50°ser pl eklenmistir. Negatif kontrol kuyucuklarina ise
sadece 50 pul RPMI 1640 konulmustur. Hazirlanan test plaklar1 kapaklar1 kapatilip parafilmle
sarildiktan sonra 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon isleminin ardindan, ¢ok
kanalli pipet kullanilarak 200 pL steril PBS ile ii¢ kez yikama yapilmistir. Plaklar kurutma
kagid1 tiizerine ters g¢evrilerek tim PBS’nin akitilmasi saglanmistir. Bu asamada
kuyucuklardaki biyofilm c¢iplak gbéz ile veya “inverted” mikroskopla goriilebilir hale
gelmektedir. Mikroplaktaki fazla sivi atildiktan sonra her kuyucuga 100ul XTT/ menadion
soliisyonu eklenmistir. Plaklar aliminyum folyo ile sarilarak 2 saat boyunca 37°C’de inkiibe
edilmistir. Her kuyucuktan 80 pl alinarak temiz diiz tabanli mikroplaga aktarilmistir. Plaklar

492 nm dalgaboyunda 6l¢iim yapan spektrofotometrede okutularak absorbans ol¢iilmiis ve
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optik dansite (OD) belirlenmistir. Kalite kontrol i¢in her ¢alismada biyofilm yapan standart
sus olan C.albicans MY A 274 kullanilmstir.
Test Sonu¢larinin Degerlendirilmesi
Sonuglarm degerlendirilmesinde Christensen ve arkadaslarinin (78) ¢aligmasi temel
almmistir. Bunun i¢in her kuyucuktan elde edilen OD degerinden negatif kontrol
kuyucugunun OD degeri ¢ikarilarak test degeri hesaplanmistir. Her sus i¢in {i¢ test degerinin
ortalamasi sonu¢ degeri olarak alinmistir. Sonu¢ degeri, negatif kontrol kuyucuklarindan elde
edilen smnir deger ile karsilagtirilmistir. Smir deger, negatif kontrol kuyucuklarmmn OD
degerlerinin ortalamasina ii¢ standart sapma eklenerek hesaplanmistir.
Susa ait sonug degeri < smir deger ise sus negatif,
Smir deger < susa ait sonug degeri < 2 x smir deger ise sus zayif pozitif,
2 x sinir deger < susa ait sonug degeri < 4 x smir deger ise sus orta derecede pozitif,

Susa ait sonug degeri > 4 x smir deger ise sus gii¢lii pozitif olarak degerlendirilmistir.

3.3. Mayalarin Antifungal Duyarhliklarinin Belirlenmesi

Bu calismaya Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi Saglik Uygulama ve
Arastirma Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Labaratuvarina gonderilen ve cesitli klinik
orneklerden izole edilen ve tanimlanan 60 adet candida albicans izolat1 dahil edilmistir. Klinik
suslarin yaninda c¢aligmaya standart sus olarak C.albicans ATCC 90028 kullanilmistir.
Suslarin  antifungal duyarlililk durumlar1  sivi  mikrodiliisyon yOnteminde referans
yontemlerden biri olan The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) definitive document E.DEF 7.3.1 kilavuzu Onerilerine gore gerceklestirilmistir.
Y ontemin uygulanis1 asagidaki sekilde belirtilmistir (79).

3.3.1. Besiverinin hazirlanmasi

Besiyeri olarak glutaminli, bikarbonatsiz %2 glikozlu RPMI 1640 kullanilmasi tavsiye

edilmektedir. Besiyerinin hazirlanis stratejisi asagidaki gibidir.
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Besiyeri hazirlamak i¢in gerekli bilesenler (79).

Double strength
Component
concentration
Distilled water 900 mL*
RPMI 1640 (Table 1) 208¢g
MOPS 69.06 g
Glucose 36 g

Belirtilen bilesenler 900 ml distile su i¢inde ¢ozdiiriilmiis ve pH 7.0 ‘a ayarlamak igin

IM Sodyum Hidroksit eklenmistir. Son hacim 1000 ml olacak sekilde distile su ilave

edilmistir. Strerilizasyonu saglamak amaciyla hazirlanan ¢ozelti 0.22 um por capl filtre

kullanilarak siiziilmiistiir.

Resim 3.6. RPMI 1640 besiyerinin hazirlanmasi

3.3.1. Stok soliisyonlarinin hazirlanmasi

Antifungal ilag ¢ozeltileri, antifungal ilacin tozunun potensi dikkate alinarak

hazirlanmistir. Standart bir ¢Ozelti hazirlamak i¢in gereken toz veya seyreltici miktari

asagidaki gibi hesaplanabilir:
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Antifungal ilag tartim formiilii (79).

Weight (g) = Volume (L) = Concentration (mg/L)

Potency (mg/g)

Weight (g) x Potency (mg/g)

Volume (L) = - -
Concentration (mg/L)

Antifungal tozlar analitik terazi {lizerinde tartilmistir. Antifungal ila¢ stok c¢ozelti
konsantrasyonu 200 kat yiiksek konsantrasyonda hazirlanmistir. Antifungal ilaclari

eritebilmek i¢in gerekli olan solvent miktarlar1 asagida belirtilmistir (79).

Antifungal agent Solvent Characteristics Test range (mg/L)
Amphotericin B DMSO Hydrophobic 0.008 - 4
Anidulafungin DMSO Hydrophobic 0.008 - 4
Caspofungin DMSO Hydrophobic 0.008 - 4
Fluconazole DMSO/Water® Hydrophobic/hydrophilic 0.125 - 64
Flucytosine Water Hydrophilic 0.125 - 64
Isavuconazole DMSO Hydrophobic 0.008 - 4
Itraconazole DMSO Hydrophobic 0.008 - 4
Micafungin DMSO Hydrophobic 0.008 - 4
Posaconazole DMSO Hydrophobic 0.008 - 4
Voriconazole DMSO Hydrophobic 0.008 - 4

DMSO, dimetil siilfoksit (79).

Stok soliisyonu i¢in sterilizasyon normalde gerekli degildir ama istenirse filtre
yardimiyla sterilizasyon yapilabilir. Stok soliisyonu kiiciik hacimlere bdoliinerek steril

polipropilen yada polietilen tiiplerde -70 °C de saklanmustir.

3.3.2. Calisma soliisyonunun hazirlanmasi

Calisma soliisyonlarmin hazirlanmasi i¢in gerekli adimlar asagida belirtilmistir:
a.stok tiipleri dondurucudan ¢ikartilmstir.
b.Dokuz farkli tiipe her antifungal i¢in ayr1 ayri belirtilen solvent miktarlarmdan uygun

hacimlerde dagitilmistir.
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c.iki kat gilicte hazirlanmis besiyeri olan RPMI % 2 G ‘den 9.9 mL alinarak on farkli tiipe
dagitilmistir.

d.Antifungal ilaglardan 100 ml alinip 9.9 mL RPMI konulan tiiplerin igine aktarilmistir.
(1:100 diliisyon )

Resim 3.7. Calisma soliisyonu hazirlanmasi.

3.3.3. Mikrodiliisyon plaklarinin hazirlanmasi

Steril plastik, diiz tabanli, tek kullanimlik 96 kuyucuklu 300 pL kapasiteye sahip
plaklar kullanilmigtir. Mikroplagin  1-10 kuyucuklarma 2x final konsantrasyonda
hazirladigimiz antifungal ilag iceren besiyerinden 100 pL dagitilmistir. 11.ve 12. kuyucuklara
ise sadece RPMI % 2 G iceren besiyerinden dagitilmistir.
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Tablo 3.2. Antifungal diliisyon serileri ve final konsantrasyon hazirlanmasi (79).

Concentration (mg/L)
Volume of Intermediate
Concentration Volume of after 1:100 dilution
Step Source antifungal N concentration
(mg/L) solvent”™ (uL) with double strength
(kL) (mg/L) R
RPMI 256G
1 12 800° Stock 200 o 12,800 128
2 12 800 Stock 100 100 6,400 64
3 12 800 Stock 50 150 3,200 32
4 12 800 Stock 50 350 1,600 16
5 1600 Step 4 100 100 200 8
1] 1600 Step 4 50 150 400 4
7 1600 Step 4 50 350 200 2
8 200 Step 7 100 100 100 1
9 200 Step 7 50 150 50 0.5
10 200 Step 7 25 175 25 0.25

3.3.4. Mikrodiliisyon plaklarimin saklanmasi

Plaklar aliminyum folyo ile kapatilarak — 20 °C de 1 ay saklanmustir. Eger istenirse -
70°C de alt1 ay kadar saklanabilir.

3.3.5. Mava inokulumiiniin hazirlanmasi

Maya inokulumii 18-24 saatlik taze kiiltiirden alinan kolonilerin distile su i¢cinde iyice
cozdiiriilerek elde edilmis ve son inokulim miktart 0.5x 10° ile 2.5x10° olacak sekilde

ayarlanmis ve mokiilim yapilacak plaklara uygun miktarlarda dagitilmistir.

3.3.6. Mikrodiliisvon Plaklarinin inokiilasyonu

Koloni siispansiyonu iyice vortekslendikten sonra son inokuliim miktar: 0.5x 10° ile
2.5x10° olacak sekilde hazirlanan siispansiyondan plagin 11.kuyucuguda(iireme kontrolii)
dahil olmak iizere ekleme yapilmistir.12.kuyucuga ise distile su eklenmistir (sterilite kontrol

amaciyla).

3.3.7. Mikrodiliisyon Plaklarinin inkiibasyonu

Aliiminyum folyo ile kaplanan mikrodiliisyon plaklar1 35 ya da 37°C’ de 24 saat

inkiibe edilmistir.
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3.3.8. Sonuc¢c Okuma

Unkiibasyonun ardindan plaklar mikrodiliisyon plak okuyucusu cihazinda
okutulmalidir. Sonu¢ okuturken Onerilen dalgaboyu 530 nm ancak 450 ve 405 nm
dalgaboyunda 6l¢iim yapan cihazlarda kullanilabilir. Calismamizda 450 nm dalga boyunda
Olciim yapan cihaz kullanilmistir.

Amphotericin B

24 saatlik inkiibasyonun ardindan yapilan okuma sonucuna gére Amphotericin B i¢in
ilagsiz kontrol kuyucuguna gére kiyaslandiginda iiremenin %90 inhibe oldugu kuyucuk MiK
degeri olarak kabul edilmistir.

Flusitozin ve azol grubu antifungaller

24 saatlik inkiibasyonun ardindan yapilan okuma sonucuna gore flusitosin (5-
flucytosine ) ve azol grubu antifungaller i¢in ilagsiz kontrol kuyucuguna gore kiyaslandiginda

iiremenin % 50 azald1g1 kuyucuk MIK degeri olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu calismaya Kahramanmaras Siit¢ii Iimam Universitesi Saglik Uygulama ve

Arastirma Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Labaratuvarina gonderilen ve cesitli klinik

orneklerden izole edilen ve tanimlanan 60 adet Candida albicans izolat1 ve 1 adet standart sus

(C.albicans MY A 274) olmak iizere toplam 61 sus ¢alismaya dahil edilmistir.

4.1. Kongo Kirmizis1 Agar ile Biyofilm Olusumunun Test Edilmesi Sonucu

Kongo kirmizisi1 agar yontemiyle yapilan ¢alisma sonucuna gore toplam 61 susun 32

(%53) si biyofilm negatif olarak degerlendirilirken 29 (%47) sus biyofilm pozitif olarak

tespit edilmistir. Bu test sonucuna gore hastalardan izole edilen suslardaki biyofilm 6zelligi

Tablo 4.1 ‘de belirtilmistir.

Tablo 4.1. Kongo Kirmizis1 Agarda lireyen koloni rengine gore suslarin biyofilm yapabilme

ozelligi
Sus Renk Biyofilm Sonucu | Sus Renk Biyofim Sonucu |  Sus Renk Biyofim Sonucu
1 BORDO  |ZAYIF BIYOFILM | 21 BORDO  [ZAYIF BIYOFILM| 41 KIRMIZI NEGATIF
2 BORDO  |ZAYIF BIYOFILM | 22 |BORDO-SIYAH| ORTA BIYOFIM| 42 KIRMIZI NEGATIF
3 BORDO  |ZAYIF BIYOFILM | 23 |BORDO-SIYAH| ORTA BIYOFIM| 43 KIRMIZI NEGATIF
4 |BORDO-SIYAH| ORTA BIYOFIM | 24 | KIRMIZI NEGATIF 44 KIRMIZI NEGATIF
5 BORDO  |ZAYIF BIYOFILM | 25 |BORDO-SIYAH| ORTA BIYOFIM| 45 KIRMIZI NEGATIF
6 |BORDO-SIYAH| ORTA BIYOFIM | 26 [BORDO-SIYAH|ORTA BIYOFIM| 46  |BORDO-SIYAH|ORTA BIYOFIM
7 SIYAH GUCLU 27 |BORDO-SIYAH| ORTA BIYOFIM| 47 KIRMIZI NEGATIF
8 SIYAH GUCLU 28 KIRMIZI NEGATIF 48 |BORDO-SIYAH|ORTA BIYOFIM
9 |BORDO-SIYAH| ORTA BIYOFIM | 29 | KIRMIZI NEGATIF 49 KIRMIZI NEGATIF
10 |BORDO-SIYAH| ORTA BIYOFIM | 30 | KIRMIZI NEGATIF 50 KIRMIZI NEGATIF
1 BORDO  |ZAYIF BIYOFILM | 31 KIRMIZI NEGATIF 51 KIRMIZI NEGATIF
12 KIRMIZI NEGATIF 32 | KIRMIZI NEGATIF 52 KIRMIZI NEGATIF
13 KIRMIZI NEGATIF 33 KIRMIZI NEGATIF 53 KIRMIZI NEGATIF
14 SIYAH GUCLU 34 KIRMIZI NEGATIF 54 KIRMIZI NEGATIF
15 |BORDO-SIYAH| ORTA BIYOFIM | 35 KIRMIZI NEGATIF 55 KIRMIZI NEGATIF
16 BORDO  |ZAYIFBIYOFILM | 36 | KIRMIZI NEGATIF 56 KIRMIZI NEGATIF
17 KIRMIZI NEGATIF 37 | KIRMIZI NEGATIF 57 KIRMIZI NEGATIF
18 |BORDO-SIYAH| ORTA BIYOFIM | 38 | KIRMIZI NEGATIF 58 BORDO  FAYIF BIYOFILM
19 |BORDO-SIYAH| ORTA BIYOFIM | 39 | KIRMIZI NEGATIF 59 |BORDO-SIYAH|ORTA BIYOFIM|
20 SIYAH GUCLU 40 BORDO  [ZAYIF BIYOFILM| 60 BORDO  [AYIF BIYOFILM
6l | KRMIZI | NEGATIF |
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4.2. Mikroplakta XTT Indirgenmesi Yontemiyle Biyofilm Varhgimin Test

Edilmesi Sonucu

Mikroplakta XTT indirgenmesi yontemiyle yapilan ¢alisma sonucu 61 susun 32 (%53)
biyofilm negatif olarak bulunurken 29 (%47) susun biyofilm pozitif olarak tespit edilmistir.

Mikroplakta indirgenme sonucu biyofilm 6zelligi tablo 4.2°de belirtilmistir.

Tablo 4.2. Mikroplakta XTT Indirgenmesi Sonucu Biyofilm Ozelliginin Belirlenmesi

Sus Sonug Sus Sonug Sus Sonug
1 |ZAYIF BIYOFILM| 21 |ZAYIF BIYOFILM | 41 NEGATIF
2 | ZAYIF BIYOFILM | 22 |ORTA BIYOFILM | 42 NEGATIF
3 | ZAYIF BIYOFILM| 23 |ORTA BIYOFILM | 43 NEGATIF
4 |ORTA BIYOFILM | 24 NEGATIF 44 NEGATIF
5 |ZAYIF BIYOFILM| 25 |ORTA BIYOFILM | 45 NEGATIF
6 |ORTA BIYOFILM | 26 |ORTA BIYOFILM | 46 |ORTA BIYOFILM
7 |GUCLU BIYOFILM| 27 |ORTA BiYOFILM | 47 NEGATIF
8 |GUCLU BIYOFILM| 28 NEGATIF 48 |ORTA BiYOFILM
9 |ORTA BIYOFILM | 29 NEGATIF 49 NEGATIF
10 |ORTA BIYOFILM | 30 NEGATIF 50 NEGATIF
11 |ZAYIF BIYOFILM | 31 NEGATIF 51 NEGATIF
12 NEGATIF 32 NEGATIF 52 NEGATIF
13 NEGATIF 33 NEGATIF 53 NEGATIF
14 |GUCLU BiYOFILM| 34 NEGATIF 54 NEGATIF
15 |ORTA BIYOFILM | 35 NEGATIF 55 NEGATIF
16 |ZAYIF BIYOFILM| 36 NEGATIF 56 NEGATIF
17 NEGATIF 37 NEGATIF 57 NEGATIF
18 |ORTA BIYOFILM | 38 NEGATIF 58 |ZAYIF BIYOFILM
19 | ZAYIF BIYOFILM| 39 NEGATIF 59 |ORTA BIYOFILM
20 |GUCLU BIYOFILM| 40 |ZAYIF BIYOFILM | 60 |ZAYIF BIYOFILM
61 NEGATIF

4.3. Mikroplakta XTT Indirgenmesi ile Kongo Kirmizis1 Agar yontemi Biyofilm

Sonucunun Karsilastirilmasi

Mikroplakta XTT Indirgenmesi testi ile Kongo kirmizsi agar testi karsilastirilginda
sonuclar benzerlik gostermektedir. 61 susun 32 (%53) si negatif 29 (%47) sus biyofilm pozitif
olarak saptanmistir. Mikroplakta XTT indirgenme deneyi spektrofotometrik degerlendirme
yaptig1 i¢in tiim tiirler arasinda biyofilm varligin1 daha iyi bir sekilde gostermektedir. Elde
edilen sonuglar Kappa Coefficient testi ile degerlendirilmis biyofilm olusturma o6zelligi

bakamindan iki test arasindaki uyum istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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Tablo 4.3. Mikroplakta XTT Ile Kongo Kirmizis1 Yontemi sonuglarmin karsilastirmasi

Mikroplakta XTT Ydontemi
Zayif Orta Giigli
Negatif | Biyofilm | Biyofilm Biyofilm Total
Kappa p
nf % | N | % | N | % n % n Coefficient
Kongo
32{100,0/0 0,0 |0 0,0 |0 0,0 32
Kirmizi |Negatif
s1 Agar Zayif
) 0,0 |10 100,0(0 0,0 |0 0,0 10
Biyofilm
Orta 0,974 p<0,001*
0,0 |1 6,7 (14 (93,3 |0 0,0 15
Biyofilm
Giclii
0,0 1|0 0,0 |0 0,0 |4 100,0 |4
Biyofilm
Total 32 11 14 4 61

Kappa Coefficient; a: 0,05;* iki test arasindaki uyum istatistiksel olarak anlamli.

4.4. Antifungal Duyarhhk Testi Sonuclan

4.4.1. Amforterisin B ile vapilan calisma sonucu

Amfoterisin B ile yapilan ¢calismaya klinik 6rneklerden izole edilen 60 adet C.albicans

izolat1 ile yapilmistir. Calisma sonucu elde edilen MiK degerleri Tablo 4.4 belirtilmistir.
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Tablo 4. 4. Amfoterisin B ile yapilan ¢alisma sonucu MIK dagilimlar:.

Sus No Tiir Mik degeri |Sus No Tiir Mik degeri|Sus No Tiir Mik degeri
1 C.albicans >4 21 C.albicans 4 41 C.albicans 2
2 C.albicans 4 22 C.albicans 4 42 C.albicans 4
3 C.albicans 4 23 C.albicans 4 43 C.albicans 2
4 C.albicans 2 24 C.albicans 4 44 C.albicans 2
5 C.albicans 4 25 C.albicans 4 45 C.albicans >4
6 C.albicans 2 26 C.albicans 4 46 C.albicans 2
7 C.albicans 4 27 C.albicans >4 47 C.albicans 2
8 C.albicans 4 28 C.albicans 2 48 C.albicans 2
9 C.albicans 4 29 C.albicans >4 49 C.albicans 2
10 | C.albicans 4 30 C.albicans >4 50 C.albicans 2
11 C.albicans 2 31 C.albicans 2 51 C.albicans 2
12 | C.albicans 4 32 C.albicans 4 52 C.albicans 4
13 | C.albicans 4 33 C.albicans 2 53 C.albicans 2
14 | C.albicans 2 34 C.albicans 2 54 C.albicans 2
15 | C.albicans 2 35 C.albicans 1 55 C.albicans 2
16 | C.albicans 2 36 C.albicans >4 56 C.albicans 1
17 | C.albicans 2 37 C.albicans 2 57 C.albicans 2
18 | C.albicans 2 38 C.albicans 2 58 C.albicans 2
19 | C.albicans 2 39 C.albicans 2 59 C.albicans 1

20 | C.albicans 2 40 C.albicans 2 60 C.albicans 1

*Standart MiK sonuglar iireme yeterli oldugu i¢in 24 saat sonunda okunmustur.

*EUCAST 9.0 klinik deger tablosuna gére belirtilen MIK degeri Amfoterisin B igin 1 < oldugunda S:
duyarli 1> oldugu durumda R : direngli olarak degerlendirildigi belirtilmistir.

Tablo 4.5. Biyofilm pozitif ve biyofilm negatif hastalarm MIiK degerlerinin

karsilagtirilmasi.
Amfoterisin B
Biyofilm
20 pozitif
negatif
15
[
10
57 NN
NN
\ \

1 2 4 >4
Minimum Inhibitor Konsantrasyon
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Tablo 4.6 Amfoterisin B

Biyofilm
Pozitif negatif Total
Minimum Inhibitor Konsantrasyon n % n % n % P
1 1 3,6 3 9,4 4 6,7 0,044*
13 46,4 19 59,4 32 53,3
4 13 46,4 5 15,6 18 30,0
>4 1 3,6 5 15,6 6 10,0
Total 28| 100,0 32| 100,0 60| 100,0

*Chi-square test; Exact test; a: 0,05;
*Konsatrasyon diizeylerinin biyofilm gruplarina gore frekans dagilimindaki farkliliklari istatistiksel olarak anlam

4.4.2. Flukonazol ile vapilan calisma sonucu

Flukonazol ile yapilan ¢alismaya klinik 6rneklerden izole edilen 60 adet C. albicans

izolat1 dahil edilmistir. Calisma sonucu elde edilen MiK degerleri Tablo 4.6 belirtilmistir

Tablo 4.7. Flukonazol ile yapilan antifungal duyarhlik testi sonucu MiK degerleri

sus tiir mik sus tiir mik sus tiir mik
1 C.albicans 2 21 C.albicans 0,5 41 C.albicans 0,5
2 C.albicans 1 22 C.albicans 0,5 42 C.albicans >64
3 C.albicans 1 23 C.albicans 4 43 C.albicans 0,5
4 C.albicans 0,5 24 C.albicans 0,5 44 C.albicans 0,25
5 C.albicans 0,5 25 C.albicans 0,5 45 C.albicans 2
6 C.albicans 0,5 26 C.albicans 0,5 46 C.albicans 1
7 C.albicans 2 27 C.albicans 2 47 C.albicans 0,5
8 C.albicans 0,5 28 C.albicans 1 48 C.albicans 2
9 C.albicans 0,5 29 C.albicans 0,5 49 C.albicans 16
10 C.albicans 0,5 30 C.albicans 1 50 C.albicans 8
11 C.albicans 0,5 31 C.albicans 32 51 C.albicans| 0,125
12 C.albicans 0,5 32 C.albicans 0,25 52 C.albicans 0,25
13 C.albicans 0,5 33 C.albicans 2 53 C.albicans 0,25
14 C.albicans 0,5 34 C.albicans >64 54 C.albicans 0,5
15 C.albicans 0,5 35 C.albicans 0,25 55 C.albicans 0,5
16 C.albicans 1 36 C.albicans 0,25 56 C.albicans| 0,125
17 C.albicans 0,25 37 C.albicans 0,25 57 C.albicans| 0,125
18 C.albicans 0,5 38 C.albicans 0,5 58 C.albicans| 0,064
19 C.albicans 0,5 39 C.albicans 0,5 59 C.albicans| 0,064
20 C.albicans 0,5 40 C.albicans 0,25 60 C.albicans 0,5

*Standart MK sonuglari iireme yeterli oldugu i¢in 24 saat sonunda okunmustur

* EUCAST 9.0 klinik deger tablosuna gére belirtilen MIK degeri Flukonazol igin 2 < oldugunda S:duyarl 4>
oldugunda ise R:direngli olarak belirtilmistir.
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Tablo 4.8. Flukonazol igin biyofilm pozitif ve negatif suslarm MIK degerlerinin
karsilagtirilmasi

Flukonazol

Biyofilm
EA pozitif
B negatif

0064 0,25 0,25 05 1 2 4 8 32 >64
Minimum Inhibitor Konsantrasyon

Tablo 4. 9. Flukonazol igin biyofilm negatif ve pozitif suslarin MIK dagilimlar:

Biyofilm
Minimum Inhibitor Pozitif negatif Total
Konsantrasyon N % n % n % P
0,064 1 3,6 1 3,1 2 3,3 0,048
0,125 1 3,6 2 6,3 3 5,0
0,25 1 3,6 8 25,0 9| 15,0
0,5 20 71,4 8 25,0 28| 46,7
1 3 10,7 3 9,4 6| 10,0
2 2 71 5 15,6 7| 11,7
4 0 0,0 1 3.1 1 1,7
8 0 0,0 1 3.1 1 1,7
>64 0 0,0 2 6,3 2 3,3
32,00 0 0,0 1 3,1 1 1,7
Total 28 100,0 32| 100,0 60| 100,0

*Chi-square test; Exact test; a:0,05;
*Konsatrasyon diizeylerinin biyofilm gruplarina gore frekans dagilimindaki farkliliklar: istatistiksel olarak
anlamli

4.4.3. Vorikonazol ile vapilan calisma sonucu

Vorikonazol ile yapilan ¢alismaya klinik 6rneklerden izole edilen 60 C.albicans izolat1

dahil edilmistir Yaptigmiz caligma sonucu elde ettigimiz veriler Tablo 4.10 ‘da belirtilmistir.
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Tablo 4.10. Vorikonazol i¢in antifungal duyarlilik testi sonucu elde edilen MIK degerleri

sus tir mik sus tir mik sus tir mik
1 C.albicans 0,5 21 C.albicans 0,25 41 C.albicans 0,125
2 C.albicans 0,25 22 C.albicans 0,125 42 C.albicans >4
3 C.albicans 0,25 23 C.albicans 4 43 C.albicans 0,25
4 C.albicans 0,25 24 C.albicans 0,125 44 C.albicans 0,125
5 C.albicans 0,125 25 C.albicans 0,125 45 C.albicans 1
6 C.albicans 0,125 26 C.albicans 0,25 46 C.albicans 0,5
7 C.albicans 0,5 27 C.albicans >4 47 C.albicans 0,125
8 C.albicans 0,25 28 C.albicans >4 48 C.albicans 2
9 C.albicans 0,125 29 C.albicans 0,125 49 C.albicans 4
10 C.albicans 0,125 30 C.albicans 0,25 50 C.albicans 4
11 C.albicans 0,125 31 C.albicans >4 51 C.albicans 0,064
12 C.albicans 0,25 32 C.albicans 0,125 52 C.albicans 0,064
13 C.albicans 0,125 33 C.albicans 2 53 C.albicans 0,125
14 C.albicans 0,125 34 C.albicans >4 54 C.albicans 0.064
15 C.albicans 0,25 35 C.albicans 0,125 55 C.albicans 0,032
16 C.albicans 0,25 36 C.albicans 0,064 56 C.albicans 0,125
17 C.albicans 0,125 37 C.albicans 0,125 57 C.albicans 0,064
18 C.albicans 0,25 38 C.albicans 1 58 C.albicans 0,064
19 C.albicans 0,25 39 C.albicans 0,125 59 C.albicans 0,5
20 C.albicans 0,125 40 C.albicans 0,125 60 C.albicans 0,125

*Standart MK sonuglari iireme yeterli oldugu i¢in 24 saat sonunda okunmustur
* EUCAST 9.0 klinik deger tablosuna gore belirtilen MIK degeri Vorikonazol icin < 0.064 ise S:duyarl >0.25
ise R:direncli olarak kabul edilmektedir.

Tablo 4.11. Vorikonazol i¢in biyofilm pozitif ve negatif suslarin MiK dagilimlari

Vorikonazol

156 Biyofilm
P2 pozitif
B negatit

5

0,032 0064 0125 0250 05 1 2 4 >4
Minimum Inhibitor Konsantrasyon
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Tablo 4.12. Vorikonazol

Biyofilm
. Pozitif negatif Total

Minimum Inhibitor Konsantrasyon N % n % n % p
0,032 0 0,0 1 3,1 11 1,7

0,064 2 7.1 4 12,5 6| 10,0

0,125 14 50,0 10 313| 24| 400| (oo
0,25 9 32,1 4 12,5 13| 21,7

0,5 3 10,7 1 3,1 4| 67

1 0 0,0 2 6,3 2| 33

2 0 0,0 2 6,3 2| 33

4 0 0,0 3 9,4 3| 50

>4 0 0,0 5 15,6 5/ 83

Total 28|  100,0 32|  100,0| 60| 100,0

*Chi-square test; Exact test ;a: 0,05;

*Konsatrasyon diizeylerinin biyofilm gruplarina gore frekans dagilimindaki farkliliklari istatistiksel olarak

anlaml

4.4.4. Fulsitozin ile yapilan calisma sonucu

Fulsitozin(5-FC) ile yapilan ¢aligmaya klinik 6rneklerden izole edilen 60 C.albicans

izolat1 dahil edilmistir. Yaptigmiz ¢alisma sonucu elde ettigimiz veriler Tablo 4.13°de

belirtilmistir.

Tablo 4.13. Flusitozin (5-fc) ile yapilan ¢alisma sonucu MIK Dagilimi

sus tir mik sus tur mik sus tir mik
1 C.albicans| 0,125 21 C.albicans 0,25 41 C.albicans 0,125
2 C.albicans 0,25 22 C.albicans 0,25 42 C.albicans 0.5
3 C.albicans| 0,125 23 C.albicans <0,125 43 C.albicans 0,125
4 C.albicans| 0,125 24 C.albicans 0,25 44 C.albicans <0,125
5 C.albicans 0,25 25 C.albicans <0,125 45 C.albicans <0,125
6 C.albicans| 0,125 26 C.albicans <0,125 46 C.albicans <0,125
7 C.albicans| 0,125 27 C.albicans 0,25 47 C.albicans <0,125
8 C.albicans 0,25 28 C.albicans 32 48 C.albicans <0,125
9 C.albicans| 0,125 29 C.albicans <0,125 49 C.albicans <0,125
10 C.albicans| 0,125 30 C.albicans >64 50 C.albicans <0,125
11 C.albicans 0,25 31 C.albicans <0,125 51 C.albicans 0.5
12 C.albicans| 0,125 32 C.albicans <0,125 52 C.albicans 2
13 C.albicans 0,25 33 C.albicans <0,125 53 C.albicans 0.5
14 C.albicans 0.5 34 C.albicans 0,125 54 C.albicans 0,25
15 C.albicans 0,25 35 C.albicans <0,125 55 C.albicans 0,25
16 C.albicans 0,25 36 C.albicans 8 56 C.albicans 0,125
17 C.albicans 0,25 37 C.albicans <0,125 57 C.albicans 0,064
18 C.albicans 0,25 38 C.albicans <0,125 58 C.albicans 0,064
19 C.albicans| 0,125 39 C.albicans 0,25 59 C.albicans 0,5
20 C.albicans 0,25 40 C.albicans 0,125 60 C.albicans 0,125

*Standart MK sonuglari iireme yeterli oldugu i¢in 24 saat sonunda okunmustur.

* EUCAST 9.0 klinik deger tablosunda Fulsitozin igin kesin MIK aralig1 belirtilmemistir.
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Tablo 4.14. Fulsitozin i¢in Biyofilm negatif ve pozitif suslarm MIK dagilimlar

Flusitozin

151

0,125
Minimum Inhibitor Konsantrasyon

0,25

Tablo 4.15. Flusitozin MiK dagilimlari

Biyofilm
Ppozitif
Nnegatif

biyofilm1
Minimum Inhibitor Pozitif negatif Total
Konsantrasyon % % % P
0,064 7.1 0 0,0 2 3,3
<0,125 14,3 13 40,6 17 28,3
0,25 12 42,9 5 15,6 17 28,3
0,50 1 3,6 4 12,5 5 8,3
2 0 0,0 1 3,1 1 1,7 0,045"
0,125 9 32,1 6 18,8 15 25,0
8 0 0,0 1 3,1 1 1,7
32 0 0,0 1 3,1 1 1,7
>64 0 0,0 1 3,1 1 1,7
Total 28 100,0 32 100,0 60 100,0

*Chi-square test; Exact test ;a :0,05;
*Konsatrasyon diizeylerinin biyofilm gruplarina gore

anlaml1.

4.4.5. Kaspofungin ile yapilan calisma sonucu

frekans dagilimindaki farkliliklar1 istatistiksel olarak

Kaspofungin ile yapilan ¢alismaya klinik 6rneklerden izole edilen 60 C.albicans

izolat1 dahil edilmistir. Yaptigimiz ¢alisma sonucu elde ettigimiz veriler Tablo 4.16°de

belirtilmistir.
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Tablo 4.16. Kaspofungin ile yapilan ¢alisma sonucu elde edilen MiK degerleri

sus tir mik sus tir mik sus tir mik

1 C.albicans| 0,032 21 C.albicans| 0,016 41 C.albicans| 0,064
2 C.albicans| 0,064 22 C.albicans| 0,032 42 C.albicans >4

3 C.albicans| 0,016 23 C.albicans| 0,064 43 C.albicans| 0,032

4 C.albicans| 0,032 24 C.albicans| 0,016 a4 C.albicans 0,25
5 C.albicans| 0,016 25 C.albicans| <0,008 45 C.albicans| 0,064
6 C.albicans| 0,016 26 C.albicans| 0,016 46 C.albicans| 0,064
7 C.albicans| 0,016 27 C.albicans| 0,125 47 C.albicans| 0,016
8 C.albicans| 0,008 28 C.albicans| 0,064 48 C.albicans| 0,064

9 C.albicans| 0,008 29 C.albicans| 0,064 49 C.albicans 0,5
10 C.albicans| 0,016 30 C.albicans| 0,064 50 C.albicans| 0,125
11 C.albicans| 0,032 31 C.albicans| 0,125 51 C.albicans| 0,016
12 C.albicans| 0,008 32 C.albicans| 0,032 52 C.albicans| 0,064
13 C.albicans| 0,016 33 C.albicans| 0,064 53 C.albicans| 0,064
14 C.albicans| 0,016 34 C.albicans >4 54 C.albicans| 0,016
15 C.albicans| 0,016 35 C.albicans| 0,016 55 C.albicans| 0,016
16 C.albicans| 0,064 36 C.albicans| 0,016 56 C.albicans| 0,016
17 C.albicans| 0,016 37 C.albicans| 0,016 57 C.albicans| 0,125
18 C.albicans| 0,016 38 C.albicans| 0,016 58 C.albicans| 0,064
19 C.albicans| 0,016 39 C.albicans| <0,008 59 C.albicans| 0,064

20 C.albicans| 0,016 40 C.albicans| 0,016 60 C.albicans 0,5

*Standart MK sonuglari iireme yeterli oldugu icin 24 saat sonunda okunmustur.

* EUCAST 9.0 klinik deger tablosunda Kaspofungin i¢in kesin MiK aralig1 belirtilmemistir.

Tablo 4.17. Kaspofungin i¢in Biyofilm negatif ve pozitif suslarin MIK dagilimlar:.

Caspofungin

20

167

10

0032 0064

0,125

0,250 05

Minimum inhibitor Konsantrasyon
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Tablo 4.18. Kaspofungin MIK dagilimlari

Biyofilm

Minimum Inhibitor Pozitif Negatif Total
Konsantrasyon n % n % n % p
0,008 3 10,7 1 3,1 4 6,7

0,016 16 57,1 91 28,1 25 41,7

0,032 3 10,7 3 9,4 6 10,0

0,064 3 10,7 12| 37,5 15 25,0

0,125 1 3,6 3 9,4 4 6,7

0,250 0 0,0 1] 3.1 1 1,7] 0,107
0,5 1 3,6 1 3,1 2 3,3

1+ 1 3,6 0 0,0 1 1,7

4+ 0 0,0 2 6,3 2 3,3

Total 28 100,0 32| 100,0 60 100,0

*Chi-square test; Exact test; a:0,05

4.4.6. istatistiksel Analiz

Verilerin degerlendirmesinde kategorik degiskenler arasindaki dagilim iligkisi ki kare
testi ve fisher exact testi ile incelenmistir. Testler arasindaki uyum Cohen Kappa katsayisi ile
incelenmistir. Istatistik parametreleri oran ve frekanslar ile ifade edilmistir. Istatistiksel

anlamlilik p<0,05 olarak ifade edilmistir. Veriler IBM SPSS versiyon 22 programinda

incelenmistir.
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5.TARTISMA

Candida’lar dogada yaygin olarak bulunmakla beraber saglikli bireylerin normal viicut
floralarinda yer almaktadir. Ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde firsatgi
enfeksiyonlara neden olmaktadir (90). Son donemlerde Candida tiirleri kaynakli
infeksiyonlarin; invaziv uygulamalari artigi, antibiyotik kullanimi, katater uygulamasi,
immiin sistemi baskilayici tedaviler, total parenteral beslenme gibi faktorlere bagli olarak
hizla artmakta morbidite ve mortalite oranlarinda artis goriilmesine yol agmaktadir (91).

Giinlimiizde 200 den fazla Candida tiirii bilinmekle beraber en sik izole edilen tiirler;
C.albicans, C.krusei, C.parapsilosis, C.guilliermondii, C.tropicalis, C.kyfyr, C.lusitanie, C.dublin
ensis ve C.glabrata olarak belirtilmistir (92). Candida’larin sebep oldugu yiizeyel veya
sistemik hastaliklarda konagin savunma sistemi ve etkene ait viriilans faktorleri gibi nedenler
olduk¢a 6nem katmaktadir. Son donemlerde yapilan ¢alismalar biyofilmlerin hastalik etkeni
iizerine dikkat c¢ekilmis infeksiyonlarin %65 ‘inin biyofilm kaynakli oldugu tespit edilmistir
(93).

Biyofilm olusumu ile patojenite arasindaki iliski 1982 yilinda Christensen tarafindan
Staphylococcus epidermidis i¢in tanimlanmis cisimlere tutunabilme kabiliyeti olan tiirlerin
daha viriilan olduklar1 yapilan ¢alisma sonucu ortaya c¢ikmistir(94).Son yillarda Candida
infeksiyonlarindaki artig, protezler, kataterler, kalp kapakc¢igi, endotrakeal tiipler gibi aletlerin
artan sayida kullanimindan kaynaklandigi bildirilmistir (95). Biyofilm olusturan baz1 Candida
tiirlerinin ayn1 zamanda antifungal ajanlara diren¢ kazanmasi 6nemli problem haline gelmistir.
Biyofilm kaynakli enfeksiyonlarin tedavisi biyofilmlerin antimikrobiyal tedaviye azalmis olan
duyarhliklarindan dolay1 zordur (96). Kazanilmis yada dogal yollarla antifungal ajanlara kars1
olusan diren¢ durumu s6z konusu kullanimindan kaynakli artis olmasi nedeniyle direng
gelisimi ortaya ¢ikan azol grubu antifungal ajanlar akla gelmektedir (97).

Yapilan bir ¢alisma sonucu flukonazol direncinin {i¢ yil igerisinde %7 ‘den %12’ye
yiikseldigi bir diger calismada ise C.albicans biyofilmlerinin planktonik hiicrelere gore
flukonazole 4000 kat daha direngli oldugu tespit edilmistir(98). Plastik yiizeylerde tlireyen
C.albicans biyofilminin planktonik hiicrelerle kiyaslandiginda Amfoterisin B’ye 20-30 kat
fazla direncli oldugu tespit edilmistir (99). Ayrica biyofilmler tibbi aletlerin fonksiyonunu
bozmakta ve ekonomik kayiplara neden olmaktadir (95). Bu nedenle Candida cinsi mayalarin
identifikasyonu, biyofilm olusturabilme kapasiteleri, antifungal ajanlara karsi duyarlilik ve

diren¢ durumlarmin incelenmesi giin gectik¢e dnemini vurgulamaktadir.
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Bu calismada cesitli, klinik 6rneklerden izole edilen C.albicans izolatinda biyofilm

olusumu ve antifungal duyarlilik durumlarinin belirlenmesi amag¢lanmastir.

5.1. Kongo Kirmizis1 Agar ile Biyofilm Olusumunun Belirlenmesi

Kongo kirmizi agar yontemiyle biyofilm saptama ilk kez bakteriyel biyofilmleri
belirlemek amaciyla ¢alisilmis daha sonralar1 degistirilerek fungal biyofilm olusumunu tespit
etmek amaciyla kullanilmaya bagslanilmistir (76).

Freeman ve arkadaslari, Bakteriyel biyofilmleri belirlemek amaciyla yapilan
calismalarda Staphylococcus tiirlerinde ¢alismislardir. Kuagiilaz negatif stafilokoklarda
Kongo kirmizisi agar yontemiyle yapilan ¢aligma sonucunda elde ettikleri verileri Christensen
yontemiyle karsilastirmis  sonucglarin  birbiriyle uyumlu oldugunu  belirtmislerdir
(76).

Kongo kirmizis1 agar yontemi fungal biyofilmleri tespit etmek amaciyla kullanilmistir.
Sexana ve arkadaslar1 bu yontemi kullanarak 120 Candida susunda biyofilm olusumunu
arastirmis  %38.33 biyofilm pozitifligi rapor etmislerdir. Biyofilm pozitif olarak belirlenen
suslarin %27.73’de gii¢lii pozitiflik, %78.27°de zay1f pozitiflik oldugunu bildirmislerdir(100).

Yildrim ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada albicans ve non-albicans Candida
suslarinda biyofilm olusumu, fosfolipaz, esteraz, gibi faktorlerini arastirmus 92 C.albicans
susunun 16’simnda (%17) ve 40 non-albicans susunun 13’de (%33) saghkl kisilerin agiz
florasindan izole edilen 27 C.albicans susunun bir tanesinde (%4) ve 12 non- albicans
susunun 6’sinda (%50) biyofilm olusumunu gézlemlediklerini bildirmislerdir(101).

Birinci ve arkadaslari Kongo kirmizisi agar yontemiyle yaptiklar1i calismada 77
C.albicans susunun 41°1 (%53.2) ve 29 albicans dis1 Candida susunun 10’unun (%?34.5)
biyofilm olusturabildiklerini gézlemlemislerdir (3).

Arslan ve arkadaslari, Kongo kirmizili beyin kalp inflizyon agar yontemiyle yaptiklar
calismada 100 adet C.albicans susunun %48’inde biyofilm varligini rapor etmislerdir(4).

Cevahir ve arkadaglar1 yaptiklar1 calisma sonucu 126 Candida susunda Kongo
kirmizili beyin kalp inflizyon agar yontemi, glukozlu triptik soy buyyon, glukozlu sivi
sabouraud besiyeri yontemleriyle biyofilm varligmi arastrmis Kongo kirmizili beyin kalp
inflizyon agar yontemiyle (%44,4), glukozlu triptik soy buyyon yontemiyle (%39,6) ,
glukozlu sivi1 sabouraud besiyeri yontemiyle (%33,3) biyofilm pozitifligi tespit etmislerdir.

Arastirmacilar yontemler arasinda anlamli farkliliklar tespit edemedikleri halde uygulamasi ve
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degerlendirmesi kolay oldugu oldugu icin Kongo kirmizist beyin kalp inflizyon agar
yonteminin daha 1yi oldugunu savunmuslardir (102).

Hilmioglu ve arkadaslar1 Candida suslarinda biyofilm olusumunu arastirmak i¢in 3
farkli yontem kullanmis olup Kongo kirmizisi agar yontemiyle cesitli klinik 6rneklerden (kan
,vajen,idrar) izole edilen Candida izolatlarinda her 6rnek grubu i¢in sirasiyla %52, %60,
%51,1 oranlarinda biyofilm pozitifligi saptamislardir.Kongo kirmizisi agar yontemini kolay
uygulanabilir ve ekonomik agidan uygun oldugu i¢in tavsiye etmislerdir (65).

Kongo kirmizisi1 agar yontemiyle yapilan iiriner katateri olan ve olmayan 25’ser
hastadan izole edilen 50 Candida izolatinin dahil edildigi bir calismada katater pozitif
hastalarin 6’sinda (%?24), katateri olmayan hastalarm 7’sinde (%28) biyofilm pozitifligi
bulunmus ayrica bir susta (%4) besiyerinde {ireme gdézlenmemistir. Uriner katater varhiginimn
bu yontemle biyofilm pozitifligi icin anlamli bir fark olusturmadigini rapor etmislerdir (103).

Zer ve arkadaslar1 Kongo kirmizili beyin kalp inflizyon agar yontemiyle yaptiklari
calismada YBU’den izole edilen 205 izolatin 123’ (%60) biyofilm pozitif bulmus, 115
C.albicans izolatmin 62 (%53,91)’ inde 90 non-albicans izolatinin 61 (%67,77)’ inde biyofilm
pozitifligi saptamislardir (104).

Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesinde Kongo kirmizili beyin kalp infliizyon agar
yontemi kullanilarak yapilan c¢alismada 54 C.albicans susunun 45’1 (%88,33), 21
C.parasilosis susunun 16’s1 (%76,19), 12 C.glabrata susunun biri (%8,33),7 C.tropicalis
susunun hepsi (%100) biyofilm pozitif olarak tespit edilmistir (105).

Karaca ve arkadaslar1 kan ve vajinal siiriintli 6rneklerinden izole edilen 64 Candida
susunun 37’sinde (%57,8) gii¢lii, 10’unda (%15,6) orta, 9’unda (%14,1) zayif biyofilm
olusumu tespit etmiglerdir (106).

Kongo kirmizsi agar yontemiyle yaptigimiz ¢alismamizda klinik Orneklerden izole
edilen 60 adet C.albicans izolat1 ve bir adet standart sus (C.albicans MY A 274) dahil olmak
iizere 61 adet sustan 29 ‘u (%47.5) biyofilm pozitif, 32’s1 (%52,4) biyofilm negatif olarak
degerlendirilmistir. Biyofilm pozitif olarak buldugumuz 29 susun 10’u (%34,4) zayif biyofilm
,15°1(%51,7) orta biyofilm ,4°1 ise (%13,7) giiclii biyofilm olarak tespit edilmistir.

5.2. Mikroplakta XTT Indirgenmesi Yontemiyle Biyofilm Test Edilmesi

Biyofilm olusumunu belirlemek amaciyla yapilan calismalar arasinda cok sik
kullanilan diger bir yontem mikroplakta XTT indirgenmesi yontemidir. XTT yada MTT gibi

tetrazolyum tuzlar1 kullanilarak o6karyotik hiicrelerin metabolik aktivitesinin arastirilmasi
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yapilmaktadir (107). Yapilan bu calismanin avantaji XTT nin canli hiicrelerin metabolik
aktivitelerini ortaya c¢ikarabilmesi ve ortamda bulunan planktonik hiicreler uzaklastirildiginda
sadece biyofilm tabakasi i¢indeki hiicrelerin tespit edilmesini saglamaktadir (108).

XTT’nin maliyeti yiiksek oldugu icin yontemin uygulanabilmesi ¢ok iyi teknik beceri
gerekmektedir. Hizli, tekrarlanabilir, spektrofotometrik degerlendirme yapilabildiginden
dolay1 avantajli bir yontemdir (107). Biyofilm konusunda yapilan ¢aligmalarda altin standart
yontem heniiz netlik kazanmamistir ancak XTT indirgenmesi yonteminin altin standart
yontem olarak uygulanabileceginden bahsedilmektedir (109).

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibb1 Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikoloji mantar
kiiltiir koleksiyonu stoklarinda bulunan 216 Candida tiriiniin dahil edildigi calismada
biyofilm olusumu XTT yoOntemiyle arastirilmis 216 Candida izolatinin 128 (%59,3)i
C.albicans olarak tespit edilmistir. XTT indirgenmesiyle yontemiyle C.albicans izolatlariin
20(%15,6)’sinda biyofilm pozitifligi rapor edilmistir (109).

HIV infeksiyonu olan hastalarin agiz siiriintiilerinden izole edilen Candida larda XTT
rediiksiyon ve mikroplak yontemleriyle biyofilm yapabilme yetenekleri arastirilmig, Caligma
sonucunda mikroplak ile tespit edilen biyofilm oranmin XTT rediiksiyon yontemiyle
belirlenenden daha fazla oldugunu goézlemlemisler. Yinede c¢alismada XTT rediiksiyon
yonteminin mikroplak yontemine gore daha giivenilir oldugunu belirtmislerdir (110).

Kandidemili hastalardan izole edilen 126 farkli Candida susunun XTT rediiksiyon
yontemiyle biyofilm olusumu arastirilmis Candida albicans susunda biyofilm olusumunun
daha fazla oldugunu saptanmistir. Ayrica biyofilm olusturan Candida izolatinin antifungal
ajanlara kars1 direncli oldugu vurgulanmigtir (111).

Dis protezi ve diabetus mellitus gibi predispozan faktorlere sahip hastalarmn agiz
stiriintiilerinden alinan 6rneklerden izole edilen 69 Candida izolatinin biyofilm olusumu ve
zamana baglh kinetigi degerlendirilmis XTT indirgenmesi yontemi ve taramali elektron
mikroskobu ile yapilan degerlendirmede biyofilm olusumunun en c¢ok Candida glabrata
izolatinda bulunmustur. Bunu sirasi ile C.tropicalis, C.albicans, C.krusei takip etmistir (112).

Hastane kaynakli Candida enfeksiyon tanisi konulan hastalardan izole edilen Candida
izolatlartyla, hasta olmayan bir kontrol grubundan izole edilen Candida izolatlarinin biyofilm
olusumlar1 iki farkh (%T ve XTT) yontemleriyle karsilastirilmistir. 294 Candida izolatinin
80’inde (%27,2) biyofilm olusumu saptanmis, Biyofilm pozitifligi Candida albicans’da
(%22,6), albicans dis1 Candida’larda (%33,3) olarak saptanmis ve her iki yontemin sonuglari

istatistiksel agcidan uyumlu bulundugu yapilan ¢alisma sonucu rapor edilmistir (113).
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Hastane cevresel kiiltlir 6rnekleri ile yatan hastalarin kan ve katater orneklerinden
izole edilen 780 Candida izolatinin biyofilm olusumlari ve metabolik aktiviteleri XTT
indirgenmesi yontemiyle test edilmistir. Biyofilm olusumu ydniinden cevresel izolatlarla
klinik izolatlar arasinda istatistiki agidan anlamli fark bulunamamistir. Biyofilm olusumu en
cok C.tropicalis izolatinda tespit edilmistir (114).

Albicans dis1 Candida izolatlarinda in-vitro biyofilm aktiviteleri XTT indirgenme
yontemi ve taramali elektron mikroskobu ile arastirildigi calisma sonucunda biyofilm
olusturan tiir siralamasinda ilk siray1 C.tropicalis ikinci sirada C.parapsilosis tiglincii sirada
C.glabrata seklinde rapor edilmistir (68).

Kandidemili hastalardan izole edilen 393 Candida izolatiyla yapilan bir ¢alismada
silikon elastomer yapraklar iizerinde biyofilm olusumu XTT indirgenmesi ve taramali
elektron mikroskobu ile degerlendirilmis. Candida albicans izolatinda biyofilm olusumu
%40,3 albicans dis1 Candida’larin biyofilm olusumu %88,7 olarak saptanmistir. En fazla
biyofilm pozitifligi ise C.tropicalis izolatinda bulunmustur (115).

Uriner katateri olan ve olmayan 25’ser hastadan izole edilen 50 Candida izolatmin
dahil edildigi ¢alismada XTT indirgenmesi yontemi ve Kongo kirmizisi agar yontemiyle
biyofilm olusumu arastirilmis ve XTT yontemiyle tiim suslar biyofilm pozitif bulunurken,
Kongo kirmizisi agar yontemiyle 50 susun 12’sinde biyofilm pozitifligi saptanmistir(103).

Kuhn ve arkadaslar1 XTT indirgenmesi yontemi kullanarak biyoprotetik yiizeylerde
C.albicans ve C.parapsilosis biyofilmlerini karsilastirdiklar1 calisma sonunda C.albicans
biyofilmlerinin daha karmasik ve niceliksel olarak daha biiyiik biyofilmler {irettigini
saptamiglardir (70).

Imamura ve arkadaslar1 yumusak kontak lensler tizerinde fusarium ve C.albicans
biyofilmlerini arastirmak i¢in XTT indirgenmesi yontemi kullanmig ¢alisma sonucunda klinik
izolatlarm tiim lens tipleri lizerinde biyofilm olusturdugunu tespit etmislerdir (116).

Mikroplakta XTT indirgemesi yontemiyle yaptigimiz ¢aligmada 61 (standart sus dahil
) Candida albicans izolatinin 29°u (%47,5) biyofilm pozitif olarak bulunurken 32’si (%52,4)
biyofilm negatif olarak elde edilmistir. Yine bu ¢alismada Kongo kirmizisi agar yontemide

kullanilmis olup iki test arasindaki uyum istatistiksel agidan anlamli kabul edilmistir.

5.3. Antifungal Duyarhlik Durumlarinin Test Edilmesi

Calismamiza Cesitli klinik 6rneklerden izole edilen 60 Candida albicans susunun

amfoterisin B, Flusitozin, kaspofungin, vorikonazol, flukonazol’e kars1 duyarhliklarini
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belirlenmek amaciyla “European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) siv1 mikrodiliisyon yontemi referans alinarak bu antifungallerin MiK degerleri
belirlenmistir.

Mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde amfoterisin B’ nin 1953 yilinda kesfi ile yeni bir
doneme girilmistir. Amfoterisin B klinik alanda kullanilan en toksik mikrobiyal ajan olmasina
ragmen standart tedavi 6zelligini korumaktadir. Bugiin kabul edilen goriis Amfoterisin B
direncinin nadir oldugudur. Buna ragmen iilkemizde Amfoterisin B i¢in genis Olclide direng
bildirilmistir. Direng tespit edilemeyen ¢alismalar bulundugu gibi %57.8’e kadar direng tespit
edilen ¢alismalarda mevcuttur (87).

Calismamizda amfoterisin B icin incelenen 60 C.albicans susu i¢inde 4 (%6,66)
duyarli, 56(%93,6) direncli susa rastlanilmistir. C.albicans i¢in amfoterisin B’nin MIK aralig
1 mg/L - > 4mg/L degerleri arasinda elde edilmistir.

Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesinde yapilan bir calismada 100 Candida susu
icerisinde amfoterisin B i¢in diren¢li (>2 pg/mL) susa rastalanilmamis. Amfoterisin B nin
MIK aralig1 0.25-1 pg/mL arasinda MiKso ve MiKoo degeri 1 ug/mL olarak rapor edilmistir
(117).

Toka Ozer ve arkadaslarmin yaptiklar1 calismada Candida susunda amfoterisin B’ye
kars1 hicbir izolatta direng gozlenmedigi rapor edilmistir (118).

Atalay ve arkadaslarinin yaptiklar1 caligmada idrar 6rneginden izole edilen 61 Candida
spp izolatlarinda amfoterin B’ye kars1 duyarliliklarini E test yontemiyle incelemislerdir, MIK
araliklar1 0.002-0.5 pg/mL arasinda tespit edilmis ve direncli izolat bulunamamistir (119).

Manisa Celal Bayar Universitesinde yapilan ¢alismada idrar 6rneklerinden izole edilen
Candida suslarinda amfoterisin B i¢in MIK degerleri C.albicans tiiriinde 0,002-0,25 pg/mL
arasinda degismekte olup MIKs, ve MiKogy degerleri ise 0,094-0,19 upg/mL olarak
belirlenmistir. Calisilan tiim Candida izolatlar1 amfoterisin B i¢in duyarli olarak MIK 1 <1
pg/ml tespit edilmistir (120).

Caliskan ve arkadaslarinin vajinal yakinmasi olan hastalar {izerinde yaptiklari
calismada tiim izolatlarda amfoterisin B i¢in MiK degerleri < 1,5 pg/mL olarak belirlenmistir
(121).

Elfeky ve arkadaslarmin vulvovajinite neden olan Candida’lar iizerinde yaptiklari
calismada en etkili antifungal amfoterisin B (%98,4). Amfotersisn B’ye karsi
C.albicans,, C.glabrata, C.krusei,C.guillermondii i¢cin direngli sus gézlenmemis ve %100

duyarlilik gozlenilmistir (122).
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Mishra ve arkadaslar1 idrar kiiltiirtinden i1zole edilen 112 Candida izolatinin 7’sinde
(%6,25) amfoterisin B ye direng tespit etmislerdir (123).

Zer ve balct yogun bakim hastalarindan izole ettikleri 205 Candida susunda
amfoterisin B ‘ye %19,5 oraninda diren¢ gozlemlemislerdir (124).

Candida suslartyla alakali olarak aractirmacilarin dikkatini ¢eken bir diger faktor
viriilan suslarin antifungal ajanlara direncli olup olmadiklaridir. Jabra ve arkadaslar1 Candida
izolatlarinda yaptiklar1 calismada biyofilm olusumu ve amfoterisin B arasinda anlamli iliski
oldugunu tespit etmislerdir (97).

Amfoterisin B i¢in yaptigimiz calisma yurt i¢cinde veya yurt disinda yapilan
calismalarla kiyasladigimizda bizim c¢alismamizda amfoterisin B i¢in yiiksek oranda direng
tespit edilmistir.

Flukonazol,1981 yilinda imidazol g¢ekirdeginin degistirilmesiyle meydana gelmistir
(125).

Flukonazol C.albicans suslar1 i¢in diisiik minimum inhibitér konsantrasyon (MIK)
diizeyi, yiksek diizeyde idrar konsantrasyonu ve az diizeyde toksik olmasindan dolay1
ozellikle kandidiiri tedavisinde 6nemli bir ilagtir. Flukonazol tedavisinde en 6nemli problem
C.albicans digindaki tiirlerde olusan direng (C.krusei dogal direng, C.glabrata da kazanilmis
direng ) tir. C.tropicalis gibi diger tiirlerde de flukonazole karsi artan MIK diizeyi tespit
edilmistir (126).

Calismamizda flukonazol i¢in incelenen 60 Candida albicans tiirtinde 54 (%90)
duyarli,6 (%10) direncli sus tespit edilmistir. C.albicans igin flukonazol MIK aralig1 0,064-
>64 mg/L degerleri arasinda bulunmustur.

Gaziantep Universitesi T1p Fakiiltesinde yapilan ¢alismada 100 Candida susunun dahil
edildigi ¢calismada Candida tiirlerinin 23’iiniin (%?23) flukonazole duyarl 37 nin (%37) doza
baglt duyarli 40’1nin direngli oldugu saptanmustir. Incelenen 100 Candida susu ig¢in MIKs
degeri 4 pg/mL, MiKgy degeri 64 pg/mL olarak tespit edilmistir. Calismadaki 54 (%100)
C.albicans 1zolatimin 18’1 (%33,3) duyarli,11 (%20,4) doza bagl duyarli ve 25’1 (%46,3)
direngli olarak belirlenmistir (117).

Yashavant ve arkadaslarinin C.albicans ic¢in yaptiklar1 duyarlilik ¢aligmalarinda
flukonazol i¢in %80°’1 duyarli, %10’u doza bagh duyarli, %10°u direncli olarak elde etmigler
(127).

Toka Ozer ve arkadaslarnin yaptiklar1 calismada flukonazol direnci 3 izolatta tespit
etmiglerdir. Flukonazol i¢in doza baglh duyarh izolatlar 2 C.glabrata izolatinda bulunmustur

(118).

49



Singla ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada C.albicans igin flukonazol MIiKs, 0,25
pg/mL MiKg 0,5 ng/mL olarak belirlenmistir (128).

Gaziantep Universitesinde yapilan bir calismada 47 (%100) C.albicans suslarinin 28’1
(%59,6) flukonazole duyarli, 9’u (%19,1) doza bagli duyarl,10’u (%21,3) direngli olarak
tespit edilmistir (129).

Kalkanci ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada sadece bir C.glabrata susunda flukonazol
direnci saptamistir.6 C.albicans ve 5 C.glabrata izolat1 doza bagh duyarli olarak tespit
edilmistir (130).

Farnari ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada tiim Candida albicans izolatlari
C.guillermondii, C.kefyr flukonazole duyarli, 3 C.glabrata izolat1 doza bagli duyarl olarak
tespit edilmistir (131).

Conserol ve arkadaslarmmn yaptig1 calismada C.albicans i¢in flukonazol MiKs, 0,5
ng/mL MiKo 0,5 ug/Ml olarak belirlenmistir (132).

Amerikada yapilan ¢alismaya gore 393 hastanin 14’linde flukonazole direng tespit
edilmistir.2002 Belcikada yapilan ¢alismaya gore 84 vajinal C.albicans’in NCCLS metoduna
gore direngli oldugu rapor edilmistir (133).

Ying ve arkadaslar1 C.albicans igin yaptiklar1 duyarlilik testlerinde flukonazol icin
%83 duyarli, %10 doza bagl duyarli , %7 direncli izolat saptanmustir (134).

Zer ve balci yaptiklar1 calismada 205 Candida susunda %27,3 oraninda flukonazole
diren¢ saptamiglardir (124).

Flukonazol i¢in yaptigimiz ¢aligma diger verilerle kiyaslandiginda bizim ¢alismamizin
duyarlhlik oran1 yiiksek bulunmustur.

Vorikonazol, flukonazolden tiiretilmis bir triazoldiir. Yapisinda olusan degisiklikten
kaynakli hedef enzim lanosterol demetilaz1 inhibe edici etkisi artmis ve genis spektrumlu hale
gelmistir (135). Vorikonazol, flukonazole direngli Candida izolatlarinda kullanilabilen
antifungal ajandir. Flukonazole direngli Candida izolatlarinin biiyiik kismi vorikonazoliin
haricinde ketokonazole direng gelistirebilmektedir (136).

Calismamizda ¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen 60 Candida albicans izolatinin 7
(%11,6) vorikonazole duyarl,53 (%83,3) direngli oldugu tespit edilmistir. Candida albicans
izolatmin vorikonazol igin bulunan MIK arahigi 0,032->4 mg/L degerleri arasinda
bulunmustur.

Gaziantep Universitesinde yapilan calismada Candida tiirlerinin 38’nin (%66,7)

vorikonazole duyarli,5 ‘inin (%8,8) doza bagli duyarl 14’iiniin (%24,6) direng¢li oldugu tespit
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edilmistir. izole edile 47 (%100) C.albicans izolatinin 29°u (%61,7) vorikonazole duyarl, 5°i
(%10,6) doza bagh duyarli, 13’1 (%27,7) direngli olarak rapor edilmistir (128).

Elfeky ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada C.albicans izolatmin vorikonazole karsi
%89,5 duyarl,%10 direngli olarak belirlenmistir (122).

Ying ve arkadaslar1 VVC’li hastalardan izole edilen C.albicans igin yaptiklari
calismada vorikonazol i¢in %81 duyarh ,%5 doza baglh duyarl,%14 direngli izolat tespit
edilmistir (134).

Gaziantep Universitesinde yapilan bir ¢alismada 100 Candida susu vorikonazol i¢in
MIK aralig1 0,03-16 pg/mL arasinda MIK50 degeri 1 pg/mL, MiKgo degeri 16 ng/mL olarak
saptanmistir. C.albicans i¢cin 9’u (%16,7) duyarl, 2’si (%22,2) doza bagh duyarli,33’1
(%61,1) direngli olarak rapor edilmistir (117).

Alpat ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada 50 Candida susu biri hari¢ diger hepsi
vorikonazole duyarli bulunmus bir C.krusei susunun ise flukonazole direngli olarak
belirlemislerdir (137).

Basma ve arkadaslar1 116 C.albicans izolatinda vorikonazoliin MiK araligmi 0,002-
>32 pg/mL araligmda tespit etmis ve suslarin 9’unda (%7,7) vorikonazole direng
bildirmislerdir (138).

Johnson ve arkadaslar1 1171 Candida izolatinda vorikonazoliin MIK araligmi 0.003-
16 pg/mL olarak belirlemis izolatlarin 109’unda (%?9,3) vorikonazole direng rapor etmislerdir
(139).

Vorikonazol i¢in yapti§imiz calisma sonucu diger verilerle kiyaslandiginda bizim
calismamizda vorkonazol direng orani yiiksek bulunmustur.

Kaspofunginin en 6nemli 6zelligi azol grubu ve amfoterisin B’ye direngli izolatlara
etkili olabilmektedir (135).

Calismamizda kaspofungin i¢in incelenen 60 Candida albicans izolat1 igin
buldugumuz MIK araligi < 0,008- > 4 mg/L olarak belirlenmistir. EUCAST kesin bir MiK
degeri belirtmediginden duyarli veya direngli izolat sayisin1 beliryemedik.

Gaziantep Universitesinde yapilan c¢alismada Candida tiirlerinin 75 inin (%75)
kaspofungine duyarl,12’sinin (%12) orta duyarli, 13’iliniin (%13) direncli oldugu tespit
etmislerdir (129).

Pfaller ve arkadaslar1 flukonazole direngli 351 Candida izolat1 ile yaptiklar1 ¢caligmada,
suslarin %99 unun kaspofungine duyarli oldugunu (MiK<2 pg/mL), 8 izolatin MIK degerinin
>8 ug/mL oldugunu saptamiglardir. Bununla birlikte, bu 8 susun laboratuar kaynakli glukan

sentez mutasyonlu tiirler oldugu rapor edilmistir (140).

51



Toner ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢aligmada idrar 6rneklerinden izole edilen Candida
tiirlerinde kaspofungine karsi %100 duyarl ve direngli izolat saptanmamustir (141).

Baska bir calismada C.albicans tiiriinde 0,002-0,50 pg/mL arasinda bulunan
kaspofungin, MIKsy ve MiKyy 0,004-0,25 pg/mL arasinda tespit edilmistir. Albicans dis1
Candidalar’in tiimiinde kaspofungin i¢cin MIK Aralig1 0,002-1 pg/mL iken MiKsy ve MiKo
0,064-0,50 pg/mL olarak belirtilmistir (120).

Zarei-Mahmoudabadi ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢calismada yogun bakim {initesinde
yatan 120 hastanm idrar kiiltiiriinden izole edilen Candida izolatlarmin kaspofungin MIK
araligi1 0,03-4 ug/mL arasinda %90 duyarli %10 direngli olarak tespit etmislerdir (142).

Candida tiirleri genellikle flusitozine duyarli bulunmaktadwr. Candida albicans
izolatiin %25°1 flusitozine diren¢ gostermektedir. Candida sistitinin tedavisinde flusitozin
kullanilabilir ancak toksik olmasi sebebiyle sinirlidir (143).

Calismamizda Flusitozin i¢in incelenen Candida albicans izolat1 igin bulunan MIiK
Araligi  0.064->64 mg/L arasinda bulunmustur. EUCAST kesin bir MIK aralig:
belirtmediginden dolay1 duyarli ve direngli izolat sayisini belirleyemedik.

Hun Ding ve arkadaslarinm idrar kiiltiirtinden izole edilen Candida tiirlerinin tiimii
flusitozine duyarl olarak bulmuslardir. MIKsy 0,006 pg/mL, MiKgy 0,25 pg/mL olarak
saptamiglardir (144).

Toka Ozer ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada Candida tiirleri igin flusitozin MIK
Araligmi 0,125-32 pg/mL degerleri arasinda tespit etmislerdir. Calisma sonucunda bir
C.glabrata izolatinda doza bagh duyarh ii¢ farkli Candida izolatinda; C.albicans,
C.tropicalis, C.krusei direng durumu gozlemlemislerdir (117).

Toner ve arkadaslar1 retrospektif olarak yaptiklar1 ¢alismalarinda idrar kiiltiiriinden
izole edilen Candida tirlerinden C.albicans susunda 4, C.tropicalis izolatinda 2 susta direng
saptamiglardir (141).

Yashavanath ve arkadaslar1 Candida suslarinda flusitozine %82 duyarli , C.tropicalis
izolatlarmin ikisi orta duyarli , birinde diren¢ saptanmustir.C.glabrata ve C.krusei’de birer
izolatta direng saptanmistir (127).

Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesinde yapilan cahismada 100 Candida susunda
flusitozin i¢in direncli (=32 pg/mL) izolata rastlanilmamis. Candida tiirleri i¢in Flusitozinin
MIK aralhig1 0,125-2 pg/mL Mls, degeri 0,125 pg/mL MiKgg 0,5 pg/mL olarak belirlenmistir
(117).
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Son yillarda mantar hastaliklarinda goriilen artis ve artisa bagh olarak antifungal ilag
kullaniminin yaygmlasmasindan dolay: direngli izolatlar ortaya ¢ikmakta olup bu durum

direng oraninin artmasina neden olmustur (145).
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6. SONUC VE ONERILER

1.Kandidemi ve katatere bagli enfeksiyonlarda yapilan ¢aligmalarda siklikla Candida
tiirleri izole edilmektedir. Kateterler, ekstraseliiler matriks i¢inde biyofilm olusturan
mikroorganizmalar ile kolonize olmakta ve mikroorganizmanin bu biyofilmden ayrilmasi
cogu kez septisemi ile sonu¢lanmaktadir.

2. Candida enfeksiyonlarinin patogenezinde viriilans faktorlerinden biri olan
biyofilmin 6nemi yapilan ¢alismalar sonucu ortaya konmustur.

3.Biyofilm iireten suslar daha viriilan ve antibiyotiklere daha direngli olduklarmdan
biyofilm olusumunun tespitinde Kongo kirmizis1 agar yontemi ekonomik agidan uygun ve
rahat uygulanabilen bir yontemdir. Labartuvarda rutin olarak yapilmasi ve sonuglarin
klinisyene bildirilmesi uygun tedavi saglama ag¢isindan faydal olacaktir.

4. Mikroplakta XTT yontemi ile biyofilm olusumunun test edilmesi, iki saatte sonug
verebilmesi, sonuglarin objektif olarak degerlendirilebilmesi, yiizeye tutunan biyofilm
hiicrelerini koparma islemi gerektirmediginden biyofilm olusumunu saptamada kullanilabilen
tutarli yontemlerden biridir. Ancak maliyet acisindan Kongo kirmizisi agar yontemine gore
oldukca pahalidir.

5. Merkezimizde bu iki yontem kullanilarak C.albicans suslarinda biyofilm olusumu
arastirilmis calisma sonucunda %47,5 oraninda biyoflm pozitifligi saptanmis ve iki yontem
arasindaki uyum istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

6. Candida enfeksiyonlarin da C.albicans en sik izole edilen tiir olmakla beraber non-
albicans tiirlerde artis gézlenmektedir. Bu artisa paralel olarak yeni antifungaller kullanima
girerek tedavide yaygin olarak kullamilmaya baslanilmistir. Ozellikle triazol grubu
antifungallerin ¢ok sik kullanilmasindan kaynakli olarak hem C.albicans hemde non —
albicans tiirlerde antifungal ajanlara kars1 direncte artis goriilmeye baslanmistir. Bu tiirlerin
antifungal ilaglara direncinin yliksek oldugu bu sebeple Candida enfeksiyonlarinda etkenin
tiir diizeyinde tanimlanip antifungal duyarlhiliklarinin belirlenmesi uygun tedavinin saglanmasi
ve direng gelisiminin engellenebilmesi agisindan faydali olabilecegini diisiinmekteyiz.

7.Antifungal ilaglarin profilakside kullanilmasi, hastalarin uzun siiredir yogun
bakimda yatan hasta olmalar1 ve suslarin biyofilm {ireten suslar olmalarindan dolay1

antifungal diren¢ oranimiz yiiksek ¢ikmistir.
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