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Candida tiirleri, yogun bakim Unitelerinde Uriner sistem enfeksiyonlari ve kandiduri ile iligkili dnemli
firsatgi etkenler arasindadir. Biyofilm olusumu, kateter iliskili enfeksiyonlarda kalicilik ve antifungal tedavi
basarisizligi agcisindan klinik nem tasimaktadir. Bu calismada, yogun bakim tnitelerinde takip edilen hasta-
larin idrar kiltuirlerinden izole edilen Candida turlerinde biyofilm olusturma yeteneginin ve biyofilm ile iliskili
olabilecegi bildirilen als1, hwp1 ve sap1 genlerinin polimeraz zincir reaksiyonu [polymerase chain reaction
(PCR)] ile arastiriimasi amaglanmistir. Pediatrik ve eriskin idrar kiiltiirlerinden izole edilen toplam 70 Can-
dida izolati calismaya alinmistir. Biyofilm olusumu 2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-stlfofenil)-2H-tetrazolyum-
5-karboksanilid (XTT) rediiksiyon yéntemi ile degerlendirilmistir. als1, hwp1, sap1 genlerinin pozitifliginin
tespiti icin PCR yapilmistir. Toplam 63 izolatta (%90.0) biyofilm olusumu saptanmigtir. Biyofilm olusumu
eriskin grupta (%97.1) pediatrik gruba (%82.8) gore fazla iken aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulun-
mamistir (p= 0.106). als1, hwp1, sap1 genlerinin pozitifligi sirasiyla Candida albicans izolatlarinda %69.6;
%52.2; %69.6 olarak saptanirken, albicans disi Candida izolatlarinda %8.5; %6.4; %6.4 olarak saptanmig
olup, aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0.001). C.albicans izolatlarinin biyofilm Gre-
tenlerinde en sik saptanan gen profili als1-hwp1-sap1 Ucll pozitifligi olup, orta-guicli biyofilm olusturan
izolatlarda bu gen kombinasyonu daha sik saptanmistir. Calismamizda als1, hwp1 ve sap1 genleri C.albicans
izolatlarinda, albicans digi Candida izolatlarina gére belirgin sekilde daha sik saptanmustir. Bu durum, s6z ko-
nusu genlerin C.albicans biyolojisindeki yeri ile uyumludur. Kaynatma temelli DNA ekstraksiyonu ve primer
sinirliliklar nedeniyle, 6zellikle albicans disi Candida turlerindeki negatif PCR sonuclari gen yoklugu olarak
yorumlanmamalidir. Pediatrik tnite verilerimiz yerel epidemiyolojiye katki sunmakla birlikte; kesin sonuglar
icin daha gelismis ekstraksiyon yontemleri ve daha buyiik érneklem calismalarina ihtiyag vardir.
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ABSTRACT

Candida species are among the important opportunistic agents associated with urinary tract infections
and candiduria in intensive care units. Biofilm formation is clinically significant in terms of persistence
and antifungal treatment failure in catheter-related infections. This study aimed to investigate the bio-
film-forming ability of Candida species isolated from urine cultures of patients followed in intensive care
units and the als1, hwp1 and sap1 genes which have been reported to be associated with biofilm, using
polymerase chain reaction (PCR). A total of 70 Candida isolates obtained from pediatric and adult urine
cultures were included in the study. Biofilm formation was evaluated using the 2,3-bis-(2-methoxy-4-ni-
tro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide (XTT) reduction method. PCR was performed to detect
positivity for the als1, hwpl and sap1 genes. Biofilm formation was detected in a total of 63 isolates
(90.0%). Biofilm formation was more frequent in the adult group (97.1%) than in the pediatric group
(82.8%), but the difference was not statistically significant (p= 0.106). Positivity rates for als1, hwp1 and
sap1 genes were determined to be 69.6%, 52.2% and 69.6% in Candida albicans isolates and 8.5%, 6.4%
and 6.4% in non-albicans Candida species isolates respectively and the difference between the groups
was statistically significant (p< 0.001). In C.albicans isolates, the most frequently detected gene profile in
biofilm-producing isolates was the als1-hwp1-sap1 triple positivity and this gene combination was more
frequently detected in isolates forming moderate to strong biofilms. In our study, als1, hwpl1 and sap1
genes were detected significantly more frequently in C.albicans isolates compared to non-albicans Candida
isolates. This is consistent with the role of these genes in C.albicans biology. Due to the limitations of boil-
based DNA extraction and primers, negative PCR results, particularly for non-albicans Candida species,
should not be interpreted as gene absence. While our pediatric unit data contribute to local epidemiology,
more advanced extraction methods and larger sample sizes are needed for definitive results.

Keywords: Candida; biofilm; PCR.

GiRis

Diinya genelinde hastane kaynakli fungal enfeksiyonlarin buiyik bir kisminda etken
Candida tirleridir. En sik gorilen kandidoz etkeni Candida albicans’tir. Baslca virtilans
faktorlerinden biri olan biyofilm olusumu klinikte; antifungal direng, kronik enfeksiyon
gibi tablolara neden olabilir'-3. Biyofilm siireci maya hiicrelerinin yiizeye adezyonu ile
baslar; ardindan ¢cogalma, olgunlasma ve dagilma asamasi gelir. Adezyon, matriks lre-
timi, cogalma, olgunlasma ve dagilmayi saglayan ¢ok sayida gen biyofilm olusumunu
diizenler*.

C.albicans basta olmak lizere diger Candida tuirlerinde de bulunan agliitinin benzeri
sekans [agglutinin-like sequence (als)] 1; als gen ailesinden olup adezyon ve hif olusu-
munda gorevli hiicre ylzeyi glikoproteinlerini kodlar. Hiicre duvari proteini [hyphal wall
protein (hwp)] 1; hwp gen ailesi tarafindan kodlanan ve maya hiicre duvarinda bulunan
bir mannoproteindir. Basta C.albicans olmak lzere diger Candida tiirlerinde de bulunabi-
len sekretuvar aspartil proteazlar [secreted aspartic proteases (sap)], sap gen ailesi tara-
findan kodlanan ve hif olusumu, artan adezyon, fenotipik degiskenlik ile iligkili hidrolitik
enzim grubudur'2>¢,

Bircok calisma, hastane kaynakli idrar yolu enfeksiyonlarinin en az %10-15'inin ¢o-
gunlugu C.albicans olmak Uzere cesitli Candida tirleri tarafindan olusturuldugunu ve
kandidrinin ézellikle yogun bakim (initelerinde yaygin oldugunu géstermistir’-8. Kandi-
diri, cogu zaman kolonizasyonu yansitabilse de alt veya Ust Uriner sistem enfeksiyonunu
ve invaziv kandidiyazis agcisindan riskli bir durumu gésterebilir®=.
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Bu calismada, pediatrik ve eriskin yogun bakim hastalarinin idrar kilttrlerinde saptanan
Candida izolatlarinda biyofilm olusumunun ve biyofilm ile iligkili olabilecegi bildirilen se-
cilmis virlilans genlerine ait hedef bolgelerin uygulanan polimeraz zincir reaksiyonu [poly-
merase chain reaction (PCR)] protokoli ile saptanabilirliginin arastirlmasi amaglanmistir.
Pediatrik ve eriskin yogun bakim izolatlari ayrn gruplar halinde degerlendirilerek biyofilm
olusumunun ve gen pozitifligi agisindan olasi farkhliklarin incelenmesi hedeflenmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Ondokuz Mayis Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan
onaylandi (Tarih: 24.04.2024 ve Karar no: 221).

Calisma Tasarimi ve izolatlar

Calismaya, 01.2019-01.2024 yillar arasinda Universite hastanesindeki pediatrik yo-
gun bakim ve 01.2024-06.2024 aylar arasinda eriskin yogun bakim {nitelerinden tibbi
mikrobiyoloji laboratuvarina gonderilen idrar 6rneklerinden izole edilen toplam 70 Can-
dida izolati alind. izolatlar pediatrik ve eriskin yogun bakim kokenli olmak izere iki grup
altinda incelendi. Bu ayrim, yogun bakim gruplarinda biyofilm olusturma dizeylerinin
farkhlasabilecegi varsayimiyla kesifsel karsilastirma amaciyla yapildi. Pediatrik gruptaki
ornek sayisi az oldugu icin iki grubu karsilastirabilmek amaciyla eriskin grubun izolatlari
pediatrik grup ile benzer sayida ve alti aylik strede laboratuvara gonderilen erigkin yo-
gun bakim hastalarinin izolatlarindan rastgele secildi. Her hastadan yalnizca bir izolat
calismaya alind.

izolatlarin Tanimlanmasi

idrar kiiltiirlerinde maya kolonisi olarak degerlendirilen iremeler saflastirlmak ama-
ciyla Sabouraud dekstroz agara (SDA) pasaji yapilarak 37 °C’de 24-48 saat inkiibe edildi.
Saf olan kilturlerin tir tanimlamasi icin germ tiip testi, kromojenik agar, Piring-Tween 80
agar ve BDTM MALDI Biotyper (Bruker Daltonics, MA) sistemi kullanild.

Biyofilm Aktivitesinin Belirlenmesi

Biyofilm aktivitesi Pierce ve arkadaslarinin'® kullandigi 2,3-Bis(2- methoxy-4-nitro-5-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilid (XTT) yonteminin modifiye edilmesiyle aras-
tirildi: SDA'da 37 °C’de 24 saat inkibasyon sonrasi treyen Candida izolatlari 10 ml Yeast
Pepton Dekstroz (YPD) sivi besiyerine konuldu ve 30 °C’de 180 rpm’de 48 saat inkiibe
edildi. Ureme olan sivi besiyeri icindeki maya hiicreleri fosfat tamponlu salin (PBS) (pH=
7.0) ile tic kez yikanarak ayrildi (Pierce ve arkadaslari'® YPD icerisinde inkiibasyonu bir
gece yapmistir, calismamizda 48 saattir). Yikama sonrasi kalan ¢okeltiden 4 ml RPMI
1640 R6505 (Thermo) icinde 0.5 McFarland siispansiyon hazirlandi. Steril, 96 kuyucuk-
lu duiz tabanli polistren mikrotitrasyon plagindaki (Isolab, Almanya) her kuyucuga 100
pL sus sispansiyonlarindan eklendi [Bu asamadan once RPMI, 165 mM N-morfolino
propan silfonik asit (MOPS, AFG Bioscience)] ile tamponlandi ve pH 7.0’ye ayarland).
Her izolat ayni plakta g farkli kuyucuga konularak Gger kez test edildi. Tum plaklarda
negatif kontrol olarak alti kuyucuga 100 pL RPMI ve pozitif kontrol olarak alti kuyucuga
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C.albicans ATCC 90028 susu konuldu. Plaklar karanlikta 37 °C’de 24 saat inkibe edildi;
sonrasinda kuyucuklar cok kanalli pipet kullanilarak 200 pL steril PBS ile t¢ kez yikandi.
Her kuyucuga 100 pl XTT/ menadion sollsyonu eklenerek aliiminyum folyo ile kapatildi
ve karanlikta iki saat 37 °C’de inklbe edildi. Daha sonra plak ChroMate Enzyme-Lin-
ked Immunosorbent Assay Reader opitk okuyucuda (Awareness Technology, ABD) 492
nm’‘de okutularak optik dansitometre (OD) degerleri belirlendi.

Veriler su sekilde degerlendirildi: Her bir kuyucukta olciilen OD degerinden negatif
kontrol kuyucugunun OD degeri cikarilarak test degeri hesaplandi; her bir izolat icin Ug¢
test degerinin aritmetik ortalamasi alindi ve bu sonug degeri olarak ifade edildi; negatif
kontrol kuyucuklarinin OD degerlerinin ortalamasina lg¢ standart sapma eklenerek sinir
deger hesaplandi ve sonug degeri sinir deger ile karsilastirildi'".

e izolatin sonug degeri < sinir degeri ise izolat negatif,
e Sinir deger <izolatin sonug degeri <2 x sinir deg@er ise izolat zayif pozitif,

e 2 x sinir deger <izolatin sonug¢ degeri <4 x sinir deger ise izolat orta derecede
pozitif,

e izolatin sonug degeri >4 x sinir deger ise izolat giiclii pozitif olarak degerlendi-
rildi.
Viriilans Genlerinin Arastiriimasi

Molekiiler analiz icin SDA’da lireyen izolatlardan kaynatma yontemi ile DNA ekstrak-
siyonu yapildi'2. Kisaca, koloniler steril distile su icinde siispanse edildi, 1si blogunda kay-
natildi, sogutuldu ve santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant PCR kalibi olarak kullanild.
Kaynatma yontemi, hizli ve diistik maliyetli bir yaklasim olmakla birlikte, Candida turlerin-
de hiicre duvari yapisina baglh olarak DNA verimi tiirler arasinda degisebilir'®. Bu nedenle
ozellikle albicans disi Candida izolatlarinda negatif PCR sonuclari, gen yoklugunun yani
sira ekstraksiyon ve amplifikasyon verimi agisindan da dikkatle yorumlandi. Tablo I’deki
primerler kullanilarak PCR yapildi (SensoQuest Labcycler, Almanya). Bununla birlikte,
kullanilan primerlerin tim albicans disi Candida tirlerinde ayni duyarhhk ve 6zgllikte
calismayabilecegi dikkate alindi. als1, hwp1, sap1 primerleri ayri ayri kullanilarak toplam
25 pllik bir reaksiyon karisimi elde edildi. Bu islem 6ncesinde 20 mM MgCl, iceren 5
pL 10X reaksiyon tamponu, 10 mM’lik her bir deoksiniikleozit trifosfattan (dNTP) 0.5
pL, 1T pyL 25 mM MgCl2, 1 U Taq polimeraz (0.2 pL), 1.5 pL primer, 4 pL yaklasik 10 ng
genomik DNA karistirildi ve daha sonra distile su ile 25 pL’lik son hacme getirildi. Primer
dizileri, amplikon uzunluklari ve PCR kosullari Tablo I'de verilmistir.

PCR sonrasi amplifikasyon urinleri %1.5’lik agaroz jelde yuritildi, Gel Doc XR (Bio-
Rad, ABD) cihazi ile goriintllendi. Gorintiiler Quantity One (Bio-Rad, ABD) yazilimi ile
kaydedildi.

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile Goriintiileme

Biyofilm lreten ve liretmeyen birer izolat goriintileme amaciyla secildi. RPMI icinde 0.5
McFarland stspansiyon hazirlanmasina kadar bitiin islemler biyofilm calismasi asamalari ile
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Tablo I. Primer Dizileri, Amplikon Uzunluklari ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu Kogsullari

Uriin
Genler Primer dizisi (5'-3') boyutu PCR protokolii Kaynak
als1-F GAC TAG TGA ACC AAC AAATAC CAG A 318 bazifti 94 °C 2 dakika Elkholy ve
als1-R CCA GAA GAA ACA GCA GGT GA 94 °C 4 dakika 38(231;134§Ian,

52 °C 1 dakika 35X
72 °C 2 dakika

72 °C 5 dakika
hwpl-F  ATG ACT CCA GCT GGT TC 572 baz cifti 94 °C 4 dakika Elkholy ve

hwp1-R  TAG ATC AAG AAT GCA GC 94 °C 30 saniye arkadaslari,
14
55°C 1 dakika 35X 292°
72 °C 2 dakika
72 °C 5 dakika
sap1-F  GCT CTT GCT ATT GCT TTATTA 253 baz cifti 95 °C 5 dakika Dikmen ve
sap1-R  CAT CAG GAA CCC ATA AAT CAG 95 °C 4 dakika arkadaslari,
2021"

49 °C 1 dakika 30X
72 °C 1 dakika

72 °C 5 dakika

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu.

benzer olarak gerceklestirildi. Sispansiyonlardan 2 ml, 12 kuyucuklu polistren plaga (Isolab,
Almanya) dagitildi. Plaga steril 18 mm x 18 mm kare lamel parcalari yerlestirildi ve 37 °C’de
24 saat inkuibe edildi. Sonrasinda kuyucuklardaki lameller PBS ile yikandi ve baska bir plaga
aktarildi. Kuyucuklara fiksasyon amaciyla 1 ml %4’lik glutaraldehit (Merck, Almanya) eklen-
di ve bir saat oda 1sisinda bekletildi; sonrasinda glutaraldehit bosaltildi ve sirayla kuyucuklara
%70, %80, %90, %96 ve %100’lik birer ml etil alkol eklendi. Her basamakta oda isisinda
10 dakika beklendi. Son olarak plaktaki saf alkol aspire edilip karanlik bir ortamda kurumasi
icin birakildi ardindan SEM gériintiilemesi yapildi'®.

istatistiksel Analiz

Verilerin analizinde Statistical Package for the Social Sciences v26.0 paket programi
kullanildi. Niteliksel veriler sayi (n) ve ylizde (%) olarak sunuldu. Kategorik verilerin kargi-
lastinimasinda ki-kare testi kullanildi. ikili oran karsilastirmalarinda iki oran testi kullanildi.
istatistiksel acidan anlamlilik p< 0.05 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Eriskin yogun bakimdan 35 (%50), pediatrik yogun bakimdan 35 (%50) olmak tzere
toplam 70 Candida izolati calismaya alinmistir. izolatlarin 23’tini (%32.9) C.albicans,
57'sini (%67.1) albicans disi Candida tirleri olusturmustur. Candida izolatlarinin tiirlere
ve gonderildigi yogun bakim birimine gore dagilimi Tablo II’deki gibidir.

Toplam 63 izolatta (%90.0) biyofilm olusumu saptanmistir. Biyofilm olusumu eriskin
grupta (%97.1) pediatrik gruba (%82.8) gore fazla iken aradaki fark istatistiksel olarak

498 MIKROBIYOLOJi BULTENI




Ates E, Birinci A, Tanriverdi Cayci Y, Gir Vural D, Bilgin K, Cinar C.

Tablo Il. Candida izolatlarinin Tiirlere ve Génderildigi Yo§un Bakim Birimine Gére Dagilimi

izolat Toplam, n (%) Pediatrik yogun bakim, n Eriskin yogun bakim, n
C.albicans 23 (32.9) 13 10

Candida tropicalis 22 (31.4) 12 10

Candida parapsilosis 8(11.4) 4 4

Candida lusitaniae 7 (10.0) 3 4

Candida glabrata 6 (8.6) 2 4

Candida krusei 4 (5.7) 1 3

Toplam 70 (100.0) 35 35

anlamh bulunmamistir (p= 0.106). Pediatrik grup izolatlarinin %45.7’si; eriskin grup
izolatlarinin %51.5'i gliclu biyofilm yapmis olup, bu iki grup arasindaki fark istatiksel
olarak anlamli bulunamamistir (p= 0.81) (Tablo Ill). Pediatrik grupta C.albicans ve
albicans disi Candida izolatlarinin biyofilm olusturma orani sirasiyla %92.3 ve %77.2
saptanmis olup aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir (p=0.377). Eriskin
grupta C.albicans ve albicans disi Candida izolatlarinin biyofilm olusturma orani sirasiyla
%100 ve %96 saptanmis olup aradaki fark istatistiksel olarak anlamh bulunamamistir
(p=0.121).

Biyofilm pozitifligi C.albicans izolatlarinda %95.7; albicans disi Candida izolatlarinda
%387.2 bulunmustur, iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamh bulunamamistir
(p=0.413). Yapilan analizlerde, C.parapsilosis izolatlarindaki biyofilm pozitiflik orani hem
C.albicans izolatlarindan (%62.5’e karsi %95.7; p= 0.043), hem de diger tum turlerin
toplamindan (%62.5’e karsi %93.5; p= 0.028) daha dusuk saptanmistir (Tablo V).

Tablo IIl. Pediatrik ve Eriskin Yogun Bakim Hastalarindan Elde Edilen izolatlarn Biyofilm Yapma Ozelligi

Ozellik Giiclu, n (%) Orta, n (%) Zayif, n (%) Negatif, n (%) Toplam
Pediatrik YB 16 (45.7) 10 (28.6) 3 (8.5) 6(17.2) 35
Eriskin YB 18 (51.5) 6(17.1) 10 (28.5) 1(2.9) 35

Tablo IV. Candida Tiirlerine Gore XTT Yontemi ile Biyofilm Olusum Dtizeyleri

Giigli pozitif, Orta pozitif, Zayif pozitif, Negatif, Toplam biyofilm pozitif,

Candida tiirleri n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

C.albicans (n= 23) 14 (60.9) 6 (26.1) 2(8.7) 1(4.3) 22 (95.7)
C.tropicalis (n= 22) 10 (45.5) 5(22.7) 5(22.7) 2(9.1) 20 (90.9)
C.parapsilosis (n= 8) 2 (25.0) 0 (0) 3(37.5) 3(37.5) 5(62.5)
C.lusitaniae (n=7) 0(0) 4(57.1) 2 (28.6) 1(14.3) 6 (85.7)
C.glabrata (n= 6) 6 (100.0) 0 (0) 0(0) 0 (0) 6 (100.0)
C.krusei (n= 4) 2 (50.0) 1(25.0) 1(25.0) 0 (0) 4 (100.0)
Toplam (n= 70) 34 (48.6) 16 (22.9) 13(18.6) 7(10.0) 63 (90.0)
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Uygulanan PCR protokoliine gore; als1 pozitifligi C.albicans izolatlarinda %69.6;
albicans digi Candida izolatlarinda %8.5 bulunmus olup aradaki fark istatistiksel olarak
anlaml bulunmustur (p< 0.001). Hwp1 pozitifligi C.albicans izolatlarinda %52.2; albicans
disi Candida izolatlarinda %6.4 olarak tespit edilmis olup aradaki fark istatistiksel olarak
anlaml bulunmustur (p< 0.001). Sap1 pozitifligi C.albicans izolatlarinda %69.6; albicans
disi Candida izolatlarinda %6.4 olarak tespit edilmis olup aradaki fark istatistiksel olarak
anlamh bulunmustur (p< 0.001) (Tablo V).

Uygulanan PCR protokoliine gore als1 pozitif 20 izolatin 19’unda (%95), hwp1 pozitif
15 izolatin 15’inde (%100), sap1 pozitif 19 izolatin 18’inde (%94.7) biyofilm olusumu
gozlenmistir. Ayri ayri incelendiginde als1, hwp1 ve sap1 geni pozitif olanlarda biyofilm
Ureten ve uretmeyen izolatlar arasinda istatiksel acidan anlamh fark bulunmustur (p<
0.00T) (Tablo VI). Gen poxzitifligi ile biyofilm pozitifligi birlikte degerlendirildiginde, bu ti¢
genden en az birinin pozitifligi ile biyofilm pozitifli§i arasinda istatistiksel olarak anlamli
iliski gosterilememistir. Biyofilm negatif izolat sayisinin dustik olmasi ve toplam biyofilm
pozitifliginin ylksekligi bu analizin ayirt ediciligini sinirlamaktadir.

C.albicans izolatlarinda als1, hwpl ve sap1 gen kombinasyonlar ve biyofilm iliskisine
bakildiginda biyofilm Ureten izolatlarda en sik saptanan gen profili als1-hwp1-sap1 lcgli
pozitifligi olup, orta-gliclii biyofilm olusturan izolatlarda bu gen kombinasyonu daha sik
saptanmustir (Tablo VII).

Goriintilemede biyofilm Ureten C.albicans’ta (Sekil 1A,B) ylizeye tutunmug yogun
hicre kimeleri, filamentdz/matriks benzeri yapilar ve cok katmanli organizasyon
izlenirken; biyofilm Gretmeyen C.lusitaniae’da (Sekil 1 C,D) ylizeye dagilmis, sinirli sayida
maya hucresi gordlmustir.

Tablo V. C.albicans ve Albicans Disi Candida izolatlarinda Uygulanan PCR Protokoliine Gére Pozitiflik Dagilimi

Gen durumu C.albicans, n/N (%) Albicans digi Candida, n/N (%)
als1 16/23 (69.6) 4/47 (8.5)

hwpl 12/23 (52.2) 3/47 (6.4)

sapl 16/23 (69.6) 3/47 (6.4)

Biyofilm pozitif, n (%) 22/23 (95.7) 41/47 (87.2)

En az bir gen pozitifligi 18/23 (78.3) 9/47 (19.1)

Tablo VI. Gen Pozitifligi ile Biyofilm Pozitifliginin Karsilastiriimasi

Gen Gen durumu  Biyofilm pozitif, n (%) Biyofilm negatif, n (%) Toplam, n (%)
als1 Pozitif 19 (95.0) 1(5.0) 20 (28.6)
als1 Negatif 44 (88.0) 6 (12.0) 50 (71.4)
hwp1 Pozitif 15 (100.0) 0 (0) 15(21.4)
hwpl Negatif 48 (87.3) 7(012.7) 55 (78.6)
sapl Pozitif 18 (94.7) 1(5.3) 19 (27.1)
sapl Negatif 45 (88.2) 6(11.8) 51 (72.9)
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Tablo VII. C.albicans izolatlarinda als1, hwp1 ve sap1 Gen Kombinasyonlarinin Biyofilm Olusum Derecesine
Gére Dagilimi

Gen profili n (%) Giiglii-Orta biyofilm Zayif-Negatif biyofilm
Sadece als1 pozitif 2(8.7) 2 0

Sadece hwpl pozitif 1(4.3) 1 0

Sadece sap1 pozitif 0 (0) 0 0

als1+sapl pozitif 5(21.7) 4 1
als1+hwp1 pozitif 0 (0) 0 0
hwpl+sapl pozitif 2(8.7) 2 0
als1+hwpl+sapl pozitif 9(39.1) 8 1

Bitin genler negatif 4(17.4) 3 1

Sekil 1. Biyofilm (ireten (A, B) ve liretmeyen (C, D) Candida izolatlarunin SEM gériintiisii (A: 1000’lik; B:
2000’lik; C: 1000’lik; D: 5000’lik biiytitme.
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TARTISMA

idrar yolu enfeksiyonu, en yaygin saglik hizmetiyle iliskili enfeksiyonlardan biridir.
Hastane kaynakli idrar yolu enfeksiyonlarinda Candida tirleri, en sik izole edilen mikro-
organizmalardan biridir'”. Bu calismada, eriskin ve pediatrik yogun bakim hastalarindan
izole edilen Candida tirlerinin biyofilm olusturma kapasiteleri ve bazi viriilans genlerinin
(als1, hwp1, sap1) PCR protokolii ile saptanabilirligi arastiriimistir.

Molekiler yontemlerin kullanimiyla tibbi 6neme sahip bircok mantar tiri yeniden
siniflandinlmis ve adlandinimistir. Bu kapsamda C.glabrata Nakaseomyces glabratus,
C.krusei Pichia kudriavzevii ve C.lusitaniae Clavispora lusitaniae olarak adlandirilmaktadir.
Bununla birlikte, bu tirler klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda, tani sistemlerinde ve
glincel klinik kilavuzlarin 6nemli bir kisminda halen geleneksel Candida isimleriyle rapor-
lanmaktadir. Ayrica onceki calismalarla karsilastirilabilirligi korumak amaciyla bu calisma-
da da geleneksel Candida adlandirmasi tercih edilmistir. Bununla birlikte, gtincel takso-
nomik degisikliklerin farkinda olunmasi, literattiriin dogru yorumlanmasi ve gelecekteki
calismalarin standardizasyonu acisindan énem tasimaktadir'®.

Literatuirde, idrar yolu enfeksiyonlarindan izole edilen Candida suslarinin biyofilm
olusturma kapasiteleri Gizerine degigken sonuclar bildirilmistir. Aslan ve Giilmez'" Uriner
Candida izolatlarinda XTT yontemiyle tiim suglarda biyofilm Gretimi saptarken; Singh ve
arkadaslar ise yaptiklari arastirmada'®, ézellikle C.tropicalis ve C.albicans suslarinin éne
ciktigr ylksek biyofilm oranlari rapor etmislerdir. Calismamizda elde ettigimiz %90’lik
(n= 63) genel biyofilm orani literatiirdeki bu calismalari destekler niteliktedir. Kamini
ve arkadaslan?® (riner izolatlarda tiip yéntemiyle biyofilm olusumunu degerlendirmis
ve izolatlarin buytik bir kisminda biyofilm pozitifligi saptandigini; bu oranin C.albicans
suslarinda %100’e ulasirken, albicans disi tirlerde %83 olarak kaydedildigini bildirmistir.
Buna karsin, pediatrik hasta grubunda mikroplak yontemiyle yapilan bir diger calisma-
da Husseiny Aya ve arkadaslan?!, albicans disi Candida izolatlarinin (%48) C.albicans'a
(%6.2) kiyasla daha fazla biyofilm Urettigini ve tiir diizeyinde en ytiksek biyofilm oranin
C.tropicalis'te oldugunu rapor etmislerdir. Bizim calismamizda C.parapsilosis hari¢ ge-
nel olarak tiim izolatlarda biyofilm olusumu yiliksek bulunmustur. Biyofilm pozitifliginin
C.parapsilosis'te C.albicans ve diger turlere gore daha dusiik bulunmasi dikkat cekicidir;
ancak C.parapsilosis izolat sayisinin az olmasi nedeniyle bu bulgu kesifsel olarak deger-
lendirilmelidir. Albicans disi Candida izolatlarinin ylksek oranda biyofilm olusturmalari,
bunlarin neden oldugu ciddi enfeksiyon oranlarindaki artisi aciklayabilir.

Yapilan calismalarda, Candida tirlerinde tespit edilen biyofilm oranlarinin ¢cok degis-
ken oldugu gorilmektedir. Biyofilm Uretim oranlari turlerin izole edildigi bolgelere, yas
grubuna, biyofilm saptamak icin kullanilan yonteme, enfeksiyon etkeni olup olmama-
larina ve Candida turiine gore farklilik gostermektedir. Bu durum biyofilm oranlarindaki
farkhligi agiklamaktadir.
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Calismamizda ayrica pediatrik ve eriskin grup izolatlarinin biyofilm oranlari karsilasti-
rilmis ve eriskin grupta daha ytiksek oranda biyofilm olusumu goérilmustur. Literatiirde
bu iki grubun biyofilm olusturma kapasitelerini karsilastiran calisma bulunamamistir. Pe-
diatrik grupta biyofilm oraninin daha dusiik saptanmasinin nedeni bu hasta grubunda
idrar almadaki zorluk ve enfeksiyon-kolonizasyon ayriminin tam yapilamamasi olabilir.

Candida hiicrelerinin ¢esitli mukozal ylizeylere ve sentetik materyallere yapisma yete-
negi enfeksiyon gelisimine katkida bulunan 6nemli bir patojenite ozelligidir. Bu yetenek
C.albicans icin en fazladir ancak mantar tiiriine gore degisir. iran’da cesitli klinik rnek-
lerden toplanan 65 C.albicans’ta als1, hwp1 genleri sirasiyla %92, %95 olarak bulun-
mustur?2. inci ve arkadaslan?® yaptiklari calismada 82 iriner C.albicans izolatinda als1
ve hwpl genlerini sirasiyla %52.4 ve %4.8 tespit ederken biyofilm olusum oranini da
%31.7 bulmuslardir. Turan ve arkadaslari®* 50'si Uriner izolat olmak iizere toplam 100
C.albicans'ta als1 ve hwp1 genini sirasiyla %29 ve %31 bulmuslardir. Hamady ve Marei?’
hastanede yatan ve idrar sondasi olan hastalardan topladiklari 28 C.albicans izolatinda
als1 ve hwp1l genlerini sirasiyla %46.4 ve %57.1 tespit etmislerdir. Bizim calismamizda
C.albicans'ta als1, hwp1, sap1 genleri icin PCR pozitifligi diger caligmalara oranla daha
yuksek tespit edilmistir. Calismamizda ayrica als1, hwpl ve sap1 genleri C.albicans izo-
latlarinda albicans disi Candida izolatlarina goére daha sik saptanmistir. Bu durum, s6z
konusu genlerin ozellikle C.albicans biyolojisindeki yeri ile uyumludur. Ayrica biyofilm
ureten C.albicans izolatlarinda en sik saptanan gen profili als1-hwp1-sap1 Uclu pozitifli-
gidir. hwp1 pozitif izolatlarin tamaminda biyofilm tretimini gézlenmis ve hwp1 pozitif
suslarin biyik cogunlugunda als1 ve sap1 genlerinin de birlikte bulundugu gorilmastar.
Bununla birlikte orta-gticlu biyofilm olusturan izolatlarda als1-hwp1-sap1 G¢li gen kom-
binasyonu daha sik saptanmis olup, bu bulgu biyofilm olusumunda tek gen varligindan
ziyade ¢oklu virtilans genlerinin birlikte bulunmasinin 6nemini dislindiirmektedir.

Calismamizda biyofilm ile en guicli iliskiyi gosteren hwp1 ve bir diger temel adezin
geni olan als1’in, biyofilm olusumunun 6zellikle erken asamalarinin ana aktorleri oldugu
sOylenebilir. Ancak biyofilm stirecinde tek bir genin varligindan ziyade, adezin genlerinin
birlikte bulunmasi ve sinerjik bir sekilde calismasi daha kritiktir. Glincel calismalar da als1
ve hwp1'in birlikte hareket eden ana adezinler oldugunu desteklemektedir. Bir arastirma-
da, hem als1 hem de hwp1 kaybinin biyofilm mimarisini ve hiicreler arasi etkilesimleri
onemli ol¢tide bozdugu bildirilmistir. Buna karsin sap1, esas olarak doku invazyonu ve
virllans ile iliskilendirilmekte olup biyofilm olusumuna katki saglasa da adezin genleri
kadar birincil ve temel bir rol oynamadig diisiiniilmektedir?®2”,

Bu calismada kullanilan als1, hwp1 ve sap1 primerleri literatiirde C.albicans icin valide
edilmis primerlerdir. Ozellikle hwp1 ve sap1 primerlerinin farkli Candida tiirleri tizerinde
test edildigi calismalarda yalnizca C.albicans DNA'sini amplifiye ettigi gosterilmistir. als1
primeri de benzer sekilde C.albicans’a 6zgul olarak rapor edilmistir. Bu nedenle calisma-
mizda non-albicans Candida izolatlarinda dusiik gen pozitifligi saptanmasi beklenen bir
bulgu olarak degerlendirilebilir>28:2,
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Calismamizda saptanan yiksek biyofilm olusum orani, izolatlarin yogun bakim tnite-
sinden elde edilmesi ve hastalarin énemli bir kisminda idrar sondasi bulunmasiyla iligkili
olabilir. Biyofilm olusumu, antifungal tedavinin etkinligini azaltabilen 6nemli bir virtlans
ozelligi oldugundan, biyofilme etkili antifungal ajanlarin secimi tedavi planlamasinda
g6z 6niunde bulundurulabilir. Ayrica calismamizda degerlendirilen als1, hwpl ve sapl
genleri, C.albicans'in adezyon ve biyofilm gelisimi ile iliskili virllans faktorleri arasinda
yer almaktadir. Bu bulgular, biyofilm olusumunu azaltmaya yonelik yaklagimlarin uygun
kateter yonetimi ve antifungal kapli biyomalzemeler gibi stratejilerle birlikte gelecekte
klinik uygulamalarda degerlendirilebilecegini dustindiirmektedir. Bununla birlikte, bu ¢I-
karimlarin klinik calismalarla desteklenmesi gerekmektedir.

Ozellikle albicans digi Candida izolatlarindaki negatif PCR sonuglari DNA hazirlama
yontemi ve primer-hedef uyumu ile iliskili kisithliklar nedeniyle gen yoklugu olarak yo-
rumlanmamalidir. Bu bulgularin daha gticli ekstraksiyon yontemleri ve tirlere 6zgl/
genisletilmis primer panelleri ile dogrulanmasi gerekmektedir. Farkli calismalarda fark-
Il oranlarin elde edilmesi 6rnek turd ve farkh tani tekniklerinden kaynaklaniyor olabilir.
Arastirilan genler disindaki bircok gen Candida turlerinde biyofilm olusumuna katkida
bulunabilir. Bir genin varligi her zaman fenotipe yansimayabilir, ilgili genin ekspresyonu
ve ekspresyon diizeyi cevresel sartlara, izole edildigi bolgeye ve Candida tiirline bagli
olarak degisebilir.

Yaptigimiz SEM analizinde, biyofilm olusturan Candida izolatinda yogun ekstraseltiler
matriks icine gémiilu, ¢ boyutlu ve organize hiicre kiimeleri gézlenirken; biyofilm olus-
turmayan izolatta matriks olusumu saptanmamis ve hiicreler daginik halde bulunmustur.
Literattirdeki Candida biyofilm morfolojileriyle benzer olan bu sonuclar, SEM analizinin
fenotipik biyofilm varligini dogrulamadaki basarisini ve 6nemini ortaya koymaktadir®°.

Calismamizin en onemli kisithhgi, molekiler analiz icin ekstraksiyon basamaginda
kaynatma temelli yontemin kullanilmis olmasidir. Bu yontem Candida izolatlarinda PCR
temelli bazi calismalarda kullaniimis olsa da, fungal hicre duvarinin yapisi nedeniyle bu
yaklasimin 6zellikle albicans disi Candida tiirlerinde ve secilmis virtilans genlerinin saptan-
masinda duyarlihgr sinirli olabilir. Ayrica calismada DNA miktari ve safliginin spektrofoto-
metrik olarak degerlendirilmemis olmasi, negatif PCR sonuglarinin yorumlanmasini sinir-
lamaktadir. Bu nedenle ozellikle albicans disi Candida izolatlarinda saptanan duistik PCR
pozitifligi, ilgili genlerin kesin yoklugu seklinde degerlendiriimemelidir. Bulgular, kullani-
lan primer setleri ve DNA hazirlama protokolu altinda elde edilen PCR pozitiflikleri olarak
yorumlanmalidir. Ayrica bu calismada gen ekspresyonu diizeyi arastiriimadigi icin sonug-
larimiz sinirhdir; bulgular sadece “potansiyel iliski” gosterdigi yoninde yorumlanmalidir.

Calismamizin bir baska kisitliigi, pediatrik gruba ait bazi Candida tirlerinde izolat
sayisinin dusiik olmasi nedeniyle toplam izolat sayisinin ve karsilastirma grubunun si-
nirl kalmasina bagli sonucta evrensel bir genelleme yapilmasinin zorlasmasidir; ancak
mevcut verilerin spesifik bir klinik tGnitenin gtincel epidemiyolojik durumunu yansitmasi
acisindan degerli oldugu dustiniilmektedir.
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Yogun bakim hastalarinin idrar kiiltiirlerinden izole edilen Candida tirlerinde in vitro
biyofilm olusumu yaygindir. C.albicans izolatlarinda als1, hwp1 ve sap1 gen pozitiflikleri
albicans disi Candida tiirlerine gore daha sik saptanmis olsa da, bu calisma gen varligi ile
biyofilm fenotipi arasinda nedensel veya fonksiyonel bir iliski kurmak icin yeterli degildir.
Molekiiler bulgular; gticlendirilmis DNA ekstraksiyonu, tiirlere 6zgli dogrulanmis primer-
ler ve gen ekspresyon analizleriyle desteklenmelidir.
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