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OZET

Kandan izole Edilen Candida Albicans Suslarinda Biyofilm Olusumunun, Antifungal

Ajanlarla Inhibisyonun Ve Biyofilm Duyarlihigmin Arastiriimasi

Son yillarda artan tibbi gere¢ kullanimindan dolayr Candida albicans biyofilmine bagh
enfeksiyonlarin artmasi ve bu Dbiyofilmlerin antifungal ajanlara yiiksek direng
gosterebilmesi nedeni ile yeni tedavi protokollerine ve 6zellikle riskli hastalarda biyofilm

olusumunu engelleyen profilaktik ilag rejimlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu c¢alismada siklikla hastane enfeksiyonlarina neden olabilen Candida albicans 'in
biyofilm olusturma oranlarim1 gérmek ve oOzellikle yogun biyofilm yapan suslarda
antifungal duyarlilik paternlerini planktonik ve sesil hiicre karsilastirmali olarak incelemek
hedeflenmis, ayrica bu suslarda antifungallerin biyofilm olusumunu 6nlemedeki etkinligini

arastirmak amaglanmugtir.

Baskent Universitesi Ankara, Adana ve Istanbul hastanelerinde yatan hastalarin kan
kiiltiirlerinden elde edilmis, germ tiip olusumu ve Corn Meal Tween 80 besiyerindeki
morfolojilerine gore tiplendirilmis, 162 Candida albicans izolati c¢alismaya dahil
edilmistir. Tim suslarda Modifiye Christensen 96 kuyucuklu plak yontemi ile biyofilm
olusumu arastirtlip derecelendirilmistir. Randomize se¢ilen 30 yogun biyofilm yapan klinik
izolat, C. albicans ATCC 10231 ve C. albicans ATCC 90028 standart susu, toplam 32 sus
ayrica igne kapakli mikroplaklarda biyofilm yapma yetenekleri XTT yontemi ile
arastirilmistir. Bu suslarin kaspofungin, mikafungin, anidulafungin flukonazol,voriconazol,
posakonazol, itrakonazol, ve amfoterisin B’nin standart toz formlar1 ile CLSI standartlarina
uygun olarak sivi mikrodiliisyon yontemi (M27-A3) ile antifungal duyarliliklar1 galismistir.
Sesil formlarin antifungal duyarliliklart ise ayni antifungal ajanlara kargit Modifiye Calgary
biyofilm ydntemi ile minimum biyofilm inhibisyon konsantrasyon (MBIK) degerleri
spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Ayrica igne kapakli mikroplaklarda antifungal
ilaglarin  planktonik hiicreleri {izerinde biyofilm olusumunu inhibe etme etkisi

spektrofotometrik olarak ve spot ekimler ile arastirilmustir.

Calismamizda Modifiye Christensen yontemi ile 162 sustan %38’i (n=61) orta diizeyde
biyofilm yaparken, %29’unun (n=47) zayif ve %23’tiniin (n=37) ise yiiksek diizeyde

biyofilm olusturdugu saptanmistir. Biyofilm duyarlilik test sonucglarina gore



ekinokandinler en diisiik MBIK degerlerine sahip olarak terapotik konsantrasyon
araliginda bulunmustur. Azoller ve amfoterisin B’ ye karsi suslarin timii direngli olarak
saptanmistir. Amfoterisin B’nin en diisiik MBIK/ MIK orani ile sesil hiicrelere kars1 en
etkili oldugu gériilse de, MBiKsy ve MBIK ¢y degerleri CLSI’in duyarlilik araliginda
bulunmamuistir. Biyofilm olusumunda inhibisyon etki sonucuna gore itrakonazoliin diger

ajanlara gore daha ¢ok susta inhibisyon (26/32 sus; %81,3) yaptig1 saptanmustir.

Sonug¢ olarak c¢aligmamizda ekinokandinler biyofilmlere karsi en etkin grup olarak
bulunmustur. itrakonazol ise biyofilm olusumu inhibisyonunda en etkili antifungal olarak
goriilmistiir. Biyofilm antifungal duyarlilik testleri igin, gerece bagli enfeksiyonlarin

tedavi ve profilaksisinde, standardize yontemlere ihtiyag duyulmaktadir.

Anahtar kelimeler: Candida albicans, biyofilm inhibisyon konsantrasyonu, Modifiye
Christensen plak yontemi, Modifiye Calgary biyofilm yontemi, biyofilm olusumu

inhibisyonu



ABSTRACT

Biofilm Production By Candida Albicans Strains Isolated From Blood Cultures And
Effects Of Antifungal Agents On Occured Biofilms And Biofilm Formation

Recently, the infections related to Candida albicans biofilms as well as the resistance of
these biofilms to antifungal agents increased as a result of excessive use of medical
equipments, and prophylactic medication regimes that inhibit formation of those biofilms
are needed, particularly in high risk patients.

In this study, we aimed to determine the biofilm formation rate of Candida albicans that
may frequently cause nosocomial infections, and investigate the antifungal sensitivity
patterns in extensively biofilm forming species, comparatively in planktonic and sessile
cells. We also aimed to investigate the efficacy of the antifungals for preventing biofilm

formation in those species.

A total of 162 Candida albicans strains isolated from the blood cultures of Baskent
University Ankara, Adana and Istanbul Hospitals’ inpatients were included in the study.
All strains identified by conventional methods; germ tube formation and corn-meal
morphologies. The biofilm formation was investigated and graded using modified
Christensen’s 96 — well plate method. The biofilm forming capacities of randomly chosen
30 klinical isolates from strongly biofilm foming species, C. albicans ATCC 10231 ve C.
albicans ATCC 90028 standart strains were investigated using XTT method in microplates
with needle lids. The antifungal susceptibilities of those species for standard powder forms
of caspofungin, micafungin, anidulafungin fluconazole, voriconazole, posaconazole,
itraconazole, and amphotericin B were studied in accordance with CLSI standards, using
broth microdilution method (M27-A3). The sensitivities of the same antifungal agents
against sessile cells were studied using Modified Calgary biofilm method, and their
minimum  biofilm inhibition concentration (MBIC) values were determined
spectrophotometrically. In addition, the inhibitory effects of the antifungal agents on
biofilm formation of planktonic cells in mikroplates with needle lids were investigated

spectrophotometrically and by spot inoculations.

Our study showed that there was moderate biofilm formation in 38% (n=61), weak biofilm

formation in 29% (n=47), and extensive biofilm formation in 23% (n=37) of 162 species,



as determined with Modified Christensen method. The biofilm sensitivity results indicated
that echinocandins had the lowest MBIC values which were within the therapeutic ranges.
All species were resistant to azoles and amphotericin B. The lowest MBIC / MIC rate was
determined with amphotericin B, but it’s MBICsy and MBICyy values were over the
sensitivity range of CLSI. The inhibitory effect for biofilm formation results showed that
itraconazole made inhibition in more species (26/32 species; 81.3%) when compared to the

other agents.

In conclusion, echinocandins were found as the most efficient group against biofilms in our
study. Itraconazole was the most effective antifungal agent for inhibiting biofilm
formation. Standardized methods are needed for biofilm antifungal sensitivity tests in the

treatment and prophylaxis of the infections caused by Candida albicans.

Key words: Candida albicans, biofilm inhibitory concentration, Modified Christensen

plate method, Modified Calgary biofilm method, inhibition of biofilm formation.
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1. GIRIS

Kandida tiirleri en sik izole edilen insan mantar patojenleri arasinda yer almaktadir ve
yiizeyel mukozal enfeksiyondan ciddi derin sistemik enfeksiyona kadar genis hastalik
spektrumuma sahiptir (1,2). Artan biyomateryal implantasyonu gibi islemler, kemik iligi
ve solid organ transplantasyonu, immiinsiipresif tedavi ve genis spektrumlu antibiyotik

kullanimi ciddi sistemik hastaliklara neden olmaktadir (2).

Kan yolu ile iliskili enfeksiyonlarda kandida tiirleri dordiincii sirada yer almakta,

kandideminin mortalite oranlar1 ise %39’a varmaktadir (3, 4).

En 6nemli virulans faktorlerinden birisi kandida tiirlerinin farkli yiizeylere yapismasi ve
matriks ile ortiilmiis biyofilm olarak adlandirilan mikrobiyal topluluklar olusturmasidir (1).
Kandida tiirleri farkli derecelerde biyofilm olusturma yetenegine sahip ve siklikla biyofilm
ile iligkili enfeksiyonlarda goriilmektedir (1). Ozellikle C. albicans yogun biyofilm yapan

mantarlar arasinda yer almaktadir (5, 6).

Biyofilmin olusumunu gostermek i¢in cesitli yontemler gelistirilmistir. Biyofilm yapisi
Konfokal Tarayici Lazer Mikroskopi ve Tarayici Elektron Mikroskopi gibi mikroskopik
yontemlerle gosterilirken, kuru agirlik 6l¢imii, 16sin inkorporasyon yontemi ile radyoaktif
madde alimi ya da Christensen yontemi gibi kolorimetrik yontemler ile biyofilmin

yogunlugu ve derecesi tespit edilebilmektedir (5, 7-9).

Biyofilmdeki hiicreler dis ortam, immiin sistem ve antifungal tedaviden korunmakta ve
yiiksek diizeyde antimikrobiyal direng biyofilmin en 6nemli dzelligi olarak goriilmektedir
(1). Candida albicans’a bagli enfeksiyonlarin tedavisinde farkli grup antifungaller
kullanilmaktadir (9-11). En sik tercih edilen flukonazole karsi C. albicans biyofilmleri
yiiksek direng gostermektedir (1, 7, 12). Amfoterisin B biyofilmde doza bagimli aktivite
gosterirken (11), ekinokandinler biyofilme karsi in-vitro olarak etkili goriillmektedir (1, 13,
14).Yeni azollerin ¢ogu ise planktonik hiicrelere etkili oldugu halde, sesil formlara karsi

yeterli diizeyde inhibisyon yapamamaktadir (11, 13, 14).



Kandida tiirlerinin planktonik formlarmin antifungal duyarlhilik 6l¢imii i¢in minimum
inhibitér konsantrasyonunu (MIK) belirleyen CLSI sivi mikrodiliisyon yontemi halen
laboratuvarlarda en sik  kullanilan  yontemdir. Ancak birgok arastirma bir
mikroorganizmanin planktonik ve sesil formlarimin duyarliliginin farkli oldugunu tespit
etmistir. MIK sonuglarma gore tedavi stratejileri biyofilme bagl enfeksiyonlarda
basarisizlik ile sonuglanabilmektedir. Bu yilizden sesil hiicrelerin duyarliligini Slgen
standardize yonteme gereck duyulmaktadir. Calgary Biyofilm, BioTimer ve 2,3-bis (2-
methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5 carboxanilide (XTT) yontemi gibi ¢esitli

yontemlerin iizerinde ¢alisilmigtir (15-17).

Onkolojik ve immiinsiiprese hastalarin, implant uygulanmis olan riskli hasta gruplarinin
artmasina bagl hayati tehdit eden biyofilme bagl enfeksiyonlar siklikla goriilmekte ve
profilaktik tedavi stratejilerine ihtiya¢ duyulmaktadir (18, 19). Antifungallerin sub-
inhibitér konsantrasyon dozlarinda verilmesinin enfeksiyon profilaksisindeki yarari ve
kandida biyofilm olusumu iizerindeki inhibisyon etkisini arastiran kisitli sayida ¢alisma

yapilmistir.

Bu caligmada siklikla kan yolu enfeksiyonlarina neden olabilen C. albicans suslarimm
biyofilm olusturma oranlarinin gosterilmesi ve antifungal duyarlilik profilleri planktonik
ve sesil hiicre karsilastirmali olarak incelenmesi hedeflenmis, ayrica antifungallerin
biyofilm olusumunu 6nlemedeki etkinligini yogun biyofilm yapan suslarda aragtirmak

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kandidalarin Genel Ozellikleri

Kandida tiirleri normal deri ve mukoza florasinda bulunan, 3-6 pm boyutlarinda, yuvarlak
veya oval mikroorganizmalardir (2). Kandida cinsi yaklasik 200 kandida tiirlinden
olusmaktadir (10). Insan patojeni olarak ©Onemli tiirler arasinda C. albicans, C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata ve C. kefyr yer almaktadir. Ayrica C.
guillermondii, C. lusitaniae, C. norvogenesis, C. famata, C. zeylonoides ve C. utilis de
enfeksiyon etkeni olarak goriilmektedir (2). Candida albicans hasta orneklerden en sik
izole edilen tiir olarak bilinmekte ve bazi virulans faktorlerine sahip olmasi hastalik
olusturmasii kolaylastirmaktadir. Virulans faktorlerinin arasinda hizli iireme, integrin
benzeri ylizey adezinler, hidrofob ozelligi, proteaz iretimi, fenotipik degisim ve hif
olusumu ile epitelyum hiicreyi penetre edebilme yer almaktadir (2, 10). Insan ve hayvan

disinda hava, su ve toprakta da bulunmaktadir (20).

2.1.1. Kandida Enfeksiyonlar:

Kandida tiirleri normal insan florasinda ve oOzellikle gastrointestinal florada
bulunduklarindan dolay1 enfeksiyonlarin ¢ogu endojen kaynakli olmaktadir. Floradaki
hiicre sayisinin artigi ile kolonizasyonu enfeksiyon izlemektedir. Ekzojen olarak insandan
insana; dogum sirasinda vajen yolu ile anneden yenidogana, cinsel yol ile partnere ve el

tastyiciligi ile saglik personelinden yatan hastalara gegebilmektedir (2).

Kandidozlar deri ve mukozay1 tutan yiizeyel enfeksiyonlar ve i¢ organlari tutan derin
enfeksiyonlar olarak ikiye ayrilmaktadir. Yiizeyel enfeksiyonlar olarak agiz, deri, genital,
kronik muko-kiitan6z kandidoz ve onikomikoz goriilmektedir. Kandidemiyi derin veya
sistemik enfeksiyonlar izlemektedir. Santral damar kateteri ve cerrahi gibi invaziv islemler
veya gastrointestinal mukoza harabiyetinde kandidemi goriilebilmektedir. Kandidemi
saglikli bireylerde genelde gegici bir durumdur, mantar hiicreleri kisa siirede kandan
uzaklastirilmaktadir. Ancak konak savunmasi normal olmayan ve predispozan faktorii olan
hastalarda mantar hiicreleri ¢ogalip karaciger, dalak, bobrek, kalp, beyin ve deri gibi
organlara yerleserek enfeksiyon odagi olusturmaktadir. Predispozan faktorler arasinda ise
en sik kortikosteroid ve immiinsiipresif ilag tedavisi, ayrica hematolojik ve kronik

graniilomat6z hastaliklar yer almaktadir (2).



Son yillarda artan tibbi girisimler, immiinsiipresif tedavi, antibiyotik kullanimi, ayrica
ndtropenik ve immiinsiiprese hastalarin artmasi albicans disi kandidalarin; C. parapsilosis,
C. tropicalis, C. krusei ve C. glabrata; kandidoz etkeni olarak daha fazla goriilmesine
neden olmaktadir (2). C. albicans ise tim kandidozlarin en sik etkeni olarak izole
edilmektedir. Ozellikle invaziv fungal enfeksiyonlarda, kandidemide ve AIDS gibi
bagisiklik sistemi bozuk olan hastalarda akut psddomembrandz oral kandidoz olgularinda

en sik etken olarak bilinmektedir (4, 10, 21).

Kandidemi
Kandidemi klinik ag¢idan biiyiik bir sorun teskil etmektedir. Tedavideki zorluklar nedeniyle
kanidideminin mortalite oranlart %39’lara varmaktadir (3, 4, 22). Ekonomik a¢idan yatis

sliresini uzatarak hospitalizasyona bagli masraflari da arttirmaktadir (23, 24).

Candida tiirleri, Amerika Birlesik Devletleri’nde nozokomial kan yolu enfeksiyonlarinin
yaklasik %10’unda etken olarak bilinmekte (4), ayrica koagiilaz negatif stafilokok (KNS),
S.aureus, Enterococcus tiirlerinden sonra en sik goriilen kan yolu enfeksiyonu etkenleri
arasinda dordiincii sirada yer almaktadir (3). Enfeksiyonlarin %95°i en sik bes tiirden
kaynaklanmaktadir (sirasiyla); C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, ve

C. krusei. Bunlar1 C. dubliniensis ve C. lusitaniae izlemektedir (4, 25).

Son ti¢ dekadda tiir dagiliminda degisiklikler oldugu gézlenmektedir. C. albicans’in yerine
albicans dis1 tiirler major etken olarak saptanmaktadir. Ozellikle C. glabrata ve C.
parapsilosis kandidemilerinde artis gozlenmektedir (4, 25, 26). Bu degisimin nedeni olarak
albicans dis1 tiirlerin, 6zellikle C. glabrata min, ucuz ve kolayca ulasilabilen flukonazole

kars1 daha az duyarli olmasi gosterilmektedir (4).

Dagilim degisimlerine ragmen Candida albicans diinya c¢apinda kandideminin en sik
etkeni olarak izole edilmeye devam etmektedir. Bunun disinda diinya ¢apinda yapilan
giincel surveyans c¢alismalart kandidemi olgularinda birden fazla tiiriin izole edilmesinin
%2,1 oraninda oldugunu gostermektedir. Birden fazla tiirin etkin oldugu kandidemilerde

C. albicans ile birlikte en sik olarak C. glabrata izole edilmektedir (4).



2.1.2. Kandida Enfeksiyonlarmin Laboratuvar Tanisi

Mikroskopi

Kandidoz tanisinda, bir klinik 6rnek oncelikle direkt mikroskopik incelemeye alinmalidir.
Deri ve tirnak kazimtilart inceleme i¢in %10-30’luk potasyum hidroksit ile hazirlanir.
Epitel hiicrelerinin erimesi ile maya hiicreleri ve hifler daha iyi goriilmektedir (10). Steril
viicut sivilarinda, santrifiij sonras1 Gram boya uygulanmasi ile maya yapilar gram pozitif

olarak izlenmektedir (2).

izolasyon

Kandida tiirleri agiz ve gastrointestinal floranin normal elemani oldugundan balgam ve
digk1 orneklerinden izolasyonu enfeksiyon tanisini koydurmaz. Steril viicut sivilarindan
izolasyonu derin kandidoz u isaret etmektedir. Sistemik kandidoz veya enfekte intravendz
kateter enfeksiyonuna baglh pozitif hemokiiltir gegici bir kandidemiyi isaret
edebilmektedir ve ikisinin ayriminda birden fazla hemokiiltiir perifer damar ve mevcut

intravenoz kateterden alinmalidir (2).

Kandida tiirlerinin izolasyonununu saglamak i¢in hasta 6rnekleri Patates Dekstroz Agar
veya Sabouraud Dekstoz Agar gibi rutin tiretim besiyelerine ekilebilir. Oda sicakliginda
ve 37°C’ de 24 saat iginde tipik, mayamsi kokulu, beyaz-krem renginde yumusak yapidaki
koloniler goriilmektedir (2). Baz1 C. albicans suslari ise kanli agarda kenarlarinda kisa

uzantilari olan ‘ayakli koloniler’ olusturabilmektedir (10).

Tiplendirim

Tomurcuklanarak ¢ogalan hiicreler birbirinden ayrilmayip yalanci hif olusturmaktadir. C.
glabrata disinda tiim tiirlerde yalanci hif olusumu goriilmektedir. Corn Meal Tween 80
agarda kandida tiirleri yalanct hif dizilimine goére morfolojik olarak birbirinden ayirt
edilebilmektedir. Ayrica biyokimyasal testler kullanilarak karbonhidrat asimilasyon ve
fermentasyon o6zelligine gore kandida tiirleri tiplendirilmektedir (2). Bunun igin 6zellikle
albicans dis1 tiirlerin tiplendirilmesinde APi® 20 C AUX (bioMérieux® Fransa) gibi yari
otomatize sistemler hastane laboratuvarinda sikilikla uygulanmaktadir. Bazi tiirleri
birbirinden kolayca ayirt etmek i¢in tarama testi olarak kromojenik agarlar (CHROMagar
Candida®, BD) kullanilmaktadir (21).



C. albicans serum iginde 2-3 saat i¢inde germ tiip olusturmaktadir. Corn Meal Tween 80
agarda olusturdugu tipik klamidosporlar ve ayrica germ tiipler ile diger tiirlerden kolayca
ayirt edilmektedir (2). Ancak C. albicans suslarmin %5’inin germ tiip negatif olmasi

dikkate alinmas1 gereken bir durumdur (27).

2.2. Kandidalarda Biyofilm

Kandida tiirlerinin en 6énemli viriilans faktorlerinden birisi farkli yiizeylere yapismasi ve
‘matriks ile Ortiilmiis biyofilm’ olarak adlandirilan mikrobiyal topluluklar olusturmasidir
(1). Endokardit gibi ciddi enfeksiyonlar biyofilm kaynakli olabilmektedir (28). Bunun
disinda biyofilm olusumuna tibbi gerece bagli enfeksiyonlarda sik rastlanilmaktadir.
Kandida biyofilmleri farkli kateterlerde (santral vendz kateter (SVK) gibi vaskiiler,
peritoneal-dializ, triner kateterler), endotrakeal tiip, stent ve santlar (santral sinir sistem
sant), implantlar (kalp kapakcik), pacemaker, protezler (trakeo-o6zofageal konugsma, eklem,
dental protezler) ve rahim ici ara¢ (RIA) gibi cogu tibbi gereclerde goriilmektedir (1, 7,
29). Biyofilm ile iliskili enfeksiyonlara siklikla C. albicans neden olmaktadir (1) ve SVK,
RIA ve yapay konusma protezleri gibi tibbi gereclerden en sik izole edilen mantardir (30,
31).

2.2.1. Biyofilm Olusumu

Calismalar biyofilm olusumunun dort farkli basamakta gelistigini gdstermistir (32):

1. Yiizey adezyonu,

2. Mikrokoloni olusumu ve hiicresel organizasyon,

3. Ekstraseliiler polimerik maddenin (EPS) salgilanmasi ve ii¢ boyutlu yapinin
olgunlagmasi,

4. Hiicrelerin yayilmasi.

Candida albicans biyofilmi kompleks, heterojen ve bifazik yapiya sahiptir (7). Olusumu
zamansal olarak {i¢ faza ayrilmaktadir (1, 6, 7):
e FErken faz (0-11 saat); aderens ve blastokonidiya iceren mikrokoloniler ile
karakterizedir.
e Orta faz (12-30 saat); bazal blastokonidiya ve hiflerden olusan ¢ift tabakali yap1
gelismektedir, ayrica EPS salgilanmaktadir.



e Matiirasyon faz1 (31-72 saat); kalin EPS ile kaplanmis yogun bifazik heterojen ag

yapist olusmaktadir.

Kandida tiirlerinin biyofilm kalinliklari ile ilgili olarak 25-450 um arasinda degisen veriler
bildirilmistir (33).

2.2.2 Biyofilm Olusturma Modelleri
Biyofilm olusumunu arastirmak i¢in hem in-vitro hem in-vivo modeller bulunmaktadir.
In-vitro modeller statik ve dinamik yontemlere ayrilmaktadir (29). Statik sartlarda biyofilm
olusturmak igin farkli yiizey ozelliklerine sahip olan materyaller kullanilmistir. Bu
materyaller arasinda

e Mikroplak (genelinde 96 kuyucuklu),

o Kateter disk,

e Dentur akrilik strip,

e Silikon elastomer,

e Polivinilkloriir (PVC),

e Cam boncuk
yer almaktadir (16, 29, 34). Ilk gelistirilmis olan kateter disk ydntemi ve ayrica mikroplak

yontemi en sik kullanilan materyallerdir (29, 34).

Biyofilm olusumunu akis sartlar1 altinda arastirmak i¢in farkli kompleks modeller
bulunmaktadir. Dinamik sistemlerin arasinda

e Silindrik seliiloz filtre,

e Perfiize biyofilm fermenter,

e Modifiye Robbins Gereci (MRD),

e ‘Centers for Disease Control’ (CDC) biyoreaktor sistemler ve

e Calgary Biyofilm Gereci (CBD)

yer almaktadir (29, 34).

In-vitro modellerin biyofilm ve konak immiin sisteminin etkilesimini taklit edememesi en
onemli smirlayic1 yoniidiir. Bu agidan in-vivo deneyler 6nem tasimaktadir. Tavsan, sican
ve farelerde SVK enfeksiyonunu taklit etmek i¢in modeller gelistirilip, in-vivo olusan

biyofilmlerin yapisal olarak in-vitro biyofilmlere benzedigi goriilmiistiir. C. albicans
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biyofilm arastirmalarinda in-vitro deneyler siklikla kullanilmakta, hayvan modelleri ise

biyofilm patogenez arastirmalari i¢in tercih edilmektedir (29).

2.2.3. Biyofilm Olusumunun Tespiti ve Kantitasyon Yontemleri
Kandida biyofilmin olusumunu ve yapisin1 gostermek i¢in gesitli yontemler gelistirilmistir.

Mikroskopik yontemler arasinda, 6zellikle biyofilmin yapisini arastirmak igin,
e Konfokal Tarayici Lazer Mikroskopi (CSLM),
e Tarayici Elektron Mikroskopi (SEM) ve
e Epifloresans Mikroskopi yer almaktadir (5,7).
Bilgisayar programlarinin gelistirilmesi ile mikroskopik goriinlime gore biyofilm

kantitasyonunu yapmak da miimkiin olmaktadir (35).

Biyofilm kitle kantitasyonu i¢in siklikla

e Christensen boyama yontemi,

Safranin boyama yontemi,

CFU ( Coloni Forming Unit) hiicre sayimi,

Kuru agirlik dl¢timleri ve

Total protein miktar 6lglimleri kullanilmaktadir (8, 9, 35-39).

Bunun diginda molekiiler yontemler olarak
e DNA miktarinin 6l¢iimii ve

e Gergek zamanli PCR uygulanabilmektedir (8).

Ayrica canli sesil hiicrelerin metabolik aktvitesini Olgerek biyofilm kantitasyonu

yapilabilmektedir. Bu yontemler arasinda

e 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5carboxanilide (XTT),

e 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT),

e BioTimer,

e Losin inkorporasyon (yasayan sesil hiicrelerin radyoaktif madde alimi) ve

e Adenozin 3'-trifosfat (ATP) biyoliiminesans (yasayan sesil hiicrelerin ATP
varliginda 1s1k yayilimi) bulunmaktadir (5, 16, 36, 37, 40).
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Modifiye Christensen Y ontemi

Bu yontemde biyofilm olusumu icin diiz tabanli 96 kuyucuklu plaklarin kullanilmasi
onerilmektedir (37, 39). Biyofilm hiicrelerini boyamasi i¢in kullanilan kristal viyole bazik
bir boyadir ve negatif yiikli yiizey molekiillerine ve ekstraseliler maddenin
polisakkaritlerine baglanarak hem yasayan hem de 6lii hiicreleri boyamaktadir (9, 37).
Cozeltiler ile hiicrelerin boyadan ayrilmasi saglanip spektrofotometrik olarak optik dansite
(OD) degeri olgiilerek hiicre yogunlugu tespit edilmektedir (41). Bu kolorimetrik yontem
ilk Christensen ve arkadaslari tarafindan 1985'de 96 kuyucuklu mikroplagin tabaninda
koagiilaz negatif stafilokoklarin olusturdugu biyofilmin yogunlugunu O6lgmek igin
gelistirilmistir (42). Daha sonra Stephanovic ve arkadaslari tarafindan modifiye edilmis ve
boyanin ¢6ziilmesi saglanarak dogrulugu arttirilmistir (41). Siklikla bakterilerde uygulanan

yontem (39), C. albicans biyofilm kantitasyonu i¢in de kullanilmaktadir (8, 9, 36, 37).

XTT Yontemi

Bu yontem ile biyofilmde yasayan hiicrelerin metabolik aktivitesi ve dolayli olarak
yogunlugu oOlgiilmektedir. Maya hiicrelerinin mitokondriyal dehidrogenaz enzimi XTT
maddesini rediikte etmesiyle suda ¢oziinebilen renkli formazan iiriinii olugsmaktadir (9).
Spektrofotometrik olarak elde edilen OD degeri yasayan hiicre sayisi ile orantilidir (12,
43). C. albicans in-vitro biyofilm ¢aligmalarinda XTT yontemi siklikla kullanilmaktadir (6,
8,9, 36, 37, 44).

2.2.4. Biyofilm Olusumunu Etkileyen Faktorler

Bircok arastirmada kandida tiirlerinde biyofilm olusumunun gevresel faktorlere ve tiire
bagl degisiklikler gosterdigi tespit edilmistir. Caligmalar arasindaki farkli sonuglarin farkl
deney sartlarina bagl oldugu bilinmektedir.

1. Besin kaynag1:

Cesitli  karbonhidratlarin  biyofilm olusumu iizerinde farkli etkiler olusturdugu
gosterilmistir. Calgary biyofilm gerecinde C. albicans igin en fazla biyofilm olusturan
karbonhidratlar sirasiyla siikroz > maltoz > glukoz > fruktoz >I aktoz olarak bildirilmistir
(45). Ayrica polivinilkloriir (PVC) kateterlerde yiiksek galaktoz konsantrasyonunun C.

albicans suslarinda biyofilm olusumunu arttirdigi gosterilmistir (5).
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2. Yiizey Yapr:
Materyallerin yiizey yap1 ozelliklerinin biyofilm olusumunu etkiledigi bilinmektedir. En
fazla biyofilm olusumunu destekleyen materyal ylizeyleri sirasiyla: lateks ve silikon

elastomer (lateks core) > PVC > poliuretan ve %2100 silikon olarak bulunmustur (5).

3.Yiizey Pre-Inkiibasyon:

In-vivo sartlarda kateter ve baska implantlar hizli sekilde konak proteinlerini absorbe
ederek biyofilm olusumunu destekleyen bir film olusturmaktadir. Ayni1 sekilde in-vitro
deneyler PVC kateter disklerin fibrinojen veya kollajen ile preinkiibasyonunun C .albicans
biyofilm olusumunu arttirdigin1  géstermistir (34). Ayrica dentur akrilik yiizeylerde
salyanin biyofilm arttirict etkiye sahip oldugu goriilmistiir (46).

4. Akis /Statik sartlar:
Aragstirmalar akis altinda biyofilm olusumunun hizlandigini, EPS ve hiicre yogunlugunun
artigin1  gostermektedir. Akis sartlar1 altinda sekiz saatlik C. albicans biyofilminin

kompleks yapisinin statik sartlardaki 24 saatlik biyofilmdekine benzedigi gortilmiistiir (47).

5. Tiir:
Biyofilm olusturma yetenegi agisindan tiirler arasinda farkliliklar bilinmektedir. Bu konu

takip eden bolimde daha ayrintili sekilde anlatilmaktadir.

2.2.5. Biyofilm Olusturma Oranlari

Arastirmalar gesitli kandida tiirlerinin farkli derecelerde biyofilm olusturma yetenegine
sahip oldugunu gostermistir. Ancak ¢alismalar birbiriyle ¢eliskili sonuglar dogurmustur.
Bunun nedenleri arasinda 6zellikle onceki boliimde belirtilen deney sartlarinin farklilig

yer almaktadir.

Biyofilm olusturma oranlar1 izolasyon bolgesine gore de farkliliklar gostermistir. Kan yolu
enfeksiyonlarinda albicans dis1 izolatlar, 6zellikle C. parapsilosis ve C. tropicalis, baska
bolgelere nazaran daha yiiksek oranda biyofilm olusturmaktadir (38). Buna karsin baska
bir arastirmada C. albicans ' (%39,3 biyofilm pozitif) albicans disi tiirlere gore (%37,79
biyofilm pozitif) daha yiiksek oranda biyofilm yaptigi bildirilmistir (48). Ayrica
aragtirmalar C.albicans 'in diger tiirlere gore daha yogun biyofilm yaptigin1 gostermistir (5,
6).
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Kandidemili hastalarin kan kiiltiirlerinden izole edilen C. albicans suslarinin kendi i¢indeki
biyofilm olusturma oranlar1 igin farkli sonuglar bildirilmistir. Isve¢’te yapilan bir
calismada 243 izolatin %40,3’4 biyofilm pozitif bulunurken (44), Kore'de yapilan
calismada notropenik hastalarin kanindan izole edilen 30 C. albicans susunun sadece %7’
si biyofilm pozitif olarak tespit edilmistir (38). Tiirkiye'de yapilan iki calismada farkli
bolgelerden izole edilen C. albicans suslarinin %23'i (18/79) ve %39,9'u (94/239) biyofilm
pozitif olarak gériilmiistiir (48, 49).

2.3. Kandida Enfeksiyonlarinda Kullamilan Antifungal Ajanlar

Kandida enfeksiyonlarinin tedavisinde farkli grup antifungal ajanlar kullanilmaktadir.
Ozellikle azol tiirevi bilesikler, ekinokandinler ve polyenler anitifungal ilaglar arasinda yer
almaktadir (10). Agir fungal enfeksiyonlarn ilagla tedavisinde altin standart olan
amfoterisin B’ ye alternatif olarak yeni gelistirilen posakonazol gibi genis spektrumlu

azoller ve ekinokandinler kullanima girmistir.

2.3.1. Polyenler:

Amfoterisin B ve lipid formiilasyonlari polyen bilesiklerdir. Ergosterole baglanarak fungal
membranda por olusturmak suretiyle permeabiliteyi arttirip ozmotik biitiinligii bozarak
fungisit etkiye neden olurlar. Genis spektrumlu bir ilag olarak baslica sistemik kandidoz
tedavisinde kullanilmaktadir. Emilim 6zelliklerinden dolay1 sadece parenteral formu
mevcuttur. Nefrotoksik yan etkilerinden dolayr lipid formiilasyonlar1 (lipozomal
amfoterisin B, amfoterisin B lipid kompleks) gelistirilmistir. Bunlar az toksik ve gilivenilir

olup iyi tolere edilmektedir (10).

2.3.2. Azoller:
Azoller, lanosterolden ergosterol sentezinde yer alan sitokrom P450 14a-demetilaz
enzimini inhibe ederek mantar hiicre membranmin sentezini sonlandirirlar. Genelde

fungistatik etkiye sahiptirler. Bu bilesikler iki alt gruba ayrilir: imidazol ve triazoller (10).

Imidazol

e Ketokonazol, imidazol tiirii bir bilesiktir. Sistemik ve kutanoz kandidoz tedavisinde
kullanilan bir ilagtir. Ancak hepatik ve gastrik toksisitesinden dolay1 ve daha az toksik

alternatif ilaglarin klinik kullanimda olmasi nedeniyle nadir kullanilmaktadir (10).
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Triazoller:

e Flukonazol, kandidoz tedavisinde ve ayrica transplant olgularinin profilaksi ve kronik
supresyon tedavisinde kullanilan bir ajandir. Gastrik, hepatik ve endokrinolojik yan
etkilerinin diisiik olmasi ve beyin omurilik sivisina (BOS) iyi ge¢mesi avantajlaridir.
Flukonazol bir¢ok kandida tiirtine etkilidir, ancak C. krusei flukonazole kars1 dogal
direng sergilemektedir (10).

e [trakonazol, genis spektrumlu antifungal etkili bir ilagtr. En onemli avantaji
Aspergillus spp.’ye de antifungal etki gosteriyor olmasidir. Kandidoz tedavisinde
kullanilmakta, 6zellikle diger azollere yanit vermeyen olgularda, 6rnegin flukonazole
direngli C. krusei ve C. glabrata suslarinin bir kismina etkili olabilmektedir. Kok hiicre
transplantasyonun uzun dénem profilaksisinde ise flukonazole gore istiinlik gdsteren
bir ilagtir (10).

Yeni triazoller:

e Vorikonazol ve posakonazol genis antifungal etki spektrumuna sahip olarak birgok
kandida tiiriine etkilidir. Invaziv fungal enfeksiyonlarda kullamlmaktadir ve
flukonazole ve itrakonazole kars1 direngli olan kandida tiirlerinin bazilarina kars: etkili
oldugu gosterilmistir. Ikisinin arasindaki majér fark posakonazoliin ayrica Zygomycetes

spp.’ye kars1 da etkili olmasidir (10, 50).

2.3.3. Ekinokandinler:

Ekinokandinler 1,3-B-D-glukan sentezini inhibe edip mantar hiicre duvar sentezini
durdurarak fungistatik etki sergilemektedir. Bu grupta kaspofungin, mikafungin ve
anidulafungin yer almaktadir. Sadece parenteral formlar1 mevcuttur ve minimal diizeyde
toksisiteye yol acan giivenli bilesiklerdir. Genis antifungal etki spektrumuna sahip olmakla
beraber amfoterisin B ve flukonazole direngli kandida tiirlerine de etkili olmalar1 en 6nemli
avantajlarindan birisidir. Kullanim endikasyonlarinin arasinda 6zellikle 6zofageal kandidoz
ve kandidemi yer almaktadir. Bunun disinda kaspofungin antibakteriyel tedaviye yanit
vermeyen febril noétropenide ampirik tedavi olarak kullanilmaktadir. Mikafungin ise
hematopoetik kok hiicre transplantasyon olgularinda flukonazolden daha iistiin olup

antifungal profilakside kullanilmaktadir (10).

12



2.4. Kandidalarda Antifungal Duyarhhk

2.4.1. Antifugal Duyarhlik Testleri
In-vitro duyarlilik testleri rutin laboratuvarlarda ve ayrica epidemiyolojik arastirmalarda
stk kullanilmaktadir. Laboratuvarlarin rolii, klinisyeni tedavi se¢iminde ve antifungal

tedavi monitorizasyonunda yonlendirmektir (51).

Antifungal duyarlilik testleri sivi diliisyon (mikro- ve makrosivi diliisyon CLSI M27-A3
belgesi, EUCAST E.DEF7.1 belgesi) ve disk-difiizyon metodlar1 (CLST M44-A belgesi)
olarak mayalarda etkili olan bir¢ok antifungal ajan igin standardize edilmistir (51, 52).
Mikroplak sivi diliisyon ydntemi, Minimal Inhibitér Konsantrasyon degerinin (MIK;
tiremeyi durduran en diisiik antifungal konsantrasyon) belirlenmesinde sik kullanilmaktadir

(51).

Klinik ve Laboratuvar: Standart Enstitiisii (CLSI) ve Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik
Testleri Komitesi (EUCAST), bu yontemin uygulamasinda mikroplak (U tabanli/diiz),
besiyeri, inokulum ayari, inkiilbasyon siiresi ve okuma yontemi se¢iminde
(gbz/spektrofotometrik) farkli uygulamalar 6nermektedir (53). Ticari olarak edinilebilen
yontemler arasinda Sensititre® Yeast One ™ (Trek Diagnostik Systems Inc. ABD)
mikrodiliisyon yontemi, ATB Fungus® (bioMérieux® Fransa) yari otomatize yontemi,
Vitek®2 (bioMérieux® Fransa) otomatik mikrodiliisyon yontemi, Etest® (AB Biodisk,

Isveg) agar difiizyon yontemi yer almaktadir (51).

2.4.2. Kandidalarda Antifungal Ajanlara Diren¢

Global, iilke bazinda veya ¢ok merkezli Siirveyans calismalart kandida tiirlerinin
tanimlanmasin1 ve antifungal duyarliligini arastirmakta ve tiir dagilimindaki degisim
paternlerini, az duyarli ve nadir suslarin ortaya ¢ikmasini net bir sekilde gostermektedir

(21).

SENTRY Antimikrobial Siirveyans Programi 1997°den beri bir¢gok mantarin global
duyarliligin1 yeni ve kullanimda olan antifungal ajanlarin etkinligini takip etmektedir. Son
aciklanan 2013 raporunda Kuzey Amerika, Latin Amerika, Avrupa ve Asya Pasifik
bolgelerinde invaziv mantar enfeksiyonu gegiren hastalardan elde edilen 1405’1 C.

albicans olmak suretiye toplam 3107 klinik kandida izolatinin yeni ekinokandinleri ve
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azolleri de kapsayan birgok antifungal ajana karst duyarliligi degerlendirilmistir. Yaygin
kandida tiirleri ¢ogunlukla triazollere ve ekinokandinlere kars1 duyarli bulunmaktadir (21).
Cografik bolgelere bagl C. albicansise ekinokandinlere karsi diisiik diizeyde (%0,0- 0,6)
direng gostermistir. Anidulafungine karsi direng goriilmemisken, Avrupa'da mikafungine
ve kaspofungine ayni diizeyde (%0,4), Asya-Pasifik bolgesinde ise kaspofungine karsi
diisiik diizeyde (%0,6) direng tespit edilmistir. Tiim bolgelerde C. albicans'in flukonazole
ve vorikonazole karsi direnci benzer sekilde diisiik bulunmustur (%0,0- 0,6). Posakonazol
icin Ozellikle Avrupa (%8,3) ve Latin Amerika'da (%6,5) azalan duyarlilik gosterilmistir
(total %4,4) (21).

Amerika Birlesik Devletlerinde 2008 ve 2010 arasi stirdiiriilen iki merkezli bir surveyans
caligmasinda, kandidemiye neden olan 877 C. albicans ve toplamda 2329 kandida
izolatinin duyarliligt icin Onceki arastirma ile benzer sonuglar elde etmistir.
Ekinokandinlere karsi toplam diren¢ kaspofungin ve mikafungin i¢in %1,0 ve mikafungin
icin %1,1 olarak diisiik diizeyde bulunmustur. Azollerde flukonazole karst %7,3 ve
itrakonazole kars1 %21,1 degeri ile yiiksek diizeyde direng tespit edilmistir. Ekinokandin
ve iki azolde yiiksek diren¢ oraninin 6zellikle C. glabrata kaynakli oldugu da bildirilmistir.
Yeni azollerde vorikonazole karsi direng %1,0 degeri ile diisik diizeyde olup ve
posakonazol igin tiirlerin gogunda MiKg <0,5 pg/ml olarak tespit edilmistiir. Amfoterisin
B icin dort albicans disi izolatta 2 pg/ml MIK degeri tespit edilmistir. C. albicans suslar
ekinokandinlere karsi diisiik diizeyde direng gostermistir. Anidulafungin ve mikafungin
icin diren¢ oranlar1  %0,3 olarak saptanmis ve suslarin %0,5’inde kaspofungine karsi
direng gozlenmistir. Flukonazoliin yiiksek oranda etkili oldugu bulunup (%2,3 direng), eski
yillardaki c¢aligma ile kiyaslandiginda direng diizeyinin stabil oldugu bildirilmistir.
Itrakonazol ve vorikonazole karst %1,6 ve %0,9 oraninda direnc goriilmiis, posakonazoliin
ve amfoterisin B’nin MiKg degerleri ise sirasiyla 0,25 pg/ml ve 0,19 pg/ml olarak tespit
edilmistir (4).

2.5. Kandida Biyofilmlerinde Antifungal Duyarhhk

2.5.1. Kandida Biyofilm Duyarlihgi ve Diren¢ Mekanizmalari
Biyofilmdeki hiicreler dig ortamdan, immiin sistem ve antifungal tedaviden korunmaktadir.

Yiiksek diizeyde antimikrobiyal direng¢ biyofilmin en 6nemli 6zelligi olarak gortilmektedir

14



(12, 54). Biyofilm direnci multifaktoriyel ve kompleks bir olay olarak gerceklesmektedir
(112).

Biyofilm duyarlilik arastirmalari i¢in ¢ogunlukla C. albicans kullanilmistir. Calismalar C.
albicans biyofilmlerinin flukonazole kars1 yiiksek diizeyde direngli oldugunu (1, 7), hatta
planktonik hiicrelere nazaran > 1000 kat daha direngli olabildigini gostermistir (12, 54).
Aym zamanda vorikonazol, ravukonazol ve posakonazol gibi yeni azollerin ¢ogu
C.albicans'in planktonik hiicrelerine etkili oldugu halde, sesil formlarina yeterli diizeyde
inhibisyon yapamamaktadir (11, 13, 14). Azol direncinin bazi genlerin ekspresyonuna
bagl oldugu bildirilmistir. Ug farkli efluks pompasi, CDR1, CDR2 ve MDRI, ilaglari
mantar hiicreSinin disina atmaktan sorumludur. Bunlar 6zellikle C.albicans' in planktonik
hiicrelerinde erken biyofilm fazinda flukonazol direncinden sorumlu kabul edilirken, orta
ve ge¢ biyofilm fazlarinda gorev almamaktadir (55). Ayrica bazi erg genlerinin
ekspresyonu; membran sterol kompozisyonunun degismesine neden olmakta, ozellikle
daha sonraki biyofilm olusum fazlarinda ergosterol seviyesinin azalmasi azol direncinde

sebep olarak gosterilmektedir (55).

Ekinokandinlerin, kaspofungin, anidulafungin ve mikafunginin, C. albicans biyofilmine
karst in-vitro olarak etkili oldugu goriilmektedir (1, 11, 13, 14). Klinik kullanimi igin
silikonlu tibbi gereclerde biyofilm olusumu ve kontroliinde ekinokandinlerin faydali
oldugu bildirilmektedir (1). Ancak ekinokandinlerin paradoks olarak MIK degerinin
tizerindeki yiikksek konsantrasyonlarda biyofilm olusumunu tetikleyebilmesi, hem
profilaktik uygulanmasint hem de tedavide kullanimini kisitlayan bir faktor olarak

karsimiza ¢ikmaktadir (1, 13).

Amfoterisin B’nin standart formiilasyonu C.albicans'in planktonik hiicrelerine etki ederken
biyofilme kars1 etkisi azalip doza bagimli aktivite gostermektedir (7, 11). Ekstraseliiler
maddenin antimikrobiyal ajanlarin penetrasyonunu fiziksel bariyer olarak Onlemesinin
basta amfoterisin B i¢in dnemli bir diren¢ mekanizmasi olabilecegi tartisiimaktadir (1).
Yeni gelistirilmis lipid formiilasyonlarinin, lipozomal amfoterisin B ve amfoterisin B lipid
kompleks (ABLC), biyofilme daha etkili oldugu gorilmistir (14), ancak etki
mekanizmalar1 tam olarak agiklanamamistir (1). Amfoterisin B lipozomal formunun
kateter kilit tedavisinde C. albicans biyofilm eradikasyonunda basarili oldugu belirtilmistir
(56).
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Biyofilmin antifungal direncinde ayrica iireme hizinin ve metabolik aktivite degisimlerinin
de etkili faktorler oldugu tartisilmaktadir (1). Bunun digsinda C. albicans biyofilmlerinde
‘persisten hiicreler’ olarak bilinen hiicreler bulunup ¢oklu ilag direncine neden olan bir

sub-popiilasyon olusturmaktadir (57).

2.5.2. Kandida Biyofilmlerinde Duyarhlik Testleri

Planktonik MIK degeleri baz alarak biyofilme bagli enfeksiyonlarm tedavileri
basarisizlikla sonlanabilir. Bagarili bir tedavi siirdiirmek i¢in biyofilm duyarliligin1 Slgen
metodlara gereksinim duyulmaktadir. Kandida biyofilm duyarliligini 6lgmek i¢in ¢esitli
modeller gelistirilmistir. Ancak laboratuvarlar igil ve laboratuvarlar aras1 uygulamalarda

farklilik gostermeyen standardize yontemlere ihtiyag duyulmaktadir.

XTT Yontemi

Son zamanlarda kandida tiirlerinin biyofilm, yogunluk, iireme ve antifungal duyarlilik
calismalarinda kolorimetrik XTT yontemi popiiler, hatta en sik kullanilan yontem haline
gelmistir (17). Antifungal etkinlik tespiti i¢in biyofilmdeki yasayan hiicrelerin metabolik
aktivitesi ve boylece yogunlugu 6lgiilmektedir. Ureme kontroliine gore optik dansite (OD)
degerinin %50 azalmas: ‘biyofilm MIK’ olarak tanmimlanmstir (1, 17, 58). Y&ntemin 96
kuyucuklu mikroplaklarda uygulanmast ile hizli, bircok susun ve antifungal ajaninin tek
seferde ¢alisilabilmesi, bu ydntemin verimli ve buna bagli olarak maliyetinin nispeten
disik olmasint saglamaktadir. Bu yoOntemin, antifungal duyarlilik testlerinin
standardizasyonu tizerinde yogun caligmalar siirmektedir. Farkli protokoller uygulanip
degisik parametrelerin etkisi arastirilmistir. Test edilmis faktorler arasinda maya inokulum
konsantrasyonu, biyofilm olusumunun siiresi, XTT konsantrasyonu ve inkiibasyon sartlari
yer almaktadir (12, 17, 59 - 61).

Calgary Biyofilm Yontemi

Bakteriyel biyofilm hiicrelerinin antibiyotik duyarlilik taramalar1 igin ‘Calgary Biyofilm
Yontemi® siklikla kullanilmaktadir (62). Bu yontem ‘Calgary Biofilm Gere¢ (CBD)
sistemi’ olarak ilk olarak 1996'da Ceri ve arkadaslar tarafindan Calgary Universitesinde
gelistirilmistir (62, 63).Calgary Biyofilm sistemi 96 igne ¢ikintili kapak ve kanallar i¢eren
bir alt plaktan olusmaktadir. ‘Rokin table’ tizerinde kanallarin i¢indeki besiyeri siirekli akis
altinda olup kesme kuvvetinden dolayr tiim igne c¢ikintilariin yiizeyinde ayni oranda

biyofilm olusmaktadir (15, 29). igne kapagi sonikasyon islemine almarak, ¢ikintilarin
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tizerindeki sesil hiicreler koparilip, ekimler ile hiicre sayimi yapilabilmekte veya plagi
inkiibe ederek spektofotometrik olarak iireme degerlendirilebilmektedir (15, 29, 63).
Ozellikle ‘Minimum Biyofilm Eradikasyon Konsantrasyonu’ (MBEK) saptanarak hizli ve
tekrarlanabilen giivenilir sonuglar vermektedir (15, 62). Ayrica bu yontem birgok amagla
kullanilmaktadir: Planktonik ve biyofilm hiicrelerin simiiltan kiiltivasyonu, biyofilm
olusumunun ve morfolojisinin arastirilmasi, popiilasyonun iireme egrilerinin arastirilmasi,
biyosit etkinligi araliginin tespiti ve yeni anti-biyofilm maddelerin yiliksek sayida test

edilmesi (62).

BioTimer Yéntemi

Biyofilm antifungal duyarlilik ¢alismalarinda kullanimda olan Bio Timer yontemi ise
Berlutti ve arkadaslarinin gelistirdigi metoda dayali olarak Pantanella ve arkadaslar
tarafindan tanimlanmigtir. BioTimer yontemi, hiicre manipulasyonu yapilmaksizin
biyofilmde yasayan bakteri hiicrelerinin metabolizmasini 6lgerek sesil hiicrelerin sayisini
dolayli tespit etmektedir (64, 65). Baslangi¢ hiicre sayisi ise duyarlilik sonuglarini
etkiledigi i¢in onemli bir husustur (66). Indikatdr olarak kullanilan fenol kirmizisi sesil
hiicrelerin metabolizmasi sonucu belirlenen siirelerde renk degistirmektedir. Siireyi baz
alarak korelasyon grafikleri ile biyofilm i¢indeki baslangic mikroorganizma sayisi
hesaplanip  inhibisyon  oranlar1  belirlenebilmektedir. ~ Korelasyon  egrilerinin
belirlenmesinde ise planktonik hiicrelerin renk degisiminin siiresine karsin es zamanlh
olarak CFU/ml olarak belirlenen hiicre sayisi kayit edilmektedir. Bio Timer yontemi ayrica

giivenilir, duyarli ve hizli sonug verip kolay uygulanabilen bir yontemdir (16, 65).

2.6. Kandida Biyofilm Olusumunun inhibisyonu

Tim diinyada biyofilme bagli enfeksiyonlar siklikla goriilmekte ve profilaktik tedavi
stratejilerine ihtiya¢ duyulmaktadir (18, 19). Biyofilm olusumunu inhibe etmek igin bazi
arastirmalarda tibbi gereglerin polimer fizyo-Kimyasal yilizey yapisint degistirerek
mikroorganizmalarin adezyonunun engellenmesi hedef alinmustir (29). Ornegin giimiis
nanopartikiil ile islenmis Kateterlerin C. albicans biyofilm olusumu iizerinde %84’iin
tizerinde antifungal etki olusturdugu gosterilmistir (67). Nistatin igeren silikon disklerin ise
C. albicans biyofilm olusumunda, statik satlarda MRD flow sistemine gore daha iyi
inhibisyon sagladig: bildirilmistir (68). Ayrica amfoterisin B, nistatin ve klorheksidin ile
kaplanmis dig materyallerin, C. albicans biyofilm olusumunda sirasiyla %50-60, %70-80

ve %98’e varan diizeylerde inhibisyon sagladigi saptanmistir (69).
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Islenmis yiizeyler bir siire sonra in vivo biyofilm olusumunu kolaylastiran filmler ile
maskelenerek fonksiyonunu kaybedebildiginden, daha etkin ve Ozellikle anti-
polimikrobiyal ve non-toksik o6zellige sahip olan materyallerin gelistirilmesine gerek
duyulmaktadir (29).

Degisik konsantrasyonlardaki antifungal ajanlarin kandida biyofilm olusumu iizerindeki
inhibe edici etkisinin arastirtlmasi farkli bir yaklasim olmaktadir. Bu konuda kandida
tirlerini kapsayan kisitli sayida yayin mevcuttur. Bir yaklasim pre-inokiillumu antifungal
sub-inhibitér konsantrasyonlara bir siire maruz birakip, antifungal ajani uzaklastirip ve
antifungal yoklugunda hiicrelerin biyofilm olusumu iizerinde etkisini arastirmak olmustur
(14). Baska bir yaklasim ise C. albicans hiicrelerini es zamanli olarak antifungalin sub-
inhibitor konsantrasyonu ile inkiibe edip biyofilm olusumu tizerindeki etkisini aragtirmaktir

(18, 70).

Sub-inhibitor konsantrasyonlarin yarattigi degisikliklerin ve 6zellikle biyofilm olusumu
tizerindeki etkilerinin arastirilmasi onemli bir hedef olmakta ve bu konudaki ¢aligmalar

klinisyenin 6zellikle profilaksi yaklasimi i¢in 6nem tagimaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu c¢alisma Baskent Universitesi Tip ve Saglik Bilimleri Arastirma Kurulu tarafindan
30.07.2013 tarihinde onaylanmistir (Proje no: KA13/150) ve Baskent Universitesi

Arastirma fonunca desteklenmistir.

3.1. Candida albicans izolatlar

Baskent Universitesi Ankara, Adana ve Istanbul hastanelerinde yatan hastalarin kan
kiiltiirlerinden izole edilen 162 Candida albicans susu ¢alismaya dahil edildi. Hastalarin
cinsiyet, yas, yattig1 servis gibi demografik bilgileri kayit edildi. Suslar ¢alisilincaya kadar
‘Skim Milk> besiyeri i¢eren mikrosantrifiij tiiplerinde - 80 °C’de saklandi. C. krusei
ATCC 6258, C. parapsilosis ATCC 22019 standart suslar1 kalite kontrol amaciyla ve
ayrica C. albicans ATCC 90028 ve C. albicans ATCC 10231 standart suslar ¢aligmaya
dahil edildi.

Tim suslar ¢alisma Oncesinde germ tiip olusumu ve Corn Meal 80 besiyerindeki
morfolojilerine gore tiplendirildi. Sabouraud Dekstroz Agardaki (SDA) 24 saatlik taze
pasajlarindan birkag¢ koloni 500 pl insan plazmasi iceren bir tiipte siispanse edilerek 2-3
saat 37°C etiivde inkiibe edilip nativ preparat hazirlanarak germ tiip (baslangi¢c noktasinda
bogumlama yapmaksizin filament olusumu) agisindan degerlendirildi. Germ tlip pozitif
izolatlar Corn Meal Tween 80 Agara pasajland1 (Kutu 3.1.). Cizgi ekim yapilmis alana
lamel kapatilarak oda 1sisinda 72 saat inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda x10 ve x40
objektif ile incelemede psodohiflerin ucunda iri, kiire seklinde klamidospor goriilmesi

Candida albicans susu olarak tanimlanmasini sagladi.

Kutu 3.1. Corn Meal Tween 80 Agar besiyerinin hazirlanmasi.

Formiil:
e Corn Meal Agar (BBL-BD, 211132, Fransa) 179
e  Tween 80 (Polyoxyethylenesorbitanmonooleate, 10 ml (%1)
Sigma, P-4780)
e  Steril distile su 1000 ml
e pH 6,0 +/-0,2

Besiyerinin Hazirlanmasa:

Corn Meal Agar tartildi.

11 distile suda ¢oziildii.

10 ml Tween 80 eklendi (%1).

Icerigi homojenize edilip 1siticili manyetik karistiricida eritildi.
Besiyerinin tamamen ¢oziilmesi i¢in 1 dakika kaynatildi.

pH 6,0 +/- 0,2 ayarland:.

121°C'de 15 dakika otoklavlandi ve steril netri nlaklara dokiildii.

SN NN NN
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3.2. Biyofilm Olusumu

Yizatmisiki C. albicans klinik izolat, C. albicans ATCC 90028 ve C. albicans ATCC
10231 standart suslart ‘Modifiye Christensen 96 Kuyucuklu Plak Yontemi (MCY)’ ile
biyofilm olusumu ve biyofilm olusturma derecesi agisindan test edildi. Bu yontem ile
toplam 32 susun, randomize segilen 30 yogun biyofilm yapan sus ve iki standart sus, igne

kapakli mikroplaklarda biyofilm yapma yetenegi ayrica XTT YoOntemi ile arastirildi.

3.2.1. Modifiye Christensen 96 Kuyucuklu Plak Yontemi (MCY) ile Biyofilm Olciimii

Otuziki suglar SDA besiyerindeki 24 saatlik taze pasajlarindan Yeast Nitrogen Base (YNB,
Difco) sivi besiyerine alindi (Kutu 3.2.). Falkon tiiplerdeki bu siispansiyonlar bir gece
37°C’de orbital ¢alkalayici’da (Roto MiX 50800, Barnstead Int.,ABD) diisiik hizda inkiibe

edilerek maya hiicreleri tomurcuklanma fazina ulastirildi.

Kutu 3.2. YNB besiyerinin hazirlanmasi

Formiil:
e YNB base ( Difco, BD, 239210) 3,35¢
e  D-(+)-Glucosemonohydrate (Merck, 1.08342) 25¢
e  Steril distile su 500 ml
e pH 5,4+/-0,2

Besiyerinin Hazirlamasi:

v" YNB base ve D-(+)-Glucose tartildi.

v' 50 ml distile suda ¢6ziildii ( hafif sitarak).

v' Membran filtreden ( 0,22 pm por ¢ap1, Sartorius stedim, Almanya)
gegirildi.

v' 450 ml steril distile su eklendi.

v/ Kullanima hazir besiyeri 2-8°C'de kullanima kadar saklandi.

Daha sonra vortekslenen tiipler 5 dakika 5000 g'de santrifiij edildi. Elde edilen pelet tekrar
steril fosfat tamponlu su ( PBS, pH 7,4; Sigma, P4417, Almanya) ile ¢6ziiliip ayn1 sekilde
santrifiij edildi. Bu sekilde iki kere yikanan maya hiicreleri spektrofotometre (Phoenix
Spec, BD, 440919, ABD/irlanda) kullanilarak YNB sivi besiyeri ile 1-3x10" CFU/ml
standart bulanikligina ayarlandi (45, 71).

Diiz tabanli 96 kuyucuklu mikroplaklara (Costar 3599, ABD) hazirlanan maya
slispansiyonlarindan her sus i¢in 3 kuyucuga olacak sekilde 100'er pl dagitildi. Plaklar 24
saat 37°C’de statik sartlarda inkiibe edilerek biyofilm olusumu saglandi.
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Biyofilm olusumunun gosterilmesi

Inkiibasyon siiresinin tamamlanmasindan sonra plaklar 250 ul PBS (pH 7.,4) ile ii¢ kez
yikandi. Her kuyucuga 150 pl metanol (Merck, 1.06008) aktarilip, 10 dakika siire ile
olusmus biyofilm sabitlendi. Metanol dokiiliip kurutulan plaklar, tam kurumasi i¢in 40°C
etivde 15 dakika bekletildi. Ardindan her kuyucuga 100 pul %1°lik kristal viyole (Merck,
C142555) aktarilip 20 dakika siire ile boyand1 (37).

Musluk suyu ile li¢ kez yikanip kurumaya birakildiktan sonra, 150 pl %20’lik aseton-
etanol (Tekkim, Tirkiye, Alkokim, Pakistan) her kuyucuga dagitildi. Biyofilm
yogunlugunu 6lgmek i¢in ELx800 (Bio-Tek Instruments INC, ABD) mikroplak okuyuculu
spektrofotometre kullanildi ve 540 nm dalga boyunda spektrofotometrik OD degerleri
belirlendi. Her sus tiger kuyucukta, negatif kontroller (blank) ise en az alti kuyucukta

calisildi. Tiim deneyler en az iki kere tekrarlandi.
Biyofilm olusumunun kantitatif degerlendirilmesi
Suslarin biyofilm olusumunun kantitatif degerlendirilmesi igin yogunluk kategorileri

belirlendi. Bunun i¢in dncelikle cut-off degeri (ODc) hesaplandi.

Negatif kontrollerin ortalama degeri (ortalama ODy.) ve negatif kontrollerin {i¢ standart

sapmasinin (3XSDy) toplami cut-off degerini (OD¢) belirlemektedir:

0D, = 0D,,. ortalamast + 3 X SD,.

Cut- off degerine gore dort biyofilm yogunluk kategorisi belirlendi:

0D < 0D, = biyofilmnegatif

OD. < 0D = 2Xx 0D, = zayif dlizede biyofilm pozitif

2X0D.<0D = 4%x 0D, = orta dizede biyofilm pozitif

4 x 0D, < 0D = yogun diizeyde biyofilm pozitif
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Her sus igin ortalama OD degeri hesaplanip kategorilere gore biyofilm yogunluk dereceleri
belirlendi (41, 42). Planktonik ve sesil hiicrelerin antifungal duyarlilik ve biyofilm
inhibisyon deneyleri i¢in MCY ile yogun diizeyde biyofilm yapan suslardan randomize 30
sus secildi. C. albicans ATCC 90028 ve C. albicans ATCC 10231 standart suslar1 testlere
dahil edildi. Toplan 32 susun biyofilm olusumu hem MCY ile tekrar kontrol edilip hem de
igne kapakli plaklarda biyofilm olusumu XTT yontemi uygulanarak arastirildi.

3.2.2. igne Kapakl Plaklarda Biyofilm Ol¢iimii

MCY ile secilen 30 yogun derecede biyofilm yapan susun ve daha once belirtilen iki C.
albicansstandart susun, toplam 32 susun ‘Modifiye Calgary Biyofilm Yo6ntemine' (MCBY)
gore biyofilmleri olusturuldu. Igne kapakli 96 kuyucuklu U tabanli polistiren
mikroplaklarda (Nunc, Danimarka) biyofilm olusturma yetenegi XTT yontemi ile

arastirildi.

Maya siispansiyonlarin hazirlamasinda, 50 mM glukozlu YNB besiyeri (Kutu 3.3.) ve 100
mM siikrozlu YNB sivi besiyeri hazirlandi (Kutu 3.4.).

Kutu 3.3. 50 mM glukozlu YNB besiyerinin hazirlanmasi.

Formiil:
e YNB base ( Difco, BD, 239210) 3,35¢
e D-(+)-Glucosemonohydrate (Merck, 4,95¢
1.08342)
e Steril distile su 500 ml

Besiyerinin hazirlamasi:

v" YNB base ve D-(+)-Glucose tartildi.

v' 50 ml distile suda ¢6ziildii (hafif 1sitarak)

v" Membran filtreden (0,22 pm por ¢ap1, Sartorius stedim,
Almanya) gegirildi.

v 450 ml steril distile su eklendi.

v' Kullanima hazir besiyeri 2-8°C'de kullanima kadar saklandi.
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Kutu 3.4. 100 mM siikrozlu YNB besiyerinin hazirlanmasi.

Formiil:
e YNB base ( Difco, BD, 239210) 3,359
e  D-(+)-Glucose monohydrate (Merck, 259
1.08342)
Sucrose (Merck,1.07651) 17,12 g
Steril distile su 500 ml

Besiyerinin hazirlamasi:

Siikroz tartildi ve 450 ml distile suda ¢oziildil.

121°C'de 15 dakika otoklavlandi.

YNB base ve D-(+)-Glucose monohydrate tartildi.

50 ml distile suda ¢oziildii (hafif 1sitarak)

Membran filtreden (0,22 um por ¢ap1, Sartorius stedim,
Almanya) gegcirildi.

450 ml siikrozlu distile su eklendi.

Kullanima hazir besiyeri 2-8°C'de kullanima kadar saklandi.

ANANENENEN

AN

Secilen 32 C. albicans susunun SDA besiyerindeki 24 saatlik taze pasajlarindan 50 mM
glukozlu YNB besiyerine alindi. Maya hiicreleri bir gece 37°C’de orbital calkalayicida
diisiik hizda inkiibe edilerek tomurcuklanma fazina ulastirildi. Vorteksledikten sonra
5000g’de santrifuj edilip PBS ile yikandi. Bu asama tekrarlanip 100 mM siikrozlu YNB
besiyerinde 1-3x10" CFU/ml olacak sekilde Phoenix Spec (BD, Fransa) yardimi ile

spektofotometrik olarak ayarlandi.

Biyofilm olusturmak igin steril Thermo-Nunc markali igne kapakli (TSP-screening, Cat.
No 445497, Danimarka) 96 kuyucuklu U-tabanli mikroplaklar (Cat. No 262162) kullanild:.
Hazirlanan maya siispansiyonundan 200 pl iger kuyucuga dagitilip igne ¢ikintili kapak
tizerine kapatilip 37°C’de 48 saat orbital calkalayicida diisiik hizda inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresinin tamamlanmasindan sonra igne kapak iki ayri 200 pl fosfat tamponlu
su (PBS, pH 7.,4) i¢eren 96 kuyucuklu mikroplakta 1-2 dakika hafif ¢alkalanarak yikanip

tutunmayan hiicreler uzaklagtirildi.

Ayr1 bir 96 kuyucuklu mikroplakta 300 mg /L XTT (Applichem, Almanya) ve 0.13 mM
menadion (Sigma) son kuyucuk konsantrasyonu olacak sekilde dagitildi (72). Hazirlanan
XTT-Menadion-PBS soliisyonundan 200 ul her kuyucuga eklenip tizerine olusturdugumuz
biyofilmli igne kapak yerlestirildi. Iki saat 37°C’de statik sartlarda karanlikta inkiibe edildi.
Igne kapag kaldirilip ELx800 (Bio-Tek Instruments Inc, ABD) mikroplak okuyuculu
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spektrofotometre kullanilarak 490 nm dalga boyunda spektrofotometrik 6l¢timleri yapildi

ve ayrica ¢iplak goz ile renk degisimi kayit edildi.

3.3. Antifungal Duyarhlik Testleri

3.3.1. Planktonik Hiicrelerin Antifungal Duyarhhik Testi

Toplam 32 susun, 30 yogun biyofilm yapan sus ve C. albicans ATCC 90028, C. albicans
ATCC 10231 standart suslari, planktonik hiicrelerin antifungal duyarliliklart
mikrodiliisyon yontemi ile CLSI’in M27-A3 kriterlerine uygun olarak in vitro sartlarda
yapildi1 (73). Antifungal ajanlar olarak kaspofungin (Merck), mikafungin (Astellas),
anidulafungin (Pfizer), flukonazol (Sigma, F8929), voriconazol (Sigma, PZ0005),
posakonazol (Merck), itrakonazol (Sigma, 16657) ve amfoterisin B (Sigma, A9528)
calisildi. C. krusei ATCC 6258 ve C. parapsilosis ATCC 22019 kalite kontrol amaciyla her
teste dahil edildi (73).

Duyarlilik ¢alismasi i¢in morfolinpropanasulfonik asit (MOPS) ile tamponlanmis L-
glutamin igerikli RPMI 1640 besiyeri hazirlandi (Kutu 3.5.).

Kutu 3.5. MOPS tamponlanmis RPMI 1640 besiyerinin hazirlanmas.

Formiil:
e RPMI 1640 tozu (Sigma,R6504) 10,4 ¢
e  MOPS buffer (0,165 M morfolinpropanasulfonik asit) 34,59
(Applichem, Almanya, A2947)
e  Steril distile su 1000 mi
e pH 7,0+/-0,1

Besiyerinin hazirlamasi:

RPMI tartild1 ve 900 ml distile suda ¢oziildii.

MOPS buffer tartilip eklendi.

Karigimin pH's1 7,0 olarak ayarlandi.

Toplam hacim steril distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

0,22 ¢apli membran filtreden (Sartorius stedim, Almanya) siizerek
steril edildi.

Kullanima hazir besiveri 2-8°C'de kullanima kadar sakland.

AN N NN

\

Antifungal stok soliisyonlarin hazirlanmasinda antifungallerin standart toz formlar
kullanildi. Stok soliisyonlar Dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma, D8418)’da hazirlanip
testler yapilancaya kadar — 86 °C’de saklandi.
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Standart protokole uygun sekilde 96 kuyucuklu U tabanli steril mikroplaklarda (Citotest,
Cin) MOPS ile tamponlanmis RPMI besiyerinde antifungal stok soliisyonlar sulandirildi.
Soliisyonlar 100’er ul olarak dagitildi. Antifungal ajanlarin ¢ift kat seri dillisyonlari
yapildi. Calisilan konsantrasyon araligi Tablo 3.1°de belirtildi. Her sirada son kuyucuk

ureme kontroli olarak birakildi.

Tablo 3.1. Planktonik hiicrelerin duyarliliginda kullanilan antifungal ajanlarin konsantrasyonlari

Antifungal ajan Konsantrasyon
aralig (ug/ml)
Kaspofungin 0,008-8
Mikafungin 0,008-8
Anidulafungin 0,008-8
Flukonazol 0,125-128
Voriconazol 0,015-16
Posakonazol 0,015-16
itrakonazol 0,015-16
Amfoterisin B 0,015-16

Saklamadan canlandirilan suslar iki kere SDA’ya pasajlandiktan sonra serum fizyolojik
icinde 0,5 McFarland standart bulanikligina Phoenix Spec (BD, Fransa) yardimi ile
spektofotometrik olarak ayarlandi. Antifungal iceren plaklarin tiim kuyucuklarma 100’er

ul maya siispansiyonu dagitildi.

Plaklarin 37 °C’de inkiibasyonu sonrasinda sonuglar CLSI’tn M27-A3 kriterlerine uygun
sekilde gorsel olarak degerlendirildi (73). Amfoterisin B igin 24 saat inkiibasyon sonunda
{iremenin olmadig: konsantrasyonlar ‘Minimal inhibisyon Konsantrasyonu’ (MiK) olarak
kabul edildi. Ekinokandinler ve flukonazol 24 saat, diger azoller 48 saat inkiibasyon
siiresinin sonunda degerlendirildi. Ureme kontrollerine gére iiremeyi belirgin azaltan
konsantrasyon (>%50 azalma) MIK degeri olarak kabul edildi. CLSI standartlarinda
belirtilen referans degerlerine gore suslarin duyarlilik durumu ajana bagli olarak Tablo

3.2.’ye gore belirlendi.
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Tablo 3.2. Antifungal ajanlarin duyarhilik araliklar1 (CLSI M27-A3 (S4)’e gore)

Antifungal ajan | Duyarh Direncli
kaspofungin <0,25 >0,5
mikafungin <0,25 >0,5
anidulafungin <0,25 >0,5
vorikonazol <0,125 >0,5
itrakonazol <0,125 >0,5
flukonazol <2 >4
posakonazol Referans degeri yok
amfoterisin B <1 >1

3.3.2. Sesil Hiicrelerin Antifungal Duyarhlik Testi

Otuz yogun biyofilm yapan susun, C. albicans ATCC 90028 ve C. albicans ATCC 10231
standart suslarinin sesil formlarinin antifungal duyarliliklari testi MCBY kullanilarak
yapildi. Tiim antifungal ajanlar ¢alisildi. Duyarlilik ¢aligmasi dncesinde 3.2.2. boliimiinde
tarif edildigi gibi igne kapakli plaklarda biyofilm olusturuldu. Maya siispansiyonunun ve

besiyerlerinin hazirlanisi ile inkiibasyon sartlar1 ayni sekilde uygulandi.

Duyarlilik ¢alismasi i¢in 100 mM siikrozlu YNB besiyeri hazirlandi. Antifungal ajanlarin
standart toz formlar1 stok soliisyonlarin hazirlamasinda kullanildi. Tiim stok soliisyonlar

DMSO’da hazirland1 ve testler yapilancaya kadar — 86 °C’de sakland.

Biyofilm duyarlilik ¢alismasi igin 100 mM siikrozlu YNB besiyerinde antifungal stok
soliisyonlar sulandirildi. Ilk siituna 100’er pl dagitildi. Antifungal ajanlarmn iki kat seri
diliisyonlar1 yapildi. Tim kuyucuklara 200’er pl hacme ulagsmak i¢in 100’er pl 100 mM
stikrozlu YNB besiyeri eklendi. Calisilan konsantrasyon araligi Tablo 3.3.’de belirtildigi
sekilde ayarlandi. Her siradaki 11. kuyucuk sterilite kontrol ve 12. kuyucuk tireme kontrol
olarak birakildu.
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Tablo 3.3. Sesil hiicrelerin duyarliliginda kullanilan antifungal ajanlarin konsantrasyonlari.

Antifungal ajan Konsantrasyon
araligi (ug/ml)
Kaspofungin 0,06-32
Mikafungin 0,06-32
Anidulafungin 0,06-32
Flukonazol 4-2048
Voriconazol 1-512
Posakonazol 0,5-256
itrakonazol 0,25-128
Amfoterisin B 0,25-128

Igne kapak iki ayr1 200 pl PBS iceren mikroplakta 1-2 dakika hafif ¢alkalanarak yikanip,
antifungal iceren 96 kuyucuklu mikroplaga yerlestirildi ve 37 °C’de 24 saat statik sartlarda
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda igne kapak tekrar iki kez PBS ile yikanip 200
pl taze siikrozlu YNB besiyeri iceren mikroplaga aktarildi. Bes dakika yiiksek siddette
(Ultrasonic Cleaner, Daihan Scintific Co., Kore) sonikasyon islemine alindi. Béylece igne
cikintinin iizerinde olusan sesil hiicreler koparak siviya gecmis oldu. igne kapak
uzaklastirilip steril polistiren plak {istii seffaflar (Thermo-Nunc, Danimarka, NC-236366)
ile plagin tizeri kapatildi. Plak 37 °C’de 24 saat statik sartlarda inkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresinin sonunda sonuglar gérsel ve ELx800 (Bio-Tek Instruments Inc, ABD)
mikroplak okuyuculu spektrofotometre kullanilarak 630 nm dalga boyunda
spektrofotometrik degerlendirildi. Amfoterisin B i¢in tiremenin olmadigi konsantrasyonlar
‘Minimal Biyofilm Inhibisyon Konsantrasyon’ (MBIK) degeri olarak kabul edildi.
Ekinokandinler ve azoller i¢in iireme kontrollerine gore iiremeyi belirgin azaltan (>%50)
konsantrasyon MBIK degeri olarak kabul edildi. Otuz susun, C. albicans ATCC 90028 ve
C. albicans ATCC 10231 standart suslarinin planktonik formlarinin MIK degerleri ve sesil
formlarmin  MBIK degerleri birbiriyle kiyaslanip sesil hiicrelerin duyarlilik artis:

hesaplandi.
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3.4.Biyofilm inhibisyon Deneyi

Antifungal ajanlarin kandida hiicrelerinin biyofilm olusumu tizerindeki etkisinin
arastirtlmasi1 amaglandi. Otuz yogun biyofilm yapan sus, C. albicans ATCC 90028 ve C.
albicans ATCC 10231 standart suslar1 igne kapakli plaklar kullanilarak test edildi. Tim
antifungal ajanlar c¢alisildi. Maya inokulumu ve antifungal ajan ayn1 anda plaklara dagitilip

inkibe edildi.

Antifungal ajanlarin standart toz formlar1 stok soliisyonlarin hazirlanmasinda kullanildi.
Tiim stok soliisyonlar DMSO’da hazirlanip testler yapilancaya kadar — 86 °C’de saklandi.
Her bir sus icin antifungal stok sollisyonu ayr1 ayr1 hazirlandi. Bunun i¢in CLSI referans
yontemi ile tespit edilen MIK degerinin 4 kati ilk kuyucuk konsantrasyonu olarak

belirlendi.

Antifungal stok soliisyonlar ilk kuyucuk konsantrasyonuna ulasilacak sekilde 100 mM
siikrozlu YNB besiyerinde sulandirilip birinci kuyucuklara 100’er pl dagitildi. Antifungal
ajanlarin ¢ift kat seri diliisyonlar1 yapildi. Her siradaki 11. kuyucuk sterilite kontrol ve 12.

kuyucuk tireme kontrol olarak birakildi.

Maya siispansiyonlarin hazirlamasinda, 50 mM glukozlu YNB besiyeri (Kutu 3.3.) ve 100
mM siikrozlu YNB sivi besiyeri hazirlandi (Kutu 3.4.).

Maya siispansiyonu icin pre-inokiilum hazirlanisi, yikama islemleri ve standart
bulanikligin ayarlanmasi boliim 3.2.2. tariflendigi gibi yapildi. Hiicre yogunlu 10’ CFU/m

olan maya siispansiyonundan 100’er pl tiim kuyucuklara dagitild.

Igne kapaklar mikroplagin iizerine yerlestirilip 37 °C’de 48 saat akis sartlar1 altinda orbital
calkalayici iizerinde inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda igne kapak 2 kez PBS ile
yikanip 200 pl taze siikrozlu YNB besiyeri iceren mikroplaga aktarildi. Yiiksek siddet
ayarinda 5 dakika sonikasyon islemine alindi. Kuyucuklardan diliisyonlar yapildi ve
SDA’a spot ekimler yapilip 37°C’de 48 saat inkiibe edildi. Ayrica igne kapak uzaklastirildi
ve plak ustii seffaflarla plagin tizeri kapatilip 37°C’de 24 saat inkiibe edildi.
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Sonuglar gorsel ve ELx800 mikroplak okuyuculu spektrofotometre (Bio-Tek Instruments
Inc, ABD) kullanilarak spektrofotometrik olarak 630 nm dalga boyunda degerlendirildi.
Spot ekimlerde iireyen kolonilerin CFU/ml degerleri hesaplandi. Ajana baglh her bir sus
i¢in iiremeyi tamamen inhibe eden konsantrasyon ‘Biyofilm Inhibisyon Konsantrasyonu’

(BIK) olarak belirlendi.

3.5. istatistiksel Analiz

Veri seti SPSS programi (SPSS version 17.0; SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) kullanilarak
degerlendirilmistir. Grup ortanca degerlerinin karsilastirilmas: amaciyla Friedman testi
kullanilmistir. Sonuglar ortalama+standart sapma, ortanca deger, ¢eyrekler arasi degisim ve
geometrik ortalama olarak ifade edilmistir. Oranlarin karsilastirilmasi amaciyla iki oran z
testi kullanilmistir. Sonuglar n ve % olarak ifade edilmistir. Antifungal ajanlar arasi
iligskilerin yonii ve derecesi Spearman rho korelasyon katsayisi ile degerlendirilmistir.

p<0.05 diizeyi istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Candida albicans izolatlari

Baskent Universitesi Ankara, Adana ve Istanbul hastanesinin cesitli {initelerinde yatan
kandidemili hastalarin kan kiiltiirlerinden toplam 162 Candida albicans susu izole edildi.
Seksen besi kadin ve 77’si erkek olmak {izere toplam 162 hasta ¢alismaya dahil edildi.
Hastalarin ortalama yasi 43,9 (0-94) idi. Tedavi gordiikleri kliniklere gore hastalarin
dagilimi Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. C. albicansiireyen hastalarin kliniklere gore dagilimi

Klinik Sus (n)
Dahiliye 45
Cerrahi 32
Pediatri 41
Yogun Bakim 37
Acil !

Toplam 162

Ayni1 hastada bir aydan kisa siirede Candida albicans tiremesi saptanmissa izolat ¢alismaya
dahil edilmemistir. Tim suslarin germ tiip (Sekil 4.1.) ve klamidospor (Sekil 4.2.)
olusturdugu tespit edildi.

Sekil 4.1. Candida albicans; germ tiip olusumunun mikroskopik goriiniimii; 40x objektif
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Sekil 4.2. Corn Meal Tween 80 Agar besiyerinde 72 saat sonunda C.albicans’in

Olusturdugu klamidosporlarin mikroskopik goriiniimii; 40x objektif

4.2. Biyofilm Olusumu

Uclii gruplar halinde MCY ile test edilen Candida albicans suslarinin biyofilm olusumu
Sekil 4.3.’de, biyofilm olusturma oranlar1 ise Sekil 4.4.’de goriilmektedir. Calismaya dahil
edilen 162 susun % 38 (n=61,) orta diizeyde biyofilm olusturdu. Tiim suslarin 47’si zayif
diizeyde (%29) ve 37’si yogun diizeyde (%23) biyofilm saptanirken, suslarin 17’si (%10)
biyofilm olusturmadi (Sekil 4.4.). Calismaya dahil edilen standart suslarindan C. albicans
ATCC 10231" in yogun diizeyde, C. albicans ATCC 90028’ in ise zayif diizeyde biyofilm
yaptig1 tespit edildi.

Sekil 4.3. Diiz tabanl 96 kuyucuklu mikroplaklarda olusturulan 24 saatlik biyofilmlerin kristal viyole ile
boyanmasinin makroskopik goriiniimii. Her sus ticer kuyucukta calisildi. Sol iist ve sag alt kdse negatif

kontroldiir.
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Biyofilm Olusturma Oranlar

negatif

kuvvetli ‘ 10% 7

pozitif
23%, n=37

zay1f pozitif
29%, n=47

orta pozitif
38% , n=61

Sekil 4.4. C. albicanssuslarinda biyofilm olusturma oranlar

MCY ile belirlenen 37 yiiksek diizeyde biyofilm yapan sugdan 30 sus randomize segilip, C.
albicans ATCC 90028 ve C. albicans ATCC 10231 standart suslar calismaya dahil

edilerek toplam 32 susun igne kapakli mikroplaklarda biyofilm olusturma yetenegi

arastirildi (Sekil 4.5.).

Sekil 4.5. igne kapaklarda biyofilm olusumu. igne uglarinda 48 saatlik inkiibasyon sonras1 makroskopik

olarak kolonilerin gériiniimii. Sagdan ikinci sira negatif kontroldiir (blank).

Kolorimetrik XTT yontemi ile sesil hiicrelerin metabolik aktivitesini gostererek igne
uclarindaki biyofilm olusumu tespit edildi (Sekil 4.6.). Otuziki susun igne kapakli
mikroplaklarda da biyofilm yaptig1 hem g6z hem de spektrofotometrik olarak gozlendi.
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Sekil 4.6. Biyofilm olugmus igne kapaklarda XTT nin uygulanmasi sonrast 96 kuyucuklu plaktaki renk

degisiminin gériiniimii. Her sus tiger kuyucukta ¢alisildi. Sag alt kose negatif kontroldiir.

4.3.Antifungal Duyarhlik Sonuclar:

4.3.1. Planktonik Hiicrelerin Antifungal Duyarhhk Sonugclar:

Antifungal duyarlilik testleri ekinokandinler, amfoterisin B, flukonazol i¢in 24 saatlik ve
diger azoller i¢in 48 saatlik inkiibasyonun sonunda degerlendirildi. Gozle goriilebilir
belirgin azalmanin oldugu kuyucuk MIK degeri olarak alindi. Amfoterisin B igin ise iireme
olmayan kuyucuk MiK deger olarak kabul edildi. Suslari MiKsy, MiKg degerleri ve MIK
aralik degerleri her bir antifungal i¢in ayr1 ayr1 hesaplandi (Tablo 4.2.).

Tiim deneylere eklenen C. krusei ATCC 6258 ve C. parapsilosis ATCC 22019 kalite
kontrol suslarmin MIK degerleri standart CLSI kriterlerinin belirtilen smirlar1 i¢inde

bulundu.

Otuz susun, C. albicans ATCC 10231 ve C. albicans ATCC 90028 susun MIK degerleri
CLSI kriterlerine gore degerlendirildi (Tablo 3.2). Bu degerlendirme sonucunda tiim suslar
ekinokandinlere, amfoterisin B’ye ve azollere kars1 duyarli bulundu. itrakonazol i¢in ise 30
susun 25’1 (83,3%) ve C. albicans ATCC 90028 susu duyarliyken, bes sus (%16,7) ve C.
albicans ATCC 10231 susu doza bagli duyarli olarak tespit edildi.

Tablo 4.2.°de goriildiigii gibi tiim ekinokandinlerin MiKs, ve MiKgo degerleri birbirine
benzer bulundu. MiKsq hepsinde <0,008 pg/ml iken, MiKgo kaspofungin ve anidulafungin
icin <0,008 pg/ml olarak, mikafungin i¢in bir diliisyon fark ile 0,015 pg/ml olarak tespit
edildi.

33



Amfoterisin B’nin MiKsy ve MIiKgy degerleri 0,5 pg/ml olarak bulundu. Azollerde
vorikonazol ve posakonazol igin MiKsy ve MiKgy <0,015 pg/ml olarak ayni degeri verdi.
Itrakonazol ve flukonazoliin MiKso degerleri sisirasiyla 0,06 pg/ml ve <0,125 pg/ml,
MIKgo degeri ise ikisi igin 0,25 pg/ml olarak tespit edildi.

Tablo 4.2. Planktonik (MIK) ve sesil hiicrelerin ( MBIK) antifungal duyarlilik sonuglar1 (pg/ml)

Kaspofungin Mikafungin Anidulafungin Amphoterisin B
MIK MBIK MIK MBIK MIK MBIK MiK MBIK
MiK 50 <0,008 2 <0,008 4 <0,008 2 0,5 8
MIK 90 <0,008 8 0,015 8 <0,008 4 0,5 16
MiK arahg | <0,008 - 0,03 | 0,125-16 |<0,008-0,03 | <0,06-32 | <0,008-0,03 | 0,125 -4 0,25-1 4-128
Vorikonazol itrakonazol Posakonazol Flukonazol
MIK MBIK MIK MBIK MIK MBIK MIK MBIK
MIK 50 <0,015 >512 0,06 8 <0,015 32 <0,125 >2048
MIK 90 <0,015 >512 0,25 64 <0,015 256 0,25 >2048
MiK arahg |<0,015-0,03| 32->512 | 0,03-0,25 1->128 <0,015-0,25]0,5- >256 | <0,125 - 0,25 | 2048 - >2048

4.3.2. Sesil Hiicrelerin Antifungal Duyarhlik Sonuglari

Otuz susun, C. albicans ATCC 10231 ve C. albicans ATCC 90028 suslarinin MBIK
‘Minimal Biyofilm Inhibisyon Konsantrasyon’ (MBIK) degerleri goérsel ve
spektrofotometrik olarak belirlendi. Amfoterisin B i¢in iiremenin olmadigi kuyucuktaki
konsantrasyon, ekinokandinler ve azoller i¢in ise ilireme kontrollerine gore iliremenin
belirgin olarak azaldig1 konsantrasyon MBIK degeri olarak kabul edildi. Suslarin MBiKsy,
MBIiKgo degerleri ve MBIK araligi Tablo 4.2°de verilmistir.

Ekinokandinlerin MBIKs (kaspofungin ve anidulafungin 2 pg/ml, mikafungin 4 pg/ml) ve
MBIiKg (anidulafungin 4 pg/ml, kaspofungin ve mikafungin 8 pug/ml) degerleri grup iginde
bir diliisyon fark ile birbiriyle yakin sekilde bulundu.

Amfoterisin B nin MBIiKso 8ug/ml ve MBIK g 16pg/ml olarak tespit edildi.

Azoller iginde itrakonazol en diisiik MBIKso ve MBIKgo (8 pg/ml ve 64 nug/ml) degerleri
sergiledi. Ikinci sirada posakonazoliin MBIKs, ve MBiKgg degerleri sirastyla 32 pg/ml ve
256 pg/ml olarak bulundu.Vorikonazoliin MBiKsq ve MBIKg degerleri >512 pg/ml ve

flukonazoliinki ise >2048 pg/ml olarak gozlendi.
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4.3.3. Planktonik ve Sesil Hiicrelerde Antifungal Duyarhihk Test Sonug¢larinin
Karsilastirilmas1 (MBIK/MIK Oram)

Otuz susun Ve iki C. albicans standart suslarinin MBIK/MIK degerleri arasindaki oranlar
belirlendi. MBIK/MIK oranin ortalama, ortanca, standart sapma degeri, artis aralig1 ve

ceyrekler arasi degisim Tablo 4.3. verildi.

Otuziki susunda antifungallerin MBIK degerleri MIK degerlerinin iizerinde bulundu
(Tablo 4.2.). Antifungallerin 32 susdaki MBIK/MIK oranlar1 Tablo 4.3.’de gosterildi.

MBIK/MIK oranlarinin ortanca degerlerini birbiriyle kiyasladigimiz zaman amfoterisin B
icin diger antifungallere gore istatistiksel olarak anlamli sekilde (p<0,05) en diisiik
MBIK/MIK orani (16) gériildii.

Ikinci sirada itrakonazol icin MBIK/MIK oran1 64 olarak izlendi. Anidulafungin ile
itrakonazol ve ayrica kaspofungin arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi.
Mikafunginde ise MBIK/MIK oram1 384 ile daha once belirtien antifungallere gore
istatistiksel olarak anlaml sekilde yiiksek saptandi (p<0,05).

Azoller iginde posakonazolin MBIK/MIK orani flukonazol ve vorikonazole gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde (p<0,05) daha disik degerde (1536) bulundu.
Vorikonazoliin ve flukonazoliin MBIK/MIK oran1 ise >32768 ile istatistiksel olarak

anlamli sekilde (p<0,05) en yiiksek degerde goriildii.

Sonug olarak amfoterisin B en diisiik MBIK/MIK oranma sahip olarak biyofilm
hiicrelerine en etkiliyken, takiben itrakonazol, anidulafungin ve kaspofungin, ardindan
mikafungin etkin olarak bulundu. Vorikonazol ve flukonazol ise ayni oranda en yiiksek
oran ile sesil hiicrelere en az etkiliyken, posakonazol daha diisik MBIK/MIK oranina sahip
olarak daha etkili bulundu.
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Tablo 4.3. Sesil ve planktonik hiicrelerin MIK degerlerinin (MBIK / MIK) oranlanmasi

Kaspofungin Mikafungin Anidulafungin | Amphoterisin B
Ortalama 339,75 492,25 188 24,25
Ortanca 256 384 128 16
St.sapma 417,2932 701,49403 152,60322 43,36715
Minimum 8 8 16 8
Maksimum 2048 4096 512 256
Ceyrekler arasi degisim 480 256 192 0
(Interquartile range, IQR)
Geometrik ortalama 148,9568 273,1879 125,2572 16,7084
Vorikonazol Itrakonazol Posakonazol Flukonazol
Ortalama 38016 419,25 4745 26368
Ortanca 32768 64 1536 32768
St.sapma 21065,79006 998,40773 9376,42182 8511,94567
Minimum 2048 8 32 8192
Maksimum 65536 4096 32768 32768
Ceyrekler arasi degisim 32768 224 3072 16384
(Interquartile range, IQR)
Geometrik ortalama 29404,5135 92,4916 1327,9637 24726,1500
Tablo 4.4. MBIK/MIK oranin suslardaki dagilimim1 géstermektedir. Kaspofungin,

mikafungin, itrakonazol ve amforterisin B en diisiik diizeyde minumum MBIK/MIK (8)

oranina sahipti. Vorikonazol igin 25 susta, flukonazol igin ise 20 susta MBIK/MIK orani
> 32768 (maksimum diizeyde) olarak bulundu. MBIK/MIK oranmin esas dagilimi

Amfoterisin B igin 24 susta 16 iken, mikafungin i¢in 24 susta ile 256- 512 degerinde

goriildil.

Tablo 4.4. Otuz C. albicans klinik izolat ve iki standart susdaki antifungal ajanlarin MBIK/MIK oranlarinin

dagilim

Katsayi 8116(32]64|128 256|512 (102420484096 [ 8192 ]16384 | 232768
Kaspofungin (13|62 2 | 6 | 9 2 1 0 0 0 0
Mikafungin 112|1]1]0 (11({13]| 2 0 1 0 0 0
Anidulafungin [0[2 [ 53| 8 |10 | 4 0 0 0 0 0 0
Amfoterisin B|5[24(1 | 1| O 110 0 0 0 0 0 0
Vorikonazol ojofojofofof|OQ0 0 2 0 2 3 25
itrakonazol 3[3]15]18] 3 4 2 2 2 0 0 0 0
Posakonazol (0[O0 |10 2 | 4| 4 5 8 3 2 3 3
Flukonazol 0Jj]ofO0]JOfOf[O|O 0 0 0 1 11 20
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Antifungallerin  MBIK/MIK oranmin korelasyonunu inceledigimizde kaspofunginin,
mikafungin (Spearman rho=0,572, p<0,001) ve ayrica anidulafungin (Spearman
rho=0,414, p<0,05) ile istatistiksel olarak anlamli sekilde korelasyon gosterip 32 sus
tizerinde benzer etkili oldugu bulundu. Posakonazol ise vorikonazol (Spearman rho=0,402,
p<0,05) ve ayrica itrakonazol (Spearman rho=0,684, p<0,001) ile yiiksek diizeyde
korelasyon gosterdi. Amfoterisin B ve flukonazoliin ise istatistiksel olarak anlamli sekilde
diger antifungaller ile korele olmadigi tespit edildi. Sonug¢ olarak antifungaller kendi
gruplar iginde suslar {izerinde etki benzerligi gosterirken, gruplar (ekinokandinler, azoller

ve amfoterisin B) arasinda etki korelasyonu bulunamadi.

4.4. Biyofilm Inhibisyon Deneyinin Sonuclar1

Tiim antifungal ajanlarin biyofilm olusumu {iizerindeki etkisinin arastirilmasi i¢in otuz
yogun biyofilm yapan klinik izolat ile C. albicans ATCC 90028 ve C. albicans ATCC
10231 standart suslar1 test edildi.

Sonuglar mikroplakta gorsel ve spektrofotometrik olarak degerlendirildi. Ayrica
kuyucuklarin dilisyonlarindan yapilan spot ekimlerde iireyen koloni sayilarinin CFU/ml
degerleri hesaplandi (Sekil 4.7.). Ajana bagli her bir sus i¢in hem ekimde hem de
kuyucukta iiremeyi tamamen inhibe eden konsantrasyon ‘Biyofilm Inhibisyon

Konsantrasyonu’ (BIK) olarak belirlendi.

Sekil 4.7. Sonikasyon sonrasi direkt ekim ve 1/10; 1/100; 1/1000 diliisyonlarinin spot ekimlerinin gériiniimii
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Tablo 4.5. antifungaller i¢in BIK sonuglarini ve 32 Candida albicans susundaki dagilimi
gostermektedir. Antifungaller i¢in BIK araligi ve ayrica en yiiksek ve en diisiik BIK
degerindeki sus sayisi tespit edildi.

Ekinokandinlerde BIK araligi sirasiyla kaspofungin igin 0,0001-0,004 pg/ml, mikafungin
icin 0,001-0,004 pg/ml, anidulafungin i¢in 0,001-0,008 pg/ml olarak bulundu.
Kaspofunginin 32 susun 9’unda inhibisyon yaptig1 goriildii. Bunlarin dérdii MIK/2 ve {icii
MIK/64 degerinde inhibe oldu. Mikafungin igin suslarin dérdiinde inhibisyon gériildii. BIK
degerleri iki susta MIiK/2 ve birinde MIK/16 diizeyinde tespit edildi. Anidulafungin icin
ise sekiz susda inhibisyon goriiliip, BIK degerleri besinde MIK/2 ve birinde MIK/16

diizeyinde saptandi.

Amfoterisin B’nin BIiK araligi 0,03-0,25 pg/ml bulundu ve yedi susun inhibe oldugu
goriildii. BIK degerleri iki susta MIK/2 ve birinde MiK/16 diizeyinde bulundu.

Azollerde BIK aralig1 sirasiyla vorikonazol, itrakonazol, posakonazol ve flukonazol igin
0,0005 -0,008 pg/ml, 0,06-0,015 pg/ml, 0,002-0,008 ng/ml, 0,004-0,06 pg/ml olarak tespit
edildi. Vorikonazoliin 32 sustan 11’inde inhibisyon yapti§1, besinin MiK/2’de ve birinin
MIK/64de inhibe oldugu goriildii. Posakonazoliin dordii MIK/2 ve ikisi MIK/16°da olmak
lizere suslarn 7’sini inhibe ettigi saptandi. Itrakonazoliin suslarin 26’sinda biyofilm
olusumunu engelleyip, yedisini MIK/2 ve 4’iinii MIK/32’de inhibe ettigi saptandi.
Flukonazoliin ise suslarin 10’unda inhibe edici etkiye sahip oldugu, MIK/2
konsantrasyonunda bes ve MIK/64 konsantrasyonunda bir susun biyofilm olusumunu

inhibe ettigi goriildii.

Sonug olarak itrakonazoliin diger ajanlara gore istatistiksel olarak anlamli sekilde (p<0,05)
daha ¢ok susta inhibisyon yaptigi tespit edildi. Mikafungin igin ise; kaspofungin,
itrakonazol, vorikonazol ve flukonazole gore istatistiksel olarak anlamli sekilde (p<0,05)

daha az inhibisyon yaptig1 saptandi.
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Tablo.4.5. Otuz C. albicans klinik izolat: ve iki standart susdaki antifungal ajanlarin BIK dagilim

Inhibe Inhibe olan | Konsantrasyona bagh inhibe olan sus, n (%)

olmayan sus, ] ] ] ] ] .
Antifungal  |sus, n (%) |n (%) MiK2 |MiK/4 |MIiK/8 |MiK/16 |MiK/32 | MiK/64
Kaspofungin | 23(71,9) | 9(281) | 4(125) | 1(3,125) 0 1(3,125) 0 3 (9,375)
Mikafungin | 28(875) | 4(125) | 2(625) | 1(3,.125) 0 1(3,125) 0 0
Anidulafungin| 24 (75,0) | 8(25.0) |5(15,625)| 2 (6.25) 0 1(3,125) 0 0
Amfoterisin B | 25(78.1) | 7(219) | 2(6.25) | 3(9.375) | 1(3,125) | 1 (3.125) 0 0
Vorikonazol | 21(656) | 11(344) |5(15625)| 3(9,375) | 2 (6,25) 0 1(3,125) 0
itrakonazol | 6(188) | 26(8L3) |7(21,875)| 6(18,75) | 4 (125) |5 (15:625)| 4 (12,5) 0
Posakonazol | 25(781) | 7(219) | 4(125) 0 1(3,125) | 2(6,25) 0 0
Flukonazol | 22(68.8) | 10(313) | 5(15.625) | 2 (6,25) 0 1(3125) | 1(3.125) | 1(3,125)

Ekimlerdeki tiremelerin degerlendirilmesinde bazi suslar dalgali seyirde inhibe oldu. Tim

antifungal gruplarinda bu dalgali seyir gozlendi. Ancak amfoterisin B ve azoller igin bu

durum c¢ok belirgin degilken, ekinokandinler ve posakonazolde daha ¢ok go6zlendi.

Ozellikle posakonazol, 4 susta, MIK/ 2 ve MIK/8 arasinda, iireme kontrollerine gegecek

sekilde biyofilm olusumuna sebep oldu. Buda biyofilm olusumunu indiikte ettigini

diistindiirtr.
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5. TARTISMA

Nozokomial kandida enfeksiyonlarin yarisinin  gerece bagl  enfeksiyonlardan
kaynaklandig1 bildirilmekte (29) ve ‘Center for Disease Control and Prevention’ (CDC)
tarafindan yapilan arastirmada bu enfeksiyonlarin %60’ min biyofilm kaynakli oldugu

gosterilmektedir (63).

Implante gereclerde biyofilm olusumu ciddi problemlere sebep olabilmekte ve dliimciil
sepsise kadar giden komplikasyonlar goriilebilmektedir (18). Gerece bagli ve biyofilm
iliskili nozokomial enfeksiyonlar siklikla karsilasilan ve tedavi zorluklar1 gosteren klinik
tablolardir. C. albicans, santral vendz kateter gibi tibbi gere¢ kaynakli enfeksiyonlarda
birinci siradaki fungus olmasinin yani sira kandidemilerde en sik izole edilen tiirdiir (1, 30,
31). Bu nedenle ¢alismamiz kan Kkiiltiirlerinden izole edilen C. albicans tiirii iizerine

kurgulanmis ve 162 klinik izolatta ¢alisiimistir.

Biyofilmin eradikasyonu ayrica komplike bir sorun olarak karsimiza ¢ikmakta (18), sesil
hiicreler antimikrobiyal ajanlara kars1 planktonik formlara nazaran daha yiiksek direng
gostermekte ve biyofilm olugmus gereci ¢ikartmadan tedavi etmek ¢ogunlukla miimkiin
olmamaktadir (7). Intravaskiiler kataterlerin uzaklastirilmasi nispeten kolay iken, implante
kataterlerin ya da enfekte yapay kalp kapakgiklarinin ¢ikartilmasi zor ve problemlidir (11).
Son yillarda yaygin medikal gere¢ kullanimma bagl enfeksiyonlar artmaktadir (18) ve

tibbi gereci ¢ikarmak zorunda kalmadan yeni tedavi yaklagimlarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Caligmamizin biyofilm olusturma oranlarin1 degerlendirdigimizde 162 susun %90’ 1nin
biyofilm pozitif oldugu bulunmustur. Suslarin %38’i orta diizeyde biyofilm olustururken,
%29’unun zayif ve %23 {iniin ise yogun diizeyde biyofilm olusturdugu saptanmistir. Bagka

caligmalara gore daha yiiksek oranda biyofilm pozitifligi tespit edilmistir.

Isveg’te yapilan bir calismada Pannanusom ve arkadaslar1 243 C. albicans izolatinin
%40,3’tintin biyofilm pozitif oldugunu tespit etmistir (44). Kore’de Shin ve arkadaslari
tarafindan yiiriitilen ¢alismada ise notropenik hastalarin kanindan izole edilen 30 C.
albicans susunun sadece %7’sinde biyofilm pozitifligi goriilmistiir. Ayrica kan ve kan dis1

izolatlarin biyofilm olusum siklig1 agisindan C. albicans i¢in fark bulunamamistir (38).
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Bu bilgiler 1s1ginda biyofilm olusturma oranlarini, izolasyon bolgelerini ayirt etmeksizin,
inceledigimiz zaman, sonuclarimizin yine de yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ulkemizde
yapilan iki ¢caligmada, farkli viicut bolgelerinden elde edilen C.albicans’larin %23’{iniin ve

%39,9’unun biyofilm pozitif oldugu tespit edilmistir (48, 49).

Biyofim pozitiflik oranimizin yiiksek oOlmasinin yontemsel nedenlerle ve hasta
popiilasyonu ile iliskili olabilecegini diisiindiirmiistiir. Hastalarimizin bir¢ogu yogun bakim
hastasidir ve santral vendz kateter gibi invazif girisimlere maruz kalmistir. Bu sartlar
biyofilm ve kandidemi olusumuna zemin hazirlamaktadir. Altta yatan hastaliklar ve
hemato-onkoloji, transplant ve yanik hastalarinin baskilanmis immiin sistemi veya ¢ocuk

hastalarin immiin sisteminin gelismekte olmasi bu durumu ayrica desteklemektedir.

Biyofilm varliginin taranmasi igin tercih ettigimiz MCY hem ucuz hem de kolay
uygulanabilen bir yontemdir. Ancak kullanilan kristal viyole boyasi hem ekstraseliiler
maddenin polisakkaritlerini, hem de canli ve 6l hiicreleri ayirt etmeksizin tiim sesil
hiicreleri boyayarak yiiksek OD degerlerine sebep olmaktadir (9, 37). Mikroplak
kuyucuklarindaki tutunmayan olmayan hiicrelerin ve fazla boyanin uzaklastirilmasi igin
manuel pipetaj ile yapilan yikama islemi diizgiin yapilmadigi zaman yiliksek OD degerlere

sebep olmaktadir.

Calismamizda farkli giinlerde yapilan deney tekrarlar1 degisken sonuglar vererek yontemin
kismen 1iyi tekrarlanabilme 6zelligine sahip oldugunu ancak standardizasyon agisindan
sorun Yyaratabilecegini gostermistir. Blank OD’lerin farkliligi baz alindiginda, sorunun
yikama isleminden kaynaklandigi disiindiirmistiir. MCY ile elde ettigimiz yiliksek oranda
biyofilm pozitifligi ayrica bagska yontemsel nedenlere bagl olabilmektedir. Besiyeri
farklilig1, gere¢ yiizeyi, biyofilm olusturma siire ve sartlar1 biyofilm olusumunu

etkilemektedir (5, 45, 47).

Bu nedenle MCY ile en az ii¢ tekrarda da +3 diizeyinde biyofilm yapan otuz sus ‘yogun
biyofilm yapan sus’ olarak tanimlandi ve biyofilm olusturma yetenekleri igne kapakli
mikroplaklarda XTT yontemi ile ayrica teyit edilmistir. XTT yontemi hem kolay
uygulanabilen hem de iki saat iginde hizli sonug¢ veren bir yontemdir. Tutunan biyofilm

hiicreleri ylizeyden koparma islemi gerektirmediginden tutarli sonuglar vermektedir (8).
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Calismamiz 30 yogun biyofilm yapan susun ve iki standart susun XTT yontemi ile farkl
metabolik aktivitelere sahip oldugunu gostermistir. Bu yontem ile biyofilm
kantitasyonunda suslarin +1-3 aras1 farkli derecelerde biyofilm olusturdugu tespit
edilmistir. Boylece biyofilm kantitasyonu i¢in kullanilan farkli yontemlerin farkli sonuglar
verebilecegi ¢alismamizda tespit edilmistir (8). Calismamizda MCY ve XTT yontemi
biyofilm olusumunda kullanilan gere¢ ve besiyeri 6zellikleri faklidir, ayrica yikama, statik
ve akis sartlari i¢in farkli prosediirler uygulanmistir. Bundan dolay1 sonuglardaki farkliligin
hangi parametrelerden kaynakli oldugunu séylemek ve bdylece yontemler arasinda direkt

kiyaslama veya korelasyon yapmak miimkiin olmamustir.

XTT yontemi ile vital hiicre metabolizma 6l¢iimii {izerinden biyofilm kantitasyonunda
SEM goriintiileri ile uyumlu olarak daha dogru tespitler yapildigi bildirilmistir (8, 12).
Ancak olgun biyofilmler kompleks bir yap1 olarak farkli metabolik aktiveye sahip olan
hiicreler icermektedir (1). Bundan dolay1r sesil hiicre metabolik aktivitesi ve hiicre

sayisinin korele olup olmadig tartisilmaktadir (6,12, 43,58).

Metabolizma farklilig tiirler arasinda beklenen bir sonu¢ olmaktadir, ancak ayni tiir iginde
de farklilik goriilmektedir. Bu yiizden ¢oklu sus biyofilm taramalarinda sadece metabolik
aktiviteyi baz alarak hiicre kantitasyonu yapmanin dogru bir yaklasim olmadigi
diistiniilmektedir. XTT yOnteminin bir susun iireme kontroliine gore kendi i¢indeki
degisikliklerin tespitinde, Ornegin biyofilm antifungal testlerindeki gibi, daha uygun
oldugu savunulmaktadir (58). Bu bilgiler ve kendi sonuglarimiz sadece kantitasyonunda
degil, biyofilm varliginin tespitinde de farkli calismalarin sonuglarinin kiyaslanmasinin

dogru olup olmadig1 sorusunu akla getirmistir.

Bu nedenlerle c¢alismamizda XTT yontemi biyofilm kantitasyonu icin degil, igne
kapaklarindaki biyofilm olusumunun teyidi i¢in kullanilmistir. MCY ile secilen yogun
biyofilm yapan suslarin igne uglarinda biyofilm olusturma yetenegi gosterilmistir ve

boylece MCBY antifungal duyarlilik testlerinde uygulanabilinmistir.

Bircok dinamik sistem birkag¢ biyofilmden fazla olusturamazken, igne kapakli plaklar ayni

anda ¢ok sayida biyofilm olusturmayr miimkiin kilmaktadir. Kontaminasyon riskinin diisiik

42



olmasi ve igne ucglarinda gelisen biyofilmlerin mikroskobik goriintiisiiniin alinabilinmesi

avantaj saglamaktadir (74).

Igne kapakl1 plaklar bakterilerde siklikla kullanilmaktadir. Ancak igne uglarinda biyofilm
olusturma zorlugu nedeni ile kandida suslarinda sik uygulanmamaktadir. Calgary yontemi
icin 1/30 x McFarland 1 (bakterilerde 10° CFU/mI tekabiil etmektedir) ayarlanmasini
onerilmektedir (63). Bu deger bakterilerde uygun olmakla birlikte kandidalarda biyofilm
olusumu icin gerekli olan maya hiicre sayisinin ¢ok altinda bulunmustur. Maya
hiicrelerinin biiyiikliigiinden dolayr McFarland ayar1 bakteri hiicre sayisinin yaklasik 30 kat
daha az yogunluguna denk gelmektedir (75).

Bir ¢alismada bir biyofilm pozitif C. albicans susun 1/30 x McFarland 1 standart bulanik
ayartyla CBD’ nin igne uglarinda biyofilm olusturmadigi bildirilirken (76), baska
calismalar biyofilm olusumunu tespit etmistir. Onurdag ve arkadaglari ayni hiicre
konsantrasyonu ile, Harrison ve arkadaslar1 ise C.albicans’in MF 1 yogunlugu ile igne

uglarinda biyofilm olusturabilmistir (77,78).

Aragtirmalar kandida biyofilm olusumu i¢in optimal hiicre sayisinin 10" CFU/ml oldugunu
tespit etmis ve siikrozun igne ¢ikintilarin tizerinde C. albicans biyofilm olusumunu belirgin
sekilde arttirdigini  gostermistir (6,45). Calismamizda Parahitiyawa ve arkadaslarinin
protokolii uygulanmis ve sartlar optimize edilerek XTT yontemi ile igne uglarinda belirgin

biyofilm olusumu tespit edilmistir (45).

Calgary yonteminin avantaji yikama isleminin kolayligi ve standardize edilebilmesidir.
Ancak igne kapaklarin pahali olmas1 ve mikroplak gibi daha uygun alternatiflerin varlig
bu yontemin tercih edilmemesinin bir nedeni olabilir. Ayrica biyofilm antifungal duyarlilik
caligmalarinda ‘96 kuyucuklu mikroplak XTT yOntemi’ standart yontem olarak kabul
gorerek daha sik kullanilmaktadir. Metabolik yontemlere karsin Calgary yonteminin

limitasyonu igne uglarinda ne kadar yasayan adherent hiicre oldugunu gosterememesidir

(65).
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Hiicre sayimi i¢in yapilan sonikasyon iglemi ise tutarsiz sonuglara neden olabilmektedir (8,
16). Kisa siireli sonikasyon hiicrelerin igne uglarindan ayrilmamasina, uzun stireli

sonikasyon ise hiicrelerin zarar gérmesine neden olmaktadir (74).

Calismamizda XTT yontemi ile tekrarlanabilen sekilde igne kapaklarda biyofilm olusumu
gosterilmis, yikama kolayligindan ve yontemin iyi standardize edilebilmesinden dolay1

igne kapaklarin antifungal duyarlilik calismasi i¢in kullanilmasina karar verilmistir.

Epidemiyolojik ¢aligmalar C. albicans suslariin bir¢ok antifungale kars1 diisiik diizeyde

direngli oldugunu gostermistir (4,21).

Calismamizda 30 yogun biyofilm yapan klinik izolatin ekinokandinler, amfoterisin B ve
azollere kars1 duyarli oldugu bulunmustur. Bes klinik izolatin ise itrakonazole kars1 doza
bagli duyarli (%16,7) oldugu tespit edilmistir. Suslar ekinokandin ve azollere kars1 diger
epidemiyolojik ¢alismalardaki gibi beklenen sekilde duyarli bulunmustur (4, 21). Tim
suslarimizda amfoterisin B MiK degerlerinin duyarlilik sinirinda oldugu ancak literatiirden

farkl olarak yiiksek MIK degerlerinde (MiKgo 0,5 pg/ml) oldugu tespit edilmistir.

Amerika Birlesik Devletleri'nde 2008 ve 2010 aras1 siirdiiriilen iki merkezli bir surveyans
caligmasinda, kandidemiye neden olan 877 C. albicans izolatin amfoterisin B E-test ile
MiKgo degeri 0,19 pug/ml olarak bulunmustur (4). Ay sekilde Erciyes Universitesi’nde
2009-2011 yillarinda kandidemili hastalardan izole edilen 66 C. albicans susun E-test ile
MiKgo degeri 0,125 ng/ml olarak diisiik diizeyde tespit edilmistir (79).

Calismamizda ayrica tiim ekinokandinler icin ¢ok diisiik MIK degerleri tespit edilmistir.
MiKsy degeri hepsinde <0,008 upg/ml olarak tespit edilmisken, kaspofungin ve
anidulafungin i¢in MIKgy degeri <0,008 pg/ml, mikafungin icin ise 0,015 pg/ml olarak
bulunmustur. Lockhart ve arkadaslar1 kaspofungin ve mikafungin icin MiKse ve MiKgg

degerini ¢alismamiza gore daha yiiksek diizeyde saptamistir (4).

Kalite kontrol suslarin doz araliklarinda olmasi yontemsel kaynakli bir sorun olmadigini,
daha ¢ok izolat, hastane veya cografik nedenlerin farkli MiK diizeylerinin elde edilmesinin

sebebi oldugunu diistindiirmiistiir.
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Doksanalt1 kuyucuklu mikroplak XTT yontemi kandida sesil hiicrelerinin duyarlilik testi
icin en ¢ok tercih edilen metot olarak goriilmektedir. Calgary yontemi ise kandida biyofilm
duyarlhilik arastirmalart i¢in kisith sayida kullanilmistir. Literatiir taramalarinda, bu sus
sayisinda Calgary yontemi kullanilarak sekiz farkli antifungal ajan ile kandida biyofilm

duyarliligiin arastirildig bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

Calgary yontemi; biyofilm olusturulmasi, tutunmayan hiicrelerin  yikanarak
uzaklastirilmasi, ayr1 bir plakta antifungallerin diliisyonlarinin hazirlanmasi ve goz veya
spektrofotometrik olarak degerlendirilmesi gibi bircok noktada ydntemsel kolaylik
saglamaktadir. Standardizasyonu kolay olmakla birlikte sonikasyon islemi is yiikiinii
arttirmakta ve tekrar inkiibasyona birakmak zaman kaybina neden olmaktadir. Calgary
yonteminin baska bir limitasyonu ise igne uglarinda ne kadar baslangicta tutunan yasayan
hiicre oldugunu goésterememesidir (16). Baslangig hiicre sayisi, duyarlilik testlerinin

sonuclarini etkilediginden 6nemli olmaktadir (66).

Bio Timer yontemi gibi metabolik aktiviteyi 6lgen yontemler ise canli hiicre sayisini tespit
etmektedir (16). XTT yontemi benzer sekilde olusturulmus biyofilmi manipiile etmeden,
metabolik aktiviteyi Ol¢ilip canli hiicre yogunlugunu tespit edebilen, tekrarlanabilen, hatasiz
ve verimli sonuglar sergileyen ve ayrica farkli materyallerde test edilebilen ¢ok yonli bir
yontemdir. Bunun disinda 2-3 saat i¢inde hizli sonug¢ vermesi, is yiikiiniin diisiik ve uygun
maliyette olmasi avantaj saglamaktadir. Sesil MIK degerlerinin tanimlamasinda metabolik

aktivitenin % 50 azalmasi baz alinmaktadir (7, 8).

Birgok arastirma duyarlilik testleri igin 96 kuyucuklu mikroplaklarda XTT yontemini
kullanmistir. Bundan dolay1 sonuglarimiz ¢ogunlukla XTT yontemini uygulayan ¢alismalar
ile karsilagtinnlmigtir. Calismamizda biyofilm antifungal duyarhilik sonuglarimiz
kuyucuklardaki bulanikliga gére MBIK olarak tanimlanmistir. MBEK olarak tanimlamak
icin koloni sayilar1 ile dogrulama gereklidir, ancak ¢alismamizda kuyucuklardan spot

ekimler yapilmamistir.

Bir¢ok calisma flukonazoliin etkisini sesil kandida hiicreleri iizerinde arastirmis ve C.
albicans suslarinda flukonazol i¢in MBIK araligin1 4->1024 pg/ml olarak tespit etmistir (7,
12, 54, 60, 77, 80). Calismamizda flukonazoliin i¢in beklenen sekilde yiiksek ve genelde
diger calismalar ile uyumlu MBIK degerleri bulunmustur. Testleri daha yiiksek
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konsantrasyon seviyelerinde baslattigimizdan dolay1 flukonazolin MBiKsy ve MBiKgg
degeri >2048 pg/ml olarak daha yiiksek diizeyde tespit edilmistir. Ancak hicbir susun
MBIK degeri 2048 pg/ml’den daha diisiik bulunmamustr.

Kisith sayida ¢aligma itrakonazoliin etkisini sesil hiicrelerde test edip MBIK araligin1 0,5
128 pg/ml olarak bulmustur (60, 77, 81). Calismamizda azoller i¢inde itrakonazoliin en
diisiik MBIKso ve MBIKgg degerlerine sahip oldugu goriilmiis, ancak tiim suslarmn MBIK
degerleri CLSI’a gore direng smirlarinda saptanmis ve MBIK araligimiz 1- 128 pg/ml

olarak diger calismalara benzer bulunmustur.

Onurdag ve arkadaslar1 Calgary ve BioTimer yontemi ile farkli antifungal ajanlari kandida
tiirlerinde test etmistir (77). Calgary yontemi ile C. albicans ATCC 10231 standart susunda
flukonazol MBIK degerini (8 pg/ml) calismamiza gore ¢ok diisiik diizeyde tespit etmisken,
BioTimer yontemi ile bizim ¢alismamizdakine yakin bulmuslardir. Ilging olarak
itrakonazol i¢in tam tersi olarak Calgary MBIK degeri (8 pg/ml) bizim sonucumuza
(16pg/ml) yakin, BioTimer MBIK degeri (0,5 ng/ml) ise daha diisiik bulunmustur. Sonug
olarak hem kullanilan yonteme hem de antifungale bagli olarak ayni sus i¢in bile sonuglar

degisebilmektedir.

Calismamizda sesil hiicreler vorikonazol ve posakonoazole karsi bekledigimiz gibi direngli
bulunmustur. Calismalarda vorikonazol i¢in MBIK arahig 0,5- >265 pg/ml olarak
bulunmustur. Kisith sayida ¢alisma posakonazoliin sesil hiicreler iizerindeki etkinligini
arastirmistir (13, 60, 82). Shuford ve arkadaslar1 28 kan ve kan dis1 kaynaklardan elde
edilen C. albicans suslarinin vorikonazol MBIiKso ve MBIKgo degerlerini 1 ve >256pg/ml
(MBIK aralik: 0.5 — >256 pg/ml) olarak tespit etmistir (82). Katragkou ve arkadaslar1 SE
disklerde olusturulanan C. albicans sesil hiicrelerini vorikonazol (MBIK >256 pg/ml) ve
posakonazole (MBIK>64 pg/ml) karsi direncli bulmustur (13). Vorikonazol ve
posakonazole kars1 saptanan bu yiiksek diizeydeki diren¢ ¢alismamizin MBIK aralig1 (32 -
>512 pg/ml ve 0,5- >256 pg/ml) ile de uyumluluk gostermistir.

Calismalar C. albicans suslarinda amfotersisn B i¢cin MBIK araligin1 0,015- 32 pg/ml
olarak bulmustur (7, 77, 80, 82). Calismamizda suslar amfoterisin B’ye karsi beklenilen
sekilde direncli bulunmustur, ancak MBIKso ve MBiKgg degerleri (8 ve 16 ug/ml) ve
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MBIK araligimiz (4-128 pg/ml) diger calismalara gore genelde daha yiiksek diizeyde
tespit edilmistir. Shuford ve arkadaslar1 28 kan ve kan dig1 bolgelerden izole edilen C.
albicans suslarinda amfoterisin B icin MBIKso ve MBiKgg degerlerini 1 ve 2 pg/ml (MBIK
aralik 0.5-8 pg/ml) olarak tespit etmistir (82). Harrison ve arkadaslar1 Calgary yontemini
kullanarak kandida suslarinin metallere ve amfoterisin B’ye karst duyarliligini test etmistir.
Bir C. albicans susunda amfoterisin B i¢in minimal letal konsantrasyon 2 ug/ml olarak
MBIK araligimiza gére diisik ama yakin diizeyde bulunmustur (78). Onurdag ve
arkadaglar1 Calgary yontemi ile bizim ¢alismada da kullanilan C. albicans ATCC 10231
standart susu icin amfotersin B MBIK (8 pg/ml) degerini MBIK degerimiz ile aym
degerde bulmustur (77). Amfoterisin B i¢in MBIK araligin1 Ramage ve arkadaslar yedi C.
albicans susunda 0,25- 0,5 ug/ ml, Choi ve arkadaslari ise 12 C. albicans susunda 0,5 -1
png/ ml olarak tespit etmistir. Adi1 gecen arastirmalarda caligmamiza gore belirgin sekilde

daha diistik direng diizeyi gézlenip, CLSI’1n verdigi duyarlilik araliginda bulunmustur.

Sonuglarimizin digerlerinden yiiksek bulunmasi ve CLSI’in verdigi duyarlilik araligini
gecmesi bir¢ok faktdre bagli olabilmektedir. Ramage’in planktonik duyarlilik diizeyleri ve
biyofilm olusturma siiresi bizim galismamizla ayni iken, yontemsel degiskenler (96
kuyucukta XTT/Calgary Yontemi, antifungaller ile inkiibasyon siiresi 24/48 saat) veya
izolata bagl faktorler (kan izolati olmasi veya biyofilm olustruma yetenegi) farkliliga
neden olabilmektedir.

Bircok arastirma ekinokandinleri sesil hiicrelere kars1 etkili bulmustur. Calismalar MBIK
araliklarini kaspofungin i¢in 0,03-4 pg/ml (13, 14, 80, 82, 83), mikafungin i¢in <0,03-2
ug/ml (14, 80, 83, 84) ve anidulafungin i¢in 0,015-16 pg/ml olarak bulmustur (13, 83, 85).
Calismamizda ise kaspofungin ve mikafungin i¢in MBIK araliklari, sirasiyla 0,125 — 16
ng/ml ve <0,06 — 32 pg/ml olarak saptanmistir. Bu degerler dnceki galigmalarla kismen
ortiisiirken maksimal degerlerimiz daha yiiksek diizeyde bulunmustur. Anidulafungin i¢in

MBIK araligimiz 0,125 - 4 pg/ml olarak diger calismalar ile uyumlu saptanmistir.

Ayni iki C. albicans susunda MBIK degerlerini Kuhn ve arkadaslar1 kaspofungin igin 0,5
ug/ml (14), Katragkou ve arkadaglari ise 0,03 ve 0,06 pg/ml olarak belirgin sekilde daha
diisiik tespit etmistir (13). Iki calisma ayn1 suslar1 ¢alistign halde Katragkou kaspofungin
icin belirgin sekilde daha diisiik degerler gozlemistir. Her iki calismada da SE disklerde
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XTT yontemi ile biyofilm olusum siiresi ayni olup (48 saat), antifungale maruz kalma
siiresi (24/48 saat) ve besiyeri farklihigi (RPMI/YNB) degisken sonuglar alinmasinda
faktor olarak onem tasimistir. Ayrica bu ¢alismalarda mikafungin (0,25 ve 0,25 ug/ml),
anidulafungin (0,12 ve 0,5ug/ml) ve kaspofungin i¢in MBIK degerleri birbirine yakin ve
yeni CLSI duyarlilik araliginda tespit edilmistir (13, 14).

Calismamizda da ekinokandinlerin  MBIK degerleri grup icinde birbiriyle yakin
bulunmustur. Yeni CLSI duyarhilik araligina (M27 A3-S4) gore suslarimizin MBIKsg
degerleri kaspofungin ve anidulafunginin igin bir diliisyon (2 pg/ml) fark ile, mikafungin
icin ise iki dillisyon fark ile (4 ng/ml) direncli bulunmustur. Otuz iki susun biyofilmlerinin
11’i kaspofungine,  dokuzuu anidulafungine ve besi mikafungine kars1 duyarl

bulunmustur.

Cocuaud ve arkadaslari silikon kateter materyallerde farkli matiirasyon fazlarinda olan 15
C. albicans biyofilmine kars1 kaspofunginin etkinligini arastirmustir. Planktonik MIK
diizeyinde kaspofungin minimal etki gostermisken, 2 ug/ml olan terapotik
konsantrasyonunda biyofilmlere kars1 daha etkin bulunmustur (86). Ramage ve arkadaslari
ise kaspofunginin daha diisiik terapotik konsantrasyonlarmin (0,125 ve 1 pg/ml) bile sesil
hiicreleri %99 oraninda o6ldiirdiigiinii gostermistir (87). Calismamizda ekinokandin
MBIK 5o ve MBIKgp sonuglart CLSI’1n verdigi duyarlilik araliginda saptanmamistir. Ancak
Cocuaud ve arkadaslarinin g¢alismasina benzer sekilde c¢alismamizda kaspofunginin
MBIKs, degeri (2 pg/ml) terapdtik konsantrasyon araliginda bulunarak klinik izolatlarin %

50’ sine kars1 etkili oldugu goriilmiistiir.

Ug farkli ¢alismada mikafungin, anidulafungin ve kaspofunginin, farkli viicut
bolgelerinden izole edilen ayn1 28-30 C. albicans izolatinin sesil hiicreleri iizerindeki etkisi
aragtirilmigtir.  Kaspofunginin ve mikafunginin =~ MIKsp sonuglart CLSI duyarlilik
sinirlarinda iken (0,25 ve 0,5 pg/ml), MiKgo degerleri (2 ve 1 pug/ml) duyarlilik Smnirini
gecmistir (82, 84). Anidulafunginde ise en diisiik MBIKsy ve MBIKgy (<0.03 pg/ml)
degerleri saptanarak CLSI'in belirledigi duyarlilik sinirlarinda  goriilmiistiir  (85).
Calismamizda da anidulafungin igin en diisik MBIKgo degeri (4 pg/ml) tespit edilmistir.
Planktonik hiicrelerde ekinokandin MIK degerlerimiz daha diisiik oldugu halde, MBiKsg ve
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MBIKg, degerleri (kaspofungin: 2 ve 8 pg/ml; mikafungin: 4 ve 8 pg/ml, anidulafungin: 2
ve 4 pg/ml) belirgin sekilde daha yiliksek bulunmustur.

Calgary Yontemi ile olusturdugumuz 48 saatlik biyofilmlerin duyarlilik diizeylerini
ozetledigimiz zaman ekinokandinler diger antifungallere gore en diisiik MBIK degerlerine
sahip olmustur. Ekinokandinler iginde MBIK degerleri birbiriyle yakin diizeyde
bulunmustur. Anidulafungin i¢in bir diliisyon fark ile en diisiik MBiKg degeri tespit
edilmistir. Amfoterisin B’nin MBIKso degeri itrakonazoliinki ile ayni diizeydeyken,
MBIKgo degeri iki diliisyon fark ile daha diisiik bulunmustur. Azoller iginde itrakonazol en
diisiik MBIK degerlerine sahip olup, posakonazoliin ise MBIKso ve MBiKgg degerleri iki
dilisyon fark ile daha yiiksek olarak saptanmistir. Daha sonra sirasiyla vorikonazol ve

flukonazol en yiiksek MBIK degerlerine sahip olarak bulunmustur.

MBIK degerlerimiz birgok caligmaya gore yiiksek (7, 12, 77, 78, 80-82, 84, 85),bazi
calismalarla ise uyumlu bulunmustur (12, 14, 60, 77, 81). MBIK sonuglarimizin genelde
yiikksek diizeyde goriilmesi suslarimizin 48 saatlik biyofilm olusturma siirecine karsilik
sadece 24 saat antifungale maruz birakilmasina ayrica suslarimizin yogun diizeyde

biyofilm olugturmasina bagl olabilir.

Tiim ¢aligmalarin sonuglar1 g6z Oniine alindiginda farkli yontemler, biyofilm fazlar ve
antifungaller ile inkiibasyon siirelerinin farkliligimin kandida duyarhilik ¢alismalarinda
ayni tiir hatta aym1 sus i¢in bile degisken sonuglara neden olabilecegi goriilmiistiir. Bu
durum laboratuvarlar aras1 standardizasyonunun Onemini ve buna olan gereksinimi

gostermektedir.

Calismamizda antifungallerin MBIK/MIK oranlarmi birbiriyle kiyaslayarak biyofilm
tizerindeki etkinliginin, etki benzerliliginin ve korelasyonun arastirilmasi amaglanmistir.

Kisith sayida ¢alisma MBIK/MIK oranlarini bildirmistir.

Tobudik ve arkadaslar1 kan ve SVK’tan izole edilen 23 C. albicans susunun duyarlilik
testlerinde amfoterisin B icin 24 saatlik biyofilmlerinde daha yiiksek (> 32xMiK), 72
saatlik biyofilmlerinde ise daha diisiik MBIK/MIK oran1 (4xMIK) elde etmistir. Kirksekiz
saatlik biyofilmlerinde ise MBIK/MIK oran1 >128 olarak bulunmustur (11). Calismamizda
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ise tiim suslarin 48 saatlik biyofilmlerinde ortanca MBIK/MIK oram 16 olarak tespit
edilmistir. Amfoterisin B icin istatistiksel olarak anlamli sekilde en diisiik MBIK/MIK

orani saptanmistir.

MBIK/MIK orani planktonik MiK degerlerini baz almaktadir. Calismamizda amfoterisin B
icin tespit edilen yiiksek planktonik MIK degerleri diisik MBIK/MIK oranina sebep
olmustur. MBIK/MIK oran1 ne kadar diisiik bulunmussa da amfotersin B’nin MBIK
degerleri CLSI’in verdigi duyarlilik araligin1 gegmektedir. Terapotik konsantrasyonlarda
etkili olmamasi ve yiliksek dozlara bagl toksisite amfotersin B i¢i en onemli kisitlayici

faktordiir (87).

Calismamizda itrakonazol i¢in MBIK/MIK oran1 64 olarak bulunmustur. Bir azoliin bu
kadar etkili olabilecegi beklenmeyen bir sonu¢ olmustur. Baz1 suslarin planktonik formlari
doza bagimli duyarli olmasina ragmen, MBIK/MIK oram diisiik diizeyde tespit edilmistir.
Ancak amfoterisin B’ye benzer sekilde itrakonazoliin MBIK degerleri CLSI duyarlilik

araligin1 gegmektedir.

Calismamizda ekinokandinlerin MBIK/MIK oranlar1 anidulafungin igin 128 ve
kaspofungin ig¢in 256 degerinde saptanmistir, mikafunginde ise 384 ile diger
ekinokandinlere gore istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yiiksek bulunmustur.
Genelde caligmalar ekinokandinleri ve 6zellikle anidulafungini sesil hiicrelere karsi en
etkili olarak bulmustur. Calismamizda her ne kadar MBIK/MIK oranlari yiiksek olsa da

ekinokandin MBIK degerleri duyarlilik sinirina en yakin olarak saptanmustir.

Calismamizda azollerin sesil hiicrelere daha az etkili olmalar1 beklenen bir sonugtu. Ancak
ozellikle flukonazol ve vorikonazoliin >32000 kat artis1 beklenenin {istiinde yliksek
diizeyde bulunmustur. Diger calismalarla karsilastirildiginda diisiik planktonik MIK ve
yiiksek MBIK degerlerimiz bu duruma neden olmustur. Ayrica daha yiiksek
konsantrasyonlarda calisilmast daha yiliksek degerlerin bulunmasina olanak saglamistir.
Posakonazol igin MBIK/MIK degeri 1536 ile itrakonazolii takip etmistir. Tobudic ve
arkadaslar1 posakonazoliin C. albicans’in tiim biyofilm fazlarina kars1 azalmis etkisini

benzer sekilde tespit etmistir (11).
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Antifungallerin  MBIK/MIK oranlarin korelasyonunu inceledigimizde kaspofunginin
mikafungin ve ayrica anidulafungin ile, posakonazoliin ise vorikonazol ve ayrica
itrakonazol ile yliksek diizeyde korelasyon gosterdigi ve bdylece suslar {izerinde benzer
etkiye sahip oldugu bulunmustur. Gruplar i¢inde korelasyonun goriilmesi aynmi etkinlik

mekanizmasidan dolay1 beklenen bir sonug olmustur.

Calismamizda ekinokandinlerin planktonik MIK degerlerinin ¢ok diisiik bulunmasi
amfoterisin B’ye gore daha yiiksek MBIK/MIK oranlarina sebep olmustur. Bu nedenle
amfoterisin B’ye gore ekinokandinlerin sesil hiicreler lizeriinde daha az etkiye sahip
oldugunu sdéylemek yaniltici olabilir. MBIK/MIK oranlar1 planktonik ve sesil hiicreler
arasindaki etkinlik farkini ve boylece ajanin kendi i¢indeki etkinlik giiciinii yansitmaktadir.
Ancak eger bir ajan, amfoterisin B gibi, dar bir giivenlik penceresine sahip ise, MIK artis1
ne kadar diisiik olsa ve ajan ne kadar gii¢lii goriinse de, terapotik dozda verilememesi
ajanin klinik kullanimini kisitlamaktadir. Bu yiizden CLSI duyarlilik sinirinda bulunan bir

susun MBIK degeri klinisyen i¢in daha cok énem tagimaktadur.

Riskli hasta gruplarinin artmasi ile hayati tehdit eden biyofilme bagl enfeksiyonlar da
siklikla goriilmekte ve profilaktik tedavi stratejilerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Klinikte bazi
riskli hasta gruplarina antifungal ilaglarin enfeksiyonun tedavisi veya profilaksisinde daha
uzun siire ve daha diisiik dozlarda verilmesi giindemdedir. Dolaysiyla kan seviyeleri klinik

subinhibitdr konsantrasyon ya da in vitro MiK degerlerinin altina diismektedir (18, 19).

Antimikrobiyallerin diisiik dozda verilmesinin ne kadar Onleyici oldugunu arastiran
calismalar siirdiiriilmiistiir. Calismalar azitromisinin sub-MIK konsantrasyonunun kistik
fibrosis hastalarinda azitromisin direngli suslarda bile Pseudomanas biyofilm olusumunu

azalttigini ve diisiik doz tedavinin klinik faydasini géstermistir (88).

Disiik doz ile sistemik profilaksi ve Kkateteter yiizeylerin antimikrobiyeller ile
kaplanmasinin klinik uygulanabilirligi ag¢isindan ileri in-vitro ve in-vivo arastirmalara
ihtiyag duyulmaktadir. Simdiye kadar kisith sayida calisma antifungallerin kandida
biyofilm olusumu iizerindeki inhibisyon etkisini arastirmigtir. Biyofilm inhibisyonunu test
etmek i¢in farkli deneysel yaklasimlar uygulanmistir. Bir yaklasim maya slispansyonunu

antifungale maruz biraktiktan sonra antifungalden armndirip biyofilm olusturmak (14),
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digeri ise hiicreleri antifungal ajan ile es zamanli inkiibe ederek biyofilm olusumuna maruz

birakmaktir (18, 70).

Calismamizda C. albicans hiicreler ayn1 anda antifungallerin MIiK/2 — MIK/128 sub-
MIK leri ile inkiibe edilmistir. Igne uclarindaki biyofilm olusumunu %100 durduran
konsantrasyon ‘Biyofilm Inhibisyon Konsantrasyonu’ (BIK) olarak belirlenmistir. Daha

diisiik diizeydeki inhibisyonlar dikkate ve degerlendirmeye alinmamustir.

Sonuglarimizi degerlendirdigimizde ajanlarin ¢ogu birbiriyle benzer oranda inhibisyon
yapmisken, itrakonazol ve kismen mikafungin diger antifungallere gore farklilik
gdstermistir. Itrakonazoliin diger ajanlara gore istatistiksel olarak anlaml1 sekilde daha ¢ok
susta tam inhibisyon yaptig1 gdzlenmistir. Otuziki susun 26’sinda (%81,3) MIK/2-MIK/32
(0,06-0,015 pg/ml) araliginda tam inhibisyon tespit edilmistir. Inhibe olan suslarin yarisi
MIK/8-MIK/32 arasinda inhibe olmustur. Mikafunginin ise; kaspofungin, itrakonazol,
vorikonazol ve flukonazole gore anlamli sekilde daha az inhibisyon yaptigi goriilmiistiir.
Sadece dort susta MIK/2 ve MIK/4’te tam inhibisyon tespit edilmisken, diger suslarda

daha az diizeyde tespit edilmistir veya hi¢ inhibisyon gézlenmemistir.

Yapilan caligmalar agirlikla flukonazol ve amfoterisin B’nin inhibe edici etkisi iizerinedir.
Bruzual ve arkadaslari flukonazoliin etkisini hem duyarli hem de direngli C. albicans
suslarinda test etmek i¢in hastada kan seviyelerine ulasilabilen son kuyucuk
konsantrasyonunu 8 mg/L diizeyinde belirlemistir. MIK degerlerinin altindaki ilag
diizeylerinde direngli suslarin adezyonu tespit edilmisse de, hiicre proliferasyonu ve
biyofilm olusumu inhibe olmustur (70). Ghannoum ve arkadaglari flukonazol ve
amfoterisin B’nin MIK/2 konsantrasyonunda C. albicans hiicrelerinin endotel hiicre

adezyonunu %22 ve %91 diizeyinde engelledigini gostermistir (89).

Calismamizda ¢ogunlukla MIK/2 ve MIK/4 konsantrasyonunda flukonazol ve amfoterisin
B’nin sirastyla suslarin 10 (%31,3) ve yedisinde (%21,9) tam inhibisyon yaptigi tespit
edilmistir. Ayrica flukonazoliin bir susta MIK/64°de bile tam biyofilm inhibisyonu yaptig1

gorilmiistiir.

Henriques ve arkadaslar1 C. albicans hiicrelerini flukonazol ve amfoterisin B sub-inhibitor

konsantrasyonlarmda (MIK/2) simiiltan inkiibe ederek biyofilm olusumu iizerindeki
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etkisini arastirmigtir. Denenmis iki susun biyofilm olusumu flukonazol tarafindan %21 ve
%31 ve amfoterisin B tarafindan %20 ve %22 diizeyinde inhibe olmustur. Ayni tiir oldugu
halde flukonazoliin iki susta farkli diizeylerde inhibisyon yaptig1 ve inhibisyonun bdylece
sadece ajana bagli olmadigi, aymi zamanda susa bagl faktorlerin de rol oynadigi
gdsterilmistir (18). Ayn1 sekilde ¢alismamizda da ayni sub-MIK konsantrasyonunun farkls
suslarda farkli derecede inhibisyon yaptig1 tespit edilmistir. Bu sonuglara gore

antifungaller i¢in genellenme yapmanin miimkiin olmadig1 goriilmiistiir.

Kuhn ve arkadaslarn C. albicans pre-inokulumunu 1/4 MIK sub-inhibitdr
konsantrasyondaki farkli antifungallere maruz biraktiktan sonra, antifungal yoklugunda
hiicrelerin biyofilm olusturma yetenegini arastirmistir. Sonug¢ olarak amfoterisin B ve
kaspofunginin biyofilm olusturmak i¢in yeterli maya hiicresi birakmadig1 ve vorikonazoliin
biyofilm olusumunu belirgin sekilde inhibe ettigi gozlenmistir (14). Benzer sekilde
calismamiz agirlikla MIK/2 diizeylerinde kaspofungin (4/9 sus) ve vorikonazoliin (5/11
sus) tam inhibisyon yaptigmi tespit etmistir. Ayrica kapofungin ile ii¢ii susta MiK/64’de

bile tam biyofilm inhibisyonu gozlenmistir.

Deneyin basinda antifungallerin dogrusal etkisini var sayarak her bir sub-MIK icin
biyofilm olusumunda ‘yiizde inhibisyonunun’ bulunmasi amaglanmisti. Ancak yontemsel
olarak zorluklar ile karsilagildi. Baz1 sus-antifungal kombinasyonlar:1 i¢in hem kuyucuk
hem spot ekimlerinde dalgali iireme yogunlugu tespit edilmistir. Degerlendirme
zorlugundan dolay1 sadece %100 inhibisyon yapan konsantrasyonun tespiti hedeflendi ve
BIK olarak tanimlandi. BIK alt1 konsantrasyonlarda olusan dalgali iireme seyrinden dolay1
daha diisiik diizeyde inhibisyonlar degerlendirmeye alinmamustir. Genel olarak MIK’e
yakin (MIK/2 ve MIK/4) konsantrasyonlarda tam inhibisyon goriilmiistiir. Ancak bazi
suslarda MIK e yakin diizeylerde biyofilm olusumunun inhibe olmadig1 hatta bazen arttig1

tespit edilmistir.

Ik defa 1988 yilinda Schadow ve arkadaslari bakterilerde sub-MIK konsantrasyonlarinin
biyofilm olusumunu arttirdigini rifampin ve S. epidermidis ¢alismasinda tarif etmistir (88,
90). Takip eden galismalarda birgok bakteri-antibiyotik kombinasyonu i¢in bu etki tespit
edilmistir (88). Bir etken maddenin ‘doz -cevap etkinligi’ egriler ile tariflenebilir. Genelde

doz-cevap egrisi bifazik 6zellige sahiptir ve diisikk dozda biyofilm olusumu, yiiksek dozda
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biyofilm inhibisyonu ile karakterizedir. Bazi antibiyotikler biyofilm olusumu {izerinde
diisiik dozlarda antagonist, yiiksek dozlarda agonist ve daha yiliksek dozlarda yine
antagonist olarak etkinlik gostermektedir. Bircok kimyasal madde, ilaglar, hormonlar ve
fiziksel stres U-seklinde ya da multifazik doz cevap iliskilerine sahiptir. Uyarici cevabin
maksimum amplitiidii ve uyarici etkinin doz araligi antibiyotik ve bakteriler arasinda
degismektedir. Bircok antibiyotik icin maksimum biyofilm indiiksiyonu <1/2 MIK

konsantrasyonunda tespit edilmistir (88).

Calismamizda aym sekilde bazi sus-antifungal kombinasyonunda diisiik sub-MIK
diizeylerinde biyofilm inhibe olurken, 6zellikle 1/2 MiK ve 1/4 MIK gibi daha yiiksek
konsantrasyonlarda iireme daha az inhibe olmustur. Bu dalgali {ireme sekli birgok sus-
ekinokandin kombinasyonunda goriilmiisken, amfoterisin B ve azollerin ¢ogunda belirsiz
diizeyde veya nadir bulunmustur. Ozellikle posakonazol ile dalgali {ireme sik goriilmiis ve
4 susta biyofilm indiikleyici etki tespit edilmistir. Ancak deneyin tekrarlanabilirliginin

diisiik olmasindan dolay1 bu konuda daha ayrntili ve yogun ¢alismalar yapilmalidir.

Bu etki tiim suslarda goriilmedigi icin susa bagli faktorlerin de rol oynayabilecegi
diistincesini  akla getirmistir. Antimikrobiyal ajanin sub-inhibitdr konsantrasyonu
mikroorganizmada morfolojik degisikliklere, enzim veya toksin iiretiminin stimiilasyonu
veya inhibisyonu gibi degisikliklere sebep olmaktadir (18, 19, 91, 92). Walker ve
arkadaslarinin yaptig1 in vitro ¢alismada ekinokandinlerin sub-inhibitér konsantrasyonunun
C. albicans suslarinin planktonik formlarindaki etkisi arastirilmistir (92). Kaspofungin
kalsindrin ve proteinaz C’yi up-regiile ederek Kitin olusumunu arttirip kaspofungin
direncinin artmasina sebep olmustur (92). Simitsopoulou ve arkadaslari kaspofunginin
MIK iizeri konsantrasyonlarinda C. albicans suslarinda paradoksal sekilde artan biyofilm
olusumunu bildirmistir (83). Walker’in ¢alismasin1 baz alarak biyofilm yapimin iginde
ekinokandinlerin sub-inhibitér konsantrasyonlara ulasip kitin olusumunu indikleyerek

dirence neden olabilecegi tartisiimaktadir (83).

Mayalarda da antifungal sub-MIK konsantrasyonlarin biyofilm olusumunu artiric1 etkiye

sahip olabilecegini varsayarak ileri arastirmalara gereksnim duyulmaktadir.

Enfeksiyon tedavisinde bir antimikrobiyal ajanin se¢iminde anti-biyofilm etkisi 6nemli bir

rol oynayabilir. Ancak sub-MIK konsantrasyonlar ile olusabilen yan etkiler,
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mikroorganizmada artan diren¢ durumuna neden olabilme endisesi ve ayrica yetersiz klinik
deneyim sorun teskil etmektedir (18). Bundan dolay1 enfeksiyon profilaksisi stratejilerinde
antifungallerin sub-MiK dozlarindaki kullanimu i¢in ileri in-vitro ve in-vivo arastirmalara

gereksinim duyulmaktadir.

Kandida tiirleri, &zellikle C. albicans siklikla biyofilm ile iligkili enfeksiyonlarda
goriilmektedir. Bir¢ok biyofilm kantitasyon yontemi C. albicans 1n yogun biyofilm yapan
mantarlar arasinda yer aldigini1 géstermektedir. Son yillarda biyofilme bagli enfeksiyonlar
artmakta ve yeni tedavi ve profilaksi stratejilerine ihtiyag duyulmaktadir. Calismamizin
sonuglar1 ekinokandinlerin biyofilme bagli enfeksiyonlarin tedavisinde uygun odugunu
gostermistir Ve itrakonazoliin biyofilm olusumunun profilaksisinde alternatif bir ajan

olarak yer alabilecegini diisiindiirmiistir.
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6. SONUC

Bu ¢alismada hemokiiltiirlerden izole edilen 162 C. albicans susunun MCY ile biyofilm

yapma dereceleri degerlendirildi ve ayrica toplam 32 susun, 30 yogun biyofilm yapan
klinik izolat ve C. albicans ATCC 90028, C. albicans 10231 standart suslari, igne kapakli

mikroplaklarda biyofilm yapma yetenekleri XTT yontemi ile arastirildi. Planktonik ve sesil

formlarin antifungal duyarliliklar1 sekiz farkli antifungal ajana karsi mikrodiliisyon ve

MCBY ile tespit edildi. Ayrica antifungal ilaglarin biyofilm olusumu {izerindeki inhibisyon

etkileri arastirildi.

1.

Calismamizin biyofilm olusturma sonuclarina goére 162 sus beklenenin {istiinde
biyofilm pozitif (%90) olarak bulundu. Suslarin %38’i orta diizeyde biyofilm
yaparken, %29’u zayif ve %23’ ise yliksek diizeyde biyofilm olusturdu.

MCY yontemi kolay uygulanabilen bir yontem olmakla birlikte yitkama islemindeki
standardizasyon sorunundan dolayi diisiik tekrarlanabilme 6zelligine sahiptir. MCY
ile yogun biyofilm olusturan otuz susun (+3) igne kapakli mikroplaklarda da
biyofilm yaptigt XTT yontemi ile izlendi. Bu 32 susun XTT yontemi ile farkli
metabolik aktivite gostererek farkli derecelerde (+1—+3) biyofilm olusturdugu
tespit edildi.

Planktonik MIK degerlerine gore suslar tiim antifungallere karsi duyarli olarak
bulundu. Ancak itrakonazol igin Kinik izolatlarin 25’1 (%83,3) ve C. albicans
ATCC 90028 standart susu duyarliyken, bes sus (%16,7) ve C. albicans ATCC
10231standart susu doza bagli duyarli olarak tespit edildi. Ekinokandinlerin MIiK
degerleri ¢ok diisiik diizeyde saptanmisken (MIKgo<0,008-0,015 pg/ml),
amfoterisin B’nin MIK degeri (MIKso ve MIKgg 0,5 pg/ml) yiiksek olarak bulundu.
Biyofilm duyarlilik testlerinin sonuglarina gore ekinokandinlerin MBIKsy ve
MBIKgo degerleri tiim antifungaller i¢inde en diisiik diizeyde bulundu. MBIiKsg
degerleri (kaspofungin ve anidulafungin: 2 pg/ml, mikafungin: 4 pg/ml) CLSI
duyarhilik sinirma yakin ama {izerinde tespit edildi. Sesil formunda olan suslarin
11’1 kaspofungin, dokuzu anidulafungin ve besi mikafungine kars1 duyarli olarak
saptand1.  Ekinokandinlerin sesil hiicrelere en etkili ve biyofilme bagh
enfeksiyonlarin tedavisinde en uygun se¢enek oldugu goriildii.

Amfoterisin B’nin MBIK/MIK oran1 en diisiik diizeyde bulunmus ise de, MBIK

sonuglarina gore tiim suslar direncli siirlarda bulundu. Itrakonazol ise azoller
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icinde en diisiik MBIK degerlerine sahip olmasina ragmen, tiim suslar tiim azollere
kars1 direng bulundu.

6. Ortanca MBIK/MIK orani sonuglaria gore amfoterisin B’nin en diisiik degere (16)
sahip oldugu tespit edildi. Azoller igerisinde itrakonazol (64) ve ekinokandinlerde
ise anidulafungin (128) igin en diisik MBIK/MIK oran1 saptand1. Mikafungin icin
ise diger ekinokandinlere gore istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yiiksek
MBIK/MIK orani (384) bulunmustur (p<0,05).

7. Calismamizda XTT yontemine gore nadir kullanan MCBY yo6nteminin, uygulama
ve sonu¢ okuma kolayligindan dolayr C. albicans tiiriniin biyofilm antifungal
duyarhilik testleri i¢in uygun oldugu bulundu. Ancak igne kapakli plaklarin pahali
olmasi ve sonikasyon sonrasi plaklarin bir giin inkiibasyonuna bagli olarak sonucun
gecikmesi yontemin limitasyonudur. XTT yontemine gore daha ucuz olan ve hiicre
metabolizmasin1  6lgen bir yontemin (6rn. BTY) MCBY yontemi ile
kombinasyonunun test sonucunun daha erken c¢ikmasini saglayabilecegini ve
tedavide yol gosterici olabilecegini diisiindliirmiistiir.

8. Biyofilm inhibisyon etkinligi agisindan itrakonazoliin diger ajanlara gore daha ¢ok
susta tam inhibisyon (26/32 sus; %81,3) yaptigi gozlendi, mikafunginin ise
kaspofungin, itrakonazol, vorikonazol ve flukonazole gore daha az susta tam
inhibisyon (4/32 susta) yaptig1 saptandi.

9. Kandida biyofilm inhibisyonunun aragtirilmasi amaciyla igne kapakli
mikroplaklarin kullanilmasi ilk defa bu ¢alismada denenmistir. Ancak yoOntem,
uygulama kolayligi olsa da diisiik tekrarlanabilme 6zelligi ve dalgali iremeye bagh
okuma zorlugundan dolay1 6zellikle ¢oklu sus taramalar igin bu haliyle uygun
bulunmamistir ve yontemin metabolizma 6lgen veya mikroskobik yontemlerle

kombine edilmesi gerektigi diistinliilmiistiir.
Biyofilme baglh enfeksiyonlarin, gerek tedavi gerekse profilaksisinde, antifungal ajanlarin

biyofilm olusum inhibisyon ve biyofilm eradikasyon o6zellikleri hekimin ila¢ seg¢iminde

yardimei1 olacaktir.
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