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HASTANE KAYNAKLI CANDIDA TURLERINDE BiYOFILM OLUSUMU VE
ANTIFUNGAL DUYARLILIK PATERNLERI

BIOFILM PRODUCTION AND ANTIFUNGAL SUSCEPTIBILITY PATTERNS OF
CANDIDA SPECIES ISOLATED FROM HOSPITALIZED PATIENTS

Miige DEMIRBILEK', Funda TIMURKAYNAK?, Fiisun CAN'
Ozlem AZAP?, Hande ARSLAN'

OZET: Biyofilm olusturan Candida suslari immin sisteme ve antimikrobiyal ilaglara
daha direnclidir ve bu da tedavi basarisini disurmektedir. Bu calismada, hastanede
yatan hastalardan izole edilen Candida turlerinde biyofilm olusumunun arastirimasi ve
biyofilm olusumunun antifungal duyarliik paternleriyle karsilastinimasi amaclanmistir.
Degisik klinik 6rneklerden (kan, steril vicut sivilarn, mukoza ve cilt lezyonu 6rnekleri)
izole edilen 79 C.albicans, 37 albicans disi Candida olmak Uzere toplam 116 Candida
susu calismaya dahil edilmistir. Bu suslann flukonazol, itrakonazol, amfoterisin B ve
kaspofungin in vitro duyarlilik testi icin CLSI M27-A2 referans mikrodilisyon yéntemi
kullanilmistir. izolatlarin biyofilm olusturma ézellikleri, %0.25 glikoz eklenmis beyin kalp
inflzyon buyyonu kullanilarak kantitatif mikroplak yéntemi ile arastinlmistir. Calismada,
tum izolatlarin 33’Gnln (%28) biyofilm olusturdugu saptanmis, biyofilm olusturan suslarin
11’inin (%33) kan kultdrd izolatlar oldugu belirlenmistir. Kan kiltirl izolatlarinda, diger
orneklerden izole edilen suslara gore biyofilm olusturma oraninin daha yuksek oldugu
gorilmustlr (p<0.05). Biyofilm olusturma oranlar agisindan albicans disi Candida
turleri (%41) ile C.albicans (%23) arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05). Amfoterisin B ve kaspofunginin MiKgo degerleri C.albicans icin sirasiyla
0.06 png/ml ve 0.5 pg/ml, albicans digi Candida‘lar icin 0.5 pg/ml ve 1 pg/ml olarak
saptanmis ve bunlarin en etkili ilaglar oldugu izlenmistir. Amfoterisin B icin elde edilen
MIK degerleri ile biyofilm olusumu arasinda anlamli pozitif bir korelasyon saptanmistir
(p<0.05). Sonug olarak calismamizda, Candida turlerinde saptanan yuksek biyofilm
olusturma oranlarinin, kateterle iliskili Candida enfeksiyonlarindaki artisin bir gdstergesi
olabilece@i disUnudlmustir.

Anahtar s6zclikler: Candida spp., antifungal ilaglar, biyofilm.

ABSTRACT: Biofilm producing Candida species are known to be more resistant to
immune response and antimicrobial agents which leads to treatment failure. The aim of
this study was to investigate the biofilm production among Candida species that were
isolated from hospitalized patients and to compare the in vitro activities of antifungal
agents with biofilm production. A total of 116 Candida spp. (79 C.albicans and 37
non-albicans Candida spp.) isolated from various specimens (blood, sterile body fluids,
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mucosal and skin lesion samples) were included to the study. Fluconazole, itraconazole,
amphotericin B and caspofungin susceptibilities of the isolates were determined by broth
microdilution method according to CLSI M27-A2 standards. Biofilm production of Candida
spp. was determined by microplate method, using brain heart infusion broth supplemented
with 0.25% glucose as a growth medium. Biofilm formation was detected in 33 of 116
isolates (28%) and 11 of them (33%) were the strains isolated from hemocultures. Biofilm
production was determined more commonly in blood isolates than the strains isolated from
other samples (p<0.05). The biofilm production rate of non-albicans Candida species (41%)
was found higher than C.albicans (23%), which the difference was statistically significant
(p<0.05). Amphotericin B and caspofungin were found the most effective antifungals
with the MIC,, values of 0.06 ug/ml and 0.5 ug/ml for C.albicans, and 0.5 ug/ml and 1
ng/ml for non-albicans Candida species respectively. The observed positive correlation
between the biofilm production and amphotericin B MIC values were found significant
(p<0.05). In conclusion, high biofilm production rates of Candida species may explain
the increase in the rate of catheter-related Candida infections.

Key words: Candida spp, antifungal agents, biofilm.
GiRiS
Son yillarda, Candida tirlerinin olusturdugu enfeksiyonlarda dramatik bir artis
meydana gelmistir. Yiksek mortalite ve morbidite nedeni olan hastane kaynakl
kan akimi enfeksiyonlarinda Candida turleri en sik gérulen dort etkenden biri
olarak karsimiza cikmaktadir'. Bu enfeksiyonlarin blylk kismi kateter, prostetik
kapak, endotrakeal tlip ve eklem protezi gibi yabanci cisim (implant) kaynakl

olup, enfeksiyon patogenezinde etken mikroorganizmanin biyofilm olusturmasi ve
biyomateryal ylzeylere tutunma 6zelligi gibi cesitli faktorler rol oynamaktadir'2.

Candida tarlerinin olusturdugu biyofilmler, heterojen yapilari ve
ekzopolimerik madde varligi gibi 6zellikleri ile bakteriyel biyofilmlerle benzerlik
gostermektedir®4. Biyofilm olusturan suslarin immiin sistem ve antimikrobiyal
ilaclara daha direncli oldugu ve bunun da tedavi basarisini distrdigu
bilinmektedir*. Biyomateryal kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde cogu zaman
tek ¢dézUm bu yabanci cismin cikariimasi olmaktadir. Yapilan arastirmalarda,
antifungal ilaglarin biyofilm icinde yer alan sesil hlcrelere, serbest yasayan
planktonik hiicrelerden gok daha dusuk etki gosterdigi bildirilmektedir®.

Bu calismada, hastanede yatan hastalardan izole edilen Candida turlerinde
biyofilm olusumunun arastinimasi ve elde edilen kantitatif sonuglarin, tur, izolasyon
bdlgesi ve antifungal duyarlilik profilleri ile karsilastinimasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Izolatlar: Galismaya, Baskent Universitesi Tip Fakiltesi Ankara Hastanesi’nde
yatarak tedavi goren hastalarin kan kulttrlerinden (n: 25), steril vicut sivilarindan
(n: 43), mukozal lezyonlarindan (n: 29) ve cilt lezyonlarindan (n: 19) izole edilen
toplam 116 Candida susu dahil edildi. Suslar, germ tlp olusturma &zelligi,
koloni morfolojisi, misir unlu Tween 80 besiyerindeki morfolojik gériinima,
42°C’de ureme 0Ozelligi ve APl 20C AUX (BioMerieux, Fransa) kullanilarak
saptanan asimilasyon reaksiyonlarinin sonuglarina gére tanimlandi. izolatlarin



MiKROBIYOLOJi BULTENI 263

79’u C.albicans ve 37’si albicans digi Candida tirG [C.glabrata (11), C.parapsilosis
(9), C.tropicalis (4), C.dubliniensis (3), C.krusei (3), C.guilliermondii (2)] idi. Suslar
caligiincaya kadar “skim-milk” (Oxoid) besiyerinde -86°C’de sakland ve test edilmeden
Once en az iki kere olmak Uzere patates dekstroz agar (PDA)’a pasajlandi®.

Antifungal Duyarlilik Testleri: Duyarllik testleri, CLSI M27-A2 kriterlerine
uygun olarak mikrodilisyon ydntemi kullanilarak yapildi®. Bu amagla, flukonazol
(Pfizer), itrakonazol (Janssen), amfoterisin B (Sigma) ve kaspofunginin (Merck)
standart toz formlar kullanildi. Stok ila¢ solisyonlari, steril distile su (flukonazol,
kaspofungin) veya dimetil sulfoksid (itrakonazol, amfoterisin B) kullanilarak
hazirland ve -86°C’de saklandi. Antifungal ilaclarin iki kat dilisyonlari, standart
protokole uygun olarak 0.165 M morfolinpropanasulfonik asit (MOPS, Sigma)
ile tamponlanmis (pH: 7.0) L-glutamin iceren RPMI 1640 (Sigma) besiyeri
kullanilarak hazirlandi ve steril mikroplaklara her bir kuyucuda 0.1 ml olacak
sekilde dagitildi. Candida stispansiyonlarinin hazirlanmasi igin suslarin PDA’daki
24-48 saatlik pasajlar kullanildi. Steril serum fizyolojik icinde McFarland 0.5
bulanikiga gére hazirlanan maya suspansiyonlari, 1/2000 oraninda RPMI ile
sulandiridiktan sonra tim kuyucuklara 0.1 ml dagitildi. Hazirlanan plaklar 35°C’de
24-48 saat inkube edildi. Amfoterisin B icin Gremeyi tam inhibe eden en dusuk
konsantrasyon MiK degeri olarak kabul edilirken, triazoller ve kaspofungin igin
ise Uremeyi, Ureme kontrol gukuruna goére ~%50 azaltan en dusuk konsantrasyon
MIK degeri olarak belirlendi. Sonuglar hem spektrofotometrik hem de gérsel
olarak degerlendirildi. Tim testler iki kere calisild.

Biyofilm Olusumu: Candida suslarinda biyofilm olusumu kantitatif ydntemle
calisildi’. Suslar, %0.25 glukoz iceren beyin kalp inflzyon buyyonu (BHIB)
icinde 24 saat 37°C’de inklUbe edildikten sonra taze olarak hazirlanmis ve
Onceden 1sitilmis %0.25 glikozlu BHIB ile 1/20 oraninda sulandirildi. Bu
sUspansiyonlardan 200 ul alinarak steril 96 kuyucuklu polistren mikroplaklara
aktarildi. 37°C’de 48 saatlik inklibasyonu takiben, kuyucuklar PBS ile yikandi,
ters cevrilerek kurutuldu ve %17’lik kristal viyole ile 15 dakika boyandi. PBS
ile ylkama islemi tekrarlandiktan sonra her bir kuyucuga 200 pul etanol-aseton
(80:20 vol/vol) aktarildi. Plaklar, 590 nm’de okutularak optik yodunluklari (OD)
tespit edildi ve biyofilm olusumu OD<1 ise negatif; 1<OD<2 ise zayif pozitif
(+); 2<0OD<3 ise orta pozitif (++) ve OD>3 ise guclu pozitif (+++) olarak
degerlendirildi. Tim deneyler iki kez tekrar edildi. Deneylerde, kalite kontrol
olarak Enterococcus faecalis ATCC 29212 susu kullanildi.

Istatistiksel analiz: Karsilastirmalar SPSS 8.0 programinda Ki kare testi
kullanilarak, kantitatif biyofilm olusumu ile antifungal ajanlarin MIK degerleri ise
Pearson korelasyon testi ile degerlendirildi ve p<0.05 dederi anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Calismamizda, 116 Candlida susundan 33’Unin (%28) biyofilm olusturdugu
saptanmistir. Albicans digi Candida izolatlarinin biyofilm olusturma oraninin
(15/37, %41), C.albicans’a (18/79, %23) gore daha yliksek oldugu saptanmis ve
bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Biyofilm olusumunun
tur dizeyinde dagihmi Tablo I'de verilmistir.
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Tablo I. Candida Turlerinde Biyofilm Olusumu

Candida turleri Sug sayisi Biyofilm Olugumu Sayi (%)
Candida albicans 79 18 (23)
albicans disi Candida spp. 37 15 (41)
C.glabrata 11 4
C.parapsilosis 9 4
C.tropicalis 8 3
C.dubliniensis 4 3

C.krusei 3 1
C.guilliermondii 2 0

Toplam 116 33 (28)

Optik yogunluklarina gére suslarda biyofilm olusumu deg@erlendirildiginde,
18 C.albicans susunun 4’Unde (%22) guclu pozitif, 5’inde (%28) orta pozitif,
9’unda (%50) zayif pozitif, 15 albicans disi Candida susunun ise 9’'unda (%60)
guclu pozitif, 3'tinde (%20) orta pozitif, 3’'Unde (%20) zayif pozitif biyofilm
olusumu saptanmistir.

Kan kdltirlerinden izole edilen suslarin diger érneklerden izole edilenlere gére
anlamli olarak daha yuksek oranda biyofilm olusturduklar saptanmistir (p<0.05).
Izolasyon bélgelerine gére biyofilm olusturma oranlar Tablo II'de verilmigtir.

Tablo Il. izolasyon Bélgelerine Gére Biyofilm Olusumu

izolasyon Bélgesi izolat sayisi Biyofilm Olusumu n (%)
Kan kalturleri 25 11 (44)*
Steril vlcut sivilari 43 11 (26)
Mukozal lezyonlar 29 7 (24)

Cilt lezyonlari 19 4 (21)
*p<0.05.

Candida suslarinin amfoterisin B, flukonazol, itrakonazol ve kaspofungin
icin elde edilen MiK araliklar, MiK,, ve MK, degerleri Tablo II'de gésterilmistir.
C.albicans izolatlarinda kaspofungine karsi elde edilen MIK degerlerinin,
albicans digi Candida’lar icin elde edilen MIK degerlerinden daha diisiik
oldugu goérulmuistir (Tablo Ill). Amfoterisin B'nin gerek C.albicans gerekse
albicans disi Candida izolatlarinda oldukga etkili oldugu saptanmistir (Tablo 1lI).
Flukonazol direnci izolatlarin 24’inde (%28), itrakonazol direnci ise 14’Unde
(%12) saptanmistir.

izole edilen suslarin MIK degerleri ile kantitatif biyofilm olusumlari
karsilastirnldiginda; sadece amfoterisin B icin elde edilen MIK degerleri ile
biyofilm olusumu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon tespit
edilmigtir (p<0.05) (Tablo IV).
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Tablo IV. Antifungal ilaglann MiK Degerleri ile Biyofilm
Olusumu Arasindaki Korelasyon

Pearson korelasyon (r)

MiK degeri Biyofilm Olusumu
Amfoterisin B 0.272*
Kaspofungin -0.027
!:Iukonazol -0.171
Itrakonazol 0.003
*p<0.05.

TARTISMA

Hastane kaynakl enfeksiyonlara yol acan mikroorganizmalar icinde Candida
tUrleri, katatere bagl enfeksiyon etkenleri icinde Gglncd, kolonizasyon sikliginda
ikinci ve mortalite oranlarinda birinci sirada yer almaktadir®. Candida’larin
enfeksiyon olusturabilmesi icin éncelikle konak hlcre ve dokularina veya
biyomateryallerin ylzeyine tutunmasi gerekmekte, bunu takiben cogalma ve
hatta bazi suslarda biyofilm olusumu meydana gelmektedir.

Biyofilmler icinde yer alan sesil hucrelerin, serbest yasayan planktonik
formlarina gére oldukga farkh yapida oldugu bilinmektedir'®8 Yapilan
calismalarda, Candida turlerinde saptanan biyofilm oranlar % 8-85 arasinda
degismektedir'28°, Bu oranlar suslarin izolasyon bdélgelerine, enfeksiyon etkeni
olup olmamasina ve izole edilen Candida tartine gére farkliik géstermektedir.
Bu calismada, yatan hastalarnn cesitli bélgelerinden izole edilen 116 Candida
susundan 33’Undn (%23) biyofilm olusturdugu saptanmistir.

Hawser ve Douglas' C.albicans tirinde, C.parapsilosis, C.keyfr ve
C.glabrata tirlerine goére daha yuksek oranda biyofilm olusumu saptamiglardir.
Shin ve arkadaslar® ise yaptiklar calismada 6zelikle kan kultUrlerinden izole
edilen albicans digi Candida’larda olmak Uzere %79 gibi yiksek oranda biyofilm
olusumu saptamislar, C.albicans’larda ise bu orani %8 olarak bulmuslardir.
Calismamizda da albicans disi Candida’larda biyofilm olusumuna C.albicans
izolatlarina gbre daha yuUksek oranda saptanmistir (p<0.05). Bununla birlikte
C.albicans izolatlarinda saptadigimiz biyofilm olusturma orani da (%23),
diger calismalara goére yUksek olarak bulunmustur. Kantitatif sonuclar
degerlendirildiginde ise, biyofilm olusturan C.albicans’larin yarisinda, albicans
disi Candida’larin ise sadece %20’sinde zayif pozitiflik bulunmustur.

Son yillarda C.parapsilosis ile meydana gelen &6zellikle kateter iliskili
enfeksiyonlarin insidansinda artis gortimektedir*'"-'2. Bu etkenin biyofilm
olusturabilme yetisi, mikroorganizmanin patogenezinde énemli yer tutmaktadir.
Bu calismada C.parapsilosis ve C.dubliniensis turlerinde biyofilm olusturma
oranlari oldukcga ytksek (sirasiyla; 4/9 ve 3/4) bulunmus, ancak calismaya
dahil edilen tir sayilarinin yetersizligi géz énine alindiginda tir dizeyinde
karsilastirma yapiimamigtir.
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Yucesoy ve arkadaslari™ mikroplak yéntemi kullanarak yaptiklan calismada,
Candida’larin %16.7’sinin biyofilm olusturdugunu saptamislar, albicans disi
Candlida’larda biyofilm olusumunun C.albicans’a gore ylUksek oldugunu belirlemigler
ve bunun istatistiksel olarak anlamli oldugunu ifade etmislerdir. Dolapgi ve
arkadaslan'® 237 C.albicans susunun 23’'Unde (%10) ve 113 albicans disi Candida
susunun 30’unda (%27) biyofilm olusumu saptamislardir. Bu arastiricilarin elde
ettigi oranlarin bizim bulgularimizdan daha disik olmasi, test edilen suslarin
blyuk kisminin bodaz kultirlerinden izole edilmis olmasindan kaynaklanabilir.

Mikroorganizmalarin biyofilm olusturmasinin arastirmasinda, mikroplak
ve tlp aderans yontemleri kullaniimaktadir, ancak bu ydéntemlerle elde
edilen sonuclar uyumlu bulunmamaktadir'®41619 Y{cesoy ve arkadaslar't
calismalarinda her iki yéntemi de kullanmis ancak mikroplak ydnteminin
degerlendiriimesinin daha objektif ve kantitasyona uygun bir yéntem olmasi
nedeniyle daha gecerli oldugunu bildirmislerdir. Galismamizda kantitasyonu
daha standart olan mikroplak yéntemi kullaniimistir.

Kan kdltlrlerinden izole edilen Candida suslarinin, diger klinik érneklerden
izole edilen suslara gére daha ylksek oranda biyofilm olusturdugu
bildiriimektedir®'6. Calismamizda da, biyofilm olusturan suslarin yaklasik Ucte
birinin (11/33) kan kultlrd izolatlan oldugu ve bu suslarin diger bolgelerden
izole edilenlere gbére daha yuksek oranda biyofilm olusturdugu saptanmistir
[sirasiyla; 11/25 (%44) ve 22/91 (%24)].

Candida biyofilmlerinin flukonazol, amfoterisin B, 5-flusitosin, itrakonazol ve
ketakonazole 30 ile 2000 kere daha direncli olduklari bildiriimistir?*2'. Biyofilmlerin
antifungal ilaclara daha direncli olmasinda antifungal ilaglarin biyofilm matriksine
iyi penetre olamamasi, biyofilm icindeki hlcrelerin daha yavas Uremesi ve
sesil hicrelerin yluzeyindeki degisikliklerin rol oynadidi dusinilmektedir?2. Bu
da kombine ilag tedavisinin uygulanimini giindeme getirmistir®. Calismamizda
sadece planktonik hiicrelerde MiK degerleri arastirimis, flukonazole %28
ve itrakonazole %12 oraninda diren¢ saptanmistir. Amfoterisin B icin direng
sinir de@eri hentiz kesinlik kazanmamistir, ancak direng sinir degeri 1 pg/ml
kabul edildiginde sadece bir susta direng saptanmistir. Kaspofungin direng
sinin hentz belirlenmemis olmasina ragmen, elde edittigimiz MiK50 ve MiK90
degerlerine bakildiginda (Tablo Ill) 6zellikle C.albicans’a kargi oldukca etkili
bir ilag oldugu gérilmistir. izole edilen suslarin MiK degerleri ile kantitatif
biyofilm olusumlari karsilastinldiginda; sadece amfoterisin B icin elde edilen
MIK degerleri ile biyofilm olusumu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
korelasyon tespit edilmistir (p<0.05).

Biyofilm olusturma oranlar yuksek saptanan Candida izolatlarinin ytksek
amfoterisin B MiK degerlerine sahip olmasi ve bu ilacin biyofilmler (izerindeki
etkinliginin 100 kat daha dusuk etkinlik géstermesi gbz éntne alinirsa, tedavide
6nemli bir problem olusturacagi aciktir. Bachmann ve arkadaslari yeni bir antifungal
ilac olan kaspofunginin C.albicans biyofilmlerine karsi terapétik dozlarda oldukca
etkili oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda bu ilacin MK degerleri ile biyofilm
olusturma oranlar arasinda bir korelasyon saptanmamistir. Dolayisiyla Candida
enfeksiyonlarinin tedavisinde iyi bir alternatif olabilece@i disunUimustir.
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Sonug olarak, Candida turleri katetere bagl enfeksiyonlarda énemli bir

etken olarak karsimiza cikmakta ve patogenezde biyofilm olusumu énemli bir
rol oynamaktadir. Albicans disi Candida’larin daha yuksek oranda biyofilm
olusturmalari, ézellikle C.dubliniensis ve C.parapsilosis’in neden oldugu ciddi
enfeksiyon oranlarindaki artisi aciklayabilir. Ayrica artan amfoterisin B MiK
degerleri ile biyofilm olusumu arasinda saptanan korelasyonun, sesil hlcrelerin
planktonik hicrelere gére daha direncli oldugu g6z énine alindiginda, bu ilacin
tedavi basarisizliginin bir géstergesi olabilecedi distnulmustir.
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