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Çeşitli Klinik Örneklerden İzole Edilen  
Candida İzolatlarında Biyofilm Oluşumu ve 
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Determination of Biofilm Formation and Antifungal Sensitivity of  
Candida Strains Isolated from Various Clinical Samples
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ÖZ

Giriş: Çalışmamızın amacı tıbbi mikrobiyoloji laboratuvarına gelen klinik örneklerden izole edilen 60 Candida albicans türünde biyofilm 
oluşumunu tespit etmek ve antifungal duyarlılıklarını belirlemektir.

Materyal ve Metod: Biyofilm oluşturma yeteneği Kongo Kırmızısı Agar ve mikroplakta XTT indirgenmesi yöntemiyle araştırılmış-
tır. Suşların; amfoterisin B, vorikonazol, flukonazol, kaspofungin, flusitozin duyarlılıkları The European Committee on Antimicrobial 
Susceptibility Testing (EUCAST) önerileri doğrultusunda Broth dilüsyon metoduna göre araştırılmıştır.

Bulgular: Suşların 29’u (%47.5) biyofilm pozitif, 32’si (%52.4) biyofilm negatif olarak tespit edilmiştir. Biyofilm pozitif olan bu suşların 
10’u zayıf biyofilm (%34.4), 15’i orta biyofilm (%51.7), 4’ü güçlü biyofilm (%13.7) oluşturmuştur. Biyofilm oluşumunu saptamada 
mikroplakta XTT indirgenmesi testi ile Kongo Kırmızısı Agar testi aynı sonucu vermiştir. Antifungal ilaçların minimum inhibitör kon-
santrasyon (MİK) aralıkları vorikonazol için 0.032-4 mg/L, flukonazol için 0.064-64 mg/L, amfoterisin B için 1-4 mg/L bulunmuştur. 
Vorikonazol için örneklerin 53’ü (%88.3), amfoterisin B için 56’sı (%93.3), flukonazol için 6’sı (%10) dirençli olarak tespit edilmiştir. 
Kaspofungin için MİK aralığı 0.008-4 mg/L, flusitozin için 0.064-64 mg/L olarak belirlenmiştir. Candida albicans örneklerinde amfote-
risin B ve vorikonazole yüksek oranda direnç saptanmıştır.

Sonuç: Kongo Kırmızısı Agar yönteminin XTT indirgenmesi yöntemine kıyasla biyofilm oluşumunu saptamada maliyet açısından daha 
uygun olduğu sonucuna ulaşılmıştır. Biyofilm oluşturan örneklerin antifungal MİK değerleri biyofilm oluşturmayan örneklere göre daha 
yüksek bulunmuştur.
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GİRİŞ

Candida spp. insan deri ve mukoza florasında 
yer alan mikroorganizmalardır. Sağlıklı bireylerin 
ağız ve gastrointestinal sistemlerinde bulunmak-
tadır. Predispozan faktörlerin varlığında kandidoz 
olarak tanımlanan yüzeyel veya derin, akut veya 
kronik infeksiyonlara sebep olabilmektedir[1]. Yapı-
lan invaziv girişimler, geniş spektrumlu antibiyotik 
kullanımı, immünsupresif tedaviler, HIV ile infekte 
popülasyonun artması gibi çeşitli nedenler fungal 
infeksiyon görülme sıklığını artırmaktadır[2]. Candi-
da infeksiyonunda görülen morbidite ve mortalite 
oranlarının artmasına; proteaz, esteraz, fosfolipaz, 
biyofilm gibi virulans faktörlerinin neden olduğu 
düşünülmektedir[3]. Bu nedenle Candida’ya ait vi-
rulans faktörleri dikkate alınarak yeni tedavi yön-
temleri araştırılmaya başlanmıştır[4]. Çalışmamızın 
amacı Candida albicans örneklerinde biyofilm olu-
şumunun iki farklı yöntemle saptanması ve bu ör-
neklerin antifungal duyarlılıklarının belirlenmesidir. 

MATERYAL ve METOD 

Bu çalışmaya 2018 yılında tıbbi mikrobiyoloji 
laboratuvarına gönderilen kan, idrar, solunum ve 

yara örneklerinden izole edilen 60 adet C. albi-
cans izolatı ve C. albicans ATCC 90028 stan-
dart suşu dahil edilmiştir. Çalışmaya dahil edilen 
Candida örneklerinin biyofilm oluşturma özelliği iki 
farklı yöntemle belirlenmiştir.

Kongo Kırmızısı Agar (KKA) Yöntemi

Test edilecek Candida suşunun sabouraud deks-
troz agarda (SDA) üretilmiş taze kültüründen bir 
öze dolusu alınarak KKA yüzeyine ekilmiş ve pet-
riler 35°C’de 48 saat inkübe edilmiştir. Sonrasın-
da üreyen maya kolonilerinin renkleri incelenerek, 
sonuçlar görsel olarak değerlendirilmiştir. Bu de-
ğerlendirmeye göre koloniler siyah ve bordo ise 
mikroorganizma biyofilm pozitif; kırmızı, pembe ve 
beyaz ise biyofilm negatif olarak kabul edilmiştir[5].

Mikroplakta XTT İndirgenmesi İle 
Biyofilm Varlığının Test Edilmesi

Bu yöntemde 96 kuyucuklu mikroplaklar kulla-
nılmıştır. Test edilecek suşun sabouraud dextrose 
agarda (SDA) üretilmiş 24 saatlik taze kültüründen 
bir öze dolusu 10 mL yeast peptone dextro-
se (YPD) sıvı besiyerine konmuş ve çalkalayıcıda 
37°C’de bir gece inkübe edilmiştir. Ertesi gün, 
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to amphotericin B and voriconazole was detected. 
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içinde üreme olan sıvı besiyeri içindeki maya hüc-
releri PBS ile üç kez yıkanarak ayrıştırılmıştır. 
Bunun için besiyeri 3000 rpm’de 5-10 dakika 
santrifüj edilmiş, üst kısımdaki sıvı dökülmüştür. 
Tüpte kalan çökeltiye 5 mL steril PBS eklenerek 
vortekslenmiş ardından 3000 rpm’de tekrar santri-
füjlenmiş ve üsteki sıvı dökülerek bu kez 2 mL ste-
ril PBS eklenmiştir. Yeniden vorteksleme ve sant-
rifüj yapılmış ve kalan çökeltiye 37°C sıcaklıkta 1 
mL serum fizyolojik (SF) eklenerek karıştırılmıştır. 
Elde edilen süspansiyondan SF içinde 1x106 CFU/
mL, spektrofotometrede absorbans 0.09-0.13 ve 
optik dansite (OD) %78-80 olacak şekilde süspan-
siyon hazırlanmıştır. Sonraki işlem 15 dakika için-
de gerçekleşmeyecek ise, hazırlanan süspansiyon 
buzdolabında bekletilmiştir. Mikroplaklar kontami-
ne edilmeyecek şekilde paketlerinden çıkarıldıktan 
sonra, test için kullanılacak her kuyucuğa 50 μL 
RPMI 1640 konulmuş ve pozitif kontrol suşu da 
dâhil olmak üzere suş süspansiyonlarından 50’şer 
μL eklenmiştir. Negatif kontrol kuyucuklarına ise 
sadece 50 μL RPMI 1640 konulmuştur. Hazır-
lanan test plakları kapakları kapatılıp parafilmle 
sarıldıktan sonra 37°C’de 24 saat inkübe edilmiştir. 
Üreme aşamasının ardından kuyucuklarda yıkama 
yapılarak biyofilm oluşturmayan ve çukur yüzeyine 
tutunamayan maya hücrelerinin uzaklaştırılması sağ-
lanmıştır. Yıkama işleminin ardından yapılan görsel 
değerlendirmede, çukurların taban kısmında tabaka 
oluşumu gözlenmesi biyofilm varlığını, tabaka olu-
şumu gözlenmemesi biyofilm bulunmadığını işaret 
etmektedir. Sonuçlar ayrıca hücre canlılığını tayin 
etmede kullanılan bir kimyasal olan XTT ile spekt-
rofotometrik olarak da değerlendirilmiştir[6].

Mayaların Antifungal Duyarlılıklarının 
Belirlenmesi

Klinik suşların yanında çalışmada standart suş 
olarak C. albicans ATCC 90028 kullanılmıştır. 
Suşların antifungal duyarlılıkları sıvı mikrodilüsyon 
yönteminde referans yöntemlerden biri olan The 
European Committee on Antimicrobial Suscepti-
bility Testing (EUCAST) kılavuzu önerilerine göre 
gerçekleştirilmiştir[7].

İstatistiksel Analiz

Verilerin değerlendirmesinde kategorik değişken-
ler arasındaki dağılım ilişkisi ki kare testi ve fisher 
exact testi ile incelenmiştir. Testler arasındaki uyum 
Cohen Kappa katsayısı ile incelenmiştir. İstatistik 
parametreler oran ve frekanslar ile ifade edilmiştir. 
İstatistiksel anlamlılık p< 0.05 olarak ifade edilmiş-
tir. Veriler SPSS 22.0 programında incelenmiştir.

Çalışma için Kahramanmaraş Sütçü İmam Üni-
versitesi Tıp Fakültesi Bilimsel Araştırmalar Etik 
Kurulundan onay alındı (Karar no: 247 Tarih: 
02.11.2016).

BULGULAR

Kongo Kırmızısı Agar yöntemi ve mikroplakta 
XTT indirgenmesi testi ile yapılan çalışma sonu-
cuna göre toplam 61 suşun 32’si (%53) biyo-
film negatif olarak değerlendirilirken, 29’u (%47) 
biyofilm pozitif olarak tespit edilmiştir. Solunum 
ve idrar örneklerinde biyofilm pozitifliği diğer ör-
neklere göre daha yüksek oranda saptanmıştır. 
Mikroplakta XTT İndirgenmesi testi ile Kongo Kır-
mızısı Agar testi karşılaştırıldığında sonuçlar aynı 
bulunmuştur. İki test arasındaki uyum istatistiksel 
olarak anlamlı bulunmuştur (p< 0.001) (Tablo 1).

Tablo 1. XTT indirgenmesi yöntemi ve Kongo Kırmızısı Agar yönteminin karşılaştırılması

Mikroplakta XTT Yöntemi

ToplamNegatif
Zayıf  

Biyofilm
Orta  

Biyofilm
Güçlü  

Biyofilm

n % n % n % n % n
Kappa

Coefficient p
Kongo Kırmızısı Agar Negatif 32 100 0 0.0 0 0 0 0 32

0.974 p< 0.001*

Zayıf Biyofilm 0 0 10 100 0 0 0 0 10

Orta Biyofilm 0 0 1 6.7 14 93.3 0 0 15

Güçlü Biyofilm 0 0 0 0 0 0 4 100 4

Toplam 32 11 14 4 61

Kappa Coefficient; a: 0.05. 
* İki test arasındaki uyum istatistiksel olarak anlamlı.



125FLORA 2021;26(1):122-128

Acar S, Küçük B, Aral M, Derçin K.

Antifungal Duyarlılık Test Sonuçları

Biyofilm pozitif suşların antifungal MİK değerle-
ri biyofilm negatif suşlara göre daha yüksek bulun-
muştur. Amfoterisin B, flukonazol, vorikonazol ve 
flusitozin konsantrasyon düzeylerinin biyofilm pozi-
tif ve negatif gruplarına göre frekans dağılımındaki 
farklılıkları istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur 
(Amfoterisin B için p= 0.044, flukonazol için p= 
0.048, vorikonazol için p= 0.029, flusitozin için 
p= 0.045). Kaspofungin konsantrasyon düzeyle-
rinin biyofilm pozitif ve negatif gruplarına göre 
frekans dağılımındaki farklılıkları istatistiksel ola-
rak anlamlı bulunamamıştır (p= 0.107). Antifungal 
ilaçların MİK aralıkları vorikonazol için 0.032-4 
mg/L, flukonazol için 0.064-64 mg/L, amfoterisin 
B için 1-4 mg/L aralığında bulunmuştur. Suşların 
vorikonazol için 53’ü (%88.3), amfoterisin B için 
56’sı (%93.3), flukonazol için 6’sı (%10) dirençli 
olarak tespit edilmiştir. Kaspofungin için MİK ara-
lığı 0.008-4 mg/L, flusitozin için 0.064-64 mg/L 
aralığında elde edilmiştir. EUCAST kaspofungin ve 
flusitozin için tam bir MİK değeri belirtmediğinden 
dirençli ve duyarlı suş sayısı belirlenememiştir. 
Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) 
değerlerine göre kaspofungin için suşların 2’si 
dirençli (%3.33) olarak belirlenmiştir[8]. Sonuç ola-
rak amfoterisin B ve vorikonazole yüksek oranda 
direnç saptanmıştır (Tablo 2).

TARTIŞMA 

Candida spp. doğada yaygın olarak bulunmak-
la beraber sağlıklı bireylerin normal vücut flora-
larında yer almaktadır. Özellikle bağışıklık sistemi 
baskılanmış bireylerde fırsatçı infeksiyonlara neden 
olmaktadır. Bu durum da morbidite ve mortalite 
oranlarında artışa yol açmaktadır[9,10].

Biyofilm kaynaklı infeksiyonların tedavisi bi-
yofilmlerin antimikrobiyal tedaviye azalan duyarlı-

lıklarından dolayı zordur. Ramage ve arkadaşları 
yaptıkları çalışmada biyofilm oluşturan C. albi-
cans suşlarının flukonazole karşı direnç oranlarının 
daha yüksek olduğunu bildirmişlerdir[11]. Karaman 
ve arkadaşları yaptıkları çalışmada biyofilm pozitif 
ve biyofilm negatif C. albicans suşları ile infekte 
Galleria larvalarının sağkalım oranlarını karşılaştır-
mıştır. Biyofilm pozitif C. albicans ile infekte lar-
valarda 24. saat sonunda sağkalım diğer grubun 
%20’si olarak belirlenmiştir[12]. Triazol grubu anti-
fungallerin çok sık kullanılmasından dolayı biyofilm 
üreten Candida türlerinde antifungal ajanlara karşı 
dirençte artış görülmeye başlamıştır[13]. Plastik yü-
zeylerde üreyen C. albicans biyofilminin planktonik 
hücrelerle kıyaslandığında amfoterisin B’ye 20-30 
kat fazla dirençli olduğu tespit edilmiştir[14]. Bu 
nedenle Candida cinsi mayaların biyofilm oluştura-
bilme kapasiteleri, antifungal ajanlara karşı duyar-
lılık ve direnç durumlarının incelenmesi açısından 
gün geçtikçe önemini artırmaktadır.

Biyofilm pozitif olarak bulduğumuz 29 suşun 
10’unun (%34.4) zayıf biyofilm, 15’inin (%51.7) 
orta biyofilm, 4’ünün ise (%13.7) güçlü biyofilm 
oluşturdukları gözlemlenmiştir. Aslan ve arkadaşları-
nın yaptıkları çalışmada KKA yöntemi ile test edi-
len 10 C. albicans ve 18 C. tropicalis suşlarından 
hiçbirinde biyofilm pozitifliği saptanamazken, bu 
suşlar XTT indirgenmesi yöntemiyle güçlü biyofilm 
pozitif bulunmuştur[15]. Üriner katateri olan ve 
olmayan 25’er hastadan izole edilen 50 Candida 
izolatının dahil edildiği çalışmada XTT indirgenme-
si yöntemi ve KKA yöntemiyle biyofilm oluşumu 
araştırılmış ve XTT yöntemiyle tüm suşlar biyofilm 
pozitif bulunurken, KKA yöntemiyle 50 suşun 
12’sinde biyofilm pozitifliği saptanmıştır[16]. Saxe-
na ve arkadaşları 120 Candida suşlarında biyofilm 
oluşumunu araştırmış, %38.3 biyofilm pozitifliği 
rapor etmişlerdir. Biyofilm pozitif olarak belirlenen 
suşların %27.7’sinin güçlü pozitif, %78.2’sinin za-
yıf pozitif olduğunu bildirmişlerdir[17]. Yıldırım ve 
arkadaşları yaptıkları çalışmada C. albicans ve 
non-albicans Candida suşlarında biyofilm oluşu-
mu, fosfolipaz, esteraz gibi faktörlerini araştırmış 
olup 92 C. albicans suşunun 16’sında (%17), 
40 non-albicans Candida suşunun 13’ünde (%33) 
biyofilm oluşumunu gözlemlediklerini bildirmişler-
dir[18]. Arslan ve arkadaşları yaptıkları çalışmada 
100 adet C. albicans suşunun %48’inde biyofilm 

Tablo 2. Antifungal ajanlar için belirlenen MİK 
değerleri

Antifungal ajanlar MİK Aralığı

Amfoterisin B 1.0-4 mg/L

Flukonazol 0.064-64 mg/L

Flusitozin 0.064-64 mg/L

Kaspofungin 0.008-4 mg/L

Vorikonazol 0.032-4 mg/L
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varlığını rapor etmişlerdir[4]. 216 Candida türünün 
dahil edildiği bir çalışmada biyofilm oluşumu XTT 
yöntemiyle araştırılmış olup, 128’inin (%59.3) C. 
albicans olduğu ve bu izolatların 20’sinde (%15.6) 
biyofilm pozitifliği rapor edilmiştir[19].

Çalışmamızda suşların amfoterisin B, flusito-
zin, kaspofungin, vorikonazol, flukonazole karşı 
duyarlılıkları ve bu antifungallerin MİK değerleri 
belirlenmiştir. Ülkemizde amfoterisin B için di-
renç tespit edilemeyen çalışmalar bulunduğu gibi 
%57.8’e kadar direnç tespit edilen çalışmalar da 
mevcuttur[20-22]. Çalışmamızda amfoterisin B için 
incelenen 60 C. albicans içinde 4 (%6.66) duyarlı, 
56 (%93.6) dirençli suşa rastlanılmıştır. Amfoteri-
sin B direnç oranları yapılan çalışmalarla kıyaslan-
dığında çalışmamızda yüksek oranda direnç tespit 
edilmiştir. Atalay ve arkadaşlarının yaptıkları ça-
lışmada idrar örneğinden izole edilen 61 Candida 
spp. izolatında, amfoterisin B’ye karşı duyarlılıkları 
E-test yöntemiyle incelenmiş olup MİK aralıkları 
0.002-0.5 μg/mL arasında tespit edilmiş ve di-
rençli izolat bulunamamıştır[23].

Flukonazol, C. albicans suşları için MİK düzeyi 
düşük olan bir ilaçtır. Flukonazol tedavisinde en 
önemli problem C. albicans dışındaki türlerde olu-
şan dirençtir[24]. Çalışmamızda flukonazol için ince-
lenen 60 C. albicans türünde 54 (%90) duyarlı, 6 
(%10) dirençli suş tespit edilmiştir. Flukonazol için 
yaptığımız çalışma diğer verilerle kıyaslandığında 
çalışmamızın duyarlılık oranı yüksek bulunmuştur. 
100 Candida suşunun dahil edildiği çalışmada bir 
Candida türlerinin 23’ünün (%23) flukonazole du-
yarlı, 37’sinin (%37) doza bağlı duyarlı, 40’ının 
(%40) dirençli olduğu saptanmıştır. Çalışmadaki 54 
C. albicans izolatının 18’i (%33.3) duyarlı, 11’i 
(%20.4) doza bağlı duyarlı ve 25’i (%46.3) dirençli 
olarak belirlenmiştir[18]. Yashavant ve arkadaşları 
C. albicans için yaptığı çalışmada flukonazol için 
%80’inin duyarlı, %10’unun doza bağlı duyarlı, 
%10’unun dirençli olduğunu bildirmiştir[25].

Çalışmamızda 60 C. albicans izolatının 7’sinin 
(%11.6) vorikonazole duyarlı, 53’ünün (%83.3) 
dirençli olduğu tespit edilmiştir. Çalışmamızda vo-
rikonazol için direnç oranları, yapılan diğer ça-
lışmalara kıyasla yüksek bulunmuştur. Elfeky ve 
arkadaşları yaptıkları çalışmada C. albicans izo-
latının vorikonazole direnç oranını %10.5 olarak 
belirlemiştir[26]. Ying ve arkadaşları vulvovajinal 

kandidiyazisli hastalardan izole edilen C. albicans 
için yaptıkları çalışmada vorikonazol için %81 du-
yarlı, %5 doza bağlı duyarlı, %14 dirençli izolat 
tespit etmiştir[27]. Yapılan bir çalışmada Candi-
da türlerinin 75’inin (%75) kaspofungine duyarlı, 
12’sinin (%12) orta duyarlı, 13’ünün (%13) di-
rençli olduğu tespit edilmiştir[28]. Pfaller ve arka-
daşları flukonazole dirençli 351 Candida izolatı ile 
yaptıkları çalışmada, suşların %99’unun kaspofun-
gine duyarlı olduğunu (MİK ≤2 μg/mL), 8 izolatın 
MİK değerinin ≥ 8 μg/mL olduğunu bildirmişlerdir. 
Bununla birlikte, bu 8 suşun laboratuvar kaynak-
lı glukan sentez mutasyonlu türler olduğu rapor 
edilmiştir[29]. Toner ve arkadaşları ise yaptıkları 
çalışmada idrar örneklerinden izole edilen Candida 
türlerinde kaspofungine dirençli izolat saptamamış-
tır[30].

Sonuç olarak, Candida infeksiyonlarında biyo-
film üreten suşların virulansının ve antibiyotiklere 
direnç oranlarının daha yüksek oldukları görül-
müştür. Biyofilm oluşumunun tespitinde Kongo 
Kırmızısı Agar yöntemi ekonomik açıdan uygun 
ve rahat uygulanabilen bir yöntemdir. Mikroplakta 
XTT yöntemi ile biyofilm oluşumunun test edilmesi 
ise iki saatte sonuç verebilmesi, sonuçların objektif 
olarak değerlendirilebilmesi, yüzeye tutunan biyo-
film hücrelerini koparma işlemi gerektirmediğinden 
biyofilm oluşumunu saptamada kullanılabilen tutar-
lı yöntemlerden biridir. Ancak maliyet açısından 
KKA yöntemine göre oldukça pahalıdır. Bu ne-
denle Kongo Kırmızısı Agar yönteminin biyofilm 
oluşumunu saptamada daha maliyet etkin olduğu 
sonucuna ulaşılmıştır. Bu türlerin antifungal ilaç-
lara direncinin yüksek olması sebebiyle Candida 
infeksiyonlarında etkenin tür düzeyinde tanımlanıp 
antifungal duyarlılıklarının belirlenmesi ve uygun 
tedavinin sağlanmasının, direnç gelişiminin engel-
lenebilmesi açısından faydalı olabileceği düşünül-
mektedir.
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