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OZET

Candida tiirleri 6nemli mukozal ve yayilict infeksiyonlara yol agabilen firsatci
mantarlardir. Son yillarda bu infeksiyonlarin insidansinda goriilen artig ve yiiksek mortalite
oranlari, daha etkili antifungal tedavi stratejilerinin gerekliligini ortaya koymaktadir. En
yaygin izole edilen tiir C. albicans olmakla beraber, non-albicans tiirlerin yol agtigi
infeksiyonlar da siklikla rapor edilmektedir. Candida tiirleri morfolojik degisim ya da
biyofilm olusumu gibi fenotipik adaptasyonlari saglayan Quorum Sensing (QS) molekiilleri
salgilarlar. Bu sistemde, mikroorganizmalar {irettikleri sinyal molekiilleri sayesinde
birbirleri ile haberlesebilmekte ve belirli bir yogunluga ulastiklarinda viriilans faktorlerine
ait ¢esitli genlerin ekspresyonlarini tetikleyebilmektedirler. Candida tiirlerindeki ¢ogunluk
algilama sistemi hakkinda bilgiler olduk¢a azdir ve farnesol 6karyotlarda kesfedilen ilk QS
sinyal molekiiliidiir. Ilging bir sekilde farnesol, Candida tiirleri ile hem bir QS molekiilii
olarak ve hem de ekzojen bir ajan olarak etkilesime girebilir. Farnesoliin bu duyarliliginda
hiicrenin gelisim stiresi, boyutlari, sicakligi ya da gelisim ortami gibi faktorler etkili
olmaktadir. Calismamizda farnesoliin hem planktonik ve hem de biyofilm formundaki
Candida tiirleri tizerine etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir. Calismaya C. albicans’in
yanisira (1 standart ve 1 klinik izolat), 5 farkli klinik Candida izolat1 dahil edilmistir. Etken
maddenin planktonik Candida tiirleri iizerine etkisi broth mikrodiliisyon (MIK) ve gecirimli
elektron mikroskop (TEM) ile; biyofilm iizerine olan etkileri de kolorimetrik (XTT) ve
taramali elektron mikroskop (SEM) ile arastirilmistir. Sonuglarimiz, farnesoliin Candida
tiirlerinin planktonik ve biyofilm formlari iizerine yaklasik 37,5 uM - 600 uM konsantrasyon
araliklarindaki inhibe edici etkisini ortaya koymustur. Farnesol daha disiik
konsantrasyonlarda ise biyofilmi artirict bir etki sergilemistir. TEM verilerimiz; 37,5 uM
konsantrasyonda farnesol muamelesi sonucu hiicrelerde membran ve duvar hasarlari,
vakuolizasyon ya da graniilasyonlar gostermistir. SEM verilerinde ise farnesol muamelesi
sonucu pre ve post biyofilm uygulamalarinda kontrol grubuna kiyasla biyofilm indirgenmesi
tespit edilmistir. Farnesol antifungal ve antibiyofilm tedavi stratejilerinde etkili olarak

kullanilabilir. Ancak verilerimizin daha detayli calismalarla desteklenmesi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Farnesol, Biyofilm, Candida, Quorum Sensing, Elektron

mikroskopi, XTT, Biyomateryal
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SUMMARY

Candida species are opportunistic fungi that can cause significant mucosal and
invasive infections. The increase in the incidence of these infections in recent years and the
high mortality rates suggest the necessity of more effective antifungal treatment strategies.
Although the most common isolated species is C. albicans, infections caused by non-
albicans species are also frequently reported. Candida species secrete Quorum sensing (QS)
molecules that provide phenotypic adaptations such as morphological change or biofilm
formation. In this system, microorganisms can communicate with each other through the
signal molecules they produce and, when they reach a certain concentration, they can trigger
the expression of various genes of virulence factors. Information about the Quorum Sensing
system in Candida species is scarce and farnesol is the first QS signal molecule discovered
in eukaryotes. Interestingly, farnesol can interact with Candida species both as a QS
molecule and as an exogenous agent. Growth time and size of the cell, temperature or growth
environment are effective in this sensitivity of farnesol. The aim of this study was to
investigate the effects of farnesol on both the planktonic and biofilm forms of Candida
species. In addition to C. albicans (1 standard and 1 clinical isolate), 5 different clinical
isolates were included to the study. The effect of the active substance on planktonic Candida
was investigated by broth microdilution (MIC) and transmission electron microscope
(TEM); the effects on biofilm were also investigated by colorimetric (XTT) and scanning
electron microscope (SEM). Our results demonstrated the inhibitory effect of farnesol on the
planktonic and biofilm forms of Candida at concentrations ranging from about 37.5 uM to
600 uM. Farnesol showed a biofilm-enhancing effect at lower concentrations. Our TEM data
showed the membrane and wall damage, vacuolization or granulation in cells as a result of
farnesol treatment at a concentration of 37.5 uM. In SEM data, biofilm reduction was found
in pre and post biofilm applications compared to control group as a result of farnesol
treatment. Farnesol can be used effectively in antifungal and antibiotic treatment strategies,

but our data needs to be supported by more detailed studies.

Key words: Farnesol, Biofilm, Candida, Quorum sensing, Electron microscopy,
XTT, Biomaterial



viii

TESEKKUR

Yiiksek Lisans egitimim ve c¢alismalarim boyunca bilgi ve tecriibeleriyle bana
katkida bulunan, sabir, anlayis ve giiler yiizleriyle degerli zamanlarini benim i¢in ayiran ve
beni yonlendiren kiymetli danisman hocalarim Prof. Dr. Ilknur DAG ve Ogr. Gér. Dr. Biikay
Yenice GURSU’ ya,

Laboratuar ¢alismalarim ve tezim esnasinda degerli bilgi ve tecriibeleriyle benden
yardimlarini esirgemeyen kiymetli hocalarim Ogr. Gor. Dr. Betiil Y1ilmaz OZTURK ve Ogr.
Gor. Tayfun SENGEL’e,

Beni hi¢ yalniz birakmayan sevgili dostlarima,

Tiim egitim hayatimda her tiirlii destegiyle yanimda olan canim aileme,

Tesekkiirlerimi sunarim.



ICINDEKILER
Sayfa
OZET ...ttt bt e e e e nne e Vi
SUMMARY ettt e et e e ab e e e sa e e e be e e e ba e e e aa e e e ar e e aaaeeanres vii
TESEKKUR .......ocooiiiiitiiieees ettt s e sttt s st en st s st ens s s nan s e viii
ICINDEKILER ........ocoooiiieeeeeee ettt ettt iX
SEKILLER DIZINI........ooioiioeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt ettt Xii
CIZELGELER DIZINIL.........cocooiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee st XV
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI........ccccooiiiiiiiisee s XVi
L.GIRIS VE AMAC ..ottt ettt sttt 1
2.LITERATUR ARASTIRMASLI .........coooiuiiiiiiieeet e en sttt 3
A AV -V L - PSSP 5
2.1.1.Candida CINSI MANTAIIAr .........cccooiiiieiiee e 6
2.1.2.Candida tiirlerinin siniflandirtlmasi..........cccocvveiiieiie e 7
2.1.3.Candida tiirlerinin morfolojik 6zellikleri ve boyanma durumlari ...................... 7
2.1.4.Candida tiirlerinin identifikasyonlart............cooceriiiiinieieieee e 8
2.1.5.Candida tiirlerinin hCre YapISL......ccveeererieriiriesiesiesieseeie e 9
2.1.6.T1bbi a¢idan 6nemli Candida thrleri.........ccveveriereeieiiesece e 10
2.1.6.1.Candida @lbiCanS...........cceiiiiiieieree e 10
2.1.6.2.Candida glabrata ..........cccoeieierieieie e 10
2.1.6.3.Candida troPiCaliS. ........cocueiieiiiieiiee e 11
2.1.6.4.Candida parapsilOSiS...........cceriiiriieiiiie e 11
2.1.6.5.CaNdIda KIUSEI .....veovieiiiiiie it e 11
2.1.6.6.Candida KeYE ......c.ooiiieie e 12

2. 1.7 EPIAEMIYOIOJI ..t 12



ICINDEKILER (devam)
Sayfa
2.1.8.Patojenite ve virlillans faktorleri......cocviveiiiiiiiciice e 13
2.2.Candida Tiirlerinde Antifungal Tedavi ........cccoeiiiiiiiiniiicee e 15
2.3.Candida INfeKSIYONIAIT ........ccveveiveriecreiieeieieie e 18
2.4.Candida Tiirlerinde Antifungal DIreng.........c.coeiveiesiiesieeiecie e eie e 19
2.5, BIYOTHIM . e 20
2.5.1.TANIMI V& YAPIST.ceiuviiiriiiiiiiiiie ittt s bbb bbb 20
2.5.2.Biyofilm olusum basamaklart ............ccoveiiiiiiiiiiiic s 21
2.5.3.Biyofilm diren¢ mekanizmalari............coccooiiiiiiiiiiiiiici s 22
2.5.3.1. Antimikrobiyalin biyofilme penetrasyonunun engellenmesi ................... 22
2.5.3.2.Yavas UIreMeE VE SIS CEVADI ..vvvvrrririiiriiieiieieeeeeeereeeesreeeesereseeeseeeeerereeereeeeee. 22
2.5.3.3.HELEIOJENITE ...t 23
2.5.3.4. Israrcilik (persestence) fENOIMENI . ..vvvvvreeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 23
2.5.3.5.Genetik adaptasyOn ...........ccccvrreiririieienenreee e 23
2.5.3.6.Metabolik aKEIVITE. .........coveiiiieieiiec e 23
2.5.3. 7. AL1M POMPALATT ..vvveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e et e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 23
2.6.Quorum Sensing SiStemi V& FarneSsOl.........coeriiiiiiiiiiiecee s 24
2.6.1.QUOrUM SENSING SISTEIMI ...c.veviiiiitieiieiieieie e 24
2.0.2.FAMESOL ...t 26
2.7.Biyofilm Olusumunun Kontrolii ve Engellenmesi ..........ccccceeiiiiiiiiiiiiiciiicns 28
3.MATERYAL VE YONTEM ........ccccocooiitiieiieeetieeteeeeesees e senee s 30
SLMALEIYAL ... 30
3.1.1.Calismada kullanilan organizmalar.............ccccooiiiiiiiiiieni e 30

3.1.2.Calismada kullanilan besiyerleri ve kimyasallar.............ccccocvviiiiiiiicninn 30



Xi

ICINDEKILER (devam)

Sayfa
3.1.3.Elektron mikroskobik incelemelerde kullanilan kimyasallar...............cccoceenen. 31
R I 0] 1 11<) 1 4 DO TSR PTSUP RO PPRRUPPRPPIN 32
3.2.1.Farnesol muamelesi ile Candida tiirlerinde in vitro iireme takibi ................... 32

3.2.2.Biyofilm olusumu {izerine farnesoliin etkisinin XTT indirgeme testi
1€ TAYINT 1. 33

3.2.3.0lusmus biyofilm iizerine farnesoliin etkisinin XTT indirgeme testi ile

BAYINE 1.t 34

3.2.4 Farnesoliin planktonik Candida hiicreleri {izerine etkisinin gegirimli
elektron mikroskobi (TEM) ile iNCEIENMESI........cccvevviiieiieiiiieceece e 34

3.2.5.Farkli biyomateryaller iizerinde farnesoliin Candida biyofilmine etkilerinin

SEM 18 INCRIBNIMIESE .o ee e eeeeeeeeeeeeereees 35
4. BULGULAR VE TARTISMA ...ttt a s snnae e 37
A LBUIGUIAT <ottt 37

4.1.1.Farnesol muamelesi ile Candida turlerinde in vitro tireme takibine
dayall SONUCIAT .........coiiiiiiii 37

4.1.2.Farnesoliin Candida biyofilm olusumu tizerine etkisinin XTT indirgeme

testine dayalt SONUGIATT .......cocuviiiiiiiii 42

4.1.3.Farnesoliin olusmus Candida biyofilmi iizerine etkisinin XTT indirgeme testi

ile tayinine dayali SONUGIATT ..........cocviiiiiiii 46

4.1.4.Farnesoliin planktonik Candida hiicreleri iizerine etkisinin ge¢irimli

elektron mikroskobi (TEM) goriintiileme sonuglarina gore degerlendirilmesi 53

4.1.5.Farkli biyomateryaller tizerinde farnesoliin Candida biyofilmine

etkilerinin SEM ile degerlendirilmesi..........ocoveieiiiiiiicniienccce e 54
5.S0ONUC VE ONERILER .........cocoooiiiiieeeee e 60

KAYNAKLAR DIZINT ..o oot e e e e et e reae e e eae s 62



xii

SEKILLER DiZiNi

Sekil Sayfa
2.1. Cesitli antifungal ajanlarin etki sekilleri ve birincil hedefleri (Spampinato ve

Leonardi, 2013) ..c.veeieceeeee s et e e neeae e 16
2.2. Mantarlarda Quorum Sensing (Sharma ve Jangid, 2017)........cccccovveviviienieeieere e, 25
2.3. Farnesil Difosfatin (FPP) Enzimatik Defosforilasyonu (Nickerson vd., 2006) ........... 26
4.1. Arastirmada kullanilan ¢alisma basamaklari.............cccccooiiieiiiiiiic i 37
4.2. C. albicans ATCC 14053 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarindaki

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

oransal lireme degerleri (Grafikte gosterilen 10 veri i¢in Standart Sapma (SD):0,28) 38

C. albicans 1766 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarindaki oransal

tireme degerleri (Grafikte gosterilen 10 veri i¢in SD:0,27)....c.cccvviiiiiiiiicniiiiiienen, 38

C. tropicalis 1678 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarindaki oransal
tireme degerleri (SD:0,05) .....ii i s 39

C. krusei 1561 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarindaki oransal
tireme degerleri (SD: 0,30) ....cciiiiiiiie s 39

C. parapsilosis 1799 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarindaki oransal
tireme degerleri (SD: 0,24) .. .o s 40

C. kefyr 1798 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarindaki oransal
treme degerleri (SD: 0,33) ..o s 40

C. glabrata 1744 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarindaki oransal
tireme degerleri (SD: 0,10) ....cciiiiiiiieiii s 41

C. albicans ATCC 14053 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarindaki
oransal gelisim degerleri (Grafikte gosterilen 10 veri i¢in SD: 0,19) ....cooviveviiieennnn. 43

4.10. C. albicans 1766 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarindaki oransal

geligim degerleri (SD: 0,22) ..o 43

4.11. C. tropicalis 1678 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarindaki oransal

geligim degerleri (SD: 0,1) .. 44



Sekil

4.12.

4.13.

4.14.

4.15.

4.16.

4.17.

4.18.

4.19.

4.20.

4.21.

4.22.

4.23.

4.24.

4.25.

Xiii

SEKILLER DiZiNi (devam)

Sayfa

C. krusei 1561 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarindaki oransal

gelisim deGerleri (SD: 0,42) ... 44
C. parapsilosis 1799 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarindaki

oransal gelisim degerleri (SD: 0,31) ..ooooiiiiiiiiiii e 45
C. kefyr 1798 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarindaki oransal

geligim degerleri (SD: 0,29) ..o 45
C. glabrata 1744 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarindaki oransal

gelisim degerlers (SD: 0,22) ....iiiiiiiiiiiiiiiei s 46
C. albicans ATCC 14053 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarindaki

oransal gelisim degerleri ( Grafikte gosterilen 5 veri i¢in SD: 0,15) ....cceviiiiennnnne 47
C. albicans 1766 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarindaki oransal

gelisim degerlers (SD: 0,22) ..o 47
C. tropicalis 1678 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarindaki oransal

gelisim degerleri (SD: 0,29) ..o 48
C. krusei 1561 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarindaki oransal

gelisim degerleris (SD: 0,41) ..o 48
C. parapsilosis 1799 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarindaki

oransal gelisim degerleri (SD: 0,14) ......cooviiiiiiiiiiic s 49
C. kefyr 1798 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarindaki oransal

gelisim degerleris (SD: 0,04) ... 49
C. glabrata 1744 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarindaki oransal

geligim degerlers (SD: 0,27) .viiiiiiiiiiieii e 50
Kontrol grubu ve farnesol uygulanan planktonik C. albicans ATCC 14053 izolatina
a1t TEM @OTUNTUIETL.....eevviiiici e 53
C. albicans ATCC 14053 6. saat SEM GOrintileri .........cccoevvererenenineninncseeeen, 55
C. albicans 1766 6. saat SEM GOItGntileri........c.ccovvviviiiiiiiiisiiises s 56



Xiv

SEKILLER DiZiNi (devam)

Sekil Sayfa
4.26. C. albicans ATCC 14053 24. saat SEM GOTUNTULETT «eeevvvvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 57
4.27. C. albicans 1766 24. saat SEM GOTUNTULETT .....eevveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 58



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge

2.1. Biyofilm olusumunun kontrolii ve engellenmesi (Subhadra vd., 2018)

XV



Simgeler
%

°C
dk

Kisaltmalar
ATCC

DNA

RNA

PCR

RAPD PCR
AIDS

SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Aciklama
Yiizde

Santigrat Derece
Dakika
Gram

Litre

Molar
Miligram
Mililitre
Mikrolitre
Milimetre
Santimetre
Mikrometre
Nanometre
Mikromolar
Alfa

Beta

Aciklama
American Type Cultur Collection

Deoksiriboniikleik Asit

Ribontikleik Asit

Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Rastgele Arttirilmis Polimorfik DNA

Acquired Immune Deficiency Syndrome

XVi



1. GIRIS VE AMAC

Son yillarda patojen kiif ve mayalarin sebep oldugu mantar infeksiyonlarinda 6nemli
bir artis gozlenmektedir. Ozellikle bagisiklig1 baskilanmus bireylerde, mantar infeksiyonlar:
sonucu gozlenen morbidite ve mortalite oranlar1 artmaktadir. En sik karsilagilan etkenlerin
biri de Candida cinsi mantarlar olup tedavide kullanilan ilaglarin dar spektrumlu olmasi,
toksisitesi ve direncli suslarin ortaya c¢ikmasi gibi sebeplerden dolayr tedavi de

giiclesmektedir.

Candida tiirleri saglikli bireylerde normal flora tiyesi olarak bulunurken, bagisikligi
baskilanmis bireylerde firsatg1 infeksiyonlara yol agabilmektedirler. Bu infeksiyonlar
yiizeyel ya da sistemik olarak goriilebilirken, 6zellikle hastanelerdeki nazokomiyal kan
akimi infeksiyonlarinin da temel sebepleri arasindadir. C. albicans en sik rastlanan patojen
tiirli olmakla beraber son yillarda C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei ve C.
guillermondii tiirlerinin yol actig1 infeksiyonlar da sik¢a rapor edilmektedir. Candida

kaynakli ¢oklu ilag direnci gelisimi de en 6nemli klinik problemlerden biridir.

Biyofilmler, mikroorganizmalarin bir yiizeye baglanarak kendi {trettikleri
ekstraseliiler polimerik matrikse gomiildiigli organize komiinitelerdir. Yok edilmeleri ¢ok
zordur ve pek ¢ok 1srarci infeksiyonun temel kaynagidirlar. Biyofilm olusumu, Candida
tiirlerinin patojenitesine katkida bulunan en Onemli viriilans faktorlerinden biridir ve
mikroorganizmalar1 konak¢r immun sistem savunmasi ya da antifungal ilaglar gibi dis
faktorlerden korumaktadir. Ozellikle kalici kateterler ya da prostetik kalp kapakgiklari gibi
implante araglarin tizerinde geligen biyofilm olusumu biiyiik bir problem olusturmaktadir
(Douglas, 2003). Biyomateryal kaynakli Candida infeksiyonlari geleneksel tedavi

yontemlerine ¢ok yiiksek bir direng gostermektedir.

Biyofilmler rastgele bir hiicre toplulugu degil aksine gesitli sinyal molekiillerinin
kontrolii ile olusturulan spesifik ve organize topluluklardir. Hiicre-hiicre sinyal iletiminde
ozellikle c¢ogunluk algilama (quorum sensing=QS) olayr son yillarda biyik dikkat
¢ekmektedir. Yapilan arastirmalar QS molekiillerinin biyofilm olusumu i¢in temel teskil

ettigini gostermektedir. Simdiye kadar bakteriler iizerinde yapilan QS molekiilii caligmalar:
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oldukga fazla iken fungal hiicrelerdeki sinyal molekiilleri izerine ¢ok sinirli sayida ¢alisma

bulunmaktadir.

Farnesol, C. albicans’ta hifal olusumu inhibe eden bir QS molekiiliidiir ve biyofilm
olusumunu 6nledigi bulunmustur. Ancak bu konudaki bilgiler ¢cok simirlidir ve biyofilm

olusumuna kars1t molekiiler mekanizmalar heniiz tam olarak aydinlatilamamastir.

Calismamizda farnesoliin farkli konsanstrasyonlarda ve farkli siirelerde; biyofilm
olusumu Oncesi ve biyofilm olusumu sonrasi etkilerinin detayli bigimde arastirilmasi
hedeflenmistir. Yapilan ¢alismalar genelde C. albicans iizerinde yogunlasmistir. Ancak

calismamizda farkli Candida tirleri de arastirilmastir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

Candida tiirleri dogada en yaygin bulunan maya mantarlar1 olup okaryotik ve tek
hiicreli yapidadirlar. Klorofilsiz olup absorbsiyonla beslenen canlilardir. Dogada genel
olarak saprofit olarak bulunmaktadir. Uremeleri tomurcuklanarak ya da ikiye boliinme ile
olur. Blastokonidyumlar ana hiicreden ayrilmadan uzayarak psddohif denilen yalanci hifleri

olusturabildigi gibi, bazen de gercek hif olusturabilirler (Dag, 2007; Hosiikoglu, 2017).

Candida tiirleri insanlarda mukozal oral kavite, gastro intestinal alan ve vajinada
normal mikrobiyota iiyesi olarak bulunmaktadirlar. Bagisikligin baskilandigi durumlarda ise
kan akimi infeksiyonlar1 ya da sistemik infeksiyonlara yol agabilmektedir. Simdiye kadar
insanlarda infeksiyonlara yol actig1 bilinen 17 tiirii rapor edilmistir. intravendz kateterlerin
kullanimi, total damar i¢i (parenteral) beslenme, invaziv prosediirler, genis spekturumlu
antibiyotiklerin giderek artan bicimde kullanimi, sitotoksik kemoterapi ve transplantasyon
gibi faktorler Candida infeksiyonlarinin artisina katkida bulunmaktadir. Candida tiirlerinin
patojenitesine katkida bulunan en onemli viriilans faktorleri germ tlip olusumu, konake1
epitel ve endotel hiicrelerine adezyon, fenotipik doniisiim, biyofilm olusumu, hiicre duvari
ve yiizey degisimi ile hidrofobisite ve hidrolitik enzimlerim iiretimi sayilabilir. Ozellikle C.
albicans’m maya morfolojisinden hifal morfolojiye gegebilme yetenegi en 6nemli viriilans
faktorlerinden sayilabilir ve hifal morfojenezin diizenlenmesinde hiicre yogunlugu ¢ok kritik

bir faktordiir (Sardi vd., 2013; Deorukhkar vd., 2014).

Candida tiirlerinin insanlarin normal mikrobiyotasinda bulunusu, implante edilmis
biyomateryal yiizeyleri ile karsilagmalarin1 kolaylastirir. Stentler, santlar, protezler,
implantlar, endotrakeal tiipler, kalp pilleri ve ¢esitli tipte kateterler gibi medikal cihazlarin
Candida kolonizasyonu ve biyofilm olusumunu destekledigi bilinmektedir. Ozellikle kateter

infeksiyonlarinin 6nde gelen nedenlerinden biri de bu mayalardir (Ramage vd., 2005).

Pek c¢ok dogal ¢cevrede mikroorganizmalar planktonik ya da serbest yiizen hiicreler
seklinde degilde biyofilm seklinde bulunurlar. Biyofilmler bir ylizeye yapisan mikrobiyal
komiinite yapist olarak tanimlanmaktadir. Ekstraseliiler polimerlerden olusan bir matriks

icine gomiilen mikroorganizmalar, biyofilm olusturduklarinda kendi planktonik
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formlarindan farkli bir fenotip gosterirler. En 6nemli 6zellikleri de biyofilm igindeki
mikroorganizmalarin antimikrobiyal ajanlara duyarliliklarinin azalmasidir. Biyofilm
infeksiyonlari, implantla iliskili olabildigi gibi, kistik fibroz gibi aletle iliskisi olmayan ve
dokuda gelisen kronik infeksiyonlar1 da kapsayabilmektedir (Douglas, 2003). Infeksiyonlar
tek bir mikrobiyal tiirle olusabildigi gibi bazen bakteri-fungal tiirlerin bir arada olmasiyla da
gerceklesebilir  (Costerton vd., 1999). Simdiye kadar bakteriyal biyofilmler ve
infeksiyondaki rolleri yogun bi¢imde arastirilmis ve 6zellikle gram (-) bakterilerin biyofilmi
hakkinda 6nemli yap1 ve 6zellik bilgileri saglanmistir. Ancak fungal biyofilmler ¢ok daha
az anlagilmistir. Cerrahi olarak en sik infekte olan implant araglari santral venoz kateterlerdir
ve genellikle sitotoksik ilaglar, ¢esitli sivilar ya da besinlerin uygulanmasi sirasinda
kullanilirlar. Infeksiyonlar bu tip kateterlerin kullanimi sirasinda ortaya ¢ikabilir. Burada
infiizyon sivisinin kendisi ya da kateter merkezi kontamine olabilecegi gibi hastanin
derisinden ya da hastane personelinin elinden de gegis olabilmektedir. Bazen kateterin distal
ucu viicuda yerlestirilirken kontamine olabilir ya da mikroorganizmalar kateter yarasina
gecebilir. Ancak eger kommensal olarak gastrointestinal alan1 kolonize eden Candida tiirleri
intestinal mukozay1 penetre ederek kan akimina gecerse kateter endojendz yolla buradan da
enfekte olabilir. Bu durum ozellikle bagirsak mukozasi hasarli ve kemoterapi alan kanser

hastalarinda yaygin bir giris mekanizmasidir (Douglas, 2003).

Son yillarda Candida infeksiyonlarmm epidemiyolojisi degisiklik gdstermeye
baslamistir. Simdiye kadar klinik vakalarin biiyiik ¢ogunlugunda invaziv kandidiyazin en
temel etkeni C. albicans olarak bilinirken, non-albicans Candida (NAC) tiirleriyle infekte
hasta sayisinda 6nemli artislar gozlenmektedir. Profilaktik ve terapdtik ajan olarak sikga
kullanilan flukanazolun ilaca direcli suslarin seleksiyonuna katkida bulunmasi da bu

degisimde onemli bir etkendir (Sanguinetti vd., 2015).

Antifungal ilag direnci mikrobiyolojik ya da klinik olarak karakterize edilebilir.
Mikrobiyolojik diren¢ fungal bir patojenin bir antifungal ajana karst invitro duyarlilik
testleriyle ayni tiiriin diger izolatlarina gore duyarsiz olmasi olarak tanimlanir (Sanguinetti
vd., 2015). Ongoriilen direng mekanizmalarmin pek ¢ogu Candida biyofilmleri ile iliskilidir
ve olusan direng, antifungal ilaglarin genis bir spekturumuna kars etkilidir. Bazen farkli ilag

mekanizmalariin kombinasyonu da direngten sorumlu olmaktadir (Mishra vd., 2007).
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Mikroorganizmalar biyofilm olusum ve gelisim islemlerini hiicre-hiicre sinyal
molekiilleri tarafindan kontrol edilen ve populasyon yogunluguna bagli gen ekspresyonlari
ile diizenlemektedirler (Houdt ve Michiels, 2005). Mantarlarda ise simdiye dek en ¢ok
arastirtlan QS sinyal molekiilii, C. albicans’ta tespit edilen seskiterpen farnesoldiir (3,7,11-
Trimethyl-2,6,10-dodecatrien-1-ol). Yapilan arastirmalarda azoller gibi sterol biyosentezi
yolagin1 hedefleyen bazi ilaglarin hiicre ic¢i farnesol diizeyini arttirdigi gosterilmistir.
Farnesol birikimi, yliksek hiicre yogunluklarinda mayadan hif formuna morfolojik
doniistimii bloklar. Disaridan eklenen farnesol ise normal olarak serum, prolin, ya da N-asetil
glukozamin tarafindan tetiklenen germ tiip olusumunu inhibe eder. Farnesoliin germ tiip
olusumunu bloklamasina ragmen mevcut germ tiip uzamasmi Onleyemedigi rapor
edilmektedir. Bununla beraber bir QS molekiilii olan farnesoliin olasi antimikrobiyal ve
antibiyofilm etkinliklerinin detayli bigimde arastirilmasi biiyiik bir 5nem tagimaktadir (Alem
vd., 2006; Ozkiitiik, 2007).

2.1. Mantarlar

Mantarlar okaryotik, heterojendz, tek hiicreli ya da filamentéz yapilarda, spor
olusturabilen ve klorofil igermeyen organizmalardir. Birbirinden ¢ok farkli 6zelliklerde
olabilen bu okaryotik organizmalar mantarlar alemi adi altinda siniflandirilirlar. Mantarlar
bitki, hayvan, protista ya da bakterilerden farkli 6zelliklere sahiptirler. Hiicre duvarlar kitin
icermektedir ve genetik yapilart hayvanlara daha yakindir. Besinlerini absorbsiyon yoluyla
cevrelerinden elde ederler. Cogu saprofitik ya da parazitik yapidadir. Tek hiicre olarak
boyutlar1 1-30 um arasinda degismekte olup mikroskobik funguslar misel ya da maya
formunda olmaktadirlar. Ug temel morfolojiye sahip olup bu formlar tek hiicreli maya

formu, filament6z misel formu ve maya benzeri psodohif formudur (Samanta, 2015).

Miseller uzun ve dallanmis yapida ve hif adi verilen filamentler igeren ¢ok hiicreli
yapilardir. Vejetatif ya da reprodiiktif hif yapilar1 bulunmaktadir ve sporlar reprodiiktif hif
tizerinde gelisir. Mantarlarin siniflandirilmasinda spor boyutu, sekli ve yapisit onemlidir.
Makroskobik kiif kolonisi genellikle kabarik ve yumusak olup karakteristik bir goriiniime
sahiptir. Hif ve diger yapilar bir araya gelerek miselyum adi verilen kompleks bir yap1

olustururlar.
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Mayalar ise yaklasik 5-8 um boyutlarinda tek hiicreli organizmalar olup nadiren
filament olustururlar. Cogunlukla tomurcuklanma yoluyla iirerler. Bakterilere benzer sekilde

diiz yiizeyli koloniler olustururlar (Anonim, 2014).

Sicakliga bagli olarak hem maya hem de kiif formu olusturabilen mantarlar dimorfik
yapidadir. Bu olay termal dimorfizm olarak adlandirilir. Insan viicudunda 37 °C’de
iireyebilen maya formunun yani sira ¢evrede ve yapay kiiltiir ortaminda ve oda sicakliginda
tireyebilen form hif formudur. Psédohif formu ise C. albicans tarafindan iiretilebilmekte
olup uzamis elipsoidal hiicrelerin bir zincir yapist olusturmasiyla karakteristiktir (Samanta,

2015).

Mantarlar genellikle hif, spor ve lireme tiplerine gore siniflandirilmaktadirlar. Buna
gore Opisthosporidia, Neocallimastigomycota, Blastocladiomycota, Chytridiomycota,
Zoopagomycota, Glomeromycota, Basidiomycota, Mucoramycota ve Ascomycota olarak 9

takima ayrilmaktadirlar (Naranjo-Ortiz ve Gabaldon, 2019).

2.1.1. Candida cinsi mantarlar

Candida tiirleri okaryotik ve tek hiicreli yapida olup Ascomycota igerisinde ve
Saccharomycotina sinifina ait maya mantarlaridir. Dogada ¢ok yaygin olarak bulunurlar ve
hiicre duvarlarinda kitin igerirler, kapsiilsiiz, oval ve hareketsiz mayalardir. Ikiye béliinme
ve tomurcuklanma yoluyla ireyebilmektedirler. Blastospor ile {ireme sirasinda
blastokonidyumlarin ana hiicreden ayrilmamasi sonucu pseudohif olustururlar. C. albicans,
C. dubliniensis ve C. norvegensis disindaki tiirler genellikle yalanci hif olusturma
yeteneginde degildir (Dag,2007; Hostikoglu, 2017; Simsek, 2018; Naranjo-Ortiz ve
Gabaldon, 2019).

Candida cinsi insanlardaki fungal infeksiyonlardan en siklikla izole edilen tiir C.
albicans’tir. Ancak son yillarda NAC tiirlerinin karsilasilma sikliginda 6nemli bir artis
gozlenmektedir. Yapilan arastirmalara gére Candida tiirleri fungal infeksiyonlara en ¢ok yol
acan mantarlardir. Infeksiyonlarn yaklasik % 90’1 C. albicans, C.glabrata, C. tropicalis, C.
parapsilosis ve C. krusei tarafindan olusturulmaktadir. Bu infeksiyonlar yiizeyel ya da

sistemik olabilmektedir (Turner ve Butler, 2014).



2.1.2, Candida tiirlerinin stmiflandirilmasi

Candida tiirleri simiflandirmada Ascomycota igerisinde Saccharomycotina sinifinda
yer alan maya mantarlaridir. Tek hiicreli, tomurcuklanma ile ¢ogalan, psddohif ve bazen
gercek hif olusturan mikroorganizmalardir. Bilinen yaklasik 200 tiirti bulunmaktadir. Pek
¢ok Candida cinsi mayanin eseyli formunun (telomorf) bilinmemesi, siniflandirmada
zorluklara yol agmakta ve molekiiler tekniklerle bu sorunun asilmasina ¢alisilmaktadir. Bu
calismalarda telemorflar1 ortaya ¢ikarilan Candida tiirlerinin gergekte farkli cinslere ait
oldugu goriilmiistiir (Daniel vd., 2014; Naranjo-Ortiz ve Gabaldon, 2019).

2.1.3. Candida tiirlerinin morfolojik 6zellikleri ve boyanma durumlari

Candida tiirleri kiiresel ya da oval sekillerde, 2-8 x 3-15 um boyutlarinda, kapsiilsiiz
ve hareketsiz, dkaryotik mikroorganizmalardir. Tomurcuklanma ile olusan yavru hiicreler
ana hiicrenin aynisidir. Bazen ana hiicreden ayrilirken bazen de ayrilmadan psddohif
seklinde zincir olusturabilirler. Gergek hifler ise septali ve diizgiin kenarli bicimdedir. Maya,
psodohif ve gergek hif morfolojileri dokularda ve kiiltiirde goriilebilmektedir. En sik olarak
C. albicans, daha nadir olarak da C. dubliniensis ve C. norvegensis tiirleri gergek hif
olusturabilmektedir. C. albicans’in hizli tanisinda germ tiip testi olarak da bilinen, 37 °C'de
2 saatte ¢gimlenme borusu olusumunun varlig1 bilylik 6nem tagimaktadir. Cimlenme borusu
hif olusumunun temel baslangi¢ safhasidir. Yapilan arastirmalar C. albicans’taki maya hif
doniisiimiiniin patojenezde ¢ok etkili oldugunu ve hifal formun doku invazyonu i¢in 6nemini
ortaya koymaktadir. Bu doniisiim sicaklik, pH, glikoz seviyeleri, azot kaynagi, karbondioksit
seviyeleri veya baglangi¢ hiicre yogunlugu gibi birgok farkli kimyasal ve ¢evresel faktor
tarafindan indiiklenir (Ramage vd., 2002). Hiicre yogunlugu >10° hiicre/ml oldugunda maya
hiicreleri hife dogru bir déniisiim gostermez. Ancak yogunluk <10° hiicre/ml oldugunda ise
misel olarak gelismektedir. Bu durum inokulum boyut etkisi olarak da bilinir ve funguslarda
¢ok Onemlidir. Germ tiip testinin yani sira Misir Unlu Tween 80'li veya uygun besiyeri
ortaminda klamidospor olusumu incelenmesi de tanida 6nemlidir. Klamidosporlar kalin
duvarli, maya hiicresinin aclhifa ve degisik kosullara karsi dayaniklilik saglayabilen
yapilardir. Candida tiirleri gram boyama ile pozitif olarak boyanirlar. Klinik 6rnekler iginde
maya aranmast c¢alismalarinda, Calcofluor White Fluorescent boyasi kullanilir ve hiicre

duvarindaki kitine non spesifik olarak baglanma sonucu yesil-mavi floresan renk meydana
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gelir. Potasyum hidroksit (%10-20 KOH ve %10 gliserin) ¢ozeltisi de mantar ve maya
hiicrelerinin tespitinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Cozeltide bulunan gliserin mayanin
bozulmasini onlerken KOH da keratini eritir. Laktofenol pamuk mavisi ya da giemsa

boyalar1 da maya hiicrlerinin boyanmasinda kullanilmaktadir (Bozkurt, 2008).

2.1.4. Candida tiirlerinin identifikasyonlari

Candida tiirleri Patates Dekstroz Agar (PDA), Kanli Agar, Saburo Dekstroz Agar
(SDA), Yeast Nitrogen Base (YNB) gibi kiiltiir besiyerlerinde ya da CHROMagar gibi segici
besiyerlerinde lireyebilmektedirler. Diger yandan Candida tiirlerinin tiretilmesinde, bakteri
ve kiif iiremesini engellemek i¢in primer izolasyon besiyerine penisilin, kloramfenikol ya da
siklohekzimid eklenebilmektedir. Steril viicut sivilart ya da doku drneklerinin Triptikaz Soy
Kanli Agarda gelistirilmesi Onerilmektedir (Madhavan vd., 2011). Kiltiire alinan
ornekler hem oda sicakligi hem de 37 °C'de inkiibe edildiklerinde saprofit mayalarin
sadece oda sicakliginda tireyebildigi goriilmektedir. Cogu patojen Candida tiirii hem 26 °C
hem de 37 °C'de iireyebilmektedir. Ayrica Candida tiirlerinin koloni rengine gore teshisine
olanak veren kromojenik besiyerleri de bulunmaktadir. Bu besiyerleri mikroorganizma
tarafindan salgilanan enzimlerle tepkimeye giren kromojenik substratlar kapsadigindan,
substratlarin o tiire 6zgii enzimleri ile hidrolize olmasi sonucu degisik renk ve morfolojiye

sahip koloniler gozlenmektedir (Giiltekin vd., 2013).

Candida tiirlerinin optimum tireme pH’lart 4,5-5’tir. Ama pH 2-8 arasinda da
ureyebilirler. 24 saatte lireme olurken, 48-72 saatte belirgin iireme gozlenir. Besiyerinde
diizgiin yiizeyli, krem renkli ve tipik maya kokulu S tipi koloniler olustururlar, R tipi
koloniler ise misel gelisimi ile ilgilidir (Yiksekkaya, 2009).

Otomatize kiiltiir sistemleri ile mikrobiyal hiicrelerin metabolik aktivitesi sirasinda
aci18a ¢ikan karbondioksidin izlemesi saglanmakta ve ¢ok hassas bir sekilde mikroorganizma
tayinleri yapilabilmektedir. Hastane laboratuvarlarinda maya identifikasyonunda kullanilan

cesitli BACTEC sistemleri bulunmaktadir (Han, 2006).

Candida tiirlerinin identifikasyonunda hem geleneksel hem de ticari sistemler

kullanilabilmektedir. Yukarida da bahsedilen ¢gimlenme borusu testi, Misir Unlu Tween 80
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Agar besiyerindeki morfoloji, karbonhidrat fermentasyon ve asimilasyon testleri geleneksel
yontemleri kapsarken, ticari karbonhidrat asimilasyon testleri de bulunmaktadir.
Karbonhidrat fermentasyon testleri ile mayalarin karbonhidratlar1 fermente edebilme
yetenekleri incelenirken, asimilasyon testlerinde mayalarin tek karbon ya da azot kaynagi
olarak verilen substrati kullanabilme durumlari belirlenir. Klinik Candida izolatlarinda C.
krusei disindaki tiirlerde iireaz enzimi yoktur ve bu da teshiste kullanilan Snemli bir
Ozelliktir. Tim bunlarin yan1 sira RAPD PCR, Real Time PCR ya da Restriksiyon Enzim
Analizi gibi DNA tabanli yontemler de patojen mantarlarin teshisinde kullanilabilmektedir.
Bu molekiiler metodlar bir organizmaya spesifik bir genin niikleik asit sekansinin tespitine
dayanmaktadir. Prob bagli identifikasyon testlerinde ise mikroorganizmanin tek zincirli
DNA ya da RNA’s1 tamamlayici bir sekansa baglanir ve ¢ift zincirli bir hibrid olusturur
(Bozkurt, 2008; Yiiksekkaya, 2009; Kog, 2007)

2.1.5. Candida tiirlerinin hiicre yapisi

Candida tiirleri okaryotik ve tek hiicreli mikroorganizmalardir. Hiicre duvar yapisi
bakterilerden olduk¢a farkli iken, sitoplazma zar yapilari insan hiicre sitoplazmik zar
yapisina benzemektedir. Candida tiirleri dkaryotik hiicre yapisinda olduklarindan, fungal
infeksiyonlarin tedavisinde kullanilan ilaclar insan hiicreleri iizerine de toksik etkiler
gostermektedir. Bu sebeple mevcut antifungal tedavi stratejileri antibiyotiklere gore ¢ok

daha simirhidir.

Candida hiicresinin en dis kisminda bulunan ve sert bir yapida olan hiicre duvari
hiicreyi korur, sekil verir ve ozmotik basinca bagh lizisten korur. Molekiillerin i¢ ve dis
ortama gecislerinde rol alir ve hiicrenin ¢esitli ylizeylere adezyonunu saglar. Hiicre duvar
elemanlar1 antifungal ilaclarin tasarlanmasinda 6nemli bir hedef olusturmaktadir. Hiicre
duvarinda karbonhidrat (%80-90), protein (%5-15) ve lipid (%2-5) yer almaktadir.
Karbonhidratlarin biiyiik cogunlugu B-glukan iken, mannoprotein ve kitin de bulunmaktadir.

Hifal hiicrelerde kitin miktar1 daha fazladir.

Hiicre duvar altinda yer alan hiicre membrani, igerdigi ozmoenzimler ile hiicre i¢i
ve disina madde gecislerinde 6nemli bir gorev almaktadir. Hiicre duvar sentezinde gorev

yapan Kitin sentataz enzimi C. albicans’in da membraninda bulunmaktadir.
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Fungal hiicre iskeleti yapisi da turgor basincina karsi koyar ve dinamik bir yapidir.
Yapidaki mikrotiibiiller membran hareketliliginde gorevlidir. Iskelet yapist hem hiicre
duvar1 hem de membran ile iliskilidir. Aktin ve miyozin de stoplazmik akiskanlik ya da

organel hareketliligi gibi faaliyetlerde gorev almaktadir (Bozkurt, 2008)

2.1.6. Tibbi acidan 6nemli Candida tiirleri

2.1.6.1. Candida albicans

C. albicans insan normal mikroflorasinin 6nemli bir kommensali olup, deri ve
mukozal membranlarda yaygin olarak bulunmaktadir. Ancak bagisikligin baskilandigi
durumlarda 6nemli infeksiyonlara yol agabilmektedirler. Ayn1 zamanda hastane, besin ya da
cesitli medikal ekipmanlardan siklikla izole edilirler. Maya benzeri bir fungus olup
blastokonidya, psodohif ve gercek hif olusturabilmektedir. Gergek hif olusumunun
baslangicinda gézlenen germ tiip yapisi, sadece C. albicans ve C. dubliniensis tiirlerinde
gozlenmektedir. C. albicans’in laboratuvar tanisinda bu 6zellik anahtar rol oynamaktadir.
Ayrica tipik eseysiz bir spor yapist olan klamidyokonidyum olusumu da bu tiir igin
karakteristiktir. Bu yap1, ger¢ek ya da yalanci hifin ucunda veya yaninda bulunur; kalin
duvarl, genis oval yapili ve tek hiicreli sekildedir (Bozkurt, 2008; Dag, 2007; Larone, 1995).

2.1.6.2. Candida glabrata

C. glabrata yiizeyel ya da sistemik Candida infeksiyonlarina yol agan en onemli
tirlerdendir. C. glabrata dimorfik olmayan blastokonidiyal morfolojisi ve haploid genoma
sahip olmast ile diger Candida tiirleri ile farklilik gdsterir. Immunsupresif tedavi ve genis
spektrumlu antimikrobiyallerin sik kullanimi sonucu C. glabrata’nin yol agtig1
infeksiyonlarin siklig1 artis gostermistir. Flukonazol gibi pek ¢ok azole antifungal ajana
direngli olduklarindan infeksiyonlarmn tedavisi de giiclesmektedir. Ozellikle hastanede yatan
hastalarda yiiksek mortalite oranlar1 goriilmektedir. C. glabrata 37 °C iizerindeki
sicakliklarda psddohif tiretmeyen tek Candida tiiriidiir (Fidel vd., 1999).
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2.1.6.3.Candida tropicalis

Diploid bir Candida tiirii olan C. tropicalis ozmotolerant bir mikroorganizmadir ve
yiiksek tuz konsantrasyonlarinda hayatta kalabilir. Bu 6zelligi ile biyoteknolojik proseslerde
kullanim ig¢in ilgi ¢ekicidir. Psodohif ve gergek hif olusturabilir. Blastokonidyalar kiiresel
ya da ovoid sekildedir. Giiclii bir biyofilm iireticisi olarak tanimlanmaktadir. Azole, poliyen,
ve ekinokandin gibi antifungal ilaclara direng gosterdigi rapor edilmektedir. insan normal
mikrobiyotasinin bir elemanidir ancak bagisikligin baskilandigr durumlarda yiizeyel ve
sistemik infeksiyonlara yol agabilir. C. tropicalis'in, C. albicans'la, diger Candida tiirlerine
gore daha fazla genetik benzerligi oldugu bilinmektedir (Butler vd., 2009; Zuza-Alves vd.,
2017).

2.1.6.4.Candida parapsilosis

C. parapsilosis oval, yuvarlak ya da silindirik sekilli hiicrelere sahip olan ve gergek
hif iiretmeyen bir maya tiiriidiir. Maya ya da psddohif formunda bulunmaktadir. Insanlar
dahil memelilerde normal mikrobiyota iiyesi olup mukoza, deri ve tirnaklardan izole
edilebilmektedir. Invaziv kandidiyazin énemli etkenlerinden biridir ve kateter iliskili
infeksiyonlarda siklikla rapor edilmektedir. Mikroskobik olarak en dnemli 6zellikleri arada

iri hiflerin olusturdugu dev hiicreleri igermesidir (Dag, 2007; Trofa vd., 2008).

2.1.6.5.Candida krusei

C. krusei kaynakli infeksiyonlar hem bagisikligi baskilanmig hem de hastanede yatan
bireylerde onemli bir artis gostermektedir. Flukonazole dogal direngli bir tiir olmas1 ve C.
krusei infeksiyonlarinda amfoterisin B’nin genellikle yetersiz kalmasi ciddi bir sorun
olusturmaktadir. Ozellikle hematolojik malignansi ve nakil alicis1 hastalar igin biiyiik risk
olusturmaktadir. Dogal flukonazole direncinin yani sira flusitozin ve amfoterisin B’ye
azalan duyarliligi sebebiyle potansiyel bir coklu ilag direnci patojenidir. Morfolojik
goriiniimiinde  dallanmis psodohifler ve bu hiflerin septalarinda aga¢ benzeri

blastokonidyumlar goriilmektedir (Dag, 2007; Pfaller vd., 2008).
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2.1.6.6.Candida kefyr

Daha onceleri Candida pseudotropicalis olarak adlandirilan bu tir ozellikle
hematolojik malignansli hastalarda 6nemli bir patojendir. Siit iiriinlerini de iceren farkli
habitatlardan izole edilebilmektedir. Nadir bir infeksiyon ajanidir. Mikroskobik
morfolojisinde psddohifler ve bu hiflerin etrafinda birbirine paralel ve hiften ayr1 dizilim

gosteren blastokonidiyumlar yer almaktadir (Corpus vd., 2004; Dag, 2007).

2.1.7. Epidemiyoloji

Candida tiirleri, insanlarda gastrointestinal sistem, agiz boslugu ve vajinal bolge
mukozalarinda normal mikrobiyota iiyesi olarak yer almaktadir. Buna ragmen genis
spektrumlu antibiyotiklerin yaygin kullanimi, total parenteral beslenme, santral venoz
kateterler, cerrahi, AIDS, organ nakli, diyabet, siddetli sepsis ve kan dolagimi infeksiyonlari
gibi bagisikligin baskilandigi durumlarda 6nemli infeksiyonlara yol acabilmektedir (Ortega
vd., 2010; Ahmed vd., 2014). Tanimlanan ¢ok fazla Candida tiirii olmasina ragmen, insan
infeksiyonlarinin etiyolojik ajanlari olarak bilinenler ¢ok sinirlidir. Sardi vd. (2013), invazif
infeksiyonlarin % 90'mmdan fazlasinin C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis
ve C. krusei kaynakli oldugunu rapor etmislerdir (Sardi vd., 2013).

C. albicans oral pamukguk kandidiyaz ve kandidemiden sorumlu en 6nemli tiirdiir
ve vulvovajinitenin de en 6nemli etmenidir. Son yillarda kan akimi infeksiyonlart gibi pek
cok klinik durumda NAC tiirlerinin goriilme sikligindan 6nemli bir artig goriilmektedir. Yeni
doganlarda invaziv kandidiyaz ¢ok onemlidir ve 6liimciil olabilir. Prematiire bebeklerde
goriilen sepsisin de en onemli etmenlerindendir. Candida infeksiyonlari anneden bebege
vajinal infeksiyon yoluyla gecebildigi hastane kaynakli olarak da edinilebilir (Singh vd.,
2013).

Candida tiirlerinin taksonomik iligkileri tam olarak aydinlatilmamistir. 200’den fazla
tiiri oldugu bilinen Candida tiirlerinin kii¢iik bir kism1 insanlar i¢in patojendir. Patojenik
olarak en ¢ok karsilasilan tiir C. albicans olmakla birlikte C. tropicalis, C. glabrata, C.
parapsilosis, C. krusei ve C. guillermondii de diger patojen tiirler arasinda yer almaktadir.

Hastalik etkeni olabilen diger onemli tiirler; C. catenulata, C. ciferii, C. haemulonii,
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C.intermedia, C. kefyr, C. lambica, C. lipolytica, C. lusitaniae, C. norvegensis, C.
pelliculosa, C. pulcherrima, C. rugosa, C. utilis, C.viswanathii ve C. zeylanoides’tir. Bu say1

ve siralama giin gegtik¢e degisebilir (Hostikoglu, 2017).

Invaziv kandidiyazin en yaygin risk faktdrlerinden biri viicut ici medikal cihazlardur;
vaskiiler katetere sahip olan hastalar bu risk grubunun neredeyse %80’ini olusturmaktadir.
C. albicans medikal cihazlar tizerinde biyofilm olusturarak ortama adapte olmaktadir
(Johnson vd., 2016).

Candida tiirleri, hem oral ve vajinal mukozada yiizeyel infeksiyonlara hem de yaygin
kan dolasimi ve derin doku infeksiyonlarina neden olabilmektedir. Infeksiyon cesitleriyle
iligkili tiirler bolge ve cografyaya gore degisiklikler gostermektedir. Amerika Birlesik
Devletleri, Avrupa ve Orta Dogu'daki epidemiyolojik ¢alismalarda, Candida
infeksiyonlarina en fazla C. albicans’in neden oldugu belirtilmistir. Tim NAC tiirleri
icerisinde C. glabrata’nin Kuzey Amerika ve Kuzey Avrupa’daki kandidemi hastalarindan
izole edilen en yaygin tiir oldugu bildirilmistir. Ayrica C. glabrata, vulvovajinal kandidiyaz

ve kandiduriye sebep olan NAC tiirlerinin baginda gelmektedir (Whaley vd., 2017).

2.1.8. Patojenite ve viriilans faktorleri

Candida tiirlerinin patojenitesi konak¢min savuma sisteminin durumuna baglidir.
Siklikla deri ve mukozal yilizeylerde kommensal olarak bulunan Candida tiirleri, konakg1
savunmasi zayifladiginda infeksiyona yol agabildiklerinden firsatgr patojen olarak
tanimlanmaktadirlar (Hosiikoglu, 2017). Son yillarda intravendz kateterlerin sikca
kullanimi, diyabet, AIDS, organ transplantasyonlari, genis spektrumlu antibiyotikler ya da
sitotoksik kemoterapi bu infeksiyonlarin artigint hizlandirmaktadir (Ortega vd., 2011).

Candida cinsi igerisinde patojenitesi ve goriilme sikligi en fazla olan tir C.
albicans’tir. Cesitli viriilans faktorlerini igeren bu tiir hem infeksiyonun yayilmasina hem
patojenitenin artmasinda 6nem arz etmektedir. C. albicans’in viriilans faktoriileri 6zellikle
solunum sistemindeki epitelyal hiicrelere ve kan damarlarindaki endotelyal hiicrelere
yapisarak psddohif olusumunda; hifal doniistimde, proteinaz ve fosfolipaz gibi ekstraselliilar

hidrolitik enzimlerin {iretiminde 6nemli bir rol oynamaktadir (Singh vd., 2013).
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Maya ve hifal form arasindaki gegis dimorfizm olarak adlandirilir ve her iki formun
da patojenite de 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Ancak yapilan ¢aligmalar hifal formun
daha yayilic1 oldugunu desteklemektedir (Mayer vd., 2013).

Fenotipik degisim, firsatg1 bir patojen olan C. albicans’da gozlenen ve dkaryotlar
icin ¢ok giizel bir 6rnek olusturan diger bir viriilans faktoriidiir. Polimorfik bir fungus olan
bu tiir genel olarak ovoid sekilli, tomurcuklu bir mayadir. Diger yandan psodohif ya da
gergek hif igeren elipsoid hiicreler seklinde de goriilebilir. Bu doniisiim siirecinde hiicreler
beyaz ve opak morfolojiler olustururlar. Bu hiicresel fenotipler geri doniisebilir ya da kalici
olabilir. Beyaz hiicreler yuvarlak, diiz ve kubbeli bir koloni yapisindayken, opak hiicreler
fasulye seklinde, daha yass1 ve seffaf goriiniimdedir. Fenotipik degisim olay1 ¢ok sik goriilen
bir olay degildir, ortalama 10.000 hiicre bdliinmesinde bir goriiliir. Ancak bu olayin
patojenite ve biyofilm olusumunu etkiledigi deneysel ¢alismalarda gosterilmistir (Alby ve

Bennett, 2009).

Tim Candida tiirleri aspartil proteinaz 5 ve 9 (SAP5-SAP9) salgilar. Yapilan
aragtirmalar fagositik hiicreler tarafindan maya hiicrelerinin sindirimini takiben SAP
antijenlerinin eksprese edilmesinin patojenezde 6nemli olabilecegini gostermektedir (Borg
ve Riichel, 1990; Riichel vd., 1986). Diger yandan fungal invazyon maya formundan hif
formuna gegis siireciyle daha da kolaylastirilmaktadir (Cullen ve Sprague, 2012).

Candida viriilansinda rol oynayan diger 6nemli bir faktor de hemolizin tiretimidir.
Bu protein mikroorganizmalar tarafindan iiretilmekte ve kirmizi kan hiicrelerinin yikimina
yol agmaktadir. Bu sebeple enfeksiyonun belirlenmesinde hemolizinin tespiti 6nemlidir

(Sardi vd., 2013).

Insan dokularindaki fungal kolonizasyonun temel faktorii konakgi yiizeyine
adherensdir. Bu proses fungus ve cevre arasindaki hiicre sinyal iletimiyle kontrol edilir.
Candida tiirleri cesitli tibbi yiizeyler lizerine de yapisarak biyofilm olusturmaktadirlar.
Candida hiicrelerinin baslangic yapismast spesifik olmayan faktorlerle saglanir.
Hidrofobisite ve elektrostatik gilicler bu faktorler arasinda sayilabilir. Yine baslangig
yapisma asamasinda fungal hiicre yiizeyinde bulunan spesifik adhezinler protein, fibrinojen

ve fibronektin gibi ligantlar1 tanima 6zelligindedir. Adhezyon olay1 adhezin adi verilen
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Ozellesmis ylizey proteinleri tarafindan gergeklestirilir. Bu adhezinler diger hiicrelerin
yiizeyindeki seker ve aminoasitlere spesifik olarak baglanmakta ya da abiyotik yiizeylere
adherensi uyarmaktadirlar. insan mikrobiyotasinin énemli bir kismimi olusturan Candida
tiirleri implant, takma dis ve kateter gibi ¢esitli biyomateryaller iizerinde biyofilm seklinde
sikca bulunurlar. Temel olarak biyofilm, maya hiicresinin bir substrata yapismasi,
cogalmasi, hifal hiicreler olusturmasi, Ekzopolisakkarit (EPS) matriks biriktirmesi ve
biyofilm ortamindan etrafa yayilmasinmi igeren ardisik olaylar kompleksidir. Yiizeyler
tizerinde biyofilm seklinde bulunan organizmalar antifungal tedaviye artan bir direng
gosterdiklerinden 6nemli bir klinik problem haline gelmislerdir. Biyofilm matriksi, ila¢ atim
pompalarinin asir1 ekspresyonu ve metabolik plastisitenin bu olaydan sorumlu oldugu

diistiniilse de, olusan direncin mekanizmalari heniiz tam olarak aydinlatilamamistir (Sardi

vd., 2013; Mayer vd., 2013).

2.2. Candida Tiirlerinde Antifungal Tedavi

Klinik tedavide kullanilan cesitli anfungal ila¢ cesitleri bulunmasina ragmen
mukozal ve sistemik Candida infeksiyonlarini tedavide kullanilan antifungal ajan siniflari
¢ok sinirhidir. Cesitli antifungal ajanlarin temel hedefleri ve etki mekanizmalar1 Sekil 2.1°de

Ozetlenmistir:
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Niikleozid Analoglari:
Niikleik asit sentez
inhibitorleri

Ekinokandinler: . .
Griseofulvin:

B-glukan sentez )
mikrotiibiil sentez

inhibitdrii

inhibitorleri

Azoller, allilaminler ve
tiyokarbamitler: Ergosterol ;
4 g Poliyenler:

sentez inhibitorleri
Ergosterole

baglananlar
Antifungal smifi Etki mekanizmasi ilaglar
Azoller Lanosterol 14-a-demetilaz Mikonazol
Inhibitorleri Ekonazol
Klotrimazol
Ketokonazol
Flukonazol
ftrakonazol
Vorikonazol
Posakonazol
Ekinokandinler (1,3)-B-D-glukan sentez Kaspofungin
Inhibitorleri Mikafungin
Anidulafungin
Poliyenler Ergosterole Baglananlar Nistatin
Amfoterisin B
Niikleozid Analoglar: DNA/RNA sentez Flusitozin
Inhibitorleri
Allilaminler Skualen-epoksidaz Terbinafin
Inhibitorleri Amorolfin
Naftifin
Tiyokarbamitler Skualen-epoksidaz Tolnaftat
Inhibitérleri Tolsiklat
Antibiyotik B-tiibiilin ile etkilesenler Griseofulvin

Sekil 2.1. Cesitli antifungal ajanlarin etki sekilleri ve birincil hedefleri (Spampinato ve

Leonardi, 2013)
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Azol grubu ilaclar: Antifungal ilaclarin en genis sinifi azol grubunda yer almaktadir.
Bu gruptaki ilaglar ergosterol biyosentezinde gorevli bir enzim olan lanosterol 14-alfa-
demetilaz enzim aktivitesini inhibe ederek hiicre membranin1 bozarlar. Hayvan
hiicrelerinden temel sterol yapi kolestrol iken fungal hiicre membranindaki ergosterol,
antifungal ilaglar i¢in en 6nemli hedeflerden biridir. Azol grubu ilaglarin cogu topikal olarak
invaziv fungal infeksiyonlarin profilaksisi ve tedavisinde kullanilmaktadir (Spampinato ve
Leonardi, 2013).

Ekinokandin grubu ilaclar: Ekinokandinler memeli hiicrelerinde bulunmayan
ancak temel bir fungal hiicre duvari olan B-(1,3)-D-glukansentaz enziminin non-kompetitif
inhibitoriidiir. Organizma B-(1,3)-D-glukani sentezleyemediginde ozmotik kararsizlik
sebebiyle fungal hiicre 6lmektedir. Yar1 sentetik olan bu ilag C. albicans, C. parapsilosis ve
C. guilliermondii iizerine fungisidal etkilidir. Amfoterisin B ve flukonazol direngli C.
glabrata tizerine de etkilidir. Kaspofungin, mikafungin ve anidulafungin gibi ilag¢ siniflar

bulunmakta ve intravendz olarak uygulanir (Grover, 2010).

Poliyen grubu ilaclar: Fungal membranda yer alan ergosterole baglanarak membran
gecirgenligini bozar ve porlar olustururlar. Sitoplazma igeriginin bu porlardan disari sizmasi
sonucu fungal 6lim meydana gelmektedir. Bu gruptaki en Onemli ilaglar nistatin ve
amfoterisin B’dir. Ozellikle amfoterisin B hayati tehdit eden mikozlarin tedavisinde ¢ok
etkilidir. Ancak renal toksisitesi ila¢ kullanimimi sinirlayict bir faktordiir (Malayeri vd.,
2018).

DNA/RNA sentez inhibitor grubu ilaclari: Bu gruptaki en 6nemli ilag flusitozindir.
Sitozin permeaz enzimi araciligtyla hiicrede sitozin 5-florasitozine donistiiriiliir. Ve bu
madde RNA’daki urasilin yerini alarak protein sentezi inhibisyonuna neden olur. Etki

spektrumu dardir. Ancak Candida tiirleri tizerine etkilidir.

Diger antifungal ilaclar: Alilamin ve thiocarbomate antifungalleri squalen
epoksidaz enzimini inhibe ederek ergosterol biyosentezine ve dolayisiyla hiicre

membraninin bozulmasina yol agarlar.



18

Griseofulvin ise fungal mitozu inhibe ederek etki gosterir (Spampinato ve Leonardi,
2013).

2.3. Candida Infeksiyonlar:

Candida tiirlerinin yol agtig1 infeksiyonlar lokal, mukoz membran infeksiyonundan
yayilict infeksiyona kadar degisen oranlarda seyretmektedir. Normalde insanlarin mide-
bagirsak, genital ve tiriner alanlarindaki normal flora liyesi olarak kabul edilmelerine ragmen
ilgili mikrobiyotada bir dengesizlik olustugunda ¢ogalarak hastaliga yol agma egiliminde
olurlar. AIDS gibi hastaliklarda daha genis ve 1srarct mukoz membran infeksiyonlara yol
acarlar. En yaygin etmen C. albicans iken, farkli Candida tiirleri de hastaliga yol agabilir.
Infeksiyon etkeni olan organizmanin iyi tanimlanmasi gerekir ciinkii bazi tiirlerde azol

direnci daha fazla olabilmektedir (Giilbasaran ve Gengoglan, 2019; Ozhak, 2019).

Candida kaynakli kan dolasimi infeksiyonlar1 kandidemi olarak adlandirilir ve
ozellikle saglik kurumlarinda sik karsilasilan infeksiyon nedenlerindendir. Yogun bakim
tinitelerinde de invaziv kandidiyaz en sik goriilen fungal infeksiyonlar olarak karsimiza
cikmaktadir. Kardiyovaskiiler Candida infeksiyonlar1 da fungal etiyolojide ¢ok sik
gozlenmese de 6nemli bir mortalite sebebidir. Santral sinir sistemi Candida infeksiyonlari
da giderek artan bir insidans ile yiiksek morbidite ve mortalite oranlarinda sahiptir. Candida
tiirleri maya mantarlari igerisinde diinyada okiiler infeksiyona yol acan en 6nemli etiyolojik
ajanlardandir. Keratit olarak kornea hastaligi seklinde ya da koryoretinit ve endoftalmi
olarak go6zlenebilir. Gastrointestinal sistem bariyeri bozularak Candida tiirlerinin karin
bosluguna yayilmast durumunda ise intraabdominal kandidoz tablosu goriilmektedir. Uzun
slireli notropeni atagi olan ve hematolojik maligniteli hastalarda kronik dissemine
kandidiyaz tablosu goriilmektedir. Bu hastalikta lezyonlar daha ¢ok karaciger ve dalaga
yerlesir. Uriner sistemdeki Candida infeksiyonlar1 ise oldukga sik gozlenen bir tablodur.
Kadinlarda ¢ok sik rastlanan vulvovajinal kandidiyaz tireme ¢agindaki kadinlarin %75’inde
yasam boyunca en az bir kere goriiliir. Antibiyotik kullanimi, seker ya da rahim igi arag
kullanim1 gibi faktorler hastalik riski artmaktadir. Kandida kaynakli kemik eklem
infeksiyonlarinin da insidansinda artis gézlemektedir (Kaya, 2019; Erdem ve Isikgoz
Tagbakan, 2019; Sayin Kutlu, 2019; Mayali, 2019; Kutlu, 2019; Cetin, 2019; Avkan Oguz,
2019; Turhan, 2019).
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2.4.  Candida Tiirlerinde Antifungal Direnc

Antifungal ilag direnci mikrobiyolojik ya da klinik olarak karakterize edilebilir.
Mikrobiyolojik diren¢ fungal bir patojenin bir antifungal ajana karsi invitro duyarlilik
testleriyle ayni tiirlin diger izolatlarina gére duyarsiz olmasi olarak tanimlanir. Dogal ya da
edinilmis olarak kategorize edilir. Dogal diren¢ ilaca maruziyet olmaksizin belli fungal
suslarin dogal olarak gdsterdigi direngtir. Edinilmis direng ise normalde duyarli olan fungal
izolatlarin ilag maruziyetini takiben gelistirdikleri direng olarak tanimlanir ve siklikla gen
ekspresyonundaki degisimlerin sonucu olarak meydana gelir. Bunlarin aksine klinik direng
ise yeterli tedaviye ragmen fungal infeksiyonun israrli bigcimde devam etmesi olarak
tanimlanir. Mikrobiyolojik direng klinik direng gelisimine katkida bulunabiliyorken immun
fonksiyonun bozulmasi, altta yatan hastaliklar, azalmis ilag biyouyumlulugu gibi faktorler
de énemli olmaktadir (Sanguinetti vd., 2015). Ongériilen direng mekanizmalarinin pek cogu
Candida biyofilmleri ile iliskilidir ve olusan direng, antifungal ilaglarin genis bir
spekturumuna kars1 etkilidir. Bazen farkli ilag mekanizmalarinin kombinasyonu da direngten

sorumlu olmaktadir (Mishra vd., 2007).

Candida tiirleri 6zellikle kan akimi infeksiyonlarinda yiiksek mortaliteye yol agan
onemli patojenler arasindadir. C. albicans ve C. glabrata kandidemi ve kandidiyaza yol agan
en énemli tiirlerdir. invaziv kandidiyazin tedavisinde ekinokandinler ve azol grubu ilaglar
onemli bir rol oynamaktadir. Ancak son yillarda Candida tiirlerinin azol ve ekinokandin
grubu ilaglara kars1 direng kazandig sikga rapor edilmektedir (Spettel vd., 2019). Invaziv
fungal infeksiyonlarin tedavisinde kullanilan mevcut antifungallerin sinirli olusu, ilag-ilag
etkilesimi, kullanilan ilaglarin toksisiteleri ve ciddi yan etkileri sebebiyle tedavi oldukga
giiclesmektedir. Ozellikle NAC tiirlerde flukonazol direncinde &nemli bir artig
gozlenmektedir. Yapilan galismalarda azol direncinin farkli Candida tiirlerinde cografik
bolgelere gore degisiklik gosterdigi tespit edilmistir. Tiim bunlarin yaninda bazit NAC
tiirlerinde coklu ila¢ direnci de rapor edilmektedir. Antifungal ila¢ direncinin iistesinden
gelebilmek ve 6nemli yan etkilerden sakinabilmek i¢in bazi yeni antifungaller {izerinde de
caligmalar devam etmektedir. Amfoterisin B 30 yildan fazla siiredir klinik kullanimda
olmasina ragmen bu ilaca kars1 antifungal diren¢ minimaldir. Ancak ilacin ciddi yan etkileri
ve toksisitesi kullanimini biiyiik 6l¢iide sinirlamaktadir (Spampinato ve Leonardi, 2013;
Wiederhold, 2017).
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2.5.  Biyofilm

2.5.1. Tanim ve yapisi

Biyofilm, mikoorganizmalarin yiizeyler iizerine yapigarak olusturduklar1 geri
doniigiimsiiz ve organize bir komunitedir. Bu komunitedeki hiicreler ekstraselliiler bir
polimer {iiretir ve bu da biyofilme yapisal bir destek saglar. Yiizeyler canli bir doku olabildigi
gibi, cansiz bir yiizey de olabilir. Biyofilm i¢indeki mikroorganizmalarin diisiik lireme
hizlar1 ve antimikrobiyal tedaviye ¢ok yiiksek bir direng gdstermeleri, planktonik hiicrelere
kiyasla oldukga farkli davranmalarina yol agar. Cesitli medikal araglar ya da konak¢inin
farkli dokular tizerinde biyofilm olusturmalart ile 1srarci kolonizasyon ve infeksiyonlara yol
acabilirler. Biyofilm tek bir mikrobiyal tiirle olusturulabildigi gibi farkl tiirlerle de bir arada
goriilebilir (Zuza-Alves vd., 2017; Cavalheiro ve Tixeria, 2018)

Candida tiirlerinin konakgida yiizeyel ve sistemik infeksiyonlara yol agabilmelerinde
biyofilm olusturma yetenekleri 6nemli bir patojenite faktoriidiir. Biyofilm iliskili
infeksiyona yol acan en énemli Candida tiirleri C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis ve C.
parapsilosis’tir. Biyofilmin karakteristigi her tiiriin olusturdugu EPS’ye yiizeye, karbon
kaynagini kullanabilirligine, dimorfik gelisime ve filamentasyon gibi faktorlere bagh olarak

degisir.

Bir biyofilm yapisinda genel olarak %97 su, %2,5 mikroorganizma, %1-2 protein,
%1-2 polisakkarit, %1-2 DNA ve iyonlar bulunmakla beraber, ilgili mikroorganizma g¢esidi

ve fiziksel faktorlere bagli olarak bu oranlar degisebilmektedir (Altun ve Sener, 2008).

Biyofilm yapisi, mikroorganizmalara gesitli avantajlar kazandirmaktadir. Ornegin
mikroorganizmalar biyofilm sayesinde ¢evrenin zararli etkilerinden korunmakla birlikte,
yeni gen transferleri ile ¢esitli fenotipik dzelliklere de sahip olabilmektedirler. Diger yandan
EPS tabakasi fiziksel bir bariyer olusturarak antimikrobiyallerin dinamik biyofilm yapis1
icerisine girmesini dnlemektedir. Mikroorganizmalar matriks yapi icerisindeki su ve besin
maddelerinin  tasindigi kanal benzeri 06zel yapilar sayesinde ihtiyaclarmi da

karsilayabilmektedir (Iset, 2016).
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C. albicans biyofilminin yapisal karakteristiginin arastirilmast amaciyla gesitli in
vitro biyofilm modelleri {izerinde ¢alismalar yapilmistir. Elde edilen verilerin in vivo
biyofilm sonuglarina benzer oldugu rapor edilmektedir. Biyofilmler klinik 6rneklerden de

direkt olarak da elde edilerek ¢esitli mikroskobi teknikleriyle goriintiilenebilmektedir.

Bir yiizeyi kolonize edebilmek i¢in temel sart hiicrenin biyomateryale yapismasidir.
Candida hiicrelerinin baslangi¢c yapismalari nonspesifik faktorlerle ve fungal yiizey
tizerindeki spesifik adhezinlerle gerceklesir. Burada biyofilm olusumu hiicre ylizey
hidrofobisitesi ile iliskilidir. Baslangic yapismasini takiben boliinme, cogalma ve biyofilm

gelisimi gergeklesir. Olgun bir Candida biyofilmi heterojen ve kompleks bir yap1 sergiler.

Hawser ve Douglas’in (1994) ¢alismalarinda taramali elektron mikroskop ile kateter
tizerindeki biyofilm olusumu incelendiginde, baslangi¢c yapismasinin maya hiicreleri ile
oldugu ve bunu 3-6 saat sonra germ tiip olusumunun izledigi gozlenmistir. 24-48 saat
inkiibasyon sonrasi olusan olgun biyofilm yapisinda ise yogun bir maya, hif ve psédohif

olusumu tespit edilmistir (Hawser ve Douglas, 1994; Ramage ve ark, 2005).

Biyofilm kaynakli en énemli insan infeksiyonlar1 arasinda dental plaklar, yaralar
tiriner infeksiyonlar, prostatik kalp kapagi ve kardiyak kapak infeksiyonu ve kistik fibrozis

sayilabilir.

2.5.2. Biyofilm olusum basamaklar:

Yiizeye tutunma asamasi: Biyofilm olusumunun ilk agsamasi mikroorganizmalarin
yiizeye tutunmasidir. Bu asamada hiicreler yiizeye yakin mesafede etkilesir, ylizeye

doniigiimlii olarak tutunurlar.

Geri doniisiimsiiz tutunma: Ikinci asama olan geri déniisiimsiiz tutunmada hiicreler
zamanla ekzopolisakkarit yapida bir materyal sentezlemeye baglar ve hiicrelerin hem

birbirine hem de ylizeye tutunmalari saglanmis olur.

Kolonizasyon: Bu asamada ylizeye tutunan hiicreler boliiniip ¢ogalarak

mikrokolonileri olustururlar.
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Olgun biyofilm olusumu: Bu mikrokoloniler iizerine ortamdaki planktonik
mikroorganizmalar da yapisarak kolonizasyon gerceklesir ve olgun biyofilm olusumu

saglanmis olur.

Kopma: Gelisimin kopma evresinde biyofilmin {ist kismindan kopan hiicreler yeni

odaklarda biyofilm olusturabilir (Altun ve Sener, 2008).

Kompleks ekzopolisakkarit materyal fagositik hiicrelere karsi savunma, biyolojik
film biitinliglinii korumak icin iskelet gorevi gorme, toksik maddelerin biyofilme
difiizyonunu sinirlandirma islevlerini gormektedir (Blankenship ve Mitchell, 2006). Ayrica
biyofilm tabakasi (EPS) bakterileri besinsizlikten, kurakliktan, pH dalgalanmalarindan,

ozmotik stresten, faj atiklarindan ve antibiyotiklerden korur (Akan ve Kinik, 2014).
2.5.3. Biyofilm diren¢ mekanizmalari

Cesitli antimikrobiyal bilesenlere karsi mikroorganizmalarin gelistirdigi biyofilm
diren¢ mekanizmalar1 heniiz tam olarak acgiklanamamistir. Ancak c¢esitli model sitemler
tizerinde bu direncin nasil ger¢eklesmis olabilecegine dair rapor edilen veriler asagida kisaca

Ozetlenmistir.

2.5.3.1. Antimikrobiyalin biyofilme penetrasyonunun engellenmesi

Biyofilm igerisindeki hiicrelerin EPS matriksi i¢ine gomiilmesi, antimikrobiyalin
biyofilme diflizyonunu kisitlamaktadir. Ancak yapilan son ¢aligmalarda EPS’nin tamamen
gecirgen olmayan bir bariyer olusturmadigl ve ortamda bulunan diger mekanizmalarin da

dikkate alinmasi gerektigini ortaya koymaktadir (Mah ve O’Toole; 2001).

2.5.3.2.Yavas iireme ve stres cevabi

Mikroorganizmalarin hizli tireme fazindan yavas ya da hi¢ iirememe fazina ge¢mesi
durumunda, antibiyotik direnclerinin arttig1 bildirilmektedir. Olgun biyofilm yapisinda
mikroorganizmalarda yavas lireme goriiliir. Bu ortamda besin sinirlamast da oldugundan

fizyolojik bir degisim de goriilmektedir (Brown vd., 1988; Mah ve O’Toole; 2001).
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2.5.3.3.Heterojenite

Biyofilm yapisinda besinler, atik {iriinler, sinyal faktorleri ve farkli oranlarda
bliyliyen hiicreler ile birlikte heterojen bir ¢evre olusturmaktadir. Ayrica belirli hiicrelerin
lokasyonuna bagli olarak antimikrobiyal aktivitede farklilik gdsterebilmektedir (Mah ve
O’Toole; 2001).

2.5.3.4.Israrcilik (persestence) fenomeni

Biyofilm yapisinda 1srarct hiicreler olarak adlandirilan kiigiik bir alt popiilasyon
bulunmaktadir. Bu hiicrelerin tireme oranlari sifirdir ya da asir1 derecede yavastir. Klinikte
kullanilan mevcut iirlinlerin ¢ogu hiicre gelisimi ve boliinmesini hedeflediginden 1srarci
hiicrelere karsi etkili degildir. Bu sebeple 1srarct hiicreler bir nevi hastalik rezervuaridirlar

ve ilag stresi ortadan kalktiktan sonra infeksiyoz partikiilleri yeniden aktive edebilirler.

2.5.3.5.Genetik adaptasyon

Bir biyofilm i¢inde gergeklesen genetik adaptasyon ile ila¢ duyarlilig1 azaltilmakta;

farkli ve korunmus bir fenotip ile uyum saglanmis olmaktadir.

2.5.3.6.Metabolik aktivite

Mikroorganizmalarin metabolik aktivitesi, biyofilm i¢indeki oksijen varligi ve
besinsel farkliliklardan etkilenmektedir. Ornegin biyofilmin alt kisimlarma gidildikge besin
diflizyonu zayifladigindan metabolik potansiyel sinirlidir ve hiicreler daha yavas

gelismektedir.

2.5.3.7.Atim Pompalar

Biyofilm yapisinda atim pompalarinin artmasit ve dolayisiyla hiicre icine ilag
birikiminin azaltilmasi ilag direncini etkilemektedir. Ozellikle Candida tiirleri iizerinde bu
konuda pek ¢ok in vitro calisma yapilmis ve biyofilm ilag¢ direncinin artan atim pompasi ile

ilgili oldugu rapor edilmistir (Ramage vd., 2012; Taff vd., 2013).
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2.6.  Quorum Sensing Sistemi ve Farnesol

2.6.1. Quorum sensing sistemi

fletisim yasamin en temel proseslerinden biridir ve bir popiilasyondaki bireylerin
davraniglarin1 koordine etmek icin mutlaka gereklidir. En ilkel yapili hiicresel organizma
popiilasyonlarinda bile, cesitli salgi molekiilleri yoluyla hiicre-hiicre iletisimini saglayan
koordine bir davranis sistemi goriilmektedir (Polke vd., 2017). Cogunlugu algilama
sistemiyle olusturulan bu sistemde, mikroorganizmalar {irettikleri sinyal molekiilleri
sayesinde birbirleri ile haberlesebilmekte ve belirli bir yogunluga ulastiklarinda virtilans
faktorlerine ait cesitli genlerin ekspresyonlarini tetikleyebilmektedirler. Bu da, konak¢inin
bagisikligini uyarmadan gizli kalabilmelerini ve sonrasinda da infeksiyonun baglamasina yol

agmaktadir (Alem vd., 2006; Ozkiitiik, 2007).

Mikroorganizmalar hayatta kalabilmek i¢in ¢evrelerindeki diger tiirlerle rekabet
halindedirler ve farkli hayatta kalma stratejileri gelistirerek kendilerine alan, besin ya da
ekolojik nis saglamaya calisirlar. Genel stres cevabi, enerji metabolizmasi, atim pompalar1
ya da QS gibi mekanizmalar bunlara 6rnek olarak verilebilir. QS, mikroorganizmalar
arasinda biyofilm olusumu, viriilans faktor ekspresyonu, sekonder metabolit {iretimi ve stres
adaptasyon mekanizmalar1 gibi 6zel siirecleri kontrol edebilen bir iletisim mekanizmasidir.
Genel olarak QS molekiilleri ekstraselliiler olarak birikir ve 6zgiin reseptorlerce algilanirlar.
Kritik bir esik degere ulastiklarinda ise planlanmis cevap ortaya ¢ikar (Saracli, 2006). Bu
sistemde salgilanan QS molekiilleri ya da otoindiikleyiciler, ortamda birikirler ve belli bir
seviyeye ulastiklarinda spesifik cevaplara aracilik ederler (Williams vd., 2007; Polke vd.,
2017). Simdiye kadar birgok QS molekiilii tespit edilmis olup bunlarin en 6nemlileri Agil
Homoserin Lakton (AHL), Otoindiikleyici Peptitler (AIP) ve Otoindiikleyici-2 (Al-2)’dir.
Her simifin igerisinde yan zincirlerin uzunluklari farkli olabilir ve bazi mikroorganizmalar

birden fazla QS molekiilii kullanabilir.

AHL tipi iletisim, genellikle gram (-) bakterilerde goriliir. Biyoluminesanstan
sorumlu genler iki operonda diizenlenen yedi farkli gen ile kontrol edilmektedir. AIP tipi
iletisimde, gram (+) bakteriler otoindiikleyici denilen peptitler salgilarlar. Bu molekiillerin

cogu translasyon sonrasi degisime ugrayan biiyilik peptitlerden iiretilmektedir. AIP, hiicre
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zarinda bulunan ABC transporter sistemi tarafindan eksprese edilmektedir. Al-2 tipi iletisim
gram (-) ve gram (+) birgok bakteride goézlenmistir. Bu sistemler de AHL gibi

biyoluminesans genlerini kontrol eder.

Mantarlardaki QS c¢alismalar1 ise bakterilere gore ¢cok daha yenidir ve farnesol,
Okaryotlarda kesfedilen ilk QS sinyal molekiilidiir. 2001 yilinda tanimlanan farnesol
molekiiliiniin C. albicans hiicre morfolojisini kontrol edebildigi rapor edilmistir (Hornby
vd., 2001). Bu ¢alismada L-prolin, N-asetilglukozamin, domuz ve sigir serumlari varliginda
farnesoliin germ tiip olusumunu engelledigi gosterilmistir. Gergekte farnesol orijinal olarak
aromatik bitkilerden izole edilmistir. Ayni zamanda insanlarda da mevolanat/kolestrol
biyosentezi yolaginda bir araci olarak iiretilmektedir. Ancak fungal cinsler igerisinde
tamimlanan ilk QS molekiilii olarak ¢ok onemlidir ve mekanizmalar1 arastirilmaya devam
edilmektedir (Polke vd., 2017). C. albicans farnesoliin yani sira tyrosol gibi farkli sinyal
molekiilleri de iiretmektedir. Mantarlarda quorum sensing Sekil 2.2.°de Ozetlenmistir

(Sharma ve Jangid, 2017):

v v Sinyal molekiilleri vv '
AL 4 b -
- [vv v

Sinyal reseptor Maya :
protein hiicreleri
Sinyal firetici
profejn]ar Viriilans faktor,
morfojenez,
biiyiime faktérleri

Cesitli faktorlerin
gen ekspresyonu

Sekil 2.2. Mantarlarda Quorum Sensing (Sharma ve Jangid, 2017)
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2.6.2. Farnesol

Asetil-KoA
Asetoasetil-KoA
§  HMG-KoA sentaz
HMG- KoA
‘ HMG-KoA rediiktaz

Mevalonik Asit (Cg) HEME
a

Ubikinon
Dolikel PP
t Farnesillenmig
Proteinler (Ras)
[zopentenil pirofosfat (Cs)

Geranil pirofosfat (C10) Geranilgeranilatianmis
‘ Farenesil difosfat sentaz ?tgm‘ermab‘ Rho)
Farnesil pirofosfat (Cis) GGPP (Cx)
@ ‘ Skualen sentaz
Geranilgeraniol
Skualen (Cso)
@ ‘ Skualen epoksidaz
Skualen epoksit (C2
poksit (C20) Farnesol oH
H"Y\/Y\/Y\/
i CH; CH; CH;

Lanosterol (C30)

@ ‘ Lanosterol 4-a-demetilaz

Ergosterol (Czs)

Sekil 2.3. Farnesil Difosfatin (FPP) Enzimatik Defosforilasyonu
(Nickerson vd., 2006)

Farnesol C. albicans’ta, Farnesol Pirofosfatin (FPP) defosforilasyonu ile sterol
sentetik yolaginin (Sekil 2.2) bir yan {irinii olarak iiretilmektedir. Nickerson vd. (2006),
sterol sentetik yolaginda FPP’nin yaklasik %]1,6’smin direkt olarak farnesol iiretiminde
kullanildigin1 rapor etmislerdir. Yapilan c¢aligmalarda subinhibitdr konsantrasyonlarda
zaragozik asit ya da flukonazol kullanarak yolaktaki FPP birikiminin artmas: ile farnesol
seviyesinin 8-10 kat artis1 saglanmis ve farnesoliin bu birikiminin antifungal etkiye katkida
bulunabilecegi rapor edilmistir (Hornby vd., 2003; Hornby ve Nickerson, 2004; Polke vd.,
2017).

Sitoplazmik ve niikleer membranda yerlesik olan farnesol ¢ok genis etkilere sahip
olan bir sinyal molekiiliidiir fakat bunlarin en 6nemlisi gelisim hizin1 etkilemeksizin Candida
hiicre morfolojisini degistirebilme yetenegidir. Ornegin farnesol, yiiksek konsantrasyonlarda

hif olusumunu baskilamakta ancak dnceden olusan hifin uzamasini engelleyememektedir.
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Diger yandan farnesoliin, ilag direnci, patojenite, hiicre duvarmin korunmasi, ylizey
hidrofobisitesi ya da fagositik cevap gibi cesitli fenotipik durumlarda ilgili gen
ekspresyonlarini tetikleyebildigi de rapor edilmektedir. Farnesoliin hiicre biyolojisi {izerine
bu farkl etkileri goz oniine alindiginda birden fazla sinyal yolagini etkileyebildigi ¢esitli
calismalarla gosterilmistir. Ancak farnesoliin bu konudaki molekiiler mekanizmalar1 halen

tam olarak agiklanamamustir.

Konuyla ilgili yapilan ¢alismalar incelendiginde Ramage vd. (2005), farnesoliin
biyofilm gelisimi iizerindeki etkisinin zamana bagli oldugunu tespit etmisler ve sifirinci
zamanda 30 uM-300 uM farnesol ilavesi ile biyofilm gelisiminin inhibe edildigini
gostermislerdir. Arastiricilar 1-2 saat sonra farnesol ilave edildiginde ise biyofilm
gelisiminin devam ettigini belirtmislerdir. Buradan yola ¢ikilarak, hifal formasyon
bagsladiktan sonra farnesol ilave edilmesinin biyofilm gelisimini inhibe edemedigi rapor
edilmistir. Ilging bir sekilde, 24. saatte ise olgun biyofilm tekrar farnesole duyarli hale
gelmistir (Ramage vd., 2005).

Leonhardt vd. (2015), C. albicans’in 3 farkli otoregiilator bilesen iiretigini rapor
etmislerdir ve bu bilesenler tirosol, farnesoik asit ve farnesoldiir. Arastiricilar, C. albicans’in
55 uM konsantrasyon seviyesine kadar siirekli olarak farnesol salgilamaya devam ettigini
bildirmislerdir. Ancak, lokal mikrogevrelerde bu oran ¢ok daha yiiksek konsantrasyonlara
ulagabilir. Farnesol, Candida dubliniensis gibi C. albicans ile yakindan iligkili diger tiirler
tarafindan da iretilebilmektedir. Farnesoliin, C. albicans'ta maya hif gegisini kontrol
edebilmesi, ayn1 zamanda biyofilm inhibisyonu ile de ilgili bir durumdur. Diger yandan,
farnesoliin C. albicans't oksidatif strese karsi korudugu da bilinmektedir (Leonhardt vd.,
2015).

Farnesoliin C. albicans iizerindeki etkilerinin yani sira, bu QS molekiiliiniin diger
mikrobiyal tiirler ve konak hiicreler iizerinde etki gosterdigi gosterilmistir. C. albicans ve
Pseudomonas aeruginosa karma popiilasyonunda, Farnesol, P. aeruginosa’daki kinolon
sinyalinin azalmasina yol acar ve sonug¢ olarak bu iki tiiriin bir arada bulunmasina ortam
saglar. Ayrica farnesol, Staphylococcus aureus ve Escherichia coli'nin ekzojen kimyasal
bilesiklere gecirgenligini arttirir, mantar patojenleri Aspergillus nidulans ve A. flavus'ta da
apoptozu indiiklemektedir (Leonhardt vd., 2015). Martins vd. (2007), farnesoliin
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klamidospor gelisimini de etkiledigini rapor etmislerdir. Arastirmacilar, besiyeri igerisinde
farnesol konsantrasyonunu arttirdiklarinda klamidospor sayist ¢ok artmistir ( Martins vd.,

2007).

Weber vd. (2010), C. tropicalis 'in biyofilm olusumunda farnesoliin roliinii
arastirdiklar1 ¢alismalarinda, farnesoliin hem hiicresel agregatlari inhibe ettigini hem de C.
tropicalis olgun biyofilm hiicrelerini etkiledigini belirtmislerdir. Bu da farnesoliin, biyofilm
hiicrelerinin diger viicut bolgelerine yayilmasi ile iliskili bir durum olabilir (Zuza-Alves vd.,
2017)

2.7.  Biyofilm Olusumunun Kontrolii ve Engellenmesi

Biyofilm olusumu artan morbidite ve mortalite oranlar1 ve ciddi mali ylik olusturmast
sebebiyle saglik alaninda biiyiikk bir 6nem tagimaktadir. Biyofilmler geleneksel
antimikrobiyal tedavilere ¢ok yiiksek derecede direngli olup israrct infeksiyonlara yol
acarlar. Biyofilm geliserek olgunlastiktan sonra ortadan kaldirmak ¢ok zordur. Bu yilizden
biyofilm olusumunum kontrolii ve engellenmesi iizerine ¢alismalar yogun bir sekilde devam
etmektedir. Biyofilm olusumunu kontrol etmek ya da biyofilm gelisiminin farkli safthalarin

hedeflemek i¢in tizerinde durulan {i¢ temel strateji bulunmaktadir:

1. Mikroorganizmanin yiizey iizerine yapigsmasinin engellenmesi,
2. Olusan biyofilmin ¢esitli yaklagimlarla tahrip edilmesi,
3. QS sistemine miidahale ederek mikrobiyal iletisimin engellenmesi.

Bu stratejilere yonelik yapilan genel uygulamalar Cizelge.2.1°de 6zetlenmistir

(Subhadra vd., 2018):
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Cizelge 2.1. Biyofilm olusumunun kontrolii ve engellenmesi (Subhadra vd., 2018)

Strateji Yontemler Ornekler
Baglangig (i)Biyomateryallerin (i)Antibiyotikler, biyositler, demir kaplama
biyofilm kimyasal ozelliklerinin
yapigmasinin degistirilmesi
inhibisyonu (if)Biyomateryallerin fiziksel | (ii))Hidrofilik polimerlerin kullanimi, siiperhidrofobik
ozelliklerinin degistirilmesi kaplama, hidrojel kaplama, heparin kaplama
(i)Matriks parcalayict | (i)Polisakkarit parcalayict enzimler (Dispersin B,
enzimler Endolizinler); Niikleazlar (Deoksiriboniikleaz I) ve
proteazlar (Proteinaz K, tripsin)
(il)) Yiizey aktif maddeler | (ii)Sodyum dodesil siilfat(SDS),
Biyofilmin (surfaktanlar) Setiltrimetilamonyum bromid (CTAB), Tween 20 ve
uzaklastirilmasi Triton X-100, siirfaktin, ramnolipitler
(iii)Serbest ~ yag asitleri, | (iii)Cis-2-dekanoik asit, D-aminoasitler, sodyum
amino asitler, nitrik oksit | nitroprussid(SNP), S- nitroso-L-glutatyon (GSNO) ve
vericiler S-nitroso-N-asetilpenisilamin (SNAP) gibi nitrik oksit
tireticileri
(HQS sinyallerinin | (i)Laktonazlar, agilazlar ve oksidorediiktazlar
pargalanmasi
(if)Sinyal olugumlarinin | (ii)S-adenosil-metionin (SAM), S-adenosil-
inhibisyonu homosistein (SAH), sinefugin, butiril-SAM; SAM
Siklolosin biyosentezi inhibitorii, 5-metiltiyoadenozin
(MTA) gibi 6ncii AHL analoglarinin kullanimi, nikel
ve kadmiyum gibi AHL sentez inhibitorleri
(iii) Sinyal molekiillerinin | (iii) AHL analoglari (bergamottin,
Quorum arttirilmasi dihidroksibergamottin, siklik siilfir bilesenleri,
quenching ile baicalin hidrat ve epigallokatechin iceren fenolic
biyofilm bilesenler; AI-2 analoglar1 (ursolik asit, izobiitil-4,5-
inhibisyonu dihidroksi-2,3-pentandion (izobiitil-DPD) ve fenil-
DPD); AIP analoglar1 (siklo (L-Phe-L-Pro) ve
siklo(L-Tyr-L-Pro) gibi siklik peptitleri, RNAIII
inhibisyon peptitleri (RIP) ve homologlar
(iv)Sinyal transdiiksiyon | (iv) Halojenlenmis furanon, fimbrolid, sinnamaldehit
inhibisyonu ve virstatin kullanimi1
(v)Sinyal tagtyicilarin | (v) Bakir ya da giimils nanopartikiillerin kullanimi,
inhibisyonu Phe-Arg-p-naftilamid (PABN)

Literatiir calismalarina gore farnesol hem bir QS molekiilii hem de C. albicans’in

virlilans faktorii olarak biiytik ilgi ¢ekmektedir. Pek ¢cok mikroorganizma {izerine inhibitor

etkillidir ve antibiyofilm potansiyeli sebebiyle olduk¢a umut vericidir. Ancak farnesoliin

antibiyofilm etkinligi ve 6zellikle farkli Candida tiirleri izerine etkileri hakkinda ¢ok sinirli

sayida ¢alisma bulunmaktadir. Arastirmamizda gesitli Candida tiirleri {izerine farnesoliin

farkli konsanstrasyon Ve siirelerdeki etkilerinin, biyofilm olusumu 6ncesi ve sonrasi detayli

bi¢cimde incelenmesi hedeflenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Cahsmada kullamlan organizmalar

Calismamizda kullanilan klinik izolatlar Eskisehir Osmangazi Universitesi Saglik
Uygulama ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan elde edilmistir. Bu
izolatlar 6 farkli tiire ait olup, C. albicans 1766, C. krusei 1561, C. tropicalis 1678, C.
glabrata 1744, C. kefyr 1798 ve C. parapsilosis 1799 olacak sekilde kan ve periton sivisi
orneklerinden izole edilmislerdir. Identifikasyon islemleri i¢in germ tiip testi, Misir unlu
Tween 80 agarda mikroskobik morfoloji, CO2 fermentasyon testlerini igeren geleneksel
metodlar ve API 20C (bioMerieux, Marcy I’Etoile-France) ile ticari asimilasyon testleri
gerceklestirilmistir. Calismamizda ayrica C. albicans ATCC 14053 izolat1 standart
mikroorganizma olarak kullanilmustir. Izolatlar %20 gliserol igeren Yeast Ekstrat Pepton
Dekstroz (YPD) igerisinde -80 °C’de saklanmiglardir. Taze kiiltiir hazirlama amaciyla
stoktan alinan izolatlar RPMI 1640 besiyeri icerisinde ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir (CLSI M27-A2).

3.1.2. Calismada kullanilan besiyerleri ve kimyasallar

Calismamizda kullanilan izolatlarin aktive edilmesi igin RPMI 1640 besiyerti;
antimikrobiyal aktivite tayini icin MOPS ile tamponlanmig RPMI 1640 Broth ve elektron
mikroskobik goriintiileme i¢in 6rnek hazirlama proseslerinde Triptic Soy Broth besiyerleri

kullanilmistir.

RPMI 1640 besiyeri: Calismamizda kullanilan RPMI 1640 besiyeri (L-glutamin ve
sodyum bikarbonatli), ticari olarak hazir sekilde Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Almanya)

firmasindan temin edilmistir.

Yeast Extract Pepton Dekstroz (YPD) besiyeri: Iceriginde bakteriyolojik pepton
20 (g/L), Yeast ekstrat 10 (g/L), Glukoz 20 (g/L) bulunan ticari besiyeri (Sigma-Aldrich
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Chemie GmbH, Almanya) 50 (g/L) olacak sekilde distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek
otoklavda 121 °C’de 15 dk sterilize edilmistir.

Triptic Soy Agar (TSA) besiyeri: Iceriginde kazein pepton 15 (g/L), NaCl (Sodyum
kloriir) 5 (g/L) soya pepton 5 (g/L) agar-agar 15 (g/L) bulunan ticari besiyeri (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Almanya) 40 (g/L) olacak sekilde distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek
otoklavda 121 °C’de 15 dk sterilize edilmistir.

Triptic Soy Broth (TSB) besiyeri: Igeriginde kazein pepton 17 (g/L), K2HPO4
(Potasyum dihidrojen fosfat) 2,5 (g/L), glukoz 2,5 (g/L), NaCl 5 (g/L) soya pepton 3 (g/L)
bulunan ticari besiyeri (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Almanya) 30 (g/L) olacak sekilde

distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek otoklavda 121 °C’de 15 dK sterilize edilmistir.

Farnesol temini: Calismamizda kullanilan Farnesol (3,7,11-Trimethyl-2,6,10-
dodecatrien-1-o0l) %95 saflikta ve ticari olarak hazir sekilde Sigma-Aldrich (ABD)
firmasindan temin edilmistir (Molekiil agirligi: 222,37 g).

XTT ve Menadione Temini: Calismamizda kullanilan XTT (2,3-bis(2-methoxy-4-
nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide) ve Menadione ticari olarak hazir

sekilde Sigma-Aldrich (ABD) firmasindan temin edilmistir.

3.1.3. Elektron mikroskobik incelemelerde kullanilan kimyasallar

Fosfat tampon tuz ¢ozeltisi (PBS): 200 ml distile su icerisinde 1 tablet PBS(Sigma-
Aldrich, ABD) ¢o6zdiiriilerek hazirlanir. pH 7,4 olmalidir.

Primer fiksatif (%2,5’luk Gluteraldehit tespit soliisyonu): Hazirlanan PBS
tamponundan 20 ml, %2,5’luk gluteraldehitten (EMS, ABD) 3 ml alinarak primer fiksatif
cozeltisi elde edilir. Cozelti koyu renkli bir sisede ve +4 C’de muhafaza edilir. pH 7,2

olmalidir.

Sekonder fiksatif (%1’lik Osmiyum Tetraoksit tespit soliisyonu): 0,1 g OsO4
(Osmiyum Tetraoksit) (EMS, ABD) koyu renkli bir siseye alinip dnce deterjan ve sonra
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distile sudan gegirilerek yikanmigtir. 5 ml distile su, koyu renkli bir sise icerisine alinmis ve
icine osmiyum ampulii hizlica kirilarak eklenmistir. Sisenin agz1 kapatilarak
parafilmlenmistir. Bir gece +4 °C’de bekletilmesinin ardindan i¢ine 5 ml PBS tamponu

eklenmistir. Soliisyon kullanilana dek buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Gomme ortanm (Araldit Resin): 20 ml Araldit CY212 ve 20 ml DDSA(sertlestirici)
bir erlen icerisinde 20 dk boyunca cam bagetle yavas bir sekilde kabarcik yapmadan
karistirtlmistir. 1 ml dibiitil fitalat (plastik yapici) eklenerek 15 dk daha karistirmaya devam
edilmistir. Son olarak 0,6 ml BDMA (katalizor) ilave edilerek karisim enjektorlere

paylastirilmis ve kullanim zamanina kadar dondurucuda stoklanmustir.

Uranil Asetat boyasi: 7 g uranil asetat 50 ml metanol ve 50 ml distile su karigimi
hazirlanarak kullanim zamanina kadar +4 °C’de stoklanmistir. Boya kullanilacagi zaman

oda 1s1sina getirilerek ve filtre edilerek kullanilmistir.

Kursun boyasi: 2 g 10 N NaOH (Sodyum hidroksit) ve 5 ml distile su karigtirilarak
A karigimi; 0,02 g Kursun Sitrat ve 10 ml distile su karistirilarak B karigimi elde edilir.

Boya hazirlanirken B karisimi iyice ¢ozdiiriilmiistiir. Icerisine damla damla 1 N
NaOH ilave edilerek pH 12 olacak sekilde boya hazirlanmistir. Kullanim zamanina kadar
+4 °C’de muhafaza edilmistir. Boya kullanilacagi zaman oda 1sisina getirilerek ve filtre

edilerek kullanilmastir.
3.2.  Yontem
3.2.1. Farnesol muamelesi ile Candida tiirlerinde in vitro iireme takibi
Calismada RPMI 1640 besiyerinde ve 37 °C’de 24 saat inkiibe edilen maya izolatlari,
5 ml %0,85 serum fizyolojik i¢ine alinmiglardir. Daha sonra 0,5 McFarland (1-5X106

hiicre/ml) olacak sekilde dansitometre (Biosan McFarland dansitometer, Letonya) ile
ayarlanmugtir (Clinical Laboratory Standarts Institute—-CLSI M27-A2).
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In vitro gelisim takibi testi i¢in 0,5 McFarland olacak seklinde hazirlanan maya
hiicreleri, 600-1,171 uM konsantrasyon araliklarinda seyreltilmis farnesol iceren RPMI
1640 besiyeri igerisine inokule edilmislerdir. 96 kuyucuklu U tabanli mikroplaklarda yapilan
calismada her kuyucuk igin final hacmi 200 ul olacak sekilde ayarlanmistir. Farnesol
icermeyen kontrol grubu da g¢alismaya dahil edilmistir. Mikroplaklar 37 °C’de 24 saat
inkiibasyona birakildiktan sonra elde edilen hiicre yogunluklari, 490-600 nm’deki optik
dansite (OD) absorbsiyonunun 6l¢iilmesi ile tayin edilmistir. Farnesoliin Candida hiicreleri
tizerinde gosterdigi OD degerlerine karsilik gelen yiizdesel gelisim oranlari, siitun grafikleri

seklinde hazirlanmistir. Tiim deneyler 2 kez tekrarlanmistir (Derengowski vd., 2009).

3.2.2. Biyofilm olusumu iizerine farnesoliin etkisinin XTT indirgeme testi ile tayini

Candida hiicre siispansiyonlar1 0,5 McFarland (1-5x10° hiicre/ml) olacak sekilde
hazirlandiktan sonra, RPMI 1640 besiyeri ve 600-1,171 uM konsantrasyon araliklarinda
seyreltilmis farnesol igeren 96 kuyucuklu ve steril diiz tabanli polistiren mikroplaklara
eklendi. Farnesol igermeyen kontrol grubu da ¢aligmaya eklenmistir. Boylece farnesoliin
inkiibasyon oncesi (0. Saat) biyofilm olusumuna etkisinin arastirilmasi hedeflenmistir. 37
°C’de 72 saat inkiibasyon sonrasi besi yeri aspire edilmis ve kuyucuklar PBS ile mikroplak
yikayicida (Combiwash Human Diagnostic Worldwide, Almanya) yikanarak yapismayan

hiicrelerin uzaklastirilmasi saglanmistir.

Biyofilm olusumunun yart kantitatif 6l¢iimii XTT (2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide) indirgeme testi ile gerceklestirildi (Ramage
vd., 2002). Bu amagla XTT (Sigma-Aldrich, ABD) 1 mg/ml konsantrasyonda Ringer’s
Lactate soliisyonunda tamamen ¢oziinmesi saglandi. Daha sonra ¢ozelti 0,22 um gbézenekli
filtreden gecirildi. Menadione (Sigma-Aldrich, ABD) ise 10 mM konsantrasyon olacak
sekilde asetonda ¢ozdiiriildii ve 1:10 PBS ile seyreltildi. 5 mg/ml XTT igeren XTT-

Menadione ¢ozeltisinde son konsantrasyon 1 uM olacak sekilde menadion eklendi.

Daha 6nceden yikanmis ve kurutulmus olan kuyucuklara 50 pul XTT-menadione
eklendi. Plaklar 2 saat 37 °C’de karanlikta inkiibe edildi. Biyofilmin metabolik aktivitesinin

bir yansimasi olarak 490-630 nm’deki kolorimetrik degisimler bir mikroplak okuyucu
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(Chromate Microplate Reader Model 4300, Awareness Technology Inc. Doc) ile 6lgiildii
(Ramage vd., 2002).

3.2.3. Olusmus biyofilm iizerine farnesoliin etkisinin XTT indirgeme testi ile tayini

Bu c¢alismada yukaridaki protokol kullanilarak Candida biyofilmleri diiz tabanli
mikroplaklarda 24 saat 37 °C’de gelistirildi. Biyofilm olusumunu takiben besiyeri aspire
edildi ve yapismayan hiicreler PBS ile yikanarak uzaklastirildi. RPMI 1640 igerisinde
hazirlanan 600-1,171 puM konsantrasyon araliklarinda seyreltilmis farnesol eklendi.
Mikroplaklar 37 °C’de 72 saat inkiibe edildi. Onceden olusmus biyofilm iizerine farnesoliin

etkileri yukarida belirtilen sekilde XTT indirgeme testi ile tayin edildi.

3.2.4. Farnesoliin planktonik Candida hiicreleri iizerine etkisinin gecirimli elektron

mikroskobi (TEM) ile incelenmesi

Farnesoliin  planktonik Candida hiicreleri tizerine morfolojik etkilerini
inceleyebilmek icin gecirimli elektron mikroskobi (TEM) kullanilmigtir. Bu amagla C.
albicans ATCC 14053 izolat1 kullanilmig ve steril 6 kuyulu plaklar kullanilmustir.

Calisilacak C. albicans ATCC 14053 izolat1 0,5 McFarland (1-5x10° hiicre/ml)
olacak sekilde siispansiyon haline getirilmistir. RPMI 1640 Broth besiyeri her bir kuyuya 4
ml olacak sekilde paylastirilmistir. Farnesol 600-37,5 uM konsantrasyon araliklarinda
seyreltilmis olarak hazirland1 ve 4’er ml olacak sekilde kuyulara eklendi. Konsantrasyon
araliklariin belirlenmesinde Yontem 3.4 boliimiinde verilen ilk 5 konsantrasyon ¢aligmaya
alinmigtir. Bu aralik, bulgular kisminda Sekil 4.2°de C. albicans ATCC 14053 izolati igin
elde ettigimiz etkin konsantrasyona dayanarak belirlenmistir. Son olarak mikroorganizma
stispansiyonlar1 da 200 pl olacak sekilde kuyulara inokiile edildi. Caligmaya farnesol
icermeyen kontrol grubu da dahil edildi. 37 °C’de 24 saat inkiibasyon sonras1 birakildi. 24
saat sonunda her bir konsantrasyon i¢in 490-600 nm’de absorbans 6l¢iimleri yapildi. Analiz
sonunda en diisiik konsantrasyon degerindeki siispansiyon ve kontrol grubu c¢alismaya

alindu.
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Bu amagla kontrol ve deney grubuna ait olarak hazirlanan C. albicans ATCC 14053
hiicre siispansiyonlari steril plastik santrifiij tiiplerine alinarak 15 dk santrifiij edilmis ve elde
edilen hiicre pelleti 3 kez ard arda PBS ile 10’ar dk yikanmistir. Siipernatantin
uzaklagtirilmasinin ardindan ¢oken pellet, primer fiksatif igerisinde 24 saat +4 °C’de
bekletilmistir. Ertesi giin PBS ile 3 kere yikanarak primer fiksatiften uzaklagtirilan hiicreler,
sonrasinda 0smiyum tetraoksit ¢ozeltisi ile 1 saat boyunca 151k almayan ortamda ve rotator
yardimiyla sekonder fiksasyona alinmistir. Tekrar PBS ile 3 kez yikama yapildiktan sonra
hiicreler %5 agar igerisine géomiilmiis ve ardindan %1 uranil asetat ile blok boyama
yapilmistir. Daha sonra bloklar %40, %60, %75 ve %95 lik etil alkol serilerinde +4 °C’de
dehidrasyona birakilmistir. %100 liik son etanol banyosu oda sicakliginda
gerceklestirilmistir. Seffaflagtirma ve gdmme islemleri sonrasi bloklar 60 °C’de 48 saat
polimerizasyona birakilmistir. Bir ultramikrotom (Leica UltraCutR) ile hazirlanan
orneklerin 60 nm kalinligindaki Kesitleri elde edilerek bakir gridler iizerine alinmistir.
Ornekler ilk olarak 15 dk uranil asetat ile sonrasinda da 1 dk kursun boyasi ile boyanarak
kurutulmaya birakilmistir. Ornekler ESOGU ARUM’ da bulunan Hitachi HT7800 TEM ile

incelenmeye alinmistir.

3.2.5. Farkh biyomateryaller iizerinde farnesoliin Candida biyofilmine etkilerinin

SEM ile incelenmesi

Calismamizda, C. albicans ATCC 14053, C. albicans 1766 izolatlarinin steril silikon
(Chilecom Medical Devices Co. Ltd.) ve polivinil klorid (Bigakgilar Tibbi Cihazlar Sanayi
ve Ticaret A.S.) biyomateryal yiizeyleri iizerinde 24 kuyulu plaklar icerisinde biyofilm
olusum ve gelisim yeteneklerine farnesoliin etkisi SEM ile goriintiillenmistir. RPMI 1640
Broth besiyeri her bir kuyuya 1 ml olacak sekilde paylastirilmigtir. Calisilacak Candida
izolatlar1 0,5 McFarland (1-5x10° hiicre/ml) olacak sekilde siispansiyon haline getirilerek
besiyeri ve biyomateryalin bulundugu kuyulara 50 pl eklenmistir. Farnesoliin farkli
zamanlarda ilavesinin incelemesi amaciyla 1 ml 300 uM farnesol, 0. saat, 6. saat ve 24. saatte
ortama eklenmistir. 0. saatte farnesol ilavesinin etkisini incelemek amaciyla inkiibasyon 6.
ve 24. saatlerde durdurularak primer fiksatif icerisinde 24 saat +4 C’de bekletilmistir.
Ardindan materyaller, primer fiksatifin ortamdan uzaklastirilmasi amaciyla 3 kez 15’er dk
PBS ile yikanmustir.6. saatte ve 24. saatte farnesol ilavesinin etkisini incelemek amaciyla

farnesol ilavesinden 24 saat gegmesinin ardindan inkiibasyon durdurularak materyaller +4
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C’de 24 saat primer fiksatif igerisinde birakilmigtir. Materyaller 3 defa 15’er dk PBS ile
yikanarak fiksatiften uzaklagtirllmistir. Ayrica farnesoliin bulunmadigi kontrol grubunun
0.saat, 6. saat ve 24. saat Orneklerine de primer fiksatif icerisinde bekletme ve tampon
¢oOzeltisi ile yikama islemleri ayni sekilde yapilmistir. Tiim bu islemlerden sonra 6rnekler
giderek artan konsantrasyonlarda etil alkol yardimiyla (%50, %70, %90, %95 ve %100)
dehidre edilerek kurutulmustur. Ardindan 6rnekler SEM numune kaplama cihazi (Polaron
SC7620 Sputter Coater) ile altin-paladyum kaplanmistir. Analiz igin &rnekler ESOGU
ARUM’ da bulunan HITACHI Regulus 8230 SEM cihaz ile incelenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

Calismamizda farnesoliin planktonik hiicreler iizerine etkisi hem mikrodiliisyon
yontemi ile hem de TEM ile arastirllmistir. Etken maddenin biyofilm tizerine etkisi ise
kolorimetrik (XTT) ve SEM yo6ntemleri ile incelenmistir (Sekil 4.1).

Antifungal duyarlilik testi

ETKEN MADDENIN PLANKTONIK
CANDIDA TURLERINE ETKISi

Elektron mikroskobik inceleme (TEM)

Kolorimetrik inceleme (XTT)

ETKEN MADDENIN CANDIDA
BIYOFILMLERINE ETKIiSI

Elektron mikroskobik inceleme (SEM)

Sekil 4.1. Arastirmada kullanilan ¢alisma basamaklari

4.1.1. Farnesol muamelesi ile Candida tiirlerinde in vitro iireme takibine dayah

sonuclar

Farnesoliin planktonik Candida hiicreleri iizerindeki etkin konsantrasyonunu
belirlemek amaciyla yapilan mikrodiliisyon ¢aligmalarinda elde edilen sonuglar, asagida 7
ayr1 sekilde gosterilmistir (Sekil 4.2-4.8). Tium ¢izelgelerde farnesol i¢cermeyen kontrol
grubunun gelisimi %100 kabul edilmistir. Elde edilen sonuglar su sekilde 6zetlenebilir:

C. albicans ATCC 14053, C. tropicalis 1678 ve C. glabrata 1744 izolatlar1 600 uM-
37,5 uM (Sekil 4.2, Sekil 4.4 ve Sekil 4.8); C. albicans 1766 ve C. kefyr 1798 izolatlar1 600
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uM-75 uM (Sekil 4.3 ve Sekil 4.7); C. krusei 1561 ve C. parapsilosis 1799 izolatlar i¢in
600 uM-18,75 uM (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6) farnesol konsantrasyon araliklarinda genel olarak
%100’lin altinda tireme gostermistir. Her grafik i¢in 10 veriyi igeren standart sapma (SD)

degerleri asagida sunulmustur.
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Sekil 4.2. C. albicans ATCC 14053 izolatimin farnesolin farkl
konsantrasyonlarindaki oransal iireme degerleri (SD:0,28)
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Sekil 4.3. C. albicans 1766 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarindaki
oransal iireme degerleri (SD:0,27)
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Sekil 4.4. C. tropicalis 1678 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarmdaki
oransal tireme degerleri (SD:0,05)
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Sekil 4.5. C. krusei 1561 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarindaki
oransal tireme degerleri (SD: 0,36)
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Sekil 4.6. C. parapsilosis 1799 izolatimin  farnesoliin  farkl
konsantrasyonlarindaki oransal tireme degerleri (SD: 0,24)
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Sekil 4.7. C. kefyr 1798 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarindaki
oransal iireme degerleri (SD: 0,33)
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Sekil 4.8. C. glabrata 1744 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarindaki
oransal iireme degerleri (SD: 0,16)

Elde edilen tiim sonuglar gbz 6niline alindiginda, farnesoliin herhangi bir fungisidal
ya da fungistatik etkisi gézlenmemekle beraber, literatiirle de uyumlu olarak 37,5 uM-600
uM konsantrasyon araliklarinda kontrol grubuna gore liremeyi azalttig1 ya da yavaslattigi

tespit edilmistir.

Farnesol 18,75 uM-1,17 uM konsantrasyon araliklarinda ise ilging bir sekilde

kontrol grubuna gore liremeyi genel olarak daha da arttirmistir.

Farnesol pek ¢ok mikroorganizma tarafindan iiretilen seskiterpen bir alkol olup bazi
esansiyel yaglarda da bulunur. Ozellikle C. albicans’in bir viriilans faktdrii ve QS molekiilii
olarak oldukca iyi bi¢gimde tanimlanmistir. Simdiye kadar yapilan cesitli ¢alismalarda
farnesoliin ¢esitli bakteri ve mantarlarin gelisimini etkileyebildigi ve bir antimikrobiyal ajan
olarak olas1 potansiyel rolii biiyiik dikkat gekmektedir (Jabra-Rizk vd., 2006).Jabra-Rizk vd.
(2006), S. aureus biyofilmi ve antimikrobiyal duyarlilig1 lizerine farnesoliin gentamisin gibi
potansiyel uygulamasi olan ilaglarla sinerjistik kullanimimin faydali olabilecegini rapor
etmiglerdir (Jabra-Rizk vd., 2006). Semighini vd. (2008), farnesol ile Fusarium
graminearium iireme ve gelisiminin inhibisyonu ile ilgili yaptiklar1 calismalarinda farnesol
bitki patojenik fungusu olan bu tiiriin apoptozunu tetiklemistir ve arastiricilar farnesoliin bu

anlamda antifungal bir bilegen olarak potansiyelini rapor etmislerdir (Semighini vd., 2008).
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Langford vd. (2010), hiicrenin farkli fazlari baz alinarak C. albicans igin letal olabilen
farnesol konsantrasyonlarini arastirmiglardir. Bu calismada o6zellikle zengin {ireme
ortaminda (YPD) 300 uM’a kadar olan farnesol konsantrasyonlarinda minimal hiicre 6liimii
gozlenmistir ve sadece >300 uM konsantrasyonlarda gelisim inhibisyonu tespit edilmistir.
Bizim ¢alismamizda da literatiirle uyumlu olarak C. albicans ATCC 14053 ve C. albicans
1766 izolatlari i¢in 37,5 uM-300 uM konsantrasyonlarinda minimal inhibisyon %10’a kadar
gerceklesirken, 300 uM ve 600 uM konsantrasyonlarda yaklasik %20-30 arasi gelisim
inhibisyonu gézlemlenmistir. Calismamizdaki diger 5 farkli izolat i¢in bu inhibisyon degeri
tirden tiire oldukga farklilasmaktadir. C. tropicalis 1678, C. krusei 1561, C. parapsilosis
1799 ve C. glabrata 1744 i¢in 37,5 uM-600 uM konsantrasyonlarda belirgin bir inhibisyon
gozlemlenirken C. kefyr 1798 i¢in 75 pM-300 uM konsantrasyonda minimal inhibisyon
gozlenmistir (Langford vd., 2010).

4.1.2. Farnesoliin Candida biyofilm olusumu iizerine etkisinin XTT indirgeme testine

dayali sonug¢lari

Farnesoliin Candida biyofilm olusumu iizerine etkisinin XTT indirgeme testi ile elde
edilen sonuglar1 asagida 7 ayr1 sekilde sunulmustur (Sekil 4.9-4.15). Tim cizelgelerde
farnesol igermeyen kontrol grubunun biyofilm gelisimi %100 kabul edilmistir. Her grafik
icin 10 veriyi iceren standart sapma degerleri asagida sunulmustur. Elde edilen veriler su

sekilde 6zetlenebilir:
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Farnesol 600 uM-37,5 uM konsantrasyon araliklarinda kullanildiginda, C. albicans
ATCC 14053 izolatinin biyofilm gelisimini yaklasik %30-40 oraninda inhibe etmistir (Sekil
4.9).
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Sekil 4.9. C. albicans ATCC 14053 izolatiin farnesoliin farkli
konsantrasyonlarindaki oransal gelisim degerleri (SD: 0,19)

Farnesol 600 uM—-150 pM konsantrasyon araliklarinda kullanildiginda, C. albicans
1766 izolatinin biyofilm gelisimini yaklasik %30-40 oraninda inhibe etmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. C. albicans 1766 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarindaki
oransal gelisim degerleri (SD: 0,22)
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Farnesol 600 uM—37,5 uM konsantrasyon araliklarinda kullanildiginda, C. tropicalis
1678 izolatinin biyofilm gelisimini yaklasik %15-30 oraninda inhibe etmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. C. tropicalis 1678 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarimdaki
oransal gelisim degerleri (SD: 0,1)

Farnesol 600 uM-150 uM konsantrasyon araliklarinda kullanildiginda, C. krusei
1561 izolatinin biyofilm gelisimini yaklasik %10-70 oraninda inhibe etmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. C. krusei 1561 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarindaki
oransal gelisim degerleri (SD: 0,42)
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Farnesol 600 pM-18,75 uM konsantrasyon araliklarinda kullanildiginda, C.
parapsilosis 1799 izolatinin biyofilm gelisimini yaklasik %20-45 oraninda inhibe etmistir
(Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. C. parapsilosis 1799 izolatinin  farnesolin  farkli
konsantrasyonlarindaki oransal gelisim degerleri (SD: 0,31)

Farnesol 600 uM-4,687 uM konsantrasyon araliklarinda kullanildiginda, C. kefyr
1798 izolatinin biyofilm gelisimini yaklasik %5-60 oraninda inhibe etmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. C. kefyr 1798 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlaridaki
oransal gelisim degerleri (SD: 0,29)
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Farnesol 600 uM-9,375 uM konsantrasyon araliklarinda kullanildiginda, C. glabrata
1744 izolatinin biyofilm gelisimini yaklasik %5-60 oraninda inhibe etmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. C. glabrata 1744 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarindaki
oransal gelisim degerleri (SD: 0,22)

Farnesoliin Candida biyofilmleri lizerine XTT indirgeme testi ile elde edilen tim
veriler dikkate alindiginda, farnesol heniiz biyofilm olusmadan (0. saatte) Candida hiicreleri
lizerine uygulandiginda genel olarak biyofilmi azaltic1 etki gdstermistir. Ilging bir sekilde bu
etki  farnesoliin  planktonik hiicreler {izerine gosterdigi antimikrobiyal etki

konsantrasyonlarindan ¢ok daha diisiik oranlardadir.

4.1.3. Farnesoliin olusmus Candida biyofilmi iizerine etkisinin XTT indirgeme testi ile

tayinine dayal sonuglari

Farnesoliin olusmus Candida biyofilmi izerine etkisinin XTT indirgeme testi ile elde
edilen sonuglar1 asagida 7 ayri sekilde sunulmustur (Sekil 4.16-4.22). Calismamizin bu
asamasinda mikrodiliisyon ve prebiyofilm (0. saatte) uygulamalarinda elde edilen veriler de
dikkate alinarak daha dar bir konsantrasyon araligi kullanilmistir (600 pM-37,5 pM). Tim
cgizelgelerde farnesol igermeyen kontrol grubunun biyofilm gelisimi %100 kabul edilmistir.
Her grafik icin 5 veriyi igeren standart sapma degerleri asagida sunulmustur. Farnesoliin
onceden olugmus biyofilm {izerine (24. saatte) uygulanan ve 72. saatte elde edilen XTT

sonuglar1 su sekilde aciklanabilir:
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Farnesol 600 uM-300 uM konsantrasyon araliklarinda kullanildiginda, C. albicans
ATCC 14053 izolatinin biyofilm gelisimini yaklasik %7-30 oraninda inhibe etmistir (Sekil
4.16).
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Sekil 4.16. C. albicans ATCC 14053 izolatinin farnesolin farkli
konsantrasyonlarindaki oransal gelisim degerleri (SD: 0,15)

Farnesol 600 tM-37,5 uM konsantrasyon araliklarinda kullanildiginda, C. albicans
1766 izolatinin biyofilm gelisimini yaklasik %30-85 oraninda inhibe etmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. C. albicans 1766 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarindaki
oransal gelisim degerleri (SD: 0,22)
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Farnesol 600 uM—37,5 uM konsantrasyon araliklarinda kullanildiginda, C. tropicalis

1678 izolatinin biyofilm gelisimini yaklasik %15-75 oraninda inhibe etmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. C. tropicalis 1678 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarimdaki
oransal gelisim degerleri (SD: 0,29)

Farnesol 600 uM—75 uM konsantrasyon araliklarinda kullanildiginda, C. krusei 1561
izolatinin biyofilm gelisimini yaklasik %40-95 oraninda inhibe etmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. C. krusei 1561 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarindaki
oransal gelisim degerleri (SD: 0,41)
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Farnesol 600 puM-37,5 puM konsantrasyon araliklarinda kullanildiginda, C.
parapsilosis 1799 izolatinin biyofilm gelisimini yaklasik %50-85 oraninda inhibe etmistir
(Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. C. parapsilosis 1799 izolatinin  farnesoliin  farkl
konsantrasyonlarindaki oransal gelisim degerleri (SD: 0,14)

Farnesol 600 uM-37,5 uM konsantrasyon araliklarinda kullanildiginda, C. kefyr
1798 izolatinin biyofilm gelisimini yaklasik %85-95 oraninda inhibe etmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. C. kefyr 1798 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarindaki
oransal gelisim degerleri (SD: 0,04)
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Farnesol 600 uM-37,5 uM konsantrasyon araliklarinda kullanildiginda, C. glabrata
1744 izolatinin biyofilm gelisimini yaklasik %10-75 oraninda inhibe etmistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. C. glabrata 1744 izolatinin farnesoliin farkli konsantrasyonlarindaki
oransal gelisim degerleri (SD: 0,27)

Farnesoliin onceden olusmus Candida biyofilmleri (24. saatte) ilizerine XTT
indirgeme testi ile elde edilen tiim verileri dikkate alindiginda, genel olarak biyofilmi azaltici
etkisi oldugu gozlemlenmistir. XTT sonuglarina gore post biyofilmin pre biyofilme gore
oransal olarak inhibisyon degeri daha yiiksektir. Bu sonuglar farnesoliin olusmus

biyofilmdeki adhezyon baglari tizerine etkisinden kaynaklanmis olabilir.

Hem prebiyofilm hem de post biyofilm ¢alismalarindan elde edilen sonuglara gore
biyofilm indirgenmesinde farnesol konsantrasyonunun ¢ok 6nemli oldugu sdylenebilir. C.
albicans ATCC 14053 i¢in farnesol, prebiyofilm ¢alismalarinda min 37,5 uM
konsantrasyonda (Sekil 4.9) etkili iken, post biyofilm g¢alismasinda min 300 uM
konsantrasyonda (Sekil 4.16) inhibe edici etki gostermistir Diger yandan klinik C. albicans
1766 igin farnesol prebiyofilm ¢aligmalarinda min 150 uM konsantrasyonda (Sekil 4.10)
etkili iken, post biyofilm ¢alismalarinda min 37,5 uM konsantrasyonda (Sekil 4.17) inhibe

edici etki gostermistir.

Ramage vd. (2002), farnesol ile C. albicans biyofilminin inhibisyonunu arastirdiklari

caligmalarinda C. albicans i¢in mikroplaka yiizeyine yapisan hiicre popiilasyonu 0, 1, 2 ve
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4 saat sonra ve 24 saatlik biyofilm durumlarinda ¢esitli konsantrasyonlarda farnesol ile
muamele sonucu(0, 3, 30 ve 300 uM) elde edilen XTT wverilerini karsilastirmiglardir.
Aragtiricilar farnesoliin etkisinin hem konsantrasyon hem baslangi¢ yapisma siiresine
bagimli oldugunu rapor etmislerdir. Bu c¢alismada 300 uM farnesol ile 6n inkiibasyon
biyofilm olusumunu tamamen inhibe etmistir. Olgun biyofilmden elde edilen siipernatant,
planktonik C. albicans’in filament olusumunu inhibe etme 6zelliginde bulunmustur ve
yazarlar bu durumun biyofilmde insitu olarak iiretilen morfogenetik otoregiilator bir
bilesenin bulunusuna isaret etmislerdir. Bizim ¢alismamizda da ekzojen olarak verdigimiz
farnesol, prebiyofilm (0. saat) ve post biyofilm (24. saat) olusum ve gelisimini tamamen
inhibe etmese de, C. albicans ATCC 14053 ve C. albicans 1766 i¢in pre biyofilm olusumunu
yaklasik %30-40 oraninda inhibe etmistir. Diger yandan farnesol C. albicans ATCC 14053
icin post biyofilm gelisimini yaklasik %7-30 oraninda inhibe ederken, bu deger C. albicans
1766 i¢in yaklasik %30-85 oranindadir. Calismamizdaki diger 5 farkli izolat i¢in pre ve post
biyofilm inhibisyon oranlart oldukga farklilik gostermekle birlikte bazi tiirler i¢in daha
yiiksek inhibisyon degerleri gozlenmistir. Prebiyofilmde C. tropicalis 1678 igin %15-30
oraninda, C. parapsilosis 1799 i¢in %20-45 oraninda, C. kefyr 1798 i¢in %5-60 oraninda, C.
glabrata 1744 %5-60 oraninda, C. krusei 1561 i¢in %10-70 oraninda inhibisyon izlenmistir.
Post biyofilmde ise C. tropicalis 1678 %15-75 oraninda, C. glabrata 1744 %10-75 oraninda,
C. parapsilosis 1799 %50-85 oraninda, C. krusei 1561 %40-95 oraninda, C. kefyr 1798 %85-

95 oraninda inhibisyon gozlenmistir.

Simdiye kadar yapilan g¢alismalarda farnesoliin C. albicans biyofilm olusumunu
inhibe etme potansiyeli oldukga fazla ¢alisilmis olmasina ragmen, NAC tiirlerin biyofilmleri
tizerine farnesoliin etkisi ¢ok sinirli sayida arastirilmistir (Weber vd., 2010). Weber vd.
(2010), sadece C. albicans ve C. dubliniensis degil, diger Candida tiirlerinin de endojen
olarak farnesol tiretebildigini ancak konsantrasyonlar1 ¢ok diisiik oldugundan muhtemelen
biyofilm olusumunda rol almadigini belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizda farnesol eksojen
olarak uygulanmis ve g¢alisilan tiim NAC izolatlarda biyofilm olusumu iizerine yiiksek

oranlarda inhibe edici etki gostermistir.

Dizova ve Bujdakova (2017), C. albicans iizerine farnesoliin etkisinin konsantrasyon
bagimli oldugunu; 200 pM -300 uM konsantrasyonun mayalar i¢in stres yaratirken 40 uM

konsantrasyonun stresten korudugunu rapor etmislerdir. Bizim ¢alismamizda da farnesoliin
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Candida tiirleri tizerine etkisi géz Oniine alindiginda yaklasik 37,5 uM-600 pM
konsantrasyonda biyofilm indirgenmesi genel olarak tiim izolatlarda net olarak goriilmiistiir.
Diger yandan farnesol yaklasik 37,5 uM altindaki konsantrasyonlarda biyofilm olusumunu
arttirier etki gostermistir (Dizova ve Bujdakova, 2017).
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4.1.4. Farnesoliin planktonik Candida hiicreleri iizerine etkisinin gecirimli elektron

mikroskobi (TEM) goriintiileme sonuglarina gore degerlendirilmesi

Sekil 4.23. Kontrol grubu ve farnesol uygulanan planktonik C. albicans ATCC 14053
izolatina ait TEM goriintiileri (Resim A, B: farnesol uygulanmamis planktonik C. albicans
ATCC 14053 izolatina ait kontrol grubu (Resim A skala bar: 1 um, Resim B skala bar: 2
um); Resim C, D, E, F: farnesol uygulanmis planktonik C. albicans ATCC 14053 izolatina
ait inceleme grubu (Resim C skala bar: 2 um, Resim D skala bar: 2 um, Resim E skala bar:
2 um, Resim F skala bar: 500 nm); v=vakuol, koful)
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Farnesoliin planktonik C. albicans ATCC 14053 izolati iizerine ultrayapisal
etkilerinin TEM ile incelenebilmesi amaciyla kontrol ve deney grubuna ait 6rneklerden en
az 10 alan detayli olarak taranmis ve ortak gozlenen bulgular 1s18inda degerlendirmeler
yapilmustir. Secilen 6rnek TEM resimleri Sekil 4.23’de sunulmustur. Kontrol grubunda
normal, oval ve yuvarlak goriiniimliic Candida morfolojisi izlenmis olup hiicre duvar ve
membran yapilari biitiin olarak izlenmistir (Sekil 4.23 A ve B). 37,5 uM konsantrasyonda
farnesol ile muamele edilen Candida hiicrelerinin ultrayapisal goriintiileri incelendiginde,
bazi Candida hiicrelerinin normal saglikli goériiniimlerini korumaya devam ettigi tespit
edilmis olup bazi hiicrelerde ise hiicre duvar ve membran yapisi ile sitoplazmanin ayrildigi
ve sitoplazmanin ice ¢oktiigii gozlenmistir (Sekil 4.23 C, E ve F). Ayrica hiicrelerde
vakuolizasyon artisi ve yer yer graniilasyonlar tespit edilmistir (Sekil 4.23 C, D ve E). Cok
az sayida i¢i tamamen bosalmis hayalet hiicre (ghost cell) gortilmiistiir (Sekil 4.23 C). Bazi
hiicrelerdeki sitoplazma elektronca ¢ok yogun sekilde goriintiilenmistir (Sekil 4.23 C). Sekil

4.23 D’de ise tamamen lize olmus maya hiicreleri gozlenmektedir (Sekil 4.23).

Decanis vd. (2011), yaptig1 bir ¢alismada farnesol ile muamele edilen C. albicans
hiicreleri igerisinde biiyiik ve diizensiz kofullar izlenmistir. Bu kofullar 6zellikle hiicrelerin
periferinde daha yogundur ayrica sitoplazmada graniilasyon artigi, hiicre duvar
biitiinliiglinde azalma ve membranda zayiflik tespit edilmistir. TEM verilerimiz

aragtiricilarin bulgulari ile benzerlikler gostermektedir (Decanis vd., 2011).

4.1.5. Farkh biyomateryaller iizerinde farnesoliin Candida biyofilmine etkilerinin

SEM ile degerlendirilmesi

Calismamizda kullanilan SEM uygulamalar i¢in iki farkli ylizey kullanilmis olup
bunlar silikon ve polivinil klorid materyallerini icermektedir. Her grup igin dnce kontrol
ornekleri ve sonrada yiizeyler tizerinde ve iki farkli zaman araliginda (6. saat ve 24. saat)
300 uM konsantrasyonda elde edilen veriler karsilagtirilmistir. Ayrica her grup icin pre ve

post biyofilm durumlarin1 gosteren mikrograflar verilmistir.

C. albicans ATCC 14053 izolat1 icin 6. saatte elde edilen SEM Goriintiileri
incelendiginde, kontrol grubu bulgular1 yogun bir adezyon ve biyofilm olusumu

gostermemekle beraber yer yer maya hiicreleri ve EPS yapis1 tespit edilmistir. Ancak bu
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durum biyofilm olusum agsamasinin erken evreleri dolayisiyla gozlenmis bir bulgu olabilir.
Ozellikle kontrol grubundaki polivinil klorid yiizeylerdeki adezyon, silikon yiizeye gore
daha fazladir (Sekil 4.24).

Ayni izolat i¢in silikon yiizeyler lizerinde farnesoliin 6. saatteki pre ve post biyofilm
etkileri goz Oniine alindiginda, her iki grup arasinda bariz bir fark olmamakla beraber,
biyofilm olusumuna ¢ok az rastlanmistir. Polivinil klorid yiizeyler {izerinde ise kontrol
grubuna kiyasla pre biyofilm olusumu daha az olarak belirmistir. Post biyofilm durumunda
ise pre biyofilm olusumuna gore yok denecek kadar az derecede bir biyofilm yapisi
izlenmistir (Sekil 4.24).

KONTROL GRUBU PREBIYOFILM GRUBU POST BiYFiLM GRUBU

POLIiVINIL KLORID MATERYAL SILIKON MATERYAL

Sekil 4.24. C. albicans ATCC 14053 6. saat SEM Goriintiileri
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C. albicans 1766 izolat1 i¢in 6. saatte elde edilen SEM Goriintiileri incelendiginde,
kontrol grubu bulgulart yogun bir adezyon ve biyofilm olusumu gostermese de, biyofilm
olusumunun erken evrelerine dair bulgular mevcuttur. Klinik izolat C. albicans 1766, C.
albicans ATCC 14053’e gore daha fazla biyofilm olusturma egilimindedir. Kontrol
grubundaki silikon yiizeylerde adezyon polivinil klorid yiizeye gore daha fazladir (Sekil
4.25).

Ayni izolat i¢in silikon yiizeyler iizerinde farnesoliin 6. saatteki prebiyofilm etkileri
gozlemlendiginde, yer yer biyofilm olusumu izlenirken, post biyofilm grubundaki adezyon
daha da azalmistir. Polivinil klorid yiizeyler i¢in, kontrol grubuna kiyasla pre biyofilm
grubunda biyofilm olusumu gozlenmezken, post biyofilm grubunda ise sadece biyofilm

fragmentleri izlenmistir (Sekil 4.25).

KONTROL GRUBU PREBIYOFiLM GRUBU POST BiYOFiLM GRUBU

POLIiVINIiL KLORID MATERYAL SiLIKON MATERYAL

Sekil 4.25. C. albicans 1766 6. saat SEM Goriintiileri
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C. albicans ATCC 14053 izolat1 i¢in 24. saatte elde edilen SEM Goriintiileri
incelendiginde, her iki ylizeyin kontrol grubu bulgulart olgun biyofilm olusumu
gostermektedir. Bu grupta ylizey lizerine yogun mikroorganizma tutunmasi ve EPS olusumu

goriilmektedir. Silikon materyal {izerinde polivinil klorid materyale gore daha fazla biyofilm

tespit edilmistir (Sekil 4.26).

Ayni izolat i¢in silikon yiizeyler goz Oniine alindiginda, 24. saatteki prebiyofilm
grubunda yer yer adezyon gozlense de filament6z yap1 gozlenmemistir. Post biyofilm
grubunda ise biyofilm fragmentleri goriilmekle birlikte filamentéz yapilar izlenmemistir.
Polivinil klorid yiizeyler iizerindeki prebiyofilm grubunda biyofilmde indirgenme izlenmis,
EPS azalmis ve filamentasyon gozlenmemistir ancak hiicre gruplarinda tutunma hala
mevcuttur. Post biyofilm grubunda ise biyofilm fragmentleri vardir ancak indirgenme gok
net bir sekilde izlenmektedir (Sekil 4.26).

PREBiIYOFiLM GRUBU

KONTROL GRUBU

POST BiYOFiLM GRUBU

POLIVINIiL KLORID MATERYAL SIiLIKON MATERYAL

Sekil 4.26. C. albicans ATCC 14053 24. saat SEM Goriintiileri
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C. albicans 1766 izolati i¢cin 24. saatte elde edilen SEM Goriintiileri incelendiginde,
kontrol grubunda adezyon ve biyofilm olusumu mevcut olmakla birlikte, polivinil klorid

yiizeylerdeki adezyon, silikon yiizeye gore daha fazladir (Sekil 4.27).

Ayn1 izolat i¢in silikon ylizeylerde farnesoliin 24. saatteki pre biyofilm etkileri goz
Oniine alindiginda, ylizeyden kopan hiicresel yapilar izlenirken, post biyofilm grubunda daha
kiigiik hiicresel fragmentlere rastlanmistir. Polivinil klorid ylizeyler iizerindeki biyofilm
olusumu pre biyofilm grubunda bir miktar azalmakla birlikte, EPS yapis1 hala net olarak
izlenmektedir. Post biyofilm grubunda ise EPS yapisi1 goriintiilenmemistir ancak tutunma
egilimindeki hiicresel yapilar mevcuttur (Sekil 4.27).

KONTROL GRUBU PREBIYOFIiLM GRUBU POST BiYOFILM GRUBU

)

POLIVINIL KLORID MATERYAL SiLiKON MATERYAL

Sekil 4.27. C. albicans 1766 24. saat SEM Goriintiileri
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Elde edilen tiim SEM verileri goz oniine alindiginda:

Langford vd. (2010), Yapilan arastirmalarda 300 uM kadar olan farnesol diizeyleri
tiretim hizin1 degistirmemesine ragmen hiicreler filament6z formun aksine maya olarak
gelisirler. Bizim SEM ile gergeklestirdigimiz pre ve post biyofilm ¢aligmalarinda da farnesol
300 uM konsantrasyonda kullanilmig ve C. albicans ATCC 14053 ile C. albicans 1766
izolatlarina ait biyofilmlerde filament6z formdan ziyade maya formu izlenmistir (Langford
vd., 2010). Diger yandan farnesoliin C. albicans ile farkli konsantrasyonlardaki muameleleri
sonucu elde edilen SEM mikrograflari hiicrelerin dis morfolojilerinde bozulmalara isaret
etmektedir. Arastiricilar bu durumun sitozolik hacmin azalmasina isaret ettigini

belirtmislerdir (Decanis vd., 2011).

Bulgularimiza gore post biyofilm (6. saat ve 24. saat uygulamasi) grubunda
prebiyofilm (0. saat uygulamasi) grubuna kiyasla daha az biyofilm gozlenmistir ve
mikroorganizmalar ylizeyler iizerinde genel olarak kiiclik hiicresel gruplar halinde
gozlenmistir. Bu durum, farnesoliin yiizey ve hiicreler arasindaki adhezyon baglarini

etkilemis olmasindan kaynaklanmis olabilir.



60

5. SONUC VE ONERILER

Candida tiirleri onemli firsat¢1 infeksiyonlara yol agan mikroorganizmalar olup
olusturdugu infeksiyonlar 6zellikle yogun bakim iinitelerinde yatis siirelerinin uzamasi ve
ekonomik problemler gibi ¢esitli sorunlara neden olmaktadir. Polimorfik bir fungus olan C.
albicans maya, hif ya da pseudohif olarak gelisebilir, her formun morfolojisi ve viriilansi
degisiklikler goztermektedir. Maya formu genellikle kommensal durumda goriiliirken hifal
form dokuya invazyonu ve patojenezi arttirmaktadir. Candida hiicre yogunlugu hifal

gelisimi etkileyen faktorlerden biridir.

Farnesol C. albicans tarafindan sentezlenen bir QS molekiilii olup maya hif gegisini
bloklayan bir otoindiikleyicidir. Antimikrobiyal, antibiyofilm ve antikanser O6zellikleri
dikkat cekmektedir. Hiicre yogunlugu ve morfolojisini diizenleme yogunluguyla biyofilm
olusumunu da kontrol etmektedir. Bu yiizden fungal patojenitede dnemli bir rolii oldugu
disiiniilmektedir. Bu arastirmada farkli Candida tiirleri tizerine farkli farnesol
konsantrasyonlarin etkisi mikrobiyolojik, kolorimetrik ve elektron mikroskobik
yontemlerle aragtirillmistir. Elde ettigimiz sonuglara gore; farnesoliin Candida tiirlerinin
planktonik ve biyofilm formlar1 tizerine belirli konsantrasyon araliklarinda inhibe edici
etkileri ortaya konulmustur (yaklasik 37,5 uM- 600 uM). Daha diisiik konsantrasyonlarda
ise muhtemelen Candida hiicrelerini stresten koruyarak biyofilmi arttirict bir etki
gostermistir. NAC tiirleri gozoniine alindiginda farnesol her tiir i¢in farkli konsantrasyon
araliklarinda ve farkli oranlarda inhibe edici etki sergilemistir. Planktonik Candida hiicreleri
tizerine 37,5 uM konsantrasyonda farnesol muamelesi sonucu elde edilen TEM verilerine
gore hiicrelerde membran ve duvar hasarlari, vakuolizasyon ya da graniilasyonlar
goriiliirken, SEM verilerinde farnesol muamelesi sonucu pre ve post biyofilm
uygulamalarinda kontrol grubuna kiyasla biyofilm indirgenmesi bariz olarak ortaya
konulmustur. Bununla beraber farnesoliin post biyofilm iizerine etkileri incelendiginde
filamentéz yap1 goézlenmemekle birlikte hiicresel fragmentlere rastlanmistir Ayrica
calismamizda farnesoliin C. albicans ATCC 14053 ve klinik izolat olan C. albicans 1766
izolati lizerine etkileri karsilastirildiginda klinik izolatta farnesol daha giiglii bir inhibe edici
etki gostermistir. Bu sebeple farnesoliin antibiyofilm 6zelliklerinin hem koruyucu hem de

tedavi stratejilerinde etkili olarak kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.
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Farnesoliin Candida tiirleri {izerine umut verici antimikrobiyal ve antibiyofilm
etkileri, geleneksel antifungal tedavi stratejilerine bir alternatif destek saglayabilir. Mevcut
antifungaller hem yiiksek toksisite gostermekte ve hem de ila¢ direnci gelisimi riskini
arttirmaktadirlar. Farnesol bir QS molekiilii oldugundan yapilacak detayli aragtirmalar
sonucu terapotik ya da mevcut ilaglarla kombine kullanimi bu sorunlara alternatif bir ¢oziim
olusturabilir. Diger yandan hastane ortamlarindaki yiizey ve tibbi cihaz dezenfeksiyonu ile
ilgili olarak, biyofilm olusumunu inhibe etmedeki koruyucu etkisi ayrintili bigimde
arastirtlmalidir. Farnesoliin in vivo toksik etkileri heniiz tam olarak aydinlatilamamistir
ancak viicut i¢i biyomateryallerinde ylizey kaplama malzemesi olarak kullaniminin etkileri

de tedavi stratejilerine 151k tutabilecek aragtirma konularindan olabilir.
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