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OZET

Hacer Aslan, Candida Tirlerinde Biyofilm Olugsumu ve Antifungal
Duyarlihga Etkisi. Saglik Bilimleri Enstitisi Mikrobiyoloji Programi,
Yuksek Lisans Tezi, Ankara, 2015.Candida turleri saglikli bireylerde
mikrobiyota elemani olabilen ve uygun kosullarda firsatgi enfeksiyonlara yol
acabilen mantarlardir. Biyofilm olusturma yetenegi, 6zellikle biyomateryaller ile
iligkili enfeksiyonlarda o6nemli bir virGlans faktoradar. Biyofilm varhiginda
antifungal ila¢ etkinliginin bilinmesi, bu enfeksiyonlarin tedavisinde énemlidir.
Bu cgalismada uriner sistem enfeksiyonu etkeni olan Candida’larda biyofilm
yapabilme yeteneginin, Uriner kateteri olan ve olmayan hastalardan izole
edilen suslarda biyofilm 6zelligindeki farkin ve biyofilm varliginda antifungal
duyarhlktaki degisimin arastirimasi amacglanmistir. Calismaya Hacettepe
Universitesi Hastaneleri Klinik Patoloji Laboratuvari Mikoloji Birimi'nde
tanimlanan, Uriner kateteri olan ve olmayan 25’er hastanin idrar kulturlerinden
elde edilen toplam 50 Candida izolati alinmigtir. Biyofilm olustuma yetenegi
Kongo Kirmizisi agar ve mikroplakta XTT indirgenmesi yontemiyle
arastirilmistir. Flukonazol ve amfoterisin B duyarhliklari, planktonik hicrelerde
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 6nerilerine uygun olarak
referans mikrodilisyon; biyofilm varliginda ise XTT indirgenmesi yontemi ile
saptanmigtir. Kongo kirmizisi agar yontemi ile suslarin 12’sinde (%24), XTT
indirgenmesi yontemiyle ise tum suslarda biyofilm olusumu gosterilmistir.
Hastada Uriner kateter varligi ile izolatin biyofilim 6zelligi arasinda iligki
g6zlenmemigtir. Tum suslar planktonik formda flukonazol ve amfoterisin B’ye
duyarl bulunmustur. Biyofilm varliginda ise tumua flukonazole direngli hale
gelmistir. Suslarin hi¢ birinde test edilen en ylksek amfoterisin B dilisyonu
olan 8ug/ml ile %100 inhibisyon saglanamamigtir. Degerlendirme %80
inhibisyona goére yapildiginda 14’0 (%28) diren¢ sinir degerinin altinda
kalmistir.

Anahtar sozcukler:Candida, biyofilm, antifungal duyarlilik, Griner enfeksiyon

Bu galisma Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmistir (Proje Kodu: 014 D02 101 008-456).
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ABSTRACT

Hacer Aslan, Biofilm Formation in Candida Species and Its Effect on
Antifungal Susceptibility, Healt Sciences Institute, Microbiology Program
Master of Science Thesis, Ankara,2015. Candida species are fungi that may
be present in microbiota of healthy individuals and cause opportunistic
infections under appropriate conditions. Biofilm forming ability is an important
virulence factor especially in biomaterial related infections. It is important to
know the activity of antifungal agents in presence of biofilms for treatment of
these infections. This study aimed to investigate biofilm forming ability,
difference in biofilm traits in strains isolated from patients with and without
urinary catheters, and change of antifungal susceptibility in presence of
biofilms for Candida that cause urinary infections. The study included a total of
50 isolates isolated from urine cultures of 25 patients each with and without
urinary catheters and, identified in Hacettepe University Hospitals Clinical
Pathology Laboratory Mycology Division. Biofilm forming ability was tested by
Congo Red agar and microplate XTT reduction methods. Susceptibilities
against fluconazole and amphotericin B were determined by Clinical and
Laboratory Standards Institute reference microdilution method for planctonic
cells and XTT reduction assay for biofilms. Biofilm formation was shown for 12
(24%) isolates by Congo Red Agar method and all isolates by XTT reduction
method. No relation between urinary catheter presence in patients and biofilm
formation in isolates was detected. All strains were susceptible to fluconazole
and amphotericin B in planctonic form. However, all isolates became resistant
to fluconazole in presence of biofilm. An inhibition of 100% could not be
obtained for any of the isolates with 8ug/ml amphotericin B, the highest dilution
tested. If evaluated according to 80% inhibition, 14 (28%) were below
resistance breakpoint of amphotericin B in presence of biofilm.

Key words:Candida, biofilm formation, antifungal susceptibility, urinary

infection

This study was supported by Hacettepe University Scientific Research
Coordination Unit (Project Code: 014 D02 101 008-456).
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1. GIRIS

Hastane kaynakli fungal enfeksiyonlarin buyudk bir kismini Candida
turleri olusturmaktadir ve son yillarda bu oran artis gostermistir. Genis
spektrumlu antibakteriyel kullanimi, imman sistemi baskilayici ilaglar, diabetes
mellitus gibi altta yatan metabolik hastaliklar, kateter ve diger tibbi cihazlarin
varligr gibi altta yatan durumlar kandidemi icin risk faktorudur. Candida
enfeksiyonlarinda biyofilm olusumu 6nemli bir virllans faktoridir. Metabolik
hastaliklar ve tibbi cihazlar biyofilm olusumuna zemin hazirlamaktadir. Biyofilm
icindeki mikroorganizmalarin, hastanin immudn sistemine ve kullanilan
antimikrobiyal ilaglara kargi planktonik hicrelerden daha direncli olduklari ve
bunun sonucunda tedavi basarisinin distligi bilinmektedir. Uriner sistem
Candida enfeksiyonlari, Uriner kateter ve nefrostomi gibi invazif tibbi cihazlarla
iligkili olabilirler (1, 2). Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) ¢ocuk yogun
bakim {nitelerindeki nozokomiyal enfeksiyonlari inceleyen bir sirveyans
¢alismasinda, Candida albicans’in driner sistem enfeksiyonlarindaki orani
uriner kateter varliginda %16,6 iken kateter ile iligkili olmayan enfeksiyonlarda
%6,5 olarak saptanmistir (3).

Uriner kateterler, yapisal ve yiizeysel kosullari bakimindan mikrobiyal
biyofilm gelisimine uygun ortam saglamakta ve uzun sureli kullanimlari
durumunda pek c¢ok enfeksiyonu beraberinde getirmektedirler (4). Bu
enfeksiyonlar iki farkli yoldan gelisebilmektedir (4, 5).

1. Uriner kateterlerin  dis  yiizeyi, (retradan mesaneye
yerlestirilirken Uretral ve gastrointestinal kaynakli endojen patojenler ile
kontamine olup bunlari mesaneye tasiyabilmektedir.

2. Benzer sekilde, drenaj sisteminin kapali olmamasi veya idrar
torbasinin kontamine olmasi ile [limen i¢i kolonizasyon da mimkun olmaktadir.

Kolonizasyondan kisa bir siire sonra da biyofilm olusumu meydana
gelmekte ve antifungal tedavinin bagarisi olduk¢a dusmektedir.

Kateter ve benzeri biyomateryallere bagli gelisen biyofilmin neden
oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde, oncelikli olarak biyomateryalin ¢ikariimasi

Onerilse de, hastalarin bir kisminda bu mimkin olmamakta veya biyofilmin



uzaklastiriimasi sonrasinda da tedavi gerekebilmektedir. Bu nedenle, biyofilm
varliginda antifungal ilaglarin etkinliklerinin iyi bilinmesi tedavi basarisi
acisindan onem tasimaktadir.

Bu c¢alisma Hacettepe Universitesi Hastaneleri Klinik Patoloji
Laboratuvari Mikoloji Birimi’ne gelen idrar érneklerinden izole edilen Candida
turlerinin  biyofilm olusturma yeteneklerinin belirlenmesi, driner kateter
varliginda biyofilm &zelligindeki farkin arastiriimasi ve biyofilm olusturan

suslarda antifungal ilaglarin etkinliklerinin saptanmasi amaciyla planlanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Candida Turleri
2.1.1 Tarihge

Yaklasik olarak iki ylze yakin tur iceren Candida cinsi icerisinde
Candida famata ve Candida inconspicua gibi son zamanlarda 6nem kazanan
turler de dahil olmak tGzere onun tUzerinde tirin insan ve hayvanlar igin hastalik
etkeni olabildikleri bilinmektedir (6).

Candida enfeksiyonlariyla ilgili bilinen ilk tanimlama, M.O. IV. ylizyilda
Hipokrat'in Epidemics kitabinda, altta yatan hastalii olan iki hastada tarif
edilen oral kandidiyazistir (pamukguk) (7). Oral kandidiyazis etkeninin mantar
olarak tanimlanmasi 1842 yilinda olmus ve Gruby mikroorganizmayi
Sporotrichum olarak siniflamistir. Takip eden yizyil boyunca mayalar ile iligkili
olan birgok patolojik tablo rapor edilmistir (7).

Candida enfeksiyonlari son yillarda gittikgce artmakla birlikte gegcmiste
de bildirilmigtir. Candida 1844 yilinda Bennett tarafindan tlberkulozlu bir
hastanin balgam 6rneginden, 1849’da Wilkinson tarafindan vajinal lezyondan,
1853’'de Robin tarafindan sistemik bir enfeksiyondan, 1861 yilinda Zenker
tarafindan duskun bir hastada oral lezyondan hematojen olarak yayildigi
gosterilen bir beyin enfeksiyonundan izole edilmigstir (7) . Candida turlerinin
etken oldugu buna benzer patolojik tablolar yirminci ylzyilin baslarinda da
bildirilmeye devam etmistir. 1904 yilinda Dubendorfer onikomikozu, 1910°’da
Rafin sistiti, 1923’te Jacobi dermatiti, ayni tarihte Forbes kronik mukokutandz
kandidiyazisi Candida turlerinin etken olabildigi klinik tablolar olarak
bildirmiglerdir (7). 1928 yilina gelindiginde Conner osteomiyeliti, 1943’te
Joachim ve Polayes endokarditi, Suthin de endokrin sistem ile Candida
enfeksiyonlari arasindaki patolojik iligkiyi tanimlamigtir (7). 1912 yilinda
Catellani’nin tanimladigi ¢ay tadicilarinin 6ksurigu (“tea tasters’ cough”) ise
Candida albicans disindaki Candida turlerinin patolojik suregte yer
alabilecegini 6ne suren ilk rapor olarak literatirdeki yerini almistir (7).

Farkl klinik tablolarda gdésterilen bu mayalarin isimlendirilmesi ise sikga

degismistir. Candida albicansa; Robin 1853 yilinda Oidium albicans,



Quinquad 1868’te Syringspora robini, Reess 1875’te Saccharomyces albicans
adini vermigtir. Zorp tarafindan 1890 yilinda 6nerilen Monila albicans ismi
daha kalici olmussa da, diger adlar ile karistirilma sorunu devam etmistir (7).
1923’te Berghout bu karigikhdi gidermek igin Candida cinsini tekrar ele alarak
oral kandidiyazis etkenini Candida albicans olarak isimlendirmistir.

1970°’li yillardan sonra bagisiklik baskilayan ilaglarin kullaniminin
artmasi ve AIDS gibi hastaliklarin ortaya c¢ikmasi ile beraber mantar
hastaliklari daha énemli hale gelmistir (8).

insanlarda enfeksiyona neden olan birgok yeni tiir ve insan patojeninin
kesfi, fungal taksonominin 6nemini daha da arttirmistir (8, 9). Tedavinin uygun

sekilde yapilabilmesi, mantarin dogru tanimlanmasini gerektirmektedir (8).

2.1.2 Candida Tiirlerinin Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Candida turleri, Ascomycetes subesinde Saccharomyces ailesi
icerisinde yer alirlar (6, 8). Mikroskop altinda 5-6 pm buyukliginde, oval,
tomurcuklanan hucreler olarak goraltrler (6, 10).

Candida tarleri Gram boyama yontemiyle gram pozitif boyanirlar.
Mikroskop altinda gram pozitif bakteriler gibi mor renkli gérilmesine ragmen,
bakterilerden ¢ok daha buyuk oval yapilardir.

Sabourad Dextrose Agar (SDA), Candida turlerinin Uretiminde siklikla
kullaniimaktadir. Koloniler, 37°C’de 24 saatlik inkibasyondan sonra krem
rengi, yumusak kivamli, eksi kokulu koloniler olarak goézlenirler. Bazi turlerin
kendine 6zgu koloni morfolojisine sahip olmasi, tur hakkinda 6n tahmin
yapiimasini olanakli kilmaktadir. Ornegin, SDA’da Candida albicans oval,
duzgun kenarh ve duzgun ust yuzeyli koloniler seklinde urerken; Candida
tropicalis oval, gobekli koloniler olusturur. Candida krusei kolonileri ug
kisimdan uzamigs ve eliptik iken, Candida parapsilosis dantelimsi koloniler
olusturmaktadir. Candida glabrata diuz, yumusak, parlak koloniler seklinde
urer. Candida keyfr krem renginde yumusak kivamli koloniler olustururken;
Candida lusitaniae krem rengi, yumusak koloniler yapmaktadir. Candida

guilliermondii ise SDA’ da diz veya burusuk beyaz renkli koloniler halinde



uremektedirler. Candida dubliniensis kolonileri ise koloni morfolojisine
bakilarak C. albicans kolonilerinden ayirt edilememektedir (10).

C. albicans ve C. dubliniensis yalanci hif ve gergek hif olusturabildikleri
icin dimorfik mantarlar olarak da bilinmektedirler. C. albicans ve C. dubliniensis
insan serumunda 37°C’de U¢ saate kadar inkube edildiklerinde germ tup
olusumu saptanabilmektedir. Germ tup, gergek hif gelisiminin ilk agsamasi olup
ana hucreden bogum yapmadan uzayan tubuler bir yapi seklinde gorulUr.
Germ tlp yapabilen bir Candida susu 45°C sicaklikta Ureyebiliyorsa C.
dubliniensis’ten ayrilarak C. albicans olarak tanimlanabilmektedir (10).

Klinik mikoloji laboratuvarlarinda izole edilen mayalarin cins ve tur
dizeyinde tanimlanabilmesi icin spor, gercek hif ve psoédohif gelisimini
tetikleyen Misir Unlu (Corn meal) Tween 80 agar gibi besin igerigi yontinden
fakir besiyerleri tercih edilmektedir. Bu besiyerine ekim yapildiktan sonra
oksijen miktarinin az, karbondioksit miktarinin fazla olmasi i¢in ekim alaninin
lizerine lamel kapatiimaktadir. inkiibasyon 25°C’de gerceklestirimekte, 24-48
saat sonra gelisen yapilar mikroskop altinda ttre 6zgu yapilarin belirlenmesi
ve ayrim yapilmasi amaclanmaktadir (10).

Kromojenik besiyerleri,  belli bir substrattan kromojenik faaliyet
sonucunda bagka bir madde olusmasi ve bunun koloninin renk degisimi ile
gorunur hale getiriimesi prensibine dayanan besiyerleridir. Candida tarleri
birbirlerinden kromojenik agarda olusturduklari farkli renkteki kolonileri ile de
ayrilabilmektedir (10, 11).

Candida tdrlerinin ayriminda kullanilan bir diger yontem de karbon
asimilasyon testlerini iceren hazir ticari kitlerdir. Bunlara érnek olarak APl 20C
(BioMerieux, Fransa), ID32C (BioMerieux, Fransa) veya otomatize sistemlerde
kullabilen VITEK maya identifikasyon karti (BioMerieux, Fransa), Phoenix
maya ID paneli (Becton-Dickinson, ABD) ve Microscan maya identifikasyon
paneli (Siemens, ABD) verilebilir. Bu kitlerde, farkli kuyucuklarda
gerceklestirilen biyokimyasal reaksiyonlar degerlendirilerek basili veya dijital
kataloglarda sonuclar degerlendiriimekte ve tanimlama yapilmaktadir.

Tar ayrimi, biyokimyasal 6zellikler ya da enzim varlidi esasina dayanan

hazir ticari kitler ve manuel bazi testler ile de desteklenebilmektedir. Ornegin



Candida krusei’nin bazi suslari ve Candida lipolytica, Ure iceren besiyerinde
18-48 saatlik inkiibasyon sonrasinda besiyerinin rengini saridan pembeye
donusturmektedir (10, 12). Candida keyfr laktoz pozitif bir tirdlr ve Eosin
Methylene Blue (EMB) agarda urediginde yesil metalik refle yapabilmektedir.
Bu 0Ozelligi ile diger turlerden ayrilabilmektedir (10, 13).

2.1.3 Viriilans Faktorleri

Candida turleri saglikli bireylerin agiz ve gastrointestinal kanalinda
bulunan normal flora Uyesi mikroorganizmalardir (14). Immin yetmezIigi olan
konakta yasami tehdit eden sistemik enfeksiyonlara neden olan firsatgi
patojenler haline gelmektedirler. Enfeksiyon etkeni olarak ortaya ¢gikmalari igin
konak faktorlerinin uygun olmasi gerekse de, mantarlarda farkh viralans
faktorlerinin varhigi gosterilmistir (6).

Virllans faktérleri mikroorganizmanin konak direng mekanizmalarina
kargi koyarak ¢ogalabilmesini ve bazi durumlarda konaga hasar verebilmesini
saglarlar. Enfeksiyonun evresine, enfeksiyon bdlgesine ve/veya konak
yanitina gore ekspresyonlari degisebilir. Mayalarda adezin ve invazinler,
enzimler, fenotipik degisim, dimorfizm 6zelligi ve biyofilm olusturma yetenegi
virilans faktorleri iginde yer almaktadir (6). C.albicans suslarinda, non-
albicans Candida turlerine gore virulans faktorlerinin daha fazla ekprese

edildigi gérulmiistir (6, 15).

Adezinler

C. albicans’'ta tanimlanmis adezinler hucre duvar ile baglantilidir
Bunlarin arasinda als (“agglutinin like sequences”) proteinleri, Hwp (“hyphal
wall protein”) hifal hicre duvari proteinleri, Int 1p ylzey reseptord,
mannoproteinler ve Csh 1p olarak adlandirilan bir ylzey reseptoru sayilabilir
(16).



e Adezin kodlayan ALS gen ailesi

C. albicans disindaki Candida turlerinde de bulunabilir. On bes yildan
uzun sure once kesfedilen ALST’i digerler aile uyeleri (ALS2, ALS3, ALS4,
ALS5, ALS6, ALS7 ve ALS9) takip etmisti. Bu gen ailesi igerisinde
tanimlanmis sekiz adet gen mevcuttur (17). ALS?1’in tanimlanmasindan sonra
bu ailedeki diger proteinlerin islevleri Gzerine ¢alismalar yapilmigtir (18).

e Hwp (hyphal wall protein)

Hifal hiicre duvari proteinleri olarak adlandirilirlar. Hwp1, hifal hiicrelerin
yuzeyinde bulunur ve hifal yapilarin mannoproteinlerinin kodlanmasinda rol
oynar. Fareler lzerinde yapilan calismalarda, HWP1 geni devre disi birakilan
mantarlarin fare dokularina baglanma kapasitesinde azalma gozlenmisgtir (16,
19).

e Int 1p yuzey reseptori

C.albicans hiicre zarinda bulunan, insan kompleman reseptéri 3 ve 4’e
benzeyen ve insan fibronektin, laminin ve kollajen gibi hicre disi matriks
elemanlarina baglanmayi saglayan bir reseptérdir. Bu protein digsardan gelen
uyarilara gére morfolojik degisimi uyarmaktadir (16, 19)

e Mannoproteinler

Mannoproteinler, insan epitel hucrelerindeki fukozil ve glikozamid
molekulleriyle baglanti kurulmasini saglayan reseptorlerdir. Bu sayede insan
epitel hdcrelerine tutunmay! saglayarak oral ve vajinal kandidiyazise yol
acabilirler (16, 19).

e Csh 1p ylizey reseptoru

Bu reseptorler, C.albicans’in maya formundaki hucrelerinin fibrinojen,
plazminojen ve kininojen gibi serum proteinlerine baglanmasinda rol oynarlar.
Maya hicresinde yluzey hidrofobisitesini artirarak konak hticresine baglanmayi

kolaylagtirabilirler (16).



Hidrolitik Enzimler

e Fosfolipazlar

Fosfolipazlar, insan hucre membraninda bulunan ester baglarini
hidrolize ederek, epitel hicrelerine tutunmada ve invazyonda rol
oynamaktadirlar (16). Fosfolipazlar hidrolize ettikleri ester baglarina goére
siniflandinimaktadir. C.albicans’in hifal formunun ucunda bulunan ve Tip B
olarak siniflandirilan grup, hem hidrolaz ve hem de lizofosfolipaz - transagilaz
islevine sahip oldugundan, ayni zamanda fosfolipid olusumunu da katalize
etmektedir. Tip B fosfolipaz, C.albicans’ta invazyonda rol oynamaktadir (16).

e Proteinazlar

Candida’da SAP (“secreted aspartate proteinases”) olarak adlandirilan
aspartik proteinazlar ve metalloproteinazlar bulunmaktadir. Proteinaz
varhginin viralans ile iligkili oldugunu bildiren ¢alismalar mevcuttur (20, 21).

Aspartik  proteinazlar ¢oklu SAP gen ailesi tarafindan
kodlanmaktadirlar. C.albicans’ta en az on SAP geninin varligi gosterilmistir
(22). Optimal aktiviteleri asidik pH araligindadir.

Salgisal asit proteinazlar, proteinlerin tek nitrojen kaynagi oldugu
ortamlarda salinirlar (16). Farkh SAP gruplarinin 6zellesmis gorevleri
bulunmaktadir. Mayalarda bulunan SAP1, SAP2 ve SAP3, adezyonun erken
asamasinda, invazyonda ve kutan6z enfeksiyonlarda rol alirlar. SAP4, SAP5
ve SAP6 hifal formlar tarafindan Uretilirler ve invazyonda gérevlidirler. SAP8
penetrasyon asamasinda, SAP9 ve SAP10 ise mantar hicresinin duvar
batinltgundn saglanmasinda ve tomurcuklarin ana hicreden ayrilmasinda
iglev gorur (16).

e Hemolitik Faktorler

Hemolitik kapasite, Candida cinsi mantarlar i¢cin énemli bir virtlans
ozelligidir. Mantar hucresinin konaktan demir elde etmesine ve kendi metabolik
faliyetleri icin kullanmasina olanak saglamaktadir (23).

Demir, tim organizmalar icin esansiyel bir elementtir. insanlarda
hemoglobin gibi bazi proteinlerin yapisinda demir bulunmaktadir. C.albicans

insandaki hemoglobini demir kaynagi olarak kullanabilmektedir. In vivo



ortamda kompleman reseptorleri araciligiyla eritrositlere  baglanan
C.albicans’in, baglanmayi takiben eritrositlerin lizisini uyaran bir hemoliz
faktora Urettigi bildirilmistir (24). Bu hemolitik faktorin yuksek ihtimalle fungal

hicre ylzeyine bagli bulunan bir mannoprotein oldugu dusinulmektedir (23).

Dimorfizm

Dimorfizm, mantarin maya ve hif formu arasinda gegis yapabilmesini
tanimlamaktadir (25). Cevresel kosullarin C.albicans morfolojisini belirledigi
bilinmektedir. Maya ve gergek hif enfeksiyon esnasinda devamli olarak
gozlenmekte ve patojenitede rol oynamaktadir. Hif formunun invazyon ile,
daha kiglk olan maya formunun ise yayilim ile iliskili oldugu disunulmektedir.
Pseudohif ve fenotipik donidslimun in vivo ortamdaki roll ise ¢ok net degildir
(25).

Fenotipik Degisim (“Phenotypic Switching”)

Fenotipik degisim, bir Candida susunun farkli koloni morfotipleri
arasinda geriye donuslu gecis yapabilme yetenegidir (6). Ultraviyole iginlarinin
varligi gibi uygunsuz dis ortam kosullarinda, mikroorganizmalarin kendilerini
korumak icin koloni yuzeylerinde bulunan antijenlerini modifiye ettikleri ve bu
durumun koloni morfolojisini  degistirdigi  gdsterilmistir  (26). Ornegin,
C.albicans 3153A susu ile yapilan ¢alismalarda yedi farkh koloni morfolojisi
tanimlanmis, bu koloni morfolojilerinin birbirlerine dénlusebildigi gibi, ortam
sartlari uygun hale geldiginde en bastaki haline de donebildigi gdézlenmistir (14,
26). En c¢ok calisiimis olan fenotipik degisim, beyaz/opak koloni gegisidir.
Beyaz ve opak koloniler arasindaki gegisin, Hull ve ark. (27, 28) tarafindan
tanimlanmis olan MTL (“mating-like”) lokusu tarafindan kontrol edildigi
bildirilmigtir. Farkli fenotipler arasinda gegis, in vivo ortamda immun sistemden
kagisa zemin saglamaktadir (16). Bunun disinda, fenotipik degisimin biyofilm
yapimiyla da iligkili olabilecegini gosteren calismalar bulunmaktadir. Opak
formlarda, a/a homozigot hicreler tarafindan a feromonu dretildigi ve bu

feromonun beyaz hicrelerde biyofilm Uretimini uyardidi bildirilmistir (16).
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Biyofilm Olugsumu

Biyofilm, canli veya cansiz bir yuzeye yapistiktan sonra kendi Urettikleri
polisakkarit matriks i¢cine gomuli halde yasayan mikroorganizmalarin
olusturdugu yapidir. Biyofilm olusturabilen mikroorganizmalar, besin
yoksunlugu, uygunsuz pH kosullari, oksijen radikalleri gibi toksik etkiye sahip
bilesikler, klor gibi gucli dezenfektanlar ve antibiyotiklere kargi planktonik
(serbest haldeki) hilcrelerden daha direnglidir (29). Biyofilm ile iligkili
enfeksiyonlar, vicuda yerlestirilen kalici tibbi aracglarin (kateter, protez vb)
kullaniminin artmasi ve hastalarda daha ¢ok invazif teknik kullanimi nedeniyle

artis egilimi gostermektedir (29).

Quorum Sensing

Yakin zamana kadar, iletisim yetenegine sadece yuUksek yaplili
organizmalarin sahip oldugu dusunulmekteydi. Basit yapili canhilarin sadece
bolinmek ve uremek gibi daha sade yasam tarzlarina sahip olduklari kanisi
hakimdi. Ancak, bakterilerin asosyal ve izole varliklar oldugu ve dedisen ortam
sartlarina topluluk olarak uyum saglayamayacaklari dusincesi gunimuzde
gecerliligini yitirmistir (6, 30, 31). Yeterli sayida mikroorganizma bir araya
geldiklerinde  birbirleriyle iletisim  kurarak ortama  birlikte  uyum
saglayabilmektedir. Ornegin gram negatif bir deniz bakterisi olan Vibrio
fischeri, ortamda az sayida organizma mevcut oldugunda i1sik Uretmezken,
¢ogalarak belli bir nufus yodunluga ulastiginda tim hdcreler ayni anda isik
uretmeye baslamaktadir. Bu durum, bakteriler arasinda haberlesme olduguna
dair ilk kanitlardan biridir (31). Yeterli sayidaki mikroorganizma toplulugunun
(“quorum”) birbiriyle iletisim kurarak ortak hareket etmesi (“quorum sensing”)
baska mikroorganizmalarda da gosterilmistir (6, 31). Mikroorganizma
yogunlugu belirli bir esik degerin Uzerine ¢iktiginda, genlerin ekspresyonu ve
hacrelerin  aktivitesi degismektedir (6). Mikroorganizmalar, metabolik
aktivitelerini gerceklestirirken kuguk sinyal molekulleri de salgilamaktadirlar.
Bu molekdller, yogunlugun dusuk oldugu durumlarda herhangi bir degisiklige

neden olmamakta, yuksek yogunluklarda ise alarm iglevi gérmektedir.
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Biyofilm iginde yer alan mikroorganizmalarin birbirleriyle sinyaller
vasitasiyla iletisim kurmalari biyofilm vyapisi agisindan temel bir rol
oynamaktadir (32). Yogunluk uygun oldugunda, yani mikroorganizma sayisi
kritik degeri astiginda, vyeterli besin saglayamayacak olan ylzeydeki
mikroorganizmalarin biyofilmden ayrilmasi bu sayede olmaktadir (33).

Mantarlarda “quorum sensing” ¢alismalari hentz yenidir (34). Farnesol,
Candida turlerinde, “quorum sensing” ¢alismalari sirasinda kesfedilen 6nemli
bir sinyal molekuludur (35, 36). C. albicansta hicre yogunluguna gore
hicrelerin maya veya hif formunda olmasi, farnesol moleklll tarafindan
belirlenmektedir (36, 37). Farnesollin yuksek konsantrasyonlarinda (10-250
MM) hif olusumu baskilanmaktadir. Farnesol, ayni zamanda mantar hicresini
hidrojen peroksidin toksik etkisine karsi da korumaktadir (34). Boylelikle

mantarin konak savunmasindan kagisina yardim etmektedir.

2.2 Biyofilmler

2.2.1 Tanim

Biyofilm, ekstraselller matriks (ECM) iginde ylzeye ve birbirlerine
tutunan bir mikroorganizma toplulugudur. Biyofilmler canh dokular, kateterler
ve vucuda yerlestirilen diger tibbi geregler, endustriyel su sistemleri ve dogal
akuatik ortamlardaki ylUzeyler gibi ¢ok farkli yerlerde olusabilirler. ECM,
biyofilm igindeki mikroorganizmalarin kendileri tarafindan Uretilir. Bu polimerik
madde, esas olarak polisakkarit yapidadir ve biyofilmin bulundugu yere gore
bagka bilesenleri de (mineral kristalleri, korozyon partikulleri, kan bilesenleri
vb.) igerebilir. Biyofilm igindeki organizmalar, planktonik karsiliklarindan farkh

gen ekspresyonu ve fizyolojik-metabolik 6zellikler gdsterirler (38).

2.2.2 Tarihge

17. yy'da Antonie van Leeuwenhoek'in mikroskobu kesfi bilim

dunyasinda pek ¢ok bulusu beraberinde getirmistir. Leuwenhoek kendi yaptigi
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mikroskopta bir biyofilm 6rnegi olan digeti plaklarinda yaptigi incelemelerde
bakterileri gruplar halinde gozlemlemistir (39).

Bu slreler boyunca gesitli arastiricilar tarafindan biyofilm konusunun
aydinlatiimasi igin kiymetli galismalar yapilmistir. Heukelekian ve Heller (40),
tutunacak bir ylzeyin olmasi durumunda mikroorganizmalarin serbest
durumlarina gore ¢ok daha hizl bir bigimde ¢ogaldiklarini gdzlemlemislerdir.
Zobell (41) deniz suyundaki bakterileri inceleyerek, bakterilerin su icindeki cam
yuzeylere tutunduklarini ve tutunacak yuzey bulunmayan ortamlara gore
buralarda daha hizli ¢ogaldiklarini gézlemlemigtir. Biyofilmlerle ilgili detayli
calismalar elektron mikroskoplarinin kullanima girmesiyle hiz kazanmistir (38).
Elektron mikroskoplarinin  kullanilmaya baslanmasiyla daha yuksek
¢ozunurlukte ve daha yuksek buyutmeyle incelemeler yapmak olanakl hale
gelmistir. Jones ve ark. (42) elektron mikroskoplari sayesinde, bir atik su
tesisindeki filtrelerin yluzeyinde farkli tirden mikroorganizmalar bulundugunu
ve cevrelerindeki matriksin polisakkarit yapida oldugunu gostermislerdir.
Biyofilm  yapisinin  mikroorganizmayr  konak savunmasindan ve
antimikrobiyallerden korudugu da ortaya konmustur (6). Biyofilm
mikroorganizmalarinin ve planktonik karsiliklarinin metabolik aktivitelerini
karsilastiran bir galismada su sonuglara ulasiimistir (43, 44):

o Metabolik olarak aktif bakteri yuzeylere tutunmaya isteklidir ve
bu egilim dogada bulunan sokak suslarinda (“wild type”) daha belirgindir.

o Su igeren bir sistemde biyofilm olusumu, htcrelerin bolinmesi
ve ekzopolisakkarit yapimi igin gerekli olan besin miktari ile sinirlanir.

Besin eksikligi fazla ise, ortamdaki organik maddeler ylzeylere
tutunarak lokal biyofilm gelisimine neden olabilir. Ancak, bakteriler genellikle
cok fazla besin eksikligi olan ortamlarda ylzeylere tutunamamaktadir.

Ayni yil Costerton ve ark.(43) mikroorganizmalarin yuzeye nasil
tutunduklarini ve bu tutunmanin mikroorganizmaya ne gibi yararlar sagladigini
arastirmiglar ve biyofilmleri “mikroorganizmalarin canl ve cansiz ylzeye

yapismasini saglayan polimerik matriks” olarak tanimlamiglardir.
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Costerton ve ark.nin biyofilm konusunda ilk temelleri atmasi
beraberinde ‘biyofilmin ne oldugu’ konusundaki tanimlarin da gelismesine 6n
ayak olmustur. Bu konuda arastiricilar gesitli tanimlar yapmislardir.

Zaman igerisinde biyofilm konusunda ortaya c¢ikan yeni gelismeler,
arastirmacilarin daha 6nceden yaptiklari tanimlamalari geligtirmesine ya da
tamamen degistirmesine yol acmigstir. Elder ve ark.(45), biyofilmleri
“ekzopolimer matriks aracilhigiyla olusan yapisal birlik” olarak tanimlamistir.
Carpentier ve Cerf (46) biyofilmler igin “gdmulli olarak bulunan ylzeye
yapismis, organik polimer matriks” demeyi uygun gormuslerdir. Biyofilm
teorisinin ilk kez ortaya atildigi zamanlarda biyofilmin ne oldugu, biyofilm
olusturan mikroorganizmanin yapisal olarak hangi durumda oldugu ve bunlarin
organizmaya ne avantajlar saglayabilecegi konulari da anlagiimaya
bagslanmigtir. Gugla elektron mikroskoplarinin kullanima girmesi ile yapilan
ayrintili incelemeler sayesinde, biyofilmlerin yapisal detaylari ve olusum
basamaklari daha iyi incelenebilmis ve biyofiim konusunun daha iyi

anlasiimasi saglanmistir (39).

2.2.3 Biyofilmlerin Yapisi

Biyofilmler, o6ncelikli olarak, mikrobiyal hicrelerden ve ECM'den
olusmaktadir. ECM, mikrobiyal biyofilmlerin toplam karbon igeriginin %50 -
90'in1  olusturmaktadir ve temel bilesen polisakkaritlerdir (38). Farkl
mikroorganizmalarin olusturdugu biyofilmlerin farkli kimyasal icerikleri ve
yapisal Ozellikleri olmakla birlikte, bazi temel O0zelliklerin korundugu
bilinmektedir (38, 47).

Genel olarak biyofilmlerin genel ozellikleri su sekilde siralanabilir (38):

o Hucreler ylzeye ve birbirlerine kuvvetli bir sekilde tutunmakta ve
ekstraselller matriks (ECM) icinde mikrokoloniler seklinde bulunmaktadir.

o Hucrelerin olusturdugu mikrokoloniler arasinda besin alimini ve
toksik maddelerin uzaklastiriimasini saglayan su kanallari bulunur.

Biyofilmi olusturan mikroorganizmalar ylzeye ve birbirlerine tutunarak

mikrokoloni katmanlari meydana getirirler. Bu mikrokoloni katmanlarinin
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arasinda besin alinimi ve atiklarin uzaklastiriimasini saglayan su kanallar
mevcuttur. Mikrokanallar, biyofilmlerin temel ve fonksiyonel birimleridir (44).
Molekuler genetik yaklasimi konfokal lazer tarama mikroskopisi (CLSM) ile
birlestiren calismalar biyofilm gelisimi ve davranigini daha iyi anlamamizi
saglamistir (39). CLSM yontemiyle biyofilm yapisi canli ve tamamen hidrate
iken incelemeler yapmak mumkin olmaktadir. Boylelikle bakteri
biyofilmlerindeki mikrokolonilerin kubbe ya da mantar sapkasini animsatan bir
gOruntlye sahip oldugu da anlasiimistir (48).

Biyofilm olugsumu sirasinda, mikroorganizmalarin ilk etapta kendilerine
O0zel mikrokoloniler olusturduklari, takiben mikrokoloniler arasinda gogler
gerceklestigi  gozlenmigtir. Mikrokolonideki hucreler arasindaki baglar
baslangigta siki iken, zaman icerisinde gevsemekte ve mikrokoloniler arasinda
g6¢ mumkun olmaktadir (38). Hem bakteri hem mantar biyofilmlerinde ortak
olan yapilardan biri de mikrokoloniler arasindaki su kanallaridir. Besin
maddelerinin alinmasi, biyofilm icinde oksijen, su ve besin deviniminin
saglanmasi ve atlk maddelerin uzaklagtiriimasi bu kanallar ile mumkun
olmaktadir (38).

Biyofilm yapisinin 6zelliklerinden biri de U¢ boyutlu olmasidir. Biyofilm
icinde yer alan her hucre yuzeye farkli uzakliklarda konumlanmigtir. Bu
sebepten dolay! dis ortamdan gelen maddeler de biyofilm icindeki hlcrelere
farkh diuzeylerde nufuz ederler. Biyofilm yapisi i¢csel faktorlerin yaninda dis
faktorlerden de etkilenmektedir. Ornegin, dis mineleri Gizerindeki plak olusumu
sirasinda biriken albumin, lizozim ve glikoprotein gibi maddeler de biyofilmin
yapisina katilmaktadir (44). Uriner kateterlerde meydana gelen biofilmlerde
ise, Proteus spp. gibi Ureaz aktivitesine sahip bakterilerin bulunmasi
durumunda, artan amonyak seviyeleri idrar pH’sini yukseltmektedir. Alkali
ortamda kristalize olarak ¢oken kalsiyum fosfat ve magnezyum amonyum
fosfat mineralleri biofilm yapisini zamanla sertlestirebilmekte, hatta kateteri
tikayabilmektedir (49).

Yapilan ¢alismalar gogunlukla bakteriyel biyofilmler Gzerine odaklanmig
ve fungal biyofilmler hakkindaki ¢aligmalar daha sinirli kalmistir. Candida

biyofilmlerinin  genel organizasyonu bakteriyel biyofiimlere benzerlik
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gOstermektedir. Candida biyofilmlerinde de mikroorganizmalar ECM
icerisinde, bulunduklan ylzeye sikica tutunmaktadir.  Fungal biyofilm
yapisinda maya hucreleri ve hif yapilari biyofilmin farkh katmanlarini
olusturacak sekilde organize olurlar. Maya formu veya hif olusturamayan
morfolojik mutantlarla biyofilm geligtirildiginde, maya formlarinin yuzeye yakin
alt katmanlarda siki adezyonu saglayacak sekilde ince bir tabaka olusturdugu,
hif formlarinin ise bu tabakanin Uzerinde daha kalin bir katman meydana
getirerek yerlesim gosterdigi gozlenmistir (50).

In vitro C. albicans biyofilmlerinin ECM bilesimi karbonhidratlar, protein,
heksozamin, fosfor ve Uronik asitten olusmaktadir. Baslica ekstraselller
karbonhidratlardan biri p-1,3 glukandir (51). Bu bilesenlerin yani sira,
bakteriyel biyofilmlerde de oldugu gibi, ECM igerisinde ekstraseliler DNA da
bulunmaktadir. Ekstraseliler DNA’nin olgun biyofilmlerin yapi ve saglamligina

katkida bulundugu One surulmektedir (52).

2.2.4 Biyofilmlerin Olugsumu

Mikrobiyal biyofilmler, gunlik hayatimizda vyaygin bir sekilde
bulunmaktadir. Sanayi tesislerinde, aritma borularinin Gzerinde meydana
gelen ve dezenfektanlarla giderilemeyen kontaminasyonlar biyofilmle ilgili fark
edilen énemli bir sorun olmustur. insan viicudunda da biyofilm olusumu
gorulebilmektedir. Dislerde ve disetinde meydana gelen ve ancak surekli
bakim ile sinirlanabilen plaklar gunlik hayatta sikga karsilasilan
problemlerden bir tanesidir. Biyofilm kaynakli enfeksiyonlar da siklikla
karsimiza c¢ikmaktadir. Tum hastane enfeksiyonlarinin yarisindan fazlasi
biyofilm temelli olarak ortaya c¢ikmaktadir (39, 53, 54). Enfeksiyonun ve
antimikrobiyal tedavinin seyrini degistiren bu yapilar morbidite ve mortalitede
ciddi artisa sebep olurlar. Biyofilmlerin olusum basamaklarinin iyi bilinmesi, bu
yapilarla olugsan enfeksiyon tablolarinin tedavisinin basari sansini gozle
gOrulur olarak arttiracaktir.

Direkt mikroskopik incelemeye ek olarak kullanilan genetik ve molekuler

teknikler, biyofilmlerin gelisim surecini arastirmakta kullaniimaktadir. Biyofilm
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ile ilgili yapilan ilk c¢alismalar, biyofilmlerin karmasik bir mikroorganizma
toplulugunun olugsumu ile sonuglanan iyi dizenlenmis bir gelisim surecine
sahip oldugunu gdstermistir (55). Bakteriyel biyofilmlerin olusum basamaklari
su sekildedir (39, 55):

1) Yuzeyde tutunmayi kolaylastiran hazirlayici film tabaka olusumu
(yuzeyin hazirlanmasi, “surface conditioning”),

2) Mikroorganizmalarin ylzeye tutunmasi (adezyon),

3) Biyofilmin olgunlagmasi,

4) Mikroorganizmanin biyofilmden koparak ayriimasi.

Biyofilm olusum sureci genel olarak bu asamalardan olugsmaktadir.
Ancak, mantarlarin olusturdugu biyofilmlerde mantara ait farkli morfolojik
formlarin bir arada bulunmasi nedeniyle slre¢ daha uzun ve yapi daha

karmasgiktir.

2.2.5 Fungal Biyofilm Olugsumu

Hastane kaynakl fungal enfeksiyonlarin buyuk bir kisminda etken
Candida tiirleridir. Ozellikle yatan hastalarda kullanilan biyomateryaller ve tibbi
cihazlar sonucunda gelisen biyofilmler, tedavide bazi gucluklere neden
olmaktadir. Yapilan arastirmalar fungal biyofilmlerin, planktonik hicrelere gore
antimikrobiyal ilaglara 1000 kata kadar daha direncli olabildiklerini gostermigtir
(56). immiin supresyonun mantar enfeksiyonlariyla yakin iligkisinin bulundugu
g6z dnldne alindiginda, olusan bu guglu direncin daha agir klinik tablolar ve
daha yuksek mortalite oranlari anlamina geldigi kolayca anlasilacaktir.

Hawser ve Douglas’in (57) kateterden kestikleri kiguk diskler Uzerinde
yaptiklari in vitro biyofilm ¢aligmalari, fungal biyofilmlerle ilgili Gnemli bilgiler
saglamistir. Arastirmacilar bu yontem ile C.albicans’in lateks, polivinil klorur
ve silikon gibi maddeler Uzerinde biyofilm olusturabildigini ve bu yetenegdinin
albicans diglI Candida tlrlerinden daha iyi dizeyde oldugunu gostermiglerdir.
Ardindan Baillie ve Douglas (50) hif formunun biyofilm gelisiminde énemli role
sahip oldugunu gdstermislerdir. Yapilan bu galismalar, ginimuzde yapilan

Candida biyofilm c¢alismalarina zemin hazirlamigtir. Candida biyofilmlerinin
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gelisim asamalari da bakteriyel biyofilmlere benzerdir ve su sekilde
basamaklanabilir (39):

1) Ylzeyde hazirlayici film tabaka olusumu

2) Tutunma (adezyon)

3) Hifal olusum ve olgunlagsma

4) Kopma ve ayrilma

Yiizeyde Hazirlayici Film Tabaka Olusumu

Biyofilm gelisiminin ilk basamagini olusturan hazirlayici film tabaka
olusumu ayni zamanda adezyon basamaginin da temelidir.

Herhangi bir ylzeyin sivi ile temasi sonrasinda film tabaka gelisimi
dakikalar icinde baglamaktadir. insan viicudu sé6z konusu oldugunda, biriken
maddeler anatomik bdlgenin 6zelligine gore farkhlik gostermektedir (39).
Ornegin, dis ve digeti lzerinde plak olusumu sirasinda albimin, lizozim,
glikoprotein gibi maddelerden olusan bir birikim meydana gelmektedir (39).

Tibbi cihazlarin vicuda implantasyonundan sonra ilk olarak vucut
icerisindeki tukuruk, kan, serum gibi ¢esitli sekresyonlarin tasidiklari kollajen,
fibrinojen ve fibronektin gibi makromolekuller ylzey Uzerinde birikmektedir (1,
39). Bu sekilde gere¢ Uzerinde bir hazirlayici film olusmaktadir.
Mikroorganizmalar, c¢iplak gereclerin yuzeyleri yerine bu tabaka uUzerinde

tutunmay tercih etmektedirler.

Tutunma (Adezyon)

Dogal ¢evrede ve insan vicudunda bulunan yuzeylerde hazirlayici film
tabaka olusumunu takiben mikroorganizmalarin adezyonu gergeklesmektedir
(39). Durgun sivilarda mikroorganizmalar partikll gibi davranir ve tabana
¢cOkerler (38). Ancak, tutunma yalnizca pasif ¢okme ile sinirli degildir ve
reseptorlerle kemotaktik hareketleri de iceren sistemli bir olaydir (33, 39, 44).
Adezyonun geri donusumll ve geri donusumsuz olabilecegdi bilinmektedir (1,
39). Geri donlisumll adezyonda yuzeye zayif baglanma gergeklesirken, geri
donlUsuimsuz adezyonda guglu baglanma goérulmekte ve takiben biyofilm

olusumunun sonraki agamalari meydana gelmektedir (33).
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1) Primer Adezyon (Gevsek Adezyon)

Mikroorganizma ve hazirlayici film tabaka ile kapli yluzeyin temasini
gerektiren bu asamada farkli fizikokimyasal degiskenler rol oynamaktadir.
Surlklenerek veya kendi hareketi ile ylizeye 1 nm gibi kritik bir uzakhga kadar
ulagan mikroorganizma; hidrofobik ve elektrostatik iligkiler, Van der Waals
kuvvetleri, sicaklik ve benzeri etkilerin sonucunda geri donuslu olarak yuzeye
tutunur. Hidrofobik etkilesimin etkisinin digerlerinden fazla oldugu
dusundlmektedir (33).

2) Sekonder Adezyon (Siki Adezyon)

Bu asama, ylzeye baglanan egzopolisakkaritler ve/veya reseptore
0zgu ligandlar aracihigiyla gergeklesir. Mikroorganizma yuzeyin kendisine veya
yuzeye tutunmus diger mikroorganizmalara tutunabilir. Bu asamanin sonunda
tutunma geri donussuz hale gelmektedir (33).

Candida biyofilmleri igin de benzer slregler s6z konusudur. Serbest
Candida’nin adezyonu yuzey hazirlayici film olusumunun ardindan hidrofobik
ve elektrostatik etkilerle gergceklesmekte, sonrasinda hucreler arasi adezyonu
gerceklestiren dzellesmis adezinler devreye girmektedir. Bu adezinler, sadece
hicreler arasi degil, hlicre-yuzey tutunmasinda da yer almaktadirlar (58, 59).
Biyomateryale bagl gelisen Candida biyofilmlerinde en énemli basamagin
adezyon oldugu ve bu slrecin biyofilmin iskeletini olusturdugu g6z 6ninde
bulunduruldugunda adezinlerin biyofilmler icin énemli proteinler oldugu

dusuncesi yanlis olmayacaktir.

Hifal Olusum ve Olgunlagsma

Hifal Olusum

Fungal biyofilm gelisiminde dimorfizmin ayri bir rolu vardir. Maya ve hif
formlarinin biyofilm icindeki islevleri farkli gérinmektedir. Baillie ve Douglas
(50), maya ve kuf formunda bulunabilen sokak susu, hif yapamayan mutant
sus ve maya hucresi seklinde bulunamayan mutant susun yaptigi biyofilmleri
incelemiglerdir. Sokak susu biyofilminin ince bir maya hicresi tabakasi ile
yuzeye tutundugu ve Uzerinde kalin bir hif tabakasi olusturdugu gortlmustur.

Hif yapamayan mutant ince bir tabaka ile yuzeye tutunabilmis, biyofilm
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kalinlagsamamigtir. Maya hicresi olmayan mutant ise kalin bir tabaka hif igeren
biyofilm olusturmusg ancak bu biyofilm yuzeyden kolayca ayrilmigtir.

Fungal biyofilm gelisimi sirasinda filamentasyon ve hifal farklilasma
asamalar icin farkli genler rol almaktadir (58). Hifal olusumun meydana
gelmesiyle ECM iginde maya, yalanci hif ve gercek hif agini iceren oldukca
karmagsik ve saglam bir yapi ortaya c¢ikmaktadir. Misir koganini andiran,
bakteriyel biyofilmlerde birden fazla tlrde bakterinin biyofilm yapisina
katiimasiyla olusan ve antimikrobiyal direnci 1000 kata kadar artirabilen bu
yapi; Candida biyofilmlerinde tek bir tirtin olusturdugu biyofilmin yapisidir (56).
Bu heterojenlik, yapiya kazandirdigi saglamhgdin yaninda bunun oldukca
yogun bir form olmasini da saglamaktadir. Heterojenligin kazandirdigi
yogunluk, hiicreler arasinda daha fazla iletisim ve isbirligi anlami tagsimaktadir.
Diger bir taraftan biyofilm igindeki sesil mantar hicreleri antifungal tedavide ilk

secenek ilaclardan olan azollere ¢ok daha az duyarli hale gelmektedir (56).

Olgunlagsma

C.albicans biyofilm yapisinin olgunlagsmasi 38.—72. saatler arasinda
gerceklesmektedir (60). Olgunlasma ile biyofilmin UG¢ boyutlu yapisi
gelismektedir (56). Bu surecte biyofilm, blastosporlar ve yodun psodohif - hif
agindan olusan heterojen bir yapiya sahiptir (60). Mayalar, hiflerin baglanmasi
icin taban katmanini olusturmaktadirlar (50). Baglanan mayalarin bolintp
¢ogalmasi ve organik - inorganik maddelerin dig ortamlardan ECM yapisina
katilmasi, biyofilm yapisinin yogunlulugunun ve yapisal karigikligin artmasini
saglamaktadir. Biyomateryal ve tibbi cihaz ile iligkili biyofilmlerde konak
hicrenin salgiladigi enzim ve yapisal proteinler, fibrinojen ve fibronektin gibi
maddeler, biyofilm yapisina katilarak yogunluk artisina neden olmaktadir. Bu
olaylar gerceklesirken, diger taraftan ECM miktari da artmaktadir. ECM,
konakginin enzimleri ve antifungal ilaglar gibi dis etkilere karsi mantar
hicresini koruyan bir kalkan goérevi gormektedir. C.albicans ve C.tropicalis igin
bu yapi oldukga karmasiktir. Bu tarler icin ECM yapisina katilan maddeler
protein, heksozamin, fosfor, Uronik asit ve karbonhidratlardir. C. albicans

biyofilmlerinde bu yapiya DNaz da katiimaktadir (61). ECM yapisinda bulunan
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karbonhidratlarin bir tanesi beta—1,3-glukandir. Beta-1,3-glukan, hucre duvar
yapisinda da bulunmakta ve adezyon asamasinda islev gormektedir (61).
Biyofilmlerin U¢ boyutlu yapisi incelendiginde, mikroorganizmalarin
homojen olarak dagilmadigi ve kanallar ile ayrilmis mikrokoloniler olarak
yerlestikleri gozlenmektedir (33, 44). Mikrokanallar biyofilm yapisinin igindeki

besin ve oksijen devinimini de saglamaktadir (33, 38).

Kopma ve Ayrilma

Biyofilmin buyume potansiyeli besin miktarina, besinin i¢ kisimlara
perfuzyonuna ve toksik maddelerin uzaklastirilabilmesine baghdir. Hucre
yogunlugu, ECM vyapisi ve ECM igerisindeki maddeler belirli bir seviyeye
ulastigi zaman, biyofilm yapisi da belli bir doygunluga ulasmis demektir (33,
38). Biyofilm icindeki hucreler, “quorum sensing” molekulleri sayesinde
birbirleri ile iletisim kurmakta ve biyofiimde hicre yogunlugu arttiginda
hicrelerin bir kismi biyofilmden ayrilmaktadir.

Mikroorganizma, biyofilmin icinde hayatina devam etme veya
biyofilmden ayrilma kararini vermek igin ¢gevredeki diger mikroorganizmalarla
iletisim kurar. Buna “quorum sensing” adi verilmektedir. C. albicans’a bagli
enfeksiyon hastaliklarinda maya ve filamentéz form arasindaki gegis énemili
virllans faktértdur. Bu gecis, hiicre yogunlugundan etkilenmektedir. Duragan
fazdaki C. albicans kultur suspansiyonlarinda, hiicre yogunlugu artigini takiben
hifal form baskilanmaktadir (34). Biyofilm icindeki hiicre yogunlugu doyuma
ulastiktan sonra, bazi hicreler yapiyi terk ederek planktonik faza gegmekte ve
baska yuzeylerde kolonize olmaktadir. Kopma ve ayrilma basamag aktif bir
suregctir. Biyofilmi olusturan mikroroganizmalar belli bir nifus yogunluguna
ulastiklarinda morfolojiyi  belirleyen genlerin  ekspresyon paternleri
degismektedir (34).

2.2.6 Biyofilm Geligiminin Genetik Kontroliu
Biyofilm gelisiminde mikroorganizmanin adezyonu igin bazi genlerin
aktive olmasi gerekmektedir. Candida turleri icin aglutinin benzeri bir dizi gen

(ALS genleri) ve hifal duvar proteini olan Hwp1 bu asamada 6nemli role
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sahiptir. Bu proteinlerin etkilesimi ile meydana gelen hifal uzantilar arasindaki
capraz baglanma biyofilm yapisinin stabilizasyonu agisindan énemlidir (62).
ALS genlerinin biyofilm olusumunda 6nemli oldugu gosterilmistir (17, 59).
Adezyonda 6ncelikli olarak rol alan Als proteini, tip 3'tir (17). Bununla birlikte,
yapilan ¢alismalarda Als2’de meydana gelen azalmanin biyofilm kutlesinde
azalmaya neden oldugu gosterilmistir (59).

Bcr ve Tec olarak isimlendirilen iki gen ailesindeki genlerin de gen
regulasyonunda rol aldigi saptanmigtir. Tecl hif gelisimini uyarmakta ve Bcr'i
dizenlemektedir. Ber ise als1, als3 ve hwpl’in kontrol edilmesinde etkindir (58,
62). Fungal biyofilm olusumunda ikinci asama hifal gelisimdir. Hif olusumu
biyofilm gelisimi ve yapinin saglamligi agisindan énemli bir faktérdir. Yapilan
calismalar hif geligimi icin Efg1’in 6nemli rolu oldugunu gostermektedir. Efgl
hifal uzama ve filamentasyon agisindan 6nemli bir gendir (58). Yapilan
calismalar SUV3, NUP85, MDS3, KEM1 genlerinin de hifal farkllasma ve
biyofilm gelisiminde rol aldigini gdstermektedir (63). Olgunlasma sureci
hlcreler arasi iletisimin maksimuma ulastigi basamaktir. Hicreler arasindaki
bu iletisim “quorum sensing” molekulleriyle duzenlenmektedir. Farnesol,
iletisim icin kullanilan 6nemli bir faktordir ve biyofilm olusumunda ve hif
gelisiminde rol oynamaktadir. Histidin kinaz Chk1’'in farnesol sinyal
mekanizmasinin bir parcasi olabilecegi dusunulmektedir (58). C.albicans’in
Chk1 histidin kinaz defektif suslarinin, ortamda farnesol bulunmamasina

ragmen biyofilm olusturabildikleri gosterilmistir (64).

2.2.7 Biyofilm Enfeksiyonlari

Mikroorganizmalar dusunulenin aksine dogada planktonik hucreler
olarak degil, biyofilm olusturarak yasamlarini sturdirme egdilimindedirler (53,
65). Varliklarini surdurebilmelerinin temelinde de bu stratejileri yer almaktadir.
Bunun aksine, mikrobiyoloji ¢aligmalarinin blyuk kismi serbest yasayan
mikroorganizmalarla yapiimistir.

Biyofilmi olusturan mikroorganizmalar, biyotik ve abiyotik yluzeylere
yerlestikleri zaman kendilerini olumsuz ¢evre kosullarindan ve konak immun

sisteminden soyutlayabilmektedir. Bu basarli kagig, biyofilm icindeki
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hdcrelerin reseptorleri, salgiladiklari enzimler ve gen regulasyonlari sayesinde
gerceklesmektedir (53). Bu korunaklh yapilar kendi yasamlarinin devamlihgini
ve birtakim yapisal duzenlemeleri saglarken, sahip olduklari patojenik
mekanizmalar ile enfeksiyonlara da neden olmaktadir.

Biyofilmlerin genel 6zellikleri su sekilde siralanabilir (53):

1) Biyofilmler ¢ogunlukla duragan yuzeylerde veya 0Olu dokuda
gelismekle birlikte, endokarditlerde gozlendigi gibi canh dokularda da
yerlesebilmektedirler.

2) Biyofilmler yavas gelisirler. Biyofilm enfeksiyonlarinda da
semptomlarin ortaya ¢ikmasi zaman alabilir.

3) Biyofilm igerisindeki hicreler, antijen salinimina neden olmakla
birlikte antikor etkisinden korunurlar. Bu nedenle, konakta biyofiimlere komsu
dokularda immun komplekslere baglli hasara yol agabilirler. Bagisiklik sistemi
¢ok iyi durumda olan konakta bile, biyofilm enfeksiyonu tek basina bagisiklik
sistemi ile yok edilememektedir.

4) Antimikrobiyal tedavi biyofiimden yeni ayriimis planktonik
hicreler tzerinde etkili olmasina ragmen, biyofilmi ortadan kaldiramamaktadir.
Bu nedenle, tipik bir biyofilm enfeksiyonunda semptomlar antimikrobiyal tedavi
sirasinda azalmakta/yok olmakta ancak, tedavi kesildiginde tekrarlamaktadir.

5) Planktonik hlcreler biyofilmlerden salinmaktadir ve biyofilmden
kopma isleminin dogal olarak programlanmis bir olay oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle, biyofiimlerden salinan planktonik hucreler, konak savunma
mekanizmalarinin yeterli olmadigi durumlarda akut enfeksiyon gelisimine
neden olabilmektedir.

Dogadaki pek ¢ok mantar tirinden 600 kadari insan patojeni olarak
bildirilmistir (25, 66). Bakteriyel enfeksiyonlar ile kiyaslandiginda taninin
genellikle gecikmesi, antifungal ilaglarin daha pahali olmasi ve antifungal
tedavinin daha uzun surmesi fungal enfeksiyonlarin maliyetini artirmaktadir.
Ayrica tedavi basarisi da daha dusuk olmaktadir (1, 2, 67). Candida, sik
rastlanan fungal patojenler arasindadir ve hayati tehdit eden sistemik
enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Candida turleri, hastane enfeksiyonu

etkenleri arasinda ilk siralarda yerini almaktadir (25, 68-70). Candida turleri
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hastanede kan akimi enfeksiyonlarinda, pnomonilerde ve idrar yollar
enfeksiyonlarinda siklikla izole edilmektedir (69, 71). Bu enfeksiyonlar
cogunlukla kateterler ve benzeri invazif tibbi gereclerle iligkilidir (2, 6, 68, 69,
72). Santral venoz kateterler, Candida’ya bagli kan akimi enfeksiyonlarinda en
sik gorulen risk faktort olarak bilinmektedir (71). Enfeksiyon, kateter vicuda
yerlestirildikten sonra herhangi bir anda gelisebilse de, 6zellikle uzamig
kateterizasyon sonrasinda goézlenmektedir. Enfeksiyon, inflizyon sivisinin
kendisindeki ya da kateter ucundaki kontaminasyondan kaynaklanabildigi gibi
hastanin cilt florasi ve hasta bakici ve hemsirelerin ellerinden de vicuda
girebilmektedir. Bazi durumlarda, ozellikle sitotoksik tedavi alan kanserli
hastalarda, gastrointestinal sistemde kolonizan olan Candida turleri kan
yoluyla yayilarak endojen enfeksiyonlara neden olabilmektedir (6, 68, 71).

Fungal biyofilm enfeksiyonlarinda, biyofilm icinde tek bir mantar taru
olabildigi gibi, bakteriler de birlikte bulunabilmektedir (53, 68, 71, 73). Ornegin,
oral mukozada bulunan Candida turleri dis protezlerinin akrilik ylzeylerinde
biyofilm olusturabilirler. Bu biyofilmler, fungal hlcrelerin yaninda streptokoklar
basta olmak Uzere cesitli bakteri turlerini de iceren biyofilmlerdir (71, 73).
Larengektomili hastalara yerlestirilen silikon vokal protezlerde de Candida
turlerini barindiran polimikrobiyal biyofilmler gorulebilir. Bu durumda protezin
kapak mekanizmasi iglevini yitirmekte ve protez aylar i¢cinde galismaz hale
gelmektedir (71).

Biyofilm olusturma yetenegdi, enfeksiyon olusturma yetenegi ile
yakindan iligkilidir ve virtlansta belirleyici rol oynamaktadir (6, 65). Biyofilmin
antifungallere ve konak savunmasina diren¢g saglamasi patogenezi ve
prognozu etkilemektedir. Bu nedenle, in vivo ortamda mikroorganizmalarin
biyofilm yapma yeteneklerinin aragtiriimasi, biyofilm gelisiminin énlenmesi ve
gelisen biyofilmlere ila¢ etkisinin saptanmasi ile ilgili calismalar artis

gOstermigtir (65).
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2.2.8 Biyofilm Varhgini Saptama Yontemleri

Biyofilm varligi, dogrudan goézlem yoluyla veya dolayli olarak
tutunabilen canli hicreleri belirleyen yontemlerle belirlenebilmektedir. Yontem,
arastinimak istenen 06zellige gbére secilmektedir (68). Direkt inceleme
yontemlerinde, biyofilm yapilan olustuklari yuzey/besiyeri Uzerinde goz ile
degerlendiriimekte veya c¢esitli mikroskopi teknikleriyle incelenmektedir.
indirekt saptama yéntemlerinde ise, biyofilm olusumu sonrasinda planktonik
hicreler uzaklastirnimakta ve takiben biyofilm icindeki htcreler disari
cikartilarak kalturde uretilmekte veya metabolik bir substratin kullanim dizeyi
dlciilerek canli hiicre varligi gdsterilmektedir (74, 75). Ozel bir besiyeri olan
Kongo kirmizisi agarda ureyen kolonilerin 6zelliklerine gore biyofilm yetenegini
belirlemeye calisan yontemler de bulunmaktadir (76). Kullanilan yéntemler,
biyofilm varhigininin yani sira yapisinin, olgunlagma asamasinin veya
antimikrobiyallere direng durumunun belirlenmesinde de kullanilabilmektedir.
Biyofilm arastirmalari icin  Oncelikle bir ylzey Uzerinde biyofilm
olusturulmaktadir. Bunun ig¢in kateter gibi tibbi gereclerde kullanilan
malzemelerden kuguk diskler kesilerek veya filtre, cam tlp, plastik tap,
mikroplak vb kullanilarak uygun yuzeylerde biyofilm olusturulabilmektedir (50,
57, 77). Olusan biyofilm yapisi, mikroskopi, kuru agirlik olgumu, biyofilm
boyalari veya canli hicreler igin metabolik substrat olan 2,3-bis(2-metoksi-4-
nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksanilit (XTT) gibi maddeler ile

arastirilabilmektedir.

Mikroskopi

Uygun ylzey uUzerinde hazirlanmis farkh olusum asamalarindaki
biyofilm, gerektiginde 6zel hazirlama iglemleri sonrasinda, uygun mikroskop
altinda incelenebilmektedir. Candida biyofilmlerinin ayrintili yapisini incelemek
icin ilk etapta tarayici elektron mikroskoplari (“scanning electron microscope”)
kullaniimistir (57, 68, 71). Bu yontem yuksek ¢ozunuarlukte goruntu
saglayabilmesine karsin, dehidrate érneklerle galismayi gerektirmektedir. Bu

nedenle biyofilm yapisinda deformasyonlar meydana gelebilmektedir. CLSM



25

ise, canli ve hidrate orneklerin incelenebilmesi nedeniyle yapiy! inceleyen
calismalar icin belirgin bir avantaj saglamistir (68, 71).

CLSM ile, bakteri biyofilmlerinde bulunan mikrokolonilerin kule ya da
mantar sapkasini animsatan gorlntlist incelenebilmistir (71). Bu
mikrokoloniler biyofilm yapisi icindeki besin iletimini saglayan su kanallari ile
ayrilmaktadir (48, 68, 71). Mantar biyofilmleri CLSM teknigi ile incelendiginde,
C.albicans ve C.dubliniensis biyofilmlerinin  su kanallariyla c¢evrili
mikrokolonilerden olusan benzer yapilara sahip oldugu gdézlenmistir (58, 60,
78).

Makroskopik inceleme
Biyofilm olusumunun saptanmasi ¢alismalarinda Kongo kirmizisi agar

yontemi siklikla kullanilan, gdrsel sonuglara dayali bir yéntemdir. ilk olarak
Freeman ve ark. tarafindan 1989 yilinda stafilokoklar Gzerinde biyofilm
dretiminin arastirnimasinda kullanilan bu yéntem, daha sonralari modifiye
edilerek fungal biyofilm arastirmalarinda da kullaniimaya baglanmigtir (76, 79).
Ureyen koloninin rengine gére biyofiimin durumuna karar verilmektedir.
Ureyen koloninin siyah ve bordo olarak gézlenmesi bu mikroorganizmanin
biyofilm olusturduguna, koloni renginin beyaz, pembe ve kirmizi olarak
gbzlenmesi ise olusturmadigina igsaret etmektedir. Kongo kirmizisi agar
yonteminin mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte, renk degisiminin
inkiibasyonun son asamalarinda ortaya c¢ikmasi nedeniyle, sekonder bir
metabolitle iligkili olabilecegi dusunulmustur (76).

Dolayli Yontemler

Biyofilm olusumu sonrasi planktonik hicreler uzaklastirildiginda farkli
yontemlerle biyofilm varligi ve miktari tespit edilebilmektedir. Biyofilm yapisi
parcalanarak igindeki canli mikroorganizmalarin ¢ikarilmasi ve kulturde
dretilmesi miimkiindir. Bunun disinda biyofilmin kuru agirhginin élgimd, [3H]-
|6sin kullaniminin 6l¢imda, biyofilmde tutulan bir boyanin (kristal viyole gibi)
miktarinin  spektrofotometrik 6lgimu, biyofilm igindeki canli hucrelerin

kullandigi bir substratin azalmasinin dlgimu yapilabilmektedir. Sonuncuya
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ornek olarak 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromarin (MTT)
veya XTT'nin indirgenmesiyle biyofilmdeki canli hicreleri belirleyen yontemler
verilebilir (74, 77, 80-85).

Sonuglarin yorumlanabilmesi icgin testin standardizasyonu da 6nem
tasimaktadir. XTT tek bagina kullanildi§gi zaman formazana indirgenmemekte,
menadion gibi c¢oOzeltilerle kullanilmasi gerekmektedir. Ayrica kullanilan
menadionun yogunlugunun da uygun olmasi gereklidir; 0,2 mM’dan daha
yogun kullanilan menadion, turuncu yerine sari renk gozlenmesine yol
agmaktadir (81).

XTT yontemiyle antifungal duyarlilik da test edilebilmektedir (74, 77,
81).

2.2.9 Candida Biyofilmleri ve Antifungal Direng

Biyofilm yapisi olumsuz ¢evre kosullari, konak immun sisteminden
kacis ve antimikrobiyal direnci agisindan mikroorganizmaya c¢esitli avantajlar
saglamaktadir. Biyofilm olusturan hucreler, planktonik hlcrelere goére daha
inat¢l klinik tablolar meydana getirmekte, antimikrobiyal diren¢ 1000 kata
kadar artabilmektedir (6, 56). Yapilan c¢alismalar, fungal biyofilmlerin de
antifungal ilaglara daha direncli oldugunu gostermektedir (60, 65, 82, 86).

Candida biyofilmlerinde antifungal ilaglara duyarlihgin azaldigi
bilinmektedir. Candida hucrelerinin biyofilm olusturan formlarinin planktonik
hicre formlarina goére amfoterisin B, flukonazol, itrakonazol, nistatin gibi
antifungal ilaglara ve klorheksidin gibi dezenfektanlara daha direngli olduklari
g6zlenmigtir (65, 82, 86). C.albicans ve C.parapsilosis biyofilmlerinin
amfoterisin B, flukonazol, vorikonazol, ravukonazol, nistatin, terbinafin ve
klorheksidine direngli iken, amfoterisin B’nin lipid iceren formdalleri ile
ekinokandin grubunda yer alan kaspofungin ve mikafungine duyarli olduklari
bildirilmigtir (83). Candida biyofilmlerinin antifungallere neden daha direngli
oldugu konusu net olmasa da, bu konu ile ilgili gesitli hipotezler mevcuttur. Bu
olasi diren¢ nedenleri antifungal ilaglarin ECM’ye iyi penetre olamamasi,
biyofilm igindeki hlicrelerin yavas tremesi, inatgi hicrelerin varligi ve biyofilmi

olusturan hucrelerde yuzeye tutunma sonrasi farkli genlerin 6n plana gikmasi
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olarak siralanabilir (56, 87). Direng, genellikle bu mekanizmalardan sadece biri
ile ortaya gikmamaktadir ve gogu durumda mekanizmalar i¢ ice gegcmisgtir.

1) ECM’nin, bakteriyel biyofilmler icin fiziksel bir bariyer gibi rol
oynayarak antibakteriyel penetrasyonunu engelledigi ve ilag direncine neden
oldugu bilinmektedir (53, 56). Candida biyofiimlerinde de ECM’nin
uzaklastiriimasi direncin azalmasina neden olmakla birlikte, ECM’nin dirence
neden olan tek etken olmadigi gézlenmistir (56).

2) Biyofiimde goézlenen antifungal direng ile ilgili 6ne surtlen bir
diger hipotez ise biyofilm igindeki hucrelerin Greme hizlarinin azalmasidir.
Genel olarak, antimikrobiyal ajanlarin hizli ¢ogalan hucrelere daha etkili
olduklari ve biyofilm igindeki hiicrelerin Greme hizlarinin dasttigu bilinmektedir
(87). Ancak, Chandra ve ark. (60), biyofiimde gelisen antifungal direncin
yalnizca biyofilm igindeki hucrelerin metabolik aktivitesinin azalmasindan
kaynaklanmadigini, direng duzeyinin  biyofilmin olgunlasmasi ile de artis
gOsterdigini bildirmiglerdir.

3) Antifungal tedavi basarisizligina neden olan ve 6zellikle kronik
enfeksiyonlarda dnem kazanan bir diger mekanizma da inat¢i hucrelerdir.
Inatgi hiicreler, antimikrobiyal varliinda eradike olmayan ve Ureme hizlarini
yavaglatarak hayatta kalan hucrelerdir (61, 87). Yapilan c¢alismalar inatgi
hicrelerin planktonik hicre formlarinda gézlenmeyip sadece biyofilm iginde
bulundugunu gostermektedir. Inatci hiicreler fenotipik varyantlar olup
mutasyon gostermemektedirler (61). C. albicans, C. krusei ve C. parapsilosis
biyofilmlerinde maya hucrelerinin kiguk bir kisminin amfoterisin B’ye yuksek
dizeyde direngli oldugu bildirilmistir (61, 88, 89). Antifungal tedavi sirasinda
inatgi hlcrelerin secilerek hayatta kalmasi reklrren enfeksiyonlara neden
olabilmektedir (90).

4) Direng gelisimi i¢in biyofilm yapisinin olgunlagmasi sart degildir
ve tutunma asamasinda bile direng tetiklenmektedir (89). Ylzeye tutunma,
antifungal  direng  durumunu  etkileyen  genlerin  ekspresyonunu
degistirmektedir. Bunlar arasinda hlcre zarindaki sterol ¢esidi ve miktarini
dizenleyen genler, hicre duvarinda ve ECM’de bulunan glukan miktarini

duzenleyen genler ve atim pompasi genleri sayilabilir. Biyofiimdeki inatgi
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hiucrelerde ERG1, ERG25, SKN1 ve KRE1l genlerinin dizenlenmesinde
degisiklik gozlenmig, hucre zari ve hucre duvarinin igeriginde degisiklikler
olabilecegi belirtilmigtir (88). Kuhn ve ark. (83), C.albicans ve C.parapsilosis
biyofilmlerinin ekinokandin grubunda yer alan kaspofungin ve mikafungine
duyarli olduklarini bildirmislerdir. Ekinokandin grubu antifungaller Candida
hidcre duvarinda 6nemli yere sahip olan [B-1,3-glukanin sentezini inhibe
etmektedir (6, 83). Bu polisakkaridin ayni zamanda biyofilm matriksi icinde de
yer aldigi bilinmektedir (61, 83). Ylzeye temasla aktive olan Mkc1 ("mitogen
activated protein kinase”) proteini hif olusumu ve biyofilmin olusabilmesi igin
gerekli goérinmektedir. Mkcl mutantlarinda zayif bir biyofilm gelisebilse de,
biyofilm flukonazole direng gdsterememektedir (58, 91).

Antifungal direngte atim pompalarinin da rolu olabilmektedir. Candida
turlerinde CDR ve MDR genlerince kodlanan ABC (“ATP-binding casette”) ve
MFS (“Major facilitator superfamily”) tasiyicilarinin antifungal direncinde rol
oynadidi bilinmektedir (61). Biyofilm gelisimi sirasinda bu genlerin
ekspresyonunda artis olmaktadir (61, 68). Mateus ve ark. (92), yaptiklari
calismalarda Cdrl ve Mdrl atim pompasi genlerindeki mutasyonlarin
biyofilmin flukonazole duyarlihgini arttirdigini belirtmislerdir. Mukherjee ve ark.
(93) ise, bu iki genin erken fazda i¢indeki hicrelerde planktonik hiicrelere gore
daha fazla eksprese olduklarini bildirmiglerdir. Bu genlerin birinde ya da
ikisinde meydana gelen mutasyonlar sonucunda biyofilmin antifungal ilaclara
direncinde azalma olmakla birlikte diren¢ devam etmektedir. Bu durum,
biyofimde goézlenen antifungal direncin birden fazla mekanizmadan
kaynaklandigi hipotezi ile uyumludur (61, 68, 92).

Candida biyofilminde gorilen direng mekanizmalari biyofilmin fazina
gore degismektedir. Azol direncinde erken fazda atim pompalari 6n planda
iken, gec¢ fazda sterol icerigindeki degisiklikler 6nem kazanmaktadir. (56, 58,
93). Biyofimin olgunlasma surecinde degisen membran sterol
kompozisyonunun amfoterisin B ve azollere olan duyarliigi etkiledigi
belirtiimektedir (58, 93).



29

Biyofilm Varhginda Antifungal Direncin Saptanmasi

Antimikrobiyal direng, ilacin mikroorganizmaya etki etmemesi
durumudur. Diren¢  kavrami, farkli  durumlari  tanimlamak igin
kullanilabilmektedir. Primer direng, bir mikroorganizmanin ila¢ ile hig
kargilasmamis olsa bile direng gostermesidir. Sekonder veya kazaniimis
direng, mikroorganizmanin ilag ile karsilastiktan sonra antifungale kargi direng
gelistirmesidir. Dogal veya intrinsik direngte, bir mikroorganizma, belirli bir
antifungal ilag ile daha once karsilasmamis olsa da direnglidir. Ornegin,
C.krusei flukonazole dogal direnglidir. Klinik direng ise, hastanin uygun dozda
ilag tedavisi almasina karsin hastada iyilesme goérilmemesidir (94). immin
yetmezlik, tibbi cihaz ya da biyomateryal varligi gibi durumlarda, in vitro olarak
etkin oldugu belirlenen antifungalin tedavide vyeterli olmamasi mantar
enfeksiyonlarinda sik karsilasilan bir durumdur.

Mantarlarda antifungal duyarliik durumunun saptanmasi igin
standartlarin gelistiriimesi dinamik bir sire¢ olup halen devam etmektedir.
Dunyada kabul goéren test yontemleri “Clinical and Laboratory Standards
Institute” (CLSI) ve “European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing” (EUCAST) tarafindan gelistirilen standart yontemlerdir ve iki merkez
arasinda testlerin uyumluluk kazanabilmesi i¢in ¢alismalar devam etmektedir.
Candida turlerinde antifungal MiK degerlerinin belirlenmesi igin CLSI M27-A3
veya EUCAST Onerilerine uygun olarak mikrodilisyon ydntemi
kullaniimaktadir (95, 96). Bununla beraber, biyofilm varliginda antifungal MiK
degerleri XTT mikroplak yontemiyle belirlenebilmektedir (74).

2.2.10 Biyofilm Enfeksiyonlarinin Tedavisi ve Onleme Stratejileri

Standart antimikrobiyal tedavi uygulamalari biyofilm enfeksiyonlari igin
yetersiz kalmaktadir. Planktonik hucrelere etkili olan antimikrobiyal
konsantrasyonu 1000 kat artirildiginda bile biyofilm igerisindeki hiicrelerin bir
kismi hayatta kalabilmektedir (56). Bu durum, biyofilm enfeksiyonlarinda
tedavi basarisini azaltmakta, tedavi suresini ve maliyetini artirmakta ve
Ozellikle immun sistemi baskilanmis kisilerde, tedavi dozunun yukseltilmesi ile

toksik etkiler ortaya c¢ikabilmektedir. Tibbi cihazlarla iligkili biyofilm
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enfeksiyonlarinda ilk tercih biyomateryalin vicuttan uzaklastiriimasidir.
Biyomateryal vicuttan uzaklastinimadigi sirece tedavi genellikle etkisiz
kalmaktadir. Tablo bir sdreligine gerilese bile rekurrensler meydana
gelmektedir. Biyomateryal uzaklastirildiktan sonra iyilesme gbézlenebilmekte,
duruma goére antifungal tedavi kesilebilmekte veya tedaviye bir sire daha
devam edilebilmektedir. Ancak, pratikte biyomateryalin uzaklastiriimasi her
zaman muimkin olmamaktadir. Ozellikle yogun bakim Unitelerinde yatan
hastalar icin damar kateterleri ve idrar sondasi gibi biyomateryallerin kullanimi
cogunlukla zorunlu olmakta, gikariimalari veya degistiriimeleri hastalarin genel
durumlar itibariyle sikintili olabilmektedir. Bu nedenle biyofilm olusumunun
onlenmesi ¢alismalari da buyuk 6nem tegkil etmektedir. Kateter ile iligkili Griner
sistem enfeksiyonlarinin  patogenezinde biyomateryalin yapisi ve
kolonizasyona duyarliligi buylk rol oynamaktadir. Biyomateryalde biyofilm
olusumunu engellemek i¢in biyomateryalin yapiminda kullanilan malzemelerin
yuzey kolonizasyonunu onleyecek sekilde degistiriimesi umut verici bir calisma
alanidir (97).

Bu amagla antibiyotik emdirilmis, gumus, heparin veya antiseptik iceren
veya hidrofilik kaplamasi olan materyaller kullanilabilmektedir.  Antibiyotik
emdirilmig Uriner kateterler, kateterizasyonun ilk haftasinda asemptomatik
bakteritiriyi azaltabilmektedir (97, 98). Ancak, mantarlara yonelik calisma
bulunmamaktadir. Benzer sekilde, gumus alasimh kaplamalarin da, bir
haftadan daha kisa sureli kateterizasyonlarda kolonizasyon ve enfeksiyon
insidansini azaltabilecegi bildirilmistir. Daha uzun sureli kateterizasyonlarda
etki azalmaktadir (97, 98). Gumus oksit iceren kateterler artik
kullanilmamaktadir (98). Hidrofilik kaplama ve heparin mikroorganizmalarin ve
diger organik maddelerin tutunmasini Onlemeyi amaclamakla Dbirlikte
etkinliklerinin yetersiz olabilecegi bildirilmistir (97, 99) (100).

Gentin ve triklosan gibi antiseptikleri iceren kateterlerle de bakteri
adezyonunun azaldigini bildiren galigsmalar bulunmaktadir (97, 100).

Biyofilmin engellenmesi igin fiziksel yontemler de kullanilabilmektedir.

Dusuk enerjili yuzeyel ses dalgalari yayan sistemlerin tutunmayi énledigini
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bildiren ¢alismalar bulunmaktadir (97). Ancak mekanik yontemler daha ¢ok
olusan biyofilmlerin yuzeyden uzaklastiriimasi i¢in kullaniimaktadir (101).

Biyofilm olusumunda énemli rol oynayan sinyal yolaklarinin ve genetik
sureglerinin inhibisyonun da biyomateryaller Gzerindeki biyofilm geligimini
engelleyerek etkili olabilecedi dusunulmektedir. Adezyon asamasindan
sorumlu olan ALS genlerinde meydana gelen mutasyonlar biyofilm gelisimini
engelleyebilmektedir (59). Ancak bunlar Klinik kullanimi olan ydntemler
degildir.

Kateteri vicuda yerlestirirken temel antisepsi kurallarina uyulmasi, el
hijyeninin saglanmasi, kullanilan eldiven ve tamponlarin steril olmasi, kateter
giris yerinin antiseptikle temizlenmesi, kalici kateterlerin rutin bakimina dikkat
edilmesi gibi korunma oOnlemleri enfeksiyonu 6nlemek agisindan 6nem

tasimaktadir.

2.2.11 Uriner Sistem Enfeksiyonlarinda Biyofilmlerin ve

Kateterizasyonun Rolu

Uriner kateterler, hastanelerde ve hastane disinda yaygin olarak
kullanilan tibbi araclardir. Hastanede kalan hastalarin %15 - 25’'inde
hastanede kaldiklari sure icinde en az bir kez Uriner kateter kullaniimaktadir
(5).

Uriner sistem enfeksiyonlari en sik goriilen hastane enfeksiyonlaridir ve
cogunlugu uriner kateter kullanimina baghdir (5, 102, 103). Yedi glinden uzun
sureli kateterize olan hastalarin %25’'inde bakteriiri veya kandiduri
gelismektedir (103). Uriner kateterin yerlestiriimesinden en az iki giin sonra
(yerlestirme isleminin yapildigi guin dahil), ya da uriner kateterin ¢ikartiimasini
takiben en fazla iki gun sonra (kateterin ¢ikartildigi gin dahil) ortaya ¢ikan
uriner sistem enfeksiyonlari “kateter iligkili Uriner sistem enfeksiyonu” olarak
tanimlanmaktadir (104).

Uriner kateterler yapisal ve ylzeyel kosullari bakimindan biyofilm
gelisimine hazir ortamlardir. Kullanim suresi arttikga mikrobiyal kolonizasyon
ve sonrasinda enfeksiyon gelisimi riski artmaktadir (4, 6, 103). Uretradan

mesaneye Yyerlestirilen bu kateterler kisa zamanda uretra ve gastrointestinal
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kanalda bulunan mikroorganizmalar ile kolonize olmaktadir. Buna ek olarak,
kateter mesaneye yerlestirilirken mukoza tUzerinde mekanik hasar olusumu da
kolonizasyonu tesvik etmektedir (4, 103).

Uriner kateterizasyon siiresi <30 giin ise kisa sireli, 30 giinden fazla
ise uzun sureli kateterizasyon olarak tanimlanmaktadir (5, 102). Kapali driner
kateter sistemlerinde 30. glnden sonra tUum hastalarda bakteriUri
gorulmektedir (5, 103).

Vicuda yerlestirilen yabanci maddelerin, hastalarda enfeksiyonlara
yatkinhda neden olduklar bilinmektedir (4). Yabanci cisim vicuda
yerlestirildikten kisa bir sire sonra, yerlestirildigi anatomik bdlgeye gore kan,
tikardk, idrar, mukus gibi viicut sivilariyla karsilasmaktadir (4). Uriner kanalda
da Tamm - Horsfall glikoproteini, c¢esitli iyonlar, polisakkaritler ve diger
maddeler dakikalar icinde materyalin Uzerinde birikir ve hazirlayici filmi
olustururlar (4).

Uriner kateter varliginin Uriner Candida enfeksiyonu igin risk faktor(
oldugu bilinmektedir (6). Cocuk yodun bakim birimlerinde gelisen
enfeksiyonlari arastiran bir ¢calismada, idrar yolu enfeksiyonlarinin %21’inde
Candida tiirlerinin etken oldugu bildiriimistir (3). idrarda Candida saptanmasi
kolonizasyon, sistit, kateter enfeksiyonu veya hematojen enfeksiyon seklinde
degerlendirilebilmektedir. Bakteriyel idrar yolu enfeksiyonlarinin tanisinda
idrar kiltarinde 10%° CFU/ml bakteri iremesi anlamli kabul edilmektedir (105).
Fungal enfeksiyonlar igin kantitatif idrar kltarinde Ureyen koloni sayisi igin bu
sekilde bir sinir deger belirlenmemistir.

Kandiduri i¢in Uriner kateter ve diger uriner islemler, Uriner sistemde
tikaniklik, diabetes mellitus, antibiyotik kullanimi, kadin cinsiyet ve yogun
bakim Unitesine yatis altta yatan risk faktorleri arasinda sayiimaktadir (2, 6,
106).

Fungal Uriner sistem enfeksiyonlarinda Candida turlerine gittikge daha
sik rastlanmaktadir (107). Kandidurilerde en sik rastlanan tur C. albicans
olmasina ragmen, albicans dis1 Candida turleri de artis gostermektedirler (6)
(106, 108). C. parapsilosis ise uriner sistem enfeksiyonlarinda ¢ok sik izole
edilen bir tur degildir (107).
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Kandiduri tedavisinde flukonazol kullaniminin sonucunda kisa sureli
basari saglansa da uzun sureli eradikasyon oranlarinin tedavi almayan
hastalardan farkli olmadigi bildirilmistir (109). Candida biyofilmlerinde
antifungal ilaglara duyarhligin azaldigi, flukonazol ve amfoterisin B etkinliginin
dusuk, amfoterisin B’nin lipid igeren formdlleri ile ekinokandinlerin etkinliginin
ise daha iyi oldugu bilinmektedir (83, 110) Her durumda, kateter ve benzeri
yabanci cisimlerin uzaklastirlmasi tedavi basarisinda bulyuk fark

yaratmaktadir (6).
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3. GEREG VE YONTEM

3.1 Maya suslari

Bu calismaya Hacettepe Universitesi Tip Fakdltesi Hastanesi Klinik
Patoloji Laboratuvari Mikoloji Laboratuvari’nda idrar kilturlerinden izole edilen
ve tanimlanan Candida turleri dahil edilmistir. Mikoloji laboratuvari hasta bilgisi
kayitlari retrospektif olarak incelenerek uUriner kateteri olan ve olmayan
hastalardan izole edilmis 25’er adet olmak Uzere toplam 50 sus secilmistir.
Secilen suslara ait stok kulturler Sabouraud dekstroz agarda (SDA) (BBL,
Becton Dickinson, ABD) 37°C’de uretilmigtir. Suslarin saf kultir olduklarinin
kesinlestirilmesi icin calisma o©ncesinde tek koloni pasajlari yapilmigtir.
Besiyerlerindeki Uremenin karisik olmasindan suphelenildiginde, kromojenik
besiyeri (Himedia, Hindistan) kullanilarak tGremenin safligi kontrol edilmistir.
Uretilen suslarin tir tanimlamalarinin dogrulanmasi igin misir unlu Tween 80
agara (BBL Becton Dickinson, ABD) ekim yapilarak 25°C’'de 24 - 48 saat
inkibe edilmistir ve mikroskop altinda x40 buyutmede tipik morfolojinin
g6zlendigi not edilmigtir (10). Calismaya alinan tum izolatlar saf kalttr olarak

test edilmis ve tur tanimlamasi dogrulanmigtir.

3.2 Biyofilm Olusturma Ozelliginin Belirlenmesi
Calismaya dahil edilen tim suslarin biyofilm olusturma yetenekleri iki

farkli ydntem ile test edilmistir:

3.2.1 Kongo Kirmizisi Agar ile Biyofilm Olugsumunun Test Edilmesi

Kongo kirmizisi agar o©nceki c¢alismalarda oOnerilen sekilde
hazirlanmistir (76). Bunun igin 37 g/L beyin kalp inflizyon buyyonu,10 g/L agar,
80 g/L glukoz ve distile su homojenize edilmistir. Kongo kirmizisinin sudaki
cozeltisi 0,8 g/L olacak sekilde hazirlanmistir. iki ¢dzelti, otoklavda 1 atm
basing altinda 121°C de 15 dakikada ayri ayri steril edilmigtir. Her iki karigim
otoklavdan cikarildiktan sonra sicakliklari 55°C’ye dusene kadar su
banyosunda bekletiimis ve sonra karigtirilarak 9 cm ¢apindaki steril petrilere

20 mL/petri olacak sekilde dagitilmistir. Petrilerdeki besiyerinin katilastiktan
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sonra oda sicakligina gelmesi beklenmis ve temiz plastik posetler iginde
buzdolabina kaldiriimistir. Test edilecek Candida susunun SDA’da hazirlanan
bir gecelik taze kulturinden bir 6ze dolusu alinarak Kongo kirmizisi agar
yuzeyine ekilmis ve plaklar 35°C’de 48 saat inkibe edilmigtir. Sonrasinda
ureyen maya kolonilerinin renkleri incelenerek, sonuglar gorsel olarak
degerlendirilmigtir. Bu degerlendirmeye gore koloniler siyah ve bordo ise
mikroorganizma biyofilm pozitif; kirmizi, pembe ve beyaz ise biyofilm negatif
kabul edilmistir. Biyofilm pozitif kabul edilen mayalarin koloni rengi siyah ise
“gucll”, bordo-siyah ise “orta dereceli”, bordo ise “zayif’ biyofilm olugsumu
olarak degerlendirilmigtir (Sekil 3.1). Tum suslar i¢cin 24 saat sonunda 6n
degerlendirme ve 48 saat sonunda asil sonu¢ degerlendiriimesi yapiimigtir.

Deney U¢ kez tekrar edilmis ve elde edilen sonuglarin uyumu karsilastiriimistir.

Sekil 3.1. Kongo kirmizisi agarda 48 saatlik inkibasyon sonrasi goéranum.
3,4,6 ve 7 numarali suslar negatif, 1 numarali sus zayif pozitif, 5 ve 8 numarall
suslar ise guglu pozitif olarak degerlendirilmigtir. 2 numarali susta Ureme

gOzlenmemisgtir.



36

3.2.2 Mikroplakta XTT indirgenmesi ile Biyofilm Varhiginin Test

Edilmesi

Biyofilm yapimi mikroplak yontemiyle de test edilmigstir. Plakta biyofilm
varhgi, Pierce ve ark.’nin (74) daha o6nce kullandiklari yéntemin modifiye
edilmesiyle arastinimistir. Bu yontemde 96 gukurlu mikroplaklar kullaniimistir.
Test edilecek suglar YPD besiyerinde asagida belirtilen sekilde hazirlanmis,
steril RPMI 1640 besiyeri konmus mikroplak ¢ukurlarina eklenmis ve uygun
kosullarda inkiibe edilmistir. Ureme asamasinin ardindan cukurlarda yikama
yapilarak biyofilm olusturarak gukur ylzeyine tutunamayan maya hucrelerinin
uzaklastirimasi saglanmistir. Yikama islemininden sonra, yapilan gorsel
degerlendirmede, cukurlarin taban kisminda tabaka olusumu gozlenmesi
biyofilm varligina, tabaka olusumu gézlenmemesi biyofilm yokluguna isaret
etmektedir (Sekil 3.2). Sonuglar ayrica hucre canlligini tayin etmede kullanilan
bir kimyasal olan XTT ile spektrofotometrik olarak da degerlendirilmistir (Sekil
3.3).

Sekil 3.2 Mikroplakta XTT indirgenmesi ile biyofilm varliginin test
edilmesi ydonteminde yikama sonrasinda kuyucuklardaki biyofilmin gorinusu

(A1 ve B1 kuyucuklari negatif kontrol).
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Sekil 3.3. Mikroplakta XTT indirgenmesi ile biyofilm varlidinin test

edilmesi yonteminde XTT eklenip 2 saat inklUbe edilen kuyucuklarin goruntsu

(Al ve B1 kuyucuklari negatif kontrol)

Bu yontem igin kullanilan besiyerleri, kimyasal maddelerin igerikleri,
hazirlanma agsamalari ve yontemin uygulanisi su sekildedir:

1) YPD (“yeast peptone dextrose”) Besiyeri

YPD sivi besiyeri icin 10 g maya 6zutl, 20 g pepton ve 20 g dektroz bir
litre distile suda ¢dzilmUs ve homojenize edilmistir. Sterilizasyon igin ¢ozelti
121°C’'de 15 dakika otoklavlanmig, oda sicakhdina ulastiktan sonra
buzdolabina kaldirilarak +4+2°C’de saklanmistir.

2) RPMI 1640 Sivi Besiyeri

RPMI 1640 sivi besiyeri igin 10,4 g RPMI 1640 ve 69 g 3-(N-morfolino)
propan sulfonik asit (MOPS) 900 mL distile su igerisinde 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 ym por ¢api olan
filtreden gegcirilerek sterilize edilmigtir. Kullanima kadar buzdolabinda
+412°C’de bekletilmistir.

3) XTT / Menadion Cdzeltisi

a) XTT Cozeltisinin Hazirlanmasi
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XTT c¢ozeltisi, 100 ml PBS (“Phosphate buffered saline”) pH 7,0
icerisinde 50 mg XTT'nin ¢ozulmesiyle hazirlanmigtir. XTT'nin PBS igerisinde
tamamen ¢6zindiginden emin olundugunda, 0.22 um por c¢aph filtreden
gegirilerek sterilite saglanmistir. Cozelti 10 ml'lik kisimlara ayrilmis, tupler
iIsiktan korunacak sekilde aluminyum folyo ile kaplanarak -70°C’de
saklanmigtir.

b) Menadion Coézeltisinin Hazirlanmasi

Menadion c¢odzeltisi, 10 ml %100’lUk aseton icinde 17,22 mg
menadionun ¢oézinmesiyle 10 mM olacak sekilde hazirlanmigtir. Steril
ependorflara 10 pl'lik kisimlar halinde dagitiimis ve -70°C’de saklanmistir.

C) XTT/ Menadion ¢ozeltisinin hazirlanmasi

XTT ve menadion ¢ozeltilerinin -70°C’lik derin dondurucudan ¢ikarilip
oda sicakhginda erimesi beklenmigtir. Calisma ¢ozeltisini elde etmek icin 10

ml XTT ¢ozeltisine 1 yl menadion eklenmistir.

Yontemin Uygulanigi

Test Suslarinin Hazirlanmasi

Test edilecek susun SDA’da Uretilmis 24 saatlik kiltdriinden bir koloni
10 ml YPD sivi besiyerine konmus ve galkalayicida 37°C’de bir gece inkube
edilmigtir. Ertesi gun, icinde Ureme olan sivi besiyeri icindeki maya hucreleri
PBS ile U¢ kez yikanarak ayrilmistir. Bunun igin besiyeri 3000 rpm’de 5-10
dakika santrifiij edilmis, Ust kisimdaki sivi dokulmustir. TUpte kalan ¢dkeltiye
5 ml steril PBS eklenerek vortekslenmistir. Sonrasinda 3000 rpm’de tekrar
santrifijlenmis ve Usteki sivi dokulerek bu kez 2 ml steril PBS eklenmistir.
Yeniden vorteksleme ve santriflij yapilmis ve kalan ¢okeltiye 37°C sicaklikta 1
ml serum fizyolojik (SF) eklenerek karigtiriimistir. Elde edilen sispansiyondan
SF iginde 1x108 CFU/mI, spektrofotometrede absorbans 0,09 - 0,13 ve optik
dansite (OD) %78 - 80 olacak sekilde suspansiyon hazirlanmistir. Sonraki
islem 15 dakika icinde gerceklesmeyecek ise, hazirlanan suspansiyon
buzdolabinda bekletilmigtir.
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Test igin Mikroplaklarin Hazirlanmasi

Mikroplak Gzerindeki her kuyucuk bir test icin kullanilmigtir. Her sus Gger
kez test edilmistir. Mikroplaklar steriliteleri bozulmayacak sekilde paketlerinden
cikarildiktan sonra, test igin kullanilacak her kuyucuga 50 uyl RPMI 1640
konulmus ve pozitif kontrol susu da dahil olmak Uzere sus
suspansiyonlarindan 50’ser pl eklenmistir. Negatif kontrol kuyucuklarina ise 50
gl RPMI 1640 konulmustur. Hazirlanan test plaklari kapaklari kapatilip
parafiimle sarildiktan sonra 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon
isleminin ardindan, ¢ok kanalli pipet kullanilarak 200 pL steril PBS ile U¢ kez
yikama yapilmistir. Plaklar kurutma kagidi Gzerine ters gevrilerek tim PBS’nin
akitilmasi saglanmistir. Bu asamada kuyucuklardaki biyofilm ¢iplak goz ile
veya “inverted” mikroskopla gorulebilir hale gelmektedir. Mikroplaktaki fazla
sivi atildiktan sonra her kuyucuga 100yl XTT/ menadion solisyonu
eklenmigtir. Plaklar aliminyum folyo ile sarilarak 2 saat boyunca 37°C’de
inkibe edilmistir. Her kuyucuktan 80 pl alinarak temiz diiz tabanh mikroplaga
aktarilmigtir. Plaklar 492 nm dalgaboyunda 6lgim yapan spektrofotometrede
okutularak absorbans oOlgulmus ve optik dansite (OD) belirlenmigtir. Kalite
kontrol icin her calismada biyofilm yapan standart sus olan C.albicans MYA
274, C.krusei ATCC 6258 ve C.parapsilosis ATCC 22019 kullaniimistir.

Test Sonuglarinin Degerlendirilmesi
Sonuglarin degerlendiriimesinde Christensen ve ark.’in (111) ¢alismasi
temel alinmigtir. Bunun igin:
o Her kuyucuktan elde edilen OD degerinden negatif kontrol

kuyucugunun OD degeri ¢ikarilarak test degeri hesaplanmigtir.

o Her sus icin Ug¢ test degerinin ortalamasi sonug¢ degeri olarak
alinmistir.
. Sonug degeri, negatif kontrol kuyucuklarindan elde edilen sinir

deger ile karsilastirlmistir. Sinir deger, negatif kontrol kuyucuklarinin OD
degerlerinin ortalamasina Ug¢ standart sapma eklenerek hesaplanmistir.

o Susa ait sonug degderi < sinir deger ise sus negatif,
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o Sinir deger < susa ait sonug dederi < 2 x sinir deger ise sus zayif
pozitif,

o 2 x sinir deger < susa ait sonug¢ degeri < 4 x sinir deger ise sus
orta derecede pozitif,

o Susa ait sonug degeri > 4 x sinir deger ise sus guglu pozitif olarak

degerlendirilmigtir.

3.3. Planktonik Hucrelerin Antifungal Duyarhiik Durumlarinin

Belirlenmesi

Suslarin antifungal duyarlilik testleri, mikrodilisyon testi ile referans
yontemlerden biri olan Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) M27-
A3 Kilavuzu o6nerilerine uygun olarak gercgeklestirimistir (95). Bu ydntem,
planktonik hucrelerin test edilmesi igin standart uygulamalar icermektedir.
Elde edilen minimum inhibitér konsantrasyon (MiK) degerleri CLSI M27-S4
Onerilerine goére degerlendirilmistir (112). Tim suslar icin flukonazol ve
amfoterisin B MiK degerleri belirlenmistir.

Yontem kisaca asagidaki sekilde uygulanmistir:

3.3.1 Test Plaklarinin Hazirlanip Dondurulmasi

a. Steril RPMI11640 plaktaki 1-11. kuyucuklara 50 ul, 12. kuyucuga
ise 100 pL olacak sekilde dagitiimistir. (Antifungal ilaglarin RPMI iginde
dilisyonlari 10 adet falkon tlpte hazirlanmistir.)

b. 1.tupe amfoterisin B i¢in 39,5 mL, flukonazol ve mikafungin igin
19,5 mL RPMI eklenmistir. Stok antifungalden 0,5 mL eklenmistir.

C. 2. tipe 5 mL RPMI ve 1.tupten 5 mL eklenmisgtir.

d. 3. tupe 15 mL RPMI ve 1 tupten 5 mL konulmustur.
e. 4 tupe 5 mL RPMI ve 3.tupten 5 mL ilave edilmistir.
f. 5.tipe 7,5 mL RPMI ve 3.tipten 2,5 mL konulmustur.
g. 6.tupe 17,5 mL RPMI ve 3.tupten 2.5 mL eklenmistir.
h. 7.tupe 5 mL RPMI ve 6.tupten 5 mL konulmustur.

8.tupe 7,5 mL RPMI ve 6.tupten 2,5 mL ilave edilmistir.
J- 9.tupte 17,5 mL RPMI ve 6.tlpten 2,5 mL konulmustur.
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k. 10.tapte 5 mL RPMI ve 9.tipten 5 mL eklenmigtir.

l. Hazirlanan antifungal dilisyonlar, 1-10. kuyucuklara 50’ser uL
dagitilmigtir.

m. 11. ve 12. kuyucuga antifungal eklenmemistir (sirasiyla, treme
kontroll ve besiyeri kontrol().

n. Plaklar -80°C’de dondurulmustur.

3.3.2 Test Edilecek Suglarin Hazirlanmasi

a. Test edilecek sus SDA’ya ekilerek bir gece inklibe edilmigtir.

b. Her sus icin bir adet 5 mL SF, bir adet 4,9 mL RPMI 1640 ve bir
adet 4,75 mL RPMI 1640 igeren tup hazirlanmistir.

C. SF iceren tupte spektrofotometrede OD %78 - 80 olacak sekilde
maya suspansiyonu hazirlanmigtir.

d. Hazirlanan SF igindeki sispansiyondan 250 uL alinip, 4,75 mL
RPMI 1640 iceren tupe konularak 1/20 oraninda seyreltilmistir.

e. Seyreltiimis karisimin bulundugu tupten 100 uL alinip 4,9 ml
RPMI 1640 iceren tlpe konularak 1/50 oraninda daha seyreltilmistir.

f. Son maya suspansiyonu 1/1000 kez seyreltiimis olup mikroplaga
ekim icin kullaniimistir. Beklemesi gereken suspansiyonlar isleme kadar

buzdolabina kaldiriimistir.

3.3.3 Testin Uygulanmasi ve Degerlendirilmesi
a. Dondurulmus test plaklari oda sicakligina alinip eritilmigtir.
b. Plaktaki her sirada ilk 11 kuyucuga ¢ok kanall pipet ile 100 pL

maya suspansiyonu eklenmistir. Her sus igin iki sira kuyucuk kullaniimigtir.

C. 12. kuyucuga maya suspansiyonu eklenmemektedir (besiyeri
kontrold).

d. Kapak kapatilarak 37°C de inklbe edilmigtir.

e. 24 ve 48. Saatlerde gorsel okuma yapilmistir.

f. Flukonazol ve mikafungin i¢in ireme kontrol gukuruna gore %50

inhibisyon, amfoterisin B igin ise %100 inhibisyon géz éniine alinarak MiK

degeri belirlenmisgtir.
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3.4. Biyofilm Varhginda Antifungal Duyarhhgin Belirlenmesi

Biyofilm varliginda antifungal duyarlihgin belirlenmesi igin, Pierce ve
ark.’nin (74) daha o6nce bildirdigi XTT ile duyarhlik saptama ydntemi
kullaniimistir. Her sus icgin flukonazol ve amfoterisin B etkinligi test edilmigtir.
Her test icin mikroplakta iki sira kullaniimig ve her sus iki kez test edilmisgtir.
Kalite kontrol i¢in her galismaya C.albicans MYA 274, C.krusei ATCC 6258 ve
C.parapsilosis ATCC 22019 standart suslari eklenmistir. Yontem kisaca su
sekildedir:

3.4.1 Test Edilecek Suslarin Hazirlanmasi
Mikroplakta XTT indirgenmesi ile biyofiim varliginin test edilmesi

bélimudnde anlatilan sekilde hazirlanmistir (Sayfa no: 34).

3.4.2 Biyofilm igeren Test Plaklarinin Hazirlanmasi ve Antifungal

Duyarlilik Testinin Uygulanmasi

Steril mikroplaklarin tim kuyucuklarina 50 ul RPMI 1640 konmustur. ilk
11 kuyucuga test edilecek susun hazirlanan suspansiyonundan 50’ser ul
eklenmigtir. Negatif kontrol kuyucugu olan 12. kuyucuga sus eklenmemistir.
Mikroplaklar kapaklari kapatildiktan sonra parafilmle sariimis ve 37°C’de 24
saat inkiibe edilerek biyofiim olusmasi saglanmistir. inkiibasyon isleminin
ardindan, ¢ok kanall pipet kullanilarak 200 pL steril PBS ile U¢ kez yikama
yapilmis ve planktonik hicreler uzaklastiriimistir. Plaklar kurutma kagidi
uzerine ters cgevrilerek  kurutulduktan sonra  kuyucuklara farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan antifungal ilag ¢oOzeltileri dagitilmistir. Bu
cOzeltiler, CLSI M27-A3 kilavuzunda oOnerildigi gibi planktonik hucrelerin
antifungal duyarlilik durumlarinin belirlenmesi boliminde anlatilan sekilde
hazirlanmis ve kolonlara dagitilmistir (sayfa no: 37). Son iki kuyucuga
antifungal eklenmemigtir (Ureme kontroli ve negatif kontrol). Antifungallerin
dagitiimasinin ardindan mikroplaklarin kapaklari kapatilip parafilmle sarilmis
ve 37°C'de 24 saat daha inkiibe edilmistir. inkiibasyonun sonunda, her

kuyucuk igin 200 uL steril PBS ile u¢ kez yikama yapilmigtir. Mikroplaklar
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kurutma kagidi Uzerine ters gevrilerek kuyucuklardaki tim PBS’nin akitiimasi
saglanmistir.  Sonrasinda kuyucuklara 100pyl  XTT/menadion g¢ozeltisi
eklenmistir. Mikroplaklar 1sik gecgirmeyecek sekilde aliminyum folyo ile
sarilarak 37°C’de 2 saat inkibe edilmistir. Sonrasinda her kuyucuktan 80 l
alinarak temiz duz tabanl bir mikroplaga aktariimistir (Sekil 3.4). Her kuyucuk
icin 492 nm dalgaboyunda olgim yapan spektrofotometrede absorbans
Olcllerek OD belirlenmis, negatif kontrol kuyucugunun OD dederi ¢ikarilarak,
test degerleri hesaplanmistir.

Azoller ve ekinokandinler igin 11. kuyucuktaki Ureme kontroll
kuyucuguna goére test degerinde %50 azalma gozlenen kuyucuktaki
konsantrasyon (MiK-2), MIK degeri olarak belirlenmistir (Ornegin: kontrol
kuyucugunda OD=1.0 ise OD<0.5’e karsilik gelen ilk kuyucuktaki antifungal
konsantrasyonu MIK degeri olarak alinmistir).

Amfoterisin B igin ise, Greme kontroliine goére %80 inhibisyon gdzlenen

kuyucuktaki konsantrasyonlar (MiK-1) MiK degeri olarak not alinmistir (78).

Sekil 3.4. Biyofilm varliginda antifungal duyarhlidin belirlenmesi icin kullanilan

XTT ile duyarliik saptama yonteminde XTT ile inkibasyon sonrasinda



amfoterisin B ile hazirlanmis mikroplakta suslarin géranima.

ureme kontroll,12. kolon negatif kontrol).
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(11. kolon
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4. BULGULAR
4.1 Kongo kirmizisi Agar ile Biyofilm Olusumunun Test Edilmesi
Deneyi Sonuglari
Kongo kirmizisi agar testi sonuglarina gére 12 susun biyofilm 6zelligi
gOsterdigi, 37 susun ise biyofilm negatif oldugu saptanmigstir. Bu test sonucuna
gore kateter pozitif ve negatif hastalardan izole edilen suslardaki biyofilm
Ozelligi Tablo 4.1’de 6zetlenmistir.
Kateter pozitif ve kateter negatif hastalardan elde edilen suslarin her biri
icin, Kongo kirmizisi agarda Ureme sonucunda elde edilen veriler XTT deneyi

sonuglari ile birlikte Tablo 4.3’te verilmistir.

Tablo 4.1. Kongo kirmizisi agarda treyen koloni rengine gore suslarin biyofilm

yapma ozelligi

Kateter Pozitif Hasta | Kateter Negatif Hasta
Biyofilm Suglari Suslari Toplam
n % n % N %
Gucl 0 0 1 4 1 2
Orta 2 8 5 20 7 14
Zayf 4 16 0 0 4 8
Negatif 19 76 18 72 37 74
Uremedi 0 0 1 4 1 2
Toplam 25 100 25 100 50 100

Sonuglar ki-kare testi ile analiz edilmis, Kongo kirmizisi agarda dreme
deneyi sonugclarina goére iki grup arasinda biyofilm olusturma 6zelligi

bakimindan anlamli bir fark bulunmamistir.

4.2 Mikroplakta XTT indirgenmesi ile Biyofilm Varliginin Test
Edilmesi
Mikroplakta XTT indirgenmesi deneyi ile tim suslarda biyofilm varhgi

gOsterilmis ve 46 susta (% 92) glglu pozitiflik saptanmistir. Mikroplakta XTT
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indirgenmesi deneyi sonucuna gore kateter pozitif ve negatif hastalardan izole

edilen suglardaki biyofilm 6zelligi Tablo 4.2’de 6zetlenmistir.

Kateter pozitif ve kateter negatif hastalardan elde edilen suslarin her biri

icin mikroplakta XTT indirgenmesi deneyi sonuglari, Kongo kirmizisi agarda

ureme sonucunda elde edilen veriler ile birlikte Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’te

verilmigtir.

Elde edilen sonuglar ki-kare testi ile degerlendirilmis, mikroplakta XTT

indirgenmesi deneyi sonuglarina goére biyofilm olusturma 6zelligi bakimindan

iki grup arasinda anlamli bir fark bulunmamisgtir.

Tablo 4.2. Mikroplakta XTT indirgenmesi yontemine gore kateter pozitif ve

kateter negatif hastalardan elde edilen suslarin biyofilm yapma

ozelligi

Kateter Pozitif Hasta | Kateter Negatif Hasta
Biyofilm Suglari Suslari Toplam

n % n % N %

Guglu 23 92 23 92 46 92
Orta 1 4 2 8 3 6
Zayf 1 4 0 0 1 2
Toplam 25 100 25 100 50 100




Tablo 4.3. Kongo kirmizisi agarda Ureyen koloni rengi ve mikroplakta XTT

indirgenmesi deneyi sonuglarina gore kateter pozitif hastalardan

elde edilen suslarin biyofilm 6zelligi
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Biyofilm Ozelligi
Sus No. Tiir
Kongo kirmizisi agar XTT indirgenmesi

1 C. albicans Negatif Guglu pozitif
2 C. albicans Negatif Guglu pozitif
3 C. albicans Negatif Guglu pozitif
4 C. albicans Negatif Guglu pozitif
5 C. glabrata Negatif Giglu pozitif
6 C. glabrata Orta pozitif Guglu pozitif
7 C. glabrata Negatif Guglu pozitif
8 C. glabrata Negatif Orta pozitif

9 C. glabrata Zayf pozitif Guglu pozitif
10 C. glabrata Zayif pozitif Guglu pozitif
11 C. krusei Negatif Guglu pozitif
12 C. parapsilosis Zayf pozitif Zayif pozitif
13 C. parapsilosis Orta pozitif Gugllu pozitif
14 C. parapsilosis Zayif pozitif Guglu pozitif
15 C. parapsilosis Negatif Gugllu pozitif
16 C. tropicalis Negatif Guglu pozitif
17 C. tropicalis Negatif Guglu pozitif
18 C. tropicalis Negatif Guglu pozitif
19 C. tropicalis Negatif Gugla pozitif
20 C. tropicalis Negatif Gugla pozitif
21 C. tropicalis Negatif Gugla pozitif
22 C. tropicalis Negatif Gugla pozitif
23 C. tropicalis Negatif Gugla pozitif
24 C. tropicalis Negatif Gugla pozitif
25 C. tropicalis Negatif Gugla pozitif
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indirgenmesi deneyi sonuglarina gore kateter negatif hastalardan

elde edilen suslarin biyofilm 6zelligi

Tir Biyofilm Ozelligi
Sus No. Kongo kirmizisi agar XTT indirgenmesi

1 C. albicans Negatif Giglu pozitif
2 C. albicans Negatif Giglu pozitif
3 C. albicans Negatif Giglu pozitif
4 C. albicans Negatif Giglu pozitif
5 C. albicans Negatif Giglu pozitif
6 C. albicans Negatif Giglu pozitif
7 C. glabrata Negatif Giglu pozitif
8 C. keyfr Orta pozitif Giglu pozitif
9 C. keyfr Negatif Giglu pozitif
10 C. krusei Orta pozitif Giglu pozitif
11 C. krusei Orta pozitif Giglu pozitif
12 C. krusei Guglu pozitif Giglu pozitif
13 C. krusei Orta pozitif Giglu pozitif
14 C. lusitaniae Negatif Giglu pozitif
15 C. parapsilosis Negatif Gugla pozitif
16 C. parapsilosis Uremedi Gugll pozitif
17 C. parapsilosis Orta pozitif Orta pozitif

18 C. tropicalis Negatif Orta pozitif

19 C. tropicalis Negatif Giglu pozitif
20 C. tropicalis Negatif Giglu pozitif
21 C. tropicalis Negatif Giglu pozitif
22 C. tropicalis Negatif Gugla pozitif
23 C. tropicalis Negatif Gugla pozitif
24 C. tropicalis Negatif Gugla pozitif
25 C. tropicalis Negatif Gugla pozitif
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Kongo kirmizisi agarda ureme ve mikroplakta XTT indirgenmesi deneyi
sonuglari incelendiginde, ikinci yontemin biyofilm yapan suslarin
belirlenmesinde daha basarili oldugu saptanmistir. Kongo kirmizisi agarda
ureme testi ile biyofilm saptanamayan 37 susun (36 biyofilm negatif ve bir
uremeyen sug) 36’sinda mikroplakta XTT indirgenmesi deneyi ile guglu,

birinde ise orta derecede biyofilm yapimi gozlenmigtir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Kongo kirmizisi agarda tGreme ve mikroplakta XTT indirgenmesi

deneyi ile elde edilen biyofilm varligi sonuglarinin karsilasgtiriimasi

XTT deneyi
Kongo Gigli Orta Zayif Negatif Toplam
kirmizisi
agar n % n % n % n % N %
Guclu pozitif 1 2 0 0 0 0 0 0 1 2
Orta pozitif 6 12 1 2 0 0 0 0 14
Zayif pozitif 2 4 1] 2 1] 2 0 0 4 8
Negatif 36 72 1 2 0 0 0 0 37 74
Uremedi 1 2 0 0 0 0 0 0 1 2
Toplam 46 92 3 6 1 2 0 0 50| 100
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Farkli Candida turlerinde biyofilm saptama deneylerinin sonuglari Tablo

4.6'te Ozetlenmistir. Mikroplakta XTT indirgenmesi deneyi tum tadrler icin

biyofilm varligini daha iyi gosterebilmigtir.

Tablo 4.6. Candida turlerinde Kongo kirmizisi agar ve mikroplakta XTT

indirgenmesi deneyi ile saptanan biyofilm sonuclari

Kongo kirmizisi agar XTT deneyi
Gigli | Orta Zayif .. Giuglu Orta Zayif
? ] o y Negatif | Uremedi g ] . y
pozitif | pozitif | pozitif pozitif | pozitif | pozitif

C. albicans

0 0 0 10 0 10 0 0
(n=10)
C. tropicalis

0 0 0 18 0 18 0 0
(n=18)
C. glabrata

0 1 3 3 0 6 1 0
(n=7)
C.
parapsilosis 0 2 1 3 1 5 1 1
(n=7)
C.krusei

1 3 0 1 0 5 0 0
(n=5)
C. keyfr

0 1 0 1 0 1 1 0
(n=2)
C. lusitaniae

0 0 0 1 0 1 0 0
(n=1)
Toplam

1 7 4 37 1 46 3 1
(n=50)

4.3 Antifungal Duyarhlik Testleri

Flukonazol igin referans ydntem ile elde edilen standart MiK degerleri

ve biyofilm varliginda elde edilen MiK degerleri kateter pozitif hastalardan elde

edilen suslar i¢in Tablo 4.7’de ve kateter negatif hastalardan elde edilenler i¢in

Tablo 4.8'de verilmistir. Tim suslarda biyofilm varhiginda MIK degerlerinin

arttig1 ve degerlendirme icin dnerilen direng esik degerini astigi gozlenmistir.




o1

Tablo 4.7. Flukonazol igin kateter pozitif hastalardan elde edilen suslarda

standart referans test ve biyofilm varliginda yapilan antifungal

duyarlilik testi sonucunda elde edilen MiK degerleri

Sus No. Tiir Standart MiK Biy?film varliginda
* (Mg/mL) MIK-2** (ug/mL)
1 C. albicans 1 >64
2 C. albicans 0,5 >64
3 C. albicans 1 >64
4 C. albicans 0,5 >64
5 C. glabrata 16 64
6 C. glabrata 16 64
7 C. glabrata 8 >64
8 C. glabrata >64
9 C. glabrata 16 >64
10 C. glabrata 16 >64
11 C. krusei 32 >64
12 C. parapsilosis 2 >64
13 C. parapsilosis 0,5 >64
14 C. parapsilosis <0,125 >64
15 C. parapsilosis 2 >64
16 C. tropicalis 0,5 32
17 C. tropicalis 2 >64
18 C. tropicalis 2 >64
19 C. tropicalis 2 >64
20 C. tropicalis 2 >64
21 C. tropicalis 2 >64
22 C. tropicalis 2 >64
23 C. tropicalis 0,25 >64
24 C. tropicalis 1 >64
25 C. tropicalis 0,5 >64

*Standart MiK sonuglari tireme yeterli oldugu igin 24 saatte okunmustur.
**MIK-2: %50 inhibisyon saglayan minimum antifungal konsantrasyonu
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Tablo 4.8. Flukonazol igin kateter negatif hastalardan elde edilen suslarda

standart referans test ve biyofilm varliginda yapilan antifungal

duyarlilik testi sonucunda elde edilen MiK degerleri

Standart MiK *

Biyofilm varliginda

Sus No. Tiir .
(ng/mL) MIK-2** (ug/mL)
1 C. albicans 1 >64
2 C. albicans 1 >64
3 C. albicans 0,125 16
4 C. albicans 1 >64
5 C. albicans 0,5 >64
6 C. albicans 1 >64
7 C. glabrata 4 >64
8 C. keyfr 1 >64
9 C. keyfr 1 >64
10 C. krusei 32 >64
11 C. krusei 32 >64
12 C. krusei 32 >64
13 C. krusei 32 >64
14 C. lusitaniae 8 >64
15 C. parapsilosis 0,25 >64
16 C. parapsilosis 1 >64
17 C. parapsilosis 0,5 >64
18 C. tropicalis 1 >64
19 C. tropicalis 1 >64
20 C. tropicalis 0,25 >64
21 C. tropicalis 0,5 >64
22 C. tropicalis 0,5 >64
23 C. tropicalis <0,125 64
24 C. tropicalis 1 >64
25 C. tropicalis 2 64

*Standart MiK sonuglari tireme yeterli oldugu igin 24 saatte okunmustur.
**MIK-2: %50 inhibisyon saglayan minimum antifungal konsantrasyonu
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Amfoterisin B igin referans yontem ile elde edilen standart MiK degerleri
(MIK-0) ve biyofilm varhiginda elde edilen MiK-1 degerleri Tablo 4.9 ve Tablo
4.10’da verilmistir. Biyofilm varliginda tim suslarda MiK-0 degeri >8 olarak
saptanmistir. MIK-1 degeri sonucuna goére suslarin 14’4 (%28) direng sinirinin

altinda bulunmustur.
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Tablo 4.9. Amfoterisin B igin kateter pozitif hastalardan elde edilen suglarda

standart referans test ve biyofilm varliginda yapilan antifungal

duyarlilik testi sonucunda elde edilen MiK degerleri

Standart MiK *

Biyofilm varhginda

Sus No. Tiir .
(mg/mL) MIK-1** (ug/mL)

1 C. albicans 0,5 1
2 C. albicans 1 1
3 C. albicans 1 2
4 C. albicans 1 4
5 C. glabrata 2 8
6 C. glabrata 1 2
7 C. glabrata 1 >8
8 C. glabrata 2 >8
9 C. glabrata 2 8
10 C. glabrata 1 0,5
11 C. krusei 2 4
12 C. parapsilosis 1

13 C. parapsilosis 1 8
14 C. parapsilosis 1 8
15 C. parapsilosis 2 >8
16 C. tropicalis 1 1
17 C. tropicalis 1 >8
18 C. tropicalis 2 4
19 C. tropicalis 2 >8
20 C. tropicalis 2 4
21 C. tropicalis 2

22 C. tropicalis 2 4
23 C. tropicalis 1 >8
24 C. tropicalis 2 >8
25 C. tropicalis 0,25 >8

*: Standart MiK sonuglari treme yeterli oldugu icin 24 saatte okunmustur.
**: Biyofilm varliginda MIK-1 (%80 inhibisyon saglanan minimum antifungal konsantrasyonu)
degerleri verilmigtir. Tim suslarda MIK-0 degeri >8 olarak belirlenmisgtir.
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Tablo 4.10. Amfoterisin B icin kateter negatif hastalardan elde edilen suslarda

standart referans test ve biyofilm varliginda yapilan antifungal

duyarlilik testi sonucunda elde edilen MiK degerleri

Sus No. Tiir Standart MiK * Biyt.)film varliginda
(ng/mL) MIK-1** (ug/mL)

1 C. albicans 1 2
2 C. albicans 2 8
3 C. albicans 1 2
4 C. albicans 1 4
5 C. albicans 0,25 8
6 C. albicans 2 >8
7 C. glabrata 1 2
8 C. keyfr 1 8
9 C. keyfr 2 0,25
10 C. krusei 2

11 C. krusei 2

12 C. krusei 2

13 C. krusei 2 >8
14 C. lusitaniae 1 0,5
15 C. parapsilosis 0,5 >8
16 C. parapsilosis 1 >8
17 C. parapsilosis 1 8
18 C. tropicalis 1 >8
19 C. tropicalis 2 >8
20 C. tropicalis 2 >8
21 C. tropicalis 1 8
22 C. tropicalis 2 >8
23 C. tropicalis 2 >8
24 C. tropicalis 0,25 >8
25 C. tropicalis 1 >8

*: Standart MiK sonuglari treme yeterli oldugu icin 24 saatte okunmustur.
**: Biyofilm varliginda MIK-1 degerleri (%80 inhibisyon saglanan minimum antifungal
konsantrasyonu) verilmistir. Tim suslarda MIK-0 degeri >8 olarak belirlenmistir.
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Her iki antifungal igin biyofilm varhiginda MiKso ve MiKso degerlerinin

arttig1 goézlenmistir (Tablo 4.11). Bu durum Candida turleri arasinda farklilik

gOstermemistir (Tablo 4.12 ve Tablo 4.13).

Tablo 4.11. Test edilen iki antifungal ila¢ igin standart antifungal test ve

biyofilm varliginda yapilan antifungal duyarllik testi sonugclari

(n=50)

Standart Biyofilm varlhiginda
MiK . . MIK . .
MiKso | MIKg MIKso MiKoqo
dagilimi dagilimi
(g/mL) | (ng/mL) (ng/mL) | (ug/mL)
(ng/mL) (Mg/mL)
Kateter pozitif
<0,125-32 2 16 32 ->64 >64 >64
— | (n=25)
o
S | Kateter
c _ <0,125-32 1 32 16 - >64 >64 >64
£ |negatif (n=25)
5
[ Toplam
P <0,125-32 1 32 16 - >64 >64 >64
(n=50)
Kateter pozitif
0,25-2 1 2 0,5->8 4 >8
o0 (n=25)
=
) Kateter
o _ 0,25-2 1 2 0,25 ->8 8 >8
§ negatif (n=25)
E |Toplam
< P 0,25 -2 1 2 0,25 - >8 8 >8
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Tablo 4.12. Farkl Candida turlerinde flukonazol i¢in standart antifungal test

ve biyofilm varliginda yapilan antifungal duyarhlik testi sonuglari

(n=50)

Standart Biyofilm varhginda
Flukonazol |Duyarli MiK MiKs | MiKo | Duyarli | MIK | MIKs | MIKs
sus (n)| dagilimi 0 0 sus (n) |dagihmi| o 0

C. albicans

10 0,125-1 1 1 0 16 ->64| >64 | >64
(n=10)
C. tropicalis

18 <0,125-2 1 2 0 32->64| >64 | >64
(n=18)
C. glabrata

7 4-16 16 16 0 64 ->64| >64 | >64
(n=7)
C.
parapsilosi 7 <0,125-2 | 0,5 2 0 >64 >64 | >64
s (n=7)
C. krusei

0 32->64 32 | >64 0 >64 >64 | >64
(n=5)
C. keyfr

2 1 - - 0 >64 >64 | >64
(n=2)
C.
lusitaniae 1 8 - - 0 >64 8 >64
(n=1)
TOPLAM

45 <0,125-32| 1 32 0 16 ->64 | >64 | >64
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Tablo 4.13. Farkli Candida turlerinde test edilen amfoterisin B icin standart
antifungal test ve biyofilm varliginda yapilan antifungal duyarlilik

testi sonuclari

Standart Biyofilm varhginda
Amfoterisin B | Duyarli MiK . . Duyarh | MIK . .
MIKso | MIKgo MIKso | MIKgo
sus (n) | arahgi sus (n) | arahgi

C. albicans

10 0,25-2 1 2 5 1->8 4 8
(n=10)
C. tropicalis

18 0,25-2 2 2 2 1->8 >8 >8
(n=18)
C. glabrata

7 1-2 2 2 3 05->8| 8 >8
(n=7)
C.parapsilosis

7 05-2 1 2 1 8->8 >8 >8
(n=7)
C. krusei

5 2 2 2 0 4 ->8 4 8
(n=5)
C. keyfr

- 1-2 - - - 025-8| - -
(n=2)
C. lusitaniae

1 1 - - 1 0,5 - -
(n=1)
TOPLAM

48 0,25-2 1 2 12 05->8| 8 >8
(n=50)
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5. TARTISMA

Candida tarleri saglikh bireylerde Ust solunum yollarinda,
gastrointestinal sistemde, vajende ve deride normal flora Gyeleridir. Saglikl
kisilerde bulunabilmelerinin yaninda, bagigsiklik sistemi baskilanmis olan
bireylerde firsatgi enfeksiyonlara neden olabilirler. Firsatgi Candida
enfeksiyonlari antibiyotik kullanimi, vicutta nemli bolgelerde asiri cogalma ve
gebelik gibi durumlarda ortaya c¢ikabilmektedirler. Bagigiklik sisteminin
hastalik veya tedavi nedeniyle baskilandigi durumlarda agir ve hayati tehdit
eden tablolar gelismektedir. Konak faktérlerine ek olarak, etken Candida
turlerinin virtlans faktorleri de tedavi basarisini etkilemektedir. Mantarin sahip
oldugu cesitli proteinler ve enzimler, dimorfizm, fenotipik degisim 6zelligi ve
biyofilm olusturma yetenegi virilans faktorleri icinde yerini almaktadir.
Mikroorganizmalarin biyofilm olusturma yetenedi ozellikle yabanci cisim
varliginda antimikrobiyal tedaviye direncgli kronik enfeksiyonlarina neden
olabilmektedir. Candida enfeksiyonlari, hastane enfeksiyonlari igerisinde
onemli bir yere sahiptir (113). Bu enfeksiyonlarin patogenezinde énemli rola
olan biyofilm olusturma yetenegi virilans faktorleri arasinda ¢ok calisilan
konulardan biridir.

idrar yolu enfeksiyonu etkenleri arasinda Candida tirleri énemli yer
tutmaktadir. Ornegin yogun bakim (nitelerinde idrar yolu enfeksiyonlarinda
Candida tarleri E.coli’'nin ardindan ikinci siklikta olabilmekte ve oran %20’lere
ulagabilmektedir (114). Kandiduri olgularinin buyuk bir kismi antibiyotik
kullanimi ve kateter varligi ile iligkili gorulmektedir. Kateter ile iligkili idrar yollari
enfeksiyonlari 6zellikle yogun bakim Unitelerinde siklikla karsilagilan
sorunlardan biridir (114, 115). Kateter vucuda yerlestirildikten kisa bir sure
sonra biyofilm olusumu goézlenmektedir ve bu durum antifungal tedavi igin
sorun olusturmaktadir. Antifungal tedavi basarisinin artirilmasi igin kateterin
vucuttan uzaklastiriimasi onerilmektedir (115).

Bu ¢alismada uriner kateteri olan ve olmayan hastalarda idrardan izole
edilen Candida suslarinin biyofilm yapma yetenekleri ve bunun antifungal

direncine etkileri incelenmistir.
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5.1 Kongo kirmizisi Agar ile Biyofilm Olugsumunun Test Edilmesi

Kongo kirmizisi agar yontemi ilk olarak bakteriyel biyofilmleri saptamak
amaciyla kullanilmis Freeman (76), daha sonra modifiye edilerek fungal
biyofilm calismalarinda da bu yontemden yararlaniimistir.

Bakteriyel biyofilmlerde yapilan ¢alismalar daha ¢ok Staphylococcus
turlerinde yapilmistir. Freeman ve ark. (76), koagulaz negatif stafilokoklarda
biyofilm varliginin arastirimasinda Kongo kirmizisi agar ile elde edilen
sonuglarin rutinde kullanilan Christensen yodntemi ile uyumlu oldugunu
bildirmislerdir. Moghadam ve ark. (116) yanik olgularindan izole edilen
Staphylococcus aureus suslarinda biyofilm olusumunu incelemek igin Kongo
kirmizisi agar ve kristal viyole ile boyama yapilan mikroplak yontemlerini
kullanmiglardir. iki yéntem uyumlu bulunmus ve metisilin direncgli suslarin
%97.5’'inin, metisilin duyarli suslarin ise %60’ inin biyofilm pozitif olduklari
belirtilmistir.

Kongo kirmizisi agar yontemi, fungal biyofilmlerin arastirimasinda da
kullaniimistir. Saxena ve ark. (117), bu ydntemi kullanarak 120 Candida
susunda biyofilm olusumunu arastirmis, %38,33 biyofim pozitifligi
saptamiglardir. Biyofilm pozitif olarak belirledikleri suslarin %21,73’Unde guglu
pozitiflik, %78,27’sinde ise zayIf pozitiflik gézlemiglerdir.

Yildinm ve ark. (118), albicans ve albicans digi Candida suglarindaki
biyofilm olusumu, esteraz, fosfolipaz ve hemolitik aktivite gibi virilans
faktorlerini arastirmislardir. Biyofilm varligi Kongo kirmizili beyin-kalp inflzyon
agar yontemi ile test edilmistir. Enfeksiyon etkeni olarak hasta bireylerden izole
edilen 92 C.albicans susundan 16’sinda (%17) ve 40 albicans digi Candida
susunun 13’Unde (%33); saglikh bireylerin oral florasindan izole edilen 27
C.albicans susunun bir tanesinde (%4) ve 12 albicans digi Candida susunun
altisinda (%50) biyofilm olusumu gézlenmistir. Enfeksiyon etkeni olarak hasta
bireylerden izole edilen suglarda biyofilm varligina daha sik rastlanmissa da
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir.

Birinci ve ark. (119), Kongo kirmizisi agarda 48 saatte yaptiklar

degerlendirme sonucunda 77 C.albicans susunun 41’inin (%53,2) ve 29
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albicans disi Candida susunun 10’unun (%34,5) biyofilm olusturdugunu
saptamiglardir

Arslan ve ark. (120), 100 adet C.albicans susunun %48’inde Kongo
kirmizili beyin-kalp inflzyon agarda biyofilm pozitifligi tespit etmiglerdir

Cevahir ve ark. (79), 126 adet Candida susunda biyofilm olusumunu
Kongo kirmizili beyin-kalp inflzyon agar yonteminin yaninda glukozlu triptik
soy buyyon ve glukozlu sivi Sabouraud besiyerinde de arastirmislardir.
Calismada biyofilm pozitifligi Kongo kirmizili beyin-kalp inflizyon agar ile
%44,4 oraninda iken, glukozlu triptik soy buyyon ile %39,6 ve glukozlu sivi
Sabouraud besiyeri ile %33,3 olarak belirlenmigtir. Arastiricilar yontemler
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulmadiklari halde, uygulama ve
degerlendirme kolay oldugu icin Kongo kirmizili beyin-kalp inflzyon agar
yonteminin biyofilm olusumunu saptamada diger iki ydontemden daha uygun
oldugunu belirtmislerdir (79).

Calismamiza uriner kateteri olan ve olmayan 25’er hastadan izole
edilen 50 Candida sugsu dahil edilmigtir. Kongo kirmizisi agar yontemi ile
kateter pozitif hasta suslarindan altisi (%24), kateter negatif hasta suglarindan
ise yedisi (%28) biyofilm pozitif bulunmus, suslardan biri (%4) bu besiyerinde
urememistir. Uriner kateter varliginin bu yéntemle saptanan biyofilm pozitifligi
icin anlamli farka neden olmadigi gézlenmistir.

Kongo kirmizili beyin-kalp inflzyon agar yontemiyle calisan
arastirmacilar, bu yéontemin basit, hizli sonug veren ve kolay degerlendirilen
bir ydontem oldugunu belirtmiglerdir (79). Ancak, bu yontemin calismamizda da
gOzlenen bazi dezavantajlari bulunmaktadir. Bu dezavantajlar asagidaki gibi
siralanabilir:

. Sonuglarin gozle degerlendiriimesi, degerlendiren kisiye gore
degiskenlik gostermesine neden olmaktadir. Bunun asilabilmesi igin bir
calismada birden fazla kisi tarafindan degerlendirme yapiliyorsa ortak bir
yorum gelistiriimesi uygun olacaktir.

o Degerlendirme icin farkh yayinlarda farkli  kriterlerden
bahsedilmektedir. Ornegin Cevahir ve ark.(79), yalnizca siyah koloni olusturan

suslari biyofilm pozitif olarak degerlendirirken, Birinci ve ark. (119) ile Arslan



62

ve ark. (120) koyu kirmizi kolonileri biyofilm pozitif olarak almislardir. Yildirim
ve ark. (118), koyu kirmizi ve pembe kolonileri pozitif ve agik pembe kolonileri
negatif olarak yorumlamislardir. Bunun yaninda Birinci ve ark. (119) pembe
kolonileri negatif kabul etmislerdir. Bu nedenle farkli galismalara ait sonuglarin
karsilastiriimasinda zorluklar ortaya ¢cikmaktadir.

° Suslarin Ureme hizi tire ve susa gore degisebilmektedir. Bazi
suglarin duremesi i¢in 48 saatten uzun sureli inkiUbasyon gerekmektedir. Bu
sure icinde plaktaki besiyerlerinin rengi kirmizidan siyaha donusmekte ve
degerlendiriimenin saglikli yapilmasina engel olusturmaktadir.

o Bazi suslar bu besiyerinde Urememektedir. Bu nedenle
degerlendirme yapilamamaktadir. Bizim c¢alismamizda da bir sus, bu
besiyerinde ureyemedigi icin degerlendiriimeye alinamamistir.

Calismamizda siyah ve bordo koloniler biyofilm pozitif, kirmizi, pembe
ve beyaz koloniler biyofilm negatif olarak kabul edilmistir (Sekil 3.1). Yar
kantitatif degerlendirme yapilirken, besiyerinde olusan koloni rengi siyah ise
gucll, bordo-siyah ise orta, bordo ise zayif biyofilm olarak siniflandiriimistir.
Tum suglar i¢in 24 saat sonunda 6n degerlendirme ve 48 saat sonunda asil
sonug¢ degerlendiriimesi yapilmistir. Deney ug kez tekrar edilmis ve elde edilen
tum sonugclar birlikte degerlendirilerek testin tekrarlanabilirligi de kontrol

edilmigtir. Tekrarlar arasinda uyumsuzluk ortaya cikmamistir.

5.2 Mikroplakta XTT indirgenmesi ile Biyofilm Varliginin Test

Edilmesi

Biyofilm olusumunun saptanmasi ¢alismalarinda siklikla kullanilan bir
diger yontem de mikroplakta XTT indirgenmesi ile biyofilm varhdinin test
edilmesidir. XTT ve MTT gibi tetrazolyum tuzlari, 6karyot hicrelerin metabolik
aktivitesinin arastirilmasinda siklikla kullaniimaktadir (121). Bu ydntemin
avantaji, XTT’nin canl hudcrelerin metabolik aktivitesini gdsterebilmesi ve
ortamdaki planktonik hucreler uzaklastirildiginda yalnizca biyofilm ig¢indeki
canh hucrelerin tespitine olanak saglamasidir (122). Yalnizca canli hicreler
hedef molekull yikarak bir substrat agiga c¢ikarabildiklerinden, bu ydntem

biyofilm yapiminin ve biyofim varliginda antifungal ila¢g etkisinin
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gosterilmesinde kullaniimaktadir. Yontemin uygulanabilmesi icin temel teknik
beceriler gerekmekte ve XTT maliyeti yuksek olabilmektedir. Ayrica susg
Ozelliklerine ve inokulum miktarina goére metabolizma hizinda farklilik
go6zlendigi bildirilmistir. Yine de hizli, basit ve tekrarlanabilir bir yontem olmasi
nedeniyle avantaj saglamaktadir (121). Yontemin baska bir avantaji da
degerlendirmenin spektrofotometrik olarak yapilmasi sayesinde kigisel
yorumlama farkliliklarinin ortadan kaldiriimasidir.

Biyofilm varhiginda antifungal duyarlilik durumunun belirlenmesi icin
XTT yonteminin uygulamasi 6zenli bir caligma gerektirmektedir. Mikroplakta
biyofilm olusturma asamasinin ve farkli konsantrasyonda antifungal ilaglarla
inkiibasyonun ardindan yikama yapilmaktadir. Bu asamalarda biyofilmin bir
kismi ya da tamaminin zarar gérmesi hatali sonuclara yol acabilmektedir. lyi
bir teknik uygulama ile bu sorunlarin asilmasi mumkuanddar.

Bu galismada biyofilm yapiminin incelenmesi igin iki farkli yontem
uygulanmis ve XTT indirgenmesi yontemi ile tim suslar biyofiim pozitif
bulunurken, Kongo kirmizisi agar yontemi ile 50 susun yalnizca 12’sinde
biyofilm yapimi saptanabilmistir. Bu nedenle, Kongo kirmizisi agar yonteminin
biyofilm varliginin saptanmasinda duyarlliginin daha diguk oldugu sonucuna
varilmig ve literatirdeki yayinlar incelenirken bu durumun g6z 6nunde
tutulmasi gerektigi dusunulmustar. Ayrica, XTT indirgenmesi yontemi ile tUm
suslarda biyofilm varh@inin gdsterilmesi, Uriner enfeksiyon gelisiminde,
patojenin biyofilm yapma yetenegdinin hastada uriner kateter varligindan
badimsiz olarak bir avantaj sagladigini disundirmustir. Mesane mukozasina
tutunma asamasinda biyofilm yapiminin avantaj sagladigini bildiren ¢aligmalar
bunu desteklemektedir (123-126). Durumun tam olarak agiga cikarilabilmesi
icin daha fazla sayida sus ile yapilan c¢alismalarin yani sira Uriner

enfeksiyonlarin patogenezini arastiran ¢alismalara da gerek bulunmaktadir.

5.3 Antifungal Duyarlilik Sonuglar
Calismamizda flukonazol, amfoterisin B ve mikafunginin duyarhliklar
hem planktonik hicrelerde hem de biyofilmli hicrelerde belirlenerek bu iki

grubun sonuglari birbirleriyle kargilagtiriimigtir.
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5.3.1 Planktonik Hiicrelerin Antifungal Duyarlilik Sonuglari

Candida turlerinde antifungallere intrinsik ve kazaniimis direng
gozlenebilmektedir. Ancak diren¢ oranlari gogu merkez igin henuz dusuk
seyretmektedir. Garnocho — Montero ve ark.(127), 226 Candida izolatinda
Sensititre YeastOne yontemi ile flukonazol duyarliigini incelemis; 14 C.
glabrata, 14 C. krusei ve iki C.tropicalis susunu flukonozole direncli
bulmusglardir. C. krusei'nin flukonozale dogal direngli oldugunu belirterek, C.
krusei disindaki suslarda hastanin daha o6nce flukonazol tedavisi almig
olmasinin flukonazole direngli kandidemi gelisimi i¢cin bagimsiz bir risk faktoru
oldugunu belirtmislerdir.

Ozbek ve ark. (128), klinik érneklerden izole edilen toplam 55 adet
Candida susunda antifungal duyarlihgin VITEK-2 otomatize sistemi ile
arastirdiklari calismada, amfoterisin B direnci gozlemediklerini, suslarin
%1.81’nde ise flukonazol direnci saptadiklarini rapor etmislerdir.

Erdem ve ark. (129), toplam 114 klinik Candida izolatinda antifungal
duyarhih@i arastirmiglardir. Candida turleri, VITEK 2 Compact sistemi ile
tanimlanmistir. Amfoterisin B’ye i¢ adet C. glabrata, bir adet C. albicans ve bir
adet C. tropicalis direngli iken; flukonazole doért adet C. glabrata ve bir adet C.
albicans doza bagli duyarli (MIK 16-32 pg/ml) olarak bildirilmistir. Flukonazole
dogal direngli olan toplam U¢ adet C. krusei izolati disinda flukonazole direng
rapor edilmemistir.

Caligkan ve ark. (130), kan kulturlerinden izole edilen toplam 58 adet
Candida susunu VITEK2 sisteminde tanimlayarak antifungal duyarhliklarini
arastirmiglardir. Calisma sonucunda bir C. guillermondii susu flukonazol ve
amfoterisin B’ ye direngli bulunurken, iki C. albicans susu amfoterisin B’ye, bir
C. glabrata ve bir C.tropicalis susu ise flukonazole orta derece duyarli
bulunmustur.

Yuksekkaya ve ark. (131), yogun bakim Unitesinde yatan hastalarin
idrar kdltirinden izole edilen toplam 56 adet C.albicans, C. glabrata ve
C.tropicalis suglarinda antifungal duyarliligi arastirmiglardir. Susglarin hepsi

amfoterisin B’ye duyarli; flukonazole bir (%5.2) C. glabrata susu direngli, iki
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(%10.5) C. glabrata ve bir C.tropicalis (%6.7) susu ise doza bagli duyarli
bulunmustur.

Calismamizdaki tim suslar test edilen iki antifungale de duyarli olarak,
C.glabrata suslari ise doza bagl duyarl olarak belirlenmigtir (Tablo 4.7, Tablo
4.8, Tablo 4.9 ve Tablo 4.10).

Dunyada yapilan antifungal duyarlilik ¢alismalarinda direng oranlarinin
oldukga dusuk oldugu gozlenmektedir. Bu durumda Candida igin tlre 6zgu
yeni diren¢ sinir degerlerinin kullanima girmesinin de etkisi bulunmaktadir
(112). Ulkemizde yapilan calismalarda, nadir de olsa antifungal dirence
rastlanmistir. Son yillarda mantar hastaliklarinin sikliginin giderek artmasi ve
antifungal tedavi gereksiniminin yayginlasmasinin, direngli mantar suslarinin
ortaya c¢ikmasinda ve diren¢ oranlarinin artmasinda onemli rol oynadigi
dusundlmektedir (130, 131). Ayrica, gerek amfoterisin B, gerekse flukonazol
icin Ulkeler ve hastaneler arasindaki diren¢ oranlarindaki farkin, antifungal
kullanimi  ve enfeksiyonlarin kontrolindeki stratejilerin  gesitliliginden
kaynaklandigini éne siiriilmistir. incelenen izolat sayilarindaki farkliliklar da
bildirilen diren¢ oranlarini etkilemektedir. Bizim c¢alismamizda hastalarin
antifungal kullanim verileri olmadigindan, antifungal duyarllik ve antifungal

tedavi iligkisi hakkinda bir yorum getirilmemigtir.

5.3.2 Biyofilm Varliginda Antifungal Duyarlilik Sonuglari
Biyofilm varliginda MiK, tespiti Pierce’ in (74) gelistirdigi 96 kuyucuklu
U tabanh mikroplaklarda biyofilm olusturulmasi ydntemine uygun olarak

calisiimigtir.
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Flukonazol

Ramage ve ark. (122) flukonazolin C.albicans biyofilmlerinde etkisinin
olmadidini, tim suslarin biyofilm varliginda flukonazole oldukga direncli
oldugunu bildirmiglerdir.

Chandra ve ark. (60), C.albicans biyofilmlerindeki flukonazol ve
amfoterisin B etkinligini arastirmislardir. Arastiricilar polimetilakrilat seritlerdeki
XTT indirgenmesini saptayarak, antifungal etkinligi dlgmuslerdir. C.albicans
biyofilmlerinin, erken, olgun ve ge¢ fazindaki MiK degerlerini saptayarak bu
degerleri birbirleriyle kiyaslamiglardir. Buna gore biyofilmin erken fazi (6- 18
saat) icin belirlenen flukonazol etkinligi 1 mg/ml iken, biyofilmin ge¢ fazi (72
saat) icin bu deger 128 mg/ml olarak bulunmustur. Bu sonug, biyofilmin ilk
fazinda fungal biyofilmlerdeki kompleks mimariyi olusturan ve ilag direncinin
asll etkeni olan maya-pseddohif ve gergek hif gibi yapilar hentz olusmadigi
icin antifungallerin daha etkin olduklari seklinde yorumlanmistir. Biyofilmin
yapisi olgunlastikca (>18 saat) antifungallere diren¢ artmaktadir.
Calismamizda yalnizca 24 saatlik biyofilmin direng tzerine etkisi arastiriimistir.

Chandra ve ark. (86) dental akrilik ylzeylerde olusan Candida
biyofilmlerinde sesil hiicrelerde flukonazol icin MiK degerini >64 mg/ml olarak
belirlemiglerdir. Arastiricilar hem planktonik hem de biyofilmli hicrelerde her
ilac icin MIK-2 degeri (izerinden hesaplamalarini yapmislardir.

Calismamizda da, beklenen sekilde, Candida biyofilmlerinde flukonazol
etkinliginin olmadigi gézlenmis, biyofilm varliginda suslara ait MiK50 ve MiK90
degerleri >64 pg/ml olarak bulunmustur. Sadece iki sus icin MiK degerleri 64
mg/ml’nin altinda olmakla birlikte (bir C.albicans ve bir C.tropicalis i¢in sirasiyla
MiK=16pg/ml ve MiK=32 ug/ml) , tim suslar icin tespit edilen MiK degerleri
diren¢ sinir degerinden oldukga ylksek bulunmustur. Flukonazole dogal
direncli olan C.krusei suslarinda bile biyofilm varliginda MiK degerlerinde artis
saptanmisgtir.

Biyofilm hucreleri Uzerinde flukonazolin etkisinin olmadigi litaratirde
bildiriimigstir (58,83(78). Flukonazol, bizim ¢alismamizda kontrol amagl olarak

dahil edilmis ve sonuglar literatur ile uyumlu bulunmustur.
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Amfoterisin B

Ramage ve ark. (122) amfoterisin B’nin etkinliginin hem planktonik hem
de sesil hucreler igin tirden tire ya da sustan susa degiskenlik gostermekle
birlikte, planktonik hicrelere etkinliginin biyofilm igindeki hiicrelere gére 1-32
kat daha fazla oldugunu belirtmiglerdir. Planktonik hdcrelerden farkli olarak,
biyofilmli ~ hdcrelerde tam  oldurme  gbzlenmemis ve  etkinligin
kargilastirilabilmesi  icin %80 inhibisyon saglayan amfoterisin B
konsantrasyonlari belirlenmistir.

Chandra ve ark. (60), C.albicans biyofilmlerindeki flukonazol ve
amfoterisin B etkinligini arastirdiklari ¢alismalarinda, biyofilmin erken fazi (6-
18 saat) icin amfoterisin B’nin MiK degerini 0.5ug/ml bulurken, bu ilacin
biyofilmin ge¢ fazi (72 saat) icin MiK degeri 8 ug/ml olarak belirlenmistir.

Chandra ve ark. (86) dental akrilik ylzeylerde olusan Candida
biyofilmlerinde antifungal direnci arastirdiklari galigmalarinda, sesil hiicrelerde
amfoterisin B’nin MIK degerini 8ug/ml olarak belirlenmistir. Arastiricilar
hesaplamalarini MiK-2 degeri (izerinden yapmislardir.

Bizim g¢alismamizda da amfoterisin B igin literatirle benzer sonuglar
elde edilmistir. Hicbir sus icin %100 inhibisyon gozlenmemistir (Sekil 3.4).
Bununla beraber, %80 inhibisyon saglayan amfoterisin B konsantrasyonlarina
bakildiginda, MIK50 degeri 8 pg/ml, MIK90 degeri ise >8 pg/ml olarak
bulunmustur.

Amfoterisin B’nin lipidli formlari biyofilmlere daha etkili olabilmektedir
(83). Calismamizda lipidli formlar test edilmemis olmakla birlikte, klasik

amfoterin B’nin de biyofilmlere kismi etkisi gdsterilebilmistir.
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6. SONUG VE ONERILER

1. Uriner kateteri olan ve olmayan hastalardan izole edilen Candida
suslarinda biyofilm olusturma yetenegi arasinda anlamli fark bulunmamistir.

2. Kongo kirmizisi agar yontemi ekonomik agidan uygun ve kolay
uygulanabilen bir yontemdir. Ancak, degerlendirme 06znel olabilmekte ve
biyofilm olusumunu saptamada yetersiz kalabilmektedir.

3. Mikroplakta XTT indirgenmesi yontemi uygulama kolayhdi, iki
saat gibi kisa bir sUrede sonu¢ vermesi, sonuglarin objektif olarak
degerlendiriimesi ve tekrarlanabilir olmasi nedeniyle biyofilm varliginin
saptanmasinda uygun bir yontem gibi gérinmektedir. Ancak, maliyeti Kongo
kirmizisi agar yontemine gore daha yuksektir.

4. Merkezimizde idrar yolundan izole edilen ve galismaya alinan
Candida suslarinda flukonazol ve amfoterisin B direncine rastlanmamistir.

5. Candida biyofilmleri Uzerinde flukonazolun etkili olmadigi
g6zlenmigtir. Bu durum literatirle uyumludur. Candida biyofilmleri ile iligkili
enfeksiyonlarda flukonazol kullaniminin uygun olmadigi sonucuna variimistir.

6. Amfoterisin B’'nin Candida biyofilmleri Gzerindeki etkisi susa gore
degiskenlik gostermektedir. Bu bulgular literatirle uyumludur. Candida
biyofilmleri ile iligkili enfeksiyonlarda amfoterisin B tedavisi yakin gdzlem
altinda kullaniimalidir. Calismamizda lipidli formlarin biyofilme etkisi test
edilememis olmakla birlikte, literatirde bu formlarin daha etkin olabildigi

bildirilmigtir.
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