Ozgiin Calisma/Original Article Mikrobiyol Bul 2010; 44: 619-631

CANDIDA TURLERININ BiYOFILM OLUSTURAN VE
PLANKTONiIK FORMLARININ ANTIFUNGAL
AJANLARA KARSI IN VITRO DUYARLILIKLARININ
ARASTIRILMASINDA iKi FARKLI YONTEMIN
KARSILASTIRILMASI*

COMPARISON OF TWO DIFFERENT METHODS FOR THE
INVESTIGATION OF IN VITRO SUSCEPTIBILITIES OF
PLANKTONIC AND BIOFILM FORMING CANDIDA SPECIES TO
ANTIFUNGAL AGENTS

Fatma KAYNAK ONURDAG', Selda OZGEN', Ufuk ABBASOGLU', ismail Safa GURCANZ

! Gazi Universitesi Eczacilik Fakdltesi, Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara. (fkaynak@gmail.com)
2 Ankara Universitesi Veteriner Fakdiltesi, Biyoistatistik Anabilim Dali, Ankara.

OZET

Antifungal ajanlarin Candida tiirlerine kargi, minimum inhibitér konsantrasyonu (MiK)'nu belirlemek
icin kullanilan mikrodiliisyon yontemi, bu mikroorganizmalarin hem biyofilm hem de planktonik formla-
ricin halen laboratuvarlarda kullanilan tek yontemdir. Bununla birlikte bircok arastirmada, ayni mikroor-
ganizmanin biyofilm ve planktonik formlarinin in vitro duyarlliklarinda farkhlik oldugu bildirilmistir. Bu
calismada, Candida suslarinin biyofilm olusturan ve planktonik formlarinin antifungal ilaclara karsi duyar-
lliklarinin saptanmasi, elde edilen verilerin karsilastiriimasi ve biyofilmdeki mayalarin duyarlihginin sap-
tanmasinda kullanilan iki farkh yontemin degerlendirilmesi amaclanmistir. Calismada, Candida albicans
ATCC 10231, Candida krusei ATCC 6258 ve Candida parapsilosis ATCC 90028 standart suslari ile birer
adet olmak tizere C.albicans, C.parapsilosis ve Candida tropicalis klinik izolatlar kullanilmigstir. Planktonik
formlarin duyarliliklarinin saptanmasinda mikrodiliisyon yontemi, CLSI M27-A3 standartlarina gore uy-
gulanmis ve flukonazol, itrakonazol, flusitozin, amfoterisin B ve nistatin icin MiK degerleri belirlenmistir.
Calismaya alinan suslarin biyofilm formlarinin duyarlliklari ise ayni antifungal ilaclara kargi Calgary biyo-
film yontemi (CBY) ve BioTimer yontemi (BTY) ile arastiriimig ve minimum biyofilm eradikasyon konsant-
rasyonu (MBEK) ve minimum biyofilm inhibisyon konsantrasyonu (MBIK) degerleri saptanmistir. Calis-
mamizda, MIK ile CBY-MBEK degerleri arasinda, CBY-MBEK ile BTY-MBEK degerleri arasinda ve CBY-
MBEK ile BTY-MBIK degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0.05). Genel ola-
rak, CBY-MBEK degerleri MiK degerlerinden daha yiiksektir. Ancak biyofilmdeki mikroorganizmalarin asil

* Bu calisma, Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan (02/2009-17) desteklenmis ve “Central European
Symposium on Antimicrobial Resistance (CESAR)” sempozyumunda (Zadar, Hirvatistan, 2009) poster bildirisi olarak
sunulmustur.

Gelis Tarihi: 21.04.2010 * Kabul Edilis Tarihi: 03.08.2010



Candida Turlerinin Biyofilm Olusturan ve Planktonik Formlarinin Antifungal Ajanlara

Karsl In Vitro Duyarliliklarinin Arastinimasinda Iki Farkli Yontemin Karsilastiriimasi

sayisi tespit edilemediginden, MBEK dederleri her zaman dogru sonuc¢ vermemektedir. Bununla birlikte
calismamizda elde edilen BTY-MBIK degerleri de, genellikle MBEK degerlerinden daha diisiik ve MIK de-
gerlerinden daha yiiksektir. Sonuclar degerlendirildiginde yalnizca flusitozin (p= 0.002) ve itrakonazoliin
(p= 0.025) MBEK degerleri acisindan yontemler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmistir.
Yine flusitozin (p= 0.001) ve itrakonazol (p= 0.001) i¢cin, CBY-MBEK ve BTY-MBIK degerleri arasinda an-
lamh fark tespit edilirken, diger antifungal ilaclarda, bu degerler arasindaki fark da istatistiksel olarak an-
lamli degildir (p> 0.05). Bu bulgular, biyofilm olusturan Candida suslarinin da in vitro duyarhliklarinin sap-
tanmasi gerektigini desteklerken, ilaclarin etki mekanizmalarina ve mikroorganizmalarin ilk inokilum
konsantrasyonlarina bagl olarak elde edilecek olan MBEK ve MBIK degerlerinin her zaman MiK degerle-
rinden daha yuksek olmayabilecegini de gostermektedir.

Anahtar sozciikler: Candida, duyarlilik, planktonik, biyofilm, antifungal ajan, Calgary biyofilm ydntemi,
BioTimer yontemi.

ABSTRACT

Microdilution method that determines the minimum inhibitory concentrations (MIC) of antifungal
agents against Candida spp. is still the only method used in laboratories for both biofilm and planktonic
forms. However, it was determined in several studies that there were susceptibility differences between
the biofilm and planktonic forms of the same microorganism. The aims of this study were the determina-
tion of in vitro susceptibilities of planktonic and biofilm forms of Candida strains against antifungal agents,
the comparison of the data obtained from planktonic and biofilm forms and the evaluation of two diffe-
rent methods used for the detection of susceptibilities of biofilm forms. Candida albicans ATCC 10231,
Candida parapsilosis ATCC 90028 and Candida krusei ATCC 6258 were used as reference strains together
with clinical isolates of one of each C.albicans, C.parapsilosis and Candida tropicalis. Microdilution method
was used to determine the susceptibilities of planktonic forms of the strains according to CLSI M27-A3
standards, and MIC values of fluconazole, itraconazole, flucytosine, amphotericin B and nystatin were de-
termined. For the detection of antifungal susceptibilities of Candida spp. biofilm forms, Calgary biofilm
method (CBM) and BioTimer assay (BTA) were used, and minimum biofilm eradication concentration
(MBEC) and minimum biofilm inhibition concentration (MBIC) values of the same antifungals were deter-
mined. The difference between MIC and CBM-MBEC, CBM-MBEC and BTA-MBEC, CBM-MBEC and BTA-
MBIC values were found statistically significant (p< 0.05). In general CBM-MBEC values were found to be
higher than MIC values. However, MBEC values were not always very reliable since the exact number of
the microorganisms in biofilm can not be determined. BTA-MBIC values were also generally lower than
the MBEC values and higher than the MIC values. Statistically significant difference between two methods
was determined only for the MBEC values of flucytosine (p= 0.002) and itraconazole (p= 0.025). For flucy-
tosine (p= 0.001) and itraconazole (p=0.001), there was also a significant difference between CBM-MBEC
and BTA-MBIC values, however, the difference was not significant (p> 0.05) for the other antifungal
agents. These findings supported that antifungal susceptibilities of biofilm forming Candida strains should
also be investigated. However, MBEC and MBIC of the antifungal agents should not always be expected
to be higher than the MIC values since the mechanism of action of the specific antifungal agents and the
first inoculum concentration of the microorganisms might differ.

Key words: Candida, susceptibility, planktonic, biofilm, antifungal agent, Calgary biofilm method, BioTi-
mer assay.

GIiRiS
“Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)”, M27-A3 protokoliinde, mayala-
rin antifungal ilaglara in vitro duyarlihgini saptamak icin standardize bir mikrodiltisyon
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metodu tanimlamistir’. Ancak mikroorganizmalarin planktonik formlarinin minimum in-
hibitor konsantrasyon (MIK) degerleri biyofilm formlarin MIK degerlerinden oldukga di-
stik olabilmektedir?.

Candida albicans, genellikle klinik bir hastalik olusturmadan deri ve mukoz membran-
larda kolonize olabilen bir mayadir. Bununla birlikte steril viicut bolgelerine ulasip enfek-
siyona yol actiinda tedavi oldukc¢a gli¢ olabilmektedir. Candida enfeksiyonlari, en sik
gorulen hastane enfeksiyonlari arasinda dordiincu sirada yer almasina ragmen, morbidi-
te ve mortalite orani digerlerine gére daha yUksektir3'4. Kateter ile iliskili enfeksiyonlar-
da genellikle antifungal tedaviye cevap alinamadigindan kateterin ¢ekilmesi gerekebil-
mektedir?#. Enfeksiyonlardan en sik izole edilen etken C.albicans olmakla birlikte, diger
Candida turleri de son yillarda giderek artan oranlarda izole edilmektedir. Candida parap-
silosis, insandan en sik izole edilen ikinci fungal patojendir>. Candida biyofilmlerinin olu-
sumu, antimikrobiyal tedaviye artan oranda direnc ile seyreden mukozal ve sistemik en-
feksiyonlarin gelismesi ile iliskilidir6-8.

Biyofilm, etrafi kendi olusturdugu polimerik bir matriksle cevrili olarak canl ya da can-
siz bir yiizeye tutunan mikroorganizma toplulugu olarak tanimlanmaktadir’. Matriks
komponentleri; ekzopolisakkaritler, proteinler, niikleik asitler ya da planktonik hiicrelere
kiyasla hiicrelerin korunmasi acisindan bircok avantaj sagladigi diistinilen ve ekstrapoli-
merik maddeler (EPS) olarak tanimlanan diger bazi maddeler olabilir?. Biyofilmler, EPS
matriks icerisinde serpistirilmis hiicre kiimelerinden olusan heterojen hiicre katmanlari-
dir ve kendi icinde yogunluk farkliliklari vardir®. Candida biyofilmleri, bir yiizeye a§ sek-
linde baglanmis olup iki tabakali, mayalar, hifler ve yalanci hiflerden olusan yapidir. Alt-
taki tabaka maya hiicrelerinden, daha kalin olan Ustteki tabaka ise hiflerden meydana
gelmi§tir1°. Biyofilm olusumundaki ilk basamak, maya formunun cisim ytizeyine tutun-
masi ve bunu takip eden 3-7 saat icerisinde germ tiip olusumunun gorilmesidir. Matur
biyofilm maya, hif ve psédohif formlarinin hepsini icerir*.

C.albicans enfeksiyonlar, biyofilm ile iligkilidir. Biyofilm, mikroorganizmanin antifun-
gal duyarliligini degistirmesine ragmen, C.albicans izolatlarinin antifungal ajanlara olan
duyarliliklari genellikle planktonik formlarinda incelenmektedir. Planktonik formlarin MiK
degerleri ise biyofilm formlarin MiK degerlerinden oldukca farkli olabilmektedir?. Biyo-
film olusturan mikroorganizmalarin, antibiyotiklere planktonik formlarindan daha di-
rencli olduklar ve planktonik formlara gére saptanan antibiyotik duyarliliklari ile biyofilm
enfeksiyonlarinin tedavi edilemedigi bilinmektedir''. Bu nedenle, biyofilm olusturan kli-
nik izolatlarin in vitro duyarliliklarinin saptanmasinin 6nemi aciktir. Biyofilm olusturan
bakterilerin in vitro duyarliiklarinin saptanmasinda kullanilan bazi yontemler vardir.
“Calgary Biyofilm Yontemi (CBY)” en popiiler olan yontemdir ve minimum biyofilm era-
dikasyon konsantrasyonu (MBEK)'nu saptar''"'2. MBEK, bakteriyel biyofilmi yok eden
minimum konsantrasyondur'3. Ancak daha énce bildirilen baska yontemlerde de oldu-
gu gibi'3® CBY ile mikrobiyal antibiyotik duyarlilik calismalarindaki MBEK testleri, biyo-
filmdeki bakterilerin asil sayisini tespit edememektedir. Inokiilum miktari da duyarlilik
testleri icin 6nemli oldugundan, bu yontemlerle saptanan MBEK degerleri hatali olabil-
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mektedir. Pantanella ve arkadaslarinin'!, 2008 yilinda tanimladiklari “BioTimer Yontemi
(BTY)" ise biyofilm icindeki stafilokoklarin kolaylikla sayilmasini saglayan bir baska yon-
temdir. Bu yontemde, bakterinin metabolizmasina bagl olarak renk degistiren fenol kir-
mizisi indikator olarak kullanilarak, olusan renk degisimine bagh biyofilm tabakada bulu-
nan bakteri sayisi hesaplanmaktadir.

Bu calismada, siklikla kullanilan CBY ve yeni bir yontem olan BTY ile biyofilmdeki ma-
yalarin antifungal ilaglara karsi olan duyarliliklarinin saptanmasi, biyofilm olusturan ve
planktonik maya formlarinin duyarhliklarinin karsilastiriimasi ve bu yontemlerin avantaj-
larinin degerlendirilmesi amaclanmistir. CBY ve BTY, biyofilmdeki mayalarin antifungal
ilaclara olan duyarliliklarinin saptanmasi icin kullanilmis, planktonik formlarin MiK deger-
leri ise CLSI standartlarina gore mikrodillisyon yontemi ile hesaplanmustir.

GEREC ve YONTEM
Mikroorganizmalar

Calismada, C.albicans ATCC 10231, Candida krusei ATCC 6258 ve C.parapsilosis ATCC
90028 standart suslari ve daha 6nceki calismalarimizda'’-18 kullanilan tic Candida klinik
izolati (C.albicans, C.parapsilosis ve Candida tropicalis) kullanild.

Mikrodiliisyon Yontemi

Flukonazol, itrakonazol, flusitozin, amfoterisin B ve nistatinin stok sollsyonlari kullani-
larak, 96 kuyucuklu mikroplaklarda, MOPS ile pH: 7’ye tamponlanmis L-glutamin iceren
RPMI 1640 besiyerinde 4096-0.0625 pg/ml araliginda konsantrasyonlari elde edilecek
sekilde sulandirildi. Mikrodiliisyon yonteminde CLSI M27-A3 standartlari uygulandi’.
inokilasyon icin, McFarland 0.5 yogunluguna ayarlanan maya stspansiyonu 1/100 ve
bunu takiben 1/20 oraninda seyreltilerek hazirlandi (2.5 x 103 cfu/ml). Mikroplaklar
35°C’de 24-48 saat inkiibe edildi ve Gremeyi inhibe eden en disik ila¢ konsantrasyonu
MIK degeri olarak belirlendi.

Biyofilm Olusumunun Gosterilmesi

Suslarda biyofilm olusumunun gosterilmesi icin, Abdi-Ali ve arkadaslarinin'® uygula-
digr modifiye bir mikrotitre plak yontemi kullanildi. Calismada kullanilan tim suslar bi-
yofilm olusumu agisindan pozitifti. Maya hiicreleri, Sabouraud dekstroz agar (SDA) be-
siyerinde 35°C’de 48 saat inkiibe edilip %5 glukoz iceren SDA besiyerine pasajlandi. in-
kiibasyonu takiben %5 glukoz iceren Sabouraud Liquid Medium (SLM) iceren sivi besi-
yerine aktarildi. Bir maya susu icin sivi kiiltirden 100’er pl alinarak 96 cukurlu mikropla-
gin 6 cukuruna eklendi. inkiibasyondan sonra cukurlar 0.01 M potasyum fosfat tampo-
nu (PBS) ile yikandi. 150 pl metanol ile 10 dakika fikse edildikten sonra 150 pl kristal vi-
yole eklenerek 20 dakika boyandi. Plaklar musluk suyu ile yikandiktan sonra 150 pl
%33’lik glasiyal asetik asit eklenerek optik okuyucuda okutuldu.

Calgary Biyofilm Yontemi

Candida suslarinin biyofilm formlarina kargi antifungal ilaglarin MBEK degerleri “MBEC
Assay™ for High-throughput Screening (HTP)” testi ile Uretici firmanin 6nerilerine gore
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(Innovotech Inc, Kanada) tespit edildi. Bu testte kullanilan mikroplaklar iki kissmdan olus-
maktadir. Ust kisim, {izerinde 96 adet cikinti olan polistiren bir kapak olup, bu ¢ikintilar
testin ikinci kismini olusturan 96 cukurlu plaga oturmaktadir. Calismada, pasajlar yapi-
larak McFarland 1 standardina gore hazirlanan maya suspansiyonu, oluklu plak icerisine
steril pipet ile aktarildi. Plagin ¢ikintili kapak kismi bu oluklu plagin Gzerine yerlestirilerek
calkalayici tablada (Rotary shaker) 9-16° egimde ve dakikada 3-5 kez sallanacak sekilde
inklibe edildi. Bagka bir 96 cukurlu mikroplakta, MOPS ile pH: 7’ye tamponlanmus, L-glu-
tamin iceren RPMI-1640 besiyeri icerisinde antifungal ilaclarin cift kat sulandirimlari ya-
pildi. Inkiibasyon sonrasi oluklu plagin kapak kismi, antifungal ilaclarin sulandirimlarini
iceren plaga gecirilerek 35°C’de 48 saat inkiibe edildi. Daha sonra kapak kismi steril se-
rum fizyolojik ile iki kez yikandi ve antifungal ilaclar icin nétralizan iceren besiyeri bulu-
nan bir baska mikroplaga kapatilarak sonikatorde 30 dakika bekletildi. Notralizan olarak
kullanilan besiyeri retici firmanin (Innovotech) 6nerilerine gore hazirlandi. Kisaca; 1.0 g
L-histidin, 1.0 g L-sistein, 2.0 g indirgenmis glutatyon, distile su ile 20 ml’ye tamamla-
nip milipor filtre ile sterilize edildi. SLM besiyeri hazirlanip, 1 L besiyerine 20 g saponin
ve 10 g Tween-80 eklendi. Besiyerinin pH’si 7.0 £ 0.2'ye ayarlanip her 20 ml besiyerine
500 pl notralizan eklenerek kullanildi. Daha sonra mikroplagin kapadi ¢ikarilarak yeni bir
kapak takildi ve 35°C’de 48 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi, makroskobik olarak
dremeyi durduran en dustik ila¢ konsantrasyonu CBY-MBEK olarak degerlendirildi.

BioTimer Yontemi

BTY’de, fenol kirmizisi iceren SLM besiyeri ile calisildi. Bu yontemde; mikroorganizma-
nin metabolizmasina ve dolayl olarak da konsantrasyonuna bagli olarak, besiyerindeki
fenol kirmizisinin renginin kirmizidan sariya dogru degisimi icin gecen sire Olclilerek, ilk
fungal konsantrasyonla arasinda iliski kuruldu. Renk degisimi icin gereken sureyi 0. za-
mandan baslayarak gosteren bir egri cizildi. Bu egriyi cizebilmek icin, bir gece inkiibe
edilmis 0.2 ml taze maya kiltlrd 1.8 ml fenol kirmizisi iceren SLM besiyerine eklenip, 1
ml fenol kirmizili SLM besiyeri icerisinde cift katli sulandirrmlarla 24 cukurlu mikroplak-
larda sulandirildi ve es zamanl olarak SDA plaklarina pasajlanarak koloni olusturan birim
(KOB) tespit edildi. Mikroplaklar 35°C’de calkalanmadan inkiibe edildi. Fenol kirmizili
besiyerinin rengi dakikada bir kez not edildi ve her sulandirm icin besiyerinin renginin
degismesi icin gereken sire kaydedildi. Bu asamadan sonra log,, KOB’a karsi zaman
grafigi cizildi.

Mayalarin biyofilm icerisinde Gremesi icin, 37°C’de glukoz iceren SLM icerisinde 5
mm c¢apinda cam boncuk varliginda inkibe edildi. inkiibasyon sonrasi kolonize olan
cam boncuklar steril tuzlu su ile {i¢ kez yikandi ve 1 ml fenol kirmizili SLM besiyeri bu
boncuklarla inokule edildi. Besiyeri 35°C’de inkiibe edilerek renk degisimi not edildi.
Onceden hazirlanmis olan egri kullanilarak cam boncuktaki biyofilmde bulunan mik-
roorganizma sayisi hesaplandi. Antifungal ilaglarin sulandirimlari fenol kirmizih SLM
besiyeri ile 24 cukurlu mikroplaklarda yapildi ve her sulandirrm 1 cam boncukla ino-
kile edildi. Bir gecelik inkiibasyondan sonra, renk degisimine neden olmayan en du-
stk ilag konsantrasyonu BTY-MBEK olarak saptandi. Cam boncuklarin antifungal ilag
icermeyen besiyeri icerisine alinarak tekrar bir gecelik inkiibasyonunu takiben, renk
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degisimine neden olmayan en distik ila¢c konsantrasyonu ise minimum biyofilm inhi-
bisyon konsantrasyonu (MBIK) olarak kabul edildi.

Boncuklarin yiizeyinde biyofilm tabakasi olusup olusmadigini kontrol etmek amaciyla
cam boncuklar modifiye mikrotitre mikroplak yontemi cukurlarina atilarak yontem tek-
rarlandi ve tim suglarda biyofilm olusumu dogrulandi.

istatistiksel Analiz

Degisim katsayisinin ylzdesi (%CV); standart sapma/aritmetik ortalama x 100 formu-
[i ile hesaplandi. Konsantrasyon degerleri arasindaki farklilik “One-Way ANOVA” ile in-
celendi; farkliiga neden olan degerler “Tukey” yontemi ile belirlendi.

BULGULAR

Maya hticrelerinin metabolizmasina ve dolayli olarak da konsantrasyonuna bagh ola-
rak besiyerindeki fenol kirmizisinin renginin kirmizidan sarlya dogru degisimi icin gecen
siireyi Olcerek ilk fungal konsantrasyonla arasinda iliski kurulabilmesi icin renk degisimi
icin gereken sureyi 0. zamandan baslayarak gosteren bir egri ¢izilmistir. Tim suslar icin
zamana karsilik gelen logKOB degerleri, Tablo I'de belirtilen dogru denklemleri kullani-
larak hesaplanmustir. Ornek olmasi acisindan Candida albicans ATCC 10231 icin zamana
karsi cizilen logKOB grafigi Sekil 1'de gosterilmistir.

Suslarin biyofilm yapma 6zellikleri modifiye mikrotitre mikroplak yontemi ile arastiril-
mig ve biyofilm yapma 6zelligi pozitif olan suslar calismaya alinmistir. Resim 1’de biyo-
film pozitif ve biyofilm negatif suslarin mikroplaktaki goriiniimleri gorilmektedir.

Calismaya alinan Candida suglari icin elde edilen MiK degerleri, CLSI 6nerileri dogrul-
tusunda mikrodilisyon yontemi ile tespit edilmis ve MIK degerleri Tablo II’de verilmis-
tir.

BTY ile cizilen kalibrasyon egrilerindeki stire dikkate alinarak, yontemde kullanilan ma-
yalarin ilk inokilum konsantrasyonlari tespit edilmis ve Tablo lll'te sunulmustur.

BTY ile saptanan MBEK ve MBIK degerleri ile CBY ile saptanan MBEK degerleri ise Tab-
lo IV'te gosterilmistir.

Tablo I. Tiim Suslar Icin Saptanan Denklemler ve Dogrusal Katsayilar

y degeri R? degeri
C.albicans ATCC 10231 -0.0025x + 5.7727 0.9974
C.parapsilosis ATCC 90028 -0.001x + 5.7473 0.9935
C.krusei ATCC 6258 -0.002x + 5.8684 0.9881
C.albicans izolati -0.0028x + 5.6025 0.9862
C.tropicalis izolati -0.0034x + 5.953 0.9900
C.parapsilosis izolat -0.0012x + 6.1935 0.9924
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Sekil 1. Candida albicans ATCC 10231 icin zamana karsi ¢izilen logKOB grafigi.

Resim 1. Biyofilm poczitif (1 ve 3) ve biyofilm negatif (2) suslarin gértinimdi.

istatistiksel incelemede, %CV degeri yaklasik %5 civarinda bulunmus ve denemelerin
homojen oldugunu gostermistir.

Flusitozin i¢in MIK degerleri, CBY-MBEK, BTY-MBEK ve BTY-MBIK degerlerinden diisiik
olup, MiK ile CBY-MBEK degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
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Tablo II. Antifungal llaglarin MIK Degerleri

Antifungal ilaclar (ug/ml)

Suslar Flusitozin Amfoterisin B Nistatin Flukonazol itrakonazol
C.albicans ATCC 10231 0.25 8 4 0.5 0.25
C.parapsilosis ATCC 90028 0.125 1 4 1 0.125
C.krusei ATCC 6258 2 2 4 32 0.5
C.albicans izolati 0.25 2 4 64 64
C.tropicalis izolati 0.25 4 4 64 64
C.parapsilosis izolati 0.25 2 4 1 0.25

MIK: Minimum inhibitér konsantrasyonu.

Tablo Ill. Biyofilm Formlariin llk inokiilum Konsantrasyonlari (KOB/Cam Boncuk)

Planktonik form Biyofilm form
Suslar KOB/ml Siire (dakika) KOB/cam boncuk  Siire (dakika)
C.parapsilosis 6.7 £0.16 x 10* 900 + 0.001 6.54 x 103 1931.67 £1.67
ATCC 90028
C.albicans 5.4+0.37 x10% 408 + 8 1.82 x 10! 1805 + 2.89
ATCC 10231
C.krusei 6.68 +0.18 x 10% 451.67 £ 1.67 1.78 x 102 1810 + 2.89
ATCC 6258
C.albicans 2.34+0.03 x 10* 423 +£1.155 0.35x 10! 1805 + 2.89
izolati
C.tropicalis 2.86 +0.07 x 10* 448.3 + 1.67 1.53 x 10% 520 + 2.89
izolati
C.parapsilosis 45+0.26x10* 1273 £ 1 1.69 x 10% 1640 + 0.001
izolati

(p< 0.05). llging olarak C.albicans ATCC 10231 i¢in amfoterisin B'nin MIK degeri, CBY-
MBEK degerine esitken, BTY-MBEK ve BTY-MBIK degerlerinden daha y(ksektir. Diger sus-
lar icin elde edilen MIK degerleri ise CBY-MBEK degerlerinden daha dustiktir. Bununla
birlikte, C.parapsilosis ATCC 90028 susu ve C.parapsilosis izolati icin elde edilen BTY-
MBEK ve BTY-MBIK degerleri de MiK degerinden daha yiiksektir. Tum degerler birbiri ile
kiyaslandiginda, MiK, CBY-MBEK, BTY-MBEK ve BTY-MBIK degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark yoktur (p> 0.05).

Nistatinin MiK degerleri, tim suslar icin CBY-MBEK ve BTY-MBEK degerlerinden daha
disuktar. Bununla birlikte, C.albicans ATCC 10231, C.parapsilosis ATCC 90028 ve C.albi-
cans izolati icin, BTY-MBIK degerleri MIK degerlerinden daha dustktir. CBY-MBEK de-
gerleri BTY-MBEK degerlerine esit ya da daha dusiik iken, C.parapsilosis izolati haricinde-
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ki tim suslar icin, BTY-MBIK degerlerinden daha yiiksektir. MiK degerleri ile BTY-MBEK
degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0.05).

Flukonazol icin MIK degerleri, diger iki yontemle elde edilen degerlerden daha disUik-
ken, flukonazole direncli olan C.albicans izolati icin elde edilen MIK degeri, BTY-MBEK ve
BTY-MBIK degerlerinden daha ytiksektir. Flukonazol icin elde edilen degerler arasinda is-
tatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p> 0.05).

itrakonazoliin de C.albicans izolati icin elde edilen MIK degeri, CBY-MBEK ve BTY-
MBIK degerlerinden daha yiiksektir. CBY-MBEK degerleri ile diger tim degerler arasin-
daki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0.05).

TARTISMA

Tedaviye direng gosteren inatci enfeksiyonlarin tedavisinde, biyofilm formlarinin anti-
biyotik duyarliliklarinin saptanmasi da 6nemli bir husustur. Candida biyofilmleri, antimik-
robiyal tedaviye yanit vermeyen mukozal ve sistemik enfeksiyonlarla iliskilidir>'! ve Can-
dida turlerinin hem biyofilm hem de planktonik formlarinin antifungal ajanlara duyarli-
liklarinin saptanmasinda bugiin hala tek ydntem MIK degerlerini saptayan mikrodiliisyon
yontemidir. Bununla birlikte bircok calismada biyofilm ve planktonik formlarin duyarllk-
lari arasindaki farklar bildirilmistir>620-22,

Biyofilm olusturan formlarin in vitro antifungal duyarhliklarinin saptanmasina olan ih-
tiya¢c nedeniyle bircok arastirmaci degisik teknikler kullanarak biyofilm enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilacak etkili antimikrobiyal konsantrasyonunu saptamayi amaclamislar-
dir. 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino) carbonyl]-2H-tetrazoli-
um hydroxide (XTT) reduksiyon yontemi, kuru agirlik élciimleri ya da radyoizotop kul-
lanilan yontemler, CBY gibi yeni yontemler, biyofilm ve planktonik formlarin duyarllk-
larinin saptanmasinda kullanilan farkli yontemlerdir>'223. Bununla birlikte, bu yontem-
lerle biyofilm icerisindeki mikroorganizma yogunlugu saptanamamakta, ancak elektron
mikroskobik yontemlerle biyofilmin kalinligi olctilebilmektedir. Pantanella ve arkadasla-
n'!, BTY adi verilen ve biyofilm icerisindeki stafilokoklari sayarak, antibiyotiklerin MBEK
ve MBIK degerlerinin hesaplandigi yeni bir ydntem énermislerdir. Calismamizda bu yon-
tem, Candida suslari icin modifiye edilerek kullanilmugtir.

Hawser ve Douglas23 degisik kateter ylzeylerinde biyofilm olusumunu gosteren mo-
nitorize bir sistem kullanarak C.albicans biyofilmlerinin antifungal ajanlara cok yuksek di-
reng gosterdigini bildirmislerdir. Kuhn ve arkadaslar® C.albicans ve C.parapsilosis biyo-
filmlerinin antifungal duyarliliklarini XTT yontemi ile arastirmislar ve lipozomal amfoteri-
sin B’nin C.albicans biyofilmleri izerine, planktonik formlarin MiK degerlerine benzer in-
hibitor aktivite gosterdigini saptamuslardir. Ayni ¢alismada, vorikonazol ve ravukonazo-
[in planktonik formlara karsi inhibitor etki gosterirken biyofilm formlari etkilemedigi sap-
tanmistir’. Ceri ve arkadaslari'2, CBY ile biyofilm ve planktonik formlarin antibiyotik du-
yarliliklari arasinda 100-1000 kat fark bulundugunu bildirmislerdir. Shuford ve arkadas-
lari® da, planktonik MiK90 ve biyofilm MiK90 degerlerini amfoterisin B, vorikonazol ve
kaspofungin icin sirasiyla 0.25 ve 2, 0.06 ve > 256, 0.5 ve 2 ug/ml olarak bildirmislerdir.
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Bir diger calismada, idrar 6rneklerinden izole edilen Candida suglarinin planktonik ve bi-
yofilm formlarinin duyarlliklari XTT yontemiyle calisilmis; C.albicans’in planktonik ve bi-
yofilm formlarinin amfoterisin B’ye duyarhliklar sirasiyla 0.06-0.25 pg/ml ve 0.125-16
pug/ml olarak bulunmustur?2. Chandra ve arkadaslar®®, Candida biyofilmlerinin erken,
orta ve olgun fazlarina karsi amfoterisin B, nistatin, flukonazol ve klorheksidinin in vitro
aktivitelerini arastirmig ve MIK degerlerini karsilastirmislardir. Bu arastiricilar, biyofilm
formlarinin ilag direnclerinin, hiicrelerin metabolik aktivitesinden ¢ok olgunlagsma faziyla
ilgili oldugunu saptamislar; Candida biyofilmlerine karsi in vitro flukonazol direncini
planktonik formundan 256 kat daha fazla oldugunu gostermisler; amfoterisin B ve nis-
tatin icin duyarliliklar karsilastirildiginda, biyofilm formlari icin amfoterisin B’'de 32 kat,
nistatin icin 16 kat daha yiiksek MIK degerleri bildirmislerdir?°.

Calismamizda, tim suglar icin, flusitozin ve itrakonazol icin tespit edilen MIK deger-
leri, BTY-MBEK ve BTY-MBIK degerlerinden daha diisiik ya da esit bulunmustur. Bu
ilaclar icin saptadigimiz MBIK degerleri de, MBEK degerlerinden daha disik ya da
esitti. MBEK degerleri; biyofilmdeki mikroorganizmanin %100’Gnu olduren ilag kon-
santrasyonu olarak tanimlandigindan, MBIK degerlerinin MBEK degerlerinden daha
dusiik ya da esit olmasi beklenilen bir sonuctur. Bircok calismada20-22 belirtildigi gibi
MIK degerlerinin MBEK ve MBIK degerlerinden daha dustk olmasi da calisma sonug-
larimizla uyumludur.

Amfoterisin B icin elde edilen MiK ve CBY-MBEK degerlerine bakildiginda; beklenildi-
Ji gibi MBEK degerleri MiK degerlerinden daha yiiksek ya da esit bulunmustur. Bunun-
la birlikte, BTY-MBEK degerleri ve BTY-MBIK degerleri yalnizca C.parapsilosis ATCC 90028
ve C.parapsilosis izolati icin MIK degerlerinden daha yiiksek bulunmus, diger suslar icin
elde edilen MIK degerleri MBEK ve MBIK degerlerinden daha yiksek bulunmustur.

Nistatin icin, MBEK degerleri tim suslar icin MIK degerlerinden daha ylksek olarak
tespit edilmistir. Bununla birlikte, yalnizca C.parapsilosis izolati icin elde edilen MBIK de-
geri MIK degerinden daha yiiksektir. Bu bulgular, diger bazi arastiricilarin®2%22 sonucla-
r ile uyumsuz gorilmekle birlikte, calismamizda farkli suslarin biyofilm formlarinin fark-
I antifungal ajanlar icin elde edilen duyarlilik sonuclarinin degiskenlik gosterebileceginin
vurgulanmasi acisindan énemli oldugu duslindlmektedir. Ayrica, C.parapsilosis standart
susu ve C.parapsilosis izolati icin elde edilen sonuglar, yukarida bahsedilen arastiricilarin
sonuglari ile uyumludur. Zira bu iki susun BTY ile saptanan inokulim konsantrasyonlari-
nin, planktonik formlarin inokulim konsantrasyonlarina denk oldugu gorilmektedir. Du-
suk MBIK degerleri, amfoterisin B ve nistatinin her ikisinin de fungal hiicre membraninin
bir komponenti olan ergosterol ile etkileserek etki gostermesiyle iliskilendirilebilecegdi gi-
bi, mayalarin inokilum konsantrasyonunun planktonik formlarinin inokilum konsantras-
yonu ile denk olmasinin da 6nemli oldugu distinilmektedir.

Sonug olarak, calismamizda in vitro antifungal duyarlilik testleri uygulanirken, ayni su-
sun planktonik ve biyofilm formlarinin duyarliliklarindaki farkliliklarin g6z ardi edilmeme-
si gerektigi, ancak planktonik formlarinin MIK degerlerinin tespit edilmesinde ¢ok 6nem-
li bir asama olan ilk inokilum konsantrasyonunun belirlenmesinin biyofilm formlari icin
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uygulanan duyarllik testlerinde de 6nemli oldugu tespit edilmistir. ilk inokilum konsant-
rasyonu (biyofilmdeki maya hiicresi sayisi) bilinmeyen CBY ile saptanan MBEK degerle-
rinin, genel olarak daha yliksek bulunmasi, ilk inokiilum konsantrasyonlarinin daha yuk-
sek olmasindan kaynaklanabilir. Bu nedenle BTY'nin daha guvenilir bir ydntem oldugu
distnulmektedir. Ayrica, farkli etki mekanizmalarina sahip ilaclar arasinda biyofilm olus-
turan ve planktonik formlarin ila¢ duyarliliklari arasinda farkliliklar olabilecegi, bazi ilac-
lar icin biyofilm formlari planktonik formlara gore ¢cok daha direncliyken, bazi ilaglar icin
iki formun duyarhliklari arasinda fark olmayabilecegi, hatta biyofilm olusturan formlarin
daha duyarl olabilecegi gorilmis ve ilacin etki mekanizmasinin da hesaba katilarak ile-
ri calismalar yapilmasinin uygun oldugu distnulmdastar.
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