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Giris: Calismamizin amaci tibbi mikrobiyoloji laboratuvarina gelen klinik 6rneklerden izole edilen 60 Candida albicans tiirtinde biyofilm
olusumunu tespit etmek ve antifungal duyarliliklarini belirlemektir.

Materyal ve Metod: Biyofilm olusturma yetenegi Kongo Kirmizisi Agar ve mikroplakta XTT indirgenmesi yontemiyle arastiriimis-
tir. Suslarin; amfoterisin B, vorikonazol, flukonazol, kaspofungin, flusitozin duyarliliklari The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) onerileri dogrultusunda Broth diltisyon metoduna gdre aragtirilmistir.

Bulgular: Suslarin 29°u (%47.5) biyofilm pozitif, 32'si (%52.4) biyofilm negatif olarak tespit edilmistir. Biyofilm pozitif olan bu suslarin
10'u zayif biyofilm (%34.4), 15'i orta biyofilm (%51.7), 4'ii gtiglii biyofilm (%13.7) olusturmustur. Biyofilm olusumunu saptamada
mikroplakta XTT indirgenmesi testi ile Kongo Kirmizisi Agar testi ayni sonucu vermistir. Antifungal ilaglarin minimum inhibitor kon-
santrasyon (MIK) araliklar vorikonazol icin 0.032-4 mg/L, flukonazol icin 0.064-64 mg/L, amfoterisin B icin 1-4 mg/L bulunmustur.
Vorikonazol icin 6rneklerin 537t (%88.3), amfoterisin B icin 56's1 (%93.3), flukonazol icin 6’si (%10) direncli olarak tespit edilmistir.
Kaspofungin icin MIK araligi 0.008-4 mg/L, flusitozin icin 0.064-64 mg/L olarak belirlenmistir. Candida albicans érneklerinde amfote-
risin B ve vorikonazole yiiksek oranda direng saptanmustir.

Sonug: Kongo Kirmizisi Agar yénteminin XTT indirgenmesi yéntemine kiyasla biyofilm olusumunu saptamada maliyet acisindan daha
uygun oldugu sonucuna ulagilmistir. Biyofilm olusturan rneklerin antifungal MiK degerleri biyofilm olusturmayan 6rneklere gére daha
yliksek bulunmustur.
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ABSTRACT

Determination of Biofilm Formation and Antifungal Sensitivity of
Candida Strains Isolated from Various Clinical Samples

Seda ACAR!, Burak KUCUK', Murat ARAL', Ktibra DERCIN'

! Department of Medical Microbiology, Kahramanmaras Sttct imam University School of Medicine, Kahramanmaras, Turkey

Introduction: The aim of this study was to determine the biofilm formation and antifungal susceptibility of 60 Candida albicans strains
isolated from clinical samples in Medical Microbiology Laboratory.

Materials and Methods: Biofilm formation was investigated using Congo Red agar and XTT reduction method. Amphotericin B,
voriconazole, fluconazole, caspofungin, and flucytosine susceptibility of the strains were investigated by the Broth dilution method
according to the recommendations of The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST).

Results: In both methods, 29 (47.5%) of the strains were positive and 32 (52.4%) strains were negative. Of the biofilm-positive strains,
biofilm production level was weak in 10 strains (34.4%), moderate in 15 strains (51.7%) and strong in 4 strains (13.7%). In determin-
ing biofilm formation, XTT reduction test in Microplate and Congo red agar test gave the same result. MIC ranges of antifungal drugs
were 0.032-4 mg/L for voriconazole, 0.064-64 mg/L for fluconazole and 1-4 mg/L for amphotericin B. The number of voriconazole,
amphotericin B and fluconazole resistant strains were 53 (88.3%), 56 (93.3%) and 6 (10%) respectively. MIC ranges were 0.008-4
mg/L for caspofungin and 0.064-64 mg/L for flucytosine.

Conclusion: As a result, it was concluded that the Congo Red Agar method is more cost effective in detecting biofilm formation than the
XTT reduction method. Antifungal MIC values of biofilm forming strains were higher than non-biofilm producing strains. High resistance

to amphotericin B and voriconazole was detected.

Key Words: Antifungal susceptibility; Biofilm; Candida

GIRIS

Candida spp. insan deri ve mukoza florasinda
yer alan mikroorganizmalardir. Saglikli bireylerin
agiz ve gastrointestinal sistemlerinde bulunmak-
tadir. Predispozan faktorlerin varliginda kandidoz
olarak tammlanan yiizeyel veya derin, akut veya
kronik infeksiyonlara sebep olabilmektedir!!. Yapi-
lan invaziv girisimler, genis spektrumlu antibiyotik
kullanimi, immiinsupresif tedaviler, HIV ile infekte
popiilasyonun artmasi gibi cesitli nedenler fungal
infeksiyon goriilme sikhigim artirmaktadir. Candi-
da infeksiyonunda goriilen morbidite ve mortalite
oranlarinin artmasina; proteaz, esteraz, fosfolipaz,
biyofilm gibi virulans faktorlerinin neden oldugu
dijsijntilmektedir[?’]. Bu nedenle Candida'ya ait vi-
rulans faktorleri dikkate alinarak yeni tedavi yon-
temleri arastirilmaya baslanmlst1r[4]. Calismamizin
amac1 Candida albicans orneklerinde biyofilm olu-
sumunun iki farkli yontemle saptanmasi ve bu or-
neklerin antifungal duyarhliklarimin belirlenmesidir.

MATERYAL ve METOD

Bu calismaya 2018 wyilinda tibbi mikrobiyoloji
laboratuvarina gonderilen kan, idrar, solunum ve

yara Orneklerinden izole edilen 60 adet C. albi-
cans izolah ve C. albicans ATCC 90028 stan-
dart susu dahil edilmistir. Cahismaya dahil edilen
Candida orneklerinin biyofilm olusturma ozelligi iki
farkli yontemle belirlenmistir.

Kongo Kirmizisi Agar (KKA) Yontemi

Test edilecek Candida susunun sabouraud deks-
troz agarda (SDA) iiretiimis taze Kiiltiirtinden bir
oze dolusu alinarak KKA viizeyine ekilmis ve pet-
riler 35°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Sonrasin-
da iireyen maya Kkolonilerinin renkleri incelenerek,
sonuclar gorsel olarak degerlendirilmistir. Bu de-
gerlendirmeye gore koloniler siyah ve bordo ise
mikroorganizma biyofilm pozitif; kirmizi, pembe ve
beyaz ise biyofilm negatif olarak kabul edilmistir®!.

Mikroplakta XTT indirgenmesi ile
Biyofilm Varhiginin Test Edilmesi

Bu yontemde 96 kuyucuklu mikroplaklar kulla-
nilmustir. Test edilecek susun sabouraud dextrose
agarda (SDA) iiretilmis 24 saatlik taze Kkiiltiirtinden
bir ©ze dolusu 10 mL vyeast peptone dextro-
se (YPD) siw1 besiyerine konmus ve calkalayicida
37°C’de bir gece inkiibe edilmistir. Ertesi giin,
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icinde tireme olan sw1 besiyeri icindeki maya hiic-
releri PBS ile iic kez vyikanarak aynstirlmstir.
Bunun icin besiyeri 3000 rpm’de 5-10 dakika
santrifiij edilmis, {ist kisimdaki swi dokiilmiistiir.
Tiipte kalan cokeltive 5 mL steril PBS eklenerek
vortekslenmis ardindan 3000 rpm’de tekrar santri-
fijlenmis ve {isteki svi dokiilerek bu kez 2 mL ste-
ril PBS eklenmistir. Yeniden vorteksleme ve sant-
rifij yapilmis ve kalan c¢okeltive 37°C sicaklikta 1
mL serum fizyolojik (SF) eklenerek karistirilmustir.
Elde edilen siispansiyondan SF icinde 1x10° CFU/
mL, spektrofotometrede absorbans 0.09-0.13 ve
optik dansite (OD) %78-80 olacak sekilde stispan-
siyon hazirlanmistir. Sonraki islem 15 dakika icin-
de gerceklesmeyecek ise, hazirlanan siispansiyon
buzdolabinda bekletilmistir. Mikroplaklar kontami-
ne edilmeyecek sekilde paketlerinden cikarldiktan
sonra, test icin kullanilacak her kuyucuga 50 pL
RPMI 1640 konulmus ve pozitif kontrol susu da
dehil olmak iizere sus siispansiyonlarindan 50’ser
pL  eklenmistir. Negatif kontrol kuyucuklarina ise
sadece 50 pL RPMI 1640 Kkonulmustur. Hazir-
lanan test plaklar1 kapaklann kapatilip parafilmle
sarildiktan sonra 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Ureme asamasinin ardindan kuyucuklarda yikama
vapilarak biyofilm olusturmayan ve cukur yiizeyine
tutunamayan maya hiicrelerinin uzaklastirilmast sag-
lanmistir. Yikama isleminin ardindan yapilan gorsel
degerlendirmede, cukurlarin taban kisminda tabaka
olusumu gozlenmesi biyofilm varhgim, tabaka olu-
sumu gozlenmemesi biyofilm bulunmadigini isaret
etmektedir. Sonuclar ayrica hiicre canhhgim tayin
etmede kullanilan bir kimyasal olan XTT ile spekt-
rofotometrik olarak da de§erlendirilmistir[6].

Mavyalarin Antifungal Duyarhliklarinin
Belirlenmesi

Klinik suslarin yanminda calismada standart sus
olarak C. albicans ATCC 90028 kullamlmustir.
Suslarin antifungal duyarliliklari siwvi mikrodiliisyon
yonteminde referans yontemlerden biri olan The
European Committee on Antimicrobial Suscepti-
bility Testing (EUCAST) kilavuzu onerilerine gore

gerceklestirilmistir[7].

istatistiksel Analiz

Verilerin degerlendirmesinde kategorik degisken-
ler arasindaki dagilim iliskisi ki kare testi ve fisher
exact testi ile incelenmistir. Testler arasindaki uyum
Cohen Kappa katsayisi ile incelenmistir. Istatistik
parametreler oran ve frekanslar ile ifade edilmistir.
[statistiksel anlamliik p< 0.05 olarak ifade edilmis-
tir. Veriler SPSS 22.0 programinda incelenmistir.

Calisma icin Kahramanmaras Siitcii imam Uni-
versitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik
Kurulundan onay alindi (Karar no: 247 Tarih:
02.11.2016).

BULGULAR

Kongo Kirmizisi Agar yontemi ve mikroplakta
XTT indirgenmesi testi ile yapilan calisma sonu-
cuna gore toplam 61 susun 32’si (%53) biyo-
film negatif olarak degerlendirilirken, 29'u (%47)
biyofilm pozitif olarak tespit edilmistir. Solunum
ve idrar orneklerinde biyofilm pozitifligi diger or-
neklere gore daha vyiiksek oranda saptanmustir.
Mikroplakta XTT Indirgenmesi testi ile Kongo Kir-
mizist Agar testi karsilastirildiginda sonuclar ayni
bulunmustur. ki test arasindaki uyum istatistiksel
olarak anlaml bulunmustur (p< 0.001) (Tablo 1).

Tablo 1. XTT indirgenmesi yontemi ve Kongo Kirmizisi Agar yonteminin karsilastiriimasi
Mikroplakta XTT Yontemi

Zayif Orta Gicla
Negatif Biyofilm Biyofilm Biyofilm Toplam
Kappa
n % n % n % n % n Coefficient )
Kongo Kirmizisi Agar  Negatif 32 100 0 00 O O 0 O 32
Zayif Biyoflm 0 0 10 100 0 O 0 0 10
Orta Biyofilm 0 O 1 67 14933 0 O 15 0.974 p< 0.001*
Gigli Biyoflm 0 0 0 0 0 O 4 100 4
Toplam 32 11 14 4 61

Kappa Coefficient; a: 0.05.
* 1ki test arasindaki uyum istatistiksel olarak anlamli.
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Tablo 2. Antifungal ajanlar icin belirlenen MiK
degerleri

MiK Aralig:
1.0-4 mg/L

Antifungal ajanlar

Amfoterisin B

Flukonazol 0.064-64 mg/L
Flusitozin 0.064-64 mg/L
Kaspofungin 0.008-4 mg/L
Vorikonazol 0.032-4 mg/L

Antifungal Duyarlihik Test Sonuclan

Biyofilm pozitif suslarin antifungal MIK degerle-
ri biyofilm negatif suslara gore daha yiiksek bulun-
mustur. Amfoterisin B, flukonazol, vorikonazol ve
flusitozin konsantrasyon diizeylerinin biyofilm pozi-
tif ve negatif gruplarina gore frekans dagihimindaki
farkhhklar: istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(Amfoterisin B icin p= 0.044, flukonazol icin p=
0.048, vorikonazol icin p= 0.029, flusitozin icin
p= 0.045). Kaspofungin konsantrasyon diizeyle-
rinin biyofilm pozitif ve negatif gruplarina gore
frekans dagihmindaki farkhliklar istatistiksel ola-
rak anlamli bulunamamustir (p= 0.107). Antifungal
ilaclarin MIK araliklann vorikonazol icin 0.032-4
mg/L, flukonazol icin 0.064-64 mg/L, amfoterisin
B icin 1-4 mg/L arah@inda bulunmustur. Suslarin
vorikonazol icin 53’ (%88.3), amfoterisin B icin
56’s1 (%93.3), flukonazol icin 6’s1 (%10) direncli
olarak tespit edilmistir. Kaspofungin icin MIK ara-
g1 0.008-4 mg/L, flusitozin icin 0.064-64 mg/L
arahginda elde edilmistir. EUCAST kaspofungin ve
flusitozin icin tam bir MIK degeri belirtmediginden
direncli ve duyarh sus sayisi belirlenememistir.
Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI)
degerlerine gore kaspofungin icin suslarin  2’si
direncli (%3.33) olarak belirlenmistir®!. Sonuc ola-
rak amfoterisin B ve vorikonazole yiiksek oranda
direnc saptanmustir (Tablo 2).

TARTISMA

Candida spp. dogada yaygin olarak bulunmak-
la beraber saglikl bireylerin normal viicut flora-
larinda yer almaktadir. Ozellikle bagisikhk sistemi
baskilanmis bireylerde firsatc1 infeksiyonlara neden
olmaktadir. Bu durum da morbidite ve mortalite
oranlarinda artisa yol acmaktadir®-10],

Biyofilm kaynakli infeksiyonlarin tedavisi bi-
yofilmlerin antimikrobiyal tedaviye azalan duyarli-

liklarindan dolayt zordur. Ramage ve arkadaslari
vaptiklan calismada biyofilm olusturan C. albi-
cans suslarinin flukonazole karsi direnc oranlarinin
daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir! 1. Karaman
ve arkadaslar1 vaptiklari calismada biyofilm pozitif
ve biyofilm negatif C. albicans suslari ile infekte
Galleria larvalarinin sagkalim oranlarini karsilastir-
mustir. Biyofilm pozitif C. albicans ile infekte lar-
valarda 24. saat sonunda sagkalim diger grubun
%20’si olarak belirlenmistir'2l. Triazol grubu anti-
fungallerin ¢ok sik kullanilmasindan dolay1 biyofilm
iireten Candida tiirlerinde antifungal ajanlara karsi
direncte artis goriilmeye baslamustir!13). Plastik yii-
zeylerde iireyen C. albicans biyofilminin planktonik
hiicrelerle kiyaslandiginda amfoterisin B’'ye 20-30
kat fazla direncli oldugu tespit edilmistir!*. Bu
nedenle Candida cinsi mayalarin biyofilm olustura-
bilme kapasiteleri, antifungal ajanlara karsi duyar-
ik ve direnc durumlarinin incelenmesi acisindan
giin gectikce ©nemini artirmaktadir.

Biyofilm pozitif olarak buldugumuz 29 susun
10’unun (%34.4) zayf biyofilm, 15’inin (%51.7)
orta biyofilm, 4’iiniin ise (%13.7) giiclii biyofilm
olusturduklar1 gozlemlenmistir. Aslan ve arkadaslari-
nin yaptiklan calismada KKA yontemi ile test edi-
len 10 C. albicans ve 18 C. tropicalis suslarindan
hicbirinde biyofilm pozitifligi saptanamazken, bu
suslar XTT indirgenmesi yontemiyle giiclii biyofilm
pozitif bulunmustur!®. Uriner katateri olan ve
olmayan 25’er hastadan izole edilen 50 Candida
izolatinin dahil edildigi calismada XTT indirgenme-
si yontemi ve KKA yontemiyle biyofilm olusumu
arastirilmis ve XTT yontemiyle tiim suslar biyofilm
pozitif bulunurken, KKA yontemiyle 50 susun
12’sinde bivofilm poxitifligi saptanmustir!1®]. Saxe-
na ve arkadaslari 120 Candida suslarinda biyofilm
olusumunu arastirmis, %38.3 biyofilm pozitifligi
rapor etmislerdir. Biyofilm pozitif olarak belirlenen
suslarin %27.7’sinin giicli pozitif, %78.2’sinin za-
uif pozitif oldugunu bildirmislerdir! 7. Yildirm ve
arkadaslar1 yaptiklar1 calismada C. albicans ve
non-albicans Candida suslarinda biyofilm olusu-
mu, fosfolipaz, esteraz gibi faktorlerini arastirmis
olup 92 C. albicans susunun 16’sinda (%17),
40 non-albicans Candida susunun 13’tinde (%33)
biyofilm olusumunu gozlemlediklerini  bildirmisler-
dir'8, Arslan ve arkadaslar: vaptiklar1 calismada
100 adet C. albicans susunun %48’inde biyofilm
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varligim rapor etmislerdir®. 216 Candida tiirtiniin
dahil edildigi bir calismada biyofilm olusumu XTT
yontemiyle arastirilmis olup, 128’inin (%59.3) C.
albicans oldugu ve bu izolatlarin 20’sinde (%15.6)
biyofilm porzitifligi rapor edilmistir ).

Calismamizda suslarin amfoterisin B, flusito-
zin, kaspofungin, vorikonazol, flukonazole Kkarsi
duyarhliklar ve bu antifungallerin MIK degerleri
belirlenmistir. Ulkemizde amfoterisin B icin di-
ren¢ tespit edilemeyen calismalar bulundugu gibi
%57.8’e kadar direnc tespit edilen calismalar da
mevcutturl29-22], Cahismamizda amfoterisin B icin
incelenen 60 C. albicans icinde 4 (%6.66) duyarli,
56 (%93.6) direncli susa rastlamlmistir. Amfoteri-
sin B direnc¢ oranlan yapilan calismalarla kiyaslan-
diginda calismamizda vyiiksek oranda direnc tespit
edilmistir. Atalay ve arkadaslarimin yaptiklar ca-
lismada idrar orneginden izole edilen 61 Candida
spp. izolatinda, amfoterisin B'ye karst duyarhliklari
E-test yontemiyle incelenmis olup MIK araliklar:
0.002-0.5 pg/mL arasinda tespit edilmis ve di-
rencli izolat bulunamamlstlrlz?’].

Flukonazol, C. albicans suslan icin MIK diizeyi
diisiik olan bir ilactir. Flukonazol tedavisinde en
onemli problem C. albicans disindaki tiirlerde olu-
san direnctir[24]. Calismamizda flukonazol icin ince-
lenen 60 C. albicans tiiriinde 54 (%90) duyarh, 6
(%10) direncli sus tespit edilmistir. Flukonazol icin
vaptigimiz calisma diger verilerle kiyaslandiginda
cahsmamizin duyarhhk orani yiiksek bulunmustur.
100 Candida susunun dahil edildigi cahsmada bir
Candida tiirlerinin 23’tiniin  (%23) flukonazole du-
varl, 37’sinin (%37) doza bagh duyarli, 40’mn
(%40) direncli oldugu saptanmustir. Calismadaki 54
C. albicans izolatinin 18’1 (%33.3) duyarh, 11’i
(%20.4) doza bagh duyarli ve 25i (%46.3) direncli
olarak belirlenmistir 18], Yashavant ve arkadaslar
C. albicans icin yaptigi calismada flukonazol icin
%80’inin  duyarh, %10’unun doza bagh duyarl,
9%10'unun direncli oldugunu bildirmistir2°],

Calismamizda 60 C. albicans izolatinin 7’sinin
(%11.6) vorikonazole duyarli, 53’tiniin (%83.3)
direngli oldugu tespit edilmistir. Calismamizda vo-
rikonazol icin direnc oranlar, vapilan diger ca-
lismalara kiyasla yiiksek bulunmustur. Elfeky ve
arkadaslar1 yaptiklari calismada C. albicans izo-
latinin  vorikonazole direnc oranmim %10.5 olarak
belirlemistirl2°!. Ying ve arkadaslari wvulvovajinal

kandidiyazisli hastalardan izole edilen C. albicans
icin yaptiklar1 calismada vorikonazol icin %81 du-
varli, %5 doza bagh duyarli, %14 direncli izolat
tespit etmistir®’. Yapilan bir calismada Candi-
da tiirlerinin 75’inin (%75) kaspofungine duyarli,
12'sinin (%12) orta duyarli, 13tniin (%13) di-
rencli oldugu tespit edilmistir?8]. Pfaller ve arka-
daslan flukonazole direncli 351 Candida izolat1 ile
vaptiklar1 calismada, suslarin %99’unun kaspofun-
gine duyarli oldugunu (MIK <2 pg/mL), 8 izolatin
MIK degerinin =8 pg/mL oldugunu bildirmislerdir.
Bununla birlikte, bu 8 susun laboratuvar kaynak-
i glukan sentez mutasyonlu tiirler oldugu rapor
edilmistir®®. Toner ve arkadaslar ise yaptiklar
cahismada idrar orneklerinden izole edilen Candida

tiirlerinde kaspofungine direncli izolat saptamamis-
111301,

Sonuc olarak, Candida infeksiyonlarinda biyo-
film {ireten suslarin virulansinin ve antibiyotiklere
diren¢ oranlarinin daha yiiksek olduklarn goriil-
miistiir. Biyofilm olusumunun tespitinde Kongo
Kirmizisi Agar yontemi ekonomik acidan uygun
ve rahat uygulanabilen bir yontemdir. Mikroplakta
XTT yontemi ile biyofilm olusumunun test edilmesi
ise iki saatte sonuc verebilmesi, sonuclarin objektif
olarak degerlendirilebilmesi, yiizeye tutunan biyo-
film hiicrelerini koparma islemi gerektirmediginden
biyofilm olusumunu saptamada kullanilabilen tutar-
i yontemlerden biridir. Ancak maliyet acisindan
KKA yontemine gore oldukca pahalidir. Bu ne-
denle Kongo Kirmizisi Agar yonteminin biyofilm
olusumunu saptamada daha maliyet etkin oldugu
sonucuna ulasimistir. Bu tiirlerin antifungal ilac-
lara direncinin yiiksek olmasi sebebiyle Candida
infeksiyonlarinda etkenin tiir diizeyinde tanimlanip
antifungal duyarhliklarinin  belirlenmesi ve uygun
tedavinin saglanmasinin, diren¢ gelisiminin engel-
lenebilmesi acisindan faydali olabilecegi diistiniil-
mektedir.

ETIK KURUL ONAYI

Calisma icin Kahramanmaras Siitcii Imam Uni-
versitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik
Kurulundan onay alindi (Karar no: 247 Tarih:
02.11.2016).

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir cikar
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