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ÖZ

Amaç: Çeşitli bakteriler ve/veya mantarların bir arada bulunarak oluşturduğu polimikrobiyal 
biyofilmler, çoğu zaman bu türlerin tek başlarına oluşturdukları monomikrobiyal biyofilmlerden 
çok daha dirençlidirler. Bu çalışmada, Candida albicans biyofilmlerinin Escherichia coli, Klebsiella 
pneumoniae, Acinetobacter baumannii veya Pseudomonas aeruginosa’nın veya bu bakterilerin 
süpernatantlarının varlığında nasıl etkilendiğinin araştırılması amaçlanmıştır.
Yöntem: C. albicans SC 5314, E. coli ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC 700603, A. baumannii ATCC 
19606 ve P. aeruginosa PA01 kontrol kökenleri kullanılarak C. albicans ile Gram negatif polimik-
robiyal biyofilmleri steril mikroplaklarda oluşturulmuştur. Hem Gram negatif bakterilerin varlığın-
da hem de steril süpernatantlarının varlığında biyofilm içerisinde değişen C. albicans sayısı sap-
tanmıştır. 
Bulgular: Sonuçlarımıza göre, çalışılan Gram-negatif bakterilerin tümü biyofilm içerisindeki 
C. albicans hücrelerine antagonist etki göstermiş ve kontrole göre yaklaşık üç log’luk azalma 
görülmüştür. Steril süpernatantların da C. albicans biyofilmi üzerine inhibitör etki gösterdikleri ve 
maya sayısını en az bir log azalttığı belirlenmiştir. MTT testi ve floresan mikroskobu ile elde edilen 
görüntüler de bu sonuçları doğrulamıştır.
Sonuç: Pek çok enfeksiyonda ortaya çıkabilen C. albicans-Gram negatif polimikrobiyal biyofilmler-
de, bakteriler hem hücreleri ile hem de steril hücresiz süpernatantları ile C. albicans biyofilm 
hücrelerini antagonist olarak etkilemiştir.
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ABSTRACT

Objective: Polymicrobial biofilms consisting of a combination of various bacteria and/or fungi are 
generally much more resistant than monomicrobial biofilms formed by these species alone. In 
this study, it was aimed to investigate how Candida albicans biofilms were affected in the 
presence of Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii or Pseudomonas 
aeruginosa or supernatants of these bacteria.
Method: C. albicans with Gram-negative polymicrobial biofilms were formed on sterile 
microplates by using control strains of C. albicans SC 5314, E. coli ATCC 25922, K. pneumoniae 
ATCC 700603, A. baumannii ATCC 19606 and P. aeruginosa PA01. The number of C. albicans in 
biofilms was determined in the presence of both Gram- negative bacteria and sterile 
supernatants.
Results: According to our results, all Gram negative bacteria displayed an antagonist effect 
against  C. albicans in the biofilm and a three log decrease was observed compared to the control. 
Sterile supernatants were shown to have an inhibitory effect on the C. albicans biofilms and 
reduce the number of   yeasts by at least one log. MTT assay and fluorescence microscopy images 
also confirmed the results.
Conclusion: In C. albicans-Gram-negative polymicrobial biofilms that can occur in many 
infections, bacteria affected C. albicans biofilm cells as antagonist agents, both with their cells 
and sterile cell-free supernatants.
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GİRİŞ

Biyofilm, mikroorganizmaların herhangi bir yüzeye, 
ara yüzeye veya birbirlerine yapışarak oluşturdukları 
topluluklar olarak tanımlanır ve insanlarda ortaya 
çıkan enfeksiyonların yaklaşık %65-80’i biyofilm ile 
ilişkilidir(1,2). Biyofilmlerde antimikrobiyal maddelere 
karşı görülen direnç, genellikle antimikrobiyal mad-
denin biyofilm içine kısıtlı penetrasyonu, çeşitli direnç 
genlerinin ekspresyonu ve hücrelerin değişen üreme 
ve metabolik aktiviteleri gibi nedenlerle ortaya çık-
maktadır. Bu nedenle, biyofilm içerisindeki hücreler 
antimikrobiyal ajanlara karşı planktonik hücrelere 
göre yaklaşık 1.000 kat daha dirençli olabilmek-
tedir(3,4). 

Normal flora elemanları olan Candida türleri, yüzeyel 
enfeksiyonların yanı sıra ciddi sistemik enfeksiyonlar 
ve biyofilm ile ilişkili enfeksiyonlar oluşturabilen fır-
satçı mikroorganizmalardır. Biyofilm üretimi hem 
Candida albicans hem de non-albicans Candida’lar 
için en önemli virülans faktörlerinden biridir ve anti-
fungal direnç ile de ilişkilidir(5). Hem ülkemizde hem 
de dünyada yapılan çalışmalarda non-albicans 
Candida türlerinde biyofilm oluşumunun C. albicans’a 
göre daha fazla olduğu gösterilmiştir(6-8). Ancak, nozo-
komiyal kan enfeksiyonları arasında dördüncü sırada 
yer alan kandidemiler de dâhil olmak üzere günü-
müzde tüm kandidozlarda hala en sık izole edilen tür 
C. albicans’tır(9). C. albicans biyofilmleri, maya hücre-
leri, yalancı hif ve gerçek hifler tarafından oluşturul-
muş hücre dışı polimerik matriksten meydana gelen 
karmaşık bir sistemdir. C. albicans biyofilmleri olu-
şurken, biyofilm içerisindeki maya hücrelerinin yanı 
sıra psödohif ve hif oluşumu yani filamentasyonda da 
artış gözlenir(10). Non-albicans Candida türlerinin 
çoğu ise bu filamentasyon kabiliyetinden yoksundur 
ve tamamı maya hücrelerinden meydana gelen top-
luluklar oluşturur. Ancak, tüm Candida türleri tarafın-
dan oluşturulan biyofilmler, hücre dışı polimerik 
matriksten meydana gelmektedirler(11,12). Hem yapış-
mayı sağlayan hem de antifungal ve konak savunma-
larına karşı dirence neden olan bu hücre dışı polime-
rik matriks, protein (%55), karbonhidrat (%25), lipid 
(%15) ve DNA (%5)’dan meydana gelmektedir(10). 

Çeşitli bakteriler ve/veya mantarların bir arada bulu-
narak oluşturduğu polimikrobiyal biyofilmler ise çoğu 
zaman bu türlerin tek başlarına oluşturdukları mono-
mikrobiyal biyofilmlerden çok daha dirençlidirler. 
Polimikrobiyal biyofilmler, mikrobiyal ya da konak 
kaynaklı polisakkaritlerden oluşan matriks içerisine 
gömülü, virüs, bakteri, mantar veya parazit gibi çeşit-
li mikroorganizmaların bir arada bulunması ile mey-
dana gelen karmaşık hücre topluluklarıdır ve zaman 
zaman hastane enfeksiyonları etkenlerinin de içinde 
bulunduğu dirençli mikroorganizmalar da polimikro-
biyal biyofilmlere katılabilmektedirler(5,13,14). Yapılan 
çalışmalar, birden fazla mikroorganizma tarafından 
oluşturulan bu polimikrobiyal biyofilmlerdeki man-
tarların antibakteriyel ilaçların aktivitesini, bakterile-
rin ise antifungal ilaçların aktivitesini değiştirebildik-
lerini göstermiştir(15). Bakteriler ve C. albicans’ın aynı 
habitat içerisinde yaşamaları mutualistik, sinerjistik 
veya antogonistik etki yaratabilmektedir(16,17).

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter 
baumannii ve Pseudomonas aeruginosa antimikrobi-
yal ajanlara geliştirdikleri direnç nedeniyle; pnömoni, 
sistemik enfeksiyonlar, yara enfeksiyonları, menenjit 
veya nozokomiyal enfeksiyonlar gibi tedavisi oldukça 
güç enfeksiyonlara neden olabilen Gram negatif 
çomaklardır(18). Oluşturdukları biyofilmler ile kistik 
fibrozis enfeksiyonlarına veya kontakt lens, üriner ve 
santral venöz kateterler, endotrakeal tüpler gibi 
yabancı cisimlere yapışarak hayati öneme sahip 
enfeksiyonlara neden olabilirler(19). Bu bakteriler aynı 
zamanda kateter gibi yabancı cisimler üzerinde ve 
gastrointestinal sistem, peritonit, kistik fibrozis ve 
yanık ve yaralarda C. albicans ile polimikrobiyal biyo-
filmler de oluşturabilirler(14).

Nozokomiyal C. albicans enfeksiyonlarının %26-57’sini 
oluşturan ve polimikrobiyal kan dolaşımı enfeksiyon-
larında da %70’in üzerinde tedavi başarısızlığına 
neden olabilen fungal/bakteriyel polimikrobiyal biyo-
filmlerine karşı antimikrobiyal ajanların çoğu zaman 
etkisiz kalabildikleri gösterilmiştir(5,14,20). Ancak buna 
rağmen yapılan literatür araştırmasına göre bu poli-
mikrobiyal biyofilmler ile ilgili yapılan çalışmaların 
monomikrobiyal biyofilm çalışmalarına göre daha az 
oldukları görülmüştür. Bu nedenle, çalışmamızda, 
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C. albicans + E. coli, K. pneumoniae, A. baumannii 
veya P. aeruginosa’nın varlığında oluşturulan fungal/
bakteriyel polimikrobiyal biyofilmlerin etkileşimleri, 
dolayısıyla bakterilerin veya yalnızca hücresiz süper-
natantların C. albicans biyofilmi üzerine etkilerinin 
karşılaştırılarak değerlendirilmesi ve bu polimikrobi-
yal biyofilmler içerisindeki farklı türler arasında olan 
etkileşimlerin anlaşılması amaçlanmıştır. 

GEREç ve YÖNtEM

Bu çalışmada, C. albicans SC 5314, E. coli ATCC 
25922, K. pneumoniae ATCC 700603, A. baumannii 
ATCC 19606 ve P. aeruginosa PA01 kontrol kökenleri 
kullanılmıştır.

Biyofilm oluşumu: Bir gecelik taze maya ve bakteri 
kültürleri, sırasıyla yeast nitrogen base broth (YNB-
Difco, Becton Dickinson Sparks, MD, ABD) ve tryptic 
soy broth (TSB, Difco Sparks, MD, ABD) besiyerleri 
içinde 37°C’de bir gece yatay çalkalayıcıda (75 rpm) 
inkübe edilmiştir. Kültürler steril fosfat tamponunda 
iki kez yıkanmış (3.000 rpm, 5-10 dakika), spektrofo-
tometrik olarak ölçülmüş ve %0.2 glukoz içeren TSB 
(TSB-g) içerisinde son inokulüm konsantrasyonu 
1x107 koloni oluşturan birim (kob)/ml’ye ayarlanmış-
tır. C. albicans ve Gram negatif bakteriler 1:1 oranın-
da dış ortamda karıştırılarak polimikrobiyal süspansi-
yonlar hazırlanmıştır. Hazırlanan bu süspansiyonlar-
dan 100’er μl alınarak 96 kuyucuklu mikrotitrasyon 
plaklarına eklenmiş ve polimikrobiyal biyofilmler 
(C. albicans + E. coli, K. pneumoniae A. baumannii 
veya P. aeruginosa) oluşturulmuştur. Yalnızca C. albicans 
ve sadece bakterilerin bulunduğu kontrol kuyuları da 
eklenerek plaklar 37°C’de inkübe edilmiştir. Dört saat 
sonra plaklardaki besiyeri dışarı atılarak her kuyu 
100’er µl fosfat tamponu ile yapışmayan hücrelerin 
uzaklaştırılması amacıyla 3 kez yıkanmıştır. Taze besi-
yeri eklendikten sonra, plaklar 20 saat daha inkübas-
yona kaldırılmıştır(21,22).

Polimikrobiyal biyofilmlerdeki Candida albicans sayı-
sının belirlenmesi: İnkübasyon sonrası kuyulardaki 
besiyeri dışarı atılarak, yapışmayan hücrelerin uzak-
laştırılması amacıyla her kuyu 100’er µl fosfat tampo-
nu ile 3 kez yıkanmıştır. Biyofilm içerisindeki canlı 

mikroorganizma sayısını saptamak amacıyla kuyular-
daki biyofilmler ikişer kez ultrasonik su banyosu içe-
risinde sonikasyon (5 dakika) ve mikroplak çalkalayıcı 
ile vorteks (900 rpm) işlemlerinden geçirilmiştir. 
Çalkalayıcıda homojenize olan biyofilm solüsyonu 
steril tüplere aktarılarak fosfat tamponu içerisinde 
seri dilüsyonları yapılmış ve C. albicans sayımı için 
CHROMagar Candida besiyeri kullanılmıştır. 37°C’de 
bir gece inkübasyon sonrası koloniler sayılarak ve 
seyreltme faktörü de hesaba katılarak kob/ml sayıla-
rı belirlenmiştir. Tüm deneyler üç kez yinelenmiştir 
(21,23).

Süpernatantların hazırlanması: Hazırlanışı yukarıda 
belirtildiği şekilde bakteri biyofilmleri oluşturulmuş 
ve biyofilm tabakasına dokunmadan üst sıvılar steril 
tüplere ayrı ayrı toplanmıştır. Tüpler, 5.000 rpm’de 10 
dakika santrifüj edilmiş ve 0.2 µM’lık enjektör ucu 
filtre ile süzülerek hücresiz steril süpernatantlar elde 
edilmiştir(23). 

Süpernatantların Candida. albicans biyofilmi üzerine 
etkilerinin belirlenmesi: Gram negatif bakterilerin 
süpernatantlarından 100’er μl alınarak C. albicans 
biyofilmlerini içeren kuyulara aktarılmış ve 24 saat 
boyunca inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası plak-
lar ikişer kez ultrasonik su banyosu içerisinde soni-
kasyon (5 dakika k) ve mikroplak çalkalıyıcı ile vorteks 
(900 rpm) işlemlerinden geçirilmiştir. Bu işlemlerden 
sonra biyofilm solüsyonu steril tüplere aktarılarak 
fosfat tamponu içerisinde seri dilüsyonları yapılmış 
ve hücrelerin sayımı için Triptik Soy Agar (TSA, Difco 
Sparks) besiyerine ekilmiştir. 37°C’de bir gece inkü-
basyon sonrası koloniler sayılarak ve seyreltme fak-
törü de hesaba katılarak kob/ml sayıları belirlenmiş-
tir. Tüm deneyler üç kez yinelenmiştir (23). 

MTT yöntemi ile biyofilm içerisindeki mikroorganiz-
ma canlılığının belirlenmesi: C. albicans’ın bakteriler-
le veya hücre içermeyen steril bakteriyel süperna-
tantlarla birlikte 96 kuyulu steril mikroplak içerisinde 
biyofilmi oluşturulmuştur. Tek başına C. albicans içe-
ren kuyular da çalışmaya eklenmiştir. Oluşan biyo-
filmlerdeki mikroorganizma canlılığı MTT (3-(4.5-
dimetiltiyazol2-yl)-2.5-difeniltetrazolyum-bromür) 
kolorimetrik yöntemi ile test edilmiştir. MTT yönte-
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mi, canlı mikroorganizmaların redüktazlarının bir 
tetrazolyum tuzu olan MTT’yi çözünemeyen forma-
zan kristallerine dönüştürmesi esasına dayanmakta-
dır. Biyofilm oluşumundan sonra kuyulardaki süspan-
siyon uzaklaştırılmış ve 0.5 mg/ml MTT solüsyonu 
içeren taze besiyerinden her bir kuyuya eklenmiştir. 
37°C’de 3 saat inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon 
sonunda besiyeri dikkatli bir şekilde uzaklaştırılmış 
ve oluşan formazan kristallerini çözmek için 150 µl 
DMSO her bir kuyuya eklenmiştir. Optik yoğunluk, 
mikroplak okuyucu (EON-BioTEK Instruments, 
Winooski, VT, ABD) kullanılarak 570 nm’de ölçülmüş-
tür. Yüzde canlılık C. albicans’ın tek başına oluşturdu-
ğu biyofilm ile karşılaştırılarak belirlenmiştir(24). 

Floresan mikroskobu ile biyofilm kütlesinin analizi: 
Polimikrobiyal biyofilmlerdeki ve hücre içermeyen 
steril süpernatantlar ile muamele edilmiş C. albicans 
biyofilmlerindeki canlı/ölü mikroorganizma varlığı, 
akridin oranj (Invitrogen, Carlsbad, California, ABD) 
ve propidyum iyodür (Invitrogen, Carlsbad, California, 
ABD) boyaları kullanılarak floresan mikroskobu ile 
incelenmiştir. Bir ml fosfat tamponu içerisine 1 µl 
akridin oranj (5 mg/ml) ve 1 µl propidyum iyodür (3 
µg/ml) konularak floresan çalışma solüsyonu hazır-
lanmıştır. 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plaklarında 
oluşturulan biyofilm örneklerinin üzerine 200 µl 
hazırlanan bu floresan solüsyonu eklenmiştir. 
Mikroplak ışıktan korumak için alüminyum folyo ile 
kaplanmış ve oda ısısında 20-30 dakika bekletilmiştir. 
Kuyular fazla boyayı uzaklaştırmak amacıyla bir kez 
fosfat tamponu ile yıkanmıştır. Akridin oranj canlı 
hücreleri boyayarak yeşil renkli floresan açığa çıkarır-
ken, propidyum iyodür hücre membranları hasar 
görmüş ölü hücreleri kırmızı renkte boyamaktadır. 
Böylelikle canlı hücreler yeşil renkli, ölü hücreler ise 
kırmızı renkli görülmektedir. Biyofilmler, Olympus 
BX51 floresan mikroskobu, Olympus DP72 kamera ve 
DP2-TWAI yazılımı kullanılarak görüntülenmiştir(25).

İstatistik: Çalışmada elde edilen veriler, bilgisayar 
ortamına aktarılarak GraphPad Prism 8.4.2 (GraphPad 
Software Inc., San Diego, CA, ABD) ile değerlendiril-
miştir. Tüm deneyler ayrı ayrı üç kez yinelenip sonuç-
ların ortalaması alınarak standart sapmaları saptan-
mıştır. One-way ANOVA (tek yönlü varyans analizi) ve 

post-hoc test olarak ise Bonferroni’s Multiple 
Comparison testi kullanılarak p değeri <0.05 olanlar 
istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. 

BulgulAR

Polimikrobiyal biyofilmlerdeki Candida albicans sayısı: 
Gram negatif bakterilerin ve C. albicans’ın polimikro-
biyal biyofilmleri mikroplaklarda oluşturulmuş ve 
C. albicans hücrelerinin sayısı koloni sayımı ile belir-
lenmiştir. Elde edilen sonuçlara göre, çalışılan tüm 
Gram negatif bakteriler C. albicans biyofilmlerini 
antagonist etkilemiş ve kontrole göre hücre sayıların-
da yaklaşık 3 log’luk düşüş gözlenmiştir (Şekil 1a).
 
Süpernatantların Candida albicans biyofilmi üzerine 
etkileri: Olgun C. albicans biyofilm hücrelerine Gram 
negatif bakterilerin steril süpernatantları eklendikten 
sonra maya hücrelerinin sayısı koloni sayımı ile tespit 
edilmiştir. E. coli ve P. aeruginosa süpernatantlarının 
C. albicans biyofilm hücrelerinin sayısını 2 log’dan 
daha fazla, A. baumannii ve K. pneumoniae süperna-
tantlarının ise yaklaşık 1 log azalttığı saptanmıştır 
(Şekil 1b).
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Şekil 1. Polimikrobiyal biyofilmlerdeki C. albicans sayısı.
a) C. albicans’ın Gram negatif bakterilerle bir arada bulunduğu 
biyofilmlerdeki sayısı b) C. albicans’ın steril süpernatantlar ile bir 
arada bulunduğu biyofilmlerdeki sayısı *İstatistiksel olarak 
anlamlı (p değeri < 0.05).
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Şekil 2. Candida albicans’ın tek başına (kontrol), bakteriler ve hücre 
içermeyen steril süpernatantlarla birlikte oluşturduğu biyofilm can-
lılık yüzdesi ** İstatistiksel olarak anlamlı (p değeri < 0.05).
SN: süpernatanat
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Biyofilmlerdeki mikroorganizma canlılığı: Gram nega-
tif bakterilerin C. albicans ile oluşturduğu biyofilm-
deki canlı hücre yüzdesi C. albicans’ın tek başına 
oluşturduğu biyofilmdeki canlı hücre yüzdesinden 
istatistiksel olarak farklı bulunmamıştır. Bakteriyel 
süpernatantların C. albicans biyofilm oluşumuna 
olan etkileri incelendiğinde, özellikle E. coli ve 
A. baumannii süpernatantlarının C. albicans biyofilm 
oluşumunu ciddi oranlarda inhibe ettiği görülmekte-
dir. K. pneumoniae süpernatantı ise C. albicans’ın tek 
başına oluşturduğu biyofilme göre yaklaşık %50 daha 
az biyofilm oluşumuna neden olmuştur. Diğer bakte-
rilerden farklı olarak P. aeruginosa, C. albicans’ın 
biyofilm oluşumunu hücre içermeyen süpernatantın-
tan daha yüksek oranda inhibe etmiştir. 

Floresan mikroskobu görüntüleri: Polimikrobiyal 
biyofilmlerdeki C. albicans kütlesinin azlığı, buna 
karşın bakteriyel popülasyonun daha fazla olduğu 
floresan mikroskobu görüntüleri ile gösterilmiştir. 
C. albicans biyofilmleri hücre içermeyen steril süper-
natantlarla muamele edildikten sonra, akridin oranj 
ve propidyum iyodür ile boyandığında, canlı hücreler 
yeşil renkte, ölü hücreler ise kırmızı renkte boyan-
mıştır. 

tARtIŞMA 

İnvaziv mantar enfeksiyon etkenleri arasında ilk sıra-

da yer alan Candida türleri, nozokomiyal kan dolaşı-
mı enfeksiyonlarından sıklıkla izole edilebilmektedir 
ve tüm nozokomiyal patojenler arasında da en yük-
sek mortalite oranına (yaklaşık %47) sahip olan 
mikroorganizmalardır(26). Mikroorganizmaların birbir-
lerine veya kalıcı vasküler kateterler gibi tıbbi cihaz-
lara yapışarak oluşturdukları biyofilmler içerisindeki 
mantar hücreleri, antifungal tedavilere direnç gös-
terdikleri gibi konak savunmasını da bozabilirler. Bu 
biyofilmler zaman zaman heterojen bir yapı göstere-
rek bakterilerle birlikte polimikrobiyal biyofilmler 
şeklinde de oluşabilmektedir(5). 

Bu amaçla çalışmamızda, kistik fibrozis başta olmak 
üzere çeşitli sistemik enfeksiyonlar, vajinal enfeksi-
yonlar, oral enfeksiyonlar, gastrointestinal enfeksi-
yonlar, deri ve yara enfeksiyonlarında polimikrobiyal 
biyofilmler oluşturabilen C. albicans ve E. coli, 
K. pneumoniae, A. baumannii veya P. aeruginosa 
bakterilerinin birlikte oluşturdukları biyofilmler ince-
lenmiştir. Sonuçlarımıza göre, çalışılan Gram negatif 
bakterilerin tümü biyofilm içerisindeki C. albicans 
hücrelerini istatistiksel olarak anlamlı (p>0.05) şekil-
de inhibe etmiş ve antagonist etki göstermiştir. En 
yüksek antagonist etkiye neden olan bakteri E. coli 
olarak belirlenmiştir. E. coli- C. albicans polimikrobi-
yal biyofilmlerindeki C. albicans sayısı kontrol grubu-
na göre üç log azalma göstermiştir. Diğer Gram nega-
tif bakteriler de benzer şekilde C. albicans’ın polimik-
robiyal biyofilmlerdeki varlığını yaklaşık iki log azalt-
mışlardır. Gram negatif bakterilerin C. albicans biyo-
film oluşumu üzerine antagonist etkileri olması ve 
polimikrobiyal biyofilmlerdeki C. albicans sayısını 
azaltmalarına rağmen, MTT sonuçlarına göre tüm 
polimikrobiyal biyofilmlerdeki toplam canlı hücre 
sayısı istatistiksel olarak azalmamıştır. Floresan mik-
roskobu görüntüleri de polimikrobiyal biyofilmlerde-
ki Gram negatif bakteri varlığının fazlalığını doğrula-
maktadır. 

Candida albicans Gram negatif bakterilerle birlikte 
değil, Gram negatif bakterilerin biyofilmlerinden 
elde edilen hücresiz süpernatantlar ile birlikte inkü-
be edildiğinde ise biyofilmdeki C. albicans sayısı daha 
az etkilenmiştir. Gram negatif hücrelerin varlığı 
C. albicans’ın biyofilm içerisinde tutunmasını yüksek 
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oranda etkilerken, bu etkinin bir kısmından Gram 
negatif bakterilerin biyofilm ortamına salgıladıkları 
maddelerin, bir kısmından ise bakteri hücrelerinin 
fiziksel varlığının sorumlu olabileceği düşünülmüştür. 
Çal ış ı lan tüm bakteri ler in süpernatantları , 
C. albicans’ın tek başına oluşturduğu biyofilme göre 

biyofilm içerisindeki C. albicans sayısını istatistiksel 
olarak anlamlı şekilde azaltmıştır. En fazla inhibitör 
etki gösteren süpernatantlar E. coli ve P. aeruginosa 
süpernatantları olarak belirlenmişlerdir (iki log azalt-
ma). K. pneumoniae ve A. baumannii süpernatantları 
ise yaklaşık bir log’luk azalmaya neden olmuşlardır. 

Şekil 3. Floresan görüntüleri. A: Polimikrobiyal biyofilmler B: Bakteriyel süpernatantların C. albicans üzerine etkileri. Görüntüler 
sırası ile; Acinetobacter baumannii, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve Pseudomonas aeruginosa. AO/PI kullanılarak 
canlı hücreler yeşil ve ölü hücrelerde kırmızı ile boyanmıştır (büyütme × 40, ölçü = 20 μm).

A B
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Süpernatantların gözlenen etkileri, C. albicans’ın katı 
yüzeylere yapışmasının veya biyofilm oluşumu ve 
gelişiminin hasar görmesinin bir sonucu olabileceğini 
düşündürmüştür.

Koloni sayım sonuçları, MTT sonuçları ile karşılaştırıl-
dığında ise P. aeruginosa süpernatantı hariç tüm 
süpernatantların benzer sonuçlarla C. albicans’ın 
biyofilmdeki canlılık yüzdesini azalttıkları gözlenmiş-
tir. E. coli süpernatantı C. albicans biyofilmlerindeki 
canlılık yüzdesini kontrol grubuna kıyasla %12.6’ya 
kadar düşürmüştür. C. albicans biyofilmindeki canlılık 
yüzdesini  en çok etki leyen süpernatant ise 
A. baumannii süpernatantı olarak belirlenmiştir. 
Kontrol grubuna göre %90’a yakın bir oranda biyo-
filmdeki C. albicans canlılığını azaltmıştır. 

Pseudomonas aeruginosa süpernatantı ise C. albicans 
biyofilm oluşumuna karşı etkisiz kalmış ve oluşan 
biyofilm kütlesini değiştirememiştir. Sonuçlarımızdan 
farklı olarak, Holcombe ve ark.(27) tarafından yapılan 
bir çalışmada, P. aeruginosa süpernatantı biyofilm 
oluşumun ilk basamağından itibaren ortamda bulun-
duğunda C. albicans biyofilm oluşumunun inhibe 
olduğu, fakat adezyon aşamasından (1 saat) sonra 
ortamdan uzaklaştırılan süpernatantın etkisiz olduğu 
gösterilmiştir. Benzer şekilde adezyon aşamasından 
sonra ortama konulan süpernatantın ise biyofilm 
oluşumunu inhibe ettiği belirlenmiştir. Araştırıcılar 
tarafından elde edilen bu sonuçlar, süpernatantların 
biyofilmin hangi aşamasında ilave edildiğine ve ne 
kadar süre ile etkili olduklarına göre biyofilm üzerine 
olan etkilerinin değiştiğini göstermiştir. 

Kistik fibrozis hastalarının akciğerleri ve ciddi yanık 
yaralarında sıklıkla bir arada bulunabilen C. albicans 
ve P. aeruginosa’nın birbirleri ile karmaşık ilişki içeri-
sinde oldukları bilinmektedir. Yapılan çalışmalarda, 
Pseudomonas’ın quorum sensing sinyal molekülü 
olan 3-oxo-C12-homoserin laktonun Candida morfo-
lojisini ve fungal metabolit olan farnesolün de 
Pseudomonas’ı antagonist olarak etkilediği 
gösterilmiştir(28,29). 

Peleg ve ark.(30) tarafından yapılan başka bir çalışma-
da da yine benzer şekilde A. baumannii’nin C. albicans 

hif oluşumunu dolayısıyla biyofilm oluşumunu olum-
suz yönde etkilediği gösterilmiştir. Benade ve ark.(31) 
tarafından yapılan bir araştırmada, aralarında 
K. pneumoniae’nin de bulunduğu çeşitli bakterilerin 
aerobik koşullarda C. albicans’ın üremesini inhibe 
ettiği saptanmıştır. Genellikle üriner sistem enfeksi-
yonlarında bir arada bulunan E. coli’nin ise, C. albicans’ın 
mesane mukozasına yapışmasını arttırdığı 
gösterilmiştir(17,32). Elde ettiğimiz sonuçlarımızın daha 
önce yapılan çalışmalar ile E. coli hariç uyum göster-
diği görülmüştür. Çalışmamızda, E. coli’nin de diğer 
Gram negatif bakteriler gibi C. albicans biyofilm 
hücrelerini inhibe ettiği gösterilmiş bu durum farklı 
suşların farklı sonuçlar gösterebileceği şeklinde 
yorumlanmıştır. Floresan görüntüleme sonuçlarına 
göre de süpernatantların C. albicans biyofilmindeki 
canlı hücre sayısını azalttığı, biyofilm içerisindeki 
kırmızı renkli ölü hücrelere bakarak anlaşılmakta-
dır. 

Çeşitli kültürlerden elde edilen hücresiz steril süper-
natantların, elde edildikleri mikroorganizmaya bağlı 
olarak değişmekle birlikte bakteriyosin, hidrojen 
peroksit veya organik asitler gibi çeşitli biyolojik aktif 
maddeler içerebildikleri ve bu maddelerin de başka 
mikroorganizmalar için antimikrobiyal etki gösterebi-
leceği bilinmektedir(33). Yapılan bir çalışmada, 
E. coli’nin süpernatantının aralarında C. albicans’ın 
da bulunduğu altı farklı Candida türünün biyofilmi 
üzerine etkisi araştırılmış ve E. coli’nin salgıladığı 
maddelerin Candida’ların biyofilm oluşumu için 
gerekli olan hif oluşum genlerinin ekspresyonunu 
engellediği böylece biyofilm oluşumunu önemli ölçü-
de inhibe ettiği belirlenmiştir(34). Çalışmamızda, Gram 
negatif bakterilerden elde ettiğimiz steril süperna-
tantların C. albicans biyofilmi üzerine inhibitör etki 
gösterdikleri ve maya sayısını en az bir log azalttık-
ları gösterilmiştir. Sonuçlarımıza göre, bakteri hüc-
relerinin maya hücreleri ile bir arada bulunduğu 
biyofilmlerde, yalnızca süpernatantlarının bulundu-
ğu biyofilmlere göre C. albicans sayısının daha fazla 
azaldığı belirlenmiş ve bu durum da bakteriyel/fun-
gal biyofilmlerde yalnızca süpernatant içerisindeki 
biyolojik aktif maddelerin değil aynı zamanda bak-
teri hücrelerinin de antimikrobiyal etkisi olabilece-
ğini düşündürmüştür. 
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Dimorfik bir maya olan C. albicans değişen ortam 
koşullarında mayadan hife dönüşerek biyofilm oluş-
turmaya başlamaktadır(34). C. albicans biyofilmleri, 
maya hücreleri, yalancı hif ve gerçek hiflerden mey-
dana gelen karmaşık bir sistemdir ve zaman zaman 
çeşitli bakterilerle birlikte polimikrobiyal biyofilmler 
oluşturabilir(16,17). Yapılan çalışmalar nozokomiyal 
C. albicans enfeksiyonlarının büyük çoğunluğunun 
polimikrobiyal enfeksiyonlar olduğunu göstermiş, 
ancak buna rağmen fungal-bakteriyel biyofilmlerle 
ilgili yapılan çalışmaların monomikrobiyal biyofilm 
çalışmalarına göre daha az oldukları görülmüştür(14). 
Bu nedenle çalışmamızın polimikrobiyal biyofilmlerin 
doğasını anlamaya ve bu biyofilmlerle ilişkili enfeksi-
yonlarla mücadelede terapötik stratejilerin daha iyi 
anlaşılmasına yardımcı olabileceği düşünülmektedir. 
Çalışmamızda elde ettiğimiz sonuçlara göre; sistemik 
enfeksiyonlar, vajinal enfeksiyonlar, deri ve yara 
enfeksiyonları, oral enfeksiyonlar, gastrointestinal 
enfeksiyonlar ve kistik fibrozis gibi pek çok enfeksi-
yonda ortaya çıkabilen C. albicans Gram negatif poli-
mikrobiyal biyofilmlerde bakteriler hem hücreleri ile 
hem de steril hücresiz süpernatantları ile C. albicans 
biyofilm hücrelerini antagonist olarak etkilemiştir. 
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