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Amag: Cesitli bakteriler ve/veya mantarlarin bir arada bulunarak olusturdugu polimikrobiyal
biyofilmler, cogu zaman bu tiirlerin tek baslarina olusturduklari monomikrobiyal biyofilmlerden
¢ok daha direnclidirler. Bu ¢alismada, Candida albicans biyofilmlerinin Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii veya Pseudomonas aeruginosa’nin veya bu bakterilerin
stipernatantlarinin varliginda nasil etkilendiginin arastirilmasi amaglanmistir.

Yéntem: C. albicans SC 5314, E. coli ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC 700603, A. baumannii ATCC
19606 ve P. aeruginosa PAO1 kontrol kékenleri kullanilarak C. albicans ile Gram negatif polimik-
robiyal biyofilmleri steril mikroplaklarda olusturulmustur. Hem Gram negatif bakterilerin varhgin-
da hem de steril stipernatantlarinin varliginda biyofilm igerisinde degisen C. albicans sayisi sap-
tanmistir.

Bulgular: Sonuglarimiza gére, ¢alisilan Gram-negatif bakterilerin tiimi biyofilm igerisindeki
C. albicans hiicrelerine antagonist etki gbstermis ve kontrole gére yaklasik ig log’luk azalma
gorilmdstdr. Steril siipernatantlarin da C. albicans biyofilmi tizerine inhibitér etki gésterdikleri ve
maya sayisini en az bir log azalttigi belirlenmistir. MTT testi ve floresan mikroskobu ile elde edilen
gorintiiler de bu sonuglari dogrulamstir.

Sonug: Pek cok enfeksiyonda ortaya ¢ikabilen C. albicans-Gram negatif polimikrobiyal biyofilmler-
de, bakteriler hem hiicreleri ile hem de steril hiicresiz siipernatantlari ile C. albicans biyofilm
hiicrelerini antagonist olarak etkilemistir.

Anahtar kelimeler: Polimikrobiyal biyofilm, siipernatant, Candida albicans
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 PAO1. 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.

Keywords: Polymicrobial biofilm, supernatant, Candida albicans
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GiRiS

Biyofilm, mikroorganizmalarin herhangi bir yizeye,
ara ylizeye veya birbirlerine yapisarak olusturduklari
topluluklar olarak tanimlanir ve insanlarda ortaya
¢ikan enfeksiyonlarin yaklasik %65-80’i biyofilm ile
iliskilidir*?, Biyofilmlerde antimikrobiyal maddelere
karsi gorilen direng, genellikle antimikrobiyal mad-
denin biyofilm igine kisitli penetrasyonu, gesitli direng
genlerinin ekspresyonu ve hiicrelerin degisen Greme
ve metabolik aktiviteleri gibi nedenlerle ortaya ¢ik-
maktadir. Bu nedenle, biyofilm igerisindeki hicreler
antimikrobiyal ajanlara karsi planktonik hiicrelere
gore yaklasik 1.000 kat daha direncli olabilmek-
tedir),

Normal flora elemanlari olan Candida tirleri, yizeyel
enfeksiyonlarin yani sira ciddi sistemik enfeksiyonlar
ve biyofilm ile iliskili enfeksiyonlar olusturabilen fir-
sat¢l mikroorganizmalardir. Biyofilm dretimi hem
Candida albicans hem de non-albicans Candida’lar
icin en 6nemli virllans faktorlerinden biridir ve anti-
fungal direng ile de iliskilidir®. Hem Glkemizde hem
de diinyada vyapilan c¢alismalarda non-albicans
Candida tirlerinde biyofilm olusumunun C. albicans’a
gore daha fazla oldugu gosterilmistir®®, Ancak, nozo-
komiyal kan enfeksiyonlari arasinda dérdiinci sirada
yer alan kandidemiler de dahil olmak Uzere giini-
miizde tiim kandidozlarda hala en sik izole edilen tir
C. albicans’tir®. C. albicans biyofilmleri, maya hiicre-
leri, yalanci hif ve gercek hifler tarafindan olusturul-
mus hticre disi polimerik matriksten meydana gelen
karmasik bir sistemdir. C. albicans biyofilmleri olu-
surken, biyofilm icerisindeki maya hticrelerinin yani
sira psodohif ve hif olusumu yani filamentasyonda da
artis gozlenir®, Non-albicans Candida turlerinin
cogu ise bu filamentasyon kabiliyetinden yoksundur
ve tamami maya hiicrelerinden meydana gelen top-
luluklar olusturur. Ancak, tim Candida tirleri tarafin-
dan olusturulan biyofilmler, hiicre disi polimerik
matriksten meydana gelmektedirler**!?, Hem yapis-
mayi saglayan hem de antifungal ve konak savunma-
larina karsi dirence neden olan bu hicre disi polime-
rik matriks, protein (%55), karbonhidrat (%25), lipid
(%15) ve DNA (%5)'dan meydana gelmektedir®?.
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Cesitli bakteriler ve/veya mantarlarin bir arada bulu-
narak olusturdugu polimikrobiyal biyofilmler ise cogu
zaman bu tiirlerin tek baslarina olusturduklari mono-
mikrobiyal biyofilmlerden ¢ok daha direnglidirler.
Polimikrobiyal biyofilmler, mikrobiyal ya da konak
kaynakli polisakkaritlerden olusan matriks igerisine
gdmdlu, virls, bakteri, mantar veya parazit gibi ¢esit-
li mikroorganizmalarin bir arada bulunmasi ile mey-
dana gelen karmasik hiicre topluluklaridir ve zaman
zaman hastane enfeksiyonlari etkenlerinin de iginde
bulundugu direncli mikroorganizmalar da polimikro-
biyal biyofilmlere katilabilmektedirler®**'4. Yapilan
calismalar, birden fazla mikroorganizma tarafindan
olusturulan bu polimikrobiyal biyofilmlerdeki man-
tarlarin antibakteriyel ilaglarin aktivitesini, bakterile-
rin ise antifungal ilaglarin aktivitesini degistirebildik-
lerini gdstermistir®). Bakteriler ve C. albicans’in ayni
habitat icerisinde yasamalari mutualistik, sinerjistik
veya antogonistik etki yaratabilmektedirt*¢17,

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii ve Pseudomonas aeruginosa antimikrobi-
yal ajanlara gelistirdikleri diren¢ nedeniyle; pnémoni,
sistemik enfeksiyonlar, yara enfeksiyonlari, menenjit
veya nozokomiyal enfeksiyonlar gibi tedavisi oldukga
glc enfeksiyonlara neden olabilen Gram negatif
comaklardir®®. Olusturduklari biyofilmler ile kistik
fibrozis enfeksiyonlarina veya kontakt lens, Uriner ve
santral venoz kateterler, endotrakeal tipler gibi
yabanci cisimlere yapisarak hayati dneme sahip
enfeksiyonlara neden olabilirler™, Bu bakteriler ayni
zamanda kateter gibi yabanci cisimler Ulzerinde ve
gastrointestinal sistem, peritonit, kistik fibrozis ve
yanik ve yaralarda C. albicans ile polimikrobiyal biyo-
filmler de olusturabilirler®,

Nozokomiyal C. albicans enfeksiyonlarinin %26-57’sini
olusturan ve polimikrobiyal kan dolasimi enfeksiyon-
larinda da %70’in (zerinde tedavi basarisizligina
neden olabilen fungal/bakteriyel polimikrobiyal biyo-
filmlerine karsi antimikrobiyal ajanlarin ¢ogu zaman
etkisiz kalabildikleri gosterilmistir®429, Ancak buna
ragmen yapilan literatlr arastirmasina gore bu poli-
mikrobiyal biyofilmler ile ilgili yapilan ¢alismalarin
monomikrobiyal biyofilm ¢alismalarina gére daha az
olduklari gorulmdistir. Bu nedenle, calismamizda,
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C. albicans + E. coli, K. pneumoniae, A. baumannii
veya P. aeruginosa’nin varliginda olusturulan fungal/
bakteriyel polimikrobiyal biyofilmlerin etkilesimleri,
dolayisiyla bakterilerin veya yalnizca hiicresiz sliper-
natantlarin C. albicans biyofilmi tzerine etkilerinin
karsilastirilarak degerlendirilmesi ve bu polimikrobi-
yal biyofilmler icerisindeki farkl tirler arasinda olan
etkilesimlerin anlasiimasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu c¢alismada, C. albicans SC 5314, E. coli ATCC
25922, K. pneumoniae ATCC 700603, A. baumannii
ATCC 19606 ve P. aeruginosa PAO1 kontrol kdkenleri

kullanilmigtir.

Biyofilm olusumu: Bir gecelik taze maya ve bakteri

kultirleri, sirasiyla yeast nitrogen base broth (YNB-
Difco, Becton Dickinson Sparks, MD, ABD) ve tryptic
soy broth (TSB, Difco Sparks, MD, ABD) besiyerleri
icinde 37°C’de bir gece yatay calkalayicida (75 rpm)
inkibe edilmistir. Kiltirler steril fosfat tamponunda
iki kez yikanmis (3.000 rpm, 5-10 dakika), spektrofo-
tometrik olarak 6lglilmis ve %0.2 glukoz iceren TSB
(TSB-g) icerisinde son inokulim konsantrasyonu
1x107 koloni olusturan birim (kob)/ml’ye ayarlanmis-
tir. C. albicans ve Gram negatif bakteriler 1:1 oranin-
da dis ortamda karistirilarak polimikrobiyal stispansi-
yonlar hazirlanmistir. Hazirlanan bu slispansiyonlar-
dan 100’er pl alinarak 96 kuyucuklu mikrotitrasyon
plaklarina eklenmis ve polimikrobiyal biyofilmler
(C. albicans + E. coli, K. pneumoniae A. baumannii
veya P. aeruginosa) olusturulmustur. Yalnizca C. albicans
ve sadece bakterilerin bulundugu kontrol kuyulari da
eklenerek plaklar 37°C’de inklbe edilmistir. Dort saat
sonra plaklardaki besiyeri disari atilarak her kuyu
100’er pl fosfat tamponu ile yapismayan htcrelerin
uzaklastirilmasi amaciyla 3 kez yikanmistir. Taze besi-
yeri eklendikten sonra, plaklar 20 saat daha inklbas-
yona kaldirilmistirt?+22,

Polimikrobival biyofilmlerdeki Candida albicans sayi-

sinin_belirlenmesi: inkiibasyon sonrasi kuyulardaki

besiyeri disari atilarak, yapismayan hicrelerin uzak-
lastirilmasi amaciyla her kuyu 100’er ul fosfat tampo-
nu ile 3 kez yikanmistir. Biyofilm icerisindeki canh

mikroorganizma sayisini saptamak amaciyla kuyular-
daki biyofilmler ikiser kez ultrasonik su banyosu ice-
risinde sonikasyon (5 dakika) ve mikroplak galkalayici
ile vorteks (900 rpm) islemlerinden gecirilmistir.
Calkalayicida homojenize olan biyofilm sollsyonu
steril tlplere aktarilarak fosfat tamponu igerisinde
seri dilisyonlari yapilmis ve C. albicans sayimi icin
CHROMagar Candida besiyeri kullanilmistir. 37°C’de
bir gece inklibasyon sonrasi koloniler sayilarak ve
seyreltme faktoru de hesaba katilarak kob/ml sayila-

ri belirlenmistir. Tim deneyler lg¢ kez yinelenmistir
(21,23)

Supernatantlarin_hazirlanmasi: Hazirlanisi yukarida

belirtildigi sekilde bakteri biyofilmleri olusturulmus
ve biyofilm tabakasina dokunmadan st sivilar steril
tuplere ayri ayri toplanmistir. Ttpler, 5.000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilmis ve 0.2 puM’lik enjektor ucu
filtre ile stizilerek hiicresiz steril siipernatantlar elde
edilmistir®3,

Supernatantlarin Candida. albicans biyofilmi tGzerine

etkilerinin belirlenmesi: Gram negatif bakterilerin

sipernatantlarindan 100’er pl alinarak C. albicans
biyofilmlerini iceren kuyulara aktariimis ve 24 saat
boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi plak-
lar ikiser kez ultrasonik su banyosu icerisinde soni-
kasyon (5 dakika k) ve mikroplak galkaliyici ile vorteks
(900 rpm) islemlerinden gegirilmistir. Bu islemlerden
sonra biyofilm sollisyonu steril tliplere aktarilarak
fosfat tamponu igerisinde seri dillisyonlari yapilmis
ve hcrelerin sayimi icin Triptik Soy Agar (TSA, Difco
Sparks) besiyerine ekilmistir. 37°C’de bir gece inki-
basyon sonrasi koloniler sayilarak ve seyreltme fak-
toria de hesaba katilarak kob/ml sayilari belirlenmis-
tir. Tum deneyler g kez yinelenmistir @3,

MTT yontemi ile biyofilm icerisindeki mikroorganiz-

ma canliliginin belirlenmesi: C. albicans’in bakteriler-

le veya hiicre icermeyen steril bakteriyel sliperna-
tantlarla birlikte 96 kuyulu steril mikroplak icerisinde
biyofilmi olusturulmustur. Tek basina C. albicans ige-
ren kuyular da galismaya eklenmistir. Olusan biyo-
filmlerdeki mikroorganizma canliigi MTT (3-(4.5-
dimetiltiyazol2-yl)-2.5-difeniltetrazolyum-brom{ir)
kolorimetrik yontemi ile test edilmistir. MTT yonte-
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mi, canl mikroorganizmalarin rediktazlarinin bir
tetrazolyum tuzu olan MTT'yi ¢6zlinemeyen forma-
zan kristallerine donlistlirmesi esasina dayanmakta-
dir. Biyofilm olusumundan sonra kuyulardaki stispan-
siyon uzaklastirilmis ve 0.5 mg/ml MTT solisyonu
iceren taze besiyerinden her bir kuyuya eklenmistir.
37°C’de 3 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
sonunda besiyeri dikkatli bir sekilde uzaklastiriimis
ve olusan formazan kristallerini ¢6zmek icin 150 pl
DMSO her bir kuyuya eklenmistir. Optik yogunluk,
mikroplak okuyucu (EON-BioTEK Instruments,
Winooski, VT, ABD) kullanilarak 570 nm’de 6lgUlmis-
tir. Yuzde canlilik C. albicans’in tek basina olusturdu-
gu biyofilm ile karsilastirilarak belirlenmistir®4.

Floresan mikroskobu ile biyofilm kitlesinin analizi:

Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2021;51(2):163-71

post-hoc test olarak ise Bonferroni’s Multiple
Comparison testi kullanilarak p degeri <0.05 olanlar
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

Polimikrobiyal biyofilmlerdeki Candida albicans sayisi:

Gram negatif bakterilerin ve C. albicans’in polimikro-
biyal biyofilmleri mikroplaklarda olusturulmus ve
C. albicans hiicrelerinin sayisi koloni sayimi ile belir-
lenmigstir. Elde edilen sonuglara gore, calisilan tim
Gram negatif bakteriler C. albicans biyofilmlerini
antagonist etkilemis ve kontrole gore hiicre sayilarin-
da yaklasik 3 log’luk diusls gozlenmistir (Sekil 1a).

Supernatantlarin Candida albicans biyofilmi lUzerine

Polimikrobiyal biyofilmlerdeki ve hiicre icermeyen
steril sipernatantlar ile muamele edilmis C. albicans
biyofilmlerindeki canh/6li mikroorganizma varligi,
akridin oranj (Invitrogen, Carlsbad, California, ABD)
ve propidyum iyodir (Invitrogen, Carlsbad, California,
ABD) boyalari kullanilarak floresan mikroskobu ile
incelenmistir. Bir ml fosfat tamponu icerisine 1 pl
akridin oranj (5 mg/ml) ve 1 ul propidyum iyodur (3
ug/ml) konularak floresan galisma soltisyonu hazir-
lanmistir. 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plaklarinda
olusturulan biyofilm o6rneklerinin lzerine 200 pl
hazirlanan bu floresan sollisyonu eklenmistir.
Mikroplak isiktan korumak icin aliiminyum folyo ile
kaplanmis ve oda isisinda 20-30 dakika bekletilmistir.
Kuyular fazla boyayi uzaklastirmak amaciyla bir kez
fosfat tamponu ile yikanmistir. Akridin oranj canli
hicreleri boyayarak yesil renkli floresan agiga gikarir-
ken, propidyum iyodir hiicre membranlari hasar
goérmus Oli hicreleri kirmizi renkte boyamaktadir.
Boylelikle canli hicreler yesil renkli, 6lu hiicreler ise
kirmizi renkli gortlmektedir. Biyofilmler, Olympus
BX51 floresan mikroskobu, Olympus DP72 kamera ve
DP2-TWAI yazilimi kullanilarak gérintilenmistirt®,

istatistik: Calismada elde edilen veriler, bilgisayar
ortamina aktarilarak GraphPad Prism 8.4.2 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, ABD) ile degerlendiril-
mistir. Tum deneyler ayri ayri li¢ kez yinelenip sonug-
larin ortalamasi alinarak standart sapmalari saptan-
mistir. One-way ANOVA (tek yonla varyans analizi) ve
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etkileri: Olgun C. albicans biyofilm hicrelerine Gram
negatif bakterilerin steril slipernatantlari eklendikten
sonra maya hticrelerinin sayisi koloni sayimi ile tespit
edilmistir. E. coli ve P. aeruginosa siipernatantlarinin
C. albicans biyofilm hcrelerinin sayisini 2 log’dan
daha fazla, A. baumannii ve K. pneumoniae siiperna-
tantlarinin ise yaklasik 1 log azalttigl saptanmistir
(Sekil 1b).

10

Log kob/ml

B Kontrol
B + E.coli
E= + k.pneumoniae
OO0 + A. baumannii

+ P.aeruginosa

Log kob/ml

Sekil 1. Polimikrobiyal biyofilmlerdeki C. albicans sayisi.

a) C. albicans’in Gram negatif bakterilerle bir arada bulundugu
biyofilmlerdeki sayisi b) C. albicans’in steril siipernatantlar ile bir
arada bulundugu biyofilmlerdeki sayisi *istatistiksel olarak
anlaml (p degeri < 0.05).
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Sekil 2. Candida albicans’in tek bagina (kontrol), bakteriler ve hiicre
icermeyen steril siipernatantlarla birlikte olusturdugu biyofilm can-
llik yiizdesi ** istatistiksel olarak anlamh (p degeri < 0.05).
SN: siipernatanat

Biyofilmlerdeki mikroorganizma canlili§i: Gram nega-

tif bakterilerin C. albicans ile olusturdugu biyofilm-
deki canli hicre ylzdesi C. albicans'in tek basina
olusturdugu biyofilmdeki canl hicre ylzdesinden
istatistiksel olarak farkli bulunmamistir. Bakteriyel
sipernatantlarin C. albicans biyofilm olusumuna
olan etkileri incelendiginde, 6zellikle E. coli ve
A. baumannii sipernatantlarinin C. albicans biyofilm
olusumunu ciddi oranlarda inhibe ettigi gorilmekte-
dir. K. pneumoniae stipernatanti ise C. albicans’in tek
basina olusturdugu biyofilme gore yaklasik %50 daha
az biyofilm olusumuna neden olmustur. Diger bakte-
rilerden farkli olarak P. aeruginosa, C. albicans’in
biyofilm olusumunu hiicre igermeyen siipernatantin-
tan daha yiksek oranda inhibe etmistir.

Floresan mikroskobu gorintileri: Polimikrobiyal

biyofilmlerdeki C. albicans kitlesinin azligi, buna
karsin bakteriyel popilasyonun daha fazla oldugu
floresan mikroskobu gorintuleri ile gosterilmistir.
C. albicans biyofilmleri hiicre icermeyen steril siper-
natantlarla muamele edildikten sonra, akridin oranj
ve propidyum iyodir ile boyandiginda, canli hiicreler
yesil renkte, 6lG hicreler ise kirmizi renkte boyan-
mistir.

TARTISMA

invaziv mantar enfeksiyon etkenleri arasinda ilk sira-

da yer alan Candida tiirleri, nozokomiyal kan dolasi-
mi enfeksiyonlarindan siklikla izole edilebilmektedir
ve tim nozokomiyal patojenler arasinda da en yuk-
sek mortalite oranina (yaklasik %47) sahip olan
mikroorganizmalardir®, Mikroorganizmalarin birbir-
lerine veya kalici vaskiiler kateterler gibi tibbi cihaz-
lara yapisarak olusturduklari biyofilmler icerisindeki
mantar hicreleri, antifungal tedavilere direng gos-
terdikleri gibi konak savunmasini da bozabilirler. Bu
biyofilmler zaman zaman heterojen bir yapi gostere-
rek bakterilerle birlikte polimikrobiyal biyofilmler
seklinde de olusabilmektedir®.

Bu amacla ¢alismamizda, kistik fibrozis basta olmak
Uzere gesitli sistemik enfeksiyonlar, vajinal enfeksi-
yonlar, oral enfeksiyonlar, gastrointestinal enfeksi-
yonlar, deri ve yara enfeksiyonlarinda polimikrobiyal
biyofilmler olusturabilen C. albicans ve E. coli,
K. pneumoniae, A. baumannii veya P. aeruginosa
bakterilerinin birlikte olusturduklari biyofilmler ince-
lenmistir. Sonuglarimiza gore, ¢alisilan Gram negatif
bakterilerin timi biyofilm icerisindeki C. albicans
hicrelerini istatistiksel olarak anlamli (p>0.05) sekil-
de inhibe etmis ve antagonist etki gostermistir. En
yuksek antagonist etkiye neden olan bakteri E. coli
olarak belirlenmistir. E. coli- C. albicans polimikrobi-
yal biyofilmlerindeki C. albicans sayisi kontrol grubu-
na gore (¢ log azalma gdstermistir. Diger Gram nega-
tif bakteriler de benzer sekilde C. albicans’in polimik-
robiyal biyofilmlerdeki varligini yaklasik iki log azalt-
mislardir. Gram negatif bakterilerin C. albicans biyo-
film olusumu Uzerine antagonist etkileri olmasi ve
polimikrobiyal biyofilmlerdeki C. albicans sayisini
azaltmalarina ragmen, MTT sonuglarina gore tim
polimikrobiyal biyofilmlerdeki toplam canh hiicre
sayisi istatistiksel olarak azalmamistir. Floresan mik-
roskobu gorintileri de polimikrobiyal biyofilmlerde-
ki Gram negatif bakteri varliginin fazlahgini dogrula-
maktadir.

Candida albicans Gram negatif bakterilerle birlikte
degil, Gram negatif bakterilerin biyofilmlerinden
elde edilen hiicresiz stipernatantlar ile birlikte inkd-
be edildiginde ise biyofilmdeki C. albicans sayisi daha
az etkilenmistir. Gram negatif hucrelerin varhgi
C. albicans’in biyofilm igerisinde tutunmasini yiiksek
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Sekil 3. Floresan goriintiileri. A: Polimikrobiyal biyofilmler B: Bakteriyel siipernatantlarin C. albicans tizerine etkileri. Goruntiler
sirasi ile; Acinetobacter baumannii, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve Pseudomonas aeruginosa. AO/PI kullanilarak
canli hiicreler yesil ve 6l hiicrelerde kirmizi ile boyanmigtir (biiylitme x 40, 6l¢ii = 20 um).

oranda etkilerken, bu etkinin bir kismindan Gram
negatif bakterilerin biyofilm ortamina salgiladiklari
maddelerin, bir kismindan ise bakteri hlicrelerinin
fiziksel varliginin sorumlu olabilecegi disinilmustdr.
Calisilan tim bakterilerin stpernatantlari,
C. albicans’in tek basina olusturdugu biyofilme gore
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biyofilm icerisindeki C. albicans sayisini istatistiksel
olarak anlamli sekilde azaltmistir. En fazla inhibitor
etki gosteren stipernatantlar E. coli ve P. aeruginosa
siipernatantlari olarak belirlenmislerdir (iki log azalt-
ma). K. pneumoniae ve A. baumannii stipernatantlari
ise yaklasik bir log’luk azalmaya neden olmuslardir.
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Supernatantlarin gézlenen etkileri, C. albicans’in kati
ylzeylere yapismasinin veya biyofilm olusumu ve
gelisiminin hasar gérmesinin bir sonucu olabilecegini
disindirmastar.

Koloni sayim sonuglari, MTT sonuglari ile karsilastiril-
diginda ise P. aeruginosa slpernatanti hari¢ tim
siipernatantlarin benzer sonuglarla C. albicans’in
biyofilmdeki canlilik ylizdesini azalttiklari gézlenmis-
tir. E. coli sipernatanti C. albicans biyofilmlerindeki
canlilik ylzdesini kontrol grubuna kiyasla %12.6’ya
kadar diisirmustir. C. albicans biyofilmindeki canlilik
yluzdesini en ¢ok etkileyen siipernatant ise
A. baumannii stpernatanti olarak belirlenmistir.
Kontrol grubuna gore %90’a yakin bir oranda biyo-
filmdeki C. albicans canliligini azaltmistir.

Pseudomonas aeruginosa slipernatanti ise C. albicans
biyofilm olusumuna karsi etkisiz kalmis ve olusan
biyofilm kitlesini degistirememistir. Sonuglarimizdan
farkh olarak, Holcombe ve ark.?” tarafindan yapilan
bir calismada, P. aeruginosa slpernatanti biyofilm
olusumun ilk basamagindan itibaren ortamda bulun-
dugunda C. albicans biyofilm olusumunun inhibe
oldugu, fakat adezyon asamasindan (1 saat) sonra
ortamdan uzaklastirilan siipernatantin etkisiz oldugu
gosterilmistir. Benzer sekilde adezyon asamasindan
sonra ortama konulan slipernatantin ise biyofilm
olusumunu inhibe ettigi belirlenmistir. Arastiricilar
tarafindan elde edilen bu sonuglar, siipernatantlarin
biyofilmin hangi asamasinda ilave edildigine ve ne
kadar sure ile etkili olduklarina gore biyofilm tzerine
olan etkilerinin degistigini gdstermistir.

Kistik fibrozis hastalarinin akcigerleri ve ciddi yanik
yaralarinda sikhkla bir arada bulunabilen C. albicans
ve P. aeruginosa’nin birbirleri ile karmasik iliski iceri-
sinde olduklari bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarda,
Pseudomonas’in quorum sensing sinyal molekila
olan 3-oxo-C12-homoserin laktonun Candida morfo-
lojisini ve fungal metabolit olan farnesolin de
Pseudomonas’t  antagonist olarak etkiledigi
gosterilmistir2829,

Peleg ve ark.t% tarafindan yapilan baska bir ¢alisma-
da da yine benzer sekilde A. baumannii’nin C. albicans

hif olusumunu dolayisiyla biyofilm olusumunu olum-
suz yonde etkiledigi gosterilmistir. Benade ve ark.®?
tarafindan yapilan bir arastirmada, aralarinda
K. pneumoniae’nin de bulundugu cesitli bakterilerin
aerobik kosullarda C. albicans’in Gremesini inhibe
ettigi saptanmistir. Genellikle Griner sistem enfeksi-
yonlarinda bir arada bulunan E. coli’ninise, C. albicans’in
mesane mukozasina  yapismasini  arttirdigl
gosterilmistir”32), Elde ettigimiz sonuglarimizin daha
once yapilan ¢alismalar ile E. coli hari¢ uyum goster-
digi gorilmistar. Calismamizda, E. coli'nin de diger
Gram negatif bakteriler gibi C. albicans biyofilm
hiicrelerini inhibe ettigi gosterilmis bu durum farkh
suslarin farkli sonuclar gosterebilecegi seklinde
yorumlanmistir. Floresan goriintiileme sonuglarina
gore de stpernatantlarin C. albicans biyofilmindeki
canh hicre sayisini azalttigi, biyofilm icerisindeki
kirmizi renkli 6lG hiicrelere bakarak anlasiimakta-

dir.

Cesitli kilttrlerden elde edilen hiicresiz steril sliper-
natantlarin, elde edildikleri mikroorganizmaya bagh
olarak degismekle birlikte bakteriyosin, hidrojen
peroksit veya organik asitler gibi gesitli biyolojik aktif
maddeler icerebildikleri ve bu maddelerin de baska
mikroorganizmalar icin antimikrobiyal etki gosterebi-
lecegi bilinmektedir®®. Yapilan bir ¢alismada,
E. coli'nin slipernatantinin aralarinda C. albicans’in
da bulundugu alti farkli Candida tirinin biyofilmi
Uzerine etkisi arastirilmis ve E. coli’nin salgiladig
maddelerin Candida’larin biyofilm olusumu igin
gerekli olan hif olusum genlerinin ekspresyonunu
engelledigi boylece biyofilm olusumunu énemli 6l¢l-
de inhibe ettigi belirlenmistir®¥. Calismamizda, Gram
negatif bakterilerden elde ettigimiz steril stiperna-
tantlarin C. albicans biyofilmi lzerine inhibitor etki
gosterdikleri ve maya sayisini en az bir log azalttik-
lari gosterilmistir. Sonuglarimiza gore, bakteri hiic-
relerinin maya hicreleri ile bir arada bulundugu
biyofilmlerde, yalnizca stipernatantlarinin bulundu-
gu biyofilmlere gore C. albicans sayisinin daha fazla
azaldigi belirlenmis ve bu durum da bakteriyel/fun-
gal biyofilmlerde yalnizca slipernatant icerisindeki
biyolojik aktif maddelerin degil ayni zamanda bak-
teri hiicrelerinin de antimikrobiyal etkisi olabilece-
gini dislindUrmastir.
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Dimorfik bir maya olan C. albicans degisen ortam
kosullarinda mayadan hife dénlserek biyofilm olus-
turmaya baslamaktadir®®. C. albicans biyofilmleri,
maya hicreleri, yalanci hif ve gercek hiflerden mey-
dana gelen karmasik bir sistemdir ve zaman zaman
cesitli bakterilerle birlikte polimikrobiyal biyofilmler
olusturabilir®'”. Yapilan c¢alismalar nozokomiyal
C. albicans enfeksiyonlarinin blyik cogunlugunun
polimikrobiyal enfeksiyonlar oldugunu gostermis,
ancak buna ragmen fungal-bakteriyel biyofilmlerle
ilgili yapilan calismalarin monomikrobiyal biyofilm
calismalarina gore daha az olduklari gérilmustiir®®,
Bu nedenle galismamizin polimikrobiyal biyofilmlerin
dogasini anlamaya ve bu biyofilmlerle iliskili enfeksi-
yonlarla miicadelede terapotik stratejilerin daha iyi
anlasilmasina yardimci olabilecegi dustnilmektedir.
Calismamizda elde ettigimiz sonuglara gore; sistemik
enfeksiyonlar, vajinal enfeksiyonlar, deri ve yara
enfeksiyonlari, oral enfeksiyonlar, gastrointestinal
enfeksiyonlar ve kistik fibrozis gibi pek ¢ok enfeksi-
yonda ortaya cikabilen C. albicans Gram negatif poli-
mikrobiyal biyofilmlerde bakteriler hem hiicreleri ile
hem de steril hiicresiz stipernatantlari ile C. albicans
biyofilm hiicrelerini antagonist olarak etkilemistir.
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