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idrar yolu enfeksiyonlarinda etken olan Candida tiirlerinin sikhigi artis gostermekte, bu durum
yogun bakim Uniteleri basta olmak tizere nozokomiyal idrar yolu enfeksiyonlarinda 6ne ¢ikmaktadir.
Mantarin virllansina katkida bulunan biyofilm olusturma yetenegi, ozellikle biyomateryal ile iliskili
enfeksiyonlarin patogenezinde rol oynamakta ve tedavi basarisizhgr icin risk olusturmaktadir. Bu
calismada, Uriner kateteri olan ve olmayan hastalarin idrar kiiltirlerinden izole edilen Candida suslarinda
biyofilm olusturma yeteneginin karsilastirilmasi ve biyofilm varliginda antifungal duyarliliktaki degisimin
arastirlmasi amaclanmistir. Calismaya, Uriner kateteri olan hastalara ait idrar kiiltiirlerinden izole edilen
25 (10 C.tropicalis, 6 C.glabrata, 4 C.albicans, 4 C.parapsilosis, 1 C.krusei) ve olmayan hastalara ait 25 (8
C.tropicalis, 6 C.albicans, 4 C.krusei, 3 C.parapsilosis, 2 C.kefyr, 1 C.glabrata, 1 C.lusitaniae) olmak lizere
toplam 50 Candida susu alinmistir. Biyofilm olusturma yetenegi Kongo kirmizili agar (KKA) ve mikroplakta
XTT [2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksanilid] indirgenmesi yontemleriyle
arastinlmustir. Flukonazol (FLU) ve amfoterisin B (AMP-B) duyarliliklari, planktonik hiicrelerde Clinical and
Laboratory Standards Institute onerilerine uygun olarak referans mikrodillisyon; biyofilm varliginda ise
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XTT indirgenmesi yontemiyle saptanmistir. KKA yontemi ile suslarin 12'sinde (%24), XTT indirgenmesi
yontemiyle ise timiinde (%100) biyofilm olusumu gosterilmistir. KKA yontemi ile test edilen C.albicans
(n=10) ve C.tropicalis (n= 18) suslarindan hicbirinde biyofilm pozitifligi saptanamamis; ancak, bu suslar
XTT indirgenmesi yontemiyle gliclii biyofilm pozitif bulunmustur. Uriner kateter varhigi ile izolatin
biyofilm olusturma 0zelligi arasinda anlamli bir iliski gézlenmemistir (p> 0.05). Bu durumun biyofilm
olusturan suslarin, daha enfeksiyonun baslangi¢c asamasinda mesane mukozasina tutunmada avantajli
olmasindan kaynaklanabilecegi diistintilmiistir. Tim suslar icin minimum inhibitér konsantrasyon (MiK)
degerleri, planktonik formda FLU ve AMP-B icin klinik diren¢ sinir de@erlerinin veya epidemiyolojik esik
degerlerin altinda bulunmustur. Biyofilm varliginda test edilen izolatlarin timiu FLU’ya direncli hale
gelmistir. Benzer sekilde, suslarin hicbirisinde test edilen en yiiksek AMP-B konsantrasyonu olan 8 ug/
ml ile standart ydntemde MIK tespitinde dnerilen %100 inhibisyon saglanamamistir. Degerlendirme
%80 inhibisyona gére yapildiginda, yalnizca 14’inde (%28) biyofilm varligindaki AMP-B MiK degeri
tlire 6zgli epidemiyolojik esik degerin altinda kalmistir. Sonug olarak Uriner kateter varligi ile idrar yolu
enfeksiyonu etkeni olan Candida suslarinin biyofilm olusturma yetenegi arasinda iligki saptanmamustir.
Candida tirlerinde biyofilm olusturma yeteneginin arastinimasi icin XTT indirgenmesi yonteminin, KKA
yontemine gore daha giivenilir sonug verdigi gozlenmistir. Ek olarak, KKA yontemi ile C.albicans ve
C.tropicalis gibi sik izole edilen tirlerde biyofilm pozitifliginin saptanamamasi da dikkati ¢cekmistir. Test
edilen suslarin timinde, biyofilm varliginda FLU etkinliginin kayboldugu goézlenmis; AMP-B ise %100
inhibisyon saglayamadigi gibi, %80 inhibisyon temel alindiginda bile susa gére degiskenlik gostermistir.

Anahtar sozciikler: Candida;, biyofilm; antifungal duyarlilik; idrar yolu enfeksiyonu, triner kateter.

ABSTRACT

Frequency of Candida species causing urinary tract infections is increasing, and this increase
is outstanding in nosocomial urinary tract infections especially in intensive care units. The ability of
biofilm formation that is contributed to the virulence of the yeast, plays a role in the pathogenesis of
biomaterial-related infections and also constitutes a risk for treatment failure. The aims of this study were
to compare biofilm forming abilities of Candida strains isolated from urine cultures of patients with and
without urinary catheters, and to investigate the change of antifungal susceptibility in the presence of
biofilm. A total of 50 Candida strains isolated from urine cultures of 25 patients with urinary catheters
(10 C.tropicalis, 6 C.glabrata, 4 C.albicans, 4 C.parapsilosis, 1 C.krusei) and 25 without urinary catheters (8
C.tropicalis, 6 C.albicans, 4 C.krusei, 3 C.parapsilosis, 2 C.kefyr, 1 C.glabrata, 1 C.lusitaniae) were included
in the study. Biofilm forming ability was tested by Congo red agar (CRA) and microplate XTT [2,3-bis-(2-
methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide] reduction methods. Fluconazole (FLU)
and amphotericin B (AMP-B) susceptibilities of the isolates were determined by reference microdilution
method recommended by Clinical and Laboratory Standards Institute for planktonic cells and by XTT
reduction assay in case of biofilm-presence. Biofilm formation was detected in 12 (24%) by CRA and 50
(100%) of the isolates by XTT reduction method. None of the C.albicans (n=10) and C.tropicalis (n=18)
strains were detected as biofilm positive by CRA, however, these strains were strongly positive by XTT
reduction method. No statistically significant correlation was detected between the presence of urinary
catheter and biofilm forming ability of the isolate (p> 0.05). This might be caused by the advantage
of biofilm forming strains in adhesion to bladder mucosa at the initial stages of infection. For all of
the isolates in planktonic form, minimum inhibitory concentration (MIC) values were below the clinical
resistance breakpoints or epidemiological cut-off values. When tested in presence of biofilms, all the
isolates became resistant aganist FLU. Similarly, 100% inhibition, which is recommended in the standard
method to determine AMP-B MIC, could not be obtained in any of the isolates with the highest dilution
8 pg/ml AMP-B tested. When evaluation was performed according to 80% inhibition, only 14 (28%) of
the isolates had an AMP-B MIC below species-specific epidemiological cut-off values in the presence of
biofilm. As a result, no correlation between urinary catheters and biofilm formation ability of Candida
isolates were detected. XTT reduction method was considered as more reliable than CRA for investigating
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biofilm formation of Candida species. In addition, CRA failed to detect biofilm formation in frequently
isolated species such as C.albicans and C.tropicalis. Fluconazole activity was lost, while AMP-B could not
provide 100% inhibition in presence of biofilm for all isolates tested. Even if 80% inhibition was taken
into account, AMP-B activity was still variable according to strain.

Keywords: Candida; biofilm; antifungal susceptibility; urinary tract infections; urinary catheter.

GIRi$

Candida turleri, saghkli bireylerde mikrobiyota elemani olabilen ve uygun kosullarda
firsat¢i enfeksiyonlara yol acabilen mantarlardir. Mantarin firsat¢i enfeksiyon olusturma
stirecinde, hastaya bagl risk faktorlerinin yaninda mantarin viriilans ézellikleri de 6nemli
bir yere sahiptir. Genis spektrumlu antimikrobiyal kullanimi, altta yatan hastaliklarin bu-
lunmasi, hastanin yasi ve viicutta tibbi cihaz varligi konaga bagli risk faktorleri arasinda
iken; adezinler, hidrolitik enzimler, dimorfizm ve biyofilm olusturma yetenegi mantara
bagl patojenite faktorleri arasinda yer almaktadir. Biyofilm olusturma yetenegi, ozellik-
le biyomateryaller ile iliskili enfeksiyonlarda énem tasimaktadir'-2. Uriner kateterler de,
kateterin yapisal ve ylizeysel kosullari bakimindan mikrobiyal biyofilm gelisimine uygun
ortam saglamaktadir?.

Biyofilm olusturma yeteneginin arastirlmasi icin farkli yontemler gelistirilmistir.
Bu yontemlerden biri olan 2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolyum-5-
karboksanilid (XTT) kullanilarak biyofilm olusumunun test edilmesi, mitokondriyal akti-
viteyi Olcerek canli hiicre varligini belirleyebildigi icin avantajli, ancak pahali bir yontem-
dir**. Kongo kirmizili agar (KKA) ile biyofilm olusumunun gésterilmesi, 6ncelikle bakte-
rilerde kullanilmis olmakla birlikte, modifiye hali ile mantarlarda yapilan calismalarda da
yapim kolayhigi ve ucuzlugu ile 6n plana cikmistir>'°,

Biyomateryale bagli enfeksiyonlarin tedavisinde en basarl yaklasim olarak biyoma-
teryalin ¢ikarilmasi 6nerilmekteyse de, her hasta icin mimkiin olamamaktadir. Bazi has-
talarda ise biyomateryal cikarildiktan sonra bile antifungal tedavi gerekebilmektedir. Bu
nedenle, biyofilm varliginda antifungal ilaglarin etkinliklerinin iyi bilinmesi tedavi basarisi
acisindan onem tasimaktadir. Bu calisma, idrar 6rneklerinden izole edilmis Candida sus-
larinin biyofilm olusturma yeteneklerinin belirlenmesi, Griner kateter varliginin biyofilm
olusturma yetenedi ile iligkisinin arastirilmasi ve biyofilm olusturan sugslarda antifungal
ilaclarin etkinliklerinin saptanmasi amaciyla planlanmistir.

GEREC ve YONTEM
Maya Suglari

Calismaya, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Klinik Patoloji Laboratuvari
Mikoloji Laboratuvarinda, idrar kdlturlerinden izole edilerek tanimlanmis Candida suglar
dahil edildi. Cins ve tiir diizeyinde tanimlama germ tiip testi, misir unlu Tween 80 agar-
da (BBL Becton Dickinson, ABD) morfolojik goriinim ve ID32C (BioMerieux, Fransa)
sistemi ile yapildi''. Mikoloji laboratuvari hasta bilgisi kayitlari incelenerek, riner kateteri
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olan ve olmayan hastalardan izole edilmis 25’er adet, toplam 50 sus secildi. Secilen susla-
ra ait stok kilturler, -80°C’lik derin dondurucudan cikarilarak Sabouraud dekstroz agarda
(SDA) (BBL, Becton Dickinson, ABD) 37°C’de Uretildi ve saflik durumlari kontrol edildi.
Calisma oncesinde tek koloni pasajlar yapildi ve uretilen suglarin tar tanimlamalarinin
dogrulanmast icin misir unlu Tween 80 agarda morfolojik gortintimleri kontrol edildi. Ka-
teterli hastalardan 10 C.tropicalis, 6 C.glabrata, 4 C.albicans, 4 C.parapsilosis ve 1 C.krusei;
katetersiz hastalardan ise 8 C.tropicalis, 6 C.albicans, 4 C.krusei, 3 C.parapsilosis, 2 C.kefyr
ve birer C.glabrata ve C.lusitaniae sugu calismaya dahil edildi.

Biyofilm Olusturma Ozelliginin Belirlenmesi

Calismaya dahil edilen suslarin biyofilm olusturma 6zellikleri iki farkli yontem ile test
edildi.

a) Kongo kirmizil agar (KKA) yontemi

KKA, onceki calismalarda onerilene benzer olarak, mantarlar icin modifiye edilen se-
kilde hazirlandr®®. Bunun i¢in 37 g/L beyin kalp inflizyon buyyonu,10 g/L agar ve 80
g/L glukoz distile su icinde homojenize edildi. Kongo kirmizisinin sudaki ¢ozeltisi 0.8 g/L
olacak sekilde hazirland!. iki cozelti, otoklavda 1 atm basing altinda 121°C de 15 dakika-
da ayri ayri steril edildi. Her iki karisim otoklavdan cikarildiktan sonra sicakliklari 55°C’ye
disene kadar su banyosunda bekletildi ve sonra karistirilarak steril petrilere dagitildi. Test
edilecek Candida susunun SDA’da hazirlanan bir gecelik taze kilttrinden bir 6ze dolusu
alinarak KKA yiizeyine ekildi ve plaklar 35°C’de 48 saat inkiibe edildi. inkiibasyonu taki-
ben Uireyen maya kolonilerinin renkleri incelenerek gorsel degerlendirme yapildi. Bu de-
gerlendirmeye gore koloniler siyah ve bordo ise mikroorganizma biyofilm pozitif; kirmizi,
pembe ve beyaz ise biyofilm negatif kabul edildi. Biyofilm pozitif kabul edilen mayalarin
koloni rengi siyah ise “gli¢li”, bordo-siyah ise “orta dereceli”, bordo ise “zayif” biyofilm
olusumu olarak degerlendirildi. Tim suslar icin 24 saat sonunda 6n degerlendirme ve 48
saat sonunda asil sonug¢ degerlendirmesi yapildi. Deney li¢ kez tekrar edildi ve elde edilen
sonuclarin uyumu karsilastirildi.

b) 2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksanilid (XTT) indir-
genme ydntemi

Bu yontemde 96 cukurlu mikroplaklar kullanildi. Mikroplakta biyofilm varligi, Pierce ve
arkadaslarinin® tanimladigi ydntemin modifiye edilmesiyle arastirildi. Test edilecek suslar,
maya pepton dekstroz (yeast peptone dextrose; YPD) besiyerinde Uretildi; dnceden steril
RPMI 1640 besiyeri konmus mikroplak cukurlarina ekildi ve uygun kosullarda inkibe
edildi. Ureme agamasinin ardindan, cukurlar 200 pl’lik fosfath tampon (PBS) ile ticer kez
ytkandi ve biyofilm olusturarak cukur ylizeyine tutunamayan maya hiicrelerinin uzak-
lastiriimasi saglandi. Yikama isleminden sonra yapilan gorsel degerlendirmede, cukurla-
rin taban kisminda tabaka olusumu biyofilm varligi lehine yorumlandi. Sonuglar ayrica,
XTT kullanilarak spektrofotometrik olarak da degerlendirildi. Mikroplaktaki her kuyucuga
100 pl XTT/menadion soltisyonu eklendi. Plaklar aliminyum folyo ile sarilarak 37°C’de 2
saat inklbe edildi. Her kuyucuktan 80 pl alinarak temiz diiz tabanli mikroplaga aktarildi.
Plaklar 492 nm dalgaboyunda 6l¢ciim yapan spektrofotometrede okutularak absorbans

MiKROBiYOLOJi BULTENI 259




Uriner Candida izolatlarinin Biyofilm Yapabilme Ozelliginin Uriner
Kateter Kullanim ile iliskisinin Arastiriimasi ve Biyofilm Varhiginda
Antifungal Duyarlilik Durumunun Degisimi

Olclildu ve optik dansite (OD) belirlendi. Kalite kontrol icin her calismada biyofilm yapan
standart sus olan C.albicans MYA 274, C.krusei ATCC 6258 ve C.parapsilosis ATCC 22019
kullanildi. Sonuglarin degerlendirilmesinde Christensen ve arkadaslarinin'? calismasi te-
mel alindi. Bunun icin: (1) Her kuyucuktan elde edilen OD degerinden negatif kont-
rol kuyucugunun OD degeri cikarilarak test degeri hesaplandi. (2) Her sus icin l¢ test
degerinin ortalamasi sonug¢ degeri olarak alindi. (3) Negatif kontrol kuyucuklarinin OD
degerlerinin ortalamasina ¢ standart sapma eklenerek sinir deger hesaplandi. (4) Sonug
degeri, sinir deger ile karsilastinlarak asagidaki sekilde degerlendirme yapildi:

¢ Negatif: Susa ait sonu¢ degeri < Sinir deger

e Zayif pozitif: Sinir deger < Susa ait sonug degeri < 2 x Sinir deger

e Orta derecede pozitif: 2 x Sinir deger < Susa ait sonug¢ degeri < 4 x Sinir deger
e Glcli pozitif: Susa ait sonug degeri > 4 x Sinir deger

Antifungal Duyarliigin Belirlenmesi
a) Planktonik hticrelerin antifungal duyarliliklarinin belirlenmesi

Suslarin antifungal duyarhhk testleri, Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
M27-A3 kilavuzu onerilerine uygun olarak referans mikrodilisyon yontemiyle gercek-
lestirildi'>. Bu yéntem, planktonik hiicrelerin test edilmesi icin standart uygulamalari
icermektedir. Kalite kontrolu icin, her calismada C.krusei ATCC 6258 ve C.parapsilosis
ATCC 22019 standart suslar kullanildi. Tim suglar icin flukonazol (FLU) ve amfoteri-
sin B (AMP-B) minimum inhibitér konsantrasyon (MiK) degerleri belirlendi. C.albicans,
C.glabrata, C.krusei, C.parapsilosis ve C.tropicalis icin elde edilen flukonazol MiK degerleri
CLSI M27-54'* 8nerilerine gére degerlendirildi. Diger tiirler icin FLU ve C.kefyr disindaki
tiim tirler icin AMP-B sonuclari, Pfaller ve arkadaslarinin'> calismasinda 6énerilen epide-
miyolojik sinir degerler ile karsilastirildi. C.kefyr icin 6nerilen AMP-B sinir degeri bulunma-
digindan, test edilen diger tiirlerin cogunlugundaki ortak epidemiyolojik esik deger olan
< 2 ug/ml sinir olarak alindi'>.

b) Biyofilm varliginda antifungal duyarliligin belirlenmesi

Biyofilm varliginda antifungal duyarlilik, Pierce ve arkadaslarinin® daha énce bildirdigi
XTT ile duyarlilik saptama yontemi kullanilarak belirlendi. Her sus icin FLU ve AMP-B et-
kinligi test edildi. Her test icin mikroplakta iki sira kullanildi ve her sus iki kez test edildi.
Kalite kontrol icin her calismaya C.albicans MYA 274, C.krusei ATCC 6258 ve C.parapsilosis
ATCC 22019 standart suslari eklendi. MiK degerleri saptanirken, FLU icin referans yon-
temde 6nerilen %50 inhibisyon sagdlayan deger MiK degeri olarak alindi'®. AMP-B icin
ise, referans yontemde Onerilen sekilde %100 inhibisyon saglayan deger ve literatir ile
karsilastirmaya olanak vermesi icin %80 inhibisyon saglayan deger olarak iki farkli MiK

degeri belirlendi*'36,

istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen sonuglar icin, gruplar arasindaki farkin degerlendirilmesinde ki-kare testi
kullanildi.
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BULGULAR

KKA testi sonuclarina gore 12 (%24) sus biyofilm pozitif, 37 (%74) sus negatif bulun-
mus; bir C.parapsilosis izolati ise bu besiyerinde tGirememistir. Sonuclarin tekrarlanabilir-
liginde sorun gdzlenmemistir. Uriner kateteri olan ve olmayan hastalardan elde edilmis
suslarda KKA'da treme 6zelligine gore biyofilm 6zelligi Tablo I'de 6zetlenmis, istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmamustir (p> 0.05).

Mikroplakta XTT indirgenmesi deneyi ile tim suslarda biyofilm varligi gosterilmistir
(Tablo 1). Biyofilm yapma yeteneginin guici degerlendirildiginde biyofilm olusturma
ozelligi bakimindan iki grup arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p> 0.05).

Kateterli ve katetersiz hastalardan elde edilen suslarin her biri icin KKA'da tireme 6zelli-
gi ve mikroplakta XTT indirgenmesi deneyi sonuclarina gore elde edilen biyofilm yetene-
gi sonuclarinin karsilastiriimasi Tablo IlI’de verilmistir. XTT indirgenmesi deneyi ile glicli
biyofilm pozitifligi saptanan 46 susun 36’sinda KKA yontemiyle biyofilm varligi saptana-
mamis ve bu durum iki ydntem arasinda uyum olmadigini gostermistir.

Biyofilm yetenegini belirlemede kullanilan iki yontemle elde edilen sonuclarin Candida
turlerine gore dagilimi Tablo llI'de verilmistir. En sik gortlen iki tir olan C.tropicalis ve
C.albicans suglarinin timinde KKA yontemi ile negatif sonug alinirken, XTT indirgenmesi
deneyi ile guiclu pozitif biyofilm gelistigi gorilmustur.

Calismada test edilen C.glabrata disindaki turlere ait tim suslar FLU’ya duyarli,
C.glabrata suslarinin tamami ise doza bagh duyarli bulunmusgtur. Tim suslarda AMP-B
MIiK degerinin epidemiyolojik sinir degerin altinda oldugu tespit edilmistir.

Calismamizda, FLU'nun Candida biyofilmlerinde etkinliginin olmadigi gézlenmis, bi-
yofilm varhiginda suslara ait MiK50 ve MiK90 degerleri > 64 ug/ml olarak saptanmistir.

Tablo I. Kongo kirmizili agar (KKA)'da lireme 6zelligi ve XTT indirgenmesi yéntemine gére (iriner kateteri
olan ve olmayan hastalardan izole edilen Candida suslarinda biyofilm yetenegi
Kateterli hasta Katetersiz hasta Toplam
Biyofilm yetenegi izolatlar (n) izolatlari (n) (n)
KKA'da ireme Guclu 0 1 1
ozelligine gore Orta P 5 7
Zayif 4 0 4
Negatif 19 18 37
Uremeyen 0 1 1
Toplam 25 25 50
XTT indirgenmesi Gugla 23 23 46
deneyine gore Orta 1 P 3
Zayif 1 0 1
Toplam 25 25 50

MiKROBiYOLOJi BULTENI 261



Uriner Candida izolatlarinin Biyofilm Yapabilme Ozelliginin Uriner
Kateter Kullanim ile iliskisinin Arastiriimasi ve Biyofilm Varhiginda

Antifungal Duyarlilik Durumunun Degisimi

Tablo Il. Candida suslarinda Kongo kirmizili agar (KKA)'da iireme ve XTT indirgenmesi yéntemi ile elde
edilen biyofilm yetenegi sonuglarinin karsilastiriimasi

KKA'da iireme 6zelligine XTT indirgenmesi deneyine gore biyofilm yetenegi (n)
gore biyofilm yetenegi (n) Guclu Orta Zayif Negatif Toplam
Gucll pozitif 1 0 0 0 1
Orta pozitif 6 1 0 0 7
Zay|f pozitif 2 1 1 0 4
Negatif 36 1 0 0 37
Uremeyen 1 0 0 0 1
Toplam 46 3 1 0 50

Tablo Ill. Farkli Candida tiirlerinde Kongo kirmizili agar ve XTT indirgenmesi yéntemleriyle saptanan
biyofilm yetenedi sonuclarinin karsilastiriimasi

KKA yontemi XTT indirgenmesi deneyi
Gugli Orta Zayif ) Gucli Orta Zayif
Candida tiirii (n) pozitif  pozitif  pozitif Negatif Uremedi pozitif  pozitif pozitif
C.albicans (10) 0 0 0 10 0 10 0 0
C.tropicalis (18) 0 0 0 18 0 18 0 0
C.glabrata (7) 0 1 3 3 0 6 1 0
C.parapsilosis (7) 0 2 1 3 1 5 1 1
C.krusei (5) 1 3 0 1 0 5 0 0
C.keyfr (2) 0 1 0 1 0 1 1 0
C.lusitaniae (1) 0 0 0 1 0 1 0 0
Toplam (50) 1 7 4 37 1 46 3 1

Sadece iki sus icin MiK degerleri 64 pg/ml’nin altinda (bir C.albicans ve bir C.tropicalis
icin sirasiyla 16 pg/ml ve 32 ug/ml) olmakla birlikte, tim suslar icin tespit edilen MiK
degerleri direng sinir degerinden oldukca yukarida izlenmistir. Flukonazole dogal direncli
olan C.krusei suslarinda bile biyofilm varliginda MiK degerlerinde artis saptanmustir.

Biyofilm varliginda AMP-B ile hicbir sus icin %100 inhibisyon gézlenmemis ve tiim sus-
lar icin MiK > 8 ug/ml bulunmustur. Bununla beraber, %80 inhibisyon saglayan AMP-B
konsantrasyonlari g6z 6niline alindiginda, suslarin 14’tinde (%28) epidemiyolojik sinir de-
gerin altinda oldugu gorilmus; MiKS0 degeri 8 ug/mi, MiK90 degeri ise > 8 ug/ml olarak
saptanmustir.

TARTISMA

Candida turleri, insanda normal mikrobiyotaya dahil olmalarina karsin en sik karsimiza
cikan fungal enfeksiyon etkenleridir. Bu durum, konak faktorlerinin yani sira etken Can-
dida tirlerinin virllans faktorlerinden de kaynaklanmaktadir. Biyofilm olusturma yetene-
gi Candida'ya ait viriilans faktorleri icinde onemli bir yer tutmaktadir. Biyofilm uretimi,

262 MiKROBIYOLOJi BULTENI




Aslan H, Gllmez D.

ozellikle yabanci cisim varliginda, antimikrobiyal tedaviye direncli kronik enfeksiyonlara
neden olabilmektedir'”.

idrar yolu enfeksiyonu (IYE) etkenleri arasinda Candida tiirlerinin sikhg gittikce art-
maktadir. Ozellikle hastane enfeksiyonlarinda sikhigr artan Candida tiirlerine bagh enfeksi-
yonlarin, yogun bakim Unitelerinde Escherichia coli'nin ardindan ikinci siraya yerlestigini
bildiren calismalar bulunmaktadir'”'?. Kandidiiri olgularinin biiyiik bir kismi, antibiyotik
kullanimi ve kateter varligi ile iliskili goriilmektedir. Kateter viicuda yerlestirildikten kisa
bir suire sonra biyofilm olusumu gozlenmekte ve bu durum antifungal tedavinin basaris
icin sorun olusturmaktadir'”'. Uriner kateter kullanimi durumunda, kateterin yapisal ve
yuizeysel kosullari bakimindan mikrobiyal biyofilm gelisimine uygun ortam olustugu bi-
linmektedir?. Kan dolasimi enfeksiyonlarindan farkli olarak, iYE'de kaynak kateter olmasa
bile enfeksiyon etkeninin kateter ile iligkisi kacinilmazdir. Bu nedenle, calismamiz planla-
nirken idrar izolatlari secilmis, Uriner kateteri olan ve olmayan iki hasta grubu alinmugtir.

Biyofilm olusturma yeteneginin saptanmasi icin farkli yontemler kullanilabilmektedir.
Bu calismada iki farkli yontem ile degerlendirme yapilmis ve sonuclar karsilastiriimigtir.
KKA'da treme 0Ozelliginin degerlendirilmesi, biyofilm yeteneginin saptanmasi icin basit,
ucuz, hizh sonug veren ve kolay degerlendirilen bir yontemdir®1°. Ancak, sonuglarin gér-
sel olarak degerlendirilmesi yorum farkina neden olabilmektedir. Ayrica degerlendirme
icin kullanilan renk skalasi, calismalarda farklilik gésterebilmektedir®'°. Bu durum, farkli
calismalara ait sonuclarin karsilastinlmasini guiclestirmektedir. Suslarin reme hizlari tiire
ve susa gore degisebilmekte, bazi suslarin Giremesi icin 48 saatten uzun sureli inkiibas-
yon gerekmektedir. Bu siire icinde besiyerlerinin rengi kirmizidan siyaha doniismekte ve
degerlendirmenin saglhkli yapiimasina engel olusturmaktadir. Ek olarak, bazi suslar bu
besiyerinde tGrememekte ve bu nedenle degerlendirme yapilamamaktadir. Bizim cals-
mamizda da bazi dezavantajlar g6zlenmistir. Calismaya alinan 50 susun yalnizca 12'sinde
KKA yontemi ile biyofilm pozitifligi saptanabilmis, bir sus bu besiyerinde lreyemedigi
icin degerlendirme yapilamamistir. Calismamizda kullanilan ikinci yontem ise mikrop-
lakta XTT indirgenmesi ile biyofilm varliginin test edilmesidir. Bu yontem, ortamdaki
planktonik hiicreler uzaklastirildiginda yalnizca biyofilm icindeki canli hiicrelerin tespitine
olanak sagladigi icin avantajlidir>*. Ancak, yéntemin uygulanabilmesi icin temel teknik
beceriler gerekmekte ve XTT'nin maliyeti ytksek olabilmektedir. Ayrica susun metabolik
Ozelliklerine gore ve inokulim miktarinin dikkatli ayarlanmamasi durumunda sonuglar
etkilenebilmektedir. Hizl, basit, tekrarlanabilir bir test olmasi ve degerlendirmenin kisisel
yorumlardan etkilenmeyecek sekilde spektrofotometrik olarak yapilmasi yontemin avan-
tajlaridir*. Bizim calismamizda, XTT indirgenmesi deneyi ile tiim suslarda biyofilm yete-
negdi saptanabilmistir. Ayrica, KKA yontemi ile biyofilm negatif bulunan 37 susun 36'sin-
da gticli, birinde ise orta derecede biyofilm pozitifligi gézlenmistir (Tablo I1). Bu durum,
Candida suslarinda biyofilm yeteneginin arastiriimasi icin XTT indirgenmesi deneyinin
daha guvenilir bir yontem oldugunu ve KKA yonteminin uygun olmadigini distindir-
mektedir. Buna ilaveten, enfeksiyon etkeni olarak sik karsilasilan iki tir olan C.albicans ve
C.tropicalis icin KKA yontemi ile biyofilm olusturma yetenegi saptanamamis, ancak XTT
indirgenmesi deneyi ile gliclu pozitiflik gozlenmistir (Tablo III). Genellikle farkli besiyerle-
rinde Uremelerinde sorun olmayan bu iki tur icin KKA yontemi yetersiz kalmistir.
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Uriner Candida izolatlarinin Biyofilm Yapabilme Ozelliginin Uriner
Kateter Kullanim ile iliskisinin Arastiriimasi ve Biyofilm Varhiginda
Antifungal Duyarlilik Durumunun Degisimi

Her iki yontem ile kateteri olan ve olmayan hastalardan izole edilen suslarin biyofilm
yetenegi arasinda fark saptanmamistir. XTT indirgenmesi yontemi ile calismaya alinan tim
suslarda biyofilm varliginin gosterilmesi de hesaba katildiginda, riner enfeksiyon gelisi-
minde, patojenin biyofilm yapma yeteneginin, hastada uriner kateter varligindan bagimsiz
olarak bir avantaj sagladigini diglindtirmusttir. Mesane mukozasina tutunma asamasinda
biyofilm yapiminin avantaj sagladigini bildiren calismalar bunu desteklemektedir?%-23,

Calismamizdaki tiim suslar icin test edilen iki antifungale ait MiK degerlerinin, klinik veya
epidemiyolojik sinir degerlerini asmadigr gorilmustar. Bu suslar, hastalarin kateter kullanim
durumuna gore secildigi icin, belirli bir grup veya doneme ait direng durumunu temsil et-
memektedir. Henuiz Candida icin bildirilen antifungal direng oranlari disiik olmasina karsin,
son yillarda mantar enfeksiyonlarinin sikiginin ve antifungal tedavi gereksiniminin artmasi,
direncli mantar suslarinin ortaya ¢ikmasini ve yayginlasmasini kolaylagtirmaktadir?4-26,

Candida enfeksiyonlarinin tedavisinde en sik kullanilan ilaglardan biri olmakla birlikte,
FLU’nun biyofilm varliginda etkin olmadigi bilinmektedir®'¢2”. Flukonazol, bizim calisma-
miza kontrol amacli olarak dahil edilmis ve sonuclarin literatir ile uyumlu oldugu goruil-
miistiir. Biyofilm varliginda, tim suslar icin MiK degerlerinin klinik veya epidemiyolojik
sinir degerinden oldukga yiiksek oldugu bulunmustur. Amfoterisin B etkinliginin ise biyo-
film varliginda degisken oldugu farkli calismalarda rapor edilmistir®!®. Amfoterisin B icin
standart MiK degeri %100 inhibisyon ilkesine gére belirlenmektedir'3. Bizim calismamizda
AMP-B ile hicbir sus icin %100 inhibisyon gozlenmemistir. Bununla beraber, literattirde or-
negi goriilen sekilde*'® %80 inhibisyon saglayan AMP-B konsantrasyonlarina bakildiginda,
suslarin sadece 14’linde (%28) epidemiyolojik sinir degerin altinda oldugu gorilmustr.
Amfoterisin B’'nin lipidli formlarinin biyofilmlere daha etkili olabildigi bildirilmisse de, calis-
mamizda lipidli formlar test edilmemistir?”.

Sonug olarak, kisitl sayida riner Candida izolati ile calisiimis olmakla birlikte, triner
kateter varhiginin kandiduri icin bir risk faktori oldugu gosterilememistir. Bulgularimiz,
biyofilm Uretme yeteneginin, kateterden bagimsiz olarak, etkenin mukozaya tutunma-
sinl kolaylastirarak Uriner enfeksiyona yol acabilecegini isaret etmektedir. Calismamizda
ayrica, Candida suslarinda biyofilm yeteneginin saptanmasi icin XTT yonteminin daha
glvenilir oldugu gozlenmis; biyofilm varliginda FLU’nun etkinlik gostermedigi dogrulan-
mis ve literatlirde biyofilmlere karsi etkinliginin susa gore degisenlik gosterdigi belirtilen
AMP-B’nin, hicbir susta fungusidal etki saglayamadigi izlenmistir.
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